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Wykaz skrotéw stosowanych w pracy

BV (z ang. bead volume) — objetos$¢ zywicy

DVB (z ang. divinylbenzene) — diwinylobenzen

E/S — stosunek ekstrahenta do surowca

EDE (z ang. elderberry dry extract) — suchy ekstrakt z owocdw bzu czarnego

HPLC (z ang. high performance liquid chromatography) — wysokosprawna chromatografia

cieczowa

HILIC (z ang. hydrophilic interaction liquid chromatography) — chromatografia oddzialywan
hydrofilowych

IL1-B — interleukina 1

LC-MS (z ang. liquid chromatography-mass spectrometry) — chromatografia cieczowa

sprzezona ze spektrometrig mas

LPS — lipopolisacharyd

MDA (z ang. malonyl dialdehyde) — dialdehyd malonowy

MF — mikrofiltracja

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy
MWCO (z ang. molecular weight cut-off) — graniczna masa czasteczkowa
NF — nanofiltracja

PA - poliamid

PES — polieterosulfon

PUFA (z ang. polyunsaturated fatty acids) — wielonienasycone kwasy thuszczowe
PVDF - poli(fluorek winylidenu)

RO (z ang. reverse osmosis) — odwrocona osmoza



RP-HPLC (z ang. reverse phase high performance liquid chromatography) — wysokosprawna

chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz

SPE (z ang. Solid Phase Extraction) — ekstrakcja do fazy stalej

TFC (z ang. thin film composite) — cienki film kompozytowy

Tg (z ang. glass transition temperature) — temperatura zeszklenia

TNF-a (z ang. tumor necrosis factor ) — czynnik martwicy nowotworow o

UF- ultrafiltracja



l. WPROWADZENIE

Prowadzone w ostatnich latach badania nad biologiczng funkcja wolnych rodnikéw
wykazuja, ze wolne rodniki reaguja z lipidami, bialkami, a takze z DNA. Akumulacja
produktéw tych reakcji jest jedng z przyczyn rozwoju procesow degeneracyjnych, a nastepnie
choréb cywilizacyjnych. Tym procesom mozna przeciwdziata¢, dostarczajac wraz z dieta
odpowiednig ilo$¢ przeciwutleniaczy, ktore wystepujg powszechnie w warzywach i owocach.

Ciemne owoce jagodowe takie jak aronia, bez czarny, czy boréwka czarna sg
wyjatkowo bogate w przeciwutleniacze, przede wszystkim antocyjany. Surowce roslinne, w
tym rowniez owoce jagodowe, charakteryzujg si¢ jednak duzg zmienno$cig zawartoSci
poszczegolnych sktadnikow. Sktad surowcow roslinnych zalezy od takich czynnikow jak
odmiana, warunki uprawy oraz warunki klimatyczne. Ponadto, antocyjany sa substancjami
mato stabilnymi i ich zawarto$¢ zmienia si¢ w trakcie przechowywania i obrobki. W czasie
przetwarzania na soki i koncentraty owoce jagodowe poddaje si¢ dziataniu wysokiej
temperatury w celu zageszczenia i wyprodukowania koncentratu oraz ochrony przed rozwojem
niepozadanych drobnoustrojow.

Powszechnie stosowanym sposobem konserwacji owocdw jagodowych jest glebokie
mrozenie. Jest to metoda umozliwiajagca zachowanie wlasciwosci odzywczych 1
prozdrowotnych, w tym zawarto$ci antocyjandéw na niezmienionym poziomie.
Przechowywanie w stanie glebokiego zamrozenia wiaze si¢ jednak ze znacznymi kosztami.
Innym sposobem konserwacji owocow jagodowych jest suszenie. Wysuszone owoce nie
wymagaja kosztownego przechowywania w stanie glebokiego zamrozenia, ale z powodu
obrobki termicznej obniza si¢ zawarto$¢ antocyjanow. Kolejng metoda konserwacji owocow
jagodowych jest liofilizacja, ktoéra nie wymaga obrébki termicznej ani przechowywania w
stanie gitebokiego zamrozenia, ale jest procesem energo- i czasochtonnym i z tego powodu
drogim. Dodatkowo, zapewnienie jednorodno$ci jakosci owocdw, np. statej zawartosci
antocyjanéw, w wielotonowych partiach owocow jest niezwykle trudne.

Nowatorskg metoda przechowywania antocyjandéw jest wytwarzanie ekstraktow
suchych. Dzigki niskiej aktywnos$ci wody, takie ekstrakty sg znacznie bardziej stabilne
mikrobiologicznie i chemicznie a jednocze$nie nie wymagaja przechowywania w warunkach
glebokiego zamrozenia. Maja rowniez $cisle okreslong standaryzacj¢, gwarantujaca minimalng
okreslong zawarto$¢ antocyjandw. Ekstrakty sg tez bardziej jednorodne, poniewaz wymieszanie
partii ekstraktu, znacznie mniejszych od partii produkcyjnych surowcow roslinnych jest juz

mozliwe przy wykorzystaniu zwyklego mieszalnika. Wyprodukowanie ekstraktu o wysokiej



zawartosci antocyjanow (powyzej 15%) nie jest jednak mozliwe bez zastosowania metod
separacyjnych.

Rozwigzania opracowane w ramach doktoratu wdrozeniowego obejmujg wszystkie
etapy produkcji ekstraktow takie jak ekstrakcja, separacja, zaggszczanie i suszenie. Wiele z
tych rozwigzan zostato juz wdrozonych w firmie Greenvit, ktéra dzigki temu, wprowadzita do
oferty standaryzowane na 25% antocyjanow ekstrakty z owocéw bogatych w antocyjany.
Surowcami zastosowanymi do produkcji ekstraktow byly jedne z najbardziej popularnych
owocdéw jagodowych, czyli aronia czarnoowocowa (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott),
boréwka czarna (Vaccinium myrtillus L.) oraz bez czarny. Ekstrakty, ktére sg finalnymi
produktami wprowadzonymi dzi¢ki zastosowaniu niniejszych badan, majg zastosowanie przede

wszystkim na rynku suplementéw diety i naturalnych barwnikéw spozywczych.
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II.  CZESC LITERATUROWA
1. Owoce jagodowe

1.1.  Aronia czarnoowocowa
Opis botaniczny i zawarto$é zwiazkow bioaktywnych

Aronia czarnoowocowa (Aronia melanocarpa) to krzew z rodziny roézowatych
pochodzacy z Ameryki Potnocnej. W XIX wieku krzew zostat sprowadzony do Rosji, a w XX
wieku uprawa aronii zostata rozpowszechniona w innych krajach Europy, gdzie wyhodowano
liczne odmiany uzytkowe. Roslina ta ma wysokos¢ ok. 90-300 cm. Czgsécig uzytkowa sa owoce,
o $rednicy okoto 6 mm, zebrane w baldachogrona zawierajace po okoto 8-14 jagod. Liscie o
dhugo$ci 3—7 cm sg blyszczace i nicowlosione. Na terenie Polski (klimat umiarkowany, ciepty,
przejSciowy) bialo-r6zowe kwiaty otwieraja si¢ w maju, a owoce zbierane s3 od potowy
sierpnia do pazdziernika. Roslina jest bardzo odporna na mrozy i nie wymaga uzywania
srodkow ochrony roslin. Owoce mozna zbiera¢ za pomocg kombajnu. Dzigki tym cechom
uprawa aronii jest stosunkowo prosta i tania [1-3]. Owoce aronii, zaleznie od warunkoéw
klimatycznych i odmiany zawieraja okoto 15-30% suchej masy, w tym okoto 9,2-18,3%
cukrow. Kwasowos¢ ogdlna wynosi 0,75-1,05 g kwasu cytrynowego100-g™ [1,4]. Owoce A.
melanocarpa charakteryzujg si¢ wyzsza niz wigkszos$¢ innych owocow zawarto$cig polifenoli,
w szczeg6lnosci antocyjanow. Dzigki wysokiej zawartosci polifenoli jagody aronii
charakteryzuja si¢ wysokg aktywnoscig przeciwutleniajaca. Typowa zawarto$¢ antocyjanow w
owocach aronii miesci si¢ w przedziale 0,307% do 0,741% $wiezej masy [2,5-7]. Jedynie Wu
i wspotpracownicy oznaczyli znacznie wyzszg zawarto$¢ antocyjandw, wynoszaca 1,48% [8].
Antocyjany aronii sg glikozydami cyjanidyny: 3-O-galaktozyd, 3-O-arabinozyd, 3-O-glukozyd
i 3-O-ksylozyd. Profil antocyjandw jest charakterystyczny dla A. melanocarpa i niezaleznie od
odmiany jest bardzo zblizony. Najwigcej jest 3-galaktozydu cyjanidyny, ktory stanowi 60-65%
antocyjanow aronii. 3-arabinozyd cyjanidyny stanowi okoto 25-30% antocyjanéw owocow
aronii. A. melanocarpa zawiera rowniez niewielkie ilosci 3-glukozydu i 3-ksylozydu
cyjanidyny [2,5-7]. Dzigki zastosowaniu techniki LC-MS, w owocach aronii zidentyfikowano
rowniez $ladowe ilosci innych antocyjanéw w ilosci ok. 1,1% calkowitej ich zawartosci [9].

Zawarto$¢ sumy zwigzkow fenolowych obecnych w jagodach aronii waha si¢ w
przedziale 0,85-3% $wiezej masy [10,11]. Aronia charakteryzuje si¢ wysokg zawartoscig tanin
skondensowanych (proantocyjanidyn), ktérym zawdzigcza swoj intensywnie cierpki smak. Sg

to oligomery i polimery zbudowane z jednostek flawan-3-oli, przede wszystkim epikatechiny.
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Charakterystyczng cechg proantocyjanidyn aronii jest ich wysoki $redni stopien polimeryzacji,
wahajacy sie, W przypadku aronii w przedziale 15,5-37,5 [8,12]. Wsrdd polifenoli aronii
zidentyfikowano kwasy hydroksycynamonowe — chlorogenowy, neochlorogenowy oraz
produkt ich degradacji — kwas kawowy. Jagody A. melanocarpa zawierajg rowniez flawonole
— glikozydy kwercetyny i kwercetyne [13,14].

Owoce A. melanocarpa sg rowniez zrodtem witamin C, B1, B2, B6, niacyny, kwasu

pantotenowego i niektérych mineratow [15].

Prozdrowotne wlasciwo$ci owocow aronii

Wtasciwosci kardioprotekcyjne, przeciwcukrzycowe, przeciwzapalne,
immunomodulujace i przeciwnowotworowe owocoéw i ekstraktoéw z aronii sg intensywnie
badane [16-20]. Dziatanie kardioprotekcyjne i przeciwzapalne aronii analizowano w badaniach
klinicznych pacjentow cierpigcych na choroby uktadu krazenia [16]. W pracy Naruszewicza i
wspotpracownikow wykazano korzystny wpltyw ekstraktu z aronii na uklad sercowo-
naczyniowy pacjentdow po zawale mig$nia sercowego. Pacjentom z grupy badanej oprocz
standardowego leczenia statynami podawano ekstrakt z owocOw aronii. Badania te wykazaty
obnizenie poziomu markerow stresu oksydacyjnego 1 stanu zapalnego u pacjentow
przyjmujacych ekstrakt z aronii w poréwnaniu z grupg placebo. Ekstrakt z aronii spowodowat
obnizenie poziomu 8-izoprostanu w surowicy, utlenionej lipoproteiny o niskiej gestosci (Ox-
LDL), biatka C-reaktywnego (hs-CRP) i biatka chemotaktycznego monocytow (MCP-1) [21].

Wazoaktywne wlasciwoséci bogatych w antocyjany ekstraktow z owocdéw aronii
wykazano w badaniach przeprowadzonych na wyizolowanych pier§cieniach t¢tnic wiencowych
z nabtonkiem. Podanie ekstraktu z aronii spowodowato wazorelaksacje zalezng od dawki.
Podobne dziatanie wykazywal w tych badaniach ekstrakt z owocow borowki czarnej. Co
ciekawe, ekstrakt z owocow bzu czarnego nie wywotal takiego efektu [22]. Jednym z
prawdopodobnych mechanizmow wazorelaksacji jest neutralizacja reaktywnych form tlenu (z
ang. reactive oxygen species — ROS). ROS sg wysoce reaktywne i moga utlenia¢ rézne wazne
biologicznie substancje, w szczegolnosci lipidy takie jak wielonienasycone kwasy tluszczowe
(z ang. polyunsaturated fatty acids — PUFAS). To zjawisko nazywamy stresem oksydacyjnym
[23]. Wedtug Deneva i wsp. najwigksze korzys$ci zdrowotne owocOW aronii zwigzane sg z
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi jej sktadnikow [24]. Potwierdzono korzystny wplyw
ekstraktow z aronii na cukrzyce typu drugiego w badaniach na pacjentach, stwierdzajgc

obnizenie poziomu cukru, cholesterolu, lipidow i glikowanej hemoglobiny u pacjentow [25].

12



1.2. Bezczarny
Opis botaniczny i zawarto$¢ zwiazkow bioaktywnych

Bez czarny (Sambucus nigra L.) to gatunek duzego krzewu lub matego drzewa z rodziny
pizmaczkowanych (Adoxaceae). Dawniej =zaliczany byl do rodziny bzowatych i
przewiertniowatych. Roslina ta wystepuje w wigkszej czesci Europy, poétnocnych czgsciach
Afryki, w okolicach Kaukazu i péinocnej Turcji. Roslina ta, w wyniku aktywnosci ludzi trafita
do wschodnich Chin, Australii i Ameryki Poéinocne;j. Systematyka w obrebie rodzaju Sambucus
nie zostata jednoznacznie ustalona i podzial na gatunki i podgatunki budzi kontrowersje.
Istnieje wiele odmian wystepujacych naturalnie lub uprawianych, w tym takze mieszancow. Z
tego powodu klasyfikacja systematyczna rodzaju Sambucus jest trudna. S. nigra cechujg duze,
nieparzysto-pierzastoztozone liscie. Roslina wytwarza baldachy z licznymi matymi biatymi
kwiatami pod koniec wiosny i wczesnym latem. Owocami sg niebiesko-czarne jagody o
$rednicy do 6 mm dojrzewajace pod koniec lata. Kwiaty i owoce sg zbierane ze stanu
naturalnego, a takze uprawiane na plantacjach. Bez czarny jest rowniez czgsto uprawiany jako
roslina ozdobna i uzytkowa w przydomowych ogrddkach [26-28]. Tradycyjnie uzywanymi
czg¢sciami tej rosliny sa owoce i kwiaty. Owoce bzu czarnego charakteryzuja sie wysoka
zawarto$cig antocyjandw. Zawarto$¢ antocyjandw jest zalezna od odmiany, warunkéw
klimatycznych oraz warunkow uprawy 1 waha si¢ w granicach od okoto 0,45 do nawet 1,4%
swiezej masy. Profil antocyjandéw czarnego bzu jest bardzo charakterystyczny. Wigkszos¢ to 3-
O-sambubiozyd i 3-O-glukozyd cyjanidyny. W znacznie mniejszych ilosciach wystepuja
cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd i cyjanidyno-3,5-di-O-glukozyd [8,28,29].

Zgodnie z Farmakopeg Amerykanska profil antocyjanow owocOW europejskiego bzu
czarnego jest Sci§le okreslony. W analizie HPLC najwigcej powinno by¢ 3-sambubiozydu a
mniej 3-glukozydu cyjanidyny. Dwa kolejne antocyjany (cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-
glukozyd i cyjanidyno-3,5-di-O-glukozyd) wystepuja w znacznie mniejszych ilosciach. Moga
pojawi¢ si¢ piki od dodatkowych antocyjandéw, ale zaden z nich nie jest wigkszy niz pik
cyjanidyno-3,5-di-O-glukozydu [30]. Zidentyfikowano jednak odmiany S. nigra, w ktérych
profilu antocyjanowym najwigcej jest 3-O-glukozydu cyjanidyny [28]. Jagody S. nigra sa
réwniez zrodlem flawonoli w postaci kwercetyny, 3-rutynozydu kwercetyny (rutyny) i 3-
glukozydu kwercetyny w ilosci 51,94-73,43 mg 100 g [28]. W owocach bzu oznaczono
niewielkie ilosci innych licznych flawonoidéw oraz kwasy fenolowe — chlorogenowy i

neochlorogenowy [31]. Bez czarny zawiera takze substancje trujace — glikozydy cyjanogenne,
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gltoéwnie sambunigryne i prunazyne. Substancje te wystepujg gtownie w lisciach, ogonkach
lisSciowych i niedojrzatych owocach. W trakcie dojrzewania owocoéw zawarto$¢ tych substancji
znaczaco spada i z tego powodu nalezy uzywaé wylacznie w petni dojrzatych jagdd bzu.
Korzystny wplyw wywiera w tym przypadku obrobka termiczna powodujaca hydrolize
niestabilnych glikozyddw cyjanogennych [32,33].

Popularnos¢ przetworéw z bzu czarnego bardzo wzrosta od 2020 roku z powodu
pandemii COVID-19. Konsumenci wykazuja wigksze zainteresowanie sktadnikami ziotowymi
0 dziataniu immunomodulujacym i przeciwwirusowym. Dostawy niektorych produktow z
czarnego bzu byly opdznione z powodu ograniczenia produkcji w Chinach i Indiach. Z tego
powodu ekstrakty z owocow bzu i gotowe suplementy diety byty czesto niskiej jakosci lub
zafatszowane. Charakterystyczny profil polifenoli, gldwnie antocyjanow owocdw bzu czarnego
umozliwia identyfikacj¢ zafatszowanych jagdd bzu czarnego lub przetworéw z tych owocow
[34].

Prozdrowotne wlasciwosci owocow bzu czarnego

Czarny bez jest tradycyjnie stosowany w leczeniu przezigbien i grypy. Przeciwgrypowe
wiasciwosci ekstraktow z owocOw bzu czarnego potwierdzono takze w badaniach in vitro i in
vivo. Pacjenci otrzymujacy ekstrakt z jagdd S. nigra chorowali krécej i odczuwali stabsze
objawy grypy [35,36]. W badaniach in vitro wykazano, ze mechanizm dziatania soku z owocow
bzu czarnego polegat na bezposrednim blokowaniu hemaglutyniny wirusa, ktora jest biatkiem
odpowiedzialnym za adhezj¢ wirusa do infekowanej komorki. W podobny sposob dzialat
czysty 3-glukozyd cyjanidyny — jeden z gtéwnych antocyjanéw owocOw bzu czarnego.
Dodatkowo, bez czarny dziata rOwniez posrednio, modulujac uwalnianie cytokin, takich jak IL-
6, IL-8 i TNF [37]. W 2021 roku wykazano hamowanie, w warunkach in vitro, wigzania
domeny wigzacej receptor biatka S1 wirusa SARS-CoV2 powodujacego chorob¢ COVID-19 z
rekombinowanym ludzkim enzymem konwertujacym angiotensyne 2 (ACE2), ktora jest
receptorem wirusa. Co ciekawe, silniej dziatat ekstrakt z owocow bzu czarnego zbieranych ze

stanu naturalnego niz ekstrakt ze znanej i powszechnie uprawianej odmiany Haschberg [38].

Owoce bzu czarnego wykazuja nie tylko dziatanie przeciwwirusowe. Wyniki badan
wskazujg na korzystny wptyw skladnikéw owocoOw bzu czarnego na uktad krwiono$ny —
ci$nienie krwi, zmniejszenie stresu oksydacyjnego oraz redukcje poziomu kwasu moczowego.
W badaniach in vitro wykazano, ze antocyjany ekstraktu z jagoéd bzu czarnego s3 wchianiane

przez komorki endotelium i chronig te komorki przed substancjami wywotujgcymi stres
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oksydacyjny [39]. Sktadniki owocdéw Sambucus nigra mogg takze wspomagaé leczenie
cukrzycy. Stwierdzono, ze w warunkach in vitro ekstrakt z czarnego bzu oraz oczyszczone
antocyjany stymuluja wychwyt glukozy i1 kwasow tluszczowych w komorkach migéni
szkieletowych, co jest hamowane w cukrzycy typu 2 [40]. Badane jest rowniez

przeciwnowotworowe dziatanie owocow bzu czarnego [13-16].

1.3. Borowka czarna
Opis botaniczny i zawartos¢ zwigzkow bioaktywnych

Boréwka czarna (Vaccinium myrtillus L.) jest gatunkiem krzewinki z rodziny
wrzosowatych (Ericaceae). Roslina ta wystepuje powszechnie na terenach o klimacie
umiarkowanym i arktycznym w Europie, Azji i Ameryce Potnocnej. W Polsce jest gatunkiem
bardzo pospolitym. Rosnie w borach sosnowych, niektorych lasach lisciastych, np. dgbrowach,
buczynach, a takze w nielicznych zbiorowiskach niele$nych, np. na wrzosowiskach. Roslina
rozrasta si¢ dzigki ktaczom tworzac rozlegte tany. Czgsci uzytkowe V. myrtillus to owoce i
liscie pozyskiwane ze stanu naturalnego lub pétupraw. Proby uprawy tego gatunku konczytly
si¢ niepowodzeniem. V. myrtillus w klimacie umiarkowanym cieptym kwitnie pod koniec

kwietnia i w maju, a owoce dojrzewaja przez 40-60 dni od zapylenia [41-43].

Owoce horowki czarnej zawieraja 15 antocyjanow zbudowanych z pieciu aglikonow
(antocyjanidyn — delfinidyny, cyjanidyny, petunidyny, peonidyny i malwidyny) i cukréw
(galaktozy, glukozy lub arabinozy). Z powodu wysokiej ceny owocow i przetworow z owocow
bordwki czarnej istnieje wysokie ryzyko ich falszowania. Unikalny profil pietnastu
antocyjandw utatwia weryfikacje autentyczno$ci przetworoéw z owocow V. myrtillus, takich jak
dzemy, soki lub ekstrakty [44,45].

Zgodnie z pracg przegladowa Pires i wsp. [45] w owocach borowki czarnej
zidentyfikowano liczne flawan-3-ole i flawonole w zmiennych ilo$ciach, ale we wszystkich
zacytowanych publikacjach wystepowata jedynie katechina. Zidentyfikowano réwniez
kwerceryne i glikozydy kwercetyny, a takze kamferol i jego glikozydy [45-47]. W jagodach
oznaczono réwniez kwasy fenolowe, w tym najwiecej kwasu trans-5-O-kawoilochinowego

[45].
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Prozdrowotne wlasciwosci owocow borowki czarnej

Czarne jagody, podobnie jak inne owoce o wysokiej zawarto$ci antocyjandow, maja
dziatanie przeciwutleniajgce. Antyoksydacyjne dziatanie tych owocéw wykazano zaré6wno w
badaniach in vitro jak i in vivo [48-50]. W badaniach in vitro wykazano, ze ekstrakt z jagdd
borowki czarnej chroni komorki przed stresem oksydacyjnym wywotanym przez
wodoronadtlenek tert-butylu, alkohol allilowy, a takze promieniowaniem ultrafioletowym
[49,51]. Wykazano rowniez, ze liofilizowany sok z borowki czarnej, liofilizowany sok z
zurawiny, a takze czysta cyjanidyna zmniejszatly produkcje reaktywnych form tlenu i
peroksydacje¢ lipidow poprzez zwigkszenie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych katalazy
I dysmutazy ponadtlenkowej w warunkach in vitro [50]. W badaniach in vivo stwierdzono
poprawe tolerancji wysitku w poréwnaniu z grupg placebo u pacjentdow po zawale mig$nia
sercowego, ktorzy oprocz terapii statynami zazywali dodatkowo liofilizowane owoce jagody
czarnej. Stwierdzono rowniez obnizenie utlenionego LDL. Co ciekawe, nie stwierdzono
statystycznie istotnej zmiany aktywnosci przeciwutleniajacej osocza [52]. Jagody bordwki
czarnej sg tradycyjnie stosowane w suplementacji diety majacej na celu poprawe jakosci
widzenia. W badaniach naukowych potwierdzono korzystny wptyw owocow boréwki czarnej
i ekstraktow z tego owocOw na narzad wzroku. Wykazano ztagodzenie objawow suchego oka,
jak réwniez korzystny wpltyw na naczynia krwiono$ne oka, korzystne dzialanie na jako$¢

widzenia, czy spowolnienie rozwoju wysokiej krotkowzrocznosci [53-56].

2.  Antocyjany

2.1. Struktura i wlasciwosci chemiczne antocyjanow

Antocyjany sa naturalnymi barwnikami nadajagcymi czerwony, niebieski lub fioletowy
kolor licznym owocom, warzywom i kwiatom. Ogolny wzdr antocyjanow przedstawiono na
Rysunku 1. Sg to glikozydy barwnych antocyjanidyn, ktOre sg jedna z grup flawonoidow.
Znanych jest kilkaset antocyjanow, r6znigcych si¢ rodzajem antocyjanidyny, rodzajem i liczbg
reszt cukrowych oraz miejscem ich przylaczenia. Antocyjanidyny zbudowane sg ze szkieletu
kationu flawyliowego (2-fenylobenzopiryliowego) hydroksylowanego w réznych pozycjach
(atomy wegla C3, C5, C6,C71C3°,C4°, C5" — Rysunek 1). W pozycjach 3 i/lub 5 przytaczone
sg wigzaniem O-glikozydowym reszty roznych cukréw [57,58]. Grupy hydroksylowe cukrow

mogg by¢ acylowane kwasami fenolowymi, np. kwasem synapinowym lub ferulowym [59].
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Rysunek 1. Struktura antocyjanow. R3-R’: reszta cukru, -OH, -H lub —OCHa.

Antocyjany charakteryzuja si¢ rézng barwag i widmem w spektroskopii UV-VIS,
zaleznie od pH $rodowiska. Zmiany widma s3 spowodowane przez rézne stany jonizacji i
przegrupowania elektronowe w czasteczkach, zalezne od st¢zenia protonéw w srodowisku.
Strukture antocyjanow zaleznie od pH roztworu pokazano na Rysunku 2. W pH kwasnym (<3)
dominuje forma kationu flawyliowego. Forma ta jest najbardziej stabilna. Wraz ze wzrostem
pH zawarto$¢ formy kationowej spada i rownoczes$nie wzrasta ilo$¢ bezbarwnej pseudozasady
karbinolowej wskutek nukleofilowego ataku czasteczki wody. Antocyjany moga ulegaé
kopigmentacji czyli zmiany. Przyczyna kopigmentacji sa niekowalencyjne oddziatywania (w
szczegdlno$ci m-m 1 oddzialywania hydrofobowe) czasteczek antocyjandéw, z innymi
antocyjanami, lub bezbarwnymi substancjami takimi jak inne polifenole (np. flawonoidy,
kwasy fenolowe, taniny) czy kwasy organiczne. Widocznym na zewnatrz przejawem
kopigmentacji jest zwigkszenie intensywno$ci absorbancji oraz przesunigcie maksimum

absorbancji w widmie UV-Vis [60].
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Rysunek 2. Zaleznos¢ struktury antocyjanow od pH na przyktadzie 3-O-glukozydu
cyjanidyny.

W roztworze o odczynie lekko kwasnym i obojetnym (pH 5-8) wzrasta zawarto$¢ formy
chinoidalnej o niebieskiej/fioletowej barwie [61]. Zmiany zabarwienia zaleznie od pH
srodowiska wykorzystano w metodzie oznaczania antocyjanow z zastosowaniem spektroskopii
UV-Vis [62]. Zalezno$¢ struktury antocyjanow w zaleznosci od pH maja wptyw na ich
stabilnos¢. Ma to duze znaczenie dla zastosowania tych substancji jako barwnikow
spozywczych oraz podczas optymalizacji metod ekstrakcji i separacji. Najbardziej stabilng

forma jest kation flawyliowy, w zwigzku z Czym antocyjany maja najwyzsza stabilno$¢ w
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pH<2,0. W wyzszym pH spada zawarto$¢ kationu flawyliowego 1 substancje te beda ulegac

coraz szybszej degradacji [61].

2.2.  Znaczenie antocyjandw w przyrodzie

Antocyjany w formie kationu flawyliowego o czerwonej barwie absorbuja szkodliwe
promieniowanie w zakresie ultrafioletu (ok. 280 nm.) oraz nieabsorbowane przez chlorofile
swiatto zielone (ok. 500 nm.). Przypuszcza si¢, ze dzigki tym wilasciwosciom moga petnié
funkcj¢ fotoprotekcyjng. Petnienie tej funkcji wymaga wydajnej absorpcji promieniowania i
szybkiego powrotu do stanu podstawowego z rozproszeniem energii w formie ciepta.
Przypuszczenie to zostalo potwierdzone w do$wiadczeniach przeprowadzonych na dwdch
odmianach begonii [63]. Liscie jednej odmiany byly zielone a drugiej czerwone dzigki
zawarto$ci antocyjanéw. Odmiana o lisciach czerwonych charakteryzowala si¢ znaczaco
wyzszg wydajnoscig fotouktadu 2 fotosyntezy w czasie i bezposrednio po poddaniu roslin
nadmiernemu naswietleniu [63,64]. W badaniach Zheng i wsp. [65] wykazano, ze enzym —
syntaza antocyjanowa, ulega u rzodkiewnika pospolitego bardziej wydajnej ekspresji pod
wplywem nadmiernego naswietlania, co dodatkowo potwierdza funkcje ochronng antocyjanow
[65]. Mtode liscie czesto sa czerwone, co moze by¢ przyczyng tego, ze czerwone liScie sg
rzadziej atakowane przez roslinozerne owady. Z kolei antocyjany nadajace kolor kwiatom sg

atraktantami dla owadéw zapylajacych te kwiaty [66].

2.3.  Metody ekstrakcji antocyjanow

Ekstrakcja ze zrodel naturalnych jest gtdowna metoda pozyskiwania antocyjanoéw. Ze
wzgledu na najwigksza stabilno$¢ 1 rozpuszczalnos¢ antocyjanow w srodowisku o odczynie
kwasnym, do ekstrakcji uzywa si¢ rozpuszczalnikow zakwaszonych kwasami organicznymi lub
mineralnymi. Z uwagi na polarno$¢ antocyjandw, do ich ekstrakcji stosowane sg
rozpuszczalniki polarne takie jak: woda, etanol, metanol, aceton i ich mieszaniny. Do
przemystowej ekstrakcji antocyjanow preferuje si¢ stosowanie wody, etanolu lub ich mieszanin
zakwaszonych kwasami dopuszczonymi do stosowania w przemysle spozywczym [67—69].
Wysoka wydajnos$¢ ekstrakcji antocyjandw osiggano rowniez uzywajac wodnych roztworow
siarczanow (IV) lub dwutlenku siarki. Siarczany (IV) zapobiegajg utlenianiu antocyjandow oraz
rozwojowi drobnoustrojow [70,71]. Mimo ze siarczyny sa powszechnie stosowane w
przemysle spozywczym jako konserwanty i przeciwutleniacze, to nawet niewielkie ilosci
powodujg alergie [72] i z tego powodu nalezy ich zawarto$¢ deklarowaé na etykiecie, co moze

by¢ niekorzystnie odbierane przez klientéw.
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Kolejnym, oprécz rodzaju ekstrahenta, czynnikiem majagcym wplyw na wydajnos¢
ekstrakcji sg temperatura i czas ekstrakcji. Wyzsza temperatura zwigksza wydajnosc¢ ekstrakcji
dzigki przyspieszeniu dyfuzji i konwekcji. Z drugiej strony, zastosowanie zbyt wysokiej
temperatury przyspiesza utlenianie antocyjanow oraz innych polifenoli i tym samym zmniejsza
odzysk tych substancji w procesie ekstrakcji [73,74].

