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Streszczenie

Owoce czarnego bzu (Sambucus nigra L.) dostepne na polskim rynku charakteryzu-
ja si¢ zmienng zawartos$cig zwigzkow bioaktywnych. Celem pracy byla ocena poten-
cjatu antyoksydacyjnego naparéw szesciu preparatoéw suszonych owocéw czarnego
bzu dostepnych na polskim rynku w 2023 r. Oznaczono zawarto$¢ antocyjanow
i polifenoli ogétem oraz zdolnos¢ antyoksydacyjng z uzyciem rodnika DPPH za po-
mocy spektrofotometru UV-Vis. Najwyzsze zawartosci analizowanych skltadnikéw
i najwieksza aktywnos¢ antyutleniajaca stwierdzono w naparach w saszetce — T-2.
Napary z owocdw w calosci (S-1-S-4) wykazaly zblizone wartosci badanych para-
metréw. Stwierdzono, ze za aktywnos¢ antyoksydacyjng napardw z owocoéw czar-
nego bzu niemal w calosci odpowiedzialne sg polifenole oraz ze wickszy wplyw
na zawarto$¢ fitozwigzkow i zdolnos$¢ antyoksydacyjng ma forma technologiczna
produktu niz miejsce jego pozyskania.

Summary

Elderberries (Sambucus nigra L.) available on the Polish market are characterised
by a variable content of bioactive compounds. The aim of this study was to evaluate
the antioxidant potential of infusions of six dried elderberry preparations available
on the Polish market in 2023. The content of anthocyanins and total polyphenols as
well as the antioxidant capacity using the DPPH radical were determined by UV-Vis
spectroscopy. The highest contents of the analysed components and antioxidant
activity were found in sachet infusions — T-2. Whole fruit infusions (S-1 - S-4)
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showed similar values for the parameters studied. It was found that polyphenols are
almost entirely responsible for the antioxidant activity of elderberry fruit infusions,
and that the technological form of the product has a greater influence on the con-
tent of phytochemicals and antioxidant capacity than the place of obtaining it.

Wstep

Bez czarny Sambucus nigra L. jest rosling z rodziny pizmaczkowatych od dawna wy-
korzystywang w medycynie ludowej. Soki, syropy, nalewki, napary i odwary z owo-
cow i kwiatow tej rosliny stanowia popularne preparaty wspomagajace organizm
w walce z infekcjami. Dzigki wysokiej zawartosci polifenoli produkty z czarnego
bzu wykazuja szerokie dzialanie prozdrowotne, m.in. przeciwzapalne, przeciwgo-
raczkowe, napotne, moczopedne i antyoksydacyjne [1].

Jedng z najpopularniejszych form przyjmowania preparatéw ziolowych sg napa-
ry. Mimo ze zgodnie z praktyka farmakopealng owoce powinno poddawac si¢ eks-
trakcji za pomocg odwazania, wiekszo$¢ producentéw suszonych owocdw czarnego
bzu zaleca zaparzanie swoich produktéw. Ta metoda jest szybsza i wygodniejsza dla
przecigtnego konsumenta, zyskala zatem popularnos¢.

Warunki glebowe i klimatyczne stanowisk, z ktérych pozyskiwane s owoce
czarnego bzu, réznig si¢ znaczaco, co wynika z réznorodnosci srodowiskowej Pol-
ski. W obrebie kraju wystepuja zardwno strefy gorskie, podgoérskie, jak i nizinne,
réznigce si¢ od siebie sumg opadéw, $rednimi temperaturami i zwigzang z tymi
czynnikami dlugoscia okresu wegetacyjnego. Duza jest tez réznorodnos¢ typow
gleb — od zyznych czarnoziemow, przez cigzkie gleby ilaste, po piaszczyste i kwasne
gleby bielicowe. Wszystkie te czynniki maja wplyw na zdolnosci roélin do syntezy
metabolitéw wtérnych, a poniewaz wigkszos¢ surowca czarnego bzu dostepnego
w krajowym handlu pochodzi ze stanowisk naturalnych, produkty koncowe moga
by¢ znacznie zréznicowane pod wzgledem zawartosci skladnikéw bioaktywnych.

