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ZMIANY ZWI ZKOW FENOLOWYCH PODCZAS
PRZECHOWYWANIA SOKOW MALINOWYCH

Streszczenie

Celem pracy by o okre lenie zmian zawarto c¢i antocyjandéw i polifenoli ogé em oraz aktywno ci
przeciwutleniaj cej sokow malinowych bez dodatkéw | z dodatkiem preparatu  pektyn
niskometylowanych, przechowywanych w temp. 4°C.

Zawarto antocyjanéw w sokach bezpo rednio po wytworzeniu wynosi a 97,34 mg/100 ml w soku
bez pektyny i 935 mg/100 ml w soku z dodatkiem pektyny. Dominuj cym monomerem by
pelargonidyno-3-soforozyd, ktory stanowi 72% sk adu antocyjanowego. Po 3 mies cach
przechowywania soki bez dodatku pektyny zawieray o 23% mnigj antocyjandw ni probki wyj ciowe,
natomiast w sokach z pektyn warto tazmaaa o 16%. W trakcie przechowywania stwierdzono tak e
zmnigjszenie zawarto ci polifenoli ogd em, co skutkowa o obni eniem pojemno ci przeciwutleniaj cegj. W
sokach bez dodatku pektyny pojemno przeciwutleniaj ca zmalaa o 18%, a w probkach z dodatkiem
pektyny o 6%.

S owa kluczowe: maliny, sok, polifenole, antocyjany, rodniki, pojemno  przeciwutlenigj ca, EPR

Wprowadzenie

Zmiany w wygl dzie produktéw przetworzonych wpywa na akceptac
konsumenck , ae przede wszystkim s wska nikiem przemian chemicznych, ktore
prowadz do obni enia warto ci sensorycznej i od ywczej. Dodatkowo poszczegdlne
zwi zki mog wykazywa zr6 nicowan dost pno biologiczn , co wi e sz
ré nym ich metabolizmem [3]. Jednak niekorzystne zmiany w ywno ci mog by
ograniczone przez prawid owe prowadzenie procesow przetworczych, a szczegdlnie
w a ciwy dobor warunkow przechowywaniai obrotu [9].

Podczas obrébki technologicznel mog by wprowadzane odpowiednie dodatki,
ktére z jedng) strony ogranicz degradacj substancji labilnych, a z drugiej wzbogac
produkt w nowe po dane sk adniki. Pomi dzy poszczeg6lnymi sk adnikami mo e
dochodzi do wzajemnych interakcji, co np. przy obecno ci antocyjandbw mo e
prowadzi do powstawania stabilnigjszych i trwalszych kopigmentéw. Poszukuje si
wi ¢ sposobéw, ktére pozwoli yby na stabilizacj po danych sk adnikow bez
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zmnigjszania ich dost pno ci biologiczngj. Stao  prozdrowotnych sk adnikow
ywno ci uwa asi bowiem za jeden z warunkéw rozwoju ywno ci funkcjonalngj [2,
6].

Ze wzgl dow technologicznych wiele substancji (np. pektyny) jest usuwanych na
wczesnych etapach przetwarzania, chocia ze wzgl déw ywieniowych nios one
konkretne korzy ci. Celowe zatem jest sprawdzenie ich wpywu na wybrane
w a ciwo c¢i produktu (po ponownym ich wprowadzaniu), gdy nie b d ju obni a
efektywno ci procesu przetwoérczego. PoszczegOlne sk adniki  ywno ci wchodz
bowiem ze sob w interakcje, co dopiero ostatecznie ksztatuje ich w a ciwo ci
przeciwutleiaj ce [6, 8]. Naley pami ta, e zaenie od rodzau surowca
poszczegblne grupy zwi zkbw mog w ré nym stopniu odpowiada za aktywno
przeciwutlenigj ¢ . Na przyk ad, szacuje s, e witamina C w malinach wp ywa w
15% nat cech , w truskawkach w 40%, za w czarnej porzeczce w ponad 50% [15].
W przypadku malin rozpatrywane w tym kontek cie biologiczne w a ciwo ci w du €
mierze przypisuje s innym zwi zkom, do ktérych zalicza si m.in. kwas elagowy i
jego pochochodne. W a ciwo ci przeciwutlenigjace owocdw i wytwarzanych z nich
przetworow wi s bowiem ci le z ich sk adem i reaktywno c¢i chemiczn [3, 9,
16].

