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Izol6cia farbiv zbazy chabzdovej (Sambucus ebulLts L.)

}IAGDA MARIASSYOVA - ALEXANDER PRIBELA - N,IILAN DRDAK

S ri h r n. Priica sa zaoberii izoldcit'ru a identifikiiciou antokvaninovvch farbfv bazv
chabzdovej . Z vvlisovanej a fermentovane i 5fav1' sa antokvaninv distili cez stfpec polvvinyl-
pvrolid6nu a I'vmieriadc i6nol Dorvex 5OW X+ a Lewatit S 100 v cykle H + Zahustenf eluiit
r.i delil na tenkcj vrstve nrikrokryitalicke.j ccluldzv. Rcrzdelcne lrakcie jcdnotlivich anto-
ii!.urinov sl charakterizovali spcktrami vo viclitelnej a uitrafialovej oblasti. Po hvdrolize
ctlnotlivvch frrrbiv sa cukolncl zlo2kv rozclclili chrornatogmfiou na tenkej lrstve celultizv

.i irrrprcr()\ou chromatoglafior,r. Na zlrkladc tfchto r(slcdkov sa zistila pritomnosi kl'ani-

.jin--l-qlukoziclu. kvanidin--i-sambtrbiozirlu a kvarriilin-i-sanrbubiozidu-5-glukozidu.

Vzhiaciont na zdravotnf zhvadnosi svntetickych farbfv sa v poslednom dase

:rntenzivnili tendencie nahradit' ich prirodnyrni farbivami. Sprfsnili sa poZia-
,:.,r kr na ich distotu a znaane sa obmedzuje ich podet.

\ntokvanfnovd farbivir patria do skupinl' prfrodn,vch farbiv. ktor6 su poja-
:r Jo Ziiviiznlch opatrenildz SSR zo dna 30. 11.1977. Hygienick6 poziadav-
\\ na cudzorodd ldtky v poZfvatiniich [1]. Hladajri sa novd zdroje prfrodnlch
..Lririr'. ci uZ odpady z v1,'robv (napr. r,vlisky ovocia) alebo netradidne suro-
',;nr. Jednou z takichto surovin je lrrr,lt chahzdovii. Zreli plody sri dierne
r,,t.rulovitd k6stkovice s \jvsokym obsahom antok-vaninovVch farbfv [2. 3].
Pir)ri\ bazy chabzdovej sii pomerne m6lo skrimali z hladiska obsahu jednotli-
'.rch zloZiek. Z rintokyanfnov sa identifikovali kyanidin-3-sambubiozid a

iranidin-3-sambubiozid--5-glukozid. Baza chabzdovd obsahuje eite dve farbi-
,..i. ale v tilkom malom mnoZstve, Ze sa ich nepodarilo identifikovat [4].

Orela podrobnej5ie sa pre5tudovali farbivii bazv dierne j (Sumbucus nigru
i.r. Prve priice publikovali Karrer a Widmer [-5] a Nolan a Casey [6]. Prirce
'.r'novnfl6 upresneniu Struktr.'iry publikovali Reichel a Reichwald [7-9]. Cu-
it)rnf zlolku tvorf O-p-o-xyltrpyranozyi-1t---2;-B-ri-glukopyran6za. Tento

lnr. \lagda Nliirii.rssvovir. Viskuntn( irstav potraviniirsk\'. Bratislava. pracorisko Nlotlra.
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clisacharid sanazyvasambubi6za. Aglyk6n je kyanidfn. DalSie identifikovand
farbivri bazy diernej sri kyanidin-3-glukozid, kyanidfn-3,S-diglukozid, kyani-
din-3-sambubiozid-5-glukozid, kyanidfn-3-sambubiozid-5-p-kumaroylgluko-
zid a kyanidin-3-sambubiozid U0-12| Okrem antokyaninovfch farbiv sa v
r6znych druhoch bazy nachiidzajiaj flavonoidn6 farbivd, napr. v baze diernej
a baze dervenej sa zistil kvercetol a kamferol, v baze chabzdovej dominuje
kamferol [13].

