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WPLYW PEKTYN NISKOMETYLOWANYCH NA ZAWARTOSC
ANTOCYJANOW I POLIFENOLI OGOLEM ORAZ ICH
AKTYWNOSC PRZECIWRODNIKOWA OZNACZONA EPR
W SOKACH TRUSKAWKOWYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo okre$lenie zmian zawarto$ci antocyjanéw i polifenoli ogdétem oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej sokéw truskawkowych bez dodatkéw oraz wzbogacanych preparatem pektyn
niskometylowanych, przechowywanych w temp. 4°C. Zawarto$¢ antocyjanéw w sokach bezposrednio po
wytworzeniu wynosita 14,5 mg/100 ml w soku bez pektyny i 12,1 mg/100 ml w soku z pektyna.
Dominujacym monomerem byt pelargonidyno-3-glukozyd, ktéry stanowil 89% sktadu antocyjanowego.
Po 3 miesiacach przechowywania soki bez pektyny zawieraly o 57% mniej antocyjanéw niz probki
wyjsciowe, natomiast w sokach z pektyna warto$¢ ta zmalata o 34%. W trakcie przechowywania
stwierdzono takze zmniejszenie zawartosci polifenoli ogdétem, co skutkowalo zmniejszeniem sig
pojemnosci przeciwutleniajacej. W przypadku sokéw bez dodatku pektyny zmniejszenie zawartosci
polifenoli ogétem bylo o wiele wigksze niz w probkach z dodatkiem pektyn i wynosito odpowiednio 17
oraz 9%. Pomiar pojemnosci przeciwutleniajacej metoda EPR udowodnit, ze dodatek pektyn stabilizuje
wlasciwosci przeciwrodnikowe. W prébkach bez pektyn pojemno$¢ zmalata o 28% pierwotnej warto$ci
natomiast ze stabilizatorem obnizyla si¢ tylko o 7%.

Stowa kluczowe: truskawki, soki, antocyjany, aktywnos¢ przeciwutleniajaca, EPR, wolne rodniki

Wprowadzenie

Wzrost §wiadomosci zywieniowej konsumentow przejawia si¢ w coraz wigkszym
przywiazywaniu wagi do sktadu chemicznego nabywanych produktéw i ich
wlasciwosci prozdrowotnych. Oprécz wilasciwego dla danego przetworu wygladu,
zachowanie pierwotnych cech surowca staje si¢ waznym wyréznikiem danego artykutu
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spozywczego [1]. Niestety proces technologiczny oraz przechowywanie przyczyniaja
si¢ do niekorzystnych przemian poszczegélnych sktadnikéw, obnizajac ich warto$§¢
Zywieniowa.

Badania epidemiologiczne wykazaty, ze dieta ma znaczacy wptyw na czgstotliwo$¢
wystgpowania choréb cywilizacyjnych. Wigkszos¢ tych chor6b ma etiologie
wolnorodnikowa, dlatego ocena zdolnosci przeciwutleniajacych jest waznym etapem w
ocenie jakosci produktu [2]. Zawarto$¢ zwiazkéw odpowiadajacych za wiasciwosci
przeciwutleniajace moze by¢ znacznie zréznicowana zaleznie od gatunku, jak tez
warunkow agrotechnicznych. Ztozono$¢ naturalnych uktadéw biologicznych, jakimi sa
np. soki owocowe, powoduje wzajemne interakcje migdzy sktadnikami, ktére zaleznie od
rodzaju 1 st¢zenia moga dziata¢ korzystnie badZz przyczynia¢ si¢ do degradacji
sktadnikéw [3, 4]. Precyzyjne okreSlenie wiasciwosci przeciwutleniajacych i dokladne
okreslenie wptywu poszczegdlnych frakcji na aktywno$¢ antyrodnikowa staje si¢ wigc
ztozonym problemem. Mgtne lub barwne prébki (na przyktad soki truskawkowe)
wymagatyby w pomiarach spektrofotometrycznych korekty tta, co nie jest tatwe i proste
do zastosowania w praktyce. Dlatego mierzac pojemno$¢ przeciwutleniajaca za pomoca
metod spektrofotometrycznych, przygotowuje si¢ probke tak, aby byta ona klarowna i
najlepiej bezbarwna. Niestety wigze si¢ to z filtrowaniem i klarowaniem badanego
materiatu, co powoduje utlenianie i utrat¢ wielu cennych (zwlaszcza spolimeryzowanych)
sktadnikéw. W rezultacie otrzymywany wynik jest znacznie zanizony, bowiem
aktywno$¢ wielu cennych zwiazkéw nie jest uwzgledniana w catkowitej pojemnosci
przeciwutleniajacej. Z kolei metode EPR mozna stosowa¢ bezposrednio do prébek
metnych 1 barwnych, co czyni ja bardzo przydatna w badaniach sokéw z owocow.

