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ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2015, 2 (99)

OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Panstwu nr 3 (100) dwumiesiecznika Zywno$¢. Nauka. Technolo-
gia. Jako$¢, w ktorym zamiesciliSmy roéznorodne tematycznie artykuly naukowe, pre-
zentujgce dorobek kilku krajowych $rodowisk nauki o zywnosci. Jak w kazdym nume-
rze, zamiesciliSmy takze interesujace informacje w stalych dziatach.

Otrzymujecie Panstwo kolejny juz setny numer naszego czasopisma, najpierw
kwartalnika, a obecnie dwumiesigcznika. Oprocz wydanych kolejnych stu numerow,
wydawaliSmy w przesztosci takze suplementy i numery specjalne. W ciggu ponad 20
lat opublikowalismy 1890 artykutdéw naukowych z zakresu nauk o zywnosci i pokrew-
nych.

W zwiazku z zawieszeniem indeksowania w bazie JCR artykutow ukazujacych si¢
w Zywnosci, zwracamy uwage Autoréw na zwickszenie cytowania artykuléw opu-
blikowanych w naszym dwumiesieczniku w artykulach kierowanych do czasopism
bedacych na tzw. liscie filadelfijskiej. Odpowiednio liczne cytowania pozwolg na
ponowne indeksowanie publikowanych u nas artykutéw. Jednoczesnie prosimy Auto-
réw o maksymalne ograniczenie cytowan artykutéw pochodzacych z Zywnosci w pra-
cach kierowanych do nas do opublikowania — jeste§my zmuszeni obnizy¢ liczbe auto-
cytowan, gdyz negatywnie wptywajg na obliczany IF.

Krakow, czerwiec 2015 .
Redaktor Naczelny

e P
i

Tadeusz Sikora

ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢é — liczba punktéw 15 — Wykaz czasopism punktowanych
MNiSzW, grupa A, poz. 10995
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JOANNA KOLODZIEJCZYK-CZEPAS, MAGDALENA SZEJK, ANNA PAWLAK,
HALINA M. ZBIKOWSKA

WELASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE KWASU KAWOWEGO
I JEGO POCHODNYCH

Streszczenie

Kwas kawowy jest przedstawicielem kwasoéw hydroksycynamonowych, stanowiacych podgrupe kwa-
s6w fenolowych. Syntetyzowany jest przez rosliny jako wtorny metabolit i wystepuje w postaci pochod-
nych, takich jak: glikozydy, amidy i estry. Najliczniejsza i najlepiej poznana grupa pochodnych kwasu
kawowego sa estry utworzone z kwasem chinowym (kwas chlorogenowy), o-hydroksydihydrokawowym
(kwas rozmarynowy) i winowym (kwas kawoilowinowy) oraz ester fenetylowy kwasu kawowego
(CAPE). Zwiazki te wystepuja w wielu owocach i warzywach, stad sa naturalnymi sktadnikami diety.
Kwas kawowy oraz jego naturalne pochodne i syntetyczne analogi sa silnymi przeciwutleniaczami, ktore
juz w niewielkich stezeniach chronig komoérki przed stresem oksydacyjnym. W wielu uktadach doswiad-
czalnych wykazano, ze kwas kawowy i jego pochodne skutecznie usuwaja reaktywne formy tlenu (RFT)
i syntetyczne rodniki, chelatuja jony metali oraz wptywaja na zahamowanie peroksydacji lipidow. Na
szczegllng uwage zastuguje CAPE, wykazujacy najsilniejsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca.

Slowa Kkluczowe: wtorne metabolity roslinne, fenolokwasy, kwas kawowy, wlasciwosci przeciw-
utleniajace

Wprowadzenie

Ze wzgledu na istotng role¢ stresu oksydacyjnego w starzeniu organizmu i patoge-
nezie licznych schorzen, prowadzone sa badania dotyczace naturalnych substancji bio-
logicznie czynnych, wykazujacych wlasciwosci przeciwutleniajagce. W fizjologii orga-
nizmu czlowieka za gtéwne zrodta rodnikowych i nierodnikowych reaktywnych form
tlenu (RFT) uwaza si¢ procesy biochemiczne, takie jak oddychanie mitochondrialne
(ok. 2 % elektronébw moze ,,wyciekac” podczas fosforylacji oksydacyjnej, stajac si¢
przyczyna jednoelektronowej redukcji tlenu i powstania anionorodnika ponadtlenko-

Dr J. Kotodziejczyk-Czepas, mgr M. Szejk, lic. A. Pawlak, dr hab. H.M. Zbikowska, Katedra Biochemii
Ogolnej, Uniwersytet Lodzki, ul. Pomorska 141/143, 90-236 Lodz. Kontakt: joannak@biol.uni.lodz.pl
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wego (0,")), reakcje oksydazy ksantynowej, oksydazy NAD(P)H oraz syntaz tlenku
azotu [4]. Organizm czlowieka narazony jest rOwniez na zwigkszenie generowania
RFT na skutek ekspozycji na promieniowanie UV lub w wyniku metabolizmu kseno-
biotykow [2]. Do nasilonego tworzenia RFT, prowadzgcego do stresu oksydacyjnego,
dochodzi ponadto w przebiegu procesoOw zapalnych towarzyszacych réznorodnym
schorzeniom, np. miazdzycy [27].

o H o
HO. \ HO \ 5

OH

HO HO'
kwas kawowy ester fenetylowy kwasu kawowego
(CAPE)
OH
H §)H
HO, s
H o OH H O Hummt
HO. OH
HO. OH
A o X o/
H H
H o H e}
HO HO
kwas rozmarynowy kwas chlorogenowy

HO,

HO

kwas kawoilowinowy

Rys. 1. Kwas kawowy i jego pochodne.
Fig. 1.  Caffeic acid and its derivatives.

Dla funkcjonowania organizmu istotne znaczeniec ma jakos$¢ spozywanej zywno-
sci — takze narazonej na procesy utleniania. Zmiany oksydacyjne dotycza zarowno
thuszczow [10], jak i biatek [20], co wplywa znaczgco na jako$¢ produktow spozyw-
czych. W wielu krajach ograniczane jest stosowanie syntetycznych przeciwutleniaczy
do produkcji zywnosci, a coraz czegsciej stosuje si¢ zwigzki naturalne. Wigkszos¢ ba-
dan nad biologiczng aktywnos$cig roslinnych zwigzkéw fenolowych, bedacych sktadni-
kiem diety, koncentrowata si¢ na dzialaniu réznorodnych flawonoidéw. Wzrasta jed-
nak zainteresowanie naturalnymi kwasami fenolowymi, stanowigcymi wazny sktadnik
pokarméw pochodzenia roslinnego. Najbardziej rozpowszechnionymi w tkankach ro-
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slinnych fenolokwasami sg kwasy hydroksycynamonowe, w tym kwas kawowy
(3.,4-dihydroksycynamonowy) [13]. Wystepuje on w roslinach w postaci pochodnych,
takich jak: glikozydy, amidy i estry. Kwas kawowy najczesciej tworzy estry z kwasem
chinowym, o-hydroksydihydrokawowym i winowym, wskutek czego powstaja odpo-
wiednio kwasy: chlorogenowy, rozmarynowy i kawoilowinowy (rys. 1). Pochodne te
wykazuja najczesciej wyzsza aktywnos$¢ przeciwutleniajacg w poréwnaniu z wolnym
kwasem kawowym. Na szczegdlng uwage zasluguje ester fenetylowy (CAPE, ang.
caffeic acid phenethyl ester) (rys. 1), jeden z gtdwnych biologicznie czynnych sktadni-
kow propolisu. Z dostepnych badan wynika, ze wérdd pochodnych kwasu kawowego,
CAPE jest najsilniejszym przeciwutleniaczem [35].

Zrédla kwasu kawowego i jego wchlanianie w przewodzie pokarmowym

Kwas kawowy syntetyzowany jest w roslinach jako produkt szlaku kwasu sziki-
mowego. Prekursorem do syntezy kwasow hydroksycynamonowych sa aminokwasy:
tyrozyna lub fenyloalanina. Enzymem katalizujagcym deaminacj¢ L-fenyloalaniny jest
amoniakoliaza fenyloalaninowa, a produktem reakcji — kwas trans-cynamonowy, be-
dacy zwigzkiem wyjsciowym w biosyntezie kwasu kawowego i innych kwasow hy-
droksycynamonowych [17]. Kwasy hydroksycynamonowe wystepuja w roslinach
w formie glikozydow lub depsydow, w mniejszym stopniu w postaci wolnej, przy
czym zawarto$¢ poszczegélnych form jest odmienna w réznych grupach surowcow.
Fenolokwasy te w formie estrow glukozy lub kwasu chinowego obecne sg przewaznie
w owocach, podczas gdy w ziarniakach zboz wigkszos¢ fenolokwasow zwigzana jest
z arabinoksylanami. Wolne kwasy hydroksycynamonowe wystepuja w tkankach ro-
slinnych zwykle w niewielkich ilo$ciach, ich zawarto$¢ zalezy ponadto od stopnia doj-
rzato$ci rosliny [13]. Ziarniaki zb6z sg zrodtem przede wszystkim kwasu ferulowego,
ale w owsie zidentyfikowano unikatowg grupg zwigzkow okreslanych jako awenan-
tramidy, bedgcych pochodnymi kwasow hydroksycynamonowych (w tym kwasu ka-
wowego) 1 kwasow antranilowych [41].

Zrédlem kwasu kawowego sa m.in. warzywa straczkowe, pomidory, a takze orze-
chy, ziarna zb6z, nasiona stonecznika oraz rézne owoce. W wigkszosci owocoOw i wa-
rzyw jest on obecny w formie zestryfikowanej (depsydu) z kwasem chinowym, jako
kwas chlorogenowy. Kwas kawowy spozywany jest z pokarmem roslinnym gtownie
w formie zwigzanej, dlatego kluczowe dla jego biodostgpnosci jest wehtanianie w jeli-
cie cienkim. Wykazano, ze ok. 95 % kwasu kawowego dostarczanego do organizmu
w postaci wolnej ulega absorpcji w jelicie cienkim, natomiast podany jako kwas chlo-
rogenowy jest w tym odcinku jelita wchlaniany tylko w ok. 33 % [26]. Dostepnosc
zwigzanych kwasoéw hydroksycynamonowych jest zalezna od hydrolizy przy udziale
enzymow mikroflory jelitowej — esteraz kwasu ferulowego (esterazy ferulowe, cyna-
monowe) [9]. Zarowno kwas kawowy, jak i metabolity kwasu chlorogenowego, po-
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wstajgce pod wptywem aktywnosci mikroflory jelitowej (np. kwasy: m-kumarowy,
ferulowy i 3-hydroksyfenylopropionowy) mogg wnika¢ do komorek przy udziale bia-
tek transportowych z rodziny MCT (ang. monocarboxylic acid transporter) [19].
W komorkach nabtonka jelita i w watrobie kwas kawowy ulega glukuronidacji przy
udziale UDP-transferazy glukuronowej. Moze on rowniez podlegaé w watrobie sulfo-
nowaniu lub o-metylacji, prowadzacej do wytworzenia kwasu ferulowego lub izoferu-
lowego. Kwas kawowy moze wykazywac aktywnos¢ biologiczng w $cianie jelita oraz
w innych tkankach i organach, glukuronidacja i sulfonowanie ostabiajg jednak jego
wlasciwosci przeciwutleniajgce. Gtownymi zwigzkami, identyfikowanymi w osoczu
krwi po podaniu kwasu kawowego, sg glukuronidy kwasu ferulowego i izoferulowego
[5]. Kwas kawowy, ktory nie zostal wchlonigty w jelicie, moze natomiast ulegac re-
dukcji do kwasu dihydrokawowego 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-propionowego przy
udziale mikroflory jelitowej, nastgpnie w wyniku dehydroksylacji jest przeksztatcany
do kwasu 3-(3-hydroksyfenylo)-propionowego i 3-fenylopropionowego. Zwiazki te sa
wchtaniane w jelicie grubym i metabolizowane: w watrobie ulegaja B-oksydacji, two-
rzac kwas benzoesowy i hydroksybenzoesowy, ktore nastepnie sa sprzggane z glicyna,
a ich produkty koncowe: kwas 3-hydroksyhipurowy i hipurowy sg wydalane z moczem

[5].

Wiasciwosci przeciwutleniajace kwasu kawowego

Za zdolno$¢ neutralizowania rodnikow i przeciwdziatania reakcjom utleniania
przez naturalne zwigzki fenolowe, m.in. kwas kawowy, odpowiada liczba grup hydrok-
sylowych oraz ich lokalizacja w strukturze czasteczki fenolokwasu. W reakcjach
z wolnymi rodnikami grupy -OH dziataja jako donory wodoru, co prowadzi do utwo-
rzenia rodnika fenoksylowego. Obecnos¢ grupy -OH w pozycji orto wptywa znaczaco
na zwigkszenie wtasciwosci przeciwutleniajacych fenolokwasdw i ich zdolno$¢ neutra-
lizowania RFT — m.in. H,0,, a takze rodnika DPPH" (rodnik 2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazylu) [37]. Mechanizm ochronny naturalnych zwigzkow fenolowych
w zapobieganiu utleniania lipidow polega na wychwytywaniu wolnych rodnikow alki-
lowych 1 nadtlenkowych powstajacych w wyniku peroksydacji wywotanej dziataniem
RFT, autoksydacji ttuszczow lub ich utleniania fotosensybilizowanego. Rodniki feno-
ksylowe, powstajace z fenolokwasow, moga reagowaé z innymi rodnikami alkilowymi
oraz nadtlenkowymi i wygasza¢ reakcje peroksydacji lipidow. Niektore fenolokwasy,
w tym kwas kawowy, moga jednak dziata¢ prooksydacyjnie, w zaleznos$ci od warun-
koéw reakeji. W przypadku kwasu kawowego efekt taki zaobserwowano w reakcji utle-
niania lipidow, katalizowanej jonami Fe’™ in vitro. W reakcji tej powstaje przejsciowy
kompleks kwas kawowy-Fe*", a w wyniku wewnatrzczasteczkowego transferu elektro-
nu dochodzi do uwolnienia jonéw Fe*" oraz rodnika semichinonowego [18]. Wtasci-
wosci przeciwutleniajagce kwasu kawowego sg zalezne takze od temperatury. Anduez
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1 wsp. [1] przeprowadzili ogrzewanie roztworu kwasu kawowego w temp. 90 °C, sy-
mulujac przechowywanie kawy w termosie. Stwierdzono termiczng dekompozycje
kwasu z wytworzeniem produktéw o wiasciwosciach proutleniajgcych po godzinie
ogrzewania. Dluzsze ogrzewanie powodowato natomiast wzrost aktywnos$ci przeciwu-
tleniajgcej badanego ptynu na skutek kondensacji produktow dekompozycji kwasu
kawowego 1 tworzenia si¢ polimeréw o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych.

Ograniczanie generowania wolnych rodnikow i neutralizowanie reaktywnych form
tlenu

Przeciwutleniajacy efekt kwasu kawowego oceniano m.in. na poziomie hamowa-
nia aktywnos$ci oksydazy ksantynowej, ktora uwazana jest za jeden z gtownych me-
chanizméw molekularnych przyczyniajacych si¢ do generowania RFT in vivo, m.in.
w warunkach niedokrwienia i reperfuzji. Podczas reperfuzji tlen obecny we krwi akty-
wuje oksydaze ksantynowg i dochodzi do tworzenia anionorodnika ponadtlenkowego.
Dziatanie przeciwutleniajace kwasu kawowego badano poprzez pomiar tworzenia O,
w doswiadczeniach z wykorzystaniem linii komorkowej Caco-2 (komorki nowotwo-
rowe nablonka jelitowego). Zaobserwowano, ze kwas kawowy hamuje aktywnosc¢
oksydazy na poziomie porownywalnym z dziataniem allopurynolu, silnego inhibitora
oksydazy [32]. Badania in vitro dotyczace usuwania powstatego O," przez kwas ka-
wowy (0,055 mM) wykazaly 62 % inhibicji generowania rodnika, co stanowito efekt
zblizony do aktywnosci zwigzkoéw referencyjnych — naturalnych (o-tokoferolu) i synte-
tycznych (BHA —butylohydroksyanizolu, BHT — butylohydroksytoluenu oraz troloksu)
przeciwutleniaczy [15].

Kwas kawowy moze rowniez odgrywac istotng rolg w hamowaniu peroksydacji
réznych lipidow. Utlenianie zwigzkow tluszczowych zmienia wihasciwosci fizyczne
bton komorkowych, co wptywa na fizjologi¢ komodrek i tkanek. Proces nieenzyma-
tycznej peroksydacji lipidéw prowadzi do obnizenia hydrofobowosci bton komoérko-
wych 1 zmiany organizacji dwuwarstwy lipidowej. Skutkiem tych zmian jest wzrost
niespecyficznej przepuszczalnosci bton i ich depolaryzacja, zaburzenia przekazywania
sygnatow miedzykomérkowych, zahamowanie aktywnos$ci enzymow blonowych
1 systemow transportu [25]. Ponadto, utlenianie thuszczow jest takze jednym z gltow-
nych proceséw ograniczajacych trwato§¢ przechowywanej zywnosci [36]. W doswiad-
czeniach in vitro z zastosowaniem kwasu linolowego wykazano 68 1 76 % inhibicji
peroksydacji kwasu linolowego po dodaniu do srodowiska reakcji kwasu kawowego,
odpowiednio do koncowego stezenia 0,055 1 1,65 mM. Kwas kawowy byl najsilniej-
szym przeciwutleniaczem ws$rod porownywanych zwigzkow (BHA, BHT, a-tokoferol,
troloks) [15]. Interesujacych obserwacji dostarczyly réwniez badania aktywnosci prze-
ciwutleniajacej kwasu kawowego i jego estru — kwasu chlorogenowego (0,28 +
5,6 mM) w procesie autooksydacji triacylogliceroli oleju stonecznikowego. Utlenianie
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sktadnikow tluszczowych, takich jak: linolenian, oleinian czy palmitynian, stanowi
jeden z czynnikow ograniczajacych trwalos¢ przechowywanej zywnos$ci. Reakcje te
mozna jednak opdzni¢ poprzez dodanie substancji przeciwutleniajagcych. W przepro-
wadzonych do$wiadczeniach badane zwigzki w nizszych st¢zeniach (~0,28 mM) wy-
kazywaty podobny efekt przeciwutleniajgcy, natomiast zastosowanie kwaséw w wyz-
szych stezeniach ujawnito silniejsze dziatanie kwasu kawowego [21].

Kwas kawowy wykazuje in vitro zdolno$¢ hamowania utleniania osoczowych li-
poprotein o matej gestosci (LDL). Zwigzek ten powoduje 97,5-procentowe zahamowa-
nie utleniania LDL juz przy stezeniu 0,0075 mM [22]. Silne wiasciwos$ci przeciwutle-
niajgce kwasu kawowego i1 chlorogenowego zaobserwowano réwniez w przeciw-
dzialaniu peroksydacji LDL, katalizowanej in vitro przez jony Cu>" lub
dichlorowodorek 2,2'-azo-bis-2-amidynopropanu (AAPH). Badane zwigzki charakte-
ryzowaly si¢ podobng aktywno$cig przeciwutleniajacg — stwierdzono, ze moga wiaczac
si¢ w reakcje propagacji jako przeciwutleniacze interwentywne. Ustalono, ze kazdy
z badanych kwaséw moze wygasza¢ ok. 2 rodnikéw nadtlenkowych, dziatajac znacz-
nie efektywniej niz inne kwasy hydroksycynamonowe, takie jak: synapinowy, ferulo-
wy czy p-kumarowy [8].

Badania z zastosowaniem syntetycznych rodnikow

Kwas kawowy w poréwnaniu z innymi znanymi przeciwutleniaczami — BHA,
BHT, a-tokoferolem i troloksem — charakteryzuje si¢ wysoka aktywnos$cig redukcyjng
w stosunku do rodnika DPPH®. W przeprowadzonych do$wiadczeniach kwas kawowy
(0,11 mM) powodowal zmniejszenie ilosci wolnego rodnika w $rodowisku reakcji
0 93,7 %. Stwierdzono ponadto, ze w warunkach metody efektywniejszy od kwasu
kawowego wobec rodnika DPPH" jest jedynie BHT (99,7 % inhibicji). Kwas kawowy
wykazywat rowniez wysoka zdolnoéé redukcji kationowego rodnika ABTS®". W bada-
niu porownawczym z BHA, BHT, troloksem i o-tokoferolem, kwas kawowy
(0,14 mM) w najwickszym stopniu powodowatl zmniejszenie stezenia rodnika w §ro-
dowisku reakcji (92,9 %) [15]. Silniejsza aktywno$¢ tego fenolokwasu w redukcji
DPPH", w porownaniu z a-tokoferolem i troloksem, stwierdzity Zych i Krzepitko [42].
W doswiadczeniach tych oceniano réwniez dziatanie kwasu askorbinowego, ktory
okazal si¢ mniej efektywnym przeciwutleniaczem niz kwas kawowy.

Wtasciwosci chelatujgce kwasu kawowego

Przeciwutleniajace dziatanie kwasow fenolowych jest rowniez wynikiem chela-
towania jonow metali przej$ciowych, katalizujgcych reakcje generujgce wolne rodniki.
W uktadach biologicznych H,O, moze reagowaé z O,", prowadzgc do powstania wy-
soce reaktywnego rodnika hydroksylowego (OH"). Reakcja ta, zwana reakcja Fentona,
katalizowana jest gtéwnie przez jony zelaza, ale w reakcjach generowania RFT moga
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rowniez braé udzial jony miedzi (Cu’/Cu®"), a takze innych metali przej$ciowych [3].
W badaniach in vitro wykazano, ze chelatowanie jonow metali przez fenolokwasy
chroni bton¢ komorkowsa przed uszkodzeniami indukowanymi przez jony metali przej-
sciowych. Kwas kawowy moze tworzyé kompleksy z jonami Cu®*, Fe*" oraz Fe’* [28].
Wigzanie jondw zelaza in vitro przez kwas kawowy badano, m.in. blokujac ich reakcje
z ferrozyna. Kwas kawowy hamowat tworzenie kompleksu Fe* -ferrozyna w 53 %, co
swiadczy o wyzszej zdolno$ci wigzania jonow zelaza w poréwnaniu z ferrozyng. Sil-
niejszymi chelatorami okazaly si¢ jedynie syntetyczne przeciwutleniacze — BHA
i BHT [15].

‘Wiasciwosci przeciwutleniajace wybranych pochodnych kwasu kawowego
Ester fenetylowy kwasu kawowego (CAPE)

Ester fenetylowy kwasu kawowego stanowi gtéwny sktadnik propolisu, wykazu-
jacy roznorodne wilasciwosci biologiczne, w tym aktywnos¢ przeciwutleniajaca [14].
Chen i Ho [7] wykazali aktywno$§¢ CAPE w ograniczeniu procesu utleniania lipidow —
thuszczu wieprzowego oraz oleju kukurydzianego. Dodanie kwasu kawowego i innych
kwasow hydroksycynamonowych oraz ich pochodnych, a takze zwigzkow referencyj-
nych — BHT i a-tokoferolu, znacznie wydtuzyto czas indukcji utleniania ttuszczu wie-
przowego, a efektywnos¢ dziatania przeciwutleniajacego ksztattowata si¢ nastgpujaco:
kwas kawowy ~ a-tokoferol > CAPE ~ kwas rozmarynowy > kwas chlorogenowy >>
BHT > kwas ferulowy ~ ester fenetylowy kwasu ferulowego. Po dodaniu badanych
zwigzkoéw do oleju kukurydzianego, aktywno$¢ przeciwutleniajaca CAPE i pozosta-
tych zwigzkow gwattownie zmalata. Zmiana ta spowodowana jest wickszym udziatem
nienasyconych kwasow thuszczowych w ttuszczach roslinnych w poréwnaniu ze zwie-
rzgcymi. Dlatego tez obserwuje si¢ wyzszy poziom inhibicji peroksydacji w przypadku
smalcu, ktory w mniejszym stopniu ulega utlenianiu. Natomiast w uktadzie emulsji
oleju kukurydzianego skuteczniejsze dziatanie zaobserwowano w przypadku przeciwu-
tleniaczy hydrofilowych, dlatego w tym ukladzie badawczym wyzsza skutecznos¢ od
CAPE wykazywaty BHT i kwas kawowy [7]. CAPE ma takze zdolno$¢ chelatowania
jonéw metali, w tym Fe®", katalizujgcych peroksydacje lipidow. Aktywnos¢ wigzania
jonow zelaza przez CAPE jest porownywalna z aktywnoscig silnych chelatoréw —
BHA, BHT, a-tokoferolu i troloksu. Dwie czasteczki CAPE aktywnie wiaza Fe*" dzie-
ki obecnosci dwoch grup hydroksylowych w kazdej z nich [14]. CAPE redukuje row-
niez syntetyczne rodniki: ABTS"" i DPPH’. Wykazano, ze CAPE redukuje rodnik
DPPH’ bardziej efektywnie niz zwigzki referencyjne (BHA i BHT). W przypadku rod-
nika kationowego ABTS"" skuteczniejsze efekty, w poréwnaniu z CAPE, uzyskano po
zastosowaniu syntetycznych przeciwutleniaczy — BHA i BHT, ale réznice te byty nie-
wielkie [14].
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Kwas rozmarynowy

Kwas rozmarynowy wystepuje powszechnie w ziotach, gldéwnie w rozmarynie
1 szatwii. Wykazuje wysoka aktywnos$¢ przeciwutleniajagcg ze wzgledu na obecnosc
grupy karboksylowej i czterech grup hydroksylowych [39]. W badaniu porownawczym
in vitro zaobserwowano, ze kwas rozmarynowy redukuje rodnik DPPH® efektywniej
niz kwas kawowy i CAPE. W dos$wiadczeniach z zastosowaniem ttuszczu wieprzowe-
go stwierdzono znaczgce zmniejszenie peroksydacji, przy czym kwas kawowy i CAPE
wykazywaty silniejsza aktywnos$¢ niz kwas rozmarynowy. W uktadzie z olejem kuku-
rydzianym dziatanie przeciwutleniajagce bylo natomiast stabsze, a efektywnos¢ po-
szczegblnych zwigzkow ksztattowata si¢ nastepujaco: kwas rozmarynowy > kwas ka-
wowy > CAPE [7]. Obserwowane roznice aktywnosci w r6znym srodowisku wynikaja
z budowy chemicznej kwasu rozmarynowego. Cztery grupy hydroksylowe determinujg
silne wlasciwosci hydrofilowe tego zwiazku, dlatego dziata on skuteczniej w emulsji
oleju niz w thuszczach statych. W procesie trawienia lipidy w wigkszosci ulegaja emul-
gacji, dlatego prawdopodobnie kwas rozmarynowy ma wigksze znaczenie w uktadach
biologicznych niz kwas kawowy i CAPE [12]. Porownujac in vitro dziatanie kwasu
rozmarynowego ze znanymi silnymi przeciwutleniaczami, wykazano, ze fenolokwas
ten usuwa DPPH® w steZeniu nizszym niz kwas askorbinowy, o-tokoferol i BHT,
a jego aktywno$¢ jest trzykrotnie wyzsza niz aktywno$¢ troloksu [39].

Budowa czasteczki kwasu rozmarynowego odpowiada zardOwno za jego aktyw-
no$¢ przeciwutleniajacg, jak i za dziatanie proutleniajagce. Kwas rozmarynowy, z wbu-
dowanymi dwoma pier§cieniami fenolowymi, jest substratem dziatania enzymu tyro-
zynazy, zaliczanego do oksydaz polifenolowych. Enzym ten w obecnosci tlenu
przeksztatca difenole do o-chinonéw z jednoczesnym wytwarzaniem RFT. Wykazano,
ze rownowaga migdzy pro- i przeciwutleniajacg aktywnoscig kwasu rozmarynowego
przesunicta jest w stron¢ dziatania przeciwutleniajacego [23].

Kwas chlorogenowy

Kwas chlorogenowy ma charakter depsydu — w zwigzku tym kwas kawowy jest
potaczony przez grupg karboksylowg z grupa fenolowa kwasu chinowego. Wystepuje
gtownie w zielonych lisciach 1 owocach kawoweca, glogu, karczocha, a takze w popu-
larnych warzywach, takich jak: satata, pomidory, ziemniaki, seler. Badania epidemio-
logiczne wykazaty, ze spozycie kwasu chlorogenowego jako sktadnika kawy obniza
poziom biomarkera wczesnej fazy stresu oksydacyjnego, jakim jest transpeptydaza
y-glutamylowa [5]. W badaniach in vivo wykazano, ze kwas chlorogenowy podawany
szczurom wplywa na obnizenie poziomu cholesterolu i triacylogliceroli w osoczu o ok.
441 58 %, a w watrobie — 0 24 % [30]. Zwiazek ten charakteryzuje si¢ rowniez wysoka
efektywnoscig w hamowaniu utleniania LDL in vitro [24, 34], porownywalng z dziata-
niem kwasu kawowego.
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Kwas kawoilowinowy

Kwas kawoilowinowy to jedna z najrzadziej wystepujacych w przyrodzie po-
chodnych kwasu kawowego, obecny jest m.in. w winogronach. W warunkach in vitro
kwas kawoilowinowy jest dwukrotnie silniejszym inhibitorem utleniana LDL, induko-
wanego przez Cu’’, niz kwas kawowy, ale nieznacznie slabszym niz kwas rozmaryno-
wy 1 chlorogenowy. Stwierdzono réwniez, ze kwas kawoilowinowy w niewielkim
stopniu hamuje utlenianie LDL in vitro, indukowane dichlorowodorkiem 2,2'-azobis(2-
amidynopropanu) (AAPH). Gléwnym mechanizmem odpowiadajgcym za zdolno$¢
hamowania peroksydacji lipidow przez ten fenolokwas jest aktywno$¢ chelatowania
jondéw metali [6].

Kwasy salwianolowe (szatwiowe)

Kwasy salwianolowe sa polifenolowymi pochodnymi kwasu kawowego, a ich na-
zwa pochodzi od glownego miejsca wystepowania — roznych gatunkéw szatwii. Naj-
wigcej dostepnych danych dotyczy aktywnosci biologicznej kwasow obecnych w Sa-
lvia  miltiorrhiza Bunge (szalwia czerwonokorzeniowa) [16]. Dzialanie
przeciwutleniajgce wykazuje zarowno kwas salwianolowy A, jak i B [38]. W warun-
kach in vitro kwas salwianolowy B moze efektywniej niz kwas askorbinowy reduko-
wacé syntetyczne rodniki: DPPH® i ABTS" oraz neutralizuje RFT, takie jak O," i “OH,
ale jego dziatanie w usuwaniu H,0, byto stabsze od witaminy C [40].

Syntetyczne pochodne kwasu kawowego

Przeprowadzono doswiadczenia in vitro z uzyciem serii amidow kwasu kawowe-
go, w ktorych sprawdzano aktywno$¢ hamowania peroksydacji lipidow. Wyniki inhi-
bicji alifatycznych pochodnych byty zblizone do wartosci kwasu kawowego i troloksu.
Efektywniejszymi przeciwutleniaczami byly pochodne aromatyczne z grupg aminofe-
nolowg, ktore wykazaty 10-krotnie silniejsze dziatanie niz zwigzek wyjsciowy i tro-
loks. Sugeruje si¢, ze wptyw na wlasciwosci przeciwutleniajace, oprocz grup zdolnych
do oddawania wodoru, ma rowniez liczba grup katecholowych i lipofilnos¢. W bada-
niach in vitro, w ktorych amidowe analogi sprzegano z grupami halogenowymi,
sprawdzano inhibicj¢ utleniania lipidéw poprzez pomiar stezenia dialdehydu malono-
wego (MDA). Wszystkie zsyntetyzowane zwiazki skuteczniej hamowaty peroksydacij¢
lipidéw niz kwas kawowy [29].

Na zwigkszenie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej kwasu kawowego wplywa takze
sprzeganie tego zwigzku z peptydami, gléwnie zawierajgcymi histydyne, ktéra efek-
tywnie wychwytuje rodniki dzigki obecnosci ugrupowania imidazolowego. W bada-
niach in vitro oceniano zdolno$¢ usuwania wolnych rodnikow w reakcji z rodnikiem
DPPH’. Badane dipeptydowe pochodne kwasu kawowego zawierajgce histydyne wy-
kazaly silniejsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca niz kwas kawowy. DPPH" najefektyw-
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niej usuwany byl przez zwigzek zawierajacy proling i histydyne (kwas kawowy-Pro-
His-NH,). W tescie hamowania peroksydacji lipidéw (w emulsji kwasu linolowego)
ten sam zwigzek wykazal najwyzszg warto$¢ inhibicji w porownaniu z innymi analo-
gami peptydowymi. Pochodna o identycznym sktadzie aminokwasowym, w ktorej
histydyna bezposrednio sgsiaduje z kwasem kawowym (kwas kawowy-His-Pro-NH,),
nie wykazywala znaczgcej aktywnos$ci przeciwutleniajacej, dlatego autorzy sugeruja,
ze oprocz sktadu aminokwasowego w tego typu reakcjach istotna jest rowniez struktu-
ra przestrzenna czasteczki. Prolina w zwigzku: kwas kawowy-Pro-His-NH, zapewnia
konformacj¢ przestrzenng, umozliwiajacg stabilizacje rodnika fenoksylowego kwasu
kawowego, powstajacego w reakcji wygaszania wolnych rodnikow. Struktura pochod-
nej peptydowej o budowie: kwas kawowy-His-Pro-NH, nie ma konformacji prze-
strzennej, pozwalajacej na stabilizacj¢ rodnika fenoksylowego [33].

Dziatanie przeciwutleniajagce wykazuja rowniez syntetyczne koniugaty kwasu
kawowego z chitozanami [11, 31]. Badania in vitro aktywnosci przeciwrodnikowej
koniugatu kwas kawowy-chitooligosacharyd wykazaty odpowiednio 81,6 i 89,8 %
neutralizacji rodnika DPPH® oraz tlenku azotu [11].

Podsumowanie

Kwas kawowy i jego pochodne, gldwnie estry, stanowia grupe naturalnych
zwigzkow fenolowych pochodzenia roslinnego. Aktywno$¢ przeciwutleniajgca tych
substancji stanowi wazny mechanizm ich korzystnego dziatania na organizm czlowie-
ka, moze ona réwniez zosta¢ w przysztosci wykorzystana w przemysle spozywczym
do przedtuzania trwato$ci przechowywanej zywnosci.

Praca finansowana z badan statutowych Katedry Biochemii Ogdlnej Uniwersyte-
tu Lodzkiego (506/1136)
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF CAFFEIC ACID AND ITS DERIVATIVES

Summary

Caffeic acid is one of the hydroxycinnamic acids, a subgroup of natural phenolic acids. It is synthe-
sized by plants as a secondary metabolite and it naturally occurs in the form of derivatives, such as glyco-
sides, amides, and esters. The largest and best-characterized group of caffeic acid derivatives are its esters
formed with chinic (chlorogenic), a-hydroxydihydrocaffeic (rosmarinic), and tartaric (caffeoyltartaric)
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acids as well as caffeic acid phenethyl ester (CAPE). Those compounds are present in a variety of fruits
and vegetables, thus, they are natural components of the diet. Caffeic acid, its natural derivatives, and
synthetic analogues are potent antioxidants, which, even in low concentrations, protect cells from oxida-
tive stress. It was proved in many experimental systems that the caffeic acid and its derivatives effectively
scavenge reactive oxygen species (ROS), chelate metal ions, and have an inhibiting effect on lipid peroxi-
dation. CAPE deserves particular attention since it shows the strongest antioxidant activity.

Key words: secondary plant metabolites, phenolic acids, caffeic acid, antioxidant properties
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Streszczenie

W latach 90. XX w. ukazatly si¢ pierwsze publikacje wskazujace, ze Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis (Map) sa bardziej cieplooporne niz M. bovis i przezywaja pasteryzacje mleka HTST. Od
tego czasu ukazalo si¢ wiele prac potwierdzajacych obecnos¢ Map w produktach mlecznych. Obecno$é
zywych komorek tych drobnoustrojow stwierdzono w probkach rynkowego mleka pasteryzowanego,
atakze w serach. Badania nad cieploopornoscia Map sa nietatwe ze wzgledu na uciazliwos¢ hodowli,
a pordwnanie i interpretacja danych literaturowych z tego zakresu sg utrudnione z uwagi na roznice
w stosowanych metodach eksperymentalnych. W badaniach przeprowadzanych z uzyciem mleka ogrze-
wanego w probowkach, kapilarach lub w pasteryzatorach laboratoryjnych wykazano, Zze pasteryzacja
w temp. 63 °C/30 min, jak i HTST zmniejszaja liczbe Map o 4 - 7 rzedow logarytmicznych. Rozbiezne
wyniki otrzymywano w do§wiadczeniach prowadzonych w warunkach pasteryzacji przemystowej. Istnieje
kilka hipotez opornosci cieplnej Map w mleku, m.in. tworzenie skupisk komorek, adaptacja fizjologiczna
prowadzaca do nabycia cieptoopornosci oraz fizykochemiczne zmiany we wngetrzu komorki.

Stowa kluczowe: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, obrobka cieplna, pasteryzacja, HTST

Wprowadzenie

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) jako pierwsi wyizolowali
Johne i Frottingham w 1895 r. w badaniach przyczyn przewleklej biegunki u bydta,
nazwanej chorobg Johnego. Uwaza si¢ za prawdopodobne, ze drobnoustroje te odpo-
wiadajg takze za przewlekty stan zapalny przewodu pokarmowego cztowieka (chorobe
Crohna). Cechg charakterystyczng Map jest szczegdlna budowa 3-warstwowej §ciany
komorkowej ztozonej w 30 + 40 % z lipidow, dzicki ktorej drobnoustroje te sg oporne
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na czynniki fizyczne i chemiczne. Wsrod kwasow tluszczowych $ciany komodrkowej
wystepuja kwasy nasycone spotykane u innych mikroorganizméw, jak: mastowy, pal-
mitynowy, stearynowy, kapronowy, jak rowniez charakterystyczne tylko dla omawia-
nego gatunku: tuberkulostearynowy i ftionowy. Komodrki Map maja takze otoczke
z cukrow, lipoarabinianu i liposacharydow, ktora ulatwia im tworzenie skupisk [21,
32].

Pasteryzacja jest gldéwnym procesem gwarantujacym bezpieczenstwo i jako$¢
mleka oraz produktow mlecznych. Pasteryzacja mleka spozywczego stata si¢ obowigz-
kowa w pierwszej potowie XX w. Poczatkowo parametry pasteryzacji byty tak ustalo-
ne, aby zniszczy¢ Mycobacterium bovis. Bakterie te uwazano wowczas za najbardziej
cieplooporne drobnoustroje wsrdd patogenow obecnych w mleku. Dopiero w 1957 r.,
na podstawie wynikow badan nad efektywnoscig niszczenia komorek Coxiella burne-
tii, ktore okazaly si¢ bardziej cieptooporne od M. bovis, ustalono minimalne parametry
pasteryzacji, tj. 71,7 °C przez 15 s (HTST) [21].

W 1996 r. Grant i wsp. [13] opublikowali jako pierwsi wyniki dowodzace, ze
Map sa bardziej cieptooporne niz M. bovis 1 moga przezy¢ pasteryzacj¢ mleka HTST
(72 °C/15 s), jesli ich liczba przekracza 10° jtk/ml. Od konca lat 90. XX w. ukazalo sie
takze wiele prac potwierdzajacych obecno$¢ Map w produktach mlecznych. Obecnos¢
zywych komorek tych drobnoustrojow stwierdzono w probkach rynkowego mleka
pasteryzowanego w Czechach, Wielkiej Brytanii, Stanach Zjednoczonych i Indiach [2,
6, 16, 28], a takze w probkach seréw w Czechach i Grecji [19].

Z uwagi na dane dotyczace wystgpowania Map w mleku surowym i przypusz-
czalnego ich zwiazku z choroba Crohna oraz izolowania zywych komoérek Map z pro-
bek rynkowych produktéw mlecznych blizej zainteresowano si¢ skuteczno$cig pastery-
zacji mleka przy stosowanych wowczas jej parametrach.

Skuteczno$¢ ré6znych wariantéw obrobki cieplnej mleka wobec Map

Prowadzenie badan nad opornoscig cieplng Map jest uciazliwe ze wzgledu na
trudnosci w hodowli tych drobnoustrojow w warunkach laboratoryjnych. Rowniez
interpretacja i porownanie danych literaturowych sg trudne ze wzgledu na rdznice
w metodach eksperymentalnych, stosowanych przez autorow.

W wigkszosci badan nad cieptoopornoscig Map okreslano ich przezywalnos$¢ przy
réznych wariantach obrobki cieplnej mleka, dodajgc te drobnoustroje do mleka w po-
staci pojedynczych szczepow lub mieszaniny kilku szczepoéw. Poczatkowa liczba Map
wynosita od 2 do 8 log jtk/ml. W nielicznych badaniach [np. 16] zastosowano mleko
surowe naturalnie zainfekowane Map lub jako inokulum uzyto katu krow z kliniczng
postacig choroby Johnego [26]. W najwcze$niejszych badaniach nad cieptoopornoscia
Map prowadzono ogrzewanie sztucznie zanieczyszczonego mleka w probowkach lub
szklanych kapilarach [4, 13, 30]. W badaniach tych mleko poddawano pasteryzacji
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dtugotrwatej (LTLT; 63 °C/30 min) lub krétkotrwatej (HTST; 72 °C/15 s) 1 osiggano
stopien redukcji Map ponizej 2 rzedow logarytmicznych. Stabel 1 wsp. [30] stwierdzili,
ze Map przezywaly ogrzewanie mleka w probowkach w temp. 76 °C, natomiast w cza-
sie doswiadczen przeprowadzonych w pasteryzatorze laboratoryjnym zniszczenie Map
przekraczato 6 rzgdow logarytmicznych nawet podczas tagodniejszej obrobki cieplnej
mleka (65 °C/15 s).

W badaniach prowadzanych z uzyciem mleka ogrzewanego w probdéwkach, kapi-
larach lub pasteryzatorach laboratoryjnych wykazano, ze zar6wno pasteryzacja LTLT
(63 °C/30 min), jak i HTST (72 °C/15 s), powoduje redukcje liczby Map o 4 do 7 rze-
dow logarytmicznych podczas pasteryzacji dtugotrwatej [8, 29] 1 o 6 rzedoéw logaryt-
micznych — w przypadku pasteryzacji krotkotrwatej [14, 15]. Gdy mleko pasteryzowa-
no w urzadzeniach przemystowych, w temp. = 72 °C przez = 6 s, uzyskiwano
zmniejszenie liczby Map do poziomu < 1 jtk/40 ml, przy poczatkowej ich liczbie
< 5 log jtk/ml [22, 25, 26]. W innych badaniach, w podobnych warunkach doswiad-
czalnych, w niektérych préobkach mleka pasteryzowanego wykrywano zywe komorki
Map [11, 16, 23]. Z kolei Hammer i wsp. [17] stwierdzili obecno$¢ Map w probkach
mleka pasteryzowanego bez wzgledu na poczatkowa ich liczbe, temperature (68 +
90 °C) oraz czas obrobki cieplnej (18 + 60 s). Grant 1 wsp. [11] wykazali, ze zwigksze-
nie temperatury z 72 do 82 °C miato maty wplyw na stopien zniszczenia Map, a wy-
dtuzenie czasu obrobki cieplnej z 15 do 60 s nie miato Zadnego wptywu na stopien ich
zniszczenia. Grant i wsp. [15] podaja, ze przy liczbie ponad 100 jtk Map w 1 ml mleka
drobnoustroje te przezywajg pasteryzacje HTST (72 °C/15 s). W wielu badaniach wy-
kazano, ze obrobka cieplna mleka w temp. 65 + 70 °C stosowana czasami podczas
produkcji serow (tzw. subpasteryzacja lub termizacja) nie jest wystarczajaca do catko-
witego zniszczenia Map (8, 23, 25, 26, 29].

Trudno$ci w interpretacji wynikéw badan dotyczacych cieptoopornosci Map wy-
nikajg z faktu, ze wprowadzanie do surowego mleka inokulum komorek wybranego
szczepu Map nie oddaje w pelni warunkow przypadkowego, naturalnego zanieczysz-
czenia mleka tymi drobnoustrojami. Szczepy laboratoryjne moga wykazywaé si¢
mniejszg lub wiekszg opornoscig na ogrzewanie, a takze nie wystepowaé w skupi-
skach, a to uwaza si¢ za istotny czynnik cieptoopornosci tych drobnoustrojow.

Pearce 1 wsp. [25] zastosowali pasteryzator laboratoryjny, zapewniajacy burzliwy
przeptyw mleka, co miato symulowa¢ warunki panujace w przemystowym ptytowym
wymienniku ciepta. Do mleka surowego wprowadzili takg ilo$¢ inokulum, aby liczba
Map wynosita 10° + 10* jtk/ml. Mleko poddawali ogrzewaniu przez 15 s w temperatu-
rze [°C]: 72, 69, 66 lub 63. Zaden z badanych szczepdéw Map nie przetrwal ogrzewania
w temp. 72 °C, a tylko jeden — w temp. 69 °C. Osiagni¢to redukcje liczby bakterii o 7
rzedow logarytmicznych. Podobne wyniki uzyskali McDonald i wsp. [23] oraz Stabel
i Lambertz [29]. Ci ostatni autorzy [29] stwierdzili redukcje¢ liczby Map w mleku
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ogrzewanym w laboratoryjnym pasteryzatorze HTST (71,7 °C/15 s) na poziomie $red-
nio 5 log przy liczbie w mleku surowym — 10° jtk/ml i 7,7 log przy liczbie — 10® jtk/ml.
W mleku pasteryzowanym w minimalnych warunkach HTST Map. mogg wigc przezy¢
w niewielkiej liczbie.

Doswiadczenia z zastosowaniem pasteryzatora przemystowego pracujacego
w burzliwym przeptywie cieczy, ale z mlekiem naturalnie zanieczyszczonym komor-
kami Map, przeprowadzili Grant i wsp. [16]. Czeg$¢ probek mleka poddanych pastery-
zacji w temp. 72 °C przez 15 lub 25 s zawierata Map. Badacze podkreslaja, ze wptyw
na otrzymane wyniki mogto mie¢ przetrzymanie prébek mleka po pasteryzacji przez
24 + 72 h, a przed wykonaniem oznaczen liczby Map, co mogto spowodowac regene-
racj¢ komorek, ktore ulegty subletalnemu uszkodzeniu w czasie obrobki cieplne;j.

Warto$ci D (czas 10-krotnej redukcji liczby bakterii w danej temperaturze) wyli-
czane na podstawie badan nad termiczng inaktywacja Map w mleku podawane w roz-
nych publikacjach znacznie r6znig si¢ miedzy sobg. Wartos¢ Dg; o« zawiesiny komorek
wystepujacych w skupiskach wahata si¢ od 2,7 do 2,9 min, a komoérek poddanych do-
ktadnemu rozbiciu 1 wystepujacych pojedynczo — od 1,6 do 2,5 min [20]. Wyraznie
nizsze wartosci D otrzymali Foddai i wsp. [7] (Ds; «c — 81,8 s). Rozbieznosci pojawiaja
si¢ nawet w badaniach nad tymi samymi szczepami. Przyktadowo, dla szczepu Map
ATCC 19698 Lynch i wsp. [22] podajg warto$¢ Dgsc rowna 20 s, Pearce 1 wsp. [25] —
Dg¢s «c — 5 s, natomiast Foddai i wsp. [7] przy znacznie wyzszej temp. 68 °C — 10,1 s.
Wartosci D w temp. 72 °C, obliczone jako $rednie dla 4 szczepow Map, wynosity 4,4 +
1,1 s [7]. Z kolei dla szczepu Map wyizolowanego ze zrddet klinicznych warto$¢ D7 oc
wynosita 11,7 s [31], a obliczona dla kilku szczepow przez Pearce’a 1 wsp. [25] D7 oc —
2,03 s.

Srednia warto$¢ z (zmiana temperatury konieczna do 10-krotnej zmiany wartosci
D) mleka obliczona przez Foddaiego i wsp. [7] wynosita 6,9 °C. Podobng warto$¢
(7,11 °C) podajg Sung i Collins [31], co potwierdza, ze bakteric Map sg bardziej cie-
ptooporne niz bakterie M. bovis, ktorych srednia warto$¢ z w mleku wynosi 5,0 °C.

Hipotezy cieploopornosci Map

Istnieje kilka hipotez dotyczacych opornosci cieplnej Map w mleku, m.in. two-
rzenie skupisk komorek, adaptacja fizjologiczna prowadzaca do nabycia cieptooporno-
Sci oraz fizykochemiczne zmiany we wnetrzu komorki [1]. Bakterie Map maja natural-
ng tendencj¢ do tworzenia skupisk dzigki hydrofobowos$ci ich $ciany komorkowe;.
Stwierdzono, ze komorki, ktére przetrwaly obrobke cieplng wystgpowaly wiasnie
w formie niewielkich skupisk [17]. Wykazano takze, ze po mechanicznym wymiesza-
niu probki mleka (umieszczonej w probdwcee ze szklanymi peretkami) w urzadzeniu
Vortex, sztucznie zanieczyszczonego Map, komoérki byty 2-krotnie bardziej wrazliwe
na pasteryzacj¢ w warunkach 63°C/30 min niz w probce niepoddawanej takiej obrobce
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[27]. Z drugiej strony, czas konieczny do przeniknigcia ciepta do wnetrza skupiska
komorek wynosi jedynie kilka setnych sekundy [S5]. Liczba komorek tworzacych sku-
piska pochodzace z katu nie byta duza, ale znacznie wigksze, wielowarstwowe skupi-
ska Map tworzg w zawiesinach wodnych [18], jakie wykorzystuje si¢ do badan nad
inaktywacjg cieplng drobnoustrojow. Tworzenie skupisk moze nie by¢ wigc jedyng
przyczyng opornosci cieplnej tych drobnoustrojow. Gould 1 wsp. [10] odrzucajg hipo-
teze o adaptacji Map do stresu cieplnego. Wykazana przez Hammera i wsp. [17] prze-
zywalno$¢ Map w temp. 90 °C wigzalaby si¢ z ponad 1000-krotnym wzrostem ciepto-
opornosci, co jest malo prawdopodobne. Zaden z mechanizméw odpowiedzi na stres
cieplny wykazany u innych gatunkow bakterii nie powodowal tak znacznego wzrostu
ich opornosci. Inny mechanizm opornosci cieplnej Map moze by¢ zwigzany z obecno-
$cig w mleku kuleczek ttuszczowych, w ktorych wnetrzu bakterie znajdujg srodowisko
0 zmniejszonej zawartosci wody, co zwigksza ich oporno$¢ na ciepto [1].

Obserwowana, nieliniowa zalezno$¢ inaktywacji cieplnej Map, zjawisko wcze-
$niej przypisywane tworzeniu skupisk, jest rowniez charakterystyczna dla komorek
wystepujacych pojedynczo, a nie w skupiskach. W starszych kulturach Mycobacterium
marinum 1 M. bovis BCG stwierdzono wystgpowanie przetrwalnikow, a jednoczesnie —
podobnych w przebiegu krzywych inaktywacji cieplnej w czasie ogrzewania w temp.
65 °C/15 min, jakie obserwuje si¢ w przypadku Map [9]. Hipoteza, ze Map w warun-
kach niesprzyjajacych (np. przy wydluzonej hodowli) mogg tworzy¢ przetrwalniki,
wymaga potwierdzenia dodatkowymi badaniami.

Wplyw innych proceséw wstepnej obrobki mleka na cieploopornosé Map

Procesy oczyszczania, homogenizacji, normalizacji mleka czy ewentualnej mikro-
filtracji moga wptywac na liczbe Map w mleku pasteryzowanym. Dzigki potaczeniu
wirowania mleka i jego mikrofiltracji usuwa si¢ od 95 do 99,9 % komorek Map [12].
Skuteczniejsze pod wzgledem zniszczenia Map jest prowadzenie procesu homogeniza-
cji mleka przed pasteryzacjg niz po pasteryzacji [23]. Korzystny wptyw homogenizacji
mleka (17 MPa) przed obrobka cieplna na zniszczenie Map wykazali takze Grant
i wsp. [11]. Natomiast Rademaker i wsp. [26] nie stwierdzili wptywu homogenizacji
mleka na skutecznos$¢ pasteryzacji w stosunku do Map.

Podsumowanie

Wyniki badan nad cieplng inaktywacja Map nie sg jednoznaczne. Nadal nie moz-
na poda¢ przyczyny wystepowania tych drobnoustrojow w produktach rynkowych,
gdyz nie ma pewnosci, czy Map przezywaja proces pasteryzacji mleka, czy mogg by¢
wynikiem wtornego zanieczyszczenia produktu. Na podstawie danych empirycznych
stworzono matematyczny model opisujacy prawdopodobienstwo wystepowania Map
w pasteryzowanym mleku rynkowym. Zgodnie z nim dobra praktyka higieny doju
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w potaczeniu z prawidlowo przeprowadzong przemyslowa pasteryzacjag mleka
(72 °C/15 s) skutkuje bardzo niskim prawdopodobienstwem obecnosci zywych komo-
rek Map w produkcie. Wedlug innych badan prawdopodobienstwo wykrycia Map
w probce 50 ml mleka pasteryzowanego handlowego w krajach rozwinigtych wynosi
0,54 % (przy zalozeniu liczby Map w mleku surowym 10 jtk/ml). Przy zatozeniu, Ze
prognozy te sg prawidlowe i w mleku pasteryzowanym handlowym wystepuje bardzo
mato zywych komoérek Map, to zgodnie z wiedzg dotyczacg patogennosci tych drobno-
ustrojow nie mozna okresli¢ ich wplywu na zdrowie konsumenta. Map izolowano réw-
niez z tusz mi¢snych [24, 33] i chociaz brakuje danych literaturowych na temat wystg-
powania tych drobnoustrojéw w warzywach i owocach, to biorgc pod uwage
wystepowanie Map w Srodowisku, nalezy przyjac, ze produkty mleczne nie sa jedy-
nymi nos$nikami tych patogenow.
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THERMAL RESISTANCE OF MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS
Summary

In the 1990s, first publications appeared where it was indicated that Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) was more heat resistant than M. bovis and it could survive the HTST pasteuriza-
tion of milk. Since then, there were many research studies published to confirm the presence of Map in
dairy products. It was found that live cells of those micro-organisms were present in samples of marketed
pasteurized milk and, also, in cheeses. It is not easy to study the thermal resistance of Map, because the
cultivation of Map is an arduous process, and comparing and interpreting the data contained in the refer-
ence literature is impeded for reasons attributable to differences among experimental methods applied. The
analyses performed with the use of milk heated in tubes, capillary tubes, or in laboratory pasteurizers
proved that the pasteurization at a temperature of 63 °C/30 minutes as well as HTST caused the count of
Map cells to decrease by 4 to 7 logarithmic orders. When the experiments were carried out under the
conditions of industrial pasteurization, the results obtained were divergent. There are several hypotheses
on the thermal resistance of Map in milk, among other things, the formation of clusters of bacteria, physio-
logical adaptation of bacteria that allows them to acquire heat resistance, and physical-chemical changes
inside the cells.

Key words: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, heat processing, pasteurization, HTST
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Streszczenie

Biatka zywnosci charakteryzuja si¢ wieloma wlasciwos$ciami odzywezymi i biologicznymi. Biolo-
gicznie aktywne peptydy to fragmenty sekwencji aminokwasowych biatek Zywnosci, ktore staja si¢ ak-
tywne po uwolnieniu. Zwykle sg one uwalniane podczas procesow trawienia, fermentacji (dzigki aktywno-
Sci proteolitycznej mikroorganizméw) lub procesow enzymatycznych in vitro i wowczas moga wplywac
na zdrowie cztowieka. Z biatek zywnosci wyizolowano szereg peptydow bioaktywnych, w tym: inhibitory
enzymu konwertujacego angiotensyng, antyoksydacyjne, antymikrobiologiczne, antyamnezyjne, opioido-
we, sensoryczne czy wiazace mikroelementy. Badane sa takze peptydy niekorzystnie oddziatujace na
zdrowie cztowieka, np. toksyczne dla 0sob chorych na celiakig. Obecnie kontynuowane sg badania w celu
wskazania nowych zrodet bioaktywnych peptydow, a takze sposobow ich otrzymywania, biodostepnosci,
aktywnosci biologicznej i mechanizméw dziatania. W artykule przedyskutowano sposoby otrzymywania
bioaktywnych peptydow z biatek Zywnosci, wybrane rodzaje ich aktywnosci biologicznej oraz ich biodo-
stepnoseé.

Stowa kluczowe: biatka zywnosci, bioaktywne peptydy, struktura bioaktywnych peptydow, biodostepnosé

Wprowadzenie

Zywno$¢ konwencjonalng rozpatruje si¢ obecnie nie tylko jako zrodto sktadnikow
odzywczych niezbednych do utrzymania homeostazy organizmu, ale rowniez jako
zrodto sktadnikow bioaktywnych. Dowiedziono bowiem, Ze biatka zywnosSci sg zré-
dtem bioaktywnych peptydow, ktore mogg regulowac procesy fizjologiczne ustroju,
w tym wszystkich uktadow organizmu, np. hormonalnego, immunologicznego, kraze-
nia, nerwowego czy pokarmowego, co wykorzystuje si¢ obecniec m.in. w produkcji
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zywnos$ci funkcjonalnej [4, 53]. Peptydy te moga by¢ stosowane w profilaktyce lub
nawet terapii chorob dietozaleznych [54]. Pierwszymi zbadanymi biologicznie aktyw-
nymi peptydami pochodzacymi z kazeiny mleka krowiego byly fosfopeptydy, ktore
w 1950 roku Mellander [63] wskazat jako, niezalezne od witaminy D, czynniki sprzy-
jajace procesowi kalcyfikacji kosci u niemowlat z krzywica. W latach 70. XX w. nau-
kowcy zaczgli rozpatrywaé biatka zywnos$ci nie tylko jako zrdédlo aminokwasow nie-
zbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu, ale tez jako prekursory
biologicznie aktywnych peptydow [67, 85]. Bioaktywne peptydy to fragmenty se-
kwencji aminokwasowych biatek zrodtowych, ktore pozostaja nieaktywne w swoich
prekursorach, natomiast po uwolnieniu z bialek macierzystych przez enzymy proteoli-
tyczne moga oddziatywac jako modulatory szeregu procesow zachodzacych w organi-
zmie. Biopeptyd powinien wykazywac efekt lub efekty biologiczne, ktére mozna po-
twierdzi¢ za pomocg odpowiednich miar i testow (np. pomiar ci$nienia), a ponadto
efekty te powinny by¢ korzystne dla zdrowia [71]. Aktywnos¢ biologiczna biopepty-
dow jest podstawowym kryterium ich podziatu. Moga one oddziatywaé¢ na homeostazg
organizmu cztowieka i wptywac na obnizenie ci$nienia krwi, wykazywa¢ aktywnos¢
antyoksydacyjna, przeciwdrobnoustrojowa, antyamnezyjng, opioidowa, ksztaltowaé
wlasciwosci sensoryczne zywnosci, wigzac¢ jony metali i bra¢ udzial w ich transporcie
[12, 13, 14, 26, 44, 48, 49, 67]. Informacje na temat innych rodzajow aktywnosci bio-
peptydow dostepne sg w internetowych bazach danych [67, 69].

Otrzymywanie biologicznie aktywnych peptydow

Bioaktywne peptydy moga by¢ uwolnione z biatek zywnosci podczas: 1) hydroli-
zy enzymami trawiennymi w uktadzie pokarmowym cztowieka, 2) procesow fermenta-
cji dzigki aktywnosci proteolitycznej mikroorganizmow, 3) enzymatycznej hydrolizy
in vitro. W celu otrzymania biopeptydow o okreslonej aktywnosci do proteolizy stoso-
wane sg proteazy o szerokiej specyficznosci dziatania. Sa one otrzymywane z tkanek
ro$linnych (np. ficyna, papaina, bromelaina, serynowa proteinaza z dyni figolistnej),
zwierzgeych (np. pepsyna, chymotrypsyna, trypsyna) oraz komorek mikroorganizmow
(np. proteinaza K, pronaza, kolagenaza, subtilizyna A, Alcalase®, Flavourzyme®,
Neutrase®). Krotkotancuchowe peptydy otrzymywano skutecznie, stosujac kombina-
cje wyzej wymienionych metod. Biopeptydy mogg by¢ takze syntetyzowane chemicz-
nie lub poprzez ekspresj¢ odpowiednich gendw [9, 15, 48, 92, 110]. Liczba znanych
sekwencji biologicznie aktywnych peptyddw pochodzacych z bialek zywnosci zwigk-
sza si¢. Do tej pory zidentyfikowano je we wszystkich surowcach biatkowych wyko-
rzystywanych do produkcji zywnos$ci oraz w wielu produktach spozywczych, gtdéwnie
w mleku, fermentowanych produktach mleczarskich i serze [1, 49, 56], surowcach
1 produktach roslinnych [48, 81], migsie [86], jajach [18, 19, 82] i rybach [93]. Biolo-
gicznie aktywne peptydy pochodzace z biatek zywnos$ci zawierajg 2 + 20 reszt amino-
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kwasowych [49]. Wystepuja wérod nich takze takie, ktore mogg si¢ sktada¢ z wigkszej
liczby reszt aminokwasowych. Przyktadem moze by¢ glikomakropeptyd, wykazujacy
wiele rodzajow biologicznej aktywnosci 1 zawierajgcy 64 reszty aminokwasowe [101]
lub lunazyna — peptyd przeciwnowotworowy pochodzacy z soi, sktadajacy si¢ z 43
aminokwasow [92].

Inhibitory ACE — peptydy odpowiedzialne za obnizanie ciSnienia krwi

Inhibicja enzymu konwertujgcego angiotensyne I (ACE; EC 3.4.15.1) przez nie-
ktore peptydy zywnos$ci przyczynia si¢ do obnizenia ci$nienia t¢tniczego krwi u pa-
cjentdéw z nadci$nieniem, a peptydy o aktywnosci inhibitora ACE, stanowigce sktadni-
ki diety, moga wspomagac terapi¢ nadci$nienia t¢tniczego [14, 48, 49]. Informacje
dotyczace wplywu struktury i sekwencji aminokwasowej na aktywno$¢ peptydow in-
hibitorow ACE zostaty przedstawione i przedyskutowane w pracy przegladowej autor-
stwa Iwaniak i wsp. [32]. Sekwencje aminokwasowe inhibitorow ACE sa obecne
w biatkach zywnos$ci r6znego pochodzenia. Efekt ich dziatania potwierdzono w bada-
niach na ludziach oraz w testach in vitro na szczurach rasy Wistar z wrodzonym nadci-
$nieniem tetniczym (SHR) [49]. Bialka mleka oraz produktow mleczarskich petnia
wiodaca role wsrod zywnosci bedacej zrodtem inhibitorow ACE [32]. Na rynku pro-
duktow funkcjonalnych dostgpne sg napoje mleczne ,,Calpis” (Japonia) i ,,Evolus”
(Finlandia), zawierajace peptydy VPP z B-kazeiny i IPP z x-kazeiny. Codzienne picie
95 ml porcji napoju ,,Calpis” przez 4 do 8 tygodni obnizato skurczowe/rozkurczowe
cisnienie krwi u ludzi o 14,9/8,8 mm Hg [14, 97]. Badania szczuréw z nadcisnieniem
wykazaty, ze peptydy o sekwencjach YGLF i YLFF (B-laktorfiny), pochodzace
z B-laktoglobuliny, poprawiaty relaksacj¢ te¢tnic, a peptyd o sekwencji ALPM, zwany
B-laktozyng, obnizat ci$nienie krwi u szczuréw z wrodzonym nadci$§nieniem [37].
Kovacs-Nolan i wsp. [50] oraz Pokora i wsp. [82] wykazali, ze nicktore biatka jaja
kurzego mogg by¢ dobrym zréodlem peptydow redukujgcych ci$nienie krwi. Przykta-
dem jest owoalbumina, w ktorej zidentyfikowano nastepujace peptydy przeciwnadci-
$nieniowe: YAEERYPIL (31,6), IVF (31,7), RADHPFL (34,0) [65], RADHP (25,0)
[64], FRADHPFL (18,0), RADHPF (10,6), LW (22,0) [58]. W nawiasach podano po-
ziom redukcji ci$nienia tetniczego krwi u szczurow w mm Hg. Biopeptydy, w tym
inhibitory ACE zidentyfikowano w biatkach mig¢sa wieprzowego, wotowego, drobio-
wego [86] oraz w produktach migsnych, np. w wedzonej szynce hiszpanskiej [20].
W hydrolizatach enzymatycznych miozyny wieprzowej (tancuch cigzki) zidentyfiko-
wano miopentapeptydy A (MNPPK) oraz B (ITTNP). Karmienie szczuréw dawka
1 mg tych peptydéw na kilogram masy ciala powodowato obnizenie skurczowego ci-
$nienia krwi odpowiednio o 23,4 oraz 21,0 mm Hg [72]. Zrédlem inhibitorow ACE
jest wedzona szynka hiszpanska. Wykazano, ze wyizolowany z ekstraktow wodnych
wedzonej szynki hiszpanskiej peptyd o sekwencji AAATP obnizat o 62 + 4,5 mm Hg
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skurczowe ci$nienie krwi u szczurdéw z nadci$nieniem. Redukcja ci$nienia krwi naste-
powala po o$miu godzinach od momentu bezposredniej intubacji do Zzotadka dawki
peptydu wynoszacej 1 mg/cm’ wody destylowanej [20, 21]. Biatka ryb moga by¢ takze
zrodlem peptydow przeciwnadcisnieniowych. Na przyktad podanie pacjentom hydroli-
zatu tkanki mig¢$niowej sardynek zawierajacego peptyd VY (4 g hydrolizatu/200 ml
dziennie) powodowato redukcje skurczowego/rozkurczowego ci$nienia  krwi
0 9,3/5,2 mm Hg [62]. Na rynku azjatyckim dost¢pny jest produkt o nazwie Valty-
ron®, majgcy w Japonii status zywnosci ,,Food for Specified Health Use” (FOSHU).
Preparat ten zawiera peptyd VT otrzymywany z bialek tkanki mig$niowej sardynek
[26]. Innym przyktadem jest preparat ,,Katsuobushi oligopeptide”, zawierajacy se-
kwencje LKPNM, pochodzacg z termolizynowego hydrolizatu biatlek wedzonych sar-
dynek. Spozywanie preparatu Katsuobushi przez osiem tygodni przez pacjentow
z nadcis$nienieniem t¢tniczym obnizato ich ci$nienie o 12,55 + 1,5 mm Hg [86]. Cen-
nym zrodlem peptydoéw — inhibitoréw ACE sg biatka roslin [61]. Inhibitory ACE po-
wstaja podczas trawienia w przewodzie pokarmowym np. bialek soi. Sg to peptydy
o sekwencji aminokwasowej: VLIVP, YLAGNQ, FFL, IYLL oraz VMNKPG [8].
Cztery inne peptydy, tj. IY, RIY, VWV, WIS otrzymane po hydrolizie biatek rzepaku
przez subtylizyn¢ wykazuja oporno$¢ na dziatanie enzymow przewodu pokarmowego.
Dawka 0,15 g tego hydrolizatu na kilogram masy ciata obnizata cisnienie krwi u szczu-
row [61]. Zrodtem peptydow inhibitorow ACE sa takze o-zeina kukurydzy [6], karbok-
sylaza rybulozo-1,5-bisfosforanu [E.C. 4.1.1.39] (in. RuBisCO) rzepaku [61], soczewi-
ca [35], groch [36]. Inhibitory ACE sg sktadnikami roslinnych potraw kuchni
azjatyckiej, jak natto (Japonia), tempe (Indonezja), douchi (zawiera chinska fermento-
wang czarng fasolg), tofu ,,Tofuyo”, makaron i sos sojowy [111].

Peptydy antyoksydacyjne

Wolne rodniki sg jednym z czynnikéw etiologicznych wielu tzw. chordb cywili-
zacyjnych, w tym nowotworow, choréb uktadu krwionosnego, cukrzycy czy chorob
reumatycznych. Uwazane sg za jedng z przyczyn chordb neurodegradacyjnych [83].
Hydrolizaty biatek: mleka, pszenicy, soi, jaj, krewetek, ostroboka, kapeliny, makreli,
$ledzia, tunczyka, soli czy mintaja wykazujg aktywno$¢ antyoksydacyjng [46]. Sktad-
nikami peptydow antyoksydacyjnych sg reszty aminokwasowe histydyny lub tyrozyny,
ktore w postaci wolnej takze wykazujg aktywnos¢ przeciwutleniajaca. Podobne wia-
Sciwo$ci maja tez: metionina, lizyna, arginina, fenyloalanina i tryptofan [81, 87]. Mle-
ko i produkty mleczarskie sg podstawowym zroédlem, z ktorego izolowano peptydy
o wlasciwosciach antyoksydacyjnych [99]. Aktywno$¢ taka wykazuje [B-kazeina
i uwalniane z niej peptydy, np. o sekwencji: VKEAMAPK, AVPYPQR, KVLPVEK,
VLPVPEK oraz o4 -kazeina, np. o sekwencji YFYPEL [48]. W przypadku bialek ser-
watkowych aktywno$¢ antyoksydacyjna zwigzana jest z duzg zawarto$cig reszt cystei-
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ny wspomagajgcej synteze glutationu — wewnatrzkomoérkowego przeciwutleniacza
[48]. Hernandez-Ledesma i wsp. [28] wyizolowali i zidentyfikowali szereg biopepty-
déw przeciwutleniajgcych z B-laktoglobuliny poddanej hydrolizie z udziatem preparatu
Corolase PP. Peptydy o aktywnos$ci antyoksydacyjnej zidentyfikowano w hydroliza-
tach biatlek miofibrylarnych wieprzowiny otrzymanych z zastosowaniem papainy
i aktynazy [87]. Byly to sekwencje: DAQEKLE, DSGVT, IEAEGE, EELDNALN,
VPSIDDQEELM. Aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazuja niektére peptydy powstajace
podczas hydrolizy np. p-konglicyniny soi (LLPHH), bialek migsa mintaja
(FPLEMMPF), owoalbuminy jaja kurzego (YAEERYPIL) [13] czy grochu [40]. Pep-
tydy antyoksydacyjne w zywno$ci moga by¢ stosowane jako czynniki zapobiegajace
niekorzystnym zmianom tekstury, cech sensorycznych, funkcjonalnych i odzywczych.

