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MAGDA FILIPCZAK-FIUTAK, MONIKA WSZOLEK

ANALIZA SKEADU CHEMICZNEGO ORAZ JAKOSCI
MIKROBIOLOGICZNEJ I MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA
MLEKA OSLEGO

Streszczenie

Wprowadzenie. Celem pracy byto porownanie sktadu chemicznego, wlasciwosci fizyko-chemicznych
oraz jakosci mikrobiologicznej mleka trzech gatunkéw zwierzat. Material badawczy stanowilo surowe
mleko: krowie, kozie i o$le. Analizowano podstawowy sktad chemiczny (zawarto$¢ biatka ogotem, kazei-
ny, biatek serwatkowych, tluszczu, laktozy, suchej masy, popiotu). Ponadto oznaczono profil kwasow
thuszczowych oraz zawarto$¢ pierwiastkow mineralnych, a takze jako$¢ mikrobiologiczng kazdego rodzaju
mleka.

Wiyniki i wnioski. Mleko osle charakteryzowato si¢ najwicksza zawartoscia laktozy (7,30 %), niska
koncentracja biatka ogotem (1,63 %) - przy duzym udziale bialek serwatkowych (0,56 %) oraz najmniej-
sza sposrod badanych gatunkéw mleka zawartoscia ttuszczu (0,38 %) — przy najwigkszym udziale kwasow
linolowego (6,95 %) i linolenowego (9,38 %). Stwierdzono istotne roznice jakosci mikrobiologicznej
mleka o$lego, oznaczajgc najmniejsza ogélng liczbe drobnoustrojow (3,53 log jtk/cm?®), bakterii psychro-
trofowych (2,26 log jtk/cm’) oraz bakterii z grupy coli (1,97 log jtk/cm®).Uzyskane w ramach niniejszej
pracy wyniki pozwalaja stwierdzi¢ istotne réznice pomigdzy mlekiem oslim, a mlekiem krowim i kozim.
Ponadto mleko osle moze stanowi¢ alternatywe dla dzieci cierpiacych z powodu alergii na biatko mleka
krowiego, jak rowniez by¢ surowcem do produkcji nowych rodzajéw napojoéw fermentowanych.

Stowa Kkluczowe: mleko osle, sktad podstawowy, jakos¢ mikrobiologiczna, zwiazki mineralne, alergia,
biatko mleka krowiego, CMPA o

Wprowadzenie

Mimo wielu przeciwnikow spozywania mleka i produktow otrzymywanych na je-
go bazie oraz dzigki rownie licznym jego zwolennikom branza mleczarska cieszy si¢
wcigz duzym zainteresowaniem. Konsumenci wybierajg nie tylko dobrze znane mleko

Dr inz. M. Filipczak-Fiutak, ORCID: 0000-0001-5355-8022, dr hab. inz. M. Wszolek, ORCID. 0000-
0002-0590-280X, Katedra Przetworstwa Produktow Zwierzecych, Wydziat Technologii Zywnosci, Uni-
wersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakow, Kontakt: magda.filipczak-
fiutak@urk.edu.pl
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krowie, czy tez mleko kozie, ale rowniez bardziej niszowe gatunki mleka — jak osle.
W wielu pracach badawczych analizowano szczegolne wiasciwosci mleka koziego
oraz fakt braku reakcji alergicznych po jego spozyciu [4, 44, 48]. Jednak publikacje te
nie potwierdzity wlasciwosci antyalergicznych przypisywanych mleku tego gatunku,
w przeciwienstwie do mleka oslego [6, 15, 39]. Alergie oraz nietolerancje pokarmowe
u dzieci jak i1 dorostych stawiajg wyzwania przed naukowcami, a takze producentami
zywnosci. Stosunkowo nowym odkryciem w dziedzinie zywnosci jest fakt, ze profil
biatkowy mleka os$lego i mleka kobiecego cechuje duze podobienstwo [10]. To podo-
bienstwo czyni mleko o$le cennym surowcem, ktoérego baza stopniowo rozwija si¢
takze na terenie naszego kraju.

W zwiazku z powyzszym pordwnanie cech jakosciowych mleka trzech gatunkow
ssakow oraz zglebienie wiedzy dotyczacej mleka oslego pozyskiwanego w Polsce jest
uzasadnieniem celu badan w niniejszej pracy.

Material i metody

Materiat badawczy stanowilo surowe mleko zbiorcze trzech gatunkoéw ssakow:
krowie, kozie oraz o$le. Mleko krowie od krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej pozyskano
z gospodarstwa w Dziekanowicach koto Krakowa; kozie od koz rasy alpejska i biala
uszlachetniona pochodzito z gospodarstwa mieszczacego si¢ w Wtodowicach, woje-
wodztwo Slaskie. Osle mleko (klacze rasy Asinus domesticus) pochodzito z prywatne-
g0 gospodarstwa agroturystycznego z okolic Krakowa.

Kwasowo$¢ czynng zmierzono przy uzyciu pH-metru cyfrowego CP-215 oraz
elektrody zespolonej AS Ag-Pt Elektron (Polska). Oznaczenie kwasowo$ci miarecz-
kowej wykonano metoda miareczkowania 0,25 M roztworem NaOH wobec fenolofta-
leiny [2].Sucha mase oznaczono suszac probki do statej masy w temp. 105 °C. Zawar-
to$¢ thuszczu oznaczono metoda Gerbera, zwartos¢ laktozy — metoda Bertranda [30].
Substancje azotowe ogdtem oznaczono metoda Kjeldahla przy uzyciu aparatu typu 322
firmy Biichi (Szwajcaria). Oznaczenia zawartosci kazeiny wykonano wykorzystujac
metode Aschaffenburga i Drewry’ego [29, 50]. Zawartos¢ substancji mineralnych
oznaczono po termicznej mineralizacji probki w temperaturze 500 °C w piecu muflo-
wym [2].

Jakos¢ mikrobiologiczng probek mleka oznaczono metoda plytkowa z wykorzy-
staniem pozywek mikrobiologicznych firmy Biocorp, posiewy przeprowadzono zgod-
nie z ogdlnymi wymaganiami dotyczacymi analiz mikrobiologicznych [36]. We
wszystkich trzech gatunkach mleka oznaczano og6lng liczbe bakterii tlenowych oraz
obecno$¢ bakterii psychrotrofowych [31, 32]. Zanieczyszczenie bakteriami z rodziny
Enterobacteriaceaena podtozu Lauryl Sulfate Broth [37], drozdze i ple$nie oznaczono,
wykorzystujac selektywng pozywke z chloramfenikolem [33], natomiast oznaczenie
liczby paciorkowcow mezofilnych wykonano na podtozu M17 o pH 7,15.
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Oznaczenie zawarto$ci sktadnikow mineralnych wykonano metodg atomowe;j
spektrometrii absorpcyjnej z atomizacjg w ptomieniu FAAS (Spektrometer AA240FS,
Agilent, USA) wg odpowiednich norm [34, 35], po uprzedniej mineralizacji ,,na mo-
kro” metodg ci$nieniowg w piecu mikrofalowym MarsXpress (Mineralizator
MarsXPress, CEM, USA).

Analiza sktadu kwasow tluszczowych poprzedzona byta ekstrakcjg. Do analizy
pobierano 1 g badanej probki i ekstrahowano w 5 cm’ mieszaniny chloroform/metanol
w stosunku 2 : 1. Probke z rozpuszczalnikami poddano wytrzgsaniu na vortexie, na-
stepnie dodano 1 cm® wody i po powtérnym wytrzasaniu wirowano przy 7 tys. obr/min
przez 5 minut. Do dalszej analizy pobrano dolng warstwe chloroformows, ktéra sgczo-
no przez bezwodny siarczan sodowy. W strumieniu azotu odparowano rozpuszczalnik
(50 °C). Do transestryfikacji pobrano 4 krople ttuszczu, rozpuszczono w 5 cm’ heksanu
i dodano 0,3 cm® 2 M roztworu KOH w metanolu. Cato$é wytrzasano, a nastepnie za-
kwaszono wodorosiarczanem sodu. Do analizy chromatograficznej uzyto 0,25 cm’
roztworu rozcienczonego pigciokrotnie. Rozdziat kwasow tluszczowych wykonano
z wykorzystaniem chromatografu gazowego (Trace 1300, ThermoScientific, USA)
(gaz no$ny — hel, 40 psi) w kolumnie BPX 70 (60 m x 0,22 mm), grubo$¢ fazy
0,25 pum. Analizy wykonano w programie temperatury: 140 °C (1 min) — 1,5 °C/min —
210 °C (5min). Temperatura dozownika wynosita 220 °C, a detektora — 240 °C, dozo-
wanie dzielnikowe 100 : 1. Gazem no$nym byt hel (40 psi).

Badania prowadzono w trzech seriach, kazdorazowo wykonujac analizy w trzech
powtorzeniach. Otrzymane wyniki zestawiono i opracowano przy pomocy programu
komputerowego Statistica 12.0 z uwzglednieniem $rednich arytmetycznych i odchylen
standardowych migdzy badanymi parametrami. W celu scharakteryzowania wlasciwo-
$ci mleka oslego w porownaniu do mleka koziego i krowiego przeprowadzono jedno-
czynnikowg analiz¢ wariancji ich wskaznikow jakosciowych. Ponadto istotnos¢ réznic
pomiedzy badanymi parametrami okreslono testem Tukeya przy p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Stwierdzono istotne réznice sktadu podstawowego oraz wilasciwosci fizykoche-
micznych mleka oslego w stosunku do krowiego i koziego (tabela 1). Natomiast sktad
podstawowy mleka koziego zblizony jest do krowiego, przy czym obydwa gatunki
charakteryzuje wigksza zawartos¢ bialka, tluszczu i1 popiotu, a mniejsza zawarto$¢
laktozy w porownaniu z o$lim.

Kwasowo$¢ potencjalna mleka oslego (1,93 °SH), w porownaniu do mleka prze-
zuwaczy jest bardzo mata, co mozna thumaczy¢ niewielka koncentracja biatka (szcze-
g06lnie kazeiny) i odmiennym sktadem soli mineralnych (niewielka zawarto$¢ fosfora-
néw). Najwieksza objetos¢ tugu wykorzystanego podczas miareczkowania zobojetnia
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Tabela 1. Sktad i whasciwosci fizykochemiczne mleka oslego, koziego i krowiego
Table 1.  Composition and physicochemical properties ofdonkey's, goat'sand cow's milk

. . Gatunek mleka / Milk species
Wskaznik fizykochemiczny - ; -
. ; Osle Kozie Krowie
Physicochemical parameters
Donkey’s Goat’s Cow’s
Kwasowo$¢ potencjalna [°SH] A B B
+ + +
Titratablo acidity [SH] 1,93% £ 0,08 6,66° + 0,12 6,40° £ 0,10
KwasowoS¢ czynna [pH] 7,19% £ 0,03 6,61% 0,04 6,73% + 0,05
Acidity [pH] ’ ’ ’ ’ ’ ’
¥ 3
Gestos¢ [g/em ] 1,034 £0,0 1,0278 £ 0,0 1,029% £ 0,0
Density [g/cm’]
0,
Sucha masa [%] 9,494 £ 0,12 12,218 +0,14 12,358 £0,16
Dry matter[%]
0,
Thuszez [%] 0,42+ 0,08 3,728 40,10 4,07° + 0,08
Fat [%]
1 0,
Biatko [%] 1,63* +0,09 3,25% 40,14 3,368+ 0,11
Protein [%]
3 0,
Kazeina [%6] 0,974+0,04 2,495+0,03 2,74%0,04
Casein [%)]
Biafka serwatkowe [%] 0,73*8+0,03 0,422£0,01 0,455+0,04
Whey protein [%] ’ ’ ’ ’ ’ ’
0,
Laktoza [7] 7,15%£0,11 4,108+0,04 4,465+£0,07
Lactose [%]
Popiot [%] A B [¢
0,454+0,02 0,885+0,01 0,726£0,05
Ash [%] b b b b 77 b

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartos$ci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; n = 3;

A, B — wartosci srednie w wierszach oznaczone réznymi literami réznia si¢ statystycznie istotnie przy

p < 0,05/ mean values in rows denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05

wystepujace w stanie zjonizowanym grupy NH" i imidazolowe w biatkach (kazeinie)
oraz powoduje przeksztatcenie fosforanow jednozasadowych w dwuzasadowe. War-
tos¢ kwasowosci otrzymana w badaniach wilasnych byta mniejsza od podanej przez
Salimei 1 wsp. [39] (2,72 °SH). Niska kwasowos$¢ miareczkowa mleka os$lego powia-
zana byla z najwigkszg warto$cig pH (7,19) w stosunku do pozostalych dwoch gatun-
kéw mleka, odpowiednio 6,73 dla krowiego 1 6,61 dla koziego. Wedtug Guo i wsp.
[15] pH mleka o$lego zawiera si¢ w przedziale 7,14 + 7,22. Autorzy, na podstawie
przeprowadzonych badan dotyczacych zmian sktadu podstawowego mleka w ciggu
180 dni, wnioskujg, ze pH nie ulega istotnym wahaniom w czasie trwania laktacji.
Takie spostrzezenia potwierdzaja rowniez badania Piccione i wsp. [27], w ktorych
$rednia warto$¢ pH mleka oslego ksztattowata si¢ miedzy 7,00 + 7,10 i byta niezalezna
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od pory dojenia, czy tez stadium laktacji. Kwasowos$¢ (wyrazona jako kwasowos¢
czynna lub miareczkowa) jest jednym z wazniejszych parametrow fizykochemicznych,
ktory okresla przydatno$¢ mleka jako surowca do przetworstwa. Wartosci tych para-
metrow, oznaczone dla wszystkich trzech analizowanych rodzajow mleka nie roznity
si¢ od dostepnych danych literaturowych i §wiadcza o tym, ze mleko byto swieze, po-
zbawione oznak nadkwaszenia i1 kwalifikujace si¢ jako surowiec do dalszego przerobu.
Badajac gestos¢, stwierdzono najwigkszg jej warto$¢ w odniesieniu do mleka oslego
(1,034 g/cm’), natomiast pozostate dwa gatunki charakteryzowaty sie niemal identycz-
na wielkoscia tego parametru (1,027 = 1,029 g/cm’). Guo i wsp. [15] dla mleka oslego
rasy Jiangyue podaja warto$¢ 1,032 g/cm?®, a wiec rowniez wigksza od tej oznaczonej
dla mleka krowiego i koziego, a ponadto bardzo zblizong do wyniku otrzymanego
w badaniach wtasnych dla mleka os$lego. Dodatkowo autorzy stwierdzaja, brak istot-
nych wahan gesto$ci mleka oslego w czasie laktacji. Wigksza gestos¢ mleka oslego
mogta wynika¢ m.in. z mniejszej w poréwnaniu do mleka przezuwaczy, zawartosci
thuszczu. Sucha masa jest odzwierciedleniem zawartosci podstawowych sktadnikow
kazdego gatunku mleka. Istotnie najnizszg zawartos$cig suchej masy charakteryzowato
si¢ mleko o$le (9,49 %), natomiast w mleku krowim i kozim stwierdzono warto$ci
odpowiednio: 12,35 1 12,21 %. Zawarto$¢ suchej masy mleka o$lic wynikajaca z da-
nych literaturowych przedstawia si¢ nastgpujaco: 8,37 — 9,50 % [23], 8,58 % [18],
8,86 % [40], 9,53 % [15], co pozostaje w zgodzie z wynikami badan wlasnych. Gtow-
nym komponentem suchej masy mleka, szczegdlnie oslego jest laktoza, uznawana za
sktadnik charakterystyczny tego gatunku mleka. W mleku o$lim stwierdzono 7,15 %
laktozy, co stanowi wartos¢ wieksza od oznaczonej przez Massourasa i wsp. [23] (6,01
+ 6,78 %) oraz Guo 1 wsp. [15] (6,33 %), natomiast zblizong do podanej przez Inno-
cente 1 wsp. [18] — 7,16 %. Laktoza poprawia wchtanianie wapnia, fosforu, magnezu
i baru w przewodzie pokarmowym, co ma wplyw na mineralizacj¢ ko$ci u noworod-
koéw. Ponadto wysokie stezenie tego cukru w mleku oslim wplywa na jego smakowi-
to$¢, co jest waznym aspektem w konteks$cie zywienia dzieci [42]. Piccione i wsp. [27],
badajac zawarto$¢ poszczegolnych sktadnikow mleka oslego, nie stwierdzili istotnych
roznic stezenia laktozy (ok. 6,8 g/100 cm’) w czasie 7 miesiecy laktacji. Nalezy pokre-
$li¢, ze sposrod analizowanych trzech gatunkow mleka tylko mleko osle réznito si¢
istotnie pod wzgledem zawarto$ci podstawowego sacharydu mleka.

