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ELZBIETA KLIMCZAK, BOGUSEAW KROL

OZNACZANIE ZAWARTOSCI ROZNYCH FORM KWASU
ELAGOWEGO W UBOCZNYCH PRODUKACH PRZEROBU
TRUSKAWEK

Streszczenie

Celem pracy byt wybor rozpuszczalnika i warunkow ekstrakeji elagotanin (ET) z wysuszonych odpa-
dow przerobu truskawek oraz opracowanie sposobu hydrolizy estréw kwasu elagowego (KE) w glicero-
lowych roztworach kwasu trifluorooctowego (TFA). Rownorzgdnym celem bylo zastosowanie nowej
generacji kolumny chromatograficznej do oznaczania zawartosci wolnego i zwiazanego KE w wybranych,
ubocznych produktach przemystowego przerobu truskawek. Uzyskane wyniki analiz byly podstawa do
obliczenia zawartosci ET w badanych materiatach roslinnych.

Wykazano, ze 70 % wodny roztwor acetonowy zastosowany w temperaturze (22 £+ 2 °C), w co naj-
mniej trojstopniowej ekstrakcji, umozliwit zadowalajace wyodrgbnienie KE i ET z wysuszonych wytto-
koéw truskawkowych i $ruty poekstrakcyjnej z nasion truskawek odthuszczonych ditlenkiem wegla w stanie
nadkrytycznym. Udowodniono, ze ET utrzymywane w temp. 95 + 1 °C, przez co najmniej 6 h, w 70 %
wodnym roztworze glicerolu, zawierajacym TFA w stezeniu 2 mol/l, ulegly catkowitej hydrolizie z uwol-
nieniem KE. Zarejestrowanie chromatogramow sktadnikow ekstraktow, przed i po hydrolizie,
z zastosowaniem techniki HPLC, umozliwito oznaczenie zawartosci wolnego i uwolnionego KE w wy-
branych odpadach przerobu truskawek oraz pozwolilo na obliczenie w nich udziatu ET. Stwierdzono, ze
w probkach wysuszonych, przemystowych wytlokow truskawkowych pozbawionych nasion zawarto$¢
wolnego KE wyniosta ponizej 100 mg/100 g, uwolnionego okoto 900 mg/100 g, a udziat ET wyniost
1,4 % (m/m). W wysuszonych probkach przemystowych odpadow z przecieraczek zawartos¢ wolnego KE
wahata si¢ w granicach 30 - 150 mg/100 g, uwolnionego KE 300 - 680 mg/100 g1 ET 0,5 - 1,1 % (m/m).

Stowa kluczowe: truskawki, wyttoki truskawkowe, kwas elagowy, elagotaniny, ekstrakcja, hydroliza

Wprowadzenie

Truskawka (Fragaria ananasa) nalezy do popularnych owocéw jagodowych
w strefie klimatu umiarkowanego. Od wielu lat Polska nalezy do najwigkszych produ-
centow owocow migkkich na §wiecie, a ze zbiorem truskawek okoto 200 tys. ton rocz-
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nie zajmuje drugie miejsce w produkcji tych owocow w Europie [20]. Owoce truska-
wek, poza cenionymi walorami smakowymi, charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia
witaminy C, makro- i mikroelementoéw, blonnika pokarmowego oraz polifenoli [10].
Wsrod zwiazkéw polifenolowych na szczegdlng uwage zastuguje kwas elagowy (KE),
jego glikozydy i elagotaniny (ET) [19, 23]. Wedtug Silva Pinto [23] sumaryczna zawarto$¢
KE w owocach truskawek waha si¢ od 5 do 50 mg/100 g §$.m. Wolny KE stanowi jedynie
niewielki procent wsréd ogolnej liczby jego pochodnych, obejmujacych glikozydy
i wielkoczasteczkowe ET. Glikozydy KE skladaja si¢ z aglikonu tego kwasu i reszty
odpowiedniej heksozy lub pentozy. ET sa estrami kwasu heksahydroksydifenylowego
(kwas HHDP) i alkoholu wielowodorotlenowego, zwykle B-D-glukozy. Te wielkocza-
steczkowe zwiazki wykazujg tendencj¢ do tworzenia dimerow i oligomerow, ktorych
jednostki strukturalne potaczone sa wiazaniem C-O-C [8, 22, 23]. ET dominujaca
w owocach truskawek jest sanguina H-6, tj. dimer B-1-O-galloilo-2,3:4,6-bis-HHDP-
D-glukozy [1, 22, 28]. Specyficzna réznorodno$¢ strukturalna, w tym podatne na hy-
drolize wiazania estrowe ET sa prawdopodobna podstawa prozdrowotnych wilasciwo-
$ci surowcow leczniczych i zywnos$ciowych bogatych w te zwiazki. Podatno$¢ ET na
hydrolizg odrdznia t¢ grupe garbnikoéw od tanin skondensowanych i umozliwia ich
oznaczenie na podstawie ilosci KE uwolnionego z wiazan estrowych [4]. Dotychczas
jest to najczesciej stosowana metoda oznaczania zawarto$ci KE zwiazanego w postaci
glikozydow i estrow w materiatach ros§linnych [22, 23].

