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BOGUSŁAW KRÓL, ROBERT KLEWICKI   

WYTWARZANIE KONCENTRATÓW 
FRUKTOOLIGOSACHARYDÓW (FOS) O ZRÓ�NICOWANYM 

SKŁADZIE OLIGOMERYCZNYM Z WYKORZYSTANIEM 
ENZYMATYCZNEJ BIOKONWERSJI SACHAROZY 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Opisano warunki prowadzenia biokonwersji sacharozy z u�yciem komercyjnych preparatów 

enzymatycznych Fructozyme i Novoferm, zawieraj�cych fruktozylotransferaz� (FT) do wytwarzania 
trzech typów syropów FOS i dwóch proszkowych preparatów o zawarto�ci fruktanów odpowiednio 50–
60% s.s. i � 90% s.s. 

Wykazano, �e przy aktywno�ci FT 1–2,5 U/g sacharozy proces transglikozylacji reszty fruktozy 
przebiega w trzech fazach. W pierwszej blisko 80% utworzonych oligomerów stanowi kestoza, w drugiej 
kestoza ulega transglikozylacji z utworzeniem ponad 50% udziału nystozy w sumie FOS, a w trzeciej 
ustala si� równowag� pomi�dzy kestoz�, nystoz� i fruktozylonystoz� w proporcji 2 : 4 : 3. 

Stwierdzono, �e roztwory bogate w nystoz�, po usuni�ciu glukozy na drodze enzymatycznego 
utleniania mog� by� wysuszone metod� rozpyłow� w warunkach otrzymywania mleka w proszku. 
Wykazano, �e z syropów nystozowych o zawarto�ci s.s. powy�ej 72% (m/m) nystoza krystalizuje 
z niewielk� domieszk� kestozy w postaci niehigroskopijnej, drobnokrystalicznej substancji. 

 
Słowa kluczowe: fruktooligosacharydy, fruktozydaza, fruktozylotransferaza, transglikozylacja. 
 

Wst�p 

Fruktooligosacharydy (FOS) s� krótkoła�cuchowymi fruktanami zbudowanymi 
z 2–10 reszt fruktofuranozowych poł�czonych wi�zaniem β(2→1). FOS wyst�puj� 
jako oligosacharydy homogenne, zło�one wył�cznie z fruktozy, oraz jako 
oligosacharydy heterogenne zbudowane z jednej cz�steczki sacharozy i 1–8 reszt 
fruktozy przył�czonych wg wzoru: 1F(1–β–D-fruktofuranozylo)n–sacharoza, w którym 
n = 1÷8 [14, 21]. W przyrodzie oraz w produktach otrzymanych w wyniku 
biokonwersji fruktanów lub sacharozy wyst�puj� mieszaniny fruktooligosacharydów o 
stopniu polimeryzacji (DP) od 3 do 7 [20, 21]. Do fruktooligosacharydów zalicza si� 
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6 Bogusław Król, Robert Klewicki 

równie� inulobioz� o DP = 2, której transport w przewodzie pokarmowym jest 
podobny do oligomerów o DP � 3 [1]. 

FOS, obok inuliny i sacharozy, jako w�glowodany zapasowe wyst�puj� w wielu 
ro�linach. Powstawanie FOS w ro�linach akumuluj�cych inulin� jest zwi�zane z 
działaniem dwóch enzymów: sacharozo-sacharozo 1-fruktozylotransferazy 
E.C.2.4.1.99 i fruktano:fruktano 1-fruktozylotransferazy E.C.2.4.1.100 [20, 22]. 

Tworzenie FOS z sacharozy odbywa si� przy udziale enzymów 
transfruktozylacyjnych, a w szczególno�ci fruktozylotransferazy E.C.2.4.1.9 [13] oraz 
β-D-fruktofuranozydazy E.C.3.2.1.26 z niektórych �ródeł biologicznych w �ci�le 
okre�lonym pH [19]. Fruktozylotransferazy wyst�puj� w ró�nych anatomicznych 
cz��ciach ro�lin z rodziny Compositae (Asteraceae) i Liliaceae, takich jak: cykoria, 
mniszek, cebula, czosnek [34]. Aktywno�� transfruktozylacyjn� wykazuje równie� 
wiele mikroorganizmów np.: Aspergillus niger [12], Aspergillus japonicus, 
Aureobasidium pullulans [15], Pichia pastoris [7, 13]. 

Mechanizmy transglikozylacji sacharozy i fruktanów oraz innych sacharydów s� 
zró�nicowane i zale�� od pochodzenia enzymu, pH, st��enia substratu itp. Proces 
transglikozylacji sacharozy przy udziale fruktozylotransferazy z ple�ni Aspergillus 
niger [34] i z bakterii Bacillus macerans EG – 6 [5] przebiega zgodnie ze schematem: 
GFn + GFn → GFn-1 + GFn +1

 dla n < 4, a w cz��ci według równania GFn+ GF→ 
GFn+1 +G. W zwi�zku z tym głównymi produktami transglikozylacji sacharozy s�: 1-
kestoza, nystoza i fruktozylonystoza [5]. Udział wymienionych sacharydów 
w mieszaninie reakcyjnej zale�y od pochodzenia enzymu i jego aktywno�ci, 
wyst�powania innych enzymów w �rodowisku oraz pH, dawki i czasu działania. 
Dzi�ki post�pom enzymologii jest mo�liwe wytwarzanie fruktozylotransferaz o du�ej 
aktywno�ci w postaci immobilizowanej i preparatów ciekłych do stosowania 
w procesach biokonwersji sacharozy [11, 13, 28, 29, 30, 34]. 

Maksymalny udział FOS w mieszaninie po biokonwersji nie przekracza 60–62% 
w przeliczeniu na s.s. roztworu. Reszt� do 100% stanowi�: sacharoza, glukoza 
i fruktoza. Wyst�powanie ww. cukrów w mieszaninie FOS nie stanowi istotnego 
ograniczenia w zastosowaniu syropów oligofruktozy jako składnika �ywno�ci 
i ciekłych suplementów diet [34]. Do otrzymania koncentratów FOS pozbawionych 
sacharozy i cukrów prostych oraz wyst�puj�cych w postaci proszków lub granulatów 
stosuje si� zwykle procesy niskoci�nieniowej chromatografii przemysłowej [4, 29, 33, 
34]. Po chromatograficznym rozdzieleniu i dehydratacji otrzymuje si� preparaty 
proszkowe typu Actilight 950, Meioligo i Nutraflora, które zawieraj� 95 ± 2% FOS, w 
tym stosunek kestozy do nystozy i F-nystozy wynosi zwykle: 4 : 5 : 1. 

Preparaty FOS w postaci proszków s� dogodniejsze do stosowania ni� syropy. 
Preparaty proszkowe mog� mie� zastosowanie jako �rodki niskokaloryczne i 
wypełniacze do intensywnych �rodków słodz�cych [8, 32]. Znane s� równie� zło�one 
preparaty FOS w postaci toników [6] i granulatów [32]. Wiele do�wiadcze� 
dotycz�cych biologicznej oceny FOS (w szczególno�ci wpływu na funkcje jelita 
grubego) wskazuje na potrzeb� optymalnego doboru składu oligomerycznego 
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fruktooligosacharydów [4]. FOS maj� dobrze udokumentowane wła�ciwo�ci 
prebiotyczne [2, 25, 26, 27]. 

Celem bada� było opracowanie warunków wytwarzania koncentratów FOS 
o po��danym i przewidywalnym składzie oligomerycznym z sukcesywnym 
zastosowaniem procesów: transglikozylacji reszty fruktozylowej na sacharoz� 
i oligomery DP � 3, enzymatycznego utleniania glukozy, krystalizacji soli kwasu 
glukonowego oraz odsalania roztworu macierzystego.  

Materiał i metody bada� 

Do procesu transglikozylacji u�yto dwóch handlowych preparatów z Aspergillus 
niger, z których jeden jest przeznaczony do produkcji syropów fruktozylowych 
z inuliny, a drugi jest stosowany do przemysłowej produkcji pitnych soków 
owocowych. Obydwa preparaty zawierały mieszanin� fruktozylotransferazy (FT) i β-
fruktofuranozydazy (FD) w ró�nych proporcjach. Do utleniania glukozy zastosowano 
handlowy preparat zawieraj�cy mieszanin� oksydazy glukozowej EC 1.1.3.4 i katalazy 
EC 1.11.1.6. 

W badaniach u�yto nast�puj�cych substancji i preparatów enzymatycznych: 
− Cukier biały kategorii I wg PN [24] w zbuforowanych wodnych roztworach 

o st��eniu 20–70% (m/m) i ustalonym pH w zakresie 4,5–7,5.  
− Preparaty enzymatyczne: Fructozyme i Novoferm firmy Novo Nordisk A/S oraz 

Gammazym 9000L o aktywno�ci: oksydaza 9000 U/ml, katalaza 2400 U/ml. 
− Sole do sporz�dzania buforów: fosforan dipotasowy cz.d.a firmy POCH i mleczan 

sodu firmy Polfarmex S.A. 
− Substancje pomocnicze do enzymatycznego utleniania glukozy i odsalania: 

nadtlenek wodoru wg PN [23], w�glan wapnia wg FP IV, wodorotlenek sodowy 
i 35% kwas solny cz.d.a. firmy POCh S.A. 

− Eluenty do HPLC: woda i acetonitryl o czysto�ci chromatograficznej firmy 
T. Baker. 
W ka�dym zastosowanym preparacie enzymatycznym oznaczano aktywno�� 

fruktozylotransferazy (FT) i fruktofuranozydazy (FD) w ustalonych warunkach 
biokonwersji. W celu oznaczenia aktywno�ci FT i FD w probówkach ze szlifem poj. 
15 ml umieszczano dwukrotnie po 1 µl Fructozyme, 10 µl Novoferm lub Gammazym 
9000L, nast�pnie do ka�dej probówki dodawano po 10 ml 50% roztworu sacharozy 
w 0,05 mol/l roztworu mleczanu sodu o pH 6,8. Równolegle wykonano próbki 
odniesienia bez dodatku enzymu. Roztwory badane wstawiano do ła�ni wodnej o temp. 
60oC i utrzymywano przez 18 godz. Po tym czasie pobierano próbki roztworów i 
oznaczano skład mieszanin sacharydów metod� HPLC z u�yciem kolumny Bio-Rad 
HPX87C i detektora RI, przy elucji wod� 0,5 ml/min w temp. 85oC. Rozdział 
chromatograficzny rejestrowano z u�yciem programu Knauer Eurochrom 2000. 
Alternatywnie stosowano kolumn� Asahipak NH2P-504E z detektorem RI, przy elucji 
65% wodnym roztworem acetonitrylu z pr�dko�ci� 0,8 ml/min w temp. 20oC [16]. 
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Jedna jednostka aktywno�ci FT (UT) wyra�a liczb� µmoli fruktozy przeniesionej 
w 50% roztworze sacharozy o pH 6,8 i temp. 57 ± 1oC z utworzeniem kestozy 
i oligomerów DP � 4 w czasie 1 min z udziałem 1 ml ciekłego preparatu. Jedna 
jednostka aktywno�ci FD (UF) wyra�a liczb� µmoli fruktozy uwolnionej w 50% 
roztworze sacharozy o temp. 57 ± 1oC i pH 6,8, w czasie 1 min z udziałem 1 ml 
preparatu. 

W celu okre�lenia korzystnych warunków procesu transglikozylacji wykonano 
do�wiadczenia z u�yciem roztworów sacharozy o st��eniu 20–73% (m/m), w zakresie 
pH 4,5–7,5. Wykonano równie� do�wiadczenia z mieszanin� fruktozy i sacharozy 
o udziale molowym odpowiednio 100, 67, 44, 34, 18% w roztworze o st��eniu 69% 
(m/m) i pH 7,2. Podwójne próby badanych roztworów utrzymywano w temp. 57 ± 1oC 
w czasie od 20 do 300 godz. w zale�no�ci od dawek enzymu. Do�wiadczenia 
prowadzono metod� periodyczn�. Do wysterylizowanych flakonów poj. 165 ml 
odmierzano po 150 ml roztworu sacharozy o ustalonym st��eniu oraz pH i 
wprowadzano obliczon� obj�to�� enzymu, zawieraj�c� FT w ilo�ci 1,0÷2,5 UT/1 g 
sacharozy, stosownie do jego aktywno�ci. Nast�pnie pojemniki z próbkami 
umieszczano w termostacie w temp. 57 ± 1oC. W odst�pie 4, 8 lub 24 godz. pobierano 
podwójne próbki do analizy metod� HPLC z detekcj� RI, z u�yciem kolumny Aminex 
HPX87C i Shodex Asahipak NH2. Wyniki podane w tabelach i na wykresach s� 
�redni� z dwóch prób równoległych. W wybranych warunkach procesu 
transglikozylacji wykonano do�wiadczenia z u�yciem wysterylizowanych pojemników 
zawieraj�cych od 1 do 3 l roztworu. 

Roztwory zawieraj�ce wybrane mieszaniny oligomerów FOS i glukozy 
poddawano działaniu nadtlenku wodoru w obecno�ci oksydazy glukozowej i w�glanu 
wapnia w celu utlenienia glukozy do soli kwasu glukonowego. Proces utleniania 
glukozy do glukonianu wapnia prowadzono według wcze�niej opisanego sposobu [17]. 

Roztwory glukonianu wapnia poddawano krystalizacji, po czym oddzielony 
roztwór macierzysty odsalano z u�yciem kolumny kationitowej w postaci wodorowej 
i kolumny anionitowej w postaci wodorotlenowej. Roztwór po odsoleniu poddawano 
zat��aniu do zawarto�ci suchej masy 70% (m/m) w przypadku koncentratów w postaci 
syropu. W celu otrzymania preparatów FOS w postaci proszków, roztwory po 
odsoleniu zat��ano do zawarto�ci 40% s.s. i suszono rozpyłowo w warunkach suszenia 
mleka do postaci proszku z u�yciem �wier�technicznej suszarni rozpyłowej Niro 
Atomizer. 

Spektroskopia masowa (oznaczanie dokładnej warto�ci m/z) syntetyzowanych 
oligosacharydów została wykonana w Pracowni Spektrometrii Mas Centrum Bada� 
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Łodzi przy zastosowaniu spektrometru 
mas Finnigan MAT 95 (Finnigan MAT GmbH, Brema, Niemcy). 

Parametry spektrometru mas w trakcie pomiaru: 
Technika jonizacji  LSI (Liquid Secondary-Ion) odpowiednik FAB 
Temperatura �ródła jonów ~ 40oC 

Energia jonów cezu Cs+  13 keV 
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Napi�cie przyspieszaj�ce  4,8 kV 
Rozdzielczo�� spektrometru w trakcie pomiaru – minimum 10 000. 

Pomiarów dokonywano przy zastosowaniu wzorca wewn�trznego – glikolu 
etylenowego, który stanowił jednocze�nie matryc�. Warto�� �redni� uzyskiwano z 20 
zmierzonych warto�ci m/z. 

Wyniki i dyskusja 

W tab. 1. przedstawiono aktywno�� fruktozylotransferazy (FT) i β-fruktozydazy 
(FD) w preparatach u�ytych do do�wiadczenia. Zwraca uwag� znacz�co du�y udział 
FD w sumie aktywno�ci w przypadku preparatu Fructozyme. 

 
T a b e l a  1 

 
Aktywno�� fruktozylotransferazy (FT) i β-fruktozydazy (FD) preparatów handlowych u�ytych 
do biokonwersji sacharozy i utleniania glukozy do kwasu glukonowego. 
Activity of fructosyltransferase (FT) and β-fructosidase (FD) in commercial preparations used 
for the bioconversion of saccharose and for the oxidation of glucose to gluconic acid. 

 
Aktywno�� TF 

Activity TF 
Aktywno�� FD 

Activity FD 
Preparat 

Preparation 
UT/ml UF/ml 

Fructozyme 3500 1050 
Novoferm 195 	 10 

Gammazym 9000 440 90 
 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
UT i UF – jednostki aktywno�ci enzymów wyznaczone w ustalonych warunkach, opisanych 
w rozdziale “Materiał i metody bada�”.  
UT, UF – activity units determined under the fixed standard conditions (as described in the 
Chapter: “Materiały i metody bada�”/”Materials and Methods of Investigation”). 

 
Na rys. 1. przedstawiono zmian� zawarto�ci utworzonych FOS w roztworze o pH 

7,2 i st��eniu od 50 do 73% (m/m) w zale�no�ci od czasu biokonwersji w obecno�ci 
Fructozyme w dawce 0,4 ml/l roztworu. Z przebiegu krzywych wynika, �e ilo�� 
powstaj�cych FOS była proporcjonalna do czasu reakcji w pierwszych o�miu 
godzinach, po czym nast�powało wyra�ne spowolnienie szybko�ci syntezy 
fruktooligosacharydów. Zawarto�� FOS nie przekroczyła 100 g/l w roztworze 
o pocz�tkowym 50% st��eniu sacharozy. W roztworze o pocz�tkowym ponad 60% 
st��eniu sacharozy, a zwłaszcza bliskim 70% (m/m), zawarto�� utworzonych FOS 
osi�gn�ła warto�� około 380 g/l i stanowiła około 40% udziału s.s. Zmian� składu 
jako�ciowego i ilo�ciowego mieszaniny kilku sacharydów w czasie reakcji 
przedstawiono w tab. 2. Zwraca uwag� to, �e dominuj�cym fruktooligosacharydem 
była kestoza stanowi�ca około 80–90% składu FOS. 
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Rys. 1. Zmiana zawarto�ci utworzonych FOS w roztworze o pH 7,2 i st��eniu 50–73% (m/m) w 
obecno�ci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l zale�no�ci od czasu biokonwersji. 

Fig. 1. Change in the contents of FOS produced in the solution, its pH = 7.2 and its concentration rate = 
50–73% (m/m) in the presence of Fructozyme the applied amount of which was 0.4 ml/l. 

 
Na rys. 2. zilustrowano zmian� molowego st��enia kestozy i fruktozy w 

roztworach o pocz�tkowej zawarto�ci s.s. 50, 65 i 73% (m/m) w zale�no�ci od czasu 
reakcji. Przebieg krzywej badanego roztworu o st��eniu s.s. 50% (m/m) wskazuje, �e 
szybko�� transglikozylacji była wi�ksza ni� szybko�� hydrolizy sacharydów tylko do 
około 10. godz. reakcji. Pó�niej proces hydrolizy stał si� dominuj�cy, przez to udział 
FOS w hydrolizacie (tab. 2.) był niski, a ponadto udział fruktozy wyra�nie zwi�kszał 
si� z upływem czasu reakcji. W nasyconych i przesyconych roztworach sacharozy 
st��enie fruktozy nie przekraczało 0,3 mol/l, a st��enie kestozy wzrosło do 0,6 mol/l. 
Udział kestozy w sumie utworzonych FOS przekroczył 80% (tab. 1.), co wskazuje, �e 
dominował proces transglikozylacji według mechanizmu GF + GF = GF2 + G [5], 
a nadto konkurencyjny proces hydrolizy β-fruktanów, z udziałem β-fruktozydazy 
zwi�kszył w �rodowisku st��enie glukozy i fruktozy i prowadził do hamowania 
syntezy kestozy i powstawania nast�pnych oligomerów.  

Na rys. 3. przedstawiono krzywe charakteryzuj�ce zmiany zawarto�ci sumy FOS 
w roztworze sacharozy o st��eniu 69% (m/m) o ró�nym pH w zakresie 5,8–7,3, 
w obecno�ci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zale�no�ci od czasu reakcji. Przebieg 
wykresów wskazuje, �e pH bliskie 7 miało korzystny wpływ na tworzenie FOS 
w obecno�ci enzymów zawartych w preparacie Fructozyme. W przypadku roztworów 
o pH 6,9 i 7,3 otrzymano mieszanin� kestozy i nystozy o zawarto�ci do 400 g/l z 
roztworu o pocz�tkowym 69% (m/m) st��eniu. 
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Rys. 2. Zmiany st��enia kestozy i fruktozy w roztworach o st��eniu 50, 65, 73% (m/m) i pH = 7,2 w 

obecno�ci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zale�no�ci od czasu biokonwersji. 
Fig. 2. Changes in the kestoze and fructose concentration rates in the 50, 65, 73% (m/m) solutions 

having pH = 7.2, in the presence of Fructozyme (the applied amount of which is 0.4 ml/l) 
depending on the duration of the bioconversion reaction. 

 
 
 
 
 
 

T a b e l a  2 
 
Zmiana udziału sacharydów w s.s. roztworu o st��eniu 50–73 % (m/m) w zale�no�ci od czasu 
biokonwersji w obecno�ci preparatu Fructozyme w dawce 0,4 ml/1l roztworu. 
Changes in the FOS content in dry matter contained in the hydrolysate solution, its concentration being 
50–73%, depending on the time of bioconversion proceeding in the presence of the preparation 
Fructozyme applied in the amount of 0.4 ml/l solutions. 
 

Zawarto�� [% s.s.] / Content [% d.m.] 
Kestoza / Kestose FOS DP�4 Fruktoza / Fructose 

Czas [godz.] / Time [h] 

St��enie 
sacharozy 

Concentration 
of saccharose 

[%] 4 8 12 16 20 4 8 12 16 20 4 8 12 16 20 

50 8,5 12,0 12,2 12,2 10,5 0,4 0,8 0,8 0,8 1,0 2,0 4,3 6,9 9,7 10,9 
60 16,0 23,5 29,8 33,8 34,3 0,8 3,0 5,0 6,9 8,3 1,8 3,7 4,4 4,8 5,2 
65 18,0 29,0 33,0 35,3 35,5 0,8 3,4 5,2 7,2 9,9 1,4 2,7 4,5 5,2 6,2 
70 11,5 19,8 25,1 31,7 36,2 0,5 2,0 3,0 3,9 5,5 1,2 2,3 2,9 3,7 4,5 
73 10,6 16,4 20,3 24,4 27,3 0,3 0,9 1,4 1,8 2,8 1,1 2,0 2,5 3,2 4,0 
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Rys. 3. Zmiana zawarto�ci sumy FOS w roztworze sacharozy o st��eniu 69% (m/m) i pH w zakresie 

5,8–7,3 w obecno�ci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zale�no�ci od czasu reakcji. 
Fig. 3. A reaction-time depending change in the FOS sum in a 69% (m/m) saccharose with a pH value 

from 5.8 to 7.3 in the presence of Fructozym added in an amount of 0.4 ml/l fructose. 
 
Na podstawie rys. 4. mo�na stwierdzi� ró�nic� w skutkach działania 

fruktofuranozydazy w roztworach sacharozy o warto�ciach pH 5,8 i 7,3. 
Do�wiadczenie powy�sze wykazuje, �e β-fruktofuranozydaza z Aspergillus niger 
zawarta w preparacie Fructozyme zmienia aktywno��, podobnie jak 
fruktofuranozydaza z Aspergillus oryzae [19]. W zwi�zku z powy�szym preparat 
Fructozyme w �ci�le okre�lonych warunkach biokonwersji jest przydatny do 
otrzymywania syropów zawieraj�cych FOS w ilo�ci około 40% s.s. i st��eniu s.s. 70–
73% (m/m). Zalet� stosowania Fructozyme do otrzymania syropu typu kestozowego 
jest niska cena enzymu i mo�liwo�� wytwarzania syropów bez potrzeby zat��ania 
z minimaln� obróbk� termiczn�. Wad� stosowania tego preparatu jest wzgl�dnie 
wysoki udział fruktozy w mieszaninie sacharydów, który wynika z obecno�ci 
w roztworze β-fruktozydazy o aktywno�ci FD 1050 UF/1 ml (tab. 1.). Inn� wad� 
obecno�ci fruktozy w roztworze jest tendencja do jego br�zowienia oraz hamowanie 
trnsglikozylacji. W tab. 3. przedstawiono skład sacharydów na pocz�tku oraz po 8 
godz. transglikozylacji w 69% roztworze wodnym o pH 7,2 i o ró�nym udziale 
sacharozy i fruktozy w obecno�ci preparatu Fructozyme w dawce 1 ml/l.  
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Rys. 4. Zmiana st��enia fruktozy podczas biokonwersji w roztworach sacharozy o  st��eniu 69% (m/m) 

przy pH 5,8 i 7,3 w zale�no�ci od czasu reakcji. 
Fig. 4. A change in the fructose concentration during the bioconversion occurring in 69% (m/m) 

saccharose solutions, at a pH value equalling 5.8 and 7.3 depending on the time of reaction. 
 
Z danych tab. 3. wynika, �e w miar� zmniejszania udziału molowego sacharozy w 

mieszaninie z fruktoz�, od 100% do 18%, proporcjonalnie malała wydajno�� tworzenia 
kestozy i nystozy, odpowiednio od 70% do 23%. Wydajno�� tworzenia inulobiozy 
wzrosła jedynie do około 30% i przez to sumaryczna wydajno�� FOS przy ponad 50% 
udziale molowym w mieszaninie reakcyjnej wyniosła �rednio 55%, wobec 70% w 
roztworze sacharozy i 65% z 33% udziałem molowym fruktozy. Dane zawarte w tab. 
3. �wiadcz� o dwukrotnym wzro�cie nat��enia zabarwienia roztworów zawieraj�cych 
33% udział fruktozy w porównaniu z zabarwieniem roztworu mieszaniny sacharydów 
otrzymanych wył�cznie z sacharozy. Enzymatyczna modyfikacja sacharozy w 
mieszaninie z fruktoz� przy udziale Fructozyme prowadziła do otrzymania mieszaniny 
FOS o gorszych cechach fizykochemicznych i składzie FOS. Działanie probifidogenne 
inulobiozy jest bowiem mniejsze ni� oligomerów o DP�3. W zwi�zku z powy�szym, 
wzoruj�c si� na pracach Hanga [9, 10], podj�to prób� znalezienia handlowych 
preparatów enzymatycznych otrzymywanych z Aspergillus niger o korzystnych 
proporcjach aktywno�ci FT i FD. Zbadano kilkana�cie preparatów pektolitycznych, 
celulolitycznych i amylolitycznych, z których kilka wykazało po��dane wła�ciwo�ci 
transglikozylacji reszty fruktozy w roztworach sacharozy. Jednym z interesuj�cych 
enzymów o wymienionych wła�ciwo�ciach jest Novoferm, u�yty w dawce 1–2,5 UT/g 
sacharozy. 
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T a b e l a  3 
 

Skład mieszaniny sacharydów i zabarwienie hydrolizatów po 8 godz. transglikozylacji w 69% roztworach 
wodnych o pH 7,2 i o ró�nym udziale pocz�tkowym sacharozy i fruktozy w obecno�ci preparatu 
Fructozyme w dawce 1 ml/l. 
The composition of saccharides mixtures and colour of hydrolysates after the 8-hour transglycosylation 
proceeding in 69% aqueous solutions (69% of dry matter), their pH = 7.2, in the presence of Fructozyme 
(its applied dose: 1 ml/l) with various initial content rates between the saccharose and fructose. 
 

St��enie sacharydów 
Concentration of saccharides 

St��enie pocz�tkowe 
Initial concentration 

St��enie po 8 godz. [mol/l] 
Concentration after 8 hours [mole/l] 

Zabarwienie 
Colour 

ICUMSA 

Wydajno�� 
transglikozylacji 

Yield of 
transglycosylation 

[%] 

S 
[mol/l] 

F 
[mol/l] 

Udział 
molowy S 

[%] 
N K I S G F IU 
 K+N IN 

� 
FOS 

2,70 0,00 100 0,079 0,66 0 0,90 1,05 0,22 85 0 70,3 0 70,3 

2,16 1,03 67 0,051 0,52 0,07 0,77 0,99 0,92 170 85 57,7 7 64,7 

1,62 2,06 44 0,024 0,32 0,16 0,57 0,88 1,89 265 180 39,0 18 57 

1,35 2,57 34 0,018 0,24 0,19 0,43 0,86 2,35 310 225 30,0 22 52 

0,81 3,60 18 0,005 0,10 0,22 0,24 0,66 3,30 335 245 23,0 33 56 

 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
Wydajno�� / yield KN = (Cnys+Ckes)/Cgl �100;  
Wydajno�� / yield IN = Cn/Cgl �100;  
S – sacharoza / saccharose, F – fruktoza / fructose, N – nystoza / nystose, K – kestoza / kestose, I – 
inulobioza / inulobiose, G – glukoza / glucose; 

 – przyrost zabarwienia w stosunku do roztworów sacharozy / increase in the colour intensity if 
compared with the colour of saccharose solutions. 
 

 
Na rys. 5. przedstawiono �redni� szybko�� tworzenia FOS w mg/U�godz. w  

zale�no�ci od pocz�tkowego st��enia sacharozy w obecno�ci preparatu Novoferm 
w dawce 1,4 U/ml i T=55°C. Najwi�ksz� szybko�� powstawania FOS, wynosz�c� 
∼16 mg/U⋅godz. uzyskano przy st��eniu roztworu 55–60% (m/m). Zatem było 
to st��enie o 10 jednostek mniejsze od optymalnego st��enia s.s. dla enzymów 
zawartych w preparacie Fructozyme. Jest to po�rednie potwierdzenie małej aktywno�ci 
β-fruktozydazy w preparacie Novoferm. 
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Rys. 5. rednia szybko�� tworzenia FOS w roztworach sacharozy o ró�nym st��eniu w obecno�ci 

preparatu Novoferm.  
Fig. 5. The average rate of forming FOS in various saccharose solutions with different concentration 

values in the presence of Novoferm. 
 

Na rys. 6. zilustrowano zmian� zawarto�ci sumy FOS w czasie biokonwersji 
sacharozy o st��eniu 55% (m/m) w ci�gu 300 godz. (dawka enzymu 2,0.U/g). 
Maksimum 61% udziału FOS w s.s. wyst�piło po ok. 25 godz., po czym ogólna 
zawarto�� FOS zmniejszała si� stopniowo do ∼48% po 300 godz. reakcji. Zmiany 
udziału kestozy, nystozy i fruktozylonystozy w sumie FOS w czasie powy�szej 
biokonwersji przedstawiono na rys. 7.  
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Rys. 6. Zmiana zawarto�ci sumy FOS [%] w czasie biokonwersji sacharozy w roztworze o st��eniu 55% 

(m/m) z u�yciem preparatu Novoferm w dawce 2 U/g sacharozy w czasie do 300 godz. 
Fig. 6. A change in the FOS sum content [%] during the bioconversion of saccharose in a 55% (m/m) 

solution with a Novoferm preparation added (2 U Novoferm per 1 g of saccharose) during a 
period not exceeding 300 h. 

Ponad 82-procentowy udział kestozy uzyskano po około 20 godz. reakcji, a nast�pnie 
zawarto�� jej zmniejszała si� asymptotycznie do około 20% s.s. po 250 godz. 
Maksymalny 55% udział nystozy wyst�pił po około 100 godz. reakcji, po czym jej 
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udział zmniejszył si� do 40% po blisko 300 godz. Fruktozylonystoza osi�gn�ła 33% 
zawarto�ci w s.s. po około 250 godz. 
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Rys. 7. Zmiany ilo�ciowe w mieszaninie kestosy, nystozy i fruktozylonystozy w czasie biokonwersji 

sacharozy (pocz�tkowe st��enie 55% m/m) z u�yciem preparatu Novoferm (2 U/g sacharozy).  
Fig. 7. Quantitative changes in a mix of kestose, nystose, and fructosylnystose during a saccharoze 

bioconversion (initial solution concentration: 55% m/m) with a Novoferm preparation (2 U/g 
saccharose). 

 
Wnioskowa� mo�na zatem, �e sukcesywne procesy transglikozylacji reszty 

fruktozy w �rodowisku ju� powstałych oligomerów przebiegaj� konsekwentnie, jednak 
z coraz mniejsz� wydajno�ci� z uprzywilejowanym udziałem nystozy w składzie s.s. 
W zwi�zku z powy�szym przerywaj�c transglikozylacj� w okre�lonym czasie lub 
etapie tworzenia FOS mo�na otrzyma� ró�ne typy syropów ró�ni�ce si� składem 
chemicznym, a w konsekwencji równie� wła�ciwo�ciami fizycznymi i biologicznymi. 
Ze wzgl�dów praktycznych, a w szczególno�ci mo�liwie krótkiego czasu biokonwersji, 
mo�na wyró�ni� dwa zasadnicze typy syropów: kestozowy (K), w którym udział 
kestozy w sumie FOS jest wi�kszy ni� 60% oraz nystozowo-glukozowy (NG) o 
przybli�onym równym udziale glukozy i nystozy.  

Na rys. 8. przedstawiono chromatogramy koncentratu FOS typu K z 
dominuj�cym udziałem kestozy i koncentratu FOS typu NG. W dotychczasowych 
publikacjach dotycz�cych enzymatycznej modyfikacji sacharozy w celu otrzymania 
krótkoła�cuchowych FOS zwracano zasadnicz� uwag� na optymalizacj� warunków 
otrzymywania ich sumy [4, 10, 29, 34]. Z drugiej strony w skali przemysłowej 
mo�liwe jest skrócenie procesu transglikozylacji, zwłaszcza je�eli w dalszym etapie 
prowadzone jest chromatograficzne rozdzielanie składników z wykorzystaniem 
zjawiska wykluczania [34].  
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Rys. 8. Chromatogramy sacharydów zawartych w koncentracie FOS typu K (A) i koncentracie FOS 

typu NG (B) [16]. 
Fig. 8. HPLC profiles of saccharides in concentrates: FOS type K (A) and FOS type NG (B) [16].  

 
Do�wiadczenia przedstawione poni�ej wskazuj� na mo�liwo�� omini�cia 

drogiego procesu chromatograficznego rozdzielania składników. W wyniku nale�ytego 
doboru preparatu enzymatycznego, jego dawki i warunków biokonwersji oraz 
ewentualnego zastosowania dodatkowych procesów korzystnych do selektywnego 
usuwania glukozy ze �rodowiska reakcji, mo�na wytwarza� dwa rodzaje syropów 
bogatych w nystoz�. Jeden syrop wraz z glukoz�, tj. typ nystozowo-glukozowy (NG) 
i drugi syrop nystozowy (N) otrzymany po usuni�ciu glukozy, zawieraj�cy w suchej 
masie co najmniej 75% FOS. Roztwory o st��eniu około 40% s.s. zawieraj�ce blisko 
80% FOS w s.s. mo�na przeprowadzi� w posta� proszku przez suszenie rozpyłowe. Na 
rys. 9. przedstawiono przykładowy chromatogram preparatu w proszku otrzymanego 
według opisu przedstawionego w niniejszej pracy i chromatogram oligosacharydów 
preparatu standardowego firmy Wako Pure (handlowe preparaty FOS firmy Wako 
Pure s� otrzymywane przez biokonwersj� sacharozy, po której nast�puje proces 
niskoci�nieniowej chromatografii przemysłowej z otrzymaniem frakcji kestozowo-
nystozowej poddawanej zat��aniu i suszeniu rozpyłowemu [34]). Zauwa�alne jest 
podobie�stwo składu jako�ciowego obydwu preparatów i nieznaczne ró�nice 
w składzie ilo�ciowym. Preparat FOS Wako Pure, oprócz kestozy i nystozy zawartych 
w równych ilo�ciach, zawierał F-nystoz�, niewielkie ilo�ci fruktozy i sacharozy oraz 
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�ladowe ilo�ci glukozy, inulobiozy i neoinulobiozy. Preparat własny FOS PL 90 
oprócz trzech głównych oligomerów FOS (nystozy, kestozy i Fnystozy) zawierał 
niewielkie ilo�ci oligomerów homogennych, tj. inulotetraozy, inulotriozy i inulobiozy.  
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Rys. 9. Chromatogramy sacharydów preparatu FOS PŁ-90 (A) i preparatu firmy Wako Pure (B). 
Fig. 9. HPLC profiles of saccharides in an FOS PŁ-90 (A) preparation and in a preparation made by 

Wako Pure (B) company. 
 
Zawierał równie� fruktoz�, glukoz� i sacharoz� w ilo�ci do 10%. Preparat FOS PL 90 
składowany w warunkach typowych dla preparatów sypkich nie ulegał zbryleniu, mo�e 
to wynika� z du�ego udziału nystozy i jej małej higroskopijno�ci. W preparacie FOS 
WP i FOS PL 90 w �ladowych ilo�ciach wyst�pował składnik, który jest typowy dla 
biokonwersji sacharozy w obecno�ci β-fruktozydazy [7], jest to β-D-frukto-
furanozylo(2→6)-α-D-glukopiranoza (neoinulobioza). 

Roztwory zawieraj�ce powy�ej 72% s.s., w których udział FOS w s.s. przekraczał 
70%, podczas składowania w temp. 20±2°C ulegały zm�tnieniu, a nast�pnie pojawiał 
si� w nich krystaliczny osad. Na podstawie oznacze� chromatograficznych i analizy 
MS stwierdzono, �e jest to nystoza (M=667,2). Wydaje si� dalece prawdopodobne, �e 
nieoczekiwana łatwo�� krystalizacji nystozy z odpowiednich roztworów po 
enzymatycznej modyfikacji sacharozy przynosi nowe mo�liwo�ci wytwarzania �ci�le 
zdefiniowanego składu oligomerycznego FOS w postaci bardzo dogodnej do 
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stosowania. Na obecnym etapie bada� brak jest uzasadnienia łatwo�ci krystalizacji 
nystozy ze zło�onych roztworów. 
 

T a b e la  4 
 
Skład oligomeryczny syropów FOS ró�nego typu oraz preparatów FOS ró�nego pochodzenia. 
Content of oligomers contained in FOS syrups of various types and in commercial FOS preparations of 
different origins. 

 
Zawarto�� [% s.s.] 
Content [% d.m.] 