Frakcja thuszczowa w mleku pochodzacym od réznych gatunkéw zwierzat moze
rozni¢ si¢ pod wzgledem ilosci, kompozycji kwasoéw tluszczowych i stanu rozprosze-
nia, ktory ma wplyw na jego optyczne, reologiczne i technologiczne wlasciwosci (ko-
lor, przewodnictwo, szybkos¢ podstoju tluszczu oraz przydatnos¢ do przetworstwa na
sery i masto) [4]. Istotnie najmniejszg zawartos¢ thuszczu stwierdzono w mleku oslim
(0,42 %), najwicksza natomiast — w mleku krowim 4,07 %. Wedtug Salimei i wsp. [39]
mleko o$le charakteryzuje si¢ zawartoscig thuszczu na poziomie 0,38 %, z kolei inni
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autorzy podaja: 0,5 % [27], 0,76 % [40], a nawet 1,16 % [15]. Z cytowanej powyzej
literatury, a takze analiz wlasnych wynika, ze zawartos¢ thuszczu w mleku o$lim cha-
rakteryzuje duza zmienno$¢. Najmniejsza zawartoscig biatka charakteryzowato sig
mleko osle (1,63 %), natomiast pomigdzy mlekiem pozostatych badanych gatunkow
zwierzat nie stwierdzono istotnych roznic. Réwniez mniejszg, w poroOwnaniu z mle-
kiem omawianych przezuwaczy, koncentracj¢ biatka w mleku oslim potwierdzajg Sa-
limei 1 wsp. [39] (1,72 + 0,02 %), a takze Piccione i wsp. [27] (1,6 %) czy Tidona
1 wsp. [45] (1,54 £ 0,18 %). Wedlug Massourasa i wsp. [23] zawarto$¢ biatka w mleku
o$lim waha si¢ w granicach 1,22 + 1,87 %. Rozbieznos$ci mozna ttumaczy¢ zalezno$cia
sktadu ilosciowego poszczegdlnych komponentow mleka od czynnikéw $srodowisko-
wych, sposobu Zywienia czy rasy zwierzat. Z uwagi na fakt, iz wigkszos$¢ dostepnych
danych literaturowych dotyczacych charakterystyki mleka oslego opiera si¢ na surow-
cu pozyskiwanym od zwierzat hodowanych w innych szerokosciach geograficznych,
uzasadnione jest prowadzenie analizy mleka oslego pochodzacego od zwierzat hodo-
wanych na terenie naszego kraju. Najmniejszg zawarto$¢ kazeiny stwierdzono w mleku
oslim (0,97 %). Wedlug Guo i wsp. [15] zawarto$¢ frakcji kazeinowej w mleku o$lim
moze by¢ mniejsza od oznaczonej w badaniach wlasnych i zawiera si¢ w przedziale
0,64 + 1,03 g/100g. Zawartosci kazeiny w mleku krowim (2,74 %) i kozim (2,49 %),
wigksze od warto$ci oznaczonej dla mleka oslego, rowniez nie roznity si¢ statystycznie
istotnie migdzy sobg (p < 0.05).Zawartos¢ kazeiny w mleku krowim w zakresie 2,46 +
2,80 g/100 g podaja Guo i wsp. [15], natomiast zawartos¢ tego biatka w mleku kozim
wedtug Leitnera i wsp. [21] to 2,81g/100g, co stanowi wynik zblizony do otrzymanego
w badaniach wtasnych. Najwigksza koncentracja biatek serwatkowych (0,73 %) cha-
rakteryzowata mleko osle, co istotnie odrozniato ten gatunek od mleka przezuwaczy.
Tidona i wsp. [45] podajg zakres 0,43 = 0,85 %, co potwierdzaja badania Guo 1 wsp.
[15] 0,49 + 0,80%. Uwaza si¢, ze proporcja pomi¢dzy kazeing a biatkami serwatko-
wymi istotnie wptywa na prawdopodobienstwo wystgpienia reakcji uczuleniowej na
biatko mleka. Lara-Villoslada i wsp. [20], przeprowadzajac do$wiadczenie z wykorzy-
staniem myszy, stwierdzili mniej osobnikow, u ktérych wystapita biegunka po spozy-
ciu mleka ze zmodyfikowang fazg biatkowa, w porownaniu z grupg kontrolng karmio-
ng niemodyfikowanym mlekiem krowim. Autorzy twierdzg, ze im mniejsza warto$¢
wspolczynnika proporcji, tym stabszy potencjat alergizujacy, a stosunek kazeiny do
biatek serwatkowych 40:60 (0,67) w mniejszym stopniu powoduje alergi¢ od tego na-
turalnie wystepujacego w mleku krowim 80:20 (ok. 4). Przeliczajac proporcje zawarto-
Sci kazeiny do bialek serwatkowych mleka oslego analizowanego w ramach pracy,
otrzymano warto$¢ 1,33. Zgodnie z danymi prezentowanymi przez Tidona i wsp. [45]
dla mleka oslic warto$¢ ta waha si¢ w przedziale od 1,05 do 1,70. Ponadto autorzy
twierdza, ze najwickszym wzajemnym stosunkiem kazeiny do biatek serwatkowych
charakteryzuje si¢ mleko o$lic z poczatkowych miesiecy laktacji. Takie wiasnie mleko
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analizowano w badaniach wtasnych. Wigksza zawarto$¢ kazeiny w stosunku do biatek
serwatkowych tego gatunku mleka w badaniach wtasnych mogta wynika¢ z niecatko-
witego stracenia kazeiny w pH =4,6, jakie stosowano w badaniach wlasnych, jak
i wielu innych pracach podczas frakcjonowania biatek mleka. Wedlug Uniacke-Lowe
1 wsp. [46], maksymalne strgcenie kazeiny w przypadku mleka oslego wymaga mniej-
szej wartosci pH, rownej nawet 4,2. Obecno$¢ sktadnikoéw mineralnych wyrazonych
jako popiot w przypadku mleka o$lego byla najmniejsza (0,45 %) co potwierdzaja
badania [15]. Jednak nalezy podkresli¢, iz mleko kobiece rowniez charakteryzuje si¢
mniejszg w stosunku do innych ssakéw zawartoscig zwigzkow mineralnych, w zwigz-
ku z czym mleko krowie w procesie humanizacji jest czgSciowo odmineralizowane.
Zawarto$¢ popiolu w mleku o$lim zmniejsza si¢ w czasie laktacji — systematyczny
spadek moze ttumaczy¢ fakt, ze w poczatkowym stadium laktacji, gdy przyrost wagi
zrebigcia jest najwickszy, mleko bedace jedynym pokarmem Zrebigcia jest bogatsze
w zwigzki mineralne niz p6zniej, kiedy mtode spozywajg rowniez inne pokarmy. Naj-
wigcej popiotu stwierdzono w mleku kozim (0,88 %), co takze znalazto odzwierciedle-
nie w literaturze. Wedlug Yangilar [49], jak rowniez Park [26] zawarto$¢ popiotu
w mleku kozim wynosi 0,8%.

Nalezy podkresli¢ istotng zalezno$¢ sktadu mleka z szerokos$cia geograficzna,
w ktorej prowadzona jest hodowla zwierzat mlecznych. Migdzy innymi stad brak roz-
nic migdzy mlekiem krowim a kozim, pod wzgledem zawartosci laktozy, a takze in-
nych komponentow suchej masy mleka. Mleko kozie jest bardziej lekkostrawne
w stosunku do krowiego, a takze charakteryzuje si¢ wigksza pojemnoscig buforows.
Pomimo tego, analizujgc $redni sktad podstawowy mleka koziego, mozna zauwazyc,
ze nie r6zni si¢ ono istotnie od krowiego. Mleko kozie charakteryzuje si¢ jednak pew-
nymi szczegdlnymi cechami, ktére odrdzniajg te dwa gatunki mleka w aspekcie tech-
nologicznym. Naleza do nich: mniejsza srednica kuleczek tluszczowych, odmienna
budowa i rozmiary miceli kazeinowych, réznice w proporcjach poszczegélnych frakcji
biatkowych — mniejsza lub brak zawartosci kazeiny-as1 (delikatniejszy skrzep), wick-
sza zawartos¢ zawigzkow azotowych niebiatkowych, lepsza zdolnos¢ wigzania wody
i mniejsza lepkos¢ [14, 49]. Zatem rdéznice istniejgce pomiedzy mlekiem krowim
1 kozim moga nie by¢ widoczne w trakcie podstawowych analiz mleka, charakteryzu-
jacych sucha masg i ilo§ciowy udziat jej komponentoéw.

Charakterystyke mikrobiologiczng mleka o$lego, krowiego i1 koziego przedsta-
wiono w tabeli 2. Najmniejszg og6lng liczbe drobnoustrojow, a takze bakterii psychro-
trofowych stwierdzono w mleku o$lim (3,53 i 2,26 log jtk/cm’, odpowiednio), nato-
miast wigksze i1 bardzo zblizone warto$ci oznaczono dla mleka krowiego i koziego,
odpowiednio: 6,47 i 6,30 log jtk/cm® ogdlnej liczby bakterii mezofilnych oraz 5,74
i 5,40 log jtk/cm® bakterii psychrofilnych. Niska koncentracje bakterii w mleku o$lim
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Tabela 2. Liczebno$é mikroflory mleka oslego, krowiego i koziego [log jtk/cnr’]
Table 2. The number of microflora in donkey's, cow's and goat's milk [ log cfu/cm’]

L . 3 Gatunek mleka / Milk species
Rodzaj mikroflory [log jtk/cm’] - - -
. 3 Osle Kozie Krowie

Type of microflora [log cfu/cm’]

Donkey Goat Cow
Ogolna .hczba drqbnoustrolow 3.53% 40,02 6,308 + 0,07 6.47° 0,04
Total microorganism number
Bakterie kwaszgce 3,31440,22 59484015 6.10% + 0,03
Lactic acid bacteria
Bakierie z grupy coli 1,974 + 0,39 4318 0,61 5,408 £ 0,02
Coliforms
Drozdze 0,99+ 0,5 4,89° 0,28 5,37+ 0,46
Yeast
Bakteric psychrotrofowe 226037 5.40% £ 031 5.74% £ 0,09
Psychrotrophicbacteria

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

potwierdzajg w swoich badaniach roéwniez Salimei 1 wsp. [39] oraz Massourasa i wsp.
[23]. Zaktada sie, ze liczebno$¢ bakterii w mleku oslim zwigzana jest z frakcja biatek
serwatkowych tego gatunku mleka, natomiast za wlasciwos$ci przeciwbakteryjne gtow-
nie odpowiada lizozym. Lizozym znany jest jako naturalny s$rodek antybakteryjny
z uwagi na zdolno$¢ katalizowania hydrolizy wigzan glikozydowych w §cianach ko-
moérkowych bakterii [8]. Wedtug Buscinco i wsp. [6] enzym ten wraz z immunoglobu-
linami, laktoferyng oraz laktoperoksydaza moga wspomaga¢ niemowlecy uktad po-
karmowy redukujac czgstotliwo$¢ wystepowania infekcji. Inni autorzy donosza
0 obecnosci w mleku oslim lizozymu wystepujacego w dwodch wariantach — LYS A
1 LYS B, ktore ro6znia si¢ trzema aminokwasami podstawionymi w 48, 52 1 61 miejscu
w laficuchu polipeptydowym [16]. Srednia zawarto$¢ lizozymu w mleku o$lim
(1 mg/cm’) jest znacznie wigksza w poréwnaniu do mleka krowiego (w tym rodzaju
mleka wystepuja $ladowe ilosci lizozymu), kobiecego (0,12 mg/cm’) oraz koziego —
rowniez $ladowe ilosci [15]. Nalezy jednak podkresli¢, ze istotnie wigksza warto$¢
ogoblnej liczby drobnoustrojow oznaczona dla mleka krowiego i koziego jest charakte-
rystyczna dla tych gatunkéw mleka i zgodna z danymi literaturowymi. Stwierdzono
istotne rdznice liczebno$ci bakterii kwaszacych pomigdzy mlekiem oslim a krowim
1 kozim. Najwigcej bakterii tego rodzaju wystgpowato w mleku krowim: 6,10, najmniej
w mleku oslim — 3,31 log jtk/cm’. Stosunkowo dobry wzrost bakterii kwasu mlekowe-
20 1 drozdzy w mleku oslim w 20 °C sugeruje, ze naturalna mikrobiologiczna ochrona
mleka oslego nie wpltywa na tego rodzaju drobnoustroje, stad Coppola i wsp. [9] suge-
ruja, ze mleko osle moze by¢ idealnym surowcem do produkcji nowych typdéw napo-
jow fermentowanych. Escherichia coli, bedaca gldownym gatunkiem z rodzaju Entero-
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bacter wchodzacego w sktad tzw. grupy coli, powoduje gldwnie skazenia mleka suro-
wego, a z uwagi na zdolnos$¢ szybkiego fermentowania laktozy z wydzieleniem kwa-
sow 1 gazoéw prowadzi do jego psucia [47]. Odnotowano istotne réznice w liczebnos$ci
bakterii z grupy coli w mleku oélim 1,94 (log jkt/cm’), a krowim i kozim (5,40
i4,31 log jkt/cm’, odpowiednio). Temperatura chtodnicza moze efektywnie wptynaé
na kontrole wzrostu mikroorganizméw jednak obecno$¢ drobnoustrojow z grupy coli
nie powinna zosta¢ pominigta. Dlatego, jak w przypadku kazdego gatunku mleka, bar-
dzo wazna jest higiena udoju i utrzymanie okre$lonych standardéw przy produkcji
mleka oslego. Badania wykonane przez Pilla i wsp. [28] potwierdzajg niskie prawdo-
podobienstwo infekcji w wymieniu oslicy oraz brak patogenow pokarmowych, co su-
geruje, ze mleko osle moze naleze¢ do bezpiecznej zywnosci, jesli gruczot mlekowy
jest zdrowy, a udoj prowadzony jest z uwzglgdnieniem wszystkich wymaganych zasad
higieny. Najwicksza liczebno$¢ drozdzy stwierdzono w mleku krowim — 5,37, mniej-
sza w mleku kozim — 4,89, natomiast najmniej w mleku olim — 0,99 log jtk/cm’. We-
dlug Massourasa [23] liczebno$¢ drobnoustrojow tego rodzaju w mleku o$lim jest
wigksza i zawiera si¢ miedzy 1,86 a 2,95 log jtk/cm’, co moze wynikaé z wigkszej
liczebnosci stada od ktorego pozyskiwano mleko w badaniach cytowanych autorow.

