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АBSTRACT

Aronia melanocarpa is a woody shrub of the 
Rosaceae family. Its fruits are used for consumption 
either fresh, or as juice, jam and wine. The aim of 
the present study was to measure the concentration 
of some biologically active substances and the 
antioxidant activity of two samples of Aronia 
melanocarpa fruit juice (AMFJ). The juice was 
prepared from fresh fruits. One of the samples was 
produced using a juice centrifuge and was preserved 
with potassium sorbate (1.0 g/l). The other sample 
was produced by crushing and squeezing of fruits 
after which the juice was filtered and sterilized at 
100 °C for 10 min. The contents of biologically active 
substances in the juice samples were measured by 
spectrophotometric and high-performance liquid 
chromatography methods. The antioxidant activity 
of the two juice samples was measured by the ORAC 
(oxygen radical absorbance capacity) and HORAC 
(hydroxyl radical аverting capacity) methods. The 
results showed that both samples were extremely rich 
in polyphenolic substances, amongst which the highest 
was the concentration of procyanidins followed by 

РЕЗЮМЕ

Aronia melanocarpa е храст от сем. Rosaceae. 
Плодовете се използват за консумация свежи или 
под формата на сок, конфитюр или вино. Целта 
на настоящото изследване е да се определят кон-
центрациите на някои биологично активни ве-
щества и антиоксидантната активност на две 
проби плодов сок от Aronia melanocarpa (ПСАМ). 
Сокът е получен от свежи плодове. Едната от 
пробите е приготвена чрез центрофуга за плодо-
ве и е консервирана с калиев сорбат. (1.0 g/l). Дру-
гата проба е приготвена чрез смачкване и из-
стискване на плодовете, след което сокът е фил-
триран и стерилизиран при 100 °C за 10 min. Съ-
държанието на биологично активни вещества 
е измерено чрез спектрофотометрични мето-
ди или с помощта на високоефективна течна 
хроматография. Антиоксидантната актив-
ност на двете проби сок е определена чрез абсор-
бционния капацитет на кислородния радикал 
– ORAC (oxygen radical absorbance capacity) и ка-
пацитета за предотвратяване на образуване-
то на хидроксилни радикали – HORAC (hydroxyl 
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ВЪВЕДЕНИЕ

Черноплодната арония с научно наименова-
ние Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot принадле-
жи към семейство Розоцветни, род Арония. Ро-
дина на аронията са гористите райони в източна-
та част на Северна Америка. Преди Втората све-
товна война аронията е отглеждана предимно 
като декоративно растение. Aronia melanocarpa 
придобива популярност и е култивирана в Из-
точна Европа и бившия Съветски съюз в среда-
та на миналия век. Отглежда се в Чехословакия, 
Скандинавските страни, Германия, Дания, Пол-
ша, Русия и др. От няколко десетилетия се от-
глежда и в България. 

Плодовете се използват за консумация в пряс-
но и сушено състояние, за производство на сок и 
вино, като добавка и оцветител на вина и напит-
ки. Те са изключително богати на биологично ак-
тивни вещества. Задорожный и др. (1) посочват 
следния химически състав на арониевите плодо-
ве: захари (до 10 %), ябълчна и други органични 
киселини (до 1.3 %), пектини (до 0.75 %) и дъбил-
ни вещества (до 0.6 %). В тях има също (mg/100 
g плодове): аскорбинова киселина – 15; фенолни 
съединения (предимно флавоноиди: антоциани-
ни, катехини, рутин, кверцетин) – до 2000; каро-
тин – около 2; рибофлавин – 0.13; фолиева кисе-
лина – 0.1; никотинова киселина – 0.5; токоферо-
ли – 1.5; филохинон – 0.8; пиридоксин – 0.06; ци-
анин – 0.3; тиамин – 0.01 и др. В плодовете са от-
крити също амигдалин, кумарин и други съеди-

нения. От микроелементите особено се открояв-
ат желязо – 1.2 mg, манган – 0.5 mg и йод – 5-8 mg 
на 100 g плодове.

