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Wptyw Impulsowego Pola Elektrycznego na zawartos¢

antocyjanow w winie

Streszczenie. W artykule zaprezentowano wyniki analizy wpfywu dziatania impulsowego pola elektrycznego (PEF - pulsed electric field) na
poprawe jakoSci wina poprzez zwigkszenie antocyjanow — barwnikéw o udowodnionych wiasciwo$ciach prozdrowotnych wystepujgcych w
czerwonych winogronach. Badanie dotyczyto winogron odmiany Marechal Foch, gatunku popularnego na terenie Polski. Przy dziataniu pola o
natezeniu 5 kV/cm uzyskano 5% wzrost zawartosci antocyjanéw w wyprodukowanym winie.

Abstract. In the article the authors present the results of the analysis of the effect of pulsed electric field PEF on the quality of wine by increasing the
anthocyanins - dyes with proven health benefits which occur found in red grapes. The research concerned the grapes Marechal Foch, a species
popular in Poland. With a 5 kV/cm field, a 5% increase in anthocyans content in the produced wine was achieved. (Influence of PEF on antocyjans

in wine).
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Wstep

Jedng z metod nietermicznej obrébki Zzywnosci jest
poddanie jej dziataniu impulsowego pola elektrycznego
PEF. Metoda ta jest czesto uzywana celem poprawienia
wydajnosci pozyskiwania sokow z warzyw i owocéw. [1-9].
Wykorzystanie PEF do suszenia i konwersacji zywnosci
pozwala na zachowanie wartosci odzywczych, naturalnej
jakosci, barwy, waloréw smakowo-zapachowych
i sktadnikow  witaminowych  produktéw  spozywczych.
Oddziatywanie pola elektrycznego z tkankami roslinnymi to

problem interdyscyplinarny, taczacy zagadnienia
elektrotechniki i technologii zywnosci. Podstawowe
zagadnienia dotyczace procesu
elektroporacji  zastosowaniu do tkanek roslinnych,

optymalne zuzycie energii w trakcie procesu oraz wptyw
parametréw procesu omowione sg w literaturze [10].

W przemysle winiarskim zastosowanie pulsacyjnego
pola elektrycznego korzystnie wptywa na parametry
jakosciowe wina, w szczegdlnosci na zawartosé
odpowiadajgcych za barwe i smak zwigzkéw fenolowych
takich jak antocyjany i taniny oraz intensywnos¢ koloru.
Zastosowanie PEF podczas procesu winifikacji zmniejsza
réwniez czas maceracji [11].

Antocyjany to naturalne barwniki roslinne (przyjmujace
barwe od czerwonej poprzez niebieskg, ciemnogranatowg
do purpurowej), zaliczane do flawonoidéw stanowigcych
najliczniejszg grupe zwigzkdéw polifenolowych. Gromadzg
sie przede wszystkim w zewnetrznych warstwach tkanek
roslinnych (epidermie), a ich zawartos¢ wzrasta podczas
wegetacji rosliny [12]. Antocyjany to zwigzki nietrwate, tatwo
ulegajgce  degradacji, w  szczegolnosci  podczas
termicznego przetwarzania zywnosci. Stopien degradacji
barwnikow antocyjanowych zalezy od temperatury, ktéra
w wyzszych zakresach bardzo intensywnie przyspiesza ich
rozktad [13]. Obecno$¢ tlenu wplywa niekorzystnie na
poziom zawarto$ci antocyjanéw, a jego usuniecie moze
powodowac istotne zmniejszenie efektéw degradacji.
Ekspozycja barwnikow antocyjanowych na Swiatlo
rozproszone dziata podobnie jak wysoka temperatura,
natomiast duze stezenie cukru (powyzej 20 %) powoduje
ich wiekszg trwato$¢ w substancjach [14-16]. W zaleznosci
od odczynu $rodowiska, w jakim sie znajdujg, ulegajg one

