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STRESZCZENIE

Celem badan byfo okreslenie wptywu czasu, temperatury i pH roztworéw koncentratu z soku buraka
¢wiktowego rozcienczonego do zawartosci ekstraktu 14% na zmiany zawartosci barwnikéw betalaino-
wych, polifenoli i aktywnosci przeciwutleniajgcej. Doswiadczenie zaplanowano z zastosowaniem meto-
dy ptaszczyzn odpowiedzi, w uktadzie doswiadczalnym Box-Behnkena przy trzech poziomach zmiennych
niezaleznych: temperatury ogrzewania (70-90°C), czasu ogrzewania (0-120 min) i wartosci pH (3-6).
Najwiekszg stabilnos¢ barwnikéw stwierdzono w prébach o pH 4,5. Istotny wptyw na zmiane zawar-
tosci barwnikéw, na podstawie wspodtczynnikdéw réwnan ptaszczyzn odpowiedzi, miata temperatura
i czas ogrzewania oraz interakcje miedzy nimi. Temperatura i czas ogrzewania nie miaty istotnego wpty-
wu na zawartosc polifenoli. Istotny byt natomiast wptyw pH. Zaobserwowano wysokg korelacje pomie-
dzy zawartoscig barwnikéw betalainowych, a zdolnoscig przeciwutleniajgcg badanych préb. Najwiek-
szy wptyw na zdolnos¢ przeciwutleniajgcg miata temperatura ogrzewania. Dla wiekszosci zmiennych
zaleznych uzyskano dobre dopasowanie dla ptaszczyzn drugiego stopnia. Metoda ptaszczyzn odpowie-
dzi w badanym zakresie czynnikdw doswiadczalnych umozliwia dobre przewidywanie zmian zawarto-
Sci zwigzkdéw biologicznie aktywnych oraz zdolnosci przeciwutleniajgcej w roztworach koncentratu soku
z buraka ¢wiktowego, w zaleznosci od warunkéw ogrzewania.
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Changes in antioxidant activity, contents of betalains and polyphenols
in solutions of red beet concentrate during heating

Keywords: red beet, betalains, polyphenols, antioxidant activity, heating, response surface

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of temperature, time and pH values on changes in
betalain and polyphenol contents and antioxidant capacity in solutions (14% extract) of red beet juice
concentrate during heating. Analyses were conducted in model systems with the use of response sur-
face methodology, according to the Box-Behnken design for three independent variables: temperature
(70-90°C), time (0-120 min) and pH (3-6).

The highest stability of betalain pigments was determined in pH 4,5. The time and temperature of
heating and interactions between them had the greatest effect on betalain pigments. pH value had
the greatest effect on polyphenol contents, while temperature and time of heating had no significant
effect on them. The temperature of heating had the strongest effect on antioxidant capacity. The pig-
ment contents was significantly correlated with antioxidant capacity. The goodness of fit for quadratic
equations was obtained for the most responses. Within the tested range of experimental factors the
response surface method makes it possible to predict changes in bioactive compound contents and

antioxidant activity, dependent on heating conditions.

1. WPROWADZENIE

Od kilkunastu lat obserwuje sie wzrost zaintere-
sowania, zaréwno technologéw, jak i konsumen-
téw, zywnoscig o cechach funkcjonalnych i pro-
zdrowotnych. Duzo uwagi poswieca sie obecno-
Sci w zywnosci zwigzkéw o charakterze przeciw-
utleniajgcym, naturalnych barwnikéw, witamin,
zwigzkow mineralnych, btonnika pokarmowego
i innych. Buraki ¢wiktowe zawierajg liczne skfad-
niki, ktérym przypisuje sie aktywnos¢ biologiczng
i whasciwosci prozdrowotne. Wsréd tych zwigz-
kéw nalezy wymienic¢ przede wszystkim barwni-
ki betalainowe, zwigzki mineralne (potas, zelazo,
wapn), foliany, polifenole i betaine (trimetylogli-
cyna). Buraki ¢wiktowe to ponadto Zrédto fatwo
przyswajalnych sacharydéw oraz btonnika pokar-
mowego [1, 2]. W naszej strefie klimatycznej wa-
rzywo to jest powszechnie uprawiane, a w struk-
turze spozycia warzyw w Europie stanowi ono
8% [3]. Jego produkcja w Polsce wynosi Srednio
360 tys. ton rocznie. Uwzgledniajac wartos¢ od-
zywczg i dietetyczng burakéw ¢wiktowych oraz
dobrg baze surowcowa w Polsce, poza tradycyj-
nym przetwdrstwem na konserwy, susze, zagesz-
czone soki, satatki i koncentraty obiadowe, rozwi-
ja sie produkcja pitnych sokéw wielowarzywnych
i owocowo-warzywnych z udziatem tego kompo-
nentu.