Na wydajnos¢ ekstrakcji ma rowniez wptyw stosunek ekstrahenta do surowca. Zbyt
niska warto$¢ tego parametru obniza wydajnos$¢ ekstrakcji. Natomiast zbyt wysoki stosunek
ekstrahenta do surowca podwyzsza koszt ekstrakcji, z powodu energochtonnosci etapu
odparowania rozpuszczalnika. Obnizajg si¢ tez mozliwosci przerobowe linii produkcyjnej
[75,76].

Wydajnos¢ ekstrakeji substancji z materialu roslinnego mozna poprawi¢ za pomoca
dodatku enzymow hydrolizujacych polisacharydy Scian komorkowych. W przypadku ekstrakcji
antocyjanow z owocow jagodowych stosuje si¢ dodatek pektynazy lub mieszanin enzymow
zawierajacych pektynazy, celulazy, hemicelulazy. Te same enzymy sa rowniez stosowane w
celu poprawy wydajnosci wyttaczania soku z owocéw. Zastosowanie hydrolaz zwicksza
wydajno$¢ dyfuzji i rozpadu komorek dzieki rozluznieniu struktury $cian komoérkowych. Z
drugiej strony, komercyjnie dostepne enzymy czesto majg aktywnosci poboczne powodujace
hydroliz¢ a tym samym obnizenie zawartosci ekstrahowanych substancji. W zwigzku z tym,
czesto niezbednym etapem optymalizacji procesu ekstrakcji jest sprawdzenie wptywu dodatku
roznych enzymow na wydajnos¢ procesu [77-79]. Niektore enzymy stosowane do ekstrakcji
lub wyttaczania soku moga rowniez modyfikowac charakterystyczny dla danego owocow profil
antocyjanow. Przyczyng tego niekorzystnego zjawiska jest hydroliza antocyjanidyn
glikozylowanych niektorymi cukrami (np. arabinoza) [80]. Zastosowanie enzymow moze
usprawni¢ réwniez proces dalszej obrobki ekstraktu dzigki obnizeniu lepko$ci, poprawieniu

klarownosci i utatwieniu filtracji ekstraktu [81,82].

2.4.  Metody analizy antocyjanow

Do analizy ilo$ciowej i jako$ciowej antocyjandw powszechnie stosuje si¢ metody
spektrofotometryczne i HPLC. Wysokie warto$ci molowego wspodiczynnika absorbanci,
charakterystyczne widmo UV-Vis antocyjandw oraz zmiana widma zaleznie od pH roztworu
ulatwiajg spektrofotometryczne oznaczanie zawartosci antocyjandéw [62,83,84]. Przyktadowe
widmo antocyjanow w pH 4,5 i 1,0 przedstawiono na Rysunku 3. Charakterystyczne maksima
znajduja si¢ przy ok. 520 i ok. 280 nm. Do analiz ilo§ciowych wykorzystuje si¢ maksimum przy

520 nm. W spektrofotometrycznej metodzie réznicowej wykonuje si¢ pomiar absorbancji
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wodnych roztworéw zawierajacych antocyjany o pH 1,0 i pH 4,5. Absorbancje kazdego z
roztworoOw nalezy zmierzy¢ przy dwoch dlugosciach fali A=520 nm. i A=700 nm.
Niespecyficzng dla antocyjandéw absorbancj¢ przy 700 nm., nalezy odja¢ od typowej dla tych
zwigzkoOw absorbancji przy 520 nm. Nastepnie zawarto$¢ antocyjandw oblicza si¢
uwzgledniajac rozcienczenie probki, molowy wspotczynnik absorbancji 1 mas¢ molowa
substancji zastosowanej do wyrazenia wyniku. Wyniki najczg$ciej sg przeliczane na 3-O-
glukozyd cyjanidyny, ale mozna je takze przeliczy¢ na dowolng substancje z grupy

antocyjanow [62,83].
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Rysunek 3. Widmo antocyjandéw na przyktadzie ekstraktu z owocdw bzu czarnego.
Czarna linia — w roztworze o pH 1,0. Czerwona linia — w roztworze o pH 4,5.

W monografii owocdéw boréwki czarnej Farmakopei Polskiej XII (odpowiednik
Farmakopei Europejskiej X), znajduje si¢ opis metody wykorzystujacej molowy wspotczynnik
absorbancji chlorku 3-O-glukozydu cyjanidyny w 0,1% roztworze HCI w metanolu i jedng
dhugos$¢ fali £=528 nm.

Do chromatograficznego oznaczania zawarto$ci antocyjandOw wykorzystuje sie
kolumny do HPLC w odwréconej fazie (RP-HPLC) typu C18 lub fenyl-heksyl [85,86].
Nietypowa metoda alternatywna moze by¢ chromatografia oddziatywan hydrofilowych
(HILIC). Metoda ta nadaje si¢ do oznaczania zawartosci antocyjanoéw w surowcach o roznym
typie glikozylacji antocyjandw, co jest trudne w przypadku RP-HPLC. HILIC nie nadaje si¢ do

identyfikacji antocyjanow glikozylowanych izomerami cukrow. W metodzie HILIC taki sam
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czas retencji bedg miaty np. 3-glukozyd- i 3-galaktozyd cyjanidyny, ktore z kolei tatwo
rozdzielaja si¢ za pomoca RP-HPLC [87].

Do oznaczania antocyjandéw stosuje si¢ fazy ruchome o niskim pH, co umozliwia
utrzymanie tych substancji w formie najbardziej stabilnej i posiadajacej najwyzszg absorbancj¢
przy diugosci fali okoto 520 nm. [86]. Powszechnie stosowanymi detektorami w analizie
antocyjanow metoda HPLC sa detektory UV-VIS i spektrometry mas. Charakterystyczne
widmo UV-VIS utatwia identyfikacje¢ pikow antocyjanow w przypadku stosowania detektora
DAD. Utrudnieniem w identyfikacji konkretnych substancji z tej grupy jest utrudniona
dostepnos¢ wzorcow wielu antocyjanow wystepujacych w przyrodzie. Pomocne moze by¢
zastosowanie detektora MS, ktory daje istotne informacje dotyczace masy czasteczkowej i
fragmentacji poszczegdlnych jondw. Niestety, takie detektory nie zawsze umozliwiajg
stuprocentowq identyfikacje substancji, poniewaz niektore antocyjany majg takie same widma
masowe. W przypadku obu rodzajow detektorow pomocne moze byé poréwnanie z
charakterystycznym profilem chromatograficznym konkretnych surowcow roslinnych [88,89].
W niektérych surowcach roslinnych (np. owocach bordéwki czarnej) wystepuja liczne
substancje z grupy antocyjanéw. Z powodu probleméw spowodowanych kosztami i
dostepnoscia wzorcow, powszechnie stosowang praktyka jest sumowanie wszystkich pikow
tych substancji 1 przeliczanie na zawarto$¢ jednego antocyjanu, ktérym najczesciej jest 3-

glukozyd cyjanidyny [89-91].
3. Metody separacyjne

Rozpuszczalniki stosowane do ekstrakcji antocyjandéw majg ograniczong selektywnosc,
dodatkowo, soki i ekstrakty owocowe charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cig mono- |
disacharydow oraz kwaséw organicznych. Substancje te odpowiadajg za niska temperature
zeszklenia (z ang. glass transition temperature — Tg) takich ekstraktow. Ponadto, wysuszony,
nieoczyszczony ekstrakt przykleja si¢ do Scianek suszarki rozpylowej lub do paséw suszarni
prozniowej, co uniemozliwia wydajne wysuszenie takiego ekstraktu. W celu wydajnego
suszenia ekstraktu niezbedne jest obnizenie zawartos$ci cukrow w suszonym ptynie lub dodanie
znacznej ilosci nosnika, np. maltodekstryny. Dodanie, przed suszeniem, nosnika powoduje
dalsze obnizenie zawartosci polifenoli w uzyskanym proszku [92-94]. Z wyzej wymienionych
przyczyn, w celu oczyszczenia takich ekstraktow stosuje si¢ metody separacyjne —

chromatograficzne [92,95] lub membranowe [96-98].
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3.1. Chromatografia preparatywna i jej zastosowanie do separacji polifenoli

W kolumnowej chromatografii preparatywnej wykorzystuje si¢ kolumny zapakowane ztozami,
przez ktére pompowana jest nadawa, a nastepnie rozpuszczalniki. Podobnie jak w HPLC,
separacja moze odbywac si¢ w odwrdéconym lub normalnym uktadzie faz. W ukladzie
normalnym faza stacjonarna jest polarna (np. krzemionka), a fazy ruchome sg niepolarne. W
przypadku uktadu odwrdoconego faza stacjonarna jest niepolarna (np. C18 lub kopolimer styren-
diwinylobenzen), a fazy ruchome sg polarne. W drugim przypadku, powszechnie stosowanym
w przemysle spozywczym, niepolarne grupy funkcyjne substancji oddziatuja z niepolarnym
ztozem. Z tego powodu zwigzki najbardziej polarne nie oddziatlujg ze ztozem 1 ulegajg elucji z
kolumny w pierwszej kolejnosci — w trakcie podawania ekstraktu na kolumne i przemywania.
W dalszej kolejnosci elucji ulegaja substancje coraz mniej polarne, ktore zwigzaty si¢ z zywica.
Te zwiazki sg eluowane pod wpltywem rozpuszczalnika organicznego (np. metanol, etanol)

podawanego na kolumne w czystej postaci lub w formie mieszaniny z woda [99,100].

Pierwszym etapem chromatografii preparatywnej jest adsorpcja. W zastosowaniach
przemystowych duze znaczenie ma zdolnos¢ do zaadsorbowania mozliwie najwigkszej ilosci
poddawanych separacji substancji w przeliczeniu na objeto$¢ ztoza. Wyzsza zdolno$¢
adsorpcyjna ztoza umozliwia obnizenie kosztow produkcji. Kolejnym etapem jest
przemywanie, w czasie ktorego odmywane s3 substancje niezwigzane ze ztozem. W skali
przemystowej na tym etapie najczesciej uzywa si¢ wody. Nastgpny etap procesu to elucja, w
czasie ktdrej wymywane sa substancje zwigzane ze ztozem. Zaleznie od zatozen procesu, elucje
mozna przeprowadzi¢ za pomoca jednego stezenia rozpuszczalnika organicznego w roztworze
elucyjnym, gradientu skokowego lub gradientu liniowego [99,101,102]. Preferowanym
rozpuszczalnikiem do elucji w przemys$le spozywczym jest etanol. W porownaniu z innymi
rozpuszczalnikami organicznymi, etanol jest stosunkowo bezpieczny i dopuszczony do
zastosowan spozywczych. Moze by¢ recyrkulowany i uzywany wielokrotnie [103,104].
Dodatkowo, po kazdym cyklu, lub co okreslong liczbe cykli, co zwykle nalezy okresli¢
eksperymentalnie, mozna prowadzi¢ regeneracje. Do regeneracji mozna uzywaé
rozpuszczalnikéw o wyzszej sile elucyjnej od roztworu elucyjnego, a takze roztwordéw
wodorotlenkow 1 kwasow. W przypadku polimerowych zywic adsorpcyjnych, w celu
regeneracji powszechnie uzywa si¢ roztworu wodorotlenku sodu lub izopropanolu o wysokim
stezeniu. Ostatnim etapem procesu jest przygotowanie kolumny wypetionej zlozem do
kolejnego cyklu, czyli kondycjonowanie. Na tym etapie zloze jest przemywane

rozpuszczalnikiem nadawy, np. woda [104,105].
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Ztoza uzywane w chromatografii procesowej mozemy podzieli¢ na organiczne i
nieorganiczne. Ws§rdd nieorganicznych wyrdzniamy ztoza na bazie wegla aktywnego,
krzemionki lub tlenku glinu. Druga grupa to polimery organiczne — niepolarne to przede
wszystkim zywice zbudowane z polistyrenu usieciowanego diwinylobenzenzenem. Posrednia
polarnoscig charakteryzujg si¢ zywice polimetakrylowe. Polarne s3 ztoza na bazie
polisacharyddw (np. dekstran, agaroza) [106]. Zywice makroporowate, ktore sa powszechnie
uzywane w skali przemyslowej, oddzialuja z zawartymi w nadawie substancjami w rdzny
sposob. Do separacji polifenoli uzywa si¢ miedzy innymi zywic bedacych kopolimerami
styrenu i diwinylobenzenu (DVB) [95,107-109]. Zwiazki fenolowe zawierajg pierScienie
benzenowe, ktore moga by¢ adsorbowane przez zywice dzigki oddziatywaniom hydrofobowym
oraz oddzialywaniom n—m [110]. Do separacji polifenoli uzywane sg réwniez zywice
zbudowane z polimeréw metakrylowych. W tym przypadku, grupy hydroksylowe polifenoli
moga oddziatywa¢ z takimi zywicami za pomocg wigzan wodorowych. Polifenole sg donorami
wigzan wodorowych a zywica jest ich akceptorem [111]. Wydajng adsorpcje i desorpcje
antocyjanow uzyskiwano réwniez na krzemionce C8 i C18. Wydajno$¢ adsorpcji i desorpcji
antocyjanow byla w przypadku krzemionek nawet wyzsza niz pozostatych przetestowanych
zywic [92,112]. Wada takiej metody separacji byty niskie przeptywy w pordwnaniu z zywicami
polimerowymi. Utrudnia to przeprowadzenie wydajnej separacji w duzej skali [92]. Inng wada
krzemionki C18 jest niska odpornos$¢ na regeneracje w warunkach zasadowych [113]. Z kolei

zaleta zywic polimerowych jest ich znacznie nizsza cena W poréwnaniu do krzemionki C18.

3.2.  Cisnieniowe procesy membranowe i ich zastosowanie w przemysle spozywczym

W przemysle spozywczym powszechnie uzywa si¢ takich technik membranowych jak
mikrofiltracja (MF), ultrafiltracja (UF), nanofiltracja (NF), odwrdécona osmoza (RO). W
przypadku procesow cisnieniowych sita napgdowa jest roznica ci$nien po obu stronach
membrany. Rozdziat sktadnikow mieszanin moze zachodzi¢ prostopadle do membrany (dead
end filtration). Wadg takiego rozwigzania jest duza podatnos¢ membrany na blokowanie, z
powodu zatrzymywanych przez membrane czastek nadawy, ktore odktadaja si¢ na jej
powierzchni. Czastki te powoduja przyspieszone blokowanie membrany, powodujac spadek
strumienia permeatu. Ograniczenie tych niekorzystnych zjawisk nastepuje w przypadku
zastosowania filtracji skrosnej (ang. tangential flow filtration lub cross flow filtration)
[114,115] (Rysunek 4).
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Rysunek 4. Ogdélny schemat instalacji membranowej w trybie filtracji skro$ne;.

3.2.1. Charakterystyka cisnieniowych procesow membranowych

Klasyfikacja membran i procesébw membranowych zalezy od wielkos$ci rozdzielanych
czastek jak réwniez stosowanych ci$nien. Podziat ten przedstawiono schematycznie na
Rysunku 5. Nalezy zauwazy¢, ze im mniejsze sa pory membran, tym wigkszych cisnien nalezy
uzywa¢ w trakcie procesu. Podzial ten jest umowny i poszczegdlni autorzy roznig si¢

nieznacznie w zakresie klasyfikacji proceséw i membran [116-118].

25



sawiesina  Makroczasteczki
bakterie wirusy
grzyby

cukry

kwasy

Jony
wielowartosciow

Jony
jednowartosciowe woda

mikrofiltracja
Ap=1-3 bar

ultrafiltracja
Ap<10 bar

nanofiltracja
Ap<20 bar

odwrdcona

0smoza
\ Ap<200 bar

Rysunek 5. Podziat cisnieniowych technik membranowych ze wzgledu na

przepuszczalno$¢ dla okreslonych grup czastek.

Pory membran uzywanych w mikrofiltracji mieszcza si¢ w zakresie 0,1-10 um. Z kolei
cisnienia stosowane w MF mieszczg si¢ w zakresie 1-3 barow. Mikrofiltracje wykorzystujemy
w przemysle do usuwania czastek statych, zawieszonych w ptynach. Za pomoca MF mozna
oczysci¢ ciecze z takich czgstek jak resztki migzszu owocdw, komodrki bakterii, zarodniki i
strzepki grzybow. Ten proces jest uzywany do klaryfikacji i tzw. zimnej pasteryzacji sokow,
mleka, piwa i innych napojow [118,119]. MF znajduje rowniez zastosowanie W procesie
oczyszczania wody, jako etap wstepny przed NF lub RO [120]. Zastosowanie mikrofiltracji
przed innymi technikami membranowymi (np. UF i/lub NF) ogranicza niekorzystne zjawisko
blokowania powierzchni membrany (foulingu) [121]. Gtéwna zaletg procesu mikrofiltracji jest
mozliwos$¢ przeprowadzenia procesu w niskiej temperaturze. Dzigki temu ogranicza si¢
termiczng degradacj¢ substancji niestabilnych w wysokiej temperaturze [122,123]. W
przypadku produktow zawierajacych biatka, nie ulegaja one denaturacji termicznej w trakcie
sterylizacji. Zastapienie pasteryzacji termicznej przez mikrofiltracje ogranicza rowniez reakcje

Maillarda [118,124]. Zastosowanie MF jest rowniez korzystniejsze energetycznie od
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pasteryzacji termicznej. Najwicksza wada mikrofiltracji jest mozliwos¢ foulingu membran,

powodujaca spadek przeptywu [122].

Membrany uzywane do procesu ultrafiltracji majg pory o rozmiarach w granicach 2-100
nm. W zwigzku z mniejszg porowato$cia niz w przypadku mikrofiltracji stosuje si¢ ci$nienia
do okoto 10 baréw [125-127]. Membrany UF zatezaja makroczasteczki takie jak wielocukry,
biatka czy taniny wysokoczgsteczkowe, natomiast substancje niskoczgsteczkowe penetrujg
przez membrane. Ultrafiltracja jest stosowana jako metoda oczyszczania wody pitne;j.
Umozliwia usunigcie bakterii, wirusOw, zmetnienia 1 znacznej czeS$ci zanieczyszczen
organicznych. W pordéwnaniu z nanofiltracja czy odwroécong osmoza, UF charakteryzuje si¢
nizszymi kosztami aparatury i energii [128]. UF stosuje si¢ rowniez do separacji,
frakcjonowania i oczyszczania bialek z produktu odpadowego powstajacego podczas produkcji
serow lub kazeiny - serwatki. Dzigki zastosowaniu tego procesu otrzymuje si¢ produkty takie
jak koncentraty biatek serwatki [129,130]. Ultrafiltracja znajduje zastosowanie jako jeden z
etapOw oczyszczania Sciekow [131] a takze jako wstepny etap filtracji przed zastosowaniem
NF lub RO. Takie przygotowanie nadawy poprawia wydajnos¢ procesu, dzigki ograniczeniu
blokowania bardziej zwartych membran [132,133]. UF jest rowniez uzywana do produkcji
ekstraktow roslinnych wzbogaconych w okreslone grupy substancji chemicznych. Niektorzy
producenci ekstraktow roslinnych wytwarzaja produkty o wysokiej standaryzacji z

zastosowaniem separacji na membranach ultrafiltracyjnych [134].

Kolejnym procesem wchodzacym w sktad cisnieniowych technik membranowych jest
nanofiltracja. W tym przypadku pory membran sg mniejsze niz w przypadku UF i w zwigzku z
tym stosowane ci$nienia s3 wyzsze. Membrany nanofiltracyjne, oprocz substancji
wysokoczasteczkowych, zatrzymuja wiele substancji niskoczasteczkowych takich jak cukry,
aminokwasy, polifenole a takze jony wielowarto$ciowe [120,127]. Jednym z podstawowych
parametrow charakteryzujgcych membrany nanofiltracyjne jest stopien retencji okreslonej soli
(salt rejection coefficient) [135]. Do zastosowan nanofiltracji zaliczamy oczyszczanie wody
pitnej, np. z pozostatosci farmaceutykow [135,136], a takze jako jeden z etapdw oczyszczania
sciekow [135,137]. Sg takze liczne prace eksperymentalne opisujace zastosowanie NF do

separacji i zageszczania ekstraktow roslinnych [97,98,121,138].

Odwrdcona osmoza jest procesem, w ktorym przez membrang przenikaja praktycznie
wylacznie czasteczki rozpuszczalnika. Znaczng czes$¢ zastosowan odwroconej osmozy stanowi

odsalanie wody 1 wytwarzanie wody oczyszczonej do celow przemystowych, np. w przemysle
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spozywczym i farmaceutycznym. Ci$nienia wykorzystywane w tym procesie sg wyZsze niz w

NF i siggajg nawet 100 barow [139,140].

3.2.2. Najwazniejsze parametry i pojecia charakteryzujace techniki membranowe

Nadawa jest roztworem podawanym na membrang (Rysunek 4). Nadawa na membranie
jest rozdzielana na 2 strumienie — permeat (filtrat) i retentat (koncentrat). Permeat jest
strumieniem skladajacy sie z czastek penetrujacych przez membrang. Z kolei retentat jest
strumieniem sktadajagcym si¢ z czastek zatrzymywanych przez membrane. W procesach
ci$nieniowych, membrana zatrzymuje czasteczki zaleznie od ich granicznej masy molowej
(MWCO - z ang. molecular weight cut-off). Jest to masa czgsteczkowa, przy ktdrej co najmniej
90% czastek jest zatrzymywanych na danej membranie (R >90%, Réwnanie 1). MWCO jest
jednym z podstawowych parametrow opisujacych membrang¢ w procesach cisnieniowych.
Wspotczynnik retencji jest stosunkiem stezen zatrzymanego sktadnika w permeacie (Cp) i

nadawie (Cp). Oblicza si¢ go z wzoru przedstawionego ROwnaniem 1:
c
R=(1- é) x 100% 1)

R - wspotczynnik retencji,
Cp — stezenie substancji w permeacie,

Ch — stezenie substancji w nadawie.

Jezeli warto$¢ wspotczynnika retencji wynosi 100% to membrana zatrzymuje 100%
danej substancji. Natomiast, jezeli warto$¢ tego wspotczynnika wynosi 0% to membrana

przepuszcza 100% danej substancji [141,142].

Strumien permeatu — objetos¢ powstajacego permeatu w przeliczeniu na jednostke
powierzchni membrany w okre§lonym czasie. Wyrazany jest w L m2hl i jest obliczany z

wykorzystaniem Rownania 2.

I =+ @

J — strumien permeatu,
V — objetos¢ powstajacego permeatu,
A — powierzchnia membrany,

T —czas.
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W czasie trwania procesow membranowych zachodzi zjawisko polaryzacji stezeniowe;.
Jest to zjawisko polegajace zwickszeniu lub zmniejszeniu stezenia okreslonych czasteczek lub
czastek w warstwie przylegajacej do membrany, spowodowane ich selektywnym transportem
przez membrang. Polaryzacja stezeniowa przyczynia si¢ do spadku szybkosci filtracji w trakcie

trwania procesu [116].

Glowng przyczyng spadku przeptywu w technikach membranowych jest takze
blokowanie powierzchni membrany. Zapobieganie blokowaniu membrany polega na
odpowiednim przygotowaniu nadawy, np. wstepnej filtracji, jak rowniez odpowiednio czestym

myciu membrany [116].

3.2.3. Rodzaje membran stosowanych w procesach cisnieniowych

W procesach membranowych stosuje si¢ membrany ceramiczne lub wykonane z
syntetycznych polimerow. Membrany ceramiczne sg zbudowane z tlenkéw metali, np. tlenku
tytanu (IV), tlenku cyrkonu (IV). Membrany ceramiczne zazwyczaj stosowane s3 w przemysle
w trudnych warunkach, takich jak wysoka temperatura, wysokie lub niskie pH albo konieczno$¢
uzywania zracych srodkéw myjacych, poniewaz membrany ceramiczne s3 bardziej od
polimerowych odporne na czynniki chemiczne i wysoka temperature. Zaletami membran
ceramicznych jest ich wysoka trwalo$¢ i wytrzymato$¢ mechaniczna. Wada membran
ceramicznych jest ich stosunkowo wysoka cena. Jednak w ostatnich latach opracowuje si¢
tansze metody wytwarzania membran ceramicznych, co zwigksza ich potencjat komercyjny
[143,144]. Aktualnie wytwarzane membrany ceramiczne posiadajg struktur¢ asymetryczng
sktadajacg si¢ z makroporowatej warstwy wzmacniajacej i mezo- lub mikroporowatej warstwy
separacyjnej. Membrany majg charakterystyczng struktur¢ asymetryczng, ktéra uzyskuje si¢
poprzez osadzanie czastek o zmniejszajacych si¢ rozmiarach w warunkach spiekania w

wysokiej temperaturze. W ten sposob powstaje ciggla i porowata warstwa [143,145].

Membrany polimerowe maja duze znaczenie na rynku, gtownie ze wzgledu na niska
cene 1 wysoka wydajnos¢. Rynek membran polimerowych do NF 1 RO jest zdominowany przez
membrany typu cienkiego filmu kompozytowego (TFC). Membrany tego typu zbudowane sg
glownie z aromatycznego poliamidu (PA). Jednakze wada tego polimeru jest brak odpornosci
na chlor. Membrany z PA traca swoja wydajnos¢ w obecnosci okoto 1000 ppm chloru [146].
Podobnie jak w przypadku membran ceramicznych, membrany TFC zbudowane sg z cienkiej

selektywnej warstwy na porowatym suporcie, odpowiadajgcym za wytrzymato$¢ mechaniczng
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membrany [147]. Do produkcji membran polimerowych uzywa si¢ rowniez innych polimerow

takich jak octan celulozy, polieterosulfon, polisulfon, czy polifluorek winylidenu (PVDF).

Ze wzgledu na ksztatt membran w modutach, wyrézniamy moduty rurowe, kapilarne,
wlokna kanalikowe, spiralne i ptaskie (Rysunek 6). Moduty rurowe zbudowane sg z rurek o
srednicy 5-25 mm (Rysunek 6 A). Ze wzgledu na stosunkowo duzg $rednice wewnetrzng sg
one w stanie efektywnie filtrowa¢ nadawe zawierajaca stosunkowo duze czastki state. Duza
srednica wewnetrzna utatwia tez mycie membran za pomocg metod chemicznych i
mechanicznych. Moduly rurowe pracuja w przeptywie turbulentnym, wiec potrzebuja
wydajnych pomp. Charakteryzuja si¢ najmniejszym stosunkiem powierzchni membrany do
objetosci modutu. Modut kapilarny (Rysunek 6 B) sktada si¢ z duzej liczby kapilar, o $rednicy
ok 0,4-1 mm, w formie peku umieszczonego w cylindrycznej obudowie. Modut taki jest
uszczelniony na obu koncach zywica epoksydows, kauczukiem silikonowym albo
poliuretanem. Membrany, w tego typu modutach, nie wymagaja warstwy podtrzymujacej, jak
moduty rurowe. Moduly z witokien kanalikowych (Rysunek 6 B) zbudowane sa w podobny
sposob jak moduty kapilarne, ale Srednica wtokien jest mniejsza 1 wynosi ponizej 0,4 mm.

W modutach spiralnych (Rysunek 6 C) membrana jest zwinigta wokot perforowane;
rury zbiorczej stuzacej do zbierania permeatu. Poszczegolne zwoje membrany sg oddzielone
od siebie przektadkami dystansowymi. Membrany spiralne charakteryzuja si¢ przeplywem
turbulentnym. Maja wysoki stosunek powierzchni do objetosci. Wada tego typu membran jest
fatwe uleganie zablokowaniu przez czastki zawieszone w nadawie, co prowadzi do
czgsciowego zmniejszenia przeptywu. Membrany tego typu wymagaja stosunkowo czystej

nadawy 1 czesto wymagana jest doktadna filtracja wstgpna.

W modutach ptaskich membrany sa utozone réwnolegle do siebie i przedzielone
przektadkami dystansowymi. Membrany sg zamknigte w obudowie przypominajgcej prase
filtracyjnag [140,141].
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Rysunek 6. Rodzaje modutow membranowych: A - Modut rurowy, B - Modut kapilarny/z
wtoknami kanalikowymi, C - Modut spiralny, D — Modut ptaski.
Opracowano na podstawie [141].
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4, Suszenie rozpylowe ekstraktow roslinnych

Ekstrakty ros§linne w formie ptynnej, z powodu wysokiej aktywnosci wody,
charakteryzuja si¢ ograniczong trwato$cig mikrobiologiczng i chemiczng. Suszenie rozpytowe
zwigksza mozliwos¢ ich koncentracji. Niestety, nie wszystkie produkty mozna wysuszy¢ w
stanie ,,natywnym”, czyli bez dodatku no$nika. Produkty o wysokiej zawartosci cukrow
prostych charakteryzuja si¢ niskg temperaturg zeszklenia, co uniemozliwia wysuszenie
(zarbwno prozniowe jak i rozpylowe) takich produktow. Rozwigzaniem tego problemu jest
dodatek substancji wysokoczasteczkowych, np. wielocukréw, ktére podwyzszaja temperature
zeszklenia. Wada takiego rozwigzania jest obnizenie zawarto$ci ekstraktu w gotowym proszku
[148,149].

Suszony — Atomizer f
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Rysunek 7. Schemat suszarni rozpytowej. Opracowano na podstawie [150].

Uproszczony schemat suszarni rozpylowej przedstawiono na Rysunku 7. Suszenie
rozpytowe polega na otrzymaniu proszku z ptynnego surowca dzigki rozpyleniu cieczy do
formy drobnych kropelek 1 szybkim wysuszeniu w strumieniu gorgcego powietrza. Rozpylenie
suszonej cieczy zwigksza powierzchni¢ odparowania, co umozliwia bardzo szybkie wysuszenie
ptynu. Kontakt z wysoka temperaturg jest krotkotrwaty, co ogranicza degradacje labilnych
substancji. Korzystny jest rowniez fakt, ze wystepuje tutaj chtodzacy efekt odparowania, dzigki

ktoremu niemal cate dostarczone ciepto jest zuzywane do odparowania [151].

Suszenie rozpylowe zachodzi w trakcie trzech gtdéwnych etapéw. Pierwszym z nich jest
atomizacja suszonej cieczy, ktora zachodzi zwykle w rozpylaczach ci$nieniowych lub

odsrodkowych. Jest to kluczowy etap suszenia rozpylowego. W rozpylaczu odsrodkowym
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suszony ptyn wprowadzany jest w centrum szybko obracajacego si¢ dysku i splywa po jego
powierzchni na obrzeza, a podczas opuszczania dysku rozpada si¢ na kropelki. Do zalet
rozpylaczy rotacyjnych mozemy zaliczy¢ brak problemow z blokowaniem przeptywu i
mozliwo$¢ kontroli wielkosci kropli dzigki regulacji predkosci obrotowej dysku. Z kolei do
wad tego typu rozpylaczy zaliczamy wysoki koszt i utrudnione stosowanie z cieczami 0
wysokiej lepkosci [151,152]. W rozpylaczach pneumatycznych rozpylanie odbywa si¢ za
pomoca dysz i moga by¢ one uzywane do suszenia roztwordéw o réznej lepkosci 1 jednorodnosci
a takze zawiesin. Otrzymywane tg metodg proszki majg stosunkowo mate wymiary i sg mniej
jednorodne niz w przypadku suszarni z rozpylaczami dyskowymi [151,153]. Odparowanie
odbywa si¢ w komorze suszenia, ktéra jest najwigkszym elementem suszarni rozpylowe;.
Proszek z komory jest kierowany do separatorow (cyklonow), w ktdrych nastepuje rozdzielenie
strumienia powietrza od proszku [153].

