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WPLYW WARUNKOW EKSTRAKCJI NA WYpAJNOSC'
I SKLAD WYBRANYCH EKSTRAKTOW Z LISCI ZIELONYCH
I ZOLTYCH MILORZEBU DWUKLAPOWEGO

EFFECT OF THE EXTRACTION PROCESS ON YIELD AND COMPOSITION
OF SELECTED EXTRACTS FROM MAIDENHAIR TREE
GREEN AND YELLOW LEAVES

Streszczenie. Celem pracy byla ocena wplywu warunkéw ekstrakeji na wydajnosé i sktad wybra-
nych ekstraktow z lisci zielonych i zoltych mitorzebu dwuklapowego (Ginkgo biloba L.). Wyko-
nano trzyetapowe ekstrakcje do ktorych uzyto wody, roztworu acetonu i wody oraz alkoholu
etylowego. Efektywno$¢ ekstrakcji oznaczono poprzez oceng zawartosci polifenoli ogoétem. Na-
stepnie oceniono wydajno$¢ wybranych proceséw ekstrakcji, widma otrzymanych ekstraktow
oraz zawarto$¢ w nich kwaséw fenolowych. Badanie zawartosci zwiazkow fenolowych w kolej-
nych ekstraktach pozwolito na stwierdzenie bardzo duzej wydajnosci procesu jednokrotnej eks-
trakcji, a analiza widm UV pozwolita wnioskowaé o obecnosci zwiazkow fenolowych we
wszystkich badanych ekstraktach. Maksima absorpcji odnotowano przy dtugosci fal 290-350 nm.
Badane ekstrakty charakteryzowaly si¢ duza zawarto$cia kwasow fenolowych. Najwigksza ich
sume stwierdzono w ekstrakcie acetonowo-wodnym z lisci zielonych oraz wodnym z zoitych
lisci. W ekstraktach z lici zielonych dominujacym kwasem byt kwas protokatechowy, natomiast
w ekstraktach z z6éttych lisci oznaczono najwigksza ilo§¢ kwasu p-hydroksybenzoesowego.

Stowa kluczowe: przeciwutleniacze, mitorzab dwuklapowy, kwasy fenolowe, widma ekstraktow,
polifenole

Wstep

Mitorzab dwuklapowy (Ginkgo biloba L., synonim: mitorzab japonski lub chinski),
jest obecnie jedynym zyjacym gatunkiem nalezacym do gromady nagozalazkowych
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(Gymnospermae) i klasy mitorzgbowych (Ginkgopsida). Nazywany jest zyjaca skamie-
ling, poniewaz reprezentuje jedyny zyjacy gatunek rzedu Ginkgoales (Chen i in., 2012;
Satoh i Nishida, 2004). Jest gatunkiem reliktowym i endemicznym, jedynym, jaki pozo-
stal z ery kenozoicznej (Boonkaew i Camper, 2005). Wiele zrodet literaturowych wska-
zuje, ze najstarsze drzewa tego gatunku, majace ponad 4 tysigce lat, znajdujg si¢ na
terenie Chin i przekraczaja wysokos¢ 40 m. Z Chin mitorzab trafit prawdopodobnie do
Japonii i Korei, gdzie okazy maja odpowiednio 1250 i 1100 lat, a ich wysoko$¢ siega
30 m. Do Europy mitorzab zostat sprowadzony z Japonii na przetomie XVII i XVIII
wieku. Obecnie wielkie plantacje mitorzebu zaktada si¢ w USA i Francji ze wzgledu na
jego lecznicze wlasciwosci (Boonkaew i Camper, 2005). Wspotczesnie mitorzab dwu-
klapowy uwazany jest za ,,fabryke biochemiczng”, zawierajaca wiele sktadnikow bioak-
tywnych. Do najwazniejszych zwiagzkoéw biologicznie aktywnych mitorzgbu zaliczono
flawonoidy, potaczenia diterpenowe specyficzne dla tej rosliny — ginkgolidy (A, B, C, J,
M) oraz kwasy fenolowe (Boonkaew i Camper, 2005; Kobus i in., 2009; Liu i in., 2006;
Pietta i in., 1991; Sati i in., 2013; van Beek i in., 1991).

Wyciag z lisci stosuje si¢ przy nadmiernej nerwowosci, zaburzeniach krazenia i kto-
potach z koncentracja. Badania farmakologiczne dotyczace mitorzgbu koncentruja sig
gldwnie na okreslaniu wptywu calego wyciagu, a takze wydzielonych frakeji lub poje-
dynczych zwigzkow, na uktad nerwowy i sercowo-naczyniowy. Wielokierunkowe ba-
dania biologiczne wykazaly, ze za efekt terapeutyczny odpowiedzialna jest frakcja
zwigzkéw flawonoglikozydow oraz pochodnych terpenowych (Pereira i in., 2013).
Udowodniono, ze wlasciwy efekt terapeutyczny jest mozliwy dzigki zachowaniu odpo-
wiedniej proporcji poszczegolnych zespotow zwiazkéw czynnych (van Beek, 2002;
Ding i in., 2008). Obecnie w celach farmakologicznych wykorzystuje si¢ liscie zielone
mitorzebu. Liscie zotte, ktore po okresie wegetacji opadaja z drzew, byty przedmiotem
nielicznych badan, a ich wlasciwos$ci nie sa do konca poznane (Kobus-Cisowska i in.,
2014), dlatego w pracy postanowiono oceni¢ wptyw warunkéw ekstrakeji prowadzonej
kilkuetapowo na wydajnos¢, widma UV i zawarto$¢ kwaséw fenolowych w ekstraktach
sporzadzonych z uzyciem réznych rozpuszczalnikow z lisci zottych oraz zielonych.