Barwa burakéw ¢wiktowych i ich przetwordw jest
ksztattowana obecnoscig barwnikéw betalaino-
wych i stosunkiem iloSciowym zawartosci barw-
nikéw fioletowych (betacyjany) do zéttych (be-
taksantyny). Wsréd betacyjanéw dominuje bata-
nina i izobetanina, a wsrdod betaksantyn wulga-
ksantyna [3]. Stosunek zawartosci betacyjanéw
do betaksantyn waha sie od 1 do 3 i zalezy od od-
miany, za$ w przetworach od stosowane] techno-
logii, warunkéw utrwalania (pasteryzacji lub ste-
rylizacji) i przechowywania. Zawartos¢ betalain
w burakach ¢wiktowych wynosi przecietnie 1000
mg/100 g s.m., czyli 1%. Ich stabilno$¢ w prze-
tworach zalezy przede wszystkim od warunkéw
ogrzewania, a takze obecnosci kationdw metali,
zwigzkéw chelatujgcych, aktywnosci wody oraz
dostepnosci tlenu i Swiatta [4].

Barwniki betalainowe cechujg sie zdolnoscig wy-
gaszania wolnych rodnikéw w $rodowisku i wyka-
zujg wtasciwosci przeciwutleniajgce [5-7]. Buraki
¢wiktowe nalezg do grupy 10 warzyw o najwyz-
szej aktywnosci przeciwutleniajgcej [6]. Dane li-
teraturowe wskazujg na wysoka korelacje pomie-
dzy zawartoscig betacyjandw a zdolnoscig prze-
ciwutleniajgca [8]. Aktywnos¢ przeciwutleniajg-
ca jest zwigzana rowniez z obecnoscia polifeno-
li, choc ich zawartos¢ w burakach éwiktowych jest
stosunkowo mata [9, 10]. Wérdd zwigzkéw feno-
lowych obecnych w omawianym warzywie domi-
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nuja pochodne kwasu felurowego (np. glukopi-
ranozyd kwasu ferulowego) oraz flawonoidy (np.
betagarin, betavulgarin) [9]. Wtasciwosci funkcjo-
nalne i prozdrowotne soku z buraka ¢wiktowe-
go mozna dodatkowo podwyzszy¢ na drodze fer-
mentacji mlekowej z zastosowaniem bakterii pro-
biotycznych [11]. Zaréwno barwniki betalaino-
we, jak i zwigzki polifenolowe ulegajg przemia-
nom degradacyjnym w wyniku obrébki termicz-
nej podczas przetwarzania burakéw ¢wiktowych.
Jednoczesdnie czesto stwierdzano wzrost aktyw-
nosci przeciwutleniajgcej w produktach ogrzewa-
nych, co mogtoby Swiadczy¢ o powstawaniu in-
nych zwigzkéw degradacji cieplnej wykazujgcych
zdolnosci przeciwutleniajgce [12].

Celem badan byto okreslenie wptywu czasu, tem-
peratury i pH roztworéw koncentratu z soku bu-
raka ¢wiktowego podczas ogrzewania na zmiany
zawartosci barwnikéw betalainowych, polifenoli
i aktywnosci przeciwutleniajgcej, w uktadzie mo-
delowym z zastosowaniem metody ptaszczyzn od-
powiedzi i planu doswiadczalnego Box-Behnkena.

