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Izolacia farbiv z bazy chabzdovej (Sambucus ebulus L.)

MAGDA MARIASSYOVA - ALEXANDER PRIBELA - MILAN DRDAK

Stuhrn. Praca sa zaoberd izoldciou a identifikiciou antokyaninovych farbiv bazy
chabzdovej. Z vylisovanej a fermentovanej $tavy sa antokyaniny ¢istili cez stipec polyvinyl-
pyrolidonu a vymienace idnov Dowex SOW X4 a Lewatit S 100 v cykle H* Zahusteny eludt
sa delil na tenkej vrstve mikrokrystalickej celulézy. Rozdelené frakcie jednotlivych anto-
Kvaninov sa charakterizovali spektrami vo viditelnej a ultrafialovej oblasti. Po hydrolvze
jednotlivych farbiv sa cukorné zlozky rozdelili chromatografiou na tenkej vrstve celuldzy
« papierovou chromatografiou. Na zdklade tychto vysledkov sa zistila pritomnost kyani-
din-3-glukozidu. kyanidin-3-sambubiozidu a kyanidin-3-sambubiozidu-5-glukozidu.

\'zhiadom na zdravotni zdvadnost syntetickych farbiv sa v poslednom ¢ase
zintenzivnili tendencie nahradit ich prirodnymi farbivami. Sprisnili sa pozia-
Javky na ich ¢istotu a znac¢ne sa obmedzuje ich pocet.

Antokyaninové farbiva patria do skupiny prirodnych farbiv, ktoré si poja-
1¢ do Zaviznych opatreni MZ SSR zo dna 30. 11. 1977, Hygienické poziadav-
Xy na cudzorodé latky v pozivatinach [1]. Hladaja sa nové zdroje prirodnych
rarbiv. ¢i uz odpady z vyroby (napr. vylisky ovocia) alebo netraditné suro-
viny. Jednou z takychto surovin je beiza chabzdova. Zrelé plody su cierne
~obulovité kostkovice s vysokym obsahom antokyaninovych farbiv [2, 3].
Plody bazy chabzdovej sa pomerne malo skimali z hladiska obsahu jednotli-
wweh zloziek. Z antokyaninov sa identifikovali kyanidin-3-sambubiozid a
Xvanidin-3-sambubiozid-5-glukozid. Baza chabzdova obsahuje este dve farbi-
vi. ale v takom malom mnozstve, ze sa ich nepodarilo identifikovat [4].

Ovela podrobnejsie sa prestudovali farbiva bazy ciernej (Sambucus nigra
L.). Prvé prace publikovali Karrer a Widmer [5] a Nolan a Casey [6]. Prace
venované upresneniu Struktury publikovali Reichel a Reichwald [7-9]. Cu-
<orni zlozku tvori O-B-D-xylopyranozyi-(1—2)-B-D-glukopyrandza. Tento
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disacharid sa nazyva sambubiéza. Aglykon je kyanidin. DalSie identifikované
farbiva bazy Ciernej st kyanidin-3-glukozid, kyanidin-3,5-diglukozid, kyani-
din-3-sambubiozid-5-glukozid, kyanidin-3-sambubiozid-5-p-kumaroylgluko-
zid a kyanidin-3-sambubiozid [10-12]. Okrem antokyaninovych farbiv sa v
roznych druhoch bazy nachddzaju aj flavonoidné farbiva, napr. v baze Ciernej
a baze cervenej sa zistil kvercetol a kamferol, v baze chabzdovej dominuje
kamferol [13].

Experimentalna cast

Material. Bazu chabzdovi sme nazbierali koncom septembra v okoli Modry.
Plody oddelené od vrcholikov sa skladovali v polyetylénovych vreckach pri
— 18 °C a postupne spracovali na §tavu. Surovinu rozmrazenu pri laborator-
nej teplote (10 h) sme vylisovali na ru¢nom lise, tuhé disperzné Castice odde-
lili odstredenim (7000 min!, S min). Pritomné enzymy boli inaktivované v
prietokovom pastéri pri teplote 90-95 °C 3 mintty. Takto upravenu §tavu sme
fermentovali 48 h pri 28 °C kvasinkami Saccharomyces oviformis. Na 11 §tavy
sme pouzili 1 g kvasiniek. Po ukonceni fermentdcie sme kvasni¢nd biomasu
odstredili a ¢iru $tavu skladovali v tmavych flasiach pri 5 °C.