Do gléwnych biologicznie czynnych skltadnikow kwiatéw i owocéw bzu czar-
nego zalicza si¢ flawonoidy i fenolokwasy. W owocach tej rosliny wystepuja cztery
typy zwigzkow polifenolowych:

* Antocyjaniny: 3-glukozyd cyjanidyny (65,7% antocyjanin) i 3-sambubiozyd
cyjanidyny (32,4%), a w mniejszych ilosciach inne glikozydy cyjanidyny i pe-
largonidyny.

* Flawanole i proantocyjanidyny: epikatechina, dimery, trimery oraz 4-6-mery
katechinowe.

* Flawonole: rutyna, kwercetyna, izokwercetyna, 3-rutynozyd kempferolu,
3-rutynozyd izoramnetyny, 3-glukozyd izoramnetyny, astragalina i inne.

* Kwasy: chlorogenowy, neochlorogenowy iich pochodne oraz kwas benzoesowy.
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Owoce zawierajg tez inne kwasy organiczne (cytrynowy, jabtkowy, szikimowy,
mréwkowy), witamine C (18-26 mg/100 g), witaminy z grupy B (B2, kwas foliowy,
B6, biotyne, kwas pantotenowy), cukry proste (glukoze, fruktoze), polisacharydy,
pektyny oraz biatka (lektyny - aglutyniny SNA) i olejek eteryczny. W kwiatach
i niedojrzalych owocach wystepuja toksyczne glukozydy: sambunigryna i sambu-
cyna [2].

Antocyjaniny oraz flawonoidy moga przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia ryzyka
chorob ukladu krazenia, nowotworowych, zapalnych oraz cukrzycy. Ponadto czar-
ny bez moze przeciwdziala¢ otylosci, poprzez obnizanie popositkowego poziomu
cukru, cholesterolu oraz stezenia lipidéw w surowicy krwi. Sok z owocéw bzu sty-
muluje wydzielanie insuliny i wychwyt glukozy przez komoérki, co jest korzystne
w przypadku cukrzycy typu 2 [3].

Zwiazki fenolowe, wystepujace naturalnie w produktach roslinnych, sg niezbed-
nym skladnikiem diety czlowieka. Najczesciej zalicza si¢ do nich proste fenole,
kwasy fenolowe, kumaryny, flawonoidy, lignany, ksantony, antrachinony, stilbeny,
sposrdéd ktdrych najliczniejsze sg kwasy fenolowe i flawonoidy. Zwigzki te posiadaja
wiele wlasciwosci fizjologicznych, np. moga dziata¢ antyoksydacyjnie, antyalergicz-
nie, przeciwzapalnie, przeciwmiazdzycowo, przeciwbakteryjnie i kardioprotekcyj-
nie [4-6].

Kwasy fenolowe wykazujg zréznicowane wlasciwosci farmakologiczne, np. od-
znaczajg si¢ aktywnoscia przeciwzapalng, przeciwgoraczkowa, przeciwbakteryjna,
przeciwwirusows, przeciwgrzybicza, immunostymulujacg i zétciopedna [5, 7].

Flawonoidy sg waznym zroédtem antyoksydantéw ze wzgledu na ich wysoki
potencjal redoks, ktéry umozliwia ich dzialanie jako czynnikéw redukujacych.
Spozywanie flawonoidéw w duzych ilosciach pomaga w zapobieganiu chorobom
nowotworowym i chorobom serca [6, 8—10]. Ponadto zwiazki te wykazuja aktyw-
no$¢ przeciwnowotworows, przeciwzapalng oraz przeciwwirusowa wzgledem wi-
rusow DNA i RNA [11]. Aktywnos$¢ przeciwwirusowg flawonoidéow wykazano na
réznych etapach infekcji wirusowej [11]. Flawonoidy moga by¢ tez inhibitorami
wczesnych etapdw replikacji materialu genetycznego wirusa, blokujac transkrypcje
i translacje oraz obrobke potranslacyjna bialek wirusowych. Aktywnos¢ przeciw-
wirusowa flawonoidow to réwniez oddziatywanie tych zwigzkow z czynnikami ko-
morkowymi oraz dzialanie modulujgce uklad immunologiczny gospodarza [12].