2. MATERIALY | METODY

2.1 Koncentrat soku z buraka éwiktowego

Materiatem badanym byt koncentrat soku z bura-
ka ¢wiktowego (Vin-Kon SA, Konin) o zawartosci
barwnikéw fioletowych 423,0 mg/100 g i zawar-
tosci barwnikow zéttych 127,9 mg/100 g.

2.2 Plan doswiadczalny

Planowanie doswiadczenia oraz analize wynikéw
przeprowadzono z uzyciem programu Design-
Expert (ver. 7.1, Stat Ease Inc.). W Tabeli 1 przed-
stawiono zakres wartosci zmiennych niezalez-
nych. Sg to wartosci rzeczywiste poziomow czyn-
nikdw, odpowiadajgce warto$ciom kodowym —1
oraz 1, czyli odpowiednio najnizszemu i najwyz-
szemu poziomowi czynnika. Punkt kodowy 0 od-
powiada potowie badanego zakresu, czyli $red-
niemu poziomowi. Wybrano uktad doswiadczalny
wg modelu Box-Behnkena obejmujacy 17 punk-
tow pomiarowych, w tym punkt centralny o ko-
dzie 0, 0, 0, dla ktérego doswiadczenia powtdrzo-
no 5-krotnie (Tab. 2). Zmiennymi zaleznymi byta
zawartos¢ barwnikéw betalainowych, polifenoli
oraz zdolno$¢ przeciwutleniajgca.

Na podstawie przeprowadzonego planu do-
Swiadczenia przygotowano rozcienczenia koncen-
tratu w roztworach buforu fosforanowego o pH:

3,0; 4,5 6,0. Fiolki o pojemnosci 25 ml napetnio-
no roztworem koncentratu, a nastepnie ogrzewa-
no je w termostacie wodnym, w odpowiedniej
temperaturze, przez czas zgodny z planem do-
Swiadczenia.

Tabela 1 Poziomy badanych czynnikéw — zmiennych
niezaleznych

Table 1 Levels of investigated factors — independent

variables
Oznaczenie Zmienna
. . . . Zakres
zZmiennej niezalezna
A tempera.turf 70-90
ogrzewania [°C]
B czas 0-120
ogrzewania [min]
C pH 3-6

Tabela 2 Plan doswiadczenia wg Box-Behnkena
dla 3 czynnikéw doswiadczalnych
Table 2 Model of experiment conducted according
to Box-Behnken design for 3 factors

Numer Temperatu_ra Czas : pH
. ogrzewania | ogrzewania .

175 (czynnik A) (czynnik B) sl <€)
1 90 60 6
2 80 0 3
3 70 60 6
4 90 60 3
5 80 120 3
6 70 0 4,5
7 80 60 4,5
8 80 60 4,5
9 80 60 4,5
10 80 60 4,5
11 80 120 6
12 70 120 4,5
13 90 120 4,5
14 80 60 4,5
15 90 0 4,5
16 80 0 6
17 70 60 3

2.3 Oznaczenie zawartosci barwnikéw betala-
inowych

Zawartos¢ barwnikéw betalainowych oznaczono
wysokosprawng chromatografia cieczowg HPLC
[13]. Rozdziat analityczny préb przeprowadzono
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na kolumnie Waters, SunFire o 18 atomach we-
gla w faricuchu alkilowym (C18), o wymiarach 4,6
mm x 250 mm i $rednicy ziaren wypetnienia 5 um,
w odwréconym uktadzie faz RP. Rozdziat prowa-
dzono w temperaturze pokojowej, przy przepty-
wie 1 cm3/min, stosujgc dwie fazy ruchome. Faza
A: 0,2% TFA (kwas trifluorooctowy), 10% HCOOH
(65:35 v/v) i faza B: 100% ACN (acetonityl), 10%
HCOOH (80:20 v/v). W pierwszych 15 minutach
prowadzono eluacje izokratyczng, stosujgc 100%
fazy A, a od 15 do 60 minuty stosowano gradient
od 0 do 20% fazy B. Rejestracje prowadzono w za-
kresie Swiatta widzialnego. Odczyt dla barwnikéw
fioletowych wykonano przy dtugosci fali 540 nm,
a dla barwnikow zéttych przy 475 nm. Analize wy-
nikdw przeprowadzono na podstawie wielkoSci
powierzchni pikow.

