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1. WSTEP

Studia nad dynamika brazowienia i jej zwiazkiem ze zmianami wywotanymi
przejrzewaniem, utrata swiezosci i w efekcie brazowieniem enzymatycznym
migzszu, moga znalez¢ zastosowanie przy ustalaniu metod aparaturowych do
oceny zmian swiezo$ci jabtek, autentyczno$ci produktu w technologii cietych
owocow i do badania preferencji konsumenckich w ocenie §wiezosci.

Cecha organoleptyczna, jaka jest $wiezo$¢ jablek, nie jest doktadniej rozpoz-
nana. Wydaje sig, ze postep w dziedzinie poznania szczegotow percepcji $wiezosci
OWO0COW moze nastapi¢ wraz z rozwojem metod aparaturowych i analitycznych.
Pomiary aparaturowe ujmuja jedynie niewielki fragment szerokiej gamy czynnikéw,
ktore ksztaltuja oceny sensoryczne. Znalezienie i zastosowanie skutecznych technik
instrumentalnych do pomiaru cech organoleptycznych jest trudne. Powstaty ogélne
procedury postgpowania przy ustalaniu metod aparaturowych, tak aby odzwiercie-
dlaty w zadawalajacym stopniu cechy sensoryczne produktu. Stosowano je przez
dziesiatki lat, studiujac obiektywne metody kontroli tekstury potrzebne w kontroli
jakosci jablek. Wydaje sig, ze procedury te dobrze ujmuja takze istote podejscia do
swiezosci i do tego, co potocznie okresla si¢ obiektywizacja ocen organoleptycz-
nych. Podstawg ich jest doktadne zdefiniowanie parametréw zaréwno fizycznych,
Jak 1 organoleptycznych.

W pracy wysunigto propozycj¢ i utworzono obiektywne miary $wiezosci
migzszu jablek na podstawie pomiarow aktywnosci biologicznej tkanki po jej uszko-
dzeniu. W $wiezym, zywym miazszu wczesna faza reakcji na stres uszkodzenia
i stres wytworzonych rodnikéw powinna by¢ zblizona do reakcji enzymatycznych
zachodzacych w zywej roélinie, przebiega¢ z nadmiarem enzymow, inicjujac an-
cuch przemian wolnorodnikowych wielu substratow. Parametrami kinetyki brazo-
wienia powinno si¢ okresli¢c w miazszu aktywnos$¢ gléwnych substratow i enzymow
uruchomionych po uszkodzeniu.

Jednak zlozone mechanizmy enzymatycznego brazowienia miazszu jabtek i duza
zmienno$¢ cechy nie pozwolily dotad na poznanie dynamiki i parametréw procesu.
Najliczniejsze badania w chemii zywnosci ograniczane sa do brazowienia sokdw
i przecieréw jabtkowych. Brakuje szerszych badan w zakresie technologii sadowni-
czych, przechowalniczych i faczenia wiedzy o przejrzewaniu jabtek z dobrze pozna-
nymi in vitro procesami brazowienia. W pierwszym etapie badan powinny by¢é poszu-
kiwane parametry opisujace proces brazowienia i zaleznosci pomigdzy parametrami
fizycznymi a substratami lub produktami oznaczanymi w miazszu.

Celowy doboér materiatu odmianowego i wybdr technologii rolniczych, skorzys-
tanie z agrofizycznych metod badawczych, utworzenie precyzyjnych pojeé i terminéw
powinno da¢ model najszerzej opisujacy zmiany parametréw jablek, szczegétowy opis
dynamiki brazowienia miaZszu i nowe parametry do oceny zmian $wiezo$ci jablek.



2. CEL I ZAKRES BADAN

Celem pracy jest opracowanie i zaproponowanie nowego standardu jakosci,
ktory pozwoli obiektywnie okresla¢ §wiezo$¢ migzszu jablek lub produktu —
$wiezych satatek z jabtek. Dlatego konieczne byto opracowanie fizycznych metod
pomiaru brazowienia i modelu tego procesu, zdefiniowanie mierzalnych bodzcow,
jak réwniez wskazanie elementdw oceny swiezo$ci. Celowe byto sprawdzenie
hipotezy o mozliwosci wykorzystania szybkiej fazy reakcji zywej tkanki na
uszkodzenie do tworzenia bodzcéw fizycznych i obiektywnego okreslania zmian
$wiezosci, a wigc — czy w reakcji brazowienia migzszu wystepuje czasowe i przes-
trzenne rozdzielenie substratow lub produktéw reakcji i czy mozna je analizowaé
metodami fizycznymi oraz wykorzystywaé w ocenie zmian §wiezosci jabtek.

W realizacji celu mozna wyrdznic kilka etapow:

1. Poznanie metodami spektrofotometrii odbiciowej, spektrofluorymetrii i poten-
cjometrii redoks zmian zachodzacych w otoczeniu uszkodzonej mechanicznie tkanki
miazszu jablek, a nastgpnie poréwnanie ich ze zmianami w jablkach przechowy-
wanych i przejrzewajacych lub po zastosowaniu technologii cigtych jabtek.

2. Porownanie znanych z literatury wynikéw badan modeli brazowienia
enzymatycznego sokow, przecierow z badaniami reakcji owocow na mechaniczne
uszkodzenie i zmianami parametréw fizycznych uszkodzonego miazszu.

3. Opisanie mozliwie pelnego zakresu zmiennosci brazowienia miazszu jabtek,
biorac pod uwage owoce znanych odmian w stadium dojrzatosci spozywczej i po-
chodzace z tradycyjnego sadownictwa i przechowalnictwa.

Badania odmianowe i ich opracowanie modelowe powinno byé podstawa
utworzenia szybkich metod oceny $§wiezosci na podstawie pomiardw aktywnosci
szlakéw metabolicznych zwigzanych z procesami redukcji i utleniania w owocach,
ktére uruchamiane sa po uszkodzeniu. Metody fizyczne powinny doprowadzi¢ do
doktadniejszego rozpoznania oceny $wiezosci jabtek i1 osiagnigcia praktycznego
celu, ktérym jest pomiar zmian $§wiezosci i ksztaltowanie wartosci odzyweczej,
profilu sensorycznego jabtek, jak réwniez produktow — cigtych swiezych jabtek.

3. GENEZA ZAGADNIENIA

Swiezos¢ miazszu jest podstawowa cechg jakosci, ktorg zainteresowany jest
konsument jabtek lub produktu — cigtych czastek z jabtek. Cecha organoleptyczna,
jaka jest Swiezo$¢ miazszu jabtek, nie jest doktadnie rozpoznana.

Swiezo$¢ miazszu jablek jest czeécia oceny jakosci owocow [72]. W jabtkach
przechowywanych chtodniczo przebiegaja powolne procesy dojrzewania, a nas-
tepnie przejrzewania. Gdy jabtka znajda si¢ poza chlodnia, szybko przejrzewaja
1 tracq §wiezo$¢. Znacznie szybszy proces przejrzewania i utraty $wiezosci zachodzi



w $wiezych salatkach z jabtek [245]. W fazie przejrzewania, tzn. od stanu
dojrzatosci handlowej przez stan dojrzatosci konsumpcyjnej, zachodza w komor-
kach jablek procesy metaboliczne i liczne przemiany biochemiczne. Swiezos¢
migzszu zapewniaja zywe komorki, ktdrych charakterystyczny w tym stanie meta-
bolizm i aktywnos$¢ biologiczna umozliwia reagowanie na zmiany w otoczeniu.
W ocenie organoleptycznej o utracie §wiezo$ci $wiadczy np. utrata tekstury —
spowodowana brakiem odpornosci na bodzce mechaniczne, wiednigcie — zwiazane
z utratg zdolnos$ci utrzymywania wody, zmiana barwy — wywotana rozpadem
i przemianami barwnikéw [181].

Analiza stanu wiedzy z zakresu obiektywnych metod oceny $wiezosci jabtek
wykazala dominacje niszczacych metod mechanicznych i metod barwometrycz-
nych [1,2,32,40]. Wiasciwosci mechaniczne miazszu jablek badano w zaleznosci
od wielu ksztattujacych je czynnikow. Badacze starali si¢ powigzaé fenomenolo-
giczny, fizyczny opis z podstawowymi elementami struktury: budowa morfolo-
giczna, budowgq tkanki i komorek lub z réznicami w skladzie biochemicznym,
a zatem z elementami, ktére do pewnego stopnia ksztattuja wiasciwosci fizyczne
materiatu biologicznego [34,35]. Bardzo czgsto elementem badan byl czas,
zmieniajacy dojrzatos¢ i swiezo$¢ materialu. Zachowywano zwiazek z procesa-
mi metabolicznymi przebiegajacymi w zywej tkance podczas dojrzewania owo-
coOw w sadzie, po zbiorze w chlodni i przed konsumpcja. Metodyczne aspekty
badan podstawowych wiasciwosci fizycznych wskazaty na istotne korelacje ze
zmianami stadium dojrzatosci owocow lub zachodzacymi w owocach prze-
mianami metabolicznymi [44,94,200].

W ocenie jakosci i §wiezosci jabtek brano pod uwage wlasciwosci fizyczne,
ktérym mozna przypisaé interpretacje organoleptyczna [1,12,67,69], tzn. znana
zmystom konsumentéw, lecz okreslajaca tzw. jakos¢ zewnetrzna [83,215]. W oce-
nie §wiezosci owocow nadal dominuja oceny jedrnosci i barwy. Wymagania
jako$ciowe, postawione w normie okre$lajacej swiezo$¢ [72] w formie opisu
1 terminéw organoleptycznych, sa zbyt skromne w stosunku do mozliwosci wspot-
czesnej hodowli i oczekiwan rynku konsumenta. Wzrosty wymagania w stosunku
do $wiezosci jablek, gdyz konsumenci §wiadomi sa wartosci zywieniowej sktad-
nikéw dostgpnych w owocach. Okresla si¢ ja pojeciem ,,jakosci wewngtrznej”
[232] i mozna by tu wprowadzi¢ termin ,,$wiezos¢ jablek”.

W badaniu jakosci jabtek stosuje si¢ niszczace, mechaniczne metody, lecz nie
wykorzystuje informacji o szybkich procesach metabolicznych, biochemicznych
zwiazanych z reakcja na to uszkodzenie. Powszechnie znana reakcja enzymatycznego
brazowienia migzszu, ktora rozpoczyna mechaniczne uszkodzenie, jest jedynie roz-
poznawana jako element oceny organoleptycznej i powdd do pomiaru zmian barwy.
Zmiany barwy przez niag wywotane sa zwykle opisywane wspotrzednymi barwy



z ukfadu barwometrycznego CIE L*a*b*. Parametréw tych uzywa sie tez do optyma-
lizacji proceséw hamowania brazowienia i technologii $wiezo cigtych jabtek [202].

Swiezo$¢ powinna by¢ precyzyjniej okreslana [72], obiektywnie mierzona,
dlatego trwajg poszukiwania metod obiektywnych, aby po licznych i ztozonych
procesach technologicznych, dokonywanych w nowoczesnym rolnictwie, nie wy-
stapit zanik aktywnosci biologicznej w produkcie i zwiazana z nim utrata warto$ci
zywieniowej — jak stwierdzit Harborne [66].

Reakcja enzymatycznego brazowienia miazszu wystepuje powszechnie przy
zaburzeniach metabolizmu i przejrzewaniu, a nie tylko po mechanicznym
uszkodzeniu [86]. Efekty sa widoczne po przekrojeniu jabtka — blizej gniazda
nasiennego lub przez skorke — przy powierzchni owocu. Badano warunki, ktore
byty przyczyna zepsucia wygladu i utraty $wiezosci jabtek. Jabtka w tych samych
warunkach przechowywania wykazywaly r6zna sktonno$¢ do tworzenia ciemnych
barwnikow melaninowych. Teraz wiadomo, ze mogly si¢ rézni¢ zawartoscia lub
proporcjami st¢zen polifenoli — substratow uczestniczacych w brazowieniu.

Na wszystkich etapach reakcji obronnej roslin, w reakcji na zmiany warunkow
1rownowagi z ich otoczeniem, w adaptacji, obronie, regeneracji i degradacji
uczestniczy liczna grupa zwiazkoéw polifenolowych. Zwraca si¢ tez uwage na to,
ze stosowane obecnie w sadownictwie i przechowalnictwie technologie stymuluja
powstawanie substancji stresowych i polifenoli w produktach ogrodniczych.
W mechanicznie uszkodzonych ptodach rolnych stwierdza si¢ kumulacje zwiazkow
wtornego metabolizmu juz w ciagu krotkiego okresu przechowywania. Bada sie ich
stezenia uzaleznione od warunkéw wegetacji i okresu przechowywania przed i po
uszkodzeniu [126-130,240]. Doniesienia te zgodne sa z badaniami metabolitow
stresu i ciemnienia enzymatycznego [168]. Nie okreslano jednak skali tego
zjawiska i zmienno$ci wywotanej licznymi czynnikami stosowanymi w sadownic-
twie 1 w przechowalnictwie. Dlatego poznanie reakcji na stresy otoczenia i udziat
w tej reakcji polifenoli jablek wydaje si¢ by¢ koniecznoscia.

W Polsce mozliwe jest przeprowadzenie badan jakosci i $wiezosci, z odniesie-
niem si¢ do zawartosci zwiazkow polifenolowych, na bogatym odmianowo mate-
riale pochodzacym ze zréwnowazonego rolnictwa [152]. Do Polski importowane sa
czgsto tanie i atrakcyjne, z innych stref klimatycznych, $wieze produkty roslinne.
Réwniez rozpoczgto produkcje swiezych, tylko minimalnie przetworzonych, owo-
cow 1 warzyw. W krajach Unii Europejskiej trwaja poszukiwania metod wyceny
,»Swiezosci, naturalnosci i ekologicznosci” ptodéw rolnych. Powinny to byé proce-
dury dostosowane do wymagan gietdy handlowej owocowo-warzywnej. Dotad nie
opracowano zatozef metodycznych do oceny nowych produktéw wykorzystujacych
swieze, zywe tkanki owocow. Nie ma szybkich i obiektywnych metod fizycznych
pomiaru tak waznego elementu jakosci, jakim jest $wiezo$¢ jablek. W zwiazku



z tym celowe jest poznanie dostgpnych w Polsce jabtek, ktorych miazsz moze byé
standardem aktywnosci biologicznej w owocu i $wiezosci.

Substancjami, ktére biora udziat w enzymatycznym brazowieniu jabtek zajmuja
si¢ obecnie biolodzy i fizjolodzy roslin, ktorych interesuja mechanizmy dojrzewania
owocow, odpornos¢ na roznorodne stresy, integracja przemian w komorce i tkance
[128,188]. Praktycznych rozwigzan oczekuja technolodzy przechowalnictwa owo-
codw, ktorym owoce brazowieja w komorach z atmosfera kontrolowana, a takze
technolodzy i biochemicy zywnosci, badajacy sktad chemiczny surowca lub zyw-
nosci po utrwaleniu. Wyniki badan fizjologii stresu w roslinach prowadza do cieka-
wych wnioskdw. Istnieja naturalne, a czgsto specyficzne w odmianach, przysto-
sowania tkanek do szybkiej reakcji na uszkodzenie. Przystosowania do ograniczania
niszczenia komdrek przez utleniane substancje organiczne. Wytwarzane sg do tego
specyficzne substancje chemiczne, a przede wszystkim dziataja mechanizmy stuzace
ochronie zywotnosci tkanki. Prawdopodobnie liczne roslinne produkty metabolizmu
wtornego moga by¢ uniwersalnie wykorzystywane. Moga spetnia¢ podobna,
ochronng role w stosunku do komdrek w organizmach zwierzat. Sa projekty, aby
lepiej je wykorzystywaé w zywieniu, produkujac zywno$¢ funkcjonalna.

Jednoczesnie badania naukowe zwracaja uwage na ogromna rol¢ w zywieniu
czlowieka flawonoidéw i kwaséw fenolowych, ktére sa wlasnie gldéwnymi substra-
tami reakcji brazowienia. Substrat i produkty reakcji brazowienia sg przedmiotem
zainteresowan zywieniowcdw, farmakologow i lekarzy. Potwierdzajg oni ich funk-
cjonalng rol¢ w organizmie cztowieka [208,209]. Zrozumiale jest, Ze w ten sposob
odnosza si¢ oni do elementdw percepcji Swiezosci jablek.

Nie powstato dotad opracowanie zlozonych zjawisk fizjologicznych i bio-
chemicznych, zachodzacych po uszkodzeniu miazszu jabtek i zwigzanych z enzy-
matycznym brazowieniem. Znane opracowania monograficzne koncentruja si¢ na
problemach technologicznych, niemile widzianego przez cztowieka procesu bra-
zowienia [250] i nie wnikajg glebiej w jego fizjologiczna i ochronnag naturg.

Dynamiczny tryb zycia ludnosci sprawit, ze brak jest czasu na wlasciwe przygoto-
wanie zywnosci, a nawet na efektywne jej spozycie. Jednak ogromne doswiadczenie
przechowalnikow w zakresie fizjologii ptodéw rolnych, wiedza o warunkach zacho-
wania §wiezosci, wykorzystanie cech odmianowych pozwala poszerzy¢ technologie
chtodnicze o najbardziej wyrafinowane formy. Do takiej nalezy np. rozprowadzanie
przez caly rok réznorodnych kompozycji ze $wiezej, zywej tkanki owocdw, warzyw,
w tym naciowych, w porcjach gotowych do spozycia [244]. Jest to wygodne rozwia-
zanie w kierunku racjonalnego odzywiania [250].

Gléwnym problemem nowych technologii pozostaje niestabilnos¢ mikro-
biologiczna i fizykochemiczna, 1 bezpieczenstwo nietrwalego wyrobu [125].
Obecnie dodatkowym i waznym problem jest znaczne ograniczenie bioréznorod-
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nosci, gdyz przetworstwo korzysta z wybranych odmian. Ochrona réznorodnosci
biologicznej jeszcze kilkanascie lat temu kojarzyta si¢ z ratowaniem ginacych,
dzikich gatunkéw. Obecnie dotyczy ona takze genotypéw uzyskanych w czasie
wielowiekowej uprawy roslin przez cztowieka [152]. W sadownictwie wielu
krajow zmniejszono juz liczbg¢ odmian w uprawach wielkotowarowych i pozosta-
wiono tylko dostosowane do wymagan komér atmosfery kontrolowanej i handlu
wielkotowarowego. Stare odmiany zostaly wyparte z uprawy przez nowe, moze
nie ze wzgledu na smak i wartos¢ dietetyczna, lecz przede wszystkim z powodu
przydatnosci do handlu [152].

Nowe technologie przetworcze to nowe wymagania od surowca, a wiec od
sadownictwa. Dotychczas wymagano wprowadzania odmian bardzo wcze$nie
plonujacych, intensywnych, o korzystnych cechach agrotechnicznych, a takze
0 duzej odpornosci mechanicznej i tadnym wybarwieniu. Przechowywanie w ko-
morach z atmosfera kontrolowana i jego efekty na surowcu staty sie technologia
jak najbardziej juz normowana. Ten kierunek hodowli nie byt jeszcze w petni
zadowalajacy i dodano mu wymagania ograniczenia ochrony chemicznej w sa-
dach. Wydaje sig, ze spetniono takze wymagania, ktére postawili producenci
sokow — potrzebne sa owoce z duzg proporcja kwaséw do cukrow. Zastanawiano
si¢ dalej, czy postep w sadownictwie wymaga lepszego wykorzystania sktadnikéw
nawozenia, nawadniania, wprowadzania intensywnych odmian i tworzenia dla
nich optymalnych warunkéw uprawy. Wymaga to ponownego dostosowania tech-
nologii uprawy, zbioru, jak réwniez przechowalnictwa. Stawiano takze pytanie:
»Jakie jest to jablko, ktérego wiasciwosci zapewniaja wieczne zdrowie czlo-
wieka?” [66]. Z analizy wielu zjawisk w sadownictwie wydaje si¢ i wynika, ze
przyczyna rzeczywistych strat powstajacych w ztozonym cyklu produkcyjnym
Jjabtek jest brak miarodajnych informacji o ro$linnych metabolitach wtornych.
Dotyczy to informacji o substratach enzymatycznego ciemnienia, o ich charakterys-
tycznym dla odmian rozkladzie i o nieuniknionej zmienno$ci dostosowanej do
wplywu stresowych warunkéw srodowiska wzrostu i przechowywania. Obecnie
brak wydajnych i prostych metod, aby doktadniej oceni¢ te sytuacje.

Wiadomo juz, ze osiagnigcia w biotechnologii pozwalajg spetnia¢ przerdzne
wymagania nowoczesnego czlowieka [198,230]. Daleko jeszcze do precyzyjnego
okreslenia tych wymagan i jest wiele propozycji. Nalezy wskaza¢ na opinig
Harborne [66] — specjalisty z dziedziny metabolitow wtornych, ktéry proponuje,
aby cofna¢ si¢ w badaniach metabolitow wtérnych do ptodéw rolnych uprawia-
nych co najmniej 100 lat temu. Na bazie tak zdobytej wiedzy mozna by twierdzié
o zasadnych lub niezasadnych zmianach, ktérych dokonat cztowiek metodami
hodowlanymi i agrotechnicznymi. Dopiero wtedy mozna by planowaé nowe
ro$liny, a takze zaprojektowac produkty funkcjonalne.
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W sadownictwie problematyka metabolitow wtérnych to znikomy fragment
badan odpornosci roslin na réznorodne ,,stresy”. Natomiast badania polifenoli
jablek zdominowane zostaly przez problemy przetworstwa — poczatkowo z zakre-
su produkcji sokow, a obecnie satatek owocowych i chipséw. Rozwinigcie tej
problematyki jest konieczne do oceny $wiezo$ci migzszu jabtek. Przede wszyst-
kim brak jest metod badawczych dostosowanych do specyfiki doswiadczen
sadowniczych. Droga aparatura do analiz chemicznych, koszty jednostkowe anali-
zy 1 czasochlonno$¢ sa to powazne ograniczenia, ktére umozliwiaja wykonanie
jedynie badan metodycznych i zaledwie na kilku odmianach. Powazna luke
w badaniach technologii przetwérczych stanowi brak opisu przygotowania do
badan reprezentatywnego materiatlu wieloodmianowego i réznorodnos¢ technolo-
gii przechowalniczych, co nie sprzyja wskazaniu najistotniejszych sktadnikéow
biochemicznych okreslajacych §wiezos¢ jabtek.

Swiezo$¢ owocoéw mozna utrzymywaé licznymi technologiami. Najstarsze
z nich wykorzystuja wiedze¢ o fizjologii rozwoju owocdw w roznych warunkach
otoczenia — temperatury i sktadu atmosfery [119]. Najnowsze metody bioche-
miczne blokuja receptory etylenu [21]. Wydaje si¢, ze inzynieria genetyczna
[43,135,163,191] umozliwia juz skonstruowanie owocu zadowalajacego nasze
zmysty oceniajace $wiezos¢.

Nadal poszukuje si¢ skutecznych technologii hamowania brazowienia w pro-
dukcji cigtych jabtek i jednoczesnie dazy do poprawy ich odpornosci mikrobiolo-
gicznej [73,74,87,138]. Idea technologii odtwarzania warstwy spelniajacej funkcje
skorki nie doczekala si¢ jeszcze realizacji albo cztowiek nie wie, w jaki sposob
»dba o to przyroda”. Badania brazowienia migzszu w technologii §wiezo cigtych
owocow maja juz ponad 30 lat. Ponting rozpoczat je od badan zjawiska enzyma-
tycznego brazowienia, a juz w roku 1972 zastosowat r6znorodne metody hamowa-
nia brazowienia §wiezo cietych jablek [250].

Naukowcy znaja ztozonos¢ problematyki reakeji enzymatycznych w roslinach
i udziat polifenoli w procesach enzymatycznych zwigzanych z reaktywnymi for-
mami tlenu. Zdajg sobie sprawe z mozliwosci nowych technologii w przygoto-
waniu produkcji zywnosci wygodnej i funkcjonalnej. Doceniaja mozliwo$¢ wply-
wu tej zywnos$ci na poprawg zdrowia, ale licza si¢ tez z wieloma niebezpieczen-
stwami. Wigze si¢ to z wykorzystaniem, juz na masowaq skalg, w zywieniu ludzi
chemizacji zywych tkanek roslinnych i blokowaniem reakcji enzymatycznych w zy-
wym organizmie roslin przeznaczonych do spozycia, aby zachowac¢ ,,§wiezosci” ich
tkanek. W tym celu norma ISO okresla znaczenie terminu ,,§wiezos¢ owocow” [72].

Wszystkie dotad przedstawione informacje nasungly przypuszczenia, ze dla
réznych odmian warunki dojrzewania po zbiorze moga mie¢ ré6zny wplyw na
zmiennos$¢ brazowienia, podobnie jak na inne poznane witasciwosci fizyczne
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owocow. Zatem pomiar brazowienia moze by¢ przydatny do optymalizacji proceséw
przechowalniczych i prowadzi¢ do uzyskania wysokiej jakosci owocow, a takze
zapewni¢ $wiezo$¢ czastek z jablek.

Obiektywna charakterystyka brazowienia, tak jak i innych cech materialow
ro$linnych, stwarza trudnosci natury teoretycznej i eksperymentalnej. Anizotropo-
wos¢ owocow nie pozwala bezposrednio skorzysta¢ z klasycznych pojeé i metod
analitycznych w opisie tych proceséw za pomoca parametréow. Dodatkowo rézno-
rodny material badawczy, metodyka badan brazowienia, rozne parametry i jed-
nostki czynia dotychczasowe wyniki catkowicie nieporéwnywalnymi.

Celowe zatem jest poznanie zakresu zmienno$ci ciemnienia enzymatycznego
jablek, a takze ukierunkowanie badan na zagadnienia, jakie s celem tej pracy,
a dotycza bardziej precyzyjnego sposobu rozumienia §wiezosci jabtek. W $lad za
tym powstata koniecznos¢ opracowania metod odpowiadajacych potrzebom badan
w sadownictwie i przetworstwie, i poszukiwanie aparatury, za pomoca ktérej moz-
na by obiektywnie okresla¢ parametry kinetyki brazowienia.

Zastosowanie agrofizycznych metod badawczych ulatwia poznanie zmian
Jakosci plodéw rolnych. Metody te dobrze funkcjonuja w zakresie nauk biolo-
gicznych, biofizycznych, a takze odpowiadaja zadaniom i skali badan materia-
tow ogrodniczych. Konieczne jest opracowanie precyzyjniejszych metod badan
wiasciwosci fizycznych owocéw. Uzyskanie informacji o zmiennosci parame-
trow brazowienia owocow w stadium dojrzatosci konsumpcyjnej. Wprowadzenie
metod nowej generacji, ktére zwiazane beda $ci$le z chemig nowo poznanych
sktadnikéw zywieniowych — nazywanych naturalnymi przeciwutleniaczami.

Szybkie zmiany fizjologiczne mozna przetwarzaé¢ na pro$ciej rejestrowane
zmiany parametrow fizycznych miazszu. Doskonalsza, miniaturowa aparatura
spektrofotometryczna i elektrometryczna, metody statystyczne i komputeryzacja
umozliwiaja juz badanie i opracowanie wielu parametréow z duzej ilosci pomia-
row (chemometria). Pojawiaja si¢ przenosne aparaty o precyzji wystarczajacej
do rozlegtych badan na tkankach owocéw w najtrudniejszych warunkach pomia-
ru: w sadzie, przechowalni jabtek i przed konsumpcja, ktére uzupetnia zbyt niska
czuto$¢ ocen organoleptycznych $§wiezosci.

Wprowadzane metody badawcze do sadownictwa i przetworstwa powinny
umozliwia¢ oceng poszczegolnych owocdw lub nawet tkanek i przewidywanie
zakresu, a takze czasu dzialania przeciwutleniajacego substratow obecnie identy-
fikowanych jedynie metodami chemicznymi. Moga one wskazywaé na produkty
reakcji posrednich, na naturalng kinetyke brazowienia lub tez zmodyfikowana
aktywnos¢ biologiczna w miazszu. Kinetyke reakcji enzymatycznego brazowienia
dotychczas badano i rozpoznano w badaniach ekstraktow, win, sokéw i przecie-
row. Na granicy zywej tkanki z otoczeniem mozna kinetyke reakcji enzymatycz-
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nego brazowienia bada¢, uzywajac metod: roznicowej spektrofotometrii odbicio-
wej w zakresie UV-Vis i widm rozdzielonych czasowo, spektrofluorymetrii tkanki
i elektrodowego potencjatu redoks [99,102,107].

Dlatego celem tej pracy jest rozwinigcie nowej dziedziny badan i wprowa-
dzenie metod analitycznych wykorzystujacych pomiary kinetyki najszybszych
proceséw biochemicznych i metabolicznych do oceny jako$ci owocoéw. Roéwnie
wazne jest poznanie procesOw wystepujacych w naturze jako reakcja obronna
migzszu 1 wykorzystania ich do obiektywnego okreslenia $wiezosci, powiazania
jej z aktywnoscia biologiczng w miazszu.

W pracy ograniczono si¢ do analizy reakcji na stres niszczenia zywej tkanki
w warunkach, jakie wystepuja w technologii produkcji §wiezych satatek z jabtek.
Zastosowano fizyczne parametry do opisu kinetyki zmian uszkodzonej tkanki.
W pracy dostarczono dowodéw doswiadczalnych i literaturowych na poparcie
postawionych hipotez. Z najnowszych badan z zakresu biologii, medycyny i far-
macji wynikajg liczne informacje integrujace terminy i pojecia, ktore sktadaja si¢
na definicje swiezosci owocu zwiazang ze stresem uszkodzenia tkanki [77,168].

3.1. Podstawy biologii enzymatycznego brazowienia miazszu jablek
3.1.1. Dojrzewanie i dojrzalos¢ owocu

W okresie dojrzewania miazsz jabtka staje si¢ miekki, zanika chlorofil i skro-
bia, czg¢dciowo maleje stezenie kwasow organicznych — natomiast wzrasta poziom
cukréw prostych. Miazsz staje si¢ jasny, a pod skorka moga pojawié si¢ barwniki
z6lte i czerwone nalezace do karotenoidow i flawonoidéw (antocyjany). Zmiany te
sa podstawg optycznych metod oceny stadium dojrzatosci jabtek. Dojrzewaniu
jabtka towarzyszy najwigksza intensywno$¢ przemian metabolicznych — szczyt
klimakteryczny. Wzrost intensywnos$ci oddychania i synteza etylenu §wiadczy
o0 osiagnigciu przez owoc dojrzatosci fizjologicznej i jest poczatkiem starzenia sig.
Natomiast zmniejszajaca si¢ intensywnos$¢ oddychania jest przejawem przejrze-
wania jabtek [86,119]. Kontrola wydzielania etylenu stuzy do badania dojrzewania
jablek i informuje o ich §wiezosci.

W czasie starzenia si¢ owocu dochodzi do zmian biochemicznych i ultra-struk-
turalnych. Zmiany te sa podstawa mechanicznych metod oceny stadium dojrzatosci
owocu i cechy organoleptycznej — oceny jedrnosci. Nastepuje silna wakuolizacja
cytoplazmy i pojawiaja si¢ zaburzenia w budowie chloroplastow. Niektore polife-
nole w wakuolach ulegaja autooksydacji, a produkty odktadaja si¢ na powierzchni
tonoplastu. Z czasem nastgpuje zanik blony wakuolarnej. Zbiega si¢ to z destrukcja
mitochondriéw i wyraznym juz brazowieniem. Zwykle widoczne jest ono najpierw
przy gniezdzie nasiennym lub przy powierzchni jablka, w tkankach z szybsza
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wymiang gazowa. Brazowienie starzejacych si¢ owocodw wiaze si¢ ze zdolnoscig do
samoutleniania substratow do nadtlenkéw i wodorotlenkdéw, ktore rozpoczynaja
fancuch dalszych przemian z wytworzeniem zwiazkdéw spolimeryzowanych.
Polimery te nie przepuszczaja tlenu i we wnetrzu jabtka jeszcze szybciej powstaja
warunki beztlenowe, prowadzace do nagromadzenia si¢ aldehydu octowego,
etanolu i jest to powodem zatrucia, $mierci wielu warstw komorek — uszkodzen
fizjologicznych jabtka. Wyrazne brazowienie wskazuje na $mier¢ otaczajacych je
komorek. Réwnoczesnie w starzejacych si¢ owocach zachodza intensywne procesy
peroksydacji nienasyconych kwaséw tluszczowych, karotenoidow i innych
substancji. Proces jest rozwijany przez aktywne rodniki, ktore przeksztalcajg si¢
w toksyczne nadtlenki, wodorotlenki oraz w dalszych reakcjach w bardziej stabilne
aldehydy, ketony i substancje o wyraznym nieprzyjemnym zapachu. Ten juz dos¢
pdzny etap starzenia si¢ jabtek, wykrywany jest przez ,.elektroniczny nos” [42,143].
Brazowy wyglad miazszu i wyraznie nieswiezy zapach, kazdemu konsumentowi
pozwala rozpozna¢ nieprzydatnos¢ jabtek do spozycia.

Termin dojrzatos¢ owocéw ma dla sadownika charakter bardzo utylitarny.
Dojrzatos¢ zbiorcza owocdw (dojrzatosé fizjologiczna), to taki stan rozwoju owo-
cow w sadzie, w ktdrym sg one juz wyrosnigte w stopniu zapewniajacym im jak
najlepsze dtugie przechowywanie, a potem osiagnigcie najlepszych wartosci sma-
kowych [45,46]. Pojgcie to zmienia si¢ w zaleznosci od wymagan rynkowych —
surowiec na sok, owoce suszone, chipsy owocowe, owoce do konsumpcji, suro-
wiec na satatki owocowe, jak rowniez od stosowanej technologii przechowywania
owocow. Sprzedaz bezposrednio po zerwaniu lub przechowywanie w prostych
przechowalniach wymaga, aby owoce zbierano w okresie, kiedy maja juz prawie
optymalng wartos¢ smakowaq. Taki stan dojrzatosci jest zbyt zaawansowany, aby
jablka mozna byto dtugo przechowywaé nawet w obnizonej temperaturze i w kon-
trolowanej atmosferze. Wyznaczenie terminu zbioru w sadzie, a potem po kilku
miesiacach, przewidywanego okresu przechowywania, jest niezmiernie wazne dla
sadownictwa i przechowalnictwa. Okresli¢ to mozna na podstawie licznych zmian
fizykochemicznych i biochemicznych zachodzacych w czasie dojrzewania i przej-
rzewania. Sadownicy dysponuja obiektywnym pomiarem jedrnosci, zawartoscia
ekstraktu, proba skrobiowsa, proba etylenowa itp. Nieunikniona jest bardzo duza
zmiennos$¢ tych parametréw w sezonach wegetacji. Wieloletnie do$wiadczenie
sadownikow w sadzie i w chtodni umozliwia osiaganie zadowalajacej jakosci i $wie-
zo$ci owocow. Sadownictwo przyzwyczaito si¢ do naturalnej zmiennosci wytworow
przyrody. Przetwdrstwo sklonne jest do normalizacji swoich surowcéw. Klopot
w przetworstwie sprawiaja zmieniajace si¢, zaskakujace wlasciwosci surowca
i koniecznos¢ dostosowywania parametrow technologii, aby zapewni¢ maksymal-
na jednorodnos¢ produktu. Potrzebne sa wigc proste i szybkie metody pomiaru
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swiezo$ci miazszu efektywne dla wszystkich owocow — odmian i okresow prze-
chowywania surowca. Bez watpienia nabierze to znaczenia przy nieuniknionym
rozwoju produkcji cigtych jabtek.

W dojrzewajacym owocu funkcjonuje genetycznie zapisany scenariusz, lecz
jego zycie, rozwoj zalezy od wptywu czynnikdéw srodowiskowych, np. od struktury
gleby, skfadu chemicznego gleby, od oswietlenia drzewa, dostgpnosci wody, tempe-
ratury, urazow mechanicznych i biologicznych itp. Impulsy $rodowiskowe szybko
docieraja do komorek i wptywaja na relacje migdzykomérkowe, migdzytkankowe.
Cykl dojrzewania jablek i okres starzenia si¢ podlega regulacji hormonalne;.
O kierunku rozwoju decyduje wewngtrzna rownowaga i wspotzaleznosé pomigdzy
grupami substancji hormonalnych. Stezenia poszczegdlnych fitohormondéw uwarun-
kowane sa w duzej mierze czynnikami srodowiskowymi. W chtodniach wyposazo-
nych w komory z kontrolowana atmosfera unika si¢ niepozadanego, przedwczes-
nego dojrzewania jablek (przy temperaturze — 0,5°C) poprzez obnizenie st¢zenia
tlenu do 3-5%, zwigkszenie st¢zenia ditlenku wegla i usuwanie wydzielanego
etylenu. Zmniejszenie ci$nienia w komorach do 0,02 MPa utatwia ulatnianie si¢
etylenu z tkanek owocu i opdznia przejscie jablek ze stanu dojrzatosci fizjologicznej
do dojrzatosci konsumpcyjnej (dojrzewanie). Natomiast jednodniowe gazowanie
komory wraz z jabtkami 1-metylocyklopropenem (1-MCP blokuje receptor etyleno-
wy) calkowicie zatrzymuje dojrzewanie [189]. Powyzsze uwagi daja jedynie
uproszczony opis technik ograniczania przejrzewania i zachowania $wiezos$ci jabtek.

3.1.2. Regulacja metaboliczna i $mieré komorek

Smieré komérek miazszu moze byé procesem naglym, wywotanym uszkodze-
niem badz zachodzacym w wyniku biochemicznej aktywnos$ci samych komorek.
Ta druga sytuacja wystgpuje przy starzeniu si¢ jablek.

Okres $wiezosci tkanki konczy zaawansowany proces starzenia si¢ tkanki.
Programowana $mier¢ komodrki — apoptoza jest czgécig programu rozwojowego
owocow 1 zmian funkcjonalnych komérek. Uruchamiana jest rowniez w tkance
przy usuwaniu okolicy komorek uszkodzonych, zainfekowanych przez mikro-
organizmy patogenne. Apoptoza jest genetyczne kontrolowana i uruchomiony
»program starzenia si¢” zmienia poziom ekspresji wielu gendéw. Biatka, kodo-
wane przez te geny, maja zasadnicze znaczenie w przebiegu przejrzewania
i starzenia si¢ komorek [163].

Jednolita odpowiedzia tkanek roslinnych na roéznorodne czynniki stresowe jest
,stres oksydacyjny”, czyli zachwianie rOwnowagi migdzy wytwarzaniem reaktyw-
nych form tlenu a ich usuwaniem przez systemy przeciwutleniajace. Stres oksyda-
cyjny wywotuja liczne nagle czynniki: zranienie, ucisk mechaniczny, atak patogena,
promieniowanie UV, nagta dostgpnos¢ tlenu po okresie niedotlenienia [78]. Stres
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oksydacyjny jednak stale towarzyszy procesom fizjologicznym, a nie tylko procesowi
starzenia si¢ komodrek migzszu. Aktywne formy tlenu powstaja w reakcjach redoks
oraz w nadmiarze, w wyniku niezupetej redukcji tlenu lub utleniania wody przez
fancuch transportu elektronéw w mitochondriach i chloroplastach [76].

W roSlinach stale musza funkcjonowaé systemy przeciwutleniajace, ktore
,uprzataja” reaktywne formy tlenu. Zapobiegaja utrzymywaniu i rozprzestrzenia-
niu si¢ stresu oksydacyjnego w komorkach zawsze poddanych dziataniu czynni-
kéw stresowych. W mechanizmach ochronnych wykorzystywane sa przeciw-
utleniacze enzymatyczne i nieenzymatyczne.

Enzymy przeciwutleniajace sa to zardwno enzymy bezposrednio zaangazo-
wane w usuwanie reaktywnych form tlenu (dysmutazy ponadtlenkowe, katalazy
i peroksydazy), jak i enzymy biorace udziat w reakcjach utleniania i redukcji
kwasu askorbinowego Iub redukcji glutationu. Rola tych enzyméw zalezy od ich
umiejscowienia w komorce lub organelli. Nieenzymatyczne przeciwutleniacze to
takze ,,zmiatacze” wolnych rodnikéw. Role taka spetniajg mate lipofilowe lub
hydrofilowe czasteczki. Jest wiele substancji o tych wlasciwosciach czgsto takich
samych u roslin i u cztowieka, np. tokoferole, kwas askorbinowy. Jednak specy-
ficznymi przeciwutleniaczami u ro$lin sg np. flawonoidy. Zgromadzone w waku-
oli, w formie glikozydow, stanowia substrat dla oksydazy polifenolowej PPO
w reakcji inaktywacji nadtlenku wodoru, ktory przenika do wakuoli z innych prze-
dziatéw komorkowych. Wykazano, ze takie flawonoidy, jak: kwercetyna, cyjani-
dyna, epikatechina maja w tych reakcjach kilkakrotnie wigksza aktywno$¢ prze-
ciwutleniajacq niz askorbinian i tokoferole [77].

Zdolnos¢ dostosowania szybkosci proceséw metabolicznych w komorkach
ro$linnych do zmian w $rodowisku zewngtrznym jest niezbedna dla zachowania
stabilnosci $rodowiska wewnatrzkomérkowego i uniknigcia chaosu metabolicz-
nego. Szybkos¢ procesow zwykle kontrolowana jest poprzez aktywnos¢ enzymow.
Podstawowy sposdb regulacji szybkosci reakcji enzymatycznych polega na regu-
lacji ilosci enzymu lub gldwnego substratu. Ten sposdb jest dos¢ powolny,
zachodzi w ciagu godzin, a nawet dni i wymaga naktadéw energii [226]. Stwier-
dzono, ze promieniowanie UV uruchamia w komoérkach owocu szybka synteze
flawonoidéw [150]. Odbywa si¢ to w wyspecjalizowanych, zewngtrznych komor-
kach, ktore chronia tkanke, absorbujac promieniowanie w zakresie od 280 do
400 nm, a jednoczesnie chronig takze przed zerujacymi owadami [168]. Inny
rodzaj aktywnosci to synteza kwasu chlorogenowego jako reakcja na schtodzenie
jablek w chtodni [9,128,182,240].

Drugi sposob regulacji metabolicznej polega na szybkich (sekundy lub minu-
ty) modyfikacjach aktywnosci biatka enzymatycznego, ktdre juz istnieje w komorce.
Jest to natychmiastowa reakcja na zmiany w srodowisku wewnatrzkomdérkowym
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i ,wykonanie zapotrzebowania” na produkty przemian metabolicznych. O szyb-
kosci ciagu przemian decyduje tempo najwolniejszej reakcji, ktora jest praktycznie
nieodwracalna. Aktywnos$¢ enzymu katalizujacego zasadniczy etap (enzym regula-
torowy) wptywa na przeptyw metabolitow przez caly szlak.

Gdy stezenie substratu nie przekracza wartosci wysycajacych enzymu, to
szybkos¢ reakcji enzymatycznej zalezy od stgzenia substratu. Zalezno$¢ te opisuje
krzywa hiperboliczna — szybkos¢-stezenie (krzywa Michaelisa-Menten). Zwykle
stezenie substratéw w komérkach jest znacznie mniejsze od poziomu wysycajacego
enzymy [86]. O stezeniu substratu dla reakcji enzymatycznej decyduje szybkos¢
jego powstawania, tzn. aktywnos¢ reakcji poprzedzajacej w szlaku metabolicznym.
Jezeli reakcja znajduje sie na rozgalezieniu szlaku, to stezenie substratu w reakcji
moze byé wynikiem konkurencji o ten substrat kilku reakc;ji enzymatycznych.

W komorce roélinnej rozgraniczenie przestrzenne metabolizmu oraz powiazanie
g0 z btonami i z ulokowanymi w nich enzymami jest waznym sposobem regulacji.
Poszczegolne szlaki moga przebiega¢ w réznych przedzialach komorkowych albo
tylko w organellach lub specyficznych komoérkach i tkankach. Do pelnej integracji
metabolizmu komérki, a takze catej rosliny, niezbedne jest wspotdziatanie migdzy
szlakami metabolicznymi operujacymi w roznych przedziatach. Regulacja tego
wspotdziatania polega na zmianie w przeptywie metabolitow z jednego przedziatu
do drugiego. Sa to metabolity bedace substratami lub produktami przej$ciowymi
réznych szlakéw. Nagly stres, taki jak silniejsze odksztatcenie lub uszkodzenie
komorek, uruchamia mechanizmy regulacji poprzez zmiany stezenia substratu.
W takich warunkach wystepuje transport poprzez btony komorkowe, a takze
dhugodystansowy w owocu. Jezeli nastapi zniszczenie komorki, to enzymy i liczne
substraty pozostaja nadal zwiazane z btonami i prowadza reakcje wg ustalonego
scenariusza ograniczania stresu oksydacyjnego i osmotycznego.

Dostosowania rozwojowe niektorych tkanek szczegdlnie silnie zapobiegaja
penetracji czynnika stresowego w gtab miazszu, stwarzajac warunki ,,uniknigcia
stresu”. Modyfikacja funkcji lub struktury enzymu, tzn. ,syndrom reakcji streso-
wej”, to elementy strategii roslin dla osiagnigcia odpornosci [168]. Widocznym
efektem reakcji jest m.in. brazowienie miazszu jabtka. Jesli jednak tego roéwno-
waga nie zostanie przywrécona, to nastapi oksydacyjna degradacja lipidow w bio-
nach komérkowych, zmiany patologiczne w przebiegu szlakow metabolicznych,
co doprowadzi do stopniowej $mierci nastgpnych grup komorek, z ktorych pro-
dukty przejma funkcje ostonowe. Opisane procesy regulacyjne sa cecha zywych
komoérek. Rozpoznanie ich, u§wiadomienie tego zjawiska wynika z czutosci zmys-
16w i doswiadczenia konsumenta, a po jego ocenie moze by¢ uznane jako stopien
wrazenia $wiezo$ci owocu.
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3.1.3. Biochemiczne mechanizmy reakcji brazowienia

Podczas przerobu jablek, w procesie rozdrabniania niszczone sa blony i Sciany
komoérkowe oddzielajace enzymy i substraty brazowienia. Enzymy, przy udziale tlenu
z przestrzeni migdzykomorkowych badz pochodzacego z atmosfery, utleniaja zwiazki
fenolowe, a takze kwas askorbinowy i inne zwiazki obecne w tredci komoérkowe;.

Pierwsze kontrolowane badania brazowienia enzymatycznego prowadzone
byly na roztworach modelowych zawierajacych znane stezenia roéznych polifenoli,
np. kwasu chlorogenowego, epikatechiny, ksyloglukozydu floretyny i enzym PPO
lub wprost na ekstraktach z jablek [68,243]. W procesie utleniania substancji
polifenolowych uczestniczy oksydaza polifenolowa (EC 1.14.18.1), ktora katali-
zuje oksydacje orto-dwufenoli do o-chinondw.

Oksydaza fenolowa jest miedzioproteing i jej aktywnos¢ zwigzana jest z od-
wracalna reakcjg przejécia Cu®* w Cu’. PPO ma duza granice specyficznosci
(wystepuja izoenzymy) wobec zwiazku polifenolowego. Warto$ci w sokach z jab-
tek statej reakcji (Michaelisa) — Ky i szybkosci reakcji — Upma wykazuja ogromna
zmiennos¢, ktdra zalezy od substratu fenolowego, a takze od miejsca jego wyste-
powania w owocu, np. miazsz powstaly z rurki kwiatowej rézni si¢ od migzszu
z owocolistkéw [75]. W zdrowych komérkach bardzo duzo aktywnego enzymu
Jest w tylakoidach dojrzatych chloroplastéw. Aktywnosé PPO zmienia si¢ zard-
wno dla odmian, jak i podczas dojrzewania oraz w trakcie przechowywania
owocow [31,128,163]. W literaturze najwigcej miejsca po§wiecano badaniom
aktywnosci enzymu PPO w jablkach i jego wptywowi na ciemnienie. Nie udato sig
W istotny sposéb skorelowa¢ aktywnosci PPO i sklonnosci do ciemnienia calych
owocow lub cigtych jablek [5,6,120]. Wydaje sie, ze brak istotnej korelacji jest
oczywisty i potwierdzony badaniami modelowymi. Znaczne stezenie enzymu PPO
konieczne jest w fazie tworzenia chinonéw fenolowych w miazszu, a jedynie
zupetna i dos¢ wezesna inhibicja ogranicza brazowienie po uszkodzeniu komorek,
np. w procesie blanszowania. Nie mozna tego uczyni¢ i réwnoczesnie zachowaé
Swiezos¢ migzszu.

W eksperymentach modelowych okreslono pierwszy krok reakcji brazowienia
enzymatycznego. Tworzone sg formy semichinonu i chinonu z fenoli, ktére nie sa
kolorowe, nie maja maksimum absorpcji w pasmie widzialnym, maja tez rozne
wspdlczynniki ekstynkcji w UV. Wysoki potencjat utleniajaco-redukujacy chino-
néw powoduje utlenienie wielu zwiazkéw. Obecnie chinony moga by¢ monitoro-
wane za pomoca wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej HPLC. Osobne
oznaczanie aktywnosci o-chinondw i fenoli pozwala rozdzielaé utlenianie enzyma-
tyczne od utleniania chemicznego, sprzezonego jedynie z chinonami. Utlenianie
chemiczne fenoli jest znacznie wolniejsze, lecz powstate chinony i nadtlenek
wodoru szybko utleniaja inne zwiazki fenolowe, a dalej reagujac z aminokwasami,
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aminami, kwasami organicznymi (kwasem askorbinowym) ulegaja reakcjom
kondensacji. Obecno$¢ amin finalizuje proces polimeryzacji, gdyz w wyniku
nukleofilowego podstawienia aminy tacza si¢ z chinonami, a produkty tej reakcji
ulegaja przemianom do brazowych melanin, dajac brazowe zabarwienie [77].