Ceem pracy by o okrelenie wpywu wzbogacania sokéw malinowych
preparatem pektynowym na zachowano  polifenoli w tym antocyjanéw oraz
w a ciwo ci przeciwutlenigj ce w trakcie 3-miesi cznego przechowywania w temp.
4°C.

Materia i metody bada

Materia badawczy stanowi y, przygotowane w skali laboratoryjnej, soki z malin
mro onych, przechowywanych 6 miesi cy 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 owocow. Enzymy inaktywowano, doprowadzaj ¢ cao do
wrzenia i szybko sch adzano do temp 20°C. Miazg t oczono 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 niskometylowang NECJ A3 w dawce 0,1%. Sok
rozlewano do soiczkéw o poj. 80 ml i pasteryzowano 10 min w temp. 95°C. Po
obrobce termicznegj produkt sch adzano, a nast pnie przechowywano 3 mies ce w
temp. 4°C. Soki pobierano do bada co 30 dni, a analizy przeprowadzano w 3
powtérzeniach.

Zawarto  antocyjanéw oznaczano metod HPLC z u yciem zestawu firmy
Shimadzu, z 0 onego z detektora UV-VIS SPD-10A VP, pompy LC-10AT VP, pieca
CTO-10AS VP, degazera DEGASEX™ model DG-400 (Phenomenex),
wspo pracuj cego z programem do zhierania danych Chromax 2003. Rozdzia
prowadzono z u yciem kolumny Luna 5 pm C18(2) 250 x 4,6 mm (Phenomenex) w
25°C. Jako eluent u ywano 4,5% kwas mrowkowy (odczynnik A) i 80% roztwor
acetonitrylu w 4,5% kwasie mrowkowym (odczynnik B), przy przep ywie 1 ml/min.
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Andiz prowadzono w uk adzie gradientowym, rozpoczyna ¢ od 100% st enia
odczynnika A, zmnigjsza] ¢ jego udzia do 85% w 8 min, do 60% w 16 mini 0% w 17
min, w 19 min osi gano ponownie 100% eluentu A, utrzymuj c ten stan do 25 min.
Rejestracj antocyjanow prowadzono przy | =520 nm. Zwi zki identyfikowano na
podstawie widm i czasOw retencji porownywanych z wzorcami. Zawarto
antocyjanéw wyra ano 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 0 poj. 10 ml i uzupe niano 0,1% HsPO,, anast pnie
nanoszono na Sep-Pak. Po odrzuceniu pierwszych 5 ml reszt zbierano do oznaczania
witaminy C. Nast pnie wprowadzano 5 ml 0,1% H3PO,, celem wymycia zwi zkow
nieabsorbuj cych s na zo u. Pozosta na minikolumnie frakcj wymywano 75%
metanolem zakwaszonym przy u yciu HCl w ilo ci 1 ml/l i zbierano ] do oznaczenia
antocyjanbw. Zawarto  witaminy C oznaczano metod HPLC na identycznym
zestawie w tych samych warunkach detekcji przy 254 nm, a jako eluent stosowano
0,1% H3PO,. Polifenole ogo em oznaczano metod Folina-Ciocalteu’a. Wynik
ko cowy wyra ano w przeliczeniu na kwas galusowy.

