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Streszczenie

Celem badan bylo opracowanie metody ekstrakcji barwnikow antocyjanowych z owocow aronii, czar-
nego bzu i czarnej porzeczki oraz korzeni czarnej marchwi. Do ekstrakcji antocyjanéw zastosowano roz-
twory: wode zakwaszong kwasem octowym (0,75 % m/m), wod¢ zakwaszong kwasem solnym (0,75 %
w/w), metanol/wode/kwas octowy (40 : 60 : 0,5 v/v/v), aceton/wode/kwas octowy (70 : 29,5 : 0,5 v/v/v).
W otrzymanych ekstraktach oznaczono zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych oraz antocyjanéw i na ich pod-
stawie wykonano analiz¢ kinetyki ekstrakcji. Zbadano rowniez wlasciwosci przeciwutleniajace uzyska-
nych ekstraktow metodami ABTSe+ i FRAP. W procesie ekstrakcji antocyjanéw z owocow aronii, czar-
nego bzu i czarnej porzeczki optymalnymi ekstrahentami okazaly si¢: wodny roztwér metanolu
z dodatkiem kwasu octowego oraz wodny roztwor kwasu octowego, natomiast w trakcie ekstrakcji antocy-
janow z korzenia czarnej marchwi najlepsze rezultaty uzyskano przy uzyciu wodnego roztworu metanolu
z dodatkiem kwasu octowego oraz wodnego roztworu acetonu z dodatkiem kwasu octowego.

Stowa kluczowe: antocyjany, ekstrakcja, wlasciwosci przeciwutleniajace, ABTS++, FRAP

Wprowadzenie

Antocyjany sg wazng grupa barwnikoéw roslinnych. Ich struktura chemiczna jest
bardzo ztozona. Zbudowane sg z czg¢$ci niecukrowej (aglikonu) potaczonej wigzaniem
glikozydowym z resztg cukrowa. Aglikon zawiera szkielet antocyjanidyny zwany ka-
tionem 2-fenylobenzopiryliowym lub flawyliowym. Wyrdznia si¢ ponad 20 typow
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budowy antocyjanidyn, przy czym najczgsciej spotykane sg: cyjanidyna, delfinidyna,
malwidyna, pelargonidyna, petunidyna i peonidyna. Cz¢$¢ cukrowa to najczesciej glu-
koza, rzadziej galaktoza, ramnoza lub arabinoza. R6znice w budowie czgsci cukrowej,
jak rodzaj i liczba czasteczek cukru i rodzaj czgsteczek acetylujacych, sa takze przy-
czyng duzego zrdznicowania struktury antocyjanow. Obecnie znanych jest kilkaset
barwnikdéw antocyjanowych [24].

Barwniki antocyjanowe wystepuja w kwiatach, owocach, a takze w li§ciach, to-
dygach 1 korzeniach. Konkretny gatunek rosliny zawiera zwykle charakterystyczny
zestaw od kilku do kilkunastu antocyjanéw o roznej budowie i wlasciwosciach [17].
Podstawowa metoda pozyskiwania barwnikow antocyjanowych jest ekstrakcja selek-
tywnymi rozpuszczalnikami [24]. Mozliwa jest takze synteza chemiczna antocyjanow
wystepujacych in vivo, jednak jest ona bardzo kosztowna i mato wydajna [5, 16].

Ekstrakcja jest bardzo istotnym etapem procesu separacji, identyfikacji oraz pro-
dukcji na szeroka skale zwigzkoéw polifenolowych, w tym takze barwnikow antocyja-
nowych. Zwiazki te najczgsciej pozyskuje sie metoda ekstrakcji w uktadzie ciecz —
ciato stale oraz ekstrakcji w warunkach nadkrytycznych [3]. Wydajnos¢ procesu zalezy
od szeregu czynnikow zwigzanych zaréwno z wlasciwosciami separowanych zwigz-
kow, jak i stosowanych rozpuszczalnikéw. Szczegolng uwage zwraca si¢ na polarnosé
oraz pH ekstrahenta. Antocyjany nie sg stabilne w roztworach obojetnych i zasado-
wych, stad podczas ekstrakcji stosuje si¢ wylacznie zakwaszone wodne roztwory wy-
branych rozpuszczalnikow organicznych. Najpowszechniej uzywanymi rozpuszczalni-
kami sa roztwory wodno-alkoholowe zawierajace etanol lub metanol, ale mozna
rowniez stosowac roztwory zawierajace n-butanol, aceton, glikol propylenowy [9, 10].
Ekstrahent zakwasza si¢ za pomocg kwasu solnego lub kwasu organicznego (np. kwasu
octowego), co wedtug Strack i Wray [26] jest szczegblnie przydatne w separacji ztozo-
nych poliacylowanych antocyjanow. Ze wzgledu na zlozong budowe tych zwigzkow
oraz na rodzaj materiatu, z ktorego sg one pozyskiwane, trudno wskazac jedna, uniwer-
salng metod¢ pozwalajaca na ich wydajng separacje.