Separacia farbiv. Antokyaniny sme z fermentovanej Stavy bazy chabzdovej
izolovali pomocou polyvinylpyrolidénu a vymieriacov iénov Dowex S0W X4
a Lewatit S 100 (cyklus H™). Po naadsorbovani farbiv, premyti vymiefaca
ionov vodou a metanolom sme pigmenty eluovali 0,1 % HCI v metanole.
Eluat sme zahustili na vdkuovej rotac¢nej odparke pri teplote kipela 35 °C.
Ziskany koncentrat farbiv sme skladovali pri 5 °C.

Chromatografické delenie farbiv. Na rozdelenie farbiv sme pouzili chroma-
tografiu na tenkych vrstvach. Preparacné celulézové platne sme pripravili
zmieSanim 50 g mikrokrystalickej celul6zy s 200 ml destilovanej vody. Pripra-
vend suspenziu (50 ml) sme rovnomerne naniesli na odmastené sklené platne
200 x 200 mm a nechali schnut 24 h pri 40 °C. Na takto pripravené platne sme
nanasali koncentrat vo forme pdsu a vyvijali v sistavaich BOV (n-butanol-
—kyselina octova-voda) 5:2:3,5:2:4,6:2:3,6:2:4,4:1:5. Vy-
vijanie trvalo 2 h. Rozdelené€ frakcie farbiv sme zoskrabali, vyeluovali 0,1 %
HCI1 v metanole, zahustili a opét delili v sustavach: VHCIP (voda—kyselina
chlorovodikova—kyselina propionova) 10 : 2 : 3, BHCIV (butanol-kyselina
chlorovodikova-voda) 5 : 2 : 1, VHCIF (voda-kyselina chlorovodikova—ky-
selina mravéia) 8 : 4 : 1, 1 % HCI, BOV (butanol-kyselina octovi-voda)
6:1:2.

Po rozdeleni farbiv a nasledujicej elicii sme ziskané frakcie odparili na va-



kuovej odparke, rozpustili v metanole pre UV frakciu a zmerali absorpéné
spektra na pristroji Specord a na upresnenie Amax aj na pristroji Specol 10.

[dentifikdcia farbiv. Farbiva sme identifikovali na zdklade Rf hodnét v roz-
nych sastavach papierovou a tenkovrstvovou chromatografiou a na zaklade
spektrdlnych vlastnosti. Pri hvdrolyze sa pigment Stiepi na cukornatu zlozku
a aglykén. 1 ml koncentratu farbiv jednotlivych frakcii sme refluxovali 1 h
s 2 ml HCI (¢(HCl) = 2 mol.I'!) na vriacom vodnom kipeli pod spatnym chia-
dicom. Po ochladeni sme hydrolyzit naniesli na stipec Dowexu SOW X4 (cyk-
lus H*) a premyli vodou. Aglykén sme potom eluovali 0,1 % HCI v metano-
le, eluat zahustili a pouzili na dalsiu identifikéciu.

Filtrat ziskany z hydrolyzatu po premyti vymienaca idnov sme odparili za
vakua do sucha, pridali 0,5 ml 80 % etanolu. Tento roztok sme pouzili na
identifikaciu cukrov chromatografiou na tenkych vrstvach celulézy a na pa-
piert Whatman 1 vo vyvijacich ststavach BOV 4:1:5,2:1:1 a octan
etylovy—voda—kyselina octova 3 : 1 : 3. Detekcia — anilinftalat, po postrieka-
ni sa chromatogramy susia pri 105 °C 10 min. Z hodnét R; a R, (pohyblivost
vzhladom na glukézu) a na zaklade Standardov sme zistili druh cukru.