Peptydy antymikrobiologiczne

Peptydy antymikrobiologiczne pochodzace z Zzywnos$ci moga zawiera¢ nawet do
50 reszt aminokwasowych. W warunkach naturalnych wystepuja zazwyczaj w formie
kationowej, zawierajg aminokwasy hydrofobowe 1 wykazuja szerokie spektrum dziata-
nia w stosunku do bakterii, wirusow i grzybow. Pomimo intensywnie prowadzonych
badan, mechanizm ich dziatania nie jest do konca poznany [25]. Wérdd najwazniej-
szych efektow dziatania tych peptydow wymieniane sg: zmiany przepuszczalno$ci
btony komorkowej, destabilizacja jej struktury lipidowej, tworzenie micel lub kanatow
w blonie, wigzanie z lipopolisacharydem, zatrzymywanie replikacji DNA, hamowanie
ekspresji bialek oraz uwalnianie ATP, a w kolejnym etapie — liza komorek. Aktywnosé
antymikrobiologiczna peptydow w stosunku do drobnoustrojow przypisywana jest
takze ich zdolnosci do przyjmowania amfipatycznej struktury o-helikalnej. [70].
Pierwszymi peptydami obronnymi byty kazecydyny wyizolowane z kazeiny mleka
krowiego poddanej hydrolizie chymozyng. Wtasciwo$ci antymikrobiologiczne wyka-
zuje takze np. fragment 1-23 oy -kazeiny znany jako isracydyna [52], fragment
as-kazeiny (reszty 165-203) [113], fragment 184-209 B-kazeiny [66] czy kappacyna
pochodzaca z «-kazeiny (pozbawiony reszt cukrowych fragment 106-169) [27].
Z a-laktoalbuminy wyizolowano trzy peptydy antybakteryjne: LDT1 (1-5), LDT2 (17-
31)S-S(109-114), LDC (61-68)S-S(75-80) [80]. Dwa pierwsze powstaja pod wpltywem
dziatania trypsyny, za$ trzeci — chymotrypsyny. Udowodniono, ze pepsynowy hydroli-
zat lakotoferryny, zawierajacy w pozycjach od 17 do 41 fragment zwany laktoferycy-
ng, odznacza si¢ wigkszg aktywnoscig antymikrobiologiczng niz macierzysty peptyd
[102]. Van der Kraan i wsp. [105] wyizolowali i scharakteryzowali nowy peptyd po-
chodzacy z laktoferryny — laktoferramping (fragment 268-284). Laktoferryna i jej pep-
tydy wykazuja réwniez wtasciwosci przeciwgrzybicze [104]. Udowodniono obecno$¢
peptydow antybakteryjnych w sekwencjach lizozymu (fragment 98-112) i owotransfe-
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ryny jaja kurzego (fragment 109-200) [57]. Aktywno$¢ antymikrobiologiczng wykazu-
ja takze hydrolizaty kolagenu tunczyka [24] i biatek homara [2].

Peptydy antyamnezyjne i inne inhibitory enzyméw proteolitycznych
specyficznych wzgledem wigzan tworzonych przez reszty proliny

Endopeptydaza prolinowa (EC 3.4.21.26) to enzym nalezgcy do klasy hydrolaz,
katalizujgcy rozpad wigzan utworzonych przy udziale proliny w oligopeptydach i biat-
kach. Enzym ten stosowany jest m.in. do modyfikowania wlasciwosci immunoreak-
tywnych biatek pszenicy w profilaktyce zywieniowej osob chorych na celiakie. Pod-
wyzszone stezenie endopeptydazy prolinowej w surowicy krwi zaobserwowano
u pacjentdw z zaburzeniami pamig¢ci, w tym takze u chorych na chorobe Alzheimera
i schizofrenie [107]. Fragmenty B-kazeiny wykazujace aktywno$¢ hamujacg wobec
endopeptydazy prolinowej najprawdopodobniej przeciwdzialajg utracie pamieci [98].
Dipeptydylopeptydaza IV (DPP4) (EC 3.4.14.5) jest najlepiej poznanym i najdoktad-
niej opisanym enzymem z grupy peptydaz prolinowych, ze wzgledu na jej istotng role
w gospodarce glukozowej organizmu cztowieka poprzez regulacj¢ wydzielania gluka-
gonopodobnego peptydu insulinotropowego [55]. Peptydowe inhibitory endopeptydaz
prolinowych, w tym dipeptydylopeptydazy IV znajdujg si¢ m.in. w produktach zbozo-
wych [7], czerwonym winie [108], mleku [73], zielonej herbacie, ziotach, jak rowniez
w rybach i owocach morza [107]. Przyktadami inhibitoréw endopeptydaz prolinowych
pochodzacych z zywnosci sg peptydy: HLPPPV — produkt hydrolizy y-zeiny przez
subtylizyn¢ oraz LLSPWNINA — peptyd wyizolowany z produktow ubocznych po-
wstajacych przy produkcji sake [34].

Peptydy opioidowe

Peptydy opioidowe sg ligandami receptorow opioidowych. Majg wptyw na funk-
cjonowanie uktadu nerwowego, m.in. ostabiajg odczuwanie bolu, dziatajg uspokajaja-
co, wptywaja na zachowania seksualne, wahania temperatury ciata, apetyt. Z drugiej
strony ich wchlanianie z przewodu pokarmowego sprzyja zaburzeniom psychicznym
[34]. Sposrdd biatek zywnosci glownymi prekursorami peptydow opioidowych sg biat-
ka mleka [34, 47], gluten pszenny [109], B-konglicynina soi [76], enzym RuBisCO
pochodzacy ze szpinaku [30] oraz krowia hemoglobina [112]. Charakterystyczne dla
peptydow opioidowych pochodzacych z bydlecej kazeiny sa m.in. sekwencje
B-kazeiny: [B-kazomorfiny-11 (YPFPGPIPNSL), B-kazomorfiny-7 (YPFPGPI)
i B-kazomorfiny-5 (YPFPG). Aktywno$¢ opioidowa wykazuje rowniez fragment 90-96
o5 -kazeiny (YLGYLE) [38]. Nydahl i wsp. [75] opisali przemiany hemorfin (pepty-
doéw opioidowych pochodzacych z hemoglobiny) w moézgu szczura. Peptydy opioido-
we pochodzace z gliadyny pszenicy stymulowaty u szczuréw rozwdj neurondéw [3]
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oraz wydzielanie prolaktyny [22]. Peptydy te poprawialy tez zdolno$¢ uczenia si¢
u mtodych szczurow [17]. Reichelt i Knivsberg [84] przedstawili hipoteze przedstawia-
jaca peptydy opioidowe jako jeden z czynnikow wywotlujacych objawy autyzmu. Seve-
rance 1 wsp. [91] wymienili zapalenie jelita jako czynnik sprzyjajacy przedostawaniu
si¢ peptydow opioidowych pochodzacych z mleka i glutenu do krwi i uktadu nerwo-
wego. Wymienione zjawisko sprzyja rozwojowi schizofrenii.

Peptydy ksztaltujace wrazenia smakowe

Kamei i wsp. [39], stosujac hydrolize z udziatem proteazy V8 Staphylococcus au-
reus, endopeptydazy lizylowej oraz aminopeptydazy pyroglutamylowej wyizolowali
z gurmaru (Gymnema sylvestre) polipeptyd gurmaryn¢ o smaku stodkim. Gurmaryna
o masie 4209 Da zawiera 35 reszt aminokwasowych oraz reszte¢ pyroglutamylowa
w pozycji N-terminalnej. Peptydy o smaku stonym uznawane sg za korzystng przypra-
we¢ kuchenng zastepujacg sol kuchenna zwlaszcza dla diabetykéw oraz pacjentow
z nadcis$nieniem te¢tniczym [44]. Przyktadami peptydow o smaku stonym sg dipeptydy
arginylowe zidentyfikowane w chymotrypsynowych i trypsynowych hydrolizatach
biatek ryb. Za najbardziej aktywne uznano nastgpujgce sekwencje aminokwasowe: RP,
RA, AR, RG, RS, RV, VR oraz RM, a obecnos¢ L-argininy decydowata o aktywnosci
wymienionych peptydow [89]. Z kolei aminokwasami decydujgcymi o kwasnym sma-
ku peptydéw sa reszty kwasu glutaminowego i/lub asparaginowego [44]. Wiele biatek
zywnosci jest takze prekursorami peptydow o smaku gorzkim. Smak gorzki jest szcze-
golnie niepozadany zwlaszcza w przypadku odzywek, ktorych sktadnikiem sg hydroli-
zaty bialkowe [78] lub seréw dojrzewajacych [5]. Wedlug Kilary i Panyama [44] na
goryczke peptydow wplywa obecno$¢ nastepujacych reszt aminokwasowych: L-Tyr,
L-Phe, L-Leu. Przyktadami peptydow o smaku gorzkim, pochodzacych z kazeiny
mleka  krowiego, sa  sekwencje: = AQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQ,
GPFPVIPPVAPPEVPGK, PALPEYLK, RGPPFIV, VYPFPPGINH oraz poddana
cyklizacji LWLW [44]. W sktad peptydow wywotujacych wrazenie smakowe umami
wchodzg glutaminiany. Wsrdd tych peptydow znajduje si¢ tzw. pyszny peptyd (ang.
delicious peptide) wyizolowany z bulionu wolowego i zbudowany z o$miu reszt ami-
nokwasowych KGDEESLA. Wrazenie smakowe umami przypisywane jest tez krot-
szym fragmentom tej sekwencji, takim jak: GD, DE, EE, KG oraz sekwencjom: GDG,
AEA, VEV, DL, EEE [100]. Analiza wlasciwosci sensorycznych peptydow nie jest
prosta. Przyktadem sg peptydy otrzymane z sosu rybnego w procesie dtugotrwatej fer-
mentacji. Uzyskanych w ten sposdb 17 sekwencji nie wykazywato zadnego wrazenia
smakowego w $rodowisku pozbawionym chlorku sodu. W roztworze NaCl o st¢zeniu
0,3 % wszystkie peptydy wykazywaly smak umami i stodki [33].
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Peptydy wiazace mikro- i makroelementy

Przyktadem peptydow wigzacych jony metali sg kazeinofosfopeptydy (ang. ca-
seinphosphopeptides, CPPs). Sa to nastepujace fragmenty oy -kazeiny: (59-79, 64-84),
ag-kazeiny: (1-21, 46-70), B-kazeiny (1-25) oraz k-kazeiny (147-153). Peptydy te sa
odpowiedzialne za remineralizacj¢ szkliwa oraz zwigkszanie biodostgpnosci wapnia
i innych pierwiastkow, jak: cynk, miedz, mangan i Zzelazo dla organizmu czlowieka
[79]. Innym zZrodtem peptydow wigzacych jony wapnia sg zidentyfikowane w trypsy-
nowym hydrolizacie biatek serwatkowych sekwencje aminokwasowe pochodzace
z o-laktoalbuminy — FLDDLTD, ILDK oraz sekwencje IPAVFK i VYVEELK
z B-laktoglobuliny [45]. Huang i wsp. [31] wyizolowali z bialek krewetek heptapeptyd
LPTGPKS odpowiedzialny za wigzanie jonow zelaza. Biatka pochodzace ze szkieletu
ryby hoki (Johnius belengerii) poddane dziataniu enzymoéw wyizolowanych z jelita
tunczyka uwalniaty fosfopeptyd (FSP, ang. fish bone phosphopeptide). Peptyd ten za-
wierat 23,6 % fosforu i byt odpowiedzialny za wigzanie jonéw wapnia, nie tworzac
przy tym nierozpuszczalnego fosforanu wapnia [42]. Peptydy o wlasciwosciach wigza-
cych jony metali zidentyfikowano takze w hydrolizatach biatek kietkow pszenicy [59].
Natomiast Torres-Fuentes i wsp. [103] w hydrolizatach biatek grochu zidentyfikowali
peptydy o zdolnosci chelatowania jonow miedzi i zelaza. Peptydy wigzace jony metali
sg dostepne na rynku w postaci sktadnikow past do zegbow oraz moga by¢ sktadnikami
odzywek dla niemowlat (CPP). Dodawanie CPP do odzywek sojowych zwigksza bio-
dostepnos¢ pierwiastkow [33].

Peptydy toksyczne dla osob chorych na celiakie

Peptydy biologicznie aktywne zwykle korzystnie oddziatujg na organizm czto-
wieka. Do wyjatkéw naleza peptydy toksyczne dla oséb chorych na celiaki¢. Definicja
celiakii oraz terminologia dotyczaca tej choroby byly dyskutowane w pracy Ludvigs-
sona i wsp. [60]. Zalecanym sposobem leczenia celiakii jest eliminacja z diety produk-
tow zawierajacych gluten pszenny i homologiczne biatka innych zb6z wykazujace
reaktywnos$¢ krzyzowa z gliadynami [12]. Przedmiotem badan sa takze modyfikacje
enzymatyczne glutenu. Peptydy pochodzace z gliadyn pszenicy wykazujg toksycznosé
dla 0sob chorych na celiakie. Przyktadem jest peptyd o sekwencji aminokwasowe;j:
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF [95]. Cecha charakterystyczng
peptydow celiakiotoksycznych jest opornos$¢ na proteolize w przewodzie pokarmowym
[77]. Liczne peptydy zawierajagce wspolne epitopy z gliadynami pszenicy i wykazujace
reaktywnos$¢ krzyzowa z wymienionym peptydem wykryto ostatnio w piwie [10]. Re-
akcje immunologiczne in vitro i in vivo sa wywolywane takze przez krotsze fragmenty
gliadyn, np. LQLQPFPQPQLPY, QPQQSFPQQQ czy PYPQPQLPY [11, 16]. Pepty-
dami celiakiotoksycznymi sg glownie fragmenty glutenu pszenicy, a takze zyta i jecz-
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mienia. Opisano takze toksyczno$¢ fragmentow zeiny kukurydzy [77]. Fragmenty bia-
ek nienalezacych do rodziny prolamin, np. kazeiny czy bialek drozdzy takze oddziatu-
ja z immunoglobulinami A pacjentow chorych na celiaki¢ [106].

Biodostepnos¢ peptydéw bioaktywnych

Aktywno$¢ biologiczna peptydow, wykazywana w warunkach in vitro, nie zaw-
sze przektada si¢ na efekty biologiczne in vivo ze wzgledu na mechanizmy molekular-
ne absorpgcji i1 transportu biopeptydow oraz ich podatno$ci na hydrolize enzymatyczng
do nieaktywnych fragmentow [29]. Zasadnicze znaczenie dla efektu fizjologicznego
ma zachowanie stabilnej, natywnej struktury peptydéw podczas interakcji z docelo-
wym receptorem. Trawienie biatek w przewodzie pokarmowym zaczyna si¢ w zotadku
od hydrolizy pepsyna [EC 3.4.23.1] i jest kontynuowane w jelicie cienkim z udziatem
trzustkowych endopeptydaz — trypsyny [EC 3.4.21.4], chymotrypsyny [EC 3.4.21.1],
elastazy [EC 3.4.21.36] oraz egzopeptydaz — karboksypeptydazy A [EC 3.4.17.1]11 B
[EC 3.4.17.2], a takze peptydaz obecnych w rabku szczoteczkowym btony $luzowe;j
jelita, co prowadzi do wytworzenia mieszaniny oligopeptydow i wolnych aminokwa-
sow [90]. Udowodniono, ze obecnos¢ proliny na C-koncu peptydu chroni go przed
hydroliza enzymatyczng w uktadzie pokarmowym i posrednio wptywa na jego biodo-
stepnos¢ [23, 90]. Znaczng wigkszo$¢ bioaktywnych peptydow stanowig krotkie frag-
menty — di- oraz tripeptydy (np. duza cze¢$¢ inhibitorow ACE), ktore mogg przekraczac
barier¢ jelitowa i dociera¢ w postaci niezmienionej do miejsca oddziatywania, a na-
stepnie wplywac na funkcje fizjologiczne organizmu [41, 96]. Wchtanianie peptydow
przez jednowarstwowe komorki nabtonka jelitowego moze odbywac si¢ w rozny spo-
sob [88]. Mechanizm transportu di- i tripeptydéw polega gtownie na obecnosci w ko-
morkach nabtonka jelitowego protonozaleznych nosnikow PepT1. Znajduja si¢ one
w obrebie rabka szczoteczkowego jelita cienkiego i przenosza krotkie peptydy wprost
do jednowarstwowych komorek nablonka jelitowego. Transportery te nie wykazuja
specyficznosci wzgledem sekwencji peptydow [23]. Wewnatrz komorki peptydy sa
hydrolizowane przez peptydazy cytoplazmatyczne do wolnych aminokwasow, ktore sg
transportowane wzdtuz btony bocznopodstawnej z udzialem no$nika aminokwasow.
Niektore di- i tripeptydy oporne na dziatanie peptydaz wewnatrzkomorkowych moga
by¢ przenoszone w niezmienionej formie za pomocg nos$nika PepT1 do uktadu krwio-
nos$nego. Zachodzi takze transport bierny di- i tripeptydow z jelita migdzy komdrkami
nabtonka jelit do krwiobiegu. Transport ten polega na przenikaniu przez potaczenia
jelitowe tworzone przez biatka membranowe sgsiadujacych enterocytow. Petle ze-
wnatrzkomérkowe tych bialek sg ze sobg szczelnie polgczone, ale na ich spojeniu
znajdujg si¢ niewielkie pory umozliwiajace przenikanie zwigzkow niskoczgsteczko-
wych poprzez bierng dyfuzje [74, 90]. Wykazano, ze peptydy przeciwnadci$nieniowe
IPP oraz VPP z B-kazeiny ulegajg wchtanianiu na drodze mi¢dzykomoérkowej [51].
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W wyjatkowych przypadkach oligopeptydy wykazujace powinowactwo do powierzch-
ni btony komérkowej mogg by¢ przenoszone przy wykorzystaniu mechanizmu transcy-
tozy [90]. Przeprowadzono badania dotyczace mechanizmu transportu bioaktywnych
peptydow z zastosowaniem linii komérkowej Caco-2. Wykazano, ze peptydy przeciw-
nadci$nieniowe, w tym inhibitory ACE (np. IF, AF, IPP i VPP) oraz peptydy opioido-
we, zachowuja stabilng struktur¢ podczas przenikania przez monowarstwe nabtonka
[23, 96]. Stwierdzono, ze efektywnos$¢ transportu zalezy od tadunku, masy czastecz-
kowej oraz hydrofobowosci peptydow [96]. W celu poprawy biodostgpnosci bioak-
tywnych peptydéw prowadzone sg badania nad stosowaniem odpowiednich nosnikow,
ktore moga chroni¢ biopeptydy przed dziataniem niskiego pH w zotadku, a po dostaniu
si¢ do jelit rozpuszczaé je, umozliwiajac ich wchtanianie [94]. W 2010 roku ukazat si¢
patent opisujacy mozliwo$¢ zwickszenia biodostgpnosci biopeptydow VPP, IPP oraz
LPP poprzez zastosowanie dodatku blonnika pokarmowego ze zb6z, warzyw lub owo-
cow [43]. Analizuje si¢ takze chemiczng modyfikacjg peptydow (np. poprzez glikozy-
lacj¢) 1 stosowanie emulsji lub procesu mikrokapsutkowania, ktore zmniejszytyby
wplyw enzymow trawiennych oraz zwigkszytyby wchlaniane biopeptydéw do krwi
[74, 81].

Podsumowanie

Przeprowadzono wiele badan, ktorych celem bylo wykazanie, ze Zzywno$¢ jest
zrodlem biopeptydow, ktore reguluja dziatanie np. uktadu krazenia, pokarmowego
systemu hormonalnego i nerwowego. Oznacza to, ze bioaktywne peptydy moga wply-
wac na psychofizyczng kondycje¢ organizmu cztowieka. Przyjmuje si¢ rowniez, ze bio-
peptydy moga chroni¢ organizm przed rozwojem chordb lub nawet moga by¢ stosowa-
ne w terapii wielu schorzen. Procedury otrzymywania biologicznie aktywnych
peptydéw o potencjalnym dziataniu profilaktycznym obejmuja wykorzystanie metod
analitycznych, komputerowych oraz technik proteomicznych i peptydomicznych, sto-
sowanych w warunkach in vitro, in vivo oraz in silico, obejmujacych procesy hydroli-
zy, rozdzielania, identyfikowania i oznaczania aktywnos$ci otrzymanych fragmentow
biatek wraz analizg zalezno$ci migdzy strukturg a funkcjg biologiczna.

Praca finansowana w ramach projektu NCN nr N N312 465240 i tematu statuto-
wego Katedry Biochemii Zywnosci UWM w Olsztynie.
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BIOLOGICALLY ACTIVE PEPTIDES RELEASED FROM FOOD PROTEINS
Summary

Food proteins are characterized by many nutritional and biological properties. The biologically ac-
tive peptides are fragments of amino acid sequences of food proteins that become active upon release.
Usually, they are released during the processes of gastrointestinal digestion and fermentation (through
proteolytic activity of micro-organisms), or during the in vitro enzymatic processes and, then, they can
affect human health. A number of bioactive peptides were isolated from food proteins including the fol-
lowing: angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors, antioxidants, antimicrobial peptides as well as
antiamnestic, opioid, sensory, and micro-minerals binding peptides. Furthermore, those peptides are stud-
ied, which adversely affect human health, e.g. toxic to people with coeliac disease. Currently, research
studies are carried on to identify new sources of bioactive peptides, to specify methods of producing them,
and to determine their bioavailability, biological properties, and mechanisms of action. In the paper, there
are discussed the methods of producing bioactive peptides from food proteins as are some selected types
of their biological activity and their bioavailability.

Key words: food proteins, bioactive peptides, structure of bioactive peptides, bioavailability
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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie przezywalnosci szczepdw bakterii z rodzaju Lactobacillus, wyizolowa-
nych z zywno$ci, w warunkach modelowego przewodu pokarmowego. Materiat do badan stanowity 2
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus, wyizolowane z oscypka i bundzu oraz probiotyczny szczep
Lactobacillus plantarum 299v. Wykazano, ze dodatek lizozymu i pepsyny do soku zotadkowego oraz
dodatek pankreatyny do soku jelitowego nie miaty istotnego wptywu na przezywalnos$¢ bakterii Lactoba-
cillus. Istnieje zwigzek pomigdzy zywotnoscig komorek bakterii a czasem inkubacji badanych szczepow.
Inkubacja szczepow przez 5 h w modelowym przewodzie pokarmowym spowodowata obnizenie liczby
komorek bakterii o 2 + 3 rzedy logarytmiczne. Najwigckszy wplyw na przezywalnos¢ badanych szczepow
miato pH soku Zotadkowego. Ponadto wykazano, ze dodatek medium zywno$ciowego w postaci mleka
UHT zwigkszal tolerancje badanych szczepow bakterii na modelowy sok zotadkowy, dziatajac w sposob
ochronny. Stwierdzono takze, ze badane szczepy Lactobacillus, poddane dziataniu soku jelitowego, tole-
rowaty wysokie fizjologiczne stgzenie soli zétciowych. Uzyskane wyniki badan moga stuzy¢ do optymali-
zacji dyskryminacyjnych metod badan in vitro zdolnosci bakterii potencjalnie probiotycznych do przezy-
cia w warunkach stresowych przewodu pokarmowego cztowieka.

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, Lactobacillus, przezywalnos¢, przewod pokarmowy, pro-
biotyki, badania in vitro

Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) wyst¢pujg na powierzchni roslin, migsa,
w przewodzie pokarmowym cztowieka i zwierzat oraz w mleku i produktach fermen-
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towanych, w tym w serach produkowanych metodg tradycyjng z mleka owczego:
w oscypku 1 bundzu [14]. Badania mikroflory przewodu pokarmowego dorostego
czlowieka wskazuja, ze bakterie pochodzace z zywnosci fermentowanej moga zasie-
dla¢ jelito cienkie i wplywac na jego prawidtowe funkcjonowanie [16].

Wiasciwosci  probiotyczne LAB sg szczepozalezne. Zgodnie z definicja
FAO/WHO [4] probiotyki to ,,zywe drobnoustroje, ktore podane w odpowiedniej licz-
bie wywierajg korzystny wptyw na zdrowie gospodarza”. Zgodnie ze schematem ba-
dan probiotykow, zaproponowanym przez FAO/WHO, po identyfikacji szczepu nalezy
dokona¢ charakterystyki funkcjonalnosci, w tym przeprowadzi¢ badania in vitro [4].
Wielu autorow podkresla brak jednolitej metodyki badan in vitro dotyczacej probioty-
kow [2, 3, 5, 12]. Testy te umozliwiaja szybka ocene wlasciwosci potencjalnie probio-
tycznych bakterii. Uwaza sig, ze tolerancja na niskie pH Zotadka i wysokie stgzenie
z6lci sg najwazniejszymi kryteriami selekcji szczepdw probiotycznych i te cechy moz-
na zbada¢ w testach in vitro [5, 12].

Zaleca si¢ [4], aby probiotyki pochodzity z przewodu pokarmowego cztowieka.
Obecnie poszukuje si¢ takze organizmow potencjalnie probiotycznych wérod mikroflo-
ry naturalnie fermentowanych produktow roslinnych i zwierzecych [7, 14]. Szczepy
izolowane z zywno$ci spontanicznie fermentowanej cechujg si¢ dobrg przezywalno$cia
w przechowywanym produkcie, jak rowniez wysoka opornoscig na ekstremalne wa-
runki panujace w przewodzie pokarmowym [10]. Tym samym moga by¢ cenne pod
wzgledem technologicznym.

Celem pracy byta ocena przezywalnosci szczepow bakterii z rodzaju Lactobacil-
lus wyizolowanych z zywnosci, w warunkach modelowego przewodu pokarmowego
1 wstepna ocena ich potencjalnych wlasciwosci probiotycznych.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily 3 szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus wyizolo-
wane z oscypka OSI1 i bundzu B1 oraz szczep referencyjny pochodzenia ludzkiego
Lactobacillus plantarum 299v, o potwierdzonych klinicznie wtasciwosciach probio-
tycznych, wyizolowany z suplementu diety Sanprobi IBS. Szczepy pochodzity z ko-
lekcji mikroorganizméw Zaktadu Higieny i Zarzadzania Jako$cig Zywnosci SGGW.
Kultury muzealne przechowywano w temp. -80 °C w bulionie MRS (Merck) z 20-
procentowym dodatkiem glicerolu. Szczepy ozywiano przez dwukrotny pasaz na bu-
lionie MRS z dodatkiem 1 % inoculum i inkubacj¢ w temp. 37 °C przez 24 h.

Modelowy przewod pokarmowy przygotowywano z réznych roztworéw elektroli-
tow (tab. 1). Kazdorazowo pobierano po 1 ml 24-godzinnej hodowli badanych szcze-
péw bakterii o poczatkowej gestosci 10° jtk/ml, odwirowywano (8000 x g/min), zle-
wano supernatant i dodawano po 5 ml soku zotgdkowego. Proby inkubowano 2 h
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w temp. 37 °C, nastgpnie odwirowywano, zlewano supernatant i dodawano po 10 ml
soku jelitowego. Proby inkubowano przez nastgpne 3 h [2].

Tabela 1.  Sktad soku zotadkowego i jelitowego w zastosowanym modelowym przewodzie pokarmowym
Table 1.  Composition of gastric and intestinal juices in simulated GI tract model applied

Czas
Typ soku Sktad soku 1nkubacpuw Zrédto
Type of juice Composition of juice temmp. 37. ¢ References
Incubation
time at 37 °C
Sterylny roztwér 0,5 % NaCl z dodatkiem lizozymu
(1 g/l) i pepsyny (0,3 g/1) doprowadzony do pH 2,0; 2,5
ol Sl(()k « | lub 3,0 przy uzyciu 5 M HCL 2h 2. 6. 14
é:s?ric 91:(}:/6* Sterile 0,5 % NaCl solution, with lysozyme (1 g/l) and 2,6, 14]
J pepsin addition (0,3 g/l), adjusted to pH 2,0; 2,5 and 3,0
with SM HCL
Sterylny roztwor NaHCO; (6,4 g/1), KC1 (0,239 g/),
NaCl (1,28 g/l), o pH 7.8 z 0,15, 0,3 Ilub 0,5-
Sok jelitowy* | procentowym dodatkiem zo6lci wolowej oraz pankreatyny
Intestinal (1 g/n. 3h [1,2,3]
juice* Sterile NaHCO; (6,4 g/1), KCI (0,239 g/1), NaCl (1,28 g/l)
solution, adjusted to pH 7,8 and with addition of 0,15 %,
0,3 % and 0,5 % bovine bile and pancreatin (1 g/l).

*Wszystkie odczynniki pochodzity z firmy Sigma Aldrich / All chemicals were obtained in Sigma Aldrich
Co.

W celu sprawdzenia, czy medium zywno$ciowe wykazuje ochronny wptyw na
komorki bakteryjne, do soku zotadkowego dodawano 15 % (m/v) bulionu MRS
(Merck), mleka w proszku (SM Gostyn), mleka UHT o zawartosci 3,2 % tluszczu (La-
ciate, SM Mlekpol) oraz bulionu wotowego [6, 14]. Badano wptyw nastepujacych
czynnikow na przezywalnos¢ bakterii w modelowym przewodzie pokarmowym: war-
tos¢ pH soku zotadkowego i dodatek medium zywnos$ciowego, dodatek enzymoéw tra-
wiennych, stezenie zolci w soku jelitowym oraz czas inkubacji w modelowym soku
zotadkowym 1 jelitowym. Okreslano liczbe komorek bakterii zgodnie z PN-ISO
15214:2002 [12] na podtozu statym MRS (Merck). Probki pobierano po 0, 1,21 5 h
inkubacji.

Wszystkie do$wiadczenia wykonano w 3 powtorzeniach. Analize statystyczng
przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica 10 (StatSoft®). Wykonano
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji ANOVA (p = 0,05).
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Wyniki i dyskusja

Wplyw pH soku zolgdkowego i dodatku medium Zywnosciowego na przezywalnosé
szczepow LAB w modelowym przewodzie pokarmowym

Szacuje si¢, ze w ciggu doby organizm dorostego cztowicka wydziela 2,5 1 soku
zotadkowego o pH 1 = 3 i 0,5-procentowej zawartosci zwigzkéw mineralnych. Zyw-
no$¢ trawiona jest w zotadku przez 1 + 3 h, w zalezno$ci od rodzaju tre$ci pokarmo-
wej. Mozna wigc przyjaé, ze czas inkubacji komoérek bakteryjnych w modelowym soku
zotadkowym powinien wynies¢ ok. 2 h. Charteris 1 wsp. [2] wskazuja, ze wartos¢ pH
tego srodowiska jest kluczowa dla przezywalnosci bakterii w gérnych odcinkach prze-
wodu pokarmowego. Tolerancja szczepdw na enzymy i niskie pH zotadka jest cecha
szczepozalezng [10].

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano statystycznie istotny (p < 0,05)
wplyw pH soku Zotagdkowego na przezywalnos¢ badanych szczepow Lactobacillus
(tab. 2). Zaobserwowano znaczne (o 7 log jtk/ml) obnizenie liczby komodrek bakterii po
2 h inkubacji w soku o pH 2,0, w porownaniu z liczba poczatkowa (ponad 9 log
jtk/ml). Po inkubacji szczepow w soku zoladkowym o pH 2,5 i 3,0 zaobserwowano
obnizenie liczby komorek bakterii kolejno o 2 rzedy i 1 rzad log.

Wpltyw zastosowania soku zotadkowego o pH 2,0 moze poshuzy¢ jako metoda
dyskryminacyjna, gdyz tylko najbardziej oporne szczepy sa w stanie przezy¢ w tak
ekstremalnych warunkach [8]. Autorzy podkreslaja duza wrazliwo$¢ szczepow bakterii
fermentacji mlekowej na niskie pH soku zotadkowego [3]. Zaobserwowano, ze probio-
tyczne szczepy, np. Lactobacillus rhamnosus GG wykazuja oporno$¢ na kwasowosc
zotadka, a liczba zywych komoérek po 3 h inkubacji obniza si¢ o 3 rzedy log [2].
Z kolei Jensen i wsp. [5] wskazali na szczegolnie wysoka tolerancje na sok zotadkowy
szczepow z gatunku Lactobacillus reuteri, natomiast Schillinger i wsp. [13] podkreslili
wigksza wrazliwo$¢ na niskie pH szczepodw z gatunku Lactobacillus casei niz Lacto-
bacillus acidophilus. Korelacje pomigdzy zywotnoscia szczepow bakterii fermentacji
mlekowej a wartoscig pH soku Zotadkowego stwierdzili rowniez Pitino 1 wsp. [11].
Wskazali oni na wigkszg przezywalnos$¢ szczepow probiotycznych w stosunku do po-
tencjalnie probiotycznych.

W badaniach wilasnych stwierdzono, ze dodatkowe zastosowanie medium zywno-
Sciowego w czasie trawienia w modelowym soku zotgdkowym ma istotny wpltyw na
przezywalnos$¢ bakterii (rys. 1). Po 2 h inkubacji liczba komoérek bakterii wszystkich
szczepOw obnizyla si¢ o ok. 2 rzedy logarytmiczne, z poczatkowej liczby powyzej
9 log jtk/ml. Najlepszg przezywalno$¢ szczepow OS1, Bl i 299v zaobserwowano
w soku zotagdkowym z dodatkiem mleka UHT. Moze to dowodzié, ze sktadniki mleka
wplywaja ochronnie na zywotnos¢ tych bakterii. Natomiast bulion wolowy dodany do
soku zotagdkowego nie petit funkcji ochronne;.
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Bakterie fermentacji mlekowej, w tym probiotyki, zwykle dodawane sg do zyw-
nosci lub wystepuja w postaci suplementu diety. Obecno$¢ matrycy zywnosciowej lub
ostonki w suplemencie diety korzystnie wplywa na zywotno$§¢ komorek bakterii
w przewodzie pokarmowym [3, 6, 10, 12, 14, 19]. Kos i wsp. [6] wykazali korzystny
wplyw dodatku matrycy zywno$ciowej podczas symulacji pasazu bakterii Lactobacil-
lus acidophilus M92 przez przewod pokarmowy. Stwierdzono hamowanie aktywnosci
proteaz przez zastosowanie medium zywnosciowego. Za najlepszy czynnik ochronny
dla bakterii fermentacji mlekowej uznano biatka serwatkowe.

Wiasciwosci ochronne mleka wykazano takze w innych badaniach [17]. Stwier-
dzono, ze buforujace wiasciwosci biatek mleka korzystnie wptywaja na przezywalnosé
probiotycznych kultur Lactobacillus acidophilus, co potwierdzono takze w badaniach
wlasnych.

—
k=]

W o

[ 5]

Liczba bakterii [log jtk/ml]
Count of bacteria [log CFU/ml|

S -

0OSl1 Bl 200v
Symbol szczepu / Strain symbol

B Sok zoladkowy / Gastricjuice

B Sok zoladkowy +15% bulionu MRS / Gastricjuice + 1526 MRS broth

B Sok zoladkowy +15% mleka UHT/ GastricJuice + 15% UHT Milk

O Sok zoladkowy +15% mleka w proszku/ Gastricjuice + 1 5% skim nulk

O Sok zoladkowy +15% bulionu wolowego / Gastricjuice + 15% Beef broth

*roznice statystycznie istotne pomiedzy probami z medium w odniesieniu do prob z samym sokiem zotad-
kowym, w obrebie jednego szczepu (p < 0,05) / statistically significant differences between applied me-
dium in comparison to gastrin juice, within one strain samples (p < 0.05)

Rys. 1. Wplyw 15-procentowego dodatku medium zywnosciowego na przezywalnos$¢ badanych szczepdéw
LAB w modelowym soku zotadkowym po 2 h inkubacji w §rodowisku o pH 2,5

Fig. 1. Effect of addition of 15 % food medium on the viability of LAB strains studied in gastric juice
simulant after 2 h of incubation in environment with pH equal 2.5
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Wplyw dodatku wybranych enzymow trawiennych na przezywalnos¢ badanych
szczepow LAB w modelowym przewodzie pokarmowym

Lizozym to enzym, ktory odpowiada za hydroliz¢ $ciany komorkowej bakterii.
Wystepuje naturalnie w §linie czlowieka, a takze w innych wydzielinach, np. w §luzie
zotadka, a bakterie Gram-dodatnie sg szczegdlnie wrazliwe na jego dziatanie. Pepsyna
jest natomiast wydzielana przez komorki gruczotowe zotadka i jest sktadnikiem soku
zotadkowego. Prowadzi hydrolize biatek do krotszych tancuchow polipeptydowych.
Oprocz pH soku zotagdkowego, oddzialtywanie tego enzymu moze mie¢ istotny wplyw
na zywotno$¢ bakterii podczas trawienia pokarmu w przewodzie pokarmowym [15].

W badaniach zaobserwowano obnizenie liczby komoérek badanych bakterii o 2
rzedy log po 2 h inkubacji, w poréwnaniu z ich liczbg poczatkowa. Stwierdzono, ze
dodatek lizozymu i pepsyny nie miat istotnego wptywu na przezywalno$¢ badanych
szczepow w modelowym soku zotagdkowym o pH 2,5 (tab. 3).

Pankreatyna jest mieszaning enzymow (amylaz, lipaz i proteaz), wydzielang przez
zewnatrzwydzielnicze komorki trzustki. Utatwia procesy trawienia i wchlaniania bia-
tek, ttuszczow 1 skrobi oraz moze oddziatywac na komorki bakterii.

Na podstawie przeprowadzonego do$wiadczenia wykazano, ze liczba bakterii ba-
danych szczepow nie roznila si¢, niezaleznie od dodatku enzymow i stwierdzono, ze
dodatek pankreatyny do modelowego soku jelitowego nie miat statystycznie istotnego
(p < 0,05) wpltywu na przezywalnos$¢ szczepow (tab. 3). Monteagudo-Mera i wsp. [10]
rowniez wykazali brak wptywu enzymow trawiennych i stwierdzili, ze bakterie fer-
mentacji mlekowej wykazujg naturalng opornos¢ na pankreatyne soku jelitowego.

Wptyw stezenia soli zolci w soku jelitowym na przezywalnosé¢ badanych szczepow LAB
w modelowym przewodzie pokarmowym

Sok jelitowy jest wydzielany w ilosci 0,7 1/dzien. Jego pH wynosi ok. 8, a steze-
nie soli mineralnych to ok. 0,5 %. Czynnikami determinujacymi przezywalnos¢ bakte-
rii w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego sa: zot¢ i obecnos$¢ enzymow, ktore
zasadniczo wptywaja na lize komorek oraz na przepuszczalno$¢ bton komorkowych
[20]. Sole kwasow zolciowych sag syntetyzowane z cholesterolu w watrobie. Ich steze-
nie w dolnych odcinkach przewodu pokarmowego oscyluje w granicach 0,15 + 0,5 %,
jednak naukowcy nie sg zgodni co do stezenia soli zo6tciowych, ktore nalezatoby zasto-
sowa¢ w badaniach in vitro [6, 7, 9]. Czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim
szacuje si¢ na ok. 3 h [18], dlatego w niniejszej pracy zastosowano taki czas inkubacji.

Zaobserwowano istotny (p<0,05), hamujacy wpltyw 0,5-procentowego dodatku
zo0tci na przezywalno$¢ badanych bakterii (rys. 2). Szczepy OS1, B1 i 299v cechowaty
si¢ opornoscig na fizjologiczne stezenia zotci (0,15 + 0,3 %).
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w =
!

(387
!

Liczba bakterii [log jtk/ml]
Count of bacteria [log CFU/ml]

(=

0S1 Bl 299v
Symbol szczepu /Strain symbol

B0,15% goli zokci / 0,15% bile salts 00,3%soli zokci / 0,3% bile salts
00,5% soli zokci / 0,5% bile salts

*roznice statystycznie istotne pomigedzy probami w obrebie jednego szczepu (p < 0,05) / statistically signi-
ficant differences between measurements within one strain samples (p < 0.05)

Rys 2.  Wplyw stezenia soli zolciowych na przezywalnos¢ badanych szczepéw LAB po 3 h inkubacji
w modelowym soku jelitowym

Fig2.  Effect of bile salts concentration on survival of studied LAB strains after 3 h incubation in intes-
tinal juice simulant

Zargba 1 wsp. [18] wykazali, ze przezywalnos¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus
w modelowym soku jelitowym zalezy w gtownej mierze od poczatkowej liczby bakte-
rii, co potwierdzono takze w badaniach wtasnych. Z kolei Ziarno [19] oraz Schillinger
1 wsp. [13] sugeruja, ze zdolno$¢ szczepdw do wytwarzania BSH (hydrolazy soli zotci)
ma istotny wptyw na oporno$¢ komoérek bakterii na toksyczne dziatanie soli zotci. En-
zym ten jest specyficznym czynnikiem obrony, a jego funkcja jest hydroliza soli zot-
ciowych sprzezonych z tauryna lub glicyna do wolnych aminokwasow i1 do wolnych
kwasow zotciowych. Mozliwos¢ regulacji aktywnosci BSH moze by¢ wykorzystana do
badania zdolno$ci zasiedlania uktadu pokarmowego przez Lactobacillus, ale jej brak
nie dyskryminuje szczepow w kategorii probiotycznosci, gdyz nadal moga by¢ oporne
na wysokie, fizjologiczne st¢zenia zotci [13]. Dodatkowo stwierdzono, ze poszczegol-
ne szczepy 1 gatunki Lactobacillus moga wykazywac r6zng aktywnos$¢ tej hydrolazy
[1, 19].
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Wphw pasazu na przezywalnos¢ badanych szczepow LAB w modelowym przewodzie
pokarmowym

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze istnieje statystyczny
zwigzek pomiedzy zywotnoscig komorek bakterii a zastosowanymi warunkami pasazu
badanych szczepoéw w modelowym przewodzie pokarmowym (rys. 3).

Zotadek / stomach jelito cienkie / small intestine

0 >\*

Liczba bakterii [log jtk/ml]
Count of bacteria [log CFU/ml]

w

0 1 2 5
Czas [h] / Time

——(§] =Bl 299v

*roznice statystycznie istotne pomiedzy probami w obrebie jednego szczepu (p < 0,05) / statistically signi-
ficant differences between measurements within one strain samples (p < 0.5).

Rys3. Wplyw zastosowanych warunkéw pasazu na przezywalnos¢ szczepow LAB w modelowych
warunkach przewodu pokarmowego

Fig3.  Effect of passage conditions applied on survival of LAB strains under simulated conditions of GI
tract model

Zaobserwowano, ze po 2 h inkubacji w soku zotadkowym, w przypadku wszyst-
kich badanych szczepdw, liczba komorek bakterii obnizyla si¢ o ok. 2 rzedy log, a po
3 h inkubacji w soku jelitowym o niecaty 1 rzad log.

Uzyskane wyniki badan mogg stuzy¢ do optymalizacji dyskryminacyjnych metod
badan in vitro zdolno$ci bakterii potencjalnie probiotycznych, do przezycia w warun-
kach stresowych przewodu pokarmowego cztowieka.

Whioski

1. Najwickszy wpltyw na przezywalno$¢ badanych szczepow bakterii miata wartos¢
pH modelowego soku zotadkowego, przy czym dodatek mleka UHT jako medium
zywno$ciowego zwigkszal oporno$¢ badanych szczepdw, dziatajac w sposob
ochronny.
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Dodatek pepsyny i lizozymu do modelowego soku Zotgdkowego oraz pankreatyny
do modelowego soku jelitowego nie miat istotnego wptywu na przezywalno$¢ ba-
danych szczepdw Lactobacillus. Bakterie tolerowaty fizjologiczne st¢zenie soli
z6tciowych w modelowym soku jelitowym.

Zaobserwowano statystycznie istotne (p < 0,05) zmniejszenie liczby komodrek bak-
terii (do ok. 7 log jtk/ml) w czasie pasazu w warunkach modelowego przewodu
pokarmowego.

Udowodniono, ze szczepy z rodzaju Lactobacillus wyizolowane z zywnosci trady-
cyjnej wykazuja jedng z cech probiotycznosci, rekomendowanych przez
FAO/WHO do badan probiotykéw. W celu potwierdzenia wiasciwosci probiotycz-
nych badanych szczepoéw konieczne sg dalsze badania, a szczegodlnie pozadane sa
testy in vivo.
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SURVIVAL OF LACTOBACILLUS STRAINS ISOLATED FROM FOOD UNDER CONDITIONS
OF SIMULATED GASTROINTESTINAL TRACT MODEL

Summary

The objective of the research study was to determine the survival of strains of Lactobacillus, isolated
from food, under the conditions of a gastrointestinal (GI) tract model. The research material constituted
two strains of Lactobacillus isolated from oscypek and bundz cheeses, and a probiotic strain of Lactobacil-
lus plantarum 299v. It was proved that the addition of lysozyme and pepsin to gastric juice and of pan-
creatin to intestinal juice had no significant effect on the survival of Lactobacillus. There is a relationship
between the viability of cells and the incubation time of bacteria strains studied. The 5 h lasting incubation
of strains in the simulated GI tract model caused the count of bacteria to decrease by 2 + 3 logarithmic
orders. The pH value of gastric juice had the greatest effect on the survival of the bacteria studied. Fur-
thermore, it was found that the addition of a food medium in the form of UHT milk increased the tolerance
of the bacteria studied to the gastric juice simulant and had a protective effect. Also, it was found that the
Lactobacillus strains analyzed, when treated by intestinal juice, tolerated a high physiological concentra-
tion of bile salts. The results obtained can be applied to optimize discriminant methods in in vitro studies
on the ability of potentially probiotic bacteria to survive under stress conditions of human GI tract.

Key words: lactic acid bacteria, Lactobacillus, survival, gastrointestinal (GI) tract, probiotics, in vitro
study
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ODPOWIEDZ KOMOREK LACTOBACILLUS BREVIS NA STRES
OSMOTYCZNY ZBADANA METODA CYTOMETRII
PRZEPLYWOWEJ

Streszczenie

Pateczki fermentacji mlekowej moga wytrzymywac efekty stresu osmotycznego w naturalnym $rodo-
wisku bytowania, jak réwniez w procesie produkcji zywnosci. Ztozono$¢ zmian zachodzacych w komor-
kach w wyniku dziatania tego stresu stwarza potrzebe poszerzenia wiedzy dotyczacej jego wpltywu na stan
fizjologiczny pateczek Lactobacillus. Celem pracy bylto okreslenie wptywu chlorku sodu w zakresie 0,5 +
2,5 % na fizjologi¢ komorek szczepu Lactobacillus brevis, ktére wyizolowano z zywnosci. Zastosowano
cytometri¢ wielobarwng i dobrano barwienie CFDA/PI (dioctan karboksyfluoresceiny/jodek propidyny)
do oznaczenia aktywnosci esterolitycznej i spdjnosci blon cytoplazmatycznych komorek. Na podstawie
analizy cytometrycznej wyodrebniono cztery grupy komérek o okre§lonych parametrach: 1 — CFDAPI’,
2 — CFDA'PI', 3 - CFDAPI', 4 — CFDA'PT, ktorych udziat zalezat od dadatku chlorku sodu w badanych
probkach. Zaobserwowano zwigkszony udziat komorek w grupie 1. i zmniejszony — w grupie 4. w bada-
nych probkach, §wiadczace o wzroscie udzialu komoérek z uszkodzeniami w blonach cytoplazmatycznych
i obnizeniu udzialu komoérek aktywnych. Na podstawie wynikow metody ptytkowej dowiedziono, ze cz¢s¢
populacji Lb. brevis stracita tzw. hodowalno$¢ w $rodowisku o najwigkszym stezeniu chlorku sodu —
2,5 %. Stwierdzono, ze szczep Lb. brevis wykazatl znaczng tolerancj¢ na dzialanie chlorku sodu w bada-
nym zakresie i wiedza z tego zakresu moze by¢ przydatna w badaniach skriningowych nad przydatnoscia
paleczek Lactobacillus w przemysle.

Stowa kluczowe: Lactobacillus brevis, stres osmotyczny, cytometria przeptywowa, tolerancja na dziatanie
NaCl

Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Lactobacillus zastosowane w przemystowych procesach pro-
dukcyjnych napotykaja na stresy srodowiskowe, ktére moga wystgpowac samodzielnie

Dr M. A. Olszewska, mgr A. Kocot, mgr M. Gryn, prof. dr hab. L. Laniewska-Trokenheim, Katedra
Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie, Pl. Cieszynski 1, 10-726 Olsztyn. Kontakt: magdalena.olszewska@uwm.edu.pl
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lub w sprzezeniu z innymi czynnikami stresotworczymi. Pateczki fermentacji mleko-
wej uruchamiajg rézne mechanizmy odpowiedzi na stresy srodowiskowe. Ich zdolnos¢
do znoszenia efektow stresu $rodowiskowego jest zréznicowana, warunkuje przezy-
walno$¢, aktywnos¢ metaboliczng i przydatnos¢ technologiczng tych bakterii. Wiedza
z tego zakresu moze by¢ zatem przydatna w pracach skriningowych nad uzytecznoscig
Lactobacillus spp. w przemysle.

Jednym z czynnikdéw stresowych, ktoéry wystepuje w przemyslowych procesach
produkcyjnych, a jednocze$nie warunkuje prawidlowe funkcjonowanie pateczek, jest
ci$nienie osmotyczne $rodowiska [15]. Srodowisko hiperosmotyczne powoduje wyciek
wody na zewnatrz komorki bakteryjnej, doprowadzajac do utraty turgoru [6]. Jednym z
mechanizméw ochrony pateczek przed negatywnym efektem stresu osmotycznego jest
stale utrzymywanie stosunkowo wysokiego stezenia jonow potasu [15]. Dowiedziono,
ze Lactobacillus acidophilus wykazuje przezywalno$¢ na poziomie 46 % po
2-godzinnej inkubacji w $rodowisku o stezeniu 18 % NaCl [9]. Lactobacillus alimen-
tarius wykazat wicksza przezywalnos¢, ale w subletalnych stezeniach soli (2 % NaCl
przez 1 h) i jednoczesnie zwickszong tolerancje na sole zotci, kwas cytrynowy i kwas
glukonowy, po wczesniejszej inkubacji w srodowisku hiperosmotycznym [10]. Ocenia
si¢, ze szkodliwos¢ skutkow szoku osmotycznego wywolanego obecno$cia soli jest
wicksza niz w obecnos$ci sacharydéw. Wynika to z tego, ze paleczki maja zdolnosc¢
regulowania wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego stezenia sacharydow, tj. laktozy
i sacharozy, poprzez aktywne pobieranie sacharydow ze srodowiska [6]. W §rodowisku
z dodatkiem soli zaobserwowano natomiast, ze moze dochodzi¢ do zjawiska poboru
substancji osmoaktywnych, tj. glicyny, betainy i karnityny przez utatwiong dyfuzje
(tzw. system QacT). Taki mechanizm wykryto u Lactobacillus plantarum, ochronny
efekt substancji osmoaktywnych powodowat zwigkszenie przezywalnosci w wyzszych
stezeniach soli [7]. Po przeniesieniu szczepu do srodowiska hipoosmotycznego docho-
dzito z kolei do szybkiego wyplywu glicyny i betainy z komoérek przez machanozalez-
ne kanaly bialkowe — system nie w pelni jeszcze poznany [8]. Badania odpowiedzi
pateczek fermentacji mlekowej na stres osmotyczny cho¢ obszerne, wcigz sa niewy-
starczajace, wiele aspektow wymaga jeszcze poznania. Ztozono$¢ zmian zachodzacych
na poziomie komérkowym pod wplywem stresu osmotycznego stwarza potrzebe roz-
szerzenia wiedzy z tego zakresu. Kluczowy w takich badaniach jest dobor odpowied-
niego narzedzia analitycznego. W badaniach odpowiedzi komoérek na stres osmotyczny
przydatna moze by¢ cytometria przeptywowa. Metoda taczy w sobie czuto$¢ technolo-
gii fluorescencyjnej z analizg pojedynczych komorek. Przy zastosowaniu cytometrii
wielobarwnej komorki pobierajg rézne barwniki fluorescencyjne, dzigki czemu mozna
je odrdézni¢ od siebie na podstawie barwy, wynikajacej z emitowania widma o réznej
dhugosci fali. Rezultatem jest wykres kropkowy zabarwionych komérek, z ktorych
kazda zwigzana jest z inng barwg fluorochromu. Na podstawie ilosci emitowanego
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swiatla kazdej barwy mozna zidentyfikowa¢ komorki rdznigce si¢ aktywnoscig fizjolo-
giczng [12].

Celem pracy byto okreslenie wptywu chlorku sodu w zakresie 0,5 + 2,5 % na ak-
tywnos$¢ fizjologiczng komorek szczepu Lactobacillus brevis, ktory wyizolowano
Z Zywnosci.

Material i metody badan

Zastosowano metode barwienia fluorescencyjnego CFDA/PI (dioctan karboksy-
fluoresceiny-jodek propidyny) wraz z cytometrig przeplywowa oraz mikroskopig epi-
fluorescencyjng. Barwienie CFDA/PI dobrano w celu oznaczenia aktywnos$ci esteroli-
tycznej komorek oraz wystepowania uszkodzen w ich btonach cytoplazmatycznych.
Badania wptywu stresu osmotycznego rozszerzono o okreslenie zdolnos$ci Lactobacil-
lus brevis do wzrostu na podtozach hodowlanych pod wplywem stresu z zastosowa-
niem posiewow ptytkowych. Badania aktywnosci fizjologicznej uzupeliono o analize
subpopulacji komorek po dostarczeniu komérkom glukozy 1 wezesniejszym dziataniu
czynnika stresowego, w celu porownania efektow tego zabiegu z oddziatywaniem sa-
mego stresu osmotycznego.

W badaniach uzyto szczepu Lactobacillus brevis, ktory wyizolowano z kiszonej
kapusty. Po ocenie cech morfologiczno-fizjologicznych szczepu, jego przynalezno$c
gatunkowa do Lb. brevis potwierdzono fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)
z uzyciem wyszukanych w bazie danych probeBase sond oligonukleotydowych 16S
RNA: sondy dla Eubacteria Eub338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT, sondy nonsen-
sownej Non338 ACT CCT ACG GGA GGC AGC, sondy dla rodzaju Lactobacillus
Lab158 GGT ATT AGC AYC TGT TTC CA oraz sondy dla gatunku Lactobacillus
brevis Lbrev CAT TCA ACG GAA GCT CGT TC.

Hodowle szczepu Lb. brevis w pozywce MRS (Merck) przenoszono do probowek
typu eppendorf, odwirowywano (3 min, 13 000 x g, MPW 65 R) i zawieszano w po-
zywce MRS z dodatkiem NaCl (POCH) o okreslonym stezeniu [%]: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
2,5 tak, aby uzyskaé wielkos¢ populacji rzedu ~10° komérek w badanych probkach.
Probe kontrolng stanowita taka sama objetos¢ hodowli zawieszona w pozywce MRS
bez dodatku chlorku sodu. Wszystkie probki inkubowano w temp. 30 °C przez 30 min,
a nast¢pnie odwirowywano (3 min, 13 000 x g) i zawieszano w buforze PBS (0,1 M,
pH 7.8). Do oznaczen fluorescencyjnych probki barwiono najpierw 50 uM CFDA
(dioctan karboksyfluoresceiny, Biochemika Fluka), inkubowano w temp. 37 °C przez
30 min w ciemnosci, nastgpnie 30 uM PI (jodek propidyny, Biochemika Fluka) przez
10 min w tazni lodowej, rowniez w ciemnosci [17]. Przygotowane w ten sposob probki
poddawano analizie cytometrycznej z uzyciem cytometru przeplywowego MoFlo™
(XDP — Beckman Coulter), wyposazonego w laser argonowy 488 nm oraz w odpo-
wiednie detektory fluorescencji: zielony (FL1) i czerwony (FL4). Przetworzenie sygna-
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hu fluorescencyjnego na sygnatl elektroniczny i obrobka z uzyciem oprogramowania
Summit Software 5.2 umozliwito ilustracje wynikow w postaci wykreséw kropko-
wych. Pola ograniczone ramkg na wykresach kropkowych pozwolity na podziat popu-
lacji komoérek na subpopulacje i oszacowanie ich udziatu procentowego. Ten sam ma-
terial postuzyt do przygotowania preparatow do oznaczen mikroskopowych. W tym
celu probki filtrowano, uzywajgc czarnych filtrow poliweglanowych typu: 0,2 um, @
13 mm i aparatu filtracyjnego (Millipore). Do przygotowania preparatow mikroskopo-
wych stosowano olejek niefluoryzujacy BackLight™ Mounting Oil (Molecular Pro-
bes). Analize preparatow mikroskopowych wykonywano w mikroskopie epifluore-
scencyjnym (Olympus BX51) zaopatrzonym we wiasciwe zestawy filtrow (U-MNB2:
470 + 490 nm; U-MNG2: 530 + 550 nm) i kamere Digital Colour XC10 (Olympus).
Uzyskane obrazy analizowano w programie cellSens Dimension wersja 1.5 (Olympus).
Komorki zliczano z 10 obrazéw mikroskopowych kazdej badanej probki i wyliczano
logarytm komodrek na mililitr (log kom./ml). Ponadto wykonywano posiewy po-
wierzchniowe z odpowiednich rozcienczen probek na podloze MRS-agar (Merck).
Inkubacje¢ prowadzono w temp. 30 °C przez 48 h, w warunkach beztlenowych (Anae-
rocult®C, Merck). Liczono kolonie i okreslano logarytm jednostek tworzacych kolonie
na mililitr (log jtk/ml). Te same probki, po dziataniu chlorku sodu w zakresie 0,5 +
2,5 %, poddawano nastepnie inkubacji z glukoza w stezeniu 20 mM w temp. 30 °C
przez 30 min i poddawano powtornej analizie cytometryczne;j.

Zalezno$¢ statystyczng migdzy przezywalnoscig Lb. brevis 1 stresem osmotycz-
nych analizowano testem Kruskala-Wallisa na poziomie istotnosci p = 0,05, przy uzy-
ciu programu Statistica wersja 10 (StatSoft).

Wiyniki i dyskusja

Srednie liczby bakterii Lb. brevis oznaczone dwiema metodami — ptytkows i bar-
wienia fluorescencyjnego CFDA — byly zblizone w prébkach: od kontrolnych do za-
wierajacych 2-procentowy dodatek NaCl (rys. 1). Najwigksze roznice migdzy dwiema
metodami zaobserwowano w probkach zawierajacych 2,5 % NaCl. Na podstawie licz-
by Lb. brevis oznaczonej metoda ptytkowa zaobserwowano, ze przezywalno$¢ szczepu
zmniejszyta si¢ w srodowisku o najwigkszym st¢zeniu chlorku sodu (2,5 %) o log N/N’
~ -1,0 (gdzie N to liczebno$¢ populacji oznaczona w probkach z 2,5-procentowym
NaCl, a N’ to liczebno$¢ populacji oznaczona w probkach kontrolnych). Na tej pod-
stawie mozna przypuszczac, ze cze¢$¢ komorek poddanych stresowi 2,5-procentowego
NaCl stracita tzw. hodowalnos¢, zachowujac aktywnos$¢ esterolityczng. Ten stan nazy-
wany jest stanem uspienia lub VBNC (ang. viable but nonculturable), czyli zywe, ale
nienadajace si¢ do hodowli [11]. Pomimo znacznego poziomu stresu osmotycznego
wywotanego 2,5-procentowym dodatkiem NaCl, obnizenie przezywalnosci, w odnie-
sieniu do tzw. hodowalnosci populacji, o jeden rzad logarytmiczny (rys. 1) nie bylo



ODPOWIEDZ KOMOREK LACTOBACILLUS BREVIS NA STRES OSMOTYCZNY ZBADANA... 57

statystycznie istotne (p = 0,5494). Ta obserwacja pozwolita stwierdzi¢, ze szczep Lb.
brevis wykazal znaczng tolerancj¢ na dzialanie NaCl w badanym zakresie, co moze
czyni¢ go przydatnym w przemystowych procesach produkcyjnych o zwigkszonym
udziale soli.

9,4 -
84 -
7.4 -
64 -

54 -

log jtk (kom.)/ml / log cfu (cells)/ml

a4 -
Kontrola/control 0,5% 1,0% 1,5% 2,0% 2,5% Nacl

Rys. 1. Liczba bakterii Lactobacillus brevis wyizolowanych z kiszonej kapusty w probkach kontrolnych
oraz poddanych dziataniu chlorku sodu w zakresie 0,5 + 2,5 %, oznaczona metoda ptytkowa (M)

oraz barwienia fluorescencyjnego CFDA (™)

Fig. 1. Count of Lactobacillus brevis bacteria isolated from fermented cabbage in control samples and
in samples treated with sodium chloride ranging from 0.5% to 2.5%, assayed using plate (M)
and CFDA fluorescent staining methods (™)

Badania stresu osmotycznego na przezywalnos$¢ szczepu Lactobacillus rhamno-
sus, wywotanego sacharoza w zakresie 0,1 + 1,5 M, z uzyciem metody plytkowej i
technologii fluorescencyjnej podjeli takze Sunny-Roberts i wsp. [17]. Autorzy wykaza-
li, Ze czg$¢ populacji stracita zdolno§¢ wzrostu na podtozach o znacznie zwigkszonej
osmolalnosci. W zalezno$ci od drobnoustroju, czynnikami obnizajacymi tzw. hodo-
walnos¢ mogg by¢ m.in. nieodpowiednia temperatura, kwasowo$¢ i osmolalnos¢ $ro-
dowiska, niedobor sktadnikow pokarmowych [12]. Obnizenie tzw. hodowalno$ci moze
by¢ efektem stresow $rodowiskowych, wigc zbadanie tego zjawiska wsrod bakterii
w roznych warunkach wymaga doboru odpowiedniego narzedzia analitycznego. Przy-
datno$¢ cytometrii przeptywowej w badaniach wplywu stresow $rodowiskowych na
przezywalno$¢ bakterii wykazato wielu badaczy [2, 3, 4, 5, 13, 14].

Aby pozna¢ zmiany aktywno$ci fizjologicznej komorek szczepu Lactobacillus
brevis wyizolowanego z zywnosci, probki bez dodatku chlorku sodu i z jego dodat-
kiem, w zakresie od 0,5 + 2,5 %, poddano analizie cytometrycznej. Do analizy cytome-
trycznej dobrano barwienie CFDA/PI (dioctan karboksyfluoresceiny/jodek propidyny)
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w celu oznaczenia aktywnoS$ci esterolitycznej i spojnosci blon cytoplazmatycznych
komorek. Identyfikacja aktywnosci esterolitycznej polegata na przenikaniu prefluoro-
chromu CFDA do wnetrza komorki, hydrolizy grupy dwuoctanowej przez esteraze
i powstaniu karboksyfluoresceiny, ktéra, gromadzac si¢ we wnetrzu komorki, nadaje
jej zielong fluorescencj¢ [13]. Komorki barwione PI to z kolei komoérki fluoryzujace na
czerwono, w wyniku przedostania si¢ fluorochromu do wnetrza komorki i interkalacji
jej DNA. Jodek propidyny o duzej masie czasteczkowej moze przedostawac si¢ tylko
przez uszkodzong blone¢ cytoplazmatyczng, co pozwala uzna¢ go za wskaznik komorek
uszkodzonych [12]. Na rys. 2. przedstawiono cytometryczne wykresy kropkowe prze-
badanych probek z procentowym udzialem subpopulacji komorek, ktoére analizowano
bezposrednio po dziataniu czynnika stresowego oraz nastgpujacej po nim inkubacji
z glukoza. Analiza cytometryczna pozwolita wyodrebni¢ cztery subpopulacje komorek
o nastepujacych parametrach: CFDAPI' — komorki niewykazujace aktywnosci
esterolitycznej z przerwang cigglosécig blony cytoplazmatycznej (ramka 1), CFDA'PI"
— komérki wykazujace aktywno$¢ esterolityczng i z uszkodzeniami w btonach (ramka
2), CFDAPI" — komorki nieaktywne esterolitycznie lub po aktywnym wypompowaniu
barwnika i z zachowang ciggloscig bton (ramka 3), CFDA'PI' — komorki, ktére
wykazuja aktywnos¢ esterolityczng i spojnos¢ blon cytoplazmatyczych (ramka 4).

W probkach kontrolnych, bez dodatku NaCl, wykazano przede wszystkim wyste-
powanie komorek o aktywno$ci esterolitycznej, gdyz sumarycznie ponad 99 % popula-
cji wystgpita w ramce 4. oraz w ramce 2., niezaleznie od etapu, po ktérym wykonano
analiz¢ (rys. 2 A;,). Probki z dodatkiem NaCl w zakresie 0,5 + 2,5 % wykazywaly
odmienny stan fizjologiczny populacji. Znaczna cz¢$¢ populacji (40 + 60 %) to ko-
morki po lizie bton cytoplazmatycznych z ramki 1., przy jednoczesnym zmniejszeniu
udziatu komorek aktywnych z ramki 4. oraz 2. i zwigkszeniu udzialu komoérek w ramce
3. (rys. 2 B;-Fy). Inkubacja z glukoza zmienita proporcje subpopulacji w probkach
poddanych dziataniu NaCl w zakresie 1,0 +~ 2,5 %. Probki z dodatkiem NaCl w ilosci
[%]: 1,0, 1,5, 2,0 1 2,5 po inkubacji z glukoza cechowaty si¢ mniejszym udzialem ko-
morek w ramce 1. oraz zwigkszonym udziatlem komoérek w ramce 2. i ramce 4. (rys. 2
C,-F,) w poréwnaniu ze stanem przed dostarczeniem komérkom glukozy.

Wykresy przedstawiajace udziat komorek z uszkodzeniami (z ramki 1.1 2.) 1 z ak-
tywnoscig esterolityczng (z ramki 2. i 4.) — rys. 3 — pozwalajg stwierdzi¢, ze udziat
komorek z uszkodzeniami byt stosunkowo staty w probkach z dodatkiem chlorku sodu,
niezaleznie od jego stezenia i etapu poddanego analizie. Swiadczy¢ to moze o nieod-
wracalnos$ci zjawiska lizy bton cytoplazmatycznych lub/i interkalacji DNA jodkiem
propidyny wywotanym wptywem NaCl. Tendencje udzialu komorek wykazujacych
aktywnos$¢ w probkach w zakresie 1,0 + 2,5 % NaCl po inkubacji z glukoza roéznity sig
od probek przed inkubacjg. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze czes¢ populacji
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Rys. 2.

Fig. 2.
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o
Cytometryczne wykresy kropkowe z probek kontrolnych (A), probek z dodatkiem 0,5 % NaCl
(B), 1,0 % NaCl (C), 1,5 % NaCl (D), 2,0 % NaCl (E) i 2,5 % NaCl (F) po okreslonych etapach
badawczych (bezposrednio po dziataniu stresu osmotycznego — ;| i nastgpnie po inkubacji z glu-
koza (- )

Cytometris scatter-plots ref. to: (A) control samples, (B) samples with addition of 0.5 % NaCl,
(C) 1.0 % NaCl, (D) 1.5 % NaCl, (E) 2.0 % NaCl, and (F) 2.5 % NaCl after specific research
stages (immediately after osmotic stress action — | and, next, after incubation with glucose — ;)
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Rys. 3.

Fig. 3.
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odzyskata aktywnos¢ esterolityczng po przywroéconym dostepie do zrodta wegla, sty-
mulujac aktywnos$¢ metaboliczng. Liz¢ blon cytoplazmatycznych pateczek w wyniku
stresu osmotycznego pod wptywem trehalozy, ale nie pod wptywem sacharozy, po-
twierdzajg Sunny-Roberts i wsp. [16, 17, 18]. Stres szczepu Lb. rhamnosus wywotany
sacharozg nie zmienit istotnie aktywno$ci metabolicznej komorek, w przeciwienstwie
do trehalozy, ktorej zwigkszenie stg¢zania powodowato zmniejszenie udziatu komorek
aktywnych esterolitycznie na rzecz komorek z uszkodzeniami w btonach. Inne badania,
spojnosci btony cytoplazmatycznej Lb. rhamnosus pod wptywem ultradzwickow wy-
kazaty, ze czynnik ten nie wywotat w blonach prawie zadnych uszkodzen [1].

Porownania te potwierdzaja, ze zdolno$¢ pateczek Lactobacillus do znoszenia
efektow stresu srodowiskowego sa zrdznicowane i gatunkowo zalezne. Coraz wiecej
wiadomo o zachowaniu si¢ pateczek w s$rodowisku hiperosmotycznym, ale wiele
aspektow jest jeszcze niezbadanych i niewyjasnionych. Ztozono§¢ zmian zachodza-
cych na poziomie komoérkowym pod wpltywem réznych czynnikow osmotycznych
stwarza potrzebe¢ dalszego rozszerzenia badan z tego zakresu.

Whioski

1. Na podstawie poréwnania wynikow oznaczen fluorescencyjnych z wynikami meto-
dy ptytkowej stwierdzono, ze cze$¢ populacji Lactobacillus brevis stracita tzw. ho-
dowalno$¢ w §rodowisku o najwigkszym stezeniu chlorku sodu, tj. 2,5 %. Jedno-
cze$nie wykazano znaczng tolerancj¢ Lb. brevis na dzialanie chlorku sodu
w zakresie ponizej tego st¢zenia.

2. Metoda cytometrii wielobarwnej wykazano wzrost udziatu komorek Lb. brevis
z uszkodzeniami w btonach cytoplazmatycznych i zmniejszenie udziatu komorek
aktywnych esterolitycznie pod wptywem stresu osmotycznego. Zaobserwowano, ze
cze$¢ populacji komorek Lb. brevis odzyskiwata aktywno$¢ esterolityczng w obec-
nosci glukozy, po ustgpieniu stresu osmotycznego. Wiedza z tego zakresu przyczy-
ni¢ si¢ moze do wyboru odpowiednich szczepéw w konkretnych procesach bio-
technologicznych.

3. Stres osmotyczny wywotany chlorkiem sodu uruchamia mechanizmy odpowiedzi
pateczek, ktore determinujg ich funkcjonowanie, uwarunkowane zmianami w ak-
tywnosci metabolicznej 1 spojnosci bton cytoplazmatycznych.

Prace zaprezentowano podczas V Sympozjum Naukowego nt. ,, Probiotyki w Zyw-
nosci” Kiry k. Zakopanego, 23 - 25.04.2014 r.
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RESPONSE OF LACTOBACILLUS BREVIS CELLS TO OSMOTIC STRESS RESEARCHED BY

FLOW CYTOMETRY
Summary

Lactic acid rod-shaped bacteria stand the effects of osmotic stress in natural living environments as

well as in food production process. The complexity of changes occurring in cells as a result of osmotic
stress creates the need for extending the knowledge of its effect on the physiological condition of rod-
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shaped Lactobacillus bacteria. The objective of the study was to determine the effect of sodium chloride
ranging from 0.5 to 2.5 % on the physiology of cells of Lactobacillus brevis strain isolated from food.
A flow cytometry was applied and a fluorescent staining CFDA / PI (carboxyfluorescein diacetate / pro-
pidium iodide) was chosen to determine the metabolic activity and integrity of cytoplasmic membranes of
cells. Based on the cytometric analysis, four groups were identified of cells with particular parameters: 1:
CFDAPI'; 2: CFDA'PI'; 3: CFDAPI'; and 4: CFDAPT, and their percent content depended on the sodi-
um chloride added to the samples analyzed. In the samples studied, it was found that the content of cells in
group 1 increased and in group 4 decreased; this was evidence of the increase in the percent content of
cells with damages in cytoplasmic membranes and of the decrease in the percent content of active cells.
Based on the plate count results, it was proved that part of the L. brevis population lost culturability in the
environment with the highest concentration of sodium chloride: 2.5 %. Furthermore, it was found that the
L. brevis strain showed a considerable tolerance to the action of sodium chloride within the range studied
and the knowledge in this area might be useful to research the suitability of Lactobacillus strains for
industrial processes using screening methods.