Celem badan bylo opracowanie metody ekstrakcji barwnikow antocyjanowych
Z OWOCOW aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki oraz korzeni czarnej marchwi.

Material i metody badan
Przygotowanie materiatu roslinnego

Materialem do badan byly owoce: aronii czarnowoocowej (Aronia melanocarpa
Elliata), czarnego bzu (Sambucus nigra L.) i czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.) oraz
korzenie spichrzowe czarnej marchwi odmiany Deep Purple (Daucus carota subsp.
sativus var. atrorubens Alef). Owoce czarnego bzu pochodzity z obszaru Natura 2000
Dolina Samicy Kierskiej. Korzenie czarnej marchwi pozyskano z firmy Bejo Zaden
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Poland (Ozarow Mazowiecki, Polska), natomiast owoce czarnej porzeczki i aronii po-
chodzily z gospodarstwa ekologicznego w miejscowosci Borowo (gmina Czempin,
Wielkopolska). Material roslinny zebrano w sezonie wegetacyjnym w 2012 roku,
a nastepnie zamrazano w temperaturze -85 °C i suszono sublimacyjnie w liofilizatorze
Beta 1-16 (Martin Christ, Niemcy) przez 48 h (suszenie wiasciwe — 40 h i dosuszanie —
8 h). Temperatura potek, na ktorych umieszczano zamrozony surowiec w trakcie su-
szenia wlasciwego wynosita 15 °C, natomiast podczas dosuszania — 25 °C. Suszenie
wlasciwe przebiegato pod cisnieniem rownym 10 Pa, natomiast dosuszanie odbywato
si¢ bez kontroli ci$nienia. Susz mielono w mtynku MF 10 Basic (IKA®-Werke GmbH
& Co. KG, Niemcy) do proszku o maksymalnej $rednicy ziaren réwnej 2 mm, a na-
stepnie przechowywano we fiolkach w atmosferze gazowego azotu w temp. -85 °C.
Zawarto$¢ suchej masy w liofilizatach oznaczano metoda wagowg zgodnie z norma
PN-EN 12145 [19].

Ekstrakcja antocyjanow

Do ekstrakcji antocyjanéw zastosowano nastgpujace roztwory: wodg zakwaszona
kwasem octowym (0,75 % w/w), wod¢ zakwaszong kwasem solnym (0,75 % w/w),
metanol/wode/kwas octowy (40 : 60 : 0,5 v/v/v), aceton/woda/kwas octowy (70 : 29,5 :
0,5 v/v/v).

Ekstrakcjg¢ prowadzono wielostopniowo w temp. 20 °C. W probowce wirowkowej
umieszczano 1 g zmielonego liofilizatu aronii, czarnej porzeczki lub czarnego bzu oraz
10 ml roztworu ekstrakcyjnego. W trakcie trwajacego 15 min pierwszego stopnia eks-
trakcji zawarto$¢ probowki poddawano dzialaniu ultradzwigkéw przez 5 min w lazni
ultradzwigkowej (Sonic 6, Polsonic Sp. z 0.0., Polska) oraz pigciokrotnie wytrzasano
przy uzyciu wytrzasarki worteks przez 30 s. Nastepnie zawarto$¢ probowki wirowano
(3500%g, 10 min).

W czasie ekstrakcji antocyjandw z czarnej marchwi, 1 g suszu zawieszano
w 20 ml roztworu ekstrakcyjnego. Procedura pierwszego stopnia ekstrakcji byta iden-
tyczna z zastosowang do badanych owocow. Separacje osadu od ekstraktu wykonywa-
no w prozniowym filtrze siatkowym wiasnej konstrukcji. Czas trwania ekstrakcji
pierwszego stopnia wynosit 17 min. Dodatkowo po ekstrakcji roztworem zawieraja-
cym aceton/wode/kwas octowy wykonywano ptukanie ekstraktu chloroformem w celu
usunigcia zwigzkéw lipofilnych. Do ekstraktu dodawano chloroform (1 : 2 v/v), a uzy-
skang mieszaning intensywnie mieszano przez 2 min. Po separacji faz (4 °C, 12 h)
zbierano gorng faze wodna.