Suszenie rozpylowe jest najbardziej powszechng technika suszenia w przemysle
spozywczym. Charakteryzuje si¢ wysoka wydajnos$cig i niskim kosztem (ok 30-50 razy mniej
niz liofilizacja) [154,155]. Dzi¢ki bardzo krotkiemu kontaktowi z wysoka temperatura, nadaje
si¢ do suszenia substancji termolabilnych, takich jak antocyjany [150,155], pB-karoten [154],
enzymy [156] oraz biatka serwatki [157].
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5. CEL PRACY

Ekstrakty z owocow jagodowych wykazuja wiasciwosci prozdrowotne, dziatajac
korzystnie w szczeg6lnosci na uktad krazenia (obnizaja ci$nienie krwi, wzmacniaja naczynia
krwionosne, reguluja poziom cholesterolu). Wiasciwosci biologiczne ekstraktoéw z owocoOw
jagodowych wynikaja w znaczne] mierze z wlasciwosci przeciwutleniajacych i
przeciwzapalnych antocyjanow. Ekstrakty i koncentraty z tego typu owocOw sg rowniez
stosowane jako naturalny, prozdrowotny barwnik spozywczy mogacy zastapi¢ niektore
barwniki syntetyczne.

Ekstrakty z owocow lub wyttokow z aronii, bzu czarnego i borowki czarnej sa zwykle
standaryzowane na wysoka zawarto$§¢ antocyjandw. Preferowang forma ekstraktow
standaryzowanych przeznaczong do dlugotrwatego przechowywania jest forma sucha. Suchy
ekstrakt dzigki niskiej aktywnosci wody, zapewnia wysoka stabilno$¢ chemiczng i
mikrobiologiczng. Bezpos$rednie suszenie ekstraktow nie zawsze jest mozliwe. Owoce
jagodowe cechujg si¢ wysoka zawartoscig cukrow i kwasow organicznych, ktore z powodu
niskiej temperatury zeszklenia uniemozliwiaja wydajne wysuszenie ekstraktu bez dodatku
duzej ilosci nos$nika. Ponadto, rozpuszczalniki stosowane do ekstrakcji charakteryzuja sig
ograniczong selektywnoscia. Z tego powodu, w celu wyprodukowania ekstraktu o wysokiej
zawarto$ci antocyjandOw nie wystarczy samo przeprowadzenie wydajnej ekstrakcji, a nastgpnie
zageszczanie 1 suszenie ekstraktu.

Celem badan, przedstawionych w niniejszej rozprawie, byto opracowanie technologii
produkcji suchych ekstraktow roslinnych z owocow jagodowych (aronii, bzu czarnego oraz
bordwki czarnej), standaryzowanych na wysoka zawarto$¢ antocyjandéw, do zastosowania
w produkcji zywnos$ci funkcjonalnej o wysokiej jakosci, wykorzystywanej w suplementach
diety oraz jako barwnik spozywczy.

Realizacja tak postawionego gtéwnego celu pracy wymagata przeprowadzenia badan
zarowno w skali laboratoryjnej jak i przemystowej, obejmujacych etap zoptymalizowanej
ekstrakcji oraz efektywna separacje umozliwiajaca usunigcie substancji utrudniajacych
suszenie z jednoczesnym wzbogaceniem ekstraktu w antocyjany i inne polifenole. W pracy
zalozono przeprowadzenie etapu ekstrakcji z wykorzystaniem réznego rodzaju ekstrahentow,
majac na uwadze zaréwno efektywnosc¢ jak i efekt ekonomiczny procesu. Do szczegdtowego
badania etapu separacji wytypowano dwie techniki: chromatografi¢ preparatywng z
wykorzystaniem zywic oraz cisnieniowe techniki membranowe. Okre$lono takze optymalne

parametry procesu suszenia ekstraktow.
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Zbadanie efektywnosci proceséw w skali w skali laboratoryjnej umozliwito nastepnie
opracowanie zatozen technologicznych do skali produkcyjnej. Szczegdélowe zbadanie
ekstrakcji 1 separacji antocyjandw z owocoéOw jagodowych uzupehito tez wiedz¢ naukowa
dotyczaca wlasciwosci ekstraktow oraz metod separacyjnych, w szczegdlnosci membranowych
technik separacyjnych.

Dodatkowo, okreslono w warunkach in vitro, wybrane wilasciwosci biologiczne
suchych ekstraktow, opracowanych w ramach niniejszej rozprawy. Zbadano wiasciwosci
przeciwzapalne i1 przeciwutleniajgce ekstraktu z aronii z uzyciem makrofagow RAW 264.7.
Zbadano rowniez wlasciwosci cytotoksyczne ekstraktow z owocow bzu czarnego, wobec
réznych linii komoérek nowotworowych. Ponadto, przedyskutowano stymulacje proliferacji
nienowotworowych, jednojadrzastych komorek krwi obwodowej, przez suche ekstrakty z

owocdw bzu czarnego.
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I1l.  CZESC EKSPERYMENTALNA
6. Materialy i metody

6.1. Surowce roslinne

Mrozone wyttoki z owocOwW aronii zakupiono w firmie Rauch Polska Sp. z o.o.
(Przeworsk, Polska). Mrozone owoce bzu czarnego, aronii i boréwki czarnej wykorzystane do
badan w skali laboratoryjnej kupiono z firmy Cajdex Spotka z o.0. Spotka Komandytowa
(L6dz, Polska). Suszone wyttoki z owocdw bzu czarnego otrzymano od firmy Frunutex Sp. z
0.0. (Lublin, Polska).

6.2.  Odczynniki i wzorce

Kwasy chlorogenowy, 3-glukozyd, 3-galaktozyd i 3-sambubiozyd cyjanidyny kupiono
od firmy PhytoLab GmbH & Co. KG (Dutendorfer, Niemcy). Mieszanina 3-monoglikozydow
cyjanidyny zawierajgca: glukozyd, galaktozyd i arabinozyd zostata kupiona z firmy
Polyphenols AS (Sandnes, Norwegia). (+)-kateching kupiono z firmy Extrasynthese (Lyon,
Francja). Acetonitryl, kwas mroéwkowy, kwas trufluorooctowy, metanol, kwas
chlorowodorowy i weglan sodu zostaty kupione z firmy VWR VWR International Poland Sp.
z 0.0. (Gdansk, Polska). Odczynnik Folina-Ciocalteu zostat zakupiony w firmie Chempur
Marcin Piatek (Piekary Slaskie, Polska). Wszystkie odczynniki i rozpuszczalniki byty w jakosci
czda. lub HPLC.

6.3.  Surowce chemiczne

Kwas fosforowy spozywczy 75% kupiono od firmy Donauchem (Rokietnica, Polska).
Kwas cytrynowy (monohydrat) oraz kwas jabtkowy (D, L) kupiono od firmy Brenntag Polska
Sp. z 0. 0. (Kedzierzyn-Kozle, Polska). Surowce chemiczne byly w jakos$ci spozywczej, sg wiec

traktowane jako surowce, a nie jako odczynniki chemiczne.

6.4. Metody preparatywne

6.4.1. Ekstrakcja antocyjanow
Skala laboratoryjna

Do prob ekstrakeji antocyjanéw odwazano 40 g surowca roslinnego, ktory zalewano

odpowiednim rozpuszczalnikiem i ekstrahowano na tazni wodnej z wytrzagsaniem (WB 16N,
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Laboplay, Bytom, Polska). Mrozone owoce przed ekstrakcjg rozdrabniano w mtynku do
owocow. Wyttoki ekstrahowano bez dodatkowego rozdrobnienia. Jezeli nie podano inaczej,
surowce ekstrahowano przez dwie godziny, zalewajac wyttoki lub owoce za pomoca 200 mL
ekstrahenta. W celu przygotowania ekstraktow do adsorpcji na zywicach chromatograficznych
uzywano 2 kg rozdrobnionego surowca roslinnego i 10 L odpowiedniego ekstrahenta. Celem
poprawienia wydajnosci ekstrakcji, wprowadzano drugi stopien ekstrakcji za pomoca 5 L
ekstrahenta przez 1 godzing. Do ekstrakcji zastosowano laboratoryjny ekstraktor,
skonstruowany przez firm¢ Megan s. c. (Gliwice, Polska). Ekstraktor byl wyposazony w
szklany zbiornik o objetosci 15 L z ptaszczem grzejnym, termostat cyrkulacyjny TIP200 (WSL
Sp. Z o. o., Gliwice, Polska) oraz pompe M35 PP EPDM (Watek s.r.o., Lede¢ nad Sazavou,
Czechy) stuzaca do cyrkulacji ekstraktu. Probki przed podaniem na kolumne wypetniong
zywicg adsorpcyjna filtrowano za pomoca tkaniny bawelnianej a nast¢pnie bibuty jakosciowej

sredniej (Avantor Performance Materials Poland S. A., Gliwice, Polska).
Skala produkcyjna

Do ekstrakcji w skali produkcyjnej wykorzystano ekstraktory o objetosci 6000 L
(Zhejiang Wenxiong Machine Valve Co., Ltd., Wenzhou, Chiny) z mieszadlem, zbudowane ze
stali kwasoodpornej 316L (Rysunek 8).
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Ekstraktory

Rysunek 8. Ekstraktory zastosowane do testow w skali produkcyjne;j.
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Do separacji ekstraktu od zloza poekstrakcyjnego zastosowano dekanter Z 32-3/401
(Flottweg, Vilsbiburg, Niemcy). Do filtracji ekstraktu przed podaniem na kolumne oraz przed
badaniami z wykorzystaniem technik membranowych wykorzystano pras¢ filtracyjng 6-

ptytowa firmy Colombo Filters And Gaskets Srl (Rescaldina, Wtochy).

6.4.2. Techniki membranowe

Do badania separacji z wykorzystaniem membran ceramicznych wykorzystano
laboratoryjng instalacj¢ skonstruowang w firmie Intermasz Sp. z o. 0. (Wrzesnia, Polska),
przedstawiong na Rysunku 9. Elementy stykajace si¢ z produktem wykonano ze stali
kwasoodpornej (AISI 316L), pozostate elementy wykonano ze stali nierdzewnej (AISI 304).
Instalacja zawierata zbiornik procesowy o pojemnosci 3L. Do cyrkulacji retentatu stuzyta
pompa magnetyczna zcbata 0 nominalnym wydatku ok. 450 L h przy cisnieniu 0,4 MPa.
Membrana umieszczona byta w module filtracyjnym o dlugosci 600 mm. Instalacja
wyposazona byta w 2 rotametry oraz 2 manometry umozliwiajace kontrole parametréw

procesowych.

Rysunek 9. Laboratoryjna instalacja stosowana do badania technik membranowych.
1 - Zbiornik procesowy, 2 - Modut membranowy, 3 — Pompa, 4 - Panel sterujacy,
5 — Manometry, 6 — Rotametry.
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Do badania separacji z uzyciem membran polimerowych zastosowano pilotazowa
instalacj¢ wykonang w firmie Chemipoz Sp. z o. o. (Poznan, Polska), przedstawiong na
Rysunku 10. Instalacja wykonana byla ze stali kwasoodpornej AISI 316L (elementy
kontaktujace si¢ z produktem) oraz stali nierdzewnej AISI 304 (pozostale elementy). Instalacja
zawierata zbiornik o pojemnosci 50 L. Do cyrkulacji retentatu stuzyta pompa CRNE 1-23 A-
P-A-E-HQQE (Grundfos Group, Bjerringbro, Dania) o wydajno$ci nominalnej 3,5 m3 h.
Instalacja byta wyposazona w 2 przeptywomierze, 2 przetworniki cisnienia, chtodnice wodng

oraz dwie grzatki po 2000 W.

Rysunek 10. Pilotazowa instalacja stosowana do badania technik membranowych.
1 - Zbiornik procesowy, 2 - Modul membranowy, 3 - Pompa 4 - Panel sterujacy, 5 -
Manometry, 6 - Przeptywomierze, 7 - Chtodnica wodna.

W badaniach zastosowano membrany ceramiczne INSIDE CéRAM™, TAMI
Industries (Nyons, Francja) zbudowane z TiO.. O dlugosci 600 mm. i $rednicy 10 mm.

2

Membrany jednokanatowe (0,45um oraz 5 kDa) miaty powierzchni¢ 0,011 m?, natomiast

membrany siedmiokanatowe (1 1 3 kDa), charakteryzowaly si¢ powierzchnia wynoszaca
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0,032m2. Jednokanalowa membrana o MWCO 450 Da miata powierzchnie 0,0125 m?.
Siedmiokanalowa membrang ceramiczng przedstawia Rysunek 11 A.

Zastosowana w pracy spiralna membrana polimerowa XT MAX (Synder Filtration,
Vacaville, USA) byta zbudowana z PES (polieterosulfonu), miata $rednicg 6,35 cm, dlugo$é
96,5 cm i powierzchnie 2,69 m? (Rysunek 11B).

Rysunek 11. Membrana ceramiczna (A) i membrana polimerowa, spiralna (B).

6.4.3. Chromatografia preparatywna

Testy zywic zastosowanych do chromatograficznej separacji antocyjanow wykonano na
szklanej kolumnie VL 44X500 (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy) o wymiarach 50/4,4 cm.
Do wypehienia kolumny zastosowano probki zywic adsorpcyjnych, o objetosci 500 mL,
otrzymane od dystrybutorow. Zywice Amberlite XAD-16 i Amberlite XAD-7 (Rohm and Haas
Company, Filadelfia, USA) otrzymano od firmy Brenntag Polska. Sepabeads SP700, Relite
SP41 oraz Diaion HP20 (Resindion S.R.L, Binasco, Wtochy) otrzymano od firmy Keyser &
Mackay Polska. Zywice PAD550 i PAD900 (Purolite Corporation, USA) otrzymano od firmy
Purolite Polska. Do podawania na kolumn¢ nadawy i rozpuszczalnikow uzywano pompy
perystaltycznej firmy Watson Marlow 120S/D1 (Falmouth, Wielka Brytania).
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Do testow w skali pilotazowej zastosowano kolumne o wymiarach 20/90 cm
skonstruowang przez firm¢ Megan s.C. (Gliwice, Polska). Kolumna miata mozliwo$¢ regulacji
objetosci zloza w granicach 10-20 L. Kolumna byla wyposazona w dwa dystrybutory
przeptywu i dolne sito o porowatosci 10-40 um wykonane z PVDF. Do podawania na kolumng
nadawy stosowano pompg perystaltyczng 530S (Watson Marlow, Falmouth, Wielka Brytania).
Kolumneg laboratoryjng jak i pilotazowa podtaczano do detektora Flash 10 DAD wyposazonego
w cele pomiarowg PLCC3L (Ecom spol. s r.0., Praga, Czechy). Poréwnanie zywic w skali
laboratoryjnej wykonano przy nastgpujacych parametrach: kondycjonowanie i adsorpcja — 5

BV/h (objetosci zywicy na godzine); przemywanie - 5 BV h'l; elucja—2 BV hl,

W skali produkcyjnej zastosowano kolumne firmy Zhejiang Joston Machinery
(Zhejiang, Chiny), o wymiarach 800/60 cm i maksymalnej pojemno$ci 2261 L, zapakowang
zywicg do objetosci 1100 L. Niewypelniona zywicg czg$¢ kolumny umozliwiala wykonanie
flotacji w celu oddzielenia zanieczyszczef mechanicznych i uszkodzonych czastek zywicy
(Rysunek 12).

Kolumna

Zbiorniki
procesowe

Pompa

Panel
sterujacy

Rysunek 12. Kolumna zastosowana do prac w skali produkcyjnej.
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6.4.4. Suszenie rozpylowe

Ekstrakty w skali pilotazowej suszono rozpylowo korzystajac z dyskowej suszarni
LPG-5 (Changzhou Fengqi Drying Equipment, Changzhou, Chiny) odparowujacej nominalnie
5 L wody na godzing. Ekstrakty suszono w temperaturze wejsciowej 170-180°C i temperaturze
wyjsciowej 85-95°C. Obroty dysku miescity si¢ w przedziale 300-350 Hz. Suszony ptyn
podawano za pomoca pompy perystaltycznej w przeptywie 70-80 mL min™.

W skali produkcyjnej zastosowano suszarni¢ rozpytowa dyskowa (Changzhou Fengqi
Drying Equipment, Changzhou, Chiny) odparowujaca 100 kg wody na godzing. Ekstrakty
suszono w temperaturze wejsciowej 165-170°C, przy obrotach dysku 258 Hz. Temperatura na

wyjsciu wynosita 85°C.
6.5. Metody analityczne

6.5.1. Metody HPLC

Wszystkie analizy HPLC wykonano przy uzyciu systemu Shimadzu Prominence,
wyposazonego w autosampler SIL-20AC HT, termostat kolumny CTO-10AS VP i detektor
SPD-M20A (Shimadzu Corp., Kioto, Japonia). Zestaw HPLC pracowal pod kontrola

oprogramowania LabSolution DB.

Oznaczanie antocyjanow i kwasow fenolowych w owocach aronii i ekstrakcie z owocow
aronii metoda HPLC-DAD.

Wykorzystano metodg analityczng na podstawie pracy Zielinskiej i wsp. z niewielkimi
modyfikacjami [158]. Ekstrakty rozpuszczono w mieszaninie metanol/woda 40/60 (v/v)
zakwaszonym za pomoca 1% kwasu mrowkowego do uzyskania stezenia ekstraktu ok. 1 mg
mL%. Objeto$¢ nastrzyku wzorca i probki wynosita 10 pL. Rozdzialy prowadzono na kolumnie
Kinetex Evo C18 5 um; 250/4,6 mm (Phenomenex, Torrance, Kalifornia, USA) w temperaturze
25°C. Chromatografi¢ prowadzono w gradiencie fazy ruchomej A (4,5% kwas mrowkowy w

wodzie v/v) i fazy ruchomej B (acetonitryl). Zastosowano nast¢pujacy gradient:

1) Warunki izokratyczne 0-5 min - 5% B

2) Gradient liniowy 5-8% B w 5-15 min

3) Gradient liniowy 8-15% B w 15-30 min

4) Gradient liniowy 30-33% B w 30-33 min
5) Gradient liniowy 33-85% B w 33-37 min
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6) Gradient liniowy 85-90% w 37-40 min
7) Powrdt do 5% B w 43 min i kondycjonowanie kolumny w takich samych warunkach
do 48 minuty gradientu.

Przeptyw wynosit 1 mL min? (0-15 min i 43-48 min) oraz 0,8 mL min? (15-43 min).
Zawarto$¢ antocyjanow obliczano jako ekwiwalent 3-glukozydu cyjanidyny. Kwasy fenolowe
(chlorogenowy i neochlorogenowy) obliczano jako ekwiwalent kwasu chlorogenowego.
Antocyjany i kwasy fenolowe zidentyfikowano na podstawie charakterystycznych widm UV-
VIS. Antocyjany majga maksymalng absorbancje¢ przy okoto 520 i okoto 280 nm. Z kolei kwasy
chlorogenowy i neochlorogenowy wykazuja maksimum przy 325 nm.

Identyfikacje poszczegdlnych substancji utatwia fakt, ze aronia posiada charakterystyczny
profil antocyjanow i kwasoéw fenolowych utatwiajacy identyfikacje pikow nawet w przypadku

braku dostgpnosci wszystkich wzorcow.

Oznaczanie antocyjandw i flawonoli w owocach bzu czarnego i ekstrakcie z owocow bzu
czarnego metoda HPLC-DAD.

Nawazki ekstraktow po okoto 25 mg rozpuszczano w 5 mL 2% roztworu HCI w
metanolu. Objeto$¢ uzupeiniano do kreski za pomocg 7,5% roztworu kwasu fosforowego w
wodzie. Probki filtrowano za pomocg nylonowego filtra strzykawkowego 0,45um. Objeto$¢
nastrzyku wynosita 10 pL. Rozdzialy prowadzono na kolumnie Kinetex C18; 5 um; 4,6/250
mm (Phenomenex Torrance, CA, USA). Kolumna byta termostatowana w temperaturze 30°C.
Zastosowano gradient, fazy i warunki separacji podane w Farmakopei Amerykanskiej [30].
Zawartos$¢ antocyjandw obliczano jako réwnowaznik 3-glukozydu cyjanidyny. Separacje
prowadzono w warunkach gradientu dwusktadnikowego. Faza ruchoma A byta mieszanina
wody, acetonitrylu i kwasu trifluorooctowego wymieszanych w nast¢pujacych proporcjach:
19:1:0,06 (v/v). Faza ruchoma B sktadala si¢ z metanolu, acetonitrylu, wody 1 kwasu
trifluorooctowego w proporcjach: 7:8:5:0,06 (v/v).

Zastosowano nastepujacy gradient:
1) Warunki izokratyczne 20% B w 0-5 min
2) Gradient liniowy 20-40% B w 5-20 min
3) Gradient liniowy 40-90% B w 20-30 min
4) Warunki izokratyczne 90% B w 30-35 min
5) Powrot do warunkoéw poczatkowych (20% B) w 36 minucie i kondycjonowanie

kolumny w takich samych warunkach do 40 minuty.
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Przeptyw wynosit 0,8 mL/min. Antocyjany =zostaly zidentyfikowane na podstawie

charakterystycznego widma UV-Vis oraz profilu antocyjanéw w Farmakopei Amerykanskiej.

Oznaczanie antocyjandéw w owocach borowki czarnej i ekstrakcie z owocow bordwki
czarnej metoda HPLC-DAD.

Wykorzystano  metode analityczng na  podstawie = monografii  suchego,

standaryzowanego ekstraktu z owocow boréwki czarnej z Farmakopei Polskiej XI1I.
0,125 g badanych ekstraktow rozpuszczano w 2% (v/v) roztworze HCI w metanolu i
uzupetiano do 25 mL w kolbce miarowej. 5 mL tego roztworu uzupetniano 7,5%, wodnym
roztworem kwasu fosforowego do 20 mL. Prébki filtrowano przez filtry strzykawkowe do
fiolek HPLC. Na podstawie materiatu referencyjnego (suchy ekstrakt z owocow boréwki
czarnej RWP) identyfikowano piki i obliczano zawarto$¢ antocyjanow w przeliczeniu na
chlorek 3-O-glukozydu cyjanidyny. Objeto$¢ nastrzyku wzorca i probki wynosita 10 pL.
Rozdziaty prowadzono na kolumnie Kinetex Evo C18 5 um; 250/4,6 mm (Phenomenex,
Torrance, Kalifornia, USA) w temperaturze 30°C. Chromatografi¢ prowadzono w gradiencie
faz ruchomych A i B. Fazg A byla mieszanina kwasu mrowkowego i wody w stosunku
objetosciowym 8,5:91,5. Z kolei fazag B byla mieszanina kwasu mréwkowego, acetonitrylu,
metanolu 1 wody w stosunku objetosciowym 8,5:22,5:22,5:41,5. Przeptyw fazy ruchome;
wynosit ImL min™, a detekcja odbywata sie przy A=535 nm. Stosowano nastepujacy gradient

1) 0-35min. 7-25%B

2) 35-45 min. 25-65%B

3) 45-46 min. 65-100%B

4) 46-50 min. 100%B

5) 50-55 min. Powrét do warunkow poczatkowych (7%B)

6) 55-60 min. Kondycjonowanie kolumny (7%B).

6.5.2. Metody spektrofotometryczne
Oznaczanie polifenoli metoda Folina-Ciocélteu

Polifenole oznaczano metoda Folina-Ciocélteu (FC) zgodnie z praca Sikory i wsp. z
niewielkimi modyfikacjami [159]. Ekstrakty rozpuszczano w mieszaninie metanol/woda 40/60
(v/v) zakwaszonej za pomoca 1% kwasu mrowkowego do uzyskania st¢zenia ekstraktu ok. 1
mg mL. Roztwory podstawowe rozcienczano 20-50-krotnie wodg. Do kolb miarowych na 10
mL dodawano po 4 mL wody, 1 mL roztworu ekstraktu, roztworu wzorca lub wody (préba
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$lepa), nastepnie po 0,5 mL odczynnika FC i inkubowano przez 1 minute. Kolejno dodawano
po 2 mL 20% (w/v) roztworu weglanu sodu i uzupetniano woda do kreski. Po 30-minutowej
inkubacji w ciemno$ci mierzono absorbancje¢ przy A=760 nm wzgledem préby Slepe;.

Do oznaczania polifenoli wykorzystano pigciopunktowg krzywa kalibracyjng katechiny.

Oznaczanie antocyjanow metodq réznicowa.

Do oznaczanie antocyjanow metodg UV-Vis zastosowano metode roéznicowa na
podstawie pracy Giusti i Wrolstad, w przeliczeniu na 3-glukozyd cyjanidyny [83]. Metoda jest
szybka 1 dzigki wykorzystaniu charakterystycznej dla antocyjandw zmiany maksimum
absorpcji pomiedzy pH 1,0 i 4,5 cechuje si¢ wysoka specyficznoscig. Wyniki otrzymane tg
metoda wykazuja korelacje z metoda HPLC [84].

Ekstrakty ptynne oznaczano rozcienczajac probki dwoma buforami: i) roztworem
chlorku potasu o stezeniu 0.025 mol L doprowadzonym do pH 1,0 za pomoca roztworu HCI;
i1) 0,4M buforem octanowym pH 4,5. Nastgpnie mierzono absorbancj¢ kazdej z probek przy
dwoch dlugosciach fali — 520 i 700 nm. Za absorbancj¢ przy A=520 nm odpowiadaja
antocyjany. Z kolei pomiar przy A =700 nm umozliwia odjecie absorbancji niespecyficznej, za

ktéra odpowiedzialne sa substancje inne niz antocyjany.

Zawarto$¢ antocyjanow wyrazong w mg L™ obliczano na podstawie Rownania 3.

A XMW XDFx1000
£

(3)

gdzie:

A — (As20-A700)

MW — masa molowa, w przypadku 3-glukozydu cyjanidyny = 449,2 g mol*
DF — rozcienczenie probki

€ — molowy wspodtczynnik absorbancji,

w przypadku 3-glukozydu cyjanidyny = 26 900 L mol~ cm™.
Probki state rozpuszczano w mieszaninie metanol/woda 40/60 (v/v) do stezenia ekstraktu okoto

1mg mL?. W otrzymanym roztworze oznaczano antocyjany metodg roéznicowg i obliczano

procentowa zawarto$¢ w przeliczeniu na 3-glukozyd cyjanidyny.
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6.5.3 Oznaczanie suchej masy ekstraktow

Zawarto$¢ suchej masy oznaczano za pomocg wagosuszarki MA 50.R firmy Radwag
(RADWAG Wagi Elektroniczne, Radom, Polska). Na tacce wagosuszarki rozprowadzano

0,5- 1 g ekstraktu 1 suszono do statej masy w temperaturze 120°C.

6.6. Badania biologiczne

Do badan biologicznych w warunkach in vitro zastosowano ekstrakt z aronii i 2
ekstrakty z bzu czarnego. Ekstrakt z aronii zbadano pod katem witasciwosci przeciwzapalnych
na linii makrofagbw RAW 264.7 [161]. W celu potwierdzenia, ze ekstrakt z aronii, we
wszystkich analizowanych stezeniach, jest bezpieczny dla analizowanych komérek wykonano
test MTT.

Ekstrakty z owocOw bzu czarnego zbadano pod katem wpltywu na proliferacje komadrek
réznych linii nowotworowych oraz nienowotworowych jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej (PBMC). Wptyw na proliferacje tych komorek zbadano za pomoca standardowego
testu MTT [164].

6.6.1. Wlasciwosci przeciwzapalne ekstraktu z aronii in vitro
Warunki hodowli komorek RAW 264.7

Typowa standaryzacja ekstraktow o wysokiej zawartoSci antocyjanow jest
standaryzacja na 25% antocyjanéw [160]. Ekstrakt standaryzowany na 25% antocyjanow
przygotowano przez dodanie 2,424 g maltodekstryny do 7,576 g ekstraktu. W celu dodania
ekstraktu do pozywek hodowlanych, odwazono 2,5 g ekstraktu, ktory nastgpnie rozpuszczono
w wodzie. Objetos¢ uzupetniono woda w kolbce miarowej na 25 mL. Kolbe inkubowano przez
10 min w tazni ultradzwickowej w celu rozpuszczenia ekstraktu. Gotowy roztwor filtrowano
przez filtr strzykawkowy 0,2 um w celu sterylizacji. Rozpuszczony i przefiltrowany ekstrakt
dodano w odpowiedniej ilosci do hodowli komorkowe;.

Komorki RAW 264.7 to makrofagi z myszy. Komorki te mozna wykorzysta¢ do oznaczenia

dziatanie przeciwzapalne [161]. Czynnik martwicy nowotworu alfa (TN-a) i interleukina la
(IL1-0) sg jednymi z mediatorow stanu zapalnego [162]. Ostre zapalenie to normalna reakcja
obronna organizmu na infekcje, uraz lub podraznienie. Jednak przewlekly stan zapalny wigze
si¢ z pewng liczbg chordb przewlektych, w tym nowotworowych, sercowo-naczyniowych,

cukrzycy, artretyzmu, a takze autoimmunologicznych i choroby neurologiczne [163].
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Komorki RAW 264.7, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) hodowano w pozywce
DMEM Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), zawierajacej 10% inaktywowang termicznie
FBS, 100 U mL? penicyliny i 100 ug mL? streptomycyny. Komorki hodowano w statej

wilgotno$ci w 37°C w atmosferze zawierajacej 95% powietrza i 5% CO2 przez 96 godzin.

6.6.2. Test MTT

Do okreslenia cytotoksycznosci zastosowano test MTT. Test ten umozliwia zbadanie
wzglednej ilosci zywych komorek, ktore sg w stanie przeksztalci¢ zotte rozpuszczalne krysztaty
MTT w fioletowe krysztaly formazanu. Wyniki badania porownano z komorkami nie
poddanymi inkubacji z ekstraktem z aronii. Komorki hodowano na ptytkach 96-dotkowych,
wysiewano w iloéci 2 x 10* komérek na studzienke, inkubowano przez 24 godziny w
temperaturze 37 °C, bez dodatku ekstraktu (préba kontrolna) oraz z dodatkiem réznych ilosci
ekstraktu (w zakresie 0,5-500 pg mL™?). Po hodowli pozywke usuwano z dotkéw a komorki
przemywano buforowang solg fizjologiczng. Komérki inkubowano z pozywka wolng od
surowicy i MTT (0,5 mg/ml, 100 pl/studzienke) przez 4 godziny. Liczba zywych komorek byta
proporcjonalna do stezenia wytworzonego nierozpuszczalnego w wodzie formazanu.
Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie przy A=563 nm po rozpuszczeniu krysztatow
formazanu w izopropanolu [164].

W celu okreslenia wplywu ekstraktu na odpowiedz zapalng komorek RAW 264.7 do
hodowli komérek dodano ekstrakt w réznych stezeniach — 0,5, 5 i 500 ug mL™. Komorki
stymulowano 1 pg mL? LPS (z E. coli 0111:B4) przez 24 godziny w celu polaryzacji
makrofagéw w kierunku podtypu prozapalnego i wywotania odpowiedzi zapalnej [165].
Poziomy cytokin (TNF-a i II-1B) oznaczono ilosciowo metodag ELISA zgodnie z instrukcjami
producenta (R&D Systems Inc., Abingdon, Wielka Brytania). Poziom dialdehydu malonowego
(MDA) oznaczono za pomocg zestawu do oznaczania peroksydacji lipidow (MDA) metoda

kompetycyjnego ELISA zgodnie z instrukcjami producenta (Abcam, Cambridge, MA, USA).

