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WP YW PEKTYN NISKOMETYLOWANYCH NA ZAWARTO
ANTOCYJANOW | POLIFENOLI OGO EM ORAZ ICH
AKTYWNO PRZECIWRODNIKOW OZNACZON EPR
W SOKACH TRUSKAWKOWYCH

Streszczenie

Celem pracy by o okre lenie zmian zawarto c¢i antocyjandéw i polifenoli ogé em oraz aktywno ci
przeciwutlenigj cej sokéw truskawkowych bez dodatkéw oraz wzbogacanych preparatem pektyn
niskometylowanych, przechowywanych w temp. 4°C. Zawarto  antocyjanéw w sokach bezpo rednio po
wytworzeniu wynosi a 14,5 mg/100 ml w soku bez pektyny i 12,1 mg/100 ml w soku z pektyn .
Dominuj cym monomerem by pelargonidyno-3-glukozyd, ktory stanowi 89% sk adu antocyjanowego.
Po 3 miesi cach przechowywania soki bez pektyny zawieray o 57% mnigj antocyjandw ni  probki
wyj ciowe, natomiast w sokach z pektyn warto ta zmaaa o 34%. W trakcie przechowywania
stwierdzono tak e zmnigjszenie zawarto ci polifenoli ogé em, co skutkowao zmnigjszeniem si
pojemno ci przeciwutlenigj cej. W przypadku sokéw bez dodatku pektyny zmnigjszenie zawarto ci
polifenoli ogd em by o0 o wiele wi ksze ni w probkach z dodatkiem pektyn i wynosi o odpowiednio 17
oraz 9%. Pomiar pojemno ci przeciwutleniaj cef metod EPR udowodni , e dodatek pektyn stabilizuje
w a ciwo ci przeciwrodnikowe. W probkach bez pektyn pojemno zmalaa o 28% pierwotnej warto Ci
natomiast ze stabilizatorem obni y asi tylko o 7%.

S owa kluczowe: truskawki, soki, antocyjany, aktywno przeciwutlenigj ca, EPR, wolne rodniki

Wprowadzenie

Wzrost wiadomo c¢i  ywieniowej konsumentéw przejawiasi w coraz wi kszym
przywi zywaniu wagi do sk adu chemicznego nabywanych produktow i ich
w a ciwo c¢i prozdrowotnych. Oprécz w a ciwego dla danego przetworu wygl du,
zachowanie pierwotnych cech surowca stajesi wa nym wyrd nikiem danego artyku u
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spo ywcezego [1]. Niestety proces technologiczny oraz przechowywanie przyczynigj
s do niekorzystnych przemian poszczegdlnych sk adnikéw, obni g c ich warto
ywieniow .

Badania epidemiologiczne wykazay, e dietamaznacz cy wp yw nacz stotliwo
wyst powania chordb cywilizecyjnych. Wi kszo  tych chor6b ma etiologi
wolnorodnikow , dlatego ocena zdolno ci przeciwutlenigj cych jest wa nym etapem w
ocenie jako ci produktu [2]. Zawarto  zwi zkéw odpowiadaj cych za w a ciwo Ci
przeciwutlenigj ce mo e by znacznie zr6 nicowana zae nie od gatunku, jek te
warunkow agrotechnicznych. Z o ono  naturalnych uk addw biologicznych, jakimi s
np. soki owocowe, powoduje wzajemne interakcje mi dzy sk adnikami, ktore zale nie od
rodzgu i st enia mog dziaa Kkorzystnie b d przyczynia s do degradagji
sk adnikow [3, 4]. Precyzyjne okre lenie w a ciwo ci przeciwutlenig cych i dok adne
okre lenie wp ywu poszczegllnych frakcji na aktywno antyrodnikow stgjes wi ¢
zo onym problemem. M tne lub barwne prébki (na przyk ad soki truskawkowe)
wymaga yby w pomiarach spektrofotometrycznych korekty t a, co nie jest atwe i proste
do zastosowania w praktyce. Dlatego mierz ¢ pojemno  przeciwutlenigj ¢ za pomoc
metod spektrofotometrycznych, przygotowuje s probk tak, aby by a ona klarowna i
najlepig bezbarwna. Niestety wi e s to z filtrowaniem i klarowaniem badanego
materia u, co powoduje utlenianiei utrat wielu cennych (zw aszcza spolimeryzowanych)
sk adnikow. W rezultacie otrzymywany wynik jest znacznie zani ony, bowiem
aktywno wielu cennych zwi zkow nie jest uwzgl dniana w cakowitg pojemno ci
przeciwutlenigj cg. Z kole metod EPR mo na stosowa bezpo rednio do probek
m tnych i barwnych, co czyni j bardzo przydatn w badaniach sokéw z owocow.