Identyfikacja oraz oznaczanie zwiazkéw fenolowych w jablkach, a gtownie
w przetworach z jablek, jest przedmiotem wielu prac. W literaturze przedstawiono
metody dokladnego ich oznaczania tylko w ekstraktach i byty to metody HPLC,
i spektrofotometryczne [49,58,210,211]. Biorac pod uwage znaczenie zwiazkow feno-
lowych, celowe bytoby dokladniejsze przebadanie polifenoli w owocach i zmian ich
zawartosci: po zbiorze, w chtodni — podczas dojrzewania i przejrzewania [31,128].

Wiedza o skfadzie polifenolowym jabtek rozwija si¢ wraz z szybkim postgpem
analityki chemicznej — zwlaszcza ekstrakcji z tkanki, rozdziatu chromatogra-
ficznego i czulosci detektorow optycznych. Zawartos¢ polifenoli jabtkach moze
wahaé od 0,1 do 5,0 g w 1 kg owocow, a w skorce jest ich okoto siedmiokrotnie
wiecej niz w miazszu. W jabtkach zidentyfikowano dotychczas 6 duzych grup
zwiazkéw fenolowych [63,153] nalezacych do flawonoidoéw oraz do kwasow feno-
lowych [225]. Prawie 80% polifenoli jabtek stanowia procyjanidyny, ktore sa dwu-,
tréj- oraz polimerami takich monomeréw, jak (+)-katechina i (—)-epikatechina, jak
réwniez monomeryczne flawanole (katechiny) i przewaza w tym (-)-epikatechina
i jej dimer procyjanidyna B2.

Do nastepnych, wg ilosci wystepowania w jabtku, naleza fenolokwasy, z kto-
rych najpowszechniej wystepujacymi w jabtkach sa kwas chlorogenowy oraz kwas
4'-p-kumarylochinonowy. W mniejszej ilosci, sposréd dwuchydrochalkonow,
wystepuje glikozyd floretyny (florydzyna) i ksyloglukozyd floretyny. Nastgpne, co
do iloéci w jablkach sa flawonole w formie glikozydowej, w postaci pochodnych
kwercetyny — jako glukozyd, galaktozyd, arabinozyd, ksylozyd i ramnozyd kwerce-
tyny, a takze antocyjaniny, np. cyjanidyny — 3-glukozyd, 3-galaktozyd, 3-ksylozyd
lub w formie antocyjanidyn (aglikonowej).

Mozna takze uszeregowac polifenole jabtek wedtug ich aktywnosci przeciwutle-
niajacej [134] (,,zdolnosci zmiatania” rodnikow DPPH): glikozyd kwercetyny >
procyjanidyny > kwas chlorogenowy = florydzyna. Z wyjatkiem florydzyny wszyst-
kie polifenole jabtek wykazuja 2-3-krotnie wigksza aktywnos$¢ niz witamina C i E.
Zwiazki o najwyzszej aktywnosci przeciwutleniajacej — procyjanidyny, (-)-epikate-
china oraz pochodne kwercetyny w najwigkszej ilosci tracone sa w procesie otrzy-
mywania soku z jabtek.

Rézne rejony owocu majg inng zawartos¢ zwiazkéw fenolowych [136].
W skorce owocu sa gtownie glikozydy kwercetyny, jak rowniez znaczne ilosci
antocyjanéw, katechin, a niewielkie ilosci kwasu chlorogenowego. Wigksze ilosci
kwasow fenolowych znajduja si¢ glownie w miazszu owocow [63]. Najwigksze
ilosci dwuchydrochalkondéw wystepuja blizej gniazda nasiennego i w nasionach.
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Zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w réznych czesciach owocu zmienia si¢ ze
stadium dojrzatosci owocéw, zalezy od bardzo wielu czynnikoéw i nie zawsze jest
oznaczana bezwzglednymi wartosciami dla $cisle opisanego obiektu badan. Jedna
z przyczyn, poza zroznicowanym dojrzewaniem w sadzie, jest dtugie przejrze-
wanie w zréznicowanym ,tancuchu technologii” przechowalniczych. W wielu
pracach, takze monografiach, zestawiono zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych
w jabtkach w postaci tabel, ktére wskazujg na bardzo duza zmienno$é stezen
w owocach i w przetworach [63,128,140,141,188]. Wiadomo, ze przechowywanie
wplywa na substraty i zaobserwowano efekty brazowienia miazszu [31,240]. Nie
zajmowano si¢ tym zagadnieniem dotychczas szerzej, ale np. badano przyczyny
stabej tolerancji niektérych odmian na warunki w chtodni — obnizenie tempera-
tury, niska zawartos$¢ tlenu i wysokie stgzenie ditlenku wegla, a w efekcie na
brazowienie jablek. Informacje wynikajace z tych prac wskazuja, ze przy anali-
zach zawartosci substratow brazowienia u odmian nie mozna pominaé techniki ich
przechowywania. Wstgpne badania wykazaty istnienie zmiennosci substratow
brazowienia uwarunkowanych procesem chtodniczym [31,169]. Nie okreslano ich
udzialu w zmiennosci ciemnienia migzszu, nie poréwnano kilku technik przecho-
wywania i wigkszej liczby odmian [95]. W przetworach, z ktorych najczesciej
badane sa soki jabtkowe [48,79], na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych wptywa nie
tylko technologia przerobu, lecz takze zréznicowana tatwos$é zwiazkéw fenolo-
wych do enzymatycznego utleniania zmieniajaca si¢ ze stadium dojrzatosci jabtek.

Najczesciej badanym polifenolem w jabtkach, dobrze rozpuszczalnym i wyste-
pujacym w duzych stezeniach w migzszu jabtek, jest kwas chlorogenowy. Znacz-
ny jest jego wptyw na jako$¢ produktéw owocowych, gdyz nadaje im cierpki
smak, a ulegajac utlenieniu z udziatem PPO wspomaga utlenianie trudniej utlenia-
nych polifenoli i przys$piesza brazowienie. W czasie dojrzewania w sadzie jego
stezenie moze rosna¢ i male¢, natomiast w czasie dluzszego przechowywania
maleje ogo6lna zawartos¢ kwasow fenolowych w miazszu [31,128], a rosnie
zawarto$¢ antocyjandw w warstwie skorki. Sposrod katechin dominuje w jabtkach
(—)epikatechina, ktdra takze cechuje dobra rozpuszczalno$é w wodzie.

Pierwszym etapem badan brazowienia byly badania sokow i nie wyjasnily one
mechanizméw czasowych reakcji i tego, czy uktad charakteryzuje sie hierarchia
czasowg poszczegdlnych stadiow. Chinony sa niezwykle reaktywne, a wiec
szybkos$¢ i czasy reakcji w miazszu powinny by¢ dostatecznie r6zne od zaobserwo-
wanych w roztworach modelowych. Poszukiwania gtéwnych parametréw sterowa-
nia procesem brazowienia prowadzily do kolejnych ustalen. Badano zaleznosci
migdzy stezeniem PPO lub stgzeniem zwiazkéw fenolowych i brazowieniem.
Stwierdzano, ze wigkszy wplyw ma stgzenie niektorych substratéw niz stezenie
enzymu PPO. Niektore badane zwigzki: flawonole, antocyjany i procyjanidyny nie
s utleniane przez oksydaze fenolowa, a okazalo si¢, Ze sg utleniane przez chinony
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powstate z utlenienia kwaséw fenolowych. Stwierdzono takze, ze chinony, utlenia-
Jac kwas askorbinowy, regeneruja si¢ i odtwarzajq pierwotne fenole. W ten sposéb
ukiad fenol i oksydaza fenolowa za posrednictwem powstatych chinonéw prowadzi
utlenianie (sprzg¢zone z okreslonym fenolem) zwiazkow, ktére nie moga byé
utlenione wprost przez tlen czasteczkowy. Gdy stwierdzono, ze reaktywne chinony
utleniaja inne sktadniki i sa redukowane do fenoli, poszukiwano kolejnych substra-
tow dla takich reakcji fanicuchowych.

Analizy chemiczne, zwtaszcza techniki HPLC, jadrowego rezonasu magne-
tycznego — NMR, umozliwiaja badanie wiasciwosci fenoli w ekstraktach, sokach
1 w uktadach modelowych. Utlenianie enzymatyczne mieszanin kwasu chloroge-
nowego i epikatechiny prowadzi do formowania réznych kopolimeréw, jako
dodatkowych produktéw nieotrzymywanych przez utlenianie kazdego fenolu
osobno. W tym ukfadzie kwas chlorogenowy posredniczy w bardzo szybkim utle-
nianiu epikatechiny, ktérej ubywa wraz z formowaniem barwnych kopolimerow.
W dalszym etapie, przy braku epikatechiny, sam kwas chlorogenowy utleni sig, lecz
w wolniejszym tempie [172]. W konsekwencji ostateczna barwa przecieru, chociaz
uzalezniona od pierwszych o-chinonéw, zalezy gldwnie od barwnej natury , trwal-
szych” fenoli, a przede wszystkim od mozliwosci ich udziatu w nastepnych reakcjach.

Ze wzrastajacym stopniem polimeryzacji produktu maleje jego rozpuszczal-
nos¢ w wodzie i alkoholach. Ponadto w tkankach roslinnych zar6wno monomery,
jak i formy spolimeryzowane zwiazane sg czg$ciowo lub wiaza sie z polisacha-
rydami i podczas rozdrabniania i ekstrakcji rozpuszczalnikami dochodzi do zapo-
czatkowania reakcji enzymatycznej. Te zwigzane i nierozpuszczalne polifenole
trudno jest oznaczac¢ [194].

Ostatnio opublikowane przez Kuczynskiego [103] doswiadczenia na szybko
brazowiejacym, swiezym miazszu jablka wykonane technika réznicowej spektro-
fotometrii odbiciowej w UV zgodne sq z zasadniczymi etapami reakcji brazowienia,
przejetymi z modeli dla sokéw. Wyniki te wskazuja jednak na jeszcze niedoktadnie
poznane, wczesne etapy reakcji zarejestrowane w $wietle UV odbitym od miazszu
1 etapy zwiazane z polifenolami okreslanymi w matych ilo$ciach, jak np. ksyloglu-
kozyd floretyny, procyjanidyna B2 [63,170]. Mozna przypuszczaé, ze stuszny jest
wniosek — uruchomione na powierzchni migzszu procesy utleniania polifenoli sg
zrodlem stresu i przebiegaja zgodnie z zasada prostoty sterowania procesem przez
obiekt biologiczny [37,86] tak, aby wypetniaty funkcje ochronne w zywej tkance.

3.1.4. Brazowienie w ocenie konsumenta

W wigkszosci przypadkéw brazowienie owocow jest niepozadana reakcja
w technologii i zapobieganie stanowi gtowny element zainteresowania naukow-
cow, co wida¢ w liczbie publikacji. Ocena $wiezo$ci owocu jest wigc w tej dzie-
dzinie niezauwazana jako zbyt odlegla od organoleptycznych ocen utrwalonego
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produktu. Proponowane sg réznorodne metody ograniczania brazowienia poprzez
wplywanie na enzymy, substraty lub produkty reakcji. Zabiegi zmierzajace do
inhibicji PPO przez zmiang temperatury lub pH przecierow i sokow zostaly omo-
wione w licznych pracach [80,143,204,250]. Reakcje enzymatyczne szybciej prze-
biegaja w podwyzszonej temperaturze. Optimum temperatury wiekszosci enzymow
roslinnych miesci si¢ w zakresie 20-30°C. Zaleznos¢ przemiany od temperatury
wyraza wspotczynnik termiczny tej przemiany Q;o. Dla wigkszosci reakcji enzyma-
tycznych prowadzonych w roztworach Qo wynosi ok. 2, tzn. dwa razy wzro$nie
szybkos¢ przemiany w wyniku podwyzszenia temperatury o 10°C w zakresie pomig-
dzy minimalna a maksymalng temperatura reakcji. Dotad nie okreslano szybkosci
reakcji brazowienia cigtej powierzchni miazszu, a jedynie w roztworach, wigc nie
wyznaczano Qjo lub optimum pH. Z badan przeprowadzonych na satatkach z cig-
tych pod woda jabtek, ktore byly schlodzone lub nieschlodzone mozna oszacowac
Q1. Nastapito wydtuzenie czasu z 1 godziny do ok. 24 godzin dla osiagniecia tego
samego brazowienia. Chyba niewiele ma to wspodlnego z modelem i wspolczyn-
nikiem termicznym przemiany w roztworach [114,115].

Obecna wiedza daje realne mozliwosci ograniczania brazowienia enzymatycz-
nego przetwordw z owocow i warzyw poprzez [164]:

1. Usuwanie tlenu z tkanek owocow i warzyw oraz z otaczajacej je atmosfery.

2. Selekcje odmian o niskiej aktywnosci enzymdw 1 niskiej zawartosci zwiaz-

koéw fenolowych [81].

Dobdr odpowiedniego stadium dojrzatosci surowca.

Dodatek substancji redukujacych o—chinony.

Dodatek kwaséw dla obnizenia pH i aktywnosci enzymow [64].

Inaktywacje¢ cieplng enzyméw [80].

Dodatek inhibitoréw enzymow.
Nle kazdy z podanych sposobow moze by¢ uzyty do zywej tkanki bez jej
dalszego uszkadzania, wspomagania procesOw brazowienia, a co wazne, do wy-
tworzenia produktu o co najmniej nizszej wartosci zywieniowej. Uwzgledniano
zastosowanie siarczynow jako efektywnego inhibitora brazowienia, chociaz ich
przydatno$¢ w tej technologii jest obecnie kontrowersyjna. Wiele z inhibitorow
wielokrotnie sprawdzono: kwas askorbinowy 1 jego pochodne, jony chelatujace,
cyklodekstryny i wielofosfaty, cysteing, wielocukry sulfurowane, kwas kojowy,
kwas szczawiowy [113,114], ekstrakty z miodu [174] i soki z owocow 1 warzyw
[176]. Niektore z nich moglyby zastapic siarczyny.

W polskim przemysle przerabia si¢ wigcej niz potowg zbiorow jabtek na soki.
Sok, po usunigciu wigkszosci zwiazkéw fenolowych, wielocukrow i pektyn, ma
duzo nizsza warto$¢ zywieniowa niz $wiezy owoc [54,55,177]. Dlatego ciete
jabtka sa waznym urozmaiceniem zywnosci [16,36,203,206]. Jabtka sg jednym
z gldwnych zrédet flawonoidéw w diecie. Wykazano, ze regularne spozywanie

R
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jablek obniza ryzyko choréb naczyn krwionosnych i nowotworéw przewodu
pokarmowego. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca polifenoli roslinnych byta przed-
miotem wielu prac i monografii. Informuja one o reakcjach patologicznych
w organizmie cztowieka i przypadkach, ktérym rézne grupy polifenoli pomogly
zapobiec [231,241,246].

Flawonoidy, jako nieodlaczne sktadniki zywnosci pochodzenia roslinnego,
trafiaja do przewodu pokarmowego czlowieka. Tylko w niewielkich ilogciach
przechodza do uktadu krwiono$nego lub limfatycznego. Nie wiadomo, czy flawo-
noidy wchtaniane i metabolizowane wchodza w kontakt z membranami komorko-
wymi, przedostaja si¢ do wnetrza komorek i w ten sposob spetniaja role przeciw-
utleniacza. Wiadomo natomiast, ze znaczna ich czes¢ jest dos¢ szybko wydalana
z moczem. Czegs¢ flawonoidéw powraca do dwunastnicy wraz z zélcig i emulguje
tluszcze. Wiadomo takze, ze flawonoidy petnia role czynnikéw wspotgeneruja-
cych molekuty sygnalne tlenku azotu 'NO dla komérek nablonkowych przewodu
pokarmowego i efektywnie je chronia przed powstajacymi Jonami kwasu azoto-
wego [77,183]. Ponadto, z uwagi na wysoka koncentracje polifenoli w owocach
przypuszcza sig, ze ich gtéwna rola moze by¢ utrzymanie flory jelitowej w row-
nowadze symbiotycznej. Flora ta wspdtuczestniczy, wraz z komérkami nablonka
Jelitowego, w walce z patogenami przewodu pokarmowego. Znaczenie majg tu
stabilne lub odwracalne wiasciwosci redoks polifenoli w $rodowisku kwasnym
1 zasadowym [77]. W wyniku dziatania flory przewodu pokarmowego powstaje
szereg metabolitdw z flawonoidéw. Nastepuje hydroliza koniugatow flawono-
1dow i powstawanie tatwo wchtanianych ich niskoczasteczkowych pochodnych.
Bakterie tlenowe moga produkowaé ze spozywanych produktéw szkodliwe dla
organizmu zwiazki. Duza ilos¢ wolnych rodnikéw jest obecna lub powstaje
w trawionej zywnosci i wskazywano na hamowanie utleniania lipidéw, skuteczne
usuwanie wolnych rodnikéw i chelatowanie jonéw metali. Opisana w ten Sposob
aktywno$¢ flawonoidow moze zostaé, jak to okresla Treutter [232], przyjeta za
czynnik skfadajacy si¢ na "wewnetrzng jakos$¢”. Najlatwiej bytoby ja nazywac
swiezo$cia jablek. Rola aktywnosci polifenoli wydaje sie by¢ przynajmniej tak
istotna, jak réwnowaga populacji mikroflory jelitowej, a wiadome jest, ze to
istotnie wptywa na dobre odzywienie i zdrowie zwierza.

Rosliny wytwarzajq liczne substancje zaliczane do tzw. metabolizmu podsta-
wowego, tzn. niezbednych do funkcjonowania podstawowych szlakéw metabo-
licznych i obecnych we wszystkich komérkach. Naleza do nich, np. aminokwasy,
nukleotydy, cukrowce, ttuszczowce i chlorofile. Ich rola jest dobrze znana konsu-
mentom. Opr6cz podstawowych, rosliny wytwarzaja wiele réznorodnych, specyficz-
nych substancji, niekiedy o niejasnym przeznaczeniu, ktére nie sa niezbedne do
przeprowadzenia podstawowych proceséw zyciowych. Zwiazki te okresla sig
mianem metabolitow wtérnych [86]. Sa charakterystyczne dla gatunkéw lub
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spokrewnionych ze sobg grup taksonomicznych. Synteza ich wymaga znaczacych
naktadoéw energetycznych, zwykle kosztem podstawowych funkcji zyciowych.
Nauka dostarcza dowodow, ze maja one wielkie znaczenie w zyciu roslin [65].
Wiele z tych zwiazkéw rosliny wykorzystuja do obrony przeciwko roslinozercom.
Wykorzystywane sa w interakcjach roslina-roslina lub jako atraktanty dla zapylaczy.
Poznawanie mechanizméw ich dziatania to wielkie zadanie i ma ono praktyczne
znaczenie dla czlowieka, gdyz pozwala wykorzystywac naturalne zasoby rolnictwa
i ograniczy¢ ,,sztuczng” ingerencj¢ w srodowisko [168].

Jezeli problemem w jako$ci jest zewngtrzna barwa czastek z jabika, to biorac
pod uwage przedstawiona juz rolg substratow enzymatycznego brazowienia,
mozna wyjasni¢ jej znaczenie konsumentowi owocow. Powstanie brazowej barwy
na cietej powierzchni owocow jest objawem aktywnosci biologicznej i Swiezosci
miazszu. Jest to proces charakterystyczny dla §wiezego miazszu znajdujacego si¢
glebiej i usuwania rodnikéw organicznych powstajacych w wyniku agresywnego
utleniania uwolnionej tre$ci komorkowej. Poczatkowa faza enzymatycznego
utleniania jest bezbarwna, lecz dalsze reakcje prowadza do utworzenia na tkance
warstwy ochronnej z trudno rozpuszczalnych polimeréw, kolorowych melanin,
ktére sa naturalnym produktem roslinnym. Natomiast w czasie reakcji z metabo-
litami mikroorganizméw (grzyby, bakterie) porazajacych martwe komorki lub
tkanki, rodniki organiczne z tresci komorek jabtka utworza bardziej kolorowe
barwniki melaninowe — kompleksy z aldehydami, ketonami, aminokwasami, bial-
kami i innymi zwiazkami.

Konsument zna barwe wielu produktow zywno$ciowych, niewatpliwie zalez-
na od obecnosci w przetworach produktéw przemian, w ktére weszty barwniki
naturalne zaréwno te barwne, jak i wczesniej niewidoczne. Ladna barwa (np.
soku jabtkowego, powidet) zalezy od pozostalosci produktow enzymatycznego
i nieenzymatycznego brazowienia, natomiast naturalne barwniki nie odgrywaja
istotnej roli [70,71,177].

Coraz czgsciej rezygnuje si¢ ze sztucznych, obcych surowcowi dodatkow do
zywnoéci. Znacznie wydtuza si¢ przez to czas trwatosci, a stosuje tylko naturalne
sktadniki roslinne zapobiegajace utlenianiu w tradycyjnych produktach spozyw-
czych. Dodatki takze ulegaja degradacji, lecz chronia tym samym inne substraty.
Naturalne sktadniki roslinne po przemianach wywotanych technologia tworza
poznang przez konsumenta formg¢ wysoko przetworzonego produktu spozyw-
czego. Wspolna cecha duzej grupy polifenoli jest fatwos¢ wiaczania sig¢ do reakcji
redoks. Polifenole przenoszac protony i elektrony nie tylko fatwo ulegaja utlenie-
niu, ale rowniez moga posredniczy¢ w utlenianiu substancji niereagujacych wprost
z tlenem. Reakcje utleniania polifenoli maja charakter ztozony, a ich przebieg
zalezy od rodzajow i lokalizacji podstawnikow. Wydaje sig, ze te charakterystycz-
ne reakcje moglyby stuzy¢ ocenie $wiezoéci jabtek lub autentycznosci produktu.
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3.2. Kinetyka biologiczna procesu brazowienia

Kinetyka proceséw biologicznych wychodzi od modeli przemian biochemicznych
i kontynuuje modelowanie procesow w zywych organizmach i catych populacjach
[142]. Kinetyka chemiczna jest nauka o szybkosci i mechanizmach przemian
chemicznych. Do badan reakcji chemicznych stosowane sa modele dynamiczne, tzn.
uktady réwnan rézniczkowych.

Podczas przebiegu reakcji chemicznej zmianie ulegajg ilosci substratow
i produktow znajdujacych si¢ w uktadzie. Najczgsciej nie mierzy si¢ bezposrednio
stezen, lecz wielkosci fizyczne zalezne liniowo od stgzen. Zmieniajg si¢ one
w czasie wraz ze zmiang sktadu mieszaniny reakcyjnej 1 tworza krzywa kinetyczna.
Przedstawia ona zalezno$¢ wielkosci fizycznej od czasu.

Szybko$¢ zmian ilosci produktow, a takze substratow okresla szybkos¢ reakcji.
Prosta miarg szybkosci reakcji jest czas potowicznej przemiany (czas potdowkowy)
— ty, tj. czas potrzebny do przeksztatcenia potowy poczatkowej ilosci substratow.
Skala czasu reakcji moze by¢ takze wyrazana za pomoca czasu potowkowego — fy;,
i w przypadku wolnych reakcji wynosi ona kilka minut lub dtuze;.

W opisie ilosciowym kinetyki wazne jest pojecie chwilowej szybkosci reakcji
—v, zdefiniowane jako szybkosci zmian stgzenia w czasie. Eksperymentalnie
stwierdzono, ze krzywe kinetyczne reakcji speiniaja rownania kinetyczne postaci:

v = ,,wyrazenie kinetyczne”, (D)
gdzie:

v — szybkos¢ reakcji,

,wyrazenie kinetyczne” — ogélna zalezno$¢ od stezen reagentéw i warunkow
reakcji takich, jak temperatura, ci$nienie itp.

W kinetyce proceséw biologicznych nie musi by¢ to funkcja, gdy dotyczy np.
stadiow dojrzatosci, okresow przechowywania.

Reakcja zlozona jest przemiang skiadajaca si¢ z kilku etapéw bedacych reak-
cjami prostymi (elementarnymi). Poznana sekwencja prostych reakcji, w ktorej
substraty przeksztatcane sa w produkty, nazywana jest kinetycznym mechaniz-
mem reakcji. Znalezienie kinetycznego mechanizmu reakcji jest podstawowym
celem badan kinetycznych. Szybko$¢ reakcji ztozonej wyraza si¢ jako szybkos¢
zmiany stezenia jednej, wybranej substancji sposrod produktow reakcji prostych.
Oznacza to, ze kazdorazowo nalezy upewnic sig, jaka definicj¢ szybkosci zasto-
sowano dla reakcji. Substancje, z ktdrej zmian stg¢zen oznacza si¢ doswiadczalnie
szybkosci reakcji, nazywane sg substancjami wskaznikowymi.

W metodach kinetycznych wykorzystanie reakcji wskaznikowej powinno
zostaé poprzedzone doktadnymi studiami i zbadaniem reakcji; wyjasnieniem
zaleznosci szybkosci od stezenia substancji reagujacych, temperatury, obecnosci
soli i innych mozliwych do uwzglednienia czynnikéw. Aby oznacza¢ zawartos¢
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substancji metoda kinetyczna, nalezy mierzy¢ szybkos¢ reakcji wskaznikowej.
Stezenie tej jednej substancji wskaznikowej zmienia si¢ podczas reakcji, natomiast
stgzenia substancji pozostatych albo si¢ nie zmieniaja wcale, albo tylko w nie-
wielkim stopniu. Aby ten warunek byt spetniony, stezenia wszystkich substancji
bioracych udziat w reakcji powinny znacznie przewyzszaé stezenie substancji
wskaznikowej. Stezenie substancji oznaczanej réwniez powinno pozostawaé na
czas pomiaru ,,prawie” niezmienione. Jest dos¢ prawdopodobne, ze na substancje
wskaznikowa mozna wybra¢ barwne (zakres Vis) produkty melaninowe we
wezesnej fazie reakcji enzymatycznego brazowienia miazszu. Zapewne moga to
by¢ takze produkty albo substraty jeszcze wczesniejszych etapow reakcji, ktore
poznano jedynie w modelowych badaniach roztworéw i pomiaréw z zakresu UV.
Wygodne byloby wykorzystanie wielu reakcji wskaznikowych w zakresie ultra-
fioletu i zastosowanie obliczen chemometrycznych [25,26,103].

Reakcja wskaznikowa powinna speia¢ nastgpujace wymagania:

1. Szybko$¢ reakcji powinna znajdowaé si¢ w okreslonych granicach, gdyz
reakcje przebiegajace zbyt szybko lub zbyt wolno sa do celow analitycznych
niedogodne. Najdogodniejszy dla najprostszych metod pomiaru jest czas 5-10 min.

2. Stezenie substancji wskaznikowej powinno da¢ sie zmierzy¢ prostym spo-
sobem i najlepiej w zakresie Vis lub potencjometrycznie.

3. Stezenie substancji oznaczanej (np. melaniny) nie powinno podczas wyko-
nywania doswiadczenia zmieni¢ si¢ w duzym stopniu.

Niezwykle waznym w przyrodzie typem reakcji ztozonych sa reakcje laficu-
chowe (proste i rozgalg¢zione). Tworzone sa w nich nietrwate produkty posrednie —
nosniki faficucha. Biorg one udzial w rozwijaniu taficuchéw i odtwarzaja sig.
Przerwanie faficucha nastgpuje w reakcjach, w ktorych no¢niki tancucha zuzywane
sg bez wytworzenia nowych reaktywnych produktéw przejsciowych. Do prze-
rywania fancucha dochodzi takze w reakcjach miedzy nos$nikami fancucha,
reakcjach nosnikéw faficucha z innymi substancjami lub w wyniku oddziatywan
samych no$nikéw taficucha. Reakcje tancuchowe mozna by zaproponowaé jako
model reakcji brazowienia enzymatycznego.

3.2.1. Réwnanie kinetyczne

Rownania kinetyczne reakcji tancuchowych sa ztozone i mozna je wypro-
wadza¢, stosujac metodg stanow stacjonarnych. Gdy bieg reakcji jest ustalony,
stezenie nietrwatych produktow posrednich mozna uznaé w przyblizeniu za state.
Wtedy szybkos¢ reakcji brazowienia wyznaczana jest przez szybkosé etapu
najwolniejszego. Szybko$¢ tego etapu (np. formowanie melanin) powinna by¢
niewspotmiernie mata w poréwnaniu z szybkoscia innych, poprzedzajacych ja
etapow (tworzenia rodnikéw), dlatego ogdlne rownanie kinetyczne jest wtedy
stosunkowo proste.
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Roéwnanie kinetyczne reakcji pierwszego rzedu ma postac:

v=dx/dt=k- (a—x), (2)

gdzie:

k — wspolczynnik proporcjonalnosci nazywany statg szybkosci reakcji,

a — poczatkowe stezenie substratu,

x — stezenie substratu (albo stgzenie produktu) po przereagowaniu w czasie

t reakcji,

(a — x) — stezenie substratu pozostatego po czasie .

Po scatkowaniu otrzymujemy zalezno$¢ prostoliniowg pomiedzy logarytmem
ze stezenia i czasem reakcji:

In[a/(a—x)]=k- 1, 3)

co oznacza, ze w jednakowych odstgpach czasu wchodza w reakcje jednakowe
czesci substancji reagujace;.

Czas potowicznej (potowkowy) przemiany — f, jest wazna charakterystyka
reakcji 1 w reakcji pierwszego rzedu nie zalezy od stezen wyjsciowych substancji
reagujacych, tak jak i stala szybkosci k= 0,693 - (¢,)"' (min"' albo s™). Sposéb
wyrazania st¢zen, np. zastapienie st¢zenia zwigzanym z nim parametrem fizycz-
nym, nie wywiera wplywu na wartosci statych & i 7,. W kinetyce procesow
biologicznych czesto pozostaje si¢ przy analizie i opisie wiasnie takich parame-
trow fizycznych. Nie nadaje im si¢ doktadnej nazwy — substratu lub produktu,
gdyz zwykle nie sa one okreslane metodami chemicznymi [37,77].

Stezenie x produktu reakcji pierwszego rzedu zalezy w nastgpujacy sposéb od
czasu reakcji:

x=a-(I-e™ . (4)

W okresie poczatkowym reakcji (gdy wielkos¢ & - ¢ jest mata) mozna przyjac,
ze stgzenie zalezy liniowo od czasu:

x=k-a-t, (5)

stad niekiedy najtatwiej wyznacza¢ stala szybkosci reakcji. Jednak zalezy to od
czutosci metody fizycznej, a wigc od minimalnej warto$ci, jaka mozna doktadnie
zmierzy¢ i od rozdzielczo$ci czasowej pomiarow. Mozna takze wyznaczac nie-
wielkie szybkos$ci reakcji, jezeli obrany do obserwacji odstep czasu bedzie
dostatecznie diugi i nie zachodza reakcje wspdibiezne. Poczatkowa czesé
krzywej kinetycznej zawsze mozna przybliza¢ linig prosta niezaleznie od postaci
wyrazenia kinetycznego. Czgsto jest to wykorzystywane w badaniu jednoczesnie
kilku reakcji wskaznikowych (np. w reakcji tancuchowej). Takie pomiary uzy-
wane sa do obliczen chemometrycznych.
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Gdy zmiany stgzenia substancji wskaznikowej pomijaé¢ juz nie mozna, to
nalezy bada¢ zaleznos¢ stgzenia od czasu. Metody catkowe opieraja sie bezposred-
nio na rozwigzaniu réwnan kinetycznych. Najprostszym przykladem zastosowania
metody catkowej jest dopasowanie teoretycznej krzywej kinetycznej do danych
eksperymentalnych. Standardowa metoda jest metoda najmniejszych kwadratow.

Przedstawiona kinetyke formalng mozna wybra¢ do modelowania kinetycznego
reakcji prostych, ktore sktadaja si¢ na reakcje ztozona. Jednak nalezy zrobi¢ przy
tym zalozenie o addytywnos$ci poszczegdlnych reakcji, tzn. ze stala szybkosci
reakcji prostej nie ulega zmianie w obecnosci innych reakcji prostych. Jezeli w me-
chanizmie reakcji wystgpuje etap znacznie wolniejszy od pozostalych, to szybkos¢
catkowita bedzie determinowana przez ten etap powolny. Jest to jakosciowe wyjas-
nienie tego, ze kinetyka formalna umozliwia wyciagnigcie poprawnych wnioskéw
nawet w przypadku reakcji tak bardzo ztozonych, jak metabolizm komorkowy.
Poj¢cia i terminy z kinetyki chemicznej stosuje si¢ rowniez do opisu procesow
kinetycznych, ktére nie sg reakcjami chemicznymi, np. do wzrostu kolonii bakterii,
rozwoju populacji.

Wigkszos¢ pomiaréw kinetycznych to pomiary posrednie, opierajace si¢ na
fizycznych metodach (np. wyznaczania stgzen). Zmiana wielkosci obserwowanej —
np. przewodnosci elektrycznej, objetosci, cisnienia, absorbancji jest udzialem naj-
czgsciej wszystkich lub kilku ze sktadnikéw ,,mieszaniny reakcyjnej”. Stezenia
indywidualnych skfadnikéw nie sa tu znane. Znana jest jedynie wielko$¢ obserwo-
wana, bedaca liniowa kombinacja ,,st¢zen”. Dla prostej reakcji informacja zawarta
w krzywej kinetycznej wystarcza do wyznaczenia stalej szybkosci reakcji. Mozna
wyrazi¢ to stwierdzeniem, ze stata szybkos$ci w modelu kinetycznym jest identy-
fikowalna i moze by¢ wyznaczona z krzywej kinetycznej. Dla kinetyki pierwszego
rzgdu stwierdzenie to wynika bezposrednio z metody wyznaczania statej szybkosci.

Dla reakcji nastgpczych mozna twierdzié, Ze istnieje wigcej schematow reak-
cyjnych zgodnych z krzywa kinetyczng. Jest to problem rozrdznialnosci modeli.
Jesli dwa schematy reakcji opisuje ta sama krzywa Kinetyczna, to sg one nieroz-
réznialne. Oznacza to, ze jest potrzebna dodatkowa informacja, aby wskazac,
ktory z nich jest poprawny. Schematy reakcji ztozonych czesto moga by¢ nieroz-
roznialne. Jezeli dysponujemy informacja z jednej krzywej dla jednej substancji
wskaznikowej, to nie mozna stwierdzi¢ na postawie dostepnej informacji kine-
tycznej, czy produkt tworzy si¢ przez produkt posredni, czy tez bezposrednio.
Problemy identyfikowalnosci i braku rozréznialno$ci wskazujg na pewne ograni-
czenia poznawcze kinetyki. Nie mozna wigc ,,udowodni¢" mechanizmu reakcji.
Dlatego poprzez obliczenia chemometryczne ustala si¢ jedynie, czy zaproponowany
model brazowienia enzymatycznego miazszu jabika, przyjete substraty lub produkty
nie sa sprzeczne z uzyskanymi danymi kinetycznymi [103]. Mozna jednak udowod-
ni¢, ze wybrany model nie jest poprawny, bo nie jest zgodny z eksperymentem.



29

3.2.2. Sterowanie szybkos$cig brazowienia

Szereg probleméw zwigzanych z ograniczaniem brazowienia lub zachowaniem
trwatosci polifenoli w sokach i przecierach rozwigzywanych jest w badaniach
modelowych na roslinnych ekstraktach i naturalnych polifenolach. W zadowa-
lajacym stopniu poznano rolg spetniang przez polifenole i enzymy w ciemnieniu
wina lub sokow i znaczne postgpy poczyniono w zakresie przecieréw [70]. Jednak
wyniki tych prac sg zbyt odlegte od zagadnien biologii komérki i tkanki rolinnej,
od obumierania jedynie czgsci komorek, a dalszej integralnosci i dostosowania sie
biosyntezy tkanki. Tylko niewielka cz¢$¢ tych wynikéw moze byé zwigzana z poz-
nawaniem brazowienia zywej, otaczajacej uszkodzenie, tkanki. Zlozone mechaniz-
my kontrolne szlakéw metabolicznych, ich organizacja przestrzenna w organellach
ina blonach biologicznych, regulacja allosteryczna i integracja ogétu przemian
komérkowych nie moga ujawniac si¢ w przecierach lub sokach. Lecz nawet i w nich
zanika przebieg reakcji oparty na prawie dziatania mas. Liczne badania nie
pozwalajg znalez¢ tu prostych korelacji substratow tkankowych i produktéw,
wyraznego udziatu aktywnosci enzymu w ciemnienia wyrobu, co stale potwierdzane
jest w publikacjach [164].

Do opisu kinetyki reakcji enzymatycznych wg schematu Michaelisa-Mentena
wykorzystuje si¢ metody stanu stacjonarnego [252]. Uwzglednia si¢ dwa przy-
padki graniczne — duze lub male stezenia substratu, dla ktérych kinetyke reakcji
mozna opisa¢ w prosty sposob. W zakresie matych stezet substratu szybko$é
tworzenia si¢ produktu w reakcji enzymatycznej jest proporcjonalna do stezenia,
tzn. szybkos¢ jest procesem pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.
W zakresie duzych stezen substratu wystepuje catkowite wysycenie enzymu,
reakcja osiagneta juz szybko$¢ maksymalng i zwigkszenie stezenia substratu nie
moze wplyna¢ na wzrost szybkosci katalizowanej reakcji. Stezenie substratu,
przy ktérym szybko$¢ reakcji réwna jest potowie maksymalnej szybkosci reakcji
enzymatycznej, ocenia aktywno$¢ enzymu, jego powinowactwo do substratu. To
stezenie nazwano statg Michaelisa — Ky;.

Catkowita szybkos¢ reakcji, na ktéra skfada sig kilka etapéw posrednich, jest
uwarunkowana szybkoscia reakcji najwolniejszej. Sprzezenie kilku reakcji enzy-
matycznych, przebiegajacych z réznymi szybko$ciami jest spotykane czesto
W procesach przemiany materii w zywych organizmach. Szybkos$é przemian
metabolicznych zalezna jest od wielu czynnikéw: stezenia reagujacych zwiazkow,
temperatury, cisnienia, obecnosci katalizatoréw lub pH otaczajacego srodowiska.

Zjawisko inhibicji polega na hamowaniu aktywnosci katalitycznej (np. enzymu)
wskutek obecnosci inhibitora. Jezeli dodawa¢ do enzymu nawet bardzo niewielkie
ilosci pewnych substancji, to mozna stwierdzi¢ duzy spadek szybkosci reakcji.
Substancje takie nazywa si¢ inhibitorami, a ich dziatanie sprowadza si¢ w wiek-
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szosci przypadkéw do tego, ze tworza potaczenia, ktore blokuja enzym. Mozliwa
jest réwniez sytuacja, ze inhibicja dotyczy tego etapu reakcji, ktory nie byt etapem
limitujacym (np. op6znione unieczynnienie PPO), lecz szybkos$¢ ogo6lng reakcji
wyznaczat jaki$ inny etap.

Szybkos¢ reakcji musi by¢ mierzona w poczatkowym etapie reakcji, w przeciw-
nym razie popetniony moze by¢ duzy btad. Szybkos¢ reakcji maleje w czasie
wskutek wyczerpywania si¢ substratow i rowniez enzymy moga by¢ inhibowane
przez produkt reakcji (przez tworzace si¢ melaniny). W wyniku proceséw fizjolo-
gicznych i przejrzewania jablek w chlodni powstaja w miazszu produkty reakcji
enzymatycznego brazowienia. Niewatpliwie istnienie takiej autokatalitycznej
reakcji zwiazane jest z powstawaniem aktywnych rodnikéw w stosunkowo matych
stezeniach. Szybko$¢ ogdlna reakcji brazowienia jest suma szybkosci dwoch
reakcji: autokatalitycznej, ,,niewymuszonej" — ktorej produktow moze by¢ dos¢
niewiele w $§wiezej tkance i stanowiacej tylko ,tto" dla szybkiej reakcji wywotanej
stresem (np. mechanicznym uszkodzeniem).

Wplyw inhibitora ocenia si¢ wzgledna szybkoscia (aktywnoscia) —a, w obec-
nosci inhibitora i bez niego lub stopniem inhibicji i = 1 — a. Formulowane definicje
fenomenologiczne inhibicji nie okreslaja mechanizméw reakcji. Klasyfikowane sa
tylko przypadki: stopien inhibicji nie zalezy od stezenia substratu, stopien inhibicji
zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stgzenia substratu, stopien inhibicji zwigksza si¢
wraz ze wzrostem stezenia substratu, stopien inhibicji rosnie lub maleje.

Reakcje moga zachodzi¢ catkowicie w obrgbie jednej fazy (dotyczy —
gazowej, cieklej lub stalej) — i by¢ jednorodnymi albo, gdy co najmniej jeden etap
wystepuje na granicy faz, by¢ reakcjami niejednorodnymi. W reakcjach niejedno-
rodnych z udziatem gazéw, np. tlenu, transport moze by¢ bardzo szybki i nie on
determinuje catkowita szybkosci reakcji. Jednak przy szybkich reakcjach zacho-
dzacych tylko w roztworze to dyfuzja reagentow moze ogranicza¢ catkowita
szybkos¢ reakcji. Gdy dyfuzja tlenu poprzez tkanke jest powolna, to stezenie tlenu
w glebi owocu jest nizsze niz przy powierzchni owocu. Takie proste przyblizenie
moze by¢ réwniez stosowane w modelach brazowienia wowczas, gdy szybkos¢
powstawania barwnika na powierzchni determinowana jest stgzeniem tlenu,
polifenoli lub, gdy glebiej w owocu sa ich rézne st¢zenia.

Enzymy wielu szlakdw zwiazane s z blonami biologicznymi i tworzg kom-
pleksy enzymatyczne $cisle uporzadkowane przestrzennie, w ktérych produkt
jednej reakcji natychmiast staje si¢ substratem nastepnej w szlaku. Dla reakcji
przebiegajacych w strukturze biologicznej znaczenie regulacyjne ma [86]:

1. Tworzenie si¢ kanaléw metabolicznych, ktore zapewniaja przepltyw metabo-
litbw przez caty szlak.

2. Modulacja poszczegolnych etapow reakcji.

3. Roéwnowaga formy rozpuszczalnej 1 zwigzanej enzymu.
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Niekiedy te same enzymy, gdy zwiazane zostang ze sztucznymi btonami,
moga utworzy¢ podobne funkcjonalnie struktury [62,217]. Studiowanie i poznanie
tego typu zagadnien niezbedne jest do tworzonego modeli kinetyki procesow
biologicznych, procesu brazowienia i weryfikacji zakresu ich funkcjonowania
w technologiach sadowniczych, przechowalnictwie i przetwdrstwie.

3.3. Pomiar brgzowienia enzymatycznego

Potrzebne sa doktadne metody pomiaru szybkosci reakcji do porédwnania
brazowienia owocow lub efektywnosci hamowania brazowienia w technologiach
przetworczych. Jeszcze wieksze wymagania nalezy postawié¢ metodom, ktére
stuzg badaniom naukowym brazowienia i moglyby doprowadzi¢ do standaryzacji
ocen swiezosci jabtek.

Powszechnie stosowane sa dwie metody optyczne. W pierwszej wykorzystuje
si¢ metody spektrofotometryczne w poblizu linii 400 nm i mierzy si¢ absorbancje
roztworu — ekstraktu z owocu [188]. W drugiej korzysta si¢ z trojbodzcowej
kolorymetrii odbiciowej CIE L*a*b*, a pomiary wykonuje si¢ na cietej powierz-
chni lub w przecierze z owocéw [202]. Metody te sg stosowane zamiennie, pomi-
mo znaczacych réznic metod, a takze mozliwodci w interpretacji wynikow.

Mierzac absorbancje roztworu alkoholowego, okreslamy tylko barwniki roz-
puszczone, nawet gdy ekstrakcje zrobiono z jablek zamrozonych w ciektym azocie
1 do ich wyptukiwania uzywano ultradzwigkéw [5]. Ponadto podczas szybkiej
reakeji brazowienia zachodzit proces polimeryzacji i czgs¢ barwnikéw stata sie
mniej rozpuszczalna i to wyeliminowato Je z analizy [178]. Takze przy dtuzej
trwajacym brazowieniu zmienia si¢ dfugo$é¢ fali dla maksimum absorpcji pomiedzy
360 a 500 nm. Zalezne jest to od powstawania barwnikéw z roznych fenoli. Miedzy
innymi, dlatego z wizualna oceng zaawansowanego brazowienia miazszu stabo
korelujg pomiary absorbancji przy Jednej dhugosci fali [6].

W ramach spektrofotometrycznej metody, zwykle uzywanej do badan w $wie-
tle przechodzacym przez klarowne roztwory, istnieje spektrofotometria odbiciowa
UV-Vis [113,238]. Umozliwia ona pomiar odbicia $wiatta od powierzchni migz-
szu 1 mozna dobra¢ taki zakres widma, w ktérym najefektywniej wystepuja
poczatkowe zmiany wywotane reakcja enzymatyczna. W pomiarach tych mozna
uwzgledni¢ i oddzieli¢ wptyw na absorpcje migzszu zmian struktury tkanki przej-
rzewajacej, wysychajacej, jak réwniez zmiany wywolane zawarto$cig barwnikéw:
chlorofili, antocyjan6w, karotenoidéw. Mozliwe Jest takze wyliczenie parametrow
barwy CIE L*a*b*, ktore odpowiadajg organoleptycznemu opisowi i ocenie
barwy produktu [151].
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3.3.1. Kolorymetria tkanki

W ocenie efektywnosci technologii $wiezych satatek z jablek wykorzystywane
sa wspotrzedne barwy L*, a*, b*. Przeglad literatury dotyczacej ograniczania
ciemnienia wykazat, ze porownywanie opublikowanych wynikow i efektywnosci
inhibicji brazowienia nie jest mozliwe. Stwierdzano, moze za przyczyna utom-
nosci uzytej metodyki, np. brak réznic w opisie barwy czastek (parametrem L*)
$wiezo cietych jablek z 12 odmian [81]. Trudno jest znalez¢ tak bardzo podobne
odmiany, uzywajac pomiaru spektrofotometrycznego. Wspotrzedne barwy L*, a*,
b* sa parametrami ztozonymi, do ktérych dane pochodza z trzech szerokich
przedziatéw widma $wiatla niebieskiego, zielonego i czerwonego. Sposob przes-
kalowania widma i catkowania, w tych trzech przedziatach, dobrany zostat do
czutoéci oka ludzkiego. Przestrzen barw CIE L*a*b* daje dobra zgodnos¢ z opi-
sem wizualnym barwy produktu. Do opisu barwy stosuje si¢ parametry barwy:
jasno$¢ — L*, odcien — A i nasycenie (czystosc) — C* [151]. Parametr dE* okresla
calkowita roznice barwy w przestrzeni. Jednak w badaniach brazowienia ten
zestaw parametrow barwy nie jest wykorzystywany.

Na barwe miazszu, wedtug poje¢ kolorymetrii wplywaja trzy czynniki:

_ charakterystyka zrodta $wiatta oswietlajacego (okresla si¢ w metodyce
pomiaru), a wigc rodzaj promieniowania, jakie skierowano na produkt,

_ chemiczne wiasciwosci, ktore gtéwnie decyduja o selektywnym pochta-
nianiu promieniowania elektromagnetycznego i fizyczne wilasciwos$ci produktu
najcze$ciej wplywajace na rozpraszanie promieniowania,

— wrazliwo$é spektralna oka obserwatora (tzw. obserwator normalny) i kat
widzenia, tzn. zdolnosci do rejestrowania promieniowania o okreslonej dhugosci
i natezeniu pod okreslonym katem przez receptory wzrokowe cztowieka, ktory
okresla si¢ w metodyce pomiaru.

Wynik pomiaru barwy tkanki jest specyficzny, lecz w niewielkim stopniu
barwa zalezy od sktadu chemicznego migzszu. Mata powtarzalno$¢ pomiardw
kolorymetrycznych wynika z réznych sposoboéw o$wietlania i ogladania probki
w aparaturze. Podstawowa metodyka pomiaru dostosowana jest do materialow
poligraficznych o barwie powierzchniowej, ktora adaptuje si¢ do tkanki o barwie
pochodzacej z wnetrza materiatu [159]. Wigkszos¢ informacji optycznych o enzy-
matycznym brazowieniu miazszu jabtek wyrazono metodami kolorymetrii
trojbodzcowej. Podawane sa wartosci parametru jasno$ci L* lub wspoirzedne
barwy a* i b*. Rzadko stosowano sktadowe barwy X, ¥, Z z uktadu CIE XYZ.
Praktycznie nie spotyka si¢ prac, w ktérych podano parametry opisujace barwe
miazszu: jasno$é — Y lub — L*, dtugos¢ fali dominujacej — A lub ton — A* i czystos¢
— p, lub nasycenie barwy — C* zgodnie z wymaganiami norm CIE XYZ, albo
CIE L*a*b*. Zwykle brakuje informacji o wybranym zrodle $wiatta oswietlaja-
cego (tzw. luminatu), o kacie i rodzaju o$wietlenia lub obserwacji probki. Mozna
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si¢ tego domysleé, znajac producenta, model aparatu lub jego przeznaczenie.
Zmierzone wspotrzedne barwy zaleza od aparatury pomiarowej i od struktury
powierzchni mierzonej tkanki. Ocenia si¢ w ten sposdéb zmienno$¢ wynikajaca
jednoczesnie ze zmian chemicznych i fizycznych tkanki, ktore trudno rozdzieli€.