2.4 Oznaczenie zawartosci polifenoli

Zwigzki polifenolowe ogdétem oznaczono meto-
da z odczynnikiem Folina-Ciocalteau wg Fangii in.
[14].

Do probdéwki pobierano 200 ul odpowiednio roz-
cienczonej préby i dodawano 800 ul wody. Po
zmieszaniu, do préby dodawano 5 ml 0,2 N od-
czynnika Folin-Ciocalteau i ponownie mieszano.
Po 3 min dodawano 4 ml roztworu bezwodnego
weglanu sodu (75 g/l). Po 2 godzinach stabilizacji
roztworu w ciemnosci dokonywano pomiaru ab-
sorbancji za pomocg spektrofotometru Helios Al-
pha (Thermo Electron Corporation USA) przy dtu-
gosci fali 765 nm. Zawartos¢ zwigzkéw polifenolo-
wych obliczono na podstawie krzywej wzorcowej
wyznaczonej dla kwasu chlorogenowego i wyra-
zono w mg na 100 ml roztworu koncentratu.

2.5 Oznaczenie zdolnosci przeciwutleniajacej

Zdolnos¢ przeciwutleniajgcg oznaczono z uzyciem
kationorodnika ABTS* [15]. Metoda ta polega na
spektrofotometrycznym pomiarze zmian steze-
nia kationorodnika ABTS" w obecnosci K,0,0,.
W ten sposdb bada sie wtasciwosci antyoksyda-
cyjne zwigzkdw, okreslajac ich zdolnos¢ do reduk-
cji stabilnych rodnikéw ABTS*, ktére powstajg na
skutek utleniania nadsiarczanem potasu zwigz-
ku ABTS. Préby inkubowano przez 6 minut w taz-
ni wodnej w temperaturze 30°C, po czym mierzo-
no absorbancje przy dtugosci fali 734 nm.
Przygotowanie préby zerowej

Do 5 ml rozcieiczonego roztworu ABTS* doda-
no 50 ul buforu fosforanowego (PBS), wymiesza-
no i inkubowano w fazni wodnej w temperaturze

30 °C. Pomiaru absorbancji dokonywano doktad-
nie po 6 minutach inkubacji, przy dtugosci fali 734
nm, wobec buforu PBS.

Oznaczenie zdolnosci przeciwutleniajacej

Do 5 ml przygotowanego roztworu ABTS* doda-
no 50 pl ekstraktéw zwigzkéw fenolowych w czte-
rech rozcienczeniach. Pomiaru dokonano po 6 mi-
nutach inkubacji w tazni wodnej w temperatu-
rze 30°C, przy dtugosci fali 734 nm, wobec bufo-
ru fosforanowego. Dla kazdej préby wykonano po
trzy powtdrzenia. Zdolnos¢ przeciwutleniajgca
wyrazono w umol Troloxu /100 ml roztworu kon-
centratu.

3. WYNIKI | DYSKUSJA

W Tabeli 3 zebrano srednie z uzyskanych wynikdéw
dla pola powierzchni chromatogramdéw HPLC dla
fioletowych i zéttych barwnikéw betalainowych,
zawartosci polifenoli oraz zdolnosci przeciwutle-
niajgcej. Analiza wariancji dla badanych wyrdz-
nikdw pozwolita okresli¢ czynniki doswiadczenia,
ktore miaty istotny wptyw na otrzymane rezulta-
ty (Tab. 4).