Celem pracy bylo okreslenie zmian zawartosci antocyjandw i polifenoli ogétem
oraz aktywno$ci przeciwutleniajacej sokéw truskawkowych bez dodatkéw oraz
wzbogacanych preparatem pektyn niskometylowanych, przechowywanych w temp.
4°C.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity, przygotowane w skali laboratoryjnej, soki
truskawkowe z owocéw odmiany Marmolada z okolic Rawy Mazowieckiej. Owoce
depektynizowano przez 1,5 godz. w temp. 50°C z dodatkiem enzymy Rohapect 10L
firmy AB Enzymes Poland w dawce 100 mg/kg owocéw. Nastgpnie catosé
doprowadzano do wrzenia celem inaktywacji enzymoéw, szybko schtadzano do temp
20°C i tloczono w laboratoryjnej prasie warstwowej. Otrzymany sok filtrowano z
dodatkiem ziemi okrzemkowej Becogur 100 w dawce 5 g/kg. Z soku przygotowywano
probki w  wariantach: bez dodatkéw i z dodatkiem 0,1% preparatu pektyny
niskometylowanej NECJ A3, po czym rozlewano do 200 ml stoikéw i pasteryzowano
20 min w temp. 90°C. Po obrdbce termicznej produkt chtodzono i przechowywano
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przez 3 miesiagce w warunkach chtodniczych bez dostgpu $wiatta. Soki pobierano do
badan co 30 dni, a analizy wykonywano kazdorazowo z 3 préb i w 3 powtérzeniach z
tej samej partii.

