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MALGORZATA MATERSKA

WPLYW WARUNKOW EKSTRAKCJI NA ZAWARTOSC
O-GLIKOZYDOW KWERCETYNY W PREPARATACH
Z. OWOCOW PAPRYKI

Streszczenie

W pracy okreslono wptyw polarnosci sorbentéw w ekstrakcji do fazy statej na zawartos$¢ fenylopropa-
noidéw w preparatach uzyskanych z owocni papryki. Badano trzy typy sorbentow: zel krzemionkowy
modyfikowany oktadecylem (C18), etylofenylem (Phe) oraz cyjanopropylem (CN), ale w kazdym przy-
padku stosowano ten sam uktad rozpuszczalnikow. Oznaczono wydajno$¢ ekstrakcji, wykorzystujac jako
wzorce trzy pochodne kwercetyny, ktore wyizolowano z owocni papryki w toku wczesdniejszych analiz.
Wzorcami byty: 3-O-ramnozyd-7-O-glukozyd kwercetyny, 3-O-glukozyd kwercetyny oraz 3-O-ramnozyd
kwercetyny. Nastgpnie wyizolowano frakcje zwiazkow fenolowych z owocni papryki przy uzyciu wymie-
nionych sorbentéw. W otrzymanych preparatach oznaczono ilosciowo zawartos¢ pochodnych kwercetyny
metoda HPLC i z wykorzystaniem krzywych wzorcowych kazdego zwiazku. Oznaczono réwniez sumeg
zwigzkow fenolowych metoda Folina-Ciocalteu oraz ich aktywnos$¢ antyrodnikowa w uktadzie z rodni-
kiem DPPH.

Sposrdd wzorcow najwigksza wydajnoscia ekstrakcji odznaczat si¢ 3-O-glukozyd kwercetyny, ktory
charakteryzowal si¢ posrednia polarnoscia, a wsréd badanych sorbentéw najefektywniejszy okazal sig zel
krzemionkowy modyfikowany cyjanopropylem. Rowniez w przypadku frakcji zwiazkoéw fenolowych
obecnych w papryce najwigksza wydajnos¢ ekstrakcji uzyskano przy zastosowaniu tego samego zelu.
Potwierdzity to wyniki sumy zwiazkdéw fenolowych oraz aktywnosci antyrodnikowe;.

Stowa kluczowe: Capsicum annuum, ekstrakcja do fazy stalej, sorbenty, zwiazki fenolowe, O-glikozydy
kwercetyny

Wprowadzenie

Popularno$¢ diety owocowo-warzywnej wynika z jej korzystnego wplywu na
zdrowie. Wiele badan epidemiologicznych potwierdza, ze obecnos¢ w codziennej die-
cie sktadnikdw pochodzenia roslinnego zmniejsza ryzyko wystapienia tzw. chordb
cywilizacyjnych, m.in. chordb serca, cukrzycy, chorob nowotworowych [3, 6]. Owoce
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1 warzywa dostarczaja, obok sktadnikéw odzywczych, takich jak bialka, weglowodany
1 thuszcze, wielu zwiazkdw o charakterze antyoksydantéw. Naleza do nich: rozpusz-
czalna w wodzie witamina C, rozpuszczalna w thuszczach witamina E oraz zwiazki
polifenolowe, ktore w zalezno$ci od budowy czasteczki moga wykazywaé wlasciwosci
od hydrofilowych, poprzez posrednie, po typowo lipofilowe [6, 7].