Key words: Lactobacillus brevis, osmotic stress, flow cytometry, tolerance to NaCl action
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PRZEZYWALNOSC SZCZEPU STAPHYLOCOCCUS AUREUS
ATCC 25923 W PROBIOTYCZNYM I SYNBIOTYCZNYM
BANANOWO-MLECZNYM NAPOJU FERMENTOWANYM
PODCZAS PRZECHOWYWANIA

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie przezywalnosci szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 w bana-
nowo-mlecznym napoju fermentowanym z udzialem szczepu probiotycznego Lactobacillus casei Lock
0900, podczas przechowywania w temp. 15 °C. Zbadano takze wpltyw dodatku prebiotyku (oligofruktozy)
w iloéci 3 1 5 % na przezywalno$¢ patogenu. Proba kontrolng byl napdj niefermentowany (bez dodatku
probiotyku i prebiotyku). Dodatkowo okreslono przezywalnos¢ szczepu S. aureus w produkcie niezawie-
rajacym probiotyku, ale o takim pH, jaki mial napoj probiotyczny po fermentacji.

Stwierdzono, ze warunki panujace w produkcie fermentowanym z udziatem probiotyku byly letalne
dla szczepu S. aureus. W ciagu 6 dni analizy nastapita bowiem redukcja liczby zywych komoérek patogenu
o 2 rzedy logarytmiczne. Nie stwierdzono natomiast, aby dodatek oligofruktozy miat wptyw na redukcje
zywych komorek patogenu. W produkcie niefermentowanym nastapit wzrost liczby komorek S. aureus o 6
rzedow logarytmicznych w ciagu 21 dni. Zaobserwowano znaczne obnizenie pH produktu z poziomu 5,02
(przed fermentacja) do 3,90 (ostatniego dnia badania), niezaleznie od stgzenia oligofruktozy. Wyniki
badania kontrolnego wskazuja na prawdopodobny brak wptywu innych metabolitow niz kwas mlekowy na
zamieranie szczepu S. aureus.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus, probiotyki, oligofruktoza, mleczny napdj fermentowany

Wprowadzenie

Zainteresowanie mikroorganizmami probiotycznymi zwigzane jest z ich wilasci-
wosciami prozdrowotnymi. Drobnoustroje te, poprzez swoja aktywnos¢ metaboliczna,
w sposob posredni lub bezposredni korzystnie oddzialuja na organizm czlowieka.

Dr M. Jalosiniska, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywieniu
Czlowieka i Konsumpcji, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska
159 C, 02-776 Warszawa. Kontakt: malgorzata_jalosinska@sggw.pl
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Wciaz prowadzone sa badania na ten temat, jak rowniez izolowane sg nowe szczepy,
ktore spelniajg kryteria stawiane szczepom probiotycznym [1].

Zastosowanie odpowiednich szczepoéw bakterii mlekowych (LAB) przyczynia si¢
do wyeliminowania lub zahamowania rozwoju drobnoustrojow patogennych, toksyno-
tworczych oraz powodujacych psucie si¢ zywno$ci. Potencjal antybakteryjny bakterii
mlekowych zwigzany jest z produkcjg przez nie kwasu mlekowego oraz innych meta-
bolitow, takich jak bakteriocyny lub nadtlenek wodoru. Stwarzajg one warunki §rodo-
wiska niekorzystne dla rozwoju innej mikroflory bakteryjnej, w tym chorobotworcze;.
Konkurencyjno$¢ probiotykdéw mozna zwigkszy¢ przez dodatek do produktow prebio-
tykow, czyli zwigzkéw stymulujacych wzrost i metabolizm bakterii probiotycznych [4,
6].

Badanie wptywu probiotykow na patogeny w zywnosci nie jest tatwe. Produkty
spozywcze stanowia zlozone $rodowiska, zroznicowane pod wzgledem sktadu surow-
cowego, sktadu mikroflory oraz warunkow przechowywania. Badania genetyczne
i biochemiczne dowodza, ze zarowno zdolno$¢ do produkcji okreslonych substancji
przeciwbakteryjnych, jak i wrazliwos$¢ na nie, sa uwarunkowane nie tylko gatunkowo,
ale rowniez szczepowo, a ekspresja gendw odpowiedzialnych za dang ceche zalezy
w duzym stopniu od $rodowiska bytowania danego mikroorganizmu. Istnieje wigc
potrzeba poszerzania wiedzy na temat charakterystyki poszczegolnych szczepow oraz
wystepujacych miedzy nimi interakcji w r6znych produktach spozywezych [8, 11].

Celem pracy bylo okreslenie przezywalnosci szczepu Staphylococcus aureus
ATCC 25923 w bananowo-mlecznym napoju fermentowanym z udzialem szczepu
probiotycznego Lactobacillus casei L.ock 0900, przechowywanym w temp. 15 °C. Po-
nadto zbadano wptyw dodatku prebiotyku (oligofruktozy) w ilosci 3 1 5 % na przezy-
walno$¢ tego patogenu.

Material i metody badan

Materiatem do badan byly napoje bananowo-mleczne fermentowane szczepem
probiotycznym Lactobacillus casei Y.ock 0900, bez dodatku oligofruktozy oraz z jej
udziatem w ilosci 3 1 5 %. Szczep probiotyczny pochodzit z kolekcji muzealnej Insty-
tutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki L.6dzkiej. Proba kontrolng
byly dwa napoje niefermentowane, w tym jeden z nich zawieral kwas mlekowy (Sig-
ma-Aldrich, Germany). Postuzyt on do obnizenia pH tego napoju do wartosci, jaka
mialy napoje fermentowane po zakonczeniu fermentacji. Wszystkie badane produkty
byly zanieczyszczone szczepem Staphylococcus aureus ATCC 25923. Szczep pocho-
dzit z kolekcji muzealnej Zaktadu Higieny i Zarzadzania Jakoécia Zywnosci SGGW
w Warszawie.

Napoje bananowo-mleczne sporzadzano z mleka UHT o 2-procentowe]j zawarto-
Sci thuszczu 1 z pasteryzowanego nektaru bananowego. Zarowno mleko, jak i nektar
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pochodzity z handlu detalicznego. Mieszano je w warunkach jatlowych w stosunku
2 : 3 1 do czgsci z nich dodawano oligofruktoze (Raftilose P95, ORAFTI, Belgia)
wilosci 3 1 5 %. Mleko oraz nektar nie byly poddawane dodatkowej obrobcee, nato-
miast oligofruktoza po rozpuszczeniu w mleku zostala poddana sterylizacji metoda
mikrofiltracji, z wykorzystaniem pompy prézniowej i membran z octanu celulozy (fir-
my Corning), o $rednicy 70 mm i $rednicy poréw 0,22 um. Wszystkie probki zaszcze-
piano 24-godzinng hodowla szczepu probiotycznego L. casei Lock 0900 o gestosci
zawiesiny 10° jtk/ml. Szczep byt uprzednio ozywiany w bulionie MRS (MerckKGaA,
Germany), a gesto$¢ zawiesiny sprawdzano, posiewajgc hodowle na agarze MRS
(MerckKGaA, Germany). Przygotowane napoje poddawano 12-godzinnej fermentacji
w temp. 37 °C. Po zakonczeniu fermentacji probki bez dodatku oligofruktozty,
z 3-procentowym dodatkiem oligofruktozy, z 5-procentowym dodatkiem oligofruktozy
oraz probki kontrolne niefermentowane, w tym jedna z dodatkiem kwasu mlekowego,
zaszczepiano hodowla szczepu Staphylococcus aureus ATTC 25923 (zawiesina o ge-
stosci 10° jtk/ml). Zawiesine wyjsciows przygotowywano, wykonujac naprzemienny
pasaz na bulionie i agarze odzywczym (MerckKGaA, Germany), a jej gesto$¢ spraw-
dzano, posiewajac hodowlg na podtozu Baird-Parker (MerckKGaA, Germany). W tak
przygotowanych probkach oznaczano liczbe komorek S. aureus, liczbe Lb. casei Lock
0900 oraz mierzono pH. Nastepnie probki przechowywano w temp. 15 °C. Produkty
fermentowane i produkt niefermentowany z dodatkiem kwasu mlekowego przecho-
wywano do uzyskania jak najmniejszej liczby komorek, mozliwej do oznaczenia me-
toda ptytkowa — do 6 dni, produkt niefermentowany bez dodatku probiotyku i prebio-
tyku przechowywano do uzyskania fazy zamierania populacji — do 21 dni. Co 24 h
oznaczano liczb¢ komorek gronkowca i mierzono pH, a w ostatnim dniu przechowy-
wania dodatkowo okreslano liczbe komorek szczepu probiotycznego. Wykonano trzy
serie badawcze, po 10 probek w kazdej serii.

Liczbe komorek szczepu S. aureus oznaczano metoda ptytkowa powierzchniowa,
z zastosowaniem podloza selektywnego Baird-Parker (MerckKGaA, Germany). Inku-
bacje prowadzono w temp. 37 °C przez 48 h. Liczbg komorek szczepu probiotycznego
(Lb. casei Lock 0900) oznaczano metoda plytkowa wglebna, na podtozu MRS (Mer-
ckKGaA, Germany). Stosowano identyczne warunki inkubacji: temp. 37 °C, 48 h. Wy-
niki oznaczen podawano jako log liczby jednostek tworzacych kolonie (jtk) w 1 ml
danego produktu.

Pomiar pH produktéw podczas trwania do§wiadczenia przeprowadzano metoda
potencjometryczng przy uzyciu aparatu Lab 860, firmy Schott Instruments (Germany),
po jego wezesniejszej kalibracji. Wynik odczytywano z doktadnoscia do 0,01 jednostki
pH.
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Opracowanie statystyczne wynikoéw przeprowadzono w programach Statistica 10
(StatSoft, Polska) i Graph Pad 6.0. Zastosowano analiz¢ korelacji i regresji oraz jedno-
czynnikowg analiz¢ wariancji z testem Tukeya (p < 0,05).

Wyniki i dyskusja

We wszystkich produktach fermentowanych z udziatem szczepu probiotycznego
L. casei Lock 0900 liczba komorek szczepu S. aureus zostata zredukowana w ciagu 6
dni o ok. 2 rzgdy logarytmiczne (rys. 1).

Wykazano silng zaleznos$¢ pomiedzy czasem przechowywania produktow a prze-
zywalno$cig szczepu gronkowca. Wspotczynniki korelacji ksztattowaty si¢ w zakresie
odr=-0,92 dor=-0,95 (p <0,05) — rys. 1. Zaleznosci te zostaty potwierdzone wyni-
kami regresji liniowej. Rownoczesnie wykazano brak statystycznie istotnych roznic
(p < 0,05) pomigdzy warto$ciami uwzglgdnionymi na poszczegodlnych krzywych prze-
zywalnosci. Przezywalno$¢ badanego szczepu gronkowca byta zblizona we wszystkich
rodzajach napojow: probiotycznym i synbiotycznych, niezaleznie od stezenia prebioty-
ku.
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Rys. 1. Krzywe przezywalnosci szczepu Staphylococcus aureus w produkcie niefermentowanym
z kwasem mlekowym oraz w produktach fermentowanych, rézniacych si¢ dodatkiem oligofruk-
tozy (0, 3 15 %), podczas przechowywania w temp. 15 °C — z zaznaczonymi wspotczynnikami
korelacji (r)

Fig. 1. Survival curves of Staphylococcus aureus strain in unfermented product with lactic acid and in
fermented products with varying amounts of oligofructose added (0, 3, 5 %) during storage at
temp. of 15 °C — with marked correlation coefficients (r)
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W prébie kontrolnej niefermentowanej liczba zywych komérek S. aureus zwigk-
szala si¢ systematycznie do 13. doby. W porownaniu z poczatkowym poziomem
(3,07 log jtk/ml) liczba komodrek gronkowca zwigkszyta si¢ o prawie 6 rzeddéw loga-
rytmicznych, osiggajac wartos¢ 8,95 log jtk/ml. Od 13. doby przechowywania liczba
komorek badanego szczepu obnizata si¢ nieznacznie, aby 15. dnia osiggngé wartos¢
7,92 log jtk/ml. Do ostatniego dnia przechowywania liczba zywych komorek gronkow-
ca utrzymywatla si¢ na poziomie ok. 8 log jtk/ml. Potwierdzono silny, wprost propor-
cjonalny, zwigzek pomiedzy czasem badania a liczbg komodrek gronkowca (p < 0,05) —
rys. 2. Dla poréwnania, na rys. 2. przedstawiono ponownie krzywa przezywalno$ci
badanego szczepu w produkcie probiotycznym.
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Rys. 2. Krzywe przezywalnosSci szczepu Staphylococcus aureus w produkcie niefermentowanym oraz
w fermentowanym bez dodatku oligofruktozy (0 %), podczas przechowywania w temp. 15 °C —
z zaznaczonymi wspotczynnikami korelacji (r)

Fig. 2. Survival curves of Staphylococcus aureus strain in unfermented product and in fermented prod-
uct without oligofructose added (0 %) during storage at temp. of 15 °C — with marked correlation
coefficients (r)

Szczep S. aureus intensywnie namnazal si¢ w produkcie charakteryzujacym sig
tym samym sktadem surowcowym, ale bez dodatku probiotyku, czyli niefermentowa-
nym (rys. 2). Jak mozna sadzi¢, bezposrednig przyczyng zamierania patogenu w pro-
dukcie fermentowanym bylo oddzialywanie szczepu probiotycznego L. casei Lock
0900. Moze by¢ kilka przyczyn tego zjawiska. Bakterie LAB zapewniajg ochrong
przed wzrostem gronkowca ztocistego poprzez aktywno$¢ antagonistyczng ich metabo-



PRZEZYWALNOSC SZCZEPU STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923 W PROBIOTYCZNYM... 69

litow, konkurowanie o sktadniki odzywcze oraz powodowanie zmian $rodowiska nie-
korzystnych dla tego patogenu. Jednak jako podstawowy czynnik hamowania mikro-
flory patogennej przez bakteric LAB podaje si¢ obnizanie pH produktu, wskutek pro-
dukcji kwasow organicznych [10, 12].

Zamieranie szczepu S. aureus bezposrednio w zywnos$ci, spowodowane obecno-
Scig bakterii fermentacji mlekowej, wykazali m.in. Anas i wsp. [5]. Autorzy stwierdzi-
li, ze szczep nalezacy do gatunku L. plantarum wykazal zdolno$¢ do ograniczania
wzrostu S. aureus w odtluszczonym mleku 1 spowodowat redukcje liczby komoérek S.
aureus o ok. 2 rzedy logarytmiczne w ciggu 24 h, natomiast brak patogenu stwierdzono
juz w 3. dniu badania. W innych badaniach, dotyczacych wptywu LAB na r6zne pato-
geny w zywnosci, potwierdzono ich antybakteryjne wtasciwosci. Wykazano je wobec
takich patogenow, jak: Salmonella, Campylobacter, Yersinia, E. coli, Shigella, Vibrio
spp., L. monocytogenes, B. cereus, Cl. perfringens. Wyniki uzyskane przez réznych
badaczy trudno jest ze sobg poréwnac, gdyz nie istnieje zaden standard przeprowadza-
nia tego typu badan. W niektorych doswiadczeniach stwierdzono tylko zahamowanie
wzrostu patogenow, za§ w innych bakterie LAB oddziatywaty bakteriobojczo lub tez
nie stwierdzono jakichkolwiek interakcji [2, 14].

Podczas przechowywania fermentowanych produktow co 24 h mierzono ich kwa-
sowos¢ czynng. Dowiedziono, ze w kazdym z trzech sktadowanych napojow fermen-
towanych pH ulegato systematycznemu obnizaniu (rys. 3). Wykazano silng zalezno$¢
pomiedzy czasem przechowywania a wartosciami pH (r = -0,92 do r = -0,94). Réwno-
czes$nie stwierdzono brak statystycznie istotnych (p < 0,05) r6znic pomigdzy $rednimi
warto$ciami pH, co $wiadczy o braku wplywu stezenia prebiotyku na zmiang wartosci
tego wskaznika.

W niniejszej pracy okreslono réwniez liczbe komorek szczepu probiotycznego
bezposrednio po fermentacji produktow oraz w ostatnim dniu badania. Stwierdzono
nieznaczne zmniejszenie liczby komorek L. casei Lock 0900 we wszystkich produk-
tach, niezaleznie od stezenia oligofruktozy, ale jedynie o niecale pol rzedu logaryt-
micznego (z 8,95 log jtk/ml do 8,63 log jtk/ml). Uzyskane wyniki swiadcza o dobrej
przezywalnos$ci szczepu probiotycznego w badanym produkcie, niezaleznie od st¢zenia
prebiotyku i prowadzenia procesu fermentacji do konca trwania doswiadczenia, co
potwierdzajg wyniki kwasowosci czynnej (rys. 3).

W przedstawionych badaniach nie stwierdzono wplywu dodatku oligofruktozy na
przezywalno$¢ szczepu S. aureus w produkcie fermentowanym. Analiza wynikow
zmiany pH produktow oraz wynikoéw dotyczacych liczby bakterii szczepu probiotycz-
nego pozwala stwierdzi¢, ze oligofruktoza nie wptyneta na intensyfikacje fermentacji
oraz wzrostu liczby komoérek probiotyku w produktach. Wiele badan potwierdza ko-
rzystne dziatanie prebiotykéw na wzrost i aktywnos¢ przeciwbakteryjng LAB, jednak
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Rys. 3. Krzywe zmian pH produktu niefermentowanego z dodatkiem kwasu mlekowego oraz produktow
fermentowanych réznigcych si¢ dodatkiem oligofruktozy (0, 3 i 5 %), podczas przechowywania
w temp. 15°C

Fig. 3.  Curves of changes in pH of unfermented product with lactic acid added and in fermented prod-
ucts with varying amounts of oligofructose added (0 %, 3 %, 5 %) during storage at temp. of
15°C

czesto jest to zalezne od szczepu probiotycznego czy stezenia prebiotyku. Zastosowa-
nie prebiotyku (FOS) w celu zahamowania wzrostu patogenow badali m.in. Lim i wsp.
[13]. Autorzy wykazali ze dodatek prebiotyku wzmacnia dziatanie szczepdw Lactoba-
cillus acidophilus i1 Lactobacillus paracasei przeciwko szczepom Staphylococcus au-
reus 1 Listeria monocytogenes. Jednak w wigkszo$ci przypadkdéw zwigkszenie dodatku
oligofruktozy z 1 do 2 % nie powodowato dalszej intensyfikacji tego zjawiska. Auto-
rzy nie stwierdzili takze znaczacych roznic pod wzglgdem wzrostu biomasy tych
szczepow podczas inkubacji w bulionie MRS o réznym stezeniu prebiotyku (0, 1
12 %). Dodatni wptyw fruktooligosacharydow na produkcje biomasy oraz kwasu mle-
kowego nie jest oczywiste, na co wskazujg Munozi wsp. [15]. Autorzy ci zaobserwo-
wali, ze wzrost poziomu prebiotyku oddzialywat niejednakowo na rézne szczepy nale-
zace do rodzaju Lactobacillus. W niektérych przypadkach stwierdzono wzrost liczby
zywych komorek bakterii przy zwigkszaniu stezenia FOS, za$§ w innych wykazano
odwrotng zalezno$¢. Podobne wyniki uzyskali w stosunku do ilo$ci wytwarzanego
kwasu mlekowego. Ponadto niektore szczepy namnazaty si¢ intensywniej w produkcie
zawierajagcym 2 % oligofruktozy niz w produkcie z 5-procentowa zawartosciag FOS.
Powyzsze wyniki $wiadczg wiec o tym, ze istnieje mozliwos¢ zwigkszenia dziatania
antagonistycznego LAB poprzez dodatek prebiotyku. Nie bez znaczenia jest jednak
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rodzaj uzytego prebiotyku oraz zastosowana matryca, a rozne wykorzystanie prebioty-
ku mozna ttumaczy¢ uwarunkowaniami szczepowymi. W niniejszych badaniach sty-
mulujacy wplyw oligofruktozy na liczb¢ LAB mogltby by¢ bardziej widoczny, gdyby
podtoze byto mniej zasobne w weglowodany. Mozna przypuszczac, ze szczep L. casei
Lock 0900 fermentowal zawartg w produkcie laktozg, sacharozg oraz inne cukry proste
wchodzace w sktad zarowno mleka, jak i nektaru bananowego uzytych do przygoto-
wania napoju fermentowanego. Przy tak bogatym w weglowodany podtozu, dodatek
oligofruktozy nie wplynat juz znaczaco na fermentacje, obnizenie pH i wzrost biomasy
szczepu probiotycznego.

Przezywalno$¢ szczepu S. aureus ATCC 25923 zostala zbadana takze w napoju
bananowo-mlecznym niefermentowanym, do ktérego dodano roztwér kwasu mleko-
wego. Celem tego badania bylo sprawdzenie, czy czynnikiem hamujagcym wzrost byt
tylko kwas mlekowy produkowany przez szczep probiotyczny (bakterie nalezace do
gatunku Lactobacillus casei sa homofermentatywne, co oznacza, ze podczas fermenta-
cji wytwarzaja gtownie kwas mlekowy), czy tez inne metabolity uwalniane przez ten
szczep do produktu. W tym celu do napoju niefermentowanego dodany zostal kwas
mlekowy w takiej ilosci, aby jego pH miato takg sama warto$¢ jak pH produktu pro-
biotycznego po fermentacji. Przez caty okres trwania dos§wiadczenia kwasowos$¢ czyn-
na utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie — pH = 4,2 (rys. 3).

Liczba komorek szczepu S. aureus w napoju niefermentowanym z dodatkiem
kwasu mlekowego zostata zredukowana o ok. 2 rzedy logarytmiczne (z 3,06 log jtk/ml
do 1,24 log jtk/ml) (rys. 1). Wykazano silng zalezno$¢ pomigdzy liczba komodrek bada-
nego szczepu gronkowca a czasem przechowywania. Wyniki przezywalnosci badanego
patogenu w produkcie z dodatkiem kwasu mlekowego oraz probiotycznym poddano
analizie wariancji. Wykazano brak statystycznie istotnych roznic (p < 0,05) pomigdzy
$rednimi warto$ciami przezywalnosci bakterii w obu produktach.

Podobne wyniki uzyskali inni autorzy. Alomar i wsp. [3] stwierdzili, ze bakterie
LAB ograniczaty wzrost S. aureus w mleku tylko w wyniku wytworzonych kwasow
organicznych. Charlier i wsp. [7] rowniez potwierdzili, ze zakwaszenie mleka kwasem
mlekowym do pH 4,4 - 4,5 catkowicie hamuje wzrost, a wartosci pH ponizej 4,0 sg
letalne dla szczepow nalezacych do gatunku S. aureus. Mozna wigc stwierdzié, ze
gtéwng przyczyng redukcji liczby zywych komorek szczepu S. aureus bylo znaczne
obnizenie pH produktu.

Przeciwbakteryjny wptyw zwigzkdéw innych niz kwas mlekowy stwierdzono na-
tomiast w badaniach innych autorow. Guessas i wsp. [9] zaobserwowali, ze 96 szcze-
pow LAB, wyizolowanych z 12 probek koziego i owczego surowego mleka, wykazy-
wato wlasciwos$ci antagonistyczne w stosunku do szczepu S. aureus podczas wspdlnej
inkubacji w sterylizowanym mleku. W wigkszosci bylo to spowodowane obnizeniem
pH produktu, jednak w przypadku dwoéch szczepoéw alkalizowany supernatant uzyska-
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ny przez odwirowanie kultury bakteryjnej wykazywal wlasciwosci hamujgce wzrost S.
aureus, co sugeruje wptyw innych substancji anizeli kwasy organiczne. Sip 1 wsp. [16]
wykazali wptyw innych zwigzkoéw o aktywnosci przeciw bakteriom z rodzaju Listeria,
ale tylko w przypadku 2,5 % przebadanych szczepow. Na podstawie analizy genomu
dowiedziono, Ze szczepy te posiadaty geny odpowiedzialne za produkcje bakteriocyn.
Biatka te sg bakteriobdjcze tylko wobec niektorych rodzajow i gatunkow bakterii. Bar-
dzo czgsto charakteryzujg si¢ one waskim spektrum oddziatywania [12]. W niniejszych
badaniach przezywalno$¢ szczepu S. aureus nie réznita si¢ w produkcie probiotycznym
1 z dodatkiem kwasu mlekowego, co moze wskazywac na brak bakteriocynogennosci
zastosowanego szczepu probiotycznego. Wymaga to jednak potwierdzenia odpowied-
nimi badaniami genetycznymi.

Whioski

1. Liczba komorek szczepu Staphylococcus aureus ATCC 25923 w probiotycznym
i synbiotycznych produktach fermentowanych zostata zredukowana w ciagu 6 dni
o dwa rzedy logarytmiczne, niezaleznie od dodatku prebiotyku.

2. Liczba komérek szczepu L. casei Lock 0900 podczas 21 dni przechowywania pro-
duktow fermentowanych ulegta nieznacznej redukcji w kazdym z nich, o niecate
0,5 rzedu logarytmicznego, niezaleznie od dodatku prebiotyku.

3. Wartos¢ pH wszystkich produktow fermentowanych, zarowno bez dodatku oligo-
fruktozy, jak i z jej udziatem, ulegta obnizeniu z ok. 4,20 do ok. 3,90, natomiast
pH napoju niefermentowanego, do ktorego dodany zostat kwas mlekowy, nie
zmienialo si¢ podczas przechowywania i wynosito $rednio 4, 19.

4. Szczep probiotyczny L. casei L.ock 0900 podczas przechowywania stworzyt wa-
runki letalne dla szczepu S. aureus ATCC 25923, w poréwnaniu z warunkami pa-
nujacymi w produkcie niefermentowanym. Redukcja liczby komorek patogenu nie
byla prawdopodobnie spowodowana obecnoscig innych metabolitow niz kwas
mlekowy.
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SURVIVAL OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923 STRAIN IN PROBIOTIC
AND SYNBIOTIC FERMENTED BANANA-MILK DRINK DURING STORAGE

Summary

The objective of the research study was to determine the survival of Staphylococcus aureus ATCC
25923 strain in banana-milk drink fermented using Lactobacillus casei Lock 0900 strain, during its stor-
age at a temperature of 15 C. Moreover, the effect was investigated of the addition of prebiotic (oligofruc-
tose), its concentration rate being 3 and 5 %, on the survival of the pathogen. An unfermented drink (nei-
ther probiotic nor prebiotic were added) was a control sample. Furthermore, the survival of S. aureus
strain was determined in a product that contained no probiotic, but its pH value was similar to that of the
probiotic drink after fermentation.

It was found that the conditions in the fermented probiotic product were lethal for the S. aureus strain.
During a 6 day period of analysis, the amount of living cells of the pathogen was reduced by 2 logarithmic
orders. On the other hand, it was reported that the addition of oligofructose had no effect on the reduction
in the living cells of that pathogen. In the unfermented product, during a 21-day period, the amount of S.
aureus cells increased by 6 logarithmic orders. Regardless of the oligofructose concentration, a significant
decrease was reported in the pH value of the product: from 5.02 (prior to fermentation) to 3.9 (on the last
day of the analysis). The results of the control analysis show that the metabolites other than lactic acid
have no impact on the dying of S. aureus strain.

Key words: Staphylococcus aureus, probiotics, oligofructose, fermented milk drink
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ANALYSIS OF THE ABILITY TO FORM 2-PHENYLETHYL
ALCOHOL BY GALACTOMYCES GEOTRICHUM MKO017

Streszczenie

The aim of the study was to evaluate the ability of Galactomyces geotrichum MKO017 for the biosyn-
thesis of 2-phenylethyl alcohol and optimization of the culture medium composition in order to increase
the yield of the product. The culture of Galactomyces geotrichum MKO17 strain was carried out in the
laboratory scale. For isolation of volatiles Solid Phase Microextraction (SPME) has been used. The identi-
fication and quantification of aroma compounds produced by examined microflora was determined by gas
chromatography and mass spectrometry (GC/MS) system. The results showed that the tested mould Gal-
actomyces geotrichum MKO017 shows the potential for the production of 2-phenylethyl alcohol, but also
for the synthesis of phenylacetaldehyde, phenylacetic and phenyllactic acids. For the optimization of the 2-
phenylethyl alcohol production yield four different medium composition have been tested. The bioprocess
of aroma compound production by tested microorganism was the most efficient on the medium composed
of sucrose (80 g/l) and L-phenylalanine (21 g/l) and pH value of 5.0. Using this composition in a batch
culture of 770 ml volume the highest concentration of 2-phenylethyl alcohol has been obtained — 6 mg/l.
At the same time amount of phenylacetaldehyde, phenylacetic acid and phenyllactic acidhas reached 2.2
mg/l, 10.66 mg/l and 32.3 mg/l respectively.

Stowa kluczowe: Galactomyces geotrichum, 2-phenylethyl alcohol, GC/MS, SPME

Introduction

In recent years there has been an increase worldwide demand for aroma com-
pounds. Their presence and diversity enhance the sensory attractiveness of a product,
while simultaneously raising its price. For this reason natural aromas obtained from
plant tissue extracts are frequently replaced with cheaper aroma compounds produced
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by chemical synthesis. At the same time, the manufacturing process of flavors using
chemical methods leads to the formation of many noxious waste products [3].

At present public attention has been increasingly focused on the composition of
purchased products and consumer awareness of harmfulness of certain components has
been growing. For this reason possibly the most natural products, sold at affordable
prices are in greatest demand. In the case of production of aroma compounds an alter-
native is provided by the application of methods based on biotechnology [1]. Although
these processes are connected with the need for adequate selection and optimization of
strains capable of production aroma compounds at the genotype and phenotype levels,
a process competitive in relation to conventional technologies may be developed
thanks to the appropriate selection of medium composition and physical parameters of
culture.

Eukaryotic microorganisms are valued producers of aroma compounds. The pro-
cess of microbiological synthesis of these substances is relatively well described in
yeasts. However, available literature provided limited information evaluating the above
mentioned capacity in non-pathogenic moulds, common in the natural environment.
Rapid growth of moulds and their relatively low growth requirements seem to guaran-
tee high efficiency of synthesis in the case of aroma compounds.

2-phenylethyl alcoholis a fragrance compound with flowery/honey odor note, one
of the most widely use din the food industry. Natural 2-phenylethyl alcohol obtained in
the course of biotransformation may be a valuable alternative for consumers. The main
goal of this studies was analysis of the ability to produce 2-phenylethyl alcohol by
a mouldGalactomycesgeotrichumMKO017 and optimization of the culture medium
composition in order to increase the yield of the product.

Materials and methods

Analyses were conducted on a strain GalactomycesgeotrichumMKO17, coming
from the collection of the Fats and Flavors Group, the Faculty of Food Science and
Nutrition, the Poznan University of Life Sciences. The tested strain was stored on solid
medium with chloramphenicol (BTL, £6dz, Poland) at 4 °C. Solvents, such as ethyl
acetate and hexane; the reference aroma compounds: 2-phenylethyl alcohol, phenyla-
cetaldehyde, phenylacetic acid, phenyllactic acid and [*Hg]-phenol were purchased
from Sigma-Aldrich (Poznan, Poland). The purity of solvents and reference standards
was no lower than 99 and 97 %, respectively.

For the medium optimization, every vial was inoculated with Galactomyces ge-
otrichum mould. The inoculum was retrieved from a culture of microorganisms usinga
sterile smear loop. For each vial containing medium one tube with Galactomyces ge-
otrichum MKO17 moulds was used. Tested microorganisms were inoculated in the 40
ml vials containing 20 ml of different media and cultured at 30 °C for 18 days with
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aeration. Four variants of culture media, pre-selected in terms of environment optimi-
zation for the synthesis of 2-phenylethyl alcohol, were tested. The composition of the
media was presented in Tab. 1.

Table 1.  The composition of the media 1 - 4 used for the culture of Galactomyces geotrichum MK017
to produce 2-phenylethyl alcohol

Sktad pozywek 1 - 4 wykorzystanych do produkcji 2-fenyloetanolu w hodowli Galactomyces
geotrichum MKO017

Tabela 1.

Medium 1
Pozywka 1

Medium 2
Pozywka 2

Medium 3
Pozywka 3

10 - 10 -
Sucrose / Sacharoza - 60 - 120

Medium 4
Pozywka 4

Composition of the media [g/1]
Sktad pozywek [g/1]

Glucose / Glukoza

L-phenylalanine / L-fenyloalanina - 7 10 10
0,17 - 5

Yeast extract / Ekstrakt drozdzowy

Soy peptone / Peptone sojowy

W[ | W
1
1

Maltose extract / Ekstrakt maltozowy

NazHPO4 X 2H20 - 22,8 - -

Citric acid / Kwas cytrynowy

10,3

MgC12

0,5

KH,PO,

Urea / mocznik

MgSO4

0,3

CaClz

0,2

K,HPO, - - 9,6
MgSO,x7H,0 - - - 0,5
Distilled water / Woda desytlowana 1 1 1 1

The concentration of 2-phenylethyl alcohol was estimated using Solid Phase Mi-
croextraction (SPME) with gas chromatography and mass spectrometry analysis. For
the compound isolation Carboxene/PDMS fiber (Supelco, Bellefonte, USA) was ex-
posed in the vial for 30 min at 30 °C. Before SPME extraction 100 pl of internal stand-
ard (IS) of [*He]-phenol has been added reaching the concentration of 2.5 mg/l. Next
the efficiency of synthesis was assessed using gas chromatography (GC) and mass
spectrometry (MS) performed on an Agilent Technologies 7890A GC coupled to an
Agilent Technologies 5975 VL MSD (Agilent, Santa Clara, USA). The chromatograph
was equipped with DB-5 MS columns (30 m x 250 um x 0.25 pm, Agilent, Santa
Clara USA). The initial oven temperature was 40 °C, followed by an increase in tem-
perature by 8 °C/min to 180 °C and next by 35 °C/min and it was maintained for 3 min.
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The temperature at the injection port was 260 °C. Separation was performed using he-
lium at a flow rate of 1.5 ml/min. Compounds extracted using SPME fiber were ana-
lyzed in the splitless mode (1 min). In the course of separation the temperature of the
transfer line was 300 °C. The mass spectrometer worked in the scan mode. Ions were
collected between 30 and 330 m/z. The ion source temperature was 220 °C. Volatiles
were identified by a comparison of mass spectra with the NIST library and respective
standards.

Quantification of odorants has been done by stable isotope dilution assay with an
IS [*Hg]-phenol using characteristic ions presented in Tab. 2. The obtained results were
adjusted by the detector response factor between labelled and unlabelled compound
presented in Tab. 2.

Table 2.  Characteristic ions and response factors (Rf) used for the quantitation of analyzed volatiles
Tabela 2. Charakterystyczne jony oraz wspotczynnik odpowiedzi wykorzystane do ilosciowej analizy
zwiazkow lotnych

No. / Nr Compound Ions RE
Zwigzek Jony

1 phenylacetaldehyde 120 31
aldehyd fenylooctowy ’

2. 2-phenylethyl alcohol 122 19
2-fenyloetanol ’

3. phenylacetic acid 136 94
kwasfenylooctowy ’

4. phenyllactic acid 148 3.7
kwasfenylomlekowy ’
5. IS — phenol EZH(,] 99 )

IS — fenol ["Hg]

In the second stage of the study the culture was scaled-up to bioreactors with max.
capacity of 1 1 (Duran, Wertheim, Germany). Total culture volume was 770 ml and
included 700 ml of optimized medium and 70 ml of the inoculate. The culture was run
on the media composed of: 80 g/l of sucrose (Chempur, Pickary Slaskie, Poland) and
21g/1 of L-phenylalanine (Sigma-Aldrich, Poznan, Poland) and pH value of 5.0, which
has been optimized and selected in the previous stage of the study and described as
medium 2. The experiments were run for 120 h. It was a batch culture. Samples for
analyses were collected at fixed intervals throughout the culture period and identifica-
tion and quantitation of volatiles was determined. Aeration rate in the bioreactor was
0.52 1/dm’/min at 30 °C. Extraction was performed using 5 ml of ethyl acetate added to
20 ml of the culture medium. Additionally, for the purpose of quantitative analyses of
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determined compounds an internal standard was introduced, i.e. [*Hs] phenol at 100 pl.
Next the solution was mixed for 30 min and then centrifuged for 7 min at 1000 rpm.
The amount of 1 pl was collected from the supernatant and it was injected into the
injection port of the gas chromatograph. The results were statistically analyzed using
the standard deviation.

Results and discussion

In the first stage of the study the optimal growth environment was selected for the
synthesis of 2-phenylethyl alcohol by Galactomyces geotrichum MKO17. For the opti-
mization purposes four different mediums previously used for the production of 2-
phenylethyl alcohol by yeast were evaluated. Media compositions were selected on the
basis of published papers by Bialecka-Florjanczyk [1], Etschmann [4], Mei [7] and
Wang [9] with small modifications. Preparing medium 1 bacto-peptone was changed
into soy peptone and 3 g/l maltose extract was added. In medium 3 dose of L-
phenylalanine was decreased into 10 g/l. The biggest difference in between selected
mediums was in the course of the carbon and nitrogen source, the quantity of L-
phenylalanine and a mineral composition. For many microorganisms saccharides are
the basic energy compounds and the source of a carbon. In turn, L-phenylalanine is the
most important component in the production of 2-phenylethyl alcohol, since in the
Ehrlich pathway [2] it is the precursor of the process. Minerals are required for growth
and proliferation. Phosphorus is used to build cell membranes and certain enzymes.
Magnesium, another component of the medium, activates numerous enzymes and sta-
bilizes nucleic acids [8].

Comparing chosen media. The results have shown that the most efficient synthe-
sis of 2-phenylethyl alcohol, based on the peak area, was obtained when using medium
2 containing 60 g/l of sucrose and 7 g/l of L-phenylalanine (Fig. 1). Based on those
results medium 2 was selected for further optimization. The experiments were con-
ducted changing the composition of medium constituents, i.e. sucrose at 60 g/l, 80 g/l
and 100 g/l, L-phenylalanine at 7 g/l, 14 g/l and 21 g/l, and pH at the value of 4, 5, 6
and 7.

Varying the amount of sucrose added into the medium no significant effect on the
efficiency of 2-phenylethyl alcohol synthesis by a mould Galactomyces geotrichum
MKO17 was recorded — Tab. 3. Therefore the average sucrose content in the culture
medium of 80 g/l was chosen for further experiments. In the experiment with a variable
content of L-phenylalanine in the medium the highest level of 2-phenylethyl alcohol
was recorded at the substrate concentration of 21 g/I. The next experiment assessed the
effect of culture medium pH on the capacity of a mould Galactomyces geotrichum
MKO17 to synthesize 2-phenylethyl alcohol. Results have shown that the highest
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amount of obtained 2-phenylethyl alcohol by the tested microorganisms was observed

at pH 5.

Fig. 1.

0 — Tab. 3.

peak area [*107]AU
powierzchnia piku [*107]AU

4 7 9 14 16 18
culture time (days)
czas hodowli (dni)

Changes in 2-phenylethyl alcohol content, based on peak areas, during Galactomy-
cesgeotrichumMKO17 culture on different media 1 — 4. The composition of media can be found
in Table 1. Medium 1 — diamonds; medium 2 — squares; medium 3 — triangles; medium 4 — cir-
cles

Rys. 1. Zmiany zawartosci 2-fenyloetanolu w hodowli Galactomyces geotrichum MKO017 na pozywkach
1 - 4, na podstawie powierzchni pikow. Sktad podtozy hodowlanych przedstawiono w tab. 1.
Pozywka 1 — romby; pozywka 2 — kwadraty; pozywka 3 — trojkaty; pozywka 4 — kota

Table 3.  Changes in 2-phenylethyl alcohol content, based on peak areas, during culture of Galactomy-
ces geotrichum MKO17 on media with a different sucrose and L-phenylalanine content and
with a different pH (n = 2)

Tabela 3. Zmiany zawartosci 2-fenyloetanolu w hodowli Galactomyces geotrichum MKO017 na pozyw-
kach z r6zna zawarto$cia sacharozy i L-fenyloalaniny oraz réznym pH pozywki, na podstawie
powierzchni pikow (n = 2)

Item Sucrose [g/1] L-phenylalanine [g/1] n
Wyszczegol- Sacharoza [g/1] L-fenyloalanina [g/1] P
nienie 60 80 100 7 14 21 4 5 6 7
2-phenylethyl
alcohol

Peaka/ge{}[loél 351 | 3.84 | 3.87 | 443 | 562 | 845 | 2.11 | 236 | 146 | 1.11

Powierzchnia

piku 024 | 057 | 003 | 1.56 | 071 | 051 | 032 | 0.64 | 001 | 0.01

2-fenyloetanolu
[10°] AU
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In further experiment culture of a mouldGalactomycesgeotrichumMKO17, con-
taining 700 ml of previously optimized medium with 80 g/l sucrose, 21 g/l
L-phenylalanine, 3 g/l yeast extract, 22,8 g/l Na,HPO, x 2H,0, 10,3 g/I citric acid,
0,5 g/l MgCl,; 1 g/l distilled water was prepared. The experiment have been conducted
through four days and it confirmed the capacity of selected moulds to synthesize the
following compounds: phenylacetaldehyde, phenylethyl alcohol, phenylacetic acid and
phenyllactic acid, which corresponds to the Ehrlich pathway [2], (Fig 2). According to
described pathway, the first transformation product is phenylpyruvate, followed by
phenylacetaldehyde, 2-phenylethyl alcohol, which with the participation of dehydro-
genase may again convert 2-phenylethyl alcohol to phenylacetaldehyde and further to
phenylacetic acid. However it does not describe further transformation into phenyllac-
tic acid. Generally in the Ehrlich pathway amino acids are slowly assimilated by mi-
croorganisms during fermentation. Prior to the secretion of the product outside the cell
the compound is converted to alcohol or acid [5].

o O U,

phenylactaldehyde  2-phenylethanol phenylactetic acid phenyllactic acid
aldehyd fenylooctowy Z-fenyl&etanol kwas fenylooctowy kwas fenylomlekowy

1A ;L /L U

powierzchnia
piku
Fig.2.  Exemplary chromatogram (extracted ion 91) obtained from the extract of 4 days biomass pro-
duction by GalactomycesgeotrichumMKO017 in a 1000 ml bioreactor
Rys. 2. Przyktadowy chromatogram (wybranych 91 jondw) uzyskany z ekstraktu z biomasy z 4. dnia
hodowli Galactomyces geotrichum MKO017 w 1000 ml bioreaktorze

time
czas
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In the presented experiment, during the four days of the bioreactor culture low
concentrations of phenylacetaldehyde and 2-phenylethyl alcohol were already pro-
duced in the first hours of the trial (1.6 and 2.0 mg/I respectively). The amount of phe-
nylacetaldehyde did not change significantly later on. On the other hand the concentra-
tion of 2-phenylethyl alcohol almost tripled after the first day up to 5.9 mg/l and
remained at the same level in the course of successive days (Fig. 3).

60

50 -

40

30

concentration [mg/L]
zawartosé [mg/L]
S

.
o

culture time (days)
czas hodowli (dni)

Fig. 3. Changes in concentration of 2-phenylethyl alcohol, phenylacetaldehyde, phenylacetic acid and
phenyllactic acid content, during culture of Galactomyces geotrichum MKO017 in bioreactor.
Phenylacetaldehyde — diamonds; 2-phenylethyl alcohol — circles; phenylacetic acid — triangles;
phenyllactic acid — squares

Rys. 3. Zmiany zawarto$ci 2-fenyloetanolu, aldehydyfenylooctowego, kwasufenylooctowego i kwasu
fenylomlekowego w hodowli Galactomyces geotrichum MKO17 w bioreaktorze. Aldehyd
fenylooctowy — romby; 2-fenyloetanol — kota; kwas fenylooctowy — trdjkaty; kwas fenylom-
lekowy — kwadraty

At the same time observation of the phenylacetic and phenyllactic acids has re-
vealed very small amounts of phenylacetic acid during the first day of the trial. How-
ever, starting from the second day of the culture its quantity considerably increased up
to 22.4 mg/l at the fourth day of biosynthesis. In compare, during the first hours of the
culture phenyllactic acid was not detected, while at day 2 it was found at a concentra-
tion of 7.6 mg/l which stayed at similar level till the completion of the trial. The pres-
ence of the following compounds: 2-phenylethyl alcohol, phenylacetaldehyde, phe-
nylacetic and phenyllactic acids, confirms the transformation of L-phenylalanine by the
Galactomyces geotrichum MKO17 in the Ehrlich pathway (Fig. 3).

In the course of the experiment the highest concentration of 2-phenylethyl alcohol
was 6 mg/l culture medium. At the same time this sample contained 2.2 mg/l phenyla-
cetaldehyde, 10.66 mg/l phenylacetic acid and 32.3 mg/l phenyllactic acid, which gives
mainly acids (84 %). In contrast, Hazelwood et al. [S] showed that in the case of Sac-
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charomyces cerevisiae grown in a batch culture with L-phenylalanine a mixture of
90 % of alcohol (2-phenylethyl alcohol) and only 10 % of acids has been obtained.
Higher results of the biosynthesis of 2-phenylethyl alcohol were acknowledged by
Lomascolo et al. [6]. In this case the moulds Aspergillusniger grown in the medium
consisting of 60 g/l glucose and 6 g/l L-phenylalanine, production of 2-phenylethyl
alcohol was obtained at the 1375 mg/l. In this study the optimal substrate for the syn-
thesis of 2-phenylethyl alcohol by a mould Galactomyces geotrichum MKO017 was
provided by the medium composed of sucrose, L-phenylalanine, yeast extract, citric
acid, MgCl, and Na,HPO, x 2H,0. A very similar composition of the medium was
used by Etschmann et al. [4]. In that study the researchers assessed the capacity to syn-
thesize 2-phenylethyl alcohol by 14 microbial strains. The best among the tested strains
was Kluyveromyces marxianus CBS 600, which produced 1.8 g/l 2-phenylethyl alcohol
and the culture medium contained sucrose from molasses, L-phenylalanine, Na,HPO, x
2H,0, citric acid, MgSO,4 7H,0 and Bacto Yeast Nitrogen Base without amino acids
and ammonium sulfate [4]. The amount of 2-phenylethyl alcohol obtained by Etsch-
mann was much higher than the one achieved in this research, however the authors did
not mentioned any other compounds such as phenylacetic acid or phenyllactic acid,
which were synthesized by Galactomyces geotrichum MKO017.

Summary

The bioprocess of aroma compound production by tested microorganism was
most efficient on the medium composed of sucrose (80 g/I) and L-phenylalanine
(21 g/) and pH value of 5.0. Additionally the tested mouldGalactomy-
cesgeotrichumMKO17 shows the potential for the production of 2-phenylethyl alcohol,
but also for the synthesis of phenylacetic and phenyllactic acids.

This research has been financed by the Polish National Science Center project: N
N312 157 134
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ANALIZA ZDOLNOSCI PRODUKCJI 2-FENYLOETANOLU PRZEZ GALACTOMYCES
GEOTRICHUM MKO017

Summary

Celem pracy bylo okreslenie zdolnosci plesni Galactomyces geotrichum MKO17 do biosyntezy
2-fenyloetanolu oraz optymalizacja sktadnikow podtoza produkcyjnego w celu zwigkszenia ilosci uzyska-
nego produktu. Hodowle plesni Galactomyces geotrichum MKO017 przeprowadzono w skali laboratoryjne;.
Do identyfikacji zwiazkoéw lotnych zastosowano metode mikroekstrakcji do fazy statej (SPME). Identyfi-
kacji oraz oceny ilo§ciowej uzyskanego zwigzku zapachowego dokonano z wykorzystaniem chromatogra-
fii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC/MS). Uzyskane wyniki potwierdzily zdolnos¢ badanej
plesni Galactomyces geotrichum MKO017 do produkceji 2-fenyloetanolu oraz do syntezy aldehydu fenylo-
octowego, kwasu fenylooctowego oraz kwasu fenylomlekowego. W celu optymalizacji produkcji
2-fenyloetanolu przetestowano cztery roézne podtoza hodowlane. Najwigksza produkcje 2-fenyloetanolu
otrzymano na pozywce zawierajacej sacharoze (80 g/1) i L-fenyloalaning (21 g/l) oraz przy pH pozywki na
poziomie 5.0. Uwzgledniajac powyzsze zawartosci poszczegoélnych skladnikow pozywki, uzyskano
w hodowli okresowej w 770 ml pozywki, najwyzsza koncentracje 2-fenyloetanolu — 6 mg/l. Roéwnocze-
$nie w probie otrzymano aldehyd fenylooctowy, kwas fenylooctowy oraz kwas fenylomlekowy odpo-
wiednio w ilo$ciach: 2.2 mg/1, 10.66 mg/l 1 32.3 mg/I.

Key words: Galactomyces geotrichum, 2-fenyloetanol, GC/MS, SPME
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OCENA AKTYWNOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWEJ
I PRZECIWUTLENIAJACEJ SZALWII LEKARSKIEJ
W PRODUKCIE MIESNYM

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu dodatku szatwii lekarskiej (Salvia officinalis L.) na jako§¢ mi-
krobiologiczng oraz przebieg proceséw utleniania lipidow w produkcie wytworzonym z migsa wieprzo-
wego, po 1, 5 i 10 dniach przechowywania w warunkach chtodniczych (4 - 6 °C). Szalwia jest rosling
przyprawowa dodawana m.in. do Zywnosci z uwagi na wlasciwosci przeciwutleniajace i przeciwbakteryj-
ne. Do produktéw migsnych dodawano szatwi¢ w postaci suszonej przyprawy (0,5 %) i ekstraktow: wod-
nego (2,0 %) oraz 40- i 70-procentowego alkoholowego (2,0 %). Zakres badan mikrobiologicznych obej-
mowal oznaczenie ogolnej liczby drobnoustrojow, drobnoustrojow psychrotrofowych, bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae oraz enterokokow. Ponadto oznaczono wskaznik TBA.

Stwierdzono, ze najstabszym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym charakteryzowat si¢ susz z szal-
wii, poniewaz w produkcie z jego udzialem oznaczono wigksza liczbg drobnoustrojow psychrotrofowych,
z rodziny Enterobacteriaceae oraz enterokokow w pordéwnaniu z pozostatymi produktami. Ekstrakty
z szatwii, zarbwno wodne, jak i alkoholowe, skutecznie hamowaty wzrost wigkszo$ci oznaczanych drob-
noustrojow w poréwnaniu z produktem kontrolnym, co stwierdzono w czasie catego okresu przechowy-
wania zapakowanych prézniowo produktéow. Ponadto wykazano, ze szalwia, niezaleznie od rodzaju prepa-
ratu, moze by¢ stosowana w celu spowolnienia procesé6w oksydacji lipidow w produktach
z rozdrobnionego migsa wieprzowego. Swiadczyly o tym wartoéci wskaznika TBA, ktore po 10 dniach
przechowywania produktow z dodatkiem szalwii byly co najmniej trzykrotnie nizsze niz w produkcie
kontrolnym.

Stowa kluczowe: szatwia, ekstrakty alkoholowe, wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, wskaznik TBA
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Wprowadzenie

Przedtuzanie okresu trwatosci produktow migsnych jest przedmiotem badan pro-
wadzonych w wielu osrodkach naukowych. Obnizanie jakosci produktéw migsnych
wynika z przebiegajgcych roéwnoczesnie przemian mikrobiologicznych i chemicznych.
Sposrod procesow chemicznych przemiang ograniczajaca w znacznym stopniu stabil-
no$¢ przechowalnicza przetworéw migsnych jest utlenianie lipidéw. Jest to ztozony
proces, ktorego przebieg zalezy m.in. od sktadu produktu migsnego, w tym zawartosci
thuszczu, dostepu $wiatla oraz wysokosci temperatury podczas przechowywania [10,
15].

Jedng z metod zapobiegania procesom oksydacji lipidow w zywnosci jest stoso-
wanie przeciwutleniaczy [11, 12, 24]. Zastosowanie przeciwutleniaczy syntetycznych
do przetworow migsnych jest regulowane przepisami prawa [25]. Z uwagi jednak na
nieufnos$¢ konsumentow wobec wielu substancji dodatkowych obecnych w zywnosci,
producenci coraz czgsciej zastepuja je przeciwutleniaczami pochodzenia naturalnego
[9, 27]. Sa one bardziej akceptowane, gdyz kojarzy si¢ je z pozytywnym oddziatywa-
niem na organizm czlowieka [13].

Dobrym zrédtem przeciwutleniaczy w zywnosci sg rosliny oraz ziola przyprawo-
we. Przez stulecia stosowano je w celu poprawy cech sensorycznych zywnosci. Stoso-
wane byly takze do utrwalania Zywnosci, mimo ze mechanizm ich konserwujacego
oddziatywania wyjasniono stosunkowo niedawno [3, 24, 27].

Przeprowadzono wiele badan dotyczacych skutecznos$ci dziatania oraz mozliwo-
sci aplikacyjnych roznego typu preparatow roslinnych: suszonych czeéci roslin, eks-
traktéw wodnych i alkoholowych oraz olejkéw eterycznych do migsa i produktow
migsnych. Okreslano mozliwosci hamowania procesow utleniania lipidow i barwnikow
oraz spowalniania rozwoju mikroflory. Wykazano, ze do produkcji ro6znego typu prze-
tworow miegsnych mogg by¢ stosowane ekstrakty roslinne pozyskiwane z roslin przy-
prawowych, takich jak: rozmaryn, oregano czy mig¢ta. Dowiedziono skutecznos$ci dzia-
fania ekstraktow otrzymywanych z innych surowcow ro$linnych, m.in. pestek
winogron, zielonej herbaty czy granatu. Wyniki wskazujace na mozliwos¢ wydhuzenia
okresu trwato$ci przechowalniczej migsa lub jego przetworéw $wiadczg jednak o ko-
niecznosci indywidualnego doboru rodzaju oraz ilosci dodatku preparatu roslinnego [2,
15, 27].

Rosling przyprawowa szeroko stosowang jest szatwia lekarska (Salvia officinalis
L.) nalezaca do rodziny Lamiaceae. Zarowno roslina, jak i olejki eteryczne z niej pozy-
skiwane wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace 1 przeciwbakteryjne, ktore przema-
wiaja za jej stosowaniem w przetworstwie migsa [4, 9, 11, 14].

Celem pracy byto okres$lenie wptywu dodatku szatwii lekarskiej w postaci suszo-
nej przyprawy oraz ekstraktow (wodnego i alkoholowego) na jakos¢ mikrobiologiczng
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oraz przebieg procesow utleniania lipidow w produkcie z migsa wieprzowego po 1, 5
1 10 dniach przechowywania w warunkach chtodniczych.

Material i metody badan

Surowcem do produkcji wyrobow migsnych byto migso wieprzowe z szynki
(65,0 %) oraz podgardle (35,0 %) rozdrobnione w wilku laboratoryjnym (@ oczek
4,5 mm). Do surowcoéw migsno-thuszczowych dodawano chlorek sodu (2,0 %), wode
(25,0 %) 1 szalwie w postaci suszonej przyprawy (,,Kotanyi”’) oraz ekstraktow (wodne-
go i alkoholowego).

Przed przystapieniem do otrzymania ekstraktow oznaczano zanieczyszczenie mi-
krobiologiczne suszu z szalwii. W badanym materiale nie stwierdzono obecnosci pate-
czek Salmonella w 25 g [20]. Ogdlna liczba drobnoustrojow w suszonej szatwii ksztal-
towata si¢ na poziomie 7,8 x 10 jtk-g™" [19], bakterii z rodziny Enterobacteriaceae —
9,1 x 10% jtk-g' [23], za$ liczba grzybow i plesni wynosita 6,4 x 10% jtk-g' [21].

Ekstrakty z suszu szatwii otrzymywano metoda ekstrakcji w automatycznym apa-
racie Soxhleta [7]. Do przygotowania kazdego ekstraktu uzywano po 40 g suszu szat-
wii roztozonego do 8 gilz ekstrakcyjnych (po 5 g w kazdej gilzie). Jako rozpuszczalni-
ka uzywano odpowiednio: wody destylowanej oraz 40- lub 70-procentowego alkoholu
etylowego. Surowiec w pojedynczej gilzie ekstrahowano 150 cm® odpowiedniego roz-
puszczalnika przez 15 cykli, utrzymujgc temperatur¢ wrzenia rozpuszczalnika. Uzy-
skane porcje laczono, otrzymujac po okoto 550 cm’ ekstraktow surowych, ktore prze-
saczono przez filtr bibutowy. Nastepnie kazdy z ekstraktow zageszczano w rotacyjnej
wyparce Rotovaporator R-205 (Biichi Labortechnik AG) do uzyskania 40 g, odpowia-
dajacych masie suszu uzytego do otrzymania ekstraktu.

Kolejnos¢ czynnosci wykonywanych przy wytwarzaniu modelowych produktow
miesnych obejmowata odwazenie surowcow migsno-ttuszczowych, chlorku sodu oraz
wody 1 wymieszanie w mieszarce laboratoryjnej. W kazdej serii do§wiadczalnej przy-
gotowywano 5 probek produktu réznigcych si¢ postacig dodanej szatwii, a wielko$¢ jej
dodatku ustalono na podstawie dostepnej literatury [4, 5, 11, 12, 27] oraz wlasnych
badan wstgpnych (wyniki niepublikowane).

Przygotowano nastepujace probki produktu migsnego:

— K - produkt kontrolny, bez dodatku szatwii,

— S —produkt z dodatkiem suszu z szatwii (0,5 %),

— EW — produkt z dodatkiem ekstraktu wodnego z suszu z szatwii (2,0 %),

— EA40 — produkt z dodatkiem 40-procentowego alkoholowego ekstraktu z suszu
z szatwii (2,0 %),

— EA70 — produkt z dodatkiem 70-procentowego alkoholowego ekstraktu z suszu
z szatwii (2,0 %).
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Ilos¢ dodatku szatwii odnoszono do masy surowcoéw migsnych. Przygotowane
probki farszu miesnego umieszczano w szklanych zlewkach o poj. 100 cm’. Nastepnie
poddawano je obrdbce cieplnej w tazni wodnej o temp. 72 °C, do uzyskania 68 °C
w centrum geometrycznym wyrobu. Produkty wychtadzano przez 24 h w temp. 4 -
6 °C i pakowano prozniowo. Probki przechowywano w warunkach chtodniczych (4 -
6 °C) przez 10 dni.

Badania mikrobiologiczne obejmowaty oznaczenie ogdlnej liczby drobnoustro-
jow [19], liczby drobnoustrojow psychrotrofowych [22], bakterii z rodziny Enterobac-
teriaceae [23] oraz enterokokéw [18]. Szybkos¢ utleniania lipidow okreslano na pod-
stawie oznaczenia wskaznika TBA [17]. Oznaczenia wykonywano w probkach
kontrolnych (K) oraz w probkach z dodatkiem szatwii (S, EW, EA40 i EA70) po 1, 5
1 10 dniach przechowywania w warunkach chtodniczych (4 - 6 °C). Do$wiadczenie
powtorzono czterokrotnie.

Analize statystyczng otrzymanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu pakietu
statystycznego Statgraphics 4.1.Plus (Manugistics Inc., USA), stosujgc jednoczynni-
kowa analiz¢ wariancji oraz test Tukeya do okreslenia istotno$ci réznic miedzy warto-
$ciami srednimi na poziomie p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki dotyczace oznaczenia ogoélnej liczby drobnoustrojéw w badanych pro-
bach produktow migsnych przedstawiono w tab. 1. Po uplywie 10 dni przechowywania
ogolna liczba drobnoustrojow w probkach z dodatkiem szatwii (S, EW, EA40 i EA70)
byta nizsza niz w probee kontrolnej (K) — bez dodatku szatwii, ale stwierdzone roznice
nie byly statystycznie istotne (p > 0,05). Wraz z uptywem czasu przechowywania pro-
duktoéw stwierdzono statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost ogdlnej liczby drobnoustro-
jow jedynie w probee kontrolnej. Karpinska-Tymoszczyk [12] podaje, ze zastosowanie
dodatku ekstraktu z szatwii znaczaco ograniczyto wzrost ogélnej liczby drobnoustro-
jow w surowych kulkach z migsa indyczego, co wptyneto pozytywnie na trwatos¢
przechowalniczg produktu.

We wszystkich badanych probkach wyroboéw migsnych, niezaleznie od rodzaju
dodatku szatwii, obecne byty drobnoustroje psychrotrofowe (tab. 1). Po 10 dniach
przechowywania istotnie (p < 0,05) wyzszym, w poréwnaniu z pozostatymi probkami
(K, EW, EA40 i EA70), zanieczyszczeniem drobnoustrojami psychrotrofowymi cha-
rakteryzowat si¢ wyrob z dodatkiem suszu z szalwii (S). W przeciwienstwie do pro-
duktu z dodatkiem suszu z szatwii (S), wydluzenie czasu przechowywania z 1 do 10
dni nie spowodowato istotnego (p > 0,05) wzrostu liczby drobnoustrojéw psychrotro-
fowych w produkcie kontrolnym (K) oraz w produktach z dodatkiem ekstraktow: wod-
nego i alkoholowych (EW, EA40 1 EA70).



88 Elzbieta Hac-Szymanczuk, Aneta Cegietka

Tabela 1. Ogolna liczba drobnoustrojéw oraz liczba drobnoustrojéw psychrotrofowych w produkcie
miesnym z dodatkiem szatwii, przechowywanym w warunkach chfodniczych [jtk-g™']
Table 1.  Total number of microbes and psychrotrophic bacteria in meat product with added sage and
stored under chilled conditions [cfu-g™]
Produkt migsny / Meat product
Czas . kontrolny susz z szatwii | ekstrakt wodny ckstrakt ckstrakt
przechowywania . alkoholowy alkoholowy
; control dried sage aqueous extract . .
[dni] K) ) (EW) alcoholic extract | alcoholic extract
Storage duration (EA40) (EA70)
[days] Ogolna liczba drobnoustrojow (X =+s/SD)
Total count of bacteria
| 1,8 x 10* 1,5 x 10* 5,7 % 10° 3,4 x10* 6,7 % 10°
+1,2X 102248 |£23x 10°*4B £33 x10%** | £2,8x10°*8 | £4,1x10'*4
4
S 345100 | 2’:8XX1?023 43 % 10° 8.3 x 10° 8.8 % 10°
+7,8 x 10%°8B AN +42x10°*A | £5,1x10°*4 | £32x10°*4
10 3,5%10° 2,5 % 10* 6,6 x 10* 2,8 x 10* 2,5%10°
£2,1 % 10*°A [ £1,8x 107" | £24x10°*A | £25%10°*A | +£4,6x10**A
Liczba drobnoustrojow psychrotrofowych (X + s/ SD)
Count of psychrotrophic bacteria
| 6,3 % 10° 6,7 % 10° 3,4 x10° 2,8 x 10°* 7,1 % 10°
£1,8x 10%*% | £24x 1074 | £1,3x10*** | £24x10°** | £34x10%*4
5 4,4 x10* 2,7 x 10°* 5,1%x10° 2,9 x 10* 3,3 x 10*
£2,0x10°*% [ £1,4x10°* | £38x107*" | £2,6x10°*" | £1,4x10°*"
10 2,4 x10° 3,1 X 10° 1,1 x 10° 3,1 x 10* 2,7 x 10*
£6,4x10°%4 | £24x10°°B | £34x10*** | £1,6x10°*4 | £1,8x10%**4

Objasnienia: / Explanatory notes:

X — warto$¢ $rednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation.

K — produkt kontrolny / control sample; S — produkt z dodatkiem suszu z szatwii (0,5 %)/ product with
dried sage added (0.5 %); EW — produkt z dodatkiem wodnego ekstraktu z suszu szatwii (2.0 %) / product
with added aqueous extract of dried sage (2.0 %); EA40 — produkt z dodatkiem 40-procentowego alkoho-
lowego ekstraktu z suszu szalwii (2,0 %) / product with added 40 % aqueous extract of dried sage (2.0 %);
EA70 — produkt z dodatkiem 70-procentowego alkoholowego ekstraktu z suszu szatwii (2,0 %) / product
with added 70% aqueous extract of dried sage (2.0 %); W tabeli przedstawiono wartosci $rednie (n = 4) i
odchylenie standardowe / Table shows mean values (n = 4) and standard deviation;

a, b — wartosci $rednie oznaczone roéznymi literami w tej samej kolumnie rdznig si¢ statystycznie istotnie
(p <0,05) / mean values in the same column and denoted by different letters differ statistically significan-
tly (p <0.05); A, B — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w tym samym wierszu roznig si¢ staty-
stycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in the same row and denoted by different letters differ statistical-
ly significantly (p < 0.05).

Gutierrez 1 wsp. [6] prowadzili badania nad wlasciwosciami olejkow eterycznych
z rozmarynu, szalwii, majeranku oraz oregano. Autorzy podaja, ze zarowno olejek
z szalwii, jak 1 mieszanina tego olejku z pozostatymi hamowata wzrost drobnoustrojow
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psychrotrofowych, zdolnych do rozmnazania si¢ w niskiej temperaturze. Wedtug Ab-
del-Hamieda i wsp. [1] taczny dodatek ekstraktow z rozmarynu i szatwii dziatal hamu-
jaco na wzrost drobnoustrojow psychrotrofowych w mig¢sie mielonym przechowywa-
nym w temp. 4 1 -18 °C. W wyniku dodatku takiej mieszanki, w ilosci 0,05 %, do
migsa przechowywanego w warunkach chtodniczych przez 10 dni liczba drobnoustro-
jow psychrotrofowych wynosita 14,12 log jtk-g”, a w probie kontrolnej — 31,64 log
jtk-g”'. W miesie mrozonym przez 100 dni liczba tych drobnoustrojow wynosita odpo-
wiednio 7,16 log jtk-g" i 20,31 log jtk-g™.

W kazdej z badanych probek produktdéw, niezaleznie od rodzaju dodatku szatwii,
stwierdzono obecnos¢ drobnoustrojéw z rodziny Enterobacteriaceae (tab. 2). Czas
przechowywania byt czynnikiem istotnie (p < 0,05) réznicujgcym liczbe drobnoustro-
jow z rodziny Enterobacteriaceae jedynie w produktach z dodatkiem suszu z szatwii
(S). W probee z dodatkiem suszu z szatwii (S) po 1 dniu przechowywania oznaczono
istotnie (p < 0,05) wicksza liczbg drobnoustrojéw z rodziny Enterobacteriaceae niz
w produktach z dodatkiem ekstraktow alkoholowych (EA40 i EA70) oraz w produkcie
kontrolnym (K). Stwierdzone r6znice migdzy produktem z dodatkiem suszu (S) a pro-
duktem kontrolnym (K) oraz z dodatkiem ekstraktow (EW, EA40 i EA70) nie byty
jednak statystycznie istotne (p < 0,05) po 51 10 dniach przechowywania. Wyniki uzy-
skane w niniejszej pracy wskazuja, ze skutecznos¢ preparatow z szatwii w hamowaniu
wzrostu drobnoustrojow zalezata od sposobu ich pozyskania. Nalezy przypuszczac, ze
ekstrakty z szatwii charakteryzowaly si¢ mniejszym zanieczyszczeniem poczatkowym
tymi drobnoustrojami niz suszona przyprawa.

Petrova 1 wsp. [16] podaja, ze 2-procentowy dodatek olejku eterycznego z szal-
wii, facznie z EDTA, istotnie ograniczyt wzrost drobnoustrojow z rodziny Enterobac-
teriaceae w migsie piersiowym kurczat pakowanym prézniowo, przechowywanym 16
dni w warunkach chtodniczych. Natomiast Hayouni i wsp. [8] stwierdzili, Zze zastoso-
wanie olejku eterycznego z szatwii zahamowalo wzrost bakterii Salmonella w mielo-
nym mig¢sie wolowym.

Dodatek szatwii do produktéw migsnych, niezaleznie od rodzaju preparatu, istot-
nie (p < 0,05) ograniczyt wzrost enterokokow po 10 dniach przechowywania (tab. 2).
Najskuteczniejsze w hamowaniu wzrostu tych drobnoustrojow po 5 dniach przecho-
wywania byty ekstrakty alkoholowe, zarowno EA40, jak i EA70. Wraz z uplywem
czasu przechowywania liczba enterokokdéw wzrastata istotnie (p < 0,05) jedynie
w probee kontrolnej (K) oraz w produkcie z dodatkiem suszu (S).

Dane literaturowe dotyczace przeciwdrobnoustrojowego dziatania szalwii w sto-
sunku do bakterii z rodzaju Enterococcus sa rozbiezne. Skuteczno$¢ dziatania hamuja-
cego zalezala od rodzaju preparatu (ekstrakty etanolowe i wodne, olejki eteryczne)
1 wielko$ci jego dodatku do produktéw migsnych [8, 26].
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Tabela 2. Liczba drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriaceae i enterokokéw w produkcie migsnym
z dodatkiem szatwii, przechowywanym w warunkach chtodniczych [jtk-g™]

Table 2.  Count of bacteria of Enterobacteriaceae and enterococci families in meat product with added
sage and stored under chilled conditions [cfu-g™']

Czas Produkt migsny / Meat product
prze‘:h[‘c’i‘r’lvi-‘]fwama K S EW | EBad0 | EA70
Storage duration Liczba drobnoustrojow z rodziny Enterobacteriaceae (X +s/ SD)
[days] Count of Enterobacteriaceae bacteria
1 7,4 x 10 5,8 x 10° 2,4 % 10° 2,4 x 10 5,8 x 107
£2,1x10"%A | £13x10*°8 | £1,8x10%*28 | £2,0x10'** | £1,5%x10'24
5 7,3 % 10° 1,9 x 10? 2,8 x 10° 2,2 % 10° 4.4 %107
+8,1x10""A [ £1,3x10"*A | +£81x10"*" | £4,1x10'*A | +2,1x 10"
10 2,1 x 10? 42 % 10? 1,7 x 10? 4.4 % 10° 6,3 x 10°

+1,1x10"%A [ £1,8x 10" | £22x10'°A | £7,0x10'*A | £3,0x 10" *A

Liczba enterokokéw (X + s/ SD)
Count of enterococci

1 6,1 x 10 3,6 X 10 5,4 % 10° 5,2 x 10° 6,0 x 10°
+2,1x10"%A [ £37x 10" | +£7.1x10"** | £1,0x10'*A | +8,1x 10"
5 2,6 x 10* 2,5 % 10* 2,9 % 10° 3,5 x 10° 3,5 x 10°

+£3,5%10%*B | £4,1x10°°8 | £1,1x10"*48 [ £83x10"** | £2,5x10'%4

10 2,4 x10° 2,3 x 10* 1,8 x 10* 3,6 x 10° 3,9 x 10°
+63x10°°B [ £1,1x10%% | £32x10°** | £2,5%10**4 | +1,8x10?°A

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab.1

Na podstawie oznaczenia wskaznika TBA (rys. 1) stwierdzono, ze dodatek szat-
wii istotnie (p < 0,05) ograniczyl procesy utleniania lipidow w badanych produktach
z mig¢sa wieprzowego — wartos¢ wskaznika TBA oznaczona po 5 i 10 dniach przecho-
wywania byta co najmniej trzykrotnie nizsza w poréwnaniu z probkami kontrolnymi
(K). Najbardziej efektywnie w tym kierunku dziataty ekstrakty, zard6wno alkoholowe
(EA40 i EA70), jak i wodny (EW). Roéwniez dodatek suszu z szalwii (S) hamowat
procesy utleniania lipidow w produktach. Najnizsze wartosci wskaznika TBA ozna-
czono we wszystkich probach po 1 dniu przechowywania, natomiast wraz z uptywem
czasu przechowywania istotny (p < 0,05) wzrost tego wskaznika stwierdzono jedynie
w produkcie z dodatkiem ekstraktu alkoholowego EA70.

