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PODZIEKOWANIE DLA PANA PROFESORA TADEUSZA SIKORY

Jako wicloletni Przewodniczacy Rady Naukowej czasopisma naukowego
Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$¢ pragne bardzo serdecznie podzigkowaé panu
prof. dr hab. Tadeuszowi Sikorze za zainicjowanie i prowadzenie tego dwumiesigczni-
ka. Pan Profesor byl pomystodawca, tworca i realizatorem idei powstania polskoje-
zycznego czasopisma naukowego. Idee t¢ realizowat z uporem przez wiele lat, dopro-
wadzajac do referowania czasopisma przez kilka baz publikacji naukowych, ale takze
do wprowadzenia na liste JCR i uzyskania wspoétczynnika ,,Impact Factor”.

Przez ponad 20 lat Pan Profesor petnit funkcj¢ Redaktora Naczelnego catkowicie
spotecznie. Aktywnie uczestniczyl w catym cyklu wydawniczym czasopisma i dbat
0 wysoki poziom publikacji.

W zwigzku z decyzja Pana Profesora o rezygnacji z funkcji Redaktora Naczelne-
go, a takze zakonczeniem mojej dziatalnosci jako przewodniczacego Rady Naukowe;,
chce w imieniu swoim, czlonkéw Rady i1 redaktoréw ztozy¢ Panu Profesorowi
Tadeuszowi Sikorze serdeczne podzigkowanie i zyczenia dalszych wyzwan, sukcesow
naukowych, organizacyjnych i osobistych.

Prof. dr dr h.c. mult. Antoni Rutkowski
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OD REDAKCJI

Szanowni Panstwo,

wlasdnie mija 21 lat od ukazania si¢ pierwszego numeru naszego obecnego czaso-
pisma Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$¢ — byto to w grudniu 1994 r. Majac idee,
a nie majgc zasobow, rozpoczeliSmy realizacje przedsiewzigcia, ktore dla wielu wyda-
wato si¢ wowczas mato realne. Realizacja idei wydawania czasopisma byta mozliwa
dzieki funkcjonowaniu PTTZ, ktore afiliowato te dziatalno$é, najpierw Oddziat Mato-
polski, a nastgpnie Zarzad Gtowny. Dzisiaj nasz dwumiesigcznik jest czasopismem
o zasi¢gu mi¢dzynarodowym i mocnej pozycji krajowe;.

Po 21 latach prowadzenia spotecznie tej dziatalnosci, jako zatozyciel i re-
daktor naczelny, postanowilem zrezygnowac z kierowania redakcjg. Czas na
zmian¢ pokoleniowa. Pragne w tym miejscu podzigkowa¢ wszystkim, ktorzy
w tym okresie wspierali wydawanie Zywno$ci. Osob zyczliwych byto bardzo
wiele 1 nie sposéb ich wymieni¢. Podzigkowania nalezg si¢ Przewodniczgcemu
Rady Naukowej Panu Prof. Antoniemu Rutkowskiemu i cztonkom Rady Nau-
kowej, cztonkom Redakcji, Autorom i Recenzentom. Podzigkowania sktadam
kolejnym Dziekanom Wydziatu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolnicze-
go w Krakowie za mozliwo$¢ dzialania w jego pomieszczeniach. Szczegdlne
podzigckowania naleza si¢ Kolezankom z Redakcji, a przede wszystkim dr Ewie
Slawskiej za dhugoletnig wspotprace.

Trwa sztafeta pokolen, wigc przekazuje kierowanie Redakcja w rece Pana
Prof. UR dr hab. Lestawa Juszczaka z Zyczeniami dalszego rozwoju czasopi-
sma. Jednocze$nie deklaruje, ze w miar¢ potrzeb 1 mozliwosci bede stuzyl rada
1 pomoca.

Krakow, grudzien 2015 r.
Redaktor Naczelny

e e
i

Tadeusz Sikora
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MACIEJ TACZANOWSKI

DEFINICJE LEGALNE PRAWA ZYWNOSCIOWEGO — PRZYCZYNY
TWORZENIA I FORMY

Streszczenie

Teksty prawne, w tym przepisy polskiego i unijnego prawa zywnosciowego, powinny charakteryzo-
wac sie jasnoscig i jednoznacznoscia, tak by ich wyktadnia nie sprawiata wigkszych trudnosci i prowadzita
do wiarygodnego wyniku. Jedng z podstawowych technik prawodawczych prowadzacych do tego celu jest
formutowanie definicji legalnych. Za ich pomoca prawodawca narzuca doktadne znaczenie definiowanych
termindw, aby nie prowadzily do blednej interpretacji przepisow prawnych. Definicje legalne formutuje
sig, jesli termin jest wieloznaczny, nieostry, nie jest powszechnie zrozumiaty lub trzeba nada¢ mu nowe
znaczenie. Ze wzgledu na form¢ mozna wyr6zni¢ definicje wyrazne i kontekstowe. Definicje wyrazne,
szczegolnie jezeli sa liczne, czgsto sa grupowane w tzw. stowniczki aktow prawnych, co nie wyklucza, ze
zaréwno definicje wyrazne, jak i kontekstowe moga by¢ ponadto zlokalizowane poza tymi stowniczkami.
W obowiazujacym w Polsce prawie zywnosciowym, sktadajacym si¢ z polskich i unijnych aktéw praw-
nych, w celu osiagniecia wspomnianej klarownosci i jednoznacznosci jego przepisow, wykorzystuje si¢
wszystkie znane formy definiowania terminow.

Stowa kluczowe: prawo zywnosciowe, definicje legalne, technika prawodawcza, Polska, Unia Europejska

Wprowadzenie

Jak zaznacza Szymczak [20], podstawowym warunkiem osiggniecia petnego po-
rozumienia przy przekazywaniu tresci od nadawcy do odbiorcy jest jednakowe rozu-
mienie przez obie strony spolecznie ustalonych znaczen wyrazow. Porozumienie to
trzeba mie¢ na wzgledzie szczegdlnie w przypadku formutowania, jak i odczytywania
tekstow prawnych. Regulacje prawne sa bowiem sposobem ingerencji organdéw wladzy
publicznej w stosunki spoteczne zachodzace m.in. w sferze dziatalnosci gospodarcze;j.
Konstytucyjny obowigzek ochrony "konsumentéw, uzytkownikdéw i najemcéw przed

Dr M. Taczanowski, Katedra Zarzqdzania Jakoscig Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uni-
wersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan. Kontakt: tacza-
now@up.poznan.pl
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dziataniami zagrazajacymi ich zdrowiu, prywatnosci i bezpieczenstwu oraz przed nie-
uczciwymi praktykami rynkowymi" (art. 76) jest podstawa ustawowego ograniczania
ustrojowej zasady wolno$ci gospodarczej (art. 22 i art. 31 ust. 3 Konstytucji RP z 1997
r.) [7], w tym dziatalno$ci w zakresie gospodarki zywnosciowej.

7 uwagi na znaczenie zywnos$ci dla zdrowia cztowieka, jak rowniez ze wzgledow
eckonomicznych, produkcja i dystrybucja srodkow spozywczych jest w Unii Europej-
skiej przedmiotem bardzo rozbudowanych regulacji prawnych, zajmujac pod tym
wzgledem trzecie miejsce po przemysle samochodowym i chemicznym [8]. Prawo
zywnosciowe jest zespotem powigzanych ze sobg norm prawnych regulujacych jakos¢
zywnosci oraz jej produkcj¢ i obrot ze wzgledu na ochrone zdrowia cztowieka (bezpie-
czenstwo zywno$ci — food safety) i innych jego interesow o charakterze poza-
zdrowotnym [21].

Znajomos$¢ prawa zywnosciowego, w tym umiejetno$¢ jego interpretacji (wy-
ktadni), jest waznym elementem zarzadzania przedsigbiorstwem branzy spozywczej,
nie tylko ze wzgledu na ochrong konsumentéw i wizerunek firmy na rynku spozyw-
czym. Jest ona rowniez niezbedna do stworzenia poprawnych relacji przedsigbiorstwa
z organami urz¢dowej kontroli zywnosci.

Wykladnia prawa nazywa si¢ proces ustalania znaczenia przepisOw prawnych
albo produkt tej czynnosci [1].

Sposrdd trzech zasadniczych metod wyktadni, czyli wyktadni jezykowej, syste-
matycznej i funkcjonalnej, pierwsza odgrywa najistotniejsza rolg, natomiast dwie po-
zostale pelnig funkcje pomocnicze. Wyktadnia jezykowa polega na wykorzystywaniu
regut odwotujacych sie¢ do szeroko rozumianego kontekstu jezykowego normy [9].
W ramach tej metody rozpatruje si¢ znaczenie interpretowanych stow lub zwrotow
w zaleznosci od tego, czy mozna je zakwalifikowac¢ do kategorii jezyka potocznego,
specjalistycznego czy prawnego. Jezyk potoczny jest jezykiem powszechnie uzywa-
nym w wigkszosci sytuacji zycia codziennego, jezyk specjalistyczny jest typowy dla
okreslonych dziedzin wiedzy, np. technologii Zywnosci, a jezyk prawny — charaktery-
styczny dla tekstow prawnych.

Postulowanymi cechami tekstow prawnych, ulatwiajagcymi ich wyktadnig, sa:
adekwatnos$¢ (precyzyjnos¢ i wiernos¢ oddania intencji prawodawcy), komunikatyw-
no$¢ (zrozumiato$¢ dla odbiorcow) oraz zwigztos¢ (zamieszczanie tylko niezbednych
wypowiedzi, stosowanie odestan zamiast powtorzen przepiséw). Definicje legalne sg
srodkiem techniki prawodawczej, shuzacym przede wszystkim osiggnigciu adekwatno-
sci [1].

Definicje legalne — pojecie i przyczyny ich formulowania

Chcac rozpatrzy¢ pojecie definicji legalnych i cel ich formulowania, najpierw
wypada poda¢ znaczenie samego stowa definicja. Wedhlug ,,Uniwersalnego stownika
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jezyka polskiego PWN” pod red. Dubisza, definicja to ,,okres$lenie znaczenia poj¢cia
lub wyrazenia, sprowadzajgce si¢ zwykle do sprecyzowania jego tresci i zorientowania
si¢ w jego zakresie (...)”, natomiast czasownik definiowac znaczy ,,objasniac, okreslac,
formutowa¢ znaczenie jakiego$ wyrazu, terminu, pojecia” [3].

Definicjami legalnymi nazywa si¢ definicje zawarte w tekstach aktéw prawnych
[9]. Wyraz legalny pochodzi wprost od tacinskiego legalis [3], ktore jest przymiotni-
kiem od stowa /ex, oznaczajacego m.in. ustawe, prawo [19]. Wedtug Zielinskiego defi-
nicje legalne wystepujace w ustawach i innych aktach prawnych maja dwie cechy: sa
obecne w tekscie aktu prawnego 1 odnoszg si¢ do jakiego§ wystepujacego w nim zwro-
tu jezykowego. Moga si¢ one znajdowa¢ w wydzielonych fragmentach tekstow, w tzw.
stowniczkach, ale mogg rowniez znalez¢ si¢ w innych miejscach tekstu [26].

Wedlug polskiej techniki prawodawczej, zasadniczo zbieznej z unijng, definicje
legalng danego okreslenia (terminu) formuluje sie, jezeli:

— dane okre$lenie jest wieloznaczne (np. skfadnik zywnosci),

— dane okresSlenie jest nieostre, a jest pozadane ograniczenie jego nieostrosci (np.
Srodek spozywczy znacznej wartosci),

— znaczenie danego okres$lenia nie jest powszechnie zrozumiale (np. suplement
diety, nowa zywnosc),

— ze wzgledu na dziedzing regulowanych spraw istnieje potrzeba ustalenia nowego
znaczenia danego okreslenia (np. zanieczyszczenie) [18].

Wszystkie wymienione przyczyny formutowania definicji legalnych moga wyste-
powa¢ w przypadku danego okreslenia pojedynczo lub kumulatywnie, w réznych
kombinacjach lub nat¢zeniu. Ze wzgledu na klarowno$¢ wywodu, podane zostang
przyktady ilustrujace kazdg z przyczyn tworzenia definicji indywidualnie. Przytoczone
nizej definicje odzwierciedlajg stan prawny z 15 listopada 2014 r.

Wieloznaczno$¢ terminu

Przyktadem definicji legalnej, ktora stuzy likwidacji potencjalnej wieloznaczno-
$ci, moze by¢ definicja wyrazenia skfadnik zywnosci, znajdujaca si¢ w art. 3 ust. 3 pkt
34 ustawy z dnia 25 sierpnia 2006 1. 0 bezpieczenstwie zywnosci i zywienia [22]. De-
finicja obowigzujaca do 12 grudnia 2014 r. brzmiata nast¢pujaco:

sktadnik Zywnosci — kazda substancja wystepujgca w Zywnosci, w tym substancje
dodatkowe i enzymy, uzyta przy wytwarzaniu lub przygotowywaniu srodkow spozyw-
czych, obecna w gotowym produkcie, nawet jezeli jest ona w zmienionej formie [22].

Wedtug ,,Uniwersalnego stownika jezyka polskiego PWN” pod red. Dubisza [3],
sktadnik to czes¢ skladowa jakiejs calosci, jeden z elementow czegos. W naukach
0 zywnoS$ci 1 zywieniu oraz w towaroznawstwie zywno$ci mozna spotkac si¢ z okre-
Sleniem skfadnik Zywnosci w dwoch znaczeniach: 1) substancja odzywcza, jak np.
biatko, thuszcz [4], 2) rodzaj i ilo§¢ surowcow uzytych do wytworzenia danego produk-
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tu spozywczego, np. rodzaj maki w chlebie [25]. Ustawa o bezpieczenstwie zywnosci
1 zywienia, wzorem dyrektywy (WE) nr 2000/13, przyjeta rozumienie wyrazenia
sktadnik zywnosci (ang. ingredient) w drugim, recepturowym znaczeniu. Analogiczne
rozumienie skfadnika zywnosci, okreSlanego jako sktadnik, przyj¢to w art. 2 ust. 2 lit. f
rozporzadzenia (UE) nr 1169/2011 w sprawie przekazywania konsumentom informacji
na temat zywnosci (...), majacym zastosowanie od 13 grudnia 2014 r. [15].

Nieostros¢ terminu

Srodki spozywcze znacznej wartosci, to przyktad nieostrego terminu, ktorego zna-
czenie nalezalo doprecyzowac ze wzgledu na jego uzycie jako czynnika powodujacego
zagrozenie surowsza karg za produkcj¢ i wprowadzenie do obrotu srodkéw spozyw-
czych szkodliwych dla zdrowia lub zycia czlowieka. W mys$l art. 96 ust. 3 ustawy
o bezpieczenstwie zywnosci 1 zywienia, jezeli sprawca dopuscil si¢ przestepstwa pro-
dukcji lub wprowadzenia do obrotu $rodkéw spozywczych szkodliwych dla zdrowia
lub zycia czlowieka, ktore byly znacznej warto$ci, to, ze wzgledu na t¢ wartos¢, gorna
granica grozacej sankcji karnej zostaje podwyzszona z 2 lat pozbawienia wolnosci do
lat 5 [22]. Doprecyzowanie okolicznosci powodujacej tak znaczacg roznicg w wysoko-
$ci kary nie moglo by¢ pozostawione uznaniu s¢dziowskiemu. Ze wzgledu na to, ze
przepisy czesci ogdlnej Kodeksu karnego maja zastosowanie przy wykladni wszelkich
przepiséw karnych, réwniez tych, ktore znajduja si¢ poza tym kodeksem (art. 116 k.k.)
[23], warto$¢ ta nie musiata by¢ okreslona w ustawie o bezpieczenstwie zywnosci
i zywienia. Jest ona bowiem zdefiniowana w art. 115 § 5 Kodeksu karnego. Okreslono
tam, ze mieniem znacznej wartosci jest mienie, ktorego wartos¢ w chwili popetnienia
czynu zabronionego przekracza 200 000 zt [23]. Powyzszy przyktad likwidacji nie-
ostrosci terminu jest jednoczes$nie ilustracja kompleksowosci prawa zywnosciowego,
ktére w przewazajacej mierze ma natur¢ prawa administracyjnego, a niektore jego
przepisy wchodza w obreb m.in. prawa karnego.

Niezrozumialo$¢ terminu

Przeniesiony w 2001 r. z d6wczesnego projektu dyrektywy (WE) nr 2002/46 do
polskiego prawa zywnos$ciowego termin suplement diety [2] (w anglojezycznej wersji
dyrektywy — food supplement) dla wigkszo$ci oséb niezajmujacych si¢ zawodowo
zywnos$cig moze by¢ terminem niezrozumiatym. Na podstawie tresci nizej przytoczo-
nej definicji, wydaje si¢, ze polska nazwa oddaje istot¢ znaczenia bardziej adekwatnie
od anglojezycznej. Aktualnie ustawowa definicja suplementu diety brzmi nastepujgco
(art. 3 ust. 3 pkt 39):

suplement diety — srodek spozywczy, ktorego celem jest uzupetnienie normalnej
diety, bedqgcy skoncentrowanym zrodiem witamin lub sktadnikow mineralnych lub in-
nych substancji wykazujgcych efekt odzywczy lub inny fizjologiczny, pojedynczych lub
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ztozonych, wprowadzany do obrotu w formie umozliwiajqcej dawkowanie, w postaci:
kapsulek, tabletek, drazetek i w innych podobnych postaciach, saszetek z proszkiem,
amputek z plynem, butelek z kroplomierzem i w innych podobnych postaciach ptynow
i proszkow przeznaczonych do spozywania w matych, odmierzonych ilosciach jednost-
kowych, z wylgczeniem produktow posiadajgcych wlasciwosci produktu leczniczego
w rozumieniu przepisow prawa farmaceutycznego [22].

Oba stowa tworzgce omawiane wyrazenie s3 w jezyku polskim obcego pocho-
dzenia. Stowo suplement jest pochodzenia tacinskiego i w Polsce powszechnie rozu-
miane jako uzupetnienie do dzieta lub edycji periodycznej, np. suplement encyklope-
dii, stownika [3]. Co ciekawe, zgodnie ze stownikiem ,,The Oxford Encyclopedic
English Dictionary” z 1991 r., w jezyku angielskim stowo supplement byto juz koja-
rzone z dieta co najmniej od konca lat 80. XX w. 1 wystepowato w zwrocie dietary
supplement [6]. Z kolei stowo dieta jest pochodzenia greckiego i wg ,,Uniwersalnego
stownika jezyka polskiego PWN” w jezyku potocznym, w kontekscie zywieniowym,
oznacza ,,specjalny system odzywiania z ustaleniem jakosci i ilo$ci pokarméw, dosto-
sowany do potrzeb organizmu” [3]. W naukach o zywnosci, wg Gertiga i Gaweckiego
[5], dieta bez dodatkowego przymiotnika jest pojeciem ogolnym ozraczajgcym co-
dzienne pozywienie (racje pokarmowq, czesto sposob zywienia sig) jednostek lub ca-
tych populacji, natomiast chcac moéwi¢ o diecie majacej jakas okreslong cechg czy cel,
tworzy si¢ terminy szczegotowe poprzez dodanie odpowiedniego przymiotnika, jak np.
dieta bezglutenowa [5].

Zestawienie obu stow suplement 1 dieta w jedno wyrazenie nie tworzy jedno-
znacznego terminu. Biorge pod uwage wymienione w definicji postacie produktu i jego
funkcje mozna by go uzna¢ za rodzaj leku. Juz samo zaklasyfikowanie takiego wyrobu
do $rodkéw spozywczych i objecie go zakresem przedmiotowym prawa zywnosciowe-
go wymaga wigzacej definicyjnej deklaracji odrozniajacej suplementy diety od produk-
tow leczniczych, ktore podlegajg prawu farmaceutycznemu.

Nadanie nowego znaczenia

Definicja terminu zanieczyszczenia w ustawie o bezpieczenstwie zywnosci 1 zy-
wienia (art. 3 ust. 3 pkt 57) [22] jest przyktadem nadania temu terminowi nowego zna-
czenia, bedacego odpowiednikiem anglojezycznego stowa contaminant z unijnego
prawa zywnos$ciowego (art. 1 ust. 1, Regulation (EEC) no 315/93 of 8 February 1993
laying down Community procedures for contaminats in food) [10]. Innymi stowy, ten
sam termin w polskim prawie zywnosciowym zmienit swdj zakres znaczeniowy.

We wczesniejszej ustawie z dnia 11 maja 2001 r. o warunkach zdrowotnych zyw-
nosci 1 zywienia, w jej ostatniej wersji z 2005 r., termin zanieczyszczenie byt definio-
wany poprzez odestanie do definicji art. 1 ust.l rozporzadzenia (EWG) nr 315/93
z dnia 8 lutego 1993 r., ustanawiajgcego procedury Wspdlnoty w odniesieniu do sub-
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stancji skazajacych [ang. contaminants] w zywnosci (art. 3 ust. 1 pkt 7 ustawy) [24].
Definicja z tego rozporzadzenia ma nast¢gpujgce brzmienie (art. 1 ust.1 rozporzadze-
nia):

Substancja zanieczyszczajgca [ang. contaminant] oznacza kazdg substancje nie-
umysinie dodang do zywnosci, ktora jest obecna w takiej Zywnosci jako rezultat pro-
dukcji (w tym dziatalnos¢ prowadzona w zwigzku z gospodarkq roslinng i zwierzecq
a takze weterynariq), wytwarzania, przetwarzania, przygotowywania, obrobki, pako-
wania, opakowywania, transportu lub przechowywania takiej Zywnosci lub jako rezul-
tat skazenia srodowiska. Obca materia, taka jak np. fragmenty owadow, wlosie zwie-
rzqt itd. nie jest objeta niniejszq definicjq [11].

Ze wzgledu na wylaczenie niektorych rodzajow ,,obcej materii” z zakresu wspol-
notowego pojecia substancji zanieczyszczajgcych, ktore w powyzszej ustawie z 2001 r.
oznaczone byly terminem zanieczyszczenia, w aktualnie obowigzujacej ustawie z dnia
25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywnos$ci i zywienia polski ustawodawca, do-
strzegajac zapewne niekompletno$¢ definicji wspolnotowej, zdecydowat si¢ na rozsze-
rzenie znaczenia ustawowego terminu zanieczyszczenia o wykluczone elementy. Do-
tychczasowe wspolnotowe pojecie zanieczyszczen oznaczyl terminem substancje
zanieczyszczajgce, zgodnie z brzmieniem polskojezycznej wersji rozporzadzenia
(EWG) nr 315/93. W ten sposob ustawodawca stworzyt nowa, obecnie obowigzujaca
polska definicje zanieczyszczen, ktora brzmi nastgpujaco (art. 3 ust. 3 pkt 57):

zanieczyszczenia [sq to] substancje zamieczyszczajgce,  zanieczyszczenia
biologiczne oraz ciata obce, szkodniki lub ich czesci [22].

Dla petni obrazu warto jeszcze wspomnie¢, ze tak sformulowane pojecie zanie-
czyszczen nie obejmuje wszystkich substancji obcych w zywnosci, do ktérych naleza
jeszcze pozostatosci pestycydow, pozostatosci substancji farmakologicznie czynnych
1 pozostatosci skazen promieniotworczych [21].

Formy definicji legalnych z uwagi na technike prawodawcza

Definicje legalne mozna podzieli¢ na definicje wyrazne, gdy w przepisie praw-
nym okres$lone jest bezposrednio definiendum (wyrazenie definiowane) i definiens
(wyrazenie definiujace) oraz definicje kontekstowe, gdy znaczenie danego pojecia nie
Jjest wprawdzie bezposrednio okreslone w jednym przepisie, ale wynika ono ze sposobu
Jjego uzycia w kilku roznych przepisach, z ktorych kazdy moze stuzy¢ do rekonstrukcji
znaczenia definiowanego wyrazenia [9].

Definicje wyrazne

Wszystkie przedstawione wyzej przyklady z prawa zywno$ciowego, obrazujace
przyczyny formulowania przez prawodawce definicji legalnych, zaliczaja si¢ do defi-
nicji wyraznych, i to w ich podstawowej postaci, gdzie po wyrazeniu definiowanym
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nastepuje wyrazenie definiujgce [9]. Tego rodzaju definicje sg najczesciej zamieszcza-
ne na poczatku aktu prawnego i gdy jest ich wigksza liczba grupowane sg w wydzielo-
nym fragmencie tego aktu, tworzac tzw. stowniczek [26]. W przypadku ustaw sg to
stowniczki ustawowe.

Stowniczki aktow prawnych

Stowniczki majg posta¢ zdania, w ktorym wprowadzenie do wyliczenia poszcze-
g6Inych definicji rozpoczyna si¢ przed dwukropkiem charakterystycznymi formutami,
np. Uzyte w ustawie okreSlenia oznaczajg: (art. 3 ust. 3 ustawy o bezpieczenstwie
zywnosci 1 zywienia) [22], Do celow niniejszego rozporzgdzenia: (art. 2 ust. 1 rozpo-
rzadzenia (WE) nr 852/2004) [12]. Po tego rodzaju wprowadzeniu nastepuja definicje
oznaczone jako kolejne punkty lub litery. Niektore unijne akty prawne majg definicje
zgrupowane w specjalnie do tego celu przeznaczonym zalgczniku do aktu prawnego,
jak to ma miejsce np. w zalgczniku I (zatytulowanym Definicje) do rozporzadzenia
(WE) nr 853/2004 w sprawie higieny srodkow spozywczych pochodzenia zwierzgcego.
Tam znajduja si¢ definicyjne objasnienia takich termindw, jak migso, mieso odkostnio-
ne mechanicznie, rzeznia itd. [13].

Przy lekturze aktéw prawnych warto pamigtac, ze istnienie formalnie wydzielo-
nego stowniczka nie przesadza, ze poza nim nie spotka si¢ w tekscie tego aktu dodat-
kowych definicji, majacych zastosowanie w catym akcie prawnym lub w okreslonej
jego czgsci.

Definicje poza stowniczkiem

Jak wspomniano wyzej, pojedyncze definicje moga pojawi¢ si¢ zarbwno w po-
czatkowych przepisach ogolnych aktu prawnego, jak roéwniez na poczatku wydzielone-
go rozdzialu lub innej jego wyodrebnionej czesci. Przyktadowo mozna wskaza¢ na
obowiazujaca do 12 grudnia 2014 r. definicj¢ oznakowania srodka spozywczego z art.
45 ust. 2 ustawy o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia. Artykul 45 rozpoczyna roz-
dziat 11. ustawy zatytulowany ,,Znakowanie zywnosci”. Definicja miata nastgpujace
brzmienie:

Art. 45. 2. Oznakowanie srodka spozywczego obejmuje wszelkie informacje
w postaci napisow i innych oznaczen, w tym znaki towarowe, nazwy handlowe,
elementy graficzne i symbole, dotyczgce Srodka spozywczego i umieszczone na
opakowaniu, etykiecie, obwolucie, ulotce, zawieszce oraz w dokumentach, ktore sq
dolgczone do tego srodka spozywczego lub odnoszq sie do niego [22].

Szczegbdlng formg definicji wystepujacych poza stowniczkami w postaci
wtracenia w przepisy merytoryczne sa tzw. definicje nawiasowe [26], czyli takie,
w ktorych wyrazenie definiowane zapisuje si¢ w nawiasie. Jako przyktad z prawa
zywnos$ciowego moze postuzy¢ ustawowe objasnienie terminu dozwolone substancje
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dodatkowe oraz objasnienie sprzedazy wysytkowej w ramach przepisu wyliczajacego
formy dziatalnosci niewymagajgce zatwierdzenia, tylko wpisu do rejestru Panstwowej
Inspekcji Sanitarnej (art. 10 pkt 1 1 art. 63 ust. 2 pkt 10 ustawy o bezpieczenstwie
zywnosci 1 zywienia) [22].

Art. 10. Minister wiasciwy do spraw zdrowia okresli, w drodze rozporzgdzenia:
1) wykaz substancji dodatkowych (dozwolonych substancji dodatkowych), ktore mogg
by¢é wprowadzane do obrotu i stosowane w zZywnosci, w tym w aromatach, zgodnie
z ich funkcjami technologicznymi, oraz szczegolowe warunki ich stosowania, w tym
rodzaj srodkow spozywczych, w ktorych mogq byc stosowane oraz ich dopuszczalne
maksymalne poziomy.

Art. 63. [...] 2. Zatwierdzenie nie jest wymagane w odniesieniu do:
[...], 10) zaktadow prowadzqcych dziatalnos¢ gospodarczg w zakresie posrednictwa
w sprzedazy zywnosci "na odlegtosc¢” (sprzedazy wysytkowej), w tym sprzedazy przez
Internet.

Definicje kontekstowe

Znaczenie wykorzystywanych w tekstach prawnych termindw moze wynika¢ nie
tylko z wprost podanego ich objasnienia w postaci typowo sformutowanej definicji, ale
rowniez z interpretacji (wyktadni) przepisow, ktorych bezposrednim celem nie jest
definiowanie. Przyktadem takiej sytuacji moze by¢ poczatek rozporzadzenia (WE)
Parlamentu Europejskiego i Rady nr 258/97 z dnia 27 stycznia 1997 r. dotyczacego
nowej zywnosci 1 nowych sktadnikow zywnosci [14]. Rozumienie niezdefiniowanego
wprost terminu nowa zZywnos¢ nalezy tu odtworzy¢ z przepisow okreslajacych zakres
przedmiotowy rozporzadzenia i przepisu koncowego. Kontekstowos¢ definicji wynika
z braku w tym samym przepisie zwrotu definiowanego (art. 1 ust. 1) i zwrotu definiu-
jacego (art. 1 ust. 2) oraz braku wyznaczenia daty precyzujacej znaczenie ,,dotychcza-
sowego wykorzystania do spozycia” (art. 1 ust. 2).

Artykut 1

1. Niniejsze rozporzqdzenie dotyczy wprowadzania do obrotu we Wspolnocie nowej
zywnosci lub nowych sktadnikow zywnosci.

2. Niniejsze rozporzqdzenie dotyczy wprowadzania do obrotu we Wspolnocie zywnosci
i sktadnikow zywnosci, ktore dotychczas nie byly w znacznym stopniu wykorzysty-
wane we Wspolnocie do spozycia przez ludzi, a ktore zaliczajq sie do nastepujgcych
kategorii:

a) (skreslony)

b) (skreslony)

¢) zywnosc¢ i sktadniki Zywnosci o nowej lub celowo zmodyfikowanej podstawowej
strukturze molekularnej,
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d) zywnos¢ i skltadniki zywnosci sktadajgce si¢ z lub wyekstrahowane z drobnou-
strojow, grzybow lub wodorostow,
e) zywnos¢ i skltadniki Zywnosci skiadajgce sie z lub wyekstrahowane z roslin
i sktadniki zywnosci pochodzqce od zwierzqt, z wyjqtkiem zZywnosci i sktadnikow
zywnosci uzyskanych drogq tradycyjnych metod wytworczo-hodowlanych, o kto-
rych juz wiadomo ze sq bezpieczne dla zdrowia,
) zZywnosé¢ i skiadniki Zywnosci, ktore zostaly poddane procesowi wytworczemu
obecnie niebedgcemu w uzyciu, w efekcie ktorego powstajq istotne zmiany
w sktadzie lub strukturze Zywnosci lub jej sktadnikow, co z kolei ma wplyw na
ich wartos¢ odzywczgq, metabolizm i poziom niepozgdanych substancji [14].
Brakujacg datg trzeba zinterpretowac z koncowego art. 15 rozporzadzenia, okre-
$lajacego wejscie w zycie tego aktu prawnego, czyli 15 maja 1997 r., liczac 90-dniowy
okres vacatio legis od dnia jego opublikowania w Dzienniku Urzgdowym Wspdlnoty
Europejskie;j.

Artykut 15

Niniejsze rozporzqdzenie wchodzi w Zycie dziewigédziesigtego dnia po jego opu-
blikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspolnot Europejskich [14].

Dodatkowo prawodawca, w art. 2 ust. 1, doprecyzowuje od strony negatywnej
zakres nowej zywnosci poprzez wyliczenie substancji i produktow, ktére do niej nie
naleza.

Problem spéjnosci terminologicznej definicji legalnych polskiego i unijnego
prawa zywnosciowego

Chociaz zagadnienie poprawno$ci warstwy terminologicznej polskiej wersji jezy-
kowej unijnego prawa zywnosciowego zastuguje na odrgbne obszerne opracowanie, to
warto w tym miejscu t¢ kwesti¢ chociaz zasygnalizowac. Z chwilg przystapienia Polski
do Unii Europejskiej, czyli od 1 maja 2004 1., do polskiego porzadku prawnego weszty
unijne zrodta prawa. W przypadku prawa zywnosciowego, sfera bezpieczenstwa zyw-
nosci jest juz zdominowana przez prawo unijne, ktore od okoto dziesigciolecia jest
ustanawiane w formie rozporzadzen. W odroznieniu od dyrektyw, rozporzadzenia sa
bezposrednio wigzace w stosunku do swoich adresatow, natomiast dyrektywy musza
by¢ przetransponowane do prawa krajowego i ich cele sg realizowane przepisami kra-
jowymi (art. 288 Traktatu o funkcjonowaniu Unii Europejskiej). Niezaleznie jednak od
tego, czy dana materia jest regulowana w formie rozporzadzenia unijnego, czy dyrek-
tywy, unijny i polski prawodawca musi dokona¢ przettumaczenia unijnych terminéw
na jezyk polski. Proces ten powinien by¢ przeprowadzany z poszanowaniem polskiej
kultury jezyka prawnego i specyficznej terminologii poszczegolnych dyscyplin prawa,
W tym prawa zywno$ciowego. Sprawa jest szczegdlnej doniostosci z uwagi na to, ze
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jezyk polski jest to jeden z urzedowych jezykow Unii Europejskiej, a unijne akty
prawne sg oglaszane w polskiej wersji jezykowej Dziennika Urzedowego Unii Euro-
pejskie;.

Podczas analizy polskich wersji jezykowych unijnych aktow prawnych stosun-
kowo tatwo mozna dostrzec odmienne brzmienie niektorych zasadniczych terminow
od ustalonego ich brzmienia w polskim prawie zywno$ciowym. Zaréwno polskie, jak
1 unijne zasady prawodawstwa, ze wzgledu na wymodg jednoznacznosci tekstow praw-
nych, zakazuja stosowania synoniméw. Na zasadzie analogii zakaz ten mozna odnie$¢
rowniez do braku spojnosci polskich wersji jezykowych unijnych aktéw prawnych
z ustalong polskg terminologig prawa zywnosciowego.

Przyktadem wyzej wskazanej niezgodnosci terminologicznej moze by¢ stosowa-
nie wyrazenia substancje dodatkowe. We wskazanej postaci jezykowej ten termin od
ponad czterdziestu lat wystgpuje w polskich przepisach i wlasnie on powinien by¢
stosowany w polskojezycznych wersjach prawa unijnego. Tymczasem od samego po-
czatku polskie wersje dawnych dyrektyw i obecnie obowigzujace unijne zrodta prawa,
z rozporzadzeniem (WE) nr 1333/2008 na czele [16], postuguja si¢ terminem dodatki
do zywnosci, wzorowanym na anglojezycznym: food additives.

Oprocz niespojnosci samego brzmienia termindw polskiego 1 unijnego prawa
zywnosciowego, przynajmniej w jednym przypadku nie uniknig¢to niespdjnosci nie
tylko terminow, ale rowniez poj¢¢. Tak si¢ stalo z istotng, pod wzgledem nadzoru nad
higieng zywnosci, definicja terminu zaklad (art. 3 ust. 3 pkt 54 ustawy o bezpieczen-
stwie zywnosci i zywienia) [22]. Ustawa btednie odsyta do unijnej definicji przedsie-
biorstwa spozywczego (ang. food business) z art. 3 pkt 2 rozporzadzenia (WE) nr
178/2002 [17], zamiast do art. 2 ust. 1 lit. ¢ rozporzadzenia (WE) nr 852/2004 w spra-
wie higieny $rodkow spozywczych, gdzie znajduje si¢ definicja zakladu (ang. esta-
blishment), krotko okreslonego jako jednostka przedsi¢biorstwa. W rozporzadzeniu
tym termin establishment btednie przettumaczono jako przedsiebiorstwo [12]. Trzeba
zauwazyC, ze W prawie zywnosciowym rozroznienie przedsicbiorstwa od zaktadu ma
istotne znaczenie. Jak bowiem wynika m.in. z art. 59 ustawy o bezpieczenstwie zyw-
nosci i zywienia, zindywidualizowanym miejscem do nadzoru, ktére podlega odr¢bnej
rejestracji, jest zaktad, a nie przedsigbiorstwo [22]. Przedsigbiorstwo moze by¢ wielo-
zaktadowe, a poszczegdlne zaktady mogg by¢ znacznie oddalone od siebie.

Podsumowanie

Definicje legalne, bedace srodkiem techniki prawodawczej do ksztalttowania ter-
minologii tekstow prawnych, sa szeroko wykorzystywane w polskim i unijnym prawie
zywnosciowym. Przykladowo, fundamentalna dla polskiego prawa zywnosciowego
ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia tylko w sa-
mym swoim stowniczku ustawowym (art. 3. ust. 3) aktualnie (listopad 2014 r.) za-
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mieszcza 63 definicje legalne (ustawowe) [22], przy czym czg$¢ z nich odsyta do defi-
nicji zawartych w rozporzadzeniach unijnych ze wzgledu na zasade ich bezposredniego
stosowania w prawie krajowym. Polska technika prawodawcza wyroznia cztery przy-
czyny formutowania definicji legalnych, tj. wieloznacznos¢, nicostro$¢, niezrozumia-
1o$¢ oraz zmiang znaczenia terminu [18]. Kazda z nich znajduje odzwierciedlenie
w definicjach obowigzujacego w Polsce prawa zywnosciowego. Co do formy, oprocz
definicji wyraznych, najczesciej zamieszczanych w tzw. stowniczkach aktu prawnego,
zawierajacych w jednym przepisie zwrot definiowany i definiujgcy, w prawie zywno-
Sciowym spotyka si¢ rowniez definicje kontekstowe, w ktorych objasnienie zwrotu
nastepuje niejako posrednio, przy okazji regulowania innych spraw, np. zakresu
przedmiotowego aktu prawnego. Ze wzgledu na czgsto zdarzajace si¢ w aktach praw-
nych odmienne uksztattowanie znaczenia niektorych wyrazow lub zwrotow (termindw)
w stosunku do polszczyzny ogdlnej, niezapoznanie si¢ z nimi przed lekturg aktu praw-
nego moze prowadzi¢ do blednej interpretacji jego przepisoOw. Na ile to jest istotne
w przypadku tytulowego prawa zywnosciowego, tatwo zda¢ sobie sprawe, gdy wezmie
si¢ pod uwage, ze przepisy tej dziedziny prawa maja na celu ochron¢ zdrowia ludzkie-
go przed zagrozeniami ze strony zZywnosci oraz okreslaja rowniez wzajemne obowigzki
i uprawnienia podmiotow dziatajacych na rynku spozywczym i organow urzedowe;j
kontroli Zzywnosci.
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LEGAL DEFINITIONS IN FOOD LAW — REASONS OF FORMING AND FORMS

Summary

Legal texts including the provisions of the Polish and EU food law should be characterized by clarity
and explicitness in order not to have difficulties while interpreting them and to produce reliable results
while explaining them. One of the basic legislation techniques, which makes it possible to achieve the
above objectives, is the formulation of legal definitions. By means of legal definitions, the legislator im-
poses the exact meaning on the terms being defined, which, otherwise, could be misinterpreted. Legal
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definitions are formulated where a term is ambiguous, insufficiently clear-cut, not commonly understand-
able, or there is a need to give new meaning to it. Regarding the forms, there are direct and indirect (con-
textual) definitions. The direct definitions, especially if they are numerous in an act, are frequently
grouped in the so-called dictionaries of legal acts. However, this does not exclude that both the direct and
the indirect definitions can be, also, set somewhere else beyond the dictionaries. The food law, which is in
force in Poland, consists of Polish and EU legal acts and uses all the known forms of definitions to achieve
the abovementioned clarity and explicitness of legal provisions.

Key words: food law, legal definitions, legislative drafting, Poland, European Union
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Streszczenie

Celem pracy bylo omoéwienie aktualnego stanu wiedzy na temat zrodet i whasciwosci likopenu, a takze
okreslenie mozliwosci jego wykorzystania w przemysle spozywczym oraz paszowym. Dla firm przemystu
spozywczego produkty wzbogacone w zwiazki bioaktywne, np. likopen, stanowig szans¢ na zwigkszenie
ich wartosci biologicznej i uzyskanie statusu zywnosci funkcjonalnej. W zwigzku z tym producenci nieu-
stannie poszukuja nowych naturalnych zwiazkéw o dziataniu prozdrowotnym. Likopen w postaci czerwo-
nego barwnika wystepuje w wielu owocach i warzywach, jednak jego naturalne zrodto stanowia przede
wszystkim owoce pomidora. Charakteryzuje si¢ on silnymi wlasciwo$ciami przeciwutleniajacymi, zmniej-
sza ryzyko wystgpowania nowotwordw i chorob uktadu krazenia. Karotenoid ten wykorzystywany jest do
produkcji wielu przetworéw migsnych, m.in. parowek, hamburgerow, mortadeli, pasztecikow, kietbas
fermentowanych, surowych wedlin. Oprocz bezposredniego dodatku likopenu w procesie technologicz-
nym, istnieje rowniez mozliwo$¢ zastosowania go w zywieniu zwierzat, co zwigksza nie tylko jakos¢
otrzymywanego surowca (np. migsa, jaj), ale wptywa rowniez pozytywnie na efekty produkcyjne i funkcje
przyzyciowe osobnikow.

Stowa kluczowe: likopen, dzialanie przeciwutleniajace, wlasciwosci przeciwnowotworowe, zywnosé
funkcjonalna

Wprowadzenie

Obserwuje si¢ wzrost zainteresowania konsumentéw zywnoscig o dodatkowych
wlasciwosciach prozdrowotnych, zwanej zywnos$cig funkcjonalng. Jakos¢ takich arty-
kutow spozywczych wynika z obecnos$ci w ich sktadzie substancji bioaktywnych.

Do takich substancji nalezg m.in. karotenoidy. Z ponad 700 znanych karoteno-
1idow wystepujacych w naturze, jedynie okoto 24 zostato zidentyfikowanych w ludz-
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kim osoczu i tkankach, a tylko dwa w siatkdbwce oka [15, 55]. Wsrod nich, oprocz do-
brze poznanego B-karotenu, luteiny oraz zeaksantyny, na szczegdlng uwage zastuguje
likopen (y,y-karoten), ktorego organizm cztowieka sam nie syntetyzuje i nalezy do-
starcza¢ go wraz z pozywieniem. Spozycie likopenu wsrod populacji wielu regionow
swiata ksztaltuje si¢ na roznym poziomie i zalezy od dostepnosci surowcow (gltdownie
pomidoréw) oraz produktow zawierajacych ten karotenoid. Najwigksze spozycie
pomidordéw i ich przetwordw wystepuje wsrod ludnosci krajow, w ktorych dominuje
dieta $réodziemnomorska, czyli w Grecji (163,6 g/dzien), poludniowej Hiszpanii
(97,6 g/dzien) oraz w centralnych Wtoszech (85,4 g/dzien). Natomiast najmniejsze
spozycie charakteryzuje Holandi¢ (15,7 g/dzien), Francj¢ (22,0 g/dzien) oraz Szwecje
(31,9 g/dzien), co wynika z uwarunkowan kulturowych w sposobie zywienia. Zr6zni-
cowanie poziomow spozycia likopenu wynika¢ moze takze z odmiennych okresow
prowadzonych dos$wiadczen, sposobodw przygotowywania positkow, warunkow upra-
wy surowcoéw bedacych zrodlem tego karotenoidu, jak rowniez z zastosowanego ro-
dzaju obrobki technologicznej. Wiasciwo$ci prozdrowotne likopenu zostaty potwier-
dzone w badaniach klinicznych, chociaz mechanizmy dzialania tego zwigzku nadal nie
sa do konca poznane [23, 59].

Celem pracy bylo omowienie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego zrodet 1 wila-
$ciwosci likopenu, a takze okreslenie mozliwosci jego wykorzystania w diecie czto-
wieka oraz w zywieniu zwierzat.

Zrédla pozyskiwania likopenu

Likopen wystepuje w wielu owocach i warzywach, jednak jego bogate zrodto sta-
nowig przede wszystkim pomidory (Lycopersicon esculentum Mill.), ktére przeznacza
si¢ do bezposredniego spozycia lub do przetworstwa [21]. Przetworstwo pomidorow
generuje duze ilosci produktow ubocznych (gtownie nasion i skorek), ktore, z uwagi na
ochrone $rodowiska, powinny zosta¢ zutylizowane [7]. Jedna z mozliwosci utylizacji
tych czgsci pomidora jest pozyskiwanie z nich likopenu [39]. Zgodnie z rozporzadze-
niem Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia 2011 roku [44], w celu pozyskania likopenu
z czerwonych pomidorow dopuszcza si¢ stosowanie rozpuszczalnikoéw, takich jak:
ditlenek wegla, octan etylu, aceton, propan-2-ol, metanol, etanol oraz heksan.

Nowe linie hodowlane pomidorow muszg spetnia¢ rosngce oczekiwania konsu-
mentdéw, dotyczace zarowno wygladu, jak i1 wartosci biologicznej. Szczeg6lnie istotng
cechg jakosciowg pomidordw jest ich odpowiednie wybarwienie, zalezne od zawarto-
Sci barwnikéw, w tym rowniez likopenu. Pigmenty wystepuja w skérce i migzszu
w zroznicowanych ilosciach, a ich polaczenie tworzy catkowitg barwe owocow [6, 38].
Zawartos¢ poszczegdlnych zwigzkéw barwigcych zmienia si¢ w trakcie dojrzewania
owocow, zalezy od warunkdéw uprawy oraz mikroklimatu, gownie temperatury i nasto-
necznienia [21]. Wedtug Clintona [10], zawarto$¢ likopenu w zaleznos$ci od odmiany
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oraz dojrzatosci pomidorow wynosi 0,9 + 4,2 mg/100 g. Natomiast McClain i Baush
[32] podaja, ze w intensywnie czerwonych pomidorach likopen moze stanowi¢ nawet
5 mg/100 g, a w zottych — 0,5 mg/100 g. Toor i wsp. [58] stwierdzili, Zze wysoka tem-
peratura negatywnie oddzialuje na formowanie si¢ likopenu, poniewaz jego zawartos¢
w pomiarach trzech badanych odmian byla o 30% mniejsza w miesigcach letnich
W poréwnaniu z Zimowymi.

Jak podaja Doménech-Asensi i wsp. [13], y,y-karoten w diecie cztowicka az
w 80 % pochodzi z pomidoréw i przetworéw pomidorowych. Wystepuje on rdwniez
jako barwnik w wielu innych warzywach i owocach, np. w arbuzach, papryce, grejp-
frutach, truskawkach, papajach, owocach dzikiej rézy itd. [32] (tab. 1). Najwiecej liko-
penu znajduje si¢ jednak w produktach przetworzonych, zwlaszcza gotowanych, takich
jak: ketchup, przecier, koncentrat pomidorowy, zupa, sos oraz sok, szczegdlnie otrzy-
many z soku zageszczonego (tab. 2).

Tabela 1. Zawartos¢ likopenu w wybranych owocach i warzywach
Table 1.  Content of lycopene in selected fruits and vegetables

. Zawarto$¢ likopenu
Wybrane owoce i warzywa
Selected fruits and vegetables Content of lycopene
[mg/100 g $.m. / fm.]
Pomidor $wiezy / Fresh tomato 0,72 +4,2
Arbuz / Watermelon 2,3+172
Gujawa rézowa / Pink guava 5,23 +5,50
Papaja / Papaya 0,11+5,3
Grejpfrut rozowy / Pink grapefruit 0,35 +3,36
Marchew / Carrot 0,65 +0,78
Puree z dzikiej r6zy/ Rosehip puree 0,68 +0,71
Dynia / Pumpkin 0,38 + 0,46
Batat / Sweet potato 0,02+0,11
Morela / Apricot 0,01 +0,05

Zrédto: / Source:
Opracowanie wlasne na podstawie [5, 52] / The authors’ own study on the basis of [5, 52].

Dostepny w handlu likopen w postaci syntetycznej lub krystalicznej pozyskiwany
jest ze specjalnych upraw pomidorow, wymagajacych wysokich naktadéw finanso-
wych, co sktonito producentow do poszukiwania alternatywnych zrodet i odpowied-
nich technologii jego pozyskiwania [66]. Likopen syntetyczny stanowi mieszaning
geometrycznych izomerow likopenu (wigzania podwojne o konfiguracji trans)
i otrzymywany jest metoda chemiczng poprzez kondensacj¢ syntetycznych produktow
posrednich, wykorzystywanych powszechnie do produkcji innych karotenoidow sto-
sowanych w zywnos$ci. Wystepuje on w formie czerwonego, krystalicznego proszku,
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ktory jest rozpuszczalny w thuszczu 1 w wigkszo$ci rozpuszczalnikoOw organicznych,
a nierozpuszczalny w wodzie. Odznacza si¢ duzg wrazliwoscig na $wiatto i tlen, ale
jest bardziej trwaty podczas chtodniczego przechowywania w atmosferze gazow obo-
jetnych. Dostepne w handlu preparaty likopenu przeznaczone do stosowania w Zywno-
$ci mogg mie¢ posta¢ zawiesin w olejach jadalnych albo proszku rozprowadzanego
woda lub rozpuszczalnego w wodzie. Ze wzgledu na brak mozliwosci otrzymywania
likopenu krystalicznego w roztworze wodnym i jego duzg podatno$¢ na negatywne
oddziatywanie Swiatta oraz tlenu, nie nadaje si¢ on do celéw przemystowych. Jedynie
odpowiednio przeksztatcony materiat jest wprowadzany do obrotu i przeznaczany do
spozycia [32, 44]. W 1968 roku opatentowano pierwszy preparat likopenu pochodzenia
mikrobiologicznego, ekstrahowany z biomasy grzybow Blakeslea trispora oraz
oczyszczony przez krystalizacje i filtrowanie. Sktada si¢ on glownie z likopenu, ktore-
go wszystkie wigzania podwojne majg konfiguracje trans, a takze z niewielkich ilosci
innych karotenoidow. W procesie ekstrakcji dopuszcza si¢ stosowanie jedynie dwoch
rozpuszczalnikow: izopropanolu i octanu izobutylu [27, 44]. W dalszym ciggu pode;j-
mowane sg proby wyprodukowania likopenu z udziatem bakterii Mycobacterium au-
rum, zaliczanych do mikroorganizmow niepatogennych. Kerr i wsp. [26] wykazali, ze
wydajno$¢ biosyntezy likopenu przez te drobnoustroje mozna zwickszy¢, stosujac wa-
runki stresowe, takie jak niskie pH czy wysokie st¢zenie chlorku sodu.

Tabela 2. Zawartos¢ likopenu w wybranych produktach pomidorowych
Table 2.  Content of lycopene in selected tomato products

Rodzaj produktu Zawarto$¢ likopenu
Type of product Content Of: lycopene
[mg/100 g $.m. / f.m.]
Pomidor $wiezy / Fresh tomato 0,72 +42
Pomidor gotowany / Cooked tomato 3,7
Sok pomidorowy / Tomato juice 5,0+11,6
Sos pomidorowy / Tomato sauce 6,2
Koncentrat pomidorowy / Tomato paste 5,4+150,0
Zupa pomidorowa / Tomato soup 7,99
Proszek pomidorowy / Tomato powder 112,6 +265,0
Sos pomidorowy do pizzy / Tomato pizza sauce 12,7
Ketchup pomidorowy / Tomato ketchup 9,9+13,4

Zrédlo: / Source:
Opracowanie wlasne na podstawie [5, 42] / The authors’ own study on the basis of [5, 42].

Wiasciwosci przeciwutleniajace likopenu

Technolodzy zZywno$ci zwracajg uwage na mozliwo$¢ wykorzystywania w prze-
mysle spozywczym przeciwutleniaczy naturalnych, co wynika gtdéwnie z braku zaufa-
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nia konsumentéw do zwigzkow syntetycznych. Dodatkowo przeciwutleniacze pocho-
dzenia naturalnego nie sg limitowane przez przepisy prawa oraz nie wymagajg zgody
na ich zastosowanie w produkcji artykutow spozywczych [53]. Do najwazniejszych
przeciwutleniaczy znajdujacych si¢ w warzywach i owocach zalicza si¢: witaming C,
karotenoidy (szczegdlnie likopen) oraz zwigzki fenolowe. W organizmie czlowieka
karotenoidy zachowujg taka samg reaktywno$¢ chemiczng, jak w roslinach, dzigki
czemu wychwytuja wolne rodniki i aktywny tlen atomowy, zapobiegajac stresowi
oksydacyjnemu [55]. Wolne rodniki sg to grupy atomoéw lub czasteczki zawierajace na
ostatniej powtoce jeden lub wigcej niesparowanych elektrondw, co powoduje, ze s3
one niestabilne 1 bardzo reaktywne [33]. W ustroju cztowieka powstaja podczas proce-
su oddychania, autooksydacji licznych zwigzkow, zwlaszcza lipidow, w wyniku licz-
nych reakcji enzymatycznych, a takze infekcji bakteryjnych lub wirusowych i zwigza-
nych z tym procesow fagocytozy [41]. Ponadto sg niebezpieczne dla organizmu,
poniewaz powoduja lawinowe powstawanie kolejnych rodnikow, ktore, dazac do sta-
bilnego uktadu elektronowego, reaguja z roznymi komoérkami i uszkadzajg ich struktu-
ry, a tym samym zakldcajg funkcje, co w konsekwencji prowadzi do zmian w materiale
genetycznym 1 wystgpienia stanow patologicznych. Jest to szczeg6lnie niekorzystne
dla os6b cigzko pracujacych fizycznie, uprawiajacych sport wyczynowy, bedacych
w sytuacjach dlugotrwatego stresu badz pod wptywem oddziatywania trucizn [35, 65].
Rodniki moga powstawa¢ w wyniku zanieczyszczenia srodowiska, podczas wielu pro-
cesOw chemicznych, wskutek reakcji tlenu z paliwem napedowym podczas pracy silni-
kéw, w czasie tworzenia smogu, a nawet jako efekt dziatania promieni jonizujacych
lub nadfioletowych [41].

Likopen jest weglowodorem, sktada si¢ z 40 atoméw wegla i ma budowe acy-
kliczng (11 sprzezonych i 2 niesprz¢zone wigzania podwdjne). Wiele sprzezonych
wigzan podwojnych powoduje, ze wyrdznia sie¢ on wsrod karetonoidow najsilniejszymi
wiasciwosciami przeciwutleniajacymi i bierze udzial w tworzeniu bariery przeciwutle-
niajgcej organizmu cztowieka [4]. Jak podajag Agarwal 1 Rao [1], likopen jest 2-krotnie
lepszym przeciwutleniaczem niz B-karoten i 10-krotnie — niz a-tokoferol. Aktywnos¢
y,y-karotenu polega gtownie na zapobieganiu utleniania frakcji LDL cholesterolu
1 obnizaniu ogo6lnego poziomu cholesterolu, co przyczynia si¢ do zmniejszenia ryzyka
wystgpienia chorob uktadu krazenia (CVD). Ponadto likopen wykazuje rowniez dzia-
fanie antymutagenne i przeciwnowotworowe [19, 34]. Wszystkie karotenoidy naleza
do zwiazkoéw polienowych i odznaczajg si¢ silnymi wlasciwosciami przeciwutleniajg-
cymi in vitro 1 in vivo. Martin i wsp. [31] wykazali, ze likopen in vitro w wigkszym
stopniu redukuje powstawanie miazdzycy u ludzi niz a-karoten, B-karoten, luteina
1 zeaksantyna. W badaniach in vivo na szczurach albinosach, El-Nashar i Abduljawad
[14] stwierdzili wigkszg mozliwo$¢ wykorzystania pomidoréw surowych do thumienia
i/lub odwracania stresu oksydacyjnego oraz innych parametréw miazdzycowych zwig-
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zanych ze spozyciem diety wysokotluszczowej, w stosunku do pasty pomidorowe;j
i samego likopenu. Zaréwno karotenoidy in vitro, jak i in vivo (likopen, luteina
1 B-karoten) wykazuja whasciwosci ochronne wobec ludzkiego DNA. Wspierajg natu-
ralne systemy ochrony DNA przed niszczycielskim procesem utleniania [3].

