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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest rozpuszczalnik ekstrahujacy do otrzymywania suchego ekstraktu
z aronii standaryzowanej zawarto$ci antocyjanéw i zwiazkéw polifenolowych oraz sposéb wytwarzania
suchego ekstraktu z owocéw lub wyttokdw aronii.

Aronia czarnoowocowa (Aronia melanocarpa) jest nazywana superowocem ze wzgledu na bo-
gactwo zwiazkéw polifenolowych (bioflawonoidéw) korzystnie wptywajacych na zdrowie, pozwala to za-
liczy¢ jej owoce do potencjalnych surowcow leczniczych. Owoce majg szczegdlnie wysoka zawartosc
antocyjanéw (ciemno czerwonych barwnikow, obecnych m.in. w czerwonym winie) — srednio ok. 500 mg
w 100 g owocdw, oraz katechin i ich polimeréw — tanin. Zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych jest
w granicach 1200-5000 mg, $rednio wynosi 2500-3500 mg. Owoce aronii zawieraja witaminy grupy B,
witamine E C i karotenoidy a takze potas, waph, magnez, zelazo, cynk, jod. Duza zawartos¢ garbnikow
sprawia, ze owoce aronii maja lekko cierpki smak, przez co sa mniej chetnie spozywane w stanie suro-
wym. Z owocéw mozna wytwarzaé dzemy, konfitury, syropy, ale dodatek cukru nie jest korzystny dla
zdrowia. Badania naukowe pokazuja wazna role owocoéw jagodowych i ich przetworéw w diecie.

Na rynku spozywczym, w kategorii dodatkéw do Zzywnosci i suplementéw diety obserwuje sie
rosnace zainteresowanie suchymi ekstraktami z owocdéw, bogatych w zwiazki polifenolowe, zwtaszcza
antocyjany. Zainteresowanie antocyjanami to skutek publikacji pokazujacych, ze spozycie czerwonego
wina na potudniu Europy obniza ryzyko zawatu serca. Zjawisko to nazwano ,francuskim paradoksem”
i tumaczono anty oksydacyjnym dziataniem zwiazkéw polifenolowych (Ghiselli A, Nardini M, Baldi A,
Scaccini C. Antioxidant activity of different phenolic fractions separated from an lItalian red wine. J Agric
Food Chem 1998; 46: 361-7), takich jak antocyjany, katechiny czy resweratrol. Odpowiedzia przemystu
farmaceutycznego byta produkcja suplementéw diety zawierajacych ekstrakt ze skérki ciemnych wino-
gron, owocow czarnego bzu czy aronii.

Celem stosowania ekstraktow jest uzupetnienie diety w sktadniki o dziataniu antyoksydacyjnym,
co jest wazne w profilaktyce miazdzycy i choréb uktadu krazenia, choréb neurodegeneracyjnych i no-
wotworowych.

W Polsce, w latach 1995-2010 do badan farmakologicznych i klinicznych wykorzystywany byt
ekstrakt z aronii (,Aronox”), ktérego produkcje zakoriczono w 2009 roku. Korzystny wptyw antocyjanéw
obserwowano m.in. w przypadku zapalenia trzustki (A. Jankowski, B. Jankowska, J. Niedworok, The
influence of aronia melanocarpa in experimental pancreatitis, Polish Merkuriusz Lek. 2000; 8(48): 395—-
398), u pacjentdw po zawale serca leczonych statynami (M. Naruszewicz, |. taniewska, B. Millo,
M. Dtuzniewski, Combination therapy of statin with flavonoids rich extract from chokeberry fruits enhan-
ced reduction in cardiovascular risk markers in patients after myocardial infraction (Ml). Atherosclerosis
2007; 194: e179-e184), preparat obnizat réwniez cisnienie tetnicze (M. Broncel, M. Koziorég-Kofacirn-
Ska, G. Andryskowski i inni, Wplyw antocyjanin z aronii czarnoowocowej na cisnienie tetnicze oraz ste-
zenie endoteliny-1 i lipidéw u pacjentdéw z zespotem metabolicznym, Pol. Merk. Lek., 2007; XXIII, 134:
116—119). Sok i ekstrakt aroniowy zawieraja zwigzki obnizajgce poziom glukozy we krwi, przez co sa
one polecane diabetykom (Gawry$. M. Zawada K., Wawer |., Aronia w diecie diabetykéw. Diabetologia
Kliniczna 2012; 1(5): 196-200).