Sezonowos$¢ wystgpowania oraz mata trwato§¢ owocow powoduja, ze truskawki
sa powszechnie stosowane do produkcji mrozonek, zaggszczonych sokow, napojow,
nektarow i dzemoéw. Podczas przerobu truskawek, w toku przecierania lub tloczenia,
powstaja odpady w ilo$ci okoto kilku procent masy przerabianego surowca [9]. Wytto-
ki truskawkowe, powstajace w procesie wytwarzania soku i odpady z przecierania
charakteryzuja si¢ stosunkowo duzym udziatem owocow wiasciwych w catkowitej masie.
Nasiona (orzeszki) stanowia okoto 1 % masy owocow, lecz zawieraja nawet do 11 %
sumy zwiazkéw polifenolowych obecnych w owocach truskawek [1]. Nasiona truska-
wek sa rowniez zrodtem oleju bogatego w kwas a-linolenowy, otrzymywanego metoda
ekstrakcji ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym [21]. W zwiazku z tym odpady
z przetworstwa truskawek sa potencjalnie dobrym zrodtem substancji przeciwutlenia-
jacych [16], a zwlaszcza proantocyjanidyn [18], oleju [21], KE i ET [1]. Wspoétczesne
sposoby utylizacji wyttokéw w polskich warunkach dotycza kompostowania, biotrans-
formacji i wyodrgbniania komponentéw do herbat [25]. Dotychczas brakuje jednak
danych o zawartosci ET w wytlokach, osadach z przecieraczek i nasionach truskawek
poddanych procesom przetworczym w Polsce. W czgéci wynika to z niedoceniania
tych odpadow, a w czg¢$ci z niedoskonatosci istniejacych metod analitycznych, wyko-
rzystujacych kwasowa hydrolizg ET. Istotna trudno$¢ oznaczania jest zwigzana z jed-
nej strony z duza reaktywnoscig KE i powstaniem estrow w roztworach alkoholowych,
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za$ z drugiej strony z jego mata rozpuszczalno$cia w roztworach wodnych [2]. Hydro-
lize ET prowadzi si¢ zarbwno w alkoholowych, jak i w wodno-alkoholowych roztwo-
rach odpowiednich ekstraktow, wzglednie zawiesinie probek roslinnych zakwaszonych
kwasem chlorowodorowym lub trifluorooctowym (TFA). Hydroliza przebiega w zakre-
sie temp. 85 - 125 °C, w ciagu 1 - 20 h i niekiedy w zatopionych ampuikach [3, 4, 6, 9,
12, 13, 23, 24, 26, 28, 29]. Wariantowo$¢ postgpowania analitycznego prowadzi do
bardzo duzej rozbieznosci wynikow oznaczania ET w owocach truskawek tej samej
odmiany (5 - 50 mg/100 g $.m.) [23]. Silva Pinto [23] podjgta proby unifikacji meto-
dyki oznaczania KE i jego pochodnych przez optymalizacje¢ zar6wno warunkow eks-
trakcji, jak i przebiegu hydrolizy ET. Autorka wykazata zachowanie selektywnos$ci
hydrolizy pochodnych KE w 2 M TFA, w wodnych 70 % roztworach metanolowych i
acetonowych, podczas wielogodzinnych reakcji oraz niezadowalajaca przydatnosé
wodnych roztworéw metanolowych do ekstrakcji ET z owocow truskawek.

Celem niniejszej pracy byl wybor najkorzystniejszych warunkow ekstrakcji ET
z wysuszonych odpadéw przerobu truskawek oraz opracowanie sposobu hydrolizy
estrow KE w glicerolowych roztworach TFA. Rownorzednym celem bylo oznaczenie
zawartosci wolnego i zwiazanego KE w wybranych ubocznych produktach przemy-
stowego przerobu truskawek metoda HPLC i na tej podstawie obliczenie zawartos$ci
ET w badanych materiatach ros§linnych w przeliczeniu na B-1-O-galloilo-2,3:4,6-bis-
HHDP-D-glukozg.

Material i metody badan

Material do badan stanowily przemystowe odpady z przetworstwa truskawek na
soki i przeciery, pochodzace z linii produkcyjnych nowoczesnych zaktadéw zlokalizo-
wanych w wojewddztwie mazowieckim i lubelskim:

— wysuszone, przemyslowe wyttoki truskawkowe z kampanii 2008 r., rozdzielone na
frakcje o wielkos$ci czastek 1-2 mm i 2-5 mm;

— wysuszone osady z przemyslowych przecieraczek z kampanii 2009 r., o granulacji
0,6-1,2 mm i powyzej 1,2 mm;

— jako materiat odniesienia wykorzystano probki nasion truskawek z kampanii 2008
r., odtluszczonych ditlenkiem wegla w stanie nadkrytycznym [21].