Antyoksydanty obecne w zywnos$ci hamuja procesy utleniania zawartych w niej
sktadnikow, zatem przyczyniaja si¢ do zwigkszenia trwalosci zywnosci 1 wplywaja na
poprawg jej jakosci. Z kolei, dostarczane do organizmu spowalniaja procesy oksydore-
dukcyjne 1 zmniejszajq ilos¢ powstajacych wolnych rodnikéw na szlakach metaboli-
zmu komoérkowego [7]. Stwierdzono, ze pod wzgledem zdrowotnym szczegdlnie waz-
na jest roznorodno$¢ antyoksydantéw obecnych w diecie. Wystgpujac w mieszaninie,
wykazuja dziatanie synergistycznie, wspomagaja wzajemne procesy regeneracyjne lub
jedne stanowia ochrong¢ antyoksydacyjna dla drugich lub [3, 4, 7]. Szczegblne znacze-
nie maja zwiazki polifenolowe, ktére okresla si¢ mianem zwiazkéw drugiej bariery
antyoksydacyjnej. Naleza do nich kwasy fenylokarboksylowe (np. galusowy, wanili-
nowy, elagowy), kwasy fenylopropenowe (np. kawowy, ferulowy, synapinowy),
a takze flawonoidy i stilbeny. Wspolna cecha polifenoli jest obecnos¢ jednego lub kil-
ku pierscieni aromatycznych z przytaczonymi grupami hydroksylowymi, ktore decydu-
ja o ich potencjale antyoksydacyjnym [1, 18].

Znaczenie zwiazkow polifenolowych w puli antyoksydantow obecnych w zywno-
$ci wynika z ich wlasciwosci hydro- i lipofilowych. Wolne kwasy fenolowe sa typowo
hydrofilowe, wolne flawonoidy — lipofilowe, jednak najbardziej interesujaca grupe
zwiazkow, zarowno pod wzgledem budowy chemicznej, jak i wlasciwosci, stanowig
ich pochodne, wystgpujace jako estry lub glikozydy z czasteczkami cukréw. Pochodne
te wykazuja przewaznie wlasciwosci posrednie pomigdzy hydro- i lipofilnymi. Wtasnie
ta czgSciowa rozpuszczalno$¢ w wodzie i czgSciowa w thuszczach czyni je uniwersal-
nymi antyoksydantami. Obecne w fazie wodnej wspomagaja regeneracj¢ witaminy C,
aw fazie lipidowej chronig fosfolipidy bton komoérkowych przed utlenianiem przez
wolne rodniki [1, 7, 18]. O znaczeniu polifenoli w diecie i ich wplywie na zdrowie
czlowieka $wiadcza liczne badania na $§wiecie koncentrujace si¢ na tej grupie zwiaz-
kow.

Coraz czeSciej pojawiaja si¢ na rynku preparaty zwiazkow fenolowych, ktore
otrzymywane sa z jednej rosliny lub z mieszaniny kilku roslin, ktére stosowane sa
gtownie w medycynie, kosmetologii oraz jako suplementy diety [14]. Przyktadowo,
ekstrakt z grejpfruta zalecany jako suplement diety zawiera ponad 19 % mieszaniny
flawonoidéw [14]. W ostatnich latach podejmowane sa proby zastgpowania syntetycz-
nych konserwantéw zywnos$ci naturalnymi preparatami ro§linnymi zawierajacymi mie-
szaning antyoksydantow z grupy polifenoli [9, 20, 22, 23].
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Wsréd owocdw 1 warzyw dobrze scharakteryzowanych pod wzgledem zawartosci
zwiazkow fenolowych, jak i innych antyoksydantow jest papryka. Jest to wartoSciowa
roslina, ktorej owoce zawieraja szereg zwiazkow zaliczanych do antyoksydantow:
witaminy C i E, karotenoidy oraz ksantofile [5, 10, 19]. Ostre odmiany papryki zawie-
raja alkaloid — kapsaicyng, ktory nadaje im specyficzny smak [15]. Pulg antyoksydan-
tow obecnych w owocach papryki uzupetniaja zwiazki fenolowe, wystepujace w wigk-
szo$ci w polaczeniach z cukrami jako estry kwasow ferulowego i synapinowego oraz
glikozydy flawonoidéw kwercetyny i luteoliny [10, 12]. Ze wzgledu na to, ze owoce
papryki stanowia bogate zrodto réznorodnych pochodnych kwaséw fenolowych i fla-
wonoidow, wykorzystuje si¢ je do pozyskiwania tych zwiazkdéw na skalg preparatywna
[10, 13]. Jednak zblizone wtasciwosci hydro- i lipofilowe zwiazkéw fenolowych stwa-
rzaja wiele trudnosci w ich analizie i wyodrgbnianiu, gdyz czgsto eluuja sie one w gru-
pie, ktora trudno rozdzieli¢ [11]. Czasami niewielkie zmiany takich parametrow, jak
pH, sktad rozpuszczalnika czy rodzaj sorbentu moga zdecydowanie zmienia¢ ich profil
w otrzymanych preparatach.

