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MIROSEAWA TELESZKO, ANETA WOJDYLO, JAN OSZMIANSKI

ZAWARTOSC KWASU ELAGOWEGO I SPOLIMERYZOWANYCH
PROANTOCYJANIDYN W PSEUDOOWOCACH WYBRANYCH
GATUNKOW ROZ

Streszczenie

Kwas elagowy (KE) wystgpuje w niektorych roslinach w postaci wolnej, glikozydowej i estrowe;j.
W formie estrowej znajduje si¢ w taninach hydrolizujacych, do ktorych naleza elagotaniny (ET) i galota-
niny. Oprdcz tanin hydrolizujacych w surowcach roslinnych wystgpuja takze proantocyjanidyny (inaczej
taniny skondensowane lub niehydrolizujace). Wymienione zwiazki znane sa ze swoich prozdrowotnych
wilasciwosci. Warto$ciowym zrodiem tanin, zwlaszcza hydrolizujacych, sa przede wszystkim owoce gra-
natowca oraz maliny. Znaczne ich ilo$ci wystepuja takze w pseudoowocach roz.

Celem pracy bylo oznaczenie calkowitej zawartosci kwasu elagowego i spolimeryzowanych proanto-
cyjanidyn w pseudoowocach 3 gatunkdéw r6z: Rosa rugosa (niecodmianowa oraz odmiany ‘Plowid’), Rosa
canina oraz Rosa pomifera (odmiana ‘Karpatia’). Catkowita zawartos¢ KE w roztworach po hydrolizie
oraz zawarto$¢ polimerdw proantocyjanidyn oznaczono z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC).

Stwierdzono, ze badane surowce stanowily wartosciowe zrodto skondensowanych i hydrolizujacych
tanin. Wigcej kwasu elagowego zawieraly gatunki réz pospolicie wystgpujacych na obszarze Polski, tj.
r6za pomarszczona - Rosa rugosa (1247,3 pg/g s.m.) oraz Rosa canina (1035,5 ug/g s.m.) niz réze ho-
dowlane, w tym odmiana ‘Plowid’ (403,1 pg/g s.m.). Najwigcej polimeréw proantocyjanidyn oznaczono
w pseudoowocach Rosa rugosa ‘Plowid’ (44716,98 pg/g s.m.), najmniej za$ w rozy dzikiej (Rosa canina)
-21221,59 pg/g s.m.

Stowa kluczowe: roza, taniny, kwas elagowy, polimery proantocyjanidyn

Wprowadzenie

Kwasy fenolowe (KF) sg jedna z podklas polifenoli, stanowigcych liczng grupe
wtornych metabolitow roslinnych. Ze wzgledu na budowe wyrdznia si¢ hydroksylowe
pochodne kwasu benzoesowego i cynamonowego [43]. W zmiennych ilosciach znajdu-
ja si¢ praktycznie we wszystkich produktach roslinnych (warzywa, owoce, ziarna zb6z)
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[28], kumulujgc si¢ w réznych czeSciach anatomicznych: korzeniach, todygach, li-
Sciach, a takze nasionach [21, 36]. Zwykle kwasy fenolowe tworzg zlozone, skoniugo-
wane formy, powstate na skutek procesow glikozylacji, metoksylacji, estryfikacji czy
hydroksylacji enzymatycznej [31]. Latwos¢ kompleksowania si¢ fenolokwasow z fla-
wonoidami, strukturalnymi czgsteczkami komoérek roslinnych (biatka, ligniny, celulo-
za) czy innymi kwasami (np. maleinowym, winowym) decyduje o réznorodnosci tej
grupy zwiazkow [32, 41].

W surowcach roslinnych najbardziej rozpowszechnione sa pochodne kwasu cy-
namonowego, w tym kwas ferulowy, kawowy, p-kumarowy i synapinowy oraz ich
estryfikowane badz eteryfikowane koniugaty, m.in. kwas chlorogenowy [10, 44].

