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WYKORZYSTANIE ZWIAZKOW FENOLOWYCH Z TARCZYCY
BAJKALSKIEJ (SCUTELLARIA BAJKALENSIS) W STABILIZACJI
WIN ARONIOWYCH

Streszczenie

Naturalne barwniki antocyjanowe moga by¢ stosowane zamiennie z barwnikami syntetycznymi, jed-
nak odznaczajg sie stosunkowo matg stabilnoscig. W moszczach i winach aroniowych antocyjany odgry-
wajg istotng role w ksztattowaniu ich jakosci, w tym szczeg6lnie barwy.

Zastosowanie metody chromatografii cieczowej pozwala na precyzyjne badanie iloSciowego i jako-
Sciowego skfadu antocyjandéw. Metoda ta umozliwia doktadng analize przemian antocyjandw w produkcji
moszczy i win oraz badanie efektow dodawania stabilizatoréw barwy. W pracy badano mozliwos¢ stabili-
zacji czerwonej barwy moszczy i win aroniowych przez dodatek flawonow tarczycy bajkalskiej, zawiera-
jacej glikozydy skutelaryny i bajkaleiny.

Wstep

Podstawowe wyrdzniki jakoSciowe moszczy i win aroniowych wigzg sie z za-
wartoscig w ich sktadzie barwnikéw antocyjanowych. Zidentyfikowano cztery anto-
cyjany: cyjanidyno-3-galaktozyd, cyjanidyno-3-glukozyd, cyjanidyno-3-arabinozyd i
cyjanidyno-3-ksylozyd [3, 6, 7], Pod wptywem czynnikéw fizycznych, chemicznych i
biochemicznych ulegajg one réznorodnym przemianom prowadzacym do utraty czer-
wonej barwy i brunatnieniu oraz zmianom przyczyniajgcym sie do powstawania zmet-
nien i osadéw [5, 8, 9, 10, 11, 12, 13], co prowadzi do obnizenia aktywnosci biolo-
gicznej ijakosci produktow.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa pozwala precyzyjnie okresla¢ iloscio-
wy i jakoSciowy skiad antocyjandéw. Umozliwia tez $ledzenie przemian zachodzacych
podczas produkcji moszczy i win aroniowych. Metoda ta pozwala bada¢ efekt dodatku
stabilizatora na barwe.

Mgr inz. S. Kalisz, Katedra Technologii Przetwdrstwa Owocéw i Warzyw, Akademia Rolnicza we Wro-
ctawiu, ul. C.K. Norwida 25, 50-375 Wroctaw.
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Dodatek naturalnych stabilizatoréw polifenolowych utrwala czerwong barwe win
oraz przeciwdziata niekorzystnym zmianom antocyjandéw zachodzacych pod wptywem
enzymow, temperatury, dostepu tlenu i Swiatta [5, 8, 9, 10, 12, 13]. Tworzenie kom-
pleksow pomiedzy antocyjanami i innymi zwigzki fenolowymi zwiekszajg ich stabil-
nosc¢ i intensywnos$¢ barwy. Efekt stabilizacji polega na tworzeniu warstwowego kom-
pleksu przez wigzanie wodorowe, co ostania czgsteczke antocyjanu przed nukleofilowg
addycjai chroni przed utratg barwy [12].

W pracy podjeto prébe ustalenia najodpowiedniejszego momentu dodania stabili-
zatora w produkcji win aroniowych i okreslenia trwatosci ich czerwonej barwy przez
dodatek naturalnych stabilizatoréw polifenolowych.

Materiaty i metody badan

Przedmiotem badan byly moszcze, nastawy, wytrawne wina aroniowe o zawarto-
§ci alkoholu 10% objetosciowych i kwasowosci 5 g/dm3po 42 dniowej fermentacji i
90 dniowym lezakowaniu w butelkach z jasnego i ciemnego szkla. Surowcem byty
owoce aronii czamoowocowej (Aronia melanocarpa) pozyskane z plantacji prywatnej
z Zabkowic Slaskich. Owoce zostaly zebrane w stanie petnej dojrzatosci, speniaty
wymagania jakosciowe normy BN-88/9136-14 [1],

W ramach prowadzonych dos$wiadczen wykonano sze$é wariantdw, réznigcych
sie sposobem przygotowania miazgi oraz momentem dodania stabilizatora. Zastosowa-
ng substancja stabilizujacg byt preparat flawonow, ekstrahowany metanolem z korzenia
tarczycy bajkalskiej (Scutellaria bajcalensis) i wysuszony liofilizacyjnie, przygotowa-
ny w Katedrze Technologii Przetwdrstwa Owocow i Warzyw Akademii Rolniczej we
Wroctawiu.