Material i metody

Material

Materiatem do badan byly liscie zielone (A) i zbtte (B) mitorzgbu dwuklapowego
odmiany ‘Herkules’ z drzew pochodzacych z upraw Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu w Baranowie. Liscie zebrano w sierpniu (liscie zielone — A) oraz pazdzier-
niku (liscie zotte — B), wysuszono w temperaturze 40°C, a nastgpnie rozdrobniono
w miynku laboratoryjnym. Do badan wydzielono frakcj¢ o stopniu rozdrobnienia 0,8-
-0,09 mm.

Ekstrakcja

Ekstrakcje przeprowadzono trzykrotnie tym samym rozpuszczalnikiem w taki spo-
sob, ze pozostalo$¢ po pierwszej ekstrakceji ekstrahowano ponownie, a pozostato$¢ po
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drugiej ekstrahowano po raz trzeci. Jako ekstrahentoéw uzyto wody, roztworu acetonu
1 wody (w stosunku 3:2, v/v) oraz alkoholu etylowego (96%) w proporcji 2 g rozdrob-
nionego suszu liSci na 100 ml rozpuszczalnika. Ekstrakcj¢ prowadzono wedlug metody-
ki opisanej przez Kobus i Flaczyk (2007), gdzie proces optymalizowano, zmieniajac
czas i temperatur¢ dla wymienionych rozpuszczalnikow. Cato$é wytrzasano w okreslo-
nej temperaturze i czasie (ekstrakcja wodg: 15 min w temperaturze 95°C, mieszaning
acetonu i wody: 1,5 h w temperaturze 40°C, etanolem: 16 h w temperaturze 20°C),
a nastgpnie odwirowywano przez 5 min przy 4500 rpm (wirdowka — typ K 70, Janetzki,
Niemcy). Do dalszych etapéw badan wykorzystywano klarowny roztwoér znad osadu,
ktory odparowywano i/lub liofilizowano i przechowywano pod azotem w ciemnych
pojemnikach w temperaturze 4 +£1°C do czasu oznaczen. W celu identyfikacji poszcze-
golnych ekstraktow zastosowano symbole: AW — ekstrakt wodny z lisci zielonych, AA
— ekstrakt acetonowo-wodny z lisci zielonych, AE — ekstrakt etanolowy z lisci zielo-
nych, BW — ekstrakt wodny z lici zottych, BA — ekstrakt acetonowo-wodny z lisci
z6Mtych, BE — ekstrakt etanolowy z lisci z6ttych.

Ogolna zawartos$¢ zwiazkow fenolowych

Oznaczenie wykonano, korzystajac z metody, ktorg opisali Cheung i in. (2003). Po-
legato to na spektrofotometrycznym (Metertek SP-830, Tajwan) pomiarze absorbancji
barwnego kompleksu powstatego w wyniku reakcji grup fenolowych w danym ekstrak-
cie z reagentem — odczynnikiem Folina-Ciocalteau, przy dlugosci fali 765 nm. Wyniki
przedstawiono jako ekwiwalent st¢zenia kwercetyny w miligramach na 1 g s.m. ekstrak-
tu lub lisci.

Widma ekstraktow

Widma absorpcji w zakresie dlugosci fal 260-400 nm zmierzono z uzyciem spektro-
fotometru dwuwiazkowego UV-VIS 1202 (Shimadzu, Japonia). Do pomiaru uzyto
kuwety kwarcowej o dhugosci drogi optycznej 1 cm. Ekstrakty rozpuszczono w 60-
-procentowym alkoholu etylowym.

Zawarto$¢ kwasow fenolowych

Charakterystyki jakosciowej oraz iloSciowej poszczegoélnych fenolokwasow w ba-
danych ekstraktach dokonano metoda analizy gradientowej HPLC, opierajac si¢ na
metodzie opisanej przez Sigera i in. (2004). Kwasy fenolowe z etanolowych roztworow
ekstraktow izolowano poprzez ekstrakcje do fazy statej. Zastosowano System Chroma-
bond (Macherey Nagle, Niemcy) sprzezony z kolumienkami SPE Bakerbond spe™
wypetionymi czwartorzgdowa aming (500 mg). Proces sktadat si¢ z czterech etapow:
I — kondycjonowanie kolumienek (10 cm® metanolu, 10 cm® wody destylowanej i 10
cm’ 0,15-procentowego roztworu NaHCO3), IT — nanoszenie proby (5 cm?), I — prze-
mywanie kolumienki (15 cm® 0,15-procentowego roztworu NaHCO;), IV — elucja mie-
szaning 0,2 M H3PO, i metanolu (2:1 v/v) (10 cm®). Rozdziat chromatograficzny prze-
prowadzono za pomocg chromatografu cieczowego Waters Milford, (MA, USA) na
kolumnie NovaPak C;5 (3,9 X 150 mm; 5 um). Zastosowano nieliniowy gradient stezen
w uktadzie: woda zakwaszona do pH 2,6 kwasem ortofosforowym (A), acetoni-
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tryl/woda (1:1, v/v) (B) przy przeptywie 1 ml/min. Program gradientu rozpoczynat si¢
od 100% roztworu A i konczyl na 50% roztworu B w 50. minucie rozdziatu. Detekcji
rozdzielonych zwigzkéw dokonywano przy dlugosci fali 250 i 320 nm (detektor UV-
-VIS Waters Milford, MA, USA). Do identyfikacji zwigzkéw wykorzystano metanolo-
we roztwory wzorcowe 10 kwaséw: protokatechowego, p-hydroksybenzoesowego,
wanilinowego, kawowego, ferulowego, chlorogenowego, sinapowego, p-kumarowego,
o-kumarowego oraz kynureninowego nabyte w Sigma-Aldrich. Otrzymane chromato-
gramy opracowano, identyfikujac kwasy zgodnie z czasami retencji z wykorzystaniem
posiadanych wzorcow i obliczajac powierzchnie pikéw chromatograficznych w zakre-
sach wybranych czaséw retencji charakterystycznych dla poszczegélnych zwigzkow

