Technologia Alimentaria 1(1) 2002, 37-45

STABILIZACJA 1 ZASTOSOWANIE BARWNIKA
ANTOCYJANOWEGO ARONII DO BARWIENIA NAPOI

Jan Oszmianski

Streszczenie: Przedstawiono sposob otrzymywania i stabilizacji barwnikow z wyttokoéw
aroniowych. W tym celu w produkeji soku dodano do miazgi aroniowej korzen z tarczycy
bajkalskiej w iloci 20, 30 i 40 g-kg™'. Dodatek ten umozliwil uzyskanie barwnika o 1,3-
-1,5 krotnie wyzszej zawarto$ci antocyjandw. Optymalna dawka korzenia tarczycy baj-
kalskiej dla miazgi aroniowej wyniosta 20 g-kg™'. Flawony tarczycy bajkalskiej wptynety
na popraw¢ barwy napojow podczas przechowywania.

Stowa kluczowe: antocyjany, barwienie napoi, barwnik aroniowy, kopigmentacja, stabili-
zacja barwy

WSTEP

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie konsumentow zywnoscia zawierajaca
naturalne sktadniki. Zmusza to producentow do rezygnacji ze stosowania takze barwni-
kow syntetycznych. Przykladem takich barwnikdéw sa antocyjany nadajace owocom i
kwiatom barwe¢ od pomaranczowej poprzez czerwona i fioletowa do niebieskiej. Na
rodzaj barwy antocyjandéw i ich stabilno§¢ wptywa stezenie jonow wodorowych. Wigk-
sza stabilno$¢ wykazuja w $rodowisku kwasnym niz obojetnym czy zasadowym. Zwia-
zane to jest ze zmiana budowy czasteczki o mniej trwalej i mniej stabilnej strukturze
[Markakis 1982, Wilska-Jeszka 1994, Shahidi i Naczk 1995, Horubata 1996].

Wada barwnikéw naturalnych w poréwnaniu z syntetycznymi jest ich mniejsza sta-
bilno$¢. Antocyjany w procesach technologicznych podlegaja degradacji pod wptywem
ogrzewania, $wiatla, tlenu, produktoéw rozktadu cukréw i innych. Destrukcja barwnikow
ro$nie wraz ze wzrostem temperatury lub czasu ogrzewania i przechowywania, prowa-
dzi do powstania bezbarwnych lub zo6ttych chalkonow, a nastgpnie brazowych polime-
réw [Markakis 1982, Horubata 1996].

Jednym ze sposobow stabilizacji i zwigkszenia intensywnosci barwy jest kopigmen-
tacja. Zjawisko to polega na tworzeniu komplekséw flawonoidow, fenolokwasow i
innych substancji z antocyjanami zaréwno w barwnych komérkach roslin, jak rowniez
w produktach owocowych [Mas i in. 2000].
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Proces kopigmentacji polega na wzajemnym oddziatywaniu antocyjanéw i czaste-
czek kopigmentu modyfikujacych barwge i jej stabilnos¢.

Odpowiedzialny jest on za r6znorodno$¢ barw — od pomaranczowej i czerwonej do
niebieskiej i fioletowej [Mazza i Miniati 1993]. Stabilizacjg antocyjanow w srodowisku
stabo kwasnym i obojgtnym przypisuje si¢ utworzeniu warstwowego kompleksu w
formie ,,kanapki” (ang. sandwich), ktéra ostania czastkg przed hydratacja [Figueiredo i
in. 1996, 1999].

Najczesciej w reakeji kopigmentacji uczestnicza: flawonole (rutyna, kwercetyna),
fenolokwasy (kwas kawowy, chlorogenowy) [Dangles i in. 1992]. Zwiazki te sa jednak
trudno rozpuszczalne w wodzie, co ogranicza ich zastosowanie, i dlatego poszukuje si¢
ich pochodnych, lepiej rozpuszczalnych. Przyktadem takich zwiazkéw sa pochodne
sulfonowane kwercetyny i moryny — kwas kwrcetyno-5’-sulfonowy (QSA) i s6l sodowa
kwasu moryno-5’-sulfonowego (NaMSA) [Sweeny i in. 1981].