Zainteresowanie tg grupa zwigzkow polifenolowych wynika z szerokiego spek-
trum ich prozdrowotnego dziatania. Liczne badania przeprowadzone zard6wno na mo-
delach in vitro, jak i in vivo dowodza wysokiej aktywnosci biologicznej fenolokwasow.
Sotillo i Hadley [37] zaobserwowali zmniejszenie zawarto$ci cholesterolu i triacylogli-
ceroli w plazmie krwi i watrobie szczuré6w na skutek podawania im kwasu chloroge-
nowego. Stwierdzono, ze stezenie cholesterolu i TAG w plazmie (na czczo) zmniejszy-
to si¢ odpowiednio o 44 i 58 %, za$ stezenie triacylogliceroli watroby byto zredukowa-
ne o 24 %. Z kolei Jung i wsp. [16] wykazali hipoglikemiczny efekt dziatania kwasu
ferulowego. Zmniejszenie st¢zenia glukozy we krwi i zwigkszenie stezenia insuliny
w osoczu zaobserwowali u myszy z cukrzyca typu 2. po doustnym podawaniu tego
kwasu przez 17 dni. Wykazali takze znaczace obnizenie poziomu cholesterolu catko-
witego 1 frakcji LDL w osoczu.

Wiele przyktadow istotnej roli kwasu protokatechowego w profilaktyce chorob
nowotworowych przytacza Szumito [38]. Stosunkowo dobrze poznany jest rOwniez
mechanizm przeciwzapalnego dziatania kwaséw fenolowych [6, 9, 20].

Jednym z bardziej interesujacych fenolokwasow jest kwas elagowy (KE). Zwia-
zek ten jest dimerem kwasu galusowego [23], wystepuje przede wszystkim w owocach
roslin z rodziny Rosaceae, m.in. w truskawkach i malinach [2, 11], krwawnicowatych
(Lythraceae), zwhaszcza w granatowcu wlasciwym [24, 35, 42] oraz winogronach ga-
tunku muscadine [22]. KE jest obecny w roslinach w postaci tanin hydrolizujacych
(tzw. elagotaniny — ET), stanowigcych elementy strukturalne $cian komoérkowych
i blony komodrkowej [39]. Kwas elagowy wykazuje m.in. whasciwosci przeciwnowo-
tworowe dzigki temu, Zze moze hamowa¢ podziaty komorkowe oraz indukowac apop-
toze w komorkach rakowych [12, 25]. Zbadano i potwierdzono réwniez jego dzialanie
przeciwzapalne [4] i antyoksydacyjne [1].

Pozytywne wyniki badan nad efektywnoscia prozdrowotnego dzialania kwasu
elagowego sklaniaja do poszukiwania nowych, naturalnych zrédet tego cennego
zwigzku. Uwzgledniajac zasobno$¢ owocéw w KE, na uwage zastuguja przede
wszystkim réze owocowe. Zawarte w nich elagotaniny wystepuja w duzych st¢zeniach,
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a ich profil jest szeroko rozbudowany. Wsrod ET, zidentyfikowanych m.in. w dzikiej
rozy, znajdujg si¢ monomeryczne i dimeryczne rugozyny (typu A, B, D, E) oraz telli-
magrandyna [ 111 [8].

Oprocz tanin hydrolizujgcych w roslinach - w tym pseudoowocach rodzaju Rosa -
wystepuja proantocyjanidyny (inaczej taniny skondensowane lub niehydrolizujgce).
Zwiazki te majg strukture oligomeryczng lub polimeryczng. Przewaznie zbudowane sa
z czasteczek flawan-3-oli, flawan-3,4-dioli lub ich mieszanin. Nie zawieraja w swym
szkielecie jednostek cukrowych, co odrdéznia je od galo- 1 elagotanin [30]. Proantocy-
janidyny wykazuja wysokg aktywnos¢ biologiczng. Witasciwosci przeciwutleniajgce
tych zwigzkow moga by¢ wykorzystywane w profilaktyce nowotwordw, zaréwno
przewodu pokarmowego, jak i narzadow wewngtrznych. Zapobiegajg takze utlenianiu
frakcji LDL cholesterolu [34]. Farmakologiczna aktywno$¢ proantocyjanidyn jest sto-
sunkowo dobrze poznana, szczego6lnie pod wzglgdem ich wptywu na uktad sercowo-
naczyniowy. Cos i wsp. [5] wykazali hamujgce dzialanie na aktywacj¢ ptytek krwi
ekstraktu z nasion kakaowca, zasobnego w te zwiazki. U 0sob przyjmujacych preparat
zaobserwowano supresj¢ ADP lub epinefryny. Udowodniono takze, Ze spozycie czeko-
lady — cennego zrddta proantocyjanidyn — powoduje podwyzszenie poziomu prostacy-
klin i zmniejszenie st¢zenia leukotrienow we krwi [5].