6.6.3. Warunki hodowli komoérek do badania cytotoksycznosci ekstraktow z owocow

bzu czarnego
Komoérki adherentne

Lini¢ komorkowa ludzkiego gruczolaka ptuc (A-549), ludzka lini¢ komorkowa raka
jajnika (A-2780), ludzka lini¢ komorkowa raka sutka (MCF-7) i ludzkg lini¢ komorkows raka
okreznicy (Caco-2) zakupiono z European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC,
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Porton Down, Wielka Brytania). Lini¢ komoérkowa ludzkiego raka okreznicy (HCT-116)
otrzymano z American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).

Komérki A-549 hodowano w pozywce Nutrient Mixture Kaighn's Modification, F12K
(Gibco, Waltham, MA, USA) zawierajacej 10% ptodowej surowicy bydlecej, FBS (Corning,
Nowy Jork, USA) i 1% roztwor antybiotyku przeciwgrzybiczego (A/A; Sigma -Aldrich,
Burlington, USA). Komdrki A-2780 hodowano w pozywce Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640; Corning, Nowy Jork, USA) uzupetnionej 10% FBS i 1% A/A. Komérki MCF-7
hodowano w pozywce Modified Eagle's Medium (MEM; Corning) zawierajacej 10% FBS i1
odpowiednio 1% A/A lub brak antybiotykéw. Komorki Caco-2 hodowano w
wysokoglukozowej pozywce Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; ATCC,
Manassas, USA) zawierajacej 10% FBS, 1% nie-endogennych aminokwaséw MEM (NEAA;
Biowest, Nuaillé, Francja), 1% roztwor penicyliny i streptomycyny ( P/S) zakupiono z BioShop
(Burlington, Kanada). HCT-116 hodowano na pozywce McCoy's 5A (Biowest, Francja)
uzupetionej 10% FBS i 1% P/S. Wszystkie linie komoérkowe inkubowano w 37°C w
atmosferze 5% CO2.

Komoérki nieadherentne

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) wyizolowano z kozuszka
leukocytarnego (BC) otrzymanego z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Gdansku. Zywotno$é komérek zmierzono za pomoca barwienia komdrek martwych biekitem
trypanu i wynosita ona okoto 99%. Ostateczne stgzenie limfocytow doprowadzono do 106
komorek mL-1 przez dodanie kompletnej pozywki RPMI 1640 (uzupetnionej 10% FBS i 1%
antybiotyku) do zawiesiny pojedynczych komdrek.
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v WYNIKI I DYSKUSJA
7.1.  Ekstrakcja antocyjanow

7.1.1. Ekstrakcja antocyjanow z mrozonych wytlokow aronii czarnoowocowej

Prace zwigzane z optymalizacja ekstrakcji antocyjanéw rozpoczgto od mrozonych
wytlokow z A. melanocarpa. Aronia czarnoowocowa jest owocem powszechnie
przetwarzanym na sok i nastepnie na koncentrat soku. Podczas wytlaczania soku z owocow
powstaja wytloki bedace bogatym zrédtem antocyjanéw. W czasie produkcji soku nawet 60%
antocyjanow zostaje w tym materiale odpadowym. Zawarto$¢ antocyjanow w wytlokach jest
wyzsza niz w soku i catych owocach. Wytloki owocowe moga by¢ jednak surowcem o mato
powtarzalnych wiasciwos$ciach, poniewaz oprocz samych owocow wplyw na zawartos$¢ tych
substancji w wytlokach maja warunki ttoczenia jak temperatura czy dodatek enzymow [166—
168]. Wyttoki owocowe sg materiatem odpadowym i w zwigzku z tym sg tanim surowcem do
ekstrakcji antocyjandw. Swieze wytloki sa jednak materiatem szybko psujacym si¢ i z tego

powodu muszg zosta¢ przetworzone, wysuszone lub zamrozone niezwtocznie po wytloczeniu

soku [169].

Ekstrakcja za pomoca alkoholu etylowego

Ze wzgledu na toksyczno$¢ i ograniczenia W Stosowaniu rozpuszczalnikow
organicznych w przemysle spozywczym, sprawdzono wptyw tylko jednego rozpuszczalnika
organicznego (alkoholu etylowego) na ekstrakcje antocyjanow.

Na Rysunku 13 przedstawiono wptyw stezenia alkoholu etylowego na zawarto$¢ antocyjanow
w ekstrakcie. Mimo rozpuszczalnosci antocyjanow w wodzie, nie jest ona wydajnym
ekstrahentem antocyjanéw z wyttokow aroniowych. Zawarto$¢ antocyjanéw w ekstrakcie
wodnym wynosita jedynie okoto 100 mg L. Natomiast wykorzystanie roztworéw etanolu o
stezeniu 15-30% (v/v) powodowata okoto 6-krotny wzrost wydajnosci ekstrakcji. Wzrost
stezenia alkoholu etylowego do 50-70% (v/v) spowodowal znacznie mniejszy wzrost
wydajnoéci ekstrakcji. W tym przypadku osiggnicto stezenia przekraczajace 700 mg L. W
pracy Cujié i wsp. [170] ekstranowano antocyjany i inne polifenole z suszonych owocow aronii
wykorzystujac roztwory wodne etanolu. Najwyzsza wydajno$¢ ekstrakcji antocyjanow
uzyskano stosujac 50% etanol jako ekstrahent. Nieznacznie nizszg wydajnos$¢ uzyskano z
uzyciem 70% etanolu. Woda, podobnie jak w badaniach w niniejszej pracy, byla mato

wydajnym ekstrahentem antocyjanow. Stosunek antocyjandw ekstrahowanych za pomoca 50%
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etanolu do antocyjanow ekstrahowanych za pomocg wody wynosit okoto 2:1. W niniejszych
badaniach ten stosunek zblizony jest do 6:1. Rodznica ta moze by¢ spowodowana
zastosowaniem innej formy surowca. Antocyjany oddzialuja ze skladnikami S$cian
komorkowych, takimi jak pektyny, hemicelulozy i1 celuloza za pomocg oddzialywan
niekowalencyjnych. Wewnatrz komorek antocyjany znajdujg sie gldownie w wakuolach, ale po
uszkodzeniu $cian komérkowych sg uwalniane na zewnatrz tych organelli, dzigki czemu w
czasie wytlaczania soku moga oddziatywac ze sktadnikami $cian komoérkowych, ktore stanowia
znaczng cze$¢ sktadu wytlokow. Antocyjany zwigzane ze Scianami komorkowymi trudniej

ulegaja ekstrakcji od zawartych w soku komorkowym w wakuolach [171,172].
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Rysunek 13. Wptyw stezenia alkoholu etylowego na ekstrakcje¢ antocyjanow z wytlokow z
aronii. Ekstrakcje prowadzono przez 120 min., w temperaturze 40°C.

Do ekstrakcji w wigkszej skali wybrano 15% 1 70% roztwor etanolu. Oba ekstrakty, po
separacji surowca, zagegszczano na wyparce prozniowej w celu odparowania etanolu, co jest
niezbedne przed zwigzaniem antocyjanéw z zywica adsorpcyjng. Ekstrakt podawany na
kolumne wypelniong Zywica adsorpcyjna nie moze zawiera¢ zawieszonych czastek statych,
ktére zapychaja ztoze 1 uniemozliwiaja przeprowadzenie rozdziatu. Po odparowaniu alkoholu
z ekstraktu wytracita si¢ znaczna ilo$¢ osadu, ktéra uniemozliwiala filtracje na prasie
filtracyjnej. Dodatkowo, ekstrakt po odparowaniu etanolu, intensywnie si¢ pienit, CO
uniemozliwito dalsze zageszczanie bez dtugotrwalej sedymentacji osadu. W zwiazku z tym,

przeprowadzono sedymentacj¢ osadu w ciggu 24 godzin w temperaturze 5-8°C. Sedymentacja
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spowodowata spadek zawarto$ci antocyjanow w nadsaczu o 39%. Wykonano rowniez proby
wysuszenia ekstraktow otrzymanych za pomoca etanolu o stezeniu 15% i 70%. Oba ekstrakty
zageszczano prozniowo do uzyskania lepkosci odpowiedniej do suszenia (sucha masa okoto
40%) utrzymujac wytracajacy si¢ osad w formie zawiesiny. W przypadku suszenia
proézniowego otrzymany ekstrakt byl plastyczny i1 przyklejat si¢ do tacki suszarni. Taka
konsystencja ekstraktu uniemozliwia wysuszenie ekstraktu w skali produkcyjnej, z powodu
przyklejania si¢ ekstraktu do paséw produkcyjnej suszarni préozniowej. Proby wysuszenia
rozpytowego obu ekstraktow nie powiodly si¢ z powodu zaklejania komory suszarni przez
ekstrakt.

Do ekstrakcji antocyjandéw uzywane sg takze zakwaszone roztwory alkoholi
alifatycznych, gtownie metanolu i etanolu. Zgodnie z pracami badawczymi, zakwaszenie
ekstrahenta powoduje wzrost wydajnosci ekstrakcji a takze poprawia stabilno$¢ antocyjanow
[173-175]. W prezentowanych badaniach zakwaszenie ekstrahenta powodowato tylko
nieznaczne, zwigkszenie wydajnosci ekstrakcji (Tabela 1). W trakcie zaggszczania
prézniowego wyciagow otrzymanych w wyniku ekstrakcji zakwaszonymi roztworami etanolu,
podobnie jak w przypadku ekstrakcji samym roztworem etanolu, wytracal si¢ trudny do
odfiltrowania osad. Sedymentacja osadu spowodowata 33-37% spadek zawartosci antocyjanow

w nadsgczu.

Tabela 1. Wptyw zakwaszenia na ekstrakcje antocyjanéw za pomoca roztworu alkoholu

etylowego.
Stezenie etanolu Zawarto$¢ antocyjanow
Ekstrahent [%] [mg L]
Etanol 70 761,1+14,9
Etanol + kwas fosforowy; pH 3,0 70 770,3+16,4
Etanol 15 628,4+13,4
Etanol+ kwas fosforowy; pH 3,0 15 637,2+13,7

Z powodu probleméw technologicznych, wystepujacych podczas przetwarzania
ekstraktow otrzymanych za pomoca mieszanin wodno-etanolowych, sprawdzono takze

mozliwo$¢ zastosowania innych ekstrahentow.

Ekstrakcja za pomoca wodorosiarczanu (IV) sodu

Do ekstrakcji antocyjandow z roéznych surowcoOw roslinnych uzywane sg rowniez

roztwory dwutlenku siarki oraz dopuszczone do stosowania w przemys$le spozywczym

o1



siarczany (IV) [70,71,176]. Siarczany (IV) mogg jednak powodowa¢ alergie i z tego powodu
muszg by¢ usuniete z koncowego produktu, tak aby ich zawarto$¢ nie przekraczata 10 ppm w
przeliczeniu na SO [72,177]. Z kolei zaletami zastosowania siarczanow (IV) do ekstrakcji sa
wlasciwosci  konserwujace oraz stabilizacja antocyjandw  dzieki  wlasciwosciom

przeciwutleniajgcym siarczanow (IV) [178,179].
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Rysunek 14. Wplyw st¢zenia wodorosiarczynu sodu na ekstrakcj¢ antocyjanéw z wyttokow z
aronii. Ekstrakcje prowadzono przez 120 min., w temperaturze 40°C.

Na Rysunku 14 przedstawiono zalezno$¢ wydajnosci ekstrakcji antocyjanéw od
stezenia NaHSOs. Zastosowanie roztworu wodorosiarczanu (IV) sodu umozliwito uzyskanie o
5,6% wyzszej wydajnos$ci niz ekstrakcja za pomocg 70% etanolu (795,6 w poréwnaniu do 761,1
mg L™?). Na podstawie wynikéw wytypowano stezenie 0,1% wodorosiarczanu (IV) sodu do
ekstrakcji antocyjanéw z wyttokéw z aronii do dalszych badan, z uwagi na fakt, ze dalszy
wzrost stezenia NaHSO3z nie powoduje wzrostu wydajnosci ekstrakcji. W celu zweryfikowania
technologii i oznaczenia pozostatosci siarczanow (IV), ekstrakt doprowadzony do pH 3,0
podano na kolumng wypetniong zywica adsorpcyjng Diaion HP-20. Do elucji zastosowano 70%
alkohol etylowy. Ekstrakt otrzymany w wyniku elucji, zaggszczania i suszenia rozpytowego
zawierat 30,6% antocyjanow. Probka suchego ekstraktu zostala wystana do zewnetrznego
laboratorium PozLab Sp. z o.0. (Poznan, Polska) w celu oznaczenia pozostatosci siarczanow
(IV) w przeliczeniu na dwutlenek siarki. Zawarto$¢ siarczanow (IV) wyniosta 7 000 ppm.

Przyczyna tak wysokiego stezenia siarczanow (IV) moze by¢ tworzenie z antocyjanami
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bezbarwnych adduktow, ktore ulegajg adsorpcji na zywicy. Jest to reakcja odwracalna, zalezna
od pH o stalej dysocjacji wynoszacej ok. 5,0 [178,180]. Mimo zakwaszenia ekstraktu
pozostato$¢ siarczanéow (IV) jest na bardzo wysokim poziomie. Mozliwe rozwigzania to
zastosowanie innego ekstrahenta, silniejsze zakwaszenie frakcji gtownej eluowanej z kolumny

lub przemywanie kolumny przed elucjg za pomocg roztworu kwasu.

Ekstrakcja za pomocg zakwaszonej wody

Doniesienia literaturowe wskazujg na mozliwos¢ wydajnej ekstrakcji antocyjanow za
pomocg wodnych roztworow kwasow organicznych i nieorganicznych dopuszczonych do
stosowania w przemysle spozywczym takich jak cytrynowy, octowy i chlorowodorowy
[67,68,170,174]. Kwasy mozna usung¢ z ekstraktu stosujgc metody separacyjne, np.
chromatografi¢ preparatywng. Do przeprowadzenia prob ekstrakcji antocyjandw za pomocag
roztworow kwasow wybrano kwas fosforowy. Jest mocniejszy od stabych kwasow uzywanych
w przemy$le spozywczym, bezpieczniejszy dla stali kwasoodpornej od kwasu

chlorowodorowego i nie ma wlasciwosci utleniajacych jak kwas siarkowy.
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Rysunek 15. Wplyw st¢zenia kwasu fosforowego na ekstrakcje antocyjanow z wyttokow z
aronii. Ekstrakcj¢ prowadzono przez 120 min., w temperaturze 40°C.

Na Rysunku 15 przedstawiono wplyw stezenia kwasu fosforowego na ekstrakcje

antocyjanow z wytlokow z aronii. Zawarto$¢ antocyjanow w otrzymanym ekstrakcie jest nizsza
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w porownaniu do ekstraktow uzyskanych za pomoca wodorosiarczynu sodu (795,6 mg L) lub
70% etanolu (761,1 mg L), ale znacznie wyzsza niz w ekstrakcie otrzymanym za pomocg
wody dejonizowanej (110 mg LY).

Kolejnym zoptymalizowanym parametrem ckstrakcji byt stosunek ekstrahenta do
surowca. Zbyt niska warto$¢ tego stosunku powoduje obnizenie wydajnosci ekstrakeji. Z kolei
zbyt wysoka warto$¢ spowoduje zmniejszenie wydajnosci linii produkcyjnej w skali
przemystowej. W praktyce produkcyjnej mozna stosowaé dwustopniowg ekstrakcje. Surowiec,
po pierwszym stopniu ekstrakcji, ponownie zalewa si¢ ekstrahentem. Dzigki temu mozna
zatadowa¢ do ekstraktora wicksza ilo§¢ surowca, zmniejsza si¢ takze ilos¢ ekstraktu, ktora
nalezy poda¢ na kolumne lub odparowac, przy zachowaniu wysokiej wydajnosci ekstrakcji. Ze
wzgledu na specyfike linii produkcyjnej firmy (moc mieszadel i parametry dekantera)
zastosowano 2 warianty dwustopniowej ekstrakcji. Zalew mniejszy niz 5:1 nie bylby mozliwy
do wykonania w skali produkcyjnej, ze wzglgdu na zbyt wysoka mas¢ surowca W stosunku do
mocy mieszadet w ekstraktorach oraz blokowanie dekantera. W pierwszym wariancie
zastosowano dwa stopnie ekstrakcji w stosunku S/E wynoszacym 10:1. W drugim przypadku
zastosowano dwa stopnie ekstrakcji w stosunku S/E wynoszacym 5:1. Z doswiadczenia firmy
Greenvit wynika, ze ekstrakcja na drugim stopniu moze trwac krocej niz na pierwszym stopniu.
Dlatego ekstrakcj¢ na pierwszym stopniu prowadzono przez 2 godziny, a na drugim - przez

jedna godzing. Do ekstrakcji, w tym przypadku, zastosowano kwas fosforowy o stezeniu 1,4%.

Tabela 2. Wptyw stosunku ekstrahenta do surowca i drugiego stopnia na ekstrakcje
antocyjanow z wyttokow aronii.

Stosunek Stopien Zawarto$¢ Objetosc Tlos¢ Wydajnosé
ekstrahenta ekstrakcji antocyjandéw | ekstraktu | antocyjanéw | Ekstrakcji
do surowca [mg LY [L] [0] [%]

10:1 1 667,0+6,4 8,89 5,92 58,0

10:1 2 224,5+3,1 1,01 2,42 23,7

10:1 Razem1i?2 8,34 81,8
stopien

5:1 1 1211,2+11,6 3,91 4,62 45,3

5:1 2 687,8+6,9 4,97 3,41 33,4

51 Razem1i?2 8,03 79,9
stopien

W Tabeli 2 przedstawiono wplyw stosunku ekstrahenta do surowca (E/S) oraz drugiego

stopnia ekstrakcji na wydajno$¢ ekstrakcji antocyjanow za pomocag roztworu kwasu
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fosforowego. Zmniejszenie E/S z 10:1 na 5:1 spowodowato nieznaczny spadek wydajnosci
ekstrakcji z 81,8% do 79,9%. W zwiazku z tym, do dalszych badan i nast¢pnie prac w skali
pilotazowej i produkcyjnej zastosowano E/S wynoszacy 5:1. Prace naukowe wskazuja znacznie
wyzszy optymalny stosunek E/S, nawet w granicach 20:1 lub 34:1 [181,182]. Prawdopodobnie
jest to spowodowane faktem, ze prace badawcze czesto nie biorg pod uwage mozliwosci
poprawienia wydajnosci za pomoca drugiego stopnia ekstrakcji. Nie biorg tez pod uwage
warunkéw przemystowych, w ktérych wazng role ze wzgledu na koszty odgrywa

energochtonno$¢ procesu czy czasochtonnos¢ kolejnych etapow obrobki ekstraktu.

Czas ekstrakcji i temperatura

Kolejnymi czynnikami, ktére nalezato zoptymalizowaé, prowadzac badania z zakresu
ekstrakcji, sg czas i temperatura procesu. Proby w tym zakresie wykonano w kilku punktach
czasowych dla kazdej z temperatur. W wyzszej temperaturze proces ekstrakcji zachodzi
szybciej dzieki wyzszej szybkosci dyfuzji i konwekcji oraz wigkszej rozpuszczalno$ci
antocyjandw. Z drugiej strony, ogrzewanie powoduje postepujaca w czasie degradacje

antocyjandw, co przyczynia si¢ do spadku zawarto$ci tych substancji w ekstrakcie [68,183].
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Rysunek 16. Wpltyw czasu ekstrakcji i temperatury na wydajnos¢ ekstrakcji antocyjanow z
wytlokéw aronii za pomocg wodnego roztworu kwasu fosforowego.

Na Rysunku 16 przedstawiono wptyw czasu i temperatury na ekstrakcje¢ antocyjanéw z
wytlokdw aronii za pomocg wodnego roztworu kwasu fosforowego. Podwyzszenie temperatury

do 60°C i 70°C spowodowato przyspieszenie ekstrakcji i osiggni¢ecie maksymalnej wydajnosci
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odpowiednio po 60 i 90 minutach. Zauwazono takze, ze podczas dluzszej ekstrakcji nastgpuje
spadek zawarto$ci antocyjanéw. Z kolei w temperaturze 40 1 50°C maksymalna wydajno$¢
osiggana jest po dluzszym czasie ekstrakcji — po 120 minutach. W dwoch nizszych
temperaturach nie stwierdzono spadku zawartosci antocyjanéw przy przedtuzeniu czasu
ekstrakcji do 140 minut. Ekstrakcja w temperaturze 70°C zachodzi w najkrotszym czasie, co
jest korzystne z punktu widzenia wydajnosci i kosztow produkcji. W przypadku zastosowania
temperatury 60-70°C nalezatoby po osiagni¢ciu maksymalnej wydajnosci ekstrakcji szybko
wychtodzi¢ ekstrakt do temperatury ok 40°C. Jednakze szybkie wychtodzenie kilku tysigcy
litrbw ekstraktu jest energochlonne i podwyzsza koszt wytworzenia ekstraktu. Szybkie
schiodzenie partii produkcyjnych ekstraktu jest tez klopotliwe przy dostepnej infrastrukturze
zaktadu produkcyjnego. Z kolei podwyzszenie temperatury ekstrakcji do 50°C nie powoduje
znacznego przyspieszenia procesu i przyczynia si¢ do niewielkiego wzrostu kosztow. Z wyzej
wymienionych powodéw kolejne proby w skali laboratoryjnej i testy w wigkszej skali zostaly
przeprowadzone w temperaturze 40°C w czasie 120 minut.

Badania dotyczace ekstrakcji antocyjandéw z pozostalych surowcow roslinnych
ograniczono do wodnych roztworéw kwasOw, z przedstawionych powoddéw. Ekstrakcja
wyttokow aronii za pomocg roztwordéw etanolu i wodorosiarczynu sodu powodowata problemy
technologiczne. Dodatkowo, w przypadku zastosowania do ekstrakcji rozpuszczalnika
organicznego nalezy ten rozpuszczalnik odparowa¢ przed podaniem na kolumng
chromatograficzng. Odparowanie rozpuszczalnika podwyzsza koszty 1 wymusza koniecznos¢

instalacji dodatkowej wyparki produkcyjnej.

7.1.2. Ekstrakcja antocyjanéw z mrozonych owocéw aronii czarnoowocowej

Wyttoki owocowe sg tanim 1 wydajnym zrédtem antocyjanow i innych polifenoli. Sg
jednak odpadem szybko psujacym si¢ i nie sg dostepne przez caly rok w ilosciach niezbgdnych
do potrzeb produkcyjnych. Dodatkowo, zawarto$¢ antocyjanow w wytlokach moze si¢
znacznie r6zni¢ nie tylko zaleznie od warunkow uprawy czy odmiany. Wplyw na zawarto$¢
antocyjanow w wytlokach majg rowniez warunki ttoczenia soku takie jak temperatura, czas
maceracji i blanszowania oraz stosowane enzymy [166,167]. Z tych powodow,
przeprowadzono réwniez proby ekstrakcji catych rozdrobnionych mrozonych owocow, ktore

sg alternatywg dla wyttokow.
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Rysunek 17. Wptyw rodzaju i st¢zenia kwasu na ekstrakcje antocyjandw z mrozonych
owocach aronii. Ekstrakcje prowadzono przez 120 min, w temperaturze 40°C.

Do préb ekstrakcji zastosowano kwas fosforowy i cytrynowy o roéznych st¢zeniach
(Rysunek 17). Najkorzystniejsze wyniki uzyskano stosujac do ekstrakcji 1% roztwor kwasu
fosforowego. W przypadku kwasu cytrynowego o stezeniu 3% otrzymano o 13,9% nizsza
zawartos¢ antocyjanow w ekstrakcie. W badaniach Roda-Serrat i wsp. [181] do ekstrakcji
antocyjanow z wyttokow z aronii zastosowano kwas cytrynowy. Najwyzsza wydajnosc
ekstrakcji uzyskano za pomoca 1,5% roztworu tego kwasu w temperaturze 45°C. Jednakze
autorzy nie badali ekstrakcji za pomoca wyzszych stezen kwasu 1 zastosowali znacznie wyzszy
stosunek ekstrahenta do surowca (34:1). Tak wysoka warto$¢ E/S jest niepraktyczna w

warunkach przemystowych, ze wzgledu na ograniczenie wydajnosci produkc;ji.
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Tabela 3. Wptyw drugiego stopnia na ekstrakcje antocyjanéw z owocOw aronii.

Stopien Ekstrahent Zawarto$¢ Ilo$¢ antocyjanow
ekstrakcji antocyjanéw wyekstrahowanych z
[mg LY 100 g surowca [mg]
1 1% H3POq4 802,4+11,2 16 £5
2% 1% H3POq4 148,5+2,1 301
2 Woda 135,1+2,1 27 1
1 3% kwas cytrynowy 698,4+7,8 144 15
2" 3% kwas cytrynowy 180,0+2,8 371
2" Woda 168,7+2,6 36 1
1+2# Kwas fosforowy 19145
1+2™ Kwas cytrynowy 18045

“Na pierwszym stopniu ekstrakcji zastosowano kwas cytrynowy.
“Na pierwszym i drugim stopniu ekstrakcji zastosowano kwas cytrynowy.
*Na pierwszym stopniu ekstrakcji zastosowano kwas fosforowy.
#Na pierwszym i drugim stopniu ekstrakcji zastosowano kwas fosforowy.

Wplyw drugiego stopnia ekstrakcji na odzysk antocyjanow zaprezentowano w Tabeli
3. Biorac pod uwagg pierwszy i drugi stopien ekstrakceji, wydajnos¢ ekstrakcji za pomocg kwasu
cytrynowego jest nizsza od wydajnosci ekstrakcji za pomoca kwasu fosforowego o 5,7%.
Roéznica ta nie jest znaczaca, z punktu widzenia skali przemystowej. Z tego powodu, do

ekstrakcji mozna uzywaé obu kwasow, zaleznie od ich aktualnych kosztow.

7.1.3. Ekstrakcja antocyjanéw z mrozonych owocéw bzu czarnego

Proby ekstrakcji owocOw bzu czarnego wykonano stosujac stosunek ekstrahenta do
surowca wynoszacy 5:1, w temperaturze 40°C. Na Rysunku 18 przedstawiono wptyw stezenia

i rodzaju kwasu na ekstrakcje antocyjanéw z mrozonych owocOw bzu czarnego.
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Rysunek 18. Wptyw rodzaju i stgzenia kwasu na ekstrakcje antocyjandw z mrozonych
owocOw bzu czarnego. Ekstrakcj¢ prowadzono przez 120 min., w temperaturze 40°C.

Do ekstrakceji antocyjanéw z mrozonych owocdéw bzu czarnego wystarczy mniejsze
zakwaszenie niz do ekstrakcji antocyjanOw z owocOw aronii. Maksymalng zawarto$¢
antocyjanow uzyskano przy stgezeniu HsPOs wynoszacym 0,67% kwasu. Wydajnos¢ ekstrakcji
za pomocg kwasu fosforowego jest wyzsza od wydajnosci uzyskanej za pomoca kwasu
cytrynowego tylko o niecate 3%. Dodatkowo zbadano réwniez ekstrakcje antocyjanow za
pomocg kwasu jabtkowego o stezeniu 3%, ktéry umozliwia uzyskanie wydajnosci ekstrakcji
wyzszej 0 0,86% od wydajnosci ekstrakcji uzyskanej za pomocg kwasu cytrynowego o takim
samym stezeniu. Nie kontynuowano jednak dalszych préb ekstrakcji z zastosowaniem kwasu
jablkowego, poniewaz jest on okoto 3-krotnie drozszy od kwasu cytrynowego. Z kolei kwas
fosforowy powoduje silniejsze rozdrobnienie surowca i ekstrakt otrzymany za pomocg tego
kwasu bedzie powodowat problemy zwigzane z filtracja. Z tych powodéw do dalszych badan
zastosowano kwas cytrynowy. Istnieje rowniez mozliwo$¢ wydajnej ekstrakcji za pomoca

kwasu fosforowego, zaleznie od aktualnych kosztow.
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Wplyw czasu i temperatury ekstrakcji

Na Rysunku 19 przedstawiono wptyw czasu i temperatury na ekstrakcj¢ antocyjanéw z
mrozonych owocdw bzu czarnego za pomoca 3% wodnego roztworu kwasu cytrynowego. W
temperaturze wynoszgcej 40°C maksymalng wydajno$¢ osiggni¢to juz po szescdziesigciu
minutach ekstrakcji. Przedluzenie czasu ekstrakcji do 180 minut nie spowodowato wzrostu
wydajnos$ci ani wyraznego spadku zawarto$ci antocyjanéw. W temperaturze 60 i 70°C,
podobnie jak w przypadku ekstraktu z aronii, wydtuzanie czasu ekstrakcji powodowato
stopniowy spadek zawarto$ci antocyjandw w ekstrakcie. Z tych powodoéw do dalszych prac

zastosowano temperature 40°C i czas ekstrakcji wynoszacy 1 godzing.
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Rysunek 19. Wptyw czasu i temperatury na ekstrakcj¢ antocyjanéw z mrozonych owocow
bzu czarnego. Ekstrahent — 3% wodny roztwor kwasu cytrynowego.

7.1.4. Ekstrakcja antocyjanow z suszonych wytlokéw bzu czarnego

Mrozone wytloki z OwocOW bzu czarnego charakteryzowaty si¢ niska zawarto$cia
antocyjanoéw — 0,08-0,13%. Moze to by¢ spowodowane faktem, ze wytloki z owocoéw bzu
czarnego sktadajg si¢ w znacznej wigkszosci z pozbawionych antocyjanéw nasion. Z powodu
niewielkiej zawarto$ci antocyjanow $wieze lub mrozone wytloki z owocOw bzu czarnego nie
sg dobrym surowcem do wytwarzania ekstraktu. Wydajnym zrédtem antocyjanéw z owocow
bzu czarnego mogg by¢ bezpestkowe wyttoki z owocOw bzu czarnego, ktore sktadajg si¢ niemal
wylacznie ze skorek. Takie wytloki dostepne sa takze w formie suszonej. Poniewaz wyttoki

owocowe zawierajg ok. 50% wody [184] proby ekstrakcji suszonych, bezpestkowych

60



wytlokow z owocOW bzu czarnego przeprowadzono przy E/S wynoszacym 10:1. Pozostale
warunki dobrano na podstawie wynikéw wczesniejszych badan — czas ekstrakcji 120 min. i

temperatura 40°C.

Tabela 4. Wyniki ekstrakcji antocyjanow z suszonych wytlokow z owocOw bzu czarnego.

Stopien Stezenie kwasu Zawarto$¢ Ilo$¢ antocyjanow
ekstrakcji cytrynowego antocyjanéw | wyekstrahowanych z 100
[%] [mg L7 g surowca [mg]
1 15 798,0+11,4 399+6
1 2,0 815,3+9,3 40815
1 2,5 887,7+9,1 444+5
1 3,0 1349,3+15,9 675+8
1 4,0 1284,1+£15,6 642+8
2* 3,0 462,1+5,0 231+3
2* 0,0 458,2+5,0 227+3
1+42%* 3,0 906+11

*Na pierwszym stopniu ekstrakcji zastosowano kwas cytrynowy, na drugim stopniu wodeg.
**Na pierwszym i drugim stopniu ekstrakcji zastosowano kwas cytrynowy.

