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Organické kyseliny bazy chabzdovej a Ciernej
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Sthrn. Kapilarnou izotachoforézou, papiercvou a tenkovrstvovou chromatografiou
sa zistovala pritomnost a zlozenie organickych kyselin v divorastucej baze chabzdovej a baze
Ciernej. Kyselina citronova, jabl¢na, mliecna, $tavelova a askorbova sa stanovili v baze
Ciernej a naviac kyselina vinna a octova v baze chabzdove;j.

Organicke kyseliny v ovoci a ovocnych vyrobkoch maji vyznam ako senzo-
~cky aktivne zlozky a stcasti, ktoré vytvaraju prostredie nevhodné pre rozvoj
~zktorych mikroorganizmov a velmi vyznamne posobia na steriliza¢ny rezim.
“opri beznych organickych kyselinach (tzv. ovocné kyseliny) sa v niektorych
“ruhoch vyskytuji menej frekventované fenolické, alebo iné kyseliny. O kvali-
zuvnom a kvantitativnom zastupeni organickych kyselin v baze chabzdovej

sumbucus ebulus L..) a baze Ciernej (Sambucus nigra L.) nie je vela informacii.

V' jedinej publikacii [1] sme zistili, ze 1 kg plodov bazy chabzdovej obsahuje
-.2—12,7 g celkovych kyselin (prepocitanych na kyselinu citronovi). Bez uda-
=1z konkrétnych hodnot sa tvrdi, ze prevlada kyselina citronova, dalej kyselina
=bl¢na, valérova a vinna. Okrem tychto kyselin sa v plodoch bazy chabzdovej
~stil vysoky obsah kyseliny askorbovej, 1920—2350mg.kg~'. V semenach
~:7yv chabzdovej sa zistili niektoré fenolické kyseliny, napr. kyselina kavova
= n-kumarova [2].

Pomerne viac udajov sa v literatire uvadza o obsahu kyselin v réznych
zstiach bazy ciernej. V plodoch sa obsah celkovych kyselin pohybuje v rozme-
27142 a7 14g. kg " [3], resp. 7,.3g.kg ' [4].

Podla Mikovej [5] plody bazy ciernej obsahuju kyselinu jablénu (5,5—
Sg.kg™ ") a kyselinu askorbovu (490 mg.kg™").
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. technologie sacharidov a potravin, Ing. Michal Rosenberg, CSc., Katedra biochemickej
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Z fenolkarboxylovych kyselin boli v kvetoch a listoch bazy ¢iernej najdené
viazané formy kyseliny kavovej a ferulovej [6, 7]. Pfannhauser a Riedl [8]
dokazali v plodoch bazy ciernej kyselinu p-kumarovu, kavovia a ferulovu,
viazané na antokyanidiny. Obsah kyseliny kavovej pocas vegetacie klesa, preto-
ze sa povazuje za prekurzor kvercetinu a kyanidinu.

Material a metody

Na analyzu sme pouzili plody bazy chabzdovej a Ciernej zbierané v technolo-
gickej zrelosti v oblasti Bratislavy. Bobule zbavené stopiek sme zmrazili pri
—18°C a v takom stave skladovali v polyetylénovych vreckach az do analyzy.
Pred pouzitim sme vzorky rozmrazili pri laboratornej teplote a na zistenie
obsahu organickych kyselin sme pouzili zhomogenizované plody, rozdrvené
plody a vylisovant §tavu. Stavu z homogenizovanych a rozdrvenych plodov sme
ziskali prefiltrovanim cez gazu. Vylisovant $tavu sme odstredovali 10 minut pri
7000 otackach za min.

Na stanovenie organickych kyselin sme pouzili chromatografické metddy
— papierovu chromatografiu, chromatografiu na tenkych vrstvach a kapilarnu
izotachoforéru. Na papierovi chromatografiu sa pouzil papier Whatman
1 a vyvijacie zmesi:

A butanol — kyselina mravcia — voda (10:2:3) alebo

B: terciarny amylalkohol — n-butanol — 98 % kyselina mravéia — voda
(5:15:6:6).