(rys. 1).
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Rys. 1. Chromatogram rozdzialu mieszaniny wzorcow kwasoéw fenolowych: 1 — kwas proto-
katechowy, 2 — kwas p-hydroksybenzoesowy, 3 — kwas kinurenowy, 4 — kwas wanilinowy,
5 — kwas chlorogenowy, 6 — kwas kawowy, 7 — kwas p-kumarowy, 8 — kwas ferulowy,
9 — kwas sinapowy, 10 — kwas o-kumarowy

Fig. 1. Chromatogram of the phenolic acids patterns mixture distribution: 1 — protocatechuic
acid, 2 — p-hydroxybenzoic acid, 3 — kinurenic acid, 4 — vanillin acid, 5 — chlorogenic acid,
6 — caffeic acid, 7 — p-coumaric acid, 8 — ferulic acid, 9 — sinapic acid, 10 — o-coumaric acid

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej dokonano za pomocg programu STATISTICA™PL firmy
StatSoft. Wykonano podstawowe statystyki opisowe dla poszczegodlnych parametrow.
Poréwnano wartosci §rednie badanych cech z wykorzystaniem analizy wariancji dla
ukladéw czynnikowych o zréznicowanej liczbie obserwacji, a réznice miedzygrupowe
oceniano testem Tukeya.
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Wyniki i dyskusja

Okreslenie zawartoS$ci polifenoli ogélem w ekstraktach z lisci milorzebu
po trzykrotnej ekstrakcji

Okreslenie catkowitej zawarto$ci polifenoli po ekstrakcji wielokrotnej miato na celu
wyznaczenie zaleznosci warto$ci tego potencjatu od krotnosci ekstrakeji dla badanego
materiatu roslinnego we wszystkich zastosowanych rozpuszczalnikach. Ekstrakcje
przeprowadzono trzykrotnie tym samym rozpuszczalnikiem w taki sposob, ze pozosta-
1oé¢ po pierwszej ekstrakcji ekstrahowano ponownie, a pozostato$é po drugiej ekstra-
howano po raz trzeci. Wyniki dotyczace ogolnej zawartosci zwigzkow polifenolowych
w przeliczeniu na kwercetyng zamieszczono w tabeli 1.

Tabela 1. Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w lisciach oraz ekstraktach wodnych, acetonowo-
-wodnych i etanolowych z li§ci mitorzgbu (mg/g s.m.)

Table 1. Content of polyphenolic compounds in leaves and water, acetone-water and ethanol
extracts of ginkgo leaves (mg/g d.m.)

Etap Liscie zielone (A) Liscie zotte (B)
ekstrakcji Green leaves (A) Yellow leaves (B)
Step of
extraction ekstrakt — extract liscie — leaves ekstrakt — extract liscie — leaves

Ekstrakcja wodna — Water extraction

1 56,865 £2,35 12,864 +2.86 179,96°® +3,48 51,90% £1,00
2 428 +0,34 0,97°* £0,08 16,718 +0,57 4,82°8 0,06
3 0,934 +0,00 0,214 +0,00 5,208 +0,00 1,50*% +0,01

Ekstrakcja acetonowo-wodna — Acetone-water extraction

1 203,50%" +4,47 63,314 £1,45 247,54%8 £1,04 93,258 £0,39
2 6,914 +£0,35 2,154 £0,00 16,87%" +0,56 6,35 +0,08
3 1,79** £0,00 0,56™* +0,00 7,33*% £0,00 2,768 +0,00

Ekstrakcja etanolowa — Ethanol extraction

1 204,44 £0,64 72,214 £0,23 137,28°8 +1,46 49,05 +0,45
2 12,54%* +0,54 4,43 £0,03 5,87°8 £0,01 2,108 £0,00
3 0,02*4 £0,00 0,00™* +0,00 0,43*% +0,00 0,158 +0,00

Dane przedstawiaja warto$ci $rednie z trzech powtdrzen oraz odchylenie standardowe. Wartosci $rednie
oznaczone roznymi matymi literami oddzielnie dla ekstraktu i oddzielnie dla li§ci w tej samej kolumnie
$wiadcza o istotnosci roznic (p < 0,05). Wartosci $rednie oznaczone réznymi duzymi literami oddzielnie dla
ekstraktow i oddzielnie dla lici w tym samym wierszu §wiadczg o istotno$ci roznic (p < 0,05).

Data represent the mean values of three replicates and the standard deviation. The mean values marked
with different lowercase letters separately for the extract and separately for the leaves in the same column
indicate the significance of differences (p < 0.05). The mean values marked with different capital letters
separately for the extracts and separately for the leaves in the same row indicate the significance of differences
(p<0.05).
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Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w trzech nastepujacych po sobie ekstraktach wy-
konanych z tych samych lisci charakteryzowala si¢ duzym zréznicowaniem (p < 0,05).
Stwierdzono, ze ogolna ilo§¢ zwiazkow polifenolowych w ekstraktach po pierwszej
ekstrakcji byta najwieksza, a w drugich i trzecich istotnie mniejsza. Pierwsze ekstrakcje
z li§ci zielonych wykonane z uzyciem etanolu oraz mieszaniny acetonowo-wodnej po-
zwolily na uzyskanie zblizonych ilosci zwigzkow fenolowych tj. odpowiednio 203,50
oraz 204,44 mg/g s.m., stwierdzono natomiast istotng roznic¢ w zawartosci polifenoli
w ekstraktach z liSci zottych, gdzie etanol ekstrahowal o 45% mniej polifenoli niz mie-
szanina acetonu i wody. Prawdopodobnie podczas zotknigcia lisci nastapit szereg
zmian, obejmujacych epimeryzacj¢ i zmiang struktury polifenoli, szczegolnie tych,
ktére przechodzily do roztworu alkoholowego, stad tez oznaczono ponad trzykrotnie
wigksza zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych w ekstraktach z lisci zottych niz z zielonych.