Warianty doswiadczen stanowity:

e probki z owocow aronii nie rozparzanej: kontrolna (W1) bez dodatku stabilizatora
i z dodatkiem stabilizatora przy rozmrazaniu (W5);

e prébki z owocdw aronii rozparzanej: kontrolna (W2) bez dodatku stabilizatora, z
dodatkiem stabilizatora do nastawu (W3), przy rozmrazaniu (W4) i do wina po
fermentacji (W6).

Porcje owocéw do przygotowywania poszczeg6lnych nastaw6w rozmrazano w
fazni wodnej w temperaturze 50°C przez 30 minut. W prébkach wariantu 4 i 5 podczas
rozmrazania do owocéw dodano po 0,75 g stabilizatora - preparatu tarczycy bajkal-
skiej zawierajgcej glikozydy skutelaryny i bajkaleiny, rozpuszczonego w 10 ml 0,1%
weglanu wapnia.

Owoce rozdrobniono hemogenizatorem zanurzeniowym. Prébki surowca do wa-
riantu 2, 3, 4, 6 rozparzono w tazni wodnej utrzymujac przez 5 minut temperature mia-
zgi 80°C. Nastepnie probki schtodzono zimng wodg do 65°C.
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Przygotowang miazge ttoczono w laboratoryjnej prasie hydraulicznej “Zodiak” o
nacisku ttoka do 5000 kg.

Z bilansu ekstraktu i kwasowosci obliczono ilosci cukru, moszczu i wody po-
trzebne do otrzymania nastawdw.

Do kazdego nastawu dodano po 0,38 g pozywki fosforanu amonu. Do wszystkich
préb, oprécz wariantu 3 dodano po 0,19 cm3 kwasnego siarczynu sodowego, celem
ograniczenia rozwoju niepozadanej mikroflory. W przygotowaniu matki drozdzowej,
rozcienczono koncentrat jabtkowy do ekstraktu 20%, dodano fosforanu dwu amono-
wego i spasteryzowano. Po ochtodzeniu zaszczepiono czystg kulture drozdzy rasy Ma-
dera. Namnazanie drozdzy prowadzono w cieplarce w temperaturze 30°C przez 24
godziny. Fermentacje nastawOw zaszczepionych drozdzami rasy Madera przeprowa-
dzono w kolbach szklanych w cieplarce w temperaturze 22°C.

Po 42 dniach fermentacji wino zlano znad osadu. Do wina nr 6 dodano 0,41 g sta-
bilizatora. Wszystkie prébki podzielono na dwie czesci rozlewajac je do butelek o po-
jemnosci 0,33 1z jasnego i ciemnego (bragzowego) szkta. Butelki zakorkowano i pozo-
stawiono w temperaturze pokojowej na okres 90 dni celem lezakowania.

Oznaczenie zawartosci antocyjandw metoda chromatografii cieczowej

Oznaczenia prowadzono za pomocg chromatografu cieczowego firmy Waters,
skladajacego sie z detektora (Waters 486 Tunable Absorbance Detector) i systemu
mieszania odczynnikdéw (Waters 600 E Multisolwent Delivery System). Chromatograf
wspotpracowat z komputerowym programem zbierania danych: Star Chromatography
Workstation Firmy Varian. Rozdziat prowadzono na kolumnie LiChrospher® 100 RP-
18, (5 y, 4,6x220 mm), firmy Merck Labs z przedkolumnag tej samej firmy.

Tabela 1
Gradient stosowany przy oznaczaniu antocyjanow.
Experimental conditions used in the determination of anthocyanins.
Czas / Time (min.) Odczynnik A / Reagent A (%) Odczynnik B / Reagent B (%)

0 0 100

7 15 85

22 15 85

30 20 80

35 25 75

40 35 65
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Antocyjany oznaczano stosujac 80% roztwor acetonitrylu w 4,5% kwasie mrow-
kowym (odczynnik A) i 4,5% kwas mrowkowy (odczynnik B), przy diugosci fali 520
nm i przeptywie 1 cmVmin. Zastosowano gradient przedstawiony w tabeli 1.

Wyniki i dyskusja wynikéw

Tloczenie miazgi po uprzedniej obrobce termicznej pozwolito na lepszg ekstrak-
cje barwnikow antocyjanowych. Zawarto$¢ antocyjanéw w prébkach rozparzanych,
byta o ponad 65% wyzsza niz w probkach ttoczonych na zimno.

