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Wykaz skrétéow — Abbreviations

ABTS* - kationorodnik kwasu 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) - radical
cation of 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

Cy 3-glu - 3-glukozyd cyjanidyny - cyanidin 3-glucoside

Dp 3-glu - 3-glukozyd delfinidyny - delphinidin 3-glucoside

DPPH* - rodnik 1,1-difenyl-2-pikrylohydrazylowy - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical
FRAP - zdolnos$¢ redukowania jon6éw zelaza Fe** - ferric reducing antioxidant power
GAE - ekwiwalent kwasu galusowego - gallic acid equivalent

HMF - hydroksymetylofurfural - hydroxymethylfurfural

Ir 3-rut - 3-rutynozyd izoramnetyny - isorhamnetin 3-rutinoside

Pg3-glu - 3-glukozyd pelargonidyny - pelargonidin 3-glucoside

Pt 3-glu - 3-glukozyd petunidyny - petunidin 3-glucoside

Q3-gal - 3-galaktozyd kwercetyny — quercetin 3-galactoside

Q3-glu - 3-glukozyd kwercetyny - quercetin 3-glucoside

Q3-rut - 3-rutynozyd kwercetyny - quercetin 3-rutinoside

TE - ekwiwalent troloxu - Trolox equivalent

TEAC - pojemno$¢ przeciwutleniajgca wyrazona w réwnowaznikach troloxu - Trolox
equivalent antioxidant capacity

TIC - tryb pracy spektrometru mas polegajacy na rejestrowaniu catkowitego pradu
jonowego (total ion current) w okreslonym zakresie m/z — full scan acquisition
resulting in the total ion current plot






1. WSTEP

Owoce i przetwory owocowe s3 cennym zrédtem zwigzkow o charakterze przeciwutleniaczy,
a takze niektérych witamin i sktadnikéw mineralnych. Natomiast etanol, uznawany za $rodek
spozywczy, przy nadmiernej konsumpcji oddziatuje toksycznie na watrobe i trzustke [Apte
iwsp. 1997, Epstain 1997] oraz zwigksza ryzyko wystapienia wielu innych chordéb. Zagrozenia
zwigzane z nadmierng konsumpcjg napojéw alkoholowych sa znane od dawna. Jednocze-
$nie wskazuje si¢ rowniez na pozytywne konsekwencje zdrowotne spozywania umiarkowanej
ilosci alkoholu. Guidelines Advisory Committee (DGAC) [U.S.D.A. Dietary Guidelines for
Americans 2010] w wytycznych zywieniowych dla Amerykanéw z roku 2010 wskazuje, ze
korzystne skutki zdrowotne wystepuja u 0séb spozywajacych niewielka ilo$¢ napojow alko-
holowych. Amerykanski Departament Zdrowia wyjasnia, ze stanowi to 30—-40 cm’ czystego
etanolu (dwie porcje dziennie) dla dorostych mezczyzn i 20-30 cm® czystego etanolu (jedna
porcja dziennie) dla dorostych kobiet. Uwaza sie, ze efekty dzialania alkoholu w organizmie,
ktérych skutkiem jest miedzy innymi zwigkszona produkcja wolnych rodnikéw, moga by¢
neutralizowane przez przeciwutleniacze zawarte takze w napojach alkoholowych. Zostato
to wielokrotnie potwierdzone w przypadku win gronowych [Akgay i wsp. 2004, Assungao
i wsp. 2007, de Lorimier 2000, Rodrigo i wsp. 2002]. Wieloletnie badania epidemiologicz-
ne dodatkowo wskazujg, ze umiarkowane spozycie alkoholu wraz z jednoczesnym spozywa-
niem antyoksydantéw moze redukowac ryzyko rozwoju choréb serca [Gaziano i wsp. 1999,
de Lorimier 2000, di Castelnuovo 2006, U.S.D.A. 2010]. Spozywanie wina, piwa, whisky lub
nalewek w niewielkich ilosciach jest obecnie uwazane za korzystne dla zdrowia, ze wzgle-
du na przeciwrodnikowe i przeciwdrobnoustrojowe dzialanie antyoksydantéw, ktére wcho-
dza w skiad tych napojow. Za umiarkowana dzienng porcje alkoholu uwaza sie ilo§¢ ponizej
0,3 g-kg” masy ciata, co odpowiada okoto 80-90 cm’ alkoholu o mocy 30% [Gaziano i wsp.
2000, Markus i wsp. 2004, Lin i wsp. 2005, U.S.D.A. 2010].

Z szeroko zakrojonych badan epidemiologicznych w wigkszo$ci krajow zachodnich,
w ktérych choroby cywilizacyjne takie jak choroba wienicowa, nowotwory, udary mézgu i cu-
krzyca sa podstawowymi przyczynami §mierci, wynika, Zze umiarkowane spozywanie alko-
holu korzystnie koreluje z nizszg umieralnoscia, zwlaszcza wéréd oséb w $rednim i starszym
wieku. Krzywa umieralnosci przybiera ksztalt litery ] z najmniejszym ryzykiem $miertelnosci
dla 0s6b spozywajacych 1-2 drinki dziennie [di Castelnuovo 2006, de Lorimier 2000, Petti
i Scully 2006, Kim i wsp. 2009].

Powszechnie uznaje si¢, ze o korzystnym dzialaniu napojéw alkoholowych decyduja
przede wszystkim obecne w nich zwigzki polifenolowe. Ich wystepowanie w winach, zwtasz-
cza czerwonych, sprawia, ze napoje te zostaly wnikliwie przebadane i uznane za sprzyjajace
zdrowiu. Niealkoholowe sktadniki wina moga poprawi¢ ochrone antyoksydacyjna, zmniej-
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szy¢ agregacje plytek krwi, spowodowac rozszerzenie naczyn krwiono$nych i poprzez te pro-
cesy wywiera¢ pozytywny wplyw na uklad sercowo-naczyniowy. Stwierdzono, ze polifenole
obecne w napojach o umiarkowanej zawartosci alkoholu mogg skutecznie neutralizowac rod-
niki powstajace podczas jego metabolizmu w organizmie [Imark i wsp. 2000]. Uwaza sig, ze
poza zwigzkami fenolowymi za te dobroczynne efekty cze$ciowo odpowiedzialny jest réwniez
alkohol, ktéry powoduje wzrost poziomu lipoprotein wysokiej gestosci (HDL) oraz zmniej-
sza frakcje lipoprotein niskiej gestosci (LDL). Niektdre prace wskazuja réwniez, ze etanol
moze korzystnie redukowa¢ watrobowa produkeje fibrynogenu, przez co wywiera dziatanie
przeciwzakrzepowe. Wedtug Ronksley i wsp. [2011] oraz Holahan i wsp. [2012] wiele prac
doswiadczalnych wskazuje, ze pozytywne aspekty wplywu umiarkowanego spozycia wina na
choroby sercowo-naczyniowe przewazaja nad negatywnymi. Nalezy nadmieni¢, ze czerwo-
ne wino i piwo, a wiec napoje zawierajace duzg ilo$¢ zwigzkéw fenolowych, mialy wiekszy
wplyw na t¢ ceche niz napoje wysokoprocentowe [Castelli i wsp. 1977, de Jong i wsp. 2008,
de Lorimier 2000, Mann i Folts 2004]. Zauwazono pozytywne dzialanie na organizm zaréw-
no w przypadku wina pozbawionego zwigzkéw fenolowych, jak réwniez wina pozbawionego
alkoholu [Caccetta i wsp. 2000, Wang i wsp. 2005].

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca zwigzkow fenolowych i ich zwigzek z zapobieganiem
chorobom serca zostalty wielokrotnie dowiedzione [Akgay i wsp. 2004, Arranz i wsp. 2012,
Cassidy 1 wsp. 2012, Cordova i Sumpio 2009, Pace-Asciak i wsp. 1995]. Do najwazniej-
szych aspektow aktywnosci biologicznej flawonoidéw zaliczaja si¢: dzialanie wzmacniajgce
i uszczelniajace $ciany naczyn krwiono$nych, dzialanie antymutagenne, antykancerogenne,
przeciwzapalne oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna. Wykazano, ze sa to zwigzki o wysokiej ak-
tywnosci wobec wigkszosci wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu.

Za sktadniki szczegolnie aktywne biologicznie uwaza si¢ miedzy innymi flawonole
(kwercetyne), resweratrol, proantocyanidyny, katechiny oraz kwas ferulowy, a takze wysoka,
catkowitg zawartos¢ zwigzkéw fenolowych [Goldberg i wsp. 1995, 1998, Frankel i wsp. 1995,
Lamuela-Raventos i Waterhouse 1993, McDonald i wsp. 1998, Maxwell 1997, Soleas i wsp.
1997].

W wielu badaniach dowiedziono, ze aktywnos¢ zwigzkéw polifenolowych wobec wol-
nych rodnikéw jest czgsto wyzsza niz witamin CiE [Grotewold 2006]. Niektdre grupy zwigzkow
wykazuja wieksza aktywno$¢, wystepujac w formie spolimeryzowanej — dimeréw lub trimerdw,
takie jak procyjanidyny - pochodne katechin, inne - jako glikozydy [Lu i Foo 2000]. Reakcje
utleniania, polimeryzacji i kondensacji sa dobrze zbadane w winach, ktérych aktywno$¢ prze-
ciwutleniajgca zostata wielokrotnie potwierdzona. Rola zwigzkéw fenolowych w przetworach
owocowych jest dobrze poznana. Istnieje rdwniez niewielka liczba doniesien na temat udziatu
zwigzkow fenolowych w aktywnosci przeciwutleniajacej w napojach o wysokiej zawartosci al-
koholu [Alonso i wsp. 2004, Canas i wsp. 2008, Imark i wsp. 2000, Schwarz i wsp. 2009]

Uwaza sie, ze takze w nalewkach owocowych biologicznie aktywng frakcje stanowia
przede wszystkim zwigzki fenolowe. Zwiazki aromatyczne i smak to gtéwne czynniki decydu-
jace o pozytywnym odbiorze produktu przez konsumenta. W zaleznosci od rodzaju uzytych
owocow ilos¢ i sktad wyekstrahowanych do roztworu zwigzkéw oraz ich przemiany podczas
przechowywania sprawiaja, Ze nalewki sa bardzo zréznicowang grupa produktoéw [Alamprese
iwsp. 2005, Alamprese i Pompei 2005, Heinonen i wsp. 1998, Tseng i wsp. 2006].

O stabilnosci skladnikéw w roztworach etanolowych decydowa¢ moze wiele czynni-
kéw, miedzy innymi temperatura, pH, obecno$¢ tlenu, promieniowanie UV, zawarto$¢ kwa-
su askorbinowego i cukru oraz produkty ich degradacji. Gtéwne reakcje odpowiedzialne za
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przemiany zachodzace w winach to utlenianie, polimeryzacja i kondensacja tanin, reakcje
Maillarda oraz degradacja kwasu askorbinowego. W wyniku tych przemian potencjal anty-
oksydacyjny wina moze ulega¢ zmniejszeniu na skutek degradacji czynnych zwigzkéw lub
wzrasta¢ na skutek wytworzenie nowych, aktywnych zwigzkéw [Atala-Zavala i wsp. 2004, Liu
i wsp. 2003, Montoro i wsp. 2006a, Shen i Wu 2004, Shen i wsp. 2007, Varming i wsp. 2004].

W dostepnych zrédtach literaturowych znajduja sie nieliczne doniesienia dotyczace
aktywno$ci przeciwwolnorodnikowej w roztworach alkoholowych zawierajacych zwiazki po-
lifenolowe owocow i cukier, takich jak nalewki. Autorzy wloscy i stowenscy [Alamprese i wsp.
2005a,b, Jakopic i wsp. 2007, Vacca i wsp. 2003] prowadzili badania nad sktadem i aktyw-
noscig antyoksydacyjna likieréw otrzymywanych z orzechéw wloskich (nocino) i z owocow
mirtu. W wymienionych publikacjach oceniony zostal miedzy innymi wplyw terminu zbioru,
odmiany, warunkéw $rodowiskowych, stopnia dojrzaloéci surowcow na zawartos¢ polifenoli
w likierach. Inne opublikowane prace dotyczyly nalewek z kwiatéw rézy, owocéw moreli ja-
ponskiej, wisni, zwigzkéw aromatycznych likieru cytrynowego [Crupi i wsp. 2007, Liu i wsp.
2003, Montoro i wsp. 2006a,b, Redtjer i wsp. 2006, Shen i wsp. 2007, Tseng i wsp. 2006].
Prace te wytworzyly bardzo ogdlny poglad na przemiany polifenoli zachodzace w tego typu
roztworach i na czynniki decydujace o jakosci produktéw. Prezentowane sg takze doniesienia
o aktywnosci antyoksydacyjnej produktéw utleniania polifenoli i produktéw reakcji Maillar-
da [Manzocco i wsp. 2000, Morales i Jiménez-Pérez 2004, Roche i wsp. 2005].

Zwigzki fenolowe uczestniczg réwniez w ksztaltowaniu jako$ci Zzywno$ci. Nadaja cha-
rakterystyczng barwe, smak i cierpko$¢ sokom owocowym, winom, piwu, a takze nalewkom
[Alamprese i wsp. 2005, Alamprese i Pompei 2005, Liu i wsp. 2003].

W krajach Europy Zachodniej nie ma odpowiednika stowa ,,nalewki”. Uzywana jest
nazwa ,spirit drinks” lub ,,spirit” poprzedzona nazwa owocu, albo tez nazwa likier (liqueur
lub cordial), pod ktéra rozumie si¢ oprocz klasycznych ekstraktow z owocow i zidt takze de-
stylaty z owocow fermentowanych lub ekstrahowanych alkoholem, napoje sporzadzone ze
spirytusu z dodatkiem olejkéw zapachowych i duzej iloéci cukru (nawet do 50%), czasem
dokwaszane kwasem cytrynowym i z dodatkiem stabilizatoréw (np. Cointreau, Maraschino).
Likiery wystepuja takze pod nazwami wlasnymi, np. nocino - nalewka z orzechéw wloskich,
limoncello - nalewka cytrynowa, prunelle, pacharan - nalewka tarninowa [Alamprese i wsp.
2005, Crupi i wsp. 2007, Rozporzadzenie (EWG) nr 1576/89].

Likiery sa napojami spirytusowymi o wysokiej zawartoéci cukru, natomiast nalewki
moga by¢ zaréwno stodkie, jak i wytrawne, w zaleznosci od upodobania konsumenta. Wy-
twarza si¢ je na bazie zio6l, korzeni i owocéw. Zwyczajowo na ziemiach polskich sporzadzano
nalewki z owocow uprawianych w przydomowych ogrodach i sadach, z owocoéw drzew i krze-
wow dziko rosngcych oraz zi6l, kwiatéw i korzeni. Doceniany byt ich smak, barwa i aromat.
Nalewek owocowych, ziotowych i korzennych uzywano takze w leczeniu réznych niedyspo-
zycji, wykorzystujac lecznicze dziatanie substancji wchodzacych w ich sklad.

W dostepnej literaturze niewiele jest badan nad zwigzkami fenolowymi w nalewkach,
ktére zawierajg zwykle 15-30% alkoholu. Aktywnos$¢ badawcza ukierunkowana jest przede
wszystkim na §wieze owoce i warzywa oraz przetwory z nich wykonane, takie jak soki, prze-
ciery, kompoty i inne produkty. Bogata literatura dotyczy réwniez win gronowych, w aspek-
cie ich aktywnosci przeciwutleniajacej oraz stabilnoéci i przemian skladnikéw podczas prze-
chowywania [Netzel i wsp. 2003, Villafio i wsp. 2006]. Warunki klimatyczne naszego kraju
nie sprzyjaja uprawie winoroéli i wytwarzaniu win gronowych na duzg skale. Tradycja jest
natomiast wytwarzanie nalewek owocowych, czgsto o niewielkiej zawarto$ci alkoholu, ktdre
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pelni¢ moga podobna role jak wino. Nie sa one jednak tak rozpowszechnione, poniewaz po
IT wojnie $wiatowej nastapilo w Polsce odejscie od tradycji wytwarzania nalewek i zastgpienie
ich trunkami wysokoprocentowymi.

W Polsce w ostatnich latach zmieniaja sie upodobania konsumentoéw, jesli chodzi o styl
spozywania napojow spirytusowych. Zmniejsza si¢ spozycie wodek wysokoprocentowych na
rzecz wina, piwa i napojow o nizszej zawartosci alkoholu w poréwnaniu z wodka. Produ-
cenci nalewek i likier6w, odpowiadajac na zmieniajace si¢ preferencje konsumentéw, daza
do wzbogacenia swojej oferty w nowe produkty, charakteryzujace sie atrakcyjnym smakiem
i zapachem, a jednoczes$nie nawiazujace do starych polskich wytworéw alkoholowych.

Produkty takie, wytwarzane na bazie starych receptur, trafiajg na Liste Produktow
Tradycyjnych Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Sg one zacheta do ubiegania sie o re-
jestracje i ochrone poprzez umieszczenie ich nazw w europejskim systemie ochrony nazw
produktéw. Na liscie tej w kategorii napojow znajduje si¢ juz ponad 20 réznych nalewek (np.
z orzechéw, miodu, Zurawiny, derenia, pigwy i innych), co $wiadczy o dlugiej tradycji spozy-
wania tych produktéw. Réznorodnos¢ nalewek moze by¢ dodatkowsq przestanka do podjecia
badan prowadzacych do wytworzenia produktu o wysokich walorach zdrowotnych.

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze jest bardzo niewiele prac podej-
mujgcych tematy zwigzane z petna charakterystyka procesu sporzadzania nalewek, zwlaszcza
z owocow rosngcych w naszym regionie geograficznym. Brak jest badan obejmujacych anali-
zy sktadu jako$ciowego i ilosciowego, z wykorzystaniem metod spektroskopowych, zaréwno
podczas sporzadzania nalewek, jak i ich dlugotrwalego przechowywania.

Nalewki moga by¢ w naszych warunkach klimatycznych alternatywa dla win, znanych
ze swojej aktywnosci antyoksydacyjnej. Ponadto nalewki sporzadza si¢ tradycyjnie z wielu
réznych gatunkéw owocdw o zréznicowanym skladzie przeciwutleniaczy, barwie i aromacie.
Wydaje sie, ze aktywno$¢ antyoksydacyjna nalewek moze by¢ poréwnywalna, a nawet wyz-
sza anizeli aktywno$¢ win. Stabilno$¢ tej aktywnosci podczas przechowywania nalewek, gdy
nabieraja odpowiednich cech organoleptycznych, stanowi¢ moze przyczynek do otrzymania
atrakcyjnego produktu o wysokiej aktywnosci biologiczne;.

Do wytwarzania nalewek wykorzystuje si¢ najczesciej owoce popularne, takie jak wi-
$nie czy czarne porzeczki. Znane i lubiane s3 takze nalewki z owocéw roélin mniej znanych,
czesto pozyskanych ze stanu dzikiego i tradycyjne uznawanych za lecznicze, takich jak dzika
roza, berberys, mahonia czy tarnina. Charakteryzuja si¢ one wysoka zawartoscig zwigzkow
fenolowych i aktywnoscia antyoksydacyjna (tab. 11 2).

Czarne porzeczki (Ribes nigrum L.) to owoce z rodziny rézowatych (Rosaceae), ciesza-
ce sie w Polsce ogromng popularnoscia ze wzgledu na walory zdrowotne i barwe. Stanowia
atrakcyjny surowiec do przetwodrstwa. Wytwarza sie z nich nektary, dzemy, konfitury, kom-
poty, wina, nalewki i likiery zaréwno w gospodarstwach domowych, jak réwniez na skale
przemystowa. Charakteryzujg si¢ duzg zawartoscig zwigzkéw fenolowych i barwnikéw anto-
cyjanowych, ktére decyduja o ich walorach prozdrowotnych (tab. 1).

Do rodziny rézowatych (Rosaceae) nalezy takze tarnina (Prunus spinosa L.). W medy-
cynie ludowej wykorzystuje si¢ jej kwiaty i owoce, ktére dzieki obecnosci flawonoidéw dzia-
taja wykrztudnie, napotnie, moczopednie oraz antyseptycznie i przeciwzapalnie. Stosuje si¢
je w stanach zapalnych drég moczowych, zaparciach i niezytach zoladka [Lamer-Zarawska
i wsp. 2007, Ozarowski i Jaroniewski 1987].
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Tabela 1

Table 1
Zawarto$¢ polifenoli ogotem i antocyjandéw w wybranych owocach
The total phenolic and anthocyanins content in selected fruits
Owoc Polifenole ogo.lem Frédlo Antocy)an.y Frédlo
Fruit Total phenolics Referen Anthocyanins Referen
b [mg GAE-100 g'] clerence [mg cy 3-glu-100 g'] clerence
g:ﬁgzgs Akbulut i wsp. 2009, Akbulut i wsp.
( Berberi}s, 789-1074 Sokél-Eetowska 55-93 2009, Sokél-
yulgaris L) 2009 -Letowska 2009
. Benvenuti i wsp.
Khoo WSp- 2012, 2004, Fukumoto
Fukumoto i Mazza M 2000
Czarna porzeczka 2000, Jakobek ]lak(?bzezli {ws ’
Blackcurrant 200-890 iwsp. 2007, Mar- 74-280 p-
. : L . 2007, Markow-
(Ribes nigrum L.) kowski i Ptocharski e .
2003. Shahidi ski i Plocharski
; Na(,:zk 2003 2010, Shahidi
i Naczk 2003
Mahonia N MahF) ma Sokol-Letow- Sokot-Letowska
(Mahonia aquifo- 806 oka 2009 227 2009
lium (Pursh) Nutt.)
Tarnina - Sloe Dragovic-Uzelac Dragovic-Uzelac
(Prunus spinosa L.) 127-851 i wsp. 2007, 31-171 i wsp. 2007, Paulo-
P ) Egea i wsp. 2010 vicsova i wsp. 2009

Tabela 2
Table 2
Aktywno$¢ przeciwutleniajaca wybranych owocéw
Antioxidant activity of selected fruits
Aktywno$é¢
Owoc przeciwutleniajaca Metoda Zrédto
Fruit Antioxidant activity Method Reference
[umol TE-100 g']
Berberys
Barberry 4200-10 000 DPPH" Sokoét-Letowska 2009
(Berberis vulgaris L.)
Czarna porzeczka . .
Blackcurrant 4000-10 000 bPpi Jakobek i wsp. 2007,
. . ABTS*™ Khoo i wsp. 2012
(Ribes nigrum L.)
Mahonia - Mahonia
(Mahonia aquifo- 3000-5000 DPPH" Sokol-Letowska 2009
lium (Pursh) Nutt.)
Tarnina - Sloe DPPH" Dragovic-Uzelac i wsp.
(Prunus spinosa L) 2400-9000 ABTS* 2007, Jakobek i wsp.
P : TEAC 2007, Egea i wsp. 2010
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Jadalne owoce tarniny Prunus spinosa L. (fot. 1, tab. 1) majg kulisty ksztalt, $rednice
od 1 do 1,5 cm, ciemng skorke. Wskutek obecnosci flawonoidéw wykazuja charakterystyczna
cierpkos¢, ktora zmniejsza sie po przemrozeniu owocoéw. Mozna z nich robi¢ konfitury, kom-
poty, nalewki, wina owocowe, soki i syropy. Przetworom nadajg delikatny aromat i pikantny
smak. Stodkie przetwory z owocdw tarniny podawane byly niegdy$ jako aromatyzujacy i wzbo-
gacajacy w garbniki dodatek do potraw [Grochowski 1986, Lamer-Zarawska i wsp. 2007].

Fot. 1. Owoce tarniny Prunus spinosa L. (fot. A. Sokél-Letowska)
Phot. 1. Sloe fruits Prunus spinosa L. (photo A. Sokél-Letowska)

Berberys zwyczajny (Berberis vulgaris L.) (fot. 2, tab. 1 i 2) jest przedstawicielem
rodziny berberysowatych (Berberidaceae). Obecnie roslina ta rzadko wystepuje w stanie
naturalnym gdyz zostala prawie catkowicie wytepiona ze wzgledu na to, ze jest posrednim
zywicielem rdzy zbozowej, uprawiana jest natomiast w ogrodach dziatkowych i jako krzew
ozdobny. Berberys byt stosowany w medycynie ludowej, poniewaz owoce wykazuja dzialanie
moczopedne, przeciwgoraczkowe i regulujace przemiane materii, wplywaja na procesy meta-
boliczne oraz ogdlng odpornos¢ organizmu. W lecznictwie stosowano takze kore, liscie i ko-
rzenie, ktoére podnosza krzepliwos¢ krwi oraz pobudzajg przeptyw zélci. W Polsce berberys
nazywano kwasnicg lub polska cytryna, ze wzgledu na kwasny smak owocéw zawierajacych
do 6,5% kwaséw. Z owocéw mozna wytwarzac soki, syropy, nalewki, wina, dzemy, konfitury
i marmolady [Ozarowski 1982, Ozarowski i Jaroniewski 1987].

Mahonia pospolita, oscial (tab. 1, 2), (Mahonia aquifolia (Pursh) Nutt.), réwniez na-
lezaca do rodziny berberysowatych, obecnie uprawiana jest przede wszystkim jako krzew
ozdobny (fot. 3). Znana jest i od dawna wykorzystywana w lecznictwie do leczenia przewle-
klych choréb skdérnych, takich jak na przyktad tuszczyca, oraz do tagodzenia objawdw tradzi-
ku. Do celéw leczniczych wykorzystuje sie kore i korzenie tej rosliny, a w mniejszym stopniu
owoce. Przetwory z owocdw mahonii reguluja przemiane materii. W celach spozywczych
owocdw o ciemnej barwie i kwaskowym smaku mozna uzywa¢ do wytwarzania galaretek,
dzemdw, kompotow, win i nalewek [Francis 2003, Janick i Paull 2008].
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Fot. 2.  Owoce berberysu zwyczajnego Berberis vulgaris L. (fot. B. Guziec)
Phot. 2. Barberry fruits Berberis vulgaris L. (photo B. Guziec)

Fot. 3.  Owoce mahonii Mahonia aquifolia (Pursh) Nutt. (fot. A. Sokét-Letowska)
Phot. 3. Mahonia fruits Mahonia aquifolia (Pursh) Nutt. (photo A. Sokot-Letowska)

LiScie i korzenie berberysu oraz mahonii zawieraja alkaloid berberyne, ktéra ma
dzialanie przeciwpasozytnicze i przeciwbakteryjne, ale jednoczesnie odktada si¢ w sercu,
watrobie i trzustce, dlatego zastosowanie wyciaggéw z kory lidci i korzeni jest ograniczone.
Alkaloid ten jest jednak nieobecny w owocach [Zovko Kon¢i¢ i wsp. 2010].

Wysoka zawarto$¢ polifenoli oraz znaczaca aktywnos¢ antyoksydacyjna omoéwionych
owocow stanowi przestanke do otrzymania nalewek o wysokim potencjale antyoksydacyjnym.

1§



2. GENEZATICELPRACY

Nalewki owocowe s3 napojami alkoholowymi spozywanymi na calym $wiecie. Swoja popu-
larno$¢ zawdzigczaja walorom organoleptycznym pochodzacym od owocéw uzytych do ich
sporzadzenia.

Na podstawie przedstawionego przegladu pi$miennictwa mozna zauwazy¢, ze niewie-
le jest doniesienn naukowych na temat zawartosci i przemian zwiazkéw fenolowych oraz ak-
tywnosci przeciwutleniajacej nalewek owocowych.

Istnieje bogata literatura na temat skladnikéw antyoksydacyjnych win i alkoholi
wysokoprocentowych typu koniak czy brandy. Bardzo niewiele jest natomiast opracowan do-
tyczacych zwiazkéw aktywnych w napojach alkoholowych w rodzaju nalewek i likieréw. Na
podstawie nielicznych dotychczasowych doniesien literaturowych mozna przypuszczaé, ze
w napojach alkoholowych, takich jak nalewki, sporzadzonych z réznych owocéw, zawartosé
polifenoli oraz aktywnos¢ antyoksydacyjna i jej stabilno$¢ bedzie poréwnywalna lub wieksza
niz okreslana dla win. Mnogo$¢ owocéw, ich odmienne cechy organoleptyczne i sktad sta-
nowig przestanke do przeprowadzenia badan nad oceng mozliwoéci wytwarzania nalewek
z owocow charakteryzujacych si¢ wysoka zawartosécig aktywnych zwiazkow.

Celem pracy bylo ilosciowe i jakosciowe badanie zwiazkéw fenolowych oraz aktyw-
nosci przeciwutleniajacej nalewek owocowych otrzymanych z réznych owocéw dostepnych
w Polsce - zaréwno popularnych, jak i mniej znanych, a takze okreslenie metody sporzadza-
nia nalewek bogatych w przeciwutleniacze, o korzystnych cechach organoleptycznych.

Realizacja tego celu obejmowala nastepujace etapy:

e Poréwnanie jakosci nalewek otrzymanych z wykorzystaniem wodnych roztworéw

etanolu o réznych stezeniach.

e Ocena zmian zawarto$ci zwigzkéw fenolowych i aktywnosci przeciwutleniajacej

w zaleznosci od procesu technologicznego zastosowanego przy wytwarzaniu na-
lewek.

e Otrzymanie nalewek z 4 wybranych gatunkéw owocoéw jedng metoda i okreslenie

w nich zmian skladu i zawartosci zwigzkéw fenolowych (w tym antocyjandéw ogo-
fem) i aktywnosci przeciwutleniajacej oraz okreslenie stabilnosci sktadu i aktyw-
nosci przeciwutleniajacej w nalewkach w zaleznosci od czasu przechowywania.
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3. MATERIAL I METODYKA DOSWIADCZEN

Przedmiotem pracy byly owoce i nalewki owocowe z czarnych porzeczek, mahonii, berbery-
su i tarniny, przygotowane z dodatkiem sacharozy na podstawie zréznicowanych wariantéw
technologicznych. W wybranych nalewkach oceniono zmiany skladu i stezenia zwigzkow fe-
nolowych oraz aktywnosci przeciwutleniajacej podczas ich przechowywania.

Oznaczanie polifenoli ogdlem, antocyjandw i aktywnosci antyoksydacyjnej przepro-
wadzono, stosujac metody spektrofotometryczne oraz metode HPLC. Identyfikacje zwiazkow
polifenolowych w surowcach i nalewkach wykonano metoda spektrometrii mas UPLC-ESI-
-MS/MS.

3.1. Material badawczy i technologia produkcji nalewek

Materialem badawczym byly owoce i nalewki z czarnych porzeczek, berberysu, tarniny
i mahonii.

Owoce czarnych porzeczek odmiany ‘Tisel, zebrano na plantacji w okolicach Lubina,
natomiast owoce berberysu, mahonii i tarniny zebrano w okolicach Wroctawia w latach 2006
i2007. Surowiec, po oczyszczeniu i umyciu, przechowywano w temperaturze -18°C do czasu
przygotowania nalewek.

Badania wykonano w Zakladzie Technologii Owocow Warzyw i Zbo6z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu.

Podjete badania obejmowaly trzy etapy. W pierwszym ustalono role stezenia etanolu
w jako$ci nalewek z czarnej porzeczki i mahonii, przyjmujac za kryterium wysoka zawarto$¢
zwigzkow fenolowych. W etapie drugim sporzadzono nalewki, stosujac rozne sposoby przy-
gotowania i zbadano ich wplyw na jakos$¢ produktéw gotowych. W etapie trzecim przygoto-
wano nalewki z czterech surowcéw jedng metoda i okreslono sktad zwiagzkéw fenolowych oraz
zbadano, jak przechowywanie przez 12 i 60 miesiecy wplynie na sktad i aktywno$¢ przeciw-
utleniajacg nalewek. We wszystkich nalewkach proporcje wagowe roztworu alkoholu i cukru
w stosunku do wyj$ciowej masy owocow wynosily 2 czesci owocow: 1 cze$¢ cukru : 2 czesci
roztworu etanolu. Wszystkie prace technologiczne wykonano w dwoch powtdrzeniach.
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W etapie pierwszym owoce zalano 45, 60, 75 lub 90% wodnym roztworem etanolu
i prowadzono maceracj¢ przez 28 dni, nastepnie oddzielono roztwdr alkoholowy (ekstrakt I),
a do owocéw dodano sacharozy i kontynuowano proces maceracji przez kolejne 28 dni. Po
uplywie tego czasu roztwor (ekstrakt II), zawierajacy sktadniki owocéw, alkohol i cukier, od-
dzielono od owocéw i polaczono z otrzymanym uprzednio roztworem alkoholowym (rys. 1).
Nalewek nie przechowywano. W tym etapie pracy oceniono zalezno$¢ skutecznosci ekstrak-
cji aktywnych zwiazkow z owocow od stezenia alkoholu etylowego. Na podstawie wynikow
otrzymanych w pierwszym etapie badan zadecydowano, ze w etapie drugim wykorzystane
zostang 45 i 60% roztwory etanolu.