Przedstawione badania miaty na celu okreslenie wptywu rodzaju sorbentu wyko-
rzystywanego na etapie wyodrgbniania frakcji zwiazkow fenolowych z etanolowego
ekstraktu z papryki przed finalna analiza HPLC na wynik oznaczania pochodnych
kwercetyny w otrzymanych preparatach.

Material i metody badan

Materiat roslinny stanowity owoce papryki ostrej odmiany Capel Hot w fazie pet-
nej dojrzatosci. Owoce papryki pochodzity z gospodarstwa nasiennego Seminis
k/Lublina i bezposrednio po zbiorze dostarczane byty do laboratorium, gdzie podda-
wano je dalszej procedurze. Z dziesigciu w petni uksztaltowanych i nieuszkodzonych
owocow, po ich umyciu i osuszeniu, wykrawano po polowie perykarpu, ktory nastep-
nie krojono w kostke i usredniano. Usrednione probki badano na zawarto$¢ suchej
masy metoda suszarkowa oraz poddawano procesowi liofilizacji. Przygotowane liofili-
zaty przechowywano w temp -20 °C przed dalsza analiza. Liofilizowane owocnie pa-
pryki (1,2 g) homogenizowano w wodnym roztworze etanolu (80 %) przy uzyciu ho-
mogenizatora Diax 900. Otrzymana zawiesing wirowano (12000 rpm, 5 min)
1 zbierano roztwodr znad osadu do kolby miarowej, a osad poddawano powtérnej ho-
mogenizacji. Czynnos$¢ t¢ powtarzano trzykrotnie, a otrzymane ekstrakty taczono. Pro-
cedur¢ homogenizacji w polaczeniu z ekstrakcja prowadzono w taki sposoéb, aby kon-
cowa objetos¢ ekstraktu wynosita 100 ml.

Izolacje frakcji zwiazkow fenolowych prowadzono w kolumienkach SPE (firmy
Baker) wypehionych trzema rodzajami sorbentéw: zelem krzemionkowym modyfi-
kowanym oktadecylem (C18), etylofenylem (Phe) i cyjanopropylem (CN). Zwiazkami
wzorcowymi w przedstawionych badaniach byly obecne w papryce: 1: 3-O-ramnozyd-



142 Maltgorzata Materska

7-0O-glukozyd kwercetyny, 2: 3-O-glukozyd kwercetyny oraz 3: 3-O-ramnozyd kwer-
cetyny. Zwiazki te izolowano z owocni papryki metoda preparatywnej cieczowej
chromatografii $rednioci$nieniowej, a ich czysto$¢ sprawdzano metoda spektrometrii
masowej [12, 13]. Chromatogramy wymienionych zwiazkéw oraz ich widma UV-Vis
przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Chromatogramy pochodnych kwercetyny stosowanych jako substancje wzorcowe oraz ich wid-
ma UV-Vis zarejestrowane na detektorze DAD, zwiazek 1: 3-O-ramnozyd-7-O-glukozyd kwer-
cetyny, 2: 3-O-glukozyd kwercetyny, 3: 3-O-ramnozyd kwercetyny.

Fig. 1. HPLC chromatograms and DAD-UV-Vis spectra of quercetin derivatives used as standard com-
pounds; compound 1: quercetin 3-O-rhamnoside-7-O-glucoside, 2: quercetin 3-O-glucoside, 3:
quercetin 3-O-rhamnoside.