Uzyskane ekstrakty przenoszono do nowej probdéwki, natomiast do osadu otrzy-
manego po pierwszym stopniu ekstrakcji dodawano kolejng, $wiezg porcj¢ roztworu
ekstrakcyjnego. Ekstrakcja w kolejnych stopniach, ktorych byto 8, przebiegata w taki
sam sposob jak w stopniu pierwszym. Ekstrakty przechowywano w temp. -86 °C.
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Analiza fizykochemiczna ekstraktow

Oznaczanie zawartosci zwigzkow fenolowych ogotem wykonywano z uzyciem
odczynnika Folina-Ciocalteu’a, wedtug Fang i wsp. [7]. Zawarto$¢ zwigzkdéw fenolo-
wych w ekstrakcie wyrazano jako rownowaznik kwasu chlorogenowego w przelicze-
niu na gram suchej masy ekstrahowanego materiatu roslinnego (mg CAE/g s.m.).

Calkowitg zawarto$¢ antocyjandw w ekstraktach z owocow oznaczano spektrofo-
tometryczng metoda roznicowa wedtug Fuleki i Francis [8], natomiast zawartos¢ anto-
cyjanéw w ekstraktach z czarnej marchwi oznaczano za pomocg procedury opracowa-
nej przez Kidonia i Czapskiego [15].

Wiasciwosci przeciwutleniajace mierzono jako efektywnos¢ wygaszania stabilne-
go kationorodnika ABTS™ wedtug Re i wsp. [23]. Stezenie wygaszonego ABTS prze-
liczano na rownowazniki Troloxu.

Wiasciwosci redukujgce ekstraktow okreslano metoda FRAP, opisang przez Ben-
zie 1 Strain [2]. Miarg zdolno$ci redukujacych byt rownowaznik Troloxu.

Modelowanie kinetyki ekstrakcji

Do analizy kinetyki ekstrakcji zwigzkéw fenolowych i barwnikow antocyjano-
wych zastosowano rownanie [3]:

E=E+— '
K +K,-t

gdzie:

E — zawarto$¢ zwiazkow fenolowych lub antocyjanéw [mg/g s.m.] w czasie ¢ [min],

E, — poczatkowa zawarto$¢ zwigzkow fenolowych lub antocyjanéw [mg/g s.m.] wy-
znaczona w t =y,

K, — stata szybkos$ci [min. g s.m./mg],

K, — stata okreslajaca pojemnos$¢ uktadu [g s.m./mg].

Parametry réwnania obliczano w module Solver programu Microsoft Excel. Wy-
znaczano je, obliczajagc minimum funkcji straty stanowigcej kwadrat roznicy pomigdzy
warto$cig obserwowang i przewidywana. Warunkiem ograniczajacym byly nieujemne
wartos$ci estymowanych parametrow. Na podstawie wielkosci statej K; obliczano szyb-
kos$¢ ekstrakcji By [mg/min. g s.m.] w fazie poczatkowej (¢ = ¢y):

B, =—
0 X,
Wyznaczano takze maksymalng teoretyczng zawarto$¢ zwigzkow fenolowych lub
antocyjanoéw E,, [mg/g s.m.]:
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E, =E0+L
K2

Analiza statystyczna

W celu oceny zwigzku pomi¢dzy parametrami rownan modelowych opisujgcych
ckstrakcj¢ polifenoli i antocyjanéw wyznaczono wspotczynniki korelacji liniowej Pe-
arsona. Wyniki przedstawiajgce zawartos¢ antocyjanow i polifenoli w ekstraktach ana-
lizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji oraz testu wielokrotnych
poréwnan post-hoc Tukeya. Analizy statystyczne wykonano w programie Statistica
12.0 PL (p = 0,05).