Produkt 
Product 

G i F S I NIN K N FN 
DP  
� 6 

� 
FOS 

100
FOS

N ⋅  
FOS

4DP ≥  

FOS typ KF 31,5 27,5 - 0,9 32,2 7,7 0,2 0 40,1 19,2 19,7 
FOS typ K 19,7 28,6 - 0,6 42,1 8,7 0,2 0 51,6 16,9 17,2 

FOS typ NG 34,0 8,3 0,8 1,9 17,0 29,2 8,5 0,3 57,7 50,6 65,9 
FOS typ N 11,5 9,0 0,5 1,5 27,9 40,3 8,4 0,3 79,5 50,7 61,6 
FOS PL 90 5,8 3,5 1,1 3,0 25,9 45,1 13,7 1,9 90,7 49,7 66,9 
Nystoza PL 0,6 0,9 - - 5,1 91,8 1,6 0 98,5 93,2 94,8 

FOS WP 0,9 1,5 - - 35,9 52,0 9,7 0 97,6 53,3 63,2 
Raftilose 2,7 0,2 3,0 29,0 0.7 27,6� 3,8 11,8� 7,6 13,6 96,1 32,71) 68,4 

 
Obja�nienia / Explanatory notes: 
S – sacharoza / saccharose, F – fruktoza / fructose, N – nystoza / nystose, K – kestoza / kestose, I – 
inulobioza / inulobiose,, NIN – neoinulobioza / neoinulobiose, G – glukoza / glucose; 
1) jako / as 

FOS
NIT +  

 
W tab. 4. zestawiono skład oligomeryczny typowych syropów FOS otrzymanych 

w pracy, dwóch własnych preparatów stałych oraz handlowego preparatu Wako Pure 
(FOS WP) i Raftilose. Syrop typu kestozowego (FOS K), otrzymany z udziałem 
preparatu Fructozyme, zawierał najmniejszy udział oligofruktozy w s.s. przy 
zachowaniu podobnego udziału nystozy do s.s. jak w syropie typu kestozowego, 
otrzymanego z zastosowaniem preparatu Novoferm. Syropy oligofruktozy typu 
nystozowego, niezale�nie od obecno�ci glukozy, zawierały ponad 65% oligomerów DP 
� 4 w s.s., tj. nieco wi�cej ni� w preparatach FOS Wako Pure, otrzymanych 
z zastosowaniem procesu chromatograficznego. Krystaliczna nystoza, wyizolowana 
z syropów FOS typu nystozowego, była najbardziej skoncentrowan� postaci� 
oligofruktozy o zawarto�ci 94,8% oligomerów o DP � 4. 

Skład oligomeryczny syropów FOS typu nystozowego i preparatów proszkowych 
FOS 90 PL był bogatszy ni� preparatów Wako Pure o oligomery homogenne: 
inulotrioz� i inulobioz�, typowe dla preparatów FOS otrzymanych przez biokonwersj� 
inuliny [3]. 
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Wnioski 

1. Syropy fruktooligosacharydowe o dominuj�cym udziale kestozy w s.s. otrzymuje 
si� najłatwiej i najtaniej, nawet z du�ym udziałem aktywnej 
fruktozylotransferazy, towarzysz�cej fruktofuranozydazie, pod warunkiem u�ycia 
roztworu sacharozy o dostatecznie wysokim st��eniu i pH bliskiego 7. 

2. Niektóre preparaty enzymatyczne z Aspergillus niger, przeznaczone do produkcji 
soków owocowych i piwa, np. Novoferm, zawieraj� aktywn� 
fruktozylotransferaz� i dzi�ki temu s� przydatne do wytwarzania koncentratów 
FOS o ró�nym, lecz przewidywalnym udziale kestozy, nystozy i 
fruktozylonystozy. 

3. Roztwory po enzymatycznej modyfikacji sacharozy, zawieraj�ce ponad 50% 
nystozy w przeliczeniu na sum� fruktooligosacharydów, a w szczególno�ci 
pozbawione glukozy przez enzymatyczne jej utlenienie, umo�liwiaj� otrzymanie 
preparatów proszkowych zawieraj�cych co najmniej 80% fruktanów w s.s. 

4. Z roztworów mieszaniny sacharydów o st��eniu 72% i udziale 
fruktooligosacharydów ponad 70% w s.s. krystalizuje nystoza i dzi�ki temu 
mo�na otrzyma� bardzo dogodn� posta� u�ytkow� składnika prebiotycznego.  
 

Badania finansowane przez KBN w ramach projektu PBZ-KBN/021/PO6/99/27/B 
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PRODUCTION OF FRUCTOOLIGOSACCHARIDES (FOS) CONCENTRATIONS WITH 

VARIOUS CONTENTS OF OLIGOMERS USING ENZYMATIC  
BIOCONVERSION OF SACCHAROSE 

 
S u m m a r y 

 
In the paper, there are described conditions for bioconversion of saccharose into FOS preparations by 

commercial enzyme preparations (Fructozyme or Novoferm containing fructosyltransferase). The main 
objective of this bioconversion was to manufacture 3 FOS syrups and 2 powders containing 50%-60%, 
and over 90% of fructans respectively. 

It was proved that the transglycosylation of the fructose moiety was a three-phase process when the 
enzyme was applied in doses of 1.0–2.5 U/g saccharose.  

During the first phase, kestose is a major fructan formed (nearly 80% of the synthesized FOS). During 
the second stage, kestose is transformed into nystose (over 50% of the synthesized FOS). Additionally, 
during the third stage, a balance state among kestose, nystose and F-nystose (their proportion rates are 
2:4:3) is settled. 

It was proved that after the glucose has been removed by an enzymatic oxidation, the nystose-rich 
solutions of FOS can be dried off using a spray-drying method; the dry-off process shall occur under the 
conditions similar to the production of powder milk. Furthermore, it was evidenced that from among all 
the nystose syrups containing over 72% (w/w) of dry matter, the nystose crystallizes with a little amount 
of kestose applied in the form of a non-hygroscopic fine-crystal substance. 

  
Key words: fructooligosaccharides, fructosyltransferase, fructosidase, transglycosylation � 
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SŁAWOMIR PIETRZYK, TERESA FORTUNA   

WPŁYW RODZAJU SKROBI I WARUNKÓW JEJ UTLENIANIA  
NA RETROGRADACJ� 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Skrobie: ziemniaczan�, pszenn�, kukurydzian� i kukurydzian� woskow� poddano reakcji utleniania: 

chloranem(I) sodu, nadtlenkiem wodoru w obecno�ci jonów Cu2+, chloranem(III) sodu w obecno�ci 
formaldehydu. W celu okre�lenia efektywno�ci utleniania w uzyskanych skrobiach modyfikowanych 
oznaczono zawarto�� grup karboksylowych oraz grup aldehydowych. Zmiany podatno�ci skrobi 
naturalnych i uzyskanych preparatów modyfikowanych na retrogradacj� okre�lono sporz�dzaj�c 2-
procentowe kleiki skrobiowe, które nast�pnie przetrzymywano w temp. 8°C przez okres 21 dni. 
Kolejnych pomiarów turbidancji dokonano w 1., 3., 5., 7., 10., 14. i 21. dniu przechowywania. W 
skrobiach wyj�ciowych oraz w uzyskanych preparatach modyfikowanych oznaczono ponadto zawarto�� 
amylozy.  

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, �e utlenianie skrobi ziemniaczanej wszystkimi 
zastosowanymi czynnikami ograniczyło retrogradacj�. Chloran(I) sodu jako jedyny czynnik modyfikuj�cy 
spowodował zmniejszenie podatno�ci na retrogradacj� wszystkich u�ytych rodzajów skrobi. Ró�nice 
w zachowaniu si� skrobi w procesie retrogradacji s� zwi�zane nie tylko z rodzajem zastosowanego 
utleniacza, ale przede wszystkim z odmienn� natur� i budow� ziarenek skrobi zale�n� od jej botanicznego 
pochodzenia. 

 
Słowa kluczowe: skrobia, utlenienie, retrogradacja. 
 

Wprowadzenie 

�el skrobiowy podczas przechowywania zwłaszcza w niskiej temperaturze ulega 
retrogradacji, tzn. nast�puje wytr�canie z roztworu nierozpuszczalnej skrobi [13, 16, 21]. 

Retrogradacja zachodzi nie tylko z udziałem amylozy, ale równie� amylopektyny 
zawartej w skleikowanych ziarenkach. Asocjacja liniowych cz�steczek amylozy 
nast�puje szybko w pierwszej fazie procesu retrogradacji, za� powolny wzrost 
sztywno�ci starzej�cego si� �elu skrobiowego przypisuje si� krystalizacji 
amylopektyny [6, 9, 16, 20].  

                                                           
Dr in�. S. Pietrzyk, prof. dr hab. T. Fortuna, Katedra Analizy i Oceny Jako�ci �ywno�ci, Akademia  
Rolnicza w Krakowie, ul Balicka 122, 30-149 Kraków, e-mail: slawek_pietrzyk@yahoo.com 
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Efekty retrogradacji skrobi w produktach spo�ywczych mog� mie� charakter 
korzystny lub niepo��dany. Czasami retrogradacja przyczynia si� do uzyskania 
wymaganej struktury i tekstury, co ma wpływ na sensoryczne wła�ciwo�ci niektórych 
produktów otrzymanych na bazie skrobi, np. w procesie wytwarzania purée 
ziemniaczanego. Jednak cz��ciej zdarza si�, �e proces ten niekorzystnie wpływa na 
produkty zawieraj�ce w swoim składzie skrobi�. Przykładem mo�e by� czerstwienie 
i twardnienie pieczywa [7, 12, 13]. 

W celu ograniczenia efektu retrogradacji skrobi stosuje si� jej modyfikacj� m.in. 
metodami fizycznymi lub chemicznymi np. poprzez utlenianie.  

Utlenianie polega na wytworzeniu w skrobi grup karboksylowych i 
aldehydowych. Liczba tych grup uzale�niona jest nie tylko od rodzaju czynnika 
utleniaj�cego i warunków utleniania, ale równie� od pochodzenia botanicznego skrobi 
[4, 5, 14].  

Celem niniejszej pracy było okre�lenie wpływu pochodzenia botanicznego skrobi 
oraz warunków jej utleniania wybranymi czynnikami na retrogradacj�. 

Materiał i metody bada� 

Materiał do bada� stanowiły skrobie ró�nego pochodzenia tj. skrobia 
ziemniaczana „Superior” i skrobia pszenna wyprodukowane w ZPZ Niechlów oraz 
skrobia kukurydziana i kukurydziana woskowa (National Starch & Chemical).  

Wy�ej wymienione skrobie poddano procesowi utleniania trzema metodami. 
1. Modyfikacj� chloranem(I) sodu wg Forsell i wsp. [2] prowadzono w nast�puj�cy 

sposób: odwa�ano 400 g skrobi i sporz�dzano 40% zawiesin� wodn�. Nast�pnie 
dodawano stopniowo wodnego roztworu NaOCl (forma handlowa o aktywno�ci 
100 g Cl/dm3, POCh). Modyfikacj� wykonywano w temp. 20 ±2°C, mieszaj�c 
zawiesin� skrobi w �rodowisku alkalicznym (pH = 10,0) przez 50 min. Nast�pnie 
mieszanin� reakcyjn� neutralizowano 1 M roztworem H2SO4 do pH = 7,0. Ilo�� 
u�ytego NaOCl do utleniania była równowa�na 40 g Cl/kg skrobi.  

2. Modyfikacj� nadtlenkiem wodoru (z dodatkiem CuSO4·5H2O o st��eniu 0,1%) 
przeprowadzono zgodnie z metod� Parovuori i wsp. [18]. Odwa�ano 400 g 
skrobi, a nast�pnie dodawano wody destylowanej w takiej ilo�ci, aby otrzyma� 
42% zawiesin� skrobi. Mieszanin� termostatowano w temp. 40ºC. Nast�pnie do 
mieszaniny reakcyjnej dodawano kroplami 30% roztwór H2O2 (cz.d.a., POCh), 
tak aby jego ko�cowe st��enie wynosiło 2%. Mieszanin� termostatowano jeszcze 
przez 60 min. 

3. Modyfikacj� skrobi przy u�yciu chloranu(III) sodu w obecno�ci formaldehydu 
prowadzono zgodnie z metod� Hebeisha i wsp. [8]. Z 400 g skrobi sporz�dzano 
28% zawiesin� wodn� wraz z dodatkiem 4 g chloranu(III) sodu (cz.d.a., Fluka) 
i 1,2 g formaldehydu (roztwór wodny, cz.d.a, Chempur). Zawiesin� mieszano 
w temp. 50ºC przez 90 min.  
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Skrobie modyfikowane przemywano (do zaniku reakcji na chlorki), suszono 
(48 godz. w temp. 20 ±2°C) i rozdrabniano, a nast�pnie przesiewano.  

W skrobiach naturalnych (tab. 1) zawarto�� amylozy kształtowała si� od 29,7% 
w skrobi ziemniaczanej do 1,1% w skrobi kukurydzianej woskowej (jest to skrobia 
wysokoamylopektynowa). 

W skrobiach wyj�ciowych i utlenionych oznaczano zawarto��:  
− grup karboksylowych zgodnie z norm� ISO 11214 [10]; 
− grup aldehydowych wg Potze’a [19]; 
− amylozy metod� spektrofotometryczn� z jodem [15]. Pomiary absorbancji 

wykonywano przy długo�ci fali λ = 635 nm, u�ywaj�c spektrofotometru Specord 
M 42 (Carl Zeiss, Niemcy). 
Ponadto oznaczano zmiany podatno�ci skrobi naturalnych i uzyskanych 

modyfikatów na retrogradacj� [11]. Sporz�dzano 2-procentowe kleiki skrobiowe, które 
nast�pnie przetrzymywano w temp. 8°C przez 21 dni. Kolejnych pomiarów turbidancji 
ww. skrobi dokonano w 1., 3., 5., 7., 10., 14. i 21. dniu przechowywania.  

W celu okre�lenia istotno�ci ró�nic w zawarto�ci grup karboksylowych, 
aldehydowych oraz amylozy zastosowano jednoczynnikow� analiz� wariancji oraz test 
Duncana. W przypadku zmian podatno�ci skrobi naturalnych i utlenionych na 
retrogradacj� wyznaczano odchylenia standardowe, które zaznaczono na wykresach.  

Wyniki i dyskusja 

Wszystkie rodzaje analizowanych skrobi (tab. 1) utlenione metod� z 
wykorzystaniem chloranu(I) sodu odznaczały si� wy�sz� zawarto�ci� grup 
karboksylowych w porównaniu ze skrobiami modyfikowanymi pozostałymi metodami. 
Wyj�tek stanowiła skrobia pszenna, w której najwy�sz� zawarto�� grup 
karboksylowych stwierdzono po modyfikacji czynnikiem utleniaj�cym – nadtlenkiem 
wodoru. Utlenianie skrobi metod� z wykorzystaniem chloranu(III) sodu w obecno�ci 
formaldehydu okazało si� najmniej skuteczne. Jest to potwierdzenie naszych 
wcze�niejszych bada� [4], jak równie� bada� Hebeisha i wsp. [8], którzy utleniaj�c 
skrobie kukurydzian� i ry�ow� chloranem(III) sodu w obecno�ci formaldehydu 
uzyskali niski stopie� utlenienia. Najbardziej podatn� skrobi� na utlenianie 
zastosowanym metodami z udziałem chloranu(I) sodu i nadtlenku wodoru była skrobia 
ziemniaczana, a chloranem(III) sodu – skrobia kukurydziana. 

Na podstawie analizy wyników zawarto�ci grup aldehydowych (tab. 1) mo�na 
stwierdzi�, �e najbardziej podatn� na hydroliz� była skrobia ziemniaczana, w której 
zaobserwowano najwi�kszy przyrost grup aldehydowych w porównaniu z pozostałymi 
skrobiami. Potwierdza to wyniki bada� Kuakpetoona i Wanga [14]. Metoda 
z nadtlenkiem wodoru w porównaniu z pozostałymi metodami powodowała 
najwi�kszy przyrost grup aldehydowych. Jest to zgodne z danymi literaturowymi [4, 
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18], wg których utlenienie skrobi nadtlenkiem wodoru powoduje wi�kszy przyrost 
grup aldehydowych w porównaniu z innymi utleniaczami. 

 
T a b e l a  1 

 
Zawarto�� grup karboksylowych i aldehydowych w skrobiach utlenionych. 
Content of carboxyl and aldehyde groups in oxidized starches. 

 
Zawarto�� grup karboksylowych 

w skrobiach utlenionych  
[%] 

Content of carboxyl groups 
in starches oxidized with  

[%] 

Zawarto�� grup aldehydowych 
w skrobiach utlenionych 

[g CHO/100 g s.s.] 
Content of aldehyde groups 

in starches oxidized with 
[g CHO/100 g d.w.] 

Skrobia 
Starch 

chloranem(I) 
sodu 

sodium 
chlorate(I) 

nadtlenkiem 
wodoru 

hydrogen 
peroxide 

chloranem(III) 
sodu 

sodium  
chlorate(III) 

chloranem(I) 
sodu 

sodium 
chlorate(I) 

nadtlenkiem 
wodoru 

hydrogen 
peroxide 

chloranem(III) 
sodu 

sodium  
chlorate(III) 

Ziemniaczana 
Of potato 

0,432 0,351 0,008 0,054b 0,157 0,017a 

Pszenna 
Of wheat 

0,226 0,325 0,056 0,014a 0,113 0,001c 

Kukurydziana 
Of maize 

0,380d 0,301 0,061 0,053b 0,102 0,002c 

Kukurydziana 
woskowa 
Of waxy 

maize 

0,390d 0,195 0,018 0,021 0,079 0,010 

 
Małymi literami oznaczono warto�ci �rednie nie ró�ni�ce si� statystycznie istotnie na poziomie α = 0,05.  
The same small letters indicate values that are not significantly different at �=0.05. 

 
Proces modyfikacji (tab. 2) spowodował zmniejszenie zawarto�ci amylozy 

w skrobiach utlenionych. Autio i wsp. [1] wykazali, �e stopie� depolimeryzacji 
amylozy w skrobi j�czmiennej w wyniku działania chloranu(I) sodu jest równy 
stopniowi depolimeryzacji amylozy uzyskanemu po hydrolizie 1M kwasem solnym. 
Mo�na zatem stwierdzi�, �e obni�enie zawarto�ci amylozy spowodowane jest 
depolimeryzacj� skrobi, która nast�puje równocze�nie z reakcj� utleniania. Veelaert i 
wsp. [22] w swoich badaniach stwierdzili, i� zawarto�� amylozy w skrobi 
ziemniaczanej utlenionej metajodanem(VII) sodu maleje wraz ze wzrostem stopnia 
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utlenienia. Według tych badaczy podczas utleniania nast�puje skrócenie regularnej 
helisy amylozy.  

Przyrost zawarto�ci amylozy zaobserwowano jedynie w skrobi pszennej i 
kukurydzianej utlenionej chloranem(III) sodu. Przyrost ten jest najprawdopodobniej 
pozornym zwi�kszeniem jej zawarto�ci. By� mo�e podczas utleniania nast�puje 
rozkład wi�za� α-1-6-glikozydowych w amylopektynie i wówczas mog� powstawa� 
długie ła�cuchy, które daj� reakcj� barwn� z jodem. Pozorne zwi�kszenie zawarto�ci 
amylozy w skrobiach utlenionych chloranem(III) sodu stwierdzono w badaniach 
wcze�niejszych [5]. Najwi�ksze ró�nice zawarto�ci amylozy obserwowano w skrobi 
ziemniaczanej modyfikowanej chloranem(I) sodu i nadtlenkiem wodoru. 	wiadczy to o 
wysokim stopniu depolimeryzacji amylozy tymi utleniaczami w przypadku skrobi 
ziemniaczanej. W pozostałych skrobiach tzn. pszennej, kukurydzianej i kukurydzianej 
woskowej spadek ten był nieznaczny. 

 
T a b e l a  2 

 
Zawarto�� amylozy w skrobi przed i po utlenieniu. 
Content of amylose in starch before and after the oxidation. 
 

Zawarto�� amylozy w skrobiach [g/100 g s.s.] 
Content of amylose in starches [g/100g d.w.] 

utlenionych / oxidized with 
Skrobia 
Starch naturalnych 

native chloranem(I) sodu 
sodium chlorate(I) 

nadtlenkiem wodoru 
hydrogen peroxide 

chloranem(III) sodu 
sodium chlorate(III) 

Ziemniaczana 
Of potato 

29,7 20,6d 23,3 27,7 

Pszenna 
Of wheat 

18,7bc 18,2a 16,5 20,6d 

Kukurydziana 
Of maize 

18,5ab 18,3a 18,5ab 18,9c 

Kukurydziana 
woskowa 

Of waxy maize 
1,1 0 0 0 

 
Małymi literami oznaczono warto�ci �rednie nie ró�ni�ce si� statystycznie istotnie na poziomie α = 0,05.  
The same small letters indicate values that are not significantly different at �=0.05. 

 
Na rys. 1., 2., 3. i 4. przedstawiono zmiany retrogradacji skrobi naturalnych i 

utlenionych w czasie 21 dni, w temp. 8°C.  
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Rys.1. Podatno�� na retrogradacj� skrobi ziemniaczanej przed i po utlenieniu, przechowywanej w 

temp. 8oC. 
Fig. 1. Susceptibility of potato starches to retrogradation before and after the oxidation while storing 

them at 8oC. 
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Rys.2. Podatno�� na retrogradacj� skrobi pszennej przed i po utlenieniu, przechowywanej w temp. 8oC 
Fig. 2. Susceptibility of wheat starches to retrogradation before and after the oxidation while storing 

them at 8oC. 
 

Spo�ród skrobi naturalnych najbardziej podatne na retrogradacj� w czasie 
przechowywania były skrobie: pszenna (rys. 2) i kukurydziana (rys. 3). Natomiast 
najsłabiej retrogradowała skrobia kukurydziana woskowa (rys. 4). Jest to 
potwierdzenie danych literaturowych [3, 11, 21], w których autorzy stwierdzaj�, �e 
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podatno�� skrobi na retrogradacj� w du�ej mierze uzale�niona jest od pochodzenia 
botanicznego. 
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Rys.3. Podatno�� na retrogradacj� skrobi kukurydzianej przed i po utlenieniu, przechowywanej w 

temp. 8oC. 
Fig. 3. Susceptibility of maize starches to retrogradation before and after the oxidation while storing 

them at 8oC. 
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Rys. 4. Podatno�� na retrogradacj� skrobi kukurydzianej woskowej przed i po utlenieniu, 

przechowywanej w temp. 8oC 
Fig. 4. Susceptibility of waxy starches to retrogradation before and after the oxidation while storing 

them at 8oC. 
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Podatno�� na retrogradacj� skrobi ziemniaczanej i uzyskanych z niej preparatów 
utlenionych (rys. 1) wzrastała wraz z czasem przechowywania kleiku. W przypadku 
skrobi wyj�ciowej i utlenionej chloranem(III) sodu wzrost był najintensywniejszy 
w pierwszych trzech dniach przechowywania.  

Mo�na stwierdzi�, �e uzyskane preparaty utlenionej skrobi ziemniaczanej 
charakteryzowały si� mniejsz� podatno�ci� na retrogradacj� w całym okresie 
przechowywania w stosunku do skrobi naturalnej Du�y wpływ na podatno�� skrobi na 
retrogradacj� ma zawarta w niej amyloza [6, 9, 17, 21]. W badanych modyfikatach 
skrobi ziemniaczanej nast�piło znaczne zmniejszenie zawarto�ci amylozy, co by� mo�e 
wpłyn�ło na obni�enie stopnia retrogradacji. Najmniej podatna na retrogradacj� 
okazała si� skrobia ziemniaczana utleniona chloranem(I) sodu, w której zmniejszenie 
zawarto�ci amylozy było najwi�ksze. Visser i wsp. [23] w swoich badaniach wykazali 
wi�kszy stopie� retrogradacji skrobi ziemniaczanej przechowywanej w temp. 5°C w 
stosunku do skrobi ziemniaczanej bezamylozowej.  

Na rys. 2. przedstawiono zmiany retrogradacji skrobi pszennej i uzyskanych z niej 
preparatów modyfikowanych. Najwi�ksz� retrogradacj� stwierdzono w całym okresie 
przechowywania w przypadku skrobi wyj�ciowej oraz utlenionej nadtlenkiem wodoru i 
chloranem(III) sodu. Utlenienie tylko chloranem(I) sodu spowodowało zmniejszenie 
podatno�ci skrobi pszennej na retrogradacj�, która utrzymywała si� na stałym poziomie 
w czasie przechowywania. Brak zmian mo�na tłumaczy� wi�kszym wpływem tłuszczu 
(zawartego w skrobi) na retrogradacj� [21] ni� samego procesu utleniania nadtlenkiem 
wodoru i chloranem(III) sodu. Ponadto według Parkera i Ringa [17] amyloza zawarta 
w skrobi pszennej ma krótkie ła�cuchowe frakcje, które w du�ym stopniu przyczyniaj� 
si� do wysokiego stopnia retrogradacji.  

Zmiany retrogradacji w czasie przechowywania skrobi kukurydzianej i utlenionej 
przedstawiono na rys. 3. Skrobie: kukurydziana naturalna oraz utlenione nadtlenkiem 
wodoru i chloranem(III) sodu wykazywały wysok� retrogradcj�. Najmniejsz� 
podatno�ci� na retrogradacj� charakteryzowała si� skrobia kukurydziana utleniona 
chloranem(I) sodu, w której retrogradacja była minimalna. Równie� w skrobi 
kukurydzianej prawdopodobnie wi�kszy wpływ na retrogradacj� miały substancje 
lipidowe ni� sam proces utlenienia nadtlenkiem wodoru i chloranem(III) sodu.  

Parker i Ring [17] stwierdzili, �e w skrobi kukurydzianej dodatkowo du�y wpływ 
na retrogradacj� maj� krótkie ła�cuchy amylopektyny o DP 16-30. Mo�na zatem 
przypuszcza� �e chloran(I) sodu zmniejszył podatno�� skrobi kukurydzianej na 
retrogradacj�, powoduj�c depolimeryzacj� tych wła�nie ła�cuchów.  

Zmiany retrogradacji w czasie przetrzymywania skrobi kukurydzianej woskowej i 
jej modyfikatów przedstawiono na rys. 4. Stwierdzono minimalny wzrost retrogradacji 
skrobi naturalnej, natomiast pozostałe skrobie nie wykazały wzrostu retrogradacji 
w czasie przechowywania. Proces utlenienia chloranem(I) sodu i nadtlenkiem wodoru 
spowodował, �e uzyskane preparaty modyfikowane retrogradowały wolniej od skrobi 
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naturalnej. Jedynie modyfikacja chloranem(III) sodu skrobi kukurydzianej woskowej 
spowodowała, �e podatno�� na retrogradacj� wzrosła. Skrobie kukurydziane woskowe 
charakteryzuj� si� nisk� podatno�ci� na retrogradacj� w odniesieniu do innych skrobi 
naturalnych. Zwi�zane jest to z nisk� zawarto�ci� amylozy w tych skrobiach. Mo�na 
wi�c przypuszcza�, �e spadek podatno�ci skrobi kukurydzianej woskowej utlenionej 
chloranem(I) sodu i nadtlenkiem wodoru zwi�zany jest z depolimeryzacj� (która jest 
wi�ksza ni� przy u�yciu chloranu(III) sodu) amylopektyny. Wynika z tego, �e 
chloran(III) sodu spowodował depolimeryzacj� amylopektyny na ła�cuchy, które 
łatwiej retrograduj�.  

Wnioski 

1. Jedynie w skrobi ziemniaczanej utlenienie wszystkimi zastosowanymi 
czynnikami ograniczyło retrogradacj� 

2. U�ycie chloranu(I) sodu jako czynnika modyfikuj�cego spowodowało 
zmniejszenie podatno�ci na retrogradacj� wszystkich u�ytych rodzajów skrobi. 

3. Ró�nice w zachowaniu si� skrobi w procesie retrogradacji s� zwi�zane nie tylko 
z rodzajem zastosowanego utleniacza, ale przede wszystkim z odmienn� natur� 
i budow� ziarenek skrobi zale�n� od jej botanicznego pochodzenia. 
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IMPACT OF STARCH TYPE AND ITS OXIDATION CONDITIONS  

ON RETROGRADATION PROPERTIES 
 

S u m m a r y 
 

Native starches of potato, wheat, maize, and waxy maize were oxidized using sodium chlorate(I), 
hydrogen peroxide in the presence of Cu2+ ions, and sodium chlorate(III) in the presence of formaldehyde. 
In order to evaluate the effectiveness of oxidation, the content of carboxyl & aldehyde groups was 
evaluated in the modified starches. Changes in the susceptibility of native starches and modified starch 
preparations to retrogradation were determined on the basis of 2% starch pastes prepared and stored at 
8°C for 21 days. The turbidity was measured on the 1st, 3rd, 5th, 7th, 10th, 14th, and 21st day of storage. 
Moreover, the amylose content was measured in those native & modified starches.  

The results obtained allowed for the statement that the oxidation of potato starch using all the agents as 
quoted above reduced the retrogradation. Sodium chlorate(I) was the only modifying agent to cause the 
decrease in the susceptibility of all the starch types to retrogradation. The fact that various starch types 
differently behaved during the retrogradation process are not connected only with the type of oxidant used, 
but, first of all, with a different nature and structure of starch granules which depends on its botanic origin. 

 
Key words: starch, oxidation, retrogradation � 
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WPŁYW CAŁOZIARNOWEJ MĄKI JĘCZMIENNEJ I WYBRANYCH 
DODATKÓW TECHNOLOGICZNYCH NA JAKOŚĆ PIECZYWA 

PSZENNO-JĘCZMIENNEGO 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy określono wpływ całoziarnowej mąki jęczmiennej na jakość pieczywa otrzymanego przy za-

stosowaniu różnych metod prowadzenia ciasta pszenno-jęczmiennego. Oceniano też wpływ dodatków 
glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej na cechy jakościowe pieczywa zawierającego do 40% całoziar-
nowej mąki jęczmiennej. Pieczywo z 20–30% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej, otrzymane 
metodą z fazą wstępnego rozmiękczania mąki jęczmiennej, odznaczało się najlepszą jakością. Pieczywo 
zawierające tylko 20% mąki jęczmiennej charakteryzowało się również dobrą jakością przy zastosowaniu 
metod: jedno- i trójfazowej. Całoziarnowa mąka jęczmienna stosowana jako zamiennik mąki pszennej, w 
ilości do 40%, wpływała na zmniejszenie objętości pieczywa i pogorszenie struktury jego miękiszu, a 
zwiększenie jego wilgotności i kwasowości. Stwierdzono, że dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny 
sojowej wprowadzone do ciasta z 20–40% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej, przygotowanego 
metodą jednofazową, polepszają zarówno cechy ciasta, jak i jakość pieczywa. Dodatek kompleksowy (7% 
glutenu witalnego i 0,5% lecytyny sojowej) uznano za najbardziej efektywny przy produkcji pieczywa 
zawierającego do 40% całoziarnowej mąki jęczmiennej. 

 
Słowa kluczowe: całoziarnowa mąka jęczmienna, metody prowadzenia ciasta, dodatki technologiczne, 
jakość pieczywa pszenno-jęczmiennego. 
 

Wstęp 

Pieczywo jako podstawowy produkt żywnościowy jest wytwarzane z mąki chlebo-
wej o zróżnicowanej wartości odżywczej. W Polsce konsumenci wciąż preferują pieczy-
wo jasne, o niższej wartości odżywczej. Dlatego też należy dążyć do poprawiania warto-
ści żywieniowej tego rodzaju pieczywa przez stosowanie, oprócz tradycyjnych zbóż, 
surowców naturalnych, takich jak: specjalne przetwory zbożowe, mleko i produkty 
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mleczne, nasiona roślin oleistych, strączkowych i ich przetwory, a także roślinne prepara-
ty białkowe, owoce świeże i suszone itp. Mogą być one stosowane jako dodatek lub 
część składowa surowców, np. mąki chlebowej do produkcji pieczywa [4]. 

Spośród wielu naturalnych surowców pochodzenia roślinnego na szczególną 
uwagę zasługują zboża niechlebowe, takie jak jęczmień i owies – surowce o wysokiej 
wartości żywieniowej. Przetwory z tych zbóż, bogate w białko, lipidy, błonnik pokar-
mowy i jego składniki, sole mineralne oraz witaminy, stanowią wartościowy surowiec 
do produkcji nowych rodzajów pieczywa, które można zaliczyć do grupy żywności 
funkcjonalnej, o korzystnym wpływie na określone funkcje organizmu ludzkiego [2, 5, 
6, 7, 8, 10, 18, 19, 24]. 

Z punktu widzenia technologii piekarstwa, jęczmień i produkty jęczmienne mogą 
być stosowane jako zamienniki mąki chlebowej. Produkty te w mieszance z mąką 
chlebową wpływają na zmianę właściwości reologicznych ciasta i cech jakościowych 
pieczywa. Zwiększenie udziału produktów jęczmiennych w pieczywie istotnie zmienia 
jego skład chemiczny, a także wartość odżywczą i energetyczną [1, 2, 9, 10, 11, 12, 15, 
16, 17, 20, 22]. 

Celem niniejszej pracy było określenie wpływu całoziarnowej mąki jęczmiennej 
na jakość pieczywa otrzymanego przy stosowaniu różnych metod prowadzenia ciasta 
pszenno-jęczmiennego. Ponadto oceniano wpływ dodatków glutenu witalnego lub/i 
lecytyny sojowej na cechy jakościowe pieczywa pszenno-jęczmiennego otrzymanego 
metodą jednofazową. 

Materiał i metody badań 

Do badań zastosowano handlową mąkę pszenną typu 500, całoziarnową mąkę 
jęczmienną z przemiału laboratoryjnego oraz dodatki technologiczne: gluten witalny 
i lecytynę sojową. 

Mąka pszenna typu 500 pochodziła z Polskich Zakładów Zbożowych S.A. 
w Brzegu. Obłuszczone ziarno jęczmienia, jako surowiec do uzyskania całoziarnowej 
mąki jęczmiennej, otrzymano z Zakładów Zbożowo-Młynarskich w Kruszwicy. Gluten 
witalny, o nazwie handlowej Amygluten 160, zakupiono w firmie Hortimex Sp. z o.o 
w Koninie. Lecytynę sojową otrzymano z firmy Central Soya Rolpol Sp. z o.o. w War-
szawie. 

Charakterystykę technologiczną mąki pszennej typu 500 i całoziarnowej mąki 
jęczmiennej stosowanych w doświadczeniach przedstawiono w tab. 1.  

Wykonano cykl wypieków laboratoryjnych, sporządzając ciasta, w których udział 
mąki pszennej zmniejszano wprowadzając całoziarnową mąkę jęczmienną w ilości do 
40% ogólnej masy mąki pszennej. Ciasta z 20 i 30% udziałem całoziarnowej mąki 
jęczmiennej sporządzano metodami: jednofazową (metoda A), z fazą wstępnego roz-
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miękczania całoziarnowej mąki jęczmiennej (metoda B) i trójfazową na kwasach jęcz-
miennych (metoda C) z dodatkiem drożdży do ciasta.  

T a b e l a  1 
 
Charakterystyka technologiczna mąki pszennej i całoziarnowej mąki jęczmiennej. 
Technological characteristics of wheat flour and whole barley flour. 
 

Wskaźniki 
Indices 

Mąka pszenna typu 500 
Wheat flour type 500 

Całoziarnowa mąka 
jęczmienna 

Whole barley flour 

Wilgotność [%] 
Moisture [%] 

14,5 12,6 

Zawartość białka [% s.m.] 
Protein content [% d.m.] 

11,6* 12,4** 

Wydajność mokrego glutenu [%] 
Wet gluten yield [%] 

30 - 

Rozpływalność glutenu [mm] 
Gluten spreadibility [mm] 

6 - 

Liczba glutenowa 
Gluten number 

48 - 

Liczba opadania [s] 
Falling number [s] 

203 498 

Kwasowość [stopnie] 
Acidity [degree] 

3,0 3,9 

* mąka pszenna: N x 5,7 / wheat flour: N x 5.7;  
** całoziarnowa mąka jęczmienna: N x 6,25 / whole barley flour: N x 6.25. 

 
Ciasto pszenne oraz ciasta z 20–40% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej, 

bez i z dodatkami technologicznymi, sporządzano metodą A. Stosowano dodatki glute-
nu witalnego (3, 5, 7%), lecytyny sojowej (0,5%) oraz glutenu witalnego (7%) 
i lecytyny sojowej (0,5%). Ciasta przygotowywano w mieszarce szybkoobrotowej 
Stephan UMTA 10, zachowując stały czas mieszenia (30 s). Masę ciasta po wstępnej 
fermentacji w komorze fermentacyjnej (t = 30–32oC, wilgotność względna 75%) dzie-
lono, formowano i uformowane kęsy ciasta poddawano fermentacji końcowej w wa-
runkach jak wyżej. Kęsy ciasta, po przeprowadzeniu pełnej fermentacji, wypiekano w 
piecu laboratoryjnym w temp. ok. 200oC. 

We wszystkich próbkach ciasta, po wstępnej fermentacji, oznaczano kwasowość 
zgodnie z PN-A-74100:1992 [21]. 

Charakterystykę jakościową pieczywa wykonano po 24 godz. od wypieku, 
uwzględniając oznaczenia: objętości pieczywa, wilgotności, kwasowości miękiszu 
według PN-A-74108:1996 [21] oraz przeprowadzono ocenę sensoryczną według skali 
punktowej 1–10 [11] i porowatości miękiszu według tablic Dallmana [3].  
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Powyższe analizy wykonano w trzech równoległych powtórzeniach, a wyniki ba-
dań przedstawione w tabelach i na wykresach stanowią ich średnie wartości.  

Omówienie wyników i dyskusja 

Charakterystykę parametrów technologicznych prowadzenia ciasta z 20- 
i 30-procentowym udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej przygotowanego meto-
dami: A, B i C przedstawiono w tab. 2. 

T a b e l a  2 
 
Wpływ całoziarnowej mąki jęczmiennej na parametry technologiczne prowadzenia ciasta pszenno-
jęczmiennego.  
Effects of whole barley flour on technological parameters of wheat-barley dough making.  
 

Ciasto 
Dough 

Całoziarnowa 
mąka jęczmi-

enna 
Wheat barley 

flour 
[%] 

Kwasowość faz [stopnie] 
Acidity [degree] 

Wydajność 
ciasta 

Dough yield 
[%] 

Czas fermentacji 
Fermentation time 

[min] 
Czas 

wypieku 
Baking time 

[min] 
zaczątek 
starter 

kwas 
sour 

ciasto 
dough 

ciasta 
dough 

kęsów 
pieces 

Metoda jednofazowa (A) / One-stage method (A) 
PJ* 20 - - 3,8 164,0 60 38 25 

WB* 30 - - 3,8 169,5 60 38 25 
Metoda z fazą wstępnego rozmiękczania całoziarnowej mąki jęczmiennej (B) 

Whole baryle flour soak - stage method (B) 
PJ* 20   2,8 164,4 60 25 25 

WB* 30 - - 3,1 165,6 60 25 25 
Metoda trójfazowa na kwasach jęczmiennych (C) / Three-stage method with barley sour dough (C) 
PJ* 20 8,5 7,5 4,5 177,8 25 47 25 

WB* 30 8,5 7,5 4,8 178,8 25 47 25 

* PJ – ciasto pszenno-jęczmienne / WB – wheat-barley dough. 