Przeprowadzono wiele badan sprawdzajacych whasciwosci przeciwutleniajgce po-
jedynczych karotenoidow. Zdecydowanie mniej uwagi poswigcono jednak dziataniu
przeciwutleniajacemu tych zwigzkow w mieszaninach syntetycznych i zbadaniu efektu
synergicznego. Likopen, zarowno po dodaniu bezposrednio do diety, jak i do wyizolo-
wanego LDL, w polaczeniu z innymi przeciwutleniaczami wykazuje silny synergizm
w inhibitowaniu utleniania lipoprotein o niskiej gestosci. Fuhrman i wsp. [18] potwier-
dzili, ze oleozywica z pomidorow powoduje bardzo silne inhibitowanie utleniania LDL
przez jony miedzi. Autorzy odnotowali rowniez duzy synergizm po potaczeniu likope-
nu z witaming E, flawonoidami, innymi zwigzkami fenolowymi, kwasem rozmaryno-
wym 1 karnozolowym z rozmarynu lub z ekstraktu czosnku, zawierajacego mieszaning
tych przeciwutleniaczy. Zanfini i wsp. [64] wykazali efekt synergiczny mieszanin
dwusktadnikowych, ktore zawieraty a-tokoferol z likopenem lub B-karotenem, a takze
w mieszaninach o kombinacji likopen-f3-karoten, likopen-luteina i luteina-B-karoten.
Nie stwierdzono natomiast réznic w dzialaniu synergistycznym, gdy te same zwigzki
potaczono w mieszaning czterosktadnikows.

Wigkszos¢ przeciwutleniaczy w bardzo duzych stezeniach wykazuje whasciwosci
prooksydantow, co jest zjawiskiem wyjatkowo niekorzystnym. W zwigzku z tym prak-
tycznie dla wszystkich egzogennych przeciwutleniaczy mozna okresli¢ st¢zenie pro-
gowe, przy ktérym dany zwigzek staje si¢ toksyczny. Poza tym rozne zwigzki przeci-
wutleniajgce dzialaja z tak zwanym rdéznym potencjalem antyoksydacyjnym,
skutecznym w jednym uktadzie, ale nie we wszystkich. Wigze si¢ to ze sposobem dzia-
tania i mozliwo$cig neutralizacji danego rodzaju wolnego rodnika [20, 56].

Wiasciwosci przeciwnowotworowe likopenu

W krajach rozwinigtych choroby nowotworowe staja si¢ obecnie glownag przy-
czyng przedwczesnych zgonow. Dlatego nadal poszukuje si¢ metod profilaktycznego
zapobiegania zachorowaniom ludnos$ci. Na podstawie badan epidemiologicznych, pro-
ducenci artykultdow spozywczych coraz czeSciej wykorzystujg surowce pochodzenia
ro$linnego zawierajgce substancje przeciwdzialajgce powstawaniu nowotworow [27].
Do grupy tej zalicza si¢ likopen, ktory wykazuje wlasciwosci przeciwnowotworowe
gtéwnie ze wzgledu na silne dzialanie przeciwutleniajace. yy-karoten zapobiega roz-
wojowi wielu nowotwordw, ale przede wszystkim raka gruczotu krokowego, poniewaz
w najwigkszym stopniu kumuluje si¢ on w komoérkach prostaty. Znajduje si¢ tam okoto
80 % izomeru likopenu o konfiguracji cis, natomiast we krwi udzial izomeréw cis
1 trans rozktada si¢ po 50 % [24, 62]. Czestotliwos¢ wystgpowania nowotworu gruczo-
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hu krokowego jest bardzo zrdéznicowana w poszczegdlnych regionach geograficznych,
poniewaz czynniki Srodowiskowe i Zywieniowe majg istotny wptyw na wigksze ryzyko
powstawania tej choroby. Z predyspozycjami genetycznymi byto natomiast zwigzane
jedynie okoto 9 % przypadkow zachorowan i dotyczyty one gtownie mtodych mez-
czyzn [60].

Chociaz poziom zachorowalnosci na raka zotgdka zmniejszyt si¢ w wigkszosci
krajéw zachodnich, pozostaje on nadal drugg najczgstszg przyczyng zgondw spowo-
dowanych nowotworami na catym $wiecie. Szacuje si¢, ze co roku diagnozuje si¢ ten
rodzaj raka u okoto 1 mln pacjentdow, co stanowi prawie 10 % wszystkich zgonow
z powodu choroby nowotworowej (okoto 700 tys. osob rocznie) [22]. Raport opubli-
kowany w 2007 roku przez Swiatowy Fundusz Badan nad Rakiem (WCRF) i Amery-
kanski Instytut Badan nad Rakiem sugeruje, ze spozycie niektorych rodzajow artyku-
tow spozywczych moze mie¢ bezposredni zwigzek z rozwojem nowotworow
zto§liwych, w tym raka zoladka [28]. Oprocz nieodpowiedniego sposobu odzywiania
si¢, do najwazniejszych czynnikow wplywajacych na rozwoj tej choroby naleza: pale-
nie tytoniu oraz zakazenia wywolane przez Helicobacter pylori [54]. Mimo wysokigj
wartosci biologicznej karetonoidow analiza efektywnosci stosowania likopenu, pomi-
doréw i produktow pomidorowych dostarcza wielu sprzecznych wynikow. Najnowsze
badania Yanga i wsp. [61] dowodza jednak, ze spozywanie tych produktow moze
zmniejsza¢ ryzyko wystapienia raka zotadka.

Istnieje coraz wigcej dowodow na pozytywne dziatanie likopenu i produktow,
w ktorych on wystepuje, na zwalczanie wystgpowania raka szyjki macicy, trzustki,
pecherza moczowego, piersi, przetyku, watroby czy woreczka zotciowego [5, 28, 37,
43, 61]. W badaniach epidemiologicznych wskazuje si¢ rowniez na istotne zmniejsze-
nie ryzyka nowotworu gornych droég oddechowych [11]. Wedtug Scolastic i wsp. [49],
likopen z pomidorow pelni role chemoprewencyjna w czasie chemicznego uszkadzania
nici DNA pod wplywem nadtlenku wodoru, metylometasulfonianu i tlenku
4-nitrochinolinu. Salman 1 wsp. [47] stwierdzili, ze zaleznie od uzytej dawki
y,y-karotenu moze nastgpi¢ zmniejszenie proliferacji komorek biataczki erytrobla-
stycznej, chronicznej biataczki limfoblastycznej i nowotwordw jelita. Fornelli i wsp.
[17] podaja, ze hamuje on wzrost komoérek nowotworowych raka piersi u kobiet.
W celu weryfikacji wlasciwosci przeciwnowotworowych likopenu oraz potwierdzenia
lub odrzucenia dotychczasowych danych naukowych, powinno si¢ wykonywa¢ dalsze
badania epidemiologiczne.

Wykorzystanie likopenu w przemysle spozywczym

Popyt na wyroby o witasciwosciach prozdrowotnych moze by¢ czynnikiem roz-
woju artykuléw zywnosciowych wzbogaconych w likopen. Karotenoid ten dodawany
jest m.in. do migsa 1 jego przetwordw, kandyzowanych owocdéw, napojéw bezalkoho-
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lowych, wyroboéw cukierniczych, lodéw, serow topionych, musztardy, past rybnych,
a takze chipséw ziemniaczanych. Przemystowa ekstrakcja y,y-karotenu ma znaczenie
nie tylko w przemysle spozywczym, ale takze w paszowym [52]. Likopen jest odporny
na obrobke termicznag, takg jak: gotowanie w wodzie 1 w parze, ogrzewanie mikrofalo-
we oraz duszenie. Jego straty w przypadku oddzialywania ciepta sg mniejsze niz
w przypadku $wiatta oraz dostgpu tlenu. Pod wptywem temperatury likopen zawarty
w pomidorach ulega przeksztatceniu do postaci znacznie lepiej wchtanianej z przewo-
du pokarmowego cztowieka, co wynika z intensywnosci otwarcia komorek. Likopen
wbudowany w matryc¢ komorkowsq jest stabiej absorbowany niz wystepujacy w stanie
wolnym. Dzigki temu, Ze jest on rozpuszczalny w ttuszczach, mozna zwigkszy¢ jego
przyswajalno$¢ po dodaniu nawet niewielkiej ilosci thuszczu do potraw. W zwigzku
Z tym przetworstwo zywnosci moze znacznie poprawia¢ biodostepnos¢ likopenu [9].
W opinii konsumentéw, jednym z najwazniejszych parametrow jakosciowych
migsa 1 wyrobéw migsnych jest barwa. Niestety, produkty czesto odbarwiaja sie w
poczatkowych etapach przechowywania, dlatego tez producenci stosuja azotan(III)
sodu lub potasu. Zwigzki te nie tylko poprawiajg cechy sensoryczne, ale pelnig réwniez
role srodka konserwujacego, zapobiegaja rozwojowi bakterii (np. Clostridium botuli-
num), a tym samym przedtuzajg trwalo$¢ przetworow. Mimo wielu zalet moga by¢
szkodliwe dla cztowieka, dlatego powinno si¢ je jak najczesciej zastepowac dodatkami
naturalnymi, np. likopenem lub produktami bogatymi w ten karoten [12]. Eyiler i Oz-
tan [16] podaja, ze do wytwarzania pardwek mozna stosowac proszek pomidorowy
jako $rodek barwiacy na czerwono. Dodatkowo, do uzyskania intensywniejszej czer-
wieni mozna uzy¢ kwasu askorbinowego. Wymienieni autorzy wykazali roéwniez, ze
obnizenie poziomu azotanow(Ill) w paréwkach, przy jednoczesnym zachowaniu prze-
dtuzonego ich czasu przechowywania, mozliwe jest po zastosowaniu odpowiedniej
ilosci naturalnych dodatkéw. Poziom azotanow(Ill) mozna zmniejszy¢ do 50 mg/kg
w obecnosci 4 g/100 g proszku pomidorowego, jednak lepsze dziatanie przeciwutlenia-
jace 1 barwg stwierdzono przy 100 mg/kg azotanow(Ill) i 2 g/100 g proszku. Barwa jest
bardzo waznym parametrem jakosciowym w produkcji migsa mielonego i farszu uzy-
wanego w przemysle spozywczym oraz gospodarstwie domowym. Sg to produkty po-
datne na szybki rozktad, rozwdj mikroorganizmoéw, zmiany fizjologiczne oraz che-
miczne, dlatego tez czesto dochodzi do ich odbarwiania po krotkim okresie
przechowywania [45]. Badania dowodza, iz wlasciwos$ci barwigce likopenu mogg by¢
wykorzystywane réwniez w produkcji niskottuszczowych kietbas gotowanych [63],
pasztecikow [8, 48], hamburgeréw [50], mortadeli [13], kietbas fermentowanych [7],
surowych wedlin [33]. Wedlug Doménech-Asensi i wsp. [13], wymienione badania
wykazaty, ze y,y-karoten spowodowal poprawg barwy wyrobow i ich wiasciwosci
odzywczych, spowolnienie procesow utleniania oraz zwigkszenie stabilnosci podczas
przechowywania, przy zachowaniu jednocze$nie dobrej jakosci produktow.
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Oprocz bezposredniego zastosowania likopenu w procesie technologicznym, ist-
nieje réwniez mozliwos¢ wykorzystania go jako dodatku w zywieniu zwierzat, co
wplywa nie tylko na poprawe jakoSci otrzymywanego surowca, ale rowniez pozytyw-
nie oddziatuje na efekty produkcyjne i funkcje przyzyciowe osobnikoéw. Badania z tego
zakresu dotyczyly dotychczas gtownie zywienia drobiu. Englmaierova i wsp. [15]
odnotowali pozytywne oddziatywanie dodatku likopenu i witaminy E w paszy na przy-
rosty masy oraz jako$¢ miesni ud kurczat brojleréw poprzez poprawe stabilnosci oksy-
dacyjnej i zmniejszenie zawarto$ci cholesterolu. Natomiast Sevéikova i wsp. [51] wy-
kazali korzystny wptyw kombinacji likopenu i selenu na redukcj¢ dialdehydu
malonowego (MDA) mi¢éni piersiowych po 5 dniach ich chtodniczego przechowywa-
nia. Botsoglou i wsp. [4] podaja, ze 5-procentowy dodatek pulpy z suszonych pomido-
rOW w zywieniu przepiorek japonskich zapobiega utlenianiu lipidéw migsa przecho-
wywanego w warunkach chtodniczych przez 6 Iub 9 dob, a 10-procentowy dodatek
wywiera efekt prooksydacyjny. Wedtug Lira i wsp. [30], pasza z udzialem odpadow
pomidorowych byta lepiej pobierana przez kurczeta brojlery, ale przyrost masy ich
ciata byt niekorzystny. Najprawdopodobniej przyczynit si¢ do tego zbyt duzy udziat
witaminy E w mieszance paszowej. Sahin i wsp. [46] stwierdzili zwigkszone spozycie
paszy przez przepiorki japonskie utrzymywane w warunkach wysokiej temperatury.
Ponadto wykazali wzrost stezenia frakcji HDL w osoczu ptakow i istotne zmniejszenie
stezenia frakcji LDL. Tedesco i wsp. [57] przeanalizowali rowniez efekt stosowania
likopenu w zywieniu krolikow. Nie zaobserwowano negatywnego wplywu karotenu na
spozycie i przyswajalnos¢ paszy, wskazniki wydajnosci oraz masg ciala zwierzat. Pei-
retti 1 wsp. [40] potwierdzaja mozliwos¢ stosowania 6-procentowego dodatku pasty
pomidorowej w diecie krolikoéw bez negatywnych skutkow na wiasciwosci tuszki
i jako$¢ migsa. Obserwowano nawet poprawe sktadu wyzszych kwasow tluszczowych.

Wedlug Leesona i Castona [29] oraz Karadas i wsp. [25], od rodzaju oraz stezenia
karotenoidow obecnych w paszy ptakow zalezy jakosS¢ jaj, zwlaszcza barwa zoltka,
ktora jest istotnym czynnikiem akceptacji produktu przez konsumentow. W opinii po-
tencjalnych klientow jaja o ciemniejszym zottku charakteryzuja si¢ wyzsza wartoscig
odzywcza i pochodza one od kur utrzymywanych systemem ekstensywnym. W Niem-
czech 1 Hiszpanii ciemne zottka preferuje ponad 60 % badanych, natomiast w Wielkiej
Brytanii jedynie 33 %. Olson i wsp. [36] wykazali, ze dodatek likopenu i witaminy E
do mieszanki paszowej kur niosek nie wptynat na stezenie innych karotenoidéw zawar-
tych w zottku. Natomiast Sahin i wsp. [46] stwierdzili, ze witamina E i likopen dziatajg
na jaja przepidrcze synergistycznie, czyli przeciwutleniacze majg silniejsze dziatanie
razem niz kazdy osobno. Zdaniem Akdemira i wsp. [2], proszek pomidorowy poprawia
barwe z6ltek 1 stabilno$¢ oksydacyjng jaj kur niosek.
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Podsumowanie

Od kilku lat obserwuje si¢ zdecydowany wzrost Swiadomosci konsumentow, kto-
rzy oczekuja artykutow spozywczych pozytywnie oddzialujacych na ich organizm.
Dlatego producenci poszukujg nowych, naturalnych dodatkow pochodzenia roslinnego
do wytwarzania zywnosci funkcjonalnej. Liczne badania dowodza, ze karotenoidy
zawarte w owocach i warzywach majg istotne znaczenie w profilaktyce i leczeniu wie-
lu choréb. Najlepszym dowodem na to sg wlasciwosci likopenu, ktory zapobiega po-
wstawaniu cukrzycy, nowotworow, a takze choréb uktadu krazenia. Ponadto obniza on
poziom tzw. ,,zlego” cholesterolu (LDL) i1 przeciwdziala rozwojowi miazdzycy.
y,y-karoten moze by¢ wykorzystywany w zywieniu zwierzat lub bezposrednio w pro-
cesie technologicznym wyroboéw gotowych. Jednak w celu produkcji zywnosci funk-
cjonalnej w skali przemystowej, z wykorzystaniem tego karetonoidu, nalezy doktadniej
poznac¢ podtoze jego dziatania.
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PROPERTIES OF LYCOPENE AND UTILIZING IT TO PRODUCE FUNCTIONAL FOODS
Summary

The objective of the study was to discuss the current knowledge relating to the sources and properties
of lycopene and to determine the possibilities of utilizing it in the food and animal feed industries. For
food industry companies, the products enriched with bioactive compounds such as lycopene represent an
opportunity to increase the biological value thereof and to acquire the status of functional food for them.
Therefore, producers constantly seek new natural pro-health compounds. Lycopene in the form of red
coloured pigment occurs in many fruits and vegetables; however, its natural source are, first and foremost,
tomatoes. It is characterized by strong antioxidant properties and it reduces the risk of developing cancer
and cardiovascular diseases. This carotenoid is utilized to manufacture many meat products, among other
things: frankfurters, hamburgers, mortadella, patties, fermented sausages, and raw meat products. In addi-
tion to utilizing lycopene directly in a technological process, it is also possible to apply it to feed animals,
and, in this way, to improve the quality of raw material (e.g. meat, eggs) being produced and to beneficial-
ly impact production effects and intravital functions of animals.

Key words: lycopene, antioxidant effect, anti-cancer properties, functional food
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Streszczenie

W pracy przedstawiono aktualne dane dotyczace aktywnosci biologicznej klowamidu i jego pochod-
nych, jako grupy bioaktywnych zwiazkéw pochodzenia roslinnego. Klowamid jest pochodng kwasu ka-
wowego o strukturze chemicznej podobnej do kwasu rozmarynowego. Wtasciwosci biologiczne pochod-
nych klowamidu stanowig stosunkowo nowe zagadnienie w naukach o zywnosci. Wzrasta jednak
zainteresowanie naukowcow ta grupa substancji. Zrodtem klowamidu i jego pochodnych w diecie czto-
wieka sa produkty zawierajace kakao. Poza kakaowcem (Theobroma cacao) zwiazki te sa wytwarzane
m.in. przez koniczyny Trifolium pallidum (brak polskiej nazwy) i Trifolium pratense (koniczyna lakowa),
a takze rosliny z rodzaju Capsicum (papryka). W literaturze dotyczacej klowamidu i jego pochodnych
wskazuje si¢ na ich dziatanie przeciwutleniajace, przeciwptytkowe (przeciwzakrzepowe), przeciwzapalne,
a nawet przeciwnowotworowe. Sugeruje si¢, ze klowamid i jego pochodne moga by¢ w przysztosci wyko-
rzystane w przemysle spozywczym, jak roOwniez w opracowaniu nowych strategii profilaktycznych i lecz-
niczych chroniacych zdrowie cztowieka.

Stowa kluczowe: klowamid, pochodzenie roslinne, aktywnos¢ biologiczna, wlasciwosci przeciwutleniajace

Wprowadzenie

Klowamid (N-kawoilo-L-3,4-dihydroksyfenyloalanina, = N-kawoilodopamina,
N-kawoilo-L-DOPA) jest naturalnym, ro$linnym zwiazkiem fenolowym — pochodng
kwasu kawowego (3,4-dihydroksycynamonowego) — wykazujacym znaczne podobien-
stwo strukturalne do kwasu rozmarynowego. Po raz pierwszy klowamid zidentyfiko-
wano w koniczynie tgkowej (koniczynie czerwonej — Trifolium pratense) [22], stad tez
pochodzi nazwa tego zwigzku i jego pochodnych (clovamide/clovamides — od ang.
clover — koniczyna).
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i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy, ul. Czartoryskich 8, 24-100 Putawy.
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Klowamid i substancje pokrewne syntetyzowane sa w wyniku tworzenia wigzania
amidowego pomig¢dzy grupami karboksylowymi kwasow fenylopropenowych, a gru-
pami aminowymi tyrozyny lub jej pochodnych — gtéwnie tyraminy i dopaminy [12].
Zwiazki te nalezg do metabolitow wtornych, chronigcych tkanki roslinne przed pato-
genami. Pomimo rosngcego zainteresowania naturalnymi fenolokwasami i ich aktyw-
noscig biologiczng [5], rola fenoli klowamidowych jako bioaktywnych sktadnikow
zywnosci oraz ich wptyw na zdrowie ludzi stanowig nowe zagadnienia badawcze.

W pracy dokonano przegladu aktualnych danych dotyczacych aktywnosci biolo-
gicznej klowamidu i jego pochodnych w aspekcie mozliwosci wykorzystania tych
zwigzkéw w przemysle spozywczym, zwlaszcza w dziataniach prozdrowotnych.

Naturalne Zrédia zwigzkow klowamidowych

Zrédtem klowamidu i jego pochodnych w diecie cztowieka sa najczesciej produk-
ty zawierajace kakao. Do celow naukowych klowamid izolowany jest z ziaren kaka-
owca (Theobroma cacao). Zawierajg one 1,36 ~ 2,64 mg klowamidu/kg suchej masy
niepalonego, fermentowanego ziarna, ale jego zawarto§¢ zmniejsza si¢ znaczaco pod-
czas procesu palenia [1]. Obecno$¢ zwigzkéw klowamidowych stwierdzono takze
w ziarnach kawy Robusta [3]. Innymi gatunkami syntetyzujacymi te substancje sa
m.in. ro$liny z rodzaju Capsicum (papryka). W czosnku wystepuje natomiast
N-feruloilotyramina, rowniez zaliczana do zwigzkow klowamidowych [14].

A B
(0] (0]
HO HOWOH HO H3C0)J\AC[OH
HO = NH = OH HO = NH = OH
(0] (0]

Rys. 1. Struktura klowamidu (A) i estru metylowego klowamidu (B)

Fig. 1.  Structure of clovamide (A) and clovamide methyl ester (B)

Zrédto: / Source:

Modyfikacja wtasna na podstawie [8] / The authors’ own modification on the basis of [8].

Najbogatszym zrédtem klowamidoéw sa jednak nadziemne cz¢$ci koniczyny. Spo-
$rod 57 gatunkow tej rosliny, przebadanych przez Oleszka 1 wsp. [11] pod wzgledem
zawartosci zwigzkow fenolowych, w pieciu stwierdzono znacznie wigkszg zawartos$¢
klowamidu i jego metylowej pochodnej (rys. 1, tab. 1) niz w ziarnach kakaowca [1].
W czesciach nadziemnych tych gatunkdéw koniczyny zawarto$¢ klowamidow stanowita
15 + 37 % ogodlnej ilosci zwigzkoéw fenolowych (tab. 1). Najwicksza zawartoscig tych
substancji charakteryzujg si¢ czesci nadziemne koniczyny 7. pallidum (brak polskiej
nazwy) [20].
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Tabela 1. Zawartos¢ klowamidéw w nadziemnych czgsciach wybranych gatunkéw koniczyny
Table 1. Content of clovamides in aerial parts of selected clover species

Zawarto$¢ zwigzkow Udziat klowamidow
Zawarto$¢ klowamidow fenolowych W sumarycznej zawartosci
s . [mg/g s.m.] [mg/g s.m.] fenoli [%]
Trifolium species Content of clovamides | Content of phenolic Percent content of
[mg/g dm] compounds clovamides in total phenols
[mg/g dm] [70]
T. pallidum 12,94 35,06 36,9
T. isodon 9,90 54,77 18,1
T. pratense ss. Sativum 7,91 40,33 19,6
T. squarrosum 7,83 51,77 15,1
T. clypeatum 7,75 27,36 28,3

Zrédlo: [20] / Source: [20]

Metabolizm zwigzkéw klowamidowych

Zarowno klowamid, jak i deoksyklowamid (N-p-kumaroilo-tyrozyna) wywotuja
po spozyciu uczucie $ciggania w ustach. Charakteryzujg si¢ one niskim progiem wy-
czuwalnego efektu Sciagajacego, w zakresie stezen rzedu kilkudziesigciu pmoli/l [19].
Trwaja badania dotyczace biodostepnosci naturalnych pochodnych fenylopropanoido-
wych (w tym klowamidow) i ich metabolizmu. W badaniach in vivo na myszach wyka-
zano w osoczu krwi obecno$¢ N-kawoilotyraminy dostarczonej droga pokarmowa [12].
Natomiast w pracach dotyczacych absorpcji koniugatéw fenylopropanoidowych z ami-
nokwasami (NPAs, ang. N-phenylpropenoyl-L-amino acids) po spozyciu napoju na
bazie kakao stwierdzono, ze w odréznieniu od innych grup roslinnych (poli)fenoli,
NPAs nie sg metabolizowane szlakiem O-glukuronidacji, nie ulegaja tez sulfonowaniu.
Prawdopodobnie w przemianach metabolicznych tych zwigzkow istotng rolg odgrywa
proces O-metylacji lub redukcji w czesci fenylopropanoidowej [19].

Aktywno$¢ biologiczna klowamidu i jego pochodnych
Wtasciwosci przeciwutleniajgce

Jedne z pierwszych doniesien dotyczacych przeciwutleniajacych wiasciwosci
klowamidu i jego pochodnych opublikowali Sanbogi 1 wsp. [18] w roku 1998. Wyka-
zali oni aktywnos$¢ przeciwutleniajaca in vitro klowamidu i deoksyklowamidu, wyizo-
lowanych z ziaren kakaowca, oceniang w réznych uktadach doswiadczalnych. Silne
wlasciwosci przeciwutleniajgce stwierdzono na podstawie wynikéw oznaczen utlenia-
nia kwasu linolowego oraz substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
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(TBARS, ang. thiobarbituric acid-reactive substances), jako markera peroksydacji
lipidow blon erytrocytow oraz mikrosoméw. W uktadzie z kwasem linolowym klowa-
mid wykazywat silniejsze wtasciwosci przeciwutleniajgce niz inne roslinne polifenole,
takie jak: epikatechina, katechina, kwercetyna, 3-glikozyd kwercetyny, 3-O-glikozyd
kwercetyny, 3-O-arabinozyd kwercetyny oraz dideoksyklowamid (kolejno$¢ wymie-
nionych zwigzkow odpowiada efektywnosci ich dziatania). Ocena peroksydacji lipi-
dow bton erytrocytow wykazata porownywalng efektywnos¢ klowamidu, epikatechiny,
katechiny i1 kwercetyny, natomiast 3-O-glikozyd kwercetyny, 3-O-arabinozyd kwerce-
tyny oraz dideoksyklowamid wykazywaty slabsze wlasciwosci przeciwutleniajace.
Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniach in vitro obejmujacych utlenianie mikro-
somow. Locatelli i wsp. [8] podali, ze zdolno§¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw
przez klowamid ksztattowata si¢ na poziomie poréwnywalnym z kwasem rozmaryno-
wym i kawowym, ale przewyzszala efektywno$¢ dziatania przeciwrodnikowego natu-
ralnych i syntetycznych przeciwutleniaczy, takich jak: (-)-epikatechina, kempferol,
troloks czy butylohydroksyanizol (BHA, stosowany jako dodatek do zywnosci: E-320).
W opublikowanych wynikach do$wiadczen z wykorzystaniem liposomdw, wspomniani
badacze stwierdzili takze przeciwutleniajgce wlasciwosci klowamidu oraz ekstraktu
z ziaren kakowca [9]. Przeprowadzano takze badania poréwnawcze, dotyczace dziata-
nia przeciwutleniajagcego klowamidu, epikatechiny oraz metanolowego ekstraktu
znasion kakaowca, na modelowym uktadzie linii komérkowych: monocytéw oraz
kardiomiocytow H9c2, w warunkach stresu oksydacyjnego. Zaréwno klowamid, jak
i ekstrakt z ziaren kakaowca (cho¢ w mniejszym zakresie) wykazywaty znaczacg ak-
tywno$¢ przeciwzapalng oraz przeciwutleniajgcg. Stwierdzono znaczne zmniejszenie
generowania anionorodnika ponadtlenkowego (O,"), bedacego jedna z wazniejszych
reaktywnych form tlenu (RFT), powstajagcych w organizmach zywych. Ponadto zaob-
serwowano hamujacy wptyw badanych substancji na wytwarzanie RFT w kardiomio-
cytach. Wstgpne badania ich potencjalnego ochronnego wpltywu na kardiomiocyty
wykazaty rOwniez ograniczenie procesu apoptozy przez klowamid i epikateching [2].
W badaniach poréwnawczych Marinova i wsp. [10] oceniano aktywnos$¢ przeci-
wutleniajgcg amidowych pochodnych kwasdéw cynamonowych i hydroksycynamono-
wych: kawoilodopaminy, cynamoilodopaminy, p-kumaroilodopaminy, feruloilodopa-
miny, sinapoilodopaminy, kawoilotyraminy i kawoilotryptaminy w zapobieganiu
autoksydacji triacylogliceroli oleju stonecznikowego. Badane zwigzki wykazywaty
aktywnos¢ przeciwutleniajacg pordwnywalng lub wyzsza niz kwas kawowy, zastoso-
wany jako zwigzek referencyjny. Najsilniejszg aktywnos$¢ wykazywata jednak kawoi-
lodopamina (klowamid). Dziatanie przeciwutleniajace wykazujg takze estrowe po-
chodne klowamidu: N-kawoilo-L-tyrozyna i N-kawoilo-L-dihydroksyfenyloalanina,
ktore badano pod wzgledem ich przydatnosci jako potencjalnych dodatkéw do zywno-
Sci, zabezpieczajacych thuszcze przed utlenianiem. Stwierdzono, ze substancje te moga
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chroni¢ lipidy (olej sojowy) przed autooksydacja. Badane zwigzki wykazywaty zna-
czacg aktywno$¢ przeciwrodnikowg (oznaczenia z zastosowaniem rodnika DPPH™ —
rodnik 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylowy) i anionorodnika ponadtlenkowego (O,"") na
poziomie porownywalnym lub przewyzszajacym efektywnos¢ dziatania znanych prze-
ciwutleniaczy — a-tokoferolu i kwasu askorbinowego [7].

Wilasciwosci przeciwutleniajagce wykazano ponadto w badaniach dotyczacych
wlasciwosci biologicznych frakcji klowamidowej ekstraktu uzyskanego z koniczyny 7.
pallidum. Czesci nadziemne tej rosliny zawieraja znaczne ilosci klowamidu (0,58 g/g
s.m.) oraz jego estru metylowego (0,16 g/g s.m.). Badany ekstrakt wykazywat wyrazne
dziatanie przeciwutleniajgce w ochronie lipidowych i biatkowych sktadnikéw osocza
oraz ptytek krwi, w warunkach stresu oksydacyjnego in vitro wywolanego dzialaniem
nadtlenoazotynu (ONOOQO") [6]. W badaniach in vitro stwierdzono ponadto neuropro-
tekcyjne dziatanie klowamidu, ktore moze by¢ czesciowo wynikiem jego dzialania
przeciwutleniajacego. W doswiadczeniach z wykorzystaniem 3 réznych modeli ba-
dawczych komorek ludzkiego nerwiaka (neuroblastoma): (1) komoérek SH-SYSY pod-
danych ekspozycji na stres oksydacyjny, (2) linii komérkowej SK-N-BE traktowane;j
L-glutaminianem oraz (3) komorek linii SH-SY5Y w warunkach niedotlenienia i reper-
fuzji ocenie poddawano ochronne dziatanie klowamidu oraz kwasu rozmarynowego.
Stwierdzono wyrazny efekt neuroprotekcyjny obu zwigzkow, siegajacy 40 + 60 %
redukcji Smiertelnos$ci komorek [4].

Aktywnos¢ przeciwzapalna

Zwiazki klowamidowe stanowig najstabiej poznang grupe fenolowych sktadni-
kéw kakao, moga jednak stanowi¢ wazny sktadnik przyczyniajgcy si¢ do ogdlnego
korzystnego, prozdrowotnego dziatania pochodzacych z niego produktow spozyw-
czych (takich jak np. gorzka czekolada). Badania poréwnawcze dziatania izolowanego
klowamidu oraz ekstraktéw uzyskanych z palonych i niepalonych ziaren kakaowca
potwierdzity ich dzialanie przeciwzapalne. W doswiadczeniach poréwnawczych in
vitro, prowadzonych na ludzkich monocytach, najsilniejszy efekt przeciwzapalny za-
obserwowano w probkach inkubowanych z klowamidem [23]. Natomiast Park i wsp.
[13] wykazali, ze w badaniach in vitro klowamid wykazuje zdolno$¢ wigzania si¢
z domeng src SH2 (domena homologiczna do produktu onkogenu src), stanowigca
funkcjonalnie wazny fragment wielu biatek biorgcych udzialt w przekazywaniu sygna-
tow komorkowych, m.in. w roznorodnych stanach zapalnych. Obecnie w naukach bio-
logicznych i medycznych poszukuje si¢ zwigzkdéw, ktore, wiazac si¢ w sposob specy-
ficzny z domeng SH, biatek sygnatowych, umozliwityby blokowanie niepozadanych
szlakow, odgrywajacych wazng role w patofizjologii chorob nowotworowych, zabu-
rzen autoimmunologicznych oraz przewlektych procesow zapalnych.



38 Joanna Kotodziejczyk-Czepas, Anna Stochmal

Dziatanie przeciwplytkowe

Interesujacym aspektem korzystnego wpltywu zwigzkéw klowamidowych na
zdrowie czlowicka jest ich potencjalne ochronne dziatanie na uktad sercowo-
naczyniowy. Ze wzgledu na istotng role ptytek krwi w patofizjologii choréb uktadu
krazenia prowadzone sg liczne prace badawcze dotyczace mozliwos$ci profilaktycznego
zapobiegania ich aktywacji. W projektowaniu strategii profilaktycznych, ktérych celem
jest zapobieganie nadmiernej aktywacji ptytek krwi, zwraca si¢ szczegdlng uwage na
diet¢ bogata w naturalne polifenole [21]. Wykazano wlasciwosci przeciwplytkowe
klowamidu (N-kawoilodopaminy) oraz N-kumaroilodopaminy [16]. Zwiazki te hamo-
waty aktywacje ptytek krwi oraz ich interakcje z leukocytami w warunkach in vitro.
Przy 0,05 uM (0,018 pg/ml) stgzeniu badanych pochodnych stwierdzono zmniejszenie
ekspresji selektyny P (markera aktywacji ptytek krwi) o okoto 30 %. Efekt przeciw-
ptytkowy potwierdzono rowniez doswiadczeniami in vivo, w ktorych droga pokarmo-
wa podawano myszom klowamid w dawce 50 i 100 pg/35 g masy ciata. Hamujace
dziatanie badanych zwigzkow bylo czgsciowo znoszone poprzez zastosowanie antago-
nistow receptoréw B,-adrenoengicznych, dlatego tez sugeruje si¢ udziat tych recepto-
roOw w obserwowanej inhibicji. Struktura klowamidu jest podobna do niektorych ligan-
dow receptorow B-adrenoengicznych (np. dobutaminy, denopaminy — stosowanych
jako leki kardiotoniczne). Dlatego tez klowamid 1 jego pochodne, takie jak
N-kumaroilodopamina, moga dziata¢ jako agonisci tych receptorow. Efekt przeciw-
ptytkowy klowamidu moze by¢ réwniez wynikiem hamowania aktywnosci cyklooksy-
genazy (COX), enzymu katalizujgcego powstawanie roéznorodnych biologicznie ak-
tywnych prostanoidow, m.in. zwigzkéw stymulujagcych aktywacje plytek krwi
(tromboksan A,) oraz biorgcych udziat w procesach zapalnych (prostaglandyny) [13].

Dziatanie przeciwnowotworowe

Efekt przeciwnowotworowy jest jak do tej pory najstabiej poznang aktywnosScig
zwigzkow klowamidowych. Park i Schoene [15] wskazuja na mozliwo$¢ hamowania
proliferacji komérek nowotworowych przez N-kumaroilotyraming — badania z wyko-
rzystaniem komorek linii U937 (komorki ludzkiej biataczki monoblastycznej) oraz
Jurkat (linia limfocytow T ostrej ludzkiej biataczki limfoblastycznej). Prawdopodob-
nym mechanizmem dziatania tego zwigzku jest zatrzymanie cyklu komoérkowego
w fazie S na skutek inhibicji aktywacji biatkowych kinaz tyrozynowych.

Podsumowanie

Aktywno$¢ biologiczna klowamidu i jego pochodnych jest dopiero poznawana —
wickszo$¢ dostepnych danych pochodzi z ostatnich kilku lat. Literatura dotyczaca
zwigzkow klowamidowych i ich korzystnego dziatania obejmuje doniesienia potwier-
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dzajace przede wszystkim ich aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, ale przybywa tez publi-
kacji wskazujacych na inne korzystne efekty dziatania tych zwigzkow, takich jak wia-
sciwosci przeciwplytkowe (przeciwzakrzepowe), przeciwzapalne oraz przeciwnowo-
tworowe.
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CLOVAMIDE AND ITS DERIVATIVES AS BIOACTIVE PHENOLIC
COMPOUNDS OF PLANT ORIGIN

Summary

In the paper, there are presented up to date data on the biological activity of clovamide and its deriva-
tives as a group of bioactive compounds of plant origin. Clovamide is a derivative of caffeic acid and its
chemical structure is similar to that of the rosmarinic acid. Biological properties of the clovamide-type
compounds are a relatively new issue in the biological and medicinal sciences. However, scientists show
a growing interest in that group of substances. In the human diet, products containing cocoa are a source of
clovamide and its derivatives. In addition to Theobroma cacao, those compounds are also synthesized,
among other things, by Trifolium pallidum clover and Trifolium pratense (red clover), and species of the
Capsicum genus. The reference literature on clovamide and its derivatives points to their antioxodative,
antiplatelet (antithrombotic), anti-inflammatory, and even anticancer action. It is suggested that, in the
future, those properties might be utilized in the food and cosmetic industry as well as when developing
new prophylactic and therapeutic strategies to protect human health.

Key words: clovamide, plant origin, biological activity, antioxidant properties
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Streszczenie

Celem badan byto opracowanie metody pozyskiwania barwnikow antocyjanowych z ekstraktow owo-
coéw aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki oraz korzeni czarnej marchwi. Separacj¢ antocyjandw na
poszczegdlne frakcje przeprowadzono za pomoca chromatografii preparatywnej w kolumnie Agilent
Zorbax SB C18 (250 x 21,2 mm). W ekstraktach z owocodw aronii i czarnej porzeczki zidentyfikowano
cztery barwniki antocyjanowe. Owoce aronii zawieraty pochodne cyjanidyny: cyjanidyno-3-O-galaktozyd,
cyjanidyno-3-0O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-arabinozyd i cyjanidyno-3-O-ksylozyd, natomiast w owocach
czarnej porzeczki stwierdzono obecno$¢ pochodnych delfinidyny i cyjanidyny i byty to: delfinidyno-3-O-
glukozyd, delfinidyno-3-O-rutynozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd, cyjanidyno-3-O-rutynozyd. Z owocow
czarnego bzu pozyskano dwie frakcje, z ktorych kazda stanowila mieszaning dwoch antocyjanow, pierw-
sza zawierala cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd i cyjanidyno-3,5-O-diglukozyd, natomiast
druga skladata si¢ z cyjanidyno-3-O-sambubiozydu oraz cyjanidyno-3-O-glukozydu. Z korzenia czarnej
marchwi wyizolowano trzy barwniki antocyjanowe: cyjanidyno-3-O-ksylozydo(synapoiloglukozylo)
galaktozyd, cyjanidyno-3-O-ksylozydo(feruloiloglukozylo)galaktozyd oraz cyjanidyno-3-O-ksylozydo
(kumaryloglukozylo)galaktozyd. Preparaty antocyjanow w formie stalej otrzymano po zaggszczeniu uzy-
skanych frakcji w wyparce rotacyjnej i suszeniu sublimacyjnym. Analize¢ czystosci barwnikow antocyja-
nowych wykonano za pomoca HPLC w kolumnie analitycznej Agilent Zorbax SB C18 (5 pm, 250 x
4,6 mm). Z 13 otrzymanych statych preparatow antocyjanow 7 charakteryzowato si¢ czystoscia wigksza
niz 90 % 1 byly to: cyjanidyno-3-O-galaktozyd i cyjanidyno-3-O-arabinozyd, wyizolowane z owocow
aronii, delfinidyno-3-O-glukozyd, delfinidyno-3-O-rutynozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd i cyjanidyno-3-
O-rutynozyd — otrzymane =z owocOw czarnej porzeczki oraz cyjanidyno-3-O-ksylozydo
(feruloiloglukozylo)galaktozyd pozyskany z korzenia czarnej marchwi. Czystos¢ pozostatych preparatow
antocyjandw zawierata si¢ w zakresie 51 + 87 %.
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Wprowadzenie

Barwniki antocyjanowe wystepujg w kwiatach, owocach, a takze w lisciach, to-
dygach i korzeniach. Konkretny gatunek rosliny zawiera charakterystyczny zestaw od
kilku do kilkunastu antocyjanéw o réznej budowie i wihasciwosciach. W zwigzku
z powszechnym wystepowaniem w owocach i warzywach antocyjany, jako tzw. natu-
ralne substancje nicodzywcze, stanowig wazny sktadnik zywnosci [8]. Antocyjany
wykazujg silne dzialanie przeciwutleniajgce, polegajace na neutralizacji wolnych rod-
nikdéw i usuwaniu negatywnych skutkow stresu oksydacyjnego. Przypisuje si¢ im wiele
wlasciwosci prozdrowotnych, m.in. pozytywny wptyw na funkcjonowanie wzroku,
dziatanie przeciwzapalne i przeciwmiazdzycowe, zapobieganie powstawaniu i rozwo-
jowi nowotwordow. O wysokiej aktywnos$ci biologicznej antocyjanow §wiadcza wyniki
eksperymentow z wykorzystaniem kultur komoérkowych oraz zwierzat doswiadczal-
nych, jak rowniez wyniki nielicznych badan klinicznych [6, 8, 15].

Nalezy zauwazy¢, ze w tego typu doswiadczeniach powszechnie stosuje si¢ eks-
trakty, soki lub liofilizaty owocow, ktore oprocz antocyjanow zawierajg szereg innych
zwigzkow bioaktywnych o wiasciwosciach przeciwutleniajgcych i prozdrowotnych
[13, 14]. W literaturze istniejg doniesienia wskazujace, ze oczyszczone preparaty anto-
cyjanéw mogg wywolywac korzystny efekt fizjologiczny, ktory nie wystepuje lub ob-
jawia si¢ w mniejszym nasileniu, gdy organizm otrzymuje antocyjany rownoczes$nie
z innymi substancjami [10, 11]. Ponadto poszczegolne antocyjany rdznig si¢ aktywno-
Scig biologiczng, ktora w duzym stopniu zalezy od struktury chemicznej ich czasteczek
[12].

Zawarto$¢ antocyjandw w ekstraktach jest relatywnie niewielka 1 zwigzki te wy-
stepuja w otoczeniu innych polifenoli oraz substancji takich, jak: cukry, kwasy orga-
niczne i lipidy. Produkcja na szerokg skale antocyjanow wystepujacych w postaci pre-
paratow o czystosci przekraczajacej 90 % jest, jak dotad, mozliwa jedynie przy
zastosowaniu chromatografii przeciwpradowej w uktadzie ciecz-ciecz (ang. counter-
current chromatography, CCC) oraz preparatywnej chromatografii kolumnowej
w uktadzie ciecz-ciato state. Pierwsza z wymienionych metod polega na selektywnym
rozdziale separowanych substancji (wzglgdem ich wspotczynnikow podzialu) pomie-
dzy dwie niemieszajace si¢ fazy ciekte. Podstawowg zaletg tej metody jest brak ko-
niecznos$ci stosowania stalej matrycy stanowigcej faze stacjonarng, co catkowicie eli-
minuje niekorzystne zjawisko polegajace na nieodwracalnej adsorpcji probki do jej
powierzchni. W rezultacie odzysk oczyszczanych substancji wynosi ponad 90 % [1].
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Poza chromatografig przeciwpragdowa antocyjany mozna takze oczyszcza¢ za pomocag
preparatywnej chromatografii kolumnowej w odwrdéconym uktadzie faz. Dzigki poste-
powi, jaki w ostatnich latach dokonat si¢ w zakresie konstrukcji preparatywnych ko-
lumn chromatograficznych, proces separacji charakteryzuje si¢ bardzo dobra powta-
rzalnoscig 1 jest optacalny ekonomicznie, a uzyskiwane produkty cechujg si¢ wysoka
czystoscia [1].

Obecnie w handlu dostepne sa nicliczne antocyjany w formie preparatow poje-
dynczych zwiazkéw o duzej czystosci, ale rownoczesnie o wysokiej cenie. Koszt za-
kupu 1 g preparatu o czystosci powyzej 95 % moze wynosi¢ nawet kilkadziesiat tysie-
cy zlotych [17].

Celem badan bylo opracowanie metody otrzymywania barwnikéw antocyjano-
wych z owocOw aronii, czarnego bzu i czarnej porzeczki oraz z korzeni czarnej mar-
chwi poprzez ich ekstrakcje, a nastgpnie separacj¢ za pomocag chromatografii prepara-
tywnej w odwroconym ukladzie faz, a w dalszej kolejnosci okreslenie czystosci
uzyskanych liofilizatow antocyjanow.

Material i metody badan
Przygotowanie materiatu roslinnego i ekstrakcja antocyjanow

Materiatem doswiadczalnym byly owoce: aronii czarnowoocowej (Aronia mela-
nocarpa Elliata), czarnego bzu (Sambucus nigra L.) 1 czarnej porzeczki (Ribes nigrum
L.) oraz korzenie spichrzowe czarnej marchwi odmiany ‘Deep Purple’ (Daucus carota
subsp. sativus var. atrorubens Alef). Materiat roslinny poddawano liofilizacji wedlug
procedury opisanej przez Dembczynskiego i wsp. [2]. Po rozdrobnieniu, wysuszone
materialy przechowywano we fiolkach w atmosferze gazowego azotu w temp. -85 °C.
Zawarto$¢ suchej masy w liofilizatach oznaczano metoda wagowa zgodnie z normg
PN-EN 12145:2001 [9].

Do ekstrakcji antocyjanow zastosowano roztwory: wode zakwaszong kwasem oc-
towym (0,75 % m/m), wode zakwaszong kwasem solnym (0,75 % m/m), meta-
nol/wode/kwas octowy (40 : 60 : 0,5 v/v/v), aceton/wode/kwas octowy (70 : 29,5 : 0,5
v/v/v). Ekstrakcje wykonywano wielostopniowo w temp. 20 °C, zgodnie z metoda
opracowang przez Dembczynskiego i wsp. [2]. Ekstrakty przechowywano w temp.
-85 °C.

Separacja antocyjanow

Separacje antocyjanow zawartych w ekstraktach wykonywano przy uzyciu chro-
matografu AKTA Explorer 100 Air (Amersham Pharmacia, Szwecja), wyposazonego
w detektor UV/VIS i kolumne Agilent Zorbax SB C18 (250 x 21,2 mm). Szybko$¢
przeptywu fazy cieklej wynosita 15 ml/min. Rozdziat przebiegal w temp. 20 °C i od-
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bywat si¢ w gradiencie. Fazg A stanowit 0,5-procentowy wodny roztwor kwasu mroéw-

kowego, natomiast fazg B byt metanol (ekstrakty z owocow) lub acetonitryl (ekstrakt

z czarnej marchwi). Programy gradientu do separacji antocyjandw z réoznych rodzajow

ckstraktow przedstawiaty si¢ nastepujaco:

— ekstrakt z owocow aronii i czarnej porzeczki: 0 min 5 % B, 17 min 5 % B, 28 min
20 % B, 35 min 20 % B, 56 min 30 % B, 62 min 30 % B, 84 min 35 % B, 91 min
45 % B, 92 min 100 % B, 97 min 5 % B,

— cekstrakt z owocow czarnego bzu: 0 min 5 % B, 16 min 5 % B, 27 min 24 % B,
35 min 24 % B, 93 min 35 % B, 94 min 100 % B, 105 min 5 % B,

— ekstrakt z czarnej marchwi: 0 min 5 % B,17 min 5 % B, 70 min 13 % B, 85 min
25 % B, 86 min 100 % B, 91 min 100 % B, 98 min 5 % B.

Z ekstraktow metanolowych, przed podaniem na szczyt kolumny, usuwano meta-
nol przez odparowanie w wyparce rotacyjnej Laborota 4003 HB control (Heidolph,
Niemcy) w temp. 40 °C. Wszystkie ekstrakty przed analizg filtrowano przy uzyciu
filtru 0,45 um (Millipore, USA). Frakcje antocyjandw (piki o maksimum absorpcji
przy dtugosci fali A = 520 nm) zbierano za pomocg kolektora frakcji do oddzielnych
probowek.

Otrzymywanie preparatow antocyjanow w postaci statej

Frakcje preparatow antocyjanéw uzyskane w trakcie chromatografii preparatyw-
nej zaggszczano w wyparce rotacyjnej Laborota 4003 HB control (Heidolph, Niemcy)
w temp. 40 °C, przenoszono do szklanych fiolek i zamrazano w temp. -85 °C, a nastep-
nie umieszczano w liofilizatorze Beta 1-16 (Martin Christ, Niemcy). Suszenie sublima-
cyjne prowadzono przez 48 h. Suszenie wlasciwe odbywato si¢ pod ci$nieniem 10 Pa
przez 40 h (20 h w temperaturze potki wynoszacej -15 °C 1 20 h — w temp. 15 °C). Do-
suszanie przebiegato w temp. 22 °C przez 8 h bez kontroli ci$nienia. State preparaty
antocyjanéw przechowywano w hermetycznie zamknigtych fiolkach w atmosferze
gazowego azotu, w temp. -85 °C.

Analiza czystoSci preparatow antocyjanow

Analize czystos$ci barwnikow antocyjanowych wykonywano za pomocag HPLC.
Pomiaru dokonywano przy uzyciu chromatografu cieczowego Agilent Technologies
1200 (Agilent Technologies, USA), ktory sktadat si¢ z pompy podwdjnej G1312B,
automatycznego podajnika probek G1329B oraz detektora diodowego G1315C z prze-
glagdem widma w zakresie 220 + 700 nm. Rozdzial wykonywano w kolumnie Agilent
Zorbax SB C18 (5 um, 250 x 4,6 mm). Faz¢ A stanowit 5-procentowy wodny roztwor
kwasu mrowkowego, natomiast fazg B byl metanol (antocyjany z czarnej marchwi —
acetonitryl). Analizy prowadzono w temp. 20 °C, a przeptyw fazy ruchomej wynosit
I ml/min. W trakcie analizy antocyjandéw z owocOw aronii i czarnej porzeczki zasto-



SEPARACJA ANTOCYJANOW Z OWOCOW ARONII, CZARNEGO BZU, CZARNEJ PORZECZKI... 45

sowano nastepujacy schemat gradientu: 0 min 5 % B, 2 min 5 % B, 10 min 20 % B, 15
min 20 % B, 30 min 30 % B, 35 min 30 % B, 50 min 45 % B, 55min 45 % B, 65 min
5% B, 68 min 5 % B.

W analizie barwnikow antocyjanowych z owocow czarnego bzu powyzszy gra-
dient zostal zmodyfikowany i ksztaltowal si¢ w nastepujacy sposob: 0 min 5 % B,
2min 5 % B, 10 min 24 % B, 15 min 24 % B, 30 min 35 % B, 35 min 35 % B, 50 min
45 % B, 55min 45 % B, 65 min 5 % B, 68 min 5 % B. Podczas chromatografii antocy-
janoéw z czarnej marchwi realizowano gradient wedtug schematu: 0 min 5 % B, 2 min
5% B, 20 min 10 % B, 40 min 13 % B, 44 min 20 % B, 50 min 25 % B, 55 min 5 % B,
60 min 5 % B. State preparaty antocyjanéw rozpuszczano w S-procentowym wodnym
roztworze kwasu mrowkowego i saczono przez filtry o srednicy 0,22 um.

Czystos¢ preparatow antocyjandw wyrazano w procentach i obliczano jako iloraz
powierzchni piku danego zwiazku do sumy powierzchni wszystkich pikow na chroma-
togramie (A = 280 nm).

Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiajace czysto$¢ preparatdéw antocyjandow w zaleznos$ci od rodza-
ju roztworu zastosowanego do ekstrakcji analizowano za pomocg jednoczynnikowe;j
analizy wariancji oraz testu wielokrotnych porownan post-hoc Tukeya. Analizy staty-
styczne wykonano w programie Statistica 12.0 PL (p = 0,05).

Wyniki i dyskusja
Separacja antocyjanow

Antocyjany zidentyfikowano na podstawie widm i czasOw retencji porownywa-
nych z dostepnymi standardami (cyjanidyno-3-O-galaktozyd, cyjanidyno-3-O-
glukozyd, cyjanidyno-3-O-rutynozyd) [7] oraz na podstawie literatury [4, 5, 16].

W ekstraktach aronii zidentyfikowano cztery zwiazki zaliczane do grupy antocy-
janow, stanowigcych pochodne cyjanidyny (rys. 1a). Podobnie jak w pracy Wu i wsp.
[16], w trakcie rozdzialu z kolumny wymywaly si¢ kolejno antocyjany zawierajace
reszty galaktozy, glukozy, arabinozy i ksylozy. W najwickszej ilosci wystepowat cyja-
nidyno-3-O-galaktozyd, ktory stanowit okoto 66,21 % wszystkich antocyjanow. Blisko
trzykrotnie mniej byto cyjanidyno-3-O-arabinozydu (25,02 %), natomiast cyjanidyno-
3-O-glukozyd oraz cyjanidyno-3-O-ksylozyd stanowily odpowiednio: 2,87 i 3,86 %
wszystkich zidentyfikowanych antocyjandw. Inaczej przedstawiat si¢ profil zwigzkow
antocyjanowych w ekstraktach z czarnego bzu (rys. 1b). W podanych warunkach roz-
dziatu uzyskano dwa piki, ktore zgodnie z danymi przedstawionymi przez Wu 1 wsp.
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Objasnienia: / Explanatory notes:

Al — cyjanidyno-3-O-galaktozyd / cyanidin-3-O-galactoside; A2 — cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-
O-glucoside; A3 — cyjanidyno-3-O-arabinozyd / cyanidin-3-O-arabinoside; A4 — cyjanidyno-3-O-ksylozyd
/' cyanidin-3-O-xyloside; Bl cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd+cyjanidyno-3,5-O-
diglukozyd / cyanidin-3-O-sambubioside-5-O-glucoside+cyanidin-3,5-O-diglucoside; B2 — cyjanidyno-3-
O-sambubiozyd+cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-O-sambubioside+cyanidin-3-O-glucoside.