Celem pracy by o okre lenie zmian zawarto ci antocyjanéw i polifenoli ogd em
oraz aktywno ci przeciwutlenigj cg sokow truskawkowych bez dodatkow oraz
wzbogacanych preparatem pektyn niskometylowanych, przechowywanych w temp.
4°C.

Materia i metody bada

Materia badawczy stanowiy, przygotowane w skali laboratoryjnej, soki
truskawkowe z owocow odmiany Marmolada z okolic Rawy Mazowieckigl. Owoce
depektynizowano przez 1,5 godz. w temp. 50°C z dodatkiem enzymy Rohapect 10L
firmy AB Enzymes Poland w dawce 100 mg/kg owocOw. Nast pnie cao
doprowadzano do wrzenia celem inaktywacji enzymdw, szybko sch adzano do temp
20°C i toczono w laboratoryjneg prasie warstwowej. Otrzymany sok filtrowano z
dodatkiem ziemi okrzemkowej Becogur 100 w dawce 5 g/kg. Z soku przygotowywano
prébki w wariantach: bez dodatkéw i z dodatkiem 0,1% preparatu pektyny
niskometylowangl NECJ A3, po czym rozlewano do 200 ml s oikow i pasteryzowano
20 min w temp. 90°C. Po obrébce termicznegj produkt ch odzono i przechowywano
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przez 3 miesi ce w warunkach ch odniczych bez dost pu wiat a. Soki pobierano do
bada co 30 dni, a analizy wykonywano ka dorazowo z 3 préb i w 3 powtorzeniach z
tgl sameg partii.

Badania obggmoway pomiar zawarto ci polifenoli, w tym antocyjandw [5] wraz
zwyznaczeniem pookresu ich  rozpadu, oraz okre lenie  aktywno ci
przeciwutlenigj cg z u yciem techniki EPR. Zawarto  antocyjan6bw 0znaczano
metod HPLC w zestawie firmy Shimadzu, sk adgj cym si  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 zbierania danych Chromax
2003. Rozdzia prowadzono w kolumnie Luna 5 um C18(2) 250 x 4,6 mm
(Phenomenex) przy przep ywie 1 mi/min w temp. 25°C. Faz ruchom stanowi a
mieszanina woda : acetonitryl : kwas mrowkowy (810:90:100; v/v/v). Rejestrac
antocyjanéw prowadzono przy | = 520 nm. Zwi zki identyfikowano na podstawie
widm oraz czasbw retencji poréwnywanych zwzorcami. Zawarto  antocyjanow
podano w przeliczeniu na cyjanidyno-3-glukozyd. Przed nastrzykiem probki
oczyszczano w minikolumnach Sep-Pak C18 firmy Waters. Cz analityczna
obgimowa a tak e oznaczenie witaminy C metod HPLC w identycznym zestawie w
tych samych warunkach detekcji przy | = 254 nm, ajako eluent stosowano 0,1%
HsPO,. Z kolei zawarto polifenoli 0gé em oznaczano metod Folina-Ciocalteu’a.
Wynik ko cowy oznaczania polifenoli wyra ano w przeliczeniu na kwas galusowy.

W a ciwo ci przeciwutlenigi ce sokow badano metod elektronowego rezonansu
paramagnetycznego EPR z u yciem trwa ego rodnika 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu
(DPPH). Pomiary wykonywano w spektrometrze firmy Bruker ELEXSYS E 500
pracuj cym metod fali ci g g. Do bada u yto komory rezonansowej SHQE - Super
High Q cavity. Rejestracji 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, czu o
odbiornika — 62 dB. Sygna wzorca DPPH’ stanowi roztwér DPPH w metanolu o
st eniu 1,824 mmol/dm®. Do 5 ml wzorca dodawano po 50 m soku, intensywnie
wytrz sano i szczelnie zamkni te probki pozostawiano w zaciemnionym miegjscu.
Roztwory nie wymagay odtleniania, gdy DPPH" nie ulega dziaaniu tlenu z
powietrza, a antocyjany w rodowisku, w ktorym by y przeprowadzane badania, nie
ulegg utlenianiu. Potwierdzi y to przeprowadzone wcze nigj proby. Po zako czeniu
reakcji mierzono intensywno  integraln  sygnau DPPH’, ktéra jest wprost
proporcjonalna do st enia rodnika w prébce. Poniewa w przypadku wszystkich
badanych probek czas reakcji z rodnikiem DPPH" nie przekracza 50 min, rejestracj
widma rodnika w celu ustalenia zmian jego st enia wykonano po 60 min.
Intensywno integraln sygnau obliczano korzystgj ¢ z programéw do obrébki widm
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EPR firmy Bruker dostarczonych ze spektrometrem. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, stosuj ¢ metod  ngmnigszych  kwadratow, przeliczano ilo
zneutralizowanego DPPH' naréwnowa niki Troloxu [Mm/100 mi].

