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1. Wprowadzenie

Czesto spotykanym gatunkiem inwazyjnym laséw Europy Srodkowej jest
czeremcha amerykanska (Prunus serotina Ehrh.). Czeremcha jest szczegdlnie ucigzliwa
na odnowieniach lesnych, przez co ponoszone sg duze koszty zwigzane z jej usuwaniem,
ktére odbywa sie gtéwnie poprzez wycinanie catych drzew [1]. Wyciecie powoduje
powstanie duzej ilosci biomasy, ktéra do tej pory nie znalazta zastosowania innego niz
spalanie.

Pierwsze badania zwigzkéow aktywnych biologicznie wyekstrahowanych
z czeremchy amerykanskiej pochodzg z 1910 roku. Dotyczyty one zawartosci zwigzkéw
bioaktywnych w jej zielonych czes$ciach. Power i Moor [2] zidentyfikowali w nich
cyjanowodor jako produkt rozktadu glikozydéw cyjanogennych (gtéwnie amigdaliny),
liczne kwasy ttuszczowe, alkohol ttuszczowy persin, aldehyd benzoesowy, kwercetyne,
glikozydy kwercetyny oraz, po raz pierwszy, kwas ursulowy.
W latach 70. ubiegtego wieku w lisciach czeremchy oznaczono liczne triterpeny [3].
W latach 90. natomiast zwrdécono szczegdlng uwage na glikozydy cyjanogenne
znajdujace sie w owocach, czyli amigdaline i prunazyne [4, 5]. Badania wykazaty, ze
stezenie prunazyny spada wraz z dojrzato$ciag owocdw, natomiast stezenie amigdaliny
ro$nie. Badania Ordaz-Galindo iin. [6] nad owocami czeremchy wykazaty w nich
obecnosé¢ antocyjandw, w tym glukozydu-3-cyjanidyny, rutozydu-3-cyjanidyny oraz
z6ttopomaranczowy pigment zawierajacy rutynoze. Olszewska [7, 8] w kwiatach i
lisciach czeremchy oznaczyta flawonoidy m.in. awikularyne guajaweryne, kwercetyny-
3-D-ksylozyd, izokwercytryne, hiperozyd czy juglanine.
Badania Ibarra-Alvarada i in. [9] wykazaty, ze zwigzki wchodzace w sktad ekstraktu
z lisci czeremchy wykazujg dziatanie wazorelaksacyjne. Luna-Vazquez i in. [10] oraz
Jimenez i in. [11] potwierdzili dziatanie ekstraktéw z owocéw jako substancji
regulujacych ci$nienie krwi. Stwierdzili, ze zwigzkami za to odpowiedzialnymi sg
hiperozyd i kwas chlorogenowy. Wykazali rowniez dziatanie antyoksydacyjne
ekstraktow dzieki zawartych w nich antocyjanéw. W oleju z pestek czeremchy
stwierdzono wysokg zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, m.in.
oleinowego, a-elostearynowego, linolowego, palmitynowego i stearynowego [12].
Wiele badan nad sktadem chemicznym réznych czesci anatomicznych czeremchy

amerykanskiej dotyczyto zawartego w niej hiperozydu, gtéwnie ze wzgledu na jego
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lecznicze dziatanie [13]. Telichowska i in. [14] po raz pierwszy podjeli prébe petnej
charakterystyki zwigzkéw fenolowych zawartych w ekstraktach z lisci czeremchy.
Stosujac chromatografie cieczowa z detektorem DAD zidentyfikowali 14 zwigzkow,
wsrdod ktérych gtéwnymi byty kwasy ferulowy i synapowy. Ekstrakty z czeremchy
amerykanskiej zostaty uznane jako bogate w antyoksydanty o obiecujgcym dziataniu
przeciwbakteryjnym.

Badania nad zwigzkami fenolowymi czeremchy amerykanskiej s3
prowadzone juz od ponad stu lat. Mimo tak wielu lat badan nad ekstraktami
pozyskiwanymi z réznych czesci tej rosliny, dotychczas nie udato sie w petni
scharakteryzowa¢ ich sktadu chemicznego i opisa¢ wystepujgcego w nich szerokiego
spektrum zwigzkéw o charakterze fenolowym. Ranga niniejszego zagadnienia jest
wysoka, gdyz czeremcha amerykanska jest drzewem silnie rozpowszechnionym
w polskich lasach, dla ktérego dotychczas nie znaleziono racjonalnego

zagospodarowania.

Celem badawczym niniejszej pracy byto zbadanie sktadu chemicznego ekstraktow
wodnych i alkoholowych pozyskanych z lisci, kwiatéw iowocéw czeremchy
amerykanskiej i w oparciu o te wiedze znalezienie mozliwych dla nich zastosowan
w branzy drzewne;j.

Celem utylitarnym byto natomiast sprawdzenie mozliwosci wykorzystania wodnych
ekstraktow z lisci, kwiatow i owocéw czeremchy amerykanskiej w wytypowanych

zastosowaniach w réznych gateziach przemystu drzewnego.



2. Hipotezy badawcze i model pracy

W pracy przyjeto nastepujace hipotezy badawcze:

1. Czeremcha amerykanska jest gatunkiem bogatym w zwigzki bioaktywne.

2. Zwiazki ekstrakcyjne z czeremchy amerykanskiej sa podatne na ekstrakcje

z wykorzystaniem metod zielonej chemii.

3. Ekstrakty z czeremchy amerykanskiej, ze wzgledu na wysoka zawartos¢ zwigzkéw

fenolowych, moga znalez¢ zastosowanie w przemysle drzewnym.

Ponizsza rycina jest graficznym przedstawieniem modelu pracy:

Created in BioRender.com bio

Ryc. 1. Graficzne przedstawienie modelu pracy (wykonano z wykorzystaniem narzedzia

BioRender.com)



3. Materiat i metody badawcze

3.1. Materiat badawczy

Do badan wykorzystano nadziemne czesci czeremchy amerykanskiej, tj. liscie,
kwiaty i owoce. Wytypowane do badan surowce pochodzity z terendw Nadlesnictwa
Dabrowa, wojewdédztwo kujawsko-pomorskie, powiat Swiecki (potozenie: szerokosé
53°29'45,74" N, dtugosc¢ 18° 31' 0,72" E, 79 m n.p.m.).