Wyniki i dyskusja
Kinetyki ekstrakcji

W niniejszej pracy do matematycznego opisu kinetyki procesu zastosowano mo-
del Pelega [3]. Na jego podstawie wyznaczono szybkos¢ ekstrakcji By w fazie poczat-
kowej procesu oraz maksymalng zawarto$¢ zwigzkow fenolowych lub antocyjanow
w ekstrakcie E,, odpowiadajgcg stezeniu rownowagowemu. Przyktadowe dane doty-
czace kinetyki ekstrakcji wspomnianych wyzej zwigzkow przedstawiono na rys. 1.
Zawarto$¢ suchej masy w liofilizatach aronii, czarnego bzu, czarnej porzeczki i czarnej
marchwi, ktore nastepnie poddano ekstrakcji, srednio wynosita odpowiednio [%]: 88,
90, 891 88.

Krzywa ekstrakcji miala przebieg nieliniowy. Najwieksza szybkos$¢ ekstrakcji ob-
serwowano w pierwszych 25 min, co wynikato z duzej r6znicy stezen. W kolejnych
25 min szybko$¢ ekstrakcji znacznie malata na skutek zmniejszenia si¢ r6znicy steze-
nia ekstrahowanych substancji pomigdzy ekstrahentem a materiatem poddanym eks-
trakcji.

Po 75 minutach ekstrakcji uktad osiggal stan zblizony do rownowagowego, co
oznacza, ze podczas kolejnych wymian rozpuszczalnika stezenie badanych substancji
w ekstrakcie zmieniato si¢ w niewielkim zakresie. Parametry rownan modelowych
oraz wspotczynniki dopasowania (R*) modelu opisujacego kinetyke ekstrakcji do da-
nych do$wiadczalnych przedstawiono w tab. 1.1 2. Obliczone wspotczynniki dowodza,
ze w przypadku wszystkich badanych surowcow najwigksza szybkos$cia ekstrakcji
barwnikéw antocyjanowych w poczatkowej fazie procesu cechowat si¢ uktad, w kto-
rym ekstrahentem byt wodny roztwoér metanolu z dodatkiem kwasu octowego. Naj-
wicksza szybko$cig odznaczata si¢ ekstrakcja owocoéw aronii (By = 3,717 mg/min g
s.m). Mniejszg szybko$¢ ekstrakcji antocyjanow uzyskano przy uzyciu wodnych roz-
tworéw acetonu i kwasu solnego. Wielkosci otrzymane w obrebie tych dwoch
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Rys. 1. Kinetyka ekstrakcji antocyjanéw oraz polifenoli ogétem z owocodw czarnego bzu za pomoca
metanolu/wody/kwasu octowego (40 : 60 : 0,5 v/v/v)

Fig. 1.  Extraction kinetics of anthocyanins and total phenolics from fruits of elderberry using metha-
nol/water/acetic acid (40 :60 : 0.5 v/v/v)

rozpuszczalnikow byly porownywalne dla wigkszosci badanych surowcow. Z naj-
mniejszg szybkoscig przebiegata ekstrakcja wodnym roztworem kwasu octowego.
Szczegoblnie wyrazne réznice zaobserwowano w przypadku aronii (By = 0,52 mg/min g
s.m.) — szybkos¢ ekstrakcji za pomocg wodnego roztworu kwasu octowego byta ponad
siedmiokrotnie mniejsza od szybko$ci osiggnigtej przy zastosowaniu wodnego roztwo-
ru metanolu z dodatkiem kwasu octowego. Maksymalne teoretyczne zawartosci anto-
cyjandéw w ekstrakcie E,, odpowiadajgce stezeniu rownowagowemu (czas ekstrakcji,
t—0) uzyskane podczas ekstrakcji wodnym roztworem kwasu octowego byly w wigk-
szosci przypadkow poréwnywalne do tych, jakie uzyskano podczas ekstrakcji wodnym
roztworem metanolu z dodatkiem kwasu octowego. Eliminacja metanolu, ktory cha-
rakteryzuje si¢ bardzo wysokg toksycznoscia, jest korzystna ze wzgleddéw bezpieczen-
stwa produktu, a jego ewentualne pozostalosci zwykle usuwa si¢ za pomocg destylacji,
co dodatkowo zwigksza koszty procesu. Przedstawione dane sg zgodne z danymi litera-
turowymi [1, 14, 27]. Roznice w kinetyce ekstrakcji mozna wyjasnic¢ r6zng polarnoscia
stosowanych rozpuszczalnikow. Jak podaje Snyder [25], najwyzszym wskaznikiem
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polarnos$ci charakteryzuje si¢ woda, nastgpnie metanol, aceton i kwas octowy. Antocy-
jany, ze wzgledu na obecno$¢ w czgsteczce grup hydroksylowych, karboksylowych
oraz metoksylowych, zwigzanych z pierScieniem aromatycznym, zaliczane sg do grupy
zwigzkow polarnych, stad znacznie lepiej rozpuszczajg si¢ w rozpuszczalnikach polar-
nych anizeli w niepolarnych [11].