Wielokrotnie prébowano istotnie skorelowa¢ zaawansowanie brazowienia
wyrazone wspotrzednymi L*, a*, b* z zawartoscia polifenoli lub z aktywnoscia
PPO w owocu. Jednak nie s znane badania, w ktérych wyniki pomiarow brazo-
wienia wskazywalyby badanie, ktore przeprowadzono w zakresie zmian barwy
ledwo zauwazalnej dla oka ludzkiego. Pomimo stosowania inhibitorow ekspery-
menty prowadzone byly az do uzyskania znaczacych réznic wizualnych i catko-
witej roznicy barwy —AE* >5. Mattheis i Fellman [143] dokonali przegladu
ponad 100 prac, w ktorych badano te korelacje. Stwierdzano, ze dla wielu rodza-
jow owocow brak jest zalezno$ci pomiedzy pomiarami brazowienia (L*, a*, b*)
1 sktadem chemicznym owocu, natomiast istotne korelacje otrzymano dla pomia-
row spektrofotometrycznych na roztworach modelowych. Mozna zaproponowaé
co najmniej dwa wyjasnienia. Pierwsze, ze to metoda oceny brazowienia (L*, a*,
b*) ma swoje ograniczenia i konieczne jest poprawienie jej specyficznosci.
Drugie, ze chemiczne parametry, a zwlaszcza zawartos¢ fenoli 1 aktywnos¢ PPO,
nie sa wystarczajace do wyjasnienia przebiegu bragzowienia.

Wigkszo$¢ autorow uzywa spadku jasnosci — AL* (rdznicg przed i po brazo-
wieniu) jako oceny brazowienia i mozna zauwazy¢, ze zakres akceptowanych
zmian AL* wywotanych brazowieniem u niektorych autorow wynosi od 5 do 15.
Stosowana jest catkowita roznica barwy — AE* albo tworzone sa ze wspolrzed-
nych L* a* b* wzgledne parametry do oceny brazowienia. Odleglos¢ AE*
pomigdzy barwami w przestrzeni barw nie moze przewyzszac¢ 10. Wigksze zmiany
AE* to juz inny rodzaj barwy, ktdrej nie mozna porowna¢ za pomoca odlegtosci
barw AE* w przestrzeni L*a*b*, gdyz catkowita rdznica barwy nie okresla
kierunku wektora zmian barwy. W opublikowanych wynikach, wartosci AE*
zwykle przekraczaja 10 dla §wiezych satatek z jabtek, tzn. ze barwa znacznie
wykracza poza barwe¢ poczatkowa. Niemozliwe jest bezposrednie porownanie
wspotrzednych L*, a*, b* z eksperymentdw, a zwlaszcza wykonanych aparaturg
bez specjalnego uktadu optycznego, np. spetniajacego rol¢ kuli Ulbrichta lub
przystosowanego do badan materialéw polprzezroczystych. W publikacjach
cytowana jest zwykle jedynie opinia autora pracy o uzyskanej ,,jakosci” w anali-
zach barwy, a nie warto$ci wspotrzednych barwy. Bardzo czg¢sto zamiast uzywac
wspotrzednych L*, a*, b* do opisu barwy traktuje si¢ je jak oceny wlasciwosci
fizykochemicznych miazszu, pomimo ze dla tkanek nie sa odtwarzalne na apa-
ratach uzytkowanych przez poligrafi¢. W roku 1969 Clydesdale [34] po raz
pierwszy przedstawil dokladne studia problemow barwometrii obiektywnej,
zwiazanych z pomiarem barwy produktow pochodzenia ro$linnego [94].
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3.3.2. Spektrofotometria w §wietle rozproszonym

Rozwazania ograniczmy do analizy zjawisk spektroskopii obszaru UV-Vis,
ktére zwigzane sa z absorpcja elektronowa, tzn. przejéciem elektronéw walencyj-
nych pomigdzy ich poziomami energetycznymi w molekutach. Gdy kwant $wiatta
trafia na molekute, moze on ulec rozproszeniu (zmianie ulega kierunek) badz
absorpcji (energi¢ przejmuje molekuta), a prawdopodobiefistwo tych zjawisk
zalezy gtéwnie od molekuty. Wzbudzona w wyniku absorpcji molekuta moze si¢
znajdowacé w jednym z wielu dyskretnych stanow energetycznych, nazywanych
elektronowymi poziomami energetycznymi. Na te poziomy nalozone sg poziomy
oscylacyjne, ktore sa wynikiem drgan molekutly, rozciagania lub skrecania wigzan
kowalencyjnych i poziomy rotacyjne odpowiadajace energiom obrotu molekuty.
W fazie skondensowanej (roztwory, ciala state) silne oddziatywania z osrodkiem
powoduja, ze poziomy rotacyjno-oscylacyjne molekut ulegaja znacznemu posze-
rzeniu. Nakladaja si¢ one na siebie, co powoduje, ze widmo absorpcji jest widmem
prawie ciagtym.

W badaniach spektrofotometrycznych, w normalnych warunkach gtéwna przyczy-
ng osfabienia promieniowania przechodzacego przez probke roztworu jest absorpcja
swiatta. U wigkszosci molekut energia pierwszego przejscia elektronowego ze stanu
podstawowego do stanu wzbudzonego i do dowolnego stanu oscylacyjnego lezy
w zakresie absorpcji energii promieniowania nadfioletowego — UV, takze widzialnego
— Vis albo w bliskiej podczerwieni — NIR [235]. Eksperymenty wykazuja dos¢ czesto,
ze wzgledne ostabienie wiazki swiatta — /, padajacej na warstwe — dx (patrz rys. 1) jest
proporcjonalne do grubosci tej warstwy oraz do stgzenia molekuty — ¢, gdzie wspot-
czynnikiem proporcjonalnosci jest — k& (wspotczynnik absorpcji). Prawo Bouguera-
-Lamberta-Beera przewiduje taka liniowa zalezno$¢ pomiedzy stezeniem danej
substancji a zmierzona wartoscia absorbancji. Wigksze lub mniejsze odchylenia od
zaleznosci liniowej obserwuje si¢ z bardzo wielu przyczyn. Odchylenia wystepuja,
gdy substancje oddzialujg ze soba lub z rozpuszczalnikiem, albo probka rozprasza
swiatlo, fluoryzuje, zachodzi rozklad lub polimeryzacja substancji, tworzg si¢ pary
jonowe lub wiazania wodorowe — przemieszczaja si¢ maksima absorpcji lub zmie-
niaja molowe wspdtczynniki absorpcji biomolekut. Czgsto wystepuja takze ograni-
czenia ze strony mozliwosci pracy aparatury w wymaganym zakresie.

Wykres absorbancji lub fluorescencji w funkcji dtugosci fali — A (liczby falo-
wej — 1! lub czestosci — ®) nazywa si¢ widmem probki. Poniewaz dhugosc fali lub
pasmo (przedziat dlugosci fal), przy ktorej obserwuje si¢ ostabienie $wiatla
(absorpcje) albo wzmozona fluorescencje, zalezy od badanych molekut, to sub-
stancje moga by¢ identyfikowane na podstawie ksztattu ich widm [235]. Te cze$é
biomolekuty, ktéra absorbuje §wiatlo w zakresie UV-Vis, nazywa si¢ grupa chro-
moforowa, a t¢ ktoéra przyczynia si¢ do fluorescencji nazywa si¢ fluoroforem.
W identyfikacji substancji pomocne sa katalogi widm molekut rozpuszczonych
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w roznych rozpuszczalnikach. Sa to podstawowe wiadomosci do zastosowania
spektroskopii zakresu UV-Vis w analizie jakosciowej, ktdre mozna réwniez
wykorzysta¢ w spektrofotometrii UV-Vis §wiatta odbitego od tkanki.

W analizie ilo$ciowej wykorzystuje si¢ stwierdzenie faktu, ze absorpcja pro-
mieniowania przy okreslonej dlugosci fali jest skorelowana ze st¢zeniem absor-
bujacych molekul. Wtedy stosuje si¢ znane prawo Bouguera-Lamberta-Beera.
Czutos¢ tej analizy jest ograniczona do minimalnej absorbancji, jaka przyrzad
moze zarejestrowac. Jesli probka zawiera kilka substancji, ktére absorbuja $wiatlo,
a czgsto jest to przy tej samej dhugosci fali, to zmierzona catkowita absorbancja
jest sumg absorbancji poszczegdlnych sktadnikéw. Dlatego roztwory dwu- tréj-
i wielosktadnikowe mozna analizowaé specjalnymi technikami obliczeniowymi,
mierzac absorbancje¢ w wielu pasmach widma i rozwigzujac uktady réwnan. Do
znalezienia optymalnych pasm absorpcji wykorzystuje si¢ rowniez statystyczna
analiz¢ wielowymiarowa dla stgzen wzorcow i ich widm (metody chemometrycz-
ne). Ilo$¢ zmierzonych absorbancji dla réznych pasm musi by¢ wigksza od ilosci
analizowanych sktadnikoéw mieszaniny [25,26,103,197].

Metody transmisyjne spektrofotometrii w zakresie ultrafioletu UV majg zasto-
sowanie w analizach polifenoli, w cieczach klarownych tuz po ich rozdziale chro-
matograficznym. Klasyczna spektrofotometria transmisyjna nadal jest doskonalo-
na do badan polifenoli, zwlaszcza z wykorzystaniem statystycznych metod analiz
wielowymiarowych (chemometrii) [49]. Zastosowania spektrofotometrii swiatta
odbitego w UV-Vis sa bardzo ograniczone. Przyczyna jest oczywista — bardzo
silna absorpcja pochodzaca od wielu molekut, poszerzenie i naktadanie si¢ pasm
powoduje, ze widmo jest widmem cigglym. Problem pomiaréw brazowienia
migzszu w swietle odbitym odbiega jednak nieznacznie od problemow klasycz-
nej spektrofotometrii transmisyjne;j.

Spektrofotometria réznicowa umozliwia detekcje matych zmian w otoczeniu
grup chromoforowych lub fluoroforowych. Zwykle poréwnuje si¢ dwa roztwory.
Jeden jest traktowany jako badana probka, a drugi stanowi probke odniesienia.
Wspdlne, lecz bardzo ztozone cechy spektralne obu roztwordw kompensuja si¢
1 jedynie pasma, ktore ulegly przesunigciu w stosunku do siebie, z powodu np. ba-
danych réznic srodowiskowych, sa zarejestrowane. Biochemicy stosuja zapis
widm réznicowych probek o réznym pH w stosunku do jednej probki o okres-
lonym pH. Mozna wtedy korelowa¢ zmiany spektralne ze zmianami konformacji
(biatek) lub stanem zjonizowania grupy chromoforowej [77]. Taka metoda badane
sg zmiany i zaburzenia strukturalne wywotane réznymi rozpuszczalnikami. Z tych
wzgleddw spektroskopia roznicowa mogtaby znalez¢ szersze zastosowanie row-
niez jako technika pomiarowa w spektrofotometrii $wiatta rozproszonego (spek-
trofotometria dyfuzyjna) przez miazsz jabtka [113,150] lub w spektrofluorymetrii
miazszu [254,255].
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Rys. 1. Odbicie rozproszone, wewnetrzne $wiatla
od migzszu jabtka:

a— podzial wiazki $wiatla oswietlajacego miazsz
jablka, b — wplyw wymiaréw otworu pomiarowego
i wigzki $wiatla o$wietlajacego. Oznaczenia: [, —
wiazka oswietlajaca, /z — wigzka odbita wewnetrz-
nie, /s — wiazka odbita zwierciadlanie, Iz — wiazka
fluorescencji wzbudzonej, I+ — wiazka przecho-
dzaca, I, — wiazka zaabsorbowana

Fig. 1. Internal diffuse reflection of light from
apple flesh:

a — split of light beam illuminating apple flesh,
b — effect of aperture size and illuminating beam.
Symbols used: [, — illuminating light beam, I —
body reflected beam, /s — mirror-reflected beam,
Iy — beam of excited fluorescence, /1 — transmitted
beam, [, — absorbed beam

Na rysunku 1 przedstawiono schemat odbicia od tkanki $wiatta o natezeniu —
Iy. Natgzenie swiatta odbitego z wnetrza — Iy i natgzenie fluorescencji — I niosa
informacj¢ uzyteczng w $wietle rozproszonym, tzn. zwigzang ze stezeniem barw-
nika w tkance. Pozostate sktadniki sumy to natezenie §wiatla przechodzacego — I,
wykorzystywane w metodzie transmisyjnej do okreslania stezenia barwnika i na-
tezenie Swiatta odbitego zwierciadlanie — /s, przydatne do pomiaru potysku.
W metodach ilosciowych, przy pomiarze widma odbicia przydatne jest natezenie
swiatla wewnegtrznie odbitego — /s [91,94], jezeli pozostate sktadniki sa state lub
kontrolowane. W matym zakresie zmian st¢zen obowiazuje prawo Beera, lecz
zastosowane nie do transmisji przez prébke, lecz do funkcji KM= (1 —R*)/(2 - R)
(Kubelki-Munka), gdzie R jest wspotczynnikiem odbicia rozproszonego [162].
Liniowa zaleznos¢ od stezenia daje rowniez funkcja Pineo, czyli absorbancja rozpro-
szona (dyfuzyjna), ktora wyraza wzor A4 = log(R™) [228].

W analityce zwiazkéw organicznych bardzo nieliczne sa zastosowania spek-
trofotometrii odbiciowej w zakresie UV-VIS. Natomiast ogromng popularnosé
zyskala spektrofotometria odbiciowa w podczerwieni — IR, wykorzystujaca widma
oscylacyjno-rotacyjne do identyfikacji i okreslania zawartosci sktadnikéw w pro-
duktach spozywczych, a takze do badania struktury zwiazkéw organicznych. Na
widmach w zakresie NIR i IR najczgsciej absorbancja rozproszona przedstawiana
jest w zaleznosci od liczby falowej — 1.
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Niekiedy spektrofotometria odbiciowa mylnie kojarzona jest z kolorymetrig
fizyczna. Zasadnicza réznica polega na tym, ze prosta kolorymetria stosuje swiatto
z trzech lub czterech szerokopasmowych filtréow dopasowanych charakterystyka
do maksymalnej czutosci spektralnej oka ludzkiego, natomiast spektrofotometria
uzywa do analizy barwnikéw linii monochromatycznych [162].

W wielu publikacjach opisano badania stezen chlorofili, antocyjanéw i karote-
noidow, np. w skorce jabtka, metodami spektrofotometrii odbiciowej w zakresie
Vis i metoda fluorymetryczna [150]. Natgzenie fluorescencji z miazszu jest pod-
stawa metod jakosciowych, a takze ilo$ciowych, jezeli mozna je odnies$¢ do
fluorescencji wzorcow o znanych stezeniach [180].

Uzyskanie wiarygodnych danych z widm réznicowych zalezy w duzej mierze
od jakosci spektrofotometru, gdyz mierzone sa bardzo mate réznice pomiedzy prob-
kami, ktore silnie pochlaniajgq swiatto. W przypadku widm elektronowych UV-Vis
1 odbicia rozproszonego od miazszu jabtka nalezy sprawdzi¢ warunki do wykony-
wania takich pomiaréw. Spektrofotometr lub spektrofluorymetr do tego typu pomia-
row powinien charakteryzowa¢ si¢ duza czuloscia fotometryczna, liniowoscia
sygnatu oraz znikomym udziatem "$wiatfa bladzacego" w zarejestrowanym widmie.

Natgzenie wiazki odniesienia we wszystkich spektrofotometrach zmienia sig
w funkcji dhugosci fali. Na to wplywa charakterystyka spektralna: zrédta $wiatla,
probki odniesienia, czutosci detektora, transmisji monochromatora oraz szeroko$é
szezeliny. W spektrofotometrze dwuwiazkowym wykorzystuje sie sygnat wiazki
odniesienia. Stwarza to najkorzystniejsze warunki pracy urzadzenia. Pomiar nie
jest czuly na niestabilno$¢ zrodta $wiatta lub nieliniowo$ci pracy wzmacniaczy.
Natomiast w spektrofotometrze jednowiazkowym konieczna jest regulacja przy
kazdej dtugosci fali (np. przez wzmacnianie sygnatu z detektora) [77].

W biologii i biofizyce do przekazywania energii biomolekutom stosowane sa
zrodla swiatta laserowego z modulacja pikosekundowa [235]. Miniaturyzacje
i uproszczenie aparatury osiagnigto, stosujac lasery diodowe nawet w zakresie
fioletu. Studia nad dynamika molekularng staly si¢ mozliwe w przedziale czaso-
wym od 10"% do 107°s. W spektroskopii czasowo rozdzielonej wykonuje sie
bardzo szybkie analizy i prawie rownoczesne poréwnania zjawisk absorpcji, fluo-
rescencji oraz rozpraszania $wiatta. Technologia generowania bardzo szybkich
impulséw laserowych i technika rejestracji impulséw z duza rozdzielczoscig
czasowg umozliwia szybki postep w pomiarach kinetyk chemicznych w zakresie
spektrofotometrii i fluorymetrii. Dostarcza ona informacji o naturze biomolekut,
aby mozna $cislej okresla¢ zwigzek pomigdzy ich strukturg i funkcja biologiczna
w zywej tkance [35,255].



4. MATERIALY I METODY

Do realizacji celu pracy stworzono takie warunki w doswiadczeniach, aby naj-
istotniejszym czynnikiem zmian byly cechy odmian, a nast¢pnie zréznicowana
dojrzato$¢ owocow podczas zbioru do diugo trwajacego przechowywania w ko-
morach chtodniczych, okresy przechowalnicze lub hamowanie brazowienia wycig-
tych czastek z jabtek. Majac to na uwadze, nalezato wyeliminowa¢ wptyw innych
czynnikdw, np. ilosci opadow, nastonecznienia, temperatury powietrza, uprawy,
pielegnacji mogacych znieksztalca¢ wyniki porownan w grupie odmian.

W metodyce badan mozna wyr6zni¢ dwa kierunki. Pierwszy zajmuje sie
tworzeniem parametréw fizycznych, ktore zaplanowano wykorzysta¢ jako elemen-
ty ocen $wiezosci miazszu i drugi — to problematyka zwiazana z réwnolegtymi
badaniami zmian $wiezosci, jakie moga wywota¢ technologie $swiezych salatek.
W obu kierunkach badan wazne bylo poznanie i scharakteryzowanie cech owocow
przydatnych do konsumpcji w stanie $wiezym. W pracy trzeba bylo zastosowac
do$¢ niestandardowe warunki przygotowania materiatu i metody przechowalnicze
juz niespotykane w wielkoprzemystowych technologiach przechowywania jabtek
[45,46]. W wyborze optymalnej jakosci jabtek, ich stanu dojrzatosci, gotowosci do
spozycia po dlugim przechowywaniu chfodniczym wykorzystano wieloletnie dos-
wiadczenie naukowcow-sadownikéw. W ocenie owocow, jak si¢ teraz wydaje,
nie obowiazywaly ich precyzyjne ograniczenia, takie jak: minimalna jedrnos¢,
zawarto$¢ ekstraktu, kwasowos$¢ ogdlna lub wybarwienie skorki, tzn. podlegajace
normom wyrozniki jakosci gwarantujace trwato$¢ handlowa owocow (jakos¢
handlowa). Decydowaly réznorodne elementy organoleptyczne, gtéwnie smakowe
przygotowanej do badan proby o dojrzatosci konsumpcyjnej, ktérych poznanie
bylo wynikiem wieloletniego kontaktu z dojrzewajacymi owocami i duzg liczba
odmian. Decyzje oparte byly na znanym przez sadownikéw zakresie zmiennosci,
czyli potencjalnych mozliwosciach grupy lub typu jabtoni, a takze dostosowane do
konkretnego sezonu wegetacji. Z tego wzgledu dokladniej opisano te nowe ele-
menty, ktére wprowadzono do metodyki i przygotowania materialu — mogace
mie¢ warto$¢ w badaniach naukowych nad §wiezoscia owocoOw.

4.1. Materialy

Wybrano material badawczy bardzo zréznicowany odmianowo. Ujednolicono
warunki przechowywania chtodniczego owocow, aby byly bezpieczne jednoczesnie
dla duzej ilo$ci odmian i zastosowano jednakowe technologie minimalnego przetwa-
rzania. Wybrano stan dojrzato$¢ dojrzatosci konsumpceyjnej i dtuzsze okresy prze-
chowywania, po ktorych owoce maja nizsza zawartos¢ kwasow, lecz typowa i prefe-
rowana w jabikach, a takze nizsza sklonnos¢ do brazowienia. Modelowy uktad
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materiatu uzyto do badan swiezosci i reakcji brazowienia miazszu cigtych lub naktu-
wanych owocow. Wynikto to z potrzeby dostosowania miazszu do warunkéw tech-
nologii $wiezo cigtych jabtek i wywolania w owocach zmian statusu przeciwutle-
niajacego w wyniku ubytku naturalnych przeciwutleniaczy w surowcu i produkcie
lub powstawania form przeciwutleniaczy o nowej aktywnosci biologiczne;.

Do zasadniczych badan pobierano owoce w latach 1993-1995 z do$wiadczenia
odmianowego prowadzonego przez Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Sadow-
niczym Zakladzie Doswiadczalnym w Albigowej (woj. podkarpackie). Jabtonie byly
wyréwnane wiekowo, weszly w 4-7 rok owocowania produkcyjnego. Rosly miedzy
murawg trawiasta, z ugorem pod koronami drzew, przy nasadzeniach w uktadzie
blok6w losowych, w duzych kwaterach rozdzielonych drogami.

Wzrost i dojrzewanie odbywaly si¢ w jednakowych warunkach klimatycznych
i agrotechnicznych, a czynnikiem réznicujacym w sadzie byly odmiany. Doswiad-
czenie obejmowato najbardziej rozpowszechnione w $wiecie i w Polsce odmiany
o doskonale znanych cechach uzytkowych. Zapewniato duzy zakres zmiennosci
termindéw dojrzewania owocéw w sadzie i zmiennosci okresdéw przechowywania
chtodniczego. W Polsce byly to odmiany od jesiennych az do najpozniejszych
odmian zimowych.

Do badan zasadniczych w roku 1993, z zaplanowana oceng zmiennosci
mi¢dzyodmianowej, uzyto owocow jabtoni 33 odmian [97]: ‘Honeygold’ (HGD),
‘Szampion’ (SAM), ‘James Grieve’ (JGV), ‘Mac Spur’ (MPR), ‘Wealthy’ (WHY),
‘Fantazja’ (FZJ), *Cortland’ (CTR), ‘Prima’ (PRI), ‘Ozark Gold’ (OZG), ‘Lobo’
(LBO), ‘Jonagold” (JOG), ‘Mc Intosh’ (MCI), ‘Ksiaze Albrecht Pruski’ (KAP),
‘Beforest’ (BFR), ‘Melrose’ (MEL), ‘Elstar’ (ELS), ‘Starkrimson’ (STN),
‘Golden Delicious’ (GDL), ‘Freedom’ (FDM), ‘Idared’ (IDR), ‘Gloster’ (GST),
“Jonathan (JON), ‘Starking’ (STK), ‘Macoun’ (MUN), ‘Spartan’ (SPT), ‘Bil-
ling Boskoop® (BIB), ‘Bankroft’ (BKF), ‘Gala’ (GAL), ‘Boiken’ (BOI),
‘Liberty’ (LBR), ‘Florina’ (FLO), ‘Fireside Red’ (RFS), ‘Ligol’ (LIG).

Do metodycznych badan uzyto takze owocéw z rejonu Voucluse (Francja),
zrywanych w stanie dojrzatosci handlowej: ‘Granny Smith’ (GSM), ‘Red Deli-
cious’ (RDL), ‘Early Redone’, ‘Delbard Festiwal’, ‘Royal Gala’, ‘Florina’, ‘Ozark
Gold’, ‘Jonnee’, ‘Golden Delicious’. Badano réwniez owoce z obrotu gieldowego
(dojrzatos¢ handlowa) z rejonu Leuven w Belgii, odmian: ‘Boskoop’, ‘Jonagold’,
‘Golden Delicious’, ‘Cox’, ‘Elstar’, ‘Granny Smith’.

Optymalny termin zbioru w sadzie wieloodmianowym okreslali (gtéwnie
metodami organoleptycznymi) pracownicy naukowi do$wiadczeni w zakresie
chiodniczego przechowywania. W terminach najodpowiedniej szych dla kazdej
odmiany wykonali reprezentatywny, reczny zbidr owocéw do przechowywania
w komorach chtodniczych. Z 10 do 15 drzew kazdej odmiany Zrywano owoce,
ktorych czgs$¢ losowo odlozono na plachte rozicielona w sadzie. Ta czes$¢ plonu
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utworzyla ,,prébe chtodnicza™ reprezentatywna dla sezonu produkcyjnego i dla
plonu z odmiany.

Wprowadzono nowy uktad eksperymentu przechowalniczego, poniewaz prze-
chowywano owoce w klasach wybarwienia, ktore ustalono w chwili zbioru. Probe
chtodnicza rozdzielano na 5 klas, rozniagcych si¢ stopniem wybarwienia jablek.
Poczatkowo z kazdej odmiany uformowano dwie réwnoliczne grupy najsilniej
réznigce sie wybarwieniem, a dla odmian z rumiencem, zaawansowaniem rumien-
ca. Pierwszy podzial umozliwit zapoznanie si¢ ze zmiennoscia barwy owocow
w prébie (bardzo roznej dla odmian) i zdobycia doswiadczenia potrzebnego do
podziatu na klasy. Na tej samej zasadzie rozdzielono dwie grupy, wyloniono
przecigtng i w efekcie uzyskano 5 klas. Osiagnigto cel klasyfikacji: wykorzystano
wszystkie owoce z ,,proby chtodniczej” (podobna technika, jak to robiono z owo-
cami truskawki [92]), wprowadzono tzw. klasy dojrzatosci.

Jabtka podpisano numerami: od Z = 1 — klasa najlepiej wybarwiona do Z=5 —
klasa stabiej wybarwiona. Z proby chtodniczej usunigto jedynie owoce zebrane
przez nieuwage, tzn. owoce uszkodzone, zbyt mate lub nadwymiarowe w plonie.

4.1.1. Warunki przechowywania owocow

Proby chiodnicze umieszczano wraz z innymi jabtkami w duzej chfodni.
Podczas okresu przechowywania zapewniono temperatur¢ w zakresie od 3°C do
6°C. Przyjeto jednolite warunki, najbardziej ,.bezpieczne” dla tak licznej grupy
odmian [45,119]. Zapewniono wysoka (89-95%) wilgotnos¢ wzgledng powietrza.
Jabtka wyjmowano z chtodni po dwdch okresach chtodniczych: wczesnym —
term-1"1 péznym — ,,term-2".

Okresy przechowywania jablek oczywiscie znacznie si¢ roznity u kazdej
z odmian. Zostaly optymalnie wybrane przez pracownikoéw naukowych w taki
sposéb, aby owoce na poczatku osiagnely stan dojrzatosci handlowej, a po kon-
dycjonowaniu stan dojrzatosci konsumpcyjnej.

Czeé¢ proby chtodniczej wyjmowano, tzn. ponumerowane owoce z kazdej
odmiany i kondycjonowano je przez 24 do 36 godzin, nadal utrzymujac duza
(89-95%) wilgotnos¢ wzgledng powietrza w temperaturze ok. 18°C i zaciemnie-
nie. W ten sposob owoce osiagaly dojrzatos¢ konsumpcyjna i aktywnos$¢ fizjolo-
giczna w dniu wykonywania pomiardw.

4.1.2. Przygotowanie probek i czastek z jablek

Krojenie jabtek wykonano w dwdch uktadach badawczych: oceny wplywu
surowca na brazowienie i testowania efektow hamowania brazowienia w techno-
logiach. W obu uktadach obserwowano wptyw czynnikow zwiazanych ze swie-
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zo$cia. Schemat na rysunku 2 przedstawia réznice pomigdzy sposobami przygo-
towania i traktowania surowca.

Jablka przecinano na potowy do badan spektrofotometrem dwuwiazkowym
lub spektrofluorymetrem (rys. 3a). Wykrojnikiem rurkowym wycinano cylindrycz-
ng probke¢ o Srednicy 20 mm i wraz z wykrojnikiem umieszczano w uchwycie.
Uchwyt dostosowano do przystawki spektrofotometru i do spektrofluorymetru,
w taki spos6b, aby utrudnil zanieczyszczenie przystawek i zapewnil wlasciwe
oswietlenie wiazka $wiatta.

| [ Testtechnologil | a Testsurowca | b

| lik”.AJa’BIka: 2°C, boWietrze 12Jabtka18—23°C powietrze
2 Mycie: 5°C, woda 11 Mycie: 18-23°C, woda
3 Krojenie: woda i inhibitory 10 Krojenie: powietrze i woda
4 Odwirowanie 9 Odwirowanie

' Pakowanie: ' 3 .
58 b ’ .
| .. powietrze + tacka + folia 8 »,‘Pakowame. powietrze + tacka |
¢ Przechowywanie: 5°C, ponad 14 dni 7 Przechowywanie: 18-23°C, <1godz |
Rys. 2. Warunki i operacje odrézniajace technologie cigtych, swiezych jablek od oceny $wiezosci
surowca
Fig. 2. Conditions and operations differentiating fresh apple slices technology from raw material
estimation: a — Test of technology; b — Test of material; 1 — Apples: 2°C, air; 2 — Rinsing: 5°C,
water; 3 — Slicing: water and inhibitors; 4 — Centrifuging; 5 — Packaging: air + tray + membrane; 6 —
Storage: 5°C, over 14 days; 7 — Storage: 18-23°C, under 1 hour; § — Packaging: air + tray; 9 —
Centrifuging; 10 — Slicing: air and water; 11 — Rinsing: 18-23°C water, 12 — Apples 18-23°C, air

Badano spektrofotometrem jednowiazkowym czastki z jablek przygotowane
wg scisle przestrzeganej procedury nasladujacej warunki technologii produkcji
safatek (rys. 2). Stosowano wode albo nastepujace roztwory inhibitoréw: kwas
askorbinowy (0,05%, 0,1% i 0,2% wagowo), kwas szczawiowy (0,05%, 0,1%,
0,2%) i pirosiarczyn sodowy (0,02%, 0,02% i 0,04%) — znane z pierwszych prac
Sapersa i Hicksa [204] i Dudena [47]. Hamowanie brazowienia przeprowadzano
na jabtkach i w roztworach ozigbionych do temperatury 5°C.

Owoce cigto (temperatura 5°C) r¢cznag krajalnica do jablek, wykonang ze stali
nierdzewnej (rys. 3b). Powstawato 6 czastek z jabtka i usuwane bylo gniazdo
nasienne. W badaniach hamowania brazowienia jabtko cigto w powietrzu albo
wraz z krajalnica umieszczano w naczyniu z woda dejonizowang lub w roz-
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tworach inhibitora i cigto zanurzone. Wodg lub roztwory wymieniano co 5
jabtek (2,5 litra), odwirowywano za pomoca wirowek do satatek przez 5s
z przyS$pieszeniem 35 G.

Rozktadano po 6 sztuk czastek na tackach, a system losowego ukladania
zapewnial jednorodnos¢ catego zestawu tacek. Tacki z owocami, ktére miaty by¢
dtugo przechowywane, zamykano w torebkach plastikowych o bardzo duzej prze-
puszczalnosci dla gazu, lecz nieprzepuszczajacych pary wodnej (firmy Rhone-
Poulenc) i umieszczono na potkach w chtodni.

b C
czastka z jabtka
apple wedge

przebijak
_b_penetrometer

uchwyt prébki
sample holder

wykrojnik krajalnica do jabtek
corer apple wedger and corer

Rys. 3. Zestaw do przygotowania probek: a — pobranie miazszu z jabtka wykrojnikiem i odcigcie
plastra przed pomiarem w spektrofotometrze dwuwiazkowym lub spektrofluorymetrze, b — przygoto-
wanie czastek z jabtka do spektrofotometru jednowiazkowego, ¢ — czastki na podstawce do po-
miaru jedrnosci lub wyciskania soku

Fig. 3. Experimental setup for sample preparation: a — taking an apple flesh wedge with a wedger
and cutting a slice before measurement in dual-beam spectrophotometer or spectrofluorimeter, b —
apple flesh wedge preparation for single-beam spectrophotometer measurements, ¢ — apple flesh
wedge in a holder for firmness determination or juice pressing

Opakowanie zapewnito oddychanie tlenowe tkanki, ktore sprawdzono, kontro-
lujac po 10 dniach chromatografem gazowym st¢zenie alkoholi w opakowaniu.
Przez 10 dni wyjmowano losowo zestaw 3 opakowan z kazdej odmiany. Wprowa-
dzony system przygotowania podobnych probek umozliwil zbadanie surowca
o maksymalnej zmiennosci z kazdej odmiany i w kazdym terminie wyjecia
z chlodni, a jednocze$nie uwzglednit 3 powtorzenia, wyréwnujac efekt niejedno-
rodnosci w technologii chtodniczej. Po dtuzszym przechowywaniu czastek z jab-
tek, w niektorych uktadach badan, od§wiezano powierzchnig cigcia, odcinajac
plaster o grubosci 1,5 mm gtadkim nozem obrotowym na maszynie do wedlin.

Najmniej liczna probka odmianowa, z ktdrej pomiary nadawaty si¢ do modelu
kinetyki brazowienia, sktadata si¢ z 30 owocdéw w 5 klasach wybarwienia (utwo-
rzonych w sadzie), po 6 owocow w klasie.
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4.2. Metody
4.2.1. Spektrofotometria dwuwiazkowa z rozpraszajaca kulg

Producent spektrofotometrycznej aparatury naukowej nie przewidywal badan
na mokrym materiale roslinnym i nie zapewnit odpornosci na zanieczyszczenia
sokiem kuli pomiarowej spektrofotometru. W trakcie badan opracowano uchwyty
probek do trzech modeli spektrofotometréw. Podjeto rowniez decyzje, ze badania
kinetyki brazowienia miazszu z wielu odmian, trwajace przez kilka miesigcy,
trzeba jednak wykona¢ prostszym spektrofotometrem jednowiazkowym.

Pomiary widmowego wspotczynnika odbicia miazszu przeliczano na absor-
bancj¢ rozproszona wg wzoru 4 = log(1 / R), gdzie R jest wspotczynnikiem
odbicia rozproszonego (reflektancja) dla okreslonej dtugosci fali $wiatla.

pojemnik plastra
slice hol

fotopowielacz
photomultipler

spektrofotometr
spectrophotometer

Ak, f)

WD
miazsz jablka e
apple fles_hj ~\K/—"

88804 )

odniesienie
etalon

Rys. 4. Schemat ukiadu optycznego przystawki z kula rozpraszajaca w spektrofotometrze dwu-
wiazkowym przeznaczonym do pomiaru $wiatta przechodzacego lub odbitego od plastra miazszu
i zdjecie przystawki rozpraszajacej z probka miazszu i wzorcem bieli (dorysowano wiazki $wiatta)
Fig. 4. Schematic of optical set with diffusion sphere of dual-beam spectrophotometer for measu-
rement of apple flesh slice transmitted or reflected light and the photo of the diffusion sphere
attachment with sample of flesh and white reference (light beam path drawn-in)

Widma w $wietle UV-Vis odbitym lub przechodzacym przez migzsz otrzymy-
wano ze spektrofotometru Carry 5 firmy Varian wyposazonego w kule Ulbrichta lub
z UV-2101PC z przystawka odbiciowa ISR-260 firmy Shimadzu. Sa to aparaty do
badan naukowych o bardzo duzej doktadnosci — powtarzalnosci Abs = 0,0001 i czu-
tosci do 6 Abs. Cechowanie i pomiar sterowany byl przez komputer z systemem
Windows. Wzorcem 100% widmowego wspdtczynnika odbicia (z koniecznosci
rowniez w zakresie UV) byt standard ze sprasowanego pudru BaSO, cz.d.a.
(Shimadzu). Skanowano od dtuzszych fal z duza szybkoscia 800 nm/min i ze sko-
kiem 0,5 nm, przestong wiazki 5 nm, ze zroédtem $wiatla halogenowego i deutero-
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wego przetaczanym automatycznie. W spektrofotometrze UV-2101PC okienko
probki miato $rednicg 18 mm, a wymiary wigzki o$wietlajacej 5 mm na 3 mm.

Pomiary w zakresie UV i widzialnym fiolecie rozdzielono od pomiaréw
w $wietle widzialnym, aby maksymalnie skroci¢ czas skanowania widma.
Wybrane zostaty optymalne ustawienia dla spektrofotometru, zeby przyspieszy¢
pomiar i uzyska¢ wyrazne widma do zaplanowanych analiz chemometrycznych.
Miazsz skanowano co 2 min przez czas do 28 min w normalnych warunkach
otoczenia. Widma roznicowe obliczano dla probki brazowiejacego miazszu
w stosunku do pierwszego pomiaru i wygtadzano je dwukrotnie metoda sredniej
ruchomej dla pigciu punktow.

C

miejsce pomiaru b
place of measurement’

i ,18}&

.

wzorce odbicia
etalons of reflectance

prébka
sample

Rys. 5. Probki stosowane w spektrofotometrach: a — kuweta z plastrem miazszu do przeswietlania,
b — prébka w ksztalcie walca w uchwycie do spektrofotometru dwuwiazkowego lub spektrofluory-
metru, ¢ — czastki z jabtka i wzorzec czarny, wzorzec odbicia 57% przy 440 nm do spektrofotometru
jednowiazkowego

Fig. 5. Samples used in the spectrophotometers: a — black cuvette for light transmission of thin slice,
b — cylindrical flesh sample in a holder for dual-beam spectrophotometer or spectrofuorimeter,
¢ — apple wedges and the black etalon, etalon of 57% reflectance at 440 nm for single-beam
spectrophotometer

Na rysunku 4 przedstawiono schemat przystawki i jej zdjecie. Zaznaczono
dwie wiazki $wiatla z monochromatora spektrofotometru, ktére naprzemiennie
wpadaja do kuli i padaja na probke lub na wzorzec bieli, ulegajac rozproszeniu.
Natezenie $wiatla rozproszonego mierzy fotopowielacz znajdujacy si¢ pod kula.
Wiazka $wiatla padata na probke — na $rodek podstawy walca lub na plaster
w kuwecie (rys. 5a, b) i oswietlata powierzchni¢ 5x3 mm. Przed pomiarem odci-
nano z walca plaster (4-8 mm od skorki) i probke natychmiast umieszczano
w spektrofotometrze do automatycznego skanowania, co 2 min. Pomiary powta-
rzano 2-3- krotnie, odcinajac plaster o grubosci okoto 1,5 mm.
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4.2.2. Prosta spektrofotometria odbiciowa

Na spektrofotometrze jednowiazkowym (HunterLab ColorQuestSphere) obser-
wowano zmiany absorbancji powierzchni plastréw w zakresie widzialnym od 400
do 710 nm. Pomiar wykonywano przez otwér 17,7 mm. Kule pomiarowsg zabez-
pieczono przed zanieczyszczeniem sokiem i w tym celu ustawiono spektrokolo-
rymetr tak, aby otwér pomiarowy byl od dotu. Pomieszczenie byto zaciemnione
i nie potrzeba byto ostania¢ plastra.

fotokomérka

photocell
spektrofotometr /
spectrophotometer

migzsz jabtka y ¥
lub odniesienie i
apple flesh or etalon

Rys. 6. Schemat uktadu optycznego z kula rozpraszajaca w spektrofotometrze jednowiazkowym
i zdjecie wnetrza kuli rozpraszajacej z otworami pomiarowym i o$wietlenia (dorysowano wiazke)
Fig. 6. Schematic of optical set with diffusion sphere in single-beam spectrophotometer and the photo
of diffusion sphere with apertures for illumination and measurement (beam path drawn-in)

Przez kilka miesigcy wykonywano pomiary kinetyki zmian absorbancji roz-
proszonej w pasmie 440 nm spektrofotometrem Jednowigzkowym wyposazonym
w kulg Ulbrichta (rys. 6) o srednicy 60 mm, z otworem pomiarowym o $rednicy
18 mm (Specol 10). W przystawce Rd/0 wokoto otworu pomiarowego umieszczono
cienki, bialy silikonowy pierscief, oddzielajacy miazsz czastki wycigtej z jabtka
(rys. 5¢) od powierzchni pokrytej siarczanem baru. Latwosé naprawy optyki tego
spektrofotometru zadecydowata o jego wyborze do wielomiesigcznych badan.
W przypadku zanieczyszczenia kuli naprawiano bialg powierzchnig [94].

Znacznie zmodyfikowano uklad rejestracji wynikéw, podlaczajac spektrofo-
tometr do komputera. Napisano program do kalibracji spektrofotometru i groma-
dzenia pomiaréw. Ulatwil on skalowanie na dwéch wzorcach: wzorcu ,,biatej
tkanki” wykonanym z fajansu (57% reflektancji dla 440 nm i 800 mV na wyjsciu
wzmacniacza) i wzorcu czerni. W czasie pomiaru program przeliczal napigcia
elektryczne na reflektancje R% i organizowat pomiary, tzn. wyznaczat kolejne
probki do pomiaru, notowat czas trwania pomiaréw kinetyki, stale kontrolowat
wyskalowanie i czystos¢ ukladu optycznego, sprawdzat operatora, poréwnujac na
biezaco odczyty i ostrzegat przed pomytka. Przy diugo trwajacym brazowieniu
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czastek 1 wielu odmianach pracowano réwnoczesnie z kilkoma jabtkami i odmiana-
mi. Pobierano do spektrofotometru czastki z odmiany wskazanej przez komputer,
lecz powtdrnie nie mierzono tych samych powierzchni miazszu z czastek jabika.

Obliczano widma absorbancji roznicowej (bragzowienie) jako réznicg widm
absorbancji rozproszonej dla czastki zmierzonej po przechowywaniu i widma
absorbancji czastki jabtka swiezo wycigtej. W niektorych wielodniowych bada-
niach czastek przechowywanych w niskiej temperaturze, dodatkowo mierzono
czastki od§wiezone przez odcigcie warstwy 1,5 mm.

4.2.3. Spektrofluorymetria w swietle odbitym

Do badan miazszu uzywano spektrofluorymetru Shimadzu RF-5001PC
z podwojnym monochromatorem siatkowym. Ustalono szerokos¢ przestony:
wiazki wzbudzajacej 5 nm, a emisji 3 nm, predkosé rejestracji — Medium i czuto$c¢
High. Probke miazszu w uchwycie (podobnie jak w spektrofotometrze dwuwiaz-
kowym) wstawiano do uktadu wzbudzania czotowego (kat ponad 45° z wigzka od
pierwszego monochromatora — rys. 7). Detektor, ktérym jest fotopowielacz, ma
filtr odcinajacy $wiatto (rozproszone) wzbudzajace fluorescencje¢ i rejestruje po
drugim monochromatorze natgzenie emisji wzbudzonej.

% 2
Zrédto N | Monochromator
promieniowania ), uktadu

wzbudzajacego wzbudzajacego i yv

d Monochromator
uktadu
emisyjnego

Y

Detektor
promieniowania

5

Rys. 7. Schemat blokowy uktadu o$wietlenia probki i detekeji fluorescencji w spektrofluorymetrze
z probka miazszu

Fig. 7. Schematic diagram of sample illumination and fluorescence detection system in spectro-
fluorimeter with apple flesh sample. Symbols used: 1 — source of excitation, 2 — monochromator of
excitation set, 3 — sample, 4 — monochromator of emission system, 5 — detector of radiation

Badano widma efektywnosci wzbudzania fluorescencji w pasmie 685 nm,
w ktorym emitujg chlorofile. Ponadto badano bardzo charakterystyczng emisj¢
w zakresie UV i widmowg efektywnos$¢ jej wzbudzania. Badania powtarzano po
6 min od chwili odciecia miazszu, uzyskujac widma réznicowe z fluorymetru.
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4.2.4. Potencjometria redoks

Rejestrowano potencjal redoks w uktadzie elektrochemicznym (rys. 8) z elek-
trodg platynowa (ostrze platynowe o $rednicy 1 mm) i chlorosrebrng elektroda
odniesienia poprzez mostek elektrolityczny. Mierzono site elektromotoryczng
elektrometrem ORION-EA940 o oporze ponad 10 Q. Do elektrometru podlaczo-
no komputer, ktory zapisywat napiecie z wyjscia na rejestrator, czas od momentu
whbicia elektrody redoks i notowano warunki pomiardw.
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Rys. 8. Schemat uktadu pomiarowego z elektroda redoks w miazszu jabtka
Fig. 8. Schematic of redox electrode measuring setup in apple flesh

Po wbiciu w miazsz jabtka pozostawiano elektrode platynowa nieruchomo
przez 10 min, rejestrujac zmiany w miejscu uszkodzenia komoérek. Za pomoca
manipulatora przeciskano elektrode przez migzsz, skokami co kilka milimetréw.
Zestawiono pomiary potencjatu redoks w jablku w zaleznosci od odlegtosci
elektrody od skérki jablka i od czasu [99]. Zanotowano wymiary jabtka, zeby
wyliczy¢ zaglebienie elektrody w miazsz.

Zalezno$¢ potencjatu redoks od czasu przyblizono réwnaniem regresyjnym,
z ktérego otrzymano wartosci poczatkowe potencjatu elektrody — £y, a po 10 minu-
tach wartosci wysycenia — Ey.

4.2.5. Metodyka analiz dodatkowych

Do oceny wptywu okresu przechowalniczego na owoce uzyto pomiardéw jedr-
nosci miazszu i zawartosci ekstraktu.

Jedrnos¢ migzszu zmierzono po cigciu jablek na czastki i po wykonaniu ana-
lizy spektroskopowej. Stosowano reczny sprezynowy dynamometr ze wskazaniem
krancowym sity maksymalnej [92]. Czastke z Jablka po odcigciu skorki utrzymy-
wata podstawka katowa (rys. 3c). Dynamometr wyposazono w plasko zakoniczony
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przebijak cylindryczny o $rednicy 7,9 mm i mierzono nim maksymalng sit¢ wbicia
przebijaka w tkanke do gtebokosci 7 mm [92,104].

Zawarto$é¢ ekstraktu SS (%) zmierzono refraktometrem laboratoryjnym
w soku wyci$nietym reczna praska z czastki jabtka i wyrazono w procentach zawar-
tosci sacharozy [94].

Objeto$¢ przestrzeni migdzykomérkowych w miazszu oszacowano, wypet-
niajac miazsz woda. Zanurzono wszystkie probki w wodzie i trzykrotnie obnizono
ciénienie do 0,1 atm. Z pomiaréw objetosci probek miazszu przed wypetieniem
woda i z przyrostu ich masy oszacowano objgtos¢ przestrzeni dostepnej dla wody.
Nie stosowano poprawek (np. na pecznienie tkanki wysycanej woda). Wykonane
wg opisanej procedury pomiary objgtosci przestrzeni migdzykomorkowych daja
zawyzong warto$¢, gdyz nie uwzgledniono wielu czynnikéw, ktore doktadnie
opisali Samotus i in., Shyu i Hwang [201,216]. Jednoczesnie wykonana dla probek
i doktadnie powtarzana procedura okazala si¢ wystarczajacym oszacowaniem
i silnie zréznicowata miazsz ré6znych odmian wg zawartosci tlenu, gdyz jabtka
przechowywano i kondycjonowano w normalnej atmosferze.

Analizy chromatograficzne HPLC wykonano na miazszu owocow z tej
samej proby, z ktérej pobrano owoce do badan spektrofotometrycznych. Miazsz
z czgsei centralnej pokrojono na kostke (1,5-2 cm), réwnowagowo uzupetniono
alkoholem etylowym z dodatkiem pirosiarczynu sodu i zamrozono w temperaturze
—20°C. Jednoczesnie zamrozono wszystkie probki i po 3 miesigcach rozdrobniono
homogenizatorem nozowym i ultradzwigkowym. Po odwirowaniu, pobierano po
3 probki ekstraktu, ktore przetrzymywano w temperaturze —20°C podczas wykony-
wania analiz. Analizy chemiczne kwasu chlorogenowego, epikatechiny, ksyloglu-
kozydu floretyny w ekstraktach wykonano w Katedrze Technologii Zywnosci AR
we Wroctawiu metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej [109]. Uzyte
zostaty metody analizy chemicznej dostgpne tam w roku 1994, a ich receptury
obecnie opisane sa w licznych publikacjach [103,169,175].