W a ciwo ci przeciwutlenigi ce sokéw badano metod elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR), z uyciem trwaego rodnika 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu (DPPH). Pomiary wykonywano spektrometrem firmy Bruker
ELEXSYS E 500 pracuj cym metod fai ci gg. Do bada u ywano komory
rezonansowej SHQE - Super High Q cavity. Reestracji widm dokonywano przy
nast puj cych parametrach: Q (stosunek , do )= 7000, cz stotliwo rezonansowa
—9,41 GHz, moc — 20 mW, indukcja magnetyczna B — 3368 G, szeroko przemiatania
— 200 G, czas przemiatania — 41,17 s, cz stotliwo  modulacji — 100 kHz, amplituda
modulacji — 3 G, czuo  odbiornika — 62 dB. Sygna wzorca stanowi roztwor DPPH
w metanolu o st eniu 1,824 mmol/l. Do 5 ml wzorca dodawano po 50 m soku,
intensywnie wytrz sano i szczelnie zamkni te prébki pozostawiano w zaciemnionym
migjscu. Po zako czeniu reakcji mierzono intensywno integraln sygnau DPPH,
ktora jest wprost proporcjonanado st eniarodnika w probce. Czas reakcji badanych
probek z rodnikiem DPPH nie przekracza 50 min, dlatego rejestracj widma rodnikaw
celu ustalenia zmian jego st enia wykonano po 60 min. Intensywno integraln
sygnau obliczano, korzystgi ¢ z programéw do obrobki widm EPR (Bruker)
dostarczonych ze spektrometrem. Na podstawie uzyskanych wynikéw, stosuj ¢ metod
ngimnigjszych kwadratéw, ilo  zmiecionego DPPH przeliczano na réwnowa niki
Troloxu [mmole/100 ml].

Wspb czynniki korelacji pomi dzy zawarto ci  antocyjanéw oraz polifenoli a
pojemno ci  przeciwutleniaj ca wyznaczano metod najmnigjszych kwadratow,
korzystg] ¢z narz dzi zaimplementowanych w programie Microsoft Excel.

Wyniki i dyskusja
Andiza, otrzymanych sokéw malinowych, z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC pozwoli anailo ciowei jako ciowe okre lenie sk adu
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antocyjanow. Bezpo rednio po otrzymaniu sokéw zawarto  antocyjandw wynos a
97,34 mg/100 ml w badanych prébkach kontrolnych oraz 93,50 mg/100 ml w soku z
dodatkiem preparatu pektyny niskometylowangj [rys. 1]. Po 3-miesi cznym
przechowywaniu sokéw w warunkach chodniczych w temp. 4°C wi ksz

zachowalno ci  barwnikow antocyjanowych odznaczay s probki z dodatkiem
preparatu pektynowego. W probkach tych pozostao blisko 84% pocz tkowej
zawarto ¢i antocyjandw, za w prébkach kontrolnych oko o 77%. Tempo tych zmian
odzwierciedla p6 okres rozpadu antocyjandw, ktory w probkach z pektyn wyniés 381
dni, natomiast w kontrolnych 266 dni. Na podstawie dotychczasowych danych mo na
przepuszcza , e stabilizuj cy wp yw pektyny niskometylowanej na antocyjany wi e
s mi dzy innymi z mi dzycz steczkowymi interakcjami pomi dzy tymi zwi zkami,
jak rbwnie z czeniem cz steczek antocyjandw z powsta struktur . Mechanizm ten
nie zosta dotychczaswyja niony i wymaga dalszych bada [4, 6].