Vysledky a diskusia

Na izolaciu farbiv zo $tavy je vfhodnejsie pouzit Polyclar AT vzhladom na
jeho vyssiou kapacitu (Polyclar AT 10 g - 100 ml, ionex 100 g - 75 ml §tavy).
Cistota ziskanych farbiv je v oboch pripadoch rovnaka. Izolicia a rozdelenie
farbiv na stlpci mikrokrystalickej celulozy sa neosved¢ila. Ziskali sme dve ne-
vvrazne oddelené zény farbiv pri elticii 0,25 % kyselinou mravcou. Neosved-
¢ili sa ani sistavy BOV.

Zo sistav uvedenych v experimentdlnej Casti sa na delenie farbiv najviac
osvedéila stistava BOV (6 : 2 @ 3) pre mikrokrystalicki celulézu MKC, ked sa
pigmenty rozdelili na 4 frakcie (obr. 1). V pripade inych pomerov v ststave
BOV dochadza k nedostatoénému oddeleniu frakcii B, C a D. Frakcia A sa
vo vetkych pripadoch vyrazne oddelila od ostatnych frakcii.

Jedno vyvijanie nestacilo na ziskanie Cistych frakcii. Preto sme eluaty po
skoncentrovani opét naniesli na platni¢ky a vyvijali v ststavach opisanych v
experimentélnej ¢asti. Rozdelenie jednotlivych frakcii zhffia tabulka 1. Z vy-
sledkov v tabulke 1 moZno usudzovat, ze opitovnym rozdelenim vyeluova-
ny Lh frakcii sme ziskali $tyri latky, ktorych R, hodnoty si v rozmedzi + 0,03,

] . Frakcie B,, C; a D, sd totoZzné s A, (M a D, je totozné s B, D, s C,

D \\kazovala jednu htku Totozné frakcie sme ﬂpojlh oznacli A B,, C, a

_a pouzili na dalsie analyzy.
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Obr. 1. Rozdelenie frakcii farbiv na tenkej vrstve. a — mikrokrystalicka celuléza LT, sustava
BOV (5: 2 : 4), b- mikrokrystalickd celuléza MKC, sustava BOV (6 : 2 : 4). A, B, C, D - frak-
cie, Fl — fluorescencia.

Fig. 1. Separation of pigment fractions on thin layer. a — Microcrystailine cellulose LT, system
BOV (5:2:4), b - Microcrystalline cellulose MKC, system BOV (6 :2:4). A, B. C,D -
fractions, Fl — fluorescence. (!Start; *Front.)

Tabulka 1. R, hodnoty farbiv bazy chabzovej po druhom rozdeleni na tenkych vrstvich
mikrokrystalickej celulézy LT (R, . 100)
Table 1. R, values of elderberry pigments after the second scparation on thin layers of microc-
rystalline cellulose LT (R; . 100)

Zlozka! BOV (6:1:2) | BHCIV (5:2:1) | VHCIP (10:2:3) | VHCIF (8:4:1) 1% HCI
A 60 75 92 8 1
B, 19 28 80 73 35
B, 65 70 89 8 1
C, 39 36 65 40 20
C, 18 28 83 75 40
C, 64 73 88 7 1’
D, 22 27 26 1 4
D, 40 34 .64 42 19
D; 16 30 86 70 38
D, 62 73 91 9 1

!Component.

