S. Rimac Brndi¢ et al: Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology
and Nutrition 11 (1-2), 71-78 (2016) 71

PROFESSIONAL PAPER
Stabilnost prirodnih prehrambenih bojila
Stability of natural food colorants

Suzana Rimac Brn¢i¢*!, Marija Badanjak Sabolovi¢!, Marija Vasko', Mladen Brn¢i¢!, Nada Knezevi¢?

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Pierottijeva 6, Zagreb, Hrvatska
Podravka d.d., Ante Starcevica 32, 48000 Koprivnica, Hrvatska
*Corresponding author: srimac@pbf.hr

SaZetak

Prehrambeni trendovi usmjereni prema prirodnim proizvodima poticu interes industrijskih proizvodaca za koristenjem prirodnih pigme-
nata pri proizvodnji prehrambenih proizvoda. Medutim, zbog njihove manje stabilnosti, koja ovisi o uvjetima procesa tijekom prerade i skla-
distenja, uvodenje tih spojeva kao sastojaka hrane predstavija veliki izazov. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj poviSene temperature i
vremena zagrijavanja te pH vrijednosti na stabilnost prirodnih prehrambenih bojila ljubic¢aste, narancaste i plave boje (prirodni karoten P10,
spirulina plava P 50, crna/ljubicasta mrkva P 36). Promjene boje i apsorpcijski spektri mjereni su pri temperaturi od 50°C i 70°C nakon 0, 15,
30, 45, 60, 90, 120 i 180 minuta pri pH 5 i 7. Rezultati pokazuju da stabilnost ispitivanih prirodnih prehrambenih bojila ovisi o temperaturi,
trajanju zagrijavanja i pH vrijednosti medija. Gotovo sva ispitivana prirodna prehrambena bojila su pokazala vecéu stabilnost pri nizim tempe-
raturama i nizim pH vrijednostima.

Kljucéne rijeci: prirodna bojila, pH vrijednost, zagrijavanje, stabilnost

Abstract

The food trend towards natural products stimulated the interest of industry producers of food products for use of natural pigments in
foodstuffs. However, due to its reduced stability depending on the process conditions during processing and storage, the introduction of these
compounds in_food is a great challenge. The aim of this study was to investigate the influence of elevated temperature and heating time as well as
pH value on the stability of natural food colorants (natural carotene P10, spirulina blue P 50, black/purple carrot P 36). The color changes and
absorption spectra were measured at temperatures of 50 and 70°C after 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 and 180 minutes at pH value 5 and 7. Obtained
results showed that the stability of the tested natural food colorants depends on the temperature, the heating time and pH value of media. Almost

all investigated natural food colorants showed higher stability at lower temperatures and lower pH values.

Key words: natural colorants, pH value, heating, stability

Uvod

Sve su veci zahtjevi potroSaca za proizvodnjom pre-
hrambenih proizvoda koji ¢e u $to veéoj mjeri zadrzati svoja
izvorna svojstva. U zadnje vrijeme, njihova pozornost je po-
sebno usmjerena prema prehrambenim aditivima; bojilima.
Potraznja za prirodnim prehrambenim bojilima raste sva-
kodnevno i to iz viSe razloga: pozitivni u¢inci na promica-
nje zdravlja; prirodna boja kao prioritet potrosaca; povecana
sklonost potrosaca za organskom hranom; raznolikost boje 1
okusa hrane. Prirodna boja prehrambenog proizvoda je u ve-
¢ini sluéajeva nestabilna i podlozna degradaciji do koje moze
do¢i pri proizvodnji, preradi, pripremi, obradi, pakiranju, pri-
jevozu ili skladistenju djelovanjem razli¢itih kemijskih ili fi-
zikalnih ¢imbenika. Takve promjene su nepozeljne i utje¢u na
kvalitetu proizvoda, a samim time i na percepciju potrosaca.
Prehrambena bojila dodaju se kako bi se odrzala izvorna boja
prehrambenog proizvoda, ali i kako bi se postigla veca vizu-
alna privla¢nost hrane, dala boja hrani koja je inace bezboj-
na, zadrzao izvoran izgled hrane nakon skladistenja i obrade,

osigurala ujednacenost boje te izbjegle sezonske varijacije u
tonu boje.