4.2.6. Model kinetyki

Do opisu zmian absorbancji brazowiejacego migzszu jabtek wybrano model
kinetyki pierwszego rzedu (rys. 9 ). Parametry: szybkos¢ poczatkowa brazowienia
— v, czas potéwkowy brazowienia — 5, stata szybkosci brazowienia — k, przyrost
absorbancji rozproszonej do wysycenia brazowienia (absorbancja wysycenia
brazowienia) — A¢, absorbancja poczatkowa (natychmiast po uszkodzeniu) — 4, sa
parametrami opisowymi krzywej kinetyki. Wprowadzono nazwg dla parametru —
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—Ar ,,absorbancja wysycenia brazowienia”, ktéra najbardziej odpowiada ocenie
organoleptycznej miazszu i jest ocena roznicowa dla brazowienia.

Do modelu wprowadzono zmienne uwzgledniajace wptyw czynnikéw: dojrza-
tos¢ i okresy chlodnicze (term 1 i term 2) jako liniowe zalezno$ci. Testowano je
w roznorodnych uktadach, aby odszuka¢ najlepsza zgodnosé z danymi doswiad-
czalnymi. Do wstepnych obliczen z kazdego jabtka wybierano wartosci median.
Uzasadnienie przedstawiono w pracach Kuczyfiskiego [94,104].
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Rys. 9. Model pierwszego rzedu dla krzywej kinetyki opisujacy zmiany absorbancji rozproszonej —
A (pasmo 440 nm) w czasie — ¢ brazowienia miazszu jabtka: 4, — absorbancja poczatkowa miazszu,
foos — trwalos¢ barwy, Adygs — absorbancja krytyczna dla jakosci, (4;+ 4y) — konicowa absorbancja dla
wysycenia brazowienia, v — szybko$¢ brazowienia

Fig. 9. Frst-order model of kinetic curve for changes in diffuse absorbance — A4 (the 440 nm band)
during time — ¢ of apple flesh browning: 4, — initial absorbance of flesh, to08 — stability of colour,
Ady g — absorbance critical for quality, (4¢+ 4,) — absorbance of final equilibrium browning, v —
browning rate

Wykorzystano metode ,,regresji uzytkownika” z programu Statistica PL
v. 3.5, ktora oblicza parametry zaprojektowanej funkcji, minimalizujac sumy
kwadratéw odchylen. W metodzie regresyjnej miara precyzji otrzymanych para-
metréw bylo odchylenie standardowe, poziom istotno$ci parametru (uznano go za
istotny, gdy byt lepszy od 0,05) i wspétczynnik determinancii dla modelu — R? jako
ocena ogo6lna dopasowania pomiaréw do modelu (uznano za istotny, gdy R* > 50%).
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Opracowanie i prezentacja pomiaréw na rysunkach stuzy ocenie zakresu
zmiennosci nowych parametrow. Sa to Srednia i + odchylenie standardowe. Z jed-
nej strony ma to zwrdci¢ uwage na zakres zmian wartosci nowych miar, a z dru-
giej, w odniesieniu do odmian, pokaza¢ zakres zmiennosci materiatu w warunkach
wybranych do badan, tj. przy zmianie okresu przechowywania, stadium dojrza-
to$ci lub przy hamowaniu brazowienia. Dla odmian wyniki przedstawiano wg
kolejnosci wartosci median, a bardzo rzadko wartosci $rednich parametréow dla
odmian. Utatwia to odszukanie podobnych ,.sasiadéw”. Jezeli celem zestawienia
wynikow byto wskazanie na istotne réznice pomigdzy warto$ciami parametru,
postugiwano si¢ btgdem standardowym (najmniejsza istotna réznica — NIR), ktory
stuzy do porownywania wartosci $rednich testem t—Studenta.

Gdy odmiany réznity si¢ parametrami (jedrnoscia, potencjatem redoks, obje-
toscia przestrzeni wolnych), to dla takich parametréw wykonano analizy korelacji
liniowych i wyznaczono poziomy istotnosci wspoétczynnika korelacji np. z wid-
mem przyrostu absorbancji przy pomiarach czasowo rozdzielonych. Wyniki ocen
poziomu istotnosci wspotczynnika korelacji zestawiono na rysunkach przypomi-
najacych mapy o wspdtrzednych dtugos¢ fali (odcigta) i czas brazowienia (rzed-
na). Na mapach oznaczono znakami: © lub @ ujemne lub dodatnie wartosci
wspoétczynnika korelacji, a poziomicami obszary poziomu istotnosci wyzszego
odpowiednio od 5%, 1% lub 0,1%.

Odmiany réznily si¢ stgzeniami polifenoli. Metoda statystyczna — analiza
skupien z programu Statistica PL v. 5.5, utworzono grupy odmian istotnie réznia-
ce sie srednimi stezeniami polifenoli i jednocze$nie najbardziej podobne w grupie
pod wzgledem stgzen polifenoli.

Wystandaryzowano w ramach kazdej odmiany pomiary absorbancji §wiezo
ucietego miazszu — A, (wykorzystujac $rednia i odchylenia standardowe ze
wszystkich pomiaréw dla odmiany). W ten sposéb powstat dla kazdej odmiany
parametr, absorbancja standaryzowana — A4s, ktérym scharakteryzowano stan doj-
rzatosci kazdej czastki miazszu z jabtka. Srednia 4os pomiaréw wykonanych dla
odmiany wynosi zero, a odchylenie standardowe Aos rowne jest jeden.



5. WYNIKI POMIAROW 1 ICH ANALIZA

W wynikach mozna wskaza¢ dwa kierunki badan §wiezosci: poznanie zmien-
nosci parametrow miazszu swiezo wycietego z jabtek i jego zmiennosci wywota-
nej brazowieniem enzymatycznym migzszu.

5.1. Charakterystyka spektroskopowa miazszu

Miazsz jabtek scharakteryzowano spektrofotometrycznie w zakresie od 200 do
800 nm w swietle przechodzacym przez probke i w §wietle odbitym rozproszonym
od probki. Uzyto spektrofotometru dwuwiazkowego z kula, ktory umozliwia
pomiar widma wspolczynnika przepuszczania — transmitancji probek potprzezro-
czystych 1 wspdtczynnika odbicia rozproszonego — reflektancji.
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Rys. 10. Wptyw grubosci plastrow —d z miazszu jablka na widma; wspodtczynnika odbicia
(reflektancji) — R(%) i wspdtczynnika przepuszczania (transmitancji — linie punktowane) — 7(%)
Fig. 10. Effect of apple flesh slice thickness — d on reflectance spectra — R(%) and transmittance
spectra (dotted line) — 7(%)

Zbadano plastry o grubosciach od ok. 1 mm do 20 mm $wiezo wycigte z migz-
szu jabtek. Jako przyktad przedstawiono wyniki badan odmiany ‘Gloster’
(rys. 10). Grubsze plastry silniej odbijaty w $wietle rozproszonym (dyfuzyjnie)
i najwigkszy wspotczynnik odbicia rozproszonego (reflektancje) — R% miaty
plastry o grubosci ponad 15 mm. Réwniez grubsze plastry silniej pochtaniaty —
miaty nizszy wspdlczynnik przepuszczania (transmitancje) — 7%.
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Pasma absorpcji w probkach miazszu sg szerokie i charakterystyczne dla mate-
riatéw statych. Wzrost grubosci skrawka miazszu nie zmienia polozenia pasm, ani
ksztattu widma odbicia i przepuszczania (rys. 10). W obu typach widm (trans-
mitancji i reflektancji) wystepuja te same pasma pochtaniania (absorpcji): pasma
chlorofilii (ok. 685 nm i 440 nm), karotenoidow (ok. 450 nm, 480 nm) i w ultrafiole-
cie zakres silnej absorpcji wielu sktadnikow — zwlaszcza aminokwaséw i polifenoli.

Wysoka czutos¢ spektrofotometrow dwuwiazkowych umozliwia wykonywa-
nie pomiaréw takze przy bardzo silnej absorpcji w zakresie UV, gdy transmitancja
jest rzedu utamka procenta, a reflektancja mniejsza od 10%. Na rysunku 10
pokazano w doktadniejszej skali transmitancje w zakresie UV.

Zmiany w $wietle odbitym od miazszu latwiej jest analizowaé w jednostkach
absorbancji rozproszonej 4 = log(1/R), a nie jako reflektancje — R. Absorbancje
rozproszong cechuje lepsza proporcjonalno$é¢ do stezen barwnikéw w miazszu
1jest w tym analogia do pomiaréw wykonywanych w §wietle przechodzacym
przez roztwory. W dalszej czedci pracy wyniki sg przeliczane i przedstawiane
w jednostkach absorbancji rozproszonej. Nie bedzie takze uzywana funkcja
i jednostki Kubelki-Muncka stosowane w technice badania stezen barwnikéw
w cienkich warstwach.

Absorbancja rozproszona — 4, w zakresie fal od 400 do 800 nm zmienia sie
od 0,5 do 0,2 Abs dla migzszu $wiezo wycigtego i wystepuje nachylenie spadku
absorbancji w kierunku fal dtuzszych — do 800 nm. W odmianach ‘Jonagold’,
‘Golden Delicious’, ‘Idared’, ‘Szampion’, ‘Gala’ jest bardzo wyrazna, wyzsza
absorbancja w pasmie 460-500 nm i pochodzi od absorpcji karotenoidéw. Bardzo
wyrazne wzgorze w widmie absorbancji w okolicy 680 nm wystepuje dla odmian
‘Gloster’, ‘Granny Smith’, ‘Bankroft’ i pochodzi od absorpcji chlorofili. Od zakresu
fioletu do ultrafioletu wartosci absorbancji wzrastaja 2-3- krotnie i osiagajq warto$é
od 1 do 1,3 Abs (rys. 19, s. 3).

5.1.1. Zasig¢g pomiaréw absorbancji rozproszonej

Poniewaz podstawowe zastosowanie spektrofotometrii odbiciowej w $wietle
rozproszonym to pomiary wspdtczynnika odbicia $wiatta od nieprzezroczystych farb
i lakieréw, dlatego wykonano szczegélowe badania metodyczne na miazszu jablek.
Do badan wlasciwosci optycznych miazszu, na ktére moze wptywaé jego struktura,
najodpowiedniejsze sa pasma pochlaniania achromatycznego. Stwierdzono, ze
w migzszu zbadanych odmian nie absorbuja barwniki konstytutywne w pasmie
od ok. 550 do 650 nm (rys. 10). Réwniez produkty enzymatycznego brazowienia
pojawiajg si¢ tam najpoznie;j.
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Rys. 11. Wplyw grubosci plastra migzszu jabtka — d na wzrost absorbancji w metodzie transmisyjnej
— A i spadek absorbancji rozproszone;j plastra — 4, = log(1/R) w pasmie 630 nm

Fig. 11. Effect of apple flesh thickness — d on increase of absorbance in the transmission — 4 and on
decrease of diffuse absorbance of slice — 4, = log(1/R) in 630 nm beam

Dla r6znej grubosdci plastrow wycietych z miazszu jablek zestawiono wyniki
pomiaréw absorbancji — 4y w pasmie 630 nm (rys. 11). Mozna przyjaé, ze zalez-
nosc¢ absorbancji, okreslanej w $wietle przechodzacym przez migzsz od grubosci
plastra jest prawie liniowa i zgodna z prawem Lamberta. W szerokim zakresie
zmian grubosci probki nie ma liniowej zaleznosci dla transmitancji — natomiast
plaster o grubosci 1 mm ma transmitancje 50%, a o grubosci 4 mm przepuszcza
10% s$wiatla padajacego

Absorbancja rozproszona — 4, (pomiaru $wiatla odbitego z wnetrza miazszu)
rowniez liniowo maleje wraz ze wzrostem grubosci plastra (rys. 11). Wartos¢ naj-
mniejszg osigga dla probki grubszej od 15 mm - ,catkowicie odbijajacej”
z wngtrza. Po aproksymacji wynikow linig prostg otrzymujemy informacje, ze juz
plaster o grubos$ci ponad 4 mm mozna traktowaé jako bardzo gruby. Ponadto
wiadomo, ze przez miazsz na te glebokosé dociera nie wigcej niz 10% z natezenia
wiazki oswietlajacej i jeszcze mniej $wiatla powraca ku powierzchni oswietlonej.

Podczas wycinania, cienkie plastry ponizej 1 mm uszkadzajq si¢, wzrastaja
w nich przestrzenie migedzykomérkowe i wzrasta rozpraszanie $wiatta. W ten
sposOb mozna wyttumaczy¢ (punkty zaznaczone na rys. 11) odstgpstwo od linio-
wego spadku absorbancji cienkich plastrow z migzszu. W pasmach, w ktorych
pochfaniaja barwniki, natezenie wiazki penetrujacej miazsz maleje znacznie szyb-
ciej, a wige z analizy spektrofotometrycznej widm w zakresie Vis uzyskuje si¢
informacje nie z powierzchni, lecz z warstwy miazszu, ale nie glebiej niz 4 mm,
a gdy absorbancja wzrasta — w zakresie UV, ze znacznie cienszej warstwy.
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5.1.2. Pasmo absorpcji dla kwasu chlorogenowego

Badano widma odbiciowe $wiezo wycietego miazszu jabtek z kilku odmian.
Przeanalizowano jednoczes$nie widma absorbancji dyfuzyjnej w zakresie ultrafio-
letu i stezenia polifenoli w miazszu, ktore oznaczono metoda HPLC. Jedynie dla
zawartosci kwasu chlorogenowego w miazszu uzyskano wysoko istotna korelacje
liniowa z absorbancja rozproszona — Ao w szerokim pasmie ok. 342 nm (rys. 12).
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Rys. 12. Zmienno§¢ absorbancji rozproszonej w pasmie 342 nm — Ass; Swiezo cigtego miazszu
jabtek réznych odmian, ktora wyjasniono liniowa zaleznoscia od stezenia kwasu chlorogenowego
Fig. 12. Variability of diffuse absorbance in 342 nm — 434, of fresh slices of several apple cultivars
as explained by linear relation to chlorogenic acid concentration

Zatem zmiany absorbancji rozproszonej miazszu w przedziale 0,4 Abs i w pas-
mie 342 nm, dobrze wyjasnia rozna zawarto$¢ kwasu chlorogenowego (3-25 mg)
w 100 g miazszu jabtek réznych odmian.

Struktura migzszu w réznym stopniu zmienna, rozprasza swiatlo i zwykle
wywoluje przesunigcie catego widma wzdhuz osi absorbancji. Warto$ci absorban-
cji, np. w pasmie 630 nm, dobrze roznicuja miazsz odmian na ten o duzej i niskiej
przepuszczalnosci optycznej i istotnie koreluja z objgtoscia przestrzeni migdzy-
komorkowych w miazszu. Spadek wartosci parametru absorbancji rozproszonej
zaobserwowano w warstwie blizszej skorki jabtka i od strony jablka z barwa
zasadnicza skorki. Pomimo tak znacznego wplywu zrdznicowania budowy
komérkowej w badanych odmianach, otrzymano istotna liniowa zaleznos¢ od
zawarto$ci kwasu chlorogenowego. Wyjasni¢ to mozna bardzo duzymi zmianami
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w zawartosci kwasu chlorogenowego w badanym migzszu, przy jednoczesnie
niewielkiej stosunkowo giebokosci penetracji miazszu przez swiatto fioletowe,
a wigc 1 zmiennosci rozpraszania.

5.1.3. Fluorescencja miazszu

Spektrofotometr odbiciowy rejestruje swiatto rozproszone z wnetrza probki,
ktére zawiera takze sktadowg pochodzaca od fluorescencji wzbudzonych fluoro-
forow (np. od chlorofili). Tradycyjny spektrofotometr wyposazony jest tylko
w jeden monochromator — dla Zrodla §wiatta albo uktadu detekcji swiatta dochodza-
cego z probki. Uktad optyczny spektrofluorymetru ma dwa monochromatory. Uktad
ten umozliwia poznanie widma wzbudzania réznych fluoroforow w miazszu, a naj-
prosciej jest to wzbudzanie chlorofilu fluoryzujacego w pasmie ok. 685 nm.

Widma wzbudzania emisji w pasmie 685 nm otrzymane dla §wiezo ucigtego
miazszu z dwoch odmian (rys. 13) maja bardzo podobny ksztatt, jednak widmo
wzbudzania odmiany ‘Red Delicious’ jest ok. dziesigciokrotnie stabsze od odmiany
‘Granny Smith’ (skala z lewej i prawej strony — rys. 13). Miazsz odmiany ‘Granny
Smith’ pozostaje do$¢ dtugo zielony w stadium dojrzatoéci konsumpcyjnej, nato-
miast w migzszu ‘Red Delicious’ nie wida¢ zielonego zabarwienia od chlorofilu.
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Rys. 13. Widma wzbudzania fluorescencji chlorofilu w pasmie 685 nm otrzymane dla odmiany
‘Red Delicious’ i ‘Granny Smith’ (linie grube) i ich przesunigcie po 6 min od ucigcia miazszu
jabtka (linie cienkie)

Fig. 13. Excitation spectra of chlorophyll at band 685 nm and registered for apple flesh of ‘Red
Delicious‘ and ‘Granny Smith‘ cultivars (bold lines) after 6 minutes from slicing (thin lines)
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Rys. 14. Widma wzbudzania fluoroforéw w pasmach 312 i 390 nm (linie grube), jak réwniez widma
emisji (fluorescencja wzbudzane w pasmach 245, 270, 335 i 355 nm — linie cienkie), na ktérych
zaobserwowano cztery piki wyswiecania 310, 365, 385, 470 nm dla miazszu jabtek odmiany
‘Jonagold’ i ’Granny Smith’
Fig. 14. Excitation spectra of fluorophores in 312 and 390 nm (bold line) and fluorescence spectra
(excitation in 245, 270, 335 and 355 nm) with four detected peaks of luminescence in 310, 365, 385,
470 nm registered for apple flesh of ‘Jonagold’ and ‘Granny Smith’ cultivars

W widmach wzbudzania chlorofilu, silne pasma uksztatltowane sa od 430 do
510 nm, a przedzielone sa dolinami pochtfaniania ostonowego: antocyjanow (pas-
mo 520 nm) i karotenoidow (pasma 450 nm i 480 nm). Wyraznie widaé, ze w pas-
mie ok. 440 nm bardzo efektywne jest wzbudzanie chlorofilu. Wzbudzanie tego
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miazszu po 6 min od odcigcia plastra (linia ciefisza) jest nieznacznie mniej
efektywne. Moze to $wiadczy¢ o czg$ciowym rozpadzie chlorofilu w warstwie
powierzchniowej migzszu.

Miazsz scharakteryzowano fluorymetrycznie rowniez w zakresie ultrafioletu
(szary obszar na rys. 14). Zarejestrowano widma wzbudzania (rys. 14 grubsze linie)
dla dwoch fluoroforéw, ktére swieca w pasmach 312 i 390 nm. Charakterystyczne
Jjest widmo wzbudzania fluoroforu Agy = 312 nm, ktére ma piki przedzielone doling
absorpcji 250 nm. Natomiast w widmie wzbudzania fluoroforu Agy =390 nm widaé
dwie doliny 320 nm i 360 nm dobrze znanej absorpcji pFCC — produktéw rozpadu
chlorofilu, a takze nieokreslona absorpcje w pasmie 280 nm.

Widma emisji fluoroforéw (rys. 14 linie ciensze) otrzymano, wzbudzajac
migzsz Swiatlem z wybranych pasm Agx = 245, 270, 335 nm. Uzyskano charakterys-
tyczna, silniejsza emisj¢ przy 310, 365, 385 nm. Takze wystapita ostra emisje przy
ok. 470 nm poprzez wzbudzenie pasmem Agx = 355 nm i 385 nm znana jako
produkty rozpadu chlorofili. Poréwnano natgzenia emisji wzbudzanej o$wietleniem
Aex = 355 nm. Odmiana ‘Granny Smith’ $wiecita ok. 4-krotnie silniej niz ‘Jonagold’
(skala z prawej rys. 14).

Widma wzbudzania fluoroforow w miazszu nasladujg ksztattem — omawiane
widma absorbancji rozproszonej. W spektrofotometrze inne sa jednak warunki
oswietlenia probek i detekcji swiatta (Swiatto rozproszone). Fluorymetrycznie
trudniej jest wykona¢ pomiary ilosciowe stgzen fluoroforow m. in. w sposob
powtarzalny ustawia¢ wiazke $wiatta padajacego na probke miazszu.

5.2. Zmiennos$¢ Swiezo wycietego migzszu

Biala barwa miazszu uksztaltowana jest przez rozpraszanie $wiatta na struk-
turze komorkowej, pochlanianie przez barwniki konstytutywne i barwniki procesu
brazowienia [71,159]. Biala barw¢ wielu materiatow technicznych charakteryzuje
si¢ ich absorbancja w rejonie fioletu. Do oceny biatosci §wiezo wycietego
migzszu, a takze do pordwnywania zmian wywotanych brazowieniem w zakresie
widzialnym wygodne jest wybranie pasma 440 nm. Jego wybdr uzasadnia kilka
waznych, zaobserwowanych elementéw. Pasmo 440 nm to maksimum na krzywej
trojchromatycznej skladowej Z, ktoéra odpowiada bodzcowi fioletowo-niebieskie-
mu w kolorymetrii tréjchromatycznej. Dlatego nawet proste spektrokolorymetry
maja w tym pasmie wystarczajaca doktadnos$¢ i czuto$é. Pasmo to jest bliskie
maksimum absorpcji roztwordw z barwnikami enzymatycznego brazowienia,
a takze jak stwierdzono, efektywnie wzbudza fluorescencje chlorofilu w miazszu
(rozdz. 5.1.3. s. 3). Ponadto Kuczynski, Varoquaux i in. [114,115] wykorzystali to
pasmo i wykonali pomiary brazowienia miazszu, odnie$li te wyniki do ocen
organoleptycznych. Pomimo ze wyniki te mogty by¢ specyficzne dla badanej
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technologii i zbadanych odmian, utworzyly pierwsza skalg swiezosci bardzo
przydatng w aparaturowej ocenie miazszu.

Absorpcja rozproszona — 4y §wiezo wycigtego migzszu przy 440 nm zmienia
si¢ w szerokich granicach od 0,2 do 0,5 Abs (rys. 15). Rozstep jest bardzo duzy
i wynosi 0,3 Abs. Odmiany mozna rozdzieli¢ na biate, gdy 4, < 0,3 Abs, ktérych
miazsz absorbuje stabo i ciemne, gdy 4o> 0,4 Abs absorbujace silnie [96]. Najniz-
sze wartosci Srednie absorbancji rozproszonej otrzymano dla odmian CTR, SPT,
LBO, BOI, LIG, MUN i MCI. Odpowiada to wrazeniu biatego miazszu i jego opis
pomologiczny zawiera okreslenia rdéznego stopnia biatosci barwy: czysto bialy,
lekko zotty, bialy wpadajacy w kremowy. Najsilniej absorbuje miazsz z odmian
GAL, HGD, JOG, STN i BIB. W opisie pomologicznym ich miazszu wystgpuja
zdecydowane okreslenia barwy, jak: z6tta, kremowa, zielona.

Naturalna zmiennos$¢ absorbancji rozproszonej miazszu — Ao w ramach odmiany
wynosi od 0,03 do 0,15 Abs, a wigc czgsto przekracza 0,04 Abs — limit rozréznial-
nosci dla barwy czastek. Mozna wigc czgsto znalezé swiezo wycigte czastki z jabika,
ktore wzrokowo réznig si¢ w tej samej probie. Nie nalezy zapominac, ze silne
zroznicowanie parametru absorbancji rozproszonej w pasmie 440 nm, to nie tylko
efekt pochtaniania §wiatta przez tkanke wypetiong réznymi barwnikami, np. karote-
noidami, chlorofilami i barwnikami brazowymi, ale takze efekt zr6znicowanego
rozpraszania $wiatla na strukturze komorkowej z przestrzeniami powietrznymi.
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Rys. 15. Absorbancja rozproszona — 4, miazszu czastek z jablek cigtych w powietrzu po dwdch
okresach przechowywania jabtek (term 1, term 2)

Fig. 15. Diffuse absorbance — 4, of flesh wedges of several apple cultivars sliced in air, after two
periods of storage (term 1, term 2)
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Zbadano miazsz czastek wycietych z jabtek, ktore byty przechowywane przez
dwa rézne okresy. Wiadomo, ze dtugotrwate przechowywanie i przejrzewanie jab-
tek indukuje powstawanie w komorkach brazowych barwnikéw. Dla wigkszosci
odmian stwierdzono wzrost absorbancji rozproszonej — 4, miazszu z jablek, ktore
dtuzej przechowywano (rys. 15). Mozna wskaza¢ takze druga przyczyng, z powo-
du ktorej absorbancja $wiezo wycigtego miazszu wzrosta w pasmie 440 nm.
Kuczynski i Varoquaux [114] zwrécili juz uwage na spadek absorbancji w pasmie
685 nm w szybko przejrzewajacym miazszu czastek jabtkach. Spowodowane jest
to spadkiem zawarto$ci chlorofilu. Miazsz zawierajacy mniej chlorofilu powinien
takze stabiej fluoryzowac, jak to juz wykazano (rozdz. 5.1.3. s. 3) poprzez wzbu-
dzanie fluorescencji pasmem 440 nm. Wyniki wskazuja wigc na to, ze parametr — 4o
moze by¢ dobra miara przejrzewania owocow w stanie dojrzatosci konsumpceyjne;j.

Wydawatoby sie, ze jedrnos¢ miazszu (rys. 16) lub zawartos¢ ekstraktu niewiele
maja wspdlnego z brazowieniem cigtego miazszu, gdyz dotycza odrgbnych wiasci-
wosci tkanki (np. w badanych odmianach). Jednak cigcie jest procesem mecha-
nicznym i Kuczynski [95] wskazywal na wplyw parametréw mechanicznych
migzszu na oceny sklonnosci odmian do brazowienia. Ponadto oba parametry sa
niezwykle wazne w charakterystyce przechowalniczej jabtek — ocenie ich stanu
dojrzatosci, ocenie organoleptycznej $wiezosci, a takze zwigzane z kondycja
biochemiczng przechowywanych jablek.
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Rys. 16. Jedrnosé¢ (przebijak ptaski $rednicy 7,9 mm) — F miazszu czastek z jablek po dwoch
okresach przechowywania jabtek (term 1 i term 2)

Fig. 16. Firmness of apple flesh wedge — F (flat penetrometer 7,9 mm dia) in relation to storage time
(term 1, term 2) and cultivars
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Jedrnos¢ czastek z jablek — F w stadium dojrzatosci konsumpcyjnej (rys. 16)
zmieniata si¢ w szerokim zakresie od 10 N do ponad 40 N (wg metody rozdz.
4.2.5. 5. 3). Na tej podstawie czastki z jablek mozna umownie dzieli¢ na bardziej
jedrne (F> 30 N), takie jak wykrojone z odmian: ‘Ligol’, ‘Florina’, ‘Red Fire-
side’, ‘Boiken’, ‘Liberty’ i o mniejszej jedrnosci (F < 20 N), jak czastki z odmian
‘Prima’, ‘Lobo’, ‘Wealthy’, ‘James Grieve’.

Zawartos¢ ekstraktu — SS w czastkach wycietych z jabtek znajdujacych sie
w stanie dojrzatosci konsumpcyjnej (rys. 17) byta silnie zroznicowane dla odmian.
Nizsze wartosci srednie od 11% miaty odmiany: ‘Wealthy’, ‘James Grieve’, ‘Pri-
ma’, ‘Friedom’, ‘Kr6l Albrecht Pruski’, a srednie wyzsze od 14% ‘Billing Bos-
koop’, ‘Elstar’, ‘Golden Delicious’, ‘Red Fireside’, ‘Boiken’.

Stwierdzono generalnie nizsza jedrno$é czastek (rys. 16) 1 nizsza zawarto$é
ekstraktu (rys. 17), gdy wycigto je z jabtek po dhuzszym okresie przechowywania
(term 2). Jednak w kilkunastu przypadkach wystapity efekty odwrotne. Wydaje sig,
ze wplyw kondycjonowania i doprowadzenia jabtek do stanu dojrzatosci konsump-
cyjnej po wyjeciu z chtodni mogt by¢ decydujacy, gdy tak czesto przewazyt nad
zmianami wywotanymi dhuzszym przechowywaniem jablek i obnizyt jedrnos¢.
Podobnie jest z zawartoscia ekstraktu w jabtkach, ktora dla niektoérych odmian
spadata lub znaczaco wzrastata, co §wiadczytoby o przejrzewaniu owocéw z wyko-
rzystaniem cukréw lub o uptynnieniu pewnych substancji (np. pektyn).

-
(6]

Qdchylenie standardowe
Standard deviation

0O - term 1

=
EN
T

ak
w

=y
N

-
-
T

N
o

©

P4 zZ
Em =, [
[2a ] = )

Ekstrakt refraktometryczny — Soluble solids, SS(%)

Odmiany — Cultivars

Rys. 17. Zawarto$¢ ekstraktu w jabtkach — SS po dwéch okresach przechowywania jabtek (term 1
iterm 2)

Fig. 17. Soluble solids (TSSs — °Brix) of apple juice — SS in relation to storage time (term I, term 2)
and cultivars
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Zestawienie wartosci $rednich parametru jedrnosci miazszu i zawartosé ekstrak-
tu potwierdza jedynie to, ze owoce z dwoch okreséw przechowywania jabtek
roznity si¢ jakoscia. Oceniajac jako$é owocow uzytych do wykonania czastek
z jablek na podstawie ich jedrnosci, nalezy stwierdzi¢, ze migzsz ich byt dos¢
migkki w poréwnaniu z jedrnoscia oczekiwana od owocow handlowych [187]. Nie
Jest to zaskakujace, gdyz cieto na czastki owoce w stanie dojrzatosci konsumpcyj-
nej, a nie owoce handlowe. Podsumowujac analizy trzech parametrow miazszu
Kuczynski [95] stwierdzit, ze nowy parametr, absorbancja rozproszona — 4,, ma
wigksza zmienno$¢ niz tradycyjna jedrnosé — F i zawartosé ekstraktu — SS.

Tlen jest jednym z gloéwnych substratow w reakcji ciemnienia enzymatycznego
uszkodzone;j tkanki jabtek. Poprzez przestrzenie miedzykomorkowe w jabtku zacho-
dzi proces wymiany gazowej i to umozliwia oddychanie zywych komérek miazszu.
Odpowietrzanie jablek lub wypetianie go gazami obojetnymi to metody propo-
nowane przy ograniczaniu strat cennych substancji w produkcji metnych sokow.
Materiat do badan stanowity owoce jabtoni, po diugim okresie dojrzewania w ko-
morze chtodniczej i kondycjonowane do dojrzatosci konsumpcyjne;j.

Objetos¢ przestrzeni migdzykomérkowych wyznaczono metoda infiltracji
prozniowej w jabtkach pocietych na kostke i podano ja jako wzgledny przyrost
masy migzszu po wypelnieniu go woda (rys. 18). Wybrane odmiany istotnie rézni-
ty sig¢ objetoscia przestrzeni migdzykomérkowych. Wyznaczona ,,bardzo drastycz-
ng” metoda, zmieniala sie od 50% (odmiany ‘Boiken’, ‘Idared’, ‘Bankroft’) do
20% (odmiana ‘Elstar’). Wyzsze wartosci (o 3-8%) uzyskano dla miazszu owocow
w dojrzatosci konsumpeyjnej, lecz o stabszym wybarwieniu.
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Rys. 18. Oszacowana objetos¢ przestrzeni migdzykomérkowych — ¥ w miazszu jablka od strony

z barwa podstawowa i od strony jablek z rumieficem dla kilku odmian

Fig. 18. Estimated volume of intercellular spaces — ¥ in apple flesh on the standard colour side and

the blush side of apples of several cultivars
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Obliczono korelacje objetosci przestrzeni migdzykomérkowych z innymi para-
metrami migzszu i wykonano to na $rednich odmianowych niezaleznie dla grupy
owocow z silnym lub stabym rumiencem. Otrzymano istotne i dodatnie korelacje
objetosci przestrzeni migdzykomoérkowych z absorbancja rozproszona czastek — 4o
(pasmo 440 nm), z przyrostem absorbancji po 32 min czastek cietych w powietrzu
— AAd, a takze z przyrostem po 64 min czastek cigtych pod woda. Ponadto w grupie
owocow slabiej wybarwionych uzyskano istotna i dodatnia korelacj¢ objetosci
przestrzeni migdzykomoérkowych z jedrnoscia owocow. Obliczono rowniez kore-
lacje objetosci przestrzeni migdzykomoérkowych z zawartoscia polifenoli (rys. 42,
s. 3). Otrzymano istotne korelacje objetosci przestrzeni miedzykomoérkowych
z zawartoscia ksyloglukozyd floretyny, lecz jedynie w grupie owocOw z rumien-
cem otrzymano istotna i dodatnig korelacje ze stezeniem kwasu chlorogenowego.
Nastepne badania istotnosci korelacji wielu parametrow rozszerzono na cate
widma UV-Vis przyrostu absorbancji rozproszonej — A4, a wyniki analizy przed-
stawiaja rysunki 26 1 27 (s. 3).

5.3. Widma brazowienia migzszu

Mechanicznym uszkodzeniem uruchamiano bardzo szybka (w normalnych
warunkach otoczenia) reakcje enzymatycznego brazowienia miazszu. Widma
przyrostu absorbancji rozproszonej (widma réznicowe) — A4, ktore byly czasowo
rozdzielone, otrzymano w $wietle odbitym i rozproszonym przez migzsz. Sg one
#rodlem informacji o zmianach zachodzacych w migzszu. Widmem odniesienia
jest widmo miazszu $wiezo odcigtego. Pomiary pozwalaja na wnioskowanie o nas-
tepstwach czasowych badanej reakcji. Oczywiscie konieczne jest, aby czas pomig-
dzy uszkodzeniem a pierwszym pomiarem widma byt znacznie krotszy od czasu
skanowania widma. Réwniez pasmo i catkowity czas pomiaru powinien by¢
dostosowany do celu tych badan.

Kuczynski [103] ustalil, ze po czasie 6-10 min w normalnych warunkach
otoczenia mozna zaobserwowa¢ zmiany w widmach zakresu widzialnego, ktore sa
wywolane brazowieniem i tworzonymi polimerami melaninowymi. Natomiast
w znacznie krotszym czasie, lecz tylko w zakresie ultrafioletu moga by¢ analizo-
wane zmiany zawarto$ci produktow i substratow polifenolowych tej reakcji. Na
podstawie tych badan powstaty dwa warianty, kinetycznego opisu procesu brazo-
wienia opisywane dalej. Zbadano je w zaleznoéci od odmiany, stadium dojrzatos-
ci, warunkow i techniki ciecia. Okreslono réwniez zwiazek kinetyki brazowienia
z innymi charakterystykami miazszu, np. oznaczonymi chemicznie stezeniami poli-
fenoli, potencjatem elektrodowym redoks, objetoscia przestrzeni migdzykomorko-
wych i jedrnoscia. Dotychczas jedynie w zakresie widzialnym poszukiwano zalez-
nosci i glownie wykorzystywano wspotrzedne barwometryczne L*, a*, b*.
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Rys. 19. Widma absorbancji rozproszonej — 4, miazszu jabtek kilku odmian po wycieciu plastra
i zmiany widm UV-Vis przyrostu absorbancji rozproszonej — A4 zarejestrowane w odstepach dwumi-
nutowych dla miazszu szybko brazowiejacego ‘Bankroft’ w 18-20°C
Fig. 19. Diffuse absorbance spectra of apple flesh for cultivars immediately after flesh cutting — 4,
and evolution of UV-visible absorbance spectra of differences — A4 for rapidly browning flesh of
cultivar ‘Bancroft’ recorded at 2-minute intervals during incubation at 18-20°C

Dazac do poznania zréznicowania kinetyki brazowienia, przeanalizowano
widma migzszu bardzo licznej grupy odmian. W goérnej czesci rysunku 19 zesta-
wiono widma absorbancji rozproszonej miazszu — 4, (uzyskane technikg odbicia
swiatla rozproszonego ze spektrofotometru dwuwiazkowego) natychmiast po
odcigciu migzszu. Widma $wiezo odcigtego miazszu s do siebie bardzo podobne
ksztattem w zakresie UV (szary obszar na rys. 19) ze wzgledu na bardzo silne
pochtanianie $wiatta dla fal krétszych od 350 nm. Jednak, jak wczesniej stwier-
dzono (rozdz. 5.1.2. s. 3), zmiany widma w pasmie 342 nm sa m.in. skorelowane
ze stezeniami kwasu chlorogenowego.
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Rys. 20. Trzy charakterystyczne typy zmian w widmach przyrostu absorbancji rozproszonej — A4
zarejestrowane w odstepach dwuminutowych podczas brazowienia migzszu w 18-20°C

Fig. 20. Three characteristic types of evolution of UV-visible diffuse absorbance spectra of diffe-
rences — A4 recorded at 2-minute intervals in the course of apple flesh browning at 18-20°C

Widma przyrostu absorbancji rozproszonej (widma réznicowe) — A4 miazszu
sa bardziej ztozone niz widma absorbancji — 4y w zakresie ultrafioletu. Zmieniaja
si¢ bardzo szybko (w normalnych warunkach otoczenia) w wyniku reakcji enzy-
matycznego brazowienia. Z badan modelowych na ekstraktach i sokach z jabtek
wiadomo, ze z polifenoli powstaja produkty, ktdre absorbuja w zakresie ultrafio-
letu i fioletu. Na tej podstawie mozna by uznaé juz, ze spadek lub wzrost absor-
bancji rozproszonej migzszu w szczegdlnych pasmach widma wywotany jest przez
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udziat w reakeji utleniania enzymatycznego substratéw polifenolowych zawartych
migzszu. Poniewaz zbadane odmiany jablek zdecydowanie réznia si¢ stezeniami
polifenoli (dane na rys. 42. s. 3) mozna przypuszczaé, ze po réznym czasie brazo-
wienia zmiany dotycza innych pasm widma (rys. 20).

Cztery typy widm réznicowych — A4 wylonila, sposréd wielu zbadanych widm
dla odmian, analiza statystyczna podobiefistw. Uwzglednione zostaly w tej analizie
podobienstwa czasowe lub charakterystyczny ksztalt w kilku pasmach widma. W
dolnej czgsci rysunku 19 i na rysunku 20 przedstawiono (jako odniesienie do gbrnej
czesel rysunku 19) charakterystyczne widma réznicowe absorbancji rozZproszonej
dla brazowiejacego miazszu. Obliczone widma réznicowe przedstawiaja zmiany po
kolejnych 2 min az do 10 min od chwili odciecia miazszu dla odmian: ‘Bankroft’
(BKF), ‘Idared’ (IDR), ‘Jonagold” (JOG) i ‘Szampion’ (SAM). Jest to zestaw widm
roznicowych czasowo rozdzielonych.

W pracy tej stwierdzono, ze brazowienie enzymatyczne startuje natychmiast
po przecigciu migzszu u kazdej odmiany. Jednak zmiany te nie moga by¢ obser-
wowane wzrokowo, gdyz najwczesniejsza aktywno$¢ wystepuje tylko w niewi-
dzialnym fiolecie. Dopiero po 4 min brazowienia (pasmo 440 nm) przyrost absor-
bancji w zakresie widzialnym przekracza 0,04 Abs dla odmiany ‘Bankroft’, a dla
odmiany ‘Idared’ potrzeba na to 8 min [107].

W widmach przyrostu absorbancji rozproszonej A4 otrzymanych dla miazszu
typu odmiany ‘Bankroft” widoczny jest znaczny i bardzo szybki wzrost przy ok.
390 nm, natomiast spadek absorbancji w ultrafiolecie od 310 do 350 nm i wzrost
w pasmie 260-280 nm. Najszybciej mozna wzrokowo zauwazyé brazowienie
odmiany ‘Bankroft’ i tak szybkie zmiany poznane zostaty w studiach nad modelo-
wymi roztworami kwasu chlorogenowego z dodatkiem katechiny lub wprost nad
ekstraktami z jablek. Réwniez charakterystyczny jest dla nich bardzo szybki wzrost
absorbancji w widzialnym fiolecie. W przypadku miazszu wywotany moze on by¢
przyspieszonym utlenianiem epikatechiny, poprzez mechanizm nieenzymatycznego
utleniania, ktdry sprz¢zony jest z utlenianiem kwasu chlorogenowego. W reakcji tej
powstate na drodze enzymatycznej chinony kwasu chlorogenowego utleniajg inne
fenole, a stalemu odtwarzaniu ulega kwas chlorogenowy. Réwniez podobne jest
utlenianie procyjanidyn, ksyloglukozyd floretyny, takze sprzezone z utlenianiem
kwasu chlorogenowego, prowadzi do zwiazkéw silnie absorbujacych w fiolecie.

W drugiej grupie widm réznicowych, takich jak dla miazszu odmiany ‘Idared’,
zmiany sg podobne jak w ‘Bankroft’, lecz obserwuje si¢ ponadto silny wzrost
absorbancji w UV ponizej 240 nm.

Grupg trzecig i czwarta reprezentuja odmiany ‘Szampion’ i *Jonagold’. Cechu-
je je jedynie wzrost absorbancji, lecz prawie niewidoczny ludzkim okiem, bo
gtownie w zakresie UV. Nie ma u nich charakterystycznego, tak jak dla typu
‘Bankroft’ i ‘Idared’, spadku absorbancji w pasmie 310-350 nm lub jej wzrostu
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w dalekim UV. W grupie, jak dla odmiany ‘Jonagold’, najszybszy przyrost absor-
bancji wystepuje w pasmie 360 nm, a nie typowo w pasmie 390 nm. Ponadto dla
odmian grupy, takiej jak odmiana ‘Szampion’, jest wigkszy przyrost absorbancji w
pa$mie 340 nm i 260 nm niz w zakresie widzialnym w ciagu 10 min.

Zmiany w widmach grupy trzeciej i czwartej mozna probowac wyjasnia¢ wol-
niejszym utlenianiem epikatechiny z niedomiarem lub dtuzej zwiazanym kwasem
chlorogenowym, ktory jest posrednikiem w utlenianiu sprzg¢zonym. W tych
ztozonych uktadach biologicznych mozna by jednoczesnie wskazywaé na wiele
pasm. Moga to by¢ pasma epikatechiny sygnalizujace utlenianie ostrym wzrostem
absorbancji ok. 275 nm i w szerokim pa$mie 320-350 nm, a takze na pasma utle-
niania kwasu chlorogenowego z charakterystycznym spadkiem absorbancji ok.
325 nm i z punktami izobestycznymi ok. 275 nm i 375 nm. Informacje o takich
charakterystycznych pasmach utleniania znane sg jedynie z badan roztworéw
modelowych, a zupelnie nieznane z badan miazszu jabtek.

Zaobserwowano wyrazny wplyw stadium dojrzatosci owocu na widma
réznicowe miazszu. U mniej dojrzatych owocéw odmiany ‘Jonagold” w widmach
réznicowych wystepuja podobne cechy, jak w pierwszej grupie odmian typu
‘Bankroft’. Nastepuje spadek absorbancji w zakresie ultrafioletu, zwykle jednak
wzrost w zakresie widzialnym jest stabszy. Moze to wynika¢ ze znacznie wyzszej
zawartos$ci kwasu chlorogenowego w stosunku do pozostatych polifenoli w owo-
cach mniej dojrzatych.

Wsp6lng cecha widm réznicowych otrzymywanych z miazszu (rys. 20) jest
wzrost absorbancji rozproszonej w zakresie widzialnym — powyzej 360 nm, lecz
z bardzo rézng szybko$cig. Ten wzrost absorbancji przenosi si¢ do fal coraz
dtuzszych — niebieskiej czgsci widma i charakterystyczne jest to dla wszystkich
odmian brazowiejacych. W zakresie UV spada albo ro$nie absorbancja dyfuzyjna
podczas brazowienia. Zapewne dwie klasy sktadnikéw chemicznych biora udziat
w ciemnieniu miazszu tych jabtek. Szybkie wystapienie widzialnych efektow
brazowienia jest uwarunkowane, jak mozna sadzi¢, nadmiarem powstajacych
chinondéw kwasu chlorogenowego (lub orto-dwufenoli) utlenianych z udziatem
PPO i dostepnoscia drugiej klasy fenoli (np. flawonoidéw) do etapu chemicznego
brazowienia. W ten sposdb mozna proces brazowienia migzszu uznac¢ za zgodny
z propozycja i wynikami badafi modelowych na roztworach, w ktérych zapew-
niono duza aktywno$¢ enzymu PPO i doktadnie znany sktad polifenolowy.

Widma absorbancji rozproszonej (czasowo rozdzielone) Kuczynski [103]
wykorzystal do bardziej szczegétowych analiz chemometrycznych substratow
fenolowych. Pasma w widmach przyrostu absorbancji sa szerokie i nakladaja sie,
pomimo ze zwiazane sg ze zmianami substratow i produktoéw. Metoda chemome-
tryczna bierze pod uwage nie tylko widma, lecz takze czas brazowienia. Umozli-
wia to dokladniejsze pordwnanie widm ze st¢zeniami substratow polifenolowych
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w miazszu, skuteczniej niz opisana, prosta analiza czterech typéw widm brazowie-
nia. Dopiero po dlugim czasie reakcji, barwniki brazowe przereagujq z innymi
dostgpnymi substratami (m.in. z aminokwasami) i utworza silnie spolimeryzowane
barwniki melaninowe, najsilniej absorbujace w widzialnym fiolecie (rys. 19).

5.4. Potencjal elektrody redoks i brazowienie

Po wbiciu elektrody z platynowym zakonczeniem w migzsz jablka, pozosta-
wiano jg nieruchomo przez 10 min. Rejestrowano zmiany sity elektromotorycznej
ogniwa — SEM w miejscu uszkodzenia komérek (rys. 21). Potencjal elektrody
redoks nie byt staty, lecz wzrastat poczatkowo gwattownie i w zroznicowany sposdb
dla odmian. Rysunek 21 przedstawia zmiany SEM (na osi odcietych) w zaleznosci
od pierwiastka z czasu — 7, zeby pokazaé najprostsza linearyzacj¢ poczatkowego
wzrostu SEM do 7= 0 min. Srednio dla odmian, zréznicowanie poczatkowe;j
szybkosci wynosito od 7,5mV - min" (“Starkrimson’) do 37 mV - min™ (‘Beforest”).
Obliczony potencjat elektrody redoks w chwili wbicia w miazsz nazwano ,,redoks
wbicia” — Eo. Po ok. 10 min potencjat elektrody redoks przyjmowat state war-
tosci, ktére nazwano potencjatem ,,redoks wysycenia” — Er na elektrodzie.
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“Ozark Gold’
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Voltage of redox set, Pt//Ag/AgCl, E(mV)

Sita elektromotoryczna ogniwa redoks
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Rys. 21. Zmiana potencjatu elektrody redoks (SEM ogniwa) w czasie od chwili uszkodzenia
migzszu jabtka przez elektrode redoks az do wysycenia na elektrodzie. Wartogci zarejestrowane na
réznych glebokosciach w jabtku 5-23 mm

Fig. 21. Time-course of redox electrode potential (the cell electromotance) after disruption of
flesh by redox electrode insertion until sill potential on electrode, recorded at various depths in
apple flesh 5-23 mm
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Elektroda redoks, ktdra jest czuta jedynie na zakonczeniu z platyna, mozna
réwniez zbadaé¢ anizotropowos¢ budowy jabtka. Przepychano ja 1 zatrzymywano
w jablku po stronie barwy zasadniczej, a takze po przeciwnej z ,rumiencem”.
Rysunek 22 przedstawia typowe wyniki pomiaréw SEM ogniwa po wysyceniu na
elektrodzie w jablkach odmiany ‘Ozark Gold’ i w ro6znej odlegtosci —s od punktu
wbicia w skorke na obu stronach wybarwienia jabika.

Pod skorka otrzymywano najwyzsze wartosci potencjatu redoks. Im dalej od
skorki i glebiej znajdowato si¢ platynowe zakonczenie, tym nizsze zarejestrowano
wartosci. Przecigtny spadek redoks z glebokoscia wynosit od 0,3 mV - mm” dla
odmiany ‘Starkrimson’ i ‘Boiken’, a osiagal 4,9 mV - mm™ dla odmiany ‘Jonagold’.
Odmiany, ktore miaty niska zawartos¢ ekstraktu wykazaly silniejszy spadek poten-
cjatu redoks wraz z zaglebianiem elektrody w jabtko. Zaobserwowano, ze dla
niektérych odmian (‘Gloster’, ‘Gala’, ‘Elstar’) potencjal redoks wzrasta w poblizu
komory nasienne;.
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Rys. 22. Rozklad radialny w jabtku potencjatu elektrody redoks w fazie wysycenia (SEM ogniwa)
dla strony jablka z barwa zasadnicza i od strony rumiefica

Fig. 22. Radial distribution of redox electrode potential (the cell electromotance) in apple at sill
potential phase point on blush side and standard colour side of apple

Wyraznie wida¢ powiazanie zmian potencjatu redoks z warstwowa budowa
jablka (rys. 22). W wynikach mozna by takze wskaza¢ na wpltyw miazszu zew-
netrznego powstatego z rurki kwiatowej i miazszu wewngtrznego utworzonego
z owocolistka. Najwyzszy potencjat elektrody redoks po wysyceniu obserwo-
wano od strony z rumieficem, a rdéznica pomigdzy stronami jablka wynosita
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zaleznie od odmiany od 3 mV (‘Jonagold’) do 62 mV (‘Cortland’). Natomiast
spadek potencjalu redoks wysycenia — E; byt mniejszy przy oddalaniu si¢ od
skorki o barwie zasadniczej.