W badaniach biologicznych efektéw antocyjanin in vivo najczesciej stosuje sie ekstrakt z owocéw.
Pierwszym powodem jest wysoka cena czystych antocyjanidyn i antocyjanin, ktére sa trudne do izolacji.
Drugim powodem jest fakt, Ze do organizmu cziowieka nie trafiaja pojedyncze zwiazki tylko ich miesza-
niny zawarte w owocach.

Antocyjany sa naturalnymi barwnikami majacymi zastosowanie w przemysle farmaceutycznym,
kosmetycznym i spozywczym. Owoce aronii zawierajg cztery pochodne cyjanidyny: cyjanidyno-3-O-ga-
laktozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-arabinozyd oraz cyjanidyno-3-O-ksylozyd. Wsréd
innych zwiazkéw polifenolowych szczegdlnie interesujace sa: kwas chlorogenowy i kwas neochloroge-
nowy, bedace efektywnymi antyoksydantami, moga mie¢ znaczacy wktad do profilaktyki (np. choréb
uktadu krazenia), co pokazaty badania in vitro. Podawanie kwasu chlorogenowego zwieksza tolerancje
glukozy i zmniejsza poziom lipidow we Kkrwi.

Podstawowa metoda pozyskiwania ekstraktow bogatych w antocyjany jest ekstrakcja selektyw-
nymi rozpuszczalnikami. Wydajnos¢ procesu zalezy od wielu czynnikéw. Szczegdina uwage zwraca sie
na polarnosc¢ rozpuszczalnika oraz pH ekstrahenta. Antocyjany nie sa stabilne w roztworach obojetnych
i zasadowych, stad podczas ekstrakcji stosuje sie zakwaszone roztwory wodne, roztwory wodno-alko-
holowe zawierajace etanol, metanol lub izopropanol, ale mozna réwniez stosowadé roztwory zawierajace
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n-butanol, aceton, glikol propylenowy. Ekstrahent zakwasza sie najczesciej za pomoca kwasu solnego
lub octowego.

Dotychczas przyznane patenty lub zgtoszenia patentowe opisuja metody pozyskiwania antocyja-
noéw na drodze np. ekstrakcji wyttokéw aronii za pomoca wodnych roztworéw soli kwasu siarkowego
(PL 144239 B2); ekstrakcji za pomoca acetonu z wyttokdéw lub miazgi owocdw aronii (PL158707 B1);
wodnej ekstrakcji antocyjanéw z produktéw naturalnych tj. miazsze winogron, jagdd i innych przy uzyciu
dwutlenku siarki (FR2458577 B1) lub ekstrakcji woda zakwaszong kwasem solnym i nastepnie izopro-
panolem (PL186849 B1).

Ponadto ze stanu techniki znane sa wielosktadnikowe rozpuszczalniki ekstrakcyjne. Np. z doku-
mentu CN104447666A znana jest metoda ekstrakcji antocyjandw z aronii z wykorzystaniem rozpusz-
czalnika ekstrakcyjnego zawierajacego etanol, kwas octowy i wode w stosunku objetosciowym
60:10:30. Sposdb obejmuje kolejno homogenizacje surowca roslinnego, dodanie do uzyskanej pulpy
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w ilosci 5 ml/g pulpy roslinnej, mieszanie, ultrasoniczng ekstrakcje
w temperaturze 45°C przez 90 min. Po ekstrakcji przeprowadza sie filtracje préozniowa w celu usuniecia
pozostatosci filtra; w wyparce obrotowej z surowego ekstraktu usuwa sie etanol w celu uzyskania ste-
zonej cieczy antocyjanu. Nastepnym etapem jest usuwanie zanieczyszczeh za pomoca wody destylo-
wanej; po czym nastepuje elucja antocyjanin stosujac roztwér etanolu; po obrébce eluenta ultrawysokim
ci$nieniem, nastepuje ekstrahowanie zanieczyszczen za pomoca octanu etylu; po czym zbiera sie faze
wodna; zamraza i suszy sie roztwdr antocyjanu z aronii w prézni w celu otrzymania proszku antocyjanu.