Fasseas i wsp. [5] wykazali, ze 3-procentowy dodatek olejku z szalwii istotnie za-
hamowatl procesy utleniania lipidow w mielonym migsie wieprzowym i wolowym
poddanym lub niepoddanym obrébce termicznej, przechowywanym przez 12 dni
w temp. 4 °C. Zdaniem autoréw, przeciwutleniajace dziatanie olejkéw z szatwii ma
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wigksze znaczenie w przypadku migsa poddanego obrobce termicznej w porownaniu z
migsem surowym. Wtasciwosci przeciwutleniajace olejkow z szalwii potwierdzili
rowniez Estevez i wsp. [4] w badaniach trwatosci przechowalniczej pasztetow wie-
przowych. Autorzy wykazali, ze 0,1-procentowy dodatek olejku z szalwii istotnie
ograniczyl procesy utleniania lipidow, w tym cennych zywieniowo wielonienasyco-
nych kwasow tluszczowych (PUFA). Zastosowanie naturalnego przeciwutleniacza
(olejek z szalwii) byto nawet bardziej skuteczne niz przeciwutleniacza syntetycznego
(BHT).

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5
1,0 /

0,5

0,8a AB

MM e

0,0

‘Wartos¢ wskaznika TBA [mg aldehydu malonowego/kg
produktu]/TBARS value [mg of malonaldehyde/kg of meat
product]

Czas przechowywania [dni]/Storage duration [days]

K-S BEW EEA4O m EA70|

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b — réznice statystycznie istotne dotycza czasu przechowywania (p < 0,05) / statistically significant
differences refer to storage duration (p < 0.05); A, B — roznice statystycznie istotne dotycza formy szalwii
(p < 0,05) / statistically significant differences refer to preparation form of sage (p < 0.05); Na rysunku
przedstawiono warto$ci $rednie i odchylenie standardowe/ Figure shows mean values and standard devia-
tion; n =4.

Rys. 1. Wartos¢ wskaznika TBA mierzonego w produkcie migsnym wytworzonym z dodatkiem szatwii,
przechowywanym w warunkach chtodniczych [mg aldehydu malonowego/kg produktu]

Fig. 1.  Value of TBARS measured in meat product produced with added sage preparation and stored
under chilled conditions [mg of malonaldehyde/kg of meat product]
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Whioski
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(1]
(2]

[4]
(3]

(10]
(11]

Dodatek szatwii wplyngl na zahamowanie wzrostu wigkszosci oznaczanych drob-
noustrojow w produktach z migsa wieprzowego. Sposrdd zastosowanych prepara-
tow szatwii najstabszym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym w badanych pro-
duktach migsnych charakteryzowat si¢ susz.

Zastosowanie szalwii ograniczato istotnie procesy oksydacyjne lipidow zachodza-
ce w produktach z migsa wieprzowego. Po 10 dniach przechowywania produktow
z dodatkiem preparatow z szalwii, zapakowanych prozniowo, wartos¢ wskaznika
TBA byta w nich co najmniej trzykrotnie nizsza niz w produkcie kontrolnym.
Szatwia moze by¢ stosowana nie tylko jako dodatek stuzacy do wyksztalcenia
okreslonej smakowitosci produktow migsnych, ale takze jako sktadnik spowalnia-
jacy niekorzystne zmiany oksydacyjne lipidow i zmiany mikrobiologiczne produk-
tow podczas chtodniczego przechowywania. W celu uzyskania pozadanego efektu
istotny jest indywidualny dobor rodzaju dodatku szatwii oraz jego dawki.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego wtasnego nr N N312 257040
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SAGE IN MEAT

PRODUCT

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of sage on the microbiological quality
and lipid oxidation processes in a pork product after 1, 5, and 10 days of chilled storage (4 - 6 °C). Sage is
a spice plant herb added, among other things, to food on account of its antioxidant and antibacterial prop-
erties. The sage was added to food products in the form of dried spice (0.5 %) and extracts (2.0 %): aque-
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ous and 40- and 70%- alcoholic. The range of microbiological analyses included the determination of the
total count of bacteria, psychrotrophic bacteria, Enterobacteriaceae, and enterococci. Moreover, the
TBARS values were determined.

It was found that the dried sage was characterized by the lowest antimicrobial effectiveness, because
more psychrotrophic microorganisms of the Enterobacteriaceae and enterococci families were determined
in the product containing dried sage compared to other products. Compared to the control product, the
extracts of sage, both aqueous and alcoholic, effectively inhibited the growth of the majority of the as-
sayed micro-organisms; this fact was reported with regard to the whole storage period of vacuum packed
products. Furthermore, it was proved that the sage, regardless of the type of its form, could be used to
inhibit the process of lipid oxidation in comminuted pork products. The TBARS values evidenced this
conclusion since their levels, after a 10 day period of storing the products with sage added, were at least
three times lower than those as reported for the control product.

Key words: sage, alcoholic extracts, antimicrobial activity, TBARS value
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SKLEAD TUSZKI I JAKOSC MIESA BAZANTOW ZWYCZAJNYCH
(PHASIANUS COLCHICUS COLCHICUS) W ZALEZNOSCI
OD PLCI PTAKOW

Streszczenie

Celem pracy byla ocena sktadu tuszek i jakosci migsa 16-tygodniowych kogutow i kur bazantow rzez-
nych (Phasianus colchicus colchicus) odchowywanych w systemie intensywnym. Badaniami objg¢to 80
bazantow zwyczajnych, ktore przez caty okres doswiadczenia przebywaly w pomieszczeniu zamknietym.
Ptaki zywiono ad libitum przemystowymi petnoporcjowymi mieszankami paszowymi dla bazantéw rzez-
nych zgodnie z zaleceniami hodowlanymi. Po 16 tygodniach odchowu wybrano do uboju po 16 samcéw i
16 samic o masie ciata zblizonej do $redniej dla danej plci. W wieku 16 tygodni samce cechowaly si¢
istotnie (p < 0,01) wigksza: masg ciata (1251,4 g), masg tuszki patroszonej z szyja (870,9 g) i masa podro-
boéw (46,7 g) w poréwnaniu z samicami (odpowiednio: 903,7, 628,9 i 37,9 g). Wydajno$¢ rzezna 16-
tygodniowych samcow i samic bazancich byla taka sama i wynosita 69,6 %. Odsetek mig$ni nég w patro-
szonej tuszce samcow byt istotnie (p < 0,05) wigkszy (25,2 %) niz samic (23,7 %). Ple¢ ptakoéw nie miata
istotnego wptywu na wartosci pH;s i zmienne barwy L*, a* i b*, a takze na profil kwasow tluszczowych
i udziat Na, K, Zn, Mg, Ca i Fe w mig$niach piersiowych i migéniach nég bazantéw zwyczajnych w wieku
16 tygodni. Udziat kwasow thuszczowych nienasyconych (UFA) w lipidach mig$ni ocenianych ptakow byt
wigkszy niz kwasow nasyconych (SFA). Migsnie piersiowe zawieraly wigcej kwasow UFA niz migs$nie
nog.

Stowa kluczowe: bazant, sktad tuszki, pH, barwa migsa, kwasy tluszczowe

Wprowadzenie

Wazrost zainteresowania zywnoscig o wysokiej jako$ci sprawia, ze czesciej zwraca
si¢ uwagge na migso bazantow. Migso tych ptakow ma cenne walory smakowe. Charak-
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teryzuje si¢ wysoka warto$cig odzywcza, wynikajaca z duzej zawartosci biatka i mate;j
ilosci thuszczu. W porownaniu z migsem kurczat brojlerow, kaczek czy gesi, zawiera
znacznie wigcej jednonienasyconych kwasow tluszczowych [5]. Migénie piersiowe
bazantow zawierajg 29 + 47,9 mg cholesterolu/100 g, natomiast migsnie nog — 67 +
71,3 mg/100 g [7, 23]. Zblizong zawarto$¢ cholesterolu majg migsnie piersiowe (35,9 +
43,1 mg/100 g) i migsnie nog (50,9 ~ 76,1 mg/100 g) kurczat brojlerow [20, 21]. Wy-
soki poziom witamin Bg, B, oraz niacyny w migsie bazantow, stanowigcy odpowied-
nio 37, 14 i ponad 40 % dziennego zapotrzebowania cztowieka [27], a takze dos¢ duza
zawarto$¢ selenu i fosforu sprawiajg, ze migso tych ptakoéw stanowi cenny artykut spo-
zywezy, ktory moze konkurowaé z migsem kurczat, gesi czy kaczek [26].

Pod wzgledem struktury wtokien migsénie piersiowe bazantow najbardziej zblizo-
ne sg do migéni kur perlic. Udziat wtokien biatych w migéniu piersiowym powierz-
chownym bazantow wynosi 68 %, a kur perlic — 76 %. Pozostale wtdkna to widkna
czerwone. Migsien pectoralis major kurczat brojleréw i kur niosek charakteryzuje sig¢
wigksza zawarto$cig wlokien biatych (po 96 %), natomiast gesi 1 przepiorek — znacznie
mniejszg (odpowiednio: 171 13 %). W migsniach ndg bazantow wtokna biate stanowig
43 % og6tu wiokien miesniowych, kurczat brojleréw — 56 %, kur niosek — 62 %, gesi —
52 %, przepiorek — 55 %, kur perlic — 54 %. Mig$nie piersiowe bazantow maja delikat-
ng strukturg widkien — Srednica widkien biatych (72,7 um) i czerwonych (47,5 um) jest
zblizona do s$rednicy wiokien kurczat brojleréw (biate — 68,2 um, czerwone —
48,1 um). Wigksza $rednice wiokien ma migsien piersiowy powierzchowny kur perlic
(wtokna biate — 83,6 um, czerwone 51,0 um), a mniejsza — gesi i przepiorek (odpo-
wiednio: 57,1 127,0 um oraz 47,0 1 23,0 um) [14].

Odczyn migéni piersiowych bazantow townych mierzony 15 min od uboju (5,70 +
5.84) jest zblizony do pH;;s filetow piersiowych przepiorek (5,92 + 5,98) i kaczek (5,92
+ 6,00), a mniejszy niz kurczat brojlerow (6,16 + 6,26), indykow (6,47) i gesi (6,12 +
6,33). Duza role w ksztattowaniu wielkosci pH;s migs$ni piersiowych wymienionych
trzech pierwszych gatunkow ptakow uzytkowych odgrywaja jednak: ich duza podat-
no$¢ na stres 1 plochliwosé¢. Kijowski [15] podaje, ze im wigksza jest warto$¢ pH, tym
ciemniejsza barwa migsa i na odwrot. Pochodzenie ptakéw (gatunek, rasa, rod) jest
jednym z wazniejszych czynnikow wplywajacych na warto$ci zmiennych barwy L*
(jasnos¢ barwy), a* (natgzenie barwy czerwonej) i b* (natgzenie barwy zoéttej). Pod-
czas oceny instrumentalnej wykazano, ze migsnie piersiowe bazantdw townych cechu-
je jasniejsza barwa (L* = 51,4 = 52,1) niz mi¢$nie pozyskane z piersi kaczek (L* =
37,9 =+ 39,1) czy gesi (L* = 38,5), natomiast ciemniejsza — niz mi¢$nie kurczat brojle-
row (L* = 57,1). Pod wzgledem nat¢zenia barwy czerwonej mig¢snie piersiowe bazan-
tow (a* = 16,0 + 18,8) sg zblizone do migsni kaczek (a* = 17,3 + 18,8), gesi (a* =
17,0) i przepiorek (a* = 13,1 + 16,0), a znacznie przewyzszajg mi¢$nie kurczat (a* =
1,7) i indykoéw (a* = 5,49). Poziom wysycenia barwg z6ttg filetow piersiowych bazan-
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tow (b* = 4,8 + 7,0) jest podobny jak migéni kaczek (b* = 6,2 + 7,3) 1 kurczat (b* =
5,2), natomiast wigkszy niz filetoéw indykow (bliskie 0) i gesi (b* = 3,8) [2, &, 11, 17,
33].

Bazanty charakteryzuje wysoka wydajno$¢ rzezna (70,4 +~ 73,4 %), zblizona do
kurczat brojlerow (70,5 + 73,3 %) [9, 17, 18, 22]. Pod wzgledem wydajnosci rzeznej
ustepuja jedynie mlodym indykom rzeznym (78 + 84 %), przewyzszajac kaczki brojle-
ry (67,0 %) i mtode ggsi rzezne (63,5 %) [13].

Mimo duzej wartosci odzywcezej 1 dietetycznej, migso bazancie ciggle pozostaje
produktem niszowym. Wynika to gtéwnie ze stosunkowo wysokiej ceny tuszek bazan-
cich (w 2014 r. tuszka o masie 600 ~ 800 g kosztowata od 22 do 35 zt), ktéra obok
smaku 1 wartosci odzywczej uwazana jest za najwazniejszy czynnik determinujacy
zakup produktu zywnosciowego [28]. Czynnikami ograniczajacymi produkcje i popyt
na mig¢so bazancie w kraju sa takze m.in. sezonowos$¢ produkcji bazantéw rzeznych,
nieliczne grono przedsi¢biorstw zajmujacych si¢ pozyskiwaniem i przetworstwem
dziczyzny, w tym mig¢sa bazanciego [34].

Mtode bazanty rzezne ubijane sg zazwyczaj w wieku 12 + 20 tygodni, kiedy waza
ok. 1 kg i odznaczaja si¢ pelnym upierzeniem. Spetnienie obu tych warunkoéw uzalez-
nione jest od wielu czynnikéw, z ktorych do najwazniejszych, obok wieku, zalicza sig:
gatunek, pte¢, zastosowany sposob zywienia i utrzymania ptakow [27].

Celem niniejszej pracy byla ocena jakosci migsa i tuszek 16-tygodniowych bazan-
tow zwyczajnych utrzymywanych systemem intensywnym w zalezno$ci od pici pta-
kow.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowito 80 bazantow zwyczajnych (Phasianus colchi-
cus colchicus). Ptaki przebywaly do 16. tygodnia zycia w budynku zamknigtym, w 4
kojcach o powierzchni 12 m* kazdy (po 20 sztuk w jednym kojcu). Przez pierwsze 4
tygodnie stosowano promienniki podczerwieni. Bazanty zywiono do woli przemysto-
wymi petnoporcjowymi mieszankami paszowymi dla bazantéw rzeznych, stosujac do
4. tygodnia zycia wiacznie mieszanki zawierajace 26,5 % biatka ogdlnego i 11,8 MJ
EM, a w okresie od 5. do 9. tygodnia wiacznie odpowiednio: 19,0 % biatka ogélnego
112,3 MJ EM w 1 kg paszy. Od 10. do 16. tygodnia zycia podawano ptakom mieszan-
ke paszowa o zawarto$ci 18,0 % biatka ogolnego i 11,5 MJ EM. W wieku 16 tygodni
bazanty wazono indywidualnie na wadze elektronicznej WGJ-R do wazenia drobiu
(Jotafan, Krakoéw, Polska) z doktadno$cig do 1 g. Badania wykonywano za zgoda Lo-
kalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach nr 0127 (uchwata nr
27/2012).

Po zwazeniu ptakow wybrano do uboju 16 samcow i 16 samic o masie ciata zbli-
zonej do warto$ci $redniej dla danej plci. Ple¢ ptakdéw okreslano na podstawie réznic
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w barwie upierzenia. Podczas patroszenia bazantdéw wyodrebniano m.in. jadalne po-
droby, tj. serce, watrobe i1 zotagdek migsniowy. Tuszki patroszone z szyjg i jadalne po-
droby schtadzano w temp. 4 °C przez 18 h. Schtodzone tuszki poddawano rozbiorowi.
Dysekcje wykonywano wedlug zalecen Zioteckiego i Doruchowskiego [35]. Z kazdej
tuszki wydzielano, a nastgpnie wazono na wadze elektronicznej Medicat 5/12 (Medi-
cat. Zurich, Szwajcaria) z doktadnoscig do 0,1 g: szyje¢ bez skory, skrzydta ze skora,
migsnie piersiowe, migsnie nog, thuszcz sadetkowy, skore z thuszczem podskornym
i pozostatosci tuszki. Na tej samej wadze okreslano rowniez mas¢ podrobow, tj. taczng
mas¢ serca, watroby i zotadka migsniowego. Po zwazeniu elementéw tuszki okre§lano
ich udziat [%] w masie tuszki patroszonej z szyja.

Przed rozbiorem tuszki, 15 min od uboju ptakéw oznaczano pH migsni piersio-
wych 1 mi¢$ni noég. Pomiary pH;s mi¢$ni wykonywano za pomocg pH-metru pH-Star
CPU, wyposazonego w zespolong szklang elektrod¢ do badania pH migsa (Ingenier-
burno R. Matthéus, Nobitz, Niemcy). Elektrode umieszczano pod katem 45 ° w poto-
wie grubosci migsnia. Wartosci pH odczytywano na wyswietlaczu elektronicznym
z doktadnoscig do 0,01 [29]. Za pomoca fotokolorymetru CR310 firmy Minolta (Koni-
ca Minolta, Japonia) okre§lano parametry barwy L*, a* i b* na wewng¢trznej po-
wierzchni surowych migéni piersiowych i ndég 16-tygodniowych bazantow, 24 h od
uboju. Stosowano iluminacj¢ szerokokatowa, geometria 0° kat projekcji, obszar pomia-
rowy o $rednicy 50 mm, zrodlo swiatta Dgs. Miernik kalibrowano przy uzyciu biatej
ptytki wzorcowej CR310 o danych kalibracyjnych Y = 92,80, x =0,31751y =0,3333.

W pobranych po dysekcji probkach migsni piersiowych i migéni né6g oznaczano
sktad i struktur¢ kwasow thuszczowych we frakcji lipidowej oraz zawarto$¢ niektorych
sktadnikow mineralnych. Analize sktadu kwasow tluszczowych wykonywano metodg
chromatograficzng po przeprowadzeniu ich w estry metylowe, przy uzyciu chromato-
grafu gazowego firmy Varian 3800 GC, wyposazonego w detektor FID. Zastosowano
kolumne Supercowax o dtugosci 30 m, temperatura detektora wynosita 250 °C, a do-
zownika — 230 °C. Do identyfikacji estrow metylowych wykorzystano wzorce Supelco
PUFA-2 Animal Source oraz Supelco 37 component FAME MIX. Zawarto$¢ sktadni-
kéw mineralnych oznaczano zgodnie z PN-EN 14084:2003 [30] i PN-EN 15505:2008
[31]. W celu oznaczenia zawartosci Na, K, Zn, Mg, Ca, i Fe probki poddawano liofili-
zacji 1 mineralizacji na mokro w mineralizatorze mikrofalowym Ethos Plus (Milestone,
Sorisole, Wlochy). Analizg prob wykonywano technika ptomieniowej absorpcyjnej
spektrometrii atomowej (FAAS) w aparacie Solaar 969, firmy Unicam (Thermo Elec-
tron Corporation, USA).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu kompute-
rowego SAS [32]. Istotno$¢ roznic miedzy wartosciami Srednimi weryfikowano testem
Tukeya (p < 0,051 p <0,01).
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Wyniki i dyskusja

W tab. 1. zestawiono dane dotyczace masy ciala, wydajnosci rzeznej i sktadu
tuszki 16-tygodniowych bazantow zwyczajnych. Samce, w poréwnaniu z samicami,
charakteryzowaty si¢ istotnie (p < 0,01) wigksza $rednig masg ciata przed ubojem
(1251,4 g) 1 masa tuszki (870,9 g). Uzyskane wartosci obu omawianych cech byty
wigksze niz w ocenie Biesiady-Drzazgi i wsp. [2], przeprowadzonej na bazantach tow-
nych odchowanych w systemie wolierowym i zywionych w koncowym okresie od-
chowu paszami gospodarskimi.

Tabela 1. Masa ciata, wydajnos¢ rzezna i sktad tuszki 16-tygodniowych bazantow, w zaleznosci od ich
plci

Table 1.  Body weight, dressing percentage, and carcass composition of 16-week-old pheasants depend-
ing on their sex

. ) . Samce / Males Samice / Females
Masa tuszki i elementdéw tuszki - -~
. (n=16) (n=16)
Weight of carcass and carcass elements — —
X s/ SD X s/SD
Masa ciata przed ubojem
P Jemlg] 1251,4% 19,9 903,78 18,8

Body weight before slaughter [g]
Masa tuszki [g] / Carcass weight [g] 870,9* 9,2 628,98 243
Wydajnos¢ rzezna [%]

Dressing percentage [%] 69.6 22 69.6 1.3

Szyja [%] / Neck [%] 4,6 0,4 43 0,3

Skrzydta [%] / Wings [%] 11,0 0,8 11,7 0,7
TS 5

Migsnie piersiowe [%] 33.1 1.6 317 11

Breast muscles [%]
Migénie nog [%] / Leg muscles [%] 25,2% 0,8 23,7° 1,1
Skora z thuszezem podskornym [%]

. 6,1 1,4 2 1,2
Skin with subcutaneous fat [%] ’
Ttuszez sadetkowy [%]
Abdominal fat [%] 0.2 0.1 0.2 02
- o
Pozostatosci tuszki [%] 19.8 1.6 212 1.1

Carcass leftovers [%]
Podroby [g] / Giblets [g] 46,7% 55 37,98 3,5

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie (X ) + odchylenia standardowe (s) / Table shows mean values
(X)) and standard deviations (SD); a, b (A, B) — wartosci srednie poszczegdlnych cech samcow i samic
oznaczone matymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 (p < 0,01) / mean values of indi-
vidual traits of males and females, denoted using small letters, differ statistically significantly at p < 0.05
(p£0.01).

Jak podajg Gorecki 1 wsp. [10], 16-tygodniowe samce i samice bazantow zwy-
czajnych wazg od 999,8 () do 1349,4 g (3). Wydajno$¢ rzezna badanych ptakow,
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niezaleznie od plci, wynosita 69,6 % 1 byla mniejsza niz bazantdow ocenianych we
wezesniejszych eksperymentach [1, 18, 22]. Ci sami autorzy stwierdzili jednak wigk-
sze warto$ci wydajno$ci rzeznej samcOw niz samic, czego nie stwierdzono w niniej-
szych badaniach. Wykazano wigkszy udzial migsni piersiowych i mig$ni nog w przy-
padku samcow (33,1 1 25,2 %), w pordwnaniu z samicami (odpowiednio: 31,7 i 23,7
%). Udziat szyi w tuszce patroszonej samcoéw byt wiekszy niz w tuszce samic, nato-
miast odsetek skory z thuszczem podskornym i pozostatosci tuszki — na odwrot. Samce
charakteryzowaty si¢ réwniez istotnie (p < 0,01) wicksza masg podrobdw niz samice.
Pod wzgledem zawarto$ci migsni piersiowych i mig$ni ndg oceniane bazanty byly
najbardziej zblizone do mtodych indykéw rzeznych i kurczat brojleréw, przewyzszajac
znaczaco kaczki brojlery i mtode gesi rzezne [6, 17, 18, 19].

Tabela 2. Wtasciwosci fizykochemiczne migéni piersiowych i migsni ndg 16-tygodniowych bazantow,
w zaleznosci od ich ptci

Table 2.  Physical-chemical properties of breast and leg muscles of 16-week-old pheasants depending
on their sex

Symbol Samce / Males Samice / Females
Cecha probki (n=16) (n=16)
Trait Sample _ _
sign X s/SD X s/SD
pH;s MP 591 0,15 591 0,17
pH;s MN 6,50 0,13 6,56 0,15
L* — jasnos¢ barwy MP 50,5 34 49,9 4,1
L* — colour brightness MN 42,9 1,2 43,7 2,1
a* — natezenie barwy czerwonej MP 15,6 0,9 16,5 1,2
a* —red colour intensity MN 17,3 1,2 16,6 0,9
b* — natezenie barwy zoltej MP 5,5 3,1 5,2 33
b* — yellow colour intensity MN 2,1 0,8 2,0 1,5

Objasnienia / Explanatory notes:
MP — mig$nie piersiowe / breast muscles; MN — mig$nie ndg / leg muscles; W tabeli przedstawiono

wartosci $rednie (X ) + odchylenia standardowe (s) / Table shows mean values (X ) and standard devia-
tions (SD).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych (p < 0,051 p <0,01) r6znic w odniesieniu
do wiasciwosci fizykochemicznych migsni piersiowych 1 mig$ni ndég migdzy 16-
tygodniowymi samcami i samicami bazantéw (tab. 2). Warto$ci pHs byly wyzsze
w mig$niach nog (& — 6,50; Q — 6,56) niz w mies$niach piersiowych (3'i @ po 5,91), co
zwigzane jest z mniejszg zawartoscig glikogenu w mig¢$niach ndog wykazujacych wigk-
szg aktywnos$¢ ruchowg przed ubojem bazantow. Wedtug Kijowskiego [15] wielko$¢
pHis migsa drobiowego jest dobrym syntetycznym wskaznikiem jego jakosci, pozwala-
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jacym na rozréznienie mig¢sa normalnego od migsa z wada PSE lub DFD. Uzyskane
w badaniach wtasnych wartosci pH migsni byty zblizone do wynikow przedstawionych
przez Kokoszynskiego i wsp. [18]. Z kolei Kuzniacka 1 wsp. [24] wskazujg na warto$¢
pH;s nieprzekraczajaca 5,0 w obu rodzajach migéni. Mig$nie piersiowe, w porownaniu
z mig$niami ndg, charakteryzowaty si¢ jasniejszg barwg (L* = 49,9 + 50,5), ponad
dwukrotnie wigkszym nat¢zeniem barwy zoltej (b* = 5,2 + 5,5), a jednocze$nie mniej-
szym wysyceniem barwy czerwonej (a* = 15,6 + 16,5). Ma to potwierdzenie w bada-
niach innych autoréw [18, 24] i wynika prawdopodobnie z mniejszej zawarto$ci mio-
globiny i stabszego unaczynienia migéni piersiowych niz migsni ndég. Kokoszynski
1 wsp. [18] stwierdzili wicksze warto$ci L*, a* 1 b* mig$ni piersiowych bazantow niz

Tabela 3. Profil kwasoéw tluszczowych lipidow miesni piersiowych i migsni nog 16-tygodniowych ba-
zantow, w zaleznosci od ich ptci
Table 3.  Fatty acid profile of breast and leg muscle lipids of 16-week-old pheasants depending on their

sex
Symbol Samce / Males Samice / Females
Kwasy tiusz.czowe probki (n=16) (n=16)
Fatty acids . — —

Sample sign X s/SD X s/ SD

C14:0 — mirystynowy MP 0,53 0,22 0,58 0,16
Miristic — C14:0 MN 0,72 0,24 0,83 0,23
C16:0 — palmitynowy MP 30,46 2,34 29,60 2,56
Palmitic — C16:0 MN 28,24 3,61 29,80 5,11
C16:1 — palmitooleinowy MP 3,68 2,00 4,59 1,44
Palmitoleic — C16:1 MN 4,46 1,73 5,44 0,91
C17:0 — heptadekanowy MP 0,21 0,04 0,18 0,03
Heptadecanoic — C17:0 MN 0,21 0,04 0,19 0,05
C18:0 — stearynowy MP 6,28 1,92 10,45 2,57
Stearic — C18:0 MN 15,96 6,39 13,21 6,81
C18:1 — oleinowy MP 32,82 4,08 28,96 6,73
Oleic — C18:1 MN 29,53 5,00 30,18 5,52
C18:2 — linolowy MP 22,31 5,21 22,02 8,18
Linoleic — C18:2 MN 16,40 6,77 16,84 6,99
C18:3 — linolenowy MP 1,10 0,42 0,84 0,37
Linolenic — C18:3 MN 0,40 0,31 0,51 0,18
C20:4 — arachidonowy MP 2,61 1,22 2,78 1,73
Arachidonic — C20:4 MN 4,08 2,58 3,00 1,19

Objasnienia / Explanatory notes:

MP — migénie piersiowe / breast muscles; MN — mig$nie nog / leg muscles; W tabeli przedstawiono
wartosci $rednie (X ) + odchylenia standardowe (s) / Table shows mean values (X ) and standard devia-
tions (SD).
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uzyskane w ocenie wlasnej. Migénie piersiowe badanych bazantow cechowalo pHjs
zblizone do odczynu filetow przepidrek i kaczek, oznaczone 15 min od uboju [12, 31].

Tabela 4. Struktura kwasow tluszczowych lipidoéw migsni piersiowych 1 migsni nog 16-tygodniowych
bazantow, w zaleznosci od ich plci
Table 4.  Structure of fatty acids in breast and leg muscle lipids of 16-week-old pheasants depending on

their sex
Symbol Samce / Males Samice / Females
Kwasy tluszczowe probki (n=16) (n=16)
Fatty acids Sample _ _
sign X s/SD X s/SD
Kwasy nasycone [%] MP 37,48 5,14 40,81 9,86
Saturated acids [%] — SFA MN 45,13 2,53 44,03 7,05
Kwasy nienasycone [%)] MP 62,52 5,14 59,19 9,86
Unsaturated acids [%] — UFA MN 54,87 2,53 55,97 11,04
Kwasy jednonienasycone [%] MP 36,50 3,19 33,55 4,89
Monounsaturated acids [%] — MUFA MN 33,99 3,58 35,62 6,69
Kwasy wielonienasycone [%] MP 26,02 5,33 25,64 8,87
Polyunsaturated acids [%] — PUFA MN 20,88 4,67 20,35 5,35
Stosunek UFA/ SFA MP 1,67 0,67 1,45° 0,39
UFA to SFA ratio MN 1,22 0,19 1,27 0,51
Stosunek PUFA/ SFA MP 0,69 0,18 0,63 0,25
PUFA to SFA ratio MN 0,46 0,17 0,46 0,15
DFA (UFA + Cg,) Hipocholesterolemiczne MP 66,96 5,04 62,89 4,82
Hypocholesterolemic [%] MN 79,13% 7,26 67,28° 6,23
OFA (Cy4,0 *+ Cy,) Hipercholesterolemiczne MP 30,99 3,01 30,18 4,12
Hyperocholesterolemic [%] MN 28,96 2,74 30,63 4,64

Objasnienia / Explanatory notes:

MP — mig$nie piersiowe / breast muscles; MN — mig$nie ndg / leg muscles; W tabeli przedstawiono
wartosci $rednie (X ) + odchylenia standardowe (s) / Table shows mean values (X ) and standard devia-
tions (SD); a, b — warto$ci $rednie kwasoéw tluszczowych samcow i samic oznaczone matymi literami
rdznia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values of fatty acids in males and females, denoted using
small letters, differ statistically significantly (p < 0.05).

O jakosci migsa w duzej mierze decyduje zawarto$¢ kwasow tluszczowych,
szczegodlnie tych najbardziej pozadanych — nienasyconych. Wykazano, ze samce i sa-
mice nie roznily si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05 i p < 0,01) pod wzgledem zawarto-
$ci poszczegdlnych kwasow tluszczowych lipidow (tab. 3). Migsnie nog, niezaleznie
od pfci, charakteryzowaty si¢ wigksza zawarto$cig kwasow: mirystynowego, palmitoo-
leinowego, stearynowego, arachidonowego, natomiast mig$nie piersiowe zawieraty
wigcej kwasu linolowego 1 linolenowego. Na uwage zastuguje poziom kwasu steary-
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nowego, ktory w badaniach wlasnych byt wyraznie nizszy od uzyskanego przez Koto-
wicza 1 wsp. [22]. Udziatem kwasu palmitynowego i oleinowego migsnie piersiowe
samcow przewyzszaly migsnie nog. Odwrotng tendencje obserwowano w odniesieniu
do samic.

Niezaleznie od pfci, migsnie ndég 16-tygodniowych bazantow charakteryzowaty
si¢ wyzszym poziomem kwasOéw nasyconych, natomiast migsnie piersiowe zawieraly
wigcej kwasoéw nienasyconych, w tym wigcej kwasow jednonienasyconych (tab. 4).
Prawidtowos¢ taka znajduje potwierdzenie w badaniach innych autorow [22, 25].
Udziat kwasow DFA (3 — 66,96 %, 9 — 62,89 %) i stosunek nienasyconych kwasow
thuszczowych (UFA) do nasyconych (SFA) byly wigksze w migsniach piersiowych
samcow (1,67), w poréwnaniu z samicami (1,45). Istotne zréznicowanie stwierdzono
w przypadku stosunku kwasow UFA/SFA. Litwinczuk i wsp. [25] wskazujg na wyzszy
niz w badaniach wtasnych stosunek UFA/SFA (1,64) w mig$niach piersiowych samic
bazantow.

Tabela 5. Zawarto$¢ niektorych sktadnikow mineralnych w migséniach piersiowych i mig$niach nog 16-
tygodniowych bazantow, w zaleznosci od ich plci
Table 5.  Content of some minerals in breast and leg muscles of 16-week-old pheasants depending on

their sex
Zawarto$¢ sktadnikow Symbol Samce / Males Samice / Females
mineralnych [g/kg s.m.] probki (n=16) (n=16)
Content of minerals Sample _ _

[g/kg d.m.] sign X s/SD X s/SD
Na MP 1,76 0,62 1,75 0,74
Na MN 2,27 0,37 2,50 0,45
K MP 13,23 1,24 12,66 0,80
K MN 12,72 0,84 11,05 3,99
Zn MP 0,04 0,02 0,07 0,11
Zn MN 0,07 0,02 0,07 0,02
Mg MP 1,01 0,13 0,69 0,47
Mg MN 0,94 0,14 0,86 0,22
Ca MP 0,09 0,08 0,18 0,17
Ca MN 0,11 0,06 0,21 0,55
Fe MP 0,07 0,03 0,06 0,02
Fe MN 0,11 0,03 0,10 0,03

Objasnienia / Explanatory notes:

MP — migsénie piersiowe / breast muscles; MN — mig$nie nog / leg muscles; W tabeli przedstawiono
wartosci $rednie (X ) £ odchylenia standardowe (s) / Table shows mean values (X ) and standard devia-
tions (SD).
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Mig$nie nég w porownaniu z piersiowymi charakteryzowaly si¢ wyzszym pozio-
mem sodu, wapnia i zelaza (tab. 5). Pod wzgledem udziatu wapnia w mig$niach pier-
siowych 1 mig$niach ndég samice dwukrotnie przewyzszaly samce. Poziom cynku
w mig$niach 16-tygodniowych bazantow, niezaleznie od pici wynosit 0,07 g. Migsnie
samcow cechowala wigksza zawarto$¢ magnezu (0,94 + 1,01 g/kg s.m.), w pordwnaniu
z samicami (0,69 + 0,86 g/kg s.m.). Mig$nie piersiowe ptakow zawieraly wigcej potasu
niz mi¢snie nodg, przy czym wigksza zawartoscig tego pierwiastka charakteryzowato si¢
migso samcoéw. Jego udzial w migsniach 16-tygodniowych bazantow byt najwyzszy
sposroéd wszystkich badanych sktadnikow mineralnych. Wykazane réznice zawarto$ci
oznaczonych sktadnikéw mineralnych w mig¢$niach piersiowych i nég miedzy samcami
i samicami bazantow nie byly jednak potwierdzone statystycznie (p < 0,051 p <0,01).
Filety piersiowe ocenianych bazantow zwyczajnych zawieraly mniej Zelaza, sodu
1 potasu niz mig¢so z piersi kaczek i perlic [3, 16].

Whioski

1. Odchéw bazantow zwyczajnych systemem intensywnym (pasze przemystowe,
budynek zamknigty) do 16. tygodnia zycia umozliwit uzyskanie ptakow cechujg-
cych si¢ duza masg ciala (& 1251,4 g, @ 903,7 g) i wydajno$cig rzezng na pozio-
mie 69,6 %.

2. Tuszki 16-tygodniowych bazantéw charakteryzowato bardzo dobre umig$nienie,
wyrazone ponad 3 1-procentowym udzialem migsni piersiowych i 23-procentowym
udziatem migéni nog.

3. Ple¢ ptakoéw nie miata istotnego wptywu na warto$¢ cech fizykochemicznych, pro-
fil kwasow ttuszczowych lipidow migéni piersiowych i1 noég oraz udzial w nich wy-
branych sktadnikoéw mineralnych. Migénie piersiowe 16-tygodniowych bazantow
charakteryzowaty si¢ wicksza zawartosciag kwasow nienasyconych, a mniejszg za-
wartos$cig wapnia, sodu i zelaza niz mi¢s$nie nog.

Praca zostata wykonana w ramach badan statutowych jednostki (BS-13/2009) finan-
sowanych ze srodkow budzetu panstwa.
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CARCASS COMPOSITION AND MEAT QUALITY OF COMMON PHEASANTS (PHASIANUS
COLCHICUS COLCHICUS) DEPENDING ON SEX OF BIRDS

Summary

The objective of the research study was to evaluate the carcass composition and meat quality of 16-
week-old male and female meat pheasants (P. colchicus colchicus) reared using an intensive breeding
system. The research study comprised 80 common pheasants, which were penned in a confined space
throughout the entire experiment. The birds were fed ad libitum complete commercial diets for meat
pheasants in accordance with the breeding instructions. After a 16 week rearing period, 16 males and 16
females with the body weight close to the mean weight of each sex were selected for slaughter. At the age
of 16 weeks, the males were characterized by a significantly (p < 0.01) higher weight of: body (1251.4 g),
eviscerated carcass with neck (870.9 g), and giblets (46.7 g) compared to the females (903.7, 628.9 and
37.9 g, respectively). The dressing percentage values of the 16-week-old male and female pheasants were
alike and equalled to 69.6 %. The leg muscle percentage in eviscerated carcass of the males was signifi-
cantly higher (25.2 %) than that of the females (23.7 %). The sex of the birds had no significant effect on
the pH;s value, L*, a* and b" colour coordinates, fatty acid profile, nor on the percent rate of Na, K, Zn,
Mg, Ca and Fe in the breast and leg muscles of the pheasants aged 16 weeks. The percent rate of unsatu-
rated fatty acids (UFA) in the muscle lipids of the birds studied was higher than that of the saturated fatty
acids (SFA). The breast muscles contained more UFA than the leg muscles.

Key words: pheasant, carcass composition, pH, meat colour, fatty acids
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WPLYW OGRZEWANIA MIKROFALOWEGO NASION RZEPAKU
NA WYDAJNOSC 1 JAKOSC WYTLOCZONEGO OLEJU

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wplywu wstepnej obrobki termicznej nasion rzepaku z zastosowaniem
promieniowania mikrofalowego na wydajnos¢, wlasciwosci fizykochemiczne i cechy sensoryczne uzyska-
nego oleju typu virgin. Odmiany rzepaku ozimego ‘Kana’ i ‘Bakara’ nawilzano do wilgotnosci 6,5
i 8,5 %, nastepnie ogrzewano w kuchence mikrofalowej (800 W, 2450 MHz) przez 3 i 7 min, po czym olej
ttoczono w prasie $limakowej Farmer 10. Otrzymane oleje oceniano pod wzglgdem: stopnia hydrolizy
(LK), pierwotnego (LOO) i wtdrnego stopnia utlenienia (LA), zawartosci sprzgzonych diendw i trienow,
stabilno$ci oksydatywnej w tescie Rancimat — w temp. 130 °C, zawarto$ci barwnikoéw karotenoidowych
i chlorofilowych. Przeanalizowano rowniez wplyw ogrzewania mikrofalowego na ksztattowanie si¢ smaku
i zapachu otrzymanych olejow typu virgin (metoda profilowania), oceniono rowniez stopien ich akceptacji
konsumenckie;j.

Wykazano, ze ogrzewanie mikrofalowe nasion rzepaku, po uprzednim ich nawilzeniu, wptyneto na
zwickszenie wydajnos$ci ttoczenia oleju w stosunku do proby kontrolnej. Najwigkszy wzrost wydajnosci
tloczenia stwierdzono w olejach z nasion o wilgotnosci 8,5 %, ale ogrzewanych w krotszym czasie
(3 min). W przypadku nasion odmiany ‘Bakara’ wydajno$¢ tloczenia byta wigksza o 19 %, a odmiany
‘Kana’ — 0 16 %. Wymienione oleje charakteryzowaly si¢ najwyzszym stopniem akceptacji konsumenc-
kiej sposrod olejow z nasion ogrzewanych (‘Bakara’ — 5,4 j.u.; ‘Kana’ — 5,5 j.u.). Rownoczesnie zaobser-
wowano obnizenie jakosci fizykochemicznej tych olejow, przy jednoczesnym podwyzszeniu stabilno$ci
oksydatywnej w tescie Rancimat (‘Bakara’ z 1,8 do 5,7 h; ‘Kana’ z 2,3 do 5,1 h). Ogrzewanie nasion
o mniejszej wilgotnosci (6,5 %), ale dluzej (7 min) wywarto najwigkszy wpltyw na zmniejszenie wydajno-
Sci tloczenia, obnizenie stopnia akceptacji konsumenckiej oraz obnizenie jakosci fizykochemicznej ole-
jow.

Slowa kluczowe: nasiona rzepaku, ogrzewanie mikrofalowe, tloczenie, olej rzepakowy, wlasciwosci
fizykochemiczne, jakos¢ sensoryczna
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Wprowadzenie

Wstepna obrobka hydrotermiczna nasion oleistych jest bardzo waznym etapem
procesu pozyskiwania oleju. W przemysle olejarskim stosuje si¢ kondycjonowanie
wstepne (temp. 30 + 40 °C), ktére ma na celu ujednolicenie temperatury i wilgotnosci
masy nasiennej i zapewnienie prawidtowego przebiegu procesu rozdrabniania. Z kolei
kondycjonowanie zasadnicze (prazenie) miazgi nasiennej (temp. 80 + 100 °C) ma uta-
twi¢ wydobycie ttuszczu, a tym samym zwigkszy¢ wydajnos¢ ttoczenia [10].

Prowadzone sg badania nad mozliwos$cia zastosowania innych, alternatywnych
metod wstepnej obrobki termicznej nasion rzepaku, ktére sg mniej czasochtonne i wy-
magaja mniejszych naktadow energii. Wsrdd tych metod wyroznia si¢ obrébka ter-
miczna z wykorzystaniem mikrofal, ktora w porownaniu z klasycznym konwekcyjnym
ogrzewaniem zapewnia uzyskanie wyzszej temperatury (powyzej 160 °C) w krotszym
czasie (tylko kilka minut) [1, 23, 30].

Mikrofale to rodzaj promieniowania elektromagnetycznego o czestotliwosci
drgan od 300 MHz do 300 GHz, co odpowiada dlugosci fal od 1 m do 1 mm. Przy
przetwarzaniu zywnoS$ci najczesciej wykorzystuje si¢ dwa zakresy: 915 i 2450 MHz
[26, 34]. Mechanizm ogrzewania nasion w wyniku dziatania mikrofal polega na od-
dziatywaniu zwigzkoéw polarnych (w szczegolnosci wody i oleju) i jonow z polem
elektromagnetycznym. Pod wptywem mikrofal dipole czgsteczek wody ulegaja rotacji
ioscyluja, a przyspieszane w polu elektromagnetycznym jony przemieszczajg si¢
zgodnie z kierunkiem zmiennego pola elektrycznego, zderzajg si¢ z czasteczkami wo-
dy i przekazuja im energi¢ kinetyczng. Tarcie wewngetrzne powstajace w wyniku tych
zjawisk generuje cieplo prowadzace do ogrzania produktu [12, 28]. Mikrofale przeni-
kajace przez produkt ogrzewajg go wewnatrz, w wyniku czego nastgpuje czgsciowe
odparowanie wody z wngtrza nasion, czemu towarzyszy wzrost ci$nienia wewnatrz-
komoérkowego. Mechaniczna dezintegracja struktury komérkowej potegowana obnize-
niem cis$nienia oraz towarzyszacym mu rozpadem membran komorkowych zwigksza
powierzchni¢ wyplywu oleju z nasion, przyczyniajac si¢ do podwyzszenia wydajno$ci
tloczenia [2, 33]. Ogrzewanie mikrofalowe nasion rzepaku, poprzedzajace operacje
tloczenia, pozwala nie tylko na zwigkszenie wydajnosci tego procesu, ale réwniez,
dzigki intensywnej wymianie masy i ciepta oraz dostarczaniu energii bezposrednio do
materiatu, sprzyja skroceniu czasu ogrzewania, czemu towarzyszy mniejsze zuzycie
energii [1, 2, 29].

Obrobka termiczna nasion rzepaku przed ttoczeniem, z zastosowaniem ogrzewa-
nia mikrofalowego, prowadzona jest gownie w celu okreslenia wptywu tego rodzaju
ogrzewania na wydajno$¢ procesu tloczenia, jako$¢ wyttoczonego oleju, zawartos$c
zwigzkoéw wykazujacych dziatanie przeciwutleniajgce oraz ich wptywu na warto$¢
odzywcza 1 stabilnos¢ oksydatywng oleju [1, 2, 7, 11, 23, 33]. Podczas analizy sktadu
oleju rzepakowego uzyskanego z nasion poddanych obrébce termicznej obserwuje si¢
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zmiany zard6wno korzystne, jak i niepozgdane. Dzigki wigkszej ekstraktywnos$ci zwigz-
kéw biologicznie czynnych: tokoferoli, steroli, fosfolipidow, zwigzkow fenolowych
oraz dzigki powstawaniu nowych zwigzkéw o wilasciwosciach przeciwutleniajacych,
np. kanololu — 4-vinylo-2,6-dimetoksyfenolu (powstajagcego w wyniku dekarboksylacji
kwasu synapinowego) czy produktéw reakcji Maillarda, a takze w wyniku inaktywacji
enzyméw 1 mikroorganizméw z powierzchni nasion, nast¢puje wzrost stabilno$ci
oksydatywnej badanych olejéw, jak rowniez podwyzszenie ich warto$ci zywieniowe;.
Czas indukcji olejow w tescie Rancimat moze by¢ nawet do os$miu razy dhuzszy
w poréwnaniu z czasem olejow ttoczonych na zimno [1, 10]. Obrébka termiczna na-
sion rzepaku moze by¢ jednak przyczyng wielu niekorzystnych zmian zachodzacych
we frakcji lipidowej, objawiajacych si¢ zarowno zwigkszonym stopniem hydrolizy
oleju, jak rowniez powstawaniem pierwotnych i wtérnych produktéw utleniania. Po-
nadto obserwuje si¢ pociemnienie barwy oleju z nasion uprzednio ogrzewanych,
w wyniku wyzszej ekstraktywnosci 1 termicznej degradacji barwnikéw chlorofilowych
i karotenoidowych. Ciemniejsza barwa oleju moze by¢ spowodowana rowniez obecno-
$cig produktow nieenzymatycznego brunatnienia i termicznej degradacji fosfolipidow
[1,2,7,11,24,28].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu wstepnej obrobki termicznej nasion rzepaku
z zastosowaniem ogrzewania mikrofalowego na wydajnos¢, wlasciwosci fizykoche-
miczne i cechy sensoryczne wyttoczonego oleju typu virgin.

Material i metody badan

Materiatem do$wiadczalnym byly nasiona dwoch odmian rzepaku ozimego ,,00”:
‘Bakara’ i ‘Kana’ (Hodowla Roslin Strzelce, grupa IHAR) pochodzace ze zbioréw
72013 r. Uzyte w pracy nasiona rzepaku byty czyste, zdrowe i nieuszkodzone. Ilos¢
zanieczyszczen w kazdej z odmian wynosita ponizej 1 %. Nasiona rzepaku nawilzano
do wilgotnosci 6,5 1 8,5 %, pakowano w torebki z tworzywa sztucznego i przechowy-
wano przez dob¢ w warunkach chtodniczych (temp. 4 + 2 °C) w celu wyréwnania
stopnia nawilzenia. Nastgpnie nasiona poddawano ogrzewaniu mikrofalowemu
(800 W, 2450 MHz) w kuchence mikrofalowej przez 3 i 7 min. Ogrzewanie surowca
(2 x 0,5 kg nasion) prowadzono w szklanym naczyniu w cienkiej warstwie, bez przy-
krycia, z mieszaniem w potowie danego czasu, na koniec dokonywano pomiaru tempe-
ratury masy nasion bezdotykowym termometrem laserowym, typ KC 180B firmy Ty-
naxtools (Polska). Po ostygnigciu nasiona poddawano tloczeniu w prasie slimakowe;j
Farmer 10 (Farmet, Czechy) do tloczenia na zimno o wydajnosci 9 + 12 kg nasion/h.
W trakcie ttoczenia uzywano dyszy o srednicy 8 mm. Wszystkie uzyskane oleje pozo-
stawiano do naturalnej sedymentacji osadu przez 3 dni w warunkach chlodniczych.
Nastepnie olej rozlewano do butelek z bragzowego szkla o pojemnosci 65 ml i prze-
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chowywano w temp. 4 = 2 °C. Tloczenie nasion i analiz¢ olejow przeprowadzano
w dwoch seriach w ciggu czterech tygodni.

W nasionach rzepaku i w wyttokach oznaczano zawartos¢ wody — metodg suszar-
kowa [16] oraz tluszczu w aparacie Soxtec™ 2050 — za pomocg zautomatyzowanej
ekstrakcji wedtug metody Soxhleta [14]. Wydajnos$¢ ttoczenia [%] obliczano na pod-
stawie zawartosci thuszczu w nasionach 1 wyttokach, korzystajac z rownania [25]:

W =100 x (1 - RyRy),

gdzie: R, — stosunek zawarto$ci niettuszczowych sktadnikow w nasionach do zawarto-
sci thuszczu w nasionach; R, — stosunek zawartos$ci niettuszczowych sktadnikow
w wytlokach do zawarto$ci thuszczu resztkowego w wyttokach.

Wiasciwosci fizykochemiczne otrzymanych olejow rzepakowych typu virgin
okreslano poprzez oznaczanie zawartosci: wolnych kwasow tluszczowych — liczba
kwasowa [15], nadtlenkéw — liczba nadtlenkowa [18], aldehydoéw — liczba anizydyno-
wa [19] oraz obliczenie wskaznika TOTOX [19]. Zawartos¢ skoniugowanych diendw
i triendw oznaczano spektrofotometrycznie, mierzac absorbancje w ultrafiolecie, od-
powiednio przy Amg. = 232 1 268 nm [17]. Oznaczano barweg spektrofotometrycznie,
okreslajac udzial barwnikow karotenoidowych (A = 442 nm) i chlorofilowych (A =
668 nm) [13]. Stabilno$¢ oksydatywna olejow oznaczano w tescie Rancimat w aparacie
typu 679 (Methrom) w temp. 130 °C [20].

Do oceny jakosci sensorycznej badanych olejow stosowano metode profilowa [3],
korzystajac z definicji wyroznikow sensorycznych charakterystycznych dla olejow
rzepakowych typu virgin, opracowanych przez Briihla i Matthéusa [4]. Okre$lano in-
tensywnos¢ cech sensorycznych zdefiniowanych jako: typowy dla nasion, orzechowy,
drewniany, cierpki, zlezaty, stechly, spalony. W ocenie bralo udziat 10 przeszkolonych
0s0b z Zaktadu Technologii Thuszczow i Koncentratow Spozywczych (SGGW). Na
poczatku wybierano wyrdzniki sensoryczne smaku i zapachu, a nastgpnie oceniano ich
intensywnos$¢. W pierwszej kolejnosci pordownywano oleje ttoczone na zimno (proby
kontrolne) i oleje z rdznych wariantoéw nawilzenia i ogrzewania w ramach jednej od-
miany. Nastgpnie oceniano oleje dwoch roznych odmian uzyskanych z tego samego
wariantu. Intensywno$¢ wyroéznikow zaznaczano na niestrukturyzowanej skali ciaglej
(0 + 10 j.u., gdzie 0 — niewyczuwalny, 10 — bardzo intensywny). Dodatkowo okreslano
stopien akceptacji konsumenckiej przy uzyciu niestrukturyzowanej skali z okreslenia-
mi brzegowymi ,,lubi¢” — ,,nie lubi¢”.

Wszystkie do$wiadczenia przeprowadzano w dwoch seriach, a oznaczenia w co
najmniej trzech powtorzeniach (n = 2 x 3). Wyniki poddano analizie statystycznej Za-
stosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z wykorzystaniem testu
Tukeya przy p < 0,05. Obliczenia wykonywano w programie Statgraphics 4.1.
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Wyniki i dyskusja

Poczatkowa zawartos¢ wody i thuszczu (oleju) w nasionach rzepaku odmiany
‘Bakara’ wynosita odpowiednio: 5,5 1 40,9 %, natomiast w nasionach odmiany ‘Kana’
— 5,7 % 1 42,4 % (tab. 1). Nasiona przed ogrzewaniem nawilzono do 6,5 i 8,5 %, by
unikng¢ spalenia nasion i probleméw technicznych z przepustowoscig prasy §limako-
wej. Bezposrednio po ogrzaniu mikrofalowym nawilzonych nasion rzepaku mierzono
temperature osiagnicta wewnatrz nasion. Srednia temperatura nasion ogrzewanych
przez 3 min wynosita od 88 + 90 °C (wilgotnos¢ 8,5 %) do 98 + 99 °C (wilgotnosé
6,5 %), a przez 7 min — od 115 + 117 °C (wilgotnos¢ 6,5 %) do 135 +~ 137 °C (wilgot-
nos¢ 8,5 %) (rys. 1). Przed ttoczeniem ogrzewane mikrofalowo nasiona byty studzone
do temperatury 20 + 2 °C, natomiast $rednia temperatura wyptywajacego oleju mierzo-
na bezposrednio pod cedzidlem prasy we wszystkich otrzymanych prébach olejow
wynosita ok. 40 + 2 °C.

Tabela 1. Zawarto$¢ wody i thuszczu w nasionach badanych odmian rzepaku
Table 1. Water and fat content in seeds of rape cultivars analysed

Odmiana rzepaku / Rape cultivar
Wyszczeg6lnienie
. . ‘Bakara’ ‘Kana’
Specification

X £s/SD X £s/SD

Zawarto$¢ wody w nasionach
. + +

Water content in seeds [%] 3,5+0,06 3,7£0,05

Zawarto$¢ oleju w nasionach
. + +
Fat content in seeds [%] 40.9£0,13 42:4+0,06

Objasnienia: / Explanatory notes:
X — wartos$¢ $rednia / mean value; s / SD — odchylenie standardowe / standard deviation

Zawarto$¢ wody w wytlokach malata wraz ze wzrostem temperatury ogrzewania
nasion (tab. 2). Najwigcej wody zawieraty wytloki otrzymane z nasion dowilzonych do
8,5 % 1 bez obrobki termicznej — proby kontrolne (9,5 1 9,7 % odpowiednio w odmia-
nie rzepaku ‘Bakara’ i ‘Kana’), a najmniej — z nasion o wilgotnosci 6,5 %, ogrzewa-
nych przez 7 min (2,5 1 3,1 %, odpowiednio w nasionach odmiany ‘Bakara’ i ‘Kana’).

Zawarto$¢ thuszczu w wytlokach uzyskanych z nasion bez obrobki termicznej
wynosita: ‘Bakara’ — 24,7 %, ‘Kana’ — 24,9 %. Najwigcej tluszczu znajdowalo si¢
w wytlokach otrzymanych z nasion o wilgotnosci 6,5 %, ogrzewanych przez 7 min.
Wiyttoki te zawieraty 29,8 i 33,0 % tluszczu, odpowiednio w nasionach: ‘Bakara’
1 ‘Kana’. Zwickszajacy si¢ udziat thuszczu w wytlokach, wraz z wydtuzaniem czasu
ogrzewania nasion, mozna przypisa¢ zbyt malej wilgotnosci 1 zbyt dhugiemu czasowi
ogrzewania nasion, co skutkowalo tworzeniem struktur wtoknisto-granularnych, po-




112 Agnieszka Rekas, Katarzyna Wisniewska, Malgorzata Wroniak

wstajacych w wyniku rozpadu matych kulistych ciat biatkowych i tworzeniem w ich
miejsce wtoknistych form czesciowo polaczonych ze $cianami komoérkowymi, utrud-
niajgcych wyptywanie oleju z nasion [6]. Natomiast zbyt duza wilgotno$¢ nasion, do-
wilzonych do 8,5 %, niepoddanych ogrzewaniu, zwickszyta elastyczno$¢ nasion, czyli
zdolno$¢ do odksztalcen, utrudniajac tym samym wydobycie oleju z miazgi nasiennej
[27], co skutkowato wigksza zawartoscig thuszczu w wytlokach, na poziomie 25,5
126,2 %, odpowiednio: z nasion odmian ‘Bakara’ i ‘Kana’. W pozostatych przypad-
kach stwierdzono zmniejszenie zawartosci thuszczu w wytlokach w poréwnaniu z wy-
tlokami otrzymanymi z nasion nieogrzewanych, w zwigzku z czym stwierdzono wzrost
wydajnosci ttoczenia (tab. 2). Najwigksza wydajnosc¢ tloczenia uzyskano po nawilzeniu
nasion rzepaku do wilgotnosci 8,5 %, a nastgpnie ogrzewaniu przez 3 min (temp. 88 +
90 °C). Wzrost wydajnosci tloczenia, w stosunku do proby kontrolnej, wyniost 19 %
w przypadku nasion ‘Bakara’ oraz 16 % — nasion ‘Kana’. Dluzsze ogrzewanie nasion
(7 min) w niewielkim stopniu przyczynito si¢ do zwigkszenia wydajnosci tloczenia,
ktorej wzrost siegat 6,8 % w przypadku nasion ‘Kana’ i 8,2 % — ‘Bakara’. Po nawilze-
niu nasion do 6,5 %, a nastepnie poddaniu ich dluzszemu ogrzewaniu, tj. przez 7 min,
wigkszo$¢ oleju zostata w wytlokach, z uwagi na zbyt dlugi czas ogrzewania i zbyt
matg wilgotnos¢ surowca. Takie parametry hydrotermicznej obrobki wstepnej nasion
przed ttoczeniem, zarowno odmiany ‘Bakara’, jak 1 ‘Kana’, przyczynily si¢ do zmniej-
szenia wydajnos$ci tloczenia niemal o potowe w stosunku do proby kontrolnej, odpo-
wiednio: z 54,9 do 23,6 % 1z 55,0 do 22,3 % (tab. 2).

A Temp. nasion osiagnista podczas ogrzawania mikrofalowego [*C]/ Temperatura levels of rapeseads while haating themin
microwave oven [°C)
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Rys. 1. Temperatura nasion rzepaku osiggnieta podczas ogrzewania mikrofalowego
Fig. 1. Temperature levels of rapeseeds while heating them in microwave oven
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Tabela 2. Wydajno$¢ tloczenia w zaleznosci od zawartosci thuszczu 1 wody w wytlokach rzepakowych

Table. 2.  Oil extraction yield depending on oil and water contents in rapeseed oil cake
Stopiett Zawartos¢ Zawartos¢
nawilzenia Czas wody tluszczu Wydajno$é
rzepaku ogrzewania w wyttokach w wyttokach tloczenia
Odmiana Moisture con- mlkr.ofalowego Water content | Fat content in Oil yield
rzepaku tent in rapese- Microwave in cake cake [%]
Rape cultivar eds heaﬂng time [%] [%]
[%] [min]
X +s/SD X +s/SD X +s/SD
- - 6,2 +0,05 24,7+ 0,17 54,9+ 0,62
0 7,4%+ 0,05 24,4 +0,18 55,7+ 0,29
6,5 3 5,8°+0,08 23,9°+0,22 57,9%+ 0,38
Bakara” 7 2,54£0,05 29,8° £ 0,41 23,69+3,39
aKara
0 9,5+ 0,24 25,54+0,26 53,9°+ 0,85
8,5 3 9,07+ 0,22 20,2°+0,21 65,3°+0,71
7 5,3¢+0,33 22214022 59,8+ 3,54
- . 6,4°+0.21 24.9*+0,13 55,0°+ 1,13
0 7,7°£0,15 243°+0,13 55,1+ 0,57
6,5 3 5,9°+0,05 23,6°+0,15 58,5%+ 2,69
‘Kana’ 7 3,14+0,24 33,04+0,10 22,3°+£2,94
0 9,7+ 0,05 26,2°+ 0,08 53,3°+£2.55
8,5 3 9,47+ 0,10 21,3"+0,05 63.8¢+ 0,85
7 5,48+£0,16 22,88+0,19 59,1 +0,71

Objasnienia: / Explanatory notes:

X — warto$¢ srednia / mean value; s / SD — odchylenie standardowe / standard deviation

a, b,... — wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami w kolumnie nie r6znig si¢ statystycznie istotnie
przy p < 0,05 / mean values in columns and denoted by the same letters do not differ statistically signifi-
cantly at p <0.05; n=6.

Analiza stabilnosci oksydatywnej otrzymanych olejow dowiodla, ze zastosowane
parametry hydrotermicznej obrobki wstepnej nasion przed tloczeniem (nawilzenie
i ogrzewanie) przyczynity si¢ do wydtuzenia czasu indukcji badanych olejow rzepa-
kowych typu virgin z obu odmian nasion. Najwigkszy przyrost czasu indukcji w tescie
Rancimat w temp. 130 °C zaobserwowano w olejach z nasion o wilgotnosci 6,5 %,
ogrzewanych przez 7 min. W tym wariancie w oleju ‘Bakara’ zaobserwowano wydtu-
zenie czasu indukcji z 1,8 do 5,7 h, a w oleju ‘Kana’ — z 2,3 do 5,1 h, w porownaniu
z olejem kontrolnym (tab. 3, rys. 2B). W literaturze réwniez odnotowano wzrost sta-
bilnosci oksydatywnej oleju uzyskanego z prazonych mikrofalowo nasion, ale wielo-
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krotnie wigkszy, co wynika prawdopodobnie z zastosowanego wyzszego zakresu tem-
peratury, siegajacego 160 +~ 200 °C. Veldsink i wsp. [30] zaobserwowali w tescie Ran-
cimat, w temp. 110 °C, wydtuzenie czasu indukcji olejow rzepakowych z 5,3 h w ole-
jach tloczonych na zimno do 38 h w olejach z nasion poddanych obrobce mikrofalami
w temp. 225 °C. Natomiast Azadmard-Damirchi i wsp. [1] podaja, ze czas indukcji
olejow rzepakowych z prazonego surowca byl nawet do o$miu razy dtuzszy. Prawdo-
podobnie obserwowany wzrost stabilnosci oksydatywnej tych olejow to zsumowany

Rys. 2.

Fig. 2.
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Tabela 3.  Wlasciwosci fizykochemiczne analizowanych olejow rzepakowych typu virgin
Table 3.  Physical-chemical properties of virgin rapeseed oils analysed
Stopien Caas LK | LOO Wskaznik s
Odmiana nawilzenia ogrzewania AV PV LA | TOTOX K K Igldl?cticgln
rzepaku ;jep z:ku mikrofalowego | [mg | [mEq [ AnV | TOTOX > 208 period
Rape OISTUTC | Microwave | KOH/g]| O/kg] Index [h]
cultivar content in heating time
rapeseeds [min] X +s/| X s X s | X £s/ | X s/ X +s/| X s/
[V0] SD | /SD | /SD SD SD SD SD
0,67°+ [ 0,79° [0,14°+| 1,72°+ | 1,60 |0,18°«| 1,82%+
) ) 0,02 |+0,00| 0,01 0,01 +0,02 | 0,01 0,3
0 0,67°+ | 0,86° [0,16°+| 1,88°+ | 1,55 [0,17°+| 1,72+
0,01 |+0,01| 0,02 0,02 | +0,01| 0,01 0,22
65 3 0,78+ [ 1,21° [0,33° [ 2,76°+ | 1,58"™ [0,23%«[ 2,21 +
’ 0,02 |+0,01| 0,01 0,02 | +£0,05| 0,01 0,08
Bakara’ ; 0,90+ | 1,729 0,47 +| 3,919+ [2,31°£[0,65°+]| 5,66%+
0,01 [+0,01| 0,02 0,02 0,07 | 0,02 0,44
0 0,67°+ [ 1,22° [028% | 2,72°+ [1,51°+[0,16°«] 2,29® +
0,00 [+0,01| 0,02 0,03 0,1 0,02 0,01
g5 3 0,78°+ | 1,53° [0,35°+| 3,41+ | 1,65 [0,18°+] 2,68> +
’ 0,01 |+0,00| 0,03 0,03 | +£0,05| 0,01 0,12
7 0,80°+ | 1,55° | 0,6°+ | 3,69+ [1,769+]0,39%+] 3,05+
0,01 [+0,01| 0,01 0,02 0,05 | 0,01 0,14
0,45°+ ] 0,53° [0,25° | 1,31°+ [1,38°+[0,14%+[ 227" +
) ) 0,00 [+0,00| 0,01 0,01 0,03 | 0,02 0,08
0 0,45°+ [ 0,54° [0,30° | 1,38°+ | 1,41°+[0,12°+] 2,17+
0,01 [+0,01| 0,01 0,02 0,02 | 0,02 0,03
65 3 0,45°+ [ 0,72° [0,42°+| 1,86°+ | 1,55°+[0,16°+] 2,78+
’ 0,01 [+0,00| 0,02 0,02 0,03 | 0,01 0,15
‘Kana’ 7 0,67°+ | 1,23° [0,54°+| 3,01°+ [2,58°+]0,71°+] 5,129+
0,01 [+0,01| 0,04 0,05 0,03 | 0,00 0,1
0 0,45°+ [ 0,79+ [0,31°«| 1,70+ | 1,58°+[0,12°+] 2,30® +
0,02 | 0,01 | 0,02 0,04 0,06 | 001 0,04
8.5 3 0,45°+ | 0,83° [0,49°+| 2,14°+ [ 1,53°+[0,15%«| 2,54+
’ 0,02 [+0,01| 0,02 0,03 0,03 | 0,02 0,01
; 0,45+ | 0,897 [0,647+] 2,427+ [2,179+[045°+] 321°+
0,01 [+0,01| 0,04 0,04 0,06 | 0,04 0,16

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab.

efekt wigkszej, indukowanej podwyzszong temperaturg, ekstraktywnosci zwigzkow
towarzyszacych lipidom, tj. steroli, tokoferoli, karotenoidoéw, fosfolipidow, zwiazkoéw
fenolowych oraz efekt tworzenia nowych zwigzkow (w wyniku degradacji termicznej
sktadnikow nasion), np. kanololu — pochodnej kwasu sinapinowego czy tez produktow
reakcji nieenzymatycznego brunatnienia. Wszystkie te zwigzki maja udowodnione
wiasciwosci przeciwutleniajace, niektore wykazuja rowniez dziatanie synergistyczne
z innymi (tokoferole, fosfolipidy i zwiazki fenolowe) [1, 10, 24, 31].
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W teécie Rancimat zastosowano wyzszg temperature (130 °C) niz zwykle poda-
wana jest w literaturze (100 + 120 °C). Bylo to jednak spowodowane problemami ana-
litycznymi z uchwyceniem przez urzadzenie momentu przegiecia krzywej w nizszej
temperaturze, precyzyjnym wyznaczeniem konca czasu indukcji i z zakonczeniem
analizy (wylgczeniem rejestratora czasu aparatu Rancimat) (rys. 2A). Przebieg krzy-
wych utleniania olejow niepoddanych procesowi rafinacji, zawierajacych liczne
zwiazki towarzyszace, jest nietypowy, odmienny niz w olejach rafinowanych, bez wy-
raznego przegiccia krzywej, co utrudnia wyznaczenie okresu indukcji (rys. 2A, B).

W celu oceny wptywu obrébki mikrofalowej nasion przed tloczeniem na cechy
fizykochemiczne otrzymanych olejow oznaczono w nich podstawowe parametry jako-
$ci (tab. 3). Oleje otrzymane z nasion rzepaku odmiany ‘Kana’ charakteryzowaty si¢
nizszym stopniem hydrolizy (0,45 + 0,67 mg KOH/g) w poréwnaniu z olejami otrzy-
manymi z nasion ‘Bakara’ (0,67 + 0,90 mg KOH/g). Najwyzszy wzrost stopnia hydro-
lizy zaobserwowano w olejach nawilzonych do wilgotnosci 6,5 i 8,5 %, ogrzewanych
przez 7 min. Tym niemniej wszystkie analizowane oleje spetnialy wymagania pod
wzgledem liczby kwasowej w olejach ttoczonych na zimno i virgin okreslone w Codex
Alimentarius (LK < 4 mg KOH/g) [5]. Ponadto oleje charakteryzowaty si¢ niskim
pierwotnym stopniem utlenienia lipidéw, a wartosci liczby nadtlenkowej miescity si¢
w przedziale 0,53 + 1,72 mEq Oy/kg (tab. 3), spelniajac tym samym wymagania norm
pod wzgledem LOO w olejach ttoczonych na zimno i virgin (LOO < 15 mEq Oykg
oleju). Liczba anizydynowa umozliwia okreslenie faktycznego stopnia utlenienia oleju,
nie jest objeta przepisami unijnymi dla olejow tloczonych na zimno i virgin, w prakty-
ce jest bliska 0, natomiast w olejach rafinowanych warto$¢ ta nie powinna wynosic¢
wiecej niz 8 [32].

Wraz ze zwigkszeniem stopnia nawilzenia nasion i wydtuzeniem czasu ogrzewa-
nia obserwowano statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost wtérnego stopnia utlenienia
badanych olejow. Najwyzsze, statystycznie istotne (p < 0,05) wartosci LA stwierdzono
w olejach z nasion nawilzonych do 8,5 %, ogrzewanych przez 7 min (0,60 i 0,64, od-
powiednio odmian rzepaku ‘Bakara’ i ‘Kana’). Stwierdzona zawarto§¢ wtornych pro-
duktow utlenienia w badanych olejach byta jednak mata, nie przekraczata wartosci 1,0,
co $wiadczyto o znikomym wplywie ogrzewania mikrofalowego nasion rzepaku na
stopien utlenienia oleju. Analizowane oleje charakteryzowaty si¢ niskim wskaznikiem
TOTOX, w przedziale 1,31 + 3,91 (tab. 3). MieScity si¢ one w umownej granicy wy-
znaczajacej dobrg jakos$¢ olejéw jadalnych, okreslonej na poziomie wskaznika TOTOX
rownego 10. Stwierdzony bardzo niski stopien hydrolizy i1 utlenienia $wiezych olejow
rzepakowych ttoczonych na zimno i virgin, tj. z nasion poddanych obrobce termicznej,
znajduje potwierdzenie w literaturze [8, 21, 32].

Pod wzgledem zawartosci sprzezonych diendw (Kysp) 1 triendw (Kseg), Wyrazo-
nych ekstynkcjg w swietle UV, badane oleje mieScily si¢ w szerokim zakresie: dieny —
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1,38 + 2,58; natomiast trieny — 0,12 + 0,71 (tab. 3). W europejskich przepisach doty-
czacych wymagan dla olejow tloczonych na zimno nie wyznaczono wartosci granicz-
nych K3, oraz Kye. Odniesieniem moze by¢ jednak rozporzadzenie Komisji UE
2568/91 [22], w ktorym przewiduje si¢ w oliwie z oliwek extra virgin warto$¢ eks-
tynkcji przy A = 232 nm nie wyzsza niz 2,50, a przy A = 268 nm — nie wyzsza niz 0,22.
Ogrzewanie mikrofalowe nasion przez 7 min przyczynito si¢ do powstania w analizo-
wanych olejach znacznych ilo$ci triendow oraz wtdrnych produktow utlenienia aldehy-
dow i ketonow, przekraczajacych przyjeta granice ekstynkcji Kpes = 0,22, natomiast
warto$ci K3, przekroczone zostaly jedynie w oleju w obrgbie odmiany ‘Kana’,
w przypadku nasion nawilzonych do 6,5 %, ogrzewanych przez 7 min. Wariant ten
charakteryzowat si¢ jednocze$nie najmniejszg wydajnoscia oleju i najwyzsza stabilno-
$cig oksydatywna (tab. 2 i 3).