Experimentr{lna tasf

Matericil. Bazu chabzdovri sme nazbierali koncom septembra v okoli Modry.
Plody oddelend od vrcholfkov sa skladovali v polyetyldnov'ich vreckilch pri

- 1B oC a postupne spracovali na St'avu. Surovinu rozmrazeni pri laborat6r-
nej teplote (10 h) sme vylisovali na rudnom lise, tuh6 disperznd iastice odde-
lili odstredenim (7000 min-l, 5 min). Pritomnd enzfmy boli inaktivovand v
prietokovom pastdri pri teplote 90-95 oC 3 minrity. Takto upravenf St'avu sme
fermentovali 48 h pri 28 "C kvasinkami Saccharomyces oviformis. Na 1 I Stavy
sme pouZili 1 g kvasiniek. Po ukondeni fermentiicie sme kvasnidnri biomasu
odstredili a diru Stavu skladovali v tmavfch ffa5iach pri 5 "C.

Separdcia farbiv. Antokyanfny sme z f'ermentovanej Stavy bazy chabzdovej
izolovali pomocou polyvinylpyrolid6nu a vymieiladov itinov Dowex 50W X4
a Lewatit S 100 (cyklus H+). Po naadsorbovanf farbiv, premyti vymieiada
i6nov vodou a metanolom sme pigmenty eluovali 0,1 o/o HCI v metanole.
Eluiit sme zahustili na vdkuovej rotadnej odparke pri teplote kripel'a 35 oC.

Ziskany koncentr6t farbfv sme skladovali pri 5 oC.

Chromatografick( delenie farbiv. Na rozdelenie farbiv sme pouZili chroma-
tografiu na tenkych vrstvdch. Preparadnd celul<izov6 platne sme pripravili
zmiesanim 50 g mikrokry5talickej celultizy s 200 ml destilovanej vody. Pripra-
vend suspenziu (50 ml) sme rovnomerne naniesli na odmastene sklend platne
200 x 200 mm a nechali schnrit 24 h pri 40 oC. Na takto pripravend platne sme
nandSali koncentr6t vo forme p6su a vyvfjali v sristav:ich BOV (n-butanol-
-kyselina octov6-voda) 5 : 2 : 3. 5 : 2 : 4, 6 :2 : 3, 6 :2 : 4, 1 : I :5. Vy-
vijanie trvalo 2 h. Rozdelend frakcie farbiv sme zoSkrabali. vyeluovali0,l "/"
HCI v metanole. zahustili a opit delili v sristav6ch: VHCIP (voda-kyselina
chlorovodfkovd-kyselina propi6novd) 10 : 2 : 3, BHCIV (butanol-kyselina
chlorovod(kovd-voda) 5 :2 : 1, VHCIF (voda-kyselina chlorovodfkovd-ky-
selina mravdia) 8 : 4 : 1, I % HCl. BOV (butanol-kyselina octovd-voda)
6:1:2.

Po rozdelenf farbiv a nasledujricej ehicii sme z(skan6 frakcie odparili na v6-
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kuovej odparke, rozpustili v metanole pre tlv frakciu a zmerali absorpdnri
spektr6 na pristroji Specord a na upresnenie imax aj na pristroji Specol 10.

tdentifikdcia larbiv. Farbfvd sme identifikovali na ziiklade Rf hodndt v rdz-
nych stistaviich papierovou a tenkovrstvovou chromatogratiou a na ziiklade
spektr6lnych vlastnostf . Pri hydrolfze sa pigment Stiepi na cukornatf zloZku
a aglyk6n. 1 ml koncentrdtu farbiv jednotliv.'ich frakcii sme refluxovali t h
s 2 ml HCI (c(HCl) : 2 mol.l'1) na vriacom vodnom kirpeli pod spiitnim chla-
ciidom. Po ochladeni sme hydrolyziit naniesli na st(pec Dorvexu 50W X4 (cyk-
lus H+) a premyii vodou. Aglyk6n sme potom eluovali 0,1 % HCI v metano-
le, eludt zahustili a pr:uZili na daliiu identifikiiciu.