Celem pracy bylo okreslenie catkowitej zawartosci kwasu elagowego i spolime-
ryzowanych proantocyjanidyn w 3 gatunkach ro6z: Rosa rugosa (nieodmianowa oraz
odmiany ‘Plowid’), Rosa canina oraz Rosa pomifera (odmiana ‘Karpatia’).

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowily zliofilizowane pseudoowoce 3 gatunkow rézy: Rosa
rugosa (niecodmianowa oraz odmiany ‘Plowid’), Rosa canina i Rosa pomifera odmiana
‘Karpatia’ (Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice). Surowce zebrano w stadium dojrzato-
$ci konsumpcyjnej w sezonie 2009/2010.

Calkowitg zawarto$¢ kwasu elagowego w pseudoowocach réz oznaczano z wyko-
rzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej UPLC (Waters, USA) w probie
liofilizowanego materiatu, rozpuszczonego w roztworze gliceryny i kwasu trdjfluoro-
octowego. Catkowitg zawarto$¢ kwasu w pseudoowocach r6z wyrazono w pg KE/g
liofilizatu. W metodzie badawczej autorstwa Klimczak i Kréla [19], uwzgledniono
modyfikacje wlasng.

W celu przeprowadzenia hydrolizy kwasu elagowego zwigzanego w formie gli-
kozydow i estrow, do proboéwek z PET o pojemnosci 2,5 ml nawazano po +0,03 g liofi-
lizatu owocowego, dodawano 1,5 ml 70 % roztworu glicerolu oraz 75 pl stezonego
TFA. Mieszaning reakcyjng sonifikowano (BAS, Polska) przez 15 min, a nast¢pnie
wytrzasano w urzadzeniu typu thermo shaker (BIOSAN, Lotwa) przez 6 h w temp.
95 °C. Po przeprowadzeniu hydrolizy probki wirowano 5 min przy 15000 obr. (MPW,
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Polska) i przenoszono ilosciowo do kolbek miarowych o poj. 5 ml, uzupetniajac 100 %
metanolem o czystosci HPLC. Tak przygotowane probki poddawano sonifikacji przez
15 min i po ponownym wirowaniu podawano analizie chromatograficznej. Oznaczenie
prowadzono technikg gradientowa w odwrdéconym ukladzie faz z wykorzystaniem
4,5 % kwasu mrowkowego (A) oraz acetonitrylu (B), przy predkosci przeptywu
0,45 ml/min w ciggu 7,5 min/probke. Rozdzial prowadzono z uzyciem kolumny Aquity
BEH Shield C 18 (1,7 um; 2,1 x 50 mm; Waters, USA) zgodnie z gradientem: 0 -
5,0min z 1 do 25 % B; 5,0 - 5,50 min od 25-100 % B; 5,50-6,50 min -100 % B oraz od
6,5- 7,50 stabilizacja kolumny — 1 % B.