Antocyjany wystepuja gléwnie w owocach i kwiatach, ale takze w liSciach, fody-
gach i korzeniach roslin wyzszych, przede wszystkim w zewnetrznych warstwach
komorek [6]. Dzigki wlasciwosciom przeciwutleniajgcym wykazujg zdolnos$¢ do
neutralizowania wolnych rodnikdw. Antocyjany moga by¢ stosowane do barwienia
zywnosci, ze wzgledu na latwos$¢ rozpuszczania sie w wodzie. W zwigzku z tym
ekstrakty z owocow czarnego bzu sg stosowane w suplementach diety oraz diete-
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tycznych $rodkach spozywczych specjalnego przeznaczenia medycznego. Produ-
kowane s3 tez liczne zlozone preparaty zawierajace ekstrakt z bzu. Pozwala to na
uzyskiwanie dodatkowych korzysci zdrowotnych w barwionych produktach spo-
zywcezych [2, 6].

Ograniczenie spozycia czarnego bzu dotyczy kobiet w cigzy i karmigcych oraz
dzieci ponizej 18. roku zycia, a jest ono zalecane ze wzgledu na niewystarczajaca
liczbe badan klinicznych na tej grupie. Swieze owoce bzu czarnego zawierajg sam-
bunigryne oraz sambucyne. Sa to zwigzki toksyczne, ktére silnie draznig przewdd
pokarmowy, wywolujac biegunke. Podczas przetwarzania (suszenia i obrébki ter-
micznej) sambunigryna ulega rozkladowi, dlatego mozna bezpiecznie stosowac wy-
suszone owoce bzu czarnego [2].

Celem pracy bylo okredlenie aktywnos$ci antyutleniajacej naparéw powsta-
tych na bazie wybranych produktéw suszonych owocédw czarnego bzu dostepnych
w handlu, a takze oznaczenie zawartosci polifenoli ogoélem, w tym antocyjandw,
i okreslenie, w jakim stopniu zwigzki te s3 odpowiedzialne za zdolnosci antyutle-
niajace badanych naparéw.

Materiat i metody badan

Badaniom poddano sze$¢ produktéw dostepnych na polskim rynku w 2023 r., z cze-
go cztery stanowily suszone owoce czarnego bzu, a dwa pozostate — preparaty z roz-
drobnionych suszonych owocéw w torebkach do zaparzania. Probki ponumerowa-
no: T-11iT-2 w przypadku preparatéw w torebkach oraz od S-1 do S-4 w przypadku
owocdw suszonych. Numeracjg tg postugiwano si¢ w trakcie przeprowadzania ba-
dan oraz podczas formutowania wnioskéw.

Ze wszystkich badanych produktéw przygotowano napary zgodnie z instrukcja-
mi podanymi na opakowaniach (usredniono parametry: zalecang porcje produktu
i czas zaparzania) poprzez odwazenie po 2 g suszu, zalanie 200 ml wody destylo-
wanej o temp. 100°C i zaparzanie pod przykryciem przez 10 min. Po uplywie tego
czasu kazdy z naparéw przefiltrowano przez saczek i ostudzono. Te metode eks-
trakcji wybrano ze wzgledu na jej prostote, a co za tym idzie — popularnos$¢ wsréd
konsumentow preparatéw zielarskich.

Oznaczenie ilo§ciowe antocyjanéw wykonano na podstawie metody Giusti
i Wrolstada (2001) za pomocg spektroskopii UV-Vis. Metoda ta bazuje na transfor-
macjach strukturalnych tych zwigzkow przy zmianie pH, skutkujacych ich odbar-
wieniem, a co za tym idzie - znaczacg zmiang spektrum absorbancji. Antocyjany
w srodowisku o pH 1,0 wystepuja gtownie w barwnej formie oksoniowej, natomiast
poddanie ich wplywowi $rodowiska o pH 4,5 przeksztalca je do formy hemike-
talowej, bezbarwnej. Przyrzadzono po dwa rozcienczenia dla kazdego z naparéw
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przy uzyciu buforéw pH 1 (0,025 M HCI-KCI) oraz pH 4,5 (0,0004 M CH,COONa
x 3H,0). Ekstrakty rozcienczono buforami w stosunku 1:10. Nastepnie zbadano
absorbancje przygotowanych rozcienczen za pomocy spektrofotometru Termo
Scientific Genesys przy dtugosciach fal 520 nm i 700 nm, stosujac $lepa prébe. Dla
kazdego preparatu wykonano trzy powtdrzenia pomiaru. Zawarto$¢ antocyjanéw
wyrazono w przeliczeniu na mg cyjanidyno-3-glukozydu na 100 ml naparu (co

odpowiada 1 g suchej masy badanych produktéw) z uwzglednieniem odchylenia
standardowego.