Obroébka cieplna [10, 13] przez wyparcie powietrza zapobiega niekorzystnemu
dziataniu tlenu, jak réwniez powoduje zniszczenie mikroflory powierzchniowej oraz
unieczynnienie enzyméw natywnych, minimalizujac ich niekorzystny wptyw na stabil-
nos$¢ sokow i win.

Czas[min]
Time [min]

Rys. 1. Chromatogramy (HPLC) antocyjanéw w nastawie z aronii nie rozparzanej (NNR) oraz rozpa-
rzanej bez stabilizatora (NR) i z dodatkiem stabilizatora (NRS): 1 - Cyjanidyno-3-galaktozyd, 2
- Cyjanidyno-3-glukozyd, 3 - Cyjanidyno-3-arabinozyd, 4 - Cyjanidyno-3-ksylozyd.

Fig. . Chromatogram (HPLC) of anthocyanins in chokeberry must produced from no heated (NNR)
and heated pulp without stabilize® NR) and with addition of stabilizer (NRS): 1 - Cyanidin-3-
galactoside, 2 - Cyanidin-3-glucoside, 3 - Cyanidin-3-arabinoside, 4 - Cyanidin-3-xyloside.
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Czas[min]
Time [min]

Rys. 2 Chromatogramy (HPLC) antocyjandw w miodym winie z aronii nie rozparzanej (WNR) oraz
rozparzanej bez stabilizatora (WR) i z dodatkiem stabilizatora (WRS): 1 - Cyjanidyno-3-
galaktozyd, 2 - Cyjanidyno-3-glukozyd, 3 - Cyjanidyno-3-arabinozyd, 4 - Cyjanidyno-3-
ksylozyd.

Fig. 22 Chromatograma (HPLC) of anthocyanins in young wine from no heated (WNR) and heated
chokeberry pulp without stabilizer (WR) and with addition of stabilizer (WRS): 1- Cyanidin-3-
galactoside, 2 - Cyanidin-3-glucoside, 3 - Cyanidin-3-arabinoside, 4 - Cyanidin-3-xyloside.

Badajac ochronne dziatanie dodatku flawonow tarczycy bajkalskiej, zawierajacej
glikozydy skutelaryny i bajkaleiny, na barwniki antocyjanowe stwierdzono, ze zabieg
ten pozwala na lepsze zachowanie poziomu antocyjandéw. Moment dodania substancji
stabilizujgcej musi jedna nastgpi¢ w mozliwie najwczesniejszym stadium procesu prze-
robowego, zanim nie nastgpigjeszcze znaczne straty antocyjanow.

Wyniki badah z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC, zestawione na rysunkach 1-4, dowodzg, ze proces rozparzania pozwala na lep-
sze wydobycie i zachowanie antocyjanéw obecnych w surowcu, a tym samym ich
wyzszg zawartos¢ w prébce koricowej.
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Rys. 3. Chromatogramy (HPLC) antocyjanéw w winie z aronii nie rozparzanej (WLJNR) oraz rozpa-
rzanej bez stabilizatora (WLJR) i z dodatkiem stabilizatora (WLJRS) po lezakowaniu w butelce
z jasnego szkia: 1- Cyjanidyno-3-galaktozyd, 2 - Cyjanidyno-3-glukozyd, 3 - Cyjanidyno-3-
arabinozyd, 4 - Cyjanidyno-3-ksylozyd.

Fig. 3.  Chromatograms (HPLC) of anthocyanins in wine from no heated (WLJNR) and heated choke-
berry pulps without stabilizer (WLJR) and with addition of stabilizer (WLJRS) after storage in
bright {light} and amber glasses bottle: 1- Cyanidin-3-galactoside, 2 - Cyanidin-3-glucoside, 3
- Cyanidin-3-arabinoside, 4 - Cyanidin-3-xyloside.

Jak przedstawia chromatogram HPLC antocyjandéw z nastawéw (rys. 1) probka
rozparzana z dodatkiem stabilizatora zawiera 16,1% wiecej antocyjandéw niz prdébka
rozparzana bez stabilizatora oraz o0 83,8% wiecej niz prébka nierozparzana bez stabili-
zatora. Dodatek stabilizatora do miazgi w poréwnaniu do probek rozparzanych i nie-
rozparzanych bez stabilizatora podczas rozmrazania pozwolit na lepsze zachowanie
zawartosci wszystkich czterech antocyjanéw odpowiednio: cyjanidyno-3-ksylozydu o
26,9 i 19,5%, cyjanidyno-3-glukozydu o 20,1 i 131,3%, cyjanidyno-3-arabinozydu o
181 79,2% oraz cyjanidyno-3-galaktozydu o 14,8 i 86,3 %.
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Zasadno$¢ dodatku stabilizatora szczegdlnie do prébek rozparzanych potwierdza
takze chromatogram mtodych win po fermentacji, przedstawiony na rys. 2. Antocyjany
najlepiej zachowaty sie w prébce win lezakowanych, otrzymanych z aronii rozparzanej
z dodatkiem stabilizatora. Prawdopodobnie wytworzenie kompleksu miedzy czastecz-
kg antocyjanu, a flawonami tarczycy bajkalskiej chroni czasteczke antocyjanu przed
nukleofilowg addycjg dzieki czemu ich zawarto$¢ w probkach z dodatkiem preparatu
flawondw tarczycy bajkalskiej jest wieksza niz w przypadku prob kontrolnych.