Do lepszej interpretacji powyzszych zaleznosci brakuje dokladniejszych analiz
chemicznych rozkladu polifenoli w miazszu jablka wraz z koniecznymi tu infor-
macjami, np. ocena stadium dojrzatosci owocdw, czasu i temperatury przechowy-
wania owocéw. Moze z powodu ogélnie coraz nizszego stezenia polifenoli im dalej
od skorki i mniejszego stezenia tlenu w przestrzeniach migdzykomoérkowych, nale-
zato oczekiwaé, Zze po uszkodzeniu miazszu powstanie nizsze stezenie chinondw
fenolowych i ustali si¢ nizszy potencjat elektrody redoks po wysyceniu — E (rys.
22). Tlen zapewne bardziej dostgpny jest w miazszu blizej skorki, a u tych odmian
z otwarta komora nasienna, takze wokoto gniazda nasiennego.

Wystepuja dos¢ ztozone efekty wpltywajace na potencjal elektrody redoks.
Potencjat redoks elektrody moze zosta¢ fatwo i szybko zmieniony przez warunki
otoczenia i tempo tych zmian nie odbiega od zmian §wiezo$ci miazszu.
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Rys. 23. Potencjat elektrody redoks w chwili wbicia w jablko — Ej i potencjat wysycenia na elek-
trodzie redoks — E¢ na glgbokosci 10 mm w jabikach kilku odmian

Fig. 23. Potential of redox electrode at the moment of apple puncture— £, and potential of redox elec-
trode in apple at final equilibrium browning — E; at the depth of 10 mm in apples of several cultivars

Odmiany réznity si¢ zaréwno potencjatem redoks wysycenia — Ey na elektro-
dzie, jak i potencjatem elektrody redoks po wbiciu — E,. Kilka charakterystycz-
nych odmian uszeregowano (rys. 23) wedlug wzrastajacej wartosci $redniej
potencjatu elektrody redoks po wbiciu i dla nich okreslono zawarto$é¢ polifenoli
w migzszu (polifenole na rys. 42, s. 3). Warto$ci potencjatu redoks zmieniaty sie
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od najmniejszych dla redoks wbicia — E, (420-580 mV) do najwigkszych dla
redoks wysycenia — E¢ (510-650 mV).

Wyniki pomiaréow redoks wbicia — Ey 1 potencjatu redoks wysycenia — E¢ na
elektrodzie porownano z widmami absorbancji dyfuzyjnej miazszu. Wybrano
dwa stadia dojrzato$ci owocow, a migzsz cigto w normalnych warunkach otocze-
nia i w powietrzu. Na tym samym materiale odmianowym (13 odmian) zmierzono
warto$ci potencjalu redoks wbicia, redoks wysycenia na elektrodzie i obliczono
korelacje proste pomiedzy tymi dwoma, bardzo licznymi zestawami danych —
potencjatem redoks i przyrostem absorbancji w funkcji dtugosci fali Swiatta
i czasu brazowienia. Analizowano istotnos¢ wspotczynnikéw korelacji na pozio-
mie 5%, 1% 1 0,1%.

Poziom istotnosci i znak wspodtczynnika korelacji przedstawiaja rysunki w for-
mie map o wspdtrzednych: dtugosé fali (odcigta) i czas brazowienia (rz¢dna).
Poziomicami zaznaczono obszary na ktorych poziom istotnosci wspéiczynnika
korelacji prostoliniowej przekraczal 5%, 1% lub 0,1%.
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Rys. 24. Potencjat elektrody redoks w chwili wbicia w jabtko — E; na glebokos$¢ 10 mm skorelowany
z widmami przyrostu absorbancji rozproszonej w czasie brazowienia — ¢ cigtego miazszu jablek
z kilku odmian. Obszary: ® — dodatniej korelacji, poziom istotnosci wspétczynnikéw korelacji
mniejszy od 5%, 1% lub 0,1%.

Fig. 24. Potential of redox electrode at the moment of apple puncture — Ej at the depth of 10 mm
correlated with time-dependent — 7 spectra of absorbance differences of flesh browning for several
apple cultivars. Areas: @ — positive of correlation coefficients, level of significance of correlation
coefficients less than 5%, 1%, or 0.1%
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Potencjal elektrody redoks w chwili wbicia — E, w miazsz koreluje z przy-
rostem absorbancji miazszu w pasmie 260 i 275 nm na poziomie istotnosci 1% juz
od 3-4 min, a istotnosci rosnie w czasie az do 0,1% (rys. 24). Znacznie pozniej
(o ok. 8 min) w stosunku do zakresu UV, redoks wbicia — E, koreluje z przyrostem
absorbancji miazszu w zakresie widzialnym i osiaga poziom istotnosci 1%.

Potencjal elektrody w fazie wysycenia na elektrodzie — Er koreluje z przyros-
tem absorbancji miazszu w widzialnym fiolecie na poziomie istotnosci 1% juz od
pierwszych minut brazowienia, natomiast jego korelacje w UV maja bardzo niski
poziom istotnosci (rys. 25).

Pasma, w ktorych wystapita istotna korelacja potencjatu na elektrodzie redoks
z przyrostem absorbancji, sq do$¢ charakterystyczne, gdyz mozna je porownywaé
z pasmami, w ktorych przyrosty absorbancji rozproszonej miazszu — 4, korelo-
waly ze stgzeniami polifenoli w miazszu. Na podobnych mapach Kuczynski [103]
wskazal pasma absorbancji charakterystyczne dla brazowiejacego miazszu, ktdre
odpowiadaty zawarto$ci substratow polifenolowych w miazszu.

N
[os]

N
H

N
(=]

-
[0}

-
N

o

D

Czas brgzowienia — Browning time, t(min)

N

240 260 280 300 320 340
Dtugos¢ fali — Wavelength, 1(nm)

Rys. 25. Potencjal elektrody redoks po wysyceniu — E; na glebokosci 10 mm skorelowany
z widmami przyrostu absorbancji rozproszonej w czasie brazowienia — ¢ cietego miazszu jabtek
z kilku odmian. Zaznaczono obszary: ® — dodatniej korelacji, poziom istotnosci wspétczynnikéw
korelacji mniejszy od 5% lub 1%

Fig. 25. Potential of redox electrode in apple at sill browning — E at the depth of 10 mm correlated
with time-dependent — # spectra of absorbance differences of flesh browning for several apple
cultivars. Areas: @ — positive of correlation coefficients, level of significance of correlation
coefficients less than 5%, 1%, or 0.1%
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Wystepuje duze podobienstwo uktadu pasm w UV do udzialu ksyloglukozyd
floretyny w brazowieniu. Natomiast pasmo w zakresie widzialnym odpowiada
pasmom z udziatem stgzen epikatechiny lub kwasu chlorogenowego. W tej sytu-
acji mozna si¢ zgodzi¢ z tym, ze najwczesniej w reakcji brazowienia uczestnicza
pewne formy powigzane z zawartoscia ksyloglikozydu floretyny w miazszu.
Wydaje si¢ jednak, ze raczej to nie zawartos¢ ksyloglikozydu floretyny w miazszu
uksztattowatla potencjat redoks elektrody w chwili wbicia — E,. Mozna tak sadzic,
gdyz nie jest on bezposrednio utleniany przez PPO.

W literaturze nie znaleziono doktadnego poréwnania szybkosci utleniania
enzymatycznego kwasu chlorogenowego i ksyloglukozyd floretyny w migzszu.
Jednak Oleszek i in. (1980) [170] twierdza na podstawie badan czystych sktad-
nik6éw, ze utlenianie kwasu chlorogenowego w mieszaninie z ksyloglukozydem
floretyny jest wolniejsze. Z tego powodu mozna przyjaé, ze juz w najszybszej
fazie brazowienia miazszu, zaobserwowanej w widmach UV (po 2-4 min), pow-
staja chinony w ilo$ci zgodnej z zawartoscia w migzszu ksyloglukozydu floretyny
lub z formami ilosciowo z nim powiazanymi.

Jedynie odmiana BOI ma duza zawartos$¢ ksyloglikozydu floretyny, a nie-
znaczne jego ilosci zawieraja GST 1 BKF. Natomiast wszystkie one charakteryzuja
si¢ duza zawartoscig kwasu chlorogenowego (rys. 42, s. 3). Nie rozszerzono
analizy wptywu stezenia ksyloglukozydu floretyny na potencjat redoks z powodu
zbyt matej liczby danych z zakresu jego wyzszych stezen. Kuczynski [99] otrzy-
matl istotng i dodatnig korelacje¢ st¢zenia kwasu chlorogenowego w miazszu
z potencjatem elektrody redoks po wysyceniu — Er. Mozna si¢ zgodzi¢ z tym, ze
stezenie kwasu chlorogenowego w miazszu okresla potencjat elektrody redoks
powstaty w fazie wysycenia na elektrodzie.

Nalezy podsumowa¢ istotne cechy potencjatu elektrody redoks. Uszkadzajac
komorki elektroda redoks, mozna zmierzy¢ dwie wartosci: redoks wbicia — Ej
1 redoks wysycenia — Ey, ktore, jak to wykazano za pomoca widm UV czasowo
rozdzielonych i analiz polifenoli w miazszu, zwiazane sa z aktywnoscia biolo-
giczna polifenoli w migzszu.

5.5. Wplyw przestrzeni mi¢dzykomoérkowej i jedrnosci na brazowienie

Wiasciwosci mechaniczne miazszu i uzyta technika krojenia moga wptywaé
na zasigg i rozprzestrzenianie si¢ uszkodzen w miazszu, na wielkos¢ wycieku
tresci z komorek i prawdopodobnie zmienia¢ proces brazowienia. Dotychczasowe
badania enzymatycznego brazowienia miazszu nie wskazywaly na bezposredni
udzial w enzymatycznym brazowieniu miazszu tlenu pochodzacego z przestrzeni
migdzykomorkowych. Jednak wiadomo, ze jest on podstawowym substratem,
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a proces brazowienia, podczas produkcji przecierow z jabtek mozna ograniczy¢,
gdy tlen zostanie zastapiony innym gazem.

Zestawiono pomiary widma absorbancji rozproszonej brazowiejacego przez
28 min miazszu z 13 odmian i z dwéch stadidw dojrzatosci owocow. Dla tego
samego materiatu badawczego zestawiono wyniki pomiaréw jedrnosci miazszu
i objetosci przestrzeni migdzykomorkowych. Wykorzystano oba zestawy danych
i wykonano analizy korelacji widm réznicowych podczas brazowienia — z jedrnos-
cig migzszu albo z objetoscia przestrzeni migdzykomorkowych.

Jako wynik analiz korelacji zebrano takie uktady wspodtrzednych, czas i diu-
gos¢ fali, dla ktdrych wspdtczynniki korelacji byly istotne na poziomie 5%, 1%
1 0,1%. Wyniki okreslajace istotno$¢ wspotczynnikéw korelacji zestawiono na
rysunkach w formie map o odcigtej — dlugos$¢ fali i rzgdnej — czas brazowienia
(rys. 26 1 27). Na mapach zaznaczono obszary, w ktorych istotnos¢ wspétczynnika
korelacji prostoliniowej przekraczata poziom istotnosci 5%, 1% lub 0,1%.
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Rys. 26. Jedrno$¢ miazszu jablek — F kilku odmian skorelowana z widmami przyrostu absorbancji
rozproszonej w czasie brazowienia — ¢ cigtego miazszu jabtek z kilku odmian. Obszary: @, © —
dodatniej i ujemne;j korelacji, poziom istotnosci wspdtczynnikéw korelacji mniejszy od 5%, 1% lub
0,1%

Fig. 26. Flesh firmness — F correlated with time-dependent — ¢ spectra of absorbance differences of
flesh browning for several apple cultivars. Areas: ®, © — positive and negative of correlation
coefficients, level of significance of correlation coefficients less than 5%, 1%, or 0.1%
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Widma przyrostu absorbancji rozproszonej korelowaty z jedrnoscia istotnie
i uyjemnie w szerokim pasmie 310-335 nm, od ok. 3-4 min, a istotno$¢ wspot-
czynnika korelacji wzrastata do 0,1% po 25 min w waskim pasmie 320-330 nm
(rys. 26). Po ok. 8 min takze w pasmie 365-375 nm wystapita istotna i dodatnia
korelacja o niskiej istotnosci 1%. Oznacza to, ze w jablkach odmian z jedrnym
miazszem wystepuje wigkszy ubytek substratu absorbujacego w pasmie ok.
320 nm, a takze nieznacznie silniej brazowieja (w widzialnym fiolecie). Wyniki
mozna wyjasni¢ ubytkiem substratu absorbujacego w ultrafiolecie, ktorym zapew-
ne jest kwas chlorogenowy. Utleniajac sig, daje on spadek absorbancji w pasmie
325 nm w badaniach roztworéw modelowych.

Podobne wyniki analiz korelacji (jak dla jedrnosci) zestawiono dla objetosci
przestrzeni migdzykomoérkowych (rys. 27). W kilku pasmach widma roznicowe
czasowo rozdzielone migzszu — A4 korelujq istotnie z objetoscia przestrzeni miedzy-
komorkowej brazowiejacego miazszu.
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Rys. 27. Objetos¢ przestrzeni migdzykomorkowych w miazszu — V jabtek skorelowana z widmami
przyrostu absorbancji rozproszonej w czasie brazowienia — ¢ cigtego miazszu jabtek z kilku
odmian. Obszary: @, © — dodatniej i ujemnej korelacji, poziom istotnosci wspétczynnikéw
korelacji mniejszy od 5%, 1% lub 0,1%

Fig. 27. Volume of intercellular spaces in apple flesh — V' correlated with time-dependent — ¢
spectra of absorbance differences of browning flesh for several apple cultivars. Areas: @, © —
positive and negative of correlation coefficients, level of significance of correlation coefficients
less than 5%, 1%, or 0.1%
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Od pierwszych minut bragzowienia bardzo istotna jest dodatnia korelacja
w pasmie ok. 275 nm, ktora osiaga 1% istotnosci, a takze w widzialnym fiolecie
365-380 nm po 12 min na poziomie 0,1%. Towarzysza temu mniej istotne (5%)
ujemne korelacje w pasmach ok. 315 do 335 nm. Wiadomo, ze pasmo w obszarze
widzialnym to istotne korelacje z produktami bragzowienia i objetoscia przestrzeni
miedzykomorkowej, a wigc z oszacowana zawartoscig tlenu. Charakterystyczne jest
pasmo w dalekim UV, ponownie ok. 275 nm poznane w badaniach widm, w ktorym
wystepuje istotna i dodatnia korelacja brazowienia z objetoscig przestrzeni
mig¢dzykomorkowej. Natomiast pasma 318 lub 330 nm o niskiej 5% istotnosci dla
ujemne;j korelacji z przyrostem absorbancji mogg $wiadczy¢ o udziale epikatechiny
lub kwasu chlorogenowego.

Wiyniki analizy nie przecza wigc hipotezie, ze w najwczesniejszej fazie reakcji
brazowienia wystepuje zuzywanie tlenu srodkomdrkowego i ze bardzo $cisle wiaze
si¢ to z udzialem substratow i produktéw zmieniajacych absorbancj¢ migzszu pod-
czas brazowienia w dalekim ultrafiolecie.

5.6. Model kinetyki brazowienia i Swiezo$§¢ migzszu

W technologii zywnosci do jednorodnych prob soku lub przecieru z jablek
stosuje si¢ kilka metod pomiaru brazowienia i opisu kinetyki brazowienia
[19,142,221]. Dla badan zmian $wiezosci jabtek lub czastek z jabtek model brazo-
wienia miazszu nie miatby wigkszego znaczenia bez mozliwosci oceny pojedyn-
czych owocédw. Konieczne jest uwzglednienie wptywu takich czynnikéw, jak
stadium dojrzatosci dla poszczegolnych owocow lub okres przechowania, ktéry
jest charakterystyczny dla odmiany. Uzyto zlozonego modelu, aby otrzymaé
parametry obiektywnie charakteryzujace tak bardzo zmienny materiat.

Pomiarami objg¢to 33 odmiany, a dla nich przyjeto dwa okresy przechowy-
wania owocow, ktore byly w pigciu klasach wybarwienia i dwie techniki cigcia
(w powietrzu 1 pod woda). Po jednym sezonie badan metodycznych ustalono
warunki pomiarowe na nast¢pne lata dla wielu odmian [95]. Miazsz zbadanych
odmian, nawet jako $wiezo wycigty z jablek, cechuje znaczne zréznicowanie
absorbancji rozproszonej — 4o w pasmie 440 nm (rozdz. 5.2. s. 3), a ponadto
zréznicowany przyrost absorbancji rozproszonej — A4 podczas brazowienia.
Ciecie jablek pod woda ostabia brazowienie czastek, lecz nie zaciera rdznic
migdzy odmianami [95]. Z tej przyczyny mozna bylo dla okreslonych grup
odmian przewidzie¢ i ustali¢ czasy pomiaru brazowienia. Czas wybrano w za-
kresie 25-50 min dla czastek cigtych w powietrzu, a dla cigtych pod woda
45-80 min. Pomiary przyrostu absorbancji rozproszonej w pasmie 440 nm — A4
aproksymowano wyrazeniem kinetycznym lub w nastgpnej fazie analizy funkcja
kinetyczng pierwszego rzedu wzgledem przyrostu absorbancji w pasmie 440 nm.
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W wyrazeniu kinetycznym uwzgledniono klasyfikacje owocéw pod wzgledem
wybarwienia, a w dalszych analizach dotyczacych funkcji kinetycznej, wprowa-
dzono oceng oparta o parametr optyczny — Ay i oceniono stadium dojrzatosci
kazdej czastki z jablek.

5.6.1. Wyrazenie kinetyczne dla brazowienia z uwzglednieniem dojrzalo$ci

Badano przyrosty absorbancji rozproszonej w pasmie 440 nm — A4 dla
migzszu z 2 okresow przechowywania jablek, w pigciu klasach wybarwienia (tzn.
z parametrem — Z, pseudozmienng 1-5) po wycigciu czastek w powietrzu lub pod
woda. Wyniki opracowano metoda regresji uzytkownika. Sprawdzono wiele
mozliwych uktadéw parametréw i zaleznosci w wyrazeniu kinetycznym, aby
uwzgledni¢ wptyw na brazowienie wspotdziatania stadium dojrzatosci owocow
i okresu przechowywania.

AA=(0,055+0,026+2)+ (1—e-0%4"1)  AA= (0,077 + 0,026 « 2) - (1 —e~00%"1)
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Rys. 28. Model brazowienia na podstawie przyrostow absorbancji rozproszonej — A4 (pasmo 440 nm)
miazszu czastek z jablek zalezny od czasu brazowienia —¢ i od oceny stadium dojrzatosci (pseudo-
zmiennej) — Z. Odmiana ‘Cortland’ z dwoch okresow przechowywania, cigte w powietrzu o temperaturze
18-20°C, Z = 1 klasa owocdw najlepiej wybarwionych, Z=35 — owoce stabiej wybarwione

Fig. 28. Model of browning based on increase of differences of diffuse absorbance — A4 (at 440 nm) of
flesh of apple wedges related to the time of browning — 7 and ripeness estimate (pseudo-variable) — Z.
Apples ‘Cortland’ after two periods of storage (term. 1, term. 2), sliced in air at 18-20°C, Z = 1 — class of
fruits with best colouring, Z = 5 — fruits with less colouring

Szybkosci poczatkowe brazowienia enzymatycznego czastek i przyrost absor-
bancji do wysycenia brazowienia réznity si¢ znacznie. Gléwnym czynnikiem
zmiennosci byly odmiany. Proby znalezienia opisu dla kazdej odmiany, zakon-
czyly si¢ sukcesem, gdy do wyrazenia kinetycznego — A4 wprowadzono czynnik,
ktory wg liniowej zaleznosci przeskalowuje absorbancj¢ wysycenia — A¢ (osiagang
po dtugim czasie) od stadium dojrzatosci owocu (Z = 1-5). Ostatecznie w wyniku
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analiz ustalono, ze absorbancja wysycenia — 4¢ przeskalowywana jest przy zmianie
dojrzatosci migzszu (Z = 1-5) przez staly mnoznik, lecz czynnik ten ulega zmianie
wraz ze zmiang techniki cigcia. Wpltyw okresu przechowywania jabtek zostat
uwzgledniony w czynniku jako stata przesunigcie dla — Ay.

Funkcje dopasowane do danych pochodzacych z pomiarow — A4 brazowieja-
cego migzszu czastek wycigtych w powietrzu i pod woda z jablek odmiany
‘Cortland’ dla dwdch okresach przechowywania jablek przed wycieciem (term 1,
term 2) umieszczono na rysunkach 28 i 29. Sporzadzone z nich wykresy przed-
stawiaja zmiany A4, opisane modelem brazowienia na tle bezposrednich wynikéw
pomiaru A4 brazowiejacych czastek z jabtka.
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Rys. 29. Model brazowienia miazszu okreslony przez przyrost absorbancji rozproszonej — A4 (pasmo
440 nm) miazszu czastek z jablek zalezny od czasu brazowienia —¢ i od oceny stadium dojrzatosci
(pseudozmiennej) — Z, zestawiona dla jablek z dwoch okreséw przechowywania.. Jabtka ‘Cortland’
o temperaturze 18-20°C cigte pod woda , Z = 1 — klasa owocow najlepiej wybarwionych, Z=15 -
owoce stabiej wybarwione

Fig. 29. Model of flesh browning specified by time-dependent —¢ differences of diffuse
absorbance — A4 (440 nm band) of apple wedges and related to ripeness estimate (pseudo-variable)
— Z, after two periods of apple storage (term. 1, term. 2). Apples ‘Cortland’ after two periods of
storage (term. 1, term. 2), sliced under water at 18-20°C, Z = 1 — class of fruits with best colouring,
Z =5 — fruits with less colouring

Dla odmian bardzo wolno brazowiejacych, jak ‘Szampion’, nie zebrano
wystarczajacej liczby danych z brazowienia, aby opisa¢ je modelem, ktéry mogiby
uwzgledni¢ stadium dojrzatosci i okres przechowywania jabtek.

Uzyskano dopasowanie modelu — A4 na poziomie ufnosci czgsto lepszym od
0,01. Wspotczynniki determinancji R* modelu zawsze przewyzszaty 50%, prze-
cigtnie wynosity 68% i dla niektorych odmian osiagnety 80%.

Dla odmiany niezaleznie od dtugosci okresu przechowywania jabtek, z analizy
pomiaréw i modelu brazowienia otrzymano takie same state szybkosci brazowie-
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nia — k. Z tego powodu wykladniki potegowe w funkcji kinetycznej (odmiany
‘Cortland’) stale sa rowne — 0,034 (rys. 28) i zmienit je dopiero proces cigcia pod
woda na — 0,023 (rys. 29).

Parametr dla wysycenia brazowienia miazszu po dtugim czasie — ¢, (ktore
opisano w funkcji kinetycznej czynnikiem liniowym zaleznym od Z) nazwany
zostat absorbancja wysycenia brazowienia — 4. Absorbancja wysycenia — Ay,
malata liniowo z numerem klasy wybarwienia (pseudozmienna Z) — byta mniejsza
dla owocéw silniej wybarwionych w sadzie Z = 1. Skala tych zmian niezalezna
byla od dlugosci okresu przechowywania jabtek i wynosita (odmiana ‘Cortland’)
0,026, a dopiero zmalata do 0,012, gdy jablka cigto pod woda.

Na rysunkach 28 i 29 zaznaczono poziomicami (szare obszary) przyrost
absorbancji A4 powyzej 0,04 Abs, ktory jest zmiang ledwo dostrzegalng dla oka
i przyrost A4 > 0,08 Abs, tzn. zmiang barwy czastek na brazowa, ale jeszcze
akceptowana. W ten sposob analizujac czas, po jakim brazowienie miazszu
przekracza granicg zmian niedostrzegalnych dla oka (oznaczone na szaro) albo
brazowienie akceptowane, widaé, ze czas wydhuzyt si¢ znacznie w klasach Z =1,
tzn. u czastek wycigtych z jablek silniej wybarwionych w sadzie.

Do badan przyjeto normalne warunki otoczenia i w czasie uwzglednionym na
rysunkach zachodzity najbardziej istotne zmiany w brazowieniu czastek dla wszyst-
kich odmian, ktérych jabtka brazowiaty. Takze te bardzo szybko brazowiejace
odmiany zachowywaty — A4y przez ten dhuzszy czas pomiaru. Nie na wszystkich
wykresach kinetycznych dla enzymatycznego brazowienia mozna byto zaobser-
wowa¢ wyrazny wpltyw klas wybarwienia jabtek (klasy ustalano w sadzie) na
brazowienie miazszu, jednak ich istotny wptyw potwierdzaty wyniki liczbowe
otrzymane z analizy statystycznej modelu, ktory obejmowat wigksza liczbg danych.

5.6.2. Funkcja kinetyczna procesu brazowienia z parametrem optycznym
miazszu

Do modelowania funkcji kinetycznej brazowienia — A4 miazszu czastek
wycietych z jabtek wykorzystano parametr optyczny miazszu kazdej $wiezo
wycietej czastki z jabtka, tzn. absorbancj¢ rozproszona — 4y miazszu w pasmie
440 nm. Jak wykazano juz (rozdziat 5.2. s. 3) absorbancja rozproszona — A, to
parametr §wiezo wycietej czastki z jabtka. Ocenia zabarwienie brazowe miazszu
(prawie niewidoczne dla oka) jablek po przechowywaniu, a takze ubytek fluory-
zujacego chlorofilu. Parametr ten powinien zréznicowaé czastki z jabtek wg
dojrzatodci ich miazszu. Te wazne whasciwosci parametru A, potwierdzi¢ powinna
jego przydatnos¢ w tworzeniu funkcji kinetycznej brazowienia miazszu.

W ramach kazdej odmiany wystandaryzowano pomiary absorbancji rozpro-
szonej miazszu — Ao, ktére zostaty wykonane dla kazdej czastki z jabtka (rozdz.
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4.2.6. 5. 3). W ten sposéb powstat dla kazdej odmiany parametr, nazywany stan-
daryzowang absorbancja — A4¢s. Moze on scharakteryzowac stadium dojrzatosci
kazdej czastki z jabtka w ”prébie chtodniczej” wybranej (patrz rozdz. 4.1. s. 3) dla
odmiany. Cechuje go to, ze Srednia z warto$ci 4gs dla kazdej odmiany wynosi
zero, a odchylenie standardowe réwne jest jeden. W podobny sposoéb (rozdz.
5.6.1) opracowano pomiary metoda regresji uzytkowniaka. W efekcie do modelu
wprowadzono standaryzowana absorbancj¢ migzszu — 4gs i uzyskano przetworze-
nie wyrazen kinetycznych na funkcje kinetyczne brazowienia — AA. Przyklady
funkcji kinetycznych dla odmiany ‘Gala’ umieszczono na rysunkach 30 i 31.

AA= (0,168 - 0,022+ Ap) - (1—e~°%"1) AA= (0,139-0,022 - Ay - (1 —e ")

0.24 > 024
RN Sy . T Gala’ ‘Gala?

0.0 term. 1 e term. 2
powietrze — air powietrze — air

016["
o127
0,08

0041

Rys. 30. Funkcja kinetyczna brazowienia miazszu jako model przyrostu absorbancji rozproszonej — A4
(pasmo 440 nm) miazszu zalezny od czasu brazowienia i od standaryzowanej absorbancji — A czastek
swiezo wycigtych. Jabtka ‘Gala’ po dwoch okresach przechowywania jabtek (term 1, term2) ciete
w powietrzu o temperaturze 18-20°C, s = 3 — bardziej dojrzaty miazsz

Fig. 30. Kinetics function of browning as a model of time-course of differences of diffuse absorbance — A4
(in 440 nm) related to standardized absorbance — Ayg of fresh sliced wedges. Apples ‘Gala’ after two
periods of storage (term 1, term 2), sliced in air at 18-20°C, 4ys = 3 — more ripe flesh

Poniewaz analizy statystyczne polegajace na wyznaczeniu parametréw funkcji
z modelu regresyjnego zakonczyly si¢ powodzeniem, mozna twierdzi¢, ze nie sa
Jjuz potrzebne klasy wybarwienia tworzone podczas zbioru owocéw. Model umoz-
liwia teraz pelne zautomatyzowanie pomiaréw brazowienia migzszu w catej probie
chlodnicze;j.

Przedstawiono (rys. 30 i 31) przyktadowe opracowanie pomiaréw bragzowienia
czastek z jablek ‘Gala’, wycigtych w powietrzu i pod woda po dwdch okresach
przechowywania jabtek. Wykreslono pomiary na tle funkcji kinetycznych — A4
(tylko z pojedynczej proby), zeby mozna byto zaobserwowaé jak analiza wskazuje
na silne zréznicowanie, np. mniejsza szybkos$¢ brazowienia czastek wycietych
z jablek dtuzej przechowywanych (rys. 30 term 1 i term 2). Wyrazniejsze jest to
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dla czastek wycigtych w powietrzu, nawet ze wzgledu na zakres tych zmian. Gdy
porownujemy skale przyrostu absorbancji A4 na rysunku 30 i rysunku 31, to
uwagg zwraca mniejsza szybkos¢ brazowienia czastek wycigtych pod woda.
Uzyskano te same wyniki parametryczne (jak w rozdziale 5.6.1), ktore
obliczono dla wszystkich zbadanych odmian. Dla odmiany niezaleznie od dtu-
gosci okresu przechowywania jabtek (dlugos¢ okresu bardzo rézna u odmian)
otrzymano takie same stale szybkosci brazowienia — k. Wyktadniki potggowe
w funkcji kinetycznej — A4 byly przyktadowo (rys. 30 dla odmiany ‘Gala’) rowne
—0,051 i ulegly zmianie na —0,026 dopiero w procesie cigcia pod woda (rys. 31).

8. ’Ags)’ (1— 00"ty
E ~ \ ‘Gala’

) term. 2
woda — water

0,20 0,20

[ ok " . ‘Gala® -
018 4 ] 016"

AA=(0,123 -0,018 - Ay) - (1—-e-2%"") AA=(0,118 —0,01

term. 1
woda — water

012" 012

Rys. 31. Funkcja kinetyczna brazowienia migzszu jako model przyrost absorbancji rozproszonej — A4
(pasmo 440 nm) miazszu zalezny od czasu brazowienia i od standaryzowanej absorbancji — 4ys czastek
$wiezo wycietych. Jabtka ‘Gala’ po dwdch okresach przechowywania jabtek (term. 1, term.2) cigte
w wodzie o temperaturze 18-20°C, Ays = 3 — bardziej dojrzaty miazsz

Fig. 31. Kinetics function as a model of browning of time-course of differences of diffuse absorbance —
AA (in 440 nm) related to standardized absorbance — 4 of fresh sliced wedges. Apples ‘Gala’ after two
periods of storage (term. 1, term. 2), sliced under water, Aps = 3 — more ripe flesh

W funkcji kinetycznej — A4 przyrost absorbancji rozproszonej do osiagnigcia
wysycenia brazowienia (absorbancja wysycenia — 4y) malal liniowo ze spadkiem
absorbancji standaryzowanej — Aos czastek. Skala tych zmian nie byta zalezna od
dhugosci okresu przechowywania jabtek i wynosila (dla odmiany ‘Gala’) 0,022.
Natomiast gdy jabtka wycigto pod woda, zmalata do 0,018. Przyrost absorbancji
do osiagnigcia wysycenia — Ay byt oczywiscie mniejszy dla owocow z lepszym
wybarwieniem w sadzie, czyli dla wyzszych wartosci (dodatnich) standaryzowane;j
absorbancji — Ags czastek. Natomiast charakterystyczne jest, ze po dtuzszym okre-
sie przechowywania jablek dla wszystkich odmian, zmalalo przesunigcia w czyn-
niku liniowym dla 4¢ w funkcji kinetycznej, tak jak to wida¢ na rysunku 31 dla
odmiany ‘Gala’ od 0,123 do 0,118.
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5.7. Parametryzacja brazowienia

Opis przyrostu absorbancji rozproszonej — A4 (pomiary brazowienia) za
pomoca modelu i funkcji kinetycznej umozliwit wyznaczenie praktycznych para-
metrow brazowienia i ich bledow standardowych. Wykorzystano je do obliczenia
réznych charakterystyk czastek wycigtych z jablek i najbardziej reprezentatyw-
nych dla kazdej ze zbadanych odmian (rys. 32).
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Rys. 32. Zroznicowanie brazowienia czastek z jabtek kilku odmian opisane za pomoca przyrostu
absorbancji rozproszonej — A4 w pasmie 440 nm, wyznaczone z modelu kinetyk I-rzedu na pod-
stawie parametréw doswiadczalnych, przyjmujac przecigtna dojrzatosé jabtek, cigcie w powietrzu po
pierwszym okresie przechowywania jablek i temperature 18-20°C
Fig. 32. Differentiation in browning of wedges of several apple cultivars as described by differences
in diffuse absorbance — A4 at 440 nm, determined from first-order reaction kinetics on the basis of
experimental parameters, assuming average ripeness of apples sliced in air after first period of apples
storage and temperature of 18-20°C

Ustalono warto$ci: Aos = 0 (przecigtna dojrzatosc), term = 1 (okres przecho-
wywania jablek), cigcie w powietrzu i temperature 18-20°C. Krzywe kinetyczne
brazowienia — A4 czastek z jabtek, ktore wykreslono na rysunku 32, powstaly
z funkgji kinetycznej i wyznaczonych dla odmian parametréw. Przedstawiaja one
zaobserwowany zakres zroznicowania kinetyki. Mozna zauwazy¢, ze przecinaja
si¢ juz po 10 min. Aproksymowanie tych zaleznosci linig prosta i obliczenie w ten
sposob szybkosci poczatkowej byloby mozliwe tylko dla pomiaréw wykonywa-
nych w czasie 10 min i przy przecigtnej dojrzatosci owocéw. Model mozna wigc
zredukowac do liniowego, lecz trzeba wtedy spehi¢ okreslone, dodatkowe wyma-
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gania zwigzane z czuloscig pomiaréw brazowienia (rozdz. 3.2. s. 3). Stadium doj-
rzatosci owocdw, okres przechowywania jabtek, a takze techniki cigcia wywotuja
duza zmienno$¢é absorbancji rozproszonej (rys. 30 i 31). Zakonczenie pomiarow
po 10 min wymaga zarejestrowania spektrokolorymetrem bardzo matych zmian
1 wystapia one, zwlaszcza gdy owoce sg bardziej dojrzate, a takze w szerokim
zakresie zmienno$ci parametru dla kazdej odmiany, gdy dysponujemy w ,,probie
chtodniczej” naturalng populacja. Uproszczony, bo liniowy model regresyjny do
wyznaczania szybko$ci poczatkowej brazowienia, mozna stosowaé wtedy, gdy
mozliwe jest wykonanie pomiaru AA, co najmniej z doktadnoscig +0,01 Abs
w czasie 10 min. Jak wykazano dalej, moze by¢ rowniez przydatna absorbancja
wysycenia brazowienia — A, zwlaszcza w badaniach technologicznych lub
badaniach preferencji dla brazowienia wsrod konsumentdéw (rozdz. 5.8. s. 3).
Wtedy na podstawie poznanego dla odmiany czasu potdéwkowego brazowienia — #,,
(rys. 35 s. 3) konieczne jest odpowiednie wydtuzenie czasu pomiardw.

Miazsz jablek z odmian, ktére uznaje si¢ za brazowiejace, po 10 min od
przecigcia ma przyrost absorbancji rozproszonej wigkszy od 0,04 Abs. Takie bra-
zowienie moze juz by¢ zauwazone przez cztowieka. Jezeli jest mozliwy precyzyj-
ny pomiar czasu, po jakim nastapit przyrost absorbancji, np. o 0,08 Abs, to dobra
oceng szybkosci mozna by otrzymaé takze z pomiaréw czasu. Dla wigkszos$ci
owocOw w normalnych warunkach otoczenia czas ten nie bedzie dtuzszy od
30-40 min przy cigciu w powietrzu. Jednak, jak stwierdzono, a mozna to wywnio-
skowaé z wykresow funkcji kinetycznych (rys. 30 i 31), rozktad statystyczny para-
metru — 705 bedzie rozktadem niesymetrycznym. Widaé to takze z odchylen stan-
dardowych dla 705 u odmian na rysunku 37 (s. 3).

Z tych powodéw wszystkie parametry brazowienia obliczano z modelu brazo-
wienia i dla przecigtnej dojrzatosci jablek, tzn. dla czastek, ktérych standaryzo-
wana absorbancja — 4ys réwna si¢ zero. Dalsze analizy dotycza obliczonych w ten
sposob parametréw opisowych brazowienia i sg to: szybko$¢ brazowienia — v, czas
potowkowy brazowienia — ¢, (lub stata szybkosci — k), wysycenie enzymatycznego
brazowienia — A4¢, trwatos$¢ barwy miazszu — fy0s. Analizowano je pod réznym
katem, traktujac glownie jako cechy odmianowe jablek, a takze okreslono wplyw
dhugosci okresu przechowywania jabtek lub wpltyw ciecia jablek w powietrzu
1 pod woda. Odmiany ‘Szampion’, ‘Elstar’, ‘Fantazja’, ‘Ozark Gold’ ciemniaty
»~hiezauwazalnie” w warunkach przyjetych do badan.

5.7.1. Wysycenie enzymatycznego brazowienia
Zakres zmiennosci absorbancji wysycenia — A¢ (przyrostu absorbancji rozpro-

szonej do osiagnigcia wysycenia bragzowienia) czastek cigtych z jablek w powie-
trzu i pod woda (rys. 33) wynosi u zbadanych odmian od 0,05 Abs do 0,35 Abs.
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Rys. 33. Przyrosty absorbancji rozproszonej do wysycenia brazowienia (absorbancja wysycenia z modelu
brazowienia) — 4y miazszu czastek z jabtek cigtych w powietrzu lub pod woda o temperaturze 18-20°C dla
kilku odmian

Fig. 33. Differences of diffuse absorbance for final equilibrium of browning (equilibrium absorbance is
estimated from model of browning) — 4; of flesh of apple wedges sliced in air or under water with
temperature of 18-20°C for several cultivars
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Rys. 34. Przyrosty absorbancji rozproszonej do wysycenia brazowienia (absorbancja wysycenia) — 4;
miazszu czastek z jablek po dwach okresach przechowywania jablek (term 1, term 2) cietych w powie-
trzu o temperaturze 18-20°C dla kilku odmian, wyznaczone z modelu brazowienia

Fig. 34. Differences of diffuse absorbance for final equilibrium of browning (sill absorbance) — 4; of flesh
wedges after two periods of apple storage (term 1, term 2) and sliced in air with temperature of 18-20°C
for several cultivars, calculated from model of browning
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Kazda odmiang charakteryzuje duze odchylenie standardowe, ktére przekracza
najczesciej 0,04 Abs i nawet osiaga 0,1 Abs. Zrdznicowanie to powoduje wyraznie
zauwazalne réznice w barwie pomiedzy brazowymi czastkami i w wigkszo$ci
prob. Cigcie pod woda obniza przyrosty absorbancji do wysycenia brazowienia
— Ay, lecz nie sa to znaczne roznice, a wigc stezenia wytwarzanych w tych warun-
kach barwnikéw brazowych w miazszu sa tylko nieznacznie nizsze.

Po dluzszym przechowywaniu jabtek (rys. 34, term. 2) generalnie nizsze sa
przyrosty absorbancji az do wysycenia brazowienia migzszu — A4¢ (czastek cigtych
w powietrzu) i zaobserwowano to u wigkszosci zbadanych odmian. Zmiennosé
parametru — 4y w ramach odmiany, takze po dluzszym przechowywaniu jabtek,
nadal jest duza. Nalezy przypomnie¢ opisany juz wynik (rozdz. 5.2. s. 3), ze
absorbancja rozproszona czastek §wiezo wycigtych z jabtka — 4, wzrosta po dhuz-
szym przechowywaniu jablek. Jest to efekt przeciwny do tego, jaki wystepuje
z wysycaniem brazowienia — Ay.

Podsumowujac analizy mozna stwierdzi¢, ze gromadzac dane przez dtuzszy czas
brazowienia czastek, uzyskiwano stabilizacj¢ brazowienia miazszu i ustalat si¢ stan
réwnowagi w zewngtrznej warstwie miazszu. Ten maksymalny przyrost absorbancji
rozproszonej, nazwany zostat absorbancja wysycenia — A¢ brazowienia. Przyrost
mierzony byt od poczatkowej absorbancji rozproszonej — 4, dla czastek jabtka
zmierzonej tuz po ich wycigciu. Oznacza to, Zze wysycenie brazowienia — A¢ daje
wyniki odpowiadajace aktywnosci biologicznej w migzszu, ktéra w mniejszym
stopniu zostala zachowana przez dtuzszy okres przechowywania jabtek. W ten spo-
sOb oceniono parametr — A, ktory jest elementem §wiezosci jabtek po ich przecho-
wywaniu i opisuje nizszg aktywnos$¢ uktadu enzymatycznego utleniania polifenoli.

5.7.2. Czas polowkowy brazowienia

Technicznym oszacowaniem skali czasu (rozdz. 3.2. s. 3) dla przebiegu
reakcji brazowienia miazszu licznej grupy odmian jest czas potowkowy brazo-
wienia (potowiczne bragzowienie) migzszu — #,. Dla zbadanych odmian wynosit on
5-45 min (rys. 35). Wartosci srednie na rysunku 35 i zaznaczony blad standardowy
(a nie odchylenie standardowe) wskazuja na bardzo istotne i duze réznice pomig-
dzy odmianami, a takze bardzo istotne r6znice spowodowane technikg cigcia
w powietrzu lub pod woda.

Z analizy pomiaréw czastek i modelu brazowienia otrzymano staty (w kazdej
odmianie) dla dwoch okreséw przechowywania jabtek czas potowkowy— #,. Jednak
technika cigcia pod woda ponad dwukrotnie wydtuzyta czas potéwkowy brazo-
wienia czastek wycigtych z jabtek pod woda, w stosunku do wycigtych wprost
w powietrzu. Trzeba przypomnie¢ to, ze w reakcji I-go rzedu czas potowkowy jest
parametrem niezaleznym od st¢zen reagujacych substancji. Zalezna od stgzen
jest szybko$¢ poczatkowa reakcji.
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Rys. 35. Czas potéwkowy brazowienia — #,, migzszu czastek jablek z réznych odmian cigtych
w powietrzu lub pod woda o temperaturze 18-20°C, wyznaczony z modelu brazowienia

Fig. 35. Half-life of browning — 1, of flesh of apple wedges for several cultivars sliced in air or under
water with temperature of 18-20°C, calculated from model of browning

Poniewaz stwierdzono, ze czas potdwkowy brazowienia — 1, nie zalezy od
stadium dojrzatosci jabtek i od diugosci okresu przechowywania jablek, a pozos-
taje jedynie zalezny od techniki cigcia jabtek na czastki (rys. 35), wygodnie jest go
uzy¢ do charakterystyki brazowienia i poréwnywania odmian.

5.7.3. Szybkos$¢ enzymatycznego brazowienia

Z wyznaczonych funkcji kinetycznych obliczono szybko$ci poczatkowe
brazowienia — v czastek wycigtych z jablek w powietrzu, a takze czastek wycig-
tych pod woda. Obliczono takze odpowiadajace im odchylenia standardowe.
Wyniki dla odmian uszeregowano wg rosnacych srednich na rysunku 36. Dla
czastek wycigtych w powietrzu szybko$¢ brazowienia (dla réznych odmian) moze
si¢ zmieniaé¢ od 0,003 Abs- min"' do 0,035 Abs - min™', czyli prawie dziesiecio-
krotnie, a dla wycigtych pod woda od 0,001 Abs- min" do 0,02 Abs - min’’ 1jest
to dwudziestokrotna zmiana szybkosci. Na duza zmienno$¢ wskazuja przedziaty
odchylen standardowych szybkosci poczatkowej dla réznych odmian, ktére wyno-
szg od 0,002 Abs - min" do 0,017 Abs - min™.

Poniewaz cigcie pod woda zdecydowanie obniza szybko$é brazowienia, oznacza
to wolniejsze wytwarzanie brazowych barwnikéw w miazszu i sugeruje mniejsze
stezenie substratéw w poczatkowym etapie reakcji enzymatycznej. Nie nalezy zapo-
mina¢ o krétszym czasie potéwkowym — #,, po zastosowaniu ciecia pod woda,
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Rys. 36. Szybko$¢ brazowienia — v miazszu czastek z jablek réznych odmian wycigtych w powietrzu
lub pod woda o temperaturze 18-20°C, wyznaczona z modelu brazowienia

Fig. 36. Browning rate —v of flesh of apple wedges for several cultivars sliced in air or under water
with temperature of 18-20°C, calculated from model of browning

Mozna ustala¢ graniczne szybkosci brazowienia — v albo graniczne wysyce-
nie brazowienia — A4 przy cieciu w powietrzu, albo pod woda i podzieli¢ odmiany
jablek na 3 grupy. Moze to by¢ podziat na odmiany o bardzo matej sktonnosci
do brazowienia, gdy szybkos¢ poczatkowa nie przekracza 0,01 Abs - min.
Naleza do nich 4 odmiany niebrazowiejace SAM, ELS, FZJ, OZG i odmiany
JOG, GDL, CTR, LIG, GAL, ktérych szybkos¢ brazowienia mozna bylo zmie-
rzy¢. Odmiany SPT, LBR LBO, BOI, BIB, FLO bardzo szybko brazowiejace,
ktérych miazsz brazowieje szybciej niz 0,025 Abs - min™".

Z przecietng szybkoscia brazowienia od 0,017 Abs - min™' do 0,025 Abs - min™
brazowieja odmiany MPR, JON i pozostate uszeregowane wg rosnacej szybkosci
(rys. 36) az do odmian HGD, BFR. Cechuje je praktycznie niezauwazalne wzroko-
wo brazowienie przez ok. 1,5 min (A4 < 0,04 Abs), lecz nie diuzej niz przez 4 min.

Dtuzszy okres przechowywania jablek generalnie obnizyt szybkos¢ poczat-
kowa brazowienia miazszu czastek dla wigkszo$ci odmian. Nie zilustrowano tego
rysunkiem, lecz to prosty wniosek, ktory wyplywa wprost ze zmian absorbancji
wysycenia brazowienia — A (rys. 33). Obowiazuje w tym miejscu prosta zaleznos¢
v = A;/ ty, ktora pozwala przeskalowywaé wyniki. Czas polowkowy brazowienia
— ty, jest stala niezalezng od dlugosci okresu przechowywania, lecz charakterys-
tyczna dla kazdej odmiany. Pozostaje jedynie réznicujacy wptyw absorbancji
wysycenia — 4r na szybko$¢ brazowienia — v, ktora maleje po dtuzszym okresie
przechowywania jabtek (rys. 33).
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5.7.4. Trwalo$¢ barwy migzszu

Praktycznym parametrem dla technologa zajmujacego si¢ brazowiejacym
produktem moze by¢ parametr okreslajacy trwato$¢ barwy miazszu. Jest to czas,
przez jaki czastki z jablka moga by¢ jeszcze akceptowane przez konsumenta.
Mozna zaproponowac taki obiektywny parametr i wyznaczyé go dla kazdej
odmiany z funkcji kinetycznej — modelu brazowienia.
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Rys. 37. Trwalo$¢ barwy — #9,0g miazszu czastek z jablek réznych odmian wycietych w powietrzu
lub pod woda o temperaturze 18-20°C, wyznaczona z modelu brazowienia

Fig. 37. Colour stability — 79 g of flesh of apple wedges for several cultivars sliced in air or under
water with temperature of 18-20°C, calculated from model of browning

Przyrost absorbancji rozproszonej czastki z jabtka réwny 0,04 Abs odpowiada
zaledwie zauwazalnym zmianom barwy. Oszacowat t¢ wartos¢ Kuczynski i Varo-
quaux [114] na podstawie pomiaréw kolorymetrycznych catkowitej réznicy barwy
1 ocen organoleptycznych brazowiejacych plastréw. Graniczny, jeszcze akcepto-
wany przyrost absorbancji wybrano arbitralnie (= 0,08 Abs), aby zasygnalizowaé
problem i mozliwos¢ wyznaczania w ten sposdb czasu trwato$ci. Dotychczas
Kuczynski i Varoquaux [114] postugiwali si¢ trwaloscia barwy swiezych sata-
tek z jablek, lecz wyznaczano ja zasadniczo w inny sposéb. Metoda ta zostanie
uwzgledniona w opisie hamowaniu brazowienia (rozdz. 5.8. str. 3).

