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Streszczenie. Celem pracy byto porownanie wplywu ogrzewania roztworé6w barwnikow antocy-
janowych aronii, czerwonych winogron (enocyjaniny) i czarnego bzu na ich barwg. Doswiadczenia zapla-
nowano z zastosowaniem metody powierzchni odpowiedzi wg modelu Box-Behnkena dla nastepujacych
wartosci zmiennych niezaleznych: pH: 3,0-5,0; stezenie antocyjanow: 5-20 mg-(100 cm’)'; czas: 0 -120 min;
temperatura ogrzewania: 70-90°C. We wszystkich do$wiadczeniach dla modeli wybranych przez program
Design-Expert uzyskano warto$¢ F mniejsza od 0,001, co odpowiada bardzo dobremu ich dopasowaniu.
Z badanych czynnikow najwigkszy wpltyw na zmiany zawarto$ci barwnikéw mialo ich st¢zenie, a nastgpnie
czas ogrzewania. Najwigksze zmiany barwy nast¢gpowaty w roztworach barwnikow aronii — w tym przypad-
ku wartosci wspolczynnikow dla zmiennych czas i temperatura przyjmowaly najwigksze wartosci. Naj-
mniejszy wplyw badanych czynnikéw na parametry barwy CIE L*, a* i b* obserwowano w przypadku
roztworé6w barwnikow czamego bzu. Metoda powierzchni odpowiedzi w badanym zakresie czynnikow
doswiadczalnych umozliwia dobre przewidywanie zmian barwy, w zaleznosci od warunkoéw ogrzewania.

Stowa kluczowe: barwa, ogrzewanie, aronia, czarny bez, enocyjanina

WSTEP

Barwa jest zwykle najwazniejszym z wyr6znikow ocenianych wizualnie — wska-
zuje ona jakich doznan zapachowych i smakowych moze oczekiwaé konsument.
Brak zgodnosci migdzy tymi cechami powoduje zwykle brak akceptacji produktu.

Antocyjany sa czerwonymi barwnikami wystepujacymi gtownie w owocach
jagodowych. Nadaja one atrakcyjna barwe przetworom, takim jak dzemy, soki,
napoje, wino. Sa rowniez czgsto stosowane do barwienia produktéw zywnoscio-
wych. Sa to barwniki naturalne, ich dodatek do zywnosci nie wzbudza obaw kon-
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sumenta i jest przez nich w pelni akceptowany. Zainteresowanie antocyjanami
wzrosto w ostatnich latach, dzigki ich prozdrowotnym wtasciwosciom (Youdim
1in. 2000, Konczak i Wei Zhang 2004).

Pod wzgledem chemicznym antocyjany naleza do flawonoidow. Wystepuja
w postaci glikozydow. W owocach wystepuje 6 aglikonéw (antocyjanidyn), ale
mozliwo$¢ potaczenia z réznymi cukrami w réznych pozycjach pierscienia agli-
konu oraz czgsto spotykane acylowanie kwasami fenolowymi powoduja, ze zi-
dentyfikowano w roslinach ponad 200 antocyjanow. W owocach poszczegélnych
gatunkow wystepuja glikozydy okreslonych antocyjanidyn.

Barwniki antocyjanowe sa wrazliwe na dzialanie réznych czynnikéw, jak
swiatto, wysoka temperatura, kwasowos$¢, obecnos¢ tlenu czy jonow metali przej-
sciowych. Opis zmian jakosci barwy wymaga wyspecyfikowania jej parametrow.
Najczesciej stosuje si¢ w tym celu uktad CIE L*a*b*. Jest to system opisu barwy
opracowany przez Migdzynarodowa Komisj¢ Oswietleniowa (Commission Inter-
nationale d’Eclairage) w 1976 r. Opiera si¢ on na modelu barw Munsella, wyko-
rzystujacym do liczbowej oceny barwy jej trzy atrybuty: jasnos¢, ton i nasycenie.

Przy badaniu wplywu kilku czynnikow dziatajacych jednocze$nie na rézne
cechy przydatne sa metody optymalizacji eksperymentu (Gacula 1993). Jednym
z warunkow prawidlowego przeprowadzenia doswiadczenia i uzyskania satysfak-
cjonujacych wynikow jest sporzadzenie planu eksperymentu, opartego na zrdzni-
cowaniu zmiennych niezaleznych (czynnikéw do$wiadczalnych) celem okreslenia
ich wplywu na badane odpowiedzi (zmienne zalezne). Zastosowanie optymalnych
planéw eksperymentu pozwala na uzyskanie wielu danych z niewielkiej liczby
doswiadczen, a uzyskane wyniki mozna stosunkowo tatwo zinterpretowac, okresli¢
optymalne poziomy badanych czynnikéw niezaleznych oraz okresli¢ interakcje
pomiedzy tymi czynnikami. Plany takie znalazly zastosowanie do optymalizacji
réznorodnych procesow technologicznych (Mudahar i in. 1990, Kristensen i in.
2005, Zeboudij i in. 2005, Rymowicz i Cibis 2006).