Rys. 1. Chromatogramy przedstawiajace separacje zwiazkow antocyjanowych z ekstraktow z owocow

aronii (a) oraz czarnego bzu (b) w preparatywnej kolumnie chromatograficznej w odwréconym
uktadzie faz

Fig. 1. Chromatograms depicting separation of anthocyanins from chokeberry (a) and elderberry (b)
fruit extracts in the preparative, reverse-phase chromatography column

[16] stanowily mieszaning dwoch zwigzkéw antocyjanowych: cyjanidyno-3-O-
sambubiozydo-5-O-glukozydu oraz cyjanidyno-3,5-O-diglukozydu (pik B1) i cyjani-
dyno-3-O-sambubiozydu oraz cyjanidyno-3-O-glukozydu (pik B2). Wymienione
zwiazki (reprezentowane przez piki Bl i B2) stanowily odpowiednio: 17,65 % oraz
80,62 % wszystkich antocyjanéw obecnych w badanym ekstrakcie. W trakcie separacji
w kolumnie preparatywnej nie udato si¢ rozdzieli¢ pikow Bl oraz B2 na frakcje zawie-
rajace poszczegolne zwigzki antocyjanowe. Dopiero zastosowanie kolumny analitycz-
nej umozliwito rozdziat piku B2 na dwa piki, B2a oraz B2b zawierajgce odpowiednio:
cyjanidyno-3-O-sambubiozyd oraz cyjanidyno-3-O-glukozyd (rys. 3). Przyczyna
mniejszej rozdzielczosci kolumny preparatywnej w odniesieniu do kolumny analitycz-
nej byta prawdopodobnie inna $rednica ziaren wypehienia. W kolumnie preparatywnej
$rednica ta wynosita 7 pm, podczas gdy w kolumnie analitycznej — 5 pm. W celu uzy-
skania czystych zwigzkéw obecnych w pikach B1 coraz B2 wymagana jest zatem dal-
sza optymalizacja warunkoéw rozdziatu chromatograficznego. Podczas zmiany skali
procesu prowadzonego w warunkach przetadowania objetosciowego, nalezy zwrdcic
uwage na stosunek dlugosci kolumny do kwadratu $rednicy ziaren wypetienia [3].
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Objasnienia: / Explanatory notes:

P1 — delfinidyno-3-O-glukozyd / delphinidin-3-O-glucoside; P2 — delfinidyno-3-O-rutynozyd / del-
phinidin-3-O-rutinoside; P3 — cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-O-glucoside; P4 — cyjanidyno-3-O-
rutynozyd / cyanidin-3-O-rutinoside; M1 — cyjanidyno-3-O-ksylozydo(synapoiloglukozylo)galaktozyd, /
cyanidin-3-O-xylosyl(sinapoylglucosyl)galactoside; M2 — cyjanidyno-3-O-ksylozydo(feruloiloglukozylo)
galaktozy / cyanidin-3-O-xylosyl(feruolylglucosyl)galactoside; M3 — cyjanidyno-3-O-ksylozydo
(kumaryloglukozylo)galaktozyd / cyanidin-3-O-xylosyl(coumaroylglucosyl)galactoside.

Rys. 2. Chromatogramy przedstawiajace separacje barwnikow antocyjanowych z ekstraktow z owocow
czarnej porzeczki (a) oraz korzeni czarnej marchwi (b) w preparatywnej kolumnie chromatogra-
ficznej w odwrdconym ukladzie faz

Fig.2.  Chromatograms depicting separation of anthocyanins from extracts of blackcurrant (a) fruits
and black carrot (b) roots in the preparative, reverse-phase chromatography column

Przy zachowaniu wspomnianej proporcji oraz przy zwickszeniu przeptywu eluentu
mozna bedzie teoretycznie uzyskac istotng poprawe jakosci rozdziatu, pozwalajacg na
separacj¢ obu pikow na frakcje odpowiadajgce pojedynczym zwigzkom. W ekstraktach
z czarnej porzeczki zidentyfikowano natomiast dwa zwigzki zaliczane do grupy anto-
cyjanéw stanowigcych pochodne delfinidyny oraz dwa stanowigce pochodne cyjanidy-
ny (rys. 2a). Analogicznie, jak w pracy Wu i wsp. [16], w trakcie rozdziatu z kolumny
wymywaty si¢ kolejno: delfinidyno-3-O-glukozyd, delfinidyno-3-O-rutynozyd, cyjani-
dyno-3-O-glukozyd oraz cyjanidyno-3-O-rutynozyd. Substancje te stanowity odpo-
wiednio: 17,54, 41,02, 7,79 i 32,06 % wszystkich antocyjanéw obecnych w badanych
ekstraktach. W podanych warunkach rozdziatu nie uzyskano pozostatych antocyjanow
obecnych w ekstraktach z czarnej porzeczki, stanowigcych pochodne petunidyny, pe-
largonidyny oraz peonidyny [16]. Najwigksze dysproporcje ilosciowe pomigdzy po-
szczegbdlnymi zwigzkami zaobserwowano natomiast w odniesieniu do separacji antocy-
janow z ekstraktow czarnej marchwi (rys. 2b). Pomimo Ze przedstawione dane pod
wzgledem liczby pikow uzyskanych podczas rozdziatu sg zgodne z wynikami przed-
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stawionymi przez Kammerer i wsp. [4], to w warunkach chromatografii preparatywnej
pozyskano jedynie trzy frakcje zawierajace zwigzki antocyjanowe stanowigce pochod-
ne cyjanidyny i zidentyfikowane jako: cyjanidyno-3-O-ksylozydo (synapoiloglukozy-
lo)galaktozyd (pik M1), cyjanidyno-3-O-ksylozydo (feruloiloglukozylo)galaktozyd
(pik M2), cyjanidyno-3-O-ksylozydo (kumaryloglukozylo)galaktozyd (pik M3). Wy-
mienione zwigzki (reprezentowane przez piki M1, M2 oraz M3) stanowity odpowied-
nio: 3,32, 88,73 1 1,54 % wszystkich antocyjanéw obecnych w badanym ekstrakcie.

Tabela 1. Czysto$¢ preparatow antocyjanéw w zaleznosci od rodzaju roztworu zastosowanego do eks-
trakeji

Table 1.  Purity of anthocyanin preparations depending on type of solution applied for extraction
Czystos¢ preparatow antocyjanow [%]
Rodzaj Purity of anthocyanin preparations [%]
preparatu Metanol/woda/kwas Aceton/woda/kwas
Preparation Kwas Kwas soln}'/ octowy octowy
type oct.owy' Hydroghlorlc Methanol/water/acetic Acetone/water/acetic
Acetic acid acid acid acid
Aronia / Chokeberry
Al 96"+ 1,5 97°+2,1 96+ 1,0 95*+23
A2 76* 3,2 76* £ 3,8 732 42,0 722+ 1,5
A3 96"+ 1,5 97°+2,0 96*+2,5 94*+23
Ad 882 +2.3 87°+32 91°+2,5 90* +2,3
Czarny bez / Elderberry
BI* 85%+2,5 84* £ 1,5° 85°+1,5 83"£2,0
B2a** 67°+23 65*+2,5 66+ 1,0 64°+2.5
B2b** 30°+1,5 33*+2.3 328+ 1,7 34°+32
Czarna porzeczka / Blackcurrant
Pl 94* + 1,7 9542,0° 95%+ 1,5 94* + 0,6
P2 93*+2,9 9242,1% 92°+0,6 92°+23
P3 95%+3,2 94+1,5° 96 +2,0 94*+1,2
P4 100*+ 0,6 99+1,0° 99 + 1,5 100°+ 0,0
Czarna marchew / Black carrot
M1 59°+3.8 57°+4,0 582 +32 582+ 1,7
M2 95*+1,0 94*+ 1,5 95*%2,0 93*+1,5
M3 51°+3,6 52°+29 52°%3,0 53*+3,8

Objasnienia: / Explanatory notes:

- oznaczenia preparatow jak na rys. 1., 2.1 3./ labelling of preparations as in Fig. 1., 2. and 3.;

* preparat B1 zawiera cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozyd i cyjanidyno-3,5-O-diglukozyd, ktore
nie zostaly rozdzielone w trakcie chromatografii preparatywnej i analitycznej / B1 preparation comprises
cyanidin-3-O-sambubioside-5-O-glucoside and cyanidin-3,5-O-diglucoside, which were not separated
during analytical and preparative chromatography;
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** preparat B2 zawiera cyjanidyno-3-O-sambubiozyd i cyjanidyno-3-O-glukozyd, ktore nie rozdzielity si¢
w trakcie chromatografii preparatywnej, ale rozdzielily si¢ w trakcie chromatografii analitycznej / B2
formulation comprises cyanidin-3-O-sambubioside and cyanidin-3-O-glucoside, which did not separate
during preparative chromatography, but they separated in the course of analytical chromatography;

- wyniki podano jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / results are expressed as mean values +
standard deviation, n = 3;

- a— takie same litery w obrebie analizowanego czynnika (wiersze) oznaczaja brak statystycznie istotnych
réznic (p < 0,05) / the same letters within one analyzed parameter (rows) denote no statistically significant
differences (p < 0.05).

Ocena czystosci preparatow antocyjanow

Uzyskane za pomocg chromatografii preparatywnej preparaty antocyjandw za-
£6SzCZono W wyparce rotacyjnej, a nastgpnie wysuszone sublimacyjnie. Czysto$¢ sta-
tych preparatow antocyjanéw zbadano przy uzyciu kolumny analitycznej Zorbax SB
C18 (5 um, 250 x 4,6 mm). Przed analizg preparaty rozpuszczono w roztworze wod-
nym kwasu mréwkowego o stgzeniu 5 %. W celu obliczenia czystosci preparatow an-
tocyjanéw wykorzystano chromatogramy wykreslone przy dtugosci fali A = 280 nm
(tab. 1), poniewaz przy tej dtugosci fali wykrywano, oprocz poszczegodlnych antocyja-
now, takze substancje zanieczyszczajace. W $wietle widzialnym (A = 520 nm), detek-
cja wielu substancji obecnych w preparacie nie byta mozliwa. Przyktadowo, frakcja
M1 (czarna marchew) charakteryzowatla si¢ czystoscig rowna ponad 98 % przy A =
520 nm, podczas gdy czysto$¢ przy A = 280 nm nie przekraczata 60 %. Z tej przyczyny
zZrezygnowano z monitorowania czystosci preparatow przy dlugosci fali rownej
520 nm.

Nie stwierdzono statystycznie istotnego (p < 0,05) wptywu rodzaju ekstrahenta na
czysto$¢ uzyskanych preparatow antocyjanowych. Preparaty antocyjanéw pozyskane
z czarnej porzeczki (P1-P4) odznaczaly si¢ najwigksza czystoscia, wynoszacg ponad
92 %. Trzy preparaty (A1, A3 i A4) aronii cechowaly si¢ czystoscia wigksza niz 87 %,
natomiast cyjanidyno-3-O-glukozyd (A2) charakteryzowat si¢ czysto$ciag na poziomie
72 + 76 %. Z kolei z korzenia czarnej marchwi uzyskano tylko jeden preparat o czysto-
sci wigkszej niz 93 % (M2). Czysto$¢ pozostaltych dwoch preparatow (M1 i M3) nie
przekraczata 60 %. Jedynie z czarnego bzu nie zdotano otrzymac preparatdow w postaci
pojedynczych antocyjandéw. Jak juz wczes$niej wspomniano, preparat B2 byt mieszani-
ng dwoéch barwnikéw, w blisko jednej trzeciej sktadajaca si¢ z cyjanidyno-3-O-
glukozydu (B2b) i w dwoch trzecich z cyjanidyno-3-O-sambubiozydu (B2a). Takze
preparat B1 byl mieszaning, ktora w 83 + 85 % byla ztozona z dwoch antocyjanow:
cyjanidyno-3-O-sambubiozydo-5-O-glukozydu i cyjanidyno-3,5-O-diglukozydu. Za
pomocg zastosowanych metod nie udato si¢ jednak ustali¢ zawarto$ci poszczegodlnych
zwigzkoéw w tym preparacie.
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B2a — cyjanidyno-3-O-sambubiozyd / cyanidin-3-O-sambubioside; B2b — cyjanidyno-3-O-glukozyd /
cyanidin-3-O-glucoside.

Rys. 3. Chromatogram preparatu antocyjanow B2 z czarnego bzu w kolumnie analitycznej w odwrdco-
nym uktadzie faz

Fig. 3. Chromatogram of the B2 anthocyanin preparation from elderberry in the analytical, reverse-
phase column

Whioski

1. Chromatografia preparatywna w kolumnie preparatywnej Zorbax SB C18 (250 x
21,2 mm) umozliwia rozdzial antocyjanéw obecnych w ekstraktach na poszcze-
goblne frakcje.

2. Z 13 otrzymanych stalych preparatow, 7 charakteryzowalo si¢ czystoscig wigkszg
niz 90 % 1 byly to: cyjanidyno-3-O-galaktozyd i cyjanidyno-3-O-arabinozyd, wyi-
zolowane z owocow aronii, delfinidyno-3-O-glukozyd, delfinidyno-3-O-
rutynozyd, cyjanidyno-3-O-glukozyd i cyjanidyno-3-O-rutynozyd — otrzymane
zowocOw czarnej porzeczki oraz cyjanidyno-3-O-ksylozydo(feruloilogluko-
zylo)galaktozyd — pozyskany z korzenia czarnej marchwi. Mniejsza czystoscig (co
najmniej 87 %) cechowatl si¢ preparat cyjanidyno-3-O-ksylozyd wyizolowany
z owocOow aronii. Z kolei cyjanidyno-3-O-glukozyd z owocow aronii oraz cyjani-
dyno-3-O-ksylozydo(synapoiloglukozylo)galaktozyd i cyjanidyno-3-O-ksylozydo-
(kumaryloglukozylo)galaktozyd z korzenia czarnej marchwi zawieraty stosunkowo
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najwiecej niepozadanych substancji zanieczyszczajacych (czysto$¢ w zakresie 51 +
76 %).

Zastosowana metoda separacji pozwolita takze na pozyskanie 2 preparatow anto-
cyjandw z owocow czarnego bzu. Oba byly mieszaninami dwodch réznych zwigz-
kéw antocyjanowych.

Badania zrealizowano w ramach projektu NN 312 211 338 finansowanego przez

MNiSW.
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SEPARATION OF ANTHOCYANINS FROM BLACK CARROT, CHOKEBERRY,
BLACKCURRANT, AND ELDERBERRY WITH THE USE OF PREPARATIVE
CHROMATOGRAPHY

Summary

The objective of the research study work was to develop a method to obtain anthocyanin pigments
from the extracts of chokeberry, elderberry and blackcurrant as well as black carrot roots. The separation
of anthocyanins into individual fractions was carried out using preparative chromatography in an Agilent
Zorbax SB C18 column (250 x 21.2 mm). Four anthocyanin pigments were identified in the extracts of
chokeberry and blackcurrant. Chokeberry fruits contained derivatives of cyanidin, namely: cyanidin-3-O-
galactoside, cyanidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-arabinoside, and cyanidin-3-O-xyloside, while in the
fruits of blackcurrant, the derivatives of delphinidin and cyanidin were reported, i.e.: delphinidin-3-O-
glucoside, delphinidin-3-O-rutinoside, cyanidin-3-O-glucoside, and cyanidin-3-O-rutinoside. Two frac-
tions were obtained from elderberry fruits and each one was a mixture of two anthocyanins; the first frac-
tion contained cyanidin-3-O-sambubioside-5-O-glucoside, and cyanidin-3,5-O-diglucoside, whereas the
second one consisted of cyanidin-3-O-sambubioside and cyanidin-3-O-glucoside. Three anthocyanins
were isolated from the roots of black carrot i.e.: cyanidin-3-O-xylosyl(sinapoylglucosyl)galactoside,
cyanidin-3-O-xylosyl(feruolylglucosyl)galactoside, cyanidin-3-O-xylosyl(coumaroylglucosyl)galactoside.
Anthocyanin preparations in a solid form were obtained after the produced fractions were concentrated in
a rotary evaporator and freeze-dried. A purity analysis of the anthocyanins was carried out by HPLC using
an analytical Agilent Zorbax SB C18 column (5 mm, 250 x 4.6 mm). Of the 13 solid anthocyanin prepara-
tions, seven were characterized by a purity level above 90 %: cyanidin-3-O-galactoside and cyanidin-3-O-
arabinoside isolated from chokeberry; delphinidin-3-O-glucoside, delphinidin-3-O-rutinoside, cyanidin-3-
O-glucoside, and cyanidin-3-O-rutinoside obtained from fruits of blackcurrant, and cyanidin-3-O-
xylosyl(feruolylglucosyl)galactoside obtained from black carrot roots. The purity of other anthocyanin
preparations ranged between 51 and 87 %.

Key words: anthocyanins, extraction, liquid chromatography, preparative chromatography, freeze-drying
A
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Streszczenie

Oznaczono zawarto$¢ cukréw w sokach drzewnych szesciu gatunkow drzew rosnacych na terenie
Podkarpacia. Material do§wiadczalny stanowity soki z drzew gatunkow: brzoza zwista in. brodawkowata
(Betula pendula Roth.), brzoza omszona (Betula pubescens Ehrh.), grab pospolity (Carpinus betulus L.),
klon zwyczajny (Acer platanoides L.), klon jesionolistny (Acer negundo L.) oraz wierzba biata (Salix alba
L.). Analize jakos$ciowa cukrow przeprowadzono metoda wysokosprawnej chromatografii cienkowar-
stwowej (HPTLC), a analizg ilosciowa — metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja
$wiatta rozproszonego (HPLC-ELSD). W sokach pozyskanych z drzew z rodzajow: brzoza oraz grab
dominowata glukoza oraz fruktoza, a w sokach klonéw i wierzby — sacharoza. Srednia zawarto§¢ sumy
cukréw wynosita: w sokach grabowych — 0,333 g/100 ml, klonu jesionolistnego — 1,109 g/100 ml, brzozy
zwistej — 0,897 g/100 ml, wierzby bialej — 0,672 g/100 ml, brzozy omszonej — 0,475 g/100 ml, za$§ klonu
zwyczajnego — 1,083 g/100 ml. W soku klonu jesionolistnego oznaczono najwigcej cukrow
(1,214 g/100 ml), a w soku grabu — najmniej (0,302 g/100 ml). Jedynie wyniki analizy soku z brzozy
zwisltej sa porownywalne z sokami brzozowymi pochodzacymi z krajow Europy Pdinocnej i Ameryki
Poétnocne;.

Stowa kluczowe: soki drzewne, cukry, syrop brzozowy, syrop klonowy, HPLC-ELSD, HPTLC
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Wprowadzenie

Swieze wiosenne soki drzew, zwlaszcza rodzajow: klon i brzoza, stanowia warto-
sciowy element diety w wielu regionach §wiata [27]. W Azji najpopularniejszymi ga-
tunkami, z ktorych pobiera si¢ soki, sg: klon mono, klon ginnala i brzoza szerokolistna
[5, 10, 11]. Na obszarze Ameryki Polnocnej najczesciej zbiera si¢ soki z klondw: cu-
krowego, srebrzystego i czerwonego oraz z brzoz: papierowej, cukrowej i Betula neoa-
laskana [1, 9, 23, 26]. W Europie dominujgcymi gatunkami, z ktoérych pozyskuje si¢
soki, sg: brzoza zwista i omszona oraz klon zwyczajny [22, 27]. Dawniej na obszarze
Europy wschodniej, m.in. w Polsce i Rumunii, zbierano sok z grabu pospolitego [27].
Sok z klonu jesionolistnego uzywany byt przez Indian Czejendéw do wyrobu cukierkow
[7], a sok z wierzby spozywano na Syberii [27].

Pozyskiwane wiosng soki z roznych gatunkow drzew sktadaja si¢ gtownie z wody
(ok. 97 %) 1 cukréw, przy czym dominujacym cukrem sokoéw klonowych jest sacharo-
za, za$ brzozowych — fruktoza i glukoza [22]. Soki drzewne stanowia zrodto rozpusz-
czalnych zwigzkow metali [11, 12, 19, 28], wolnych aminokwasow oraz peptydow [13,
14, 16, 19], zwiazkow polifenolowych oraz witamin [5, 19, 28]. Obecnos¢ sktadnikow
bioaktywnych determinuje aktywnos$¢ biologiczng sokéw drzewnych, stad sa one
przedmiotem badan [21, 24].

Wsrod gtownych celow pozyskiwania sokoéw drzewnych jest ich spozywanie
w postaci swiezej, produkcja napojow fermentowanych, a przede wszystkim potprze-
mystowe wytwarzanie syropu. Produkt ten stosowany jest powszechnie jako zamiennik
cukru, polewa do potraw, dodatek do owocéw, deserow oraz satatek. Coraz czesciej
stosowany jest rowniez do warzyw, ryb i migs [4, 9, 17, 27].

Zawarto$¢ cukru w sokach drzewnych wyznacza optacalno$¢ ich przetwarzania
do postaci syropu. Proces technologiczny polega na stopniowym i dtugotrwatym odpa-
rowywaniu wody z soku drzewnego do uzyskania produktu o pozadanej zawartosci
ekstraktu, ksztaltujacej si¢ na poziomie ok. 70 °Brixa [1, 9, 22, 23, 26]. Do czynnikow
ograniczajacych optacalnos¢ przetworstwa sokéw drzewnych naleza takze: potencjalne
zanieczyszczenie mikrobiologiczne, szybko postepujaca fermentacja zebranych sokow,
jak réwniez ryzyko rozkladu termicznego cukrow (szczeg6lnie fruktozy) podczas od-
parowywania wody [1, 9, 15, 18, 23, 26].

Wzmozony popyt na produkty naturalne powoduje, ze istnieje potrzeba wprowa-
dzania modyfikacji, innowacji technologicznych, rozwigzan materialowych i ekolo-
gicznych zwigzanych z nowymi produktami. W przypadku sokéw drzewnych wazne
jest, aby pobiera¢ najwiecej sokow w sposob najmniej szkodliwy dla drzewa 1 minima-
lizowa¢ réwnoczesnie zanieczyszczenia. Poszukuje si¢ takze innych rozwigzan, np.
innych gatunkéw drzew, z ktorych mozna byloby pobiera¢ na wigksza skale wiosenne
soki 1 produkowac z nich warto$ciowe syropy [1, 9, 23, 26].
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Celem pracy byla ocena przydatno$ci sokow drzewnych, pozyskanych z terenu
Podkarpacia, pod wzgledem zawarto$ci cukrow prostych i sacharozy do produkcji
Syropow.

Material i metody badan

Soki drzewne gatunkéw: brzoza zwista (Betula pendula Roth.), brzoza omszona
(Betula pubescens Ehrh.), grab pospolity (Carpinus betulus L.), klon zwyczajny (Acer
platanoides L.), klon jesionolistny (Acer negundo L.) oraz wierzba biata (Salix alba L.)
pozyskano z osobnikow rosngcych na terenie Instytutu Biotechnologii i Nauk Podsta-
wowych Uniwersytetu Rzeszowskiego, zlokalizowanego na terenie miejscowosci We-
rynia (50,25 °N, 21,83 °E), w wojewddztwie podkarpackim. Soki pobierano od 26 lute-
go do 16 marca 2014 r., w czasie pierwszego tygodnia ich ptynigcia. Na wyznaczonym
do poboru sokow terenie nie stosowano zadnych zabiegéw agrotechnicznych. Obszar
znajdowat si¢ z daleka od zabudowan oraz szlakéw komunikacyjnych. Do pobierania
sokoéw wytypowano drzewa tego samego gatunku, z tego samego stanowiska, znajdu-
jace si¢ od siebie w odleglosci nie wigkszej niz 15 m. Wszystkie drzewa, z ktorych
pozyskiwano soki, miaty $rednicg¢ wigksza niz 25 cm [1].

Wriasna procedura pobierania probek, bedaca modyfikacja wczesniej opublikowa-
nych metod [8], miata na celu uniknigcie zanieczyszczenia mikrobiologicznego i ewen-
tualnego rozktadu cukréw przez drobnoustroje. Przed przystapieniem do pobierania
sokow na drzewie wyznaczonym do poboru (50 cm od wierzchniej warstwy gleby) od
strony potudniowej usuwano fragment kory jatlowym diutem odkazonym preparatem
Octenisept (Schiilke & Mayr, Norderstedt, Niemcy). Miejsce to dezynfekowano 70-
procentowym alkoholem etylowym (POCH, Gliwice, Polska) i po 30 s przystepowano
do wiercenia otworow (o glebokosci 4 + 6 cm) pod katem 30°. Czyniono to sterylnym,
autoklawowanym wierttem o $rednicy 10 mm. Pozostate po wierceniu elementy drew-
na usuwano sterylnym skalpelem (Schreiber, Fridingen, Niemcy). Nastepnie odczeki-
wano 5 min od rozpoczecia wycieku sokow, aby umozliwi¢ wyplynigcie z otworu resz-
tek drewna. Po uptywie tego czasu miejsce w okolicy otworu nasgczano 96-
procentowym alkoholem etylowym, opalano gazowym palnikiem przeno$nym i przy-
stepowano do pobierania sokow. Po otwarciu wlot jatlowej probowki wirowkowej
o pojemnosci 15 ml opalano palnikiem, umieszczano w wywierconym otworze i pobie-
rano ptyngce soki do analizy. W momencie zakonczenia poboru kazdorazowo wlot
probowek opalano palnikiem gazowym i szczelnie zamykano. Po zakonczeniu poboru
zabezpieczano otwor w drzewie za pomocg masci ochronne;.

Analize sokow technika wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowe;j
(HPTLC, High Performance Thin Layer Chromatography) prowadzono w komorze
DS-L (Chromdes, Lublin, Polska). Rozdzielenie przeprowadzano na ptytkach pokry-
tych zelem o zmodyfikowanej grupami aminowymi powierzchni HPTLC 60 NH; Fjs4s
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20 x 10 cm (Merck, Darmstadt, Niemcy). Wykonywano wodno-metanolowe (10 : 90
v/v) roztwory wzorcowe fruktozy, glukozy i sacharozy o stezeniu 10 mg/ml oraz mie-
szaning wzorcow o stezeniu 10 mg/ml kazdego z cukrow. Sok w ilosci 0,5 ml odparo-
wywano w temp. 20 = 2 °C do sucha pod strumieniem azotu. Suchg pozostato$¢ roz-
puszczano w 50 pl wody dejonizowanej, a nastgpnie dodawano 450 ul metanolu.
Probki o objetosci 4 ul nanoszono w postaci pasm o dlugosci 1 cm w odstepach 5 mm
aplikatorem TLC Autosampler AS-30 (Desaga, Heidelberg, Niemcy). Fazg ruchoma
byta mieszanina acetonitrylu i wody dejonizowanej w proporcjach 85 : 15 (v/v). Plytki
nasycano parami eluentu w ciggu 10 min, a nastgpnie rozwijano chromatogramy na
dhugosci 8 cm. Po wysuszeniu ptytki spryskiwano s§wiezo sporzadzonym odczynnikiem
wywolujacym: mieszaning acetonowego roztworu aniliny — 10 g/I, acetonowego roz-
tworu difenyloaminy — 10 g/l i 85-procentowego kwasu fosforowego w proporcjach
5:5: 1 (v/v/v). Plytki spryskiwano za pomocg spryskiwacza Merck TLC roztworem
wywolujacym i1 ogrzewano przez 3 min w temp. 140 °C na ptycie grzewczej Camag
TLC Plate Heater III. Fotografie ptytek chromatograficznych wykonywano z uzyciem
komory Camag TLC Visualizer (Camag, Muttenz, Szwajcaria).

Analize sokow technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC-
ELSD, High Performance Liquid Chromatography with Evaporative Light Scattering
Detection) prowadzono metoda zwalidowana, opublikowana we wcze$niejszej pracy
[3]. Zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Varian (Walnut
Creek, USA), sterowany za pomoca programu Varian Workstation wersja 6.9.1, skta-
dajacy si¢ z dwoch pomp Varian LC 212, automatycznego podajnika probek Varian-
ProStar 410, ewaporacyjnego detektora promieniowania rozproszonego Varian ELSD
385 LC oraz modutu integrujagcego Varian Star 800. Do rozdziatu chromatograficznego
uzywano kolumny chromatograficznej Cosmosil Sugar-D, 4,6 x 250 mm (Nacalai
Tesque, Kyoto, Japonia). Czgstotliwo$¢ sczytywania danych prowadzono przy 5.0 Hz.
Chromatogramy opracowywano za pomocg programu Varian Workstation wersja
6.9.1. Doswiadczalnie ustalono optymalne parametry analizy chromatograficzne;j:
przeplyw izokratyczny, sktad fazy ruchomej — acetonitryl : woda (80 : 20 v/v), nat¢ze-
nie przeptywu strumienia fazy ruchomej — 1 ml/min, obj¢tos¢ dozowanych probek —
25 ul, temperature kolumny — 35 °C, temperaturg tacy automatycznego podajnika pro-
bek — 4 °C. Parametry detektora ELSD: nat¢zenie przeptywu strumienia gazu —
1,2 1/min, temperatura rozpylacza — 80 °C, temperatura parownika — 80 °C. Oszacowa-
no podstawowe parametry walidacyjne zastosowanej metody analitycznej. Specyficz-
no$¢ metody zostata potwierdzona przez poréwnanie czasdéw retencji pikow badanych
probek z czasami retencji wzorcow: fruktozy, glukozy i sacharozy oraz ich mieszaniny.
Okre$lona zostata réwniez liniowos¢ odpowiedzi detektora na zadane stezenia roztwo-
row wzorcowych trzech wymienionych cukréw. Precyzje metody potwierdzono przez
dwukrotne powtarzanie nastrzyku kazdej z probek. Kalibracje przeprowadzono na
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poczatku i po zakonczeniu analizy. Pigciopunktowg krzywa kalibracyjng utworzono ze
srednich z dwoch wartosci uzyskanych dla kazdego poziomu kalibracyjnego. Analize
chromatograficzng poprzedzato odgazowanie probek w tazni ultradzwickowej i przesa-
czenie ich przez filtry strzykawkowe MCE o $rednicy porow 0,45 pm (Alchem, Rze-
szow, Polska).

Analizie poddano 18 probek sokéw wiosennych, pochodzacych z 6 gatunkow
drzew. Kazdorazowo oznaczenia zawarto$ci cukrow wykonywano w 2 powtorzeniach.
Wyniki opracowano statystycznie za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji
(czynnikiem roznicujagcym grupy byt gatunek drzewa, z ktérego pobierano soki) przy
wykorzystaniu programu Statistica v. 10.0. W dalszej czgéci analizy statystycznej,
w celu wskazania istotnych réznic pomigedzy danymi grupami, zastosowano test post
hoc rozsadnej istotnej roznicy (RIR) Tukeya. Réznice uznawano za istotne przy
p <0,05.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie analizy jakos$ciowej wykazano, ze soki pozyskane z drzew gatunku:
grab pospolity, brzoza zwista oraz brzoza omszona stanowilty zrodto fruktozy i gluko-
zy, natomiast soki z klonu zwyczajnego, klonu jesionolistnego i wierzby biatej — sacha-
rozy (rys. 1).

SRR At
e B SE WEMD FERY e
Fru Glu Suc Mix 1 2 3 4 5 6

Fru — fruktoza / fructose; Glu — glukoza / glucose; Suc — sacharoza / sucrose; Mix — mieszanina wzorcow
trzech cukrow / mixture of three sugars; 1 — klon zwyczajny / Norway maple; 2 — grab pospolity / hornbe-
am; 3 — brzoza omszona / — downy birch; 4 — wierzba biata / white willow; 5 — klon jesionolistny / boxel-
der; 6 — brzoza zwista / silver birch.

Rys. 1. Chromatogram TLC badanych sokéw drzewnych
Fig. 1. TLC chromatogram of tree sap samples analyzed

W analizie ilo$ciowej sokéw drzewnych, wykonanej metodg HPLC-ELSD, po-
twierdzono wyniki uzyskane metodg HPTLC, z tym, Zze w jednym z sokéw brzozy
zwiste] wykryto obecno$¢ sacharozy (tab. 1).
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Tabela 1. Zawartos¢ cukrow w badanych sokach drzewnych
Table 1.  Content of sugars in tree saps analyzed
G " Zawarto$¢ cukru w soku drzewnym Suma cukrow
SateucIiIZs Content of sugar in tree sap [mg/ml] Total sugars
P Fruktoza / Fructose | Glukoza / Glucose | Sacharoza/Sucrose | [g/100 ml]
L 1,655 + 0,021 1,9 + 0,029 - 0,355
Grab pospolity [7- 1,556 + 0,002 1,869 + 0,008 - 0,343
Hornbeam
3. 1,389 + 0,005 1,633 +0,001 - 0,302
Klon je- 1. - - 9,857 + 0,037 0,986
sionolistny 2. - - 12,142 + 0,074 1,214
Boxelder 3. - - 11,261 +0,018 1,126
) 1. 4,767 +0,019 4,964 + 0,001 - 0,973
Brzoza zwista 7 4,031 +0,0 3,544 + 0,032 - 0,769
Silver birch
3. 4,34 +0,038 3,665 + 0,02 1,509 + 0,006 0,95
Wiersba bial 1. - - 3,789 + 0,023 0,378
ierzba biala
White willow L2 - - 11,683 + 0,107 1,168
3. - - 4,712 £ 0,023 0,471
5 1. 2311 40,013 2,342 +0,015 - 0,465
rzoza omszona
Downy birch |-2: 2,766 + 0,038 3,016 0,01 - 0,579
3. 1,833 + 0,003 1,986 + 0,01 - 0,382
) 1. - - 10,308 £0,017 1,031
Klon zwyczajny [ - - 8,541 +£0,018 0,854
Norway maple
3. - - 13,641 + 0,053 1,364

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 2.

Srednia zawarto$é cukréow w badanych sokach drzewnych wynosita w sokach
grabowych 0,333 g/100 ml, klonu jesionolistnego — 1,109 g/100 ml, brzozy zwislej —
0,897 g/100 ml, wierzby biatej — 0,672 g/100 ml, brzozy omszonej — 0,475 g/100 ml,
a klonu zwyczajnego — 1,083 g/100 ml. Najwigksze roznice sumy cukréw stwierdzono
w sokach gatunku wierzba biata (0,378 + 1,168 g/100 ml), za$ najmniejsze — w sokach
grabu pospolitego (0,302 + 0,355 g/100 ml). Drzewem o najwigkszej zawartosci sumy
cukrow w soku byt osobnik klonu jesionolistnego (1,214 g/100 ml), a o najmniejszej —
grabu (0,302 g/100 ml).

Wykazano statystycznie istotne (p < 0,05) réznice pod wzgledem zawartosci za-
rowno fruktozy, jak i glukozy (rys. 2 i 3) pomigdzy sokami drzewnymi pozyskanymi
z grabu pospolitego oraz brzozy omszonej a sokiem z brzozy zwistej. Z kolei migdzy
sokami z klonu jesionolistnego 1 zwyczajnego a sokiem pozyskanym z brzozy zwislej
stwierdzono statystycznie istotne (p < 0,05) réznice pod wzgledem zawartosci sacharo-
zy (rys. 4). Pomiedzy sokami drzewnymi pozyskanymi z drzew gatunku klon jesiono-
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listny oraz zwyczajny a grab pospolity oraz brzoza omszona wykazano natomiast sta-
tystycznie istotne (p < 0,05) roznice w zakresie ogolnej zawartosci cukrow (rys. 5)
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Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b — te same litery oznaczaja brak roznic statystycznie istotnych pomiedzy grupami eksperymentalnymi
(p <0,05) / the same letters denote no statistically significant differences among experimental groups

(p <0.05)

Rys. 2. Zawarto$¢ fruktozy w badanych sokach drzewnych
Fig. 2. Content of fructose in tree saps analysed
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 3. Zawarto$¢ glukozy w badanych sokach drzewnych
Fig. 3. Content of glucose in tree saps analysed
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 4. Zawarto$¢ sacharozy w badanych sokach drzewnych
Fig. 4.  Content of sucrose in tree saps studied
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 5. Ogolna zawarto$¢ cukrow w badanych sokach drzewnych
Fig. 5. Content of total sugars in tree saps analyzed
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Tylko w sokach brzozy zwistej, pobranych z terenu Podkarpacia, oznaczono za-
warto$¢ cukrow zblizong do zawartosci tych sktadnikoéw w sokach pochodzacych
z krajow potocnoeuropejskich, w ktorych produkuje si¢ syrop brzozowy. W sokach
brzozy zwislej z Lotwy stwierdzono 1,043 g/100 ml sumy cukréw, a w sokach brzo-
zowych z Litwy zawarto$¢ sumy cukréw wynosita 1,07 g/100 ml [28]. W Finlandii
soki pobierane z brzozy zwisltej zawieraly do 0,93 mg/100 ml sumy cukréw, a z brzozy
omszonej — do 0,9 g/100 ml [14].

Badane soki klonowe, jak réwniez sok wierzbowy zawierajacy sacharoze, byty
ubozsze w cukry niz soki klonowe, z ktorych produkuje si¢ syropy w krajach Ameryki
Pétnocnej. W soku klonu cukrowego, najczesciej uzywanego do produkcji syropu,
Larochelle i wsp. [20] stwierdzili do 5,5 g cukréw w 100 g soku, a Holgate [8] — do
2,73 g/100 ml. Soki klondéw: czerwonego, amurskiego, srebrzystego i jesionolistnego
zawieraja cukry w ilo$ciach odpowiednio [g/100 ml]: 4,09, 3,9, 3,43 i 2,54 [6]. Takze
soki pobrane z klonu zwyczajnego na terenie Lotwy zawieraly wigcej cukrow —
1,983 g/100 ml [19] niz soki z Podkarpacia.

Wyniki badan wskazuja, ze sok brzozowy stwarza perspektywe wykorzystania go
do produkcji syropow. W Finlandii do produkcji syropu brzozowego stosuje si¢ sok
brzozowy o zawarto$ci ekstraktu 1 °Brixa (czyli zawierajacy ok. 1,0 g sumy cukrow
w 100 ml), co pozwala na uzyskanie produktu o pozadanych przez nabywcéw cechach
sensorycznych, smakowych i zdrowotnych [17]. Wytwarzanie syropu brzozowego
w skali potprzemystowej na Alasce jest optacalne, gdy sok brzozowy wykazuje $rednig
skrecalno$¢ wlasciwa co najmniej 0,74 °Brixa (ok. 0,7 g/100 ml sumy cukrow) [2, 4].
Podobne wyniki uzyskano w badaniach wlasnych sokow brzozy zwistej. Gatunek ten
stanowi ok. 7 % udzialu powierzchniowego lasow panstwowych i blisko 10 % lasow
prywatnych w Polsce [25].

Whioski

1. Jedynie soki brzozy zwistej odznaczaty si¢ parametrami zblizonymi do tych,
z ktorych produkuje si¢ syrop brzozowy w Finlandii i USA.

2. Srednia zawarto$é cukrow w sokach klonowych byta mniejsza niz w sokach wyko-
rzystywanych do produkcji syropéw w Kanadzie i USA.

3. Zawartos¢ cukrow w sokach brzozowych pozyskiwanych z terenu Podkarpacia
stwarza perspektywy produkcji syropu brzozowego, natomiast produkcja syropu
klonowego moze by¢ mniej optacalna.
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CONTENT OF SUGARS IN TREE SAPS FROM THE PODKARPACIE REGION
Summary

The content of sugars was determined in the tree saps of six species from the Podkarpacie region. The
experimental material included the silver birch sap (Betula pendula Roth.), downy birch sap (B. pubescens
Ehrh.), hornbeam sap (Carpinus betulus L.), Norway maple sap (Acer platanoides L.), boxelder sap (4.
negundo L.), and white willow sap (Salix alba L.). The qualitative analysis of sugars was performed using
a high performance thin layer chromatography (HPTLC) method, and the quantitative analysis was carried
out with the use of a high performance liquid chromatography method with light scattering detection
(HPLC-ELSD). In the birch and the hornbeam saps, glucose and fructose prevailed and in the maple and
willow saps: sucrose. The mean content of total sugars was as follows: 0.333 g/100 ml in the hornbeams
saps; 1.109 g/100 ml in the boxelder saps; 0.897 g/100 ml in the silver birch saps; 0.672 g/100 ml in the
white willow saps; 0.475 g/100 ml in the downy birch saps; and 1.083 g/100 ml in the Nowary maple saps.
In the boxelder sap, the highest amount of total sugars was determined (1.214 g/100 ml), whereas in the
hornbeam sap: the lowest amount of sugars (0.302 g/100 ml). The results of the silver birch analysis are
the only ones that could be compared with the tree saps from the countries in Northern Europe and North
America.

Key words: tree saps, sugars, maple syrup, birch syrup, HPLC-ELSD, HPTLC
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ZASTOSOWANIE METODY NMR DO ANALIZY WIAZANIA WODY
W KLEIKACH SKROBIOWYCH

Streszczenie

W pracy analizowano wplyw temperatury kleikowania na wigzanie wody w kleikach skrobi ziemnia-
czanej normalnej i woskowej za pomoca niskopolowego NMR. Badania prowadzono na poziomie mole-
kularnym w kleikach o stgzeniach 0,01 + 0,05 g/g. Zaproponowano empiryczny model rozkladu czaséw
korelacji okreslajacych dynamike molekularng frakcji wody wolnej i zwigzanej w zelach. Model ten po-
szerza, na poziomie molekularnym, wiedz¢ na temat oddzialywan polimer-polimer i polimer-
rozpuszczalnik w ukladach skrobiowych. Skrobia woskowa ziemniaczana w poréwnaniu z normalng
charakteryzowala si¢ przewaga oddziatywan polimer-polimer nad oddziatywaniami polimer-woda. Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze molekuty wody w kleikach skrobi normalnej, przygoto-
wanej w temperaturze 95 °C, wykazywaty korzystne powinowactwo do skrobi. Kleiki skrobi woskowej
przygotowane w temperaturze 121 °C najstabiej wigzaty wodg..

Stowa kluczowe: czas korelacji, dynamika molekularna wody, niskopolowy NMR, skrobia ziemniaczana,
szybkos¢ relaksacji

Wprowadzenie

Natywna skrobia ziemniaczana zawiera zardbwno amyloze, jak i amylopektyne,
o proporcjach determinowanych pochodzeniem botanicznym. Skrobia ziemniaczana
normalna charakteryzuje si¢ przecigtnym stosunkiem zawarto$ci amylozy do amylo-
pektyny, wynoszacym okoto 1 : 4 [16]. Znana jest rowniez skrobia woskowa, uboga
w amyloze.
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Skrobia jest nierozpuszczalna w zimnej wodzie. Pod wptywem podwyzszonej
temperatury wodne zawiesiny skrobi tworzg kleiki [1], ktore z czasem retrogradujg [9],
co wynika z rekrystalizacji amylopektyny i amylozy. Proces ten zwigzany jest z istot-
nymi zmianami w wigzaniu wody w uktadzie [4]. Zmiany te mozna $ledzi¢ na pozio-
mie molekularnym za pomoca niskopolowego magnetycznego rezonansu jadrowego.

Celem pracy byto okres$lenie wptywu temperatury przygotowania kleiku skrobio-
wego na wigzanie wody poprzez zaproponowanie modelu empirycznego rozktadu cza-
sow korelacji, okreslajacych dynamike molekut wody w uktadzie.

Material i metody badan

Do badan uzyto skrobi ziemniaczanej normalnej, wyosobnionej z ziemniakéw
odmiany ‘Tajfun’, zakupionych w Stacji Oceny Odmian w Wegrzcach koto Krakowa.
Skrobia zawierata 86,92 % suchej masy, 111,9 mg/100 g s.m. fosforu catkowitego,
0,13 % thuszczu i 31,99 % amylozy. Przedmiotem badan byty kleiki skrobiowe o ste-
zeniach 0,01 + 0,05 g/g.

Zawiesiny skrobi o odpowiednim st¢zeniu umieszczano w zamknietych probow-
kach pomiarowych i ogrzewano przez 30 min w temp. 80 lub 95 °C w lazni wodne;j.
W czasie ogrzewania probki wstrzasano do czasu uzyskania struktury kleiku. Probki
przygotowywane w autoklawie wstgpnie ogrzewano w temp. 95 °C, wstrzasajgc do
uzyskania struktury kleiku. Nastgpnie umieszczane w autoklawie probki ogrzewano
przez 120 min w temp. 121 °C, przy ci$nieniu 0,1 MPa. Umozliwito to uzyskanie jed-
norodnego kleiku. Przygotowane kleiki przechowywano w zamknigtych parafilmem
probowkach w temp. 20 + 2 °C. Pomiary czas6éw relaksacji wykonywano po okoto 20 h
od chwili uzyskania przez kleiki temperatury otoczenia. Pozwolilo to na uzyskanie
w badanych probkach w miare ustabilizowanej struktury sieci polimerowej. Jednocze-
$nie uklady nie podlegaty jeszcze procesom dtugoterminowej retrogradacji fancuchow
amylopektyny [9].

Pomiary czaséw relaksacji spin-sie¢ T, i spin-spin T, prowadzono przy uzyciu
impulsowego spektrometru NMR PS 15T (Ellab Poznan, Polska) pracujacego przy
czestosci 15 MHz. Do pomiarow czasow relaksacji spin-sie¢ wykorzystano sekwencje
impulsé6w odwrocenia i odrostu [6]. Odlegtosci migdzy impulsami (77) zmieniano od
100 do 6500 ms, w zalezno$ci od stezenia skrobi w uktadzie. Czas repetycji TR wyno-
sit 20 s. Sekwencja sktadala si¢ z 32 powtdrzen. Do obliczen zbierano 119 punktow
pomiarowych z kazdego z 32 sygnatow FID. Pomiary czasow relaksacji spin-spin wy-
konywano stosujac cigg impulsow CPMG [6]. Odleglos¢ migdzy impulsami T wynosi-
ta od 10 do 15 ms w zaleznos$ci od stezenia skrobi w uktadzie. Wykonano pigciokrotne
powtorzenie kazdego ciggu ech w czasie repetycji TR wynoszacym 15 s. Kazda se-
kwencja sktadata si¢ ze 100 ech spinowych. Pomiary obu czaséw relaksacji wykonano
w kontrolowanej temp. 20 °C.
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Wartosci czaséw relaksacji spin-sie¢ T; obliczano, wykorzystujac program
CracSpin [18]. W programie tym metoda Marquardta umozliwia minimalizacj¢ przy
dopasowaniu do wicloeksponencjalnego przebiegu krzywej odrostu magnetyzacji.
Obliczenia czasow relaksacji spin-spin wykonano przy uzyciu programu wyznaczaja-
cego parametry krzywych zaniku ech spinowych metodg najmniejszych kwadratow.
Wykorzystanie programow pozwala na obliczenia czaséw relaksacji i statystycznego
opracowania kazdej wartosci czasu relaksacji. Warto$ci obu czasow relaksacji sg obar-
czone btedami mniejszymi niz 2 %.

Wyniki i dyskusja

Szybko$¢ relaksacji molekul wody w uktadzie biologicznym odzwierciedla szyb-
ko$¢ ruchow molekularnych determinowanych przez ich najblizsze otoczenie. Zalez-
nosci szybkosci relaksacji od stezenia skrobi w badanych kleikach przedstawiono na
rys. 1-3.

-1 -
Ry [s7'] [ ] normalna/native
121—— R, e /v
-1 v e
R1[s™] R2
(-] woskowa/waxy /V/
1,0 1 R1 v
v
0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
c [g/d]

Rys. 1. Zaleznosci szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; i spin-spin R, w kleikach skrobi ziemniaczanej
przygotowywanych w temperaturze 80 °C

Fig. 1. Dependencies between R; spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates in potato starch pastes
prepared at 80 °C

Wraz ze wzrostem stgzenia skrobi zwigkszaty si¢ szybkos$ci relaksacji spin-sie¢
R, oraz spin-spin R,. Podobne relacje stwierdzili Choi i wsp [7] oraz Raphaelides
1 wsp. [15]. Szybkosci relaksacji spin-spin przyjmuja wigksze warto$ci niz szybkosci
relaksacji spin-sie¢. Przyczyng takich roznic jest wolniejszy transfer energii od wzbu-
dzonych spinéw do otoczenia niz do sasiednich spindw. Swiadczy to rowniez o ograni-
czonej reorientacji czasteczek wody stanowigcych rozpuszczalnik dla sieci polimero-
wej [2, 3].
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Rys. 2. Zaleznosci szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; i spin-spin R, w kleikach skrobi ziemniaczanej
przygotowywanych w temperaturze 95 °C
Fig.2.  Dependencies between R;spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates in the potato starch pastes

prepared at 95 °C
1,5
1 [ normalna/native
Ro [s™ —— RiI
21[s7] v
R2
1,2 © woskowa/waxy
R s . R1
0,9 1
0,6
0,3 T T T T T
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
clg/d]

Rys. 3. Zaleznosci szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; i spin-spin R, w kleikach skrobi ziemniaczanej
przygotowywanych w temperaturze 121 °C

Fig. 3. Dependencies between R;spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates in the potato starch pastes
prepared at 121 °C

Stezeniowe zaleznosci szybkosci relaksacji mozna opisa¢ roOwnaniem Zimmerma-
na i Brittina [8]:

Ry 7 = pwRiow + PuRi2H (D
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gdzie: R,, — szybkos¢ relaksacji wody wolnej, Ry — szybko$¢ relaksacji wody hydrata-
Cyjnej, pw, pu — frakcje protonéw w obu poduktadach wody: p, + p, =1.

Na podstawie uzyskanych wynikéw pomiarow czasoéw relaksacji, korzystajac
z powyzszej formutly, okreslono szybkosci relaksacji spin-sie¢ Ryy 1 spin-spin R,y wo-
dy hydratacyjnej i wody wolnej w uktadzie (tab. 1).

Tabela 1. Szybkosci relaksacji spin-sie¢ R; 1 spin-spin R, obu frakcji wody w kleikach skrobi ziemnia-
czanej normalnej i woskowej
Table 1. R, spin-lattice and R, spin-spin relaxation rates for both water fractions in native and waxy
potato starch pastes
Woda wolna Woda zwigzana
Skrobia Temperatura _ Free water : : : .Bound water . .
Starch Temperature Spin-sie¢ Spin-spin Spin-sie¢ Spin-spin
[°C] Spin-lattice Spin-spin Spin-lattice Spin-spin
Ry [s] Ry, [s7] Ry [s] Roy [s7]
80 0,43 +0,01 0,59 £ 0,02 3,75+£0,24 9,20 +£0,10
N;";Ei?a 95 041002 | 048002 | 542+032 | 1348£0,10
121 0,42 +£0,01 0,64 + 0,03 4,19+0,11 11,60 £0,22
80 0,40 + 0,02 0,45+0,01 5,60 + 0,20 15,27 +0,19
W\(;:)(();va 95 0,41 0,01 0,55+ 0,01 474+0,09 | 1039+0,10
121 0,42 +£0,02 0,50 + 0,02 3,99+0,11 7,14 £ 0,08

Szybkosci relaksacji spin-sie¢ i spin-spin wody wolnej, w przypadku obu rodza-
jow skrobi, niezaleznie od temperatury przygotowania przyjmujg wartosci okoto 0,4 s,
co jest zgodne z danymi literaturowymi [3]. Wzrost szybkosci relaksacji w porownaniu
z warto§ciami czystej wody (okoto 0,33 s) $wiadczy o wzroscie uporzadkowania wy-
nikajgcego z ograniczen zwigzanych z utworzong siecig biopolimerowa [17]. W przy-
padku molekut wody hydratacyjnej szybkosci relaksacji spin-spin sg okoto 2,5 razy
wigksze niz szybkosci relaksacji spin-sie¢. Oznacza to istotne ograniczenia mobilnosci
wody. W uktadzie kleikéw skrobiowych wode hydratacyjng tworza molekuty zwigzane
rotacyjnie wigzaniem wodorowym lub jonowym z tancuchami amylozy czy amylopek-
tyny. Im wigksza jest szybkos$¢ relaksacji, tym krotszy jest jej czas. Uzyskane wyniki
potwierdzaja, ze istotne roznice relaksacji molekut wody w kleikach skrobi ziemnia-
czanych ujawniajg si¢ w oddzialywaniach spin-spin. Jest to skutkiem oddziatywan
protonow wody z protonami grup hydroksylowych jednostek glukozowych. W klei-
kach skrobi normalnej, przygotowanych w temp. 95 °C, molekuly wody hydratacyjnej
charakteryzowaty si¢ najwicksza szybkos$cig relaksacji. Moze to wskazywac na silne
wigzanie wody i1 przewage oddziatywan woda-polimer nad oddziatywaniami protonow
obu frakcji wody. Czasteczki wody stanowig istotny sktadnik weziow sieci polimero-
wej. Powyzsze wyniki moga stanowi¢ uzupekienie badan stosowanych standardowo
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w analizie struktury polimeréow w roztworze [13]. Zastosowanie metody niskopolowe-
2o NMR moze stanowic istotny przyczynek do interpretacji wynikéw uzyskanych me-
todami analizujacymi wlasciwosci makroskopowe badanych uktadow [12].

W Kkleikach skrobi woskowej stwierdzono, ze wraz ze wzrostem temperatury
przygotowania nastgpowalo zmniejszenie warto$ci szybkosci relaksacji. Moze to
swiadczy¢ o tym, ze im wyzsza jest temperatura, w jakiej przygotowuje si¢ kleik takiej
skrobi, tym wickszg role odgrywajg oddziatywania pomigdzy tancuchami skrobi. Wy-
musza to tworzenie klasterow wody uwi¢zionych w sieci. Wezty sieci polimerowe;j
tworzone sg w duzej mierze bez udziatu molekut wody.

Zaobserwowane roznice relaksacji wody hydratacyjnej w skrobi normalnej 1 wo-
skowej potwierdzaja istotny wplyw amylozy na tworzenie sieci polimerowej. Amylo-
pektyna, rozgaleziony polimer, tworzy w uktadzie zwarte struktury, ktore stanowia
obszar hydrofobowy. We wnetrzu klebkow polimerowych oddzialywania woda-woda
powoduja wzrost uporzagdkowania wody wolne;j.

Czasy relaksacji sg parametrami makroskopowymi. Na poziomie molekularnym,
o ruchliwo$ci molekut wody w uktadzie mozna wnioskowac¢ na podstawie wartosci
$redniego czasu korelacji T.. Jest to parametr, ktory na poziomie mikroskopowym opi-
suje czas potrzebny do obrotu molekuty wody o jeden radian. Zwigzek pomigdzy cza-
sami relaksacji a §rednim czasem korelacji opisuja rownania BPP [11] o postaci:

1 6 u3 y*n? T¢ 47,
=% ; + @
T, 2016m? 1y L1+(wto)?  1+(Qwt,)?
1 3 ud y*n? 5T 2T
—=——" 37, +——5+ . 3)
T, 20 1612 1§ 1+(@t)?2 1+Qwt,)?

gdzie: |y — przenikalno$¢ magnetyczna w prozni, y — wspotczynnik giromagnetyczny, h — stata Plancka
dzielona przez 2, 1, — odleglo$¢ oddziatujacych jader, ® — czgsto$¢ rezonansowa.

Powyzsze rownania postuzyly do obliczenia $rednich wartosci czasow korelacji
molekut wody w badanych kleikach. Stezeniowe zaleznosSci tych parametréow przed-
stawiono na rys. 4 - 6.
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Rys. 4.

Fig. 4.

Rys. 5.

Fig. 5.
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Zmiany warto$ci $redniego czasu korelacji T, w funkcji zawartoéci skrobi w kleikach skrobi
ziemniaczanej normalnej i woskowej, przygotowanych w temperaturze 80 °C

Changes of the mean correlation times T, as a function of the starch content in native and waxy
potato starch pastes prepared at 80 °C
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Zmiany warto$ci $redniego czasu korelacji T, w funkcji zawartoéci skrobi w kleikach skrobi
ziemniaczanej normalnej i woskowej, przygotowanych w temperaturze 95 °C

Changes in T, mean correlation times depending on starch content in native and waxy potato
starch pastes prepared at 95 °C
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Rys. 6.  Zmiany warto$ci $redniego czasu korelacji T, w funkcji zawartosci skrobi w kleikach skrobi
ziemniaczanej normalnej i woskowej, przygotowanych w temperaturze 121 °C

Fig. 6. Changes in T, mean correlation times depending on starch content in native and waxy potato
starch pastes prepared at 121 °C

Na rysunkach mozna zauwazy¢, ze warto$ci Srednich czaséw korelacji zmieniajg
si¢ w zaleznos$ci od zawarto$ci skrobi w uktadzie. Nie jest to jednak prosta zalezno$¢
liniowa. Uwzgledniajac obecno$¢ dwoch frakcji wody w ukladzie, zaproponowano
empiryczny model rozktadu czaséw korelacji. W zatozeniach tego modelu uwzgled-
niono obecno$¢ sieci polimerowej rozproszonej w ciaglej fazie ciektej. Molekuty wody
ciektej maja ograniczong mozliwos$¢ ruchow molekularnych, co potwierdzily wartosci
szybkosci relaksacji spin-sie¢ i spin-spin, ktore obliczono z rownania (1). Frakcja wo-
dy zwigzanej w sieci polimerowej charakteryzuje si¢ zdecydowanie wigksza szybko-
$cig relaksacji niz woda wolna. Zatem obie frakcje wody charakteryzuja si¢ r6zng dy-
namikg molekularng. Zaproponowano empiryczng formut¢ w postaci rOwnania:

Hc?
(

T =Tg +—

T (Tu = 7a) @)

gdzie: T4, T, — dolna i gérna granica widma czasow korelacji, H — parametr opisujacy
ilo$¢ wody zwigzanej ze skrobig.