Znacznie wigksze roznice pomigdzy badanymi surowcami stwierdzono w odnie-
sieniu do kinetyki ekstrakcji zwigzkéw fenolowych. Najwicksza szybkoscig ekstrakeji
owocOw aronii i czarnej porzeczki charakteryzowaty si¢ uklady, w ktérych zastosowa-
no aceton — warto$¢ liczbowa wspotczynnika B, wynosita odpowiednio: 53,17 oraz
12,47 mg/min. g s.m. Szybko$¢ ekstrakcji korzenia czarnej marchwi z zastosowaniem
kwasu octowego (By = 4,06 mg/min. g s.m.) byla okoto dwukrotnie wyzsza anizeli
z zastosowaniem kwasnego roztworu metanolu (By = 2,31 mg/min. g s.m.) czy acetonu
(Bp = 2,16 mg/min. g s.m). Zdecydowanie inaczej przebiegata kinetyka ekstrakcji
zwigzkow fenolowych z owocow czarnego bzu. Najskuteczniejszym ekstrahentem
zarowno pod wzgledem szybkosci ekstrakcji (By), jak i maksymalnej zawarto$ci
zwigzkow fenolowych w ekstrakcie (E,,) byt wodny roztwor kwasu solnego. Ponadto,
podobnie jak w pracy Piljac-Zegarac i wsp. [18], nie bylo zasadniczo statystycznie
istotnej (p > 0,05) korelacji pomiedzy wspotczynnikami okreslajacymi kinetyke eks-
trakcji zwigzkow polifenolowych i antocyjandw. Wystepowanie statystycznie istotnej
korelacji stwierdzono jedynie w przypadku wspotczynnika K; wyznaczonego dla eks-
trakcji antocyjanow 1 polifenoli z owocoéw aronii (r = 0,95, p = 0,042) i czarnej po-
rzeczki (r = 0,96, p = 0,034). Warto zauwazy¢, ze kazdy z badanych surowcow zali-
czany jest do innej rodziny: aronia do rézowatych, czarny bez do pizmaczkowatych,
czarna porzeczka do agrestowatych, a czarna marchew do selerowatych. Zrdznicowane
pochodzenie botaniczne oraz warunki wzrostu moga by¢ przyczyng znacznych roéznic
w obrebie sktadu chemicznego poszczegdlnych surowcow, co w istotny sposob bedzie
wplywalo na przebieg ekstrakcji oraz wyniki analiz chemicznych. Wedlug Escarpa
i Gonzales [6], odczynnik Folina-Ciocalteu’a charakteryzuje si¢ niska selektywnoscia,
ktora wynika z jego reaktywnosci takze z innymi substancjami redukujacymi znajduja-
cym si¢ w owocach (cukry, karotenoidy, aminokwasy, witamina C). Poszczegolne
ekstrakty, w zalezno$ci od zastosowanego surowca oraz rozpuszczalnika, moga r6znié
sic pod wzgledem zawarto$ci substancji reagujacych z odczynnikiem Folina-
Ciocalteu’a, co przektada si¢ na wspomniany wyzej brak wyraznej korelacji pomigdzy
kinetyka ekstrakcji zwigzkéw polifenolowych 1 antocyjanow.
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Wtasciwosci fizykochemiczne ekstraktow