В последните години научният интерес към 
Aronia melanocarpa е изключително висок. Из-
следват се в експериментални и клинични про-
учвания множество ефекти на растението, кои-
то позволяват то да се причисли към едни от 
най-полезните медицински растения (17). Основ-
ната биологична активност на арониевите пло-
дове се отдава на съдържанието на полифеноли, 
чието изключително високо съдържание коре-
лира с висока антиоксидантна активност.

Целта на настоящото проучване е да се опре-
дели съдържанието на биологично активни ве-
щества и антиоксидантната активност на две 
проби плодов сок от Aronia melanocarpa (ПСАМ).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ

Плодов сок от Aronia melanocarpa (ПСАМ)
Проба 1 от ПСАМ е приготвена чрез центро-

фуга за сок от твърди плодове и зеленчуци. По-
лученият сок е стерилизиран при 100°С за 10 min 
и съхраняван при стайна температура в про-
дължение на 6 месеца до момента на изследва-
нето. Проба 2 от ПСАМ е приготвена чрез сми-
лане, пресоване и изцеждане на свежи плодове. 
Така полученият сок e филтриран, консервиран 
с калиев сорбат (1.0 g/l) и съхраняван при стайна 
температура в продължение на 6 месеца. 

radical аverting capacity). Резултатите показват, 
че и двете проби са изключително богати на по-
лифенолни съединения, сред които е най-висока 
концентрацията на процианидините, следва-
ни от фенолните киселини (хлорогенова и неох-
лорогенова) и антоцианините. Проба 1 е с по-ви-
соко съдържание на всички полифенолни съедине-
ния с изключение на антоцианините. Тя съдър-
жа също микро количества цианогени. Разлики-
те в състава на двете проби може да се отдаде на 
различните методи за получаване и консервира-
не на сока. И двете проби сок имат много високи 
стойности на ORAC и HORAC, които са по-висо-
ки за проба 1 (пробата с по-висока концентрация 
на полифенолни съединения). Високата антиок-
сидантна активност на двете проби ПСАМ се 
дължи на техните полифенолни съставки. 

Ключови думи: плодов сок от Aronia melanocar-
pa, полифенолни съединения, цианогени, ORAC, 
HORAC

phenolic acids (chlorogenic and neochlorogenic) and 
anthocyanins. Sample 1 had higher concentration 
of total phenolics and contained higher quantities 
of most polyphenolic substances with the exception 
of anthocyanins. It also contained micro-quantities 
of cyanogens. The variations in the composition of 
the two samples could be attributed to the different 
methods of juice production and conservation. Both 
juice samples showed very high ORAC and HORAC 
values which were higher for sample 1 (the sample with 
the higher concentration of polyphenolic substances). 
The high antioxidant activity of the two AMFJ samples 
could be attributed to their polyphenolic ingredients. 

Keywords: Aronia melanocarpa fruit juice, polypheno-
lic substances, cyanogens, ORAC, HORAC
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Спектрофотометричен метод за определя-

не на общи феноли
За определяне на тоталното съдържание на 

фенолни съединения е използван спектрофото-
метричен метод, който се базира на способнос-
тта на фенолните съединения да формират мо-
либден-волфрамов син комплекс с реактива на 
Folin-Ciocalteu (14). Абсорбцията се отчита при 
760 nm. Тоталното фенолно съдържание се опре-
деля чрез използване на стандарт галова кисели-
на. Резултатите се представят като еквиваленти 
на галова киселина в 1 l сок (mg GAE/l).

Определяне на гликозиди на цианидин – 

HPLC (high-performance liquid chromatography, 

високоефективната течна хроматография)

Гликозидите на цианидин са определени чрез 
Agilent 1220 HPLC система (Agilent Technology, 
Palo Alto, Ca), оборудванa с бинарна помпа и UV-
Vis детектор. Използва се дължина на вълната λ = 
520 nm. Антоцианините се разделят чрез Agilent 
TC-18 колона (5 μm, 4.6 mm x 250 mm) при 25°С. 
Подвижните фази са 5% оцетна киселина (А) и 
100% метанол (В) при скорост на потока от 1.0 ml/
min. В условия на градиент се започва с 15% В и 
линейно се увеличава до 30% В за 20 min.

