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STRESZCZENIE

Woda jest rozpuszczalnikiem, ktérego polarnos$¢ zalezy od parametrow procesu. Jest
ona szczegoOlnie przydatna do ekstrakcji zwigzkow chemicznych o duzym stopniu
polarnos$ci, zwlaszcza z materiatéw pochodzenia ros§linnego. Ze wzgledu na wyjatkowy
charakter woda ciaggle znajduje nowe zastosowania w technologiach ekstrakcji zwigzkow
biologicznie aktywnych z surowcoOw roslinnych. Zwiazki polarne pochodzenia ros§linnego
stanowig wazng grup¢ antyoksydantow, sa wykorzystywane w przemysle spozywczym,
kosmetycznym, farmaceutycznym i paszowym. Zastosowanie ekstrakcji podkrytycznej
woda eliminuje uzycie rozpuszczalnikoéw organicznych, wptywajac na bezpieczenstwo,
wysoka jako$¢ oraz szerokie mozliwosci zastosowania ekstraktow roslinnych. Woda
w stanie podkrytycznym umozliwia ekstrakcj¢ zaréwno substancji polarnych, jak
1 niektorych substancji niepolarnych. Zmiana parametrow procesowych istotnie wptywa na
przebieg procesu ekstrakcji podkrytycznej.

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie podstaw technologii ekstraktow
ro$linnych wytwarzanych z biomasy przy uzyciu wody w stanie podkrytycznym oraz
przygotowanie projektu konstrukcyjnego ekstraktora cisnieniowego w skali przemystowe;.
Jednymi z najwazniejszych kryteriow projektowych proceséw technologicznych oraz
dedykowanych im urzadzen sa optymalne parametry procesowe, jak réwniez optymalny
ksztalt zastosowanych reaktoréw. Odpowiednio dobrana technologia, jej parametry oraz
poszczeg6lne urzadzenia pozwalaja na pozyskanie pozadanych zwiazkow chemicznych
w ekstraktach, przy minimalizacji nakltadow inwestycyjnych 1 kosztow operacyjnych.
Przeprowadzone badania pozwolity na okreslenie optymalnych parametréw prowadzenia
procesu ekstrakcji substancji bioaktywnych z kory czterech gatunkoéw drzew: czere$ni
(Prunus avium L.), orzecha wtoskiego (Juglans regia L.), klonu zwyczajnego (Acer
platanoides L.) oraz debu (Quercus robur L.). Badanymi zmiennymi procesowymi byly
temperatura rozpuszczalnika, wielko$¢ frakcji surowca i czas trwania procesu. Badano
réwniez wpltyw parametréw geometrycznych 1 ksztattu celki ci$nieniowej na wydajno$¢
procesu ekstrakcji. Parametrami okres$lajacymi jakos$¢ ekstraktow pozyskanych przy
roznych parametrach procesu byly catkowita zawarto$¢ polifenoli, catkowita zawartos¢
flawonoidow oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna. W przypadku kory czeres$ni (Prunus avium
L.) obserwowano wzrost wszystkich trzech parametréw okreslajacych jakos¢ ekstraktu do

osiggnigcia temperatury 140+£3°C, nastepnie obserwowano degradacj¢ jakosci ekstraktu



objawiajaca si¢ spadkiem zawartosci polifenoli, flawonoidéw 1 aktywnos$ci
antyoksydacyjnej. W przypadku kory orzecha wtoskiego (Juglans regia L.) punktem
granicznym (wzrost / spadek jako$ci ekstraktu) byta temperatura 131,6°C, natomiast kory
debu (Quercus L.) 120+£3,5°C. Badania ekstraktow z klonu zwyczajnego (Acer platanoides
L.) wykazuja wzrost zawartosci polifenoli, flawonoidow i aktywnosci antyoksydacyjnej
wraz ze wzrostem temperatury procesu w catym badanym zakresie zmienno$ci tego
parametru 110 do 170°C.

Badania wptywu wielkosci frakcji surowca na calkowita zawarto$¢ polifenoli,
flawonoidow 1 aktywnos$¢ antyoksydacyjng pozyskanych ekstraktow przy uzyciu wody
w warunkach podkrytycznych przeprowadzono na dwoch surowcach korze czeresni (Prunus
avium L.) oraz orzecha wloskiego (Juglans regia L.). W obu przypadkach wzrost wielko$ci
frakcji surowca powodowat spadek zawartosci substancji bioaktywnych 1 aktywnosci
antyoksydacyjne;.

W pracy przedstawiono rowniez wyniki badan wplywu czasu trwania procesu
ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych na catkowita zawarto$¢ polifenoli,
flawonoidow 1 aktywno$¢ antyoksydacyjng pozyskanych ekstraktow. W przypadku kory
czeresni (Prunus avium L.) zaobserwowano wzrost zawarto$ci badanych substancji
bioaktywnych 1 aktywnos$ci antyoksydacyjnej, natomiast w przypadku kory orzecha
wloskiego (Juglans regia L.) spadek zwigzany ze wzrostem czasu trwania procesu. Badania
kory klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) 1 dgbu (Quercus robur L.) nie wykazaty
istotnego statystycznie wplywu czasu trwania procesu na zawarto$¢ badanych substancji
bioaktywnych 1 aktywnos$ci antyoksydacyjne;.

Badania wplywu parametrow geometrycznych 1 ksztattu celki ci$nieniowe;j
przeprowadzone przy uzyciu kory dwoch gatunkéw drzew klonu zwyczajnego (Acer
platanoides L.) 1 dgbu (Quercus robur L.) nie wykazaly istotnego statystycznie wptywu na
wydajnos$¢ procesu ekstrakcji wodg w warunkach podkrytycznych.

Wyniki przeprowadzonych prac badawczych przyczynity si¢ do usystematyzowania
wiedzy na temat wplywu parametrow procesowych oraz geometrycznych celek
cisnieniowych na przebieg procesu ekstrakcji podkrytycznej oraz umozliwity opracowanie
zatozen do konstrukcji ekstraktora ci$nieniowego. Rezultatem przeprowadzonych prac
badawczych jest opracowanie projektu konstrukcyjnego celi ci$nieniowej o pojemnosci
40 dm? oraz projektu technologicznego instalacji do pozyskiwania substancji bioaktywnych
przy uzyciu wody w warunkach podkrytycznych.

Stlowa kluczowe: ekstrakcja, woda podkrytyczna, cela ekstrakcyjna, ekstraktor.



ABSTRACT

Water is a solvent with highly dependent polarity on the process parameters. It is
particularly useful for the extraction of chemical compounds with a high degree of polarity,
especially from plant materials. Due to its unique nature, water is constantly finding new
applications in technologies for the extraction of biologically active compounds from plant
materials. Polar compounds of plant origin are an important group of antioxidants, they are
used in the food, cosmetics, pharmaceutical and feed industries. The application of
subcritical water extraction eliminates the use of organic solvents, affecting the safety, high
quality and wide range of applications of plant extracts. Subcritical water allows the
extraction of both polar and some non-polar substances. A change in process parameters
significantly affects the course of the subcritical extraction process.

The aim of this research was to develop the basis for the technology of plant extracts
produced from biomass using subcritical water and to prepare an industrial-scale design
of a extraction pressure cell. One of the most important design criteria for technological
processes and dedicated equipment are optimal process parameters, as well as the optimal
shape of the reactors used. Properly selected technology, its parameters and individual
devices allow for the acquisition of the desired chemical compounds in extracts, while
minimizing capital expenditures and operating costs. The conducted research allowed to
determine the optimal parameters of the extraction process of bioactive compounds from the
bark of four tree species: sweet cherry (Prunus avium L.), walnut (Juglans regia L.), norway
maple (Acer platanoides L.) and oak (Quercus robur L.). The process variables studied were
the solvent temperature, raw material fraction size and process duration. The influence of
geometry and shape of the pressure cell on the efficiency of the extraction process was also
investigated. The parameters determining the quality of extracts obtained at different process
parameters were the total polyphenols content, total flavonoids content and antioxidant
activity. In the case of cherry bark (Prunus avium L.), an increase in all three parameters
determining the quality of the extract was observed until the temperature of 140+3°C,
followed by a degradation of the quality of the extract manifested by a decrease in the content
of polyphenols, flavonoids and antioxidant activity. In the case of walnut bark (Juglans regia
L.), the temperature of 131.6°C was the breaking point (increase/decrease in the quality of
the extract), while in the case of oak bark (Quercus robur L.) it was 120+3.5°C. Studies

carried out on bark extracts of norway maple (Acer platanoides L.) indicates an increase in



the content of polyphenols, flavonoids and antioxidant activity with an increase in the
process temperature in the entire range of variation of this parameter 110 to 170°C.

The study of the impact of the raw material fraction size on the total polyphenols
content, total flavonoids content and antioxidant activity of the extracts obtained using water
in subcritical conditions was carried out on two raw materials: cherry bark (Prunus avium
L.) and walnut bark (Juglans regia L.). In both cases, an increase in the raw material fraction
size resulted in a decrease in the content of bioactive substances and antioxidant activity.

The research works includes also studies on the impact of the subcritical water
extraction process duration on the total content of polyphenols, flavonoids and antioxidant
activity of the extracts obtained. In the case of cherry bark (Prunus avium L.), an increase in
the content of the tested bioactive substances and antioxidant activity was observed, while
in the case of walnut bark (Juglans regia L.) a decrease was observed as a result of an
increase in the process duration. Studies of norway maple bark (Acer platanoides L.) and
oak bark (Quercus robur L.) did not indicate a statistically significant effect of the duration
of the process on the content of the tested bioactive substances and antioxidant activity.

Studies on the impact of geometry and shape of the pressure cell carried out using the
bark of two species of trees: norway maple (Acer platanoides L.) and oak (Quercus robur
L.) did not indicate a statistically significant effect on the efficiency of the water extraction
process in subcritical conditions.

The results of the research work contributed to the systematization of knowledge about
the influence of process parameters and geometry of pressure cell on the course of the
subcritical water extraction process and enabled the development of assumptions for the
construction of a pressure cell for extraction system. The result of the research work is the
development of a pressure cell design with a capacity of 40 dm® and a technological diagram

of a system for obtaining bioactive substances using water in subcritical conditions.

Keywords: extraction, subcritical water, extraction cell, extractor.



1. Wprowadzenie

Grupa Badawcza Ekstrakcja Nadkrytyczna jest jednym z gtownych dziatéw Sieci
Badawczej Lukasiewicz - Instytutu Nowych Syntez Chemicznych. W grupie tej prowadzone
sg badania naukowe, prace badawczo-rozwojowe 1 wdrozeniowe w dziedzinie nauk
chemicznych w zakresie ekstrakcji produktow roslinnych za pomocg CO> w stanie
nadkrytycznym - produkcja zwigzkéw biologicznie aktywnych. Aktualnie grupa ta
dysponuje szerokim spektrum instalacji do przeprowadzania ekstrakcji zwigzkoéw
bioaktywnych za pomocg CO». Dostepna w zaktadzie technologia, pomimo wielu zalet
obarczona jest rOwniez pewnymi ograniczeniami, do ktorych nalezy ekstrakcja zwigzkow
polarnych. Opracowanie technologii ekstraktéw biologicznie aktywnych z biomasy
z uzyciem wody w stanie podkrytycznym pozwoli na prowadzenie prac badawczo-
rozwojowych oraz wdrozeniowych dedykowanych dla przemystu w zakresie zwigzkow
polarnych, w tym ekstraktéw biologicznie aktywnych o wlasciwosciach bakterio-
1 wirusobojczych. Wdrozenie innowacyjnej technologii ekstrakcji przy uzyciu wody pozwoli
na rozszerzenie zakresu ustug badawczo-rozwojowych oraz wdrozeniowych dla przemyshu

spozywczego, chemicznego, kosmetycznego 1 farmaceutycznego.

Woda jest rozpuszczalnikiem, ktoérego polarnos$¢ zalezy od parametrow procesu. Jest
ona szczegoOlnie przydatna do ekstrakcji zwigzkow chemicznych o duzym stopniu
polarnosci, zwlaszcza z materiatow pochodzenia roslinnego. Ze wzgledu na wyjatkowy
charakter woda ciagle znajduje nowe zastosowania w nowoczesnych technologiach
ekstrakcji zwigzkéw biologicznie aktywnych z surowcow roslinnych, umozliwiajacych
zastosowanie tych zwigzkéw w wielu dziedzinach przemystu. Zwigzki polarne pochodzenia
ro$linnego stanowig wazng grupe antyoksydantow, ktore sa wykorzystywane w przemysle
spozywczym, kosmetycznym, farmaceutycznym 1 paszowym. Aplikacja ekstrakcji
podkrytycznej woda eliminuje uzycie rozpuszczalnikow organicznych, wpltywajac na
bezpieczenstwo, wysoka jako$¢ oraz szerokie mozliwosci zastosowania ekstraktow
ro$linnych. Woda w stanie podkrytycznym umozliwia ekstrakcje zarowno substancji
polarnych, jak i niektorych substancji niepolarnych. Zmiana parametrow procesowych
istotnie wptywa na przebieg procesu ekstrakcji podkrytycznej. Wyniki przeprowadzonych
prac badawczych przyczynily si¢ do usystematyzowania wiedzy na temat wpltywu
parametréw procesowych oraz geometrycznych celek ci$nieniowych na przebieg procesu
ekstrakcji podkrytycznej oraz umozliwity opracowanie zalozen do konstrukcji celki

ci$nieniowej systemu ekstrakcji. Niniejsze prace badawcze poprzez eliminacje uzycia
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rozpuszczalnikéw organicznych wpisuja sie¢ w koncepcj¢ ,,Zielonej Chemii” (ang. Green
Chemistry) zaktadajacej projektowanie i przeprowadzanie procesOw chemicznych w taki
sposoOb, aby ograniczy¢ uzycie i powstawanie szkodliwych substancji, a takze koncepcje
"Zrownowazonego Rozwoju". Innowacyjne technologie wpisujace si¢ W powyzsze
koncepcje sa szczegolnie istotne ze wzgledu na konieczno$¢ transformacji istniejacego
w kraju przemystu chemicznego w celu sprostania wymaganiom obowigzujacym na terenie

Unii Europejskiej.

Ekstrakcja woda w warunkach podkrytycznych uwazana jest za przyjazng dla
srodowiska naturalnego metode separacji zwigzkoéw biologicznie aktywnych z surowcow
ro$linnych. Metoda ta jest skalowalna do rozmiaréw przemystowych [1,2,3]. Wysoka
polarno$¢, temperatura wrzenia i stata dielektryczna to tylko niektore z jej unikalnych
wlasciwosci w warunkach podkrytycznych [4]. Przenikalnos$¢ elektryczna wody zmniejsza
si¢ wraz ze wzrostem temperatury, podczas gdy jej dyfuzyjnos¢ wzrasta, a lepkosc¢ i napiecie
powierzchniowe maleja. W rezultacie wysoce polarne materialy, ktore sa tatwo
rozpuszczalne w wodzie w warunkach normalnych moga by¢ tatwiej odseparowane
w niskich temperaturach niz czasteczki niskopolarne, ktére potrzebuja niskopolarnego
medium wystepujacego w wyzszych temperaturach [5,6,7]. Podniesienie temperatury wody
zwigksza szybkos$¢ dyfuzji 1 kinetyke desorpcji, co prowadzi do wzrostu dysocjacji
zwiazkdéw. Wzrost temperatury procesu prowadzacy do zmniejszenia lepkosci 1 napigcia
powierzchniowego znacznie poprawia jakos$¢ kontaktu miedzy surowcem roslinnym
a rozpuszczalnikiem. Bioragc pod uwage wyzej wymienione zmiany wilasciwosci wody
zwigzane ze wzrostem temperatury, zwiekszenie temperatury procesu moze poprawic
szybkos¢ 1 wydajnos¢ ekstrakeji. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na mozliwo$¢ wystapienia
zjawiska degradacji termicznej pozyskanych ekstraktow w wysokich temperaturach

procesu.

Ekstrakty pozyskiwane przy uzyciu wody w warunkach podkrytycznych cechuje
wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna. Wykazuja one réwniez silng zalezno$¢ aktywnosci

antyoksydacyjnej od temperatury procesu [7-12].

Obnizenie kosztow produkcji i zwiekszenie wydajnos$ci procesu wymaga glgbokiego
zrozumienia wplywu parametréw takich jak temperatura, wielkos$¢ frakcji surowca i czas
trwania procesu na zawartos¢ zwigzkow bioaktywnych w ekstraktach. Informacje te sa

niezbedne jako wytyczne do projektowania optymalnych systemow ekstrakcji.
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Dostgpna literatura zawiera informacje na temat bioaktywnosci ekstraktow
pozyskanych z réznych surowcdéw roslinnych, lecz brakuje okreslenia wplywu zmiennych

procesowych na wydajnos$¢ 1 sktad ekstraktow.
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2. Problem i hipotezy badawcze

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie podstaw technologii ekstraktow
roslinnych wytwarzanych z biomasy przy uzyciu wody w stanie podkrytycznym oraz
przygotowanie projektu konstrukcyjnego w skali przemystowej ekstraktora ci§nieniowego.

Zgodnie z zalozonym celem pracy postawiono nastgpujace hipotezy badawcze:

Hipoteza1 Przeprowadzenie ekstrakcji biomasy przy podwyzszonej temperaturze
z uzyciem wody w stanie podkrytycznym powoduje wzrost wydajnosci
procesu ekstrakcji oraz jego szybkosci.

Hipoteza 2 Proces ekstrakcji biomasy prowadzony w S$rodowisku wodnym przy
podwyzszonej temperaturze nie powoduje zmniejszenia aktywnosci
biologicznej ekstraktow.

Hipoteza3 Parametry geometryczne i ksztalt celki ci$nieniowej maja wpltyw na

wydajno$¢ procesu ekstrakcji podkrytyczne;.

Uzyskane wyniki pozwola na usystematyzowanie wiedzy na temat wplywu
parametréw geometrycznych celek cisnieniowych na przebieg procesu ekstrakcji
podkrytycznej oraz umozliwia opracowanie zatozen do konstrukcji ekstraktora
cisnieniowego. Ekstrakty uzyskane tag metoda, ktore ulegna rozpuszczeniu w wodzie, beda
bogate w zwigzki o charakterze polarnym. Natomiast pojawig si¢ takze substancje
nierozpuszczalne w wodzie o charakterze niepolarnym, ktore trzeba bedzie oddzieli¢ od

wody.
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3. Metodyka badawcza
3.1. Material badawczy

Badania przeprowadzono na korze czterech gatunkow drzew powszechnie
wystepujacych na terenie Polski: czere$ni (Prunus avium L.), orzecha wloskiego (Juglans
regia L.), klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) oraz dgbu (Quercus robur L.). Surowce
do badan pozyskano z Lasow Panstwowych — Nadle$nictwo Putawy oraz prywatnych upraw
drzew owocowych. Kore debu (Quercus robur L.) pozyskano z pni 30-letnich drzew pod
nadzorem pracownikéw Nadle$nictwa Pulawy w Lasach Panstwowych (lokalizacja
51°25°59.1” N, 22°00°12.9” E). W ten sam sposéb pozyskano do badan kore klonu
zwyczajnego (Acer platanoides L.) w lokalizacji 51°26°02.2” N, 22°00°09.0” E.
Okorowaniu poddano galezie 15-letniego drzewa. Kor¢ orzecha wtoskiego (Juglans regia
L.) pozyskano w prywatnej uprawy znajdujacej si¢ w miejscowosci Putawy woj. lubelskie.
Okorowaniu poddano gatezie 20-letniego drzewa. Kore czeres$ni (Prunus avium L.) do badan
pozyskano rowniez z prywatnej uprawy znajdujacej si¢ w miejscowosci Janowiec woj.
lubelskie (lokalizacja 51°32'01.4" N 21°88'91.3" E). Okorowaniu poddano galezie

20-letniego drzewa.

Pozyskany do badan material poddano suszeniu metoda konwekcji naturalnej
w temperaturze 20°C. Kor¢ orzecha wtoskiego bedaca pierwszym badanym surowcem
poddano dalszemu suszeniu w temperaturze 45°C przez 24 godziny uzywajac suszarki
laboratoryjne] Memmert ULMS500. Wstepnie wysuszony surowiec rozdrobniono uzywajac
mtyna tngcego RETSCH SM100 wyposazonego w wirnik o $rednicy 129,5mm, przy
predkosci liniowej nozy tnacych wynoszacej 9,4 m/s. Rozdrobniony material poddano
frakcjonowaniu przy uzyciu wstrzasarki laboratoryjnej MULTISERV LPzE-2e przy
amplitudzie wibracji 2,5mm oraz czgstotliwosci 50Hz przez okres 20+30min. Wydzielone
w ten sposob frakcje surowcow 00,9, 0,9+1,4 oraz 1,4+1,9mm poddano dalszemu suszeniu
przy uzyciu konwekcji naturalnej w temperaturze 20°C, uzyskujac finalnie wilgotno$¢
surowcow 6,9% dla Prunus avium L., 8,99% dla Juglans regia L., 8,09% dla Acer
platanoides L. oraz 5,25% dla Quercus robur L.

13



Rysunek 1. Kora drzew lisciastych uzytych do badan: a) czere$nia (Prunus avium L.),
b) orzech wtoski (Juglans regia L.), c) klon zwyczajny (Acer platanoides L.),
d) dab (Quercus robur L.)

3.2. Odczynniki

Badania spektrofotometryczne przeprowadzono przy uzyciu nastepujacych
odczynnikow: kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylo-chromano-2-karboksylowy (Trolox,
>98%, Sigma Aldrich, Merck, Niemcy), odczynnik Folina i Ciocalteu (AKTYN, Polska),
chlorek glinu (>98%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), weglan sodu (=99%, Stanlab,
Lublin, Polska), metanol (>99%, Stanlab, Lublin, Polska), kwas galusowy (>98%, Sigma
Aldrich, Merck, Niemcy), 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich, Merck,
Niemcy), kwercetyna (=95%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), katechina (= 99,05%,
Sigma Aldrich, Merck, Niemcy), 2,3,5-trifenylotetrazoliowy chlorek (TPTZ, Sigma Aldrich,
Merck, Germany).

Analizy chromatograficzne otrzymanych ekstraktow przeprowadzono przy uzyciu
nastepujacych odczynnikow. Ultraczysta woda z systemu Labconco Water Pro Ps (Kansas
City, MO, USA), acetonitryl (>99,9%, czystos¢ LC/MS LiChrosolv, Sigma Aldrich, Merck,

Germany), kwas mrowkowy (>95%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), kwas wanilinowy
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(>97%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), kwas p-kumarowy (>98%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), kwas trans-ferulowy (=99%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), kwas
protokatechowy (>98%, PhytoLab, Merck, Germany), apigenina (>95%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany). Podstawowe roztwory wzorcowe (1 mg/ml) przygotowywano

w acetonitrylu i przechowywano w zamrazarce.

3.3. Plan eksperymentu

Plan eksperymentu wygenerowano na bazie metody Boxa-Behnkena
w oprogramowaniu Design Expert wersja 13.0 (Stat-Ease, Minneapolis, MN). Model
eksperymentu bazuje na trzech zmiennych (procesowych) dla ktérych przyjeto trzy poziomy
warto$ci. Wartosdci te przyjeto jako minimalng, maksymalng oraz $rednig dla badanego
przedzialu zmienno$ci. Zmiennymi zaleznymi byly natomiast catkowita zawarto$¢
polifenoli (TPC — Total Polyphenols Content), catkowita zawarto$¢ flawonoidow
(TFC — Total Flavonoids Content) oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna pozyskanych
ekstraktow. W tabeli 1 przedstawiono zmienne procesowe wraz z odpowiadajagcymi im

warto$ciami dla kazdego badanego surowca.

Tabela 1. Zmienne procesowe wraz z przyjetymi wartosciami.

Zmienna procesowa / wartos¢ zmiennej

. Temperatura Wielkos¢ frakcji Czas trwania procesu Srednica reaktora
Surowiec o .
[°cj surowca [mm] [min.] [mm]

min. | srednia | max. | min. | srednia | max. | min. | $rednia | max. | min. | Srednia | max.
Orzech woski 120 | 140 |[170 |09 | 14 | 1,9 | 10 30 s0 | - - -
Juglans regia L.
Klon zwyczajny 110 | 140 | 170 | - - - 5 10 15 | 10 | 194 |288
Acer platanoides L.
Dab

110 130 150 - - - 5 10 15 10 19,4 28,8
Quercus robur L.
Czeresnia 110 | 130 | 150 | 09 | 14 | 19 | 5 10 15 | - - -
Prunus avium L.

Plany eksperymentu zawieraly od 3 do 5 powtdrzen punktu centralnego ($rednich
warto$ci zmiennych procesowych) w celu okreslenia btedéw pomiarowych zmiennych
zaleznych. Przyktadowy plan eksperymentu przygotowany na potrzeby badan kory czeresni

(Prunus avium L.) przedstawiono w tabeli 2.
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Tabla 2. Plan badan dla kory czere$ni (Prunus avium L.).

Temperatura Wielko$¢ frakeji surowca Czas trwania procesu

Zestaw [°C] [mm] [min.]
1 110 1,4 15
2 130 1,4 10
3 130 1,4 10
4 110 1,9 10
5 130 1,4 10
6 110 0,9 10
7 130 1,9 15
8 130 1,4 10
9 150 1,4 5
10 150 1,9 10
11 150 0,9 10
12 110 1,4 5
13 150 1,4 15
14 130 1,9 5
15 130 1,4 10
16 130 0,9 5
17 130 0,9 15

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen zostaly poddane analizie wariancji
ANOVA. Test F wykorzystano w celu okreslenia istotnos$ci statystycznej wspotczynnikow

regresji. Wartos$¢ p (p-value) dla przeprowadzonych analiz zaloZzono na poziomie p<0.05.
3.4. Przygotowanie ekstraktow do badan

Ekstrakty do badan przygotowano uzywajac systemu przyspieszonej ekstrakceji
rozpuszczalnikowej Dionex ASE350. Jako rozpuszczalnika uzyto ultraczystej wody
o przewodnosci 0,09 uS/cm. W systemie ekstrakcyjnym przedstawionym na rysunku 2
mozliwe jest zastosowane temperatury rozpuszczalnika do 200°C i ci$nienia do 10,34 MPa
w celu zwigkszenia efektywnosci procesu ekstrakcji. System przygotowania
rozpuszczalnika do procesu ekstrakcji jest wyposazony w mieszalnik umozliwiajacy
automatyczne wykonywanie mieszaniny na bazie trzech komponentéw. Przed ekstrakcja
celka cisnieniowa jest wypetniana rozpuszczalnikiem o ci$nieniu zabezpieczajagcym przed
jego wrzeniem, a nast¢pnie podgrzewana w komorze grzewczej do wymaganej temperatury
procesu. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji celka jest oproznia poprzez wymycie
rozpuszczalnika zawierajacego wyekstrahowane substancje do naczynia zbiorczego. System
Dionex ASE 350 jest wyposazony w obrotowe podajniki, gorny na 24 celki ekstrakcyjne

o pojemno$ciach od ImL do 100mL. Dolny podajnik zawiera naczynia zbiorcze
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0 pojemnosci 60mL i 250mL do ktérych przettaczany jest rozpuszczalnik po procesie

ekstrakcji.

Rysunek 2. Ekstraktor Dionex ASE 350 [13]

Podczas badan celki ekstrakcyjne zabezpieczono przed przedostaniem si¢
ekstrahowanego surowca poza celke ci§nieniowa poprzez zastosowanie filtrow z wtokna
szklanego na kro¢cach wlotowym 1 wylotowym rozpuszczalnika. Zmiennos$¢ ksztattu celki
cisnieniowej uzyskano poprzez modyfikacje stosunku jej wysokosci do S$rednicy
wewnetrznej. W tym celu zastosowano celke ci$Snieniowa o pojemnosci 100mL i §rednicy
wewnetrznej 28,8mm oraz wktadane do celki tuleje modyfikujace jej Srednice wewnetrzng
o pojemnos$ciach 45mL ($rednica wewnetrzna 19,4mm) oraz 12mL ($rednica wewngtrzna
10mm). Celke¢ ci$nieniowg wraz z tulejkami przedstawiono na rysunku 3. Ilo§¢ surowca
zostata dobrana tak, by zachowac staty stosunek masy ekstrahowanego surowca do objgtosci
celki ci$nieniowej (zastosowanego rozpuszczalnika) i wynosita: 16,67g dla 100 mL, 7,50g
dla 45mL, 1 2,00g dla 12 mL. Proces ekstrakcji przeprowadzano zgodnie z planem
eksperymentu przygotowanym dla kazdego surowca. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji
rozpuszczalnik odparowywano przy uzyciu wyparki proézniowej w temperaturze 40°C.
Przygotowane w ten sposob ekstrakty przechowywano w lodowce laboratoryjnej

w temperaturze 2°C.

17



c) d)

Rysunek 3. Celka cisnieniowa uzyta do badan procesu ekstrakcji podkrytyczne;j:
a) celka cisnieniowa o $rednicy ¥28,8mm, b) celka cisnieniowa z tulejkami,
c) celka cisnieniowa zmodyfikowana do $rednicy ©19,4mm,

d) celka cisnieniowa zmodyfikowana do $rednicy @10mm.
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3.5. Oznaczenia calkowitej zawartosci polifenoli (TPC)

Jakos¢ ekstraktow otrzymanych dla kazdego zestawu zmiennych procesowych
oceniono przy uzyciu metody spektrofotometrycznej. Calkowita zawarto$¢ polifenoli
oznaczono metoda Folina-Ciocalteu i wyrazono w mg(GAE)/g suchej masy surowca. Jako
wzorca odniesienia uzyto kwasu galusowego. Oznaczenia wykonano wykorzystujac metode
opisang przez Sahina i in. [7]. Calkowitg zawarto$¢ polifenoli okreslono na podstawie

krzywej kalibracyjnej o nastepujagcym réwnaniu.

TPC = 0,1074 A + 0,0585 (R? = 0,9963) (1)

gdzie: TPC — calkowita zawarto$¢ polifenoli [10° g(GAE)/mL], A — absorbancja [bezwym.].
3.6. Oznaczenia calkowitej zawartosci flawonoidow (TFC)

Catkowita zawarto$¢ flawonoidow zostata wyznaczona przy uzyciu metody
spektrofotometrycznej, stosujac kateching jako wzorzec odniesienia. W badaniach
zastosowano metode opisang przez Aryal i1 in. [12] z niewielkimi modyfikacjami [14].
Probke ekstraktu o objetosci 1,0mL zmieszano z 2% roztworem AICl3-6H>0 na bazie
metanolu. Do mieszaniny dodano wode¢ destylowang do osiggniecia objetosci 10mL.
Absorbancje mierzono po 10 min. inkubacji w ciemnosci 1 temperaturze pokojowej przy
dhugosci fali 510nm. Otrzymane wyniki przedstawiono w mg(CTE)/g suchej masy surowca.
Krzywa kalibracyjna uzyta do wyznaczenia catkowite] zawartosci flawonoidow

w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.) zostata opisana nastepujgcym rOwnaniem.

TFC = 27,956 A + 0,0228 (R? = 0,9998) 2)

gdzie: TFC — calkowita zawarto$¢ flawonoidéw [10~ g(CTE)/mL], A—absorbancja [bezwym.].

3.7. Oznaczenia aktywnosci antyoksydacyjnej

Potencjal antyoksydacyjny ekstraktow oznaczono przy uzyciu rodnika DPPH.
Zastosowano metode opisang przez Blois [15] z niewielkimi modyfikacjami [14]. Objetos¢
60 uL ekstraktu zmieszano z 5,0 mL $wiezo przygotowanego roztworu rodnika DPPH
w metanolu o stezeniu 610 M. Po czasie 30-minutowej inkubacji probki w temperaturze
pokojowej zmierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 517nm. Otrzymane wyniki

przedstawiono jako ekwiwalent troloksu: 10°® M(TE)/g suchej masy surowca. Krzywa
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kalibracyjna uzyta do wyznaczenia aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow z kory czeresni

(Prunus avium L.) zostata opisana nastepujagcym rownaniem.