Fiitrdt ziskan-"- z hydrolyziitu po premvti vymieiada i6nov sme odparili za
viikua do sucha, priiiali 0,5 ml 80 % etanolu. Tento roztok sme pouZili na
identifikiiciu cukrov chromatografiou na tenkych vrstvdch celulSzy a na pa-

;oien Whatman 1 vo vwfjacich stistav6ch BOV 4 : L : 5, 2 : 1 : 1 a octan

"1t1ovy'-voda-kyselina 
octovd 3 : I : 3. Detekcia - anilinftaldt, po postrieka-

ni sa chromatogramy suSia pri 105'C 10 min. Z hodn,3t R, a R, (pohvblivost
vzhladom na glukrSzu) a na zdklade Standardt)v sme zistili druh cukru.

Vfsledky a diskusia

Na izoliiciu farbiv zo Sfavy ie vyhodneiSie pouZit Polyclar AT vzhl'adom na

iehr) v.y-(\isti kapacitu (Polr,clar AT 10 g - ltlO ml. ionex 100 g - 75 ml 5t'avy).

Cistota zfskanych fllrbfv jer v oboch pripadoch rovnakd. Izolicia a rozdelenie
frrl-.iv n;r stlpci mikrr>kry5talickej ceiulSzv sa neosveddila. Zfskali snte dve ne-
\\'razne oddelen€ zrln-v- farbiv pri ehicii A,25 % kyselinou mravtou. Neosved-

c'ili sa ani sfstavy BOV.
Zo stlstav uvedenych v experimentdlnei iasti sa na delenie farbiv najviac

trsveddila sfstava BOV (6 : 2 : 3) pre mikrokry5talickri celuldzu IvtKC. ked sa

rigmentir rrrzdelili na,1 frakcie (obr. 1). V pripade in;ich pomerov v sdstave

BOV dochiidz;r k nedostatodndmu oddeleniu frakcii B. C a D. Frakcia A sa

ro rSeikjch pripadoch vyrazne oddeiila od ostatnych frakcii.
Jedno vyr,ijanie rtestadilo na ziskanie distlich frakcii. Preto sme eludty po

.koncerrt:-ovani oprii naniesli na platnidky a vyvijali v stistavdch opisanych v
:\perimentirlnej dasti, lkrzdelenie leiinotlivych frakci( zhffia tabulka l. Zvy-
.liclkov v tabuLke 1 moZno usuclzt.rvat. Ze cpiitovnvnt rozdelenim vyeluova-
irr ch frakcif sme ziskali Styri iirtky, ktorycli R, hoclnoty,' sf v roznledzi t 0,03,
: i l "i,. Frai,cie B, C, a D* sf totoZnd s A, C. a D., ie totoZnd s 8,, D" s C,
., D r,r'kazc'rvala jednu iitku. TotoZne frakcie sme spojili, oznadli A,8,, C--, a

D a pcruZili na clalsie analfzy.

'. . .i .-ii \Iodry.
:- '. :;ckdch pri
- ::. ,"borat6r-
: :.:lice odde-
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Rozdelenre liakr'ii iarhiv na tcnkej vrstve. a - mikrokryitalickl ceiul5za I-1', -rristava
:1:.1),b-nrikrokryitalick:icclu[izaMKC.sustavaU0\'(6:3:4).A,B.C-:,D*frak-

cie, Fl - fluorc':;c:encia.

Separation of pigrnent fractions on thin laycr. a - lvlicrocrvstallinc cellulose LT'. syst'-'in

:2:1). b - Microcrvstalline cellulose MKC. systcrn BOV (6:l:.1). A. ll. C. D -
fractions. lil - fluorescencc. (rStart: ]h-ront.)