Zawartosci poszczeg6lnych sktadnikow mineralnych w analizowanym mleku
os$lim, kozim i krowim przedstawiono w tabeli 3. Najwicksza zawarto$¢ wapnia
stwierdzono w mleku krowim (1010,02 mg/kg), istotnie mniejsza natomiast w mleku
oslim (469,55 mg/kg). Od lat 30. XX wieku duza zawarto$¢ wapnia jest stale wykorzy-
stywana podczas popularyzowania mleka krowiego jako prozdrowotnego sktadnika
diety. Duze stezenie wapnia i innych zwigzkéw mineralnych jest charakterystyczne dla
mleka owczego, podczas gdy mleko osle i kobiece odznaczajg si¢ stosunkowo naj-
mniejszg ich koncentracjg [4]. Zawartos¢ Ca i P w mleku os$lim zblizona jest do tej
w mleku klaczy i okolo 3 razy wigksza niz w mleku kobiecym. Jednocze$nie mleko
osle charakteryzuje si¢ okolo 1,5 raza mniejsza koncentracja omawianych pierwiast-
kow [11, 39]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze oznaczony na podstawie badan wlasnych
stosunek wapnia do fosforu w mleku oslim wynosi w przyblizeniu 1 : 1 wigc jest niz-
szy niz w mleku kobiecym. Koncentracja makroelementéw mleka kobiecego z wyjat-
kiem sodu jest mniejsza w stosunku do tej w mleku oslim [10], a ta z kolei nizsza niz
w mleku przezuwaczy takich jak krowy [12] i kozy [26].

Zawarto$¢ zwigzkéw mineralnych w mleku zalezy od potrzeb gatunkowych ose-
skow w zwigzku z czym stwierdzono roznice w zawartoSci sodu, potasu, magnezu
i cynku pomiedzy wszystkimi badanymi gatunkami mleka, przy czym koncentracja
wszystkich zwigzkow mineralnych byta najmniejsza w mleku o$lim, co potwierdza
réwniez najmniejsza zawarto$¢ popiotu oznaczona dla tego gatunku mleka (0,45 %,
tab. 1).
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Tabela 3. Zawarto$¢ zwiazkéw mineralnych mleka oslego, krowiego i koziego
Table 3.  Concentration of mineral compounds in donkey's, cow's and goat's milk

Gatunek mleka

Zwiazki mineralne [mg/kg] Milk species
Mineral compounds [mg/kg] Osle Kozie Krowie

Donkey’s Goat’s Cow’s
Ca 469,55 + 44,51 989,67° + 25,01 1010,02°% + 1,85
p 457,694+ 12,7 1213,58+11,62 1072,35+ 38,94
Na 158,374+ 9,17 334,175+ 3,79 372,25+ 2,36
K 488,72" + 21,40 1693,68" +2.30 1507,33¢ + 7,73
Mg 50,334+ 2,42 129,828 + 1,57 103,15+ 0,12
Mn 0,042€ + 0,021 0,123%+0,015 0,105 + 0,001
Fe 0,69 + 0,071 0,818+ 0,013 0,978 + 0,059
Zn 3,194 40,22 4,06% + 0,09 5,31+ 0,13

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

Stezenie zelaza, cynku i miedzi w mleku przezuwaczy jest powigzana gtownie
z frakcja kazeinowa, podczas gdy w mleku kobiecym pierwiastki te powigzane sa
z rozpuszczalnymi biatkami. W poréwnaniu do mleka przezuwaczy, mleko kozie cha-
rakteryzuje si¢ mniejszg zawarto$cig tych pierwiastkow, jednak mimo mniejszej zawar-
tosci zelaza w mleku kozim (0,81 mg/kg), jak podaja Copolla i wsp. [9], jest ono bar-
dziej przyswajalne (biologicznie dostgpne) niz to z mleka krowiego. Powodem tego
jest wyzsza zawarto$¢ nukleotydow w mleku kozim, ktore przyczyniajg si¢ do pod-
wyzszenia absorbcji tego pierwiastka w jelitach [38].

Na podstawie analizy profilu kwasow tluszczowych stwierdzono, ze frakcja thusz-
czowa mleka oslego istotnie rozni si¢ od thuszczu z mleka krowiego i koziego nie tylko
pod wzgledem iloSciowym, ale takze jakosciowym. Stwierdzono istotnie réznice za-
wartosci kwasow thuszczowych w mleku o$lim w poréwnaniu z ich koncentracjg
w tluszczu mleka przezuwaczy (tabela 4). Najmniejszy procentowy udziat kwasu ma-
stowego (C 4:0) stwierdzono w mleku oslim (0,23 %), podczas gdy najwiecej tego
zwigzku oznaczono w thuszczu mleka krowiego (3,19 %), co potwierdzaja Jaworski
i Kuncewicz [19]. Natomiast otrzymany w badaniach wtasnych wynik zawartosci kwa-
su mastowego w mleku oslim odbiega od danych literaturowych poniewaz Blasi i wsp.
[5] podaja wyzsza wartos¢ (1,2 %), natomiast Salimei i wsp. [39] — 0,6 %. Podobne
zaleznosci stwierdzono w zawartosci kwasu kapronowego (tab. 4).

Ponownie najmniej kwasu kapronowego (C 6:0) odnotowano w mleku o$lim
(0,66 %). Blasi i wsp. [5] podaja warto$¢ bardzo zblizong do otrzymanej w badaniach
wtasnych (0,5 %), natomiast Salimei 1 wsp. [39] — dwukrotnie wyzsza. Z kolei poziom
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Tabela 4. Profil kwasow thuszczowych thuszezu mleka oslego, koziego 1 krowiego
Table 4. The fatty acid profile of donkey’s, cow’s and goat’s milk fat
Gatunek mleka
Kwasy ttuszczowe [%] Milk species
Fatty acids [%] Osle Kozie Krowie
Donkey’s Goat’s Cow’s
C4:0 0,234+ 0,02 1,99 £ 0,222 3,198 + 0,050
C6:0 0,66 + 0,037 1,37% + 0,030 1,448 + 0,070
C8:0 7,484 +0,58 1,818£0,015 1,03 + 0,005
C10:0 13,13+ 1,19 7,06 + 0,08 2,508 + 0,021
C10:1 2,124 40,15 0,208 + 0,007 0,255 + 0,007
C12:0 9,854+ 0,96 3,998 + 0,029 2,97% £ 0,003
C14:0 6,36 + 0,50 10,918 + 0,041 10,308 + 0,017
Cl4:1 0,284 + 0,02 0,25 + 0,002 0,938+ 0,002
C15:0 0,314 + 0,004 1,09® + 0,005 1,028 + 0,004
C16:0 18,234+ 1,01 27,655 +0,105 31,288 +0,151
Cl16:1 2,63 + 0,06 1,34 + 0,069 2,118+ 0,027
C17:0 0,214+ 0,05 0,548 + 0,001 0,585 + 0,003
C17:1 0,394+ 0,01 0,33+ 0,025 0,27" + 0,025
C18:0 1,31% £ 0,00 11,23+ 0,070 12,478 £0,155
C18:1 (cis + trans) 17,73% £ 0,91 27,42€+0,10 25,528 +£0,29
W tym izomerow trans: 0 1,72B 4,21A
C18:2 6,97 + 0,00 1,97% £0,019 2,855 40,114
C18:3 10,25 + 0,69 0,178 + 0,002 0,278 + 0,007
CLA 0 0,34+ 0,017 0,70 + 0,002
C20:0 0,025 + 0,004 0,27 + 0,005 0,19" + 0,005
C20:1 0,014* + 0,04 0,08 + 0,008 0,138+ 0,005
Kroétkotancuchowe lotne(SCVFAs) 23,62+0,44 12,43+0,05 8,41 +£0,03
(Sl{,[egglg g‘;“;cuc}mwe nasycone 16,5240,5 15,99:0,03 14,29+0,01
Nasycone (SFAs) 35,78+ 0,36 55,68+ 0,04 58,81+ 0,05
Jednonienasycone (MUFAs) 23,16 +0,20 29,62+0,04 29,2140,07
Wielonienasycone (PUFAs) 17,22 +0,34 2,14 +0,01 3,12 +0,06

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

kwasu kaprylowego (C 8:0) (7,48 %) oznaczony w ttuszczu mleka oslego byt ponad-
pigciokrotnie wigkszy niz w mleku krowimi trzykrotnie wickszy niz w mleku kozim,
odpowiednio 1,03 i 1,81 %. Podobne zaleznosci odnotowano w stosunku do kwasu
kaprynowego (C 10:0) w tluszczu mleka trzech gatunkow zwierzat. W rezultacie udziat
krotkotancuchowych, lotnych kwaséw thuszczowych byt najwiekszy w thuszczu mleka
oslego i wynosit 23,62 %, wobec 8,41 % w mleku krowim i 12,43 % w mleku kozim.
Zawarto$¢ kwasu laurynowego (C 12:0) w mleku oslim byla trzykrotnie wigksza niz
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w mleku krowim, a 2,5 raza wigksza niz w kozim, natomiast kwaséw mirystynowego
(C 14:0) 1 pentadecylowego (C 15:0) byto istotnie mniej. Z tego wzgledu sumaryczny
udzial nasyconych sredniotancuchowych kwasow tluszczowych w badanych gatunkach
mleka byt porownywalny.

Udziat najpowszechniejszego w przyrodzie kwasu palmitynowego (C 16:0), ktory
wystepowatl w najwigkszej ilo$ci we wszystkich badanych gatunkach mleka, okazat si¢
by¢ na najmniejszym poziomie w mleku oslim i wynosit 18,23 %. Ponad 50% wigcej
tego kwasu stwierdzono w mleku kozim, a o ok. 72 % wiecej w thuszczu mleka kro-
wiego. Podobne wyniki uzyskiwali inni autorzy [1, 5]. Kwas stearynowy (C 18:0) jest
drugim, po palmitynowym, najczesciej wystepujacym nasyconym kwasem tluszczo-
wym w kazdym thuszczu [13]. W thuszczu mleka krowiego i koziego jego zawartos¢
oznaczono na poziomie okoto 12 %, co w przypadku mleka krowiego potwierdzaja
Ceballos i wsp. [7], jednak w przypadku thuszczu mleka koziego dane literaturowe sg
nizsze o 10 + 20 %. Prawdopodobnie wynika to z rdznic rasowych i innych sposobow
zywienia i hodowli [1, 7]. W mleku oslic oznaczona zawartos¢ kwasu stearynowego
(C 18:0) byta ponad dziesig¢ razy mniejsza i wynosil, 31 %. Wedlug Salimei [39]
wartos¢ ta jest zblizona i wynosi 1,12 %,natomiast Blasi i wsp. [5] stwierdzajg poziom
1,5 %.

Stwierdzono istotne réznice zawartosci kwasow jednonienasyconych, w tym olei-
nowego (C 18:1). Mleko osle charakteryzowato si¢ najmniejsza jego zawartoscig
(17,73 %), natomiast w mleku krowim i kozim odnotowano wartosci odpowiednio
25,521 27,42 %. Blasi i wsp. [5] dla mleka oslego stwierdzaja nieco wyzsza wartosc:
19,8 %, natomiast Salimei [39] — duzo nizsza 9,65 %. W udziale kwasu oleinowego
(trans C 18:1) stwierdzono istotne roznice pomigdzy mlekiem krowim i kozim, odpo-
wiednio: 4,21% 1 1,72%. W mleku o$lim izomer ten nie wystepuje wcale, poniewaz
jednokopytne nie sg przezuwaczami. Najwieksze roznice w profilu kwasow thuszczo-
wych pomigdzy mlekiem oslim a krowim i kozim wystgpujg w zakresie wielonienasy-
conych kwasow thuszczowych. Najwigcej (17,22 %)znajduje si¢ ich w mleku oslim,
linolowego (C 18:2) i linolenowego (C 18:3)odpowiednio: 6,97 i 10,25 %,natomiast
w przypadku mleka krowiego i koziego ksztattowaly si¢ na podobnym, lecz duzo
mniejszym poziomie. Wedtug Blasi i wsp. [5] mleko osle zawiera 9% kwasu linolowe-
go i 5,1 % linolenowego, Salimei [39] natomiast stwierdza wyzszg warto$¢ dla kwasu
linolowego (8,15 %) 1 nizszg dla kwasu linolenowego (6,3 %). Jaworski 1 Kuncewicz
[19] podaja zawarto$¢ kwasu linolenowego w mleku krowim w zakresie 1,8 — 2,1 %
w zaleznosci od pory roku. Udzial skoniungowanego kwasu linolowego (CLA) w mle-
ku krowim i kozim ksztattuje si¢ na poziomie 0,7 1 0,34 %, natomiast w ttuszczu mleka
o$lic, z uwagi na fakt ze ten gatunek zwierzat nie nalezy do przezuwaczy, kwas ten nie
wystepuje. Koncentracja sprzezonego kwasu linolowego zalezy gtownie od sposobu
zywienia [24]. Liczne dane literaturowe wskazuja na wzrost zawartosci CLA w thusz-
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czu mleka kréw wypasanych na pastwisku w stosunku do tych karmionych paszami
skoncentrowanymi (Total Mixed Ration- TMR) [3, 22, 43]. W konteksScie rozpatrywa-
nia mleka oslego jako gatunku mleka zblizonego sktadem do mleka kobiecego warto
podkreslié, ze thuszcz mleka kobiecego charakteryzuje bardzo specyficzny profil kwa-
sow tluszczowych, znaczaco rdézny od tego wystepujacego u przezuwaczy. Zawiera
prawie o 1/3 mniej nasyconych kwasow tluszczowych (SFAs) i 9 razy wigcej wielo-
nienasyconych kwasow (PUFAs).