Na podstawie pola powierzchni pikéw stwierdzo-
no, ze w czasie ogrzewania nastgpita degradacja
fioletowych barwnikéw betalainowych, zwiek-
Szajgca sie wraz ze wzrostem temperatury i czasu
ogrzewania. W wyniku ogrzewania prob o pH 4,5
przez 120 min nastgpito zmniejszenie powierzch-
ni pikdbw o 17,7% w temperaturze 70°C, zas
w temperaturze 90°C o 44%, czyli 2,5-krotnie
wiecej. Wptyw czasu ogrzewania na straty beta-
cyjanéw byt wyzszy niz wptyw temperatury ogrze-
wania. Wedtug danych literaturowych betacyjani-
ny sg stabilne podczas kréotkotrwatego ogrzewa-
nia (do 3 min) w temp. 80°C [16]. Najwyzszg sta-
bilnos¢ fioletowych barwnikéw betalainowych
stwierdzono przy pH 4,5 (Rys. 1). Jak wskazujg
dane literaturowe, pH zblizone do 5 gwarantuje
najwyzszg stabilnos$¢ fioletowych barwnikéw be-
talainowych w czasie ogrzewania [17].

Pole powierzchni pikdow dla barwnikéw zéttych
zwiekszato sie wraz ze wzrostem temperatury
i czasu ogrzewania. Na podstawie wspotczynni-
kéw réwnan stwierdzono, ze najwiekszy wptyw
na ten wyrdznik miato wspétdziatanie wysokiej
temperatury oraz pH. Wzrost zawartosci beta-
ksantyn nalezy ttumaczy¢ powstawaniem pro-
duktéw degradacji betalain, wykazujgcych mak-
simum absorbancji w podobnym zakresie fali, co
wulgaksantyny.




Tabela 3 Wartosci odpowiedzi dla badanych wyréznikéw roztwordw koncentratu soku z buraka ¢wiktowego po ogrzewaniu

Table 3 Values of response for investigated features of solutions of red beet juice concentrate after heating

Numer préby* l)—OII-IePtg‘II;I:\?'I;AZI(r:\ri‘I?ii R Raenele ant Z:'gln(;)a.fif jna
ProSY fioletowe AL et i mg/100 mi umol‘,Trolix/I‘gO ml
1 10484 3632 855 5913
2 18150 3232 859 6427
3 13663 4116 869 6281
4 7602 4437 931 5993
5 10170 4024 894 6466
6 19460 3333 898 6371
7 16846 3551 881 6194
8 16948 3352 883 6300
9 16798 3520 895 6382
10 16553 3594 873 6181
11 11382 2915 853 6246
12 16024 3199 878 6247
13 10824 2719 869 6168
14 15941 3578 881 6297
15 19464 3335 905 6332
16 17373 3219 879 6581
17 14458 3408 869 6025
*numeracja zgodna z planem doswiadczenia (Tab. 2)
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Rysunek 1 Przekroje przez pole powierzchni odpowiedzi dla zmian pola powierzchni pikdw barwnikéw fioletowych,
zdolnosci przeciwutleniajgcej oraz zawartosci polifenoli podczas ogrzewania roztwordéw koncentratu soku
z buraka ¢wiktowego przy kodowych wartosciach pozostatych zmiennych réwnych 0. Oznaczenia:
A —temperatura ogrzewania, B — czas ogrzewania, C — pH
Figure 1 Cross-sections through response surfaces for changes of peak area of violet pigments, antioxidant activity
and polyphenols concentration during heating of solutions of red beet concentrate at the code value of the remaining
variables equaling 0. Designations: A —temperature, B —time, C— pH

Zawartos$¢ polifenoli w roztworze koncentratu
soku z buraka ¢wiktowego nie poddanego ogrze-
waniu ksztattowata sie na poziomie 859, 902, 879
mg/100 ml odpowiednio dla pH 3; 4,5 6,0. Domi-
nujgcym zwigzkiem jest kwas ferulowy i jego gli-
kozydowe pochodne, ktérych stezenie jest zrdzni-
cowane w zaleznosci od odmiany buraka [9, 18].
Sam proces ogrzewania nie miat istotnego wpty-