U cilju provjere i procjene potencijalne toksi¢nosti i pro-
cjene rizika od konzumacije prehrambenih bojila doneseni su
zakonski propisi koji osiguravaju proizvodnju namirnica uz
koriStenje bojila sigurnih za zdravlje potroSaca. Svako pod-
ru¢je svijeta (kao na primjer: Ujedinjeno Kraljevstvo, Kana-
da, EU) ima svoje definicije i propise o uporabi prehrambenih
aditiva (U.K. Food standards Authority, 2008; Canadian Food
Inspection Agency, 2003; Regulation (EC) No 1333/2008).
U kategoriju bojila osim sintetiziranih, ubrajaju se i prirodni
sastojci hrane i prirodni izvori koji se obi¢no ne uzimaju kao
hrana. Pripravci dobiveni iz hrane i drugih sirovina iz prirod-
nih izvora dobivaju se fizickom i/ili kemijskom ekstrakcijom
sa selektivnim izluéivanjem pigmenata za bojenje koji je do-
minantan u odnosu na sastojke hrane ili aromatske sastojke
(N.N. 39/2013). Prirodna bojila se izoliraju iz prirodnih izvora
kao $to su voce i povrée dok se sintetska bojila dobivaju la-
boratorijskom sintezom, a kemijskom strukturom su identi¢na
onima izoliranim iz prirodnih izvora. Prirodna prehrambena
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bojila medusobno se veoma razlikuju po svojim kemijskim i
fizikalnim osobinama te ne pokazuju sva istu stabilnost s obzi-
rom na uvjete kojima su izlozeni tijekom procesa proizvodnje
i skladistenja hrane. Ona pokazuju razli¢it stupanj oksidacije,
topljivosti, osjetljivosti na temperaturu, svjetlo te pH. Prirodna
bojila pokazuju slabiji intenzitet u odnosu na sintetska te se
moraju koristiti u ve¢im koncentracijama. Bojila proizvedena
iz sirovina biljnog porijekla ¢esto su kemijski veoma nestabil-
na te imaju izrazenu varijabilnost u nijansi boje, a osim toga
mogu dati nepozeljnu aromu i miris prehrambenim proizvo-
dima (Gruji¢ i sur., 2009). Prilikom senzorske procjene nekog
proizvoda kao bitan pokazatelj kvalitete smatra se ujednace-
nost boje, a koja moze varirati zbog prirodnih promjena u in-
tenzitetu boje polazne sirovine. Boje proizvedene iz prirodnih
sirovina ukljucuju razlicite vrste organskih i neorganskih sa-
stojaka, a mogu biti biljnog, zivotinjskog, mikrobnog ili mine-
ralnog porijekla. Postoje Cetiri glavne skupine prirodnih bojila,
a to su: klorofili, karotenoidi, antocijani i betaini.

Sjeverna Amerika je vodece trziste prehrambenih bojila.
Istrazivanja predvidaju da Ce trziste prehrambenih bojila (sin-
tetskih i prirodnih) dosegnuti 2,3 milijarde dolara do 2019.
godine s godiSnjom stopom rasta od 4,6% (Markets and Mar-
kets, 2014). Globalno, prirodna prehrambena bojila u 2014.
¢ine 54,9 % ukupnog trzista bojila, a o¢ekuje se da ¢e do 2020.
godine Ciniti ¢ak 60 % trziSta (Future Market Insights, 2015).
Karotenoidi ¢ine 31,8 % udjela na trzistu u 2014. godini u vri-
jednosti od 363,2 milijuna $ (Future Market Insights, 2015).
Ocekuje se da ¢e izgubiti neznatan udio na trzistu, ali isto tako
zadrZati svoj dominantan poloZaj u narednom razdoblju. An-
tocijani su drugi najveéi segment u smislu prihoda te se pred-
vida da ¢e zadrzati svoju dominaciju u narednom razdoblju
zahvaljujuéi razvoju novih proizvoda koristenjem antocijana
za dobivanje crveno/ljubiCasto/ruzicaste i plave nijanse za
razliCitu hranu i pi¢a niskih pH vrijednosti (Future Market
Insights, 2015). Ljubicasta mrkva, slatki krumpir i ljubicasti
kupus najvise se preferiraju kao sirovina za proizvodnju
boja baziranih na antocijanima. Predvida se da ¢e primjena
ckstrakta Spiruline takoder rasti tijekom razdoblja od 2015-
2020. (Future Market Insights, 2015). Prirodna prehrambena
bojila najéesce se koriste pri proizvodnji konditorskih i pekar-
skih proizvoda, pi¢a, mlije¢nih i ostalih proizvoda. Kategorija
ostalih proizvoda predstavlja 316,0 milijuna $ od ukupne boje
na trzi$tu, odnosno 27,6 % u 2014. (Future Market Insights,
2015). Ona ukljucuje smrznutu hranu, zacine, umake, funkcio-
nalnu hranu te hranu za kuéne ljubimce. Pi¢a su druga najveca
kategorija koja zauzima 21,5% ukupnog udjela na trzistu ili
230,9 milijuna dolara u smislu prihoda u 2013. godini (Futu-
re Market Insights, 2015). Geografski je trziSte segmentirano
u sedam podrucja: APEJ (Azija i Pacifik iskljucujuci Japan),
MENA (Bliski istok i sjeverna Afrika), Japan, Juzna Amerika,
Sjeverna Amerika, isto¢na Europa i zapadna Europa. Zapadna
Europa, Sjeverna Amerika i APEJ zajedno ¢ine 76 % udjela na
trzistu u 2014. godini (Future Market Insights, 2015). Trenutno
je zapadna Europa najvece trziSte u smislu veli¢ine i ocekuje
se da ¢e dominirati u narednom razdoblju. Medutim, APEJ ¢e
iza¢i kao najatraktivnije trziste u smislu apsolutnog prirasta
neposredno iza Sjeverne Amerike buduéi da investitori vise
preferiraju APEJ u odnosu na Sjevernu Ameriku zbog lakoce
poslovanja, u smislu regulative i troskova radne snage (Futu-
re Market Insights, 2015). Potraznja potrosaca za prirodnim