W Tabeli 4 przedstawiono wyniki ekstrakcji antocyjanéw z suszonych wyttokow z
owocOW bzu czarnego. Do prac w wigkszej skali wybrano stezenie kwasu cytrynowego w
pierwszym zalewie wynoszace 3%. Zwiekszenie stezenia kwasu do 4% spowodowato spadek
wydajnosci ekstrakcji o 4,8%. Natomiast zastosowanie nizszego st¢zenia kwasu powodowato
wyrazny spadek wydajnosci ekstrakcji. Co ciekawe, na drugim stopniu ekstrakcji, zastosowanie
wody zamiast roztworu kwasu zapewnito niemal identyczna wydajnos¢ ekstrakcji. W pracy
Kaack [185] ekstrahowano wytloki z owocOw bzu czarnego za pomocg wodnych roztworow
kwasu cytrynowego. Najwyzsza wydajnos$¢ osiagnieto z zastosowaniem 8-10% roztworu tego
kwasu. W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy, podwyzszenie stezenia kwasu
cytrynowego nie spowodowato podwyzszenia wydajnos$ci ekstrakcji. Przyczyna réznicy mogt
by¢ zbyt krotki, dziesigciominutowy czas ekstrakcji zastosowany przez autora cytowanej
publikacji. Zastgpienie roztworu kwasu wodg na drugim stopniu ekstrakcji nie spowodowato,

podobnie jak w niniejszej pracy, istotnej zmiany wydajnosci ekstrakcji.
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7.1.5. Ekstrakcja antocyjanow z mrozonych owocow borowki czarnej

Rysunek 20 przedstawia wptyw rodzaju i stezenia kwasu na ekstrakcje antocyjandéw z
mrozonych owocOéw. Podobnie jak w przypadku owocoéw bzu czarnego, sposrod
przetestowanych stezen kwasu cytrynowego najbardziej wydajng ekstrakcje uzyskano za
pomoca 3% roztworu. Z kolei do wydajnej ekstrakcji antocyjanow niezbedne bylo wyzsze
stezenie kwasu fosforowego (1%) niz w przypadku owocdw S. nigra. W przypadku owocéw
Vaccinium myrtillus réznica pomigdzy zawarto$cig antocyjanéw w ekstrakcie uzyskanym za
pomoca kwasu fosforowego 1 cytrynowego byta wigksza niz w przypadku ekstrakcji owocow
bzu czarnego. Kwas fosforowy ekstrahowat o 14,7% wigcej antocyjanéw niz roztwOr kwasu
cytrynowego. Podobnie jak w przypadku owocéw bzu czarnego kwas fosforowy przyczynia si¢
do mocniejszego rozdrobnienia surowca i trudniejszej filtracji. Do sprawdzenia wydajnos$ci

drugiego stopnia ekstrakcji zastosowano zaréwno kwas fosforowy jak i cytrynowy.
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Rysunek 20. Wplyw rodzaju i stezenia kwasu na ekstrakcje antocyjandw z mrozonych
owocow boroéwki czarnej. Czas ekstrakcji wynosit 120 minut, temperatura 40°C.

Wyniki przedstawione w Tabeli 5 wskazujg, ze dwustopniowa ekstrakcja za pomocag

3% kwasu cytrynowego jest o 5% mniej wydajna od ekstrakcji przy uzyciu 1% kwasu
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fosforowego. Do prob separacji antocyjanow oraz do préby w skali produkcyjnej zastosowano
ekstrakcje za pomocg kwasu cytrynowego. Mimo wydajnosci wyzszej o 5%, ekstrakcja za

pomoca kwasu fosforowego przyczynia si¢ do utrudnione;j filtracji ekstraktu.

Tabela 5. Wyniki dwustopniowej ekstrakcji antocyjandw z owocow borowki czarnej.

Stopien Ekstrahent Zawarto$¢ Ilo$¢ antocyjanow
ekstrakcji antocyjanéw w wyekstrahowanych z
ekstrakcie [mg L] 100 g surowca [mg]
1 3% kwas cytrynowy 643,8+7,8 3464
2" 3% kwas cytrynowy 100,2+1,2 51+1
2" Woda 96,8+1,1 48+1
1 1% kwas fosforowy 750,4+9,4 39045
2" 1% kwas fosforowy 56,0+1 28+1
2* Woda 55,541 28+1
1+2™ 3% kwas cytrynowy 39745
1+2% 1% kwas fosforowy 418+5

“Na pierwszym stopniu ekstrakcji zastosowano 3% kwas cytrynowy, na drugim stopniu wode.
“Na pierwszym i drugim stopniu ekstrakcji zastosowano 3% kwas cytrynowy.
*Na pierwszym stopniu ekstrakcji zastosowano 1% kwas fosforowy.
#Na pierwszym i drugim stopniu ekstrakcji zastosowano 1% kwas fosforowy.

7.2.  Chromatografia preparatywna

7.2.1. Separacja antocyjandw z owocOw aronii na zywicach adsorpcyjnych

Do testow adsorpcji 1 desorpcji antocyjandw na zywicach adsorpcyjnych wytypowano
zywice o roznej strukturze chemicznej (styren-DVB oraz metakrylowa), roznigce si¢ wielkoscia
poréw (90-550 A) a takze powierzchnig wiasciwa. Zestawienie wynikow oraz najwazniejszych
parametrow zywic przedstawiono w Tabeli 6. Jedyna przetestowang zywica o strukturze
metakrylowej jest Amberlite XAD-7HP. Jest to zloze polarne, o wysokim momencie
dipolowym, ktérego gléwny mechanizm adsorpcji opiera si¢ na wigzaniach wodorowych z
adsorbowanymi czasteczkami [186,187]. Amberlite XAD-7 i Amberlite XAD-7HP s3
powszechnie stosowane do separacji antocyjanéw z rdznych surowcdw, takich jak np.
czerwony kabaczek [188], fioletowy ziemniak [189], aronia [190], czy bez czarny [40]. W
niniejszych badaniach zywica ta miala najnizsza pojemnos¢ wsrod wszystkich przebadanych
zywic (0,94 kg antocyjandéw/100 1 zywicy) i wysoka strat¢ antocyjanow (33 %) w trakcie catego

procesu.
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Najkorzystniejsze wyniki uzyskano dla zywicy Relite SP 411 (2,02 kg antocyjanow 100
L zywicy i 7% strat antocyjanéw), a nastepnie dla Sepabeads SP 700, odpowiednio 1,82 kg
antocyjanow 100 It zywicy i 13% strat. Oba zloza s3 zbudowane z kopolimeru styren-DVB, a
wiec majg charakter niepolarny. Mimo znacznie wigkszej powierzchni wilasciwej zywicy
Sepabeads SP 700 wynoszacej co najmniej 1100 m? g z jednostki objetosci odzyskano o 10%
mniej antocyjandow niz w przypadku zywicy Relite SP411. Jednakze, powodu wycofania przez
producenta ze sprzedazy zywicy Relite SP411, dalsze prace prowadzono korzystajac z zywicy
Sepabeads SP700.

Tabela 6. Separacja chromatograficzna ekstraktu z mrozonych wyttokéw aronii na réznych

zywicach adsorpcyjnych.
Nazwa | Struktura |Powierzchnia|Przecietny| Przecietna Pojemnosé Strata
handlowa | chemiczna wlasciwa promien |$rednica ziaren| [kg antocyjanéw [antocyjanéw
[m2g?] poréw [A] | zywicy [mm] hL! zywicy] [%0]
Sepabeads | Styren-DVB | Min. 1100 90 0,25 1,82 13,4
SP700
Diaion | Styren-DVB | Min. 690 290 0,25 0,95 38,8
HP20
Relite | Styren-DVB Min. 630 100-150 0,25 2,02 7,3
SP411
Amberlite | Styren-DVB Min. 800 150 0,35 1,31 28,0
XAD-16
Amberlite | Metakrylowa| Min. 450 550 0,43-0,69 0,94 33,9
XAD-7

7.2.2. Separacja antocyjandw z owocOw bzu czarnego na zywicach adsorpcyjnych

W trakcie badan nad ekstraktem z owocOW bzu czarnego przeprowadzono analogiczne
badania na dwoch kolejnych zywicach: PAD950 oraz PAD550 (Tabela 7). Metakrylowa
zywica PAD950 wykazywala znacznie nizszag pojemno$¢ od innych zywic (0,51 kg
antocyjanow hL™ ztoza). Z kolej wartoéé tego parametru dla zywicy Sepabeads SP700 wynosila
1,93. Zywica kopolimerowa (styren-DVB) PAD 550, mimo wysokiej powierzchni wlaéciwej
(900 m g1) charakteryzowala si¢ znacznie mniejsza zdolnoscia do adsorpcji antocyjanéw od
zywicy Sepabeads SP700. Mniejsza pojemno$¢ zywicy 1 wyzsza strata antocyjanéw moga by¢

spowodowane zbyt duzym przecigtnym promieniem poréw (120 A w przypadku PAD 550 oraz
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90 A w przypadku Sepabeads SP700). Wskazuja na to rowniez wyniki uzyskane dla ekstraktu

z aronii, gdzie na Amberlite XAD-16 (800 mxg i 150 A) uzyskano znacznie mniej korzystne
wyniki niz dla Sepabeads SP700 (Tabela 6 i Tabela 7).

Tabela 7. Separacja chromatograficzna ekstraktu z owocow bzu czarnego na roznych

zywicach adsorpcyjnych.
F f : ; Pojemnos¢
Nazwa Struktura Powlle,rZ.Chma Przecne-;tlfy ; lzlrz'ecwt-na tStrqta :
handlowa chemiczna wlasciwa promiefi Srednica ziaren g antocyjanéw hi-[2ntocyjanow
[m?g™] poréw [A] zywicy [mm] ! ozl [9%6]
Sepabeads .
SP700 Styren-DVB Min. 1100 90 0,25 1,93 12,5
PAD950 Metakrylowa Min. 450 120 0,35-1,2 0,51 18,9
PAD550 Styren-DVB Min. 900 120 0,35-1,2 1,16 18,0

7.2.3. Separacja antocyjanow z réoznych owocow jagodowych na zywicy Sepabeads

SP700

Na podstawie badan przeprowadzonych na réznych zywicach i ekstraktach z aronii 1
bzu czarnego, do dalszych badan wytypowano zywicg Sepabeads SP700. Sposrod dostepnych
w sprzedazy zywic cechowala si¢ najnizszg stratg antocyjandéw w procesie oraz najwyzsza
pojemno$cig. W tym etapie badan przeprowadzono proby na wybranej zywicy z udziatem
réznych surowcow. Do prob wytypowano ekstrakty, wyprodukowane z surowcoéw o rdznej
zawartosci antocyjanow. Na kolumne za kazdym razem podawano takg samg ilo$¢
antocyjanow, niezaleznie od ich zawarto$ci w pltynnym ekstrakcie. Wymagato to podania na te

sama kolumng r6znych objetosci ekstraktu.

Ekstrakt z aronii

Wyniki separacji antocyjanow z ekstraktu z aronii przedstawiono w Tabeli 8. Sposrod
czterech prob separacji ekstraktow, 3 z nich zawieraja powyzej 25% antocyjanéw w suchej
masie ekstraktu. 25% to typowa standaryzacja ekstraktow o wysokiej zawartosci antocyjanow
[160]. Niespelniajacy tej standaryzacji ekstrakt z proby nr 2 zostat wyprodukowany z wyttokow

o zawarto$ci antocyjanéw 0,61%. Zawarto$¢ antocyjanow w suchej masie tego ekstraktu
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wynosita jedynie 18%. W pozostatych probach zawartos¢ antocyjanow w suchej masie wahata
si¢ od 34,2 do 44,4%. Sa to wartosci znacznie przekraczajace oczekiwane 25%. W celu
otrzymania ekstraktu zawierajacego 25% antocyjanow mozna wysuszy¢ ekstrakt z
odpowiednim dodatkiem nosnika, np. maltodekstryny lub gumy arabskiej. Suszenie ekstraktu
z dodatkiem nos$nika moze dodatkowo poprawi¢ stabilno$¢ polifenoli, w szczegolnosci
antocyjandéw [94,191]. W ekstraktach po separacji chromatograficznej, wyzsze zawarto$ci
antocyjanow w ekstrakcie otrzymano z surowcoOw o wyzszej zawartosci antocyjanow (Tabela

8).

Tabela 8. Wyniki separacji ekstraktow z aronii na kolumnie wypetionej ztozem Sepabeads

SP700.
Mrozone Mrozone MIRADTE ONCES
. . aronii, 0,67% | Mrozone owoce
: wytloki z wytloki z N ..
Surowiec .. .. antocyjanow, aronii, 0,56%
aronii, 0,61% | aronii, 1,03% . Ao 7
antocvianéw | antocviandw tylko 1 stopien antocyjanow
Y] Y] ekstrakcji
Objetos¢ ekstraktu
podanego na 13,7 7,6 7,9 14,6
kolumne [L]
NN 676+7 1216416 117118 632410
antocyjanéw [mg L]
Frakcja gléwna
Objetos¢ [L] 1,3 1,3 1,3 1,3
Sucha masa [%0] 3,19+0,11 1,94+0,09 1,48+0,08 1,76+0,10
Zawartos¢ 5384453 6246462 621858 6253460
antocyjanéw [mg L]
Zawartos¢
antocyjanow 18,0+0,6 34,.2+15 44,4+2 37,9+2,1
w przeliczeniu na
sucha mase [%)]
R 76510 88,11,0 87,4+0,9 88,1+1
na kolumnie [%0]

Ekstrakt z bzu czarnego

Proby oczyszczania ekstraktow z owocow lub wytlokow bzu czarnego wskazuja na
mozliwos¢ otrzymania ekstraktow o standaryzacjach w granicach 29,6-39,2% antocyjanow
(Tabela 9). Najnizsza zawarto$¢ antocyjanéw otrzymano dla ekstraktu z suszonych wytlokow
o zawartosci antocyjanow 1,4%. W prébkach owocow bzu czarnego oznaczono suche masy
mieszczace si¢ w przedziale 21-23%. Zawarto$ci antocyjandOw w przeliczeniu na suchg mase¢

owocoOw zastosowanych do wytworzenia badanych ekstraktdw mieszczg si¢ w granicach 2,18-
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2,68%, sa wiec znacznie wyzsze od zawarto$ci w suszonych wyttokach zastosowanych do
produkcji proby nr 4. Niska, w porownaniu z owocem, zawarto$¢ antocyjanow w suszonych
wytlokach moze by¢ spowodowana degradacja czgsci antocyjanéw w trakcie suszenia lub w

trakcie wyttaczania soku.

Tabela 9. Wyniki separacji ekstraktow z owocOw bzu czarnego na kolumnie wypetnionej
ztozem Sepabeads SP700.

WAL Mrozone owoce ceay Suszone wytloki z
owoce bzu owoce bzu .
Surowiec czarnego, il czargl €go, czarnego, OWOCOW bz%
0,48% Usdi 0,59% czarnego, 1,4%
o antocyjanéw L antocyjanéw
antocyjanow antocyjanéw
Objetosé [L] 13,73 10,07 8,27 7,90
Zawartosé
antocyjanow 81717 914+16 1114+21 1168+23
[mg L]
Frakcja glowna
Objetosé [L] 0,75 1,40 1,30 1,30
Sucha masa [%0] 3,39+0,12 1,65+0,09 1,74+0,08 2,0£0,09
Zawarto$¢
antocyjanow 10090+93 5850+41 6378147 5502+38
[mg L]
Zawartos¢
TEEITONY 32+0,8 38,2+2,1 39,2+2,0 29,6+1,3
W przeliczeniu na
suchg mase [%]
Odzysk
antocyjanow na 82 89 90 80
kolumnie [%0]

Powszechnie stosowanym standardem rynkowym dla suplementow diety sg ekstrakty o

zawarto$ci antocyjandw powyzej 25% [160]. Z kolei monografia suchego ekstraktu z owocow
bzu czarnego z Farmakopei Amerykanskiej przewiduje standaryzacj¢ na poziomie minimum
17% antocyjanéw [30]. Zgodnie z wynikami przedstawionymi w Tabeli 9, wszystkie partie
laboratoryjne zawieraja powyzej 29% antocyjandw, a wigc spetniajg oba standardy.
W  przypadku ekstraktu z suszonych wytlokow we frakcji gldéwnej po separacji
chromatograficznej odzyskano 80% antocyjanow podanych na kolumne,. W ekstraktach z
owocOw odzyskano powyzej 82% antocyjanow w probie nr 1. W przypadku tej partii zebrano
frakcje gldowng w objetosci rownej 1,5 objetosci zywicy (BV). W laboratoryjnych prébach 2 i
3 odzyskano 89-90%. W B2 i B3 zabrano frakcje gtdéwne o objetosci 2,6-2,8 BV.
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Ekstrakt z borowki czarnej

Separacja antocyjanow z owocoOw boréwki czarnej na ztozu Sepabeads SP700
umozliwila otrzymanie ekstraktow o wyzszej standaryzacji niz ekstrakty z owocoéw aronii i bzu
czarnego. Zawarto$ci antocyjanow we frakcjach glownych wahaja sie od 43,7% dla ekstraktu
z owocOw o zawartoSci antocyjanow wynoszacej 0,44% do nawet 51,2% dla ekstraktu z

owocow o zawartosci 0,56% antocyjanow (Tabela 10).

Tabela 10. Wyniki separacji ekstraktow z borowki czarnej na kolumnie wypetnionej ztozem

Sepabeads SP700.
Owoce borowki Owoce bordwki Owoce borowki
Surowiec czarnej, 0,56% czarnej, 0,51% czarnej, 0,44%
antocyjanow antocyjanow antocyjanow
Objetos¢ [L] 11,2 12,5 15,2
ZawartoS¢
antocyjanow 826,3+15,2 737,3+16,1 607,2+13,5
[mg L]
Frakcja glowna
Objetosé [L] 1,3 1,0 1,0
Sucha masa [%0] 1,43+0,08 1,91+0,09 2,00+0,08
Zawartos¢
antocyjanow 6879455 8954+60 8741+49
[mg L]
ZawartoS¢
antocyjanow 51,2+2,7 49,9+2,3 43,741,7
w przeliczeniu na
sucha mase [%]
Odzysk antocyjanow 97,0+0,4 97,10,7 94,7+0,6
na kolumnie [%6]

Podobnie jak w przypadku ekstraktu z owocow bzu czarnego, sg to zawartosci znacznie
przekraczajace typowa standaryzacje dla ekstraktow o wysokiej zawartosci antocyjanow
wynoszacg 25% [160]. Zawartosci antocyjanéw we wszystkich trzech ekstraktach po separacji
chromatograficznej sa znacznie wyzsze od typowej, zgodnej z Farmakopea Europejska,
standaryzacji dla ekstraktu z borowki czarnej wynoszacej 36% antocyjanow [192,193]. Odzysk
antocyjanow podanych na kolumne, we frakcji glownej, jest najwyzszy sposrod ekstraktow z

analizowanych surowcow roslinnych i wynosit od 94,7% do 97,1%.
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7.3.  Separacja antocyjanow z wykorzystaniem technik membranowych

7.3.1. Mikrofiltracja

Do préby mikrofiltracji wykorzystano jednokanatowa membrang 0,45um oraz ekstrakt
z wytlokow aronii. Nadawa zawierata 323,0 +4,4 mg antocyjanow L' i sucha mase
2,01+0,10%. Otrzymany w trakcie filtracji permeat charakteryzowat si¢ tylko o 3,1% nizsza
zawartoécig antocyjandéw (313,3+4,1 mg L™) i nieznacznie nizsza sucha masa wynoszaca
1,904£0,09%. Zawarto$¢ antocyjandw w retentacie wzrosta 0 5% 1 wynosita 329,1+4,9 mg
antocyjanow L,
Absorbancja permeatu przy A=520 nm wahata si¢ w granicach 10-16 AU z niewielka tendencja
spadkowa od ok. 230 minuty. Strumief permeatu spadat od 63 L m~ h™ na poczatku filtracji
do ok. 15 L m2 h™1 w koncowej czeéci procesu (Rysunek 21). Zawarto$¢ antocyjandow w
permeacie byta tylko o 3% nizsza od zawartosci w nadawie. W pracy Lachowicz i
wspotpracownikoéw [123] analizowano zawarto$¢ antocyjandéw i innych polifenoli w soku z
aronii poddawanym mikrofiltracji na r6znych membranach ceramicznych. Stwierdzono spadek
zawarto$ci antocyjanow w soku o 17,3% na membranie 0,8 um i 0 19,5% na membranie 0,2
pm. Roéznica w wynikach moze by¢ spowodowana zakwaszeniem badanego ekstraktu co
zwigksza rozpuszczalnos¢ antocyjanéw w wodzie [185,194]. Potwierdzaja to wyniki Meng i
wspolpracownikow [194], dotyczace ekstrakcji i separacji membranowej antocyjanow z
pachnotki bazyliowatej, w ktorej do ekstrakcji stosowano kwasy organiczne i mineralne.
Zakwaszony ekstrakt poddawano mikrofiltracji na membranie ceramicznej 0,2 um 1 nastgpnie
zaggszczaniu z zastosowaniem odwrdoconej osmozy. Badacze nie stwierdzili spadku zawarto$ci

sumy antocyjandw ani sumy izoflawondw na etapie mikrofiltracji.
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Rysunek 21. Zmiany przeptywu i absorbancji w trakcie mikrofiltracji na jednokanatowej
membranie 0,45um przy cis$nieniu transmembranowym 5 barow.

Z powodu braku efektu zatezania antocyjandw i suchej masy, zrezygnowano z dalszych
badan dotyczacych zastosowania MF jako metody separacji antocyjanow. Mikrofiltracja moze
zosta¢ wykorzystana do wstepnej filtracji, przed zastosowaniem UF lub NF, a takze do zimnej
sterylizacji ekstraktoéw i sokow [123,194,195].

7.3.2. Ultrafiltracja

Badania z zakresu ultrafiltracji wykonano przy statym nate¢zeniu przeptywu retentatu,
wynoszacym 600 +20 L ht, w temperaturze 30+2°C oraz ci$nieniu transmembranowym 50,2
bara. Nadawe w kazdym przypadku zageszczano 20-krotnie i przeprowadzono 2-krotng
diafiltracje, dodajac za kazdym razem ilo§¢ wody roéwng iloéci retentatu. Po kazdej probie
zbierano caly permeat oraz retentat i przemywano uktad wodg w celu odmycia antocyjandéw z
uktadu. W prébkach permeatu, retentatu oraz retentatu z przemycia uktadu oznaczano objetose,
mase, zawarto$¢ antocyjandéw i suchg mase kazdej z probek. Strate antocyjandw w permeacie
oznaczano jako ilo$¢ antocyjanow w permeacie wzgledem ilosci antocyjanow odzyskanych po
procesie.

W Tabeli 11 przedstawiono podsumowanie wynikow z ultrafiltracji na membranach o
MWCO wynoszacym od 1-5 kDa. Strata antocyjanéw aronii w permeacie na membranie 0
MWCO 5 kDa wyniosta 35,3%. Co ciekawe, bardzo zblizone wyniki uzyskano stosujac

membrang o MWCO 1 kDa. Obie membrany umozliwiaja podwyzszenie zawarto$ci
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antocyjandéw w suchej masie ekstraktu z aronii do okoto 14,5%, mimo r6znych zawartosci w
suchej masie nadawy wynoszacych 2,04% 1 2,52% odpowiednio dla membrany 3 kDa i 5 kDa.
[lo$¢ antocyjandéw w permeatach z ultrafiltracji na membranach o MWCO 1 kDa wynosita
odpowiednio dla membrany ceramicznej i polimerowej 20,3% i 18,8% antocyjandéw z nadawy.
Koncowa zawarto$¢ antocyjanow w suchej masie retentatu byla nizsza niz retentatow
otrzymanych na membranach o MWCO 5 i 3 kDa i wynosita 12,50 1 13,55% odpowiednio dla

membrany ceramicznej i polimerowej.
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Tabela 11. Wyniki ultrafiltracji na membranach o wybranych MWCO. Proces prowadzono
przy cisnieniu transmembranowym 5 +£0,2 bar, w temperaturze 30£2°C. Nate¢zenie przeptywu

nadawy dla membran polimerowych wynosito 1200450 L ht, dla membran ceramicznych

110+10 L ht,
MWCO Rodzaj Strata antocyjanow Zawartosé Zawarto$¢
membrany w permeacie [%] antocyjanéw w antocyjanow w
suchej masie suchej masie
nadawy [%] retentatu [%]
EKSTRAKT Z ARONII
5kDa | Ceramiczna 35,3 2,51+0,21 14,54+0,14
INSIDE
CéRAM™
3 kDa | Ceramiczna 34,6 2,04+0,23 14,38+0,15
INSIDE
CéRAM™
1 kDa | Ceramiczna 20,3 1,97+0,22 12,50+0,13
INSIDE
CéRAM™
1 kDa | Ceramiczna 18,8 2,11+0,20 13,55%0,16
INSIDE
CéRAM™
EKSTRAKT Z OWOCOW BZU CZARNEGO
3 kDa | Ceramiczna 22,2 2,97+0,27 16,14+0,18
INSIDE
CéRAM™
1 kDa | Ceramiczna 4,3 3,18+0,22 13,40£0,18
INSIDE
CéRAM™
1 kDa | Polimerowa 11,4 2,84%0,24 14,97+0,14
(PES)
XT MAX
EKSTRAKT Z OWOCOW BOROWKI CZARNEJ
1 kDa | Ceramiczna 20,2 1,54+0,21 12,08+0,11
INSIDE
CéRAM™

Antocyjany aronii majg mase czgsteczkowa od 419,4 do 449,2 Da, a bzu czarnego od

449,2- 743,6. Z tego powodu interesujace jest wyjasnienie zatrzymywania znacznej czgsci
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antocyjanow przez membrany o MWCO >1 kDa. Zatrzymywanie antocyjanéw i innych
flawonoidéw na membranach o MWCO wigkszych od 5 kDa stwierdzili rowniez inni autorzy
dla sokéw i ekstraktow z innych surowcoéHw ro$linnych. Chung i wspotautorzy [196]
zaobserwowali zatrzymywanie przez membrang o MWCO 6 kDa ok. 75-85% antocyjanéw z
ekstraktu z pachnotki bazyliowej. Retencja antocyjandéw zalezata od zawartosci suchej masy,
pH oraz ci$nienia transmembranowego. Autorzy pracy jako prawdopodobng przyczyne
zatrzymywania wigkszosci antocyjanow przez membrang 0 MWCO znacznie wigkszym od
masy czasteczkowej antocyjanéw podali kopigmentacje z innymi polifenolami. Jest to zjawisko
obserwowane jako zmiana (najczgsciej podwyzszenie) absorbancji antocyjanéw z niewielkim
przesunigciem maksimum absorpcji. Przyczyna kopigmentacji sg nickowalencyjne
oddzialywania antocyjanow z czasteczkami kopigmentéw takich jak flawonoidy i inne
polifenole, kwasy organiczne czy tez same antocyjany. Czasteczki antocyjandw oddziatuja
migdzy sobg oraz z innymi czgsteczkami za pomoca oddziatywan hydrofobowych, n-m i
wodorowych [60,197].

Z kolei Pap i wspotpracownicy [198] badali ultrafiltracje soku z czarnej porzeczki na
membranie 0 MWCO 100 kDa. W poréwnaniu z nadawa, zawarto$¢ antocyjandw w permeacie
spadta o 50% a flawonoli o 46%. Spadek zawartosci flawonoidéw, majacych mase
czasteczkowg zblizong do antocyjanow, o 42% stwierdzono w soku z opuncji figowej nawet na
membranie 0o MWCO wynoszacym 200 kDa [199]. Kolejna, oprocz kopigmentacji, przyczyng
retencji antocyjanow na membranach ultrafiltracyjnych moze by¢ oddziatywanie z pektynami
1 innymi polisacharydami. Wykazano to pordwnujac retencj¢ czystego roztworu antocyjanow
oraz roztworu antocyjanow w obecno$ci pektyn. Mieszaniny antocyjandw z pektynami
wykazywaly, zalezng od rodzaju pektyn i pH, podwyzszong retencj¢ na membranach o MWCO
wynoszacym 30 kDa [171,200].

Do dalszych badan wytypowano membrang o MWCO wynoszacym 1 kDa i ekstrakt z

owocow bzu czarnego.

Wplyw cisnienia transmembranowego i temperatury na zawartos¢ antocyjanow w

strumieniu permeatu

Wplyw ci$nienia transmebranowego i temperatury na zawarto$¢ antocyjandw w
permeacie 1 zwigzane z tym straty antocyjandéw zbadano na przyktadzie ekstraktu z owocow
bzu czarnego o zawartosci antocyjandéw 642 mg L™ i membranie polimerowej o MWCO 1 kDa
recyrkulujgc permeat. Utrzymywano staty przeptyw nadawy przez modut wynoszacy 1250+40

L hl. Dane zaprezentowane na Rysunku 22 wskazuja, ze wzrost ci$nienia transmembranowego
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spowodowatl podwyzszenie retencji antocyjanéw. Podobne zjawisko zaobserwowano w
badaniach Chung’a i wspolpracownikow [196] dla ekstraktu z pachnotki bazyliowatej oraz
Cissé i wspotpracownikow dla ekstraktu z hibiskusa [97]. WyzZsza retencj¢ antocyjandw przy
wyzszym ci$nieniu transmembranowym ttumaczy si¢ zmniejszeniem $rednicy porow wskutek

odksztatcania membrany polimerowej [97].
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Rysunek 22. Wptyw ci$nienia transmembranowego na zawartos¢ antocyjanow w Strumieniu
permeatu. Membrana XT MAX 1 kDa, temperatura 25°C.

Wplyw temperatury na zawarto$¢ antocyjandw w permeacie zbadano przy ci$nieniu

transmembranowym wynoszacym 7 bar. Do badania zastosowano ekstrakt zawierajacy 642 mg

L antocyjanow.
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Rysunek 23. Wplyw temperatury na zawarto$¢ antocyjandéw w strumieniu permeatu na
membranie XT MAX 1 kDa.

Permeacja antocyjandéw rosnie wraz ze wzrostem temperatury (Rysunek 23). Zawarto$¢
antocyjanow w permeacie byta najnizsza w najnizszej z analizowanych temperatur wynoszacej
15°C i wynosita 34,1 mg L™ i rosta az do 186,1 mg L™ w temperaturze 50°C. Utrzymywanie
temperatury <25°C prawdopodobnie nie bgdzie mozliwe w warunkach produkcyjnych. Wyniki
badan wskazuja, ze w skali produkcyjnej nalezy utrzymywa¢ mozliwie najnizsza temperaturg.
Praca w stosunkowo niskiej temperaturze w przypadku separacji polifenoli a w szczegdlnosci
antocyjanéw jest rowniez korzystna z powodu obnizenia ich stabilnosci w wysokiej

temperaturze [127].

Wplyw diafiltracji na zawartos¢ antocyjanow w suchej masie retentatu

W celu usunigcia z filtrowanego roztworu substancji balastowych 1 zwiekszenia
zawarto$ci antocyjandéw w suchej masie ekstraktu, zbadano wptyw procesu diafiltracji na
zawarto$§¢ antocyjandéw w suchej masie ekstraktu. Diafiltracja polega na dodawaniu
rozpuszczalnika, w tym przypadku wody, do retentatu i ponownego zaggszczania retentatu.
Umozliwia to lepsze oczyszczenie retentatu z substancji penetrujacych przez membrang. Dzigki
temu procesowi mozna zwigkszy¢ zawarto$¢ antocyjanow w suchej masie ekstraktu,
zmniejszy¢ stezenie jonoOw, cukrow 1 innych substancji o niskiej masie czasteczkowe;.