Chromatogramy sa vyvijali vzostupne a Standardy kyselin sme nanasali
v roztoku bromfenolovej modrej. Pri chromatografii na tenkych vrstvach sme

Tabulka 1. Zlozenie pouzitych elektrolytov pre izotachoforézu
Table 1. The composition of electrolytes being used for isotachophoresis

I 11
Vodiaci elektrolyt'
HCI (mol.dm™?) 1072 1072
Protiion’ P-alanin® P-alanin’
pH 38 43
Aditivum (polyvinylpyrolidon)? 0,1% 0,1%
Zakoncujuci elektrolyt? kyselina kaprénova® kyselina octova’
¢ (moi.dm™ %) 1073 5.107%
Protiion’ TRIS TRIS
pH 39 4,0

1 Leading electrolyte, 2 — Counterion, 3 — Additive matter (polyvinylpyrrolidone), 4 —
Terminating electrolyte, 5 — p-Alanine, 6 — Caproic acid, 7 — Acetic acid.
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pouzili silufolové platne a vyvijacie sistavy uvedené pri papierovej chromatog-
rafii. Analyzované vzorky boli aj eluaty organickych kyselin ziskanych vytlace-
nim z kolony s napliou silny anex Dowex 1 typ X4 mesh 100/200 a filtrat
organickych kyselin ziskany octanovou metodou [9].

Kapilarna izotachoforéza sa robila na pristroji izotachoforeticky analyzator
s technikou spajania kolén ZKI 001 s vodivostnym detektorom (URVIT,
Spisska N. Ves) s dvojkanalovym zapisovacom TZ 4200 (Laboratdrni pristroje,
Praha). Vzorky sa analyzovali pri prude 200 uA v predseparacnej kolone
a 40 puA v analytickej kolone. Zriedené vzorky 1cm?/50cm’® sme davkovali
pomocou davkovacieho kohtta zariadenia. Na identifikaciu a stanovenie orga-
nickych kyselin sme pouzili dva systémy elektrolytov (I, II), zlozenie ktorych
uvadza tab. 1. Cas analyzy sa pohyboval v zavislosti od aplikovanych elektroly-
tov v intervale 20 az 30 min. Na zaklade zistenia pritomnosti jednotlivych
kyselin sme urobili kvantitativnu analyzu metddou analytickej kalibra¢nej Cia-
ry. V opera¢nych systémoch I a II sme namerali kalibra¢né ciary pre identifiko-

Tabulka 2. Parametre kalibraénych ¢iar y = a + bx
Table 2. Parameters of the calibration lines y = a + bx
. 3
Kyselina' Parameter® Operacny systém
I 11
vinna® a 0,134 5,502.10°°
b 4.435.10 4,734 .10
r 0,999 0,999
octova’ a 0,149
b 1,840.10
r 0,999
citronova® a 4,490.10° 4.045.10°¢
b 3,993.10 4,622.10
r 0,999 0,999
jabléna’ a 0,287 0,150
b 7,301.10 4,388.10
r 0,999 0,999
mlie¢na® a 0,366 1,075
b 5.294.10 6,640 .10
r 0.999 0,999
askorbova’ a 0,929 0,118
b 6,787.10 7,325.10
r 0,999 0,999
Stavelova'’ a 0,018
b 8.412.10
r 0,999

I — Acid, 2 — Parameter, 3 — Operating system, 4 — Tartaric acid, 5 — Acetic acid, 6 — Citric
acid, 7 — Malic acid, 8 — Lactic acid, 9 — Ascorbic acid, 9 — shikimic acid, 10 — oxalic acid.
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vané kyseliny. Tieto boli Statisticky zhodnotené linearnou regresiou. Parametre
kalibracnych Ciar pre analyticku kolonu uvadza tab. 2. Pre analyzu vzoriek sme
aplikovali oba systémy.