Zawarto$ci antocyjanow 1 polifenoli w ekstraktach po zakonczeniu procesu eks-
trakcji przedstawiono na rys 2. i 3. Uzyskane wielkos$ci byly zasadniczo nizsze od
wspotczynnikow E,, (£, oznacza maksymalnag, teoretyczng zawarto$¢ sktadnika, ktory
moze zosta¢ wyekstrahowanany z badanego surowca). W praktyce uzyskanie ekstrak-
tow o zawartosci sktadnika odpowiadajacego E,, wymagatoby znacznego wydtuzenia
czasu procesu, poniewaz ekstrakcja w stopniu wigkszym niz trzeci w niewielkim stop-
niu wptywala na st¢zenie ekstrahowanych substancji. Pod wzgledem ekonomicznym
uzasadnione jest zatem wczesniejsze zakonczenie procesu ekstrakcji, zanim zostanie
osiggnigta wielkos$¢ E,,. Po ekstrakcji wodnym roztworem kwasu octowego, w zalez-
nos$ci od rodzaju materiatu poddanego ekstrakcji, stanowity one w odniesieniu do poli-
fenoli i antocyjanéw odpowiednio: 77 + 87 % E,, 1 70 + 82 % E,,.. Jedynie po zakon-
czeniu ekstrakcji korzeni czarnej marchwi rzeczywista zawarto$¢ antocyjanow
w ekstrakcie byla jeszcze mniejsza i rowna 62 % maksymalnej, teoretycznej zawarto-
sci. Z kolei po ekstrakcji wodnym roztworem kwasu solnego zawarto$¢ polifenoli
w ekstrakcie byta rowna 55 + 78 % E,, za§ zawarto$¢ antocyjanow — 54 + 68 % E,.
Zawartosci polifenoli 1 antocyjanéw bardziej zblizone do wspotczynnikow £, uzyska-
no podczas ekstrakcji wodnym roztworem metanolu z dodatkiem kwasu octowego
(polifenole — 73 + 100 % E,,; antocyjany — 75 + 87 % E.,). Najwicksza zbieznos¢ rze-
czywistej zawarto$ci polifenoli i antocyjanoéw w ekstraktach do wspotczynnikow £,
osiggni¢to w trakcie ekstrakcji wodnym roztworem acetonu z dodatkiem kwasu octo-
wego (polifenole — 82 + 100 % E,,; antocyjany — 88100 % FE,,). Niemniej zastosowa-
nie do ekstrakcji wodnego roztworu acetonu z dodatkiem kwasu octowego spowodo-
wato, ze ilo$¢ uzyskanych antocyjanéw z owocoOw aronii, czarnego bzu i czarnej
porzeczki byla zacznie mniejsza niz otrzymana w trakcie ekstrakcji wodnym roztwo-
rem kwasu octowego czy wodnym roztworem metanolu z dodatkiem kwasu octowego.
Przyktadowo, po ekstrakcji wodnym roztworem metanolu z dodatkiem kwasu octowe-
go ekstrakt z owocOw czarnego bzu zawierat blisko dwa razy wiecej antocyjanow niz
ekstrakt po ekstrakcji wodnym roztworem acetonu z dodatkiem kwasu octowego. Po-
dobng zalezno$¢ stwierdzono po ekstrakcji antocyjanow wodnym roztworem kwasu
solnego z owocOw aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki. Uzyskane wyniki wskazu-
ja, ze zar6wno aceton, jak i kwas solny nie sg odpowiednimi rozpuszczalnikami do
ekstrakcji antocyjanéw z wymienionych owocoéw. Wniosek ten potwierdzajg takze
wyniki eksperymentow przeprowadzonych przez innych autoréw [4]. Inng zaleznosé
migdzy rodzajem zastosowanego ekstrahenta a zawarto$cig antocyjanéw zaobserwo-
wano w ekstraktach z korzenia czarnej marchwi. Najwickszg zawarto§¢ antocyjandow
uzyskano, gdy jako ekstrahent stosowano wodny roztwér metanolu z dodatkiem kwasu
octowego, najmniejszg natomiast — gdy ekstrakcje wykonywano przy uzyciu wodnych
roztworow kwasu solnego i octowego.
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aronia chokeberry czarny bez czarna porzeczka czarna marchew
elderberry blackcurrant black carrot

Objasnienia: / Explanatory notes:

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

a, b, ¢ — rozne litery oznaczaja wystgpowanie statystycznie istotnych réznic (p < 0,05) w obrgbie danego
rodzaju materiatu roslinnego/ different letters denote statistically significant differences at p < 0.05 for
a specified type of plant material.