W ostatnich latach podejmowane sg badania nad mozliwo$cia wykorzystania
mleka pochodzacego od innych gatunkéow ssakéw do karmienia niemowlat i matych
dzieci cierpigcych z powodu alergii na biatko mleka krowiego. Okazalo si¢, ze sg prze-
ciwwskazania w przypadku mleka koziego i owczego ze wzgledu na ich wysoka zdol-
nos¢ reakcji krzyzowych z biatkiem mleka krowiego zarowno in vivo jak i in vitro.
CMPA (cow’s milk protein allergy) wystepuje gtownie w dziecinstwie, dotykajac ok
3 % dzieci w wieku do 3 lat [41], a skutecznos$¢ terapii zalezy od catkowitej eliminacji
biatka mleka krowiego z diety dzieci. Ponadto produkty bedace zamiennikami powin-
ny by¢ hipoalergiczne, nie wchodzi¢ w reakcje krzyzowe z mlekiem krowim, a dodat-
kowo powinny zachowa¢ odpowiednig wartos¢ odzywcza i by¢ smaczne. Smakowito$¢
jest wazna w przypadku dzieci, poniewaz niesmacznych produktéw nie chcg one je$¢ —
zwlaszcza dzieci alergiczne bedace poddawanym réznym dietom [25]. Na podstawie
analiz wlasnych stwierdzono istotne réznice zaréwno sktadu podstawowego, zawarto-
$ci zwigzkow mineralnych, jakosci mikrobiologicznej, jak i profilu kwasow thuszczo-
wych pomigdzy mlekiem oslim a krowim i kozim. Ponadto, poréwnujac otrzymane
rezultaty badan z literaturg, mozna zauwazy¢ podobienstwo pomiedzy mlekiem oslim
a mlekiem kobiecym. W zwigzku z czym istnieje prawdopodobienstwo, ze mleko osle
mogloby stanowi¢ substytut mleka krowiego dla dzieci cierpiacych z powodu CMPA.
W badaniach klinicznych z udziatem dzieci cierpiacych z powodu alergii na biatko
mleka krowiego, u ktorych nie bylo mozliwosci zastgpienia tego gatunku mleka zad-
nym dostgpnym substytutem mleka krowiego, terapia z wykorzystaniem mleka oslego
okazata si¢ skuteczna w niemal w 83 %. Sposrod 46 dzieci bioracych udzial w badaniu
38 tolerowato mleko osle przez caly okres obserwacji, a stopien reakcji krzyzowych
immunoglobulin E (IgE) mleka o$lego byt bardzo niski. Osle mleko okazato si¢ row-
niez odpowiednim substytutem pod wzgledem smakowito$ci oraz przyrostu masy ciata
tych dzieci [17]. Reasumujac — osle mleko jest bardzo obiecujacym substytutem mleka
krowiego zarowno dzicki jego hipoalergicznosci, ale tez warto$ci odzywczej 1 walorom
smakowym [25]. Tak zachecajace wyniki powinny prowadzi¢ do kontynuacji prac
badawczych, a takze do wzrostu produkcji mleka oslego, a w zwigzku z tym obnizenia
kosztow pozyskiwania tego surowca w naszym kraju.
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Whioski

1.

Mleko osle charakteryzowato si¢ najwicksza zawartoscig laktozy (7,30 %), niska
koncentracjg biatka ogotem (1,63 %) — przy duzym udziale biatek serwatkowych
(0,56 %) oraz najmniejsza sposrod badanych gatunkow mleka zawartoscig thuszezu
(0,38 %) — przy najwickszym udziale kwasow linolowego (6,95 %) i linolenowego
(9,38 %).

Stwierdzono istotne réznice jakos$ci mikrobiologicznej mleka o$lego, w stosunku
do mleka krowiego i koziego, oznaczajgc najmniejsza ogdlng liczbe drobnoustro-
jow (3,53 log jtk/cm’), bakterii psychrotrofowych (2,26 log jtk/cm®) oraz bakterii z
grupy coli (1,97 log jtk/cm’).

Uzyskane w ramach niniejszej pracy wyniki pozwalajg stwierdzi¢ istotne roznice
pomi¢dzy mlekiem os$lim, a mlekiem krowim i kozim. Mleko osle moze stanowic¢
alternatywe dla dzieci cierpigcych z powodu alergii na biatko mleka krowiego, jak
rowniez by¢ surowcem do produkcji nowych rodzajow napojoéw fermentowanych.

Badania zostaly sfinansowane z dotacji przeznaczonej przez MNiSW na dzialal-

nos¢ statutowgq.
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THE ANALYSIS OF THE CHEMICAL COMPOSITION, MICROBIOLOGICAL QUALITY
AND THE POSSIBILITIES OF USING DONKEY'S MILK

Summary

Background. The aim of the study was to compare the chemical composition, physicochemical prop-
erties and microbiological quality of milk from three animal species. The experimental material was raw
cow's, goat’s and donkey's milk. The basic chemical composition was analyzed (total protein, casein,
whey protein, fat, lactose, dry matter, ash content). In addition, the profile of fatty acids and the content of
mineral compounds, as well as the microbiological quality of each type of milk were determined.

Results and conclusion. Donkey’s milk was characterized by the highest content of lactose (7.30 %),
a low concentration of total protein (1.63 %) - with a high share of whey proteins (0.56 %) and the lowest
fat content among the examined types of milk (0.38 %) - with the highest content of linoleic acids
(6.95 %) and linolenic acids (9.38 %). Significant differences in the microbiological quality of donkey's
milk were found, with the lowest total number of microorganisms (3.53 log cfu/cm®), psychrotrophic
bacteria (2.26 log cfu/cm®) and coliform bacteria (1.97 log cfu/cm’). The results obtained in this study
exhibit significant differences between donkey's milk and cow's and goat's milk. Moreover, donkey’s milk
could be an alternative for children suffering from allergies to cow's milk protein, as well as a raw material
for the production of new types of fermented beverages.

Key words: donkey's milk, basic composition, microbiological quality, mineral compounds, allergy, cow's
milk protein, CMPA
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Streszczenie

Wprowadzenie. Opakowanie aktywne poprawia bezpieczenstwo mikrobiologiczne i wlasciwosci sen-
soryczne zywnosci, przez co wydtuza okres przydatnosci produktu do spozycia. Do zywnosci podatnej na
zanieczyszczenie mikrobiologiczne nalezy surowe migso wolowe. Listeria monocytogenes i Escherichia
coli to patogeny powszechnie wystgpujace w surowym migsie, ktore sa przyczyna zatru¢ pokarmowych
konsumentow na catym $wiecie. Papier celulozowy jest powszechnie stosowany do pakowania surowego
migsa. Aktywny papier mozna uzyska¢ przez powleczenie papieru substancjami przeciwdrobnoustrojo-
wymi. Role naturalnych konserwantow moga pelni¢ roslinne olejki eteryczne. Celem badan byta charakte-
rystyka papieru powleczonego olejkiem eterycznym z kory cynamonowej, olejkiem z liSci cynamonowych
lub olejkiem gozdzikowym i ocena jego zastosowania w pakowaniu surowego mig¢sa wotowego.

Wiyniki i wnioski. Powleczenie papieru olejkiem eterycznym z kory cynamonowej lub olejkiem goz-
dzikowym zmienilo barwe¢ papieru na zo6lto-biata w stosunku do niebiesko-biatej barwy papieru kontrol-
nego i z dodatkiem olejku z liSci cynamonowych. Powleczenie papieru wptyneto na jego strukture. Olejki
eteryczne wniknelty w puste przestrzenie w papierze i wypehity pory. Zapakowanie surowego migsa
woltowego powleczonym papierem ograniczyto wzrost Listeria innocua i E. coli podczas chlodniczego
przechowywania. Barwa migsa nie ulegla zmianie przez 72 godziny. Uzyskane wyniki wskazuja na moz-
liwos¢ zastosowania papieru powleczonego olejkami eterycznymi jako aktywnego opakowania do suro-
wego migsa wolowego.
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Wprowadzenie

Ochrona zywnos$ci przed oddzialywaniem czynnikow zewnetrznych to podsta-
wowa funkcja opakowania zywnosci. Wzrost popytu na zywnos$¢ bezpieczniejsza
1 zdrowszg przyczynit si¢ do rozwoju nowej koncepcji w utrwalaniu zywnosci zwanej
opakowaniem aktywnym [30]. Jest to system, w ktorych produkt, opakowanie i $rodo-
wisko oddziatujg pozytywnie, poprawiajac bezpieczenstwo i wlasciwosci sensoryczne
oraz utrzymujac jakos¢ produktu, co wydtuza okres przydatnosci do spozycia [3, 30].
W tym nurcie mieszczg si¢ badania nad uzyciem aktywnego, przeciwbakteryjnego
materiatu opakowaniowego do zwigkszenia ochrony zywnosci przed rozwojem mikro-
organizmow, w tym patogendw [19, 29]. Do zywnos$ci podatnej na zanieczyszczenie
mikrobiologiczne nalezy $wieze migso. Escherichia coli, Listeria monocytogenes
i Salmonella to patogeny powszechnie wystepujace w Swiezym 1 przetworzonym mig-
sie, ktore sg przyczyna zatru¢ pokarmowych konsumentéw na catym §wiecie [4].

Najszerzej stosowanymi materiatami w opakowaniach Zywnosci sg roznego ro-
dzaju papiery i kartony [27]. Papier celulozowy wyroznia si¢ lekkoscia, niskim kosz-
tem, dobrg biodegradowalnoscia i jest powszechnie akceptowany przez konsumentow
[11, 15, 21]. Obiecujaca metoda do uzyskania aktywnego papieru jest powlekanie sub-
stancjami o charakterze przeciwdrobnoustrojowym. W literaturze przedstawiono juz
badania papieru powleczonego chitosanem [10], nanoczasteczkami srebra [§], czy tez
eugenolem [14].

Olejki eteryczne roslin przyprawowych sg od wielu lat badane pod wzgledem
przydatnosci do poprawy jakosci i bezpieczenstwa zywnosci [25]. Szczegdlne znacze-
nie maja olejki eteryczne o aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej ze wzgledu na moz-
liwos¢ uzycia ich jako naturalnych konserwantow [28]. Olejek eteryczny gozdzikowy
pozyskiwany jest z pakoéw drzew Syzygium aromaticum. W sktadzie chemicznym olej-
ku gozdzikowego wystepuje wiele aktywnych sktadnikow, takich jak eugenol, fenylo-
propanoid, ester monoterpenowy i B-kariofilen, ktére sa bezpieczne, nietoksyczne
i dobrze znane ze swoich wlasciwosci przeciwbakteryjnych oraz przeciwutleniajacych.
Olejek gozdzikowy ma udokumentowane dziatanie bakteriobdjcze na niektére z naj-
wazniejszych patogenow przenoszonych przez zywno$¢, w tym E. coli, L. monocyto-
genes 1 Salmonella Typhimurium [1]. Olejek cynamonowy pozyskuje si¢ m.in. z kory
lub lisci cynamonowca (Cinnamomum verum). Olejki eteryczne z kory cynamonowca
zawierajg wiele zwigzkow fenolowych, takich jak aldehyd trans-cynamonowy, limo-
nen, eugenol i aldehyd benzoesowy, ktore majg dobre dziatanie przeciwbakteryjne
1 przeciwutleniajgce [12]. Wykazano, ze olejek z kory cynamonowej jest skuteczny
zarowno przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, jak i Gram-dodatnim, w tym miedzy
innymi L. monocytogenes 1 E. coli O157:H7 [5, 22]. Olejek eteryczny z kory cynamo-
nowej zazwyczaj zawiera bardzo wysokie stezenie aldehydu cynamonowego i male
stezenie eugenolu. Odwrotnie, w sktadzie olejku z lisci cynamonowych jest zazwyczaj
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wysokie stezenie eugenolu, nawet do 60 +~ 77 % i mniejsze — aldehydu cynamonowe-
g0. Udowodniono, ze aldehyd cynamonowy ma najsilnicjsze dziatanie przeciwbakte-
ryjne w poréwnaniu z innymi sktadnikami olejkow eterycznych, np. eugenolem [18,
20].

Celem niniejszych badan byta charakterystyka papieru powleczonego olejkiem
eterycznym z kory cynamonowej, olejkiem z liSci cynamonowych lub olejkiem goz-
dzikowym pod wzgledem wygladu i barwy. Nast¢gpnie oceniono jego zastosowanie
w pakowaniu surowego mig¢sa wotowego. Badano hamowanie wzrostu L. innocua i E.
coli na $§wiezym surowym migsie wolowym zapakowanym w papier powleczony olej-
kami eterycznymi i przechowywanym w warunkach chlodniczych przez 72 godziny.
Niepatogenna L. innocua zostata wybrana jako bakteria zastepcza dla chorobotworczej
bakterii L. monocytogenes w celu zapewnienia bezpieczenstwa pracy badaczom i wye-
liminowania ekspozycji na ten patogen. Oba gatunki sg genetycznie i fenotypowo po-
dobne i dlatego w wielu badaniach naukowych bakteri¢ L. monocytogenes zastepuje si¢
bakterig L. innocua [13, 16]. Podczas przechowywania badano takze wptyw pakowania
migsa wotowego w powleczony papier na barwe migsa.

Material i metody badan

Materiatem do badan byly: papier potpergaminowy (PolPak, Polska), trzy olejki
eteryczne (OE) — z liSci cynamonowych, kory cynamonowca i gozdzikowy (Sigma-
Aldrich, Polska) oraz $wieze surowe migso wotowe z karku zakupione w handlu deta-
licznym.