Stwierdzono, ze w ekstraktach wykonanych po raz drugi zawarto$¢ polifenoli byta
istotnie mniejsza niz w ekstraktach pierwszych, i stanowita od 3,4% (ekstrakt etanolowy
z lici zielonych) do 9,3% (ekstrakt wodny z lisci zottych) iloSci zwiazkow polifenolo-
wych wyekstrahowanych za pierwszym razem. Jednak wykazano, ze uzycie wody jako
ekstrahenta w najmniejszym stopniu uwalniato zwigzki polifenolowe z lisci. W trzecim
ekstrakcie (ostatnim etapie ekstrakcji trzykrotnej) etanolowym oraz acetonowo-wodnym
polifenole stanowity zaledwie do 3% zawarto$ci polifenoli z pierwszej ekstrakeji, co
wskazato na bezcelowo$¢ prowadzenia procesu wielokrotnie. O tak duzej wydajnosci
ekstrakcji pierwszej prawdopodobnie zadecydowata niska proporcja materiatu ekstra-
howanego do rozpuszczalnika (2%), co uniemozliwito powstanie roztworu przesycone-
g0, a polifenole swobodnie przechodzity do ekstraktu w czasie procesu. Nie bez zna-
czenia bylto zapewne rowniez odpowiednie rozdrobnienie lisci, ktoére dodatkowo zwick-
szylo powierzchni¢ kontaktu z rozpuszczalnikiem. Ponadto wysuszenie lisci umozliwito
lepsza maceracje, ich tatwa zwilzalnos$¢ i podatno$¢ na wnikanie ekstrahentow.

W literaturze znaleziono wiele informacji dotyczacych parametréow oraz krotnosci
prowadzenia procesu ekstrakcji z lisSci mitorzebu. Wigkszo$¢ autorow prowadzita eks-
trakcje jednokrotne, ale np. Boonkaew i Camper (2005) ekstrahowali susz zielonych
lici mitorzgbu trzykrotnie metanolem. Proces prowadzili w temperaturze pokojowe;j,
kazdorazowo przez 24 h, i w efekcie uzyskali ekstrakt koncowy o duzej pojemnosci
antyoksydacyjnej. Znacznie krocej, bo przez 2 h z uzyciem metanolu prowadzili proces
ekstrakcji jednokrotnej Skerget i in. (2005). Ekstrakty przez nich otrzymane rowniez
miaty bardzo duzy potencjat antyoksydacyjny. Stefanovits-Banyai i in. (2006) preparo-
wali ekstrakty ze §wiezych liSci Ginkgo biloba z uzyciem wody oraz mieszaniny etanolu
i wody (80:20, v/v), jednokrotnie ekstrahujac bardzo rozdrobniony material ro$linny.
Autorzy stwierdzili duza aktywno$¢ przeciwutleniajaca otrzymanych ekstraktow. Za-
hradnikowa 1 in. (2007) do ekstrakcji uzyli 96-procentowego metanolu, a proces trwal
24 h. Wykazali, ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca oraz profil zawartosci sktadnikow
biologicznie aktywnych w otrzymanym ekstrakcie byly zblizone do amerykanskiego
preparatu z Ginkgo Egb 761. Podobnie trwajacg 24 h ekstrakcje li§ci mitorzgbu prowa-
dzili Ellnain-Wojtaszek i in. (2003). Jako ekstrahentow uzyli metanolu, etanolu oraz
wody. Wykazali, ze wydajnos¢ ekstrakcji, jak rowniez sktad sa zalezne od rozpuszczal-
nikow, a najkorzystniejszy efekt uzyskali w przypadku metanolu.



7

Kobus-Cisowska, J., Flaczyk, E., Siger, A., Kmiecik, D. (2015). Wptyw warunkéw ekstrakcji na wydajnos¢ i sktad
wybranych ekstraktow z lisci zielonych i zéttych mitorzebu dwuklapowego. Nauka Przyr. Technol., 9, 1, #9. DOIL:
10.17306/].NPT.2015.1.9

Badanie zawartosci zwiazkow fenolowych w kolejnych ekstraktach wodnych, ace-
tonowo-wodnych i etanolowych pozwolitlo na stwierdzenie bardzo duzej wydajnosci
procesu jednokrotnej ekstrakcji. W zwiazku z tym zaniechano prowadzenia wielokrot-
nej ekstrakcji suszu lisci zielonych i zoltych mitorzebu dwuklapowego zastosowanymi
rozpuszczalnikami.

Wydajno$¢ procesow ekstrakcyjnych

Ekstrakcje wykonuje si¢ trzema podstawowymi metodami: ekstrakcja z rozpusz-
czalnikami (tradycyjna), ekstrakcja i mikroekstrakcja do fazy stalej oraz ekstrakcja
nadkrytyczna (Janiszewska i Witrowa-Rajchert, 2005; Suhaj, 2006). Jako ekstrahenty sg
stosowane powszechnie roézne rozpuszczalniki polarne i niepolarne, przede wszystkim:
etanol, metanol, aceton, heksan, octan etylu, woda czy tez chloroform, eter naftowy lub
toluen. Czgsto wykorzystuje si¢ ich odpowiednia mieszaning badz ekstrahuje si¢ kolej-
no réznymi ekstrahentami, uwzgledniajac ich polarno$¢, aby uzyskaé najwicksza wy-
dajno$¢. Tak wiec produktem ekstrakcji jest nielotny ekstrakt, na ktéorego mase sktada
si¢ suma sktadnikow, ktére w wyniku kompletnego procesu ekstrakcji przeszty do tem-
peratury wrzenia rozpuszczalnika (Hromadkova i in., 1999).