Zawarto  antocyjanéw [mg/100ml]
Anthocyanins content [mg/100ml]

0 1miesiac 2 miesi ce 3miesiace 0 1miesiac 2 miesi ce 3 miesiace
Sok z malin bez dodatkéw Sok zmalin z pektyn niskometylowan
Raspberry juice without additionals Raspberry juice with low esterificated pectins

‘D Cy-3-soforozyd @ Cy-3-2-glu-rutynozyd B Cy-3-glukozyd # Pg-3-soforozyd O W—S—rutynozyd‘

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

W sk adzie antocyjanowym analizowanych sokéw malinowych dominowa
cyjanidyno-3-soforozyd, ktéry stanowi 72% ogdlng ilo ci tych zwi zkdw.
Cyjanidyno-3-glukozyd stanowi 25% wszystkich monomeréw, cyjanidyno-3-(2-
glukozylo)-rutynozyd i cyjanidyno-3-rutynozyd stanowiy po okoo 1%, a
pelargonidyno-3-soforozyd, 0,2%. Po 3-miesiecznym przechowywaniu w warunkach
ch odniczych ngjwy sz stabilno wykazay cyjanidyno-3-soforozyd i cyjanidyno-3-
rutynozyd. Cyjanidyno-3-rutynozyd wyst powa co prawda w stosunkowo maym
st eniu, jednak jego wysoka stabilno zostaa wykazana w badaniach Iversena i
Rubinskiego [7, 12]. Naley podkreli , e utrzymanie wysokig zachowano ci
barwnikéw antocyjanowych w przetworach z owocdéw kolorowych jest istotne
zarOWNO z uwagi na atrakcyjno  sensoryczn , jak i waciwo ci prozdrowotne
antocyjandbw oraz ich aktywno przeciwutlenigiac . Jak podgje Stewart [15] w
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przypadku malin antocyjany odpowiadsfj za okoo 20% ich w aciwo Ci
przeciwutlenigjacych.

Zar6wno stabilno  antocyjandw, jak i w a ciwo ci przeciwutlenig cewi s
zobecno ci i st eniem innych aktywnych zwi zkéw, co by o powodem oznaczenia
w soku tak e zawarto ci witaminy C. Niestety w analizowanych sokach witamina C
zachowaa s na stosunkowo niskim poziomie. wiadczy to o du € degradacji
witaminy C na etapie przygotowania sokéw. Probki kontrolne zawieray witamin C
jedynie w ilo ci 5,1 mg/100 ml, a z dodatkiem pektyny 3,9 mg/100 ml. Nale y tak e
uwzgl dni  fakt, ze soki wyprodukowano z maliny sk adowanej 6 miesi cy w
warunkach zamra aniczych. Powszechnie wiadomo, ze witamina C jest wra liwa ha
warunki przechowywania oraz przetwarzania i jest nagbardzigj labilna spo réd
wszystkich przeciwutleniaczy. Jg degradacj mog przyspiesza enzymy w asne
surowca, temperatura oraz natlenienie, co mo e zachodzi podczas maceracji miazgi
[1, 9]. Po miesi cu przechowywaniaw probkach kontrolnych i wzbogacanych pektyn
pozosta o odpowiednio 32% oraz 31% zawarto ci pocz tkowe tego sk adnika. Po
kolginym miesi cu sk adowania w badanych prébkach stwierdzono jedynie ladowe
ilo ci witaminy C. Nale y wspomnie , e przy ni szych st eniach witaminaC mo e
wykazywa nawet pewne dzia anie ochronne nate barwniki, za przy wysokich dzia a
prooksydacyjnie na antocyjany [6, 13, 14].

Badania sokéw na zawarto  polifenoli ogd em w probkach kontrolnych (rys. 2)
wykazay 189,9 mg/100ml tych zwi zkdéw, aw probkach z pektyn 173,8 mg/100 ml.
Zmienno wyj ciowe] zawarto ci zwi zkéw polifenolowych wynika mi dzy innymi
zr0 nicy ich ilo ¢i w obr bie surowca, poniewa ka d parti soku otrzymywano
odr bnie. Nale y doda , erd nice zawarto ci zwi zkow polifenolowych zale tak e
od stopniadojrza o ci, odmiany oraz warunkow przechowywania surowcal1, 9].