Fotografia 1. Napary uzyskane z suszonych owocow czarnego bzu.
T-11T-2 - napary z preparatow w torebkach
S-1-S4 - napary z owocow suszonych

Photo 1. Infusions obtained from dried elderberries.
T-1-T-2 - infusions from preparations in bags
S-1-S4 - infusions from dried fruits

Zrodto: fotografia autora.
Source: photograph by the author.

Analiz¢ zawartosci polifenoli ogétem w badanych naparach przeprowadzono
za pomocg oznaczenia spektrofotometrycznego na podstawie metody koloryme-
trycznej z wykorzystaniem odczynnika Folina-Ciocalteau (F-C) [14]. Jest ona opar-
ta na reakcji barwnej pomiedzy zwigzkami fenolowymi a odczynnikiem F-C, ktéry
ma w skladzie dwuwodny molibdenian sodowy, dwuwodny wolframian sodowy,
siarczan litu, wode bromowg i stezone kwasy: solny i fosforowy. Powstaty heteropo-
lifosfowolframian molibdenu redukowany jest przez tworzacy si¢ w srodowisku al-
kalicznym anion fenolanowy do niebieskiego zwigzku. Zachodzaca zmiang koloru
roztworu mierzy si¢ spektrofotometrycznie. Stezenie polifenoli ogélem w badanych
naparach podano w przeliczeniu na mg kwasu galusowego na 100 ml naparu (co
odpowiada 1 g suchej masy badanych produktéw) z uwzglednieniem odchylenia
standardowego. Do obliczen wykorzystano réwnanie wyprowadzone ze sporzadzo-
nej krzywej wzorcowej dla kwasu galusowego.

Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej przeprowadzono z wykorzystaniem rod-
nika DPPH przy uzyciu spektroskopii UV-Vis. Odczynnik DPPH (2,2-difenylo-
-1-pikrylohydrazyl) jest stabilnym rodnikiem o niesparowanym elektronie na po-

n
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wloce walencyjnej. Jego roztwdr ma intensywnie purpurowg barwe, a maksimum
absorbancji osigga przy A = 517 nm. W kontakcie z antyoksydantami DPPH ulega
redukcji poprzez przechwycenie elektronéw od substancji antyutleniajacej, w wyni-
ku czego powstaje zwigzek o zabarwieniu z6ttym. Zachodzacg zmiang zabarwienia
bada si¢ spektrofotometrycznie [15].

Badane prébki przygotowano poprzez zmieszanie w odpowiednich proporcjach
naparéw z metanolowym roztworem DPPH. Tak sporzadzone roztwory wymiesza-
no i zabezpieczono przed dostepem $wiatta. Po 5 min zmierzono absorbancje¢ przy
diugosci fali maksimum 517 nm z zastosowaniem §lepej proby. Dla kazdego bada-
nego produktu wykonano trzy powtdrzenia pomiaru.

Na podstawie uzyskanych wartosci absorbancji badanych prébek dla kazde-
go z naparow obliczono stopien neutralizacji rodnika DPPH, a wynik wyrazo-
no w miligramach zneutralizowanego DPPH na 100 ml naparu (co odpowiada
1 g suchej masy badanych produktéw) z uwzglednieniem odchylenia standar-
dowego.

Analizy statystyczne wykonano przy uzyciu programu Statistica 13.3 (StatSoft,
Visual Basic, TIBCO Software Inc., PL). Wyniki wyrazono jako $rednig + odchy-
lenie standardowe. Istotno$¢ réznic migdzy wartosciami $rednimi badanych cech
w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych okreslono za pomocy testu Dunca-
na (Anova). Réznice przyjeto jako statystycznie istotne przy poziomie istotnosci
p <0,05.