Koszty otrzymania pochodnych sulfonowych sa wysokie, a uzyskane zwiazki nie sa
w petni naturalne, gdyz sa modyfikowane chemicznie. Poszukuje si¢ innych substancji
o podobnym dziataniu, o nizszych kosztach pozyskiwania. Takimi zwiagzkami moga by¢
flawony, ktore wystgpuja w korzeniach tarczycy bajkalskiej (Scutellaria baicalensis
Georgi).

Tarczyca bajkalska jest roslina mato znana w Polsce, ale doskonale ro$nie w naszym
klimacie dajac plon okoto 3 000 kg korzeni z 1 ha. Ma krotkie ktacze, ktore przechodzi
w pionowy, dlugi, gruby, migsisty i rozgaleziony korzen. Jest ona surowcem leczni-
czym, powszechnie stosowanym w medycynie chinskiej oraz tybetanskiej [Tang i
Eisenbrandt 1992]. Korzen tarczycy stosowany jest w medycynie chinskiej jako lek
wzmacniajacy, uspokajajacy, przeciwskurczowy i obnizajacy goraczke. Medycy tybe-
tanscy stosuja go ponadto w zapaleniu mig$nia sercowego i W przyspieszonym biciu
serca, ostrym reumatyzmie oraz jako lek przeciwgoraczkowy [Grochowski 1996, Nied-
worok 2000]. Tang i Eisenbrandt [1992] podaja, ze flawony z korzenia tarczycy obniza-
ja zawarto$¢ cholesterolu i trojglicerydow we krwi oraz wptywaja na proces krzepnigcia
krwi. Ponadto preparat z tarczycy bajkalskiej moze by¢ stosowany w wypadku infekcji
bakteryjnej [Kai i Kai 1997] oraz jako przeciwutleniacz [Gabrielska i in. 1997, Gao i in.
1998].

Dzialanie terapeutyczne przypisuje si¢ zawartym w korzeniu tarczycy flawonom,
sposrod ktorych najwazniejsze to: bajkalina, bajkaleina i wogonozyd. Ilos¢ tych zwiaz-
kéw w tej roslinie jest wyjatkowo duza. Przecigtnie w korzeniach znajduje si¢ 15-20%
flawonow, w tym bajkaliny 12-17%, a wogoniny 3-4% [Tang i Eisenbrandt 1992]. Fla-
wony te wykazaty duze zdolnos$ci tworzenia kopigmentéw z antocyjanami [Oszmianski
iin. 1998].

Celem pracy bylo opracowanie metody otrzymywania barwnika antocyjanowego
z wytlokow aronii stabilizowanych dodatkiem flawonow tarczycy bajkalskiej oraz badanie
stabilnosci barwy napojow z dodatkiem tych barwnikéw podczas przechowywania.

MATERIAL I METODY BADAN

Surowcem do badan byly §wieze korzenie tarczycy bajkalskiej pochodzace z Ogro-
du Roslin Leczniczych Akademii Medycznej we Wroctawiu. Owoce aronii (4ronia
melanocarpa Elliata) zakupiono z prywatnej plantacji koto Wroclawia. Z owocow wy-

Acta Sci. Pol.



Stabilizacja i zastosowanie barwnika antocyjanowego ... 39

ttoczono sok, pozostale wytloki postuzyly do otrzymania barwnikow antocyjanowych.
Przygotowano je z czterech probek w trzech powtorzeniach po 800 g owocow. Owoce
rozdrobniono i rozparzano w urzadzeniu ,,Thermomix” przez 2 minuty w 85°C. Do
trzech probek podczas rozdrabniania dodano korzenia tarczycy bajkalskiej (Scutellaria
baicalensis Georgi) w dawkach: 20, 30, 40 g na 1 kg. Po rozparzeniu i schtodzeniu do
40-45°C dodano 0,02 g preparatu Novoterm 106 (Novo Nordisk). Czas maceracji miazg
z preparatem wynosit 60 minut. Nast¢pnie miazgi poddano tloczeniu w laboratoryjnej
prasie hydraulicznej ,,Zodiak”. Otrzymane wytloki byly wykorzystane do odzysku
barwnikow antocyjanowych.