ACpppy = 0,9397 A + 0,7561 (R? = 0,9993) 3)

gdzie: ACpppy — aktywno$éé antyoksydacyjna [10* M(TE)/mL], A — absorbancja [bezwym.].
3.8. Analiza chromatograficzna

Do analizy ilo$ciowej wybranych kwasow fenolowych w pozyskanych ekstraktach
wykorzystano zestaw LC-MS/MS: chromatograf cieczowy Aqilent seria 1200 (Waldbronn,
Germany) wyposazony w kolumne z faza odwrocong C18 (Welch Boltimate 3,0x100 mm,
2,7 um) wraz z prekolumng oraz tandemowy spektrometr mas AB Sciex 3200 QTRAP
(spektrometr masowy typu potréjny kwadrupol, Framingham, MA, USA). Temperature
termostatu kolumny nastawiono na 30°C. Anality rozdzielono uzywajac wody (faza ruchoma
A) 1 acetonitrylu (faza ruchoma B), obie z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego. Nat¢zenie
przeptywu wynosito 0,5mL/min. Gradient fazy ruchomej: poczatek (0 min.) 10% B
1 utrzymanie przez 2 min., zwi¢kszenie do 100% B w czasie 14 min. i utrzymanie przez 2
min., zmniejszenie do 10% B w czasie 1 min. i utrzymanie przez 8 min. w celu
zrownowazenia kolumny. Catkowity czas trwania analizy wynosit 27min., a objgtos¢
dozowanej probki wynosita 10 pL. Warunki pracy spektrometru mas (MS/MS): metoda
jonizacji — elektrorozpylanie (ESI), rodzaj jonizacji — ujemna, tryb pracy — monitoring wielu
reakcji (MRM), temperatura zrddta jonéw 550°C, napigcie rozpylania jonow 4500 V. System
LC-MS/MS byt kontrolowany przez oprogramowanie Analyst Software (wersja 1.5.2).
W tabeli 3 przedstawiono parametry LC-MS/MS wybranych polifenoli.

Tabla 3. Parametry LC-MS/MS wybranych polifenoli.

Zwiazek Cza[s II:'iel:.e]ncji [[mIVI/]Z-] l\?;,// I;/;S
Kwasy fenolowe
Kwas wanilinowy 4,0 166,9 151,9/108,0
Kwas p-kumarowy 6,5 163,0 119,1/92,9
Kwas ferulowy 7,0 192,9 134,1/177,9
;Ifr\:)v‘?oskatechowy 1,9 153,0 110,1/82,1
Flawonoidy
Apigenina 9,5 269,0 116,9/151,2
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W celu przygotowania probki do badan 25 pL ekstraktu zostato przefiltrowane przez
filtr PTFE 0,45 um nastgpnie rozcienczone do objetosci 1 mL przy uzyciu mieszaniny wody
1 acetonitrylu (9:1 obj./obj.). Przygotowana prébka zostata nastepnie wstrzyknicta do
systemu LC-MS/MS.
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4. Wyniki badan
4.1. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji podkrytycznej

Wydajnos¢ procesu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych okreslono przez
porownanie masy suchego ekstraktu z masg suchego surowca uzytego do ekstrakcji danej
probki. W przypadku kory czeresni (Prunus avium L.) eksperyment przeprowadzony
zgodnie z planem przedstawionym w tabeli 2 wykazal zmienno$¢ wydajnosci procesu
osiggajac wartosci od 3,11% do 12,93% w zaleznosci od parametrow ekstrakcji. Minimalng
wydajnos¢ procesu zaobserwowano dla temperatury 110°C, wielkosci frakcji 1,4 mm i czasu
trwania ekstrakcji wynoszacego 5 minut. Natomiast najwyzsza wydajno$¢ osiagnigto przy
parametrach: temperatura rozpuszczalnika 150°C, wielkos$¢ frakeji 0,9 mm i czas trwania
procesu 10 minut. W tabeli 4 przedstawiono wydajno$¢ ekstrakcji w zalezno$ci od
parametrow procesu dla zestawOw zmiennych procesowych okreslonych w planie
eksperymentu dla kory czeresni.

Tabela 4. Wydajnos$¢ procesu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych
kory czeres$ni (Prunus avium L.).

Temperatura Wielko$¢ frakcji Czas trwania Masa suchego  Wydajnos¢

Zestaw procesu surowca procesu ekstraktu ekstrakcji

[°C] [mm] [min.] [g] [%o]
1 110 1,4 15 0,5765 4,13
2 130 1,4 10 0,8674 6,21
3 130 1,4 10 0,8088 5,79
4 110 1,9 10 0,4565 3,27
5 130 1,4 10 0,7718 5,53
6 110 0,9 10 0,9841 7,05
7 130 1,9 15 0,6447 4,62
8 130 1,4 10 0,6780 4,86
9 150 1,4 5 0,7522 5,39
10 150 1,9 10 0,9155 6,56
11 150 0,9 10 1,8050 12,93
12 110 1,4 5 0,4348 3,11
13 150 1,4 15 1,1615 8,32
14 130 1,9 5 0,5804 4,16
15 130 1,4 10 0,9428 6,75
16 130 0,9 5 1,1645 8,34
17 130 0,9 15 1,4792 10,59
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W tabeli 5 przedstawiono minimalne i maksymalne wydajnosci ekstrakcji wraz

z odpowiadajacymi im parametrami procesu dla wszystkich badanych surowcow.

Tabela 5. Minimalne i maksymalne wydajnosci ekstrakcji wraz
z odpowiadajacymi im parametrami procesu.

Wydajno$¢ | Temperatura | Wielko$é Czas Srednica
. ekstrakcji frakceji trwania reaktora
Surowiec [%] surowca procesu

min. / max. [°C] [mm] [min.] [mm)]
Czeresnia 3,11/12,93 | 110/150 1,4/0,9 5/10
Prunus avium L.
Orzech wioski 153/318 | 170/170 0.9/ 14 30/50
Juglans regia L.
Klon zwyczajny 2,02/13,53 | 110/170 10/15 10/ 19,4
Acer platanoides L.
Dab 2,95/9,11 110/ 150 --- 10/10 28,8/ 10
Quercus robur L.

Najmniejszag wydajnos$¢ ekstrakcji 2,02% uzyskano w przypadku kory klonu
zwyczajnego (Acer platanoides L.) przy nastepujacych parametrach procesu: temperatura
110°C, czas trwania procesu 10min., natomiast najwickszg wydajno$¢ wynoszaca 31,8%
uzyskano w przypadku orzecha wioskiego (Juglans regia L.) stosujac temperaturg

rozpuszczalnika wynoszaca 170°C i czas trwania procesu 50 min.

4.2. Calkowita zawartos¢ polifenoli w badanych surowcach

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na zaleznos$¢ jakoSci ekstraktu od
warunkow przeprowadzania procesu. Catkowita zawarto$§¢ polifenoli w ekstraktach
pozyskanych z kory czere$ni (Prunus avium L.) wynosita od 5,44 do 27,93 mg(GAE)/g
suchego surowca. Zalezno$¢ catkowitej zawartosci polifenoli od temperatury procesu,
wielkos$ci frakeji surowca i czasu trwania ekstrakcji dla kory czeresni przedstawiono na
rysunku 4.

Na podstawie wynikéw analiz zawarto$ci polifenoli przeprowadzono
wieloczynnikowq analize wariancji. Uzyskane wyniki wskazujg, ze jakos¢ ekstraktu byta
zalezna od wszystkich badanych parametréw tj.: temperatury rozpuszczalnika, wielkosci
frakcji surowca oraz czasu trwania procesu. Calkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach
z kory czere$ni wzrasta wraz z temperaturg do 142°C, dalszy wzrost temperatury powoduje

spadek wydajnosci. Wzrost wielkosci frakeji surowca z 0,9 do 1,9 mm powoduje spadek
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Catkowita zawartosc polifenoli

zawarto$ci polifenoli w ekstraktach. Natomiast wydluzenie czasu trwania procesu skutkuje

wzrostem zawartosci polifenoli. W tabeli 6 przedstawiono szczegdty analizy ANOVA.

-
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Rysunek 4. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z kory czeres$ni (Prunus avium L.)
w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (c) czasu trwania procesu.
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Tabela 6. Wyniki analizy ANOVA calkowitej zawartos$ci polifenoli w ekstraktach z kory czeresni
(Prunus avium L.).

df
Suma' stopnie  Sredni kwadrat F-warto$¢ p-wartosé
kwadratow
swobody
Model 0,0522 4 0,0130 11,48 0,0001 istotny
A — Temperatura 0,0161 1 0,0161 14,18 0,0027
B = Wielkosc frakeji 0,0227 1 0,0227 20,03 0,0008
surowca
C — Czas procesu 0,0069 1 0,0069 6,03 0,0302
A? — Temperatura? 0,0065 1 0,0065 5,69 0,0345
Pozostalo$¢ 0,0136 12 0,0011
Brak dopasowania 0,0104 8 0,0013 1,62 0,3379 nieistotny
Btad 0,0032 4 0,0008
Skorygowana ,calkow1ta 0.0658 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,7929
Odchylenie standardowe 0,0337 Skorygowany R?  0,7238
Srednia 0,2978 Przewidywany R? 0,5465
C.V. % 11,32 Odpowiednia ) )¢9
precyzja

Wartos$¢ statystyki F' wynoszaca 11,48 wskazuje na istotno§¢ wyznaczonego modelu
matematycznego. Prawdopodobienstwo, ze tak duza warto$¢ statystyki F' jest wynikiem
szumu wynosi zaledwie 0,01%. Parametry modelu sg istotne jesli warto$¢ p jest mniejsza
niz 0,05. W wyznaczonym modelu matematycznym istotne sg wszystkie badane parametry
tj.: temperatura, wielkos¢ frakcji surowca 1 czas trwania procesu. Roznica migdzy
skorygowanym 1 przewidywanym wspotczynnikiem determinacji mniejsza niz 0,2
wskazuje, ze wyznaczony model matematyczny z odpowiednia doktadnos$cig przewiduje
nowe dane. Odpowiednia precyzja bedaca miarg stosunku sygnalu do szumu z warto$cig
12,0289 wskazuje ze model jest dobrze dopasowany i1 wystarczajaco silny by dostarczy¢
wiarygodne prognozy. Wyznaczony model matematyczny ze wzgledu na swojg istotnos¢
statystyczng moze by¢ uzywany do analizy obszaru badawczego w zakresie uzytych

zmiennych eksperymentalnych.

Model matematyczny wyrazony réwnaniem 4 moze by¢ wykorzystany do obliczenia
catkowitej zawarto$ci polifenoli w ekstraktach z kory czeresni w badanym obszarze

zmienno$ci temperatury, wielkos$ci frakcji surowca 1 czasu trwania procesu.

TPC = 0,0000098 T2 — 0,005853 t + 0,106653 Fs — 0,027627 + 2,13027 4)

gdzie: TPC — catkowita zawarto$¢ polifenoli [mg(GAE)/g suchego surowca],
T — temperatura [°C], t — czas trwania procesu [min.], Fs — wielkos¢ frakcji surowca [mm].
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Catkowita zawartosé polifenoli

Na rysunkach 5-7 przedstawiono zalezno$¢ catkowitej zawarto$ci polifenoli

w ekstraktach pozyskanych z pozostalych badanych surowcow. Rysunek 5 przedstawia

wyniki badan kory orzecha wioskiego (Juglans regia L.). Catkowita zawarto$¢ polifenoli

w pozyskanych ekstraktach rosta wraz ze wzrostem temperatury do wartosci 131,6°C

nastepnie malata. Wzrost wielkos$ci frakcji surowca z 0,9 do 1,9 mm, jak rowniez wzrost

czasu trwania procesu z 10 do 50 min. skutkowaly zmniejszeniem zawartosci polifenoli

w ekstraktach z Juglans regia L.
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Rysunek 5. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z kory orzecha wloskiego (Juglans
regia L.) w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (c) czasu trwania procesu.
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Rysunek 6 przedstawia zalezno$¢ catkowitej zawartos$ci polifenoli w probkach
pozyskanych przy uzyciu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych z kory klonu (Acer
platanoides L.). Wzrost temperatury ekstrakcji z 110°C do 170°C spowodowal 8,9-krotny
wzrost zawartosci polifenoli w pozyskanych ekstraktach. Przeprowadzone badania nie
wykazaly istotnego statystycznie wptywu ksztaltu reaktora (dla srednic wewnetrznych 10,
19,4 i 28,8mm) oraz czasu trwania ekstrakcji (5, 10 i 15min.) na catkowita zawarto$¢
polifenoli w ekstraktach z kory klonu (Acer platanoides L.) pozyskanych przy uzyciu wody
w warunkach podkrytycznych.

®0i—

| |

Calkowita zawartod polifenali
[mglGAE]/100 g suchego surowca)
B
|

T T 1 T T
Temperaturs [7C]

Rysunek 6. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z kory klonu
zwyczajnego (Acer platanoides L.) w funkcji temperatury.

Rysunek 7 przedstawia zaleznos¢ catkowitej zawartosci polifenoli w préobkach
pozyskanych przy uzyciu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych z kory debu
(Quercus robur L.). Wzrost temperatury ekstrakcji z 110°C do 117,2°C spowodowat wzrost
zawarto$ci polifenoli w pozyskanych ekstraktach, natomiast przekroczenie temperatury
117,2°C skutkowato obnizeniem zawartosci polifenoli. Przeprowadzone badania nie
wykazaty istotnego statystycznie wptywu ksztaltu reaktora (dla §rednic wewngtrznych 10,
19,4 i 28,8mm) oraz czasu trwania ekstrakcji (5, 10 i 15min.) na catkowita zawarto$¢
polifenoli w ekstraktach z kory debu (Quercus robur L.) pozyskanych przy uzyciu wody
w warunkach podkrytycznych.
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Rysunek 7. Catkowita zawartos$¢ polifenoli w ekstraktach z kory debu
(Quercus robur L.) w funkcji temperatury.

Zawarto$¢ polifenoli w produktach z kory czere$ni (Prunus avium L.) jest stabo
poznana. W dostepnej literaturze brakuje informacji na temat wptywu temperatury procesu,
wielkosci frakcji surowca oraz czasu trwania na zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z kory
czeresni pozyskanych na drodze ekstrakcji podkrytycznej. Dostepne informacje wskazuja,
ze catkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC) w ekstraktach uzyskanych po 15 minutowe;j
ekstrakcji ultradzwickowej za pomoca 80% wodnego roztworu etanolu wynosita
112,88+17,27 mg(GAE)/g suchego ekstraktu [16]. Ekstrakty otrzymane przy uzyciu wody
w warunkach podkrytycznych oraz kory dwoch gatunkow drzew: orzecha wioskiego
(Juglans regia L.) 1 klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) zawieraty polifenole w ilosci
odpowiednio 192,2 1 943 mg(GAE)/100 g suchej masy surowca [17,18]. Podkrytyczne
ekstrakty wodne otrzymywane z kory debu (Quercus robur L.) osiagnety caltkowita
zawarto$¢ polifenoli 1614,7 mg(GAE)/100 g suchego surowca [19]. W trakcie badan kory
czeresni (Prunus avium L.) uzyskano catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach na
poziomie 1570 mg(GAE)/100 g suchej masy surowca, co stanowi ilo$¢ zblizong do
zawartoS$ci polifenoli w ekstraktach wczesniej badanej kory debu (Quercus robur L.). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze wiele czynnikdOw w tym rdzne techniki ekstrakcji, parametry
procesowe, rodzaj rozpuszczalnika, dtugos¢ przechowywania materiatu przed badaniami,
okres zbioru 1 techniki wstgpnej obrébki surowca, mogga mie¢ znaczacy wptyw na stgzenia
polifenoli w ekstraktach wykonanych z tych samych gatunkow drzew [20]. W przypadku

kory czere$ni (Prunus avium L.) oraz orzecha wloskiego (Juglans regia L.) wszystkie
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analizowane zmienne procesowe: temperatura rozpuszczalnika, wielko$¢ frakcji surowca
1 czas trwania procesu, maja wptyw na catkowita zawarto$¢ polifenoli w otrzymanych
ekstraktach. Badania kory klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) 1 dgbu (Quercus robur
L.) wskazuja na statystycznie istotng zalezno$¢ zawartosci polifenoli od temperatury
procesu. Wptyw ksztaltu celki ci§nieniowej i czasu trwania procesu na zawarto$¢ polifenoli
w otrzymanych ekstraktach z kory klonu zwyczajnego i debu w badanym zakresie
zmiennos$ci tych parametréw jest statystycznie nieistotny. Brak wptywu czasu trwania
procesu w badanym zakresie wynika z szybkiej kinetyki ekstrakcji w warunkach wysokiej
temperatury i ci$nienia [21]. Metabolity wtérne sg bardzo dobrze rozpuszczalne przy
wysokich ci$nieniach procesu i moga szybko osiaggna¢ koncowe stezenie nasycenia.
Rownowaga migdzy wnetrzem komorki roslinnej 1 otaczajacym ja rozpuszczalnikiem moze
nastgpi¢ po kilku minutach [21,22]. Niewielki, a nawet pomijalny wplyw czasu na
wydajnos¢ ekstrakcji w warunkach podkrytycznych zostal réwniez opisany przez Vergara-
Salinas 1 in. [23]. W tabeli 7 przedstawiono wplyw parametréw procesowych
1 geometrycznych celki ci$nieniowej na catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z kory

badanych gatunkéw drzew.

Tabela 7. Wptyw parametrow procesowych i geometrycznych celki
ci$nieniowej na catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach.

. Zmienna . 23 e {F n
Surowiec Catkowita zawartosc polifenoli
(parametr)
Wzrost temperatury procesu wzrost do temperatury 142°C, nastepnie spadek
Czereénia Wzrost wielkosci frakcji surowca spadek
Prunus avium L. Wzrost czasu trwania procesu wzrost
Zmiana srednicy reaktora nie badano

Orzech wtoski
Juglans regia L.

Wzrost temperatury procesu

wzrost do temperatury 131,6°C, nastepnie spadek

Wzrost wielkosci frakcji surowca Spadek
W2zrost czasu trwania procesu Spadek
Zmiana s$rednicy reaktora nie badano

Klon zwyczajny

Wzrost temperatury procesu

wzrost w catym badanym zakresie 110 do 170°C

Wzrost wielkosci frakcji surowca

nie badano

Acer platanoides L.

Wzrost czasu trwania procesu

brak wptywu w badanym zakresie

Zmiana srednicy reaktora

brak wptywu w badanym zakresie

Dab
Quercus robur L.

Wzrost temperatury procesu

wzrost do temperatury 117,2°C, nastepnie spadek

Wzrost wielkosci frakcji surowca

nie badano

Wzrost czasu trwania procesu

brak wptywu w badanym zakresie

Zmiana srednicy reaktora

brak wptywu w badanym zakresie
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4.3. Calkowita zawartos¢ flawonoidow w badanych
surowcach

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja na zalezno$¢ catkowitej zawarto$ci
flawonoidow w ekstraktach otrzymanych z kory czeresni od wszystkich analizowanych
parametrow procesu, tj.: temperatury, wielkosci frakcji surowca i czasu trwania ekstrakcji.
Catkowita zawarto$¢ flawonoidéw w ekstraktach pozyskanych z kory czeresni (Prunus
avium L.) wynosita od 2,47 do 6,71 mg(CE)/g suchego surowca. Wplyw badanych
parametréw procesu na catkowita zawarto$¢ flawonoidow w ekstraktach z kory czeresni

przedstawiono na rysunku 8.

Na podstawie wynikow analiz zawartosci flawonoidow przeprowadzono
wieloczynnikowa analiz¢ wariancji. Uzyskane wyniki wskazuja, ze jakos$¢ ekstraktu byta
zalezna od wszystkich badanych parametrow tj.: temperatury rozpuszczalnika, wielko$ci
frakcji surowca oraz czasu trwania procesu. Catkowita zawarto$¢ flawonoidow (TFC)
w ekstraktach z kory czere$ni wzrasta wraz z temperaturg do 137°C, dalszy wzrost
temperatury powoduje spadek TFC. Wzrost wielkosci frakcji surowca z 0,9 do 1,9 mm
powoduje spadek zawartosci flawonoidow w ekstraktach. Natomiast wydluzenie czasu
trwania procesu skutkuje wzrostem zawartosci flawonoidow. W tabeli 8 przedstawiono

szczegoty analizy ANOVA.
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Rysunek 8. Calkowita zawarto$¢ flawonoidow w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.)
w funkgcji: (a) temperatury, (b) wielkos$ci frakcji surowca, (¢) czasu trwania procesu.

Tabela 8. Wyniki analizy ANOVA calkowitej zawarto$ci flawonoidéw w ekstraktach z kory
czeresni (Prunus avium L.).

df
Suma’ stopnie  Sredni kwadrat F-warto$¢ p-wartosé
kwadratow
swobody
Model 0,0677 6 0,0113 61,47 <0,0001 istotne
A — Temperatura 0,0182 1 0,0182 99,20 <0,0001
B — Wielkos¢ frakcji surowca 0,0176 1 0,0176 96,22 <0,0001
C — Czas procesu 0,0029 1 0,0029 15,64 0,0027
AB 0,0036 1 0,0036 19,76 0,0012
A? - Temperatura® 0,0238 1 0,0238 129,54 < 0,0001
B - Wielko¢ frakeji 0,0023 1 0,0023 12,52 0,0054
surowca
Pozostatosé 0,0018 10 0,0002
Brak dopasowania 0,0016 6 0,0003 3,74 0,1114 nieistotne
Btad 0,0003 4 0,0001
Skorygowana ?alk0w1ta 0.0695 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,9736
Odchylenie standardowe 0,0135 Skorygowany R?> 00,9578
Srednia 0,4765 Przewidywany R? 0,8921
C.V. % 2,84 Odpowiednia 5, 57y,
precyzja

Warto$¢ statystyki F' wynoszaca 61,47 wskazuje na istotno§¢ wyznaczonego modelu
matematycznego. Prawdopodobienstwo, ze tak duza warto$¢ statystyki F' jest wynikiem
szumu wynosi ponizej 0,01%. Parametry modelu sg istotne jesli warto$¢ p jest mniejsza niz
0,05. W wyznaczonym modelu matematycznym istotne sg wszystkie badane parametry tj.:
temperatura, wielko$¢ frakcji surowca 1 czas trwania procesu. Roznica migdzy

skorygowanym 1 przewidywanym wspolczynnikiem determinacji wynoszaca zaledwie
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0,066 wskazuje, ze wyznaczony model matematyczny z odpowiednig doktadno$ciag
przewiduje nowe dane. Odpowiednia precyzja bedaca miarg stosunku sygnatu do szumu
z wartoscig 30,57 wskazuje ze model jest dobrze dopasowany i wystarczajaco silny by
dostarczy¢ wiarygodne prognozy. Wyznaczony model matematyczny ze wzgledu na swoja
istotno$¢ statystyczng moze by¢ uzywany do analizy obszaru badawczego w zakresie
uzytych zmiennych eksperymentalnych.

Model matematyczny wyrazony rownaniem 5 moze by¢ wykorzystany do obliczenia
catkowitej zawartosci flawonoidow w ekstraktach z kory czere$ni w badanym obszarze
zmiennos$ci temperatury, wielko$ci frakcji surowca i czasu trwania procesu.

TFC = —0,093283 Fs? + 0,000188 T? — 0,003010 T - Fs — 0,003787 t + (5)

+0,746492 Fs - 0,046932 T + 3,10731

gdzie: TFC - calkowita zawarto$¢ flawonoidéw [mg(CE)/g suchego surowca],
Fs — wielko$¢ frakcji surowca [mm], T — temperatura [°C], t — czas trwania procesu [min.].

Na rysunkach 9-11 przedstawiono zaleznos$¢ catkowitej zawartos$ci flawonoidow
w ekstraktach pozyskanych z pozostalych badanych surowcow. Rysunek 9 przedstawia
wyniki badan kory orzecha wloskiego (Juglans regia L.). Catkowita zawarto$¢ flawonoidow
w pozyskanych ekstraktach rosla wraz ze wzrostem temperatury do wartosci 131,6°C
nastepnie malata. Wzrost wielkosci frakcji surowca z 0,9 do 1,9mm, jak rowniez wzrost
czasu trwania procesu z 10 do 50 min. skutkowaty zmniejszeniem zawartosci flawonoidow

w ekstraktach z Juglans regia L.
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Rysunek 9. Catkowita zawartos$¢ flawonoidéw w ekstraktach z kory orzecha wtoskiego (Juglans
regia L.) w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (c) czasu trwania procesu.

Rysunek 10 przedstawia zalezno$¢ catkowitej zawartosci flawonoidow w probkach
pozyskanych przy uzyciu ekstrakcji wodg w warunkach podkrytycznych z kory klonu (Acer
platanoides L.). Wzrost temperatury ekstrakcji z 110°C do 170°C spowodowat 7,2-krotny
wzrost zawartosci flawonoidéw w pozyskanych ekstraktach. Przeprowadzone badania nie
wykazaly istotnego statystycznie wptywu ksztaltu reaktora (dla $rednic wewngtrznych 10,
19,4 i 28,8mm) oraz czasu trwania ekstrakcji (5, 10 i 15min.) na catkowita zawarto$¢
flawonoidow w ekstraktach z kory klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) pozyskanych

przy uzyciu wody w warunkach podkrytycznych.
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Rysunek 10. Catkowita zawarto$¢ flawonoidéw w ekstraktach z kory klonu
zwyczajnego (Acer platanoides L.) w funkcji temperatury.
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Rysunek 11 przedstawia zaleznos$¢ catkowitej zawartosci flawonoidéw w probkach
pozyskanych z kory debu (Quercus robur L.). Wzrost temperatury ekstrakcji z 110°C do
116,5°C spowodowat wzrost zawartosci flawonoidow w pozyskanych ekstraktach, natomiast
przekroczenie temperatury 116,5°C skutkowato obnizeniem calkowitej zawartosci
flawonoidéw. Przeprowadzone badania nie wykazaly istotnego statystycznie wptywu
ksztattu reaktora (dla $rednic wewnetrznych 10, 19,4 1 28,8mm) oraz czasu trwania
ekstrakcji (5, 10 1 15min.) na catkowitg zawartos¢ flawonoidoéw w ekstraktach z kory debu

(Quercus robur L.) pozyskanych przy uzyciu wody w warunkach podkrytycznych.

é
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g
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&
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Rysunek 11. Catkowita zawarto$¢ flawonoidow w ekstraktach z kory debu
(Quercus robur L.) w funkcji temperatury.

Zawarto$¢ flawonoidow w produktach pochodzacych z kory czeresni (Prunus avium
L.) jest niedostatecznie poznana. Brakuje informacji dotyczacych wpltywu parametréw
procesu na ilo$¢ flawonoidow w ekstraktach pozyskanych przy uzyciu wody w warunkach
podkrytycznych. Ekstrakty z kory dwoch gatunkéw drzew: orzecha wioskiego (Juglans
regia L.) 1 klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) pozyskane przy uzyciu wody
w warunkach podkrytycznych zawieraty flawonoidy w ilosci odpowiednio 88,3 mg(QE)/100
g suchego surowca (QE - ekwiwalent kwercetyny) 1 188 mg(CE)/100 g suchego surowca
[17,18]. Podkrytyczne ekstrakty wodne pozyskane z kory debu (Quercus robur L.) osiagnety
catkowitg zawarto$¢ flawonoidow wynoszaca 900,8 mg(CE)/100g suchego surowca [19].
Calkowita zawarto$¢ flawonoidow w ekstraktach pozyskanych z kory czere$ni wynoszaca
671 mg(CE)/100g suchego surowca znajduje si¢ migdzy wartosciami osiggni¢tymi podczas

badan kory klonu zwyczajnego i d¢bu. Zawartos¢ flawonoidéw w badanych ekstraktach
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z kory czere$ni (Prunus avium L.) oraz orzecha wloskiego (Juglans regia L.) byla zalezna
od wptywu wszystkich wybranych do badan parametrow procesu, tj.: temperatury wody,
wielkosci frakeji surowca oraz czasu trwania ekstrakcji. Badania kory klonu zwyczajnego
(Acer platanoides L.) 1 dgbu (Quercus robur L.) wskazuja na statystycznie istotng zaleznos¢
zawartos$ci flawonoidow od temperatury rozpuszczalnika. Wplyw ksztattu celki cisnieniowe;j
1 czasu trwania procesu na zawartos¢ flawonoidéw w ekstraktach z kory klonu zwyczajnego
1 debu w badanym zakresie zmienno$ci tych parametréw jest statystycznie nieistotny.
Przeprowadzenie procesu w warunkach wysokiej temperatury powoduje wzrost szybkosci
(kinetyki) ekstrakcji. Rozpuszczalno$¢ metabolitéw wtornych wzrasta wraz ze wzrostem
cisnienia procesu, wskutek czego moga szybko osiagnac¢ stezenia nasycenia. Vergara-Salinas
1 in. [23] wskazuja na niewielki, a nawet pomijalny wplyw czasu trwania procesu na
wydajno$¢ ekstrakcji w warunkach podkrytycznych. Zestawienie wynikow badan wptywu

parametréw procesowych i geometrycznych celki ci$nieniowej na catkowita zawarto$¢

flawonoidow w ekstraktach z kory badanych gatunkéw drzew przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Wptyw parametrow procesowych i geometrycznych celki
ci$nieniowej na catkowita zawartos$¢ flawonoidéw w ekstraktach.

Surowiec (:::::11:;) Catkowita zawartos¢ flawonoidéw
Wozrost temperatury procesu wzrost do temperatury 137°C, nastepnie spadek
Czereénia Wzrost wielkosci frakcji surowca spadek
Prunus avium L. Wzrost czasu trwania procesu wzrost
Zmiana $rednicy reaktora nie badano

Orzech wtoski
Juglans regia L.

Wzrost temperatury procesu

wzrost do temperatury 131,6°C, nastepnie spadek

Wozrost wielkosci frakcji surowca spadek
Wzrost czasu trwania procesu spadek
Zmiana $rednicy reaktora nie badano

Klon zwyczajny

Wzrost temperatury procesu

wzrost w catym badanym zakresie 110 do 170°C

Wzrost wielkosci frakcji surowca

nie badano

Acer platanoides L.

Wozrost czasu trwania procesu

brak wptywu w badanym zakresie

Zmiana $rednicy reaktora

brak wptywu w badanym zakresie

Dab
Quercus robur L.

Wozrost temperatury procesu

wzrost do temperatury 116,5°C, nastepnie spadek

Wzrost wielkosci frakcji surowca

nie badano

Wozrost czasu trwania procesu

brak wptywu w badanym zakresie

Zmiana $rednicy reaktora

brak wptywu w badanym zakresie
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Aktywnosc antyoksydacyjna [DPPH)

[ TE) g suchega surowca]

4.4. Aktywnos¢ antyoksydacyjna (DPPH)

Aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow pozyskanych z kory czere$ni (Prunus avium

L.) zmieniata si¢ w zalezno$ci od parametrow procesu od 28,31 do 134,36 x 10° MTE/g

suchego surowca. Zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od temperatury ekstrakcji,

wielkosci frakcji surowca i czasu trwania procesu przedstawiono na rysunku 12.

Na podstawie wynikow badan aktywnosci antyoksydacyjnej przeprowadzono

wieloczynnikowa analiz¢ wariancji. Uzyskane wyniki wskazuja, ze jakos$¢ ekstraktu

mierzona jego aktywnos$cig antyoksydacyjng byla zalezna od wszystkich badanych

parametréw tj.: temperatury rozpuszczalnika, wielko$ci frakcji surowca oraz czasu trwania

procesu. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory czere$ni pozyskanych przy uzyciu

wody w warunkach podkrytycznych wzrasta wraz z temperaturg do 141°C, dalszy wzrost

temperatury powoduje spadek aktywnosci antyoksydacyjnej. Wzrost wielkosci frakcji

surowca z 0,9 do 1,9 mm powoduje spadek aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow,

podczas gdy wydluzenie czasu trwania procesu skutkuje jej wzrostem. W tabeli 10

przedstawiono szczegoty analizy ANOVA.
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Rysunek 12. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory czeresni (Prunus avium L.)
w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkos$ci frakcji surowca, (¢) czasu trwania procesu.

Tabela 10. Wyniki analizy ANOVA aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow z kory czere$ni
(Prunus avium L.).

df
Suma .« . ‘2 L2
. stopnie Sredni kwadrat F-wartos¢ p-wartos¢
kwadratow
swobody
Model 0,0101 5 0,0020 23,58 <0,0001 istotne
A — Temperatura 0,0037 1 0,0037 43,54 <0,0001
B — Wielkos¢ frakcji surowca  0,0039 1 0,0039 45,33  <0,0001
C — Czas procesu 0,0003 1 0,0003 3,75 0,0789
AB 0,0005 1 0,0005 5,70 0,0360
A? - Temperatura® 0,0017 1 0,0017 19,59 0,0010
Pozostatosé 0,0009 11 0,0001
Brak dopasowania 0,0008 0,0001 427 0,0896 nieistotne
Btad 0,0001 4 0,0000
Skorygowana F:aikow1ta 0.0111 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,9147
Odchylenie standardowe 0,0093 Skorygowany R?>  0,8759
Srednia 0,1225 Przewidywany R? 0,7435
C.V. % 7,56 Odpowiednia ¢ 5>,
precyzja

Warto$¢ statystyki F' wynoszaca 23,58 wskazuje na istotno§¢ wyznaczonego modelu
matematycznego. Prawdopodobienstwo, ze tak duza wartos¢ statystyki F jest wynikiem
szumu wynosi ponizej 0,01%. Parametry modelu sg istotne jesli wartos$¢ p jest mniejsza niz
0,05. W wyznaczonym modelu matematycznym istotne sa wszystkie badane parametry
tj.: temperatura, wielko$¢ frakcji surowca i czas trwania procesu. Réznica migdzy

skorygowanym 1 przewidywanym wspoiczynnikiem determinacji mniejsza niz 0,2
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wskazuje, ze wyznaczony model matematyczny z odpowiednia doktadnoscia przewiduje
nowe dane. Odpowiednia precyzja bgdaca miarg stosunku sygnatu do szumu z wartoscia
18,72 wskazuje ze model jest dobrze dopasowany i1 wystarczajaco silny by dostarczy¢
wiarygodne prognozy. Wyznaczony model matematyczny ze wzgledu na swojg istotnos¢
statystyczng moze by¢ uzywany do analizy obszaru badawczego w zakresie uzytych
zmiennych eksperymentalnych.