Kwiaty zostaty zebrane wiosna, w dniu 22 maja 2019 r. w fazie petnego rozkwitu,
natomiast liscie dwa tygodnie pdzniej, czyli 4 czerwca 2019 r., pod koniec kwitnienia w
fenofazie. Jesienig z tych samych krzewéw zebrano owoce.

Surowce po zebraniu zostaty schtodzone na czas transportu, a nastepnie
zamrozone i przechowywane w temperaturze -32°C do czasu przeprowadzenia badan.

Kwiaty, liscie i owoce zebrano z kilku krzewéw (n=10), a kazdy krzew stanowit

jedno powtérzenie do analiz chemicznych.
3.2. Metody badawcze

3.2.1. Ekstrakcja lisci i kwiatéw

Ekstrakcje lisci i kwiatéw prowadzono za pomoca wody i metanolu. Metanol zostat
wybrany ze wzgledu na jego powszechne stosowanie w praktyce laboratoryjnej, woda
natomiast ze wzgledu na swojg powszechno$¢ oraz nietoksycznos¢. Ekstrakty
alkoholowe (MeOH) otrzymano zalewajac 1 g wysuszonego (wilgotnosé: 8%)
i zmielonego materiatu (frakcja: 0,1-0,4 mm) 5 mL 60% MeOH. Ekstrakcje prowadzono
przez 45 minut w fazni ultradzwiekowej chtodzonej lodem (temp. 4 °C). Nastepnie
ekstrakty odwirowywano przez 9 minut, przy 2000 obrotéw na minute w temp. 4°C w
wiréwece i sgczono przez filtr poliamidowy firmy Macherey-Nage o srednicy poréow 20
pum.

Przygotowujac ekstrakty wodne (WE) 1 g badanego materiatu (przygotowanego wg
takiej samej procedury jak w przypadku ekstraktow alkoholowych) ekstrahowano w 10
ml goracej wody destylowanej (ponizej temperatury wrzenia), przez 10 minut, pod
szkietkiem zegarkowym. Nastepnie odwirowywano w wiréwce przez 9 minut, 9000
obrotdw na minute, w temperaturze 4°C, po czym przesaczano przez filtr celulozowy

firmy Macherey-Nagel.



3.2.2. Ekstrakcja owocow
2 g Swiezych owocéw bez pestek zalano 5 ml roztworu ekstrakcyjnego sktadajacego sie
z 60% MeOH (99,9% czystos¢ do HPLC), 3% czystego kwasu mréwkowego i 37% H-2O.
Ekstrakcje prowadzono przez 45 minut w fazni ultradzwiekowej, chtodzonej lodem
(temperatura ekstrakcji 4°C). Po tym czasie ekstrakty odwirowywano przez 9 minut,
9000 obrotéw na minute, w temperaturze 4°C (Eppendorf Centrifuge 5810 R), a
nastepnie przesaczano przez filtr poliamidowy firmy Macherey-Nage o srednicy poréw
20 um. |. Otrzymane ekstrakty wykorzystano m.in. do oznaczania zawartosci
glikozydéw cyjanogennych.

3.3.3. Oznaczanie zwigzkdéw bioaktywnych w ekstraktach
Do oznaczenia ilosciowego zwigzkdw fenolowych wykorzystano chromatograf Thermo
Scientific Dionex HPLC z detektorem DAD (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA),
wyposazony w oprogramowanie Chromeleon. Zwigzki fenolowe oznaczano ilo$ciowo
przy trzech dtugosciach fali 280 nm, 350 nm i 530 nm.
Oznaczenia jako$ciowe wykonano na chromatografie Thermo Scientific Dionex HPLC
ze spektrometrem masowym (LTQ XL Linear lon Trap Mass Spectrometer, Thermo

Fisher Scientific, USA) z jonizacjg przez elektrorozpylanie (ESI).

3.3.4. Badania wtasciwosci papieru powlekanego z dodatkiem ekstraktu
Materiaty i metody
Powtoki barierowe z dodatkiem ekstraktu (10%) nanoszono na powierzchnie dwdch
typéw papieréw bazowych o réznych strukturach powierzchni. Oba papiery zostaty
wykonane z wtékien pierwotnych. Pierwszy (B.1.) miat gramature 43 g/m?, natomiast
drugi (B.2.) - 67 g/m? i zostat fabrycznie powleczony $rodkiem na bazie skrobi. Papiery
bazowe pochodzity z papierni Papirnica Vevce ze Stowenii.
Charakterystyka papierow powlekanych
Gramature papierdow okre$lono zgodnie z normg ISO 536. Badania wykonano na 20
probkach o wymiarach 10 x 10 cm, ktére wazono z doktadnoscig do 0,001 g (Radwag,
Radom, Polska).
Porowatos¢ i chropowatosc: przepuszczalnosé powietrza badanego papieru okreslono
zgodnie z ISO 5636-3, stosujac aparat Bendstena (Frank PTI, Birkenau, Niemcy) do
oznaczania chropowatosci powierzchni i przepuszczalnosci powietrza metoda

Bendstena.



Witasciwosci barierowe

Szybkos$é przepuszczania pary wodnej (WVTR).

Szybkos¢ przepuszczania pary wodnej okreslono zgodnie z ISO 2528, przy 23 £ 2% RH.
Odpornosc na olej

Olejoodpornosc badanego papieru zostata okreslona zgodnie z TAPPI T559.
Przepuszczalnosé¢ oparéw heptanu (HVTR)

Przepuszczalnos¢ oparéw heptanu przez badane préby papierdw oznaczono zgodnie
z metodg opisang przez Gaudreault i in. [15]. Probke umieszczono w otworze pokrywy
kubka, naczynie napetniono 10 ml heptanu, a nastepnie pokrywa zostata szczelnie
zamknieta. Tak przygotowane naczynia wazono i umieszczano w warunkach
doswiadczalnych (temp: 23 + 1°C; wilgotnos$¢ wzgledna powietrza: 50 + 2%). Naczynia
wazono po jednej, dwdch, trzech oraz czterech godzinach, a nastepnie obliczono
wyniki, ktére zostaty przedstawione jako przepuszczalno$é par heptanu na m?/h.
Olejochtonnos¢ papieru

Olejochtonnos$¢ badanych papieréw okre$lono metodg Cobba-Ungera wedtug

procedury SCAN-P 37:77.

