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Streszczenie

Celem pracy byto okres$lenie zmian zawarto$ci antocyjandéw i polifenoli ogétem oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej sokéw malinowych bez dodatkéw i =z dodatkiem preparatu pektyn
niskometylowanych, przechowywanych w temp. 4°C.

Zawarto$¢ antocyjanéw w sokach bezposrednio po wytworzeniu wynosita 97,34 mg/100 ml w soku
bez pektyny i 93,5 mg/100 ml w soku z dodatkiem pektyny. Dominujacym monomerem byt
pelargonidyno-3-soforozyd, ktéry stanowil 72% sktadu antocyjanowego. Po 3 miesiacach
przechowywania soki bez dodatku pektyny zawieraly o 23% mniej antocyjanéw niz probki wyjsciowe,
natomiast w sokach z pektyna warto$¢ ta zmalata o 16%. W trakcie przechowywania stwierdzono takze
zmniejszenie zawarto$ci polifenoli ogétem, co skutkowato obnizeniem pojemnosci przeciwutleniajacej. W
sokach bez dodatku pektyny pojemnos¢ przeciwutleniajaca zmalata o 18%, a w prébkach z dodatkiem
pektyny o 6%.

Stowa kluczowe: maliny, sok, polifenole, antocyjany, rodniki, pojemnos$¢ przeciwutleniajaca, EPR

Wprowadzenie

Zmiany w wygladzie produktéw przetworzonych wptywaja na akceptacje
konsumencka, ale przede wszystkim sa wskaznikiem przemian chemicznych, ktére
prowadza do obnizenia wartosci sensorycznej i odzywczej. Dodatkowo poszczegdlne
zwiazki moga wykazywac zréznicowana dostgpno$¢ biologiczna, co wiaze si¢ z
ré6znym ich metabolizmem [3]. Jednak niekorzystne zmiany w zywnosci moga by¢
ograniczone przez prawidlowe prowadzenie proceséw przetworczych, a szczegdlnie
wiasciwy dobdr warunkéw przechowywania i obrotu [9].

Podczas obrébki technologicznej moga by¢ wprowadzane odpowiednie dodatki,
ktére z jednej strony ogranicza degradacj¢ substancji labilnych, a z drugiej wzbogaca
produkt w nowe pozadane sktadniki. Pomigdzy poszczegdélnymi sktadnikami moze
dochodzi¢ do wzajemnych interakcji, co np. przy obecnosci antocyjandéw moze
prowadzi¢ do powstawania stabilniejszych i trwalszych kopigmentéw. Poszukuje sig
wigc sposobow, ktére pozwolityby na stabilizacje pozadanych sktadnikéw bez
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zmniejszania ich dostgpnosci biologicznej. Stato$¢ prozdrowotnych sktadnikéw
zywnosci uwaza si¢ bowiem za jeden z warunkow rozwoju zywnosci funkcjonalnej [2,
6].

Ze wzgledéw technologicznych wiele substancji (np. pektyny) jest usuwanych na
wczesnych etapach przetwarzania, chociaz ze wzgledéw zywieniowych niosa one
konkretne korzysci. Celowe zatem jest sprawdzenie ich wplywu na wybrane
wiasciwosci produktu (po ponownym ich wprowadzaniu), gdy nie bgda juz obnizad
efektywnosci procesu przetworczego. Poszczegdlne sktadniki zywno$ci wchodza
bowiem ze soba w interakcje, co dopiero ostatecznie ksztaltuje ich wtasciwosci
przeciwutleiajace [6, 8]. Nalezy pamigta¢, ze =zaleznie od rodzaju surowca
poszczegblne grupy zwiazkéw moga w réznym stopniu odpowiadaé za aktywnosé
przeciwutleniajaca. Na przyktad, szacuje sig, ze witamina C w malinach wptywa w
15% na t¢ ceche, w truskawkach w 40%, za§ w czarnej porzeczce w ponad 50% [15].
W przypadku malin rozpatrywane w tym kontek$cie biologiczne wlasciwosci w duzej
mierze przypisuje si¢ innym zwiazkom, do ktérych zalicza si¢ m.in. kwas elagowy i
jego pochochodne. Wtasciwosci przeciwutleniajace owocow 1 wytwarzanych z nich
przetwordw wiaza si¢ bowiem S$cisle z ich sktadem i reaktywnoS$cia chemiczng [3, 9,
16].