Vysledky a diskusia

Na kvalitativne stanovenie organickych kyselin v $tave bazy ¢iernej sme
pouzili kapilarnu izotachoforézu, ktorou sme ziskali vysledky uvedené v tab. 3.
Z pouzitych dvoch systémov elektrolytov sa lepsie osved¢il systém 11, ktorym
sme v Stave bazy ciernej pri riedeni 1 cm?/50 cm? zistili pritomnost a stanovili
obsah kyseliny Stavelovej, citronovej, jablénej a mlie¢nej. V systéme elektrolytov
I kyselina citronova a jabléna vytvarali spolocnt zonu, ale v tomto systéme sme
stanovili aj kyselinu askorbovu. Obsahy jednotlivych kyselin uvedené v tab. 3 st
v urcitom rozpdti, ¢o mozno vysvetlit prirodzenym kolisanim obsahu kyselin
v analyzovanych Stavich z réznych vzoriek. Ak sa porovnavaju nase vysledky
s Udajmi z literatary [10, 11] vidief, Ze obsah kyseliny citronovej, ktory bol
stanoveny enzymovo bol vyssi, zatial ¢o kyselina vinna stanovena enzymovo
dosahovala v priemere nizsie hodnoty (1,3 az 3,6 g.dm ), pricom rozmedzie
koncentracii bolo podstatne vicsie.

Z vysledkov je zrejmé, Ze najvidcsi podiel predstavuje kyselina citronova
(57 %) a kyselina jabl¢na (23 %). Zaujimava je pritomnost a pomerne vysoky
obsah kyseliny mliecnej, asi 14 %, ktora doteraz v baze ¢iernej nebola stanovena

Tabulka 3. Organické kyseliny v §tave bazy Ciernej
Table 3. Organic acids in elderberry juice

Min. a max.
Kyselina' hodnoty? Kuhlmann [10] Bergmann [11]
(g.dm ™)
stavelova® 0,40 0,46 .
citronova® 6,95 — 7,68 10,7 —14,0 9,7 —12,7
jabléné5 2,96— 3,07 1.6 — 3,6 1,3 — 20
mlie¢na® 1,78 s —
askorbova’ 0,127 0,018— 0,045 0,12— 0,18
chinova® - 03 — 06 —
sikimova’ — 0,03 — 0.1 s
izocitronova'’ - 0,15 — 0,17 —
z 12,22—13,12 12,80 —18,52 11,12—14,88

1 — Acid, 2 — Minimal and maximal values, 3 — Oxalic acid, 4 — Citric acid, 5 — Malic acid,
6 — Lactic acid, 7 — Ascorbic acid, 8 — Quinic acid, 9 — Shikimic acid, 10 — Isocitric acid.
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[10, 11]. Rovnako kyselina Stavelova, ktora sa povazuje z hladiska vyZzivy za
neziaducu, vyskytuje sa v mnozstve 3,4 % z celkového obsahu kyselin zistenych
izotachoforézou; jej pritomnost bola dokazana aj tenkovrstvovou chromatog-
rafiou. Zaznam izotachoforeogramu kyselin v §tave bazy Ciernej je na obr. 1.

Obsah kyseliny askorbovej stanovenej izotachoforézou sa pohyboval okolo
12,7mg/100 g, ¢o je hodnota priblizne zhodna s idajom uvadzanym Berman-
nom [11], zatial ¢o hodnoty podla Kuhlmanna [10] su asi 10-krat nizSie.

5
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t [min]
Obr. 1. Izotachoforeogram organickych kyselin bazy Ciernej. 1 — kyselina §tavelova, 2 — kyselina

citronova, 3 — kyselina jablcna, 4 — kyselina mliecna, 5 — kyselina askorbova, S — odozva
vodivostného detektora.
Fig. 1. Isotachophoreogram of elderberry organic acids. 1 — oxalic acid, 2 — citric acid, 3 — malic
acid, 4 — lactic acid, 5 — ascorbic acid, S — response of thermal conductivity detector.
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Niektori autori zistili eSte kyselinu izocitronovu 0,16 g.dm *, dalej kyselinu
Sikimovu v priemere asi 0.05mg.dm * a chinova 0,3—0,6 mg.dm *.

Na stanovenie organickych kyselin v Stave bazy chabzdovej sme pouzili tie
isté systémy elektrolytov. Pri pouziti systému I sme zistili pritomnost kyseliny
vinnej, mliec¢nej, octovej a askorbovej. Kedze sme predpokladali aj pritomnost
kyseliny citronovej a jabl¢nej, ktoré pri pouziti daného systému elektrolytov
vytvarali spolo¢nu zonu, pouzili sme eSte aj systém II. Tymto systémom sme
identifikovali a stanovili obsah kyseliny stavelovej, citronovej, jablénej, mlie¢nej
a askorbovej. Obsah identifikovanych organickych kyselin v $tave bazy chab-
zdovej uvadza tab. 4.