3.3.5. Badania wptywu dodatku ekstraktu na wzrost grzybéw

Do okreslenia aktywnosci przeciwgrzybicznej wykorzystano nastepujace
szczepy grzyboéw: Coniophora puteana (Schumacher ex Fries) Karsten (BAM Ebw.15),
Trametes versicolor BAM 116 (CTB 863A), Gloeophyllum trabeum (Persoon ex Fries)
Murrill (BAM Ebw. 109) BAM 115.

Tempo wzrostu grzybéw mierzono w szalkach plastikowych o srednicy 20 mm
metoda ptytkowo-agarowg, opisang przez Wazny iThorton [16]. W  celu
przeprowadzenia oznaczenia, ekstrakt z czeremchy byt dodawany w stezeniu 10; 1
i,1% do podtoza agarowego PDA, ktére nastepnie byto inokulowane przy pomocy
5 mm krazka pobranego z obrzeza 10-dniowej hodowli danego grzyba strzepkowego.
Po inokulacji ptytki testowe byty inkubowane w ciemnosci w temperaturze 22 + 2°C,
przy wzglednej wilgotnosci powietrza 70 £ 5%.

3.3.6. Oznaczanie redukcji emisji lotnych zwigzkéw organicznych (VOC)

Oznaczenie emisji lotnych zwiazkéw organicznych z wyrobow lakierowych
w stanie ciektym wykonano metodg mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej potgczonej

z chromatografia masowa sprzezong z detektorem masowym (SPME-GC/MS).
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Wykorzystano witokno pokryte weglem aktywnym i polidimetylosiloksanem
(CAR/PDMS) o grubosci filmu 75 um (Supelco Inc., Bellefonte, PA). Lotne zwigzki
adsorbowano przez 35 minut. Badania prowadzono dla wyrobéw lakierowych
z dodatkiem ekstraktu wodnego z lisci i kwiatéw czeremchy amerykanskiej oraz bez
jego dodatku. Mikroekstrakcje prowadzono w temperaturach: pokojowej 22°C oraz
podwyzszonych 35°C i 45°C. Nastepnie witdkno wprowadzano do chromatografu
gazowego i desorbowano w 200°C w ciggu 5 minut. Identyfikacji lotnych zwigzkow
dokonano na podstawie poréwnania widm masowych badanych zwigzkéw z widmami

zawartymi w dostepnej bibliotece widm NIST MS Search - program wersja 1.7.

4. Podsumowanie wynikow badan

W toku badan zidentyfikowano zwiazki bioaktywne znajdujace sie w owocach,
kwiatach i lisciach czeremchy amerykanskiej oraz zweryfikowano mozliwosci
zastosowania ekstraktow z czeremchy w papiernictwie, meblarstwie oraz w ochronie

drewna.
4.1. Sktad chemiczny kwiatéw, lisci i owocow

4.1.1. Sktad fenolowy ekstraktow z lisci i kwiatow
Wyniki badan zawartosci zwigzkéw fenolowych w badanych ekstraktach
pozyskanych z lisci i kwiatéw czeremchy amerykanskiej zestawiono w tabeli 1. Zwigzki
fenolowe podzielono na pie¢ grup: kwasy fenolowe, flawony, flawanole, flawanony

i flawonole i oznaczono w mg/kg suchej masy.

Tabela 1. Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych (mg/kg SM) w dwaéch ekstraktach, metanolowym
i wodnym, z lici i kwiatéw czeremchy amerykanskiej

Zidentyfikowane fenole Liscie Kwiaty
Rozpuszczalnik Rozpuszczalnik
Metanol Woda Metanol Woda
Heksozyd kwasu kawowego 1 444 + 10,12 77,2 + 14,62 154,8 + 11,5 217,6 =
8,3¢
Heksozyd kwasu kawowego 2 72,8 + 176,4 + 22,01 / /
12,442
Heksozyd kwasu kawowego 3 / 22,6 + 3,82 / /
Heksozyd kwasu p-kumarowego 1 16,0 + 3,72 27,8 +532 4214 + 31,5b 592 + 22¢
Heksozyd kwasu p-kumarowego 2 13,2+ 2,12 31,6 £4,1b 124,8 + 8,82 179,8+4,9b
Heksozyd kwasu p-kumarowego 3 223 + 232 293 £+ 46° 1631 + 702 2217 +
100
Kwas kawowy 158,8 + 352 75,0+ 12,32 89,6 +4,92 153,6 £
3,8b
Kwas 5-kawoilochinowy 1 5768 £ 5942 7550 + 11892 264 + 142 453 +11°
Kwas 5-kawoilochinowy 2 936 + 160? 1268 + 160? / /
Kwas 5-p-kumaroilochinowy 1 470 + 482 408 + 692 445 + 24> 377 £ 192
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Kwas 5-p-kumaroilochinowy 2

Kwas 5-feruloilochinowy 1
Kwas 5-feruloilochinowy 2
Kwas dikawoilochinowy

Suma kwasoéw fenolowych

Heksozyd eriodiktiolu
Eriodiktiol
Suma flawanonéw

Dimer procyjanidyny 1

Dimer procyjanidyny 2
Dimer procyjanidyny 3
Katechnia

Trimer procyjanidyny 1
Trimer procyjanidyny 2

Trimer procyjanidyny 3
Trimer procyjanidyny 4
Trimer procyjanidyny 5
Trimer procyjanidyny 6
Trimer procyjanidyny 7

Epikatechnia
Suma flawanoli

Heksozyd pentozydu heksozydu
izoramnetyny

Heksozyd izoramnetyny 1
Heksozyd izoramnetyny 2
Diheksozyd izorhamnetyny 1
Diheksozyd izorhamnetyny 2
Rutynozyd-3-izoramnetyny
Pentozyd izoramnetyny 1
Pentozyd izoramnetyny 2

Heksozyd ramnozydu kwercetyny

Rutynozyd heksozydu kwercetyny

Rutozyd-3-kwercetyny
Glukozyd-3-kwercetyny

Pentozyd ramnozydu kwercetyny
Ksylozyd-3-kwercetyny
Dipentozyd kwercetyny
Arabinopiranozyd-3-kwercetyny
Arabinofuranozyd-3-kwercetyny