Celem pracy byto poréwnanie wptywu ogrzewania roztworéw barwnikow an-
tocyjanowych aronii, czerwonych winogron (enocyjaniny) i czarnego bzu na ich
barwe. Dla okreslenia wptywu czynnikéw doswiadczalnych: pH, stezenie antocy-
janéw, czas i temperatura ogrzewania postuzono si¢ metoda optymalizacji ekspe-
rymentu za pomoca plaszczyzn odpowiedzi.

MATERIAL I METODY

Materiatem byl koncentrat soku z aronii (Vin-Kon SA) oraz preparaty barw-
nikdow z czerwonych winogron (enocyjanina) i czarnego bzu (Hansen Polska Sp.
7 0.0.), z ktérych przygotowano roztwory.
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Przy planowaniu do$wiadczen oraz ich analizie postugiwano si¢ programem De-
sign-Expert (ver. 5.0, Stat Ease Inc.). Zakres wartosci zmiennych niezaleznych
przedstawiono w tabeli 1. Sg to wartos$ci rzeczywiste pozioméw czynnikow, od
powiadajace wartosciom kodowym —1 oraz 1, czyli odpowiednio najnizszemu i naj-
wyzszemu poziomowi czynnika. Punkt ko-
dowy 0 odpowiada potowie badanego zakre-
su, czyli $redniemu poziomowi. Wybrano

Tabela 1. Wartoéci i oznaczenie zmien-
nych niezaleznych
Table 1. Range of values and letters denot-

ing the independent variables uktad doswiadczalny wg modelu Box-

. Behnkena (tab. 2), obejmujacy 29 punktow

OZZQ?SEEI;_IG Zmienna pomiarowych, w tym punkt centralny o ko-

LetterJ niezalezna Zakres  dzie 0, 0, 0, 0, ktory powtorzono 4-krotnie.

denoting Independent Range  7miennymi zaleznymi byla zawartos¢ barw-

variable variable nikdw antocyjanowych oraz parametry barwy
A pH 3,0-5,0 w ukladzie CIE L*a*b*.

Przy analizie wynikow dokonywano

stezenie najpierw wyboru stopnia modelu, spraw-
antocyjanow dzajac: istotno$¢ modelu, stopien dopaso-
B anthocyanin 5-20 za]?(c. . . . . P P
concentration wania, pierwiastek Sredniego biedu stan-
mg (100 cm®)”! dardowego RMSE. Réwnania przedstawio-
o czas o0 MO dla zmiennych niezaleznych standary-
time(min) ) zowanych, kodowych.
Na podstawie sporzadzonego planu do-
temperatura

7090  $wiadczenia przygotowano odpowiednie

temperature (°C . . .
P ) rozcienczenia preparatu barwnika w roztwo-

rach buforu fosforanowego o pH 3.0, 4,5 i
6,0. Amputki napetniano roztworem po 10 cm’, a nastepnie zatapiano. Tak przygoto-
wane proby ogrzewano w tazni wodnej w odpowiedniej temperaturze przez okreslo-
ny czas, zgodnie z planem do$wiadczenia.

Zawarto$¢ antocyjanéw oznaczano metoda roznicowa wg Fuleki i Francis (1968).
Absorbancje mierzono przy dhugosci fali 520 nm. Do obliczen przyjeto warto§¢ 775
jako absorbancj¢ 1% roztworu barwnika w kuwecie o grubosci 1 cm.

Pomiary barwy przeprowadzano na spektrofotometrze HITACHI U3000, wypo-
sazonym w program komputerowy do obliczania parametrow barwy na podstawie
widma absorpcji lub odbicia §wiatta. Pomiar odbywat si¢ w $wietle przepuszczonym,
w zakresie fal widzialnych 380-600 nm, przy predkosci skanowania 600 nm-min’
iszczelinie 1,0 nm, zrodle $wiatta C. Oznaczenia przeprowadzono w kuwetach
o0 grubosci warstwy 0,2 cm, proba odniesienia byla woda destylowana. Proby przed
pomiarem wirowano przez 10 min, przy 15 000 g na wirowce MPW-210.