przemianom, co skutkuje zmiang ich barwy [17]. Ze
wzgledu na ich wiasciwosci mogg korzystnie wptywacé na
zdrowie cztowieka. Podobnie jak inne zwigzki polifenolowe,
antocyjany wykazujg dziatanie przeciwutleniajgce, czyli
majg zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikow —
atoméw lub czasteczek, w ktorych na ostatniej powtoce
elektronowej wystepuje niesparowany elektron. Wykazujg
takze  dziatanie  przeciwzapalne, przeciwalergiczne,
przeciwmiazdzycowe, a nawet przeciwnowotworowe.
Produkty bogate w polifenole, w tym w antocyjany, takie jak
czerwone winogrona majg udowodnione pozytywne
dziatanie na ukfad krgzenia oraz wptywajg na zmniejszenie
agregacji ptytek krwi. Majg rowniez pozytywny wptyw na
funkcje srodbtonka. Aktywujg jego prace i uwalniajg tlenek
azotu odpowiedzialny m.in. za rozszerzanie naczyn
krwionosnych oraz ograniczenie przechodzenia lipoprotein
z osocza do Sciany naczynia. Zmniejszenie
nadreaktywnosci ptytek przy uzyciu odpowiedniej zywnosci
uwazane jest za dobry sposéb utrzymania prawidtowej
czynnosci  uktadu sercowo naczyniowego [18,19].
Antocyjany znajdujgce sie w winie czerwonym majg
wlasciwosci  zwigkszajgce  iloS¢  korzystnej  frakgiji
cholesterolu HDL. Badania epidemiologiczne wykazaty
odwrotnie proporcjonalng korelacje miedzy spozywaniem
czerwonego wina a ryzykiem zachorowalnosci na chorobe
niedokrwienng serca [20,21]. Winoro$l wilasciwa (Vitis
vinifera L.) jest uprawiana od dawna i stosowana do
produkcji wielu przetwordw. Z danych dotyczgcych zbioréw
owocow na swiecie wynika, ze winogrona stanowig 25 %
wszystkich zbieranych owocoéw, z czego ponad 50 % z nich
to gatunki winogron czerwonych. W winach zidentyfikowano
ok. tysigca zwigzkéw organicznych i mineralnych.
Zawartos¢ tych zwigzkow zalezy od kilku czynnikow miedzy
innymi: od odmiany, klimatu, gleby, stopnia dojrzatosci
winogron. Antocyjany pozyskuje sie gtéwnie
z zawierajgcych skorki i nasiona wytlokdw pozostatych po
ttoczeniu winogron [22]. W przemysle spozywczym dba sie
miedzy innymi o to, aby w procesie przetwarzania owocow
uzyska¢ koncentrat winogronowy o jak najwiekszej
intensywnosci koloru i wtasciwosciach barwigcych [19].
Sktad chemiczny i wtasciwosci czerwonego wina wplywajg
korzystnie na uktad trawienny, krazenia, osrodkowy
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i oowodowy ukfad nerwowy oraz uktad immunologiczny
potegujgc witasciwosci antocyjanédw ze wzgledu na
zawartos¢ jeszcze innych sktadnikéw wina [23-24].

Zawarto$¢ zwigzkéw przeciwutleniajgcych, a w tym
antocyjanéw w winie czerwonym zalezy nie tylko od
winogron, warunkéw uprawy, ale réwniez od zastosowanej
technologii podczas jego produkcji. Ma to istotny wptyw na
ekstrahowanie antocyjanéw oraz ich podzniejszg trwatosé
w winie. Wplyw dziatania pola elektrycznego PEF na
winogrona czerwone, ktére bedg stuzyly do produkcji wina
jest zagadnieniem obecnie badanym na Swiecie.

W ramach badan autorzy pracy okreslili wptyw dziatania
pola elektrycznego (PEF) na uprawiane w Polsce wino-
grona czerwone odmiany Marechal Foch i na zawartos¢
antocyjanéw w winach wytworzonych z tych owocow.

Materialy i metody badawcze
Winogrona

Winogrona czerwone odmiany Marechal Foch
(mieszaniec francusko-amerykanski / wyhodowane na
podktadce 101-14 Mgt x Goldriesling/Francja serii
riparia x rupestris), pochodzity z upraw z Matopolski. Owoce
byly zdrowe, nieuszkodzone, charakteryzowaty sie
optymalng dojrzatoscig. Nie zaobserwowano sladéw plesni,
gnicia, zaoctowania czy podfermentowania. Zdjecie
winogron tego gatunku zostato przedstawione na rys. 1.