W pracy poréwnano wydajnosci procesow ekstrakcji sktadnikow rozpuszczalnych
z lisci mitorzebu dwuklapowego z uzyciem wody, mieszaniny acetonu i wody oraz
etanolu. Aceton (propanon) wybrano, uwzgledniajac jego polarny aprotonowy charak-
ter, natomiast wodg¢ i alkohol etylowy — rozpuszczalniki polarne protonowe — zastoso-
wano z uwagi na ich aktualnie szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym. Ponad-
to ekstrakty wodne nie wnosza do produktu ewentualnych $ladéw rozpuszczalnika, co
moze mie¢ miejsce w przypadku zastosowania etanolu. Wyniki dotyczace wydajnosci
poszczegolnych proceséw wyrazono w procentach i przedstawiono w tabeli 2. Analiza
statystyczna uzyskanych wynikéw wykazata istotne réznice w wydajnosci ekstrakceji
prowadzonych z uzyciem wody, etanolu oraz mieszaniny acetonu i wody (3:2, v/v)
(p <0,05). Wydajnos¢ ekstrakcji z liSci zottych wymienionymi rozpuszczalnikami byla
wieksza anizeli z lisci zielonych. Wydajnos¢ ekstrakcji sporzadzonej z uzyciem mieszaniny

Tabela 2. Wydajnos¢ ekstrakeji z lisci mitorzgbu (%)
Table 2. Extraction yield of ginkgo leaves (%)

AW AA AE BW BA BE

22,62* +0,8 35,322 +0,3 31,11 £1,6 28,84 +0,16 35,732 40,18 37,7 40,8

Dane przedstawiaja wartosci $rednie z trzech powtorzen oraz odchylenie standardowe. Warto$ci $rednie
oznaczone réznymi duzymi literami §wiadcza o istotno$ci roznic (p < 0,05).

AW — ekstrakt wodny z lisci zielonych, AA — ekstrakt acetonowo-wodny z li§ci zielonych, AE — ekstrakt
etanolowy z lisci zielonych, BW — ekstrakt wodny z lisci zottych, BA — ekstrakt acetonowo-wodny z lisci
761tych, BE — ekstrakt etanolowy z lisci zoltych.

Data represent the mean values of three replicates and standard deviation. The mean values marked with
different capital letters indicate the significance of differences (p < 0.05).

AW — water extract of green leaves, AA — acetone-water extract of green leaves, AE — ethanol extract of
green leaves, BW — water extract of yellow leaves, BA — acetone-water extract of yellow leaves, BE — ethanol
extract of yellow leaves.
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acetonu i wody lisci zielonych i zo6ltych nie réznita si¢ istotnie (p < 0,05), w przeciwien-
stwie do pozostatych ekstrakcji, tzn. za pomoca wody oraz etanolu. Najwigksza staty-
stycznie istotna wydajno$¢ uzyskano, ekstrahujac liScie zolte etanolem (37,67%), na-
stepnie mieszaning acetonu i wody (35,73%) oraz liscie zielone mieszaning acetonu
i wody (35,32). Statystycznie mniejsza wydajnoscia, wynoszacg odpowiednio 22,62%
i 31,11%, charakteryzowaty si¢ ekstrakty wodne z lisci zielonych i zéttych. Z przepro-
wadzonych badan wynika, ze wydajno$¢ ekstrakcji zalezata od zawartoSci poszczegol-
nych sktadnikéw przechodzacych do ekstraktu z surowca roslinnego. Wydajnos$c eks-
trakcji lisci zottych byta zawsze wicksza niz zielonych, a najwigcej substancji przecho-
dzito do roztworu acetonu i wody oraz etanolu. Mozna si¢ spodziewaé, ze duze réznice
w wydajnosci ekstrakcji z zastosowaniem wody (rozpuszczalnik polarny protonowy,
nieorganiczny), mieszaniny acetonu i wody (rozpuszczalnik polarny aprotonowy, orga-
niczny) oraz etanolu (rozpuszczalnik polarny protonowy, organiczny), wynikaty z r6z-
nej rozpuszczalno$ci sktadnikéw w wymienionych mediach. Lin-Chun i in. (2006)
poréwnywali wydajno$¢ ekstrakcji wodnej oraz etanolowej kwiatow liliowca i ocenili
etanol jako rozpuszczalnik pozwalajacy na uzyskanie wigkszej wydajnosci procesu.
Podobnie Yu i in. (2005) wykazali wigksze wydajnosci ekstraktow etanolowych i meta-
nolowych niz wodnych, a Ningappa i in. (2008) wykazali, ze wydajno$¢ ekstrakcji
wodnej byta o 20% mniejsza niz etanolowej. Stwierdzili jednoczesnie, ze do ekstraktu
wodnego przechodzi wigcej weglowodanow, co powodowato, ze ekstrakty te byty sto-
sunkowo ubogie w zwigzki czynne. Skerget i in. (2005) ekstrahowali metanolem orega-
no, liScie laurowe, liscie z drzew oliwkowych, dziurawca zwyczajnego i glogu dwu-
szyjkowego. W efekcie uzyskali rozne wydajnosci procesow — od 24,6% w przypadku
lisci laurowych do 34,7% w przypadku liSci z drzewa oliwkowego.