Dodatkowo, obnizenie stgzenia cukrow w retentacie utatwia wysuszenie ekstraktu. Cukry
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charakteryzuja si¢ niska temperaturg zeszklenia (Tg), dzigki czemu obnizenie ich stgzenia w

suszonym materiale utatwia wysuszenie produktu [148].

Przeprowadzono 10-krotne zatezenie nadawy na membranie polimerowej o MWCO
wynoszacym 1 kDa. Ultrafiltracj¢ prowadzono w nast¢pujacych warunkach: temperatura 25°C,
ci$nienie transmembranowe 7 baréw oraz staty przeptyw nadawy — 1250 L h™. Retentat
zatezono do objetosci okoto 10 L i dodawano 5 L wody dejonizowanej. Po zebraniu 5 L
permeatu, w kolejnym cyklu diafiltracji, do zbiornika procesowego dodawano kolejne 5 L wody
destylowanej. W probkach retentatu, pobieranych po kazdym cyklu diafiltracji, oznaczano
zawarto$¢ antocyjanéw, suchg mase, przewodnos¢ i pH. Retentat po szesciu cyklach diafiltracji
zageszczono na wyparce prozniowej do suchej masy 34% 1 wysuszono w suszarce prozniowe;.
Suchy ekstrakt nie byt plastyczny i nie przyklejat si¢ do tacki suszarki. Wskazuje to na takie

obnizenie zawartosci cukrow w ekstrakcie, ktore umozliwia wysuszenie ekstraktu.

Tabela 12. Wplyw diafiltracji na zawarto$¢ antocyjanow, suchg mase, pH oraz przewodnos¢

retentatu.
Zawarto$¢ Przewodno$ ZaW_a “Qéé
o Sucha . antocyjanow w
antocyjano o pH ¢ hei .
w [mg L] masa [%0] [mS cm!] suchej masie
retentatu [%]
Nadawa 673+9 |345x012 | 2.50 3.26 1.95+0,07
Retentat przed 2 813427 | 5654014 | 2.58 3.84 4.98+0.13
diafiltracja
Retentat po 1 cyklu | 5 g/0. 37 | 5004013 | 263 3,32 5,69+0,15
diafiltracji
Retentat po 2 cyklu | 5 35,37 | 3854013 | 268 3,03 7.350.26
diafiltracji
Retentat po 3cyklu | 5 g/c.57 | 353011 | 276 267 8.07+0.35
diafiltracji
Retentat po 4 cyklu | 5 35,57 | 303:011 | 281 237 9.33+0 56
diafiltracji
Retentat po S cyklu | 5 503,37 | 2161000 | 288 211 12.97+0,78
diafiltracji
Retentat po 6 cyklu |, 224 56 11914008 | 295 1,04 15.3620,63
diafiltracji

Wyniki diafiltracji przedstawione w Tabeli 12 wskazuja na wzrost zawartosci
antocyjanow po kazdym z szesciu cykli diafiltracji. Przy 10-krotnym zatezeniu nadawy oraz
szesciu cyklach diafiltracji mozliwe jest otrzymanie ekstraktu o zawartosci antocyjanow w

suchej masie wynoszacej co najmniej 15%.
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Wplyw stopnia zatezenia na zawarto$¢ antocyjanow w suchej masie retentatu

W celu zbadania wplywu stopnia zatezenia ekstraktu na membranie polimerowej o
MWCO wynoszacym 1 kDa na zawarto$¢ antocyjandéw w suchej masie ekstraktu
przeprowadzono ultrafiltracje, pobierajac probki retentatu w okre§lonym czasie. Zastosowane
warunki to temperatura 25°C, ci$nienie transmembranowe wynoszace 7 baroOw oraz przeptyw
nadawy w module — 1250 L h™t. W zbiorniku procesowym utrzymywano stalg objetos¢ retentatu
wynoszaca okoto 30 L, dozujac rownocze$nie nadawe za pomoca pompy perystaltycznej.
Dozowanie nadawy regulowano zaleznie od wskazan przeptywomierza wskazujacego

przeptyw permeatu.
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Rysunek 24. Zalezno$¢ zawarto$ci antocyjanow od stopnia zatezenia nadawy na membranie
XT MAX 1 kDa.
Wyniki przedstawione na Rysunku 24 wskazujg na wzrost zawartosci antocyjanow
wraz z zatezeniem ekstraktu co najmniej do 34-krotnego zatezenia ekstraktu. Zwigkszenie
stopnia zat¢zenia ekstraktu, bez zastosowania diafiltracji, umozliwia podwyzszenie

zawarto$ci antocyjandw w suchej masie ekstraktu do co najmniej 18%.

7.3.3. Nanofiltracja

W celu zbadania separacji antocyjanéw na membranach nanofiltracyjnych zastosowano
membrang ceramiczng, o MWCO wynoszacym 450 Da i1 polimerowa membrang NF270 o

MWCO 200-400 Da. Membrana NF270 posiada warstwe¢ selektywng uformowang z poliamidu.
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Membrana NF270 zatrzymywata 100% antocyjanow, a ceramiczna 450 Da 98,6%
antocyjandw. Z uwagi na zwartg mofrologic membran NF, 20-krotne zatezenie badanych
ekstraktow umozliwito jedynie nieznaczny wzrost zawarto$ci antocyjanéw w suchych masach
ekstraktow. Koncowe zawartos$ci antocyjanéw w suchych masach wyniosty jedynie od 1,85 do
4,05% (Tabela 13). Najmniejszy wzrost zawarto$ci antocyjanow w suchej masie ekstraktu
wyniost niecale 5% dla ekstraktu z bzu czarnego z wykorzystaniem membrany NF270.
Najwyzszy wzrost zawarto$ci antocyjandw w suchej masie wyniost 58% dla ekstraktu z aronii
i membrany ceramicznej (MWCO=450 Da). Ponadto, préby wysuszenia otrzymanych
retentatOw w suszarni rozpytowej nie powiodty si¢. Suche ekstrakty byty plastyczne i kleity sig
do $cianek suszarki. Swiadczy to o zatrzymywaniu cukréw prostych przez membrany
nanofiltracyjne. Wysoka zawarto$¢ cukrow prostych jest gtdwna przyczyna przyklejania si¢
ekstraktu do $cian suszarni rozpytowej [153].

W zwiazku z tym nie kontynuowano dalszych prob separacji ekstraktow na
membranach nanofiltracyjnych.

Tabela 13. Wyniki nanofiltracji. Proces prowadzono przy ci$nieniu transmembranowym = 5
10,3 bar (membrana ceramiczna) i 15+1 bar (membrana polimerowa), w temperaturze

30+2°C.
Strata Zawartosc Zawartos¢
Membrana/ Rodzaj - antocyjanéw w | antocyjanéw w
antocyjanéw w . . . .
MWCO membrany ermeacie [%] suchej masie suchej masie
P 0 nadawy [%] retentatu [%]
EKSTRAKT Z ARONII
NF270 Polimerowa <LOD 2,18 2,46
/270 Da
450 Da Ceramiczna 1,4 1,74 2,76

EKSTRAKT Z BZU CZARNEGO

NF270 Polimerowa

/270 Da <LOD 3,85 4,05

EKSTRAKT Z BOROWKI CZARNEJ

NF270 Polimerowa

/270 Da <LOD 1,54 1,85
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7.4.  Wyniki badan biologicznych ekstraktow

Suche ekstrakty, opracowane w ramach niniejszych badan, sg wprowadzane do oferty
firmy Greenvit. Ekstrakty te sg stosowane gtownie w suplementach diety. W celu potwierdzenia
w warunkach in vitro, ich wlasciwosci przeciwzapalnych, przeciwutleniajacych i
cytostatycznych oraz poréwnania z opublikowanymi do tej pory badaniami, przeprowadzono
wstepne badania biologiczne, na komorkach hodowlanych. W przypadku ekstraktu z aronii
badania te dotyczyly wlasciwosci przeciwzapalnych i przeciwutleniajacych in vitro. W
przypadku ekstraktu z owocow bzu czarnego badania miaty na celu sprawdzenie wptywu na
proliferacje¢ komorek niektérych nowotworéw oraz jednojadrzastych komorek krwi

obwodowe;j.

7.4.1. Badanie cytotoksycznosci ekstraktu z aronii

Test MTT jest szeroko stosowany do badania cytotoksycznosci substancji W
eksperymentach z udziatem linii komérkowych [7,49,50]. Wyniki testu MTT przedstawiono w
Tabeli 14. Wyniki uzyskane dla roznych stgzen ekstraktow sa zblizone do probki kontrolnej
(0,277), dzieki czemu wykazano, ze suchy ekstrakt z aronii jest bezpieczny dla komdrek
RAW264.7 we wszystkich analizowanych stezeniach. Nie stwierdzono statystycznie istotnych

roznic dla zadnego z analizowanych stezen ekstraktow w poréwnaniu z probg kontrolng (Tabela

14).

Tabela 14. Wyniki testu MTT dla suchego ekstraktu z aronii.

Probka
Kontrola Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
0,5ug mL*? 5pug mL? 500 pg mL*!
Wynik testu
MTT 0,277+0,018 0,279%0,017 0,279%0,009 0,281+0,006
(jako A s63)

7.4.2. Wplyw ekstraktu z aronii na czynnik martwicy nowotworow a (TNF- a) i
interleukine 1§ (IL-1p) w stymulowanych LPS komérkach RAW 264.7

Wedlug danych literaturowych czyste antocyjany maja wtasciwosci przeciwzapalne in vitro i
in vivo [201,202]. Stymulacja komorek RAW 264.7 przez LPS znaczaco zwigksza produkcje
czynnikow zapalnych — interleukiny 1 beta (IL-1B) oraz czynnika martwicy nowotwordw alfa
(TNF-a) [24].
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Rysunek 25. Wptyw suchego ekstraktu z aronii i LPS na sekrecje IL-1p przez komorki
RAW264.7.

Dane przedstawione na Rysunkach 25 i 26 wskazuja, ze wzrost ten byl znacznie
mniejszy dla komoérek, do ktérych dodano ekstrakt z aronii w stezeniu 500 pg mL™?. Jednak
wérod testowanych stezen ekstraktu z aronii czarnoowocowej tylko dodatek 500 pg mL*
spowodowat znaczny spadek obu markeréw stanu zapalnego w poréwnaniu z komdérkami
traktowanymi LPS (lipopolisacharydem). Roznice miedzy kontrolg a komérkami traktowanymi
LPS+500 pug mL™ ekstraktu byty w obu przypadkach statystycznie nieistotne, co oznacza, ze
suchy ekstrakt z aronii w stezeniu 500 pug mL™ calkowicie hamowat prozapalne dziatanie

lipopolisacharydu.
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Rysunek 26. Wptyw suchego ekstraktu z aronii i LPS na sekrecj¢ TNF-a przez komorki
RAW264.7.

7.4.3. Wyniki badania wplywu ekstraktu z aronii na peroksydacje lipidow metoda
MDA

Dialdehyd malonowy (MDA) jest jednym z powszechnie oznaczanych markerdw stresu

oksydacyjnego. Jest to produkt peroksydacji wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych

(PUFA) [203].
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Rysunek 27. Wplyw suchego ekstraktu z aronii na peroksydacje lipidéw mierzong za pomocg
testu MDA.
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Dane przedstawione na Rysunku 27 wskazuja, ze LPS powodowat wzrost peroksydacji
lipidow in vitro. Ekstrakt z aronii czarnoowocowej ostabiat ten efekt. Co ciekawe, nizsze
stezenia ekstraktu z aronii silniej hamowaty peroksydacje lipidow od wyzszych stezen tego
ekstraktu (Rysunek 27). Jest to zgodne z wynikami innych badaczy pokazujacymi, ze ekstrakty
bogate w antocyjany, m.in. acai lub fioletowego stodkiego ziemniaka w zbyt wysokich
stezeniach mogg mie¢ dziatanie prooksydacyjne [204,205]. W badaniach przeprowadzonych
przez Kardum i wsp. [206] na zdrowych ochotnikach stwierdzono, ze bogaty w polifenole sok
z aronii znaczaco zmniejsza peroksydacje¢ lipidow, oznaczang jako substancje reagujace z
kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Inne ekstrakty i soki bogate w antocyjany (m.in. boréwka
czarna, czarna porzeczka i czarny bez) rowniez powodowaly istotne obnizenie poziomu stresu

oksydacyjnego in vitro i in vivo [49,207,208].

7.4.4. Wyniki badania cytotoksycznosci ekstraktéw z owocOwW bzu czarnego wobec
roznych komdrek nowotworowych
Do badan wykorzystano 2 ekstrakty suche z owocé6w bzu czarnego. Suchy ekstrakt SN1
zostal wyprodukowany z zastosowaniem separacji na polimerowej membranie ultrafiltracyjnej
o MWCO 1 kDa. Z kolei ekstrakt SN2 zostal wyprodukowany z zastosowaniem separacji
chromatograficznej, na zywicy Sepabeads SP700. Zawarto$¢ wybranych sktadnikow obu

ekstraktéw przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Zawarto$¢ wybranych sktadnikow ekstraktow z bzu czarnego, wykorzystanych do
badan na komorkach hodowlanych.

Numer partii Suma Antocyjany w Antocyjany w Rutyna 3-0O-glukozyd
polifenoli w | przeliczeniu na | przeliczeniu na 3- (HPLC) kwercetyny
przeliczeniu | 3-O-glukozyd O-glukozyd [wt%] [wt%]

na cyjanidyny cyjanidyny (UV-
kateching | (HPLC) [wt.%] VIS) [wt%]
[wt.%]
SN1 20,52 +/— 14,47 +/- 0,39 15,24 +/- 0,39 0,87 +/— 0.13 +/-0,03
0,53 0,09
SN2 48,55 +/— 33,13 +/- 0,62 34,28 +/— 0,78 4,59 +/— 0.55 +/-0,08
1,78 0,16

Wplyw dwoch partii suchego ekstraktu z czarnego bzu (EDE) na proliferacje r6znych
linii komorkowych badano za pomoca testu MTT. Zastosowano wielokrotne stezenia
ekstraktow, a dawki skuteczne, wyrazone jako warto$¢ IC50, okreslono na podstawie krzywe;j
dawka-odpowiedz. Zgodnie z Rysunkami 28-32, partie SN1 i SN2 ekstraktu z czarnego bzu

wykazywaty rézny potencjal cytotoksyczny w stosunku do badanych linii komorkowych.
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Jedynie wobec komorek A-549 stwierdzono, ze oba ekstrakty z bzu czarnego nie wykazywaty

zadnej aktywnosci w tescie MTT (rysunek 28).
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Rysunek 28. Przezywalno$¢ komorek w tescie MTT: wptyw EDE na ludzkie komorki A-549
(komorki raka ptuc). (separacja na membranie UF). Suchy ekstrakt SN1 zostat
wyprodukowany z zastosowaniem separacji na polimerowej membranie UF o MWCO 1 kDa.
Ekstrakt SN2 zostat wyprodukowany z zastosowaniem separacji chromatograficzne;j.

W przeciwienstwie do komorek A-549, w przypadku komorek A-2780 i MCF-7, oba
ekstrakty powodowaty zalezny od dawki spadek zywotnosci komorek (Rysunek 28). Wartosci

ICs0 wskazywaty na silniejsze wlasciwosci cytotoksyczne ekstraktu SN2, o czym $wiadczy

nizsza warto$¢ 1Cso wynoszaca 147 pg mL™, w poréwnaniu z 247 ug mL?, oraz 140 ug mL™*
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w poréwnaniu z 268 ug mL* dla A-2780 i MCF-7 odpowiednio, po inkubacji z ekstraktami
przez 72 godziny (Tabela 16).
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Rysunek 29. Przezywalno$¢ komorek w tescie MTT: wplyw EDE na ludzkie komorki MCF-7
(komorki raka sutka). Suchy ekstrakt SN1 zostat wyprodukowany z zastosowaniem separacji
na polimerowej membranie UF o MWCO 1 kDa. Ekstrakt SN2 zostat wyprodukowany z
zastosowaniem separacji chromatograficznej.

W innych okresach inkubacji ekstrakt SN1, nie wykazywat w ogole, lub wykazywat jedynie
niewielki, wplyw cytotoksyczny, zarowno na komorki raka jajnika, jak i raka piersi. Co
ciekawe, ekstrakt SN2 zmniejszal zywotnos¢ komoérek A-2780 i MCF-7 poczawszy od 24

godzin inkubacji (Rysunek 29, Rysunek 30), wykazujac silniejsze dzialanie hamujgce w

84



stosunku do komorek raka jajnika, gdzie zywotno$¢ powyzej 72 godzin inkubacji spadta do
okoto 10%.

Tabela 16. Wartosci IC50 dla ekstraktoéw z owocOW bzu czarnego i badanych linii
komorkowych. Znak — oznacza brak mozliwosci obliczenia ICsq.

24h 72 h 96 h 24+96h
[ug*mL?] [ug*mL?] [ug*mL?] [ug*mL?]
SN1 SN2 SN1 SN2 SN1 SN2 SN1 SN2
A-549 - - - - - - - -
A-2780 - - 247 147 - 132 -
MCF-7 - - 268 140 299 - - 330
HCT-116| - 372 - 347 - 354 - 324
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Rysunek 30. Przezywalno$¢ komoérek w tescie MTT: wplyw EDE na ludzkie komorki A-2780
(komorki raka jajnika). Suchy ekstrakt SN1 zostat wyprodukowany z zastosowaniem
separacji na polimerowej membranie UF o MWCO 1 kDa. Ekstrakt SN2 zostat
wyprodukowany z zastosowaniem separacji chromatograficznej.

Najbardziej znaczacg roznice we wilasciwosciach cytotoksycznych obu ekstraktow
wykazano dla komorek raka okreznicy, HCT-116 (Rysunek 31). Podczas gdy ekstrakt SN1 nie
wykazywat dziatania hamujacego we wszystkich czasach inkubacji i zakresach stezen, ekstrakt
SN2 silnie hamowat proliferacje komodrek do okoto 45% poczawszy od 24 godzin inkubacji.
Co wigcej, ekstrakt SN1 wykazywal wiasciwosci stymulujace proliferacje w stosunku do HCT-
116, poczawszy od stezenia 50 pug mL™ po 24 i 72 godzinach inkubacji. Na uwage zastuguje
fakt, ze wyptukanie pozywki z ekstraktem SN2 po 24 h wstepnej inkubacji 1 zastgpienie jej
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swiezg pozywka bez ekstraktu, a nastepnie 96 h inkubacji skutkowalo podobng aktywnoscia
jak stata inkubacja z ekstraktem dla 96 godz. Wskazuje to, ze dziatanie cytotoksyczne
ekstraktow rozpoczyna si¢ w ciggu pierwszych 24 godzin inkubacji, a dluzsza inkubacja
poteguje ten efekt. Konieczne sg dalsze badania w celu wyjasnienia tego zjawiska, poniewaz

moze ono by¢ zwigzane z przemiang metaboliczng ekstraktu w komorkach i indukcja/inhibicjg

bialek transportujacych przez btong komérkowa.
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Rysunek 31. Przezywalno$¢ komorek w tescie MTT: wptyw EDE na komorki HTC-116
(komorki raka okreznicy). Suchy ekstrakt SN1 zostat wyprodukowany z zastosowaniem
separacji na polimerowej membranie UF o MWCO 1 kDa. Ekstrakt SN2 zostat
wyprodukowany z zastosowaniem separacji chromatograficznej.

Przyktadem ekstraktu bedacego przedmiotem badan przeciwnowotworowych jest
ekstrakt z kwiatu hibiskusa [209]. Gléwny antocyjan obecny w ekstrakcie z kwiatu hibiskusa,
3-0O-sambubiozyd cyjanidyny, wystepujacy rowniez w znacznej ilosci w owocach czarnego
bzu. W badaniach Maciela i wsp. [210] wykazano, ze wzrost komoérek HepG-2, Caco-2 i A-
549 byl hamowany zaréwno przez ekstrakt z hibiskusa, jak i1 frakcj¢ antocyjanéw. Jednak w

tym badaniu nie stwierdzono aktywnos$ci ekstraktOw z czarnego bzu w stosunku do komorek
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A-549. Wskazuje to na selektywno$¢ naturalnych ekstraktow wobec poszczegdlnych linii
komérek nowotworowych. Opracowane w ramach niniejszej rozprawy, ekstrakty z czarnego
bzu wykazywaty rdwniez selektywnos$¢ pod wzgledem potencjatu cytotoksycznego. Komorki
raka jajnika, piersi 1 okreznicy byly bardziej wrazliwe na oba ekstrakty z czarnego bzu niz
komorki raka ptuc. Selektywno$¢ naturalnych ekstraktoéw w stosunku do roznych linii komorek
nowotworowych zostata rowniez stwierdzona przez Pereira i wsp. [211]. Wykazali, ze frakcje
ekstraktow z kwiatow Sambucus nigra wykazywaty aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek
raka pecherza moczowego (T24), ale nie w normalnych ludzkich komorkach nabtonka ptuc
MRC-5. Cytotoksycznos$¢ ekstraktow bogatych w antocyjany zostala rowniez opisana w innych
liniach komdrkowych [212-214]. Kwasy triterpenoidowe, np. kwas ursolowy, sg sktadnikami
owocOw czarnego bzu, ktéore réwniez wywieraja dzialanie cytotoksyczne na komorki
nowotworowe [215]. Substancje te sa jednak praktycznie nierozpuszczalne w wodzie, dlatego
ekstrakty nie powinny zawiera¢ tych substancji. Lektyny sa rowniez wymieniane jako
substancje czynne w ekstraktach z czarnego bzu [216]. Ekstrakt SN2, otrzymany z udziatem
separacji chromatograficznej, nie powinien zawiera¢ lektyn w ich natywnej postaci. Biatka, w
tym lektyny, sa denaturowane wysokimi stezeniami alkoholi [217], a w przypadku ekstraktu

SN2 do elucji zastosowano wysokoprocentowy alkohol etylowy.

7.4.5. Wyniki badania cytotoksycznosci ekstraktéw z owocOw bzu czarnego wobec
zdrowych komérek krwi obwodowej (PBMC)

Cytotoksycznos$¢ ekstraktow z czarnego bzu zostata rowniez przetestowana w stosunku
do zdrowych jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (PBMC). Sa to komorki angazowane
w przeciwnowotworowg odpowiedZz immunologiczng. Dane przedstawione na Rysunku 32
pokazuja, ze oba ekstrakty, w stezeniach od 100 pug mL?, stymulowaty proliferacje komorek
PBMC. Silniejsze wtasciwosci stymulujace zaobserwowano dla ekstraktu SN2, gdzie po 72 h
inkubacji zywotno$¢ osiagneta okoto 230% , wobec okolo 170% dla ekstraktu SN1. Co
ciekawe, w przypadku obu ekstraktow inkubacja z komdrkami przez 96 godzin prawie nie miata

wptywu na proliferacje komorek.
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Rysunek 32. Przezywalno$¢ komorek w tescie MTT: wptyw EDE na komorki PBMC
(jednojadrzaste komorki krwi obwodowej). Suchy ekstrakt SN1 zostat wyprodukowany z
zastosowaniem separacji na polimerowej membranie UF o MWCO 1 kDa. Ekstrakt SN2

zostal wyprodukowany z zastosowaniem separacji chromatograficzne;.

PBMC sg mieszaning r6znych prawidtowych komorek krwi, wsrdd ktorych znajduja sie
limfocyty, monocyty i makrofagi, czyli komorki uktadu odpornosciowego. Stymulujacy wpltyw
ekstraktow EDE na proliferacic PBMC moze potwierdza¢ stymulujacy wptyw na uktad
odporno$ciowy [218,219]. Barak wsp. [219] wykazali, ze ekstrakt z czarnego bzu Sambucol
aktywowal zdrowy uktad odpornosciowy poprzez znaczne zwigkszenie produkcji cytokin

zapalnych (IL-1 beta, TNF-alfa, IL-6, IL-8). Ekstrakty z czarnego bzu moga zatem by¢
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korzystne dla aktywacji uktadu odpornosciowego w procesie zapalnym u oso6b zdrowych lub u
pacjentow z roznymi chorobami, w tym z rakiem. W badaniach nad polifenolami z czerwonego
i biatego wina stwierdzono dziatanie cytotoksyczne zardbwno wobec komdrek rakowych, jak i
komorek PBMC. Co ciekawe, polifenolowe ekstrakty wina i resweratrol wykazywaty stabszy
efekt cytotoksyczny na PBMC niz na linie komoérek nowotworowych [220]. Ponadto
Ampasavate i wsp. [221] wykazali, ze rozne ekstrakty owocowe o wysokim potencjale
antyoksydacyjnym mialy silny wptyw cytotoksyczny na komorki biataczki HL60, ale nie byty
toksyczne dla normalnych PBMC. Fan i wsp. [222] wykazali w badaniach in vivo, ze ekstrakt
antocyjanow czarnego ryzu promowat populacje komoérek PBMC. W innym badaniu Decendit
I in. [223] wykazali, ze 3-O-glukozyd malwidyny, glowny antocyjan winogron, jest bioaktywny
i nie wykazuje toksycznosci wobec ludzkich komoérek PBMC.
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8. Wydajnos$¢ préb produkceyjnych

Na podstawie prob wykonanych w skali laboratoryjnej opracowano zatozenia
technologiczne do przeprowadzenia testow w skali produkcyjnej. Proby produkcyjne

wykonano na surowcach réznigcych si¢ zawartoscig antocyjanow.

W Tabeli 17 przedstawiono wydajnosci prob produkcyjnych z podzialem na
poszczegblne etapy procesu produkcyjnego. Wydajnosé obliczano na kazdym etapie procesu

obliczano z Réwnania nr 4:

Ry ilo$¢ antocyjandéw na koncowym etapie procesu [kg]x100%
wydajnos¢ etapu = ——— YJancw 4 Pe PTo Lkg) 4
ilo$¢ antocyjanéw na poczatkowym etapie procesu [kg]

Z kolei wydajno$¢ catego procesu obliczano z Rdwnania nr 5:

ilo$¢ antocyjandéw w surowcu uzytym do produkcji [kg]x100% (5)

WydajnOéé produkcji - ilo$¢ antocyjandéw w suchym ekstrakcie [kg]

Oprdcz partii S1 suchego ekstraktu z owocdw bzu czarnego, catkowity odzysk antocyjanow w
kazdej z partii produkcyjnych przekraczat 75%. Najwyzsza wydajnos¢ calego procesu
produkcyjnego otrzymano dla suchego ekstraktu z owocdw boréwki czarnej. W tym przypadku
uzyskano wydajnosci catego procesu produkcyjnego od 87,6 az do 96,5% (Tabela 17).
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Tabela 17. Wydajnos¢ prob produkcyjnych. S1-S5 — partie produkcyjne suchego ekstraktu z

bzu czarnego; Al-A4 - partie produkcyjne suchego ekstraktu z aronii; V1-V5 - partie

produkcyjne suchego ekstraktu z borowki czarnej.

Zawartosc Wydajno$¢ P Wydajno$¢ | Wydajnosé Wzgggg ¢
Numgr (T RSy Ekstrakcji SeparaCJ_l . | Zaggszczania | suszenia procesu
Partii W surowcu [%] chromatograficznej [%] [%] [%]
[%] ’ [%] ’ ’ ’
Suchy ekstrakt z owocdw bzu czarnego
S1 0,3040,01 89,6 96,7 101,8 75,1 65,1
S2 0,35+0,01 100,1 98,4 98,3 92,9 91,4
S3 0,49+0,02 96,2 b.d. 100,0 934 89,9
S4 0,55+0,02 92,2 92,2 92,4 91,0 77,5
S5 0,61+0,02 100,0 90,1 89,3 97,7 78,5
Suchy ekstrakt z owocdéw aronii
Al 0,55+0,02 102,1 84,0 96,7 98,8 81,9
A2 0,40+0,01 97,7 97,3 85,9 99,9 81,5
A3 0,48+0,02 94,0 97,6 93,2 95,4 81,6
A4 0,54+0,02 98,1 89,7 96,9 100,0 85,3
Suchy ekstrakt z owocéw boréwki czarnej
V1 0,5440,02 95,2 98,2 97,4 101,0 92,0
V2 0,5040,02 94,6 96,0 99,0 97,4 87,6
V3 0,48+0,02 103,4 97,1 96,9 99,2 96,5
V4 0,41+0,02 97,5 97,3 94,9 98,0 88,2
V5 0,3940,02 95,8 100,0 98,9 99,2 93,7
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9. Charakterystyka chemiczna i poréwnanie skladu ekstraktow

W ramach wdrazania wytwarzania nowych produktow wyprodukowano probne partie
produkcyjne suchych, standaryzowanych ekstraktéw. Zidentyfikowano charakterystyczne
sktadniki dla kazdego z badanych

9.1. Suchy ekstrakt z aronii

W Tabeli 18 przedstawiono wyniki analizy ilosciowej antocyjanow i polifenoli w
dziewigciu partiach pilotazowych i produkcyjnych suchego ekstraktu z aronii.
Mimo niemal takiej samej metody produkcji wszystkich rodzajow ekstraktow zawartoSci
antocyjandw i polifenoli r6znig si¢ znacznie pomigdzy poszczegolnymi partiami. Co ciekawe,
nie ma prostej korelacji pomiedzy zawartoscig antocyjandéw w surowcu (owocOwW lub

wytlokach) a zawarto$cig antocyjanow w ekstraktach (Tabela 18).

Sposrod dziewieciu analizowanych partii pilotazowych i produkcyjnych, trzy z nich
charakteryzowaly si¢ zawartoscig antocyjanow nizszg od standaryzacji na 25% antocyjanow.
Odpowiednio wysoka standaryzacj¢ mozna osiagnaé mieszajac partie o zawartosci wyzszej od
25% z partiami o nizszym poziomie. Zawartos¢ antocyjanow tylko w jednej z dziewigciu partii
(B2) byta nizsza od 20%.

Roéznica pomigdzy zawarto$cig antocyjanow oznaczOng bardziej specyficzng metoda
HPLC a szybka metoda UV-VIS tylko w przypadku jednej partii (B2) przekraczata 5%. Partia
ta charakteryzowala si¢ rowniez najwyzszym stosunkiem sumy polifenoli do antocyjanow
wynoszacym 4,2. W pozostatych partiach produkcyjnych warto$¢ tego parametru wahata si¢
miedzy 2,07 a 3,57. Dwie kolejne partie produkcyjne (A3 i A4), z najwigksza réznica pomigdzy
wynikiem HPLC a UV-VIS, charakteryzowatly si¢ wysokim, w porownaniu do innych partii,
stosunkiem sumy polifenoli do antocyjanéw, wynoszacym odpowiednio 3,6 i 3,2. Wskazuje to,
ze glowng przyczyng réznicy pomigdzy dwiema metodami analitycznymi moze byc¢
kopigmentacja. Jest to zjawisko objawiajace si¢ zmiang, najczesciej podwyzszeniem,

absorbancji antocyjandw przez bezbarwne kopigmenty [60,197].
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Tabela 18. Zawarto$¢ antocyjanow i polifenoli w partiach produkcyjnych suchego ekstraktu z
aronii. Suche ekstrakty B1 i B2 oczyszczano na kolumnie o objetosci 20 L. Suche ekstrakty

Al1-A7 oczyszczano na kolumnie o objetosci 1100 L. Numery partii A1-A4 odpowiadaja

numerom Al1-A4 z Tabeli 14.