 
Kwasowość ciasta z 20- i 30-procentowym udziałem całoziarnowej mąki jęcz-

miennej, otrzymanego powyższymi metodami, była zależna od sposobu wprowadzania 
całoziarnowej mąki jęczmiennej do masy ciasta, warunków fermentacji faz, a w mniej-
szym stopniu od ilości całoziarnowej mąki jęczmiennej wprowadzanej jako zamiennik 
mąki pszennej Wydajność ciasta pszenno-jęczmiennego wahała się w granicach 164–
179%, a najwyższą jej wartość uzyskano przy zastosowaniu metody C. Ponadto ciasta 
z 30-procentowym udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej cechowały się nieznacz-
nie większą wydajnością niż ciasta z 20-procentowym jej udziałem. Czas fermentacji 
końcowej kęsów ciasta pszenno-jęczmiennego otrzymanego metodą B był zdecydowa-
nie krótszy niż kęsów ciasta otrzymanych metodami A i C.  



WPŁYW CAŁOZIARNOWEJ MĄKI JĘCZMIENNEJ I WYBRANYCH DODATKÓW TECHNOLOGICZNYCH... 37 

Wypiek laboratoryjny wszystkich prób prowadzono przy stałym ubytku wypie-
kowym 7%.  

Wykazano, że zwiększenie udziału całoziarnowej mąki jęczmiennej w masie cia-
sta, jak również metoda prowadzenia ciasta, przyczyniają się do zwiększenia jego wy-
dajności i kwasowości. Wartości te jednak bardziej różnicuje sposób przygotowania 
ciasta pszenno-jęczmiennego.  

Procentowy udział całoziarnowej mąki jęczmiennej w masie ciasta i metoda jego 
wytwarzania wpływają na zróżnicowanie wskaźników jakościowych pieczywa pszen-
no-jęczmiennego, takich jak: objętość, współczynniki objętości i porowatości oraz 
kwasowość miękiszu (tab. 3). Pieczywo z 20-procentowym udziałem całoziarnowej 
mąki jęczmiennej, otrzymane metodami: A, B i C, wykazywało większą objętość niż 
pieczywo z 30-procentowym jej udziałem. Największą jednak objętością cechowało się 
pieczywo z 20 i 30-procentowym udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej uzyskane 
metodą B. 

Wilgotność pieczywa z 20- i 30-procentowym udziałem całoziarnowej mąki 
jęczmiennej była wyrównana. Kwasowość była zróżnicowana we wszystkich badanych 
próbkach pieczywa. Niezależnie od procentowego udziału całoziarnowej mąki jęcz-
miennej pieczywo otrzymane na kwasach jęczmiennych (metoda C) cechowało się 
zdecydowanie większą kwasowością niż próbki otrzymane metodami A i B.  

W wyniku ogólnej oceny sensorycznej pieczywo z 20- i 30-procentowym udzia-
łem całoziarnowej mąki jęczmiennej, otrzymane metodą B, uzyskało 9,6 pkt, a meto-
dami A i C odpowiednio 9,5 i 9,4 pkt, z wyjątkiem pieczywa z 30-procentowym jej 
udziałem, otrzymanego metodą C (tab. 3). Pieczywo to uzyskało najniższą notę (8,9 
pkt) ze względu na bardziej zbity, o mniejszej elastyczności miękisz.  

Miękisz chleba pszenno-jęczmiennego był lekko wilgotny w dotyku, o dobrej ela-
styczności i dość równomiernej porowatości oraz walorach smakowo-zapachowych 
zbliżonych do pieczywa żytnio-pszennego (metody B i C).  

Zaobserwowano, że stosując trzy różne metody prowadzenia ciasta pszen-
no-jęczmiennego otrzymano pieczywo o dobrych cechach jakościowych. Najlepsze 
efekty technologiczne uzyskano stosując metodę B. Metody A i C dały także dobre 
efekty, ale tylko w odniesieniu do pieczywa z 20-procentowym udziałem całoziarno-
wej mąki jęczmiennej. 

Polepszenie właściwości technologicznych ciasta i pieczywa można osiągnąć sto-
sując dodatki technologiczne. Wśród wielu informacji dotyczących efektów technolo-
gicznych dodatku glutenu witalnego lub/i emulgatorów na cechy ciasta i jakość pie-
czywa pszennego, pszenno-żytniego czy żytniego [4, 23], niewiele jest prac na temat 
ich wpływu na układ ciasta pszenno-jęczmiennego, o specyficznej strukturze i stosun-
kowo dużej zawartości substancji rozpuszczalnych między innymi pentozanów, -
glukanów [2, 13, 14]. 
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W przeprowadzonych badaniach wykazano, że dodatki glutenu witalnego lub/i 
lecytyny sojowej wprowadzone do ciasta z 20–40% udziałem całoziarnowej mąki 
jęczmiennej (metoda A) powodowały zmianę jego wydajności i kwasowości (tab. 4). 
Przy 3, 5 i 7% dodatku glutenu witalnego wydajność ciasta z 20-procentowym udzia-
łem całoziarnowej mąki jęczmiennej zwiększyła się odpowiednio o 4,8, 6,9 i 6,4% w 
porównaniu z ciastem pszenno-jęczmiennym bez dodatku. Powyższe poziomy dodatku 
glutenu witalnego, jak również 0,5% dodatek lecytyny sojowej, wprowadzone do cia-
sta z 30–40% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej, nieznacznie wpłynęły na 
zmianę jego wydajności, z wyjątkiem próbki zawierającej 40-procentowy udział mąki 
jęczmiennej i 7% dodatek glutenu witalnego. Dodatek kompleksowy w ilości 7% glu-
tenu witalnego i 0,5% lecytyny sojowej wyraźnie zwiększył wydajność ciasta pszenno-
jęczmiennego. Kwasowość ciasta pszenno-jęczmiennego z dodatkami glutenu witalne-
go lub/i lecytyny sojowej były większe niż w próbkach bez tych dodatków. Dodatki 
glutenu witalnego lub lecytyny sojowej do ciasta pszenno-jęczmiennego wpływały na 
zwiększenie jego wydajności i kwasowości. Dodatek kompleksowy natomiast wyraź-
nie zwiększał tylko jego wydajność. Uzyskane rezultaty potwierdzają sugestie innych 
autorów [13, 14], że rodzaj i poziom dodatku technologicznego ma wyraźny wpływ na 
jakość ciasta i chleba pszenno-jęczmiennego.  

Dane charakteryzujące wyniki wypieku laboratoryjnego pieczywa z 20–40% 
udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej i dodatkami technologicznymi przedstawio-
no w tab. 5. i na rys. 1. i 2. Udział całoziarnowej mąki jęczmiennej, w ilości 20, 30 
i 40%, w masie ciasta otrzymanego metodą A, wpłynął na zróżnicowanie cech jako-
ściowych pieczywa, takich jak: współczynnik objętości, współczynnik porowatości, 
wilgotność, kwasowość struktura miękiszu jego smak i zapach, w porównaniu z pie-
czywem pszennym. 

Objętość pieczywa z 20–40% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej zmniej-
szyła się odpowiednio o 47, 109 i 142 cm3 w porównaniu z pieczywem pszennym 
(rys. 1). Pieczywo pszenno-jęczmienne cechowało się mniejszą objętością, ale większą 
wilgotnością i kwasowością niż pieczywo pszenne (tab. 5).  

Całoziarnowa mąka jęczmienna, podobnie jak inne produkty jęczmienne, w masie 
ciasta przyczyniała się do osłabienia właściwości lepkosprężystych glutenu, a tym 
samym zmniejszenia zdolności do zatrzymywania gazów w układzie ciasta pszenno-
jęczmiennego. Przypuszczalnie efekt ten jest związany ze wzrostem ilości białek roz-
puszczalnych i frakcji azotu niebiałkowego, a zmniejszaniem się ilości frakcji prolamin 
lub interakcji niekorzystnie oddziaływujących na zdolność zatrzymywania gazów [2, 
10, 16]. 
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Rys. 1. Wpływ całoziarnowej mąki jęczmiennej na objętość chleba. 
Fig. 1. Effects of whole barley flour on loaf volume of bread. 

 
Zastosowane dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej wpłynęły wyraźnie 

na poprawę cech jakościowych pieczywa pszenno-jęczmiennego (tab. 5, rys. 2). Obję-
tość pieczywa z 20–40% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej i dodatkami: glute-
nu witalnego (3, 5, 7%), lecytyny sojowej (0,5%) oraz glutenu witalnego (7%) 
i lecytyny sojowej (0,5%) była większa niż pieczywa bez tych dodatków. Największą 
objętością cechowało się pieczywo pszenno-jęczmienne zawierające dodatek komplek-
sowy (gluten witalny – 7% i lecytyna sojowa – 0,5%). Wartości współczynnika poro-
watości miękiszu pieczywa pszenno-jęczmiennego z dodatkami glutenu witalnego lub/i 
lecytyny sojowej były wyższe niż pieczywa pszenno-jęczmiennego bez dodatku. Pie-
czywo z udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej, w porównaniu z pieczywem 
pszennym, cechowało się większą wilgotnością i kwasowością, a dodatki glutenu wi-
talnego lub/i lecytyny sojowej w niewielkim stopniu wpływały na zmianę obu tych 
wskaźników.  
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Rys. 2. Wpływ glutenu witalnego (GW) lub/i lecytyny sojowej (LS) na objętość chleba pszenno-

jęczmiennego. 
Fig. 2. Effects of vital gluten (GW) or/and soy lecithin (LS) on loaf volume of wheat-barley bread.  
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W ocenie sensorycznej pieczywo z 20–40% udziałem całoziarnowej mąki jęcz-
miennej uzyskało niższe noty punktowe niż pieczywo pszenno-jęczmienne z dodat-
kiem glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej (tab. 5). Obniżenie not w ocenie senso-
rycznej pieczywa bez dodatku wynikało ze zmian w wyglądzie zewnętrznym (zmniej-
szona objętość) oraz we właściwościach miękiszu, takich jak porowatość i elastycz-
ność. Walory smakowo-zapachowe pieczywa pszenno-jęczmiennego były zbliżone do 
chleba pszennego typu Graham. Dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej 
poprawiły wyraźnie jakość pieczywa z udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej. 
Największą liczbę punktów uzyskało pieczywo z dodatkiem kompleksowym, które 
cechowało się bardzo dobrą elastycznością miękiszu i równomierną porowatością, 
w porównaniu z pozostałymi próbkami. Niższe noty uzyskało pieczywo z 20–40% 
udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej i 0,5% dodatkiem lecytyny sojowej, a także 
dodatkiem glutenu witalnego, z wyjątkiem 7% poziomu jego dodatku. Mimo, że jakość 
miękiszu badanego pieczywa z udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej i dodatkami 
glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej była zróżnicowana, to jego wyjątkowa sma-
kowitość nie ulegała zmianie. 

Zaobserwowano, że dodatki technologiczne wprowadzone do ciasta pszenno-
jęczmiennego, sporządzanego metodą jednofazową, dają możliwość zwiększenia ilości 
całoziarnowej mąki jęczmiennej w pieczywie do 40%.  

Wnioski 

1. Udział całoziarnowej mąki jęczmiennej w masie ciasta, metody prowadzenia ciasta 
oraz stosowane dodatki technologiczne wpływają na zróżnicowanie cech ciasta i 
pieczywa pszenno-jęczmiennego.  

2. Ciasta z udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej, otrzymane metodą trójfazową 
na kwasach jęczmiennych, cechują się wyższą wydajnością i kwasowością oraz 
dłuższym czasem fermentacji kęsów niż otrzymane metodami: jednofazową i z fa-
zą wstępnego rozmiękczania całoziarnowej mąki jęczmiennej. 

3. W celu otrzymania pieczywa z 20–30% udziałem całoziarnowej mąki jęczmiennej 
uzyskano najlepsze efekty technologiczne przy stosowaniu metody z fazą wstęp-
nego rozmiękczania całoziarnowej mąki jęczmiennej, a w odniesieniu do pieczywa 
zawierającego tylko 20% całoziarnowej mąki jęczmiennej również metod jedno- 
i trójfazowej.  

4. Całoziarnowa mąka jęczmienna stosowana jako zamiennik mąki pszennej w ilości 
do 40% powoduje znaczne zmniejszenie objętości pieczywa, współczynników: ob-
jętości i porowatości oraz zwiększenie wilgotności i kwasowości pieczywa otrzy-
manego metodą jednofazową. 

5. Dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej polepszają jakość ciasta i pie-
czywa pszenno-jęczmiennego. Dodatek kompleksowy (gluten witalny 7% i lecyty-
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na sojowa 0,5%) uznano za najbardziej efektywny przy 40% udziale całoziarnowej 
mąki jęczmiennej w pieczywie.  
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THE EFFECTS OF WHOLEGRAIN BARLEY FLOUR AND SELECTED TECHNOLOGICAL 
ADDITIVES ON THE QUALITY OF WHEAT-BARLEY BREAD  

 
S u m m a r y 

 
The objective of the study was to determine effects of wholegrain barley flour on the quality of wheat-

barley bread manufactured using different dough making methods. Additionally, it was assessed the effect 
of vital gluten or/and soy lecithin additives on the quality of bread containing up to 40% of the wholegrain 
barley flour. The study proved that the best quality had breads containing 20% to 30% of the wholegrain 
barley flour, and produced using a method with an initial phase of soaking barley flour. The comparably 
good quality had breads containing 20% of barley flour and made using one- and three-phase methods. 
When wholegrain barley flour was added, and its amount replaced 40% of the wheat four in the breads, 
the results were: a reduced bread volume, and a deteriorated crumb structure of the breads. Furthermore, it 
was stated that vital gluten or/and soy lecithin additives, added to a bread dough containing 20% to 40% 
of whole barley flour, and made using a single-phase method, improved the quality of both the dough and 
the bread features. A complex additive (7% of vital gluten and 0.5% of soy lecithin) was found and as-
sessed as the most effective agent if applied in the production of breads with up to 40% of wholegrain 
barley flour.  

 
Key words: whole barley flour, dough making methods, technological additives, wheat-barley bread 
quality.  
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MAŁGORZATA DAREWICZ, JERZY DZIUBA   

STRUKTURA A WŁA�CIWO�CI FUNKCJONALNE BIAŁEK MLEKA 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy przedstawiono i zanalizowano wyniki bada� dotycz�cych zale�no�ci mi�dzy struktur� białek 

mleka a ich wybranymi wła�ciwo�ciami funkcjonalnymi. Wa�nymi czynnikami wpływaj�cymi na 
wła�ciwo�ci funkcjonalne białek s� wymiary molekularne, hydrofobowo��, ładunek i elastyczno��. Na 
wła�ciwo�ci funkcjonalne maj� wpływ tak�e takie czynniki zewn�trzne, jak: temperatura, pH, siła jonowa 
czy obecno�� innych cz�steczek. Podstawow� przyczyn� ró�nic we wła�ciwo�ciach funkcjonalnych 
mi�dzy białkami upatruje si� w ich odmiennej strukturze. Wła�ciwo�ci funkcjonalne mo�na modyfikowa� 
metodami fizycznymi, chemicznymi, enzymatycznymi i genetycznymi. Rozpuszczalno�� jest 
wła�ciwo�ci� fizykochemiczn�, od której mog� zale�e� inne wła�ciwo�ci funkcjonalne. Białka mog� 
adsorbowa� na granicy faz olej/woda i powietrze/woda i obni�a� napi�cie powierzchniowe, zmieniaj�c 
jednocze�nie swoj� struktur�. Dobre wła�ciwo�ci powierzchniowe białek ł�czy si� ze specyficzn� 
dystrybucj� ich reszt hydrofobowych i hydrofilowych w �ci�le odizolowane obszary, poł�czon� z 
zapewnieniem minimalnej masy cz�steczkowej. Stwierdzono istnienie zwi�zku mi�dzy udziałem 
struktury α-helikalnej, indukowanej adsorpcj� na hydrofobowej powierzchni, a kształtowaniem si� 
zdolno�ci do tworzenia emulsji przez peptydy. W opisywaniu zale�no�ci mi�dzy struktur� a funkcj� 
białek coraz wi�ksz� rol� zaczynaj� odgrywa� wielowymiarowe metody statystyczne. Znajomo�� 
molekularnych podstaw kształtowania si� rozpuszczalno�ci, zdolno�ci do tworzenia/stabilizowania 
emulsji/piany przez białka jest podstawow� wiedz� w badaniach nad zastosowaniami białek mleka w 
�ywno�ci o po��danych i zaprojektowanych cechach. 

 
Słowa kluczowe: białka mleka, emulsje, modele statystyczne, piany, rozpuszczalno��, struktura. 
 

Wprowadzenie 

Istnieje wiele definicji funkcjonalnych wła�ciwo�ci białek �ywno�ci. Pour-El [44] 
okre�la wła�ciwo�ci funkcjonalne jako „jakiekolwiek wła�ciwo�ci produktu 
�ywno�ciowego lub składników �ywno�ci, wył�czaj�c funkcj� od�ywcz�, które 
decyduj� o ich zastosowaniu”. Według Kinselli [30], funkcjonalne wła�ciwo�ci białek 
obecnych w produktach �ywno�ciowych „to te fizyczne i chemiczne wła�ciwo�ci, 
które wpływaj� na zachowanie si� białek w produktach �ywno�ciowych podczas ich 
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wytwarzania, przechowywania i spo�ywania”. Z kolei Sikorski [50] definiuje 
wła�ciwo�ci funkcjonalne białek jako „te, dzi�ki którym w produkcie �ywno�ciowym 
zawieraj�cym białka w odpowiednich ilo�ciach, poddanym obróbce przy optymalnych 
parametrach, wytwarzaj� si� po��dane cechy sensoryczne”. Białka mog� pełni� w 
produktach surowcach i produktach �ywno�ciowych rol� składników o okre�lonych 
wła�ciwo�ciach funkcjonalnych i biologicznych, co mo�e by� wykorzystane w 
produkcji �ywno�ci funkcjonalnej [32]. W Europie, za �ywno�� funkcjonaln� przyj�to 
uwa�a� �ywno��, co do której „udowodniono korzystny wpływ na jedn� lub wi�cej 
funkcji organizmu ponad efekt od�ywczy, który to wpływ polega na poprawie stanu 
zdrowia oraz samopoczucia i/lub zmniejszeniu ryzyka chorób” [28]. Biologiczna 
aktywno�� białek przypisywana jest obecno�ci w sekwencjach ich ła�cuchów 
polipeptydowych, fragmentów obdarzonych specyficzn� aktywno�ci� [18, 19, 32].  

Wła�ciwo�ci funkcjonalne mo�na rozpatrywa� jako: wła�ciwo�ci 
powierzchniowe, np. zdolno�� do tworzenia i stabilizowania emulsji (powierzchnia 
mi�dzyfazowa olej/woda), zdolno�� do tworzenia i stabilizowania piany (powierzchnia 
mi�dzyfazowa powietrze/woda) czy rozpuszczalno�� (oddziaływania woda/białko); 
wła�ciwo�ci hydrodynamiczne (oddziaływania mi�dzycz�steczkowe) np. �elifikuj�ce 
czy wła�ciwo�ci tekstury oraz sensoryczne (smak i zapach). Wła�ciwo�ci funkcjonalne 
białek s� pochodn� specyficznych cech ich cz�steczek [29]: wielko�ci, kształtu, 
elastyczno�ci, podatno�ci na denaturacj�, sekwencji aminokwasów oraz ich 
hydrofilowo�ci i hydrofobowo�ci, ładunku i jego rozmieszczenia, charakteru i liczby 
struktur mikrodomenowych, zdolno�ci adaptacji całej cz�steczki lub jej domen 
składowych do zmiennych warunków �rodowiskowych, charakteru wzajemnych 
interakcji białek z innymi składnikami �ywno�ci, a tak�e najwa�niejszych cech 
�rodowiska: pH, temperatury, ci�nienia oraz siły jonowej. Na kształtowanie si� 
wła�ciwo�ci funkcjonalnych wpływa fakt tworzenia przez białka kompleksowych 
układów z innymi składnikami �ywno�ci [53]. Procesy technologiczne, jakim 
poddawane s� surowce �ywno�ciowe, równie� odgrywaj� znacz�c� rol� 
w kształtowaniu wła�ciwo�ci funkcjonalnych białek.  

Pr��nie rozwijaj�ce si� metody bioinformatyczne oraz wielowymiarowe metody 
statystyczne skutecznie poszerzyły spektrum metod badawczych stosowanych w 
charakterystyce białek jako no�ników zdefiniowanych wła�ciwo�ci funkcjonalnych. 
Wykorzystuj�c wielowymiarowe metody statystyczne opracowano modele 
matematyczne umo�liwiaj�ce przewidywanie wła�ciwo�ci funkcjonalnych białek na 
podstawie znajomo�ci ich wła�ciwo�ci molekularnych [13, 34, 36, 59, 60]. Metody 
bioinformatyczne mog� by� pomocne w hierarchicznym klasyfikowaniu białek w tzw. 
homologiczne rodziny z uwzgl�dnieniem poziomu organizacji ich struktury, 
a nast�pnie w prawidłowym formułowaniu hipotez na temat zale�no�ci mi�dzy 
wła�ciwo�ciami funkcjonalnymi a molekularnymi i ich weryfikowaniu jako 
uniwersalnych hipotez w stosunku do homologicznych grup białek [17, 38, 39]. 
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Strukturalne wła�ciwo�ci białek 

W wi�kszo�ci białek prawie wszystkie hydrofilowe grupy funkcyjne 
zlokalizowane s� na powierzchni cz�steczek białkowych, ale nie wszystkie grupy 
hydrofobowe umieszczone s� w ich wn�trzu. W przypadku białek globularnych 40-
50% powierzchni cz�steczek mog� zajmowa� reszty aminokwasowe o charakterze 
hydrofobowym [50]. Ich specyficzne rozmieszczenie w ła�cuchach polipeptydowych 
wpływa na ukształtowanie powierzchni cz�steczek białek, zdolno�ci do tworzenia 
oligomerów i struktur micelarnych oraz wła�ciwo�ci funkcjonalne. Przykładowo, 
w kazeinach-αs1 i -β prawie 2/3 ich ła�cuchów polipeptydowych jest silnie 
hydrofobowa [52]. W kazeinie-β wszystkie reszty fosfoserynowe i wi�kszo�� wolnych 
grup karboksylowych umieszczone s� we fragmentach N-ko�cowych, za� w kazeinie-
αs1 w obr�bie mi�dzy pozycj� 40. a 80. w licz�cym 199 aminokwasów ła�cuchu 
peptydowym. Amfifilowy charakter ła�cuchów polipeptydowych obydwu białek, z 
du�ym udziałem łatwo dost�pnych niepolarnych reszt aminokwasowych powoduje, �e 
wykazuj� one siln� tendencj� do adsorbowania na powierzchniach hydrofobowych 
[14]. Stwierdzono, �e N-ko�cowe i C-ko�cowe cz��ci ła�cuchów polipeptydowych 
kilku cz�steczek kazeiny-αs1 mog� ł�czy� si�, tworz�c układ liniowy [25]. Z kolei 
cz�steczki kazeiny-β w wyniku oddziaływa� hydrofobowych mog� ł�czy� si� w micele 
ze zwartym, poło�onym centralnie, hydrofobowym rdzeniem okrytym lu�n� warstw� 
pozostałych cz��ci ła�cuchów polipeptydowych. Obok specyficznej dystrybucji reszt 
aminokwasowych na wła�ciwo�ci funkcjonalne ma wpływ skład aminokwasowy. 
Około 17% reszt aminokwasowych w kazeinie-β i 8,5% w kazeinie-αs1 to reszty 
prolinowe. Ich w miar� jednolite rozmieszczenie wzdłu� ła�cuchów polipeptydowych 
ww. białek oraz brak reszt cysteiny utrudnia formowanie struktur uporz�dkowanych. 
Darewicz i wsp. [10, 11], stosuj�c metod� dichroizmu kołowego ustalili, �e ok. 10% 
cz�steczki kazeiny-β ma struktur� α-helikaln�, ok. 15% – pofałdowanej kartki, a ok. 
73% – nieuporz�dkowanego kł�bka. Holt i Sawyer [24] zaproponowali, aby zaliczy� 
kazein�-β do tzw. białek reomorficznych. 

Du�� rol� w kształtowaniu struktury i funkcji białek przypisuje si� aminokwasom 
siarkowym [3]. Grupy tiolowe mog� ulec utlenieniu, tworz�c wewn�trz- i 
mi�dzycz�steczkowe mostki dwusiarczkowe. W wyniku takich interakcji zmienia si� 
struktura, a wraz z ni� funkcje pełnione przez białka. Tworzenie poprzecznych 
mostków dwusiarczkowych stabilizuje struktur� trzeciorz�dow� białek oraz wpływa na 
wła�ciwo�ci funkcjonalne np. ma znaczenie w poprawie cech jako�ciowych pieczywa 
wyprodukowanego z dodatkiem odtłuszczonego proszku mlecznego [41]. 

Podstawow� przyczyn� ró�nic we wła�ciwo�ciach funkcjonalnych mi�dzy 
białkami upatruje si� w ich odmiennej strukturze [58], st�d jako skrajne przykłady 
takich ró�nic mo�na przytoczy� kazein�-β i laktoglobulin�-β. Kazeina-β to 
fosfoproteina o masie cz�steczkowej ok. 24�103 Da stanowi�ca ok. 35% ogólnej ilo�ci 
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kazeiny w mleku [26]. Model cz�steczki kazeiny-β ma wygl�d „krabopodobny” 
z dwoma du�ymi, wykrzywionymi ramionami [33]. Kształt cz�steczki w przybli�eniu 
mo�e by� przedstawiony jako elipsoida, ze stosunkiem osi 2:1. Gdy pH wynosi 6,6, N-
ko�cowy segment kazeiny-β obejmuj�cy 21 reszt aminokwasowych jest �ródłem 
wypadkowego ujemnego ładunku netto (-12), pozostała cz��� cz�steczki jest 
praktycznie pozbawiona ładunku. Polarna domena białka, mimo �e zawiera mniej reszt 
aminokwasowych ni� domena hydrofobowa, wykazuj�c wi�ksz� elastyczno�� zajmuje 
wi�ksz� obj�to�� molekularn�. Wyj�tkow� cech� kazeiny-β jest amfifilowa natura jej 
cz�steczki [15]. W temp. poni�ej 4°C kazeina-β wyst�puje jako monomer [25], 
w wy�szej temperaturze i powy�ej st��enia krytycznego tj. 1,5 mg/ml podlega 
samoasocjacji [51]. Z kolei laktoglobulina-β stanowi ok. 50% ogólnej ilo�ci białek 
serwatkowych w mleku [4]. Jest ona białkiem globularnym zawieraj�cym pi�� reszt 
cysteinowych, z których cztery s� zaanga�owane w tworzenie mostków 
dwusiarczkowych, stabilizuj�cych struktur� czwartorz�dow�. Wolna grupa tiolowa 
ułatwia tworzenie nowych struktur. W mleku, lub bardziej ogólnie w zakresie pH od 
5,2 do 7,5, natywna laktoglobulina-β wyst�puje jako dimer dwóch identycznych 
podjednostek o masie ok. 18�103 Da [23]. Przy pH powy�ej 7,5 laktoglobulina-β 
denaturuje nieodwracalnie. Przy pH poni�ej 3,5 ulega odwracalnej dysocjacji tworz�c 
monomery, a przy pH mi�dzy 3,5 i 5,2 odwracalnie tworzy formy 
tetramerów/oktamerów. W drugorz�dowej strukturze laktoglobuliny-β udział struktury 
α-helikalnej wynosi ok. 1,5%, pofałdowanej kartki – ok. 43%, a nieuporz�dkowanego 
kł�bka – ok. 47%. Nale�y si� wi�c spodziewa�, �e zarówno wła�ciwo�ci 
powierzchniowe, jak hydrodynamiczne zachowanie si� globularnej laktoglobuliny-β 
i reomorficznej kazeiny-β b�d� całkowicie odmienne. 

Rozpuszczalno��  

Spo�ród wła�ciwo�ci funkcjonalnych na szczególn� uwag� zasługuje 
rozpuszczalno��, która jest uwa�ana za podstawow� wła�ciwo�� funkcjonaln� białek 
�ywno�ci. Kinsella [30] podkre�la, �e rozpuszczalno�� białek jest fizykochemiczn� 
wła�ciwo�ci�, od której mog� zale�e� inne wła�ciwo�ci funkcjonalne. Wła�ciwo�� ta 
w du�ym stopniu okre�la mo�liwo�ci zastosowania preparatów białkowych 
w przetwórstwie spo�ywczym. Dobr� rozpuszczalno�� białka cz�sto kojarzy si� z jego 
dobrymi wła�ciwo�ciami funkcjonalnymi [48], chocia� niektórzy autorzy wskazuj� na 
brak zale�no�ci mi�dzy tym wyró�nikiem a np. wła�ciwo�ciami emulguj�cymi białek 
[1]. Utrata rozpuszczalno�ci wskutek obróbki �ywno�ci w drastycznych warunkach jest 
w wielu przypadkach wska�nikiem denaturacji i nast�pczego sieciowania białka [36]. 
Rozpuszczalno�� białek zale�y od budowy i wła�ciwo�ci rozpuszczalnika, temperatury, 
pH �rodowiska, st��enia i ładunku jonów oraz charakteru oddziaływa� z innymi 
cz�steczkami [6, 27]. Hydrofobowo�� powierzchniowa oraz wypadkowy ładunek 
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elektryczny to najwa�niejsze cechy charakterystyczne cz�steczki białka determinuj�ce 
jego zachowanie wobec rozpuszczalnika. Hydrofobowo�� powierzchniowa jest 
wska�nikiem charakteryzuj�cym zró�nicowany potencjał elektrostatyczny ró�nych 
fragmentów powierzchni białka, decyduj�cym o jej przestrzennym kształcie oraz 
zachowaniu wobec polarnych i apolarnych rozpuszczalników [47, 56]. Jednym ze 
sposobów modyfikowania charakteru hydrofobowego/hydrofilowego powierzchni 
cz�steczki białka mog� by� modyfikacje chemiczne np. glukozylacja, a g�sto�ci 
ładunku – modyfikacje enzymatyczne np. defosforylacja. Do modyfikowania 
wła�ciwo�ci kazeiny-β Darewicz i Dziuba [12] oraz Dziuba i wsp. [16] wykorzystali 
spontaniczny proces przył�czania pojedynczych cz�steczek cukrów redukuj�cych, 
niekontrolowany przez enzymy, zwany nieenzymatyczn� glikacj�. Pod wpływem 
modyfikacji glukoz� zaobserwowano popraw� rozpuszczalno�ci kazeiny-β. Z kolei 
usuni�cie reszt fosforanowych z kazeiny-β spowodowało spadek jej rozpuszczalno�ci 
[11]. Nie zawsze białka zachowuj� si� zgodnie z ogólnie przyj�tym mechanizmem 
towarzysz�cym ich wsalaniu i wysalaniu. W badaniach białek nasion bobiku Darewicz 
i wsp. [6] stwierdzili, �e wyizolowane z nich albuminy i globuliny charakteryzuj� si� 
odmiennymi cechami rozpuszczalno�ci. Istniała graniczna warto�� siły jonowej, 
powy�ej której rozpuszczalno�� albumin nasion bobiku malała. Za� globuliny bobiku, 
w przeciwie�stwie do albumin, paradoksalnie zwi�kszały swoj� rozpuszczalno�� wraz 
ze wzrostem siły jonowej nawet powy�ej granicznej warto�ci, przy której albuminy 
ulegały wysalaniu. Zjawisko to tłumaczono oddysocjowaniem frakcji białkowych oraz 
zmian� stanu poligonowego cz�steczek białkowych, powodowanego zmian� warto�ci 
hydrofobowo�ci powierzchniowej w wyniku ekranizuj�cego wpływu jonów soli. 
Wynikiem takich zmian mogła by� preferencyjna hydratacja molekuł białkowych. 
Znajomo�� opisanego mechanizmu zmian rozpuszczalno�ci albumin i globulin mo�e 
mie� znaczenie podczas ekstrakcji tych białek z roztworów wodnych oraz 
opracowywania technologii otrzymywania izolatów tych białek.  

Zastosowanie białek zdecydowanie wzrasta wsz�dzie tam, gdzie zachowana jest 
ich wysoka rozpuszczalno��. Szczególne znaczenie odgrywa ta wła�ciwo�� w 
�rodowisku kwa�nym. Wówczas istnieje mo�liwo�� zastosowania białek jako 
dodatków do soków i napojów bez obawy, �e zajdzie ich koagulacja.  

Wła�ciwo�ci powierzchniowo czynne 

Zjawisko stabilizowania emulsji lub piany przez białka jest spowodowane ich 
zdolno�ci� do adsorbowania si� na granicy faz, zmniejszania napi�cia 
powierzchniowego i tworzenia spójnej warstwy wokół kropelek oleju lub p�cherzyków 
powietrza [57]. Eksperymenty dotycz�ce kinetyki adsorpcji białek globularnych 
dowiodły, �e wi�kszo�� z nich musi pokona� barier� energetyczn�, aby zaadsorbowa� 
si� na granicy faz. Natura tej bariery nie jest do ko�ca poznana, ale przypuszcza si�, �e 
jest to bariera ci�nienia i elektrostatyczna [56]. W najprostszym przypadku przy 
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nieobecno�ci obu tych barier dyfuzja byłaby uzale�niona od rozmieszczenia grup 
hydrofilowych i hydrofobowych na powierzchni cz�steczki białka i ich wzajemnych 
proporcji [5]. Je�eli powierzchnia cz�steczek ma charakter hydrofilowy wówczas 
adsorpcja na granicy faz mo�e nie zachodzi�. Je�li jednak zawiera dodatkowo tylko 
kilka reszt hydrofobowych i wejd� one w oddziaływanie z powierzchni� faz, wówczas 
adsorpcja mo�e zachodzi�. Innymi słowy adsorpcja na granicy faz powietrze/woda, 
olej/woda zale�y od statystycznego prawdopodobie�stwa zderze� grup hydrofobowych 
znajduj�cych si� na powierzchni cz�steczek białka z granic� faz.  

Szczególny wpływ na adsorpcj� i formowanie błon ma stabilno�� konformacji, 
zdolno�� do jej przearan�owania na granicy faz oraz symetria/asymetria 
rozmieszczenia polarnych i apolarnych grup funkcyjnych, a w konsekwencji 
amfifilowo�� struktur białkowych. Wielu autorów wskazywało na amfifilowo�� 
struktur białkowych jako warunek konieczny, po którego spełnieniu białka/peptydy 
charakteryzowały si� dobrymi wła�ciwo�ciami powierzchniowymi, w tym 
emulguj�cymi i pianotwórczymi [9, 10, 15, 57]. Silnie amfifilowa natura kazeiny-� 
ułatwia jej koncentracj� na powierzchni mi�dzyfazowej, co jest wst�pnym etapem 
procesu formowania emulsji lub piany [11, 15].  

Piany 

Piana powstaje wskutek zdyspergowania p�cherzyków powietrza w fazie ciekłej. 
Dodatek białka powoduje wzrost lepko�ci fazy wodnej, co zwi�ksza trwało�� filmu 
mi�dzyfazowego, a tym samym wytworzonej piany [58]. Białka obni�aj� napi�cie 
powierzchniowe przez interakcje zarówno z cz�steczkami wody, jak i powietrzem, co 
pozwala na formowanie wi�kszej ilo�ci p�cherzyków piany. Po adsorpcji cz�steczek 
białka na powierzchni p�cherzyków powietrza polarne reszty aminokwasów znajduj�ce 
si� na powierzchni cz�steczek białek zwracaj� si� w stron� cieczy, za� niepolarne – w 
stron� powietrza. Wokół p�cherzyków powietrza powstaje spójny, elastyczny film 
mi�dzyfazowy. P�cherzyki nie ł�cz� si� ze sob�, gdy� stykaj� si� jednoimiennie 
naładowanymi fragmentami cz�steczek białek. Obj�to�� p�cherzyków powietrza mo�e 
stanowi� nawet 99% ogólnej obj�to�ci piany, a ich �rednice zawieraj� si� w przedziale 
0,1–1 mm [55]. Do czynników wpływaj�cych na tworzenie piany mo�na zaliczy� 
hydrofobowo�� powierzchniow�, umiejscowienie hydrofobowych reszt 
aminokwasowych na powierzchni białka, obecno�� grup tiolowych, kationów 
i anionów, w�glowodanów, lipidów. Dowiedziono, �e białko o idealnych 
wła�ciwo�ciach pianotwórczych powinno mie� du�� hydrofobowo�� powierzchniow�, 
dobr� rozpuszczalno��, niski ładunek netto przy warto�ci pH produktu spo�ywczego, 
a jego ła�cuch polipeptydowy powinien ulega� łatwo rozfałdowaniu [43]. Bigelow [2] 
podaje, �e minimalna warto�� hydrofobowo�ci białka umo�liwiaj�ca adsorpcj� na 
granicy faz wynosi ok. 1000 kJ/mol. Adsorpcja białka na powierzchni mi�dzyfazowej 
powietrze/woda czy olej/woda zwi�zana jest z prawdopodobie�stwem zetkni�cia si� 
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cz�steczki białka z powierzchni� mi�dzyfazow�. Im wi�ksza liczba obszarów 
hydrofobowych, tym wi�ksze b�dzie prawdopodobie�stwo zetkni�cia si� tych 
obszarów z powierzchni� mi�dzyfazow� [5]. Dobre wła�ciwo�ci pianotwórcze 
wykazuj� białka podobne budow� do kazeiny-�, która łatwo adsorbuje si� na 
powierzchni powietrze/woda, zmniejszaj�c w ten sposób napi�cie powierzchniowe [7, 
9, 10]. Jednak�e piana utworzona z jej udziałem jest mało stabilna ze wzgl�du na słabe 
wła�ciwo�ci lepkospr��yste [43]. 