Tabulka l. /1, htidnot" lrLrbfv lrazv chlhzo',cj ptr <lrttltrlttt r6zcleicnf nii ttt.tkvch 
'rstr':ich

rnikrokrvStalickcj celultizy LT (Ii, . 1(X))

Tltrlc 1. R, r'illrrr:s rri eldcttre trt pign)cnts aftcr thc sccond se I):rration on lhrn lavers of inieroc-
rlstalline ccllulosc LT (Rr . l(X))

'Zl<tika.l BOV (6:i:2) tlt-tc'lv (.5

I
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8
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75

1

lt
J2
7l)
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92
80
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65
8,1

lJ3

26
61
86
9t

A
Br
B.
c',
C:
(--

Dr
D.
D.
Dl

(i0

t9
65

39
l8
(r-l

21
.+{ )

l6
62

['o kyslej hydrolVze vzoriek A.B,,C, a D, a po odstriincni zvy5kov hydro-
ly'zatu na katexe l)owcx -50W X:+ sa agl)kony rr)zdelili na tcnkej vrstve ccllr-
kjzv sfstavami irvcde rtvmi v titbulke l. ftr hodnott' agll'konor.' potvrdili pri-
t(irnnost jedneho agli'ktinu - k;'anidinu \i antokyanfnoch bazv chabzdovcj .

ll1'droli.zuu uvolncnf cukoriratc z.l,,t|ky po r()zdeicni a idcntilikovani ukazule
iabr.rlka l. Z vvsledk()\'uvcdcni'c:it v tabulke ) n.ir'rino ktlnitatolat.2e frakcirr
,!, neobsahuie nijakv clrkor. frakcie B,a C,obsahu.iti ql-trkozu a xy'l<izu a frak-
cia D,obsahuje iba gluktizu. \'zhl'adom na to. Ze v LJ!'oblasti sa nepozorr)-
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Tlblr'l.
Hotlnot.. R, a.R, cukolnatlch zloZick frrbiv hazr chahzovci po kvslej lrr,ch'olru.
luird li., r':rlucs arif sugar cr)nrlr)ncnts ol-clclcltrcrrt piqnrcnts ;rftcl acitl hvth'olr,sir

-llJl5ildenti-l
R,, I n, R,. i H R,, i tira.;u, 

I

\\'hatrnanl:l-octanciuio.,i-ltvqciinu-1lcto\dv,.rdti3.l:3. 1i'i-';rtnl:rirl;J-butanol-kvsciina
,r.to'.':i-vodiil: i: l.\\rhatman l:5-lrulrnol-k'-:rr'lin:r,-rctova-r'orja2:l : l.ntikrokrr'(talikdrc-
iulriza l-T.
'(',r11paln"-t ?ltlcntifir,'ation : :Standard I lClucose :'Xvl,rsl.
I -,F-thyl acctatc-!)vridir'lr'-\\ratrr l: I :1. \\'irltnran irl - Butanol-acctrc acid-watcr J: ! :i.
\\ hatman 1l 3 - F-ttivl :rectat. r-,-'stic acici-u'atr-i,l : I . -1. \\rhlrtnr;ln l: -l -.Butrrnrl-acctic tcid-u'l-
:.:r'l : 1 . 1. Whatrn:rn i:5 --ilr.rtrrnoi-ir(rrtic ii.id.wliii'r I i : !. nriclocrvstirllinc ieiiirlose L.'1'.

,.all flucresccrrcia lLii.,,di1)l)'z(tvandhil piqn-leritu. ide o 3 glukozid. \r'<l frak-
cjiicLr B, a C, srnr: ilokazaii priir)rnr.tosf gtiuktizl: a xyl6z!'. ktori vznikli pravdr'-

1.,ri.lr'rtrue ilvirolvzl;u ili:,lrclirritiu:iiiinl'lrr'hi(il\ iicdZt slr yo frakaii R, pozt:,ro-
,:liir \ireznri iiilr'rics,:i-ncia r, UV svetle. ;ilg e .i-s4bstitiri)r.,anrj antok)'anin.