Wyniki i ich oméwienie
Wyniki analizy zawartosci antocyjanéw, zawartosci polifenoli ogétem oraz anty-
oksydacyjne wyniki testu DPPH dla wszystkich probek naparéw z czarnego bzu
zamieszczono w Tabeli 1. Warto$ci podano z uwzglednieniem odchylenia standar-
dowego.

Analiza ilo$ciowa naparéw z bzu czarnego wykazala statystycznie istotne roz-
nice w zawarto$ci antocyjanéw, polifenoli ogdélem oraz zdolnosci neutralizowania
rodnika DPPH (Tabela 1).

Najwiekszg zawartos¢ antocyjandw sposrod wszystkich badanych produktow
wykazal napar T-2, nieco nizszg napar T-1. Sposréd naparéw przygotowanych z ca-
tych suszonych owocdw najwiekszg zawartoscig antocyjanéw odznaczal sie preparat
S-1, jego warto$¢ byla ponad dwukrotnie wyzsza niz w prébce S-3, ktora cechowata
sie najnizszym stezeniem antocyjanow. Réznice miedzy preparatami S-2 oraz S-4
nie byly istotne statystycznie (Tabela 1).

Réwniez w badaniach Pliszki i wsp. [16] stwierdzono rézng zawarto$¢ zwigzkow
antocyjanowych w owocach bzu czarnego w zaleznosci od odmiany.
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Podobnie jak w przypadku zawartosci antocyjandw, rowniez zawarto$¢ polife-
noli ogétem byla najwyzsza w naparach przygotowanych z produktéw w torebkach.
Ponownie najwyzsza zawarto$cig badanych substancji wykazal si¢ produkt T-2,
osiagajac warto$¢ ponad dwukrotnie wyzszg od produktu T-1 i niemal czterokrot-
nie wyzszg od produktéw S-1-S-4, w ktérych zawartos¢ polifenoli byta zblizona do
10 mg GAE-100 ml" (GAE - z ang. gallic acide quivalent, rownowaznik kwasu galu-
sowego). Rdéznice warto$ci uzyskanych w preparatach od S-1 do S-4 nie byly istotne
statystycznie (Tabela 1).

Tabela 1. Catkowita zawarto$¢ antocyjandw, calkowita zawartos¢ polifenoli oraz zdolnos¢ neu-
tralizowania rodnika DPPH w naparach z bzu czarnego.

Table 1. Total anthocyanin content, total polyphenol content and DPPH radical neutralising ca-
pacity of elderberry infusions.

., . ) , Zdolnos¢ neutralizowania

Numer Zawarto$¢ antocyjanow Polifenole ogélem .

robki [mg-100 ml] [mg GAE-100 ml'] Cllane
P [mg DPPH-100 ml"]

T-1 2,20 +0,03° 16,59 * 1,06 19,20 + 0,18

T-2 3,90 £ 0,312 39,31 £1,02° 42,02 + 0,05*

S-1 1,22 £ 0,01¢ 9,89 + 0,33 14,11 = 0,50

S-2 0,75 + 0,034 10,14 £ 0,79¢ 11,16 +0,57¢

S-3 0,56 + 0,02¢ 10,11 £ 0,55¢ 13,48 + 0,35¢

S-4 0,78 £0,01¢ 11,25 £ 0,42¢ 14,61 £ 0,49¢

T-11iT-2 - napary z preparatéow w torebkach

S-1-S-4 - napary z owocow suszonych

a, b, ¢, d, e — wartosci $rednie oznaczone rdznymi literami w kolumnach réznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05
T-1-T-2 - infusions from preparations in bags

S-1-54 - infusions from dried fruits

a, b, ¢, d, e - mean values marked with different letters in columns are statistically significantly different at P < 0.05

Zrodlo: badania wlasne.
Source: own research.

W badaniach Pliszki i wsp. [16] zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogdtem ksztal-
towala si¢ na poziomie ponad 600 mg-100 g $wiezej masy. W badaniach innych
autorow zawarto$¢ polifenoli w przeliczeniu na 100 g owocéw czarnego bzu byta
zrdznicowana, np. 5678,8-7087,3 mg kwasu chlorogenowego-100 g's.m. [17],
827 mg-100 g' $wiezej masy [18], 1336 mg [19].