Na rysunku 37 zestawiono $rednie czasy trwato$ci barwy miazszu, tzn. czas po
Jjakim barwa miazszu osiaga przyrost absorbancji A4 = 0,08 ABS. Stwierdzono
bardzo duze réznice pomigdzy odmianami i zakres zmian trwato$ci barwy miazszu
2-80 min w tych samych warunkach. Cigcie pod woda wydluzyto dwu, a niekiedy
ponad trzykrotnie czas trwato$¢ barwy.
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Rys. 38. Zmiany szybkos$ci brazowienia miazszu czastek wycietych pod woda — v,, w stosunku do

zmian szybkosci brazowienia migzszu czastek wycigtych w powietrzu — v, zestawione dla jablek

z r6znych odmian
Fig. 38. Changes in the browning rate of apple flesh sliced under water — v,, versus browning rate of
flesh sliced in air — v, for flesh wedges of several cultivars

Zaznaczony na tym rysunku przedziat jednego odchylenia standardowego dla
kazdej odmiany informuje rowniez o tym, ze odmiany o wigkszej trwalos¢ barwy
miazszu JGD, GDL, LIG, CTR maja takze duze odchylenia standardowe. Duza
zmienno$¢ w ramach kazdej odmiany wynika m.in. z tego, ze zachowano naturalng
strukture plonu jabtek w probie chtodniczej. W dalszej czgsci pracy nie badano,
w jakim stopniu moze ograniczy¢ t¢ zmienno$¢ zastosowanie silnych inhibitoréw
i wysycanie nimi migzszu. Mozna przewidywacé, ze wartosci absorbancji rozpro-
szonej — Ay beda zupeknie inne i znacznie nizsze, gdyz tkanka wysycona roztworem
inhibitora niewiele $wiatta rozprasza i odbija [16,203,205,206]. Ponadto dla utrwalo-
nych czastek z jabtka nie uzyska si¢ po przecigciu czastki (odswiezeniu), charakte-
rystycznych parametrow brazowienia, a zwlaszcza czasu potowkowego, ktory ulegt
nawet zmianie, gdy jabtka pocigto pod woda.

5.8. Testy hamowania brazowienia

Badano efektywno$¢ hamowania brazowienia miazszu jabtek, stosujac cigcie
w réznych roztworach. Stosowano warunki schematu ,.test technologii” i ,,test
surowca” do wykonywania §wiezych satatek z jablek (rys. 2. s. 3).
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Ilosciowa ocena efektywnosci hamowania bragzowienia miazszu jest zwykle
trudna, jednak spektrofotometria w $wietle odbitym umozliwia zmierzenie szyb-
kosci powstawania brazowych barwnikow, a wigc obliczanie stopnia inhibicji
(rozdz. 3.2. s. 3). Sapers i Hicks [204] testowali przydatno$¢ przemywania
czastek woda, jak rowniez cigcia tkanek nozem wodnym. Zwrécili oni uwage na
koniecznos$¢ usuwania soku komérkowego z powierzchni cigcia, a takze nadmiaru
wody z tkanki po jej przemywaniu, co ma ograniczy¢ brazowienie migzszu.

Najdoktadniej zmierzono w poprzednim rozdziale opisane hamowanie brazo-
wienia poprzez cigcie jabtek pod woda. Okreslano wigc dwie szybkosci brazowie-
nia miazszu — dla jabtek cigtych w powietrzu i jabtek cigtych pod woda i na
rysunku 38 zestawiono wyniki dla zbadanych odmian. Stwierdzono, ze dwie szyb-
kosci poczatkowe brazowienia zwigzane sa zaleznoscig liniowa i jedynie probki
z odmiany HGD i LBO odstaja od tej zaleznosci.
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Rys. 39. Zmiany widm przyrostu absorbancji rozproszonej —44 miazszu podczas przechowy-
wanych przez 10 dni w temperaturze 5°C czastek z jabtek schtodzonych do temperatury 5°C
i cigtych w roztworach inhibitoré6w

Fig. 39. Storage-related pattern of spectra differences of diffuse absorbance — 44 during 10 days of
storage at temperature of 5°C of apple flesh wedges chilled to 5°C and sliced in either sodium
bisulfite or oxalic acid solution

Obliczony stosunek szybko$ci brazowienia (aktywnos¢) wynosi 0,49, czyli
stopien inhibicji techniki cigcia pod woda wynosi ok. 50% w normalnych warun-
kach otoczenia. Skuteczno$¢ cigcia pod woda jest taka sama dla zbadanych
odmian. W warunkach jakie wystepuja przy cigciu pod woda uszkadzane komorki
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nie maja kontaktu z faza gazowa i tatwiej zwilzanie sa przez wode. Mniejsze opory
cigcia nozem w roztworze moga wplyna¢ na zmniejszenie grubosci warstwy uszka-
dzanych komoérek. Wiele elementéw wskazuje na to, ze istnieje wptyw wilasci-
woscl migzszu — jego Swiezosci na uszkodzenia powstate podczas ciecia i na
efektywnos¢ wymywania woda tresci komoérkowej. Pomiar stopnia inhibicji dla
cigcia pod woda i odniesienie wyniku do warto$ci 50% moze takze by¢ jednym
z elementdw oceny $wiezosci miazszu.

Widmo absorbancji rozproszonej migzszu zmierzone natychmiast po odcieciu
migzszu rézni si¢ od widm mierzonych kolejno po okre$lonym czasie. Obliczone
z takich pomiaréw widma przyrostu absorbancji — A4 (widma réznicowe) czastek
cigtych pod woda albo czastek cigtych w roztworze inhibitoréw nie réznily sie
ksztattem, pomimo Ze proces brazowienia trwat az 10 dni (rys. 39). Widma rézni-
cowe — A4 sg réwniez takie same dla migzszu cietego w powietrzu, tzn. w warun-
kach, w ktérych miazsz brazowieje krocej niz 30 min, a wigc znacznie szybciej
(rys. 19, s. 3). Wspolna cecha widm réznicowych — A4 jest wzrost absorbancji
rozproszonej w zakresie $wiatta niebieskiego. Réwniez na podstawie obliczanych
widm réznicowych stwierdzono, ze samo tylko wycigcie czastek z jabtka w roz-
tworze inhibitora (czas zanurzenia ok. 4 s) nie zmienia w zakresie Vis widma
absorbancji rozproszonej — 4, a wigc naturalnej barwy przecigtego jabtka.

Po 10 dniach chtodniczego przechowywania czastek z jabtek, odcinano z czas-
tek plaster o grubosci ok. 1,5 mm. W ten sposéb odswiezone czastki jabtka badano
spektrofotometrycznie. Takze obliczono widma réznicowe — A4 czastek odswie-
zonych i stwierdzono, ze ich widmo po 10 dniach nie uleglo znacznej zmianie
w poréwnaniu z widmem czastek cigtych 10 dni wczesniej. Miazsz wewnatrz
czastek zachowal prawie naturalna barwe z sprzed 10 dni — barwe wycietych
czastek. Zaobserwowano jednak po 10 dniach istotny spadek absorbancji w pas-
mie absorpcji chlorofilu. Mozna to wytlumaczy¢ przy$pieszonym (w wyniku
cigcia) przejrzewaniem czastek. Wykonano podobne, lecz teraz juz w temperatu-
rze 18-23°C badania widm czastek odswiezanych. W pa$mie 600-710 nm stwier-
dzono, ze absorbancja zmienia sig, lecz zmiana ta nie przekracza 0,02 Abs i nie
wykazuje przez 32 min zwiazku z czasem brazowienia. Oznacza to, ze szybkie
brazowienie powierzchni miazszu jeszcze nie prowadzi do wyraznej degradacji
barwnikéw absorbujacych w tym rejonie (chlorofilu). Réwniez zmiany struktury
jabtka zapoczatkowane cigciem tkanki nie sa az tak szybkie. Mozliwo$é oceny
zmian struktury migzszu z pomiaréw absorbancji rozproszonej wyjasniono wezes-
niej (rozdz. 5.1.1.s. 3). Z badan wynika tez (rys. 39 ), ze absorbancje w rejonie
700-720 nm mozna wykorzysta¢ do standaryzowania aparatury przeznaczonej do kon-
troli swiezosci safatek, gdyz w tym rejonie nie ma barwnikéw i w ten sposéb mozna
uwzglednia¢ zmiany wywolane rézng budowa i zmianami struktury migzszu.
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W technologii §wiezych satatek z jablek potrzebna jest aparaturowa ocena
$wiezosci, ktora daje wyniki zgodne z ocena konsumentéw. Mogtaby ona uzupet-
nié testy organoleptyczne $wiezosci, gdy zostang opracowane standardy. Nalezy tu
braé takze pod uwage efekt przyzwyczajania si¢ konsumentéw do tego, ze jabtka
po przecigciu juz za chwile wygladaja na trochg brazowe, gdyz zwykle natych-
miast ciemnieja w normalnych warunkach. Propozycja uwzglednienia zmieniaja-
cego sie poziomu percepcji §wiezosci u konsumentéw zgodna jest ze studiami
McLellan i in. nad ,,sktadnikami akceptowalnosci” czastek z jabtek [146,147].
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Rys. 40. Przyrosty absorbancji rozproszonej — Adayp (pasmo 440 nm) miazszu czastek z jablek
podczas dziesigciodniowego przechowywania w 5°C w pojemniku z membrana. Schtodzone jablka
cieto w 5°C pod woda lub roztworami pirosiarczynu sodu i kwasu szczawiowego o stgzeniach;
ceeeen — W0da, m—0,1%, — 0,01%, = = = = 0,04% — pirosiarczyn sodu, 0,05%, — 0,1%, = =
== (,2% — kwas szczawiowy

Fig. 40. Differences of diffuse absorbance — Ad449 (band 440 nm) of flesh of apple wedges during
10 days of storage at 5°C in plastic membrane bags. Apples were cut at 5°C in water, either sodium
bisulfite or oxalic acid solutions with the following concentrations; ...... — water, = 0.1%,
—0.01%, = = = = 0.04% — sodium bisulfite, s 0.05%, — 0.1%, = = = = 0.2% —oxalic acid
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Efektywnos¢ inhibitoréw mozna wyraza¢ stopniem inhibicji obliczanym z szyb-
kosci brazowienia albo tez bardziej praktycznym w technologii, czasem trwatosci,
tzn. maksymalnym czasem, po ktorym czastki z jablek sa jeszcze akceptowane przez
konsumenta. W takiej ocenie jako odniesienie mozna wykorzystaé przyrost absor-
bancji migzszu czastek wycigtych pod woda po jednym dniu chtodniczego przecho-
wywania (wg technologii na rys. 2, s. 3) i ustali¢ te wyniki jako ograniczenie dla
odmiany. Mozliwos¢ ta wynika z tego, ze czastki z jablek o temperaturze 5°C
wycigte w wodzie osiagna absorbancj¢ wysycenia brazowienia — 4; po jednym
dniu przechowywania chtodniczego [114]. Mozna przedstawi¢ konkretne wyniki.
Gdy jabtka ozigbione do 5°C pocigto na czastki w zimnej wodzie i przechowywano
chtodniczo w temperaturze 5°C (rys. 40), to dla odmiany ‘Granny Smith’ zano-
towano po 24. godzinach wzrost absorbancji rozproszonej o 0,10 £ 0,05 Abs, a dla
‘Golden Delicious’ 0 0,07 + 0,01 Abs. Wynik ten nieznacznie rézni si¢ od przy-
rostu absorbancji czastek cigtych w powietrzu lub pod woda w temperaturze
23°C 1 po 32 min. Dla odmiany ‘Granny Smith’ przyrosty wyniosty (odpowie-
dnio: w powietrzu i w wodzie) 0,075 i 0,068 Abs, a dla ‘Golden Delicious’ 0,095
10,035 Abs.

Uzyskano réwniez podobng absorbancje wysycenia, gdy zastosowano zamiast
wody, roztwory inhibitordw enzymu PPO, takie jak pirosiarczyn sodu lub kwas
szczawiowy. Lecz w takiej sytuacji efekt byt widoczny dopiero po kilku dniach
(rys. 40). Pomimo zmniejszenia szybkosci poczatkowej brazowienia przy wzrasta-
Jacym stezeniu inhibitora uzyskano absorbancje¢ wysycenia na podobnym pozio-
mie charakterystycznym dla badanej odmiany. Odmiana ‘Granny Smith’ osiagneta
wyzsza, a ‘Golden Delicious’ nizsza absorbancj¢ wysycenia. Wartosci te tylko
nieznacznie réznia si¢ od absorbancji wysycenia bragzowienia, jakie uzyskiwano
dla czastek cigtych pod woda o temperaturze 5°C po 24. godzinach ich chtodni-
czego przechowywania (rys. 40).

Podsumowujac wyniki tego etapu badan stwierdzono, ze proste spektrokolory-
metry nadaja si¢ do monitorowania zmian absorbancji w pasmie 440 nm, a zmien-
nosci rozpraszania $wiatla przez tkank¢ mozna uwzglednié, wykorzystujac pomiar
absorbancji miazszu w rejonie 700-720 nm dla kazdej czastki jabtka. Surowiec
obiektywnie charakteryzuje przyrost absorbancji rozproszonej w pasmie 440 nm
— A4, zmierzony na miazszu czastek wycietych pod woda z ozigbionych jabtek, po
Jjednym dniu przetrzymywania opakowanych czastek w chtodni. Réwnowazny jest
proponowany ,,test surowca”, wykonywany w normalnych warunkach otoczenia
(rys. 2, s.3). W doswiadczeniach z inhibicja do parametréw opisujacych cechy
odmianowe nalezy zaliczy¢ absorbancje rozproszong miazszu $wiezo wycigtej
czastki jabtka — A4y, przyrost absorbancji do wysycenia brazowienia miazszu
(wysycenie brazowienia) — Ay, a takze czas potdéwkowy brazowienia — 7,.
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5.9. Zwigzek parametréw brazowienia z substratami brazowienia

Absorbancje¢ dla wysycenia brazowienia — 4; wprowadzono po stwierdzeniu,
ze podczas brazowienia ustala si¢ stan rownowagi w miazszu i ze pomiary
mozna opisywa¢ modelem kinetyki I-go rzgdu. W przyblizeniu mozna przyjacé,
ze absorbancja wysycenia to miara wysycenia migzszu produktami reakcji bra-
zowienia i w posredni sposob powinna zaleze¢ od stezen substratéw (polifenoli,
tlenu) w ustalonych warunkach. Uzyte tu, nowe parametry brazowienia miazszu
— A; i —v moglyby, podobnie jak dotychczas probowano wspotrzedne L*, a*, b*,
zosta¢ powiazane z zawarto$cia w migzszu substratow lub produktéw okres-
lonych chemicznie.
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Rys. 41. Stata reakcji (Michaelisa) enzymatycznego brazowienia — Ky oszacowana graficznie
z zestawienia szybkosci brazowienia — v i przyrostu absorbancji do wysycenia brazowienia — 4;
migzszu czastek z jabtek cigtych w powietrzu lub pod woda (linia przerywana) o temperaturze 18-20°C
(rézne odmiany)

Fig. 41. Michaelis constant value for enzymatic browning — Ky, estimated from the fitting of browning
rate — v of flesh plotted versus final equilibrium of browning (equilibrium diffuse absorbances) — 4 of
flesh of apple wedges sliced in air or under water (dotted line) with temperature of 18-20°C (for several
cultivars).

Zwiazek szybkosci poczatkowej brazowienia —v z absorbancja dla wysycenia
brazowienia — Ar i ich maksymalne, zaobserwowane zmiany dla odmian przed-
stawia rysunek 41. Zrozumiate jest, ze zaleznosci uzyskane w do$wiadczeniu
biologicznym i na tak réznych obiektach nie moga by¢ dokladne, jak w przypadku
badan reakcji in vitro. Jednak i tu mozna sprobowaé opracowania modelowego
wynikow pomiarow.
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W zbadanym uktadzie biologicznym — zywym miazszu, reakcja enzymatycz-
nego brazowienia przebiegala przy nadmiarze enzymu PPO. Nalezy jednak zau-
wazy¢ (rys. 41), ze zwiazek szybkos$ci poczatkowej brazowienia — v z wysyceniem
brazowienia — A; ma postaé krzywej sigmoidalnej. Krzywe kinetyczne wykresla
sie (zasadniczo) dla szybkos$ci poczatkowej i roznych zawartosci gtownego
substratu w reakcji enzymatycznej. Mozna sadzi¢, ze wyniki na wykresie przedsta-
wiaja efekty dodatniej kooperacji (procesu wspoétdziatania) i na wykresie dotyczy
to zakresu przejscia od najnizszych do wyzszych szybkosci. Tylko takie pomiary
byly dostgpne z tego eksperymentu.

Zaobserwowana zasadnicza zmiana w zaleznoS$ci zwiazana jest z technika cigcia
jabtek pod wodg i ten efekt zaznaczono linig przerywana na rysunku 41. Zakres
zmiennosci dla absorbancji wysycenia brazowienia — Ay zmniejszy! si¢ nieznacznie
(rys. 33, s.3) natomiast szybko$¢ poczatkowa brazowienia —v, obnizyla si¢
dwukrotnie (rys. 36, s. 3). Charakterystyczna jest takze absorbancja dla wysycenia
brazowienia — Ay, ktora odpowiada potowie maksymalnej zaobserwowanej szybkos¢
v=20 Abs- min”, przy cieciu jabtek w powietrzu lub v=10 Abs- min" dla cigcia
pod woda. Dane uzyskano z doswiadczenia odmianowego i dla miazszu parametr
mozna traktowac jak stalg kinetyczng (Michaelisa) enzymatycznego brazowienia
miazszu — Ky = 0,23 Abs.

Gdyby ciecie pod woda albo udzial wody potraktowa¢ jak wplyw inhibitora
[219] na przebieg reakcji enzymatycznej, to na podstawie poréwnania krzywych
w zakresie wyzszych szybko$ci powinno si¢ go uznaé za inhibitor niekompetycyjny.
Tak wigc udziat wody nalezatoby raczej rozwazy¢ jako rozpuszczalnika substratow
reakcji lub ogodlnie przeciwutleniacza. Dla takiej interpretacji mozna przyjac, ze sub-
straty stabiej zwiazane z matryca komorkowa ulegajq rozcienczeniu, wymyciu
i odwirowaniu z treScia komorkowa. Zapewne obnizeniu ulega stezenie tylko nie-
ktorych substratow w miejscu reakcji. W tym uktadzie mozliwe jest fatwe wyptuka-
nia kwasu chlorogenowego, tlenu i zachowanie wielu substratoéw (np. procyjanidyn)
mocniej wiazacych sie z polisacharydami (celuloza). Ostatecznym efektem jest tylko
nieznacznie nizsza absorbancja wysycenia brazowienia — 4y, pomimo dwukrotnego
spadku szybkosci poczatkowe]j brazowienia czastek wycigtych z jablek. Wymyty
substrat jest zapewne niezwykle istotnym, lecz tylko przejsciowym w catym fancu-
chu reakcji brazowienia, na co wskazuje niewielka zmiana ostatecznej zawartosci
produktu reakcji w migzszu — Ay.

Na podstawie powyzszych wnioskow mozna traktowaé eksperyment modelowo,
jako przeprowadzany przy zmienianym stgzeniu kwasu chlorogenowego i ustalonych
innych substratach. Model brazowienia mozna takze bada¢, np. w prezentacji danych
Lineweavera-Burka, tak jak w doswiadczeniach in vitro, gdy o$ odcigta i rz¢dna sa
odwrotnoscia szybkosci i odwrotnoscia stezenia [252]. Wyniki sktaniaja do przyjecia
najprostszego modelu brazowienia jako reakcji dwusubstratowej dwa-dwa i mecha-
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nizmu sekwencyjnego, uporzadkowanego. Mogtby to by¢ najprostszy model brazo-
wienia, ktéry wyjasnia réznice w kinetyce brazowienia miazszu cigtego w powietrzu
i cigtego pod woda przestawione na wykresie (rys. 41).

Przedstawione tu rozumowanie nie wyjasnia ani petnej roli kwasu chlorogeno-
wego, ani wptywu wody, a jedynie wskazuje na mozliwo$¢ rozwazenia takiego
modelu na podstawie pomiaréw brazowienia wprost w cietym miazszu. Konieczne
byloby odniesienie wynikéw do substratéw lub produktéw oznaczonych coraz
doskonalszymi metodami chemicznymi.
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Rys. 42. Srednie stezenia polifenoli w miazszu jabtek obliczone dla sze$ciu skupien odmianowych
o réznym sktadzie trzech polifenoli w jabikach, ktére znaleziono metoda grupowania: 1 — BKF, 2 —
SAM, 3 - BOI, 4 - GAL, ELS, 5 - IDR, STN, GDL, 6 — SPT, GST, JOG

Fig. 42. Mean concentrations of phenolics in the flesh of six clusters of cultivars with different
phenolics content in apples, specified by means of cluster method: 1 — BKF, 2 — SAM, 3 — BOL,
4 - GAL, ELS, 5 -IDR, STN, GDL, 6 — SPT, GST, JOG

Do oceny wptywu zawartoéci polifenoli w miazszu na enzymatyczne brazo-
wienie czastek z jabtek wybrano 11 odmian (rys. 42). Wyboru odmian dokonano
na podstawie znajomosci parametréw ich brazowienia. Wykorzystano wyniki
w taki sposéb, aby pokry¢ odmianami peten zakres zmiennosci parametrow szyb-
kosci brazowienia i absorbancji wysycenia brazowienia czastek z jablek, zakres
ktory poznano w badaniach odmianowych.

Wyniki analiz chemicznych wykonanych na ekstraktach alkoholowych z miaz-
szu owocOw wykazaly, ze odmiany znacznie réznig si¢ zawartoscia trzech polife-
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Rys. 43. Zestawienie szybko$ci brazowienia — v miazszu czastek z jabtek i przyrostu absorbancji do
wysycenia brazowienia — 4 dla sze$ciu skupien odmianowych o réznej zawarto$¢ polifenoli: kwasu
chlorogenowego, (-)-epikatechiny i ksyloglukozydu-floretyny. Cigte w powietrzu o temperaturze
18-20°C, $rednie i bfedy standardowe dla odmian

Fig. 43. Scatter plots of the browning rate — v versus differences of absorbance for final equilibrium of
browning (equilibrium absorbance) — A of flesh of apple wedges for six clusters of cultivars with
different content of chlorogenic acid, (—)-epicatechin and phloretin-2'-O-xyloglucoside. Sliced in air
with temperature of 18-20°C, mean values and standard deviations for cultivars

noli: stezeniem kwasu chlorogenowego, epikatechiny i ksyloglukozydu floretyny
(rozdz. 4.2.5. s. 3). Zeby uprosci¢ oceng¢ udziatu polifenoli w brazowieniu
miazszu i okresli¢ ich typowe profile, utworzono z 11 odmian metodami statys-
tycznymi 6 istotnie réznigcych si¢ skupien odmianowych. W skupieniu s odmia-
ny najbardziej podobne pod wzglegdem zawartoéci trzech polifenoli w miazszu,
a najbardziej r6znia si¢ warto$ci srednie kazdego skupienia [227]. Zestawienie
wynikéw na rysunku 42 w sposOb pogladowy przedstawia zakres zawartosci
trzech polifenoli w 100 g miazszu z jabtek o dojrzatosci konsumpcyjnej. Jest to
stezenie kwasu chlorogenowego (3-25 mg), epikatechiny (7-45 mg) i ksyloglu-
kozydu floretyny (0,5-7,5 mg). Na rysunku scharakteryzowano réwniez profile
odmianowe zawarto$ci polifenoli reprezentowane przez wytonione skupienia.
Skupienie z odmiang BKF ma najwyzsza w 100 g miazszu zawartos¢ kwasu
chlorogenowego (25 mg) i epikatechiny (45 mg), a takze stosunkowo duzo ksylo-
glukozydu floretyny. Skupienie ztozone z odmiany BOI ma maksymalna zawar-
to$¢ ksyloglukozydu floretyny (7,5 mg) jaka zaobserwowano i dos¢ duza kwasu
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chlorogenowego, lecz najmniejsza z zaobserwowanych zawartos¢ epikatechiny
(7 mg). Skupienie z odmiang SAM charakteryzuje najmniejsza w 100 g migzszu
zawartos¢ kwasu chlorogenowego (3 mg) i stosunkowo duza zawartos$¢ epikate-
chiny. Podobnie najmniejsza zaobserwowana zawarto$¢ kwasu chlorogenowego
wystepuje w skupieniu z odmianami GAL i ELS, lecz mato majg one epikatechiny.

Do dwoch pozostatych skupien odmianowych (oznaczone gruba linia na rys. 42)
mozna uzy¢ okreslenia — odmiany o ,,przecigtnym profilu™ polifenoli w miazszu
jabtek. Skupienie z odmianami IDR, STN i GDL ma minimalng z zaobserwowanych
zawartos¢ w 100 g migzszu ksyloglukozydu floretyny (0,5 mg), a stosunkowo duza
jeszcze zawartos¢ kwasu chlorogenowego przy wyzszej zawartosci epikatechiny.
Skupienie z odmianami SPT, GST i JOG cechuje takze stosunkowo duza zawarto$é
kwasu chlorogenowego w 100 g miazszu, dos¢ niska zawartosci epikatechiny
1 przecigtna, lecz niska ksyloglukozydu floretyny.

Ponownie na jednym rysunku przedstawiono parametry: szybkos¢ poczatkowa
brazowienia — v i wysycenie brazowienia — 4y, a ponadto oznaczono skupienia do
jakich naleza odmiany (rys. 43). Dla dwoch skupiefi odmianowych BOI i BKF,
ktore cechuje najwyzsza zawartos¢ kwasu chlorogenowego w miazszu i najwyzsza
zawartos¢ albo epikatechiny (odmiana BKF), albo ksyloglukozyd floretyny
(odmiana BOI) przy zawsze niskiej zawartosci trzeciego polifenolu, stwierdzono
duze szybkosci poczatkowe brazowienia —v i duze przyrosty absorbancji do
wysycenia brazowienia — 4. Natomiast dla odmiany SAM i dla skupienia
z odmianami ELS i GAL, ktére miaty najmniejsza zawarto$¢ kwasu chloroge-
nowego w miazszu, zaobserwowano najmniejsza szybkos¢ brazowienia i mate
przyrosty absorbancji do wysycenie brazowienia.

Wyniki tej analizy mozna podsumowaé nastgpujaco. Szybko$¢ brazowienia
wyzsza od 0,01 Abs - min" wystepuje przy wysokiej zawartosci kwasu chloroge-
nowego 1 jednego z polifenoli — epikatechiny lub ksyloglukozydu floretyny.
Niskie szybkosci brazowienia zwigzane sa z bardzo mata zawartoscia kwasu
chlorogenowego i niezaleznie od tego, czy miazsz zawiera duzo, czy mato epika-
techiny. Wynika z tego, ze przy szybkiej reakcji brazowienia (badanej w zakre-
sie Vis) mozna przyjaé, ze powstajace w duzej ilosci chinony kwasu chlorogeno-
wego nadajg szybkosci procesowi brazowienia. Na tej podstawie stusznym jest
wyjasnianie znacznego obnizenia szybkosci brazowienia (rys. 41) wyptukaniem
kwasu chlorogenowego z miazszu podczas cigcia pod woda, lecz nie wyklucza to
innych czynnikow.

Wykazano, ze wyniki pomiaréw brazowienia w zakresie widzialnego fioletu
zwigzane sa z zawarto$cia polifenoli w miazszu i z tego wzgledu nie tworza one
jedynie skali oceny wrazen §wiezosci czastek z jablek u konsumenta. Oczywiste
jest, ze parametry z modelu brazowienia wnosza znacznie bogatsze informacje niz
wspotrzedne barwometryczne L*, a*, b*.



6. DYSKUSJA
6.1. Uszkodzenie mechaniczne i ocena Swiezosci migzszu

Termin $wiezos¢ owocoOw opisuje produkt peten turgoru bez objawdéw usy-
chania albo starzenia, ktérego komorki sa nieuszkodzone [72]. Definicja podana
przez ISO i proba standaryzacji nie okreslita obiektywnych metod i parametréw do
pomiaru $wiezosci. Opiera si¢ ona na opisie 1 ocenie organoleptycznej produktu.
Powszechnie uzywane pojecie $wiezo$ci owocow i obecnie takze produktu cigtych
swiezych jabtek, ma wg tej definicji sens tylko organoleptyczny. Na podstawie
podanej definicji i dostgpnych metod badan w sadownictwie mozna §wiezos¢
owocOw najlatwiej powigzac z testami mechanicznymi [40,181]. Sg one czgsto
wykorzystywane do okreslania turgoru i odpornosci tkanek na uszkodzenie,
a najczesciej do oceny stadium dojrzatosci owocoéw i ogdlnie rozumianej jakosci
owocow przechowywanych. Niewiele badan miato za swoj cel rozpoznanie cechy
organoleptycznej $§wiezo$ci, wyjasnienie tego pojecia, jego zrozumienia i zna-
czenia dla konsumenta jabtek, a w efekcie powiazania swiezo$ci z poznanymi juz
obiektywnymi wyr6znikami jakosci [32,181,213]. We wprowadzeniu do tej pracy
powiazano wiedz¢ naukowa z licznymi informacjami praktycznymi, ktore zebrano
od naukowcow sadownikow. Latwiej jest na tej podstawie przedstawia¢ nowa
koncepcje Swiezosci migzszu jabtek, ktéra jest wynikiem badan zrdéznicowania
procesu enzymatycznego brazowienia migzszu.

Testy mechaniczne niszczace tkanke stosowane sa w badaniach sadowniczych
od poczatku XX wieku [1,160]. W USA proste aparaty do oceny wlasciwosci
mechanicznych jablek wprowadzono wraz z rozwojem metropolii przemystowych
i potrzeba zaopatrzenia standw poinocnych w najwyzszej jakosci, Swieze owoce
przywozone z Kalifornii. Szybki rozwoj konkurencji w rolniczej produkcji wiel-
kotowarowej wymusit utworzenie Amerykanskiego Stowarzyszenia Inzynierii
Rolniczej, ASAE (od 2005 r. o nazwie Amerykanskie Stowarzyszenie Inzynierii
Rolniczej i Biologicznej, ASABE). Rozpowszechnito ono testy jedrnosci wsrdd
plantatoréw, a takze wprowadzato wydajne technologie przechowalnicze [90,93].
Glownym zastosowaniem niszczacych testéw mechanicznych (testu jedrnosci)
byta ocena stadium dojrzatosci jabtek i terminu zbioru w sadzie. Jednak najpopu-
larniejszy test Magnessa-Taylora (opisany w 1925r.) udato si¢ znormalizowaé
i dostosowac do znacznie szerszych potrzeb, nie tylko do oceny owocow w sadzie,
lecz takze do okre$lania szeroko rozumianej jakosci jablek, ktore dojrzaly w ko-
morach przechowalniczych. Wyniki badan w tej pracy réwniez potwierdzaja
uzyteczno$¢ pomiaru jedrnosci migzszu jabtek i zawartosci ekstraktu, gdyz dhuzszy
okres przechowywania jabtek, zréznicowane wybarwienie skorki zmieniato
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wartosci tych parametréw. Zestawiono je dla ponad 30. odmian w stadium dojrza-
tosci konsumpcyjnej jabtek i sa one, jak wiadomo z najnowszej literatury [181],
elementem obiektywnej oceny swiezosci owocow.

Dalsze badania wtasciwosci mechanicznych jabtek, przeprowadzane w latach
70. XX w. przez Szcze$niak [14], Bourne’a [22-24] i Mohsenina [160], ustality
parametry tekstury dla owocéw jabtoni. Do ich okre$lania opracowano wiele,
niekiedy bardzo ztozonych uktadéw mechanicznych. Z procesu uszkadzania
migzszu jablek i zaleznosci (reologicznych) sita-odksztatcenie-czas obliczanych
jest wiele parametrow [14,187], ktore jak wykazaly badania, odpowiadaja oce-
nom organoleptycznym miazszu owocu, np. kruchos$ci, soczystosci, zwieztosci,
jedrnosci [220]. Jednak w tych ocenach jakosci organoleptycznej jabtek nie
pojawilo sig¢ okreslenie ,swiezo$¢”, pomimo ze czgsto uzywane jest ono w bada-
niach najscislej zwiazanych z sadownictwem i z przechowalnictwem jabtek.

W wielu pracach z zakresu nauk rolniczych wykorzystywane sa pomiary mecha-
niczne i niszczace owoce [92,105,106,112]. Postep w technologiach przechowywa-
nia wymaga doskonalenia metod kontroli jako$ci $wiezego produktu [84,85]. Liczne
badania naukowe wskazuja, ze zmienno$¢ parametréw mechanicznych jablek zwia-
zana jest ze zréznicowanymi przemianami metabolitéw podstawowych w owocach,
ze sktadnikami struktury tkanki, celuloza, pektynami i sktadnikami ustalajacymi
cisnienie osmotyczne miazszu (turgor): cukrami, kwasami, jonami, biatkami. Pod
tym wzglgdem opis za pomoca jedrnosci ma najmocniej ugruntowana pozycje
[1,67,215]. Ponad pig¢dziesiat lat pracy naukowej dokumentuje jego znaczenie jako
obiektywnego wyréznika bardzo ogélnie rozumianej jakosci: organoleptycznej
1 technologicznej jablek [20,190,200]. Stosunkowo mate jest jednak zaangazowanie
w badania wlasciwosci mechanicznych owocéw migkkich, np. truskawek lub malin
niezwykle tatwo tracacych swiezo$¢ [91,92,110].

Niewiele prac poswigcono zwiazkom brazowienia enzymatycznego jablek
z ich wlasciwosciami mechanicznymi. Obicie i wewnetrzne brazowienie, a takze
brazowienie przechowalnicze to znane przyczyny utraty §wiezosci i jakosci owo-
cow [27,193,236]. W badaniach okreslano site, energie, czestosé drgan mecha-
nicznych, a po pewnym czasie objetos¢ uszkodzonego, brazowego miazszu jablek
[59,251]. Oceniona tymi metodami odporno$¢ albo sktonno$é¢ do brazowienia
owocOw, opisana za pomocg obiektywnych parametréw mechanicznych, wyko-
rzystywana jest do projektowania bezpieczniejszych technologii sortowania, pako-
wania jablek i srodkéw transportu, a takze w selekcji hodowlanej odmian.

Pomimo wielu lat doswiadczefi i badan owocéw niszczacymi metodami
mechanicznymi, wiadomo ze brakuje instrumentalnych metod przygotowanych do
tego, aby uzupehity organoleptyczne oceny $wiezosci jabtek [2,16]. Wykonane
w USA i opublikowane przez Sapersa, Douglasa i Hicksa w latach 80. XX w.
[202,204] prace z zakresu technologii $§wiezo cigtych owocoéw, wskazaty po raz
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pierwszy na zmiany parametrow z uktadu CIE L*a*b* okre$lajacych barwe
miazszu jabtek. Wspotrzedne L*, a*, b* mierzono po pewnym czasie od przecigcia
jabtek. Byly one przydatne w ocenie §wiezosci migzszu i nowego produktu. Znacz-
nie wczesniej (ok. roku 1940) Sapers rozpoczal studia nad procesami enzymatycz-
nego brazowienia. Nastepne, a takze obecne prace w technologii cigtych §wiezych
owocow, nadal wykorzystuja wspotrzedne barwy L*, a*, b* 1 interpretacj¢ wynikow
podang w tych pierwszych pracach. Zmiany jasnosci L*, przecieru, soku lub cigtego
miazszu interpretuje si¢ jako proporcjonalne do stgzenia brazowych barwnikoéw
powstajacych w reakcji enzymatycznego brazowienia. Jak wykazano w pracy
Kuczynskiego i in. [113], interpretacja zwigzana ze st¢zeniem barwnikow jest
niezwykle zawodna, a niekiedy wrecz biedna.

W licznych badaniach chemicznych na ekstraktach i sokach z jabtek poznano
podstawowe substraty, enzymy i produkty reakcji brazowienia miazszu jabtka
[169-171]. Po mechanicznym uszkodzeniu komérek miazszu dochodzi do kontak-
tu enzymu PPO z substratami polifenolowymi. Uruchomione zostajg mechanizmy
,reakcji odpowiedzi” zywej tkanki — dziata szybki system enzymatyczny 1 nie-
enzymatyczny unieszkodliwiania powstajacych reaktywnych form tlenu, azotu
i rodnikéw organicznych [239]. W tej pracy zaplanowano, aby do oceny §wiezosci
jabtka i wskazania elementow sktadajacych si¢ na aktywnos¢ biologiczna uszko-
dzonego miazszu, wykorzystaé szybka reakcj¢ brazowienia enzymatycznego.
W miazszu brazowienie enzymatyczne spetnia $cisle okreslone funkcje biolo-
giczne. Juz sam przeglad licznych prac naukowych o mechanicznych, niszczacych
badaniach jabtek umozliwial postawienie hipotezy zapewniajacej powodzenie
studiow nad obiektywna ocena $wiezosci jablek. Istnieja naturalne, biochemiczne
i specyficzne dla odmian jabtoni, a tym bardziej zmieniajace si¢ wraz z dojrzewa-
niem lub przejrzewaniem owocow, przystosowania migzszu i zréznicowana od-
porno$¢ na niszczenie jego komorek [48].

Celem badan w tej pracy byto poznanie tej fazy metabolizmu ,,odpowiedzi na
stres” uszkadzania w owocach, ktéra moze by¢ wykorzystana w diagnostyce swie-
zosci jablek przechowywanych lub cigtych swiezych jablek [232]. Szczegotowo,
metodami fizycznymi zbadano mechanizmy i przebieg reakcji uruchomionej uszko-
dzeniem mechanicznym. Uzupeliono badania analizami zawartosci naturalnych
produktéw chemicznych, ktore chronia zywa tkanke, spetniaja wazne w niej funkcje
biologiczne, zabezpieczaja tkanke przed niszczacym utlenianiem zachodzacym w bez-
posredniej z nig stycznosci. Aktywnos$¢ biologiczna produktow metabolizmu wtome-
g0 W miazszu, mozna przypuszczaé, ze jest uniwersalna i spelnia podobna ochronng
funkcje w tkankach roslinnych i zwierzecych [132,154].

Rola naturalnych przeciwutleniaczy jest w technologii zywnosci dobrze udoku-
mentowana. Wydtuzaja one czas sktadowania zywnosci poprzez spowalnianie
niekorzystnych reakcji utleniania. Niektore z nich: flawonoidy i kwasy fenolowe
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uznane zostaly nawet za wartosciowe w zywieniu cztowieka [61,88]. Natomiast ich
aktywnos¢ biologiczna w uszkodzonych roslinach, poza najwczesniej poznana rola
przeciwutleniajaca, polega na zdolnosci do taczenia si¢ z biatkami — enzymami bton
komorkowych i z wielocukrami scian komérkowych. Dziatanie ich u roslin dotyczy
receptor6w komorkowych, przekaznikéw i stad wptywa na ekspresje wielu gendw,
na sygnaly komérkowe wiacznie z uruchamianiem lub blokowaniem apoptozy,
a takze na trwate potaczenia pomigdzy komoérkami [168,248,249].

Znacznie wigcej obecnie wiadomo o waznej roli spetnianej w organizmie czto-
wieka 1 ztozonych funkcjach w przewodzie pokarmowym tej bardzo licznej grupy
roslinnych metabolitow wtérnych, jakimi sg zwiazki polifenolowe [77,183,208,252].
Poniewaz naturalne polifenole uznano za wazne sktadniki dietetyczne, to konsek-
wencjg tego jest potrzeba szacowania ,,wartosci biologicznej” zywnosci [212].
Rozumiane jest to najczesciej jako zalezno$¢ od skfadu chemicznego i stezenia
polifenoli [139,188]. W tym celu powstata wielka liczba metod szacowania pojem-
nosci przeciwutleniajacej lub zawartosci polifenoli. Polifenole sa rowniez elemen-
tem oceny Swiezosci jabtek, ktéry mozna oszacowaé parametrami opisanymi w tej
pracy. Parametry wyznaczane sa metoda kinetyczng z opracowanego modelu
brazowienia miazszu i metodami potencjometrii redoks.

Aktywnos¢ przeciwutleniaczy w systemach biologicznych jest zalezna od
wielu czynnikow. Wiadomo, ze przy testowaniu przeciwutleniaczy naturalnych
in vitro nalezy bra¢ pod uwage: sktad systemu, typ utlenianego substratu, rodzaj
enzymu, metod¢ pomiaru utlenienia i miary aktywnosci przeciwutleniacza. Biolo-
giczna aktywnos¢ polifenoli w organizmach, jak wykazuja obecne prace, jest tak
zlozona, ze nie moga tego wykazal proste testy chemiczne in vitro, zwlaszcza
wolne od elementéw komorkowych [185]. Dlatego badania ztozonych reakcji na
modelach blon biologicznych [53,62,217] i tkankach zwierzat otwieraja nowe
perspektywy [186,253]. Lecz i w tych warunkach bardzo trudno jest, jak sie oka-
zuje, zbada¢ rozne warianty udzialu lub aktywnosci polifenoli. Dlatego oczekuje
si¢ wielu nowych informacji z dotad niepoznanych, naturalnych i modelowych
systemow biologicznych, np. z takich jak migzsz jabtka. Potrzebna jest do tego
standaryzacja testow i bardziej specyficzne metody, ktére okresla straty zacho-
dzace wprost w systemach biologicznych. Do tego celu takze zmierzaty badania
przedstawione w tej pracy.

Wigkszos¢ naturalnych przeciwutleniaczy i polifenoli jest wielofunkcyjna,
wigc protokot przeciwutleniacza wymaga pomiaru nie tylko jednej wlasciwosci
pokarmu. Z tego powodu studia nad brazowieniem miazszu i $wiezosécia takze
prezentuja wielokierunkowy uktad. Gléwna grupe metod oceny pojemnosci prze-
ciwutleniajacej stanowia metody kinetyczne [194]. Opieraja si¢ one na tej samej
zasadzie: czynnik utleniajacy indukuje reakcje (faza propagacji), ktorej przebieg
mozna $ledzi¢ spektrofotometrycznie lub fluorymetrycznie, gdyz w wyniku
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utleniania powstaje substancja barwna (lub fluoryzujaca) albo odwrotnie —
z barwnej powstaje bezbarwna. Obecnos¢ przeciwutleniaczy w probce spowalnia tg
reakcje utleniania (faza terminacji). Szybkos¢ reakcji jest miara zawartosci przeciw-
utleniaczy, a bezposredniag miara moze by¢ ilos¢ substancji wskaznikowej (barw-
nika) powstajacej w reakcji. Metody takie, wlacznie z najstarszg metoda Folin-
-Ciocalteu, rutynowo stosowane byty do badan, np. aktywnosci enzymdw 1 polife-
noli w enzymatycznie brazowiejacych ekstraktach i przecierach [5,6,176,240].

W tej pracy do pomiaru §wiezosci miazszu zaproponowano oceng brazowienia
miazszu. Tutaj, jakby przez analogi¢ do sztucznych uktadéw, czynnikiem induku-
jacym reakcje jest mechaniczne uszkodzenie komorek. Szybka reakcja enzyma-
tyczna przebiega na powierzchni zywego miazszu i w kontakcie z komoérkami
(faza propagacji). Spektrofotometr odbiciowy UV-Vis rejestruje postepujace zmia-
ny absorbancji rozproszonej miazszu w dostgpnym zakresie widma od 220 nm do
800 nm. Znaleziono charakterystyczne pasma absorbancji w widmach czasowo
rozdzielonych. Wzrost lub spadek absorbancji w tych pasmach podczas reakcji
korelowat ze stezeniem kilku oznaczonych chemicznie substratow [109]. Spektro-
fotometria odbiciowa UV-Vis umozliwita §ledzenie przemian w tancuchu reakcji
brazowienia migzszu. W pasmie niebieskim widzialne sa jedynie brazowe barw-
niki, ktére absorbuja ok. 440 nm (faza terminacji).

Metody kinetyczne stuza do pomiaru przerywania jednoczesnie obydwu tancu-
chéw reakcji zarowno reakcji przeciwutleniaczy przenoszacych elektrony, jak
i oddajacych protony. Oceniaja jednak efektywnos¢ przeciwutleniajaca tylko
takich sktadnikow, ktore wchodza w reakcje, a do ich pomiaru zapewniono wys-
tarczajaco duza rozdzielczos¢ czasowq i rozdzielczo$¢ spektralng. Metody te nie
daja pelnej informacji o chemicznym mechanizmie w tancuchu reakcji. Ponadto
nie uwzgledniaja mniej efektywnych polifenoli, tym bardziej, gdy jest ich niewiele
i dotad nie poznano ich w analizach chemicznych. W pracy stwierdzono, ze takze
fluorescencja zaktoca widma odbiciowe, co mozna zaobserwowac przy duzej roz-
dzielczosci spektralnej i czasowej. Widma daja tylko usredniony obraz kolejnych,
szybkich reakcji zachodzacych pomigdzy rodnikami. Podobnie jest przy szaco-
waniu aktywnosci polifenoli w ekstrakcie testem kinetycznym. Zbyt ogdlnie
traktuje on udziat obu aktywnosci, tzn. aktywnosci przeciwutleniaczy lub utlenia-
czy. Lecz w badanym zywym uktadzie biologicznym czgsto tatwiej zweryfikowac
role substratow i ich udziat w tancuchu reakcji. Jest to wazne bo tez dostgpne
w widmach réznicowych czasowo rozdzielonych brazowiejacego miazszu — ze
spektrofotometrii $wiatta rozproszonego w zakresie UV-Vis. Gdy nierozpoznane
w analizach chemicznych substraty, katalizatory zmieniajg profil brazowienia
zarejestrowany w UV, to spetniajg w uktadzie $cisle okres$lone funkcje biolo-
giczne, a uzyskane parametry moga okresla¢ §wiezos¢ miazszu.
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Pomiar wielkodci termodynamicznych, takich jak potencjat redoks uszkadzanej
tkanki, nie jest prawie brany pod uwage w badaniach brazowienia enzymatycznego,
a przeciez daje on informacj¢ o zdolnosci czastek rodnikowych do utleniania lub
redukcji [30]. Potencjat redoks uwaza si¢ przede wszystkim za wazny wskaznik do
przykiad w zakresie badan mikrobiologicznych uzywany jest do oceny rozwoju pro-
cesu fermentacji [242], do prognozowania wzrostu mikroorganizméw tlenowych
i beztlenowych [166]. Jednak tkanke rosling przed stresami otoczenia zabezpiecza
znacznie wigcej systemow niz utrwalony produkt spozywczy. Uszkodzenie komé-
rek elektroda redoks inicjuje powstawanie reaktywnych form tlenu i organicznych
substratow wolnorodnikowych w miazszu. W tej stresowej sytuacji najszybciej dzia-
tajacym systemem jest uktad enzymow PPO i zwiazki polifenolowe.

W utrzymaniu $wiezosci miazszu — dobrej kondycji zywych komoérek albo
stabilnosci biochemicznej produktu cigtych $§wiezych jabtek wazna role odgrywaja
rozne skfadniki. Wiele z nich tworzy grupy, w ktérych zawarto$¢ poszczegélnych
zwiazkow jest $cisle skorelowana ze sobg lub spetnia podobne funkcje biolo-
giczne. Dos¢ trudno w takich uktadach zmienia¢ poziom ich aktywnosci lub stezen
i w taki spos6b wyjasniac¢ ich role. Wida¢ te trudnosci juz w przypadku badan, np.
zawartosci w migzszu jabtek polifenoli i kwasu l-askorbinowego [188]. W takim
ztozonym ukladzie biologicznym uzycie mechanicznego stresu, zastosowanie me-
tod dyfuzyjnej spektrofotometrii UV-Vis lub potencjometrii redoks utatwia pomiar
i §ledzenie jego skutkéw. Metoda kinetyczna odnosi si¢ do bardziej aktywnych
skfadnikow w miazszu. Natomiast potencjat elektrodowy redoks szacuje catkowity
udzial przeciwutleniaczy, uwzglednia takze wolniej dziatajace, lecz zapewne
aktywne sktadniki [233]. W tej pracy wykorzystano elementarne funkcje biolo-
giczne, ktore spetnia brazowienie do okreslenia $wiezosci miazszu i zachowanej
wartosci zywieniowej produktu ro$linnego.

6.2. Charakterystyka brazowienia i udzial polifenoli

Podczas przemian brazowienia enzymatycznego miazszu ulegalo zmianie
widmo absorpcji substratow i produktéw reakcji, ktore znajduja sie w miazszu.
Zmiany po pewnym czasie dotyczyly rowniez widma z zakresu $wiatta widzialne-
go i w efekcie zmieniato si¢ wrazenie barwy, np. z bialej na brazowa. Poszukiwa-
nia zwiazkéw pomigdzy barwa miazszu a stezeniem polifenoli i aktywnosciag PPO
podczas enzymatycznego brazowienia wymagaty zmudnych badan. W tej pracy
zostaly one ukierunkowane na badania widm odbiciowych w zakresie ultrafioletu
i fioletu. Badaniom brazowienia, jak zostanie to przedstawione w dalszej czesci
pracy, nadano teraz catkiem inny sens, chociaz cel ich jest podobny — ocena §wie-
zosci owocow 1 ocena §wiezosci produktéw z tych owocow.