Rys.1 Zdjecie winogron odmiany Marechal Foch .

Metoda badawcza

Winogrona odszyputkowano i podzielono na trzy czesci.
Pierwsza z nich stanowita probe odniesienia (Préba 1).
Dwie kolejne préby poddano dziataniu impulsowego pola
elektrycznego przez 10 s, o czestotliwo$ci 20 impulséw na
sekunde i dwdch wartosci natezenia 3,3 kV/cm (Préba 2)
oraz 5 kV/cm (Préba 3). Czas trwania impulséw to 100 ms.

Rys.é Zdjecie stanowiska badawczego do wykonywania procesu
elektroporacji

System kontroli
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Rys. 3 Schemat stanowiska pomiarowego

elektroda stoto

Do przeprowadzenia badan zostato wykorzystane
stanowisko laboratoryjne (rys. 2 oraz rys. 3) sktadajgce sie
z:

generatora impulséw wysokiego napiecia ktérego
napiecie regulowane byt za pomocg potencjometru
w zakresie od 0 do 30kV.

systemu kontroli — ktéry umozliwia nastawe liczby
impulséw oraz odstepu czasu pomiedzy nimi.

komory w ktérej zachodzi wytadowanie — w ktérej
znajdujg sie dwie ptaskie elektrody, pomiedzy ktérymi
umieszczona byta celka z moszczem winogronowym.

celki o pojemnosci o pojemnosci 200ml. Celka
o ksztatcie walca o wysokosci 8cm zbudowana z materiatu
dielektrycznego, w ktérej umieszczany byt przetwarzany
produkt. Podstawy celki stanowity 2 elektrody: goérna
idolna, 2z czego gbérna stuzyta jako nakretka
zabezpieczajgca produkt przed wyptynieciem. Po
umieszczeniu celki pomiedzy elektrodami w komorze
moszcz wingronowy poddawany byt dziataniu pola
elektrycznego.

Przed przystgpieniem do badan stanowisko badawcze
zostato sprawdzone pod wzgledem plynnosci regulaciji
napiecia oraz powtarzalnosci napiecia impulséw.

Dobér parametrow do badan zostat zrealizowany przez
przeprowadzenie wielu prob testowych, w ktérych pod
uwage byly brane: liczba impulséw, warto$¢ napiecia,
odstep czasowy pomiedzy impulsami oraz temperatura
prébki. Po przeprowadzeni badan kontrolnych dobrano
nastepujgce parametry dla napiecia 20kV (natezenia pola
3,3 kV/cm): liczba impulséw 200 impulséw, powtarzajgcych
sie co 10s. Dla maksymalnego mozliwego do ustawienia
napiecia 30kV (natezenia pola 5 kV/cm): 200 impulsow
powtarzajgcych sie co 15s. Badan dla nizszych wartosci
natezenia pola elektrycznego nie prowadzono.

Do badan wykorzystano winogrona czerwone Marshal
Foch. Winogrona zostaty podzielony na 3 1-kilogramowe
porcje 1 prébka kontrolna — ktéra zostata poddana
procesowi fermentacji bez wystawienia jej na dziatanie pola
elektrycznego oraz 2 porcje, ktére zostaty poddanie
dziataniu pola elektrycznego o natezeniu 3,3 kV/cm oraz
5kV/cm. Przed przystgpieniem do badan winogrona zostaty
doktadnie obrane z szyputek, zwazone oraz dokfadnie
zmiazdzone. W trakcie procesu oddziatywania pola
elektrycznego wykonywany byt pomiar temperatury
z wykorzystaniem termopary. Temperatura probek wahata
sie w zakresie 19 - 21°C. Nastgpnie moszcz winogronowy
zostat przetozony do celki i umieszczony w komorze
elektroporatora. Na generatorze zostato ustawione napiecie
wytadowania oraz w systemie kontroli zostaty zadane
parametry impulsu. Po poddaniu moszczu procesowi
elektroporacji kontrolowano temperature mieszaniny. Jezeli
temperatura nie przekraczata 24°C probka zostata
przektadana do balonu fermentacyjnego. Pojemnos¢
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pojemnika roboczego wynosita 200 ml.. Wszystkie procesy
przeprowadzane byty w identycznych warunkach oraz
ustawieniach urzgdzenia uznanego za optymalne dla
zadanych warto$¢ natezenia pola elektrycznego. Po
wykonaniu 5 prébek dla danej odmiany winogron celka,
w ktorej znajdowat sie moszcz byta doktadnie czyszczona.