Stabilno�� uformowanych pian nie jest zjawiskiem niezmiennym. Stabilno�� 
piany zale�y od zdolno�ci białka do ochrony utworzonej piany przed działaniem sił 
grawitacji i mechanicznymi interakcjami. Stabilne piany s� zwykle tworzone przy pH 
bliskim punktowi izoelektrycznemu białka, kiedy to siły oddziaływa� 
elektrostatycznych s� najmniejsze.  

Procesy, które podwy�szaj� warto�� hydrofobowo�ci polepszaj� wła�ciwo�ci 
pianotwórcze. Pianotwórcze wła�ciwo�ci białka mo�na zwi�kszy� przez krótkotrwałe 
ogrzanie. Termiczna denaturacja w zakresie temp. 40-60°C przez 30 min poprawia 
wła�ciwo�ci pianotwórcze białek serwatkowych. Optymalne warunki ogrzewania 
zale�� od rodzaju i st��enia białka [36].  

Emulsje 

Emulsjami nazywamy układy dyspersyjne, składaj�ce si� z dwóch lub wi�cej 
niemieszaj�cych si� ze sob� cieczy, z których jedna wyst�puje w postaci fazy ci�głej, a 
druga w formie rozproszonych kropelek. Podczas mieszania oleju i roztworów 
wodnych białek pojawia si� tendencja do ograniczenia kontaktu mi�dzy nimi 
i separacja faz. Pocz�tkowo minimalny kontakt jest osi�gany wskutek formowania 
sferycznych kropel przy nakładzie energii z zewn�trz. Emulsje stabilizowane białkami 
zapewniaj� minimalny kontakt grup hydrofobowych z wod�. Jest to stan 
najkorzystniejszy energetycznie [56]. Czas niezb�dny do utworzenia spójnej warstwy 
wokół kropelek oleju i ustalenia si� równowagi termodynamicznej zale�y od rodzaju 
białka. Zjawiska te przebiegaj� szybko z udziałem białek o lu�nej, elastycznej 
strukturze (np. kazeina-β), ze �redni� szybko�ci� w przypadku białek globularnych (np. 
bydl�ca albumina serum) oraz wolno z białkami o zwartej strukturze (np. lizozym). 
Wielko�� kropel fazy rozproszonej jest podstawow� wielko�ci� charakteryzuj�c� 
emulsje. 	rednica tych kropel w emulsjach produktów spo�ywczych waha si� w 
granicach od 0,2 do 10 µm i zale�y od metody wytwarzania emulsji, ró�nicy lepko�ci 
obu faz, rodzaju u�ytego emulgatora oraz od nakładu energii przy tworzeniu emulsji 
[55]. W produktach o niskiej jako�ci wyst�puj� krople o �rednicy ok. 10 µm i powy�ej. 
W majonezie dobrej jako�ci krople wynosz� 2–4 µm. 

W celu ułatwienia powstawania emulsji, a tak�e poprawy jej stabilno�ci nale�y 
wprowadzi� do układu czynnik stabilizuj�cy. Mo�e nim by� działanie polegaj�ce na 
wprowadzeniu emulgatora, np. białka [56]. W przeciwie�stwie do 
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niskocz�steczkowych emulgatorów struktura białek mo�e ulec zmianie pod wpływem 
adsorpcji. Po adsorpcji na hydrofobowej powierzchni struktura kazeiny-β ulega 
zmianie [40]. Pierwsze 50 aminokwasów cz��ci N-ko�cowej ła�cucha 
polipeptydowego ma bezpo�redni kontakt z polarnym �rodowiskiem. Tworz� one 
p�tl�, która jest „zakotwiczona” na powierzchni mi�dzyfazowej dzi�ki obecno�ci 
aminokwasów hydrofobowych. Pozostała cz��� cz�steczki kazeiny-β jest 
„przyczepiona” do hydrofobowej powierzchni w postaci powyginanego ła�cucha. 

Dobry emulgator powinien nie tylko tworzy�, ale równie� stabilizowa� nowo 
utworzon� powierzchni� mi�dzyfazow�. Dowiedziono, �e emulsje stabilizowane przez 
białka s� bardziej stabilne przy pH ró�nym od warto�ci punktów izoelektrycznych 
białek np. wła�ciwo�ci emulguj�ce laktoglobuliny-β zale�� od warto�ci pH �rodowiska 
[56, 57]. Wykazuje ona lepsze wła�ciwo�ci przy pH powy�ej 7,0. Stabilno�� emulsji 
zale�y m.in. od lepko�ci fazy ci�głej, sił ci��enia, ładunku wypadkowego i struktury 
białka. Rodzaj urz�dzenia do wytwarzania emulsji, ilo�� energii dostarczanej podczas 
emulgowania w du�ym stopniu wyznaczaj� zakres i charakter zmian emulsji w czasie 
[35]. Równie� czynniki �rodowiskowe, np. st��enie białka, kwasowo�� czynna, 
stosunek faz olej/woda i siła jonowa decyduj� o stabilno�ci emulsji [9, 10, 11]. 
Kazeina-� jest najbardziej efektywnym stabilizatorem spo�ród wszystkich białek 
mleka, poniewa� w najwy�szym stopniu zmniejsza napi�cie powierzchniowe. 
Zdolno�� obni�ania napi�cia powierzchniowego maleje według kolejno�ci: kazeina-� > 
-�s1 > -� > laktoglobulina-� > laktoalbumina-� > albumina serum [16, 31]. 

Zmieniaj�c struktur� białka mo�na doprowadzi� do zmian jego konformacji, co 
z kolei mo�e wpływa� na zmiany jego zdolno�ci do tworzenia i stabilizowania emulsji. 
Wzrost hydrofilowo�ci mo�e w niektórych przypadkach odegra� pozytywna rol� 
w kształtowaniu wła�ciwo�ci emulguj�cych. Glikozylacja β-laktoglobuliny powoduje 
wzrost masy cz�steczkowej, zmniejszenie wypadkowego ładunku netto, zwi�kszenie 
hydrofobowo�ci powierzchniowej, a co za tym idzie popraw� wła�ciwo�ci 
emulguj�cych [21, 45]. Podobne zmiany emulguj�cych wła�ciwo�ci glikozylowanej 
kazeiny-β obserwowali w swoich badaniach Darewicz i Dziuba [12] oraz Dziuba 
i wsp. [16]. Zmiany te obejmowały nowy sposób aran�acji struktury kazeiny-β na 
hydrofobowej powierzchni. Zaobserwowano wówczas zmniejszenie udziału struktury 
nieuporz�dkowanej i wi�kszy stopie� „upakowania” cz�steczek na hydrofobowej 
powierzchni. Zmniejszona hydrofobowo�� powierzchniowa tak zmodyfikowanej 
cz�steczki, jej zwi�kszony ładunek wypadkowy netto promowały siły 
elektrostatycznego i sterycznego odpychania, stabilizuj�c emulsj� i zapobiegaj�c jej 
koalescencji. Z kolei stosuj�c w swoich badaniach fosfataz� alkaliczn�, Darewicz 
i wsp. [8, 10, 11] modyfikowali warto�� ładunku wypadkowego netto cz�steczki 
kazeiny-β. Paradoksalnie mimo usuni�cia reszt fosforanowych, b�d�cych �ródłem 
oddziaływa� elektrostatycznych i sterycznych, emulsja stabilizowana defosforylowan� 
kazein�-β nie uległa destabilizacji. Zjawisko to tłumaczono wci�� amfifilowym 
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charakterem całej cz�steczki kazeiny-β oraz, co bardziej istotne, zmianami 
strukturalnymi tj. indukowaniem przyrostu struktury α-helikalnej. Zmniejszenie sił 
odpychania o charakterze elektrostatycznym i sterycznym było kompensowane przez 
bardziej zwart� architektur� struktury defosforylowanej kazeiny-β, co w konsekwencji 
zapobiegało destabilizacji emulsji. 

Wielu autorów [20, 42, 46] sugeruje istnienie zale�no�ci mi�dzy obecno�ci� 
struktury drugorz�dowej w roztworach naturalnych i syntetycznych peptydów a ich 
biofizycznymi wła�ciwo�ciami. Zwracano m.in. uwag� na zwi�zek mi�dzy udziałem 
amfifilowej struktury α-helikalnej w drugorz�dowej strukturze laktoferyny i białek 
hemowych oraz ich peptydów a ich wła�ciwo�ciami antybakteryjnymi. Starano si� 
tak�e udowodni� istnienie statystycznie istotnej korelacji mi�dzy udziałem 
procentowym amfifilowego α-heliksu w strukturze drugorz�dowej peptydów 
syntetycznych a ich zdolno�ciami do tworzenia i stabilizowania emulsji. Darewicz i 
wsp. [7, 10, 11] stwierdzili istnienie zwi�zku mi�dzy udziałem struktury α-helikalnej, 
indukowanej adsorpcj� na hydrofobowej powierzchni, a kształtowaniem si� zdolno�ci 
do tworzenia emulsji przez peptydy.  

Matematyczna formalizacja zale�no�ci struktura-funkcja 

Pomimo do�� du�ej liczby publikacji, w których autorzy podejmuj� problem 
relacji pomi�dzy struktur� a funkcjami białek i peptydów, wci�� w wyja�nieniach 
mechanizmów le��cych u podstaw kształtowania si� zale�no�ci mi�dzy struktur� 
białek a ich funkcj� trudno znale�� pewne uniwersalne tezy. Nakai i wsp. [36] 
próbowali sformułowa� zale�no�ci mi�dzy struktur� białek �ywno�ci a ich 
wła�ciwo�ciami funkcjonalnymi. Stwierdzili wówczas, �e rozpuszczalno��, ładunek 
wypadkowy netto, zdolno�� do asocjacji cz�steczek białkowych, zawarto�� grup 
tiolowych lub mostków dwusiarczkowych oraz hydrofobowo�� bocznych reszt 
aminokwasowych w białkach maj� wpływ na ich wła�ciwo�ci emulguj�ce 
i pianotwórcze. Jednocze�nie Nakai i wsp. [36] oraz Giuliani i wsp. [22] twierdz�, �e 
zale�no�ci mi�dzy struktur� białek a ich wła�ciwo�ciami funkcjonalnymi s� w wielu 
przypadkach nieliniowe. Z tego powodu coraz wi�kszym zainteresowaniem ciesz� si� 
wielowymiarowe metody statystyczne wykorzystuj�ce analiz� regresji wielokrotnej, 
regresji metod� cz�stkowych najmniejszyh kwadratów, regresji składowych głównych 
czy sieci neuronowe [34, 49]. Nakai i wsp. [36, 37], posługuj�c si� równaniami 
regresji, zwrócili uwag� na znaczenie rozpuszczalno�ci białek w matematycznej 
interpretacji wyników oceny ich wła�ciwo�ci funkcjonalnych. Wprowadzenie 
wyników oznacze� hydrofobowo�ci powierzchniowej i rozpuszczalno�ci do 
zaproponowanego modelu regresji wielokrotnej, pozwalaj�cego oszacowa� 
wła�ciwo�ci emulguj�ce badanych białek, spowodowało wzrost współczynnika 
determinacji [37]. Podobn� metod� analizy matematycznej wykorzystali te� Voutsinas 
i wsp. [54] w badaniach wła�ciwo�ci emulguj�cych białek ró�nego pochodzenia po ich 
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obróbce cieplnej. Autorzy wskazali na mo�liwo�� przewidywania wła�ciwo�ci 
pianotwórczych i emulguj�cych za pomoc� równa� regresji uwzgl�dniaj�cych 
rozpuszczalno�� i hydrofobowo��. 

Van der Ven i wsp. [59, 60] wykorzystali w charakterze narz�dzia statystycznego 
analiz� regresji metod� cz�stkowych najmniejszych kwadratów, opracowuj�c model 
umo�liwiaj�cy przewidywanie wła�ciwo�ci pianotwórczych i emulguj�cych 
hydrolizatów białek mleka na podstawie mas cz�steczkowych obecnych w nich 
peptydów oznaczonych metod� chromatografii �elowej. Ponadto van der Ven i wsp. 
[60] zastosowali t� metod� do opracowania modelu matematycznego wyja�niaj�cego 
ró�nice we wła�ciwo�ciach pianotwórczych, emulguj�cych oraz gorzkim smaku 
hydrolizatów białkowych na podstawie ró�nic w ich widmach FTIR [60].  

Wyniki dotychczasowych bada� Darewicz i wsp. [13] pozwoliły na zastosowanie 
metody regresji wielokrotnej do opisu zale�no�ci mi�dzy zdolno�ciami do tworzenia 
oraz stabilizacji piany oraz tworzenia emulsji przez białka i peptydy a ich 
rozpuszczalno�ci� oraz czasem retencji (analiza chromatograficzna) lub parametrami 
spektroskopowymi (analiza widm UV). Poni�ej przedstawiono przykładowe równanie 
opisuj�ce zale�no�ci mi�dzy zdolno�ci� do tworzenia piany (F0) przez białka i peptydy 
a ich rozpuszczalno�ci� i czasem retencji (tR), dla którego współczynniki korelacji 
wielokrotnej były istotne statystycznie (p < 0,05). 

F0
a = 105,4843 - 0,9379 × Rozp + 0,5216 × tR 

Analizuj�c wyniki bada� uzyskiwane w ró�nych o�rodkach naukowych mo�na 
stwierdzi�, �e obok licznych procesów i zjawisk, w przypadku których matematyczne 
modele zale�no�ci s� stosunkowo dobrze poznane, wyst�puj� tak�e liczne procesy 
i zjawiska, których struktura lub prawa działania nie zostały jeszcze poznane i opisane 
w stopniu wystarczaj�cym do tego, �eby zbudowa� ich efektywne modele. Co wi�cej, 
w przypadku niektórych zjawisk sam problem przyczynowo�ci bywa otwarty, gdy� 
cz�sto nie ma pewno�ci, jakie czynniki naprawd� wpływaj� na rozwa�ane procesy, 
determinuj�c ich przebieg oraz rezultaty. Ogromn� zalet� wielowymiarowych metod 
statystycznych jest fakt, �e pozwalaj� one poszukiwa� modeli opisuj�cych takie 
wła�nie słabo znane zjawiska i procesy. 

Podsumowanie 

Jako podstawow� przyczyn� ró�nic we wła�ciwo�ciach funkcjonalnych mi�dzy 
białkami wymienia si� ich odmienne wła�ciwo�ci strukturalne. Modyfikacje 
ła�cuchów polipeptydowych białek oraz zmiany warunków �rodowiska wpływaj� na 
konformacje ich cz�steczek i w konsekwencji na rozpuszczalno��, zdolno�ci do 
tworzenia/stabilizowania emulsji/pian. Sugeruje si�, �e warunkiem koniecznym 
wyst�powania korzystnych wła�ciwo�ci emulguj�cych i pianotwórczych białek jest 
amfifilowo�� ich struktur. Zale�no�ci mi�dzy struktur� białek i ich wła�ciwo�ciami 
funkcjonalnymi mog� by� opisane z wykorzystaniem wielowymiarowych metod 
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statystycznych, co mo�e znale�� zastosowanie przy projektowaniu �ywno�ci 
o po��danych i przewidywalnych cechach. 

 
Praca finansowana w ramach bada� własnych Katedry Biochemii �ywno�ci UWM 
w Olsztynie, temat nr 522-0712-0203. 
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THE STRUCTURE OF MILK PROTEINS VERSUS THEIR FUNCTIONAL PROPERTIES  
 

S u m m a r y 
 

In the paper, results of the study on the relationship between a structure of milk proteins and some 
selected functional properties of them were presented and analyzed. Several factors, such as: molecular 
size, hydrophobicity, charge, and flexibility are important for the functional properties of proteins. 
Additionally, external factors, such as: temperature, pH, ionic strength, and the presence of other 
molecules influence these functional properties. A distinct structure of individual proteins is considered 
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the main reason why there are differences in functional properties of the proteins. Functional properties 
can be modified in several ways, e.g. by the physical, chemical, enzymatic, or genetic modification. Other 
functional properties may also depend on solubility which is a physical-chemical feature. Proteins can 
adsorb at oil/water and air/water interfaces, and, thereby, they can lower the surface tension; at the same 
time, they also change their structure. Good interfacial properties of proteins are attributed both to the 
specific distribution of clustering hydrophilic and hydrophobic residues into exactingly isolated zones and 
to the minimum molecular mass of the peptide enabling this distribution. It was stated that there was a 
relationship between the �-helical adsorption-induced structure on the hydrophobic surface and the 
emulsion forming ability of peptides. Advanced statistical methods become more and more popular and 
they are used to describe the structure-function relationships of proteins. The knowledge of molecular 
basis of proteins solubility, and foam/emulsion forming/stabilizing abilities is fundamental for the purpose 
of studying the milk proteins applications in food with required and design properties. 

 
Key words: emulsion, foam, milk proteins, solubility, statistical models, structure � 
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MARIA WALCZYCKA  

METODY INAKTYWACJI I HAMOWANIA WZROSTU  
LISTERIA MONOCYTOGENES W PRZETWORACH MI�SNYCH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Konsumenci wymagaj� od producentów �ywno�ci wygodnej, łatwej w przygotowaniu, o 

odpowiednich walorach od�ywczych. Pojawia si� wi�c coraz wi�cej da� gotowych do spo�ycia. W 
warunkach całkowitej sterylno�ci produkcji zagro�enie mo�e stanowi� poprodukcyjne, wtórne zaka�enie 
�ywno�ci spowodowane kontaktem z personelem produkcyjnym b�d� handlowym, zanieczyszczonymi 
powierzchniami składowymi i przechowalniczymi. Mo�e pojawi� si� w produkcie spo�ywczym 
mikroflora patogenna, uodporniona na niekorzystne czynniki �rodowiska. Do takich mikroorganizmów 
nale�y m.in. Listeria monocytogenes. 

Omówiono najcz��ciej stosowane naturalne (ekstrakty ziół, bakteriocyny) i chemiczne (kwasy, sole 
azotowe) substancje dodatkowe, a tak�e procesy utrwalania (w�dzenie) wykorzystywane do 
zabezpieczania mi�sa i jego przetworów, w celu inaktywacji L. monocytogenes i zachowania dobrej 
jako�ci mikrobiologicznej przechowywanej �ywno�ci. Naturalne, odpowiednio dobrane składniki 
�ywno�ci zawieraj�ce w swym składzie substancje hamuj�ce pochodzenia mikrobiologicznego s� 
skutecznym inhibitorem L. monocytogenes, tak�e wi�kszo�� dopuszczonych do u�ycia w przemy�le 
mi�snym dodatków, stosowanych z wykorzystaniem zjawiska synergizmu, mo�e chroni� �ywno�� przed 
wzrostem L. monocytogenes. 

 
Słowa kluczowe: Listeria monocytogenes, bakteriocyny, mi�so i przetwory, techniki konserwacji. 
 

Wprowadzenie 

Aktualnie, konsumenci wymagaj� od producentów �ywno�ci wygodnej, łatwej 
w przygotowaniu, o odpowiednich walorach sensorycznych i warto�ci od�ywczej. 
Pojawia si� wi�c coraz wi�cej da� typu „ready-to-eat” (gotowych do spo�ycia) [45]. 
Jednocze�nie konsumenci zmieniaj� swój styl od�ywiania si� i cz�stotliwo�� posiłków 
oraz miejsca dokonywania zakupów �ywno�ci. Najcz��ciej �ywno�� kupowana jest w 
du�ych centrach handlowych i ma okre�lone cechy produktu wytwarzanego na skal� 
masow�. W tej sytuacji mog� wyst�pi� zagro�enia mikrobiologiczne zwi�zane 
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z nieprawidłowym stanem jako�ciowym produktów, złymi warunkami obrotu lub 
przechowywania, niewła�ciw� obróbk� termiczn�. W wielu krajach głównym problemem 
nie s� jednak zagro�enia zwi�zane ze złym stanem sanitarnym zakładów przetwórczych, 
wr�cz przeciwnie, nadmierna czysto�� mo�e sta� si� przyczyn� gro�nych schorze�. W 
warunkach całkowitej sterylno�ci produkcji zagro�enie stanowi poprodukcyjne, wtórne 
zanieczyszczenie �ywno�ci spowodowane kontaktem z personelem produkcyjnym, b�d� 
handlowym, zanieczyszczonymi powierzchniami składowymi i przechowalniczymi. 
Powy�sze czynniki mog� by� przyczyn� zanieczyszczenia �ywno�ci mikroflor� 
patogenn�, uodpornion� na niekorzystne czynniki �rodowiska [1, 2]. Do wy�ej 
wymienionych mikroorganizmów nale�y m.in. Listeria monocytogenes. 

Charakterystyka bakterii 

Znanych jest kilkana�cie szczepów Gram dodatnich, nieprzetrwalnikuj�cych 
pałeczek. Najwa�niejsze z nich to: Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria 
innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria grayi. Dwa pierwsze szczepy 
s� jednymi z najgro�niejszych patogenów ludzi i zwierz�t [5, 41]. Listeria 
monocytogenes została wyizolowana od zwierz�t domowych i wolno �yj�cych, z gleby 
oraz z kiszonek (pasz) [41]. Według FAO/WHO około 10% populacji ludzi jest 
nosicielami tej bakterii [27]. Listeria istnieje w postaci kilkunastu podtypów-serotypów 
[41], z których najbardziej niebezpieczne to serotypy 1/2a 1/2b i 4b. Były one 
identyfikowane u wi�kszo�ci chorych na listerioz� (tab. 1) [34]. Listeria 
monocytogenes ma szerokie spektrum działania, poniewa� prze�ywa w temp. od –2ºC 
do +45ºC (optimum 37oC), bez zmian swoich funkcji �yciowych i patogeniczno�ci. 
Mo�e przetrwa� krótkotrwał� pasteryzacj� i mro�enie, łatwo uodpornia si� na 
podprogowe dawki konserwantów i �rodków myj�cych, tworz�c swoiste biofilmy na 
powierzchni urz�dze� przetwórczych [44, 46]. Całkowit� inaktywacj� tych bakterii 
uzyskuje si� w temp. powy�ej 75oC. Mog� one dominowa� w toksycznej mikroflorze 
w temperaturze chłodniczej, zasiedla� �rodowisko o pH w przedziale od 4,4 do 9,4, 
z optimum 7,0 [27]. L. monocytogenes ma dobrze rozwini�te zdolno�ci adaptacyjne – 
zmiana hydrofobowo�ci zewn�trznej warstwy bakterii na hydrofilow� i odwrotnie [8]. 
Zdolno�ci adaptacyjne L. monocytogenes dotycz� tak�e szerokiego zakresu warto�ci aw 
do 0,92. Jest to minimalna warto�� umo�liwiaj�ca rozwój tych bakterii.  

Rozwijaj� si� one zarówno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. 
Prze�ywaj� st��enie do 30% CO2. Dopiero 100% tego gazu całkowicie je inaktywuje 
[27]. 

Bakteria ta powoduje listerioz�, tj. chorob�, która po�ród innych chorób 
pochodzenia pokarmowego cechuje si� wysok� bo a� 30% �miertelno�ci�. Zaka�enie 
nast�puje poprzez niewła�ciwie przetworzon� i przechowywan� �ywno��. �ródłem 
bakterii s� najcz��ciej produkty typu ready–to–eat (niewła�ciwie odgrzewane i 
przechowywane), surowe mleko, sery dojrzewaj�ce produkowane z mleka 
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niepasteryzowanego, mi�so i jego przetwory, a zwłaszcza drób, warzywa i wszelkiego 
rodzaju sałatki z dodatkiem surowych warzyw oraz wi�kszo�� �ywno�ci pochodzenia 
morskiego (tab.1) [45]. Najbardziej nara�eni s�: ludzie o obni�onej odporno�ci, dzieci, 
osoby starsze, diabetycy, alergicy, chorzy po przeszczepach. U osób w pełni zdrowych 
zaka�enie L. monocytogenes przebiega z objawami typowego nie�ytu �oł�dka, 
natomiast dla przyszłych matek stanowi zagro�enie wczesnoporonne, a u dzieci grozi 
zapaleniem opon mózgowych i mózgowo-rdzeniowych, seps�, zaka�eniem krwi.  

Sposoby zapobiegania obecno�ci L. monocytogenes i jej inaktywacja poprzez 
wprowadzanie do mi�sa i jego przetworów chemicznych i naturalnych substancji 
dodatkowych 

Zastosowanie konserwantów do hamowania wzrostu L. monocytogenes w mi�sie 

Kwasy 

Niskie pH stanowi barier� dla L. monocytogenes, ale trzeba wzi�� pod uwag� 
rodzaj kwasu, temperatur� i inne zwi�zki antybakteryjne obecne w danym �rodowisku. 
Zgodnie z badaniami niektórych autorów mo�na uszeregowa� kwasy przeciwdziałaj�ce 
wzrostowi L. monocytogenes w nast�puj�cy ci�g: kwas octowy > mlekowy > 
cytrynowy > malonowy > solny [5, 12]. W wi�kszo�ci do�wiadcze� opisywano 
synergiczne działanie kwasów i niskiej temperatury. Z innych substancji 
bakteriostatycznych wspieraj�cych działanie kwasów obecnych w �rodowisku mo�na 
wymieni� sól kuchenn� (NaCl) [35]. Kwasy octowy i mlekowy wzmacniaj� działanie 
antybakteryjne monolaurynianu, a w �rodowisku wodnym powoduj� wi�ksz� 
wra�liwo�� L. monocytogenes na ogrzewanie. Stosowanie kwasów bywa jednak 
niekiedy nieskuteczne. Bakterie, które prze�yj� ich działanie mog� si� zregenerowa� 
podczas przechowywania chłodniczego i gwałtownie namna�a� w braku obecno�ci 
naturalnych konkurentów. Bakterie takie staj� si� oporne na działanie kwasów, etanolu 
i nadtlenku wodoru [12]. 

W badaniach dotycz�cych mi�sa surowego i przetworów wykazano, �e 
zastosowanie kwasów: mlekowego, octowego i fumarowego, w st��eniach 1-3%, jako 
elementów składowych k�pieli zanurzeniowej tusz wieprzowych i wołowych dawało 
efekt obni�enia populacji L. monocytogenes o 2-3 log przez 7 (tusze) oraz 15 (tłuszcz 
wieprzowy) dni przechowywania chłodniczego [19]. Do zanurzania tuszek drobiu 
zaproponowano dawk� 10% roztworu buforu: kwasu mlekowego z mleczanem sodu, o 
pojemno�ci buforuj�cej w zakresie 3 jednostek pH. Tuszki były nast�pnie pakowane w 
MAP (atmosferze modyfikowanej zdominowanej przez azot – do 70%, w 
opakowaniach barierowych) w celu utrzymania sterylno�ci [52]. Stwierdzono tak�e, �e 
mleczan sodu (4%) zastosowany do gotowanej wołowiny ograniczał wzrost L. 
monocytogenes, ale po przechowywaniu chłodniczym ci�gle jeszcze obserwowano 
obecno�� �ywych komórek Listeria [31]. 
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T a b e l a  1 
 
Epidemie listeriozy w latach 1990-2002 zwi�zane z �ywno�ci�. 
The outbreaks of listeriosis in 1990-2002 connected with the infected food. 
 

Rok 
Year 

Produkt �ywno�ciowy 
Food product 

Pa�stwo 
Country 

Liczba  
stwierdzonych 
przypadków 
Registered 

cases 

Poronienia 
[liczba] i [%] 

Stillbirth 
[% of registered 

cases] 

	miertelno�� 
[liczba] i [%] 
Mortality rate 

[% of registered 
cases] 

Serotyp 
Serotype 

1990 Pasztet i pasty mi�sne 
Pates and meat pastries Australia 11 11 (100,0) 6 (54,5) 1/2 a 

1991 
W�dzone mał�e 
Smoked shelfish 

Tasmania
, 

Australia 
4 0 (0) 0 (0) 1/2 a 

1992 W�dzone mał�e 
Smoked shelfish 

Nowa 
Zelandia 4 0 (0) 0 (0) 1/2 

1992 J�zory wieprzowe w galarecie 
Auspick pork tongues Francja 280 93 (33,2) 63 (22,5) 4 b 

1993 Pasta mi�sna / Rillettes Francja 38 31 (81,6) 11 (28,9) 4 b 
1994-
1995 

W�dzone owoce morza 
Smoked sea fruit Szwecja 9 3 (33,3) 2 (22,2) 4 b 

1995 

Łagodnie dojrzewaj�ce sery, 
>50% wilgotno�ci (brie, feta 
camembert, mozzarella) 
Mild-ripened cheeses, > 50% 
humidity 

Francja 33 9 (45,0) 4 (20,0) 4 b 

1997 Ser Pont l'Évêque 
Pont l'Évêque cheese Francja 14 Nieznane 

Not known 0 (0) 4 b 

1998-
1999 

Masło 
Butter Finlandia 25 0 (0) 6 (0) 3 a 

1998-
1999 

Hot dogi, mi�sa delikatesowe 
Hot dog, deli meats USA 101 Nieznane 

Not known 21 (20,8) 4 b 

1999 Pasztet 
Pate USA 11 2 (18,2) Nieznana 

Not known 1/2a 

1999-
2000 

	wi�skie j�zyki w auszpiku 
Auspick pork tongues Francja 26 Nieznane 

Not known 7 (0) NZ 

2000 Mi�so indycze 
Deli turkey meat USA 29 8 (27,6) 7 (24,1) NZ 

2000-
2001 

Wytwarzany domowymi 
sposobami ser meksyka�ski z 
surowego mleka 
Home made Mexican raw 
milk cheese 

USA 12 10 (83,3) 5 (41,7) NZ 

2000 Pasztety 
Paties  Polska 10 Nieznane 

Not known 
Nieznana 

Not known NZ 

2001 Produkty mi�sne 
Meat products Polska 9 Nieznane 

Not known 
Nieznana 

Not known NZ 

2002 Plastry z mi�sa indyczego 
Deli turkey sliced meat USA 63 3 (4,8) 7 (11,1) NZ 

Opracowanie własne na podstawie literatury: / Prepared by: [2, 7, 27, 36, 45]. 
NZ - nie zidentyfikowany/ not identified 
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Przetwory z mi�sa w�dzonego, które zawieraj� sól i inne konserwanty (azotan(III) 
sodu lub potasu) wzmacniaj�ce antylisteryjne działanie kwasów organicznych s� 
stabilne pod wzgl�dem jako�ci mikrobiologicznej [22]. 

pH i aktywno�� wody (aw)  

Jednoczesne zastosowanie dodatku ró�nych soli (NaCl, KCl) oraz regulacja pH 
�rodowiska (NaOH, kwas octowy) pozwoliło na stwierdzenie, �e L. monocytogenes 
prze�ywa w pH alklicznym, natomiast obni�enie pH i aw powoduje hamowanie 
wzrostu bakterii [6]. Jako czynnik obni�aj�cy pH produktu zastosowano tak�e delta-
glukono-lakton, który z dodatkiem mleczanu sodu hamował wzrost Listeria w 
chłodzonych gotowanych produktach mi�snych [40].  

NaCl 

L. monocytogenes jest halotolerancyjna. Dodatek soli mo�e powodowa� zmiany 
w ci�nieniu osmotycznym poprzez obni�enie aw, ale Listeria jest bardzo oporna na 
działanie soli – mo�e prze�y� przez kilka godzin w 26% roztworze solanki [24]. 
Natomiast w mielonej wieprzowinie chlorek sodu dodany w niewielkich ilo�ciach 
powodował, �e Listeria przed ogrzewaniem zyskiwała pewn� oporno�� na działanie 
temperatury [51].  

Azotany(V) i azotany(III) sodu lub potasu 

Sam azotan(V) sodu jest mało skuteczny w stosunku do L. monocytogenes i 
wymaga stosowania go w du�ych dawkach, do 800 ppm, by samodzielnie mógł 
spełnia� rol� inhibitora tych bakterii. Azotan(III) sodu w obecno�ci innych czynników 
wspomagaj�cych [35] inaktywuje te bakterie w temp. chłodniczej [4]. 

Fosforan sodu (TSP) 

Zwi�zek ten hamuje wzrost komórek L. monocytogenes dziesi�ciokrotnie 
(wołowina) lub stukrotnie (drób) [13, 42]. Obni�enie temperatury (z 10 do 4oC) w 
trakcie zanurzania tusz zwierz�t ciepłokrwistych w 10% roztworze fosforanu 
wspomaga znacz�co inaktywacj� Listeria (z 39 do 81%) [11]. 

Dym w�dzarniczy/preparat dymu w�dzarniczego 

Tradycyjne w�dzenie mi�sa i ryb oraz dodatek dymu w�dzarniczego w płynie 
maj� silny antybakteryjny wpływ na Listeria - do 99,9% inaktywacji bakterii w 
produkcie z preparatem dymu, przechowywanym w temp. 4oC [15]. Substancj� czynn� 
dymu jest w tym przypadku izoeugenol lub mieszanina innych st��onych fenoli [43]. 
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Ekstrakty ro�linne /ziołowe/ i zioła w naturalnej postaci 

Ekstrakty przypraw i ro�lin, które powoduj� zahamowanie wzrostu L. 
monocytogenes to m.in.: ekstrakty chmielu [28], eugenol [3], destylaty korzenia 
chrzanu [48], kwas cynamonowy [26] oraz rozmaryn i go�dziki [38]. Do konserwacji 
mi�s stosuje si� głównie rozmaryn – kiełbasy podrobowe [38], destylaty chrzanu – 
rostbef [48], ekstrakty chmielu – mi�sa o niewielkiej zawarto�ci tłuszczu [28]. 

Monoglicerydy (monolaurynian) 

Zestryfikowane pochodne glicerolu maj� działanie bakteriobójcze. 
Monolaurynian, monokaprin, monoglicerydy z orzecha kokosa inhibuj� L. 
monocytogenes [47] w solankach do wołowiny (o pH 5,0 i 5,5). Listeria broni si� przed 
monoglicerydami stosowanymi w składzie �rodków myj�cych tworz�c biofilmy na 
powierzchniach stalowych urz�dze� przetwórczych [37]. 

Zwi�zki chelatowe (cytryniany i EDTA) 

Zwi�zki te samodzielnie nie inhibuj� Listeria w przetworach mi�snych, ale 
współdziałaj� z innymi substancjami tj. eugenolem i monolaurynianem [3], sol� 
kuchenn�, obni�onym pH i bakteriocynami [39]. 

Lizozym 

Dodatek do farszu kilkunastu procent (w postaci białka) lizozymu białka jaja 
kurzego powstrzymuje wzrost L. monocytogenes w surowych kiełbasach wieprzowych 
przez 2 do 3 tygodni [25]. 

Sorbiniany (kwas sorbowy) 

Efekt działania antybakteryjnego sorbinianów w produktach mi�snych jest 
wspomagany przez niskie pH (5,2) i obni�on� temp. (4oC). Przy wi�kszych 
zawarto�ciach tłuszczu w produkcie wskazane jest stosowanie wy�szej temp. 
chłodzenia (10oC), aby zaszła inaktywacja L. monocytogenes [23]. 

Mleczany 

W 1999 roku USDA FSIS (United States Drugs Administration - Food Safety and 
Inspection Service) dopu�ciło stosowanie 4,8% mleczanu sodu wraz z 0,25% 
dwuacetylu sodu do mi�snych i drobiowych produktów spo�ywczych w celu 
zapobie�enia rozwojowi Listeria monocytogenes i Clostridium botulinum [17].  
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Zastosowanie naturalnych bakteriocyn produkowanych przez drobnoustroje do  
kontroli Listeria monocytogenes w mi�sie 

Bakteriocyny s� to antybakteryjne substancje białkowe produkowane przez wiele 
gatunków bakterii. W postaci czystego dodatku mo�na je stosowa� do specyficznej 
stabilizacji jako�ci mikrobiologicznej �ywno�ci bez zasadniczych i/lub negatywnych 
zmian w smaku i wygl�dzie zewn�trznym produktu. Mo�na te� wprowadza� do 
produktu mi�snego produkuj�ce je mikroorganizmy, jako kultury starterowe [12, 33]. 
Po�ród najbardziej znanych producentów bakteriocyn znajduj� si� niew�tpliwie 
bakterie kwasu mlekowego (LAB), które nie tylko produkuj� bakteriocyny w 
produktach mi�snych fermentowanych, ale tak�e wytwarzaj� kwas mlekowy, który 
poprzez obni�enie pH dodatkowo hamuje wzrost Listeria [10, 21]. Zdolnych do 
produkcji bakteriocyn szczepów LAB, wyizolowanych z naturalnych �ródeł, jest 
stosunkowo mało bo tylko 0,06% [3]. 

Kultury starterowe 

W ofercie producentów kultur starterowych znalazły si� ostatnio mieszanki lub 
czyste kultury zawieraj�ce Leuconostoc carnosum, którego modelowe badania 
potwierdziły bardzo wysok� skuteczno�� hamowania wzrostu L. monocytogenes. 
Infekowano kiełbasy plasterkowane 100 jtk/g Listeria i obserwowano hamowanie jej 
wzrostu w temp. 5oC, przy przechowywaniu przez 28 dni [2, 7]. 

Laktocyna 

Laktocyna 705, produkowana przez Lactobacillus casei CRL 705 ma wpływ na 
umiarkowan� inhibicj� L. monocytogenes w mielonej wołowinie [50]. Laktocyna 
produkowana przez Leuconostoc carnosum 4010 skutecznie hamuje wzrost L. 
monocytogenes w plasterkowanych wyrobach mi�snych [2, 7]. 

Nizyna 

Nizyna jest uznawana za substancj� GRAS (substancj� bezpieczn� dla zdrowia 
konsumenta) o udowodnionych wła�ciwo�ciach antybakteryjnych. Poniewa� optimum 
jej działania przypada na �rodowisko kwa�ne, jest ona mniej skuteczna w stosunku do 
L. monocytogenes, bowiem patogen ten mutuje i uodpornia si� na działanie kwasów i 
nizyny [49]. Natomiast nizyna zastosowana w kombinacji z dodatkowymi 
substancjami antybakteryjnymi lub odpowiednimi technologiami obróbki skutecznie 
hamuje Listeria. Zastosowano mieszanin� nizyny i pediocyny na powierzchni� 
nast�pnie opakowanego mi�sa – obie substancje hamowały wzrost Listeria, pozostaj�c 
oboj�tne w stosunku do opakowania [32]. Równie� stosowano nizyn� w postaci 
rozpuszczonej do zanurzania porcji mi�sa wieprzowego, które pakowano w atmosferze 
powietrza lub MAP. Tak przygotowane mi�so przechowywano chłodniczo (5oC). W 
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przypadku MAP obserwowano całkowite zahamowanie wzrostu L. monocytogenes, 
podczas gdy warunki tlenowe umo�liwiały mutacj� i dalszy rozwój Listeria [16, 34]. 
Przemywanie roztworem nizyny tuszek indyczych skutkowało hamowaniem wzrostu 
L. monocytogenes w trakcie przechowywania chłodniczego [30]. 