Определяне на фенолни киселини и флаван-
3-оли – HPLC 

HPLC анализът се извършва, като се използ-
ва същата HPLC система. Използва се дължина 
на вълната λ = 280 nm. Разделянето на феноли-
те става чрез Agilent TC-18 колона (5 μm, 4.6 mm 
x 250 mm) при 25°С. Подвижните фази са оцет-
на киселина 0.5% (А) и 100% ацетонитрил (В) при 
скорост на потока от 0.8 ml/min. В условия на 
градиент се започва с 14% В, между 6-та и 30-та ми-
нута линейно се увеличава до 25% B, а след това 
до 50% В на 40-та минута.

Изолиране и определяне на общи проанто-

цианидини – гравиметричен метод
Количеството на общите проантоцианиди-

ни в пробите е определено съгласно процедура-
та, описана от Howell et al. (5). Пробите ПСАМ се 
нанасят в 10-g C18 SepPak колона (Waters Corp.), 
която се промива първо с дестилирана вода и 
след това със смес вода:метанол. Полифенолна-
та фракция, задържана в колоната, се елуира с 
разтвор на оцетна киселина в метанол. Получе-
ната фракция се нанася в колона, запълнена с 5 g 
Sephadex LH-20 (Sigma Chemicals). След това ко-
лоната се промива със смес етанол:вода, а про-
антоцианидиновата фракция се елуира с раз-
твор на ацетон във вода. Водно-ацетоновата смес 
се изпарява, замразява се и се лиофилизира. По-
лучените сухи проантоцианидини се претеглят 

и резултатът се изразява в mg проантоцианиди-
ни/l сок. 

Спектрофотометричен метод за определя-
не на цианогени 

Анализът е основан на хидролиза на циано-
гените в кисела среда и абсорбция на отделе-
ния циановодород в алкална среда по метода на 
Haque и Bradbury (4). Пробите се подлагат на ки-
селинна хидролиза (H

2
SO

4
) и отделеният циано-

водород се поглъща с Na
2
CO

3
. Етапите на хидро-

лиза и адсорбция се провеждат едновременно в 
съд на Conway. Аликвота от абсорбиращия раз-
твор се подлага на спектрофотометрично опре-
деляне чрез фотометричен реактив, съдържащ 
нинхидрин. Измерва се абсорбцията на разтво-
ра при 490 nm. Концентрацията на цианогени се 
определя по метода на калибровъчната графика 
със стандартни разтвори, съдържащи KCN (16). 

Абсорбционен капацитет на кислород-

ния радикал – ORAC (oxygen radical absorbance 

capacity) 
Използван е методът, разработен от Ou et al. 

(11) с някои модификации. Чрез този метод се 
измерва способността на даден антиоксидант 
да неутрализира пероксилни радикали. Мето-
дът се основава на инхибирането в спада на флу-
оресценцията на флуоресцеин при окисление-
то му в присъствие на антиоксидант. Като гене-
ратор на пероксилни радикали се използва тер-
мичното разлагане на AAPH [2,2’-азобис(2-ами-
дино-пропан) дихидрохлорид]. За изразява-
не на антиоксидантната активност се използ-
ва сравнение с резултатите, получени за стан-
дартни разтвори на Trolox, въз основата на кои-
то се построява стандартна крива. Концентра-
цията на антиоксидант в пробата е правопро-
порционална на площта под затихващата кри-
ва на флуоресценция. За една ОRАС единица се 
приема площта под затихващата крива на флуо-
ресценция на разтвор на Trolox с концентрация 
1μМ. Резултатите се изразяват в µmol еквивален-
ти Trolox (μmol ТЕ/l). Измерванията се извърш-
ват на FLUOstar OPTIMA флуориметър (BMG 
LABTECH, Offenburg, Germany). Използвани 
вълна на възбуждане 485 nm и вълна на излъч-
ване 520 nm. 