proizvodima i oznacavanjem transparentno proizvedene hrane
dovesti ¢e do povecane potraznje za prirodnim kategorijama
prehrambenih bojila. Nadalje, razvoj tehnika mikrokapsulira-
nja i inovacija pakiranja predstavljaju poticaj za veéu prisut-
nost prirodnih prehrambenih bojila na trzistu. Vodeca trzista
prirodnim prehrambenim bojilima u EU predstavljaju Velika
Britanija, Njemacka, Francuska, Italija i Spanjolska (Rimbai i
sur., 2011), ali u svijetu je rastuce trziste u azijskim zemljama
poput Kine, Indije i Juzne Koreje. Neki od lidera na svjetskom
trzi$tu jesu Sensient Technologies Corporation i Kalsec Inc.,
DDW, The Color House, Naturex S.A., ADM (Wild flavors
Inc.), Chr. Hansen A/S, ROHA Dyechem Pvt. Ltd., GNT Inter-
national B.V., DIC Corporation i LycoRed Ltd (Future Market
Insights, 2015).

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj povisenih tempe-
ratura (50 i 70°C) te dviju pH vrijednosti (pH 5 i pH 7) na
stabilnost prirodnih prehrambenih bojila ljubicaste, naran-
Caste 1 plave boje u trajanju od 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 i
180 min.

Materijali i metode

Ispitivani materijal su uzorci prirodnih prehrambenih bo-
jila ljubicaste, narancaste i plave boje u praskastom obliku:

1. Black / purple carrot P 3 - Prirodno prehrambeno bojilo
ljubicaste boje, proizvoda¢ DDW, Sjedinjene Americke
Drzave

2. Natural carotene P 10 - Prirodno prehrambeno bojilo na-
rancaste boje, proizvoda¢ DDW, Sjedinjene Americke Dr-
zave

3. Spirulina blue P 50 - Prirodno prehrambeno bojilo plave
boje, proizvoda¢ DDW, Sjedinjene Americke Drzave
Do provodenja analiza boje su ¢uvane u izvornom pa-

kiranju na suhom i hladnom mjestu, a zatim su pripremljene

njihove otopine u acetatnom puferu (pH 5) i fosfatnom puferu

(pH 7).

Priprema otopina prirodnih prehrambenih bojila

Pocetne otopine prirodnih prehrambenih bojila pripre-
mljene su otapanjem 500 mg praha bojila u 30 ml pufera (pH
51 pH 7) nakon ¢ega su kvantitativno preneSeni u odmjer-
nu tikvicu od 50 ml te nadopunjeni puferom do oznake. Od
pocetne otopine bojila naprave se razrjedenja tako da apsor-
bancija pri maksimalnoj valnoj duljini za svaki uzorak iznosi
0,700+0,005.

Odredivanje stabilnosti boje prirodnih

prehrambenih bojila

Stabilnost boje u pripremljenim i razrijedenim otopinama
prirodnih prehrambenih bojila odredena je tijekom zagrijavanja
pri 50°C i 70°C u vodenoj kupelji prema metodi koju su opisali
Fernandez-Lopez i sur. (2013). U odredenim vremenskim in-
tervalima mjerena je promjena apsorbancije pri rasponu valnih
duljina od 400 do 720 nm (vidljivi dio spektra) te promjena
parametara boje L*, a* b*. Mjerenje boje otopina prirodnih
prehrambenih bojila provedeno je na kolorimetru (CM-3500d,
Konica Minolta, Japan). Dobiveni podaci obradeni su pomoc¢u
SpectraMagic NX softwarea po CIELAB sistemu boja. Boja je
prikazana vrijednostima L*, a*, b* pri cemu:
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L* vrijednost- odreduje svjetlo¢u uzorka

a* vrijednost- odreduje udio crvene odnosno zelene kom-
ponente

b* vrijednost- odreduje udio zute odnosno plave kompo-
nente.

Postupak odredivanja:

Razrijedene otopine prirodnih prehrambenih bojila ter-
mostatirane su u vodenoj kupelji pri 50 °C i 70°C. Nakon odre-
denih vremenskih intervala (15, 30, 45, 60, 90, 120 i 180 min)
izuzeti su uzorci koji su odmah ohladeni u ledenoj kupelji na
20 °C. Zatim su uzorcima pomocu kolorimetra mjerene pro-
mjene u apsorbanciji pri valnim duljinama od 400-720 nm te
parametri boje L*, a*, b*.

Racun:

Promjene parametara boje otopina boja prirodnih pre-
hrambenih bojila nakon odredenog vremena zagrijavanja u od-
nosu na kontrolni uzorak odnosno standard (uzorci bojila prije
zagrijavanja) izraCunate su pomocu slijede¢ih formula:

AL=L

uzorak standard

pri cemu:
+AL znadéi da je uzorak svijetliji od standarda
-AL zaci da je uzorak tamniji od standarda

Aa=

uzorak a standard

| [2]

pri ¢emu:
+Aa znaci da je uzorak crveniji od standarda
-Aa znaci da je uzorak zeleniji od standarda

Ab = b uzorak = standard

‘ (3]
pri emu:
+Ab znaci da je uzorak zu¢i od standarda
-Ab znaci da je uzorak plaviji od standarda
Ukupna promjena boje u odnosu na kontrolni uzorak ra-
¢una se prema tzv. Euklidovoj udaljenosti izmedu boja izraze-
nekaol,aib:

AE =NAI> + Ad® + AB* (4

Parametar AE pokazuje koliko neki proizvod odstupa od
referentne boje.