Tak przygotowany moszcz poddano procesowi
fermentacji zgodnie z  procedurami  stosowanymi
w przemysle winiarskim. Zastosowano suszone drozdze
Saccharomyces cerevisiae (ConFerm Uni V, Eaton z serii
Product Line), stosowane w produkcji zywnosci. Drozdze
ConFerm Uni V hamujg rozwdj dzikich drozdzy i
niepozadanych bakterii, ponadto nie wytwarzajg produktow
ubocznych fermentacji takich jak SO,, H.S, aldehydu
octowego, kwasu pirogronowego, a-ketoglutarowego,
lotnych kwasow i estrow.

Naczynia w ktérych prowadzono fermentacje byly
szklane przeznaczone do kontaktu z zywnoscig. Do
zamkniecia butli zastosowano korki zaopatrzone w rurke
fermentacyjng (zawo6r wodny umozliwiajgcy odprowadzania
nadmiaru dwutlenku wegla). Fermentacje prowadzono w
temp. 20+2°C, przez okres 8 tygodni. W gotowych winach
oznaczono zawartos¢ barwnikdéw antocyjanowych metodg
spektrofotometryczng przy réznym pH [26]. Zasada
oznaczania polega na pomiarze réznicy absorbancji w pH =
1 i w pH = 45, Absorbancja zwana inaczej gestoscig
optyczng jest bezwymiarowym wspotczynnikiem
charakteryzujgcym pochtanianie $wiatta w badanym
osrodku optycznym. Antocyjany przy pH = 1 wystepujg w
postaci czerwonego kationu flawyliowego (flawonoidy -
grupa organicznych zwigzkéw chemicznych wystepujgcych
w roslinach petnigcych miedzy innymi funkcje barwnikéw), a
przy pH = 4,5 ulegajg przeksztatceniu w forme bezbarwnej
pseudozasady. Do pomiaru pH zastosowano pH-metr
Denver Instrument, (Clarkson Laboratory & Supply Inc.,
Kalifornia, USA).

Przygotowano substancje buforowg o pH=1,0. W tym
celu do zlewki odwazono 1,86g chlorku potasu KCI
o stezeniu 0,025 mol/dm?®, uzupetniono wodg destylowang
do objetosci 980 ml, zmierzono pH. W nastepnej kolejnosci
dodawano rozwoér kwasu solnego HCI do osiggniecia
pH=1,0+£0,05. Roztwér przeniesiono do litrowe] kolby
miarowej i uzupetniono do objetosci 1 dm?®. Nastepnie
przygotowano substancje buforowg o pH=4,5. Do zlewki
odwazono 54,43 g tréjwodnej soli octanu sodowego
CH3COzNa « 3H20 o stezeniu 0,4 mola/dms, uzupetniono
wodg destylowang do objetosci 960 ml i dodawano roztwér
HCl do osiggniecia pH =4,5+0,05. Produkt koncowy
przeniesiono do litrowej kolby miarowej i uzupetniono do
zadanej objetosci. Do kolb miarowych na 50ml, pobierano
pipeta do 10 ml klarownego roztworu wina i uzupetniano do
zadanej objetosci substancjg buforowg o pH=1,00.
Nastepnie do kolb miarowych o pojemnosci 50ml,
pobierano pipeta po 10 ml klarownego roztworu wina
i uzupetlniano do zadanej objetosci substancjg buforowg
o pH=4,50. Absorbancje roztworéw wyznaczano przy
diugosci fali $wietinej 520 nm i 700 nm. Pomierzona
wartos¢ miescita sie w zakresie od 0,2 do 1,4AU. Do
oznaczen  wykorzystywano  spektrofotometr  UV-VIS
Shimadzu UV-2600 (Shimadzu Scientific Instruments,
Columbia, MD, USA). Kazdorazowo do analiz z kazdego
wina pobierano 3 préby.