0442 nm B668 nm
1400 -
1200 -
E 1000 -
S 800 -
g 600 -
- 400 : 5 95716291 68 oAl 56 5
g 200 Tho4)jog] P9 g4 224} #3
£ 0 T T
g N R S R N I S S
g A€§q§¢q9&qﬁ&q§&q9®ﬂ3& %?Q§QQQ®QQ¢Q§&qy&ﬂ3&
‘b‘;} ‘bb ‘v‘ob %Q;’ {bq;’ @"ot) q,(;} (b(ot’ ‘bbc? %o;? %%t’ (bo;’
S GO COR AN S &S S
& oF oF o F ARG R
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Fig. 3. Colour of oils (1000 x (A4420mtAsssnm)) depending on moisture content [%] in rapeseeds and
heating time of seeds [min]

Oleje z nasion odmiany ‘Bakara’ charakteryzowaty si¢ jasniejszg barwa, mniejsza
zawartos$cig barwnikow karotenoidowych i chlorofilowych w poréwnaniu z olejami
z nasiony ‘Kana’. Najjasniejszymi i najbardziej klarownymi olejami z obu odmian byty
oleje ttoczone na zimno z nasion o wilgotnosci 8,5 %, nieogrzewanych przed ttocze-
niem (‘Bakara’ — barwa ogdtem 285, ‘Kana’ — 769) — rys. 3. Ogrzewanie mikrofalowe
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nasion spowodowalo istotne pociemnienie uzyskiwanego oleju i wzrost absorbancji
zardwno przy 442, jak i 668 nm. Najciemniejsze byly oleje z nasion o mniejszej wil-
gotnosci (6,5 %) 1 dhuzej ogrzewanych (7 min) (‘Bakara’ — barwa ogotem 668, nato-
miast ‘Kana’ — 1250). Pociemnienie barwy olejow z nasion ogrzewanych przed ttocze-
niem mozna thumaczy¢ obecnoscig w oleju barwnych produktow reakcji Maillarda,
produktéw degradacji fosfolipidow 1 pochodnych chlorofili (feofityn), powstatych
w temp. 135 + 137 °C podczas obrdbki termicznej nasion [2, 9].

Ogrzewanie mikrofalowe nasion przed ttoczeniem istotnie wptyngto na cechy
sensoryczne oleju (rys. 4). Oleje ttoczone na zimno charakteryzowaly si¢ najwigkszym
stopniem akceptacji konsumenckiej (‘Bakara’ — 5,8 j.u., ‘Kana’ — 6,1 j.u.). W ocenie
profilowej wyrézniaty si¢ najmniej intensywnym smakiem i zapachem ,,typowym dla
rzepaku” (jedynie oleje z nasion ogrzewanych przez 7 min oceniono nizej) i ,,0rzecho-
wym”, niewyczuwalne byly natomiast cechy sensoryczne zdefiniowane jako ,,drew-
niany” i ,,cierpki” (0 j.u.). Zastosowanie obrobki hydrotermicznej nasion spowodowato
obnizenie stopnia akceptacji konsumenckiej olejow, w wyniku wzrostu intensywnosci
wszystkich cech sensorycznych wybranych w ocenie profilowej, zarbwno pozytyw-
nych, jak i w wyniku pojawienia si¢ niepozadanych, tj. ,,spalonego”, ,,drewnianego”.
Najmniej akceptowane byly oleje otrzymane z nasion o wilgotnosci 6,5 % i ogrzewa-
nych 7 min (‘Bakara’ — 2,5 j.u.; ‘Kana’ — 2,7 j.u.). Spos$rdd olejow z nasion ogrzewa-
nych najwyzszym stopniem akceptacji wyrdzniaty si¢ oleje uzyskane z nasion o wil-
gotnosci 8,5 %, ogrzewanych przez 3 min (‘Bakara’ — 5,4 j.u.; ‘Kana'-5,5 j.u.).

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze najbardziej efektywny, pod wzgledem sta-
bilnosci oksydatywnej oleju, wariant obrobki hydrotermicznej nasion (6,5 % wilgotno-
$ci 1 7 min ogrzewania mikrofalowego) charakteryzowat si¢ jednoczes$nie najmniejsza
wydajnoscig ttoczenia, a uzyskany olej — najnizszym stopieniem pozgdalnosci konsu-
menckiej 1 najnizsza jako$cig. Z kolei w wariancie najbardziej efektywnym pod wzgle-
dem wydajnosci ttoczenia nasion (8,5 % wilgotnosci 1 3 min ogrzewania mikrofalowe-
g0), najwyzej oceniono cechy sensoryczne oleju, a czas indukcji oleju w tescie
Rancimat ulegl niewielkiemu wydtuzeniu. W zwigzku z tym zachodzi potrzeba konty-
nuacji badan nad optymalizacjg warunkow nawilzania i ogrzewania mikrofalowego
nasion rzepaku w celu uzyskania olejow o dobrych cechach sensorycznych, zadowala-
jacej wydajnosci, zwickszonej wartosci zywieniowej 1 stabilnosci oksydatywnej.

Whioski

1. Ogrzewanie mikrofalowe nasion rzepaku odmian ‘Bakara’ i ‘Kana’ przed ttocze-
niem wptywa istotnie na wydajno$¢ procesu. Najwiekszy wzrost wydajnosci tto-
czenia stwierdzono w przypadku nasion obu odmian o wigkszej wilgotnosci
(8,5 %), ogrzewanych krécej (3 min, temp. nasion 88 - 90 °C). Ogrzewanie nasion
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o mniejszej wilgotnoscei (6,5 %), ale dhuzej (7 min, temp. nasion 116 - 117 °C)
spowodowato statystycznie istotne (p < 0,05) zmniejszenie wydajnosci procesu.

2. Obrobka mikrofalowa nasion powoduje istotny wzrost stabilnosci oksydatywnej
olejow. Najwicksze wydluzenie czasu indukcji w teScie Rancimat odnotowano
w przypadku olejow z nasion o mniejszej wilgotnosci (6,5 %), ogrzewanych dtuzej
(7 min), czyli w wariancie o najmniejszej wydajnos$ci i najnizszej jakosci.

3. Niezaleznie od odmiany i wilgotno$ci, ogrzewanie mikrofalowe nasion przed tto-
czeniem obniza jakos$¢ fizykochemiczng olejow. Zwigkszajg si¢: stopien hydrolizy,
zawarto$¢ pierwotnych i wtornych produktéw utleniania, ekstynkcja wtasciwa przy
232 1 268 nm (zawarto$¢ dienow 1 triendw), pociemnienie barwy oleju oraz absor-
bancja przy A =442 1 668 nm.

4. Ogrzewanie mikrofalowe nasion przed tloczeniem istotnie modyfikuje cechy sen-
soryczne oleju. Sposrod olejow z nasion ogrzewanych najwyzszym stopniem ak-
ceptacji charakteryzowaty sie oleje uzyskane z nasion o wilgotnosci 8,5 %, ogrze-
wanych przez 3 min, najnizszym natomiast — oleje otrzymane z nasion
o wilgotnosci 6,5 % i ogrzewanych 7 min.

5. Wykazano potrzebg¢ optymalizacji warunkow nawilzania i ogrzewania mikrofalo-
wego w celu uzyskania olejow rzepakowych typu virgin o dobrych cechach senso-
rycznych, zadowalajacej wydajnosci 1 odpowiednio wysokiej stabilnosci oksyda-
tywne;j.
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EFFECT OF MICROWAVE HEAT TREATMENT OF RAPESEEDS ON OIL YIELD AND
QUALITY OF PRESSED OIL

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of thermal pre-treatment of rape-
seeds with the use of microwave radiation on the oil extraction yield, physical-chemical properties, and
sensory characteristics of the virgin oil obtained. The ‘Kana’ and ‘Bakara’ winter rape cultivars were
moisturised to a moisture content levels of 6.5 and 8.5 %; next, they were treated in a microwave oven
(800 W, 2450 MHz) for 3 and 7 min.; then, the oil was pressed using a Farmer 10 screw press. The oils
produced were assessed in terms of: degree of hydrolysis (LA), primary (PV) and secondary oxidation
state (AnV), level of dienes and trienes, oxidative stability (Rancimat test) at a temperature of 130 °C, and
contents of chlorophyll and carotenoid pigments. Also, the effect of microwave thermal treatment was
analyzed on the flavour and aroma of the virgin oils obtained (profile method); moreover, the level of
consumer acceptance of oils was assessed.

It was shown that the microwave heat treatment of rapeseeds, after they were moisturized, contributed
to the increase in the oil extraction yield compared to the control sample. The highest increase in the yield
of pressed oil was found in oils produced from seeds with a moisture content level of 8.5 %, which were
heated for a shorter time (3 min.). In the case of the seeds of ‘Bakara’ cultivar, the oil extraction yield was
19% higher and of the seeds of the ‘Kana’ cultivar: 16 % higher. Of the oils produced from the heated
seeds, the above named oils were characterized by the highest level of consumer acceptance (‘Bakara':
5.4 au., 'Kana": 5.5 a.u.). Furthermore, there were reported the decrease in the physical-chemical proper-
ties of those oils and the concurrent increase in the oxidative stability (Rancimat test) (as for ‘Bakara’:
from 1.8 to 5.7 h; as for ‘Kana’: from 2.3 to 5.1 h). Heating the seeds with a lower moisture content
(6.5 %) for a longer time (7 min.) most strongly contributed to the increase in the oil extraction yield, to
the decrease in the level of consumer acceptance, and to the reduction in physical-chemical quality of oils.

Key words: rapeseeds, microwave thermal pre-treatment, pressing, rapeseed oil, physical-chemical prop-
erties, sensory quality
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OCENA ZMIAN STRUKTURY SUSZONEJ TKANKI WISNI
PODDANEJ WSTEPNIE OBROBCE OSMOTYCZNEJ
WSPOMAGANEJ ULTRADZWIEKAMI

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wptywu oddziatywania ultradZzwigkow na strukture wewnetrzng owocow
wisni poddawanych obrobce osmotycznej i suszeniu. Owoce wisni odmiany ‘Nefris’ odwadniano w 60-
procentowym roztworze sacharozy przez 120 min (40 °C), w tazni wodnej wyposazonej w przetwornik
ultradzwigkowy (25 kHz, 0,4 W/cm®) i platforme wytrzasajaca (30 rpm). Catkowity czas obrobki osmo-
tycznej wynosit 120 min, w trakcie ktorego zastosowano roézne warianty czasu traktowania ultradzwigka-
mi (ang. ultrasound — US) 1 wytrzasania (ang. shaking — S). W pierwszej kolejnosci probki traktowano US
przez 0, 30, 60, 90 lub 120 min, po czym wytrzasano (S) przez odpowiednio: 120, 90, 60, 30 lub 0 min.
Odwodnione owoce poddawano suszeniu konwekcyjnemu. Strukture suszu osmo-konwekcyjnego owo-
céw odwadnianych oraz surowca analizowano mikroskopowo. Potwierdzono, ze zastosowanie ultra-
dzwiekow powoduje zmiany struktury tkanek. Dluzszy okres ekspozycji tkanki wisni na dziatanie US
sprzyjal zmniejszaniu si¢ zwarto$ci komorek bezposrednio sasiadujacych z epiderma. Jednoczes$nie ob-
serwowano zwigkszanie deformacji komoérek migkiszu dosrodkowego i zanikanie przestrzeni mig¢dzyko-
morkowych. Najbardziej ujednolicong strukturg (komorki najmniej wydtuzone i komorki okragte) charak-
teryzowaly si¢ wysuszone owoce poddane obrobce osmotycznej i rownocze$nie poddane przez 60 min:
oddziatywaniu US i wytrzgsaniu (60US+60S), co wskazuje na istnienie optymalnego stanu sprzyjajacego
redukcji napr¢zenia wewnetrznego. Suszenie konwekcyjne powoduje znaczny skurcz tkanki. W owocach
suszonych, ktore nie byly poddane dziataniu ultradzwigkow, ale byly wytrzasane przez 120 min
(0US+120S), zaobserwowano wystgpowanie wolnych przestrzeni migdzykomoérkowych na przemian
z duzymi zaggszczeniami. Zastosowanie US do 60 min sprzyjato zwigkszeniu jednorodnosci struktury
suszonego materiatu (wariant optymalny — 60US+60S). Oddziatywanie ultradzwickow powyzej 60 min
wyraznie potggowato efekt zageszczania struktury, w zwiazku z czym probki traktowane US przez
120 min (120US+0S) charakteryzowaty si¢ najwigkszym skurczem tkanki.
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Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, dr inz. P. M. Pieczywek, Zaktad Mikrostruktury i Mecha-
niki Biomateriatow, Instytut Agrofizyki PAN, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin.
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Stowa kluczowe: tkanka roslinna, obrobka wstepna, ultradzwigki, suszenie, mikrostruktura

Wprowadzenie

Odwadnianie osmotyczne tkanki roslinnej polega na usuwaniu wody z surowca
poprzez umieszczenie go w stgzonym roztworze substancji osmoaktywnej na okreslo-
ny czas. Dzieki polprzepuszczalnosci scian komérkowych tkanki roslinnej mozliwe
jest wywotanie dwukierunkowego przeptywu masy, to znaczy mozliwo$¢ rownocze-
snego usuwania wody oraz wnikania w jej miejsce substancji osmoaktywnej zawartej
w roztworze uzytym do odwadniania [12]. Zjawisko to moze by¢ wykorzystywane
w inzynierii zywnos$ci, gdyz pozwala kontrolowa¢ i modyfikowac sktad chemiczny,
a takze walory smakowe zywno$ci [19].

Owoce odwodnione nie sg produktem stabilnym. Jedng z metod ich dalszego
utrwalania jest suszenie, ktére prowadzi do usuni¢cia z nich wody do poziomu zapew-
niajgcego trwatos¢ mikrobiologiczng. Zmniejszenie zawartosci wody w materiale ob-
niza jej dostepnos$¢ dla mikroorganizméw, dzieki czemu produkt moze by¢ przecho-
wywany przez dlugi okres bez wyraznych objawow zepsucia [14]. Coraz wigksze
wymagania dotyczace jakosci produktu, dbatosci o srodowisko, aspektéw efektywno-
sci/wydajnosci oraz oszczednosci energetycznych powoduja, ze tradycyjne techniki
suszenia i odwadniania nie sg juz wystarczajgce i generujg potrzebe tworzenia nowych
metod [13, 15, 24]. Jedng z nich jest wykorzystanie ultradzwickdéw. Sg to drgania me-
chaniczne czastek osrodka wokdt polozenia rownowagi o czestotliwosci powyzej
16 kHz, rozchodzace si¢ w osrodku w postaci fal sprezystych [1]. Ultradzwigki o wy-
sokiej mocy przy nizszej czgstotliwoscei, tj. od 20 do 100 kHz maja zdolnos¢ kawitacji
polegajacej na tworzeniu si¢, powigkszaniu i zanikaniu pecherzykdéw zawierajacych
par¢ danej cieczy, gaz lub mieszaning parowo-gazowg. Zjawisko to najsilniej wystepu-
je w warstwie brzegowej, co jest szczegolnie wazne w suszarnictwie, gdyz warstwy
brzegowe stawiajg najwickszy opdr w wymianie ciepla i masy. Wykorzystanie energii
drgan akustycznych pozwala na intensyfikacj¢ wielu procesoéw, szczegdlnie tych wy-
magajagcych wysokich naktadéw energetycznych, do ktorych zalicza si¢ suszenie bez
znaczacego wzrostu temperatury.

Wspomaganie ultradzwickowe operacji odwadniania owocow 1 warzyw jest po-
strzegane jako efektywny i perspektywiczny sposob intensyfikacji procesow wymiany
masy, sprzyjajacy skroceniu czasu zard6wno niezbgdnej obrobki wstepnej, jak 1 etapu
suszenia [3, 6, 7, 8, 11, 17, 23]. Oprocz mozliwych korzysci energetycznych skrocenie
czasu procesu sprzyja lepszemu zachowaniu sktadnikow bioaktywnych [22]. Jest to
niezmiernie istotne w przypadku owocow i warzyw kolorowych, szczegodlnie korzyst-
nych dla organizmu cztowieka.
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Modyfikacja struktury materiatow nast¢puje na skutek mechanicznego oddziaty-
wania ultradzwigkow na tkanke poprzez generowanie przez fale akustyczng zagesz-
czen i rozrzedzen osrodka [9, 18]. Wielu autoréw dowiodto wptywu US na mikrostruk-
turg roznych owocdw 1 warzyw [3, 4, 5, 6, 16], jednak wsrdd opracowan brak jest
danych dotyczacych mozliwych skutkéw oddzialywania ultradzwigckow na tkanke
owocow pestkowych o kulistym ksztalcie i zroznicowanej strukturze. W przypadku
wisni przewidywanie oddziatywan mechanicznych: §ciana komérkowa — ultradzwieki,
jest szczegolnie trudne ze wzgledu na zréznicowanie zwartosci 1 wytrzymatosci tkanki
w warstwach parenchymy i epidermy.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu oddziatywania ultradzwigckow na strukture
wewnetrzng owocow wisni poddawanych obrobce osmotycznej i suszeniu.

Material i metody badan

Materiat do§wiadczalny stanowity owoce wisni odmiany ‘Nefris’ zebrane w op-
tymalnym stadium dojrzato$ci w sadzie do$wiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa w
Dabrowicach. Umyte i zamrozone owoce przechowywano w temp. -25 °C do czasu
przeprowadzenia badan. Z wisni w stanie zamrozonym usuwano pestki (po uprzednim
doprowadzeniu owocow do temp. -5 °C) i poddawano je odwadnianiu osmotycznemu
w 60-procentowym roztworze sacharozy, trwajagcemu w sumie 120 min (w temp.
40 °C) w tazni wodnej (model IS — 50 S, producent Intersonic S.C., Olsztyn) wyposa-
zonej w przetworniki ultradzwickowe, zamontowane w dnie wanny (25 kHz,
0,4 W/em?) i platforme wytrzasajaca (30 rpm). Stosunek owocéw do syropu wynosit
1 : 4. Podczas odwadniania osmotycznego zastosowano rozny czas dzialania ultra-
dzwigkow 1 wytrzasania. Poczatkowo probki poddawano sonikacji (US) przez 0, 30,
60, 90 i 120 min, po czym probki wytrzasano (S) przez: 120, 90, 60, 30 i 0 min, czyli
zabiegi nastgpowaly po sobie. Odwodnione owoce poddawano suszeniu konwekcyj-
nemu (temp. 60 °C, 2,5 ms’', 8 h), co umozliwiato uzyskanie produktu o okoto 20-
procentowej zawartosci wody. Zawartos¢ suchej masy w materiale po etapie odwad-
niania osmotycznego 1 suszenia konwekcyjnego oznaczano metodg wagowg [21].
W celu poréwnania stanu owocdéw na wszystkich etapach wytwarzania suszu, tj. su-
rowca, owocow odwadnianych oraz suszonych konwekcyjnie, strukture wewngtrzng
tkanek analizowano na przekrojach przygotowanych metodg parafinowg. Owoce zata-
piano w parafinie, krojono przy uzyciu mikrotomu na skrawki o grubosci 10 pm, bar-
wione nastepnie safraning z zielenia jasng. Analize oraz dokumentacj¢ fotograficzng
wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego Nikon Eclipse 80i z programem NIS-
elements Br do archiwizacji i pomiarow.

Ponadto surowiec i owoce odwadniane, wstgpnie utrwalone przez liofilizacje, zo-
brazowano przy uzyciu elektronowego mikroskopu skaningowego Jeol JSM-35 (anali-
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z¢ wykonano w IMDiK im. Mossakowskiego PAN w Warszawie) [10]. Fragmenty
owocOw po utrwaleniu w utrwalaczu CrAF, odwadniano w alkoholu i mieszankach
z acetonem. Nast¢pnie material suszono w punkcie krytycznym CO, 1 napylano ztotem.
Analizy w SEM udokumentowano fotograficznie.

Analize ilosciows struktury tkanek wisni z uzyciem mikroskopu optycznego pro-
wadzono na utrwalonych preparatach mikroskopowych. Z kazdego typu probki wyko-
nywano w $wietle przechodzgcym, w jasnym polu widzenia 25 + 45 fotografii. Z uwa-
gl na roznag liczb¢ obrazéw uzyskiwanych z kazdego wariantu do$wiadczalnego
1 sposobu obrébki materiatu, do analiz statystycznych, w sposob losowy, wybrano re-
prezentatywng probe 2000 obiektow geometrycznych. W wyniku znaczacych zmian
w strukturze tkanki wisni oraz czesciowego uszkodzenia $cian komorkowych obiekty
geometryczne analizowano bez podzialu na kategorie. Wszystkie wyselekcjonowane
obiekty charakteryzowano za pomocg czterech parametrow geometrycznych: pola po-
wierzchni przekroju, obwodu przekroju, wydtuzenia oraz kolistosci ksztaltu [20].

Obliczenia statystyczne wykonano z uzyciem pakietu Statistica 10 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, USA). Istotno$¢ r6znic pomigdzy parametrami geometrycznymi poszczegdlnych
typow probek szacowano za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA),
z testem post hoc Tukeya, na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja
Wptyw procesu odwadniania na strukture tkanki wisni

Odwadnianie osmotyczne prowadzone przez 120 min wplyngto na zwickszenie
zawartos$ci suchej masy w tkance wisni z 17 do 27 g/100 g Sm. Zar6wno na etapie ob-
robki wstepnej, jak i po suszeniu konwekcyjnym, stwierdzono wpltyw zastosowanego
rodzaju obrobki na strukture tkanki wisni (tab. 1).

Niezaleznie od sposobu wspomagania procesu odwadniania osmotycznego
wszystkie rodzaje obrobki wptyngty na zmniejszenie pol powierzchni oraz obwodow
przekrojow obserwowanych obiektow w stosunku do surowca (tab. 1), co $§wiadczy
o skurczu tkanki. W najmniejszym stopniu redukcji ulegly pola powierzchni obiektow,
gdy tkanke poddano wytacznie dziataniu ultradzwigkow przez 120 min. Podobny za-
kres zmian zaobserwowano rowniez w przypadku wytrzasania probek przez 120 min,
cho¢ réznice nie byly statystycznie istotne (p < 0,05). Zastosowanie mieszanych spo-
sobdw obrobki probek ultradzwickami (US) 1 wytrzasaniem (S) wywotywalo zmnie;j-
szenie wartosci parametréw opisujacych rozmiary obiektow w badanej strukturze
w wiekszym stopniu, niz w przypadku kazdego z tych procesow stosowanych osobno,
jednak rowniez nie byly to roznice statycznie istotne (p < 0,05).
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Tabela 1. Wartosci $rednie parametréw geometrycznych wisni, w zalezno$ci od wariantu doswiadczenia
i sposobu obrobki probek
Table. 1  Mean values of geometric parameters of sour cherry depending on experiment variant and
treatment method of samples
Rodzaj Pole powierzchni Obwod Wydluzenie Kolistos¢
Wariant obrobki Surface area Perimeter Elongation Circularity
d“?’;‘icsgma Trgggém X s/SD | x s/SD | x |s/SD| x |s/SD
thod of . . . .
freatment | e C‘;ler"ry [wm’] | [uo?] | [pm] | [em] | Gow] | Gowd | Gow] | Gow]
11,4.10% 4 .
Obr. wst. 120US+0S - 54,1.10° [ 11912 | 2572 |0,82° | 0,84 | 0,67%| 0,21
Obr. wst. | 90US+30S | 10,7.10** | 47,410* | 1116° | 2221 |0,70% | 0,66 | 0,69° | 0,20
Obr. wst. | 60US+60S | 9.3-10** [457.10* | 1020 | 1457 |0,72°| 0,74 | 0,69° | 0,19
Obr. wst. | 30US+90S | 8.810** [43,510*| 10862 | 2229 |0,75°| 0,72 | 0,68* | 0,21
Obr. wst. | 0US+120S | 10,510** | 454.10% | 1166° | 2413 | 0,73%| 0,74 | 0,687 | 0,21
Susz 120US+0S | 3.610** | 13,1.10* | 7292 | 996 |0,75¢| 0,90 |0,72%| 0,19
Susz 90US+30S | 3.810%% | 8,510% | 813* | 1057 |0,66°| 0,64 | 0,69¢| 0,21
Susz 60US+60S | 2.810°% | 6,510 | 657° | 709 |0,559°| 0,61 | 0,73%| 0,18
Susz 30US+90S | 6.1.10*° 139210" | 774° | 1366 |0,63%| 0,64 | 0,727 | 0,18
Susz 0US+1208 | 3,510°* [ 9,9.10* | 735 | 827 |0,65%®| 0,65 | 0,71° | 0,19
Surowiec . 15610 | 66,510* | 1311 | 2242 | 0,74 | 0,69 | 0,66 | 0,20

Objasnienia: / Explanatory notes:

Obr. wst. — obrobka wstepna (odwadnianie osmotyczne) / pre-treatment (osmotic dehydration); Susz
/Dried material; Surowiec / Raw material.

Oznaczenia probek: / Sample code:

- 120US, 90US, 60US, 30US, 0US — oddziatywanie ultradzwigkami przez [min]: 120, 90, 60, 30, 0 / ultra-
sound treatment for [min]: 120, 90, 60, 30, 0;

- 08, 308, 608, 90S, 120S — wytrzasanie [min]: / 0, 30, 60, 90, 120 / shaking [min]: 0, 30, 60, 90, 120

X — warto$¢ srednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation; n = 2000

*a, b, ¢ — warto$ci $rednie w kolumnach oznaczone tg sama litera (osobno w obrebie probek odwadnia-
nych i osobno w obrgbie suszu) nie rdznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in columns
and denoted by the same letter (separately among samples being dehydrated and among dried fruits) do
not differ statistically significantly (p < 0.05); Wartosci parametréw geometrycznych surowca przedsta-
wiono w tabeli w celu pogladowym / Table show values of geometric parameters of raw material for
demonstration purpose.
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Fot. 1.  Fotografie SEM owocow wisni, mikrostruktura owocoéw bez obrobki wstepnej (A) oraz po 120
min odwadniania osmotycznego (B)

Fig. 1.  Electron scanning microscopy images of sour cherry, (A) microstructure of fruits without pre-
treatment and (B) after 120 min. of osmotic dehydration

10kV X300  50um

Fot.2.  Mikrostruktura owocoéw wisni bez obrobki wstepnej z dobrze zachowang epiderma i kilkoma
warstwami subepidermalnych komorek migkiszowych (A) i po odwadnianiu osmotycznym
przez 120 min (B) (SEM)

Fig. 2. Microstructure of sour cherry fruits without pre-treatment with well-preserved epidermis and
few layers of sub-epidermal flesh cells (A) and image (B) after osmotic dehydration for 120 min.
(SEM)

Opisane wyzej zmiany struktury tkanki, wynikajagce z zastosowania obrobki
osmotycznej tkanki, zobrazowano z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej (fot. 1
12). W poréwnaniu ze strukturg owocu wisni bez obrobki wstepnej (fot. 1A), w owo-
cach odwadnianych (fot. 1B) widoczne jest zageszczenie komodrek przy powierzchni
skorki. Na fot. 1B i 2B zaobserwowac tez mozna zwigkszenie grubosci $cian komor-
kowych oraz zmniejszenie pola powierzchni przekroju pojedynczych komorek. Na
powierzchni owocdéw bez obrébki wstepnej (fot. 3A) zauwazalne sg drobne popekania
z nielicznymi obszarami zasklepionymi sokiem komoérkowym. Odwadnianie osmo-
tyczne spowodowato, ze spekania pogtebity si¢, mocniej uwidocznity 1 pojawity si¢
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rowniez na pokrytych sokiem fragmentach epidermy owocow (fot. 3A i 3C). Uporzad-
kowana struktura komorek surowca (fot. 3B) w wyniku odwadniania osmotycznego
zostata zaburzona, a uklad komorek widoczny przez skorke stal si¢ mniej regularny
(fot. 3D).

20kV X100y 100pm

10kV X450 50um

Fot. 3. Fotografie SEM powierzchni owocow wisni (A, B) bez obrobki wstgpnej oraz (C, D) owocow
odwadnianych osmotycznie przez 120 min

Fig. 3.  Electron scanning microscopy images of surfaces of sour cherry fruits (A, B) without pre-
treatment and of fruits osmo-dehydrated for 120 min. (C, D)

Wptyw czasu oddzialtywania ultradzwiekami na zmiany struktury owocow po
odwadnianiu osmotycznym

Zastosowanie ultradzwickowego wspomagania procesu odwadniania wisni zna-
czaco wptyneto na mikrostrukture owocéw odwadnianych. Zastosowanie ultradzwie-
kow przez 60 min ograniczyto zwartos¢ komoérek w warstwie przysciennej w porow-
naniu z owocami odwadnianymi bez tego wspomagania (co zaznaczono strzatkami na
fot. 4A 1 4B), a ksztalt i wielko$§¢ komorek wskazuja na mniejszag ich deformacje
w przypadku, gdy zjawisko dyfuzji wspomagano falami akustycznymi.
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Fot. 4. Fotografie SEM miazszu wisni odwodnionego osmotycznie. A — probka odwadniana bez oddzia-
tywania ultradZzwigkami (US), B — odwadnianie wspomagane US przez 60 min, C — US 90 min,
D — US 120 min. Strzatkami zaznaczono warstwe komorek epidermy

Fig. 4.  Electron scanning microscopy images of sour cherry parenchyma after osmotic dehydration. A —
sample being osmo-dehydrated without ultrasound treatment (US), B — osmotic dehydration
supported by US for 60 min. C — US for 90 min., D — US for 120 min. Layers of epidermal cells
were marked with arrows

O ile wraz z wydtuzaniem czasu obrobki probek ultradzwigkami w trakcie od-
wadniania osmotycznego zmniejszatl si¢ wyraznie efekt zageszczania zewngtrznych
warstw komorek (co zostato zaznaczone strzatkami na fot. 4), o tyle dluzsza ekspozy-
cja tkanki na ultradzwigki powodowata zatamywanie si¢ Scian komorkowych w struk-
turze migkiszowej tkanki owocoéw. Na obrazach mikrostruktury (fot. 4C i 4D) widocz-
ne sa wyrazne pofaldowania bgdace wynikiem ostabienia i zapadania si¢ $cian
komorkowych. Spostrzezenia te znalazty odzwierciedlenie w pracach innych autorow,
w ktorych materialem doswiadczalnym byly owoce: kiwi [16], melona [5] i ananasa
[4]. Prawdopodobne niewielkie zmiany wielkosci i ksztaltu komorek epidermy i kilku
warstw podepidermalnego migkiszu ograniczaly intensywno$¢ spekan na powierzchni
owocow w poréwnaniu z owocami odwadnianymi bez wspomagania ultradzwigkami
(fot. 5A'15B).
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Fot. 5. Mikromorfologia powierzchni owocow wisni odwodnionych osmotycznie (SEM). A — probka
odwadniana bez oddzialywania ultradzwigkami (US); widoczne dlugie spekania wypuklych
fragmentéw pokrytych sokiem komorkowym. B — odwadnianie wspomagane US przez 120 min;
widoczna lekko pofalowana epiderma i drobne mikrospekania

Fig. 5. Micro-morphology of surfaces of sour cherry fruits after osmotic dehydration (SEM). A — sam-
ple being osmo-dehydrated without ultrasound treatment (US); visible long cracks of convex
fragments covered with cell sap. B — osmotic dehydration supported by US for 120 min.; visible
corrugation of epidermis and fine cracks

Wplyw stosowania ultradzwiekow na strukture tkanki utrwalonej w sposob
konwekcyjny

Réznice w strukturze tkanki wywolane stosowaniem ultradzwigkdw, zaobserwo-
wane bezposrednio po obrdbce osmotycznej, zostaly utrwalone w strukturze suszu
konwekcyjnego i uwidocznity si¢ bezposrednio na obrazach mikroskopowych (fot. 6),
jak i w wynikach parametrow opisujgcych rozmiary zobrazowanych struktur (tab. 1).
Suszenie konwekcyjne wzmocnito efekt obrobki wstepnej obserwowanej w réznym
czasie stosowania ultradzwickow, jednak dominujacy byt skurcz suszarniczy. W przy-
padku pola powierzchni zaobserwowano nawet kilkakrotne zmniejszenie wartosci tego
parametru w owocach suszonych w stosunku do surowca. O ile redukcja pola po-
wierzchni przekroju po obrobce wstepnej byta najwigksza w wariancie 30US+90S,
o tyle po suszeniu konwekcyjnym dalsze zmniejszanie pola powierzchni byto naj-
mniejsze sposrod zastosowanych sposobdw obrobki wstepnej. I pod wzgledem tego
parametru susz 30US+90S réznit si¢ od pozostatych statystycznie istotnie (p < 0,05).
Zmniejszanie $rednich warto$ci parametrow opisujacych rozmiary komoérek oraz prze-
strzeni migdzykomorkowych mozna ttumaczy¢ z jednej strony skurczem struktury (fot.
617), a z drugiej — rozluznieniem struktury $cian komorkowych oraz pojawieniem si¢
duzej liczby peknie¢ i mikroporéw. Jednocze$nie zaobserwowano mniejsze wartosci
odchylen standardowych w przypadku pol powierzchni, zarowno po obrobce wstepnej,
jak i po suszeniu konwekcyjnym oraz obwodoéw obiektow po suszeniu konwekcyjnym
probek 60US po odwadnianiu, w stosunku do surowca (tab. 1). Swiadczy to o mniej-
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szym zrdznicowaniu struktury tkanki pod wzgledem rozmiarow widocznych obiektow,
a tym samym wigkszym jej ujednorodnieniem po zastosowaniu suszenia.

Dane zamieszczone w tab. 1. pozostajag w zgodzie z obserwacjami widocznymi
bezposrednio na obrazach z mikroskopu elektronowego SEM. Na fot. 4. najbardziej
ujednolicong strukturg pod wzgledem pola powierzchni i obwodu, zarowno po odwad-
nianiu (fot. 4B), jak i po suszeniu (fot. 6D), charakteryzowaty si¢ owoce traktowane
przez 60 min ultradzwickami, co znajduje potwierdzenie w danych z tab. 1. i pozwala
wnioskowa¢ o istnieniu optymalnego stanu sprzyjajacego redukcji naprezenia we-
wnetrznego towarzyszacego procesom dyfuzyjnym.

W przypadku parametrow opisujacych ksztalty obiektow na obrazach mikrosko-
powych wpltyw oddzialywania ultradzwickéw oraz wytrzasania mechanicznego na
etapie obrobki wstepnej nie miaty jednoznacznego charakteru. Generalng tendencja
bylta redukcja wydtuzenia obiektow oraz zaokraglenie ich ksztalttow (wzrost wartosci
wspotczynnika kolistosci), jednak na etapie obrobki wstepnej zmiany nie byly staty-
stycznie istotne (p < 0,05), z wyjatkiem wydtuzenia probek wariantu 120 US. Réznice
pomiedzy zastosowanymi wariantami obrobki uwidocznily si¢ po suszeniu konwek-
cyjnym. Podobnie, jak w przypadku pol powierzchni oraz obwodow, najwiekszy, sta-
tystycznie istotny (p < 0,05), wzrost zaokraglenia oraz redukcj¢ wydiluzenia ksztattow
obiektow zaobserwowano w probce 60US+60S.

Niezaleznie od czasu stosowania ultradzwigkow w trakcie suszenia konwekcyjne-
g0, ksztalt komorek w czesci mickiszowej owocow ulegat podobnym zmianom destruk-
cyjnym poprzez pofaldowanie $cian komérkowych. Zblizone wyniki otrzymali Nowacka
i wsp. [17] oraz Deng i Zhao [2] — dluzsze traktowanie probek jabika ultradzwigkami
skutkowato wicksza destrukcja struktury suszu. Zastosowanie US w procesie suszenia
skorki pomaranczowej réwniez wywotato podobne rezultaty [9, 18]. Stopien deformacji
komorek stanowil o ich zaggszczeniu, a tym samym o zwartosci konsystencji migkiszu
(fot. 6). W zaleznosci od czasu traktowania odwadnianej tkanki ultradzwigkami zaob-
serwowano wyrazne réznice w homogennosci struktury wysuszonych owocow (fot. 7).
W obrazie mikroskopowym migzszu wisni, ktore nie byly poddane dziataniu ultradzwie-
kow, zaobserwowano wystgpowanie wolnych przestrzeni migdzykomorkowych na r6z-
nej glebokosci tkanki, na przemian z zageszczeniami (fot. 7A).

Zastosowanie wspomagania ultradzwickowego sprzyjalo zwigkszeniu jednorod-
nos$ci struktury migzszu i przy obrobce przez 60 min obserwowane wyréwnanie struk-
tury, podobnie jak na etapie bezposrednio po odwadnianiu (fot. 4B), byto najwigksze
(fot. 7B). Komorki byty najbardziej okragte i najmniej wydtuzone sposréd wszystkich
suszy (tab. 1). Przedtuzanie czasu dziatania US wyraznie potggowato efekt zageszcza-
nia struktury, tak ze susze z owocow traktowanych falami akustycznymi przez caty
okres odwadniania charakteryzowaty si¢ najwigkszym skurczem tkanki (fot. 7D). W tej
kombinacji komorki byty najbardziej wydhuzone (tab. 1).
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Fot. 6.  Przekroje owocow wisni z warstwg komorek epidermy o dobrze zachowanym ksztatcie i migki-
szu o zroznicowanej strukturze. Obrazy z mikroskopu $wietlnego tkanki odwodnionej osmo-
tycznie (A, C, E) oraz tkanki poddanej po odwadnianiu suszeniu konwekcyjnemu (B, D, F). A
i B — probki bez traktowania ultradzwigkami (US), C, D — probki traktowane US przez 60 min,
E, F — probki traktowane US przez 120 min

Fig. 6.  Cross-sections of sour cherry fruits with layer of well-preserved shape of epidermal cells and
diversified parenchyma. Light microscopy images of osmo-dehydrated tissue (A, C, E) and tis-
sue subjected to convective drying (B, D, F) after dehydration. A, B — samples without ultra-
sound (US) treatment, C, D — samples treated with US for 60 min., E, F — samples treated with
US for 120 min
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Fot. 7.  Przekroje owocow wisni suszonych konwekcyjnie o nieregularnej, pofalowanej powierzchni
komorek epidermy i o zwartej strukturze migkiszu. Obrazy z mikroskopu $wietlnego. A — prob-
ka bez traktowania ultradzwigkami (US), B — probka traktowana US przez 60 min, pojedyncze
niewielkie perforacje, C — US przez 90 min, D — US przez 120 min. A — wyraznie widoczne per-
foracje tkanki zanikajace po stosowaniu wspomagania US, B — sporadyczne, C, D — brak perfo-
racji

Fig. 7. Cross-sections of convectively dried sour cherry fruits with irregular corrugated surface of epi-
dermis cells and highly compacted parenchyma structure. Light microscopy images. A — sample
without ultrasound (US) treatment, B — sample treated with US for 60 min., C — US for 90 min.,
D — US for 120 min. A — clearly visible perforations of tissue that disappeared after US-assisted
treatment was applied, B — sporadical, C, D — no perforation

Dhuzszy okres ekspozycji owocoéw wisni na dziatanie US sprzyjal dezorganizacji
struktur komoérkowych w subepidermalnej strefie migkiszu. Wisnie zawierajg niewiele
pektyn, co moze powodowac sktonnos¢ do deformowania si¢ tkanki migkiszowej, kto-
ra ma duze przestrzenie mi¢dzykomorkowe. Skorka owocu, stanowigca barierg
ochronng ma zwartg struktur¢ komorkowa i1 dlatego ma wickszg wytrzymatos$¢ niz
tkanka migkiszowa. W zwiazku z tym lepiej znosita interakcje z falg akustyczng. Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze tkanka wisni absorbowata ultradzwigki i ich zastosowanie
mogtoby ogranicza¢ skurcz warstw powierzchniowych suszu, jednak operacja taka
wymagalaby starannej optymalizacji.
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Whioski

1.

Zastosowanie ultradzwigkow jako czynnika modyfikujacego proces odwadniania
osmotycznego wisni istotnie wplynelo na strukturg tkanki, a obserwowany zakres
zmian zalezal od czasu ekspozycji tkanki na fale akustyczne.

W poréownaniu z owocami odwadnianymi osmotycznie bez wspomagania ultra-
dzwigkowego, wraz z wydluzaniem czasu obrobki tkanki falami akustycznymi
zmniejszala si¢ zwarto$¢ komorek bezposrednio sagsiadujgcych z epidermg. Jedno-
czesnie obserwowano zwickszanie si¢ deformacji komoérek migkiszu dosrodkowe-
go 1 zanikanie przestrzeni mi¢dzykomorkowych.

Bezposrednio po procesie odwadniania najbardziej ujednolicong strukturg charak-
teryzowatly si¢ owoce poddawane dziataniu ultradzwickéw przez 60 min, co do-
wodzi istnienia optymalnego stanu sprzyjajacego redukcji naprezenia wewnetrzne-
g0 towarzyszacego procesom dyfuzyjnym.

We wszystkich analizowanych rodzajach probek suszenie konwekcyjne spowodo-
wato znaczny skurcz odwodnionej tkanki, jednak w zaleznosci od czasu wezesniej-
szego traktowania ultradzwigkami zaobserwowano istotne r6znice w homogenno-
$ci struktury uzyskanego suszu.

Najwigksza jednorodnoscig charakteryzowat si¢ susz uzyskany z tkanki traktowa-
nej ultradzwigkami przez 60 min. W suszu otrzymanym z probek odwadnianych
bez wspomagania ultradzwickami stwierdzono wystgpowanie wolnych przestrzeni
na roznej glebokosci tkanki na przemian z duzymi zageszczeniami, za§ w probkach
poddawanych dziataniu ultradzwigkow przez 90 i 120 min, podobnie jak w prob-
kach bezposrednio po odwadnianiu, obserwowano zwickszanie si¢ skurczu tkanki
i zanik przestrzeni mi¢dzykomorkowych.

Praca badawcza wspolfinansowana ze srodkow Narodowego Centrum Badan

i Rozwoju w ramach projektu pt. ,, Wykorzystanie ultradzwigkow do wspomagania pro-
cesow suszenia materiatow biologicznych szczegolnie wrazliwych na termiczne warun-
ki suszenia" (PBS1/48/13/2012).

Literatura

Banaszak J., Kowalski S.J.: Metody akustyczne w badaniach inzynierskich. Wyd. Politechniki Poz-
nanskiej, Poznan 2011.

Deng Y., Zhao Y.: Effect of pulsed vacuum and ultrasound osmopretreatments on glass transition
temperature, texture, microstructure and calcium penetration of dried apples (Fuji). LWT — Food Sci.
Tchnol., 2008, 41, 1575-1585

Fernandes F.A.N., Rodrigues S.: Ultrasound as pre-treatment for drying of fruits: Dehydration of
banana. J. Food Eng., 2007, 82, 261-267.

Fernandes F.A.N., Gallio M.I., Rodrigues S.: Effect of osmosis and ultrasound on pineapple cell
tissue structure during dehydration. J. Food Eng., 2009, 90, 186-190.



136 Karolina Siucinska, Barbara Dyki, Aleksandra Murgrabia, Piotr M. Pieczywek, Dorota Konopacka

[5S] Fernandes F.AN., Gallao M.I., Rodrigues S.: Effect of osmotic dehydration and ultrasound pre-
treatment on cell structure: Melon dehydration. LWT — Food Sci. Tchnol., 2008, 41, 604-610.

[6] Fernandes F.A.N., Linhares F.E. Jr., Rodrigues S.: Ultrasound as pre-treatment for drying of pineap-
ple. Ultrasonic Sonochemistry, 2008, 15, 1049-1054.

[7] Fernandes F.A.N., Rodrigues S.: Application of ultrasound and ultrasound-assisted osmotic dehydra-
tion in drying of fruits. Drying Technology, 2008, 26, 1509-1516.

[8] Garcia-Noguera J., Oliveira F.I.P., Gallao M.1., Weller C.L., Rodrigues S., Fernandes F.A.N.: Ultra-
sound-assisted osmotic dehydration of strawberries: Effect of pretreatment time and ultrasonic fre-
quency. Drying Technology, 2010, 28, 294-303.

[91 Garcia-Perez J.V., Ortuio C., Puig A., Carcel J.A., Perez-Munuera I.: Enhancement of water
transport and microstructural changes by high-intensity ultrasound application on orange peel dry-
ing. Food Bioprocess Technol., 2012, 5, 2256-2265.

[10] Hayat M.A.: Principles and techniques of scanning electron microscopy. Vol. 5. Van Neostrand
Reinhold Co., New York 1976.

[11] Jambrak A.R., Mason T.J., Paniwnyk L., Lelas V.: Accelerated drying of button mushrooms, Brus-
sels sprouts and cauliflower by applying power ultrasound and its rehydration properties. J. Food
Eng., 2007, 81, 88-97.

[12] Janowicz M., Sredzifiska K.: Wybrane whasciwosci suszonych konwekcyjnie jablek wstepnie od-
wadnianych osmotycznie w warunkach zmiennego ci$nienia. Zywnos¢. Nauka. Technologia. Jako$¢,
2009, 1(62), 86-98.

[13] Kudra T., Mujumdar A.S.: Advanced drying technologies, Taylor and Francis Group. Boca Raton,
FL USA, 2009.

[14] Lewicki P.P.: Design of hot air drying for better foods. Trends Food Sci. & Technol., 2006, 17, 153-
163.

[15] Marzec A., Kowalska H., Otdak B.: Wptyw techniki suszenia wisni na wlasciwosci teksturalne
suszu oceniane metodg akustyczng i mechaniczng. Zywnos¢. Nauka. Technologia. Jako$é¢, 2013, 4
(89), 210-221.

[16] Nowacka M., Tylewicz U., Laghi L., Dalla Rosa M., Witrowa-Rajchert D.: Effect of ultrasound
treatment on the water state in kiwifruit during osmotic dehydration. Food Chem., 2014, 144, 18-25.

[17] Nowacka M., Wiktor A., Sledz M., Jurek N., Witrowa-Rajchert D.: Drying of ultrasound pretreated
apple and its selected physical properties. J. Food Eng., 2012, 3 (113), 427-433.

[18] Ortufio C., Pérez-Munuera 1., Puig A., Riera E., Garcia-Perez J.V.: Influence of power ultrasound
application on mass transport and microstructure of orange peel during hot air drying. Physics Pro-
cedia, 2010, 3, 153-159.

[19] Piasecka E., Uczciwek M., Klewicki R.: Odwadnianie osmotyczne owocow w roztworach zawiera-
jacych fruktoologisacharydy. Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$é¢, 2009, 2 (63), 138-153.

[20] Pieczywek P.M., Zdunek A.: Automatic classification of cells and intercellular spaces of apple
tissue. Computers and Electronics in Agriculture, 2012, 81, 2-78.

[21] PN-90/A-75101/03. Przetwory owocowe i warzywne. Przygotowanie probek i metody badan fizy-
kochemicznych. Oznaczanie zawartosci suchej masy metoda wagowa.

[22] Rawson A., Tiwari B.K., Tuohy M.G., O’Donnell C.P., Brunton N.: Effect of ultrasound and blanch-
ing pretreatments on polyacetylene and carotenoid content of hot air and freeze dried carrot discs.
Ultrasonic Sonochemistry, 2011, 18, 1172-1179.

[23] Rodrigues S., Fernandes F.A.N.: Use of ultrasound as pretreatment for dehydration of melons. Dry-
ing Technology, 2007, 10 (25), 1791-1796.

[24] Szparaga A., Kope¢ A., Czerwinska E.: Wplyw odwadniania osmotycznego i zamrazalniczego
przechowywania na stan mikrobiologiczny s$liwek rozmrazanych w komorze prézniowo-parowe;.
Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$é, 2014, 1 (92), 137-147.



OCENA ZMIAN STRUKTURY SUSZONEJ TKANKI WISNI PODDANEJ WSTEPNIE OBROBCE ... 137

ASSESSMENT OF CHANGES IN STRUCTURE OF DRIED TISSUE OF SOUR CHERRY
PRETREATED USING ULTRASOUND-ASSISTED OSMOTIC DEHYDRATION

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of ultrasounds on the microstructure of
osmo-treated and dried sour cherry fruits. The ‘Nefris” sour cherry fruit variety was osmotically dehydrat-
ed using a 60 % sucrose solution for 120 min. (40 °C) in an ultrasonic bath equipped with a transducer
(25 kHz, 0.4 W/cm?) and a shaking platform (30 rpm). The total time of osmotic dehydration was
120 min; during that time period, diverse time variants of ultrasound (US) treatment and shaking (S) were
applied. First, the samples were treated by ultrasounds (US) for 0, 30, 60, 90, and 120 min.; next, they
were shaken for 120, 90, 60, 30, or 0 min., respectively. The dehydrated fruits were convectively dried.
The structure of osmo-convectively dried samples of dehydrated fruits and raw material was microscopi-
cally analyzed. It was confirmed that the application of ultrasounds caused changes in the structure of
tissues. A longer time of exposing sour cherry tissue to ultrasounds resulted in a decrease in the density of
cells directly adjacent to the epidermis. Concurrently, it was found that the deformation of parenchyma
cells increased and the intercellular spaces faded away. By the most homogenous structure (the most
elongated and circular cells) were characterized the dried fruits that were osmo-treated and, simultaneous-
ly, ultrasound-treated and shaken for 60 min. (60US+60S); thus the presence of optimal state was proved
that supported the reduction in internal tension. The convective drying causes the tissue to considerably
contract. In the dried fruits, which were not treated by ultrasounds, but only shaken for 120 min.
(0US+1208), alternating free intercellular and highly compact spaces were found. The application of
ultrasounds for max 60 min. caused the homogeneity of structure of the material being dried to increase
(optimal variant: 6US+60S).

Key words: plant tissue, pre-treatment, ultrasounds, drying, microstructure
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ZAWARTOSC WYBRANYCH SKEADNIKOW MINERALNYCH I ANIONOW
NIEORGANICZNYCH W SOKACH DRZEWNYCH Z TERENU
PODKARPACIA

Streszczenie

Analizowano soki drzewne o$miu gatunkow drzew z Podkarpacia: brzozy zwistej (brodawkowatej) —
Betula pendula Ehrh., brzozy omszonej — Betula pubescens Ehrh., grabu pospolitego — Carpinus betulus
L., klonu zwyczajnego — Acer platanoides L,. klonu jawora — Acer pseudoplatanus L., klonu polnego —
Acer campestre L., klonu jesionolistnego — Acer negundo L. 1 klonu srebrzystego — Acer saccharinum L.
Okreslono zawarto$¢ anionéw nieorganicznych: chlorkow, azotandw(V), siarczanéw(VI) oraz fosfora-
now(V), a takze sktadnikow mineralnych: miedzi, cynku, wapnia, magnezu, sodu i potasu. Najwigksza
srednig zawartos¢ chlorkow (32,68 mg-1™") i siarczanéw (21,8 mg-1™") oznaczono w sokach grabowych,
a magnezu (18,96 mg-1™") i wapnia (30,52 mg:1"") w sokach z klonu polnego. W sokach z klonu jesiono-
listnego stwierdzono najwicksza $rednig zawarto$é fosforanow (114,53 mg-1"), miedzi (1,45 mg1")
i azotanow (25,99 mg-1™"), a w soku z brzozy zwistej — cynku (1,85 mg1") i sodu (0,59 mg-1"). Soki
z klonu zwyczajnego odznaczaty si¢ z kolei najwicksza $rednig zawartoscig potasu (82,15 mg-1'"). Otrzy-
mane wyniki zestawiono z obowigzujagcymi w Polsce normami zywieniowymi. Wskazuja one, ze soki
drzewne moga by¢ wartosciowym zréodtem sktadnikéw mineralnych, szczegdlnie miedzi i cynku, w mniej-
szym stopniu wapnia, magnezu i fosforu. Jednoczesnie stwierdzono znikome zagrozenie ze strony sktad-
nikéw potencjalnie niekorzystnych dla ludzkiego zdrowia, tzn. aniondw nieorganicznych: azotanow(V)
i siarczanéw(VI) oraz sodu.

Stowa kluczowe: soki drzewne, aniony nieorganiczne, sktadniki mineralne, normy zywieniowe

Dr M. Bilek, Katedra Inzynierii Produkcji Rolno-Spozywczej, Wydz. Biologiczno-Rolniczy, Uniwersytet
Rzeszowski, ul. Zelwerowicza 4, 35-601 Rzeszow, mgr K. Stawarczyk, dr hab. L. Luczaj, Pozawydziato-
wy Zamiejscowy Instytut Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podstawowych, Uniwersytet Rzeszowski,
Werynia 502, 36-100 Kolbuszowa, prof. dr hab. inz. E. Cieslik, Katedra Technologii Gastronomicznej i
Konsumpcji, Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149
Krakow. Kontakt: mbilek@univ.rzeszow.pl
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Wprowadzenie

Soki pochodzace z takich drzew, jak klon (Acer spp.) i brzoza (Betula spp.) sa
zbierane na potkuli poéinocnej wezesng wiosng, ze wzgledu na walory zdrowotne i zy-
wieniowe [13, 23, 24, 25]. Rzadziej soki pobierane sg z grabow, drzew owocowych,
orzechow, lip, a takze z winorosli [23].

Glownymi sktadnikami sokéw drzewnych, poza wodg stanowigca zwykle ponad
95 % ich masy, sg cukry. Sok klonowy, najstodszy ze wszystkich badanych do tej pory
sokéw drzewnych, stanowi surowiec do produkceji syropu, z ktorego stynie Ameryka
Pétnocna [5, 12]. Na obszarze Europy i Azji sok ten przewaznie spozywa si¢ jako na-
poj surowy lub po sfermentowaniu [23]. Surowy sok klonowy ma duze walory proz-
drowotne i stosowany jest tradycyjnie m.in. do tagodzenia dolegliwosci zotadkowych
i w nadcisnieniu tetniczym [23, 24]. Swiezy sok klonowy zawiera przede wszystkim
sacharoze, ktorej stezenie w sokach pobranych na terenie Podkarpacia w roku 2013
wynosito od 2,74 % (klon polny) do 4,01 % (klon srebrzysty) [13]. W soku klonowym
stwierdzono takze kwasy organiczne, aminokwasy, zwigzki fenolowe, witaminy oraz
sktadniki mineralne [5, 12, 24]. Do gltownych sktadnikéw mineralnych, zawartych
w soku klonowym, nalezg wapn i potas. W swiezym soku Acer saccharinum znajduje
si¢ 25 + 50 mg 1" potasu i 20 ~ 30 mg 1" wapnia. Do pozostatych zwiazkéw mineral-
nych, wystepujacych w sokach drzew z rodzaju klon, nalezg: magnez, sod, cynk, zela-
zo i miedz [12, 24]. Sktadniki te oznaczono w ilosciach 0,01 5,5 mg I [8, 12, 24].

Sok, pozyskiwany z drzew nalezacych do rodzaju brzoza, nazywany w Polsce
,oskota”, ceniony jest w Europie i Azji, a zwlaszcza w krajach wschodniej Europy — na
Ukrainie, Biatorusi i w Rosji. Spozywany jest zar6wno w postaci $wiezej, jak i po
przefermentowaniu do niskoalkoholowego, orzezwiajacego napoju [5, 12, 23, 24]. Sok
z brzozy stosowany jest w medycynie ludowej do leczenia wielu chorob [12, 23, 24].
Zalecany jest takze w wiosennych ,.kuracjach oczyszczajacych” oraz jako srodek po-
prawiajacy kondycje skory [23, 24, 25]. W przeciwienstwie do sokoéw z klonu, zawie-
rajagcych sacharoze, soki brzozowe zawieraja glownie glukozge (ok. 1 %) i fruktoze
(ponad 1 %) [11, 12, 13, 24]. W sktad soku brzozowego wchodzg ponadto aminokwa-
sy, witaminy i kwasy organiczne [7, 10, 11, 12, 24]. W soku tym obecne sa takze
sktadniki mineralne, gtéwnie: potas (115 mgl"), waph (56,5 mgl"'), magnez
(22,0 mg 1), sod (14,5 mg1"), cynk, mangan, Zelazo, miedz i chrom. Potas, wapf,
magnez, mangan i cynk wystepuja w swiezym soku brzozowym w najwigkszych ilo-
Sciach 7, 24].

Najrzadziej pozyskuje si¢ sok z grabu. Istniejg jedynie lokalne doniesienia o sto-
sowaniu go jako napoju [23]. Ocena zawarto$ci cukrow w soku grabowym z terenu
Podkarpacia wykazata obecnos¢ fruktozy (0,38 %) i glukozy (0,49 %), ze sladowymi
ilosciami sacharozy [13]. Brak jest natomiast danych dotyczacych zawarto$ci sktadni-
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kéw mineralnych w $wiezych sokach grabowych, jak réwniez wynikdw zawartosSci
aniondw nieorganicznych w $§wiezych sokach drzewnych.

Celem pracy bylo okres$lenie zawartoSci sktadnikéw mineralnych i wybranych
aniondw nieorganicznych w sokach drzewnych, pochodzacych z obszaru potudniowo-
wschodniej Polski. Oszacowano, w jakim stopniu badane soki drzewne mogg pokry-
wac¢ zapotrzebowanie czlowieka na wybrane sktadniki mineralne. Oznaczenie zawarto-
$ci anionow nieorganicznych pozwolito takze ocenié¢ potencjalne zagrozenie dla zdro-
wia konsumenta.

Material i metody badan

Material badawczy stanowily soki z brzozy zwistej (brodawkowatej) — Betula
pendula Ehrh., brzozy omszonej — Betula pubescens Ehrh., grabu pospolitego — Carpi-
nus betulus L., klonu zwyczajnego — Acer platanoides L., jawora — Acer pseudoplata-
nus L., klonu polnego — Acer campestre L., klonu jesionolistnego — Acer negundo L.
i klonu srebrzystego — Acer saccharinum L.

Soki pobierano z grup drzew rosngcych w potudniowo-wschodniej Polsce, licza-
cych od 2 do 5 osobnikow. Na Plaskowyzu Kolbuszowskim soki pobierano z drzew
rosngcych w parku na terenie miejscowosci Werynia, za$ z terenu Pogorza Karpackie-
go — z drzew rosnacych w Pietruszej Woli, Rzepniku i Krosnie. Probki pobierano po-
miedzy 9 a 14 kwietnia 2013 r., w godzinach 10 - 12. Osobniki w obrgbie jednego
gatunku dobierano tak, by charakteryzowaty si¢ zblizong piersnica na wysokosci 130
centymetrow. W celu pobrania probek na kazdym z drzew od strony potudniowej wy-
konywano mate naci¢cie w ksztalcie litery V. W miejscu nacigcia wbijano rurke o dhu-
gosci 12 cm i $rednicy 2 cm. Pod kazdg z nich umieszczano sterylna probowke wirow-
kowa o pojemnosci 50 ml, ktérg zamykano natychmiast po zebraniu soku. Proces
poboru soku trwat 5 + 20 min. Nastepnie probki zamrazano i transportowano do labo-
ratorium w przewoznej zamrazarce. Przed badaniami laboratoryjnymi probki rozmra-
zano w tazni wodnej, w temp. 60 °C.

Oznaczanie zawartosci sktadnikow mineralnych wykonywano przy uzyciu spek-
trofotometru absorpcji atomowej z atomizacja w ptomieniu (F-AAS), przy uzyciu apa-
ratu Hitachi Z-2000 (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan) wedtug
wezesniej opublikowanej metodyki [3], a do okre$lenia zawartoSci anionéw nicorga-
nicznych zastosowano chromatograf jonowy Dionex ICS 1000, postepujac wedtug
opracowane] wczesniej procedury analitycznej [2]. Zawarto$¢ fosforanow (V) ozna-
czano spektrofotometrycznie metoda wanado-molibdenowg [17]. Kazdg analiz¢ powta-
rzano trzykrotnie.
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Wyniki i dyskusja

W sokach drzewnych oznaczono siedem z dziewigciu pierwiastkow, definiowa-
nych przez polskie normy zywieniowe [9] jako sktadniki mineralne, czyli: fosfor, fluor,
zelazo, wapn, magnez, miedz i cynk (tab. 11 2). W probkach nie stwierdzono obecno-
$ci fluoru i zelaza.

Srednia zawarto$¢ miedzi w badanych sokach wynosita od 0,15 mg1" w soku
z brzozy zwistej z Werynii do 1,45 mg-1" w soku z klonu jesionolistnego z Pietruszej
Woli (tab. 11 2). Pod wzglgdem zawarto$ci miedzi produktami spozywczymi najbar-
dziej zblizonymi do sokéw drzewnych sa owoce egzotyczne (0,01 + 2.4 mg-kg™), pro-
dukty mleczne (ok. 0,01 mg1") [4], napary herbaciane (do 0,3 mgl") [22], piwo
(0,4 mg-1") [18], rozne gatunki win (do 0,364 mg-1") [3].

Soki drzewne moga stanowi¢ bogate zrodto cynku. Najwiecej bylo go w soku
z brzdz, odpowiednio: 1,29 mg1" (brzoza omszona z Krosna) i 1,85 mg1" (brzoza
zwista z Pietruszej Woli) —tab. 1 i 2. Zawartosci zblizone do sokow drzewnych zostaty
stwierdzone w §wiezych owocach (0,2 + 6,1 mg'kg"), sokach owocowych, napojach
bezalkoholowych (0,1 + 2,7 mgkg") [4, 15] oraz napojach alkoholowych: w piwie
0,13 mg- 1" [18], w winie do 0,36 mg-1"' [3]. Podobng zawarto$¢ oznaczono w naparach
herbacianych — ponizej 0,6 mg-1" [22].

Soki drzewne mogg by¢ takze zrodtem wapnia i magnezu. Najwicksza zawartos¢
wapnia i magnezu stwierdzono w probkach soku klonu polnego pobranych na terenie
Rzepnika. Srednia zawarto§¢ wapnia wynosito 30,52 mg-1", a magnezu — 18,96 mg-1"
(tab. 1 1 2). W sokach drzewnych bylo mniej magnezu niz w butelkowanym piwie
(132 mg-1" [18]), mleku (120 mg 1" [4]), czerwonym winie (122 mg1") i w biatym
winie (66 mg1" [3]). Jednak w soku jabtkowym (40 mg-1" magnezu) iloci te sg juz
zblizone do sokow drzewnych [4]. Najblizsze sokom drzewnym sg nisko zmineralizo-
wane wody mineralne, zawierajace $rednio 15 mg1" magnezu, natomiast wody $rednio
zmineralizowane zawierajg juz ponad 30 mg-1"' [20]. Podobna tendencja dotyczy wap-
nia. Soki drzewne zawierajg iloSci porownywalne np. z nektarami i musami owoco-
wymi [16], z piwem [18], z biatym i1 czerwonym winem, [3, 4] oraz napojami typu
cola, w ktorych jest ok. 30 + 50 mg-1". Zawarto$¢ wapnia w sokach drzewnych jest
réwniez porownywalna z nisko zmineralizowanymi wodami mineralnymi, ktore zawie-
raja $rednio 50 mg-1"' [20].

Soki drzewne mogg by¢ takze zrodtem fosforu, wystepujacego w postaci tatwo
przyswajalnych anionéw — fosforandw(V). Srednia zawarto$é fosforu wynosita od
okoto 4,07 mg-1" w soku z grabu (z Rzepnika) do 37,7 mg- 1" — z klonu jesionolistnego
(z Pietruszej Woli) — tab. 11 2.
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Tabela 2. Realizacja norm zywieniowych na sktadniki mineralne i elektrolity przez litrowe porcje bada-
nych sokéw drzewnych

Table 2.  Implementation of nutrition standards realized by one liter of tree sap
Wskazania norm zywienio-
wych na sktadnik mineralny Realizacja normy w
lub elektrolit dla osoby doro- porcji soku drzewnego
stej w wieku Najwigksza $rednia zawartos¢ o obj. 1 litra
L 31 + 50 lat [mg/dzien] w badanym soku drzewnym Fulfilment of nutrition
Pierwiastek .. . .
Recommended nutrition The highest average content in standards by tree sap
Element . . .
standards ref. to mineral or tree sap analyzed portion of one litre
electrolyte for adult aged 31 + [mg1"] [%]
50 years [mg per day]
Kobiety Mezczyzni Kobiety | Mezczyzni
Women Men Women Men
Miedz 0.9% Klon jesionolistny / Boxelder 1611
Copper 1,45
Cynk g 1% Brzoza zwista / Silver birch 231 16.8
Zinc 1,85
Wapn % Klon polny / Field maple
Calcium 1000 30,52 3
Magnéz 320% 420% Klon polny / Field maple 5.9 45
Magnesium 18,96
Fosfor Klon jesionolistny / Boxelder
sk
Phosphorus 700 37,7 >4
Pota's 4700%* Klon zwyczajny / Norway maple 17
Potassium 82,15
Sod Brzoza zwista / Silver birch
. 1500%* 0,04
Sodium 0,59
Grab pospolity
Chlqr 2300%** Common hornbeam 1,4
Chlorine 1268

Objasnienia: / Explanatory notes:
*) RDA — zalecane spozycie dzienne/ Recommended Dietary Allowances;
**) Al — wystarczajace spozycie/ Adequate Intake.

Oceniono zawarto$¢ pierwiastkow klasyfikowanych w diecie cztowieka jako

elektrolity sodu i potasu. We wszystkich probkach sokow drzewnych sod stanowit
ponizej 1 mg-1", co nalezy uzna¢ za korzystne ze wzgledu na negatywny wptyw nad-
miernych ilosci tego pierwiastka na organizm ludzki [6]. Natomiast zawarto$¢ potasu
wynosita od 10,56 mg1' w soku z brzozy zwistej (z Werynii), do 82,15 mg1" —
w soku z klonu zwyczajnego z tego samego miejsca (tab. 1 1 2). W poréwnaniu z so-
kami drzewnymi inne produkty ptynne zawierajg potas, w przeliczeniu na 1 litr: piwo —
309 mg [18], za$ wody butelkowane od 0,05 mg (woda zrodlana) do 268 mg (woda
mineralna) [14, 20].
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Zawarto$¢ innych, poza fosforanami(V), anionéw w sokach drzewnych nie stwa-
rza perspektyw uzyskania korzysci zywieniowych. Srednia zawarto$¢ chlorkéw w ba-
danych probkach wynosita od 2,84 mg 1" w soku z brzozy zwistej (z Werynii) do
32,68 mg-1" w soku z grabu (réwniez z Werynii) — tab. 1 i 2. Soki drzewne stanowia
zatem znikome zroédto chlorkdéw, pordwnywalne z nisko zmineralizowanymi wodami
mineralnymi, zawierajacymi od 0,1 do 50 mg-1"' badanego anionu [20].

Nadmierna zawarto$¢ siarczanow(VI) w produktach spozywczych moze by¢
szkodliwa dla organizmu ze wzgledu na efekt draznienia przewodu pokarmowego.
W Zadnym z sokdéw nie stwierdzono jednak przekroczenia normowanej dla wody pit-
nej, najwickszej dopuszczalnej zawartosci siarczanéw, wynoszacej 250 mg- 1" [19].
Srednia zawarto$é siarczanéw wynosita od 2,16 mg-1" w soku z brzozy zwistej (z We-
rynii), do 21,8 mg-1" w soku z grabu, z tej samej lokalizacji (tab. 1). Dla poréwnania —
w polskich wodach mineralnych $rednia zawartos¢ siarczanéw wynosi okoto 48 mg 1"
[20].

W aspekcie toksykologicznym nalezy rozpatrywac takze zawarto$¢ azotanow(V)
w sokach drzewnych (tab. 1). Uwage zwraca duzy rozrzut wynikow zawartosci tego
anionu w sokach pochodzacych z grupy kilku drzew. W obrebie pieciu osobnikow
jawora zaobserwowano zawarto$¢ jondéw azotanowych(V) w zakresie od 2,14 do
10,63 mg1". W przypadku klonu jesionolistnego, w probkach z dwoch sasiadujacych
drzew azotany(V) stanowily 42,81 i 87,1 mg-1" soku. Warto takze podkresli¢, ze azo-
tany(V) oznaczono w soku jednego lub dwodch osobnikow sposrod, liczacej pieé sztuk,
grupy drzew. W grupie pigciu osobnikéw klonu polnego, w soku drzewnym czterech
z nich nie stwierdzono wystepowania azotanéw(V), zas w przypadku jednego — zawar-
to$¢ wynosita 23,96 mg1". Roznice mogly byé spowodowane warunkami siedlisko-
wymi i glebowymi w obrebie danego stanowiska. W poréwnaniu z wymaganiami do-
tyczacymi jakosci wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi [19], wedtug ktérych
dopuszczalny poziom azotanéw(V) to 50 mg-1", wymieniona wyzej ilos¢ 87 mg1”
wskazuje, ze soki drzewne w wyjatkowych przypadkach moga by¢ potencjalne szko-
dliwe dla zdrowia konsumenta. Jednak okreslone przez EFSA (European Food Safety
Authority — Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci) i JECFA (The Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives — Wspolny Komitet Ekspertow
FAO/WHO ds. Dodatkéw do Zywnosci) dopuszczalne dzienne pobranie (ADI, Accep-
table Daily Intake) azotandéw(V) moze wynosi¢ 3,7 mg-kg” masy ciala. Przekroczenie
ADI byloby mozliwe przy spozyciu trzech litrow soku o najwigkszej oznaczonej za-
wartosci azotanow(V) [21]. Pobierajac soki drzewne w celach konsumpcyjnych, nale-
zatoby zwraca¢ uwagge na otoczenie ro$liny. Dotyczy to intensywnego nawozenia, sto-
sowania $rodkéw ochrony roslin i ewentualnego wystepowania w sgsiedztwie drzew
np. wysypiska odpadow.
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Whioski

1.

Soki drzewne mogg stanowi¢ w diecie cztowieka cenne zrdédto wybranych sktadni-

kéw mineralnych, szczegdlnie miedzi i cynku, a w mniejszym stopniu: magnezu,
wapnia i fosforu.

2. Badane soki drzewne nie zawieraly duzych ilosci sktadnikow potencjalnie nieko-
rzystnych dla cztowieka, tzn. azotanow(V), siarczanow(VI) i sodu.

Stwierdzono duze zrdéznicowanie zawarto$ci sktadnikow mineralnych w sokach

drzewnych, nie tylko w obrgbie jednego gatunku, ale nawet na tym samym stanowi-
sku. Dlatego badania dotyczace wptywu réznych czynnikéw (sposdb pobierania so-
ku, cechy drzewa, sktad gleby) na sktad sokéw drzewnych powinny by¢ kontynuo-
wane.