Zamrozone owoce
czarnej porzeczki lub mahonii
Frozen blackcurrant or mahonia fruits

Wodny roztwor etanolu 45,
60, 75 lub 90%
Aqueous ethanol 45,
60, 75 or 90% solution

Ekstrakcja 28 dni
Extraction 28 days

Cukier | p Ekstrakt|
Sugar Extract |

Ekstrakcja 28 dni
Extraction 28 days

!

Ekstrakt Il
— Extract Il

N

Nalewki
Liqueurs
45, 60,

75, 90%

Owoce po ekstrakcji
Fruits after extraction

Rys. 1. Schemat przygotowania nalewek z czarnej porzeczki i mahonii z uzyciem 45, 60, 75 oraz 90%
etanolu

Fig. 1. 'The scheme of blackcurrant and mahonia liqueurs preparation with 45, 60, 75 and 90% aqueous
ethanol

W etapie drugim zréznicowano metody otrzymania nalewek, zmieniajac sposéb do-
dania cukru i czas maceracji owocow (rys. 2 i 3). W przypadku nalewek z czarnych porzeczek
(P) i mahonii (M) wykonano po 3 warianty nalewek, do produkcji ktérych zastosowano 45%
wodny roztwor etanolu (rys. 2).
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Wariant P1 i M1:

Wariant P2 i M2:

Wariant P3 i M3:

owoce zalano roztworem etanolu i prowadzono maceracje przez 14, 21 lub
28 dni, co oznaczono w tabelach i na wykresach indeksami odpowiednio
al4, a21 lub a28. Nastepnie do mieszaniny owocoéw z etanolem dodano
sacharozy i kontynuowano proces maceracji przez kolejne 28 dni.

owoce zalano roztworem etanolu i prowadzono maceracje przez 14, 21 lub
28 dni, nastepnie oddzielono roztwoér alkoholowy (ekstrakt I), a do owocow
dodano sacharoze i kontynuowano proces maceracji przez kolejne 28 dni.
Po uplywie tego czasu roztwor (ekstrakt II), zawierajacy wyekstrahowane
sktadniki owocéw, alkohol i cukier, oddzielono od owocéw i polaczono
z otrzymanym uprzednio roztworem alkoholowym. W tabelach i na wykre-
sach oznaczono czasy ekstrakcji alkoholem indeksami odpowiednio al4z,
a21z lub a28z.

wykonano nalewki, ktére otrzymano przez poczatkowe wymieszanie owo-
cow z cukrem, a po 5 dniach dodano roztwdr alkoholu i kontynuowano
proces maceracji przez 28 dni. W tabelach i na wykresach oznaczono prob-
ki indeksem ¢5.

Zamrozone owoce czarnej porzeczki lub mahonii
Frozen blackcurrant or mahoniafruits

45% etanol 45% etanol Cukier
45% ethanol 45% ethanol Sugar

Ekstrakcja: 14, 21 lub 28 dni
Extraction: 14, 21 or 28 days

Ekstrakcja: 14,
Extraction: 14,

, 21 lub 28 dni
, 21 or 28 days

Cukier
Sugar

Ekstrakcja 28 dni
Extraction 28 days

Cukier
Sugar

Ekstrakt |

Extractio

Ekstrakcja 5 dni

n 5 days

45% etanol

Ekstrakcja 28 dni
Extraction 28 days

'

Extract | 45% ethanol
y

Ekstrakcja 28 dni
Extraction 28 days

" " Ekstrakt Il
Owoce po ekstrakeji Owoce po ekstrakgji Extract Il Owoce po ekstrakeji
Fruits after extraction Fruits after extraction Fruits after extraction
‘ l ,
Nalewki P1, M1 Nalewki P2, M2 Nalewka P3, M3
Liqueurs P1, M1 Liqueurs P2, M2 Liqueurs P3, M3
ald aldz c5
a2l a2lz
a28 a28z

Rys. 2. Schemat przygotowania nalewek z czarnej porzeczki (P) i mahonii (M)

Fig. 2.

The scheme of blackcurrant (P) and mahonia (M) liqueurs preparation
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Nalewki z berberysu (B) i tarniny (T) przygotowano z wykorzystaniem 60% wodnego
roztworu etanolu (rys. 3).

Wariant B11T1:

Wariant B2 1 T2:

Wariant B3 1 T3:

Wariant B4 1 T4:

owoce zalano 60% wodnym roztworem etanolu i prowadzono maceracje
przez 14, 28 lub 56 dni, a w przypadku owocéw tarniny dodatkowo 84 dni
(oznaczenie al4, a28, a56 i a84), nastepnie dodano sacharoze i kontynu-
owano proces maceracji przez kolejne 14 lub 28 dni (oznaczenie c14 i c28).
Na wykresach i tabelach oznaczono wigc kolejne kombinacje czaséw mace-
racji indeksami al4c14, al4c28, a28c14, a28¢28, a56c14, a56¢28, a84c14
ia84c28.

60% roztwor etanolu i cukier dodano do owocéw i prowadzono ekstrakeje
przez 14, 28 lub 56 dni (w przypadku owocéw tarniny dodatkowo 84 dni).
W tabelach i na wykresach oznaczono probki indeksami ac14, ac28, ac56
iac84.

owoce zalano 60% wodnym roztworem etanolu i prowadzono maceracje
przez 14, 28 lub 56 dni (oznaczenie al4, a28, a56), nastepnie oddzielono
roztwdr alkoholowy (ekstrakt I), a do owocéw dodano sacharoze i kon-
tynuowano proces maceracji przez kolejne 14 lub 28 dni (oznaczenie c14
i¢28). Po upltywie tego czasu roztwor (ekstrakt IT) polaczono z otrzymanym
uprzednio roztworem alkoholowym. W tabelach i na wykresach oznaczono
probki indeksami al4z-c14, al4z-c28, a28z-c14, a28z-c28, a56z-c141a56z
-c28.

owoce wymieszano z cukrem, a po 7 lub 14 dniach (oznaczenie c7 lub c14)
dodano 60% wodny roztwér alkoholu etylowego i kontynuowano proces
maceracji przez 14 lub 28 dni (oznaczenie al4 lub a28). W tabelach i na wy-
kresach oznaczono probki nalewek przygotowanych wedlug tego wariantu
indeksami c7al4, c7a28, c14al4, c14a28.

Przygotowano réwniez jeden dodatkowy wariant nalewek z tarniny - T5, w ktérym owoce

z cukrem najpierw ogrzano przez 5 minut do temperatury 95°C, a po ostu-
dzeniu dodano 60% roztwdr etanolu i macerowano przez 14, 28, 56 lub 84
dni. W tabelach i na wykresach oznaczono probki tego wariantu indeksami
ctal4, cta2l, cta56 i cta84.

Nalewek przygotowanych podczas pierwszego i drugiego etapu badan nie przechowywano.
W etapie III owoce z dodatkiem 60% etanolu (w temperaturze pokojowej, bez dostepu $wia-

tla) ekstrahowano przez 28 dni. Po tym czasie do owocéw dodano sacharo-
z¢ 1 prowadzono proces maceracji przez kolejne 28 dni, od czasu do czasu
mieszajagc. W tym etapie pracy okreslono sktad zwigzkéw fenolowych su-
rowcow i nalewek. Wyznaczono takze zmiany zawartosci polifenoli ogétem
oraz aktywnosci przeciwutleniajacej w nalewkach nieprzechowywanych
i przechowywanych przez 12 i 60 miesiecy.
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3.2. Metody analiz

W surowcach przeznaczonych do badan oznaczono:

zawarto$¢ suchej masy metoda wagowa (Przetwory owocowe i warzywne. Przygo-
towanie probek i metody badan fizykochemicznych. PN-90/A-75101/03);

ekstrakt refraktometryczny (Przetwory owocowe i warzywne. Przygotowanie pro-
bek i metody badan fizykochemicznych. PN-90/A-75101/02) z wykorzystaniem
refraktometru Pocket PAL-1 (Pocket Refraktometr, Polska);

kwasowo$¢ ogélna — metoda miareczkowa (Przetwory owocowe i warzywne. Przy-
gotowanie probek i metody badan fizykochemicznych. PN-90/A-75101/04), wyni-
ki podano w mg-100 g w przeliczeniu na kwas cytrynowy;

zawarto$¢ pektyn metoda Morisa [Pijanowski i wsp. 1976];

zawarto$¢ witaminy C — metoda miareczkowa (Produkty spozywcze — Oznaczanie
zawartosci witaminy C, PN-A-04019:1998);

zawarto$¢ cukréow redukujacych i ogétem (Przetwory owocowe i warzywne. Przy-
gotowanie probek i metody badan fizykochemicznych. PN-90/A-75101.07).

W surowcach i produktach oznaczono réwniez:

Zawarto$¢ polifenoli ogdtem metodg Folin-Ciocalteu [Gao i wsp. 2000], wyniki wy-
razono w miligramach kwasu galusowego na 100 cm’® roztworu [mg GAE-100 cm™].
Zawarto$¢ antocyjandw i zwigzkéw fenolowych metodg HPLC [Kucharska i wsp.
2009b], wyniki podano w miligramach 3-glukozydu cyjanidyny na 100 cm® roz-
tworu [mg cy 3-glu-100 cm™].

W surowcach oraz nalewkach z tarniny i mahonii oznaczono obecno$¢ glikozydow
cyjanogennych metoda HPLC podang przez Gomez i wsp. [1998]. Wyniki wyrazono w mili-
gramach cyjanowodoru w przeliczeniu na litr roztworu [mg HCN-L'].

W nalewkach przeznaczonych do przechowywania wyznaczono indeks degradacji an-
tocyjanéw metoda Fuleki i Francis [1968].

W nalewkach oznaczono zawarto$¢ alkoholu metodg HPLC na chromatografie cie-
czowym Surveyour Plus, Thermo Scientific, Finnigan Spectra System (USA) z detektorem
RI Surveyour Plus. Zwiazki rozdzielano na kolumnie Aminex-HPX-87 H (300 x 7,8 mm;
Bio-Rad, (USA) w temperaturze 60°C. Jako faza ciekta stosowany byl 5 mm roztwér H SO,
o szybkosci przeplywu 0,6 cm® min.

3.2.1. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca

Aktywnos¢ przeciwutleniajacg oznaczono trzema metodami:

zmiatania stabilnych syntetycznych rodnikéw DPPH* [Yen i Chen 1995],
z kationorodnikiem ABTS* wedlug metody podanej przez Re i wsp. [1999],

— jako zdolnos¢ redukgji zelaza Fe™* do Fe*?, metoda FRAP [Benzie i Strain 1996].

Analizy wykonano z wykorzystaniem spektrofotometru UV 2401 PC (Shimadzu,
Japonia). Wyniki wyrazono jako ekwiwalent mikromoli troloxu na 100 cm® nalewki [umol
TE-100 cm?].
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3.2.2. Identyfikacja zwiazkéw fenolowych

Identyfikacje zwiazkow polifenolowych prowadzono przy uzyciu chromatogratu UPLC pola-
czonego ze spektrometrem masowym Q-TOF-MS (XEVO-G2QTOF Waters). Rozdziat pro-
wadzono z wykorzystaniem kolumny Acquity™ BEH C,, (100 mm x 2,1 mm ¢, 1,7 umol)
firmy Waters. Jako eluentu uzywano 4,5% wodnego roztworu kwasu mréwkowego (odczyn-
nik A) i 100% acetonitrylu (odczynnik B), stosujac szybko$¢ przeptywu 0,45 ml-min™ oraz
objeto$¢ nastrzyku 5 pl. Rozdzial prowadzono wedlug gradientu:

= Omin: 99% A,

= 12 min: 75% A,

= 12,5min: 100% B,

= 13,5min: 99% A.

Kolumne termostatowano w temperaturze 30°C. Zastosowano nastepujace warunki
pracy aparatu MS: napiecie kapilary - 2,0 kV; napiecie stozka probkujacego — 45 V; przeptyw
gazu na stozku — 11 I'h™, energia kolizji 50 eV. Aparat uzywano w ujemnym trybie skanowa-
nia jondéw m/z od 100 do 1000. System wspotpracowal z oprogramowaniem Mass-LynxTM
V4.1.

3.2.3. Oznaczenie parametréow barwy

Barwe nalewek okreslono metodg obiektywnego pomiaru w systemie CIE Lab, przy uzyciu
aparatu Color Quest firmy HunterLab (USA). Pomiary wykonywano w kuwetach o diugosci
drogi optycznej 10 mm, w $wietle przechodzacym, dla obserwatora typ 10° i iluminantu D65.
Oznaczono parametry barwy w skali CIE L*a*b*. Przed pomiarem barwy probki nalewek
z czarnych porzeczek, mahonii i tarniny rozcieniczono 5-krotnie.

3.2.4. Ocena organoleptyczna

Nalewki wytworzone w pierwszym i drugim etapie badan oceniono organoleptycznie metoda
konsumencka, stosujac oceny opisowe (bardzo nie lubig; nie lubie; ani lubie, ani nie lubie; lu-
bie; bardzo lubig), ktérym nastepnie przypisano odpowiednio wartosci punktowe w przedzia-
le wartosci od 1 do 5. Oceniano smak, zapach, barwe nalewek oraz wrazenie ogélne. Oceny
dokonat zespét dwunastu przeszkolonych oséb, o odpowiedniej wrazliwosci sensorycznej, na
podstawie opracowanych przez autora pracy tabel ocen.

3.2.5. Statystyczne opracowanie wynikéw

Otrzymane wyniki poddano analizie wariacji przy zastosowaniu programu STATISTICA 9.0
firmy StatSoft Inc. 2009, USA). Obliczenia wykonano przy poziomie istotnosci a=0,05. Grupy
jednorodne wyznaczono testem Duncana i przedstawiono za pomocg oznaczen literowych
a,b,c... i A,B,C.... - przy czym wartoéci oznaczone takimi samymi literami nie rdznily sie
istotnie miedzy soba.

Wyniki zamieszczone w pracy sa $rednimi z 2 powtoérzen technologicznych.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

Jako$¢ nalewek jest wypadkowa zaréwno obecno$ci aktywnych skladnikéw przeciwutle-
niajacych, jak i odpowiednich cech organoleptycznych - przede wszystkim smaku i barwy.
W przedstawionym omoéwieniu wynikéw skupiono sie na roli parametréw procesu techno-
logicznego w ksztaltowaniu tych wyréznikéw jakosciowych (Etap 11 II). Nastepnie przedsta-
wiono wyniki badan dotyczacych zmian skladu zwigzkéw fenolowych i aktywnosci antyoksy-
dacyjnej podczas przechowywania nalewek (Etap III).

4.1. Jakos¢ nalewek w zaleznosci od stezenia etanolu

W pierwszej czgsci pracy omoéwiono oddzialywanie stezenia etanolu uzytego do maceracji
owocow na jako$¢ nalewek z czarnej porzeczki i mahonii.

Jako$¢ nalewek z czarnej porzeczki zalezala od zastosowanych stezen etanolu (tab. 3).
Uzycie etanolu o wyzszych stezeniach (75 i 90% obj.) spowodowalo lepsza ekstrakeje polife-
noli i wyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajacg w stosunku do probek ekstrahowanych alkoho-
lem 45%. W przypadku nalewek porzeczkowych byty to réznice istotne statystycznie.

Tabela 3
Table 3
Wplyw mocy alkoholu na zawartos¢ polifenoli ogélem i aktywnos¢ przeciwutleniajaca nalewek
z czarnej porzeczki
Influence of alcohol solution strength on total phenolic content and antioxidant activity
of blackcurrant liqueurs

. iwutleniaiaca — Antioxi .
Mo[co/al(i:l'}olu Polifenole ogstem Aktywno$¢ przeciwutleniajaca — Antioxidant activity
0 0 Total phenolics DPPH FRAP ABTS™
Alcohol strength 100 em?
(% vol ] [mg-100 cm~] [umol TE-100 cm?]
45 104,2+16,2° 467,9+39,6" 1253,0+89,9° 755,8+16,6°
60 109,2+6,8" 473,6b+30,6" 1331,5+73,8® 814,8+104,0°
75 112,3+7,6® 526,0+12,4%® 1504,7+£104,9* 867,8+81,7°
90 128,9+5,8* 550,9+32,7* 1546,7+18,4* 906,4+19,0°

a,b,c - te same litery w kolumnach oznaczaja grupy jednorodne przy poziomie istotnosci p < 0,05

a,b,c — the same letters in columns mean homogenous groups p < 0.05
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Po zastosowaniu wyzszych stezen alkoholu etylowego polepszata si¢ ekstrakcja zwigz-
kéw fenolowych z owocow. Na przyklad, przy takich samych warunkach wytwarzania naj-
ubozsze w antocyjany byly nalewki, do sporzadzenia ktérych uzyto 45% etanolu (rys. 4).
Zawieraly one o okolo polowe mniej antocyjandéw niz nalewki otrzymane z uzyciem alko-
holu 90%.

W nalewkach porzeczkowych nieco wiecej proporcjonalnie cyjanidyn zawieraly na-
lewki przygotowane z wyzszymi stezeniami etanolu.

16,00
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45% 60% 75% 90%

M 3-glukozyd delfinidyny — delphinidin 3-glucoside M 3-rutynozyd delfinidyny — delphinidin 3-rutinoside
H 3-glukozyd cyjanidyny — cyanidin 3-glucoside 3-rutynozyd cyjanidyny — cyanidin 3-rutinoside

Rys. 4. Profil antocyjanéw nalewek porzeczkowych otrzymanych przy uzyciu 45, 60, 75 i 90% etanolu
Fig. 4. Anthocyanins profile of blackcurrant liqueurs prepared with 45, 60, 75 and 90% ethanol

Bardzo podobne rezultaty w odniesieniu do aktywnosci przeciwutleniajgcej uzyskano
w badaniach nalewek z mahonii (tab. 4). Prébki przygotowane z etanolem 75 i 90% miaty
wyzszg aktywno$¢ wobec rodnikéw DPPH", kationorodnikéw ABTS* oraz sile redukujaca
w poréwnaniu z nalewkami otrzymanymi z etanolem 45 i 60%. Zawarto$¢ polifenoli w na-
lewkach z mahonii przygotowanych z 60 i 75% etanolem byla najwyzsza wérod badanych, ale
byly to réznice nieistotne statystycznie.

Stwierdzono, ze skuteczno$¢ ekstrakeji antocyjandw, flawonoli i kwaséw fenolo-
wych z owocéw mahonii do nalewek wzrasta wraz ze zwigkszeniem stezenia etanolu uzy-
tego do maceracji (tab. 5). Zawarto$¢ barwnikéw antocyjanowych w nalewkach otrzy-
manych z wykorzystaniem 60, 75 i 90% roztworéw etanolu, w pordwnaniu z nalewkami
otrzymanymi z etanolem 45%, byta 1,6-2,4-krotnie wyzsza. Podobna zalezno$¢ zaobserwo-
wano dla flawonoli (1,5-2 razy wiecej). Zawartos¢ kwaséw fenolowych zwiekszyta sie 1,1-
1,3-krotnie).
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Tabela 4
Table 4

Wplyw mocy alkoholu na zawarto$¢ polifenoli ogotem i aktywnos¢ przeciwutleniajaca
nalewek z mahonii
Influence of alcohol solution strength on total phenolic content and antioxidant activity
of mahonia liqueurs

Moc alkoholu [% obj.] P(o)héehr;;le Aktywnoé¢ przeciwutleniajgca — Antioxidant activity
Alcohol strenght 8 , DPPH' ABTS" FRAP
% vol.] Total phenolics
[% vol. [mg-100 cm] [umol TE-100 cm™]
45 268,5+4,55 518,3+31,50¢ 808,6+40,43¢ 742,5+34,79¢
60 303,7+£9,45° 587,1+29,43° 922,9+39,30% 884,0+48,47"
75 317,3+1,40° 611,1+23,18" 1001,2+59,04% 951,1+46,78*
90 289,4+19,74* 628,6+10,87° 1174,9+76,33* 1029,9+57,26°
a,b,c — te same litery w kolumnach oznaczajg grupy jednorodne przy poziomie istotnosci p < 0,05
a,b,c - the same letters in columns mean homogenous groups p < 0.05
Tabela 5
Table 5

Wplyw stezenia alkoholu na ekstrakeje zwiazkow fenolowych w nalewkach z mahonii
Influence of alcohol solution strength on phenolic compounds extraction in mahonia liqueurs

Kwasy fenolowe
MOCO alk;holu Antocyjany Flawonole Phenolic acids
Alco[h/glos tJr gn ht Anthocyanins Flavonols Suma kwaséw | W tym kwas chlorogenowy
[% vol] & Sum of acids Chlorogenic acid in sum
0 .
[mg-100 cm™]
45 4,5+0,87¢ 5,740,661 115,5+5,46¢ 107,317,24°
60 7,3+ 1,2¢ 9,2+1,10¢ 131,942,78° 122,5+5,70*
75 10,3+0,46° 10,9£1,02° 135,316,32° 124,9+9,76°
90 10,9£1,17® 12,2+0,21* 144,3+5,15* 131,62+9,23*

a,b,c - te same litery w kolumnach oznaczaja grupy jednorodne przy poziomie istotnosci p < 0,05
a,b,c — the same letters in columns mean homogenous groups p < 0.05

Barwe nalewek porzeczkowych metods instrumentalng mierzono w roztworach
5-krotnie rozcienczonych (rys. 5). Wiekszy udzial barwy czerwonej (wyzsza warto$¢ parame-
tru a*) odnotowano w nalewkach przygotowanych z dodatkiem 75 i 90% etanolu. Byly one
réwniez ciemniejsze od pozostalych, na co wskazuja nizsze wartosci parametru okreslajacego
jasno$¢ barwy (L¥).

Podczas oceny organoleptycznej nierozcienczonych nalewek, przeprowadzonej meto-
da punktowa, oceniajacy nie wskazali jednak na istnienie réznic barwy (rys. 6). Zapach okre-
$lono jako typowy dla nalewek z czarnej porzeczki i nie wykazano istotnych réznic pomiedzy
ocenianymi nalewkami. W ogélnej ocenie nieco nizsze noty uzyskaly nalewki przygotowane
z uzyciem 75 i 90% alkoholu etylowego (4,3 i 4,4 pkt), w poréwnaniu z nalewkami przygoto-
wanymi z 45 i 60% etanolem (po 4,8 pkt), ze wzgledu na smak (noty 3,21 3,7).
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Rys. 5. Parametry barwy nalewek z czarnych porzeczek otrzymanych przy uzyciu réznych stezen
alkoholu
Fig. 5. Colour parameters of blackcurrant liqueurs prepared by using alcohol solutions of different
strength
—4— Smak — Taste
90% 60% ~@— Zapach — Flavour
~#~ Barwa — Colour
Rys. 6. Ocena organoleptyczna nalewek z czarnej porzeczki sporzadzonych przy uzyciu roztwordw
etanolu o mocy 45, 60, 751 90%
Fig. 6. Organoleptic evaluation of blackcurrant liqueurs prepared using 45, 60, 75 and 90% ethanol

solutions
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Moc alkoholu uzytego do maceracji owocéw mahonii rzutowala na barwe nalewek.
Najlepsza barwa w ocenie instrumentalnej charakteryzowaly sie dwie nalewki o najwiekszej
zawartoéci alkoholu (rys. 7), dla ktérych parametr a* wynosit 35,4 i 33,6, podczas gdy dla
nalewek przygotowanych z etanolem o stezeniach 45 1 60% warto$¢ tego parametru wyniosta
odpowiednio 23,3 i 30,8. Podobnie jak w przypadku nalewek porzeczkowych w ocenie orga-
noleptycznej nierozcieficzonych nalewek z mahonii nie stwierdzono réznic barwy. W ocenie
smaku nalewki z mahonii otrzymaly noty od 3,2 do 4,5 pkt, przy czym najnizej (noty 3,21 3,7)
ponownie oceniono nalewki przygotowane przy uzyciu etanolu 75 i 90%.

Rys. 7. Barwa nalewek z owocéw mahonii rozcieniczonych 5-krotnie
Fig.7. Colour of diluted (5x) mahonia fruit liqueurs

Tradycyjnie nalewki owocowe uwaza si¢ za napoje spirytusowe zawierajace mniej
alkoholu etylowego niz wodki. Wedlug Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE) [Rozporzadzenie (WE) nr 110/2008] napoje spirytusowe wytworzone na drodze desty-
lacji nie powinny zawiera¢ mniej niz 37,5% alkoholu, a zawarto$¢ alkoholu w likierach owo-
cowych nie powinna by¢ nizsza niz 15%. Nalewki z czarnej porzeczki i mahonii, wytworzone
przy uzyciu roztwordw etanolu o stezeniach 45 i 60%, zawieraly odpowiednio 22,4-24,0%
i33,1-33,3% alkoholu — nawigzywaly wiec bardziej do likieréw niz nalewki, ktére sporzadzo-
no z 75 i 90% etanolem, ktére zawieraly 38,8-39,8 i 47,4-47,8% alkoholu.

W konsumenckiej ocenie organoleptycznej potwierdzono wyzsza akceptowalno$¢ na-
lewek o zawartosci alkoholu nieprzekraczajacej 35%, a wiec sporzadzonych z 45 i 60% etano-
lem. Nalewki o wiekszym stezeniu etanolu otrzymaly niskie oceny, stad uznano, ze zastosowa-
nie wysokich stezen alkoholu do maceracji owocéw wplynie negatywnie na cechy smakowe
nalewek wytwarzanych w kolejnych etapach do$wiadczen. Dodatkowo, na podstawie analizy
zawarto$ci polifenoli ogotem i aktywnosci przeciwutleniajacej nalewek stwierdzono, ze w cze-
$ci oznaczen réznice pomiedzy nalewkami wykonanymi z uzyciem alkoholu o réznej mocy
nie byly na tyle duze, aby mie¢ praktyczne znaczenie.
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Dlatego w kolejnym etapie badan do wytworzenia nalewek z mahonii i czarnej po-
rzeczki uzyto 45% etanolu, a do przygotowania nalewek z tarniny i berberysu wykorzystano
60% wodne roztwory etanolu.

4.2. Rola sposobu przyrzadzania w jakos$ci nalewek

4.2.1. Nalewki z czarnej porzeczki

W tabeli 6 przedstawiono zawarto$¢ polifenoli ogdtem i aktywno$¢ przeciwutleniajacg nale-
wek porzeczkowych. Zastosowano procedury technologiczne polegajace na zmianie kolejno-
$ci dodawania alkoholu i cukru do owocdw oraz zrdznicowano czas maceracji owocow.

Tabela 6
Table 6

Zawarto$¢ polifenoli ogélem i antocyjandw oraz aktywno$¢ przeciwutleniajgca nalewek
z czarnej porzeczki
Total phenolic content and antioxidant activity of blackcurrant liqueurs

Polifenole Aktywnoé¢ przeciwutleniajgca
Warianty technologiczne ogotem Antioxidant activity
Technological variants | Total phenolics DPPH" FRAP ABTS*
[mg-100 cm?] [umol TE-100 cm™]
al4 160,0+10,96* 477,4+40,78® 1014,0+90,68< 1097,3+55,00%
p1 a2l 168,1+7,89® 500,5£12,53* 1066,3+101,41% | 1164,6+33,13*
a28 174,1+4,36* 507,9+3,46* 1083,7+99,38:®¢ 1165,8+82,30*
Srednia - Average | 167,4£8,97* | 495,3%23,84* | 1054,7+91,06° | 1142,6+ 58,224
al4z 100,5+7,70¢ 387,5+4,87¢ 830,4+52,09¢ 717,2+41,52¢
P a2lz 136,6+3,89¢ 459,9+19,91° 941,6+65,58 820,3+13,71¢
a28z 152,6+3,42 462,2+20,83° 975,1+74,56 1075,5+102,67%
Srednia - Average | 129,9+14,16® 436,5+40,19" 915,7+109,61® | 871,0+ 133,19®
P3 c5 87,95+3,03% 362,49+14,999 | 980,4+13,20F | 718,28+75,15¢
Srednia - Average 140,0+29,67 479,7+40,79 984,5+117,04 1006,8+102,77

a,b,c — te same litery w kolumnach oznaczajg grupy jednorodne przy poziomie istotnoéci p < 0,05. A,B,C odnosza
sie do wariantow

a,b,c — the same letters in columns mean homogenous groups p < 0.05. A,B,C - refer to variants

Na podstawie wynikéw otrzymanych w tej czesci badan stwierdzono, ze najlepsza ek-
strakcja zwiazkow polifenolowych wystapila w pierwszym wariancie technologicznym (P1),
tj. w probkach, ktére najpierw poddano dzialaniu alkoholu, a nastepnie po dodaniu cukru
w dalszym ciagu prowadzono maceracje owocéw. Zawarto$¢ polifenoli wyniosta $rednio
167,4 mg w 100 cm® nalewki w przeliczeniu na kwas galusowy. W pozostalych nalewkach
zawarto$¢ polifenoli byta nizsza; najmniej tych zwiazkéw, o 48% mniej niz w najlepszym wa-
riancie, oznaczono w probce, w ktorej najpierw owoce wymieszano z cukrem, a nastepnie po
5 dniach dodano alkoholu (P3).
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W zastosowanych réznych wersjach przygotowania nalewek otrzymano produkty réz-
niace sie pomiedzy sobg zaréwno zawarto$cig polifenoli, jak tez aktywnoscia przeciwutle-
niajaca, ktéra byla najwyzsza w nalewkach otrzymanych metodg P1, a najnizsza dla nalewek
otrzymanych wedlug procedury P3 (tab. 6).

W obrebie poszczegolnych wersji zastosowano modyfikacje polegajace na wydtuzaniu
czasu maceracji owocoéw (warianty P1 i P2). W wiekszosci przypadkéw nie mialy one istot-
nego wplywu na koncowe stezenia polifenoli i aktywno$¢ przeciwutleniajaca (tab. 6). Jedynie
nalewki z owocdw poddanych dzialaniu etanolu krétko, bo tylko 14 dni, wykazywaly mniej-
szg aktywno$¢ przeciwutleniajacg i nizsze stezenie polifenoli ogétem w poréwnaniu z nalew-
kami z owocow dltuzej ekstrahowanych, ale rdznice te nie zawsze byly istotne statystycznie.

Wydluzanie czasu maceracji owocéw w wigkszos$ci wariantéw nie wptyneto na zwiek-
szenie potencjatu antyoksydacyjnego ani na zawartos¢ polifenoli w sposéb istotny statystycz-
nie, natomiast spowodowato niekorzystna, wiekszg degradacje barwnikéw antocyjanowych
(rys. 8). I tak, w wariancie pierwszym (P1) wydluzenie czasu maceracji z 14 do 28 dni (al4
i a28) spowodowalo obnizenie zawarto$ci barwnikéw w gotowym produkcie o ponad 60%,
a w wariancie drugim (P2) o prawie 40%. Wszystkie oznaczone barwniki antocyjanowe de-
gradowaly sie w podobnym stopniu, a ich wzajemne proporcje w nalewkach byty zblizone.
W ekstrakcie z owocdw i w nalewkach ilos¢ 3-glukozydu delfinidyny wahata sie¢ pomiedzy
16,6 i 17,9%, 3-rutynozydu delfinidyny od 33,1 do 35,8%, 3-glukozydu cyjanidyny od 8,6 do
9,9%, a 3-rutynozydu cyjanidyny od 38,1 do 39,6% sumy antocyjandw.
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Rys. 8. Zawarto$¢ antocyjanow w nalewkach z czarnej porzeczki
Fig. 8. Anthocyanins content in blackcurrant liqueurs

Barwa nalewek z czarnej porzeczki otrzymanych wedlug réznych procedur, oceniona
na podstawie pomiaru instrumentalnego prébek rozcieczonych pigciokrotnie, roznita sie
w zakresie jasnosci i udzialu barwy czerwonej (rys. 9). Udzial barwy czerwonej, charakte-
ryzowanej parametrem a* odpowiadal zawartoséci antocyjanéw w nalewkach i przyjmowat
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wyzsze wartosci dla nalewek przygotowanych metodg P1 i P2. Barwe nalewki P3, o najnizszej
zawartos$ci barwnikéw antocyjanowych, opisywata najnizsza warto$¢ a* oraz najwyzsza L*, co
wskazuje, ze barwa tej nalewki byla najjasniejsza.