Pediocyna AcH  

Pediocyn� mo�na zastosowa� do przetworów mi�snych ogrzewanych, poniewa� 
jest ona ciepłooporna. T� cech� pediocyny wykorzystano w stabilizacji 
mikrobiologicznej gotowanych tuszek kurczaków [20]. W mi�sie surowym pediocyna 
stosunkowo łatwo ulega rozkładowi pod wpływem enzymów proteolitycznych mi�sa i 
tylko cz��ciowo hamuje wzrost L. monocytogenes – około 2 jednostki log w ci�gu 
pierwszych 24 godz. przechowywania mi�sa wieprzowego [34]. W celu zabezpieczenia 
przed enzymami tej bakteriocyny stosowano kapsułkowanie jej w liposomach, 
dodawanie emulsyfikatora oraz wspomaganie jej działania innymi czynnikami 
konserwuj�cymi tj. azotanem(III) sodu, dwuacetylem, mleczanem sodu [9]. Listeria 
mo�e uodporni� si� na pediocyn� i cecha ta jest przekazywana dziedzicznie nast�pnym 
pokoleniom mikroorganizmu patogennego; aby temu zapobiec nale�y wspomaga� 
działanie bakteriocyny dodatkiem soli (np. NaCl) i obni�eniem pH [18]. 

Reuteryna  

Substancja produkowana przez Lactobacillus reuteri o szerokim spektrum 
działania antybakteryjnego, rozpuszczalna w wodzie, działa w szerokim zakresie pH, 
jest oporna na działanie enzymów lipo- i proteolitycznych, współdziała z kwasem 
mlekowym w hamowaniu wzrostu L. monocytogenes, najcz��ciej stosowana do 
wieprzowiny [13, 14]. 

Sakacyna  

Kilka rodzajów tej bakteriocyny produkuj� mikroorganizmy z gatunku 
Lactobacillus sake. Przeciwdziałaj� one wzrostowi Listeria zwłaszcza w warunkach 
obni�onego pH i dodatku chlorku sodu, co czyni Lactobacillus sake idealnym 
składnikiem mieszanek kultur starterowych stosowanych do produkcji suchych kiełbas 
fermentowanych [7, 29]. 

Podsumowanie 

Opracowuj�c nowe produkty mi�sne nale�y odpowiednio dobra� ich skład i ilo�� 
substancji, które b�d� stabilizowa� jako�� mikrobiologiczn� wyrobu, tak aby u�y� jak 
najmniejszych dawek �rodków chemicznych, a zarazem nie spowodowa� mutacji i 
uodpornienia L. monocytogenes na zastosowane dodatki i konserwanty. Odpowiednio 
dobrane składniki �ywno�ci, zawieraj�ce w swym składzie naturalne substancje 
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hamuj�ce pochodzenia mikrobiologicznego, s� skutecznym inhibitorem Listeria pod 
warunkiem, �e nie maj� zdolno�ci działania antybiotycznego w stosunku do organizmu 
człowieka lub jego naturalnej mikroflory jelitowej.  
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METHODS TO INHIBIT AND PREVENT THE GROWTH OF LISTERIA MONOCYTOGENES 

IN MEAT PRODUCTS 
 

S u m m a r y 
 

Consumers require from food manufacturers that food products are ready-to-eat dishes, easy to 
prepare, and showing good quality and proper nutritional value. Throughout the world, more and more 
products appear in the form of ready-to-eat dishes. Under the conditions of absolutely sterile 
manufacturing processes, the key risk may be attributed to the secondary, post-production food cross-
contamination caused by the manufacturing or trading personnel, or by polluted storage areas. Pathogen 
microflora, resistant to inconvenient environmental factors, can be introduced into food. Listeria 
monocytogenes is one of such pathogens. In this paper, there were discussed some natural and chemical 
additives, as well as some treatment technologies (smoking process) that were most frequently used 
during the production of meat and its products. The purpose of these additives and treatment technologies 
was to prevent the growth of Listeria monocytogenes, as well to maintain the adequate microbial quality 
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of meat products being stored. The natural and effectively selected food components containing inhibitors 
of microbial origin are effective inhibitors of Listeria. Additionally, the majority of preservatives 
permitted for application in the meat industry, and comprising the effect of synergy, is able to protect food 
from L. monocytogenes. 

 
Key words: Listeria monocytogenes, bacteriocins, meat and meat products, preservatives � 
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GRA�YNA KRASNOWSKA, BEATA SOBKÓW, MARZENA D�BROWSKA, 
MAŁGORZATA PELC   

OKRE�LENIE PRZYDATNO�CI WYBRANYCH PREPARATÓW 
ENZYMATYCZNYCH DO POPRAWY JAKO�CI  

MI�SA WOŁOWEGO 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Jedn� z wa�niejszych cech jako�ci kulinarnego mi�sa wołowego jest krucho��. Kształtowana jest ona 

przede wszystkim podczas dojrzewania mi�sa. Ten długotrwały proces, przebiegaj�cy z udziałem 
endogennych enzymów mo�na przyspieszy�, poddaj�c mi�so działaniu egzogennych enzymów 
proteolitycznych. Celem pracy była próba oceny przydatno�ci dwóch preparatów enzymatycznych (YG i 
YO), uzyskanych z hodowli dro�d�y Yarrowia lipolytica (szczep PII6a) do skruszania kulinarnego mi�sa 
wołowego i porównanie jego efektywno�ci w stosunku do pepsyny. Surowiec do�wiadczalny poddano 
hydrolizie enzymatycznej wybranymi preparatami w temp. 4 i 18ºC, przez okres 6 i 24 godz., w dwóch 
wariantach pH �rodowiska (3,5 i 6,0) Ocen� działania do�wiadczalnych enzymów przeprowadzono w 
oparciu o stopie� degradacji białek mi�sa okre�lony przyrostem zawarto�ci wolnych grup aminowych, 
hydroksyproliny i azotu w roztworach po hydrolizie oraz na podstawie instrumentalnego pomiaru 
krucho�ci mi�sa. Stwierdzono, �e najwi�ksz� zdolno�ci� proteolityczn� w stosunku do białek mi�sa 
wołowego charakteryzował si� preparat enzymatyczny YO. Optymaln� kwasowo�ci� �rodowiska 
działania ocenianych preparatów enzymatycznych okazała si� warto�� pH 3,5, natomiast temperatura nie 
miała istotnego wpływu na przebieg procesu degradacji białek. Dowiedziono, �e wydłu�enie czasu 
trwania procesu skruszania mi�sa wołowego z 6 do 24 godz. miało istotny wpływ na polepszenie jego 
krucho�ci, jednak degradacja białek przebiegała najintensywniej w pierwszych 6 godz. 

 
Słowa kluczowe: preparaty enzymatyczne, hydroliza enzymatyczna, krucho��, mi�so wołowe. 
 

Wprowadzenie 

Jako�� �ywno�ci to poj�cie obejmuj�ce wiele składowych, które dotycz� jej 
zdrowotno�ci, atrakcyjno�ci sensorycznej i dyspozycyjno�ci. O jako�ci mi�sa decyduj� 
takie jego cechy, jak: warto�� od�ywcza, warto�� biologiczna, soczysto��, krucho��, 
smak czy zapach, przy czym konsument ocenia j� w du�ej mierze na podstawie jako�ci 
                                                           

Dr hab. G. Krasnowska, mgr B. Sobków, mgr in�. M. D�browska, mgr in�. M. Pelc, Katedra 
Technologii Surowców Zwierz�cych, Wydział Nauk o �ywno�ci, Akademia Rolnicza, ul. C.K. Norwida 
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sensorycznej [6, 8]. W przypadku mi�sa wołowego bardzo wa�n� cech�, wpływaj�c� 
na jego ocen�, jest krucho��. Kształtowana jest ona poprzez wzajemne oddziaływanie 
wielu składowych, jak: udział i jako�� tkanki ł�cznej, zawarto�� tłuszczu, struktura 
włókien i p�czków mi��niowych, zmiany enzymatyczne przy dojrzewaniu mi�sa. 
Ponadto wiele czynników przy�yciowych, m.in. wiek, płe�, �ywienie, post�powanie 
przedubojowe istotnie wpływaj� na ten wyró�nik jako�ci. Wzrost krucho�ci jest 
głównie wynikiem dezintegracji składników włókna mi��niowego w wyniku działania 
enzymów własnych, a zmiany w tkance ł�cznej s� niewielkie. Proces ten jest 
długotrwały i w przypadku wołowiny zadowalaj�c� krucho�� uzyskuje si� po 10–14 
dniach [7, 14, 16, 23]. Jedn� z metod stosowanych do poprawy krucho�ci s� metody 
biologiczne. W celu przyspieszenia endogennej autolizy wzbogaca si� naturalny układ 
enzymatyczny mi�sa preparatami enzymów egzogennych o podobnych wła�ciwo�ciach 
katalitycznych. Mog� to by� enzymy pochodzenia ro�linnego, drobnoustrojowego b�d	 
zwierz�cego [1, 3, 5, 19, 22]. Pod wpływem działania proteaz w mi�sie zachodzi 
cz��ciowy rozkład makrocz�steczek białek mi��niowych, rozerwanie wi�za� 
dwusiarczkowych, zwi�kszenie reaktywno�ci grup sulfhydrylowych, wodoro-
tlenowych, karboksylowych i aminowych. W trakcie tego procesu w znacznym stopniu 
ulegaj� hydrolizie białka sarkoplazmatyczne, a w zale�no�ci od specyficzno�ci 
enzymów, cz��ciowo białka miofibrylarne i ł�cznotkankowe. Mi�so staje si� delikatne, 
zwi�ksza si� stopie� jego hydratacji oraz wzrasta strawno�� białek, czyli dost�pno�� 
dla proteolitycznych enzymów trawiennych. Dzi�ki tym procesom wzrasta zawarto�� 
rozpuszczalnych oraz wolnych aminokwasów i niewielkich peptydów, co poprawia 
smakowito�� mi�sa. Nast�puje te� polepszenie krucho�ci i skrócenie czasu jego 
dojrzewania [6, 16, 17, 20]. 

Wzrastaj�ce zapotrzebowanie przemysłu spo�ywczego na preparaty enzy-
matyczne o �ci�le okre�lonych wła�ciwo�ciach powoduje ogromny rozwój technik ich 
wytwarzania. Ekonomicznie najbardziej uzasadniona jest produkcja tych preparatów z 
wykorzystaniem 	ródeł mikrobiologicznych [19, 22]. Drobnoustroje cechuje szybkie 
rozmna�anie si�; mog� one by� hodowane w warunkach przemysłowych przy u�yciu 
tanich surowców odpadowych jako po�ywek i dostarcza� dowolnych ilo�ci biomasy o 
znacznej zawarto�ci enzymów. Dodatkowe mo�liwo�ci zwi�kszania ilo�ci enzymów w 
biomasie stanowi adaptacja enzymatyczna i u�ycie do produkcji specjalnie dobranych i 
wyselekcjonowanych mutantów odznaczaj�cych si� zdolno�ci� produkcji znacznie 
wi�kszej ilo�ci enzymów. Drobnoustroje wytwarzaj� olbrzymi� ilo�� ró�norodnych, 
pod wzgl�dem specyficzno�ci substratowej, optimum pH i temperatury, enzymów 
proteolitycznych. Poza tym mikroorganizmy wytwarzaj� te� enzymy niedost�pne z 
innych 	ródeł. Stwarza to du�e mo�liwo�ci zastosowa� w wielu procesach 
technologicznych i ich modyfikacjach [1, 5, 22]. 

                                                                                                                                                           
25/27, 50-375 Wrocław 
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Wykorzystanie dro�d�y Yarrowia lipolytica wynika z ich zdolno�ci syntezy 
kwasu cytrynowego oraz produkcji lipaz i proteaz znajduj�cych zastosowanie w 
przemy�le chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym i spo�ywczym. Dro�d�e te 
produkuj� enzymy pozakomórkowe takie, jak: kwa�ne proteazy, fosfatazy, RN-az�, 
lipazy, esteraz� i 
-mannozydaz� [4, 18, 24]. 

Preparaty enzymatyczne zastosowane podczas procesu dojrzewania mi�sa 
umo�liwiaj� znaczne skrócenie czasu trwania osi�gania po��danych cech 
sensorycznych. Problemem jest jednak umiej�tne ich stosowanie, przez które rozumie si� 
zarówno ilo��, czas działania, jak i sposób rozprowadzenia enzymu w mi�sie [1, 3, 22]. 

Celem przeprowadzonych bada� było okre�lenie przydatno�ci preparatów 
enzymatycznych pochodz�cych z hodowli dro�d�y Yarrowia lipolytica (szczepu PII6a) 
do prowadzenia procesu skruszania mi�sa wołowego. 

Materiał i metody bada� 

Materiałem do�wiadczalnym było mi�so wołowe (m. semitendinosus). Surowiec 
pobrano jednorazowo w ilo�ci wystarczaj�cej do zaplanowanych bada� i 
przechowywano w warunkach zamra�alniczych.  

�ródłem enzymów proteolitycznych zastosowanych w do�wiadczeniu były 
dro�d�e Yarrowia lipolytica (szczep PII6a) pochodz�ce z kolekcji Katedry 
Biotechnologii i Mikrobiologii �ywno�ci Akademii Rolniczej we Wrocławiu. 
Hodowle ww. szczepów prowadzono na podło�ach mineralno-organicznych, w 
których jako 	ródło w�gla zastosowano glukoz� (G) lub olej słonecznikowy (O). 
Preparaty enzymatyczne otrzymano po podczyszczeniu poprzez odwirowanie płynu 
pohodowlanego i w dalszej cz��ci pracy oznaczono je odpowiednio YG lub YO. W 
otrzymanych preparatach enzymatycznych oznaczano aktywno�� wobec kazeiny i 
hemoglobiny. Przyrost produktów degradacji substratów oznaczano 
spektrofotometrycznie, (przy długo�ci fali 280 nm) po inkubacji w buforze 
fosforanowo-cytrynianowym w temp. 35oC przez 30 min [2, 11, 13]. Na podstawie 
uzyskanych wyników dobrano odpowiednie rozcie�czenia stosowanych preparatów w 
celu wyrównania ich aktywno�ci. 

Proteoliz� białek mi�sa prowadzono w temp. 4 i 18ºC, przy dwóch wybranych 
warto�ciach pH: 3,5 i 6,0 w ci�gu 6 i 24 godz. Porcje mi�sa (ok. 50 g) poddano 
działaniu preparatu enzymatycznego metod� zalewow�, stosuj�c mieszanin� roztworu 
enzymu i buforu Brittona-Robinsona o odpowiednim pH w ilo�ci 20 cm3. 
Porównawczo przeprowadzono degradacj� mi�sa wołowego pepsyn� (P) (firmy 
Sigma) przy takich samych parametrach prowadzenia procesu. Ponadto we wszystkich 
wariantach do�wiadczenia wykonano próby kontrolne, w których surowiec nie był 
poddany hydrolizie enzymatycznej. Po upływie zało�onego czasu próby 
homogenizowano, wirowano przy 10 tys. obr./min w ci�gu 10 min i w supernatancie 
oznaczano produkty degradacji białek mi�sa, tj. zawarto�� wolnej hydroksyproliny 



76 Gra�yna Krasnowska, Beata Sobków, Marzena D�browska, Małgorzata Pelc 

[15], wolnych grup aminowych [10, 21] i białka [12]. Efekt oddziaływania enzymów 
na białka mi�sa okre�lano na podstawie analizy przyrostu ich zawarto�ci w stosunku do 
prób kontrolnych. 

Ponadto w surowcu i mi�sie poddanym skruszaniu enzymatycznemu, po 
przeprowadzeniu obróbki cieplnej w temp. 95ºC przez 1 godz. w roztworze soli 
fizjologicznej, przeprowadzano instrumentalny pomiar krucho�ci mi�sa, polegaj�cy na 
okre�leniu warto�ci siły ci�cia prostopadło�cianów o wymiarach 1 x 1 x 5 cm, za 
pomoc� aparatu Stevens QTS 25. 

Uzyskane wyniki, z przeprowadzonych 3 serii do�wiadczenia (n = 12), poddano 
analizie statystycznej, stosuj�c metod� jednoczynnikowej i wieloczynnikowej analizy 
wariancji z wykorzystaniem programu Statgraphics. 

Wyniki i dyskusja 

Uzyskane wyniki oznacze� zawarto�ci: białka, wolnych grup aminowych, 
hydroksyproliny oraz pomiarów krucho�ci mi�sa zamieszczono w tab. 1. (analiza 
jednoczynnikowa), natomiast analiz� wieloczynnikow� zilustrowano graficznie (rys. 
1–4).  

Przedstawione dane wskazuj�, �e pierwsze 6 godz. hydrolizy doprowadziło do 
najintensywniejszego przyrostu warto�ci oznaczanych wyró�ników. Zawarto�� białka 
w roztworach po hydrolizie mi�sa kształtowała si� na poziomie od ~ 6568 µg/g 
surowca, przy zastosowaniu preparatu dro�d�owego YO w pH = 3,5, do ~ 8633 µg/g 
surowca po hydrolizie preparatem YG w pH = 6,0. Wydłu�enie czasu skruszania o 
dalsze 18 godz. powodowało nieznaczny przyrost białka przy czym najcz��ciej 
statystycznie nieistotny. Tylko w przypadku u�ycia preparatu YO w pH = 3,5 i temp. 
18oC przyrost ilo�ci białka rozpuszczalnego był istotny i osi�gn�ł warto�� 8560,96 
µg/g surowca. Porównuj�c efektywno�� działania ocenianych enzymów na białka 
mi��niowe nie zanotowano istotnych ró�nic, jakkolwiek nieco wy�sze ilo�ci białka 
oznaczano w przypadku degradacji mi�sa pepsyn�. 

Analizuj�c wpływ pH �rodowiska na przebieg hydrolizy, nale�y zwróci� uwag� 
na zwykle statystycznie nieistotny wpływ tego czynnika na ilo�� białka uwalnianego 
do roztworu, chocia� u�ycie preparatów dro�d�owych (YO i YG) w pH = 6,0 było 
nieco efektywniejsze ni� w pH = 3,5, szczególnie w krótszym czasie (6 godz.). 
Jednokierunkowa analiza wariancji wyników nie potwierdziła równie� wpływu 
temperatury na stopie� degradacji białek mi�sa wołowego, jakkolwiek w wy�szej 
temperaturze stwierdzono intensywniejszy przyrost jego zawarto�ci. 

Analiza wariancji przy wielokierunkowej klasyfikacji dowodzi, �e preparat 
enzymatyczny YO wykazywał wy�sz� efektywno�� degradacji białek surowca ni� to 
miało miejsce po zastosowaniu preparatu YG, ale ni�sz� od pepsyny (rys. 1). 
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Czynnikami istotnie wpływaj�cymi na zwi�kszenie przyrostu uwolnionego białka były 
pH równe 6,0 i całodobowy czas prowadzenia hydrolizy mi�sa wołowego.  
 

T a b e l a  1 
 
Wyniki oznacze� zawarto�ci: białka, wolnych grup aminowych, hydroksyproliny oraz siły ci�cia po 
enzymatycznej degradacji białka mi�sa wołowego. Analiza jednoczynnikowa. 
Results of determining the contents of protein, free amino groups, hydroxyprolin, and shear force after the 
enzymatic degradation of protein from beef. One-way analysis of variance. 

 
Parametry procesu 
Process parameters Enzym 

Enzyme 
pH 

temp. 

[oC] 
czas 

time [h] 

Białko 
Protein 

[µg/g substrate] 

Wolne grupy 
aminowe 

Free amine 
groups 

[µg/g substrate] 

Hydroksyprolina 
Hydroxyproline 
[µg/g substrate] 

Siła ci�cia 
Shear force 

[N/cm2] 

6 6930,17 a* 121,66 a 10,98 b 75523 jk 
3,5 4 

24 7812,43 ab 280,70 b 12,42 bc 59300 fgh 
6 7606,92 a 122,99 a 9,76 b 76029 jk 

3,5 18 
24 8170,18 ab 239,22 b 11,65 bc 57457 efg 
6 7956,43 ab 104,15 a 8,04 a 87641 ł 

6,0 4 
24 8864,65 bc 254,74 b 10,84 b 80818 klł 
6 7993,34 ab 131,10 a 8,40 a 83355 lł 

P 

6,0 18 
24 8007,07 ab 236,01 b 9,63 b 76309 jk 
6 6670,39 a 183,50 b 12,25 c 74396 jk 

3,5 4 
24 7665,56 ab 227,63 b 15,07 d 59299 de 
6 6568,10 a 221,71 b 13,71 c 65155 hi 

3,5 18 
24 8556,50 b 245,93 b 13,88 c 34042 a 
6 7614,35 a 161,89 ab 9,13 b 63244 gh 

6,0 4 
24 7983,34 ab 182,34 ab 9,89 b 54786 def 
6 7813,48 ab 231,02 b 11,84 b 49851 cd 

YO 

6,0 18 
24 8060,96 ab 235,68 b 12,50 bc 36602 ab 
6 6709,18 a 186,26 b 13,72 c 71267 ij 

3,5 4 
24 7739,49 ab 203,47 b 15,44 d 60512 fgh 
6 6764,17 a 187,10 b 11,62 b 64661 hi 

3,5 18 
24 7164,01 a 202,45 b 12,72 c 57234 efg 
6 7132,10 a 153,36 a 10,93 b 71195 ij 

6,0 4 
24 7759,70 ab 155,59 a 12,90 c 60212 fgh 
6 8632,54 b 227,40 b 12,62 c 54190 def 

YG 

6,0 18 
24 8656,93 b 230,51 b 12,73 c 43305 bc 

 

* Warto�ci �rednie w tej samej kolumnie oznaczone jednakowymi literami oznaczaj� brak ró�nic 
statystycznie istotnych przy poziomie ufno�ci α ≤ 0,05 (n = 12). 

* Means appearing in the same column and designated by identical letters indicate no statistically 
significant differences at a trust level of α ≤ 0,05 (n = 12). 
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Rys. 1. Zawarto�� białka w roztworach po degradacji enzymatycznej mi�sa wołowego. Analiza wielo-

czynnikowa. 
Fig. 1. Protein content in the solutions after the enzymatic degradation of beef. Multifactor analysis of 

variance. 
 

W przypadku oznacze� wolnych grup aminowych po przeprowadzeniu hydrolizy 
enzymatycznej mi�sa analizowanymi preparatami enzymatycznymi stwierdzi� mo�na, 
�e wydłu�enie czasu prowadzenia procesu degradacji wpłyn�ło istotnie na ich 
zwi�kszenie w roztworze po zastosowaniu pepsyny, a ilo�� oznaczonych wolnych grup 
aminowych wynosiła maksymalnie 280,70 µg/g surowca (tab. 1). Natomiast preparaty 
dro�d�owe ju� po 6 godz. prowadzenia degradacji uwalniały wi�cej grup aminowych. 
W tym przypadku wydłu�enie czasu ich działania nie powodowało istotnego przyrostu 
tego wyró�nika. Z danych (tab. 1) wynika, �e pH = 3,5 było zwykle efektywniejszym 
�rodowiskiem prowadzenia procesu ni� pH = 6,0 w przypadku obu porównywanych 
preparatów. Podwy�szenie temperatury, w której prowadzono hydroliz�, powodowało 
istotny wzrost intensywno�ci uwalniania grup aminowych, ale stwierdzono go tylko 
przy wy�szym pH �rodowiska w przypadku enzymów z Yarrowia lipolytica.  

Analiza wieloczynnikowa omawianych oznacze� wskazuje na wpływ czasu 
prowadzenia skruszania oraz podkre�la lepsz� efektywno�� degradacji białek mi�sa 
wołowego do�wiadczalnymi enzymami YO (rys. 2). Badania przeprowadzone przez 
Czajguck� i wsp. [4] wskazały równie� na wysok� aktywno�� proteaz z Yarrowia 
lipolytica w pH = 3,5. Natomiast badania Krasnowskiej [9] dowiodły, �e zmiana 	ródła 
w�gla w podło�u hodowlanym miała istotny wpływ na aktywno�� proteolityczn� 
ocenianych preparatów dro�d�owych. Autorka [9], prowadz�c hydroliz� skór 
wieprzowych analogicznymi preparatami enzymatycznymi, wykazała równie� 
najintensywniejsz� degradacj� białka przy zastosowaniu preparatu YO. 
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Rys. 2. Zawarto�� wolnych grup aminowych w roztworach po degradacji enzymatycznej mi�sa 

wołowego. Analiza wieloczynnikowa 
Fig. 2. Content of free amine groups in the solutions after the enzymatic degradation of beef. Multi-

factor analysis of variance. 
 
Na podstawie oznacze� hydroksyproliny w roztworach po procesie skruszania 

wnioskowa� mo�na, �e preparaty pochodzenia dro�d�owego charakteryzowały si� 
wy�sz� zdolno�ci� kolagenolityczn� ni� pepsyna (tab. 1). Najwi�cej hydroksyproliny 
po skruszaniu pepsyn� oznaczono w do�wiadczeniu prowadzonym w pH = 3,5 przez 
24 godz. w temp. 4oC i warto�� ta wynosiła 12,42 µg Hyp z 1 g surowca. 
W analogicznych warunkach procesu prowadzonego z zastosowaniem proteaz 
dro�d�owych warto�ci te kształtowały si� na istotnie wy�szym poziomie i wynosiły 
15,07 µg Hyp, przy zastosowaniu preparatu YO oraz 15,44 µg Hyp z 1 g surowca, przy 
zastosowaniu preparatu YG. Oba preparaty dro�d�owe charakteryzowały si� wysok� 
aktywno�ci� wobec białek kolagenowych w pH = 3,5. Natomiast nieistotny okazał si� 
wpływ podwy�szenia temperatury prowadzenia procesu, a wydłu�enie czasu hydrolizy 
tylko nieznacznie zwi�kszało zawarto�� tego aminokwasu w roztworze. 

Analiza wieloczynnikowa (rys. 3) potwierdziła lepsz� efektywno�� degradacji 
kolagenu mi�sa preparatami dro�d�owymi (najwy�sza w przypadku YG) i istotny 
wpływ pH �rodowiska przy braku ró�nic w degradacji tego białka w wy�szej 
temperaturze i przy wydłu�eniu czasu prowadzenia procesu. 

Po przeprowadzonej w do�wiadczeniu hydrolizie enzymatycznej mi�sa wołowego 
dokonano pomiarów siły ci�cia prób po uprzedniej modelowej obróbce termicznej. 
Analiza wariancji przy jednokierunkowej klasyfikacji wykazała znaczne 
zró�nicowanie warto�ci tego wyró�nika krucho�ci, wyra�onej w N/cm2, kształtowały 
si� one w przedziale od 34042 N/cm2 (wariant skruszania preparatem YO w pH = 3,5 w 
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temp. 18oC przez 24 godz.) do 87641 N/cm2 (przy skruszaniu pepsyn� w pH = 6,0 
w temp. 4oC przez 6 godz.), przy czym ni�sze warto�ci siły ci�cia dowodz� lepszej 
krucho�ci mi�sa. Porównuj�c uzyskane wyniki (tab. 1) nale�y stwierdzi�, �e 
wydłu�enie czasu przetrzymywania mi�sa w obecno�ci enzymu miało pozytywny 
wpływ na jego krucho��. Najlepsze efekty uzyskano prowadz�c proces z u�yciem 
preparatu dro�d�owego YO w temp. 18°C przez 24 godz., gdzie przy obu wariantach 
pH siła ci�cia była najmniejsza. Pepsyna natomiast okazała si� enzymem najmniej 
efektywnym w pH = 6,0, a wydłu�enie czasu prowadzenia procesu nie wpłyn�ło 
istotnie na popraw� krucho�ci mi�sa wołowego (tab. 1), co wynika z faktu, �e optimum 
jego działania jest w pH = 2,0. Analiza wielokierunkowa wykazała, i� czynnikami 
wpływaj�cymi na zmniejszenie warto�ci siły ci�cia s� pH = 3,5, temp. 18°C oraz 24-
godzinny czas prowadzenia degradacji białek (rys. 4). Reasumuj�c, po analizie 
wykonanych oznacze� chemicznych i instrumentalnym pomiarze krucho�ci mi�sa 
poddanego hydrolizie enzymatycznej, nale�y podkre�li� dobre wła�ciwo�ci 
proteolityczne ocenianych preparatów dro�d�owych, w tym szczególnie enzymów 
preparatu YO. Ponadto godnym uwagi jest fakt, �e poprawa krucho�ci mi�sa 
do�wiadczalnymi preparatami była wi�ksza ni� miało to miejsce w przypadku 
zastosowania pepsyny. 
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Rys. 3. Zawarto�� hydroksyproliny w roztworach po degradacji enzymatycznej mi�sa wołowego. 

Analiza wieloczynnikowa. 
Fig. 3. Hydroxyprolin content in the solutions after the enzymatic degradation of beef. Multifactor 

analysis of variance. 
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Rys. 4. Krucho�� mi�sa wołowego po degradacji enzymatycznej. Analiza wieloczynnikowa. 
Fig. 4. Tenderness of beef after the enzymatic degradation. Multifactor analysis of variance. 
 

Wnioski 

1. Aktywno�� kolagenolityczna dwóch badanych preparatów dro�d�owych, 
oceniona na podstawie przyrostu wolnej hydroksyproliny w roztworach po 
przeprowadzonej degradacji surowca, jest zdecydowanie wy�sza ni� pepsyny. 

2. Wydłu�enie czasu skruszania mi�sa wołowego z 6 do 24 godz. ma istotny wpływ 
na degradacj� białek mi��niowych, jednak najintensywniejsza jest w pierwszych 6 
godz. prowadzenia procesu.  

3. Najlepszy efekt poprawy krucho�ci mi�sa wołowego po hydrolizie enzymatycznej 
uzyskano stosuj�c preparat enzymatyczny z dro�d�y Yarrowia lipolytica (szczep 
PII6a) z hodowli, w której 	ródłem w�gla był olej (YO). 

4. Pepsyna, w stosunku do ocenianych preparatów dro�d�owych, w mniejszym 
stopniu wpływa na popraw� krucho�ci mi�sa. 
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DETERMINATION OF THE USEFULNESS OF SELECTED ENZYMATIC PREPARATIONS 
TO IMPROVE THE QUALITY OF BEEF 
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S u m m a r y 

 
Tenderness of meat is one of the most important features of culinary beef. It is primarily created 

during the aging of meat. This long-term process with endogenic enzymes participating in it may be 
accelerated using egzogenic proteolytic enzymes. The objective of the present study was to assess the 
usefulness of two enzymatic preparations (YG and YO), obtained from a culture of Yarrowia lipolytica 
yeasts (strain PII6a) and applied to tenderize beef, as well as to compare their effectiveness with the 
effectiveness of pepsin. The experimental material was enzymatically hydrolyzed using some selected 
preparations at two temperatures: 4oC and 18oC, for 6 and 24 hours, and at two pH values of the 
environment (3.5 and 6.0). The effect of the experimental enzymes was assessed on the basis of the degree 
of meat protein degradation. The latter was determined by the increase in the content of free amine 
groups, hydroxyproline, and nitrogen contained in post-hydrolysis solutions, as well as on the basis of 
measured levels of meat tenderness using special gauges. It was stated that the enzymatic preparation 
‘YO’ showed the highest proteolytic activity if compared with the proteins of beef. The pH acidity of the 
environment equalling 3.5 was optimal for the activity of the assessed enzymatic preparations; the 
temperature did not have any relevant impact on the protein degradation process. It was proved that a 
prolonged hydrolysing process, from 6 to 24 hours, had a significant effect on the improvement of meat 
tenderness although the degradation was the most intensive during the first 6 hours.  

 
Key words: enzymatic preparations, enzymatic hydrolysis, tenderness, beef � 
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MONIKA KORDOWSKA-WIATER, BEATA ŁUKASIEWICZ   

WPŁYW SPOSOBU PAKOWANIA NA JAKO�� 
MIKROBIOLOGICZN� PASZTETÓW 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem bada� była charakterystyka mikroorganizmów wybranych 20 pasztetów mi�snych i 

drobiowych, pakowanych w ró�ne opakowania i próba ustalenia wpływu sposobu pakowania na jako�� 
mikrobiologiczn� tych produktów.  

Oznaczenia wykonane wg PN lub PN-ISO obejmowały: ogóln� liczb� bakterii mezofilnych i 
psychrotrofowych, bakterii fermentacji mlekowej, dro�d�y i ple�ni, bakterii z grupy coli i enterokoków, 
obecno�� bakterii proteolitycznych, beztlenowców przetrwalnikuj�cych oraz bakterii chorobotwórczych 
z gatunku Bacillus cereus, Staphylococcus aureus i z rodzaju Salmonella. Pasztety w puszkach zawierały 
najmniejsz� liczb� mikroorganizmów. W produktach pakowanych w słoiki, puszki i foli� PE/PA nie 
wykryto bakterii chorobotwórczych. Wszystkie pasztety były wolne od bakterii z grupy coli, za� w 35% 
prób wykryto obecno�� enterokoków. Pakowanie pró�niowe pasztetów sprzyjało rozwojowi bakterii 
fermentacji mlekowej. Wszystkie pasztety były bezpieczne dla zdrowia konsumentów. 

 
Słowa kluczowe: pasztet, jako�� mikrobiologiczna, bezpiecze�stwo zdrowotne, opakowanie. 
 

Wprowadzenie 

Pasztety nale��ce do grupy wyrobów garma�eryjnych podrobowych ciesz� si� 
w Polsce od wielu lat du�ym zainteresowaniem konsumentów. Nale�� one do 
przetworów produkowanych z podrobów, mi�sa, tłuszczu, uprzednio parzonych, 
gotowanych lub duszonych, ró�nych surowców uzupełniaj�cych niemi�snych (np. 
izolatów białka sojowego, błonnika, skrobi) i przypraw. Wszystkie składniki musz� 
by� rozdrobnione lub zhomogenizowane, wymieszane, uformowane i poddane 
procesowi parzenia b�d� pieczenia [10, 23]. Niezale�nie od u�ytych do produkcji 
składników, wytworzone wyroby podrobowe powinny spełnia� wymagania 
odpowiednich norm, dotycz�ce ich wła�ciwo�ci sensorycznych, składu chemicznego, a 
tak�e powinny spełnia� okre�lone wymagania mikrobiologiczne dotycz�ce 
bezpiecze�stwa zdrowotnego (obecno�� mikroflory patogennej: Salmonella spp., E. 
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coli O157:H7, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, 
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus i jako�ci handlowej [5, 25, 26]). 

Niektóre etapy produkcji pasztetów sprzyjaj� namna�aniu si� mikroflory (np. 
rozdrabnianie, kutrowanie, mieszanie farszu), jednak stosowana w ko�cowym etapie 
obróbka termiczna powinna znacznie ograniczy� rozwój wielu grup drobnoustrojów. 
Wiadomo, �e stosowana rutynowo w przemy�le mi�snym obróbka cieplna nie 
zapewnia pełnej jałowo�ci konserw, a jedynie stan mniej lub bardziej pogł�bionej 
anabiozy [8]. Zwykle ko�cowe zanieczyszczenia stanowi� tylko formy przetrwalne 
Bacillus (np. B. subtilis, B. megaterium, B. cereus) i Clostridium (np. Cl. perfringens, 
Cl. sporogenes) i ewentualnie ciepłooporne enterokoki [2, 8]. Przyczyn� niskiej jako�ci 
mikrobiologicznej wyrobów podrobowych mog� by�: stopie� rozdrobnienia i liczba 
składników farszu, stopie� zanieczyszczenia pocz�tkowego farszu, higiena produkcji i 
warunki przechowywania [5, 9]. Niewystarczaj�ce ogrzanie lub zbyt długi czas 
przetrzymywania wyrobu przed obróbk� termiczn� sprzyja rozwojowi 
mikroorganizmów powoduj�cych zepsucie w�dlin podrobowych [1]. 

Jako�� wytworzonego produktu podrobowego w istotnej mierze zale�y równie� 
od sposobu przechowywania oraz zastosowanego opakowania. Problem 
zabezpieczenia produktu w czasie transportu i przechowywania nabiera istotnego 
znaczenia w miar� wydłu�ania si� drogi wyrobu od producenta do konsumenta. W 
praktyce do pakowania pasztetów stosuje si� opakowania zarówno tradycyjne np. 
puszki stalowe, słoiki szklane, jak i opakowania nowoczesne np. pojemniki 
aluminiowo-polipropylenowe oraz specjalne folie i laminaty stosowane w technice 
pakowania pró�niowego. Na rynku wci�� mo�na naby� równie� pasztety pieczone, 
sprzedawane bezpo�rednio z lad chłodniczych, zwykle pakowane w papier 
pergaminowy. 

Celem pracy była charakterystyka mikroflory wybranych pasztetów mi�snych i 
drobiowych pakowanych w ró�ne opakowania i próba ustalenia czy sposób pakowania 
determinuje rozwój okre�lonych grup drobnoustrojów w produktach. 

Materiał i metody bada� 

Materiał do bada� stanowiło 20 próbek dwóch rodzajów pasztetów: z mi�sa i 
podrobów zwierz�t rze�nych oraz z drobiu, wyprodukowanych przez krajowe zakłady 
przemysłu mi�snego, których charakterystyk� przedstawiono w tab. 1. Pasztety były 
pakowane w puszki, słoiki, opakowania aluminiowo-polipropylenowe, pró�niowo w 
foli� PE/PA oraz w papier pergaminowy przy zakupie bezpo�rednio z lady chłodniczej. 
W zale�no�ci od sposobu pakowania producenci deklarowali ró�n� temperatur� 
przechowywania i ró�ne okresy przydatno�ci do spo�ycia. Pasztety były kupowane w 
placówkach sprzeda�y detalicznej, głównie w supermarketach na terenie Lublina i w 
dniu zakupu analizowane. Nabywane wyroby pakowane w puszki, słoiki i opakowania 
aluminiowo-polipropylenowe były składowane bezpo�rednio na półkach sklepowych, 
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za� pasztety pakowane pró�niowo oraz pieczone w du�ych formach przechowywano w 
ladach chłodniczych.  
 