W trakcie przechowywania obserwowano tendencj spadkow zawarto ci
polifenoli. Po 3 miesi cach przechowywania w probkach kontrolnych pozosta o 90%
pocz tkowe ilo ci badanych zwi zkéw, za we wzbogacanych pektyn 95%.
Stosunkowo ma e zmiany ilo ci zwi zkow polifenolowych przy jednoczesnych du ych
ré nicach pojemno ci  przeciwutlenig cef wymaga)  zastosowania bardzig
selektywnych metod oznaczania polifenoli. Stosowany odczynnik Folina-Ciocalteu’ a
mo e wykazywa reaktywno tak e w stosunku do innych substancji wyst puj cych
w badanym uk adzie. Powoduje to, e rownocze nie mog by oznaczane zardwno
polifenole spolimeryzowane, jak i inne niefenolowe metabolity, co w nast pstwie nie
daje dok adnego obrazu zmian [3, 10]. Ma to szczegblne znaczenie w przypadku
uk adéw zawiergj cych barwniki antocyjanowe, ktére w czasie przechowywania mog
polimeryzowa i tworzy wysokocz steczkowe uk ady wytr ca ces zroztworu [2].
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Rys. 2. Zmiany zawarto ci polifenoli ogé em w sokach malinowych w trakcie przechowywania.
Fig. 2. Changesin contents of polyphenolsin rasberry juices during storage.

Polimeryzacja mo e w znacznym stopniu zafaszowa pomiary zdolno ci
przeciwutlenig] cg, co, w po czeniu z absorbancj antocyjanbw w podobnym
zakresie jak DPPH, mo e by rédem powa nych b déw [11]. W a ciwo Ci
prozdrowotne sokOw determinowane s zawarto ci  polifenoli, ktorych aktywno
okrela s poprzez pomiar ilo ci zmiecionego DPPH. Dlatego ka da probka
analizowana by apod wzgl dem zdolno ci zmiataniawolnych rodnikéw (rys. 3).

Najwi ksze procentowe zmiany pojemno ci przeciwutlenigj cg wyst poway w
prébce kontrolngj bez dodatkdw, a po 3 miesi cach przechowywania pozosta o 82%
pierwotng jg warto ci. W probkach z dodatkiem pektyny pojemno
przeciwutlenigj ca zmieniaa s W mnigiszym stopniu. Po trzech miesi cach
przechowywania stanowi a ona 94% warto ¢i probki kontrolng, co wiadczy o
potencjalngl zasadno ci dodawania tych substancji do przetwarzanych produktéw
Spo ywczych.

Istotne wydawa o si tak e skorelowanie zawarto ci antocyjanéw oraz polifenaoli
Z pojemno ci przeciwutlenigi ¢ . Wspd czynniki korelacji wyniosy odpowiednio r =
0,5936 i r = 0,9014, co potwierdza wcze nigjsze spostrze enia, e antocyjany
odpowiada w znacznie mnigszym stopniu za pojemno  przeciwutlenigj c
przetworéw z main ni  pozostae (cz sto jeszcze nie oznaczone) polifenole. Dlatego
konieczne s dalsze badania celem oszacowania oddziaywa pomi dzy sk adnikami
sokéw oraz wp ywu tych efektéw na cakowit pojemno  przeciwutlenigj c .
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Fig. 3. Changes in antioxidant capacity in stored raspberry juices.
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Wykazano, e 0,1% dodatek preparatéw pektyn niskometylowanych do sokéw
malinowych spowalnia tempo rozk adu barwnikéw antocyjanowych.

Dodatek pektyn niskometylowanych do sokéw mainowych powoduje
spowolnienie przemian zwi zkéw polifenolowych, a tym samym wp ywa ha
mniejsze zmiany ca kowitel pojemno ci przeciwutlenigj cej.

Pomi dzy zawarto ci frakcji antocyjanowej oraz polifenolowej a pojemno ci
przeciwutlenigy ¢ = sokbw malinowych zachodzi dodatnia korelacja o
wspo czynnikach korelacji, odpowiednio, r = 0,5936i 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