Badania obejmowaty pomiar zawartosci polifenoli, w tym antocyjanéw [S] wraz
z wyznaczeniem  polokresu  ich  rozpadu, oraz  okreSlenie  aktywnosci
przeciwutleniajacej z uzyciem techniki EPR. Zawarto$§¢ antocyjanéw oznaczano
metoda HPLC w zestawie firmy Shimadzu, sktadajacym si¢ z detektora UV-VIS SPD-
10A VP, pompy LC-10AT VP, pieca CTO-10AS VP, degazera DEGASEX™ model
DG-400 (Phenomenex), wspodtpracujacego z programem do zbierania danych Chromax
2003. Rozdziat prowadzono w kolumnie Luna 5 um CI18(2) 250 x 4,6 mm
(Phenomenex) przy przeptywie 1 ml/min w temp. 25°C. Faz¢ ruchoma stanowila
mieszanina woda : acetonitryl : kwas mréwkowy (810:90:100; v/v/v). Rejestracje
antocyjanéw prowadzono przy A = 520 nm. Zwiazki identyfikowano na podstawie
widm oraz czaséw retencji poréwnywanych z wzorcami. Zawarto$¢ antocyjandéw
podano w przeliczeniu na cyjanidyno-3-glukozyd. Przed nastrzykiem prébki
oczyszczano w minikolumnach Sep-Pak C18 firmy Waters. Czg$¢ analityczna
obejmowata takze oznaczenie witaminy C metoda HPLC w identycznym zestawie w
tych samych warunkach detekcji przy A = 254 nm, a jako eluent stosowano 0,1%
H;PO,4. Z kolei zawarto$¢ polifenoli ogétem oznaczano metoda Folina-Ciocalteu’a.
Wynik koncowy oznaczania polifenoli 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 w spektrometrze firmy Bruker ELEXSYS E 500
pracujacym metoda fali ciaglej. Do badan uzyto komory rezonansowej SHQE - Super
High Q cavity. Rejestracji widm dokonywano przy nastgpujacych parametrach: Q
(stosunek v, do Av) = 7000, czestotliwosé rezonansowa — 9,41 GHz, moc — 20 mW,
indukcja magnetyczna B — 3368 G, szeroko$¢ przemiatania — 200 G, czas przemiatania
— 41,17 s, czestotliwo$¢ modulacji — 100 kHz, amplituda modulacji — 3 G, czutos$é
odbiornika — 62 dB. Sygnal wzorca DPPH" stanowit roztwér DPPH" w metanolu o
stezeniu 1,824 mmol/dm’. Do 5 ml wzorca dodawano po 50 ul soku, intensywnie
wytrzasano i szczelnie zamknigte probki pozostawiano w zaciemnionym miejscu.
Roztwory nie wymagaly odtleniania, gdyz DPPH’ nie ulega dziataniu tlenu z
powietrza, a antocyjany w srodowisku, w ktérym byty przeprowadzane badania, nie
ulegaja utlenianiu. Potwierdzity to przeprowadzone wcze$niej proby. Po zakonczeniu
reakcji mierzono intensywno$¢ integralna sygnalu DPPH’, ktéra jest wprost
proporcjonalna do stgzenia rodnika w prébce. Poniewaz w przypadku wszystkich
badanych prébek czas reakcji z rodnikiem DPPH' nie przekraczal 50 min, rejestracje
widma rodnika w celu ustalenia zmian jego st¢zenia wykonano po 60 min.
Intensywnos¢ integralna sygnatu obliczano korzystajac z programéw do obrébki widm
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EPR firmy Bruker dostarczonych ze spektrometrem. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, stosujac metode najmniejszych  kwadratow, przeliczano  ilo$¢
zneutralizowanego DPPH" na réwnowazniki Troloxu [Mm/100 ml].

Wiyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania laboratoryjne pozwolity na okreslenie w sokach
poziomu zawarto$ci polifenoli, w tym antocyjanéw oraz witaminy C (tab. 1).
Szczegoblnie interesujace bylo okreslenie ilosci tych zwiazkéw, jak réwniez ich zmian
w trakcie przechowywania.

Tabela 1

Zawartos¢ polifenoli ogétem i antocyjanéw w sokach truskawkowych w trakcie ich
przechowywania.
The total polyphenols and anthocyanins content in strawberry juices during storage.

Czas Sok z truskawek bez dodatkéw Sok z truskawek z dodatkiem pektyny
sktadowania Strawberry juice without additives Strawberry juice with pectin addition
[miesiace] Polifenole Antocyjany Witamina C Polifenole Antocyjany | Witamina C
Time of | [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 ml]
storage | polyphenols | Anthocyanins | Ascorbic acid | Polyphenols | Anthocyanins | Ascorbic acid
[months] | 1mg/100 ml] [mg/100 ml] | [mg/100 ml] | [mg/100 mI] | [mg/100 ml] | [mMg/100 ml]
0 143,0 14,5 16,1 140,8 12,1 16,5
1 141,5 10,0 13,2 146,7 9,5 13,5
2 131,0 7,6 11,0 137,6 8,2 11,5
3 120,8 6,9 8,0 129,5 7,3 8,6