PN Y Polifenole
Surewiec: jako gJ-SY jako gJ-BY Roznica Jako el

e Zawartode | ) gluy J gluy procentowa | katechina polifenoli

Partii Ant[_)vt\:l)t/g/zl]now (HPLC) (UV-VIS) I—lIJP\I/_C\:/:/; (U[\VC;;//OI]S) antoc(:/?anéw

[wit%] [wt%]

B1 Wytoli | 33 1020,08 | 32542008 | 169 | 6873:195 | 21
1,02%

B2 Wytlokl 11y 474012 [ 16,58:0,13 | 1273 | 60,30+1,63 42
0,61%
Owoce

" o550, | 2697%0.23 | 2770022 | 264 | 76,53+2,07 2,8
Owoce

+ * t

- o5y | 2102023 | 27852022 | 192 | 75213211 28

a3 | WK 21974018 | 23505006 | 462 | 75858213 | 36

Ad OWOC | 21642018 | 23512026 | 386 | 6848192 32
0,55%

A5 OWOCe | 20,6820,05 | 28434023 | 258 | 66,34+L74| 22
0,40%

A6 owoce | 45 6140,25 | 28,72+0,23 291 |68,52+1,93 2,2
0,48%

A7 OWOCE | g 6340,22 | 27,36¢022 | 277 | 751242,11 2,9
0,54%

Kahkonen wspotpracownicy [224] zastosowali do ekstrakcji owocow aronii 70%
aceton. Do separacji zastosowali uzyli technike SPE (Solid Phase Extraction). Autorzy uzyskali
suchy ekstrakt o zawartosci polifenoli wynoszacej 40,1% oznaczanych metoda Folina-
Ciocalteu. Autorzy nie oznaczyli jednak zawarto$ci antocyjandw w przygotowanym ekstrakcie.
Wang i wspolpracownicy [225] zastosowali ekstrakcj¢ zakwaszonym 70% etanolem i
dwuetapowe oczyszczanie antocyjanow przy uzyciu dwoch zywic (Amberlite XAD-7 i
Sephadex LH-20) uzyskujac suchy ekstrakt z aronii o zawartosci ok. 50% antocyjanoéw. Jest to
zawarto$¢ znacznie wyzsza niz uzyskana w omawianych badaniach, jednak zastosowanie
ekstrakcji etanolowej i dwuetapowego oczyszczania znacznie zwicksza koszt produkcji i
wymaga bardziej skomplikowanej linii produkcyjnej.

Profile antocyjandw i kwasow fenolowych przedstawione na Rysunku 33 sg zgodne z

danymi literaturowymi i moga stuzy¢ do weryfikacji autentycznosci owocow, wyttokow czy
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soku, a takze ekstraktu z aronii [8,10,226]. Profil chromatograficzny antocyjanéw kazdym
przypadku charakterystyczny dla aronii i wykazywal obecnos¢ czterech glikozydow
cyjanidyny, tj. 3-galaktozydu, 3-glukozydu, 3-arabinozydu i 3-ksylozydu (Rysunek 33 A).
Wszystkie wyprodukowane ekstrakty zawieraly roéwniez kwasy chlorogenowy i

neochlorogenowy (Rysunek 33 B), ktore sg glownymi kwasami fenolowymi réoznych odmian

A. melanocarpa [1,158].
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Rysunek 33. Profil suchego ekstraktu aronii, rozdzielonego za pomocg HPLC. Chromatogram
zarejestrowano przy A 520 i B 330 nm.
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9.2. Suchy ekstrakt z owocow bzu czarnego

Z powodu stabej dostepnosci wytlokow z owocdw bzu czarnego wszystkie partie
produkcyjne wytworzono z mrozonego owocOwW bzu czarnego. Analizowane partie suchego
ekstraktu z owocOw bzu czarnego charakteryzowaly si¢ rozng zawarto$cig antocyjanow,

wahajaca si¢ w granicach 18,73-34,34% (Tabela 19).

Tabela 19. Zawarto$¢ antocyjanow i polifenoli w partiach produkcyjnych suchego

ekstraktu z owocow bzu czarnego. S1-S5 — partie produkcyjne suchego ekstraktu z bzu

czarnego.

Numer | Zawarto$¢ | Antocyjany | Antocyjany | Rodznica Polifenole | Stosunek

Partii | Antocyjandw | jako Cy-3- | jako Cy-3- | procentowa jako polifenoli

W surowcu glu glu HPLC vs. katechina do
[wit%] (HPLC) (UV-VIS) UV-VIS (UV-VIS) | antocyjanow
[wt%] [wt%] [wit%o]

S1 0,30% 19,48+0,32 | 20,34+0,44 4,23 41,10 2,11
S2 0,35% 18,73+0,30 | 19,15+0,41 2,19 35,33 1,89
S8 0,49% 24,18+0,39 | 25,02+0,54 3,36 41,68 1,72
S4 0,55% 25,77+0,42 | 26,44+0,57 2,53 36,97 1,43
S5 0,61% 34,34+0,55 | 35,08+0,76 2,11 52,19 1,52

Trzy z pieciu suchych ekstraktow zawieraty powyzej 25% antocyjandéw. Z kolei
wszystkie wyprodukowane partie spelnialy podstawowe kryterium akceptacji podane w
Farmakopei Amerykanskiej — zawieraly co najmniej 17% antocyjanéw. Podobnie jak w
przypadku ekstraktoéw z aronii, obie metody zastosowane do ilosciowej analizy antocyjanow
(UV-VIS i HPLC), daja zblizone wyniki. Roéznica pomigdzy metoda HPLC i UV-VIS w
przypadku Zzadnej z partii ekstraktu, nie przekraczata 5%, dzigki temu metod¢ UV-VIS mozna
zastosowac do szybkich analiz na r6znych etapach procesu produkcyjnego. Stosunek polifenoli
do antocyjandw byl nizszy niz w przypadku suchych ekstraktéw z aronii i miescit si¢ w

przedziale 1,43-2,11%.

Denev i wsp., [227], stosujac metakrylowa zywic¢ adsorpcyjnag Amberlite XAD-7,
otrzymali suchy ekstrakt z owocOw bzu czarnego o zawartosci antocyjanow 24,6% 1 polifenoli
28,3%. Ekstrakt ten charakteryzowat si¢ nizszg proporcjg polifenoli do antocyjanéw (1,15%)
w poréwnaniu z ekstraktami wyprodukowanymi w firmie Greenvit. Moze to by¢ spowodowane
r6zng selektywnoscia zywic zastosowanych do separacji ekstraktow. Polimery metakrylowe sg
bardziej polarne od polimeréw na bazie kopolimeru styren-DVB, co jest przyczyng roznej

selektywnos$ci obu rodzajow zywic [228].
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Rysunek 34. Profil suchego ekstraktu owocéw bzu czarnego, rozdzielonego za pomoca
HPLC. Chromatogram zarejestrowano przy A 520 i B 353 nm.

Profil chromatograficzny ekstraktow jest zgodny z danymi literaturowymi [229-231]
oraz z monografig suchego ekstraktu z owocéw bzu czarnego z Farmakopei Amerykanskiej
[30]. W przypadku kazdej z partii produkcyjnych profil ten byl charakterystyczny dla
antocyjanow S. nigra 1 wskazywal na obecno$¢ czterech glikozyddw cyjanidynys, tj. cyjanidyno-
3-0-sambubiozydo-5-0O-glukozydu, cyjanidyno-3,5-di-O-glukozydu, cyjanidyno-3-O-
sambubiozydu i cyjanidyno-3-O-glukozydu (Rysunek 34 A). W ekstraktach zidentyfikowano
réwniez glikozydy flawonoli - rutyne 1 3-O-glukozyd kwercetyny (Rysunek 34 B), ktore sa
gléwnymi flawonolami ré6znych odmian bzu czarnego zaréwno uprawnych jak 1 dzikich [232-

234].
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9.3.  Suchy ekstrakt z borowki czarnej

Suche ekstrakty z owocOw borowki czarnej charakteryzowaty si¢ najwyzszg, sposrod
analizowanych ekstraktow, zawarto$cig antocyjandw mieszczaca si¢ w przedziale 43,98-
49,55% (Tabela. 20). Co ciekawe, réznice pomiedzy wynikami analiz metodg UV-VIS i HPLC
byly najmniejsze ze wszystkich analizowanych ekstraktéw suchych i w zadnej z pigciu partii
produkcyjnych nie przekraczaty 3%. Wszystkie analizowane partie suchego ekstraktu z
boréwki czarnej spetniaty nie tylko warunek 25% zawarto$ci antocyjanow, ale roéwniez
wymagang przez monografi¢ suchego ekstraktu z owocow boréwki czarnej z Farmakopei

Europejskiej zawarto$¢ co najmniej 36% antocyjandow oznaczanych metoda HPLC.

Tabela. 20. Zawarto$¢ antocyjanéw w partiach produkcyjnych suchego ekstraktu z boréwki
czarnej. B1-B5 — partie produkcyjne suchego ekstraktu z borowki czarnej.

N Zawarto$¢ . IR Antocyjany jako Roéznica
umer . jako Cy-3-glu
partii Antocyjanow w (UV-VIS) Cy-3-glu procentowa HPLC
surowcu [wt%] [wt%] (HPLC) [wt%] vs. UV-VIS
Bl 0,54 49,55+1,77 51,86+1,46 2,58
B2 0,50 48,11+1,71 50,08+1,42 2,83
B3 0,48 46,46+1,61 47,12+1,37 1,40
B4 0,41 44,00+1,54 45,15+1,30 2,55
B5 0,39 43,98+1,51 44,17+1,30 0,43

Profil antocyjanow boréwki czarnej jest najbogatszy sposrod analizowanych ekstraktow
roslinnych i zawiera az 15 réznych substancji z tej grupy. Potwierdzenie profilu antocyjanow
owocoOw i przetwordw z owocOw borowki czarnej jest szczegdlnie wazne ze wzgledu na bardzo
wysoki koszt zarowno surowca jak i ekstraktow oraz duzej popularnosci tych owocow.
Falszowanie owocow domieszkg tanszych owocow jagodowych czy ekstraktow za pomoca
wyciaggow z tanszych owocoéw lub nawet syntetycznymi barwnikami sg powszechne
[44,235,236]. Na Rysunku 35 przedstawiono profil antocyjandw ekstraktu z owocow bordwki
czarnej wyprodukowanego w firmie Greenvit. Na podstawie monografii z Farmakopei
Europejskiej 1 Farmakopealnego materiatu odniesienia zidentyfikowano wszystkie 15
antocyjandw owocOw borowki czarnej. Profil kazdego z wyprodukowanych ekstraktow z
borowki czarnej byl zgodny z monografia z Farmakopei Europejskiej i z publikacjami

[46,235,236].

99



1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

5- |

————10

i
H

n

MF |

] | |
of$mmww—ﬂ ““w@uﬂ%wwww4hwﬁﬁwx_ﬁ\,

PDA Multi 2 535nm,4nm|

15

|

10 20

30

T T T T T T T T
40 50

min

Rysunek 35. Profil suchego ekstraktu z owocdw boréwki czarnej rozdzielonego za pomocag
HPLC. Chromatogram zarejestrowano przy 535 nm. Identyfikacja pikow:

3-O-galaktozyd delfinidyny
3-O-glukozyd delfinidyny

3-O-galaktozyd cyjanidyny
3-O-arabinozyd delfinidyny
3-O-galaktozyd cyjanidyny
3-O-galaktozyd petunidyny
3-O-arabinozyd cyjanidyny
3-O-glukozyd petunidyny
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10.  Wdrozenie wynikow badan w firmie Greenvit

Opracowane na podstawie niniejszych badan metody produkcji suchych ekstraktéw
standaryzowanych na wysoka zawarto$¢ antocyjandw zostaty wdrozone do produkcji w firmie
Greenvit. Dzieki temu firma obecnie oferuje ekstrakty z owocow 1 wyttokow z aronii oraz bzu
czarnego, standaryzowane na co najmniej 25% antocyjanow. Wprowadzenie do oferty
ekstraktow o tak wysokich standaryzacjach zwigksza konkurencyjnos¢ firmy w Polsce i za
granicg. Suchy ekstrakt z owocOW bzu czarnego bedzie rowniez oferowany w standaryzacji
zgodnej z Farmakopea Amerykanska, co zwigkszy konkurencyjnos¢ firmy na rynku
amerykanskim. Z kolei suchy ekstrakt z owocOW borowki czarnej bedzie oferowany w jakosci
zgodnej z Farmakopea Europejska, ze standaryzacja na co najmniej 36% antocyjanow. W
przysztosci, po zakupieniu odpowiedniej instalacji membranowej 0 skali produkcyjnej mozliwe
bedzie rowniez oferowanie ekstraktow o wysokich zawarto$ciach antocyjanow w jakos$ci bio.
W przypadku jakosci bio, separacja z udzialem metod chromatograficznych nie jest
akceptowana przez instytucje certyfikujace. Ze wzgledu na czysto fizyczny charakter separacji
na membranach instytucje certyfikujace dopuszczaja ten rodzaj separacji dla produktow w
jakosci bio.

10.1. Opis opracowanych metod produkcyjnych

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badah umozliwily opracowanie protokotow

produkcyjnych.

Protokol ekstrakcji mrozonych owocow lub wytlokéw aronii

Przygotowa¢ 1 000 kg mrozonych owocOw aronii. Rozdrabnia¢ za pomoca mtynka
Voran Centrifugal mill RM1,5 (Voran Maschinen GmbH, Pichl bei Wels, Niemcy)
ustawionego nad otworem zasypowym ekstraktora. Nastepnie zala¢ rozdrobniony surowiec za
pomocg 4908 L wody podgrzanej do temperatury 50°C. Doda¢ 66 kg (92 kg w przypadku
wytlokéw) 75% kwasu fosforowego spozywczego za pomocg pompy dozujacej. Wiaczyé
mieszadlo, ogrza¢ do 45°C. Miesza¢ zawarto$¢ ekstraktora przez 2 godziny w temperaturze
45°C 1 zdekantowac. Zasyp na drugi stopien ekstrakcji stanowi frakcja stala z dekantera z
dwoch pierwszych stopni zalana 5000 L wody RO. Czas ekstrakcji 1h w temperaturze 45°C,
nastepnie dekantacja. Filtrowac przez materiat filtracyjny na prasie, nastepnie filtr Swiecowy o

porowato$ci 20pm.
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Protokol ekstrakcji mrozonych owocow lub suszonych wytlokow bzu czarnego

Przygotowa¢ 1 000 kg mrozonych owocdéw bzu czarnego (500 kg w przypadku
suszonych wytlokéw). Nastepnie zala¢ nierozdrobniony surowiec za pomocg 4850 L wody
podgrzanej do temperatury 50°C. Doda¢ 150 kg kwasu cytrynowego spozywczego za pomocag
pompy dozujacej. Wiaczy¢ mieszadto, ogrza¢ do 45°C. Miesza¢ zawartos¢ ekstraktora przez 2
godziny w temperaturze 45°C i zdekantowac. Zasyp na drugi stopien ekstrakcji stanowi frakcja
stata z dekantera z dwoch pierwszych stopni zalana 5000kg wody RO. Czas ekstrakcji 1h w
temperaturze 45°C, nastepnie dekantacja. Filtrowaé przez material filtracyjny na prasie,

nastepnie filtr §wiecowy o porowatosci 20pm.

Protokot ekstrakeji mrozonych owocow borowki czarnej

Przygotowa¢ 1 000 kg mrozonych owocOw borowki czarnej. Nastepnie zalaé
nierozdrobniony surowiec za pomocg 4850 L wody podgrzanej do temperatury 50°C. Doda¢
150 kg kwasu cytrynowego spozywczego za pomocg pompy dozujacej. Wilaczy¢ mieszadto,
ogrza¢ do 45°C. Miesza¢ zawarto$¢ ekstraktora przez 2 godziny w temperaturze 45°C i
zdekantowac. Zasyp na drugi stopien ekstrakcji stanowi frakcja stala z dekantera z dwoch
pierwszych stopni zalana 5000kg wody RO. Czas ekstrakcji 1h w temperaturze 45°C, nastgpnie
dekantacja. Filtrowa¢ przez materiat filtracyjny na prasie, nastepnie filtr §wiecowy o

porowato$ci 20pm.

Protokol separacji na kolumnie chromatograficznej ekstraktow z owocow jagodowych

Ekstrakt po filtracji, podawac na kolumng w zaleznosci od zawartosci antocyjanow w
ekstrakcie. Na 100 L zywicy, nalezy poda¢ ilos¢ ekstraktu zawierajaca 1,9 kg antocyjandéw, ze
$rednig predkoscia 3BV h (3300 L h'l). Po zakonczeniu adsorpcji, podawaé na kolumne 5 BV
wody (5500 L), ze $rednim przeptywem 5 BV h (5500 L h). Odciek z kolumny, o absorbancji
przekraczajacej 0,05, nalezy zawrodci¢ do zbiornika buforowego. Wypompowaé wode znad
powierzchni zywicy. Podawa¢ na kolumne 2,5 BV etanolu (2 750 L) o stezeniu 70-65%.
Frakcje glowna zbiera¢ do zbiornika buforowego w momencie wzrostu absorbancji detektora

powyzej 0,05. Frakcje gtdwng zbiera¢ do momentu spadku absorbancji detektora ponizej 0,05.

Protokol zageszczania i suszenia

Odparowanie nalezy prowadzi¢ na wyparce prozniowej Ww temperaturze nie

przekraczajacej 45 °C, przy cisnieniu <50 mbar. Zaggszczanie prowadzi¢ do momentu
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uzyskania suchej masy, oznaczanej na wagosuszarce, w przedziale 30-35%. Zaggszczony
ekstrakt kierowa¢ do suszarni rozpytowej, podajac do suszenia okoto 150-200 L ht ekstraktu.
Suszenie prowadzi¢ w temperaturze 165-170 °C na wlocie i 85 °C na wylocie. Gotowy produkt
pakowa¢ do workéw strunowych PET12/AL8/PE8O po 5 lub 10 Kkg.

10.2. Specyfikacje wdrozonych do produkcji ekstraktow

Na podstawie badan wykonywanych w laboratorium firmy Greenvit sp. z 0. 0. oraz
wymagan przepisow prawa, dotyczacych zawarto$ci substancji niepozadanych, powstaly
specyfikacje wdrozonych produktow. Do zwolnienia kazdej partii produktu przez Dziat Jako$ci
wymagane jest potwierdzenie spelnienia wszystkich przedstawionych w ponizszych
specyfikacjach wymagan. Zawarto$¢ antocyjanow, zawartos¢ polifenoli, organoleptyka oraz
strata masy po suszeniu analizowane sa w laboratorium fizyko-chemicznym firmy Greenvit.
Zawarto$¢ substancji niepozadanych oraz badania mikrobiologiczne sg aktualnie zlecane do
akredytowanych laboratoriow zewngtrznych. Zalgcznik numer 1 (Strona 138) stanowi
specyfikacja produktu, opracowanego w ramach niniejszych badan - suchego ekstraktu z
owocOw aronii, standaryzowanego na 25% antocyjandw (AronVit™). Zatacznikiem numer 2
(strona 143) jest specyfikacja kolejnego produktu, opracowanego w ramach niniejszych badan
— suchego ekstraktu z owocOw bzu czarnego, standaryzowanego na 25% antocyjanéw. Oba

produkty zostaty wtaczone do oferty firmy Greenvit Sp. z o. o.
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V. WNIOSKI

Przeprowadzone badania i1 uzyskane wyniki umozliwiaja wyciagnigcie nastgpujacych

Wnioskow.
W zakresie optymalizacji etapu ekstrakcji.

Ekstrakcja antocyjanow za pomocg powszechnie stosowanych w badaniach naukowych
mieszanin etanolu i wody, nie jest praktyczna w warunkach przemystowych, poniewaz
powoduje problemy technologiczne i podwyzsza koszty produkcji. Zastosowanie do ekstrakcji
wodnych roztworéw siarczynéw (IV), mimo wysokiej wydajnosci ekstrakcji, przyczynia si¢ do
podwyzszonego poziomu pozostatosci siarczandw (IV) w produkcie, nawet mimo
zastosowania separacji chromatograficznej. Stwierdzono, ze wydajnymi ekstrahentami
antocyjanow sa wodne roztwory kwasow, dopuszczonych do stosowania w przemysle
spozywczym. Zaleznie od aktualnych kosztow, na tym etapie mozna uzywaé zarowno kwasu
cytrynowego jak i fosforowego. Jedynie w przypadku wytlokow z aronii preferowany jest
wodny roztwor kwasu fosforowego. W przypadku pozostatych surowcoéw, mimo nieznacznie
nizszej wydajnosci ekstrakcji, kwas cytrynowy jest korzystniejszy w skali przemystowej, z
powodu mniejszych problemow na etapie filtracji ekstraktu. Surowcem zastosowanym do
ekstrakcji, opracowang w ramach doktoratu metoda, moga by¢ zar6wno mrozone lub suszone

wytloki jak 1 mrozone owoce.

Proces ekstrakcji, w przypadku kazdego z przebadanych surowcéw roslinnych, jest
mozliwy do przeprowadzenia w niskiej temperaturze, wynoszacej 40°C 1 w stosunkowo
krétkim czasie 120 minut. Zastosowanie drugiego stopnia ekstrakcji (ponowne zalewanie
surowca ekstrahentem) umozliwilo zwigkszenie wydajnosci ekstrakcji oraz zmniejszenie
stosunku ekstrahenta do surowca (E/S). Zastosowanie czystej wody jako ekstrahenta
antocyjanow na drugim stopniu ekstrakcji nie powoduje obnizenia wydajnosci tego procesu i
obniza koszty produkcji. Zmniejszenie E/S, do wartosci 5:1, umozliwia obnizenie kosztow
produkcji 1 zwigkszenie wydajnosci linii produkcyjnej. Jest to warto$¢ znacznie nizsza od
wartos$ci tego parametru, wyznaczonej na podstawie opublikowanych badan naukowych, ktore

czesto siggaja 20-34.
W zakresie optymalizacji etapu separacji

W celu uzyskania najbardziej wydajnej adsorpcji i desorpcji, wytypowano, zywice

Sepabeads SP700 gwarantujaca wysoka pojemnos$¢ i niskie straty antocyjandw. Jest to zywica
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zbudowana z kopolimeru styren-DVB. Na tym etapie, z powodu niskiej pojemnosci i wysokich
strat, odrzucono powszechnie stosowang w badaniach podstawowych zywice Amberlite XAD-
7 HP, ktora jest polimerem metakrylowym. Wybrang zywice Sepabeads SP700 zastosowano
do zbadania separacji antocyjanOw z surowcoéw roslinnych, réznigcych sie zawarto$cig
antocyjanéw. W przypadku aronii, bzu czarnego i boroéwki czarnej otrzymano ekstrakty o
zawarto$ci przekraczajacej 25%. Wszystkie ekstrakty z owocow borowki czarnej, spetniaty
wymagang przez Farmakopee Europejska zawartos¢ 36% antocyjanow. Natomiast ekstrakty z
owocOw bzu czarnego spetnialy kryterium akceptacji wedlug Farmakopei Amerykanskiej —

zawieraly ponad 17% antocyjanow w suchej masie.

W przypadku technik membranowych najkorzystniejsze wyniki otrzymano dla
membrany ultrafiltracyjnej 0 MWCO wynoszacym 1 kDa. Jest to warto$¢ wicksza od masy
czasteczkowej antocyjanéw z badanych surowcéw roslinnych (ok. 419-744 Da). Korzystny
wplyw na straty antocyjanow w trakcie procesu, wywieral wzrost ci$nienia
transmembranowego i obnizenie temperatury w trakcie UF. Zastosowanie UF umozliwito
zwigkszenie zawarto$ci antocyjanow w suchym ekstrakcie 1 obnizenie zawartosci cukrow

prostych wystarczajace do wysuszenia rozpylowego ekstraktow.

Za pomoca separacji na membranach MF i NF nie uzyskano wydajnej separacji
antocyjanow zawartych w ekstraktach. MF moze by¢ zastosowana jedynie do wstepnej filtracji,
przed zastosowaniem UF, lub przed separacjg chromatograficzng, zamiast filtracji na prasie
ramowej. Z kolei NF moze stuzy¢ do zageszczania ekstraktow lub sokow, poniewaz wzrost
zawartos$ci antocyjandOw w suchej masie nie jest wystarczajacy do otrzymania ekstraktow
speliajacych oczekiwania rynku. Dodatkowo, spadek zawartosci cukréw prostych, uzyskany
z zastosowaniem nanofiltracji nie jest wystarczajacy réwniez do rozpylowego wysuszenia

ekstraktow.
W zakresie analizy chemicznej ekstraktow

Zidentyfikowano charakterystyczne, dla badanych surowcow, substancje, korzystajac z
metody HPLC w odwroconym uktadzie faz. Profile chromatograficzne kazdego z
analizowanych ekstraktow odpowiadaly danym literaturowym dla surowcow uzytych do
wytwarzania ekstraktow. Zidentyfikowanie charakterystycznych profili chromatograficznych
jest waznym etapem umozliwiajacym potwierdzenie tozsamosci badanych surowcow
roslinnych i ekstraktow. Analiza charakterystycznych profili chromatograficznych umozliwia

unikniecie zafatlszowania tanszymi surowcami i potwierdza tozsamos$¢ botaniczng ekstraktow.
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W zakresie badan biologicznych ekstraktow

Na tym etapie badan, potwierdzono przeciwzapalne i przeciwutleniajgce wlasciwosci
ekstraktu z aronii, na modelu makrofagéw RAW264.7. W przypadku ekstraktéw z owocdw bzu
czarnego potwierdzono hamowanie proliferacji wybranych komdérek nowotworowych oraz
stymulacj¢ proliferacji nienowotworowych, jednojadrzastych komorek krwi obwodowe;.
Korzystny wplyw na proliferacj¢ wywierat zard6wno ekstrakt po separacji chromatograficznej

jak 1 ekstrakt separowany za pomocg technik membranowych.
W zakresie wdrozenia wynikéw badan

Na podstawie wynikéw badan otrzymanych w skali laboratoryjnej opracowano metody
produkcji suchych ekstraktow standaryzowanych na co najmniej 25% antocyjanow.
Opracowano protokoty ekstrakcji, separacji i suszenia ekstraktow z owocow 1 wytlokow aronii,
bzu czarnego i borowki czarnej. Ekstrakty z aronii i bzu czarnego zostaty wiaczone do oferty
firmy a ekstrakt z boréwki czarnej zostanie wlaczony w najblizszej kolejnosci. Dla ekstraktow
wilaczonych do oferty firmy Greenvit, opracowano specyfikacje, uwzgledniajace standaryzacje

oraz przepisy prawa zywnosciowego.
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VIl STRESZCZENIE

Owoce jagodowe, dzigki wysokiej zawartosci polifenoli, w szczegdlno$ci antocyjanow,
wykazujg korzystny wpltyw na zdrowie. Badania potwierdzity korzystny wplyw ekstraktow z
owocow takich jak aronia, bez czarny oraz boroéwka czarna, na uklad krazenia, uktad
immunologiczny oraz dziatanie przeciwzapalne Wykazano, ze ekstrakt z owocow bzu czarnego
a takze oczyszczone antocyjany stymuluja wychwyt glukozy i kwasow thuszczowych przez
komorki miesni szkieletowych co jest pomocne w profilaktyce cukrzycy typu drugiego.
Ekstrakty z owocow jagodowych, dzigki silnym wilasciwosciom przeciwutleniajacym moga
spowalnia¢ procesy starzenia i dziata¢ przeciwnowotworowo. Wyciagi suche z owocow
jagodowych znajduja tez zastosowanie w suplementach diety wspomagajacych prawidiowe
funkcjonowanie narzadu wzroku. Ekstrakty o wysokiej zawarto$ci antocyjanow stosowane sg
rowniez jako naturalny barwnik spozywczy. Koncowa forma ekstraktéw opracowanych w
ramach niniejszej rozprawy jest proszek, dzigki czemu antocyjany sa bardziej stabilne a ekstrakt
ma znacznie wyzszg site barwienia w pordwnaniu z koncentratem soku. Ekstrakty suche,
opracowane w ramach doktoratu, zawdzigczaja wysoka zawarto$¢ antocyjanow wydajnemu
procesowi ekstrakcji i separacji oraz niskim stratom antocyjandw w trakcie zageszczania
prozniowego 1 suszenia rozpytowego. Prawie caly proces odbywa si¢ w niskiej temperaturze, a
kontakt z wysokg temperatura, w trakcie suszenia rozpytowego, jest krotkotrwaly. Dzigki temu

podczas procesu produkcyjnego nie nastepujg znaczne straty antocyjanow.

Badania zostaty podzielone na kilka etapow. W pierwszej kolejnosci okreslono wydajne
warunki ekstrakcji antocyjandw z roznych, dostepnych komercyjnie, surowcow takich jak
mrozone wyttoki i owoce aronii, suszone wyttoki i mrozone owoce bzu czarnego oraz mrozone
owoce borowki czarnej. Stwierdzono wydajng ekstrakcj¢ antocyjandéw za pomoca wodnych
roztworow kwasu cytrynowego oraz kwasu fosforowego. Dzigki zastgpieniu, powszechnie
stosowanych do ekstrakcji, rozpuszczalnikow organicznych spozywczymi kwasami, uniknigto
problemow technologicznych na etapie zaggszczania ekstraktu. Dzigki temu obnizono roéwniez
koszty produkcji, poniewaz w przypadku zastosowania rozpuszczalnikow organicznych,
niezbedne jest odparowanie tych rozpuszczalnikow przed separacja co jest energochlonne i

wymaga zastosowania bardziej skomplikowanej linii produkcyjnej.

W dalszej kolejnosci zbadano proces preparatywnej separacji antocyjandw na
makroporowatych zywicach adsorpcyjnych. W ramach tego etapu zbadano réwniez, w skali

laboratoryjnej, separacj¢ ekstraktow z owocoOw 1 wyttokéw aronii, bzu czarnego oraz borowki
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czarnej o roznej zawarto$ci antocyjanow. Otrzymane ekstrakty, mimo roznej zawartosci
antocyjandw w surowcu, charakteryzowaly si¢ wysoka zawarto$cig antocyjanow w suchej

masie, w zdecydowanej wigkszos$ci przekraczajaca 25%.

W nastgpnym etapie badan zbadano mozliwo$¢ zastosowania do separacji antocyjanow
cisnieniowych technik membranowych. Wykorzystano tutaj membrany ceramiczne i
polimerowe z zakresu mikrofiltracji (MF), ultrafiltracji (UF) i nanofiltracji (NF). Na membranie
mikrofiltracyjnej nie stwierdzono separacji antocyjandw. Z kolei zastosowanie nanofiltracji
umozliwilo calkowite zaggszczenie ekstraktu, ale niewystarczajace zwigkszenie zawarto$ci
antocyjandw w suchej masie ekstraktu. Ekstraktow po separacji za pomoca NF nie udato si¢
wysuszy¢, co $wiadczylo o niewystarczajacym obnizeniu st¢zenia cukrow prostych i kwasow
organicznych. Antocyjany ekstrahowane z badanych owocow, mimo masy czasteczkowej w
przedziale 419-744 Da, ulegaly wydajnej retencji na membranie o punkcie odcigcia (MWCO)
1 kDa. Zbadano wplyw ci$nienia transmembranowego, temperatury, zatezenia ekstraktu oraz
diafiltracji, na zawarto$¢ antocyjanow w suchej masie ekstraktu. Wykazano, ze wyzsze
ci$nienie transmembranowe oraz nizsza temperatura maja korzystny wplyw na retencje
antocyjanow na membraniec o0 MWCO wynoszacym 1 kDa. Udowodniono takze wzrost
zawartosci antocyjanOw w suchej masie ekstraktu przy wyzszym stopniu zatezenia ekstraktu
oraz w trakcie diafiltracji. Ekstrakty, po separacji za pomoca ultrafiltracji na membranie 1 kDa
mozna wydajnie wysuszyé gdyz nie przylegaja do $cian suszarni rozpytowej. Swiadczy to o
obnizeniu zawartosci cukrow prostych i dwucukréw, ktore charakteryzuja si¢ niskg temperaturg

przejscia szklistego uniemozliwiajgc suszenie.