Wydajnos¢ proceséw ekstrakcyjnych zalezy od wlasciwosci ekstrahowanych zwigz-
kéw, a $ciSlej — od ich rozpuszczalno$ci w zastosowanym rozpuszczalniku (Suhaj,
2006). Wedtug ogolnie istniejacej zasady rozpuszczalnosci ,,podobne rozpuszcza sig¢
w podobnym”, co oznacza, ze zwigzki chemiczne posiadajace kwasny atom wodoru
albo duzo grup hydroksylowych beda tatwiej si¢ rozpuszczaly w rozpuszczalnikach
protonowych niz aprotonowych. Podobnie zwigzek, ktéry sam posiada duzy moment
dipolowy, bedzie lepiej rozpuszczalny w rozpuszczalnikach polarnych niz apolarnych,
posiadajacych zerowy albo bardzo malty moment dipolowy. Wiasciwos$¢ przechodzenia
zwigzku chemicznego do roztworu wynika z jego asymetrycznej budowy, z czgsciowo
przemieszczonym tadunkiem elektrycznym. Warunkiem polarnosci czasteczek jest wigc
wystepowanie w nich wigzan spolaryzowanych, czyli takich, w ktérych chmury elek-
tronowe s3 czeSciowo przemieszczone wzgledem s$rodka wigzania na skutek réznic
w elektroujemnosci zwigzanych atomow. W wyniku ekstrakceji za pomoca rozpuszczal-
nikow w ekstrakcie znajduja si¢ zwykle takie surowce organiczne, jak: monosacharydy,
oligosacharydy, kwasy organiczne, barwniki, garbniki, inne polifenole itp. Proporcje
tych komponentéw mogg by¢ zréznicowane, w zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika
(Yu i in., 2005). Ponadto mozna przypuszczaé, ze wicksza wydajnos¢ ekstrakeji z lisci
z6ttych byla zwigzana z procesami wiednigcia i postgpujaca hydroliza form zwigza-
nych, takich jak estry czy glikozydy, co przetozylo si¢ na ich wigksza rozpuszczalnosc
i w efekcie wickszg wydajnos¢ ekstrakcji.



9

Kobus-Cisowska, J., Flaczyk, E., Siger, A., Kmiecik, D. (2015). Wptyw warunkéw ekstrakcji na wydajnos¢ i sktad
wybranych ekstraktow z lisci zielonych i zéttych mitorzebu dwuklapowego. Nauka Przyr. Technol., 9, 1, #9. DOIL:
10.17306/].NPT.2015.1.9

Widma UV ekstraktéw z lisci milorzebu

Widmo UV stanowi zapis pochlaniania energii promienistej przez badang substan-
cje, a dokladniej jej chromofor lub chromofory, czyli te cze$¢ czasteczki, ktora jest
bezposrednio odpowiedzialna za jej barwe. Najczesciej sg to pierScienie aromatyczne
(aromatyczny sekstet elektronéw), wigzania wiclokrotne (np. wigzanie m, powstale
w wyniku naktadania bocznego orbitali atomowych), zar6wno miedzy atomami wegla,
jak 1 innymi, np. grupy karbonylowej. Poniewaz pochlonigciu ulega kwant energii
o okreslonej wartosci, widmo UV powinno by¢ zbiorem paru (jesli wystgpuje w cza-
steczce par¢ chromoforow) ostrych linii, gdyz okreslonemu kwantowi energii odpowia-
da $cisle okreslona dugosé fali, i tylko taka zostanie pochtonigta. Jednak widma otrzy-
mywane w praktyce bardzo si¢ r6znig od teorii. Jest to najcz¢sciej zespol dwoch-trzech
szerokich pasm naktadajacych si¢ cze$ciowo na siebie, dlatego stosowanie spektrofoto-
metrii UV-VIS jako pojedynczej metody analizy ekstraktow i zwigzkoéw aktywnych
w nich zawartych jest trudne. Trudno$¢ ta ma miejsce nawet wowczas, gdy warunki
oznaczen sg modyfikowane, ekstrakty bowiem sg mieszaning wielu réznych zwiazkow
i ich pochodnych, ktére majg maksima przy réoznych dlugosciach fali, dlatego badania
spektrofotometryczne pozwalaja jedynie na ogodlne oszacowanie obecnosci badz tez
braku poszczegolnych grup zwiazkow.

W warunkach prowadzonego doswiadczenia st¢zenia ekstraktow poddanych analizie
byly jednakowe. Pozwolito to na wstepne szacunkowe zréznicowanie badanych prob
pod wzgledem poziomu zawartosci zwigzkow polifenolowych. Uzyskane wyniki po-
miardw przedstawiono w formie widm zamieszczonych na rysunku 2. Spektrofotome-
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Rys. 2. Widma UV ekstraktow z lisci mitorzgbu. Objasnienie
symboli — jak w tabeli 2

Fig. 2. UV spectra of extracts from the ginkgo leaves. Explanation
of symbols — like as Table 2
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tryczny pomiar widm UV wykonano w zakresie dlugosci fal 260-400 nm. Analiza
krzywych pozwolita wnioskowa¢ o obecno$ci zwigzkow fenolowych we wszystkich
ekstraktach. Odnotowano duze warto$ci absorbancji w maksimach absorpcji — przy
dtugosci fal 350 nm, natomiast przy 290 nm obserwowano przegigcie pasma absorpcji.
Najwyzszym poziomem absorbancji charakteryzowaly si¢ ekstrakty acetonowo-wodne
z li§ci zottych oraz zielonych, a najnizszym — ekstrakty wodne. Ekstrakty sporzadzone
z uzyciem etanolu charakteryzowaty si¢ mniejszg niz ekstrakty acetonowo-wodne war-
toscig maksimum absorbancji, jednak maksimum to zaobserwowano przy réznych diu-
gosciach fali. Ekstrakt BE maksimum miatl przy 320 nm, natomiast AE — przy 345 nm.
Maksima przy krotszych dlugosciach fal $wiadcza o obecnosci izoflawonow, nastgpnie
fenolokwasow, a maksima przy 340-360 nm przemawiaja za obecnoscia flawonoli lub
flawonow. Na tym etapie badan stwierdzono, ze ekstrakty acetonowo-wodne charakte-
ryzowaly si¢ — w poréwnaniu z etanolowymi i wodnymi — wigckszg zawarto$cig polife-
noli lub innym ich sktadem.