Sktadowe barwy sa to wielko$ci wyrazajace ilo$ci wystandaryzowanych barw
podstawowych: czerwonej, zielonej i niebieskiej, oznaczane odpowiednio literami
X, Y 1 Z. Wartosci te stuza do obliczenia parametréw barwy w innych uktadach,
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Tabela 2. Plan do$wiadczenia wg Box-Behnkena dla czterech czynnikow doswiadczalnych
Table 2. Four-variable Box-Behnken experimental design

Stezenie
Nr proby antocyjandw Czas Temperatura
Sample pH Anthocyanin Time Temperature
number concentration (min) °C)
mg-(100 cm®!
1 3 60 80
2 5 60 80
3 3 20 60 80
4 5 20 60 80
5 4 12,5 0 70
6 4 12,5 120 70
7 4 12,5 0 90
8 4 12,5 120 90
9 3 12,5 60 70
10 5 12,5 60 70
11 3 12,5 60 90
12 5 12,5 60 90
13 4 5 0 80
14 4 20 0 80
15 4 5 120 80
16 4 20 120 80
17 3 12,5 0 80
18 5 12,5 0 80
19 3 12,5 120 80
20 5 12,5 120 80
21 4 5 60 70
22 4 20 60 70
23 4 5 60 90
24 4 20 60 90
25 4 12,5 60 80
26 4 12,5 60 80
27 4 12,5 60 80
28 4 12,5 60 80
29 4 12,5 60 80
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migdzy innymi w systemie CIE L*a*b*, ktory jest chetnie stosowany w przemy-
sle spozywczym ze wzgledu na duza komunikatywnos¢ uktadu przestrzeni barw.
Udzialy barw zielonej i czerwonej reprezentuje parametr a*, natomiast barw nie-
bieskiej i zottej parametr b*. Odleglos¢ od plaszczyzny L* odpowiada jasnosci
barwy (rys. 1). Wartos$ci te oblicza sig¢ z wzorow (MacDougall 2002):

L*=116 (Y/Yy)"
a* = 500[(X/Xy)"> — (Y/Yn)'"]
b*=200[(Y/Yy)" — (ZI1Z)"]

gdzie: X, Y, Z — warto$ci sktadowych mierzonej barwy, Xy, Yy Zy - wartosci dla
standardowego zrodta §wiatla.
Wartosci a* i b* sa podstawa do obliczenia C* i i *, wspotrzednych bieguno-
wych na ptaszczyznie:
C* =@+ (b*1"
h* =tan” (b*a*)

100 biata

+L*

+ 7
zotta o
0 zielona / . czerwona
niebieska
-b* ,
-a* 0 +a*
0 czarna

Rys. 1. Schemat uktadu barw CIE L*a*b*
Fig. 1. CIE L*a*b* chromaticity diagram
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W analizie zmian zawarto$ci barwnikéw w zaleznosci od czasu tylko w przy-
padku soku z aronii kinetyka strat barwnikéw odpowiadata kinetyce reakcji I-go
rzgdu. Zgodnie z danymi literaturowymi nalezato spodziewa¢ si¢ takiego rozpadu
barwnikoéw we wszystkich probach (Cemeroglu i in. 1994, Fernando Reyes i Ci-
sneros-Zevallos 2007, Mishra i in. 2008).

Jak wynika z danych w tabeli 3, w badanym zakresie zmiennych najbardziej
odpornym barwnikiem w czasie ogrzewania byt barwnik z czarnego bzu. Row-
niez w tym przypadku najmniejszy wptyw na jego straty miat wzrost temperatury.

Zmiany skladowych barwy XYZ

Obnizanie si¢ zawartosci barwnikow w czasie ogrzewania powoduje zwigk-
szanie sig¢ wartosci sktadowych barwy X, Y, Z, co odpowiada rozjasnieniu barwy.
Réwnania ptaszczyzn odpowiedzi dla zmian sktadowych barwy zamieszczono
w tabeli 4. Zarowno w przypadku zmiennej czas, jak i temperatura, najwyzsze
warto$ci wspotczynnikéw obserwowano w przypadku barwnikow aronii. Stezenie
jondéw wodorowych mialo najmniejszy wptyw na wartosci sktadowych barwy
w przypadku barwnikow czarnego bzu.