Wybor warunkow ekstrakcji ET z badanych materiatow oraz przygotowanie roztworow
do hydrolizy

W pierwszej kolejnosci poréwnano skuteczno$¢ metod wyodrgbniania ET
z dwoch standartowych materialow, z wykorzystaniem dotychczas najczesciej stoso-
wanych technik ekstrakcji opisanych w literaturze [1, 11, 27, 28, 29]. Zbadano wpltyw
wybranych rozpuszczalnikoéw oraz metod ekstrakcji na wydajnos¢ izolowania ET
z materiatu ros§linnego. Przed ekstrakcja badany material, tj. wytloki i odtluszczone
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nasiona, rozdrabniano w mtynku laboratoryjnym Lab Mill-1 (Wegry), do wielkosci
czastek ¥ < 0,2 mm. Ekstrakcje wykonywano wg ponizej cytowanych autorOw w na-
stgpujacy sposob:

Metoda 1. — wg Kotodziejczyka i wsp. [11]. Ekstrakcje ET z badanego materiatu
przeprowadzano trojstopniowo z uzyciem kolejno 70 % roztworu etanolu i trdjstop-
niowo z uzyciem 70 % roztworu acetonu. Do plastikowych probowek o poj. 7 ml od-
wazano po okoto 0,5 g badanego materiatu z doktadnoscia do 0,0001 g. Do kazdej probki
dodawano po 4 ml 70 % etanolu, doktadnie mieszano i umieszczano w myjce ultradz-
wigkowej na 15 min. Nastgpnie probki wirowano przez 5 min w wirdowce laboratoryj-
nej, typ 317a przy 4800 x g. Po odwirowaniu ciecz znad osadu zlewano do kolby mia-
rowej o poj. 10 ml. Pozostaly w probéwce osad poddawano, analogicznie wykonywa-
nym, dwom ekstrakcjom z uzyciem ekstrahenta w ilosci po 3 ml. Uzyskiwane kolejne
ekstrakty alkoholowe umieszczano w kolbie miarowej o poj. 10 ml. W podobny sposob
zbierano trzy ekstrakty acetonowe. Ekstrakty etanolowe i acetonowe taczono, oddesty-
lowano rozpuszczalniki, po czym sucha pozostalos¢ w kolbie rozpuszczano w 2 ml
70 % wodnego roztworu gliceryny.

Metoda 2. — modyfikacja metody wg Aaby i wsp. [1]. ET ekstrahowano sukce-
sywnie sze$ciokrotnie 70 % wodnym roztworem acetonu. Postgpowanie analityczne
wykonywano w analogiczny sposob jak w metodzie 1. Uzyskiwane kolejne ekstrakty
zbierano do dwoch kolb miarowych o poj. 10 ml kazda i taczono. Ekstrakty przeno-
szono ilosciowo do kolby destylacyjnej wyparki prézniowej i oddestylowano rozpusz-
czalnik, po czym sucha pozostatos¢ w kolbie rozpuszczano w 2 ml 70 % wodnego
roztworu gliceryny.

Metoda 3. — modyfikacja metody wg Aaby i wsp. [1] z zastosowaniem jedynie
trojstopniowej ekstrakcji wykonywanej wg postgpowania analitycznego opisanego
powyzej (metoda 2).

Metoda 4. — wg Vrhovsek i wsp. [29]; 10 g rozdrobnionego materiatu ekstraho-
wano 100 ml 70 % wodnego roztworu acetonu przez 1 min, stosujac blender Broun
Minipimer 400 Watt. Ekstrakt saczono, oddestylowano rozpuszczalnik, po czym sucha
pozostatos¢ w kolbie rozpuszczano w 70 % roztworze gliceryny, w ilo$ci odpowiednio
50 ml w przypadku wyttokow truskawkowych 1 25 ml w przypadku odttuszczonych
nasion truskawek, a nast¢pnie poddawano hydrolizie.

Metoda 5. — wg Vekiari i wsp. [27]; 0,5 g rozdrobnionego materiatu zalewano
30 ml 100 % metanolu, pozostawiano na 30 min w temp. 22 + 2 °C, a nastgpnie
umieszczano w myjce ultradzwigckowej na 20 min. Ekstrakt saczono, oddestylowano
rozpuszczalnik, po czym sucha pozostatos¢ w kolbie rozpuszczano w 2 ml 70 % wod-
nego roztworu gliceryny i poddawano hydrolizie.

Kazda z ekstrakcji wykonywano w dwoch powtorzeniach z kazdej probki bada-
nego materiatu.
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Warunki hydrolizy KE zwiqzanego w postaci estrow i glikozydow

Hydroliz¢ ET 1 glikozydéw prowadzono w 70 % wodnym roztworze glicerolu
zawierajacym TFA w st¢zeniu odpowiednio 0,5, 1, 2, 3, 4 mol/l. W tym celu w pro-
boéwce z PET o poj. 2 ml umieszczano po 0,5 ml 70 % ekstraktu glicerynowego otrzy-
mywanego wedtug najkorzystniejszej z wyzej opisanych metod ekstrakeji i odpowiednio
18, 37,5, 75, 112,5, 150 pl stezonego TFA. Nastepnie sktadniki doktadnie mieszano
w vortexie 1 utrzymywano w temp. 95 = 1 °C, w ciagu od 1 do 24 h, w odstgpach czasu
1, 2,4, 6,8 hw celu ustalenia czasu niezb¢ednego do osiagnigcia catkowitej hydrolizy.
Po zakonczeniu hydrolizy probki przenoszono ilosciowo do kolby miarowej o poj.
5 ml i uzupetniano metanolem do kreski, uzyskujac roztwor podstawowy zhydrolizo-
wanych ET.