Roéwniez Amarowicz i in. (2008) charakteryzowali w ten sposob acetonowy (80-
-procentowy) i metanolowy (80-procentowy) ekstrakt z liSci winogron. Wykonali oni
m.in. pomiar UV widm absorpcyjnych i uzyskali wynik podobny do przedstawionego
w naszej pracy, Swiadczacy o obecnosci zwigzkow polifenolowych. Jednakze w bada-
niach Amarowicza i in. (2008) ckstrakt metanolowy charakteryzowat si¢ wigkszg ab-
sorbancjg w porownaniu z ckstraktem acetonowym w badanym zakresie dhugosci fal.
Rybarczyk i Amarowicz (2007) frakcjonowali na zelu krzemionkowym ekstrakt z na-
sion tubinu stodkiego i uzyskali cztery frakcje, dla ktorych badali widma UV. W naszej
pracy nie frakcjonowano ekstraktow, przez co poszczegdlne pasma natozyly sig,
w wyniku czego powstat polaczony obraz wielu pikow.

Zawarto$¢ kwasow fenolowych w ekstraktach z milorzebu

W otrzymanych ekstraktach oznaczono zawartos¢ wolnych kwasow fenolowych me-
toda HPLC (tab. 3). Sposrod analizowanych kwaséw dominujace byly: kwas protokate-
chowy, p-hydroksybenzoesowy oraz o-kumarowy, ktore wystepowaty na istotnie wyz-
szych poziomach niz pozostate (p < 0,001). Zawartos¢ kwasoéw fenolowych w ekstrak-
tach zalezata zar6wno od uzytego rozpuszczalnika, jak i od rodzaju lisci. W ekstraktach
z lisci zielonych dominujagcym kwasem byt kwas protokatechowy, ktorego zawartos¢
w stosunku do kwasu p-hydroksybenzoesowego byta 3,3 razy wicksza w AW (4572
ng/g s.m.), 3,8 razy w AE (4692 pg/g s.m.) oraz 5 razy w AA (9418 ng/g s.m.). W eks-
traktach z liSci zottych oznaczono najwicksza ilo$¢ kwasu p-hydroksybenzoesowego,
ktérego zawarto$¢ w stosunku do kwasu protokatechowego byla 3,6 razy wigksza
w BW (7379 pg/g s.m.), 2,5 razy w BA (7080 pg/g s.m.) i 1,2 razy w BE (4489 pg/g s.m.).

Badane kwasy wystepowaly w ekstraktach na réznym poziomie. W najmniejszym
stopniu wykazano obecno$¢ kwasu chlorogenowego (od 21 pg/g s.m. w AE do 86 pg/g
s.m. w AW). Wickszg zawarto$¢ kwasoéw: wanilinowego, chlorogenowego, kawowego,
p-kumarowego, ferulowego i o-kumarowego stwierdzono w ekstraktach acetonowo-
-wodnych oraz etanolowych z lisci zoltych, z kolei kwas sinapowy w wigkszym stezeniu
wystepowat w ekstraktach z lisci zielonych. Kwas kynureninowy, nalezacy do zwigz-
kow azotowych i bedacy pochodng tryptofanu, znajdowat si¢ w ekstraktach w stosun-
kowo niewielkich ilo$ciach (od 10 ug/g s.m. w AE do 41 pg/g s.m. w BW), jednak jego
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Tabela 3. Zawarto$¢ kwasow fenolowych oraz kwasu kynureninowego w ekstraktach z liSci mito-

rzgbu (pg/g s.m.)
Table 3. Content of phenolic acids and kynurenic acid in extracts of ginkgo leaves (pg/g d.m.)

Kwas — Acid AW AA AE BW BA BE
Protokatechowy 45720487 | 94185+190 | 4692°+64 | 2054*+3 | 27975 +19 | 382143
Protocatechuic

[p-Hydroksybenzo- | 1395210 | 1882°+36 | 1249"+24 | 737998 | 7080°£104 | 4 489" +54
esSowy

p-Hydroxybenzoic

Wanilinowy 170° £12 195° £21 130% £12 276° +15 305 +16 528" +26
Vanillin

Kawowy 6352 308 £1 26% 0 34° 10 510 +1 68" 1
Caffeic

p-Kumarowy 143 £3 1628 £12 147 £6 1655 +9 175 +4 175 +4
p-Coumaric

Ferulowy 100° +2 99¢ +£0 76* +0 94¢ £1 116" £5 84" £2
Ferulic

Sinapowy 458° £26 2835 +20 478° £33 5885 £21 229 +9 337°+1
Sinapic

o-Kumarowy 1764°+61 | 2032515 | 1340°+8 | 3120 65 5974 +8 1554°+13
o-Coumaric

Chlorogenowy 86" +2 308 +1 214 +0 48° +1 66" £2 44€ +1
Chlorogenic

Kynureninowy 178 1 26" £0 10* £0 417 +0 34% £1 22°+0
Kynurenic

Suma — Total 8 770% £122 {14 1575 £166 | 8 168* +83 |13 799 +£72 [11451€£129 |11 121°+48

Dane przedstawiaja wartosci $rednie z trzech powtorzen oraz odchylenie standardowe. Wartos$ci $rednie
oznaczone réznymi duzymi literami w tym samym wierszu §wiadcza o istotno$ci roznic (p < 0,05). Objasnie-
nie symboli — jak w tabeli 2.