Podczas oceny organoleptycznej przeprowadzonej metoda punktowa oceniajacy nie
wskazali jednak na istnienie réznic barwy. Nalewki porzeczkowe otrzymane z uzyciem 45%
etanolu zostaly w ocenie organoleptycznej ocenione wysoko, $rednia nota wyniosta 4,8 punk-
tu w pieciopunktowej skali, a pomiedzy nimi nie wykazano istotnych réznic réwniez pod
wzgledem smaku i zapachu.
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Rys. 9. Parametry barwy nalewek z czarnych porzeczek
Fig. 9. Colour parameters of blackcurrant liqueurs

4.2.2. Nalewkiz mahonii

Wyniki oznaczen zawarto$ci polifenoli ogélem i aktywnos$ci przeciwutleniajacej nalewek
z mahonii zamieszczono w tabeli 7.

Stezenie polifenoli w nalewkach bylo zréznicowane i w zalezno$ci od metody przygo-
towania wynosito od 173 do ponad 300 mg w 100 cm’. Spoéréd badanych wariantéw przy-
gotowania nalewek, z wykorzystaniem 45% etanolu, najwicksza zawarto$¢ polifenoli ogétem
oznaczono w nalewkach, podczas przygotowywania ktérych najpierw zalano owoce alkoho-
lem, a potem, po oddzieleniu roztworu, do owocéw dodano cukier i kontynuowano macera-
cje owocow, a nastepnie roztwory potaczono (wariant M2). W wariancie, w ktérym po wstep-
nej maceracji owocow roztworem alkoholu dodano cukier i kontynuowano proces maceracji
(M1), $rednia zawartos¢ polifenoli wyniosta 227 mg GAE-100 cm™.
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Tabela 7
Table 7

Zawarto$¢ polifenoli ogotem i aktywno$¢ przeciwutleniajaca nalewek z mahonii

Total phenolic content and antioxidant activity of mahonia liqueurs

Polifenole ogotem

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca — Antioxidant activity

echmetogialvaants. |2 Bhenotcs | ppprr [ aBrs- FRAP
[mg-100 cm?] [umol TE-100 cm™]
al4 224,65+18,78 791,66+30,65* | 983,28+55,68" 1804,65+35,00*
M a2l 234,30+15,03%¢ | 812,21+18,99* | 1005,78+33,41® | 1916,93+92,60°
a28 220,77+8,00¢ 792,41+27,05 | 1014,28+45,13® | 1864,50+61,94°
Srednia - Average | 226,57+12,11® | 798,76+46,37* | 1001,11+55,41* | 1862,03+123,07*
al4z 276,46+17,15® | 564,83+31,50° | 874,58+43,66° 780,68+81,99°
M2 a2lz 273,98+5,25%¢ 565,99+13,63" | 862,08+25,99° 804,30+24,18"
a28z 281,16+7,70% 576,23+35,21° | 898,83+41,85° 847,28+84,11°
Srednia - Average | 277,20+9,32* | 569,01+22,70° | 878,49+46,21* | 810,75+61,55"
M3 c5 173,25+4,20 229,14+30,03% | 417,04+18,37% | 302,04+21,09%
Srednia - Average 240,7 618,9 865,1 1188,6

a,b,c; A,B,C - te same litery w kolumnach oznaczajg grupy jednorodne przy poziomie istotnosci p < 0,05
a,b,c; A,B,C - the same letters in columns mean homogenous groups p < 0.05

Zastosowanie w wariancie trzecim (M3) odmiennej kolejno$ci dodawania skladni-
kéw (najpierw cukier) ujemnie wptynelo na ekstrakeje polifenoli (mniej o 37% w poréwna-
niu z najlepszym wariantem) i aktywno$¢ przeciwutleniajacg nalewek (mniejsza o 37-89%).
Aktywnos¢ przeciwutleniajaca nalewek z mahonii wyrazona jako TEAC miescila si¢ w za-
kresach 229,1-812,2 umol TE-100 cm™ (DPPH"), 417,0-1175,0 pmol TE-100 cm™ (ABTS*™),
302,0-1916,9 pmol TE-100 cm™~ (FRAP). Najlepsza $rednig aktywno$¢ antyoksydacyjng, nie-
zaleznie od metody pomiaru aktywnosci, oznaczono w probkach przygotowanych wedlug
wariantu pierwszego (M1).

Pomiedzy nalewkami przygotowanymi wedlug takiej samej procedury, ale o réznym
czasie maceracji owocow, nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic (tab. 7).

W nalewkach z mahonii antocyjany stanowily przecigtnie od 4,9 do 8,2%, a flawonole
od 5,7 do 7,4% calkowitej zawarto$ci zwigzkéw fenolowych. Najwiecej bylo kwaséw feno-
lowych - powyzej 130 mg w 100 cm’. Wirod tej grupy zwiazkow fenolowych dominowat
kwas chlorogenowy, ktérego bylo ponad 90% w catkowitej iloéci kwaséw fenolowych (tab. 8).
Wzajemne proporcje réznych grup zwigzkéw fenolowych w nalewkach otrzymanych wedlug
wariantéw przygotowania M1 i M2 byly poréwnywalne.

Nalewki przygotowane réznymi metodami zawieraly od 0,48 do 13,27 mg-100 cm
antocyjandw, w przeliczeniu na 3-glukozyd cyjanidyny (tab. 8). Najwiecej barwnikow zawie-
raly nalewki otrzymane wedtug wariantu pierwszego M1 (najpierw ekstrakcja alkoholem, po-
tem dodatek cukru) - $rednio 12,85 mg w 100 cm?®. Wydluzanie czasu ekstrakeji nie wptyneto
na statystycznie istotne zmiany stezenia antocyjanéw w gotowym produkcie. W wariancie
trzecim M3 (cukier dodany na poczatku maceracji) prawie nie byto antocyjandéw (tylko 0,48
mg-100 cm?), a flawonoli i kwaséw fenolowych byto odpowiednio 5,03 i 19,2 mg w 100 cm’.
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Prawdopodobnie ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ polifenolooksydazy (lub innych enzymow
utleniajacych) oraz brak inhibitora tego enzymu, ktérym w przypadku pozostalych warian-
tow byt etanol, a takze przy wigkszym dostepie tlenu, antocyjany ulegly szybkiej degradacji,
podobnie jak pozostale zwigzki fenolowe.

Aktywnos¢ antyoksydacyjna nalewek byta dobrze skorelowana z zawartoscia zwiaz-
kéw polifenolowych nalezacych do réznych grup, co przedstawiono w tabeli 9. Wspodlczyn-
niki korelacji wahaly sie od 0,46 do 0,94 i byly wyzsze dla antocyjanéw i kwaséw fenolowych
niz flawonoli.

Tabela 8
Table 8
Zawartos$¢ antocyjanow, flawonéw i kwasow fenolowych w nalewkach z mahonii
Anthocyanin and flavones and phenolic acids content in mahonia liqueurs
Kwasy fenolowe
Phenolic acids
Warianty technologiczne Antocyjany Flawonole W tym kwas
Technological variants Anthocyanins Flavonols Suma kwasoéw | chlorogenowy
Sum of acids Chlorogenic
acid in sum
[mg-100 cm?]
al4 13,27+1,05* 9,34+0,37% 139,18+3,8%® 128,67+5,40%
Mi a2l 12,91+0,97¢ 9,25+0,67% 138,68+3,76% 127,93+4,39%
a28 12,36+1,16° 9,46+0,42* 138,12+3,36% 127,31+4,35%®
Srednia - Average | 12,85+1,04* 9,35+0,46*" 138,663,334 127,97+4,334
aldz 8,52+1,67° 8,25+1,01¢ 128,00+10,23¢ | 118,80+11,20°
M2 a2lz 8,00+1,53° 8,84+0,4> 130,18+4,33% 119,99+7,03
a28z 7,41+1,86° 8,57+0,96¢ 127,88+6,88¢ 118,66+9,13°
Srednia - Average | 7,98+1,6" 8,55+0,80° 128,68+4,60® | 119,15+8,428
M3 c5 0,48+0,25¢ 5,03+0,55 19,20+4,61¢¢ 15,19+4,43¢
Srednia - Average 9,0 8,4 135,0 108,1
a,b,c - te same litery w kolumnach oznaczaja grupy jednorodne przy poziomie istotnosci p < 0,05
a,b,c — the same letters in columns mean homogenous groups p < 0.05
Tabela 9
Table 9

Wspolczynniki korelacji pomiedzy grupami zwigzkéw fenolowych a aktywnoscig antyoksydacyjng
nalewek z mahonii
Correlation coeflicients between phenolic compounds groups and antioxidant activity
of mahonia liqueurs

Grupa zwigzkéw — Group of compounds DPPH" ABTS* FRAP
Flawonole - Flavonols 0,64 0,87 0,46
Kwasy fenolowe — Phenolic acids 0,85 0,91 0,60
Antocyjany — Anthocyanins 0,94 0,86 0,86
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Rys. 10. Barwa nalewek z mahonii (rozciefczenie 5-krotne) przygotowanych wedlug réznych wa-
riantéw
Fig. 10. Colour of mahonia liqueurs (diluted 5-fold) prepared according to different variants

Tabela 10
Table 10
Parametry barwy nalewek z mahonii'
Colour parameters of mahonia liqueurs'
echnclogicl vaants. L 3 b |
al4 28 70,3 23,3 13,4 1,74
Wariant M1 a2l 28 69,1 24,0 14,0 1,71
Variant M1 a28 c28 70,9 23,2 14,3 1,62
Srednia - Average| 70,1 23,5 13,9 1,69
al4-z-28 69,3 18,4 13,5 1,36
Wariant M2 a21-z-28 77,8 18,2 13,2 1,38
Variant M2 a28-z-28 72,0 16,7 14,3 1,17
Srednia - Average| 73,0 17,8 13,6 1,31
V\\/’:::I?tt 1{\/1/[33 c5a28 86,6 5.1 16,0 0,32

! nalewki rozcienczone 5-krotnie
! liqueurs diluted 5-fold
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Ilo$¢ antocyjandéw w probkach nalewek miata decydujacy wplyw na ich barwe. W za-
leznosci od zastosowanego wariantu technologicznego otrzymano nalewki o zréznicowanej
barwie (rys. 10). Nalewki bogatsze w antocyjany charakteryzowaly sie wiekszym udzialem
czerwonej barwy (parametr a* w zakresie 13,3-24,0), a mniejszym udzialem barwy zoltej
(parametr b* wahal sie w zakresie 11,4-14,3) i byly one ciemniejsze (parametr L* w zakresie
70,3-73,0) od nalewki M3 przygotowanej przez poczatkowe wymieszanie owocow z cukrem,
a nastepnie dodatek alkoholu (tab. 10).

Degradacja antocyjanéw, ktora najsilniej wystapita w nalewce przygotowanej wedtug
wariantu trzeciego, byta wyraznie widoczna w ocenie wzrokowej i analizie parametréw barwy.

Nalewki z mahonii poddane ocenie organoleptycznej otrzymaly $rednie noty 3,2-3,6
i byta to ocena najnizsza sposrod czterech rodzajéw nalewek przedstawionych w niniejszej
pracy. Najnizej, ze wzgledu na barwe, oceniono nalewki wytworzone wedlug wariantu M3,
a najwyzej nalewki wykonane wedlug wariantu pierwszego (M1).

4.2.3. Nalewki z berberysu

Nalewki z berberysu przygotowano, uzywajac etanolu o stezeniu 60%. Gotowe produkty za-
wieraly przecietnie 28% alkoholu.

Srednia zawarto$¢ polifenoli ogétem w nalewkach z berberysu wyniosta prawie 430
mg-100 cm™ w przeliczeniu na kwas galusowy (rys. 11). Najwiecej polifenoli ogotem, 541
mg-100 cm™ zawierata nalewka, wykonana wedtug wariantu B3, w ktérym owoce byty podda-
ne maceracji alkoholem przez 56 dni, po tym czasie, po oddzieleniu otrzymanego roztworu,
do owocow zostal dodany cukier na 28 dni, a nastepnie oba roztwory potaczono. Najmniej
polifenoli - 300 mg-100 cm™ - oznaczono w nalewce, ktéra przygotowano, stosujac 14-dniowg
maceracje z alkoholem i cukrem (wariant B2). W kazdym z wykonanych wariantéw nalewek
wydluzenie czasu kontaktu owocéw z alkoholem spowodowalo lepszg ekstrakeje polifenoli
z OWocOw (rys. 11).

Srednia aktywno$¢ przeciwrodnikowa wobec rodnikéw DPPH* i ABTS* wynosila od-
powiednio 1450 i 1740 pmol TE-100 cm?, a sita redukujagca FRAP - 1506 umol TE-100 cm™.
W nalewkach z berberysu nie zaobserwowano tak duzych réznic w aktywnosci przeciwutle-
niajacej, pomiedzy wariantami technologicznymi, jak w przypadku pozostatych surowcéw
(tab. 11). Pojemnos¢ przeciwutleniajgca oznaczona metodami DPPH*, ABTS* i FRAP wynio-
sta $rednio w nalewkach berberysowych odpowiednio 1450, 1740,2 1 1506,5 umol TE-100 cm?,
przy czym byta nizsza w tych probkach, ktore w obrebie poszczegélnych wariantéw poddano
najkrétszemu procesowi ekstrakcji.
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Rys. 11. Zawarto$¢ polifenoli ogotem w nalewkach z berberysu przygotowanych wedtug réznych wariantow (B1, B2, B3, B4)
Fig. 11. Total phenolic content in barberry liqueurs prepared according to different technological variants (B1, B2, B3, B4)



Tabela 11

Table 11
Aktywno$¢ przeciwutleniajaca nalewek z berberysu e
Antioxidant activity of barberry liqueurs
Warianty technologiczne DPPH" ABTS™ FRAP
Technological variants umol TE-100 cm™
al4cl4 1436,4+186,20<d¢ 1867,1+169,7b 1584,3+130,3<
al4c28 1475,9496,0°<¢ 1808,6+97,0% 1566,3+188,2<¢
a28cl4 1458,4+22,7%<4 1650,6+200,8% 1348,3+217,3f%
B1 a28c28 1514,8+128,5 1969,9+218,8 ¢ 1649,9+70,2%
a56cl4 1498,5+37,6 1691,7+139,1 < 1573,7+150,0<
a56¢28 1520,2+39,5 1850,2+129,3< 1505,3+133,3%
Srednia - Average 1484,0+100,3* 1806,3+187,5* 1538,0+173,0*
acl4 1198,3+85,0 1225,7+307,1 887,8+69,6'
B ac28 1324,1+104,1°% 1609,2+160,0¢" 1250,8+90,8¢
ac56 1555,5+98,0° 2051,0+265,6° 1476,3+260,4°
Srednia - Average 1359,3+177,08 1628,6+420,0° 1205,0+293,38
al4z-cl4 1364,1+75,0%¢ 1557,5+151,08h 1081,0+102,2"
al4z-c28 1389,4+232,1¢df 1782,6+85,5%f 1652,8+82,7"
a28z-cl4 1480,6+100,2< 1782,4+79,7%¢ 1678,3+54,4°
B3 a28z-c28 1476,8+48,2><d 1824,0+102,8% 1625,0+80,0
a56z-cl4 1512,7+60,5% 1852,9+114,2<¢ 1709,6+50,4°
a56z-c28 1692,5+88,7¢ 2047,0+146,9° 1921,2+100,4*
Srednia - Average 1486,0+153,34 1807,7+181,24 1611,3+270,24
c7al4 1222,2+86,7¢" 1452,4+78.9 1255,0+41,3#
c7a28 1304,3+90,2%" 1500,8+138, 1M 1294,3+166,5%
c7a56 1421,8+182,9%f 1758,6+148,2%f 1498,5+186,6%
B4 cl4al4 1432,5+62,1b 1474,9+190,8" 1512,3+57,5%
cl4a28 1495,6+84,0° 1787,6+78,1%f 1648,5+44,1%
cl4a56 1677,5+196,4* 2000,5+136,3® 1917,1+81,8*
Srednia - Average 1425,6+188,248 1662,5+239,6" 1520,9+248,24
Srednia - Average 1450,1+160,1 1740,2+155,4 1506,5+172,7

Te same litery w kolumnach oznaczaja grupy jednorodne (p < 0,05) - a,b,c... odnoszg si¢ do wszystkich nalewek,
A,B,C - odnoszg sie do wariantéw
The same letters in the columns indicate homogenous groups (p < 0.05) - a,b,c... refer to all liqueurs, A,B,C - refer

to variants

37



Srednio najnizsza aktywnoécig charakteryzowaly sie nalewki otrzymane wedtug wa-
riantu B2, w ktérym maceracj¢ prowadzono, dodajac jednocze$nie cukru i alkoholu do owo-
cdw na 14, 28 lub 56 dni. Obecno$¢ cukru spowodowata wzrost lepko$ci roztworu i prawdo-
podobnie z tego powodu ekstrakcja aktywnych sktadnikéw byta utrudniona.

Zawarto$¢ polifenoli ogétem byla wysoko skorelowana z aktywnoscig przeciwrodni-
kowa i sila redukujacg, co przedstawiono w tabeli 12.

W owocach berberysu oznaczono dwa dominujace antocyjany, 3-glukozydy cyjani-
dyny i pelargonidyny, ktére stanowily w owocach odpowiednio 5,8 i 94,2%, a w nalewkach
odpowiednio od 3,7 do 6,2% i od 93,8 do 96,3% catkowitej zawartosci antocyjanéw. Srednia
zawarto$¢ tych barwnikéw w nalewkach byta niewielka i wynosita 7,45 mg-100 cm™, w prze-
liczeniu na 3-glukozyd cyjanidyny (tab. 13). Zaréwno w owocach, jak i w nalewkach z nich
sporzadzonych dominowaly kwasy fenolowe, przede wszystkim kwas chlorogenowy, ktore-
go bylo od 70 do 77% w ogdlnej zawartosci kwasoéw fenolowych, a jednoczeénie jego udziat
w catkowitej zawartosci zwigzkow polifenolowych wynosit, w zaleznoéci od sposobu otrzy-
mania nalewki, od 67,3 do 72,6%.

Czas ekstrakgji byl istotnym czynnikiem wplywajacym na jako$¢ produktu. W prob-
kach, ktore otrzymano przez wydluzong maceracje owocoéw berberysu, oznaczono wysoka
zawarto$¢ polifenoli ogétem (rys. 11), ale jednoczes$nie nastepowalo widoczne zmniejszanie
sie zawartosci antocyjanéw (tab. 13). Zaobserwowano nieco wyzsze stezenie antocyjandw
w tych prébkach, do ktérych dodano jednoczesnie alkoholu i cukru (wariant B2) lub najpierw
dodano cukru do owocéw na 7 lub 14 dni, a potem dodano alkoholu (wariant B4). W porow-
naniu z pozostalymi nalewkami jedynie w nalewkach z berberysu cukier pelnil pewng role
ochronng w stosunku do antocyjanéw.

Tabela 12
Table 12
Korelacje pomiedzy zawarto$cig polifenoli ogdlem a aktywnos$cia przeciwrodnikows
i sila redukujaca nalewek z owocéw berberysu
Correlation coefficients between total phenolic content and antioxidant activity
of barberry fruit liqueurs

Polifenole ogo'lem DPPH- ABTS* FRAP
Total phenolics
Polifenole ogotem 100
Total phenolics ’
DPPH" 0,80 1,00
ABTS* 0,71 0,88 1,00
FRAP 0,91 0,86 0,83 1,00
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Tabela 13

Table 13
Zawarto$¢ antocyjanow w nalewkach z berberysu
Anthocyanin content in barberry liqueurs
V\?riﬁntyi te.ch?ologiczne (ﬁfn;_ifu 0Udzial % P[§n3g—§;u (}szial % | Antocyj any
echnological variants 3-glu-100 cm ] % of total 3-glu-100 cm”] % of total | Anthocyanins
aldcl4 0,3 4,8 6 95,4 6,290
al4c28 0,32 4,9 6,25 95,0 6,58
a28cl4 0,31 4,8 6,18 95,2 6,492bede
B1 a28c28 0,27 4,2 6,18 95,8 6,45
a56cl4 0,2 3,8 5,03 96,4 5,22b¢def
a56c28 0,2 4,1 4,66 95,9 4,86%f
Srednia - Average 0,26 4,3 5,72 95,7 5,98¢
acl4 0,37 4,9 7,11 95,1 7,48
B ac28 0,36 4,9 7,06 95,3 7,41
ac56 0,3 4,6 6,26 95,4 6,56
Srednia - Average 0,34 4,8 6,81 95,2 7,158
ald4z-cl4 0,29 4,6 6,08 95,4 6,373bcde
al4z-c28 0,26 5,1 4,88 94,9 5,14cdf
a28z-c-14 0,28 52 5,06 94,8 5,34zbedef
B3 a28z-c28 0,25 4,8 4,93 95,4 5,17¢def
a56z-cl4 0,21 4,6 4,36 95,4 4,57¢
a56z-c28 0,16 3,9 3,9 96,1 4,06
Srednia - Average 0,24 4,7 4,87 95,3 5,114
c7al4 0,25 4,8 4,96 95,2 5,2]%<d
c7a28 0,37 5,7 6,08 94,3 6,450bcde
c7a56 0,3 5,0 5,65 95,0 5,95¢bcdef
B4 cl4al4 0,34 5,1 6,27 94,9 6,61%¢
cl4a28 0,36 5,2 6,59 94,7 6,96
cl4a56 0,31 4,9 5,97 95,1 6,28¢0cdef
Srednia - Average 0,32 5,1 5,92 94,7 6,258¢
Srednia — Average 0,29 4,9 5,69 95,3 5,97

Te same litery w kolumnach oznaczaja grupy jednorodne (p < 0,05) - a,b,c... odnosza si¢ do wszystkich nalewek,
A,B,C - odnoszg si¢ do wariantow
The same letters in the columns indicate homogenous groups — a,b,c... refer to all liqueurs, A,B,C - refer to variants
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Obecno$¢ antocyjanéw decydowata o barwie nalewek, ktéra jest jednym z wyrdzni-
kow ich jako$ci. Przy wydluzeniu czasu ekstrakcji ilo$¢ antocyjandw znaczaco si¢ zmniejszala,
co przy ich stosunkowo niewielkiej zawarto$ci w owocach istotnie wplynelo na barwe nale-
wek. Warto$¢ parametru a*, podobnie jak wspétczynnika a*/b* byta mniejsza, czyli nalewki
byly mniej czerwone (tab. 14). Dominujgca dlugos¢ fali we wszystkich probkach o wydtuzo-
nym czasie przygotowania zmniejszyta si¢ o okoto 3 nm z jasnoczerwonej w kierunku barwy
pomaranczowej (rys. 12).

W ocenie organoleptycznej oceniajacy nie wyréznili zadnego z wariantéw przygoto-
wania nalewek. Wszystkie probki otrzymaly wysokie noty, rednio 4,5 pkt w pieciopunktowej
skali. Wysoka kwasowos¢ nalewek spowodowala jednak, ze ich smak nalewek oceniono $red-
nio na 4,3 pkt, najnizej z badanych wyréznikéw.

Tabela 14

Table 14
Parametry barwy nalewek z berberysu
Parameters of barberry liqueurs color

pous oo I I I
al4cl4 73,5 32,3 30,7 1,1
al4c28 73,4 29,8 29,4 1,0
a28cl4 71,6 29,9 30,4 1,0
Bl a28c28 72,0 30,7 31,5 1,0
a56¢cl4 72,7 27,9 30,3 0,9
a56c28 73,4 27,6 30,3 0,9
acl4 73,8 30,0 27,2 1,1
B2 ac28 75,7 32,0 29,3 1,1
ac56 75,3 31,1 30,6 1,0
aldz-cl4 72,0 28,7 28,9 1,0
aldz-c28 69,0 26,1 27,7 0,9
a28z-cl4 67,7 26,7 28,7 0,9
B3 a28z-c28 72,3 26,7 29,3 0,9
a56z-cl4 70,7 23,8 27,9 0,8
a56z-c28 73,2 23,9 28,5 0,8
c7al4 77,4 29,5 26,0 1,1
c7a28 77,1 30,4 28,5 1,0
c7a56 76,9 29,3 29,0 1,0
B cl4al4 76,5 32,5 30,0 1,1
cl4a28 75,9 32,5 31,1 1,1
cl4a56 75,0 30,2 30,8 1,0
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Rys. 12. Dominujaca dlugos¢ fali barwy nalewek z berberysu
Fig. 12. Dominant wavelength of barberry liqueurs colour

4.2.4. Nalewki z tarniny

Nalewki z tarniny przygotowano przy uzyciu 60% roztworu etanolu. W gotowych produktach
zawarto$¢ alkoholu wynosita od 27,5 do 30,3% obj.

W przeciwienstwie do owocoéw berberysu owoce tarniny charakteryzowaly sie duzo
grubsza skorka, co w istotny sposob wplynelo na skuteczno$¢ i stopien ekstrakeji zwiazkow
fenolowych do nalewek (tab. 15). Zawartos¢ tych zwigzkéw w nalewkach z tarniny réznita sie
znacznie w zaleznosci od sposobu przygotowania i wynosita srednio od 102,4 mg GAE w 100 ml
w nalewkach otrzymanych wedtug wariantu T4 (najpierw cukier) do 697,9 mg GAE w 100 ml
w wariancie T5 (owoce rozparzone).

W nalewkach otrzymanych wedlug wariantu czwartego (T4), w ktérym owoce naj-
pierw zasypano cukrem na 7 lub 14 dni, a nastepnie dodano roztworu etanolu i kontynuowa-
no ekstrakeje przez 14, 28 lub 56 dni zawartos¢ polifenoli zmniejszata si¢ wraz z wydtuzeniem
czasu kontaktu owocéw z alkoholem etylowym. Prawdopodobnie degradacja polifenoli za-
poczatkowana przez enzymy obecne w surowcu zachodzila réwniez, juz jako proces nieenzy-
matyczny, podczas maceracji owocéw w obecnosci etanolu. Dodatkowo, poczatkowy dodatek
cukru zwigkszyl lepko$¢ srodowiska, co utrudnito ekstrakeje polifenoli do roztworu.

Probki o wydluzonym czasie kontaktu owocow z alkoholem we wszystkich zastoso-
wanych wariantach zawieraly nieco wigcej polifenoli ogélem niz te, w ktérych catkowity czas
przygotowania wynosil 28 dni.
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Tabela 15
Table 15

Zawarto$¢ polifenoli ogétem i aktywno$¢ przeciwutleniajaca nalewek z tarniny

Total phenolic content and antioxidant activity of sloe liqueurs

. Polifenole Aktywno$¢ przeciwutleniajgca — Antioxidant activity
Warlan.ty ogélem
techno%oglczn_e Total phenolics DPPH" ABTS*™ FRAP
Technological variants - -
[mg-100 cm™] [umol TE-100 cm™]
al4cl4 357,2+23,5% 949,4+60,3" 1987,4+147,3< 1358,3+113,0¢
al4c28 385,3+35,1%f 977,0£100,9" 1986,6+140,7<% 1400,2+94,6¢
a28cl4 433,1+15,6% 1167,3+118,6% 2227,4+183,3¢ 1609,1+161,9°
a28c28 393,5+18,8%f 1028,5+243,7" 2110,9+114,4< 1532,2+119,6¢
T1 a56cl4 416,9+28,44f 1153,8+62,0¢" 2097,7+59,6% 1545,5+38,4¢
a56¢28 413,1+33,34f 1147,6+97,5¢ 2095,5+59,8<¢ 1495,0+73,6%
a84cl4 435,3+30,3% 1310,7+£106,6° | 2187,0+182,6° 1733,7+37,1°
a84c28 446,1+48,3¢ 1201,2+110,0°% 2184,9+59,5¢ 1606,5+26,9¢
Srednia - Average | 410,1+39,9° 1116,9+163,1°¢ | 2109,7+145,6® 1535,1+143,2%
acl4 169,3+27,5' 375,94£35,6™ 720,2+55,9" 372,2+7,0
ac28 248,6+29,7" 527,9+59,5! 1043,9+76,8'% 661,6+58,68
T2 ac56 297,0+20,0¢" 673,0+178,6" 1183,7+142,0° 717,1+27,3%
ac84 301,4+29,58 878,8+24,2) 1289,6+ 154,5° 836,5+37,2%
Srednia - Average | 254,1+59,8¢ 613,9+209,8° 1059,4+243,8° 646,9+177,8¢
al4z-cl4 347,9+44,9% 1121,7+70,2¢" 1696,8+146,5¢ 1146,1+51,9°
al4z-c28 397,4+34,9%f 1141,9+93,9¢" 1705,4+209,1¢ 1194,1+97,7
a28z-cl4 412,0+34,5%" 1372,1+95,6>¢ 2204,3+120,6¢ 1544,8+136,6¢
T3 a28z-c28 382,0+26,2%f 1283,9+114,3% | 1850,5+155,6% 1366,0+76,7¢
a56z-cl4 418,0+43,1%f 1412,4+81,4%¢ 2065,9+63,9%¢ 1583,5+42,9<¢
a56z-c28 441,9+16,6¢ 1437,0+43,4® 2216,9+152,2¢ 1421,14257,4%
Srednia - Average | 399,9+44,0° 1294,8+149,6° | 1956,6+259,3°€ 1375,9+205,8"%
c7al4 162,2+50,9" 465,0+191,3™ 763,8+244 48 528,6+77,7¢"
c7a28 122,0422,4% 291,6+53,1° 558,4+128,0™ 656,7+148,48
c7a56 67,35,7 150,9+25,6™ 242,2+40,5 307,0+15,1
T4 cl4al4 100,9+10,3% 222,3+41,1° 394,0+47,2" 485,7+76,9%"
cl4a28 89,2+2,1% 174,6+30,6r° 319,3+10,7" 371,7+52,1 ™
cl4a56 72,5+2,3% 147,1+18,7v° 249,0+13,8 336,4+40,9"
Srednia - Average 102,4+39,2° 241,9+137,5" 421,1+217,5% 447,7+144,5°
ctal4 621,2+148,9° 1458,4+85,8% 4657,1+440,9* 4022,3+604,5°
ct28 781,6+28,6 1532,0+40,0° 4411,4+709,9* 4635,5+819,0°
T5 cta56 682,8+56,5" 1500,6+107,3* 4240,6+478,6 4736,8+570,7°
cta84 705,9+239,9° 1518,9+116,6° 4229,9+660,4° 4224,8+932,3"
Srednia - Average | 697,9+147,1* 1502,5+90,6* 4384,7+572,4* 4404,9+757,8*
Srednia - Average 360,8 950,8 1890,0 1551,0

Te same litery w kolumnach oznaczaja grupy jednorodne (p < 0,05) — a,b,c... odnoszg si¢ do wszystkich nalewek,
A,B,C - odnoszg sie do wariantow
The same letters in the columns indicate homogenous groups — a,b,c... refer to all liqueurs, A,B,C - refer to variants
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W wariancie piatym (T5) owoce tarniny poddano dzialaniu temperatury 90°C przez
15 minut, a nastgpnie prowadzono ekstrakcje etanolem. Korzystne dzialanie temperatury
w wariancie T5 polegalo na zniszczeniu tkanki owocéw i dezaktywacji enzymoéw utleniaja-
cych, co przyczynito sie do duzo skuteczniejszej ekstrakeji polifenoli. W pozostatych trzech
wariantach przygotowania zmieniano sposéb dodawania cukru do roztworu ekstrahujace-
go. W przygotowaniu nalewek wedtug wariantéw T1 i T3 ekstrakcja poczatkowo przebiegata
w roztworze alkoholu etylowego bez dodatku cukru, pdzniejszy jego dodatek nie wptywat na
zawarto$¢ polifenoli w nalewkach. W wariancie T2 dodawano cukru i alkoholu do owocéw
jednoczesnie. Obecnos¢ cukru podniosta lepko$¢ roztworu i utrudnita ekstrakcje polifenoli,
wskutek czego otrzymane nalewki zawieraly istotnie mniej tych zwigzkéw (tab. 15). Wydtuza-
nie czasu ekstrakcji w niewielkim stopniu zmienilo zawarto$¢ polifenoli ogélem w gotowym
produkcie. Tylko w probkach o najkrétszym - 14-dniowym czasie maceracji alkoholem za-
warto$¢ ich byla nieco mniejsza.