Model matematyczny wyrazony rownaniem 6 moze by¢ wykorzystany do obliczenia
aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow z kory czeresni w badanym obszarze zmiennosci
temperatury, wielkos$ci frakcji surowca i czasu trwania procesu.

AApppy = 0,000050 T? — 0,001106 T - Fs — 0,001268 t + (6)
+0,187834 Fs - 0,012481 T + 0,844910
gdzie: AApppy - Aktywnos$¢ antyoksydacyjna oznaczona przy uzyciu rodnika DPPH
[UM(TE)/g suchego surowca], T — temperatura [°C], Fs — wielko$¢ frakcji

surowca [mm], t — czas trwania procesu [min.].

Rysunek 13 przedstawia wyniki badan kory orzecha wioskiego (Juglans regia L.).
Aktywnos$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory orzecha wloskiego rosnie wraz
z temperaturg procesu do wartosci 131,6°C nastepnie maleje. Nie zaobserwowano istotnego
statystycznie wplywu zmiany wielko$ci frakcji surowca (od 0,9 do 1,9mm), jak réwniez
czasu trwania procesu (od 10 do 50 min.) na aktywno$¢ antyoksydacyjng ekstraktow

pozyskanych w kory orzecha wtoskiego (Juglans regia L.).

@ Punkty centralne

Aktywnait antyoksydacyjna [DPPH)
[MITE) g suchege surowca)
L]

10 —

T T T T T T T
110 120 130 140 150 160 170
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Rysunek 13. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory orzecha wtoskiego (Juglans regia L.)
w funkcji temperatury.
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Rysunek 14 przedstawia zalezno$¢ aktywno$ci antyoksydacyjnej ekstraktow
pozyskanych przy uzyciu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych z kory klonu (Acer
platanoides L.). Wzrost temperatury ekstrakcji od 110°C do 170°C spowodowat 12,6-krotny
wzrost aktywnosci antyoksydacyjnej pozyskanych ekstraktow. Przeprowadzone badania nie
wykazaly istotnego statystycznie wptywu ksztaltu reaktora (dla $rednic wewnetrznych 10,
19,4 128,8mm) oraz czasu trwania ekstrakcji (5, 10 1 15min.) na aktywnos¢ antyoksydacyjna

ekstraktow z kory klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.).

@ Punkty centralne

Altywnait antyoksydacyina {DPPH)
[LMITE) /e suchego surowcal

125 uo 155

Temperatura [°C]

Rysunek 14. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory klonu zwyczajnego
(Acer platanoides L.) w funkcji temperatury.

Rysunek 15 przedstawia zalezno$¢ aktywno$ci antyoksydacyjnej ekstraktow
pozyskanych przy uzyciu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych z kory debu
(Quercus robur L.). Wzrost temperatury ekstrakcji od 110°C do 123,2°C spowodowat wzrost
aktywnos$ci antyoksydacyjnej ekstraktow, natomiast przekroczenie temperatury 123,2°C
skutkowalo obnizeniem aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Przeprowadzone badania nie
wykazaly istotnego statystycznie wptywu ksztaltu reaktora (dla $rednic wewnetrznych 10,
19,4 128,8mm) oraz czasu trwania ekstrakcji (5, 10 1 15min.) na aktywno$¢ antyoksydacyjna
ekstraktow z kory debu (Quercus robur L.).
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Rysunek 15. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory dgbu (Quercus robur L.)
w funkcji temperatury.

Dostepne dane literaturowe wskazuja na silng korelacj¢ migdzy aktywnosciag
antyoksydacyjng i catkowitg zawarto$cig polifenoli [24]. Ekstrakty z kory dwoch gatunkow
drzew: orzecha wloskiego (Juglans regia L.) 1 klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.)
pozyskane przy uzyciu wody w warunkach podkrytycznych osiggnety aktywnosc
antyoksydacyjng odpowiednio 21,3 i 16,24 x 10° M(TE)/g suchego surowca [17,18].
Podkrytyczne ekstrakty wodne pozyskane z kory debu (Quercus robur L.) osiagnely
aktywno$¢ antyoksydacyjng wynoszacg 117,3 x 10°® M(TE)/g suchego surowca [19].
Przeprowadzone badania kory czeresni (Prunus avium L.) wykazaly aktywno$¢
antyoksydacyjng wynoszaca 134,36 x 10°° M(TE)/g suchego surowca, co stanowilo warto$é
zblizong do kory degbu (Quercus robur L.). Aktywno$¢ antyoksydacyjna badanych
ekstraktow z kory czeres$ni (Prunus avium L.) 1 kory orzecha wtoskiego (Juglans regia L.)
byta zalezna od wptywu wszystkich wybranych do badan parametréw procesu, tj.:
temperatury rozpuszczalnika, wielkosci frakcji surowca oraz czasu trwania ekstrakcji.
Badania kory klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) 1 dgbu (Quercus robur L.) wskazuja
na statystycznie istotng zalezno$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej ekstraktow od temperatury
procesu. Wptywu ksztaltu celki ci$nieniowej i1 czasu trwania procesu na aktywnos¢
antyoksydacyjng ekstraktow z kory klonu zwyczajnego 1 debu w badanym zakresie
zmiennosci tych parametrow jest statystycznie nieistotny. W tabeli 11 przedstawiono wptyw
parametrow procesowych 1 geometrycznych celki ci$nieniowe] na aktywnos¢

antyoksydacyjng ekstraktow z kory badanych gatunkow drzew.
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Tabela 11. Wptyw parametréw procesowych i geometrycznych celki
ci$nieniowej na aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow.

Surowiec (:::::2;) Aktywnos¢ antyoksydacyjna
Wzrost temperatury procesu wzrost do temperatury 141°C, nastepnie spadek
Czereénia Wzrost wielkosci frakcji surowca spadek
Prunus avium L. Wzrost czasu trwania procesu wzrost
Zmiana $rednicy reaktora nie badano
Wzrost temperatury procesu wzrost do temperatury 131,6°C, nastepnie spadek
Orzech wioski Wozrost wielkosci frakcji surowca spadek
Juglans regia L. Wzrost czasu trwania procesu spadek
Zmiana Srednicy reaktora nie badano
Wzrost temperatury procesu wzrost w catym badanym zakresie 110 do 170°C
Klon zwyczajny Wzrost wielkosci frakcji surowca nie badano
Acer platanoides L. Wzrost czasu trwania procesu brak wptywu w badanym zakresie
Zmiana $rednicy reaktora brak wptywu w badanym zakresie
Wozrost temperatury procesu wzrost do temperatury 123,2°C, nastepnie spadek
Dab Wozrost wielkosci frakcji surowca nie badano
Quercus robur L. Wzrost czasu trwania procesu brak wptywu w badanym zakresie
Zmiana $rednicy reaktora brak wptywu w badanym zakresie

4.5. Analiza chromatograficzna zwiazkow polifenolowych
w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.)

Zwiazki do oznaczen chromatograficznych wybrano na podstawie informacji
dostepnych w literaturze dotyczacych polifenoli wystepujacych w ekstraktach z réznych
czesci 1 gatunkow drzew. Wdrdd substancji wystepujacych w  ekstraktach z debu
zwigkszajacych ich potencjat antyoksydacyjny znajduja si¢ kwasy fenolowe, flawonoidy
1 taniny [25]. Dwa zwigzki z grupy kwasow fenolowych takie jak pochodna kwasu
protokatechowego 1 glikozyd kwasu protokatechowego, zostaly opisane w konteksScie
owocow czeres$ni [26]. Pierwszy zwigzek zostat zidentyfikowany przez Nunes i in. [27]
1 wskazal wyzsze zawarto$ci (1538,92 ng/g suchego ekstraktu) w odmianie Satin Prunus
avium L. Gatezie Prunus avium L. zawieraja 7-O-heksozyd chyzyny [28,29]. Aires i in. [30]
oznaczyli zawarto$¢ apigeniny wynoszacg 32,7+0,1 ng/g suchego ekstraktu pozyskanego
z galezi Prunus avium L. Agarwal i in. [31] wskazujg apigenine jako jeden z najobficiej
wystepujacych zwigzkdw chemicznych w korze czeresni. Hasler 1 in. [32] wskazuja na
wystgpowanie kwasow fenolowych takich jak wanilinowy, ferulowy, p-kumarowy

1 protokatechowy w korze drzew powszechnie rosngcych na terenie Europy. Kwasy
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fenolowe jako zwiazki o charakterze prozdrowotnym cechuje dzialanie antyoksydacyjne,
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe, wykazuja rowniez dzialanie
ochronne w chorobach sercowo-naczyniowych. Ze wzgledu na wtasciwosci prozdrowotne
oraz obfite wystgpowanie w korze drzew do oznaczen chromatograficznych ekstraktow
z kory czere$ni (Prunus avium L.) wybrano nastepujace zwiazki: kwas wanilinowy, kwas
p-kumarowy, kwas ferulowy, kwas protokatechowy 1 apigening. W tabeli 12 przedstawiono

wyniki analiz chromatograficznych ekstraktow z kory czeresni (Prunus avium L.).

Tabela 12. Zawarto§¢ wybranych polifenoli w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.).

Kwas Kwas Kwas Kwas

Zestaw  Apigenina wanilinowy ferulowy p-kumarowy protokatechowy

[ug/g suchego ekstraktu]

1 31 258 104 66 1340
2 54 316 92 64 1730
3 23 326 97 69 1820
4 54 32 0 0 39

5 33 378 105 71 1790
6 49 141 25 46 677
7 68 518 160 145 2660
8 86 475 172 145 2200
9 92 672 196 183 3100
10 44 567 117 127 2590
11 22 92 12 135 251
12 0 37 0 0 0

13 60 490 87 97 2210
14 0 36 0 0 0

15 38 402 10 34 1440
16 81 175 36 73 721
17 46 204 31 59 780

Najwyzszg zawarto$¢ oznaczanych zwigzkoéw polifenolowych stwierdzono w probce
numer 9, ktéra odpowiada nastgpujagcym warunkom procesu ekstrakcji: temperatura 150°C,
wielko$¢ frakcji surowca 1,4 mm, czas trwania procesu 5 min. W tych warunkach procesu
uzyskano nastepujace zawartosci polifenoli w ekstrakcie: apigenina 92 ug/g suchego
ekstraktu (4,96 pug/g suchego surowca), kwas wanilinowy 672 ng/g suchego ekstraktu (36,2
ng/g suchego surowca), kwas ferulowy 196 pg/g suchego ekstraktu (10,56 pg/g suchego
surowca), kwas p-kumarowy 183 pg/g suchego ekstraktu (9,86 pg/g suchego surowca) oraz

kwas protokatechowy 3100 nug/g suchego ekstraktu (167 pug/g suchego surowca).
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Apigenina [ug/100mg suchego ekstraktu]

4.5.1. Zawartos¢ apigeniny

Na podstawie wynikdw analiz chromatograficznych wybranych polifenoli
1 flawonoidow przeprowadzono wieloczynnikowa analiz¢ wariancji. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze zawarto$¢ apigeniny w ekstraktach byta zalezna tylko od interakcji pomigdzy
wielkoscig frakcji surowca i czasem trwania procesu. W tabeli 13 przedstawiono szczegoty

analizy ANOVA.
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Rysunek 16. Zawarto$¢ apigeniny w ekstraktach z kory czeres$ni (Prunus avium L.) w funkcji:
(a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (c) czasu trwania procesu.
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Tabela 13. Wyniki analizy ANOVA zawarto$ci apigeniny w ekstraktach z kory czeres$ni
(Prunus avium L.).

df
Suma’ stopnie  Sredni kwadrat F-warto§é¢ p-wartosé
kwadratow
swobody
Model 26,52 1 26,52 5,61 0,0317 istotne
BC — Wielkodé frakoii
€ — Wielkos¢ frakeji 26,52 1 26,52 561 00317
surowca - Czas procesu
Pozostalosé 70,88 15 4,73
Brak dopasowania 64,77 11 5,89 3,86 0,1021 nieistotne
Btad 6,11 4 1,53
Skorygowana ?alk0w1ta 97.40 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,2723
Odchylenie standardowe 2,17 Skorygowany R?  0,2238
Srednia 4,56 Przewidywany R?> 0,0616
C.V. % 47,62 Odpowiednia ¢ o7,
precyzja

Wartos$¢ statystyki /” wynoszaca 5,61 wskazuje na istotno$¢ wyznaczonego modelu
matematycznego. Prawdopodobienstwo, ze tak duza warto$¢ statystyki F jest wynikiem
szumu wynosi zaledwie 3,17%. W wyznaczonym modelu matematycznym istotna jest
jedynie interakcja migdzy wielkos$cig frakcji surowca i czasem trwania procesu. Biorac pod
uwage niska warto$¢ wspotczynnika determinacji wynoszaca jedynie 0,2723 wyznaczony
model matematyczny ze wzgledu na zbyt niski stopien dopasowania do danych

do$wiadczalnych nie powinien by¢ uzywany do analizy obszaru badawczego.

4.5.2. Zawartos¢ kwasu wanilinowego

Na rysunkach 17 a-c przedstawiono wptyw parametrow procesowych na zawarto$¢

kwasu wanilinowego w korze czeresni (Prunus avium L.).
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Rysunek 17. Zawarto$¢ kwasu wanilinowego w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.)
w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (¢) czasu trwania procesu.

Tabela 14. Wyniki analizy ANOVA zawartosci kwasu wanilinowego w ekstraktach z kory czeresni
(Prunus avium L.).

df
Suma’ stopnie  Sredni kwadrat F-warto$é p-warto$é
kwadratow
swobody
Model 4119,96 3 1373,32 7,59 0,0035 istotne
A — Temperatura 2288,26 1 2288,26 12,65 0,0035
AB 852,64 1 852,64 4,71 0,0490
P . .
B~ Wielkos¢ frakeji 979,06 1 979,06 541 0,0368
surowca
Pozostatos¢ 2351,64 13 180,90
Brak dopasowania 2186,41 9 242,93 5,88 0,0517 nieistotne
Blad 165,23 4 41,31
Skorygowana ,c:a1k0w1ta 647160 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,6366
Odchylenie standardowe 13,45 Skorygowany R?  0,5528
Srednia 30,11 Przewidywany R? 10,3149
C.V. % 44,67 Odpowiednia - 54
precyzja

W tabeli 14 przedstawiono wyniki analizy ANOVA. Warto$¢ statystyki F' wynoszaca
7,59 wskazuje na istotno$¢ wyznaczonego modelu matematycznego. Prawdopodobienstwo,
ze warto$¢ statystyki F' tej wielkosci jest wynikiem szumu wynosi zaledwie 0,35%.
Parametry modelu sg istotne jesli warto$¢ p jest mniejsza niz 0,05. W wyznaczonym modelu
matematycznym istotne sg temperatura procesu, wielkos¢ frakcji surowca 1 interakcja
pomiedzy nimi. Réznica miedzy skorygowanym R?= 0,5528 i przewidywanym R?=0,3149
wynoszgca powyzej 0,2 wykazuje na mozliwo$¢ wystepowania niedoktadnosci modelu.
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Biorac pod uwage niska warto§¢ wspodtczynnika determinacji wynoszaca 0,6366

wyznaczony model matematyczny ze wzgledu na zbyt niski stopien dopasowania do danych

doswiadczalnych nie powinien by¢ uzywany do analizy obszaru badawczego.

4.5.3. Zawartos¢ kwasu ferulowego

Na rysunkach 18 a-c przedstawiono wplyw parametrow procesowych na zawartos¢

kwasu ferulowego w korze czeresni (Prunus avium L.). Zawartos¢ kwasu ferulowego

w ekstraktach z kory czere$ni byla zalezna od temperatury procesu oraz interakcji pomigdzy

temperaturg i czasem trwania procesu. Zawartos¢ kwasu ferulowego w ekstraktach rosta

wraz ze wzrostem temperatury w calym badanym obszarze. W tabeli 15 przedstawiono

wyniki analizy ANOVA.
= 20+ @ Punkty centralne - 20+ @ Funkty centralne
= L
[ ]
& ° & 8
2 164 5 16
o o
& g
] §
a n 12+
o o
& E '3
S S 3
- g :
2 2 . .
£ 7
5 8
2 g 44
:
" n
3 i 2 o
0 ol
e T T T T T T T T T T
110 120 130 140 150 09 1.1 13 15 1.7 19
Temperatura [°C] Wielkosc frakcji surowca [mm)
(a) (b)
o 20+ @ Punkty centraine
2 >
m
& ®
X 164
o
&
&
v
a 12+
on
£ ]
S $
& 8+
= - -
Y
]
e A=
&
w
m
2 B
0 -
T T T T T T
5 7 ] 1 13 15

Czas procesu [min.]

(c)

Rysunek 18. Zawartos¢ kwasu ferulowego w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.)

w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (c) czasu trwania procesu.
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Tabela 15. Wyniki analizy ANOVA zawarto$ci kwasu ferulowego w ekstraktach z kory czeresni
(Prunus avium L.).

df
Suma' stopnie  Sredni kwadrat F-warto$¢ p-wartosé
kwadratow
swobody
Model 213,53 2 106,77 3,30 0,0670 nieistotne
A — Temperatura 100,11 1 100,11 3,09 0,1005
AC —Temperatura - Czas 113,42 1 113,42 3,50 0,0822
procesu
Pozostalo$¢ 453,13 14 32,37
Brak dopasowania 320,46 10 32,05 0,9662  0,5641 nieistotne
Blad 132,67 4 33,17
Skorygowana f:alkowua 666.66 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,3203
Odchylenie standardowe 5,69 Skorygowany R?  0,2232
Srednia 7,32 Przewidywany R? 0,0943
C.V. % 77,75 Odpowiednia ;o6
precyzja

Warto$¢ statystyki /' wynoszaca 3,30 oznacza, ze istnieje 6,7% prawdopodobienstwo
wystapienia btedéw modelu z powodu szumu. Parametry modelu sg istotne jesli wartos$¢ p
jest mniejsza niz 0,05. W wyznaczonym modelu matematycznym zaden z analizowanych
parametrow nie jest statystycznie istotny, co w polaczeniu z niskg wartoscig wspotczynnika
determinacji wynoszaca 0,3203 czyni wyznaczony model matematyczny nieprzydatnym do

analizy obszaru badawczego.

4.5.4. Zawartos¢ kwasu p-kumarowego

Na rysunkach 19 a-c przedstawiono wptyw parametrow procesowych na zawartos¢
kwasu p-kumarowego w korze czeresni (Prunus avium L.). Analiza statystyczna wynikéw
badan chromatograficznych wskazuje na zalezno$¢ zawartosci kwasu p-kumarowego od
temperatury rozpuszczalnika, interakcji pomigdzy temperaturg i czasem trwania procesu

oraz interakcji pomig¢dzy wielkoscig frakcji surowca i czasem trwania procesu.
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Rysunek 19. Zawarto$¢ kwasu p-kumarowego w ekstraktach z kory czeres$ni (Prunus avium L.)
w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkos$ci frakcji surowca, (¢) czasu trwania procesu.

W tabeli 16 przedstawiono wyniki analizy ANOVA. Warto$¢ statystyki ' wynoszaca
11.86  wskazuje na  istotno§¢  wyznaczonego  modelu  matematycznego.
Prawdopodobienstwo, ze warto$¢ statystyki F' tej wielko$ci jest wynikiem szumu wynosi
zaledwie 0.05%. Parametry modelu sg istotne jesli warto$¢ p jest mniejsza niz 0.05.
W wyznaczonym modelu matematycznym istotne s3: temperatura procesu, interakcja
pomigdzy temperaturg i czasem trwania procesu oraz interakcja pomiedzy wielkoscig frakcji

surowca 1 czasem trwania procesu. Roznica miedzy skorygowanym i przewidywanym
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wspolczynnikiem determinacji mniejsza niz 0.2 wskazuje, ze wyznaczony model
matematyczny z odpowiednig doktadnoscia przewiduje nowe dane. Odpowiednia precyzja
bedaca miarg stosunku sygnatu do szumu z wartoscig 12.025 wskazuje ze model jest dobrze
dopasowany i wystarczajaco silny by dostarczy¢ wiarygodne prognozy. Wyznaczony model
matematyczny ze wzgledu na swojg istotnos¢ statystyczng moze by¢ uzywany do analizy
obszaru badawczego w zakresie uzytych zmiennych eksperymentalnych.

Tabela 16. Wyniki analizy ANOVA zawarto$ci kwasu p-kumarowego w ekstraktach z kory
czeres$ni (Prunus avium L.).

df
Suma' stopnie  Sredni kwadrat F-warto$¢ p-warto$é
kwadratow
swobody

Model 352,09 3 117,36 11,86 0,0005 istotne
A — Temperatura 231,12 1 231,12 23,36 0,0003
AC—Temperatura - Czas o, 4 1 57,76 584 00311
procesu
BC — Wielkos¢ frakcji

ferrose rakat 63,20 1 63,20 639  0,0253
surowca - Czas procesu
Pozostalosé 128,65 13 9,90
Brak dopasowania 61,24 9 6,30 0,4037  0,8811 nieistotne
Blad 67,41 4 16,85
Skorygowana ’calk0w1ta 480,74 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,7324
Odchylenie standardowe 3,15 Skorygowany R?>  0,6706
Srednia 7,73 Przewidywany R?> 0,5792
C.V. % 40,70 Odpowiednia ) )54

precyzja

Wyznaczony model matematyczny ze wzgledu na brak hierarchicznosci

przedstawiono jedynie przy uzyciu warto$ci unormowanych.
Kwas p — kumarowy =5,38T —3,80T -t +398Fs-t+ 7,73 (7)

gdzie: Kwas p — kumarowy — zawarto$¢ kwasu p-kumarowego [ng/100mg suchego
ekstraktu], T — temperatura procesu [bezwymiarowa], t — czas trwania procesu

[bezwymiarowa], Fs — wielkos$¢ frakcji surowca [bezwymiarowal].

4.5.5. Zawartos¢ kwasu protokatechowego

Na rysunkach 20 a-c przedstawiono wplyw parametrow procesowych na zawartos¢
kwasu protokatechowego w korze czeresni (Prunus avium L.). Zawarto$¢ kwasu
protokatechowego byta zalezna od wszystkich analizowanych parametrow tj.: temperatury
rozpuszczalnika, wielkos$ci frakcji surowca, czasu trwania procesu oraz interakcji pomigdzy

tymi parametrami.
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Rysunek 20. Zawarto$¢ kwasu protokatechowego w ekstraktach z kory czeresni (Prunus avium L.)
w funkcji: (a) temperatury, (b) wielkosci frakcji surowca, (¢) czasu trwania procesu.

W tabeli 17 przedstawiono wyniki analizy ANOVA. Warto$¢ statystyki ' wynoszaca
12,63  wskazuje na  istotno$¢  wyznaczonego  modelu = matematycznego.
Prawdopodobienstwo, ze tak duza warto$¢ statystyki F' jest wynikiem szumu wynosi
zaledwie 0,05%. Parametry modelu sg istotne jesli warto$¢ p jest mniejsza niz 0,05.
W wyznaczonym modelu matematycznym istotne sa wszystkie badane parametry tj.:
temperatura, wielko$¢ frakcji surowca, czas trwania procesu oraz interakcje pomiedzy tymi

parametrami. Odpowiednia precyzja bedaca miarg stosunku sygnatu do szumu z wartoscia
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10,807 wskazuje ze model jest dobrze dopasowany i wystarczajaco silny by dostarczy¢
wiarygodne prognozy. Bioragc pod uwage wartos¢ wspodtczynnika determinacji wynoszaca
0,9076 wyznaczony model matematyczny moze by¢ uzywany do analizy obszaru

badawczego w zakresie uzytych zmiennych eksperymentalnych.

Tabela 17. Wyniki analizy ANOVA zawarto$ci kwasu protokatechowego w ekstraktach z kory
czeresni (Prunus avium L.).

df
Suma' stopnie  Sredni kwadrat F-warto§é¢ p-wartosé
kwadratow
swobody
Model 1,460e+05 7 20850,25 12,63 0,0005 istotne
A — Temperatura 46436,28 1 46436,28 28,13 0,0005
B = Wielkosc frakeji 10224,50 1 10224,50 6,19  0,0345
surowca
C — Czas procesu 12553,20 1 12553,20 7,60 0,0222
AB 22156,32 1 22156,32 13,42 0,0052
AC 12432,25 1 12432,25 7,53 0,0227
BC 16913,00 1 16913,00 10,24  0,0108
D . .
B~ Wielkos¢ frakeji 2523623 1 25236,23 1529 0,0036
surowca
Pozostatos¢ 14858,96 9 1615,00
Brak dopasowania 11909,76 5 2381,95 3,23 0,1395 nieistotne
Blad 2949,20 4 737,30
Skorygowana F:aikow1ta 1.608e+05 16
suma kwadratow
Statystyki dopasowania R? 0,9076
Odchylenie standardowe 40,63 Skorygowany R? 0,8357
Srednia 137,34 Przewidywany R? 0,4738
C.V. % 29,59 Odpowiednia , ¢06g
precyzja

Wyznaczony model matematyczny przedstawiono jako réwnanie 8.

Kwas protokatechowy = —308,76667 Fs? + 26,01 Fs-t — 0,5575T -t + (8)
+7,4425T - Fs + 43,9835t — 291,57833 Fs — 1,03512 T — 112,13475

gdzie: Kwas protokatechowy — zawarto$¢ kwasu protokatechowego [ng/100mg suchego
ekstraktu], Fs — wielkos¢ frakcji surowca [mm], t — czas trwania procesu [min.],

T — temperatura procesu [°C].

Badania chromatograficzne ekstraktow z kory czeres$ni (Prunus avium L.) wraz
z przeprowadzong analizg wskazujg na wystepowanie maksymalnej zawarto§ci wybranych
zwigzkow polifenolowych przy nast¢pujacych parametrach procesu: temperatura 150°C,
wielkos$¢ frakcji surowca 1,4 mm, czas trwania procesu 5 min. W tych warunkach uzyskano

nastepujace zawartosci badanych zwiazkoéw:
e apigenina 92 ng/g suchego ekstraktu (4,96 pg/g suchego surowca),
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e kwas wanilinowy 672 ng/g suchego ekstraktu (36,2 ng/g suchego surowca),

e kwas ferulowy 196 pg/g suchego ekstraktu (10,56 pg/g suchego surowca),

e kwas p-kumarowy 183 pg/g suchego ekstraktu (9,86 ug/g suchego surowca),

e kwas protokatechowy 3100 pg/g suchego ekstraktu (167 pg/g suchego surowca).

Zawarto$¢ apigeniny w otrzymanym ekstrakcie bylta 2,8 razy wyzsza niz oznaczona
przez Aires 1 in. [30] w gal¢ziach czeres$ni, natomiast zawarto$¢ kwasu protokatechowego

byta 2 razy wyzsza niz oznaczona przez Nunes i in. [27] w owocach czere$ni.

4.6. Projekt konstrukcyjny celi ekstraktora ciSnieniowego

Badania procesu ekstrakcji woda w warunkach podkrytycznych przeprowadzone
przy uzyciu kory dwodch gatunkow drzew klonu zwyczajnego (Acer platonoides L.) i dgbu
(Quercus robur L.) nie wykazaly istotnego statystycznie wplywu ksztaltu celi ci$nieniowe;j
na jako$¢ pozyskanych ekstraktow mierzong catkowita zawartoscig polifenoli, catkowita
zawarto$cig flawonoidow 1 aktywno$cig antyoksydacyjng. Ze wzgledu na brak wyzej
opisanej zalezno$ci proces projektowania celi ci$nieniowej systemu ekstrakcji powinien by¢
determinowany przez kryteria zwigzane z wytrzymalo$cia mechaniczng, stateczno$cia
konstrukeji, ergonomia, jak rowniez specyficznymi wymaganiami dedykowanymi dla
okreslonych galezi przemystu takimi jak m.in. HACCP i GMP. Na rysunku 21
przedstawiono propozycje celi ci$nieniowej systemu ekstrakcji o pojemnosci 40 dm?.
Cylindryczng celg ci$nieniowg wyposazono w gorng 1 dolng pokrywe zamykajaca
wyposazong w kro¢ce wlotowy 1 wylotowy rozpuszczalnika oraz odgazowujacy. Przeptyw
wody (napetnianie celi ekstrakcyjnej) mozliwy jest od gory i od dotu, aczkolwiek ze wzgledu
na réwnomierno$¢ napelniania celi ekstrakcyjnej 1 konieczno$¢ jej odgazowania zalecane
jest napetnianie dolnym kréécem. W takim przypadku krociec gorny bedzie wykorzystany
do odgazowania celi. Gérng i1 dolng pokrywe¢ nalezy wyposazy¢ roOwniez w system
dystrybucji wody zapewniajacy rownomierno$¢ jej naplywu oraz filtracje. Zastosowanie
systemu filtracji ma na celu ochrong pozostatych elementow systemu ekstrakcyjnego w tym
w szczeg6lnosci pompy przed przedostaniem si¢ rozdrobnionego surowca. Zastosowanie
dwoch pokryw (gornej i dolnej) wraz z odpowiednim doborem $rednicy 1 dlugos$ci ptaszcza
aparatu ma na celu ulatwienie zaladunku, wyladunku surowca jak réwniez czyszczenia
urzadzenia. Jest to szczegOlnie istotne w przypadku jego zastosowania w przemysle

spozywczym, kosmetycznym i1 farmaceutycznym.
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Rysunek 21. Cela ci$nieniowa ekstraktora o pojemnosci 40 dm®.

Dodatkowe umieszczenie obrotowych sworzni w potowie plaszcza aparatu
1 zastosowanie elastycznych potaczen systemu ogrzewania celi ci$nieniowej pozwoli na
obrot urzadzenia do potozenia poziomego, co w znacznym stopniu ulatwi obstuge
1 przeprowadzenie czynnosci serwisowych przed i po zakonczeniu procesu ekstrakceji. Cele
ekstrakcyjng wyposazono w plaszcz grzewczy zasilany olejem z zewngtrznego systemu
ogrzewania i kontroli temperatury. Przylacza gornej i dolnej pokrywy nalezy wyposazy¢

w poélautomatyczne szybkoztacza wykorzystywane do napelniania, oprdzniania,
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odgazowania 1 kontroli ci$nienia procesu ekstrakcji. Zastosowane cisnienie ekstrakcji
powinno zabezpieczaé caly system przed wrzeniem wody. Dla takiego ci$nienia nalezy

zaprojektowac aparat.

4.7. Projekt technologiczny instalacji do pozyskiwania
substancji bioaktywnych w warunkach podkrytycznych

Proces ekstrakcji podkrytycznej moze by¢ bezpieczng dla czlowieka i srodowiska
naturalnego metoda separacji zwigzkéw bioaktywnych z surowcow roslinnych. Jest to
metoda separacyjna wpisujaca si¢ w cykl gospodarki o obiegu zamknigtym. Woda jako
ekologiczny rozpuszczalnik moze by¢ oczyszczana i odparowywana po zakonczeniu
procesu ekstrakcji w celu jej ponownego uzycia. Punkt krytyczny wody wystepuje przy

ci$nieniu P.,=22,09 MPa i temperaturze 7.,=374,14°C.