Data represent the mean values of three replicates and standard deviation. Mean values marked with dif-
ferent capital letters in the same row indicate the significance of differences (p < 0.05). Explanation of sym-
bols — like as Table 2.

udokumentowane wiasciwosci przeciwrodnikowe ksztattuja catkowita pojemnosé anty-
oksydacyjng ekstraktéw (Hyun i in., 2006).

Ekstrakty AA oraz BW charakteryzowaly si¢ najwigksza zawarto$cig sumy ozna-
czanych kwasow (odpowiednio 14 157 pg/g s.m. oraz 13 799 pg/g s.m.). Nieco mniej
tych zwiazkow stwierdzono w probach BA oraz BE (11 451 oraz 11 121 pg/g s.m.),
a najmniej — w ekstraktach AW oraz AE (odpowiednio 8770 1 8168 pg/g s.m.). Podobny
do przedstawionego sktad jako$ciowy uzyskali Satoh i Nishida (2004), ktorzy analizo-
wali polifenolokwasy w ekstraktach z liSci mitorzebu i stwierdzili duza zawarto$¢ kwa-
sow p-kumarowego, p-hydroksybenzoesowego oraz protokatechowego. Duze zawarto-
sci kwasow protokatechowego i1 p-hydroksybenzoesowego w badanych ekstraktach



12

Kobus-Cisowska, J., Flaczyk, E., Siger, A., Kmiecik, D. (2015). Wptyw warunkéw ekstrakcji na wydajnos¢ i sktad
wybranych ekstraktow z lisci zielonych i zéttych mitorzebu dwuklapowego. Nauka Przyr. Technol., 9, 1, #9. DOIL:
10.17306/].NPT.2015.1.9

mozna wythumaczy¢ ich powszechnym wystgpowaniem w stanie wolnym w roslinach
nagonasiennych, do ktoérych zaliczany jest m.in. milorzab. Pozostate kwasy prawdopo-
dobnie wystgpowaty w formie zwigzanej, tworzac swoiste kompleksy przewaznie
z estrami i glikozydami, stad ich zawarto$¢ w formie wolnej w ekstraktach z mitorzebu
byta stosunkowo mata. Rowniez Zheng i Wang (2001) w $wiezych lisciach mitorzgbu
oznaczyli znikome ilosci kwasu wanilinowego (48 ug/g s.m.), ale za to wigkszg ilos$¢
kwasu kawowego (1340 pg/g s.m.).

Badane ekstrakty charakteryzowaly si¢ duza zawartoscig kwasoéw fenolowych. Naj-
wigkszg ich sumg stwierdzono w ekstrakcie acetonowo-wodnym z liSci zielonych oraz
wodnym z li§ci zottych. Wydaje si¢, ze zawarto§¢ kwasow fenolowych oznaczona
w ekstraktach moze wptyna¢ na ich wlasciwosci przeciwutleniajace, ktorych mecha-
nizm dziatania opiera si¢ na hamowaniu generacji wolnych rodnikow, zdolnosci ich
zmiatania oraz zwigkszaniu aktywnosci katalitycznej endogennych enzymow uczestni-
czacych w neutralizacji wolnych rodnikow. W szczegdlnosci dotyczy to kwasdéw proto-
katechowego, p-hydroksybenzoesowego oraz o-kumarowego, ktorych w ekstraktach
z mitorzgbu stwierdzono najwigce;j.

Whioski

1. Jednokrotna ekstrakcja wodg, mieszaning acetonu i wody oraz etanolem pozwoli-
fa na uzyskanie ekstraktow o duzej zawartosci polifenoli, a jej wydajnos¢ zalezata za-
rowno od rodzaju rozpuszczalnika, jak i od okresu wegetacji liSci i byla wigksza
w przypadku lisci zottych.

2. Analiza widm absorpcji UV pozwolita wnioskowaé o obecnosci zwigzkow feno-
lowych we wszystkich ekstraktach. Najwyzszym poziomem absorbancji charakteryzo-
waly si¢ ekstrakty acetonowo-wodne z lisci zottych oraz zielonych.

3. Zawarto$¢ kwasow fenolowych zalezata od rodzaju uzytego rozpuszczalnika oraz
okresu wegetacji lisci. Ekstrakty z liSci zielonych zawieraly wigcej kwasu protokate-
chowego. Ekstrakty z lisci zottych charakteryzowaly si¢ wicksza zawarto$cig kwasow
p-hydroksybenzoesowego i wanilinowego.
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EFFECT OF THE EXTRACTION PROCESS ON YIELD AND COMPOSITION
OF SELECTED EXTRACTS FROM MAIDENHAIR TREE
GREEN AND YELLOW LEAVES

Summary. The aim of the study was to evaluate the effect of extraction process on the extraction
efficiency and composition of selected extracts from the maidenhair tree (Ginkgo biloba L.) green
and yellow leaves. Taken three-step extraction, where water, solution of acetone and water and
ethyl alcohol were used, effectiveness by evaluating the content of total polyphenols was estimat-
ed. In the next step yield of selected extraction processes was estimated, then UV spectra of the
obtained extracts and their content of phenolic acids. The content of phenolic compounds in the
following extracts showed high efficiency of the first extraction process. Analysis of UV spectra
allowed to deduce the presence of phenolic compounds in all tested extracts. The absorption
maxima were recorded at wavelengths between 290 nm and 350 nm. Analysed extracts showed
high content of phenolic acids. The largest of the sum of phenolic acids was estimated in the
acetone-water extract from green leaves and in water extract from yellow leaves. In green leaves
extracts the predominant acid was protocatechuic, while in yellow leaves extracts the greatest
amount of p-hydroxybenzoic acid was shown.

Key words: antioxidants, maidenhair tree, phenolic acids, extracts spectra, polyphenols
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