Autorzy sktadajq podziekowania pracownikom Wydziatowego Laboratorium Ana-

liz Zdrowotnosci Srodowiska i Materialéw Pochodzenia Rolniczego Wydzialu Biolo-

giczno-Rolniczego Uniwersytetu Rzeszowskiego — magistrowi Marcinowi Pienigzkowi
za wykonanie analiz przy uzyciu spektrofotometru absorpcji atomowej oraz dr
Agnieszce Ozimek za wykonanie analiz przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis.

(9]

[10]

[11]
[12]
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CONTENT OF SELECTED MINERALS AND INORGANIC ANIONS IN TREE SAPS FROM
PODKARPACIE REGION

Summary

There were analyzed tree saps of eight tree species: silver birch - Betula pendula, downy birch - Betula
pubescens, common hornbeam - Carpinus betulus, Norway maple - Acer platanoides, sycamore maple -
Acer pseudoplatanus, field maple - Acer campestre, boxelder maple - Acer negundo, and silver maple -
Acer saccharinum). The contents of the following inorganic anions were determined: chlorides, nitrates
(V), sulphates (VI), and phosphates (V) as well as of the following minerals: copper, zinc, calcium, mag-
nesium, sodium, and potassium. The highest average content of chlorides (32.68 mg-1") and sulphates
(21.8 mg-1I'") was determined in common hornbeam saps, whereas of magnesium (18.96 mg-1") and calci-
um (30.52 mg-1"") in field maple saps. The highest average content of phosphates (114.53 mg-1""), copper
(1.45 mg-1""), and nitrates (25.99 mg-1"") was detected in boxelder maple saps. The highest average con-
tents of zinc (1.85 mg-1™") and sodium (0.59 mg:1") were found in the silver birch saps,. The Norway
maple tree saps, in turn, were characterized by the highest average content of potassium (82.15 mg-1").
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The results obtained were compared with the nutrition standards in force in Poland. They indicate that tree
saps could be a valuable source of minerals, especially of copper and zinc, and to a lesser degree, of calci-
um, magnesium, and phosphorus. At the same time, it was reported that the ingredients showing a poten-
tially adverse impact on human health, i.e. inorganic anions: nitrates(V), sulphates(VI), and sodium,
present a negligible risk.

Key words: tree saps, inorganic anions, minerals, nutrition standards
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Streszczenie

Celem podjetych badan bylo okreslenie aktywnosci przeciwutleniajacej wodnych ekstraktow z czer-
wonej porzeczki i zurawiny w odniesieniu do btony erytrocytow oraz mechanizmu odpowiedzialnego za t¢
aktywnos$¢. Oznaczono sktad polifenolowy ekstraktow z zastosowaniem metody chromatografii cieczowe;j
z detektorem diodowym i masowym (UPLC-DAD-MS). Spektrofotometrycznie okreslono wspolczynnik
podzialu zwiazkow zawartych w ekstraktach pomigdzy faze organiczna i wodna. Aktywnos¢ przeciwutle-
niajaca ekstraktow wobec blony erytrocytow zbadano metoda fluorymetryczng na podstawie stopnia ga-
szenia fluorescencji sondy DPH-PA, indukujac utlenianie blon erytrocytow zwiazkiem AAPH. Fluoryme-
trycznie okre$lono rowniez lokalizacje w blonie erytrocytow zwiazkow polifenolowych zawartych
w ekstraktach.

Stwierdzono, ze owoce czerwonej porzeczki i zurawiny sg bogate w zwiazki polifenolowe, szczegdl-
nie w antocyjany i procyjanidyny. Wykazano, po zastosowaniu sond fluorescencyjnych, ze polifenole
zawarte w ekstraktach nie przenikaja do cz¢sci hydrofobowej btony, na co wskazuje brak zmian w anizo-
tropii fluorescencji. Lacza si¢ natomiast z regionem glowek polarnych na powierzchni btony, zmieniajac
ich upakowanie, na co wskazuje zmniejszenie uogélnionej polaryzacji. Dowiedziono, ze zwiazki polifeno-
lowe zawarte w ekstraktach skutecznie chronig btone erytrocytow przed szkodliwym dziataniem wolnych
rodnikéw indukowanych zwiazkiem AAPH w $rodowisku wodnym. Ponadto wykazano, ze aktywnos$¢
przeciwutleniajgca ekstraktu z czerwonej porzeczki (ICso = 4,59 pg/ml) jest zblizona do aktywnosci stan-
dardowego przeciwutleniacza, jakim jest Trolox (ICso = 3,9 png/ml), oraz Ze jest ona wyzsza od aktywnosci
ekstraktu zurawiny (ICso = 12,02 pg/ml).
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Wprowadzenie

Owoce zurawiny (Vaccinium macrocarpon) i czerwonej porzeczki (Ribes rubrum
L.) sg znane z walorow smakowych i wtasciwosci prozdrowotnych. Spozywanie tych
owocOw moze przyczyni¢ si¢ do tagodzenia przebiegu chordéb uktadu nerwowego,
pokarmowego, krwionosnego, a takze wspomagac terapi¢ nowotworow. Wiasciwosci
prozdrowotne tych owocow sg zwigzane przede wszystkim z ich wlasciwos$ciami prze-
ciwutleniajagcymi i przeciwzapalnymi zwigzkow wchodzacych w sklad ekstraktow.
Owoce zurawiny sg stosowane jako $rodek wspomagajacy leczenie w bakteryjnych
infekcjach uktadu moczowego [12, 28], a owoce czerwonej porzeczki wykazujg wia-
Sciwos$ci przeciwutleniajgce [15, 20]. Wymienione owoce, sg bogatym zrddltem wielu
sktadnikow odzywczych [26], w tym zwiazkow polifenolowych.

Uwaza sie, ze wlasciwosci przeciwutleniajace polifenoli sa gléwnie odpowie-
dzialne za prozdrowotny wptyw ekstraktow roslinnych na organizm cztowieka, zatem
maja one zastosowanie w profilaktyce i leczeniu wielu choréb wywotanych stresem
oksydacyjnym [23]. Na podstawie skutkow oddziatywania tych substancji z btong bio-
logiczna, ktora jest pierwszym miejscem kontaktu réznych czynnikow fizykochemicz-
nych z organizmami [1, 2, 11], bedzie mozna okresli¢ prawdopodobny molekularny
mechanizmu odpowiedzialny za te skutki. Ten mechanizm nie zostal dotad w pehi
wyjasniony.

Celem badan bylo okreslenie aktywnos$ci przeciwutleniajgcej ekstraktow z zura-
winy i czerwonej porzeczki w odniesieniu do btony erytrocytow, traktowanej jako
przyktad i model btony biologiczne;j.

Material i metody badan

Acetonitryl, kwas mréwkowy, metanol i induktor utleniania 2,2’-diazobis(2-
amidinopropan) dichlorowodorku (AAPH) zakupiono w firmie Sigma-Aldrich”. Stan-
dardowe polifenole: kwercetyno-3-O-glukozyd, kwercetyno-3-O-galaktozyd, kwerce-
tyno-3-O-ksylozyd, (-) epikateching, (+) kateching, procyjanidyn¢ B2, viteksin, cyani-
dyno-3-O-galaktozyd, mirecytyne i kwercetyne zakupiono w firmie Extrasynthese®.
Sondy fluorescencyjne 6-dodekanoil-2-dimetylaminonaftalen (Laurdan), 1,6-difenyl-
1,3,5-heksatrien (DPH) i kwas propionowy (3-(p-(6-fenyl)-1,3,5-heksatrienyl) (DPH-
PA) zakupiono w firmie Molecular Probes®.

Btony erytrocytow (cienie) uzyskano ze §wiezej heparynowanej krwi §wini, we-
dtug metody Dodge’a i wsp. [10], st¢zenie biatka w probkach wynoszace 100 pg/ml
okreslano metoda opisang przez Bradforda [8].

Owoce zurawiny zbierano w Ogrodzie Roslin Leczniczych Uniwersytetu Me-
dycznego we Wroclawiu, a owoce czerwonej porzeczki — w Stacji Doswiadczalnej
Oceny Odmian w Zybiszowie. Material badawczy stanowily liofilizaty wymienionych
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owocoéw. Stosowano procedurg ekstrakcji polifenoli wg Gasiorowskiego i wsp. [13].
Polifenole izolowano z owocow poprzez ekstrakcje woda zawierajacg 200 ppm SO,,
a stosunek rozpuszczalnika do owocow wynosit 3 : 1. Zwiagzki polifenolowe uzyskiwa-
no z uzyciem kolumny Purolite AP 400 (Purolitelnt. Ltd UK). Zawartos¢ polifenoli
w preparatach oznaczano za pomocg ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC-
DAD-MS). Identyfikacje¢ polifenoli prowadzono wedtug Oszmianskiego i wsp. [19]
oraz Teleszko 1 wsp. [25]. Przy identyfikacji zwigzkéw bazowano na wczesniej opu-
blikowanych analizach ekstraktow z zurawiny [17, 22, 27] i czerwonej porzeczki [14].
Nie identyfikowano natomiast pozostatych sktadnikow ekstraktow.

Wspotczynnik podziatu pomigdzy oktanol i bufor fosforanowy wyznaczano w ce-
lu oznaczenia hydrofilowosci ekstraktow [18]. Przy uzyciu spektrofotometru Cary 300
(Varian) w zakresie 200 + 380 nm (UV) rejestrowano widma roztworéw badanych
zwigzkow w fazie organicznej, reprezentowanej przez oktanol przed inkubacjg ekstrak-
tow z roztworem fosforanowym i po niej. Maksimum absorbancji (Ay) i widma roz-
tworow odpowiadaty stezeniu badanych substancji w fazie organicznej, natomiast A; —
stezeniu badanych substancji, jakie pozostaty w tej fazie, po 30 min inkubacji z bufo-
rem fosforanowym (Ay) [4]. Wspotczynnik podziatu P obliczano z rownania podanego
przez Nenadisa i wsp. [18]:
AX

P=—"X_
AO_AX

W celu ustalenia lokalizacji sktadnikow ekstraktow w blonie erytrocytow prowa-
dzono badania okreslajace wptyw tych zwiazkow na wiasciwosci fizyczne hydrofilo-
wego 1 hydrofobowego obszaru btony przy uzyciu metody fluorymetrycznej. Zastoso-
wano sondy fluorescencyjne DPH i Laurdan, ktére lokujg si¢ na réznych glebokosciach
btony. Sonda DPH emituje fluorescencje z obszaru tancuchdéw weglowodorowych
lipidow, natomiast chromofor sondy Laurdan jest zlokalizowany w obszarze glicerolu
lipidow blonowych. Na podstawie zmian anizotropii fluorescencji sondy DPH i uogol-
nionej polaryzacji (GP) sondy Laurdan, okre§lono wptyw uzytych ekstraktow na plyn-
no$¢ hydrofobowego obszaru btony i uporzadkowanie gtowek polarnych lipidow.
Zmiany tych parametrow fizycznych §wiadczg o obecnosci uzytych zwigzkéw w bada-
nych obszarach bton.

Proba kontrolna zawierata zawiesing bton erytrocytéw (0,1 mg/ml) i sondy fluo-
rescencyjnej (10 uM), a do 3 ml probek badanych dodawano odpowiednie ilosci eks-
traktow tak, aby ich stezenia wynosity od 0,005 do 0,05 mg/ml. Intensywnos$¢ fluore-
scencji byla mierzona w temp. 37 °C dla dwoch sond Laurdan i DPH. Pomiary
intensywnosci fluorescencji wykonywano przy uzyciu fluorymetru CARY Eclipse,
(Varian). Na podstawie zmierzonych wartosci intensywnosci fluorescencji obliczano
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wartosci anizotropii fluorescencji sondy DPH i uogolnionej polaryzacji (GP) sondy
Laurdan wedtug rownan Lakowicza [16].

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg ekstraktow oznaczano metodg fluorymetryczng,
wedtug Bonarskiej-Kujawy 1 wsp. [6]. Wykorzystano w niej zalezno$¢ intensywnosci
fluorescencji sondy DPH-PA od stezenia wolnych rodnikow obecnych w roztworze.
Do probek z zawiesing bton erytrocytow i sondy oraz odpowiednig ilo$cig badanych
ekstraktow dodawano zwigzek AAPH, ktorego homolityczny rozpad prowadzi do po-
wstania wolnych rodnikow. Za miar¢ stopnia utlenienia lipidow przyjeto wzgledna
intensywnos¢ fluorescencji (F/F,), czyli stosunek fluorescencji badanej probki utlenia-
nej induktorem AAPH do poczatkowej fluorescencji tej probki. Na podstawie otrzy-
manych wynikéw okreslono kinetyki utleniania lipidow btonowych w obecnosci eks-
traktow uzytych w 5 roznych stezeniach. Wzgledne zmniejszenie intensywnos$ci
fluorescencji (F/F,, gdzie F, — fluorescencja poczatkowa, F — fluorescencja po 30 min
utleniania) przyjeto jako miare¢ stopnia utlenienia bion.

Statystyczng analiz¢ wynikow wykonano w programie Statistica 10.0 (StatSoft
Inc., Tulsa). Zastosowano analiz¢ wariancji przy uzyciu jednostronnego testu Dunnetta
(p = 0,05), a wyniki pomiaréw przedstawiono w postaci wartosci $rednich i odchylen
standardowych. Kazdy eksperyment wykonano w 5 powtorzeniach.

Wiyniki i dyskusja

W ekstrakcie z czerwonej porzeczki zidentyfikowano 12 zwigzkéw polifenolo-
wych, w tym kwasy fenolowe, glikozydy kwercetyny oraz antocyjany, w szczego6lnosci
cyjanidyny (tab. 1). Antocyjany byly najwigksza grupa zwiazkow fenolowych zawar-
tych w ekstrakcie z czerwonej porzeczki i stanowity 85 % jego frakcji polifenolowe;.
Wsrod  zidentyfikowanych — antocyjanin  najwigcej  byto  cyjanidyno-3-O-
ksylozylorutynozydu (ok. 65 %). Pozostate zwiazki polifenolowe, jak kwasy hydrok-
sycynamonowe i pochodne flawonoli, stanowity ok. 15 % frakcji polifenolowej tego
ekstraktu.

W ekstrakcie z owocow zurawiny zidentyfikowano 22 zwiazki polifenolowe
w tym flawanole, flawonole, antocyjany oraz kwasy fenolowe (tab. 1). Procyjanidyny
polimerowe stanowily najwigkszg grupe zwiazkéw fenolowych w owocach zurawiny
1 wynosity 89,5 % s.m. zidentyfikowanej frakcji polifenolowej ekstraktu (tab. 1).

Wspotczynniki podziatu ekstraktow pomiedzy oktanol i bufor fosforanowy wyra-
zono jako log P. Ze wzrostem ujemnych wartosci log P zwigksza si¢ hydrofilowy cha-
rakter zwigzkdéw zawartych w ekstraktach. Dodatnie warto$ci parametru log P $wiad-
czg o hydrofobowym charakterze zwigzkow. Uzyskane wartosci wspotczynnika
podziatu wskazujg na hydrofilowy charakter polifenolowych sktadnikéw ekstraktow
z czerwonej porzeczki 1 zurawiny, przy czym bardziej hydrofilowe byty sktadniki eks-
traktu z czerwonej porzeczki (tab. 2).
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Tabela 1.  Zawartos$¢ i charakterystyka zwigzkéw fenolowych w ekstraktach z owocoéw zurawiny i czer-
wonej porzeczki
Table 1. Content and profile of phenolic compounds in extracts from cranberry and red currant fruits
Zurawina Czerwona
Ekstrakty Cranbe porzeczka Rt Amax [MS-]
Extracts [mg/ Ty Red currant | [min] [nm)] -
e [mg/e]
Kwas neochlorogenowy 1,00 43 236 | 320 | 353
Neochlorogenic acid
Dimer procyjanidyny typu B
B-type PA-dimer 4,18 2,66 280 577
Heksozyd kwasu kawowego / Caffeoyl-hexose 6,2 2,72 320 341
(+) katechina / (+)- catechin 6,82 3,16 280 289
Heksozyd kwasu kawowego 21 3.40 120 341
Caffeoyl-hexose
Kwas chlorogenowy / Chlorogenic acid 2,10 3,53 320 353
Kwas kawowy / Caffeic acid 1,76 3,73 320 179
Procyjanidyna B2 / Procyanidin B2 3,62 3,93 280 577
p-Kumaryloheksozyd / p-Coumaroyl-hexose 2,3 4,05 312 324
Trimer procyq anidyny typu B 1.20 4.48 280 365
B-type PA-trimer
(-) epikatechina / (-)-epicatechin 6,33 4,71 280 289
Cyjanidyno-heksozo-pentozyd
(char.nc'lyno3-0-sambub.1ozyd) - 13.6 482 514 531
Cyanidin hexose-pentoside (cyanidin 3-O-
sambubioside)
Cyjanidyno-3-O-galaktozyd
Cyanidin-3-O-galactoside 5,36 483 >15 449
Cyjanidyno (heksoza + pentoza)-
deoksyheksozyd
(cyjanidyno 3-O-(2G-ksylorutynozyd)) 1333 4,95 514 727
Cyanidin (hexose + pentose)-deoxyhexoside
(cyanidin 3-O-(2G-xylosylrutinoside))
Cyjanidyno heksozo-deoksyheksozyd
(cyjanidyno-3-O-rutynozyd)
Cyanidinhexose-deoxyhexoside 24,6 515 >16 395
(cyanidin 3-O-rutinoside)
Cyjanidyno-3-O-arabinozyd
Cyanidin-3-O-arabinoside 0.16 516 >15 419
Kwercetyno-heksozo-deoksyheksozo-
deoksyheksozyd / Quercetinhexose- 5,2 6,20 355 757
deoxyhexose-deoxyhexoside
Procyajnidyna C1 2.82 5.0 280 365

Procyanidin C1
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Mirycetyno-3-O-galaktozyd

Objasnienie: / Explanatory notes:

Myricetin-3-O-galactoside 0.26 5,83 335 479
Peonidyno-3-O-galaktozyd
Peonidin-3-0O-galactoside 0,29 6,06 S15 463
Malwidyno-3-0O-arabinozyd
Malvidin-3-0O-arabinoside 0,05 6,43 520 463
Kwercet'yno-heksozo-deoksyheksozyd 2.8 6.60 155 611
Quercetin-hexose-deoxyhexose
Mirycetyno-3-O-arabinozyd
Myricetin-3-O-arabinoside 0.15 6,75 395 449
Kwercet.yno-3—0—galakt.ozyd 0.08 7.12 355 463
Quercetin-3-O-galactoside
Dimer procyjanidyny typu B
B-type PA-dimer 0,5 7,21 280 577
Kwercetyno-3-O-rutynozyd 5,7 722 | 355 | 611
Quercetin-3-O-rutinoside
Kwercetyno-3-0O-glukozyd
Quercetin-3-O-glucoside 0.12 7,38 330 463
Kwercetyno-3-O-ksylozyd

. . 0,16 ,95 350 433
Quercetin-3-O-xyloside 79
Kwercetyno-3-0O-glukozyd

. . 32 8,00 355 465
Quercetin-3-O-glucoside
Kwas dikawowo-chinowy 0,22 826 | 320 | 515
Di-caffeoyl quinic acid
Mirycetyna / Myricetin 0,16 8,64 360 317
Kwercetyna / Quercetin 0,76 11,09 345 301
Polimery procyjanidyny / Procyanidin polimers | 285,61
W sumie / Total 323,71 203,3

Identyfikacja zwiazkow na podstawie: dtugosci fali przy maksimum absorpcji (Ay.x), czasu retencji (Rt)
ijonow ujemnych.(MS-) / Identification of compounds on the basis of: wavelength at maximum absorp-
tion (Ay,y), retention time (Rt), and negative ions (MS-)

Tabela 2. Wartosci wspotczynnika podziatu oktanol / bufor fosforanowy ekstraktow z czerwonej po-
rzeczki i zurawiny oraz standardowego przeciwutleniacza — Troloxu®
Table2.  Values of octanol-phosphate buffer partition coefficient for cranberry and red currant extracts

and standard antioxidant: Trolox®

Ekstrakt / Extract logP (X) s/SD
Zurawina / Cranberry -0,611 0,048
Czerwona porzeczka / Red currant -0,831 0,035
Trolox® -0,805 0,044

Objasnienia: / Explanatory notes:

X — wartos¢ Srednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation; n =5
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Objasnienia: / Explanatory notes:
n = 5; * — roznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,01 / statistically significant differences at p = 0.01;
** — roznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05/ statistically significant differences at p = 0.05.

Rys. 1. Wartos¢ anizotropii (A) sondy DPH i uogélnionej polaryzacji (GP) sondy Laurdan (B) dla bton
erytrocytdow modyfikowanych ekstraktami z owocow zurawiny i czerwonej porzeczki o réoznych
stezeniach w temp. 37 °C

Fig. 1. Values of (A) anisotropy of DPH probe and generalized polarization (GP) of Laurdan probe (B)
for erythrocytes membranes modified using cranberry and red currant fruit extracts at different
concentration rates, at 37 °C
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Plynnos$¢ bton w obszarze hydrofobowym, tj. na poziomie tancuchow lipidow
btonowych okreslono na podstawie anizotropii fluorescencji (A) sondy DPH, ktora
lokuje si¢ w tym obszarze bton. Nie wykazano istotnych zmian ptynnosci btony erytro-
cytow pod wplywem badanych ekstraktow, co dowodzi, ze zwigzki obecne w ekstrak-
tach pozostajg na powierzchni btony, nie wnikajac gteboko do obszaru hydrofobowego
(rys.1A).

Zmiany zachodzace w czg$ci hydrofilowej bton pod wplywem badanych ekstrak-
tow okreslone zostaty na podstawie wartos$ci uogélnionej polaryzacji (GP) sondy Laur-
dan, rejestrujacej zmiany parametru uporzadkowania gléwek polarnych lipidow
w btonie. Wyniki tych badan wskazuja, ze zwiazki zawarte w ekstraktach zmienily
parametr uporzadkowania lipidow, co przemawia za ich lokalizacjg w tej czgséci bton
(rys. 1B). W obecnos$ci obydwu badanych ekstraktow nastagpito wyrazne zmniejszenie
uogodlnionej polaryzacji (GP) sondy Laurdan, ktory zalezato od st¢zenia ekstraktow
W roztworze.

Uzyskane wyniki badan z zastosowaniem znacznikow fluorescencyjnych pozwa-
laja sadzi¢, ze obecne w ekstraktach polifenole koncentrujg si¢ gtownie w obszarze
hydrofilowym blon erytrocytow, natomiast nie wnikaja do obszaru hydrofobowego
dwuwarstwy lipidowej btony. Podobne spostrzezenia w przypadku innych ekstraktow
ro$linnych, przy uzyciu takich samych technik badawczych, przedstawiono w pracach
(3, 24].

Tabela 3. Wartosci stezen 1Cs, ekstraktu z czerwonej porzeczki i zurawiny, okreslone metoda fluoryme-
tryczng

Table 3. Values of ICs, concentration rates of cranberry and red currant extracts as determined using fluo-
rescence method

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca
Ekstrakt / Extract Antigxidant aI::tivity 1Cs [ ujg?ml]
Zurawina / Cranberry 12,02 +2,17
Czerwona porzeczka / Red currant 4,59 £0,42
Trolox® 3,90 0,30

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n =5

Stopien ochrony bton przed utlenieniem przez zwiazki polifenolowe zawarte
w ekstraktach okreslono fluorymetrycznie na podstawie stopnia gaszenia fluorescencji
sondy DPH-PA przez wolne rodniki powstate w wyniku rozpadu zwigzku AAPH. Na
podstawie uzyskanych kinetyk utleniana przy réznych st¢zeniach badanych ekstraktow
wyznaczono wartosci stezenia ICs, odpowiedzialnego za 50-procentowg inhibicje
stopnia utlenienia lipidow blonowych. Wykazano dobre wtasciwosci przeciwutleniajg-
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ce uzytych ekstraktoéw wobec lipidow btonowych, ktére poréwnano z aktywnoscia
standardowego przeciwutleniacza, jakim jest Trolox”. Aktywnos¢ ekstraktu z czerwo-
nej porzeczki byla poréwnywalna z aktywnos$cia Troloxu®, za$ aktywnos$é ekstraktu
z zurawiny byla mniejsza (tab. 3).

Wyniki aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow mozna powigza¢ z hydrofilo-
woscig ich ekstraktow. Hydrofilowo$¢ ekstraktu z zurawiny okazata si¢ mniejsza, wy-
kazywal on rowniez mniejsza aktywno$¢ przeciwutleniajgcg. Jak wiadomo, hydrofilo-
wos¢ ekstraktow jest uwarunkowana ich sktadem polifenolowym. Antocyjany, w tym
glukozydy cyjanidyny, ktére sg gltownymi skladnikami polifenolowymi ekstraktu
z czerwonej porzeczki, jak wykazano wczesniej [5], charakteryzuja si¢ duza aktywno-
$cig przeciwutleniajgca wobec bton erytrocytéw oraz majg hydrofilowy charakter. Cy-
janidyny dominujg rowniez w ekstrakcie z owocow aronii, czarnej porzeczki i jagody
kamczackiej. Ekstrakty te chronig btony erytrocytow utleniane zwigzkiem AAPH
w podobnym stopniu, jak ekstrakt z czerwonej porzeczki [4, 9]. Za aktywno$¢ przeci-
wutleniajaca sktadnikow ekstraktu z zurawiny prawdopodobnie odpowiadaja gtownie
zawarte w nim procyjanidyny, ktore ze wzglgdu na swoje duze rozmiary ostaniajg gru-
py hydroksylowe innych zwigzkéw zawartych w ekstrakcie, przez co ograniczajg ich
aktywnos$¢ przeciwutleniajacg. Potwierdzity to uzyskane wyniki — aktywnos$¢ przeci-
wutleniajaca ekstraktu z zurawiny byla nizsza od ekstraktu z czerwonej porzeczki,
ktéry zawiera mniej zwigzkow polifenolowych (ok. 40 %). Ponadto uwaza si¢ [7, 26],
ze za aktywnos¢ przeciwutleniajaca ekstraktu z zurawiny odpowiadajg przede wszyst-
kim antocyjany, a nast¢pnie flawanole i flawonole. Mniejsza zawarto§¢ antocyjanow
w ekstrakcie z zurawiny moze wyjasnia¢ jego mniejsza aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
wobec blon erytrocytow niz ekstraktu z czerwonej porzeczki.

Whioski

1. Stwierdzono, ze ekstrakty z owocoéw czerwonej porzeczki i zurawiny sg bogatym
zrodlem zwigzkow polifenolowych, w szczegdlnosci antocyjandéw i procyjanidyn.

2. Zwiazki polifenolowe zawarte w tych ekstraktach nie byty obecne w hydrofobo-
wym wnetrzu blony erytrocytow, poniewaz praktycznie nie zmieniaty ptynnosci
btony w tym obszarze. Indukowaty natomiast zmiany w cz¢s$ci hydrofilowej bton
erytrocytow, lokujac si¢ prawdopodobnie na ich powierzchni.

3. Ekstrakt z czerwonej porzeczki charakteryzowat si¢ wysoka aktywnoscia przeci-
wutleniajaca, porownywalna z aktywnoscia Troloxu®, dzigki duzej zawartosci an-
tocyjanoéw. Nizszg aktywno$¢ przeciwutleniajacg wykazywat ekstrakt z zurawiny,
co prawdopodobnie byto zwigzane z obecnoscig w jego sktadzie procyjanidyn
o duzym stezeniu.

4. Ochrona btony przed utlenianiem przez wolne rodniki obecne w roztworze byta
zwigzana z obecnoscig na powierzchni blony zwigzkéw polifenolowych zawartych
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w ekstraktach. Taka lokalizacja polifenoli sprawia, ze stanowig one barier¢ chro-
nigcg blony biologiczne przed destrukcyjnym dziataniem wolnych rodnikow.

Praca zostala sfinansowana ze Srodkow statutowych Katedry Fizyki i Biofizyki
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF POLYPHENOLIC EXTRACTS FROM RED CURRENT AND
CRANBERRY FRUITS WITH REGARD TO ERYTHROCYTES MEMBRANE

Summary

The objective of the research study was to determine the antioxidant activity of aqueous solutions of
extracts from red current and cranberry with regard to the erythrocytes membrane, and the mechanism
responsible for that activity. The polyphenolic composition of the extracts was determined using an ultra-
performance liquid chromatography method with diode array detection and mass analysis (UPLC-DAD-
MS). Spectrophotometrically was determined a partition coefficient for compounds contained in extracts
between the organic and aqueous phases. The antioxidant activity of extracts towards the erythrocytes
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membrane was analyzed using a fluorescence method on the basis of a quenching degree of DPH-PA
probe fluorescence, whereas the oxidation of the erythrocytes membranes was induced by an AAPH com-
pound. The fluorescence spectroscopy was also used to determine the location of phenolic compounds,
contained in the extracts, in the erythrocyte membrane.

It was found that the red currant and cranberry fruits were rich in polyphenols, in particular in antho-
cyanins and procyanidins. With the use of fluorescence probes, it was proved that polyphenolic com-
pounds contained in the extracts did not penetrate into the hydrophobic region of the membrane; the ab-
sence of any changes in the fluorescence anisotropy confirmed it. However, they bound to the region of
polar heads on the membrane surface and changed their packing as evidenced by the decrease in the gen-
eralized polarization. It was proved that the polyphenols in the extracts efficiently protected the erythro-
cytes membrane against harmful activity of free radicals induced by the AAPH compound in the aqueous
environment. Furthermore, it was proved that the antioxidant activity of red currant extract (ICsy =
4.59 pg/ml) was comparable to that of a standard antioxidant, i.e. of Trolox®™ (ICsy = 3.9 pg/ml) and that it
was better than the activity of cranberry extracts (ICso = 12.02 pg/ml).

Key words: polyphenolic extracts, red currant and cranberry fruits, erythrocyte membrane, fluidity of

membrane, antioxidant activity of extracts
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OCENA CZYNNIKOW DECYDUJACYCH O PRAWIDLOWOSCI
POMIARU WELASCIWOSCI REOLOGICZNYCH SKROBI
MODYFIKOWANYCH

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie, w jakim stopniu warunki przebiegu procesu kleikowania skrobi modyfi-
kowanych determinuja wyniki pomiaréw reologicznych. Ponadto poddano weryfikacji tezg, ze wiskograf
RVA moze by¢ uzywany do wyznaczania absolutnych wartosci lepkosci kleikow skrobiowych.

Sze$¢ handlowych skrobi modyfikowanych chemicznie: bielona, utleniona, acetylowana, fosforan di-
skrobiowy, acetylowany fosforan diskrobiowy oraz acetylowany adypinian diskrobiowy poddawano klei-
kowaniu w wiskografach RV A i Brabendera, rejestrujac wartosci temperatury i lepkosci. Bezposrednio po
pomiarze przebiegu kleikowania, kleik skrobiowy umieszczano w cylindrze pomiarowym reometru Haake
i oznaczano lepko$¢ w trybie CR w zakresie szybkosci $cinania 5 - 600 s™'.

Stwierdzono, ze przebieg procesu kleikowania skrobi modyfikowanych zalezy przede wszystkim od
profilu zmian temperatury w toku analizy. Na uzyskane wyniki wplywa réwniez (t w mniejszym stopniu)
geometria uktadu pomiarowego. Wlasciwosci reologiczne kleikow badane za pomoca aparatu o zdefinio-
wanej szybkosci $cinania (reometr Haake) zaleza od sposobu przygotowania kleiku, przy czym szczeg6l-
nie istotna jest szybkos$¢ kleikowania. Zbyt krotki czas przyrzadzania roztworu skrobiowego, jaki ma
miejsce przy zastosowaniu klasycznego, krotkiego cyklu kleikowania w aparacie RVA, przyczynia si¢ do
niepelnego rozpuszczenia tego polimeru. W konsekwencji obserwuje si¢ zanizenie wartosci lepkosci oraz
zwigkszenie rozrzutu wynikow pomiarow. Wplyw czasu kleikowania na uzyskane wyniki jest najsilniej-
szy w przypadku skrobi sieciowanych. Pomiary za pomoca wiskografu RVA nie odbywajg si¢ w zdefi-
niowanej szybkosci $cinania i nie powinny by¢ podawane w jednostkach absolutnych (mPa-s), a jedynie w
jednostkach umownych RVA (Rapide Visco Analyser Unit).

Stowa kluczowe: skrobia modyfikowana, kleikowanie, lepkos¢, wiskograf, reometr
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Kubiak, prof. dr hab. G. Lewandowicz, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Wydz. Nauk o
Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 48, 60-627 Poznar.
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Wprowadzenie

Analiza przebiegu kleikowania za pomocg wiskografow jest zrodtem cennych in-
formacji w ocenie przydatnosci skrobi modyfikowanych do konkretnych zastosowan
technologicznych, dlatego wiskografy sg powszechnie stosowane w laboratoriach
przemystowych. Do wyznaczania przebiegu kleikowania probowano stosowac inne
aparaty, takie jak wiskozymetr rotacyjny Rheotest [1, 9] czy tez reometr Haake [16].
Stosowanie wiskozymetrow rotacyjnych do takich badan wigze si¢ z ryzykiem bledu
spowodowanego osiadaniem granulek skrobi w poczatkowej fazie oznaczenia, prze-
biegajacej w temperaturach nizszych od temperatury kleikowania. W europejskim
standardzie badania przebiegu kleikowania stosowano wiskograf Brabendera, podczas
gdy na kontynencie amerykanskim uzywano aparatu Rapid Visco Analyser (RVA).
W Polsce wiskografy RVA zaczynajg si¢ upowszechnia¢, gtownie z uwagi na to, ze
umozliwiajg przeprowadzenie analizy na mniejszej probee [2]. Ponadto uzycie aparatu
RVA umozliwia bardziej elastyczne programowanie jej przebiegu. Wskutek tego ba-
danie przebiegu kleikowania za pomoca RVA moze trwac tylko 15 min, a w wiskogra-
fie Brabendera — az 110 min. Uzycie RVA wydaje si¢ korzystne rowniez ze wzgledu
na mozliwos¢ zarejestrowania wynikow nie tylko w postaci jednostek umownych
(RVA unit RVU), tak jak to ma miejsce w przypadku aparatu Brabendera (Brabender
Unit BU), ale rowniez w postaci jednostek fizycznych — cP czyli mPa-s [15]. Nalezy
podkresli¢, ze w ostatnich latach firma Brabender wprowadzita na rynek Micro Visco-
Amylo-Graph, aparat o podobnej charakterystyce jak wiskograf RVA, dotad jednak
posiadaja go tylko nieliczne laboratoria [3]. Rekomendacj¢ dotyczaca mozliwosci zare-
jestrowania wyniku w jednostkach fizycznych producent wiskografu RVA wywodzi
z pracy Lai i wsp. [4], w ktorej oszacowano — na podstawie badan roztworow gumy
guar oraz metylocelulozy — $rednig szybko$¢ $cinania w naczyniu pomiarowym apara-
tu Rapid Visco Analyser. Jak podajg autorzy, wynosi ona 20,1 rps (revolution per se-
cond), co budzi watpliwos$ci, poniewaz w obrotach na minut¢ podaje si¢ predkos$¢ ob-
rotowg bedacg parametrem aparatu, a nie szybko$¢ $cinania, odnoszacg si¢ do samego
pomiaru i wymiarowang jako [s"]. Autorzy niniejszej pracy [5] wykazali, ze porow-
nywanie warto$ci lepkosci kleikow skrobiowych zmierzonych za pomoca roznych
aparatOw wymaga precyzyjnego okreslenia szybkosci $cinania [5]. W przypadku wy-
nikow otrzymanych za pomoca wiskozymetréw (np. Brookfielda), ktére pozwalaja na
zadanie wyltgcznie okreslonej szybkosci obrotowej, jest to niemozliwe. Ponadto,
z uwagi na mozliwos¢ przeprowadzenia badania wedtug réznych standardow powstaje
pytanie, czy rejestrowane wyniki zalezg od uzytego aparatu oraz od czasu trwania ana-
lizy. Kontynuujac powyzszy watek, w niniejszej pracy podjeto reologiczne badania
poréwnawcze z zastosowaniem roznych aparatow oraz réznych standardow pomiaro-
wych.
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Celem pracy bylo okreslenie, w jakim stopniu warunki przebiegu procesu kleiko-
wania skrobi modyfikowanych determinujg wyniki pomiaréw reologicznych. Ponadto
poddano weryfikacji teze, ze wiskograf RVA moze by¢ uzywany do wyznaczania ab-
solutnych wartosci lepkosci kleikéw skrobiowych.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowity handlowe skrobie modyfikowane: skrobia bie-
lona (INS 1403), skrobia utleniona (INS 1404), fosforan diskrobiowy (INS 1412), ace-
tylowany fosforan diskrobiowy (INS 1414), skrobia acetylowana (INS 1420) i acety-
lowany adypinian diskrobiowy (INS 1422) wyprodukowane przez Wielkopolskie
Przedsiebiorstwo Przemystu Ziemniaczanego w Luboniu. Stopien podstawienia gru-
pami karboksylowymi oznaczano metodg alkacymetryczng, zgodnie z normg PN-EN
ISO 11214 [8]. Zawartos$¢ fosforu oznaczano za pomocg dwoch spektrometrow firmy
Varian: emisyjnego (ICP-OES) i masowego (ICP-MS) z indukcyjnie sprz¢zong pla-
zma. Probki do analizy zawartosci fosforu mineralizowano kwasowo w piecu mikrofa-
lowym MARS 5 firmy CEM.

Badanie przebiegu kleikowania prowadzono za pomocg dwoch wiskografow:
Brabendera (firmy Brabender” GmbH & Co. KG, Niemcy) oraz Rapid Visco Analyser
(RVA) typu TecMaster (Perten Instruments,Hégersten, Szwecja). Analizy prowadzono
w 3,3-procentowych (m/m) zawiesinach skrobiowych, jedynie skrobi¢ bielong
i utleniong badano w stezeniach: odpowiednio 4 i 7 % (m/m). W przypadku kazdego
z wiskografow zastosowano dwa rozne tryby pomiarowe. Przy uzyciu aparatu Braben-
dera zastosowano puszke pomiarowg — 700 Nm oraz nastepujace warunki pomiarow:

— Tryb Bl — temperatura poczatkowa 25 °C, ogrzewanie z szybkoscig 1,5 °C/min,
termostatowanie 20 min, chtodzenie z szybkoscig 1,5 °C/min, temperatura koncowa
25 °C;

— Tryb B2 — temperatura poczatkowa 25 °C, ogrzewanie z szybkoscig 1,5 °C/min,
chtodzenie z szybkoscia 1,5 °C/min, temperatura koncowa 25 °C.

W przypadku wiskografu RV A zastosowano nastepujace warunki pomiarow:

— Tryb RVAI — temperatura poczatkowa 25 °C, ogrzewanie z szybkoscig 1,5 °C/min,
termostatowanie 20 min, chtodzenie z szybkoscig 1,5 °C/min, temperatura koncowa
25 °C;

— Tryb RVA2 - temperatura poczatkowa 25 °C, ogrzewanie z szybko$cig
11,0 °C/min, termostatowanie 2,5 min, chtodzenie z szybko$cig 11,0 °C/min, tem-
peratura koncowa 25 °C.

Oznaczano: temperatur¢ poczatku kleikowania, temperatur¢ w piku lepkosci, czas
termostatowania potrzebny do osiggnigcia piku lepkosci, lepkos¢ w piku, lepkos$¢ na
starcie procesu termostatowania, lepkos¢ na koncu procesu termostatowania, lepkosé
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koncowa, zmniejszenie lepkosci w czasie kleikowania (ang. breakdown), wzrost lepko-
$sci podczas chtodzenia (ang. setback).

Kleiki powstate podczas badania przebiegu kleikowania w aparacie Brabendera
przenoszono bezposrednio po pomiarze do reometru Roto Visco 1 (firmy Haake,
Niemcy), a kleiki powstate w wiskografie RVA przenoszono bezposrednio po pomia-
rze do reometru RheoStresl (firmy Haake, Niemcy). W obydwu reometrach wyzna-
czano krzywe ptynigcia w temp. 22 °C przy uzyciu reometru z zastosowaniem rotora
720 DIN Ti w ciagu 120 s z kontrolowana szybkoscia $cinania w zakresie 5 - 600 s
Rejestracji wynikow oraz obliczen dokonywano przy uzyciu programu RheoWin 3.40.
Otrzymane krzywe opisano modelem matematycznym Ostwalda de Waele’a:

T=K=*yp"

gdzie:

y - szybko$¢ $cinania [1/s],

7 - napre¢zenie $cinajace [Pa],

K - wspotczynnik konsystencji [Pa-s"],

n - wielko$¢ wskazujaca na zbiezno$¢ z przeptywem newtonowskim.

Prawidlowos¢ wskazan wartosci lepkoSci przez uzyte przyrzady pomiarowe zwe-
ryfikowano przez pomiary lepkosci wzorcow o lepkosci 120, 990 oraz 4800 mPa-s.
Wszystkie zastosowane w badaniach aparaty podawaly wyniki pomiaru w granicach
dopuszczalnego biedu.

Wyniki poddano analizie wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic migdzy warto-
$ciami srednimi weryfikowano testem Tukeya (p = 0,05). Zastosowano dwuczynniko-
wa analize wariancji (lepkos¢ kleikow przy szybkosci $cinania 600 s uzyskanych
w r6znych urzadzeniach i roznych profilach temperatury) oraz jednoczynnikowg anali-
z¢ wariancji (szybko$¢ $cinania, dla ktorej reometrem Haake zarejestrowano lepkosé¢
podang przez wiskograf RVA, w zaleznosci od profilu temperaturowego pomiaru
w RVA). Obliczenia wykonano w programie GraphPadInStat 3.

Wyniki i dyskusja

Badane skrobie nalezg do najpowszechniejszych na polskim rynku skrobi mody-
fikowanych chemiczne. Otrzymano je w wyniku reakcji utleniania i estryfikacji. Ich
podstawowg charakterystyke przedstawiono w tab.1.

Zawartos¢ grup modyfikujacych w badanych skrobiach byta dos¢ mata, nie tylko
spetiajaca rekomendacje JECFA [8], ale rowniez swiadczgca o niezwykle subtelnej
zmianie w pierwszorzedowej strukturze makroczasteczek skrobiowych. W przypadku
skrobi INS 1403 utlenieniu ulegta tylko jedna grupa hydroksylowa na tysigc pierscieni
anhydroglukozy, a w INS 1404 — cztery grupy. Jeszcze nizsze stopnie podstawienia
stwierdzono w przypadku skrobi usieciowanych, w ktérych jedna grupa tworzaca wia-
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zanie sieciujgce (fosforanowa lub adypinowa) przypadata na dziesi¢¢ tysigcy pierscieni
anhydroglukozy. Nieznacznie wyzsze stopnie podstawienia zaobserwowano jedynie w
przypadku skrobi modyfikowanych metodg acetylacji. Skrobie sieciowane i acetylo-
wane (INS 1414 1 INS 1422) zawieraty trzy grupy acetylowe na sto pier§cieni anhy-
droglukozy, natomiast skrobia acetylowana — szes¢.

Tabela 1. Zawarto$¢ grup modyfikujacych w badanych skrobiach modyfikowanych
Table 1.  Content of modifying groups in modified starches analyzed
Zawarto$¢ gru Zawarto$¢ gru Zawarto$¢ Zawartosc grup
Skrobia Etip grup adypinowych
acetylowych karboksylowych fosforu
modyfikowana Content of
Modified starch Content of acety- | Content of carboxyl Phosphorus adypinian groups
lated groups [%] groups [%] content [%] [%]
INS 1403 - 0,039 + 0,003 0,0569 +0,0001 -
INS 1404 - 0,110 = 0,020 0,0569 % 0,0001 -
INS 1412 - - 0,0575 £ 0,0004 -
INS 1414 0,73 +0.10 - 0,0575 +0,0004 -
INS 1420 1,29 +£0.20 - 0,0569 +0,0001 -
INS 1422 0,99 +0.20 - 0,0569 +0,0001 0,013 £ 0,002

Objasnienia: /Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartos$ci srednie + odchylenia standardowe; n=3 / Table shows mean values and
standard deviations.

Tak minimalne zmiany strukturalne spowodowatly istotne zmiany wlasciwosci
reologicznych. Byly one tak silne, Zze wigzaty si¢ z konieczno$cig modyfikacji warun-
kéw pomiaru w przypadku skrobi modyfikowanych chloranem(I) sodu. W badaniu
przebiegu kleikowania w Polsce oraz w Europie standardowo stosuje si¢ pomiar z uzy-
ciem wiskografu Brabendera, przy czym skrobi ziemniaczanej uzywa si¢ w st¢zeniu
3,3 % (m/m). Takie stezenie zastosowano w niniejszej pracy do badania skrobi zmody-
fikowanych w drodze estryfikacji. W przypadku pochodnych otrzymanych w wyniku
modyfikacji chloranem(I) sodu przyjeto stezenia 4 1 7 % (m/m) odpowiednio: skrobi
modyfikowanej INS 1403 i INS 1404. Bylo to konieczne, poniewaz obrobka chlora-
nem sodu(l) powoduje nie tylko utlenienie makroczasteczki skrobiowej, ale rowniez
istotne zmniejszenie lepkosci wywotane towarzyszacym tej modyfikacji obnizeniem
masy czasteczkowej skrobi [6].
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Rys. 1. Przebieg kleikowania skrobi modyfikowanych w aparacie Brabendera. Klasyczny tryb zmian
temperatury (tryb B1)

Fig. 1. Pasting process of modified starches performed in Brabender viscograph. Classic profile of
temperature changes (B1 mode)

Na rys. 1. przedstawiono przebieg kleikowania skrobi modyfikowanych chemicz-
nie, zbadany w klasycznym cyklu, stosowanym najczegsciej w Polsce 1 w Europie do
badania skrobi ziemniaczanej. Skrobie zmodyfikowane chemicznie charakteryzowaly
si¢ zréznicowanym przebiegiem kleikowania. Najbardziej wyrdzniajaca si¢ krzywa jest
linia przebiegu kleikowania fosforanu diskrobiowego INS 1412. Probka ta charaktery-
zowala si¢ znaczgco podwyzszong temperaturg kleikowania i najwyzsza warto$cig
lepkos$ci koncowej. Dwie pozostale skrobie sieciowane, poddane dodatkowo estryfika-
cji bezwodnikiem octowym, czyli acetylowany fosforan diskrobiowy INS 1414 i acety-
lowany adypinian diskrobiowy INS 1422, wykazywaty nizsza niz INS 1412, ale wyz-
sza niz pozostale skrobie lepkos¢ koncowa. Druga istotng obserwacja jest
wystepowanie na krzywych kleikowania skrobi utlenionych piku lepkosci. Wystepo-
wat on w przypadku skrobi INS 1403 w temp. 75 °C, a skrobi INS1404 — w temp.
70 °C. Obnizenie temperatury kleikowania skrobi wskutek utleniana badz acetylacji
oraz jej wzrost wskutek sieciowania sg zjawiskami znanymi i opisanymi w literaturze
[7].

Zupehie inne zaleznos$ci zaobserwowano w przypadku pomiaréw wykonanych za
pomoca wiskografu RVA (rys. 2). Najwyzsza warto$¢ lepkosci koncowej w tym trybie
(RVA2) pomiarowym wykazywata skrobia bielona INS 1403, nastepnie kolejno: ace-
tylowany adypinian diskrobiowy INS 1422, acetylowany fosforan diskrobiowy INS
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1414 i jako czwarty z kolei — fosforan diskrobiowy INS 1412. Najmniejsza lepkos¢
koncowa wykazata skrobia utleniona INS 1404.
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Rys. 2. Przebieg kleikowania skrobi modyfikowanych w aparacie Rapid Visco Analyser. Klasyczny tryb
zmian temperatury (tryb RVA2)

Fig. 2.  Pasting process of modified starches performed in Rapid Visco Analyser viscograph. Classic
profile of temperature changes (RVA2 mode)

Tak odmienny, od rezultatow badan w wiskografie Brabendera, wynik uzyskany
w wiskografie RVA sktania do pytania o przyczyng tych roznic. Czy sa one spowodo-
wane r6zng geometrig uktadu pomiarowego, czy tez znacznie kroétszym czasem pomia-
ru. Wiskograf RVA umozliwia praktycznie dowolne profilowanie zmian temperatury,
stad przeprowadzono pomiary w identycznym trybie jak w przypadku wiskografu Bra-
bendera (rys. 3). Wyniki wskazujg na podstawowa, ale nie jedyng przyczyng roznic
w wynikach pomiaréw, czyli na rézny czas pomiaru. Szybkie zmiany temperatury
w klasycznym, krotkim cyklu RVA nie pozwolily na pelne skleikowanie skrobi. Wy-
dluzenie czasu analizy powodowato, ze charakter zmian lepkosci w obydwu aparatach
roznil si¢ w znacznie mniejszym stopniu. Podobnie jak w przypadku klasycznego
oznaczenia za pomocg aparatu Brabendera (rys. 1), najwickszg lepko$¢ koncowag wy-
kazywata skrobia INS 1412, jednak przewaga nad kolejng skrobig INS 1414 nie byta
juz tak duza. Lepko$¢ pozostatych skrobi modyfikowanych malata réwniez w tym
samym szeregu, kolejno: INS 1422 > INS 1420 > INS 1403 > INS 1404.
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Fig. 3.

Przebieg kleikowania skrobi modyfikowanych w aparacie Rapid Visco Analyser. Tryb zmian

temperatury odpowiadajacy klasycznemu profilowi Brabendera (tryb RVAT1)

Pasting process of modified starches performed in Rapid Visco Analyser viscograph. Profile of

temperature changes corresponding to classic Brabender profile (RVA1 mode)
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Fig. 4.

Przebieg kleikowania skrobi modyfikowanych w aparacie Brabendera. Pomiar bez termosta-

towania w temperaturze 92,5 °C (tryb B2)

Pasting process of modified starches performed in Brabender viscograph. Measurements without

thermostating at 92.5 °C (B2 mode)

Aparat Brabendera nie pozwala na tak elastyczne profilowanie zmian temperatury
jak wiskograf RVA. Niekiedy jednak stosuje si¢ skrocenie analizy lub tez manipuluje
si¢ dlugoscig czasu termostatowania. W celu wyjasnienia, w jaki sposob na uzyskane
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rezultaty wptywa termostatowanie kleiku w temp. 92,5 °C, przeprowadzono dodatkowe
badania za pomocg aparatu Brabendera, eliminujac ten etap z pomiaru.

Charakter krzywych przedstawionych na rys. 4. przypomina wyniki uzyskane
w aparacie Brabendera w klasycznym trybie pomiaru. Jedyng rdznicg byto zarejestro-
wanie wyzszej lepkosci koncowej acetylowanego adypinianu diskrobiowego INS 1422
niz acetylowanego fosforanu diskrobiowego INS 1414, inaczej niz to byto w pomiarze
w trybie klasycznym (z termostatowaniem).

Podsumowujac powyzej uzyskane wyniki mozna stwierdzic, ze niepetne skleiko-
wanie skrobi relatywnie tatwo ulegajacych rozpuszczeniu, tj. utlenionych i acetylowa-
nych, powodowalo wzrost ich lepkosci koncowej. Trudno ulegajace rozpuszczeniu
fosforany diskrobiowe przy zastosowaniu dtuzszego procesu kleikowania zwigkszaty
swoja lepkos¢ po ochtodzeniu.

W celu okres$lenia, na ile r6zne warunki procesu kleikowania wptywaja na lep-
ko$¢ roztworu skrobiowego, przeprowadzono analize lepkosci kleikéw powstatych po
badaniach przebiegu kleikowania w réznych warunkach za pomocg reometru Haake.
Wyniki przedstawiono na rys. 5. oraz w tab. 2. 1 3.

Lepkoé¢[mPag]/Viscosity[mPas]

1403 1404 1412 1414 1420 1422
Numer IN'S skrobi modyfikowane)/IN'S number of modified starch

EHaakepoB1 HaakepoB2 ®HaakepoRVAl ®HaakepoRVA2

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b, ¢ — warto$ci $rednie (przedstawione w postaci stupkdéw) oznaczone réoznymi literami w obrgbie INS
roznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values (in the form of bars) denoted by different letters
differ statistically significantly (p < 0.05).

Rys. 5. Lepkos¢ kleikow skrobiowych mierzona w aparacie Rapid Visco Analyser, w réznych warun-
kach przy szybkosci $cinania 600 s™!

Fig. 5.  Viscosity of starch pastes measured using Rapid Visco Analyser viscograph under various con-
ditions, at shear rate of 600s™!
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Jak wynika z danych przedstawionych na rys. 5., w wyniku procesu kleikowania
w r6znych warunkach w aparacie Brabendera (Haake po B1 i Haake po B2) uzyskano
kleiki o lepkosci rozniacej si¢ w niewielkim stopniu lub wrecz nie rdzniace si¢ w spo-
sob statystycznie istotny (p < 0,05). Wigksze zrdéznicowanie wykazywaly wartosci
lepkosci powstatych podczas kleikowania w wiskografie RVA (Haake po RVA1 i Ha-
ake po RVA2). Szczegolnie spektakularng roznice zaobserwowano w przypadku fosfo-
ranu diskrobiowego INS 1412 kleikowanego w klasycznym, krotkim cyklu RVAIL.
Charakteryzowat si¢ on wartoscig lepkosci najmniejsza ze wszystkich zarejestrowa-
nych, a przeciez skrobia ta jest produkowana i stosowana jako $rodek zaggszczajaco-
stabilizujacy o szczegélnie duzej lepkosci. We wszystkich pozostalych pomiarach
przeprowadzonych w innych warunkach uzyskano znacznie wyzsze wartosci lepkosci.
Swiadczy to o tym, ze krotki czas kleikowania w trybie RVA1 nie pozwala na dosta-
teczne rozpuszczenie tej skrobi, ktorej zmodyfikowana struktura powstata poprzez
usieciowanie makroczasteczek skrobiowych. Tak krétki czas kleikowania nie odpo-
wiada praktyce technologicznej, co dowodzi, ze w wyniku skréconego czasu kleiko-
wania otrzymuje si¢ wyniki nieprzydatne do oceny funkcjonalnosci skrobi sieciowa-
nych w ksztaltowaniu tekstury produktéow spozywczych. Kolejng obserwacja, jaka
mozna uczyni¢ w toku analizy danych z rys. 5., jest wigkszy rozrzut wynikéw pomia-
row lepkosci przy zastosowaniu skroconego czasu kleikowania, nawet przy zachowa-
niu podobnych $rednich wartosci lepkosci.

Z 250 4 b

g a

Z 200 I

= a

&

& 150 I

=

=

< 100

‘g3

s

3 50 | a a

s 30 o a I 2 2

2 I

N ' m al E

ﬁi 1403 1404 1412 1414 1420 1422
Numer INS skrobi modyfikowanej/ INS number of modified starch

ERVAl ®mRVA2

Objasnienia jak pod rys. 5./ Explanatory notes as in Fig. 5.

Rys. 6. Szybkos$¢ $cinania kleikow mierzona w aparacie Haake, a utworzonych w wiskografie Rapid
Visco Analyser

Fig. 6.  Shear rate of pastes measured using Haake rheometer; pastes are formed in Rapid Visco Analys-
er viscograph.
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Wyniki analiz wykonanych za pomocg wiskografu RVA mozna przedstawié, po-
dobnie jak w przypadku wiskografu Brabendera, w postaci jednostek umownych, od-
powiednio RVU (Rapid Visco Unit) i BU (Brabender Unit). W przypadku aparatu
RVA mozliwe jest rowniez przeliczenie RVU na mPa-s. Przeprowadzone pomiary
lepko$ci wzorcow potwierdzity zasadnos$¢ takiego postgpowania. Problem pojawia si¢
jednak w momencie poréwnywania wynikow pomiarow lepkosci wykonanych za po-
mocg wiskografu RVA z innymi aparatami, do czego konieczne jest zdefiniowanie
warto$ci szybkosci Scinania. Zgodnie z deklaracjg producenta, szybko$¢ $cinania
W naczyniu pomiarowym aparatu RVA wynosi 20,1 obr./s (w oryginale 20.1 rps (revo-
lution per second). Warto$¢ ta w istocie nie definiuje szybko$ci §cinania, a jedynie
szybko$¢ obrotowg. Wyniki przedstawione na rys. 5. istotnie r6znig si¢ od koncowych
wartosci lepkosci zmierzonych podczas badania przebiegu kleikowania w wiskografie
RVA. Przyczyng tych zakldcen moze by¢ niewlasciwie dobrana (zbyt wysoka) warto§¢
szybko$ci $cinania, za pomocg ktorej uzyskano wyniki przedstawione na rys. 5. W celu
weryfikacji powyzszej tezy odczytano, przy jakiej szybkosci $cinania w reometrze
Haake zarejestrowano warto$¢ lepkosci odpowiadajaca lepkosci koncowej zmierzone;j
w wiskografie RVA, a wyniki przedstawiono na rys. 6. Zaobserwowano bardzo duze
zréznicowanie wartosci szybkosci $cinania. Dla czesci skrobi miescity si¢ one w zakre-
sie ponizej 50 s, jednak w przypadku skrobi utlenionej oraz acetylowanej zaobser-
WOwano znacznie wyzsze wartosci.

Otrzymane w reometrze Haake krzywe ptynigcia opisano za pomocg rownania
Ostwalda de Waele’a. Dopasowanie tego rownania reologicznego do uzyskanych da-
nych doswiadczalnych jest bardzo dobre (tab. 2). Podobnie doskonate dopasowanie (do
krzywych plynigcia) zaobserwowano w przypadku badania wlasciwosci reologicznych
skrobi kukurydzianej woskowej [13]. Tym niemniej jednoznaczna interpretacja sensu
fizycznego wspotczynnikow K 1 n rownania reologicznego, w odniesieniu do witasci-
wosci skrobi, jest trudna. Przede wszystkim w wigkszosci przypadkoéw wartosci wspot-
czynnikow konsystencji skrobi skleikowanych w réznych warunkach r6znig si¢ miedzy
sobg. Jedynie w przypadku skrobi zawierajacych grupy acetylowe na odpowiednio
wysokim poziomie, czyli INS 1420 oraz INS 1422 stwierdzono wartosci wspotczynni-
kéw  konsystencji nierdéznigce si¢ pomigdzy sobg w sposob statystycznie istotny
(p £0,05) — tab. 2. Szczegodlnie duze zroznicowanie wspotczynnikéw konsystencji (od
0,84 do 16,9) zaobserwowano w przypadku fosforanu diskrobiowego INS 1412 oraz
skrobi modyfikowanej chloranem(I) sodu INS 1403 (od 2,54 do 16,9). Podobne wat-
pliwosci opisano w pracy dotyczacej ketchupow [14], co sugeruje, ze na wartos¢
wspotczynnikdw rownan reologicznych wpltywajg roéwniez inne czynniki, na ktore nie
zwraca si¢ uwagi w praktyce technologiczne;.



OCENA CZYNNIKOW DECYDUJACYCH O PRAWIDEOWOSCI POMIARU WEASCIWOSCI...

171

Tabela. 2. Parametry rownania Ostwalda de Waele’a

Table. 2. Parameters of Ostwald deWaele's model
Wspotczynnik Tryb kleikowania / Pasting Mode
Skrobia rownania
Starch Coefficient Bl B2 RVA 1 RVA?2
equation
K [Pa's"] 2,54 £ 0,04 3,66° 0,28 2,628+ 0,27 16,9°+2.1
INS 1403 n[-] 0,607°+ 0,008 | 0,578°+0,015 | 0,591°*+0,011| 0,390%+ 0,017
R? 0,9975 0,9958 0,9980 0,9898
K [Pas"] 422+ 0,01 2,52°+ 0,01 7,99 £ 0,42 5,83%+ 0,99
INS 1404 n[-] 0,542+ 0,01 | 0,616°+£0,009 | 0,434*+0,007 | 0,541°+0,022
R? 0,9975 0,9980 0,9991 0,9988
K [Pas"] 16,9°+2,1 12,16°+4,5 1,98°+ 0,10 0,84% + 0,31
INS 1412 n[-] 0,551 40,024 | 0,542°+0,074 | 0,777°+0,008 | 0,745°+ 0,084
R? 0,9931 0,9737 0,9930 0,9787
K [Pas"] 7,39 + 0,06 6,27% + 0,93 4,43%+ 1,65 1,24* + 0,23
0,589 + 0,026 0,576+ 0,614+ 0,028 | 0,748°+ 0,028
INS 1414 n[-] 0.0087
R? 0,9993 0,9968 0,9966 0,9992
K [Pas"] 3,90° + 0,46 5,228+ 0,25 5,57+ 1,67 6,81%+ 0,61
INS 1420 n[-] 0,566°+ 0,016 | 0,528%+0,001 | 0,486 +0,006 | 0,435%+0,015
R? 0,9966 0,9946 0,9995 0,9983
K [Pas"] 4,62°+ 0,07 6,35+ 0,04 5,96° £2,22 3,33°+0,15
INS 1422 n[-] 0,583+ 0,002 | 0,556*+0,020 | 0,557+ 0,036 | 0,551*+0,007
R? 0,9973 0,9962 0,9991 0,9990

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and
standard deviations;

a, b, ¢ — rozne litery w indeksach goérnych oznaczaja, ze wartosci srednie w wierszach roéznia si¢ staty-
stycznie istotnie (p < 0,05 / different letters in superscripts indicate that the mean results in lines differ
statistically significantly (p < 0.05).

W ocenie funkcjonalnosci kleikow skrobiowych duze znaczenie przypisuje si¢
wartosci energii tiksotropii. Zjawisko to uzaleznione jest od czasu i szybkosci $cinania,
a takze od zjawisk mechanicznych, ktorym podlega materiat. Uwaza sig¢, ze tiksotropia
jest zjawiskiem niekorzystnym, $wiadczgcym o niestabilnosci struktury [10]. Aby temu
przeciwdziataé, stosuje si¢ roznego rodzaju modyfikacje skrobi — fizyczne, chemiczne,
biochemiczne oraz ich kombinacje, a takze probuje si¢ ustabilizowaé Zele skrobiowe
poprzez dodatki do nich nieskrobiowych hydrokoloidow polisacharydowych [11, 12].
Najnizsza energia tiksotropii charakteryzowata si¢ skrobia utleniona (INS 1404) (tab.
3). Jednak uwage zwraca przede wszystkim duze zréznicowanie otrzymanych wyni-
kéw. Moze sie¢ ono wydawac zaskakujgce wobec niewielkich zmian warto$ci lepkosci
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zarejestrowanej przy szybkosci $cinania 600 s™ (rys. 5). Szczegdlnie duze réznice pod
wzgledem wartos$ci tiksotropii w kolejnych pomiarach zarejestrowano w odniesieniu
do fosforanu diskrobiowego INS 1412, skleikowanego w wiskografie RVA. Zrdznico-
wanie to bylto tak duze, ze kleiki w poszczegdlnych pomiarach wykazywaty wtasciwo-
sci tiksotropowe lub antytiksotropowe. Zjawisko antytiksotropii kleikdw skrobi mody-
fikowanej jest relatywnie rzadko opisywane, jednak byto obserwowane np. w uktadach
dwusktadnikowych skrobia-guma ksantanowa [12]. Znacznie wigkszy rozrzut wartosci
tiksotropii zaobserwowano w przypadku skrobi kleikowanych w wiskografie RVA niz
Brabendera. Biorac pod uwagg, ze tiksotropia jest miarg niestabilno$ci struktury klei-
kéw, mozna wnioskowaé, ze proces kleikowania w wiskografie RVA skutkuje wytwo-
rzeniem kleiku o mniejszej stabilnosci. Podobnie skrocenie czasu kleikowania nie
sprzyja stabilnosci wytworzonego kleiku. Warto$¢ tiksotropii ma odniesienie nie tylko
do sposobu przygotowania kleiku, ale rowniez do rodzaju modyfikacji skrobi. Najwyz-
szymi warto$ciami tiksotropii charakteryzowal si¢ fosforan diskrobiowy (INS 1412),
czyli skrobia modyfikowana wyltacznie w procesie sieciowania. Dodatkowy proces
acetylacji niezbedny do otrzymania acetylowanego fosforanu diskrobiowego
(INS1414) spowodowat zwickszenie stabilnosci, jednak do znacznie nizszego poziomu
niz w przypadku drugiej ze skrobi podwdjnie modyfikowanych, czyli acetylowanego
adypnianu diskrobiowego (INS 1422). Wicksza stabilnos¢ reologiczna INS 1422 jest
zwigzana prawdopodobnie z wprowadzeniem dos¢ dtugiego (przynajmniej w poréw-
naniu z rozmiarami sieciujgcej grupy fosforanowej), czteroweglowego tancucha we-
glowodorowego oddzielajacego grupy karboksylowe adypinianu. Taka struktura
pierwszorzedowa tej skrobi sieciowanej nie unieruchamia wzajemnie makroczasteczek
polisacharydu i nie usztywnia struktury kleiku oraz zapobiega tendencji do Zelowania.

W przypadku skrobi acetylowanej INS 1420, inaczej niz we wszystkich pozosta-
tych prébkach, stwierdzono, ze wartosci energii tiksotropii kleikéw przygotowanych
w roznych warunkach nie roznity si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) pomigdzy sobg
(tab. 3). Jest to zgodne z obserwacja poczyniona w przypadku wspdtczynnika konsy-
stencji (tab. 2) i potwierdza, ze obecno$¢ grup acetylowych zmniejsza wptyw warun-
koéw przygotowania kleiku na wyniki pomiaréw reologicznych. Moze to by¢ zwigzane
z obecnoscia relatywnie hydrofobowych grup acetylowanych w makroczasteczce skro-
biowej, utrudniajgcych asocjacje molekut tego polisacharydu w roztworze [6].

Pomimo zaobserwowanej wyzej korelacji wartosci energii tiksotropii ze strukturg
pierwszorzedowa preparatow skrobiowych, stwierdzono znaczne zrdéznicowanie anali-
zowanych wartosci energii tiksotropii 1 wspotczynnikéw rownania Ostwalda de Wae-
le’a poszczegdlnych skrobi modyfikowanych spowodowanych rdéznymi warunkami
pomiarowymi. Nalezy zatem sadzi¢, ze zarowno na warto$¢ energii tiksotropii, jak
1 wspotczynnikéw rownania Ostwalda de Waele’a wptywaja jeszcze inne dodatkowe
czynniki, nieuwzglednione w schemacie opisanego eksperymentu. Sugeruje to celo-
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wos¢ dalszych badan reologicznych skrobi oraz wskazuje, ze ze wzglgdu na praktyke
technologiczng najbardziej przydatne sa badania przebiegu kleikowania oraz pomiar
lepkos$ci przy stalej, zatozonej szybkosSci Scinania. Dla prawidtowosci tych ostatnich
niezbedne jest stosowanie standardowych warunkdéw pomiaru.

Tabela 3. Tiksotropia kleikow powstalych w réznych warunkach

Table 3.  Thixotropy of pastes formed under different conditions

Skrobia Energia tiksotropii / Thixotropic energy [PaS's'l]

Starch Bl B2 RVA'1 RVA?2
INS 1403 2563+ 388 4779° + 347 2126" + 480 15490° £ 509
INS 1404 871+ 234 3236°+ 158 5174°£ 570 43519+ 658
INS 1412 31835°+2863 27015°+ 1351 -7544° + 566 -20225% + 7856
INS 1414 10395°+ 1305 3251 +32 2379 £3173 -8020% + 825
INS 1420 3949% £ 197 2853*+£238 2623+ 1736 5505 £ 798
INS 1422 1663+ 228 5246° + 173 6479° + 1394 2063* £ 572

Oznaczenia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Whioski

1. Wyniki badan reologicznych skrobi modyfikowanych sg bardzo silnie uzaleznione
od zastosowanych warunkow analizy. Dotyczy to zarowno badania przebiegu klei-
kowania, jak i pomiarow witasciwosci reologicznych za pomoca reometrow.

2. W odniesieniu do badania przebiegu kleikowania wykazano, ze ksztatt krzywej
przebiegu procesu kleikowania skrobi modyfikowanych zalezy przede wszystkim
od profilu zmian temperatury. Na uzyskane wyniki wptywa rowniez (jednak
W mniejszym stopniu) geometria uktadu pomiarowego.

3. W odniesieniu do badania wtasciwosci reologicznych wykonanych za pomocg reo-
metru wykazano, ze uzyskane wyniki zaleza od sposobu przygotowania kleiku,
przy czym szczego6lnie istotna jest szybko$¢ kleikowania:

— zbyt krotki czas przyrzadzania roztworu skrobiowego, jaki ma miejsce przy za-
stosowaniu klasycznego, krotkiego, cyklu kleikowania w aparacie RVA, przy-
czynia si¢ do niepetnego rozpuszczenia tego polimeru. W konsekwencji obser-
wuje si¢ zanizenie wartosci lepkosci oraz zwigkszenie rozrzutu wynikow
pomiarow. Wplyw czasu kleikowania skrobi zmodyfikowanych z zastosowa-
niem réznych reakcji chemicznych na uzyskane wyniki jest rozny:

e najsilniej zaktocone jest badanie fosforanu diskrobiowego INS 1412, czyli
skrobi modyfikowanej wylacznie w procesie sieciowania,

e duze zmiany wystepuja rowniez w rezultatach analiz skrobi podwdjnie mo-
dyfikowanych — usieciowanych i acetylowanych INS 1414 oraz INS 1422,
jak rowniez skrobi acetylowanej INS 1420,
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e praktycznie nie ma znaczenia w badaniu skrobi modyfikowanych chlora-
nem(]) sodu (INS 1403 i INS 1404);

— wyznaczone parametry rownania reologicznego Ostwalda de Waele’a wykazuja

bardzo dobre dopasowanie statystyczne do otrzymanych w wyniku pomiarow
krzywych plynigcia kleikdw skrobi modyfikowanych. Policzone warto$ci
wspotczynnikdw réwnania nie wykazuja jednak duzej przydatnosci do opisu
whasciwosci uzytkowych skrobi modyfikowanych;

policzone wartos$ci tiksotropii wykazuja bardzo duze zréznicowanie w kolejnych
pomiarach. Szczegdlnie duzy rozrzut tych warto$ci wystepuje w przypadku klei-
kéw powstatych w wiskografie RVA, zwlaszcza w klasycznym krotkim cyklu
kleikowania.

4. Przeprowadzone badania pozwolily na negatywng weryfikacje tezy o mozliwosci
oznaczenia bezwzglednych wartosci lepko$ci za pomocg wiskografu RVA:
— wartosci lepkosci koncowej uzyskane z pomiaru wiskografem RVA w puli wy-

(1]
(2]
(3]
[4]
(3]

(6]

[10]

nikow pomiarow reometrem Haake wystepujag przy roznych szybkosciach $cina-
nia. Zatem, wbrew deklaracji firmy Perten Instruments, producenta wiskografu
RVA, pomiary za pomocg tego aparatu nie odbywaja si¢ w zdefiniowanej szyb-
kosci $cinania i nie powinny by¢ podawane w jednostkach absolutnych (mPa-s),
a jedynie w jednostkach umownych RVA (Rapid Visco Analyser Unit).
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ASSESSMENT OF FACTORS DETERMINING ACCURACY IN MEASURING RHEOLOGICAL
PROPERTIES OF MODIFIED STARCHES

Summary

The objective of the research study was to assess to what extent the processing conditions of modified
starches pasting process determined the rheological measurements. Moreover, a conjecture was verified
that RVA, a Rapide Visco Analyzer, could be used to determine absolute viscosity values of starch pastes.