Aktywnos¢ przeciwrodnikowa zmierzona wobec rodnikéw DPPH" i ABTS** oraz sita
redukujaca FRAP zalezaly od sposobu wykonania nalewek, co przedstawiono w tabeli 15.

Najwyzsza $rednig aktywno$¢ przeciwutleniajaca wykazywaly nalewki tarninowe
otrzymane w wyniku poczatkowego podgrzania owocéw (wariant T5). Aktywnos$¢ wobec
kationorodnikéw ABTS™ i sita redukujaca FRAP byla w tych nalewkach wielokrotnie wyz-
sza od odnotowanej dla pozostalych wariantéw i wynosita ponad 4000 umol TE-100 cm™.
W prébkach nalewek otrzymanych przez poczatkowa ekstrakcje owocdw etanolem (warianty
T1 i T3) $rednia aktywno$¢ mierzona metoda DPPH wynosita 1117 i 1295 pmola TE-100
cm?, metodg ABTS* odpowiednio 2110 i 1957 pmola TE-100 cm?, a metoda FRAP 1535
11376 umola TE-100 cm™. Ekstrakcja owocéw roztworem, ktory zawieral jednoczesnie etanol
i cukier (wariant T2), przyczynita si¢ do zmniejszenia aktywnosci przeciwutleniajacej goto-
wego produktu o 48-56% w pordéwnaniu z nalewkami otrzymanymi przez poczatkowa eks-
trakcje tylko roztworem etanolu.

Najslabszg aktywno$¢ przeciwutleniajacg sposrdd nalewek tarninowych odnotowano,
podobnie jak w przypadku nalewek z pozostatych surowcow, w wariancie T4 (cukier do-
dany na poczatku procesu). W obrebie poszczegélnych wariantéw réznice aktywnosci byty
niewielkie. W préobkach o diuzszym czasie kontaktu alkoholu z owocami w wigkszosci przy-
padkéw obserwowano zwiekszenie sie potencjatu przeciwutleniajacego nalewek, z wyjatkiem
wariantu czwartego (T4), w ktérym tendencja byta odwrotna (tab. 15).

W nalewkach tarninowych podstawowym sktadnikiem wsrdd zwigzkéw fenolowych
byly kwasy fenolowe (80,4-83,7%). Najwiecej byto kwasu neochlorogenowego, ktéry w tej
grupie zwigzkow stanowit od 70 do 80%, w zaleznosci od sposobu przygotowania nalewek
i czasu ekstrakeji. Flawonoli bylo od 5,6 do 8,0%, a flawanoli od 3,7 do 5,1%. Barwniki anto-
cyjanowe odpowiadaly za 2,6 do 8,5% sktadu polifenoli (rys. 13).

Zawarto$¢ polifenoli ogétem dobrze korelowala z aktywno$cia przeciwrodnikows
(tab. 16). Wspdtczynniki korelacji wynosily od 0,74 do 0,97. Wyzsze wartosci obliczone dla
polifenoli ogdtem $wiadcza, ze na aktywno$¢ przeciwutleniajacg nalewek miaty wpltyw réw-
niez inne substancje reagujace z odczynnikiem Folin-Ciocalteu.

43



200,0
3
§ 180,0
:En. 160,0
S 140,0
2 51200
g e
2 ©100,0
o
a s
I = 80,0
: £
3 E 600
2 40,0
2
'z 20,0
N
g 0,0 ; : . T
N T1 T2 T3 T4 T5
M Flawanole — Flavanols M Flawonole — Flavonols
[ Kwasy fenolowe — Phenolic acids B Antocyjany — Anthocyanins

Rys. 13. Sklad zwigzkow fenolowych nalewek z tarniny
Fig. 13. Composition of phenolic compounds of sloe liqueurs

Tabela 16
Table 16
Wspotczynniki korelacji pomiedzy zawarto$cia zwiazkow polifenolowych w nalewkach
z tarniny a aktywno$cia przeciwutleniajaca mierzona metodami DPPH', FRAP i ABTS*
Correlation coefficients of sloe liqueurs between phenolic compounds and antioxidant
activity measured with methods DPPH", FRAP and ABTS*

DPPH* | ABTS*™ FRAP
Flawanole - Flavanols 0,77 0,92 0,88
Flawonole — Flavonols 0,88 0,98 0,94
Kwasy fenolowe — Phenolic acids 0,83 0,86 0,78
Antocyjany - Anthocyanins 0,80 0,82 0,74
Polifenole ogétem - Total phenolics 0,92 0,97 0,92

Nalewki wykonane wedlug pieciu wariantéw technologicznych rdznity sie istotnie
zawarto$cig barwnikéw antocyjanowych (rys. 14). Najmniej antocyjandw zawieraly nalewki,
ktorych przygotowanie polegalo na dodaniu cukru do owocéw, a alkoholu dopiero po 7 lub 14
dniach (wariant T4). Degradacja barwnikéw, prawdopodobnie wskutek dziatania enzymoéw
surowca, bylta znaczna, a zawarto$¢ antocyjandéw w tych probkach wynosita bezposrednio po
ich przygotowaniu 1,7-2,1 mg-100 cm™ w przeliczeniu na 3-glukozyd cyjanidyny. Najwyzsza
zawartoscig barwnikéw, podobnie jak polifenoli ogétem, charakteryzowaly si¢ nalewki otrzy-
mane przez rozparzenie owocow (wariant T5), czyli te, w ktorych enzymy wlasne surowca
zostaly termicznie zniszczone — $rednio 11,3 mg-100 cm™ (rys. 14).
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Average content of anthocyanins in sloe liqueurs prepared by different methods (T1, T2, T3,

Zawarto$¢ antocyjandéw w nalewkach zmieniala si¢ we wszystkich wariantach przy-
gotowania wraz z wydluzaniem czasu maceracji owocoéw. Czas maceracji wynoszacy 14 lub
21 dni byl zbyt krétki — wtedy do roztworu przechodzila mniejsza ilo§¢ antocyjanéw niz
w prébkach poddanych diuzszemu procesowi. Z kolei w nalewkach przyrzadzonych przy
wydluzonym czasie maceracji — powyzej 28 dni - nastepowala degradacja tych barwnikéw
(tab. 17) i pogarszala si¢ barwa.

Tabela 17
Table 17

Zawarto$¢ antocyjanéw w nalewkach z owocdw tarniny sporzadzonych przy zastosowaniu réznych
wariantéw technologicznych
Anthocyanins content in sloe liqueurs prepared by using different technological variants

3-glukozyd | 3-rutynozyd | 3-glukozyd 3-rutynozyd Suma
Warianty . .. R . .
5 cyjanidyny | cyjanidyny | peonidyny peonidyny antocyjanéw
technologlcz_ne Cyanidin Cyanidin Peonidin Peonidin Sum
Technologi- | 3 olycoside | 3-rutinoside | 3-glucoside 3-rutinoside of anthocyanins
cal variants
[mg cy 3-glu-100 cm?]
1 2 3 4 5 6
al4cl4 6,57+1,31° 3,50+0,20¢ 1,1240,18° 1,43+0,02 12,62+1,71%
aldc28 | 530+1,19%¢ | 3,11+0,80° | 0,98+0,17°¢ 1,320,220 10,702,38b<def
T1 | a28cl4 | 5,49%0,99*¢ | 3,17+0,51¢ | 1,06+0,17> 1,4240,34% 11,13£2,01b
a28c28 | 521+1,25%4 | 2,95+0,85 | 0,99+0,16"¢ 1,31+0,21b< 10,45:+2,47b<defe
a56cl4 | 4,14%0,61°% | 2,61+0,34%% | 0,73+0,09°f 1,07+0,10%f% 8,56+1,144fshi
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Tabela 17 cd.
Table 17 cont.

1 2 3 4 5 6
a56c28 | 4,02+0,77% | 2,3240,52°% | 0,69+0,09% 0,93£0,19°% 7,96:+1,57%shi
a84cl4 | 3,55+0,35d* | 2,03+0,27% | 0,67+0,01% 0,91:£0,05¢ 7,16:+0,68¢"
T1 | 284c28 | 3,08£0,56 | 2,01+0,46% | 0,59+0,06 0,860,127 6,53+1,21"
i:fe‘::; 4,67+1,32%% | 2,7140,67° | 0,85£0,224 1,16+0,27° 9,39+2,43"
acl4 4,11+1,12% | 1,98+0,29%" | 0,78+0,14°" 0,90+0,04° 7,77+1,60%"
ac28 | 6,07£2,19% | 2,94£0,41% | 1,01£0,41% 1,2120,31¢ 11,24+3,325¢
Ty | 356 | 446£028% | 2,6550,08%% | 0,74+0,02° | 1,02+0,05%% 8,87-£0,28ih
ac84 | 3,69£0,51% | 2,5540,09%% | 0,64+0,10¢ 1,0120,01¢% 7,89:+0,52¢%h
i:::; 4,58+1,364% | 2,53+0,425C | 0,790,224 1,04+0,17%¢ 8,94+2,055¢
aldzcld | 4,28£1,009 | 2274036 | 0,74:0,12%% 0,900,092 8,201,584
aldz-c28 | 3,75+0,24% | 2,09+0,18% | 0,68+0,02% 0,86:£0,03 7,370,478
a28z-cl4 | 4,89+0,06%% | 2,80+0,03% | 0,88£0,01%% |  1,15+0,08% 9,72:£0,00¢ie"
T3 | A287-28 | 4,38£0,09% | 2,42+0,34% | 0794003 |  1,0120,07%% 8,610,474
a56z-cl4 | 3,59£0,11% | 2,34+0,24%% | 0,61:£0,02° 0,91:£0,04° 7,45+0,37'%h
a562-c28 | 2,92+0,29¢ | 1,92+0,03% | 0,52+0,04' 0,76+0,01 6,120,297
ii:::; 3,97+0,74° | 2,31+0,34C | 0,70+0,13 0,93+0,14° 7,91+1,29¢
7ald | 091%0,18¢ | 0,770,137 | 0,13+0,06¢ 0,31:£0,05" 2,12:0,42%
728 | 0,660,115 | 074033 | 0,110,028 0,27+0,12" 1,78+0,57
7a56 | 0,530,035 | 0,39£0,047 | 0,09+0,00¢ 0,16+0,01" 1,1620,09%
o4 | Cl4al4 | 0472003 | 040£015 | 0,09+0,02¢ 0,17+0,03" 1,13+0,18"
cl4a28 | 0,52£0215 | 0,37+0,15 | 0,09+0,03¢ 0,14:£0,06" 1,1120,45*
cl4a56 | 042%0,16¢ | 0,31£0,09 | 0,070,028 0,12+0,04" 0,910,31
i:fe‘:‘a‘; 0,58+0,20 | 0,50+0,23° | 0,10+0,03¢ 0,20+0,09° 1,3740,53"
ctald | 1,76+0,10% | 1,37+0,09% | 0,24+0,02¢ 0,45+0,03" 3,82+0,24"
ctat28 | 8,90+0,57* | 5,56+0,42° | 1,58+0,02° 2,30+0,03* 18,35+1,05*
s | CtaS6 | 645:179° | 430:0,36° | 1,03+0,39" 1,63£0,41° 13,4142,95"
cta84 | 425+0,49% | 3,49+0,12° | 0,62+0,02 1,13:£0,03 9,49+0,61¢¢efeh
i:::‘a‘; 5,34+2,92% | 3,68+1,64* | 0,87+0,56 1,380,744 11,27+5,824
Srednia
Average 3,7322,20 2,26 0,65 0,92 7,56

Te same litery w kolumnach oznaczajg grupy jednorodne (p < 0,05) - a,b,c... odnoszg sie do wszystkich nalewek,
A,B,C - odnoszg sie do wariantow
The same letters in the columns indicate homogenous groups (p < 0.05) - a,b,c... refer to all liqueurs, A,B,C - refer
to variants
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Nalewki z tarniny zawieraly w swoim skladzie nastepujace antocyjany: cyjanidyno-3-
-glukozyd (37-54%) cyjanidyno-3-rutynozyd (25-41%), peonidyno-3-glukozyd (6-10%)
oraz peonidyno-3-glukozyd (11-15%), a ich wzajemne proporcje w zawartoéci barwnikow
ogotem zalezaly od sposobu przygotowania nalewek oraz czasu kontaktu z roztworem etanolu
(rys. 15).
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Rys. 15. Profil antocyjanéw nalewek z tarniny przygotowanych réznymi metodami (T1, T2, T3, T4,
T5)

Fig. 15. Anthocyanin composition profile of sloe liqueurs prepared by different methods (T1, T2, T3,
T4, T5)

W nalewkach przygotowanych wedlug wariantéw T4 (cukier dodany na poczatku
procesu) i T5 (owoce ogrzewane) stabilno$¢ glukozyddéw cyjanidyny i peonidyny byta mniej-
sza, a rutynozydéw wieksza niz w pierwszych trzech wariantach, w ktérych owoce od razu
poddano dzialaniu etanolu. O trwalosci barwnikéw antocyjanowych decyduje ich budowa,
w szczegdlnosci glikozylacja, metylacja i acylacja. Rutynozydy sa bardziej stabilne od glu-
kozydéw, dlatego zostalo ich proporcjonalnie wiecej w tych nalewkach, ktére poddane byty
dziataniu enzymoéw rodzimych i cukru (T4) lub temperatury (T5).

Owoce tarniny tak jak owoce mahonii charakteryzowaly sie prawdopodobnie wyso-
ka aktywno$cig enzyméw utleniajacych, co powodowato znaczaca degradacje zwigzkow fe-
nolowych i antocyjanéw. Niekorzystna degradacja barwnikéw antocyjanowych najbardziej
uwidocznila sie¢ w barwie nalewek tarninowych (rys. 16), ktére wykonano wedtug wariantu
T4, czyli najpierw do owocéw dodano cukru. W nalewkach tych udzial barwy czerwonej (a*)
i z6ltej (b*) byt najnizszy (rys. 17). Byly one takze jasniejsze niz nalewki wykonane wedtug
pozostalych wariantéw (warto$¢ parametru L* byla najwyzsza). Najciemniejsze, a jednocze-
$nie najbardziej czerwone byty nalewki otrzymane przez wstepne ogrzanie (T5).
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Rys. 16. Barwa nalewek z tarniny przygotowanych réznymi metodami (T1, T2, T3, T4, T5)
Fig. 16. Colour of sloe liqueurs prepared by different methods (T1, T2, T3, T4, T5)
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Rys. 17. Parametry barwy (L*, a*, b*) nalewek z tarniny przygotowanych réznymi metodami (T1, T2,
T3, T4, T5)
Fig. 17. Colour parameters (L*, a*, b*) of sloe liqueurs prepared by different methods (T1, T2, T3,
T4, T5)

Nalewki poddano analizie organoleptycznej z udzialem odpowiednio przeszkolonego
zespolu, ktory ocenit barwe nalewek, ich zapach i smak oraz wrazenie ogdlne (rys. 18).

W ocenie ogdlnej nalewki wykonane wedlug wariantéw T1, T2 i T3 wypadty korzyst-
niej niz pozostale nalewki z tarniny i otrzymaty wysoka ocene (4,1-4,2). W nalewkach otrzy-
manych wedlug wariantu T4 na niska ocene wplynely przede wszystkim barwa (oceniona
jako ,,blada”) i smak, ktdéry oceniono jako stodki, ale o bardzo stabej nucie charakterystycznej
dla uzytych owocow. Z kolei nalewki wariantu T5 (owoce rozparzane) uznane zostaly jako
zbyt cierpkie i przez to nieprzyjemne w smaku, co obnizylo ich ogélng note, pomimo tadnej,
intensywnej barwy.
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Rys. 18. Profilogram oceny organoleptycznej nalewek z tarniny
Fig. 18. Organoleptic analysis profile of sloe liqueurs

4.3. Identyfikacja i przemiany zwiazkow fenolowych
nalewek z wybranych owocéw podczas przechowywania

W trzecim etapie badan wykonano nalewki z czarnej porzeczki, mahonii, berberysu i tarniny
przy uzyciu 60% roztworu etanolu. Oznaczono zawarto$¢ polifenoli, antocyjanéw i aktywno-
$ci przeciwutleniajacej w surowcach oraz w nalewkach nieprzechowywanych i przechowywa-
nych przez 12 i 60 miesiecy. Poréwnano sktad zwigzkow fenolowych surowcow i nalewek.

W tabeli 18 zamieszczono wyniki oznaczen zawartoéci podstawowych sktadnikéw
w owocach czarnej porzeczki, mahonii, berberysu i tarniny. Surowce wykorzystane do
przyrzadzenia nalewek zawieraly od 22,7 (czarne porzeczki) do 32% (tarnina) suchej masy,
a ekstrakt refraktometryczny czarnych porzeczek, mahonii, berberysu i tarniny wynosit od-
powiednio 18,5, 15,8, 19,4 i 22,5%. Zawarto$¢ cukréw byla najwyzsza w owocach czarnych
porzeczek (11,8%), a nastepnie tarniny (9,8%). Pozostale surowce zawieraly 7,0% (mahonia)
16,8% (berberys) cukréw ogoétem. Ilo$¢ pektyn zawierala sie w granicach od 1,0 do 1,7%. Naj-
wyzsza kwasowoscia charakteryzowaly sie owoce berberysu - 5,4% w przeliczeniu na kwas
cytrynowy. Kwasowos¢ czarnych porzeczek wynosita 3,7%, natomiast mahonii i tarniny - 3,0
12,9%.

Najbogatsze w polifenole ogolem byty owoce berberysu (ponad 1000 mg GAE-100g"),
a najubozsze — owoce czarnej porzeczki - 606 mg GAE-100 g, ktére powszechnie uwazane sg
za bardzo bogate Zrédlo zwigzkow fenolowych (tab. 19).
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Tabela 19
Table 19
Zawarto$¢ polifenoli ogotem i antocyjanéw w surowcach uzytych do wytworzenia nalewek
Total phenolic and anthocyanin content in raw material used for liqueurs production

Aktywno$¢ wobec rodnikéw DPPH*

Polifenole ogotem | Antocyjany Antioxidant activity

Rodzaj nalewki Total phenolics | Anthocyanins

Kind of liqueur L N against DPPH" radicals
[mg GAE-100g"'] | [mg-100 g'] [umol TE-100 g
Berberys
Barberry 1074+13,46 54,6+1,03 9978,6+60
(Berberis vulgaris L.)
Czarna porzeczka
Blackcurrant 606+2,56 182,4+4,51 12763+0,05
(Ribes nigrum L.)
Mahonia
Mahonia
+ + +
(Mahonia aquifolium 806x7,70 227+1,95 5235+80
(Pursh) Nutt.
Tarnina
Sloe 701+1,94 91,9+0,83 6004,5+50

(Prunus spinosa L.)

Najwicksza zawarto$cig antocyjanéw charakteryzowaly si¢ owoce mahonii i czar-
nej porzeczki (odpowiednio 227,3 i 182,4 mg-100 g w przeliczeniu na 3-glukozyd cyjani-
dyny). Najmniej tych barwnikéw zawieraly owoce berberysu - 54,6 mg-100 g'. Najwicksza
aktywnos$¢ wobec rodnikéw DPPH' wykazywaly owoce czarnej porzeczki i berberysu,
a nastepnie tarniny oraz mahonii.

Niektore owoce, szczegélnie pestkowe, zawierajg glikozydy cyjanogenne (amigdali-
ne), ktére pod dziataniem kwaséw zotadkowych w przewodzie pokarmowym moga uwalnia¢
kwas cyjanowodorowy. W surowcach i nalewkach oznaczono zawarto$¢ amigdaliny metoda
HPLC-DAD (rys. 19).

Swieze owoce tarniny i mahonii zawieraly odpowiednio 84,7 i 82,0 mg amigdaliny
w 100 g, co odpowiada mozliwosci uwolnienia okolo 5 mg cyjanowodoru ze 100 g owocow.
Nalewki zawieraly ponizej 0,2 mg amigdaliny w 100 cm’, co przelicza si¢ na 0,012 mg HCN
w 100 cm’®. Kwasy organiczne obecne w nalewkach, a pochodzace z owocéw, i wydtuzony czas
maceracji spowodowaly rozklad amigdaliny, stad jej sladowe ilo$ci w gotowych produktach.

Podczas przygotowania nalewek przede wszystkim barwniki antocyjanowe ulegly
znacznej degradacji ze wzgledu na obecnos¢ etanolu i cukru. Stezenie antocyjanéw w nalew-
kach i ich stabilno$¢ byty zréznicowane. W 100 cm’ produktéw oznaczono od 5,8 do 9,2 mg
antocyjanow, w przeliczeniu na 3-glukozyd cyjanidyny, najwigcej w nalewkach tarninowych,
a najmniej w porzeczkowych (tab. 20). Jednym z wyznacznikéw stopnia degradacji barwni-
kow jest indeks degradacji antocyjandw. Im jego wartos¢ jest wyzsza, tym degradacja anto-
cyjanéw jest wieksza. W analizowanych nalewkach najbardziej niekorzystny, czyli najwyz-
szy indeks degradacji, obliczono dla nalewek z czarnej porzeczki (DI=2,13) i z berberysu
(DI=1,83). W pozostatych nalewkach indeks degradacji byt mniejszy i wynosit: 1,28 (nalewka
z mahonii) i 1,21 (nalewka z tarniny).
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Rys.

280nm

Nalewka porzeczkowa

n
Blackcurrant liqueur
A~ Nalewka berberysowa

Barberry liqueur

e | Nalewka zowocéw mahonii
Mahonia fruit liqueur

—_ Nalewka tarninowa
Sloe liqueur

A Ekstrakt owocéw mahonii
Mahonia fruit extract

| Ekstrakt owocéw tarniny
Sloe fruit extract

~A—l| Nalewka tarninowa + wzorzec amigdaliny
Sloe liqueur + amygdalin standard

Wzorzec amigdaliny
. Amygdalin standard

50 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0
19. Chromatogramy HPLC-DAD (280 nm) wzorca amigdaliny (A), nalewki z tarniny z dodanym

wzorcem amigdaliny (B), ekstraktow z owocow tarniny (C) i mahonii (D) oraz nalewek
tarninowych (E), mahoniowych (F), berberysowych (G), porzeczkowych (H)

Fig. 19. HPLC-DAD chromatograms (280 nm) of amygdalin standard (A), sloe liqueur with amygdalin
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standard (B), sloe (C) and mahonia (D) fruit extracts and sloe (E), mahonia (F), barberry (G)
and blackcurrant (H) liqueurs

Tabela 20
Table 20
Srednia zawarto$¢ antocyjanéw oraz indeks degradacji antocyjanéw w nieprzechowywanych
nalewkach owocowych
Average anthocyanins content and anthocyanin degradation index of not stored fruit liqueurs

Antocyjany Indeks degradacji
Rodzaj nalewki Anthocyanins antocyjanow
Kind of liqueur [mg cy Anthocyanins
3-glu-100 cm™®] | degradation index

Czarna porzeczka
Blackcurrant 7,45 + 0,05 b¢ 1,58 £ 0,093
(Ribes nigrum)
Mahonia
Mahonia 5,87 +0,45 b¢ 2,130,277 ¢
(Mahonia aquifolium)
Berberys
Barberry 8,04 £0,09 *® 1,28 £ 0,006 *
(Berberis vulgaris)

Tarnina
Sloe 9,21 £0,24 * 1,21 £ 0,001 *
(Prunus spinosa)




Nalewki zawieraly takze o wiele mniej polifenoli ogétem niz surowce, z ktérych zosta-
ty wykonane, z powodu dodatku cukru i alkoholu podczas ich przygotowania. Jednak nalewki
z owocow mato popularnych: berberysu, mahonii i tarniny, ktére w 100 cm® zawieraly od 312
do 429 mg polifenoli ogélem w przeliczeniu na kwas galusowy byly bogatsze w polifenole niz
nalewki porzeczkowe, ktore zawieraty 117 mg polifenoli ogotem w 100 cm™ (tab. 21).

Tabela 21
Table 21
Zawarto$¢ polifenoli ogétem i aktywno$¢ przeciwutleniajaca nalewek przed i po przechowywaniu
przez 12 i 60 miesiecy
Total phenolic content and antioxidant activity of liqueurs before and after 12 and 60 months ageing

Czas przechowywania Polifenole ogdtem DPPH" | ABTS* | FRAP
Nalewka [miesiace] [mg GAE-100 cm™]
Liqueur Time of ageing Total phenolics [umol TE-100 cm?]
[months] [mg GAE-100 cm™]
Nalewka 0 117,7 496,4 731,3 1202,3
z czarnej 12 85,3 463,5 663,0 1531,8
porzeczki
Blackcurrant 60 87,6 477,5 5577 | 1513,0
liqueur
Nalewka 0 312,4 989,1 942,5 1893,6
2 mahonii 12 230,7 8520 | 12184 | 2011,9
Mahonia
liqueur 60 245,7 894,0 1320,1 | 2143,6
Nalewka 0 429,1 1450,1 17402 | 1506,5
z berberysu 12 320,2 1377,0 | 19350 | 1413,1
Barberry
liqueur 60 313,0 1280,8 | 19247 | 15189
Nalewka 0 382,0 11280 | 23526 | 17649
z tarniny 12 262,0 10375 | 1791,8 | 1369,5
Sloe liqueur 60 279,1 1248,6 | 1893,4 | 1366,0

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna nalewek byla wielokrotnie mniejsza niz oznaczo-
na dla surowcéw (tab. 21). Nalewka z czarnej porzeczki wykazywala najnizsza aktywnos¢
przeciwutleniajaca sposrod analizowanych prébek, pomimo ze aktywnos$¢ wyznaczona dla
owocow byta najwyzsza. Owoce czarnej porzeczki byly natomiast szczegolnie zasobne w kwas
askorbinowy (166 mg-100 g), ktéry podczas przygotowania nalewek ulegt utlenieniu. Moze
to $wiadczy¢ o duzym udziale kwasu askorbinowego w aktywnosci przeciwrodnikowej tych
owocow. Aktywnos¢ przeciwrodnikowa nalewek oznaczona metodami DPPH:, ABTS*
i FRAP wahala sie w szerokich granicach, odpowiednio: 496-1450, 731-1893 i 1202-1764
pmola TE-100 cm™. Najwyzsza aktywno$cig przeciwutleniajaca charakteryzowaly sie nalewki
z berberysu oraz tarniny.

Nalewki z wybranych owocéw przygotowane jedng metoda przechowywano w tem-
peraturze pokojowej przez 60 miesiecy. Po 12 i 60 miesigcach oznaczono w nich zawartos¢
polifenoli ogélem i aktywnos¢ przeciwutleniajaca (tab. 21).
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Podczas przechowywania przez 60 miesiecy zawarto$¢ polifenoli ogétem oznaczanych
metodg Folin-Ciocalteu obnizyla si¢ 0 22-32% w poréwnaniu z nalewkami nieprzechowy-
wanymi. W oznaczeniach aktywnosci przeciwutleniajacej zauwazono, ze w zaleznosci od
rodzaju surowca, z ktérego wykonano nalewke oraz zastosowanej metody pomiaru, aktyw-
nos¢ przeciwutleniajaca podczas przechowywania zmniejszata sie, rosta lub pozostawata na
podobnym poziomie (tab. 21). Swiadczy to o zachodzacych w czasie przechowywania reak-
cjach zwigzkow fenolowych. Niektére z produktéw tych przemian prawdopodobnie wykazy-
waly aktywno$¢ przeciwutleniajaca i odnotowano zwigkszenie aktywnosci w testach ABTS*
i FRAP w nalewkach przechowywanych, jak na przykltad w nalewkach z mahonii i berberysu.
Inne produkty mogly nie wykazywac takiej aktywnosci i wowczas w poréwnaniu z aktywno-
$cig oznaczona w nalewkach nieprzechowywanych nie stwierdzono zmian aktywnosci lub jej
zmniejszanie si¢, na przyktad w odniesieniu do rodnikéw DPPH" .

W wyniku diugotrwalego przechowywania, w produktach zawierajacych zwigzki azo-
towe o wolnych grupach aminowych i cukry, tworza sie zwigzki wplywajace na barwe i smak
produktéw (produkty reakeji Maillarda). Najczesciej sa one niepozadane w zywnosci, po-
niewaz uwaza si¢, ze mogg negatywnie wplywaé na organizm ludzki. Charakterystycznym
zwigzkiem powstajacym na skutek rozpadu cukréw jest hydroksymetylofurfural (HMF).

Hydroksymetylofurfural w bardzo niewielkim stopniu ulega jonizacji, dlatego nie byt
widoczny na chromatogramach mas, natomiast pik pochodzacy od tego zwiazku widoczny
byt na chromatogramach UPLC-DAD zarejestrowanych przy dtugosci fali 280 nm, co przed-
stawiono na przykladzie nalewki z owocdw berberysu na rysunku 20.
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Rys. 20. Chromatogramy UPLC (280 nm) nalewek z berberysu przechowywanych 12 i 60 miesi¢cy
Fig. 20. UPLC Chromatograms (280 nm) of barberry liqueurs aged 12 and 60 months
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Obecno$¢ hydroksymetylofurfuralu odnotowano w nalewkach ze wszystkich owocow
dopiero po 12 miesigcach przechowywania (rys. 21). W nalewkach z czarnej porzeczki, ma-
honii, berberysu i tarniny oznaczono po tym czasie odpowiednio 1,07, 1,03, 0,9 oraz 0,45
mg-100 cm™ tego zwigzku.

Po 60 miesiacach przechowywania zaobserwowano zwigkszenie si¢ stezenia HMF
w nalewkach. Najwigcej, bo 11,8 mg HMF w 100 cm® zawierala nalewka z berberysu,
a najmniej — 1,9 mg HMF w 100 cm?® oznaczono w nalewce z tarniny.
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Rys. 21. Zmiany zawartosci HMF w nalewkach z czarnej porzeczki, mahonii, berberysu i tarniny
podczas 60 miesiecy przechowywania

Fig. 21. Changes in HMF content in blackcurrant, mahonia, barberry and sloe liqueurs during
60 months of storage

4.3.1. Zwiazki fenolowe owocéw i nalewek z czarnych porzeczek

W owocach i nalewkach z czarnych porzeczek oznaczono sktad zwigzkéw polifenolowych.

Sktad owocéw czarnych porzeczek jest dobrze poznany. Na podstawie poréwnania
z wzorcami oraz danymi literaturowymi przeprowadzono analize chromatograméw UPLC
oraz widm UV-VIS i MS. Na rysunku 22 i w tabeli 22 przedstawiono zwiazki, ktdre zidentyfi-
kowano w owocach czarnych porzeczek oraz ich jony uzyskane w wyniku odlaczenia wodoru
i po fragmentacji.