Tablica 1. Znacenje izmjerene vrijednosti parametra AE u
odnosu na standard (Xiao, 2008.)

The meaning of the measured value of the parame-
ter AE compared to the standard (Xiao, 2008.)

Table 1.

Znacenje

AE Meaning

Razlike u tragovima

0-05 Trace difference

Mala razlika

0,5-1,5 Small difference

Primjetna razlika

1,5-3,0 Visible difference

Znacajna razlika
Significant difference

Velika razlika
Large diffrence

3,0-6,0

6,0 - 12,0

Vrlo velika razlika

> 12,0 Very large difference

Rezultati i rasprava

Ovisno o vrsti hrane i proizvodnom procesu koji se pro-
vodi moze doé¢i do djelomi¢ne odnosno potpune razgradnje
nositelja boje prehrambenog proizvoda. Vecina promjene boje
i/ili degradacije javlja se tijekom toplinske obrade, pri ¢emu
do vecih gubitaka dolazi pri vi§im procesnim temperaturama
(Crino i sur., 2012). U praksi, kako bi se smanjio gubitak inten-
ziteta boje nakon izlaganja visokim temperaturama uglavnom
se dodaje veca koncentracija bojila.

U ovom radu odredena je stabilnost prirodnih prehrambe-
nih bojila u ovisnosti o povisenoj temperaturi i razli¢itim pH vri-
jednostima kroz vremenski interval od 180 min. KoriStena su tri
prirodna prehrambena bojila: Black carrot (ljubi¢asta boja-anto-
cijani), Natural carotene (naran¢asta boja - karotenoidi) te Spi-
rulina (plava boja- fikocijanini). Nakon pripreme otopina stan-
darda odnosno pocetnih otopina prirodnih prehrambenih bojila
napravljena su razrjedenja tako da apsorbancija pri valnoj duljini
sa vr$nom vrijednosti intenziteta (Amax) iznosi 0,700 + 0,005.

Antocijani su prirodni, u vodi topljivi biljni pigmen-
ti. Nositelji su crvene, plave ili ljubiCaste boje ovisno o pH
u kojem se nalaze, a zbog toga imaju potencijalnu primjenu
u bojenju razli¢itih prehrambenih proizvoda. Trenutno su za
upotrebu u hrani kao bojila dostupni koncentrati i ekstrakati
crvenog kupusa, crne/ljubicaste mrkve, rotkve, borovnice i
bazge (Ahmadiani, 2012). Na stabilnost antocijana kao pri-
rodnih prehrambenih bojila utje¢u prisustvo svjetlosti, kisika,
enzima, povisena temperatura i pH vrijednost (Loypimai i sur.,
2016). Rezultati odredivanja boje prirodnog prehrambenog bo-
jila ljubicaste boje (antocijani crne mrkve BLACK / PURPLE
CARROT P3) pokazuju da ono ima bolju stabilnost pri nizoj
pH vrijednosti (pH 5) i pri nizoj temperaturi (50°C). Antocija-
ni ovisno o pH vrijednosti daju razli¢ito obojenje. U kiselom
pH podrucju nose pozitivan naboj odnosno flavium kation te
daju crveno obojenje. Pomicanjem prema neutralnom pH, bez-
bojna karbinol-pseudo baza i halkon oblici postaju izrazeniji
(Ahmadiani, 2012). Plava i ljubicasta boja pojavljuju se pomi-

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



S. Rimac Brndic et al: Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology

74 and Nutrition 11 (1-2), 71-78 (2016)

canjem pH vrijednosti od neutralne prema luznatoj. U tablici
2. moze se uociti kako je pri pH 5 i temperaturi zagrijavanja
od 50°C ve¢ nakon 15 min primjetna razlika u boji u odnosu na
standard te se AE krece u rasponu od 1,59 - 3,03 kroz 180 mi-
nuta zagrijavanja. Kroz cijeli vremenski interval pri temperaturi
50°C uzorak je svjetliji od standarda na $to ukazuju pozitivne
vrijednosti parametra AL. Tijekom prvih 90 min izrazenija je cr-
vena komponenta boje, nakon ¢ega se povecava intenzitet zelene
komponente boje. Parametar a* moze se koristiti kao indikator
razgradnje antocijana (Yang i sur., 2008). Pozitivne vrijednosti
parametra Ab ukazuju da je uzorak kroz svih 180 minuta zuci u
odnosu na standard. Ako se usporede rezultati za prirodna pre-
hrambena bojila ljubicaste boje pri pH 5, ali pri viSoj temperaturi
(70°C), moze se uociti kako je ukupna promjena boje veca (AE
2,53 - 9,64). Prema Xiao (2008) takva promjena boje je znacajna
i velika u odnosu na standard, odnosno pocetnu otopinu bojila.
Vrijednosti parametara A L pokazuju da je uzorak je svijetliji od
standarda $to je u skladu s literaturnim podacima koji potvrduju
da se uéinak toplinske obrade o¢ituje u visoj vrijednosti parame-
tra L (Gimenez i sur., 2015). PoviSenjem temperature smanjio
se udio crvene komponente boje ve¢ nakon 15 min. Prirodno
prehrambeno bojilo ljubiéaste boje pri pH 7 i pri 50°C pokazu-
je veliku razliku u ukupnoj promjeni boje u odnosu na standard
(AE iznosi 7,15). Kroz cijeli vremenski interval pri 50°C uzorak
je tamniji od standarda (negativne vrijednosti parametra AL) te
crveniji od standarda, za razliku od rezultata pri pH 5. Nakon
45 min zagrijavanja uzorak postaje Zu¢i. Ovaj uzorak pri pH 7
i temperaturi 70°C pokazuje najvecu ukupnu promjenu boje AE
iznosi ¢ak 23,27 nakon 180 min zagrijavanja. Tijekom prvih 60
min pri 70°C uzorak je tamniji od standarda nakon ¢ega postaje
svijetliji. Pozitivne vrijednosti parametara Aa i Ab ukazuju da je
uzorak kroz cijeli vremenski interval crveniji odnosno zu¢i od
standarda. Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da