Podstawienie wynikdéw do$wiadczalnych do rownania (4) wykazato zgodnos¢ da-
nych eksperymentalnych z modelem. Wspotczynniki korelacji zmienialy si¢ w zakresie
0,98 +0,92.

Réwnanie (4) pozwolito okresli¢ rozktad czasow korelacji w badanych kleikach
skrobiowych. Uzyskane na drodze obliczen warto$ci parametrow okreslajacych gorng
i dolng granice rozktadu czasow korelacji zamieszczono w tab. 2.
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Tabela 2. Wartosci dolnej t4 i gérnej T, granicy rozkladu korelacji w kleikach normalnej i woskowe;j
skrobi ziemniaczanej

Table2.  Values of 14 lower and T, upper limits of correlation time distribution in native and waxy
starch pastes

Skrobia Temperatura 1 .

Temperature "

Starch [°C] [s] [s]
Normalna 80 (4,372 £ 0,026) 107 (2,009 + 0,025) 10°
Native 95 (3,482 £ 0,032) 107 (1,657 +0,043) 107
121 (5,151 £0,023) 107 (1,703 £ 0,048) 10”7
Woskowa 80 (4,063 + 0,033) 10'2 (1,268 + 0,057) 10”7
Waxy 95 (3,567 £ 0,034) 10 (0,911 +0,019) 10°
121 (3,203 £ 0,025) 10” (0,843 £ 0,018) 10”7

Otrzymane wyniki wskazuja, ze 14 odzwierciedla dynamike molekut wody two-
rzacych faze ciggla w zelu. O obecnosci tej frakcji wody $wiadczg wartosci szybkosci
relaksacji Ry, 1 Ryy. Obecno$c¢ sieci polimerowej powoduje lokalne uporzadkowanie
struktury wody wolnej. Stad dolna granica widma czasow korelacji przyjmuje wartosci
rzedu 107 s, odpowiadajace ruchliwosci molekut wody wolnej w uktadach biologicz-
nych [14]. Goérna granica rozkladu czaséw korelacji przyjmuje wartosci mniejsze
o dwa rzedy wielkos$ci, co upowaznia do stwierdzenia, ze odzwierciedla to mobilnos¢
molekul wody zwigzanej trwale z siecig polimerows. Przedstawione wyniki znajduja
potwierdzenie w badaniach metodami optycznymi [5, 10]. W przypadku, gdy w proce-
sie kleikowania nie uzyskuje si¢ pelnego molekularnego rozproszenia skrobi, oddzia-
tywania polimer-polimer przewazajg nad oddziatywaniami polimer-rozpuszczalnik.
Kleikowanie w temperaturze powyzej 100 °C moze poprawi¢ rozproszenie molekular-
ne skrobi. Jednocze$nie obserwuje si¢ jednak hydrolityczng degradacje skrobi. Stad
zmniejszenie, w poréwnaniu z kleikowaniem w temp. 95 °C, szybkos$ci relaksacji wody
hydratacyjnej. W kleikach wytworzonych w procesie kleikowania obydwu skrobi po-
nizej 100 °C, dynamika wody jest podobna. Wskutek sterylizacji dynamika wody
w kleikach skrobi woskowej jest mniejsza niz w kleikach skrobi normalnej. Zblizone
do idealnie molekularnego, rozproszenie czasteczek amylopektyny silniej unierucha-
mia czasteczki wody. Efekt ten wywoluje tez zwigckszenie stezenia kleikow. Zapropo-
nowany model rozktadu czaséw korelacji i interpretacja uzyskanych parametrow bar-
dziej szczegdtowo opisujg dynamike czgsteczek wody w kleikach. W przypadku skrobi
normalnej dynamika wody jest najnizsza w kleikach sporzadzanych w temp. 95 °C
(z powodow opisanych juz wyzej). W przypadku skrobi woskowej dynamika wody
maleje wraz ze wzrostem temperatury sporzadzania kleiku. Zwracaja rowniez uwagg
znaczgco nizsze wartosci dynamiki wody zwigzanej skrobi woskowej, w poréwnaniu
ze skrobig normalng. Oznacza to, ze o zmniejszeniu dynamiki wody decyduje gtdéwnie
obecno$¢ amylopektyny.
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Whioski

1.

Ze wzgledu na dynamike molekularng wody najkorzystniejsza temperaturg przygo-
towania kleikow normalnej skrobi ziemniaczanej jest 95 °C. Molekuty wody w tych
kleikach wykazujg korzystne powinowactwo do skrobi.

. Dynamika molekularna wody hydratacyjnej jest tym bardziej ograniczona, im wyz-

sza jest temperatura przygotowania kleiku skrobi woskowej. Zaréwno gorna, jak
i dolna granica czasow korelacji przyjmujg mniejsze wartosci wraz ze wzrostem
temperatury przygotowania kleiku. Swiadczy to o stabszym wiazaniu w nim wody.
Mozna wnioskowac¢, ze skrobia woskowa ziemniaczana w poréwnaniu z normalng
charakteryzuje si¢ przewaga oddziatywan polimer-polimer nad oddziatywaniami
polimer-woda.

. Uzyskane wyniki wskazuja, ze kleiki ziemniaczanej skrobi woskowej przygotowa-

ne w warunkach bardzo wysokiej temperatury wigzg wode najstabiej. Moze to by¢
spowodowane obecnoscig rozgatgzionych molekut amylopektyny.

. Zaproponowany w pracy model empiryczny rozktadu czasow korelacji poszerza, na

poziomie molekularnym, wiedzg na temat oddziatywan polimer-polimer i polimer-
rozpuszczalnik w uktadach skrobiowych.

Projekt zrealizowano ze srodkéow Narodowego Centrum Nauki, umowa nr UMO

2011/03/B/NZ9/00152.

(1]

(7]
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APPLICATION OF NMR METHOD TO ANALYSE WATER BINDING IN STARCH PASTES
Summary

In the research study, the effect was analysed of gelatinization temperature on water binding in native
and waxy potato starch pastes using a low-field NMR field. The study was conducted at a molecular level
in the pastes at concentrations between 0.01 and 0.05 g/g. An empirical distribution model was suggested
of correlation times that determined the molecular dynamics of free and bound water fractions in pastes.
That model broadens knowledge about the polymer-polymer and polymer-solvent interactions in starch
systems. [Compared to the native potato starch, the waxy potato starch was characterized by a clear lead of
polymer-polymer interactions over the polymer-water interactions. Based on the results obtained, it was
concluded that the water molecules had an advantageous affinity to the starch in the native starch pastes
prepared at 95 °C. The pastes of waxy potato starch pasted at 121 °C bound the least water.

Key words: correlation time, molecular dynamics of water , low-field NMR, potato starch, relaxation rate
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Streszczenie

Badano charakterystyke kleikowania wodnych mieszanin przygotowanych z ze$rutowanych blyska-
wicznych platkow z czterech zb6z, o réznej ich zawartosci w wodzie. Stwierdzono znaczne roéznice pod
wzgledem lepkosci pozornej kleikow. Wskazano, ze czynnikami réznicujacymi lepkos$¢ byty: pochodzenie
skrobi w ptatkach, zréZznicowana jej zawartos$¢, zabiegi hydrotermiczne i platkowanie, interakcje z gtow-
nymi sktadnikami chemicznymi tworzacymi matryce komorek ziarna zb6z. Wyznaczono liniowe zalezno-
sci pomiedzy lepkoscia maksymalng kleikow a zawartoscia ptatkdw w mieszaninie wodnej. Zaleznosci
utatwig porownanie lepkosci kleikow skrobiowych lub pomoga w doborze zawartosci surowca skrobio-
wego w produktach spozywczych, w ktorych platki zastapia zagestniki skrobiowe.

Stwierdzono, ze kleiki z ptatkéw jgczmiennych charakteryzowaly si¢ najwicksza lepkoscia, a ptatki —
najwigksza zawartoscig P-glukanow (3,79 %), duza zawartoscia skrobi (58,3 %), znacznymi ilo$ciami
biatka (8,04 %), mata zawartoscia btonnika pokarmowego (7,18 %), lecz o znacznym udziale jego frakcji
rozpuszczalnej (4,13 %). Platki pszenne wykazywatly najmniejsza lepkos¢ podczas kleikowania, ale zawie-
raly najwigcej biatka (9,36 %), duzo nierozpuszczalnego btonnika (7,92 %) i prawie nie zawieraty
B-glukanow (0,11 %). Kleiki z ptatkéw zytnich cechowata stosunkowo mata lepkos¢, pomimo ze ptatki
zawieraly najwigcej skrobi (66,1 %), ktorej towarzyszyta najwigksza zawarto$¢ btonnika (13,09 %), naj-
wigksza zawarto$¢ jego frakcji nierozpuszczalnej (8,84 %), a przecigtna zawarto$¢ p-glukandéw (1,62 %)
i najmniejsza zawarto$¢ biatka (4,30 %). Kleiki z platkéw owsianych miaty stosunkowo mata lepkose,
a platki zawieraty: najmniej skrobi (50,8 %), najwigcej tluszczu (6,47 %), stosunkowo duzo biatka
(8,50 %) 1 B-glukanow (3,23 %) oraz przecigtnie — blonnika (8,20 %).

Opracowane warunki porownawczych badan lepkosci kleikow z ptatkow zbozowych mozna zastoso-
wa¢ w projektowaniu funkcjonalnych produktow zywnosciowych, w ktoérych $rodki zageszczajace na
bazie skrobi moga by¢ zastapione przez ptatki zbozowe.

Slowa kluczowe: owies, jeczmien, zyto, pszenica, biatko, btonnik, B-glukany, lepkos¢ pozorna
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Wprowadzenie

Ptatki btyskawiczne produkowane sg z oczyszczonego, catego ziarna zbdz, ktore
poddaje si¢ procesowi obrobki hydrotermicznej i platkowaniu. Platki zasobne sg
w warto$ciowe i dobrze przyswajalne sktadniki odzywcze i dietetyczne [1]. Sg one
wolno trawione, usprawniajg procesy trawienia, wplywaja na dlugo trwajace uczucie
syto$ci 1 maja znaczacy udziat w oczyszczaniu organizmu z toksyn [3, 14].

Skrobia jest gléwnym sktadnikiem ziarna, a przebieg procesu kleikowania pro-
duktow zbozowych, wazny w technologii zywnosci, zalezy od jej rodzaju. Skrobia
pochodzaca z ziarniakow zb6z wykazuje rézne wilasciwosci zelujace. Zmieniajg sie
one w procesie wyodrebniania, oczyszczania, przetwarzania, a nastgpnie przechowy-
wania [6, 14, 17].

Skrobia wykorzystywana jest czesto jako zagestnik wielu produktow spozyw-
czych [6]. Roznice w kleikowaniu zawiesin skrobi, a zwlaszcza zmiany lepkosci
w fazie ogrzewania i chtodzenia kleikow, moga warunkowa¢ mozliwosci wykorzysta-
nia surowca, ktory zawiera skrobi¢ [5, 7]. Rozpatrujac skrobie zawarta w blyskawicz-
nych ptatkach zbozowych jako zagestnik, nalezy uwzgledni¢ jej modyfikacj¢ parg
wodna i wysoka temperatura podczas procesu ptatkowania, a takze interakcje ziarenek
skrobiowych ze zlozong matryca komorkowa bogata w tluszcze, biatka oraz btonnik,
w tym pentozany i B-glukany, a nawet udzial enzyméw w zmianie zelowania skrobi
w polproduktach i w produkcie finalnym [15].

Producenci stosuja ptatki owsiane jako dodatek funkcjonalny w wyrobach piekar-
skich i ciastkarskich oraz jako zagestnik w produktach typu ,,goracy kubek”. Platki
btyskawiczne z innych gatunkow zboz nie znajduja podobnego zastosowania [18, 20].
Dominujg raczej dodatki maki pszennej lub skrobi modyfikowanych z r6znych surow-
cow, ktore charakteryzuja si¢ zwickszong sitg kleikowania i zelowania w stosunku do
ptatkow [10, 11].

Celem pracy bylo porownanie charakterystyki kleikowania wodnych mieszanin
zesrutowanych btyskawicznych platkow z czterech zboz, o roznych ich zawartosSciach
w kleikach, oraz okreslenie podstawowych sktadnikow chemicznych, ktore sg $rodo-
wiskiem kleikujagcym w ptatkach.

Material i metody badan

Materiatem do badan byly blyskawiczne ptatki jeczmienne, owsiane, zytnie
1 pszenne, wyprodukowane z wykorzystaniem jednej zautomatyzowanej linii wielko-
przemystowej, z ziarna pochodzacego ze $cisle kontrolowanej uprawy wielohektarowej
1 wybranych do tej technologii polskich odmian (informacje zastrzezone przez produ-
centa).
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W badaniach lepkosci wodnych kleikow skrobiowych stosuje si¢ czesto wisko-
graf z naczyniem obrotowym, w ktorym proces analizy zaczyna si¢ wzrostem tempera-
tury od 25 + 45 °C do 92 + 96 °C, utrzymaniem temperatury przez 5 + 20 min i konczy
schtadzaniem najczesciej do temperatury rozpoczecia ogrzewania, utrzymywanej przez
5 + 20 min. Tak r6zne warunki prowadzenia analizy dostarczajg informacji o cechach
skrobi natywnych i modyfikowanych, np. o temperaturze kleikowania czy o warunkach
retrogradacji [4, 16]. Stgzenia skrobi dobierane sg do badan zgodnie z zakresem skali
pomiarowej wiskografu i sa ustalane, gdy celem jest poréwnanie probek, np. przy
skrobi natywnej jest to nie wiecej niz 8 % (m/m). W tych badaniach wybrano schemat
czasowo-temperaturowy analizy, ktory zblizony jest do schematdéw technologicznych
uzycia zaggestnikow w przetworstwie, a takze stosowany jest do badania produktow
znacznie roznigeych sie lepkoscig lub zawartoscig skrobi. W metodzie tej skrocono
czas stabilizacji temperatury.

Kleikowanie badano aparatem Viscograph-E Brabender (Brabender Technologie
GmbH & Co. KG, Niemcy), w naczyniu obrotowym o pojemnosci 500 cm’, przy
75 obr./min. Ptatki §rutowano w mtynku LAB MILL 3100 (Perten Ins., Niemcy). Pa-
rametry kleikowania okreslano w wodnej zawiesinie ptatkow o ich zawartosci: 10, 11
112 %. Do przygotowania zawiesin uzywano wody destylowanej. Lepkos$¢ zawiesin,
w umownych jednostkach lepkosci pozornej Brabendera (BU), oznaczano
w 75-minutowych cyklach, podczas zwigkszania lub obnizania temperatury od 55 do
95 °C z szybkoscig 0,9 °C/min, utrzymywania temperatury przez 5 min i schtadzania
do 55 °C. W cyklu oznaczano maksimum lepkosci po ogrzaniu — punkt A, a nastepnie
obnizenie lepko$ci podczas stabilizacji temperatury — punkt B i lepko$¢ kleikow po
ochtodzeniu — punkt C. Zarejestrowane wiskogramy przeniesiono do programu Excel,
poréwnano mig¢dzy soba, wyznaczono zaleznosci i przedstawiono graficznie.

W ptatkach oznaczano zawartos¢: skrobi (AOAC 996.11), btonnika pokarmowe-
20 (AOAC 991.43) i B-glukanow (AOAC995.16) [2]. Oznaczano takze zawartosc:
biatka ogotem wg PN-EN ISO 2048:2007 [13], thuszczu metoda ekstrakcji Randalla wg
PN-EN ISO 11085:2010 [21] oraz wilgotno$¢ wg PN-EN ISO 712:2009 [22]. Zawar-
tos¢ popiotu oznaczano wg ICC-Standard No. 104/1 [9]. Przed wykonaniem oznaczen
chemicznych platki rozdrabniano w mitynku Cyclotec 1093 do uzyskania czastek
o $rednicach 0,5 mm (Foss Food Tech. Corp, USA).

Wyniki z 2 - 3 powtérzen opracowano statystycznie w programie Statgraphics
v.15, przy poziomie istotnosci p = 0,05, stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji
1 test Duncana.

Wiyniki i dyskusja

Na rys. 1. przedstawiono typowe krzywe kleikowania (wiskogramy) ze$rutowa-
nych blyskawicznych platkéw z 4 zbdz, przy ich 11-procentowej zawartosci w wodzie
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(rys. 1). Wzrost lepkosci kleikow podczas ogrzewania spowodowany jest wzrastajaca
absorpcja wody przez ziarenka skrobiowe z matrycy komorkowej ptatkow zbozowych,
w ktorej sa umieszczone i pgcznieniem ziarenek skrobiowych, a wigc rozpoczetym
procesem kleikowania skrobi [8, 12]. Zaobserwowano, ze wiskogramy kleikow z ptat-
kéw tego samego rodzaju, niezaleznie od ich zawartosci, nie roznity sie ksztattem.
W przypadku kleikow z réznych platkow, przy 12-procentowej ich zawartosci, osiaga-
ty maksymalny liniowy zakres (BU) skali wiskografu, a przy zawartosci 10 %, gdy
lepkos¢ byta najmniejsza — bardzo dobra doktadnos¢ oznaczenia. Tym samym stwier-
dzono, ze wiskograf nadaje si¢ do badania kleikowania ptatkéw z czterech zbdz o za-
wartosci 10, 11 1 12 % w wodnych mieszaninach, a takze do ich porownan, pomimo
znacznych roéznic pod wzgledem lepkosci i zawartosci skrobi.
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Rys. 1. Zmiany lepkosci pozornej 11-procentowych wodnych mieszanin ze$rutowanych platkéw zbo-
zowych w przyjetym schemacie ogrzewania i ochladzania — 0,9 °C/min. Szarym kolorem
zaznaczono profil zmian temperatury.

Fig. 1. Changes in apparent viscosity of 11 % aqueous mixtures of ground cereal flakes under assumed
warming and cooling scheme: 0.9 °C/min. Profile of changes in temperature was marked grey.

Podczas ogrzewania do temp. 95 °C wszystkie kleiki osiaggnety maksymalng lep-
kos¢ w punkcie A (rys. 1), tj. w temp. 86 = 92 °C. W przypadku probek
o ll-procentowej zawarto$ci ptatkow najwicksza lepkos¢ (2622 BU) stwierdzono
w kleikach z ptatkéw jeczmiennych w temp. 89 °C, czyli nizszej niz w pozostatych
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kleikach. Natomiast kleik z ptatkow pszennych charakteryzowal si¢ najmniejsza mak-
symalng lepkoscig (767 BU) w temp. 92 °C. Kleiki owsiany i zytni byly zblizone do
siebie pod wzgledem maksymalnej lepkosci, ktora wynosita odpowiednio: 1568 BU
(92 °C) 1 1450 BU (91 °C). Dalszy wzrost temperatury kleikow z ptatkow jeczmien-
nych i owsianych prowadzit do gwattownego i znacznego zmniejszenia lepkosci, na-
tomiast utrzymywanie kleikow przez 5 min w temp. 95 °C — do tagodnego zmniejsze-
nia lepkosci wszystkich badanych kleikow. Dopiero ozigbianie kleikow wstrzymywato
zmniejszanie lepkosci w minimum lepkosci — punkt B i zwigkszato lepkos¢ w fazie
dalszego chtodzenia do 55 °C, osiagajac kolejne maksimum — punkt C. W kleikach
z ptatkdow jeczmiennych stwierdzono najwigksza lepkos¢ po ochtodzeniu (1997 BU).
Lepkos¢ kleiku z tych ptatkow zmalata w stosunku do punktu A, lecz wciaz byta naj-
wigksza sposrod badanych probek. Rowniez po ochtodzeniu kleikow owsianych ich
lepkos$¢ w punkcie C (1250 BU) zmniejszyta si¢ w stosunku do punktu A. Natomiast
kleiki ze schtodzonych ptatkow zytnich (1695 BU), a takze z pszennych (1175 BU)
w punkcie C wykazywaty wicksza lepkos¢ w stosunku do punktu A. Lepkos¢ kleikow
pszennych byla najmniejsza wéréd badanych probek, zar6wno maksymalna w okresie
ogrzewania, jak i po ochtodzeniu.
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Rys. 2. Zmiany maksymalnej lepkosci kleikowania w zaleznos$ci od zawartosci zesrutowanych platkow
zbozowych w mieszaninach

Fig. 2.  Changes in maximum gelatinization viscosity depending on content of ground cereal flakes in
mixtures

Podczas oceny lepkosci kleikow skrobiowych okresla si¢ rowniez czas
1 temperature, w ktorej rozpoczyna si¢ kleikowanie. Szybki wzrost lepko$ci bezposred-
nio po rozpoczeciu pomiaru od temp. 55 °C wskazuje na to, ze ptatki jeczmienne i zyt-
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nie kleikujg juz w nizszych temperaturach niz owsiane oraz pszenne i jest to cecha
gatunkowg ich skrobi.

Do praktycznych zastosowan platkéw zbozowych wyznaczano trzy parametry
lepkos$ci z opracowanego cyklu czasowo-temperaturowego. Byty to lepkosci: maksy-
malna podczas kleikowania — punkt A, minimalna przy utrzymaniu statej temperatury
(95 °C) — punkt B i maksymalna po ochtodzeniu — punkt C. Lepkos$¢ goracych kleikow
z platkow zbozowych, jak i ozigbionych, mozna regulowaé, zmieniajac zawartos$¢ ptat-
kéw w mieszaninie. Mozna wtedy uzyskiwac kleiki o lepkosci rownowaznej kleikom z
natywnej skrobi. Do tych celow przydatna jest zalezno$¢ lepkosci pozornej kleikow od
zawarto$ci ptatkOw w mieszaninach (rys. 2). Zmiany okazaty si¢ znaczaco zrdznico-
wane.

Ze wzrostem zawartosci platkow jeczmiennych w mieszaninach, przyrosty lepko-
$ci w maksimum lepkosci (kleiki gorgce — punkt A) byly najwigksze (785 BU/1 %),
a najmniejsze dotyczyly kleikow pszennych (376 BU/1 %). Posrednie i zblizone do
siebie byly przyrosty lepkosci kleikow ptatkow pszennych i owsianych, odpowiednio:
487 1453 BU/1 %. Po schtodzeniu (w punkcie C) lepko$¢ kleikow byta tym wigksza,
im wicksza byla zawarto§¢ ptatkow. W najwickszym stopniu zjawisko to dotyczylo
ptatkow jeczmiennych (559 BU/1 %), a w najmniejszym — owsianych (239 BU/1 %),
natomiast na zblizonym poziomie — zytnich (401 BU/1 %) oraz pszennych
(415 BU/1 %). Uzyskano liniowe zaleznosci (rys. 2) do przydatnych w praktyce po-
rownan, ktore umozliwiaja obliczanie zawartosci ptatkow i uzyskanie pozadanej lepko-
$ci albo obliczanie lepkosci przy wybranej ilosci ptatkéw, przy zachowaniu pozosta-
tych warunkéw badan w wiskografie.

Wykonano takze podstawowa analizg sktadu chemicznego ptatkow zbozowych.
Zroznicowanie wszystkich warto$ci $rednich badanych parametréw ptatkow z 4 zboz
byto statystycznie istotne (p = 0,05) — tab. 1. Jedynie w ptatkach zytnich i jeczmien-
nych stwierdzono jednakowa zawartos¢ frakcji rozpuszczalnej btonnika. Podstawo-
wym skladnikiem ptatkow jest skrobia. Najwigksza jej zawarto$¢ oznaczono w ptat-
kach zytnich (66,1 %), a rownie duzg — w ptatkach jeczmiennych (58,3 %). W platkach
pszennych stwierdzono najwigksza zawartos¢ biatka (9,36 %), a najmniejsza (4,30 %)
— w zytnich. Natomiast zawartosci biatka w ptatkach owsianych (8,50 %) i jeczmien-
nych (8,04 %) ksztaltowaty si¢ na poziomie posrednim. Platki owsiane charakteryzo-
watly sie najmniejsza wilgotnoscia (8,6 %), na co wptyw mogta mie¢ najwicksza za-
wartos¢ w nich thuszezu (6,47 %). Wilgotnos¢ pozostatych ptatkow byta wicksza
i zblizona do siebie: jeczmienne — 11,0 %, zytnie — 11,2 %, a pszenne — 11,4 %. Za-
warto$¢ zwigzkow mineralnych w postaci popiolu byta najmniejsza w ptatkach jecz-
miennych (0,9 %), a wigc taka, jak w jasnych makach nisko wyciggowych, w pozosta-
tych ptlatkach byta ponizej 2 %, czyli podobnie jak w kaszach.
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Wsréd sktadnikow  funkcjonalnych, do ktorych nalezy btonnik pokarmowy,
w tym B-glukany (tab. 1), rowniez stwierdzono duze zrdznicowanie zawarto$ci. Naj-
wickszg zawartos¢ P-glukandow oznaczono, zgodnie z oczekiwaniami, w ptatkach
jeczmiennych oraz w owsianych odpowiednio: 3,79 i 3,23 %, natomiast znacznie
mniejszg ich ilo§¢ stwierdzono w platkach zytnich (1,62 %) oraz bardzo mata ilo$¢
(0,11 %) — w pszennych. Najwickszg zawarto$¢ btonnika pokarmowego ogdtem
(13,09 %) okreslono w ptatkach zytnich, mniejsza — w pszennych (9,30 %) oraz owsia-
nych (8,20 %), a najmniejsza — w jeczmiennych (7,18 %). Najwigcej btonnika nieroz-
puszczalnego (8,84 %) oraz rozpuszczalnego (4,25 %) byto w ptatkach zytnich. Nato-
miast duza (7,92 %) zawarto$¢ frakcji btonnika nierozpuszczalnego stwierdzono
w platkach pszennych, lecz najmniej, sposrod zbadanych ptatkow, byto w nich frakeji
rozpuszczalnej (1,38 %).

W platkach zbozowych kleikowaniu ulega gtoéwny ich sktadnik, czyli skrobia.
W badaniach zwrdocono uwage na najsilniejsze kleikowanie ptatkow jeczmiennych,
a najstabsze — pszennych. Platki jeczmienne zawieraly nieznacznie wigcej skrobi od
pszennych, a jednoczes$nie zawieraty najwiecej P-glukanéw i duzo rozpuszczalnego
btonnika (podobnie jak ptatki zytnie). W ptatkach pszennych stwierdzono natomiast
minimalng zawartos¢ p-glukandéw 1 rozpuszczalnego btonnika. Platki pszenne zwykle
zawieraja najwigcej biatka i duzo nierozpuszczalnego btonnika. W tym przypadku
mozna uznac¢, ze matryca komorkowa uwigzita duze ziarenka skrobi pszennej podczas
ptatkowania i utrudniata ich kleikowanie w fazie ogrzewania mieszaniny. Ograniczenie
zdolnosci kleikowania platkow pszennych uniemozliwito wzrost lepkosci probek pod-
czas ogrzewania (osiaggniecie punktu A). Drobniejsze ziarenka skrobiowe ptatkow
jeczmiennych, o bardzo rozwinigtej powierzchni kontaktu glownie z frakcjg rozpusz-
czalng btonnika (4,13 %) i B-glukanami, mogly natomiast swobodnie pobiera¢ wode
i kleikowaé. Zaobserwowano jedynie niewielka, cechujacg skrobi¢ tego gatunku, utrate
lepkosci po ochtodzeniu (punkt C). Mala lepkos¢ kleikow z ptatkdow pszennych mogta
wynika¢ ponadto z udzialu enzymoéw amylolitycznych depolimeryzujacych skrobie, co
wielokrotnie stwierdzano w makach wytwarzanych z porosni¢tego ziarna pszenicy [ 19,
20].

Pordéwnanie ptatkéw zytnich i owsianych wykazalo, ze kleikowaly one podobnie
(rys. 1., punkt A), pomimo rdznej zawartosci w nich skrobi, ktorej w ptatkach zytnich
byto najwigcej (66,1 %), a w owsianych — najmniej (50,8 %). Duza zawarto$¢ nieroz-
puszczalnego btonnika w ptatkach zytnich, podobnie jak w ptatkach pszennych, ogra-
niczata maksimum kleikowania (osiggni¢cie punktu A), ale po ozigbieniu kleik z plat-
kéw zytnich miatl wieksza lepkos¢ (punkt C) niz kleik z ptatkéw pszennych. Efekt
wyraznego wzrostu lepkosci kleikéw zytnich i pszennych po ich ochtodzeniu wyklucza
bezposredni wptyw biatka na lepko$s¢ w punkcie C, gdyz biatka w ptatkach zytnich
bylo najmniej (4,3 %). Zatem w ptatkach owsianych, tak jak i w pszennych, ziarenka
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skrobiowe mogly stabo kleikowa¢ w otoczeniu bialka w poblizu pierwszego maksi-
mum (punkt A). Kleikowaniu ptatkow owsianych, pomimo najmniejszej zawartosci
skrobi, lecz w formie najdrobniejszych ziarenek (charakterystycznych dla tego gatun-
ku), mogta sprzyja¢ duza zawartos¢ B-glukanéw w ich otoczeniu, a takze ttuszcze two-
rzace kompleks z amylozag [4].

Kompleksowa analiza przebiegu kleikowania skrobi i podstawowego sktadu
chemicznego ptatkow zbozowych dowiodla, Zze ziarenka skrobiowe w ptatkach nie
byly wydzielona skrobig zmieszang ze sktadnikami chemicznymi w takim stopniu, jak
np. w makach. Po przetworzeniu ziarna zb6z na ptatki btyskawiczne ziarenka skrobi
byly nadal rozmieszczone w matrycy komorkowej przypominajacej matryce ziarnia-
kéw zbdz. Dobrze poznane sa roznice w podstawowym sktadzie chemicznym ziarna
zb6z 1 wyniki tej pracy to potwierdzajg. Znane sg cechy fizyczne i chemiczne sktadni-
kéw analizowanych w pracy, takie jak: przewodzenie wody, hydrofobowos¢, wtasci-
wosci strukturotworcze 1 absorpcyjne. Zwrdcono uwage na mozliwosci wspotdziatania
tego ztozonego uktadu z peczniejacymi ziarenkami skrobi. Przy licznych korelacjach
sktadnikow chemicznych w ziarniakach zb6z i mozliwych interakcjach ze skrobig,
a takze z warunkami produkcji ptatkow, trudno jest tradycyjnymi analizami chemicz-
nymi lub technologicznymi wyjasnia¢ wplyw srodowiska na ziarenka skrobiowe, jako
strukture ztozong z amylozy i amylopektyny [14, 20].

Zroznicowane charakterystyki lepkosci kleikow z btyskawicznych ptatkow czte-
rech zbo6z, rozny ich sktad chemiczny, a takze spodziewany wplyw dzialan hydroter-
micznych oraz ptatkowania na zmiang struktury matrycy komoérkowej i zawartych
w niej ziarenek skrobiowych, stwarzaja mozliwosci wyboru odpowiedniego surowca
1jego wykorzystania w roli zaggstnika.

Whioski

1. Znaczne r6znice lepkosci kleikow otrzymywanych z platkow btyskawicznych
wytworzonych z ziarna czterech zbdz byly wynikiem roznej zawartosci skrobi,
jak réwniez udziatem czynnikoéw réznicujacych witasciwosci ziarenek skrobi i ich
interakcji z otaczajacymi sktadnikami chemicznymi po procesie hydrotermicznym
i ptatkowaniu.

2. W przypadku platkow jeczmiennych btyskawicznych wykazano ich szybkie klei-
kowanie, najwicksza lepkos$¢ kleikéw i1 najwigkszg zawartos¢ B-glukandow, duza
zawartos$¢ skrobi, znaczne iloSci biatka, przy matej zawartosci btonnika, lecz ze
znacznym udzialem jego frakcji rozpuszczalnej.

3. Pod wzgledem zmian lepkosci kleikow i sktadu chemicznego btyskawicznych ptat-
kéw zbozowych wykazano:
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4.

— kleiki z ptatkow pszennych charakteryzowaly si¢ najmniejszg lepkoscig pod-
czas kleikowania, a ptatki: najwicksza zawartoScig biatka i duza — nierozpusz-
czalnego blonnika,

— kleiki z ptatkéw zytnich odznaczaty si¢ stosunkowo matg lepkoscia kleikowa-
nia, pomimo najwickszej zawartosci skrobi i blonnika pokarmowego w ptat-
kach, zwtaszcza jego nierozpuszczalnej frakeji,

— mata lepkos¢ kleikow owsianych moze wynika¢ z najmniejszej zawartosci
skrobi, duzej zawartoSci tluszczu, stosunkowo duzej zawarto$ci biatka
1 B-glukanéw w ptatkach.

Do pordéwnania zrdznicowanych surowcoéw skrobiowych znaczenie aplikacyjne moga

mie¢ opracowane, liniowe zaleznosci lepkosci od zawarto$ci ptatkow w mieszaninie

wodnej. Umozliwiaja one obliczanie lepkosci w przypadku ustalanych jednako-
wych zawartos$ci ptatkéw albo obliczanie zawarto$ci materiatu w przypadku jedna-
kowych lepkosci

Literatura

Achremowicz B., Gibinski M.: Przetwory owsiane cennym sktadnikiem naszej diety. Przegl. Zboz.
Mtyn., 2010, 7 (54), 14-15.

AOAC, Association of Official Agricultural Chemists: 991,43 Total, soluble and insoluble fiber.
995,16 Beta-D-glucan, enzymatic method. 996,11 Total starch. Edt. AOAC, Rockville, Maryland,
USA 2014.

Bartnikowska E.: Przetwory z ziarna owsa jako zrodto waznych substancji prozdrowotnych
w zywieniu czlowieka. Biul. [HAR, 2003, 229, 235-245.

Berski W., Ptaszek A., Ptaszek P., Ziobro R., Kowalski G., Grzesik M., Achremowicz B.: Pasting
and rheological properties of oat starch and its derivatives. Carboh. Polym., 2011, 2 (83), 665-671.
Czubaszek A., Karolini-Skaradzinska Z.: Effects of wheat flour supplementation with oat products
on dough and bread quality. Pol. J. Food Nut. Sci., 2005, 3 (14), 281-296.

Fortuna T., Gatkowska D., Juszczak L.: Pordwnanie wlasciwosci reologicznych wybranych prepara-
tow skrobi modyfikowanej. Acta Sci. Pol. Technol. Aliment., 2004, 2 (3), 127-136.

Gates K.F., Sontag-Stohm T., Stoddard L.F.: Interaction of heat-moisture conditions and physical
properties in oat processing. J. Cereal Sci., 2008, 48, 288-293.

Gupta M., Bawa A.S., Semwal A.D.: Morphological, thermal, pasting and rheological properties of
barley starch and their blends. Int. J. Food Prop., 2009, 12, 595-596.

ICC, International Cereals Chemists: Standard 104/1. Determination of ash in cereals and cereal
products. Dostep w Internecie [30.05.2015]: www.icc.or.at/standard_methods

Kawka A., Achremowicz B.: Owies — roslina XXI wieku. Wykorzystanie zywieniowe i przemysto-
we. Nauka. Przyroda, Technologie, 2014, 3 (80), 1-12.

Klensport D., Jelen H.: Effect of heat treatment on the flavor of oat flakes. J. Cereal Sci., 2008, 48,
656-661.

McMinn A.M., McKee J.D., Magee A.T.: Moisture adsorption of oatmeal biscuit and oat flakes. J.
Food Eng., 2007, 79, 481-493.



WPLYW PROCESOW TECHNOLOGICZNYCH NA ZAWARTOSC SUBSTANCJI BIOAKTYWNYCH.... 85

[13] PN-EN ISO 2048:2007 Ziarno zb6z. Oznaczanie azotu i biatka. Ragaee S., Abdel-Aal E.S.: Casting
properties of starch and protein in selected cereals and quality of their food products. Food Chem.,
20006, 95, 9-18.

[14] Ragaee S., Abdel-AalE.S.: Casting properties of starch and protein in selected cereals and quality of
their food products. Food Chem., 2006, 95, 9-18.

[15] Rzedzicki Z.: Charakterystyka sktadu chemicznego wybranych przetworéw owsianych. Biul. IHAR.
2006, 239, 269-280.

[16] Sanaa Ragaee S., Abdel-Aal E.M.: Pasting properties of starch and protein in selected cereals and
quality of their food products. Food Chem., 2006, 1 (95), 9-18

[17] Singh J., Kaurb L., McCarthy O.J.: Factors influencing the physico-chemical, morphological, ther-
mal and rheological properties of some chemically modified starches for food applications — A re-
view. Food Hydrocoll., 2007, 21, 1-22.

[18] Sobczyk M., Haber T., Witkowska K.: Wplyw dodatku ptatkow owsianych na jako$¢ ciasta i pie-
czywa pszennego. Acta Agroph., 2010, 2 (16), 423-433.

[19] Sobota A., Rzedzicki Z., Sobieraj M.: Badania sktadu chemicznego ptatkéw musli. Bromatol. Chem.
Toksykol., 2012, 2 (45), 131-137.

[20] Zarzycki P., Kasprzak M., Rzedzicki Z.: Wiasciwosci reologiczne kleikow z maki pszennej jako
wskaznik jej wartoéci wypiekowej. Zywnoé¢. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2014, 6 (97), 50-66.

[21] PN-ENISO 11085:2010. Ziarno zbo6z. Oznaczanie tluszczu metoda ekstrakcji Randalla.

[22] PN-EN ISO 712:2009. Ziarno zbdz. Oznaczanie wilgoci.

COMPARING APPARENT VISCOSITY OF GRUELS PRODUCED
FROM INSTANT CEREAL FLAKES

Summary

The gelatinization profile was analyzed of aqueous mixtures made from ground instant flakes of four
types of cereals and with a varying content of cereal flakes in water. It was found that there were consider-
able differences in the apparent viscosity of gruels. The following viscosity-differentiating factors were
pointed out: origin of starch contained in the flakes, varying contents of starch, hydrothermal treatments
and flaking as well as interactions with the main chemical components that formed the matrix on cells of
the cereal grain. Linear dependencies were determined between the maximum viscosity of gruels and the
content of flakes in the aqueous mixture. Those dependencies make it easier to compare the viscosity of
starch gruels or help choose the content level of starch material in food products, in which flakes are to
replace starch thickeners.

It was found that the gruels made from barley flakes were characterized by the highest viscosity,
whereas the barley flakes: by the highest content of B-glucans (3.79 %), a high content of starch (58.3 %),
considerable amounts of protein (8.04 %), and a low content of dietary fibre (7.18 %) together with
a substantial content of soluble fraction thereof (4.13 %). The wheat flakes had the lowest viscosity during
gelatinization, but they contained the highest amount of protein (9.36 %), a high amount of insoluble fibre
(7.18 %), and they contained hardly any B-glucans (0.11 %). The gruels made from rye flakes were char-
acterized by a relatively low viscosity despite the fact that the rye flakes contained the highest amount of
starch (66.1 %) accompanied by the highest content of fibre (13.09 %), the highest content of insoluble
fraction of fibre (8.84 %), but the average content of B-glucans (1.62 %) and the lowest content of protein
(4,30 %). The gruels from oat flakes had a relatively low viscosity, and the oat flakes contained: the low-
est amount of starch (50.8 %), the highest fat content (6.47 %), a relatively high amount of protein
(8.50 %) and B-glucans (3,23 %), and an average amount of fibre (8.20 %).
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The conditions developed for performing comparative tests on the viscosity of gruels from instant ce-
real flakes might be applied to design functional food products, in which starch-based thickening agents
could be replaced by cereal flakes.

Key words: oat, barley, rye, wheat, protein, fibre, B-glucans, apparent viscosity
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ZASTOSOWANIE PRZYJAZNYCH DLA SRODOWISKA TECHNIK
DEZYNFEKCJI DO INAKTYWACJI CAMPYLOBACTER SP.
W MIESIE DROBIOWYM

Streszczenie

Campylobacter uwazany jest za jeden z gldéwnych patogenéw odpowiedzialnych za zatrucia pokar-
mowe, zwlaszcza po spozyciu migsa drobiowego nieprawidtowo przechowywanego badz poddanego
niewlasciwej obrobce termicznej. Intensyfikuje si¢ wigc badania w kierunku poszukiwania technik dezyn-
fekcyjnych bezpiecznych dla $rodowiska i skutecznie eliminujacych ten patogen. W Zaktadzie Jakosci
Zywnoéci Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Lodzi podjeto badania, ktérych
celem bylo okreslenie skutecznosci technik dezynfekcji ozonem i promieniowaniem UV w inaktywacji
bakterii z rodzaju Campylobacter sp. na podtozu hodowlanym, a nastgpnie w migsie drobiowym. Wyka-
zano, ze oba czynniki dezynfekcyjne powodowaly zmniejszenie liczby bakterii Campylobacter sp.
W metodzie ptytkowej stopien redukcji bakterii wynosit powyzej 2 log jtk/ml, niezaleznie od szczepu
i czynnika dezynfekujacego. Stopien redukeji bakterii w migsie drobiowym po 30-minutowym wyjalawia-
niu wynosit od 0,19 log jtk/ml — szczep C. coli ATCC 43478 napromieniany UV do 1,16 log jtk/ml —
szczep C. jejuni (izolat wlasny) po dziataniu ozonem. W zalezno$ci od czynnika wyjatawiajacego: ozonu
Iub UV stopien redukcji przyjmowat $rednio wartosci odpowiednio: 1,0 i 0,3 log jtk/ml. Z uwagi na
otrzymane wyniki, zastosowanie tylko jednej z badanych technik dezynfekcji we wstgpnym procesie
oczyszczania migsa drobiowego nie bytoby dziataniem rekomendowanym. Natomiast ich uzycie z innymi
technikami dekontaminacji mogloby zwigkszy¢ efektywnos¢ sanityzacji i poprawi¢ bezpieczenstwo mi-
krobiologiczne migsa drobiowego, dlatego tez celowe jest prowadzenie dalszych prac w tym kierunku.

Stowa kluczowe: Campylobacter, migso drobiowe, ozonowanie, napromienianie UV

Drinz. A. Szosland-Faltyn, dr B. Bartodziejska, dr J. Krdlasik, dr B. Paziak-Domanska, Pracownia Mi-
krobiologii, Zaktad Jakosci Zywnosci, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof.
W. Dgbrowskiego, al. Pitsudskiego 84, 92-202 Lodz, Kontakt: anna.szosland@ibprs.pl
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Wprowadzenie

Campylobacter jest jednym z gtdéwnych patogenow odpowiedzialnych za zatrucia
pokarmowe. W krajach Unii Europejskiej odnotowano 220 209 zachorowan na kampy-
lobacterioz¢ w roku 2011 i 214 268 — w roku 2012 [1, 2]. Liczba zarejestrowanych
przypadkow tej odzwierzegcej choroby utrzymuje si¢ stale na wysokim poziomie. Za-
trucie spowodowane jest spozyciem glownie migsa drobiowego oraz mleka i jego prze-
twordow, przy czym wystepowanie Campylobacter spp. w produktach drobiowych do-
chodzi nawet do 90 % [3, 11]. Z tego wzgledu intensyfikuje si¢ badania w kierunku
poszukiwania technik dezynfekcyjnych bezpiecznych dla $rodowiska i1 skutecznie
usuwajacych ten patogen. Duze nadzieje wigze si¢ z niekonwencjonalnymi technikami
dezynfekcji, w tym z wykorzystaniem ozonowania i odkazania promieniowaniem ul-
trafioletowym.

Technika ozonowania nalezy do metod ekologicznych, w przeciwienstwie do tra-
dycyjnych metod z uzyciem chloru Iub innych zwiazkéw chemicznych. W Europie
ozon stosuje si¢ od lat do dezynfekcji wody pitnej. Pierwszy raz zastosowano go
w 1907 r. w Nicei [5]. W 1982 r. Urzad Kontroli Lekoéw i Zywnoéci USA (ang. Food
and Drug Administration — FDA) wpisal ozon na liste substancji bezpiecznych, maja-
cych status GRAS (ang. Generally Recognized as Safe), a w 2001 r. zatwierdzil go
jako s$rodek biobojczy, w odniesieniu do wszystkich rodzajow zywnos$ci, wlacznie z
migsem i drobiem [5, 6]. Wielu producentéw zywnosci wykorzystuje ozon jako za-
miennik chloru oraz innych substancji chemicznych, na réznych etapach procesow
technologicznych, gdyz jedynym produktem resztkowym ozonu jest tlen.

Do ekologicznych technik dezynfekcji zalicza si¢ promieniowanie ultrafioletowe,
zwlaszcza przy dtugosci fali A = 265 nm, ktorego biobodjcze dziatanie po raz pierwszy
zostalo wykorzystane na skale przemystowa w 1910 r. w Marsylii, do dezynfekcji wo-
dy [4, 7]. Powszechnie wprowadzono t¢ technike do dezynfekcji wody w Europie
w latach 80. XX w. [18]. W USA zezwolono na stosowanie promieniowania UV do
pasteryzacji sokow owocowych w 2000 r. Uznano, Ze jest to metoda bezpieczna wtedy,
gdy stopien redukcji wysokoopornych patogendéw wyniesie 5 log. W 2002 r. rozsze-
rzono aplikacyjny charakter promieniowania o dezynfekcj¢ w procesach przetwor-
czych réznego typu zywnosci [17].

Ozonowanie i1 promieniowanie UV przejawiajg biobojcze dzialanie zardéwno
w stosunku do bakterii, drozdzy, plesni, wirusow, pierwotniakow, jak i do spor bakterii
1 grzybow. Inaktywacja drobnoustrojow przez ozon polega na utlenianiu waznych
komponentéw bton komoérkowych oraz sktadnikéw zawieszonych w cytoplazmie, pod-
czas gdy promieniowanie UV oddziatuje na DNA, prowadzac do zahamowania proce-
sow replikacji i transkrypcji, a w konsekwencji do uniemozliwienia namnazania orga-
nizméw. Obie techniki stosuje si¢ do sanityzacji takich produktéow, jak warzywa,
owoce iryby [9, 15].
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Pomimo wszechstronnego stosowania obu technik do dezynfekcji réoznorodnych
produktéw, istnieje niewiele doniesien dotyczacych wykorzystania ich biobojczego
dziatania w stosunku do bakterii Campylobacter sp. w migsie drobiowym.

Celem pracy bylo okre$lenie skuteczno$ci technik dezynfekcji ozonem i promie-
niowaniem UV do inaktywacji bakterii z rodzaju Campylobacter sp. na podtozu ho-
dowlanym, a nast¢pnie w migsie drobiowym.

Material i metody badan

Material biologiczny stanowily szczepy wzorcowe Campylobacter coli ATCC
43478 1 Campylobacter jejuni ATCC 29428 oraz 2 szczepy wyizolowane z mi¢sa dro-
biowego, ktorych przynaleznos¢ do rodzaju Campylobacter sp. zostata potwierdzona
w testach biochemicznych zgodnie z normami oraz testem immunoenzymatycznym
Singelpath® Campylobacter (Merck, Niemcy) [13, 14].

Materiat do badan stanowity zakupione w handlu detalicznym filety z kurczaka
bez skory, w ktorych nie stwierdzono obecnosci Campylobacter sp. zgodnie z norma-
mi [13, 14]. Probki migsa drobiowego aseptycznie ci¢to na kawaltki o masie 1 g, opala-
no w ptomieniu palnika przez 15 s i studzono przez 5 min w temp. 20 + 2 °C — zgodnie
z metoda zaproponowana przez Isohanni i Lyhs [8]. Nastepnie zanieczyszczano je
zawiesing Campylobacter sp. o gestosci podanej nizej i pozastawiano na 15 min w celu
wniknigcia komorek bakterii. Tak przygotowane probki migsa poddawano dziataniu
ozonu oraz promieniowania UV. W doswiadczeniu wykorzystano generator ozonu
VOZ-01 (Viaken, Chiny), wytwarzajacy ozon dzigki wyladowaniu koronowemu,
z wydajnoscig 2000 mg/h oraz niskoprezng rtgciowa lampe wytadowezg TUV 15W/G
15 T8 (Philips, Holandia) o mocy 15 W, emitujaca promieniowanie ultrafioletowe
z maksimum przy A = 253,7 nm (UV-C).

Szczepy Campylobacter sp. przechowywano w stanie zamrozenia w temp. -20 °C
w kriobankach. Przed kazdym eksperymentem szczepy uaktywniano przez pojedynczy
pasaz na nieselektywnej pozywce Columbia agar z krwiag, w atmosferze mikroaerofil-
nej, w temperaturze 42 + 1 °C przez 48 h, stosujac gotowe zestawy CampyGen'"' firmy
Oxoid Ltd, (Mitsubishi Gas Chemical Company Inc., Japonia). W celu sprawdzenia
skutecznosci bakteriobojczego dziatania ozonu oraz promieniowania UV w stosunku
do szczepodw Campylobacter sp., hodowano je w temp. 42 + 1 °C przez 48 h na selek-
tywnej pozywce CASA (bioMerieux, Francja) w atmosferze mikroaerofilnej. Nastep-
nie sporzadzano zawiesing wyjsciowg o gestosci 0,5 wg skali Mc Farlanda, co odpo-
wiadato ok. 10° jtk/ml oraz szereg rozcienczen w postepie geometrycznym. Do
kontaminacji ptytek z podtozem hodowlanym CASA oraz probek migsa drobiowego
stosowano zawiesing o gestosci 107 jtk/ml. Wyniki liczby kolonii Campylobacter
przedstawiono w logarytmach dziesi¢tnych liczby jednostek tworzacych koloni¢ na
Iml zawiesiny.
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Sprawdzenie skutecznosci bakteriobojczego dzialania ozonu oraz promieniowania UV
w stosunku do szczepow Campylobacter sp.

Na ptytki z podtozem CASA, z naniesiong zawiesing Campylobacter sp., dziatano
ozonem lub promieniowaniem UV przez 10 min w temp. 20 + 2 °C, w komorze o po-
jemnosci 2,6 m’. Kontrole stanowily plytki zaszczepione bakteriami, niepoddawane
dezynfekcji. Kontaminowane bakteriami Campylobacter sp. probki migsa drobiowego
poddawano dziataniu ozonu lub promieniowania UV przez 15 i 30 min, w temp. 20 £
2°C, w komorze o pojemnosci 2,6 m’. Probe kontrolna stanowity probki migsa za-
szczepione bakteriami, niepoddawane dezynfekcji. Nastepnie plytki inkubowano
w warunkach opisanych wyzej.

Oznaczanie liczby Campylobacter sp. w migsie drobiowym

Kontaminowane probki migsa, dezynfekowane ozonem lub promieniowaniem
UV oraz niepoddane dezynfekcji, przenoszono do 9 ml zbuforowanej wody peptono-
wej 1 homogenizowano. Tak przygotowane probki z odpowiednich rozcienczen posie-
wano na podtoze CASA i inkubowano zgodnie z metoda opisang wyzej.

Eksperymenty powtarzano trzykrotnie.

Stopien redukcji Campylobacter sp. po dzialaniu ozonu i promieniowania UV ob-
liczano z rOwnania:

R=1logN, -logN,

gdzie:
log N, — liczba bakterii bez czynnika dezynfekujacego [log jtk/ml],
log N — liczba bakterii po ekspozycji na ozon lub promieniowanie UV [log jtk/ml].

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Obliczano wartosci $rednie i od-
chylenia standardowe oraz wykonano analiz¢ wariancji ANOVA. Obliczen dokonano
w programie Excel 2007.

Wiyniki i ich dyskusja

W pierwszym etapie badan, przeprowadzonym na zawiesinie czterech szczepow
bakterii Campylobacter sp. o gestosci 107 jtk/ml, naniesionej na plytki z podlozem
CASA po 10 min dezynfekcji ozonem i promieniowaniem UV, uzyskano peine zaha-
mowanie wzrostu bakterii, ktorego stopien redukcji wynosit powyzej 2 log jtk/ml (wy-
niki niepublikowane). Catkowita inaktywacja bakterii, w pierwszej cze¢sci badan po-
zwolita na przeprowadzenie eksperymentu na matrycy migsnej. Zatozony w obu
czesciach badan poziom kontaminacji rzedu 10* jtk/ml byt celowy, gdyz uwzgledniat
minimalng dawke infekcyjnag, ktora dla Campylobacter sp. jest bardzo niska 1 wynosi
500 + 800 komorek. Zastosowanie wskazanego czasu dezynfekcji z pierwszej czesci
eksperymentu, niezaleznie od czynnika, bylo nieefektywne i nie powodowato inhibicji
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wzrostu bakterii Campylobacter sp. w mig¢sie drobiowym. Dopiero wydtuzenie czasu
do 15 i 30 min spowodowato znaczacg redukcj¢ liczby komoérek bakterii. Wyniki tej
czesci badan przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1.  Stopien redukcji komoérek bakterii z rodzaju Campylobacter sp. w migsie drobiowym
Table 1.  Reduction degree of Campylobacter sp. count in poultry meat

Szczepy z rodzaju

Stopien redukcji
Campylobacter No N P J
. . . Degree of reduction
Strains of Campylobacter [log jtk/ml] [log jtk/ml] .
genus [log jtk/ml]

Po zastosowaniu 15-minutowej dezynfekcji ozonem / After 15 min ozone disinfection

C. jejuni ATCC 29428 1,92 +0,01 1,52+0,01 0,40" + 0,01
C. coli ATCC 43478 1,94 +£0,02 1,69 +0,01 0,25+ 0,01
C. jejuni (izolat wlasny) 2,17+0,01 1,60 £ 0,02 0,57+ 0,02
C. coli (izolat wlasny) 2,16+0,01 1,40 £ 0,01 0,76* + 0,01
Po zastosowaniu 30-minutowej dezynfekcji ozonem / After 30 min ozone disinfection
C. jejuni ATCC 29428 1,92 +0,01 1,03 £0,01 0,89°+ 0,01
C. coli ATCC 43478 1,94 £ 0,02 1,04 £ 0,01 0,90° £ 0,01
C. jejuni (izolat whasny) 2,17+0,01 1,01 £0,02 1,16°+ 0,02
C. coli (izolat wlasny) 2,16 £0,01 1,12 £0,04 1,04° + 0,03

Po zastosowaniu 15-minutowej dezynfekcji promieniowaniem UV
After 15 min UV irradiation

C. jejuni ATCC 29428 1,92 £ 0,01 1,82 +£0,01 0,10+ 0,02
C. coli ATCC 43478 1,94 +0,02 1,89 = 0,02 0,05+ 0,01
C. jejuni (izolat whasny) 2,17+£0,01 1,91 £0,01 0,26+ 0,01
C. coli (izolat wlasny) 2,16 £0,01 2,00+ 0,03 0,16+ 0,02

Po zastosowaniu 30-minutowej dezynfekcji promieniowaniem UV
After 30 min UV irradiation

C. jejuni ATCC 29428 1,92 £0,01 1,64 £0,01 0,28+ 0,01
C. coli ATCC 43478 1,94 £ 0,02 1,75+ 0,01 0,19°+ 0,01
C. jejuni (izolat whasny) 2,17+£0,01 1,77 £0,01 0,40° + 0,01
C. coli (izolat wlasny) 2,16 +£0,01 1,85 £0,02 0,31°+0,02

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stand-
ard deviations; Ny — liczba bakterii bez czynnika dezynfekujacego / count of bacteria without disinfectant
agent; N — liczba bakterii po ekspozycji na ozon lub promieniowanie UV / count of bacteria after exposi-
tion to ozone or UV irradiation; a, b — wartosci $rednie dla poszczegoélnych szczepow, oznaczone réoznymi
literami roznig si¢ istotnie przy p < 0,05 / mean values for individual strains, marked various letters are
significantly different at p <0.05.
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Z przeprowadzonych badan wynika, ze po 15-minutowej dezynfekcji migsa dro-
biowego stopien redukcji bakterii ksztaltowat si¢ od 0,05 log jtk/ml — szczep C. coli
ATCC 43478 poddany dziataniu promieniowania UV do 0,76 log jtk/ml — szczep C.
coli (izolat wilasny) poddany dziataniu ozonu. WydtuZzenie czasu dezynfekcji do
30 min, niezaleznie od zastosowanego czynnika dezynfekujgcego, spowodowalo staty-
stycznie istotny (p < 0,05) wzrost stopnia redukcji, ktory wynosit od 0,19 log jtk/ml
(szczep C. coli ATCC 43478 napromieniany UV) do 1,16 log jtk/ml (szczep C. jejuni
(izolat wlasny) po wyjalawianiu ozonem). Najwrazliwszy na dzialanie ozonu byt
szczep C. jejuni (izolat whasny), ktdrego stopien redukcji po 30-minutowym odkazaniu
tym czynnikiem wynosit 1,16 log jtk/ml (tab. 1). Zaobserwowano, ze szczepy wWzorco-
we Campylobacter sp. byly bardziej oporne na stosowane $rodki dezynfekujace niz
dwa pozostate izolaty, stanowigce naturalne zanieczyszczenie migsa.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost konsumpcji migsa drobiowego, ktory do
2019 r. ma si¢ zwigkszy¢ o 38 % w porownaniu z latami 2007 - 2009 [12]. Popyt na
migso drobiowe ksztattuje jego korzystna warto§¢ odzywcza, mata zawartos¢ thuszczu
oraz dostgpna cena. Nalezy jednak podkresli¢, ze migso drobiowe jest jednym z szyb-
ciej psujacych sie surowcow, zwlaszcza z powodu wysokiej ogolnej liczby drobno-
ustrojow. Nieprawidlowe przechowywanie badz spozycie poddanego niewlasciwej
obrobcee termicznej mig¢sa drobiowego wigze si¢ z ryzykiem zakazenia pokarmowego
takimi patogenami, jak: Salmonella, Listeria, Escherichia coli i Campylobacter — naj-
czesciej przytaczanym w literaturze czynnikiem etiologicznym zatrué, zwlaszcza po
spozyciu migsa drobiowego [16]. Opracowanie techniki skutecznie eliminujacej t¢
bakterig, a rtownoczesnie bezpiecznej dla sSrodowiska, jest sprawa priorytetowa.