Z przygotowanych ekstraktow etanolowych pobierano po 10 ml i odparowywano
do sucha w wyparce obrotowej pod obnizonym ci$nieniem w temperaturze 40 °C. Su-
che ekstrakty rozpuszczano w 5 ml wody 1 nanoszono na szczyt kolumienek SPE, ktore
przed uzyciem kondycjonowano, przemywajac je 100-procentowym metanolem (5 ml),
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a nastgpnie woda (10 ml). Po natozeniu probki zwiazki hydrofilowe wymywano 5 ml
wody, a nast¢pnie zbierano frakcje zwiazkdéw fenolowych, uzywajac 40-procentowego
roztworu metanolu (3 ml). Otrzymane frakcje odparowywano do sucha w wyparce
obrotowej pod obnizonym cisnieniem w temp. 40 °C. Sucha pozostato$¢ rozpuszczano
100-procentowym metanolem do objgtosci 1 ml. Réwnolegle przygotowywano trzy
ckstrakty etanolowe z owocni papryki, a z kazdego ekstraktu pobierano po trzy probki
(powtérzenia) dla jednego rodzaju sorbentu. Otrzymane preparaty analizowano metoda
HPLC oraz oznaczano w nich sum¢ zwiazkow fenolowych i ich aktywnos$¢ antyrodni-
kowa.

Analiz¢ chromatograficzna frakcji zwiazkéw fenolowych otrzymanej metoda eks-
trakcji do fazy statej wykonywano przy uzyciu chromatografu Empower Pro firmy
Waters z kolumna analityczna Atlantis T3 wypelniona zelem krzemionkowym Cig
o $rednicy poréw 3 pum, szerokosci 4,6 mm i dtugosci 150 mm. Aparat wyposazony byt
w pompe firmy Waters M600 o maksymalnym ci$nieniu 6000 psi. Szybkos$¢ przepty-
wu wynosita 1 ml'min”. Uzywano detektora spektralnego DAD UV-Vis firmy Waters
M2998. Pomiary wykonywano przy dtugosci fali A = 330 nm oraz A = 250 nm. Zasto-
sowano gradientowa metod¢ rozdzielania przy wykorzystaniu dwusktadnikowej fazy
ruchome;j, rozpuszczalnik A stanowit 1-procentowy H3PO, w wodzie, a rozpuszczalnik
B 40-procentowy CH3CN w rozpuszczalniku A. IloSciowe oznaczanie zawartosci
O-glikozydoéw kwercetyny we frakcjach zwiazkow fenolowych wyodrgbnionych na
trzech typach sorbentow wykonywano metoda krzywej wzorcowej wyznaczonej dla
poszczegblnych zwiazkow oraz rownan regresji liniowej (tab. 1).

Sumg zawartosci zwiazkéw fenolowych analizowano metoda Folina-Ciocalteu,
z wykorzystaniem krzywej wzorcowej kwasu chlorogenowego [5]. Aktywno$¢ anty-
rodnikowa badano wobec rodnika DPPH:(1,1-difenylo-2-pikrylo-hydrazylu) i wyraza-
no ja jako procent inhibicji odbarwienia rodnika [12].

W celu oznaczenia odzysku pochodnych kwercetyny w procedurze izolacji meto-
da SPE przygotowywano roztwory startowe wzorcow o stezeniu 0,5 g-1”. Z roztworow
startowych sporzadzano roztwory robocze o st¢zeniach: 0,25; 0,05 oraz 0,01 g-l'l, za-
wierajace mieszaning trzech analizowanych substancji. Z oddzielnie przygotowanego
ekstraktu etanolowego z papryki (400 ml) dla kazdego stezenia mieszaniny wzorcow
pobierano po dwanascie prob (po cztery przy uzyciu jednego sorbentu), kazda po
10 ml. Nastgpnie do szesciu ekstraktow dodawano po 90 ul mieszaniny wzorcoOw
1 wszystkie proby poddawano opisanej wyzej procedurze izolacji zwiazkow fenolo-
wych metoda SPE. Tym sposobem dla kazdego sorbentu przygotowano po dwie probki
bez dodatku wzorcow i dwie z ich dodatkiem. Nastepnie przed koncowym zatgzaniem
frakcji uzyskanych z kolumienek SPE, do probek bez dodatku wzorcow dodawano po
90 ul mieszaniny analizowanych substancji. Wszystkie probki po odparowaniu do
sucha i rozpuszczeniu do objetosci 1 ml analizowano metoda HPLC zgodnie z wyzej
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opisang procedura. Odzysk pochodnych kwercetyny [%] obliczano na podstawie pol
powierzchni pikéw substancji wzorcowych, zgodnie z reguta: (powierzchnia piku
z SPE/powierzchnia piku bez SPE) x 100. Schemat procedury oznaczania odzysku
pochodnych kwercetyny w kolumienkach SPE przedstawiono na rys 2.