Wwu na zmiane zawartosci polifenoli w badanych
probach. Niewielki, ale jednak istotny wptyw od-
notowano dla pH i interakcji tej zmiennej z tem-
peraturg ogrzewania. Wraz ze wzrostem wartosci
pH nastepowato zmniejszenie sie zawartosci poli-
fenoli, zwtaszcza w wyzszej temperaturze. Nalezy
tu jednak podkresli¢, ze oznaczanie polifenoli me-
todg z odczynnikiem Folina jest mato selektywne.
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W metodzie tej oznaczane sg jednoczesnie biatka,
witaminy, alkaloidy, rowniez betalainy, stad zmie-
rzone wyniki mogg przedstawia¢ zawartos¢ roz-
nych zwigzkdéw o charakterze redukujgcym [19].
Wykazano istotng dodatnig korelacje (R=0,64)
pomiedzy zawartoscig barwnikéw betacyjano-
wych, a zdolnoscig przeciwutleniajgcg. Podob-
nie jak w przypadku fioletowych barwnikéw be-
talainowych, odnotowano istotny ujemny wptyw
temperatury i czasu ogrzewania na zdolnos¢ prze-
ciwutleniajaca.

Dla wszystkich badanych odpowiedzi uzyskano
dopasowanie dla ptaszczyzny drugiego stopnia
oraz wysokie wartosci R? dla wartosci przewidzia-
nych, co wskazuje na dobre dopasowanie réwnan
(Tab. 4).

4. PODSUMOWANIE

Najwiekszg stabilnos¢ barwnikéw betalainowych
w modelowych roztworach koncentratu soku
z buraka ¢wiktowego stwierdzono w prdbach
o pH 4,5. Na zmiane zawartosci barwnikéw naj-

wiekszy wptyw miata temperatura i czas ogrze-
wania oraz interakcje miedzy nimi. Na zawartos¢
polifenoli istotnie wptywato pH roztwordw, a na
zdolno$¢ przeciwutleniajgcg temperatura ogrze-
wania. Zaobserwowano istotng statystycznie
(p<0,05) dodatnig korelacje pomiedzy zawarto-
Scig barwnikéw betalainowych, a zdolnoscig prze-
ciwutleniajgcg badanych préb.

Dla otrzymania produktu o najlepszych wtasciwo-
Sciach bioaktywnych nalezy ograniczy¢ czas ob-
rébki soku z buraka éwiktowego w wysokiej tem-
peraturze i obnizy¢ jego pH. Pozwala to zmniej-
szy¢ straty barwnikéw betacyjanowych i zacho-
wac¢ wysoka aktywnos¢ przeciwutleniajgcy so-
kéw i napojéw otrzymanych z koncentratu soku
z buraka ¢wiktowego. Korzystne rezultaty moz-
na otrzymaé mieszajgc sok buraczany z sokami
owocowymi, dzieki czemu kwasowos¢ produktu
zwieksza sie, a smak ulega poprawie.

Badania wykonano w ramach projektu ,,Nowa
zywnos$¢ bioaktywna o zaprogramowanych wta-
Sciwosciach prozdrowotnych”, PO IG 01.01.02-
00-061/09 realizowanego w 2010-2014 .

Tabela 4 Charakterystyka réwnan powierzchni odpowiedzi dla badanych wyréznikdw roztworu koncentratu
soku z buraka ¢wiktowego po ogrzewaniu

Table 4 Characteristics of response surface equations for investigated features of solutions
of red beet concentrate after heating

Czynnik doswiadczalny
Istotnos¢
Parametr Model R?
Wyraz A B C A*B A*C A2 B2 C? testu F
wolny
Barwniki fioletowe | 16617 | -1903 | -3255 -1300 -1445 | 1271 | -3620 2 0,0001 0,978
Barwniki zétte 3518 -378 -461 2 0,023 0,827
Polifenole 880 -12 -19 1271 | -2620 2 0,0424 0,672
zdolnosc 1 501 | 64 | 73 184 | 192 2 0,0075 | 0,905
przeciwutleniajgca

W tabeli podano wartosci wspétczynnikdw istotnych na poziomie ufnosci p<0,05;
Objasnienia: A —temperatura ogrzewania, B — czas ogrzewania, C — pH
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