Six commercially available and chemically modified starches: bleached, oxidized, acetylated, di-starch
phosphate, acetylated di-starch phosphate, and acetylated di-starch adipate were pasted in the RVA and
Brabender viscographs, and the values of temperature and viscosity were recorded. Immediately after
measuring the pasting process parameters, the starch paste was placed in a measuring cylinder of Haake
rheometer and the viscosity was measured pursuant to a CR mode at shear rate values ranging from 5 to
600 ™.

It was found that the process of pasting modified starch depended, primarily, on the profile of tem-
perature changes during the analysis. Additionally, the geometry of measuring system impacts the results
([-] 7 to a lesser extent). The rheological properties examined with the use of a device with a defined shear
rate (Haake rheometer) depend on the method of preparing the paste, and the gelatinization rate is, here,
particularly important. Where a classic, short pasting cycle, like the one in the RVA instrument, is applied,
the time duration of preparing a starch solution is too short it contributes to incomplete dissolution of that
polymer. Consequently, the viscosity values measured are reported to be underestimated and the variation
among the measurements taken to increase. In the case of cross-linked starches, the effect of pasting time
on the results obtained is the highest. The measurements taken using the RVA viscograph are not per-
formed under a defined shear rate and they should not be expressed in absolute units (mPa-s) but in con-
ventional RPA units only (Rapide Visco Analyser Units).

Key words: modified starch, pasting, viscosity, viscograph, rheometer
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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu zastapienia czgsci kaszki kukurydzianej w produkeji ekstrudo-
wanych chrupek maka uzyskana z niekonwencjonalnych surowcow, jak nasiona amarantusa (MA), bulwy
topinamburu (MT) i miazsz z dyni (MD) oraz okreslenie wplywu temperatury ekstruzji na jako$¢ senso-
ryczng i cechy fizyczne otrzymanych przekasek. Dodatek badanych mak lub ich mieszanin do kaszki
kukurydzianej wynosit 10 + 20 %, a ekstruzj¢ prowadzono w zakresach temperatur [°C]: 140/150/160 oraz
150/160/170. Dodatek 10 + 15 % MA lub MT i ich mieszanin wptynat korzystnie na tekstur¢ chrupek,
zwigkszajac ich krucho$¢ i delikatno$¢. Wptynat takze na strukturg chrupek, zwigkszajac jednolitosé
porowatosci, co potwierdzono w ocenie sensorycznej. Wraz ze zwigkszaniem dodatku surowcow uzupet-
niajacych gestos¢ chrupek zwickszata si¢, jednak w mniejszym stopniu, gdy ekstruzja prowadzona byta
w temp. 160 °C —z 0,078 do 0,240 g-cm™. Wprowadzenie surowcdw uzupetniajacych do chrupek kukury-
dzianych spowodowalo rozjasnienie barwy produktow (L* < 74), szczegdlnie ekstrudowanych w nizszej
temperaturze. Dodatek maki z dyni zwigkszyl udzial barwy czerwonej w gotowych wyrobach, w sposob
wyrazny po ekstruzji w temp. 160 °C (a* > 8). Sposrdd chrupek z dodatkami, najkorzystniejszymi cechami
fizycznymi i sensorycznymi charakteryzowaty si¢ wyroby z 10-procentowym dodatkiem maki z amaran-
tusa lub topinamburu, ekstrudowane w temp. 160 °C (akceptacja sensoryczna powyzej 70 %).
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Wprowadzenie

Produkty przekaskowe stanowig znaczgcg cz¢s$¢ codziennej diety ludzi w réznym
wieku, szczegolnie dzieci. Dlatego tez mogg wplywac na stan ich odzywienia. Okoto
1/3 spozywanych przekasek to produkty ekstrudowane, produkowane na bazie prze-
tworow zbozowych, najczesciej kaszki kukurydzianej lub ryzowej [4, 18]. Sg lubiane
przez konsumentow ze wzgledu na charakterystyczne cechy sensoryczne i fizyczne,
w tym kruchg teksturg. Rosngce wymagania w stosunku do wartosci odzywczej wymu-
szaja zwickszenie w tych produktach zawartosci biatka oraz innych sktadnikow od-
zywczych 1 funkcjonalnych [4, 5, 10, 18]. Technologia ekstruzji umozliwia tgczenie
roznych surowcow, przy czym istotnym sktadnikiem, decydujacym o wytworzeniu
typowej porowatej struktury prawidtowo wyekspandowanej przekaski o matej gestosci
oraz delikatnej, chrupkiej teksturze jest skrobia. Warunki ekstruzji, w tym temperatura,
wilgotnos$¢ ekstrudowanej masy oraz uzyte surowce, powinny zapewni¢ odpowiednig
ilos¢ skleikowanej skrobi. Wprowadzenie surowcow zawierajacych znaczne ilosci
btonnika, cukru czy thuszczu moze zaburzy¢ proces jej kleikowania, a tym samym po-
gorszy¢ cechy fizykochemiczne wytworzonych chrupek [16, 21].

Do surowcoéw niekonwencjonalnych, znacznie réznigcych si¢ sktadem chemicz-
nym, proponowanych przez réznych autorow [6, 7, 9, 12, 15, 22, 23] do wzbogacania
artykulow spozywczych naleza: amarantus, topinambur i dynia. Nasiona amarantusa
odznaczaja si¢ duza zawartoscig (12 + 18 %) wartosciowego pod wzgledem odzyw-
czym biatka o malym udziale frakcji tworzacych gluten, thuszczu (w ilosci 5 + 9 %),
zawierajgcego substancje wykazujace silne wlasciwosci antyoksydacyjne, jak skwalen,
tokoferole czy tokotrienole, sktadnikow mineralnych, a szczeg6lnie zelaza [15, 22, 23].
Bulwy topinamburu zawierajg znaczne ilo$ci rozpuszczalnych frakcji blonnika, glow-
nie inuliny i jej pochodnych (fruktooligosacharydow) oraz cukréw redukujacych
i sacharozy [7, 11]. Maka z topinamburu charakteryzuje si¢ malg wilgotno$cia, zawiera
kilkakrotnie mniej biatka niz mgka z amarantusa oraz nieznaczng ilo$¢ thuszczu. Jest
zrodlem blonnika, witamin i sktadnikow mineralnych. Migzsz z dyni jest natomiast
zrodlem pektyn, cukréw, soli mineralnych, o- i p-karotenu, luteiny, witaminy C
i zwigzkoéw fenolowych [6, 17].

Celem pracy bylo okre$lenie wptywu zastgpienia czeSci kaszki kukurydzianej
w produkcji ekstrudowanych chrupek maka uzyskana z niekonwencjonalnych surow-
cow, jak nasiona amarantusa, bulwy topinamburu i migzsz z dyni oraz okreslenie
wplywu temperatury ekstruzji na jako$¢ sensoryczng i cechy fizyczne otrzymanych
przekasek.
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Material i metody badan

Surowcem podstawowym w doswiadczeniu byta kaszka kukurydziana firmy Ku-
piec, zakupiona w handlu detalicznym, o deklarowanej granulacji w zakresie 750 ~+
1200 pum, zawierajaca 73,5 % skrobi (dane producenta). Uzyto takze mak otrzymanych
w warunkach laboratoryjnych z takich surowcow, jak amarantus (Amaranthus cruen-
tus) odmiany ‘Geltoniukiai’, topinambur (Helianthus tuberosus L.) odmiany ‘Sauliai’
oraz dynia (Cucurbita maxima L.) odmiany ‘Karovita’, pochodzacych z uprawy orga-
nicznej prowadzonej przez Agriculture and Food Sciences Institute w Aleksandras
Stulginskis University na Litwie w 2012 r.

W surowcach oznaczano zawarto$¢: azotu ogdtem [1] 1 przeliczano na biatko
(stosujac mnoznik 6,25), popiotu [2], cukréw redukujacych i ogotem [13], thuszczu po
hydrolizie, metodg Soxhleta z uzyciem aparatu firmy Biichi [2], suchej masy — metoda
suszenia do stalej masy w temp. 105 °C oraz weglowodandow na podstawie obliczen
z roznicy zawarto$ci suchej substancji i sumy oznaczonych sktadnikow. Analizy wy-
konano w 4 rownolegtych powtorzeniach.

Oczyszczone i umyte bulwy topinamburu, bezposrednio po zbiorze, krojono
w plastry (1,0 = 1,5 mm) i suszono 24 h w suszarce z wymuszonym obiegiem powie-
trza w temp. 55 °C. Owoce dyni bezposrednio po zbiorze myto, obierano, usuwano
nasiona, a migzsz krojono w plastry o grubosci 2 + 3 mm i suszono w takich samych
warunkach. Probki mielono w mitynku Retach GM 200 (Niemcy), umieszczano
w szczelnie zamykanych pojemnikach i przetrzymywano w temp. 20 = 2 °C do czasu
przeprowadzenia badan. Nasiona amarantusa suszono w suszarce z wymuszonym
obiegiem powietrza w temp. 45 °C przez 48 h. Wysuszony produkt mielono, przesie-
wano przez nylonowe sito o wielkosci oczek 200 pm i pakowano do pojemnikow.

Tabela 1.  Warunki doswiadczenia i proporcje uzytych sktadnikow

Table 1.  Conditions of experiment and proportions of components used
S . Udzial dodatku Temperatura ekstruzji (na glowicy)
ur0w1ef: Percent content of additive Extrusion temperature (head zone)
Raw material*
[%] [*C]

KK/MA 10 - - 160 170

KK/MT 10 15 20 160 170

KK/MD 10 - - 160 170

KK/MA/MD 5/10 - - 160 170

KK/MA/MT 5/10 5/15 - 160 170

KK - - - 160 170

Objasnienia: / Explanatory notes:
KK — kaszka kukurydziana / corn grits; MA — maka z amarantusa / amaranths flour; MT — maka z top-
inamburu / Jerusalem artichoke flour; MD — maka z migzszu dyni / flour made from pumpkin flesh
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Do wytworzenia ekstrudowanych chrupek kukurydzianych przygotowano mie-
szanki (tab. 1) kaszki kukurydzianej (KK) z dodatkiem maki z amarantusa (MA), topi-
namburu (MT) 1 migzszu z dyni (MD) w ilo$ciach umozliwiajacych ekspansj¢ produk-
tu w trakcie procesu ekstruzji.

Wilgotno$¢ mieszanek doprowadzano do ok. 12 % poprzez rozpylanie obliczonej
ilosci wody, mieszanie 1 rozcieranie prob. Przetarte przez sito mieszanki pakowano do
workow polietylenowych i kondycjonowano w temp. 20 £ 2 °C przez 24 h. Chrupki
otrzymywano w wyniku ekstruzji przygotowanych mieszanek w ekstruderze laborato-
ryjnym firmy Brabender typu 20DN. Zastosowano 2 warianty rozktadu temperatur.
W wariancie pierwszym proces przebiegal w zakresie temperatur [°C]:140/150/160
(odpowiednio: strefa 1/strefa 2/glowica), a w wariancie drugim — w zakresie [°C]:
150/160/170. Temperatur¢ glowicy okreslano w pracy jako temperatur¢ ekstruzji.
W doswiadczeniu uzywano dyszy o $rednicy 4 mm oraz $limaka o stopniu spr¢zania
2 : 1. Ekstrudaty o dtugosci ok. 30 cm pozostawiano na 12 h w temp. 20 + 2 °C celem
wystudzenia.

Chrupki poddawano analizom cech fizycznych i sensorycznych. Okreslano catl-
kowita objetos¢ V; chrupek o dlugosci 20 mm, ktoére nastepnie wazono i mielono celem
zniszczenia ich porowatej struktury. Objetos¢ materiatu bez poréw V, oznaczano za
pomoca piknometru gazowego HumiPyc-M2 (InstruQuest Inc., USA), wykonujac po 6
pomiardéw kazdej proby. Obliczano gestos¢ objetosciowa (1) i masowa (2), a na pod-
stawie ich warto$ci oraz masy probek obliczano porowatos¢ chrupek (3).

(1) ps =m/V5, Q) p,=m/V,, (3)e =@. 100%.
t

Teksture chrupek okreslano za pomoca maszyny wytrzymatosciowej typu Instron
5544, mierzac minimalng sit¢ (N) niezbedna do ich przecigcia. Wykonano 15 pomia-
row z kazdej proby. Oznaczano barwe zmielonych chrupek za pomoca spektrofotome-
tru Konica-Minolta CM-5, odczytujac parametry skali barw Huntera L*, a* i b* [7],
stosujac przestong o $rednicy o = 30 mm oraz illuminant D65. Zrodtem $wiatta byta
ksenonowa lampa btyskowa, a pomiary wykonano w odbiciu z zastosowaniem $wiatta
rozproszonego przy kacie pomiaru 8° w trybie SCI (sktadowa lustrzana wlaczona).
Kazda probe analizowano w 5 powtorzeniach. Przeprowadzano ocene jako$ci hedo-
nicznej chrupek z wykorzystaniem skali graficznej w zakresie od 0 do 100 % pozadal-
nosci cechy [3]. Badano ogo6lna jako§¢ wyrobow biorac pod uwage wyrdzniki: wy-
glad/strukture, barwe, konsystencje, smak i zapach. Analiz¢ przeprowadzal zespot 6
odpowiednio przeszkolonych ekspertow. Oceniano zakodowane probki podane w jed-
nakowych pojemnikach.

Wyniki badan poddano jednoczynnikowej analizie wariancji. Weryfikacje¢ prowa-
dzono na poziomie istotnosci p = 0,05. Grupy jednorodne oraz zakresy odchylen stan-
dardowych okreslano za pomocg testu poréwnan wielokrotnych Duncana. Istotno$¢
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roéznic pomiedzy $rednimi obliczano na podstawie kryterium najmniejszej istotnej roz-
nicy (NIR) [20]. Obliczenia wykonano w programie Statistica 10.0.

Wyniki i dyskusja

Kaszka kukurydziana (KK), jako podstawowy surowiec, charakteryzowata si¢
sktadem chemicznym pozwalajgcym na prawidlowa ekspansje chrupek w procesie
ekstruzji, w tym zawarto$cig skrobi na poziomie 73,5 %, biatka — 9,17 %, niewielka
iloscig thuszczu — 1,61 % i sktadnikéw mineralnych w postaci popiotu — 0,37 % oraz
cukrow redukujacych — 0,49 % (tab. 2). Maki uzyte jako zamiennik KK wykazywaty
znaczne zrdznicowanie pod wzgledem sktadu chemicznego. Maka z amarantusa (MA)
zawierala najwiecej biatka (12,2 %), przewyzszajac 3-krotnie jego zawarto$¢ w mace
z topinamburu (MT) 1 o ok. 40 % — ilo$¢ tego sktadnika w mace z migzszu dyni (MD)
(8,12 %). Oprocz MA, w ktorej bylo 7 % tlhuszczu, pozostale dodatki zawieraly go
niewiele, a szczegdlnie mato thuszczu zawierata MT (0,25 %). Wigksze ilosci popiotu
oznaczono w MD oraz MT, odpowiednio: 7,77 1 4,38 %. MA zawierata ogotem 66,1 %
weglowodanow, MT — 83,8 % tych zwigzkow, w tym 52 % cukrow ogétem. Maka MD
charakteryzowata si¢ znaczna zawartoscia cukrow redukujacych (35,5 %) 1 ogotem
(38,0 %) — podstawowych weglowodanow w tym surowcu [6].

Tabela 2. Podstawowy sktad chemiczny uzytych surowcow
Table 2.  Basic chemical composition of raw materials used
. Weglowod:
Symbol| . ” . Zw. miner. Cukr.y Cukry egrovotany
i Wilgotnosé Biatko Thuszcz . ..o| redukujace , ogolem
proby . . jako popiot g ogblem
Moisture Protein Fat Reducing Total
Sample o 0 o Ash Total sugars
sign [%] [%] [%] [%] sugars (%] carbohydrates
[%] [%]
KK |13,69+0,24 [9,17°+0,09| 1,61°+ 0,11 |0,37%+0,02| 0,49°+ 0,04 |2,16°+ 0,02 | 75,2°+ 0,23
MA | 11,8°£0,15 |12,2°£0,11] 7,0°£0,01 |2,90°=0,09| 0,20*+0,01 | 1,0°=0,03 | 66,1* = 0,30
MT | 7,02+0,10 [4,53%+0,04] 0,25%+0,02 [4,38°+0,06] 1,90°+ 0,05 | 52,09+ 0,41 | 83,8°+ 0,41
MD | 9,35°+0,09 [8,12°+0,05| 1,63°+0,04 |7,77°+0,08| 35,50° £ 0,15 | 38,0°+0,32 | 73,1°+0,04

Objasnienia: / Explanatory notes:
Objasnienia symboli jak pod tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1

W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stand-
ard deviations; a - d — wartosci $rednie w kolumnach (dla kazdego parametru) oznaczone tymi samymi
literami wskazuja na grupy homogeniczne na poziomie istotnosci p = 0,05 / mean values in columns (for
every parameter) and denoted by the same letters indicate homogenous groups at the level of significance
p=20.05

Niezaleznie od temperatury ekstruzji, jedynie 10-procentowy dodatek MT nie
powodowal zmiany tekstury chrupek (rys. 1). Chrupki te wykazywaly podobng twar-
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dos$¢, a tym samym 1 podobng wielkos$¢ sity niezbednej do ich przecigcia (7,2 + 7,8 N)
jak produkt bez dodatku (6,5 + 6,9 N), a wprowadzenie 15 + 20 % tej maki do KK bylo
korzystniejsze, gdy ekstruzja przebiegata w temp. 170 °C. Sposrod wyroboéw z MD
korzystniejsza teksturg charakteryzowaty si¢ chrupki wytworzone z dodatkiem mie-
szanki 5 % A + 10 % D, gdy temperatura ekstruzji wynosita 160 °C (10,5 N). Réwniez
Dehghan-Shoar i wsp. [10] stwierdzili, ze optymalng temperaturg ekstruzji chrupek
kukurydzianych jest 160 °C.
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dodatki / additives

Objasnienia: / Explanatory notes:

a-f, A - G — te same litery nad shupkami o tej samej barwie oznaczaja grupy homogeniczne na poziomie
istotnosci p = 0,05 / the same letters on blocks of the same colour mean homogenous groups at the level
of significance p = 0.05.

Pozostate objasnienia jak pod tab. 1. / Other explanatory notes as in Tab. 1.

Rys. 1.  Wplyw dodatku surowcow uzupetniajacych i temperatury ekstruzji na teksture chrupek kukury-
dzianych
Fig. 1.  Effect of supplementary raw material added and extrusion temperature on texture of corn snacks

Tekstura wyrobow ekstrudowanych jest wynikiem reakcji restrukturyzacji i retro-
gradacji uprzednio skleikowanej i stopionej skrobi oraz jej interakcji z obecnymi
w cieScie biatkami i thuszczami. Wprowadzenie do ciasta wigkszych ilosci surowcow
bogatych w biatko, tluszcz lub btonnik moze zwigkszy¢ twardo$¢ chrupek i wymaga
zwigkszenia energii mechanicznej procesu, a w efekcie rowniez temperatury [4, 16,
21]. Udziat 10 + 20 % badanych mak w recepturze chrupek wptywat na zwigkszenie
zawartosci biatka o 1,2 + 2,4 %, thuszczu — 0,7 + 1,4 % (amarantus) oraz cukréw pro-
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stych — 5 + 10 % (topinambur, dynia). Wedtug niektorych autorow [4, 14, 16, 19, 21]
niewielkie ilo$ci thuszczu (do 5 %), cukrow (do 7,5 %) i biatka (do 5 %) oraz btonnika,
zaleznie od jego pochodzenia (do 15 %), zapewniaja prawidlowy przebieg procesu
ekstruzji kaszki kukurydzianej i wptywaja na poprawe tekstury wyrobdéw gotowych.

Gestos¢ badanych chrupek zalezata od dodatku surowcow uzupetniajgcych 1 wy-
sokosci temperatury ekstruzji (rys. 2). Wyroby o korzystnej, matej gestosci, podobnej
do préby kontrolnej, otrzymano z 10-procentowym dodatkiem MA i MT niezaleznie
od temperatury ekstruzji (0,094 + 0,089 i 0,120 = 0,102 g-cm™). Jednoczesnie wyroby
o mniejszej gestosci z dodatkiem MD uzyskano albo obnizajgc temperature ekstruzji,
albo stosujac MD w mieszance z 5 % MA (0,141 1 0,150 = 0,122 g-cm™). Zwickszenie
udziatu dodatkow do 20 % wymagalo podniesienia temperatury ekstruzji celem
zmniejszenia gegstosci wyrobow. Gestos¢ badanych chrupek byta mniejsza niz chrupek
kukurydzianych z fasolka, pasta pomidorowa czy z oliwkami, otrzymanych przez in-
nych autorow [4, 10, 18, 19].
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2. Ggsto$¢ chrupek kukurydzianych z dodatkiem surowcow uzupeiiajacych, ekstrudowanych
w dwoch temperaturach

Fig. 2.  Density of corn snacks with added supplementary raw materials and extruded at two tempera-
tures
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Cechy fizyczne ekstrudowanych przekasek, jak: gesto$é, porowatos¢, ekspansja
i struktura zaleza od rodzaju i iloéci skleikowanej skrobi oraz od ilosci i rodzaju wpro-
wadzonych do ekstrudowanego surowca skrobiowego (np. kaszki kukurydzianej) su-
rowcow uzupetniajacych 1 warunkow ekstruzji. Stosowanie innych biopolimeréw moze
zmieni¢ temperature kleikowania skrobi i jej ekspansje, a powstate mieszanki beda
wymagaly zmiany temperatury ekstruzji. Zwigkszenie stopnia skleikowania skrobi
przyczynia si¢ do zwickszenia ekspansji 1 porowatosci chrupek, zmniejszenia ich ge-
stosci oraz uzyskania delikatnej struktury o cienkich $cianach porow. Niewielkie ilosci
cukru, bialka, szczegdlnie w postaci denaturowanej, oraz blonnika wptywaja korzyst-
nie na te cechy chrupek lub nie powoduja znaczacych zmian [4, 14, 16, 21].
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dodatki/additives

Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 3. Porowatos¢ chrupek kukurydzianych z dodatkiem surowcéw uzupehiajacych, ekstrudowanych
w dwoch temperaturach.

Fig. 3. Porosity of corn snacks with added supplementary raw materials and extruded at two tempera-
tures

Wickszo$¢ uzyskanych w trakcie badan ekstrudowanych przekasek wykazywato
znaczng porowatos¢, przewyzszajaca lub zblizona do 90 % (rys. 3). Zdecydowanie
mniejszg porowato$¢ miaty chrupki ekstrudowane w temp. 170 °C, z 10-procentowym
dodatkiem MD oraz z 15-procentowym udziatem mieszanki zawierajacej 10 % MT
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15 % MA (82,76 1 79,95 %). Wigkszy udziat MT w chrupkach wptywat na zwigksze-
nie ich porowatosci, ale po ekstruzji w temp. 170 °C (85,40 i 91,49 %). Inni autorzy
wykazali, Ze mozna uzyska¢ chrupki kukurydziane z brokutami o porowatosci 80 +
90 %, gdy ekstruduje si¢ je w temp. 170 °C [4] lub w 160 °C, kiedy dodatkiem sg prze-
twory pomidorowe [10].

Wyglad i struktura chrupek zalezaty przede wszystkim od rodzaju i ilo$ci dodatku
uzupetniajacego. Najbardziej delikatng strukture i jednolita porowatos¢, wynikajaca
z mniejszej grubosci $cian oddzielajacych pory produktu, wykazywaty chrupki z 10 %
MA ekstrudowane w 170 °C (fot. 1). Produkty z 15- i 20-procentowym dodatkiem
mieszanek zawierajacych 5 % MA oraz 10 lub 15 % MT, ekstrudowane w 170 °C byly
dos¢ jednolite, o duzej porowatosci, ale o wyraznie grubszych §cianach komorek.

KK /160 °C

T < ~ 0
S 443 ey N

5 % MA +10 % MD /160°C |5 % MA +10 % MT /170 °C

5% MA +15 % MT /160°C |RS % MA +15 % MT /170 °C

Objasnienia symboli jak pod tab. 1 / Explanatory notes as in Tab. 1.

Fot. 1.  Zdjgcia chrupek kukurydzianych z dodatkiem surowcoéw uzupehiajacych, ekstrudowanych
w dwoch temperaturach
Phot. 1. Photos of corn snacks with added supplementary raw materials and extruded in two temperatures

Chrupki z dodatkiem MT i MD byty nieznacznie ciemniejsze (tab. 3) niz pozosta-
te probki, a szczegodlnie otrzymane z 10-procentowym dodatkiem MD wprowadzanej
indywidualnie lub w mieszance z MA, ekstrudowane w 160 °C (L = 71,01 i 70,64),
a takze wyroby z dodatkiem MT ekstrudowane w 170 °C (L = 71,70). Dodatek MA
rozjasniat barwe chrupek (L = 72,89 + 75,27).
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Udziatl parametru sktadowego czerwonego w barwie badanych chrupek zalezat
zardbwno od dodatku, jak 1 od temperatury ekstruzji, przy czym wyroby o wyraznie
wigkszym udziale tego odcienia stwierdzono w chrupkach z dodatkiem MD, szczegol-
nie ekstrudowanych w nizszej temperaturze (a = 8,47 + 8,52). Ponadto odcien czerwo-
ny zaobserwowano w barwie produktow z 15- i 20-procentowym dodatkiem MT sto-
sowanej indywidualnie lub w mieszance z 5 % MA (a = 5,90 + 7,39). Barwa badanych
chrupek charakteryzowata si¢ znacznym udziatem tonacji zoéttej (b = 27,68 + 38,62),
szczegblnie proby kontrolnej ekstrudowanej w 170 °C oraz chrupek z 10-procentowym
dodatkiem MA ekstrudowanych w 160 °C. Wedtug niektorych autoréw [10] podwyz-
szenie temperatury z 140 do 180 °C zmniejsza warto$ci parametréw a i b w skali Hun-
tera, co moze by¢ wynikiem wigckszej degradacji zawartych w surowcach barwnikow.

Tabela 3. Barwa chrupek kukurydzianych z dodatkiem surowcow uzupelniajacych, ekstrudowanych
w dwoch temperaturach
Table 3.  Colour of corn snacks with added supplementary raw materials and extruded at two tempera-

tures
Skala barw Huntera / Hunter’s colour scale
Jasnos¢ Udzial barwy czerwonej Udzial barwy zoltej
Dodatek Brightness Percent share of red colour | Percent share of yellow colour
Additive [L] [a] [b]
Temperatura ekstruzji (na glowicy) / Extrusion temperature (head zone)
160°C | 170°C 160 °C 170 °C 160 °C 170 °C
Komroﬁfonm’l 75,62° | 75,50° 3,48 6,94° 30,72° 38,62°
10 % MA 7527 | 73.87° 6,63¢ 6,25° 39,89¢ 30,25
10 % MT 75,70° | 71,70° 6,12° 6,97° 33,13° 29,97°
10 % MD 71,01° | 74,64 8,47° 7,03 33,21° 32,79°
5%MA+10%MD | 70,64* | 74,76° 8,52° 6,69 33,01° 32,12%
15 % MT 72,53% | 73,65° 7,394 7,08° 34,33° 31,10°
5%MA+10%MT | 73,48 | 73,67 6,89¢ 6,40 34,36° 27,68
20 % MT 71,89* | 72,92° 7,30% 6,37 33,17° 30,15
5%MA+15%MT | 75,16° | 72,89° 5,90° 6,70* 32,20 30,00

Objasnienia symboli jak pod tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1

a-d, A - E — wartosci $rednie w kolumnach (dla kazdego parametru) oznaczone tymi samymi literami
wskazuja na grupy homogeniczne (p = 0,05) / mean values in columns (for every parameter) and denoted
by the same letters indicate homogenous groups (p = 0.05).

Chrupki kukurydziane wzbogacone dodatkiem badanych mak byly lepiej akcep-
towane sensorycznie, gdy ekstruzja prowadzona byta w temp. 160 °C (84 + 40 % ak-
ceptacji) (rys. 4), natomiast akceptacja proby kontrolnej byta wyzsza (92 %) po zasto-
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sowaniu temp. 170 °C w procesie ekstruzji. Najbardziej akceptowane byly chrupki
z 10-procentowym dodatkiem MA 1 MT oraz stosunkowo dobrze ( > 60 %) — wyroby
z 10-procentowym dodatkiem MD lub MT, wprowadzone w mieszance z 5 % MA.
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dodatki / additives

Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 4. Wplyw dodatku surowcow uzupetniajacych i temperatury ekstruzji na akceptacje sensoryczng
chrupek kukurydzianych

Fig. 4.  Effect of added supplementary raw materials and extrusion temperature on sensory acceptability
of corn snacks

Whioski

1. Dodatek MA i MT, jak i ich mieszanin oraz MD w mieszaninie z 5 % MA, w ilo$ci
10 + 15 %, wplywal korzystnie na krucho$¢ i delikatno$¢ wyrobow, szczegdlnie
ekstrudowanych w temp. 160 °C.

2. Wyroby z dodatkiem 10 + 15 % MA, MT oraz MD w mieszaninie z 5 % MA od-
znaczaly si¢ duza porowatoscig i matg gestoscig, niezaleznie od temperatury eks-
truzji. Zwigkszenie udzialu dodatkéw do 20 % (MT Iub MT 15% + 5% MA) wy-
magalo podwyzszenia temperatury ekstruzji, celem uzyskania korzystnych cech
chrupek.

3. Wprowadzenie dodatkéw zwigkszyto jasnos¢ chrupek, szczegdlnie gdy ekstruzje
prowadzono w nizszej temperaturze. Ponadto, dodatek maki z dyni zwigkszyt
udzial barwy czerwone;.
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4,

Najwickszg akceptacj¢ sensoryczng uzyskaly produkty ekstrudowane w temp.
160 °C, z 10-procentowym dodatkiem MA lub MT oraz z 15-procentowym dodat-
kiem mieszanin, w ktorych 10 % stanowita MD lub MT.

Sposréd wyrobow z dodatkiem surowcdéw uzupetniajacych najkorzystniejszymi
cechami fizykochemicznymi charakteryzowaty si¢ chrupki z 10-procentowym
udzialem MA oraz MT, niezaleznie od temperatury ekstruz;ji.

Praca wspolfinansowana przez MNiSW w ramach projektu badawczego E! 6855

ECORAW (E! 6855/45/NCBiR/2012) ,, Higher functionality food products from orga-
nic vegetable raw materials”.
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EFFECT OF RAW MATERIAL AND PROCESSING PARAMETERS ON SENSORY AND
PHYSICAL FEATURES OF EXTRUDED SNACKS

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of substituting a portion of corn grits
being produced for flour made from unconventional raw materials such as amaranth seeds (AF), Jerusalem
artichoke tubers (JAF), and pumpkin flesh (PF), and to study the effect of extrusion temperature on the
sensory quality and physical features of the snacks produced. The amount of flours or their mixtures added
to corn grits was 10 — 20 %, and the process of extrusion was carried out at temperatures ranging as fol-
lows [°C]: 140/150/160C, and 150/160/170. The addition of 10 + 15 % of AF and JAF as well as of their
mixtures had a positive effect on the texture of crisps and caused the fragility and refinement of them to
increase. Also, it impacted the structure of crisps and increased their uniformity and porosity; the sensory
analysis confirmed this report. Along with the increasing amount of raw materials added, the density of
crisps increased; however, when the extrusion process was carried out at a temperature of 160 °C, the
extent of the increase in the density was lower: from 0.078 do 0.240 g-cm_S. Incorporating the supplemen-
tary raw materials into the corn-based snacks caused the colour of the products to become brighter
(L < 74), particularly, the colour of products extruded at a lower temperature. The addition of pumpkin
flour increased the percent share of red colour in ready-made products, and this increase was clearly visi-
ble after the extrusion performed at a temperature of 160 °C (a > 8). Among the crisps with the additives,
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the samples characterized by the best physical and sensory properties were those with 10 % of amaranth or
Jerusalem artichoke flours added and extruded at a temperature of 160 °C (sensory acceptability level was
more than 70 %).

Key words: corn snacks, amaranths, Jerusalem artichoke, pumpkin, quality
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Streszczenie

W pracy wykorzystano wlasciwosci p-laktoglobuliny do wigzania palmitynianu retinylu. Otrzymane
produkty wzbogacono w uklad laktoza/maltodekstryna i po zastosowaniu suszenia rozpylowego lub sub-
limacyjnego uzyskano w postaci proszkow. Okreslono wlasciwosci sorpcyjne oraz termiczne analizowa-
nych probek, istotne ze wzglgdu na przewidywanie stabilnosci i zmian jakosci podczas przechowywania
suszonej zywnosci. Obecnos¢ cukrow w sktadzie surowcowym kompleksow wptyneta istotnie na zmniej-
szenie rownowagowej zawarto$ci wody w produktach oraz na przebieg kinetyki adsorpcji pary wodnej.
Charakterystyczne zmniejszenie ilosci adsorbowanej wody bylo wynikiem zmian zachodzacych w laktozie
podczas procesu sorpcji pary wodnej, jej przemiany ze stanu amorficznego w krystaliczny. Stwierdzono
istotny wplyw sktadu surowcowego produktow na warto$¢ temperatury przejscia fazowego. W przypadku
produktow zawierajacych uktad laktoza/maltodekstryna zaobserwowano dwa wyraznie oddzielone przej-
$cia fazowe, zwiagzane z obecnoscia w sktadzie surowcowym laktozy oraz maltodekstryny. Badania po-
twierdzily, ze wzbogacenie produktu w sktadnik o duzej masie czasteczkowej, np. w maltodekstryne,
skutkuje podwyzszeniem temperatury przejscia fazowego.

Stowa kluczowe: f3-laktoglobulina, palmitynian retinylu, wlasciwosci sorpcyjne, wlasciwosci termiczne

Wprowadzenie

Wzbogacanie zywnos$ci w witaming A, ze wzgledu na jej rozpuszczalno$é
w thuszczach, odbywa si¢ zazwyczaj z zastosowaniem no$nikéw bedacych pochodnymi
thuszczow. Rosngca §wiadomos¢ zywieniowa i zdrowotna konsumentéw powoduje, ze

Dr A. Gorska, dr hab. E. Ostrowska-Ligeza , dr inz. M. Wirkowska-Wojdyta, dr inz. J. Brys, Katedra
Chemii, dr inz. K. Szulc, Katedra Inzynierii Zywnosci i Organizacji Produkcji, Wydz. Nauk o Zywnosci,
Szkota Gltowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa
Kontakt: agata_gorska@sggw.pl



WPLYW DODATKU UKEADU LAKTOZA — MALTODEKSTRYNA NA WEASCIWOSCI TERMICZNE... 191

coraz czesciej siggaja oni po produkty z obnizong zawartoscig ttuszczu lub bezttusz-
czowe, czego konsekwencjg moga by¢ niedobory witaminy A w diecie. Fizjologiczna
rola witaminy A jest zwigzana z jej udziatem w procesie widzenia, wzrostu oraz meta-
bolizmu. Brak witaminy A wywoluje niedowidzenie zmierzchowe (tzw. kurza slepote)
1 opdznia procesy podziatu komoérek [2]. Witaming A stanowi ok. 50 zwigzkoéw podob-
nych budowg i funkcjg do tzw. all-trans-retinolu. W pozywieniu pochodzenia zwierze-
cego podstawowg forma, w jakiej wystepuje witamina A, jest ester — palmitynian reti-
nylu, ktéry w jelicie cienkim ulega hydrolizie enzymatycznej do alkoholu — retinolu.
Niedobor witaminy A w diecie mozna ogranicza¢ przez zastosowanie innych niz thusz-
czowe nosnikow palmitynianu retinylu. Wéréd takich substancji na szczegolng uwage
zastuguje B-laktoglobulina — gléwne biatko frakcji serwatkowej mleka krowiego. Cha-
rakterystyczna budowa pozwala na zakwalifikowanie B-laktoglobuliny do rodziny li-
pokalin [16]. Wykazuje ona zdolno$¢ wigzania hydrofobowych zwiazkow, tj. retinolu,
kwasow ttuszczowych, cholesterolu itp. [9-11, 23]. Umozliwia to wykorzystanie jej do
transportu palmitynianu retinylu w ukladach pozbawionych tluszczu lub z obnizong
zawartos$cig thuszczu.

Ze wzgledu na transport, przechowywanie i dozowanie, szczegolnie korzystne
jest uzyskiwanie nowych produktow w formie sypkiej. Nalezy jednak pamigtac, ze
zastosowany proces suszenia oraz parametry procesu moga wplywaé na zawarto$¢
witaminy w produkcie koncowym. W przypadku potgczen B-laktoglobuliny z witaming
A podwyzszona temperatura moze powodowac¢ denaturacj¢ biatka i jednocze$nie roz-
pad powstatego kompleksu. Cukry, tj. laktoza i trehaloza wplywajg korzystnie na sta-
bilnos¢ biatka podczas suszenia [4, 5, 21]. Cukry te w stanie amorficznym wytworzo-
nym w czasie suszenia charakteryzujg si¢ wtasciwosciami szklistotworczymi [18]. Stan
szklisty o bardzo wysokiej lepko$ci znacznie ogranicza ruchliwo$¢ czastek 1 mozliwosé
wystepowania zmian konformacyjnych [22], wplywajac korzystnie na stabilnos¢ bia-
tek. Oprocz dwucukrow, do najczgsciej stosowanych substancji szklistotworczych
nalezy maltodekstryna. Zwiazki tej grupy znalazty szczegdlne miejsce w przetworstwie
zywnosci. Sg stosowane m.in. jako neutralne wypetniacze, stabilizatory emulsji, mate-
riaty tworzace powtoki, zwigkszajace lepkos¢ cieczy. Dodatek wysokoczasteczkowych
substancji no$nikowych sprzyja zwigkszeniu wydajnosci procesu suszenia, zapobiega-
jac zbrylaniu oraz oblepianiu $cian suszarki, wystepujacym w przypadku stosowania
cukrow prostych.

W celu osiggniecia wysokiej jakosci koncowej i stabilnosci produktu w czasie
magazynowania, istotne jest poznanie wtasciwosci sorpcyjnych produktéw w warun-
kach eksperymentalnych, podobnych do warunkéw naturalnych [20]. Znajomo$¢ tych
cech jest niezbgdna do okreslania poziomu trwatosci, krytycznej wilgotnosci i1 aktyw-
nosci wody, szczegdlnie produktow o jakosci ulegajacej obnizeniu pod wptywem wil-
goci [15]. Znajomos$¢ izoterm i kinetyki sorpcji jest niezbedna do ustalenia optymal-



192 Agata Gorska, Ewa Ostrowska-Ligeza, Karolina Szulc, Magdalena Wirkowska-Wojdyta, Joanna Brys

nych warunkoéw przechowywania zywnosci suszonej oraz doboru odpowiednich opa-
kowan [8, 25]. Istotny wptyw na stabilnos¢ i jakos¢ produktéw uzyskanych w postaci
proszkéw ma temperatura przejscia fazowego opisywana przez temperature poczatko-
wa (T, onset), srodkowa (T, midpoint) oraz koncowa (T, endpoint). Produkt spozyw-
czy charakteryzuje si¢ najwyzsza stabilnosciag w temperaturze przemiany szklistej (T,)
1 nizszej.

Celem pracy bylo uzyskanie potgczen pomiedzy B-laktoglobuling a palmitynia-
nem retinylu wzbogaconych w uktad laktoza — maltodekstryna w postaci proszkow
przy zastosowaniu suszenia rozpylowego lub sublimacyjnego oraz okres$lenie wtasci-
wosci sorpcyjnych i termicznych uzyskanych produktow.

Material i metody badan

Uzyskanie polgczen pomiedzy p-laktoglobuling a palmitynianem retinylu oraz ich
analogow wzbogaconych w laktoze i maltodekstryne w formie roztworow

B-laktoglobuling otrzymano od firmy Davisco Foods International (Le Sueur,
Minnesota). Analiza chromatograficzna (HPLC) wykazata brak witaminy A w probce
biatka. Palmitynian retinylu, bufor fosforanowy oraz etanol pochodzity z firmy Sigma
— Aldrich (Niemcy).

Rozpuszczano 8 g B-laktoglobuliny (4,3x10™* mola; M = 18400g/mol) w 400 ml
0,1 M roztworu buforu fosforanowego o pH wynoszacym 6,8 i mieszano do momentu
uzyskania klarownego roztworu. Do tak przygotowanego roztworu B-laktoglobuliny
dodawano 0,46 g (8,6x10* mola) palmitynianu retinylu (rozpuszczonego uprzednio
w minimalnej objetosci  absolutnego etanolu), tak, aby stosunek molowy
B-laktoglobuliny do liganda wynosit 1 : 2. Roztwory mieszano w temp. 40 °C przez 2 h
z uzyciem mieszadla magnetycznego. Nastepnie dodawano wuklad lakto-
za/maltodekstryna w trzech stosunkach wagowych: 9:1;8:217 : 3.

Przeprowadzenie uzyskanych roztworow w postac proszku metodq suszenia rozpyto-
wego lub sublimacyjnego

Kazdorazowo do suszenia rozpytowego przygotowywano 400 ml roztworu. Roz-
twory poddawano homogenizacji w homogenizatorze Ultra Turrax T 25 basic IKA
Labortechnik (Niemcy) przez 90 s przy 11000 rpm, a nastgpnie suszono rozpytowo.
Suszenie otrzymanych roztworéw prowadzono w suszarce rozpytowej firmy Anhydro
(Dania), przy predkosci dysku rozpytowego wynoszacej 39000 obr./min (Srednica dys-
ku 63,42 mm) i przy strumieniu podawania surowca — 51,4 cm’/min. Suszenie odby-
walo si¢ wspotpragdowo, a temperatura powietrza wlotowego wynosita 120 °C.

Przed procesem liofilizacji badany roztwor zamrazano w zamrazarce komorowej
w ciggu 24 h w temp. -70 °C. Nastepnie material poddawano liofilizacji w liofilizato-
rze ALPHA1-4 LDC-1m firmy Christ, z kontaktowym ogrzewaniem surowca. Proces
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prowadzony byt przy stalych parametrach: cisnienie — 63 Pa, ci$nienie bezpieczenstwa
— 103 Pa, czas — 24 h. Temperatura potek grzejnych liofilizatora wynosita 30 °C. Tem-
perature w czasie suszenia kontrolowano przy uzyciu termopary.

Wyznaczanie wiasciwosci sorpcyjnych

Wilasciwos$ci sorpeyjne oznaczano metodg statyczno-eksykatorows. Izotermy ad-
sorpcji pary wodnej wyznaczano przy dziesi¢ciu poziomach aktywnosci wody (a,,) od
0,0 do 0,92. Jako czynniki higrostatyczne zastosowano nasycone roztwory soli w tem-
peraturze 25 °C. Uzyto nasyconych roztworéw soli: CaCl,, LiCl, CH;COOK, MgCl,,
K,CO;, Mg(NO3),, NaNO,, NaCl, (NH,),SO, i NH4H,PO,, zapewniajacych aktywnos¢
wody wynoszacg odpowiednio: 0; 0,11; 0,23; 0,33; 0,44; 0,53; 0,65; 0,75; 0,81 1 0,92.
Probke do pomiaru stanowil proszek o masie okoto 1 g. Probki przetrzymywano przez
3 miesigce, a nastepnie ponownie wazono wykorzystujac wage Mettler AE 240.
W eksykatorach o aktywnos$ci wody $rodowiska powyzej 0,75 umieszczany byl tymol
zapobiegajacy plesnieniu probek. Pomiary przeprowadzono w trzech powtérzeniach.

Kinetyke adsorpcji pary wodnej oznaczano z wykorzystaniem stanowiska zapew-
niajgcego ciggly pomiar zmian masy probek. Do badan uzywano wagi Mettler AE 240
przystosowanej do pracy ciggtej w warunkach statej temperatury i wilgotnosci wzgled-
nej powietrza. Kinetyke adsorpcji pary wodnej prowadzono przy trzech poziomach
aktywnosci wody srodowiska: 0,33, 0,65 i 0,92, w temp. 25 °C przez 24 h. Jako czyn-
niki higrostatyczne zastosowano nasycone roztwory soli: MgCl,, NaNO, i NH,H,PO,.
Probke do badan kinetycznych stanowit proszek o masie okoto 1 g. Po umieszczeniu
probki w higrostacie, zmiang jej masy rejestrowano za pomocg programu komputero-
wego POMIAR. Pomiary przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Wyznaczanie wltasciwosci termicznych

Wiasciwos$ci termiczne badano przy uzyciu skaningowego kalorymetru réznico-
wego — DSC, Q200, TA Instruments przy uzyciu metody MDSC (modulowana skanin-
gowa kalorymetria roznicowa). Probki o masie 10 + 13 mg umieszczano w naczynkach
aluminiowych niehermetycznie zamknigtych i ogrzewano od 10 do 170 °C z szybko-
$cig 2 °C/min, przy amplitudzie temperatur + 1 °C i okresie modulacji 60 s. Otrzyma-
no krzywe catkowitego, odwracalnego i nicodwracalnego przeptywu ciepta w zalezno-
$ci od temperatury. Z uzyskanych krzywych odczytano temperature poczatkowa (T,
onset), Srodkowa (T, midpoint) i koficowa (T, endpoint) temperatury przemiany szkli-
stej. Pomiary przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.
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Wyniki i dyskusja

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen otrzymano proszki kompleksoéw
B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu wzbogacone w uklad lakto-
za/maltodekstryna. Sktad produktow oraz metode¢ suszenia przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Sktad surowcowy i metoda suszenia komplekséw B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu
Table 1.  Composition and drying method of B-lactoglobulin and retinyl palmitate complexes

Probka Sktad surowcowy Metoda suszenia
Sample Composition Drying method
B-laktoglobulina, palmitynian retinylu, .
Al laktoza : maltodekstryna w stosunku masowym 9 : 1 suszenie rozpylowe
B-laktoglobulina, palmitynian retinylu, .
A2 laktoza : maltodekstryna w stosunku masowym 8 : 2 suszenie rozpylowe
B-laktoglobulina, palmitynian retinylu, .
A3 laktoza : maltodekstryna w stosunku masowym 7 : 3 suszenie rozpylowe
B-laktoglobulina, palmitynian retinylu, . . .
Ad laktoza : maltodekstryna w stosunku masowym 9 : 1 suszenie sublimacyjne
B-laktoglobulina, palmitynian retinylu, . . .
A laktoza : maltodekstryna w stosunku masowym 8 : 2 suszenie sublimacyjne
A6 B-laktoglobulina, palmitynian retinylu, suszenie sublimacyjne
laktoza : maltodekstryna w stosunku masowym 7 : 3

Zawartos¢ wody w produkcie decyduje o stopniu zmian chemicznych, fizycznych
1 mikrobiologicznych, wptywajac na stabilno$¢ przechowalnicza suszonej zywnosci
[1]. Wrazliwos$¢ produktow suszonych na wilgoc i ich zdolnos$¢ chtonigcia wody moga
by¢ okreslone na podstawie ksztattu izotermy sorpcji, czyli zalezno$ci graficznej po-
mig¢dzy aktywnoscig wody 1 rownowagowg zawarto$cig wody w produkcie [6]. Znajo-
mos$¢ izoterm sorpcji wody przez produkt spozywczy jest pomocna podczas projekto-
wania, modelowania 1  optymalizacji  proceséw:  suszenia, chtodzenia,
kondycjonowania, sktadowania. Ulatwia rowniez przewidywanie stabilno$ci i zmian
jakosci podczas pakowania i przechowywania suszonej zywnosci [14]. Uzyskane
w pracy wyniki rownowagowych zawartosci wody w produkcie przedstawiono w po-
staci izoterm sorpcji pary wodnej (rys. 1). Ze wzgledu na to, ze dla wszystkich anali-
zowanych probek (Al - A6) przebieg izoterm sorpcji byt analogiczny, na rys. 1. przed-
stawiono przykladowa krzywa, wyznaczong dla produktu Al. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzié, ze izotermy sorpcji pary wodnej badanych
komplekséw B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu oraz dodatkiem weglowoda-
néw cechujg si¢ ksztattem charakterystycznym dla produktéw bogatych w cukry pro-
ste. Nie obserwowano przegigcia krzywych w zakresie niskich aktywnosci wody, na-
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tomiast w zakresie aktywnosci wody ok. 0,8 - 0,9 zawartos¢ wody w produkcie zna-
czgco wzrastata wraz ze wzrostem aktywnosci wody srodowiska. Izotermy tego rodza-
ju naleza do III grupy wedtug klasyfikacji Brunauera i wsp. [3], typowej dla produktow
bogatych w cukry proste.

Dodatek uktadu laktoza/maltodekstryna wptynat na znaczne zmniejszenie row-
nowagowej zawartosci wody w produktach. Probki zawierajace P-laktoglobuling
i palmitynian retinylu charakteryzowaly si¢ najwigkszymi rownowagowymi zawarto-
sciami wody, podczas gdy ich analogi wzbogacone w cukry cechowata najmniejsza
rownowagowa zawarto§¢ wody. W $srodowisku o aktywnosci wody 0,33 najwicksza
rownowagowa zawartos¢ wody (9,36 g/100 g s.m) zaobserwowano w probkach
B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu, najmniejsza — w probkach B-laktoglobuliny
z palmitynianem retinylu i z laktoza/maltodekstryng (7 : 3) (7,11 g/100 g s.m.). W $ro-
dowisku o aktywnosci wody 0,65 dodatek cukrow spowodowat istotne zmniejszenie
rownowagowe]j zawartosci wody, z 20,94 g/100 g s.m. w probce [B-laktoglobuliny
z palmitynianem retinylu do 5,78 g/100 g s.m. w produkcie B-laktoglobuliny z palmi-
tynianem retinylu i z laktoza/maltodekstryna (7 : 3).
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Rys. 1. Przyktadowa izoterma adsorpcji kompleksu p-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu z dodat-
kiem ukfadu laktoza — malltodekstryna w stosunku wagowym 9 : 1, otrzymanego w postaci
proszku metoda suszenia rozpylowego (A1)

Fig. 1. Adsorption isotherm of B-lactoglobulin - retinyl palmitate complex with lactose/maltodextrin
addition in 9 : 1 weight ratio, obtained in the form of powder by spray drying (A1)
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Analogiczne zaleznosci stwierdzono w srodowisku o aktywnosci wody 0,92. Jest
to zgodne z wynikami badan opisywanymi w literaturze. Mieszaniny zawierajgce
znaczne ilosci biatek charakteryzujg si¢ zwigkszong zdolnoscig chlonigcia wody
w poréwnaniu z probkami bogatymi w weglowodany [17].

W przypadku analizowanych probek zaobserwowano znaczne zmniejszenie ilosci
zaadsorbowanej wody w $rodowisku o aktywnosci wody ok. 0,5 (rys. 1). Charaktery-
styczne zmniegjszenie ilosci zaadsorbowanej wody obserwowane na krzywej bylo wy-
nikiem zmian zachodzacych w laktozie podczas procesu sorpcji pary wodnej. Nastgpi-
o zwigkszenie ruchliwosci czasteczek cukru, co umozliwito jego przejscie
z metastabilnego stanu bezpostaciowego w stan krystaliczny. Poziom zaadsorbowane;j
wody byl wystarczajacy na zainicjowanie przemiany laktozy ze stanu amorficznego w
krystaliczny, ktorej towarzyszylo wydzielanie nadmiaru zaadsorbowanej wody przez
powstajace struktury krystaliczne [13, 19].

Kinetyka adsorpcji pary wodnej umozliwia okreslenie zalezno$ci przyrostu za-
wartosci wody w zywnoS$ci w proszku od czasu trwania procesu. Ksztalt krzywej kine-
tyki adsorpcji zalezy od sktadu Zywnos$ci w proszku oraz parametréw pomiaru (tempe-
ratury i wilgotnosci wzglednej srodowiska) [7]. Kinetyke adsorpcji pary wodnej przez
badane probki okreslono w srodowiskach o aktywnosci wody: 0,33, 0,651 0,92.

Krzywg kinetyczng uzyskang w $rodowisku o aktywnosci wody 0,33 polaczen
B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu wzbogaconych w wuklad lakto-
za/maltodekstryna przedstawiono na rys. 2. W przypadku probek wzbogaconych
w cukry obserwowano ciagly wzrost zawartosci wody w ciggu 24 h przechowywania.
Adsorpcja pary wodnej przebiegala najintensywniej w poczatkowej fazie procesu — do
5 h, a nastgpnie zblizata si¢ do wartosci rownowagowych. W przypadku badanych
probek stan rownowagi wilgotnosciowej nie zostat osiggnigty, o czym $wiadczy wzrost
zawartosci wody w koncowych godzinach procesu. Stwierdzono zmniejszong inten-
sywnosc¢ procesu adsorpcji pary wodnej przez probki z dodatkiem cukréw w porowna-
niu z probkami, w sktadzie ktorych nie byto laktozy/maltodekstryny. Uzyskany rezultat
jest zgodny z wynikami komplekséw B-laktoglobuliny z cholekalcyferolem [12].

Krzywe kinetyki adsorpcji pary w §rodowisku o aktywnosci wody 0,65 probek
B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu wzbogaconych w uktad lakto-
za/maltodekstryna przedstawiono na rys. 3. Obecnos¢ cukrow w sktadzie surowcowym
kompleksow istotnie wptyneta na przebieg kinetyki adsorpcji pary wodnej. Charakte-
rystyczne obnizenie ilosci adsorbowanej wody obserwowane na krzywych byto wyni-
kiem zmian zachodzacych w laktozie podczas procesu sorpcji pary wodnej. Nastgpito
zwigkszenie ruchliwosci czgsteczek cukru, co umozliwito jego przejécie z metastabil-
nego stanu bezpostaciowego w stan krystaliczny. Poziom zaadsorbowanej wody byt
wystarczajacy na zainicjowanie przemiany amorficznej laktozy do stanu krystaliczne-
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go, ktorej towarzyszyto wydzielanie nadmiaru zaadsorbowanej wody przez powstajace
struktury krystaliczne.

W $rodowisku o aktywnosci wody 0,92 (rys. 4) zdolno$¢ chtonigcia wody przez
probki byta znacznie wigksza niz w srodowiskach o aktywnosci wody 0,33 oraz 0,65.
Koncowa zawarto$¢ wody po 24 h procesu wynosita przyktadowo 0,53 g wody/g s.m.
w probcee B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu; 0,16 g wody/g s.m. w produkcie,
w skladzie ktorych obecne byly cukry. W przypadku produktow wzbogaconych
w uktad laktoza/maltodekstryna zauwazono szczegoélnie wyrazny efekt zmniejszenia
zdolnosci chionigeia wody. W $rodowisku o aktywnosci wody 0,92 nie stwierdzono
zmian zachodzacych w strukturze cukrow, tj. krystalizacji.

Nalezy podkresli¢, ze produkty w postaci proszku, otrzymane metodg suszenia
rozpytowego lub sublimacyjnego, przy matej zawartosci wody zawierajg cukry w sta-
nie amorficznym. Charakteryzuja si¢ one woéwczas znaczng higroskopijnoscia i jezeli
zostang poddane dziataniu wilgoci z otoczenia, moze dojs$¢ do ich zbrylenia, co prowa-
dzi do obnizenia jakosci, zmniejszenia rozpuszczalnosci 1 utraty sypkosci produktu.
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Rys. 2. Kinetyka adsorpcji pary wodnej komplekséw B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu z do-
datkiem uktadu laktoza/maltodekstryna w réznych stosunkach wagowych, suszonych rozpylowo
(A1, A2, A3) oraz sublimacyjnie (A4, AS, A6); (a,, =0,33)

Fig. 2. Adsorption kinetics of B-lactoglobulin - retinyl palmitate complexes with lactose/maltodextrin
addition in different weight ratio, obtained by spray drying (A1, A2, A3) and freeze drying (A4,
AS, A6); (a, =0.33)
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Rys. 3. Kinetyka adsorpcji pary wodnej komplekséw B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu z do-
datkiem uktadu laktoza/maltodekstryna w réznych stosunkach wagowych, suszonych rozpytowo
(A1, A2, A3) oraz sublimacyjnie (A4, A5, A6); (a,, = 0,65)

Fig. 3. Adsorption kinetics of B-lactoglobulin - retinyl palmitate complexes with lactose/maltodextrin
addition in different weight ratio, obtained by spray drying (Al, A2, A3) and freeze drying (A4,
A5, A6); (a,, = 0.65)

Temperatura przemiany szklistej (T,) jest jedng z najwazniejszych wielkosci opi-
sujacych bezpostaciowe ciato stale, a jej warto$¢ okresla optymalne warunki, ktore
zapewniajg stabilnos$¢ produktu [22]. Powszechnie wykorzystywang termoanalityczng
technikg pozwalajaca wyznaczy¢ T, jest DSC (réznicowa kalorymetria skaningowa).
Stwierdzono istotny wplyw sktadu surowcowego produktow na warto$¢ temperatury
przejscia fazowego (T,). W przypadku produktéw zawierajacych uktad laktoza : mal-
todekstryna wystapity dwa oddzielone przejscia fazowe (Tgl, ng), zwigzane z obecno-
scig w sktadzie surowcowym laktozy oraz maltodekstryny, ktore ulegajg tego typu
przemianie (tab. 2).
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Rys. 4. Kinetyka adsorpcji pary wodnej komplekséw B-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu z do-
datkiem uktadu laktoza/maltodekstryna w réznych stosunkach wagowych, suszonych rozpylowo
(A1, A2, A3) oraz sublimacyjnie (A4, A5, A6); (a,, = 0,92)

Fig. 4. Adsorption kinetics of B-lactoglobulin - retinyl palmitate complexes with lactose/maltodextrin
addition in different weight ratio, obtained by spray drying (A1, A2, A3) and freeze drying (A4,
AS, A6); (a, =0.92)

Tabela 2. Temperatura przejs¢ fazowych (temperatura poczatkowa, temperatura srodkowa, temperatura
koncowa) kompleksow f-laktoglobuliny z palmitynianem retinylu z dodatkiem uktadu lakto-
za/maltodekstryna w roéznych stosunkach wagowych, suszonych rozpylowo (Al, A2, A3) oraz
sublimacyjnie (A4, AS, A6) [°C]

Table 2.  Glass transition temperatures (Tg onset, Tg midpoint, Tg endpoint) of B-lactoglobulin - retinyl
palmitate complexes with lactose/maltodextrin addition in different weight ratio, obtained by
spray drying (A1, A2, A3) and freeze drying (A4, A5, A6) [°C]

, Temperatura | Temperatura | Temperatura | Temperatura | Temperatura | Temperatura
Probka 1 , 1 A 1 2 . 2 ; 2
Sample poczlqtkowa srlodlfowa. kloncowa. poczzqtkowa srzodlfowa} k20ncowa.

T, onset T, midpoint | T, endpoint T,” onset T,” midpoint | T," endpoint
Al 44,1 £0,2 473+£0,2 51,4+0,2 116,5+0,2 123,4+0,2 125,8+0,4
A2 49,8+04 51,7+0,6 548 £0,4 118,904 125,5+0,1 128,1 £0,5
A3 52,8+0,5 56,5+0,4 60,6 +0,7 124,1 £0,5 127,9£0,3 131,3+£0,3
A4 51,9+0,5 59,1+0,3 69,3 +0,5 111,2+0,1 118,3+0,3 122,2+0,3
AS 542404 62,7+0,2 743 +0,6 1144+0,5 120,4 0,4 1242 +£0,1
A6 56,8 +0,2 66,2 +0,6 77,0 +£0,5 118,4+0,2 123,2+0,2 127,1+£0,7

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-

dard deviation; n =13
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Wraz ze zwigkszajacym si¢ udziatem maltodekstryny w produktach obserwowano
wyzsze wartosci temperatury przejécia szklistego. Probki A3 oraz A6, w ktdrych sto-
sunek wagowy laktozy do maltodekstryny wynosit 7 : 3 charakteryzowaly si¢ wyz-
szymi warto$ciami temperatury Tg1 oraz ng niz produkty Al i A4 oraz A2 i AS —
o mniejszym udziale maltodekstryny w sktadzie produktow. Przyktadowo, w przypad-
ku produktu A1l (stosunek wagowy laktoza/maltodekstryna 9 : 1) warto$¢ T, midpoint
pierwszej przemiany szklistej wynosita 47,32 °C, drugiej — 123,42 °C, natomiast
w odniesieniu do produktu A3 — odpowiednio: 56,48 1 127,87 °C. Wraz ze zwigksza-
niem udzialu maltodekstryny w kompleksach warto$¢ temperatury przej$¢ szklistych
wzrastata. Badania potwierdzily, ze wzbogacanie produktu w sktadnik o duzej masie
czasteczkowej, np. w maltodekstryne, skutkuje podwyzszeniem T, [24]. Stwierdzono

znacznie nizszg warto$¢ Tg w przypadku probek suszonych liofilizacyjnie w poréwna-

niu z ich analogami suszonymi rozpylowo. Znacznie nizsze byly natomiast wartosci
Tg1 probek w postaci proszku, otrzymanych metodg suszenia rozpylowego. Przemiana
szklista istotnie wplywata na jakos¢ produktow w formie proszku, otrzymanych w
wyniku suszenia sublimacyjnego lub rozpytowego.

Whioski

1. Wykazano wplyw sktadu produktow na ich wiasciwosci sorpcyjne i termiczne.
Rownowagowa zawartos¢ wody w badanych proszkach byta uzalezniona od sktadu
produktéw 1 aktywnosci wody srodowiska. Dodatek uktadu laktoza/maltodekstryna
wplynat na znaczne obnizenie rownowagowej zawartosci wody w produktach.

2. Obecnos¢ laktozy w sktadzie surowcowym kompleksow wptynela istotnie na prze-
bieg kinetyki adsorpcji pary wodnej. W srodowisku o aktywnosci wody 0,65 nasta-
pita przemiana laktozy ze stanu amorficznego w krystaliczny.

3. Wartosci temperatury przejscia fazowego uzaleznione byty od sktadu surowcowego
produktow. Probki zawierajace uktad laktoza/maltodekstryna cechowaty si¢ obec-
noscig dwdch wyraznie oddzielonych przejs¢ fazowych.

4. Wzbogacenie produktu w maltodekstryne przyczynito si¢ do podwyzszenia tempe-
ratury przejscia szklistego.

Badania byly finansowane ze srodkow budzetowych na nauke w latach 2010 -
2012 jako projekt badawczy nr N N312 068639.
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THE INFLUENCE OF LACTOSE/MALTODEXTRIN SYSTEM ADDITION ON THERMAL
AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF BETA-LACTOGLOBULIN AND RETINYL
PALMITATE COMPLEXES

Summary

In the research, the properties of B-lactoglobulin to bind retinyl palmitate were used. To the obtained
complexes, lactose/maltodextrin systems were incorporated. The final products were obtained in the form
of powders by spray- and freeze drying. For analysed samples sorption and functional properties, essential
for predicting the stability and changes occuring during the storage of dried food, were determined. The
presence of sugars in the products has significantly inluenced the equilibrium moisture content and the
kinetics of water sorption. The loss of adsorbed water observed on the shape of curve was the result of
changes occuring in lactose during water sorption process, its transition from amorphous to crystalline
state. The significant influence of complexes composition on glass transition temperatures was observed.
In the case of products with lactose:maltodextrin system addition two distinct glass transitions were pre-
sent, which were the result of lactose and maltodextrin transitions. The researches have shown that the
incorporation of high mass components, for example maltodextrin to the product results in glass transition
temperature increasing.

Key words: -lactoglobulin, retinyl palmitate, sorption properties, thermal properties
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Streszczenie

Przeprowadzone badania miaty na celu: identyfikacje czynnikéw wplywajacych na wizerunek produk-
tu spozywczego, hierarchiczne uporzadkowanie zidentyfikowanych determinant wizerunku oraz dokona-
nie ich analizy. Artykul ma charakter teoretyczno-empiryczny. W czgs$ci teoretycznej zastosowano metode
analizy poznawczo-krytycznej z zakresu marketingu i zarzadzania marketingowego. Natomiast w czesci
empirycznej wykorzystano metode badania ankietowego do zebrania danych pierwotnych oraz metody
analizy statystycznej (w tym analizy czynnikowej) do opracowania danych pierwotnych i przeprowadze-
nia wnioskowania. Stwierdzono, ze cena produktu spozywczego nie wptywa istotnie na jego wizerunek.
Relatywnie wigksza role wizerunkowa odgrywaja dziatania promocyjne, chociaz w ich przypadku rowniez
nie stwierdzono wystepowania silnej zalezno$ci statystycznej w odniesieniu do wizerunku. Pierwsze,
najwazniejsze miejsce w strukturze hierarchicznej determinant wizerunku zajal czynnik marki, natomiast
czynnik cenowy zajal ostatnia lokate. Znajomos¢ zakresu tych czynnikow oraz ich uktadu hierarchicznego
umozliwia skuteczne i efektywne zarzadzanie wizerunkiem przez oferentow produktow spozywczych, co
z kolei stanowi o wartosci aplikacyjnej badan.

Stowa kluczowe: produkt spozywczy, cena, promocja, wizerunek

Wprowadzenie

Kazdy produkt charakteryzuje si¢ okreslong zdolnoscig do spetiania oczekiwan
konsumentéw [19], czyli podmiotéw indywidualnych, kupujacych produkty w celu
zaspokojenia wtasnych potrzeb lub potrzeb cztonkow gospodarstwa domowego. Zdol-
nos¢ ta jest wypadkowa cech, w jakie produkt zostal wyposazony przez producenta.
Decyduja one o jego jakosci technologicznej. Podejmujac decyzje zakupowe, nabywcy
kierujg si¢ przede wszystkim wtasng subiektywna oceng tych cech i znaczeniem, jakie
sami im przypisujg obecnie oraz jakie bedg mie¢ one dla nich w przysztosci [8]. Kieru-
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ja si¢ zatem indywidualnie postrzegang jakoscig, ktorej elementem jest subiektywnie
postrzegana jakos$¢ technologiczna [15] i przypisujg jej niekiedy odmienne znaczenie,
jesli chodzi o mozliwos¢ osiagnigcia oczekiwanych korzysSci z nabycia danego produk-
tu.

Oferenci podejmujg zroznicowane dzialania marketingowe, chcge w ten sposob
wplynac na ocene¢ produktow przez nabywcdow, a tym samym ksztattujg marketingowa
jako$¢ wyrobow 1 ustug jako dwoch podstawowych kategorii produktéw. Dziatania
marketingowe umozliwiajg skuteczniejsze wyrdznienie si¢ na tle pozostatych uczestni-
kéw rynku w porownaniu z dzialaniami pozamarketingowymi, ktoérych efektem jest np.
uzyskanie produktu spozywczego o okreslonych cechach sensorycznych. Te ostatnie sg
stosunkowo tatwe do powielania przez innych oferentow, w odroznieniu od marketin-
gowych atrybutéw produktu, ktore mogg spetia¢ funkcje¢ jego charakterystycznych
1 wylgcznych wyréznikow, przyczyniajac si¢ do kreowania wartosci dodanej z punktu
widzenia nabywcow [10]. O unikatowosci przesadza przede wszystkim ich niemate-
rialny charakter, co czyni je trudnymi lub wrecz niemozliwymi do powielania przez
innych oferentow. Do marketingowych niematerialnych atrybutow produktu nalezy
jego marka. Jest ona jednym z elementéw opakowania. Nabywca ma z nig styczno$¢
wczesniej niz z cechami produktu wynikajacymi z jego jakosci technologicznej. Tym
samym marka dominuje w budowaniu tzw. efektu pierwszego wrazenia dotyczacego
danego produktu. Moze by¢ on wzmocniony lub ostabiony przez takie czynniki, jak:

— pozaproduktowe dzialania marketingowe oferenta [4, 16, 17]:

- ustalenie ceny na okre§lonym poziomie (w przypadku nabywcoéw nalezacych
do grupy innowatoréw cena ma relatywnie mniejsze znaczenie niz dla innych
grup odbiorcow [20]), stosowanie rabatow w ramach jej roznicowania itd.,

- promowanie produktu, jego marki i wytworcy,

- ksztaltowanie okreslonych warunkow dostepnosci produktu w ramach polityki
dystrybucji (przyktadowo, produkty o zasiggu globalnym sygnowane markami
globalnymi oceniane sg przez nabywcow jako majace lepszy wizerunek [26],
chociaz z pewnoscig nie dotyczy to etnocentrystow);

— informacje znane nabywcy, pochodzace ze zrodel niezwigzanych z oferentem:

- informacje na temat pochodzenia produktu i jego wytworcy, przy czym wazny
jest zaréwno kraj, jak i region pochodzenia,

- informacje na temat opinii o produkcie 0sob cieszacych si¢ zaufaniem nabyw-
cy (cztonkow rodziny, znajomych itd.);

— wilasne doswiadczenia nabywcy zwigzane z danym produktem lub jego wytworca.

Wymienione czynniki wpltywajg na efekt pierwszego wrazenia, ale jednoczes$nie
oddziatluja na sposob postrzegania danego produktu, ktérego skutkiem jest jego okre-
slony wizerunek, jako element niematerialny nalezacy do kluczowych wyrdznikow
kazdego oferenta. Jego znaczenie jest szczegdlnie istotne w przypadku oferentow dzia-
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tajacych w branzach charakteryzujacych si¢ intensywnym konkurowaniem, do ktérych
nalezy branza spozywcza. Znaczenie wizerunku jest istotne z powodu jego specyfiki.
Trudno jest bowiem zbudowac i utrzymaé pozytywny wizerunek, znacznie latwiej
o jego degradacje lub utrate, gdyz podmiotami postrzegajgcymi w okreslony sposdb
produkt sg nabywcy cechujacy si¢ indywidualng wrazliwos$cia na bodzce (w tym mar-
ketingowe) oraz indywidualnym stopniem odczuwania okreslonych potrzeb i oczeki-
wan [18, 19].

Wizerunek, bedacy jedng z kluczowym kategorii marketingowych i skutkiem
swiadomych i1 nie§wiadomych dziatan podejmowanych przez oferenta, nadal nie jest
jednoznacznie definiowany w literaturze przedmiotu. Mozna wskaza¢ trzy gldwne
nurty jego definiowania. Cze$¢ autorow okresla wizerunek jako obraz konkretnego
podmiotu lub przedmiotu postrzegania, uksztalttowany w §wiadomosci danej osoby na
podstawie czynnikow wewnetrznych (zwigzanych z ta osoba, np. cech osobowoscio-
wych, wczesdniejszych doswiadczen) oraz zewnetrznych (tkwigcych w otoczeniu tej
osoby, np. bodzcoéw kierowanych przez oferenta do odbiorcow) [3, 12]. W tej grupie
definicji uwypuklono efekt (czyli obraz) osiggniety dzigki wystgpowaniu zbioru okre-
$lonych bodzcow (czyli czynnikoéw wewnetrznych i zewnetrznych). Dlatego t¢ grupe
mozna okresli¢ mianem definicji przyczynowo-skutkowych.

Inni autorzy, definiujac wizerunek, skupili si¢ przede wszystkim na sposobie po-
strzegania okreslonego obiektu (podmiotu lub przedmiotu), utozsamiajgc z nim wize-
runek [9, 24]. T¢ grupe mozna okresli¢ jako definicje emocjonalno-procesowe, zbudo-
wane na dwoch filarach, jakimi sg emocjonalny stosunek do danego obiektu oraz
proces jego postrzegania.