Oznaczanie zawartosci wolnego i catkowitego KE oraz ET w odpadach z przerobu
owocow truskawek

Zawarto$¢ wolnego KE oznaczano metoda HPLC z roztworéw uzyskanych po
oddestylowaniu rozpuszczalnika z ekstraktoéw i rozpuszczeniu suchej pozostatosci
w 2 ml wodnego 70 % roztworu glicerolu. Po 0,5 ml powyzszego roztworu umieszcza-
no w kolbie o poj. 5 ml, uzupeliano metanolem do kreski, po czym, po przefiltrowa-
niu przez filtr o porach 0,45 pm, poddawano analizie w uktadzie HPLC.

Zawartos¢ catkowitego KE oznaczano metoda HPLC z roztwordéw po hydrolizie
wykonanej w temp. 95 £ 1 °C, w ciagu 6 h, w 70 % wodnym roztworze glicerolu, za-
wierajacym 2 mol/l TFA. Do analizy pobierano 1 ml roztworu podstawowego zhydro-
lizowanych ET, rozcienczano dwu - pigciokrotnie metanolem i po przefiltrowaniu
przez filtr o porach 0,45 pum poddawano analizie HPLC. Zawarto$¢ uwolnionego KE,
w mg/100 g materiatu, wyliczano z rdznicy oznaczonych zawartosci catkowitego
i wolnego KE. ET, w % (m/m), obliczano na podstawie ilo$ci uwolnionego KE i
mnoznik 1,55, ktéry uwzglednia udzial masowy KE w [B-1-O-galloilo-2,3:4,6-bis-
HHDP-D-glukozie, ktora jest monomeryczna jednostka ET.

Uktad chromatograficzny do oznaczania zawartosci KE w badanym materiale

Stosowano uktad chromatograficzny (chromatograf firmy Dionex) z detektorem
diodowym UV-DAD 340U. Rozdziat prowadzono w kolumnie Kinetex 2,6 p CI18
100A, 100 x 2.10 mm, Phenomenex. Kolumng termostatowano w temp. 35 °C. Faza A
— 0,25 % kwas mrowkowy w wodzie, faza B — 85 % acetonitryl w metanolu. Przeptyw
fazy ruchomej: 0,3 ml/min. Rozdzial w uktadzie gradientowym: stabilizacja przez
5 min z 6 % fazy B; 0 - 3 min 6 % fazy B; 3 - 20 min 6 - 20 % fazy B; 20 - 31,5 min 20
- 50 % fazy B; 31,5 - 33 min 50 - 70 % fazy B; 33 - 38 min 70 % fazy B; 38 - 45 min
70 - 6 % fazy B. Objetos¢ nastrzyku 5 pl. Warunki detekcji: 360 nm. Dane rejestrowa-
no za pomoca programu do rejestracji i obrobki danych chromatograficznych.
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Zweryfikowana zostata stabilnos¢ KE w zaproponowanych warunkach hydrolizy.
Probki wzorca KE (Extrasynthese, France) o znanym stg¢zeniu poddawano hydrolizie.
Na tej podstawie obliczano procentowy odzysk KE w stosunku do jego wyjsciowej
zawarto$ci. Nie zaobserwowano strat zawartosci KE poddanego dziataniu TFA w za-
proponowanych warunkach hydrolizy, w stosunku do jego ilosci przed hydroliza.

Wykonano elementy walidacji opracowanej metody oznaczania KE i jego po-
chodnych w odpadach z przerobu truskawek, z uwzglednieniem najkorzystniejszych
metod ekstrakcji ET z wytlokow truskawkowych, na podstawie czterech powtorzen.
Kazda z prob poddawana byta hydrolizie. Obliczano warto$¢ srednia uwolnionego KE,
odchylenie standardowe, a na tej podstawie okre$lano wspotczynnik zmiennosci, ktory
w przypadku KE uwolnionego z wyttokow truskawkowych, rozdrobnionych po wysu-
szeniu do czastek o srednicy 1-2 mm, wyniost 11 %.

Wyniki badan poddano jednoczynnikowej analizie wariancji przy uzyciu progra-
mu statystycznego Anova.