Celem pracy bylo okreslenie wplywu wzbogacania sokéw malinowych
preparatem pektynowym na zachowalno$¢ polifenoli w tym antocyjanéw oraz
wlasciwosci przeciwutleniajace w trakcie 3-miesigcznego przechowywania w temp.
4°C.

Material i metody badan

Material badawczy stanowity, przygotowane w skali laboratoryjnej, soki z malin
mrozonych, przechowywanych 6 miesigcy w temp. -18°C. Owoce depektynizowano
przez 2 godz. w temp. 50°C z dodatkiem enzymu Rohapect 10L. (AB Enzymes Poland)
w dawce 100 mg/kg owocéw. Enzymy inaktywowano, doprowadzajac catos¢ do
wrzenia i szybko schtadzano do temp 20°C. Miazgg tloczono w laboratoryjnej prasie
warstwowej, a otrzymany sok filtrowano z dodatkiem ziemi okrzemkowej Becogur
100 w dawce 5 g/kg. Z soku przygotowano prébki w wariantach: bez dodatku oraz z
dodatkiem preparatu pektyny niskometylowanej NECJ A3 w dawce 0,1%. Sok
rozlewano do stoiczkéw o poj. 80 ml i pasteryzowano 10 min w temp. 95°C. Po
obrobce termicznej produkt schtadzano, a nastgpnie przechowywano 3 miesiace w
temp. 4°C. Soki pobierano do badan co 30 dni, a analizy przeprowadzano w 3
powtdrzeniach.

Zawarto$¢ antocyjandw oznaczano metoda HPLC z uzyciem zestawu firmy
Shimadzu, ztozonego z detektora UV-VIS SPD-10A VP, pompy LC-10AT VP, pieca
CTO-10AS VP, degazera DEGASEX™ model DG-400 (Phenomenex),
wspotpracujacego z programem do zbierania danych Chromax 2003. Rozdziat
prowadzono z uzyciem kolumny Luna 5 um C18(2) 250 x 4,6 mm (Phenomenex) w
25°C. Jako eluent uzywano 4,5% kwas mrowkowy (odczynnik A) i 80% roztwor
acetonitrylu w 4,5% kwasie mréwkowym (odczynnik B), przy przeptywie 1 ml/min.
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Analize prowadzono w uktadzie gradientowym, rozpoczynajac od 100% stezenia
odczynnika A, zmniejszajac jego udziat do 85% w 8 min, do 60% w 16 mini 0% w 17
min, w 19 min osiaggano ponownie 100% eluentu A, utrzymujac ten stan do 25 min.
Rejestracje antocyjanéw prowadzono przy A=520 nm. Zwiazki identyfikowano na
podstawie widm 1 czaséw retencji poréwnywanych z wzorcami. Zawartos¢
antocyjanéw wyrazano w przeliczeniu na cyjanidyno-3-glukozyd. Przed nastrzykiem
probki oczyszczano na minikolumnach Sep-Pak C18 firmy Waters. W tym celu 2 g
probki soku przenoszono do kolbki o poj. 10 ml i uzupetniano 0,1% H;PO,, a nastepnie
nanoszono na Sep-Pak. Po odrzuceniu pierwszych 5 ml reszt¢ zbierano do oznaczania
witaminy C. Nastgpnie wprowadzano 5 ml 0,1% H;PO,, celem wymycia zwiazkéw
nieabsorbujacych si¢ na ztozu. Pozostala na minikolumnie frakcje wymywano 75%
metanolem zakwaszonym przy uzyciu HCI w ilosci 1 ml/l i zbierano ja do oznaczenia
antocyjanow. Zawarto$¢ witaminy C oznaczano metoda HPLC na identycznym
zestawie w tych samych warunkach detekcji przy 254 nm, a jako eluent stosowano
0,1% H;PO,. Polifenole ogétem oznaczano metoda Folina-Ciocalteu’a. Wynik
koncowy wyrazano w przeliczeniu na kwas galusowy.