W badaniach wykazano, ze oba czynniki dezynfekcyjne spowodowaty zmniejsze-
nie liczby bakterii Campylobacter sp. W metodzie ptytkowej stopien redukcji bakterii
wynosit powyzej 2 log jtk/ml, niezaleznie od szczepu i czynnika odkazajacego, nato-
miast w migsie drobiowym po 30-minutowym wyjalawianiu stwierdzono stopien re-
dukcji od 0,19 log jtk/ml (szczep C. coli ATCC 43478 napromieniany UV) do 1,16 log
jtk/ml (szczep C. jejuni, izolat wlasny, po dzialaniu ozonem). Mniejsza przezywalno$¢
szczepow Campylobacter sp. na ptytkach w poréwnaniu z mi¢sem drobiowym wynika
z lepszej penetracji obu czynnikdéw dezynfekcyjnych. Porowata struktura mig¢sa umoz-
liwia wnikanie komoérek bakterii w glab produktu i powoduje stabszg przenikalnos¢
srodkow dezynfekcyjnych. Wyniki badan wlasnych sg zgodne z danymi przytaczanymi
przez innych naukowcdow. Isohanni i Lyhs [8] wykazali stopien redukcji Campylobac-
ter jejuni z powierzchni migsa drobiowego po dziataniu promieniowaniem UV na po-
ziomie 0,7 log [8]. Muhlisin i wsp. [12], ozonujac migso drobiowe kontaminowane
bakteriami Salmonella Typhimurium, otrzymali stopien redukcji bakterii rzedu 0,8 log
jtk/g [12]. W niniejszych badaniach po 30-minutowym ozonowaniu migsa drobiowego
stopien redukcji bakterii Campylobacter sp. ksztaltowal si¢ $rednio na poziomie
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1,0 log jtk/ml, a po naswietlaniu promieniowaniem UV w tym samym czasie — 0,3 log
jtk/ml. Lindqvist i Lindblad [10] wykazali, Zze juz nieznaczny stopien redukcji Campy-
lobacter sp. z powierzchni tuszek drobiowych (powyzej 1 log na tuszke) wptywa zna-
€zgco na zmniejszenie ryzyka zatrucia pokarmowego u ludzi tym patogenem, stad ce-
lowe jest prowadzenie dalszych prac w tym kierunku.

Whioski

1. Techniki dezynfekcji ozonem i promieniowaniem UV powoduja zmniejszenie
liczby bakterii Campylobacter sp. zarbwno w metodzie ptytkowej, jak 1 w miesie
drobiowym, jednak przed wprowadzeniem ich do praktycznego stosowania naleza-
loby zbada¢ ich utleniajacy wplyw na substancje odzywcze, w ktore zasobne jest
mig¢so drobiowe.

2. Zastosowanie tylko jednej z badanych technik we wstepnym procesie oczyszczania
migsa drobiowego nie jest rekomendowanym dziataniem.

3. Wykorzystanie badanych technik w potaczeniu np. z fizycznymi metodami dekon-
taminacji, polegajagcymi na dzialaniu niskich lub wysokich temperatur moze
zwickszy¢ efektywno$¢ sanityzacji 1 poprawi¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne
migsa drobiowego.

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow tematu badawczego: ,, Badanie aktyw-
nosci metabolicznej szczepow nalezgcych do rodzaju Campylobacter, izolowanych
z surowego miesa drobiowego”. Badania statutowe Zaktadu Jakosci Zywnosci w £o-
dzi, Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dg-
browskiego — nr tematu: 500-01-ZJ-03.
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APPLICATION OF ENVIRONMENTALLY FRIENDLY TECHNIQUES TO INACTIVATE
CAMPYLOBACTER SP. IN POULTRY MEAT

Summary

Campylobacter is considered to be one of the major pathogens responsible for food poisoning that oc-
curs particularly after consuming the incorrectly stored or improperly thermally treated poultry meat.
Thus, research studies are intensified that are targeted at searching for disinfection techniques, which are
environmentally safe and effectively eliminate that pathogen. The Department of Food Quality at the
Institute of Agricultural and Food Biotechnology in £.6dZ undertook research the objective of which was
to determine the effectiveness of environmentally friendly disinfection with the use of ozone and ultravio-
let irradiation to inactivate Campylobacter sp. inoculated on agar plates, and, then, in poultry meat. It was
proved that the two disinfecting agents caused the counts of Campylobacter spp. to decrease. When apply-
ing the method with agar plates, the reduction degree of bacteria was above 2 log cfu /ml regardless of the
strain and sanitising agent. After 30 minutes of sterilizing the poultry meat, the reduction degree of bacte-
ria therein ranged from 0.19 log cfu / ml as for the strain of UV irradiated C. coli ATCC 43478 to 1.16 log
cfu /ml as for the ozone-treated C. jejuni (the authors’ own strain). Depending on the disinfecting agent:
ozone or UV light, the mean degree of reduction was, respectively: 1.0 and 0.3 log cfu/ml UV. Consider-
ing the results obtained, it would not be recommended to apply only one of the disinfection methods tested
to the initial cleansing process of poultry. However, the use of ozonation and UV irradiation together with
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other decontamination techniques could increase the effectiveness of sanitisation and improve the micro-
biological safety of poultry meat; therefore, it is advisable to continue the research in this field.

Key words: Campylobacter, poultry meat, ozonation, UV irradiation
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WPLYW DODATKU WYTELOKOW LNIANYCH NA POTENCJAL
ANTYOKSYDACYJNY TEMPE Z NASION LEDZWIANU

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu dodatku wytlokéw z nasion Inu, jako kosubstratu nasion ledz-
wianu w fermentacji typu tempe, na potencjat antyoksydacyjny otrzymanych produktow.

Sporzadzono 5 rodzajow tempe: z samych nasion lgdzwianu oraz z dodatkiem 5, 15, 25 i 35 % wytto-
kow Inianych. Otrzymane produkty zliofilizowano, odtluszczono, a nastepnie sporzadzono wodne i wod-
no-acetonowe (1 : 1, v/v) ekstrakty, w ktorych oznaczono zawarto$¢ fenoli, aktywnos$¢ antyrodnikowa
(ABTS™ i "OH lub DPPH’) oraz zdolno$¢ do redukcji.

Zawarto$¢ fenoli w ekstraktach wodnych byta o 20 + 80 % wigksza w przypadku produktow zawiera-
jacych wytloki Iniane w poroéwnaniu z tempe z samych nasion ledzwianu. Ekstrakty te charakteryzowaty
sie rowniez o 50 + 100 % wiekszg aktywnoécia wzgledem rodnika ABTS™. Stosunkowo niewielki,
15-procentowy dodatek wyttokow do podstawowego substratu fermentacji spowodowal rowniez maksy-
malny wzrost zdolnosci do wygaszania rodnika hydroksylowego. Ekstrakty wodne z produktow zawiera-
jacych 35-procentowy dodatek wyttokow wykazywaty o 40 % wyzsza i statystycznie istotna (p < 0,05)
zdolno$¢ do redukeji niz tempe z samych nasion ledzwianu. Zawarto$¢ fenoli w ekstraktach wodno-
acetonowych byta 0,5 + 3,5 razy wigksza w przypadku produktéw z dodatkiem wyttokéw Inianych. Eks-
trakty te wykazywaly rowniez 1,5 + 10 razy wigksza aktywno$¢ wzgledem rodnika DPPH" oraz 1,7 + 3
razy wyzsza zdolno$¢ do redukcji w porownaniu z produktem powstalym po fermentacji samych nasion
ledzwianu. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna byta skorelowana z zawartoscia fenoli, niezaleznie od rodzaju
zastosowanego ekstrahenta.

Stowa kluczowe: wytloki Iniane, ledZwian siewny, tempe, fenole rozpuszczalne, aktywnos$¢ antyrodniko-
wa, zdolnos¢ do redukcji
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Wprowadzenie

Nasiona Inu oleistego charakteryzujg si¢ unikatowym skladem, ktoéry stwarza
mozliwos¢ wykorzystania ich jako komponentu zywno$ci funkcjonalnej. Zawierajg
10,5 + 31,0 % biatka o sktadzie aminokwasowym porownywalnym z biatkiem nasion
soi [14], okoto 40 % thuszczu 1 30 % btonnika pokarmowego. Rozpuszczalny btonnik
nasion Inu wykazuje dziatanie hipocholesterolemiczne, a ponadto zmniejsza wchlania-
nie glukozy do krwi [3]. Olej nasion Inu bogaty jest w kwas a-linolenowy (ALA), kto-
ry moze stanowi¢, zaleznie od odmiany, 50 + 70 % puli wszystkich kwaséw thuszczo-
wych [7]. Dobroczynnos¢ spozywania nasion Inu i oleju Inianego wykazano
w badaniach z udziatem zwierzat i ludzi [5]. Nasiona Inu sg szczego6lnie bogatym zrd-
dtem lignanu secoisolariciresinolu (SDG), ktéry w jelicie grubym przeksztalcany jest
przez bakterie do enterodiolu i enterolaktonu [25]. SDG, jego aglikon SECO oraz po-
chodzace z nich lignany wykazujg aktywnos¢ antyoksydacyjng [6, 16] i przeciwrakowa
[5, 25]. Lignany z nasion Inu moga odgrywac rol¢ w obnizaniu ryzyka zachorowalno-
$ci na choroby uktadu sercowo- naczyniowego [17]. Ponadto SDG wykazuje dzialanie
przeciwcukrzycowe [5, 28].

Wytloki Iniane (makuchy) stanowig produkt odpadowy po ekstrakcji oleju z na-
sion. Jadalne makuchy (np. z nasion soi, stonecznika, rzepaku, orzechow ziemnych)
o wysokiej warto$ci odzywczej sg zwykle przeznaczane na pasz¢ dla zwierzat, gtdwnie
dla przezuwaczy i ryb [18]. Mozliwe jest jednak wykorzystanie wyttokow Inianych
jako komponentu produktow spozywczych dla ludzi. Pozyskane z nich izolaty biatka
oraz ich hydrolizaty o okreslonych wlasciwo$ciach moga stuzy¢ jako sktadniki zywno-
sci funkcjonalnej [10, 26, 27]. Ogunronbi i wsp. [13] wykorzystali wytloki z ciemno-
brazowych nasion Inu jako zamiennik maki do wypieku chlebow, a Nowicka i wsp.
[12] zastosowali wytloki Iniane jako komponent przecieru aroniowego. Ciekawg alter-
natywa zagospodarowania tego odpadu moze by¢ zastosowanie wytlokow Inianych
jako kosubstratu fermentacji typu tempe. Wyniki wezesniejszych doswiadczen wska-
zuja, ze w wyniku fermentacji nasion ledzwianu z dodatkiem makuchoéw Inianych przy
udziale szczepu Rhizopus microsporus var. chinensis uzyskuje si¢ produkt o wtasciwo-
$ciach funkcjonalnych. Dodatek nawet niewielkiej ilo§ci makuchow Inianych (5 %
m/m) do podstawowego substratu, jaki stanowity nasiona ledzwianu, pozwolil na uzy-
skanie tempe wzbogaconego w kwas n-3 linolenowy. Ttuszcz tego tempe charaktery-
zowal si¢ znacznie korzystniejszym stosunkiem kwasow n-6/n-3 w pordwnaniu z tem-
pe z samych nasion lgdzwianu (2,5/1 1 11/1 przy pozagdanym od 1/1 do 4/1). Ponadto
dodatek makuchdéw Inianych nie wplywal na zmniejszenie zawartosci biatka, jak i na
obnizenie jego strawnos$ci szacowanej metodag in vitro [22].

Celem pracy byto okreslenie wptywu dodatku wytlokéw Inianych, jako kosub-
stratu nasion lgdzwianu w fermentacji typu tempe, na potencjat antyoksydacyjny
otrzymanych produktow.
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Material i metody badan
Materiat doswiadczalny

Substratami fermentacji byly nasiona ledzwianu siewnego (Lathyrus sativus) od-
miany ‘Krab’, zakupione w Hodowli i Nasiennictwie Ogrodniczym Spéjnia (Nocho-
wo) oraz wyttoki (makuchy) po ttoczeniu oleju Inianego na zimno, otrzymane z Zakta-
du Ttoczenia Olejow Roslinnych i Produkcji Kosmetykdéw Efavit (Poznan).

Szczep Rhizopus microsporus var. chinensis (Institute for Microbial, Taichung,
Taiwan) hodowano na agarze brzeczkowym. Zarodniki pozyskiwano z dwunastodnio-
wych skosow, stosujac sterylny roztwdr soli fizjologicznej z dodatkiem peptonu
(0,01 g/) i Tweenu 80 (0,1 ml/l). Zawiesing zarodnikéw saczono trzykrotnie przez
filtry o $rednicy porow 11 pm (Nylon Net Filtres, Millipore) w celu pozbycia si¢ frag-
mentow grzybni. Gestos¢ zawiesiny szacowano metodg liczenia zarodnikow w komo-
rze Thoma.

Wiyttoki Iniane mieszano z takg objetoscia S-procentowego kwasu mlekowego,
aby zawarto$¢ wody w mieszaninie wynosita 40 %, a pH zawierato si¢ w zakresie 4 +
5. Nastepnie mieszaning autoklawowano (temp. 121 °C, 20 min). Po sterylizacji maku-
chy chtodzono do temp. 20 + 2 °C.

Nasiona ledzwianu myto, osuszano, gotowano w wodzie przez 30 min, a nastep-
nie moczono przez 18 h. Po moczeniu nasiona obtuskiwano recznie, dzielac je jedno-
czesnie na polowki i gotowano ponownie przez 15 min w wodzie zakwaszonej kwasem
mlekowym do pH 4,5 = 5,0. Po gotowaniu nasiona odsgczano, osuszano i chtodzono
do temp. <30 °C.

Nasiona ledzwianu oraz nasiona lgdzwianu z dodatkiem wyttokow Inianych mie-
szano z zarodnikami Rhizopus microsporus (1,2-10° zarodnikéw na 60 g wyjsciowej
masy substratu). Zainokulowany material wktadano do perforowanych woreczkow
foliowych i formowano zwarty pakiecik o wysoko$ci ok. 3 cm. Fermentacj¢ prowa-
dzono w temp. 37 °C przez 2 h (indukcja kietkowania zarodnikow), nastgpnie —
w 30 °C przez 27 h do uzyskania jednolicie przerosni¢tych i porosnigtych biatg grzyb-
nig probek, bez pierwszych oznak zarodnikowania. Proces zatrzymywano przez
10-minutowe gotowanie na parze, a nastgpnie material liofilizowano (liofilizator
Alpha, model 1-4, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Niemcy, ci$nienie
<1 mbar, 24 h).

Przygotowano 5 rodzajow produktéw: tempe z lgdzwianu oraz tempe z ledzwianu
z dodatkiem 5, 15, 25 i 35 % (m/m) makuchéw Inianych (kazdy w trzech powtorze-
niach). Materiat z trzech powtorzen mieszano przed liofilizacja.
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Metody badan

Przed wykonaniem analiz zliofilizowany material odttuszczano heksanem w apa-
racie Soxhleta.

Suchg mase (s.m.) oznaczano za pomocg wagosuszarki (WPS 110S, Radwag, Ra-
dom).

Fenole rozpuszczalne [g/kg s.m.] oznaczano metoda wedlug Swain i Hillis [24]
w ekstraktach wodnych (0,1 mol/l bufor fosforanowy, pH 7,4) o stezeniu 0,5 g w 15 ml
oraz w ekstraktach wodno-acetonowych (woda : aceton 1 : 1 v/v) o stezeniu 1 g
w 20 ml. Jako standard zastosowano kwas galusowy o stezeniach 0,1 + 1,5 mg %.

Aktywno$¢ neutralizacji wolnych rodnikow przez otrzymane produkty tempe
oznaczano wzgledem:

— rodnika hydroksylowego, wedlug Marambe i wsp. [8], w ekstraktach wodnych
(0,02 mol/l bufor fosforanowy, pH 7,4). Aktywnos$¢ antyrodnikowg wyrazano jako
ICs, co oznacza ilo§¢ mg probki, z ktorej sporzadzono ekstrakt o zdolnosci do wy-
gaszania 50 % rodnika hydroksylowego wygenerowanego w warunkach oznacze-
nia. Nizsza warto$¢ ICs, oznacza wyzsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa;

— rodnika ABTS™ (kwas 2,2’-azino-bis (3-etylbenzotiazolino-6-sulfonowy)), metoda
opisang przez Starzynska-Janiszewska i1 wsp. [21], w ekstraktach wodnych
(0,1 mol/l bufor fosforanowy, pH 7.4). Aktywno$¢ antyrodnikowg wyrazano
w ekwiwalentach troloksu [pmole troloksu/g s.m.] i jako 1Cs, co oznacza ilo$¢ mg
probki, z ktorej sporzadzono ekstrakt o zdolnosci do wygaszania 50 % rodnikoéw
ABTS™ w warunkach oznaczenia;

— rodnika DPPH’ (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl), metode opisang przez Pekkarine-
na i wsp. [15], w ekstraktach wodno-acetonowych (woda : aceton — 1 : 1 v/v).
Aktywnos¢ neutralizacji DPPH" wyrazano w pumolach troloksu/g s.m.

Ponadto oznaczano zdolnos¢ do redukceji, wedtug Ardestani i Yazdanparast [2],
w obu rodzajach ekstraktow. Zdolnos¢ do redukeji (RPs5) zdefiniowano jako ilo§¢ mg
probki, z ktorej sporzadzono ekstrakt, wywotujacy wzrost absorbancji mierzonej przy
dtugosci fali 700 nm o 0,5. Mniejsza wartos¢ RP,s wskazuje na wyzsza zdolnos¢ do
redukcji.

Ekstrakty z poszczegélnych probek wykonano w dwoch powtorzeniach, nato-
miast kazdg analiz¢ — w 4 lub 6 powtdrzeniach.

Wyniki opracowano statystycznie za pomocg programu Statistica wer. 10. Prze-
prowadzono jednoczynnikowg analiz¢ wariancji. W celu porownania wartosci srednich
zastosowano test NIR (p < 0,05). Wyliczono rowniez wspotczynniki korelacji
(p < 0,05) pomigdzy zawartoscig fenoli i aktywno$cia antyrodnikowg badanego mate-
riatu.
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Wyniki i dyskusja

Zawarto$¢ fenoli w ekstrakcie otrzymanym po wymywaniu tempe ledzwianowe-
go buforem fosforanowym wynosita 2,12 g/kg. Juz niewielki dodatek (5 % m/m) wy-
tlokow Inianych spowodowat istotny (p < 0,05), okoto 20-procentowy wzrost zawarto-
sci fenoli w badanym materiale. W przypadku tempe z najwigkszym udziatem
wytlokow oznaczony poziom fenoli byt wyzszy o ponad 80 % niz w produkcie z sa-
mych nasion lgdzwianu (tab. 1).

Tabela 1. Zawartos¢ fenoli i aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktow wodnych z tempe
Table 1.  Content of phenols and antioxidant activity of aqueous extracts from tempeh
Rodzaj Suma fenoli ABTS™ Zdolno$¢ do
tempe Total phenols ABTS™ ‘OH redukeji RPg s
[umole troloksu/g s.m.] L
Type of [g/kg s.m.] I trolox/e d ICsg ICsg Reducing
tempeh [g/kg dm] [umol trolox/g dm] power RPg 5
TO 2,12*+0,05 21,38%+0,52 1,40°+£0,034 | 5,04°£0,30 | 43,73 9+0,36
TS 2,60+0,01b 32,36 +0,94 1,13940,028 | 5,66 “+0,04 | 3647 °+048
T15 341+0,01¢ 39,46 ° + 0,64 1,01 °£0,013 | 3,98%+0,19 | 28,53 °+0,38
T25 3,39+0,02 ¢ 38,81 “+ 0,40 1,04°£0,012 | 48°+0,17 | 28,31°+0,62
T35 3,92+0,03d 45,39 9+ 1,02 0,93%+0,011 | 3,92%+0,07 | 27,32%+0,73

Objasnienia: / Explanatory notes:

TO — tempe bez dodatku wytlokéw Inianych (0 % makuchéw) / tempeh without flaxseed oil cake added;
T35 — tempe z 35-procentowym dodatkiem wytlokow Inianych / tempeh with 35 % of flaxseed oil cake
added; ICsy — ilo$¢ mg probki, z ktorej sporzadzono ekstrakt o aktywnosci wygaszania 50 % rodnikow
ABTS™/ "OH w warunkach oznaczenia / quantity of sample (mg) used to make extract able to scavenge
50% of ABTS™"/ "OH under the assay conditions; RP,s — iloé¢ mg probki, z ktorej sporzadzono ekstrakt
wywotlujacy wzrost absorbancji mierzonej A = 700 nm o 0,5 / quantity of sample (mg) used to make ex-
tract that causes the increase of 0.5 in absorbance measured at A = 700 nm. W tabeli przedstawiono
wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and standard deviations; wartosci
srednie w kolumnie oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 / mean
values in column and denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05).

Wazrost zawartosci fenoli zwigzany ze zmiang sktadu substratow fermentacji byt
skorelowany z aktywnos$cig antyrodnikowg i zdolnoscig do redukcji oznaczong w eks-
traktach wodnych. Istotne wspotczynniki korelacji Pearsona (p < 0,05) wskazujg na
silng zalezno$¢ badanych parametrow (tab. 2).

Dodatek wyttokéw do nasion ledzwianu spowodowat istotny wzrost aktywnos$ci
ckstraktow wodnych wzgledem wolnego rodnika ABTS™. Produkty z dodatkiem wy-
tlokow Inianych odznaczaty si¢ wigkszg wartoscig ekwiwalentéw troloksu — od 50 %
(TS) do ponad 100 % (T35) — niz tempe z samych nasion ledzwianu (tab. 1). Tempe
z 15-procentowym udzialem makuchow (T15) wykazywat istotnie (p < 0,05) wigksza
aktywno$¢ wygaszania rodnika hydroksylowego niz produkt otrzymany tylko z nasion
ledzwianu (TO). Najmniejsza dawke rodnikoéw hydroksylowych wygenerowanych
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w warunkach metody o aktywnos$ci neutralizacji 50 % (3,92 mg s.m. stanowiace 4/5
ICso probki TO) oznaczono w przypadku tempe z najwigkszym udziatem wytlokow.
Nie roznita si¢ ona jednak istotnie (p < 0,05) od wartosci probki T15. Oznacza to, ze
stosunkowo niewielki dodatek wyttokéw Inianych (15 %) do podstawowego substratu
fermentacji spowodowal maksymalny wzrost potencjalu wygaszania OH" w warunkach
doswiadczenia (tab. 1). Ekstrakty wodne produktéw otrzymanych na bazie nasion lg-
dzwianu 1 wytlokow Inianych charakteryzowaly si¢ rowniez istotnie (p < 0,05) wyzszg
zdolnoscia do redukcji niz ekstrakt z TO. Wskaznik RP,s byt tym nizszy, im wigkszy
byt udzial wyttokow z nasion Inu w substracie poddanym fermentacji. W przypadku
T35 dawka probki (mg s.m.) potrzebna do uzyskania absorbancji réwnej 0,5 byta
0 40 % mniejsza niz w tempe z samych nasion ledzwianu (TO) (tab. 1).

Tabela 2.  Wspotczynniki korelacji Pearsona migdzy zawartoscig fenoli i aktywnoscia antyoksydacyjna
ekstraktow wodnych z tempe
Table 2.  Coefficients of Pearson’s correlation between content of phenols and antioxidant activity of

aqueous extracts from tempeh

Wyszczegolnienie / Item ABTS™ ABTS™ ICs, ‘OH ICs, RP s
Suma fenoli / Total phenols 0,984 -0,943 -0,799 -0,959
ABTS™ - -0,981 -0,728 -0,968

ABTS ™" ICs, - - 0,653 0,955

‘OH ICs, - - - 0,717

Zawarto$¢ sumy fenoli wyekstrahowanych mieszaning wody i acetonu (1 : 1 v/v)
z tempe ledzwianowego wynosita 1,83 g/kg s.m. Dodatek 5 % wytlokow Inianych do
podstawowego substratu procesu spowodowal wzrost zawartosci fenoli o 50 %. Nato-
miast w produkcie zawierajacym 35 % makuchéw stwierdzono ponad 3,5-krotnie
wigkszg zawartos$¢ rozpuszczalnych fenoli niz w TO (tab. 3).

Tabela 3. Zawartos¢ fenoli i aktywnos¢ antyoksydacyjna ekstraktéw wodno-acetonowych
Table 3.  Content of phenols and antioxidant activity of aqueous-acetone extracts
Roizajetir;lp °| Suma fenoli / Total phenols |DPPH[umole troloksu/g s.m.]| Zdolno$¢ do redukcji RP 5
teyrgpeh [g/kg s.m.] / [g/kg dm] [nmol trolox/g dm] Reducing power RP 5
TO 1,83 4+0,021 2,04 *+0,25 63,57+ 1,90
T5 2,78 °+0,024 3,00 °+0,35 37,734+ 0,19
T15 4,41 °+0,084 11,14°+£0,22 26,95°+0,24
T25 5339+0,072 15,47 9+0,72 22,80 "+ 0,33
T35 6,79°+0,12 20,66 ©+ 0,67 18,84 %+ 0,51

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.
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Zmiany zawarto$ci zwigzkéw fenolowych w badanych ekstraktach byly wysoko
skorelowane z aktywnoS$cig antyrodnikowa i zdolnoscia do redukcji (istotne wspot-
czynniki korelacji Pearsona wynosity odpowiednio: r = 0,988 i -0,904, p < 0,05) —
tab. 4.

Dodatek wytlokow Inianych do nasion lgdzwianu spowodowat istotny wzrost ak-
tywnosci ekstraktow wodno-acetonowych wzgledem stabilnego rodnika DPPH'. Ak-
tywnos¢ ta, wyrazona w postaci ekwiwalentow troloksu [pmol/g s.m.] byta od 1,5 (T5)
do 10 razy (T35) wyzsza w poréwnaniu z tempe z samych nasion ledzwianu.

Wraz ze wzrostem udziatu wytlokéw Inianych w fermentowanym substracie
wzrastata tez istotnie (p < 0,05) zdolnos$¢ do redukcji oznaczona w ekstraktach wodno-
acetonowych. RP s probki T5 byto 1,7 razy nizsze, a probki T35 — ponad 3 razy nizsze
w poréwnaniu z RP, s probki TO.

Tabela. 4. Wspotczynniki korelacji Pearsona migdzy zawartoscig fenoli i aktywnoscia antyoksydacyjna
ekstraktow wodno- acetonowych z tempe

Table 4.  Coefficients of Pearson’s correlation between phenols and antioxidant activity of aqueous-
acetone extracts from tempeh

Wyszczegblnienie / Item DPPH’ RP5
Suma fenoli / Total phenols 0,988 -0,904
DPPH’ -0,852

Zawartos¢ fenoli w tempe ledzwianowym byla zgodna z wczes$niejszymi ozna-
czeniami autorow [20]. Dodatek wytlokéw Inianych, zawierajacych wyjsciowo
9,6 g/kg s.m. fenoli rozpuszczalnych (dane niepublikowane), do podstawowego sub-
stratu fermentacji, spowodowal istotng zmiang zawartosci tych zwigzkéw w tempe.
Niezaleznie od rodzaju zastosowanego rozpuszczalnika (bufor, woda i aceton w sto-
sunku 1 : 1) zawarto$¢ sumy fenoli zwigkszata si¢ wraz ze wzrostem udziatu wytlokdéw
w produkcie. Pomimo braku statystycznego porownania danych uzyskanych z dwoch
roznych ekstraktow mozna stwierdzi¢, ze rozpuszczalne zwiazki fenolowe tatwiej
przechodzity do fazy wodno-acetonowej. Wiadomo, ze podatnos¢ fenoli na ekstrakcje
jest zwigzana zaréwno z ich struktura chemiczng, lokalizacja w tkance roslinnej, jak
irodzajem materiatu. Ilo$¢ zwigzkéw fenolowych oznaczana w danym materiale
w duzej mierze zalezy od sposobu ekstrakcji [1, 19]. W niniejszej pracy zdecydowano
si¢ na ekstrakcje mieszaning wody z acetonem (1 : 1 v/v) na podstawie wynikow ba-
dan, ktore przedstawili Xu i wsp. [29] oraz wynikéw wlasnych, wstepnych doswiad-
czen (dane niepublikowane), ktore dowodzity wigkszej skutecznosci takiego ekstrahen-
ta wizolowaniu rozpuszczalnych zwigzkow fenolowych obecnych w produktach
tempe.
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W celu pehiejszej oceny potencjatu antyoksydacyjnego zastosowano kilka roz-
nych testow. Niezaleznie od rodzajow ekstraktu, aktywnos$¢ wygaszania wolnych rod-
nikow (ABTS™ i "OH lub DPPH’) oraz zdolno$¢ do redukcji byly silnie skorelowane
z poziomem fenoli. Podobne obserwacje poczynili Anwar i Przybylski [1], ktorzy ba-
dali aktywno$¢ antyoksydacyjng ekstraktow z nasion Inu.

Tempe z dodatkiem wyttokéw Inianych, charakteryzujacy si¢ zardéwno wigksza
zawartoscig fenoli rozpuszczalnych, jak 1 wigkszg aktywno$cig antyoksydacyjna
w poréwnaniu z tempe lgdzwianowym, moze poszerzy¢ asortyment zZywnoSci o ce-
chach funkcjonalnych, wzbogacanej w zwiazki bioaktywne pochodzenia naturalnego
[4]. Przyktadem takich produktow mogg by¢ chleby wypiekane z dodatkiem nasion Inu
[11, 23, 9]. W przypadku tempe oznaczone zawartosci fenoli, jak i ich antyoksydacyjna
aktywnos$¢, wynikaty nie tylko ze sktadu substratow, ale tez z dziatania metaboliczne-
go plesni w czasie fermentacji [21].

Whioski

1. Dodatek wytlokow Inianych do nasion lgdzwianu miat istotny wptyw na zawarto$¢
fenoli i aktywno$¢ antyoksydacyjna produktéw tempe, otrzymanych z tych surow-
cow.

2. Dodatek wyttokéw Inianych w ilosci 5 + 35 % do nasion lgdZzwianu wplynat na
wzrost zawarto$ci fenoli rozpuszczalnych w ekstraktach wodnych o 20 + 80 %,
a w ekstraktach wodno-acetonowych — o 50 +~ 270 %.

3. Produkty tempe, zawierajace wyttoki Iniane, charakteryzowaly si¢ znaczaco wyz-
szg aktywnoscia wzgledem wolnych rodnikow ABTS™, "OH, DPPH’ i wigksza
zdolnos$cia do redukcji w poréwnaniu z tempe lgdzwianowym.

4. Aktywno$¢ antyrodnikowa i zdolno$¢ do redukcji byly wysoko skorelowane
z zawartoscig rozpuszczalnych zwiagzkow fenolowych w tempe.
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EFFECT OF FLAXSEED OIL CAKE ADDITION ON ANTIOXIDANT POTENTIAL
OF GRASS PEA TEMPEH

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of flaxseed oil cake, added to grass pea
seeds as a tempeh-type fermentation co-substrate, on the antioxidant potential of the products produced.

Five types of tempeh were made: one type made from grass pea seeds only and 4 types with the addi-
tion of 5, 15, 25, and 35 % of flaxseed oil cake. The products produced were lyophilized, defatted and,
next, aqueous and aqueous-acetone extracts (1:1, v/v) were made, and the following was determined there-
in: content of phenols, antiradical activity (ABTS+< and *OH or DPPH), and reducing power.

As for the products containing flaxseed oil cake, the content of phenols in aqueous extracts was 20 —
80 % higher than in the tempeh from grass pea seeds only. Moreover, those extracts were characterized by
a 50-100 % higher activity towards ABTS+ radical. Additionally, the addition of only 15% - a relatively
low amount - of flaxseed oil cake to the basic fermentation substrate caused a maximal increase in the *OH
scavenging activity potential. The reducing power of aqueous extracts from products with 35% of flaxseed
oil cake added was 40% higher and statistically significant compared to the tempeh from grass pea seeds.
The content of phenols in aqueous-acetone extracts was 0.5 — 3.5 times higher in the products with flax-
seed oil-cake added. Additionally, these extracts showed a 1.5 - 10 times higher activity towards DPPHe
and a 1.7- 3 times higher reducing power compared to the products produced after the fermentation of
grass pea seeds only. The antioxidant activity was correlated with the content of phenols irrespective of
the type of the used extract.

Key words: flaxseed oil cake, grass pea, tempeh, soluble phenols, antiradical activity, reducing power
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WARTOSC ENERGETYCZNA, WEASCIWOSCI FIZYCZNE
I PRZYDATNOSC TECHNOLOGICZNA MLEKA KROW RASY
POLSKIEJ CZERWONEJ, BIALOGRZBIETEJ I SIMENTALSKIEJ
UTRZYMYWANYCH W SYSTEMIE NISKONAKEADOWYM

Streszczenie

Okreslono warto$¢ energetyczng, whasciwoscei fizykochemiczne (kwasowos$¢, gestosc), czas krzepnig-
cia mleka pod wplywem podpuszczki i stan dyspers;ji thuszczu (udziat kuleczek ttuszczowych < 6 um, 6 +
10 um i powyzej 10 um) w 969 probkach mleka pobranych od krow 3 ras — polskiej czerwonej (PC),
bialogrzbietej (BG) i simentalskiej (SIM) — uzytkowanych w 13 gospodarstwach w niskonaktadowym
systemie chowu. Grupe odniesienia stanowity 243 probki mleka pobrane od krow rasy polskiej holsztyn-
sko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej (PHF), uzytkowanych w intensywnych technologiach chowu (zy-
wienie TMR). Wykazano, ze pozyskane w sezonie jesienno-zimowym mleko od 3 ras kréw uzytkowanych
w systemie niskonakladowym miato istotnie (p < 0,01) wyzsza warto$¢ energetyczna w pordwnaniu
z mlekiem z sezonu wiosenno-letniego. W mleku kréw rasy PHF réznice te byly zdecydowanie nizsze
i statystycznie nieistotne. Najwickszg zawartos¢ kazeiny oznaczono w mleku krow rasy polskiej czerwo-
nej (2,84 %) i simentalskiej (2,75 %) pozyskiwanym w sezonie jesienno-zimowym, a najmniejsza i bardzo
podobng w obu sezonach — w mleku kréw PHF (odpowiednio: 2,52 i 2,57 %). Sredni czas koagulacji
mleka 3 ras krow uzytkowanych w systemie niskonakladowym w poréwnaniu z mlekiem kréw PHF byt
istotnie (p < 0,01) krotszy (okoto 4 min vs. 5 min 37 s). Mleko tych krow miato takze istotnie (p < 0,01)
wigkszy udziat kuleczek thuszczowych o duzych $rednicach (> 10 um), tzn. biatogrzbieta — 9,82 %, simen-
talska — 9,22 % i polska czerwona — 9,05 %, w poréwnaniu z mlekiem krow rasy polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej (7,34 %).

Stowa kluczowe: rasy bydta, mleko, warto$¢ energetyczna, wlasciwosci fizyczne, przydatnos¢ technolo-
giczna
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Wprowadzenie

Oceng wartosci uzytkowej bydta mlecznego w Polsce objetych jest 12 ras krow.
Ze wzgledu na wielko$¢ populacji pierwsze miejsce zajmuje rasa polska holsztynsko-
fryzyjska, drugie — rasa simentalska. Do grupy o uzytkowaniu mlecznym zalicza si¢
rowniez wszystkie 4 rasy rodzime, obj¢te programem ochrony zasobow genetycznych,
tzn. polska czerwong, biatogrzbieta, polska czarno-biatg i polska czerwono-bialg. In-
tensyfikacja produkcji zwierzecej metoda selekcji doprowadzita do wytworzenia ras
wysoko produkcyjnych, ktéore w drugiej potowie XX w. zaczely wypiera¢ rasy miej-
scowe (lokalne), niestanowigce konkurencji pod wzgledem ekonomicznym.

Rasy rodzime to bardzo cenny rezerwuar genow, zwlaszcza w przypadku bydta,
gdy nie mozna wroci¢ do protoplastow. Hodowcy cenig rasy lokalne za ich odpornosé¢
na choroby, dlugowieczno$¢ i tatwos¢ zacielen [11]. Podstawowa forma ochrony zwie-
rzat gospodarskich jest ochrona in situ, czyli uzytkowanie w rejonach, w ktorych zosta-
ty wyhodowane i pozyskiwanie od nich wartosciowych surowcoéw. Dotyczy to szcze-
golnie produktow markowych, np. serow nalezacych do lokalnych tradycji
kulinarnych. Jedng ze strategii gwarantujgcych trwato$¢ uzytkowania ras rodzimych
jest wypromowanie produktow od nich pochodzacych, ktére beda rozpoznawalne ze
wzgledu na wysokg jakos$¢ i dzigki temu uzyskaja wysoka ceng. Przyktadem takich
dziatan jest ser Parmigiano Reggiano, produkowany na pdtnocy Wiloch wylgcznie
z mleka krow rasy Reggiana. Cena takiego sera jest o 16 % wyzsza od sera Parmigiano
Reggiano produkowanego z mleka krow HF czy Brown-Swiss [20, 21].

O jakosci technologicznej mleka, a szczegdlnie o jego przydatnosci serowarskiej
decyduja m.in. sktad chemiczny (zawartos¢ suchej masy beztluszczowej, a przede
wszystkim kazeiny), jego kwasowo$¢ (warunkujaca zachowanie wtasciwosci koloidal-
nych), zdolnos¢ do koagulacji enzymatycznej oraz stan dyspersji thuszczu mlekowego
(2,4, 12].

Celem pracy byta ocena przydatnosci technologicznej mleka pozyskiwanego od
dwoch najstarszych polskich rodzimych ras krow, tj. polskiej czerwonej i bialogrzbie-
tej oraz rasy simentalskiej (utrzymywanej gtownie w Bieszczadach), uzytkowanych
w systemie niskonaktadowym w drobnych gospodarstwach Polski potudniowo-
wschodniej, na podstawie porownania z grupa odniesienia, ktorg stanowito mleko krow
polskich holsztynsko-fryzyjskich uzytkowanych, w technologiach intensywnych (zy-
wienie TMR).

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowito 1212 probek mleka pobranych od kroéw 4 ras
uzytkowanych mlecznie: biatogrzbietej (BG), polskiej czerwonej (PC), simentalskiej
(SIM) 1 polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej (PHF). Prébki mleka
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pobierano w 14 gospodarstwach towarowych produkujacych mleko, z czego 4 utrzy-
mywaly krowy rasy bialogrzbietej, 5 — polskiej czerwonej, 4 — simentalskiej i 1 — pol-
skiej holsztynsko-fryzyjskiej. Krowy rasy biatogrzbietej utrzymywane byty na terenie
wschodniej Polski w oborach liczacych 12 + 21 krow, simentalskiej — w rejonie Biesz-
czad w oborach o obsadzie 13 + 23 kréw, a polskiej czerwonej — na terenie Beskidu
Niskiego w oborach o 11 + 25 krow. We wszystkich 13 gospodarstwach zwierzeta
utrzymywano w oborach uwi¢ziowych. Krowy rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej
(jako grupa kontrolna) utrzymywane byly na Lubelszczyznie w oborze wolnostanowi-
skowej, liczacej 70 krow. Wszystkie obory objete byly oceng wartosci uzytkowej bydta
mlecznego i spetnialy wymagania niezb¢dne do produkceji mleka, ktore okresla Rozpo-
rzadzenie Komisji (WE) nr 1662/2006 z dnia 6 listopada 2006 r. [17].

W gospodarstwach utrzymujacych rasy lokalne krowy byly zywione paszami
wlasnymi. W sezonie wiosenno-letnim podstawa byta zielonka pastwiskowa uzupet-
niana sianem i1 dodatkiem pasz tresciwych (Srut zbozowych). W sezonie jesienno-
zimowym podstawe stanowity: sianokiszonka i siano, w 7 gospodarstwach podawano
dodatkowo kiszonke z kukurydzy, a uzupelieniem byla pasza tresciwa. Krowy rasy
PHF zywione byly przez caly rok w systemie intensywnym (TMR), a w sktad dawki
TMR wchodzita kiszonka z kukurydzy, sianokiszonka, siano oraz $ruty poekstrakcyjne
i zbozowe. Gospodarstwa utrzymujace rasy lokalne mozna zaliczy¢ do niskonaktado-
wych. Srednia wielko$¢ stada krow wynosita 17,8 szt., a wydajnos¢ za okres laktacji —
na poziomie 4201 kg mleka. Pasze pochodzity z trwatych uzytkéw zielonych, ktore
stanowity 69,7 % powierzchni gospodarstwa. Powierzchnia kukurydzy z przeznacze-
niem na kiszonke, w przeliczeniu na 1 krowe wynosita tylko 0,039 ha. Gospodarstwo
utrzymujace krowy rasy PHF mozna zaliczy¢ do intensywnego systemu produkcji.
Przecigtna wydajno$¢ wynosita 7143 kg mleka, w strukturze gospodarstwa dominowa-
ty grunty orne (58,3 %), na ktorych uprawiano gtéwnie kukurydze na kiszonke. Po-
wierzchnia tej uprawy wynosita na 1 krowe 0,43 ha. Nie stosowano wypasu pastwi-
skowego.

Probki mleka pobierano indywidualnie od krowy z calego doju (metoda AT4 [7])
dwukrotnie w ciggu roku, tzn. w sezonie wiosenno-letnim (V - VIII) i jesienno-
zimowym (XI - III). Eliminowano probki o liczbie komérek somatycznych powyzej
400 tys./cm’. W kazdej probee oznaczano: sktad chemiczny (zawarto$é biatka, thuszczu
i laktozy) w celu okreSlenia wartosci energetycznej mleka — aparatem Infrared Milk
Analyzer (Bentley Instruments, USA), zawarto$¢ kazeiny — metodg Walkera [12],
kwasowos¢ czynnag — pH (pH-metrem Elmetron CP-401, Polska) i potencjalna, gestos¢
— laktodensymetrem, czas krzepnigcia mleka na skutek dziatania podpuszczki — metoda
Scherza [12] oraz udziat kuleczek thuszczowych w poszczegdlnych przedziatach $red-
nic, tj. <6 pm, 6 = 10 pm i pow. 10 pm — mikroskopowo (mikroskop OlympusCX41,
Japonia) w preparatach wybarwionych Sudanem III [12]. Warto$¢ energetyczng 1 kg
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mleka obliczano przy stosowaniu fizjologicznych wspotczynnikow energii brutto wg
Rubnera i réwnania podanego przez Pijanowskiego i wsp. [14].

Do opracowania uzyskanych wynikoéw zastosowano program StatSoft Inc Stati-
stica ver. 6. Zastosowano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA dla ukladow
czynnikowych z interakcjg), okres$lajac wplyw rasy i sezon produkcji. Istotnos$¢ rdznic
migdzy wartoSciami $rednimi weryfikowano testem NIR Fischera (najmniejszych
istotnych réznic) przy poziomie p = 0,051 p =0,01.

Wyniki i dyskusja

Uzyskana w badaniach dobowa wydajno$¢ mleka 3 ocenianych ras kréw, uzyt-
kowanych w systemie niskonaktadowym, byta zdecydowanie mniejsza od wydajnosci
krow rasy PHF, uzytkowanych w systemie intensywnym (tab. 1). W przypadku kroéw
rasy SIM roznice te siggaty od 6 kg w sezonie wiosenno-letnim do 15 kg w sezonie
jesienno-zimowym. Wydajnos¢ krow ras rodzimych wynosita 10 = 12 kg mleka
w okresie jesienno-zimowym i 15 kg — w wiosenno-letnim, byla wigc mniejsza o okoto
10 kg w sezonie wiosenno-letnim i prawie o 20 kg w sezonie jesienno-zimowym. Wy-
kazano istotny (p < 0,01) wplyw sezonu produkcji na wydajnos¢ mleczng wszystkich 4
ocenianych ras. Krowy utrzymywane w systemie niskonaktadowym, tzn. Zzywione tra-
dycyjnie (z wypasem pastwiskowym w lecie oraz z sianokiszonka i sianem w zimie),
uzyskiwaty zdecydowanie wicksza wydajno$¢ w sezonie wiosenno-letnim: SIM
o 3,8 kg (23 %), PC o0 2,9 kg (24 %), a BG az o 4,9 kg (47 %) niz w jesienno-
zimowym. W intensywnym sposobie uzytkowania krow rasy PHF wigksza wydajnos¢
($rednio 31,4 kg) uzyskiwano w sezonie jesienno-zimowym niz w wiosenno-letnim
(25,8 kg). Roznice migdzy sezonami pod wzgledem mlecznej produkcyjnosci krow
ocenianych ras zwigzane byly z warto$cig pokarmowg podawanych im pasz, co pod-
kresla wielu autorow [1, 3, 5, 16]. Mleko od 3 ras krow: PC, SIM i BG, uzytkowanych
w systemie niskonaktadowym, z sezonu jesienno-zimowego mialo istotnie (p < 0,01)
wyzszg warto$¢ energetyczna, odpowiednio o [%]: 5,6, 6,5 i 8,0 % niz mleko tych
krow z sezonu wiosenno-letniego. W mleku kréw rasy PHF roznice te byly zdecydo-
wanie mniejsze (2,5 %) i statystycznie nieistotne (tab. 1).

Rasa i sezon produkcji miaty istotny wptyw na kwasowo$¢ ocenianego mleka.
Najwyzszg kwasowoscig (zarowno czynng, jak i potencjalng) charakteryzowato si¢
mleko kréow rasy PC z sezonu wiosenno-letniego (wartos¢ pH — 6,64 i °SH — 7,26),
a najnizsza — BG z sezonu jesienno-zimowego (warto$¢ pH — 6,72 1 °SH — 6,53). Nale-
zy jednak podkresli¢, ze we wszystkich wyrdznionych podgrupach (rasa x sezon) kwa-
sowo$¢ potencjalna ocenianego mleka miescita si¢ w przedziale 6,0 +~ 7,5 °SH, co od-
powiada zaleceniom normy PN-A-86002:1999 [15]. W przypadku ggstosci nie
wykazano generalnie istotnego wplywu rasy, jak i sezonu produkcji (z wyjatkiem ge-
stosci mleka rasy simentalskiej) na te ceche (tab. 1).
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Jak wykazano, rasa kréw nie miata wptywu na zawartos¢ suchej masy bezttusz-
czowej, roznicowata natomiast istotnie zawartos¢ kazeiny w mleku (tab. 2). Najwigcej
kazeiny oznaczono w mleku kréw PC i1 SIM, pozyskiwanym w sezonie jesienno-
zimowym (odpowiednio: 2,84 1 2,75 %). W przypadku 3 ras krow uzytkowanych
w systemie niskonaktadowym stwierdzono istotny (p < 0,01 i p < 0,05) wptyw sezonu
produkcji na zawarto$¢ kazeiny w mleku, co nalezy wigzaé¢ z tradycyjnym systemem
zywienia [5, 9]. W mleku krow rasy PHF, uzytkowanych w intensywnej technologii
(zywienie TMR), stwierdzono najmniejszg zawartos¢ kazeiny (w stosunku do 3 pozo-
statych ras) i bardzo zblizong w obu sezonach produkcji (odpowiednio: 2,52 1 2,57 %).
O przydatnosci mleka do produkcji seréw decyduje réwniez stosunek biatka do thusz-
czu. Najkorzystniejszy (Srednio 0,85) stwierdzono w mleku krow rasy SIM, natomiast
w mleku pozostatych 3 ras byt on bardzo podobny (0,80 +~ 0,81). W mleku krow rasy
BG wykazano istotnie (p < 0,01) wigksza warto$¢ tego wskaznika w sezonie jesienno-
zimowym (0,84) w poréwnaniu z wiosenno-letnim (0,78). Istotnie wyzsza warto$¢
stosunku biatkowo-ttuszczowego w mleku kréw rasy SIM wykazali rowniez Bartlow-
ska i wsp. [4] oraz Litwinczuk i wsp. [13]. W tych ostatnich badaniach mleko pocho-
dzito od krow SIM uzytkowanych w technologii intensywnej (zywienie TMR), co by
wskazywato, ze rasa ta ma genetycznie zakodowany korzystny stosunek biatka do
thuszczu w mleku.

Zdolnos$¢ krzepnigcia mleka pod wptywem podpuszezki jest bardzo cennym
wskaznikiem w produkcji serowarskiej. Czas koagulacji enzymatycznej mleka prawi-
dtowo krzepnacego powinien wynosi¢ 4 + 10 min [12]. Wykazano, ze czas koagulacji
podpuszczkowej mleka 3 ras krow uzytkowanych w systemie niskonaktadowym byt na
zblizonym poziomie, tzn. wyniost $rednio okoto 4 min i byt on istotnie (p < 0,01) krot-
szy od czasu krzepni¢cia mleka krow PHF uzytkowanych w intensywnej technologii
(Srednio 5 min 37 s). W przypadku wszystkich ras (za wyjatkiem BG) wykazano istot-
ny wpltyw sezonu produkcji na czas krzepnigcia mleka. Korzystniejszy w tym wzgle-
dzie byl sezon wiosenno-letni. Auldist i wsp. [2] podaja, ze skrzepy parakazeinowe
o najwyzszej jakosci uzyskiwano z mleka krow rasy normandzkiej i montbeliarde o
najwiekszym udziale kazeiny. De Marchi i wsp. [6] wykazali, ze sposrdd 5 ras bydla
(holsztynsko-fryzyjskiej, brown swiss, simental, rendeny i alpinegray) mleko krow
rasy holsztynsko-fryzyjskiej miato najmniejszg krzepliwos$¢ (podobnie jak w badaniach
whasnych). Pod wptywem podpuszczki najszybciej krzepto mleko lokalnej rasy rende-
na, a powstaty skrzep byt najbardziej zwiezty i jedrny. Tyrisevd 1 wsp. [19] twierdza,
ze mleko pochodzace od krow zywionych zielonkg pastwiskowa szybciej ulega koagu-
lacji enzymatycznej, co znajduje potwierdzenie w badaniach wtasnych. We wszystkich
13 gospodarstwach utrzymujacych krowy rasy PC, BG i SIM stosowano wypas pa-
stwiskowy.
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Thuszcz mleczny, w tym stan jego dyspersji, decyduje rowniez o przydatnosci
mleka do przetworstwa. Srednica kuleczek tluszczowych ma bowiem wplyw na jakosé
wyrobow mleczarskich. Wykazano, ze mleko wszystkich 3 ras kréw uzytkowanych
w systemie niskonaktadowym réznito si¢ pod tym wzgledem od mleka PHF (tab. 2).
Miato bowiem istotnie (p < 0,01) wigkszy udziat kuleczek o duzych rozmiarach (BG —
9,82 %, PC — 9,05 % i SIM — 9,22 %), w porownaniu z mlekiem krow PHF (7,34 %),
przy jednocze$nie nizszym udziale matych kuleczek tluszczowych (odpowiednio [%]:
57,89, 62,51 1 56,32 w stosunku do 67,04). Wigksza zawartos¢ duzych kuleczek ttusz-
czowych w thuszczu mlecznym utatwia, zdaniem Gonzalesa i wsp. [10] oraz Dewet-
tincka i wsp. [8], procesy produkcji serow twardych, ktore szybciej dojrzewaja i maja
lepsza konsystencj¢. Masto wyprodukowane z takiego mleka (o wigkszym udziale
duzych kuleczek ttuszczowych) wedtug tych autoréw wykazuje lepsza barwe i konsy-
stencj¢ oraz zawiera mniej cholesterolu (mniejsza powierzchnia otoczek ttuszczo-
wych).

Wyzsza jako$¢ technologiczng mleka krow ras lokalnych nalezy zapewne wigzac
z niskonaktadowym system ich uzytkowania, ale prawdopodobnie takze z uwarunko-
waniami genetycznymi. Sawicka-Zugaj i Litwinczuk [18] wykazali znacznie wigksza
zmienno$¢ genetyczng obu najstarszych polskich ras bydta, tzn. polskiej czerwonej
i biatogrzbietej w porownaniu z polska holsztynsko-fryzyjska. Autorzy stwierdzili
w obrebie 24 mikrosatelitarnych /oci DNA krow rasy polskiej czerwonej 181 alleli,
biatogrzbietej — 171, a polskiej holsztynsko-fryzyjskiej — tylko 146. By¢ moze niektore
z tych alleli, ktére wystepuja jeszcze u krow ras lokalnych (a zostaty juz utracone przez
krowy ras wysoko produkcyjnych w procesie intensywnej selekcji) warunkuja korzyst-
niejsze cechy jako$ciowe tego surowca.

Whioski

1. Pozyskiwane w sezonie jesienno-zimowym mleko od krow utrzymywanych
w systemie niskonaktadowym miato istotnie (p < 0,01) wyzsza warto$¢ energe-
tyczng w poréwnaniu z mlekiem z sezonu wiosenno-letniego. W mleku krow PHF
uzytkowanych w systemie intensywnym roznice te byty zdecydowanie nizsze i sta-
tystycznie nieistotne.

2. Rasa krow i sezon produkcji miaty istotny wptyw na kwasowos$¢ ocenianego mle-
ka, jednak z zaznaczeniem, ze kwasowos$¢ wszystkich ocenianych probek byta na
odpowiednim poziomie.