T a b e l a  1 
 
Charakterystyka prób badanych pasztetów. 
Profile of pâté samples under analysis. 
 

Nr próby 
No. of 
sample 

Nazwa produktu 
Name of product 

Deklarowane składniki pochodzenia 
mi�snego 

Meat constituents as declared by the 
manufacturers 

Rodzaj opakowania 
Type of package 

1 
Pasztet mazowiecki 

Mazowiecki pâté 
Tłuszcz i mi�so wieprzowe, w�troba 
Pork fat and meat, liver 

Puszka 
Tin 

2 
Pasztet mazowiecki 

Mazowiecki pâté 

Podroby, tłuszcz wieprzowy, mi�so 
wieprzowe i wołowe 
Offal, pork fat, pork and beef meat 

Puszka 
Tin 

3 
Pasztet podlaski 

Podlaski pâté 
Mi�so z kurcz�t, podroby 
Poultry meat, offal 

Puszka 
Tin 

4 
Pasztet drobiowy +ECO 

+ECO poultry pâté 

Mi�so, skórki i podroby drobiowe, 
tłuszcz 
Poultry meat, poultry skin and offal, fat 

Puszka 
Tin 

5 
Pasztet mazowiecki 

Mazowiecki pâté 
Mi�so i w�troba wieprzowa 
Pork meat and liver 

Słoik 
Jar 

6 
Pasztet mazowiecki 

Mazowiecki pâté 

Podroby, tłuszcz wieprzowy, mi�so 
wieprzowe i wołowe 
Offal, pork fat, pork and beef meat 

Słoik 
Jar 

7 
Pasztet drobiowy 

Poultry pâté 
W�troba, mi�so drobiowe 
Liver, poultry meat 

Słoik 
Jar 

8 
Pasztet drobiowy +ECO 

+ECO poultry pâté 

Mi�so, skórki i podroby drobiowe, 
tłuszcz 
Poultry meat, skin and offal, fat 

Słoik 
Jar 

9 
Pasztet delikatesowy 
Delikatesowy pâté 

W�troba wieprzowa, tłuszcz 
wieprzowy, skórki i mi�so wieprzowe 
Pork liver, fat, skin and meat 

Opakowanie 
aluminiowo-

polipropylenowe 
Aluminium-

polypropylene package 

10 
Pasztet mazowiecki 

Mazowiecki pâté 
Surowiec wieprzowy, podroby, tłuszcz 
Pork, offal, fat 

Jak wy�ej 
As above 

11 
Pasztet podlaski 

Podlaski pâté 
Mi�so z kurcz�t, podroby 
Poultry meat, offal 

Jak wy�ej 
As above 

12 
Pasztet drobiowy +ECO 

+ECO poultry pâté 

Mi�so, skórki i podroby drobiowe, 
tłuszcz 
Poultry meat, skin and offal, fat 

Jak wy�ej 
As above 

 
 
 
 



WPŁYW SPOSOBU PAKOWANIA NA JAKO�� MIKROBIOLOGICZN� PASZTETÓW 87 

c.d. Tab. 1 

13 
Pasztet wiejski 

porcjowany 
Wiejski pâté 

Mi�so z głów wieprzowych, w�troba, 
tłuszcz 
Meat from pigs’ heads, liver, fat 

Folia PE/PA – pró�nia 
PE/PA foil - vacuum 

14 
Pasztet wieprzowy 

Pork pâté 
Mi�so wieprzowe 
Pork 

Jak wy�ej 
As above 

15 
Pasztet drobiowy 

Poultry pâté 

Mi�so drobiowe, w�troba, skórki 
i tłuszcz drobiowy 
Poultry meat, skin and offal, fat 

Jak wy�ej 
As above 

16 
Pasztet drobiowy +ECO 

+ECO poultry pâté 
Mi�so drobiowe, podroby 
Poultry meat, offal 

Jak wy�ej 
As above 

17 
Pasztet mi�sny 

Meat pâté 
Mi�so wieprzowe, podroby 
Pork meat, offal 

Bez trwałego 
opakowania 

Without durable 
package 

18 
Pasztet Łukowski 

Łukowski pâté 
Mi�so i tłuszcz wieprzowy, podroby 
Pork meat and fat, offal 

Jak wy�ej 
As above 

19 
Pasztet drobiowy 

Poultry pâté 
Mi�so, podroby drobiowe 
Poultry meat and offal 

Jak wy�ej 
As above 

20 
Pasztet drobiowy +ECO 

+ECO poultry pâté 
Mi�so drobiowe, podroby 
Poultry meat and offal 

Jak wy�ej 
As above 

 
Opakowania pasztetów sterylnie otwierano, po czym pobierano próbki z ró�nych 

miejsc, odwa�ano sterylnie 10 g, homogenizowano z 90 cm3 rozcie�czalnika 
zawieraj�cego pepton i NaCl, uzyskuj�c w ten sposób rozcie�czenia wyj�ciowe. 
Nast�pnie sporz�dzano kolejne rozcie�czenia wg PN-A-82055-3:1994 [16]. 

Analiza mikrobiologiczna obejmowała okre�lenie wyst�powania zarówno 
mikroflory chorobotwórczej, jak i saprofitycznej. Oznaczenia wykonywano w 2 
powtórzeniach, po czym wyliczano �redni� arytmetyczn�. Analizy obejmowały: 
− ogóln� liczb� bakterii mezofilnych tlenowych i psychrotrofowych na agarze 

od�ywczym wg PN-A-82055-6:1994 [17]; 
− obecno�� bakterii proteolitycznych na bulionie od�ywczym zestalonym �elatyn� 

spo�ywcz� wg PN-A-82055-14:1997 [12]; 
− liczb� dro�d�y i ple�ni na podło�u z chloramfenikolem wg PN-A-82055-16:1994 

[14]; 
− liczb� bakterii kwasu mlekowego na podło�u MRS wg PN-A-82055-17:1997 

[15]; 
− obecno�� bakterii beztlenowych przetrwalnikuj�cych w podło�u Wilsona-Blaira 

wg PN-A-82055-12:1997 [11]; 
− najbardziej prawdopodobn� liczb� bakterii z grupy coli w podło�u z laktoz�, 

�ółci� i zieleni� brylantow� wg PN-ISO 4831 11:1998 [20]; 
− obecno�� enterokoków w po�ywce z azydkiem sodowym i fioletem krystalicznym 

wg PN-A-82055-7:1997 [18]; 
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− obecno�� i liczb� bakterii Bacillus cereus na agarze od�ywczym z emulsj� �ółtka 
jaja + testy potwierdzaj�ce wg PN-A-82055-15:1999 [13]; 

− obecno�� i liczb� Staphylococcus aureus na podło�u Baird-Parkera z tellurynem 
potasu i emulsj� �ółtka jaja + testy potwierdzaj�ce wg PN-A-82055-9:1994 [19]; 

− obecno�� bakterii z rodzaju Salmonella, stosuj�c nieselektywne namna�anie w 
wodzie peptonowej zbuforowanej, namna�anie selektywne w po�ywce 
Rappaporta-Vasiliadisa oraz wzrost na podło�ach selektywnych z czerwieni� 
fenolow� i zieleni� brylantow� (BGA) oraz z siarczanem bizmutowym wg PN-
ISO 6579:1998 [21]. 

Wyniki i dyskusja 

Wg rozporz�dzenia Ministra Zdrowia [22] w wyrobach garma�eryjnych 
i potrawach kulinarnych gotowych (mi�snych lub niemi�snych, podrobowych) 
pałeczki Salmonella nie powinny by� obecne w 25 g, Staphylococcus aureus jest 
dopuszczalny do liczby 5⋅102 jtk�g-1, pałeczki z grupy coli powinny by� nieobecne 
w 0,001 g, beztlenowe laseczki przetrwalnikuj�ce nieobecne w 0,1 g, obecno�� ple�ni 
dopuszcza si� do liczby 2 x102 jtk�g-1, a dro�d�y maksymalnie do 102 jtk�g-1.  

Spo�ród bakterii chorobotwórczych w dwóch próbach pasztetów mi�snych, 
z których jeden był pakowany w pojemnik aluminiowo-polipropylenowy, a drugi 
kupowany bezpo�rednio z lady chłodniczej i przewo�ony do bada� w papierze 
pergaminowym, stwierdzono obecno�� laseczek Bacillus cereus. Wiadomo, �e 
obecno�� B. cereus mo�na traktowa� jako niebezpieczn� dla konsumenta dopiero po 
przekroczeniu liczby 103 jtk�g-1 produktu, gdy� za dawk� infekcyjn� uwa�a si� liczb� 
105–108 �ywych komórek lub spor w 1 g, za� przy syndromie biegunkowym szacuje 
si�, �e objawy s� widoczne przy całkowitej dawce infekcyjnej 105–107 komórek [3]. 
Natomiast zanieczyszczenie t� laseczk� analizowanych pasztetów si�gało 101–102 
jtk�g-1, co nie stanowiło zagro�enia dla bezpiecze�stwa zdrowotnego konsumenta. 

Obecno�� gronkowca złocistego odnotowano równie� w dwóch próbach (co 
stanowi 10%): w pasztecie mi�snym i drobiowym kupowanym z lady chłodniczej, co 
daje podstawy do stwierdzenia, �e drobnoustrój ten mógł pochodzi� z r�k osób 
obsługuj�cych stoiska z wyrobami mi�snymi. W analizowanych próbach nie 
stwierdzono obecno�ci pałeczek Salmonella, a tak�e przetrwalnikuj�cych laseczek 
beztlenowych redukuj�cych siarczany. Nieobecno�� pałeczek Salmonella w pasztetach, 
chocia� jest to drobnoustrój popularny w mi�sie i drobiu, mo�e wytłumaczy� 
stosowana skuteczna obróbka termiczna produktów. Tyburcy [25] podaje za Viwegnis 
i wsp., którzy w Belgii badali ró�ne produkty mi�sne, w tym pasztety, �e stwierdzono 
obecno�� gronkowca złocistego w 2% próbek, za� pałeczki Salmonella w 1 na 249 
przebadanych prób.  

Spo�ród bakterii uwa�anych za wska�niki jako�ci higienicznej, w próbach nie 
stwierdzono obecno�ci bakterii z grupy coli, wra�liwych na wysok� temperatur� 
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obróbki. Natomiast stwierdzono wyst�powanie ciepłoopornych enterokoków w liczbie 
około 101 jtk�g-1 (log z liczby komórek zawierał si� pomi�dzy 0,96 a 1,63) w 7 próbach 
(35% ogółu prób): w 3 pasztetach mi�snych (dwa były pakowane pró�niowo w foli� 
PE/PA (log = 0,96 i 1,32), a jeden był kupowany z lady chłodniczej (log = 1,17)) oraz 
w 4 pasztetach drobiowych (w 1 pakowanym pró�niowo (log = 1,63), 1 w puszce (log 
= 1,36), 1 w słoiku (log = 1,04) i 1 kupowanym z lady chłodniczej i pakowanym 
w papier pergaminowy (1,63)). Obecno�� enterokoków i ich zdolno�� do wzrostu 
w stosunkowo niskiej temperaturze mo�e powodowa� psucie konserw 
pasteryzowanych, a nawet prowadzi� do zatru� pokarmowych [8]. Fernandez-Lopez i 
wsp. [3], podczas bada� pasztetów zawieraj�cych mi�so wieprzowe i w�trob� strusia, 
pakowanych pró�niowo i przechowywanych w warunkach +4°C, nie stwierdzili 
obecno�ci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, co potwierdza spostrze�enia 
prezentowanych bada�. 

Przebadano obecno�� i liczb� bakterii mezofilnych, psychrotrofów, bakterii 
mlekowych i proteolitycznych, które nie s� obj�te wymaganiami rozporz�dzenia Ministra 
Zdrowia i nie stanowi� zagro�enia dla bezpiecze�stwa zdrowotnego. Przyjmuje si� za 
dopuszczalne zanieczyszczenie drobnoustrojami saprofitycznymi rz�du 106 jtk�g-1, 
powy�ej którego mog� by� widoczne objawy zepsucia produktu. W badanych próbach 
pasztetów bakterie nie osi�gn�ły tego krytycznego poziomu. W tej grupie 
drobnoustrojów nie stwierdzono obecno�ci mikroflory proteolitycznej. W swoich 
badaniach nad jako�ci� i trwało�ci� pasztetów drobiowych pakowanych pró�niowo, 
	widerski i wsp. [24] nie zaobserwowali bakterii proteolitycznych w produktach 
�wie�ych, jednak w trakcie 14-dniowego przechowywania wyrobów w warunkach 
cz��ciowej pró�ni, w chłodni, liczba bakterii proteolitycznych osi�gn�ła poziom 5⋅104 
jtk�g-1, za� w warunkach wysokiej pró�ni rozwoju bakterii nie stwierdzono. 

W wi�kszo�ci prób znajdowały si� bakterie kwasu mlekowego w zakresie od 
101 jtk�g-1 do 105 jtk�g-1 (rys. 1), z czego 3 na 4 pasztety w puszkach były wolne od 
tych drobnoustrojów, natomiast zdecydowanie najwi�ksze ich ilo�ci wykryto w 
pasztetach pakowanych pró�niowo z uwagi na zdolno�� tych bakterii do �ycia i 
namna�ania si� w warunkach beztlenowych. Stosunkowo licznie drobnoustroje te 
wyst�powały w pasztetach sprzedawanych bez opakowa�. Obecno�� bakterii 
mlekowych, zwłaszcza w opakowaniach pró�niowych potwierdzaj� obserwacje 
Leszczy�skiej-Fik i Fika [7], dotycz�ce chłodniczego przechowywania pakowanej 
pró�niowo mielonki wieprzowej, gdzie obserwowano namna�anie si� bakterii 
mlekowych w temp. +2ºC do poziomu 105 jtk�g-1 po 15 dniach przechowywania, a po 
21 dniach do poziomu 107 jtk�g-1 z wyj�ciowego zanieczyszczenia w�dliny rz�du 
102 jtk�g-1, a w temp. +8ºC po 3 tygodniach ich liczba si�gała poziomu 1011 jtk�g-1. 
Równie� w badaniach 	widerskiego i wsp. [24] zaobserwowano rozwój beztlenowców 
nieprzetrwalnikuj�cych, do których zaliczaj� si� bakterie mlekowe, w pasztetach 
pakowanych pró�niowo, a zwłaszcza w �rodowisku pró�ni wysokiej. W badaniach 
Fernandeza-Lopeza i wsp. [3] bakterie mlekowe były tak�e obecne przez cały okres 
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przechowywania pasztetów wieprzowo-strusich, pakowanych pró�niowo i ich liczba 
osi�gn�ła warto�� ok. 5,5 log z jtk�g-1 po 28 dniach przechowywania. Obecno�� 
bakterii tego rodzaju mo�e wywoła� niepo��dane zmiany sensoryczne np. smak i 
zapach kwa�ny, gryz�cy, jełki, serowaty oraz �luzowacenie. Pałeczki Lactobacillus 
spp. tworz�ce nadtlenki powoduj� powstawanie jasnych lub kremowych obszarów w 
wyrobie w�dliniarskim [1]. Wg Anonima [1] problem obecno�ci i rozwoju bakterii 
fermentacji mlekowej w ró�nych w�dlinach pakowanych pró�niowo wynika z niskiego 
poziomu higieny podczas pakowania. 
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Rys. 1. Liczba bakterii mlekowych w próbach pasztetów. 
Fig. 1. Lactic acid bacteria count in the pâté samples. 

 
Bakterie mezofilne były obecne w 19 próbach badanych pasztetów. Generalnie 

pasztety mi�sne i drobiowe w puszkach i słoikach zawierały najmniej liczne populacje 
mezofili (log z jtk�g-1 = 1–2), za� najwi�cej było ich w pasztetach pakowanych 
pró�niowo (log z jtk�g-1 = 2,85–3,58) (rys. 2). Pełczy�ska i Szkucik [9] w badaniach 
mikroflory kiszki pasztetowej odnotowali stopie� zanieczyszczenia drobnoustrojami 
mezofilnymi na poziomie 102 jtk�g-1 (log z jtk�g-1 = 2,37) bezpo�rednio po produkcji i 
a� 104 jtk�g-1 (log z jtk�g-1 = 4,40) w kiełbasie pasztetowej znajduj�cej si� w obrocie, 
za� 	widerski i wsp. [24] w pasztetach pakowanych pró�niowo zaobserwowali wzrost 
tej grupy bakterii w trakcie przechowywania nawet do ok. 2⋅106 jtk�g-1, a w pasztecie 
drobiowym pakowanym w foli� spo�ywcz� liczba mezofili si�gała powy�ej 5⋅105 po 7 
dniach i ok. 2,6⋅106 jtk�g-1 po 14 dniach chłodniczego przechowywania. W pasztetach 
badanych przez Fernandeza-Lopeza i wsp. [3] liczba pocz�tkowa mezofili wynosiła ok. 
1 log i sukcesywnie rosła w trakcie przechowywania do ok. 2,5 log z jtk�g-1 po 28 
dniach. W badanych próbach zdecydowanie mniej oznaczono psychrotrofów – na ogół 
log z jtk�g-1 zawierał si� mi�dzy 1 a 3 (rys. 3), lecz tendencje były podobne jak w 
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przypadku mezofili – przewaga w pasztetach pakowanych pró�niowo, za� na ogół 
nieobecno�� w pasztetach w puszkach bez wzgl�du na rodzaj u�ytego surowca 
mi�snego. Kreyenschmidt i wsp. [6] w badaniach modelowych nad drobnoustrojem 
dominuj�cym w grupie psychrotrofów (Pseudomonas), stwierdzili, �e poziom 108 jtk�g-

1 tych bakterii wywołuje objawy zepsucia sensorycznego, wi�c poziom bakterii 
zanotowany w tej pracy nie budził wi�kszych zastrze�e� z punktu widzenia jako�ci 
sensorycznej produktów.  
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Rys. 2. Ogólna liczba bakterii mezofilnych w próbach pasztetów. 
Fig. 2. Total count of mesophilic bacteria in the pâté samples. 

 
Dro�d�e, których obecno�� mo�e by� przyczyn� powstawania białego nalotu na 

powierzchni oraz zmian smakowo-zapachowych [26], stwierdzono w 4 próbach: w 2 
pasztetach mi�snych (1 pakowany w pojemnik aluminiowo-polipropylenowy i 1 
pró�niowo w foli� PE/PA) i 2 drobiowych (1 pakowany w słoik i 1 w foli� PE/PA), 
natomiast wzrostu ple�ni nie odnotowano w �adnej z prób. 	widerski i wsp. [23] 
w swoich badaniach zaobserwowali równie� niewielki wzrost dro�d�y w pasztecie 
drobiowym pakowanym i przechowywanym w pró�ni. 
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Rys. 3. Ogólna liczba bakterii psychrotrofowych w próbach pasztetów. 
Fig. 3. Total count of psychrotrophic bacteria in the pâté samples. 
 

Wnioski 

1. Pasztety pakowane w puszki charakteryzowały si� najmniejsz� liczb� mikro-
organizmów. 

2. W pasztetach pakowanych w puszki, słoiki oraz foli� PE/PA nie wykryto 
drobnoustrojów chorobotwórczych. 

3. W pasztetach pakowanych w pojemniki aluminiowo-polipropylenowe oraz w 
papier pergaminowy bezpo�rednio po zakupie z lady chłodniczej sporadycznie 
oznaczono  bakterie chorobotwórcze z gatunku B. cereus i S. aureus w liczbie 
niezagra�aj�cej zdrowiu konsumentów.  

4. Pró�niowy sposób pakowania w foli� PE/PA stwarza dogodne warunki do 
rozwoju bakterii kwasu mlekowego. 

5. Obecno�� enterokoków – ciepłoopornych bakterii wska�nikowych jako�ci 
higienicznej – �wiadczy szczególnie o nieprawidłowo prowadzonych procesach 
obróbki termicznej produktów. 

6. Nie stwierdzono istotnej ró�nicy w jako�ci mikrobiologicznej pasztetów mi�snych 
i drobiowych bez wzgl�du na rodzaj opakowania. 

7. Wszystkie badane pasztety były bezpieczne dla zdrowia konsumentów. 
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IMPACT OF PACKAGING METHODS ON THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF PÂTÉS  
 

S u m m a r y 
 

The first objective of this study was to characterize microorganisms present in 20 selected pâté types 
manufactured of red and poultry meat, and packed in different packaging, and the second was an effort to 
determine the impact of packaging methods on the microbiological quality of products under analysis. The 
analyses were performed according to the rules as pointed out in the Polish Specifications or in the Polish 
standard PN-ISO. The analyses performed included the determination of total counts of the following 
species: mesophilic and psychrotrophic bacteria, lactic acid bacteria, yeasts and moulds, coliforms and 
enterococci, as well as the occurrence detection of proteolytic bacteria, spore-forming anaerobes, and 
pathogens such as Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Salmonella sp. The counts of 
microorganisms were the lowest in pâtés packed in tins. No pathogens were detected in products packed 
in jars, tins, and PE/PA foil. All pâtés were free from coliforms, but enterococci were present in 35% of 
all the samples. Vacuum packages in PE/PA foil stimulated the growth of lactic acid bacteria. All the 
pâtés examined were safe for consumers to use and showed no health risk. 

 
Key words: pâté, microbiological quality, health safety, package � 
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OZNACZANIE ZAWARTOŚCI TŁUSZCZU I WODY 
W MAJONEZACH METODĄ SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI 

Z TRANSFORMACJĄ FOURIERA 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy było wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR) do 

ilościowego oznaczania tłuszczu i wody w majonezach. Zweryfikowano również poprawność osiągnię-
tych metodą FTIR wyników oznaczeń poprzez odniesienie ich do odpowiednich wartości uzyskanych 
metodami odwoławczymi. Materiał do badań stanowiły majonezy niskotłuszczowe, stołowe 
i wysokotłuszczowe. Oznaczeń spektrometrycznych dokonywano rejestrując widma próbek majonezów 
w 1propanolu. Widma rejestrowano stosując technikę całkowitego wewnętrznego odbicia (ATR), przy 
wykorzystaniu przystawki z okienkiem pomiarowym z selenku cynku (ZnSe) lub kryształu KRS. Na 
podstawie otrzymanych widm, w części odpowiadającej drganiom charakterystycznym dla grupy estrowej 
acylogliceroli oraz grupy hydroksylowej wody, obliczano powierzchnie pod pasmami przy częstościach 
1748 cm-1 i 1650 cm-1. Następnie z krzywych kalibracji roztworów wzorcowych przeliczano powierzchnie 
na zawartość odpowiednich składników majonezu. 

Wyniki oznaczeń zawartości tłuszczu i wody metodą FTIR są liniowo skorelowane z wynikami 
otrzymanymi metodami odwoławczymi. Najlepszą zgodność wyników oznaczeń zawartości tłuszczu 
uzyskano w grupie majonezów wysokotłuszczowych. 

 
Słowa kluczowe: FTIR, ATR, majonez, oznaczanie tłuszczu, oznaczanie wody. 

 

Wprowadzenie 

Tradycyjny majonez jest mieszaniną żółtka jaja, octu, oleju i przypraw (przede 
wszystkim musztardy). Najczęściej stosowanymi olejami do produkcji majonezów są: 
rzepakowy, sezamowy, słonecznikowy, bawełniany, sojowy, kukurydziany. Zawartość 
oleju wpływa na konsystencję majonezów, która determinuje zastosowanie tego rodza-

                                                           
Dr inż. E. Gruczyńska, mgr inż. E. Faszcza, dr P. Koczoń, prof. dr hab. B. Kowalski, Zakład Chemii 
Żywności, Katedra Chemii, Wydział Technologii Żywności, SGGW, ul. Nowoursynowska 159 c, 02-776 
Warszawa 



96 Eliza Gruczyńska, Emilia Faszcza, Piotr Koczoń, Bolesław Kowalski 

ju wyrobów spożywczych. Majonezy do sałat mają konsystencję płynną, natomiast 
przeznaczone do dekoracji potraw powinny być półstałe [9, 11]. Typowy majonez 
zawiera 70–80% tłuszczu i mimo wysokiej zawartości tłuszczu w stosunku do wody, 
jest on emulsją typu olej w wodzie. Majonez, sklasyfikowany jako trwała emulsja, 
zostaje wytworzony, gdy przyłożona siła ścinania powoduje rozproszenie fazy olejo-
wej w postaci kropelek w fazie wodnej. Amfifilowy charakter emulgatora (np. lecyty-
ny z żółtka jaja) sprzyja utrzymaniu pożądanej stabilności emulsji. Właściwa jakość 
majonezów jest warunkowana odpowiednią obróbką składników fazy wodnej i tłusz-
czowej w warunkach specyficznych procesów ścinania [3]. 

Stale rosnące wymagania konsumentów i zalecenia dietetyków sprawiają, że na 
rynku dostępna jest szeroka gama majonezów, zróżnicowanych pod względem zawar-
tości tłuszczu. Zastosowanie szybkiej, niezawodnej metody ilościowego oznaczania 
zawartości tłuszczu i wody w tego typu produktach jest kluczowe w kontroli jakości. 
Występują bowiem znaczne trudności w oznaczeniach tłuszczu i wody w stabilnych 
emulsjach spożywczych, utworzonych dzięki właściwej kombinacji sił ścinania 
w połączeniu z efektem działania emulgatora [2]. Badania wykonywane przez zespół 
z Uniwersytetu McGill w Kanadzie [13, 14] dowodzą, że metoda spektroskopii w pod-
czerwieni z zastosowaniem transformacji Fouriera jest alternatywą dla wielu chemicz-
nych metod analizy żywności. Zawartość tłuszczu i wody w majonezach może być 
monitorowana za pomocą spektrometrii FTIR/ATR [7]. Celem takich badań jest przede 
wszystkim wykluczenie niekorzystnych zmian w produkcie, jak np. rozpad emulsji, ale 
także umożliwienie producentowi szybkiej ingerencji w proces produkcji w trakcie 
jego przebiegu [13]. Metoda FTIR/ATR umożliwia posługiwanie się próbkami produk-
tów żywnościowych mającymi postać ciał stałych, cieczy czy past, dając przy tym 
powtarzalne wyniki [8]. Do wykonania dokładnego oznaczenia zaleca się dobór odpo-
wiedniego rozpuszczalnika, w którym rozpuszczeniu ulegają triacyloglicerole oraz 
woda [7]. To założenie spełnia 1–propanol, który stosowany jest przy oznaczeniach w 
majonezach, maśle orzechowym, itp. Dokonywane są pomiary absorpcji promieniowa-
nia IR przez wiązania estrowe przy częstości 1748 cm-1 oraz wiązania H–OH przy 
1650 cm-1, po tym jak odjęte zostanie pasmo pochodzące od rozpuszczalnika. Na 
podstawie krzywych kalibracji odczytuje się dane ilościowe dotyczące tłuszczu i wody 
w emulsji. Kalibracja polega na określeniu absorbancji mieszanin o znanej zawartości 
tłuszczu i wody na podstawie wysokości lub powierzchni pasm, przy charakterystycz-
nych częstościach. Mieszaniny takie są sporządzane z czystych składników, zmiesza-
nych w różnych proporcjach w 1-propanolu bądź poprzez dodanie do rozpuszczalnika 
znanej ilości produktu o wcześniej sprawdzonej (metodami odwoławczymi) zawartości 
oznaczanych składników. Analiza próbki masła, margaryny czy majonezu trwa 5–7 
min, przy czym rzeczywisty czas pracy aparatu to zaledwie 30 s [16]. Ze względu na 
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prostą procedurę przygotowywania mieszanin standardowych metoda FTIR/ATR od-
nosi się do kontrolowania zawartości tłuszczu i wody także w emulsjach typu w/o [13]. 

W technikach spektroskopowych, mimo że ciągle jeszcze mało powszechnych w 
kontroli jakości tłuszczów, tkwi niewątpliwie duży potencjał, czyniący z nich funkcjo-
nalne, wygodne narzędzia w badaniach lipidów [17]. Spektroskopia w podczerwieni 
może być stosowana zarówno do określania właściwości chemicznych tłuszczów (licz-
by: jodowa, zmydlania, kwasowa, nadtlenkowa), jak i do śledzenia postępujących 
zmian chemicznych, np. podczas utwardzania lub autooksydacji [7, 15]. Spektroskopia 
FTIR dostarcza bowiem informacji o grupach funkcyjnych związków powstających w 
procesie utleniania, ponieważ każdy z nich daje charakterystyczne sygnały w podczer-
wieni [4]. Metoda FTIR/ATR jest stosowana także do wykrywania zafałszowań tłusz-
czów. Tego typu badania dotyczą np. monitorowania autentyczności oliwy z oliwek 
typu virgin [12]. Rejestrowane są widma czystej oliwy z oliwek i próbek z dodatkiem 
różnych ilości oleju słonecznikowego. Na podstawie uzyskanych wyników opracowa-
no metodykę wykrywania obecności i określania zawartości tego typu zafałszowań. 
Wykorzystując technikę ATR można oznaczać również zawartość wolnych kwasów 
tłuszczowych. Dokładność wyników oznaczeń porównywalna jest z odwoławczą me-
todą miareczkową zamieszczoną w zbiorze oficjalnych metod analitycznych AOAC 
[5]. 

Niniejsza praca miała na celu: 
1. Wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni, z zastosowaniem transformacji 

Fouriera, do ilościowego oznaczania zawartości tłuszczu i wody w różnego typu 
majonezach. 

2. Zweryfikowanie poprawności osiągniętych, za pomocą metody FTIR, wyników 
oznaczeń poprzez odniesienie ich do odpowiednich wartości uzyskanych meto-
dami odwoławczymi. 

Materiał i metody badań 

Materiał do badań stanowiły majonezy o różnej zawartości tłuszczu, tzn. nisko-
tłuszczowe, stołowe oraz wysokotłuszczowe, dostępne na polskim rynku, producentów 
polskich, jak i zagranicznych. Wszystkie produkty stanowiące materiał doświadczalny 
kupowano w jednym ze stołecznych supermarketów. 

W badanych majonezach oznaczano zawartość tłuszczu metodami: Mojonniera, 
Soxhleta, FTIR oraz zawartość wody wg Polskiej Normy [10] i metodą FTIR. 

Oznaczanie zawartości tłuszczu metodą Mojonniera 

Procedurę zaczerpnięto ze zbioru Association of Official Analytical Chemists, Of-
ficial Methods of Analysis [1]. Metodę Mojonniera klasyfikuje się do ekstrakcyjno – 



98 Eliza Gruczyńska, Emilia Faszcza, Piotr Koczoń, Bolesław Kowalski 

wagowych, periodycznych. Próbkę majonezu traktowano NH4OH w celu zobojętnienia 
kwasów, następnie dodawano fenoloftaleinę, aby wyraźniej zaobserwować granicę 
podziału między fazami eterową i wodną. Tłuszcz ekstrahowano mieszaniną eterów 
naftowego i dietylowego (1:1, v/v) ze znanej odważki majonezu (ok. 5 g). Ekstrakcję 
wykonywano trzykrotnie. Ekstrakt eterowy dekantowano do zważonej kolby, a następ-
nie mieszaninę eterów odparowywano. Wyodrębniony tłuszcz suszono do stałej masy. 
Równolegle wykonywano próbę kontrolną, gdzie zamiast próbki majonezu dozowano 
wodę i powtarzano przedstawioną procedurę. Oznaczenia wykonywano w dwóch po-
wtórzeniach. Wyniki oznaczeń wyrażano w procentach wagowych. 

Oznaczanie zawartości tłuszczu metodą Soxhleta 

Zawartość tłuszczu metodą Soxhleta oznaczano wg Polskiej Normy [10]. 

Oznaczanie zawartości tłuszczu i wody metodą FTIR 

Widma w podczerwieni rejestrowano przy użyciu aparatu FTIR, firmy Perkin 
Elmer System 2000. Widma próbek majonezów handlowych w 1propanolu rejestro-
wano, stosując technikę całkowitego wewnętrznego odbicia (ATR), przy wykorzysta-
niu przystawki z okienkiem pomiarowym z selenku cynku (ZnSe) lub kryształu KRS. 
Wykonywano również widma roztworów wzorcowych, sporządzonych na bazie róż-
nych ilości oleju rzepakowego i wody w 10 g 1propanolu. 

Spektrometr FTIR był sterowany komputerowo przy użyciu programu GRAMS 
RESEARCH 2000. Oprogramowanie to umożliwiło graficzno-matematyczną obróbkę 
zarejestrowanych widm. Wykresy funkcjonalnej zależności intensywności promienio-
wania od częstotliwości rejestrowano w zakresie częstości 1950–1550 cm-1 (średnia 
podczerwień) w skali absorbancji, stosując rozdzielczość 4 cm-1. Każde widmo skano-
wano 40 razy. Po odjęciu widma czystego 1propanolu, obliczano powierzchnie pod 
pasmami występującymi przy częstościach 1748 cm-1 i 1650 cm-1. Pasmo przy często-
ści 1748 cm-1 jest związane z rozciąganiem wiązania atomów C=O należących do gru-
py estrowej acylogliceroli. Pasmo 1650 cm-1 jest związane z drganiami OH cząsteczki 
wody [6]. Każde widmo rejestrowano 3–4 razy, otrzymując powierzchnie pod pasma-
mi nieróżniące się o więcej niż 1–2%. 

Na podstawie widm roztworów wzorcowych wykreślano krzywe kalibracji, 
przedstawiające zależności zawartości tłuszczu (rys. 1) i wody (rys. 2) w funkcji po-
wierzchni pasm zarejestrowanych przy danych częstościach drgań. Równania krzy-
wych kalibracji oraz powierzchnie pasm charakterystycznych dla roztworów badanych 
majonezów w 1propanolu, wykorzystywano do oznaczeń zawartości tłuszczu i wody 
w analizowanych produktach. Nazwy badanych majonezów zaszyfrowano pod odpo-
wiednimi symbolami (tab. 1 i 2). 
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Oznaczanie zawartości wody metodą suszenia 

Zawartość wody oznaczano wg Polskiej Normy [10]. 
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Rys. 1. Krzywa kalibracji – zawartość tłuszczu w funkcji powierzchni pasm uzyskanych metodą FTIR 

(częstość drgań 1748 cm-1). 
Fig. 1. Standard curve for the percentage of fat (at frequency 1748 cm-1). 
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Rys. 2. Krzywa kalibracji – zawartość wody w funkcji powierzchni pasm uzyskanych metodą FTIR 

(częstość drgań 1650 cm-1). 
Fig. 2. Calibration curve – water content (per cent) as a function of surfaces of bands obtained using 

FTIR (at a vibration frequency 1650 cm-1). 
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Wyniki i dyskusja 

Na rys. 3. przedstawiono przykładowe zarejestrowane widma majonezów stoło-
wych. W widmach badanych majonezów nie zawsze uzyskiwano symetryczne pasma 
obecne dokładnie przy częstościach 1748 cm-1 i 1650 cm-1. Najbardziej symetryczne 
były pasma majonezów wysokotłuszczowych. Wyraźne, lecz nieco przesunięte na skali 
częstości, były pasma majonezów stołowych. Na widmach majonezów niskotłuszczo-
wych zaobserwowano, bez przeprowadzenia obróbki matematycznej, jedynie pasmo 
odpowiadające częstości 1650 cm-1. Prawidłowość tę może powodować większa różno-
rodność składu majonezów niskotłuszczowych i stołowych, w porównaniu 
z tradycyjną recepturą produktów wysokotłuszczowych. Zastosowane oprogramowanie 
komputerowe (GRAMS Research 2000) oraz zdolność rozdzielcza aparatu były przy-
czyną przedstawionych powyżej problemów analitycznych. Pomimo tego określono 
ilościowo zawartość tłuszczu w produktach niskotłuszczowych i stołowych, dzięki 
rozłożeniu niesymetrycznych pasm na 5 pasm składowych (rys. 4). Powierzchni pasm 
charakterystycznych, pochodzących od tłuszczu i wody, poszukiwano przy zadanych 
częstościach drgań. Procedurę tę wykonywano w identyczny sposób w przypadku 
widm roztworów wzorcowych. Można było oczekiwać, że wyniki oznaczeń tłuszczu 
w produktach o zredukowanej zawartości tego składnika, ze względu na utrudnioną 
procedurę obliczania powierzchni pod pasmem charakterystycznym dla drgań atomów 
grupy estrowej, będą odbiegały od osiągniętych metodami odwoławczymi. 
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Rys. 3. Widma FTIR majonezów stołowych w 1propanolu. 
Fig. 3. The FTIR spectra of regular mayonnaise samples in 1propanol. 



102 Eliza Gruczyńska, Emilia Faszcza, Piotr Koczoń, Bolesław Kowalski 

Wyniki oznaczeń zawartości tłuszczu w majonezach w odniesieniu do wartości 
deklarowanych przez producenta zamieszczono w tab. 1. Wartości oznaczone metodą 
Soxhleta stanowią średnią arytmetyczną wyników dwóch równoległych oznaczeń, 
nieróżniących się między sobą więcej niż o 0,2%. Różnice pomiędzy wynikami dwóch 
równoległych oznaczeń metodą Mojonniera były nie większe niż 0,03%. Metodami 
uznawanymi za odwoławcze (Soxhleta, Mojonniera) osiągnięto wyniki kształtujące się 
na podobnych poziomach, wyższych jednak od wartości uzyskanych metodą FTIR. 
Największe różnice (ok. 6%) zanotowano w grupie majonezów niskotłuszczowych. 
Podobną tendencję zaobserwowano także w majonezach stołowych. Otrzymane różni-
ce są jednak mniejsze i kształtują się na poziomie ok. 4%. Wyjątkiem jest majonez 
o symbolu 2.2, w przypadku którego metodą FTIR otrzymano wynik o ok. 6% niższy 
od wartości uzyskanych metodami odwoławczymi. Zadeklarowana przez producenta 
zawartość tłuszczu (51%) kwalifikuje wymieniony majonez do grupy stołowych, jed-
nak jest to wartość zbliżona do górnej granicy określonej w Polskiej Normie [10] dla 
majonezów niskotłuszczowych. Fakt ten może stanowić prawdopodobne wytłumacze-
nie zanotowanego odstępstwa. W majonezach wysokotłuszczowych wyniki oznaczeń 
zawartości tłuszczu kształtowały się na podobnym poziomie. Zawartość tłuszczu 
w majonezach ma zatem wpływ na zgodność wyników oznaczeń pomiędzy metodami 
ekstrakcyjnymi a metodą instrumentalną. Im większa była zawartość tłuszczu w anali-
zowanych produktach, tym rezultaty osiągnięte metodą FTIR były bliższe uzyskanym 
metodami Soxhleta i Mojonniera. 
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Rys. 4. Rozkład widma FTIR majonezu stołowego (2.3) w 1propanolu na pasma składowe. 
Fig. 4. FTIR spectrum distribution of a regular mayonnaise sample (2.3) in 1propanol into component 

bands. 
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Wyniki oznaczeń zawartości wody zamieszczono w tab. 2. Wartości otrzymane 
metodą suszenia stanowią średnią arytmetyczną wyników dwóch równoległych ozna-
czeń, które nie różniły się między sobą więcej niż o 0,5%. Stosując metodę FTIR 
otrzymano wyższe wyniki (o ok. 1,2–8,3%) w porównaniu z metodą standardową (su-
szenie). Obecność jonów oraz związków polarnych ogranicza ruchliwość cząsteczek 
wody, utrudniając jej parowanie. Prawdopodobnie dlatego wyniki oznaczeń zawartości 
wody otrzymywane metodą suszenia próbki są zaniżone. Najmniejsze różnice wyni-
ków oznaczeń zanotowano w grupie majonezów niskotłuszczowych (ok. 1,2–5,5%). 