Materiatem biologicznym byty dwa szczepy referencyjnych bakterii Listeria in-
nocua ATCC 33090 i Escherichia coli ATCC 13076 pochodzace z muzeum czystych
kultur Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci SGGW w Warszawie. Szcze-
py przechowywano w stanie glebokiego zamrozenia w 25-procentowym glicerolu
w temperaturze -80 °C. Przed kazdym doswiadczeniem szczepy uaktywniano w podto-
zu TSA (agar tryptonowo-sojowy, Biomaxima, Polska) w temperaturze 37 °C przez 18
+ 24 godziny. Nastepnie przy uzyciu densimatu (BioMérieux, Francja) w soli fizjolo-
gicznej przygotowywano zawiesing wyjsciowa szczepodw o gestosci 0,5 stopnia w skali
Mc Farlanda, co odpowiada okoto 1x10® komérek/cm’, ktora stosowano do dalszych
badan.

Papier powlekano kazdym olejkiem eterycznym oddzielnie, uzyskujac trzy do-
swiadczalne probki; papier powleczony olejkiem z lisci cynamonowych (P+OECL),
olejkiem z kory cynamonowej (P+OECK) i olejkiem gozdzikowym (P+OEG). Probka
kontrolng byt papier niepowleczony (P). Powlekanie arkuszy papieru wykonywano
przy uzyciu automatycznego aplikatora byko-drive XL (BYK Instruments, Niemcy)
przy predkosci 20 mm/s, uzyskujac grubo$¢ warstwy olejku na papierze 100 pm. Na-
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stepnie arkusze papieru suszono w temperaturze 24 + 2 °C przy RH 50 + 5 % przez
24godziny.

Barwe probek papieru powleczonego 1 niepowleczonego oznaczano w 9 losowo
wybranych punktach w systemie CIE L*a*b* przy uzyciu kolorymetru (Konica Minol-
ta CM-5 chromameter, Konica Minolta, Japonia). Obserwacje struktury (powierzchni
1 przekroju poprzecznego) papieru przeprowadzano za pomoca skaningowego mikro-
skopu elektronowego (SEM, Phenom XL, Thermo Fisher Scientific, USA) z napi¢ciem
przyspieszenia 5 kV. Wszystkie probki zostaty napylone zlotem przed obrazowaniem.

Probki surowego migsa wolowego aseptycznie krojono na kawatki o masie 10 g
1 naswietlano promieniowaniem UV przez 10 min z kazdej strony w celu sterylizacji
powierzchni migsa. Nastepnie na powierzchni¢ migsa nanoszono po 150 pl inokulum
L. innocua lub E. coli o ggstosci 10® jtk/cm®, pozostawiano na 15 min w celu wniknie-
cia komorek bakterii i zawijano papierem. Przygotowywano po trzy serie inokulowa-
nych bakteriami L. innocua lub E. coli probek surowego migsa wolowego zapakowa-
nych w papier niepowleczony (probka kontrolna P), papier powleczony olejkiem z lisci
cynamonowych (P+OECL), olejkiem z kory cynamonowca (P+OECK) lub olejkiem
gozdzikowym (P+OEG). Zapakowane probki migsa przechowywano w temperaturze
442 °C przez 72 godziny.

Probki surowego migsa wolowego odwijano z papieru, przenoszono do 90 cm’
zbuforowanej wody peptonowej i homogenizowano (Stomacher 400, Kleinfeld Labor-
technik, Niemcy) przez 60 sek. Nastepnie przygotowywano szereg dziesi¢tnych roz-
cienczen w zbuforowanej wodzie peptonowej. Probki migsa inokulowane L. innocua
pobrane z odpowiednich rozcienczen posiewano na dwie rownolegte ptytki z podtozem
Oxford Agar (BTL, Polska), a inokulowane E. coli na ptytki z podtozem XLD Agar
(BTL, Polska). Plytki inkubowano w temperaturze 37 °C przez 24 godziny. Liczbe
bakterii oznaczano w okre$lonym czasie (godzina 0) oraz po 24 i 72 godzinach. Wynik
przedstawiono w logarytmach liczby tworzacej kolonie w gramie migsa.

Przygotowywano rowniez po trzy probki surowego migsa wotowego bez inokula-
cji bakteriami, ktore zapakowano w papiery powleczone olejkami eterycznymi oraz
papier kontrolny i przechowywano w warunkach chtodniczych, jak wyzej. W probkach
oznaczano barwe surowego migsa wotowego w systemie CIE L*a*b* (CM-5, Konica
Minolta, Japonia) w okreslonym czasie (godzina 0) i po 72 godzinach. Pomiar barwy
byt wykonywany w trzech losowo wybranych miejscach mi¢sa w trzech rownoleglych
probkach (tacznie 9 pomiardow).

Obliczano srednie wyniki i odchylenie standardowe, korzystajac z programu Ex-
cel 2011. Dokonano analizy wariancji Anova, a srednie wyniki porownano przy uzyciu
testu Tukeya w programie Statistica wersja 13.3.
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Wryniki i dyskusja
Charakterystyka papieru powleczonego olejkiem eterycznym

Wyglad papieru powleczonego olejkami eterycznymi w stosunku do niepowle-
czonego papieru (probki kontrolnej) przedstawiono na rys. 1, a warto$ci parametrow
barwy papierow w tab. 1.

P+0ECK

Rys. 1. Wyglad papieru niepowleczonego (P) i powleczonego olejkiem z li§ci cynamonowych (P+OECL),
olejkiem z kory cynamonowej (P+OECK), olejkiem gozdzikowym (P+OEG)

Fig. 1. The appearance of uncoated paper (P) and paper coated with cinnamon leaf oil (P+OECL), cinna-
mon bark oil (P+OECK), clove oil (P+OEG)

Tabela 1. Wartosci parametrow barwy L*, a*, b* papieru niepowleczonego(P), powleczonego olejkiem
z lisci cynamonowych (P+OECL), olejkiem z kory cynamonowej (P+OECK), olejkiem goz-
dzikowym (P+OEG)

Values of the L*, a*, b* color parameters of uncoated paper (P), paper coated with cinnamon
leaf oil (P+OECL), cinnamon bark oil (P+OECK), clove oil (P+OEG)

Table 1.

(P??)rlacl)rrn;:r};:;rt\gr}s] Rodzaj papieru / Type of paper
P P+OECL P+OECK P+OEG
L* 70,30°+£ 0,15 71,47°£0,43 68,62% £ 0,66 67,77 £ 0,44
a* -0,.28°+0,01 -0,30°+ 0,02 -0,55*+0,1 -0,454+0,03
b* - 0,68 +0,01 - 0,66+ 0,02 0,55+ 0,18 -0,05°+0,03
AE - 1,18 1,95 2,63

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartoéci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviations; n = 9; a, b — wartosci srednie w wierszach oznaczone réznymi literami r6znig si¢
istotnie statystycznie przy p < 0,05 / mean values in rows denoted by different letters differ significantly
statistically at p < 0.05.

Stwierdzono, ze papier powleczony olejkami eterycznymi nie roznit si¢ wygla-
dem od papieru niepowleczonego, z wyjatkiem barwy (rys. 1). Wartosci parametrow
a* i b*, ktore byly bliskie zeru, reprezentujg odpowiednio bardzo stabg intensywnos¢
w odcieniu zielonym (a*) oraz stabg w odcieniu niebieskim lub zottym (b*) (tab. 1).
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Papier niepowleczony (P) i papier powleczony olejkiem z lisci cynamonowych
(P+OECL) miaty wyzsze ujemne warto$ci parametru b*, co powodowato niebiesko-
bialy wyglad. Papiery powleczone warstwa olejku z kory cynamonowej (P+OECK) lub
olejku gozdzikowego (P+OEG) delikatnie pociemniaty i z powodu wyzszych ujem-
nych wartos$ci parametru a* oraz dodatnich lub mniejszych ujemnych wartosci parame-
tru b* miaty z6tto-biaty wyglad. Zmiana barwy papieru w wyniku powleczenia olej-
kami eterycznymi byla niewielka w zakresie od 1,18 do 2,64, co oznacza, ze nie bedzie
zauwazona przez przeci¢tnego konsumenta [24].

P+OECL P+OECK

Rys. 2. Powierzchnia i przekrdj poprzeczny papieru niepowleczonego (P) i papieru powleczonego olej-
kiem z lisci cynamonowych (P+OECL),olejkiem z kory cynamonowej (P+OECK), olejkiem
gozdzikowym (P+OEG)

Fig. 2.  The surface and cross-section of uncoated paper (P) and paper coated with cinnamon leaf oil (P
+OECL), cinnamon bark oil (P + OECK), clove oil (P + OEG)

Przeprowadzono obserwacje struktury papieru niepowleczonego i powleczonego
olejkami eterycznymi, a obrazy SEM przedstawiono na rys. 2. Obserwowano nieréwng
i porowatg struktur¢ powierzchni papieru kontrolnego (P). Dodatkowo widoczne byty
splatane dtugie wtokna celulozowe z licznymi porami o rdznej wielkosci. Na obrazach
powierzchni papieru powleczonego olejkami eterycznymi mozna zaobserwowaé nie-
zmieniong strukturg powierzchni w stosunku do papieru niepowleczonego. W przekro-
ju poprzecznym papieru kontrolnego uwidocznily si¢ warstwy widkien celulozowych
z licznymi porami i nieréwng gruboscig. Struktura papieréw powleczonych olejkami
eterycznymi w przekroju poprzecznym byta bardziej jednolita, a grubo$¢ wicksza.
Dodatkowo, w przekroju poprzecznym ksztalt wtokien celulozowych byl prawie nie-
widoczny z wypelionymi porami mi¢dzy nimi. Podobne zmiany struktury papieru
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byly obserwowane po powleczeniu hydrozelowa powtoka sktadajaca si¢ z nanowlo-
kien celulozy utlenionej z guma guar, ktora nie tylko utworzyta btone na powierzchni
papieru, ale takze czesciowo wnikneta w jego pory. Powloka hydrozelowa, podobnie
jak spoiwo, zwickszala adhezj¢ pomigdzy wldknami, co rowniez przyczynito si¢ do
poprawy wlasciwosci mechanicznych papieru. Analiza danych wskazuje, Zze rowniez
zaobserwowano poprawe wytrzymatos$ci na rozciaganie papieru po jego powleczeniu

alginianem sodu z karboksymetylocelulozg w wyniku poprawy wigzania mi¢dzy wtok-
nami [2, 23].

Ocena zastosowania papieru powleczonego olejkiem eterycznym w pakowaniu migsa
wotowego

Migso dostgpne na rynkach detalicznych powinno by¢ stabilnej jakosci 1 wolne od
chorobotworczych bakterii i grzybow, ktére mogg powodowaé powazne choroby ludzi.
Liczba mikroorganizmoéw jest jednym z najwazniejszych wskaznikow oceny $wiezosci
migsa [6]. Na rys. 3 przedstawiono zmiany liczby bakterii na mi¢siec wotowym zapa-
kowanym powleczonym papierem podczas chtodniczego przechowywania.

A 10 10
9 B 5
8 o0 8
5 7 D7
b 6 o 6
Ea g
= 4 =4
g3 g 3
= 2 =2
Ea S 1
2, 0
0 24 48 72 0 24 48 72
Czas / Time [h] Czas / Time [h]
—_—P ee-- P+OECK - P+OECL P+OEG ——P ---P+OECK - P+OECL P+OEG

Rys. 3. Zmiana liczby L. innocua (A) i E. coli (B) na migsie wolowym zapakowanym papierem powle-
czonym olejkami eterycznymi podczas chtodniczego przechowywania. P — papier niepowleczo-
ny, (P+OECL) — papier powleczony olejkiem z liSci cynamonowych, (P+OECK) — papier po-
wleczony olejkiem z kory cynamonowej, (P+OEG) — papier powleczony olejkiem gozdzikowym

Fig. 3. A change in the number of L. innocua (A) and E. coli (B) on beef packaged in paper coated with
essential oils during refrigerated storage. P — uncoated paper, (P+OECL) — paper coated with

cinnamon leaf oil, (P+OECK) — paper coated with cinnamon bark oil, (P+OEG) — paper coated
with clove oil

Liczba L. innocua w migsie zapakowanym w papier niepowleczony zwigkszyta
si¢ 0 okoto 2 cykle logarytmiczne juz po 24 godzinach i utrzymywata si¢ na tym po-
ziomie przez 72 godziny. W probkach migsa zapakowanego w papiery P+EOG
i PAEOCK liczba L. innocua nie zwigkszyla si¢ po 72 godzinach. W migsie zapakowa-
nym w papier P+OECL liczba L. innocua wzrosta o okoto 1 cykl logarytmiczny. Po-
dobnie, podczas 72 godzin przechowywania nastgpil wzrost liczby E. coli w migsie
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zapakowanym w papier niepowleczony (P) o 2 cykle logarytmiczne. W probkach mig-
sa zapakowanego w papier P+OECL stwierdzono redukcje liczby E. coli o okoto 1
cykl logarytmiczny, a w probkach zapakowanych papierami P+OEG i P+OECK nie
bylo zmiany liczby E. coli.

Wzrost aktywnosci drobnoustrojéw w produktach spozywczych wskazuje na pro-
ces psucia si¢. W niniejszym badaniu liczba L. innocua i E. coli byta znaczaco nizsza
w probkach surowego migsa wolowego zapakowanego papierem powleczonym olej-
kami eterycznymi w poréwnaniu z probkami zapakowanymi niepowleczonym papie-
rem. Sita hamowania rozwoju bakterii na mi¢sie przez olejki eteryczne umieszczone
w formie warstwy na papierze byta podobna, mimo réznic w ich sktadzie chemicznym
[1, 12, 18, 20]. Olejki cynamonowy i gozdzikowy sg bardzo skuteczne w zwalczaniu
mikroorganizmoéw psujacych zywnosc [26]. Olejek z kory 1 liSci cynamonowych oraz
olejek gozdzikowy ostabiajg $Scian¢ komorkowa i blong cytoplazmatyczng bakterii,
dzigki czemu aktywne sktadniki olejku moga wnika¢ do komoérek. W konsekwencji
sktadniki te reagujg z grupami -SH w miejscach aktywnych enzyméw, powodujac ich
inaktywacje i przyczyniaja si¢ do $mierci komorek [20]. Obiecujagce wyniki uzyskali
Rodriguez i wsp. [19], ktorzy badali dziatanie przeciwdrobnoustrojowe papieru z ak-
tywng powloka parafinowg zawierajaca olejek cynamonowy. Stwierdzono, ze papier
znaczgco hamowat wzrost Gram-ujemnych bakterii Sa/monella enterica ser. Cholerae-
suis, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica i Pseudomonas aeruginosa, ale nie ha-
mowat rozwoju bakterii Gram-dodatnich.