Po kyslej hydrolyze vzoriek A, B, C, a D, a po odstraneni zvySkov hydro-
lyzatu na katexe Dowex 50W X4 sa aglykény rozdelili na tenkej vrstve celu-
16zy stistavami uvedenymi v tabulke 1. R, hodnoty aglykonov potvrdili pri-
tomnost jedného aglykonu — kyanidinu v antokyaninoch bazy chabzdovej.
Hydrolyzou uvolnené cukornaté€ zlozky po rozdeleni a identifikovani ukazuje
tabulka 2. Z vysledkov uvedenych v tabulke 2 mozno konstatovat, Ze frakcia
A neobsahuje nijaky cukor, frakcie B, a C, obsahuja glukozu a xylézu a frak-
cia D, obsahuje iba glukézu. Vzhladom na to, Ze v UV oblasti sa nepozoro-



Tabulka 2. Hodnoty R, a R, cukornatych zloziek farbiv bazy chabzovej po kyslej hydrolyzc
Table 2. R, and R, values auf sugar components of elderberry pigments after acid hydrolysis

g 1 2 3 4 5 Identi-

Zlozka' | g " m | R, R | R R | R R | R R | fikicia

A = i = TS =

B, 29 1000 19 100 | 20 100 | 33 99 | 34 99 | glukéza®
41 141 | 30 130 | 28 149 | 50 148 | 48 147 | xyloza®

C, 31100 | 18 100 | 18 100 | 34 99 | 35 100 |glukéza'
40 1420 28 132 | 30 151 | 49 147 | 48 146 | xyloza®

D, 29 99| 20 100 | 19 100 | 33 100 | 34 100 | gfukoza*

Standard®

glukéza® | 30 100 | 19 100 | 19 100 | 35 100 | 34 100

xyl6za® 2 14229 120|29 151 | 49 148 | 48 147

I — octan etylovy-pyridin-voda 2 : 1 : 2, Whatman 1; 2 - butanoi-kyselina octovd-voda 4 : 1 : 5.
Whatman 1; 3 — octan etylovy-kyselina-octovd-voda 3 . 1 : 3, Whatman 1; 4 — butanol-kyselina
octovd-voda 2 : 1 : 1, Whatman 1; 5 — butanol-kyselina octova-voda 2 : 1 : 1, mikrokrystalika ce-
luléza LT.

{Component; 2ldentification; 3Standard; *Glucose; “Xylose.

I — Ethyl acetate-pyridine-water 2 : 1 : 2, Whatman 1: 2 - Butanol-acetic acid-water 4 : | : 5.
Whatman 1; 3 — Ethyl acetate-acetic acid-water 3 : 1 : 3, Whatman 1; 4 — Butanol-acetic acid-wa-
ter 2 : 1 : 1, Whatman 1; 5 - Butanol-acetic acid-water 2 : 1 : 1, microcrystalline cellulose LT.

vala fluorescencia nehydrolyzovaného pigmentu, ide o 3-glukozid. Vo frak-
ciach B, a C, sme dokazali pritomnost glukdzy a xyl6zy, ktoré vznikli pravde-
podobne hydrolyzou disacharidu sambubidzy. KedZe sa vo frakcii B, pozoro-
vala vyrazna fluorescencia v UV svetle, ide o S-substituovany antokyanin.

Po dvojndsobrom rozdeleni antokyaninov sa v ziskanych frakciach A, B,,
C, a D, zmerali spektrd vo VIS a UV oblasti (obr. 2). Ziskané tdaje o spek-
tralnych vlastnostiach st v tabulke 3. Kyanidin, ktory je pritomny vo vset-
kvch frakciach, vznikol pravdepodobne kyslou hydrolyzou antokyaninov
pri zahustovani metanolickych extraktov. Medzi antckyaninmi obsahujicimi
cukor v polohe 3 a 3,5 je velmi maly rozdiel v 2 . Na zdklade pomeru A,/
A 5@ viak daji odliSit antokyaniny, ktoré maji polohu 5 volnu. Tieto maju

Tabulka 3. Spektrilne charakteristiky antokyaninov bazy chabzovej
Table 3. Spectral characteristics of elderberry antocyanins

i A VIS A VIS 2 UV Posun’ A A
! ZlOikﬂl max max nax ’
i Ac [nm] Ad |nm} Ac[nm] AlICI, [%]
[ A 536 536 275 554 (+18) 19
B, 525 537 282 576 (+39) 13
C, 523 535 280 550 (+15) 2
D, 527 536 281 557 (+21) 23