Wiasciwosci przeciwutleniajace sokéw badano metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR), =z uzyciem trwalego rodnika 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu (DPPH). Pomiary wykonywano spektrometrem firmy Bruker
ELEXSYS E 500 pracujacym metoda fali ciaglej. Do badan uzywano komory
rezonansowej SHQE - Super High Q cavity. Rejestracji widm dokonywano przy
nastgpujacych parametrach: Q (stosunek v,., do Av) = 7000, czgstotliwo$¢ rezonansowa
—9,41 GHz, moc — 20 mW, indukcja magnetyczna B — 3368 G, szeroko$¢ przemiatania
— 200 G, czas przemiatania — 41,17 s, czgstotliwo$¢ modulacji — 100 kHz, amplituda
modulacji — 3 G, czuto$¢ odbiornika — 62 dB. Sygnal wzorca stanowit roztwér DPPH
w metanolu o stezeniu 1,824 mmol/l. Do 5 ml wzorca dodawano po 50 ul soku,
intensywnie wytrzasano i szczelnie zamknigte probki pozostawiano w zaciemnionym
miejscu. Po zakofczeniu reakcji mierzono intensywno$¢ integralna sygnatu DPPH,
ktora jest wprost proporcjonalna do st¢zenia rodnika w probce. Czas reakcji badanych
probek z rodnikiem DPPH nie przekraczat 50 min, dlatego rejestracj¢ widma rodnika w
celu ustalenia zmian jego st¢zenia wykonano po 60 min. Intensywnos$¢ integralna
sygnatu obliczano, korzystajac z programéw do obrébki widm EPR (Bruker)
dostarczonych ze spektrometrem. Na podstawie uzyskanych wynikéw, stosujac metode
najmniejszych kwadratéw, ilos¢ zmiecionego DPPH przeliczano na réwnowazniki
Troloxu [mmole/100 ml].

Wspétczynniki korelacji pomigdzy zawartoscia antocyjanéw oraz polifenoli a
pojemnoscia przeciwutleniajaca wyznaczano metoda najmniejszych kwadratéw,
korzystajac z narzedzi zaimplementowanych w programie Microsoft Excel.

Wiyniki i dyskusja

Analiza, otrzymanych sokéw malinowych, z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC pozwolita na ilo§ciowe i jakosciowe okreslenie sktadu



96 Stanistaw Kalisz, Michat Wolniak

antocyjanéw. Bezposrednio po otrzymaniu sokéw zawarto$¢ antocyjanéw wynosita
97,34 mg/100 ml w badanych prébkach kontrolnych oraz 93,50 mg/100 ml w soku z
dodatkiem preparatu pektyny niskometylowanej [rys. 1]. Po 3-miesigcznym
przechowywaniu sokéw w warunkach chtodniczych w temp. 4°C wigksza
zachowalnos$cia barwnikéw antocyjanowych odznaczaty si¢ probki z dodatkiem
preparatu  pektynowego. W prdobkach tych pozostalo blisko 84% poczatkowej
zawartosci antocyjanéw, za§ w probkach kontrolnych okoto 77%. Tempo tych zmian
odzwierciedla pétokres rozpadu antocyjandw, ktéry w probkach z pektyna wynidst 381
dni, natomiast w kontrolnych 266 dni. Na podstawie dotychczasowych danych mozna
przepuszczad, ze stabilizujacy wptyw pektyny niskometylowanej na antocyjany wiaze
si¢ miedzy innymi z migdzyczasteczkowymi interakcjami pomigdzy tymi zwiazkami,
jak réwniez z taczeniem czasteczek antocyjandéw z powstata struktura. Mechanizm ten
nie zostat dotychczas wyjasniony i wymaga dalszych badan [4, 6].

Zawartos¢ antocyjanéw [mg/100ml]
Anthocyanins content [mg/100ml]

0 1 miesiac 2 miesiace 3 miesiace 0 1 miesiac 2 miesiace 3 miesiace
Sok z malin bez dodatkéw Sok z malin z pektyna niskometylowana
Raspberry juice without additionals Raspberry juice with low esterificated pectins

‘D Cy-3-soforozyd B Cy-3-2-glu-rutynozyd B Cy-3-glukozyd B Pg-3-soforozyd O Cy-3-rutynozyd ‘

Rys. 1. Zmiany zawartosci antocyjandw w sokach malinowych w trakcie ich przechowywania.
Fig. 1. Changes of anthocyanins contents in raspberry juices during storage.