Rys. 2. Zawarto$¢ antocyjanow w badanych ekstraktach
Fig. 2.  Content of anthocyanins in extracts analyzed

W zalezno$ci od rodzaju zastosowanego ekstrahenta, otrzymane ekstrakty roznity
si¢ takze zawartoscig antocyjanow w stosunku do ogolnej zawarto$ci zwigzkow feno-
lowych. Podczas ekstrakcji antocyjandw z owocOw aronii, czarnego bzu i czarnej po-
rzeczki najwicksza selektywnoscig w stosunku do tych zwigzkow wyrozniaty si¢ wod-
ne roztwory kwasu octowego i metanolu z dodatkiem kwasu octowego. W ekstraktach
wodnego roztworu kwasu octowego antocyjany stanowity 15,4 + 19,6 % zwigzkow
fenolowych, natomiast ekstrakty wodnego roztworu metanolu z dodatkiem kwasu oc-
towego zawieraty 13,8 + 22,3 % antocyjanow w stosunku do ogolnej zawartosci
zwigzkow fenolowych. Najmniejsza selektywnoscig w stosunku do antocyjanow od-
znaczal si¢ wodny roztwor acetonu z dodatkiem kwasu octowego. Wymywat on naj-
mniejszg ilo$¢ antocyjandow z owocow, przy stosunkowo najwickszym obcigzeniu eks-
traktu innymi zwigzkami fenolowymi. Dlatego w tych ekstraktach antocyjany
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stanowity tylko 7,8 + 11,1 % zwigzkéw fenolowych. Ponownie inne tendencje doty-
czyty ekstraktow z korzenia czarnej marchwi. Najwickszg selektywnos$¢ w stosunku do
antocyjanéw zawartych w tym surowcu wykazywaly wodne roztwory acetonu i meta-
nolu z dodatkiem kwasu octowego. Wyekstrahowane zwigzki fenolowe zawieraly
14,2 % antocyjandw w przypadku pierwszego z wymienionych rozpuszczalnikow oraz
11,9 %, gdy zastosowano drugi z ekstrahentow. Z kolei zawarto$¢ antocyjanow w sto-
sunku do zwiazkéw fenolowych byla najmniejsza i réwna 3,1 %, gdy jako rozpusz-
czalnik zastosowano wodny roztwor kwasu octowego.
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elderberry blackcurrant black carrot

Objasnienia jak pod rys. 2. / Explanatory notes as in Fig. 2.

Rys. 3. Zawarto$¢ polifenoli w badanych ekstraktach
Fig. 3.  Content of total phenolics in extracts

Po zakonczeniu ekstrakcji zmierzono takze potencjal przeciwutleniajgcy poszcze-
gblnych ekstraktow. W tym celu zastosowano dwie metody analizy wlasciwosci prze-
ciwutleniajacych: ABTS™ (rys. 4) i FRAP (rys. 5). Wyniki uzyskane za pomoca meto-
dy ABTS™ byty znacznie wicksze od osiggnietych przy wykorzystaniu metody FRAP.
Trudno jednak porownywac rezultaty uzyskane za pomoca obu metod, poniewaz kazda
z nich charakteryzuje si¢ odmiennym mechanizmem detekcji zwigzkoéw przeciwutle-
niajgcych. Metoda FRAP wykrywa zwigzki, ktore inaktywuja wolne rodniki na zasa-
dzie transferu pojedynczego elektronu, natomiast metoda ABTS™ uwzglednia takze
zwigzki, ktore majg zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikéw poprzez oddanie wodoru
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[20]. Niemniej wyniki uzyskane za pomoca obu metod byly ze sobg silnie skorelowane
(r = 0,92). Najwyzszym potencjalem przeciwutleniajacym charakteryzowaty si¢ eks-
trakty uzyskane z owocow po ekstrakcji wodnym roztworem acetonu z dodatkiem
kwasu octowego. Natomiast wlasciwosci przeciwutleniajgce ekstraktow z korzenia
czarnej marchwi byly podobne, niezaleznie od rodzaju uzytego ekstrahenta. Jedynie
potencjal przeciwutleniajacy ekstraktow otrzymanych przy udziale wodnego roztworu
acetonu z dodatkiem kwasu octowego byt nieznacznie nizszy w poréwnaniu z pozosta-
tymi ekstraktami z korzenia czarnej marchwi. Potencjat przeciwutleniajacy ekstraktow
byt silniej skorelowany z zawarto$cig zwigzkow fenolowych (metoda ABTS —r = 0,96;
metoda FRAP — r = 0,97) niz z zawarto$cig antocyjanow (metoda ABTS — r = 0,76;
metoda FRAP— r = 0,79). Podobna korelacj¢ pomiedzy wtasciwosciami przeciwutle-
niajgcymi a zawarto$cig polifenoli zaobserwowali takze Wu i wsp. [28]. Na zawartos¢
zwigzkoéw fenolowych, jak i na potencjat przeciwutleniajacy, wptywa bardzo wiele
czynnikéw. Sg one zdeterminowane nie tylko przez cechy gatunkowe, ale zaleza takze
m.in. od sezonu wegetacyjnego, nastonecznienia uprawy, dojrzato$ci zebranego mate-
rialu czy sposobu jego przechowywania po zbiorze [12, 21, 22]. Potwierdzaja
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aronia chokeberry czarny bez czarna porzeczka czarna marchew
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Objasnienia jak pod rys. 2. / Explanatory notes as in Fig. 2.