Z kazdej probki wytlokéw odwazono po 100 g, dodano 400 g wody z 500 mg
NaHSO;, Cato§¢ wymieszano w zlewce i wstawiono do tazni ultradzwigkowej na 30
minut celem poprawienia skutecznosci ekstrakcji barwnikéw. Po tym czasie zawartos§¢
przesaczono na lejku Schotta pod préznia. Z otrzymanych filtratéw pobrano probki do
oznaczenia zawartosci antocyjandw. Otrzymane roztwory przepuszczono przez kolum-
n¢ o dtugosci 20 cm i $rednicy 4,5 cm, wypelniong zZywica Pourolite AP 400 (Purolite
Wielka Brytania) celem zaadsorbowania antocyjanéw. Nastgpnie kolumng przemywano
woda destylowang — 600 ml i eluowano antocyjany — 500 ml 70-procentowego roztwo-
ru wodnego etanolu. Z kazdej probki zebrano barwna frakcjg, po 390 ml roztworu eta-
nolowego antocyjanow. Odparowanie alkoholu i zaggszczanie otrzymanych roztworow
przeprowadzono w wyparce prozniowej w temperaturze fazni wodnej do 50°C. Roz-
puszczalniki odparowano pod proznia do uzyskania suchego barwnika aroniowego.
Analizowano w nim zawarto$¢ antocyjanow i innych zwiazkéw fenolowych.

Nastepnie sporzadzono barwne napoje wedlug nast¢pujacej receptury na 100 ml roz-
tworu: 10 g sacharozy, 0,45 g kwasu cytrynowego, 20 mg benzoesanu sodu i 50 mg
barwnika aroniowego. Otrzymane napoje przechowywano przez 3 tygodnie w tempera-
turze 50 = 2°C w obecnosci §wiatla o intensywnosci okoto 3600 Lux oraz w ciemnosci.
W probkach napoi dokonywano oceny barwy na podstawie pomiaru absorbancji przy
520 nm.

METODYKA BADAN

Oznaczanie zawartoS$ci zwiazkéw fenolowych metoda wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (HPLC)

Antocyjany, fenolokwasy i flawony oznaczano metoda wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej HPLC na chromatografie cieczowym z detektorem diodowym Merck-
Hitachi L-7455. Detektor wspolpracowal z pompa L-7100 i systemem mieszania od-
czynnikéw D-7000 HSM Multisolwent Delivery System. Rozdzial prowadzono na
kolumnie LiChroCART® 125-3 Purospher® RP-18 (5pum) Merck. Jako eluentu uzyto
80-procentowy roztwor acetonitrylu w 4,5-procentowym kwasie mrowkowym (odczyn-
nik A) i 4,5-procentowy kwas mrowkowy (odczynnik B), przy przeptywie 1 ml/min, wg
gradientu: stgzenie odczynnika A zwigkszano liniowo do 7 minuty od 0% do 15%,
nastgpnie do 15 minuty do 20% i 16 minuty do 100% po 10 min wymywania kolumny,
ponownie st¢zenie roztworu A obnizano do 0% celem stabilizacji kolumny przez
10 min do nast¢pnego podania probki.
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Probki sokow 1 koncentratow rozcienczone 0,01n H,SO,4 nanoszono na minikolum-
ny Sep-Pak C18 (Waters Assoc., Milford Mass., U.S.A). Cukry i inne substancje nie
absorbujace si¢ na zastosowanym ztozu wyptukiwano 0,01n H,SO,. Pozostatos¢ wy-
mywano 50-procentowym metanolem i oznaczano chromatograficznie.

Dla antocyjanéw rejestracj¢ prowadzono przy A = 520 nm, flawonéw przy 280 nm
i fenolokwasow przy 320 nm. Zwiazki identyfikowano na podstawie widm oraz czaséw
retencji porownywanych ze wzorcami.

Oznaczenie antocyjanéw ogolem metoda spektrofotometryczna

Barwnik rozpuszczano w buforze octanowym o pH = 1 i po 120 min. mierzono ab-
sorbancje¢ przy 510 nm na spektrofotometrze UV-2401PC firmy Shimadzu. Z krzywe;j
wzorcowej przygotowanej dla standardu cyjanidyno-3-glukozydu (firmy ROTH) w tych
samych warunkach obliczano ogdlng zawarto§¢ antocyjanow.