Heksozyd acetylu kwercetyny
Heksozyd ramnozydu kempferolu
1

Heksozyd ramnozydu kempferolu
2

Rutynozyd-3-kempferolu

Heksozyd kempferolu
Pentozyd kempferolu 1

247 + 292

336 + 342
306 + 39b
1924 +
12,82
8785 + 8952

96,6 +7,9°
83,6 + 3,5°
180,4 =
10,72

3037 + 3702

436 £ 742
/
2342 +291°
4813 + 599>
/

1345 £ 209°
395 +41°
208 + 242

875+ 104°

189,0 =
23,7
375 + 64°
14010 +
16392

438+7,3°

641 + 48°
/
46,2 + 6,92
330+3,1°
79,6 + 3,6°
506 + 42°
129,8 +
28,42
270 + 56°
18,4 + 3,92

1046 + 632
2614 + 136°

351+18,3°
1473 + 67°
/
182,4+7,7°
5168 + 388°

/
121,6 £
10,82
2,6 +0,1b

101,4 + 4,6°

461 +20P
/

171,2 £ 312

302 + 582
154,0 £ 37,72
167,6 £ 35,52

10720 + 16352

1454 £ 16,3*
44,8 + 4,6°
190,2 £19,6°

2800 * 5602

1052 + 131°
1689 + 2892
605 + 1072
1243 £ 2192
151,8 £ 25,92

1561 + 310°
342 + 572
186,6 + 36,0°
606 +110°
95,2 +23,3°

508 + 642
10840 + 18962

34,0+11,1°

231+ 20°
/
41,8+7,9°
18,8 +4,1°
39,0+£4,0°
185,6 +£ 18,52
61,4 +10,0°

213 + 48°
14,8 £ 3,3°

857 + 1022
1406 + 150°
189,0 £ 20,12

722 + 742

/

98,0 £9,6°

1859 + 161°

/
1094 £ 19,32

1,2+0,22
49,8 £5,0°

248 + 252
/

157,2 + 8,92

557 £33
/
492 +51b

4336 4932

201 + 372
/
201 + 372

8899 + 1103¢

3917 +203P
/
826 + 52b
12590 + 797°
2691 + 148°

N

180,44 + 9,8°
29100 + 1877¢

41,2 +54°

28,8 +2,4°
141,4 + 94>
751 + 573
/
93,8+ 5,7°
12,2 +12°
1284 +10,2°

69,6 + 9,6
113,0+£11,0°

2505 + 1422
3298 + 3072
1047 + 65°
15,0 £ 0,9°
127,8 +10,8°
3869 + 258°

76,0 + 6,0°
189,4 + 25,0°

711 + 662
144,2 £ 13,92

1195 + 102°
1754 + 14,1°

1772
4,95
584 + 26°
/
257 £ 17°

5211+
454>

838 + 14b
/
838 + 14°

3319
2892
3340 + 61°
/

260 + 3,72
3967 = 57°
2285+
1142
/

N~ N N

309 +7,8°
13480 =
3872

42,2 £ 3,8°

134 +2,0°
40,8 £ 4,4°
670 = 60°
/
41,6 +4,1°
3,6 +04°
64,0 £ 3,22

498 272
1024 +
3,92
2115 +
1992
3156 +
1022

463 £ 45°
6,4+0,7°
61,0+8,8°
1116 =
1232
36,8 +3,0°
206 = 92

681 + 222

1512
14,12
569 + 82°
84,6 £ 6,72
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Pentozyd kempferolu 2 / / 1009 + 96° 299 + 272

Dipentozyd kempferolu 109,0 + 7,42 94 .4 + 20,0° / /
Heksozyd syringetinu 6,2 +1,3° 3,0+0,5° 167,4 + 14,3 79,8 £
11,42
Suma flawonoli 13480 + 6500 * 6482 15980 + 1103 10120 £
709 6412
Hydroksyheksozyd apigeniny 57,4 £ 4,02 63,4 + 10,02 75,2 £ 7,42 68,6 £ 2,62
Suma flawonéw 57,4 £ 4,02 63,4 +10,0° 75,2+742 68,6 + 2,62
Suma zidentyfikowanych fenoli 365121 + 283179 49822 + 6506P 29722 +
65962 88067 2687°

Wyniki przedstawiono w mg/kg SM (Srednia = SD). Litery w rzedach oznaczajg statystycznie istotne
réznice pomiedzy dwoma ekstraktami (LSD test, (p<0,05); n=10.)

W ekstraktach pozyskanych z lisci czeremchy amerykanskiej zidentyfikowano
piec¢dziesiat zwigzkdéw fenolowych, w kwiatach natomiast czterdziesci dwa. Trzydziesci
sze$¢ zwigzkow wystepowato zarowno w kwiatach, jak i lisciach. Dominujaca grupe
zwigzkow stanowity flawanole, wséréd ktérych gtownymi zwigzkami byty trimery
i dimery procyjanidyny. Druga grupe zwigzkéw pod wzgledem ilosciowym stanowity
flawonole, dla ktorych lepszym rozpuszczalnikiem byt 60% metanol. Dominujacymi
zwigzkami byty arabinofuranozyd-3-kwercetyny oraz glukozyd-3-kwercetyny. Trzecig
grupe stanowity kwasy fenolowe - pochodne kwasu hydroksycynamonowego (HCA).
W obu rodzajach ekstraktéw pozyskanych z lisci, zwigzkiem o najwiekszym udziale byt
kwas chlorogenowy (kwas 5-kawoilochinowy 1). Wazna grupa zwigzkow, ktérych
obecnos¢ stwierdzono w pozyskanych ekstraktach, byty réowniez flawanony,
a w szczegolnosci heksozyd erodiktiolu i erodiktiol. Flawony reprezentowane byty we
wszystkich badanych ekstraktach przez jeden zwiazek - hydroksyheksozyd apigeniny,
ktérego stezenie nie przekraczato 80 mg/kg SM.

Niniejszy rozdziat zostat opracowany na podstawie publikacji 1:
Brozdowski Jakub, Waliszewska Bogustawa, Gacnik Sasa, Hudina
Metka, Veberic Robert, Mikulic-Petkovsek Maja. (2021).
Phenolic composition of leaf and flower extracts of black cherry
(Prunus serotina Ehrh.). Annals of Forest Science, 78(3), 1-16.