Tabela 2. Zmiana barwy migsa wolowego opakowanego powleczonym papierem podczas chtodniczego
przechowywania
Table 2.  Color change of beef wrapped in coated paper during refrigerated storage

Rodzaj papieru Czas / Time Parametry barwy migsa / Meat color parameters
Type of paper [h] L* a* b*
P 0 28,01% + 1,27 11,91°+ 1,11 7,62 £ 0,38
72 31,28+ 1,26 8,04% + 0,87 7,94 + 0,67
0 26,51% + 1,99 12,05+ 1,15 8,62 £ 0,89
P+OECL - o -
72 26,96 +2,54 11,75°+£0,29 8,39+ 0,90
0 26,82 +2,07 11,85°+ 0,66 7,80" + 0,86
P+OECK - o <
72 28,04* + 1,27 11,04° £ 0,84 7,53+ 0,79
0 27,58+ 1,79 11,39°+ 1,03 8,41* £ 0,81
P+OEG b
72 26,78 +2,30 9,83" + 0,61 9,08"+ 0,20

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; n = 9; a, b — wartosci §rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie
statystycznie przy p < 0,05 / mean values in columns denoted by different letters differ significantly stati-
stically at p <0.05
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Barwa jest waznym atrybutem jako$ci migsa, ktory jest postrzegany przez kon-
sumentoéw jako wskaznik swiezos$ci. Na barweg wpltywa zmienno$¢ pigmentow wyste-
pujacych w migsie, takich jak zawartos¢ mioglobiny i jej formy [7, 9]. Warto$ci barwy
CIE probek surowego migsa wotowego zapakowanego niepowleczonym i powleczo-
nym papierem podczas chlodniczego przechowywania przedstawiono w tab.2. Zapa-
kowanie surowego migsa wotowego papierem powleczonym olejkami eterycznymi nie
miato wptywu na jasno$¢ barwy migsa (L*) oraz nasycenie barwy czerwonej (a*)
1 zotej (b*) podczas 72 godzin chlodniczego przechowywania. Szczegdlnie wazne sg
zmiany wartosci a*, poniewaz stopien czerwonosci migsa jest elementem atrakcyjnosci
wizualnej dla konsumentéw [17]. Stwierdzono, ze po 72 godzinach mi¢so zapakowane
w papier niepowleczony mialo istotnie statystycznie zmniejszong warto§¢ parametru
a*, co oznacza utrat¢ intensywnos$ci czerwono$ci mig¢sa. Tak istotnych zmian warto$ci
a* nie obserwowano po 72 godzinach w barwie migsa zapakowanego w papier powle-
czony, co sugeruje korzystny wptyw olejkow eterycznych na stabilno$¢ czerwonosci
miesa. Radha Krishnan i wsp. [17] stwierdzili ochronne dziatanie ekstraktow przypraw
i ziot na stabilizacj¢ barwy surowego migsa wotowego podczas 15-dniowego chlodni-
czego przechowywania. Podobnie potraktowanie mielonego migsa jagniecego olejkiem
z kory cynamonowej zminimalizowato zmiany barwy [9]. Moze to by¢ spowodowane
obecnos$cig w olejku z kory cynamonowej zwigzkoéw bioaktywnych, takich jak aldehyd
cynamonowy 1 inne polifenole, ktore odpowiadaja za dziatanie antyoksydacyjne
w migsie, hamujac procesy utlenianie ttuszczu [17].

Whioski

1. Powleczenie papieru olejkiem eterycznym z kory cynamonowej lub olejkiem goz-
dzikowym zmienito barwe papieru na zotto-biata. Z kolei olejek z lisci cynamo-
nowych miat niebiesko-bialg barwe i nie r6znit si¢ od barwy papieru kontrolnego.
Zmiana barwy papieru w wyniku powleczenia olejkami eterycznymi byta niewiel-
ka i nie bedzie zauwazona przez przeci¢tnego konsumenta.

2. Powleczenie papieru olejkiem eterycznym wptyneto na jego strukturg. Olejki ete-
ryczne wnikngly w puste przestrzenie w papierze 1 wypehity pory, dzigki czemu
struktura papier6w w przekroju poprzecznym byla bardziej jednolita, a grubos¢
wigksza w stosunku do papieru kontrolnego.

3. Zapakowanie surowego migsa wotowego powleczonym papierem ograniczyto
wzrost L. innocua i E. coli podczas przechowywania w temperaturze 4 °C przez 72
godziny. Barwa migsa nie ulegta zmianie przez 72 godzinach.

4. Uzyskane wyniki wskazujg na mozliwos¢ zastosowania papieru powleczonego
olejkami eterycznymi jako aktywnego opakowania do surowego mig¢sa wotowego.
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5. Konieczne jest przeprowadzenie badan migsa wolowego zapakowanego w papier
powleczony olejkami eterycznymi w celu weryfikacji ewentualnych zmian jakosci
sensorycznej mi¢sa.

Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem automatycznego aplikatora
warstw (byko-drive XL), skaningowego mikroskopu elektronowego(Phenom XL) i au-
tomatycznego licznika kolonii mikroorganizmow (ProtoCol-3) zakupionego w ramach
projektu ,,Centrum zywnoSci i zywienia - modernizacja kampusu SGGW w celu
stworzenia Centrum Badawczo-Rozwojowego Zywnosci i Zywienia (CZiZ)” wspotfi-
nansowanego przez Unie Europejskq ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewodztwa Mazo-
wieckiego na lata 2014-2020 (nr projektu RPMA.01.01.00-14-8276/17).
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THE CHARACTERIZATION OF PAPER COATED WITH ESSENTIAL OILS AND
THE EVALUATION OF ITS USE IN THE PACKAGING OF BEEF

Summary

Background. Active packaging improves the microbial safety and sensory properties of food, extend-
ing shelf life of the stored product. Raw beef is an example of food prone to microbial contamination.
Listeria monocytogenes and Escherichia coli are commonly found in raw meat, and their presence can
lead to food poisoning of consumers worldwide. Cellulose paper is commonly used to wrap raw meat.
Active paper can be obtained by coating the paper with antimicrobial agents. Plant-derived essential oils
can act as a natural preservative. The aim of the study is the characterization of paper coated with cinna-
mon bark essential oil, cinnamon leaf essential oil and clove essential oil, as well as the evaluation of its
use in packing raw beef.

Results and conclusion. Coating paper with cinnamon bark essential oil and clove essential oil
changed the color of paper to yellow and white compared to the blue and white colors of the control sam-
ple and paper enriched with cinnamon leaf essential oil. Coating the paper affected its structure. Essential
oils penetrated the voids in the paper and filled the pores. Wrapping raw beef in the coated paper reduced
the growth of Listeria innocua and E. coli during refrigerated storage. Wrapping beef in the coated paper
did not affect the beef color during 72-hour storage. The results obtained indicate the possibility of using
paper coated with essential oils as active packaging for raw beef.

Key words: active packaging, paper, essential oils, raw beef
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GENOSEROTYPING OF LISTERIA MONOCYTOGENES STRAINS
ORIGINATING FROM MEAT PRODUCTS AND MEAT PROCESSING
ENVIRONMENTS

Summary

Background. Listeria monocytogenes is a foodborne human pathogen and a causative factor of listeri-
osis, which is an illness with a high mortality rate. Serotyping is a method for differentiating L. monocyto-
genes isolates based on unique combinations of somatic (O) and flagellar (H) antigens on the surface of
their cells. Standard serotyping involves agglutination methods, which require using antisera. However,
there are also genoserotyping methods which allow to categorise L. monocytogenes isolates into particular
groups of serotypes (referred to as serogroups) based on genetic analyses. Differentiating
L. monocytogenes isolates is an important issue in terms of food safety, surveillance and traceability of
contamination sources. In this work, we present results of the genoserotyping of 153 L. monocytogenes
isolates originating from meat products and meat processing environments at Polish processing plants.
Two protocols were used for genoserotyping analyses: the first one allows to differentiate between four
most common serotypes (1/2a, 1/2b, 1/2¢ and 4b) and the second one allows to distinguish hipervirulent
serovar 4h from other serotypes.

Results and conclusion. Results achieved using both methods were consistent and all isolates were
categorised into corresponding serogroups within the two methodologies. Most of the isolates (73.9 %)
were characterised as members of the Ila serogroup (representing the 1/2a, 3a serovars). The IVb (4b, 4d,
4e) serogroup was the second most common (and comprised 18.3 % of isolates), followed by IIb (1/2b, 3b,
7) and Ilc (1/2c, 3c), however, the last two groups were equally numerous (and each of them comprised
3.9 % of all isolates). None of the collected isolates belonged to the serogroup representing the 4a, 4c, 4ab
and 4h serotypes.

Key words: serotyping, genoserotyping, serotypes, food safety, food surveillance

Introduction

Listeria monocytogenes is a bacterium that can be found in a variety of food
products, including meat, fish, milk and vegetables [12, 18]. Heat treatment inactivates
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bacteria of that species, however, products can sometimes be contaminated after pro-
cessing and due to that fact L. monocytogenes can be found in both raw and processed
foods [2]. The bacterium can also settle in food processing environments, which may
be a cause of food contamination [2, 18]. L. monocytogenes is tolerant to high salt con-
centration (up to 10 %) and low pH (in the range of 3 + 9), as well as is able to prolif-
erate at refrigeration temperatures (minimum 0 = 1 °C), which makes the bacterium
challenging to control in food products [2, 12].

L. monocytogenes consumed with contaminated food may cause an infection,
called listeriosis, which is manifested as acute febrile gastroenteritis (with symptoms
such as fever, diarrhoea, muscle pain and headache). However L. monocytogenes can
cross intestinal barrier, blood-brain barrier and maternal-foetal barrier, leading to inva-
sive listeriosis. Those types of infections can cause septicaemia, maternal-foetal infec-
tions (often resulting in abortions or stillbirths) or neurolisteriosis (e.g. in a form of
meningitis) [18]. A mortality rate of listeriosis reaches 20 + 30 % [2, 24].

Bacteria that belong to L. monocytogenes genus can be differentiated on the basis
of their unique combinations of somatic (O) and flagellar (H) antigens on cells’ surface
[3, 11, 19]. Currently, there are 14 known serotypes (marked with the following sym-
bols: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7, 4h) [9, 23], but only four of
them (namely 4b, 1/2a, 1/2b, 1/2¢) cause more than 95 % listerial cases and comprise
more than 95 % isolates from food products [9]. Interestingly, the 1/2a isolate is the
most frequently isolated from food, whereas the 4b serotype is responsible for the
majority of infections [3, 20].

Standard agglutination methods with antisera can be used for stereotyping
L. monocytogenes strains, however, the technique is limited by costs, availability and
the need for technical expertise. Furthermore, the reproducibility of the results is not
always satisfactory [9]. To increase the ease and accessibility of this classification sys-
tem [3], some authors proposed PCR-based genoserotyping protocols. Genoserotyping
is based on detecting particular genes in bacterial genome, which allows to categorise
isolates into particular groups of serotypes (referred to as serogroups).

The first PCR-based genoserotyping methodology, established by Borucki and
Call [3], included four pairs of primers and allowed to categorise bacteria into five
serotype groups. However, PCR reactions need to be held separately, not in multiplex
PCR, which increases analysis time. First multiplex-PCR serotyping protocol was
proposed by Doumith et al. [9]. It allows to differentiate 4 major L. monocytogenes
serovars (namely 4b, 1/2a, 1/2b, 1/2c) and therefore the technique has discriminatory
power similar to traditional serotyping (as 95 % of isolates belongs to one of those
four serotypes). Specifically, the methodology allows to differentiate serogroups: Ila
(including the 1/2a, 3a serovars), IIb (1/2b, 3b, 7), llc (1/2¢, 3c), IVb (4b, 4d, 4e) and
serogroup L (including all other Listeria sensu stricto species and remaining serotypes
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of L. monocytogenes: 4a, 4c, 4ab and 4h) [5,13]. Although the protocol of Doumith et
al. [9] is commonly accepted, the 4h serovar, which has been discovered recently, can-
not be distinguished from other serovars by this protocol. The isolates of the 4h serovar
are considered hipervirulent, posing a threat to food safety [23], and due to that fact
Feng et al. [10] proposed an assay in which the 4h serovar is specifically distinguished
from other serotypes [10]. There are also other protocols regarding genoserotyping of
L. monocytogenes strains in multiplex-PCR reactions [6,8,15], a serotyping scheme
using a combination of an antibody-based serogrouping and a multiplex PCR assay [4]
and protocols for real-time PCR [1,21].

In general, the identification of genoserotypes is one of the methods of differenti-
ating L. monocytogenes strains, which is an important issue in terms of food safety,
food surveillance and traceability of contamination sources. Alia et al. [1] stated that
carrying out the correct differentiation of L. monocytogenes serotypes is of utmost
importance, as the epidemiology and persistence of this bacterium in meat processing
plants may be related to its serotype [1].

Our hypothesis is that L. monocytogenes isolates originating from Polish meat
products and meat processing environments present diverse genoserotypes. The aim of
this research was to determine the genoserotypes of L. monocytogenes strains of that
origin and additionally to compare the results obtained with two genoserotyping proto-
cols — the one that is commonly accepted, proposed by Doumith et al. [9], and the
modern one, put forward by Feng et al. [10].

Materials and methods
Microorganisms

Strains of putative Listeria spp. originating from Polish meat products (raw and
processed ones) and meat processing environments in Poland were obtained during
routine microbiological quality analyses. Environmental samples were obtained from
surfaces both being in contact with food (e.g. knife surface, workers’ gloves or
transport boxes) and not coming into contact with food (e.g. shoe soles, floors or walls
of a facility). The samples were collected between October 2020 and November 2021.
Microorganisms were isolated on plates with selective agar media (OXFORD or
ALOA). Bacteria from one colony of typical appearance were restreaked on Brain
Heart Infusion (BHI) (POCH, Poland) agar plate and incubated at 37 °C for 24 hours
prior to DNA isolation. Overall, 153 L. monocytogenes isolates were obtained from the
samples delivered, 45 of which originated from the environment and 108 originated
from food products. Details regarding the origin of the samples are presented in Fig. 1.
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DNA isolation

Microorganisms were removed from 24-hour BHI agar plate culture with a sterile
inoculation loop and subjected to DNA isolation procedure. Isolation was performed
with a commercially available kit Genomic Mini (A&A Biotechnology, Poland), in
line with the manufacturer’s instructions. DNA concentration was measured with a
Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop, USA).
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Fig. 1.  Bar chart showing the sources of the samples included in the study
Rys. 1. Wykres stupkowy obrazujacy zrodta pochodzenia prob uwzglednionych w badaniu

Confirmation of species affiliation

Species were confirmed as L. monocytogenes, using two genetic methods, namely
RFLP-PCR by Paillard et al. [16] and multiplex PCR by Li et al. [14], according to the
protocols described in the references, with minor modifications. PCRs were performed
in 10 pL final volume using RUN polymerase (A&A Biotechnology, Poland). Re-
striction digestions were performed using Hhal and Xmnl (ThermoFisher Scientific,
USA) enzymes with a corresponding Tango buffer. Only microorganisms confirmed as
L. monocytogenes with both techniques were included in the study.