Ekstrakcja woda w warunkach podkrytycznych jako technika separacyjna moze by¢
skalowana do wydajnos$ci przemystowych, aczkolwiek podgrzewanie duzych ilosci wody do
wysokich temperatur ekstrakcji, a nastepnie odparowywanie wody w celu zatezenia
pozyskanych ekstraktow jest procesem energochtonnym, wymagajacym czasu. Z tego
powodu kluczowg kwestig jest dobér optymalnych parametrow procesu, zapewniajacych
wymagang jako$¢ pozyskanego ekstraktu przy minimalizacji kosztu jego wytwarzania
(energochtonno$ci procesu). Ze wzgledu na spadek catkowitej zawarto$ci polifenoli,
flawonoidow 1 aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow pozyskanych z kory wymienionych
powyzej trzech gatunkoéw drzew po przekroczeniu temperatury ekstrakcji wynoszacej
120+140°C zasadnym jest projektowanie systemu ekstrakcji woda w warunkach
podkrytycznych dla temperatur roboczych do 200°C. Przekroczenie tego poziomu
temperatury bedzie zwigzane z degradacja jakosci ekstraktu przy jednoczesnym wzroscie
kosztu jego produkcji, jak rowniez kosztu budowy urzadzeh uzywanych w procesie

ekstrakcji.

W celu zabezpieczenia systemu ekstrakcji przed zjawiskiem wrzenia
rozpuszczalnika (wody) wszystkie jego elementy sktadowe powinny by¢ zaprojektowane na
ci$nienie robocze przeciwdzialajace temu zjawisku. Wiedzac, Zze przemiana fazowa wody
o temperaturze 200°C zachodzi pod ci$nieniem 15,55 bar oraz zakladajac 50% margines
bezpieczenstwa, system ekstrakcji powinien by¢ zaprojektowany na ci$nienie robocze
25 bar. Schemat technologiczny systemu do ekstrakcji wodg w warunkach podkrytycznych

przedstawiono na rysunku 22.
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Rysunek 22. Schemat technologiczny systemu ekstrakcji wodg w warunkach podkrytycznych.

Zaproponowany system do przeprowadzania ekstrakcji woda w warunkach
podkrytycznych wyposazono w cele ekstrakcyjng o pojemnosci 40 dm?, zaprojektowang na
temperature roboczg do 200°C i ci$nienie robocze 25 bar. Ultraczysta ~ woda  (jakos$¢
laboratoryjna) jest dostarczana do zbiornika rozpuszczalnika wyposazonego w przetwornik
poziomu z alarmem poziomu wysokiego 1 niskiego. Przygotowanie wody odbywa si¢
w instalacji zewngtrznej. Obieg wody w systemie ekstrakcji, napetnienie celi ekstrakcyjne;,
jej przemycie oraz wytworzenie niezbednego cis$nienia zapewniane jest przez pompe
rozpuszczalnika.  Migdzy pompa rozpuszczalnika i celg ekstrakcyjng umieszczono
podgrzewacz elektryczny zapewniajacy podgrzanie wody do temperatury 90+95°C,
wyposazony w system monitorowania i regulacji temperatury (TIC — Temperature Indication
and Control). Dalsze ogrzanie celi ekstrakcyjnej do wlasciwej temperatury ekstrakeji

zapewniane jest przez plaszcz grzewczy zasilany z zewngtrznego systemu ogrzewania
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olejowego wyposazonego w dedykowany system monitorowania i regulacji temperatury.
Cela ekstrakcyjna moze by¢ napelniana woda od dotu do gory i odwrotnie. Ze wzglgdu na
rownomierno$¢ napltywu rozpuszczalnika zalecane jest napetnianie od dotu ku gorze. Taki
sposOb napeliania utatwi réwniez odgazowanie celi ekstrakcyjnej. Naptyw wody od gory
powinien by¢ stosowany w celu przeptukania celi ekstrakcyjnej po zakonczeniu procesu
ekstrakcji. Potaczenia procesowe obu pokryw (gornej i1 dolnej) wyposazone sa
w potautomatyczne szybkoziacza ulatwiajgce obstuge i1 czynnosci serwisowe. Uktad
monitorowania i regulacji cisnienia (PIC — Pressure Indication and Control) polaczony
z zaworem rozpreznym zapewnia regulacje ci$nienia w uktadzie ekstrakcyjnym oraz
kontroluje prace pompy rozpuszczalnika. Zawor bezpieczenstwa PSV (PSV — Pressure
Safety Valve) zabezpiecza petle ekstrakcyjng przed wystapieniem zbyt wysokiego ci$nienia.
Jako, ze woda w ukladzie ekstrakcji moze mie¢ temperature do 200°C jej rozprezenie od
ci$nienia 25 bar bezposrednio do atmosfery moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla obstugi.
W przypadku zadziatania zaworu bezpieczenstwa goragca woda pod ci$nieniem uwalniana
jest do zbiornika rozpreznego gdzie nastepuje jej rozprezenie do ci$nienia atmosferycznego
1 zwigzane z redukcja ci$nienia odparowanie. Czg$¢ pary wytworzonej w ten sposob, ktdra
ulegnie skropleniu moze zosta¢ ponownie zawrdcona do zbiornika rozpuszczalnika,
pozostata cze$¢ w postaci pary o zredukowanych parametrach (obnizonej temperaturze
1 ci$nieniu) zostanie usuni¢ta ze zbiornika rozpreznego w bezpiecznej lokalizacji.

Po zakonczeniu procesu ekstrakcji rozpuszczalnik wraz z ekstraktem jest
dostarczany do uktadu odparowania rozpuszczalnika (systemu odzysku wody), w ktorym
nastepuje zatezenie ekstraktu przy jednoczesnym odzysku rozpuszczalnika. Odparowana
1 ponownie skroplona woda jest zawracana do zbiornika rozpuszczalnika, natomiast

zatgzony ekstrakt przekazywany do zbiornika magazynujacego.
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5. Whnioski

Wplyw temperatury procesu na wydajno$¢ ekstrakcji ma charakter ztozony i zalezy od
badanego surowca. Wzrost temperatury procesu ekstrakcji kory wszystkich badanych
gatunkow drzew w poczatkowej fazie powodowal wzrost catkowitej zawarto$ci
polifenoli, catkowitej zawartosci flawonoidow 1 aktywnos$ci antyoksydacyjne;.
W przypadku kory czeresni (Prunus avium L.) obserwowano wzrost wszystkich trzech
parametrow okreslajacych jakos¢ ekstraktu do osiggnigcia temperatury 140+3°C,
nastgpnie obserwowano degradacje jakosci ekstraktu objawiajaca si¢ spadkiem
zawartosci polifenoli, flawonoidéw i aktywnosci antyoksydacyjnej. W przypadku kory
orzecha wloskiego (Juglans regia L.) punktem granicznym (wzrost / spadek jakosci
ekstraktu) byta temperatura 131,6°C, natomiast kory debu (Quercus robur L.)
120+3,5°C. Badania ekstraktow z klonu zwyczajnego (Acer platonoides 1L..) wykazuja
wzrost zawarto$ci polifenoli, flawonoidow i1 aktywnos$ci antyoksydacyjnej wraz ze
wzrostem temperatury procesu w calym badanym zakresie zmiennosci tego parametru
od 110 do 170°C.

Wplyw czasu trwania procesu na wydajno$¢ ekstrakcji zalezy od rodzaju surowca.
W przypadku kory orzecha wloskiego (Juglans regia L.) wzrost czasu trwania procesu
z 10 do 50 min. spowodowal spadek catkowitej zawartosci polifenoli, flawonoidéw
1 aktywnosci antyoksydacyjnej. Przed uplywem 10 min. procesu ekstrakcji osiggni¢to
maksymalne stezenia polifenoli, flawonoidow oraz maksymalng aktywnos$¢
antyoksydacyjna ekstraktow. W przedziale czasu od 10 do 50 min. nastgpowat proces
degradacji ekstraktu pod wzgledem zawarto$ci oznaczanych zwigzkow 1 aktywnosci
antyoksydacyjnej. Ze wzgledu na wyzej opisane obserwacje kore pozostatych gatunkow
drzew badano dla przedzialu czasu 5 do 15 min. W przypadku kory czeres$ni (Prunus
avium L.) w calym zakresie zmienno$ci czasu trwania procesu obserwowano wzrost
zawarto$ci polifenoli, flawonoidow 1 aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Wzrost ten mial
charakter liniowy 1 wynosit 50% w przypadku catkowitej zawartosci polifenoli oraz 20%
w przypadku catkowitej zawarto$ci flawonoidéw i1 aktywnosci antyoksydacyjne;.
Badania kory klonu zwyczajnego (Acer platanoides L.) 1 debu (Quercus robur L.) nie
wykazaty wplywu zmiany czasu trwania procesu w badanym zakresie (5 do 15 min.) na
jakos¢ ekstraktow. Wzrost zawarto$ci polifenoli, flawonoidéow 1 aktywnosci
antyoksydacyjnej wystapit przed uptywem 5 min. trwania procesu ekstrakcji. Takie

zachowanie procesu wynika z szybkiej kinetyki ekstrakcji w warunkach wysokiej
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temperatury 1 ci$nienia. W czasie tym ustalita si¢ rOwnowaga stezen zwigzkoéw
bioaktywnych migedzy wnetrzem komorki roslinnej i otaczajacym ja rozpuszczalnikiem.
Wzrost wielkosci frakcji surowca z 0,9 do 1,9 mm spowodowat spadek catkowitej
zawarto$ci  polifenoli, calkowitej zawarto$ci flawonoidéw 1  aktywnosci
antyoksydacyjne;j.

Przeprowadzone badania nie wykazaty istotnego statystycznie wplywu parametrow
geometrycznych i ksztaltu celki cisnieniowej na wydajnos¢ procesu ekstrakcji woda

w warunkach podkrytycznych.
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Abstract: This study investigated the impact of subcritical water extraction parameters on the
polyphenols and flavonoids content in extracts made of the bark of walnut (Juglans regia L.), as well
as antioxidant activity measured using the DPPH and FRAP methods. The total polyphenols (TPC)
and flavonoid (TFC) were determined using the spectrophotometric (UV-Vis) method. The response
surface methodology (RSM) was employed to optimize the yield of bioactive compounds. On the
basis of developed model, the highest polyphenols (192.2 mg (GAE)/100 g (dry mass)) (GAE—gallic
acid equivalent), flavonoids (88.3 mg(QE)/100 g (dry mass)) (QE—quercetin equivalent) contents
and antioxidant activity (21.3 x 107® MTE/1 g (dry mass)) (TE-Trolox equivalent) were obtained
under the following extraction conditions: temperature 131.6 °C, raw material fraction size 0.9 mm
and process time 10 min. The greatest impact on the extraction yield was observed in the case of the
temperature, whereas the raw material fraction size and the process time had a secondary impact.
Obtained results indicate that a smaller particle size and a shorter time may improve the process;
however, a reduction in particle size can be challenging for a pressure cell filtration system and
consequently increase the cost of the raw material pretreatment process. With the reduction in the
process time, a lower cost of extract production can be achieved. This study confirmed the importance
of a proper selection of extraction parameters to obtain the demanded extract composition.

Keywords: subcritical water; extraction; polyphenols; flavonoids; antioxidant activity; response
surface methodology; Box-Behnken; Juglans regia L.; optimization

1. Introduction

Phenolic compounds are secondary metabolites present in various parts of plants [1,2].
They belong to the group of biologically active compounds and their production depends
on various enzymes participating in metabolic reactions [3]. The metabolism of these
compounds is integrated with the biochemical and morphological regulatory patterns
of plants [4]. Phenolic compounds in plants are used as protective substances against
various types of stress that can be caused by environmental conditions, pathogens and
injuries [1]. They have a key role in plant defense mechanisms [5,6]. Green walnut, shell,
husk, kernel, bark, root and leaves of Juglans regia L. are widely used in the pharmaceutical
and cosmetic industries [7]. The research carried out showed that walnuts have a higher
antioxidant activity than pistachios and hazelnuts [8]. Walnuts are considered a good
source of tocopherols and essential fatty acids [9,10]. Moreover, walnuts contain other
compounds that may be beneficial in promoting human health, including polyphenols,
tannins, folate [11], dietary fiber, protein, melatonin [12] and sterols [9,13]. The leaves and
bark of walnuts are used as a natural dye for wool colorization [14]. Extracts prepared
with different parts of the walnut have anti-inflammatory, blood purifying, anticancer,
cleansing and detergent properties [15]. The water extract made with walnut bark protects
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mice against biochemical toxicity caused by cyclophosphamide [16]. It contains several
therapeutically active ingredients, especially polyphenols [17,18]. The bark of Juglans regia
L. contains chemical components such as (3-sitosterol, ascorbic acid, juglone, folic acid,
gallic acid, regiolone, and quercetin-3-O-«-l-arabinoside [19]. The results of several other
studies demonstrated that in most cases the extracts obtained from different parts of the
walnut using alcohols, water or a mixture of them demonstrated a higher content of phenols
than the extracts of other non-polar solvents such as petroleum ether, chloroform, n-butanol,
benzene and cyclohexane. Polar solvents such as methanol, ethanol, water, acetone and
ethyl acetate are believed to be the best solvents for polyphenols extraction [20]. The dried
bark of walnut contains significant amounts of polyphenols. The extraction of Juglans regia
L. bark using ethyl acetate allowed us to obtain polyphenols in the amount of 34.83 mg
GAE/g (dry mass) [21]. Other studies indicated the possibility of obtaining 138.5 mg
GAE/g (dry mass) (using ethyl acetate as a solvent), 311.5 mg GAE/g (dry mass) (using
diluted acetone), 172.5 mg GAE/g (dry mass) (using methanol extract), 182 mg GAE/g
(dry mass) (using water extract) [22].

Subcritical water extraction is one of the most promising, scalable to industrial capacity
and environmentally friendly isolation methods of biologically active compounds from
plant raw materials [23-25]. The unique properties of water in a subcritical state are mainly
due to a relatively high boiling point, high dielectric constant and high polarity [26]. With
the increase in the water temperature, its electric permittivity decreases, diffusion rate
increases and viscosity together with surface tension decreases. Consequently, materials
with a high polarity and high solubility in water under normal conditions are extracted more
efficiently at low temperatures, while low-polar and non-polar compounds require less
polar medium to be present at elevated temperatures [1,27,28]. Nastic¢ et al. [28] described
the correlation of an increase in the phenols content in the extract with an increase in the
temperature, as a result of the water polarity decrease. An increase in the water temperature
increases the diffusion rate and desorption kinetics, and increases the dissociation of
compounds. A reduction in viscosity and the surface tension of water, as a result of a
temperature increase, improves the quality of contact between the solvent and the raw
material. A combination of the above-mentioned changes in the properties of water as a
solvent increases mass transfer coefficients, resulting in a higher process rate and efficiency.

Study of the subcritical extraction process indicates a higher antioxidant activity of
extracts obtained by this method compared to other extraction methods, emphasizing at the
same time the strong influence of the process temperature on antioxidant activity [28-33].

Knowledge about the influence of process parameters such as temperature, raw mate-
rial fraction size and process time on the composition and bioactivity of obtained extracts
for selected parts and plant species is a key factor for the development of the optimal
design of devices for the extraction process, allowing us to increase the process efficiency
and reduce the production cost.

The available literature data describe in detail the bioactivity of individual parts of
the walnut, such as the green walnut, shell, husk, kernel, and leaves, but do not contain
information on the flavonoid content and antioxidant activity of bark extracts. There are
also no studies available on the influence of the parameters of the water extraction process
under subcritical conditions on the biological activity of the obtained extracts. For this
reason, the aim of this study was to investigate the effect of process parameters on the
content of polyphenols, flavonoids, and antioxidant activity of obtained extracts as well as
the determination of optimal parameters.

2. Materials and Methods
2.1. Raw Material

The bark of a walnut (Juglans regia L. variety Resovia) for research was obtained from
an organic farm, “Lesne zacisze”, located in Pulawy, Poland. The bark for the study was
taken from branches of 20-year-old trees. The raw material was pre-dried for 24 h using a
Memmert ULM 500 dryer at 45 °C. The pre-dried raw material was crashed in a RETSCH
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SM100 cutting mill with a rotor diameter of 129.5 mm and a cutting blade speed of 9.4 m/s,
then using a laboratory shaker MULTISERV LPzE-2e sieved for 20 min, with an amplitude
of vibration of 2.5 mm and frequency of 50 Hz. Selected fractions 0.9, 1.4 and 1.9 mm were
subjected to a further drying process until the moisture content reached 8.99%. The raw
material after the pre-drying process is presented in Figure 1.

Figure 1. The raw material for testing after pre-drying process.

2.2. Reagents

The following chemical reagents were used for spectrophotometrical tests: Folin-
Ciocalteu reagent (AKTYN, Suchy Las, Poland), methanol (>99%, Stanlab, Lublin, Poland),
sodium carbonate (>99%, Stanlab, Lublin, Poland), gallic acid (>98%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), 2,2-diphentyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich, Merck, Ger-
many), 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TPTZ, Sigma Aldrich, Merck, Germany), 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chromane-2-carboxylic acid (Trolox, >98%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), quercetin (>95%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), aluminum chloride
(>98%, Sigma Aldrich, Merck, Germany).

2.3. Methods
2.3.1. Box-Behnken Experimental Design and Statistical Analyses

The investigation was performed on the basis of the Box-Behnken experiment design
in the Design-Expert v13. A three-level, three-factor design of experiment (DoE) was used
to determine the best combination of subcritical water extraction parameters for Juglans
regia L. Three levels were defined as the lowest analyzed value of the process parameter,
the average and the highest value. The process temperature (F1), fraction size (F2), and
process time (F3) were independent variables (three DoE factors), whereas the dependent
variables were the total polyphenols content, the total flavonoids content, antioxidant
activity (DPPH), and antioxidant activity (FRAP).

The experiment consists of 15 combinations, including three center points to estimate
the pure error, and was carried out in randomized order. Coded and real values of process
parameters of each set of variables according to the design of experiment are presented
in Table 1. Coded values represent the minimum value of a variable (coded value —1),
average (coded value 0) and maximum (coded value 1).

The experimental data were assessed via analysis of variance (ANOVA). The statistical
significations of the regression coefficients were verified with an F-test, and p-values of less
than 0.05 were assumed as significant.

The optimal extraction conditions were estimated through Derringer’s desirability
prediction tool, aiming at a maximum attainable response for each independent factor.
The validity of the developed model was assessed by comparing the experimental with
predicted values.
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Table 1. Design of Experiment (DoE)—coded and real values of process parameters.
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 1 Factor 2 Factor 3
Set A: B: Fraction  C: Process A: B: Fraction  C: Process
Temperature Size Time Temperature Size Time
[°C] [mm] [min] Coded Coded Coded
1 110 14 10 -1 0 -1
2 140 14 30 0 0 0
3 170 14 50 1 0 1
4 170 1.9 30 1 1 0
5 140 0.9 10 0 -1 -1
6 140 1.9 10 0 1 -1
7 140 1.9 50 0 1 1
8 110 1.9 30 -1 1 0
9 140 14 30 0 0 0
10 140 0.9 50 0 -1 1
11 110 14 50 -1 0 1
12 170 0.9 30 1 -1 0
13 110 0.9 30 -1 -1 0
14 140 14 30 0 0 0
15 170 14 10 1 0 -1

2.3.2. Subcritical Water Extraction

Subcritical water extraction was performed with the use of an automatic extraction
system Dionex ASE350 (accelerated solvent extractor) equipped with a 100 mL volume
pressure cell protected by the use of fiberglass filters at the inlet and outlet sections. The
extraction process was carried out using 10 g of plant raw material with the specified in
DoE fraction size for each set of process parameters. During the extraction process, the
pressure cell was filled with ultrapure water for analytical applications with a conductivity
of 0.09 uS/cm, heated to the required temperature, for the time specified in the DoE. At the
end of the process, water with dissolved compounds was released into a laboratory vessel.
Obtained aqueous extract was dried using a vacuum evaporator under a temperature
of 40 °C. Obtained extracts were stored in a refrigerator (2 °C) and collected for further
chemical analysis.

2.3.3. Total Polyphenols Content (TPC)

TPC was determined with spectrophotometry using gallic acid as the reference stan-
dard. The total polyphenol content was measured according to the method described by
Sahin et al. [28]. The results are expressed as mg(GAE) /100 g DM(dry mass) of raw material.
The following calibration curve was used to determine the total polyphenols content.

TPC = 0.110A + 0.007 (R2 - 0.998) 1)

where: TPC—total polyphenols content [10~¢ g(GAE)/mL], A—absorbance [dim].
2.3.4. Total Flavonoid Content (TFC)

TFC was determined with spectrophotometry using quercetin as the reference stan-
dard, described by Aryal et al. [34] with some modifications [35]. The extract sample
(1.0 mL) was mixed with 1 mL of a 2% AlCl3-6H,0O solution (in methanol). The mixture
was made up to 10 mL with distilled water. After 10 min of incubation of the mixture
at room temperature in the dark, the absorbance was measured at 430 nm. A calibration
curve was created based on the quercetin and the results were expressed as mg quercetin
equivalent per 100 g of dry mass (mg QE/100 g dry mass) [35]. The following calibration
curve was used to determine the total flavonoids content.

TFC = 0.092A — 0.032 (RZ - 0.998) @)

where: TFC—total flavonoids content [10~® g(QE)/mL], A—absorbance [dim].
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2.3.5. Antioxidant Activity
DPPH assay

The antioxidant activity of the obtained extracts was assessed using the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay described by Blois [36] with modifications [35]. For this
analysis, 0.2 mL of the extract was mixed with an aliquot of 5.8 mL of freshly prepared
6-10~° M DPPH radical in methanol. The mixture was stored for 30 min at room temperature
and then the spectrophotometric absorbance was measured at 516 nm using methanol as a
blank. Three replicates of the measurement were performed for each sample. Antioxidant
activity was expressed as a Trolox equivalent: 10~ MTE/1 g (dry mass) [35]. The following
calibration curve was used to determine antioxidant activity using the DPPH method.

ACpppr = —3.494A + 3.304 (R2 - 0.999) 3)

where: AC—Trolox equivalent antioxidant activity [10~® MTE/mL]; A—absorbance [dim].
FRAP assay

The ferric-reducing antioxidant power of the obtained extract was evaluated according
to the method described by Benzie [37] with modifications [35]. The working reagent was
prepared as a mixture of 20 mM FeCls, 300 mM acetic acid, and 10 mM of TPTZ in 10:1:1
(v/v/v) proportion in 40 mM HCI. Subsequently, 30 uL of the evaluated extracts was mixed
with 5 mL of the FRAP solution. After a 10 min incubation period at 37 °C, absorbance
of the mixture was measured at 593 nm. The FRAP values of the evaluated extracts were
expressed as a Trolox equivalent: 107 MTE/1 g (dry mass) [35]. The following calibration
curve was used to determine antioxidant activity using the FRAP method.

ACrrap = 1.626A + 0.007 <R2 - 0.999) @)

where: AC—Trolox equivalent antioxidant activity [10~® MTE/mL]; A—absorbance [dim].

2.3.6. Optimization of Subcritical Water Extraction Parameters

Based on the experimental data, a multi-criterial optimization of the process parame-
ters was carried out. Process variables were selected as (independent variables): tempera-
ture, raw material fraction size and process time. Whereas optimization parameters were
defined as (dependent variables): total polyphenols, total flavonoids, antioxidant activity
measured by DPPH and FRAP methods. Optimization goals and limits are presented in
Table 2.

Table 2. Optimization goals and limits.

Process/Optimization Parameters Lower Limit Upper Limit Goals

A: Temperature [°C] 110 170 is in range
B: Raw material fraction size [mm] 0.9 1.9 is in range
C: Process time [min] 10 50 is in range
Total polyphenols [mg(GAE)/100 g (dry mass)] maximize
Total flavonoids [mg(QE)/100 g (dry mass)] maximize
Antioxidant activity (DPPH) [10~® MTE/1 g (dry mass)] maximize
Antioxidant activity (FRAP) [10-°® MTE/1 g (dry mass)] maximize

3. Results and Discussion
3.1. Extraction Yield and Results of Chemical Analysis

Efficiency of the subcritical water extraction process of walnut (Juglans regia L.) bark
expressed as a percentage relation between the mass of dry extract and the mass of dry
raw material ranged from 15.3 to 31.8%, varying according to the experimental conditions.
Results obtained for each DoE set are presented in Table 3, whereas Table 4 presents the
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obtained response for dependent variables such as total polyphenols, total flavonoids,
antioxidant activity (DPPH), and antioxidant activity (FRAP).

Table 3. The extraction yield in relation to dry mass of raw material.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Extract Extraction Yield

Set  A:Temperature B:Fraction Size C:Process Time (Dry Mass) (Dry Mass)
[°Cl] [mm] [min] [g] [%]
1 110 1.4 10 1.533 16.8
2 140 14 30 1.947 214
3 170 1.4 50 2.907 31.8
4 170 19 30 1.979 21.7
5 140 0.9 10 1.605 17.6
6 140 19 10 1.791 19.7
7 140 19 50 1.906 20.9
8 110 19 30 2.406 26.4
9 140 14 30 2.786 30.4
10 140 0.9 50 1.574 17.3
11 110 14 50 2.687 29.5
12 170 0.9 30 1.391 15.3
13 110 0.9 30 1.891 20.7
14 140 14 30 1.523 16.7
15 170 14 10 1.960 215

Table 4. Results of chemical analysis.

Response 1 Response 2 Response 3 Response 4
Set TPC! Flavonoids Content  Antioxidant Activity =~ Antioxidant Activity
mg(GAE)/100 g mg(QE)/100 g (DPPH?)10-¢ MTE/1g (FRAP3)10-¢ MTE/1g
(Dry Mass) (Dry Mass) (Dry Mass) (Dry Mass)
1 171.541 77.528 16.888 20.48
2 178.222 80.142 17.252 21.39
3 128.304 28.042 11.479 17.86
4 143.484 34.470 12.407 16.87
5 192.141 88.333 21.298 29.69
6 175.907 80.600 18.444 24.66
7 158.031 63.568 17.252 21.39
8 164.791 71.959 16.184 18.64
9 170.720 79.908 17.499 26.77
10 180.000 74.832 16.881 20.75
11 174.976 77.351 17.136 22.10
12 162.455 48.381 14.548 22.95
13 166.858 79.350 16.298 19.96
14 172.055 73.850 15.645 18.69
15 153.127 52.602 13.328 19.91
L TPC—Total Polyphenolic Content. 2 DPPH—2,2-diphentyl-1-picrylhydrazyl. 3 FRAP—Ferric Reducing Antioxi-
dant Power.

3.2. Total Polyphenols Content (TPC)

The total polyphenols content extracted from the bark of the walnut (Juglans regia L.)
ranged from 128.3 to 192.1 mg(GAE) /100 g (DM), varying according to the experimental
conditions. Polyphenols contents as a function of extraction temperature, raw material
fraction size and process time are presented in Figure 2.
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Figure 2. Polyphenols content for different subcritical extraction parameters (a) Polyphenols content
as a function of extraction temperature; (b) Polyphenols content as a function of raw material fraction
size; (c) Polyphenols content as a function of process time.

Multivariable analysis of variance (ANOVA) performed with the use of the analytical
results of total polyphenols content shows that the total polyphenols were influenced by:
process temperature, raw material fraction size and process time. As mentioned above, the
influence of the temperature can be represented by a second-order equation. The content
of polyphenols increases with the increasing temperature value up to 131.6 °C and then
decreases. The impact of the raw material fraction size and process time changes is linear.
Details of ANOVA analysis are presented in Table 5.

Table 5. The analysis of variance for polyphenols content.

Sum of Mean

Squares Square F-Value p-Value
Model 2891.73 4 722.93 12.53 0.0007 significant
A—Temperature 1030.49 1 1030.49 17.86 0.0018
B—Fraction size 438.69 1 438.69 7.60 0.0202
C—Process time 330.31 1 330.31 5.73 0.0378
A2—Tempera’cure2 1092.25 1 1092.25 18.93 0.0014
Residual 576.85 10 57.68
Lack of Fit 544.81 8 68.10 4.25 0.2043  not significant
Pure Error 32.03 2 16.02
Cor Total 3468.58 14

Std. Dev. = 7.60; Mean = 166.17; C.V. % = 4.57, R? = 0.8337; Adjusted R? = 0.7672;
Predicted R? = 0.5864; Adeq Precision = 11.3318

An F-value of 12.53 indicates that the model is significant. There is only a 0.07% chance
that an F-value this large could occur due to noise. p-values less than 0.05 indicate the
significance of the model terms. Significant model terms are A, B, C, AZ. The lack of fit F-
value of 4.25 implies the lack of fit is not significant relative to the pure error. The predicted
R? (0.5864) and adjusted R? (0.7672) are in reasonable agreement. The signal-to-noise ratio
is referred as Adeq Precision. A ratio of 11.3318 indicates an adequate signal. The obtained
model is statistically significant and can be used to navigate the analyzed space.

The total polyphenols content can be determined using Equation (5).

TPC = —0.019005 T% 4 4.94311 T — 14.81025 Fs — 0.321281 t — 113.86586 (5)
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where: TPC—total polyphenols content [mg(GAE)/100 g (dry mass)]; T—temperature [°C];
Fs—fraction size of raw material [mm]; t—process time [min].

There are no studies available on the polyphenols content in the subcritical water
extracts of Juglans regia L. bark. The available data indicate that extraction of Juglans regia L.
bark using ethyl acetate allowed us to obtain polyphenols in the amount of 34.83 mg GAE/g
(dry mass) [21]. Other studies indicated the possibility of obtaining 138.5 mg GAE/g (DM)
(using ethyl acetate as solvent), 311.5 mg GAE/g (DM) (using diluted acetone), 172.5 mg
GAE/g (DM) (using methanol extract), 182 mg GAE/g (DM) (using water extract) [22].
During the research conducted as part of this study, the total polyphenols content extracted
from the bark of walnut (Juglans regia L.) ranged from 128.3 to 192.2 mg(GAE)/100 g (DM).
Differences in the content of polyphenols can be caused by factors such as: different extrac-
tion method, process parameters, type of solvent, collection time of material for research
and raw material pretreatment method. The chemical composition of phytonutrients varies
with changes in geographic location, climatic conditions and the nature of the soil [38]. It
should also be emphasized that the aim of this study was to investigate the effect of pro-
cess parameters on the total polyphenols, flavonoids and antioxidant activity of obtained
extracts and the determination of optimal parameters for subcritical water extraction, not
to study the maximum yield of polyphenols extraction.

3.3. Total Flavonoids Content (TFC)

The total flavonoids content in extracts from the bark of walnut (Juglans regia L.) ranged
from 28.0 to 88.3 mg(QE)/100 g (DM), varying according to the experimental conditions.
Flavonoids contents as a function of the extraction temperature, raw material fraction size
and process time are presented in Figure 3.

Flavanaids content [mg(QE)/100g (dry mass)]
Flavonoids content [mg(QE)/100g (dry mass)]

T T T T T T
T [ Wi 13 15 17 18 1 ? ES i

Fracticn size [mm] Pracess time [min |

(b) (c)

Figure 3. Flavonoids content for different subcritical extraction parameters (a) Flavonoids content as
a function of extraction temperature; (b) Flavonoids content as a function of raw material fraction
size; (c) Flavonoids content as a function of process time.

Multivariable analysis of variance (ANOVA) performed based on analytical data
shows that the flavonoids content in subcritical water extracts strictly depends on the
temperature, raw material fraction size and process time. The relationship between the
temperature and flavonoids content was described by a second-order equation. The content
of flavonoids increases with an increasing temperature value up to 131.6 °C and then
decreases. The impact of raw material fraction size and process time changes is linear.
Details of ANOVA analysis are presented in Table 6.
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Table 6. The analysis of variance for total flavonoids.
Sum of Mean F-Value p-Value
Squares Square
Model 4571.42 5 914.28 162.42 <0.0001 significant
A—Temperature 2545.16 1 2545.16 452.14 <0.0001
B—Fraction size 203.00 1 203.00 36.06 0.0002
C—Process time 381.85 1 381.85 67.83 <0.0001
AC 148.63 1 148.63 26.40 0.0006
A?—Temperature? 1292.78 1 1292.78 229.66  <0.0001
Residual 50.66 9 5.63
Lack of Fit 25.21 7 3.60 0.2831 0.9130  not significant
Pure Error 25.45 2 12.72
Cor Total 4622.09 14

Std. Dev. = 2.37; Mean = 67.39; C.V. % = 3.52; R? = 0.9890; Adjusted R2 =0.9829;
Predicted R? = 0.9744; Adeq Precision = 40.9157

An F-value of 162.42 indicates that the model is significant. There is only a 0.01%
chance that an F-value this large could occur due to noise. p-values less than 0.05 indicate
the significance of the model terms. The significant model terms are A, B, C, AC, AZ. The
lack of fit F-value of 0.2831 implies the lack of fit is not significant relative to the pure
error. The predicted R? (0.9744) and adjusted R? (0.9829) are in reasonable agreement. The
signal-to-noise ratio is referred as Adeq Precision. A ratio of 40.916 indicates an adequate
signal. The obtained model is statistically significant and can be used to navigate the
analyzed space.