su promjene izraZenije nakon povisenja temperature u odnosu na
povisenje pH vrijednosti. Tijekom skladiStenja antocijani poka-
zuju dobru stabilnost koja se pripisuje prisutnosti aciliranih gru-
pa. Acilirane skupine pokazuju vecu stabilnost s obzirom na pH i
visoke temperature u odnosu na ne-acilirane (Crino i sur., 2012).
Takoder, u optimalnim uvjetima (hladenjem tijekom nekoliko
sati) moze do¢i do rekonverzije boje pigmenta antocijana ¢ime
se objasnjava njihova stabilnost tijekom skladistenja. Medutim,
temperature skladistenja proizvoda obojanih prirodnim bojilima
ljubicaste boje ne bi smjele biti preniske. Prema Ozen i suradni-
cima (2011) brzina razgradnje antocijana tijekom skladiStenja pri
12°C veca je nego pri temperaturama od 20 i 30°C. Upravo zbog
toga prehrambeni proizvodi obojeni antocijanima iz crne mrkve
nisu prikladni za skladiStenje pri temperaturi od 12°C ili nizoj.

Karotenoidi su biljni pigmenti netopljivi u vodi i stani¢-
nom soku, a topljivi u kloriranim ugljikovodicima i biljnim
uljima. Nositelji su Zute, naranéaste i crvene boje. Izraz ,,karo-
tenoidi* je genericki naziv za skupinu ugljikovodika koja uk-
ljuéuje karotene (neoksigenirani oblik) i ksantofile (oksidirani
oblici) (EFSA, 2012). Danas je poznato vise od 700 strukturno
razli¢itih karotenoida (Arimboor i sur., 2015). Glavni lanac
karotenoidnih molekula sastoji se od osam izoprenskih jedi-
nica. B-karoten pigment je narancasto-zute boje, topljiv u ulju,
a njegov dobar izvor je mrkva. Medutim vecina -karotena za
komercijalnu upotrebu dobiva se iz algi (Rimbai i sur., 2011).
Smjese karotena dobivaju se ekstrakcijom s otapalom iz jesti-
vih biljaka ili iz prirodnih sojeva algi (EFSA, 2012). Trenutno
su mrkva (Daucus carota), palmino ulje (Elaeis guineensis) i
alga Dunaliella Salina glavni izvori smjese karotena. Glavnu
ulogu u bojanju karotenima ima B-karoten. a-, y-karoten te
drugi pigmenti mogu biti prisutni, a osim njih smjesa moze
sadrzavati ulja, masti te voskove koji su prirodno prisutni u
izvornom materijalu.

Tablica 2. Ukupna promjena boje prirodnih prehrambenih bojila ovisno o temperaturi, pH vrijednosti i viemenu zagrijavanja