Ekstrakt z papryki (80% etanol, 10 mL)/
Pepper extract (80% ethanol, 10 mL)
L !
Zatezanie i rozcienczanie woda (5 mL) /
Evaporation and reconstituton by water (5 mL)

+Wzorce /
+Standards

Ekstrakcja do fazy statej/ Solid phase extraction:
C18, Phe, CN
1 !
Frakcje (40% metanol)

+ Wzorce /
+Standards

Zatgzanie i rozcienczanie woda (ImL) /
Evaporation and reconstituton by water (1 mL)
| |
Analiza HPLC / HPLC analysis

Rys. 2. Schemat oznaczania odzysku O-glikozydow kwercetyny na trzech typach sorbentow w metodzie
ekstrakcji do fazy statej.

Fig. 2. Diagram of recovery analysis of quercetin O-glycosides on three types of sorbents in solid phase
extraction method.

Walidacje metody HPLC do oznaczen ilosciowych pochodnych kwercetyny prze-
prowadzano z uwzglednieniem wymienionych wczesniej trzech substancji wzorco-
wych. W tym celu z roztwordw startowych wzorcow przygotowywano serie rozcien-
czen uzyskujac stezenia od 0,5 do 0,01 g, Nastepnie wykonywano analiz¢ HPLC,
zgodnie z opisana wyzej procedura. Na podstawie pol powierzchni pikéw (y) badanych
stezen roztwordw (x) wykreslono krzywe kalibracyjne y = f(x). Zakres st¢zen wzor-
cow, przy ktorych krzywe mialy charakter liniowy okreslano na podstawie wartosci R?,
ktora byta co najmniej rzedu 0,999. Limit detekcji (LOD) oraz granicg oznaczalnosci
(LOQ) w przeprowadzonych warunkach chromatograficznych i w zakresie liniowosci
wyrazano jako stezenie zwiazku, dla ktorego wielkosci sygnatu do wielko$ci szumow
wynosily odpowiednio 3 : 11 10 : 1 [8]. Wartosci zakresu liniowos$ci oraz rownania
krzywych przedstawiono w tab. 1.
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Tabela 1

Zakres stezen wzorcow glikozydow kwercetyny, przy ktorych krzywe kalibracji maja przebieg liniowy
oraz czuto$¢ metody HPLC-DAD.

Concentration range of quercetin glycosides standards at which calibration curves are linear, and sensitivi-
ty of HPLC-DAD method.

Zakres stezen Rownanie regresji
Zwiazek [pgml'] liniowej Rz LOD LOQ
Compound | Concentration range | Linear regression [ngml'] [pgml']
(ugrmL™) equation
1 2,5-500 y=932149x+31214 0,9998 0,149 0,497
2 2,5-100 y=201402x+6414,9 0,9993 0,051 0,168
3 0,25 - 500 y=2E+06x+52995 0,9999 0,003 0,010

Objasnienia: / Explanatory notes:
1 — 3-O-ramnozyd-7-O-glukozyd kwercetyny / Quercetin 3-O-rhamnoside-7-O-glucoside; 2 — 3-O-glukozyd
kwercetyny / Quercetin 3-O-glucoside; 3 — 3-O-ramnozyd kwercetyny / Quercetin 3-O-rhamnoside.

Wyniki przedstawione jako wartosci $rednie z trzech powtdrzen poddano analizie
statystycznej. Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami Srednimi okre$lano za pomoca testu
Tuckeya na poziomie istotnosci p = 0,05. Analizy wykonywano w programie Statgra-
phic Centurion XVI.