Wiyniki i dyskusja

W pierwszym etapie badan porownano skutecznos$¢ ekstrakcji zwigzanych form
KE, wystepujacych w dwoch typowych, naturalnych matrycach, zréznicowanych skta-
dem chemicznym i struktura, a mianowicie: wysuszonych wyttokach truskawkowych,
z ktorych usunigto nasiona oraz w $rucie z nasion truskawek odtluszczonych ditlen-
kiem wegla w stanie nadkrytycznym. Do ekstrakcji zastosowano metanol, wodne roz-
twory etanolu i acetonu uzyte w ilo$ciach, st¢zeniach i postgpowaniach analitycznych
stosowanych przez innych autoréw do wyodrgbniania polifenoli i/lub ET z owocow
truskawek [23, 24, 27], nasion truskawek [1] lub wytlokéw innych owocow [11].
W tab. 1. przedstawiono ilo§¢ KE uwolnionego z estrow i glikozydow zawartych
w poszczegdlnych ekstraktach i przeliczona na 100 g badanego materiatu, $wiadczaca
o skuteczno$ci wybranych metod ekstrakcji ET. Hydroliz¢ wykonano w jednakowy
sposob opisany w metodyce. Zawarto§¢ KE uwolnionego w wytlokach wahata si¢
w granicach 112 - 1170 mg/100 g, a w odtluszczonych nasionach od 104 do
430 mg/100 g. Z danych w tab. 1. wynika tendencja wyzszej precyzji oznaczen KE w
odttuszczonych nasionach niz w wyttokach, co mozna przypisa¢ mniej korzystnym
warunkom wydobywania ET z rozdrobnionych czastek miazszu i szyputek. Skutecz-
nym sposobem izolowania ET z badanego materiatu byto zastosowanie wielokrotnej
i wspomagane] ultradzwigkami, sukcesywnej ekstrakcji 70 % wodnym roztworem
acetonu w temp. 22 + 2 °C. Wyniki oznaczenia przy uzyciu trdj- i sze$ciostopniowej
ekstrakcji nie rdznily si¢ statystycznie, jednak sze$ciostopniowa ekstrakcja zapewnita
lepsza powtarzalno§¢ wynikow. Ekstrakcja momentalna 70 % wodnym roztworem
acetonu, w ciagu 1 min, z uzyciem blendera, jest prosta oraz szybka metoda analitycz-
na stosowana do ekstrakcji polifenoli z owocow truskawek [29]. Metoda ta nie nada-
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wala si¢ jednak do ekstrakcji wielkoczasteczkowych pochodnych KE z wyttokow
i odtluszczonych nasion. Wydajno$¢ tej metody ekstrakcji wyniosta bowiem odpo-
wiednio 37 % oraz 74 % wydajnosci uzyskanej w przypadku sze$ciokrotnej ekstrakcji
tym samym rozpuszczalnikiem. Powyzsze dane zgodne sa z wynikami badan Silva
Pinto [23], ktora zaleca stosowanie 80 % acetonu jako efektywnego ekstrahenta tanin
hydrolizujacych z owocow truskawek. Wedtug badan Okudy i wsp. [17] taniny hydro-
lizujace w warunkach ekstrakcji prowadzonej w temperaturze pokojowej z dostgpem
powietrza sa trwale, podczas gdy taniny skondensowane w tych samych warunkach
ulegaja utlenianiu.

Tabela l
Zawarto$¢ uwolnionego kwasu elagowego w wytlokach truskawkowych o $rednicy czastek 2-5 mm oraz
w odttuszczonych nasionach truskawek, uzyskana w wyniku ekstrakcji réznymi metodami i rozpuszczal-
nikami oraz hydrolizy kwasem trifluorooctowym.
Content of released ellagic acid in strawberry pomace with particles of a 2 to 5 mm diameter and defatted

strawberry achenes obtained as a result of extraction using different methods and solvents, and of subse-
quent hydrolysis with trifluorooacetic acid.

Zawarto$¢ uwolnionego kwasu
Kwas elagowy uwolniony clagowego w stosunku do metody 2
Released ellagic acid Content of released ellagic acid in
Rodzai comparison with method 2
odza
ekstrakcJ:ji [mg/100 g] [%]
Extraction Wyttoki Odtlus;czone Wyttoki Odtius;czone
methods truskawkowe hasiona truskawkowe nastona
truskawek truskawek
0 2-5 mm 9 2-5 mm
Defatted Deffated
Strawberry pomace strawh Strawberry pomace trawberr
@ 2-5mm woerTy ©2-5 mm Strawbetry
achenes achenes
Metoda 1
+ + + +
Method 1 784+ 19¢ 307+1b 67+7 73+1
Metoda 2
+ +
Method 2 1170+95d 421 +4c 100 100
Metoda 3
+ + + +
Method 3 1079+ 151d 431+45¢ 93+£20 102+ 10
Metoda 4
+ + + +
Method 4 430+ 6D 310£81b 37+4 74 £ 20
Metoda 5
+ + + +
Method 5 112+3a 104+5a 10£1 25+1

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b, c— wartosci w kolumnie oznaczone tymi samymi literami nie roznia si¢ statystycznie istotnie przy o

=0,05,

a, b, ¢ — values in one column denoted by the same letters do not statistically significantly differ at o =