Table 2. Total color difference of natural food colorants depending on temeprature, pH value and heating time
AE
Prirodno prehrambeno bojilo ljubi- Prirodno prehrambeno bojilo naran- | Prirodno prehrambeno bojilo plave
Caste boje Caste boje boje
BLACK /PURPLE CARROT P3 NATURAL CAROTENE P10 SPIRULINA BLUE P50
Natural purple food colorant Natural orange food colorant NA- Natural blue food colorant SPIRU-
BLACK / PURPLE CARROT P3 TURAL CAROTENE P10 LINA BLUE P50
Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
50°C 70°C 50°C 70°C 50°C 70°C
Temperature Temperature Temperature Temperature Temperature Temperature
50°C 70°C 50°C 70°C 50°C 70°C
Vrijeme
mels| pHS | pH7 | pHS | pH7 | pHS | pH7 | pHS | pH7 | pHS | pH7 | pHS | pH7
Heating time
(min)
15 1,59 4,32 2,53 8,27 1,85 2,06 2,08 2,55 1,91 3,92 24,78 30,1
30 1,56 4,68 3,58 8,79 2,03 2,3 2,34 4,41 2,16 4,18 28,01 31,6
45 1,86 4,87 4,39 9,73 2,07 2,45 2,47 5,63 2,21 4,62 29,8 32,9
60 2,09 4,6 5,08 12,2 1,97 2,77 2,68 7,94 2,42 4,92 30,72 34,5
920 2,32 5,4 6,63 15,15 1,28 3,18 3,28 10,7 2,84 5,44 33,14 | 35,46
120 2,57 6,45 7,54 18,6 1,23 2,93 3,58 13,16 3,17 6 34,01 36,3
180 3,03 7,15 9,64 23,27 1,39 4,35 3,99 16,75 3,84 7,7 34,22 37
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B-karoten je osjetljiv na autooksidaciju, fotodegradaciju te
termodegradaciju $to dovodi do njegovog cijepanja i stvaranja
razgradnih produkata (Boon i sur., 2010). Glavni uzroci de-
gradacije karotenoida u hrani jesu oksidacijske reakcije koje
ukljucuju kisik, hidroperokside i perokside radikala (Delgado-
Vargas i sur., 2000). Za smjesu a-, B-, y- karotena dobivenih
iz prirodnih namirnica nije odredena ADI vrijednost te se nji-
hovo koristenje kao prehrambenog bojila smatra prihvatljivim
(EFSA, 2012). Rezultati ovog rada pokazuju da je prirodno
prehrambeno bojilo narancaste boje (NATURAL CAROTENE
P10) najstabilnije pri 50 °C i pH vrijednosti 5 (tablica 2). Uku-
pna promjena boje (AE) pri navedenim uvjetima iznosi 1,39
nakon 180 min zagrijavanja te je to mala razlika u odnosu na
vala zagrijavanja u odnosu na standard. Negativne vrijednosti
parametara Aa i Ab pokazuju da je uzorak zeleniji, odnosno
plaviji u odnosu na standard. PoviSenjem temperature, a pri
istoj pH vrijednosti veca je i ukupna promjena boje. Medutim
kada se usporedi sa stabilno$¢u prirodnog prehrambenog bojila
ljubicaste boje pri istim uvjetima, vidljivo je da je prirodno
prehrambeno bojilo narancaste boje stabilnije. PoviSenje tem-
perature nije u velikoj mjeri utjecalo na promjenu parametara
Aa i Ab. Tijekom 120 min zagrijavanja uzorak je svijetliji od
standarda, ali nakon 180 min postaje tamniji, $to ukazuje na
to da dulje zagrijavanje pri viSoj temperaturi ima jaci utjecaj
na svjetlinu uzorka. Ukupna promjena boje ispitivanog uzorka
pri 50°C i pri pH 7 povecala se u odnosu na rezultate dobive-
ne zagrijavanjem pri istoj temperaturi, ali pri pH 5. AE iznosi
4,35 §to je znacajna razlika u odnosu na standard. Pozitivne
vrijednosti parametra AL tijekom cijelog vremenskog inter-
vala zagrijavanja pokazuju da je uzorak svjetliji od standar-
da. Vrijednosti parametara Aa i Ab su negativne §to znaci da je
uzorak zeleniji odnosno plaviji od standarda. Najveéu ukupnu
promjenu boje odnosno najmanju stabilnost prirodno prehram-
beno bojilo narancaste boje pokazuje tijekom zagrijavanja pri
70 °CipH 7. AE nakon 180 min iznosi 16,75, a to je vrlo velika
razlika u odnosu na standard. Vrijednosti parametara Aa i Ab su
u svim uvjetima negativne tj. pri nizim i visim pH vrijednosti-
ma odnosno temperaturama $to znaci da su zelenije i plavije u
odnosu na standard.

Spirulina je ekstrakt planktonskih modro-zelenih algi
koje rastu u alkalnoj vodi vulkanskih jezera (Estrada Pinero i
sur., 2001). Ekstrakt se dobiva iz dvije vrste algi Arthrospira
platensis i Arthrospira maxima. Ekstrakt Arthrospira platen-
sis sadrzi 61% proteina, 26% plavog pigmenta, 4,5% uglji-
kohidrata, 6,5% vlage 1 2% pepela (Akhilender Naidu i sur.,
2009). Koristi se kao bojilo hrane i pi¢a u Japanu (Danesi i sur.,
2002). Osim toga utvrdeno je da ima brojne pozitivne ucinke
na zdravlje kao S§to su: snizavanje razine kolesterola, jacanje
imunoloskog sustava i crijevne mikroflore, antioksidacijsko i
protuupalno djelovanje (Akhilender Naidu i sur., 2009). Upo-
treba pigmenata Spiruline kao bojila ima Siroku primjenu u
kozmetickoj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Danesi i
sur., 2002). FDA je 2013. odobrila upotrebu ekstrakta Spiruline
dobivenog iz cijanobakterije Arthrospira platensis kao bojilo u
bombonima, gumama za Zvakanje i sladoledima (Institute of
Food Technologists, 2013, Newsome i sur., 2014). Trenutno
se za bojanje prehrambenih proizvoda u plavu boju uglavnom
koriste sintetska bojila. Sintetsko plavo bojilo dopusteno je kao
dodatak prehrani u EU (EFSA, 2013). Sintetsko plavo bojilo je