Chippie i wsp. uzyskali znacznie większą zgodność wyników oznaczeń tłuszczu i 
wody, zarówno w grupie majonezów niskotłuszczowych i stołowych, jak i w majone-
zach wysokotłuszczowych [2]. Badania van de Voorta i wsp. [14, 16] potwierdzają 
wysoką zgodność pomiędzy wynikami oznaczeń tłuszczu metodą Mojonniera i metodą 
FTIR, w grupie produktów wysokotłuszczowych. Wyniki oznaczeń wody metodą 
FTIR również nie różniły się znacząco od otrzymanych metodą standardową. 
 

T a b e l a  2 
 

Zawartość wody w badanych majonezach. 
Water content in mayonnaises under investigation. 
 

Grupa majonezów 
The group  

of mayonnaises 

Symbol 
produktu 

Symbol of 
the product 

Zawartość wody [%] 
Water content [%] 

Różnica między 
metodą FTIR 

a metodą standardową 
[%] 

The difference 
between FTIR 

and standard methods 
[%] 

Oznaczona przez 
suszenie 

Determined by 
drying 

Oznaczona 
metodą FTIR 

Determined by 
FTIR method 

Niskotłuszczowe 
Low fat 

1.1 48,6 50,4 1,8 

1.2 43,2 48,5 5,3 

1.3 42,7 48,2 5,5 

1.4 44,6 45,8 1,2 

Stołowe 
Regular 

2.1 26,0 29,7 3,7 

2.2 40,7 47,7 7,0 

2.3 22,4 28,0 5,6 

2.4 38,8 40,5 1,7 

Wysokotłuszczowe 
High fat 

3.1 12,8 20,6 7,8 

3.2 11,2 19,5 8,3 

3.3 14,3 21,1 6,8 

3.4 16,0 22,0 6,0 
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Istnieją liniowe zależności pomiędzy wynikami oznaczeń tłuszczu i wody meto-
dami odwoławczymi oraz metodą FTIR. Wyniki oznaczeń tłuszczu metodą FTIR w 
większości badanych majonezów są niższe od wartości otrzymanych metodami eks-
trakcyjnymi (rys. 5 i 6). Względne różnice wyników oznaczeń kształtują się na pozio-
mie ok. 10%, jednak w przedziale 40–80% zawartości tłuszczu uzyskano zależności 
liniowe o bardzo wysokich współczynnikach korelacji. Wyznaczone zależności po-
twierdzają sformułowane wcześniej stwierdzenia o największej zgodności wyników 
oznaczeń tłuszczu w grupie majonezów wysokotłuszczowych. Zawartość wody ozna-
czona metodą standardową była o ok. 12% mniejsza w porównaniu z metodą FTIR 
(rys. 7). W zakresie 10–50% zawartości wody otrzymano zależność liniową o wysokim 
współczynniku korelacji (r = 0,98). 
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Rys. 5. Zależność pomiędzy wynikami zawartości tłuszczu oznaczonymi metodami: Soxhleta i FTIR. 
Fig. 5. The relationship between the results of the percentage of fat determined by Soxhlet and FTIR 

methods. 
 

Podsumowując można stwierdzić, że metoda FTIR jest znacznie szybsza, bardziej 
ekonomiczna w porównaniu ze standardowymi metodami oznaczania tłuszczu i wody 
w majonezach. Pomimo różnic ilościowych oznaczanych składników, występują li-
niowe zależności pomiędzy wynikami oznaczeń tłuszczu i wody metodami standardo-
wymi i metodą FTIR, o wysokich współczynnikach korelacji. Podjęty temat badawczy 
wymaga kontynuacji, wyniki wykonanych badań wskazują jednak na potencjalne moż-
liwości wykorzystania metody FTIR do rutynowych analiz majonezów. W literaturze 
krajowej nie podjęto tematyki zastosowania metody FTIR w badaniach majonezów. W 
literaturze obcojęzycznej wskazuje się jednak na duży potencjał metody FTIR w tego 
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Rys. 6. Zależność pomiędzy wynikami zawartości tłuszczu oznaczonymi metodami: Mojonniera i FTIR. 
Fig. 6. The relationship between the results of the percentage of fat determined by Mojonnier and FTIR 

methods. 
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Rys. 7. Zależność pomiędzy wynikami zawartości wody oznaczonymi metodami: standardową i FTIR. 
Fig. 7. The relationship between the results of the water content (per cent rate) determined by standard 

and FTIR methods. 
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typu badaniach, jak również w analizach innych produktów spożywczych. Szerokie 
zastosowanie analityczne FTIR do badania produktów spożywczych, w tym również 
emulsji tłuszczowych, polega na wykorzystaniu metody ATR, która w prosty powta-
rzalny sposób umożliwia posługiwanie się próbkami w postaci ciał stałych, cieczy i 
past. Ograniczeniem powszechnego stosowania tej metody jest jednak wysoki koszt 
spektroskopów IR oraz programów komputerowych, nieodzownych do analiz otrzy-
mywanych widm. 

Wnioski 

1. Stwierdzono występowanie liniowych zależności pomiędzy wynikami oznaczeń 
tłuszczu i wody metodami odwoławczymi oraz metodą FTIR, charakteryzujące 
się bardzo wysokimi współczynnikami korelacji. 

2. Zanotowano wpływ zawartości tłuszczu w majonezach na zgodność wyników 
oznaczeń pomiędzy metodami Soxhleta i Mojonniera a metodą instrumentalną. 
Stosując metodę FTIR uzyskano niższe wyniki w porównaniu z metodami eks-
trakcyjnymi. Im większa była zawartość tłuszczu w analizowanych produktach, 
tym rezultaty osiągnięte metodą FTIR były bliższe uzyskanym metodami ekstrak-
cyjnymi. 

3. Zawartość wody oznaczona metodą FTIR przyjmuje wartości wyższe od otrzy-
manych metodą standardową. Prawdopodobnym wytłumaczeniem zaniżonych 
wyników zawartości wody, uzyskanych metodą suszenia próbki, jest obecność 
jonów oraz związków polarnych, które ograniczają ruchliwość cząsteczek wody 
utrudniając jej parowanie. 
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DETERMINATION OF FAT AND WATER CONTENTS IN MAYONNAISE  
BY FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY 

 
S u m m a r y 

 
The objective of this research was to apply Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) for quan-

titative determinations of fat and water in mayonnaise. The results of FTIR method were compared with 
those obtained by reference standard methods in order to verify whether or not they are correct. Low fat, 
regular and high fat mayonnaise varieties constituted the research material. Spectra of mayonnaise sam-
ples in 1propanol were recorded using a total reflectance (ATR) technique. A FTIR spectrometer in-
volved in this method was equipped with a horizontal zinc selenide (ZnSe) ATR sampling accessory or 
KRS crystal. On the basis of the spectra obtained, surfaces under two distinct bands: at 1748 cm-1 and 
1650 cm-1 were calculated. The sections of spectra taken for the calculations corresponded to the vibra-
tions characteristic for the ester group of acylglycerols and the hydroxyl group of water, respectively. 
Next, using the calibration curves of the standard solutions, those surfaces were converted into contents of 
relevant mayonnaise components. 

The determination results of the percentage rate of fat and water using a FTIR method are linearly cor-
related with those obtained by the reference standard methods. The group of high fat mayonnaises showed 
the best compatibility of their fat content levels as determined for the purpose of this study. 

The best agreement in experimental measurements of the fat contents has been received for high fat 
mayonnaise. 

 
Key words: FTIR, ATR, mayonnaise, determining the fat content, determining of water content.  
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DOROTA MARTYSIAK-�UROWSKA, ANDRZEJ STOŁYHWO   

SZKODLIWE DLA ZDROWIA IZOMERY TRIENOWYCH KWASÓW 
TŁUSZCZOWYCH W MLEKU POCZ�TKOWYM I NAST�PNYM  

DO �YWIENIA NIEMOWL�T 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Kwasy tłuszczowe zawieraj�ce układ trzech sprz��onych wi�za� podwójnych TCFA (trienoic 

conjugated fatty acids) s� produktami oksydacji lipidów szkodliwymi dla zdrowia niemowl�t i jako takie 
mog� stanowi� znacznik stopnia zaawansowania utlenienia tłuszczu mleka pocz�tkowego (infant formulae 
IF) i nast�pnego (follow-on formulae FF). Zbadano zawarto�� TCFA w tłuszczu wolnym i w tłuszczu 
zwi�zanym IF i FF. Liczbowo zawarto�� TCFA wyra�ono umownie jako parametr K [%] b�d�cy 
stosunkiem absorbancji układu trzech sprz��onych wi�za� podwójnych kwasów tłuszczowych 
(analityczna długo�� fali 268 nm) do absorbancji charakterystycznej dla grup karbonylowych 
triacylogliceroli (218 nm). Próbk� odniesienia stanowił tłuszcz dojrzałego mleka ludzkiego. Parametr K 
tłuszczu mleka ludzkiego wynosił maksymalnie 0,60 ±0,03% (N=9), podczas gdy rozpi�to�� K tłuszczu 
badanych IF i FF zawierała si� w granicach: minimalnie 4,49 ±0,27%, maksymalnie 12,40 ±0,73% w 
zale�no�ci od producenta IF i FF (5 ró�nych producentów, ł�cznie 17 produktów). Rozbie�no�ci w 
zaawansowaniu stopnia utlenienia lipidów maj� zwi�zek z jako�ci� i ilo�ci� dodawanych olejów 
ro�linnych oraz z zastosowan� technologi� produkcji IF i FF. Maj�c na uwadze szkodliwo�� dla zdrowia 
produktów oksydacji lipidów, zwłaszcza dla niemowl�t i małych dzieci, zasugerowano wprowadzenie 
limitu parametru K tłuszczu IF i FF na maksymalnie 6%. Spo�ród 17 badanych produktów 22% spełniało 
te wymagania. 

 
Słowa kluczowe: mleko ludzkie, mleko pocz�tkowe, mleko nast�pne, oksydacja lipidów, trienowe 
wi�zania sprz��one, chromatografia cieczowa. 
 

Wprowadzenie 

Mleko pocz�tkowe (infant formulae IF) i nast�pne (follow-on formulae FF) dla 
niemowl�t produkowane jest najcz��ciej na bazie mleka krowiego. Skład tłuszczu 
mleka krowiego ró�ni si� znacz�co od tłuszczu mleka ludzkiego. Ró�nice te dotycz� 
głównie udziału niezb�dnych nienasyconych kwasów tłuszczowych (NNKT), proporcji 

                                                           
Mgr in�. D. Martysiak-�urowska Zakład Analizy i Oceny Jako�ci �ywno�ci, Wydział Chemiczny, 
Politechnika Gda�ska ul. Narutowicza 11/12, 80-952 Gda�sk, prof. dr hab. A. Stołyhwo Wydział Nauk 
o �ywieniu Człowieka i Konsumpcji SGGW ul. Nowoursynowska 159 c 02-776 Warszawa 
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kwasów tłuszczowych (KT) nasyconych, monoenowych i polienowych; zawarto�ci i 
składu tokoferoli oraz struktury stereospecyficznej triacylogliceroli [13, 14, 15, 24, 29]. 

Dla rozwijaj�cego si� organizmu dziecka szczególnie wa�ne s� długoła�cuchowe 
wielonienasycone kwasy tłuszczowe (LC PUFA). Kwasy te stanowi� główny budulec 
tkanek układu nerwowego i mózgu dziecka [2, 10]. W ci�gu pierwszych dwóch lat 
mózg dziecka praktycznie podwaja swoj� mas�, z około 600 g u niemowl�cia do około 
1100 g u 2-letniego dziecka. Blisko 60% suchej masy mózgu stanowi� składniki 
lipidowe, zwłaszcza fosfolipidy zawieraj�ce znaczne ilo�ci LC PUFA [9, 25]. St�d 
zwi�kszone zapotrzebowanie organizmu dziecka na prekursory tj. kwas linolowy 
C18:2 n-6 (LA) i kwas linolenowy C18:3 n-3 (ALA), które nast�pnie s� w organizmie 
dziecka metabolizowane do LC PUFA odpowiednio rodzin n-3 i n-6 [5, 10, 14]. 

Przy produkcji IF i FF niedostatek wielonienasyconych KT w mleku krowim 
uzupełniany jest przez dodatek olejów ro�linnych np. kukurydzianego i 
słonecznikowego bogatych w kwas linolowy LA oraz oleju sojowego i rzepakowego 
zawieraj�cych oprócz LA kwas linolenowy ALA [23, 24]. Dodatek olejów w stosunku 
do ko�cowej zawarto�ci tłuszczu w IF i FF wynosi od 40 do 100%, w zale�no�ci od 
producenta i stosowanej przez niego technologii. Modyfikowane mleko w proszku 
przeznaczone dla dzieci zawiera w 100 g od 21 do 27,7 g tłuszczu, w tym od 1,4 do 
5,1g kwasu linolowego C18:2 (n-6) (tj. od 300 do 1200 mg /100 kcal mleka gotowego 
do spo�ycia) a w IF minimalnie 0,24 g kwasu linolenowego C18:3 (n-3) (50 mg 
/100 kcal mleka gotowego do spo�ycia) [6, 7, 23]. Tak wi�c IF i FF s� to produkty 
wysokotłuszczowe, zawieraj�ce wielonienasycone KT podatne na utlenienie lipidów.  

Tłuszcz mleka w proszku w 95% wyst�puje w postaci kuleczek tłuszczowych 
z otoczkami białkowymi lub fosfolipidowo-białkowymi. Cz��� tłuszczu wyst�puje 
jako tłuszcz wolny, tj. daj�cy si� wyekstrahowa� bezpo�rednio hydrofobowym 
rozpuszczalnikiem organicznym, np. heksanem [20, 29]. W modyfikowanym mleku 
dla niemowl�t zawarto�� tłuszczu wolnego wynosi do 2–3% [29]. 

W procesie technologicznym produkcji IF i FF wyst�puje kilka punktów 
krytycznych, w których dodane do mleka oleje zawieraj�ce wielonienasycone KT w 
sposób szczególny nara�one s� na utlenienie. Nale�� do nich: 
− homogenizacja prowadzona dwustopniowo, z dost�pem powietrza, w temp. ok. 

70oC;  
− suszenie rozpyłowe ujednoliconego substratu, przebiegaj�ce w strumieniu 

gor�cego powietrza. Temp. powietrza wlotowego wynosi 180 ± 10oC, 
wylotowego 75 ± 5oC. W ko�cowej fazie suszenia proszek mleczny osi�ga temp. 
powietrza wylotowego, tj. 70–80oC.  

− poprawiaj�ca rozpuszczalno�� i zwil�alno�� aglomeracja wysokotłuszczowego 
proszku mlecznego, w trakcie której proszek nawil�any jest wilgotnym 
powietrzem, par� wodn� lub rozpylon� w powietrzu wod� do 8–15% jej 
zawarto�ci, aby cz�stki uległy zlepieniu w wi�ksze, porowate aglomeraty;  
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− dosuszanie proszku mlecznego po aglomeracji. Temp. powietrza wylotowego 
w trakcie dosuszania wynosi ok. 55oC.  

− pakowanie gotowego IF i FF w opakowania zbiorcze w atmosferze powietrza;  
− długotrwałe przechowywanie gotowego produktu, bez usuni�cia powietrza 

z wn�trza porowatych cz�stek proszku mlecznego [20, 29]. 
Maj�c na uwadze powy�sze punkty krytyczne istnieje racjonalne zagro�enie 

oksydacji lipidów w modyfikowanym mleku w proszku przeznaczonym dla niemowl�t. 
Podczas utlenienia tworz� si� wolne rodniki, nadtlenki, wodoronadtlenki a w nast�pnej 
kolejno�ci liczne aldehydy, ketony, zwi�zki karboksylowe, kwasy tłuszczowe 
z układem sprz��onych wi�za� podwójnych i potrójnych, zwi�zki hydroksy-
epoksydowe, estry, alkohole, dimery i polimery [4, 5, 11, 12, 16, 30].  

Jedn� z grup produktów utleniania lipidów stanowi� kwasy tłuszczowe 
zawieraj�ce układ trzech sprz��onych wi�za� podwójnych (trienoic conjugated fatty 
acids TCFA). Ka�dy powstały TCFA mo�e by� jednocze�nie izomerem poło�enia, jak 
i konfiguracji geometrycznej. Mo�liwo�� wyst�powania tak ró�norodnych izomerów 
TCFA ma wpływ na powinowactwo do nich enzymów ustrojowych. I tak niektóre 
z tych izomerów mog� zajmowa� miejsce ALA w szlaku metabolicznym i stanowi� 
substrat do desaturacji i wydłu�enia ła�cucha w�glowego. Prowadzi to do powstania 
wielu nietypowych LC PUFA, o zupełnie odmiennych wła�ciwo�ciach w stosunku do 
LC PUFA naturalnych. Wbudowanie w błony komórkowe nietypowych LC PUFA 
drastycznie zmienia ich wła�ciwo�ci i funkcjonowanie, co ma zasadnicze znaczenie dla 
rozwoju układu nerwowego dziecka [1, 17, 30]. 

TCFA s� silnymi inhibitorami biosyntezy prostaglandyn [18]. U szczurów 
przyswajane z diet� KT zawieraj�ce sprz��one układy wi�za� podwójnych powoduj� 
powstawanie morfologicznych zmian w w�trobie [28]. Izomery trans 
wielonienasyconych KT zmieniaj� wła�ciwo�ci fizjologiczne płytek krwi i redukuj� 
ich agregacj� [1]. 

Naturalnie TCFA wykryte zostały w nasionach nagietka, pestkach owocu granatu, 
w oleju z nasion chi�skiego drzewa tungowego i surmii zwyczajnej [27]. W olejach 
ro�linnych uwa�anych powszechnie za oleje spo�ywcze TCFA naturalnie nie wyst�puj�.  

Pewne ilo�ci KT zawieraj�cych układ dwóch i trzech sprz��onych wi�za� 
podwójnych powstaj� w olejach ro�linnych w trakcie ich rafinacji, głównie na etapie 
bielenia i odwaniania oleju [26]. Norma PN-A-86908:2000 [22] dotycz�ca olejów 
ro�linnych rafinowanych, które mog� stanowi� substrat do produkcji mleka 
pocz�tkowego i nast�pnego nie definiuje poziomu zawarto�ci TCFA. Jedynym 
ograniczeniem w tym wzgl�dzie jest dopuszczalna zawarto�� izomerów trans KT do 
2% (m/m), bez rozró�nienia liczby wi�za� podwójnych.  

Wymagania w stosunku do IF i FF, zawarte w rozporz�dzeniu Ministra Zdrowia 
[23] i Dyrektywie UE [6, 7], nie limituj� obecno�ci ani poziomu wyst�powania 
jakiejkolwiek substancji b�d�cej produktem oksydacji lipidów i nie wyczerpuj� 
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kontroli jako�ci zdrowotnej produktu. Tym samym, niemowl�ta s� potencjalnie 
nara�one na działanie szkodliwych dla zdrowia produktów oksydacji lipidów, które z 
powodu niedoskonałej technologii mog� by� w IF i FF obecne. 

Niniejsza praca ma na celu okre�lenie obecno�ci i poziomu wyst�powania w 
dost�pnych handlowo IF i FF dla niemowl�t szkodliwych dla zdrowia kwasów 
tłuszczowych zawieraj�cych trzy sprz��one wi�zania podwójne TCFA oraz 
zaproponowanie limitu zawarto�ci tych izomerów KT w modyfikowanym mleku 
przeznaczonym dla niemowl�t i małych dzieci.  

Materiał i metody bada� 

Spo�ród kilkunastu dost�pnych na polskim rynku rodzajów mleka pocz�tkowego 
i nast�pnego dla niemowl�t do bada� wybrano te najcz��ciej kupowane. Pochodz�ce 
od 5 ró�nych producentów IF i FF oznaczono literami od A do E. Ł�czna liczba próbek 
wyniosła 17. Wszystkie IF i FF badano w okresie ich przydatno�ci do spo�ycia, 
niezwłocznie po otwarciu opakowania. Próbk� odniesienia stanowiło dojrzałe mleko 
ludzkie uzyskane od 9 kobiet. Mleko ludzkie natychmiast po pobraniu zamra�ano  
(-22oC). Izolacj� tłuszczu prowadzono nie pó�niej ni� 24 godz. po pobraniu mleka.  

Tłuszcz wolny ekstrahowano z proszku mlecznego i mleka kobiecego mieszanin� 
n-heksan: chlorek metylenu 7:3 (v:v) [21]. Ekstrakcj� tłuszczu zwi�zanego 
(zemulgowanego) przeprowadzono metod� Roese’go-Gottlieba [19]. 

Separacje triacylogliceroli TAG, w formie 2% roztworu tłuszczu wydzielonego 
z IF i FF oraz z mleka ludzkiego w n-heksanie, prowadzono technik� HPLC [3, 26], 
z u�yciem chromatografu cieczowego HP 1050 z matryc� fotodiodow� (DAD), 
stosuj�c faz� ruchom� n-heksan:propanol-2:acetonitryl 18:24:58 (v:v:v). 
Chromatogramy zapisywano jednocze�nie w dwóch kanałach – 268 nm oraz 218 nm, 
wykorzystuj�c program Chem Station. Szeroko�� wi�zki w obu przypadkach wynosiła 
5 nm. Wypełnienie kolumny: ODS-C18, 250 × 4,6 mm, wielko�� ziaren 5 µm. 
Szybko�� przepływu fazy ruchomej: 1,0 ml/min. 

Ze wzgl�du na znaczn� ró�norodno�� izomerów TCFA, które mog� powsta� 
w wyniku procesów technologicznych stosowanych przy produkcji IF i FF ich izolacja, 
analiza i identyfikacja jest stosunkowo trudna. Z tego wzgl�du za najkorzystniejsz� 
uznano metod� bezpo�redniego oznaczania zawarto�ci TCFA w tłuszczu. 

Nasycone i nienasycone kwasy tłuszczowe wyst�puj�ce w olejach ro�linnych 
i tłuszczach zwierz�cych oraz natywne triacyloglicerole nie absorbuj� promieniowania 
UV powy�ej 220 nm. Natomiast niektóre produkty oksydacji lipidów wykazuj� 
maksimum absorbancji przy długo�ci fali powy�ej tej warto�ci, np. wodoronadtlenki – 
240 nm, aldehydy – 235–240 nm, układ dwóch sprz��onych wi�za� podwójnych 
w ła�cuchu w�glowodorowym – 233 nm. Równie� układ trzech sprz��onych wi�za� 
podwójnych wykazuje siln� absorbancj� w zakresie UV z maksimum absorbancji przy 
256 nm, 268 nm (analityczna długo�� fali) i 283 nm (rys. 1). W niniejszej pracy 
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wła�nie t� cech� izomerów TCFA wykorzystano do ich bezpo�redniego oznaczenia 
w badanych próbkach lipidów. 

W celu scharakteryzowania zawarto�ci TCFA w tłuszczu mleka pocz�tkowego 
i nast�pnego w niniejszej pracy zastosowano pomiar instrumentalny. Istota pomiaru 
polega na okre�leniu stosunku sumy absorbancji triacylogliceroli zawartych w próbce 
przy 268 nm do absorbancji przy 218 nm [8].  
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Rys. 1. Widmo UV kwasu oktadekatrienowego C18:3 all cis-9,11,13 (z układem trzech sprz��onych 

wi�za� podwójnych).  
Fig. 1. UV spectrum of oktadecatrienoic acid C18:3 all cis-9,11,13 (with trienoic conjugated double 

bonds). 

Wyniki i dyskusja 

Kwasy tłuszczowe KT zawieraj�ce układ dwóch i trzech sprz��onych wi�za� 
podwójnych stanowi� jedne z pierwszych wtórnych produktów autooksydacji lipidów 
[4]. Zawarto�� w tłuszczu TCFA mo�e stanowi� znacznik (marker) stopnia 
zaawansowania oksydacji lipidów bogatych w wielonienasycone KT w IF i FF.  

Przykładowe chromatogramy TAG zarejestrowane przy długo�ci fali �wiatła 268 i 
218 nm przedstawiono na rys. 2. U�yta przy detekcji w�ska wi�zka spektralna (5 nm) 
umo�liwia selektywny wybór tylko takich TAG rozdzielonych technik� HPLC, które 
absorbuj� w okre�lonym obszarze widma. Natomiast na podstawie chromatogramów 
zarejestrowanych przy λ=218 nm okre�lono skład TAG próbek tłuszczu mleka (rys. 
2a). 
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Rys. 2. Chromatogramy HPLC-DAD TAG tłuszczu mleka pocz�tkowego dla niemowl�t (A.IF). 
Fig. 2. A HPLC-DAD chromatograms of TAG of fat in infant formulae (A.IF).  
Obja�nienia: / Explanatory notes: 

zapisany przy długo�ci fali 218 nm i szeroko�ci wi�zki spektralnej 5 nm; wi�zka odniesienia 
550 nm, szeroko�� wi�zki 10 nm / UV detection at 218 nm, bandwidth (BW) 5 nm; reference 
wavelenght at 550 nm, BW 10 nm. 
zapisany przy długo�ci fali 268 nm i szeroko�ci wi�zki spektralnej 5 nm; wi�zka odniesienia 
550 nm , szeroko�� wi�zki 10 nm / UV detection at 268 nm, BW 5 nm; reference wavelenght at 
550 nm, BW 10 nm. 

Symbole kwasów tłuszczowych: L – kwas linolowy, Ln – kwas linolenowy, O – kwas oleinowy, P – 
palmitynowy, S – stearynowy, M – mirystynowy, Lr – laurynowy. Kolejno�� liter nie oznacza 
kolejno�ci rozmieszczenia KT w poszczególnych pozycjach sn-1, sn-2 i sn-3 glicerolu. / 
Symbols of fatty acids: L – linoleic acid, Ln – linolenic acid, O – oleic acid, P – palmitic acid, S 
– stearic acid, M - myristic acid, Lr – lauric acid. The letter sequence does not represent 
stereospecific distribution of fatty acids in position sn-1, sn-2 and sn-3 of glicerols.  

 
Liczbowo stosunek absorbancji wyra�ano w procentach jako parametr K 

stanowi�cy stosunek sumy pól powierzchni pików TAG zarejestrowanych przy 268 nm 
do sumy pól powierzchni pików TAG zarejestrowanych przy 218 nm (1).  

[%],100
nm218przywanychzarejestroTAGpikówipowierzchnpólsuma
nm268przywanychzarejestroTAGpikówipowierzchnpólsuma

K ⋅=  (1) 
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Rys. 3. Warto�ci parametru K tłuszczu mleka pocz�tkowego IF, nast�pnego FF i tłuszczu mleka 

ludzkiego (P = 95%, ∆x = 5,87%). 
Fig. 3. ‘K’ parameter values of fats in infant formulae IF, follow-on formulae FF, and of the human 

milk fat (P = 95%, ∆x = 5,87%). 
 

Pomimo wyst�powania w mleku kobiecym naturalnych, fizjologicznych 
procesów oksydacji lipidów pod wpływem m.in. cyklooksygenazy i lipooksygenazy, w 
badanych próbkach tłuszczu mleka ludzkiego stwierdzono tylko �ladow� obecno�� 
TCFA. W przypadku mleka ludzkiego �rednia warto�� K tłuszczu wolnego wynosiła 
0,29% (zakres: od <0,05% do 1,40%), tłuszczu zwi�zanego 0,09% (zakres: od <0,05% 
do 0,59%), podczas gdy tłuszczu IF i FF od 4,43% (tłuszcz zwi�zany, B.IF) do 13,59% 
(tłuszcz wolny, A.IF), w zale�no�ci od producenta (rys. 3) 

Na podstawie przeprowadzonego testu t-Studenta obliczono, �e warto�ci 
parametru K tłuszczu wolnego statystycznie nie odbiegały od warto�ci K tłuszczu 
zwi�zanego. Wyst�powanie TCFA nie zale�y wi�c od formy w jakiej triacyloglicerole 
wyst�puj� w badanym mleku IF i FF.  

Spo�ród badanego mleka w proszku najni�sz� warto�� parametru K stwierdzono 
w tłuszczu mleka pocz�tkowego i nast�pnego producenta B. 	rednia wa�ona wynosiła 
odpowiednio 4,49 ± 0,27% i 6,22 ± 0,37%. Najwy�sz� �redni� wa�on� warto�� 
stosunku absorbancji K wykazywał tłuszcz mleka pocz�tkowego wytworzonego przez 
producenta A – 12,40 ± 0,73%.  

Pozostałe �rednie wa�one warto�ci parametru K wynosiły: produkt A.FF – 10,33 
± 0,61%; produkt C.IF – 6,47 ± 0,32%; produkt C.FF – 10,47 ± 0,65%; produkt D.IF – 
8,99 ± 0,52%; produkt E.IF – 9,19 ± 0,55; produkt E.FF – 10,74 ± 0,63. 
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W olejach ro�linnych w trakcie ich rafinacji powstaj� pewne ilo�ci KT 
zawieraj�cych układy dwóch i trzech sprz��onych wi�za� podwójnych. Głównym 
„�ródłem” TCFA jest etap bielenia oleju w temp. 175–225oC oraz odwaniania w temp. 
240–270oC. Niemniej zasadnicza ilo�� TCFA powstaje podczas produkcji IF i FF, 
m.in. w trakcie suszenia rozpyłowego produktu wzbogaconego w wysoko nienasycony 
olej sojowy i rzepakowy. Skutkiem bardzo rozwini�tej powierzchni i kontaktu z tlenem 
nast�puj� przyspieszone procesy oksydacji, które trwaj� równie� podczas 
przechowywania mleka modyfikowanego w du�ych opakowaniach zbiorczych, a� do 
momentu przepakowania gotowego produktu w atmosferze azotu w opakowania 
jednostkowe. Tym samym normowanie jako�ci oleju dodawanego do preparatów do 
�ywienia niemowl�t byłoby tylko pół�rodkiem niezapewniaj�cym jako�ci produktu 
ko�cowego. 

W przekonaniu autorów tolerancje zawarto�ci TCFA powinny dotyczy� 
gotowych produktów przeznaczonych dla niemowl�t i stanowi� kompromis pomi�dzy 
tym, co jest wymagane teoretycznie (brak), a tym co jest praktycznie osi�galne 
(warto�� K od 4,49 do 12,40%).  

Wnioski 

1. W tłuszczu mleka ludzkiego stwierdzono tylko �ladow� obecno�� TCFA. Na 9 
badanych próbek maksymalna �rednia wa�ona warto�� parametru K wynosiła 
0,60 ± 0,03%. 

2. Parametr K tłuszczu ogólnego mleka pocz�tkowego i mleka nast�pnego do 
�ywienia niemowl�t wynosił od 4,49 do 12,40 %, w zale�no�ci od producenta 
preparatu. 

3. Maj�c na uwadze szkodliwo�� produktów autooksydacji lipidów nale�ałoby 
uzupełni� normy jako�ciowe dotycz�ce mleka pocz�tkowego i mleka nast�pnego 
o tolerancje zawarto�ci tego typu substancji. 

4. Autorzy sugeruj� wprowadzenie limitu warto�ci stosunku absorbancji K tłuszczu 
mleka pocz�tkowego i nast�pnego dla niemowl�t na maksymalnie 6% dla sumy 
TAG tłuszczu ogólnego izolowanego metod� Roese’go-Gattlieba. Taki poziom 
stosunku absorbancji K stwierdzono w przypadku 22% analizowanych 
produktów.  
 

Praca wykonana w ramach PB 3 P06T 032 234 
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HEALTH IMPAIRING TRI-UNSATURATED FATTY ACIDS IN THE INFANT FORMULAS  
 

S u m m a r y 
 

Fatty acids containing a system of three conjugated double bonds in their structure (TCFA, i.e. 
trienoic conjugated fatty acids) are products of lipid oxidation and appear harmful to infant health; as 
such, they can be used as determinants to determine a degree of acid oxidation and its progress in the 
infant formula IF and FF (follow-on formula). The TCFA content was determined in a free and bonded 
acid contained in IF and FF, and expressed numerically as a ‘K’ parameter [%]. The ‘K’ parameter is a 
ratio between the absorbance of the system of three conjugated double bonds in fatty acids (the analytical 
wave length is 256 nm) and the absorbance characteristic for carbonyl groups of triacylglycerols (218 
nm). A reference sample was acid contained in the mature human milk. The maximum ‘K’ parameter 
value of human milk was 0.60 + 0.03% (N=9) whereas its range in the case of IF and FF studied was 
between 4.49 + 0.27% (minimum) and 12.40 + 0.73% (maximum) and depended on the manufacturer of 
IF and FF (there were 5 manufacturers who supplied 17 products in total). Discrepancies in the progress of 
lipid oxidation degree are to be attributed to the quality and quantity of plant oils added to the formulas, 
and to the manufacturing technology applied to produce IF and FF. Because of the harmfulness of lipid 
oxidation products, especially to infants and little children, it was suggested that the ‘K’ parameter of fat 
as contained in IF and FF should be limited to 6% at the most. From among all 17 studied samples, 22% 
met this requirement.  

 
Key words: human milk, infant formulae, follow-on formulae, lipid oxidation, conjugated trienoic double 
bonds, liquid chromatography � 
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SKŁAD KWASÓW TŁUSZCZOWYCH W CAŁODZIENNYCH 
POSIŁKACH DZIECI, UCZNIÓW I STUDENTÓW 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy okre�lono udział poszczególnych grup kwasów tłuszczowych w tłuszczu całodziennych 

posiłków dzieci (wiek 10–12 lat), uczniów (wiek 13–15 lat) i studentów (wiek 19–25 lat), w zale�no�ci od 
diety wiosennej i jesiennej. Badany materiał pobierano metod� podwójnej porcji, która polega na 
odkładaniu takiej samej, co skonsumowana porcji jedzenia i napojów.  

Wykazano, �e okres pobrania próbek nie był czynnikiem decyduj�cym o strukturze całodziennego 
spo�ycia tłuszczu. Zarówno w diecie wiosennej, jak i jesienej dominuj�cym w�ród kwasów nasyconych 
był kwas palmitynowy (�rednio 27,20 i 24,72 g/100 g tłuszczu), kwasów monoenowych – kwas oleinowy 
(37,80 i 41,72 g/100 g tłuszczu), natomiast kwasów polienowych – kwas linolowy (9,12 i 7,95 g/100 g 
tłuszczu). Udział kwasów nasyconych i monoenowych we wszystkich badanych całodziennych posiłkach 
był zbli�ony, przy czym wiosn� stosunek tych kwasów wynosił 1,1, natomiast jesieni� 0,9. Całodzienne 
spo�ycie polienowych kwasów tłuszczowych przez wszystkie obj�te badaniem grupy ludno�ci było 
niezadowalaj�ce. Stosunek kwasów polienowych do nasyconych w całodziennych posiłkach zarówno 
wiosennych, jak i jesiennych wynosił 0,2. Taka struktura spo�ycia kwasów tłuszczowych przez młodzie� 
mo�e przyczyni� si� do rozwoju w przyszło�ci chorób układu kr��enia. 

 
Słowa kluczowe: kwasy tłuszczowe, młodzie� szkolna, całodzienne spo�ycie, całodzienny posiłek. 
 

Wprowadzenie 

Badania nad wpływem tłuszczu, a w szczególno�ci jego składowych – kwasów 
tłuszczowych, na procesy przebiegaj�ce w organizmie wykazały, �e nie ilo��, ale jego 
jako�� ma decyduj�cy wpływ na rozwój chorób takich, jak: mia�d�yca, nadci�nienie 
t�tnicze krwi, zmiany nowotworowe. W Polsce umieralno�� z powodu tych chorób jest 
znacznie wy�sza od przeci�tnej europejskiej [3, 23, 24].  

Najsilniejsze działanie aterogenne wykazuj� tłuszcze zwierz�ce, bogate w kwasy 
nasycone. Istnieje �cisły zwi�zek mi�dzy poziomem kwasów nasyconych w racji 
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pokarmowej a poziomem cholesterolu we krwi i wyst�powaniem niedokrwiennej 
choroby serca [2, 11, 15]. 

Bardzo wa�ne stało si� stwierdzenie pozytywnego wpływu na organizm 
człowieka niezb�dnych nienasyconych kwasów tłuszczowych (NNKT) z rodziny n-6 
oraz n-3. NNKT z rodziny n-3 nawet przy niewielkich dawkach (około 1g/dzie�) 
działaj� pozytywnie na gospodark� lipidow�, hamuj� rozwój mia�d�ycy, powoduj� 
zmniejszenie skłonno�ci do zakrzepów, obni�aj� st��enie triacylogliceroli i 
cholesterolu LDL, a podwy�szaj� poziom HDL [1, 8, 13, 19, 21]. NNKT z rodziny n-6 
równie� zapobiegaj� rozwojowi mia�d�ycy, obni�aj� ci�nienie t�tnicze krwi, 
wspomagaj� leczenie otyło�ci i cukrzycy u osób dorosłych. Korzystny wpływ 
zwi�kszonego spo�ywania tych kwasów stwierdzono tak�e w profilaktyce choroby 
wrzodowej �oł�dka i dwunastnicy [6, 19].  