4.1.2. Sktad chemiczny owocow
Owoce czeremchy amerykanskiej, poza woda, sktadajg sie gtéwnie z cukréw,
kwaséw organicznych i zwiagzkéw fenolowych. Dodatkowo, ich pestki zawierajg
znaczne ilosci glikozyddw cyjanogennych. Glikozydy cyjanogenne s3 substancjami
niebezpiecznymi, jednak przy umiejetnej obrdbce, bez naruszenia pestki, nie

przedostajg sie do ekstraktdw czy migzszu owocu.
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Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w metanolowych ekstraktach otrzymanych
z owocow czeremchy amerykanskiej przedstawiono w tabeli 2. Zidentyfikowane
zwigzki podzielono na cztery grupy: kwasy fenolowe, flawanole, flawanony, flawonole.
W ich skfadzie nie wykryto flawonow, ktére wystepowaty w lisciach i kwiatach. W
owocach oznaczono obecnos$¢ antocyjandw. Zawartos¢ zwiagzkéw fenolowych oraz
antocyjanow podano w mg/kg suchej masy (SM).

Tabela 2. Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych w owocach czeremchy amerykanskiej (Srednia + SD

w mg/kg SM); n=10

Zidentyfikowane fenole Zawartos¢ Zidentyfikowane fenole Zawartos¢
Heksozyd kwasu wanilinowego 168 + 11 Heksozyd eriodiktiolu 1 19,7 £ 6,9
Heksozyd kwasu p-kumarowego 29,8 + 0,3 Heksozyd eriodiktiolu 2 6,9+34
Kwas 5-feruloilochinowy 1 6,1+0,6 Suma flawanonéw 2699
Kwas 5-feruloilochinowy 2 44,5 + 33,8 Rutynozyd-3-kwercetyny 103 + 23
Kwas 5-kawoilochinowy 1 207 + 17 Glukozyd-3-kwercetyny 289 4,3
(chlorogenic acid)
Kwas 5-kawoilochinowy 2 35372 Ksylozyd-3-kwercetyny 28,3+ 3,2
Kwas 5-p-kumaroilochinowy 1 16,5+ 6,4 Arabinopiranozyd-3-kwercetyny 15,9 + 2,89
Kwas 5-p-kumaroilochinowy 2 76,3 +47.4 Arabinofuranozyd-3-kwercetyny 130+ 17
Kwas 4-p-kumaroilochinowy 47,4 +5,2 Rutynozyd-3-kempferolu 2,3+0,3
Heksozyd kwasu kawowego 78+17 Pentozyd kempferolu 14,2 +0,3
Kwas dikawoilochinowy 49+26 Heksozyd kempferolu 52+0,9
Suma kwasoéw fenolowych 642 + 81 Heksozyd ramnozydu 13,6 £2
kempferolu
Dimer procyjanidyny 1 549 + 179 Rutozyd-3-izoramnetyny 2+0,3
Dimer procyjanidyny 2 4980 + 1116 Heksozyd izoramnetyny 49+0,6
Dimer procyjanidyny 3 939 + 124 Pentozyd izoramnetyny 1 23+0,6
Dimer procyjanidyny 4 1876 £ 312 Pentozyd izoramnetyny 2 7,2+3,3
Katechina 876 + 260 Suma flawonoli 335+ 32
Epikatechina 8476 + 867 Glukozyd-3-cyjanidyny %;Z *
Trimer procyjanidyny 1 182 + 54 Rutynozyd-3-cyjanidyny 5144 + 699
Trimer procyjanidyny 2 347 +78 Arabinozyd-3-cyjanidyny 180+ 15
Trimer procyjanidyny 3 4549 + 1841 Glukozyd-3-peonidyny 116 + 11
Trimer procyjanidyny 4 497 + 254 Suma antocyjanéw ;(1)3;8 *
- . 32929 +
Tetramer procyjanidyny 2618 £ 1011 Suma oznaczonych fenoli 3529
Suma flawanoli 20279 + 1569

Najbardziej obfitg grupa fenoli byty flawanole. Dominujacym zwigzkiem w tej
grupie byta epikatechina. Drugg grupe zwigzkéw stanowity antocyjany z dwoma
dominujacymi zwigzkami: glukozydem-3-cyjanidyny i rutozydem-3-cyjanidyny. Udziat
kwaséw fenolowych ksztattowat sie na poziomie 642 mg/kg SM. Gtéwnymi kwasami
w tej grupie byty: kwas 5-kawoilochinowy 1 (kwas chlorogenowy) i heksozyd kwasu

wanilinowego. Najmniej licznymi zwigzkami byty flawonole i flawanony.
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Niniejszy rozdziat zostat opracowany na podstawie publikacji 2:
Brozdowski Jakub, Waliszewska Bogustawa, Loffler Jakub, Hudina
Metka, Veberic Robert, Mikulic-Petkovsek Maja. (2021).
Composition of phenolic compounds, cyanogenic glycosides, organic
acids and sugars in fruits of Black Cherry (Prunus serotina
Ehrh.). Forests, 12(6), 762.

4.2. Podsumowanie badan nad dodatkiem ekstraktu

jako czynnika
polepszajacego wtasciwosci papieru

Wiasciwosci barierowe opakowan sg najwazniejszymi czynnikami wptywajgcymi
na stan produktu podczas przechowywania. Dobre wtasciwosci barierowe pozwalajg
chroni¢ zapakowany towar przed warunkami zewnetrznymi, tj. przed wptywem
powietrza, wilgotnosci, ciepta i promieniowania UV [17]. Opis powstatych wariantow
powlekanych papierow zawarty jest w tabeli 3, a otrzymane wyniki wtasciwosci
barierowych przedstawiono w tabelach 4 i 5.

Chtonno$¢ oleju dla papieru kontrolnego B1 wynosita 14,6 g/m? (tab. 5), a dla
papieru B2 - 2,4 g/m? (tab. 5). Na skutek pokrycia ich powierzchni powtokami
ochronnymi na bazie skrobi lub skrobi z dodatkiem ekstraktu wodnego, odpornos¢
papieru na chtonno$¢ oleju znaczaco wzrosta. Wyniki testu stopnia odpornosci na
ttuszcze (KIT) wykazaty, ze powtoki naniesione na papier B1 daty statystycznie
jednakowo istotne wyniki. W przypadku powtok na papierze B2 statystycznie istotny
najlepszy wynik uzyskano dla powtoki stanowigcej mieszanine skrobi z 10% dodatkiem
ekstraktu, ktorej masa wynosita 6 g/m?. Wptyw pozostatych powtok na parametr
chtonnosci oleju byt podobny, bez istotnych réznic statystycznych.