Rys. 4.  Wiasciwosci przeciwutleniajace badanych ekstraktow oznaczone metoda ABTS
Fig. 4. Antioxidant capacity of the extracts measured by the ABTS method
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to doniesienia, w ktorych nie stwierdzono statystycznie istotnych korelacji pomigdzy
aktywnoscig przeciwutleniajgca a zawartoscig zwigzkow fenolowych w ekstraktach
[13].
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Objasnienia jak pod rys. 2. / Explanatory notes as in Fig. 2.

Rys. 5.  Wiasciwosci przeciwutleniajace badanych ekstraktow oznaczone metoda FRAP
Fig. 5. Antioxidant properties of extracts as determined by FRAP method

Whioski

1. W procesie ekstrakcji antocyjanéw z owocow aronii, czarnego bzu i czarnej po-
rzeczki optymalnymi ekstrahentami sposrod zbadanych sa: wodny roztwor meta-
nolu z dodatkiem kwasu octowego (metanol/woda/kwas octowy — 40 : 60 : 0,5
v/v/v) oraz wodny roztwér kwasu octowego (0,75 % m/m).

2. Wybrane rozpuszczalniki umozliwiajg uzyskanie zblizonej zawarto$ci antocyja-
néw w ekstraktach oraz najwigkszej zawarto$ci antocyjandéw w stosunku do
wszystkich zwigzkow fenolowych. Szybkos¢ ekstrakcji za pomoca wodnego roz-
tworu metanolu z dodatkiem kwasu octowego jest znacznie wigksza. Jednak meta-
nol charakteryzuje si¢ bardzo wysoka toksyczno$cia, a jego usuwanie jest kosz-
towne. Dlatego w praktyce zaleca si¢, aby zamiast tego ekstrahenta uzy¢ wodnego
roztworu kwasu octowego.
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3. W procesie ekstrakcji antocyjanow z korzenia czarnej marchwi najlepsze rezultaty,
zardbwno pod wzgledem szybko$ci procesu, jak i zawartosci antocyjandéw w eks-
traktach, uzyskuje si¢ przy zastosowaniu wodnego roztworu metanolu z dodatkiem
kwasu octowego (metanol/woda/kwas octowy — 40 : 60 : 0,5 v/v/v) oraz wodnego
roztworu acetonu z dodatkiem kwasu octowego (aceton/woda/kwas octowy —
70 :29,5: 0,5 v/v/v).

Badania zrealizowano w ramach projektu NN 312 211 338 finansowanego przez
MNiSW.
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OBTAINING ANTHOCYANINS FROM CHOKEBERRY, BLACKCURRANT AND
ELDERBERRY FRUITS, AND FROM ROOTS OF BLACK CARROT USING
EXTRACTION METHOD

Summary

The objective of the research study was to develop a method of extracting anthocyanins from fruits of
chokeberry, elderberry and blackcurrant as well as from black carrot roots. The following solutions were
used to extract anthocyanins: water acidified with acetic acid (0.75 % w/w), water acidified with hydro-
chloric acid (0.75 % w/w), methanol/water/acetic acid (40: 60: 0.5 v/ v/ v), and acetone/water/acetic acid
(70:29.5: 0.5 v/ v/ v). In the extracts produced, the content of phenolic compounds and anthocyanins was
determined, and, on the basis thereof, the extraction kinetics was analyzed. Furthermore, the antioxidant
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properties of the extracts obtained were analyzed with the use of ABTS and FRAP tests. During the pro-
cess of extracting anthocyanins from fruits of chokeberry, elderberry, and blackcurrant, the aqueous meth-
anol with acetic acid added and the aqueous solution of acetic acid appeared to be the optimal extractants,
while, during the extraction of anthocyanins from black carrot roots, the best results were achieved when
using the aqueous solution of methanol with acetic acid added and the aqueous solution of acetone with
acetic acid added.

Key words: anthocyanins, extraction, antioxidant properties, ABTSe+, FRAP
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