Skład kwasów tłuszczowych ró�nych produktów spo�ywczych jest przedmiotem 
zainteresowania wielu naukowców [4, 5, 16, 18]. Natomiast badania struktury spo�ycia 
tłuszczów przeprowadzane s� głównie na podstawie danych uzyskanych z wywiadu [3, 
9, 14, 15, 20], co wymaga wiarygodnych informacji o spo�yciu tłuszczu, jak i jego 
wyst�powaniu w spo�ywanych produktach. Jednym z najdokładniejszych sposobów 
oceny pobrania składników z po�ywieniem, polecanym przez WHO [22], jest metoda 
podwójnej porcji. Polega ona na odkładaniu takiej samej, co skonsumowana, porcji 
jedzenia i napojów. Jednak wysoki koszt tej metody oraz pracochłonno�� przy 
gromadzeniu racji cz�sto zniech�caj� do przeprowadzania tego typu bada�.  

Celem niniejszej pracy była ocena struktury spo�ycia tłuszczu w całodziennych 
posiłkach dzieci, uczniów i studentów oraz ustalenie, czy skład poszczególnych 
kwasów tłuszczowych zale�y od okresu �ywienia.  

Materiał i metody bada� 

Przedmiotem bada� były całodzienne posiłki pobierane w Olsztynie w 2000 roku, 
w miesi�cach maj/czerwiec oraz wrzesie�/ pa�dziernik, przez trzy kolejne dni 
tygodnia, od nast�puj�cych grup ludno�ci: dzieci w wieku 10–12 lat, zamieszkałych i 
�ywi�cych si� w olszty�skim domu dziecka, uczniów w wieku 13–15 lat, 
zamieszkałych i korzystaj�cych z całodziennego wy�ywienia w internacie przy liceum 
ogólnokształc�cym oraz studentów w wieku 19–25 lat, �ywi�cych si� w stołówce 
akademickiej oraz posiłkami przygotowanymi samodzielnie. Próbki gromadzono 
w ci�gu dnia do plastikowych pojemników, maj�cych atest do kontaktu z �ywno�ci�. 
Pobrane posiłki homogenizowano w melakserze (Zelmer typ 175,5), a pó�niej 
w homogenizatorze laboratoryjnym (Universal Laboratory AD typ MPW-309). 
Ogółem przebadano 54 całodzienne posiłki w trzech powtórzeniach. 

Tłuszcz z badanego materiału ekstrahowano za pomoc� mieszaniny eterowej (eter 
naftowy i etylowy), według metody Schmidta-Bondzy�skiego-Ratzlaffa [10, 12]. 

Do oznaczenia składu kwasów tłuszczowych przygotowano ekstrakty metylowe 
kwasów tłuszczowych według metody Peiskera [26]. Rozdziału estrów metylowych 
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kwasów tłuszczowych dokonywano przy u�yciu chromatografu gazowego Pye 
Unicam-4600 z detektorem płomieniowo-jonizacyjnym.  

Wyniki i dyskusja 

Zawarto�� kwasów tłuszczowych w tłuszczu wydzielonym z całodziennych 
posiłków badanych grup ludno�ci, pobieranych w ró�nych porach roku, przedstawiono 
w tab. 1 i 2.  
 

T a b e l a  1 
 
Skład kwasów tłuszczowych w tłuszczu całodziennych posiłków dzieci, uczniów i studentów, 
pobieranych w miesi�cach maj/czerwiec [g/100 g tłuszczu]. 
Fatty acid composition in fat from daily meals consumed by children, pupils and students in May/June 
[g/100 g fat]. 
 

Populacje / Populations 

Dzieci / Children Uczniowie / Pupils Studenci / Students 

warto�� �rednia zakres warto�� �rednia zakres warto�� �rednia zakres 

KT 
FA 

mean value range mean value range mean value range 

C12:0 2,06 0,98–2,87 1,88 1,12–2,80 1,51 0,66–3,00 

C14:0 6,83 4,09–9,26 6,44 4,48–9,01 4,54 2,85–7,76 

C14:1 1,20 0,69–1,69 1,14 0,73–1,60 0,70 0,40–1,33 

C15:0 0,87 0,46–1,22 0,81 0,49–1,11 0,46 0,16–0,85 

C16:0 26,82 22,50–30,03 26,14 20,38–31,40 28,63 25,62–36,43 

C16:1 3,17 2,63–3,63 3,06 2,33–3,54 2,95 1,51–4,95 

C17:0 0,66 0,36–0,81 0,66 0,53–0,77 0,46 0,35–0,63 

C17:1 0,39 0,25–0,44 0,41 0,35–0,47 0,31 0,18–0,48 

C18:0 9,96 9,20–10,82 9,34 7,52–10,67 10,20 6,65–13,54 

C18:1 36,45 30,97–45,11 38,28 31,46–43,43 38,66 30,45–45,96 

C18:2 8,87 7,64–9,74 8,87 8,70–11,92 9,63 8,15–13,81 

C18:3 1,29 0,76–1,66 1,80 0,78–3,61 0,91 0,38–1,54 

C20:0 0,52 0,38–0,75 0,41 0,31–0,56 0,40 0,27–0,56 

C20:1 0,91 0,53–2,64 0,76 0,51–0,99 0,64 0,41–0,95 

We wszystkich badanych całodziennych posiłkach dominuj�cym spo�ród kwasów 
nasyconych był kwas palmitynowy (16:0), w�ród kwasów monoenowych kwas 
oleinowy (18:1), natomiast spo�ród polienowych kwas linolowy (18:2). 

Najwi�ksz� zawarto�ci� kwasu palmitynowego, wynosz�c� �rednio 30,48 g/100 g 
(w zakresie od 23,70 do 34,42) cechowały si� całodzienne posiłki uczniów pobierane 
jesieni� (tab. 2). Natomiast wiosn� (tab. 1) koncentracja tego kwasu była ni�sza 
i wynosiła �rednio 26,14 g/100 g tłuszczu (w zakresie od 20,38 do 31,40). Wiosn� 
i jesieni� udział omawianego kwasu w pozostałych badanych grupach kształtował si� 
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na zbli�onych poziomach wynosz�cych �rednio: 26,82 i 22,60 g/100 g tłuszczu 
w przypadku dzieci oraz 28,63 i 21,07 g/100 g tłuszczu w przypadku studentów. Pora 
roku, z której pochodziły próbki nieznacznie tylko wpłyn�ła na ró�nice w st��eniach 
kwasu oleinowego.  
 

T a b e l a  2 
 
Skład kwasów tłuszczowych w tłuszczu całodziennych posiłków dzieci, uczniów i studentów, 
pobieranych w miesi�cach wrzesie�/pa�dziernik [g/100 g tłuszczu]. 
Fatty acid composition in fat from daily meals consumed by children, pupils and students in 
September/October [g/100 g fat]. 
 

Populacje / Populations 

Dzieci / Children Uczniowie / Pupils Studenci / Students 

warto�� �rednia zakres warto�� �rednia zakres warto�� �rednia zakres 

KT 
FA 

mean value range mean value range mean value range 

C12:0 1,63 0,50–2,30 2,27 1,81–3,00 1,22 0,09–5,73 

C14:0 5,53 2,30–7,34 7,87 5,79–9,80 2,89 1,07–6,00 

C14:1 0,94 0,30–1,44 1,39 1,19–1,80 0,46 0,14–0,83 

C15:0 0,67 0,17–0,90 1,00 0,63–1,21 0,63 0,40–2,00 

C16:0 22,60 15,30–29,11 30,48 23,70–34,42 21,07 15,30–26,52 

C16:1 2,48 1,61–3,00 2,31 2,51–3,54 2,63 1,70–3,61 

C17:0 0,64 0,31–0,93 0,72 0,50–1,00 0,44 0,20–0,83 

C17:1 0,52 0,15–1,00 0,39 0,16–0,70 0,34 0,16–0,52 

C18:0 9,84 5,60–11,31 11,84 9,60–13,80 9,33 7,23–11,50 

C18:1 40,03 36,60–47,60 36,99 31,34–40,12 48,15 41,60–59,44 

C18:2 11,52 7,90–17,30 2,82 0,18–9,40 9,51 5,61–13,00 

C18:3 2,00 0,11–4,80 0,50 0,01–2,70 1,72 0,22–4,21 

C20:0 0,62 0,40–0,81 0,49 0,37–0,71 0,56 0,30–0,81 

C20:1 0,98 0,74–1,30 0,93 0,60–1,25 1,05 0,80–1,40 

 
Wiosn� (tab. 1) i jesieni� (tab. 2) w całodziennych posiłkach wszystkich 

badanych grup odnotowano zbli�one wielko�ci tego kwasu wynosz�ce odpowiednio: 
37,80 g/100 g tłuszczu (w zakresie od 30,45 do 45,96) oraz 41,72 g/100 g tłuszczu (w 
zakresie od 31,34 do 59,44). 

Analizuj�c zawarto�� kwasu linolowego, najmniejsze jego st��enia wynosz�ce 
�rednio 2,82 g/100 g tłuszczu (w zakresie od 0,18 do 9,40) odnotowano w 
całodziennych posiłkach uczniów, pobieranych jesieni�. Warto�� ta była około 3-
krotnie ni�sza od udziału tego kwasu w posiłkach z wiosny (tab. 1) oraz około 4-
krotnie ni�sza od jego ilo�ci w jesiennych posiłkach dzieci i studentów (tab. 2). 
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Stosunek kwasów linolowego do linolenowego w posiłkach wiosennych i 
jesiennych dzieci, uczniów i studentów kształtował si� na poziomach wynosz�cych 
odpowiednio 6,9; 4,9 i 10,6 oraz 5,8; 5,6 i 5,5. W wi�kszo�ci przypadków by on 
nieprawidłowy. W literaturze podaje si�, �e stosunek kwasów z rodziny n-6 (18:2) do 
n-3 (18:3), w dietach dzieci i młodzie�y, powinien wynosi� od czterech do pi�ciu [24, 
25]. Podobnych spostrze�e� dostarcza przegl�d pracy dotycz�cej oceny struktury 
spo�ycia kwasów tłuszczowych przez dzieci i młodzie� w Stanach Zjednoczonych. 
Jonnalagadda i wsp. [7] stwierdzili, adekwatnie do prezentowanych bada�, �e 
najwi�kszy udział spo�ród kwasów nasyconych wnosi kwas palmitynowy, 
monoenowych – kwas oleinowy, natomiast polienowych – kwas linolowy.  

Udział poszczególnych grup kwasów tłuszczowych w tłuszczu analizowanych 
posiłków wiosennych i jesiennych przedstawiono odpowiednio na rys. 1 i 2.  
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Rys. 1. Udział nasyconych, monoenowych i polienowych kwasów tłuszczowych w tłuszczu 

całodziennych posiłków dzieci, uczniów i studentów pobieranych w miesi�cach maj/czerwiec, 
[%].  

Fig. 1. The percentage rates of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in the total 
fat quantity consumed by children, pupils and students with their daily meals collected in 
May/June, [%]. 

 
Wiosn� (rys. 1) zawarto�� kwasów nasyconych (�rednio 46,53%) i kwasów 

monoenowych (�rednio 43,01%), w przypadku wszystkich badanych grup ludno�ci, 
była zbli�ona. Stosunek kwasów monoenowych do nasyconych wynosił 0,9. 
Zdecydowanie ni�szy wynosz�cy �rednio 10,46% był udział kwasów polienowych. 
Stosunek kwasów polienowych do nasyconych wynosił 0,2. 
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Rys. 2. Udział nasyconych, monoenowych i polienowych kwasów tłuszczowych w tłuszczu 

całodziennych posiłków dzieci, uczniów i studentów pobieranych w miesi�cach 
wrzesie�/pa�dziernik, [%] 

Fig. 2. The percentage rates of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in the total 
fat quantity consumed by children, pupils and students with their daily meals collected in 
September/October, [%] 

 
Nisk� poda� polienowych kwasów tłuszczowych (rys. 2) odnotowano równie� 

jesieni�. 	redni udział tych kwasów wynosił 9,36%. Całodzienne posiłki spo�ywane 
jesieni� przez dzieci i studentów cechowały si� przewag� kwasów monoenowych 
(odpowiednio: 44,95 i 52,63%) nad nasyconymi (41,53 i 36,14%). Natomiast w 
przypadku uczniów stwierdzono niewielk� przewag� kwasów nasyconych (54,67%) 
nad monoenowymi (42,01%). Stosunek kwasów nasyconych do monoenowych 
wynosił �rednio 0,9, natomiast kwasów polienowych do nasyconych �rednio 0,2.  

Z przeprowadzonych bada� wynika, �e jako�� �ywieniowa spo�ywanego tłuszczu 
w aspekcie wzajemnych relacji mi�dzy kwasami nasyconymi, monoenowymi i 
polienowymi, była niezadowalaj�ca. W literaturze podaje si�, �e stosunek tych kwasów 
powinien wynosi� 1:1:1. Stwierdzon� w pracy niekorzystn� proporcj� kwasów 
polienowych do nasyconych nale�y wi�za� z czynnikami ekonomicznymi, zwłaszcza 
w przypadku wychowanków domu dziecka. Taka struktura spo�ycia kwasów 
tłuszczowych zwłaszcza przez młodzie� mo�e przyczyni� si� do rozwoju 
hipercholesterolemii i stanowi� ryzyko rozwoju chorób układu kr��enia w wieku 
pó�niejszym [20]. 

Wysokie spo�ycie nasyconych kwasów tłuszczowych, przy jednocze�nie niskiej 
poda�y kwasów polienowych, to podstawowy bł�d �ywieniowy, na który od lat 
zwracaj� uwag� �ywieniowcy w Polsce [3].  

Uzyskane w prezentowanych badaniach wyniki s� potwierdzeniem bada� 
przeprowadzonych przez innych autorów. Daniewski i wsp. [3], Ostrowska 
i Szewczy�ski [15], Przysławski [17], Rogalska-Nied�wied� i wsp. [20] w racjach 
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pokarmowych ró�nych grup ludno�ci, stwierdzili tak�e przewag� kwasów nasyconych 
i monoenowych nad polienowymi. 

Niniejsze badania wskazuj� na konieczno�� promowania zasad prawidłowego 
�ywienia w�ród dzieci i młodzie�y. W szczególno�ci nale�ałoby obj�� opiek� osoby 
pochodz�ce z rodzin dotkni�tych wyst�powaniem schorze� o podło�u mia�d�ycowym.  

Wnioski 

1. Niezale�nie od pory roku (wiosna/jesie�) oraz od obj�tej badaniem grupy, w 
całodziennych posiłkach dominuj�cym spo�ród kwasów nasyconych był kwas 
palmitynowy, w�ród kwasów monoenowych kwas oleinowy, natomiast spo�ród 
polienowych kwas linolowy. Stwierdzony nieprawidłowy stosunek kwasów z 
rodziny n-6 (18:2) do n-3 (18:3) mo�e przyczyni� si� do powstawania schorze� 
zdrowotnych. Konieczne jest wi�c wzbogacenie całodziennych posiłków dzieci i 
młodzie�y w ryby morskie, b�d�ce niemal jedynym �ródłem kwasów z rodziny n-
3, oraz zielone warzywa, które wpływaj� na ich wchłanianie. 

2. Zarówno w przypadku wychowanków domu dziecka, jak i dzieci �ywi�cych si� w 
internacie oraz studentów, struktura spo�ycia tłuszczu budzi zastrze�enia ze 
wzgl�du na niezadowalaj�cy stosunek kwasów polienowych do nasyconych. 
Celowe jest wi�c rozszerzenie bada� na wi�ksz� populacj� i podj�cie programów 
prewencyjnych.  
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THE COMPOSITION OF FATTY ACIDS IN DAILY MEALS EATEN BY CHILDREN, PUPILS 
AND STUDENTS  

 
S u m m a r y 

 
In this study, we determined levels of individual fatty acid groups in season-dependent daily meals as 

eaten by children (10–12 years of age), teenagers (13–15 years of age), and students (19–25 years of age). 
The experiment was carried out in spring and autumn. Samples for analyses were collected using a double 
meal portion method, i.e. each meal consisting of food and drink was divided in two exactly the same 
portions: one to be eaten by children, and the second portion was taken for analysis. 
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It was proved that the year season, when portions were collected, was not a factor deciding on the 
structure of daily fat consumption. Both in spring and autumn, the palmitic acid was dominant if 
compared to other saturated acids (its mean value was 27.20 and 27.20 g per 100g of fat), among the 
monounsaturated acids - the oleic acid (its mean value was 37.80 and 41.72 g per 100 g of fat), and among 
the polyunsaturated acids – the linoleic acid (9.12 and 7.95 g per 100 g of fat). Levels of saturated and 
monounsaturated acids in all the daily meals examined were comparable, although their ratio was 
respectively: 1.1 in spring, and 0.9 in autumn. The daily consumption level of polyunsaturated fatty acids 
as eaten by all the children polled was not satisfactory. A proportion of polyunsaturated to saturated acids 
in daily meals, both in the spring and autumn period, was 0.2. This type of a fatty acids consumption 
structure may affect the development of cardiovascular system diseases in the future. 

 
Key words: fatty acids, adolescents, daily consumption, daily meal � 
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WPŁYW WZBOGACENIA DROŻDŻY PIWOWARSKICH W MAGNEZ 
NA ICH AKTYWNOŚĆ FERMENTACYJNĄ 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy było określenie wpływu dodatku magnezu w postaci soli MgCl2·6H2O do podłoży ho-

dowlanych, na wzrost inoculum i właściwości fermentacyjne drożdży piwowarskich Saccharomyces 
cerevisiae, szczep nr 1 pochodzący z kolekcji własnej. Do hodowli inoculum zastosowano dwa podłoża: 
YPG jako kontrolne i brzeczkę słodową, które wzbogacono w 1,25 g Mg/dm3. Hodowle prowadzono 
metodami: a) stacjonarną - 48 h b) z napowietrzaniem przez 24 i 48 h; c) z napowietrzaniem przez 24 h 
i następnie 24 h bez napowietrzania; w temp. 28oC i pH 5,0 (YPG) oraz 5,5 (brzeczka). 

Jak wykazano we wcześniejszych badaniach, metodą stacjonarną uzyskiwano bardzo dobre wyniki 
wiązania magnezu przez komórki, przy jednoczesnym niskim przyroście biomasy drożdży. Stwierdzono, 
że niezależnie od rodzaju podłoża, wzbogacenie w magnez stymulowało wzrost i produkcję biomasy 
drożdży, przy czym plon biomasy był wyższy na podłożu YPG w porównaniu z brzeczką. Ponadto ma-
gnez był lepiej wiązany przez komórki w hodowli inoculum na podłożu YPG. Użycie do fermentacji 
inoculum hodowlanego na brzeczce pozwoliło na uzyskanie wyższego odfermentowania, przy czym 
wzbogacenie w magnez nie miało istotnego znaczenia. 

 
Słowa kluczowe: drożdże piwowarskie, fermentacja piwowarska, wzbogacanie drożdży. 

 

Wprowadzenie 

Wzrost drożdży Saccharomyces cerevisiae, ich podziały oraz wielkość komórek 
w dużym stopniu są uzależnione od warunków hodowli oraz składu chemicznego pod-
łoża. Jednym z ważniejszych składników podłoża wpływającym w istotny sposób na 
morfologię i fizjologię drożdży jest magnez [5, 13, 19]. Pierwiastek ten jest wewnątrz-
komórkowym aktywatorem około 300 enzymów [10, 14]. Warunkuje przebieg pod-
stawowych procesów życiowych.  

W katabolizmie glukozy (glikolizie) do pirogronianu magnez jest niezbędny do 
aktywacji enzymów takich, jak: heksokinaza, fosfofruktokinaza, kinaza fosfoglicery-
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nianowa, hydrataza fosfopirogronianowa i kinaza pirogronianowa [13]. Dalszy meta-
bolizm pirogronianu, zarówno tlenowy przy udziale dehydrogenazy, jak i beztlenowy 
przy udziale dekarboksylazy wymaga również obecności magnezu [17]. 

Szlak beztlenowy prowadzi do fermentacji glukozy przez dekarboksylację piro-
gronianu i redukcję powstałego aldehydu octowego do etanolu. Szlak tlenowy prowa-
dzi do spalenia glukozy [16]. Magnez, obok tlenu, odgrywa zasadniczą rolę w tym, 
który z tych kierunków będzie dominował. 

Kluczowe enzymy metabolizmu pirogronianu: dekarboksylaza pirogronianowa 
i dehydrogenaza pirogronianowa wykazują różne powinowactwo do wewnątrzkomórko-
wych wolnych jonów magnezu [13, 17]. Dehydrogenaza pirogronianowa wykazuje więk-
sze powinowactwo do jonów Mg2+, dlatego proces oddychania zachodzi już przy bardzo 
niskim ich stężeniu. Natomiast dekarboksylaza pirogronianowa wykazuje znacznie 
mniejsze powinowactwo do jonów Mg2+, dlatego reakcja przez nią katalizowana wymaga 
obecności wyższego stężenia jonów magnezu. Enzymy biorące udział w fermentacji 
wykazują większą zależność od stężenia jonów Mg2+ niż enzymy oddechowe [17]. Zwa-
żywszy na to, proces fermentacji nie zdominuje kierunku metabolizmu pirogronianu 
poniżej ustalonego poziomu wolnych jonów magnezu w komórce. Stąd ważne jest, aby w 
trakcie hodowli zwiększać poziom magnezu w celu zainicjowania procesu fermentacji i 
zapewnienia prawidłowego jego przebiegu. Im większe jest stężenie jonów Mg2+ w ko-
mórce, tym większa wydajność etanolu w fermentacji [3]. Propagacja drożdży w warun-
kach zwiększonego poziomu jonów magnezu wzmaga wzrost drożdży i kinetykę fermen-
tacji [6, 10, 18, 19]. Niedobór magnezu powoduje spadek aktywności fermentacyjnej i 
tempa wzrostu drożdży, szczególnie w przypadku fermentacji stężonych brzeczek ze 
względu na wysokie ciśnienie osmotyczne [4, 6, 9, 12]. 

Korzystny wpływ magnezu na efektywność fermentacyjną występuje również 
przy otrzymywaniu piwa górnej fermentacji, która przebiega w wyższej temperaturze 
[15, 17].  

W niniejszej pracy założono określenie wpływu magnezu związanego przez ko-
mórki drożdży piwowarskich na przebieg i efektywność fermentacji brzeczki. Na pod-
stawie wyników wcześniejszych badań [7] jako źródło jonów magnezu wykorzystano 
MgCl2

.6H2O. 

Materiał i metody badań 

Badania przeprowadzono z udziałem szczepu drożdży piwowarskich Saccha-
romyces cerevisiae nr 1 pochodzącym z Kolekcji Czystych Kultur Zakładu Biotech-
nologii i Mikrobiologii Żywności SGGW. Czystą kulturę przechowywano na skosach 
brzeczkowo-agarowych (8oBlg) w temp. 4oC i co 3–4 tygodnie przeszczepiano na 
świeże skosy. 
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Podłoża mikrobiologiczne 

Jako podłoża kontrolne do hodowli drożdży zastosowano płynne podłoże YPD 
[1] oraz brzeczkę słodową pochodzącą z Browarów Warszawskich „Królewskich” 
S.A., która również, w postaci skosów służyła do przechowywania szczepów. 

Jako podłoża doświadczalne zastosowano: 
 podłoże płynne YPD wzbogacone w jony magnezu pochodzące z soli 

MgCl2·6H2O w dawce 1,25 g Mg/dm3 podłoża,  
 brzeczkę słodową wzbogaconą w jony magnezu, jw. , 
 brzeczkę chmieloną pochodzącą z Browarów Warszawskich „Królewskich” S.A. 

o zawartości ekstraktu 12%. 
Podłoża kontrolne bez dodatku magnezu i podłoża wzbogacone w magnez szcze-

piono drożdżami wykonując zmyw ze skosu. Hodowlę inoculum prowadzono w temp. 
28oC następującymi metodami: 
a) stacjonarną – w kolbkach stożkowych o poj. 250 cm3, zawierających 80 cm3 pod-

łoża, czas hodowli 48 h. Hodowlę prowadzono równolegle na podłożu kontrol-
nym i podłożu wzbogaconym w magnez; 

b) z napowietrzaniem w kolbach okrągłych z płaskim dnem o poj. 500 cm3, zawiera-
jących 80 cm3 podłoża, czas hodowli 24 i 48 h, kolby umieszczano w wytrząsarce 
rotacyjnej (200 obr./min). Hodowlę prowadzono równolegle na podłożu kontrol-
nym i podłożu wzbogaconym w magnez przed rozpoczęciem hodowli; 

c) z napowietrzaniem/stacjonarną („mieszana”) w kolbach okrągłych z płaskim 
dnem o poj. 500 cm3, zawierających 80 cm3 podłoża. Przez pierwsze 24 h kolby 
były umieszczone w wytrząsarce rotacyjnej (200 obr./min), a przez kolejne 24 h 
hodowlę prowadzono w warunkach stacjonarnych. Hodowlę prowadzono na pod-
łożu kontrolnym i podłożu wzbogaconym w magnez – stosując dodatek magnezu 
przed rozpoczęciem hodowli i w 24. h hodowli w wytrząsarce, dalsze 24 h pro-
wadzono hodowlę stacjonarną. 
Proces fermentacji prowadzono w temp. 8,5oC na słodowej brzeczce chmielonej 

o zawartości ekstraktu 12%, którą zaszczepiano drożdżami w ilości 0,5% inoculum 
w stosunku do objętości brzeczki. Fermentację prowadzono w 2 wariantach przez 8 
dni, w kolbach okrągłych z płaskim dnem o poj. 500 cm3, zawierających 300 cm3 
brzeczki: 
wariant 1: inoculum hodowane na podłożu YPD bez i z dodatkiem magnezu, 
wariant 2: inoculum hodowane na brzeczce słodowej, bez i z dodatkiem magnezu. 

W odstępach 24-godzinnych dokonywano kontroli spadku ekstraktu przy użyciu 
areometru Ballinga oraz oceniano przebieg fermentacji po zmianach występujących na 
powierzchni (pojawienie się kręgów). Zawartość biomasy komórkowej w inoculum 
określano w momencie zakończenia hodowli. Biomasę otrzymaną z odwirowania 8 
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cm3 każdej dobrze wymieszanej hodowli ważono, a następnie suszono w temp. 60oC 
przez 2 h i w temp. 105oC do ustalenia stałej masy [11]. Zawartość magnezu w dwu-
krotnie przemytej biomasie komórkowej drożdży i podłożach oznaczano metodą ato-
mowej spektrometrii absorpcyjnej ASA [2]. Oznaczanie ekstraktu pozornego dokony-
wano areometrem Ballinga [8]. Oznaczanie zawartości alkoholu, ekstraktu rzeczywi-
stego i ekstraktu brzeczki podstawowej wykonywano piknometrycznie wg PN [12], 
pobierając do oznaczenia 100 g odgazowanej próby. 

Analizę statystyczną uzyskanych wyników przeprowadzono za pomocą programu 
Statgraphics Plus 4.0. Istotność różnic między wartościami średnimi określano metodą 
wieloczynnikowej analizy wariancji przy α=0,05, a NIR obliczano testem Tukey’a 
(jako HSD). 

Wyniki prezentowane w pracy są średnią z trzech serii badań, przy czym każde 
jednostkowe doświadczenie (np. hodowla próby kontrolnej) wykonano w trzech rów-
noległych powtórzeniach. Ta sama liczebność dotyczy oznaczeń fizykochemicznych.  

Wyniki i dyskusja 

Przeprowadzone badania są kontynuacją prac wykonanych w Zakładzie Biotech-
nologii i Mikrobiologii Żywności [m.in. 7] dotyczących wiązania biopierwiastków 
przez drożdże.  

Pierwszy etap pracy stanowiły badania nad wiązaniem magnezu przez użyty do 
hodowli inoculum szczep drożdży piwowarskich Saccharomyces cerevisiae nr 1. 
Oznaczona na wstępie zawartość magnezu w podłożach niewzbogaconych wynosiła: w 
podłożu YPG – 0,024 g Mg/dm3 (ok. 2% zastosowanej dawki magnezu), a w brzeczce 
słodowej 0,061 g Mg/dm3 (ok. 5% dawki magnezu). Zawartość magnezu w drożdżach 
hodowanych różnymi metodami na podłożu YPD i brzeczce, przedstawiono na rys. 1.  

Stwierdzono, że na podłożach kontrolnych w hodowlach z napowietrzaniem na-
stępował wyraźny spadek ilości magnezu w biomasie drożdży między 24. a 48. h ho-
dowli. Należy zaznaczyć, że magnezu było zdecydowanie więcej w hodowlach kon-
trolnych na brzeczce. 

Wyniki dotyczące plonu biomasy jako średnie przedstawiono na rys. 2. Plon bio-
masy w inoculum kontrolnym hodowanym na podłożu YPD metodą stacjonarną był 
niższy w porównaniu z wynikami uzyskanymi w analogicznych warunkach na brzecz-
ce i to zarówno w próbach kontrolnych, jak i z dodatkiem magnezu. Największy plon 
biomasy uzyskano na podłożu YPD z magnezem po 48 h hodowli z napowietrzaniem. 
W hodowli bez magnezu (kontrolnej) plon biomasy w analogicznych warunkach był o 
ok. 10% mniejszy, ale była to różnica statystycznie nieistotna.  
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Rys. 1. Zawartość magnezu w biomasie komórkowej inoculum drożdży piwowarskich Saccharomyces 

cerevisiae hodowanych na podłożu YPD i brzeczce słodowej w zależności od metody i czasu 
hodowli. 

Fig. 1. The content of magnesium in the biomass of the of brewer’s yeast culture type inoculum grown 
on an YPG medium and on a brewer’s wort depending on the method and time of growing the 
culture. 

 
W doświadczeniach, gdzie przez pierwsze 24 h hodowla była napowietrzana, a 

kolejne 24 h prowadzono ją metodą stacjonarną (wariant c) plon biomasy na podłożu 
YPD był zdecydowanie wyższy w porównaniu z plonem biomasy uzyskanym na 
brzeczce. Największe i statystycznie istotne różnice uzyskiwano w hodowlach z napo-
wietrzaniem po 24 h (25% więcej biomasy w porównaniu z hodowlą na brzeczce) i po 
48 h (40% więcej).  

Stwierdzono, że na podłożach kontrolnych w hodowlach z napowietrzaniem na-
stępował wyraźny spadek ilości magnezu w biomasie drożdży między 24. a 48. h ho-
dowli. Należy zaznaczyć, że zdecydowanie więcej magnezu było w hodowlach kon-
trolnych na brzeczce (rys. 1). 

Biomasa drożdży hodowanych na podłożach wzbogaconych w magnez zawierała 
więcej tego pierwiastka w stosunku do prób kontrolnych, przy czym jego ilość 
w biomasie hodowanej na podłożu YPD była większa od analogicznych prób kontrol-
nych o 94% po 24 h hodowli i 266% (3,6 razy więcej) po 48 h hodowli. Wzrost zawar-
tości magnezu w biomasie hodowanej na brzeczce wzbogaconej był znacznie mniejszy, 
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ale również wyraźny – analogicznie 15 i 84% w stosunku do próby kontrolnej (hodow-
la z napowietrzaniem przez 48 h, przy czym magnez dodawany był po 24 h hodowli 
(wersja c). 
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Rys. 2. Wpływ dodatku magnezu na plon biomasy drożdży piwowarskich Saccharomyces cerevisiae 

w hodowli inoculum na podłożu YPD i brzeczce słodowej w zależności od metody i czasu ho-
dowli. 

Fig. 2. Effect of magnesium added on the biomass yield of the brewer’s yeast Saccharomyces cere-
visiae in the culture type inoculum grown on an YPD medium and on a brewer’s wort depending 
on the method and time of growing the culture. 

 
W hodowlach „mieszanych” zawartość magnezu w biomasie drożdży była po-

dobna bez względu na rodzaj podłoża, a różnice okazały się statystycznie nieistotne. 
W hodowlach inoculum metodami z napowietrzaniem na podłożu YPD kontrol-

nym i z dodatkiem magnezu zaobserwowano wyższy plon biomasy w porównaniu z 
analogicznymi hodowlami na brzeczce. Największe różnice występowały w hodow-
lach inoculum z napowietrzaniem po 24 i 48 h odpowiednio 25 i 40% więcej w porów-
naniu z analogicznymi hodowlami na brzeczce. 

W drugim etapie pracy zbadano wpływ dodatku soli magnezu do podłoża hodow-
lanego, rodzaju podłoża hodowlanego i metody prowadzenia hodowli inoculum na 
przebieg i efektywność fermentacji. Zastosowano dwa warianty fermentacji, w których 
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zróżnicowano podstawowe podłoże hodowlane przy zachowaniu tych samych warun-
ków prowadzenia hodowli (czas, temp., napowietrzanie i dodatek magnezu).  

Analiza wyników (rys. 3) wskazuje, że dynamika fermentacji, wyrażona spad-
kiem ekstraktu pozornego, zależała przede wszystkim od podłoża, na którym hodowa-
no inoculum i od napowietrzania. Wydaje się, że wzbogacenie inoculum w magnez nie 
miało praktycznego znaczenia.  
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Rys. 3. Porównanie pozornego i rzeczywistego stopnia odfermentowania w 2 wariantach fermentacji 

brzeczki, w zależności od metody hodowli inoculum. 
Fig. 3. A comparison of the apparent and real attenuation degree in two variants of hopped wort fer-

mentation depending on the method of growing an inoculum culture. 

 
W nastawach szczepionych inoculum hodowanym na brzeczce fermentacja za-

czynała się o dobę wcześniej, przy czym użycie 48-godzinnego inoculum hodowanego 
na brzeczce z napowietrzaniem (tab. 1, poz. 5 i 6) umożliwiło uzyskanie najlepszej 
dynamiki fermentacji, wyrażającej się największym spadkiem ekstraktu pozornego. 
Odfermentowanie było o ok. 21% większe przy użyciu inoculum „brzeczkowego” 
(wariant 2) w porównaniu z wynikami uzyskanymi przy użyciu inoculum „YPD” (wa-
riant 1). W tym przypadku wzbogacanie drożdży w magnez nie miało praktycznie zna-
czenia, gdyż odfermentowanie było wyższe tylko o ok. 5%. 
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Skrócenie czasu zafermentowania i lepsza dynamika fermentacji przy zastosowa-
niu inoculum hodowlanego na brzeczce wynika najprawdopodobniej ze skrócenia lag 
fazy i lepszego przystosowania drożdży do tego podłoża. Drożdże hodowane na podło-
żu YPD miały wydłużoną lag fazę i mimo, że plon biomasy był większy na tym podło-
żu (rys. 2) to proces fermentacji przebiegał wolniej, a zawartość ekstraktu pozornego 
po 8 dobach była średnio o 15% wyższa w porównaniu z inoculum hodowanym na 
brzeczce. 

Zarówno pozorny, jak i rzeczywisty stopień odfermentowania nastawów był dość 
niski, przy czym odfermentowanie nastawów szczepionych inoculum hodowanym na 
podłożu YPD (tab. 2) było znacznie słabsze (średnio o 15%) w porównaniu 
z odfermentowaniem nastawów szczepionych inoculum hodowanym na brzeczce 
(tab. 3). Wzbogacenie inoculum w magnez nie miało tu praktycznie znaczenia, chociaż 
zastosowanie inoculum wzbogaconego w magnez spowodowało wyższe odfermento-
wanie, ale różnica ta była statystycznie nieistotna (rys. 3). Jedynie nastaw szczepiony 
48-godzinnym inoculum hodowanym na brzeczce wykazał odfermentowanie rzeczywi-
ste równe średnio 48%, czyli dolną granicę odfermentowania piw jasnych (tab. 3, poz. 
3). 

Wnioski 

1. Niezależnie od zastosowanego podłoża hodowlanego – YPD czy brzeczki słodo-
wej – dodatek magnezu w ilości 1,25 g Mg/dm3 w postaci MgCl2·6 H2O nie ha-
mował wzrostu drożdży przy czym plon biomasy był wyższy na podłożu YPD. 

2. Biomasa drożdży hodowanych na podłożu YPD zawierała więcej magnezu 
w porównaniu z biomasa hodowaną na brzeczce w tych samych warunkach. 

3. Szczepienie nastawów inoculum hodowanym na brzeczce pozwoliło na szybsze 
(o dobę) i większe odfermentowanie (średnio o 15%) w porównaniu z wynikami 
uzyskanymi przy stosowaniu inoculum hodowanym na podłożu YPD. 

4. Wzbogacanie drożdży w magnez nie miało praktycznie wpływu na przebieg fer-
mentacji i jej dynamikę. Jedynie w przypadku hodowli inoculum przez 48 h, na 
podłożu wzbogaconym w magnez, uzyskano nieznacznie większy stopień odfer-
mentowania (o ok. 5%) bez względu na rodzaj podłoża hodowlanego.  
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THE EFFECT OF ENRICHING BREWER’S YEAST WITH MAGNESIUM ON ITS 
FERMENTATION ACTIVITY 

 
S u m m a r y 

 
The objective of this study was to investigate an effect of magnesium (MgCl2·6H2O) added to the cul-

ture medium on the growth of inoculum and the fermentation properties of brewer’s yeast Saccharomyces 
cerevisiae, strain No 1 (originating from the authors’ own collection).  

Two culture media were used to grow inoculum: YPG, which was a control medium, and a brewer’s 
wort. The two media were enriched with magnesium by adding 1.25 g Mg/dm3 to them.  



WPŁYW WZBOGACENIA DROŻDŻY PIWOWARSKICH W MAGNEZ NA ICH AKTYWNOŚĆ... 139 

The yeast cultures were developed using the following methods: a) a stationary method - 48 hrs; b) a 
method with the aeration during a period of 24 hrs and 48 hrs; c) a method with the aeration during the 24 
hrs, the next 24 hr period without aeration; at 280C, and with a pH value equaling 5,0 in the case of the 
YPG, and 5.5 in the case of the wort. 

According to what has already been proved in previous experiments, the rate of magnesium being ab-
sorbed by cells was very high, and, at the same time, the biomass yield of yeast was low. It was stated that 
regardless of the type of medium, the enrichment with magnesium stimulated the growth and biomass of 
the yeast; the biomass yield was higher on the YPG medium than on the brewer’s wort. Furthermore, the 
magnesium was better absorbed by cells in the YPG medium. When inoculum grown on the brewery wort 
was used, the level of the brewery fermentation was higher, although the increase in the content of magne-
sium in the yeast was of no significant effect.  

 
Key words: brewer’s yeasts, brewery fermentation, enrichment of yeast.  
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