W skladzie antocyjanowym analizowanych sokéw malinowych dominowat
cyjanidyno-3-soforozyd, ktory stanowil 72% ogélnej ilosci tych zwiazkéw.
Cyjanidyno-3-glukozyd stanowit 25% wszystkich monomeréw, cyjanidyno-3-(2-
glukozylo)-rutynozyd 1 cyjanidyno-3-rutynozyd stanowity po okolo 1%, a
pelargonidyno-3-soforozyd, 0,2%. Po 3-miesiecznym przechowywaniu w warunkach
chtodniczych najwyzsza stabilno$¢ wykazaty cyjanidyno-3-soforozyd i cyjanidyno-3-
rutynozyd. Cyjanidyno-3-rutynozyd wystgpowat co prawda w stosunkowo matym
stezeniu, jednak jego wysoka stabilno$¢ zostata wykazana w badaniach Iversena i
Rubinskiego [7, 12]. Nalezy podkresli¢, ze utrzymanie wysokiej zachowalnosci
barwnikéw antocyjanowych w przetworach z owocéw kolorowych jest istotne
zar6wno z uwagi na atrakcyjno$¢ sensoryczna, jak i wilasciwosci prozdrowotne
antocyjanéw oraz ich aktywno$¢ przeciwutleniajacg. Jak podaje Stewart [15] w
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przypadku malin antocyjany odpowiadaja za okolo 20% ich wtasciwosci
przeciwutleniajacych.

Zaréwno stabilno$¢ antocyjanéw, jak i wtasciwo$ci przeciwutleniajace wiaza si¢
z obecnoscia i stgzeniem innych aktywnych zwiazkéw, co bylo powodem oznaczenia
w soku takze zawarto$ci witaminy C. Niestety w analizowanych sokach witamina C
zachowata si¢ na stosunkowo niskim poziomie. Swiadczy to o duzej degradacji
witaminy C na etapie przygotowania sokéw. Prébki kontrolne zawieraly witaming C
jedynie w ilosci 5,1 mg/100 ml, a z dodatkiem pektyny 3,9 mg/100 ml. Nalezy takze
uwzgledni¢ fakt, ze soki wyprodukowano z maliny skladowanej 6 miesigcy w
warunkach zamrazalniczych. Powszechnie wiadomo, ze witamina C jest wrazliwa na
warunki przechowywania oraz przetwarzania i jest najbardziej labilna spos$réd
wszystkich przeciwutleniaczy. Jej degradacj¢ moga przyspiesza¢ enzymy wlasne
surowca, temperatura oraz natlenienie, co moze zachodzi¢ podczas maceracji miazgi
[1, 9]. Po miesiacu przechowywania w probkach kontrolnych i wzbogacanych pektyna
pozostato odpowiednio 32% oraz 31% zawartosci poczatkowej tego sktadnika. Po
kolejnym miesiacu sktadowania w badanych prébkach stwierdzono jedynie $ladowe
ilosci witaminy C. Nalezy wspomnie¢, ze przy nizszych stgzeniach witamina C moze
wykazywaé nawet pewne dziatanie ochronne na te barwniki, za$ przy wysokich dziata
prooksydacyjnie na antocyjany [6, 13, 14].

Badania sokéw na zawarto$¢ polifenoli ogdétem w prébkach kontrolnych (rys. 2)
wykazaty 189,9 mg/100ml tych zwiazkéw, a w probkach z pektyna 173,8 mg/100 ml.
Zmienno$¢ wyjsciowej zawartosci zwiazkow polifenolowych wynika migdzy innymi
z r6znicy ich iloSci w obrgbie surowca, poniewaz kazda parti¢ soku otrzymywano
odregbnie. Nalezy dodacd, ze réznice zawartosci zwigzkéw polifenolowych zaleza takze
od stopnia dojrzato$ci, odmiany oraz warunkéw przechowywania surowca [1, 9].

W trakcie przechowywania obserwowano tendencj¢ spadkowa zawarto$ci
polifenoli. Po 3 miesiacach przechowywania w probkach kontrolnych pozostato 90%
poczatkowej ilosci badanych zwiazkéw, za§ we wzbogacanych pektyna 95%.
Stosunkowo mate zmiany ilosci zwiazkéw polifenolowych przy jednoczesnych duzych
réznicach  pojemnosci przeciwutleniajacej wymagaja zastosowania bardziej
selektywnych metod oznaczania polifenoli. Stosowany odczynnik Folina-Ciocalteu’a
moze wykazywac¢ reaktywnos$¢ takze w stosunku do innych substancji wystgpujacych
w badanym ukladzie. Powoduje to, ze réwnoczesnie moga by¢ oznaczane zaréwno
polifenole spolimeryzowane, jak i inne niefenolowe metabolity, co w nastepstwie nie
daje dokladnego obrazu zmian [3, 10]. Ma to szczegblne znaczenie w przypadku
uktadéw zawierajacych barwniki antocyjanowe, ktére w czasie przechowywania moga
polimeryzowac i tworzy¢ wysokoczasteczkowe uktady wytracajace sig¢ z roztworu [2].
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Rys. 2. Zmiany zawartosci polifenoli ogétem w sokach malinowych w trakcie przechowywania.
Fig. 2. Changes in contents of polyphenols in rasberry juices during storage.