Wyniki i dyskuga

Przeprowadzone badania laboratoryjne pozwoli y na okre lenie w sokach
poziomu zawarto ci polifenoli, w tym antocyjanéw oraz witaminy C (tab. 1).
Szczegdlnie interesuj ce by o okre lenieilo ci tych zwi zkdow, jak réwnie ich zmian
w trakcie przechowywania.

Tabelal
Zawarto  polifenoli og6bem i antocyjanébw w sokach truskawkowych w trakcie ich
przechowywania.
Thetotal polyphenols and anthocyanins content in strawberry juices during storage.
Czas Sok z truskawek bez dodatkow Sok z truskawek z dodatkiem pektyny
sk adowania Strawberry juice without additives Strawberry juice with pectin addition
[miesi ce] | Polifenole | Antocyjany | WitaminaC | Polifenole | Antocyjany | WitaminaC
Timeof | [mg/100ml] | [mg/200 ml] | [mg/200 mi] | [mg/200 mI] | [mg/100 mI] | [mg/100 mi]
storageé | polyphenols | Anthocyanins | Ascorbic acid | Polyphenols | Anthocyanins | Ascorbic acid
[months] | (mg/100mi] | [mg/z00mi) | [M@/200mi] | [mg/100mi] | [mg/i00mi] | [mg/100mi]
0 143,0 14,5 16,1 140,8 12,1 16,5
1 1415 10,0 13,2 146,7 9,5 135
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 trzymiesi cznym sk adowaniu sokow w warunkach ch odniczych w probkach
kontrolnych pozostao 48% pierwotngj zawarto ¢i antocyjandw. W prébkach
wzbogacanych preparatem pektyny niskometylowane] po przechowywaniu pozosta o
60% antocyjandw, a po okres ich rozpadu by 1,4 razy mnigjszy w poréwnaniu z
prébami kontrolnymi. W przypadku polifenoli, w probkach z pektyn po mies cu
sk adowania zaohserwowano nieznaczny wzrost poziomu badanych zwi zkéw, co by o
ju wynikiem wcze nigjszych bada w asnych, jak i innych eksperymentatoréw [1, 6].
Przypuszczaniewi es tozma selektywno ci stosowanel metody i cz ciowego
uwzgl dniania powstaj cych zwi zkow, tym bardziej, e po 3 mies cach sk adowania
w prébkach z pektyn oznaczono 91% wyj ciowe] zawarto ci polifenoli, a w
kontrolnych 83%, co uwidacznia mae zmiany ilo ciowe. W zwi zku z powy szym
kontynuacja tego problemu badawczego wymaga wyja nienia zmian jako ciowych
poszczegodlnych sk adowych polifenoli. Pod wzgl dem zawarto ci witaminy C probki
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roniy s w maym stopniu. W probkach po 3-miesi cznym przechowywaniu
stwierdzono rednio 51% pierwotnej zawarto ci witaminy C.

Oszacowano tak e wp yw poszczegdlnych dodatkéw na cakowit pojemno
przeciwutlenigi ¢ . Dodatek 0,1% preparatdw pektyny niskometylowanej do sokow
spowodowa ograniczenie obni ania zdolno ci neutralizacji wolnych rodnikow w
stosunku do probki kontrolng (rys. 1). Spowodowao to stabilizacj pojemno ci
przeciwutlenigj cgj, ktéraw trakcie trzymiesi cznego przechowywaniazmnigjszy asi
nieznacznie (93% pierwotnej warto ci), podczas gdy w prébkach bez pektyny warto
ta os gn a 72% pierwotnej warto ci. Potwierdza to hipotez , e w a ciwo ci
przeciwutlenigj ce powinny by kontrolowane na ka dym etapie obrobki i
przetwarzania surowcow ro linnych.
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Rys. 1. Zmiany pojemno ci przeciwutleniaj cej sokow truskawkowych podczas przechowywania.
Fig. 1. Changes of the antioxidant capacity of strawberry juices during different time of storage.