Tabulka 4. Organické kyseliny v Stave bazy chabzdovej
Table 4. Organic compounds in the danewort juice

5 Min. a max. hodnoty’
z,

Kyselina (g.dm"?)
stavelova® 1,17—1,23
citronova’ 1,58 1,68
jabléna® 1.09-—1.31
vinna® 0,11
mlie¢na’ 20 —2,14
octova® 1.06
askorbova’ 0,28 -0.40
z 7,29—7.93

1 — Acid, 2 — Minimal and maximal values, 3 — Oxalic acid, 4 — Citric acid. 5 — Malic acid,
6 — Tartaric acid, 7 — Lactic acid, 8 Acetic acid, 9 — Ascorbic acid.

Z tab. 4 je zrejmé, ze v Stave bazy chabzdovej je viac kyselin ako v baze
Ciernej. Navyse sa zistila kyselina octova a vinna. Najvyssi obsah sa zistil pri
kyseline mliecnej, az takmer 30 %. Obsah kyseliny citronovej bol asi 20 %,
kyselina jabl¢na a Stavelova mali priblizne rovnaké zastipenie, asi 16 %. Po-
merne vysoky obsah sa zistil aj pri kyseline octovej, 14 %, naproti tomu kyselina
vinna tvorila len asi 1,5 %. Obsah kyseliny askorbovej bol v Stave bazy chabzdo-
vej vyisi ako v baze ciernej, v priemere o 37 %. Celkovy obsah kyselin bazy
chabz iovej bol v8ak nizsi o 61 %. Nase vysledky mozeme porovnat len s jedinou
pracou, ktora sa zaoberala kvalitativnym zlozenim (papierovou chromatogra-
fiou) kyselin, a ktora uvadza iba kyselinu citronovu a jabl¢nd, pricom prva

prevlada [1]. Relativne vysoky je obsah najmi kyseliny oxalovej, asi 1,2 g.dm ™,

oproti obsahu v §tave bazy Ciernej, kde priemerna hodnota je 0,43 g.dm .
Tento fakt moze negativne ovplyvnit nutricnt hodnotu bazy chabzdove;j.
Kvantitativnu analyzu jednotlivych kyselin sme vyhodnotili metodou analy-

tickej kalibracnej Ciary. Experimentalne namerané hodnoty sme Statisticky
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spracovali linearnou regresiou na 5 % hladine vyznamnosti. Spravnost vysled-
kov sme testovali bud pouzitim smerodajnej odchylky pomocou Studentovho
t-testu, bud pouzitim rozpitia pomocou Lordovho testu u, [12]. Testy potvrdzu-
jia, ze rozdiel (£ — ) nie je Statisticky vyznamny, vysledky s zatazené len
nahodnou chybou (napr. pri kyseline jablcnej testovanie r-testom na hladine
vyznamnosti a = 0,05 je 7:1,38 < 1,5:2,776 a testom u,, u, = 0.4 < u, o5 =
= 0,507.

Diametralne vysledky sme dosiahli v porovnani s Novruzovom a Aslanovom
[1], ktori uvadzaji obsah vitaminu C az vySe 2g. kg ' ovocia oproti nasim asi
0,13g.kg ' ovocia. Vypocitana smerodajna odchylka s, [12] pri stanoveni
obsahu organickych kyselin v 3tave bazy Ciernej sa pohybovala od 1,7.10 *do
6.9. 102 a miera presnosti od 2,09 % do 7,50 %. Pri stanoveni obsahu organic-
kych kyselin v $tave bazy chabzdovej bola smerodajna odchylka od 2,40.10°
do 7,05.10% a miera presnosti od 2,75 % do 8,52 %.