Oznaczanie barwy czerwonej metoda spektrofotometryczna

Spektrofotometryczny pomiar barwy napoi po 5-krotnym rozciefnczeniu prowadzono
na spektrofotometrze Shimadzu UV 2401 PC w 1-centymetrowych celach kwarcowych.
Czerwong barwe oznaczano rejestrujac absorbancjg przy dtugosci fali 520 nm.

WYNIKI I DYSKUSJA

Z owocow aronii wytloczono sok, a wytloki zuzyto do przygotowania barwnikow
antocyjanowych w postaci proszkéw. Otrzymano je stosujac do ekstrakcji roztwor wod-
ny ditlenku siarki (IV) i oczyszczanie na zywicy Purolite MN400. Wytloki pozostate po
tloczeniu miazgi aroniowej przeznaczono do maceracji, w ktorej stosowano preparat
Novoterm 106, a do trzech prob podczas rozdrabniania owocdéw dodano korzeni tarczy-
cy bajkalskiej w roznych ilosciach (20, 30, 40 g-kg™). Lacznie z probka kontrolna przy-
gotowana bez dodatku korzenia tarczycy bajkalskiej, uzyskano cztery rodzaje barwni-
koéw w postaci ciemno zabarwionych proszkow.

W tabeli 1 przedstawiono procentowe zawarto$ci antocyjanow ogdtem w barwni-
kach aroniowych oznaczonych metoda spektrofotometryczna. Najwigcej antocyjanow
(29,9%) byto w probee z dodatkiem tarczycy bajkalskiej (20 gkg™), 0 9,5% wigcej niz
w probcee kontrolnej o najmniejszej zawarto$ci. Z danych tabeli 1 wynika, ze dodatek
stabilizatora do miazgi zwigksza ilo§¢ antocyjandw w preparacie antocyjanowym w
wytlokach. Badajac ochronne dzialanie dodatku flawonow tarczycy bajkalskiej na
barwniki antocyjanowe stwierdzono, ze zabieg ten pozwala na lepsze zachowanie anto-
cyjanéw réwniez w soku, ograniczajac reakcje enzymatyczne, ktorym podlegaja antocy-
jany po rozdrobnieniu owocow [Kalisz 1999].

W probkach suchego barwnika aroniowego otrzymanego z roznym dodatkiem tar-
czycy bajkalskiej, po rozpuszczeniu w wodzie z dodatkiem kwasu siarkowego 1 oczysz-
czeniu na minikolumnach Sep-Pak C-18, oznaczono polifenole metoda chromatogra-
fii cieczowej wysokosprawnej, a wyniki przedstawiono w tabeli 2. Najwigcej zwiaz-
kéw polifenolowych (62,6%) oznaczono w probee z najwigkszym dodatkiem stabili-
zatora (40 g-kg-1). Byto ich 0 20,9% wigcej w porownaniu z probka kontrolna (41,7%).
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Tabela 1. Zawartos¢ antocyjanow w suchym barwniku aroniowym otrzymanym z r6znym dodat-
kiem korzenia tarczycy bajkalskiej, %

Table 1. The content of anthocyanins in chokeberry dry colorants produced with different addition
of skullcap roots, %

Zawartos$¢ antocyjanéw

Rodzaj probki Anthocyanin content

Samples %%

Kontrolna 20,4
Control

Z tarczyca 20 g'kg™ 29,9
With skullcap 20 g-kg”

Z tarczyca 30 gkg! 27,9
With skullcap 30 g-kg™!