Wiyniki i dyskusja

Zastosowane sorbenty roznity si¢ polarnoscia. Najbardziej polarny byt Zel krze-
mionkowy modyfikowany etylofenylem (Phe), a najmniej — modyfikowany oktedecy-
lem (C18) [21, 26]. Ze wzgledu na swoja posrednia polarnos¢ sorbenty z fazami etylo-
fenylowa czy cyjanopropylowa moga dziala¢ zaré6wno w normalnym, jak
i w odwroconym uktadzie rozpuszczalnikow, w zaleznos$ci od sposobu kondycjonowa-
nia oraz od rodzaju stosowanych eluentow. Z kolei zel modyfikowany oktadecylem to
typowy sorbent niepolarny, dziatajacy w odwroconym uktadzie faz [21, 26]. W przed-
stawionej pracy do wszystkich sorbentéw zastosowano odwrocony uktad rozpuszczal-
nikow, w ktorym jako eluent zastosowano 40-procentowy wodny roztwér metanolu,
oraz t¢ sama procedurg analityczng. W ten sposob wyeliminowano wptyw mocy eluen-
tu na wydajnos¢ ekstrakcji. Wyboru 40-procentowego roztworu metanolu jako roz-
puszczalnika do wyodrgbniania frakcji zwiazkéw fenolowych dokonano na podstawie
danych literaturowych [16, 24] i badan wlasnych (wyniki niepublikowane). Przy tym
stezeniu metanolu uzyskiwano bowiem najwyzsza efektywno$¢ wyodrgbniania po-
chodnych kwasow fenolowych i flawonoidow na zelu C18.
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W pierwszym etapie badan oznaczono odzysk O-glikozyddéw kwercetyny na ba-
danych sorbentach, analizujac wielko$¢ sygnatu wzorcoéw po etapie ekstrakcji do fazy
statej oraz z wykluczeniem tego etapu. Schemat procedury oznaczania odzysku przed-
stawiono na rys. 2., a wyniki badan przedstawiono w tab. 2. Wydajnos¢ ekstrakcji
O-glikozydoéw kwercetyny zalezata od dwdch czynnikdéw: polarno$ci badanego zwiaz-
ku oraz polarno$ci sorbentu. Wérdd badanych zwiazkow najwyzsza polarnoscia cha-
rakteryzowat si¢ oznaczony numerem 1: 3-O-ramnozyd-7-O-glukozyd kwercetyny,
a najnizsza oznaczony numerem 3: 3-O-ramnozyd kwercetyny (rys. 1). Otrzymane
wydajnos$ci ekstrakcji pokrywaja si¢ z polarnoscia badanych zwiazkéw oraz uzytych
faz stacjonarnych. Najwigksza wydajnos¢ ekstrakcji uzyskano w przypadku zwiazku 2,
czyli 3-O-glukozydu kwercetyny, ktory charakteryzowal si¢ posrednia polarnoscia,
wynosita ona srednio dla trzech faz 86,6 %. Wsrdd badanych sorbentow najefektyw-
niejszy okazat si¢ zel krzemionkowy modyfikowany cyjanopropylem, czyli rowniez
ten o posredniej polarnosci, przy ktorym srednia wydajno$¢ ekstrakcji trzech zwiazkow
wynosita 92,7 % (tab. 2).

Tabela 2
Odzysk glikozydow kwercetyny w ekstrakeji do fazy statej [%)].
Recovery of quercetin glycosides in solid phase extraction [%].
Zwiazek Stezenie [g17'] Rodzaj sorbentu / Sorbent type (X £ s/ SD)
Compound | Concentration [g-l‘l] c18" Phe CN

0,25 733 40,94 90,7 +2,77 783 + 1,65

. 0,05 774 +0,95 95,5+0,97 83.8+ 1,05

0,01 862+ 1,1 101,5 + 1,49 86,3 + 1,85

X 78,9 +£5,86 95,9 +£4,96 82,8 +£3,77

0,25 85,7+ 0,68 65,8+ 1,29 90,0 + 0,53

) 0,05 89,5+ 0,56 74,8 +0,98 92,9+ 1,66

0,01 98,7 £ 1,03 82,9+0,67 99,2 £0,52

X 91,3+5,82 74,4+ 7,43 94,0 4,17

0,25 46,4 +0,36 91,0 +3,74 978+ 1,11

3 0,05 51,3+0,80 96,1 + 1,04 101,4 + 1,65

0,01 542 +0,10 103,0 £ 1,57 104,4 +1,88

X 50,6 + 3,44 96,7 + 5,59 101,2 £3,20

Objasnienia: / Explanatory notes:

1,2, 3 — numery i nazwy zwiazkow jak w tab. 1 / Numbers and names of compounds as in Tab. 1;

C18 — modyfikowany zel krzemionkowy C18: oktadecylem / silica gel modified with C18: octadecyl; Phe
— etylofenylem / elhylophenyl; CN — cyjanopropylem / cyanopropyl;

X + s/ SD — warto$¢ srednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n = 4.