3. Najwigkszg zawarto$¢ kazeiny stwierdzono w mleku kréw rasy polskiej czerwone;j
1 simentalskiej, pozyskiwanym w sezonie jesienno-zimowym (2,84 i 2,75 %).
W przypadku 3 ras krow uzytkowanych w systemie niskonaktadowym stwierdzono
istotny (p < 0,01 i p <0,05) wptyw sezonu produkcji na zawarto$¢ kazeiny w mle-
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(1]

(2]
(3]

ku. Najmniejszg zawarto$¢ kazeiny i bardzo zblizong w obu sezonach produkcji
(2,5212,57 %) stwierdzono w mleku krow PHF.

Czas koagulacji enzymatycznej mleka pozyskiwanego od 3 ras krow uzytkowa-
nych w systemie niskonaktadowym byt na zbliZzonym poziomie, tzn. wynosit sred-
nio okoto 4 min i byt istotnie (p < 0,01) krotszy w odniesieniu do mleka kréw PHF
uzytkowanych w systemie intensywnym ($rednio 5 min 37 s).

Mileko 3 ras krow uzytkowanych w systemie niskonaktadowym zawierato istotnie
(p < 0,01) wiecej kuleczek thuszczowych o duzych rozmiarach (powyzej 10 pm),
tj. biatogrzbieta — 9,82 %, simentalska — 9,22 % i polska czerwona — 9,05 %, w po-
roéwnaniu z mlekiem krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej (7,34 %).

Mleko krow ras rodzimych (polskiej czerwonej i bialogrzbietej) oraz simentalskiej
uzytkowanych w systemie niskonaktadowym stanowi marginalng cze$¢ surowca
przerabianego w Polsce przez przemyst mleczarski, moze jednak stanowi¢ cenny
surowiec do wyrobu produktow regionalnych i tradycyjnych, ktére przy odpo-
wiedniej promocji moga stanowi¢ wazne zrodto dochodu w gospodarstwie.
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FOOD ENERGY, PHYSICAL PROPERTIES, AND PROCESSING SUITABILITY OF MILK
FROM COWS OF POLISH RED WHITEBACKED AND SIMMENTAL BREEDS KEPT USING
LOW-INPUT SYSTEM

Summary

There were determined: food energy, physical properties (acidity, density), rennet coagulation time,
and dispersion state of fat (percentage rate of fatty globules < 6 pm, 6-10 pm and above 10 pm) in 969
samples of milk from 3 breeds of cows: Polish Red, Whitebacked, and Simmental, which were utilized in
13 farms applying a low input system. The control group of samples consisted of 243 milk samples col-
lected from the Polish Holstein-Friesian (PHF) cows utilized with the use of intensive husbandry technol-
ogies (TMR feeding). It was shown that the milk, produced in the autumn-winter season by the three cow
breeds kept using a low input system, had a significantly (p<0.01) higher food energy value compared to
the milk produced during the spring-summer season. Those differences were definitely much lower and
statistically insignificant in the cow’s milk from the PHF breed. The highest content of casein was deter-
mined in the milk from the Polish Red (2.84%) and Simmental (2.75%) cows and produced in the autumn-
winter season, whereas the lowest content of casein, very similar for the two seasons (2.52 % and 2.57%,
respectively) was reported in the milk from the PHF cows. A mean coagulation time of milk from the
three breeds of cows utilized using a low input system was significantly (p<0.01) shorter (ca. 4 min vs.
57 min 37 sec) compared to the milk from the PHF cows. Additionally, the milk from those cows had
a significantly (p < 0.01) higher percentage rate of fatty globules showing large diameters (> 10 pm),
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namely: Whitebacked — 9.82 %, Simmental — 9.22 %, and Polish Red — 9.05 %, in comparison to the milk
from the Polish Holstein-Friesian cows (7.34 %).

Key words: cattle breed, milk, food energy, physical properties, processing suitability
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WPLYW PROBIOTYCZNYCH KULTUR STARTEROWYCH
NA ZAWARTOSC CHOLESTEROLU W MLECZNYCH
NAPOJACH FERMENTOWANYCH

Streszczenie

Z mleka krowiego poddanego pasteryzacji i zaszczepionego kulturami starterowymi DVS: YC-180
(Lactobacillus ~ delbrueckii  subsp. bulgaricus oraz Streptococcus thermophilus), YO-MIX 207
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis), LA-5 (Lactobacillus acidophillus) 1 BB-12 (Bifidobacterium bifidum)
wyprodukowano napoje fermentowane. W mleku i wyprodukowanych z niego 1- i 14—dniowych napojach
fermentowanych oznaczono zawarto$¢ tluszczu, pH i kwasowo$¢ miareczkowa, a takze zawarto$é
cholesterolu metoda enzymatyczng z uzyciem oksydazy cholesterolowej. Mleko pasteryzowane zawieralo
srednio 20,0 mg/100 g cholesterolu, a jego tluszcz - 5,64 mg/g. W wyprodukowanych jednodniowych
napojach fermentowanych z udziatlem szczepionek YC-180, YO-MIX 207, LA-5 i BB-12 stwierdzono
statystycznie istotng (p < 0,05) redukcje¢ poziomu cholesterolu, w poréwnaniu z mlekiem, odpowiednio do
[%]: 49,4, 41,3, 44,8 1 45,9 poczatkowej jego zawartosci w 100 g mleka i odpowiednio do [%]: 54,9, 44,3,
46,3 148,0 w 1 g thuszczu mleka. Kultury starterowe wykazaty zroznicowanie pod wzglgdem zdolnosci do
zmniejszania zawartosci cholesterolu, przy czym najwigksze — szczepionka YO-MIX 207, a najmniejsze —
YC-180. Podczas 14-dniowego przechowywania napojow w warunkach chlodniczych zaobserwowano
dalsze zmniejszenie poziomu cholesterolu w napojach i w ich ttuszczu, $rednio o okoto 15 %.

Stowa kluczowe: mleko, kultury starterowe, probiotyczne napoje fermentowane, cholesterol

Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej odgrywajg pozytywng role w obnizaniu poziomu
cholesterolu w organizmie cztowieka [10, 16, 17, 23, 24, 30, 31, 32, 37]. Z badan
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niektorych autorow wynika, ze majg one zdolno$¢ obnizania poziomu cholesterolu juz
w mleku po jego zaszczepieniu i inkubacji [12, 21, 25, 36]. Za zjawisko wigzania
cholesterolu przez bakterie fermentacji mlekowej odpowiedzialny jest obecny w ich
scianie komorkowej peptydoglikan [4, 13, 22]. Wigzanie to ma charakter fizyczny
(tzw. adhezja) lub chemiczny (tzw. asymilacja) [19]. Z badan przeprowadzonych przez
Hosono i Tono-Okat [9] oraz Usmana 1 Hosono [33] wynika, ze peptydoglikan
wyizolowany z bakterii zawiera od 28 + 34 % calkowitej ilosci cholesterolu, ktory
zostal wbudowany w komorki lub w $ciang komodrkowsa bakterii. Ziarno i wsp. [38]
wskazujg, ze réznice w poziomie zwigzanego cholesterolu przez drobnoustroje sg
uzaleznione od wlasciwosci chemicznych i strukturalnych peptydoglikanu obecnego w
komorkach mikroorganizméw. Wymienieni autorzy uwazajg, ze $ciany komorkowe
martwych bakterii fermentacji mlekowej wykazujg takze zdolno§¢ do wigzania
cholesterolu, przy czym ilo$¢ cholesterolu usunigtego przez zywe komorki bakterii jest
znacznie wicksza niz tego, ktory zostaje przytaczony przez martwe komorki. Wyniki
badan innych autoréw dowodza, ze wigzanie cholesterolu przez pateczki fermentacji
mlekowej jest wigksze niz przez paciorkowce. Smith i wsp. [27], Fujishiro i wsp. [5]
oraz Lu i wsp. [20] uwazaja, ze przyczyna obnizania poziomu cholesterolu w napojach
fermentowanych sa enzymy majace zdolnos$¢ rozktadania cholesterolu (np. reduktaza
lub oksydaza cholesterolowa), ktore sa produkowane przez niektére drobnoustroje.

Obserwuje si¢ zroznicowanie redukcji zawarto$ci cholesterolu w mleku w
zaleznos$ci od kultur bakteryjnych stosowanych do jego zaszczepiania. Akalin i wsp.
[1] oraz Juskiewicz i Panfil-Kuncewicz [12] zaobserwowali mniejsza redukcje
poziomu cholesterolu w jogurcie uzyskanym z mleka zaszczepionego Bifidobacterium
bifidum i Lactobacillus acidophilus w poréwnaniu z jogurtem wyprodukowanym z
dodatkiem kultur Streptococcus thermophilus oraz Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. Ci ostatni wykazali, ze w jogurtach o mniejszej zawartosci tluszczu
nastepuje wigksza redukcja zawartosci cholesterolu w poréwnaniu z jogurtami
wysokotluszczowymi. Hang i Luo [8] stwierdzili, ze niektore szczepy Lactobacillus
acidophillus 1 Lactococcus diacetilactis moga obnizy¢ poziom cholesterolu nawet o 45
% w $mietanie w poroOwnaniu ze $mietanka. Z badan przeprowadzonych przez Ziarno i
wsp. [39] wynika natomiast, ze w $mietanie przechowywanej przez 14 dni zawartos¢
cholesterolu zmniejsza si¢ o 35 % w poréwnaniu z jego poziomem w $mietance.
Autorzy dowiedli, ze czas przechowywania wplywa na zmniejszenie zawartoSci
cholesterolu w produkcie oraz na zywotno$¢ i ilos¢ mikroorganizméw w mlecznych
produktach fermentowanych. Zmniejszenie zawarto$ci cholesterolu w masle po
dodaniu do plazmy bakterii Lactobacillus acidophilus zaobserwowali roéwniez Kisza i
wsp. [14].

Prozdrowotne wtasciwosci bakterii probiotycznych znane sa dzigki prowadzonym
badaniom [15, 30, 34, 35, 40, 41], w tym dotyczacym obnizenia poziomu cholesterolu
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w organizmie czlowieka pod wptywem zywnoS$ci zawierajacej te probiotyczne mikro-
mikroorganizmy [7, 26, 29]. Uwage poswigca si¢ rowniez badaniu wptywu niektorych
gatunkow bakterii probiotyczych na obnizenie poziomu cholesterolu w napojach
fermentowanych wyprodukowanych z ich udzialem. Znacznie mniej publikacji
dotyczy oceny zmian zawartosci cholesterolu w mleku po jego inkubacji ze szczepami
probiotycznymi, szczegodlnie w postaci pojedynczych kultur Bifidobacterium lub
Lactobacillus, mogacych mie¢ zastosowanie w przemystowej produkcji napojow
probiotycznych.

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu kultur starterowych o zréznicowanym
sktadzie (w tym probiotycznych), po inkubacji w mleku w optymalnych dla nich
warunkach temperatury i czasu, na zmiany zawarto$ci cholesterolu w mnapojach
fermentowanych $wiezych i przechowywanych w warunkach chtodniczych przez 14
dni, w porownaniu z mlekiem przed inkubacja.

Material i metody badan

Materiatem do§wiadczalnym bylo mleko surowe pobierane 3-krotnie w okresie od
maja do czerwca 2012 r. Mleko pochodzitlo od krow rasy polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej odmiany czarno-biatej z okolic Krakowa. Kazdorazowo mleko dzielono na
5 czgscei. Kazda z nich pasteryzowano w temp. 95 °C przez 10 min. Jedng czg$¢ mleka
chtodzono do temp. 45 °C i zaszczepiano 2-procentowym dodatkiem zakwasu DVS
jogurtowego YC-180 (Christian Hansen, Dania), zawierajacego szczepy Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus oraz Streptococcus thermophilus, a nastgpnie w tej
temperaturze inkubowano przez 6 h do uzyskania skrzepu o pH 4,6 + 4,8. Uzyskany
napoj oznaczono jako YC-180. Drugg czg¢s¢ mleka chtodzono réwniez do temp. 45 °C,
zaszczepiano 2-procentowym dodatkiem zakwasu DVS YO-MIX 207 (Christian
Hansen, Dania), zawierajacego szczepy Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis. Meko z
zakwasem inkubowano przez 6 h do uzyskania pH 4,6 + 4,8. Uzyskany napoj
oznaczono jako YO-MIX. Trzecig cz¢§¢ mleka chtodzono do temp. 38 °C, dodawano 2
% zakwasu DVS LA-5 (Christian Hansen, Dania), zawierajgcego szczepy
Lactobacillus acidophillus 1 w tej samej temperaturze inkubowano przez 12 h do
uzyskania skrzepu o pH 4,6 + 4,8, uzyskujac nap6j fermentowany LA-5. Z czwartg
czgscia mleka postepowano jak z poprzednig, przy czym mleko zaszczepiano
szczepionkg BB-12 (Christian Hansen, Dania), zawierajaca pojedynczy szczep
Bifidobacterium bifidum, uzyskujac nap6j BB-12. Piata czg$¢ mleka spasteryzowanego
przeznaczano do przeprowadzenia analiz. Napoje fermentowane przechowywano w
warunkach chtodniczych (4 °C) przez 14 dni.

Przeprowadzono analizy mleka pasteryzowanego, napojéow fermentowanych
swiezych i 14-dniowych.
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We wszystkich probkach mleka oznaczano (w trzech powtdrzeniach):

— zawarto$¢ thuszczu — metodg objetosciowa Gerbera [18],

— oznaczenie kwasowosci miareczkowej (°SH) — metodg Soxhleta-Henkla [18],

— oznaczenie kwasowos$ci czynnej (pH) — metodg potencjometryczng za pomocg pH-
metru CP-502 Elmetron Polska [18],

— oznaczenie zawarto$ci cholesterolu — metoda enzymatyczng z uzyciem oksydazy
cholesterolowej wedlug Grossmanna i wsp. [6], opracowana przez firme
R-Biopharm (Boehringer Mannheim/R-Biopharma-Enzymatische Bioanalytik).
Metoda ta polega na pomiarze absorbancji roztworu kontrolnego i roztworu
badanego po dodaniu odczynnika — enzymu oksydazy cholesterolowej, przy
dtugosci fali & = 405 nm. Pomiaru absorbancji dokonywano w spektrofotometrze
Helios Gamma i Delta Spectro-Lab. (Thermo Elektron Corp., Wielka Brytania).

W $wiezych i 14-dniowych napojach fermentowanych oznaczano:

— zawarto$¢ thuszczu — metoda Gerbera [18],

— kwasowos¢ czynng (pH) — metoda potencjometryczng za pomocg pH-metru [18].

— kwasowo$¢ miareczkowg metoda Soxhleta-Henkla [18],

— zawarto$¢ cholesterolu — metoda enzymatyczna, jak podano wyzej, z uzyciem
oksydazy cholesterolowej wedtug Grossmanna i wsp. [6], opracowang przez firme
R-Biopharm [Boehringer Mannheim/R-Biopharma-Enzymatische Bioanalytik].

Wyniki przeprowadzonych oznaczen opracowano statystycznie za pomocg
programu komputerowego Statistica v. 8.0. Obliczono wartosci $rednie analizowanych
parametréw i odchylenia standardowe. Przeprowadzono jedno- i dwuczynnikowg
analizg wariancji. Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami $rednimi weryfikowano
wielokrotnym testem rozst¢pu Duncana na poziomach istotnosci p < 0,051 p <0,01.

Wyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono wyniki oznaczania wybranych wlasciwosci mleka
krowiego pasteryzowanego oraz wyprodukowanych z niego $wiezych napojow
fermentowanych.

Srednie zawarto$ci thuiszczu w badanym mleku pasteryzowanym i w napojach
fermentowanych nie réznity si¢ statystycznie istotnie, natomiast stwierdzono
statystycznie istotne réznice (p < 0,01) migdzy mlekiem i napojami pod wzgledem
kwasowosci czynnej i miareczkowej. Najwyzszym pH charakteryzowaty si¢ napoje BB
(wyprodukowane z udziatem Bifidobacterium bifidum), a najnizszym — YC
(wyprodukowane z udziatem Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus), co moze $wiadczy¢é o wigkszych zdolno$ciach fermentacyjnych
tradycyjnych kultur starterowych w poréwnaniu z probiotycznymi, a szczegdlnie z
Bifidobacterium bifidum.
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Tabela 1.  Wtasciwosci mleka i $wiezych napojow fermentowanych
Table 1.  Properties of milk and freshly fermented milk drinks

Rodzaj napoju Zawarto$¢ thuszczu Kwasowos$¢ miareczkowa oH
Type of fermented milk Content of fat [%] Titratable acidity [°SH]
drink X+s/SD X+s/SD X+s/SD

Ml}fl;;:j;fgzrz ivlv;ne 3,70 + 0,35 6,50 A+ 0,06 6,82 4+ 0,03
YC 3,39+ 0,16 29,0 B+ 1,42 4398+0,02

YO-MIX 3,47 +0,37 2828+1,27 44984017

BB 3,57 +0,38 25,68+552 4808+0,91

LA 3,53 + 0,43 27,28+6,80 471%+0,48

Objasnienia: / Explanatory notes:

YC — napdj fermentowany z Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus / drink
fermented using Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus; YO-MIX — napoj
fermentowany z Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Str. thermophilus, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis / drink fermented using Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Str.
thermophilus, Lactobacillus —acidophilus, Bifidobacterium lactis; BB — napoj fermentowany z
Bifidobacterium bifidum / drink fermented using Bifidobacterium bifidum; LA — napoj fermentowany z
Lactobacillus acidophilus / drink fermented using Lactobacillus acidophilus;

X — wartos$¢ $rednia /mean value; s — odchylenie standardowe; / SD- standard deviation; n =3

A, B — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w kolumnie r6znig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,01)
/ mean values in column and denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.01;

We wszystkich wyprodukowanych napojach fermentowanych stwierdzono
statystycznie istotnie (p < 0,01) mniejsza zawarto$¢ cholesterolu niz w mleku
pasteryzowanym (tab. 2). Sposrod probiotycznych bakterii starterowych najwicksza
redukcje cholesterolu, w porownaniu z mlekiem, spowodowaty kultury YO-MIX (z
udzialem Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Str. thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium lactis) — o 58,7 % w przeliczeniu na 100 g produktu i o
55,5 % —na 1 g thuszczu. Nie stwierdzono natomiast réznic pod wzgledem zawarto$ci
tego sktadnika miedzy poszczegolnymi napojami fermentowanymi.

Juskiewicz 1 Panfil-Kuncewicz [12] oceniali stopien redukcji cholesterolu w
mleku przez kultury starterowe o sktadzie mikrobiologicznym zblizonym do
wykorzystanych w niniejszej pracy: YC (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus) 1 YO-MIX (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Str. thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis). Stwierdzili, ze
kultury starterowe YC w wigkszym stopniu redukujg zawarto$¢ cholesterolu niz YO-
MIX (odpowiednio o: 19,8 + 22,2 % i 3,1 = 3,2 %). Badania wtasne wskazywaty na
odwrotng tendencje, ale réznice migdzy ocenianymi napojami fermentowanymi nie
byly statystycznie istotne. Marshall [21] podaje, ze kultury starterowe zawierajace
Lactobacillus acidophillus 1 Lactobacillus casei majg szczegolne zdolnosci do
obnizania zawartosci cholesterolu. Zheng i Lu [36] przebadali zdolno$¢ redukowania
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cholesterolu w medium mlecznym przez 14 szczepdéw bakterii w tym: 5 szczepow Lac-
Lactobacillus acidophillus, a takze L. bulgaricus, Streptococcus thermophillus, L.
casei, L. helveticus, Lactococcus cremoris, Lactococcuus diacetylactis, Lactococcus
lactis. Stwierdzili, ze 2 szczepy: Lactobacillus acidophillus 1 Lactococcuus
diacetylactis wptynely na zmniejszenie zawarto$¢ cholesterolu > 45 %, a pozostate — w
zakresie 40 + 45 %. Serajzadeh i Alemmzadeh [25] podaja, Zze zdolno$¢ do
redukowania cholesterolu w napojach fermentowanych wykazuja zard6wno wolne, jak i
immobilizowane komorki bakterii Lactobacillus acidophilus.

Tabela 2. Zawartos¢ cholesterolu w mleku oraz w mlecznych napojach fermentowanych, determinowana
rodzajem napoju
Table 2.  Content of cholesterol in milk and fermented milk drinks as determined by drink type

Zawarto$¢ cholesterolu / Content of cholesterol
0, &y
¢ [A)Ii?wzmi}ss lzwz [% zawarto$ci w
Rodzaj napoju X £s/SD stosu nLilel(c)a] szezu X £s/SD stosunku do mleka]
Type of drink [mg/g thuszczu] [mg/100 g napoju] [Expressed as
/g fat [Expressed as /100 g drink ercentage % of
[me/g fat] percentage % of milk [mg g drink] p mili] ’
fat]
Mleko
pasteryzowane | 546"+ 0,42 100,0 20,004+ 1,6 100,0
Pasteurized milk
YC 3,008 +0,16 54,9 9,885+0,05 494
YO-MIX 2,428+0.23 443 8,265+0,21 41,3
BB 2,538+0,29 46,3 8,958+1,01 448
LA 2,628+0,11 48,0 9,18 3+ 0,70 45,9

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

Po przeprowadzeniu analizy dotyczacej wpltywu czasu przechowywania i rodzaju
kultur probiotycznych na zawartos¢ ttuszczu w napojach fermentowanych oraz na ich
kwasowos$¢ miareczkowg 1 czynng stwierdzono brak statystycznie istotnego wptywu
(przy p < 0,05) obu czynnikow doswiadczalnych na zawarto$¢ tluszczu. Nie
stwierdzono rowniez istotnego wpltywu rodzaju kultur starterowych 1 czasu
przechowywania na kwasowos$¢ napojow (tab. 3).

Stwierdzono natomiast statystycznie istotny wplyw zaréwno rodzaju kultur
starterowych, jak i czasu przechowywania na zawartos¢ cholesterolu w napojach
fermentowanych w przeliczeniu na 1 g ttuszczu (p < 0,01) oraz w przeliczeniu na 100 g
napoju (p < 0,05 1 p < 0,01) — tab. 4. We wszystkich napojach z dodatkiem kultur
probiotycznych zawarto$¢ cholesterolu byta mniejsza niz w napoju YC. Zawartosc
cholesterolu zostala najbardziej zredukowana w napojach probiotycznych YO-MIX, w
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mniejszym

Tabela 3. Kwasowos$¢ czynna (pH) i miareczkowa oraz zawarto$¢ tluszczu w mlecznych napojach

fermentowanych, determinowane rodzajem uzytej kultury starterowej 1 czasem
przechowywania
Table 3.  pH and titratable acidity, and content of fat in fermented milk drinks as determined by type of
starter culture and time of storage
L, Kwasowos¢
Zawarto$¢ thuszezu .
o miareczkowa
Czynniki Conte?t of fat Titratable acidity pH
Factors [%] [°SH]
X +s/SD X +s/SD X +s/SD
Czas przechowywania 1 3,48 +0,15 27,48 £1,95 4,60 +0,14
Storage time [dni / days] 14 3,54 +£0,14 30,53 £ 1,60 4,41 £0,11
YO 3,33+0,12 29,97 £0,93 4,33 £0,04
Rodzaj napoju YO-MIX 3,47+0,23 29,60 £0,91 4,42 £0,04
Type of drink BB 3,66 +0,25 26,67 +3,57 4,76 £0,26 1
LA 3,60 +0,26 29,80 + 3,73 4,51+0,23

Objasnienia symboli jak pod tab. 1 / Meanings of symbols as in Tab. 1 1.
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and
standard deviations; n = 12 (dni / days), n = 6 (napoje / drinks).

Tabela 4. Zawarto$¢ cholesterolu w mlecznych napojach fermentowanych, determinowana rodzajem
uzytych kultur starterowych i czasem przechowywania
Table 4.  Content of cholesterol in fermented milk drinks as determined by type of starter cultures used
and storage time
" Zawarto$¢ cholesterolu / Content of cholesterol
C;iigisl [mg/g ttuszczu] / [mg/g of fat]|[mg/100 g napoju] / [mg/100 g of drink]
X s/SD X s/ SD
Czas przechowywania 1 2,644 0,11 9,074 0,32
Storage time
[dni] / [days] 14 2,258 0,08 7,71 B 0,30
YC 2,77 % 0,14 9,17 % 0,32
Rodzaj napoju YO-MIX 220" 0,17 7,548 0,39
Type of drink BB 2,30° 0,15 8,26 0,67
LA 2,50 0,09 8,59 0,49

Objasnienia: / Explanatory notes:

Objasnienia symboli jak pod tab. 1 / Meanings of symbols as in Tab. 1.

A, B — wartosci $rednie oznaczone réoznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,01) w obregbie
czynnika / mean values denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.01 within
factor; a, b - wartosci $rednie oznaczone roéznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05)
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w obregbie czynnika / mean values denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05
within factor.

za$ stopniu — w napojach BB i LA (tab. 4). Do istotnego (p < 0,01) zmniejszenia
zawartosci cholesterolu w badanych napojach przyczynit si¢ rowniez 14-dniowy okres
przechowywania (tab. 4, rys. 1). Wielu autorow podkresla, ze zdolnos¢ i efektywnosé
wigzania cholesterolu przez bakterie fermentacji mlekowej zalezg od ich gatunku
i szczepu [2, 3, 4, 9, 39]. Juskiewicz i Panfil-Kuncewicz [12] oraz Tabuchi i wsp. [28]
twierdza, ze zdolnos¢ ta zalezy takze od fazy wzrostu 1 zywotno$ci bakterii.
Najwicksza redukcja cholesterolu nastgpuje podczas logarytmicznego wzrostu
komorek.

12
Aa

- AC
5 10
=]
o
Q
3
8 8
5]
S
6 = ayc
—
52 6
S & HYO
8 E
ﬁ — EBB
(=]
= 4 OLA
32
[=]
E
£ 2
N

0

1 dzien / 1st day 14 dni/ 14 days

Objasnienia: / Explanatory notes:

Objasnienia symboli jak pod tab. 1 / Meanings of symbols as in Tab. 1.

A, B, C — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,01) / mean
values denoted by different letters differ statistically significantly at p <0.01;

a, b, ¢ — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean
values denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05.

Rys. 1. Zawarto$¢ cholesterolu w mlecznych napojach fermentowanych zréznicowanych rodzajem
uzytych kultur starterowych, podczas przechowywania

Fig. 1. Content of cholesterol in milk drinks, fermented using different types of starter cultures, during
storage
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Whioski

1.

Zastosowanie bakterii probiotycznych do fermentacji mleka wplyn¢lo na istotng
redukcje zawarto$ci cholesterolu, ktéra poglebiata si¢ podczas 14-dniowego
przechowywania napojow fermentowanych.

Pomigdzy napojami stwierdzono istotne rdéznice pod wzgledem zdolnos$ci redukcji
cholesterolu, wynikajgce z rodzaju uzytych kultur bakterii kwasu mlekowego.
Tradycyjne kultury jogurtowe (YC — Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus) w mniejszym stopniu redukowaty zawarto$¢
cholesterolu w mleku w poréwnaniu z kulturami probiotycznymi.

Badania zrealizowano i sfinansowano z tematu DS/3700/WTZ w latach 2011

i2015.

(2]
(3]

(4]
(3]
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(1]
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EFFECT OF PROBIOTIC STARTER CULTURES ON CHOLESTEROL LEVEL
IN FERMENTED MILK DRINKS

Summary

Fermented drinks were produced from pasteurized cow’s milk inoculated using the following DVS
starter cultures: YC-180 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus),
YO-MIX 207 (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium lactis), LA-5 (Lactobacillus acidophillus), and BB-12 (Bifidobacterium
bifidum). In the milk and in the fermented milk drinks made from it and stored for 1 and 14 days, the
following was determined: content of fat, pH value,, titrable acidity, and cholesterol level using an
enzymatic method with a cholesterol oxydase. The pasteurized milk contained 20.0 mg/100 g of
cholesterol on average, whereas its fat contained 5.64 mg/g of cholesterol. Compared to the milk, in the
produced one-day old milk drinks fermented using YC-180, YO-MIX 207, LA-5 and BB-12 starters, a
statistically significant (p < 0.05) reduction was found in the level of cholesterol; it amounted to,
respectively: 49.4 %, 41.3 %, 44.8 %, and 45.9 % of the initial content of cholesterol in 100 g of milk and
to, respectively: 54.9 %, 44.3 %, 46.3 %, and 48,0 % in 1 g of milk fat. The starter cultures applied
differed in their capacity to decrease the content of cholesterol: the capacity of YO-MIX 207 inoculating
culture was the strongest, whereas that of YC-180 was the weakest. During chilled storage of drinks for 14
days, a further decrease was reported in the cholesterol level in the drinks and in their fat: 15 % on
average.

Key words: milk, starter cultures, fermented probiotic drinks, cholesterol
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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu wyselekcjonowanych preparatdéw biatek mleka na
wlasciwoséci fizykochemiczne i reologiczne mlecznych napojow fermentowanych, otrzymanych przy
uzyciu potencjalnie probiotycznych bakterii Lb. casei. Preparaty bialek mleka zastosowane do produkcji
mlecznych napojow fermentowanych wplywaly stymulujaco na wzrost szczepu Lb. casei 1L26. Po
3-tygodniowym przechowywaniu w warunkach chlodniczych mlecznych napojow fermentowanych,
otrzymanych z pelnego mleka w proszku, najwyzsza liczb¢ komorek bakterii szczepu Lb. casei L26
(3,50x10% jtk/ml) stwierdzono w produktach wzbogaconych 1 % koncentratu biatek serwatkowych
(WPC). Dodatek preparatow biatek serwatkowych miatl wyrazny wplyw na wlasciwosci reologiczne
mlecznych napojow fermentowanych. Skrzepy mlecznych napojow fermentowanych otrzymane z mleka
odtluszczonego charakteryzowaty si¢ wyzszymi warto§ciami takich parametrow, jak twardos$¢ czy wspot-
czynnik konsystencji. Twardo$¢ skrzepow mlecznych napojow fermentowanych otrzymanych z odthusz-
czonego mleka w proszku (OMP) wynosita 0,51 N. Skrzepy napojow z dodatkiem 2 % izolatu biatek
serwatkowych (WPI) cechowaty si¢ twardoscia — 1,65 N. Produkty otrzymane przy uzyciu szczepu Lb.
casei L26 charakteryzowaly si¢ duza synereza, niezaleznie od zawartosci ttuszczu w mleku. Wzrost steze-
nia WPI od 0,5 do 2 % w napojach fermentowanych otrzymanych z OMP powodowal stopniowe zmniej-
szanie ilosci wydzielonej serwatki z 11,98 do 1,03 %. Oprocz poprawy wiasciwosci fizykochemicznych
mlecznych napojow fermentowanych, wzbogacanie ich preparatami biatek mleka wptywato na zwigksze-
nie waloréw prozdrowotnych oraz nadawato produktom cechy zywnosci funkcjonalne;.
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Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) stosowane sg powszechnie do produkcji
zywnos$ci fermentowanej. Najczgsciej sa to bakterie z rodzaju Lactobacillus, a wérdd
nich Lb. casei. Do najbardziej znanych szczepow Lb. casei nalezy Shirota, ktory jest
szczepem o wilasciwosciach probiotycznych. Szczep ten zostat zastosowany do pro-
dukcji fermentowanego napoju mlecznego Yakult, wprowadzonego na rynek japonski
w 1935 1. [17]. Probiotyczne szczepy Lb. casei wykazuja whasciwosci prozdrowotne,
udokumentowane klinicznie. Metabolity wytwarzane przez ten szczep wykazujg m.in.
dziatanie antybakteryjne i antywirusowe [8, 24]. Probiotyczne szczepy Lb. casei sto-
sowane sg zarowno w mlecznych, jak i w miesnych produktach fermentowanych [3,
25, 26].

Mleko zawiera niezbedne sktadniki odzywcze potrzebne do wzrostu bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus, jednak nie wystepuja one w odpowiedniej ilosci i w formie do-
stepnej dla komorek bakteryjnych, co ogranicza ich namnazanie [19]. Dodatkowe Zro-
dto aminokwaséw moze stymulowaé wzrost bakterii probiotycznych, szczegdlnie
w przypadku zastosowania kultur starterowych niezawierajacych w swoim sktadzie Lb.
bulgaricus [27]. Biatka mleka zawierajg wszystkie niezb¢dne aminokwasy, ktore sg
zrodtem azotu organicznego dla bakterii [10]. W celu uzyskania odpowiedniej tekstury
mlecznych napojow fermentowanych najczesciej stosowany jest dodatek hydrokolo-
idow polisacharydowych lub preparatow biatkowych [9, 21-23]. W literaturze jest sto-
sunkowo niewiele prac naukowych poswigconych badaniom wptywu biatek mleka na
stymulowanie wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus. Preparaty biatek serwatkowych
czy hydrolizaty kazeiny dodawane sg w celu skrocenia czasu fermentacji Lb. acidophi-
lus, gdyz sa zrodtem aminokwasow 1 weglowodandéw potrzebnych do wzrostu komorek
bakteryjnych [5]. Laktoferyna stymulowata wzrost bakterii z rodzaju Bifidobacterium,
ale rowniez szczepow Lb. acidophilus [12]. Wybrane preparaty biatek mleka stymulo-
waly wzrost bakterii Lb. acidophilus zastosowanych do otrzymania mlecznych napo-
jow fermentowanych [14].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu wyselekcjonowanych preparatow
biatek mleka na wtasciwosci fizykochemiczne i reologiczne mlecznych napojow fer-
mentowanych, otrzymanych metoda termostatowsg przy uzyciu potencjalnie probio-
tycznych bakterii Lb. casei, oraz okreSlenie wptywu wybranych preparatow bialek
mleka na przezywalno$¢ bakterii Lb. casei podczas chtodniczego przechowywania tych
napojow.

Material i metody badan

Material biologiczny uzyty w badaniach stanowil szczep Lactobacillus casei
LAFTI L26 ((DSM, Polska)
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Do przeprowadzenia badan zastosowano: podloze podstawowe MRS (BTL,
Lodz), mleko pelne w proszku (PMP) (OSM, Krasnystaw), odtluszczone mleko
w proszku (OMP) (Biomlek, Chetm); koncentrat biatek serwatkowych (WPC 65) (Mi-
lei GmbH, Allgau, Niemcy), izolat biatek serwatkowych (WPI) (Milei GmbH, Allgau,
Niemcy), serwatke w proszku demineralizowang (SPD) (Euroserum, Port-Sur-Saone,
Francja) oraz kazeinoglikomakropeptyd (CGMP), (Arla Food, Dania) i o- laktoalbu-
ming (o-la) (Arla Food, Dania).

Okreslenie wptywu preparatow biatek mleka na wzrost bakterii w ptynnym podtozu
hodowlanym

W celu okreslenia wptywu wybranych preparatow biatek mleka na wzrost bada-
nych szczepow bakterii dokonano pomiaru gestosci optycznej hodowli bakteryjnych
(OD), prowadzonych przez 48 h w temp. 37 °C, przy wykorzystaniu automatycznego
czytnika wzrostu drobnoustrojow - Bioscreen C (OY Growth Curves, Finlandia) [15].
Hodowle prowadzono na zmodyfikowanym podtozu MRS, w ktorym zrédtem azotu
byly wybrane preparaty biatek mleka w stgzeniu 0,25 %.

Otrzymanie mlecznych napojow fermentowanych

Sterylne, 10-procentowe regenerowane OMP zaszczepiano 100 ul zawiesiny ko-
morek bakterii Lb. casei 126 1 inkubowano w temp. 37 °C do czasu uzyskania liczby
komoérek bakterii na poziomie 10’ + 10® jtk/ml [6]. Przygotowane w ten sposob inoku-
lum postuzyto do szczepienia 13-procentowych roztworéw mleka w proszku. Mleczne
napoje fermentowane z dodatkiem monokultury bakterii Lb. casei L26 i wybranych
preparatéw biatek mleka w ilosci [%]: 0,5, 1 1 2 otrzymano metoda termostatowg [14].

Okreslenie wielkosci synerezy w mlecznych napojach fermentowanych

Wielkos¢ synerezy oznaczano po 12 h od zakonczenia procesu fermentacji we-
dtug metody Koziot i wsp. [14] oraz Amatayakula i wsp. [1].

Wplyw preparatow biatek mleka na wzrost Lb. casei L26 w mlecznych napojach
fermentowanych

Liczba komorek bakteryjnych Lb. casei 1L.26 w mlecznych napojach fermentowa-
nych oznaczano metodg ptytkowa. Posiewy ptytkowe wykonywano po 12 h od zakon-
czenia fermentacji na podtozu MRS-agar z dodatkiem 0,2 % chlorku litu i 0,3 % pro-
pionianu sodu. Kazdy posiew wykonywano w dwoch powtoérzeniach. Po zakonczeniu
hodowli bakteryjnych obliczano ogdlng liczbe bakterii zgodnie z wczesniej stosowang
metoda [13].
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Wplyw preparatow biatek mleka na przezywalnosé Lb. casei L26 w mlecznych
napojach fermentowanych podczas ich chiodniczego przechowywania

Liczbe komoérek bakterii Lb. casei L26 oznaczano metodg ptytkows. Posiewy
ptytkowe wykonywano po 1, 7, 14 oraz 21 dniach chtodniczego przechowywania
skrzepow kwasowych w temp. 4 °C, na podtozu MRS-agar z dodatkiem 0,2 % chlorku
litu 1 0,3 % propionianu sodu. Kazdy posiew wykonywano w dwoch powtorzeniach.

Reologiczne wlasciwosci mlecznych napojow fermentowanych

Twardo$¢ skrzepéw mlecznych napojow fermentowanych oznaczano za pomoca
analizatora tekstury TA-xT2i (Stable Micro Systems, Godalming, UK) po 12 h prze-
chowywania w temp. 4 °C. Probki badano, stosujgc zmodyfikowany test TPA [14, 15].
Srednica trzpienia wynosita 15 mm, gleboko$é penetracji 20 mm, natomiast predkosé
przesuwu glowicy analizatora — 1 mm/s. Pomiary wykonywano w dwodch seriach po
pig¢ powtdrzen.

Wyznaczano krzywe phyniecia w zakresie gradientu szybkosci $cinania 0 + 150 5™,
w temp. 20 °C, w ciggu 120 s. Oznaczen dokonywano przy uzyciu uktadu stozek —
ptytka (C60/2°Ti) i reometru RS 300 (Haake, Karlsruhe, Niemcy). Wyznaczony prze-
bieg krzywych ptynigcia analizowano z wykorzystaniem modelu Herschela-Bulkleya
(RheoWin 3, Haake, Karlsruhe, Niemcy).

Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano stosujgc program Statistica 8.0 (StatSoft, Polska).
Zastosowano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) przy poziomie istotnosci
p <0,05. Do oceny roznic pomigdzy wartosciami §rednimi zastosowano test Tukeya.

Wiyniki i dyskusja

W pierwszym etapie badan okreslono wplyw wybranych preparatow biatek mleka
na wzrost Lb. casei L26 w zmodyfikowanym podtozu MRS. Zmiany gestosci optycz-
nej (OD) podczas hodowli szczepu L26 w pltynnych pozywkach MRS z dodatkiem
wybranych preparatow biatek mleka przedstawiono na rys. 1. Na podtozach z dodat-
kiem preparatow biatek mleka wartosci OD wzrastaly systematycznie od pierwszych
godzin hodowli i byly zdecydowanie wyzsze w porownaniu z hodowla w podstawo-
wym podtozu MRS. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze preparaty biatkowe stymu-
lowaly wzrost szczepu Lb. casei 1.26. Najlepszy wzrost bakterii obserwowano w przy-
padku hodowli na podtozach z dodatkiem CGMP i SPD (rys. 1). Podobne wyniki
uzyskano podczas wzrostu Lb. casei Lc-1 na regenerowanej serwatce [7].

W nastgpnym etapie badan otrzymywano mleczne napoje fermentowane przez Lb.
casei 1L.26 z dodatkiem wybranych preparatow biatek mleka. Wzbogacenie miato
wplyw na liczbe komorek bakterii w uzyskanych napojach zaréwno z OMP, jak i PMP
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(tab. 1). Najwickszg liczbg komorek bakterii Lb. casei L26 charakteryzowaty si¢ pro-
dukty otrzymane z dodatkiem CGMP i WPI. Znaczny wplyw na stymulacj¢ wzrostu
szczepu L26 wywieraly rowniez dodatki WPC65 1 SPD. Najstabszym stymulatorem
wzrostu badanego szczepu byta a-la. W mlecznych napojach fermentowanych z ao-la,
liczba komoérek bakteryjnych utrzymywata sie na poziomie 10°. Jednak liczba komorek
L26 w produktach z dodatkiem a-la nadal przewyzszata ich ilo§¢ w mlecznych napo-
jach fermentowanych wyprodukowanych z samego OMP lub PMP. Podobne wyniki
uzyskano w badaniu wzrostu bakterii kwasu mlekowego na regenerowanej serwatce
w przypadku szczepdw Lb. acidophilus oraz Lb. casei. Liczba komorek bakteryjnych
w tych hodowlach wynosila przecigtnie 10° jtk/ml [7, 18].
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Objasnienia: / Explanatory notes:

CGMP - kazeinoglikomakropeptyd / casein glycomacropeptide; o-la — o-laktoalbumina / o-lactalbumin;
WPI — izolat biatek serwatkowych / whey protein isolate; MRS — podioze podstawowe MRS / basic
growth medium; WPC 65 —koncentrat biatek serwatkowych / whey protein concentrate; SPD — serwatka
w proszku demineralizowana / demineralised whey powder

Rys. 1.  Wplyw dodatku preparatéw biatek mleka na wzrost Lb. casei L26.
Fig 1.  Effect of milk protein preparations added on growth of Lb. casei L26.

W tab. 2. przedstawiono wartosci twardosci skrzepéw mlecznych produktow
z PMP i OMP modyfikowanych przez dodatek preparatow biatek mleka, otrzymanych
po fermentacji przez szczep Lb. casei L26. Dodatek preparatow biatek mleka nie po-
wodowat statystycznie istotnego (p < 0,05) wzrostu twardosci skrzepow wszystkich
produktow otrzymanych z OMP, poza probka z 2-procentowym dodatkiem WPIL. Po-
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dobne zaleznosci obserwowano podczas analizy pomiaru twardo$ci skrzepow napojow
otrzymanych z PMP. Najwigksza twardoscig charakteryzowaly si¢ skrzepy z WPL.

Tabela 1. Liczba komorek szczepu Lb. casei L26 w mlecznych napojach fermentowanych, otrzymanych
z dodatkiem wybranych preparatow biatek mleka [jtk/ml]

Table 1.  Count of bacterial cells of Lb. casei L26 strain in fermented milk beverages produced with
addition of milk protein preparations [cfu/ml]

Dodatek OMP PMP
preparatu
Preparation
added | CGMP | a-la |WPC65| WPI | SPD |CGMP | o-la |WPC65| WPI | SPD
[%]
0 2,7x10% 2,8x10%
0,5 3,2x10° [3,7x10% | 1,6x10°|3,4x10° [ 2,1x10%| 2,5%10° | 3,7x10%| 2,9x10° [ 2,3%10°| 3,2x10°
1 3,5%x10° [3,7x10% | 2,4x10°| 3,4x10° [ 2,4x10%| 2,9x10° | 4,3x10%| 2,2x10° [ 2,2x10° | 2,8x10°
2 3,8x10° [ 4,1x10%|2,5%10%| 3,6x10° [3,5%10%| 3,2x10° | 3,5x10%| 1,3x10° | 2,6x10°| 2,8x10°

Objasnienia: Explanatory notes:
OMP — odtluszczone mleko w proszku /skimmed milk powder; PMP — pelne mleko w proszku/full fat
milk powder. Pozostale objasnienia jak pod rys. 1./ Other explanatory notes as in Fig. 1.

Tabela 2. Twardo$¢ skrzepéw mlecznych napojow fermentowanych z udziatem Lb. casei L26 [N]
Table 2.  Hardness of curds of fermented milk beverages with Lb. casei 126 [N] strain

Dodatek OMP PMP

preparatu

Pr??é:gon CGMP | ala |wpces| wpi | SPD | CGMP | ala | WPCes | wpi | sPD
[%]
0 0,51%£0,08 0,34%°+0,03
05 1,14 0,79% | 0,75® | 0,68* |0,97°° | 0,46® | 0,54 | 0,38% [ 0,65¢ | 0,37®
’ £0,28 | 0,04 | 0,08 | 0,07 | 0,07 | £0,04 | 0,05 | +0,06 | +0,08 | +0,02
| 1,041 0,90® [ 0,57* | 0,84 | 0,88 | 0,47® | 0,65% | 0,50 | 0,67%¢ | 0,52%

£0,13 | 0,05 | 20,05 | 0,06 | 0,03 | £0,07 | 0,10 | +0,05 | +0,02 | 0,05

s 1,091 0,99%® | 0,57* | 1,65*¢ | 0,62% | 0,41® | 0,76%% | 0,34%® [ 1,041 | 0,38%

40,39 | £0,05 | £0,03 | 0,09 | 20,07 | £0,06 | +0,03 | +0,03 | 0,12 | +0,03

Objasnienia: Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations. Roznice migdzy wartosciami $rednimi w kolumnach (dla OMP lub PMP) oznaczonymi
réznymi literami sg statystycznie istotne (p < 0,05) / Differences among means in columns (for OMP or
PMP) denoted by different letters are statistically significant (p < 0.05)

W tab. 3. przedstawiono wartosci wspotczynnika konsystencji (K) uzyskane pod-
czas badania skrzepow kwasowych otrzymanych z mleka odtluszczonego i pelnego
z dodatkiem preparatow biatek mleka w wyniku fermentacji monokulturg Lb. casei
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L26. Wszystkie badane napoje fermentowane wykazywaly wlasciwosci pseudo-
palstyczne. Wartosci K napojow mlecznych otrzymanych z OMP byly wyzsze w po-
roOwnaniu z probkami otrzymanymi z PMP. Dodatek do obu rodzajéw mleka prepara-
tow biatkowych powodowal, w wigkszosci przypadkow, wzrost wartosci K. Wysokimi
wartosciami K charakteryzowaly si¢ napoje mleczne otrzymane z OMP z dodatkiem
SPD i a-la.

Tabela 3. Wartosci wspolczynnika konsystencji (K) mlecznych napojow fermentowanych przez szczep
Lb. casei 1L.26 [Pa-s"]
Table 3. Values of consistency index (K) of milk beverages fermented using Lb. casei L26 strain [Pa-s"]

Dodatek OMP PMP
preparatu
Preparation | CGMP | o-la | WPC65 | WPI SPD CGMP a-la | WPC65 | WPIL SPD
added [%)]
0 105,6%+12,9 16,8°+4.4
0.5 226,57 | 263,88 | 170,9° | 106,3% | 271,28 37,4% 58,5° [ 20,8® | 70,0 | 36,9®
’ +1,9 +153 | +14,1 +11,5 +9,7 +8,2 +15,9 +6,8 6,1 | +11,8
| 2154 | 348,5" | 42,6* | 100,09 | 373,3" 23,7% 62,4 | 229" | 78,17 | 442
+7,1 +4.7 +1,7 +11,7 +6,8 +7,8 +23.4 +7,5 +18,7 | +20,1
: 2323 | 665,5 28,3 84,0 670,8 13,6 83,9 [ 234" | 1355 | 28,3™
£5.2 +7,3 +2.4 49,1 +10,1 +5,1 +32,8 54 +36,3 | 46,9

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 1.

Tabela 4. Poziom synerezy mlecznych napojow fermentowanych, z dodatkiem preparatow biatek mleka
otrzymanych w wyniku fermentacji przez szczep Lb. casei 126 [%)]

Table 4. Syneresis volume of fermented milk beverages with milk protein preparations added, produced by
fermentation using Lb. casei L26 strain [%)

Dodatek OMP PMP

preparatu

Preparation
added CGMP a-la WPC65 WPI SPD CGMP a-la WPC65 WPI SPD

[%0]

0 24,241+0,99 26,77+1,34

22,72" | 18,46° | 15,38°" | 11,98¢ | 22,87" | 24,54 | 19,83¢ | 17,82" | 14,35%¢ | 24,30

0.5 +1.17 | 20,87 | 2098 | 2076 | £0.87 | =077 | £1.07 | 0.88 | £0.95 | +0.65
| 21,92" | 18,05¢ | 9,72¢ | 1,09 | 22.27" | 22,29" | 17,18 | 14,21%¢ | 11,94* | 22.36"

£2,02 | 20,59 | +0,75 | £0,03 | +0,82 | +2,04 | 20,34 | 0,10 | +0,59 | *1,17
s 19,147 | 10,09° | 4,39® | 1,03* | 12,30 | 16,60 | 10,56° | 10,74 | 6,08* | 11,31*

+0,96 | £1,03 | +0,23 | +0,04 | +0,44 | +0,89 | £0,76 | +0,88 | +1,03 | £1,00

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 1.

Wyznaczenie poziomu synerezy mlecznych napojéw fermentowanych pozwolito
okresli¢ wplyw zastosowanych preparatow biatek mleka oraz szczepoéw bakteryjnych
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na zwiezlos¢ i stabilno$¢ skrzepu kazeinowego otrzymanych napojow fermentowa-
nych. Zastosowanie szczepu Lb. casei 1L26 do fermentacji mleka regenerowanego
skutkowato otrzymaniem zeli kwasowych o duzym poziomie synerezy (tab. 4).
W przypadku napojoéw kontrolnych otrzymanych z 13-procentowego OMP Iub PMP
oznaczono zblizony poziom synerezy. Dodatek preparatow biatek mleka w ilosci 0,5
1 1% nie wptynat lub wptywal w niewielkim stopniu na zmniejszenie synerezy. Tylko
po dodaniu WPI zaobserwowano najmniejsze wydzielanie serwatki zarowno w przy-
padku napojow z OMP, jak i PMP. Najwigcej serwatki wydzielaly produkty otrzymane
z OMP z 0,5-procentowym dodatkiem CGMP. Wielko$¢ synerezy wszystkich produk-
tow z dodatkiem szczepu Lb. casei L26 wyraznie zmniejszyta si¢ po dodaniu 2 % pre-
paratow biatek mleka. Podobng prawidlowo$¢ zaobserwowano we wczesniejszych
badaniach nad wptywem dodatku preparatow biatek serwatkowych na wielkos$¢ syne-
rezy mlecznych napojow fermentowanych [14, 16]. Mniejsza synerez¢ po dodaniu
wigkszych stezen biatek mleka mozna wytlumaczy¢, ge$ciejszym usieciowaniem tych
skrzepow w poréwnaniu z jogurtami kontrolnymi [20].

Tabela 5. Przezywalno$¢ szczepu Lb. casei L26 w mlecznych napojach fermentowanych z dodatkiem
wybranych preparatéw biatek mleka, podczas chtodniczego przechowywania

Table 5.  Survival of Lb. casei L26 strain in cold-stored fermented milk beverages with selected milk
proteins preparations added

Czas przechowywania Lb. casei 1.26 [jtk/ml]
Storage[ﬁii [days] PMP PMP+1 % CGMP PMP+1 % WPC65
1 4,24x10% 2,48x10° 1,94x10°
7 1,03x108 1,55%x10° 5,0x108
14 6,18x10’ 5,77x108 4,90x10%
21 5,22x107 8,64%107 3,50x10%

Liczba komorek szczepu Lb. casei L26 w napojach mlecznych z PMP z dodat-
kiem 1 % CGMP lub WPC65 po 1 dniu od zakonczenia fermentacji byta wicksza
o jeden rzad wielko$ci w porownaniu z proba kontrolng (tab. 5). Prawdopodobnie za-
stosowane preparaty biatek mleka wplywaly na poprawe wzrostu Lb. casei L26 w cza-
sie inkubacji probek. Nastepne dni chtodniczego przechowywania napojow fermento-
wanych powodowaly zmniejszenie liczby komorek bakteryjnych w probee o jeden rzad
wielkosci — w przypadku dodatku WPC65 lub o dwa rzedy wielkosci (z dodatkiem
CGMP oraz préba kontrolna). Po 21 dniach chlodniczego przechowywania najwigcej
zywych komoérek bakteryjnych Lb. casei L26 stwierdzono w napojach fermentowa-
nych, otrzymanych z PMP z dodatkiem 1 % WPC 65 (3,50x10%). Wigksza przezywal-
no$¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus podczas chtodniczego przechowywania jogurtow
z dodatkiem koncentratu biatek serwatkowych obserwowali rowniez Kailasapathy
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i Supriadi [11]. Podobng tendencje stwierdzili Antunes i wsp. [2], ktorzy w jogurtach
z mleka odtluszczonego z dodatkiem WPC stwierdzili zwigkszenie liczby zywych ko-
morek L. acidophilus o 1,8 cyklu logarytmicznego, po 21 dniach przechowywania
wtemp. 5 °C, w poréwnaniu z probg kontrolng. Mniejszg przezywalnos¢ komorek
bakterii po zastosowaniu CGMP potwierdzajag wczesniejsze wyniki badan uzyskane
przez Cicvarek i wsp. [4], ktorzy stosowali dodatek tego preparatu w celu zwigkszenia
przezywalnosci bakterii fermentacji mlekowe;.

Whioski

1.

(1]

(3]

Wybrane preparaty bialek mleka (CGMP, a-la, SPD, WPI i WPC65) wykorzystane
do produkcji mlecznych napojéw fermentowanych stymulowaty wzrost potencjal-
nie probiotycznego szczepu bakterii Lb. casei L26.

Dodatki preparatow biatek serwatkowych miaty korzystny wplyw na wtasciwosci
reologiczne mlecznych napojow fermentowanych. Skrzepy mlecznych napojow
fermentowanych otrzymywane z mleka odttuszczonego charakteryzowaly si¢ wyz-
szymi warto$ciami takich parametrow, jak twardos¢ skrzepow czy wspotczynnik
konsystencji.

Wzrost stezenia preparatow biatek mleka nie powodowatl w wigkszosci przypad-
kow istotnych réznic (p < 0,05) twardosci skrzepéw kwasowych otrzymanych przy
uzyciu szczepu Lb. casei 1.26.

Produkty otrzymane przy uzyciu szczepu Lb. casei L26 charakteryzowaly si¢ duza
synereza, niezaleznie od zawartosci thuszczu w mleku. Wzrost stgzenia preparatow
biatek mleka w napojach fermentowanych powodowat stopniowe zmniejszanie ilo-
$ci wydzielonej serwatki.

Po trzytygodniowym okresie przechowywania produktéow uzyskanych z pelego
mleka w proszku w warunkach chtodniczych, najwyzsza przezywalnos¢ komorek
bakterii szczepu Lb. casei L26 zaobserwowano w probkach wzbogaconych
1-procentowym dodatkiem WPC.
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PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES AND SURVIVAL OF LACTOBACILLUS CASEI
IN FERMENTED MILK BEVERAGES PRODUCED WITH ADDITION OF SELECTED MILK
PROTEIN PREPARATIONS

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of selected milk protein preparations
on physicochemical and rheological properties of the fermented milk beverages produced using potentially
probiotic Lb. casei bacteria. Milk protein preparations used, in the production of fermented milk beverag-
es, stimulate the growth of the Lb. casei L26 strain. After three weeks of cold storage, the highest survival
rate of the Lb. casei 126 strain (3,50 x10® (cfu/ml) was reported in the products enriched by adding 1% of
WPC (whey protein concentrate). The addition of whey protein preparations had an apparent effect on the
rheological properties of fermented milk beverages. The curds of fermented milk products produced from
skimmed milk were characterized by higher values of the parameters such as hardness or consistency
index. The hardness of the curds of fermented milk beverages produced of the skimmed milk powder
(OMP) was 0.51 N. The curds of the beverages produced with the addition of 2% of WPI (whey protein
isolate) were characterized by a hardness value of 1.65 N. The products produced using the Lb. casei L26
strain were characterized by a high syneresis regardless of the content of fat in milk. The increase of WPI
concentration from 0.5 to 2% in the fermented milk beverages made of SMP caused the amount of whey
secreted to decrease from 11.98 to 1.03%. In addition to the improved physicochemical properties of the
fermented milk beverages, supplementing them with milk protein preparation enhanced the pro-healthy
values thereof and gave them the characteristics of functional foods.