Tabela 3. Opis testowanych papierow

B.1. Papier podiozowy o gramaturze 43 g/m?> B.2. Papier podtoZzowy o gramaturze 67 g/m?

1. B.1. papier pokryty 30% roztworem 5. B.2. papier pokryty 30% roztworem
skrobi, masa powtoki 7,8 g/m? skrobi, masa powtoki 6,7 g/m?

2. B.1. papier pokryty 27% roztworem 6. B.2. papier pokryty 27% roztworem
skrobi z 3% dodatkiem ekstraktu, masa skrobi z 3% dodatkiem ekstraktu, masa
powtoki 8,4 g/m? powtoki 5,9 g/m?

3. B.1. papier pokryty 30% roztworem 7. B.2. papier pokryty 30 % roztworem
skrobi, masa powtoki 15,0 g/m? skrobi, masa powtoki 14,4 g/m?

4, B.1. papier pokryty 27% roztworem 8. B.2. papier pokryty 27% roztworem

skrobi z 3% dodatkiem ekstraktu, masa
powtoki 15,4 g/m?

skrobi z 3% dodatkiem ekstraktu, masa
powtoki 14,4 g/m?
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Tabela 4. Podstawowe i barierowe wtasciwosci papieréw powleczonych na papierze
podtozowym B.1.

Papier Wspétczynni  Wspoétczynnik

podtozow EII((:tr Scr:b:; KIT k przenikania przenikania I?orowatos Szorstko$¢
y 8 par wody par heptanu
- - g/m? numer g/m?/dzien  g/m?/dzien mL/min mL/min
B.
1. i 14,6 0 710 3184 251 490
1. B.L - 0,6 5* 390 645 1,58 368
2. B.L + 0,9 5* 260 343 0,93* 350
3. Bl - 0,4 5* 240* 121 0,55* 645
4. B.1. + 0,3* 5* 310 78,7* 0,49* 477

*

Wynik znaczaco lepszy wedtug metody Kurskala-Willisa z testem Dunna, test z poprawka Holma

Tabela 5. Podstawowe i barierowe wifasciwosci papierow powleczonych na papierze
podtozowym B.2.

Papler‘ Ekstr Cobb- Wspo’fc%ynn.l WSpO.l’ czyp nik Porowatos Szorstkos
podtozow KIT k przenikania przenikania par | .
akt Unger ¢
y par wody heptanu
- - g/m? numer g/m?/dzien  g/m?/dzien mL/min mL/min
B2 - - 2,4 1 480 1651 0,97 56,6
5. B2 - 0,2* 8 190 27,6 0,02 39,7
6. B2 + 0,3* 10* 150 16,6* 0,15 74,4
7. B2 - 0,4 8 120* 28,6 0,00* 62,1
8. B2 + 0,5 9 120* 16,6* 0,00* 45,9

*Wynik znaczaco lepszy wedtug metody Kurskala-Willisa z testem Dunna, test z poprawka Holma

Wyniki testéw przenikania pary wodnej byty lepsze dla papieréw pokrytych grubsza
powtoka. Najlepszy wynik uzyskano dla papieru B1, pokrytego powtoka o gramaturze
15,0 g/m? bez dodatku ekstraktu Wynik wynosit 240 g/m?/dzien (tab. 4). Dla papieru
B2 najlepszy wynik uzyskano dla powtoki o gramaturze 14,6 g/m?. Nie stwierdzono
znaczacych réznic miedzy powtoka z dodatkiem ekstraktu i bez jego udziatu.
Wszystkie powtoki ograniczyty przenikanie par heptanu, jednak lepsze rezultaty
uzyskano dla powtok z dodatkiem ekstraktu. Najlepsze wyniki miaty papiery pokryte
grubszymi powtokami z 10% dodatkiem ekstraktu wodnego z Prunus serotina, wyniki
dla tych powtok na papierze B2 wynosity 16,6 g/m?/dzien. W przypadku obu papierow
bazowych dodatek ekstraktu pozwolit zwiekszy¢ wtasciwosci barierowe w stosunku do

ttuszczéw i olejow.

15



Niniejszy rozdziat zostat opracowany na podstawie publikacji 3:
Brozdowski Jakub, Grkman Janja Juhant, Kapun Tea and Waliszewska
Bogustawa. (2023). Properties of paper coated with Prunus serotina
(Ehrh.) extract formulation. Open Agriculture, 8(1), pp. 20220189.

4.3. Podsumowanie wynikow badan wptywu dodatku ekstraktu na wzrost
grzyboéw

Wyniki badan wtasciwosci hamujgcych wzrost grzybéw rozktadajagcych drewno
przedstawiono w tabeli 6. Badano wptyw dwdch rodzajéow ekstraktéw wodnych:
z gatazek z lis¢mi i kwiatami (nr 1) oraz ekstraktu z gatazek z lisémi i niedojrzatymi
owocami (nr 2). Testowymi grzybami byty: Coniophora puteana, Trametes versicolor
i Gleophyllum trabeum.

Tabela 6. Wyniki badan wptywu ekstraktu na wzrost grzybéw rozktadajacych drewno

Srednica kolonii Srednica kolonii

Grzyb Ekstrakt 1 [mm] P[%] Ekstrakt2 [mm] P [%]
Coniophora puteana C 50,3 - C 50,3 -
10% 1,3 9704 10% 29,7 4105
1% 48,0 587 1% 51,0 -1210
0,1% 447 11212 0,1% 56,0 -11026
Trametes versicolor C 82,0 - C 82,0 -
10% 51,3 3783 10% 56,0 3203
1% 71,0 13210 1% 82,0 ozl
0,1% 73,0 1127 0,1% 82,0 ozl
Gloeophyllum trabeum C 55,0 - C 55,0 -
10% 21,3 6107 10% 27,0 5105
1% 53,7 206 1% 54,0 206
0,1% 53,7 2010 0,1% 55,0 ozl