Naturalne ekstrakty roslinne stanowia skomplikowana matryce i nie mozna jed-
noznacznie odnies¢ uzyskanych wynikow do wszystkich uktadow roslinnych. W ni-
niejszej pracy materiat doswiadczalny stanowily owoce papryki i z nich wyodrgbniono
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wzorce wykorzystane w badaniach. Z tego wzgledu kolejnym etapem badan bylo
oznaczenie stgzenia tych zwiazkow w preparatach z papryki przygotowanych na trzech
rodzajach sorbentow. Chromatogramy frakcji zwiazkéw fenolowych wyodrebnionych
na wymienionych sorbentach przedstawiono na rys. 3.

o 1 T T T T T T T T T T T T T T T ] 7
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Minutes
0.0307
1 B
5 0.0207
< ]
0.0104
O'OO(E L B e I
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
Minutes
0.101
1 C
2 0.05]
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

Mnutes

Rys. 3. Chromatogramy frakcji zwiazkow fenolowych z owocow papryki izolowanych na sorbentach:
A - C18, B - Phe, C - CN. Zwiazki oznaczane ilosciowo: 1: 3-O-ramnozyd-7-O-glukozyd kwer-
cetyny, 2: 3-O- glukozyd kwercetyny, 3: 3-O- ramnozyd kwercetyny.

Fig. 3. Chromatogram of phenolic compounds fraction from pepper fruit obtained on sorbents: A - C18,
B - Phe, C - CN. Compounds quantitatively analysed: 1: quercetin 3-O-rhamnoside-7-O-
glucoside, 2: quercetin 3-O-glucoside, 3: quercetin 3-O-rhamnoside.

Po porownaniu profili frakcji stwierdzono roznice iloSciowe oraz jakosciowe
w ich sktadzie. Sposrdéd O-glikozyddéw kwercetyny wykorzystywanych jako wzorce
dominowaty zwiazki 1 i 3, natomiast zwigzek 2 wystgpowal w $sladowych ilosciach.
Potwierdzita to analiza ilosSciowa wykonana metoda krzywej wzorcowej trzech bada-
nych zwiazkdéw w zakresie ich liniowosci (tab. 3). Z uwagi na to, ze analizowane frak-
cje zwiazkdéw fenolowych wyodrebnione z owocni papryki zawieraty szereg substancji,
ktorych nie uwzgledniono w analizie iloSciowej, przeprowadzono rownolegle oznacza-
nie sumy zwiazkéw fenolowych omawianych frakcji metoda Folina-Ciocalteu oraz
badania ich aktywnosci antyrodnikowej w uktadzie z rodnikiem DPPH. Uzyskane wy-
niki w petni pokrywaja si¢ otrzymanymi wydajnosciami ekstrakcji. Najwigksza zawar-
tos¢ sumy zwiazkow fenolowych, jak i najwyzsza aktywno$¢ antyrodnikowa stwier-
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dzono we frakcji wyodregbnionej na zelu modyfikowanym cyjanopropylem (tab. 3).
W wielu wczesniejszych badaniach stwierdzono wysokie korelacje pomigdzy aktyw-
nos$cig antyrodnikowa frakcji zwiazkéw fenolowych mierzona w uktadzie z rodnikiem
DPPH a suma zwiazkoéw fenolowych [2, 25]. Uzyskane w przedstawionej pracy wyniki
sa zgodne z danymi literaturowymi. Wspotczynniki korelacji pomigdzy aktywnoscia
antyrodnikowa a suma zwiazkoéw fenolowych w ekstraktach z papryki wynosity odpo-
wiednio dla fazy C18: r = 0,94, cyjanowej: r = 0,99, a fenylowej: r = 0,94. Wyniki
wydajnosci ekstrakcji papryki potwierdzaja informacje podane przez Rodrigueza i wsp.
[21], ktorzy stwierdzili, ze w przypadku zwiazkéw fenolowych wigksze wydajnosci
ekstrakcji uzyskuje si¢ na sorbentach cykloheksylowym i fenylowym niz na C18.