Kolejny etap prac badawczych polegal na wdrozeniu czgéci opracowanych metod do
produkcji w firmie Greenvit Sp. z 0. 0. Do produkcji wdrozono ekstrakcje oraz separacje
chromatograficzng. Zaggszczanie prozniowe 1 suszenie rozpylowe, prowadzone zgodnie ze
stosowanymi wczesniej, standardowymi procedurami, umozliwito uzyskanie zadowalajacych
wynikdw. W ramach tego etapu poréwnano wydajnosci pigciu partii ekstraktu z bzu czarnego
i ekstraktu z borowki czarnej oraz czterech partii ekstraktu z aronii. Catkowity odzysk
antocyjanow zawartych w surowcach roslinnych, oprocz jednej partii ekstraktu z bzu czarnego,

przekraczal 75%.

Na podstawie przeprowadzonych prac opracowano metody wytwarzania ekstraktow z
aronii, bzu czarnego i boréwki czarnej. Opracowano rowniez specyfikacje ekstraktow, ktore

weszly juz do oferty firmy.
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Ekstrakty z aronii i z bzu czarnego poddano réwniez badaniom biologicznym na
komorkach hodowlanych. Zbadano wilasciwosci przeciwzapalne oraz przeciwutleniajgce w
warunkach in vitro ekstraktu z aronii na makrofagach RAW 264.7. Zbadano i poréwnano
wlasciwo$ci cytotoksyczne dwoch ekstraktow z owocOw bzu czarnego wobec komorek
nowotworowych ptuc (A549), jajnika (A2780), sutka (MCF-7) i jelita (Caco-2) a takze wobec
nienowotworowych jednojadrzastych komodrek krwi obwodowej (PBMC). Wykazano
hamowanie proliferacji komorek nowotworowych jajnika, sutka i jelita, a takze stymulacje¢

proliferacji komorek PBMC.
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IX ABSTRACT

Berries, owing to the high content of polyphenols, in particular anthocyanins, possess a
beneficial effect on health. Studies have confirmed positive effect of fruit extracts such as
chokeberry, elderberry and bilberry on the circulatory system, immune system and anti-
inflammatory properties. It has been shown that elderberry fruit extracts as well as purified
anthocyanins stimulate the uptake of glucose and fatty acids by skeletal muscle cells, which is
helpful in the prevention of type 2 diabetes. Berry fruit extracts, due to their strong antioxidant
properties, can slow down the aging process and have anti-cancer properties. Dry extracts from
berry fruits are also used in dietary supplements supporting the proper functioning of the

eyesight. Extracts with high anthocyanin content are used moreover as the natural food colorant.

The final form of the extracts developed within this PhD thesis is a powder, because the
anthocyanins are more stable and the extract has a much higher coloring power compared to
the juice concentrate. Almost the entire process takes place at low temperature and the contact
with high temperature during spray drying is very short. This results in only slight decrease in

anthocyanins amount during the production process.

The research was divided into several stages. In the first stage, efficient conditions for
the extraction of anthocyanins from various commercially available raw materials, such as
frozen pomace and chokeberry fruits, dried pomace and frozen elderberry fruits, and frozen
blueberry fruits, were developed. It was found that aqueous solutions of citric acid and
phosphoric acid are efficient anthocyanins extractant. By replacing the organic solvents, which
are commonly used in extraction of anthocyanins, with food grade acids, technological
problems at the extract concentration step were avoided. Owing to that, the production costs
were also reduced, because in the case of using organic solvents, it is necessary to evaporate
these solvents before separation, which is energy-consuming and requires the use of a more

complex production facilities.

In the next step, the process of preparative anthocyanin separation on macroporous
adsorption resins was investigated. The separation of the extracts from pomace and the fruits
of chokeberry, elderberry and from bilberry fruits with different anthocyanin content was
investigated under laboratory conditions. The obtained extracts, despite the different contents
of anthocyanins in raw materials, were characterized by a high content of anthocyanins in dry

matter, in the vast majority exceeding 25%.
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In the following stage of the research, the possibility of using pressure-driven membrane
techniques for the separation of anthocyanins was investigated. Microfiltration (MF),
ultrafiltration (UF) and nanofiltration (NF) ceramic and polymeric membranes were tested. No
anthocyanin separation was found on the microfiltration membrane. The use of nanofiltration
made it possible to thicken the extract however insufficient increase the anthocyanin content in
the dry matter of the extract was found. Attempts to dry the extract after separation with NF
failed, which indicated an insufficient reduction in the concentration of mono- and
disaccharides which are the compounds with low glass transition temperature. Ultrafiltration
was successfully applied. Anthocyanins extracted from selected fruits, despite the molecular
weight in the range of 419-744 Da, were efficiently rejected on the UF membrane with the
molecular weight cut-off (MWCO) of 1 kDa. The influence of transmembrane pressure,
temperature, concentration of the extract and diafiltration on the content of anthocyanins in the
dry matter of the extract was investigated. It has been proven that higher transmembrane
pressure and lower temperature have a beneficial effect on the retention of anthocyanins on a
membrane witha MWCO of 1 kDa. An increase in the content of anthocyanins in the dry matter
of the extract was also proven with a higher concentration of the extract and during diafiltration.
After separation by ultrafiltration on a 1 kDa membrane, the extracts can be efficiently dried
because they do not adhere to the walls of the spray dryer. This proves the reduction of the

content of mono- and disaccharides.

The next stage of research work was the implementation of some of the developed
methods for production at Greenvit Sp. z 0. 0. At the present stage, extraction and
chromatographic separation have been implemented. Vacuum compaction and spray drying in
accordance with the previously used standard procedures made it possible to obtain satisfactory
results. In this step, the yields of five batches of elderberry extract and bilberry extract and four
batches of chokeberry extract were compared. The total recovery of anthocyanins contained in

plant raw materials, except for one batch of elderberry extract, exceeded 75%.

On the basis of the researches, methods of producing chokeberry, elderberry and
bilberry extracts were developed in the production scale. Specifications have also been

developed for extracts which have already been included in the company's offer

Aronia and elderberry extracts were also subjected to tests on cultured cells. The in vitro
anti-inflammatory and antioxidant properties of chokeberry extract on RAW 264.7

macrophages were tested. The cytotoxic properties of two elderberry extracts against tumor
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cells of the lung (A549), ovary (A2780), breast (MCF-7) and intestine (Caco-2) as well as
against non-neoplastic peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were tested and compared.
Both extracts have been shown to inhibit the proliferation of ovarian, breast and intestinal
cancer cells as well as to stimulate the proliferation of PBMCs. However here was no inhibition

of lung cancer cell proliferation.
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X ZALACZNIKI

Zatgcznik nr 1. Specyfikacja suchego ekstraktu z aronii (AronVit™) standaryzowanego

na minimum 25% antocyjanow.
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“ Greenvit

Aronvit®

Greenvit Sp. z 0.0.
Al. Wojska Farskiega 274
18-300 Zambrow
hitp-f/greenvit.pl/f

SPECYFIKACIA JAKOSCIOWA

QUALITY SPECIFICATION

25% - Suchy ekstrakt z owocu aronii
Aronvit® 25% - Aronia berry dry extract

Arenia melanocarpa (Michx.) Elliott

Nr/No: E}{JEQOE
Wersja B/ Version B
Wydanie: 6/ [ssue: b

Data ania

Date of issue: 01.10.2021

Strona/Page: 1/5

PRODUKT /

CT: ARONVIT® 25% - SUCHY EKSTRAKT Z OWOCU ARONII/ Aronwit® 2

1. Dpis p[uduﬂu Stain characteristic

* Wyglad/Appearance

Proszek barwy czarnej do ciemnopurpurowej/ Black to dark purple fine powder

. [_EQQI‘; I'Oélil‘lv_llrpilrt of plant used

Jagoda [owaoc)fGerry (fruit)

* Rozpuszczalnik ekstrakoyjny/Extraction salvent

Etanaol/Fthanal
Woda/Water

* Rozdrobnienie/tash

B0 mesh

* Nosnik/Carrier

Maltodekstryna, Maltodestrin

* Kod produktu/Code number

E109206

* Kraj pochodzenia surowca/Country of arigin of the
raw rmaterial

EU/UE

» Kraj produkcji ekstraktu,/Country of origin of tha
extract

Polska/Poland

2. Charakterystyka fizykochemiczna,/Physico-Chemical p

arameters

Metoda/method

Specyfikacja/specification

* Strata masy po SIISIEI'liLI,Ier.'. on drying FP K“,l'Ph.ELIr.D:UZ 00820817 <5% 1m,|"m]
* Zawartost antocyjandw)/anthocyaning content HPLC min. 25%
* Zawartoit polifenoli/Polyphencls content U min.50%

* *Metale dgikie,-"lh-;n.-\- metals (mgfkg)

PB-68/ICP ed IIl from 18.09.2012
PB-68/ICP ed IIl from 18.09.2012
PE-30/CVAAS ed V from 18.09.2012

OHow/Lead: <= 1.0 mg/kg
Kadm,/Cadmium: <= 1.0 mg/kg
Rtec/ sMercury: <= 0.1 mg/kg

* *Aflatoksyna By/Aflatoxing (ug/kg) PB-30 ed V from 01.02.2019 < 2 ug/kg
* *I Aflatoksyn By, By, Gy, Ga/aflatowin By, By, Gy, PB-30 ed V from 01.02.2019 < dugfkg
62 (peske)
* *Pestycydy/Pesticides PN-EN 15662:2018-06 Zgodny,/Compatible
* *T WWA/I FaH's (Benzo(a)piren, PB-117/HPLC ed V| from 20.01.2019 <= 50.0pg kg
Benz(a)antracen, Chryzen, Benzo(a)fluoranten
(ue/ke)
* *Benzola)piren (ug/kg) PB-117/HFLC ed VI from 20.01.201%9 == 10.0ug kg

* - Wi Planu Badan (min. 1 rak)/according to the research plan (min.

1/year)

3. Charakterystyka mikroblologiczna/Microbiological parameters

Metoda,/ Method

Specyfikacja/specification

Complementary data:

We thank you fo fake no

te af these documents, Withowt any news from yoo within 48 kours affter reception, these enclosed decuments will be considered a5 acoepled,




SPECYFIKACIA JAKOSCIOWA Nr/No: £109206

> i QUALITY SPECIFICATION Woiaiel offston &
Greenvlt Aronvit® 25% - Suchy ekstrakt z owocu aronii Data wﬂlania&
Aronvit® 25% - Aronia berry dry extract Date of issue: 01.10.2021

Greenvit Sln'k: a.0.
5

Al. Wajska P i 27T A . . .
13’.30% zqa ml::_f 12, Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott Strona/Page: 2/5

httofereenvit.ol/

& Calkowita liczba drobnoustrojdw jtk/g/Bacterial PM-EN 150 4833-1:2013-12 < 104 jitk/g
count (CFU/g)
» Liczba grzybéw (plesnie | droidie) jtk/g/veasts & PH-150 21527:2:2009 < 102 juk/g
Maoulds (CFU/g)
# Escherichia coli PMN-IS0 7251:2006 Nieobecna w 1 g/Megative in1g
& Salmonella spp. PMN-EN 150 6579-1:2017-04 Mieobeena w 25 g/Megative in 25 g

4,  Warunki przechowywania/Storage conditions

Przechowywad w temperaturze ponitej 25°C, w szczelnie zamknietym opakowaniu, z dala od fwiatla stonecznego, wilgoci | frddet
ciepta/Store at termperature below 25°C, in a well closed bag away from maisture and directsun light

5. Okres wainosci/Shelf life

24 miesigce pod warunkiem wiasciwego przechowywania, 24 months from the production

6. Materiat opakowaniowy/Packaging

Worek 2 x 5 kg (PET12/ALE/PE) zapakowany w kartonowe opakowanie zbiorcze/ « 5 kg bag (PET12/ALE/PE) packaged in cardboard collective

7. Znakowanie/Marking

Dane pol:lane na 'Et'l'ltief.‘le UITIiE'SZC'.'.DnEj na opakuwnaiu puwinrr‘.r Za'IN'iEﬁEJr Acdhesive label showld be attached to all unit packaging and include:

- nazgwa produktu/product name

- kod produktu,/code numbar

= air partii/batch number

- data produkeji/production date

- data minimalnej trwabosci/date of minimum durability

- masa netto/net weight

- przechowywanie,/storage conditions

- adres Dostawcy/ producer name and address

Complementary data:
W thank you to toke rote of these documents, Without any news from you within 48 hours after reception, these enciosed docurments will be considered o5 pccepted,
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SPECYFIKACJA JAKOSCIOWA Nr/No: E}Dg 206

w QUALITY SPECIFICATION Wersia Bl yersion &
Greenvrt Aronvit® 25% - Suchy ekstrakt z owocu aronii Data wy’daniaé
Aronvit® 25% - Aronia berry dry extract Date of issue: 01.10.2021

Greenvit Sp. 2 0.0. = JTUTTTototommmTmmomosossmsmmsmsssssssmsmmmmmmees

Al. 1"{3’.‘3'&% "z?. ,f-.khi re ._3 27A Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott Strona/Page: 3/5

http-flgreenvit. pl/f

a) GMO

OSWIADCZENIE O GMO STATEMENT CONCERNING
(ORGANIZMACH GENETYCZNIE MODYFIKOWANYCH) THE USE OF GENETIC ENGINEERING
Po uprzednim sprawdzeniu u naszych Dostawcdw
potwierdzamy w niniegjszym odwiadczeniu, 2e skfadniki uiyte
do produkcji wyze] wymienionego produktu nie zawierajg oraz The above-mentioned products does not contain GMOs and does not
nie zostaty wytworzone z organizmdw genetycznie contain GMO labeled raw materials
modyfikowanych

Podstawa prawna: Legal base
1. Bozporzqdzenie (WE] nr 1829/2003 Parlomentu 1. Reguigtion (FC) No 1829/2003 of the Furopean Parlioment ood of
E - E . ' E [ [ a 22 o ZEQE the S !1! 23 E!'['.‘I!'[ﬂf!gl: 2003 ar e E!'I.CHI.' fl:[lld f!.d !Eﬂﬂ:
2. Reguigtion [EC) No 1830/2003 of the Furopean Parliament and of
2. Rozporzqdzenie (WE] nr 1830/2003 Parlamentu the Council of 22 September 2003 concerning the troceability gnd
£ k Rady z dnig 22 2003 ing of ” i . bility of
r i E. ! r s tlil i

b) ALLERGENS

OSWIADCZENIE O ALERGENACH
ROZPORZADZENIE PARLAMENTU EUROPEJSKIEGO | RADY (UE) NR 1169/2011 z dnia 25 paidziernika 2011 r.

Lp GLOWNE ALERGENY Product Production line
TAK/MNIE TAK/MIE
1. Zboia zawierajace gluten, tj. pszenica, Zyto, jeczmien, MIE NIE
owies, orkisz, kamut lub ich odmiany hybrydowe, a
takie produkty pochodne
2. Skorupiaki i produkty pochodne MIE NIE
3. Jaja i produkty pochodne MIE MNIE
4. Ryby i produkty pochodne MIE NIE
5. Orzeszki ziemne (arachidowe) | produkty pochodne MIE NIE
B. Soja i produkty pochodne MIE MIE
7. Mleko i produkty pochodne (tacznie z laktoza) MIE NIE
8. Orzechy (tj. migdaty, orzechy laskowe, orzechy MIE MIE
wtoskie, orzechy nerkowca, orzeszki pekan, orzechy
brazylijskie, pistacje/orzechy pistacjowe , orzechy
makadamia lub orzechy) i produkty pochodne
9. Seler i produkty pochodne MIE MNIE

140



Nr/No: £ {1921316
o : ALY Sl 2RTION w{:ﬂ:g Version B
Greenvlt N(ﬂlvlt' 25% Suchy ekstrakt z owocu aronii Data wyd 6
ronvit® 25% - Aronia berry dry extract Date of |$$ue 1.10.2021
Greenvit SID I0.0. e
Al. Wojska Polskiego 274 Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott Strona/Page: 4/5
o fereenvit ol

10. | Gorezycea i produkty pochodnef MIE MIE
11. | Nasiona sezamu i produkty pochodne MIE MIE
12. | Dwutlenek siarki i siarczyny w stezeniach powyzej 10 MIE MIE

mg/ kg lub 10 me/l w przeliczeniu na catkowity

zawartosd 505
13, | tubin i produkty pochodne MIE MIE
14, | Mieczakii produkty pochodne MIE MIE

ALLERGEN STATEMENT
ACCORDING AMMEX Il REG. (EU) 1169/2011 (substances or products causing allergies or intolerances)
Lp Allergenic substances Product Production line
YES/NO YES/NO

1. Cereals containing gluten (i.e. wheat, rye, barley, MO NO

oats, spelt, kamut or their hybridised strains) and

products thereof
2. Crustaceans and products thereof NO NO
3. Eggs nad products thereof NO NO
4. Fish and products thereof MO MO
5. Peanuts and products thereof NO NO
G, Soybeans and products thereof MO NO
7. Milk and products thereof (including lactose) MO NO
8. Nuts i.e. almond, hazelnut, walnut, cashew, pecan MO NO

nut, brazil nut, pistachio nut, macadamia nut and

product thereof
9. Celery and products thereof NO NO
10. | Mustard and products thereof MO NG
11. | Sesame seeds and products thereof MO MO
12. | Sulphur dioxide and sulphites at concentrations of NO NO

more than 10 mg/kg lub 10 mg/litre expresses as 50,
13, | Lupin and products thereof MO NO
14, | Molluscuc (gastropods, bivalves or cephalopods) and NO NO

products thereof

Complementary data:

We thank you to toke rote of these docuoments, Withowt any news from you within 48 hours after reception, these enclosed documents will be considered a5 eccepted,
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Zalacznik nr 2. Specyfikacja suchego ekstraktu z owocow bzu czarnego,

standaryzowanego na minimum 25% antocyjanow.

142



“ Greenvit

SPECYFIKACIA JAKOSCIOWA
QUALITY SPECIFICATION

Suchy ekstrakt z owocu bzu czarmego 25%
‘Elderherr\r fr "ﬁw extract 25%&

Mr/N o: EQ20207
Wersja B/ Version B
Wydanie: 2/ |ssue: 2

Data ania
Date of issue: 26.01.2021

Greenvit Sp. z 0.0.
Al. Wojska Foﬂkiega 27A
18-300 Zambrow
http.ffegreenvit.pld

Sambucus nigra L.

Strona/Page: 1/5

PRODUKT /PRO

T: SUCHY EKSTRAKT Z OWOCU BZU CZARNEGO 25%/

1. Opis produktu /Main characteristic

« Wyglgd/appearance

Proszek barwy czarne]/ Black fine powder

& Czesc rosliny/Part of plant used Owoc/Fruit

* Rozpuszczalnik ekstrakoyjny/Extraction solvent Etancl/Ethanol
Woda,/\Water

* Rordrobnienie/Mesh 80 mesh

* Nosnik/Carrier

Maltodekstryna/Maltodextrin

& Kod produktu/cods number E020207
& Kraj produkcji ekstraktu/Country of origin of the Polska/Poland
extract
2. Charakterystyka fizykechemiczna,/Physico-Chemical parameters

Metoda/Mathod Specyfikacja/specification
* Strata masy po suszeniu/Loss on drying FP XI/Ph.Eur.01/2008:20817 <5 % (myfm)
# Zawartost antocyjandw/anthocyaning content HPLC min, 25%
s Fawartoié polifenoli/Polyphencls content uv Min.37,5%

* *Metale ciezkie/Heavy metals (mgikg)

PB-68/ICP ed Il from 18.09.2012
PB-68/ICP ed |1l from 18.09.2012
PEB-30/CVAAS ed V from 18.09.2012

HowLead: <= 3.0 mg/kg
Kad mll"-l:udrnium- == 1.0mgfkg

Rteé/Mercury: <= 0.1 mg/kg

* *Aflatoksyna By/aflatoxing (ug/kg) PB-30 ed V from 01.02.2019 <2 ug'kg
& *I Aflatoksyn By, By, Gy, Gp/aflatoxin B, B, G, PB-30 ed V from 01.02.201% < dpgfkg
G (pafkg)
& *Pestycydy/Pesticides PN-EN 15662:2018-06 Zpodny/Compatible
 *TWWA/T ra’s (Benzola)piren, PBE-117/HPLC ed VI from 20.01.2019 == 50.0ug kg
Benz(a)jantracen, Chryzen, Benzola)fluoranten
(ne/ke)
s *Benzo(a)piren (ug/kg) PB-117/HPLC ed VI from 20.01.2019 <= 10.0ug/kg

* - Wg Planu Badan (min. 1 rok)/According to the research plan (min.

1fyear)

3. Charakterystyka mikrobiologiczna/Microbiological parameters

Metoda/Method

Specyfikacja/specification

# Catkowita liczba drobnoustrojow jtk/g/Bacterial
count (CFU/g)

PN-EN 150 4833-1:2013-12

< 104 jtk/g

Complementary data:

We thank you ta take rote of these dacuments, Withowt any news from you within 48 howrs after receplion, these enclosed documents will be considered @f occepted,

143



SuchE

Greenvit Sln. I0.0.
Al. Waojska Polskiego 27A
18-300 Zambrow
htto /fereenvit.plf

SPECYFIKACIA JAKOSCIOWA
QUALITY SPECIFICATION

T.Greenvit |

ekstrakt z owocu bzu czarnego 25%
Iderberry fruit dry extract

Sambucus nigro L.

NrfNeo: EQ20207
Wersja B/ Verzion B
anie: Zfelssueﬂ

Dat i
Bata yrvdania/c 01.2021

StronafPage: 2/5

* Liczha grzybow (plednie i droidie) jtk/g/ veasts
Boulds [CFUYE)

& PN-150 7954:1939

< 102 jtk/g

* Escherichia coli

PH-150 7251:2006

Mieobecna w 1 g/Negative in 1 g

* Solmonella spp.

PN-EM 150 6579-1:2017-04

Mizobecna w 25 g/Negative in 25 g

4, Warunki przechowywania/Storage conditions

ciepla/siore at temparature below 25°C, in a well clasad

bag away from meisture and directsun light

Przechowywad w temperaturze poniie] 25°C, w szczelnie zamknigtym opakowaniu, z dala od swiatta stonecznego, wilgoci | irédet

5. Okres wainosci/Shalf life

24 miesigce pod warunkiem wiasciwego przechowywania/24 months from the produstion

6. Material opakowaniowy,/Packaging

Worek 2 x 5 kg (PET12/AL8/PE) zapakowany w kartonowe opakowanie zhiorcze,/2 « § kg bag (FET12/ALE/FE] packaged in cardboard collective

7. Inakowanie/Marking

Dane podane na etykiecie umieszczonej na opakownaiu powinny zawierad/ Adhesive label should be attached to all unit packaging and include:

- nazwa produktu/product narme

- kod produktu/code number

- nr partii/batch number

- data produkeji/production date

- data minimalnej trwatodcl/date of minimum durability

- Masa netto/net waight

- przechowywanie/starage conditions

- adres Dostawcy/ producer name and address

Complementary data;

We thank you to toke rote of these documents, Withowt any news from yoo within 48 hours gfter reception, these enclosed docurments will be considered o5 oooepted,
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SPECYFIKACIA JAKOSCIOWA Nr/No: £020207

Wersja B/ Version B
QUALITY SPECIFICATION Wersia, e*’ 3 fiston,

TGreenVIt | e 5 [pamen

ekstrakt z owocu bzu czarnego 25% 5
Iderberry fruit dry extract 2 Date ol |ss ue 6.01.2021
Al &VEFT“FSP-"T °'°-2?A TTTTTTTTTTTTTmmmmTmTmmmmmmmmm et
' 1‘5‘_30‘&. zua,f., bf : Sambucus nigra L. Strona/Page: 3/5

hitp-f/presnvit plf

a) GMO

OSWIADCZENIE O GMO STATEMENT CONCERNING
[ORGANIZMACH GENETYCZNIE MODYFIKOWANYCH) THE USE OF GEMNETIC ENGINEERING

Po uprzednim sprawdzeniu u naszych Dostawcow
potwierdzamy w niniejszym oswiadczeniu, ze skladniki vzyte
do produkcji wyie] wymienionego produkiu nie zawierajg oraz The above-mentioned products does not contain GMOs and does not

nie zastaty wytworzone z organizmaw genetycznie contain GMO labeled raw materials
modyfikowanych
Podstawa prawna: Legal base:
1. Bozporzgdzenie (WE) ne 1829/2003 Parlamenty 1. Regulation (EC) No 1829/20032 of the Fyrapean Porfioment and of
Europeiskiego | Rody 7 dnig 22 wrzesnio 2003 ¢, W the Council gf 22 Septembrer 2003 on geneticolly modified foosd
. ) il . i and feed,
2. Regulgtion (EC) Mo 1830/2003 af the Eyropean Porlioment and of
2. Borporrgdrenie (WE) nr 1830/2003 Parlgmentu the Councll of 22 September 2003 canceening the traceabliity gnd
: . . ) .. ) "
; Hiwosci sled, . . . food gnd fred products produred from geneticolly modified
organizméw rmodyfikowanveh genetycrnie oraz organisms gng gmending rective 2001 18/FC

b) ALLERGENS

OSWIADCZENIE O ALERGENACH
ROZPORZADZENIE PARLAMENTU EUROPEISKIEGD | RADY (UE) NR 1169/2011 z dnia 25 paZdziernika 2011 r.

Lp GLOWNE ALERGENY Product Production line
TAK/NIE TAK/MIE
1. Zboia rawierajace gluten, tj. pszenica, iyto, jeczmien, NIE MIE
owies, orkisz, kamut lub ich odmiany hybrydowe, a
takie produkty pochodne
2, Skorupiaki i produkty pochodne MIE MIE
3 Jaja i produkty pochodne MIE MIE
4, Ryby i produkty pochodne NIE MNIE
5 Orzeszki ziemne (arachidowe) i produkty pochodne NIE MNIE
G, Soja i produkty pochodne MIE MIE
7. Mieko i produkty pochodne (tgcznie z laktoza) MIE MIE
8. Orzechy (tj. migdaly, orzechy laskowe, orzechy MIE MIE
wloskie, orzechy nerkowca, orzeszki pekan, orzechy
brazylijskie, pistacjeforzechy pistacjowe , orzechy
makadamia lub orzechy) i produkty pochodne
9. Seler i produkty pochodne NIE MIE

Complementary data;
We thonk you to toke note of these documents. Without any news from you within 45 hours after reception, these enclosed documents will be considered os accepted.
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SPECYFIKACJA JAKDSCIOWA Nr/No: £020207
. : QUALITY SPECIFICATION Wediaie 2/ 100
GreenVIt Suchy ekstrakt z owocu bzu czarnego 25% Data W\rdanl'ag
.".Id erberry fruit dry extract 2 Date of issue: 26.01.2021
Gle_en\ril SF. I0.0. e E s s seEs e mEnees
Al- ‘Egliﬁ% ';g:qkhlfg: 27A Sambucus nigra L. Strona/Page: 4/5
http/igreenvit pl!
10. | Gorczyca i produkty pochodnef NIE MIE
11. | Nasiona sezamu i produkty pochodne MIE MNIE
12. | Dwutlenek siarki i siarczyny w stezeniach powyzej 10 NIE MIE
mg/kg lub 10 mg/l w przeliczeniu na catkowita
zawartosc 504
13. | tubin i produkty pochodne MIE NIE
14. | Migczaki i produkty pochodne MIE MIE

ALLERGEN STATEMENT
ACCORDING ANNEX Il REG, (EU) 1169/2011 (substances or products causing allergies or intolerances)

Lp Allergenic substances Product Production line
YES/NO YES/NO
1. Cereals containing gluten (i.e. wheat, rye, barley, NO NO
oats, spelt, kamut or their hybridised strains) and
products thereof
2. Crustaceans and products thereof NO NO
3. Eggs nad products thereof NO NG
2 Fish and products thereof NO NO
5, Peanuts and products thereof NO NO
f. Soybeans and products thereof NO NO
7. Milk and products thereof (including lactose) NO NO
8. Nuts i.e. almond, hazelnut, walnut, cashew, pecan NO NO
nut, brazil nut, pistachio nut, macadamia nut and
product thereof
8. [ Celery and products thereof NO NO
10. | Mustard and products thereof NO ]
11. | Sesame seeds and products thereof NO MO
12. | Sulphur dioxide and sulphites at concentrations of NO NO
maore than 10 mg/kg lub 10 mg/litre expresses as 503
13. | Lupin and products thereof NO NO
14. | Molluscuc (gastropods, bivalves or cephalopods) and NO NO
products thereof

nk yau ta take note af these docurments. Withou! any news frorm you within 48 howrs after reception, these enclosed o el will be condidersd s accepled,
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XI.

DOROBEK NAUKOWY

Podsumowanie

Publikacje w czasopismach z listy JCR - 4

Sumaryczny IF=12,461
Punktacja MNiE=410

Cytowania ogdtem CI=21 (bez autocytowan — wg bazy Scopus)

Patenty przyznane - 1

Ztozone zgloszenia patentowe — 2

Konferencje: Ogotem - 4,

Komunikaty ustne — 2,

Postery — 2

Projekty: Ogotem — 3,

Wykonawca — 2,

Kierownik projektu — 1

Publikacje:

1.

M. Banach, B. Khaidakov, D. Korewo, M. Wesierska, W. Cyplik, J. Kujawa, L. M. Ahrné,
W. Kujawski. The Chemical and Cytotoxic Properties of Sambucus nigra Extracts—A
Natural Food Colorant. Sustainability, 13 (2021) 12702. DOI: 10.3390/su132212702; IF=
3,251; CI=0.

M. Banach, M. Wiloch, K. Zawada, W. Cyplik, W. Kujawski. Evaluation of antioxidant
and anti-inflammatory activity of anthocyanin-rich water soluble aronia dry extracts.
Molecules, 25 (2020) 4055; DOI: 10.3390/molecules25184055, IF=4,412; CI=6.

M. Wujak, M. Banach, D. Porowinska, K. Piskulak, M. Komoszynski. Isolation and
bioinformatic analysis of seven genes encoding potato apyrase. Bacterial overexpresssion,
refolding and initial kinetic studies on some recombinant potato apyrase. Phytochemistry
93 (2013) 8-17; DOI: 10.1016/j.phytochem.2013.03.014; IF= 3,350; CI=5.

A. Kozakiewicz, P. Neumann, M. Banach, M. Komoszynski, A. Wojtczak. Modeling
studies of potato nucleoside triphosphate diphosphohydrolase NTPDasel: an insight into
the catalytic mechanism. Acta Biochim Pol. 55 (2008); 141-50, DOI:
10.3390/ijms22063283; IF=1,448; CI=11.



Patenty przyznane:

1. M. Banach, H. Rozanski, Rozpuszczalnik ekstrahujacy stosowany do ekstrakcji produktow
ro$linnych wybranych z grupy wierzba Salix spp., boréwka Vaccinum myrtillus L., czarna
malwa Alcea rosea oraz sposOb  ekstrakcji. Patent numer 234212,

ewyszukiwarka.pue.uprp.gov.pl/search/pwp-details/P.421485
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