0.05.
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Wyniki przedstawione w tab. 1. wskazuja na nieprzydatno$¢ metanolu i wodnych
roztworow etanolu do ekstrakcji wielkoczasteczkowych pochodnych KE z wyttokow
i odtluszczonych nasion truskawek. Wydajnos¢ jednokrotnej ekstrakcji ET metanolem,
wspomagane] ultradzwigkami, w temperaturze pokojowej, w ciagu 30 min, byla,
w stosunku do trojstopniowej ekstrakcji acetonem, wielokrotnie nizsza, tj. odpowied-
nio dziesigciokrotnie w przypadku wyttokéw i czterokrotnie w przypadku odtluszczo-
nych nasion. Mueller-Harvey [15] podkresla, Zze metanol znajduje zastosowanie do
izolowania tanin o niskiej masie czasteczkowej, a do ekstrakcji wysokoczasteczko-
wych pochodnych KE zaleca stosowanie acetonu, z uwagi na mniejsza niz metanol czy
woda podatnos$¢ na reakcje z czasteczkami tanin hydrolizujacych. Taniny o duzej ma-
sie czasteczkowej oraz zwiazki o budowie oligomerycznej moga by¢ tatwo degrado-
wane do zwiazkow o mniejszej masie czasteczkowej nawet przez takie rozpuszczalni-
ki, jak woda czy roztwory rozcienczonych kwasow, szczegolnie w podwyzszonej tem-
peraturze. Zastosowanie jako ekstrahenta wody w temp. 100 °C moze powodowac
uwalnianie KE z ET [15].

Z uwagi na dwukrotnie wigksze zuzycie rozpuszczalnika, wydtuzenie czasu anali-
zy oraz nieznaczny przyrost skutecznosci stosowanie szesSciokrotnej ekstrakcji aceto-
nowej, w odniesieniu do trzykrotnej, nie jest analitycznie uzasadnione. W dalszym
postgpowaniu analitycznym do izolowania ET z badanego materiatu stosowano trzy-
krotng ekstrakcj¢ 70 % wodnym roztworem acetonu.

W nastgpnym etapie do§wiadczen badano przebieg hydrolizy ET wyekstrahowa-
nych w najkorzystniejszych warunkach z wytlokow i ogrzewanych w temp. 95 = 1 °C,
przez 214 h, w 70 % wodnym roztworze glicerolu, zawierajacym TFA w st¢zeniu od-
powiednio: 0,5; 1; 2; 3; 4 mol/l (rys. 1.) oraz zalezno$¢ stopnia hydrolizy ET od czasu,
pod wptywem TFA o stezeniu 1 1 2 mol/l w 70 % glicerolu (rys. 2.). Z przebiegu za-
leznos$ci przedstawionych na rys. 1. wynika, ze w zakresie st¢zen 1 - 3 mol/l TFA uzy-
tego do hydrolizy, w wodnym 70 % glicerolu, wystgpowala prostoliniowa zalezno$¢
stezenia uwolnionego KE z ET i kazde z tych stgzen czynnika hydrolizujacego moze
by¢ brane pod uwage przy wyznaczaniu czasu niezbednego do catkowitej hydrolizy.
Ze wzgledow praktycznych zasadne jest stosowanie stgzenia 2 mol/l, ktore zapewnia
nalezyta powtarzalno$¢ wynikow.
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Rys. 1. Wplyw stezenia kwasu trifluorooctowego na ilo§¢ uwolnionego kwasu elagowego w ciagu 2
i4 h hydrolizy.

Fig. 1.  Effect of trifluoroacetic acid concentration on content of released ellagic acid during 2 and 4 h
lasting hydrolysis.
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Rys. 2.  Wplyw czasu hydrolizy w 1 M i 2 M roztworze kwasu trifluorooctowego na ilo$¢ uwolnionego
kwasu elagowego.

Fig. 2.  Effect of hydrolysis time in 1 M and 2 M trifluoroacetic acid solution on content of released
ellagic acid.

Przebieg wykreséw na rys. 2. wskazuje, ze catkowita hydroliza ET wyekstraho-
wanych z wytlokow truskawkowych w 70 % wodnym roztworze glicerolu, zawieraja-
cym TFA w stezeniu 1 mol/l, w temp. 95 £+ 1 °C, nastgpowata po okoto 20 h Iub po 5 -
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6 h, gdy hydroliza przebiegata w analogicznych warunkach w $rodowisku zawieraja-
cym TFA w stgzeniu 2 mol/l. W roztworze o wyzszym stezeniu TFA przebieg procesu
byt prostoliniowy do osiagnigcia okoto 90 % stopnia hydrolizy, za§ w stezeniu TFA
1 mol/l wystgpowaly dwie rozne szybkos$ci hydrolizy i caty proces przebiegal znacznie
dtuzej. Korzystny wptyw wyzszego stezenia TFA w roztworach glicerolu moze wyni-
ka¢ z ograniczenia ubytku TFA w procesach odparowania z para wodna oraz zwigk-
szenia rozpuszczalno$ci KE jako produktu reakcji w mieszaninie glicerolu i TFA.