Wizerunek definiowany jest rowniez jako wewnetrzna, zbiorowa $wiadomos$¢, na
podstawie ktorej podejmowane sa korporacyjne wysitki (skuteczne lub nieskuteczne),
aby zaprezentowac¢ si¢ innym [2]. W takim ujeciu eksponowane sg dwa zbiory aspek-
tow: mentalne (§wiadomosc¢) oraz celowosciowe (zaplanowany charakter dziatan oraz
dazenie do najlepszego pokazania si¢ innym podmiotom).

Elementem wspolnym wszystkich trzech grup definicji jest sktadnik znaczeniowy
wizerunku odwotujacy sie do przeszitosci, co decyduje o trudnosciach zwigzanych
z jego ewentualng poprawa. Nie da si¢ bowiem zmieni¢ wczesniejszych niewlasciwych
dziatan, mozna jedynie unika¢ analogicznych bleddéw czy niedociggnigé w przysztosci.
Budowanie wizerunku jest zatem skomplikowanym i jednoczesnie dtugotrwatym pro-
cesem.

W branzy spozywczej wicksze znaczenie przypisywane jest przez oferentéw do
cech sensorycznych produktow [por. 23], natomiast aspekty wizerunkowe traktowane
sg drugoplanowo. Dowodem na ich niedocenianie jest chociazby stosowanie nieetycz-
nych praktyk [4], ktore bezposrednio negatywnie wptywajg na postrzeganie produktow
zywnosciowych. Tego typu praktyki stosowane sg mimo udowodnionej pozytywnej
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zaleznos$ci migdzy postrzegang jakoscig produktu (niezaleznie od jego typu) a satys-
fakcjg nabywcey z jego zakupu [7]. Odczuwanie satysfakcji przez konsumenta przynosi
takze oferentowi wiele korzys$ci, m.in. w postaci zwigkszenia lojalno$ci nabywcow,
poprawy reputacji, zmniejszenia wrazliwo$ci cenowej nabywcow, poprawy ich kompe-
tencji rynkowych [27]. Nieetyczne postgpowanie wptywa ujemnie na wizerunek pro-
duktu, ktoérego dotyczg te dzialania, jak i na stosujgcego je oferenta, nie pozwalajac
zbudowa¢ zaangazowania nabywcoéw [21], a tym samym stworzy¢ spotecznosci ryn-
kowych partneréw wiedzy [6], powigzanych z oferentem relacjami o charakterze emo-
cjonalnym. Dlatego niezwykle istotne jest zidentyfikowanie i poddanie analizie czyn-
nikéw wptywajacych na wizerunek produktow spozywczych. Ich znajomo$¢ jest
niezbg¢dna do skutecznego i1 efektywnego ksztattowania przez oferentéw sposobu po-
strzegania przez nabywcoéw wspomnianych wyrobow, tym bardziej, ze wizerunek (po-
dobnie, jak inne warto$ci niematerialne [11]) staje si¢ coraz wazniejszym czynnikiem
wyboru w decyzyjnym procesie zakupowym nabywcow, charakteryzujacych si¢ coraz
wigkszym poziomem $wiadomosci rynkowej [28].
Celem pracy byto:
— zidentyfikowanie czynnikow wplywajacych na wizerunek produktu spozywczego,
— hierarchiczne uporzadkowanie zidentyfikowanych determinant wizerunku oraz
dokonanie ich analizy.

Hipotezy badawcze i model koncepcyjny

Wybor produktéw spozywcezych wynikal z ich specyfiki. Sg to towary najczesciej
kupowane i bezposrednio wplywajace na zdrowie konsumentéw. Z powodu dostgpno-
$ci na rynku ofert o podobnej jakosci technologicznej oferenci szukaja czynnikow po-
zwalajacych przynajmniej na subiektywne wyr6znienie swoich produktow. Nalezy do
nich bez watpienia wizerunek.

Sformutowano 2 hipotezy badawcze, odzwierciedlajace zaleznosci migdzy wy-
branymi czynnikami marketingowymi a wizerunkiem produktu spozywczego w postaci
modelu przedstawionego na rys. 1.

Do najwazniejszych, wymienianych w literaturze, czynnikéw decydujacych o po-
strzeganiu produktu (niezaleznie od jego typu) i ocenie jego warto$ci dokonywanej
przez nabywcow nalezy cena [14, 22]. W pracy dazono zatem do zidentyfikowania
zaleznos$ci miedzy ceng produktu a jego wizerunkiem w przypadku produktow spo-
zywczych. Podjeto wigc probe zweryfikowania hipotezy w brzmieniu:

— HI1 — cena produktu spozywczego silnie wplywa na jego wizerunek.

Dotychczasowe badania dotyczace bodzcéw marketingowych skupialy si¢ gtow-
nie na ich roli w przycigganiu uwagi nabywcow (np. opakowanie produktu [29]), czy
roli w podejmowaniu decyzji zakupowych (np. promocyjne obnizki cen [17]). W pracy
podjeto si¢ przeanalizowania wptywu bodzcoéw promocyjnych na wizerunek produktu
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spozywczego. W zwigzku z tym sformutowano i poddano weryfikacji hipoteze

brzmiaca:

— H2 — bodZce promocyjne stosowane przez oferentow silnie wptywajg na wizerunek
produktu spozywczego.

Cena produktu Hl
Product price
Wizerunek pro-
duktu spozyw- Determinanty pozamar-
H2 €zego ketingowe
Bodzce promocyjne >  Food product | Non-marketing determi-
Promotional incentives image nants
/
Pozostate determinanty
marketingowe
Others marketing determi-
nants

Rys. 1.  Model determinant wizerunku produktu spozywczego.
Fig. 1. Model of determinants of food product image.
Zrédto: opracowanie whasne / Source: Author’s own study.

Metody badan

W celu zweryfikowania hipotez badawczych przeprowadzono badania empirycz-
ne. W badaniach pilotazowych, a nastepnie wlasciwych, stosowano metod¢ ankietows.
Badania pilotazowe stuzyly wyodrgbnieniu potencjalnych determinant wizerunku pro-
duktu spozywczego, ktore poddano dalszym analizom. Kwestionariusz ankiety zawie-
rat pytania zamknigte i pototwarte, skierowane do nabywcow produktow spozywczych.

Wtasciwe badania ankictowe zostaty przeprowadzone w 2013 roku w formie bez-
posredniego kontaktu ankietera z respondentami, co umozliwito uzyskanie wysokiej
zwrotnosci wypetnionych kwestionariuszy. Zakres podmiotowy badan obejmowat
respondentéw reprezentujacych petnoletnich nabywcéw finalnych i konsumentow
produktow spozywcezych z terenu Polski. Dobér konkretnych os6b do proby badawczej
miat charakter nielosowy, natomiast operatem populacji byly dane Banku Danych Lo-
kalnych Gléwnego Urzedu Statystycznego [13]. Wybor nabywcoéw finalnych i konsu-
mentdéw produktow spozywcezych wynikat w gtdwnej mierze z ich rosnacego znaczenia
w dziatalnosci rynkowej oferentéw [5]. Obie wymienione grupy podmiotéw spetniajg
bowiem zaréwno role¢ ostatecznych weryfikatoroéw marketingowej oferty, jak i jej po-
tencjalnych wspottworcow.
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W trakcie badan wiasciwych uzyskano lacznie 910 kompletnie wypetionych
kwestionariuszy, ktore poddano analizie porownawczej oraz analizie czynnikowej,
z zakresu analizy statystycznej przy uzyciu pakietu Statistica 8.0.

Analiza czynnikowa umozliwila poglebiong analiz¢ zebranych danych pierwot-
nych. Jest ona wykorzystywana do redukcji liczby zmiennych stanowigcych dane
pierwotne, uzyskane z badan ankietowych, oraz do wykrywania struktur w zwigzkach
migdzy tymi zmiennymi, czyli do ich klasyfikacji. Przeprowadzenie tej analizy umoz-
liwito zredukowanie podzbioru zmiennych wejsciowych i zastgpienie go jedng nowa
zmienng. Pierwszym etapem tworzenia modelu czynnikowego byto zbudowanie ma-
cierzy korelacji pomigdzy zmiennymi pierwotnymi i jej wstepna analiza, od wynikéw
ktorej uzalezniony byl dalszy sposob postepowania dotyczacy wykorzystywania algo-
rytmow identyfikujacych ukryte czynniki. W przypadku, gdy wspotczynniki korelacji
pomiedzy zmiennymi okazaty si¢ niskie (r < 0,3), nalezalo zaniecha¢ dalszego poste-
powania. Natomiast, jesli macierz korelacji zmiennych pierwotnych byta odpowiednia
do zastosowania analizy czynnikowej, nalezato okresli¢ sposob identyfikacji czynni-
kow, czyli dokona¢ wyboru modelu czynnikowego. Do wyodrgbnienia i okreslenia
liczby czynnikéw wspolnych (tzw. sktadowych gtéwnych) zastosowano technike kry-
terium Kaisera [25], polegajaca na pozostawieniu tylko tych czynnikow, ktore majg
warto$ci wlasne (po standaryzacji) wicksze od 1. Kazdy taki czynnik wyjasnia pewien
poziom zmiennosci ogdlnej rozpatrywanego uktadu, okreslony procentem wariancji,
ktéry mozna interpretowac jako miar¢ wyjasnienia problemu. Na tym etapie tworzona
jest macierz wyodrebnionych korelacji, nazywanych tadunkami czynnikowymi. Wyra-
Zajg one stopien nasycenia zmiennej danym czynnikiem i stanowig dla nieskorelowa-
nych czynnikow wspotczynniki korelacji danej zmiennej pierwotnej z poszczegdlnymi
czynnikami. Im wickszy byl wspotczynnik korelacji zmiennej z czynnikiem, tym bar-
dziej istotna byta ta zmienna dla danego czynnika. W dalszej kolejnosci uzyskane ta-
dunki czynnikowe poddano technice rotacji. Rotacje czynnikéw wykonano metoda
znormalizowanej varimax, ktora poprzez maksymalizacj¢ wariancji zapewnia przejrzy-
stos¢ i ulatwia interpretacje wynikéw potrzebnych do wyjasnienia danego czynnika
[25].

W koncowym etapie analizy odniesiono warto$¢ tadunkéw do czynnikow i po-
szczegolnych zmiennych, interpretujac odpowiednio wyniki analizy. W tym celu wy-
odr¢bniono zmienne o najwyzszych tadunkach czynnikowych wzgledem danych czyn-
nikow (przyjeto w zaokragleniu > 0,7) i poprzez analiz¢ nazw zmiennych znaleziono
ich wspoélne odniesienie do danego, glgbszego wymiaru.

Wisrod ankietowanych przewazaty kobiety (62,4 %). Najwigkszy odsetek respon-
dentow (27,8 %) stanowily osoby w wieku 26 - 35 lat, natomiast najmniejsza czg§¢
badanych (2,2 %) miata ponad 65 lat. Prawie co czwarta osoba (23,5 %) miata 46 - 55
lat. Ankietowani w wieku 18 - 25 i 36 - 45 lat stanowili odpowiednio: 19,51 19,3 %).
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Natomiast przedzial wiekowy 56 - 65 reprezentowato 7,7 % osob. Zatem wigkszo$¢
badanych nalezata do przedziatu wiekowego 26 - 55 lat (tacznie 70,8 %). Najwicksza
cze$¢ ankietowanych (41,8 %) legitymowata si¢ wyksztatlceniem wyzszym. Wiecej niz
co trzeci badany (34,4 %) miat wyksztatcenie srednie. Na zblizonym poziomie ksztat-
towal si¢ odsetek osob z wyksztatceniem zawodowym 1 licencjackim (odpowiednio:
12,11 9,8 %). Najmniejsza czg$¢ ankietowanych miata wyksztatcenie gimnazjalne (0,3
%), a podstawowe — 1,6 % osob. Odsetek kobiet i mezczyzn w podobnych grupach
wyksztalcenia byt ten sam.

Wyniki badan i dyskusja

W wyniku badan wyodrebniono czynniki, ktéore miaty wplyw na postrzeganie
produktu spozywczego. Uwzgledniajac charakter analizowanych elementow, czynni-
kom tym nadano symboliczne nazwy odzwierciedlajace ich specyfike i okreslono ich
hierarchig (tab. 1).

Tabela 1. Hierarchia czynnikow ze wzgledu na ich warto$ci wlasne ustalone na podstawie kryterium
Kaisera
Table 1.  Hierarchy of factors based on their own values established according to Kaiser criterion

Wartos$ci Catkowita Relatywne znaczenie
Symboliczna nazwa czynnika wlasne wariancja wizerunkotworcze
Symbolic name of factor Own Total variance Relative significance in
values [%] shaping image

Markowy (Cml) / Brand Cm1) 5,975 25,98 Kluczowe / Key
Produktowy (Cp2) / Product (Cp2) 2,170 9,43
Promocyjny (Cp3) / Promotion (Cp3) 1,718 7,47
Handlowy (Ch4) / Retail (Ch4) 1,586 6,90 Srednie / Medium
Etnocentryczny (Ce5
Ethnocenrt};ic (ééS) : 1,213 527
Cenowy (Cc6) / Price (Cc6) 1,138 4,95 Mate / Small

Zrédlo: opracowanie whasne / Source: Author’s own study.

Wytypowano 6 glownych skladowych, majacych najwigkszy wplyw na wizeru-
nek produktu spozywczego, ktére mozna powigza¢ z odpowiednimi zmiennymi.
Pierwsza warto$¢ wiasna (5,975) wyjasnia 25,98 % zmiennosci, natomiast ostatnia
warto$¢ wilasna (1,138) wyjasnia juz tylko 4,95 % zmiennosci. Uzyskane wyniki pro-
centowej catkowitej wariancji poszczegdlnych cech $wiadcza o tym, jak wazne sg dla
respondentéw. Najwyzsza wzgledna wartos¢ catkowitej wariancji (25,98 %) swiadczy
o najwigkszej wadze elementow wchodzacych w sktad pierwszego czynnika (marko-
wego), natomiast najnizsza — (4,95 %) dowodzi najmniejszej wagi elementéw naleza-
cych do ostatniego wyodrebnionego czynnika (cenowego).
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Z przeprowadzonej analizy czynnikowej wynika, ze dla pierwszego czynnika
uzyskano dodatnie tadunki czynnikowe o wartosci rownej 0,7 lub wigksze od niej
w odniesieniu do cech okreslonych jako marka produktu (0,787) i marka producenta
(0,800). Mozna zatem stwierdzi¢, ze czynnik markowy reprezentowany przez marke
okreslonego produktu oraz mark¢ producenta decydowal w najwigkszym stopniu
o wizerunku produktu spozywczego (tab. 2). Drugie miejsce, w zakresie wizerunko-
wym, zajal czynnik produktowy reprezentowany przez takie cechy produktu, jak: jego
sktad (0,738), wartos¢ prozdrowotna (0,760) oraz warto$¢ odzywcza (0,777). Kolejne 4
wyodrebnione czynniki w mniejszym stopniu determinowaty postrzeganie produktu
spozywczego. Trzecig pozycje ze wzglgdu na znaczenie wizerunkowe zajat czynnik
promocyjny, zawierajacy takie bodzce promocyjne, jak konkursy (0,706) i obnizki cen
(0,743). Jeszcze mniejsze znaczenie miat czynnik handlowy, wyodrebniony na pod-
stawie takich zmiennych, jak kompetencje pracownikow placowek handlowych (0,743)
oraz poziom obstugi (0,766). Elementy determinujgce wizerunek produktu o charakte-
rze etnocentrycznym (kraj pochodzenia (0,794) oraz region kraju pochodzenia okreslo-
nego produktu spozywczego (0,798)) miaty relatywnie jeszcze mniejsze znaczenie
wizerunkowe. W najmniejszym za§ stopniu na wizerunek produktu spozywczego
wplywat czynnik cenowy.

W przypadku czynnika markowego relatywnie wicksze znaczenie miata marka
producenta (0,800) niz marka produktu (0,787), chociaz roznica byta nieznaczna. Da-
zac do wykreowania i utrwalenia pozytywnego wizerunku produktu spozywczego ofe-
renci powinni zatem skupi¢ si¢ na dzialaniach zwiazanych zar6wno ze swoja marka
(byt to jedyny element, w przypadku ktorego wartos¢ tadunku czynnikowego wyniosta
co najmniej 0,8), jak i z markg produktu. Natomiast dziatania promocyjne z zakresu
tzw. promocji sprzedazy okazaly si¢ znacznie stabszymi determinantami wizerunku
produktu spozywczego. Mozna jednak stwierdzi¢, ze wigkszg rolg wizerunkotworcza
odgrywatly dzialania polegajace na stosowaniu promocyjnych obnizek cen (0,743),
czyli dziatania relatywnie prostsze do przeprowadzenia przez oferentdw niz dziatania
wymagajace zaangazowania nabywcow w postaci konkurséw (0,706). Czynnik ceno-
wy (cena standardowa) byl najmniej istotny w kontekscie wizerunkowym. Wartos¢
catkowitej wariancji w jego przypadku byta ponad pigciokrotnie mniejsza niz czynnika
markowego.

Podkresli¢ nalezy, ze w przeprowadzone] analizie czynnikowej nie wystepowaty
ujemne tadunki czynnikowe o wartosci rownej -0,7 lub mniejszej. Wystepowanie ele-
mentow o ujemnych wartosciach tadunkéw czynnikowych oznaczatoby wptyw takich
cech na pogorszenie wizerunku produktu.
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Tabela 2. Wyniki analizy czynnikowej elementéw determinujacych wizerunek produktu spozywczego
Table 2.  Results of factor analysis of elements determining image of food product

Potencjalne determinanty wizerunku

Potential determinants of image Cml | Cp2 | Cp3 | Ch4 | Ces Ce6

Cena / Price -0,066 | -0,064 | 0,348 | 0,051 | 0,066 | 0,781
Jako$¢ / Quality 0,193 | 0,421 | -0,161 | 0,011 | 0,023 [ 0,581
Wizerunek producenta / Producer’s image 0,615 | 0,079 |-0,116 | 0,252 | 0,134 | 0,266
Wizerunek handlowca / Retailer’s image 0,381 | 0,001 |-0,023 | 0,563 | 0,202 | 0,259
Cechy sensoryczne produktu 0,328 | 0,379 [-0,050 | 0,122 | -0,274 | 0,056
Sensory features of product
Marka produktu / Brand of product 0,787 | 0,079 | 0,191 | 0,018 | 0,048 |-0,060
Marka producenta / Brand of producer 0,800 | 0,105 | 0,129 | 0,077 | 0,130 | 0,030
Opakowanie / Packaging 0,567 | 0,041 | 0,347 | 0,060 | 0,170 |-0,069
Dodatkowe oznakowanie produkiu 0,290 | 0,296 | 0,152 | 0,155 | 0,530 |-0,049
Additional marking of product
Kraj pochodzenia produktu 0,101 | 0,236 |-0,010| 0,076 | 0,794 | 0,144
Country of origin of product
Region kraju pochodzenia produktu 0,050 | 0,153 |-0,013 | 0,269 | 0,798 | 0,052
Region in country of origin of product
Etykieta / Label 0,411 | 0,133 | 0,142 | 0,201 | 0,557 |-0,099
Renoma miejsca nabywania produktu Prestige of place 0389 |-0,022 | 0,074 | 0,526 | 0.279 | 0,099
where product is purchased
Kompetencje personelu placowki handlowe;j
Competency of staff employed in retail facility 0,093 1 0,146 1-0,056 0,743 | 0,192 | 0,064
Sktad produktu 0,018 | 0,738 | 0,024 | 0,055 | 0,289 | 0,096
Composition of product
Brak zmian J.akosm produkt'u w dlugim okre'sw czasu 0.187 | 0.649 | 0,058 | 0.115 | 0,059 |-0,052
No changes in product quality over long period of time
Warto$¢ odzyweza produktu 0,051 0,777 | 0,164 | 0,113 | 0,187 | 0,071
Nutritive value of product
Warto$¢ prozdrowotna produktu

0,059 | 0,760 | 0,079 | 0,122 | 0,167 | 0,021
Health value of product
Ustugi dodatkowe w punkcie sprzedazy 0,072 [ 0,119 | 0,372 | 0,662 | 0,117 |-0,085
Additional services in retail facility
Poziom obstugi / Level of service -0,040 | 0,268 | 0,205 | 0,766 | 0,008 [-0,064
BodZce marketingowe typu obnizki ceny 0,052 | 0,163 | 0,743 | 0,232 | -0,105 | 0,221
Marketing incentives such as price reductions
BodZce marketingowe typu konkursy 0,188 |-0,110{ 0,706 | 0,255 | 0,114 | 0,129
Marketing incentives such as competitions
Opinia rodziny lub znajomych 0,180 | 0,203 | 0,542 | -0,096 | 0,081 |-0,094

Opinion of family or acquaintances

Zrédto: opracowanie wiasne / Source: Author’s own study.
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Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze dla respondentéw gtdéwnym czynnikiem de-
cydujacym o wizerunku produktu spozywczego byta marka (zwlaszcza producenta),
czyli jeden z marketingowych atrybutow produktu. Mniejsze znaczenie wizerunkowe
miaty cechy produktu decydujace o jego jakosSci technologiczne;.

Whioski

1. W przypadku produktu spozywczego cena zajeta ostatnie miejsce w hierarchii
determinant jego wizerunku.

2. Dziatania promocyjne bardziej wptywaty na wizerunek produktu spozywczego, ale
nie byta to silna zaleznos¢.

3. Zdecydowanie najsilniejsza zalezno$¢ wystgpowata migdzy wizerunkiem i czynni-
kiem markowym, ktory nalezy do czynnikow o charakterze marketingowym. Rela-
tywnie mniejsze znaczenie miat czynnik produktowy, obejmujacy wartos¢ odzyw-
cza 1 prozdrowotng produktu oraz jego skitad, czyli czynnik o charakterze
pozamarketingowym. Jednak okazat si¢ on wazniejszy w kontekscie wizerunko-
wym niz pozamarkowe czynniki marketingowe, co stanowi wazng praktyczng
wskazowke dla oferentow, ze w swiadomym ksztattowaniu wizerunku produktu
spozywczego istotng rolg odgrywaja takze technolodzy. Korzystna wiec bedzie ich
wspolpraca ze specjalistami ds. marketingu, gdyz jedynie wowczas dziatania wize-
runkowe beda skuteczne.

4. W badaniach nie uwzgledniono identyfikowania determinant wizerunku produktu
specyficznych dla jednorodnych segmentow nabywcow, np. dla osob w okreslo-
nym wieku, co pozwolitoby oferentom réznicowac dziatania wizerunkowe i mak-
symalizowa¢ ich skutecznos¢ i efektywnos¢. Problematyka taka bedzie przedmio-
tem przysztych badan.
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SELECTED DETERMINANTS OF FOOD PRODUCT IMAGE
Summary

The research study performed had two objectives: to identify the factors impacting the image of a food
product and to hierarchically order and analyze the image determinants identified. The character of the
paper is theoretical and empirical. In the theoretical part, a method was used of cognitive-critical analysis
from the realm of marketing and marketing management. In the empirical part, the following research
methods were applied: questionnaire survey method to collect primary data and statistical analysis (includ-
ing factor analysis) to analyze those primary data and to draw conclusions. It was found that the price of
food product did not strongly affect its image. Promotional activities played a relatively greater image-
related role, although, in their case, no strong statistical dependence was observed in relation to image,
either. The brand factor had the first and most important position in the hierarchical structure of determi-
nants of image, whereas the price factor had the last place. Knowing the scope of those factors and their
hierarchical arrangement, the offerer can efficiently and effectively manage the image of food products,
and this, in turn, determines the value of research applicability.

Key words: food product, price, promotion, image
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INTERAKCJE SKEADNIKOW ZYWNOSCI

Prezentujemy 27. cz¢$¢ cyklu nt.: ,Interakcje sktadnikow zywnos$ci”. Druk mate-
rialow z tego cyklu rozpoczelismy w Zywnosci nr 1 (74), 2011.

Efektem ataku czasteczek wody na powierzchnig krysztatu soli jest wyrwanie jo-
néw z jego powierzchni, ktore powoli dyfunduja w glgb cieczy. Jest to proces energe-
tyczny, gdyz woda musi pobra¢ energi¢, aby aniony i kationy mogly pokonaé sity
przyciagania, ktore taczg je w krysztale (energia sieci). Energia ta zostaje oddana przez
uktad, gdy jony i czgsteczki rozpuszczalnika wigza si¢ ze sobg (energii hydratacji,
solwatacji) — rys. 1. Rozpuszczanie krysztatu nastepuje, gdy energia hydratacji (solwa-
tacji) jest wigksza niz energia sieci. Jony obecne w roztworze poruszajg si¢ po torze
zygzakowatym, podobnie jak czasteczki gazu. Proces dysocjacji zwigzku jonowego
ma charakter spontaniczny, tzn. ze jony poruszajace si¢ w roztworze mogg taczyc¢ si¢
w pary, ktore ponownie ulegajg rozdzieleniu. Teraz przejdzmy do procesu odwrotne-
20, polegajacego na powolnym usuwaniu wody z roztworu przez odparowanie (dehy-
dratacj¢). Odparowanie roztworu powoduje wzrost czestosci zderzen pomigdzy jonami
1 czgsteczkami wody az do chwili, kiedy przy pewnym stezeniu krysztat soli umiesz-
czony w roztworze uzyska wigcej jonéw niz ich straci i w ten sposob powigkszy swe
rozmiary. Efektem tego jest dynamiczna réwnowaga pomigdzy iloscig jonow opusz-
czajacych krysztat soli i iloscig wedrujgcych do niego. Taki roztwor nazywa si¢ nasy-
conym. Jezeli ilo$¢ substancji rozpuszczonej stykajacej si¢ z roztworem zmniejsza sig,
to taki roztwor nazywa si¢ nienasyconym, natomiast roztwor, w ktorym ta ilo$¢ wzra-
sta nosi nazw¢ przesyconego. Warto jeszcze wspomnie¢ o efekcie wspolnego lub
inertnego (biernego) jonu. Gdy do roztworu soli dodany zostanie roztwor zawierajacy
wspolny z nig jon, to rozpuszczalnos$¢ soli maleje, co potwierdza reguta Le Chateliera,
mowigca, ze potozenie rownowagi uktadu zdolnego do reakcji chemicznej zmienia si¢
w taki sposob, aby usung¢ ten jon z roztworu. Natomiast, gdy do roztworu soli dodany

Prof. dr hab. H. Kostyra, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN, Oddziat Nauki o Zywnosci,
10-747 Olsztyn, ul. Tuwima 10, prof. dr hab. E. Kostyra, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet War-
minsko-Mazurski, ul. Oczapowskiego 7, 10-957 Olsztyn
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Rys. 1. Modele struktury krysztatu NaCl oraz procesu jego rozpuszczania w wodzie

zostanie roztwor zawierajacy jon inertny, rozpuszczalno$¢ soli wzrasta. Spowodowane
to jest energetycznie korzystnymi oddzialywaniami elektrostatycznymi mi¢dzy jonami
inertnymi i jonami soli, ktére stabilizuja jony w roztworze i sprzyjaja dalszej dysocja-
cji soli. Teoretycznie trudno jest przewidzie¢ rozpuszczalno$¢ soli. Ze wzgledu na
interaktywno$¢ jonéw oraz rozpuszczalnos¢ powstajacych soli, z technologicznego
i zywieniowego punktu widzenia warto zapamieta¢ pewne empiryczne zasady.
Wszystkie weglany i fosforany sa praktycznie nierozpuszczalne z wyjatkiem wegla-
néw 1 fosforanéw metali alkalicznych (poza litem) oraz amonu. Kwasne weglany (wo-
doroweglany) i diwodorofosforany (z jonemH,POy) sa jednak rozpuszczalne. Niektore
siarczany sg praktycznie nierozpuszczalne, szczegdlnie siarczany baru, strontu i oto-
wiu. Do$¢ trudno rozpuszcza si¢ tez siarczan wapnia. Wickszo$¢ wodorotlenkow jest
nierozpuszczalna, z wyjatkiem wodorotlenkoéw metali alkalicznych oraz baru, strontu
i wapnia. Tlenki i siarczki sg praktycznie nierozpuszczalne w wodzie, z wyjatkiem
tlenkéw 1 siarczkéw metali alkalicznych i metali ziem alkalicznych, ktore reaguja
z woda 1 rozpuszczajg si¢, tworzac wodorotlenki i wodorosiarczki. Chlorki, bromki
ijodki sa prawie wszystkie tatwo rozpuszczalne, z wyjatkiem chlorkow, bromkow
i jodkow srebra, miedzi, rtgci i otowiu (rozpuszczalne we wrzacej wodzie). Potwier-
dzeniem interaktywnosci soli w wodnym roztworze moga by¢ reakcje:

AgNO; + NaCl = AgCl| + Na" + NO5~
BaCl, + Na,SO, = BaSO,| + 2Na" + 2CI
ZnCl, + Na,S = ZnS| +2Na" + 2CI’
ZnS + BaS =7ZnS| + BaSO,]
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(tab. 1).

Tabela 1.  Rozpuszczalno$¢ wybranych substancji w wodzie

Substancja rozpuszczana Rozpuszczalnos¢ substancji w
Wzbr nazwa g/100 g H,O w temp. 20 °C
AgNO; Azotan srebra 210,0
BaCl, Chlorek baru 44,7
Ba(NO3), Azotan baru 8,88
BaSO, Siarczan baru 0,26
CaCl, Chlorek wapnia 563,0
CaSO, Siarczan wapnia 0,26
NaCl Chlorek sodu 35,9
Na,SO4 Siarczan sodu 57,1
ZnCl, Chlorek cynku 176,7

Tabela 2. Ujemne logarytmy iloczyndéw rozpuszczalno$ci wybranych soli, pKg

Sl nieorganiczna

pKso
wzOr nazwa
AgCl chlorek srebra 9,75
ZnS siarczek cynku 24 .4

Przed zadaniem pytania zapoznajmy si¢ z rozpuszczalno$cig wybranych soli

A teraz sprobujmy rozwigzaé nastepujacy problem. W wodzie rozpuszczono na-
stepujace sole w stezeniu 1 mol/dm’: AgNOs, BaCl,, NaCl, NaSO, i ZnCl,,
Nastepnie przelano je do jednej zlewki. Pytanie: ile pozostanie jondw w roztwo-
rze wodnym, a ile przejdzie do osadu? Nie podajemy odpowiedzi, ale w zamian suge-
rujemy stwierdzenie, ze bezwzgledna ilos¢ jondow w zywnosci 1 w suplementach nie

jest rownoznaczna z ilo$cig ich bioaktywnych form w organizmie cztowieka.



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$é¢, 2015, 3 (100) 218 — 222

GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE
POLSKIM I UNIJNYM

Publikujemy kolejny przeglad aktow prawnych, ktore ukazaly si¢ w Dzienniku

Ustaw RP oraz Dzienniku Urzgdowym UE. Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne
dotyczace szeroko omawianej problematyki zywnos$ciowej wg stanu na dzien 31 maja
2015 .

Polskie akty prawne

L.

Ustawa z dn. 20 lutego 2015 r. 0 zmianie ustawy o ochronie zdrowia zwierzat oraz
zwalczaniu chorob zakaznych zwierzat (Dz. U. 2015 r., poz. 470).

W ustawie z dn. 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu
chorob zakaznych zwierzat (Dz. U. z 2014 r. poz. 1539 oraz z 2015 r. poz. 266)
wprowadzono posiadaczom zwierzat m.in. nakaz zgtaszania powiatowemu leka-
rzowi weterynarii miejsc, w ktorych przebywaja zwierzeta z gatunkow wrazliwych
na dang chorobe zakaznag.

Gloéwny Lekarz Weterynarii zobowigzany zostal do opracowania programu bioa-
sekuracji majacego na celu zapobieganie szerzeniu si¢ chorob zakaznych zwierzat
podlegajacych obowigzkowi zwalczania, biorac pod uwage sytuacje epizootyczna
w odniesieniu do danej choroby zakaznej zwierzat.

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 6 marca 2015 r. zmienia-
jace rozporzadzenie w sprawie wprowadzenia "Krajowego programu zwalczania
niektérych serotypdw Salmonella w stadach hodowlanych gatunku kura (Gallus
gallus)" na lata 2014 - 2016 (Dz. U. 2015 r., poz. 468).

W rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 27 stycznia 2014 r.
w sprawie wprowadzenia "Krajowego programu zwalczania niektorych serotypoéw
Salmonella w stadach hodowlanych gatunku kura (Gallus gallus)" na lata 2014 -
2016 (Dz. U. poz. 233) nowe brzmienie otrzymal zatacznik do niniejszego rozpo-
rzadzenia.

Dr G. Morkis, gmorkis@poczta.onet.pl
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3. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 23 marca 2015 r.
w sprawie szczegdtowych wymagan w zakresie jakoséci handlowej niektorych na-
pojow (Dz. U. 2015 r., poz. 474).

Rozporzadzenie okresla szczegdtowe wymagania dotyczace stosowania do napo-
jow zawierajacych dwutlenek wegla, znajdujacych si¢ pod cisnieniem powyzej
1 bara i w temperaturze 20 °C, szklanych butelek i zamkni¢¢ typowych dla wina
musujgcego. Do napojow mozna stosowac szklane butelki i zamknigcia okreslone
w art. 69 ust. 1 lit. a i b rozporzadzenia Komisji (WE) nr 607/2009 z dnia 14 lipca
2009 r. ustanawiajgcego niektore szczegdlowe przepisy wykonawcze do rozporza-
dzenia Rady (WE) nr 479/2008 w odniesieniu do chronionych nazw pochodzenia
1 oznaczen geograficznych, okreslen tradycyjnych, etykietowania i prezentacji nie-
ktorych produktow sektora wina (Dz. Urz. UE L 193 z 24.07.2009, str. 60, z pdzn.
zm.), jezeli nie wprowadzaja konsumentow w btad co do prawdziwego charakteru
danego napoju, w szczegdlnosci przez jego oznakowanie i prezentacje, a takze po-
zwalaja na odroznienie napoju niebedacego wyrobem winiarskim od wyrobdw wi-
niarskich, o ktorych mowa w art. 3 ustawy z dnia 12 maja 2011 r. o wyrobie i roz-
lewie wyrobow winiarskich, obrocie tymi wyrobami i organizacji rynku wina (Dz.
U. 72014 1. poz. 1104).

Traci moc rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 12 kwietnia
2011 r. w sprawie szczegdlowych wymagan jakosci handlowej w zakresie opako-
wan niektorych wyrobow winiarskich (Dz. U. Nr 87, poz. 489).

4. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dn. 24 wrzes$nia 2007 r. w sprawie wykazu
przej$¢ granicznych wilasciwych dla przeprowadzania granicznej kontroli sanitar-
nej (Dz. U. 2015 r., poz. 546).

Ustalono nowy wykaz przejs¢ granicznych, przez ktore srodki spozywcze oraz ma-
teriaty lub wyroby przeznaczone do kontaktu z zywnoscia, podlegajace granicznej
kontroli sanitarnej, mogg by¢ wprowadzane na terytorium Unii Europejskie;j.

5. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 8 kwietnia 2015 r.
w sprawie wykazu przej$¢ granicznych, na ktdrych jest dokonywana kontrola jako-
sci handlowej artykutdéw rolno-spozywcezych sprowadzanych z zagranicy (Dz. U.
2015 r., poz. 592).

Ustalono nowy wykaz przej$¢ granicznych, na ktorych jest dokonywana kontrola
jakos$ci handlowej artykutow rolno-spozywczych sprowadzanych z zagranicy.
Traci moc rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 30 kwietnia
2004 r. w sprawie wykazu przej$¢ granicznych, na ktorych jest dokonywana kon-
trola jakosci handlowej artykutéw rolno-spozywczych sprowadzanych z zagranicy
(Dz. U. Nr 122, poz. 1276).
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6. Ustawa z dn. 10 grudnia 2003 r. o kontroli weterynaryjnej w handlu (tekst jednoli-

ty) (Dz. U. 2015 r. poz. 519).
Zostal ogtoszony jednolity tekst ustawy z dn. 10 grudnia 2003 r. o kontroli wetery-
naryjnej w handlu. Ustawa powyzsza okresla zasady przeprowadzania kontroli we-
terynaryjnej w handlu zwierzetami 1 produktami wymienionymi w przepisach
wskazanych w zalgcznikach oraz kontroli dokumentéw zootechnicznych w handlu
zwierzetami. Przepisow ustawy nie stosuje si¢ do kontroli weterynaryjnej zwierzat
domowych towarzyszacych osobom fizycznym odpowiedzialnym za te zwierzeta,
ktore sa wprowadzane na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej z innych panstw
cztonkowskich w celach niehandlowych.

7. Ustawa z dn. 21 grudnia 2000 r. o jakosci handlowej artykuléw rolno-

spozywezych (tekst jednolity) (Dz. U. 2015 r., poz. 678).
Zostat ogtoszony jednolity tekst ustawy z dn. 21 grudnia 2000 r. o jakosci handlo-
wej artykutdw rolno-spozywczych. Ustawa reguluje sprawy jakosci handlowej ar-
tykulow rolno-spozywczych oraz organizacj¢ i zasady dziatania Inspekcji Jakosci
Handlowej Artykutow Rolno-Spozywczych.

8. Ustawa z dn. 25 sierpnia 2006 r. 0 bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (tekst

jednolity) (Dz. U. 2015 1., poz. 594).
Ogloszono jednolity tekst ustawy z dn. 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zyw-
nos$ci i zywienia. Ustawa okre$la wymagania i procedury niezbe¢dne dla zapewnie-
nia bezpieczenstwa zywno$ci i zywienia zgodnie z przepisami rozporzadzenia
(WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r.
ustanawiajacego ogblne zasady i wymagania prawa zywnosciowego, powotujace-
go Europejski Urzad do Spraw Bezpieczenstwa Zywno$ci oraz ustanawiajgcego
procedury w sprawie bezpieczenstwa zywnosci (Dz. Urz. WE L 31 z 01.02.2002,
str. 1; Dz. Urz. UE Polskie wydanie specjalne, rozdz. 15, t. 6, str. 463).

9. Oswiadczenie rzadowe z dn. 16 marca 2015 r. w sprawie mocy obowigzujacej

Umowy o migdzynarodowych przewozach szybko psujacych sie artykutéw zyw-
nosciowych i o specjalnych $rodkach transportu przeznaczonych do tych przewo-
z6w (ATP), przyjetej w Genewie dnia 1 wrzesnia 1970 r. (Dz. U. 2015 r., poz.
668).
Polska ztozyta Sekretarzowi Generalnemu Organizacji Narodéw Zjednoczonych
dokument przystgpienia Polski do umowy o migdzynarodowych przewozach szyb-
ko psujacych si¢ artykutdow zywnoSciowych i o specjalnych srodkach transportu
przeznaczonych do tych przewozow (ATP), przyjetej w Genewie dnia 1 wrzesnia
1970 r. 1 dnia 5 maja 1983 .
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Unijne akty prawne

1.

Rozporzadzenie Komisji (UE) 2015/537 z dn. 31 marca 2015 r. zmieniajgce za-
tacznik 11 do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1333/2008
w odniesieniu do stosowania lakow glinowych koszenili, kwasu karminowego,
karminu (E 120) w $rodkach spozywczych specjalnego przeznaczenia medycznego
(Tekst majgcy znaczenie dla EOG) (Dz. Urz. UE L, 2015 r. nr 88, s. 1).

Zmiana dotyczy maksymalnego poziomu glinu stosowanego w dietetycznych
srodkach spozywczych specjalnego przeznaczenia medycznego (kategoria zywno-
sci 13.2).

Rozporzadzenie Komisji (UE) 2015/538 z dnia 31 marca 2015 r. zmieniajgce za-
Tacznik II do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1333/2008
w odniesieniu do stosowania kwasu benzoesowego — benzoesanow (E 210 - 213)
w gotowanych krewetkach w solance (Tekst majacy znaczenie dla EOG) (Dz. Urz.
UEL, 2015 r. nr 88, s. 4).

Zostalo dopuszczone stosowanie kwasu benzoesowego — benzoesanow (E 210 -
213), jako dodatku tylko do gotowanych krewetek.

Decyzja Wykonawcza Komisji (UE) 2015/545z dnia 31 marca 2015 r. zezwalajaca
na wprowadzenie do obrotu oleju z mikroalg Schizochytrium sp. (ATCC PTA-
9695) jako nowego sktadnika zywno$ci zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr
258/97 Parlamentu Europejskiego i Rady (notyfikowana jako dokument nr C(2015)
2082) (Dz. Urz. UE L, 2015 r. nr 90, s. 7).

Zezwolono na wprowadzenie do obrotu w Unii oleju z mikroalg Schizochytrium
sp. (ATCC PTA-9695) jako nowego sktadnika zywnosci. Olej z mikroalg Schizo-
chytrium sp. (ATCC PTA-9695) dopuszczony do obrotu niniejsza decyzja ma by¢
oznaczany na etykiecie zawierajacych go $rodkow spozywczych jako ,,olej z mi-
kroalg Schizochytrium sp. (ATCC PTA-9695)”.

Decyzja Wykonawcza Komisji (UE) 2015/546 z dn. 31 marca 2015 r. zezwalajaca
na rozszerzenie zastosowania oleju z mikroalg Schizochytrium sp. bogatego
w DHA i EPA jako nowego sktadnika zywnoS$ci zgodnie z rozporzadzeniem (WE)
nr 258/97 Parlamentu Europejskiego i Rady (notyfikowana jako dokument nr
C(2015) 2083) (Dz. Urz. UE L, 2015 r. nr 90, s. 11).

Zezwolono na wprowadzenie do obrotu w Unii oleju z mikroalg Schizochytrium
sp. bogatego w DHA 1 EPA jako nowego sktadnika zywnos$ci do zastosowan okre-
slonych 1 przy maksymalnych poziomach ustanowionych w zatgczniku II, nie na-
ruszajgc przepisow dyrektywy 2002/46/WE. Olej z mikroalg Schizochytrium sp.
bogaty w DHA i EPA dopuszczony do obrotu niniejszg decyzja ma by¢ oznaczany
na etykiecie zawierajacych go srodkow spozywcezych jako ,,olej z mikroalg Schizo-
chytrium sp. bogaty w DHA i EPA”.
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5. Rozporzadzenie Komisji (UE) 2015/647 z dn. 24 kwietnia 2015 r. w sprawie

zmiany i sprostowania zatgcznikéw II i 11 do rozporzadzenia Parlamentu Europej-
skiego 1 Rady (WE) nr 1333/2008 w odniesieniu do stosowania okreslonych do-
datkow do zywnosci (Tekst majacy znaczenie dla EOG) (Dz. Urz. UE L, 2015 r. nr
107,s. 1).

Wprowadzono zmiany dotyczace stosowania dodatkow do zywnosci. Zakres tych
zmian zostal zawarty w zatacznikach do niniejszego rozporzadzenia.
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NOWE KSIAZKI

Kompetencje konsumentéw

Dgbrowska A., Bylok F., Jano$-Kresto M., Kielczewski D., Ozimek 1.

Wydawnictwo: PWE, Warszawa 2015, ISBN 978-83-208-2189-5, stron 200, cena
46,67 zt

Zamowienia: www.pwe.com.pl

Ksigzka sktada si¢ z 6 rozdziatow, w ktorych omowiono wspotczesne wyzwania cywi-
lizacyjne z punktu widzenia konsumenta, kompetencje oraz ich znaczenie w ksztatto-
waniu zachowan i postaw konsumentéw, zrownowazong konsumpcj¢ oraz postawy
konsumentéw wobec niej, innowacyjne zachowania w konteks$cie kompetencji konsu-
mentéw (w tym cechy innowacyjnych konsumentéw, wybor innowacyjnych produk-
tow przez konsumentow, wzory konsumpcji), zagadnienia dotyczace ochrony praw
konsumentéw. Ksigzka polecana jest dla osob, ktére interesujg sig zachowaniami kon-
sumentow, organizacjami i instytucjami dzialajgcymi w tym zakresie oraz studentéw
uczelni ekonomicznych.

Dietary Supplements in Health Promotion

[Suplementy diety w promowaniu zdrowego trybu zycia|

Wallace T. C.

Wydawnictwo CRC Press, 2015, ISBN 9781482210347, stron 405, cena 54,39 £
ZamoOwienia: WWWw.Crcpress.com

Rynek suplementow diety rozwija si¢ bardzo szybko. Juz potowa populacji stosuje
suplementy diety w celu zachowania dobrego stanu zdrowia. W ksigzce scharaktery-
zowano zagadnienia takie jak: bezpieczenstwo i skuteczno$¢ stosowania suplementow
diety, porady dotyczace prawidtowego stosowania suplementoéw diety, dokonano cha-
rakterystyki gtownych suplementow diety. Kazdy rozdziat zakonczony jest podsumo-
waniem oraz radami ekspertoéw i naukowcoéw zajmujacych si¢ zywieniem cztowieka.
Zawarto rowniez wyniki badan dotyczace efektow stosowania suplementow diety.
Ksigzka stanowi odpowiedz na liczne watpliwos$ci oraz pojawiajace si¢ sprzeczne in-
formacje na temat stosowania suplementow diety i prezentuje tresci w sposob jasny
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1 zrozumiaty. Jest polecana dla 0sob zajmujacych si¢ zywnoscia, zywieniem czlowieka
oraz studentow kierunkow zwigzanych z zywnoscig.

Health Benefits of Fermented Foods and Beverages

[Zalety dla zdrowia ze spozywania ZywnoSci i napojow fermentowanych]
Tamang J. P. (red.)

Wydawnictwo: CRC Press, 2015, ISBN 9781466588097, stron 638, cena 91,80 £
Zamoéwienia: WWw.Crcpress.com

W publikacji opisano pozytywny wptyw na zdrowie zywnosci i napojow fermentowa-
nych. Wsrdod pozytywnych efektéw ich dziatania mozna wskazaé zapobieganie choro-
bom: uktadu krazenia, watroby, uktadu trawiennego, nowotworom, nadci$nieniu,
osteoporozie, alergii. Pozytywny wpltyw spozywania zywnosci i napojow fermentowa-
nych na zdrowie czlowieka wynika z réznorodnosci mikroorganizméw obecnych
w tych produktach, takich jak: grzyby, bakterie oraz drozdze. W ksigzce zawarto row-
niez wyniki badan klinicznych. Ksigzka polecana jest dla zainteresowanych osob oraz
dla studentéw ksztalcacych si¢ na kierunkach zwigzanych z zywnos$cia 1 zywieniem
czlowieka.

Food Safety, Market Organization, Trade and Development

[Bezpieczenstwo zywnoSci, organizacje rynkowe, handel i rozwoj]

Hammoudi A., Grazia C., Surry Y., Traversac J.-B. (red.)

Wydawnictwo: Springer, 2015, ISBN ISBN 978-3-319-15226-4, stron 254, cena
106,99 €

Autorzy podjeli zagadnienie skutkow ekonomicznych standardow bezpieczenstwa
zywnosci na mi¢dzynarodowy handel. Skupiono uwage na regulacjach z zakresu bez-
pieczenstwa zywno$ci w wymiarze mi¢dzynarodowym oraz prywatnych standardach
bezpieczenstwa zywnos$ci. Analizowano tancuchy dostaw zywnosci oraz strategie
wszystkich operatorow na rynku zywnosci. Scharakteryzowano standardy zapewnienia
bezpieczenstwa zywnos$ci, zachowania konsumentéw w zakresie bezpieczenstwa zyw-
nosci i role standardow bezpieczenstwa zywnosci w handlu miedzynarodowym.
W ksigzce zawarto pomysty, sugestie i rekomendacje dotyczace mozliwosci godzenia
interesow ekonomicznych i zdrowia konsumentow, co stanowi glowny obszar zaintere-
sowania naukowcow, jak i praktykoéw z tej dziedziny.

Opracowata: Magdalena Niewczas
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TWORCY POLSKIEJ NAUKI O ZYWNOSCI

POLSCY UCZENI PO II WOJNIE SWIATOWEJ
PROF. DR HAB. HENRYK GASIOROWSKI (1922 - 2010)

Prof. dr hab. Henryk Gasiorowski urodzit si¢
12 grudnia 1922 roku w Lowinku, obecniec woj.
kujawsko-pomorskie, gdzie spedzit dziecinstwo
i lata mtodziencze. W Liceum Ogolnoksztatcagcym
im. Jozefa Pilsudskiego w Bydgoszczy uzyskat
tzw. matg matur¢. Gdy rozpoczeta si¢ II wojna
. swiatowa, jako 17-letni ochotnik wstgpit do pol-
{v ; skiego wojska i w batalionie przysposobienia woj-
; - skowego uczestniczyl miedzy innymi w obronie

'\\ Warszawy. Po kapitulacji trafit wraz z innymi zot-

- nierzami do obozu jenieckiego pod Grudziagdzem,

gdzie przebywat do konca 1939 roku. Po zwolnie-

niu z obozu poczatkowo pracowal jako robotnik

rolny na Pomorzu, a po wysiedleniu do Generalne;j

Guberni, od 1941 roku jako robotnik lesny, a nast¢pnie robotnik w hucie Stalowa Wo-

la. W roku 1944 wstapit do Drugiej Armii Wojska Polskiego i brat udziat w walkach
o Nyse.

Po zakonczeniu wojny, jeszcze przez rok pozostat w wojsku w formacji stuzby
pogranicza. W tym czasie skonczyt szkote srednig w Jeleniej Gorze. W 1946 roku zdat
matur¢ 1 podjat studia na Wydziale Rolniczo-Lesnym Uniwersytetu Poznanskiego.
Specjalizacj¢ 1 prace dyplomowa, ktorej tematem byla charakterystyka przemian bio-
chemicznych i technologicznych maki przechowywanej w zréznicowanych warunkach,
wykonal pod kierunkiem prof. Jozefa Janickiego i dra Stanistawa Jankowskiego. Prace
dyplomowa obronit na ocene celujaca. Od profesora Janickiego otrzymat propozycje
podjecia pracy na Uczelni i przez rok pracowat jako asystent w Katedrze Technologii
Rolnej. Trudne warunki mieszkaniowe i funkcjonujacy w tamtym okresie nakaz pracy
sprawily, ze w 1951 roku podjat praceg jako technolog, a nastgpnie kierownik laborato-
rium analitycznego w Zespole Mtynéw w Lesznie. Pracowal tam przez ponad dwa lata.
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Stad zostat oddelegowany do pracy w delegaturze Najwyzszej Izby Kontroli, w zespole
do spraw przemystu spozywczego, gdzie pracowat do konca 1956 roku.

W 1957 roku powrdcit do Poznania, do swojej uczelni i pracy naukowej, konty-
nuujac badania pod kierunkiem prof. Stanistawa Jankowskiego. Zainteresowania nau-
kowe prof. Gasiorowskiego byty bardzo szerokie, od kryteriow i metod oceny ziarna
zb0z 1 przetwordw zbozowych, poprzez technologi¢ miynarstwa i piekarstwa az do
zagadnien reologii i biochemii. Prace doktorska pt. ,,Wptyw temperatury przechowy-
wania pieczywa na jego przydatnos¢ konsumpceyjng i zmiany niektorych jego sktadni-
kéw” obronit w 1962 roku. Po doktoracie przebywal na stazach naukowych w osrodku
naukowym z branzy zbozowej w Detmold, a takze przez dhluzszy czas przebywat
w Moskiewskim Technologicznym Instytucie Przemystu Spozywczego, gdzie praco-
wat pod kierunkiem prof. Kretowicza (pdzniejszego doktora h.c. Akademii Rolniczej
w Poznaniu), prof. Auermana oraz prof. Kazakowa. Po powrocie do kraju przygotowat
prace habilitacyjng ,,Wplyw niektorych czynnikow fizycznych i chemicznych na reo-
logiczne wlasnosci ciasta pszennego”, ktora w 1966 roku byta przedmiotem kolo-
kwium habilitacyjnego w SGGW w Warszawie. Henryk Gasiorowski aktywnie praco-
wat naukowo, a efektem jego osiagni¢¢ byto nadanie mu w 1976 roku tytutu profesora
nadzwyczajnego, a w 1984 roku — profesora zwyczajnego.

Prof. dr hab. Henryk Gasiorowski jest autorem lub wspotautorem ponad 300 pu-
blikacji, drukowanych w czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym, ale
i adresowanych do kadry inzynieryjno-technicznej przemystu spozywczego. Niektore
z publikacji ukazaty si¢ w jezykach: angielskim, niemieckim, wloski i francuskim.
O bliskosci dziatalnosci badawczej profesora z praktyka przemystowa §wiadczg liczne
wdrozenia w zaktadach zbozowo-mtynarskich, piekarskich i makaronowych. Niektore
z produktow i technologie ich wytwarzania stosowane sa do chwili obecne;.

Obok pracy naukowej prof. Henryk Gasiorowski prowadzit szeroka dzialalno$é
organizacyjng. W roku 1955, wspolnie z prof. Stanistawem Jankowskim, utworzyli
zaktad do$wiadczalny popularnie nazywany piekarnig do§wiadczalna, gdzie powstawa-
ty nowe sortymenty pieczywa oraz testowano rézne metody produkcji pieczywa. Wielu
poznaniakoéw do tej pory wspomina z sentymentem pieczywo wytwarzane w tamtym
zaktadzie.

W latach 1968 - 1970 prof. Ggsiorowskiemu zostaje powierzona funkcja prodzie-
kana do spraw dydaktycznych Wydziatu, a w 1970 r. zostaje wybrany dziekanem Wy-
dziatu. Funkcje dziekana piastuje jeszcze raz w latach 1981 - 1984.

Z chwila powstania Instytutu Technologii Zywnos$ci Pochodzenia Roslinnego
prof. Gasiorowski zostaje wicedyrektorem Instytutu ds. dydaktycznych. Funkcje te
petni przez dwie kadencje az do 1978 roku. W latach 1981 - 1984 zostaje takze kie-
rownikiem Zaktadu Technologii Zboz.
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Przejscie prof. dr hab. Henryka Gasiorowskiego w 1993 roku na emeryturg nie
spowodowato zaprzestania Jego aktywnosci naukowej. Swoj czas, wiedz¢ 1 energi¢
po$wiecit napisaniu monografii ,,Zyto — chemia i technologia”, ,,Owies — chemia
i technologia”, ,,Jeczmien - chemia i technologia” oraz wydanej w 2004 roku ,,Pszenica
- chemia i technologia”. O ksigzkach tych prof. Stanistaw Jankowski napisal mi¢dzy
innymi: ,,Monografie trzech zboz pod redakcjg prof. H. Ggsiorowskiego stanowiq dzie-
to, moim zdaniem, nieprzecietnej wartosci naukowej zarowno pod wzgledem bogactwa
zrodtowego, jak i zakresu oraz formy jego wykorzystania w opracowaniu”, oraz ,,Mo-
nografie pod redakcjqg prof. Ggsiorowskiego powinny zainteresowac jak najwigkszq
liczbe czytelnikow, zarowno z grona producentow zboz, jak i technologow, a takze
konsumentow oraz zZywieniowcow-dietetykow, no i internistow”.

Nie mozna tez nie wspomnie¢ o pracy dydaktycznej Profesora. Pod Jego opieka
zostalo wykonanych ponad 200 prac dyplomowych inzynierskich i magisterskich. Nie-
ktérzy z jego dyplomantéw pehili 1 pelnig wazne funkcje zawodowe badz prowadza
wlasne przedsiebiorstwa, a doktoranci pracuja naukowo.

Dziatalno$¢ naukowa, dydaktyczna i1 organizacyjna Profesora, lecz przede
wszystkim postawa spoteczna i1 zyczliwos¢ wobec innych zostaly wielokrotnie doce-
nione licznymi medalami: za udzial w walce wyzwolenczej, Krzyzem Kawalerskim
i Krzyzem Oficerskim Orderu Odrodzenia Polski za dziatalno$¢ naukowa, spoteczng
i dydaktyczna, nagrodami Ministra Nauki, Szkolnictwa Wyzszego i Techniki I i II
stopnia za osiggni¢cia naukowe.

Profesor Henryk Gasiorowski zmart w Poznaniu 2010 roku. Zostatl pochowany na
Cmentarzu Parafialnym przy ul. Lutyckiej w Alei Profesorow.

Wiktor Obuchowski

Przygotowano na podstawie biogramu opublikowanego w wydawnictwie jubileu-
szowym "50 lat Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu 1962 -2012" pod red. Tomasza
Jankowskiego, Wyd. Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Poznan 2012.
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XX KRAJOWA KONFERENCJA MELODEJ KADRY NAUKOWEJ
I
IV SESJA MIEDZYNARODOWA
»,ZYWNOSC — JAKOSC I PERSPEKTYWY”
14 - 15 MAJA 2015, RZESZOW

W dniach 14 - 15 maja 2015 r. odbylo si¢ spotkanie mtodych naukowcow w ra-
mach cyklicznej Konferencji Mtodej Kadry Naukowej. Jubileuszowe, dwudzieste kra-
jowe, a czwarte miedzynarodowe spotkanie nt. ,,Zywno$¢ — jako$¢ i perspektywy”
goscil Oddziat Podkarpacki PTTZ na Wydziale Biologiczno-Rolniczym Uniwersytetu
Rzeszowskiego, kierowany przez dr hab. Matgorzat¢ Dzugan, prof. UR. Mlodym
czlonkom Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci, z prezesem — prof. dr hab.
Edwardem Pospiechem, towarzyszyli mtodzi czlonkowie Sekcji Chemii Zywnosci
Polskiego Towarzystwa Chemicznego, pod opiekg prof. dr hab. Henryka Zielinskiego.
Konferencj¢ objeli patronatem: Marszalek Wojewddztwa Podkarpackiego — Wiady-
staw Ortyl oraz J.M. Rektor Uniwersytetu Rzeszowskiego — prof. dr hab. Aleksander
Bobko.

Spotkania od lat gromadza doktorantéw i mtodych pracownikow nauki z wigk-
szos$ci polskich jednostek naukowych, a od czterech lat stuzg rowniez wymianie wie-
dzy i1 dos$wiadczen w aspekcie migdzynarodowym. Tematycznie Sesja Mtodej Kadry
Naukowej skupia si¢ wokot szerokiego pojecia zywnos$ci 1 zywienia. Podczas tego-
rocznej sesji omowiono takie zagadnienia, jak: jako$¢ i bezpieczenstwo zdrowotne
zywnosci, technologia nowoczesnych produktow spozywczych, biotechnologia w pro-
dukcji zywnosci, zywienie cztowieka we wspolczesnym Swiecie czy chemia Zywnosci
1 metody analizy w aspekcie funkcjonalnych i prozdrowotnych wiasciwosci, ktore do-
brze laczyly zakres zainteresowan badawczych uczestnikoOw zrzeszonych w obu Towa-
rzystwach — PTTZ i PTChem.

W obradach, podzielonych na cztery sesje referatowe oraz sesj¢ plakatowa, wzig-
o udziat 95 uczestnikdw, w tym 7 oséb z osrodkéw zagranicznych z Ukrainy i Stowa-
cji. Mlodzi naukowcy reprezentowali uczelnie: Uniwersytet Rzeszowski, Uniwersytet
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Przyrodniczy w Poznaniu, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsz-
tynie, Szkote Glowng Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Uniwersytet Przyrod-
niczy we Wroctawiu, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Uniwersytet
Rolniczy w Krakowie, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Politechnik¢ Poznanska,
Akademie¢ im. J. Dtugosza w Czestochowie, Slovak University of Agriculture in Nitra
oraz Institute of Cell Biology National Academy of Sciences of Ukraine in Lviv.

Sesja Mtodej Kadry Naukowej, zgodnie z wieloletnig tradycja, stwarza mozli-
wo$¢ poznania i integracji srodowiska mtodych naukowcoéw bedac jednoczes$nie do-
godng ptaszczyzng do wymiany pogladéw i1 otwartej dyskusji na temat prowadzonych
badan, a przede wszystkim do przedstawienia wlasnych wynikow badanw szerszym
gronie.

Nad poziomem merytorycznym obrad czuwat Komitet Naukowy, w sktad ktorego
weszli m.in. prezesi Towarzystw sprawujacych piecze¢ nad Sesja, cztonkowie poszcze-
g6lnych Oddziatéw PTTZ oraz zastuzeni przyjaciele i sympatycy Mtodej Kadry Nau-
kowej. Wygtoszono 4 referaty plenarne, 18 prezentacji ustnych w jezyku polskim i 8
w jezyku angielskim oraz zaprezentowano 84 plakaty. Z uwagi na migdzynarodowy
charakter sesji, jezykiem konferencyjnym byt jezyk angielski. Tradycyjnie juz prele-
gentow nagrodzono za najlepsze referaty i plakaty.

W polskojezycznej sesji referatowej nagrodzono nastgpujace osoby:

1. Paulina Nowicka z UP we Wroclawiu,
2. Anna Rzepkowska z SGGW w Warszawie,
3. Anna Grygier z UP w Poznaniu.

Nagrodg¢ specjalng, w postaci mozliwos$ci opublikowania artykulu w czasopismie
Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$¢, otrzymat Bartosza Fotschki z IRZiBZ PAN
w Olsztynie.

W anglojezycznej sesji referatowej nagrodzeni zostali:

1. Alina Pacesz z UP w Poznaniu,
2. Malgorzata Przygodzka z PAN w Olsztynie,
3. Oleksii Lyzak z Ukrainy.

Nagrodg specjalng, ktora stanowi mozliwos$¢ opublikowania artykulu w czasopi-
$mie Polish Journal of Food and Nutrition Science, otrzymal Artur Wiktor z SGGW
w Warszawie.

W sesji plakatowej nagrody otrzymali:

1. Marek Halenar ze Stowacji,
2. Maciej Kluz z Uniwersytetu Rzeszowskiego,
3. Arleta Mieszkowska z SGGW w Warszawie.

Nagrode specjalna, w postaci publikacji w czasopi$mie Journal of Microbiology,
Biotechnology and Food Sciences otrzymal Marcin Bajcar z Uniwersytetu Rzeszow-
skiego.
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Wzorem poprzednich lat uczestnicy mieli mozliwos¢ wytypowania sposréod wy-
stapien jednej prezentacji oraz jednego plakatu, czyli tzw. nagrody publiczno$ci. Na-
grode za najlepszy referat otrzymat Artur Wiktor z SGGW w Warszawie, za$ za naj-
lepszy plakat — Arleta Mieszkowska (SGGW w Warszawie).

W przerwie obrad odbyto si¢ spotkanie cztonkéw Sekcji Mtodej Kadry PTTZ, do-
tyczace przysztosci mtodych w PTTZ, ktore poprowadzit prezes PTTZ — prof. dr hab.
Edward Pospiech. Na kolejng kadencje wybrano nowg przewodniczaca, Monike Przeor
z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, ktora przez ostatni rok byta p.o. przewod-
niczacej Sekcji Mtodej Kadry PTTZ.

Spotkanie mtodych zakonczyt krotki wyjazd w Bieszczady, ktéry stat si¢ dosko-
natym miejscem rozméw i wymiany doswiadczen. Kolejne spotkanie Mtodej Kadry
Naukowej odbedzie si¢ w maju 2016 roku, na ktoére serdecznie zapraszamy.

Monika Przeor i Maciej Kluz
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TECHNOLOG ZYWNOSCI
INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 25 Nr 3 czerwiec 2015

DZIALALNOSC TOWARZYSTWA

Zarzad Glowny

Wiceprezes PTTZ prof. dr hab. Danuta Kotozyn-Krajewska, jako przedstawicielka Towa-
rzystwa i delegat, uczestniczyta w Walnym Zebraniu Federacji Gospodarki Zywnosciowej RP,
ktore odbyto sic w dniu 9.06. br. w Warszawie. Na tym zebraniu przedstawita dziatalno$é PTTZ
i zaprosita do wspodtpracy, co spotkato si¢ z duzym zainteresowaniem delegatow.

PTTZ znajduje sie w gronie zatozycieli FGZ RP. Federacja stanowi zwigzek branzowych
organizacji pozarzadowych i innych osob prawnych dzialajacych w Polsce na rzecz gospodarki
zywnosciowej, posiada osobowo$¢ prawng. Po szesciu latach wspolnej dzialalno$ci w Radzie
Gospodarki Zywno$ciowej przy Ministrze Rolnictwa i Rozwoju Wsi (przedstawicielem PTTZ
byt prof. Tadeusz Sikora), pomysine jej efekty i rozwoj aktywnosci spotecznej w stuzbie sekto-
ra rolno-spozywczego sktonily znaczng grupe jej cztonkdéw do suwerennej inicjatywy powota-
nia miedzybranzowej organizacji zrzeszajacej producentéw rolnych i przetworcow przemystu
SpOZywczego.

W dniach 25 - 26 czerwca 2015 r. na Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie odbyta si¢
XLII Sesja Komitetu Nauk o Zywnosci PAN pt. ,,ZYWNOSC — ZDROWIE - PRZYSZLOSC.
Wspolorganizatorem byt Oddziat Lubelski PTTZ.

WAZNIEJSZE MIEDZYNARODOWE I KRAJOWE
KONFERENCJE NAUKOWE W 2015 r.

Lipiec

6-10 POZNAN = IX Polska Konferencja Chemii Analitycznej nt. ,,Chemia analityczna
to ciagle wyzwania”

Organizatorzy: Wydziat Chemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu
Kontakt: pkca@amu.edu.pl
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Wrzesien

8-12 RIO DE JANEIRO - BRAZIL = 9th International Conference on Predictive Modelling
in Food.
Organizatorzy: The 9th International Conference on Predictive Modelling in Foods is
organised by Elsevier in association with International Committee of Predictive Mod-
elling in Food.

20-22 SOPOT - GDANSK = Miedzynarodowa Konferencja Naukowa nt. ,,Jako$¢ i jej
zastosowania”.
Organizatorzy: Politechnika Gdanska i Uniwersytet Gdanski.
Informacje: www.qualitygdansk.eu
Kontakt: qualitygdansk@zie.pg.gda.pl

24-25 RZESZOW = Konferencja Naukowa ,Jako§¢ i marketing produktéw spozyw-
czych w ksztaltowaniu konkurencyjnosci firm i regionow”.
Organizatorzy: Centrum Marketingu Produktow Spozywczych Uniwersytetu Rzeszow-
skiego i Katedra Opakowalnictwa Towaroéw Uniwersytetu Ekonomicznego w Krako-
wie.
Informacje: e-mail:marketingijakosc@interia.pl
Kontakt: Tel.: +48 12 293 51 67; +48 12 293

Pazdziernik

15-16 LODZ = Miedzynarodowa Konferencja nt. ,,Zwiazki biologicznie aktywne
w zywnosci”
Organizatorzy: Oddzial L6dzki PTTZ, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki L.odzkiej.
Informacje: www.bacif.p.lodz.pl
Kontakt: bacif@info.p.lodz.pl

CZELONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Glownym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z 0.0. Marki, BUNGE POLSKA
Sp. z 0.0. Karczew, HORTIMEX Plus Spétka komandytowa Konin.

Przy Oddziale Matopolskim: ZAKEADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO BIELMAR
Sp. z o.0., Bielsko-Biala.
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Material zawarty w Nr 3 (100)/2015 Biuletynu podano wedtug stanu informacji do 15
czerwea 2015 r. Materialy do Nr 4 (101)/2015 prosimy nadsyta¢ do 1 sierpnia 2015 r. na adres
Redakcji Czasopisma.

KOMUNIKAT

Informujemy P.T. Autordw, ze Informacje dla Autorow oraz wymagania redakcyjne publikujemy na
stronie http://www.pttz.org/zyw/index.html



234

Informator Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci

Adresy Zarzadu Glownego, Oddzialow i Sekcji
Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci

PREZES / ODDZIAL ADRES
Prof. dr hab. Edward Pospiech UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Prezes PTTZ Tel.: 61 848 72 60; e-mail: pospiech@up.poznan.pl

Dr hab. Dorota Piasecka-Kwiatkowska
Sekretarz PTTZ

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
e-mail: dorotapk@up.poznan.pl

Prof. dr hab. Maria Smiechowska
Oddziat Gdanski

AM, ul. Morska 81-87, 81-225 GDYNIA
Tel.: 58 690 15 62; e-mail: smiemari@am.gdynia.pl

Dr hab. inz. Joanna Stadnik

UP, ul. Skromna 8, 20-704 LUBLIN

Oddziat Lubelski Tel.: 81 462 33 41; e-mail: joanna.stadnik@up.lublin.pl
Dr hab. Joanna Leszczynska PL, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 LODZ

Oddziat L.odzki e-mail: joanna.leszczynska@p.lodz.pl

Dr hab. inz. Lestaw Juszczak, prof. UR UR, ul. Balicka 122, 30-149 KRAKOW

Oddzial Matopolski Tel. 12 662 47 78; e-mail: rrjuszcz@cyf-kr.edu.pl

Dr inz. Janusz Pomianowski UWM, PL Cieszynski 1, 10-957 OLSZTYN

Oddzial Olsztynski Tel.: 89 523 36 17; e-mail: Pomian@uwm.edu.pl

Dr hab. Malgorzata Dzugan, prof. URzesz
Oddzial Podkarpacki

UR w Rzeszowie, ul. M. Cwiklinskiej 2, 35-601 RZESZOW
Tel. 17 872 17 22; e-mial: mdzugan@univ.rzeszow.pl

Dr inz. Arkadiusz Zych
Oddziat Szczecinski

ZUT, ul. Kazimierza Krolewicza 3, 71-550 SZCZECIN
Tel.: 91 449 66 00 wew. 6583;
e-mail: arkadiusz.zych@zut.edu.pl

Dr inz. Dorota Nowak

SGGW, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 WARSZAWA

Oddzial Warszawski Tel.: 22 593 75 62; e-mail: dorota_ nowak@sggw.pl
Dr hab. Dorota Piasecka-Kwiatkowska UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Oddzial Wielkopolski e-mail: dorotapk@up.poznan.pl
Prof. dr hab. inz. Agnieszka Kita UP, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW
Oddziat Wroctawski Tel.: 71 320 50 38; e-mail: agnieszka.kita@wnoz.up.wroc.pl
SEKCJE
. . Politechnika Koszalinska, ul. Kwiatkowskiego 6e,
Dr Karol Krajewski 75-343 KOSZALIN
Ekonomiczna

Tel.: 609 807 618; e-mail:janjasienczyk@poczta.onet.pl

Dr inz. Arkadiusz Zych
Technologii Migsa

ZUT, ul. Kazimierza Krolewicza 3, 71-550 SZCZECIN
Tel.: 91 449 66 00 wew. 6583;
e-mail: arkadiusz.zych@zut.edu.pl

Dr hab. Magdalena Rudzinska
Chemii 1 Technologii Ttuszczéw

UP. Ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Tel.: 61 848 72 76; e-mail: magdar@up.poznan.pl

Prof. dr hab. Antoni Golachowski
Technologii Weglowodanow

UP, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW
Tel.: 71 320 77 68; e-mail: antoni.golachowski@up.wroc.pl

Dr hab. inz. Piotr Gebczynski, prof. nadzw.
Technologii Owocow i Warzyw

UR, ul. Balicka 122, 30-149 KRAKOW
e-mail: rrgebezy@cyf-kr.edu.pl

Mgr inz. Monika Przeor
Mtodej Kadry Naukowe;j

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
e-mail: m.przeor@au.poznan.pl
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