Po trzymiesigcznym sktadowaniu sokéw w warunkach chtodniczych w prébkach
kontrolnych pozostalo 48% pierwotnej zawarto$ci antocyjanéw. W probkach
wzbogacanych preparatem pektyny niskometylowanej po przechowywaniu pozostato
60% antocyjanéw, a poétokres ich rozpadu byt 1,4 razy mniejszy w poréwnaniu z
prébami kontrolnymi. W przypadku polifenoli, w probkach z pektyna po miesiacu
sktadowania zaobserwowano nieznaczny wzrost poziomu badanych zwiazkéw, co byto
juz wynikiem wczesniejszych badan wtasnych, jak i innych eksperymentatoréw [1, 6].
Przypuszczalnie wiaze si¢ to z mala selektywnoscia stosowanej metody i czg§ciowego
uwzgledniania powstajacych zwiazkéw, tym bardziej, ze po 3 miesigcach sktadowania
w probkach z pektyna oznaczono 91% wyjsciowej zawartosci polifenoli, a w
kontrolnych 83%, co uwidacznia mate zmiany ilosciowe. W zwiazku z powyzszym
kontynuacja tego problemu badawczego wymaga wyjasnienia zmian jako$ciowych
poszczegdlnych sktadowych polifenoli. Pod wzgledem zawartosci witaminy C prébki
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r6znity si¢ w malym stopniu. W prébkach po 3-miesigcznym przechowywaniu
stwierdzono $rednio 51% pierwotnej zawartosci witaminy C.

Oszacowano takze wplyw poszczegdlnych dodatkow na catkowita pojemno$é
przeciwutleniajaca. Dodatek 0,1% preparatéw pektyny niskometylowanej do sokéw
spowodowal ograniczenie obnizania zdolno$ci neutralizacji wolnych rodnikéw w
stosunku do probki kontrolnej (rys. 1). Spowodowato to stabilizacje pojemnosci
przeciwutleniajacej, ktora w trakcie trzymiesigcznego przechowywania zmniejszyta si¢
nieznacznie (93% pierwotnej wartos$ci), podczas gdy w probkach bez pektyny warto$¢
ta osiagngla 72% pierwotnej warto$ci. Potwierdza to hipotezg, ze wtasciwosci
przeciwutleniajace powinny by¢ kontrolowane na kazdym etapie obrobki i
przetwarzania surowcow roslinnych.
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Rys. 1. Zmiany pojemnosci przeciwutleniajacej sokéw truskawkowych podczas przechowywania.
Fig. 1. Changes of the antioxidant capacity of strawberry juices during different time of storage.

Przeanalizowano  takze  korelacj¢ = pomigdzy  zawarto$cia  zwiazkéw
polifenolowych a pojemnoscia przeciwutleniajaca. Na rys. 2. przedstawiono zaleznos$¢
catkowitej pojemnosci przeciwutleniajacej od sktadu antocyjanowego (A) i zawartosci
polifenoli (B). O wiele silniejsza korelacje stwierdzono w przypadku polifenoli ogétem
(R =0,97) niz samej frakcji antocyjanowej (R = 0,79). Sugeruje to znacznie mniejszy
udzial frakcji antocyjanowej w calkowitej pojemnosci przeciwutleniajace;j.
Prawdopodobnie najbardziej aktywne (czesto jeszcze nieoznaczone zwiazki) nie naleza
do frakcji antocyjanowej, tym niemniej udzial antocyjanow w neutralizowaniu
wolnych rodnikéw jest znaczacy. Na podstawie analizy regresji stwierdzono, ze
najwigkszy wplyw na pojemno$¢ przeciwutleniajaca miata frakcja oznaczana jako
polifenole ogétem. Analizujac dane dotyczace sktadu chemicznego owocéw [7, 8],
mozna przypuszczaé, ze frakcja ta powinna zawiera¢ hydroksykwasy, procyjanidyny
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oraz wiele innych zwiazkéw. Bardzo dobra korelacja frakcji polifenolowej z catkowita
pojemnoscia przeciwutleniajaca pozwala przypuszczaé, ze zawiera ona wiele silnych
przeciwutleniaczy i potwierdza to zasadno$¢ prowadzenia dalszych badan nad
doktadniejszym poznaniem jej sktadu.
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Rys. 2. Zalezno$¢ pojemnosci przeciwutleniajacej od zawartosci antocyjandw (A) oraz polifenoli (B).
Fig. 2. The dependence of the antioxidant capacity from the content of anthocyanins (A) and polifenols

(B).