Wyniki eksperymentu
Zawartos¢ antocyjanow  (AW) (jako ekwiwalent
cyjanidyno-3-glukozydu mg/dm3) wyliczono z zaleznosci (1):

__ AxMxDF%1000
- exl

(1) AW

gdzie:
A = (As20nm - A700nm) pH=1,0 = (As20nm = A700nm) pH=4,5
(As20nm)pH=1.0 — absorbancja roztworu

przy A=520 nm i pH=1.0
(A7o0nm)pH=1.0 — absorbancja roztworu

przy A=700 nm i pH=1.0
(As20nm)pH=4.5 — absorbancja roztworu

przy A=520 nm i pH=4.5
(A700nm)pH=4.5 — absorbancja roztworu

przy A=520 nm i pH=4.5
M (masa czasteczkowa cyjanidyno-3-glukozydu)

=449,2g/mol

DF = wspodtczynnik rozcienczenia
| = grubos¢ warstwy absorbujgcej w cm
&= 26 900 dm*mol.cm™ - molowy wspotczynnik ekstynkcji
dla cyjanidyno-3-glukozydu (absorbancji liczonej na
podstawie logarytmu naturalnego ze stosunku natezen
Swiatta padajgcego i po przejsciu przez absorbujgcy
osrodek).
1000 = wspotczynnik przeliczeniowy z g na mg [27]
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Rys. 4 Wykres zmiany ilo$ci antocyjanéw w zaleznosci od
natezenia pola elektrycznego.

Wykres (rys nr 4) przedstawia zmiany ilosci antocyjanow
w probce w zaleznosci od zastosowanego natezenia pola
elektrycznego na wino wyprodukowane z winogron szczepu
Marcheal Foch. W poréwnaniu do prébki kontrolnej w
prébkach badanego wina nastgpit widoczny wzrost
zawartosci antocyjandéw po zastosowaniu pulsacyjnego pola
elektrycznego. Przy wartosci natezenia pola elektrycznego
3,3 kV/icm nastgpit wzrost zawartosci antocyjanow w
poréwnaniu do probki kontrolnej o 4,7%. Wzrost wartosci
natezeniu pola do wartosci 5 kV/cm spowodowat
zwigkszenie zawartosci antocyjanéw do 5%. Wzrost
zawartosci zwigzkéw fenolowych w badanych probkach
nastgpit w zwigzku z powstatym w wyniku oddziatywania
pola elektrycznego procesem nieodwracalnej elektroporacji,
co skutkowato wytworzeniem sie poréw w pestkach oraz
skérce  winogron.  Uszkodzenie (zniszczenie) bfon
komoérkowych zmniejsza opory ruchu masy, co powoduje
wzrost wydajnosci ekstrakcji i zwiekszenie zawartosci
antocyjanéw w badanych prébkach. Z powyzszego wykresu
mozna wywnioskowaé iz wyzsze natezenie pola
elektrycznego prowadzi do powstania wiekszej iloSci poréw
oraz wyzszego stezenia antocyjanéw w winie.

Podsumowanie

Przeprowadzane badania pokazujg potencjat PEF do
uzyskania wina o wiekszym stezeniu zwigzkéw barwnych,
fenolowych o charakterze korzystnym dla zdrowia
konsumenta w poréwnaniu do win wyprodukowanych
metodg tradycyjng. Mimo, Ze niektére zwigzki barwne
czerwonego wina pochodzg z pestek winogron, to gtéwnym
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ich zrodlem jest skorka winogron, gdyz zawiera znaczgco
wiekszg ilos¢ zwigzkéw antocyjanowych. Zawartosé
zwigzkoéw o znaczeniu prozdrowotnym, w tym antocyjanéw
w winie zalezy zaréwno od winogron jaki i technologii
produkcji wina, ktéra moze mie¢ wptyw na uzyskanie
wyzszego stezenia antocyjanow i ich pdzniejszg stabilnosé
w winie. Przeprowadzane badania pokazujg, ze PEF jest
odpowiednig technologia poprawiajgcg ekstrahowanie
wewnatrzkomérkowych zwigzkéw barwnych (antocyjanéw)
przy niskim zuzyciu energii.
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