P - procent powierzchni szalki porosniety przez grzybnie

W przypadku wszystkich trzech badanych szczepéw grzybéw wyniki wykazaty, ze 10%
stezenie obu ekstraktéw miato wtasciwosci hamujace wobec badanych grzybow.
Ekstrakt nr 1 o stezeniu 10% spowodowat w 97% zahamowanie wzrostu C. puteana,
podczas gdy ekstrakt nr 2 w 41 %. Wobec T. versicolor oba ekstrakty o stezeniu 10%
wykazywaty podobne dziatanie ograniczajace, w granicach 32 - 37% (tab. 6).
W stosunku do Gloeophyllum trabeum dziatanie ograniczajgce porost grzybni
ksztattowato sie w granicach 51 - 61%. Stezenia 1 0,1% wykazywaty stabe wtasciwosci
inhibicyjne wobec badanych grzybéw, a w przypadku C. puteana wykazywaty nawet

witasciwosci pobudzajgce wzrost.
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Istotng rdéznica miedzy ekstraktami uzyskanymi z kwiatéw, a uzyskanymi zlisci
czeremchy byto to, ze kwiaty s3 bogatsze w zwigzki flawanolowe. Doktadna
identyfikacja wptywu réznic w sktadzie ekstraktéw na hamowanie wzrostu grzybéw

wymaga dalszych badan.

Niniejszy rozdziat zostat opracowany na podstawie publikacji 4:
Brézdowski Jakub, Cofta Grzegorz, Waliszewska Bogustawa. (2022).
Antifungal properties of Prunus serotina Ehrh. extracts. Ed.: Rébert
Németh, Christian Hansmann, Peter Rademacher, Miklos Bak,
Matyas Bader,
10t Hardwood Conference, 12-14 October 2022 Sopron.
University of Sopron Press. pp 183-187.

4.4, Podsumowanie wynikéw badan zdolnosci ekstraktow do ograniczania
emisji VOC

Celem niniejszych badan byto okre$lenie wptywu dodatku substancji
ekstrakcyjnych na emisje lotnych zwigzkéw organicznych LZO (z ang. volatile organic
compound VOC) z ciektych wyrobdw lakierowych.

W tabeli 7 przedstawiono rodzaje i ilosci zwigzkdéw lotnych emitowanych przez
ekstrakt wodny otrzymany z czeremchy amerykanskiej (Prunus serotina Erhr.), ktéry

dodawano do wyrobéw lakierniczych.

Tabela 7. Emisja VOC z ekstraktu czeremchy amerykanskiej (ilo$¢ zwigzkow lotnych wyrazono
jako sume powierzchni otrzymanych pikéw i ich udziat procentowy)

Temperatura
Lotny zwiazek organiczny . lloéé . lloéé . [%]
22°C (%] 35°C (%] 45°C
Aldehyd benzoesowy 488373233 | 99 | 515459656 | 99 | 553370085 | 99
E§ter n-oktadecylowy kwasu 2748460 <1 3006944 <1 3089383 <1
trifluorooctowego
Kwas heksadekanowy 1884482 <1 2053058 | <1 2250326 <1
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Tabela 8. Wptyw dodatku ekstraktu do wyroboéw lakierowych na poziom emisji VOC

Temperatura
Lotny zwigzek organiczny 22°C 35°C 45°C
Lakier | Zmiana emisji [%]
Ester 2-metylo-butylowy kwasu 2-propenowego  +266 + 15 +29 £ 11 +100 £ 9
Aldehyd benzoesowy +NE +NE +NE
Glikol dipropylenowy -82+8 -67+17 -62+13
1-(2-metoksypropoksy)-2-propanol -90+11 -71+11 -63+4
2-etylo-1-heksanol +9 + 20 -1+10 -64 +13
2-(2-butoksyetoksy)-etanol -91+12 -47 + 14 -39 +12
Kwas propanowy, 2-metylo-, ester butylowy +9 +12 -7+4 -6+2
2-metylopropanian 2-etylo-3-hydroksyheksylu +8+9 +7 +10 -1+£12
gi\:vn?as’cyrjl:)()e?ciro(;gY}nzeggyll?3,—;rc()lp’alnodiy-1 ester 975 t84+13 84+ 16
Lakier Il
2-butoksyetanol -54+14 -50+ 10 -34+12
Aldehyd bezoesowy +NE +NE +NE
n-Nonan -35+8 -83+17 -84 + 13
2-etylo-1-heksanol -32+1 -7+5 -19+4
2,5-dimetylooktan -23+15 -67+8 -68 + 11
2-(2-butoksyetoksy)-etanol -11+3 -64+5 -55+9
Ester butylowy kwasu butanowego -21+7 -50+ 14 +105 + 23
Ester 2-metylo-butylowy kwasu 2-propenowego -30+8 -25+8 +93+17
Lakier IlI
2-butoksyetanol -57+12 -42+3 -65+7
Aldehyd bezoesowy +NE +NE +NE
Glikol dipropylenowy -56 + 15 -40 + 11 -63+13
1-(2-metoksypropoksy)-2-propanol -65+8 -46 £ 12 -61+5
2-(2-butoksyetoksy)-etanol -48 + 6 -88+9 -29+3

NE- nowa emisja

Na podstawie uzyskanych wynikéw zestawionych w tabeli 8 mozna stwierdzi¢,
ze emisja LZO z produktéw wodorozcienczalnych na bazie spoiw akrylowych, po
dodaniu do nich ekstraktu wodnego z czeremchy amerykanskiej, ulegta redukcji.
Poziom redukcji uzalezniony byt od rodzaju wyrobu lakierowego oraz rodzajow
emitowanych zwigzkéw.

Dla lakieru | zaobserwowano redukcje emisji trzech zwigzkéw z o$miu

emitowanych, w przypadku lakieru Il redukcja emisji dotyczyta pieciu zwigzkéw z
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siedmiu oznaczonych, natomiast w przypadku lakieru lll nastgpita redukcja emisji
wszystkich oznaczonych zwigzkow.

Zaobserwowana redukcja emisji zwigzkéw wydzielanych przez badane wyroby
lakierowe moze byc¢ efektem zaistniatych reakcji chemicznych. Mozliwe do zajscia
reakcje chemiczne okreslono na podstawie obliczen przeprowadzonych za pomocg
programu IBM RXN (https://rxn.res.ibm.com/rxn/sign-in). Reakcje przedstawiono na

rycinach 2 - 5.