The total flavonoids content can be determined using Equation (6).

TFC = —0.02067 T? + 5.4995 T — 0.01016 T-t — 10.0747 Fs +1.0769 t —262.9  (6)

where: TFC—total flavonoids content [mg(QE)/100 g (dry mass)]; T—temperature [°C];
Fs—fraction size of raw material [mm]; t—process time [min].

There are no studies available on the flavonoids content in the subcritical water
extracts of Juglans regia L. bark. Taking into account the main goal of this study, that is to
investigate the effect of process parameters on the chemical composition and antioxidant
activity of obtained extracts, changes in flavonoids and polyphenols contents in relation
to process parameters were compared. Flavonoids content varies with a temperature
change in a similar manner to polyphenols. In the temperature range from 110 to 131.6 °C,
both flavonoids and polyphenols contents increase; with a further temperature increase,
both flavonoids and polyphenols contents decrease. Similar trends in both flavonoids
and polyphenols contents were observed in relation to the raw material fraction size and
process duration. An increase in the raw material size and process duration negatively
affects both the polyphenols and flavonoid contents. This phenomenon can be caused by
the worst contact of the solvent with desired compounds in the case of a larger raw material
size, whereas a longer process duration at elevated temperatures may be the reason for the
occurrence of thermal degradation of the extract.

3.4. The Antioxidant Activity

The antioxidant activity of obtained extracts ranged from 11.5 to 21.3 x 10~® MTE/1 g
(DM) while tested by use of the DPPH method and from 16.9 t0 29.7 x 10~ MTE/1 g (DM)
using the FRAP method, varying according to the experimental conditions. The obtained
antioxidant activity is more than 100 times lower than the antioxidant activity of the extract
from Juglans regia L. flowers. The antioxidant activity of the extract obtained from Juglans
regia L. flowers was 3.33 x 1073 MTE/1 g (DM) [39]. Antioxidant activities as a function of
extraction temperatures are presented in Figure 4.
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Figure 4. Antioxidant activity as a function of extraction temperature (a) Analyzed using DPPH
method; (b) Analyzed using FRAP method.

Multivariable analysis of variance (ANOVA) performed with use of the results of
antioxidant activity assessment using DPPH and FRAP methods shows that the antioxi-
dant activity is strictly dependent on the temperature only. The influence of temperature
mentioned above can be represented by a second-order equation. With the DPPH method,
antioxidant activity increases with an increasing temperature value up to 131.6 °C and then
decreases, whereas with the FRAP method the maximum point was observed at 134.7 °C.
Details of ANOVA analysis are presented in Table 7 for the DPPH method and Table 8 for
the FRAP method.

The F-value of 14.66 indicates that the model is significant. There is only a 0.06%
chance that an F-value this large could occur due to noise. p-values less than 0.05 indicate
significance of the model terms. Significant model terms are A and AZ. The lack of fit F-
value of 2.23 implies the lack of fit is not significant relative to the pure error. The predicted
R? (0.5762) and adjusted R? (0.6611) are in reasonable agreement. The signal-to-noise ratio
is referred as Adeq Precision. A ratio of 7.516 indicates an adequate signal. The obtained
model is statistically significant and can be used to navigate the analyzed space.

Table 7. Analysis of variance for antioxidant activity measured using DPPH method.

Sum of

Mean

Squares Square F-Value  p-Value
Model 60.09 2 30.05 14.66 0.0006 significant
A—Temperature 27.17 1 27.17 13.25 0.0034
A2 32.92 1 32.92 16.06 0.0017
Residual 24.60 12 2.05
Lack of Fit 22.57 10 2.26 2.23 0.3494  not significant
Pure Error 2.03 2 1.01
Cor Total 84.70 14

Std. Dev. = 1.43; Mean = 16.17; C.V. % = 8.86; R? = 0.7095; Adjusted R? =0.6611;

Predicted R? = 0.5762; Adeq Precision = 7.5156.
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Table 8. Analysis of variance for antioxidant activity measured using FRAP method.
SS:S;roefs Sl\;[ Z:i‘le F-Value p-Value
Model 45.42 1 4542 4.96 0.0443 significant
A?—Temperature? 45.42 1 45.42 4.96 0.0443
Residual 119.15 13 9.17
Lack of Fit 85.31 11 7.76 0.4584 0.8408  not significant
Pure Error 33.84 2 16.92
Cor Total 164.58 14

Std. Dev. = 3.03; Mean = 21.47; C.V. % = 14.10; R% = 0.2760; Adjusted R2 =0.2203;
Predicted R? = 0.0244; Adeq Precision = 3.1552.

An F-value of 4.96 indicates that the model is significant. There is only a 4.43%
chance that an F-value this large could occur due to noise. p-values less than 0.05 indicate
significance of the model terms. A significant model term is A2. The lack of fit F-value
of 0.46 implies the lack of fit is not significant relative to the pure error. The predicted R?
(0.0244) and adjusted R? (0.2203) are in reasonable agreement.

The mathematical relation between the extraction temperature and antioxidant activity
can be presented in the form of Equation (7) for the DPPH method and Equation (8) for the
FRAP method.

ACpppr = —0.003299 T? + 0.862411 T — 38.31544 (7)

ACprap = —3.49 T? +23.33 (8)

where: AC—Trolox equivalent antioxidant activity [10-® MTE/1 g (DM)]; T—temperature [°C].

When we compare the antioxidant activity determined by both methods with the total
polyphenols content obtained in previous evaluations, a similar trend of changes in the
reference to the change in process temperature can be observed. Antioxidant activity assessed
by use of the DPPH method increases with a temperature increase up to 131.6 °C, then
decreases. The same trend was observed with polyphenols and flavonoid contents. A slight
deviation with respect to this behavior was observed in relation to the FRAP method. The
antioxidant activity determined by the FRAP method increases with an increase in temperature
up to 134.7 °C, then decreases. The discrepancy in the temperature of occurrence of the
maximum content of polyphenols and antioxidant activity measured by the FRAP method is
2.3%. Statistical data (e.g., coefficient of determination R?) for both analyses of antioxidant
activity indicate a better adjustment of the regression curve in the case of the DPPH method
(R%pppp = 0.7095 vs. R2prap = 0.2760). Due to the uncertainty of the mathematical model
build based on FRAP method, this model was used for qualitative assessment only.

3.5. Optimization of the Extraction Conditions

The optimization of subcritical water extraction parameters us to determine values of
the process temperature, raw material fraction size and time (process duration) at which
polyphenols and flavonoids content together with the antioxidant activity measured using the
DPPH and FRAP methods reached maximum value. The highest polyphenols and flavonoids
contents together with the antioxidant activity were reached at a temperature of 131.6 °C, a
raw material fraction size of 0.9 mm and a process duration of 10 min. Table 9 shows the
values of the maximum content of polyphenols, flavonoids and the maximum antioxidant
activity of the extracts obtained, together with the corresponding extraction parameters.

The strength of the conducted research work is the determination of the optimal
parameters of the walnut bark extraction process using water under subcritical conditions.
Walnut bark has never been researched in this respect before. Subsequent research work
should determine the variability of the chemical composition of the obtained extracts by
examining selected bioactive compounds using chromatographic methods.
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Table 9. Maximum test values with corresponding process parameters.
Maximum Process Raw Material Process Time
Optimization Parameter Obtained  Temperature  Fraction Size (Duration)
Value [°C] [mm] [min]

References

Total polyphenols content

[mg(GAE)/100 g (dry mass)] 192.1 131.6 0.9 10
Total flavonoids content

[mg(QE)/100 g (dry mass)] 88.3 131.6 0.9 10
Antioxidant activity (DPPH)

[10-° MTE/1 g (dry mass)] 21.3 131.6 0.9 10
Antioxidant activity (FRAP) 29.7 1347 % 0.9 10

[10~°® MTE/1 g (dry mass)]

* Due to the uncertainty of the mathematical model (R? = 0.2760) build based on FRAP method, this model was
used for qualitative assessment only.

4. Conclusions

This study investigated the effect of subcritical water extraction parameters on the
total polyphenols, flavonoids content and antioxidant activity of walnut (Juglans regia L.)
bark extract using the Box-Behnken methodology. The total polyphenols and flavonoids
extracted from walnut (Juglans regia L.) bark using a subcritical water extraction process are
dependent on the temperature of the process, raw material fraction size and process dura-
tion. The optimal conditions (on the basis of the model) for the extraction of polyphenols
and flavonoids from walnut (Juglans regia L.) bark were as follows: process temperature of
131.6 °C, particle size of 0.9 mm, extraction time of 10 min.

The antioxidant activity was affected by the extraction temperature only. The highest
antioxidant activity was achieved at a process temperature of 131.6 °C.

The results obtained indicate how important is the optimal selection of subcritical
water extraction parameters with regard to the quality of the extract. Obtained results
indicate that a smaller particle size and shorter time may improve the process, but a
reduction in the particle size can be challenging for a pressure cell filtration system and
increase the cost of raw material pretreatment. By reducing the process time a lower cost
of extract production can be achieved; additionally, a longer process time under elevated
temperatures may lead to thermal degradation of the extract.
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Abstract: The Box-Behnken experimental design was used to investigate the effect of subcritical
water extraction parameters such as temperature, process duration, and extractor shape on the
extract composition and antioxidant activity of Norway maple (Acer platanoides L.) bark extracts.
Spectrophotometric (UV-Vis) techniques were employed to evaluate the total polyphenols (TPC) and
flavonoids (TFC). The DPPH radical scavenging method was used to evaluate the antioxidant activity
of the extracts. The yield of the process was evaluated through the utilization of response surface
methodology (RSM). The total polyphenol and flavonoid contents, together with antioxidant activity,
are highly dependent on water temperature. The influence of changes in the process duration and the
shape of the pressure cell was not observed. A temperature increase from 110 °C to 170 °C caused a
8.9-fold increase in the polyphenol content, 7.2-fold increase in the flavonoid content, and 12.6-fold
increase in the antioxidant activity. The highest values for polyphenols, flavonoids, and antioxidant
activity occurred at a temperature of 170 °C, which is the upper limit of the temperature variability
range for these studies. This study demonstrates the importance of the appropriate selection of
extraction parameters in order to obtain the desired chemical composition of the extract.

Keywords: maple; Acer platanoides L.; subcritical water; Box-Behnken; extraction; polyphenols;
flavonoids

1. Introduction

The bark of trees is a plant material, processed mainly into thermal energy and chemi-
cal by-products; it is also a source of valuable biologically active substances. Polyphenols
are metabolites that exist in plants [1,2]. They are part of biologically active substances,
and various enzymes affecting metabolic reactions influence their production [3]. The
biochemical and morphological regulatory patterns of plants are integrated within the
metabolism of these compounds [4]. Defence mechanisms in the plants are driven by
phenolic compounds [5,6]. Polyphenols are recognized as important food ingredients, with
health-promoting benefits [7]. Maple sap is consumed as a tonic with health-beneficial
properties [8]. The antioxidant activity of sugar maple leaves is correlated with polyphenols
and with harvesting time; minimum phenolic (105.67 mg GAE/g dry mass) (GAE—gallic
acid equivalent) and flavonoid content (3.27 £ 0.26 mg CTE/g dry mass) (CTE—catechin
equivalent) were obtained by extraction from fall leaves [9]. The content of antioxidant
components in extracts obtained using microwave-assisted extraction for sugar maple
ranged as follows: total phenols: 35.77 to 136.55 mgGAE/g DM (DM—dry mass); total
flavonoids: 10.51 to 47.33 mg CTE/g DM; condensed tannins: 5.33 to 127.33 mg CTE/g
DM,; and extractable tannins: 32.21 to 110.35 mg GAE/g DM [10]. Phenolics are metabolites
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produced by plants, and concentrations of phenolic compounds can vary for different parts
of the plant [11]. When examining harvestable plant tissues and organs, it was found that
the polyphenol content in plants varied for different elements [12]. The concentration of
biologically active substances for red maple was found to be in the following ascending
order: stem bark, the bark of branches, and twigs [7]. The content of polyphenols in walnut
was found to be in the following order: main root, buds, leaves, and bark [13]. Sugar maple
bark extracts obtained using acetone as a solvent contained mainly p-hydroxy benzoic
acid (8950.5 ug/g extract), gallic acid (5261 ug/g extract), and salicylic acid (572.38 ug/g
extract). The high polyphenol content (292.67 mg GAE/g dry mass) was correlated with
high antioxidant activity (IC50 values of 1.77 and 4.14 pug/mL) [14]. In traditional medicine,
the bark of maple has been used in the treatment of ailments like eye diseases and back pain
and as a diuretic [15,16]. The extracts obtained from the bark of maple contain phenolic
compounds like gallic acid derivatives and flavonoids such as quercetin glycosides, rutin,
and kaempferol [7,17,18]. Extracts obtained from 250 g of sugar and red maple bark with a
moisture content of 5.6% and 9.5%, ground to particle sizes from 250 to 500 um, separately
extracted using 2.5 L of water as a solvent, for 1 h duration and under conditions of 90 °C
achieved the following: total polyphenol content: 19.04 and 40.12 g GAE/100 g DE; total
flavonoid content: 1.46 and 1.58 g QE/100 g DE; antioxidant activity (ABTS assay): 45.20
and 128.71 mmol TE/100 g DE (TE—Trolox equivalent) [19].

Water extraction under subcritical conditions is considered an environmentally friendly
separation technique for bioactive compounds from plant materials. It should also be noted
that these techniques can be scaled to industrial size [20-22]. The unique properties of
water under subcritical conditions include high dielectric constant, high boiling point, and
high polarity [23]. The electric permittivity of the water falls as the temperature rises, but
the diffusivity rises and the viscosity and surface tension both decrease. In consequence,
materials that are highly polar and easily soluble in water within normal conditions can be
separated more effectively in low temperatures than low-polar molecules, which need a
low polar medium, present in higher temperatures [1,24,25]. A rise in water temperature
enhances the diffusion rate and the kinetics of desorption and leads to an increase in
compound dissociation. The quality of contact between plant material and solvent can be
highly improved by viscosity and surface tension reduction at higher process temperatures.
Taking into account the above-mentioned changes in water properties associated with
temperature increase, the process rate and efficiency can be improved by increasing the
temperature of the process.

Studies on the subcritical extraction method show that the extracts produced using
this method have better antioxidant capacities. They also highlight a strong correlation
between process temperature and antioxidant activity [25-30].

Knowing the impact of process variables such as temperature, reactor design, and
process time on the quality of extracts is crucial for designing optimal extraction devices,
allowing reduced production costs and increased process efficiency.

The literature describes the bioactivity of individual parts for sugar and red maple,
such as the main root, buds, leaves, bark, and petioles, but does not contain information on
Norway maple, especially in terms of the impact of extraction cell construction and process
parameters on the process efficiency.

2. Materials and Methods
2.1. Raw Material

Norway maple (Acer platanoides L.) branch bark was harvested for research in the
Polish State Forests under supervision of the employees of the Putawy Forest District
(location 51°26/02.2"” N, 22°00'09.0” E). Material for the extraction process was obtained
from branches of trees (15 years old). Maple bark was dried by natural convection at
an ambient temperature of 20 °C. Then, the bark was ground using a RETSCH SM100
cutting mill with blade speed of 9.4 m/s. A fraction with a size from 0.9 to 1.4 mm was
separated using a MULTISERV LPzE-2e laboratory shaker under the following conditions:
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separation time of 30 min, frequency of 50 Hz, and vibration amplitude of 2.5 mm. The
selected material was further dried to moisture content of 8.09%. The raw material before
fragmentation is presented in Figure 1.

Figure 1. Norway maple (Acer platanoides L.) bark before fragmentation.

2.2. Reagents

The spectrophotometric assays were conducted using the following chemical reagents:
Folin—Ciocalteu reagent (AKTYN, Suchy Las, Poland), sodium carbonate (>99%, Stan-
lab, Lublin, Poland), gallic acid (>98%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethyl-chromane-2-carboxylic acid (Trolox, >98%, Sigma Aldrich, Merck, Ger-
many), methanol (>99%, Stanlab, Poland), catechin (>99.05%, Sigma Aldrich, Merck,
Germany), aluminum chloride (>98%, Sigma Aldrich, Merck, Germany), 2,2-diphentyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich, Merck, Germany).

2.3. Methods
2.3.1. Design of Experiment

The research was carried out on the basis of an experiment plan generated using
the Box—Behnken method in Design-Expert v13. A three-level, three-factor experimental
plan was utilized to identify optimal process parameters for Acer platanoides L. The three
factor levels were characterized as minimum, mean, and maximum examined values of the
process parameter. Water temperature (Factor 1), reactor diameter (Factor 2), and process
time (Factor 3) served as independent variables, while total polyphenol content (TPC), total
flavonoid content (TFC), and antioxidant activity were assumed as dependent variables.

The experiment comprised 17 different combinations, incorporating five center points
to assess the pure error. The actual process parameter values for each variable set according
to the experiment design are presented in Table 1.

The values obtained in this study were evaluated using analysis of variance ANOVA.
The F-test was used to determine the statistical significance of the regression coefficients,
with a p-value of less than 0.05 being deemed significant. The model was validated by
comparison of the experimental and predicted values.
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Table 1. Experimental plan.
A: Process Temperature B: Reactor Diameter C: Process Time
Set .
“O (mm) (min)
1 170 10 10
2 170 19.4 5
3 110 194 5
4 110 10 10
5 140 10 5
6 140 194 10
7 110 194 15
8 140 19.4 10
9 110 28.8 10
10 140 28.8 5
11 170 28.8 10
12 140 19.4 10
13 140 28.8 15
14 170 19.4 15
15 140 194 10
16 140 194 10
17 140 10 15

2.3.2. Preparation of Water Extracts

A Dionex ASE350 automatic extraction device (accelerated solvent extractor) was used
to obtain subcritical water extracts. The extraction system was equipped with pressure
cells with a volume of 100 mL (diameter 28.8 mm), 45 mL (diameter 19.4 mm), and 12 mL
(diameter 10 mm). Fiberglass filters were used in the pressure cells to protect the system.
The mass of the raw material for the extraction process was selected to ensure a constant
ratio of the raw material weight to the volume of the pressure cell and was as follows:
16.59 g for 100 mL, 7.53 g for 4 5 mL, and 2.00 g for 12 mL. Analytical purity water with a
conductivity of 0.09 uS/cm was filled into the pressure cell for the extraction process. Then,
a pressure cell filled with water and raw material was heated to temperature according
to the experimental plan (DoE—Design of Experiment) and left for the process duration
according to the DoE. Then, the extract was dried by water evaporation at a temperature of
40 °C under vacuum conditions. The obtained extracts were stored in the laboratory fridge
at a temperature of 2 °C for further analysis.

2.3.3. Results of Chemical Analyses—Total Polyphenol Content

Gallic acid was used as the reference standard for spectrophotometry to determine
the total polyphenol content. TPC was determined using the procedure outlined by Sahin
et al. [26]. Polyphenol content is presented in units mg(GAE)/100 g DM (dry mass) of raw
material. The total polyphenol content was calculated using the following calibration curve.

TPC = 0.1075A + 0.0332 (R? = 0.9982) 1)
where TPC—total polyphenol content (10~® g(GAE)/mL), A—absorbance (dim).

2.3.4. Results of Chemical Analyses—Total Flavonoid Content

Catechin was used as the reference standard for spectrophotometry to determine the
total flavonoid content. The method outlined by Aryal et al. [31] with a few adjustments [32]
was used to measure TFC. The extract sample (1.0 mL) was blended with 1 mL of a
methanol-based 2% AlCl3-6H,0 solution. Distilled water was added to the mixture to
reach 10 mL. The mixture was incubated at room temperature in the dark for 10 min, and
the absorbance was measured at 510 nm. The obtained results are presented in units mg
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(CTE)/100 g DM (dry mass) of raw material. The total flavonoid content was calculated
using the following calibration curve.

TFC = 0.0334A — 0.0093 (R? = 0.9995) 2)
where TFC—total flavonoid content (10~° g(CTE)/mL), A—absorbance (dim).

2.3.5. Results of Chemical Analyses—Antioxidant Activity

The method outlined by Blois [33] with a few adjustments [32] was used to measure
antioxidant activity with the DPPH assay application. A 5.8 mL aliquot of freshly prepared
6-10~> M DPPH radical in methanol was blended with 0.2 mL of extract. Using methanol
as a blank, the spectrophotometric absorbance was measured at 516 nm following a 30-min
incubation period at room temperature. The measurement of each sample was replicated
three times. The obtained results are presented as a Trolox equivalent: 107 MTE/1 g
(dry mass) [32]. The DPPH method was utilized to determine antioxidant activity and the
resulting calibration curve was obtained.

ACpppy = 10.279A — 3.0626 (R? = 0.9993) 3)
where ACpppg—antioxidant activity (107 MTE/mL), A—absorbance (dim).

3. Results and Discussion
3.1. The Efficiency of the Extraction Process

The efficiency of the extraction process on the bark of Norway maple (Acer platanoides
L.) was evaluated by comparing the mass of the dry extract to the dry raw material
mass. The obtained results varied between 2.02 and 13.53%, depending on the specific
experimental settings. The results for each set of Design of Experiments (DoE) are included
in Table 2. Table 3 includes the results of analyses of total polyphenol and flavonoid
contents, together with antioxidant activities.

Table 2. Efficiency of the extraction process.

A: Process B: Reactor C: Process Extract Extraction Yield
Set Temperature Diameter Time (Dry Mass) (Dry Mass)
Q) (mm) (min) (g (%)
1 170 10 10 153.74 7.69
2 170 194 5 734.49 9.75
3 110 194 5 519.60 6.90
4 110 10 10 40.30 2.02
5 140 10 5 125.04 6.25
6 140 194 10 437.40 5.81
7 110 194 15 291.28 3.87
8 140 194 10 429.24 5.70
9 110 28.8 10 607.77 3.66
10 140 28.8 5 786.26 4.74
11 170 28.8 10 1650.17 9.95
12 140 194 10 434.59 5.77
13 140 28.8 15 884.02 5.33
14 170 194 15 1018.95 13.53
15 140 194 10 44478 5.91
16 140 194 10 420.12 5.58
17 140 10 15 136.42 6.82
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Table 3. Results of chemical analyses for total polyphenol and flavonoid contents, together with
antioxidant activities.

Polyphenol Content Flavonoid Content Antioxidant Activity
Set mg (GAE)/100 g mg (CTE)/100 g (DPPH) 10-6 MTE/1 g
(Dry Mass) (Dry Mass) (Dry Mass)
1 424 99 4.8
2 732 174 12.53
3 182 49 2.28
4 106 26 1.29
5 428 117 5.78
6 408 103 5.09
7 212 54 2.73
8 374 105 52
9 199 53 2.33
10 341 89 3.88
11 761 176 10.85
12 419 106 523
13 371 98 3.9
14 943 188 16.24
15 440 111 5.51
16 393 97 3.92
17 489 127 6.52

The lowest extraction yield (2.02%) was achieved for data set number 4, for which
the process temperature was 110 °C, which was the lowest value of the temperature
variability range. The highest extraction yield (13.53%) was achieved for data set number
14, for which the process temperature was 170 °C, which was the highest value of the
temperature variability range. The same relationship was observed in the case of the
content of polyphenols and flavonoids as well as antioxidant activity.

3.2. Total Polyphenol Content (TPC)

Depending on the experimental conditions, polyphenol content in the extracts ob-
tained from the bark of Norway maple (Acer platanoides L.) ranged from 106 to 943 mg
(GAE)/100 g (DM). Figure 2 shows the dependence of polyphenol content in relation to
process temperature.

The blue dashed lines in Figures 2—4 indicate 95% confidence intervals of the mean
response. The black squares at the ends of the charts indicate the limits of the design
space. The red filled circles represent the design (central) points that were used to verify
the mathematical model.

Based on the analytical results of the polyphenol content, a multivariable analysis of
variance was conducted, and the results indicate that the total polyphenols were dependent
only on the process temperature. The linear model represents the relation between process
temperature and polyphenol content. An increase in the temperature of the process causes
an increase in the content of polyphenols in the extract throughout the entire range of the
tested parameter. The influence of the reactor shape and process time changes was not
observed. Table 4 presents details of ANOVA analysis.

The model is significant, as indicated by the F-value of 174.92. The likelihood of
noise producing an F-value this high is merely 0.01%. p-values below 0.05 imply that the
model terms are significant. The letter A is a significant model term in this particular case.
Considering the pure error, the lack of fit appears not to be significant, as indicated by the
5.23 lack-of-fit F-value. There is a reasonable agreement between the adjusted R? (0.9255)
and the predicted R? (0.9046). Adeq. precision, defined as signal-to-noise ratio, with a
value of 30.2539, demonstrates an appropriate signal. The resulting model is statistically
relevant and may be employed to navigate the investigated space.
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Table 4. Details of ANOVA analysis for polyphenol content in relation to extraction temperature.

Sum of Squares df Mean Square F-Value p-Value
Model 4.325 x 10° 1 4.325 x 10° 174.92 <0.0001 significant
A—Temperature 4.325 x 10° 1 4.325 x 10° 174.92 <0.0001
Residual 32,141.30 13 2472.41
Lack of Fit 29,622.50 9 3291.39 5.23 0.0631 not significant
Pure Error 2518.80 4 629.70
Cor Total 4.646 x 10° 14
Fit Statistics R? 0.9308
Std. Dev. 49.72 Adjusted R? 0.9255
Mean 390.33 Predicted R? 0.9046
CV. % 12.74 Adeq. Precision 30.2539
s ‘ Des gn Fo

700 —

600 —

500 —

400 —

Polyphenols content [mg(GAE)/100g (dry mass)]

100 —§

Temperature [*C]

Figure 2. Total polyphenols in relation to extraction temperature.
The total polyphenol content can be calculated using Equation (4).
TPC =9.15504 T — 854.75194 4)

where TPC—total polyphenol content (mg(GAE)/100 g (dry mass)); T—temperature (°C).

Studies on the amount of polyphenols in subcritical water extracts of the bark of
Norway maple (Acer platanoides L.) are not currently available. The available information
for sugar maple indicates that polyphenol content in leaves varies with harvesting time. A
minimum phenolic amount of 105.67 £ 13.16 mg GAE/g dry mass (DM) was obtained by
extraction from fall leaves [9]. Other studies indicated that polyphenol content in sugar
maple ranged from 35.77 to 136.55 mg GAE/g DM in extracts obtained using microwave-
assisted extraction [10] and 292.67 mg GAE/g DM applying acetone as a solvent [14]. The
research conducted indicates that polyphenol content extracted from the branch bark of
Norway maple ranged from 106 to 943 mg (GAE)/100 g (DM). Variations in the amount
of polyphenols present can be attributed to various factors, including but not limited
to distinct extraction techniques, process variables, solvent type, duration of material
collection for study, and pre-treatment techniques for raw materials [34]. Changes in the
environment, including soil type, climate, and geographic location, affect the chemical
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structure of phytonutrients [35]. It should be noted that the goal of this study was not
to determine the maximum yield for polyphenol extraction, but rather to look into how
reactor shape, temperature, and process duration affected the total amount of polyphenols,
flavonoids, and antioxidant activity of the extracts that were obtained. A rise in temperature
from 110 °C to 170 °C caused a 8.9-fold increase in the amount of polyphenols extracted.
The influence of changes in the process duration and the shape of the pressure cell was not
observed.

3.3. Total Flavonoid Content (TFC)

Depending on the experimental conditions, the total flavonoid content extracted from
the branch bark of Norway maple (Acer platanoides L.) ranged from 26 to 188 mg (CTE) /100 g
(DM). Figure 3 shows the content of flavonoids in relation to extraction temperature.

200 — . Design Points

= = —95% Cl Bands

150 —

100 —

Flavonaids content [mg(CTE)/100g (dry mass)]

I | I I I
1o 125 140 155 170

Temperature [*C]

Figure 3. Total flavonoids in relation to extraction temperature.

Based on the analytical results of the flavonoid content, a multivariable analysis of
variance was conducted, and the results indicate that the total flavonoids were dependent
only on the process temperature. The linear model represents the relation between process
temperature and flavonoid content. An increase in the temperature of the process causes
an increase in the content of flavonoids in the extract throughout the entire range of the
tested parameter. The influence of the reactor shape and process time changes was not
observed. Table 5 presents details of the ANOVA analysis.

The model is significant, as indicated by the F-value of 267.82. The likelihood of
noise producing an F-value this high is merely 0.01%. p-values below 0.05 imply that the
model terms are significant. The letter A is a significant model term in this particular case.
Considering the pure error, the lack of fit appears not to be significant, as indicated by the
5.91 lack-of-fit F-value. There is a reasonable agreement between the adjusted R? (0.9501)
and the predicted R? (0.9361). Adeq. precision, defined as signal-to-noise ratio, with a
value of 34.041, demonstrates an appropriate signal. The resulting model is statistically
relevant and may be employed to navigate the investigated space.
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Table 5. Details of ANOVA analysis for flavonoid content in relation to extraction temperature.

Sum of Squares df Mean Square F-Value p-Value
Model 30,395.51 1 30,395.51 267.82 <0.0001 significant
A—Temperature 30,395.51 1 30,395.51 267.82 <0.0001
Residual 1475.42 13 113.49
Lack of Fit 1372.22 9 152.47 591 0.0513 not significant
Pure Error 103.20 4 25.80
Cor Total 31,870.93 14
Fit Statistics R? 0.9537
Std. Dev. 10.65 Adjusted R? 0.9501
Mean 103.07 Predicted R 0.9361
C.V. % 10.34 Adegq. Precision 34.0414

The total flavonoid content can be calculated using Equation (5).
TFC =2.20705 T — 201.50641 5)

where TFC—total flavonoid content (mg(CTE)/100 g (dry mass)); T—temperature (°C).

Studies on the amount of flavonoids in subcritical water extracts of the bark of Norway
maple (Acer platanoides L.) are not currently available. The available information for sugar
maple indicates that flavonoid content in leaves varies with harvesting time; a minimum
amount of flavonoids of 3.27 £ 0.26 mg CTE/g (DM) was obtained by extraction from
fall leaves [9]. Other studies indicated that flavonoid content in sugar maple ranged from
10.51 to 47.33 mg CTE/g DM in extracts obtained using microwave-assisted extraction [10].
The research conducted indicates that flavonoid content extracted from the branch bark of
Norway maple ranged from 26 to 188 mg (CTE)/100 g (DM). Variations in the amount of
flavonoids present can be attributed to various factors, including but not limited to distinct
extraction techniques, process variables, solvent type, duration of material collection for
study, and pre-treatment techniques for raw materials [34]. Changes in the environment,
including soil type, climate, and geographic location, affect the chemical structure of
phytonutrients [35]. It should be noted that the goal of this study was not to determine
the maximum yield for flavonoid extraction but rather to look into how reactor shape,
temperature, and process duration affected the total amount of polyphenols, flavonoids,
and antioxidant activity of the extracts that were obtained. A rise in temperature from
110 °C to 170 °C caused a 7.2-fold increase in the amount of flavonoids extracted, similarly
to polyphenols. The influence of changes in the process duration and the shape of the
pressure cell was not observed.

3.4. Antioxidant Activity

Depending on the experimental conditions, the antioxidant activity of the branch
bark extracts obtained from Norway maple (Acer platanoides L.) ranged between 1.29 and
16.24 10~ MTE/1 g (DM). Figure 4 shows the antioxidant activity in relation to process
temperature.

Based on the analytical results of the antioxidant activity, a multivariable analysis of
variance was conducted, and the results indicate that antioxidant activity is dependent only
on the process temperature. The second-order equation represents the relation between
process temperature and antioxidant activity. An increase in the temperature of the process
causes an increase in antioxidant activity throughout the entire range of the tested parame-
ter. The influence of the reactor shape and process time changes was not observed. Table 6
presents details of the ANOVA analysis.
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Figure 4. Antioxidant activity in relation to extraction temperature.

Table 6. Details of ANOVA analysis for antioxidant activity in relation to extraction temperature.

Sum of Squares df Mean Square F-Value p-Value
Model 121.55 2 60.78 77.20 <0.0001 significant
A—Temperature 51.30 1 51.30 65.16 <0.0001
A2 12.35 1 12.35 15.69 0.0019
Residual 9.45 12 0.7872
Lack of Fit 7.92 8 0.9900 2.59 0.1866 not significant
Pure Error 1.53 4 0.3818
Cor Total 131.00 14
Fit Statistics R? 0.9279
Std. Dev. 0.8873 Adjusted R2 0.9159
Mean 5.14 Predicted R? 0.8749
C.V. % 17.28 Adeq. Precision 24.0236

The model is significant, as indicated by the F-value of 77.20. The likelihood of noise
producing an F-value this high is merely 0.01%. p-values below 0.05 imply that the model
terms are significant. The letters A and A? are significant model terms in this particular
case. Considering the pure error, the lack of fit appears not to be significant, as indicated
by the 2.59 lack-of-fit F-value. There is a reasonable agreement between the adjusted R?
(0.9159) and the predicted R? (0.8749). Adeq. precision, defined as signal-to-noise ratio,
with value of 24.02, demonstrates an appropriate signal. The resulting model is statistically
relevant and may be employed to navigate the investigated space.