W czarnych porzeczkach i nalewkach porzeczkowych zidentyfikowano zwigzki z gru-
py antocyjandéw - glukozydy i rutynozydy delfinidyny i cyjanidyny (piki 14, 15, 19 i 20),
kwaséw hydroksycynamonowych - kawoilochinowego (pik 2 i 9), protokatechowego (pik 7)
i kawowego (pik 11 i22), a takze pochodne kwasu sinapowego (pik 16) i p-kumarowego (pik
17), kwasu hydroksybenzoesowego (pik 6) i oraz kwasy jablkowy i cytrynowy (piki 11 3). Na
widmie masowym po fragmentacji zaobserwowano piki o wartosciach m/z 317, 301 i 285,
ktore odpowiadaly fragmentom pochodzacym od pochodnych flawonoli: myrycetyny (piki
23,241 26), kwercetyny (piki 28, 29 i 30) i kemferolu (pik 33).
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Tabela 22
Table 22

Wyniki identyfikacji polifenoli ekstraktu owocow (s) i nalewek z czarnej porzeczki metoda
HPLC-ESI-MS przed przechowywaniem (0) i po przechowywaniu przez 12 i 60 miesigcy
w temperaturze pokojowej
HPLC-ESI-MS analysis of polyphenols in blackcurrant fruit extract (s) and liqueurs before (0)

and after 12 and 60 months of storage in ambient temperature

Nr Nalewki - Liqueurs
piku Zwiazek Rt [M-HJ MS/MS Miesigce - Months
Peak Compound [min] (m/z) (m/z)

No. 0 12 60

1 2 3 4 5 7 8 9
1. Kwas jablkowy 1,67 | 133,0140 | 1150038 T N
Malic acid
Izomer kwasu
2. chlorogenowego 1,73 353,0711 179,0551 + + +
- 1. 111,0088
Chlorogenic acid isomer
Kwas cytryno 11,0095
3. Citrf: oy 1,86 | 191,0192 | 173,0144 T R
383,0460
met(i)iklillizgfhin 303,0506
4. Met’}'l 1_1: icatechiz 3,16 | 479,0821 | 175,0032 -l - -
P 137,0164
glucuronide
381,0360
Niezidentyfikowany 317,0513
> Not identified 341 434015 ) 0071 R
183,0296
Heksozyd kwasu 4-hydro-
6. ksybenzoesowego 3,50 | 299,0767 | 137,0248 -l -] -
4-hydroxybenzoic
acid hexoside
Glukozyd kwasu
7 protokatechowego 357 315,0710 153,0176 ~ ~ ~
’ Protocatechuic ’ 109,0296
acid glucoside
Niezidentyfikowany 381,1032
8. Not identified 373 | 3012 a5 0003 R
Pochodna kwasu
9. chlorogenowego 3,87 353,0380 191,0191 + + +
Chlorogenic acid derivative
- 381,1020
10 Nliﬁﬁegeyrilfg:éany 396 | 4340149 | 183,0290 ]+
116,9283
Heksozyd 179,0321
11. kwasu kawowego 4,22 341,0873 161,0241 - - -
Caffeoyl-hexose 116,9290
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Tabela 22 cd.

Table 22 cont.
1 2 3 4 5 6 8 9
Niezidentyfikowany 219,0505
12 Not identified I ARI089 ) 093 | T T
Niezidentyfikowany 439,1087
13- Not identified $63 | 21905071 y5 0500 | T
3-glukozyd delfinidyny
14. Delphinidin 3-glucoside 5,85 463,0876 301,0337 + - -
3-rutynozyd delfinidyny
15. Delphinidin 3-rutinoside 6,13 609,1449 301,0338 + - -
16 kwasllllesl;sl(;z}(l)(ive 0 6,18 38,1137 208,0375 + - -
' asty STapowes : 223,0612 | 164,0474
Sinapic acid hexoside
Kwas p-kumarowy
17. . . 6,54 163,0391 119,0502 + + +
p-coumaric acid
L 281,1393
18. Nliﬁﬁeﬁe"&fgﬁn" 6,65 | 361,0957 | 237,1488 | + + ] o+
171,1171
19, | Slukozydeyjanidyny o0 g 0058 | 2850891 | 4+ - | -
Cyanidin 3-glucoside
20. | 3 rutymozyd eyjanidyny | (o0 | 5931506 | 2850388 | ++ - -
Cyanidin 3-rutinoside
Heksozyd eriodiktiolu 287,0556
21 Eriodictyol hexoside 7,00 449,1075 269,0451 * * *
Heksozyd
22. kwasu kawowego 7,40 341,1227 179,0709 - + +
Caffeic acid hexoside
Ramnozylo-
-glukozyd myrycetyny 116,9324 B
23 Myricetin 3-rham- 789 1 62106 5100077 | Y "
nozylglucoside
24, | Sglukozydmyrycetyny | g o9 0801 | 317,0278 | 4+ + | -
Myricetin 3-glucoside
Pochodna 167,0350
25. kwasu syringinowego 8,56 197,0449 | 124,0170 - - +
Syringic acid derivative 122,9786
Mal?;l};loc- egtlurlfozyd 521,0928
26. yIyeeyny 8,64 | 5650829 | 479,0825 | ++ - -
Myricetin
. 317,0266
malonylglucoside
Glukozyd aureusydyny 327,0520
27. Aureusidin glucoside 8,76 447,0930 285,0402 A * -
2g. | Srutynozydkwercetyny | g 09 1451 | 3010339 | 4+ | -
Quercetin 3-rutinoside
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Tabela 22 cd.

Table 22 cont.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
301,0332
Pochodna kwercetyny 229,0712

2. Quercetin derivative 9,45 >48,0830 183,0294 B N - *
157,0502

30, | 3cheksozydlawercetyny g 1 030875 | 3010334 | 4+ |+ | + | -

Quercetin 3-hexoside

232,0035
Niezidentyfikowany 183,0294

31 Not identified 978 | SABO83 N agper | T T | YT
112,9885
331,0482

Niezidentyfikowany 548,0834 ’

32. . . 10,16 261,0428 - - + +
Not identified 549,0864 112.9982

33. | 3-glukozyd kemferolu 10,74 | 447,0940 | 2850390 | + | + | + | +

Kaempherol 3-glucoside
Pochodna kwasu
34 |p-kumarowego i nigruminy| 11,25 420,1296 163,0396 + + + +
Nigrumin 5-p-coumarate

Na widmie MS obecny byt takze pik o m/z 479 i 303 (pik 4). Réznica mas pomiedzy
masg 479,0821 Da a 303,0506 Da (charakterystyczng dla metyloepikatechiny) wynosita
175,0315, co wskazuje na obecno$¢ kwasu glukuronowego. Na widmie masowym po fragmen-
tacji obecny byl réwniez jon o masie 137,0164, ktory jest typowym fragmentem powstajacym
podczas rozpadu pierscienia A czasteczki flawonoidu w reakeji Retro-Diels-Aldera. Dlatego
zwigzek ten zidentyfikowano jako glukuronid metyloepikatechiny.

Oznaczono réwniez jeden auron (pik 27), ktéry na podstawie danych literaturowych
odpowiadat glukozydowi aureusydyny oraz jeden posiadajacy grupe nitrylowa, ktéry ziden-
tyfikowano jako nigrumine acylowang kwasem p-kumarowym (pik 34).

Podczas przechowywania nalewek nastapily znaczace zmiany sktadu (rys. 22, tab. 22).
Catkowitej degradacji ulegly antocyjany oraz w duzym stopniu zwigzki z grupy flawonoli,
ktére oznaczono tylko w probkach nalewek po 12 miesigcach przechowywania (tab. 22). Kwa-
sy fenolowe byty obecne w prébkach przechowywanych zaréwno 12, jak i 60 miesiecy. W na-
lewkach przechowywanych, pomimo degradacji antocyjanéw i innych polifenoli, wytworzyly
sie nowe zwigzki (piki 5, 8, 10, 12, 13, 22, 25, 29, 31, 32).

4.3.2. Zwiazki fenolowe owocow i nalewek z mahonii

W owocach i nalewkach z mahonii na podstawie czaséw retencji pikow oraz sygnalow w wid-
mach masowych zidentyfikowano, po poréwnaniu z wzorcami i danymi literaturowymi,
zwigzki polifenolowe z grupy antocyjanéw, kwaséw fenolowych i flawonoli.

Intensywne sygnaly zaobserwowane na widmach ESI-MS (rys. 23) ekstraktéw z owo-
cow i nalewek z mahonii o wartoéciach m/z 191, m/z 353 i m/z 707 pochodzily od kwasu
chlorogenowego.
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Rys. 23. Przyktadowe widmo ESI-MS otrzymane dla nalewki z mahonii

Fig. 23. Exemplary ESI-MS spectrum of mahonia liqueur

Na chromatogramach mas ekstraktu z owocow i nalewek z mahonii (rys. 24) zaob-
serwowano sygnaly o m/z 133 i m/z 115 (tab. 23), ktére pochodzily od kwasu jabtkowego
(pik 1), i sygnaly o m/z 191 i m/z 111 charakterystyczne dla kwasu cytrynowego i jego izome-
ru (piki 21 4).

Dodatkowo w nalewkach zaobserwowano pojawienie si¢ adduktéw etanolu z kwasem
cytrynowym (piki 3, 5, 6, 7), ktérych nie byto w ekstrakcie z owocéw. Sygnaly jonéw [M-H]-
o m/z 353 i m/z 191 pochodzily od kwasu chlorogenowego (5’-kawoilochionowego), ktéry
stanowit ponad 85% kwaséw fenolowych (pik 16). Jego identyfikacje potwierdzono przez
poréwnanie widma i czasu retencji z wzorcem. W owocach, na podstawie widma MS-MS,
zaobserwowano jony o masie [M-H] réwnej 315 i [M-162-H] o masie réwnej 153, ktore
wskazywaly na obecno$¢ heksozowej pochodnej kwasu protokatechowego (pik 11), a w na-
lewkach zaobserwowano jony o masie m/z 381 i charakterystyczny dla kwasu kawowego jon
[M-H] o masie m/z 179, na podstawie ktérych zidentyfikowano ten zwiazek jako pochodna
kwasu kawowego (pik 34).

W widmach masowych owocéw i nalewek wystepowal rowniez pik (nr 18), o charak-
terystycznych wartosciach m/z 163 i 119, pochodzacy od kwasu p-kumarowego. Pochodne
kwaséw protokatechowego, kawowego i p-kumarowego zidentyfikowano w owocach i nalew-
kach z mahonii po raz pierwszy.

W owocach mahonii znajdowalo si¢ dziesie¢ antocyjanéw o charakterystycznych
maksymalnych warto$ciach absorbancji.

Na chromatogramie zarejestrowanym przy diugosci fali 520 nm (rys. 25) zaobserwo-
wano pary pikéw o poréwnywalnych maksimach absorbancji A : 524/525 nm, 515/516 nm,
525/7 nm, 516/517 nm i jeden pik, ktéry zawieral dwa zwigzki o A_ 5251527 nm, na podsta-
wie ktorych zaliczono je do pochodnych pieciu antocyjanidyn: odpowiednio delfinidyny, cy-
janidyny, petunidyny, peonidyny i malwidyny (rys. 25). Wartosci te odpowiadajg glikozydom
wymienionych antocyjanidyn.
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Tabela 23
Table 23
Wyniki identyfikacji polifenoli ekstraktu owocow (s) i nalewek z mahonii metodg HPLC-ESI-MS
przed przechowywaniem (0) i po przechowywaniu przez 12 miesigcy i 60 miesiecy miesiecy
w temperaturze pokojowej
HPLC-ESI-MS analysis of polyphenols in mahonia fruit extract (s) and liqueurs before (0)
and after 12 and 60 months of storage in ambient temperature

Nr Nalewki - Liqueurs
piku Zwiazek R [M-HJ] MS/MS s | Miesigce - Months
Peak Compound t (m/z) (m/z)

No. 0 | 12| 60
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. Kwas jablkowy 143 | 1330142 | 1150040 | + | + | + | +

Malic acid
2 Kwvas cytrynowy 167 | 191,019 | 1110093 | - | - | + | +
Citric acid
Addukt etanolu
z kwasem cytrynowym 191,0192

3 Ethanol adduct 2,09 237,0610 111,0094 * * *

with citric acid

4, Kwas cytrynowy 2,13 191,0196 | 11,0091 | + | - | - | -

Citric acid
Addukt etanolu
z kwasem cytrynowym 191,0192
> Ethanol adduct 214 237,0612 111,0093 * * *
with citric acid
Addukt etanolu
z kwasem cytrynowym 191,0191
6 Ethanol adduct 2> 2370610 1 0002 | T Tl T Y
with citric acid
Addukt etanolu
z kwasem cytrynowym 191,0192
7 Ethanol adduct 268 | 2370619 1 003 | T | L YT
with citric acid
Niezidentyfikowany 305,9677
8 Not identified 287 | ATITBL A pasegzs | Y| T | T | T
Pochodna heksozydu
9 dihydroxyflawonu 353 468,0933 253,0922 ~ ~ . .
’ Dihydroxyflavon > 415,1801 299,0987
hexoside derivative
.. 251,0765
10. Nlelflﬁein;eyrili(g:éany 368 | 4920204 | 1200191 | - | + | + | +
116,9289
Heksozyd kwasu
1. protokatechowego 435 | 3151081 | 153,0555 | + | + | + | +
Protocatechuic
acid hexoside
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Tabela 23 cd.
Table 23 cont.

1 2 3 4 5 7 8 9
Niezidentyfikowany
12. Not identified 4,61 376,0085 143,0345 + + +
kwagle?}ﬁiizdlerrr:(e)fve 0 492,0193
13. genoweg 496 | 7051658 | 173,0084 N I
Chlorogenic acid 111.0093
dehydrodimer ’
vtz chloragonee 5141561
14. genowego 5,33 705,1654 | 191,0549 — |+ |+
Chlorogenic acid
R 111,0091
dehydrodimer
3-glukozyd delfinidyny
15. Delphinidin 3-glucoside 5,89 463,0879 301,0323 + - -
Kwas chlorogeno 191,0552
16. Chlr enigc ad‘a’y 590 | 353,0872 | 1350448 + | o+ | o+
8 707,1815
3-rutynozyd delfinidyny
17. Delphinidin 3-rutinoside 6,13 609,1445 301,0336 * - -
Pochodna
18. kwasu p-kumarowego 6,56 326,1390 163,0396 + + +
. . L9 119,0504
p-coumaric acid derivative
Jo, | 3-glukozyd cyjanidyny 6,75 | 447,0934 | 2850388 T R
Cyanidin 3-glucoside
20, | 3rutynozydeyjanidyny oo | S350y | 85,0389 + | -] -
Cyanidin 3-rutinoside
o1, | 3glukozyd petunidyny o000 051 | 3150505 T A
Petunidin 3-glucoside
2, | 3rutynozydpetunidyny | o0 6060 | 3150498 + | -] -
Petunidin 3-rutinoside
hlomgonomess 353,0879
23. Chlorog o cgi j 759 | 399,1297 | 191,0558 + | o+ | o+
gem 179,0347
derivative
24, | 3-glukozyd peonidyny 8,04 | 461,1079 | 299,0545 T R
Peonidin 3-glucoside
25, | 3rutynozydpeonidyny g 600604 | 2990550 + | -] -
Peonidin 3-rutinoside
26, | 3-slukozyd malwidyny 834 | 491,1192 | 329,0656 T R
Malwidyno 3-glucoside
3-rutynozyd malwidyny
27. Malvidin 3-rutinoside 8,43 637,1765 329,0648 + - -
Niezidentyfikowany 340,1549 310,1079
28. Not identified 878 | 3411587 | 252,0418 L A
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Tabela 23 cd.
Table 23 cont.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
29, | 3rutynozydlawercetyny | o oo coguco | 3010848 | 4 | o+ | 4 | +
Quercetin 3-rutinoside
30, | 3-glaktozydkwercetyny | g0 yosheas | 3010334 | 4 | 4 | o+ | +
Quercetin 3-galactoside
31, | Sslukozydkwercetyny g o) yoshes7 | 3010347 | 4+ | 4 | + | +
Quercetin 3-glucoside
Kwercetyna 463,0887
32. Quercetin 9,94 301,0338 151,0041 + + + +
33, |3rutynozyd izoramnetyny| -y 0063 g5eg | 3150514 | 4 | 4 | o+ |+
Isorhamnetin rutinoside
Pochodna
34, kwasu kawowego 11,22 381,1191 179,0343 - + + +
Caffeic acid derivative

Rt - czas retencji — retention time

520 nm

6E+05+ e 19 - s e
524nm 1 525nm 1 516 nm i 515nm

SE+05

4E+05

3E+05-

2E+05

1E+05-

T T T T T T T T T T T T T T T T
48 50 2 54 56 /58 60 62 64 S 8 4 7 B 0 8, 2 4 86 88 92 94 96 98
. Retenu e - czas relency [mi

525nm - 527 nm . 516 nm 517nm | 525ni J 527nm

ve

Rys 25. Chromatogram UPLC (520 nm) i w1dma UV VIS antocyjanow ekstraktu z owocoéw mahonii
(numery pikéw odnosza si¢ do tabeli 23)

Fig. 25. UPLC Chromatogram (520 nm) and UV-VIS spectra of mahonia fruit extract (peak numbers
refer to table 23)
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W tabeli 24 przedstawiono miejsca hydroksylacji i metylacji delfinidyny, cyjanidyny,
petunidyny, peonidyny i malwidyny.

Kolejnos¢ eluowania zwigzkéw z kolumny podczas analizy HPLC zalezy od ich po-
larnosci. Najpierw eluujg zwiazki bardziej polarne, co zwigzane jest z liczbg grup hydroksy-
lowych w czasteczce. Wraz ze wzrostem liczby grup hydroksylowych w czasteczce, roénie jej
polarno$¢; natomiast obecno$¢ grup metoksylowych zmniejsza polarno$¢ czasteczek. Weze-
$niej na chromatogramie pojawiaja si¢ dwucukry (ramnozydy) niz jednocukry, najpdzniej
eluujg antocyjany acylowane.

Tabela 24
Table 24
Miejsca hydroksylacji i metylacji antocyjanidyn owocéw mahonii
Hydroxylation and methoxylation pattern of mahonia anthocyanidins
Delfinidyna Cyjanidyna Petunidyna Peonidyna Malwidyna
-OH 345 34 45 4 'y
OCH, - - 3 3 35

W wyniku analizy chromatograméw UPLC, widm masowych i szlakéw fragmentacji
antocyjanow zidentyfikowano jony wskazujace na obecno$¢ glukozydoéw i rutynozydéw wy-
mienionych antocyjanidyn (piki 15, 17, 19-22, 24-27).

Dominowaly glukozydy, ktdre tacznie stanowily ponad 70% puli antocyjanéw, przy
czym najwiecej oznaczono 3-glukozydu delfinidyny (pik nr 15) i 3-glukozydu cyjanidyny
(pik nr 19).

Owoce i nalewki z mahonii zawieraly réwniez zwiazki z grupy flawonoli, ktore w tych
surowcach i produktach zidentyfikowano po raz pierwszy. Na chromatogramie z detektora
masowego (rys. 26) znajdowaly sie piki o wartosciach m/z: 609, 463, 463, 301, 623 charaktery-
styczne dla flawonoli, odpowiednio: 3-rutynozydu kwercetyny (rutyny) (pik 29), 3-galakto-
zydu kwercetyny (pik 30), 3-glukozydu kwercetyny (pik 31), kwercetyny (pik 32) i 3-rutyno-
zydu izoramnetyny (pik 33). Po fragmentacji tych zwiazkéw otrzymano jony o masie 301 Da,
charakterystyczne dla kwercetyny, oraz sygnat o wartosci m/z 315 w przypadku 3-rutynozydu
izoramnetyny.

Widoczne na rysunku 26 sygnaly o wartosciach: m/z 463 (609 Da-146 Da) i m/z 477
(623 Da-146 Da) otrzymane odpowiednio dla rutynozydu kwercetyny (609 Da) i dla 3-ruty-
nozydu izoramnetyny (623 Da) potwierdzily obecno$¢ fragmentu ramnozy o masie 146 Da
w czasteczkach tych zwigzkéw. Po calkowitej fragmentacji czasteczek na widmie masowym
pojawily sie piki o warto$ciach m/z 301 w miejscach o czasach retencji odpowiadajacych po-
chodnym kwercetyny [M-162-H] =301 i [609-162-146-H] =301, a m/z 315 dla pochodnej
izoramnetyny: [623-162-146-H]'=315. Widoczne na rysunku 26 dodatkowe piki o m/z 477,
m/z 463 i m/z 623 pochodzily od trzech antocyjanéw o takiej samej masie czasteczkowej jak
identyfikowane flawonole, odpowiednio 3-glukozydu petunidyny (Rt=7,18 min), 3-glukozy-
du delfinidyny (Rt=5,89 min) i 3-rutynozydu petunidyny (Rt=7,34 min).

W nalewkach z mahonii wystepowaly takze produkty utleniania kwasu chlorogeno-
wego (rys. 27).
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MSC [353]

4E+05-
o — — e
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,5 15 12,5
Retention time — czas retencji [min]
MSC [705]
4000+
o A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,5 15 12,5
Retention time — czas retencji [min]
MSC [513]
300004
20000+
10000+
o ey
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,5 15 12,5
Retention time — czas retencji [min]
MsC [321]
8000+
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,5 15 12,5

Retention time — czas retencji [min]
Rys. 27. Widma masowe jonéw odpowiadajacych czasteczkom kwasu chlorogenowego (m/z 353) i jego
dimerom (m/z 705, m/z 513 i m/z 321) w nalewkach z mahonii przechowywanych 60 miesigcy
Fig. 27. Mass spectrum of ions which refer to chlorogenic acid (m/z 353) and its dimers (/2 705, m/z 513
and m/z 321) in mahonia liqueurs ageing for 60 months

Na widmie MS otrzymanym dla nalewek znajdowaly si¢ jony o m/z odpowiednio 705
i 513, wlasciwe dla dehydrodimeréow kwasu chlorogenowego [707-2H] i czasteczek, od ktérych
odlaczyt sie kwasu chinowy [705-192-H]". W nalewce przechowywanej przez 60 miesiecy ozna-
czono po fragmentacji réwniez jony o m/z 321, ktére odpowiadaly utracie obu czasteczek kwasu
chinowego przez dehydrodimer kwasu chlorogenowego [705-192-192-H]" (rys. 28).

M=706 Da

Rys. 28. Dehydrodimer kwasu
chlorogenowego
Fig. 28. Chlorogenic acid dehydrodimer
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4.3.3. Zwiazki fenolowe owocow i nalewek z berberysu

Identyfikacja zwigzkéw fenolowych owocow i nalewek z berberysu metoda UPLC-ESI-MS
polegala na poréwnaniu czaséw retencji i widm w zakresie UV-VIS ze standardami oraz oce-
nie widma masowego.

Na rysunku 29 przedstawiono poréwnanie chromatograméw mas owocéw i nalewek
z berberysu. W owocach berberysu stwierdzono obecnos¢ kwasu chinowego o czasie retencji
1,51 min (pik 1) i o masie jonowej m/z réwnej 191,0555 (tab. 25), natomiast nie odnotowano
tego zwigzku w nalewkach. Zaréwno w owocach, jak i w nalewkach obecny byt kwas jabiko-
wy (pik 2), ktéry na widmie mas zidentyfikowano na podstawie charakterystycznych jonéw
masowych: m/z 115 i m/z 133, oraz kwas cytrynowy i jego izomery (piki 3, 4, 5, 6) o masie
jonowej m/z 191,0190 Da, przy czym w nalewkach znajdowalo sie wigcej pochodnych (w for-
mie dimeréw) tego kwasu.

Wiréd kwasow fenolowych dominowal kwas chlorogenowy (pik 21) o charaktery-
stycznych jonach masowych: m/z 707, m/z 353 i m/z 191.

Po raz pierwszy zidentyfikowano w nalewkach z berberysu zwiazki nalezace do grupy
hydroksylowych pochodnych kwasu cynamonowego. W analizie HPLC-ESI-MS, w negatyw-
nej jonizacji, znaleziono jony [M-H] o m/z 371, a po fragmentacji, takze jony o m/z 209,
ktére odpowiadaly jonom kwasu 5-hydroksyferulowego. Niektore piki na chromatogramie
TIC zawieraly jony o m/z 743 odpowiadajace dimerom [2M-H] tego zwigzku. W tej grupie
kwasoéw i ich pochodnych bylo szes¢ zwiazkow o takiej charakterystyce (piki 7, 8, 10, 11, 13,
14), ktére okreslono jako estry heksozowe kwasu 5’-hydroksyferulowego.

Na chromatogramie masowym ekstraktu z owocdw oznaczono jony o m/z 385 (piki
15, 17, 23 i 28), odpowiadajace heksozowym pochodnym kwasu sinapowego. Potwierdze-
niem identyfikacji byty otrzymane po fragmentacji jony [M-H] o masie 223 Da, charaktery-
styczne dla kwasu sinapowego. Piki 27 i 30 na podstawie analizy widm UV-VIS i widm mas
przed i po fragmentacji zidentyfikowano jako 3-glukozydy cyjanidyny i pelargonidyny.

Tabela 25
Table 25
Wyniki identyfikacji polifenoli ekstraktu owocow (s) i nalewek z berberysu metodg HPLC-ESI-MS
przed przechowywaniem i po przechowywaniu przez 12 miesigcy i 60 miesiecy
w temperaturze pokojowej
HPLC-ESI-MS analysis of polyphenols in barberry fruit extract (s) and liqueurs before and after
12 and 60 months storage in ambient temperature

Nr Nalewki
piku Zwiazek Rt [M-HJ MS/MS s Liqueurs
Peak Compound [min] (m/z) (m/z) Miesiace — Months
No. 0 | 12 [ 60

1 2 3 4 5 6 7 8 9
383,1041
Kwas chinowy 173,0206
L Quinic acid 1,51 BLOSSS 1 70a02 | * | ~ | ~ |
111,0263
2. Kwas jablkowy 1,67 | 1330138 | 1150039 | + | + | + | +
Malic acid
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Tabela 25 cd.

Table 25 cont.
1 2 3 4 5 8 9
K . vn 383,0455
3. W?S E:IYt Yid‘l’w" 1,95 191,0189 | 173,0091 + | o+
socitricac 111,0090
Dimer kwasu
4, cytrynowego 2,17 383,0854 191,0190 + +
Citric acid dimer
Addukt kwasu cytryno-
wego z etanolem - dimer 237,0607
> Ethanol adduct with 226 | 471296 | g 188 A
Citric acid - dimer
Addukt kwasu cytryno-
wego z etanolem — dimer 237,0614
6 Ethanol adduct with 248 | ATSI297 g 0185 R
citric acid - dimer
5-hydroksyferulo-
heksozyd 209,0295
7 5-hydroxyferulic 278 STLOGI3 g5 1314 L
acid hexoside
o omloncremdn 371,0605
8. 4 Zycu 2,88 | 4151232 | 306,0024 + |+
5-hydroxyferulic acid
X .. 209,0296
hexoside derivative
305,9670
Niezidentyfikowany 191,0129
% Not identified 295 347,9761 202,9644 - N
131,9513
5-hydroksyferulo-
heksozyd 291,9517
10. 5-hydroxyferulic S19 1 37TLO6I7 1 500,0205 A
acid hexoside
5-hydroksyferulo-
heksozyd 209,0300
1. 5-hydroxyferulic 345 ] ITLOSIT s 1318 L
acid hexoside
596,0672
Niezidentyfikowany 492,0205 | 363,9729
12. Not identified 374 285,9413 A
251,0763
5-hydroksyferulo-
heksozyd
13. . 3,93 371,0613 209,0299 + +
5-hydroxyferulic
acid hexoside
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Tabela 25 cd.

Table 25 cont.
1 2 3 4 5 8 9
5-hydroksyferulo-
heksozyd
14. . 4,65 371,0608 209,0295 + +
5-hydroxyferulic
acid hexoside
Heksoza kwasu
15. sinapowego 4,70 385,0771 223,0456 - -
Sinapic acid hexoside
Dehydrodimer
16, | lowasuchlorogenowego | o)1 0568 | 5131025 + ]+
Chlorogenic acid
dehydrodimer
Heksozyd
17. kwasu sinapowego 5,26 385,0771 223,0453 - -
Sinapic acid hexoside
k a? eilﬁ’l‘il;‘;dlen;zf ego >13,1027
18, | WA genowes 543 | 7051652 | 321,0394 + oo+
Chlorogenic acid
. 191,0554
dehydrodimer
Kwas 4-hydroksy
19. benzoesowy 5,51 137,0240 - + +
4-hydroxybenzoic acid
Heksozyd
20. kwasu kawowego 5,82 341, 0871 gz’gi:: + +
Caffeic acid hexoside ’
Kwas chlorogeno 191,0555
21. N 596 | 353,0505 | 111,0092 |+
8 707,1017
Kwas chlorogenowy 707,1809
22. Chlorogenic acid 6,28 353,0869 191,0553 * *
Heksozyd
23. kwasu sinapowego 6,44 385,0771 | 223,0452 - -
Sinapic acid hexoside
Glukozyd kwasu
p-kumarowego 163,0396
24 p-coumaric acid 6,60 325,0920 119,0396 * *
glucoside
Addukt etanolu z kwasem
kawoilochinowym 237,0607
2> | Fthanol adduct with 6661 I9OIT | 479 0341 L
caffeoylquinic acid
Glukozyd eriodiktiolu 287,0557
26. Eriodictyol-glucoside 675 491090 15 ,0030 " "
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Tabela 25 cd.

Table 25 cont.
1 2 3 4 5 8 9
a7, | 3glukozyd eyjanidyny g0, 4 0020 | 2850398 - -
Cyanidin 3-glucoside
Heksozyd
28. kwasu sinapowego 7,25 385,0077 223,0451 - -
. . . . 205,9646
Sinapic acid hexoside
Pochodna kwasu
kawoilochinowego 191,0555
29. Caffeoylquinic 733 393,0873 707,1817 - *
acid derivative
30, | 38lukozyd pelargonidyny | (145 0076 | 20,0452 -] -
Pelargonidin-3-glucoside
Addukt etanolu z kwasem
kawoilochinowym 353,0872
31 Ethanol adduct with 7,67 399,1291 191,0554 * *
caffeoylquinic acid
Addukt etanolu z kwasem 353,0495
kawoilochinowym 399,0926 237,0609
32| Ethanol adduct with 8,06 191,0379 M
caffeoylquinic acid 179,0341
Addukt etanolu z kwasem 385,1863
kawoilochinowym 399,0927 353,0495
33. Wyt 8,18 ’ 237,0609 + |+
Ethanol adduct with
caffeoylquinic acid 191,0379
Y 179,0341
Addukt etanolu z kwasem
kawoilochinowym 8,30 399,0927 237,0611
34. . 191,0190 + +
Ethanol adduct with
.. . 179,0341
caffeoylquinic acid
310,1086
.. 267,0605
35. Nlizﬁe;teyili{g:fny 8,82 | 340,1548 | 252,0419 + | o+
191,0553
144,9224
Al o
36. W Wy. 9,20 399,0926 237,0608 + +
Ethanol adduct with
.. . 191,0189
caffeoylquinic acid
Dimer k hin 191,0560
37. Qe in:"asuig dnﬁ‘?go 9,35 381,0821 | 179,0243 + | o+
e ac ¢ 161,0239
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Tabela 25 cd.

Table 25 cont.
1 2 3 4 5 8 9
735,2132
Ester metylo-chinowy 191,0554
38. kwasu kawowego 9,42 367,1031 179,0343 - -
Caffeoyl methyl quinate 161,0235
135,0449
3-rutynozyd kwercetyny 301,0336
39- Quercetin 3-rutinoside 9465 605,1457 300,0273 " "
3-galaktozyd kwercetyny 301,0347
40. Quercetin 3-galactoside 10,02 463,0877 300,0270 - *
447,0927
41. Iiare ‘;tlyr;:rzg'ld31:e?rfzrs‘ﬁi‘; 10,85 | 593,1504 | 285,0401 + |+
P B 151,0035
Ramnozo-glukozyd
izoramnetyny 315,0565
42. Isorhamnetin 11,13 623,1614 477,0461 * *
rhamnoside-glucoside
Ramnozyd kwercetyny 301,0347
43. Quercetin-3-rhamnoside 11,27 447,0926 300,0274 * *
cHlorogenmego 1910556
44, genovies 11,28 | 381,1173 | 179,0347 - |+
Chlorgenic
1 a1 161,0241
acid dimer
Heksozyd kemferolu 285,0395
4. Kaemferol hexoside 11,38 47,0928 381,1186 " "
- 381,1179
46. Nliéﬁe;?ili‘g:fny 11,78 | 4271240 | 287,0555 |
161,0239
Niezidentyfikowany 287,0540
47. Not identified 1195 1 4271268 | 395 1936 L
Niezidentyfikowany
48. Not identified 12,20 | 427,1606 | 381,1173 R
- 381,1038
49, Nliéﬁe;?ili(g:fny 12,46 | 4271238 | 179,0343 o
161,0239
50, | >-ramnozyd kemferolu ) ol gy 0074 | 2850395 T -
Kaempferol-rhamnoside
Niezidentyfikowany
51. Not identified 13,07 427,1245 161,0237 + +
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Zwigzek 19 o czasie retencji 5,51 min i masie jonowej 137,0240 Da zidentyfikowano
jako kwas p-hydroksybenzoesowy. Pojawil si¢ on w nalewkach po co najmniej 12-miesiecz-
nym przechowywaniu i prawdopodobnie byl produktem degradacji 3-glukozydu pelargoni-
dyny - gtéwnego antocyjanu berberysu, ktéra moze przebiega¢ wedtug schematu przedsta-
wionego na rysunku 30.