Key words: Lactobacillus, fermented milk drinks, whey protein preparations, rheology, syneresis
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ZASTOSOWANIE ZAMRAZALNICZO UTRWALONEGO MLEKA
KOZIEGO DO WYROBU POTENCJALNIE PROBIOTYCZNEGO
NAPOJU FERMENTOWANEGO

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wybranych cech jakosciowych potencjalnie probiotycznych napojow fermen-
towanych, wyprodukowanych z zamrazalniczo utrwalonego, a przed fermentacja rozmrozonego, mleka
koziego przy uzyciu dwoch monokultur probiotycznych, podczas 3-tygodniowego przechowywania (5 +
1 °C). Wyprodukowano dwa wyroby doswiadczalne: przy uzyciu szczepu Lactobacillus acidophilus La-5
1 przy uzyciu szczepu Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. W celu poréwnawczym wyproduko-
wano rowniez jogurt z tradycyjna kulturg jogurtowa YC-X16. Napoje doswiadczalne poddano ocenie
sensorycznej i fizykochemicznej po 1, 7, 14 1 21 dniach przechowywania w warunkach chtodniczych (5 +
1 °C). W produktach otrzymanych przy uzyciu monokultur probiotycznych dodatkowo oznaczono liczbg
bakterii.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze mleko kozie poddane procesowi zamrazalniczego
przechowywania po rozmrozeniu moze by¢ wykorzystane do produkcji mlecznych napojow fermentowa-
nych z udzialem probiotykdéw. Napoje fermentowane zostaly wysoko ocenione pod wzgledem cech senso-
rycznych, a analizowane cechy fizykochemiczne (kwasowo$¢ miareczkowa, pH, zawarto$¢ aldehydu
octowego oraz tekstura skrzepdow) uwarunkowane byty rodzajem napoju i czasem chlodniczego przecho-
wywania. W probkach potencjalnie probiotycznych napojow fermentowanych liczba komoérek wynosita
ponad 1,2x10% jtk/g, czyli spetnione zostato minimum terapeutyczne w odniesieniu do bakterii probio-
tycznych, okreslone przez FAO/WHO na poziomie 10° jtk/g.

Stowa kluczowe: mrozone mleko kozie, napoje fermentowane, probiotyki, whasciwosci fizykochemiczne
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Wprowadzenie

Napoje fermentowane moga by¢ produkowane nie tylko z mleka krowiego, ale
takze z mleka owczego lub koziego, przy udziale kultur tradycyjnych, jak rowniez
kultur wzbogaconych w szczepy probiotyczne z rodzajow Lactobacillus i Bifidobacte-
rium. Mleko kozie jest produktem wyjgtkowo wartosciowym i odzywczym, a wszelkie
jego zalety sa zachowane w mlecznych napojach fermentowanych. Ograniczona sezo-
nowos$¢ w pozyskiwaniu mleka koziego powoduje, ze w pewnych okresach roku na
rynku brak jest produktow z tego mleka. Jedng z mozliwos$ci przeciwdziatania wskaza-
nej sytuacji moze by¢ produkcja wyrobow z mleka koziego poddanego procesowi za-
mrazalniczego przechowywania [11, 12, 15].

Celem pracy byla ocena wybranych cech jakosciowych potencjalnie probiotycz-
nych napojow fermentowanych, wyprodukowanych z zamrazalniczo utrwalonego mle-
ka koziego przy uzyciu dwoch monokultur probiotycznych z rodzajow Lactobacillus
i Bifidobacterium, podczas trzytygodniowego przechowywania w temp. 5 = 1 °C.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowity dwa potencjalnie probiotyczne napoje fermentowane
wyprodukowane w warunkach laboratoryjnych, otrzymane z mrozonego mleka kozie-
go przy uzyciu liofilizowanych monokultur probiotycznych z rodzajow Lactobacillus
(Lactobacillus acidophilus La-5, Chr. Hansen, Polska) i Bifidobacterium (Bifidobacte-
rium animalis subsp. lactis Bb-12, Chr. Hansen, Polska), a takze jogurt z tradycyjna
kultura jogurtowa YC-X16 (Chr. Hansen, Polska). Surowcem do ich produkcji byto
zbiorcze mleko kozie zakupione pod koniec wrze$nia 2012 roku w indywidualnym
gospodarstwie ekologicznym ,,Kozi Grodek” w Wotczkowie k. Szczecina. Mleko pa-
steryzowano metodg zbiornikowa (85 °C/15 + 20 min), chtodzono do temp. 10 °C
i pakowano w worki foliowe, ktore po zamrozeniu przechowywano w temp. -22 °C
przez 6 miesigcy. Po uptywie tego okresu mleko poddawano procesowi powolnego
rozmrazania (8 + 10 °C/ 2 + 4 h). Proces rozmrazania prowadzono zgodnie z zalece-
niami rozporzadzenia WE nr 852/2004 [16], aby zminimalizowa¢ rozwdj obcej mikro-
flory. Rozmrazanie odbywato si¢ w warunkach hamujacych rozwdj mikroflory mezo-
filnej, a czas procesu byt zbyt krotki, aby namnozyta si¢ mikroflora psychrofilna [21].
Nastepnie mleko podgrzewano do temp. 40 °C i normalizowano w nim zawartos$¢ su-
chej masy do 14 % (kozim proszkiem mlecznym firmy Danmis, Polska). Tak przygo-
towane mleko dzielono na trzy partie i kazdg z nich zaszczepiano jedng z trzech wcze-
$niej uaktywnionych kultur bakterii (5 % zakwasu roboczego otrzymanego
przez inkubacje nawazki kultury w mleku w temp. 40 °C przez 4 + 8 h, w dawce
0,6 g/1000 cm’ mleka). Do otrzymania pierwszego potencjalnie probiotycznego napoju
(NP-LA) zastosowano monokulture szczepu Lb. acidophilus La-5, a do drugiego
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(NP-BB) — monokulture szczepu B. animalis subsp. lactis Bb-12. Liczba komorek Lb.
acidophilus La-5 w zakwasie roboczym wynosita 9,2 + 0,1 jtk/g, natomiast w przypad-
ku B. animalis subsp. lactis Bb-12 stwierdzono populacj¢ na poziomie 8,9 + 0,1 jtk/g.
Trzecim napojem byt jogurt (NP-JOG), do wyrobu ktoérego uzyto tradycyjnej kultury
jogurtowej YC-X16. Inkubacj¢ przygotowanych napojéow prowadzono w temp. 42 °C
az do uzyskania skrzepu (po 4,5 ~ 7 h), po czym schtadzano je do temp. 5 + 1 °C
1 w takich warunkach przechowywano przez trzy tygodnie. Probki do analiz pobierano
po 1, 7, 14 i 21 dniach chtodniczego przechowywania. Otrzymane napoje oceniano
sensorycznie oraz poddawano analizie fizykochemicznej. Dodatkowo w produktach
otrzymanych przy uzyciu monokultur probiotycznych oznaczano liczb¢ zywych komo-
rek bakterii, aby oceni¢, czy produkt osiagnie rekomendowane minimum terapeutycz-
ne.

Oceng sensoryczng przeprowadzal przeszkolony zespot skladajacy si¢ z pigeiu
0sob. Oceniano wyglad, smak, zapach i konsystencj¢ napojow w skali 5-punktowe;j
[14]. Analiza fizykochemiczna obejmowala oznaczenie: kwasowo$ci czynnej (pH)
przy uzyciu pehametru (model 1Q150, PIAP, Polska) i kwasowos$ci miareczkowej [1],
zawartos$ci aldehydu octowego [5] oraz tekstury (TPA). Analize profilu tekstury wyko-
nywano przy uzyciu analizatora tekstury TA.XT plus z zestawem komputerowym
(Stable Micro System, Anglia). Probki napojow penetrowano walcem aluminiowym
o érednicy 20 mm na gleboko$é¢ 25 mm z szybkosciag 5 mm-s™ i sitg nacisku 1IN [2].
Wyznaczano twardo$¢, adhezyjnos¢, spoistos¢, gumiasto$¢ oraz odbojnos¢, przy czym
W pracy ograniczono si¢ do analizy twardosci, ktora jest okreslana jako koncowa sita
wymagana do osiggnigcia ustalonej deformacji. Liczbg zywych komorek potencjalnie
probiotycznych bakterii oznaczano metoda ptytkowa wgtebna [7, 13]. Do oznaczenia
liczby komorek bakterii szczepu Lb. acidophilus La-5 uzywano pozywki MRS agar
(Merck, Niemcy), natomiast do oznaczenia liczby komorek B. animalis subsp. lactis
Bb-12 uzywano pozywki BSM agar (Fluka, Niemcy) z dodatkiem czynnika selektyw-
nego BSM-suplement. W obu przypadkach posiewy hodowano w warunkach beztle-
nowych w cieplarce o temp. 37 °C przez 72 h. Wynik posiewow wyrazano jako jed-
nostki tworzace kolonie w przeliczeniu na 1 g produktu [jtk/g].

Wyniki analiz fizykochemicznych opracowano statystycznie przy uzyciu progra-
mu Statistica P 27. 1. Normalno$¢ rozktadu oceniano testem K-S i Lillieforsa, a jedno-
rodno$¢ wariancji — testem Levene’a. Do oszacowania réznic migdzy warto$ciami
srednimi zastosowano test Duncana. Testowanie prowadzono przy p < 0,051 p <0,01.

Wyniki i dyskusja

W ocenie sensorycznej wykazano, ze napoje fermentowane z mleka koziego
przechowywane przez 21 dni charakteryzowaty si¢ dobrymi walorami sensorycznymi
(tab. 1). W trakcie 3 tygodni chlodniczego przechowywania wyglad analizowanych
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produktéw oceniono bardzo wysoko (4,9 5,0 pkt). Wszystkie probki (NP-LA, NP-BB
1 NP-JOG) odznaczaly si¢ zwartym, jednolitym skrzepem bez wycieku serwatki (syne-
rezy) oraz bez gazowania. Mituniewicz-Matek i wsp. [8] nie stwierdzili pogorszenia
wygladu probek podczas 10 1 21 dni chtodniczego przechowywania (5 £ 1 °C) napojow
fermentowanych z mleka koziego. W badaniach wtasnych zapach otrzymanych napo-
jow byl charakterystyczny dla mleka fermentowanego, bez obcych zapachow, ale
z nutg specyficznego zapachu koziego, ktory w miar¢ wydtuzajacego si¢ okresu prze-
chowywania przybieral na intensywnos$ci, co skutkowalo obnizeniem ocen. Pod
wzgledem zapachu po 21 dniach najnizej oceniony zostat napoj NP-LA. Zmiany inten-
sywnosci zapachu w produktach doswiadczalnych z mleka koziego, w ostatnim okresie
ich przechowywania, stwierdzit rowniez Zbikowski [23]. Pod wzgledem smaku najwy-
zej oceniony zostal produkt NP-BB (4,5 +5,0 pkt) w ciagu catego okresu przechowy-
wania. Smak napoju byl charakterystyczny dla mleka fermentowanego, z wyczuwalna
nutg mlek koziego, bez obcych posmakow. Bardziej intensywny posmak mleka kozie-
go towarzyszyl pozostalym produktom doswiadczalnym (NP-LA i NP-JOG), przy
czym wraz z wydtuzajacym si¢ okresem chlodniczego przechowywania smak wszyst-
kich napojow byt coraz mniej akceptowany, chociaz w odniesieniu do smaku probkom
nadal przypisywano wysokie oceny. Obnizenie jakosci sensorycznej, zwigzanej z od-
czuwaniem bardziej wyraznego posmaku koziego, odnotowali takze inni autorzy [3, 9].
Pod wzgledem konsystencji najwyzsze noty (4,2 + 5,0 pkt) przyznano produktowi NP-
BB. Nalezy nadmieni¢, ze w napojach przechowywanych do 7 dni konsystencja byla
zwarta, jednolita 1 dos¢ gesta, a po 14 1 21 dniach ulegla wyraznemu rozluznieniu.
Zblizone wyniki w odniesieniu do konsystencji produktéw mlecznych otrzymanych
z udziatem monokultur uzyskali Mituniewicz-Matek i wsp. [8].

Wykazano, ze napoje doswiadczalne charakteryzowaty si¢ zréznicowanym pH,
a najwyzszy jego zakres (4,30 + 4,56) stwierdzono w napoju NP-BB. Natomiast naj-
nizszym zakresem pH (3,95 + 4,38) odznaczat si¢ produkt NP-LA (tab. 2). W przypad-
ku wszystkich badanych produktéw po 21 dniach przechowywania warto$¢ pH ulegta
zmnigjszeniu w stosunku do wynikow po pierwszym okresie badan (tab. 4). Kwaso-
wo$¢ miareczkowa napojow doswiadczalnych ksztattowata si¢ w zakresie 35,47 +
42,80 °SH i we wszystkich probkach stwierdzono jej przyrost po 21 dniach przecho-
wywania (tab. 2 i 4). Najwyzszg kwasowo$¢ miareczkowa oznaczono w produkcie NP-
LA w ostatnim dniu badan. Wyniki kwasowos$ci czynnej (pH) i miareczkowej (°SH)
napojow fermentowanych z mleka koziego uzyskane przez Domagate [3] oraz Mitu-
niewicz-Matek i wsp. [8] byly zblizone do stwierdzonych w toku realizowanych badan
wlasnych.
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Tabela 1. Wyniki oceny sensorycznej (w skali 5-punktowej) napojéw fermentowanych z mleka koziego

zamrazalniczo utrwalonego
Table 1.  Results of sensory assessment (five -point scale) of fermented drinks made from frozen goat’s

milk
Cechy / Specificaction
Wyglad Smak Zapach Konsystencja
Produkt .
Appearance Taste Aroma Consistency
Product

Czas przechowywania [dni] / Storage time [days]
1 7 | 14 ] 21 1 7 14 | 21 1 7 |14 ] 21 1 7 14 | 21
NP-LA | 50 (5049505048 |46|40|50]50]45(4,0]45|44[42]4,0
NP-BB [ 50]50]50[50([50][50[49]45[50[50][47]45]50][50]45]42
NP-JOG| 5,0 | 49505050 (50]|46|42]50]|50/(4,7|42]|4,6(45]|43][4,0

Objasnienia: / Explanatory notes:

NP-LA — nap6j wyprodukowany przy uzyciu szczepu Lb. acidophilus La-5 / drink produced with use of
Lb. acidophilus La-5; NP-BB — nap6j wyprodukowany przy uzyciu szczepu Bif. animalis subsp. lactis Bb-
12 / drink produced with use of Bif. animalis subsp. lactis Bb-12; NP-JOG — nap6j wyprodukowany przy
uzyciu tradycyjnej kultury jogurtowej YC-X16 / drink produced with use of traditional YC-X16 yoghurt

culture.

Tabela 2. Kwasowos¢ miareczkowa i wartos¢ pH napojow fermentowanych wyprodukowanych z za-
mrazalniczo utrwalonego mleka koziego, poddanych chtodniczemu przechowywaniu

Table 2.  Titratable acidity and pH value of fermented drinks made from frozen goat’s milk and subject-
ed to refrigerating storage

Czas przechowywania [dni] / Storage time [days]

Produkt 1 - 4 1
Product
X s/SD X | s/sD X | s/sD X | s/sp
pH/pH
NP-LA 4,38 0,05 3,99 0,57 4,15 0,09 3,95 0,14
NP-BB 4,56 0,1 4.47 0,06 4,33 0,06 43 0,07
NP-JOG 4,40 0,22 4,19 0,02 421 0,04 4,13 0,05
Réznice N . *
Differences NP-LA : NP-BB ) )

Kwasowo$¢ miareczkowa / Titratable acidity [SH°]
NP-LA 37,07 3,630 38,53 0,611 41,20 0,400 42,80 0,400
NP-BB 35,47 2,309 38,67 1,405 41,20 0,400 40,27 1,617
NP-JOG 36,43 2,940 41,60 0,693 36,67 0,231 39,24 1,134

Réznice NP-JOG : NF-LA™ -
Differences NP-JOG : NF-BB™ NP-JOG : NF-LA

Objasnienia: / Explanatory notes:
Objasnienie symboli jak pod tab. 1/ Explanatory notes as in Table 1; X — warto$¢ $rednia / mean value;
s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation; ** — rdznica statystycznie istotna na poziomie
p < 0,01 / statistically significant difference at p < 0.01; * — rdznica statystycznie istotna na poziomie
p < 0,05 / statistically significant difference at p <0.05; n = 6.
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W ciggu trzech tygodni trwania doswiadczenia napoje charakteryzowaly si¢ nie-
wielka zawarto$cia aldehydu octowego (0,479 + 1,621 mg-dm™), ale znajdujaca po-
twierdzenie w wynikach innych autoroéw [4, 9]. Malg zawartos¢ aldehydu octowego
w kozich napojach fermentowanych (jogurtach oraz napojach probiotycznych) stwier-
dzili Mituniewicz-Matek i wsp. [8, 9]. W trakcie chlodniczego przechowywania naj-
mniej aldehydu octowego (0,479 =+ 1,169 mg-dm™) oznaczono w produkcie NP-LA.
Z danych literaturowych [8, 9, 10] wynika, ze zawarto$¢ aldehydu octowego ulega
sukcesywnemu zmniejszeniu wraz z wydtuzaniem okresu chtodniczego przechowywa-
nia, co miato odzwierciedlenie w toku realizowanych badan wiasnych (tab. 3). Zda-
niem Ozer 1 wsp. [10], zmniejszenie zawartosci aldehydu octowego w napojach fer-
mentowanych ma zwigzek ze zmianami pH, ktore z kolei warunkuja jego redukcje do
innych zwigzkoéw np. etanolu.

Tabela 3. Zawarto$¢ aldehydu octowego i twardo$¢ napojow fermentowanych wyprodukowanych
z zamrazalniczo utrwalonego mleka koziego, poddanych chtodniczemu przechowywaniu

Table 3.  Content of acetaldehyde and hardness of fermented drinks made from frozen goat’s milk sub-
jected to refrigerating storage

Czas przechowywania [dni] / Storage time [days]

1 7 14 21
s/SD X | s/sD X | s/sD X | s/sD
Aldehyd octowy / Acetaldehyde [mg-dm™]
NP-LA 1,544 0,735 1,169 0,037 0,479 0,045 0,562 0,037
NP-BB 2,281 0,077 1,702 0,135 0,947 0,053 0,644 0,046
NP-JOG 1,599 0,505 1,621 0,032 1,029 0,077 0,496 0,022
Réznice | NP-JOG :NF-BB™ | NP-LA : NF-BB’
Differences | NP-LA : NF-BB™

Produkt
Product

ol

NP-JOG : NF-LA" -

Twardo$¢ / Hardness [N]
NP-LA 0,229 0,017 0,263 0,061 0,313 0,017 0,368 0,084
NP-BB 0,240 0,006 0,237 0,003 0,273 0,028 0,363 0,091
NP-JOG 0,229 0,011 0,249 0,014 0,258 0,011 0,264 0,025
Roéznice NP-JOG : NF-LA"

Differences NP-JOG : NF-BB’

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

Tekstura produktu zalezy m.in. od jakosci surowca, rodzaju wykorzystanej kultu-
ry bakteryjnej czy dodatkow, jak rowniez od sposobu prowadzenia procesu fermentacji
[6]. W badaniach wtasnych stwierdzono, ze do 7 dni chtodniczego przechowywania
skrzepy wszystkich napojow doswiadczalnych charakteryzowaty si¢ zblizong twardo-
$cig (0,229 + 0,263 N). Po 14 dniach w skrzepie produktu NP-LA nastgpil wickszy
przyrost twardosci (o 19 %) niz w przypadku skrzepu napoju NP-BB (o 15 %) oraz
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NP-JOG (o0 3,6 %). Po trzech tygodniach nastgpil przyrost twardosci skrzepoéw wszyst-
kich produktéw doswiadczalnych ($rednio o ok. 17,6 %), przy czym najwicksza twar-
doscig (0,566 N) odznaczat si¢ skrzep napoju NP-BB (tab. 3 i1 4). Otrzymane wyniki
dowodza wplywu zastosowanych kultur na twardo$¢ skrzepdéw produktéw fermento-
wanych z mleka koziego, co jest potwierdzeniem danych literaturowych [2, 8]. Ponad-
to w toku przeprowadzonych badan stwierdzono przyrost twardosci skrzepdw napojow
z mleka koziego wraz z wydtuzaniem okresu chlodniczego przechowywania, co row-
niez potwierdza wyniki innych autoréw [8, 18]. Wedlug Vinderola i wsp. [18], cechy
reologiczne produktéw mlecznych zalezne sa od kwasowosSci czynnej i im nizsze jest
pH, tym ich twardos$¢ jest wicksza.

Tabela 4. Wyniki analizy wariacji badanych cech mlecznych napojow fermentowanych z mleka koziego
Table 4.  Results of analysis of variance of analyzed features of fermented milk beverages produced
from goat’s milk

Badane cechy Istotno$¢ roznic w czasie przechowywania [dni]
Analyzed characteristics Significant differences during storage [days]
NP-YOG
pH
Kwasowo$¢ miareczkowa 7:1,14"
Aldehyd octowy 21:1,7%14:1,7,21"
Twardos¢
NP-LA
pH 1:7,21°
Kwasowo$¢ miareczkowa 1:217:7:1,21"
Aldehyd octowy 1:14,217,7:147;,7: 217
Twardo§é 1:217;7:21°
NP-BB
pH
Kwasowo$¢ miareczkowa 1:14
Aldehyd octowy 1,7:14,2171:77
Twardo$¢ 1,7:217514:1,21°

Objasnienia: / Explanatory notes:

Objasnienie symboli jak pod tab. 1/ Explanation of symbols as in Tab. 1; ** — rdznica statystycznie istotna
na poziomie p < 0,01 / statistically significant difference at p < 0.01, * — réznica statystycznie istotna na
poziomie p < 0,05 / statistically significant difference at p < 0.05.

Logarytm poczatkowej liczby komorek Lb. acidophilus La-5 w napoju NP-LA
wynosit §rednio 8,6 jtk/g, natomiast w przypadku napoju NP-BB logarytm poczatko-
wej liczby zywych komorek B. animalis subsp. lactis Bb-12 wynosit 8,5 jtk/g. Popula-
cja zywych komorek szczepow potencjalnie probiotycznych ulegala stopniowej reduk-
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cji podczas 3 tygodni chtodniczego przechowywania mlecznych napojow fermentowa-
nych, jednak do konca tego okresu pozostawata na poziomie ponad 10° jtk/g (rys. 1),
czyli spelnione zostalo minimum terapeutyczne w odniesieniu do bakterii probiotycz-
nych, okreslone przez FAO/WHO na poziomie 10° jtk/g produktu. Jak wynika z da-
nych literaturowych [20], kryterium to nie zawsze jest spelniane przez wszystkie
szczepy probiotyczne. Pomimo tego, wyniki otrzymane w badaniach wlasnych sg po-
rownywalne z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy [8, 19, 22].

10,0
9.5
9.0
8,5

* 8,0

7.5

7,0

6,5

6,0

Liczba komoérek bakterii [log jtk/ml]
/ Bacteria count [log cfu/ml|

5,5

—/—NP-LA --{-- NP-BB

5.0
1 7 14 21

Czas przechowywania [dni] / Storage period [days]

Rys. 1. Srednia liczba komérek bakterii (z zaznaczonym odchyleniem standardowym) w prébkach
mleka koziego fermentowanego przez Lb. acidophilus La-5 (NP-LA) lub Bif. animalis subsp.
lactis (NP-BB)

Fig. 1. Mean count of bacteria (including standard deviation as marked) in samples of goat’s milk fer-
mented using Lb. acidophilus La-5 (NP-LA) or Bif. animalis subsp. lactis (NP-BB)

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze mleko kozie poddane pro-
cesowi zamrazalniczego przechowywania (6 miesigcy) moze stanowi¢ surowiec do
wyrobu mleka fermentowanego ze szczegdlnym uwzglednieniem napojow otrzymy-
wanych przy udziale monokultur szczepow probiotycznych Lactobacillus acidophilus
La-5 i Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12. Przez 21 dni chtodniczego prze-
chowywania wszystkie produkty doswiadczalne charakteryzowaty si¢ odpowiednimi
cechami jako$ciowymi, a otrzymane produkty potencjalnie probiotyczne (NP-LA
1 NP-BB) spehiaty kryterium minimum terapeutycznego, okre§lonego przez
FAO/WHO na poziomie 10° jtk/g.
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‘Whioski

1. Produkty otrzymane z mleka koziego (poddanego procesom zamrazalniczego
przechowywania, a nastepnie rozmrozenia) charakteryzowaly si¢ pozadanymi wa-
lorami sensorycznymi przez caly okres chlodniczego przechowywania. W przy-
padku smaku i konsystencji wyzej oceniono napdj wyprodukowany przy uzyciu
szczepu Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 niz szczepu Lactobacillus
acidophilus La-5.

2. Wiasciwosci fizykochemiczne (pH, kwasowos$¢ miareczkowa, zawartos¢ aldehydu
octowego oraz twardo$¢ skrzepow) mlecznych napojow fermentowanych otrzyma-
nych z mleka koziego, po jego zamrazalniczym przechowywaniu, byty determino-
wane rodzajem zastosowanego szczepu i czasem chlodniczego przechowywania.

3. Mleko kozie utrwalone zamrazalniczo z powodzeniem moze by¢ po rozmrozeniu
surowcem do produkcji mlecznych napojow fermentowanych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem tych o charakterze potencjalnie probiotycznym.

4. Fermentowane napoje mleczne potencjalnie probiotyczne, otrzymane z mleka ko-
ziego utrwalonego zamrazalniczo, przechowywane chtodniczo przez 21 dni, spel-
niajg kryterium minimum terapeutycznego okreslonego przez FAO/WHO na po-
ziomie 10° jtk/g.
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APPLICATION OF FROZEN GOAT’S MILK TO PRODUCTION OF POTENTIALLY
PROBIOTIC FERMENTED DRINK

Summary

The objective of the research study was to asses the selected qualitative characteristics of potentially
probiotic fermented drinks made from goat’s milk that was, first, frozen, and, next, defrozen prior to fer-
mentation using two separate sets of probiotic monocultures, during a 3-week storage (5 = 1 °C). Two
experimental products were produced: one using a Lactobacillus acidophilus La-5 strain and the second
using a Bb-12 Bifidobacterium animalis subsp. lactis strain. To enable comparison, a yoghurt with YC-
X16, a traditional yoghurt culture, was produced. The experimental drinks were sensory assessed and their
physiochemical properties were evaluated after the 1%, 7%, 14™ and 21% day of storage under the cooling
conditions (5 £ 1 °C). Additionally, in the products obtained using probiotic monocultures, the count of
bacteria was determined.

On the basis of the results obtained, it was confirmed that the goat’s milk, stored under the frozen condi-
tions, could be used to produce fermented milk drinks with probiotics. The sensory features of the fermented
drinks were highly rated and their psychochemical features analysed (titratable acidity, pH, acetaldehyde
content, and texture of curds) depended on the type of drink and the time of cooling storage. In the samples of
the potentially probiotic fermented drinks, the number of cells exceeded 1.2x10% cfu/g; therefore, the thera-
peutic minimum, defined by FAO/WHO to be 10° cfu/g, was met in relation to probiotic bacteria.

Key words: frozen goat’s milk, fermented drinks, probiotics, physiochemical properties
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AKTYWNOSC PEPTYDAZ WYBRANYCH SZCZEPOW
LACTOBACILLUS PODDANYCH OBROBCE TERMICZNEJ

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie aktywnosci amino- i dipeptydaz wybranych kultur bakterii
mlekowych (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus), poddanych dziataniu temperatury 50 +
75 °C, przez 1, 15 i 25 min. Badane kultury Lactobacillus syntetyzowaty peptydazy o podobnej specy-
ficznosci substratowej, ale z rézng aktywnoscia. Wykazywaly one wyzsza aktywno$¢ aminopeptydaz
w poréwnaniu z aktywnoscig dipeptydaz. Srednia aktywno$é¢ dipeptydaz Lb. acidophilus byta wyzsza
045 % od $redniej aktywnosci bakterii Lb. casei. Wyzsza o 25 % aktywnoscia aminopeptydaz charakte-
ryzowal si¢ szczep Lb. casei. Szczep ten wykazywal najwigksza specyficznos¢ wzgledem substratow:
Ala-Leu, Ala-Ala, Gly-Leu, natomiast Lb. acidophilus — wzgledem Ala-Ala oraz Ala-pNa. Najwyzsza
aktywno$¢ amino- i dipeptydaz Lb. casei oraz dipeptydaz Lb. acidophilus stwierdzono po obrobcee ter-
micznej bakterii przez 15 min. W przypadku amino- i dipeptydaz Lb. casei ich aktywno$¢ wynosita od-
powiednio: 5,10 i 0,83 U-min™mg"' oraz 1,66 U-min-mg" — w przypadku dipeptydaz Lb. acidophilus.
Z kolei $rednia aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus wzrastala wraz z wydluzaniem czasu ogrzewa-
nia — najwyzsze jej wartoéci uzyskano po 25 min (3,89 U-min™-mg™"). Wykazano, ze wydhuzenie czasu
obrobki termicznej wptynelo statystycznie istotnie (p < 0,05) na wzrost aktywnosci aminopeptydaz bada-
nych kultur bakterii, co wskazuje na ich wysoka termostabilnos¢.

Stowa kluczowe: : bakterie kwasu mlekowego, aminopeptydazy, dipeptydazy, aktywno$¢ proteolityczna,
obrobka termiczna

Wprowadzenie

Proteoliza jest procesem biochemicznym odgrywajacym zasadniczg role w wy-
twarzaniu i przechowywaniu mlecznych produktow fermentowanych. Podczas pro-
dukcji sera rozktad kazeiny do polipeptydow, peptydow i aminokwasow jest bardzo
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istotny, poniewaz powstate w wyniku proteolizy produkty sg prekursorami specyficz-
nych cech smakowo-zapachowych, tworzonych przez takie zwiazki, jak: alkohole,
aldehydy, kwasy, estry oraz zwigzki siarkowe [24]. Smak gorzki, bedgcy wynikiem
nagromadzenia peptydow hydrofobowych (zwlaszcza bogatych w proling), jest tech-
nologicznym wskaznikiem jako$ciowym serow typu Gouda i Cheddar [25].

System proteolityczny bakterii kwasu mlekowego sktada si¢ z trzech elementow:
1) proteinaz zwigzanych ze $ciang komdrkowa (CEPs — cell envelope proteinases),
ktore rozpoczynaja degradacje kazeiny do oligopeptydow, 2) systemoOw transportu
peptydow do wnetrza komorki, 3) réznorodnych wewnatrzkomorkowych peptydaz
rozktadajacych peptydy do krétszych peptydow i aminokwasow [2, 22].

Specyficznos¢ CEPs odgrywa zasadniczg rol¢ w wytwarzaniu gorzkich peptydow
[4, 20]. Peptydazy kultur bakterii kwasu mlekowego (LAB - lactic acid bacteria),
takie jak: PepN, PepX, PepO2, PepO3 biora udziat w degradacji gorzkich peptydow
i s odpowiedzialne za jakos$¢ sensoryczng produktéw mlecznych [5, 6, 26, 18]. Wazne
jest, aby proteoliza przebiegata w sposdb zrownowazony, czyli sprzyjajacy tworzeniu
odpowiedniego smaku i zapachu, a zapobiegajacy nagromadzeniu gorzkich polipepty-
dow i peptydow [24].

Produkcja serow, w tym dojrzewanie, jest procesem ztozonym, cze¢sto zaleznym
od zastosowanych kultur starterowych. Kultura starterowa dodawana do mleka, gtow-
nie w celu zakwaszenia 1 wlasciwego dojrzewania, nadaje finalne i charakterystyczne
cechy danemu gatunkowi sera. Podczas dojrzewania sera rozklad biatek zachodzi
gtéwnie pod wplywem enzymow podpuszczki (np. renniny). Bakterie fermentacji
mlekowej po catkowitym przefermentowaniu laktozy zaczynaja stopniowo wymierac,
a ich wplyw na przemiany biatek polega wowczas na dziatalno$ci uwolnionych po
lizie komorek enzymow proteolitycznych. W celu przyspieszenia procesu dojrzewania
nie mozna jednak stosowac zwigkszonej ilosci startera lub dodatkowych zbyt aktyw-
nych kultur bakterii. Wigcej bakterii oznacza wigkszg 1 szybsza produkcje kwasu mle-
kowego w poczatkowych etapach wyrobu sera i przekwaszenie masy serowej przed
dojrzewaniem. W technologii serowarstwa opracowano metody ,,ostabiania” kultur
bakteryjnych, ktore zapobiegaja tworzeniu nadmiernych ilosci kwasu mlekowego
przed soleniem i dojrzewaniem sera [4, 15]. Sposobem ograniczajacym przezywalno$¢
komorek i zmniejszenie ich aktywnosci kwaszacej, najlatwiejszym do zastosowania
przemystowego, jest metoda szoku termicznego pod wpltywem wysokiej temperatury.
Z zastosowaniem termizowanych kultur LAB wigze si¢ wiele korzysSci, jednak nie jest
to ciggle metoda szeroko stosowana w produkcji, co moze by¢ wynikiem zmiany kon-
cowych cech sensorycznych seréw otrzymanych z zastosowaniem dodatkowych kultur
bakterii oraz kosztow takiego procesu. Badania dotyczace zastosowania dodatkowych
ostabionych termicznie kultur w serowarstwie dotyczyly gtdéwnie bakterii ogrzewa-
nych w temp. 50 + 72 °C, najcze¢sciej przez 10 + 20 s. Nieliczne badania z tego zakre-
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su dotyczyly dodatkowych kultur bakterii ogrzewanych do 65 °C w ciggu kilku min
[14].

Zastosowanie dodatkowych kultur Lactobacillus do produkcji sera moze wply-
waé na kontrole procesu dojrzewania oraz wzrostu spontanicznej flory bakteryjnej
tworzonej przez niestarterowe bakterie kwasu mlekowego (NSLAB — non starter lac-
tic acid bacteria). [21]. Zastosowanie pateczek mlekowych z rodzaju Lactobacillus,
ostabionych poprzez obrébke termiczng, w produkcji seréw podpuszczkowych doj-
rzewajacych moze by¢ dobrym rozwigzaniem w przyspieszaniu dojrzewania serow
z uwagi na ich duza stabilno$¢ biochemiczng (podstawowe cechy tych kultur kodowa-
ne s3 w DNA chromosomalnym) [9] oraz stosunkowo wysokg aktywno$¢ peptydazo-
wg. Cechy LAB, takie jak: wytwarzanie kwasu, aktywnos¢ proteinaz i peptydaz, auto-
liza, synteza zwigzkow hamujacych sg niezwykle wazne ze wzgledu na mozliwos¢ ich
zastosowania jako kultur dodatkowych w produkcji serow [3].

Celem niniejszej pracy byto okre§lenie wplywu obrobki termicznej wybranych
szczepow Lactobacillus stosowanych w mleczarstwie na aktywnos¢ amino- i dipeptydaz.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowity dwie kultury bakterii kwasu mlekowego: Lac-
tobacillus acidophilus LA-5 (FD-DVS LA-5, Chr. Hansen, Dania) oraz Lactobacillus
casei-431 (F-DVS CRL-431, Chr. Hansen, Dania).

W badaniach zastosowano 6 dipeptydow: Ala-Ala, Leu-Gly, Gly-Leu, Leu-Leu,
Gly-Glu, Ala-Leu (Sigma Aldrich, Polska), 4 aminopeptydy: Leu-pNA, Lys-pNA,
Ala-pNa i Gly-pNA (Sigma Aldrich, Polska), podtoze mikrobiologiczne: MRS-bulion
(Merck, Polska), bufor fosforanowy pH 7,0 (Sigma Aldrich, Polska) oraz odczynniki:
ninhydryn¢ (Sigma Aldrich, Polska), kwas trichlorooctowy — TCA (POCH, Polska),
kwas octowy, (POCH, Polska), etanol (POCH, Polska), odczynnik Folina i Ciocalteu’a
(POCH, Polska), metanol (POCH, Polska).

Aktywno$¢ amino- i dipeptydaz oznaczano wedlug metody opisanej przez El So-
da’a i Desmazeaud [8]. W celu okreslenia aktywnosci peptydaz przygotowywano ho-
dowle ptynng badanej kultury starterowej. Do 100 ml pozywki MRS-bulion dodawano
2 % danej kultury bakteryjnej. Obrobka termiczna badanych bakterii Lactobacillus sp.
prowadzona byta w temp.: 50, 55, 60, 65, 70, 75 °C przez 1, 15 oraz 25 min. Nastepnie
badane szczepy poddawano dezintegracji ultradzwigkami przy uzyciu dezintegratora
Sonics, Vibra cell, VCX130 (Sonics & Materials, Inc., USA) w ukladzie: 30 s puls
wiaczony / 15 s puls wylaczony przez 15 min, z wykorzystaniem amplitudy 90 %.
W czasie dezintegracji probki zanurzone byly w mieszaninie etanolu z lodem, aby
zapobiec nadmiernemu przegrzaniu. Zdezintegrowang biomas¢ rozpuszczano
w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,0 i odwirowywano (10000 g, temp. 4 °C,
25 min). Aktywnos$¢ amino- i dipeptydaz okreslano takze w probkach niepoddanych
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obrébce termicznej (proba kontrolna). W ekstrakcie enzymatycznym oznaczano row-
niez zawarto$¢ biatka metoda Lowry’ego [16].

Jednostke aktywnosci specyficznej definiowano jako zmiang absorbancji o 0,01
w czasie 1 min reakcji enzymatycznej, w przeliczeniu na 1 mg biatka, mierzonej przy
dtugosci fali A = 410 nm (aminopeptydazy) lub A = 570 nm (dipeptydazy) [8]. Pomiar
absorbancji wykonywano przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS (Genesis 10S UV-
VIS, Thermo Scientific, USA).

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu
komputerowego StatGraphicPlus 4.1. Przeprowadzono jedno- lub wieloczynnikowa
analiz¢ wariancji. Do zweryfikowania istotnosci réznic mi¢dzy warto$ciami $rednimi
stosowano test Tukeya (p = 0,05).

Wiyniki i dyskusja

Aktywno$¢ enzymatyczna dipeptydaz Lb. casei, rozkladajacych substraty Ala-
Leu, Gly-Leu, Leu-Gly, Leu-Leu, Gly-Glu i Ala-Ala, zawierata si¢ odpowiednio
w zakresach [U-min"-mg"]: 0 + 3,65, 0 + 2,20, 0 = 0,57, 0 = 0,71, 0 + 1,37, 0 + 2,83
(tab. 1), natomiast aktywno$¢ dipeptydaz Lb. acidophilus wzgledem tych substratow
miescita si¢ odpowiednio w zakresach [U'min'1~rng'l]: 0+2,94,0~+3,48,0,38 + 2,25,
0+1,71,0+ 1,81, 0 + 10,92 (tab. 2).

Zakresy aktywnoS$ci aminopeptydaz kultury Lb. casei wobec Ala-pNa, Gly-pNa,
Leu-pNa, Lys-pNa wynosity odpowiednio [U- min‘l-mg'l]: 0,39 + 8,47, 0,64 + 6,98, 1,25
+ 10,62, 1,38 = 7,41 (tab. 3), natomiast w przypadku kultury Lb. acidophilus wynosilty
odpowiednio [U-min'1~rng'1]: 0,75 +9,96, 0 + 4,25, 0,39 + 9,23, 0,15 + 3,49 (tab. 4).

Po poréwnaniu obu badanych kultur bakterii stwierdzono, ze aktywnos¢ dipepty-
daz Lb. acidophilus, w porownaniu z Lb. casei, byta wyzsza wzgledem substratow:
Ala-Ala, Gly-Leu, Leu-Gly, Gly-Glu oraz Leu-Leu. Jedynie hydroliza dipeptydu Ala-
Leu przez Lb. casei powodowata wyzsza Srednig aktywnos¢ enzymatyczng w porow-
naniu z Lb. acidophilus. Interesujace jest, ze $rednia aktywno$¢ enzymatyczna Lb.
acidophilus wobec Ala-Ala przyjmowata najwyzsze wartosci sposrod wszystkich ba-
danych substratow. Z kolei $rednia aktywno$¢ dipeptydaz Lb. casei w poréwnaniu
z aktywnoscig Lb. acidophilus wzglgdem Ala-Ala byta ponad trzykrotnie mniejsza.

Wedtug danych literaturowych aktywnos$¢ dipeptydaz wobec substratu Ala-Ala
charakteryzuje duza zmienno$¢ w zaleznosci od badanego drobnoustroju. Cichosz
1 wsp. [7] nie stwierdzili aktywno$ci peptydaz syntetyzowanych przez Lb. acidophilus
wzgledem tego dipeptydu, natomiast enzymy Lb. casei i Lb. casei ssp. rhamnosus
rozktadaly go z aktywnoscia odpowiednio: 1,25 i 1,08 U-min"-mg". Rowniez szczep
Lb. helveticus SBT 2171 nie wykazywat aktywnos$ci wobec Ala-Ala [27]. Magboul
i McSweeney [17] podajg poziom aktywnos$ci enzymatycznej wzglednej szczepu Lb.
curvatus DPC 2024 réwny 99 %.
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Tabela 1. Aktywnos¢ dipeptydaz Lactobacillus casei ogrzewanych w temp. 50 + 75 °C przez 1, 15125
min
Table 1.  Dipeptidase activity of Lactobacillus casei that were heat-treated at temperatures ranging
between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat |  termicznej K 50 | 55 ] 60 [ 65 | 70 75
Substrate | Heat-treatment Aktywno$¢ dipeptydaz / Dipeptidase activity
time [min] [U-min"-mg"' biatka] / [U-min'-mg of protein]
1 1,20+ [ 2,15%+ [ 1,18+ [ 1,67+ [ 0,202+ [ 0,74+ | 0,80 ® +
0,48 0,69 0,79 1,28 0,13 0,36 0,13
Ala-Leu s 121+ | 0,00°= | 0,62°= | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00« | 0,00°%
0,48 0,00 0,44 0,00 0,00 0,00 0,00
95 121°%+ [2,63* ] 1,96+ [2,54 ™+ [339%+ [247* x| 3,65+
0,48 0,65 1,03 0,80 0,26 0,03 0,72
: 1,88°= [ 0,00°= | 0,00°% | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00« | 0,00°%
1,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gly-Leu s 1,88+ | 220°+ | 1,65°% | 1,1I8°+ | 1,59%+ | 1,94°+ | 1,23°+
1,25 0,04 1,37 0,10 0,01 0,43 0,10
95 1,88°+ [ 021°+ | 048°+ [ 020°+ | 039°+ [ 0,91+ [0,76*+
1,25 0,14 0,27 0,13 0,35 0,32 0,30
: 0,01°= | 0,00°+ | 0,00°= | 0,00°= | 0,00°= | 0,00°% | 0,00°=
0,006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Leu-Gly 15 0,01%+ [ 028%+ [ 0,00%+ | 0,23%+ | 0,38%= | 0,00%+ | 0,57%+
0,006 0,22 0,00 0,20 0,34 0,00 0,56
25 0,01%+ [ 0,00%+ [ 0,00+ | 0,00%+ | 0,00*= | 0,00+ [ 0,00%+
0,006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
: 047°+ | 0,00°% | 0,00°= | 0,00°+ | 0,00°+ | 0,00°= | 0,00° =+
0,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Leu-Leu 15 0,47%+ | 0,18*+ | 0,43%+ [ 0,00%+ | 0,00%+ | 0,04%+ | 0,71 *+
0,44 0,11 0,40 0,00 0,00 0,04 0,62
55 0,47°+ | 0,00°% | 0,00°= | 0,00%+ | 0,00+ | 0,00°= | 0,00+
0,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
) 0,60°+ | 1,37°% | 1,01°= | 0,94%+ | 133°+ | 0,55°« | 0,53°«
0,58 0,14 0,03 0,26 1,19 0,15 0,19
Gly-Glu s 0,60+ [ 099"+ [ 0,00°+ | 1,22°+ [ 0,00°+ [ 0,00°+ | 0,127+
0,58 0,37 0,00 0,63 0,00 0,00 0,11
55 0,60°+ | 0,00°= | 0,00°% | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00+ | 0,00°%
0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
| 2,83%+ [ 0,00%+ [ 0,002+ [ 0,002+ [ 0,00%+ | 0,00%+ | 0,00°+
0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AlaAla s 2,83°+ [ 243°+ [ 0,99°+ [2,02%+]231°+ | 240"+ [ 2227+
0,90 0,37 0,28 0,15 0,10 0,36 0,57
55 2.83°+ [ 0,00°= | 0,00°% | 0,00°+ | 0,00°% | 0,00+ | 0,00°%
0,90 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Objasnienia: / Explanatory notes:
K — probka nieogrzewana (kontrolna) / non-heated sample (control); n =5;
W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations.
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Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszu rdznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / Mean

values in rows and denoted by different letters are statistically significantly different (p < 0.05).

Tabela 2. Aktywnos¢ dipeptydaz Lactobacillus acidophilus ogrzewanych w temp. 50 + 75 °C przez 1,
15125 min
Table 2.  Dipeptidase activity of Lactobacillus acidophilus that were heat-treated at temperatures rang-
ing between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat termiczne;j K 50 | 55 60 65 | 70 75
Substrate | Heat-treatment Aktywno$¢ dipeptydaz / Dipeptidase activity
time [min] [U-min"mg"' biatka] / [U-min""-mg™" of protein]
] 1,66°+ | 0,00°+ [059™+[0,62™+]041®+]0,37®+[1,22%+
0,52 0,00 0,57 0,58 0,13 0,12 0,83
Ala-Leu 15 1,66°+ | 0,00%+ [ 0,002+ | 0,00+ | 0,002+ [ 0,00%+ | 0,00+
0,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
55 1,66 +] 0,002+ | 0,99%®+ [ 233%+ | 1,18+ 220 +] 294°+
0,52 0,00 0,83 0,03 0,14 0,61 0,41
] 1,420+ 0,70%+ | 2,09°+ | 2,08%+ [ 1,93°+ [ 2,03+ | 2.38°+
0,91 0,26 0,18 0,05 0,24 0,33 0,38
Gly-Leu 15 1,42°+ | 0,00%+ [ 0,002+ | 0,00+ | 0,00%+ [ 0,00%+ | 0,00+
0,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
55 1,42+ ] 3,48°%+ | 0,002+ [ 0,58+ ] 0,26%+ | 046+ | 1,383+
0,91 1,35 0,00 0,01 0,20 0,36 0,01
1 0,85%+ [ 1,78°+ [ 1,15%+ [ 0,89®+ | 038%+ [0,93®+]08®+
0,01 0,03 0,67 0,13 0,31 0,24 0,15
Leu-Gly 15 0,85%+ | 1,13%+ [ 0,64%= ] 0,69%+ | 0,66%% | 1,24+ | 0,77%+
0,01 0,13 0,19 0,20 0,65 0,20 0,68
55 0,85%+ | 0,62°+ | 1,05%+ [ 1,33+ [ 225%+ [ 091°+ [ 1,53 %+
0,01 0,61 0,19 0,19 0,62 0,38 0,36
) 0,39°+ [ 0,14%®+ [ 0,00+ | 0,012+ | 0,002+ | 0,05+ | 0,00°+
0,23 0,13 0,00 0,01 0,00 0,04 0,00
Lew-Leu 15 0,39°+ | 0,00°+ [ 0,00+ | 0,002+ | 0,002+ | 0,00°+ | 0,00°+
0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25 039%+ | 1,55°+ | 1,31°%+ [ 1,71%+ [ 1,15®+ | 1,15%®+ | 1,60°+
0,23 0,40 0,45 0,44 0,05 0,48 0,24
| 047%+ | 032%+ [ 0,53*= | 1,81%+ | 1,36%%+ | 0,78+ | 0,98°%+
0,15 0,27 0,20 1,51 1,14 0,01 0,17
Gly-Glu 15 0,47%+[086%+] 094°+ | 0,64+ [0,59®+[038%+] 0,15+
0,15 0,22 0,44 0,05 0,58 0,02 0,12
55 0,47°+ | 0,00°+ | 0,002+ [ 0,002+ | 0,002+ | 0,00°+ [ 0,00°+
0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
) 1,23+ 0,91°+ | 1,02°+ | 024°+ | 1,68°+ | 1,05°+ | 0,97°+
0,27 0,11 0,18 0,23 0,16 0,46 0,28
Ala-Ala 15 1,23%+ [ 4,78+ [10,92°+ [ 10,58+ [ 10,33°+ | 8,69+ [ 9,72+
0,27 1,51 1,87 0,15 0,93 1,86 0,83
55 1,23%+ | 0,00°+ | 0,18%+ | 1,41%+ | 0,002+ | 0,13°+ | 0,19%+
0,27 0,00 0,16 0,63 0,00 0,12 0,13

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.
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Tabela 3. Aktywnos$¢ aminopeptydaz Lactobacillus casei ogrzewanych w temp. 50 + 75 °C przez 1, 15 1
25 min
Table 3.  Aminopeptidase activity of Lactobacillus casei that were heat-treated at temperatures ranging
between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat | termicznej K [ 50 | 55 ] 60 [ 6 | 70 [ 75
Heat-treatment L, . . . ..
Substrate . Aktywno$¢ aminopeptydaz / Aminopeptidase activity
me DTS 14 e -1 .
[min] [U-min~-mg™ biatka] / [U-min"-mg™ Of protein]
1 245%+ | 2423+ [ 2,69+ [ 2,67+ 291°%°+ [ 2,73®+]2,81%+
0,26 0,16 0,07 0,01 0,27 0,12 0,16
Ala-pNa 15 245%+ [ 8,139+ | 8479+ [ 7,460+ [5,72%0+] 451+ ]533%+
" 0,26 0,19 1,22 0,08 0,05 0,12 1,03
- 245%+ [ 2,77®+ 3,68+ 219+ ] 522°+ | 0,392+ | 0,39%+
0,26 0,24 0,45 0,73 1,12 0,13 0,14
1 549°+ | 2,92%+ | 3,17%+ | 336%+ | 423°%°+ [ 352%+ | 4,16°+
0,32 0,16 0,51 0,14 0,07 0,13 0,27
Gly-pNa 15 549°+ | 542°+ | 6,899+ | 6,989+ | 3,86°+ | 336%°+ | 1,11°+
- 0,32 0,30 0,08 0,28 0,14 0,24 0,19
- 549°+ | 6,40°+ [ 3,52+ [3,01®+(3,80%+] 0,74%+ | 0,64+
0,32 1,66 0,08 0,55 1,08 0,21 0,07
1 554°+ | 1,780+ | 326°+ [ 1,28®+ [ 136%®+ [ 1,67%+ | 1,25+
0,26 0,67 0,15 0,22 0,03 0,10 0,09
Leu-pNa 15 554+ [579%04 [ 6797+ [ 6,68%+]607%9+] 487°%+ | 1,49%+
} 0,26 0,29 0,32 0,77 0,25 0,86 0,33
- 554°+ | 377+ | 478°+ [ 10,62°+{ 3,88+ | 220+ | 1,48%+
0,26 0,30 0,85 1,28 1,29 0,32 0,48
1 496+ [ 441®+ ] 741°+ [ 3,552+ | 337%+ | 337%+ | 345°%+
1,09 0,24 1,28 0,13 0,28 0,13 0,51
Lys-pNa 15 496+ | 526+ [ 576+ | 575°+ [ 3917+ [ 344°+ | 138%+
1,09 0,07 0,22 0,40 0,08 0,03 0,05
55 496°+ | 3,17°+ [ 2,62+ [ 2,23+ | 2,09°+ | 1,66+ | 1,64+
1,09 0,06 0,13 0,12 0,22 0,14 0,17

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

Stwierdzono roznice pod wzglgdem stopnia hydrolizy Leu-Gly przez peptydazy
badanych kultur bakterii. Lb. acidophilus rozktadatl Leu-Gly ze $rednig aktywnoS$cia
1,02 U-min"-mg" w calym zakresie temperatury, natomiast Lb. casei wykazywat tylko
minimalng aktywno$¢ rowna 0,07 U-min™-mg" wzgledem tego substratu. Aktywnos¢
dipeptydaz wzgledem Leu-Gly, podawana w literaturze przedmiotu, jest stosunkowo
wysoka, co jest rozbiezne z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy. Cichosz i wsp.
[7] podaja, ze aktywno$¢ enzymatyczna szczepdw Lb. acidophilus, Lb. casei oraz Lb.
casei ssp. rhamnosus wobec Leu-Gly wynosita odpowiednio: 4,42, 6,12 oraz 3,02
U-min"-mg". Z kolei Lb. curvatus rozkltadat ten dipeptyd z aktywnosécia wzgledna
rowng 62 % [17]. Rowniez peptydazy Lb. helveticus SBT2171 wykazywaty aktywnos¢
wzgledem tego dipeptydu [27].
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Tabela 4. Aktywnos$¢ aminopeptydaz Lactobacillus acidophilus ogrzewanych w temp. 50 - 75 °C przez
1, 15125 min
Table 4.  Aminopeptidase activity of Lactobacillus acidophilus that were heat-treated at temperatures
ranging between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 min
Czas obrobki Temperatura / Temperature [°C]
Substrat Hterrnicznej K 50 | 55 | 60 | 65 | 70 75
t-treat t
Substrate | tirrflae men Aktywno$¢ aminopeptydaz / Aminopeptidase activity
[min] [U-min"-mg™"' biatka] / [U-min"-mg" of protein]
| 532%+ | 6,01+ | 5,79%+ | 541%+ | 537%+ | 525%+ | 599°%+
0,34 0,63 0,13 0,06 0,28 0,18 0,31
Ala-uNa 15 532°+ [ 094®+ [ 421%+[0,87%+ [ 1,18%+]1,19%+ [ 0,75+
P 0,34 0,22 1,61 0,54 0,04 0,94 0,67
25 5329+ | 720°%°+ | 9,96°+ | 544%+ | 8,02°+ | 4253+ | 437+
0,34 0,30 1,07 0,14 1,56 0,12 0,46
] 2,26°%+ [ 2,07®+ ] 2,19+ | 0,692+ | 2,34°+ [ 1,99%®+ | 224°+
0,27 0,37 0,42 0,18 0,65 0,15 0,35
GlvenNa s 226°+ | 3,14°+ | 2,92°+ | 2,73°+ | 2,227+ | 425°« | 1,61°+
yp 0,27 1,01 0,23 0,38 0,29 1,28 0,13
- 226°« [ 117" [ 024%+ [ 0,75°« | 0,91°% | 0,23+ | 0,00°+
0,27 0,38 0,16 0,43 0,59 0,11 0,00
: 533°+ | 048°+ | 047°% | 0,39°+ | 0,46°+ | 0,44°« | 0,54°+
1,25 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,07
Lew-oNa s 533%+ | 348+ | 476°% | 492%= | 407°+ | 434°% | 488°%=
P 1,25 0,11 0,34 0,75 0,70 0,57 0,32
- 533%+ [ 923°+ | 683+ | 630%+ | 497°+ | 489°+ | 482°%+
1,25 2,77 0,78 0,85 0,06 0,04 0,36
: 298P+ [ 025+ | 024°+ | 0,15°+ | 0,19°% | 0,21+ | 0,20% =
1,14 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02
Lvs.oNa 15 2,08°+ [ 1,30%+ [ 2280+ [2,75%+ [ 242%+ [ 290+ [ 2227+
ysP 1,14 0,26 0,25 0,95 0,18 0,77 0,54
55 208%+ [ 349°+ [2,93%+ | 328°% [ 1,77 [ 1,24+ | 0,85°%
1,14 0,24 0,25 1,73 0,68 0,31 0,02

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

Seo 1 wsp. [23] stwierdzili, ze dipeptydaza pochodzaca z B. longum BORI po
ogrzewaniu w temp. 80 °C przez 10 min utrzymata 60 % aktywno$ci wyjsciowej. Gar-
bowska 1 wsp. [11] okreslili, Ze peptydazy ogrzewanej kultury CHN-19 wykazywaty
zdolno$¢ hydrolizy wszystkich badanych dipeptydow. Peptydazy te charakteryzowata
najwicksza aktywnos¢ wobec dipeptyddéw zawierajacych aminokwasy hydrofobowe
(leucyna, fenyloalanina), ktorych obecnos¢ czesto stwierdzana byta w gorzkich pepty-
dach. Specyficznos¢ ta moze by¢ korzystna w zastosowaniu takiego startera do pro-
dukcji serow podpuszczkowych, jako prekursora w rozkladzie gorzkich peptydow
1 ksztaltowaniu wlasciwego smaku. Poddana obrébce cieplnej (50 ~ 80 °C, 15 s, 10
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1 30 min) kultura bakterii mlekowych (CHN-19) w duzym stopniu zachowywata ak-
tywno$¢ peptydolityczna.