Polimeryzacja moze w znacznym stopniu zafatszowa¢ pomiary zdolnosci
przeciwutleniajacej, co, w potaczeniu z absorbancja antocyjanéw w podobnym
zakresie jak DPPH, moze by¢ zrédlem powaznych bledéw [11]. Wtasciwosci
prozdrowotne sokéw determinowane sg zawartoscia polifenoli, ktérych aktywnosé
okresla si¢ poprzez pomiar ilo$ci zmiecionego DPPH. Dlatego kazda probka
analizowana byta pod wzgledem zdolnosci zmiatania wolnych rodnikéw (rys. 3).

Najwigksze procentowe zmiany pojemnosci przeciwutleniajacej wystgpowaly w
prébee kontrolnej bez dodatkéw, a po 3 miesiacach przechowywania pozostato 82%
pierwotnej jej warto$ci. W  probkach z dodatkiem pektyny pojemnosc
przeciwutleniajaca zmieniata si¢ w mniejszym stopniu. Po trzech miesigcach
przechowywania stanowita ona 94% wartosci probki kontrolnej, co $wiadczy o
potencjalnej zasadno$ci dodawania tych substancji do przetwarzanych produktéw
spozywczych.

Istotne wydawalo sig takze skorelowanie zawarto$ci antocyjanéw oraz polifenoli
z pojemnoscia przeciwutleniajaca. Wsp6tczynniki korelacji wyniosty odpowiednio r =
0,5936 i r = 0,9014, co potwierdza wczeSniejsze spostrzezenia, ze antocyjany
odpowiadaja w znacznie mniejszym stopniu za pojemno$¢ przeciwutleniajaca
przetwordw z malin niz pozostate (czgsto jeszcze nie oznaczone) polifenole. Dlatego
konieczne sa dalsze badania celem oszacowania oddziatywan pomiedzy sktadnikami
sokéw oraz wptywu tych efektéw na catkowita pojemno$¢ przeciwutleniajaca.
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Pojemnos¢ przeciwutleniajaca

Rys.

[mmole Troloxu/100ml]

Antioxidant capacity
[mmoles of Trolox eq./100ml]

Prébka kontrola Sample control Probka z pektyna Sample with pectin

[J0 M 1 miesiac 1 month [J 2 miesiace 2 months M 3 miesiace 3 months

Czas przechowywania [miesigcy] Storage time [months]

3. Zmiany pojemnosci przeciwutleniajacej w przechowywanych sokach malinowych.

Fig. 3. Changes in antioxidant capacity in stored raspberry juices.
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Wykazano, ze 0,1% dodatek preparatéw pektyn niskometylowanych do sokéw
malinowych spowalnia tempo rozkladu barwnikéw antocyjanowych.

Dodatek pektyn niskometylowanych do sokéw malinowych powoduje
spowolnienie przemian zwiazkéw polifenolowych, a tym samym wpltywa na
mniejsze zmiany catkowitej pojemnosci przeciwutleniajace;.

Pomigdzy zawartoscia frakcji antocyjanowej oraz polifenolowej a pojemnoscia
przeciwutleniajaca sokow malinowych zachodzi dodatnia korelacja o
wspoélczynnikach korelacji, odpowiednio, r = 0,5936 i r = 0,9014.
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CHANGES OF PHENOLICS COMPOUNDS DURING THE STORAGE
OF RASPBERRY JUICES

Summary

The objective of this study was to present changes in the level of anthocyanins, polyphenols and
antioxidant activity in raspberry juices without and with pectin during their storage at 4°C. The
anthocyanin content in fresh juices without and with pectin was 97,34 mg/100 ml and 93,5 mg/100 ml
respectively. The pelargonidyno-3-soforozyd was the main monomer (72% of all anthocyanin
composition). After 3 months storage at 4°C anthocyanin content in juices without and with pectin
decrease to 23% and 16%, respectively. It was shown that content of polyphenols and antioxidant activity
was reduced during storage. However unprofitable changes were smaller in juices with pectin.

During storage the decrease in polyphenol content was observed, what resulted in lowering the
antioxidant capacity. In case of juice without pectin the decrese reached 18% of initial value, while with
the addition of pectin it was only 6%.

Key words: raspberries, juice, anthocyanins, polyphenols, antioxidant activity, EPR, free radicals