OH HO o
‘/ ‘/ HO OH
HO\,/J\/ _deglikozylacja HO\’/J\/ c)}-{)H e HO L
O\Gl

OH,O

/ kwas
3-glukozyd cyjanidyny cyjanidyna \ OH o protokatechowy

HO OH

aldehyd floroglucinolu
(2,4,6 trihydroksybenzaldehyd)
. HO o"bH
HO o N
\ﬁ‘/deghkozylaqa HO M /‘)k
& OH
O~cu <o
OH

OH

. . kwas
3-glukozyd pelargonidyny pelargonidyna 4-hydroksybenzoesowy

Rys. 30. Schemat degradacji antocyjanow
Fig. 30. Anthocyanin degradation scheme

Podobnie jak w nalewkach z mahonii - w nalewkach berberysu po przechowywaniu
przez 12 i 60 miesiecy - stwierdzono obecnos¢ dehydrodimeréw kwasu chlorogenowego (piki
16 i 18) o masach jonowych m/z 705, m/z 513 i m/z 321.

Zaréwno w owocach, jak i nalewkach oznaczono zwiazek o masie jonowej m/z 341
(pik 20), a po fragmentacji i utracie czasteczki cukru, w widmie dodatkowo zaobserwowano
jony [M-162-H] o m/z 179 oraz m/z 135, typowe dla rozpadu kwasu kawowego. Dlatego zwia-
zek ten zidentyfikowano jako heksozyd kwasu kawowego.

Piki zwigzkéw oznaczonych w tabeli 25 numerami 22 i 29, na podstawie maksimum
absorbancji ()xmaX=327 nm) oraz widm ESI-MS, w ktérych dominowaly jony o m/z 707,
m/z 353 1 m/z 191, charakterystyczne dla kwasu kawoilochinowego (chlorogenowego), ziden-
tyfikowano jako izomery tego zwigzku. Oznaczono réwniez dimery kwasu chinowego (piki
37 144) o masie m/z 381 Da, ktore wystepowaty w nalewkach po 12 i 60 miesigcach przecho-
wywania.

Na widmie mas zwigzku oznaczonego w tabeli 25 numerem 24 zaobserwowano jony
[M-H]J o m/z 325 i [M-162-H] o m/z 163, a po fragmentacji jony o m/z 163, 145 i 119,
charakterystyczne dla kwasu p-kumarowego. Utrata neutralnego fragmentu o masie 162
Da wskazuje na obecno$¢ fragmentu pochodzacego od heksozy lub kwasu kawowego. Kwas
p-kumarowy wykazuje maksimum absorbancji przy dlugosci fali 310 nm. Widmo UV-VIS
omawianego zwigzku wykazywalo maksimum przy dlugosci fali 295, co moze $wiadczy¢
o przesunieciu hipsochromowym na skutek przytaczenia czasteczki cukru, w formie glikozy-
du, do kwasu p-kumarowego. Przyjeto wiec, ze zwiazek ten jest heksozowa pochodng kwasu
p-kumarowego.

74



Dla pikow 25, 31, 32, 33, 34 i 36 zaobserwowano jony o m/z 399, 353, 341, 237, 191
i 179, a po fragmentacji takze o m/z 191, 135 i 237. Jony o m/z 353, 191, 179 i 135 sg charak-
terystyczne dla rozpadu izomeréw kwasu kawoilochinowego. Wydaje sie, Ze jon o m/z 237 nie
mogl pochodzi¢ od czasteczki kumaroilo-kawoiloglicerolu o podobnej masie, poniewaz ani
w widmie MS, ani MS/MS nie stwierdzono obecnoéci jonu o m/z 163, ktéry powstaje po odla-
czeniu protonu od kwasu p-kumarowego. Jony o m/z 399 1 237 mogly odpowiada¢ adduktom
etanolu lub kwasu mréwkowego z jonami o m/z 353 i 191. Dodatkowo, obliczona réznica
doktadnych mas jondéw 399,092 i 353,050 wynosita 46,042 Da, co odpowiada doktadnie masie
etanolu. Na tej podstawie przyjeto, Ze jon o masie 399,092 Da jest adduktem etanolu i kwasu
kawoilochinowego. Zwiazki te wystepowaly wylacznie w nalewkach.

Zwiazek 26 o czasie retencji 6,75 min i masie [M-H] réwnej 449 Da, po fragmentacji
W jonizacji ujemnej, dat jony o m/z 237, m/z 151 i m/z 125, a na widmie UV-VIS zaobserwo-
wano charakterystyczne dla glukozydu eriodiktiolu maksimum absorbancji dlugosci fali A
285 i 334 nm. Glukozyd eriodiktiolu zidentyfikowano w owocach i przetworach z berberysu
PO raz pierwszy.

Zwigzek o jonie masowym [M-H] o m/z 367 Da (pik 38) i czasie retencji Rt 9,44 min
zidentyfikowano na podstawie mas jonéw widocznych po fragmentacji, odpowiadajacych
fragmentom kwasu kawowego (179 Da) i chinowego (191 Da) jako ester metylo-chinowy
kwasu kawowego. W ujemnej jonizacji masa 367 Da moze réwniez odpowiada¢ deprotono-
wanej czasteczce kwasu ferulochinowego, jednakze na widmie ESI-MS-MS nie znaleziono
jonoéw o wartos$ciach 193 i 134, charakterystycznych dla tego zwiazku. Ester metylo-chinowy
kwasu kawowego zidentyfikowano tylko w ekstrakcie z owocédw berberysu.

Na podstawie charakterystycznych widm masowych i UV-VIS zidentyfikowano
zwigzki z grupy flawonoidéw (piki 39-43 i 45), ktére wystepowaly w owocach i nalewkach:
ramnozo-glukozyd (rutynozyd) kwercetyny (m/z 609, 463 i 301), glukozyd lub galaktozyd
kwercetyny (m/z 463 i 301), ramnozyd kwercetyny (m/z 447 i 301), ramnozo-glukozyd (ru-
tynozyd) kemferolu (m/z 593, 447 i 285), glukozyd lub galaktozyd kemferolu (m/z 477 i 285)
i ramnozyd kemferolu (m/z 431 i 285) oraz ramnozo-glukozyd (rutynozyd) izoramnetyny
(m/z 623, 477 1 315). Rutynozydy, heksozydy i ramnozydy kwercetyny i kemferolu oraz ruty-
nozyd izoramnetyny zidentyfikowano w owocach berberysu i nalewkach z nich wykonanych
PO raz pierwszy.

Na widmach masowych nalewek z berberysu zaobserwowano pojawienie sie pieciu
nowych pikéw o m/z 427 i 381 (piki 46-49 i 51), ktére prawdopodobnie byly adduktami
etanolu ze zwigzkiem bedacym pochodnag kwasu chinowego (m/z 191) i kawowego (m/z 179,
161, 135).

4.3.4. Zwiazkifenolowe owocéw i nalewek z tarniny

Na podstawie czasoéw retencji pikéw oraz sygnatéw w widmach masowych zidentyfikowano,
po pordéwnaniu z wzorcami i danymi literaturowymi, zwiazki polifenolowe z grupy antocyja-
néw, kwasdéw fenolowych, flawanoli i flawonoli.

Na widmach ESI-MS wykonanych dla catego zakresu chromatogramu nalewek z tar-
niny (czas retencji 0-13 min, rys. 31) dominowaly sygnaly pochodzace od kwasu jabtkowego
(m/z 133, 115) oraz od kwasu kawoilochinowego (neochlorogenowego) o m/z 707 i 353. Na
chromatogramach TIC (rys. 32) najwyzsze piki (piki 1 i 6) pochodzily od zwigzkéw o cza-
sach retencji 1,6 i 4,4 min, ktére odpowiadaly wymienionym kwasom (tab. 26). Ponadto na
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podstawie widm UV-VIS i danych dostepnych w literaturze zidentyfikowano kwas cytrynowy
(m/z 191 i 111) i wanilinowy o m/z 167 i 123 (piki 2 i 4) oraz pochodne kwasu chinowego
z kwasami: p-kumarowym o charakterystycznych jonach molekularnych: 337, 163 i 119 Da
i ferulowym o m/z 367, 193 i 134 (piki 9 i 12). Na widmie mas ekstraktu z owocdw tarniny
zaobserwowano réwniez niewielki pik (11) pochodzacy od kwasu chlorogenowego (m/z 353,
m/z 191 i m/z 179), ktérego intensywnos¢ byla wieksza w nalewkach, co moze $wiadczy¢
0 powstawaniu tego izomeru z kwasu neochlorogenowego.

1E+07
o] 133.014
100.00% 353,087
8E+06- 87.56%
6E+06-
447.133
4E+06- 36.47%
235.925
593.151
21.67% 289.071 707.181
24061 1121% yivg P 16a6% 12.96% 760.092 863.181 917168 975,861
o TVRIR TPPOE T0 4 i . LL | 3% 304% 044% 028%

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z [Da)]

Rys. 31. Przyktadowe widmo ESI-MS nalewki z tarniny
Fig. 31. Exemplary ESI-MS spectrum of sloe liqueur

W ekstrakcie z owocow po analizie widm UV-VIS oraz widm ESI-MS-MS zidentyfiko-
wano cztery antocyjany (rys. 33). Na widmie mas wystepowaly jony o warto$ciach: m/z 447,
593, ktére po fragmentacji daly jony [M-H-162] i [M-H-308] o wartosci m/z 285 charakte-
rystyczny dla aglikonu cyjanidyny. Réznice mas 162 i 308 Da $wiadcza o obecnosci heksozy
(glukozy) i rutynozy, dlatego piki 13, 14 zidentyfikowano jako 3-glukozyd i 3-rutynozyd cy-
janidyny. Fragmentacja jondéw o m/z 461 i 607 spowodowata powstanie jonéw [M-H-162]
i [M-H-308] o wartosci m/z 299, typowej dla peonidyny w jonizacji ujemne;j.

Na podstawie réznic mas jonéw molekularnych przed i po fragmentacji zidentyfikowa-
no piki 19, 20 jako 3-glukozyd i 3-rutynozyd peonidyny. W nalewkach nieprzechowywanych
zidentyfikowano 3-glukozyd i 3-rutynozyd cyjanidyny oraz 3-rutynozyd peonidyny (tab. 26).

Sposrdd flawonoli zidentyfikowano siedem pochodnych kwercetyny (piki 23, 25-28,
30, 31). W analizie UPLC-ESI-MS o negatywnej jonizacji znaleziono jony o warto$ciach
m/z 609 (pik 23), i m/z 463 (pik 26), ktére po fragmentacji daly piki o warto$ciach m/z 463
im/z 301, co $§wiadczy o przytaczeniu do kwercetyny dwdch cukréw: glukozy (162 Da) i ram-
nozy (146 Da) w przypadku zwigzku 23 oraz heksozy (glukozy lub galaktozy) o masie 162
Da w przypadku zwiazku 26 do czgsteczki kwercetyny. Zwigzki te zidentyfikowano wiec od-
powiednio jako kwercetyno 3-rutynozyd i kwercetyno 3-heksozyd. Piki 27, 28, 29 o masach
jondéw m/z 433 przed fragmentacja i m/z 301 po fragmentacji, na podstawie czaséw retencji
i widm masowych oraz danych literaturowych, zidentyfikowano jako trzy pentozydy kwerce-
tyny (prawdopodobnie 3-ksylozyd, 3-arbinopyranozyd i 3-arabinofuranozyd).
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Tabela 26

Table 26

Wyniki identyfikacji polifenoli ekstraktu owocow (s) i nalewek z tarniny metodg HPLC-ESI-MS
przed przechowywaniem (0) i po przechowywaniu przez 12 miesiecy i 60 miesiecy
w temperaturze pokojowej

HPLC-ESI-MS analysis of polyphenols in sloe fruit extract (s) and liqueurs before (0)

and after 12 and 60 months storage in ambient temperature

Nr Nalewki - Liqueurs
piku ZWiquk Rt [M-H] MS/MS Miesiqce — Months
Peak Compound (m/z) (m/z)

No. S 0 12 60
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. Kwas jabikowy 1,63 | 1330146 | 1150044 | + | + | + | +

Malic acid
2. Kwas cytrynowy 2,00 | 191,0190 | 111,00094 | + | + | + | +
Citric acid
Niezidentyfikowany 308,0976
> Not identified 22001 2530923 1 yg355 | | P | P | Y
K i 152,0114
4. W\*,‘S Vf’ﬁ‘.m ”‘_ZWY 393 | 167,0348 | 1440454 | + | + | + | +
anillic aci 123.0450
368,0982
Niezidentyfikowany 421,0107
> Not identified 400 | 4670158 | o0 | Y Y L T T
153,0190
Kwas neochlorogenowy 707,1808 | 179,0344
6 Neochlorogenic acid 43| 3530869 | 1910553 | T | Tl Y| T
Niezidentyfikowany
7. Not identified 4,72 | 376,0092 143,0349 - + + +
8. (+) Katechina 555 | 2890713 | 1370240 | + | + | + | +
(+) Catechin
Kwas kumaroilochinowy 337,0920
5 Coumaroylquinic acid >0 163,0396 19,0503 |+ i i i
Niezidentyfikowany 269,1029
10. Not identified S85 1 3130924 1 g 050 | | T | Y| Y
Kwas chlorogeno 179,0341
11. ol enigc acigy 622 | 3530871 | 1350445 | + | + | + | +
8 191,0556
. . 339,0510
12. Il(:waslferlulo'c}}movgf.1zomer 6.51 ;12;,1 (5)?3 193.0498 N . N N
eruloylquinic acid isomer , 1340374
3-glukozyd cyjanidyny 284,0323
13 Cyanidin 3-glucoside 675 | 470924 1 peszge | Y| Y | T |
3- rutynozyd cyjanidyny 447,0934

1. Cyanidin 3-rutinoside 6:98 | 5931509 | peszes | T | Y| T | -

15. (+) Epikatechina 722 | 289,0713 | 137,0236 | + | + | + | -
(-) Epicatechin
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Tabela 26 cd.

Table 26 cont.
1 2 3 4 5 8 9
Niezidentyfikowany 121,0298
16. Not identified 765 | AISI2AL 50 0108 T
Addukt etanolu z pentozo-
-heksozowg pochodna 401,1449
17. alkoholu benzylowego 7,87 | 477,1503 | 269,1024 + +
Ethanol adduct with benzyl 107,0522
alcohol-pentose-hexose derivative
Addukt etanolu z pentozo-
-heksozowg pochodna 401,1449
18. alkoholu benzylowego 7,96 | 477,1501 | 269,1023 + +
Ethanol adduct with benzyl 107,0521
alcohol-pentose-hexose derivative
19. 3-glukozyd peonidyny 8,06 | 461,1075 | 299,0554 - -
Peonidin 3-glucoside
20. 3-rutynozyd peonidyny 8,18 | 607,1655 | 299,0555 -
Peonidin 3-rutinoside
Dimer procyjanidyny 577,1257 289,0714
21 Procyanidin dimer 8,49 575,1185 245,068 N N
Y ’ 125,0246
- 332,0199
22. N‘eéﬁegeyrﬁli(g:‘(’fny 945 | 381,1193 | 275,0208 + | o+
161,0240
23. Kwercetyno 3-rutynozyd 9,58 | 609,1460 | 301,0343 + | -
Quercetin 3-rutinoside
Dimer procyjanidyny 577,1257 28,0714
24. Procyanidin dimer 966 | 5751185 | 240688 - N
Y ’ 125,0246
Kwercetyno 3-pentozylo-heksozyd 463,0873
25 Quercetin 3-pentosyl-hexoside 978 | 5951297 301,0270 i "
26. 3-galaktozyd kowercetyny 9,97 | 463,0873 | 301,0337 + | -
Quercetin 3-galactoside
27. 3-arabinozyd lewercetyny 10,39 | 433,0762 | 301,0267 + | -
Quercetin 3-arabinoside
Niezidentyfikowany 300,0259
28. Not identified 1071 38LIISS |6y 0043 Tt
29. 3-ksylozyd kwercetyny 10,85 | 433,0771 | 301,0342 + | o+
Quercetin 3-xyloside
30. 3-ramnozyd kwercetyny 11,21 | 447,0929 | 301,0269 + |+
Quercetin 3-rhamnoside
31, | Acetyloheksozyd kwercetyny ), o 1 50 1979 | 3010337 T
Quercetin 3-acetylhexoside
32. Niezidentyfikowany 12,9 | 181,0499 | 108,0221 T
Not identified

R - czas retencji - retention time
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Rys. 33. Chromatogram HPLC-DAD (520 nm) i widma UV-VIS antocyjanéw ekstraktu z owocow
tarniny
Fig. 33. HPLC-DAD chromatogram (520 nm) and anthocyanins UV-VIS spectra of sloe fruit extract

Na widmach masowych owocéw i nalewek z tarniny stwierdzono réwniez obecno$é
dwoch pikoéw (25 i 31) o masach [M-H] odpowiednio 595,1297 Da i 505,0979 Da, ktore po
fragmentacji daly piki o masie 301 Da, charakterystyczne dla kwercetyny. Pik o masie jono-
wej m/z 595 po fragmentacji oprécz jonu 301 Da daf réwniez jon 463 odpowiadajacy utracie
czasteczki pentozy [M-132-H]J, ze wzgledu na zbyt malg ilo§¢ danych pozwalajacych okresli¢
rodzaj pentozy i heksozy przylaczonej do czasteczki kwercetyny, zidentyfikowano ten zwigzek
jako pentozydo-heksozyd kwercetyny. W przypadku zwigzku 31 dokladna réznica mas jonu
macierzystego i po fragmentacji wyniosta 204,063 (heksoza -162,052 Da, acetyl -42,011 Da),
co wskazuje na obecno$¢ acetyloheksozy w czasteczce. Dlatego pik 31 zidentyfikowano jako
acetyloglukozyd kwercetyny.

Oznaczono takze dwa zwiazki (piki 17 i 18), ktdre charakteryzowaly sie wystepowa-
niem jondéw o m/z 447 i m/z 401, z ktérych po fragmentacji otrzymano jony o masie 269 Da.
Doktfadna réznica mas jondw: 447,1505 i 401,1446 Da wskazala na obecno$¢ adduktu eta-
nolu do czasteczki o m/z 401. Dokladna réznica mas jonéw molekularnych o m/z 401,1446
im/z269,1026 Da, wyniosta 132,0424 Da, co wskazywalo na obecno$¢ pentozy. Z kolei rézni-
ca mas pomiedzy jonem masowym 269,1024 Da a jonem o masie 107,0522 Da otrzymanym
po fragmentacji i charakterystycznym dla alkoholu benzylowego wynosita 162,0502 Da, co
wskazywalo na odlgczenie czasteczki heksozy. Prawdopodobnie wiec zwigzki te byty pento-
zowo-heksozowymi pochodnymi alkoholu benzylowego.
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Zwiazki z grupy flawanoli charakteryzowaly si¢ malg intensywnoscig pikow. Na chro-
matogramach masowych zidentyfikowano monomery (piki 8 i 15) o m/z 289 i dimery (piki
21i24) o m/z 577 zwiazkoéw z tej grupy.

Po dlugotrwalym przechowywaniu nalewek antocyjany (piki 13, 14, 19 i 20) ulegly
catkowitej degradacji, a liczba dimeréw flawanoli znacznie zmalata. Flawonole byly obecne
zaréwno w ekstrakcie z owocow, jak i nalewkach.

W nalewkach przechowywanych przez 12 i 60 miesiecy wytworzyly sie nowe, nieobec-
ne w surowcu zwigzki o masach jonowych: 376 (pik 7), 381 (pik 22) oraz 181 Da (pik 32).



5. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowane do produkeji nalewek surowce oraz mo-
dyfikacje technologiczne wprowadzone podczas ich wytwarzania wpltynely w zréznicowany
sposob na jako$¢ i sklad polifenoli otrzymanych produktéw.

5.1. Jako$¢ nalewek w zaleznosci od stezenia etanolu
uzytego do ich wytworzenia

Optymalizacja metod ekstrakcji przeprowadzona przy sporzadzaniu nalewek z czarnej po-
rzeczki i mahonii pozwolita na wybdr stezenia alkoholu uzytego w dalszych do$wiadcze-
niach. Stwierdzono, ze st¢zenie wodnych roztwordw etanolu uzytego do maceracji owocow
wplynelo na skutecznosé¢ ekstrakeji zwiazkow fenolowych do nalewek. Abad-Garcia i wsp.
[2007] prowadzili optymalizacje ekstrakeji zwigzkéw fenolowych z owocow. Stwierdzili, ze
ze wzrostem stezenia etanolu rosta skutecznos$¢ ekstrakeji wszystkich grup zwiazkow feno-
lowych z uwagi na dwa czynniki: polarnos¢ alkoholu oraz jego wlasciwo$¢ hamowania ak-
tywnosci polifenolooksydazy. W przypadku niniejszej pracy bylo to szczegdlnie widoczne
w nalewkach z mahonii, w ktérych przy zastosowaniu do maceracji owocdéw 90% wodnego
roztworu etanolu uzyskano najlepsza ekstrakcje barwnikéw antocyjanowych oraz zwigzkow
fenolowych. W pozostalych nalewkach ze wzgledu na nizsze stezenie alkoholu prawdopodob-
nie nie nastgpila pelna inaktywacja polifenolooksydazy, co skutkowalo takze gorsza barwa
nalewek. Etanol jako rozpuszczalnik polarny skutecznie ekstrahuje zwigzki fenolowe z owo-
cow, ale skuteczno$¢ ekstrakeji moze by¢ zwigkszona przez dodatek wody. Wedlug miedzy
innymi Spigno i wsp. [2007] oraz Cacace i Mazza [2003] najlepsza skuteczno$¢ ekstrakeji
wiekszosci grup zwigzkow fenolowych osiaga sie przy uzyciu wodnych roztwordw etanolu
o stezeniach 60-70%. Wedlug Chew i wsp. [2011] oraz Xu i wsp. [2012] stezenie etanolu
powinno wynosi¢ 40-60%. Wydajno$¢ procesu zalezy takze od proporcji rozpuszczalnika do
probki, temperatury i czasu ekstrakcji. Temperatura ekstrakcji zwykle nie przekracza 40°C,
bowiem temperatury ekstrakcji wyzsze niz 40°C powoduja obnizenie wydajnosci ze wzgledu
na degradacje polifenoli, hydrolize, wewnetrzne reakcje redox i polimeryzacje. Uwaza sig, ze
optymalng temperaturg jest 25°C [Bazykina i wsp. 2002, Cacace i Mazza 2003, Hong i Kim
2010, Spigno i wsp. 2007, Yilmaz i Toledo 2006]. Wieksza zawartos¢ antocyjandw uzyskana
w wyniku zastosowania wysokich stezen etanolu nie zawsze przeklada si¢ na korzystniejsza
barwe gotowego produktu. Na przyklad w obecno$ci wyzszych stezen etanolu, ktore wystepu-
ja w nalewkach, zjawisko kopigmentacji jest ograniczone, a stabilnos¢ antocyjanéw mniejsza.
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Boulton [2001] wskazuje, ze zjawisko kopigmentacji zmniejsza si¢ 0 15% w 20% roztworze
etanolu, a zanika w roztworze o stezeniu 50%. Dodatkowo, w przypadku produktéw takich
jak nalewki czy wodki, w roztworze znajduja si¢ promotory degradacji antocyjandw, np. cu-
kry, kwasy organiczne i niektére zwiazki fenolowe [Tseng i wsp. 2006, Shen i Wu 2007]. Barwa
nalewek owocowych w wyniku degradacji antocyjandw z czerwonej staje si¢ brazowa, na sku-
tek tworzenia si¢ bragzowych produktéw reakcji Maillarda, utleniania antocyjanéw i innych
polifenoli. Na przyklad aldehyd octowy, ktory jest produktem utleniania etanolu, dziala na
dwa sposoby - z jednej strony zwieksza intensywnos¢ barwy, ale z drugiej sprzyja jej utracie
poprzez tworzenie bezbarwnych form z antocyjanéw. W polaczeniach flawanol-antocyjan lub
w oligomerach flawanolowych i antocyjanowych wytwarzaja sie etylowe addukty, a stopien
skomplikowania czasteczek ro$nie w czasie przechowywania [Cheynier 2005a,b]. Cukier cze-
sto dodawany do produktéw owocowych jest uwazany za czynnik sprzyjajacy degradacji an-
tocyjanéw [Thakur i Arya 1989, Lewis i wsp. 1995, Tsai i wsp. 2005]. Znane sg réwniez opra-
cowania, ktore podaja, Ze w niektérych warunkach cukier petni role ochronng w stosunku
do antocyjanéw [Wrolstad i wsp. 1990, Nikkhah i wsp. 2007]. Cz¢$¢ napojoéw alkoholowych
o zawarto$ci alkoholu nieprzekraczajacej 50%, takich jak piwo, stodkie wina czy likiery, za-
wieraja w swoim skladzie substraty reakcji Maillarda. Prace Shen i wsp. [2007] oraz Shen i Wu
[2004] wskazuja na odmienny mechanizm tych reakcji w rozworach etanolowych i wodnych.
W prowadzonych na roztworach modelowych badaniach ilo$¢ tworzacego sie HMF obnizata
sie wraz z rosngcym stezeniem etanolu [Shen i Wu 2004]. Produkt degradacji cukréw - HME,
podobnie jak kwas askorbinowy, przyspiesza rozktad barwnikéw antocyjanowych, a skutkiem
jest powstanie brazowo zabarwionych zwigzkow.

5.2. Jako$¢ nalewek w zaleznosci od sposobu przygotowania

Stwierdzono, ze zastosowanie niewielkich modyfikacji w technologii przygotowania nalewek
istotnie wplyneto zaré6wno na zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych, jak i aktywnos$¢ anty-
oksydacyjng. Wykazano, ze na skuteczno$¢ ekstrakeji zwigzkow fenolowych wplynety, oprécz
stezenia uzytego alkoholu, takze czas trwania ekstrakeji oraz kolejnos¢ dodawania cukru i al-
koholu do nalewek.

Podczas proceséw przetwarzania surowcoéw owocowych, ktdre s cennym zrodlem
zwigzkéw bioaktywnych, zachodza przemiany na skutek oddzialywania warunkéw srodowi-
ska. Nastepuja zmiany barwy, smaku, zapachu, za ktére miedzy innymi odpowiedzialne s
zwigzki polifenolowe owocow. Tak jak dowiedziono w niniejszej pracy — kluczowe znaczenie
maja czas maceracji owocow i sposob przygotowania nalewek. Zagadnienia zwigzane ze zmia-
nami podstawowego skladu chemicznego i aktywnosci przeciwutleniajacej w nalewkach byty
tematem dotychczas prowadzonych badan [Alamprese i wsp. 2005, Castafieda-Olivares i wsp.
2010, Gorinstein i wsp. 1993, Jakopic i wsp. 2007, Kucharska i wsp. 2007, Li i Beta 2011, Liu
i wsp. 2003, Montoro i wsp. 2006a,b, Redtjer i wsp. 2006, Shen i wsp. 2007, Stasko i wsp. 2007,
Sokot-Letowska i Kucharska 2008, Kucharska i wsp. 2009b, Sokoét-Letowska i wsp. 2011a,b,
Vacca i wsp. 2003]. Prace te dotyczyly likieréw zaréwno wykonanych metoda tradycyjna, jak
réwniez na potrzeby badan, ale stosunkowo niewiele z nich dotyczylo nalewek owocowych.
Badano wptyw odmiany i terminu zbioru na jako$¢ nalewek z niedojrzalych orzechéw wio-
skich przeznaczonych na tradycyjny likier ,,nocino” [Alamprese i wsp. 2005a,b, Jakopic i wsp.
2007]. Autorzy wloscy i francuscy [Barboni i wsp. 2010, Montoro i wsp. 2006a,b, Vacca i wsp.
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2003] charakteryzowali zmiany w zawarto$ci zwigzkéw fenolowych i aktywnosci przeciwutle-
niajacej oraz barwy i zwiagzkéw zapachowych likieréw z owocédw mirtu. Stasko i wsp. [2007]
zbadali pod katem aktywnosci antyoksydacyjnej likiery ziotowe dostepne w handlu detalicz-
nym i poréwnali je z aktywno$cig win czerwonych. Podobne badania prowadzili Heinonen
i wsp. [1998], ktorzy poréwnali pod wzgledem zawartosci zwiazkow polifenolowych likiery
owocowe i wina owocowe. Prace Kucharskiej i Sokét-Letowskiej [2007, 2008, 2009b, 2011a,b]
obejmowaty, podobnie jak w obecnej pracy, badania nad zmianami aktywnosci przeciwutle-
niajacej i zawartosci polifenoli ogélem w nalewkach dereniowych, porzeczkowych i rézanych
podczas krétkotrwalego przechowywania. Okreslono takze wplyw stezenia cukru na jakosé¢
nalewek wisniowych, jak réwniez mozliwosci zwigkszenia potencjatu antyoksydacyjnego oraz
polepszenia jako$ci nalewek aroniowych przez dodatek przypraw aromatycznych.

Wina gronowe zawieraja przecietnie od 100 (biate) do 4000 (czerwone) mg polifenoli
ogoétem w litrze, w przeliczeniu na kwas galusowy; wina z niektérych owocéw moga by¢ row-
nie bogate w te zwigzki [Rupasinghe i Clegg 2007, Johnson i de Mejia 2012]. Podczas przepro-
wadzonych badan ustalono, ze nalewki bedace alkoholowymi ekstraktami owocoéw zawierajg
w swoim skladzie zwiazki fenolowe, ktére decyduja o ich aktywnosci antyoksydacyjnej. Duze
zréznicowanie potencjalnych surowcéw nadajacych sie do sporzadzania nalewek, a takze sze-
rokie mozliwoéci wzbogacania ich aktywnosci poprzez dodatek przypraw, poszerza mozli-
wosci otrzymania produktéw o wysokim potencjale przeciwutleniajagcym. W zaleznosci od
surowca uzytego do przygotowania nalewek opisanych w niniejszej pracy - zawartosci po-
lifenoli, antocyjandw i aktywno$¢ antyoksydacyjna byly zréznicowane. To wlasnie ze wzgle-
du na duza odmiennos¢ sktadu w poréwnaniu z winami, szeroko opisywanymi jako Zrédlo
przeciwutleniaczy, nalewki moga stanowi¢ dla nich alternatywe o réwnie wysokim potencjale
przeciwutleniajacym i zréznicowanych walorach organoleptycznych [Heinonen i wsp. 1998,
Alamprese i Pompei 2005, Alamprese i wsp. 2005 Kucharska i wsp. 2007, Sokol-Letowska
iwsp. 2011a,b].

Do badan uzyto bardzo popularnego surowca o znanym skladzie polifenoli - czarnej
porzeczki oraz trzech mniej znanych — mahonii, berberysu i tarniny, ktére wedlug wiedzy
autorki dotychczas zostaly scharakteryzowane w bardzo niewielkim stopniu. Rodzaj surowca
uzytego do wytworzenia nalewki mial zasadniczy wplyw na jej sklad, aktywno$¢ przeciw-
utleniajaca i barwe. W przeprowadzonych do$wiadczeniach dowiedziono, ze nalewki owo-
cowe sg produktami bogatymi w zwigzki polifenolowe, ktore istotnie podnosza aktywnos¢
przeciwutleniajaca. Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, zaleznie od surowca i przyjetej metody
przygotowania, wynosita od 67 do ponad 700 mg-100 cm™ w przeliczeniu na kwas galusowy.
Sa to wartosci wyzsze niz oznaczane przez innych badaczy wlikierach. Na przyktad Heinonen
i wsp. [1998] oznaczyli w likierach owocowych od 16 do 180 mg polifenoli w 100 cm?, Ku-
charska i wsp. [2007] w nalewkach dereniowych oznaczyli 120-250 mg polifenoli w 100 cm’,
a w nalewkach z réznych gatunkéw roz 28-120 mg polifenoli w 100 cm’ [Kucharska i wsp.
2009]. Likiery z owocoéw mirtu zawieraly 100-208 mg polifenoli w 100 cm? [Barboni i wsp.
2010, Vacca i wsp. 2003]. Tradycyjne wloskie likiery nocino z orzechéw wioskich byly ba-
dane przez Alamprese i wsp. [2005], ktorzy oznaczyli w nich zawarto$¢ polifenoli ogétem
w zakresie 23-388 mg-100 cm™. Wysokie wartoéci otrzymane w badaniach wlasnych byty
spowodowane prawdopodobnie innymi proporcjami owocéw do roztworu etanolu, ktére we
wspomnianych pracach wynosity 0,5-0,6 kg owocédw na 1 litr etanolu, czyli prawie dwukrot-
nie mniej niz w niniejszej pracy.
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Czynnikiem odrézniajagcym nalewki od win, poza stezeniem alkoholu i ewentualnie
cukru, jest zawarto$¢ w nich barwnikéw antocyjanowych, ktére w nalewkach juz podczas
przygotowania ulegaja degradacji. Wedlug Macheix i wsp. [1990] istnieja dwie gléwne gru-
py czynnikéw decydujacych o stabilnosci antocyjanéw w przetworach, pierwsza zwigzana
z poczatkowym sktadem zwigzkéw fenolowych w owocach i obecnoécig enzymow, a druga
zwigzana z czynnikami zewnetrznymi, takimi jak temperatura i srodowisko przetwarzania
OWOCOW.