104

6.2.1. Zakres widzialny brazowienia

Widma odbiciowe w catym zakresie widzialnym Vis, zmierzone w stalych
odstepach czasowych (widma czasowo rozdzielone) dla reakcji enzymatycznego
brazowienia po raz pierwszy opublikowat w 1990 roku Kuczynski iin. [113].
Cecha szczegdlng tych badan, byto spowolnienie reakcji brazowienia w ozigbio-
nych do 2°C owocach bialych brzoskwin. Swiezo wykonane przeciery badano
w temperaturze 4°C. Analizowano zmiany ksztalttu widm odbiciowych podczas
brazowienia przecieréw. W pracy tej wprowadzono do analizy brazowienia enzy-
matycznego spektrofotometri¢ w swietle odbitym, widma absorbancji rozproszone;j i
widma roznicowe czasowo rozdzielone [235]. Podczas brazowienia przecierow,
rozwazono wplyw barwnikoéw na ksztalt widma absorbancji rozproszonej: anto-
cyjanow, chlorofili, karotenoidéw i powstajacych brazowych barwnikoéw. Opisano
zmiany w widmach wywotane roztworami inhibitoréw brazowienia: kwasu
askorbinowego, kwasu szczawiowego, kwasu cytrynowego, pirosiarczynu sodu,
fluorku sodu [116]. Po raz pierwszy widma odbiciowe z zakresu Vis uzyto do
poréwnania wzglednej efektywnosci inhibitorow chemicznych m.in. kwasu
szczawiowego 1 pirosiarczynu sodu. Ostatnio wyniki te potwierdzone zostaly przez
innych naukowcow [221-223].

Interpretacja wynikow badan brazowienia wyrazonych za pomoca absorbancji
rozproszonej stata si¢ podobna do interpretacji badan klarownych roztworéw lub
ekstraktow analizowanych w §wietle przechodzacym. Analizujac klarowne roz-
twory, wykorzystuje si¢ zwykle pasmo 390 nm [122] lub (réznicowo) pasma 260 i
280 nm [165]. Kuczynski i in. [116] pokazali na przyktadach z zakresu widma Vis
jak udziat utlenionych barwnikéw antocyjanowych podczas brazowienia, w r6zno-
rodny sposéb zmienia wspotrzedne barwy L*, a*, b*. Wartosci wspolrzednych nie
byly proporcjonalne do czasu brazowienia i do przyrostu stezen brazowych
barwnikow powstajacych w wyniku brazowienia. Stwierdzono, ze pomiary metoda
kolorymetryczna nie daja jednoznacznych zwiazkow ze stgzeniem barwnikow
podczas reakcji enzymatycznego brazowienia przecierdw. W ten sposob ostatecznie
wyjasniono przyczyng wielu niepowodzen, gdy korelowano wspdtrzedne L*, a*, b*
przecieréw i sokéw z ich sktadem chemicznym, np. z polifenolami lub z aktyw-
noscia enzymow. Wyciagnigto wigc wniosek, ze podobienstwo wspdtrzednych
L*, a*, b* przecieréw nie jest gwarancja zachowania jednorodnosci sktadu surowca
ani tez produktu, zwlaszcza gdy aktywnie postgpuja zmiany. Pomiary barwy maja
wazne zastosowanie i powinny stuzy¢ do oceny stopnia zréznicowania barwy i oce-
ny postrzegania tych zmian przez konsumentow [51].

Po raz pierwszy Aubert i in. [8] wykorzystali pasmo fioletu z widma odbi-
ciowego w badaniach miazszu jablek. Rozwazono udziat w widmie odbiciowym
antocyjanow, chlorofili, karotenoidéw. Do oceny sktonnosci do brazowienia migz-
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szu jablek jedenastu odmian uzyto przyrostu absorbancji rozproszonej w pasmie
390 nm. Nie otrzymano zadowalajacych korelacji przyrostow absorbancji ze spad-
kiem jasnosci AL*, ani z calkowitg réznicg barwy AE*. Wynik ten potwierdza
wiadomosci znane z kolorymetrii obiektywnej, ze pasmo maksymalnej czutosci
oka ludzkiego (ok. 555 nm) [151] jest zbyt odlegte od pasma (od ok. 360 nm do
440 nm), w ktorym wystepuja maksymalne zmiany wywotane brazowieniem
miazszu jablek.

Podobnie, jak to stwierdzono w pracy Sapersa i Douglasa [202], ocena barwo-
metryczna, tak jak i ocena wzrokowa wykazujg ,,czas martwy”, tzn. brak istotnych
réznic w barwie. W tym czasie pomiary barwy nie sq wspotbiezne z wynikami
oceny spektrofotometrycznej brazowienia migzszu, ktore ulegaja wyraznym zmia-
nom. Kuczynski iin. [107] wykazali, ze nie wynika to bynajmniej z niskiej
czutosci aparatury kolorymetrycznej. Kolorymetria obiektywna i produkowana
aparatura w zupelnosci spetniaja warunek czutosci widzenia obserwatora normal-
nego [151]. Nie jest to takze wynik pomys$lnego rozdzielenia metoda koloryme-
tryczna etapu enzymatycznego od nieenzymatycznego brazowienia, gdyz i takie
koncepcje sa analizowane [247]. Takie rozdzielenie bylo mozliwe w roztworach
klarownych, na co wskazuja prace wykonane na utrwalonych sokach [165,247],
lecz w zupelie innym uktadzie pomiarowym. Obecnie uzyskano taka mozliwosc¢
réwniez w badaniu migzszu w zakresie UV, jak wykazat Kuczynski [103] z uzy-
ciem spektrofotometru odbiciowego UV-Vis.

Pelng charakterystyke spektrofotometryczna miazszu jabtek podczas brazo-
wienia w zakresie Vis, a takze opis wptywu inhibicji brazowienia (fizycznej
i chemicznej) na czastki wycigte z jabtka, opublikowat po raz pierwszy Kuczynski
iin. [115]. Nie zaobserwowano w widmach Vis udziatu antocyjanow 1 ich utlenia-
nia sprz¢zonego podczas brazowienia jablek, tak jak to stwierdzono w przecierach
z brzoskwin. Zmiany absorbancji rozproszonej nastgpowaty w szerokim pasmie
w zakresie fioletu. Dlatego w podobny sposdéb mozna dyskutowaé o wynikach
z pasma 440 nm, jak i z pasma 390 nm uzytego w pracy Auberta i in. [8]. Wyniki
umozliwily jednoznaczng interpretacje¢ ocen brazowienia miazszu owocéw z kilku
odmian. Do tych pasm mozna réwniez odnosi¢ powstawanie barwnikéw melani-
nowych, tak jak w pracach z roztworami modelowymi [170]. Ze wzgledu na klase
doktadnosci uzytego spektrokolorymetru (aparatury technicznej) wyniki w pasmie
440 nm sa doktadniejsze niz w nizszym zakresie widma, a jak to wykazano, maja
tez drugie zastosowanie — utatwiaja skalowanie dojrzatosci miazszu.

Znacznie dluzej trwajace brazowienie prowadzi do znacznego przyrostu absor-
bancji rozproszonej w zakresie widzialnym. Przy wspoétudziale dodatkowych sktad-
nikdw w miazszu, grubszej warstwie z pulpy na miazszu, moga powstawac ztozone
barwniki — melaniny i zmiany barwy, o ktérych donosza prace o przecierach
i sokach. Zaobserwowano, ze w pomiarach miazszu jabtek wspotrzedne L*, a*, b*
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koreluja z absorbancja rozproszona w pasmie 440 nm. Jednak wspotrzedne L*, a*,
b* to aparaturowe parametry ocen sensorycznych i maja ztozona charakterystyke
zaleznosci od bodzZca fizycznego [14]. Ponadto nie sg okreslane w prostym pomiarze
fizycznym i réwniez z tego wzgledu nie zachowuja jednorodnosci wariancji (statys-
tycznej). Sprawia to klopot w testach statystycznych przy poréwnywaniu zmien-
nosci surowca, produktu lub skutecznosci inhibicji brazowienia. Na podstawie
wykonanych badan dla typowych warunkoéw cigcia jabtek, zrezygnowano z pomia-
row catego widma w zakresie Vis i dalszego okre$lania wspotrzednych barwy L*
a*, b* lub parametrow barwy L*, C*, h. Poprzestano na pomiarach absorbancji roz-
proszonej w fiolecie dla miazszu jablka i taka metoda pomiaru przypomina analizy
przezroczystych przecierdw i klarownych roztwordw [228,234].

Poza pracami Kuczynskiego i in. [107,115] nie znaleziono opublikowanych
widm odbiciowych brazowiejacego miazszu jablek lub przecieréw. Jednak techni-
ka spektrofotometrii odbiciowej znana jest od bardzo dawna w badaniach jabtek
[1,94,159]. Stosowano ja takze do badan innych ptodéow rolnych i powiazano ze
zmianami zawartosci barwnikow: antocyjandéw, karotenoidéow i chlorofili
[34,101,108,150,254]. Pierwsze zarejestrowane widma odbiciowe Vis to widma
skorki jablek, ktére badano na poczatku XX wieku w poszukiwaniu pasm i filtrow
optycznych przydatnych do sortowania owocéw wg zréznicowanego wybarwienia
[1,159]. W nowszych pracach analiz¢ widma Vis skorki wykorzystano do pomiaru
stopnia rozpadu chlorofilu w skorce jabtek [255], a takze do réwnoczesnego po-
miaru barwy skorki charakterystycznej dla dojrzatych jabtek z kilku odmian [100].
Natomiast zakres bliskiej podczerwieni wykorzystuje si¢ do oceny zawarto$ci
ekstraktu w jabtkach i stosuje w liniach sortowniczych [27,82,124,145]. Towarzy-
szace zastosowaniom spektrofotometrii odbiciowej prace metodyczne wykony-
wano wielokrotnie na miazszu i w zakresie Vis. Ksztalty opublikowanych widm
iich skale podobne sa do widm plastréw natychmiast po wycieciu. Takze glebo-
kos¢ 1 zasieg oswietlenia probki migzszu w uktadzie spektrofotometru z kula
rozpraszajaca, oceniane sg na kilka milimetrow do wnetrza miazszu, chociaz
niektore poglady mozna uznaé za dyskusyjne [52,118].

Dotychczas nie uzywano widm czasowo rozdzielonych i spektrofotometrii
odbiciowej (dyfuzyjnej) miazszu do charakterystyki szybkich reakcji metabo-
licznych w jablkach. Podobne badania znane sa jednak od dawna w naukach
biofizycznych [235]. Praktyczne zastosowanie w medycynie to np. pomiary
i analizy sprawnosci wymiany tlenowej, ktére wykonuje si¢ wprost w naczy-
niach krwiono$nych pod skoéra pacjenta [149].

Obecnie na szybki rozwdj spektrofotometrii odbicia rozproszonego pozwala
dostepnos¢ laseréw diodowych, $swiattowoddw, a najnowsze metody wykorzys-
tuja nano- i pikosekundowa modulacj¢ swiatta laserowego [35]. Mozliwe sg tez
bardzo rozlegte badania w warunkach polowych, w sadzie i przechowalni [255].
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Oczekiwane jest powszechne wprowadzenie metod spektrofotometrii odbiciowej
do oceny jakosci jabtek zamiast metod kolorymetrycznych, poniewaz zapewnia
znacznie wigksza czuto$¢ i powtarzalno$¢ pomiaréw, a takze utatwia wniosko-
wanie na podstawie analiz statystycznych.

6.2.2. Brazowienie w zakresie UV

W tej pracy wykazano, ze zmiany widma miazszu w zakresu ultrafioletu
wyprzedzaja znacznie zmiany w zakresie widzialnym, a rzeczywisty, enzyma-
tyczny proces brazowienia miazszu nie jest widoczny okiem ludzkim. Jednak
miazsz i jego $wiezos¢ badano poczatkowo tylko w zakresie $wiatta widzialnego
i od tego rozpoczeto studia nad reakcja enzymatycznego brazowienia zachodzaca
wprost w cigtej tkance.

Najwigcej informacji o brazowieniu enzymatycznym w zakresie ultrafioletu
pochodzi z badan na modelach, tzn. rozcienczonych ekstraktach z owocow. Juz
w publikacjach sprzed prawie 50 lat prezentowane sa widma reakcji brazowienia
1jej inhibicji uzyskane z roztwordw polifenoli [68,170]. Wspotczesne analizy
polifenoli metodami HPLC [161] w roznie przygotowanych ekstraktach z jabtek,
a gléwnie w sokach wykonanych wg réznych technologii tloczenia, sa znacznie
doktadniejsze. Wyniki licznych analiz chemicznych zwrocity uwage na mozliwosé
oceny zréznicowania procesow redoks, jakie musza wystgpowaé w réznych stre-
fach owocu. Brano to juz pod uwage ponad 60 lat temu w pracach z zakresu
biologii, analizujac uktady redoks w réznych tkankach i na granicach faz — zywa
tkanka i powietrze [243]. Wyniki tych fizjologicznych badan owocéw stymulo-
waly wykonanie analiz w zakresie ultrafioletu. Dotyczy to opublikowanych pasm
ok. 260 nm, 280 nm i 320 nm w klarownych roztworach i przebiegu reakcji we-
dhug regut i warunkow uktadéw redoks.

Kuczynski i in. [107] analizowali zmiany w widmach odbiciowych UV brazo-
wiejacego miazszu juz po 2 min i wykazali zadowalajacg czutos$é spektrofoto-
metru dwuwiazkowego z kulg rozpraszajaca do badan naukowych. Sktonito to ich
do poszukiwan, podobnej jak w widmach Vis zarejestrowanych na przecierach
brzoskwiniowych, konstruktywnej interpretacji szybkich zmian — spadku, a réwniez
1 wzrostu absorbancji rozproszonej w kilku szerokich pasmach widma UV [109].

Prezentowane sa od bardzo dawna w licznych publikacjach wyniki analiz
chemicznych polifenoli w sokach Iub ekstraktach z jabtek [31,57,167], a obecnie juz
coraz czesciej w jabtkach [128,188]. Biorg one pod uwage (zwlaszcza przy ocenie
technologii tloczenia) zawarto$¢ polifenoli w migzszu, w skorce jabtka, gniezdzie
nasiennym i w nasionach. Awad 1 in. [10,11] opisali najwiekszg ilos¢ czynnikow
wplywajacych na zmiennos$¢, licznych polifenoli w jabtkach. Autorzy uwzglednili
warunki uprawy w sadzie, potozenie jabtka na drzewie, strong¢ nastoneczniona,
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rozne czesci owocu, a takze komorki gromadzace polifenole i inne. Natomiast Leja
1in. [128] uwzglednili zmiany polifenoli w skdrce podczas dlugiego przechowy-
wania owocOw w komorach chlodniczych. Jednak elementy budowy tkankowej
znacznie si¢ roznia rodzajem i st¢zeniem akumulowanych w nich polifenoli [38].
Takze w niejednakowym stopniu polifenole sa z nich wydobywane podczas ekstrak-
cji. Problemy z analiza chemiczng polifenoli, a zwlaszcza ich ekstrakcja z tkanek
owocOw omawiane sg w najnowszych pracach [103,194,195]. Wskazujg one na
coraz nowsze metody ekstrakcji [148], doktadniejszy rozdziat chromatograficzny
inowe skladniki — niespodziewanie duze ilosci bezbarwnych antocyjanéw w jabi-
kach (bardzo liczna grupa zwiazkow), ktorych zawartosci w ogdlnym udziale polife-
noli w jabtkach dotychczas niedoceniano [3,63]. Obecnie wydzielono juz 6 grup, do
ktorych naleza polifenole z jabtek [63]. Kolekcje opublikowanych i zidentyfikowa-
nych w jablkach polifenoli siggaja ponad 15 réznych zwiazkéw. Jednak ekstrakcja
ilosciowa polifenoli z jabtek nadal nie jest doktadna, gdyz sg one silnie i bardzo
réznie zwiazane z elementami strukturalnymi komorek i tkanek. Wedtug analiz
chemicznych [128,171,188] ich zawarto$¢ w owocach jest bardzo zmienna i moze
si¢ 16zni¢ od 2 do 5 razy dla odmian uzywanych w sokownictwie. Nadal brakuje
uszeregowania polifenoli pod wzgledem udziatu i roli w enzymatycznym brazowie-
niu miazszu. Natomiast juz najstarsze analizy chemiczne wskazuja, ze w przecierze
z czystego migzszu jablek do gléwnych sktadnikéw polifenolowych mozna zaliczy¢:
kwas chlorogenowy, epikateching, a takze ksyloglukozyd floretyny [137,169,170].
W tej pracy wykorzystano wyniki badan sktonno$ci odmian do brazowienia
miazszu, zeby optymalnie wybra¢ zestaw 9 odmian do jednoczesnie wykonane;j
analizy chemicznej. Wybrano odmiany w ten sposob, aby pokrywaty maksymalnie
szeroki zakres brazowienia. Na wybranych odmianach poznano dotychczas nie-
znane i szczeg6lne profile czterech polifenoli wystepujacych w miazszu: kwasu
chlorogenowego, epikatechiny, ksyloglukozydu floretyny, procyjanidyny B2 [109].
Decydujacy wptyw na sktad i proporcje stgzen polifenoli miat stan dojrzatosci
konsumpcyjnej owocow, ktory byt przedmiotem zainteresowania i analizy. Zwro-
cono uwage na odmiang ‘Szampion’ o niezwykle niskiej zawarto$ci kwasu chloro-
genowego w migzszu (podobnie ‘Gala’ i ‘Elstar’), lecz o wysokiej zawartosci epi-
katechiny [98] . Wyniki tych poréwnan zostaty potwierdzone (wykonane w naszej
strefie klimatycznej) kilkoma nowszymi i doktadniejszymi w skali bezwzgledne;j
metodami analitycznymi [141,188]. Pierwszy raz wskazano na krancowo rdzne
odmiany ‘Bankroft’ i ‘Boiken’. Odmiana ‘Bankroft’ o najwyzszej zarejestrowane;j
ilosci epikatechiny i przecigtnej ksyloglukozydu floretyny, natomiast ‘Boiken’
przeciwnie, z najnizsza zaobserwowang iloscig epikatechiny i najwyzsza obserwo-
wang iloscig ksyloglukozydu floretyny, a obie dos¢ zasobne w kwas chlorogenowy.
W kilku pracach wykazane zostato, ze enzym oksydaza polifenolowa jablek jest
co najmniej kilkakrotnie bardziej aktywna w reakcji z kwasem chlorogenowym niz



109

z katechinami [170]. Ponadto w mieszaninie katechin z kwasem chlorogenowym
szybko$¢ utleniania katechin jest znacznie wigksza niz oddzielnie, natomiast utlenia-
nie samego kwasu jest wtedy wolniejsze [173]. Podobnie Oleszek [170] stwierdzil,
ze modelowy roztwor ksyloglukozydu floretyny z kwasem chlorogenowym albo
z epikateching utlenia si¢ szybko z wytworzeniem bardzo ciemnych produktow.
Z tych badan modelowych wiadomo byto, Zze na szybkos$¢ brazowienia sokow
i przecieréw, a prawdopodobnie takze miazszu moze wptywac wspodtdzialanie
substratow fenolowych. Okreslano to jako proporcje zawartosci kwasu chlorogeno-
wego do epikatechiny albo kwasu chlorogenowego do ksyloglukozydu floretyny
w jabtkach. Dlatego gdy badano brazowienie ekstraktéw z jablek, to zawsze przy-
czyna szybkiej reakcji brazowienia byty wysokie stgzenia kwasu chlorogenowego,
a powstawanie intensywniejszej brazowej barwy wymagato wyzszych stezen flawo-
noidéw. Duza sktonnos¢ do brazowienia pewnej grupy zbadanych odmian wyjasnia-
no przemianami z udzialem kwasu chlorogenowego [188]. Drugim czynnikiem
zmian barwy mogly by¢ pochodne flawonoidoéw, przy udziale ktorych barwniki
brazowe sa silniej zabarwione niz te wprost z kwasu chlorogenowego. Dlatego
Oszmianski i1 Sorzyniski [177] podali prosta receptg. Szybkos¢ brazowienia enzyma-
tycznego przetworow jablkowych jest zalezna od proporcji flawonoidow do kwaséw
fenylopropenowych (np. kwasu chlorogenowego). Ponadto, ze utlenione katechiny
maja bardziej ciemnobrazowy kolor, gdyz maksimum pochtaniania roztworu jest
przy dtuzszej fali $wiatla niz utlenionego kwasu chlorogenowego. Dla katechin jest
to juz bliskie 400 nm, a dla kwasu w zakresie niewidzialnym ok. 320 nm. Uzyskano
informacje praktyczne o kinetyce brazowienia roztworéw modelowych, ktore udato
si¢ przenies$¢ do produkcji sokow i przecieréw z jabtek [218].

Metody i wyniki dotychczas opublikowane sa jednak odlegte od wytwarzania
barwnikéw w migzszu. Procesy oksydoredukcyjne w uszkodzonej tkance miazszu
nie zachodza w roztworach, tak jak to ma miejsce w badaniach sokow. Komorki
uszkodzone pozostaja w zywej tkance i Srodowiskiem reakcji jest w wiekszosci
granica faz oraz specyficzny dla zywych komorek uktad $cian i blon. Wiele meta-
bolitow wystepuje w postaci trwatych potaczen, np. glukozydowych zwigkszaja-
cych ich polarno$¢. Metabolity te szybko moga si¢ taczy¢ z celuloza $cian i btona-
mi, a tylko cze$¢ jest dostgpna w rozpuszczalnej i wolnej formie. Dla poznania
przebiegu tego typu reakcji czgsto efektywne jest utworzenie (np. w badaniach
biofizycznych) wigkszego agregatu o regularnej lipidowo-biatkowo-barwnikowej
strukturze [62,217]. Dlatego przemiany z udziatem polifenoli nalezato zbadaé
w warunkach najbardziej zblizonych do naturalnych, aby uzyskane informacje
byly przydatne w przysztosci do kontroli $wiezosci w technologiach sadowni-
czych, przechowalniczych i przetworczych.

Pasma UV, w ktérych wystgpuje zanik lub powstawanie chromoforow kwasu
chlorogenowego, epikatechiny, ksyloglukozydu floretyny trudno jest znalezé
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w cigtym miazszu. Jak to wykazano w zakresie Vis w badaniach chlorofili, karote-
noidow i antocyjandw takze istotny wplyw na widma ma rozpuszczalnik i st¢zenie
barwnikow [62,100,101,108]. Wynika to oczywiscie z otrzymywania widm elektro-
nowych z osrodka o duzej gestosci optycznej, w ktorym zachodzi agregacja barwni-
kéw, kopigmentacja, fluorescencja i reabsorpcja swiatta. Pomimo tego i pomimo
réznic w strukturze tkanki badanych odmian [156,157] w tej pracy wykazano wptyw
réznej zawartosci kwasu chlorogenowego w miazszu na zmiany absorbancji rozpro-
szonej w pasmie 342 nm.

Absorpcja $wiatta ultrafioletowego UV przez miazsz jest niezwykle silna,
gdyz w tym zakresie wiele substancji organicznych pochtania swiatto. Wiadomo,
ze prostymi metod spektrofotometrycznymi mozna analizowa¢ tylko pasmo brazo-
wych barwnikéw (melanin). Ogromng rdznice w absorpcji migzszu (2-3- krotny
wzrost absorbancji) widaé¢ przy poréwnaniu widma UV i widma Vis.

Niewiele jest metod fizycznych lub chemicznych umozliwiajacych sledzenie
zmian stezen substratow i produktow w miejscu uszkodzenia tkanki. Z analiz
chemicznych polifenoli w migzszu (np. metodga HPLC) mozna uzyskaé¢ informa-
cj¢ o stezeniu poczatkowym w miejscu uszkodzenia albo w brazowej juz pulpie
z uszkodzonej tkanki [5,6]. Amiot i in. [6] podczas badan §wiezego, a potem
uszkodzonego przez uderzenie miazszu z 11. odmian jablek stwierdzili duze
ubytki substratow, ktore wynikly z brazowienia miazszu. Przekraczaly one 50%
stezenia kwasu chlorogenowego. Znaczne tez byly ubytki epikatechiny i innych
polifenoli w miazszu.

Pomimo ze w widmach UV zachodza zmiany wywotane enzymatycznym bra-
zowieniem i zwiazane sg z tak bardzo réznymi substratami i produktami, to ich
pasma absorbancji rozproszonej nakladaja si¢ na siebie. Jednak zmiany te zacho-
dza w czasie 1 obserwowane w widmach réznicowych, wyrazniej ujawniajg pow-
stawanie 1 ubytek substancji chemicznych [107]. Taka posta¢ wynikow jest jednak
niewygodna do analiz ilo$ciowych, bo sa to widma lub co najmniej kilka pasm, jak
wykazano w nastgpnej pracy [103].

Z widm czasowo rozdzielonych otrzymano parametryzacj¢ po ich opracowa-
niu metodami chemometrycznymi i przejrzyste informacje [103]. Do takiego opra-
cowania sktonity analizy istotnych korelacji stgzen polifenoli okreslanych w migz-
szu z kilkoma pasmami widm UV i przy réznych czasach brazowienia [98,109].
Przesunigcie w czasie przyrostu lub spadku absorbancji w niektorych pasmach
dawato nadziej¢ na utworzenie funkcji aproksymujacych zawartos¢ kilku polife-
noli na podstawie pomiarow absorbancji rozproszonej i czasu [107]. Analizy
numeryczne wykonane na rdéznorodnych ukladach parametréw, ktoére pobrano
z widm rozdzielonych czasowo, doprowadzily do optymalizacji i w efekcie do
ograniczenia pomiaréw. Z widma UV wykorzystano 6 pasm: pasma UV-A (380,
346, 332), pasmo UV-B (310) i pasma UV-C (280, 258) i 6 czaséw pomiarowych
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kinetyki: 0, 2, 4, 6, 8, 12 min. Zadowalajaca zgodno$¢ stezen przewidywanych na
podstawie widm rozdzielonych czasowo i oznaczonych metoda HPLC wskazuje, ze
dobrze wybrano pasma zwiazane z substratami reakcji i czas w warunkach ekspery-
mentu. Wyniki te sa zadowalajace, przy tak bardzo zréznicowanych wlasciwosciach
optycznych tkanek [103].

Przedstawione badania brazowienia miazszu wykazaly, ze nie ma podstaw,
by odrzuci¢ hipotezg o silnym zwiazku zmian absorbancji miazszu w zakresie
UV-Vis z polifenolami, ktore sa znanymi substratami enzymatycznego brazowie-
nia sokow 1 przecieréw z jablek. Wyniki wskazuja na dominujaca role zawartosci
kwasu chlorogenowego w przemianach i zapewnianiu duzej szybkosci, wykorzys-
tania innych grup polifenoli do tworzenia brazowych barwnikéw w miazszu. W tej
pracy wykazano takze, ze najszybsze ogniwo laficucha reakcji, ktére zaobserwo-
wano w UV jest istotnie zwiazane z objgtoscia przestrzeni miedzykomorkowych,
a wigc najprawdopodobniej z iloscig tlenu dostgpnego do reakcji. Pasmo absor-
bancji rozproszonej w dalekim UV mogtoby takze odpowiada¢ udziatowi ksylo-
glikozydu floretyny w reakcji brazowienia miazszu.

Prezentowane wyniki i ich analiza upowazniaja do przedstawienia najbardziej
prawdopodobnego wyjasnienia. Podstawa rozdziatu kilku grup polifenoli w meto-
dzie kinetycznej, korzystajacej z widm odbiciowych UV uszkodzonego miazszu
[103], jest wykorzystanie sprzgzenia i selektywnosci szlaku przemian. Jest to
taficuch reakcji redoks podczas brazowienia miazszu, a takze uwolnionej tresci na
matrycy komorkowej. Trudno jest odnies¢ t¢ analizg i jej chemometryczne opraco-
wanie do znanych schematéw analiz chemicznych na podstawie kinetyki chemicz-
nej. Lecz mozna si¢ spodziewac, ze takimi metodami uda si¢ wykry¢ wspéldziata-
nia i niepoznane jeszcze substraty aktywnos$ci biologicznej w miazszu podczas
brazowienia w réznych warunkach przebiegu tej reakcji.

W analizie chemometrycznej utworzono sktadowe glowne, tzn. funkcje, ktore
wigza zawarto$¢ polifenoli w miazszu z pomiarami spektrofotometrycznymi bra-
zowiejacego migzszu. Funkcje te szacujg stgzenia biologicznie aktywnych substancji
1 s3 to miary fizyczne. Moga by¢ one wartosciowa oceng $wiezo$ci migzszu.
Swiezo0$¢ w tych analizach, powigzana jest z forma aktywnosci biologicznej przy
usuwaniu reaktywnych form tlenu z uszkodzonego miazszu.

Czgsto badacze wskazuja, ze na zawarto$¢ polifenoli ma wptyw zastosowana
technologia dojrzewania owocow po zbiorze i przejrzewanie w komorze przecho-
walniczej, stopien dojrzatosci owocodw przyjetych do badan, a wigc ich §wiezo$¢.
Wykazano, ze w owocach umieszczonych w chtodni w poczatkowym okresie
nastgpuje synteza kwasu chlorogenowego [74]. Poréwnano stezenia polifenoli
w owocach dla stadium dojrzatosci konsumpcyjnej (dla miazszu najbardziej przy-
datnego, jako $wiezo cigte jabtka) i dla stadium dojrzatosci handlowej. W stadium
dojrzatosci konsumpcyjnej stwierdzono generalnie nizszy poziom kwasu chloroge-
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nowego, a wyzsze stezenie epikatechiny [103,188]. Najwigcej jednak analiz
polifenoli wykonywanych jest w stadium tzw. dojrzatosci handlowe;j jablek. Niedo-
ktadnie okreslone stadium dojrzatosci jabtek moze by¢, jak wynika z duzego zakresu
zmiennos$ci wynikdw brazowienia przedstawionych w tej pracy, powodem rozbiez-
nosci w podawanej przez réznych autorow, zawartosci polifenoli [5,128,188].
Niekiedy stadium dojrzatosci mozna okresli¢ doktadniej metodami fizykochemicz-
nymi, np. mierzac wydzielanie etylenu [6]. Dlatego w tej pracy, do obiektywnego
skalowania owocow wg stadium (stopnia) dojrzatosci ich migzszu, przygotowano
technike prostej spektrofotometrii odbiciowej w widzialnym pasmie 440 nm, fluo-
rescencj¢ chlorofilu i potencjometri¢ elektrodowa redoks. Teraz kazdy owoc moze
by¢ zmierzony metoda fizyczna, ktora cechuje duza precyzja opisu. Doktadnos¢
metod fizycznych umozliwia poznanie struktury zmiennosci parametrow materiatu,
wplywu wielu czynnikow interesujacych naukowcow zajmujacych si¢ problemami
sadownictwa, przechowalnictwa i przetworstwa [3,240].

6.3. Pomiar $wiezosci poprzez brazowienie miazszu

Swiezo$é zywej tkanki roslinnej jest obecnie doceniana w ocenie jakosci owo-
coéw bowiem wiadomo, ze ksztaltuje wartos¢ zywieniowg produktu. Nadal okreslana
jest organoleptycznie — wrazeniami towarzyszacymi jedzeniu [192]. Metody oceny
jakosci jabtek sa stale doskonalone w badaniach naukowych, a zwlaszcza przy
okazji zmiany technologii [214,215]. Ta sama cecha jakosci z uptywem czasu jest
inaczej rozumiana, a wtedy inaczej mierzona, wyrazana i oceniana. Swiezos¢ nadal
nie jest dokfadnie rozpoznana cecha. Nie jest takze opisana parametrami jakosci
z zakresu analiz fizykochemicznych — parametrami barwy, tekstury lub skfadem
chemicznym [219]. Zapewne sytuacja taka jest zadowalajaca przy ocenie catych
owocow, lecz brak obiektywnych metod nie pozwoli zapewni¢ okreslonej aktyw-
nosci biologicznej, jakiej bedzie oczekiwat konsument np. od cigtych swiezych
jabtek. Swiezo$é zawsze pozostanie subiektywna, konsumencka oceng organo-
leptyczna a bedzie odniesieniem dla metod obiektywnych (aparaturowych). Wiele
rozwiazan przedstawiono w tej pracy do wykorzystania przy wprowadzaniu obiek-
tywnych metod okreslania §wiezosci.

Nalezato w pracy zwroci¢ uwage na duza doktadno$¢ pomiaréw optycznych
lub redoks. Z badan wynika, ze nierownomierny rozwo6j i dojrzewanie lub przej-
rzewanie owocOw sg gtéwnymi przyczynami niejednorodnosci surowca. Ulegaja
zmianie precyzyjnie ustalane parametry w technologiach sadowniczych, chlodni-
czych, przetworczych i wptywaja na jakos¢ surowca i produktu [215]. Ostatnio
stwierdzono, ze istotne jest miejsce w owocu, istotne sg réwniez réznice pomigdzy
strong z barwa zasadnicza lub z rumiencem i w uktadzie radialnym, a ponadto
okreslono znaczny udziat czynnika czasu. Juz przy parametrze jedrnosci [104]
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pojawia si¢ wyrazna asymetria rozktadow statystycznych i niejednorodnosé
wariancji parametrow fizycznych owocow. Teraz otrzymano te same efekty — np.
dla nowo wprowadzonego parametru ,,trwato$¢ barwy” miazszu czastek wycietych
z jablek. Niewielka zmiana stadium dojrzato$ci owocu, i to w stanie dojrzatosci
konsumpcyjnej, skutkowata znacznymi zmianami trwato$ci barwy czastek. Podo-
bny kifopot jest z modelowaniem innych szybko zmieniajacych si¢ parametrow,
np. opisujacych nietrwate owoce truskawki lub maliny [94,111].

Badajac jabtka w tej pracy, mozna byto zachowa¢ naturalna strukture zmien-
nosci plonu zebranego w sadzie. W ramach tej struktury, jedynie do badan meto-
dycznych, wprowadzano klasy wybarwienia. Nastepnie wyeliminowano te klasyfi-
kacjg i postugiwano si¢ parametrem — absorbancja rozproszong w pasmie 440 nm
kazdej czastki $wiezo wycigtej z jabtka. Uzyto go do oceny zréznicowania dojrza-
tosci miazszu jabtek. W ten sposob model kinetyki brazowienia stat si¢ parame-
tryczny 1 opisuje wszystkie owoce zebrane w sadzie, ktore poddano wpierw prze-
chowywaniu do osiagnigcia dojrzatosci konsumpcyjnej, a potem przetwarzaniu na
cigte swieze jablek. Przedstawione powyzej problemy ze zmienno$cia miazszu
mozna bylo pomija¢ poza sadownictwem, gdy surowiec wymieszano, wykonano
z niego sok i uzyskano usredniong informacje [3]. Jednakze i tu byty niespodzianki.
Oszmianski, Sorzynski i Lee wykazali [173,178], ze juz niewielki dodatek surowca
z wigksza zawartoscig kwasu chlorogenowego powoduje dramatyczne przy$piesze-
nie degradacji polifenoli i to w bardzo duzej masie przecieru jabtkowego, a jest .
wygodne w produkcji sokéw klarowanych [218].

Wraz z rozwojem metod pomiarowych udoskonalone zostaly metody statys-
tyki doswiadczalnej. Statystyka dostarcza metod opisu i wnioskowania. Nie
wszystkie wyniki mozna przybliza¢ rozktadami normalnymi. Przy wykorzystaniu
niektorych miar, zwlaszcza aparaturowych ocen z zakresu organoleptyki, brak
zgodnosci z rozkltadem normalnym jest oczywisty [56,229]. Ogranicza to wprost
uzycie sredniej, odchylenia i trzeba wprowadzaé¢ specjalne procedury postepowa-
nia z wynikami pomiaréw [14,199,227]. Obecnie dostepnych jest wiele metod
pomiarowych, a stad i r6znorodne parametry fizyczne. Wymaga to stosowania
w badaniach liniowych i nieliniowych wspétzaleznosci pomigdzy nimi i redukcji
parametrow (wymiardw) [39,227]. Zastosowania metod statystyki, nazywane
w chemii zywnos$ci chemometrig [25,28], umozliwiaja powigzanie wielu parame-
trow pochodzacych z analiz widmowych z substratami brazowienia. W ten sposéb
powstaja miary optymalne. Zastosowanie nowych metod w naukach sadowni-
czych, w technologii przetworstwa jest rowniez zalezne od mozliwosci zbadania
wielu probek (z wielu odmian i okreséw przechowywania) nowoczesnej, ale
idrogiej aparatury chemicznej. Te procedury analityczne wymagaja znacznego
uproszczenia, aby mogty by¢ wykorzystane powszechnie w badaniach. Taka role
moga petni¢ obiektywne metody oceny $wiezosci jablek.
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Po analizie mozliwosci badawczych, wybrano dwie metody do realizacji
gtownego celu badan — oceny $wiezo$ci migzszu: spektrofotometri¢ odbiciowa
w zakresie widzialnym, ktorg badano pasmo 440 nm $wiatta odbitego od czastek
jabtka [107,113] i potencjometri¢ elektrodowa redoks, ktora rejestrowano poten-
cjat elektrody uszkadzajacej komorki migzszu jabtek [99]. Uzyto zatem metod
fizycznych, zeby okresla¢ aktywnos$¢ biologiczna miazszu jako reakcji na mecha-
niczne uszkodzenie. Poniewaz obie metody nie byty stosowane w badaniach
enzymatycznego brazowienia, udowodniono, ze daja one wiarygodne informacje
o owocach i 0 zmianach podczas brazowienia. Dotad mozna bylo mie¢ zastrze-
zenia do mozliwos$ci metod fizycznych z uwagi na bardzo duza zmiennos¢ wias-
ciwosci badanego miazszu jablek, ktory teraz zbadano i opisano parametrami.

6.3.1. Kryteria optyczne SwiezoSci

Badania wykonane w tej pracy wykazaty, ze parametr optyczny (absorbancja
rozproszona na 440 nm — A,) miazszu czastki §wiezo wycietej z jablka dobrze
klasyfikuje jabtka w stadium dojrzato$ci konsumpcyjnej pod wzgledem dhugosci
okresu przechowywania i stopnia ich dojrzatosci. Przeprowadzone badania fluory-
metryczne miazszu wyjasnily to zjawisko. Ustalono, ze duza zmiennos¢ wspot-
czynnika odbicia przy diugosci fali §wiatta 440 nm dla miazszu, natychmiast po
jego przecigciu (dotyczy to takze absorbancji rozproszonej przy 440 nm), mozna
wyjasni¢ rézng zawartoscia chlorofilu w tej tkance. Zr6znicowany rozktad chloro-
filu w miazszu stat si¢ bardzo istotnym elementem upraszczajacym oceng zrézni-
cowania dojrzato$ci miazszu jabtek konsumpcyjnych. Wartosci absorbancji
rozproszonej na 440 nm — Ay mozna réwniez zaproponowac do standaryzacji
$wiezosci calych jablek wyjetych z komory przechowalniczej. Umozliwiaja to
okre$lone i zestawione dla wielu odmian warto$ci absorbancji miazszu jabtek
w stadium dojrzalosci konsumpcyjnej. Parametrem tym opisano réwniez naturalng
strukture dojrzatosci owocow po przechowywaniu. Zauwazono roéwnoczesnie, ze
rozktad statystyczny tego parametru ma bardzo duza zmienno$¢ w badanej probie.
Wynika z tego, ze nie jest mozliwe utrzymanie zmiennosci parametrow optycz-
nych czastek z jabtek w takich granicach, zeby ich barwa nie byla rozrézniana
przez konsumenta. Moze si¢ przez to wydawac producentowi cigtych jablek, ze
koniecznoscig jest sortowanie surowca, lub ze dla czgsci surowca mozna opdznic
i zaniedba¢ hamowanie brazowienia. Jednak taka struktura zmienno$ci parametru
jest ,.etykieta naturalno$ci” produktu i odréznia $wieze owoce od produktu utrwa-
lonego i najczgsciej juz ujednoliconego.

Po przecigciu miazszu reakcja enzymatycznego brazowienia jest natychmias-
towa. Dlatego w tej pracy czesto stosowano wstgpne schlodzenie surowca
i bardzo szybka aplikacje¢ inhibitoréw na powierzchnig. Ustalono, ze w dotych-
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czas wykonanych pracach technologicznych uzywany byt zbyt dtugi czas w ope-
racji przygotowania czastek do inhibicji chemicznej i fizycznej, a potem do
pomiaru barwy odniesienia. Wynika tak z poréwnania opublikowanych wspét-
rzednych barwy L*, a*, b* dla czastek. Okazuje si¢ i zostanie to ponizej wyjas-
nione, Ze najczesciej zajmowano si¢ tylko testowaniem skutecznosci inhibitoréw,
a stosowano je rowniez na ,,brazowe” tkanki.

Do oceny efektywnosci zabiegéw hamowaniu brazowienia enzymatycznego
stosowanych jest wiele procedur pomiarowych: kolorymetria, spektrokoloryme-
tria, ekstrakcja i pomiar stezenia barwnikéw, poréwnywanie produktu z fotogra-
fiami lub przez zespot przygotowany do skalowania organoleptycznego. Zwykle
prezentowane sg przebiegi czasowe zmierzonych parametréw i omawiane wzgled-
ne ich zmiany lub réznice wywotane czynnikami. Jednak metodami tymi nigdy nie
okreslano dopuszczalnych zmian parametréw czastek z jabtka podczas brazo-
wienia i nie podano kryterium akceptacji ich $wiezosci lub jej odrzucenia.

W badaniach inhibicji brazowienia najbardziej popularna jest uproszczona
analiza wynikow wprowadzona przez Sapersa i Douglasa [202]. Na podstawie
przegladu literatury i uzywanych parametréw optycznych wybrali oni jasno$é L*
do oceny efektywnosci inhibitoréw, a takze zaproponowali pomiar odbicia w za-
kresie fioletu. Pomiary odnosili (standaryzowali) do wynikéw otrzymanych z pré-
bek swiezo po ich wycigciu. Prezentowali wyniki procentowe w funkcji czasu na
wykresach kinetyki brazowienia. Okreslali czas trwania plaskiej, poczatkowe;
czgsci wykresu i nachylenie fazy wzrostu — szybkos$¢ procesu w warunkach pro-
wadzonych badan. Jeszcze dzisiaj nalezy uznaé te pierwsze pomiary za niezwykle
doktadne. Wskazali [202] okres czasu, w ktorym zmiany wywotane brazowieniem
nie sg rejestrowane jako zmiana jasnosci L*. W tej pracy wykazano, ze zmiany
mozna w sposob ciagly (od ok. 2 min) mierzy¢ w zakresie widzialnego fioletu
w swietle odbitym w pasmie 440 nm.

Poniewaz czgsto uzywano wzglednych parametréw, ktore wprowadzit Sapers
1 Douglas [202], testowano efektywnosci inhibitoréw takze na czastkach z jablek,
ktore byly w niewidoczny sposob ,,brazowe” i mogly by¢ zaakceptowane przez kon-
sumenta. Wynika to z faktu, ze wspotrzedna L* nie zmienia wartosci natychmiast,
od chwili przecigcia migzszu, a takze nie umozliwia odréznienia §wiezo ucietych
czastek z jabtek od nieaktywnych biologicznie w miazszu bo wybielonych substan-
cjami chemicznymi. Niektorzy jednak wskazywali na ujemne wyniki otrzymane
w pierwszych pomiarach zaraz po inhibicji. Taka metodyka pomiaréw i analiza
wynikéw ma wartos¢ w rutynowych pracach technologicznych, jak u Sapersa
1 wspOtpracownikow [204-207], lecz jak stwierdzono teraz, nie przydaje sie w bada-
niach brazowienia lub udziatu polfenoli w §wiezosci jablek.

Tworzenie wskaznikéw do oceny aktywnosci polifenoli w miazszu i doktadna
ocena §wiezosci wymaga uzycia bardzo precyzyjnej aparatury spektrofotometrycz-
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nej i stosowania metod chemometrycznych do opracowania pomiaréw. Natomiast
uproszczenie metody do jednego pasma 440 nm, tworzy analize latwiejsza do
uruchomienia w badaniach technologicznych przy ocenie §wiezosci surowca
i efektywnosci technologii. Poniewaz niektdére prace informuja o tworzeniu sig
wielobarwnych zwigzkow melaninowych, uwzgledniono t¢ informacje w wyko-
nanych pracach. Zastosowane proste inhibitory nie wprowadzity istotnych zmian
ksztattu widma Vis migzszu do momentu, gdy zmiany cigtego migzszu byly
jeszcze akceptowane organoleptycznie [114]. Mozna byloby jednak oczekiwa¢
takich zmian w zakresie widzialnym, gdyby zastosowac¢ silniejsze inhibitory albo
obserwowaé brazowienie czastek znacznie dtuzej i nie zakonczy¢ badan po prze-
kroczeniu 0,15 Abs (przyrost absorbancji rozproszonej w pasmie 440 nm).

W tej pracy uzywano parametru, ktorego skala zmian umozliwia utworzenie
obiektywnego kryterium $wiezosci dla brazowiejacych czastek z jablek. Sa to dla
miazszu ,,zmiany zauwazane” i ,,zmiany akceptowane” przez konsumenta. War-
tosci krytyczne ustalono na podstawie znanej z kolorymetrii obiektywnej czutosci
oka ludzkiego [151] i na podstawie zmiennos$ci barwy §wiezo pocigtego surowca.
Podobna probe ustalenia limitow dla przyrostu absorbancji rozproszonej w pasmie
440 nm wykonano na podstawie ocen organoleptycznych czastek z kilku odmian
[115]. Wtedy to wyniki ocen poréwnano z przyrostem absorbancji rozproszonej
w pasmie 440 nm, a takze z wartosciami catkowitej r6znicy barwy dE*. Limit
,,zmiany zauwazane” wynosit 0,04 Abs i odpowiadata temu catkowita réznica bar-
wy ok. dE* = 2. Natomiast limit ,,zmiany akceptowane” w miazszu (lub kryterium
odrzucenia) wynosit ok. 0,08-1,2 Abs i dla zbadanych odmian odpowiadal catko-
witej roznicy barwy dE* = 4-6.

Zmiany absorbancji czastek z jabtek, wywotlane brazowieniem, moga by¢
zanotowane aparaturowo juz od drugiej minuty po wycigciu czastki, gdy brazo-
wienie migzszu nie jest hamowane w normalnych warunkach otoczenia. Po 6 do
8 min zmiany w widmie dla wielu odmian, osiagaja rejon widzialnego fioletu
i konsument zauwazy juz te roznice [115]. Jednak w tym czasie, jak stwierdzono
w naszych badaniach, zachodza reakcje enzymatyczne najistotniejsze dla dalszego
rozwoju brazowienia. Po 8 min zmieniaja si¢ istotnie wspoirzedne barwy L*, a*,
b*, a po 32 min parametr catkowitej réznicy barwy dE* dla wielu odmian przekro-
czy wartos¢ 4. Ta warto$¢ wskazuje, ze obserwator fatwo odréznia zmiang barwy.
W tym zakresie czasowym zmiany catkowitej réznicy barwy dE* sa zwykle
mniejsze od 6, a wigc mozna zmierzy¢ i wyskalowa¢ wrazenie zmiany barwy. Do
tego celu stuzy parametr catkowitej roéznicy barwy dE* wg normy CIE L*a*b*.
Jednak w wielu pracach analizuje si¢ skuteczno$¢ hamowania brazowienia i ko-
rzysta z catkowitej réznicy barwy dE* >> 10. Czastki z jabtka, ktére uzyskuja dE*
powyzej 10, maja inng barwe i nie mozna uzywa¢ dE* jako skali oceny wrazenia
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roznicy w barwie. Nalezy opisywa¢ barwe (lecz nie poréwnywaé roznych barw)
za pomocg trzech parametrow z przestrzeni barw.

W tej pracy przedstawiono pierwsze badania naukowe, w ktérych wykorzys-
tano widma enzymatycznego brazowienia otrzymane w $wietle odbitym od migz-
szu jabtek. W ten sposob tworzone sg podstawy do wprowadzenia standaryzacji
W ocenie swiezo$ci migzszu. Poniewaz pomiarami optycznymi na migzszu kazdej
czastki z jablka, zastapiono klasy o podobnym stopniu wybarwieniu skoérki jabtek,
wartosci z tych pomiaréw wykorzystano w utworzonym modelu kinetycznym
brazowienia. W modelu brazowienia uzyto wiec absorbancji rozproszonej miazszu
kazdej swiezo wycigtej czastki z jabtka. Modelem regresyjnym (,,regresja uzyt-
kownika” [227]), ktérego trzonem jest funkcja kinetyki I-rzedu uzupetniona
w liniowa zaleznos$¢ od optycznej oceny stadium dojrzatosé miazszu i od okresu
przechowywania jabtek, opisano (oddzielnie dla kazdej odmiany) pomiary absor-
bancji rozproszonej w pasmie 440 nm wykonane na wszystkich czastkach z jablek.
Uzyskano wysoki stopiefi dopasowania modelu do pomiaréw wykonanych dla
migzszu jablek z ponad trzydziestu odmian. Wynik ten uzasadnia postlugiwanie sie
odtad parametrami: szybko$cia brazowienia — v, absorbancja wysycenia brazo-
wienia — A, czasem potdéwkowym brazowienia — t,),.