Genoserotyping

Genoserotyping was performed with multiplex PCR reactions, according to two
protocols proposed by Doumith et al. [9] and Feng et al. [10], with minor modifica-
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tions. Primers, whose sequences are presented in Table 1, were synthesised to order by
Genomed company.

In genoserotyping protocol according to Doumith et al. [9], the multiplex mixture
contained 1U of Tag RUN polymerase (A&A Biotechnology) and compatible reaction
buffer at recommended concentration, 0.2 mM dNTPs (A&A Biotechnology) and
1.5 uM of Imo1118, 1.0 uM of: Imo0737, ORF2819 and ORF2110, and 0.2 uM of prs
final concentration for each primer. DNA was added in the amount of 10 ng per reac-
tion. The mixture was filled with water to reach the final volume of 10 pL. Negative
control sample with PCR-grade water used instead of DNA was employed in each
reaction set. PCR was performed in T-Gradient thermocycler (Biometra) with the fol-
lowing programme: initial denaturation at 94 °C for 3 min; 35 cycles of: 94 °C for 24 s,
53 °C for 69 s, 72 °C for 69 s; and a final step of 72 °C for 7 min.

In the genoserotyping protocol proposed by Feng et al. [10], the multiplex mix-
ture was prepared in a similar way as described above, however, different primers were
used, namely: LMxysn_1095, Imo1083 and smcL, all at final concentration of 0.25 uM.
DNA isolated from L. ivanovii ATCC 19119 was used as a positive control for smcL
amplicon, as well as PCR-grade water was used as a negative control sample in each
reaction set. PCR was performed with the following programme: initial denaturation at
95 °C for 5 min; 30 cycles: at 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s, 72 °C for 1 min; and a
final step at 72 °C for 10 min.

Table 1.  Primers used in the study and their sequences
Tabela 1.  Startery uzyte w badaniu i ich sekwencje

Primers’ name Primers’ sequence (5° — 3°) Product size (bp) Reference
Nazwa starterow Sekwencja starterow (5° — 3°) Rozmiar produktu (pz) Zrodto
Imo0737 F: AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691

R: ACGATTTCTGCTTGCCATTC

Imolll8 F: AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906
R: CGGCTTGTTCGGCATACTTA

; Doumith et
ORF2819 F: AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471 al. protocol

R: CATCACTAAAGCCTCCCATTG 9]

F: AGTGGACAATTGATTGGTGAA
ORF2110 R: CATCCATCCCTTACTTTGGAC 397

F: GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 370
prs R: CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG

F: AATACTTGGACAGACGGAACGC
LMyysn_1095 R: TCATCTGGCTCTTTTAGAACCG 602

F: CACAAATGGTCTTGACGGGG Feng et al.
Imol083 390 protocol
R: TTTGCGCGTGATTTTAGTGG [10]

. F: CACAGACCATTGTGGTGACTTG 450
sme R: CGGTGCTTTCATTTTTTTACTC
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Reaction products were separated on 2 % agarose gel (dyed with ethidium bro-
mide) in 1 X TAE buffer and visualised using Gel Doc Imaging System (Bio-Rad).

Data analysis

Microsoft Excel 2007 software was used to analyse the data and prepare the
charts.

Results and discussion

In this study, we present the results of the genoserotyping of 153 L. monocyto-
genes isolates originating from meat products and processing environments. Experi-
ments were performed in line with two genoserotyping protocols. The results achieved
by employing both methodologies, which are presented in Fig. 2, were consistent and
coherent in the case of all isolates, meaning that all of the samples were categorised
into corresponding serogroups within the two methodologies. Hypothesis that isolates
originating from Polish meat products and meat processing environments present di-
verse genoserotypes was confirmed by both methodologies.

(a) (b)
W 4b, 4d, 4e H other B other _—
28 0 ® 4b,4d,de O 0
1/2¢, 3¢ 28
6\
1/2b, 3b, 7 J 122
6 1/2b, 1/2¢,
\ 1/2a, 3a 3a, 3b, 3¢,
113 7

125

Fig. 2. Pie chart representing the results of genoserotyping acc. to: (a) Doumith et al. [9]; (b) Feng et al.
[10] protocol

Rys.2. Wykres kotowy przedstawiajacy wyniki genoserotypowania otrzymane wedlug protokotu:
(a) Doumith i wsp. [9]; (b) Feng i wsp. [10]

In the protocol according to Feng et al. [10], none of the isolates was identified as
the 4h serovar, as well as none of the isolates was classified as a member of the
serogroup consisting of the other serovars (4a, 4ab and 4c). Owing to that, in the case
of our samples, the methodology of Doumith et al. [9] allowed to achieve more de-
tailed results, as one serogroup (comprising the 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3¢ and 7
serovars) from the protocol of Feng et al. [10] was further separated into three distinct
groups in the protocol of Doumith et al. [9] (as can be seen in Fig. 2). Detailed results
of serogrouping achieved in the protocol of Doumith et al. [9], with separation into
samples from food products and processing environments, are presented in Table 2.
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Most of the isolates included in the study (73.9 %) belonged to the Ila serogroup,
whereas the I[Vb serogroup was the second most common (and comprised 18.3 % of all
of the samples). Six isolates (3.9 %) were identified as belonging to the IIb serogroup,
of which 4 were detected in food (these were samples from brawn (Polish salceson),
pork meat, Vienna sausage and chicken meat) and 2 were detected in a processing en-
vironment (isolates originated from knife surface and shoe sole). All isolates (6 -
3.9 %) characterised as the Ilc serogroup were identified in food products. Their origin
was as follows: Vienna sausages (3 samples), chicken meat (2 samples) and white
steamed sausage. None of the collected isolates belonged to the L serogroup, represent-
ing the remaining 4a, 4c, 4ab and 4h serovars.

Table 2.  Results of serotyping acc. to protocol of Doumith et al. (2004)
Tabela 2.  Wyniki serotypowania wg protokolu Doumith i wps. (2004)

Isolates from food Isolates from food
Serogroup / Serogrupa All is.ola.1tes products processing e:nviron.ment
Wszystkie izolaty I1zolaty pochodzace Izolaty ze srodowiska
z zywnosci produkcyjnego zywnosci
Serovars Number Number Number
Symbol Serowary Liczba % Liczba Y Liczba v
Ila 1/2a, 3a 113 73.9 82 75.9 31 68.9
IIb 1/2b, 3b, 7 6 3.9 4 3.7 2 4.4
IIc 1/2¢, 3¢ 6 3.9 6 5.6 0 0.0
IVb 4b, 4d, 4e 28 183 16 14.8 12 26.7
L 4a, 4c 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Sum / Suma: 153 108 45

Out of 51 isolates originating from bacon, 47 belonged to the Ila serogroup and 4
to the IVb serogroup. Chicken meat samples (21 in total) represented three distinct
serotypes, of which 18 samples were characterised as the Ila serogroup, 2 isolates be-
longed to the Ilc serogroup and 1 isolate belonged to the IIb serogroup. Sausages (11
samples) also contained diverse L. monocytogenes isolates, as 6 samples (3 from dried
fermented sausages (Polish kabanos), 2 from Vienna sausages and one from Silesian
sausage) were characterised as the Ila serogroup, 4 samples (3 from Vienna sausages
and one from white steamed sausage) belonged to the Ilc serogroup and one sample
(from Vienna sausage) was classified under the IIb serogroup. In contrast to the
abovementioned group of products, all 10 samples from smoked fish contained isolates
characterised as the [Vb serogroup.

In general, our findings are consistent with most of literature reports. The results
of genostereotyping according to protocol of Feng et al. [10] have not been published
to date, however, many authors have used the protocol of Doumith et al. [9]. For ex-
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ample, Psareva et al. [17] examined L. monocytogenes isolates collected between 2001
and 2020, originating from meat, poultry, dairy, and fish products from the Central
European part of Russia. Out of 40 samples, 22 (55.0 %) belonged to the Ila serogroup;
11 (27.5 %) belonged to the IVb group; 4 (10.0 %) isolates belonged to the Ilc group
and 3 (7.5%) to the IIb group [17], which makes the prevalence of particular
serogroups similar to those achieved in our research.

On the other hand, Wang et al. [22] performed traditional serotyping of
L. monocytogenes isolates from pork samples available at supermarkets in Wuhan,
China. The 1/2a serovar comprised 45 out of 63 of all samples (71.4 %), the 1/2¢c
serovar comprised 12 samples (19.0 %) and the 1/2b serovar comprised 6 samples
(9.5 %). Other serovars were not detected [22]. That study demonstrated that the 1/2a
serotype was the most commonly prevalent in food products, however, the authors did
not detect any isolate which belonged to the 4b, 4d or 4e serovars, whereas in our case,
the IVb serogroup was the second most common. Similarly to findings of Wang et al.
[22], according to Coban et al. [7], who used the protocol of Doumith et al. [9], the
IVb serogroup was the least numerous (1 sample — 1.0 %) in their study. The authors
serogrouped 103 isolates originating from poultry samples from the retail markets and
slaughterhouses in Turkey. However, the majority of L. monocytogenes strains (78
samples — 75.7 %) were characterised as the Ila serogroup (which is in agreement with
our findings), followed by the Ilc serogroup (15 samples — 14.5 %) and the IIb group (6
samples — 5.8 %) [7].

Chen et al. [5] performed genoserotyping of 102 isolates from food samples pur-
chased at retail in U.S. FoodNet sites using the protocol of Doumith et al. [9]. The Ila
serogroup was the most prevalent, with 46 isolates (45.1 %), while the second most
common serogroup was IIb, with 28 samples (27.5 %), followed by the IVb group,
with 20 (19.6 %) samples, and the llc group, with 5 (4.9 %) samples. Interestingly, the
authors also identified 3 isolates (2.9 %) which were characterised as the L serogroup
(comprising the remaining serovars: 4a, 4ab, 4c and 4h) [5]. Microorganisms of that
serogroup were not identified in this study.

In contrast to the aforementioned reports in which the Ila serogroup was the most
common among isolates, Simonaviciené et al. [20], who used the protocol of Doumith
et al. [9], have found that the IVb segrogroup was the most prevalent in cold smoked
fish (salmon) products from Lithuania. Out of 37 L. monocytogenes isolates, 35
(90.5 %) belonged to the IVb serogroup, whereas only 2 samples (5.4 %) were identi-
fied as members of the Ila serogroup [20]. However, these results are also in agreement
with our findings, as only one serogroup, namely [Vb, was identified in all 10 samples
originating from smoked fish included in our study.

In conclusion, scientific data is not entirely consistent as regards the detailed pro-
portions and prevalence rate of particular serogroups of L. monocytogenes isolates,
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however, in most cases the Ila serogroup (or the 1/2a serovar) is the most prevalent,
which was also a result of our findings. In general, the 1/2a serotype is commonly con-
sidered a serotype the most frequently isolated from food products [3]. The discrepan-
cies in the proportions of particular serogroups probably result from examining a dif-
ferent type of samples, originating from different sources, obtained at distant
geographical locations and collected during different time frames.

Conclusions

1. L. monocytogenes isolates occasionally appearing in meat products and a processing
environment were genetically diverse, as they were assigned to different
serogroups. The prevalence rate of particular serogroups (and thus serotypes) is not
equally distributed among isolates.

2. The Ila serogroup (comprising the 1/2a, 3a serovars) was the most common in our
study and comprised 73.9 % of all samples. The IVb serogroup (comprising the 4b,
4d, 4e isolates) was the second most common and comprised 18.3 % of all isolates.
The IVb serogroup was also the only one detected in all 10 samples of smoked fish
included in our study.

3. Both genoserotyping protocols proposed by Doumith et al. [9] and Feng et al. [10]
are useful tools to differentiate L. monocytogenes isolates. The methodologies pre-
sent results that were consistent (in the case of all tested isolates) and complemen-
tary, as the protocol by Feng et al. [10] allows to distinguish the 4h serovar from
other serovars, whereas the protocol by Doumith et al. [9] separates 7 serovars
which fall into one group in the protocol by Feng et al. [10], into three serogroups.

Acknowledgements

This research was funded by the Faculty of Food Science and Nutrition, Poznan
University of Life Sciences, Poznan, Poland, grant for young researchers No
506.771.03.0.

References

[1] Alia A., Andrade M.J., Cérdoba J.J., Martin 1., Rodriguez A.: Development of a multiplex real-time
PCR to differentiate the four major Listeria monocytogenes serotypes in isolates from meat pro-
cessing plants. Food Microbiol., 2020, 87, # 103367.

[2] Bintsis T.: Foodborne pathogens. AIMS Microbiol., 2017, 3(3), 529-563.

[31 Borucki M.K., Call D.R.: Listeria monocytogenes Serotype Identification by PCR. J. Clin. Microbi-
ol., 2003, 41(12), 5537-5540.

[4] Burall L.S., Simpson A.C., Datta A.R.: Evaluation of a serotyping scheme using a combination of an
antibody-based serogrouping method and a multiplex PCR assay for identifying the major serotypes
of Listeria monocytogenes. J. Food Prot., 2011, 74(3), 403-409.



GENOSEROTYPING OF LISTERIA MONOCYTOGENES STRAINS ORIGINATING... 43

(3]

(9]
[10]

[11]

[12]

[13]

(14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

Chen Y., Chen Y., Pouillot R., Dennis S., Xian Z., Luchansky J.B., Porto-Fett A.C.S., Lindsay J.A.,
Hammack T.S., Allard M., Van Doren J.M., Brown E.W.: Genetic diversity and profiles of genes as-
sociated with virulence and stress resistance among isolates from the 2010-2013 interagency Listeria
monocytogenes market basket survey. PLoS One,2020,15(4), #0231393.

Chen Y., Knabel S.J.: Multiplex PCR for Simultaneous Detection of Bacteria of the Genus Listeria,
Listeria monocytogenes, and Major Serotypes and Epidemic Clones of L. monocytogenes. Appl. En-
viron. Microbiol., 2007, 73(19), 6299-6304.