Ii'c '.ivo] naso[]n()m..o2:dcicr.]i irntok]'anirr.)v sa 'i, zisi.artjich frakciich A.8,,
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,r.ilnvcir vlastirostiach sLi v tirbu!'ke 3. Ki'anidin, ktorli;e pritomn'i vo viet-
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(v 0.1 '7. HCI v metanole pre UV

Fig.2. Spectra of anthocyanins isolated from clderberry (in methanolic HCI solution for U\r
reeion,0.l % HCI).

v oblasti 420-450 nm lokdlne maximum. Spektriilne tidaje A**nH*o, poukazujf
na to, Le iba frakcia B, mr{ polohu 5 blokovan{ cukrom [14]. Pigmenty. ktoid
majri hyc{roxylovd skupiny v kruhu B v orto-polohe, wtvdrajri s r\lCl. kom-
plexy a dochddza k posunu Lnu*.2 ridajnv v tabulke 3 vyplfva. ie identifiko-
vanf antokyanidfn rnii volnd -OH skupiny v orto-polohe.

Na zfklade porovnania chromatografickej pohyblivosti farbiv bazv chabz-
dovej a bazy diernej (pripravend rovnaklfm postupom), porovnanim literiir-
nych frdajov R, hodnfit farbiv [15-17j, R, a R* hodn6t cukrov [18-2C] s na5imi
hodnotami a na z6klade spektrdlnych charakteristfk farbiv moZno preclpokla-
dat', Ze baza chabzdov6 obsahuje tieto pigmentv: A - kyanidfn, B, - kyanidin-
3-sambubiozid-5-glukozid. C,-kyanidin-3-sambubir.rzid, D,-kyanidfn-3-glukc-
zid.
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B pa6ore rrhl 3allr.Ma.[r{cF, ,,I3oir-al]Irei i{ r4.xeI{Tr{OnKaqueri auToF.t{airrlHoBblx KpacoK
,i)'3r1H!,r. M: eLrliaroro n rpepilreHroeaHHoro coKa NrbI o-{tlc'rtl-1l4 aHToKtIaEr'IHLt qcpe3 Ko-

.-tcHK),iro,rlr{BrrHl.r.rnj{ppo.nr4AoHa }1 rorroo6NlfiH}rTe-1eri DO\\'cx 50\\'Xl ti [,c'6i]tit s 1(-)()

I N' qrx;re. Crvruerixrrlr gJryar pa3,qeirsJrcs Ha roHKoM cJloe Mt{KpoKp]4cr3.n-rltrqccKoit

rit'.-r.1lo.tro3L,r. Pa:4e.nenHrte SpaxUNlr OTIeJlbHr,Ix aHTOKllaHrIHt)B \Il,I xapaKTeprl3oBaJtl
cneKTpar{r{ .lpr4Mo}.{ r{ vJbrpa+xoleroBoi o6.;racrl{. Iloc,ae rt.Apo;u13a or,{eJrbHslx KpacoK

).1br pa3.qe.[]rJtr{ caxapHbre cocTaBHbIe rraCTII c rl(}Nloulr,ro Xpolvrarorpacf lltl Ha ToHKoM cloe
ue,'r-'rRlro3br n 6ytra)KHor-4 xpotrarorpaSueri. Ha ocHoBe sTtix pe3y!'tbraroB Mr'I o6Hapy>Kn.IIr{

Ha,tyqlre Kr{aHuArrH-3-tJrroKo3r{Aa, K14aHi{,qtrn-3-caNIf)!'6ro3uAa t1 KrIaHrl,qr{Ir-l}-calr6y6rro-

3r r.la- 5 - f.rrIoKo3r{Ia.
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Isolation of pigments from elderberr! (Sambuctts ebilus L.)

Summary

The isolation and identification of anthocyanin pigments from elderberry gambucus ebulusL.)
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 50W 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.