Dokument KR101287021B1 ujawnia roztwdr ekstrakcyjny do ekstrakcji produktéw roslinnych
z roslin wybranych z grupy obejmujacej czarne jagody, jagody asai, boréwke czarna, zurawine, aronie
czarna, jagody jatowca oraz truskawki. Rozpuszczalnik zawiera wode, etanol oraz glikol 1,3-butylenowy.

Natomiast z patentu PL234212 B1 znany jest rozpuszczalnik ekstrahujacy stosowany do ekstrak-
cji produktéw roslinnych wybranych z grupy wierzba Salix ssp, lub topola Populus ssp., boréwka Vacci-
nium myrtillus L, czarna malwa Alcea Rosea lub zurawina Oxycoccus ssp., bazyna — Empetrum (Em-
petraceae), lub aronia — Aronia (Rosaceae). Rozpuszczalnik zawiera alkohol alifatyczny C1-C3 (ko-
rzystnie metanol, etanol, propanol-1, propanol-2) w iloéci 35-50%, octan etylu w iloéci 35-50%, wode
dejonizowang w ilodci 15-25%, kwas bursztynowy lub migdatowy lub jabtkowy, lub fumarowy w ilosci
0,35-0,7%, kwas askorbinowy w iloéci 0,35-0,7%. Ponadto patent PL234212 B1 ujawnia sposéb eks-
trakcji materiatu roslinnego z zastosowaniem wspomnianego rozpuszczalnika, ktéry prowadzi do otrzy-
mania produktu w postaci suchego ekstraktu i obejmuje kolejno rozdrobnienie surowca roslinnego
i zalanie rozpuszczalnikiem ekstrahujacym, ekstrakcje korzystnie metoda maceracji lub perkolacji,
w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika ekstrahujacego, ktéra prowadzi od 18 do 48 godz. w tempe-
raturze od 50-80°C, filtracje, odparowywanie rozpuszczalnika, suszenie, ewentualnie odttuszczanie
ekstraktu suchego za pomoca eteru naftowego lub benzyny ekstrakcyjnej lub ich mieszaniny.

Znane sposoby ekstrakcji z zastosowaniem powyzszych rozpuszczalnikéw posiadaja szereg
ograniczen.

Zastosowanie do ekstrakcji soli kwasu siarkowego (V) lub dwutlenku siarki powoduje zanieczysz-
czenie produktu substancjami alergennymi — siarczynami. Nawet oczyszczanie produktu za pomoca
chromatografii adsorpcyjnej nie umozliwia usuniecia pozostatosci siarczyndéw.

Ekstrakty wytwarzane z zastosowaniem acetonu lub izopropanolu zawieraja pozostatosci tych
rozpuszczalnikéw. Z kolei uzycie alkoholu etylowego wptywa na znaczne zwiekszenie kosztéw produk-
cji. Ponadto wszystkie wyZzej wymienione rozpuszczalniki organiczne powoduja wydajna ekstrakcje wy-
sokoczasteczkowych tanin. Przed chromatografia adsorpcyjna niezbednym etapem jest odparowanie
rozpuszczalnikéw organicznych. W czasie odparowywania rozpuszczalnika nastepuje wytracanie cze-
&ci tanin, ktére z kolei adsorbuja znaczna czesé antocyjandw z roztworu. Ten proces obniza zawartosé
antocyjanéw w uzyskanym ekstrakcie oraz powoduje koniecznosé odfiltrowania wytraconego osadu
przed etapem chromatografii adsorpcyjnej.