Dziatanie temperatury na stabilno$¢ antocyjandw jest dobrze poznane. Sugeruje sie, ze
termiczna degradacja tych barwnikéw moze przebiega¢ na dwa sposoby: poprzez hydrolize
wigzania 3-glikozydowego i utworzenie mniej trwatego aglikonu oraz hydrolityczne otwarcie
pierscienia pyryliowego i utworzenie chalkonu, ktéry nastepnie degraduje si¢ do brunatnych
zwigzkoéw o charakterze polifenoli. Ten sam mechanizm wystepuje podczas dlugotrwatego
przechowywania [Tseng i wsp. 2006, Patras i wsp. 2010].

Wedtug Patras i wsp. [2010] podczas przechowywania antocyjany ulegaja przede
wszystkim procesom polimeryzacji i kondensacji z innymi polifenolami i kwasami fenolowy-
mi. Ze wzgledu na mnogos¢ zwiazkow uczestniczacych w reakcjach ustalenie mechanizmu
degradacji antocyjanéw i innych polifenoli jest trudne. Wiadomo, Ze sg to zwiazki fatwo pod-
legajace utlenianiu, a sam proces przebiega wielostopniowo.

Poszczegélne antocyjany rdznig si¢ pomiedzy soba stabilnoscig. Jest to w gléwnej
mierze zwigzane ze strukturg ich czasteczek. Na przyklad diglikozydy sa odporniejsze na
dzialanie ciepfa niz monoglikozydy. Metoksylacja i acylacja czgsteczki dodatkowo podno-
szg stabilnos¢. Znaczenie ma takze rodzaj przylaczonego cukru. Obecnos¢ kwasu winowego
czy fruktozy w $rodowisku powoduje przyspieszenie degradacji antocyjanéw [Macheix i wsp.
1990], podobnie jak kwas askorbinowy. Szybki rozklad antocyjanéw w nalewkach porzecz-
kowych zwigzany byl z wysoka zawartoscig kwasu askorbinowego w surowcu, ktérego byto
wielokrotnie wiecej niz w owocach pozostalych gatunkéw (tab. 18). Aktywnos$¢ antyoksy-
dacyjna jest zazwyczaj wysoko skorelowana z zawartoscia polifenoli ogétem, chociaz rézne
grupy polifenoli w niejednakowym stopniu uczestniczg w ksztaltowaniu potencjatu prze-
ciwutleniajacego produktéw. Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej zywnosci in vitro zwykle
prowadzone jest kilkoma metodami. W wigkszoéci badan, podobnie jak w niniejszej pracy,
aktywno$¢ tych samych probek byta rézna w zaleznosci od zastosowanego testu aktywnosci.
Whynika to z faktu, ze stosowane metody obejmuja nieco inne grupy przeciwutleniaczy. Me-
toda FRAP okresla mozliwo$¢ redukowania metali przez komponenty zawarte w probce, na-
tomiast metody ABTS* i DPPH" okreslaja zdolnos¢ przeciwutleniaczy obecnych w badanym
materiale do zmiatania wolnych rodnikéw w $rodowisku lipofilnym lub hydrofilnym. Nalezy
zauwazy¢, ze FRAP i ABTS* wykorzystuja w reakcji mechanizm przeniesienia pojedynczego
elektronu, za§ DPPH" réwniez transfer atomu wodoru [Aruoma 2003, Pellegrini i wsp. 2003,
Pérez-Jiménez i wsp. 2008, Floegel i wsp. 2011]. Zwiazki polifenolowe wykazujg na przy-
kiad rézne powinowactwo do niwelowania wolnych rodnikéw DPPH". Najwyzsze wartosci
oznaczano dla rodziny flawan-3-oli, a zwlaszcza procyjanidyn B1 i B2 [Villafo i wsp. 2007].
Na aktywno$¢ przeciwutleniajaca produktéw wplywa réwniez obecnos¢ innych sktadnikéw
zywnos$ci. Moga one zakldca¢ wyniki pomiaréw [Pérez-Jiménez i Saura-Calixto 2006, Stratil
i wsp. 2007].

W nalewkach z wybranych owocéw zmierzono znaczaca aktywnos$¢ przeciwrodni-
kowa, ktora wyrazona jako ekwiwalent Troloksu wynosita od 300 do 2200 umol TE-100 cm?,
w zaleznoéci od rodzaju uzytego surowca i metody pomiaru aktywnosci. Wedlug szeregu
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autoréw aktywnos$¢ antyoksydacyjna likieréw owocowych waha si¢ w szerokim zakresie
od 2 do 3100 umol TE-100 cm™ [Alamprese i Pompei 2005b, Kucharska i wsp. 2007, Vacca
i wsp. 2003]. Na zawarto$¢ polifenoli i aktywno$¢ wplywaja w ogromnym stopniu zmiennosé
surowca i sposdb przygotowania nalewek. Na przyklad Alamprese i wsp. [2005] oznaczyli
w nalewkach orzechowych aktywnos¢ przeciwrodnikowsg rzedu 1,9-894 umol TE-100 cm?.
Zalezala ona od terminu zbioru orzechéw i sposobu przygotowania. Nalewki z owocoéw mirtu
(Myrtus communis) w badaniach Montoro i wsp. [2006a] charakteryzowaly sie aktywnoscia
okoto 300 pmol TE-100 cm™.

To prawdopodobnie wysoka aktywnos$¢ polifenolooksydazy w owocach wplyneta na
ostateczng zawartos$¢ polifenoli w nalewkach z mahonii. Odnotowano to szczegdlnie wyraz-
nie w wariancie M3 nalewek, ktéry polegal na poczatkowym dodatku cukru do owocéw;
w probkach tych degradacja zwigzkéw polifenolowych, w tym antocyjandéw, byla najbardziej
widoczna. Nalewki zawieraly wielokrotnie mniej tych zwigzkéw w poréwnaniu z nalewkami
uzyskanymi innymi metodami.

Do sporzadzenia nalewek uzyto owocéw zamrozonych, dzigki czemu tkanka owocow
byta naruszona przez krysztalki lodu, co ulatwialo ekstrakcje. Skutecznos¢ ekstrakeji zale-
zala takze od wielkos$ci owocdw i grubosci ich skérki. Roznice pomiedzy probkami nalewek
z berberysu byly mniejsze niz zaobserwowano w nalewkach z czarnej porzeczki i tarniny.
Owoce berberysu sg niewielkie, a ich skorka jest cienka, dlatego ekstrakcja zwigzkow ak-
tywnych przebiegala tatwiej anizeli w przypadku pozostatych owocéw o twardej skorce, za$
modyfikacje technologiczne mialy mniejszy wplyw na jako$¢ i sktad gotowych produktow.
W nalewkach z pozostalych trzech surowcéw zastosowanie zmiennej kolejnosci dodawa-
nia alkoholu i cukru podczas ich wytwarzania zréznicowalo jakos¢ powstalych produktow.
W tych wariantach, w ktérych na poczatku procesu owoce mieszano z cukrem, zaobserwowa-
no najgorsza barwe w poréwnaniu z pozostalymi wariantami i odnosilo sie to do wszystkich
rodzajéw badanych owocédw. Podobne wyniki uzyskali Kucharska i wsp. [2007] w badaniach
nad wplywem sposobu przygotowania nalewek z owocow derenia na ich aktywnos¢ przeciw-
utleniajaca i barwe.

W tlenowej degradacji zwiazkéw fenolowych podstawowa role odgrywaja dwa enzy-
my, polifenolooksydaza i peroksydaza, ktérych dziatanie wplywa na jakos¢ zywnosci. Obec-
nie przyjmuje sig, ze oksydaza polifenolowa katalizuje w obecnosci tlenu dwie reakcje: hy-
droksylowanie monofenoli do o-difenoli i utlenianie o-difenoli do o-chinonéw. Nastepnie,
wytworzone chinony, juz bez udzialu enzymoéw, polimeryzujg. Tworza si¢ brunatne zwigzki,
ktére zmieniaja barwe produktéw zywnosciowych. W wigkszosci przypadkdw uwaza sie te
zmiany za niekorzystne, pomijajac czarng herbate, rodzynki, daktyle, a takze likiery i na-
lewki otrzymane z naturalnych surowcéw [Macheix i wsp. 1990, Tomas-Barberan i Espin
2001]. Zaobserwowana utrata barwy nalewek na skutek obnizenia zawarto$ci antocyjanéw,
zwlaszcza w nalewkach z mahonii i tarniny, wynikata prawdopodobnie z wysokiej aktywnosci
polifenolooksydazy, ktéra powodowata brazowienie owocéw uszkodzonych podczas zbioru
i przygotowania nalewek. Potwierdzeniem tej obserwacji moga by¢ mniejsze zmiany barwy
wystepujace w probkach, w ktorych owoce mialy od poczatku procesu ekstrakeji kontakt
z roztworem etanolu, skutecznie hamujacym dziatalno$¢ enzymoéw utleniajacych. Dziatanie
etanolu na polifenolooksydaze zostalo opisane miedzy innymi przez Lerici i Manzocco [2000]
oraz Herter i wsp. [2011]. Nalezy réwniez wspomnie¢, ze dominujacymi zwigzkami w nalew-
kach z mahonii, berberysu i tarniny byly kwasy fenolowe: chlorogenowy i neochlorogenowry;,
ktdre sg aktywnymi substratami reakcji brazowienia, co dodatkowo wyjasnia przyczyny szyb-
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kiej utraty barwy przez nalewki z mahonii i tarniny [Laranjinha 2002, Rice-Evans i Packer
2003, Herter i wsp. 2011].

Wydtuzanie czasu ekstrakcji owocow wplynelo na zwiekszenie zawartosci polifenoli
w nalewkach ze wszystkich owocow, ale wzrost ten nie byl duzy, a istotne statystycznie réznice
obserwowano pomiedzy najkrétszymi i najdiuzszymi czasami maceracji. Podobna tendencja
miata miejsce dla aktywnosci przeciwutleniajacych. Jednoczes$nie wydtuzanie czasu maceracji
owocow wplywalo na zwigkszenie degradacji antocyjandéw. Badania Alamprese i Pompei [2005]
nad opracowaniem najlepszej metody ekstrakeji niedojrzatych orzechéw wloskich wykazaty,
ze wraz z wydluzeniem czasu rosta w nalewkach zawarto$¢ polifenoli i byly one stabilniejsze
anizeli w nalewkach z orzechéw krdécej macerowanych. Wspomniani autorzy wyjasniaja, ze
zwiazki mniej stabilne ulegly utlenieniu, polimeryzacji lub innym przemianom juz podczas
dluzszej maceracji, a w nalewkach krdcej przygotowywanych labilne zwiazki pozostaly w roz-
tworze i procesy ich degradacji zachodzily pézniej, czyli podczas przechowywania.

W procesie przygotowania win czerwonych prowadzi si¢ wstepng maceracje owocow
w celu polepszenia barwy win. W badaniach Kelebek i wsp. [2006] nad wplywem czasu ma-
ceracji na ilo$¢ antocyjandéw w roztworze stwierdzono, ze optymalng barwe mialy prébki ma-
cerowane przez 6 dni, a przediuzanie tego czasu powodowato obnizanie iloéci antocyjandw
w roztworze.

W przypadku wiekszoéci doniesien literaturowych stwierdzono, ze zawarto$¢ polife-
noli obnizata si¢ podczas wydluzonego czasu maceracji, przy czym oznaczenia metodg HPLC
wskazywaly na wyzsze straty anizeli oznaczenia metoda Folin-Ciocalteu. Jedng z przyczyn
mogla by¢ wysoka aktywno$¢ polimeréw polifenolowych, powstalych podczas przechowy-
wania, wobec niespecyficznego odczynnika Folin-Ciocalteu. W ten sposéb nastepowatlo
kompensowanie strat niskoczgsteczkowych polifenoli, co potwierdzajg prace Tsai i Huang
[2004]. Zawartos¢ i sktad polifenoli podlegaja wahaniom podczas obrdbki technologiczne;j
i przechowywania produktéw [Mullen i wsp. 2002, Zafrilla i wsp. 2003, Hurst i wsp. 2009].
Na przyktad podczas obrébki cieplnej ziemniakéw odnotowano zmiany we wzajemnych pro-
porcjach kwaséw chlorogenowych przy jednoczesnym wzroscie zawarto$ci polifenoli ogétem
[Truong i wsp. 2007].

Barwniki antocyjanowe s3 najmniej stabilnymi skfadnikami nalewek, poniewaz na
ich trwalo$¢ wplywa wiele czynnikéw, takich jak struktura chemiczna, stezenie, pH, $wia-
tlo, obecnos¢ kopigmentdw, tlenu, kwasu askorbinowego, cukréw i produktéw ich degradacji
oraz czas i temperatura przechowywania. Latwo utleniajg si¢ w obecnoéci tlenu czgsteczko-
wego, zwlaszcza w obecnosci chinondw, powstalych z innych polifenoli przy udziale poli-
fenolooksydazy (PPO; EC 1.14.18.1). Chinony, ktdre sg wysoce reaktywnymi czgsteczkami,
podlegaja reakcjom kondensacji, w wyniku ktérych tworza sie ciemno zabarwione polimery
o nie do konica poznanej strukturze [Douglas 2002]. Zazwyczaj obnizenie zawarto$ci antocy-
janéw w przetworach spozywczych zmniejsza atrakcyjno$¢ produktu dla konsumenta, jed-
nak w przypadku niektérych przetwordéw zmiana barwy z czerwonej na czerwonobrazows
jest akceptowana, jak ma to miejsce w przypadku suszonych owocéw czy czarnej herbaty
Douglas 2002]. Wydaje si¢, ze réwniez w nalewkach, tradycyjnie postrzeganych jako produk-
ty dlugo przechowywane, dopuszcza si¢ barwe o odcieniu przesunietym w kierunku bardziej
brazowej. Czesto nalewki sporzadzane sg z zidt i przypraw albo z ich dodatkiem, co zwykle
powoduje, Ze otrzymane produkty nie zawieraja antocyjandw i maja barwe brazowa. Swiatto
i temperatura sg czynnikami silnie wplywajacymi na degradacje antocyjandw i innych zwiaz-
kéw fenolowych.
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Barwa jest jednym z najwazniejszych wyréznikéw jakosci zywnodci, zwykle decyduje
o akceptowalnos$ci produktéw przez konsumenta. Stosunek parametréw a*/b* jest uzytecz-
nym wskaznikiem w okreslaniu zmian udziatu barwy czerwonej i z6tej produktéw. Stosujac
ten wskaznik, wykazano, ze najlepsza barwe mialy nalewki otrzymane w wyniku zalania owo-
cOw roztworem etanolu i dodatek cukru w pdzniejszym czasie.

5.3. Identyfikacja i przemiany zwiazkéw fenolowych
owocéw oraz nalewek

Wybrane do badan owoce, poza czarnymi porzeczkami, s3 owocami mato znanymi i wyko-
rzystywanymi dotychczas w niewielkim stopniu. Badane surowce oraz sporzadzone z nich
nalewki charakteryzowaty si¢ duzym zréznicowaniem sktadu chemicznego i aktywnosci prze-
ciwutleniajacej. Ilo$¢ zwiazkéow bioaktywnych w owocach powszechnie wykorzystywanych
do spozycia i przetwarzania oscyluje w szerokim zakresie stezen. Zawartos$¢ polifenoli ogétem
w owocach moze waha¢ si¢ od kilkunastu do kilku tysiecy miligraméw na kilogram produk-
tu, co sprawia, ze rowniez zakres aktywnosci przeciwutleniajacej owocow jest bardzo duzy.
W obszernej pracy autoréw norweskich i amerykanskich [Halvorsen i wsp. 2002] przebada-
no aktywno$¢ przeciwutleniajgca metodg FRAP, wyrazong jako mmol FeSO,-7H,0 100 g,
w owocach, warzywach, zbozach i orzechach. Wedtug tego opracowania aktywnos¢ przeciw-
utleniajaca owocow wynosi od 0,04 (melon) do 11,33 (granat) i 40 mmol-100 g (réza). Owo-
ce pozyskane ze stanu dzikiego zwykle zawieraja wigcej polifenoli i majg wyzsza aktywnos¢
przeciwutleniajacg niz owoce z upraw (plantacji) [Leja i wsp. 2007]. Surowce wykorzystane do
wytworzenia nalewek opisanych w niniejszym opracowaniu byly szczegoélnie bogate w polife-
nole (606-1074 mg-100 g') i mialy wysoka pojemnos¢ antyoksydacyjna.

Sktad polifenoli czarnych porzeczek jest dobrze poznany. Jak podaje wielu autoréw
[Anttonen i Karjalainen 2006, Sojka i wsp. 2009, Gavrilova i wsp. 2011, Shahidi i Naczk
2003], w owocach czarnej porzeczki znajduja si¢ flawonole, gtéwnie glikozydy myrycetyny
i kwercetyny, a takze malonylo-glukozydy myrycetyny i kemferolu oraz acylowana kwasem
ferulowym lub p-kumarowym nigrumina. Identyfikacje zwigzkéw fenolowych czarnych po-
rzeczek i nalewek z nich wykonanych przeprowadzono przy wykorzystaniu widm UV-VIS
i widm masowych oraz danych literaturowych [Anttonen i Karjalainen 2006, Méatta i wsp.
2003, Flamini i Traldi 2010, Laaksonen i wsp. 2012] na podstawie obecnosci jonéw moleku-
larnych o charakterystycznych wartosciach m/z. Zidentyfikowano wymienione zwiazki, a po-
nadto pochodne kwaséw kawowego, kumarowego i ferulowego. Czarne porzeczki zawierajg
4 podstawowe antocyjany: 3-rutynozyd cyjanidyny (ok. 33-38%), 3-rutynozyd delfinidyny
(27-34%), 3-glukozyd cyjanidyny (8-10%), i 3-glukozyd delfinidyny (8-10%), przy czym
proporcje poszczegolnych antocyjandéw moga sie wahaé w pewnym zakresie w zaleznosci od
odmiany [Khoo i wsp. 2012, Rubinskiene i wsp. 2005]. Podobne proporcje antocyjanéw ozna-
czono w ekstraktach z owocéw i badanych nalewkach porzeczkowych.

Sktad chemiczny owocéw mahonii i berberysu nie jest dobrze poznany. Badano
przede wszystkim wyciagi z korzeni i kory tej roéliny, czasami z li§ci, ktére stosowane sg
w celach leczniczych [Rackova i wsp. 2007, Suess i Stermitz 1981, Reuter i wsp. 2010]. Za
gltéwny zwigzek aktywny mahonii i berberysu uwazany jest alkaloid izochinolinowy - ber-
beryna i jej pochodne. Uwaza sie, ze zwigzki te dzialaja przeciwbakteryjnie, przeciwbiegun-
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kowo, przeciwcukrzycowo, przeciwnadci$nieniowo, antydepresyjnie i przeciwzapalne oraz
obnizajg poziom cholesterolu [Rackova i wsp. 2007, Zeng i wsp. 2006]. S to zwiazki stabo
wchlaniajace si¢ z przewodu pokarmowego, ale odktadajace si¢ w sercu, trzustce i watrobie.
Wigkszoé¢ badaczy podaje, ze alkaloidy te nie wystepuja w dojrzatych owocach [Grycova
iwsp. 2007, Imanshahidi i Hosseinzadeh 2008]. W widmach masowych ekstraktéw z owocow
i nalewek poszukiwano sygnaléw pochodzacych od jonéw [M-H] o m/z réwnych 336 (ber-
beryna i epiberberyna), 352 (palmatyna), 338 (jatroryzyna i kolumbamina), 320 (koptyzyna),
322 (berberastyna). Brak wymienionych jonéw potwierdzil nieobecnos¢ powyzszych alkalo-
idéw w badanych probkach owocéw mahonii i berberysu.

Zaréwno w mahonii, jak i w berberysie wystepowaly kwasy jabtkowy i cytrynowy,
a w owocach berberysu zidentyfikowano po raz pierwszy kwas chinowy.

W dostepnej literaturze istnieje zaledwie kilka pozycji dotyczacych zawartosci i skla-
du antocyjanéw i kwaséw fenolowych w owocach mahonii [Akbulut i wsp. 2009, Deineka
i wsp. 2003, 2008, Sorokopudov i wsp. 2005]. Sorokopudov i wsp. [2005] i Deineka i wsp.
[2003] w swoich badaniach nad owocami roslin z rodziny berberysowatych zidentyfikowa-
li antocyjany owocdw mahonii. Sorokopudov i wsp. [2005] zauwazyli jednak, ze wzajemne
proporcje barwnikow zaleza w duzej mierze od pochodzenia roslin. W owocach mahonii be-
dacych przedmiotem ich badan dominowaly pochodne delfinidyny (udziat 47-63%), a tylko
w jednym przypadku gléwnym antocyjanem byl 3-glukozyd cyjanidyny. Udziat pozostatych
antocyjanow w zaleznosci od probki wynosit od ilo$ci sladowych do 15%. W niniejszych ba-
daniach réwniez gtéwnym antocyjanem byt 3-glukozyd delfinidyny, a nastepnie 3-glukozydy
cyjanidyny i malwidyny. Flawonole, zidentyfikowane w owocach mahonii po raz pierwszy,
reprezentowane byly przez pochodne kwercetyny: rutynozyd, galaktozyd i glukozyd oraz ru-
tynozyd izoramnetyny.

W owocach berberysu zidentyfikowano jako gléwny barwnik antocyjanowy 3-gluko-
zyd pelargonidyny (ponad 83%) oraz 3-glukozyd cyjanidyny. Jak podaja Vereskovskii i Sha-
piro [1985], poza tymi dwoma antocyjanami, w owocach berberysu zwyczajnego znajduje
sie réwniez w niewielkich ilosciach 3-glukozyd petunidyny, a wedtug innych autoréw takze
3-glukozyd delfinidyny oraz 3-glukozydy peonidyny i malwidyny, ale w ilo$ciach $ladowych
[Deineka i wsp. 2003, Sorokopudov i wsp. 2005]. W niniejszych badaniach nie zidentyfikowa-
no wymienionych zwiazkéw.

Kwasy hydroksycynamonowe, przede wszystkim kawowy, chlorogenowy i p-kuma-
rowy, sa szeroko rozpowszechnione w roslinach. Badania epidemiologiczne wskazujg na ich
przeciwutleniajace i przeciwnowotworowe wlasciwosci, poprzez korzystne dla zdrowia skutki
diety bogatej w owoce, warzywa i ich przetwory. W pracy autoréw rosyjskich [Deineka i wsp.
2008] podano, ze w owocach berberysu zwyczajnego i mahonii znajduje si¢ w przewazajacej
ilosci kwas chlorogenowy, co znalazlo potwierdzenie réwniez w niniejszej pracy. Dominuja-
cym zwiazkiem, ktory zidentyfikowano w owocach mahonii oraz i berberysu byl kwas 5’-ka-
woilochinowy (chlorogenowy).

Ponadto w owocach mahonii po raz pierwszy oznaczono heksozyd kwasu proto-
katechowego, a takze pochodne kwasow kumarowego i kawowego. W owocach berberysu
Imanshahidi i Hosseinzadeh [2008] oznaczyli kwas kawowy, chlorogenowy i jabtkowy. W wy-
niku niniejszych badan po raz pierwszy oznaczono heksozyd kwasu kumarowego, a takze
pochodne kwasu sinapowego i hydroksyferulowego. Polaczenie analizy widm UV-VIS (usta-
lenie przynaleznosci do klasy zwiazkéw fenolowych) i ESI-MS (ustalenie struktury zwiagzku)
jest warto$ciowym narzedziem do analizy zwigzkow fenolowych. W niniejszej pracy, na pod-
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stawie analizy i poréwnania czaséw retencji oraz widm zwiazkéw chemicznych w ekstraktach
z berberysu z wybranymi standardami, a takze na podstawie danych spektrometrycznych
(UPLC-ESI-MS, drogi fragmentacji), po raz pierwszy zidentyfikowano w owocach i nalew-
kach z berberysu cztery pochodne estrowe kwasu 5’-hydroksyferulowego z heksozg. Na wid-
mach masowych tych zwigzkéw otrzymano charakterystyczne dwa jony [M-H] o m/z 371
i [M-H-162] o m/z 209 odpowiadajace heksozowej pochodnej kwasu 5-hydroksyferulowego
i kwasowi 5-hydroksyferulowemu. Na estrowy rodzaj polaczenia kwas-heksoza dodatkowo
wskazal efekt batochromowy [Simirgiotis i wsp. 2009, Hyétyldinen i Kivilompolo 2010].
Maksima absorbancji widma UV-VIS byly przesuniete w kierunku wyzszych wartosci A
0 4 nm w poréwnaniu z widmem kwasu 5-hydroksyferulowego. Izomery takie oznaczyli tak-
ze Simirgiotis 1 wsp. [2009] w owocach papai. W nalewkach z berberysu zidentyfikowano po-
chodng cukrowg kwasu kumarowego o wartosci m/z 325 [M-HJ, a po fragmentacji m/z 163
[M-H-162]". Na podstawie analizy widma MS po fragmentacji (piki o m/z 163 i m/z 119
[M-H-44]") i przesuniecia hipsochromowego z 310 do 296 nm na widmie UV-VIS zapropo-
nowano, ze moze to by¢ heksozyd (glukozyd lub galaktozyd) kwasu kumarowego. Taki spo-
sob identyfikacji pochodnych heksozowych kwasow fenolowych zaproponowali Hyotyldinen
i Kivilompolo [2010] oraz Maatta i wsp. [2003].

Obecnoé¢ glikozydowej pochodnej eriodiktiolu w owocach i nalewkach z berberysu
0znaczono po raz pierwszy i potwierdzono na podstawie analizy widma MS i danych literatu-
rowych, opierajac sie na charakterystyce rozpadu zwigzkéw flawonoidowych. Z tego wzgledu
zaliczono zwigzek do klasy flawanonéw, ktére po fragmentacji daja charakterystyczne jony
o masach 151 i 125 Da [Hvattum i Ekeberg 2003, Gates i Lopes 2012. Imanshahidi i Hosse-
inzadeh [2008] podaja, ze owoce berberysu zwyczajnego zawierajg eskuletyne, 3-galaktozyd
kwercetyny i 3-ramnozyd kwercetyny. Wyniki badan wiasnych nie wykazaly obecnosci esku-
letyny w owocach, natomiast oznaczono galaktozyd i ramnozyd kwercetyny. Po raz pierwszy
na podstawie analizy widm i przez poréwnanie z wzorcami oznaczono w owocach berberysu
rutynozydy kwercetyny, kemferolu i izoramnetyny oraz ramnozyd kemferolu i jego po-
chodna heksozows, prawdopodobnie galaktozyd.

Przedmiotem badan wielu autoréw sa przede wszystkim liscie i kwiaty tarniny, w kto-
rych zidentyfikowano kwercetyne, kemferol oraz ich glikozydy i diglikozydy jak i ich acylo-
wane formy [Makarov i wsp. 1969, Olszewska i Wolbis 2001, 2002]. Sktadniki owocéw tarniny
sa stabo poznane. Riihinnen [2005] i Fraternale i wsp. [2009] podaja, ze znajduja si¢ w nich
kwasy neochlorogenowy i chlorogenowy, pochodne kwasu kumarowego, (+) katechina oraz
glikozydy kwercetyny. W owocach tarniny wykorzystanych w badaniach wlasnych réwniez
zidentyfikowano kwasy hydroksycynamonowe: 3’-kawoilochinowy, 5’-kawoilochinowy (neo-
chlorogenowy i chlorogenowy), oraz kumaroilochinowy i feruilochinowy, a ponadto kwasy
jabtkowy i cytrynowy. Obecne byly réwniez monomery i dimery flawanoli ((+) katechiny
i (-) epikatechiny).

Podczas rozdzialu na kolumnie RP-C18, glikozydy flawonoidéw eluuja w nastepuja-
cym porzadku: galaktozyd, glukozyd, ksylozyd, arabinopyranozyd, arabinofuranozyd, ram-
nozyd i glukuronid [Grotewold 2006, Lin i Harnly 2008]. Profil flawonoli owocéw tarniny
byt ubozszy niz w trzech pozostatych surowcach, poniewaz zidentyfikowano tylko pochodne
kwercetyny: rutynozyd, galaktozyd, glukozyd, ksylozyd, arabinopyranozyd, arabinofuranozyd,
ramnozyd o charakterystycznych masach jonowych, odpowiednio m/z 609, m/z 463, m/z 463,
m/z 433, m/z 433 i m/z447. Po raz pierwszy w owocach tarniny zidentyfikowano pentozydo-
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heksozyd kwercetyny i acetyloglukozyd kwercetyny, a takze dwie pochodne heksozowo-pen-
tozowe alkoholu benzylowego.

W nalewkach, w poréwnaniu z surowcami, znajdowato sie¢ duzo mniej aktywnych
zwigzkdw, co bylo oczywiscie spowodowane dodaniem etanolu i cukru do owocéw oraz pro-
cesem maceracji. W poréwnaniu z zawarto$ciag w surowcach, oznaczono w nalewkach od
16 do 54% ilosci polifenoli i tylko 3-10% antocyjandw. Zaobserwowano rozklad niektérych
zwigzkow obecnych w owocach i pojawienie si¢ nowych, bedacych produktami przemian
podczas wytwarzania i przechowywania nalewek.

W nalewkach z mahonii oznaczono produkty utleniania kwasu chlorogenowego.
Na widmie ESI-MS zaobserwowano jony molekularne [M-H] o m/z 705, odpowiadajace
dehydrodimerom - utlenionym czgsteczkom kwasu chlorogenowego i jony [M-192-H-]
o m/z 513, ktore wskazywaty na oderwanie jednej czasteczki kwasu chinowego od dehydrodi-
meru. Wyniki poréwnano z pracami szeregu autoréw [Guyot i wsp. 2008, Prigent i wsp. 2008,
Schilling i wsp. 2008] nad utlenianiem zwigzkéw fenolowych w sokach jabtkowych i cydrach,
co pozwolito na identyfikacje zwigzkéw o tych wartoéciach m/z jako produktéw utleniania
kwasu chlorogenowego. Ich obecno$¢ potwierdzono nastepnie po przeprowadzeniu frag-
mentacji czasteczki, w wyniku ktdrej na widmie MS/MS zaobserwowano jon [M-H-192-192]
o m/z 321, odpowiadajacy utracie dwdch czasteczek kwasu chinowego przez dehydrodimer
kwasu chlorogenowego.

Podczas wytwarzania nalewek sa szczegoélnie niekorzystne warunki, niesprzyjajace
zachowaniu tadnej, naturalnej barwy surowca ze wzgledu na nietrwalo$¢ barwnikéw anto-
cyjanowych. Podczas przygotowania obserwowano duze straty antocyjandw, ktére nastepnie
podczas przechowywania ulegaly calkowitej degradacji.