Капацитет за предотвратяване на об-
разуване на хидроксилни радикали – HORAC 
(hydroxyl radical аverting capacity) 

Методът е разработен от Ou et al. (10) и измер-
ва комплексообразуващата способност на даден 
антиоксидант в условия на реакция на Фентън, 
предизвикана от взаимодействие между Co(II) и 
Н

2
О

2
. Методът се базира на окислението на флу-
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оресцеин от хидроксилни радикали, които се ге-
нерират от Н

2
О

2
, при което флуоресценцията 

намалява с времето. Антиоксидантите блоки-
рат това окисление на флоуресцеин. Площта под 
кривата на затихващата флуоресценция се из-
ползва за определяне на антиоксидантната ак-
тивност на пробата. За построяване на стандарт-
на права се използват разтвори на галова кисе-
лина. За една НОRАС единица се приема пло-
щта под затихващата крива на флуоресценция 
на разтвор на галова киселина с концентрация 1 
μМ. Резултатите се изразяват в µmol еквивален-
ти на галова киселина (  GAE/l). Измервани-
ята се извършват на FLUOstar OPTIMA флуори-
метър (BMG LABTECH, Offenburg, Germany). Из-
ползвани са вълна на възбуждане 485 nm и вълна 
на излъчване 520 nm.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

Съдържание на изследваните биологично 

активни вещества в ПСАМ
Съдържанието на изследваните биологично 

активни вещества в двете проби ПСАМ е пред-
ставено в Таблица 1.

ORAC и HORAC на ПСАМ 
Проведени са определяния на капацитета на 

проби 1 и 2 от ПСАМ да абсорбират кислород-

ния радикал (ORAC) и на капацитета им да пре-
дотвратяват образуването на хидроксилни ра-
дикали (HORAC). Резултатите са представени в 
Таблица 2.

Независимо от вариациите прави впечатле-
ние изключително високото съдържание на то-
тални феноли в ПСАМ. Данни на други изследо-
ватели също показват, че арониевите плодове са 
със забележително високо общо съдържание на 
полифеноли (2,6-9,12,20).

Проведените в настоящото проучване анали-
зи показват известни вариации в съдържание-
то на индивидуалните полифенолни фракции в 
двете проби ПСАМ. Тези вариации могат да се 
обяснят с различието в начина на приготвяне и 
на консервация на сока (проба 1 – чрез стерили-
зация, проба 2 – с калиев сорбат). Антоцианини-
те претърпяват термично разграждане и се пре-
връщат в други фенолни съединения (13). Това 
би могло да допринася за по-ниското съдържа-
ние на цианидин-гликозидите (основните анто-
цианини) в пробата ПСАМ, която е подложена 
на стерилизация. 

Проба 1 от ПСАМ съдържа цианогени, макар 

и в нищожни концентрации. В проба 2 не се де-
тектира цианид (концентрацията на цианогени 

Вещества Съдържание Метод 

Проба 1 Проба 2

Общи феноли 6652 mg GAE/l 5461 mg GAE/l Спектрофотометричен 
Singleton and Rossi, 1965

Общи проантоцианидини 3926.2 mg/l 3122.5 mg/l Гравиметричен  
Howell et al., 2005

Цианидин-галактозид 20.0 mg/l 143.7 mg/l HPLC

Цианидин-арабинозид 8.2 mg/l 61.7 mg/l HPLC

Цианидин-глюкозид 4.4 mg/l 4.4 mg/l HPLC

Цианидин-ксилозид 0.6 mg/l 11.6 mg/l HPLC

Хлорогенова киселина 691 mg/l 585 mg/l HPLC

Неохлорогенова киселина 840 mg/l 830 mg/l HPLC

Ферулова киселина 19.9 mg/l Не се открива HPLC

Галова киселина 6.9 mg/l Не се открива HPLC

Катехин 4.1 mg/l Не се открива HPLC

Цианогени 30 μg CN/l Не се открива Спектрофотометричен 

Таблица 1. Съдържание на биологично активни вещества в ПСАМ (проба 1 и проба 2) и използван аналити-
чен метод