Tabela 4. Rownania ptaszczyzn odpowiedzi dla zmian sktadowych X, Y, Z barwy ogrzewanych
roztwordw antocyjanow

Table 4. Characteristics of response surface equations for X, Y, Z changes during heating of antho-
cyanins solutions

X Y VA
Zmienna
Variable Aronia  Czamy bez ]J?no_cy— Aronia  Czamy bez ]J?no_cy— Aronia  Czamy bez ]J?no_cy—
Chokeberry Elderberry Enocyanin Chokeberry Elderberry Enocyanin Chokeberry Elderberry Enocyanin

xteyrrii;:"my 63,52 19,74 19,74 5290 12,65 4512 49,18 6411 50,03
A 4,887 -1435 6210 10330 0275 11,533 14914 1,115 15,55
B 16,71 -16,58 -20,13 -20,81 -14,03 -23,08 -27,86 -11,45 —27,19
C 2,672 0,748 1276 4,172 0,793 2,140 2,460 0,096 0,119
D 1,974 1464 1,066 2,923 1312 1,625 1,725 0,706 0,099
A*B 0,629 —1,644 0,174 0,084 -2,338 -0.891 0484 -2,036 —2,244
A*C 1,131 0,025 -1,684 -0.879 0067 -1359 —4,003 0,040 —4,580
A*D 0,548 0457 -0393 0,183 0415 0,083 -2,772 0,159 —2,332
B*C 0,692 0,847 0279 -1,023 -1,052 0,130 —1,418 -0276 0,403
B*D 0,711 -1,386 0,186 0,712 -1,687 0220 00944 —1,389 —0,173
C*D 0359 0,631 0,802 00963 0,554 1436 -0513 0,181 —0,308

Oznaczenia zmiennych w tabeli 1 — Designation of variables in Table 1.
Wspolezynniki statystycznie istotne na poziomie p = 0,05 wytluszczone — Factors statistically signi-
ficant at p = 0.05 are shown in bold type.
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Podobnie jak w przypadku zmian zawartosci barwnikoéw réwniez dla warto$ci
X, Y, Z blad dopasowania byl nieistotny. Przydatno$¢ metody ptaszczyzn odpowie-
dzi dla modelowania zmian barwy wykazano réwniez we wczesniejszych bada-
niach (Czapski i Walkowiak-Tomczak 2005, Walkowiak-Tomczak i Czapski 2007).

Zmiany parametrow L*, a* i b* oraz c*ih*

Wartosci poszczegolnych parametréw barwy zmienialy si¢ w czasie ogrzewa-
nia, zaleznie od warunkéw ogrzewania, jak i pochodzenia barwnikow.

Wplyw poszczeg6lnych czynnikéw na zmiany parametrow L*, a* i b* pod-
czas ogrzewania dla barwnikow aronii i czarnego bzu przedstawiono na rysunku 2
w postaci przekroju przez powierzchnie odpowiedzi. W tym uktadzie, wraz z wy-
dluzaniem czasu ogrzewania, nastgpowat wzrost wartosci L* (Y). W przypadku
parametrow wskazujacych na chromatycznos$¢ barwy nastgpowat spadek wartosci
a* 1 wzrost wartosci b*. Nastgpowalo wigc rozjasnienie prob i spadek udziatu
barwy czerwonej, przy jednoczesnym wzroscie udziatu barwy zottej.

Najwigkszy wptyw na parametry barwy miato stezenie barwnikow i warto$§¢
pH, znacznie przewyzszajac wpltyw czasu i temperatury ogrzewania w badanym
zakresie. Wraz z podwyzszaniem si¢ wartosci pH nastgpowalo bardzo znaczne
obnizenie wartosci a* i b* oraz wzrost jasnosci L*. Wartos¢ pH roztworu miata
bardzo duzy wplyw na zréznicowanie barwy jeszcze przed ogrzewaniem. Jest to
zwigzane z wplywem odczynu $rodowiska na formy antocyjanow. Wraz ze wzro-
stem pH Srodowiska wzrasta udziat niebieskiej zasady chinoidowej, bezbarwne;j
pseudozasady i zotego chalkonu, zmniejsza si¢ natomiast st¢zenie czerwonego
kationu flawyliowego (Delgado-Vargas i Paredes-Lopez 2002).