Wigksza aktywno$¢ przeciwrodnikowa frakcji zawierajacej réznorodne zwiazki
najprawdopodobniej spowodowana jest synergistycznym oddziatywaniem sktadnikow.
Poréwnanie danych literaturowych odnoszacych si¢ do poszczegdlnych czystych
zwiazkéw [9] pozwala przypuszcza¢, ze suma pojemnosci przeciwutleniajacych
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poszczegdlnych polifenoli jest zwykle mniejsza od zdolnosci neutralizowania wolnych
rodnikéw przez mieszaniny [10]. Efekty te wymagaja z pewnoscia dalszych badan,
a wyniki moga by¢ bardzo cenna wskazowka dla producentéw sokéw i badaczy
jakos$ci zywnosci. Znajomos$¢ zmian pojemnosci przeciwutleniajacej w zalezno$ci od
sktadu produktu jest waznym problemem przy wtasciwym konstruowaniu preparatéw
przeciwutleniajacych, tym bardziej, ze nie jest to zalezno$¢ prostoliniowa.

Whioski

1. Stosowanie 0,1% dodatku pektyn niskometylowanych do sokéw pozwala na
zmniejszenie strat antocyjandw i polifenoli w czasie ich przechowywania.

2. Pektyna wplywa stabilizujaco na antocyjany, zaréwno pod wzgledem
jakosciowym, jak i ilosciowym. Jej dodatek powoduje takze zahamowanie
obnizania si¢ pojemnosci przeciwutleniajacej sokéw podczas przechowywania.

3. Korelacja zawartosci polifenoli oraz antocyjanéw z iloScig zneutralizowanego
DPPH pozwala przypuszczaé, ze znacznie wigkszy udzial w aktywnosci
przeciwutleniajacej wnosi frakcja polifenolowa. W jej sktad wchodzi wiele
nieznanych dotad zwiazkéw, co stwarza konieczno$¢ dalszych badafn sktadu
chemicznego.

Praca byta prezentowana na XI Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ,
Warszaw, 24-25 maja 2006.
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THE INFLUENCE OF PECTINS ON ANTHOCYANINS AND TOTAL POLIPHENOL
CONTENT AND ITS ANTIRADICAL SCAVENING ACTIVITY DESIGNATED IN
STRAWBERRY JUICES

Summary

The aim of this study was to assess the content of total polyphenols and anthocyanins together with
antioxidant activity in strawberry juices. Also the addition of pectin was done in order to check its
influence on radical scavenging activity during storage in 4°C. The amount of anthocyanins right after
production reached 14.5 mg/100 ml and 12.1 mg/100 ml in control and pectin enriched samples
respectively. The major anthocyanin monomer was pelargonidin-3-glucoside (89% of all anthocyanins).
After three months of storage samples without pectin lost 57% of anthocyanins, whereas those with
addition of pectin only 34%. During storage the decrease of total polyphenols was also found and as a
result the antioxidant activity was smaller. The amount of total polyphenols that were lost reached 17%
and 9% in control and pectin samples respectively. The measurement of antioxidant capacity using EPR
method proved, that pectin prevents the loss of polyphenols, thus keeping radical scavenging activity of
strawberry juices at high level. The activity in samples with pectin was only 7% lower, while in control
samples it dropped down 28%.

Key words: strawberries, juices, anthocyanins, antioxidant activity, EPR, free radicals