Zawartos¢ polimerow proantocyjanidyn w pseudoowocach réz oznaczano metoda
floroglucynolizy z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej UPLC
(Waters, USA), wykorzystujac metode zaproponowang przez Kennedy’ego [18]. Liofi-
lizowane surowce nawazano do probdéwek typu Eppendorf (£0,0400 g), dodajac kole;j-
no 0,8 ml metanolowego roztworu floroglucinolu (75 g/l) i kwasu askorbinowego
(15 g/1) oraz 0,4 ml metanolu zakwaszonego HCI (0,3 M). Fiolki z mieszaning reakcyj-
ng zamykano i wytrzgsano w urzadzeniu typu thermo shaker (BIOSAN, Lotwa) przez
30 min w temp. 50 °C. Reakcje zatrzymywano poprzez wtozenie probowek po wytrza-
saniu do tazni wodnej o temp. 2 °C i dodaniu 0,6 ml buforu octanowego (0,2 M), po
czym probki wirowano natychmiast przez 10 min w temp. 4 °C przy 20000 obr.
(MPW, Polska). Oznaczenie prowadzono technikg gradientowg w odwroconym ukta-
dzie faz z wykorzystaniem 2,5 % kwasu octowego (A) oraz acetonitrylu (B), przy
przepltywie 0,45 ml/min w ciaggu 7,5 min/probke. Rozdziat prowadzono z uzyciem
kolumny Aquity BEH Shield C 18 (1,7 pm; 2,1 x 50 mm; Waters, USA) zgodnie
z gradientem: 0 -2 minz2 do 9 % B; 2 - 5 min od 9 - 60 % B; 5-7,50 min - stabilizacja
kolumny — 2 % B. Analiz¢ chromatograficzng prowadzono w temp. 4 °C. Detekcje
z wykorzystaniem detektora fluorescencyjnego (Acquity TM, Waters, USA) prowa-
dzono przy wzbudzeniu 278 nm i emisji 360 nm. Krzywa kalibracyjna sporzadzono ze
wzorcow (+)-katechiny, (-)-epikatechiny i procyjanidyny B2 (Extrasynthese, Francja).

Do statystycznego opracowania wynikow (jednoczynnikowa analiza wariancji —
test Duncana przy p = 0,05, odchylenie standardowe) wykorzystano program Statistica
9.0 (StatSoft Inc., USA).

Wyniki i dyskusja

Wyniki analizy zawarto$ci kwasu elagowego i polimeréw proantocyjanidyn
w owocach réz zestawiono w tab. 1. oraz na rys. 1 - 2B. Identyfikacji kwasu elagowe-
go w analizowanych probkach (rys. 2B) dokonano, wykorzystujaco wzorzec kwasu
elagowego oraz jego widmo UV (rys. 1 1 2A).
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Tabela l

Zawarto$¢ kwasu elagowego i polimeréw proantocyjanidyn w pseudoowocach roz.
Ellagic acid and polymeric proanthocyanidins content in rose pseudoftuits.

Gatunek/odmiana Kwas elagowy [pg/ g s.m.] Polimery proantocyjanidyn [pg/ g s.m.]

Species/cultivar Ellagic acid [ug/ g dw] Proanthocyanidin polymers [pug/g dw]

Rosa canina 103537 b £2,18 21221,59 d + 3,00
Rosa pomifera ‘Karpatia’ 663,32 ¢ +0,80 29626,33 b+ 2,80
Rosa rugosa 124736 a+ 1,22 25620,26 ¢ + 2,02
Rosa rugosa ‘Plowid’ 403,11 d+ 0,20 44716,98 a + 3,60

Objasnienie: / Explanatory note:
a — d - grupy jednorodne w analizie wariancji (test Duncana, p = 0,05, n = 2) / homogeneous groups in
analysis of variance (Duncan test, p = 0.05, n =2)

Zaobserwowano, ze w obrebie poszczegdlnych gatunkéw rodzaju Rosa wystepo-
wato duze zréznicowanie pod wzgledem zawartosci badanych zwigzkow (tab. 1).

Najbardziej zasobne w KE byly pseudoowoce pospolicie wystepujacej na terenie
Polski r6zy pomarszczonej - Rosa rugosa (1247,3 ng/g s.m). Jednak zawarto$¢ fenolo-
kwasu w wyselekcjonowanej z tego gatunku odmianie ‘Plowid’ wynosita zaledwie
403,1 png/g s.m. Znaczne ilo$ci zwigzku oznaczono natomiast w pseudoowocach Rosa
canina, czyli dzikiej rozy (1035,5 png/g s.m.). Catkowita zawarto$¢ kwasu elagowego
w 10zy jabtkowej ‘Karpatia’ byta mniejsza, ksztattujac si¢ na poziomie 663,3 pg/g s.m.
Wyniki te znajduja potwierdzenie w literaturze. Jak podaje Nowak [26], ogdlna zawar-
tos¢ KE w badanych przez nig pseudoowocach roz, zawierata si¢ w zakresie od 487,2
(Rosa tomentosa) do 1461,2 ng/g s.m. (Rosa rugosa).
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Rys. 1. Chromatogram i widmo UV standardu kwasu elagowego (maksimum absorbancji przy A =
366 nm).
Fig. 1. Chromatogram and UV-spectrum of ellagic acid standard (maximum absorbance, A = 366 nm).
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Rys. 2. Przyktadowe widma UV kwasu elagowego przy A = 366 nm: A - standard kwasu elagowego
(tr =4,063 min), B - Rosa rugosa (tr = 3,187 min).