The antioxidant activity can be calculated using Equation (6).

ACpppy = 0.002134 T2 — 0.438588 T + 24.58324 (6)

where ACpppy—Trolox equivalent antioxidant activity (107® MTE/1 g (DM));
T—temperature (°C).

There is currently a lack of information in the literature regarding the antioxidant
properties of extracts made from the bark of Norway maples (Acer platanoides L.) utilizing
a subcritical water extraction method. The available data refers to extracts obtained from
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250 g of sugar and red maple bark with a moisture content of 5.6% and 9.5%, as follows:
ground to a particle size from 250 to 500 um; separately processed using 2.5 L of water;
processed for a duration of 1 h at 90 °C. In this case, the antioxidant activity (ABTS assay)
was 45.20 and 128.71 mmol TE/100 g dry extract [19]. A comparable trend of changes
in the reference to the change in process temperature can be seen when comparing the
values of the antioxidant activity measured in these studies with the total polyphenol and
flavonoid content. In line with the polyphenol and flavonoid content, the antioxidant
activity rises as the temperature rises over the whole range of the measured parameter. A
rise in temperature from 110 °C to 170 °C caused a 12.6-fold increase in the antioxidant
activity, much more than for polyphenol and flavonoid content.

4. Conclusions

Applying the Box-Behnken methodology, the present research examined the effects of
the subcritical water extraction parameters of temperature, process duration, and extractor
shape on the amount of polyphenols, flavonoids, and antioxidant activity of bark extract
from Norway maple (Acer platanoides L.). The temperature of the process has a significant
impact on the total amount of polyphenols and flavonoids as well as the antioxidant activity
of the obtained extracts. The influence of changes in the process duration and the shape of
the pressure cell was not observed. A rise in temperature from 110 °C to 170 °C caused
a 8.9-fold increase in the polyphenol content, 7.2-fold increase in the flavonoid content,
and 12.6-fold increase in the antioxidant activity. The maximum values of polyphenols,
flavonoid content, and antioxidant properties were reached at a process temperature of
170 °C, which is the highest point of the temperature variability range observed in these
investigations. The study’s findings demonstrate how crucial it is to select subcritical water
extraction variables carefully in order to achieve the highest extract quality. The temperature
rise of the water extraction process in subcritical conditions of Norway maple bark at 170 °C
does not result in a decrease in polyphenol and flavonoid content or antioxidant activity.
It is suggested that future tests should be performed at higher temperatures, although
this may be problematic due to thermal degradation of the raw material. The thermal
degradation of extracts was noticeable in previous studies performed on Juglans regia L.
bark, where a decrease was observed in antioxidant properties, polyphenols, and flavonoid
content for temperatures greater than 131.6 °C [36].

Norway maple (Acer platanoides L.) bark has not been studied in terms of the influence
of process temperature, duration, and reactor shape on the quality of the extract obtained.
Chromatographic methods should be used in subsequent research works to examine specific
bioactive compounds in order to determine the variability of the chemical composition of
the obtained extracts.

Author Contributions: Conceptualization, PK.; methodology, PK. and Z.F; validation, PK. and Z.E;
formal analysis, PK.; investigation, PX, Z.F. and M.G.; resources, K.T; data curation, PK.; writing—
original draft preparation, PK.; writing—review and editing, PX., Z.K. and K.T.; visualization, PX.;
supervision, Z.K., PK. and K.T.; project administration, PX.; funding acquisition, PX. and Z.K. All
authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research was supported by project No. SD/76/IM /2023, provided by the University
of Life Sciences in Lublin, Poland.

Data Availability Statement: Data are contained within the article.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Treutter, D. Biosynthesis of phenolic compounds and its regulation in apple. Plant Growth Regul. 2001, 34, 71-89. [CrossRef]

2. Ruhmann, S.; Leser, C.; Bannert, M.; Treutter, D. Relationship between growth, secondary metabolism and resistance of apple.
Plant Biol. 2002, 4, 137-143. [CrossRef]

3.  Bravo, L. Polyphenols: Chemistry, dietary sources, metabolism, and nutritional significance. Nutr. Rev. 1998, 56, 317-333.
[CrossRef] [PubMed]


https://doi.org/10.1023/A:1013378702940
https://doi.org/10.1055/s-2002-25727
https://doi.org/10.1111/j.1753-4887.1998.tb01670.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9838798

Processes 2023, 11, 3395 12 of 13

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Aherne, S.A.; O’'Brien, N.M. Dietary flavonols: Chemistry, food content, and metabolism. Nutrition 2002, 18, 75-81. [CrossRef]
Bennett, R.N.; Wallsgrove, R.M. Secondary metabolites in plant defence mechanisms. New Phytol. 1994, 127, 617-633. [CrossRef]
[PubMed]

Dixon, R.A.; Paiva, N.L. Stress-induced phenylpropanoid metabolism. Plant Cell 1995, 7, 1085-1097. [CrossRef]

Royer, M.; Diouf, PN.; Stevanovic, T. Polyphenol contents and radical scavenging capacities of red maple (Acer rubrum L.)
extracts. Food Chem. Toxicol. 2011, 49, 2180-2188. [CrossRef] [PubMed]

Yuan, T; Li, L.; Zhang, Y.; Seeram, N.P. Pasteurized and sterilized maple sap as functional beverages: Chemical composition and
antioxidant activities. J. Funct. Foods 2013, 5, 1582-1590. [CrossRef]

Yeasmen, N.; Orsat, V. Phenolic mapping and associated antioxidant activities through the annual growth cycle of sugar maple
leaves. Food Chem. 2023, 428, 136882. [CrossRef]

Yeasmen, N.; Orsat, V. Advanced separation of phytochemical and bioactive attributes from various morphological components
of sugar maple (Acer saccharum) tree. Food Biosci. 2023, 56, 103260. [CrossRef]

Mamphiswana, N.D.; Mashela, PW.; Mdee, L.K. Distribution of total phenolics and antioxidant activity in fruit, leaf, stem and
root of Monsoniaburkeana. Afr. J. Agric. Res. 2010, 5, 2570-2575.

Yang, L.G; Yin, PP; Li, K,; Fan, H.; Xue, Q.; Li, X; Sun, L.W,; Liu, Y.J. Seasonal dynamics of constitutive levels of phenolic
components lead to alterations of antioxidant capacities in Acer truncatum leaves. Arab. . Chem. 2018, 11, 14-25. [CrossRef]
Medic, A.; Zamljen, T.; Hudina, M.; Veberic, R. Identification and quantification of naphthoquinones and other phenolic
compounds in leaves, petioles, bark, roots, and buds of Juglans regia L., using hplc-ms/ms. Horticulturae 2021, 7, 326. [CrossRef]
Salem, M.Z.M.; Mansour, M.; Elansary, H.O. Evaluation of the effect of inner and outer bark extracts of sugar maple (Acer
saccharum var. saccharum) in combination with citric acid against the growth of three common molds. ]. Wood Chem. Technol. 2019,
39, 136-147. [CrossRef]

Haque, R; Bin-Hafeez, B.; Parvez, S.; Pandey, S.; Sayeed, I.; Ali, M.; Raisuddin, S. Aqueous extract of walnut (Juglans regia L.)
protects mice against cyclophosphamide-induced biochemical toxicity. Hum. Exp. Toxicol. 2003, 22, 473-480. [CrossRef]

Prior, R.L.; Hoang, H.; Gu, L. Assays for hydrophilic and lipophilic antioxidant capacity (oxygen radical absorbance capacity
(ORAC FL) of plasma and other biological and food samples. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 3273-3279. [CrossRef]

Dudonne, S.; Vitrac, X.; Coutiere, P. Comparative study of antioxidant properties and total phenolic content of 30 plant extracts of
industrial interest using DPPH, ABTS, FRAP, SOD, and ORAC assays. J. Agric. Food Chem. 2009, 57, 1768-1774. [CrossRef]
Yuan, T.; Wan, C.; Liu, K.; Seeram, N.P. New maplexins F-I and phenolic glycosides from red maple (Acer rubrum) bark. Tetrahedron
2012, 68, 959-964. [CrossRef]

Liu, W.; Ouyang, Y.; Wan, C. Flavonoids of the genus of acer: A mini review. Asian J. Chem. 2013, 25, 7075. [CrossRef]

Geoffroy, T.R.; Fortin, Y.; Stevanovic, T. Hot-water extraction optimization of sugar maple (Acer saccharum marsh.) and red maple
(Acer rubrum L.) bark applying principal component analysis. |. Wood Chem. Technol. 2017, 37, 261-272. [CrossRef]

Vardanega, R.; Carvalho, PIN.; Santos, D.T.; Angela, M.; Meireles, A. Obtaining prebiotic carbohydrates and beta-ecdysone from
Brazilian ginseng by subcritical water extraction. Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 2017, 42, 73-82. [CrossRef]

Nasti¢, N.; Svarc-Gaji¢, J.; Delerue-Matos, C.; Fatima Barroso, M.; Soares, C.; Moreira, M.M.; Morais, S.; Maskovi¢, P.; Gaurina
Srcek, V; Slivac, I; et al. Subcritical water extraction as an environmentally—Friendly technique to recover bioactive compounds
from traditional Serbian medicinal plants. Ind. Crops Prod. 2018, 111, 579. [CrossRef]

Awaluddin, S.A.; Thiruvenkadam, S.; Izhar, S.; Hiroyuki, Y.; Danquah, M.K,; Harun, R. Subcritical water technology of enhanced
extraction of biochemical compounds from Chlorella vulgaris. BioMed Res. Int. 2016, 2016, 5816974. [CrossRef] [PubMed]

King, ].W,; Grabiel, R.D. Isolation of Polyphenolic Compounds from Fruits or Vegetables Utilizing Sub-Critical Water Extraction.
U.S. Patent 7208181B1, 24 April 2007.

Smith, R.M. Superheated water: The ultimate green solvent for separation science. Anal. Bioanal. Chem. 2006, 385, 419-421.
[CrossRef] [PubMed]

Sahin, H.; Topuz, A.; Pischetsrieder, M.; Ozdemir, F. Effect of roasting process on phenolic, antioxidant and browning properties
of carob powder. Eur. Food Res. Technol. 2009, 230, 155-161. [CrossRef]

Nasti¢, N.; Svatc-Gaji¢, J.; Delerue-Matos, C.; Morais, S.; Fatima Barroso, M.; Moreira, M.M. Subcritical water extraction of
antioxidants from mountain germander (Teucrium montanum L.). ]. Supercrit. Fluids 2018, 138, 200-206. [CrossRef]
Rodriguez-Meizoso, I.; Jaime, L.; Santoyo, S.; Senorans, FJ.; Cifuentes, A.; Ibanez, E. Subcritical water extraction and characteriza-
tion of bioactive compounds from Haematococcus pluvialis microalga. J. Pharm. Biomed. Anal. 2010, 51, 456—463. [CrossRef]
Zakaria, S.M.; Kamal, S.M.M. Subcritical water extraction of bioactive compounds from plants and algae: Applications in
pharmaceutical and food ingredients. Food Eng. Rev. 2016, 8, 23-34. [CrossRef]

Cvetanovic, A.; Svarc-Gajic, J.; Zekovic, Z.; Jerkocic, J.; Zengin, G.; Gasi¢, U.; Tesi¢, Z.; Maskovi¢, P; Soares, C.; Fatima Barroso, M.;
et al. The Influence of the extraction temperature on polyphenolic profiles and bioactivity of chamomile (Matricaria chamomilla L.)
subcritical water extracts. Food Chem. 2019, 271, 328-337. [CrossRef]

Plaza, M.; Amigo-Benavent, M.; Del Castillo, M.D.; Ibanez, E.; Herrero, M. Facts about the formation of new antioxidants in
natural samples after subcritical water extraction. Food Res. Int. 2010, 43, 2341-2348. [CrossRef]

Aryal, S.; Baniya, M.K.; Danekhu, K.; Kunwar, P.; Gurung, R. Total Phenolic Content, Flavonoid Content and Antioxidant
Potential of Wild Vegetables from Western Nepal. Plants 2019, 8, 96-108. [CrossRef] [PubMed]


https://doi.org/10.1016/S0899-9007(01)00695-5
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.1994.tb02968.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33874382
https://doi.org/10.2307/3870059
https://doi.org/10.1016/j.fct.2011.06.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21683113
https://doi.org/10.1016/j.jff.2013.06.009
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2023.136882
https://doi.org/10.1016/j.fbio.2023.103260
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2017.01.009
https://doi.org/10.3390/horticulturae7090326
https://doi.org/10.1080/02773813.2018.1547763
https://doi.org/10.1191/0960327103ht388oa
https://doi.org/10.1021/jf0262256
https://doi.org/10.1021/jf803011r
https://doi.org/10.1016/j.tet.2011.11.062
https://doi.org/10.14233/ajchem.2013.14643
https://doi.org/10.1080/02773813.2017.1279631
https://doi.org/10.1016/j.ifset.2017.05.007
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.11.015
https://doi.org/10.1155/2016/5816974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27366748
https://doi.org/10.1007/s00216-006-0437-y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16715273
https://doi.org/10.1007/s00217-009-1152-7
https://doi.org/10.1016/j.supflu.2018.04.019
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2009.03.014
https://doi.org/10.1007/s12393-015-9119-x
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.07.154
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2010.07.036
https://doi.org/10.3390/plants8040096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30978964

Processes 2023, 11, 3395 13 of 13

33.

34.
35.

36.

Kobus, Z.; Krzywicka, M.; Starek-Wojcicka, A.; Sagan, A. Effect of the duty cycle of the ultrasonic processor on the efficiency of
extraction of phenolic compounds from Sorbus intermedia. Sci. Rep. 2022, 12, 8311. [CrossRef] [PubMed]

Blois, M.S. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature 1958, 181, 1199-1200. [CrossRef]

Gupta, A.; Behl, T.; Panichayupakaranan, P. A review of phytochemistry and pharmacology profile of Juglans regia. Obes. Med.
2019, 16, 100142. [CrossRef]

Kaminski, P,; Tyskiewicz, K.; Fekner, Z.; Gruba, M.; Kobus, Z. The Influence of Subcritical Water Extraction Parameters on the
Chemical Composition and Antioxidant Activity of Walnut (Juglans regia L.) Bark Extracts. Appl. Sci. 2022, 12, 12490. [CrossRef]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.


https://doi.org/10.1038/s41598-022-12244-y
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35585109
https://doi.org/10.1038/1811199a0
https://doi.org/10.1016/j.obmed.2019.100142
https://doi.org/10.3390/app122312490

PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

P3 Kaminski P., Tyskiewicz K., Fekner Z., Kobus Z., Gruba M.; ,,The effect of reactor
design and water extraction parameters under subcritical conditions on the quality
of extracts from oak bark (Quercus robur L.)”. Przemyst Chemiczny 103/6 (2024),
695-710.

64



Piotr Kaminski®®", Katarzyna Tyskiewicz®, Zygmunt Fekner®, Zbigniew Kobus?, Marcin Gruba®

aUniversity of Life Sciences, Lublin, Poland; ® tukasiewicz Research Network New Chemical Syntheses Institute,
Putawy, Poland

The effect of reactor design and water extraction parameters
under subcritical conditions on the quality of extracts from oak bark
(Quercus roburlL.)

Wptyw ksztattu reaktora i parametrow ekstrakcji
podkrytycznej na jakos¢ ekstraktow otrzymanych
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Zaprojektowano ekstraktor (40 L) do pozyskiwania polifenoli i flawo-
noidéw z kory debu (Quercus robur L.) za pomocag wody w warunkach
podkrytycznych. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna oceniano metoda zmia-
tania rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego DPPH. Do anali-
zy ekstraktow wykorzystano spektrofotometrie UV-Vis. Stwierdzono
istotng korelacje miedzy temperaturg procesu a jakoscig ekstraktu.
Zaréwno catkowita zawarto$¢ polifenoli i flawonoidow, jak i aktywnos¢
antyoksydacyjna wzrastaty wraz ze wzrostem temp. odpowiednio do
117,2°C, 116,5°C i 123,2°C. Dalszy wzrost temperatury powodowat
pogorszenie jakosci ekstraktu. Doswiadczenia prowadzono wg planu
Boksa i Behnkena.

Stowa kluczowe: Quercus robur L., ekstrakcja woda podkrytyczna,
dab, aktywnos¢ antyoksydacyjna, ekstrakty z kory, gospodarka o obie-
gu zamknietym

An extn. cell (40 L) was designed for obtaining polyphenols and flavo-
noids from bark of oak (Quercus robur L.) with water under subcrit.
conditions. The antioxidant activity was assessed by using a 2,2-diphe-
nyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging method. The UV-Vis spectro-
photometry was used for anal. of the exts. A high correlation between
process temp. and ext. quality was found. Both total contents of poly-
phenols and flavonoids as well as the antioxidant activity increased
with increasing temp. up to 117.2°C, 116.5°C, and 123.2°C, resp. Further
increase in temp. resulted in deterioration of the ext. quality. The expts.
were carried out according to the Box-Behnken method.

Keywords: Quercus robur L., subcritical water extraction, oak, antioxi-
dant activity, bark extracts, circular economy

Woda jest najczesciej wystepujaca na Ziemi substan-
cja chemiczng, bezwonng, bezsmakowg i przezroczysta.
Chociaz nie zawiera zadnych organicznych mikroelementow
ani sktadnikow pokarmowych, jest niezb¢dna dla wszyst-

Water is an odorless, tasteless, and transparent chemi-
cal substance, most common on the Earth. Even though it
doesn’t contain any organic micronutrients or food ener-
gy, it is essential for all known forms of living organisms.
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kich znanych form organizméw zywych. Ekstrakcja woda
w stanie podkrytycznym (SWE) wykorzystuje te najbardziej
powszechng substancje chemiczng jako rozpuszczalnik
przyjazny dla $rodowiska i ludzi. Proces SWE moze by¢
wykorzystywany do odzyskiwania substancji biologicznie
czynnych z surowcow roslinnych w gospodarce o obiegu
zamknigtym. Rozpuszczalnik po ekstrakcji, odparowany
1 oczyszczony, moze by¢ ponownie uzyty do ekstrakcji
lub wykorzystany w innych procesach chemicznych. Woda
osigga punkt krytyczny pod ciSnieniem P = 22,09 MPa
i w temperaturze T = 374,14°C. Proces SWE jest skalo-
walny do rozmiarow przemystowych, ale podgrzewanie
duzych ilosci wody do wysokich temperatur i ponowne jej
odparowanie w celu uzyskania ekstrahowanych substancji
moze by¢ czasochtonne i kosztowne. Aby zapewni¢ eko-
logiczng i ekonomiczng wydajno$¢ procesow stosowanych
w gospodarce o obiegu zamkni¢tym, niezwykle wazne jest
dobranie ich optymalnych parametrow, co jest bezposrednio
zwigzane z ekonomikg odzyskiwania substancji bioaktyw-
nych.

Kora drzew jest surowcem przetwarzanym glownie na
produkty chemiczne i termiczne, ale jest takze zrodtem
substancji biologicznie czynnych. Rosliny zawieraja
metabolity zidentyfikowane m.in. jako polifenole!?. Sg
one czgsciowo wytwarzane przez réozne enzymy, ktore
wptywaja na reakcje metaboliczne i sg sktadnikami sub-
stancji biologicznie czynnych?. Ich metabolizm integruje
morfologiczne i biochemiczne wzorce regulacyjne roslin®.
Zwiazki fenolowe wptywaja na systemy obronne roslin>©.
Polifenole to sktadniki zywnosci, ktére sa korzystne dla
zdrowia”. Kwasy fenolowe, flawonoidy i garbniki to nie-
ktore ze zwigzkow przeciwutleniajacych wystepujacych
w ekstraktach z debu, ktore przyczyniaja sie do poprawy ich
potencjatu przeciwutleniajacego®. Silne przeciwutleniacze
wystepujace w Quercus L. obejmuja kwas galusowy, kwas
elagowy i elagitaniny, takie jak roburina, weskalagina lub
kastalagina. Zwigzki te wykazujg rowniez wlasciwosci
antymutagenne i przeciwnowotworowe ze wzgledu na ich
zdolnos¢ przeciwutleniajaca”. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna
i catkowita zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach sa ze soba
silnie skorelowane'?. Stgzenie polifenoli w roslinach rézni
si¢ dla poszczegdlnych ich elementdw, gdy badane sg tkan-
ki i organy roslinne nadajace si¢ do zbioru'"'?. Wykryto,

Subcritical water extraction (SWE) uses this most common
chemical substance as an environment- and people-friendly
solvent. This SWE can be used for recovering biologically
active substances from plant raw materials in a circular
economy. The solvent after extraction, evaporated and puri-
fied, can be recycled to extraction or used in other chemical
processes. The water reaches its critical point at pressure
P_=22.09 MPa and temperature T, = 374.14°C. The SWE
process is scalable to an industrial size, but heating the
large volumes of water solvent to high temperatures, and
the re-evaporation of water to obtain the extracted sub-
stances can be time-consuming and costly. To ensure the
ecological and economic performance of the processes used
in the circular economy, it is extremely important to select
their optimal parameters, which is directly related to the
economics of recovering bioactive substances.

The bark of tree is a raw material primarily converted
into chemical and thermal by-products, but it is also a sour-
ce of biologically active substances. The plants contain
metabolites identified, inter alia, as polyphenols"?. They
are produced in part by various enzymes that affect metabo-
lic reactions and are components of biologically active sub-
stances®. Their metabolism integrates the morphological
and biochemical regulatory patterns of plants®. Phenolic
compounds influence the plants’ defense systems> 9.
Polyphenols are food ingredients that are beneficial to
health”). Phenolic acids, flavonoids, and tannins are some
of the antioxidant compounds found in oak extracts which
contribute to improving their antioxidative potential®.
Strong antioxidants found in Quercus L. include gallic acid,
ellagic acid, and ellagitannins like roburin, vescalagin,
orcastalagin. The compounds also exhibit antimutagenic
and anticarcinogenic properties due to their antioxidant
capacity®. The antioxidant activity and total polyphenol
content in the extracts are highly correlated’”. The con-
centration of polyphenols in plants varies for particular
elements when harvestable plant tissues and organs are
examined''?. The concentration of biologically active sub-
stances in Red maple was detected in the following ascen-
ding order: stem bark, the bark of branches, and twigs”),
whereas polyphenols content in Walnuts was detected in the
order: main root, buds, leaves, and bark®. The bark and
leaf extracts of Quercus crispula L., Quercus salicina L.,
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ze stgzenie substancji biologicznie czynnych w klonie
czerwonym rosto w kolejnosci: kora pnia, kora gatezi
i galazek?, podczas gdy zawarto$¢ polifenoli w orzechach
wloskich wzrastata w kolejnosci: gtowny korzen, paki,
liscie i kora'?. Ekstrakty z kory i lisci Quercus crispula L.,
Quercus salicina L. 1 Quercus serrata L. byty badane przez
Tuyen i wspolpr.'¥ przy uzyciu testow DPPH (rodniki
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowe) i ABTS [2,2’-azinobis-
-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian)]. Zgodnie z wynikami
badan, liscie zawieraty wiekszg ilo$¢ zwiazkow fenolowych
niz kora. Ekstrakty etanolowe z kory Quercus salicina L.
osiggnety catkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC) 35,89 mg
ekwiwalentu kwasu galusowego (GAE, gallic acid equi-
valent) na 1 g ekstraktu oraz catkowita zawarto$¢ flawo-
noidéow (TFC) 1,41 mg ekwiwalentu rutyny (RE)na 1 g
ekstraktu. Profil fenolowy zawiera kwas chlorogenowy,
kwas protokatechowy, kwas syringowy, kwas elagowy,
kwas cynamonowy, waniling, ferul i kwas benzoesowy.
W ekstraktach etanolowych z kory Quercus serrata L.
warto$¢ TPC wynosita 16,15 mg(GAE)/g ekstraktu i TFC
2,49 mg(RE)/g ekstraktu'. Kora Quercus scytophylla L.
badana przez Valencia-Avilés i wspolpr.'> osiggneta wartos¢
TPC 329 mg(GAE)/g wodnego ekstraktu i TFC 24,1 mg
ekwiwalentu kwercetyny (QE) na 1 g ekstraktu. W ekstrak-
tach etanolowych oznaczono TPC 521 mg(GAE)/g eks-
traktu i TFC 29,1 mg(QE)/g ekstraktu. Alafién i wspotpr.'®
odnotowali zawarto$¢ fenoli wynoszaca 72,63 ng(GAE)/g
ekstraktu uzyskanego z kory Quercus robur L.

Ekstrakty metanolowe z zotedzi Quercus branti L. zawie-
raty polifenole w ilosci 22,64 mg(GAE)/100 g ekstraktu'”,
podczas gdy ekstrakty acetonowe z zotedzi Quercus ilex L.
opisane przez Ferreira i wspotpr.!® wykazywaly TPC
928 mg(GAE)/100 g i aktywnos$¢ antyoksydacyjna mie-
rzong przy uzyciu rodnikéw DPPH 51,87 uM ekwiwalentu
troloksu (TE) na 1 g ekstraktu. Lavado i wspotpr.'” ekstra-
howali liscie Quercus suber L. rozpuszczalnikiem etanol-
-woda (7:3), uzyskujac TPC na poziomie 10,6 mg(GAE)/g
ekstraktu.

Ekstrakcja wodna jest przyjazna dla srodowiska technika
separacji zwigzkow bioaktywnych z materiatow roslinnych.
Zaleta tej metody jest rowniez jej skalowalnos¢ do rozmia-
réw przemystowych?*??. Woda jako rozpuszczalnik ma
wiele unikatowych wiasciwosci, z ktorych najwazniejsze
to: wysoka polarno$¢, duza wartos¢ stalej dielektrycznej
i wysoka temperatura wrzenia*». Wahania temperatury
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and Quercus serrata L. were studied by Tuyen et al.'?, using
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals) and ABTS
[2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) Jassays.
According to the results, leaves contained a higher amount
of phenolic compounds than the bark. Ethanol extracts
from the bark of Quercus salicina L. achieved the total
polyphenols content (TPC) 35.89 mg of gallic acid equiva-
lent (GAE) per 1 g of extract as well as the total flavonoid
content (TFC) 1.41 mg of rutin equivalent (RE) per 1 g of
extract. The phenolic profile contains chlorogenic acid,
protocatechuic acid, syringic acid, ellagic acid, cinnamic
acid, vanillin, ferulic, and benzoic acid. Ethanol extracts
from the bark of Quercus serrata L. contain TPC 16.15
mg(GAE)/g of extract and TFC 2.49 mg(RE)/g of extract'?.
The Quercus scytophylla L. bark studied by Valencia-Avilés
et al.” achieved TPC 329 mg(GAE)/g of aqueous extract
and TFC 24.1 mg of quercetin equivalent (QE) per I g of
extract. The respective ethanolic extracts contain TPC 521
mg(GAE)/g of extract and TFC 29.1 mg(QE)/g of extract.
Alaiidn et al.'” reported a phenolic content of 72.63 ug(GA-
E)/g of extract obtained from the bark of Quercus robur L.

Methanol extracts from the acorn of Quercus branti L.
contains total polyphenols 22.64 mg(GAE)/100 g of
extract'”, whereas acetone extracts from the acorn of
Quercus ilex L. reported by Ferreira et al.'® exhibited
TPC 928 mg(GAE)/100 g and antioxidant activity measu-
red using DPPH radicals 51.87 uM of trolox equivalent
(TE) per 1 g of extract. Lavado et al.’® extracted leaves of
Quercus suber L. with ethanol-water (7:3) solvent obtained
a TPC of 10.6 mg(GAE)/g of extract.

Water extraction is an environmentally friendly separa-
tion technique of bioactive compounds from plant mate-
rials. The advantage of this method is also its scalability
to industrial sizes***?. Water as a solvent has many unique
properties, The most important are: high polarity, high die-
lectric constant, and high boiling point*. Water tempera-
ture variation causes changes in its properties as a solvent,
one of the most important changes is its polarity. Low polar
molecules can be separated more efficiently by low polar
water present at high temperatures, whereas highly polar
compounds are separated more easily at lower temperatu-
res. Moreover, an increase in water temperature results in
decrease of surface tension and viscosity, which improves
the contact between solvent and extracted material”** ). An
increase in water temperature can enhance extraction rate
and efficiency, but can also result in thermal degradation
of the extracts.

Scientific research conducted so far indicates that extracts
obtained with the use of water under subcritical conditions
showed high antioxidant activity closely correlated with the
temperature of the extraction process*=". Determination of
the optimal variability ranges of extraction parameters is
crucial to designing plants for the extraction of biologically
active compounds with acceptable levels of production cost.
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wody powodujg zmiany jej wlasciwosci jako rozpusz-
czalnika, a jedng z najwazniejszych zmian jest zmiana jej
polarnosci. Stabo polarne czasteczki moga by¢ skuteczniej
oddzielane przez mato polarng wodg¢ znajdujaca si¢ w wyso-
kich temperaturach, podczas gdy wysoce polarne zwigzki
sg fatwiej oddzielane w nizszych temperaturach. Co wigcej,
wzrost temperatury wody powoduje zmniejszenie napigcia
powierzchniowego i lepkosci, co poprawia kontakt migdzy
rozpuszczalnikiem a ekstrahowanym materiatem! 2 29,
Wzrost temperatury wody moze zwigkszy¢ szybkos¢
i wydajnos¢ ekstrakcji, ale moze rowniez spowodowac
degradacje¢ termicznag ekstraktow.

Przeprowadzone dotychczas badania naukowe wska-
zuja, ze ekstrakty otrzymane z wykorzystaniem wody
w warunkach podkrytycznych wykazywaty silne dziata-
nie przeciwutleniajgce $cisle skorelowane z temperaturg
procesu ekstrakcji*> =%, Okreslenie optymalnych zakresow
zmiennoS$ci parametrow ekstrakcji ma kluczowe znaczenie
dla projektowania instalacji do ekstrakcji zwiazkoéw biolo-
gicznie czynnych przy akceptowalnych poziomach kosztow
produkcji. Obejmuje to najwazniejsze parametry, takie jak
temperatura, czas trwania procesu i konstrukcja reaktora.

Dostepna literatura naukowa okres§la bioaktywnos$é
ekstraktow z kory debu, ale nie okresla wplywu konstruk-
cji komory ci$nieniowej i innych parametroOw procesu na
wydajnos¢ ekstrakcji i sktad ekstraktu. Okreslenie opty-
malnych zakresow zmienno$ci parametréw ekstrakcji ma
kluczowe znaczenie dla projektowania instalacji do ekstrak-
cji zwigzkow biologicznie czynnych przy akceptowalnych
poziomach kosztéw produkcji. Dlatego celem niniejszego
badania byto okreslenie wptywu najwazniejszych para-
metréw: temperatury, czasu trwania procesu i konstrukeji
reaktora na jako$¢ ekstraktu i wydajnos¢ procesu.

Czes¢ doswiadczalna

Materiaty

Kore debu szyputkowego (Quercus robur L.) pozy-
skano do celow badawczych z pni 30-letnich drzew pod
nadzorem pracownikow Nadlesnictwa Pulawy w Lasach
Panstwowych (lokalizacja 51°25°59.1 ,,N 22°00°12.9 "E).
Do suszenia kory debu w temp. 20°C wykorzystano kon-
wekcje naturalng. Nastepnie do rozdrobnienia kory uzyto
mtyna tngcego Retsch SM100 o predkosci ostrzy 9,4 m/s.
Frakcje 0,9—-1,4 mm oddzielano za pomoca wytrzasarki
laboratoryjnej Multiserv LPzE-2e przez 30 min przy cz¢-
stotliwosci 50 Hz i amplitudzie drgan 2,5 mm. Materiat byt
dalej suszony do uzyskania wilgotnosci 5,25%. Na rys. 1
pokazano surowiec przed rozdrobnieniem.

W testach spektrofotometrycznych stosowano: odczynnik
Folina i Ciocalteu (AKTYN, Suchy Las, Polska), weglan
sodu (=99%, Stanlab, Lublin, Polska), kwas 6-hydroksy-
-2,5,7,8-tetrametylo-chromano-2-karboksylowy (Trolox,
>98%, Sigma Aldrich, Merck, Niemcy), kwas galusowy
(>98%, Sigma Aldrich, Merck, Niemcy), metanol (>99%,
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This includes the most important parameters like tempera-
ture, process duration, and reactor design.