Aktywno$¢ aminopeptydaz badanych kultur bakterii wzgledem Ala-pNa i Leu-
pNa byla bardzo zblizona. Zaobserwowano natomiast roznice aktywnosci peptydaz
w stosunku do pozostatych badanych substratow. Zaréwno wzgledem Gly-pNa, jak
i Lys-pNa, okre§lono dwukrotnie wyzszg aktywnos$¢ peptydaz Lb. casei, ktdéra wynosi-
ta odpowiednio: 3,98 i 4,06 U'min'-mg' w calym zakresie badanej temperatury
w poréwnaniu z aktywno$cig peptydaz syntetyzowanych przez Lb. acidophilus
(1,79 Umin™"-mg" w przypadku obu substratow). Aguirre i wsp. [1] stwierdzili naj-
wyzszg aktywno$¢ aminopeptydaz szczepow LAB (Lb. paracasei subsp. paracasei
CRL 207, Lb. delbrueckii subsp. lactis CRL 581, Lb. helveticus CRL 1062, Lb. reuteri
CRL 1099) wzgledem substratow zawierajagcych na N-koncu tancucha leucyne i lizy-
n¢. Requena i wsp. [19] podaja, ze w przypadku Lb. casei ssp. casei IFPL 731 aktyw-
no$¢ aminopeptydaz wzgledem Leu-pNa byla trzykrotnie wyzsza niz wobec Lys-pNa
i blisko szesciokrotnie wyzsza niz w przypadku Ala-pNa. Peptydazy bakterii Lb. he-
Iveticus CNRZ 32, Lb. helveticus ATCC 10797 oraz Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
ATCC 12278 byly zdolne do hydrolizy Ala-pNa, Leu-pNa oraz Lys-pNa, natomiast
Gly-pNa rozkladany byl przez te bakterie w znacznie mniejszym stopniu [13].

Najwyzsza aktywno$¢ amino- i dipeptydaz syntetyzowanych przez Lb. casei
stwierdzono po obrobce cieplej bakterii przez 15 min. Podobnie najwyzsza aktywnosc¢
dipeptydaz Lb. acidophilus okreslono po zastosowaniu 15-minutowej obrobki cieplnej.
Z kolei srednia aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus wzrastata wraz z wydtuza-
niem czasu obrobki termicznej. Najwyzsze wartosci uzyskano po ogrzewaniu bakterii
przez 25 min. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna przypuszczaé, ze enzymy
syntetyzowane przez Lb. acidophilus, odpowiedzialne za rozktad dipeptydow, wyka-
zuja wyzsza aktywnos¢ po dziataniu wysokg temperaturg w poréwnaniu z Lb. casei.
Oceniajagc wptyw czasu obrobki termicznej na aktywnos$¢ peptydolityczng badanych
kultur Lactobacillus wykazano statystycznie istotne (p < 0,05) réznice odnoszace si¢
jedynie do aktywno$ci aminopeptydaz. W przypadku Lb. casei wyzszg $rednig aktyw-
no$¢ aminopeptydaz oznaczono po ogrzewaniu kultury przez 15 min, a nizsza — po
obrébee termicznej przez 11 25 min. Z kolei aminopeptydazy syntetyzowane przez Lb.
acidophilus wykazywaly wyzszg $rednig aktywno$¢ po ogrzewaniu przez 25 min,
a najnizszg — po 1 min. Czas obrdbki termicznej nie wplywat rdznicujaco na aktyw-
no$¢ dipeptydaz badanych kultur bakterii.

Najwyzszg aktywnos$¢ dipeptydaz Lb. casei w temperaturze optymalnej (czyli
w temperaturze obrdbki termicznej badanych kultur bakterii, po zastosowaniu ktorej
dipetydazy wykazywaly maksymalng aktywnos$¢ enzymatyczng wzgledem danego
substratu) wykazywaly enzymy hydrolizujace Ala-Leu (3,65 U-min"-mg™), natomiast
najmniejsza — Leu-Gly (0,57 U-min"-mg"). Natomiast dipeptydazy Lb. acidophilus
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z wysoka aktywnoscia rozkladaty Ala-Ala (10,92 U-min"-mg"), a z najnizsza — Leu-
Leu (1,71 U-min"-mg"). Substraty zawierajace w skladzie reszte alaniny, takie jak
Ala-Leu i Ala-Ala, wykorzystywane byly efektywnie przez obie badane kultury bakte-
rii (aktywno$¢ odpowiednio: 3,65 i 2,83 U-min'-mg' — Lb. casei oraz 2,94
i 10,92 U'min"-mg" — Lb. acidophilus). Wysoka aktywno$é¢ wykazywaty peptydazy
syntetyzowane przez Lb. casei i Lb. acidophilus wobec Gly-Leu (odpowiednio: 2,20
i3,48 U'min"-mg"). Gdy na N-koncu substratu znajdowata si¢ reszta aminokwasu
alifatycznego — leucyny, dipeptydy takie, jak Leu-Gly i Leu-Leu hydrolizowane byty
z najnizsza aktywnoscia, odpowiednio: 0,57 i 0,71 U-min"mg" w przypadku Lb. ca-
sei oraz 2,251 1,71 U-min"-mg" w przypadku Lb. acidophilus. Jednoczesnie stwier-
dzono, ze aktywnos¢ peptydaz badanych kultur bakterii wzgledem Leu-Gly byta
mnigjsza niz wobec Gly-Leu. Poréownywalng aktywnos$¢ dipeptydaz Lb. casei
(1,37 U-min™-mg™) i Lb. acidophilus (1,81 U-min™"-mg") stwierdzono w stosunku do
jedynego dipeptydu zawierajacego reszte o kwasowym charakterze (Gly-Glu) — tab. 5.

Tabela 5. Aktywnos¢ dipeptydaz badanych bakterii Lactobacillus w temperaturze optymalnej dla hydro-
lizy danego substratu

Table 5.  Dipeptidase activity of examined Lactobacillus bacteria at temperature optimal for hydrolysis
of given substrate

Maksymalna aktywnos$¢ enzymatyczna [U-min™"-mg™' biatka]
Substrat . . .. . -1 -1 .
Maximum enzymatic activity [U min~ mg™ of protein]
Substrate ; 5 -
Lb. casei Lb. acidophilus
Ala-Leu 3,65 (75 °C/25 min) 2,94 (75 °C/25 min)
Gly-Leu 2,20 (50 °C/15 min) 3,48 (50 °C/25 min)
Leu-Leu 0,71 (75 °C/15 min) 1,71 (60 °C/25 min)
Gly-Glu 1,37 (50 °C/1 min) 1,81 (60 °C/1 min)
Leu-Gly 0,57 (75 °C/15 min) 2,25 (65 °C/25 min)
Ala-Ala 2,83 (kontrolna/control) 10,92 (55 °C/15 min)

Najwyzszg aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. casei w temperaturze optymalnej
stwierdzono wzgledem substratu Leu-pNa (10,62 U-min'-mg"), natomiast w przy-
padku peptydaz Lb. acidophilus wobec Ala-pNa (9,96 U-min-mg™"). Stosunkowo
niewielkg aktywno$¢ aminopeptydaz szczepdw Lactobacillus oznaczono wobec Gly-
pNa (6,98 U'min"-mg" — Lb. casei i 4,25 U-min" mg" — Lb. acidophilus). Aktywno$é
aminopeptydaz Lb. acidophilus i Lb. casei wzgledem jedynego substratu zawierajace-
go aminokwas polarny (Lys-pNa) wynosita odpowiednio: 3,49 i 7,41 U-min"-mg" —
tab. 6.
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Tabela 6. Aktywnos$¢ aminopeptydaz badanych bakterii Lactobacillus w temperaturze optymalnej dla
hydrolizy danego substratu

Table 6.  Aminopeptidase activity of examined Lactobacillus bacteria at temperature optimal for hy-
drolysis of given substrate

Maksymalna aktywnos¢ enzymatyczna [U-min™"-mg™' biatka]
Substrat . . O ! .
Maximum enzymatic activity [U min™ mg™ of protein]
Substrate
Lb. casei Lb. acidophilus
Ala-pNa 8,47 (55 °C/15 min) 9,96 (55 °C/25 min)
Gly-pNa 6,98 (60 °C/15 min) 4,25 (70 °C/15 min)
Leu-pNa 10,62 (60 °C/25 min) 9,23 (50 °C/25 min)
Lys-pNa 7,41 (55 °C/1 min) 3,49 (50 °C/25 min)

W badaniach bakterii wyizolowanych z tradycyjnego hiszpanskiego sera Gene-
stoso wykazano, ze aktywnos¢ peptydolityczna w znacznym stopniu zalezy od szczepu
badanego drobnoustroju [12]. Autorzy podaja, ze wystepuje szeroka zmiennos$¢ ak-
tywnosci, zarowno wsérod ziarniakow, jak i1 paleczek mlekowych. Okreslili wysoka
specyficzno$¢ badanych bakterii wzgledem substratu Leu-Leu, a niska wobec Leu-
Gly. Jednocze$nie najwyzsze wartosci aktywno$ci aminopeptydaz stwierdzili w sto-
sunku do Leu-pNa, a niewielkie — wobec Ala-pNa. W niniejszej pracy rowniez stwier-
dzono nieznaczng aktywnos$¢ dipeptydaz wzgledem Leu-Gly, ale, w przeciwienstwie
do badan przedstawionych przez Gonzaleza i wsp. [12], wykazano stosunkowo niska
aktywnos¢ enzyméw badanych kultur bakterii wzgledem Leu-Leu oraz Ala-pNa.

W badaniach wlasnych wykazano, ze w przypadku aktywnosci dipeptydaz Lb. ca-
sei czynnikiem statystycznie istotnym (p < 0,05) byt rodzaj uzytego substratu. Okreslo-
no, ze sposrod wszystkich badanych substratow najnizsza aktywno$¢ wykazywaty pep-
tydazy w stosunku do Leu-Gly i Leu-Leu (odpowiednio: 0,07 i 0,13 U-min"-mg"),
natomiast najwieksza — wobec Ala-Leu (1,32 U-min-mg"). Réwniez w przypadku
peptydaz Lb. acidophilus wykazano roznice statystycznie istotne (p < 0,05), a najwigk-
sza aktywnos¢ dipeptydaz okre§lono wzgledem dipeptydu Ala-Ala (3,17 U-min™-mg™).

W ocenie statystycznej dotyczacej aminopeptydow jako substratéw nie wykazano
roznic statystycznie istotnych w zakresie hydrolizy i wptywu na aktywno$¢ enzyma-
tyczng Lb. casei. Z kolei w przypadku aktywno$ci aminopeptydaz Lb. acidophilus
okreslono, ze czynnikiem statystycznie istotnym (p < 0,05) byt rodzaj substratu. Naj-
wicksza aktywno$¢ wykazywaly enzymy wzgledem Ala-pNa oraz Leu-pNa, natomiast
mniejszg — wobec Lys-pNa i Gly-pNa. W przypadku aminopeptydaz syntetyzowanych
przez Lb. casei, w odroznieniu od syntetyzowanych przez Lb. acidophilus, wyzsza
$rednig aktywno$¢ okreslono wobec Leu-pNa, Lys-pNa i Gly-pNa. Jedynie wzgledem
Ala-pNa stwierdzono wickszg aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. acidophilus.
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Najwyzszg $rednig aktywnoscig charakteryzowaty si¢ dipeptydazy Lb. acidophi-
Ius (1,17 U-min™-mg™), co stanowi warto$¢ prawie dwukrotnie wyzsza w pordwnaniu
z aktywnos$cia dipeptydaz Lb. casei, ktora wynosita 0,64 U-min"-mg’. Natomiast
wyzszg S$rednig aktywno$¢ aminopeptydaz wykazywaty peptydazy Lb. casei
(4,05 U-min™"-mg™") w poréwnaniu z Lb. acidophilus (3,05 U-min"-mg™).

Otrzymane wyniki wskazuja na podobng specyficznos¢ substratowa enzymow
badanych kultur bakterii mlekowych. Obie kultury wykazywaty jednak rézna aktyw-
no$¢ zarowno di-, jak i aminopeptydaz po dzialaniu na nie czynnikiem stresowym,
jakim byta temperatura i czas jej dziatania.

W niniejszej pracy wykazano, ze ogrzewane szczepy Lactobacillus w znacznym
stopniu zachowywaty aktywno$¢ peptydaz, co moze pozytywnie wplywaé na proces
koagulacji mleka i zapobiega¢ powstawaniu smaku gorzkiego w serach. Aktywnos¢
peptydolityczna badanych bakterii wskazuje na mozliwos¢ ich zastosowania jako do-
datkowych kultur starterowych. Jest to wazne we wczesnych etapach produkcji sera,
w czasie ksztattowania si¢ jego charakterystycznego smaku.

Whioski

1. Badane kultury Lactobacillus syntetyzowaty peptydazy o podobnej specyficznosci
substratowej, ale ze zréznicowang aktywnoscig.

2. Lb. casei wykazywal najwigksza specyficznos¢ wzgledem substratow: Ala-Leu,
Ala-Ala, Gly-Leu, natomiast Lb. acidophilus — wzgledem Ala-Ala oraz Ala-pNa.

3. Najwyzsza aktywnos$¢ specyficzng dipeptydaz Lb. casei stwierdzono wzgledem
substratu Ala-Leu w probkach ogrzewanych w temp. 75 °C przez 25 min
(3,65 U-min™-mg™). W przypadku Lb. acidophilus najwyzsza aktywno$¢ dipepty-
daz (10,92 U-min"-mg") stwierdzono wobec Ala-Ala w probce ogrzewanej
w temp. 55 °C przez 15 min. W przypadku aminopeptydaz najwyzsza aktywnos$¢
Lb. casei (10,62 U-min"-mg™) stwierdzono wzgledem Leu-pNa w probce ogrze-
wanej w temp. 60 °C przez 25 min. Najwyzsza aktywno$¢ aminopeptydaz Lb. aci-
dophilus wynosita 9,96 U-min'-mg"' wobec Ala-pNa, w probce ogrzewanej
w temp. 55 °C przez 25 min.

4. Najwyzsza aktywno$¢ dipeptydaz Lb. casei okreslono w probkach kontrolnych
(niepoddanych obrobce termicznej), natomiast w przypadku aminopeptydaz row-
nie wysokg aktywnos$¢ enzymatyczng, jak w probkach kontrolnych, stwierdzono
w probkach ogrzewanych w temp. 50, 55 i 60 °C. Najwyzszg aktywno$¢ dipepty-
daz Lb. acidophilus uzyskano w probkach ogrzewanych w temp. 60 i 75 °C,
a wsrod aminopeptydaz w probce kontrolnej i poddanej obrobce termicznej —
w 55 °C.
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5. Srednia aktywno$¢ dipeptydaz Lb. acidophilus byta wyzsza o 45 % od aktywnosci
tych enzymow kultury Lb. casei. Z kolei wyzsza o 25 % aktywnoS$cig aminopepty-
daz charakteryzowat si¢ Lb. casei.

6. Wykazano, ze wydluzenie czasu obrobki termicznej wptywa istotnie (p < 0,05) na
wzrost aktywnos$ci aminopeptydaz badanych kultur pateczek mlekowych.

Niniejsza praca byta finansowana w ramach tematu statutowego Instytutu Bio-
technologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego nr 500-
01-GM-01.
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PEPTIDASE ACTIVITY OF SELECTED HEAT-TREATED LACTOBACILLUS STRAINS
Summary

The objective of the research study was to determine the amino- and dipeptidase activity of select-
ed lactic acid bacteria cultures (Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus) subjected to heat- treat-
ment at temperatures ranging between 50 and 75 °C for 1, 15, and 25 minutes. The analyzed Lactobacillus
cultures synthesized peptidases that had a similar substrate specificity but different activities. They
showed a higher activity of aminopeptidases compared to the activity of dipeptidases. The mean dipepti-
dase activity of Lb. acidophilus was 45% higher than that of Lb. casei. The Lb. casei strain was character-
ized by a 25% higher activity of aminopeptidases. This strain exhibited the highest specificity to the Ala-
Leu, Ala-Ala, and Gly-Leu substrates, whereas the Lb. acidophilus strain — to the Ala-Ala and Ala-pNA
substrates. The highest activity of the amino- and dipeptidases of Lb. casei and of the dipeptidases of Lb.
acidophilus was reported after the bacteria were heat-treated for 15 min. As for the amino- and dipepti-
dases of Lb. casei, their activity was, respectively: 5,10, and 0.83 U/min/mg, and as for the dipeptidases of
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Lb. acidophilus, it was 1.66 U/min/mg. The mean aminopeptidase activity of Lb. acidophilus increased
along with the increasing heat-treatment time; its highest values were reached after 25 min (3.89

U/min/mg). It was proved that the increasing of the heat-treatment time significantly impacted the growth
of aminopeptidase activity of lactic acid bacteria; this fact confirms their high temperature resistance.

Key words: lactic acid bacteria, aminopeptidases, dipeptidases, proteolytic activity, heat-treatment



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$é, 2015, 6 (103), 165 — 168

HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA

INTERAKCJE SKEADNIKOW ZYWNOSCI

Prezentujemy 30. cze$¢ cyklu nt. ,,Interakcje sktadnikow zywno$ci”. Druk mate-
rialow z tego cyklu rozpoczelismy w Zywnosci nr 1 (74), 2011.

Mowigc o makro- i mikroelementach w organizmach roslinnych i zwierzecych,
nalezy pamigtaé, ze wystepuja one w nich w postaci kationow réznowartosciowych
1 to czgsto skompleksowanych z biatkami. Warto przy tej okazji wyjasni¢ pojecie jonu
kompleksowego, mianowicie jako czasteczki kompleksowej utworzonej z elementdw,
ktore istnieja w roztworze jako odrebne twory tatwe do rozpoznania. Na przyktad
Zn(CN),*" moze powstaé¢ z Zn>" i CN, ktore sa pospolitymi czasteczkami w roztwo-
rze wodnym. Nalezy rowniez pamigtaé, ze cynk moze angazowaé w tworzenie wigzan
chemicznych tylko dwa elektrony z zewngtrznej powltoki s, poniewaz usunigcie elek-
tronow z catkowicie zapetionej podpowtoki d wymagatoby zbyt duzej ilosci energii.
Oznacza to, ze cynk nie tworzy zwigzkéw na stopniu utlenienia wyzszym niz 2+.
Przyktadem oddziatlywania jonow cynku z biatkiem enzymatycznym jest anhydraza
weglanowa katalizujaca reakcje hydratacji CO, i dehydratacji HCOs;™ w organizmie
czlowieka. Schemat struktury przestrzennej ludzkiej anhydrazy weglowodanowej 11
i jej miejsca wigzacego jony Zn®" oraz mechanizm jej dziatania przedstawiono na rys.
1. Dzialanie to mozna skomentowa¢ w trzech etapach: (a) aktywacja czasteczek wody
przez jony Zn>* prowadzi do powstania jonu hydroksylowego; (b) polaczenie ditlenku
wegla z centrum aktywnym anhydrazy weglanowej prowadzi do reakcji z jonem hy-
droksylowym, przeksztalcajac go w jon wodoroweglanowy; (c) regeneracja miejsca
aktywnego dehydrogenazy weglanowej polega na uwolnieniu jonu wodoroweglano-
wego 1 ponownym zwigzaniu nastgpnej czasteczki wody. Podsumowujac, mozna po-
wiedzie¢, ze zwigzanie jonow cynku obecnych w anhydrazie weglanowej z wodg pro-
wadzi do powstania jonu wodorowgglanowego dzigki utatwionemu uwolnieniu proto-
nu i bezposredniemu zblizeniu obu reagentow.

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. Struktura przestrzenna ludzkiej anhydrazy weglowodanowej II i jej miejsca wigzacego cynk
oraz mechanizm jej dziatania

Kolejnym przyktadem kompleksu jonéw cynku (Zn®") z biatkiem jest tzw. palec
cynkowy (Cys,His,) pehliacy role czynnika regulujacego ekspresje genow (rys. 2).
Domena wigzaca DNA zbudowana jest z zestawu krotkich motywow peptydowych
wiazacych jony cynku (Zn®") poprzez dwie reszty cysteinowe i histydynowe. Genom
ludzki koduje kilkaset bialek zawierajacych motywy palcow cynkowych.
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Rys. 2. Diagram wstazkowy kompleksu bialka ZIF268 z DNA, zawierajacego trzy motywy palca cyn-
kowego.

Rys. 3. Metalotioneina wigzaca jony cynku i innych metali ci¢zkich
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Na zakonczenie nalezy przypomnie¢, ze we krwi nie ma specyficznych przeno-
$nikow biatkowych jonow cynku (Zn®"). Sa one transportowane w potaczeniu z albu-
ming osocza i magazynowane w komorkach w postaci metaloproteiny, zwanej metalo-
tioneing, ktora wigze takze jony miedzi i jony niektorych innych metali cigzkich

(rys. 3).
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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 zywnosciowej wg stanu na dzien 30 listo-
pada 2015 r.

Polskie akty prawne

1. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 19 wrze$nia 2013 r.

W sprawie warunkOw wstepnego uznawania grup producentdéw owocOw i warzyw,
uznawania organizacji producentOw owocOw 1 warzyw oraz warunkow 1 wymagan,
jakie powinny spetnia¢ plany dochodzenia do uznania (tekst jednolity) (Dz. U.
2015 r., poz. 1530).
Opublikowany zostat jednolity tekst Rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwo-
ju Wsi w sprawie warunkow wstgpnego uznawania grup producentdow owocow
1 warzyw, uznawania organizacji producentéw owocOw i warzyw oraz warunkow
1 wymagan, jakie powinny spetnia¢ plany dochodzenia do uznania.

2. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 19 pazdziernika 2015 r.
zmieniajgce rozporzadzenie w sprawie srodkéw dopuszczonych do skazania alko-
holu etylowego (Dz. U. 2015 r., poz. 1780).

W rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 25 czerwca 2008 r.
w sprawie Srodkow dopuszczonych do skazania alkoholu etylowego (Dz. U.
72013 r., poz. 201) zatgcznik do rozporzadzenia otrzymat nowe brzmienie.

Srodki skazajace okreslone w zataczniku do rozporzadzenia, o ktérym mowa moga
by¢ stosowane jako srodki skazajgce alkohol etylowy przez 6 miesigcy od dnia
wejscia w zycie niniejszego rozporzadzenia.

Dr G. Morkis, gmorkis@poczta.onet.pl
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3. Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dn. 27 pazdziernika 2015 r. w sprawie
wzoru wniosku o wydanie zezwolenia na wprowadzenie do obrotu produktu GMO
(Dz. U. 2015 r., poz. 1820).

W zalgczniku do rozporzadzenia zostal podany wzor wniosku o wydanie zezwole-
nia na wprowadzenie do obrotu produktu GMO.

Unijne akty prawne

1. Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2015/1833 z dn. 12 pazdziernika
2015 r. zmieniajgce rozporzadzenie (EWG) nr 2568/91 w sprawie wiasciwosci
oliwy z oliwek i oliwy z wytloczyn oliwek oraz w sprawie odpowiednich metod
analizy (Dz. Urz. UE L, 2015 r. nr 266, s. 29).

Wprowadzona zmiana dotyczy m.in. metody wykrywania obecnosci obcych ole-
jow roslinnych w oliwie z oliwek.

2. Rozporzadzenie Komisji (UE) 2015/1933 z dn. 27 pazdziernika 2015 r. zmieniaja-

ce rozporzadzenie (WE) nr 1881/2006 w odniesieniu do najwyzszych dopuszczal-
nych poziomoéw wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych we wiok-
nach kakao, chipsach bananowych, suplementach diety, suszonych ziotach i suszo-
nych przyprawach (Tekst majacy znaczenie dla EOG) (Dz. Urz. UE L, 2015 r. nr
282,s. 11).
Zmienione zostaly wartosci najwyzszych dopuszczalnych poziomoéw wielopier-
$cieniowych weglowodoréw aromatycznych we wioknach kakao, chipsach bana-
nowych, suplementach diety, suszonych ziotach i suszonych przyprawach. Niniej-
sze rozporzadzenie stosuje sie od dnia 1 kwietnia 2016 r. Srodki spozywcze wy-
mienione w zalgczniku do niniejszego rozporzadzenia, ktore zostaly w sposob
zgodny z prawem wprowadzone do obrotu przed dniem 1 kwietnia 2016 r., moga
pozostawac w obrocie po tym dniu az do uptywu ich daty minimalnej trwatosci lub
terminu przydatnosci do spozycia.
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NOWE KSIAZKI

Foodborne Pathogens and Food Safety

[Patogeny w Zywnosci i bezpieczenstwo zywnosci]

Bari M.L., Ukuku D.O.

Wydawnictwo: CRCPress 2015, stron 318, ISBN 9781498724081, cena 80,75 £
Zaméwienia: WWw.CICcpress.com

W ksiazce podjeto zagadnienie patogendw w zywnosci. Zawarto w niej opinie specjali-
stow w dziedzinie mikrobiologii, naukowcow zajmujacych si¢ zywno$cig oraz prakty-
kéw. Zapewnienie bezpieczenstwa zywnosSci jest problemem w krajach rozwinigtych
i rozwijajacych si¢. Patogeny obecne w zywno$ci sg zagrozeniem wystepujacym
w zapewnieniu zdrowia spoteczenstw. W ostatnich latach wcigz obserwuje si¢ rosnacg
liczbg zatru¢ pokarmowych. Zagadnienie przeciwdziatania wystgpowaniu patogendw
w zywnosci powinno by¢ uwzglgdnione na etapie projektowania produktu spozywcze-
g0, procesow przetwoérczych, organizacji miedzynarodowej wymiany handlowej. Scha-
rakteryzowano takie zagadnienia, jak: mikroorganizmy w zywnosci — ich rozwoj, prze-
trwanie w zywnosci; patogeny oporne na dziatanie lekow; wplyw klimatu na rozwoj
zagrozen bezpieczenstwa zywno§$ci; analiza i ocena ryzyka bezpieczenstwa zywnosci;
status bezpieczenstwa zywnosci w ujeciu globalnym. Ksigzka jest polecana dla osob
interesujgcych si¢ jakoscig 1 bezpieczenstwem zywnosci, mikrobiologow, technologdw
zywnosci oraz osob dziatajacych zawodowo w obszarze Zywnosci.

Aware Food Choices: Bridging the Gap Between Consumer Knowledge About
Nutritional Requirements and Nutritional Information

[Swiadomy wybor Zywnosci. Wypelniajac luke pomiedzy wiedza konsumenta
o wartoS$ci odzywczej a informacjami o wartosci odzywczej]

Tarabella A., Burchi B.

Wydawnictwo Springer 2016, stron 112, ISBN 978-3-319-23856-2, cena 41.64 €
ZamoOwienia: Www.springer.com

Autorki scharakteryzowaty sposob rozumienia przez konsumenta informacji o wartosci
odzywczej umieszczanej na opakowaniu produktow spozywczych. Korzystajac ze
szczegotowego przegladu literatury przedmiotu, mozna stwierdzi¢, ze wiedza konsu-
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mentow oraz rozumienie informacji o warto$ci odzywczej sg bardzo niewielkie. Au-
torki dokonaly rowniez analizy zmian, jakie mialy miejsce w sposobie znakowania
produktéw spozywczych w zakresie wartosci odzywczej. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan okre§lono glowng konkluzje, ze konsument najpierw musi rozumieé¢ in-
formacje¢ o wartosci odzywczej umieszczonej na opakowaniu produktow spozywczych,
aby dokonywac¢ $wiadomego wyboru ,,zdrowej” zywnosci. Dlatego wazne sg wszelkie
kampanie edukujace konsumentdéw w tym obszarze.

Ksigzka polecana jest dla osob interesujacych si¢ zagadnieniami zwigzanymi z Zywno-
Scia, dietetyka, zachowaniami konsumentéw na rynku.

Meat Quality: Genetic and Environmental Factors

[Jako$¢ miesa: uwarunkowania genetyczne i Srodowiskowe]

Przybylski W., Hopkins D.

Wydawnictwo: CRCPress 2015, stron 472, ISBN 9781482220315, cena 102,85 £
ZamoOwienia: WWWw.CICpress.com

Poddano analizie czynniki wptywajgce na jako$¢ migsa — wotowiny, wieprzowiny oraz
baraniny, biorgc pod uwage wptyw sposobu chowu, gatunku, pici na jako$¢ migsa.
Scharakteryzowano rowniez nowoczesne sposoby produkcji migsa i ich wplyw na jego
jakos$¢. Jako$¢ migsa ma duze znaczenie, poniewaz wsrod konsumentéw mozna zau-
wazyC rosngce wymagania. Autorzy przygotowali t¢ ksigzke na podstawie ich wielo-
letniego do$wiadczenia badawczego i1 dydaktycznego, jak rowniez krytycznego prze-
gladu literatury przedmiotu. Ksigzka polecana jest dla studentow technologii zywnosci,
towaroznawstwa, zoologii, naukowcow i 0s6b zawodowo zajmujacych si¢ zywnoscia.

Funkcjonowanie wybranych ogniw tancucha Zywnosciowego w Polsce

w kontekscie rozwoju biogospodarki

Domanska K., Komor A., Krukowski A., Nowak A.

Wydawnictwo: Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, 2015, stron 150, ISBN 978-83-
7259-237-8, cena 39,00 zt

Zamoéwienia: http://wydawnictwo.up.lublin.pl

Autorzy oméwili regionalne zréznicowanie potencjatu i poziomu rozwoju rolnictwa,
przemystu spozywczego i handlu zywnoscia, czyli trzech sektorow bedacych podstawo-
wymi ogniwami tancucha zywnosciowego. Podjeta tematyka tgczy si¢ z koncepcja roz-
woju biogospodarki, ukierunkowang na unowocze$nianie gospodarki zywnosciowe;j.
Ksigzka jest polecana dla studentéw kierunkoéw zwigzanych z zywnoscig oraz agrobiz-
nesem.

Opracowata: Magdalena Niewczas-Dobrowolska
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TWORCY POLSKIEJ NAUKI O ZYWNOSCI

POLSCY UCZENI PO II WOJNIE SWIATOWEJ
PROF. DR HAB. INZ. LUCJA FORNAL (1939 — 2011)

Lucja Fornal (z domu Mzyk) urodzita si¢ 22 paz-
dziernika 1939 roku w Lublincu. W 1962 roku ukon-
czyta Wydziat Mleczarski Wyzszej Szkoty Rolniczej
w Olsztynie. Prace magisterskg pt. ,,Wstepne badania
nad inter- i transestryfikacjg ttuszczéw zwierzecych”
wykonata pod kierunkiem prof. dra Antoniego Rut-
kowskiego w Katedrze Technologii Zywnosci i Prze-
chowalnictwa. Po ukonczeniu studiow, od 1 pazdzier-
nika 1962 roku rozpoczgta prace na stanowisku
asystenta w wyzej wymienionej Katedrze.

Pani Profesor zwigzata 47 lat swojego zycia za-
wodowego z olsztynska Uczelnig — obecnie Uniwersy-
tetem Warminsko-Mazurskim) 1 z Wydzialem, ktorego
byla absolwentkg — obecnie Wydziatem Nauki o Zywnosci).

Na podstawie dysertacji pt. ,,Zmiany oleju rzepakowego w procesie technologicz-
nym a doktadno$¢ analizy zawartosci tokoferoli przy pomocy chromatografii cienko-
warstwowej”, wykonanej pod kierunkiem prof. dra Antoniego Rutkowskiego, Lucja
Fornal uzyskata w 1968 roku stopien doktora nauk technicznych. W 1979 roku, po
przedstawieniu rozprawy habilitacyjnej pt. ,,Konserwacja wilgotnego ziarna pszenicy
niskoczasteczkowymi kwasami organicznymi”, uzyskata stopien doktora habilitowa-
nego nauk technicznych. W ramach stypendium FAO im. Andre Meyera, w okresie od
1 pazdziernika 1979 roku do 29 listopada 1980 roku, doc. dr hab. inz. Lucja Fornal
odbywata staz naukowy w Kenii (University of Nairobi), gdzie realizowata projekt
badawczy pt. ,,Microclimate in grain storage structures”.

W 1987 roku Rada Panstwa nadata Lucji Fornal tytut profesora nadzwyczajnego
nauk technicznych. Od 1992 roku do przejscia na emeryture pracowata na stanowisku
profesora zwyczajnego w Katedrze Technologii Produktéw Roslinnych, a po przemia-
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nowaniu — w Katedrze Przetwoérstwa i Chemii Surowcoéw Roslinnych. W okresie 25.09
—25.10 1993 roku Pani Profesor przebywala jako visiting professor w Norwegii (Agri-
cultural University of Norway in As), wyktadajac i udzielajgc konsultacji na temat
zastosowania ekstruzji w przetworstwie ziarna zboz.

W poczatkowym okresie pracy w Uczelni Pani Profesor realizowala zadania ba-
dawcze w zespole prof. Antoniego Rutkowskiego, kierownika Katedry Technologii
Zywnosci i Przechowalnictwa w latach 1960 - 1969. Dotyczyty one technologii otrzy-
mywania thuszczow, a szczegdlnie ich funkcji w ksztaltowaniu trwatosci produktow
zywnos$ciowych, wykorzystania do celéw jadalnych oleju rzepakowego (6wczesnie
wysokoerukowego) oraz badan jego sktadnikéw chemicznych.

W pdzniejszym okresie dziatalno§¢ naukowa Pani Profesor byta zwigzana z tech-
nologia przechowywania zbdz, chemia i1 przetworstwem zbo6z (ze szczegdlnym
uwzglednieniem technologii ekstruzji surowcow zbozowych) oraz oceng jakosci tech-
nologicznej ziarna pszenicy 1 jgczmienia browarnego z wykorzystaniem cyfrowej ana-
lizy obrazu (DIA).

Prof. dr hab. inz. Lucja Fornal byla inicjatorka wielu kierunkéw badawczych rea-
lizowanych nie tylko w macierzystej Uczelni, ale i w jednostkach pozauczelnianych.
Na szczegolne podkreslenie zasluguje zainicjowanie przez Panig Profesor kierunku
badawczego dotyczacego toksycznych i alergizujacych bialek ziarna zb6z oraz nasion
ro$lin stragczkowych, realizowanego przez pig¢ zespolow UWM w Olsztynie oraz pigé
zespolow innych krajowych osrodkow naukowych. W latach 2004 - 2008 prof. dr hab.
inz. Lucja Fornal byta koordynatorem merytorycznym i organizacyjnym projektu ba-
dawczego zamawianego pt. ,Identyfikacja i sposoby przeciwdzialania toksyczno$ci
i alergenno$ci nasion waznych roslin uprawnych”, w ramach ktoérego zorganizowala
dwie konferencje: I Krajowa Konferencj¢ Naukowa (2005 r.) i II Krajowa Konferencje
Naukowo-Szkoleniowa (2007 r.) pt. ,,Alergeny i sktadniki powodujace nietolerancje
pokarmowe wystgpujace w surowcach roslinnych i zywnosci”. Koordynatorem insty-
tucjonalnym wyzej wymienionego projektu byt Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie, a wynikiem jego zrealizowania bylo takze uzyskanie dotacji finansowej
na utworzenie w latach 2007 - 2008 Srodowiskowego Laboratorium Badan Proteo-
micznych Zywnosci.

Na dorobek naukowy Prof. Lucji Fornal sktada si¢ 145 oryginalnych prac twor-
czych (w tym 19 z listy JCR) oraz liczne referaty i komunikaty wygtoszone lub prezen-
towane na konferencjach naukowych migdzynarodowych i krajowych. Wyrazem uzna-
nia osiggnie¢ naukowych Pani Profesor byto kilkukrotne zapraszanie Jej do
wygloszenia referatow plenarnych na Sesjach Naukowych Komitetu Technologii
i Chemii Zywnos$ci PAN.

Wyrézniajacym osiggni¢ciem Pani Profesor byta takze redakcja naukowa mono-
grafii pt. ,,Wybrane zagadnienia z zakresu alergendow nasion zbo6z i roslin strgczko-
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wych”, wydanej w 2007 roku przez Wydawnictwo Naukowe PTTZ w Krakowie, jak
rowniez wspolredakcja naukowa (razem z prof. dr hab. Jerzym Dziubg) pracy zbioro-
wej pt. ,,Biologicznie aktywne peptydy i biatka Zywnosci”, wydanej w 2009 roku przez
WNT w Warszawie.

Prof. dr hab. inz. Lucja Fornal petnita liczne funkcje w macierzystej Uczelni,
wérod ktorych wymieni¢ nalezy: funkcje cztonka Senatu oraz przewodniczgcej Senac-
kiej Komisji Nauki w latach 1987 - 1992, prodziekana ds. nauki Wydziatu Technologii
Zywnosci w latach 1990 - 1993, kierownika Katedry Technologii Produktéw Roslin-
nych w latach 1989 - 1998, przewodniczacej Komisji Etyki w latach 2001 - 2007,
a takze pelnomocnika Rektora Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie ds.
realizacji projektu FEurequa ,Former a la qualite: un enjeu european pour
l'agriculture”’, w ramach programu Leonardo da Vinci 2000 (lata 1999 - 2001). Panig
Profesor wyrdzniaty takze inne znaczace dokonania. W latach 1991 - 2002 byta czton-
kiem Komitetu Technologii i Chemii Zywno$ci PAN. W latach 1991 - 1996 byta
przewodniczaca Sekcji Technologii Zywnoéci KBN. W 1998 roku byta przewodnicza-
ca Komitetu Organizacyjnego XXIX Sesji Naukowej Komitetu Technologii i Chemii
Zywnosci PAN w Olsztynie. W latach 1990 - 2000 wielokrotnie wyglaszata wyktady
zamawiane przez Agencj¢ Rynku Rolnego w Olsztynie. W latach 1994 - 2002 byla
przewodniczagca Rady Naukowej Zakladu Badawczego Przemystu Piekarskiego
(ZBPP) oraz przewodniczacg Rady Naukowej Centralnego Laboratorium Technologii
Przetworstwa i Przechowalnictwa Zboz (CLTPiPZ). Prof. dr hab. Lucja Fornal byla
réwniez czlonkiem Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci, Komitetu Nauk
o Zywnosci PAN, czlonkiem Rady Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemyshu Rol-
no-Spozywczego w Warszawie (2003 - 2007) oraz cztonkiem Rady Nauki przy Mini-
strze Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2004 - 2008).

Pani Prof. Lucja Fornal byta cenionym nauczycielem akademickim o znaczacych
zastugach w ksztatceniu kadr. Pod Jej opieka zostalo wykonanych kilkadziesigt prac
dyplomowych — magisterskich i inzynierskich. Byla promotorem 5 prac doktorskich.
Dwie osoby z Jej doktorantow uzyskaty tytut profesora. Byta recenzentem kilkudzie-
sieciu prac doktorskich, habilitacyjnych oraz postepowan o stopien doktora habilito-
wanego 1 tytul profesora.

Za swoja dziatalno$¢ zawodowsa Pani Profesor zostala odznaczona Medalem Za-
stuzony dla Warmii i Mazur, Medalem Zastuzony dla Uczelni, Medalem Zastuzony
Pracownik Rolnictwa, Ztotym Krzyzem Zastugi, Medalem Komisji Edukacji Narodo-
wej, Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski oraz Ztotym Laurem UWM.

Profesor Lucja Fornal zmarta 3 listopada 2011 roku. Zostata pochowana na cmen-
tarzu parafialnym w Sadowie koto Lublinca.

Katarzyna M. Majewska
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JUBILEUSZ 85-LECIA URODZIN PROFESORA
ZDZISLAWA EDMUNDA SIKORSKIEGO

W czasopi$mie Zywno$¢. Nauka.
Technologia. Jakos¢, [2011, 2 (75), 180-
183] ukazal si¢ obszerny biogram 80-
letniego wowczas Profesora. Jubilat dozyt
w dobrej formie do drugiego jubileuszu —
85-lecia 1 nadal jest aktywny naukowo.
W Katedrze Chemii, Technologii i Biotech-
nologii Zywnosci Uniwersytetu Gdanskiego
pojawia si¢ co najmniej raz w tygodniu.
W miar¢ mozliwosci Profesor chetnie shuzy
kolezankom pomocg i rada, takze zdalnie,
korzystajac z tacznosci elektroniczne;j.

W opinii Profesora Sikorskiego, z perspektywy 85 lat zycia i ponad 60 lat pracy
zawodowej, najwyzej ceni On wsparcie, jakiego udzielit kilkunastu osobom w ich
rozwoju naukowym oraz ksigzki, ktore napisat i zredagowat.

Z oczywistych wzgledow, wynikajacych z wieku i statusu emeryta, Profesor nie
prowadzi juz projektéw badawczych, ale duzo staran poswigca dalszemu rozwojowi
serii monografii CRC pt. ,,Chemical and Functional Properties of Food Components”.
Do biezacego roku ukazato sie¢ 19 ksiazek, przy duzym udziale polskich naukowcow.
Ostatnie dwa tomy to “Food Oxidants and Antioxidants”, “Chemical, Biological, and
Functional Properties”, ed. Grzegorz Bartosz (2014) oraz “Meat Quality, Genetic and
Environmental Factors”, eds. Wiestaw Przybylski i David Hopkins (2015). Dwudziesty
tom ,,Toxins and Other Harmful Compounds in Foods”, redagowany przez Agate
Witczak i Zdzistawa Sikorskiego powinien si¢ ukaza¢ w roku 2016.

Publikacje Pana Profesora z ostatnich 5 lat:
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— Sikorski Z.E., Kotakowski E.: Seafood quality issues. In: Environmental Effects on
Seafood Availability, Safety, and Quality. Daczkowska-Kozon E.G., Pan B.S. eds,
CRC Press, Boca Raton, London, New York 2011, pp. 10-37.

— Kotakowska A., Sikorski Z.E.: Lipids and food quality, pp. 71-80; oraz Sikorski Z.E.,
Sinkiewicz L.: The role of lipids in meat, pp. 327-340. In: Chemical, Biological, and
Functional Aspects of Food Lipids, Second Edition, Sikorski Z.E., Kotakowska A.
eds., CRC Press, Boca Raton, Florida, USA, 2011.

— Sikorski Z.E.: Foreword. In: Dictionary of Food Compounds with CD-ROM,
Second Edition, Yannai S. ed., CRC Press, Boca Raton, London, New York 2012,
Xi-X1v.

— Sinkiewicz 1., Sikorski Z.E.: Sktad i wlasciwosci dymu wedzarniczego. W: Tech-
nologia wedzenia zywnosci. Red. Kotakowski E., PWR i L, Warszawa 2012, ss.
107-138.

— Sikorski Z.E., Sinkiewicz I.: Smoking: Traditional. In: Encyclopedia of Meat
Sciences 2e, Volume 3, Devine C., Dickeman M. eds. in chief, Elsevier, Oxford
2014, pp. 321-327.

— Sikorski Z.E., Sinkiewicz L.: Principles of Smoking. In: Handbook of Fermented
Meat and Poultry. Second Edition. Toldra F., Hui Y.H., Astiasarian I., Sebranek
J.H., Talon R. eds., Wiley Blackwell, Oxford 2015, pp. 39-45.

— Sikorski Z.E.: Zakres i rola chemii zywnosci, ss. 1-8; oraz Bialka, ss.171-240; W:
Chemia zywnosci. Tom L. Red. Sikorski Z.E., Staroszczyk H., Wyd. WNT, Warszawa
2015.

— Sikorski Z.E.: Smoked Foods: Principles and Production. In: The Encyclopedia of
Food and Health vol. 5, Caballero B., Finglas P., Toldra F. eds., Academic Press,
Oxford 2016, pp. 1-5.

Inna dziatalno$¢ Jubilata w tym okresie to opracowanie kilku recenzji prac dok-
torskich i rozpraw habilitacyjnych, 2 opinii dot. wnioskow o tytul naukowy, recenzji
prac przeznaczonych do druku w réznych czasopismach naukowych oraz kilku oko-
licznosciowych wyktadow.

Profesor zachowuje mozliwos$¢ pracy dzigki temu, ze dba o zdrowie — prawidlo-
wo si¢ odzywia i codziennie odbywa dwugodzinne spacery nad Zatoka Gdanska.

Szanownemu Jubilatowi sktadamy najserdeczniejsze gratulacje, dzigkujac za
ogromny wktad wniesiony w rozwoj nauki o zywnosci oraz zyczymy duzo zdrowia,
pomyslnosci i dalszej naukowej aktywnosci.

llona Kolodziejska
Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci
Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdanska
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TECHNOLOG ZYWNOSCI
INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 25 Nr 6 grudzien 2015

DZIALALNOSC TOWARZYSTWA

Zarzad Gtéwny

W dniu 23 listopada 2015 r. w Poznaniu odbylo si¢ zebranie ZG PTTZ. Przyjeto sprawoz-
dania z dzialalnosci ZG, Oddzialéw i Sekcji w roku 2015 oraz przedstawiono plany dziatalno$ci
w 2016 r. Omoéwiono propozycje zmian w statucie Towarzystwa oraz nowe regulaminy. Omo-
wiono najwazniejsze kwestie zwigzane ze zblizajagcym si¢ Walnym Zebraniem Delegatow
PTTZ, ktore odbedzie sie 9 grudnia 2015 r. w Warszawie.

ZG PTTZ przyjat rezygnacje prof. Tadeusza Sikory z funkcji prezesa Oddziatu Wydaw-
nictwo Naukowe PTTZ i z funkcji redaktora naczelnego dwumiesigcznika Zywnosé. Nauka.
Technologia. Jakos¢ z dniem 31 grudnia 2015 1.

ZG PTTZ powotat prof. UR dr hab. Lestawa Juszczaka na funkcje prezesa Oddziatu Wy-
dawnictwo Naukowe PTTZ i na funkcje redaktora naczelnego dwumiesiecznika Zywnosé. Nau-
ka. Technologia. Jakos¢ z dniem 1 stycznia 2016 .

W zwiazku z rezygnacja prof. dr Antoniego Rutkowskiego z funkcji przewodniczacego
Rady Naukowej dwumiesigcznika Zywnosé. Nauka. Technologia, Jakos¢ ZG podjat uchwate
o zakonczeniu kadencji Rady Naukowej z dniem 31 grudnia 2015 r.

ZG powotat sktad nowej Rady Naukowej dwumiesigcznika Zywnosé. Nauka. Technolo-
gia, Jakos¢ na kadencje 1.01.2016 - 31.12.2018. Sktad nowej RN bedzie podany na stronie
redakcyjnej czasopisma w nr 1(104)/2016. ZG dokonat takze zmian w sktadzie redakcji.

Walne Zebranie Delegatow PTTZ

W dniu 9 grudnia 2015 r. w Warszawie odbylo si¢ Walne Zebranie Delegatow PTTZ.
Sprawozdanie z dziatalno$ci merytorycznej i finansowej przedstawit prezes Towarzystwa prof.
Edward Pospiech. Sprawozdanie Komisji Rewizyjnej przedstawit jej przewodniczacy prof.
Krzysztof Suréwka, a w imieniu Sadu Kolezenskiego informacje przedstawita prof. Grazyna
Krasnowska.

WZD udzielito absolutorium ustepujagcemu zarzadowi.

W wyniku przeprowadzonych wyboréw prezesem Towarzystwa na kadencje 2016 - 2018
zostata prof. dr hab. Agnieszka Kita. Wybrano rowniez nowy Zarzad Gtowny, Komisj¢ Rewi-
zyjna i Sad Kolezenski.
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WZD wybrato nowych Czlonkow Honorowych Towarzystwa, ktorymi zostali: prof.
Danuta Kotozyn-Krajewska, prof. Dorota Witrowa-Rajchert i prof. Zdzistaw Targonski.
WZD przyjeto zmiany w statucie Towarzystwa.

Oddziat Gdanski

W dniu 3 listopada 2015 r. odbyto si¢ Walne Zebranie Delegatoéw Oddziatu Gdanskiego,
podczas ktérego wybrano Zarzad Oddziatu na kolejna kadencj¢. Sktad zarzadu jest nastgpujacy:
prezes — prof. AM dr hab. inz. Aleksandra Wilczynska, zastgpca prezesa — prof. dr hab. Maria
Smiechowska, sekretarz — dr inz. Renata Korzeniowska-Ginter, skarbnik — dr Edyta Malinow-
ska-Panczyk, cztonek zarzadu — dr Hanna Staroszczyk.

Oddziat Lubelski

W dniu 3 listopada 2015 r. odbyto si¢ Walne Zebranie Delegatow Oddziatu Lubelskiego,
podczas ktorego wybrano Zarzad Oddziatu na kolejng kadencje. Sktad zarzadu jest nastepujacy:
prezes — dr hab. inz. Matgorzata Karwowska, zastepca prezesa — prof. dr hab. Joanna Barlow-
ska, sekretarz — dr hab. inz. Pawel Glibowski, skarbnik — dr inz. Karolina Wdjciak, cztonkowie
zarzadu — dr hab. inz. Dariusz Stasiak, dr Urszula Ztotek.

Oddziat £ 6dzki

W dniu 6 listopada 2015 r. odbylo si¢ Walne Zebranie Delegatow Oddziatu Lodzkiego,
podczas ktorego wybrano Zarzad Oddziatu na kolejna kadencj¢. Sktad zarzadu jest nast¢pujacy:
prezes — dr hab. inz. Joanna Leszczynska, zastgpca prezesa — dr inz. Elzbieta Polak, sekretarz —
dr inz. Krzysztof Kolodziejczyk, skarbnik — dr hab. inz. Wiestawa Krysiak, cztonkowie zarzg-
du — dr inz. Anna Diowksz, dr inz. Joanna Rosicka-Kaczmarek.

Oddziat Szczecinski

W dniu 25 listopada 2015 r. odbylto si¢ Walne Zebranie Delegatow Oddziatu Szczecin-
skiego, podczas ktorego wybrano Zarzad Oddziatu na kolejna kadencj¢. Sklad zarzadu jest
nastepujacy: prezes — dr hab. Izabela Dmytrow, zastepca prezesa — dr inz. Arkadiusz Zych,
sekretarz — dr inz. Agnieszka Strzelczak, skarbnik — dr inz. Anna Mituniewicz-Matek.

Oddziat Warszawski

W dniu 29 wrzesénia 2015 r. odbylo si¢ Walne Zebranie Delegatow Oddzialu Warszaw-
skiego, podczas ktérego wybrano Zarzad Oddzialu na kolejna kadencje¢. Sktad zarzadu jest
nastgpujacy: prezes — dr hab. inz. Ewa Jakubczyk, zastepca prezesa — dr inz. Dorota Nowak,
sekretarz — dr inz. Ewa Gondek, skarbnik — dr hab. inz. Dorota Pietrzak, cztonkowie zarzadu —
dr hab. Edyta Lipinska, prof. dr hab. Dorota Witrowa-Rajchert, prof. dr hab. Danuta Kotozyn-
Krajewska.
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Oddziat Wielkopolski

W dniu 25 pazdziernika 2015 r. odbyto si¢ Walne Zebranie Delegatow Oddziatu Wielko-
polskiego, podczas ktorego wybrano Zarzad Oddzialu na kolejng kadencje. Sktad zarzadu jest
nastgpujacy: prezes — dr hab. Dorota Piasecka-Kwiatkowska, zastepca prezesa — dr hab. Hanna
Baranowska, sekretarz — dr inz. Mirostawa Krzywdzinska-Bartkowiak, skarbnik — dr inz. Mi-
chat Piatek, cztonkowie zarzadu — prof. dr hab. Grazyna Lewandowicz, prof. dr hab. Marian
Remiszewski, dr inz. Agnieszka Makowska.

Oddziat Wroctawski

W dniu 10 listopada 2015 r. odbyto si¢ Walne Zebranie Delegatow Oddziatu Wroctaw-
skiego, podczas ktérego wybrano Zarzad Oddzialu na kolejna kadencje¢. Sktad zarzadu jest
nastgpujacy: prezes — prof. UP dr hab. inz. Joanna Kawa-Rygielska, zastgpca prezesa — prof.
UE dr hab. inz. Matgorzata Krzywonos, sekretarz — dr inz. Radostaw Spychaj, skarbnik — dr
inz. Malgorzata Korzeniowska, cztonkowie zarzadu — prof. dr hab. inz. Agnieszka Kita, dr inz.
Elzbieta Ggsiorek, dr inz. Piotr Juszczyk.

WAZNIEJSZE MIEDZYNARODOWE I KRAJOWE
KONFERENCJE NAUKOWE W 2016 1.

Luty

5 POZNAN = II Wielkopolska Konferencja — Nauka Gospodarce Zywnosciowej, nt.
»25 lat technologii Zywnos$ci w warunkach gospodarki rynkowe;j* )
Organizatorzy: Oddzial Wielkopolski PTTZ, Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
Kontakt: konferencja.sekretariat@gmail.com

Marzec

11-12 WROCLEAW = I'' International Scientific Conference ,,Man — health — food*
Organizatorzy: Katedra Technologii Surowcow Zwierzecych i Zarzadzania Jakoscig
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Katedra Anatomii Prawidtowej Uniwer-
sytetu Medycznego we Wroctawiu
Informacje: www:up.wroc.pl/konferencje

Kwiecien

7-8  PIESTANY, Stowacja = XIII Scientific Conference with International Participation
“Food Safety and Control”
Informacje: www.bezpecnostpotravin.sk
Kontakt: Jozef.Golian@uniag.sk
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Wrzesien

12 -16 WARNA, Bulgaria = 20th IGWT Symposium “Commodity science in a changing
world”.
Informacje: http://igwt2016.ue-varna.bg/

18-20 WARSZAWA = XXVI Zjazd Katedr Marketingu, Handlu i Konsumpcji nt.
» Wspolczesne paradygmaty w marketingu, handlu i konsumpcji”
Organizatorzy: Wydziat Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji i Wydziat Nauk
Ekonomicznych, SGGW w Warszawie
Informacje: http://zjazd2016.sggw.pl
Kontakt: zjazd2016@sggw.pl

22-23 KRAKOW = XII Konferencja Naukowa z cyklu ,,Zywno$é¢ XXI wieku“, nt.
»Zywno$¢ a innowacje
Organizatorzy: Oddziat Matopolski PTTZ, Wydziat Technologii Zywnosci UR w Kra-
kowie
Informacje: http://www.pttzm.org
Kontakt: zywnoscxxi@pttzm.org

Pazdziernik / Listopad

30-1 AMSTERDAM, Holandia = The 1* Food Chemistry Conference “Shaping the
Future of Food Quality, Health and Safety”
Informacje: http://www.foodchemistryconference.com/

CZELONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Gloéwnym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z 0.0. Marki, BUNGE POLSKA
Sp. z 0.0. Karczew, HORTIMEX Plus Spotka komandytowa Konin.

Przy Oddziale Matopolskim: ZAKEADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO BIELMAR
Sp. z o.0., Bielsko-Biala.

Material zawarty w Nr 6 (103)/2015 Biuletynu podano wedlug stanu informacji do 15
grudnia 2015 r. Materialy do Nr 1 (104)/2016 prosimy nadsytac do 1 lutego 2016 r. na adres
Redakcji Czasopisma.

KOMUNIKAT

Informujemy P.T. Autordw, ze Informacje dla Autoréw oraz wymagania redakcyjne publikujemy na
stronie http://www.pttz.org/zyw/index.html
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