Celem wynalazku byto zapewnienie nowego rozpuszczalnika oraz sposobu ekstrakcji pozbawio-
nych powyzszych ograniczen.

Istota wynalazku jest rozpuszczalnik ekstrakcyjny stosowany do ekstrakcji rozdrobnionych owo-
céw lub wyttokdw aronii, charakteryzujacy sie tym, ze stanowi wodny roztwér kwaséw organicznych
zawierajacy kwas bursztynowy w iloéci 0,05-0,1%, korzystnie 0,1%, kwas jabtkowy w ilosci 0,05-0,1%,
korzystnie 0,1% oraz kwas wersenowy (EDTA) w ilosci 0,01-0,04%, korzystnie 0,04%.
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Kolejna istota wynalazku jest sposdb wytwarzania suchego ekstraktu z owocéw lub wyttokéw
aronii z zastosowaniem rozpuszczalnika ekstrakcyjnego wedtug wynalazku, charakteryzujacy sie tym,
ze obejmuje nastepujace etapy:

— ekstrakcje z wykorzystaniem rozpuszczalnika ekstrakcyjnego wedtug wynalazku,

— filtracje wstepna i mikrofiltracje,

— ultrafiltracje,

— chromatografie adsorpcyjna permeatu uzyskanego po przeprowadzeniu ultrafiltracji,

— odparowanie rozpuszczalnika w wyparce prézniowej,

- liofilizacje.

Korzystnie ekstrakcje prowadzi sie w zakresie temperatur 40-70°C, korzystnie 40°C, w czasie
4-8 godzin, korzystnie 4 godziny.

Korzystnie filtracje wstepna prowadzi sie na ptytach celulozowych o porowatosci 2 um, a mikro-
filtracje na membranach o porowatoéci 0,2-0,45 um, korzystnie 0,2 um.

Korzystnie ultrafiltracje prowadzi sie na membranach o MWCO 150-300 kDa, korzystnie
300 kDa.

Korzystnie chromatografii adsorpcyjnej poddaje sie permeat z procesu ultrafiltracji, podajac go
na kolumne wypetniona zywica adsorpcyjna typu Amberlite lub Purolite, a nastepnie przemywa zywice
woda i prowadzi proces elucji zaadsorbowanego ekstraktu wodnym roztworem etanolu o stezeniu
40-65%, korzystnie 65% objetosciowych.

Wynalazek dostarcza nastepujacych korzysci:

e Pozwala na uzyskanie suchego ekstraktu z aronii zawierajacego standaryzowana zawarto$é

antocyjandéw i zwiazkoéw polifenolowych oraz charakteryzujacego sie niska zawartoscia tanin.

e W procesie produkcyjnym wedtug wynalazku wysokoczasteczkowe taniny ekstrahuja sie
w niewielkim stopniu.

o Niewielka ilo$¢ wyekstrahowanych tanin jest dodatkowo usuwana na etapie ultrafiltracji ra-
zem z innymi wysokoczasteczkowymi substancjami takimi jak biatka i polisacharydy. Réwno-
czesnie nastepuje bardzo nieznaczny spadek zawartosci antocyjanow.

e Sposoéb wedtug wynalazku eliminuje wady ekstraktéw uzyskiwanych bez nowoczesnych me-
tod separaciji, takich jak mikrofiltracja, ultrafiltracja i rozdziat na kolumnie adsorpcyjnej. Eks-
trakty te zawieraja niezdefiniowana mieszanine wysokoczasteczkowych zwiazkow i charak-
teryzuja sie rébwniez znacznie nizsza zawartoscia polifenoli w tym antocyjandw.

Przedmiot wynalazku obrazuja ponizsze przyktady wykonania, nie ograniczajace zakresu

ochrony wyznaczonej zastrzezeniami patentowymi.