W procesie hydrolizy nie ma potrzeby stosowania specjalnych amputek lub
chlodnic zwrotnych, a ilo$¢ analitu jest dostosowana do potrzeb i wymagan efektywnej
i bezpiecznej analizy chromatograficznej. Mieszanina po reakcji hydrolizy, po odpo-
wiednim rozcienczeniu metanolem i rutynowej filtracji, byta stosowana do nastrzyku
do uktadu chromatograficznego. Dotychczas brak jest danych w dostgpne;j literaturze o
stosowaniu glicerolu jako rozpuszczalnika do hydrolizy estrow i glikozydow KE pod
wptywem TFA. W literaturze znane sa natomiast liczne opisy przebiegu hydrolizy ET
z kwasem solnym [9, 23, 28, 29] lub TFA [7, 23, 24] w szerokim zakresie st¢zen (od
1,2 do 4 M) i temperatury (85 - 120 °C) w ciagu 1 - 20 h. Zastosowanie do hydrolizy
kwasu solnego wymaga jego neutralizacji (doprowadzenie do pH 2,5 wodorotlenkiem
sodu) przed poddaniem probki analizie HPLC [28, 29]. Takie postgpowanie jest czaso-
chlonne, a nadto skraca zywotnos$¢ typowych kolumn chromatograficznych. Zastoso-
wanie TFA, ktory czesto jest sktadnikiem faz ruchomych, nie wymaga dodatkowego
oczyszczania, a jego obecno$¢ zwigksza rozpuszczalno$¢ KE w mieszaninie z glicero-
lewm. Opracowany sposob hydrolizy ET wyodrebnionych z wytlokéw truskawkowych
jest mozliwy do zastosowania w przecigtnie wyposazonym laboratorium chromatogra-
ficznym.

Wspotczynnik zmiennosci w przypadku KE uwolnionego z wyttokéw truskaw-
kowych, rozdrobnionych po wysuszeniu do czastek o $rednicy 1 - 2 mm, wynidst
11 %. Wynik ten mozna uzna¢ za zadowalajacy, biorac pod uwage niejednorodno$c¢
rozpatrywanego materiatu, spowodowana duza zmienno$cia udziatu nasion i miazszu.
Hakkinen [9], dla zaproponowanej przez siebie metody hydrolizy, uzyskal wspotczyn-
nik zmienno$ci na poziomie 5,3 % w przypadku owocéw truskawek oraz 6,0 %
w przypadku malin. Procentowy odzysk wzorca KE w zaproponowanych warunkach
hydrolizy, w stosunku do jego wyjsciowej zawartos$ci, wyniost 99 %. Silva Pinto [23],
stosujac do hydrolizy 2 M TFA, uzyskata odzysk KE rowniez na poziomie 99 %. We-
dtug Mangels [14] odzysk na poziomie 80 % jest akceptowalny.

Wyznaczone korzystne warunki ekstrakcji KE i jego pochodnych z wyttokoéw tru-
skawkowych oraz opracowany sposob hydrolizy ET kwasem TFA w roztworze glice-
rolu zastosowano do oznaczenia tych substancji w typowych, ubocznych produktach
przemystowego przerobu truskawek. Za pomoca techniki HPLC oznaczono w ekstrak-
tach wolny KE, a w roztworach po hydrolizie sum¢ kwasu wolnego i uwolnionego. Na
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podstawie wynikow analiz obliczono zawarto$¢ ET w sposob opisany w metodyce.
Wyniki analiz przedstawiono w tab. 2. Zawartos¢ wolnego KE w badanych, wysuszo-
nych wyttokach pozbawionych nasion wyniosta 90 - 100 mg/100 g. Zawarto$§¢ KE
w wysuszonych odpadach z przecieraczek wahata si¢ w granicach 31 - 151 mg/100 g
i byla istotnie r6zna w zaleznosci od granulacji, a zwlaszcza sktadu morfologicznego.

Tabela 2
Zawarto$¢ wolnego i uwolnionego kwasu elagowego oraz stosunek kwasu elagowego wolnego do catko-
witego w przemystowych odpadach z przetworstwa truskawek.
Content of free and released ellagic acid, as well as ratio of free ellagic acid to total ellagic acid in indus-
trial by-products from strawberry processing.

Kwas Elagotaniny
. . Kwas elagowy
elagowy | Kwas elagowy w przeliczeniu na
. . wolny/kwas elagowy
wolny uwolniony galloilo-HHDP-glukozg .
Materiat . . catkowity
) Free Released ellagic | Ellagitannins expressed Free ellagic acid/
Material ellagic acid as galloyl-HHDP- glc acic/
b released ellagic acid
acid glucose
[mg/100 g] [%]
Wytloki truskawkowe
0 2-5 mm
90+1b 971+99 ¢ 1505+ 154 ¢ 8+1la
Strawberry pomace
@ 2-5 mm
Wytloki truskawkowe
frakcja beznasienna
@ 1-2 mm
100£1b | 859+81b,c 1332+ 126 b, ¢ 10+1a
Strawberry pomace,
seedless fraction,
9 1-2mm
Osady z przecieraczek
?>12mm
Rubbing machine 151+ 8¢ 683+ 18D 1059 +£28b 18+1b
pomace,
?>1,2 mm
Osady z przecieraczek
3 0,6-1,2 mm
Rubbing machine 31+1a 328 +9a 509+ 14a 8+t1la
pomace,
0 0,6-1,2 mm