Na kvalitativne stanovenie organickych kyselin v baze ¢iernej a chabzdovej
sme pouzili aj papierovii a tenkovrstvovii chromatografiu. Papierovou chroma-
tografiou sme analyzovali vzorky roznych riedeni (50, 100, 200, 500, 800 cm®.
.dm?), §tavu z rozdrvenych plodov a odstredenu Stavu bazy Ciernej. Z bazy
chabzdovej sme rozdelili vzorky odstredenej $tavy, vzorky roznych riedeni (20, 40,
80. 120. 160 cm®.dm~?), §tavu z rozdrvenych plodov. Sistavou oznacenou A sa
chromatogramy vyvijali za pouzitia Standardov kyselin. Hodnoty Ry vo vzor-
kéach bazy Giernej sa pohybovali od 0,432 do 0,439 po Styroch roznych analy-
zach, ¢im sa dokazala pritomnost kyseliny citronovej. Vo vzorkach bazy chab-
zdovej sa potvrdil vyskyt kyseliny vinnej. Ry hodnoty sa pohybovali od 0,288
do 0,291.

Pri tenkovrstvovej chromatografii sme pouzili vyvijacie siistavy oznacené A,
B. Zo ziskanych chromatogramov, z vypocitanych Ry hodndt pomocou Stan-
dardov kyselin sme zistili vo vzorkach bazy Ciernej pritomnost kyseliny vinnej,
stavelovej a citronovej. Vypocitané Ry hodnoty z troch analyz jednotlivych
kyselin sa pohybovali od 0,292 do 0,294 pre kyselinu vinnu, od 0,313 do 0,316
pre kyselinu stavelovu, od 0,428 do 0,434 pre kyselinu citronova. Pouzitim
vyvijacej sustavy oznacenej B sme identifikovali eSte Skvrnu s Ry od 0,163 do
0,165 a vo vzorkach organickych kyselin izolovanych octanovou metodou sme
zistili pritomnost kyseliny jabl¢nej s Rg 0,510.

Vo vzorkach bazy chabzdovej sme zistili pritomnost kyseliny jabl¢nej, prie-
merné R, hodnoty boli od 0,509 do 0,514 pre obe vyvijacie sustavy, a kyseliny
vinnej s R od 0,291 do 0,296. Obdobne ako vo vzorkach bazy ¢iernej sme este
stanovili hodnoty Ry $kvfn 0,159—0,164, ¢o by mohla podla udajov literatary
[9] byt kyselina glukonova.

Vypocitané smerodajné odchylky s, sa pohybovali od 1,15. 10~ do
2.91.10~* a miera presnosti od 0,20 % do 0,89 %, pri¢om lepsiu identifikaciu
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sme dosiahli pouzitim tenkovrstvovej chromatografie. Pouzitie vyvijacej sistavy
oznadenej B bolo cinnejsie, jej aplikaciou sme ziskali vac¢si pocet Skvin. Preto
sa dana vyvijacia ststava pouzila na rozdelenie kyselin v eluatoch, vo vzorkach
kyselin ziskanych octanovou metédou. Tymito technikami sme chceli len overit
pritomnost jednotlivych kyselin, ktoré sme predtym stanovili.
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Oprannyeckne KHCJIOTHI Oy3HHbI TPABAHHCTOH H YePHOH
Pe3womMme

KanuuispabiM nzotaxodope3om, OyMaxHON U TOHKOCIOHHON XxpomaTorpadueii onpeens-
JIOCh HAJIMYME M COCTAB OPraHMYECKUX KMUCJIOT B JAMKOpACTylIeH Oy3uHE TPAaBSHUCTOW W YEPHOM.
Kuc10Thl TMMOHHAs, A0J104Hasl, MOJIOYHAS, LIaBe/eBast 1 ackopOnHOBas ObLIM onpeaescHbl y Oy-
3UHBI YepHOW U Gosiee TOTO KUCIOThI BUHHAS M YKCYCHAsi OTIpe/ie/ieHbl y Oy3HHbI TPABSHHUCTOM.

Organic acids of both danewort and elderberry
Summary

A composition of organic acids contained in wild-growing danewort and elderberry was investi-
gated by means of capillary isotachophoresis, as well as by the paper and thin-layer chromatograp-
hy. The citric, malic, lactic, oxalic and ascorbic acids have been determined in elderberry. The all
mentioned acids, and in addition, tartaric and acetic acids have been determined in danewort.
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