Fig.2. Examples of UV-spectrum of ellagic acid (A = 366 nm): A - ellagic acid standard (& =
4.063 min), B - Rosa rugosa (tr = 3.187min); tr — stands for retention time of substance ana-
lyzed.

Porownujgc uzyskane wyniki z danymi przedstawianymi przez innych autoréw
stwierdzono, ze mimo réznic zawartosci KE w materiale badawczym, pseudoowoce
r6z mozna uzna¢ za wartosciowe zrodto tego biologicznie aktywnego zwigzku. Wigk-
szo$¢ spozywanych na co dzien owocow nie jest nawet w 25 % tak zasobna w kwas
elagowy, jak r6za odmiany ‘Plowid’. Porownywalng ilo$¢ KE oznaczono tylko w owo-
cach malin (ok. 1500 pg/g sm) [3]. Banany zawieraja okoto 20 ug KE w g s.m., man-
darynki 1 gruszki 40 pg, jablka i sliwki za$ przecigtnie 70 pg [40].

Odmiennie przedstawialy si¢ relacje pomi¢dzy zawartoscig spolimeryzowanych
procyjanidyn oznaczonych metoda floroglucynolizy a gatunkiem/odmiang r6z. Pseu-
doowoce odmiany ‘Plowid’ wyselekcjonowanej z gatunku Rosa rugosa, mimo naj-
mniejszej zawartosci kwasu elagowego sposrdd analizowanych surowcow, byly najza-
sobniejsze w taniny niehydrolizujace o strukturze polimeréw (44716,98 pg/g s.m.). Dla
poréwnania — w pseudoowocach dzikiej ré6zy (Rosa canina), ktéra zawarto$cia KE
ustepowata tylko r6zy pomarszczonej, oznaczono najmniej spolimeryzowanych procy-
janidyn (21221,59 pg/g s.m.). Nalezy przy tym zwroci¢ uwage nie tyle na proporcje
pomig¢dzy zawarto$cig oznaczanych zwigzkow, ile na to, ze w jednym surowcu wyste-
puja w tak wysokiej koncentracji obie formy tanin.

Duza zawarto$¢ polimerycznych form flawanoli jest cechg charakterystyczng wie-
lu gatunkéw z rodziny rozowatych, do ktorej przynalezy rodzaj Rosa. Jak podaje Osz-
mianski i wsp. [27], zawarto$¢ tanin skondensowanych w suszonych korzeniach roslin
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z rodziny Rosaceae: kuklika zwistego (Geum rivale), wigzoéwki bulwkowej (Filipendu-
la vulgaris) 1 parzydta lesnego (Aruncus silvester) wynosita od 10,5 do 15,7 g/kg s.m.
Ilo$¢ proantocyjanidyn oznaczonych w pseudoowocach réz byta zatem przecigtnie
2-krotnie wigksza w stosunku do badanych przez nich bylin. Nalezy przy tym podkre-
sli¢, ze uzyskane wartos$ci odnoszg si¢ nie tylko do réznych cz¢éci anatomicznych ro-
$lin, ale rOwniez surowcow o innym przeznaczeniu uzytkowym. Wiadomo, Ze taniny
wystepuja w najwickszych stezeniach przede wszystkim w lisciach, todygach i niedoj-
rzatych owocach [30]. Jak wykazano, do tej grupy zaliczy¢ mozna takze pseudoowoce
r6Z.