GAE/l – еквиваленти на галова киселина/l
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е под определяемия минимум на метода: 10μg/l). 
Възможно е цианогените в проба 1 да се извли-
чат от семената при получаване на сока чрез цен-
трофуга за плодови сокове, която наранява семе-
ната. Известно е, че семената на сем. Розоцветни 
съдържат цианогени. При приготвяне на проба 
2 чрез пресоване вероятно не се извличат веще-
ства от семената.

Резултатите от настоящото изследване са в 
съответствие с данните на много други изследо-
ватели, показващи, че процианидините са група-
та фенолни съединения с най-висока концентра-
ция в арониевите плодове (9), следвани от анто-
цианините и фенолните киселини: хлорогенова 
(3-O-кафеолилхининова киселина) и неохлоро-
генова (5-O-кафеолилхининова киселина) (15). 
Освен това в по-ниска концентрация присъстват 
флавоноли (гликозиди на кверцетин) (15) и фла-
ван-3-оли (епикатехин) (9, 12).

Представените резултати показват силна ан-
тиоксидантна активност на двете проби, изра-
зяваща се в много високи стойности на ORAC и 
HORAC. ORAC и HORAC на проба 1 са по-висо-
ки от тези на проба 2. Този резултат може да се 
обясни с по-високото общо съдържание на поли-
феноли в проба 1 (6652 mg GAE/l) в сравнение с 
проба 2 (5461 mg GAE/l). ORAC методът измер-
ва способността на даден антиоксидант да неу-
трализира пероксилни радикали, които дока-
зано са с най-голяма физиологична значимост. 
HORAC методът е показател за превантивното 
действие на антиоксидантите. Той отразява ком-
плексообразуващите свойства на дадена проба в 
условията на реакция на Фентън и следовател-
но способността да предпазва от образуване на 
хидроксилни радикали. Тъй като хидроксилни-
те радикали са най-реактивоспособните форми 
на кислорода, от особено значение е да се оцени 
способността на даден антиоксидант или проба 
да предотвратява тяхното образуване.

В литературата липсват данни за ORAC и 
HORAC на сок от Aronia melanocarpa, но има 
данни за ORAC на плодове (19, 20) и екстракт (3), 
и за HORAC на екстракт (3). ORAC на арониевите 
плодове е много по-висок от този на други пло-

дове. По литературни данни ако ORAC на аро-
ния се приеме за 100%, тогава активността на бо-
ровинките е 77%, на къпините и касиса – около 
35%, на ягодите – 9-13%, на малините – 13%, на 
червените боровинки – 11.6%, на гроздето – 2-5% 
(18,20).

Други автори изследват ORAC (20) на индиви-
дуални фенолни фракции, изолирани от арони-
еви плодове (гликозиди на цианидин, гликозиди 
на кверцетин, хлорогенова киселина). В тези из-
следвания гликозидите на кверцетин показват 
най-високи стойности на ORAC, последвани от 
гликозидите на цианидин, а хлорогеновата кисе-
лина е на трето място (20). Изследванията на ра-
дикал-обезвреждащите активности на индиви-
дуалните полифеноли директно потвърждава, че 
антиоксидантната активност на сока се дължи на 
неговите полифенолни съставки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изследването на състава на плодов сок от 
Aronia melanocarpa показва много високо съдър-
жание на полифенолни съединения, преоблада-
ващите от които са процианидини, фенолни ки-
селини и атоцианини. Сокът има изключител-
но висока антиоксидантна активност, измерена 
чрез ORAC и HORAC, която корелира с високото 
полифенолно съдържание. Различните начини 
на приготвяне и консервиране на сока могат да 
допринесат за вариации в съдържанието на био-
логично активни вещества.
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