W prébce mtodego wina z aronii rozparzanej z dodatkiem stabilizatora stwierdzo-
no 2-krotnie wiecej antocyjanéw niz w probce rozparzanej bez stabilizatora oraz 5 razy
wiecej w poréwnaniu do prébki nie rozparzanej bez stabilizatora. 110$¢ cyjanidyno-3-
glukozydu w poréwnaniu do probki kontrolnej rozparzanej i nierozparzanej zmalata
odpowiednio 2- i 4-krotnie.

Najwiekszy spadek zawartosci antocyjanéw odnotowano w prébce kontrolnej nie
rozparzanej. Zawarto$¢ cyjanidyno-3-glukozydu i cyjanidyno-3-arabinozydu zmalata
tu ponad 10 i 26 razy, w poréwnaniu do nastawu.

Jak wynika z chromatogramu zamieszczonego na rys. 3, proces lezakowania po-
woduje dalszg degradacje antocyjandw.

Najbardziej posuniete zmiany antocyjanéw stwierdzono w prébce kontrolnej nie-
rozparzanej. Cyjanidyno-3-ksylozyd i cyjanidyno-3-glukozyd wystepujg tu w bardzo
niewielkich ilosciach. W stosunku do pozostatych antocyjandw stanowig one zaledwie
1,1 i 0,9%. Najlepiej zachowat sie cyjanidyno-3-galaktozyd, ktéry stanowi 80,7%
0gdlnej zawartosci antocyjanow.

W procesie lezakowania ogolna zawarto$¢ antocyjandéw maleje 3,4-krotnie. Za-
wartos¢ cyjanidyno-3-arabinozydu i cyjanidyno-3-galaktozydu maleje 3,5-krotnie na-
tomiast cyjanidyno-3-glukozydu 1,6 krotnie.

Wyniki badan z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej, po-
twierdzajg réwniez zasadno$¢ stosowania rozparzania owocéw w procesie technolo-
gicznym produkcji win aroniowych. Wykazano, ze obrébka termiczna pozwala na
lepsze wydobycie i zachowanie antocyjandéw obecnych w surowcu, a tym samym ich
wyzszg zawartos¢ w probce koncowej. Probki rozparzane, w poréwnaniu do analo-
gicznych prébek nierozparzanych, zawierajg 1,6-3,1 razy wiecej antocyjandéw, a ich
straty podczas procesu fermentacji sg 2-krotnie mniejsze.

Najwiekszg intensywno$¢ czerwonej barwy moszczy wykazano w probce kon-
trolnej rozparzanej z dodatkiem stabilizatora, a najmniejsza w prébce kontrolnej nie
rozparzanej, (rys. 4). Fakt ten potwierdza celowos¢ jak najwczesniejszego dodatku
stabilizatora, co istotnie wptywa na intensywno$¢ barwy moszczy, szczeg6lnie w przy-
padku prébek rozparzanych. Wykazano, ze probki otrzymane z aronii nierozparzanej
wykazujg mniejszg intensywno$¢ barwy co jest wynikiem gorszego odzysku barwnika
Z surowca, jak i postepujacej jego degradacji pod wptywem enzymow.



WYKORZYSTANIE ZWIAZKOW FENOLOWYCH Z TARCZYCY BAJKALSKIEJ... 125

Prébki rozparzane wykazujg duzo intensywniejszg barwe niz prébki nierozparza-
ne. Dodatek stabilizatora dodatkowo sprzyja zachowaniu czerwonej barwy, tak iz sto-
sunkowo dobrze zachowuje sie rowniez po lezakowaniu w butelce z jasnego szkia.

Najbardziej niekorzystne zmiany barwy stwierdzono w przypadku probek bez rozpa-
rzania i bez stabilizatora.

Rys 4.  Wplyw momentu dodatku stabilizatora i sposobu przygotowania probek na intensywnos¢ barwy
moszczy aroniowych.

Fig. 4. The influence of the coulour stabilizer addition time in the proces of production of chokeberry
juices on the colour intensity of the product.