Przeanalizowano tak e  korelag pomi dzy  zawarto ci zZwi zkow
polifenolowych a pojemno ci  przeciwutlenigj ¢ . Narys. 2. przedstawiono zale no
ca kowitgj pojemno ci przeciwutlenigj cegj od sk adu antocyjanowego (A) i zawarto ci
polifenoli (B). O wiele silnigjsz korelacj stwierdzono w przypadku polifenoli ogé em
(R=0,97) ni samgj frakcji antocyjanowej (R = 0,79). Sugeruje to znacznie mniejszy
udzia frakcji antocyjanowel w cakowitg pojemno ci przeciwutlenig cej.
Prawdopodaobnie najbardziej aktywne (cz sto jeszcze nieoznaczone zwi zki) nie nale
do frakcji antocyjanowej, tym niemnig udzia antocyjanéw w neutralizowaniu
wolnych rodnikow jest znacz cy. Na podstawie andizy regresi stwierdzono, e
najwi kszy wpyw na pojemno przeciwutleniagg ¢ miaa frakcja oznaczana jako
polifenole ogd em. Analizuj ¢ dane dotycz ce sk adu chemicznego owocéw [7, 8],
mo na przypuszcza , e frakcja ta powinna zawiera hydroksykwasy, procyjanidyny
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oraz wiele innych zwi zkow. Bardzo dobra korelacja frakcji polifenolowej z ca kowit

pojemno ci
przeciwutleniaczy i potwierdza to zasadno
dok adniejszym poznaniem jej sk adu.

przeciwutlenigj ¢ pozwala przypuszcza , e zawiera ona wiele silnych

prowadzenia dalszych bada nad
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Rys. 2. Zae no pojemno ci przeciwutlenigj ce od zawarto ci antocyjanéw (A) oraz polifenoli (B).

Fig. 2.
(B).

Wi ksza aktywno

The dependence of the antioxidant capacity from the content of anthocyanins (A) and polifenols

przeciwrodnikowa frakcji zawiergj cej r6 norodne zwi zki
naj prawdopodobniej spowodowana jest synergistycznym oddzia ywaniem sk adnikow.
Poréwnanie danych literaturowych odnosz cych s do poszczegdlnych czystych
zwi zkéw [9] pozwala przypuszcza ,

€ suma pojemno ci przeciwutlenigi cych
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poszczegolnych polifenoli jest zwykle mnigjsza od zdolno ci neutralizowania wolnych
rodnikow przez mieszaniny [10]. Efekty te wymagaj z pewno ci dalszych bada |,
awyniki mog by bardzo cenn wskazéwk dla producentéw sokéw i badaczy
jako ci ywno ci. Zngjomo zmian pojemno ci przeciwutleniaj cef w zale no ci od
sk adu produktu jest wa nym problemem przy w a ciwym konstruowaniu preparatow
przeciwutlenig cych, tym bardzigj, eniejestto zale no prostoliniowa.

WhniosKi

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

2. Pektyna wpywa stabilizuj co na antocyjany, zar6wno pod wzgl dem
jako ciowym, jak i ilo ciowym. Jg dodatek powoduje tak e zahamowanie
obni aniasi pojemno ci przeciwutlenigj cej sokow podczas przechowywania.

3. Korelacja zawarto ci polifenoli oraz antocyjandéw z ilo ¢i  zneutralizowanego
DPPH pozwaa przypuszcza, e znacznie wi kszy udzia w aktywno ci
przeciwutlenig cef wnos frakcja polifenolowa. W jg sk ad wchodzi wiele
nieznanych dot d zwi zkéw, co stwarza konieczno dalszych bada sk adu
chemicznego.

Praca by a prezentowana na Xl Segi Sekcji M odegj Kadry Naukoweg PTT
Warszaw, 24-25 maja 2006.
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THE INFLUENCE OF PECTINS ON ANTHOCYANINSAND TOTAL POLIPHENOL
CONTENT AND ITSANTIRADICAL 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 polyphenoals, thus keeping radical scavenging activity of
strawberry juices at high level. The activity in samples with pectin was only 7% lower, while in control
samplesit dropped down 28%.

Key words: strawberries, juices, anthocyanins, antioxidant activity, EPR, freeradicals