Z tarczyca 40 g-kg™ 26,6
With skullcap 40 g-kg™

Tabela 2. Wptyw dodatku korzeni tarczycy bajkalskiej w gramach na 1 kg miazgi na sktad polife-
noli w suchych barwnikach aroniowych, %

Table 2. The effect of skullcap roots addition in grammas to 1 kg of pulp on polyphenol composi-
tion in dry chokeberry colorants, %

Probki Kontrolna Iloé¢ dodatku Tloé¢ dodatku Ilos¢ dodatku
Amount of addition =~ Amount of addition =~ Amount of addition
Samples Control
20¢g 30g 40¢g

Cyjanidyno-3-glukozyd 1,8 2,1 1,9 1,8
Cyanidin-3-glucoside
Cyjanidyno-3-galaktozyd 20,0 28,5 28,2 28,1
Cyanidin-3-galctoside
Cyjanidyno-3-arabinozyd 10,3 14,3 14,2 13,9
Cyanidin-3-arabinoside
Cyjanidyno-3-ksylozyd 2,0 2,6 2,6 2,3
Cyanidin-3-xyloside
Bajkalina - 2,7 4,6 6,0
Baicalin
Kwas neochlorogenowy 33 3,8 4,0 4,6
Neochlorgenic acid
Kwas chlorogenowy 43 5,0 53 5,9
Chlorogenic acid
Suma 41,7 59,0 60,8 62,6

Total

Zwiazane to jest z wigksza zawartoScia bajkaliny, ktora pochodzi z tarczycy oraz jej
ochronnym dziataniem na polifenole aronii. Dodatek tarczycy wplynat rowniez ochron-
nie na kwas neochlorogenowy i chlorogenowy, czego dowodem jest ich wyzsza zawar-
tos¢ w probkach z tarczyca niz w kontrolnej. Dodanie stabilizatora do miazgi pozwala
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na lepsze zachowanie monomeréw antocyjanow we wszystkich prébkach w poréwnaniu
z probka kontrolng. Najwigcej bylo ich w probee gdzie dodatek tarczycy wyniost 20 g-kg
', to jest 0 13,4% wiecej niz w probee kontrolnej. Natomiast wiekszy dodatek tarczycy
nie wptywat na zwigkszenie ilosci antocyjanow. Efekt stabilizujacy polega na tworzeniu
warstwowego kompleksu poprzez wiazania wodorowe, co ostania czasteczke antocyja-
nu przed nukleofilowa addycja i chroni przed utrata barwy. Tworzenie kompleksu mig-
dzy antocyjanami i zwiazkami fenolowymi tarczycy bajkalskiej zwigksza ich stabilno$¢
i intensywno$¢ barwy [Kucharska i in. 1998, Kalisz 1999]. Doswiadczenie wskazuje, ze
zastosowanie tarczycy bajkalskiej w produkcji preparatu barwnikowego jest mozliwe
i pozwala zwigkszy¢ w nim ilo$¢ antocyjanow. Najlepsze efekty daje dawka 20 g'kg™
miazgi.

Nastgpnie z otrzymanych barwnikdéw aroniowych sporzadzono napoje, ktére prze-
chowywano w réznych warunkach i mierzono zmiany ich barwy. Probki napojoéw prze-
chowywano (4 tygodnie) w temperaturze 50 £ 2°C naswietlajac je i przetrzymujac w
ciemnos$ci. Na rysunku 1 przedstawiono wptyw warunkow przechowywania i dodatku
tarczycy do miazgi na absorbancje¢ przy 520 nm w otrzymanych napojach. Wszystkie
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Rys. 1. Wpltyw warunkéw przechowywania i dodatku tarczycy bajkalskiej do miazgi aronii na
barwe napoi (absorbancja 520 nm). Objasnienia: K — kontrolna; 1 — z tarczyca 20 gkg'; 2 — z
tarczyca 30 g'kg'; 3 — z tarczyca 40 g-kg'; NP — nieprzechowywana; P1 — przechowywana
1 tydzien; P2 — przechowywana 2 tygodnie; P3 — przechowywana 3 tygodnie; o — o$wietlana; N —
nieo$wietlana