Rys. 5.  Wptyw fermentacji i lezakowania win aroniowych na zmiane intensywnosci barwy w zaleznosci
od sposobu przygotowania préby i momentu dodania stabilizatora.

Fig. 5.

Influence of fermentation and storage of chokeberry wines on change in intensity of colour on
the time of the production process when the stabilizer was added.
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Objasnienia do rysunkéw 4-5:

W1 - prébka kontrolna nie rozparzana bez dodatku stabilizatora;

W?2 - prébka kontrolna rozparzana bez dodatku stabilizatora;

W3 - prébka rozparzana z dodatkiem stabilizatora do nastawu;

W4 - probka rozparzana z dodatkiem stabilizatora przy rozmrazaniu;

W5 - prébka nie rozparzana z dodatkiem stabilizatora przy rozmrazaniu;
W6 - prébka rozparzana z dodatkiem stabilizatora do wina po fermentaciji;
A, B, C... probki jednorodne statystycznie - nie rdznigce sie istotnie zawarto$cig antocyjanow;
NAS - nastaw;

WML - wino miode po 42 dniach fermentacji;

WLC - wino po 90 dniowym lezakowaniu w butelce z ciemnego szkia;
WLJ - wino po 90 dniowym lezakowaniu w butelce z jasnego szkfa.

Explanations to figures 4-5:

W1 - control sample - no heated , without addition of stabilizer;
W2 - control sample - heated , without addition of stabilizer;
W3 - heated sample with addition of stabilizer to must;

W4 - heated sample with addition of stabilizer to pulpe;

W5 - no heated sample with addition of stabilizer to pulp;

W6 - heated sample with addition of stabilizer to young wine;
A, B, C... statistically homogeneus samples are insignificanty differing in anthocyanins content
NAS -must;

WML - young wine after 42 days of fermentation;

WLC - wine after 90 days storage in dark glasses bottle;

WLJ - wine after 90 days storage in bright glasses bottle.

Najwiekszg intensywno$¢ zabarwienia stwierdzono w nastawie probki wina z
aronii rozparzanej z stabilizatorem dodanym do miazgi. W poréwnaniu do innych pré-
bek intensywnos$¢ zabarwienia byta wyzsza 0 4,2-154,6% (rys. 5).

Wykazano réwniez, iz w kolejnych etapach produkcji win aroniowych nastepuje
spadek intensywnosci zabarwienia. W wyniku fermentacji intensywnos$¢ zabarwienia
maleje 0 29,4-70,6%, a podczas lezakowania o kolejne 4,6-94,3%.

Badajac wptyw barwy opakowania na zmiane intensywnos$ci zabarwienia podczas
lezakowania win, istotne rdznice wykazano jedynie w probkach rozparzanych z stabili-
zatorem dodanym do miazgi i wina.

Spadek intensywnos$ci zabarwienia jest nastepstwem przemian zachodzacych w
winie. Wedtug Gasika [4], na przyktad, na skutek zbyt daleko posunietej polimeryzacji
antocyjandw nastepuje ich wypadanie z roztworu i pojasnienie barwy.

Whnioski

1. Do produkcji czerwonych win aroniowych korzystnie jest stosowa¢ moszcze
otrzymane z aronii rozparzanej.
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Najlepszy efekt stabilizacji czerwonej barwy uzyskuje sie dodajac stabilizator bez-
posrednio do miazgi, podczas rozparzania.

Proces fermentacji i lezakowania powoduje obnizenie zawarto$ci antocyjanow
4,9-11,6-krotnie.

Lezakowanie win w butelkach z ciemnego szkla, w poréwnaniu do prébek leza-
kowanych w butelkach z jasnego szkta, powoduje mniejszg degradacje antocyja-
now.
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UTILIZATION OF PHENOLIC COMPOUNDS EXTRACTED FROM SKULLCAP
(SCUTELLARIA BAJKALENSIS) IN CHOKEBERRY WINES STABILIZATION

Summary

Natural anthocyanin colorants are alternative to artificial synthetic ones but they are characterized by
relatively low stability. Anthocyanins contained in chokeberry juices and wines constitute the high quality
and especially perfect colour of these products.

The application of the high-pressure liguid chromatography (HPLC) methods enables the precise de-
termination of qualitative and quantitative composition of the anthocyanin content. The method makes
possible the detoiled analysis of the transformation of the anthocyanins content during the production
process of chokeberry juices and wines and the effects of colour stabilizers addition on them. The possi-
bility of red colour stabilization of chokeberry juice and wine by skullcap flavons Scutellaria bajcalensis
addition was investigated. ji||