triarilmetan koje u hrani dolazi u obliku kalcijeve ili natrijeve
soli u obliku tamno plavog praha ili u obliku granula. Rezultati
ispitivanja u ovom radu su pokazala da je prirodno prehrambe-
no bojilo plave boje (Spirulina BLUE P50) znatno nestabilnije
u odnosu na prva dva ispitivana prirodna prehrambena boji-
la. Pri 50 °C i pH 5 je najmanja ukupna promjena boje (1,91-
3,84), ali je ve¢ tada znacajna razlika u odnosu na standard.
Vrijednosti parametra AL se smanjuju tijekom 180 min zagri-
javanja, ali ostaju pozitivne §to znaci da je uzorak svjetliji s
obzirom na standard. Parametri Aa i Ab se povecavaju tijekom
zagrijavanja, pozitivni su te je uzorak crveniji odnosno zuéi u
odnosu na standard. PoviSenjem temperature na 70 °C, a pri
pH 5 dolazi do velikih promjena parametara boje pa je tako
ukupna promjena boje porasla ¢ak na AE= 34,22 nakon 180
min, to je vrlo velika razlika u odnosu na standard. Vrijednosti
parametara Aa i Ab takoder su znaéajno porasle, Aa vise od 9
puta u odnosu na zagrijavanje pri 50°C, a Ab vise od 8 puta;
pozitivne su, odnosno uzorak je crveniji tj. Zuéi od standarda.
Svjetlina uzorka se takoder povecala, gotovo 20 puta. Zagri-
javanjem uzoraka pri temperaturi od 50°C, a pri pH 7 ukupna
promjena boje iznosi 7,7 nakon 180 min zagrijavanja te je to
velika razlika u odnosu na standard. Isto tako je veé¢a promjena
boje ako se usporedi sa rezultatima dobivenim zagrijavanjem
na istoj temperaturi, a pri nizem pH. Svjetlina uzorka je kroz
cijeli interval zagrijavanja gotovo ista, pozitivne su vrijedno-
sti parametara AL. Vrijednosti parametara Aa i Ab su pozitivne
i povecavaju se tijekom zagrijavanja ali ne znacajno; uzorci
su crveniji odnosno zuéi od standarda. Najmanju stabilnost
Spirulina pokazuje tijekom zagrijavanja pri 70°C i pri pH 7,
odnosno dolazi do najveée ukupne promjene boje kada je AE
=37. To je vrlo velika razlika u odnosu na standard, a ujedno
i najveéa ukupna promjena boje usporedbom sva tri ispitivana
bojila. Vrijednosti parametara AL, Aa, Ab su pozitivne i znacaj-
no porasle u odnosu na rezultate dobivene nakon zagrijavanja
pri niZoj temperaturi, a pri istom pH. Iste vrijednosti su porasle
u odnosu na zagrijavanje pri 70°C, a pri pH 5, ali nije velika ra-
zlika. Dobiveni rezultati promjene boje prirodnog bojila plave
boje nakon zagrijavanja kroz 180 min na temperaturi od 70°C
pri pH 5 te pH 7 su u skladu s literaturnim podacima (Martelli
i sur., 2014). Prema Chaiklahan i suradnicima (2012) najvecéa
stabilnost plavog pigmenta spiruline (fikocijanina) je pri pH
5,5-6.0 te pri temperaturi izmedu 50 - 65°C., a zastitni poten-
cijal u procesu razgradnje fikocijanina pokazali su glukoza, sa-
haroza te natrijev klorid.

Nakon zagrijavanja prirodnih prehrambenih bojila u vre-
menskom intervalu od 180 min pri temperaturi od 50 °C te pri
pH 5 mozZe se uociti kako je najveci ostatak apsorbancije (%)
zabiljezen kod prirodnog bojila naranc¢aste boje kao $to je pri-
kazano na slici 1., a iznosi 97,57 %, dok ostatak apsorbancije
nakon zagrijavanja u istim uvjetima za prirodno bojilo ljubica-
ste boje iznosi 95%, a za prirodno bojilo plave boje 94,42 %.
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Slika 1.  Ostatak (%) apsorbancije boje prehrambenih boji-

laprid _kao funkcije viemena nakon zagrijavanja
pri50 ‘CipHS5

Figure 1. Remaining absorbance of natural food colorants at

A, as a function of heating time at 50 °C and pH 5
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Na slici 2. prikazan je ostatak apsorbancije prirodnih pre-
hrambenih bojila nakon zagrijavanja pri temperaturi od 70°C
te pri pH 5, iz ¢ega je vidljivo da se prirodno bojilo narancaste
boje i pri viSoj temperaturi pokazalo kao najstabilnije unato¢
porastu temperature, a uz isti pH. Ostatak apsorbancije iznosio
je 95,14%, dok je za prirodno bojilo ljubicaste boje iznosio
91,85 %. Najveca promjena uocava se kod prirodnog bojila
plave boje gdje je nakon 180 min zagrijavanja ostatak apsor-
bancije iznosio tek 30% Cime se pokazalo kao najmanje stabil-
no u tim uvjetima $§to znaci da je povisenje temperature imalo
najveci utjecaj na promjenu boje, a sli¢an trend su pokazala i
istrazivanja Chaiklahan i suradnika (2012).