Objasnienie jak pod tab. 1./ Explanatory note as in Tab. 1.
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Odpady o granulacji 0,6 - 1,2 mm zawieraly glownie nasiona, ktére byty ubozsze w ET
niz beznasienna czgs¢ wyttokow (tab. 1). Zawarto$¢ KE zwigzanego w postaci estrow
i glikozydow w badanych materiatach wyniosta od blisko 330 mg/100 g w odpadach
z przecieraczek o granulacji 0,6 - 1,2 mm do 971 mg/100 g w wysuszonych wytlokach
pozbawionych nasion i roéznila si¢ istotnie w kazdej z grup tych sortymentow. Udziat
wolnego KE w sumie wolnego i uwolnionego wyniost od 8 do 18 % i r6znit sig istotnie
tylko w przypadku odpadéw z przecieraczek o granulacji powyzej 1,2 mm. Wedlug
wynikow badan Silva Pinto [24], procentowy udzial wolnego KE w catkowitej ilosci
kwasu po hydrolizie wynosi od 3 do 8 % w owocach truskawek i od 1,2 do 10 %
w dzemach truskawkowych. W zaleznosci od materialu obserwowano od pigcio- do
dziesigciokrotny wzrost ilosci KE uwolnionego w wyniku hydrolizy wiazan estrowych
w czasteczkach ET. Jest to zgodne z wynikami badan Silva Pinto i wsp. [24], ktorzy
w dzemach truskawkowych, po wykonaniu hydrolizy kwasowej, uzyskali o§mio- do
czternastokrotny wzrost ilo$ci KE w stosunku do materialu przed hydroliza. Obliczony
udzial ET w wysuszonych materiatach, w przeliczeniu na B-galliolo-HHDP-D-glukoze,
wyniost 0,5 - 1,5 %. Wytloki truskawkowe pozbawione nasion moga by¢ brane pod
uwagg jako potencjalnie dobre zrodlo ET i KE. Godne uwagi jest rowniez rozpatrzenie
wykorzystania nasion takze z tego samego wzgledu.

Whioski

1. Wielokrotna i wspomagana ultradzwigkami, sukcesywna ekstrakcja wodnym 70 %
roztworem acetonu w temp. 22 + 2 °C, umozliwita ilosciowe wyodrebnienie KE
wolnego i zwigzanego z wysuszonych wyttokéw i odtluszczonych nasion truska-
wek.

2. Zwiazane formy KE, wyodrebnione z wysuszonych odpadéw przerobu truskawek
na soki i przeciery, ulegly catkowitej hydrolizie podczas 6-godzinnego ogrzewania
w temp. 95 £ 1 °C, w 70 % wodnych roztworach glicerolu, zawierajacych TFA
w stezeniu 2 mol/l.

3. Wysuszone wyttoki truskawkowe pozbawione nasion i wysuszone osady z przecie-
rania zawieraly od 0,5 do 1,5 % ET i moga by¢ brane pod uwagg jako potencjalnie
dobre zrodlo ET 1 KE, ktorych wlasciwosci prozdrowotne sa juz znane.
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MACRO- AND MICROELEMENTS IN DETERMINATION OF DIFFERENT FORMS OF
ELLAGIC ACID IN BY-PRODUCTS FROM STRAWBERRY PROCESSING

Summary

The objective of the research was to select a solvent and the conditions for extracting ellagitanins (ET)
from dried by-products from strawberry processing, as well as to develop a method for hydrolyzing ellagic
acid (EA) esters in glycerol solutions of trifluoroacetic acid (TFA). Another equal objective was to deter-
mine the free and bond EA in some selected by-products from strawberry processing. The results obtained
constituted a basis for the calculation of the ET content in the analyzed plant materials.

It was evidenced that a 70 % aqueous acetone solution, applied at a room temperature (22 + 2 °C) to at
least three-step extraction, made it possible to satisfactorily isolate EA and ET from dried strawberry
pomace and from post-extraction strawberry achenes defatted under a supercritical CO, extraction process.
It was proved that ET, if maintained at a temperature of 95 + 1 °C in a 70 % aqueous glycerol containing 2
M TFA for at least 6 hours, were completely hydrolyzed and the release of free EA occurred. The chroma-
tograms were recorded of extract components before and after the hydrolysis using a HPLC method; this
made it possible to determine the content of free and released EA in the selected strawberry by-products
and to calculate a percent content of ET therein. It was found that, in the dried industrial seedless straw-
berry pomace, the content of free EA was below 100 mg/100 g and the content of released EA was about
900 mg/100 g, whereas the percent content of ET was 1.4 % m/m. In the dried industrial residues obtained
from a rubbing machine, the content of free EA, released EA, and ET ranged from 30 to 150 mg/100 g,
300 to 600 mg/100 g, and 0.5 to 1.1 %, respectively.

Key words: strawberries, strawberry pomace, ellagic acid, ellagitannins, extraction, hydrolysis
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