Zaobserwowano, Ze miazsz z réznych odmian réznit si¢ czasem poléwkowym
brazowienia (stata kinetyki), jednak dla czastek z jablek w kazdej odmianie czas
potowkowy byt staty, pomimo bardzo réznego okresu przechowywania jablek.
Szybkos¢ brazowienia czastek w kazdej odmianie, tak samo jak 1 brazowienia
wysycenia A (wg wzoru 5, s. 3), zmalata u czastek wycietych z jablek dtuzej
przechowywanych, jak réwniez zmalata u czastek z owocow bardziej dojrzatych.
Chociaz odmiany réznily si¢ czasem potéwkowym brazowienia, to stosunek szyb-
kosci brazowienia czastek cigtych w powietrzu do szybkosci brazowienia cietych
pod woda byl niezalezny od odmiany, staty i réwny ok. 2. Byt on zadziwiajaco
stabilny, pomimo réznej zawartosci ekstraktu, réznej jedrnosci, a takze zawartosci
lub proporcji polifenoli w migzszu badanych odmian. Szczegdlne przypadki, ktore
odnotowano, gdy wptyw cigcia pod wodg byt mniej efektywny, nie zostaty
doktadniej przebadane. Wydaje sig, ze stosunek szybkosci brazowienia czastek
cigtych w powietrzu do szybkosci brazowienia cietych pod woda nalezatoby dola-
czy¢ do wskaznikow opisu $wiezosci miazszu.

Stwierdzono, ze po bardzo szybkim, krétkim brazowieniu czastek z jabtek
(test surowca) lub po dziesigciodniowym brazowieniu w obnizonej temperaturze
z uzyciem prostych inhibitoréw (test technologii) otrzymywano te same ksztaltty
widm przyrostu absorbancji rozproszonej w Vis. Mozna wiec zastosowac szybka
oceng ,.test surowca” i odnies¢ ja do diuzszego okresu przechowywania wymaga-
nego od produktu. Poniewaz metoda kinetyczna nadaje sie do ocen $wiezosci
1 zastosowan w technologiach, zmierzono parametry optyczne plastrow o roznej
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grubosci w $wietle przechodzacym i odbitym od miazszu. W ten sposob okreslono
wptyw grubosci plastra na zmienno$¢ wynikéw i poznano wymagania stawiane
aparaturze przy tworzeniu standardowej metody pomiarowe;j.

Metoda kinetyczna w pasmie 440 nm zbadano najszerszy zakres zmiennosci
materiatu sadowniczego w postaci czastek wycigtych z jabtek gotowych do kon-
sumpcji. Uzyskano zwigzty, parametryczny opis wlasciwosci miazszu i $wiezosci
jabtek z wielu odmian o wysokiej jakosci. Spetniono praktyczny aspekt badan
miazszu jabtek — tworzenia obiektywnych kryteriow $wiezosci i zakresu jej tole-
rancji. Mozna na podstawie tych wynikow (liczbowych) sformutowa¢ zalecenia do
przeniesienia metody ze skali laboratoryjnej do sadownictwa, przechowalnictwa
i przetworstwa. Poniewaz w badaniach uzyskano istotny zwiazek pomigdzy wid-
mami spektrofotometrycznymi brazowiejacego miazszu i zawartoscia w nim poli-
fenoli przyjeto, ze parametry kinetyki enzymatycznego brazowienia miazszu w spo-
sob syntetyczny opisuja $wiezo$¢ miazszu jabtek. Wykazano, ze metoda spektro-
fotometryczna i model kinetyki opracowany regresyjnie sa na tyle doktadne, ze daja
mozliwo$¢ rozwiazania problemu wyboru optymalnych parametréw technologii —
z jednej strony przez szybka oceng $wiezosci surowca i produktu, a z drugiej — przez
doktadna ocene aktywnosci inhibitoréw i wykrywanie ich naduzywania. Znacznie
one wyprzedzaja mozliwosci zaobserwowania zmian metoda wzrokowa. Informacje
o zachowanej przez miazsz aktywnosci biologicznej uzyskane z parametrow fizycz-
nych, moga poméc w automatyzacji kontroli jakosci, a takze w zachowaniu bezpie-
czenstwa produkcji cigtych swiezych jabtek.

6.3.2. Kryteria potencjometryczne Swiezosci

Pomiary miazszu elektroda redoks nie sa szerzej znane w literaturze zwiazanej
z przechowalnictwem jablek lub zagadnieniami jakosci [99]. Metodami potencjo-
metrii elektrodowej, a najczesciej woltamperometrycznymi, badane sg polifenole
w przecierach, sokach lub w roztworach modelowych [30,166,224]. Celowe byto
poznanie zmian potencjatu elektrody redoks podczas brazowienia miazszu uszko-
dzonego ta elektroda, oszacowanie rozktadu tego potencjatu wewnatrz migzszu
jabtka, wplywu strony jabtka z rumieficem i zré6znicowania odmianowego.

W obecnosci tlenu polifenole utleniane sa na drodze enzymatycznej do chinonow,
ktore charakteryzuja sie wysokim potencjatem redoks [155,184]. Potencjat elektrody
redoks jest miara potencjalnej zdolnosci do utleniania, ktéra maja zwiazki organiczne
z komorek. Chinony sa bardzo aktywne i utleniaja inne zwiazki fenolowe, aminokw-
asy, kwasy organiczne. Okresla si¢ w ten sposob tzw. potencjat mieszany. Zréznico-
wanie potencjatu elektrody redoks w ztozonym uktadzie mozna prébowaé wyjasni¢
réznicami w zawartosci zwiazkoéw fenolowych, stopniem rozdrobnienia uszkodzone;j
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tkanki i objetoscia przestrzeni miedzykomorkowej wypetionej m.in. tlenem, a w tym
znaczny jest udziat réznic odmianowych, stadium dojrzatosci — §wiezosci miazszu.

Nastepujace ograniczenia krgpowaly mozliwos¢ uzycia elektrodowego poten-
cjatu redoks do oceny whasciwosci przeciwutleniajacych sktadnikéw w zywnosci
[184,242]:

— operacje technologicznego utrwalania lub przetwarzania mocno zmieniajg
potencjat redoks zywnosci poprzez zmiany pH i przez tworzenie nowych skiadnikéw
(np. przeciwutleniaczy z utlenionych polifenoli i zwiazkéw organicznych [33]),

— potencjat standardowy czastek rodnikéw, ktore sa sktadnikami zywnosci
jest trudny do okreslenia [184],

— redoks nie daje informacji o zdolnosci molekuly do oddawania atomu
wodoru.

W badaniu swiezo$ci owocow i czastek wycietych z jabtek, dotychczasowe
ograniczenia kwalifikuja elektrodowy potencjat redoks do tego, aby byt jak najbar-
dziej uzyteczny. Za przeciwutleniacz w analizach uznany moze zostaé kazdy
sktadnik, ktory oddaje atom wodoru albo przekazuje elektron do rodnika. W tym
znaczeniu mechanizm aktywnosci przeciwutleniajacej mozna przedstawiaé na dwa
sposoby. Pierwszy odnosi si¢ do oddawania atomu wodoru przez molekute prze-
ciwutleniacza do drugiego rodnika (np. w celu powstrzymania rozprzestrzeniania
si¢ reakeji rodnikowej). Drugi spos6b — pomiary redoks, dotyczy przeptywu
elektronu z substratu redukujacego do utleniajacych czastek rodnikowych. Te dwa
elementy uwzgledniono w metodach, ktére zaproponowane zostaty do oceny $wie-
z0sci 1 zaprezentowane poprzez wyniki pomiaréw kinetycznych i redoks. Pomiar
potencjatu redoks umozliwia oceng zdolnosci sktadnikéw redukujacych do rozwi-
Jania jedynie przeptywu elektronéw. Wartosci potencjatu redoks informuja o rze-
czywistej zdolnosci uktadu do redukcji i utleniania molekut i dotycza wszystkich
form (utlenionej lub zredukowanej) obecnych w systemie. Z powodu termodyna-
micznej natury, potencjat elektrody redoks nie informuje o szybkosci reakcji.
Jednak w systemie, ktéry pozwala pozna¢ co najmniej dwa stany potencjatu elek-
trody redoks, pomiar jest uzyteczny do przewidywania, czy i w jakim kierunku
moze zachodzi¢ reakcja redukcji lub utleniania. To niezmiernie wazna informacja
przy ocenie $wiezosci jabtek.

Kuczynski [99] po raz pierwszy zbadal zmiany potencjatu elektrody redoks
uszkadzajacej miazsz jablek. Stwierdzit, Ze po uszkodzeniu miazszu wzrostowi
brazowienia odpowiada wzrost potencjatu elektrody redoks do wartosci wysycenia.
Wzrost potencjatu elektrody redoks do wartosci wysycenia wyjasniono formowa-
niem si¢ brazowych barwnikéw melaninowych. W procesie brazowienia zasobnosé
w aktywne sktadniki jest w oczywisty spos6b zmniejszana. Mozna tg sytuacje
potraktowac¢ podobnie do wytwarzania na ogrzewanej zywnosci (np. w procesie
pieczenia albo wypalania kawy, lub kakao) brazowych barwnikéw. Roglinne barw-
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niki melaninowe znane sq z silnych wiasciwo$ci zmiatania rodnikéw i jako reduku-
jace i blokujace aktywnos$¢ enzymu PPO [18,29]. Nie przypisywano im dotad
doniostej roli w zywieniu, tak jak np. flawonoidom — znaczacej wartosci biolo-
gicznej dla cztowieka lub rosliny [19,77].

W tej pracy poroéwnano pomiary redoks z widmami spektrofotometrycznymi
podczas brazowienia miazszu. Wynik potwierdzit mozliwos¢ uzycia elektrody
redoks do rejestrowania potencjatu redoks w tresci komorkowej juz od chwili
zniszczenia komodrek. Najwczesniejsze i istotne korelacje chromoforéw w wid-
mach UV z potencjatem elektrody redoks wystapity w pasmach 260 i 280 nm.
Moga to by¢ formy zwiazane ze zbadana zawartos$cia ksyloglukozydu floretyny
w miazszu [31] albo tez sktadniki $cisle skorelowane w uzytej tu metodzie analizy
chemicznej, lub wspdlnie wystepujace w miazszu jabtka. Polozenie i podwojne
pasmo przyrostu absorpcji w widmie UV jest dos¢ charakterystyczne. Autorzy
wielu prac zwracaja uwage na bardzo niskie stgzenia ksyloglukozydu floretyny
w miazszu, a wzrost zawartosci jedynie w probkach pobranych z gniazdem nasien-
nym. OpoOznione w czasie, lecz istotne korelacje potencjatu elektrody redoks
z absorbancja w zakresie powyzej 380 nm, moga mie¢ zwiazek z powstajacymi
w migzszu brazowymi barwnikami. Tak wigc analiza widma potwierdzifa uzytecz-
nos$¢ pomiaréw elektroda redoks natychmiast po jej wbiciu jak réwniez po
wysyceniu na elektrodzie.

Przyrost potencjatu elektrody redoks, ktory nastgpuje po uszkodzeniu miazszu
jest oceng efektywnosci przeciwutleniajacej miazszu od strony jego zasobow,
a wiec jest ocena jego wartosci biologicznej. Uszkadzajac miazsz elektroda,
zebrano informacje tylko w dwoch stanach redoks: natychmiast po uszkodzeniu
miazszu — redoks wbicia i po dluzszym czasie utleniania — redoks wysycenia na
elektrodzie. Uzyskane bardzo zrdéznicowane wyniki $wiadcza o tym, ze w uszka-
dzanym jabtku sa pewne przeciwutleniacze, ktdre mogg zareagowa¢ blyskawicz-
nie i s inne o dtuzszym czasie dziatania. Tym samym wykazano, ze elektrodowy
potencjat redoks daje wazne informacje o statusie przeciwutleniajacym i odnosi sig
do stezen polifenoli lub nowych produktéw w miazszu. Na tym zjawisku i wprowa-
dzonych parametrach mozna opiera¢ obiektywny pomiar $wiezosci migzszu jablek.

Poznano takze rozklad elektrodowego potencjatu redoks wysycenia w owocu.
Zdecydowanie najwyzsze wartosci potencjatu elektrody redoks uzyskiwano
zawsze blizej skorki jabtka i od strony bez rumienca (nie nastonecznionej). Inter-
pretowac to mozna bardziej rownomiernym rozmieszczeniem i wigksza aktyw-
noscia pewnej grupy polifenoli lub produktéw brazowienia w czgsci nienastonecz-
nionej miazszu, natomiast przemieszczeniem si¢ ku skorce lub ich przemiang
w czesci silniej nastonecznione;j.

Sa to dobrze rokujace wyniki badan i nalezatoby je uzupetni¢. Podana inter-
pretacja zroznicowania potencjatu elektrody redoks wymaga potwierdzenia w ana-



121

lizach chemicznych. Uruchamiany przez miazsz mechanizm detoksykacji mozna
takze bada¢ w szerszej skali, uwzgledniajac stadium dojrzatosci owocow, okres
przechowywania chtodniczego. W pracy nie zbadano tych zagadnien, zaobserwo-
wano jedynie bardzo dobrag zgodnos¢ stanu termodynamicznego miazszu z pomia-
rami kinetycznymi.

Z powodu prostoty i wiarygodnosci potencjat redoks powinien znalez¢ zasto-
sowanie w ocenie pojemnosci przeciwutleniajacej owocow (surowca) i cigtych
$wiezych jabtek. Do pomiaru uzywa si¢ do$¢ duzych elektrod i jest on tatwy do
wykonania. Mozliwe jest opracowanie standardu dla $wiezego miazszu na
podstawie dwoch zaproponowanych wartosci elektrodowego potencjatu redoks.
Kontrolowanie $wiezosci polegatoby na prostym poréwnaniu z parametrami
deklarowanymi dla surowca lub produktu.

6.4. Ochrona $wiezo$ci migzszu

Swiezo$¢ miazszu uznano za jeden z elementéw wartosci biologicznej produktu
ro$linnego [212]. Pojecie ,,wartos¢ biologiczna” obejmuje wartos¢ odzywcza rosliny
jadalnej, jej smakowito$¢ i znaczenie w utrzymania zdrowia ludzi. O wartosci
biologicznej pokarmu roslinnego decyduja nie tylko poznane sktadniki organiczne
i nieorganiczne, wywierajace okreslony wplyw na organizm ludzki, poprzez ich
wlasciwosci stuzace utrzymaniu zdrowia, ale tez, takie jak smak i zapach —
pobudzajace apetyt. Warto$¢ biologiczng mozna scharakteryzowac dopiero po
przeprowadzeniu doswiadczen zywieniowych. Stowa, ktore napisat Schuphan
w latach 60. XX wieku: ,,w niedalekiej przysztosci moze si¢ okazac¢, ze inne,
mniej zbadane lub w ogole niezbadane sktadniki owocu o wiasciwosciach probio-
tycznych zaskocza nas, ze jeszcze bardziej docenimy $wieze produkty pochodze-
nia ro$linnego” wydaja si¢ jak najbardziej stuszne [212].

Zaobserwowano, ze wiele z testowanych technik inhibicji enzymatycznego
brazowienia miazszu stymuluje procesy degradacji i sprzyja utracie jego $wie-
zosci. Analizowano wyniki badan i stwierdzono, ze brazowienie cigtego migzszu
mozna bardzo efektywnie kontrolowaé poprzez obnizanie temperatury migzszu,
ciecie pod wodg i szybkie jej odwirowanie, stosowanie bardzo matych stezen
inhibitoréw oksydazy polifenolowej [204]. Lecz badajac migzsz spektrofotome-
trycznie lub elektroda redoks migzsz uszkodzony, mozna jedynie ocenia¢ efekty
wtorne, ktorych przyczyny siegaja dalej do zmian w btonach cytoplazmatycznych
i uktadach enzymatycznych, metabolizmu komodrkowego i sterowania intensyw-
noscia procesoéw fizjologicznych znacznie glgbiej w migzszu. Wiadomo, ze polife-
nole z uszkodzonych komoérek po wniknigciu do tkanki sa utleniane juz na
$cianach i btonach komoérkowych, tam gdzie zlokalizowane sa peroksydazy.
Komorki roélinne detoksykuja wiele zwigzkéw aromatycznych, syntetyzujac ich
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potaczenia glukozydowe. Glukozylacja nastepuje dopiero w cytozolu i sa one
w aktywny sposéb, a wigc z udzialem wzmozonego oddychania, transportowane
do wakuoli i tam magazynowane. Zwiazki fenolowe, lecz gtéwnie pochodne
kwasOw, zmieniaja przepuszczalno$¢ blon cytoplazmatycznych. Wiadomo obec-
nie, ze pierwotny efekt wywierany przez fenole na btong komérkowa przejawia sie
staba peroksydacja lipidow. Peroksydacje inicjuja tez powstajace podczas utlenia-
nia fenoli ich formy wolnorodnikowe. Zmiany w blonach cytoplazmatycznych
uruchamiajg transdukcj¢ sygnalu na poziomie komdrki poprzez jony wapnia,
nadtlenek wodoru [168]. Synteza nowych biatek enzymatycznych w zywych
komorkach jest efektem selektywnej ekspresji genow i indukcji nowych szlakow
metabolicznych. Generowanie reaktywnych form tlenu i peroksydacja lipidow bto-
nowych, ktora rozpoczynaja uwolnione polifenole, pelni w tym procesie funkcje
sygnatowa. Indukuje proces aklimatyzacyjny w tkance, ale takze ja uszkadza [50].
W efekeie (jako najlepiej poznana) mozna mierzy¢ synteze etylenu stresowego.
Jednak zmianie ulega intensywnos¢ wielu proceséw fizjologicznych: gospodarka
wodna, mineralna, wzrasta oddychanie. Prowadzi to do zmian rownowagi metabo-
licznej w swiezym, ale nie w ,,utrwalonym” miazszu. Zmiany te w pewnych
warunkach moga ulatwiaé¢ przystosowanie si¢ tkanki do stresu, chociaz
obserwator zauwazy jedynie wiednigcie — utrate §wiezo$ci.

W tej pracy zaobserwowano, badajac w réznych warunkach barwniki brazowe
W migzszu, ze w nieunikniony sposéb miazsz odtwarza z nich zewnetrzne bariery
ochronne. W wielu pracach omawiano rézne klasy zwiazkéw organicznych, ktére
biorg udziat w realizacji funkcji obronnych, np. podczas oddziatywan z mikro-
organizmami patogennymi, owadami lub sa zwiazkami sygnalnymi uzytymi do
oddzialywan zespotowych [117,232]. W tej pracy stwierdzono po uszkodzeniu
aktywacj¢ rodnikéw prowadzaca ostatecznie do obnizenia aktywnosci zewnetrz-
nych enzyméw i wytworzenia w powierzchniowej warstwie miazszu brazowe
barwniki. Znana wlasciwoscig melanin (brazowe barwniki) jest tworzenie dosé
skutecznej bariery ochronnej, nierozpuszczalnej w wodzie i w alkoholach, trudno
przepuszczalnej dla powietrza i pary wodnej. Jednakze bariera, wytworzona
z duzej masy tresci komérkowej lub w wigkszej objetosci tkanki, przede wszyst-
kim zablokuje oddychanie tlenowe i w najblizszych komérkach skieruje procesy
biologiczne ku degradacji [76]. Nie powinno si¢ dopusci¢ do takich bledoéw
w technologii cigtych swiezych jablek.

Zmierzono dla miazszu jabtek wielu odmian ,,wysycenie brazowienia”, wyko-
rzystujac model ,testowania surowca”. Stwierdzono, ze procesy metaboliczne
zachodzace w owocach przy zastosowanych warunkach i technice cigcia, nalezy
skierowa¢ do ustalenia rownowagi. Ochronng rol¢ brazowienia mozna wykorzysta¢
w praktyce, do utrzymania swiezosci miazszu i trwatosci produktu cigtych §wiezych
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jabtek. Brazowienie moze czg$ciowo przeja¢ funkcje skorki, lecz nieuchronnie przy
cieciu zostaje uruchomiony przy$pieszony proces przejrzewania migzszu [115].

Podobnie jest z wartoscia biologiczng calych przechowywanych i przejrze-
wajacych owocow. Stwierdzono, ze jabtka diuzej przechowywane w chtodni miaty
wyzsza zawarto$¢ barwnikow brazowych — wyzsza absorbancje¢ miazszu $wiezo
wycietego z jabtek. Oczywiscie, ze w owocach po dtugim przechowaniu zmniej-
szyla sie zasobno$¢ przeciwutleniajaca i powstaty brazowe barwniki podczas prze-
chowywania, chociaz tak niewiele prac potwierdza ubytek w takich owocach
zwiazkow polifenolowych [31]. Czy efektywnos¢ przeciwutleniajaca w miazszu
nadal dziata, okreslono to w inny sposob i otrzymano mniejsza, w stosunku do
krocej przechowywanych jablek, szybkos$¢ poczatkowa brazowienia miazszu,
a takze nizsza absorbancj¢ wysycenia brazowienia.

Mozna wprowadzi¢ do opisu i oceny odmian parametr — sktonnos¢ do brazo-
wienia. Dogodnym moglby by¢ parametr dos¢ niezalezny od dtugosci okresu prze-
chowywania jabtek i niewielkich zmian dojrzatosci. Takim parametrem jest czas
potéwkowy brazowienia — t,, wyznaczony dla odmian przy cigciu czastek w powie-
trzu albo pod woda Stwierdzono, ze szybkos$¢ brazowienia — v lub absorbancja
wysycenia — 4y, zalezne sa nie tylko od cech odmianowych, lecz takze od dfugosci
okresu przechowywania i dojrzatosci jabtek.

Mata sktonno$é do brazowienia miazszu wykazaty odmiany pochodzace od
‘Koksy Pomaranczowej’ lub ‘Golden Delicious’ i od spokrewnionych z nimi:
‘Jonagold , ‘Jonagored’, ‘Gala’, ‘Elstar’, ‘Szampion’, ‘Ligol’. Przedstawione w tej
pracy aparaturowe uszeregowanie odmian wg sktonnosci do brazowienia zgodne
jest z wynikami ocen organoleptycznych sadownikéw [156]. Poréwnanie brazo-
wienia i analiz chemicznych polifenoli odkrywa nowe kierunki hodowli odmian.
Mozna zauwazy¢, ze zabiegi hodowlane ograniczyly brazowienie miazszu w now-
szych odmianach poprzez obnizenie zawartosci kwasu chlorogenowego i prawdo-
podobnie innych jeszcze niezbadanych polifenoli. Nie wiemy, czy w ten sposob
uzyskano owoce bardziej odporne na choroby i rézne stresy [237] lub, czy jest to
ulepszony zestaw polifenoli o korzystniejszym wptywie na zdrowie ludzi [231,232].
Hodowcy przy ich produkcji kierowali si¢ ocenami organoleptycznymi, analizami
chemicznymi i oczywidcie licznymi wymaganiami agrotechnicznymi. Potrzebna
bytaby ocena ich aktywnosci biologicznej (w pracochtonnych badaniach zywie-
niowych), a to dopiero wniostoby istotny wktad do oceny ich swiezosci.

Poznana w tej pracy duza bioréznorodno$¢ brazowienia migzszu moze uzupel-
ni¢ metodyke stale prowadzonych eksperymentéw z zakresu biochemii owocow,
a takze wprowadzonej do sadownictwa biotechnologii. Wydaje sig, ze wykorzys-
tanie sprzezenia technik chromatograficznych ze spektrofotometrig odbiciowa i po-
tencjometrig redoks, umozliwi najszybsze przebadanie profili metabolitow wtor-



124

nych w roslinach transgenicznych, ale wczesniej uzupelni zasob informacji
o profile tych metabolitéow wtérnych w tradycyjnych odmianach jabtoni, tak
jak to zaproponowat Harborne [66]. Uzyta w pracy kontrola zmian na szlakach
metabolizmu moze okazaé si¢ niezwykle czuta, poniewaz na skutek dziatania
mechanizméw regulatorowych na poziomie transkrypcji DNA, syntezy biatek
i nowych inhibitoréw, szereg enzyméw posiadajacych okreslone funkcje w rosli-
nach wykazuje znacznie zmieniony poziom aktywnosci.

Badania doprowadzity takze, jak si¢ wydaje, do bardzo praktycznych wnioskéw
dla technologii — zrozumienia funkcji ostonowej procesu brazowienia miazszu.
Wynikajaca stad aktywno$¢ biologiczna tkanki roslinnej zostata poznana w stopniu
niezbednym do jej wykorzystania w technologiach utrwalania $wiezosci. Produkt
swiezy — minimalnie przetwarzany, nieodtgcznie jest zwiazany z prowokowaniem
zmian na powierzchni, ktére przenosza si¢ do glebiej lezacej zywej tkanki. Aby
uzyskac akceptacje takiego produktu lub tolerancje¢ jego warstwy powierzchniowej
u konsumenta, proces i zmiany w §wiezosci musza byé¢ poznane, zrozumiane
1 zaakceptowane przez konsumentow [192]. Nalezy tu jednak przypomnie¢ o wa-
runkach sanitarnych: braku zanieczyszczen mikrobiologicznych, chemicznych
1 fizycznych w produkcie, ktére nigdy nie byly jednak kojarzone i nie sa nadal
przedmiotem ocen $wiezo$ci. Zanieczyszczenia moga by¢ dodatkami lub powsta-
wac z surowca w procesie przetwarzania, przechowywania i mie¢ postaé ciekla,
gazowaq i stata. Problemy te dotycza wymagan zachowania bezpieczefistwa i jakos-
ci zywnosci gotowej do spozycia i musza by¢ realizowane na bardzo wiele Sposo-
bow [1,2,73,138]. Zaproponowane metody standaryzacji swiezosci moga takze
ufatwi¢ wykrywanie niektorych substancji obcych, ktére oddziatuja na mecha-
nizmy obronne, naprawcze i aktywno$¢ enzymatyczna tkanki.

Definicja produktu minimalnie przetworzonego czgsto okresla lub wskazuje na
metody przydatne w ocenie jego jakosci. W tej pracy zajmujemy sig i definiujemy
produkt ,,minimalnie przetworzony z owocéw”, jako w znacznym stopniu przygo-
towany do bezposredniego spozycia, u ktérego w pewnym stopniu wzrosta warto§é
zywieniowa. Zachowano w nim procesy zyciowe tkanki i warto$¢ biologiczna podo-
bng do $wiezego surowca. Jedynie stres przetwarzania uruchomit proces szybszego
przejrzewania, lecz tkanka aktywnie wraca do réwnowagi i zachowuje obiektywnie
teraz okreslana aktywno$¢ biologiczng [4]. Technologia powinna ogranicza¢ udziat
warunkow stresowych i utatwia¢ powrét tkanki do fizjologii cechujacej $wieze jabika.

Zeby uzyskaé trwatosé swiezosci produktu, konieczne jest zachowywanie
w ciagly sposéb odpowiednich warunkoéw otoczenia. Przemyst przetworczy nie
stykal si¢ dotad z tak trudnymi wymaganiami, jakie stawiajg swieze owoce
i nadal bedzie dazyt do maksymalnego utrwalenia, a wiec ograniczenia $wie-
zo$ci migzszu w produkcie. Obecnie stosowane sa roznorodne zabiegi, np.
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powlekanie [13,121,123,138,179] lub wysycanie tkanki jabtek [17], a nawet
wysycanie sokiem z bakteriami probiotycznymi [7,15,41]. Trudno byloby gene-
ralnie ustali¢ standardy $wiezosci w tak zréznicowanych technologiach. Nalezy
jednak przyja¢ definicje, ze produkt, ktory utracit w znacznej czgsci aktywnos¢
biologiczng w migzszu — §wiezos¢, ktora mozna, jak to wykazano w tej pracy,
zmierzy¢ 1 poréwnaé z aktywno$cig w surowcu nazywamy przetworzonym
niedostrzegalnie [36].

Przy produkcji cigtych jabtek mozliwe jest cigcie nozami w powietrzu lub pod
woda. W tej pracy opisano zalety techniki cigcia pod woda lub w roztworze
inhibitora i jest to nowos$¢ w przypadku jablek. Chociaz do cigcia owocow lub
warzyw stosowano juz n6z wodny, chyba nie w pelni doceniono ten zabieg [204].
Zrozumiale jest, ze materialy Scierne, goraca para, soda kaustyczna nadmiernie
zniszcza komorki, wzrasta powierzchnia ciecia i mozliwo$¢ zakazenia mikrobiolo-
gicznego, wiec nie beda one stosowane przy produkcji §wiezych satatek [204,245].

Istotnym elementem cigcia owocu, na ktdéry zwrocono uwage w tej pracy, jest
cigcie w roztworze. Taki sposob cigcia uniemozliwia zetknigcie si¢ §wiezo prze-
cigtej tkanki z faza gazowa (zapowietrzenie komorek). To ulatwia natychmiastowe
zwilzenie tkanki przez wodg¢ przy ruchu noza, a takze lepsze wymywanie tresci
komédrkowej. Po cigciu pod woda i natychmiastowym odwirowaniu roztworu,
z miejsca cigcia moga zostaé wylugowanie (usuniete) zwiazki rozpuszczalne
w wodzie: weglowodany, substancje pektynowe, niektore glikozydy, wiele kwa-
sow organicznych i niektére zwiazki fenolowe. Znajdujace si¢ w wodzie substraty
fenolowe szybko utleniajg si¢. Eliminuje to ich toksyczny wplyw na tkanke,
a ponadto kondensujace z tego roztworu produkty na btonach i sciankach komor-
kowych blokuja enzym PPO [19,60]. Ostatecznie migzsz przetrzymywany jest
zaledwie przez kilka sekund w roztworze, bo roztwor jest natychmiast odwiro-
wany. Wykorzystuje si¢ takze w ten sposdb przeciwutleniajace dziatanie wody
[219], ogranicza si¢ stres niskiego ci$nienia osmotycznego wody i dalsze tugowa-
nie komorek [131,144]. Badania technologiczne i efekty tego zabiegu zostaly
opisane i poréwnane w pracy Kuczynskiego iin. [115]. Zastosowana procedura
cigcia zasadniczo rozni si¢ od tych, w ktorych ucigte kawatki jabtek zanurza si¢ do
roztworéw na 10 sekund lub znacznie dtuzej, a osusza, przetaczajac je po bibule
[133,196,205]. Obecnie stwierdzono, ze efektem cigcia migzszu zanurzonego
w wodzie, dla wielu zbadanych odmian, jest obnizenie do potowy szybkosci
brazowienia czastek z jablek w normalnych warunkach otoczenia, w poréwnaniu
z czastkami wycigtymi w powietrzu. Jest to bardzo istotna cecha badanego $wie-
zego materiatu.

Duza trwato$¢ barwy $wiezych przecierow jabtkowych z dodatkiem soku
z rabarbaru [47,176] wskazata na skuteczny inhibitor — kwas szczawiowy. Ze
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wzgledu na szkodliwe dziatanie kwasu szczawiowego nie jest on dopuszczony jako
dodatek do zywnosci. Jest spozywany z niektérymi owocami (pomarancze) i warzy-
wami (rabarbar) w wigkszych ilosciach. Kuczynski i in. najwczesniej poréwnali
skuteczno$¢ kwasu szczawiowego w przecierach z brzoskwin [113], a potem na
czastkach z jabtek [114]. Obecnie najwyzsza skutecznosé roztworéw kwasu szcza-
wiowego przy tych samych, matych stgzeniach na powierzchni cigcia, potwierdzaja
poréwnania wielu inhibitoréw brazowienia [180,223]. Aktywno$¢ inhibicyjna
kwasu szczawiowego moze by¢ wzmocniona przez obnizenie pH roztworu [64]
kwasem cytrynowym albo przez przeciwutleniajace dzialanie kwasu askorbi-
nowego, tylko gdy wystepuje duzy wyciek tresci komodrkowej dla niektorych
odmian. Stosujac roztwory z kwasem szczawiowym i prowadzac badania w skali
potprzemystowej, po dwutygodniowym przechowywaniu schtodzonych czastek,
Son 1 in. [221-223] uzyskali akceptowalny stopien brazowienia — rejestrowali
zmiany jasnoSci L*. Pordwnanie jasnosci czastek swiezo wycigetych z wynikami
Kuczynskiego i Varoquaux [114] wskazuje na to, ze wyniki odpowiadaty jakby
plastrom nieschlodzonym i przetrzymywanym przez ok. 30 min.

Analiza uzytych zabiegéw (cigcia w powietrzu lub w roztworze) i parametrow
Jjabtek doprowadzita do stwierdzenia, ze powinny by¢ stworzone techniczne warunki
do wymywania wycieku tresci komdrkowej, aby w ten sposob ograniczaé brazo-
wienie. Badania te wykazuja, ze wlasciwie przeprowadzone cigcie jest rdwnie
wazne jak hamowanie ciemnienia przez inhibitory chemiczne, ktore tylko czesciowo
moga wyeliminowac szkodliwy wpltyw grubej warstwy z uszkodzonych komérek.
Zaproponowano ,.test surowca”, zanim zostanie on skierowany do produkcji (rozdz.
4.1.2. s.3). Umozliwia to przewidywanie efektow zachowania $wiezosci po
zabiegu technologicznym i dostosowanie produkcji do bardzo zmiennego surowca.

Podsumowujac wyniki wielu testow hamowania brazowienia mozna stwier-
dzi¢, ze najlepsza trwatos¢ przechowalnicza czastek z jablek uzyskano, efektywnie
usuwajac do roztworu tres¢ komorkowa i odwirowujac ja, blokujac PPO jedynie
na powierzchni i zapewniajac czastkom z jablek bardzo dobre warunki oddychania
tlenowego 1 wilgotnos¢ pary nasyconej w opakowaniu. Opisane badania moga
wnies¢ propozycje — wprowadzenia bardzo licznej grupy odmian jabtek do nowej
technologii. Swiezo$¢ surowca powinna by¢ kontrolowana metodami obiektyw-
nymi, aby dostosowa¢ do niego zabiegi inhibicji i od poczatku, okresli¢ trwatosé
cietych jablek. Oczekuje sig, ze ,,nowe jabtka” i nowe produkty zachowaja duza
zmienno$¢ cech i charakterystyczng swiezos¢ miazszu tradycyjnych jablek.



7. WNIOSKI

Na podstawie pomiar6w procesu enzymatycznego brazowienia migzszu jablek
i studiow nad zmianami warto$ci biologicznej, $wiezosci jablek wywotanych prze;j-
rzewaniem, przedstawiono wnioski, ktore precyzuja oceng swiezosci i tworza
podstawy nowych metod jej okreslania dla potrzeb oceny jakosci przechowy-
wanych jablek i $wiezych produktéw z jabtek.

1. Do obiektywnego opisu zmian $§wiezosci miazszu jabtek mozna zastoso-
wa¢ model kinetyki pierwszego rzedu dla enzymatycznego brazowienia wywo-
tanego uszkodzeniem mechanicznym i parametry wyznaczane z pomiarow odbicia
od migzszu $wiatta o dtugosci fali 440 nm.

2. Po dluzszym okresie przechowywania lub w bardziej zaawansowanym
stadium dojrzatosci, jabtka maja wyzsza absorbancje rozproszona migzszu,
mniejszg szybkos¢ brazowienia i nizszy przyrost absorbancji do wysycenia
brazowienia — parametry te sa okreslane z modelu brazowienia miazszu jabtek
o dojrzatosci konsumpcyjne;.

3. Odmiany charakteryzuje czas potéwkowy brazowienia cigtego migzszu,
ktéry jest niezalezny od dlugos$ci okresu przechowywania jabtek i zroznicowania
dojrzatosci w stanie dojrzatosci konsumpcyjne;.

4. Na granicy migzszu z powietrzem powstaje bariera ochronna, do tworze-
nia ktorej zuzyty zostaje tlen z przestrzeni miedzykomoérkowych, uszkodzone
komoérki i ich zwiazki fenolowe, a takze wytwarzane sa brazowe barwniki
w komdrkach. Najwigksza szybkos$¢ brazowienia zwigzana jest z duza zawartoscia
kwasu chlorogenowego w miazszu.

5. Zablokowanie na powierzchni cigcia migzszu aktywnosci oksydazy polife-
nolowej albo usunigcie tresci komoérkowej z powierzchni cigcia lub obnizenie
temperatury zmniejsza szybkos$¢ powstawania brazowych barwnikdéw, lecz nie
zatrzymuje ich wytwarzania w miazszu i utworzenia brazowienia charaktery-
stycznego dla materiatu. Stan ten opisuje parametr modelu kinetyki pierwszego
rzedu jakim jest przyrost absorbancji do wysycenia bragzowienia.

6. Potencjat elektrody redoks w chwili wbicia w miazsz, jak rowniez poten-
cjal elektrody po wysyceniu brazowienia, charakteryzuje reakcje miazszu na
mechaniczne uszkodzenie, potwierdza aktywnos$¢ biologiczna polifenoli w jablku
1 moze by¢ miarg zmian §wiezosci miazszu jabtek.

7. Swiezo$¢ miazszu mozna scharakteryzowaé metoda kinetyczna i wskazni-
kami oceniajacymi aktywno$¢ biologiczna poszczegolnych grup polifenoli w migz-
szu. Wskazniki moga by¢ utworzone za pomoca analizy wielowymiarowej widm
spektrofotometrycznych §wiatta UV odbitego od odcigtego miazszu jabtka podczas
10 min bragzowienia w normalnych warunkach otoczenia.
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9. STRESZCZENIE

Zastosowano fizyczne metody do obiektywnego monitorowania $wiezosci
jablek, w ktorych wykorzystano pomiary aktywnos$ci procesu enzymatycznego
utleniania, z udziatem polifenoli, po mechanicznym uszkodzeniu migzszu. Uzyto
analizy spektrofotometrycznej do badan kinetyki brazowienia migzszu oraz pomia-
réw potencjatu elektrody redoks w miazszu jako miar aktywnosci biologiczne;j
tkanki. Utworzono model brazowienia i zweryfikowano przydatnos¢ jego parame-
tréw do opisu zmian §wiezosci jabtek o dojrzatosci konsumpcyjne;.

Zbadany material pochodzit z ponad trzydziestu odmian z doswiadczenia
odmianowego po dhugim przechowywaniu w komorach chtodniczych. Cechowata
go bardzo duza zmienno$é, ktdra oceniono jedrnoscig 10-40 N (pomiar przebija-
kiem © 7,9 mm, odchylenie standardowe dla odmiany — s = 2-6 N), zawartoscia
ekstraktu 10-16% (s =0,5-2%), objetoscia przestrzeni migdzykomorkowych 17-
-50% i zawartoscia w 100 g migzszu kwasu chlorogenowego 3-25 mg, epikate-
chiny 7-45 mg i ksyloglukozydu floretyny 0,5-7,5 mg. Nowe parametry moga
znalez¢ zastosowanie w ocenie jakosci jabtek przechowywanych i produktow ze
swiezo cigtych jabtek.

Zmiany wywolane enzymatycznym brazowieniem w widmach UV-Vis (250-
450 nm) i przyrost zawartosci brazowych barwnikow w migzszu (pasmo 440 nm)
wyrazano przyrostem absorbancji rozproszonej 4 =log(1/R), gdzie R — jest
reflektancja tkanki. Analiza chemometryczna wykazata $cisty zwiazek zawar-
tosci polifenoli oznaczonych HPLC w miazszu z widmami odbiciowymi UV-Vis
czasowo rozdzielonymi, ktore uzyskano na granicy faz migzszu i powietrza, oraz
ich zwiazek z potencjatem elektrody redoks wbitej w migzsz. Analiza ponadto
wykazata zréznicowanie czasowe w przemianach substratow na nieenzymatycz-
nym etapie reakcji brazowienia, a w widmach, charakterystyczne pasma dla
substratow fenolowych. Stwierdzono, ze mozliwe jest tworzenie wskaznikow
swiezosci jabtek z analizy uszkadzanego miazszu, co wynika z wykonanego osza-
cowania stezen polifenoli w miazszu na podstawie widm spektrofotometrycznych
czasowo rozdzielonych.

Efekty enzymatycznego brazowienia, w ktérych uczestniczyt tlen z przestrzeni
migdzykomorkowych, rejestrowano metoda kinetyczng od 1-3 min w ultrafiolecie
(ok. 275 nm), a po 6-12 min, efekt ten obserwowano w widzialnym fiolecie 365-
-390 nm. Wykazano $cisty zwigzek potencjalu elektrody redoks wbitej w miazsz
(Eo =420-580 mV) z pomiarami kinetycznymi po 3-4 min w pasmach 260 nm
1275 nm, oraz potencjatu wysycenia na elektrodzie redoks (E¢= 510-650 mV)
z pomiarami kinetycznymi w widzialnym fiolecie.

Zaproponowano opis brazowienia uszkodzonej mechanicznie $wiezej tkanki,
w ktorym pierwszy etap jest szybka reakcja zwiazang z nadmiarem enzymu PPO
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w miazszu, a drugi to faza nieenzymatycznego, sprzezonego np. z kwasem chloro-
genowym, utleniania polifenoli zalezna od tlenu w przestrzeniach mig¢dzyko-
moérkowych. Do praktycznej oceny zmian §wiezosci 1 przejrzewania przechowy-
wanych jabtek uproszczono opis brazowienia i zastosowano model kinetyki I-rzedu
wzgledem barwnikow melaninowych absorbujacych §wiatto w pasmie 440 nm.
Uwzglednia on zréznicowanie dojrzatosci owocow i okresy przechowywania jablek.

Stwierdzono, ze w $wiezych owocach po zréznicowanym okresie przechowy-
wania i przy zrdéznicowanej dojrzatosci owocdw (w dojrzatosci konsumpcyjnej)
stale aktywne sa mechanizmy biologiczne w reakcji na uszkodzenie. T¢ aktywnos¢
charakteryzuje staty i charakterystyczny dla kazdej odmiany jabtek czas potow-
kowy brazowienia miazszu ( t,, = 5-45 min), ktdry wzrasta jedynie przy cigciu
miazszu pod woda. Maleje aktywno$¢ biologiczna substratow w jabtkach przej-
rzewajacych okreslana malejaca szybkos$cia poczatkowa brazowienia migzszu
czastek wycigtych z jabtek w powietrzu (v =0,003-0,035 Abs - min™, s=0,002-
-0,017 Abs- min™), a takze malejaca szybko$cia brazowienia czastek wycietych
pod woda (v=0,001-0,02 Abs - min"). Miazsz czastek z jabtek przejrzewajacych
charkteryzuje si¢ wyzsza absorbancja rozproszona, ktora okresla si¢ na migzszu
Swiezo wycigtym z jablek (4, =0,2-0,5 Abs, s =0,01-0,3 Abs), a takze mniejszym
przyrostem absorbancji (4s = 0,05-0,35 Abs, s = 0,03-0,1 Abs), co nastgpuje przy
osigganiu wysycenia brazowienia migzszu.

Zaobserwowano, ze w $wiezym miazszu proces brazowienia postgpuje w kierun-
ku utworzenia bariery ochronnej przed rodnikami organicznymi i przed tlenem.
Nastepng cecha charakterystyczna §wiezego miazszu jest obnizenie szybkosci bra-
zowienia o potowe, po wycigciu go pod woda i wyptukaniu z tresci komorkowe;,
lecz wtedy tylko nieznacznie maleje charakterystyczna dla kazdej odmiany, absor-
bancja migzszu osiggana po wysyceniu brazowienia — 4y + 4y 1 nie zmienia si¢ stata
kinetyczna reakcji brazowienia miazszu (Ky = 0,23 Abs w normalnych warunkach
otoczenia). Podobnie, obnizenie temperatury migzszu lub powierzchniowe inhibi-
tory PPO, obnizaja jedynie szybko$¢ brazowienia i wydtuzaja trwalos¢ barwy
wycietych czastek (trwalos¢ — #,s = 2-80 min, def. jako czas przyrostu absorbancji
do 0,08 Abs w normalnych warunkach otoczenia i przy cigciu w powietrzu).

Z wykonanych badan wynika, ze brazowienie migzszu jabtek mozna traktowac
jako cech¢ odmianowa, a analiza wskazuje na zwiazek oceny $wiezosci z przejrze-
waniem i z aktywnoscia enzymatyczng polifenoli w tkance, oraz na jej zwiazek
z mechanizmami naprawczymi w miazszu i autentyczng wartoscig odzywcza
jabtek. Za obiektywne miary $§wiezosci jablek i cigtego miazszu moga stuzyc
fizyczne miary aktywnosci biologicznej tkanki jako reakcja na uszkodzenie
w wyniku cigcia lub przebicia.

Stowa kluczowe: ocena §wiezosci; polifenole; jakos¢ owocdw; spektrofoto-
metria odbiciowa, elektroda redoks



10. SUMMARY

STUDIES ON THE DYNAMICS OF BROWNING AND ITS
APPLICATION IN THE ESTIMATION OF APPLE FLESH FRESHNESS

Physical methods were applied for objective monitoring of apple freshness on
the basis of measurements of the activity of the pathway of enzymatic oxidation
with phenolics participation, activated by mechanical bruising. Spectrophotometric
analysis of apple flesh browning and measurements in apple flesh by means of the
redox electrode were applied as objective measures of the biological activity of
tissue after bruising. The created model of browning was verified on apples in
consumption maturity. The description of changes in flesh freshness was perfor-
med for apples of over thirty cultivars originating from a cultivar experiment, after
two long-term periods of normal cold storage at 3-6 C, 89-95% RH.

Tested material was characterized by considerable variability, e.g. flesh firm-
ness: 10-40 N (by flat penetrometer @ 7.9 mm and standard deviation for cultivar
s =2-6 N,), total soluble solids 10-16 Brix, and intercellular spaces 17-50%,
content in the flesh (per 100 g) of chlorogenic acid 3-25 mg, epicatechine 7-45 mg,
and phloretin-xyloglucoside 0.5-7.5 mg. The new parameters may find appli-
cation in quality assessment of stored apples and of fresh cut apple products.

Changes caused by enzymatic browning in UV-Vis spectra (250-450 nm) and
increase in the content of brown pigments in the flesh (440 nm band) were expres-
sed by differences in diffuse absorbance 4 = log(1/R), where R is the reflectance of
apple flesh. Chemometric analysis showed a close relation between the content of
HPLC determined phenolics in the flesh, time-dependent UV-Vis reflectance spec-
tra and the potential of redox electrode inserted in the flesh, all collected at the
flesh-air phase boundary. The analysis also showed a time-course hierarchy in
substrate transformations at the non-enzymatic stage of the browning reaction, and
— in the spectra — bands characteristic for phenolics.

The possibility of creating freshness indexes on the basis of analysis of bruised
apple flesh was demonstrated - concentrations of polyphenols in apple flesh were
estimated on the basis of time-dependent spectrophotometric spectra.

The effects of enzymatic browning, with participation of oxygen from the inter-
cellular spaces, were registered with the kinetic method from the first 1-3 minu-
tes in UV (approx. 275 nm), and after 6-12 minutes the strong effects were observed
in visible violet (365-390 nm). A close relation was shown between the potential of
redox electrode inserted in apple flesh (Ey = 420-580 mV) and kinetic measure-
ments after 3-4 min in bands of 260 nm and 275 nm, and of the saturation potential
on redox electrode (Er=510-650 mV) in visible violet. A model of browning of
mechanically bruised fresh apple tissue was proposed. The first stage is a reaction
controlled by excess content of the PPO enzyme in the flesh, and the second is
non-enzymatic oxidation of polyphenols, coupled e.g. with chlorogenic acid,
dependent on oxygen from the intercellular spaces. For the practical estimation
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of changes in freshness and over-ripening of apples in storage, the scheme of
browning was simplified and a first-order kinetics model was applied relative to
melanin pigments absorbing in the band of 440 nm. The model includes the effect of
varied ripeness of the fruits and of the period of storage.

Different periods of storage and various levels of fruit ripeness (within con-
sumption ripeness) had a bearing on the activity of biological mechanisms and on
the response of fruits to bruising. What remained constant was the half-life of
browning (#,, = 5-45 min), characteristic for cultivars, which increased only in
the case of apple flesh slicing under water. The biological activity of substrates
decreased in over-ripening apples, described as a decrease in the browning rate
of the wedges sliced in air (v =0.003-0.035 Abs- min”, s=0.002-0.017 Abs- min™)
and also of wedges sliced under water (v =0.001-0.02 Abs - min™"). The flesh of
over-ripening apples was characterized by higher diffuse absorbance, determined
in freshly sliced apple flesh (4, =0.2-0.5 Abs, s =0.01-0.3 Abs), and by lower
increase in diffuse absorbance (4¢=0.05-0.35 Abs, s = 0.03-0.1 Abs) till reaching the
final equilibrium of browning.

It was observed that in fresh tissue browning developed in the direction
of recreating protective barriers against organic radicals and oxygen. Another
characteristic feature of fresh apple flesh is reduced browning rate by half, after
slicing under water and rinsing of cell contents. Browning continues and there
is only a slight decrease in the cultivar-characteristic value of flesh absorbance
attained at sill browning — A+ 4. This does not change the kinetic constant of
enzymatic browning of apple flesh (Ky = 0.23 Abs under normal environmental
conditions). Likewise, reduced temperature of apple flesh and surface-effect PPO
inhibitors cause only a reduction in the browning rate and extend the colour
stability of sliced wedges (colour stability # 0z = 2-80 min, defined as time of
absorbance increase to 0.08 Abs under normal conditions, when sliced in air).

The studies show that apple flesh browning can be treated as a varietal feature.
Analysis indicates that estimation of apple freshness is related with over-ripening
and as well as with enzymatic activity of phenolics in the tissue, with repair
mechanisms in apple flesh, and with authentic nutritional value of apples. Physical
measures of biological activity of tissue as a response to bruising due to slicing or
puncture can be used as freshness indices of apples and of sliced apples.

Keywords: freshness identification; polyphenols, fruit quality; reflectance
spectrophotometry; redox electrode
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