Slika 2. Ostatak (%) apsorbancije boje prehrambenih bojila
pri A _kao funkcije viemena nakon zagrijavanja
pri 70°CipH 5

Figure 2. Remaining absorbance (%) of natural food colo-
rants at A as a function of heating time at 70°C'i
pHS5
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Pri 50°C i uz pH 7 najvecu stabilnost imalo je prirodno
bojilo ljubicaste boje gdje je intenzitet apsorbancije ostao ne-
promijenjen tijekom 180 min iznad 100% (slika 3). Preostala
dva prirodna bojila pokazuju blagi pad vrijednosti ostataka ap-
sorbancije te oni iznose: 88,57% za prirodno bojilo naran¢aste
boje 1 75,71% za prirodno bojilo plave boje.

Slika 3.  Ostatak (%) apsorbancije boje prehrambenih boji-

laprid _kao funkcije vremena nakon zagrijavanja
pri50°CipH7

Figure 3. Remaining absorbance (%) of natural food colo-
rants at A _as a function of heating time at 50°C

and pH 7
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Najveée promjene za sva ispitivana prirodna bojila uoca-
vaju se zagrijavanjem pri 70°C i uz pH 7 kao §to je prikazano
na slici 4. Najveéu stabilnost pokazalo je prirodno bojilo lju-
bicaste boje gdje je ostatak apsorbancije nakon 180 min zagri-
javanja iznosio74,14%. Za isto se moze uociti kako je tijekom
60 min zagrijavanja vrijednost ostatka apsorbancijenepromije-
njena, nakon Cega je pocela padati, ali ipak je zadrzala najvecu
vrijednost u odnosu na preostala dva bojila. Prirodno bojilo
narancaste boje pokazalo je manju stabilnost gdje je ostatak
apsorbancije nakon zagrijavanja iznosio 66,57%. Najmanje
stabilno bojilo i uz najmanji ostatak apsorbancije nakon zagri-
javanja kroz 180 min je prirodno bojilo plave boje. Znacajan
pad vrijednosti uocava se ve¢ nakon 15 min zagrijavanja pri
¢emu iznosi 23,57% te do kraja intervala zagrijavanja pada do
15,42%.
Slika 4.  Ostatak (%) apsorbancije boje prehrambenih bojila
kao funkcije vremena nakon zagrijavanja pri 70 °C
ipH7
Figure 4. Remaining absorbance (%) of natural food colo-

rants at A _as a function of heating time at 70 °Ci
pH7
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Uzevsi u obzir promjene svih parametara boje za sva is-
pitivana bojila moze se zakljuciti da sva tri bojila pokazuju
vecéu stabilnost, odnosno manju degradaciju i promjenu boje
pri nizim temperaturama zagrijavnja kao i pri nizoj pH vrijed-
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nosti. Isto tako vremenski period zagrijavanja utjeCe na porast
odnosno na pad vrijednosti pojedinih parametara pri ¢emu do
znacajnijih promjena dolazi kroz dulji period na visim tempe-
raturama. Kao najmanje stabilno bojilo pokazalo se prirodno
prehrambeno bojilo plave boje za koje su zabiljezene najvece
ukupne promjene boje, zatim slijedi prehrambeno bojilo ljubi-
Caste boje, dok je najstabilnije bojilo narancaste boje uz najma-
nju ukupnu promjenu boje.

Zakljucci

Stabilnost ispitivanih prirodnih prehrambenih bojila lju-
bicaste, narancaste i plave boje ovisi o primijenjenoj tempe-
raturi, duljini zagrijavanja i pH vrijednost medija. Najbolja
stabilnost boje prirodnog prehrambenog bojila ljubiéaste boje
(Black carrot) utvrdena je pri temperaturi 50°C i pH 5. Osta-
tak apsorbancije nakon 180 min iznosio je 95,00%. Najmanja
stabilnost istog bojila utvrdena je pri temperaturi 70°C i pH
7, a ostatak apsorbancije nakon 180 min iznosio je 74,14%.
Najbolja stabilnost boje prirodnog prehrambenog bojila na-
rancaste boje (Natural carotene) utvrdena je pri temperaturi
od 50°C i pH 5, a ostatak apsorbancije nakon 180 min izno-
sio je 97,57%. Najmanja stabilnost istog bojila utvrdena je
pri temperaturi od 70 °C i pri pH 7, a ostatak apsorbancije
a ostatak apsorbancije nakon 180 min iznosio je 66,57 %.
Najbolja stabilnost prirodnog prehrambenog bojila plave boje
(Spirulina) utvrdena je pri temperaturi od 50°C i pH 5, a osta-
tak apsorbancije nakon 180 min iznosio je 94,14%. Najmanja
stabilnost istog bojila utvrdena je pri temperaturi 70°C i pH
7, a ostatak apsorbancije nakon 180 min iznosio je 15,42%.
Prirodno prehrambeno bojilo narancaste boje (Natural caro-
tene) pokazuje bolju stabilnost pri nizoj temperaturi (50°C) i
nizoj pH vrijednosti (pH 5). Najmanje stabilno bojilo u ovom
istrazivanju je prirodno prehrambeno bojilo plave boje (Spi-
rulina). Sva tri ispitivana prirodna prehrambena bojila poka-
zala su veéu stabilnost pri nizim temperaturama zagrijavanja
kao 1 pri nizoj pH vrijednosti.
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