Ryc. 2 Symulacja reakcji pomiedzy kwasem kawowym i estrem 2-metylo-butylowym kwasu 2-

propenowego
9 o]
0] Ho' RN NN oH
\/\/ \/\OH + -> . PN
OH H
OH OH

Ryc. 3. Symulacja reakcji pomiedzy kwasem galusowym, a 2-butoksyetanolem - wariant |

o q

Ho O O NN
\/\/O\/\OH . J\@[OH» J\@[OH

OH OH

Ryc. 4. Symulacja reakcji pomiedzy kwasem galusowym, a 2-butoksyetanolem - wariant Il

OH

OH OH
OH
W{K O " ’ O
AN + HO 0 -> O
SNa'S o
OH o )\(
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Ryc. 5. Symulacja reakcji pomiedzy epikateching, a estrem 2-metylo-butylowym kwasu 2-

propenowego

Dominujace produkty pochodzity z reakcji transestryfikacji i estryfikacji miedzy
estrami a kwasami fenolowymi obecnymi w matrycy roslinnej. Obecnos¢ kwasow
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organicznych i innych donatoréw protonéw utatwia reakcje estryfikacji. Powstate
produkty prawdopodobnie przechodza do fazy organicznej, a tym samym réwnowaga
reakcji jest prawdopodobnie przesunieta w kierunku tworzenia nowych estréw i mniej

polarnych produktéw.

Niniejszy rozdziat zostat opracowany na podstawie publikacji 5:
Brozdowski Jakub, Gajewski Erik, Szczepaniak Oskar, Stachowiak-
Wencek Agata. (2023). Effect of extract addition on reducing VOC

emissions from lacquers in liquid state. Drewno - przyjety do publikacji

5. Podsumowanie

Przedstawione wyzej badania przeprowadzone na ekstraktach pozyskanych
z kwiatow, lisci i owocow czeremchy amerykanskiej pozwolity na zweryfikowanie
postawionych hipotez badawczych. Charakterystyka sktadu chemicznego lisci, kwiatéw
i owocow czeremchy wykazata, ze roélina ta jest bogatym Zréodtem zwigzkéw o budowie
fenolowej, zwtaszcza flawonoli. Ekstrakt metanolowy z liSci zawierat sumarycznie 36,51
g zidentyfikowanych zwigzkéw fenolowych na kg suchej masy, podczas gdy
metanolowy ekstrakt z kwiatow zawierat tych zwigzkow 49,82 g/kg SM.
Zaobserwowano réwniez, ze poprzez zastosowanie odpowiedniego rozpuszczalnika
mozna wptynac¢ na obfitos¢ zwigzkéw z poszczegdlnych grup fenoli. Kwasy fenolowe
byty lepiej ekstrahowane wodg. Owoce czeremchy amerykanskiej sg bogatym zrédtem
antocyjanéw - prawie 12 g/kg SM.

Do ekstrakcji wykorzystano dwa popularne rozpuszczalniki - metanol i wode.
Metanol jest wykorzystywany w wielu badaniach nad profilem fenolowym i zostat
potraktowany jako rozpuszczalnik wzorcowy. Do poréwnania wykorzystano wode jako
najpowszechniejszy i ekologiczny rozpuszczalnik. Analiza statystyczna nie wykazata
istotnych rdéznic pomiedzy testowanymi metodami ekstrakcji. UltradZzwiekowa
ekstrakcja w temp. 4°C w 60% metanolu data rownie dobre rezultaty jak ekstrakcja na
goragco z wykorzystaniem wody destylowanej. Mozna wiec z powodzeniem uzywacé
wody do ekstrakcji biomasy czeremchy amerykanskiej bez strat iloSciowych
ekstrahowanych zwigzkéw fenolowych.

Zbadany profil fenolowy ekstraktéw czeremchy pozwolit przypuszczac, ze beda
one posiadaé dziatania przeciwko grzybom rozktadajgcym drewno. Przeprowadzone

w tym kierunku badania potwierdzity te przypuszczenia, jednak wytacznie przy
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zastosowaniu dodatku ekstraktow w ilosci 10%. Mniejsze stezenia ekstraktow (1 i,1%)
nie tylko nie hamowaty wzrostu grzybéw, a w przypadku C. puteana nawet go nasilaty.
Badania przeprowadzone w kierunku wptywu dodatku ekstraktu do powtoki
papierniczej na jej wtasciwosci barierowe pozwolity zauwazy¢, ze dodatek ekstraktu
poprawit istotnie wtasciwosci barierowe badanych papieréw w kontakcie z ttuszczami
i olejami. Nie zaobserwowano poprawy wtasciwosci barierowych w kontakcie z woda.
Przeprowadzono réwniez badania wtasciwosci przeciwbakteryjnych badanych
papieréw. Papiery pokryte powtokami z dodatkiem surowych ekstraktéw nie
zahamowaty wzrostu kolonii bakterii E. coli, a wrecz go nasility. Dopiero oczyszczenie
ekstraktu z cukrow pozwolito na zauwazalne zahamowanie wzrostu kolonii E. coli.

Ostatnim zbadanym zastosowaniem dla ekstraktu z czeremchy byto jego uzycie
jako funkcjonalnego dodatku do ciektych wyrobow lakierniczych. Fenole jako
reaktywne zwigzki chemiczne wykazaty zdolnos¢ do czeSciowego ograniczania emisji
lotnych zwigzkéw organicznych z badanych prébek lakieréw. Predykcja mechanizmu
dziatania z wykorzystaniem oprogramowania IBM RXN wskazata na zachodzenie
procesoéw estryfikacji i transestryfikacji.

Przedstawione w niniejszej pracy badania pozwolity scharakteryzowaé gtowne
zwiazki bioaktywne w ekstraktach wodnych i metanolowych pozyskanych z lisci,
kwiatéw i owocow czeremchy amerykanskiej oraz wykazaty, ze czeremcha jest ich
bogatym zZrédtem. Przeprowadzone wstepne badania aplikacyjne pokazaty, ze
ekstrakcja biomasy czeremchy moze by¢ dobrym sposobem na zagospodarowanie
odpadéw powstajagcych w wyniku usuwania jej z drzewostanow, a otrzymany z nich

ekstrakt moze znalez¢ zastosowanie w réznych gateziach przemystu drzewnego.
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