Roéze owocowe nie majg wigkszego znaczenia gospodarczego, mimo ze sg surow-
cem zasobnym w wiele zwigzkow korzystnie oddzialujacych na ludzki organizm. Za-
wierajg znaczne ilo$ci witaminy C, wigcej niz owoce czarnych porzeczek [7, 17], pek-
tyn [29] i karotenoidow [13, 14]. Stanowia takze znaczace zrodto zwiazkéw polifeno-
lowych [15, 33], w tym (co udowodniono w niniejszej pracy) kwasu elagowego.

Niedostateczna ilo$¢ profesjonalnych plantacji oraz trudno$ci w zbiorze i przero-
bie owocow r10zy tylko czesciowo ttumacza ich ograniczone wykorzystanie przemy-
stowe. Ze wzgledu na swoj potencjat prozdrowotny zastugujg jednak w peni na roz-
propagowanie. Stanowi¢ mogg baz¢ do komponowania produktow zywnos$ciowych
o duzej zawarto$ci tanin, np. sokow metnych, przecierow, koktajli.

Whioski

1. Pseudoowoce r6z stanowia warto$ciowe zrodto skondensowanych i hydrolizuja-
cych tanin.

2. Wicksza zawartoscig kwasu elagowego odznaczaly si¢ gatunki r6z pospolicie wy-
stepujacych w Polsce, tj. r6za pomarszczona — Rosa rugosa (1247,3 ng/g s.m.)
oraz Rosa canina (1035,5 pg/g s.m.) niz r6ze hodowlane, w tym odmiana ‘Plowid’
(403,1 pg/g s.m.).

3. Najwigcej polimeréw proantocyjanidyn oznaczono w pseudoowocach Rosa rugosa
‘Plowid’ (44716,98 pg/g s.m.), najmniej zas w rozy dzikiej (21221,59 pg/g s.m.).

4. W zwiazku ze znaczng koncentracja kwasu elagowego i spolimeryzowanych pro-
antocyjanidyn pseudoowoce r6z moglyby stanowi¢ cenny surowiec do produkcji
jedno- lub wielosktadnikowych prozdrowotnych przetworéow, np. sokow, przecie-
row czy koktajli owocowych.

Praca zostala wykonana w ramach projektu PO IG 01.01.02-00-061/09 ,, Nowa
zywnosc¢ bioaktywna o zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych”.
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CONTENT OF ELLAGIC ACID AND POLYMERIZED PROANTHOCYANIDINS
IN PSEUDO FRUITS OF SELECTED ROSE SPECIES

Summary

Ellagic acid (EA) occurs in some plants in its free form, as a glycoside or as an ester. As an ester it oc-
curs in hydrolysable tannins, which include ellagitannins (ET) and gallotannins. On top of the hydrolyza-
ble tannins, the plants also have proanthocyanidins (called proanthocyanidins or non-hydrolysable tan-
nins). The compounds as named above are known for their health-promoting properties. Pomegranate
fruits and raspberries are the main highly valuable source of tannins, especially of hydrolysable tannins.
Pseudo fruits of rose also contain significant quantities thereof.

The objective of the present study was to determine the total content of ellagic acid and polymerized
proanthocyanins (PP) in pseudo fruits of three rose species: Rosa rugosa (.... and ‘Plowid’ cultivar), Rosa
canina, and Rosa pomifera (‘Karpatia’ cultivar) . The total EA content in the solutions after hydrolysis and
the content of proanthocyanidin polymers were determined using an ultra performance liquid chromatog-
raphy (UPLC).

It was found that the raw materials analyzed cnstituted a valuable source of condensed and hydrosyla-
ble tannins. Higher amounts of ellagic acid had the commonly occurring in Poland rose species, i.e. Rosa
rugosa (Japanese rose) (1247.3 pg/g dm) and Rosa canina (1035.5 pg/g dm) compared to the cultivated
roses including the ‘Plowid’ cultivar (403.1 pg/g dm). The highest content of proanthocyanidins was
determined in the pseudo fruits of ‘Plowid’ cultivar of Rosa rugosa (44716.98 ng/g dm), whereas the
lowest content in the wild rose (Rosa canina): 21221.59 pg/g dm.

Key words: rose, tannins, ellagic acid, proanthocyanidin polymers proanthocyanidin polymers, rose pseu-
do fruits
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