Przykiad 1

W tym przyktadzie wykonania jako surowiec do ekstrakcji uzyto 1,6 kg rozdrobnionego owocu
aronii. Ekstrakcje prowadzono za pomoca 8 | rozpuszczalnika ekstrakcyjnego wedtug wynalazku, ktory
stanowi wodny roztwér zawierajacy 0,1% kwasu bursztynowego, 0,1% kwasu jabtkowego oraz 0,04%
EDTA. Przy czym wszystkie kwasy sa w jakosci spozywczej.

Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 40°C przez 4 godziny. Otrzymano 7,89 | ekstraktu o za-
warto$ci antocyjandw wynoszacej 238 mg/l. Ekstrakt oddzielono od surowca i nastepnie przefiltrowano
za pomoca prasy filtracyjnej wyposazonej w ptyty o porowatosci 2 um.

Uzyskany ekstrakt poddano mikrofiltracji prowadzonej na 7-kanatowej membranie z TiO2 o dtu-
gosci 600 mm, $rednicy 10 mm i porowatosci 0,2 um.

Permeat z mikrofiltracji wykorzystano do kolejnego etapu — ultrafiltracji na 7-kanatowej membra-
nie z TiOz o dtugosci 600 mm, $rednicy 10 mm i MWCO 300 kDa. Przy czym, celem ultrafiltracji byto
usuniecie zwiazkow wielkoczasteczkowych, w tym tanin, biatek oraz polisacharydéw.

Do dalszych prac wykorzystano permeat z ultrafiltraciji.

W wyniku ultrafiltracji otrzymano 7,3 | ekstraktu o zawartosci antocyjandw 211 mg/l, ktéry podano
w catosci na kolumne szklana wypetniong zywica adsorpcyjna typu Purolite o objetosci 314 ml. Kolumne
przemywano woda w iloéci 1 |, a elucje prowadzono z zastosowaniem 65% etanolu. Otrzymano 380 ml
frakcji gtéwnej o zawarto$ci antocyjanéw 3327 mg/l. Frakcje gtdwna zageszczono na wyparce proznio-
wej w temperaturze ponizej 40°C do 25% suchej masy.

Otrzymany ekstrakt liofilizowano, otrzymujac 6,95 g ekstraktu w postaci suchej o zawarto$ci an-
tocyjandw wynoszacej 18,1% oraz zawartosci zwigzkéw polifenolowych wynoszacej 39,8%.
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Przyktad 2

Sposéb wytwarzania suchego ekstraktu wedtug przyktadu 1, z tym, Zze rozpuszczalnikiem eks-
trakcyjnym byt wodny roztwér zawierajacy 0,05% kwasu bursztynowego, 0,05% kwasu jabtkowego oraz
0,01% EDTA. Natomiast proces ekstrakcji prowadzono w temperaturze 70°C przez 5 godzin.

Przyktad 3

Sposéb wytwarzania suchego ekstraktu wedtug przyktadu 1, z tym, Zze rozpuszczalnikiem eks-
trakcyjnym byt wodny roztwér zawierajacy 0,8% kwasu bursztynowego, 0,8% kwasu jabtkowego oraz
0,03% EDTA. Natomiast proces ekstrakcji prowadzono w temperaturze 40°C przez 8 godzin.

Przykiad 4

W tym przyktadzie wykonania jako surowiec do ekstrakcji uzyto 2,3 kg wyttokéw aronii. Ekstrakcje
prowadzono za pomoca 11,5 | rozpuszczalnika ekstrakcyjnego wedtug wynalazku, ktéry stanowi wodny
roztwor zawierajacy 0,1% kwasu bursztynowego, 0,1% kwasu jabtkowego oraz 0,04% EDTA. Przy czym
wszystkie kwasy sa w jakosci spozywcze;.

Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 40°C przez 4 godziny. Otrzymano 11 | ekstraktu o za-
warto$ci antocyjandw wynoszacej 258 mg/l. Ekstrakt oddzielono od surowca i nastepnie przefiltrowano
za pomoca prasy filtracyjnej wyposazonej w ptyty o porowatosci 2 um.

Uzyskany ekstrakt poddano mikrofiltracji na 7-kanatowej membranie z TiO2 o dtugosci 600 mm,
$rednicy 10 mm i porowatosci 0,2 um.