Zmiany parametréw a* i b* mialy swoje odzwierciedlenie w zmianach warto-
$ci tonu 4 * i nasycenia C*. Przy pH 3 zmiany tonu barwy byty niewielkie. W tym
przypadku punkty okreslajace barwg na wykresie a* i b* przesuwaly si¢ w przy-
blizeniu wzdtuz prostej przecinajacej uktad w punkcie 0, 0 (rys. 3), a wigc
zmniejszato si¢ nasycenie barwy, a kat tonu barwy pozostawal bez wigkszych
zmian. Duze zmiany tonu barwy obserwowano w przypadku roztworow ogrze-
wanych przy pH 4 i 5, proby te zmienialy bardzo wyraznie ton barwy w kierunku
barwy zo6ltej. Wptyw odczynu $rodowiska w czasie ogrzewania byl wyraznie
widoczny roéwniez w przypadku wartosci nasycenia C*. W tym przypadku warto-
$ci te, wyrazane jako odleglos¢ od poczatku uktadu wspotrzednych, byty najwigk-
sze w przypadku pH 3, duzo wigksze niz w przypadku prob o pH 41 5.

Jak wynika z rysunku 4, obszary wartosci a* 1 b* ogrzewanych préb dla barwni-
koéw z aronii i czarnego bzu rdznia sig bardzo wyraznie od obszaru dla enocyjaniny.
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Rys. 3. Zmiany parametréw C* 1 h* w czasie ogrzewania roztwordéw barwnikow aronii
Fig. 3. Changes of parameters C* and /#* during heating of chokeberry pigments solutions
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Rys. 4. Zalezno$¢ migdzy parametrami a* i b* w ogrzewanych roztworach antocyjanéw
Fig. 4. Relation between a* and b* in heated anthocyanin solutions
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Zroznicowanie obserwuje si¢ oczywiscie juz w przypadku prob nicogrzewanych. Jest
to zwiazane z réznicami w skladzie antocyjanéw. W aronii i czarnym bzie wystepuja
glownie glikozydy cyjanidyny. W przypadku aronii reszte cukrowa stanowi galakto-
za, arabinoza, glukoza i ksyloza (Oszmianski i Sapis 1988), natomiast w przypadku
czarnego bzu sambubioza i glukoza (Youdim i in. 2000). W czerwonych winogro-
nach wystgpuje natomiast kilka aglikonéw: malwidyna, delfinidyna, peonidyna, petu-
nidyna i cyjanidyna (Brouillard i in. 2003; Nunez i in. 2004). Poszczeg6lne antocyja-
ny wykazuja rozny ton barwy, w zaleznosci od warunkow $rodowiska. Glikozydy
malwidyny, obecne w enocyjaninie, posiadaja np. bardziej intensywna barwe przy
wysokich warto$ciach pH w poréwnaniu do glikozydow innych aglikonéw (Cabrita
i1in. 2000). Réznice w barwie poszczegolnych antocyjanow zaleza od aglikonu, reszty
cukrowej i miejsca podstawienia (Heredia i in. 1998).

WNIOSKI

1. Metoda powierzchni odpowiedzi w badanym zakresie czynnikow doswiad-
czalnych umozliwia dobre przewidywanie zmian barwy roztwordw antocyjanow
w zaleznosci od warunkow ogrzewania.

2. Z badanych barwnikéw najbardziej odpornymi w czasie ogrzewania okaza-
ly si¢ barwniki czarnego bzu. Byly one najmniej wrazliwe na dziatanie podwyz-
szonej temperatury i zmiany pH $rodowiska, zachowujac jednoczesnie barwg
pozadana dla produktow zywnosciowych.
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KINETICS OF ANTHOCYANIN COLOUR CHANGES DURING HEATING
SOLUTIONS OF CHOKEBERRY,
ENOCYANIN AND ELDERBERRY PIGMENTS
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Abstract. The aim of the study was to compare the effect of heating of anthocyanin pigment solu-
tions made from chokeberry, red grapes (enocyanins) and elderberry on their colour. The experiment was
designed using the response surface method according to the Box-Behnken model for the following
values of independent variables: pH of 3.0-5.0, anthocyanin concentrations of 5-20 mg (100 cm®)", heat-
ing time of 0-120 min and heating temperature of 70-90°C. In all experiments for models selected by
Design-Expert software the obtained F value was less than 0.001, which corresponds to their very good
fit. Out of the tested factors the biggest effect on changes in pigment contents was found for their concen-
tration, followed by heating time. The biggest changes in colour were recorded in chokeberry pigment
solutions, while the lowest effect of analysed factors on colour parameters CIE L*a*b* was observed in
the case of elderberry pigment solutions. The response space method in the analysed range of experimen-
tal factors makes it possible to very effectively predict changes in colour depending on heating conditions.
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