Uzyskane wyniki aktywnosci antyoksydacyjnej wyrazone w mg zneutralizowa-
nego DPPH na 100 ml naparu podano w Tabeli 1. Analogicznie do wczesniejszych
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wynikéw napary z suszu T-2 wykazaly znacznie wigksza aktywnos$¢ antyoksyda-
cyjng od pozostatych prébek, osiagajac wartos¢ 42,02 mg DPPH-100 ml™”, ponad
dwukrotnie wyzsza od prébki T-1, ponad trzykrotnie wyzsza od préb S-1, S-3, S-4
i niemal czterokrotnie wyzszg od S-2. Prébka S-2 cechowala si¢ najnizszym po-
ziomem aktywnosci antyoksydacyjnej, inhibujac 11,16 mg DPPH-100 ml™. Probki
S-1, S-3 oraz S-4 wykazaly zblizone wartosci zmiecionego rodnika w przedziale od
13,48 w naparach S-3 do 14,61 mg DPPH-100 ml" w naparach S-4.

W badaniach siedmiu sokow z bzu czarnego przeprowadzonych przez Para-
dowska i wsp. [2] otrzymano znacznie zroznicowane wyniki zawartodci zwigz-
kéw polifenolowych i antocyjanin monomerycznych. Zréznicowanie zawarto-
$ci tych zwigzkéw zostalo potwierdzone réwniez w wynikach testu z rodnikiem
DPPH. Zdolnos$¢ zmiatania rodnika DPPH dla tych probek miescila si¢ w zakresie
1,51-8,86 g/100 ml [2]. Badane napary wykazaly, zgodnie z przewidywaniami,
zroznicowang zawarto$¢ antocyjanéw, polifenoli ogdtem oraz zdolno$¢ antyoksy-
dacyjng, cho¢ roznice te, szczegdlnie w przedziale probek S-1-S-4, byly mniejsze,
niz poczatkowo zakladano na podstawie danych literaturowych.

Duzo wyzsza zdolno$¢ antyoksydacyjna oraz zawarto$¢ antocyjandw i polifenoli
ogolem w preparatach w torebkach wzgledem owocédw suszonych w catosci mogta
wynikaé z zastosowanej technologii produkcji. Surowiec w torebkach byt rozkru-
szony, co ulatwia ekstrakcj¢ zwigzkow bioaktywnych i skutkuje wyzsza ich zawarto-
$cig w naparach z niego przygotowanych.

Whbrew poczatkowym zalozeniom zawarto$¢ badanych zwigzkow w prébkach
catych owocédw suszonych i ich aktywnos$¢ antyoksydacyjna okazaly si¢ zblizo-
ne. Daje to podstawy do przypuszczenia, ze surowiec wykorzystany w produkcji
badanych preparatéw zbierany byl ze stanowisk o podobnych warunkach glebo-
wo-$§rodowiskowych. Ponadto warto uwzgledni¢, ze rozdrobniony surowiec jest
bardziej podatny na rozktad substancji bioaktywnych spowodowany czynnikami
zewnetrznymi oddzialujacymi na produkt podczas przechowywania, takimi jak
temperatura, wilgotnos$¢ czy dostep $wiatla. Nie mozna wigc na podstawie tak
malej préby badawczej zalozy¢, ze produkt w formie rozdrobnionej bedzie za kaz-
dym razem wykazywal wyzsze warto$ci badanych parametréw od produktu nie-
rozdrobnionego.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych analiz naparéw z suszonych owocéw czarnego

bzu sformulowano nastepujace wnioski:

1. Sposréd badanych produktéw najwiekszg wartos$¢ konsumencka, ze wzgledu na
najwyzsza zawarto$¢ polifenoli ogétem, antocyjandw oraz najwigksza aktywnos¢
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antyoksydacyjna, wykazywal produkt T-2. Zapewne wynikalo to z faktu, ze pro-
dukt ten byt w formie rozdrobnionego owocu zamknigtego w torebce do zapa-
rzania, co ulatwia ekstrakcje substancji czynnych.

2. Prébki od S-1 do S-4, stanowigce napary pozyskane z owocoéw w calosci, wyka-
zaly zaskakujgco male réznice w warto$ciach badanych parametrow.

[4]
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