Ac — antokyanin; Antocyanin; Ad — antokyanidin; Antocyanidin.
'‘Component; “Shift.
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Obr. 2. Spektrd izolovanych antokyaninov z bazy chabzdovej (v 0.1 % HCI v metanole pre UV
obiasf).
Fig. 2. Spectra of anthocyanins isolated from clderberry (in methanolic HC solution for UV
region, U,1 % HCI).

v oblasti 420-450 nm lokalne maximum. Spektralne idaje A, /A _  poukazuji
na to, ze iba frakcia B, mé polohu 5 blokovanti cukrom [14]. Pigmenty, ktoré
majd hvdroxylové skupiny v kruhu B v orto-polohe, vytviraju ¢ AICL, kom-
plexy a dochddza k posunu & __ . Z tidajov v tabulke 3 vyplyva, Ze identifiko-
vany antokyanidin md volné —~OH skupiny v orto-polohe.

Na zaklade perovnania chromatograficke] pohyblivosti farbiv bazy chabz-
dovej a bazy Ciernej (pripravené rovanakym postupom), porovnanim literdr-
nych tidajov R, hodnét farbiv {1517}, R, a R, hodn6t cukrov [18-20] s nagimi
hodnotami a na zdklade spektralnych charakteristik farbiv mozno predpokla-
dat, Ze baza chabzdova obsahuje tieto pigmenty: A - kyanidin, B, - kyanidin-
3-sambubiozid-5-glukozid, C -kyanidin-3-sambubiozid, D,-kyanidin-3-gluko-
zid.
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W3onsuns Kpacok w3 dy3unst (Sambucus ebulus L.)

Pe3mome

B paboTe MBI 2aHMMAaIMCh M3OJIALMEN U MAeHTH(DUKAIMEH aHTOKMAHUHOBBIX KPacoK
6y3uHBL. VI3 BBIKATOIO ¥ (PepPMEHTOBAHHOTO COKa MBI OYMCTUJIM aHTOKMAHWHBI Yepe3 Ko-
JIOHKY TONMBYHMIOMPPOJNWAOHA ¥ uoHoobMenuresness Dowex S0W X4 u Lewatit S 100
B N* nukie. CryIeHHBI 2JIyaT Pa3/lesIaliCA Ha TOHKOM CJIO€ MMKPOKPUCTAIINYECKON
LenTI0N03bl. Pazgenentbie (ppaKUMy OTAENbHBIX aHTOKMAHMHOB Mbl XapaKTepMU30BaJiu
CTIEKTPaMy 3pMMOIL ¥ YJIbTPadnoieToBou obaacty. ITocne ruapon3a OTAeIbHbIX KPacoK
MBI pa3aesiia caXapHble COCTaBHbIE HACTH C TOMOLIBI0 XpoMaTorpaduy Ha TOHKOM CJioe
LeJITION03bI 1 ByMaxHOit xpomaTorpaduest. Ha 0cHOBe 3T¥X pe3yJibTaToB MbI 06HAPY KU
HaJMuMe KMaHUAMH-3-TII0KO3MAa, KMaHWnH-3-caM0ybnosnna n KuaHuauH-3-camoy6y0-
31aa-5-TJII0KO3UIA.



Isolation of pigments from elderberry (Sambucus ebulus 1.)
Summary

The isolation and identification of anthocyanin pigments from elderberry (Sambucus ebulus1.)
were studied in this paper. Anthocyanins obtained from pressed and fermented elderberry juice
were purified in polyvinylpyrolidone column. as well as in ion exchangers Dowex S0W X4 and
Lewatit S 100 in the cycle H™. The concentrated eluate was separated on thin layer of micro-
crystalline cellulose. Separated fractions of respective anthocyanins were characterized through
spectra in visible and UV regions. Sugar components were separated using the chromatographic
method on thin cellulose layer. The paper chromatography was used after the hydrolysis of
pigments. The presence of cyanidine-3-glucoside. cyanidine-3-sambubioside and cyanidine-3-
-sambubioside-5-glucoside was determined.