Permeat z mikrofiltracji wykorzystano do kolejnego etapu — ultrafiltracji na 7-kanatowej membra-
nie z TiOz2 o dtugosci 600 mm, srednicy 10 mm i MWCO 150 kDa. Do dalszych prac wykorzystano
permeat z ultrafiltracji.

Otrzymano 10,3 | ekstraktu o zawartosci antocyjandéw 239 mg/Il, ktéry podano w cato$ci na ko-
lumne szklang wypetniong zywica adsorpcyjnag typu Amberlite o objetosci 334 ml. Kolumne przemywano
woda wilosci 1|, a elucje prowadzono z zastosowaniem 65% etanolu. Otrzymano 480 ml frakcji gtéwne;j
o zawartosci antocyjanow 4428 mg/l. Frakcje gtéwna zageszczono na wyparce prozniowej w tempera-
turze ponizej 40°C do 28% suchej masy.

Otrzymany ekstrakt liofilizowano, otrzymujac 10 g ekstraktu w postaci suchej o zawarto$ci anto-
cyjandw wynoszacej 21,2% oraz zawarto$ci zwigzkdéw polifenolowych wynoszacej 44,3%.

Przykiad 5

Sposdéb wytwarzania suchego ekstraktu wedtug przyktadu 4, z tym, ze mikrofiltracje prowadzono
na membranach o porowatos$ci 0,45 um, natomiast proces elucji prowadzi sie wodnym roztworem eta-
nolu o stezeniu 40% objetosciowych.

Zastrzezenia patentowe

1. Rozpuszczalnik ekstrakcyjny stosowany do ekstrakcji rozdrobnionych owocéw lub wyttokéw
aronii, znamienny tym, ze stanowi wodny roztwdr kwasdw organicznych zawierajacy kwas
bursztynowy w ilo$ci 0,05-0,1%, korzystnie 0,1%, kwas jabtkowy w ilosci 0,05-0,1%, korzyst-
nie 0,1% oraz kwas wersenowy (EDTA) w ilosci 0,01-0,04%, korzystnie 0,04%.

2. Sposdb wytwarzania suchego ekstraktu z owocow lub wyttokdéw aronii z zastosowaniem roz-
puszczalnika ekstrakcyjnego okreslonego w zastrz. 1, znamienny tym, ze obejmuje nastepu-
jace etapy:

— ekstrakcje z wykorzystaniem rozpuszczalnika ekstrakcyjnego okreslonego w zastrz. 1,
— filtracje wstepna i mikrofiltracje,

— ultrafiltracje,

— chromatografie adsorpcyjna permeatu uzyskanego po przeprowadzeniu ultrafiltraciji,

— odparowanie rozpuszczalnika w wyparce prézniowej,

— liofilizacje.

3. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze ekstrakcje prowadzi sie w zakresie temperatur
40-70°C, korzystnie 40°C, w czasie 4-8 godzin, korzystnie 4 godziny.

4. Sposoéb wedtug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, zZe filtracje wstepna prowadzi sie na ptytach
celulozowych o porowatosci 2 um, a mikrofiltracje na membranach o porowatoéci 0,2—0,45 um,
korzystnie 0,2 um.
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Sposéb wedtug dowolnego z poprzednich zastrzezen od 2 do 4, znamienny tym, Ze ultrafil-
tracje prowadzi sie na membranach o MWCO 150-300 kDa, korzystnie 300 kDa.

Sposdb wedtug dowolnego z poprzednich zastrzezenh od 2 do 5, znamienny tym, ze chroma-
tografii adsorpcyjnej poddaje sie permeat z procesu ultrafiltracji, podajac go na kolumne wy-
petniona zywica adsorpcyjna typu Amberlite lub Purolite, a nastepnie przemywa 2ywice woda
i prowadzi proces elucji zaadsorbowanego ekstraktu wodnym roztworem etanolu o stezeniu
40-65%, korzystnie 65% objeto$ciowych.
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