The available scientific literature determines the bio-
activity of oak bark extracts but does not specify the effect
of pressure cell design and other process parameters on
extraction yield and extract composition. Determination of
the optimal variability ranges of extraction parameters is
crucial to designing plants for the extraction of biological-
ly active compounds with acceptable levels of production
cost. Therefore the aim of this work is to determine impact
of the most important parameters: temperature, process
duration, and reactor design on the extract quality and
process efficiency.

Experimental

Materials

Under the supervision of Putawy Forest District employ-
ees, oak (Quercus robur L.) trunk bark was harvested for
research purposes in the Polish State Forests (location
51°25°59.1” N 22°00°12.9” E) from trunks of 30-year-old
trees. Natural convection was used to dry the oak bark at
20°C. Following that, a Retsch SM100 cutting mill with a 9.4
m/s blade speed was used to crush the bark. Using a Multiserv
LPzE-2e laboratory shaker, a fraction with a size range of
0.9 to 1.4 mm was separated for 30 min at a frequency of
50 Hz and an amplitude of 2.5 mm vibrations. The material
was further dried until it had a 5.25% moisture content. On
Fig. 1, the raw material prior to fragmentation was shown.

In the spectrophotometric assays the following chemi-
cal reagents were used: Folin-Ciocalteu reagent (AKTYN,
Suchy Las, Poland), sodium carbonate (=99%, Stanlab,
Lublin, Poland), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chro-
mane-2-carboxylic acid (Trolox, >98%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), gallic acid (=98%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), methanol (>99%, Stanlab, Poland),
2,2-diphentyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), catechin (=99.05%, Sigma Aldrich,
Merck, Germany), aluminum chloride (>98%, Sigma
Aldrich, Merck, Germany).

Methods

Plan of experiment

The experiment plan was developed with Design Expert
v13.0 software (Stat-Ease, Minneapolis). Box-Behnken
method was used as the foundation for the research. An
experimental plan consisting of three levels and three
factors was employed to determine the optimal process
parameters for Quercus robur L. The process parameter’s
lowest, mean, and maximum examined values were used to
define the three-factor levels. TPC, TFC, and antioxidant
activity were considered as dependent variables, while reac-
tor diameter, process time, and water temperature served
as independent variables.
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Fig. 1. Oak bark (Quercus robur L.) prior to fragmentation

Rys. 1. Kora debu (Quercus robur L.) przed rozdrobnieniem

Stanlab, Polska), 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH,
Sigma Aldrich, Merck, Niemcy), kateching (> 99.05%,
Sigma Aldrich, Merck, Niemcy), chlorek glinu (> 98%,
Sigma Aldrich, Merck, Niemcy).

Metodyka badan

Plan eksperymentu

Plan eksperymentu zostal opracowany przy uzyciu opro-
gramowania Design Expert v13.0 (Stat-Ease, Minneapolis,
USA). Jako podstawe badan wykorzystano metodg Boksa
1 Behnkena. Zastosowano plan eksperymentu sktadajacy si¢
z 3 poziomdw i 3 czynnikéw w celu okreslenia optymalnych
parametrow procesu dla Quercus robur L. Najmniejsze,
$rednie i maksymalne warto$ci badanych parametrow pro-
cesu zostaty wykorzystane do zdefiniowania poziomow 3
czynnikow. TPC, TFC i aktywno$ antyoksydacyjna uznano
za zmienne zalezne, podczas gdy $rednica reaktora, czas
trwania procesu i temperatura wody shuzyty jako zmienne
niezalezne.

Z 5 centralnymi punktami do pomiaru biedu, eksperyment
obejmowat 17 mozliwych kombinacji. W tabeli 1 zebrano
rzeczywiste wartoSci parametrow procesu dla kazdej zmien-
nej ustalonej zgodnie z planem eksperymentu.

Do oceny warto$ci uzyskanych w badaniu wykorzystano
analize wariancji (Anova). Istotno$¢ statystyczna wspot-
czynnikoéw regresji oceniono za pomocg testu F. Wartos¢
p mniejsza niz 0,05 zostata uznana za istotng.

Ekstrakcja

Ekstrakty wodne w stanie podkrytycznym uzyskano,
wykorzystujac ekstraktor rozpuszczalnikowy Dionex
ASE350. W procesie ekstrakcji zastosowano 3 rozne
pojemnosci komory cisnieniowej: 100 mL (Srednica
28,8 mm), 45 mL ($rednica 19,4 mm) i 12 mL (Srednica
10 mm). W celu ochrony systemu w komorach ci$nienio-
wych zainstalowano filtry z wtokna szklanego. Aby zagwa-
rantowac staly stosunek masy do objetosci, do procesu
ekstrakcji wybrano nastgpujace masy surowca: 16,59 g dla
100 mL, 7,53 g dla45 mL 12,00 g dla 12 mL. Na potrzeby
procedury ekstrakcji do komory ci$nieniowej wstrzyknigto
wode o czystosci analitycznej i przewodnosci 0,09 puS/cm.
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Table 1. Plan of experiment

Tabela 1. Plan eksperymentu

Set/ ,?mli,’,(;(,z:: y B S I.’Qeaqtor.dia’me‘ter/ C: P‘r(fcess time/
Poz. Temperatura rednica reaktora, Czas trwania
procesu, °C mm procesu, min

1 150 10 10
2 150 19.4

3 110 19.4

4 110 10 10
5 130 10 5
6 130 19.4 10
7 110 19.4 15
8 130 19.4 10
9 110 28.8 10
10 130 28.8 5
11 150 28.8 10
12 130 19.4 10
13 130 28.8 15
14 150 19.4 15
15 130 19.4 10
16 130 19.4 10
17 130 10 15

With 5 central points to measure the pure error, the expe-
riment included 17 possible combinations. In the Table 1,
the actual process parameter values for each variable set
as per the experiment design were collected.

Analysis of variance (Anova) was used to evaluate the
values obtained in the study. The statistical significance
of the regression coefficients was assessed using the
F-test. The p-value of less than 0.05 was considered
significant.

Extraction

Subcritical water extracts were obtained by using an
accelerated solvent extractor Dionex ASE350. Three dif-
ferent pressure cell capacities were usedfor the extraction
process: 100 mL (diameter 28.8 mm), 45 mL (diameter
19.4 mm), and 12 mL (diameter 10 mm). For the protection
of the system, fiberglass filters were integrated into the
pressure cells. The following mass of the raw material was
chosen for the extraction process to guarantee a constant
mass-to-volume ratio: 16.59 g for 100 mL, 7.53 g for
45 mL, and 2.00 g for 12 mL. For the extraction pro-
cedure, analytical purity water with a conductivity of
0.09 uS/cm was injected into the pressure cell. Water and
raw material-containing pressure cell was heated up to
the appropriate temperature in accordance with the expe-
rimental plan (DoE-Design of Experiment) and left for
the specified amount of time. After that, the extract was
vacuum-dried by water evaporation at 40°C. The extracted
materials were kept chilled in the lab refrigerator at 2°C
for further investigation.



Celka ci$nieniowa zawierajaca wodg i surowiec zostata
podgrzana do odpowiedniej temperatury, zgodnie z planem
eksperymentu (DoE-Design of Experiment) i pozostawiona
na okreslony czas. Nastepnie ekstrakt suszono prozniowo
przez odparowanie wody w temp. 40°C. Wyekstrahowane
materiaty przechowywano w lodowce laboratoryjnej
w temp. 2°C do dalszych badan.

Oznaczanie TPC

Aby zweryfikowac¢ jako$¢ ekstraktu, przeprowadzono
spektrofotometryczne oznaczenie TPC metoda Folina
i Ciocalteu. Wzorcem odniesienia dla spektrofotome-
trii stosowanej do oznaczania TPC byt kwas galusowy.
Wykorzystujac proces wyjasniony przez Sahin i wspotpr.2®,
oznaczono TPC. TPC wyrazono w mg(GAE)/g suchego
ekstraktu. Krzywa kalibracyjna uzyta do oznaczenia TPC
zostata przedstawiona rownaniem (1):

TPC = 0,1074A + 0,0585
(R>=0,9963) (1)

w ktorym 7PC ma wymiar 107 g(GAE)/mL, a A oznacza
absorbancje, dim.

Oznaczanie TFC

TFC mierzono metoda spektrofotometrii przy uzyciu
katechiny jako wzorca odniesienia. Zastosowana procedura
zostata opisana przez Aryal i wspotpr.’V z kilkoma mody-
fikacjami®?. Probke ekstraktu (1,0 mL) zmieszano z 1 mL
2-proc. roztworu AlCL-6H,0 na bazie metanolu. Aby osig-
gnac objetos¢ 10 mL, do mieszaniny dodano wodg destylo-
wang. Mieszaning pozostawiono na 10 min w temperaturze
pokojowej w ciemnosci, po czym zmierzono absorbancj¢
przy 510 nm. Wyniki wyrazono w mg(CTE)/g suchego
ekstraktu. Krzywa kalibracyjna uzyta do oznaczenia TFC
zostata przedstawiona rownaniem (2):

TFC =27,956A + 0,0228
(R* = 0,9998)

)

w ktorym TFC ma wymiar 10~ g(CTE)/mL, a A oznacza
absorbancje, dim.

Oznaczanie aktywnosci antyoksydacyjnej

W przypadku testu DPPH do oznaczenia aktywnosci
antyoksydacyjnej zastosowano technike opisang przez
Blois*® z kilkoma modyfikacjami®*?. Podwielokrotno$é
$wiezo przygotowanego 6-10° M rodnika DPPH w meta-
nolu o objetosci 5,0 mL zmieszano z 60 pL ekstraktu. Po
30-minutowym okresie inkubacji w temperaturze pokojowej
zmierzono absorbancj¢ spektrofotometryczng przy 517 nm,
stosujgc metanol jako probe $lepa. Dla kazdej probki wyko-
nano 3 powtorzenia pomiaru. Wyniki zostaty przedstawio-
ne w postaci ekwiwalentu troloksu: 10° M(TE)/g suchej
masy??. Aktywno$¢ antyoksydacyjna mierzono, stosujac
metode DPPH. Krzywa kalibracji zostata przedstawiona
jako rownanie (3):
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Determination of TPC

To verify the quality of the extract, spectrophotometric
determination of the TPC was performed by Folin-Ciocalteu
method. The reference standard for spectrophotometry used
to determine the TPC was gallic acid. Using the process
explained by Sahin et al.*®, the TPC was determined. The
TPC was expressed in mg(GAE)/g of dry extract. The
calibration curve used to determine the TPC was given by
equation (1):

TPC = 0.1074A + 0.0585
(R? = 0.9963) (1)

where TPC, 107 g(GAE)/mL and A means absorbance, dim.

Determination of TFC

The TFC was measured by spectrophotometry using
catechin as the reference standard. The procedure was
described by Aryal et al.’” with a few modifications’?.
The extract sample (1.0 mL) was mixed with I mL of a 2%
AlCL,-6H,0 solution based on methanol. To reach 10 mL
volume, distilled water was added to the mixture. The mixtu-
re was left for 10 min at room temperature in the dark, after
which the absorbance at 510 nm was measured. The results
are expressed in mg(CTE)/g of dry extract. The calibration
curve used to determine TFC was given by equation (2):

TFC = 27.956A + 0.0228
(R> = 0.9998) (2)

where TFC has dimension of 103 g(CTE)/mL and A means
absorbance, dim.

Determination of antioxidant activity

In the case of DPPH assay, the technique described
by Blois*® was used to measure antioxidant activity with
a few modifications’. A 5.0 mL aliquot of freshly produ-
ced 6-107° M DPPH radical in methanol was mixed with
60 ul of extract. After a 30-min long incubation period at
room temperature, the spectrophotometric absorbance was
measured at 517 nm by using methanol as a blank. Every
sample got 3 replications of its measurement. The outcomes
were reported in terms of Trolox equivalent: 10 M(TE)/g
of dry extract’®. The antioxidant activity was measured
using the DPPH method. The calibration curve was given
as the equation (3):

AC,,, = 0.9397A + 0.7561

(R? = 0.9993) (3)
where AC

ppy 1S antioxidant activity (10~ M(TE)/mL) and
A means absorbance, dim.

Results and discussion

Extraction efficiency

By comparing the mass of the dry extract to the mass
of the dry raw material, the effectiveness of the extraction
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Table 2. Extraction process efficiency
Tabela 2. Skutecznos$¢ procesu ekstrakcji

Reactor diameter/
Temperatura procesu, Srednica reaktora,
°C mm

Process temperature/

Set/
Poz.

Process time/
Czas trwania procesu,
min g

Extract (dry mass)/

Extraction yield (dry mass)/
Ekstrakt (sucha masa), ji

Wydajnos$¢ ekstra
(sucha masa), %

10 0.2741

1 150 10 9.11
2 150 194 5 0.7116 6.30
3 110 19.4 5 0.3519 3.11
4 110 10 10 0.1190 3.95
5 130 10 5 0.1482 4.92
6 130 194 10 0.5912 5.23
7 110 194 15 0.4547 4.01
8 130 19.4 10 0.5105 4.51
9 110 28.8 10 0.7377 2.95
10 130 28.8 5 0.7822 3.13
11 150 28.8 10 1.6914 6.77
12 130 194 10 0.5995 5.28
13 130 28.8 15 1.2015 4.80
14 150 194 15 0.9598 8.49
15 130 19.4 10 0.5539 4.90
16 130 194 10 0.4550 4.02
17 130 10 15 0.1744 5.79
ACDPPH — 0’9397 A+ 0’7 561 Table 3. Chemical analyses: TPC, TFC and antioxidant activity (dry extract)
(Rz — 0’9993) (3) TaF)ela 3. Wyniki analizy chemicznej: TPC, TFC i aktywnosci antyoksydacyj-
nej (suchy ekstrakt)
w ktorym AC, ,, oznacza aktywno$¢ antyoksydacyjng (107 Set/ TPC TFC Antioxidant activity (DPPH)/
M(TE)/mL), a A absorbancjg, dim. Poz. mg(GAl’E)/g mg(C T]::)/g Ak}}ll)vf,lf,%;i Tz)t,}fol\];lb(}ﬁ?;/?na
Wyniki badan i ich oméwienie ; ;21‘31213 H;‘; i:ﬁ
Skutecznosc ekstrakcji i igg; ﬁ‘;:; 1332
Poréwnujac mase suchego ekstraktu do masy suchego 5 381.9 1377 1880
surowca, oceniono skutecznos$¢ procesu ekstrakeji kory 6 312.5 153.6 2027
debu (Quercus robur L.). Uzyskane wyniki zawieraly si¢ 7 346.7 167.7 1597
w przedziale 2,95-9,11% w zaleznosci od konkretnych 8 328.1 184.7 1934
warunkow eksperymentu. Wyniki kazdego zestawu planow 9 3542 181.3 1936
eksperymentow (DoE) przedstawiono w tabeli 2. Wyniki 1y Sl 1759 lisn
oznaczen TPC i TFC oraz aktywnos$ci antyoksydacyjnej 1 2508 11.6 1471
. . 12 320.9 173.4 2087
przedstawiono w tabeli 3. 3 3310 713 5144
Zestaw parametrow nr 9 osiggnal najnizszg wydajnosé 14 180:7 100:8 1313
ekstrakcji (2,95%), przy temp. procesu 110°C, ktéra byta 15 3362 179.3 201
najmniejsza wartoscia w zakresie zmiennosci temperatury, 16 3515 176.5 2135
podczas gdy zestaw parametréw nr 1 wygenerowatl naj- 17 3233 157.3 1621

wyzszg wydajnos¢ ekstrakcji (9,11%), przy temp. procesu
150°C, ktora byta najwickszg warto$cia testowanych tem-
peratur. TPC i TFC, a takze aktywnos$¢ antyoksydacyjna
osiagnety najwicksze wartosci w 130°C, a najmniejsze
w 150°C.

Jakosc ekstraktu - TPC

Wartos$¢ TPC ekstraktow z kory debu (Quercus robur L.)
zawierata si¢ w granicach 180,7-381,9 mg(GAE)/g suchego
ekstraktu (DE), w zaleznosci od warunkow eksperymentu.
Zalezno$¢ zawartosci polifenoli od temperatury procesu
zostata zilustrowana na rys. 2. Na rys. 2—4 95-proc. prze-
dziaty ufno$ci $redniej odpowiedzi zaznaczono niebieskimi
przerywanymi liniami, granice przestrzeni projektowej
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process of oak (Quercus robur L.) bark was assessed. The
results obtained showed a variation between 2.95 and 9.11%
depending on the specific conditions of the experiment. The
outcomes of every set of Design of Experiments (DoE) was
shown in Table 2. The TPC and TFC determination results,
along with the antioxidant activities, were shown in Table 3.

The data set number 9 achieved the lowest extraction
vield (2.95%), with a process temperature of 110°C, which
was the lowest value in the temperature variability range,
whereas the data set number I generated the highest extrac-
tion yield (9.11%), with a process temperature of 150°C,
which was the highest value of tested temperatures. The
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Rys. 4. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna w zaleznosci od temperatury eks-
trakcji

oznaczono czarnymi kwadratami na koncach wykresow,
a punkty projektowe (centralne), ktore zostaly wykorzysta-
ne do walidacji modelu matematycznego, przedstawiono za
pomoca wypetnionych na czerwono okrggow.
Przeprowadzono wiclowariantowg analiz¢ wariancji,
wykorzystujagc wyniki analityczne zawartosci polifenoli,
ktore wykazaty, ze temperatura procesu byla jedynym
czynnikiem wptywajacym na TPC. Roéwnanie drugiego
rzedu zdefiniowalo zaleznos¢ migdzy temperaturg a zawar-
toscia polifenoli. Do 117,2°C zawarto$¢ polifenoli wzrastata
wraz ze wzrostem temperatury, a nastepnie spadata. Zmiany
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TPC and TFC as well as the antioxidant activity reached
the highest values at 130°C and the lowest at 150°C.

Extract quality - TPC

The TPC of the extracts from the bark of oak (Quercus
robur L.) varied from 180.7 to 381.9 mg(GAE)/g of dry
extract (DE) depending on the conditions of the experi-
ment. The dependence of polyphenol content on process
temperature was illustrated in Fig. 2. In Figs. 2—4, the
95% confidence intervals of the average response were
shown by the blue dashed lines. Limits of the design space
were shown by the black squares at the ends of the charts.
The design (central) points that were utilized to validate
the mathematical model were represented by the red-filled
circles.

A multivariable analysis of variance was carried out
based on the analytical results of polyphenol content, and
the findings showed that the process temperature was the
only factor influencing the TPC. A second-order equation
defined the relationship between temperature and poly-
phenols content. Up to 117.2°C, the content of polyphenols
increased with increasing temperature; after that decreased.
Changes in process time and reactor shape did not appear
to have an impact on TPC. An Anova analysis was shown
in detail in Table 4.

The F-value of 40.62 indicates the significance of the
model. An F-value this high is only 0.01% likely to be the
result of noise. The model terms are significant if the p-value
is less than 0.05. In this particular case, one important
model term is the temperature. The 2.84 lack-of-fit F-value
indicates the lack of fit does not seem to be significant when
considering the pure error. The adjusted R* of 0.8320 and
the predicted R* of 0.7753 exhibits a respectable degree of
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czasu trwania procesu i ksztattu reaktora nie miaty wptywu
na TPC. Analiza Anova zostata szczegotowo przedstawiona
w tabeli 4.

Wartos$¢ F wynoszaca 40,62 wskazata na istotno§¢ mode-
lu. Prawdopodobienstwo, ze tak duza warto$¢ F jest wyni-
kiem szumu wynosi zaledwie 0,01%. Warunki modelu sg
znaczace, jesli warto$¢ p jest mniejsza niz 0,05. W tym kon-
kretnym przypadku jedynym istotnym parametrem modelu
byta temperatura. Warto$¢ F' braku dopasowania wynoszaca
2,84 wskazywala, ze brak dopasowania nie wydawat si¢
by¢ znaczacy, biorac pod uwage btad. Skorygowany R?
wynoszacy 0,8320 i przewidywany R* wynoszacy 0,7753
wskazywaly na znaczny stopien zgodnos$ci. Odpowiednia
precyzja, czyli stosunek sygnatu do szumu, pokazata, ze
sygnat byt prawidlowy, z wartoscia 13,17. Wynikowy model
mogt by¢ wykorzystany do zbadania badanego obszaru i byt
statystycznie istotny.

Do obliczenia ogo6lnej zawartosci polifenoli uzyto row-
nania (4).

TPC = -0,123401T + 28,93977T — 1339,57077 (4)

w ktorym TPC ma wymiar mg(GAE)/g(DE), a T oznacza
temperature, °C.

Dotychczas nie prowadzono badan dotyczacych ilosci
polifenoli w podkrytycznych ekstraktach wodnych w zalez-
nosci od temperatury dla kory debu (Quercus robur L.).
Wedtug dostepnych danych w ekstraktach uzyskanych

Table 4. Anova analysis for TPC

Tabela 4. Wyniki analizy Anova w odniesieniu do TPC

agreement. A deq. precision, which is the signal-to-noise
ratio, shows that the signal is appropriate with a value
of 13.17. The resultant model can be used to explore the
investigated area and is statistically significant.

Equation (4) was used to compute the overall polyphenol
content.

TPC = -0.123401T* + 28.93977T — 1339.57077  (4)

Where TPC mg(GAE)/g(DE) and T temperature, °C.

There were currently no studies on the quantity of poly-
phenols in subcritical water extracts in relation to tem-
perature for oak (Quercus robur L.) bark. The available
information indicated that extracts obtained from the bark
of Quercus salicina L. using ethanol as solvent achieved
a total polyphenol content of 35.89 mg(GAE)/g(DE), whe-
reas extracts obtained from the bark of Quercus serrata L.
using ethanol as solvent achieved 16.15 mg(GAE)/g(DE)™.
Three bark of Quercus scytophylla L. was the subject of
a study by Valencia-Avilés et al.” obtained extracts achie-
ved a TPC of 329 mg(GAE)/g(DE) using water and a TPC of
521 mg(GAE)/g(DE) using ethanol as a solvent. Alaiion et
al.'® reported a phenolic content of 72.63 ug(GAE)/g(DE)
obtained from the bark of Quercus robur L. Subcritical
water extracts obtained from the bark of Walnut (Juglans
regia L.) and Norway maple (Acer platanoides L.) achieved
a TPC as follows: 192.2 mg(GAE)/100 g (dry raw material
mass) and 943 mg(GAE)/100 g (dry raw material mass)** .

Parameter/ Sum of squares/ dfl Mean square/ F-Value/ p-Value/
Parametr Suma kwadratow | Stopnie swobody Sredni kwadrat F- Wartos$¢ p-Wartosé
igni t/
Model 41.961.86 2 20.980.93 40.62 <0.0001 significan
znaczace

Cmlcneicael 31.642.73 1 31.642.73 61.25 <0.0001
Temperatura T T : :
A? — Temperature®/
Temperatura? 10.319.13 1 10.319.13 19.98 0.0005
Residual/
Pozostatosé 7.232.07 14 516.58
Lackoffil 6.339.28 10 633.93 2.84 0.1631 not significant]
Brak dopasowania nieznaczace
Pure error/
Blad 892.79 4 223.20
Cor total/ Skory-
gowana catkowita 49.193.92 16
suma kwadratow
Fit statistics/
Statystyki R? 0.8530
dopasowania
Std. dev./ . 5
Odchylenia 2.73 Sdjusted R 0.8320
standardowe skorygowany R

. 7 2
Mean/$rednia 313.89 predicied R 0.7753

przewidywany R
adequate
precision/
C.V. % 7.24 odpowiednia 13.1740
precyzja
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z kory Quercus salicina L. przy uzyciu etanolu jako roz-
puszczalnika calkowita zawarto$¢ polifenoli wynosita
35,89 mg(GAE)/g(DE), podczas gdy w ekstraktach uzyska-
nych z kory Quercus serrata L. przy uzyciu etanolu jako
rozpuszczalnika wynosita ona 16,15 mg(GAE)/g(DE)'Y.
Kora drzewa Quercus scytophylla L. byta przedmiotem
badan Valencia-Avilés i wspotpr.'d. W uzyskanych eks-
traktach wartos¢ TPC wyniosta 329 mg(GAE)/g(DE), gdy
uzyto wody i 521 mg(GAE)/g(DE) przy uzyciu etanolu jako
rozpuszczalnika. Alaion i wspolpr.'® odnotowali zawarto$¢
fenoli wynoszaca 72,63 ng(GAE)/g(DE) w ekstrakcie uzy-
skanym z kory Quercus robur L. Podkrytyczne ekstrakty
wodne otrzymane z kory orzecha wloskiego (Juglans regia
L.) i klonu pospolitego (Acer platanoides L.) osiagngty TPC
odpowiednio: 192.2 mg(GAE)/100 g (sucha masa surowca)
1943 mg(GAE)/100 g (sucha masa surowca)** 39,

Wedlug niniejszego badania zawarto$¢ polifenoli eks-
trahowanych z kory pnia Quercus robur L. zawierala si¢
w granicach 180,7-381,9 mg(GAE)/g(DE) (526,9-1614,7
mg(GAE)/100 g suchej masy surowca), w zaleznosci od
temperatury. Podobng zawarto$¢ fenoli uzyskali Valencia-
-Avilés 1 wspotpr.'? w ekstraktach wodnych z Quercus
scytophylla L. Réznice w stezeniu polifenoli mozna przy-
pisa¢ wielu czynnikom, takim jak rozne metody ekstrak-
¢ji, zmienne procesowe, rodzaj rozpuszczalnika, dlugosé
przechowywania materialu przed badaniami, okres zbiorow
i metody obrobki wstepnej surowca®®. Na strukturg che-
miczng fitosktadnikow maja wplyw zmiany w otaczaja-
cym srodowisku, takie jak rodzaj gleby, klimat i potozenie
geograficzne’?.

Celem tego do$wiadczenia byto zbadanie, w jaki spo-
sob ksztalt reaktora, temperatura i czas trwania procesu
wplynety na catkowita zawarto$¢ polifenoli, flawonoidow
1 aktywnos¢ antyoksydacyjng uzyskanych ekstraktow, a nie
okreslenie maksymalnej wydajnosci ekstrakeji polifenoli.
Stwierdzono, ze na zawartos¢ polifenoli duzy wptyw miaty
zmiany temperatury. Zmiany ksztattu komory cisnieniowej
1 czasu trwania procesu nie miaty wptywu na TPC.

Jakosc¢ ekstraktu - TFC

Zawarto$¢ flawonoidow w ekstraktach z kory degbu
(Quercus robur L.) wahala si¢ w granicach 100,8—184,9
mg(CE)/g suchego ekstraktu (DE), w zaleznosci od warun-
koéw eksperymentu. Zaleznos¢ zawartosci flawonoidow od
temperatury procesu zilustrowano na rys. 3. Na rysunku
95-proc. przedziaty ufnosci $redniej odpowiedzi zaznaczo-
no niebieskimi przerywanymi liniami, granice przestrzeni
projektowej oznaczono czarnymi kwadratami na koncach
wykresow, a punkty projektowe (centralne), ktore zostaty
wykorzystane do walidacji modelu matematycznego, przed-
stawiono za pomocg wypetnionych na czerwono okregow.

Przeprowadzono wielowariantowa analiz¢ wariancji na
podstawie wynikow analitycznych zawartosci flawonoidow.
Wyniki wykazaty, ze temperatura procesu byta jedynym
czynnikiem wptywajacym na TFC. Roéwnanie drugiego
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According to this study, the extracted polyphenol
content from Quercus robur L. trunk bark ranged from
180.7 to 381.9 mg(GAE)/g(DE) (from 526.9 to 1614.7
mg(GAE)/100 g of dry raw material mass) depending on
temperature. Similar content of phenols was obtained
in the water extracts from Quercus scytophylla L. by
Valencia-Avilés et al.””. Differences in the concentration
of polyphenols could be attributed to many factors, such
as different extraction methods, process variables, type of
solvent, length of material storage before research, harve-
sting period, and raw material pre-treatment methods®® .
The chemical structure of phytonutrients was influenced
by alterations in the surrounding environment, such as
soil type, climate, and geographic location®®. It should be
mentioned that the purpose of this study was to investigate
how reactor shape, temperature, and process duration
affected the total amount of polyphenols, flavonoids, and
antioxidant activity of the extracts that were obtained,
rather than to determine the maximum yield for polyphe-
nol extraction. In this case, polyphenol content was highly
affected by temperature variation. Changes in the pressure
cell’s shape and process duration did not appear to have
an impact on TPC.

Extract Quality - TFC

The flavonoid content of the extracts obtained from
the bark of oak (Quercus robur L.) varied from 100.8 to
184.9 mg(CE)/g of dry extract (DE) depending on the condi-
tions of the experiment. The dependence of flavonoid content
on process temperature is illustrated in Fig. 3. The 95%
confidence intervals of the average response are shown by the
blue dashed lines. Limits of the design space are shown by the
black squares at the ends of the charts. The design (central)
points that were utilized to validate the mathematical model
are represented by the red-filled circles.

A multivariable analysis of variance was carried out
based on analytical results of the flavonoid content, and
the findings showed that the process temperature was the
only factor influencing the TFC. A second-order equation
defined the relationship between temperature and flavonoid
content. Up to 116.5°C, the content of flavonoids increased
with increasing temperature; after that decreased. Changes
in process time and reactor shape did not appear to have
an impact on TFC. An Anova analysis was shown in detail
in Table 5.

The F-value of 34.83 indicated the significance of the
model. An F-value this high was only 0.01% likely to be
the result of noise. The model terms are significant if
the p-value is less than 0.05. In this particular case, one
important model term was the temperature. The 1.19 lack-
-of-fit F-value indicated the lack of fit did not seem to be
significant when considering the pure error. The adjusted
R? of 0.8088 and the predicted R? of 0.7725 exhibited
a respectable degree of agreement. Adequate precision,
which is the signal-to-noise ratio, shows that the signal is
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Table 5. Anova analysis for TFC

Tabela 5. Wyniki analizy Anova w odniesieniu do TFC

Parameter/Parametr Sum of squares/ dfl Mean square/ F-Value/ p-Value/
aramete © Suma kwadratéw | Stopnie swobody Sredni kwadrat F- Warto$¢ p-Warto$é
Model 10.971.36 2 5.485.68 34.83 <0.0001 significant]
znaczace
o I 8.404.56 1 8.404.56 53.37 <0.0001
Temperatura
2 2
/% — Temperature’/ 2.566.79 1 2.566.79 16.30 0.0012
emperatura
Residual/
Pozostalosé 2.204.68 14 157.48
Lack of fitl 1.649.41 10 164.94 1.19 0.4705 not significant/
Brak dopasowania nieznaczace
g‘gg Cacidl 555.27 4 138.82
Cor total/
Skorygowana 13.176.04 16
catkowita suma
kwadratow
Fit statistics/
Statystyki R? 0.8327
dopasowania
Std. dev./ diusted R?/
Odchylenie 12.55 aapusted T L 0.8088
standardowe skorygowany R
g 2
Mean/$rednia 156.07 predicted R 0.7725
przewidywany R
adequqle
C.V. % 8.04 precision/ 12.2970
odpowiednia
precyzja

rzedu zdefiniowato zaleznos¢ migdzy temperaturg a zawar-
toscig flawonoidéw. Do 116,5°C zawarto$¢ flawonoidow
wzrastata wraz ze wzrostem temperatury, a nastepnie spa-
data. Zmiany czasu trwania procesu i ksztattu reaktora nie
miaty wptywu na TFC. Analiza Anova zostata szczegdtowo
przedstawiona w tabeli 5.

Wartos$¢ F wynoszaca 34,83 wskazata na istotnos¢ modelu.
Prawdopodobienstwo, ze tak duza wartos$¢ F byta wynikiem
szumu wynosito zaledwie 0,01%. Warunki modelu sg zna-
czace, jesli warto$¢ p jest mniejsza niz 0,05. W tym konkret-
nym przypadku jedynym waznym parametrem modelu byta
temperatura. Wartos¢ F' braku dopasowania wynoszaca 1,19
wskazata, ze brak dopasowania nie wydawat si¢ by¢ zna-
czacy, biorac pod uwage btad. Skorygowany R? wynoszacy
0,8088 1 przewidywany R* wynoszacy 0,7725 wykazywaty
znaczny stopien zgodnosci. Odpowiednia precyzja, czyli sto-
sunek sygnatu do szumu, pokazata, ze sygnat byl prawidlowy,
z wartoscia 12,30. Wynikowy model mogt by¢ wykorzystany
do zbadania badanego obszaru i byt statystycznie istotny.

Do obliczenia calkowitej zawartosci flawonoidow uzyto
rownania (5):

TFC =-0,0615457* + 14,381117 - 661,77604 %)

w ktorym TFC ma wymiar mg(CE)/g(DE), a T oznacza
temperaturg, °C.
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appropriate with a value of 12.30. The resultant model can
be used to explore the investigated area and is statistically
significant.