Degradacja antocyjanéw przebiega poprzez poczatkowe odszczepienie czasteczki
cukru, przy czym latwiej reakcja ta zachodzi w przypadku pentoz anizeli heksoz, nastgpnie
powstaly aglikon ulega rozpadowi do aldehydu floroglucinolu (z pier$cienia A antocyjany),
w przypadku cyjanidyny i pelargonidyny. Powstaja przy tym odpowiednie kwasy fenolowe
(z pierécienia B): protokatechowy z cyjanidyny i 4-hydroksybenzoesowy z pelargonidyny.
W podwyzszonej temperaturze moga tworzy¢ sie rowniez glikozydy kwaséw hydroksycy-
namonowych. Wiekszos¢ badan nad degradacja antocyjanéw prowadzona jest w roztwo-
rach modelowych, przewaznie wodnych. Bada si¢ dzialanie temperatury i pH $rodowiska
na stabilno$¢ antocyjanéw. Badania Sadilowej i wsp. [2006] oraz Woodwarda i wsp. [2009]
wykazaly, ze w zaleznosci od rodzaju roztworu modelowego rodzaj i ilo§¢ produktéw de-
gradacji istotnie ulegajg zmianie. Przykladowo, ilo$¢ wytworzonych kwaséw fenolowych wy-
nosita w roztworze wodnym 30-40% poczatkowego stezenia molowego antocyjanu, a w roz-
tworze buforowym tylko 8-18%. Natomiast aldehyd floroglucinolu tworzyl sie w ilo$ciach
od 3 (w wodzie) do 30% (w buforze) w stosunku do stezen antocyjandéw.

Wedtug Watsona i Sparkmana [2007] do jonéw pochodzacych od zwigzkéw obecnych
w prébce moga przylaczal sie takze czasteczki pochodzace z rozpuszczalnika lub fazy rucho-
mej uzytej do rozdzialu UPLC. W przypadku niniejszej pracy odnotowano na widmach mas
sygnaly odpowiadajace jonom o wartosciach m/z powigkszonych o 46 Da, ktére moga $wiad-
czy¢ o powstaniu adduktéw odpowiadajacych czasteczkom etanolu lub kwasu mréwkowego
o masie 46 Da [lijima i wsp. 2008, Ma i wsp. 2007, Watson i Sparkman 2007]. Addukty takie
zaobserwowano w nalewkach z mahonii, berberysu oraz tarniny.

Kwasy fenolowe stanowily gtéwny czynnik aktywnosci przeciwrodnikowej nalewek
z owocoéw mahonii, berberysu i tarniny, w ktérych kwasy kawoilochinowe byly zwigzkami
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dominujacymi. Wedlug wielu badaczy kwas chlorogenowy cechuje sie¢ bardzo wysoka aktyw-
noscig przeciwrodnikows ze wzgledu na katecholowa strukture o-dihydroksy w polaczeniu
z wigzaniem podwdjnym w fanicuchu bocznym [Apte 1997, Bors i wsp. 1990, He i wsp. 2008,
Moridani i wsp. 2001, Osman i wsp. 2012].

W nalewkach z tarniny oznaczono réwniez pochodne kwasu chinowego z kwasami
kawowym, p-kumarowym i ferulowym. Zidentyfikowano takze glikozydy i diglikozydy kwer-
cetyny z heksozami i pentozami.

Bardzo istotny z punktu widzenia zdrowotnego jest fakt, ze nie stwierdzono w nalew-
kach z owocédw mahonii i berberysu obecnosci glikozydu - berberyny ani jej pochodnych.
Substancje te wystepujace powszechnie w korzeniach, korze oraz lisciach mahonii i berberysu
sa zwiagzkami, ktére moga kumulowa¢ si¢ w organizmie. Na widmach mas nie stwierdzono
sygnatu charakterystycznego dla berberyny o warto$ci [M-H] réwnej 336,1244 ani sygnalow
pochodzacych od odszczepionych fragmentdéw o m/z 321,09; 292,09; 306,08; 278,07 [Suess
i Stermitz 1981, Rackova i wsp. 2007, Imanshahidi i Hosseinzadeh 2008].

W owocach tarniny i mahonii oznaczono obecnos¢ amigdaliny - glukozydu cyjano-
gennego, ktory pod dzialaniem kwaséw zotadkowych ulega hydrolizie z uwolnieniem tok-
sycznego dla organizmu kwasu cyjanowodorowego. W nalewkach nie stwierdzono obecnosci
tego zwigzku. Ilo$¢ glikozyddw cyjanogennych w zywnosci regulowana jest Rozporzadze-
niem Parlamentu Europejskiego Nr 1334/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. ,W sprawie $rodkow
aromatyzujgcych i niektdrych skladnikéw zywnosci o wladciwosciach aromatyzujacych do
uzycia w oraz na $rodkach spozywczych” [Rozporzadzenie (WE) nr 1334/2008]. W rozpo-
rzadzeniu tym okreslono najwyzszg dopuszczalng zawartos¢ kwasu cyjanowodorowego w na-
pojach alkoholowych na 35 mg-kg'. Wigksza zawartos¢ tego zwigzku dopuszcza si¢ jedynie
w nugatach, marcepanach i ich substytutach, do 50 mg-kg™, a w owocach pestkowych w pusz-
kach dopuszcza si¢ do 5 mg HCN-kg' [Rozporzadzenie (WE) nr 1334/2008]. W badaniach
wstepnych do niniejszej pracy przeprowadzono doswiadczenia nad skutecznoscig ekstrakeji
glikozydéw cyjanogennych w nalewkach tarninowych. Poréwnano dwie metody przygoto-
wania owocow tarniny - naklucie i zgniecenie. Owoce nastepnie ekstrahowano etanolem
przez 2-12 tyg., podczas ktérych mierzono stezenie powstajacego kwasu cyjanowodorowego.
Nalewki przygotowane z owocoéw zgniecionych zawieraly ok. 17 mg HCN w litrze nalew-
ki, a nalewki z owocéw naklutych - 5,3 mg HCN. Podczas 12 tygodni ekstrakeji zawarto$¢
HCN znacznie si¢ obnizyta — do 1,7 mg HCN-L'w prébkach z owocéw zgniecionych i do 0,7
mg HCN-L' w nalewkach z owocow naklutych. Podczas 8 tygodni przechowywania prébek
zawarto$¢ HCN dalej sie obnizala [Sokoél-Letowska 2009]. Najlepiej poznana jest zawartos¢
glikozydéw cyjanogennych w stodkich i przede wszystkim gorzkich migdalach oraz nasio-
nach moreli, w ktérych oznaczano 5-9 g amigdaliny w 100 g [Gémez i wsp. 1998], a takze
manioku stanowigcym znaczgcg cz¢$¢ pozywienia ludnosci tropikalnych obszaréw Ameryki,
Afryki i Azji [Krafft i wsp. 2012, Oluwole i Onabolu 2003, Sefer i wsp. 2006, Tuncel i wsp.
1998]. W zZywnosci oznacza si¢ nastepujace ilosci HCN: 0,001 mg-kg" w zbozach, 2,5 g-kg™
w manioku, do 8 g-kg' w mlodych jadalnych pedach bambusa. W przetworach z owocow
pestkowych oznaczano 0-4,6 mgkg' [Voldrich i Kyzlink 1992, Anon 2007]. Jako metody
obnizenia zawartosci glikozyddw cyjanogennych zaleca si¢ fermentacje, suszenie, ogrzewa-
nie lub obnizenie pH [Agbor-Egbe i Lape Mbome 2006, Oluwole i Onabolu 2003]. Owoce
zazwyczaj charakteryzujg sie wysoka kwasowoscig, co moze korzystnie wptywac na obnizenie
zawartosci glikozydéw cyjanogennych w nalewkach owocowych podczas ich przygotowania
i przechowywania.
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Hydroksymetylofurfural (HMF) jest uwazany za wskaznik obnizenia jako$ci zywno-
$ci o wysokiej zawarto$ci cukru, spowodowanej dlugotrwaltym przechowywaniem, zwlaszcza
w podwyzszonej temperaturze. HMF jest bowiem prawie lub calkowicie nieobecny w surow-
cach i $wiezych produktach. W produktach zywnosciowych szczegdlng uwage przywiazu-
je sie do obecnosci HMF w miodach, w ktérych dopuszcza sie zawarto$¢ do 40 mg HMF
w kilogramie (tylko miody ,tropikalne” mogg zawiera¢ do 80 mg-kg") [Dyrektywa 2001/110/
WE 2001]. W innych produktach oznaczano szeroki zakres stezen HMFE. Na przykiad Rada-
-Mendoza i wsp. [2002] oznaczyli w dzemach od 0,05 do 3,77 mg HMF-100 g'. W napojach
alkoholowych typu brendy, starzonych w debowych beczkach, Alcazar i wsp. [2006] oznaczyli
od 5 do 18 g HMF w litrze, w likierach kawowych i miodowych od 33 do 57 g1, a w likierach
wisniowych 12121 g-1"'. W octach balsamicznych oznaczano poczatkowo okolo 200 mg-1", po
rocznym przechowywaniu ponad 350, a po péttorarocznym ponad 450 mg-1" [Cerezo i wsp.
2010]. W nalewkach po roku przechowywania oznaczono hydroksymetylofurfural (HMF)
w przedziale 0,45-1,07 mg-100 cm?, a jego zawarto$¢ zwiekszyla sie¢ w miare uptywu czasu.
W nalewkach przechowywanych przez pig¢ lat oznaczono od 1,97 do 15,7 mg-100 cm™ tego
zwigzku. Jego tworzeniu si¢ w produktach, poza wysoka temperatura, sprzyja wysoka kwa-
sowos¢. Potwierdzono te zalezno$¢ réwniez w nalewkach z berberysu i czarnej porzeczki,
ktore charakteryzowaly si¢ wyzszg kwasowoscia i zawieraly wiecej hydroksymetylofurfuralu
niz nalewki z owocéw mahonii i tarniny o mniejszej zawartosci kwasow.

Badania nad degradacjg barwnikéw antocyjanowych prowadzone w réznych roztwo-
rach modelowych i produktach dowiodly, ze w obecnosci etanolu w roztworze tworza sie
nowe brazowe pdlprodukty, a degradacja antocyjanéw zachodzi szybciej anizeli w roztworach
wodnych [Moldovan i wsp. 2012, Shen i Wu 2004, Tseng i wsp. 2006].

Vacca i wsp. [2003] podaja, ze zawarto$¢ antocyjandw ogdlem w likierze z owocow
mirtu zmniejszyla sie w ciagu roku o 80%, a monomerdw antocyjanéw o 90%. Ilos¢ zwigzkow
polifenolowych z grupy procyjanidyn - zmniejszyla sie tylko o okolo 20%, natomiast aktyw-
no$¢ antyoksydacyjna wahala si¢ w tym czasie w zakresie 20%. Na zawartos¢ i stabilnos¢ ak-
tywnych zwigzkéw w likierach duzy wplyw mialy dostep powietrza oraz mniejszy — §wiatla.

Obecnos¢ etanolu wplywa istotnie na przemiany zachodzace podczas dojrzewania
i przechowywania napojow alkoholowych, jak wina, nalewki czy napoje typu brendy. Uwaza
sie, ze skladniki owocéw obecne w §rodowisku reaguja powoli z alkoholem i kwasami orga-
nicznymi, tworzac estry, aldehydy oraz acetale [Soleas 1997].

Zwigzki fenolowe ulegaja degradacji w réznym stopniu. Przykltadowo, wedtug Glisz-
czynskiej-Swiglo i Tyrakowskiej [2003], podczas przechowywania sokéw jablkowych zaob-
serwowano zmniejszanie sie zawartosci niektorych kwaséw fenolowych (chlorogenowego,
kawowego), a zwiekszanie si¢ zawartoéci innych (p-kumarowego, ferulowego). Inne badania
wskazujg natomiast na wzrost zawartosci kwasu chlorogenowego podczas przechowywania
jabtek. Stezenie flawonoli w sokach jablkowych réwniez ulegalo wahaniom - na przyklad
zawarto$¢ kwercetyny byla do$¢ wyréwnana, ale ilos¢ kemferolu rosta lub malata podczas
przechowywania [Napolitano i wsp. 2004, D’Archivio i wsp. 2010].

Jak podaja Moyer i wsp. [2001], aktywnos¢ przeciwutleniajaca produktéw owocowych
zalezy nie tyle od antocyjandéw ale bardziej od innych polifenoli, co znalazto potwierdzenie
réwniez w niniejszych badaniach. Choi i wsp. [2011] zauwazyli, ze aktywno$¢ wobec rodni-
kéw DPPH: i stezenie polifenoli ogétem w tradycyjnej przyprawie chinskiej Chenpi (suszona
skorka mandarynki) rosta wraz z dtuzszym czasem przechowywania oraz podczas wydtuzonej
obrobki cieplnej. Zaobserwowali, ze aktywna i trwalg grupg zwigzkéw byly kwasy fenolowe
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podobnie jak w nalewkach badanych w niniejszej pracy. Wyniki innych opracowan wskazuja,
ze aktywnos$¢ przeciwutleniajgca zmniejsza si¢ lub pozostaje bez zmian podczas przechowy-
wania produktow [Piljac-Zegarac i wsp. 2009, Fadda i wsp. 2012, Oliveira i wsp. 2012].

Podczas przechowywania nalewek nastapilo znaczne obnizenie zawartosci antocyja-
néw. Degradacji tych barwnikéw moze sprzyja¢ wiele czynnikéw takich jak obecnos¢ tle-
nu, kwasu askorbinowego, cukréw i produktéw ich degradacji oraz enzyméw. Na stabilnosé¢
antocyjandw podczas przetwarzania owocow oddzialuja zaréwno poczatkowy ich sktad, jak
i czynniki zewnetrzne majace wplyw w pozniejszym czasie, takie jak temperatura, $wiatto czy
srodowisko, w ktorym proces si¢ odbywa [Rubinskiene i wsp. 2005, Sokél-Letowska i Kuchar-
ska 2006, Kopjar 1 wsp. 2012]. Wielu autoréw podaje, ze produkty degradacji kwasu askorbi-
nowego, takie jak kwas dehydroaskorbinowy, nadtlenek wodoru czy furfurale, przyspieszaja
degradacje antocyjanéw [Boulton 2001, Ozkan 2002, Gonzélez-Molina i wsp. 2009].

Przechowywanie napojéw alkoholowych modyfikuje ich barwe. W winach tworzg si¢
pochodne antocyjanéw, pyranoantocyjany, produkty kopigmentacji i kondensacji antocyja-
noéw z flawanolami oraz inne zwiazki, czgsto o czerwonej barwie. Antocyjany jako szczegdlnie
nietrwale barwniki rodlinne mogg by¢ skutecznie stabilizowane przez niefenolowe sktadniki
zywnodci i te zjawiska obserwuje si¢ w winach [Maier i wsp. 2009].

Przeprowadzone analizy umozliwily identyfikacje aktywnych zwigzkéw w badanych
surowcach. W doswiadczeniach wykazano, ze z owocéw czarnej porzeczki, berberysu, tar-
niny i mahonii otrzymano nalewki bogate w polifenole. Wyznaczono metody przygotowania
nalewek najlepiej wplywajace na jakos¢ tego produktu.
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6. WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwalajg na sformutowanie nastepujacych wnioskéw:

1. Ustalono, ze wykorzystane do badan owoce czarnej porzeczki, mahonii, berberysu
i tarniny charakteryzowaly sie wysoka zawarto$cig polifenoli, od 600 do 1000 mg w 100 g
oraz aktywnoscig przeciwutleniajacg od 5,2 do 12 mmol TE-100 g, wyzszg anizeli wickszos$¢
owocow uzywanych do sporzadzania nalewek. Nalewki z owocéw czarnej porzeczki, maho-
nii, berberysu i tarniny zawieraty od 117,7 do 429,0 mg GAE-100 cm™ i moga by¢ uwazane
za dobre zrédlo zwiazkéw aktywnych biologicznie oraz za produkty o wysokiej aktywnosci
przeciwutleniajacej.

2. ‘W owocach berberysu, mahonii i tarniny dominowaty pochodne kwaséw hydrok-
sycynamonowych. W owocach berberysu i mahonii najwiecej byto kwasu chlorogenowego,
ktory w berberysie stanowil okolo 70% zwiazkow fenolowych, a w mahonii prawie 80%.
W owocach tarniny kwas neochlorogenowy stanowit okoto 80% zwigzkéw fenolowych.

3. W owocach mahonii po raz pierwszy zidentyfikowano i oznaczono pochodne
kwaséw: protokatechowego, p-kumarowego i kawowego, galaktozyd i glukozyd kwercetyny
oraz ramnozydy kwercetyny i izoramnetyny.

4. Po raz pierwszy w owocach i nalewkach z berberysu zidentyfikowano estry hekso-
zowe kwasow: 5’hydroksyferulowego, sinapowego i kawowego oraz zwiazki z grupy flawonoli
- glukozyd eriodiktiolu, ramnozydy i rutynozydy kwercetyny i kemferolu oraz ramnozo-glu-
kozyd izoramnetyny. Owoce berberysu zawieraly takze ester metylo-chinowy kwasu kawo-
wego.

5. W owocach i nalewkach z tarniny zidentyfikowano (po raz pierwszy) heksozydy
i pentozydy oraz acetyloheksozyd kwercetyny.

6. Owoce i nalewki z berberysu i mahonii nie zawieraly w swoim skfadzie berberyny
ijej pochodnych, a w nalewkach z tarniny i mahonii nie stwierdzono obecnosci amigdaliny —
prekursora szkodliwego dla zdrowia kwasu cyjanowodorowego.

7. Wykazano, ze jako$¢ nalewek zalezy od stezenia etanolu uzytego do maceracji
owocow. Stezenie alkoholu w nalewkach z dodatkiem 60% roztworu wynosilo przecigtnie
30% i bylo najbardziej akceptowane przez oceniajacych. Uzycie wyzszych stezen polepszato
ekstrakeje polifenoli, ale niekorzystnie zmienialo smak nalewek.

8. Wykazano, ze jakos¢ nalewek uzalezniona byla od czasu maceracji owocow. Po
14-dniowej maceracji owocow nalewki zawieraly mate stezenie polifenoli, a wydtuzenie czasu
ekstrakgji do 56 dni i dtuzej powodowalo istotne pogorszenie barwy nalewek.

9. Wykazano, ze podczas otrzymywania nalewek na poczatku procesu powinien by¢
dodawany alkohol, ktéry utatwia ekstrakcje aktywnych zwigzkéw owocéw. Stwierdzono, ze
dodanie cukru na poczatku procesu otrzymywania nalewek wptywalo bardzo niekorzystnie
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na produkt gotowy ze wzgledu na znaczng degradacje barwnikéw i zwigzkéw fenolowych.
Szczegolnie niekorzystny efekt byt widoczny w nalewkach z tarniny i mahonii.

10. Okreslono, na podstawie badan technologicznych, optymalny sposéb przygoto-
wania nalewek. Najlepsze nalewki pod wzgledem skladu i cech organoleptycznych mozna
uzyskac po 28-dniowej maceracji owocéw 60% roztworem alkoholu.

11. W badaniach przechowalniczych uzyskano informacje o przemianach zwiazkow
czynnych oraz o pojawieniu si¢ nowych zwigzkéw, nieobecnych w owocach. W czasie prze-
chowywania przez 60 miesiecy degradacji ulegaly w szczegoélnosci antocyjany oraz w pewnym
stopniu flawonole. Stabilnymi sktadnikami nalewek byty kwasy - pochodne kwasu chloroge-
nowego; w nalewkach przechowywanych oznaczono réwniez dehydrodimery kwasu chloro-
genowego, ktore sg produktami jego degradacji (w berberysie i mahonii) oraz kwasy fenolowe
bedace produktami degradacji antocyjanéw (w berberysie).

12. Podczasprzechowywania nalewek wytwarzal si¢ hydroksymetylofurfural, wnalew-
kach po 12 miesigcach przechowywania oznaczono niewielkie jego ilo$ci, bo 0od 0,5 do 1,1 mg
w 100 cm?, natomiast po 60 miesigcach oznaczono od 2,0 do 15,7 mg w 100 cm?, najwiecej
w nalewkach z berberysu.

13. Wyniki badan opisane w niniejszej pracy wskazujg na mozliwo$ci wykorzystania
malo popularnych owocéw, takich jak berberys zwyczajny, mahonia i tarnina do wytwarza-
nia nalewek o wysokim potencjale przeciwutleniajacym, ktére dodatkowo charakteryzujg
sie przyjemnym, akceptowalnym smakiem i zapachem oraz charakterystyczng dla nalewek
z owocow kolorowych czerwonobrazowa barwa.
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IDENTYFIKACJAIPRZEMIANY ZWIAZKOW
POLIFENOLOWYCH NALEWEK Z WYBRANYCH OWOCOW

Streszczenie

W dawnej Polsce tradycyjnie nalewki wykonywano z wielu surowcéw roélinnych zaréwno
zielarskich, jak i owocowych. Poczatkowo w medycynie ludowej traktowane byly jako $ro-
dek leczniczy i wspomagajacy leczenie. W czasach pézniejszych, ze wzgledu na walory or-
ganoleptyczne, nalewki owocowe byly popularnym napojem alkoholowym, ktéry stanowit
specjalno$¢ domu lub tez, dzigki intensywnemu smakowi i zapachowi, pozwalal ukry¢ zla
jakos¢ alkoholu. Dzisiaj wiadomo, ze lecznicze dzialanie nalewek wigzato si¢ miedzy innymi
z obecnoscig w nich zwigzkow fenolowych, ktdre sa cennym sktadnikiem diety. Najnowsze
zalecenia zywieniowe dopuszczajg spozycie niewielkiej porcji napojow alkoholowych. Nalew-
ki owocowe moga w polskich warunkach klimatycznych stanowi¢ atrakcyjny produkt o wia-
$ciwosciach biologicznych podobnych do waloréw wina, ale o spektrum smakéw i zapachow
o wiele bogatszym.

Krajowe surowce, takie jak na przyktad czarna porzeczka (Ribes nigrum L.) sa bogatym
zrodlem zwigzkéw fenolowych, ktére decyduja o wysokiej aktywnosci przeciwutleniajacej
tego owocu. W poszukiwaniu nowych, bogatych w zwigzki fenolowe surowcéw wazna role
odgrywaja owoce mniej popularne oraz mato znane, a wiec rzadko dotychczas wykorzysty-
wane.

Celem pracy byla identyfikacja, analiza ilo$ciowa i okre$lenie stabilnosci zwigzkow
fenolowych, a takze zbadanie aktywnosci przeciwutleniajacej nalewek owocowych otrzyma-
nych z owocdw czarnej porzeczki (Ribes nigrum L.), tarniny (Prunus spinosa L.), berberysu
(Berberis vulgaris L.) i mahonii (Mahonia aquifolia (Pursch.) Nutt) oraz udoskonalenie tech-
nologii ich przygotowania.

W badaniach wykazano, ze wybrane surowce s3 zasobne w polifenole, a zwlaszcza
w pochodne kwasu kawoilochinowego, ktére stanowily ponad 70% zwigzkéw fenolowych
zawartych w surowcach i charakteryzowaly sie duza stabilnoscia w czasie przechowywania
gotowych produktow.

W ekstraktach i nalewkach z owocé6w mahonii zidentyfikowano po raz pierwszy po-
chodne kwaséw protokatechowego, p-kumarowego i kawowego, galaktozyd i glukozyd kwer-
cetyny oraz ramnozydy kwercetyny i izoramnetyny. W owocach i nalewkach z berberysu,
takze po raz pierwszy, zidentyfikowano estry heksozowe nastepujacych kwaséw: 5’-hydroksy-
ferulowego, sinapowego, i kawowego oraz zwigzki z grupy flawonoli — glukozyd eriodiktiolu,
ramnozydy i rutynozydy kwercetyny i kemferolu, a takze ramnozo-glukozyd izoramnety-
ny. Ekstrakt z owocow berberysu zawieral réwniez ester metylo-chinowy kwasu kawowego.
W owocach i nalewkach z tarniny zidentyfikowano (po raz pierwszy) heksozydy i pentozydy
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oraz acetyloheksozyd kwercetyny. Badania nad identyfikacja tych aktywnych biologicznie
zwigzkow przeprowadzono metodami chromatograficznymi i spektroskopii mas ESI-MS/MS.

Wykazano w badaniach, ze moc etanolu uzytego do ekstrakcji owocéw porzeczki
i mahonii istotnie oddziatywala na jakos$¢ produktu, a mianowicie wraz ze wzrostem stezenia
etanolu polepszata sie skuteczno$¢ ekstrakeji polifenoli z owocdw, natomiast rownoczesnie
nastepowalto pogorszenie smaku nalewek. Wykazano, ze czas maceracji owocOw w roztworze
powinien wynosi¢ co najmniej 28 dni. W procesie, ktory tacznie trwal dluzej anizeli 8 tygo-
dni, nastepowata czesciowa degradacja zwiazkow fenolowych, a otrzymane produkty charak-
teryzowaly sie gorszg barwa.

W przeprowadzonych doswiadczeniach udowodniono, ze zastosowanie niewielkich
modyfikacji w technologii otrzymywania nalewek, polegajacych na kolejnosci dodawania
alkoholu i cukru, w istotny sposéb moze zmienia¢ jakos¢ gotowego produktu. Najmniej ko-
rzystnym wariantem byl ten, w ktérym w pierwszym etapie owoce mieszano z cukrem i po-
zostawiano przez kilka dni. W tym czasie, wskutek dziatania enzyméw wlasnych surowca,
nastepowata znaczna degradacja polifenoli, co bezposrednio przekltadato sie na jako$¢ nale-
wek. Roztwor etanolu dodany do owocdéw na poczatku procesu prawdopodobnie powodowat
inaktywacje enzymow i polepszal ekstrakcje. Stwierdzono, ze cukier najlepiej jest dodawac po
przeprowadzeniu wstepnej, trwajacej przez okoto 4 tygodni, ekstrakcji alkoholem.

Mahonia i berberys to roéliny, ktérych liscie i korzenie zawierajg alkaloid berberyne
ijej pochodne, mogace kumulowac si¢ w organizmie. Wykazano, ze owoce nie zawierajg tych
zwigzkdéw, nie oznaczono ich réwniez w nalewkach z owocéw mahonii i berberysu. W owo-
cach mahonii i tarniny oznaczono natomiast obecnoé¢ glikozydu cyjanogennego — amigdali-
ny. Badane w niniejszej pracy nalewki nie zawieraly jednak tego zwigzku. Wysoka kwasowos¢
owocow sprzyjala rozktadowi cyjanogenéw. Podczas trwajacej kilka tygodni ekstrakcji owo-
cOéw wydzielony z amigdaliny kwas cyjanowodorowy, jako zwigzek lotny, prawdopodobnie
uwolnit sie do otoczenia. W trakcie dtugotrwalego przechowywania nalewek wytwarzat sie
hydroksymetylofurfural. Znaczace jego stezenia zawieraly nalewki przechowywane 60 mie-
siecy (od 2 mg w 100 cm® w nalewkach z tarniny do prawie 16 mg w 100 cm® w nalewkach
z berberysu).

Przedstawione wyniki doswiadczen potwierdzily teze, ze wybrane do badan owoce sg
zasobne w zwigzki fenolowe i mogg stanowi¢ cenny surowiec do wytwarzania nalewek o wy-
sokim potencjale przeciwutleniajacym, ktéry utrzymuje si¢ rowniez podczas diugiego prze-
chowywania produktu. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen zaproponowano metode
wytwarzania nalewek, sprzyjajaca ekstrakcji z owocow aktywnych zwiazkéw, co pozwala na
otrzymanie atrakcyjnych produktow.

Stowa kluczowe: Czarna porzeczka (Ribes nigrum L.), mahonia (Mahonia aquifolium (Pursh)

Nutt), berberys (Berberis vulgaris L), tarnina (Prunus spinosa L.), zwigzki fenolowe, nalewki,
HPLC, ESI-MS/MS
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IDENTIFICATION AND TRANSFORMATIONS
OF PHENOLIC COMPOUNDS IN THE LIQUEURS MADE
FROM SELECTED FRUITS

Summary

In old Poland, liqueurs were traditionally made from many plant materials, both herbal and
fruit. Initially, in folk medicine they were treated as a therapeutic agent, supporting the treat-
ment. In later times, due to their organoleptic values (features), fruit liqueurs became a popu-
lar alcoholic beverage, which was the specialty of the house. Sometimes, because of their
intensive taste and flavor it allowed to hide the poor quality of alcohol. Today; it is known that
the therapeutic effects of liqueurs are associated with the presence of phenolic compounds,
which are valuable components of the diet. Recent dietary recommendations permit for small
portion of alcoholic beverages. Fruit liqueurs are in the Polish climatic conditions an attract-
ive product with properties similar to the values of wine, but with much richer range of tastes
and smells.

The Polish domestic fruits, such as blackcurrant (Ribes nigrum L.) are a rich source
of phenolic compounds, which determine the high antioxidant activity of the fruit. While
searching new fruits, rich in phenolic compounds an important role play fruits which are less
popular, less known and that have been rarely used so far.

The aim of this study was the identification, the quantification and the determina-
tion of the stability of phenolic compounds, and the research of the antioxidant activity of
liqueurs obtained from such fruits as: black currant (Ribes nigrum L.), sloe (Prunus spinosa
L.), barberry (Berberis vulgaris L.) and mahonia (Mahonia aquifolia (Pursch.) Nutt) and the
improvement of their preparation technology.

The studies have shown that the selected fruits are rich in polyphenols, particularly in
caffeoylquinic acid derivatives, which represented more than 70% of the phenolic compounds
contained in the raw materials and are characterized by a high stability during the storage of
liqueurs.

In the extracts and liqueurs of mahonia fruit, protocatechuic acid, p-coumaric acid
and caffeic acid derivatives, galactoside and glucoside of quercetin and quercetin and isor-
hamnetin rhamnosides were identified for the first time. In the fruits and liqueurs of bar-
berry, hexose esters of the following acids: 5°-hydroxyferulic, sinapic, and caffeic and fla-
vonols: eriodictyol glucoside, rhamnoside and rutynoside of quercetin and kaempferol, and
rhamnoside-glucoside of isorhamnetin were identified for the first time. The extract from the
barberry fruit contained also the methylquinic ester of caffeic acid. In the fruit and liqueurs of
sloe, hexosides, pentosides and acetylhexoside of quercetin were identified (for the first time).
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Studies on the identification of these biologically active compounds were carried out using
chromatographic methods and mass spectrometry ESI-MS/MS.

It has been shown in studies that the concentration of ethanol used for the extraction
of blackcurrant and mahonia fruit significantly influenced the quality of the product, namely
with increasing the concentration of ethanol, the extraction of polyphenols from the fruit was
more efficient, while at the same time organoleptic features of the liqueurs were worse. It has
been shown that the time of fruit maceration should be at least 28 days. In the process, which
lasted more than eight weeks partial degradation of phenolic compounds was observed, and
the resulting products were characterized by a worse color.

During the experiments, it has been proved that the use of small modifications in the
technology of liqueurs, involving the sequence of adding alcohol and sugar, may significantly
alter the quality of the finished product. The worse variant was that in which during the first
stage, the fruits were mixed with sugar and left for several days. At this time, probably by the
action of enzymes, significant degradation of polyphenols was observed, which is directly
translated into the quality of liqueurs. A solution of ethanol added to the fruit at the beginning
of the process caused inactivation of enzymes and improved the efficiency of extraction. It has
been found that sugar addition should be done after an initial, lasting for about four weeks,
ethanolic solution extraction of fruits.

Leaves and roots of mahonia and berberis plants contain the alkaloid berberine and its
derivatives that can be accumulated in the body. It has been shown that the fruits do not con-
tain these compounds, also mahonia and barberry liqueurs did not contain these compounds.
In mahonia and sloe fruit cyanogenic glycoside - amygdalin was determined, however li-
queurs did not contain this compound. The high acidity of the fruit favored decomposition of
cyanogenic compounds. During the extraction of fruit for several weeks, volatile hydrocyanic
acid from amygdalin probably was released into the environment. During long-term storage
of liqueurs, the hydroxymethylfurfural (HMF) was produced. Significant concentrations was
determined in the liqueurs stored for 60 months (ranging from 2 mg in 100 cm? in the sloe
liqueur to almost 16 mg in 100 cm’ in barberry liqueurs).

The experimental results confirmed the hypothesis that selected fruits are rich in phe-
nolic compounds and can be a valuable raw material for the manufacturing of liqueurs with
high antioxidant potential that is stable even during long-term storage of the product. As a re-
sult of the experiments, a method for producing liqueurs was proposed, which promotes the
extraction of active compounds from the fruit which allows to obtain attractive products.

Key words: Blackcurrant (Ribes nigrum L.), mahonia (Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt), bar-

berry (Berberis vulgaris L.), sloe (Prunus spinosa L.), phenolic compounds, liqueurs, HPLC,
ESI-MS/MS
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