Fig. 1. Influence of storage conditions and skullcap supplement into chokeberry pulp on beverage
colour (absorbance at 520 nm). Explanations: K — control; 1 — with skullcap 20 g'kg™'; 2 — with
skullcap 30 gkg™; 3 — with skullcap 40 g'kg™'; NP — before storage; P1 — 1 week storage; P2 —
2 weeks storage; P3 — 3 weeks storage; o — illuminated; N — non illuminated
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probki nieprzechowywane posiadaty najwyzsza absorbancje. Najwigksza miata probka
z dodatkiem tarczycy 40 gkg'. Podczas przechowywania absorbancja malata, co
$wiadczy o utracie barwy. Im dluzszy byl czas przechowywania tym intensywnos$¢
barwy mniejsza. We wszystkich przypadkach probki przechowywane nieo$wietlane
mialy wigksza absorbancje niz o$wietlane. Na mniejsza warto$¢ absorbancji miato
wplyw $wiatlo, ktore dziata degradujaco na antocyjany. Wszystkie probki z dodatkiem
tarczycy posiadaly wyzsze absorbancje niz probka kontrolna. Na podstawie otrzyma-
nych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dodatek flawondw tarczycy bajkalskiej zwigksza
stabilno$¢ barwy i chroni ja. Zastosowanie odpowiedniej dawki stabilizatora do napo-
jow w celu ochrony barwy zalezy od planowanego czasu przechowywania. Po pierw-
szym 1 drugim tygodniu przechowywania w ciemnosci najwyzsza absorbancj¢ miala
probka z dodatkiem tarczycy 30 g'kg”, po trzecim tygodniu probka z 40 gkg' W
probkach oswietlanych po pierwszym tygodniu przechowywania najwigksza absorban-
cje miata probka z 20 gkg’, po dwéch tygodniach probka 30 gkg™, po trzech tygo-
dniach z 40 gkg'. Roézne dawki stabilizatora maja maksimum dziatania w réznych
czasach przechowywania.

Inne badania [Kalisz i in. 2001, Oszmianski i in. 2001] wykazuja, ze w napojach
syntetycznych stabilno$¢ barwy jest nizsza niz w sokach. Sa one pozbawione wiclu
substancji ochronnych, ktore sa obecne w sokach owocowych. Dodatek tylko flawonow
tarczycy bajkalskiej byl zbyt mato skuteczny, aby chroni¢ ich czerwona barwg podczas
przechowywania w temperaturze 50°C. Wiadomo takze, ze efekt kopigmentacji maleje
ze wzrostem temperatury [Bobio i in. 1992, Baranc i in. 1996], a probki przechowywa-
no w stosunkowo wysokiej temperaturze (50°C).

WNIOSKI

1. Dodatek flawonow tarczycy bajkalskiej podczas rozdrabniania aronii wplywa
ochronnie na antocyjany w wyttokach i umozliwia uzyskanie barwnika o 1,3-1,5-krotnie
wyzszej zawarto$ci antocyjanow.

2. Optymalna dawka korzeni tarczycy bajkalskiej dla miazgi aroniowej wyniosta
20 gkg™. Wiekszy dodatek stabilizatora nie dawat lepszych wynikéow.

3. Flawony tarczycy bajkalskiej dziataja ochronnie w miazdze aroniowej nie tylko
na antocyjany, ale rowniez na fenolokwasy. W barwniku, do ktorego uzyto 40 g tarczy-
cy bajkalskiej na 1 kg owocow uzyskano ponad 39% wigcej kwasu neochlorogenowego
i 37% kwasu chlorogenowego.

4. Dodatek flawonow tarczycy bajkalskiej wptywa na lepsze zachowanie barwy na-
pojow po przechowywaniu. Najwyzsza absorbancj¢ po 3 tygodniach przechowywania
uzyskano w napojach z dodatkiem barwnikéw w otrzymywaniu ktérych uzyto 40 g-kg™
miazgi flawonow tarczycy bajkalskiej; wyzsza o 42% w probce o$wietlanej i o 125%
w nieoswietlanej w stosunku do probki kontrolne;j.
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STABILIZATION AND APPLICATION OF ANTHOCYANIN CHOKEBERRY
DYE TO COLOURING OF BEVERAGES

Abstract: This work presents method of production and stabilization of chokeberry dye.
During juice production skullcap roots 20, 30 and 40 g-kg” were added to chokeberry
pulps. This supplementation has made possible to obtain dye with 1,3-1,5 times higher an-
thocyanin content. The optimum of skullcap roots dose was 20 g to 1 kg of chokeberry
pulp. Skullcap flavones affected better beverage colour protection during sample storage.

Key words: anthocyanins, colouring of beverages, chokeberry dye, copigmentation, sta-
bilization of colour
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