Equation (5) was used to compute the overall flavonoid
content:

TFC = -0.061545T* + 14.38111T — 661.77604 (5)

where: TFC, mg(CE)/g(DE), T means temperature, °C.

There were currently no studies on the quantity of flavo-
noids in subcritical water extracts in relation to temperature
for oak (Quercus robur L.) bark. The available information
indicates that extracts from the bark of Quercus salicina L.
using ethanol as solvent achieved a TFC of 1.41 mg(RE)/g
of dry extract (RE: Rutin Equivalent), whereas extracts
obtained from the bark of Quercus serrata L. using etha-
nol as solvent achieved 2.49 mg(RE)/g(DE)™. Three bark
of Quercus scytophylla L. was the subject of a study by
Valencia-Avilés et al.” obtained extracts achieved a total
flavonoid content 24.1 mg(QE)/g of extract using water
and 12.9 mg(QE)/g of extract using ethanol as a solvent.
Subcritical water extracts obtained from the bark of wal-
nut (Juglans regia L.) and norway maple (Acer platano-
ides L.) achieved a total flavonoid content as follows:
88.3 mg(QE)/100 g (dry raw material mass) and
188 mg(CE)/100 g (dry raw material mass)** 3.
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Obecnie nie ma badan dotyczacych ilosci flawonoidow
w podkrytycznych ekstraktach wodnych w zaleznosci od
temperatury dla kory Quercus robur L. Wedtug dostep-
nych danych w ekstraktach uzyskanych z kory Quercus
salicina L. przy uzyciu etanolu jako rozpuszczalnika
warto$¢ TFC wynosita 1,41 mg(RE)/g suchego ekstraktu
(RE: ekwiwalent rutyny), podczas gdy ekstrakty uzyskane
z kory Quercus serrata L. przy uzyciu etanolu jako roz-
puszczalnika osiagnely 2,49 mg(RE)/g(DE)'. Kora drzewa
Quercus scytophylla L. byla przedmiotem badan Valencia-
-Avilés i wspotpr.'>. W ekstraktach uzyskanych przy uzyciu
wody zawartos¢ flawonoidow wynosita 24,1 mg(QE)/g
ekstraktu i 12,9 mg(GAE)/g w ekstraktach przy uzyciu
etanolu jako rozpuszczalnika. Podkrytyczne ekstrakty
wodne uzyskane z kory orzecha wloskiego (Juglans regia
L.) i klonu pospolitego (Acer platanoides L.) osiagnety TFC
odpowiednio: 88,3 mg(QE)/100 g (sucha masa surowca)
i 188 mg(CE)/100 g (sucha masa surowca)** 3,

Wedtug niniejszego badania zawartos¢ flawonoidow
ekstrahowanych z kory pnia Quercus robur L. wahala si¢
w granicach 100,8-184,9 mg(CE)/g(DE) (605,8-900,8
mg(CE)/100 g suchej masy surowca), w zaleznosci od tempe-
ratury. Uzyskane stgzenie flawonoidow byto 4-krotnie wiek-
sze od zawarto$ci flawonoidéw uzyskanych z kory klonu
pospolitego w badaniach opisanych w pracy badawczej>.
Roéznice w stezeniu flawonoidow mozna przypisa¢ wielu
czynnikom, takim jak r6zne metody ekstrakcji, zmienne pro-
cesowe, rodzaj rozpuszczalnika, dtugos$¢ przechowywania
materiatu przed badaniami, okres zbiorow i metody obrobki
wstepnej surowca®?. Na struktur¢ chemiczng fitosktadnikow
wplyw maja zmiany w otaczajacym Srodowisku, takie jak
rodzaj gleby, klimat i potozenie geograficzne’?.

Celem tego do$wiadczenia byto zbadanie, w jaki spo-
sob ksztalt reaktora, temperatura i czas trwania procesu
wplynety na catkowita zawartos$¢ polifenoli, flawonoidow
1 aktywnosc¢ antyoksydacyjng uzyskanych ekstraktow, a nie
okreslenie maksymalnej wydajnosci ekstrakcji flawono-
idow. Stwierdzono, ze na zawarto$¢ flawonoidow duzy
wplyw mialy zmiany temperatury. Zmiany ksztattu komory
cisnieniowej i czasu trwania procesu nie miaty wplywu na
TFC.

Jakos¢ ekstraktu - aktywnos¢ antyoksydacyjna

Aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory Quercus
robur L. zmieniata si¢ w granicach 1313-2201 uM(TE)/g
suchego ekstraktu (DE), w zaleznosci od warunkow ekspe-
rymentu. Zaleznos$¢ aktywnos$ci antyoksydacyjnej od tem-
peratury procesu zostata zilustrowana na rys. 4. Na rysunku
95-proc. przedziaty ufnosci $redniej odpowiedzi zostaty
zaznaczone niebieskimi przerywanymi liniami, granice
przestrzeni projektowej oznaczono czarnymi kwadratami
na koncach wykresow, a punkty projektowe (centralne),
ktore zostaly wykorzystane do walidacji modelu matema-
tycznego, zostaly przedstawione za pomoca wypetionych
na czerwono okregow.
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According to this study, the extracted flavonoid content
from oak (Quercus robur L.) trunk bark ranged from 100.8
to 184.9 mg(CE)/g(DE) (from 605.8 to 900.8 mg(CE)/g
of dry raw material mass) depending on the temperatu-
re. Obtained flavonoid concentration is 4 times higher
than the content of flavonoids achieved from norway
maple bark in the studies described in research work®”.
Differences in the concentration of flavonoids can be
attributed to many factors, such as different extraction
methods, process variables, type of solvent, length of
material storage before research, harvesting period, and
raw material pre-treatment methods®®. The chemical
structure of phytonutrients is influenced by alterations in
the surrounding environment, such as soil type, climate,
and geographic location®®. It should be mentioned that
the purpose of this study was to investigate how reactor
shape, temperature, and process duration affected the
total amount of polyphenols, flavonoids, and antioxidant
activity of the extracts that were obtained, rather than to
determine the maximum yield for flavonoid extraction.
In this case, flavonoid content was highly affected by
temperature variation. Changes in the pressure cell’s
shape and process duration did not appear to have an
impact on TFC.

Extract quality - antioxidant activity

The antioxidant activity of the extracts from the bark of
oak (Quercus robur L.) varied from 1313 to 2201 uM(TE)/
8(DE) depending on the conditions of the experiment. The
dependence of antioxidant activity on process temperature
was illustrated in Fig. 4. The 95% confidence intervals of
the average response were shown by the blue dashed lines.
Limits of the design space were shown by the black squares
at the ends of the charts. The design (central) points utilized
to validate the mathematical model were represented by the
red-filled circles.

A multivariable analysis of variance was carried out based
on the analytical results, and the findings showed that the
process temperature was the only factor influencing the
antioxidant activity. A second-order equation defined the
relationship between temperature and antioxidant activity.
Up to 123.2°C, antioxidant activity increased with incre-
asing temperature; after that decreased. Changes in process
time and reactor shape did not appear to have an impact on
antioxidant activity. An Anova analysis was shown in detail
in Table 6.

The F-value of 13.66 indicates the significance of the
model. An F-value this high is only 0.05% likely to be
the result of noise. The model terms are significant if
the p-value is less than 0.05. In this particular case, one
important model term is the temperature. The 3.52 lack-
-of-fit F-value indicates the lack of fit does not seem to
be significant when considering the pure error. The adju-
sted R? of 0.6127 and the predicted R* of 0.5142 exhibits
a respectable degree of agreement. Adequate precision,
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Table 6. Anova analysis for antioxidant activity

Tabela 6. Wyniki analizy Anova dla aktywnosci antyoksydacyjnej

Parameter/Parametr Sum of squares/ df! Mean square/ F-Value/ p-Value/
aramete Suma kwadratow | Stopnie swobody | Sredni kwadrat F-Warto$¢ p-Wartosé
Model 8.000 - 10° 2 4.000 - 10° 13.66 0.0005 significant/
znaczace
8 Temperature | 3.625 - 10° 1 3.625 - 10° 12.38 0.0034
emperatura
A~ Temperature’/ 4375 10° 1 4375 10° 14.94 0.0017
Temperatura
feontil] 4.100 - 10° 14 29.287.95
Pozostatosé¢
Lack of fit/ Brak 105 not significant/
dopasowania 3.682- 10 10 36.824.25 3.52 0.1181 nieznaczace
Pure error/
Blad 41.788.80 4 10.447.20
Cor total/ Skory-
gowana calkowita 1.210- 10¢ 16
suma kwadratow
Fit statistics/
Statystyki R 0.6611
dopasowania
Std. dev./ . 2
Odchylenie 171.14 djusted RY 0.6127
standardowe skorygowany
’ 7 2
Mean/ $rednia 1.833.53 predicied R 0.5142
przewidywany R
adequate
precision/
CV. % 9.33 odpowiednia 7.4317
precyzja

Na podstawie wynikéw oznaczen analitycznych prze-
prowadzono wielowariantowa analiz¢ wariancji, a jej
wyniki wykazaty, ze temperatura procesu byla jedynym
czynnikiem wptywajacym na aktywnos¢ antyoksydacyjng.
Roéwnanie drugiego rzedu zdefiniowato zalezno$¢ miedzy
temperaturg a aktywnos$cig antyoksydacyjng. Do 123,2°C
aktywnos¢ antyoksydacyjna wzrastata wraz ze wzrostem
temperatury, a nast¢pnie spadata. Zmiany czasu trwania
procesu i ksztattu reaktora nie mialy wptywu na aktywnos¢
antyoksydacyjng. Wyniki analizy Anova szczegdélowo
podano w tabeli 6.

Wartos$¢ F wynoszaca 13,66 wskazata na istotnos¢
modelu. Prawdopodobienstwo, ze tak wysoka wartos¢ F
jest wynikiem szumu wynosito zaledwie 0,05%. Warunki
modelu sa znaczace, jesli wartos¢ p jest mniejsza niz
0,05. W tym konkretnym przypadku jedynym istotnym
parametrem modelu byta temperatura. Warto$¢ F braku
dopasowania wynoszaca 3,52 wskazata, ze brak dopaso-
wania nie wydawal si¢ znaczacy, bioragc pod uwage blad.
Skorygowany R? wynoszacy 0,6127 i przewidywany R*
wynoszacy 0,5142 wykazaty znaczny stopien zgodnoSci.
Odpowiednia precyzja, czyli stosunek sygnatu do szumu,
pokazata, ze sygnat byl prawidlowy, z wartoscia 7,4317.
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which was the signal-to-noise ratio, showed that the signal
was appropriate with a value of 7.4317. The resultant
model could be used to explore the studied area and was
statistically significant.

Equation (6) was used to compute the antioxidant acti-

Vity:

AC,,,, =-0.803507T + 198.26806T - 10210.80208 (6)
where: AC, . antioxidant activity (10° M(TE)/g(DE)), T

means temperature, °C.

There were currently no studies on the antioxidant acti-
vity of subcritical water extracts in relation to temperature
for oak (Quercus robur L.) bark. TPC in the extracts from
acorn of Quercus branti L. using methanol as a solvent
was 22.64 mg(GAE)/100 g of extract'”), whereas Ferreira
et al.'® using acorn of Quercus ilex L. and acetone as
a solvent reported 928 mg(GAE)/100g and antioxidant
activity measured using DPPH radicals 51.87 uM(TE)/
g(DE). Subcritical water extracts from the bark of walnut
(Juglans regia L.) and norway maple (Acer platanoides L.)
achieved antioxidant activity as follows: 21.3 uM(TE)/g
(dry raw material mass) and 16.24 uM(TE)/g (dry raw
material mass)** 3.
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Table 7. The criteria used for the optimization process

Tabela 7. Kryteria stosowane w procesie optymalizacji

Process o o Pl
parameters/ l]’)(g;;’ [1'1’:;111{[/ l(]}lg;:’ []lllllll]lltt/ Goals/ Cele
Parametry procesu y y
Temperature
of the process/ 110 150 was in range/
Temperatura byta w zakresie
procesu, °C
Optimization
parameters/ . lower limit/
Unit/Jednostk -
Parametry rufliednostia dolny limit
optymalizacji
maximize/
TPC GAE)/1 g(DE .
mg( V1 ¢(DE) maksymalizacja
maximize/
TFC CE)/1 g(DE .
mg(CE)'1 g(DE) maksymalizacja
Antioxidant
activity/ - maximize/
10 M(TE)/1 g(DE N
Aktywno$¢ (TE1 g(DE) maksymalizacja
antyoksydacyjna

Wynikowy model mogt by¢ wykorzystany do zbadania
badanego obszaru i jest statystycznie istotny.

Do wyznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej uzyto
réwnania (6):

AC,,,,=-0,803507T> + 198,268067 - 10210,80208 (6)
w ktorym AC, . oznacza aktywno$¢ antyoksydacyjna (107

M(TE)/g(DE)), a T temperature, °C.

Obecnie nie ma badan dotyczacych aktywnosci anty-
oksydacyjnej w podkrytycznych ekstraktach wodnych
w zaleznos$ci od temperatury dla kory debu (Quercus robur
L.). TPC w ekstraktach z zotedzi Quercus branti L. otrzyma-
nych przy uzyciu metanolu jako rozpuszczalnika wynosito
22,64 mg(GAE)/100 g ekstraktu'”, podczas gdy Ferreira
iwspotpr.'® przy uzyciu zotedzi Quercus ilex L. 1acetonu jako
rozpuszczalnika odnotowali warto$¢ 928 mg(GAE)/100g
i aktywno$¢ antyoksydacyjng mierzona przy uzyciu
rodnikow DPPH 51,87 uM(TE)/g(DE). Podkrytyczne
ekstrakty wodne uzyskane z kory orzecha wloskiego
(Juglans regia L.) 1 klonu pospolitego (Acer platanoides
L.) osiagnely aktywno$¢ antyoksydacyjna odpowiednio:
192.2 mg(GAE)/100 g (sucha masa surowca) oraz
943 mg(GAE)/100 g (sucha masa surowca)** 3.

Wedlug niniejszego badania aktywnos¢ antyoksydacyjna
ekstraktow z kory pnia Quercus robur L. wahala si¢ w gra-
nicach 1313-2201 uM(TE)/g(DE) (113,5-117,3 uM(TE)/g
suchej masy surowca), w zaleznos$ci od temperatury.
Aktywnos$¢ antyoksydacyjna otrzymanych ekstraktow
byta 5,4 razy wigksza niz dzialanie ekstraktow z orze-
cha wioskiego (Juglans regia 1L.)*¥ i 7,1 razy wieksza
w odniesieniu do klonu pospolitego®>. W tym przypadku
na aktywno$¢ antyoksydacyjna duzy wplyw miaty zmia-
ny temperatury. Zmiany ksztaltu komory ci$nieniowej
1 czasu trwania procesu nie miaty wptywu na aktywnos¢
antyoksydacyjna.
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Table 8. Maximum values of optimization parameters with associated
temperature of solvent

Tabela 8. Maksymalne wartosci parametréow optymalizacji w powigzaniu
temperatura rozpuszczalnika

Optimization Maximum Process tem-
parameter/ Unit/ value/ perature/
Parametr Jednostka Maksymalna Temperatura
optymalizacji warto$¢ procesu, °C
mg(GAE)/
TPC I (DE) 381.9 117.2
mg(CE)/
TFC 1 ¢(DE) 184.9 116.5
Antioxidant
activity/ 10 M(TE)/
Aktywnosé 1 ¢(DE) 2201 123.2
antyoksydacyjna

According to this study, the antioxidant activity of
extracts from oak (Quercus robur L.) trunk bark ranged
from 1313 to 2201 uM(TE)/g(DE) (from 113.5 to 117.3
UM(TE)/g of dry raw material mass) depending on the
temperature. The antioxidant activity of obtained extracts
was 5.4 times higher with regard to walnut (Juglans regia
L.P*Y and 7.1 times higher with regard to norway maple
(Acer platanoides L.)*. In this case, antioxidant activity
was highly affected by temperature variation. Changes in
the pressure cell shape and process duration did not appear
to have an impact on antioxidant activity.

Optimization of process parameters

Optimization of process parameters was performed
based on obtained analytical results of extract quality.
Considering that the quality of the extract was not found
to be dependent on the reactor diameter and process dura-
tion, only the temperature of the process was optimized to
maximize the TPC, total flavonoids content, and antioxidant
activity of the obtained extracts. The criteria used for the
optimization process were presented in Table 7.

Optimization of the extraction process parameters car-
ried out based on the criteria presented above allowed
to determine the maximum values of the TPC, TFC, and
antioxidant activity along with the corresponding process
temperatures. The optimization results were presented in
Table 8.

Design of extraction cell

The results of research work previously conducted on
the bark of norway maple (Acer platanoides L.)* and this
research work indicated that changes in the extractor shape
did not have an impact on the TPC, TFC, and antioxidant
activity. Therefore, the design of extraction vessels for the
water extraction process in subcritical conditions should
be based on assumptions taking into account the problems
of mechanical strength, stability, and ergonomics. The
proposition of extractor design with a volume of 40 L was
presented in Fig. 5.
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Optymalizacja parametréw procesu

SOLVENT INLET/ QUTLET
Optymalizacj¢ parametréw procesu prze- DEGASSING CONNECTION
prowadzono, wykorzystujac uzyskane wyniki o8, o _COVER
analityczne jakos$ci ekstraktu. Biorac pod TS
uwagg, ze jakosc¢ ekstraktu nie byta zalezna od AT AR SEALING
srednicy reaktora i czasu trwania procesu, Zop- N + | \\EE/
tymalizowano tylko temperature procesu, aby ol g [}~ PRESSURE YESSEL
zmaksym'flhzowac TPC, TFC i aktwnosc anty— A i S '_—~ - —HEATING JACKET
oksydacyjng uzyskanych ekstraktow. Kryteria —
zastosowane w procesie optymalizacji zostaty
przedstawione w tabeli 7. ENTRAETON CELL
Optymalizacja parametrow procesu ekstrak- N\ 0 ,/
cji przeprowadzona z wykorzystaniem przed- |
stawionych kryteriéw pozwolita na okre$lenie g 38 A
maksymalnych warto$ci TPC, TFC i aktyw- }\1 '

nos$ci antyoksydacyjnej wraz z odpowiednimi
temperaturami procesu. Wyniki optymalizacji
zestawiono w tabeli 8.

Konstrukcja komory ekstrakcyjnej

Wyniki prac badawczych przeprowadzonych
wczesniej na korze klonu pospolitego (Acer

platanoides 1..)* i niniejszej pracy badawczej

HEATING OIL INLET

wykazaly, ze zmiany ksztaltu ekstraktora nie
miaty wptywu na TPC, TFC i aktywno$¢ anty-
oksydacyjng. Dlatego tez projektowanie zbior-
nikéw ekstrakcyjnych do procesu ekstrakcji
woda w warunkach podkrytycznych powinno
opiera¢ si¢ na zatozeniach uwzgledniajacych
problemy wytrzymalo$ci mechanicznej, sta-
bilno$ci i ergonomii. Propozycje konstrukcji
ekstraktora o pojemnosci 40 L przedstawiono
narys. 5.

Ekstraktor zostat wyposazony w goérng i dolng pokrywe
wraz z wymiennymi uszczelkami i filtrami. Filtry zostaty
zastosowane w celu ochrony przed przedostawaniem si¢
surowca do systemow napetniania, zwigkszania ciSnienia
1 oprézniania jednostki ekstrakcyjnej. Konstrukcja gornej
i dolnej pokrywy, wraz ze stosunkowo niewielka dtugo-
$cia ekstraktora, pozwala na wygodny zatadunek i roz-
tadunek ekstrahowanego surowca. Komora ci$nieniowa
zostala wyposazona w plaszcz grzewczy zasilany olejem
z zewngtrznego systemu ogrzewania i kontroli tempe-
ratury. Przylacza gornej i dolnej pokrywy wyposazone
w potautomatyczne szybkozlgcza zostaly wykorzystane
do napetniania, oprozniania, odgazowywania ekstraktora
i kontroli ci§nienia. Zbiornik ekstraktora powinien by¢
zaprojektowany dla ci$nien chronigcych system przed wrze-
niem wody. Dodatkowe zastosowanie obrotowych sworzni
w potowie dlugosci ekstraktora oraz elastycznych potaczen
oleju grzewczego pozwoli na obrot ekstraktora do pozycji
poziomej, co znacznie utatwi zatadunek i roztadunek surow-
ca do ekstrakcji oraz zapewni czysto$¢. Jest to szczegdlnie
wazne w przypadku zastosowan w przemysle spozywczym,
kosmetycznym i farmaceutycznym.
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Fig. 5. Extraction cell for subcritical water extraction process

Rys. 5. Komora ekstrakcyjna do procesu ekstrakcji woda w stanie podkrytycznym

The extractor was equipped with top and bottom covers
including replaceable seals and filters. The filters were
used to protect against the ingress of the raw material into
the filling, pressurization, and emptying systems of the
extraction unit. The design of the top and bottom covers,
together with the relatively short length of the extractor,
allowed for comfortable loading and unloading of the
extracted raw material. The pressure cell was equipped
with a heating jacket supplied with oil from an external
heating and temperature control system. Top and bottom
cover connections equipped with semi-automatic quick
couplings were used for filling, emptying, degassing the
extractor, and pressure control. The extractor vessel should
be designed for the pressures protecting the system against
water vaporization. The additional use of rotary pivots in
the middle of the extractor length and flexible connections
of the heating oil will allowed to rotate extractor to the
horizontal position, which would significantly facilitate the
loading and unloading of the raw material for extraction
and ensure cleanliness. This was particularly important for
applications in the food, cosmetics, and pharmaceutical
industries.
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Whnioski

Zawarto$¢ polifenoli, flawonoidow i aktywnos¢ anty-
oksydacyjna ekstraktow z kory debu (Quercus robur L.)
okreslono przy uzyciu metodologii Boksa i Behnkena.
Jako zmienne procesowe badano parametry ekstrakcji
woda w stanie podkrytycznym, takie jak temperatura,
czas trwania procesu i ksztalt ekstraktora. Catkowita ilos¢
polifenoli i flawonoidéw, a takze aktywno$¢ antyoksyda-
cyjna uzyskanych ekstraktow byty znaczaco zalezne od
temperatury procesu. Zaleznosci te zostaty wyrazone jako
réwnania drugiego rzedu. Zmiany ksztaltu komory cisnie-
niowej i czasu trwania procesu nie miaty wptywu na jako$¢
ekstraktu. Calkowita zawarto$¢ polifenoli, flawonoidow
i aktywno$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z kory Quercus
robur L. osiagnely maksymalne warto$ci (okreslone przez
modele matematyczne), gdy temperatura procesu wynosita
120 + 3,5°C.

Wyniki badania wykazaly, jak wazne bylo staranne
dobranie parametrow procesu ekstrakcji wodg w stanie pod-
krytycznym w celu uzyskania najlepszej mozliwej jakosci
ekstraktu. Wptyw ksztaltu reaktora na jakos¢ uzyskanego
ekstraktu z kory Quercus robur L. nie byt wczesniej bada-
ny. W przysztych badaniach nalezy zastosowa¢ techniki
chromatograficzne do badania poszczegdlnych substancji
bioaktywnych w celu identyfikacji zmiennosci sktadu che-
micznego ekstraktow.

Conclusions

The amount of polyphenols, flavonoids, and antioxidant
activity of bark extracts from oak (Quercus robur L.) were
determined by using the Box-Behnken methodology. The
subcritical water extraction parameters of temperature,
process duration, and extractor shape were studied as
process variables. The total quantity of polyphenols and
flavonoids as well as the antioxidant activity of the resulting
extracts were significantly influenced by the process tempe-
rature. These relationships were expressed as second-order
equations. Changes in the pressure cell shape and process
duration did not appear to have an impact on extract quali-
ty. The extraction of polyphenols, flavonoids, and antioxi-
dant activity from oak bark (Quercus robur L.) resulted in
maximum values (as determined by mathematical models)
when the process temperature was 120+£3.5°C.

The results of the study showed how important it was
to choose subcritical water extraction variables carefully
to achieve the best possible extract quality. The impact
of reactor shape on the obtained extractquality of oak
bark (Quercus robur L.) has not been examined before.
In future studies, chromatographic techniques should be
employed to study particular bioactive substances with the
aim of identifying the chemical composition variability of
the extracts.

Received/Otrzymano: 10-05-2024

REFERENCES/LITERATURA

[1] D. Treutter, Plant Growth Regul. 2001, 34, 71.

[2] S.Ruhmann, C. Leser, M. Bannert, D. Treutter, Plant Biol. 2002, 4, 137.

[3] L.Bravo, Nutr. Rev. 1998, 56, 317.

[4] S.A.Aherne, N.M. O’Brien, Nutrition 2002, 18, 75.

[5] R.N.Bennett, R.M. Wallsgrove, New Phytol. 1994, 127, 617.

[6] R.A.Dixon, N.L. Paiva, Plant Cell 1995, 7, 1085.

[7] M. Royer, P.N. Diouf, T. Stevanovic, Food Chem. Toxicol. 2011, 49, 2180.

[8] E.D. Othon-Diaz, J.O. Fimbres-Garcia, M. Flores-Sauceda, B.A. Silva-
-Espinoza, L.X. Lopez-Martinez, AT. Bernal-Mercado, J.F. Ayala-Zavala,
Antioxidants 2023, 12, 861.

[9] M. Taib, Y. Rezzak, L. Bouyazza, B. Lyoussi, Evid.-Based Complement.
Altern. Med. 2020, 2020, 1920683.

[10] C.Tanase, S. Cosarca, D.-L. Muntean, Molecules 2019, 24, 1182.

[11] N.D. Mamphiswana, PW. Mashela, L.K. Mdee, Afr. J. Agric. Res. 2010,
5, 2570.

[12] L.G. Yang, P.P.Yin, K. Li, H. Fan, Q. Xue, X. Li, LW. Sun, Y.J. Liu, Arab.
J. Chem. 2018, 11, 14.

[13] A. Medic, T. Zamljen, M. Hudina, R. Veberic, Horticulturae 2021, 7, 326.

[14] PT. Tuyen, D.T. Khang, PT. Thu Ha, T.N. Hai, A.A. Elzaawely, T.D. Xuan,
Int. Lett. Nat. Sci. 2016, 54, 85.

[15] E. Valencia-Avilés, M.E. Garcia-Pérez, M.G. Garnica-Romo, J.D.D.

Figueroa-Cardenas, E. Meléndez-Herrera, R. Salgado-Garciglia, H.E.

Martinez-Flores, Antioxidants 2018, 7, 81.

M.E. Alafidn, L. Castro-Vazquez, M. Diaz-Maroto, I. Hermosin-Gutiérrez,

M.H. Gordon, M.S. Pérez-Coello, Food Chem. 2011, 129, 1584.

[17] E.R.Nedamani, A.S. Mahoonak, M. Ghorbani, M. Kashaninejad, J. Food
Sci. Technol. 2014, 52, 4565.

[18] V.C.S. Ferreira, D. Morcuende, S.H. Hérnandez-L6pez, M.S. Madruga,
F.A.P. Silva, M. Estévez, J. Food Sci. 2017, 82, 622.

[19] G. Lavado, L. Ladero, R. Cava, Ind. Crop. Prod. 2020, 160, 113086.

[16

710

[20] T.R. Geoffroy, Y. Fortin, T. Stevanovic, J. Wood Chem. Technol. 2017, 37, 261.

[21] R.Vardanega, P.I.N. Carvalho, D.T. Santos, M. Angela, A. Meireles, Innov.
Food Sci. Emerg. Technol. 2017, 42, 73.

[22] N.Nasti¢, J. Svarc-Gaji¢, C. Delerue-Matos, M. Fatima Barroso, C. Soares,
M.M. Moreira, S. Morais, P. Maskovi¢, V. Gaurina Srcek, I. Slivac et al., Ind.
Crops Prod. 2018, 111, 579.

[23] S.A. Awaluddin, S. Thiruvenkadam, S. Izhar, Y. Hiroyuki, M.K. Danquah,
R. Harun, BioMed Res. Int. 2016, 2016, 5816974.

[24] J.W. King, R.D. Grabiel, Pat. USA 7208181B1, 24 April 2007.

[25] R.M. Smith, Anal. Bioanal. Chem. 2006, 385, 419.

[26] H.Sahin, A. Topuz, M. Pischetsrieder, F. Ozdemir, Eur Food Res Technol.
2009, 230, 155.

[27] N.Nasti¢, J. Svatc-Gaji¢, C. Delerue-Matos, S. Morais, M. Fatima Barroso,
M.M. Moreira, J. Supercrit. Fluids 2018, 138, 200.

[28] I. Rodriguez-Meizoso, L. Jaime, S. Santoyo, F.J. Senorans, A. Cifuentes,

E. Ibanez, J. Pharm. Biomed. Anal. 2010, 51, 456.

S.M. Zakaria, S.M.M. Kamal, Food Eng. Rev. 2016, 8, 23.

[30] A.Cvetanovic, J. Svarc-Gajic, Z. Zekovic, J. Jerkocic, G. Zengin, U. Gasi¢,
Z. Tesi¢, P. Maskovi¢, C. Soares, M. Fatima Barroso et al., Food Chem.
2019, 271, 328.

[31] S. Aryal, M.K. Baniya, K. Danekhu, P. Kunwar, R. Gurung, Plants 2019,

)
©

8, 96.

[32] Z. Kobus, M. Krzywicka, A. Starek-Wojcicka, A. Sagan, Sci. Rep. 2022,
12,8311.

[33] M.S. Blois, Nature 1958, 181, 1199.

[34] P.Kaminski, K. Tyskiewicz, Z. Fekner, M. Gruba, Z. Kobus, Appl. Sci. 2022,
12, 12490.

[35] P. Kaminski, M. Gruba, Z. Fekner, K. Tyskiewicz, Z. Kobus, Processes

2023, 11, 3395.
[36] A.Gupta, T. Behl, Obes. Med. 2019, 16, 100142.

Breeas,  103/6 (2024)



OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW PUBLIKACJI

65



Oswiadczamy, ze w pracy autorstwa Kaminski P., Tyskiewicz K., Fekner Z., Gruba M., Kobus Z.,

pt. “The Influence of Subcritical Water Extraction Parameters on the Chemical Composition and

Antioxidant Activity of Walnut (Juglans regia L.) Bark Extracts” opublikowanej w czasopismie

Applied Sciences 2022, 12, 12490, (100 pkt. MNiSW), wktad poszczegoélnych autorow

w powstanie pracy wynidst:

Kaminski Piotr 60%

Tyskiewicz Katarzyna 10%

Fekner Zygmunt 10%
Gruba Marcin 10%
Kobus Zbigniew 10%

ot fer s ar

Podpis autora

YT

Yaa fgié&‘ew@

Podpis autora

“’Podpis autora

Podpis auto :

“"i‘ﬂffx‘iu{KcLLq

Podpis autora



Oswiadczamy, ze w pracy autorstwa Kamiriski P.,, Gruba M., Fekner Z., Tyskiewicz K., Kobus Z.,
pt. ,The Influence of Water Extraction Parameters in Subcritical Conditions and the Shape
of the Reactor on the Quality of Extracts Obtained from Norway Maple (Acer platanoides L.)"
opublikowanej w czasopismie Processes 2023, 11, 3395, (100 pkt. MNiSW) wkiad

poszczegolnych autorow w powstanie pracy wynidst:

Kaminski Piotr 60% /qfv’/’i’“’-”f '{’,/

Podpis autora

Gruba Marcin 10% H Jm fy
Podpis autora

Fekner Zygmunt 10%

Podpis autora

—_— E .
Tyskiewicz Katarzyna 10% muyna [t ;k,ceoxcz,

Podpis autora

Kobus Zbigniew 10% &QEIJEA‘E"\"’\(%“L?{L.E

Podpis autora



Oswiadczamy, ze w pracy autorstwa Kaminski P., Tyskiewicz K., Fekner Z., Kobus Z., Gruba M.,
pt. ., The effect of reactor design and water extraction parameters under subcritical conditions
on the quality of extracts from oak bark (Quercus robur L.)” opublikowanej w czasopismie
Przemyst Chemiczny 103/6 (2024), 695-710, (70 pkt. MNiSW) wkiad poszczegélnych autorow

w powstanie pracy wyniost:

Kariinak Biotr 60% ﬂo/’//fmhfé—\

Podpis autora

— r - -
Tyskiewicz Katarzyna 10% Kot . [ y.s kel CZ

-----------------

Podpis autora

Fekner Zygmunt 10% b’ e ’Le/(“ :

ok ‘F(odpis autora

Kobus Zbigniew 10% mwﬁiﬂ“[\@\tm’(ﬂ

Podpis autora

Gruba Marcin 10%