Tabela 3

Zawarto$¢ O-glikozydow kwercetyny, suma zwiazkow fenolowych oraz aktywno$¢ antyrodnikowa frakcji
ekstrahowanych na trzech typach sorbentow.

Content of quercetin O-glycosides, total of phenolic compounds, and antiradical activity of fractions ex-
tracted on three types of sorbents.

O-glikozydy kwercetyny / Quercetin O-glycosides o Aktywnosé
[ugml™ ekstraktu] / pg'ml™ of extract Zawartose “W antyrodnikowa
Rodzaj fenolowych (DPPH)
sorbentu Content of s
Suma . Antiradical
Sorbent type 1 2 3 phenolic com- I,
Total pounds activity
[%e]
Cl18 0,15° - 0,25° 04 1,73° 27,68% + 1,023
+0,002° +0,012 ’ +0,028
Phe 0,50° 0,28° 1,10° 188 1,68° 18,13+ 0,033
£0,015 +£0,019 +0,042 ’ +£0,014
CN 0,41* 1,05? 0,80° 296 2,39% 42,13 +£0,048
+0,031 + 0,009 +0,011 ’ +0,051

Objasnienia: / Explanatory notes:

1,2, 3 — numery i nazwy zwiazkow jak w tab. 1. / Numbers and names of compounds as in Tab. 1;

" — [mg kwasu chlorogenowego-ml™ ekstraktu] / [mg of chlorogenic acid-ml” of extract];

wartosci oznaczone w kolumnach ta sama litera nie r6znia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / values in
the column and denoted with the same letter do not differ statistically significantly (p < 0.05); n = 3.

Whioski

1. Wynik oznaczania zawartosci pochodnych kwercetyny w preparatach otrzymanych
z papryki zalezal od rodzaju sorbentu uzytego na etapic wyodrgbniania frakcji
zwiazkow fenolowych z ekstraktéw etanolowych.

2. Najefektywniejszym sorbentem w opisanej procedurze byt zel krzemionkowy mo-
dyfikowany cyjanopropylem (CN), ktory charakteryzowat si¢ posrednia lipofilno-
scia.
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3. Sposrod analizowanych trzech pochodnych kwercetyny najwigksza wydajnos¢ eks-
trakcji uzyskano w przypadku 3-O-glukozydu kwercetyny.
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EFFECT OF EXTRACTION CONDITIONS ON CONTENT OF QUERCETIN
O-GLYCOSIDES IN EXTRACTS FROM PEPPER FRUIT

Summary

In the paper as presented, the effect was determined of the polarity of sorbents in solid phase extrac-
tion on the contents of phenylpropanoids in extracts obtained from a pepper pericarp. Three types of
sorbents were analyzed: silica gel modified with octadecyl (C18), ethylophenyl (Phe), and cyanopropyl
(CN), and, in every case, the same system of solvents was applied. The extraction yield was determined
using three derivatives of quercetin as the standards; those derivatives were isolated from the pepper peri-
carp during the preceding studies. The standards comprised: quercetin 3-O-rhamnoside-7-O-glucoside,
quercetin-3-O-glucoside, and quercetin-3-O-rhamnoside. Next, the fractions of phenolic compounds were
isolated from the pepper pericarp with the use of the three above indicated sorbents. In the fractions ob-
tained, the content of quercetin derivatives was quantitatively determined by a HPLC method and with the
use of the standard curves for each compound. Additionally, there were determined the total of phenolic
compounds by a Folin-Ciocalteu method and their antiradical activity in the system with DPPH radical.

Of the three standards applied, the quercetin-3-O-glucoside was recognized for its highest extraction
yield; it was characterized by an intermediate polarity. Among the sorbents analyzed, the most effective
sorbent was the silica gel modified with cyanopropyl. Also in the case of the fraction of phenolic com-
pounds present in the pepper fruits, the highest extraction efficiency was obtained for the same gel used.
This fact was confirmed by the results of total phenolic compounds and antiradical activity.

Key words: Capsicum annuum, solid phase extraction, phenolic compounds, quercetin O-glycosides
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