Coban A., Pennone V., Sudagidan M., Molva C., Jordan K., Aydi, A.: Prevalence, virulence charac-
terization, and genetic relatedness of Listeria monocytogenes isolated from chicken retail points and
poultry slaughterhouses in Turkey. Braz. J. Microbiol., 2019, 50(4), 1063-1073.

De Santis E.P.L., Pilo A.L., Cosseddu A.M., Canu N.A., Scarano C., Marongiu P.: Multiplex PCR
for the identification and serotyping of L. monocytogenes isolated from sheep cheese-processing
plants. Vet. Res. Commun., 2007, 31, 359-363.

Doumith M., Buchrieser C., Glaser P., Jacquet C., Martin P.: Differentiation of the Major Listeria
monocytogenes Serovars by Multiplex PCR. J. Clin. Microbiol., 2004, 42(8), 3819-3822.

Feng Y., Yao H., Chen S., Sun X., Yin Y., Jiao X.: Rapid Detection of Hypervirulent Serovar 4h
Listeria monocytogenes by Multiplex PCR. Front. Microbiol., 2020, 26, 11, 1309.

Gorski L.: Serotype Assignment by Sero-agglutination, ELISA, and PCR. Methods Mol. Biol., 2021,
1157, 41-61.

Kaptchouang Tchatchouang C.-D., Fri J., De Santi M., Brandi G., Schiavano G.F., Amagliani G.,
Ateba C.N.: Listeriosis Outbreak in South Africa: A Comparative Analysis with Previously Report-
ed Cases Worldwide. Microorg., 2020, 17, 8(1), 135.

Kurpas M., Osek J., Moura A., Leclercq A., Lecuit M., Wieczorek K.: Genomic Characterization of
Listeria monocytogenes Isolated From Ready-to-Eat Meat and Meat Processing Environments in Po-
land. Front Microbiol., 2020, 11, #1412.

LiF., Ye Q., Chen M., Zhang J., Xue L., Wang J., Wu S., Zeng H., Gu Q., Zhang Y., Wei X., Ding
Y., Wu Q.: Multiplex PCR for the Identification of Pathogenic Listeria in Flammulina velutipes
Plant Based on Novel Specific Targets Revealed by Pan-Genome Analysis. Front. Microbiol., 2021,
11, #634255.

Nho S.W., Abdelhamed H., Reddy S., Karsi A., Lawrence M.L.: Identification of high-risk Listeria
monocytogenes serotypes in lineage I (serotype 1/2a, 1/2c, 3a and 3c) using multiplex PCR. J. Appl.
Microbiol., 2015, 119, 3, 845-852.

Paillard D., Dubois V., Duran R., Nathier F., Guittet C., Caumette P., Quentin C.: Rapid Identifica-
tion of Listeria Species by Using Restriction Fragment Length Polymorphism of PCR-Amplified
23S rRNA Gene Fragments. AEM, 2003, 69, 11, 6386-6392.

Psareva E.K., Liskova E.A., Razheva I.V., Yushina Y.K., Grudistova M.A., Gladkova N.A., Potem-
kin E.A., Zhurilov P.A., Sokolova E.V., Andriyanov P.A., Voronina O.L., Kolbasov D.V., Ermolae-
va S.A.: Diversity of Listeria monocytogenes Strains Isolated from Food Products in the Central Eu-
ropean Part of Russia in 2000-2005 and 2019-2020. Foods, 2021, 10, 11, #2790.

Quereda J.J., Moron-Garcia A., Palacios-Gorba, C. Dessaux, C. Garcia-del Portillo, F. Pucciarelli,
M.G. Ortega, A.D.: Pathogenicity and virulence of Listeria monocytogenes: A trip from environ-
mental to medical microbiology. Virulence, 2021, 12, 1, 2509-2545.

Seeliger H.P.R., Hohne K.: Serotyping of Listeria monocytogenes and Related Species. In: Methods
in Microbiology. Eds. Bergan T., Norris J.R., vol. 13, Academic Press, 1979, pp. 31-49.
Simonavicien¢ 1., Zakariené G., Lozoraityté A., Zaborskiené G., Gerulis G., Stimbirys A.: Identifica-
tion and serotyping of Listeria monocytogenes, isolated from various salmon products, sold in retail
market in Lithuania. Ital. J. Food Saf., 2021, 10, 3, 9341.



44 Iwona Kawacka, Agnieszka Olejnik-Schmidt

[21] Vitullo M., Grant K.A., Sammarco M.L., Tamburro M., Ripabelli G., Amar C.F.L.: Real-time PCRs
assay for serogrouping Listeria monocytogenes and differentiation from other Listeria spp. Mol.
Cell. Probes, 2013,27, 1, 68-70.

[22] Wang Y., Ji Q., Li S., Liu M.: Prevalence and Genetic Diversity of Listeria monocytogenes Isolated
From Retail Pork in Wuhan, China. Front. Microbiol., 2021, 12, 620482.

[23] YinY., Yao H., Doijad S., Kong S., Shen Y., Cai X., Tan W., Wang Y., Feng Y., Ling Z., Wang G.,
Hu Y., Lian K., Sun X., Liu Y., WangC., Jiao K., Liu G., Song R., Chen X., Pan Z., Loessner M.J.,
Chakraborty T., Jiao X.: A hybrid sub-lineage of Listeria monocytogenes comprising hypervirulent
isolates. Nat. Commun., 2019, 10, #4283.

[24] Zhu Q., Gooneratne R., Hussain M.A.:Listeria monocytogenes in Fresh Produce: Outbreaks, Preva-
lence and Contamination Levels. Foods, 2017, 6, 3, #21.

GENOSEROTYPOWANIE IZOLATOW LISTERIA MONOCYTOGENES POCHODZACYCH
Z PRODUKTOW MIESNYCH I SRODOWISKA PRODUKCYJNEGO

Streszczenie

Wprowadzenie. Listeria monocytogenes jest ludzkim patogenem zwigzanym z zywnos$cig oraz czyn-
nikiem wywolujacy listeriozg, czyli chorobe o wysokim odsetku $miertelno$ci. Serotypowanie jest metoda
réznicowania izolatow L. monocytogenes w oparciu o unikatowe kombinacje antygenéw somatycznych
(O) i rzgskowych (H) na powierzchni ich komérek. Klasyczne serotypowanie jest wykonywane z wyko-
rzystaniem metod aglutynacyjnych, ktore wymagaja uzycia przeciwcial. Istnieja jednak metody genosero-
typowania, ktore pozwalaja zakwalifikowac izolaty L. monocytogenes do poszczegodlnych grup serotypow
(nazywanych serogrupami) na podstawie analiz genetycznych. Réznicowanie izolatow L. monocytogenes
jest waznym zagadnieniem w konteksécie bezpieczenstwa zywnosci, kontroli i $ledzenia zrédet skazen.
W niniejszej pracy przedstawiamy wyniki genoserotypowania 153 izolatdéw L. monocytogenes pochodza-
cych z produktow migsnych i srodowiska produkcyjnego w polskich zakladach przetworstwa. Do prze-
prowadzenia analiz genoseroptyu wykorzystano dwie metodyki: pierwsza pozwala na rozréznienie czte-
rech najczesciej wystepujacych serotypow (1/2a, 1/2b, 1/2¢ oraz 4b), natomiast druga pozwala rozr6znic¢
hiperwirulentny serowar 4h od innych serotypow.

Wryniki i wnioski. Otrzymane oboma metodami wyniki byly zgodne i wszystkie izolaty zostaty za-
kwalifikowane do odpowiadajacych sobie serogrup w obrgbie obu metodyk. Wigkszos¢ izolatow (73.9 %)
zostala scharakteryzowana jako nalezaca do serogrupy Ila (reprezentujacej serowary 1/2a, 3a). Serogrupa
IVb (4b, 4d, 4e) byta druga najbardziej liczna (zawierala 18.3 % izolatow), a nastgpnie IIb (1/2b, 3b, 7)
oraz Ilc (1/2¢, 3c¢), przy czym ostatnie dwie grupy byly rownoliczne (i kazda z nich zawierata 3.9 %
wszystkich izolatéw). Zaden z zebranych izolatéw nie nalezat do serogrupy reprezentujacej serotypy 4a,
4c, 4ab 1 4h.

Slowa kluczowe: serotypowanie, genoserotypowanie, serotypy, bezpieczenstwo zywnosci, kontrola zyw-

, - Y4
nosci
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THE EFFECT OF STORAGE TIME ON THE ANTIOXIDANT ACTIVITY
AND POLYPHENOLIC PROFILE OF FROZEN AND LYOPHILIZED DRONE
BROOD FIXED IN HONEY

Summary

Background. The purpose of the study was to evaluate the effect of drone brood fixation in rape hon-
ey and to analyze changes in its antioxidant activity during storage. The fixation was carried out for frozen
and lyophilized drone brood, which were mixed with honey in various proportions (1, 2, and 4 % w/w).
The antioxidant activity (DPPH and FRAP methods) and the total content of polyphenolic compounds
(TPC) after 3, 6, and 9 months of storage were analyzed. After 9 months of storage, the polyphenolic
profile (HPTLC method) and physicochemical parameters of samples were assessed.

Results and conclusion. The addition of drone brood to honey increased the antioxidant activity of
the final product considerably (by 33 to 110 %), while only slightly affected the physicochemical parame-
ters (conductivity and a diastase number) compared to control honey. Moreover, honey with the addition
of drone brood still continued to meet the requirements for honey standard. The polyphenol profile ob-
tained by HPTLC method for honey with the addition of drone brood was enriched mainly with ellagic
and ferulic acids compared to control honey. It was found that fixing the drone brood in honey allows to
maintain its antioxidant properties for 6 months, whereas a significant decrease in reducing power (FRAP)
and polyphenolic content (TPC) during prolonged storage were observed (from 8 to 26 % ). Due to the
fact that lower losses were observed for the addition of frozen than for lyophilized drone brood after 9
months of storage, preserving the frozen brood in honey (up to 5 % w/w) can be recommended as an
effective and inexpensive method available in apiary conditions.

Key words: drone brood, treatment, honey, antioxidant activity, polyphenolic profile

Introduction

Drone brood homogenate is a bee product obtained from drone larvae collected
from drone cells in a honeycomb at various stages of development. In the form of a
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homogenate, because of its similar chemical properties, it is considered to be the male
equivalent of royal jelly. It is commonly used as Apilarnil, which is obtained from
drone brood subjected to homogenization, then frozen at -65 °C and fixed by lyophi-
lization to preserve its biological properties [4].

Drone brood, as a nutrient-rich little-known beekeeping product has many benefi-
cial healing properties. It is a valuable source of protein (13.28 %) and minerals (e.g.
phosphorus, sodium, sulfur, magnesium, calcium), but also contains phenols (ellagic
acid, chlorogenic acid) and steroid hormones (testosterone, progesterone, estradiol)
[16]. Due to its low acquisition cost and effectiveness, it was used as a remedy for var-
ious diseases. Some of the biological and therapeutic effects of drone brood have been
confirmed in in vitro laboratory studies [13, 16].

It is known that drone brood loses its biological activity in a very short time, so it
is important to fix it as quickly as possible. The simplest and cheapest method is freez-
ing (up to 6 days at -2 °C or up to 10 months at -18 °C). Drone brood can be frozen in
liquid nitrogen (-196 °C) or lyophilized (shelf life up to 2 years). However, drone
brood can be deposited on a stable absorbent such as honey. For this purpose, a previ-
ously prepared homogenate of drone brood is added to honey in the amount of up to 1
+5 % of the final volume. The storage of the final product at room temperature allows
its properties to be retained for 6 months [5].

The effect of honey variety as a fixing agent has not been studied in detail. How-
ever, rape honey is best suited for this purpose. It is one of the best-known varieties in
Poland due to the earliest harvesting time, a low price, and easy availability. In a liquid
form, it has a light color and crystallizes the fastest among all honey varieties found in
Poland (3 + 7 days). After crystallization, it turns white or changes its color to creamy.
Rape honey contains essential oils, tannins, bitter compounds, flavonoids (mainly
quercetin, kaempferol, apigenin) [23]. This honey type nourishes and regenerates an
exhausted organism [12]. Recently, it has been promoted to replace unhealthy sugar
with honey, which cannot be overdosed because of its sweet taste and quick satiation
with sweet taste.

The aim of the study was to fix drone brood (frozen or lyophilized) in rape honey
and to analyze changes in the antioxidant activity of obtained mixtures during storage.

Materials and methods

Chemicals

Chemicals [2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; 2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid); 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine], reagents (Folin—Ciocalteu reagent),
were obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Solvents and acids (ethyl
alcohol, ethyl acetate, formic acid, acetic acid) were purchased from Chempur (Piekary
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Slaskie, Poland) and reagents for HPTLC visualization (natural product reagent, PEG
400) were obtained from Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Germany).

Material Collection

The drone brood was collected from an apiary in the south-eastern part of Poland
in the June 2020 season. The drone brood of the Apis mellifera carnica breed families
were selected by hand from a drone frame, immediately sealed in sterile containers,
and transferred to the laboratory. The samples were homogenized using a tissue ho-
mogenizer (TH 02, Omni International, Kennesaw, GA, USA) with 7 mm Omni Tips
™ plastic tips. The material was then frozen at -18°C or lyophilized (using Alpha 1-2,
LD plus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Germany). Rape
honey was purchased from a local apiary located in the Podkarpackie Province in the
2020 beekeeping season.

As a method of drone brood fixation, both the frozen (F) or lyophilized (L) drone
brood were introduced to honey during creaming. Liquefied rape honey (100 g) was
weighted in a glass jar (200 cm®), inoculated with crystallized honey (99:1) and mixed
with a kitchen mixer for 60 s, four times a day to start the crystallization process. Six
honey samples were creamed. Subsequently, frozen drone brood was added to honey in
increasing amounts of 1, 2, and 4 % (w/w). For lyophilized drone brood, the addition
was recalculated taking into account a loss of water during lyophilization as 0.3, 0.6
and 1.2 % w/w, but for the better understanding, it was marked as the same as the dose
of frozen brood dose (corresponded value 1, 2 and 4 % w/w). The whole mixture was
mixed again with the kitchen mixer for 60 s. Samples prepared in such a manner were
stored in a refrigerator at 4 °C for three days and mixed two times a day to obtain ho-
mogeneous consistency. After complete crystallization, the honeys were stored at 21 £
2 °C without exposure to sunlight for 3, 6, 9 months until analyses.

DPPH Test

The inhibition of the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical was measured
by following the assay procedure described by Dzugan et al. [2], with minor modifica-
tions. The reduction of DPPH radicals was calculated using the following t AA % =
[(Ay — Ay)/Ag] * 100, where AO is the absorbance of the control and As is the absorb-
ance of the tested samples and expressed as umol of Trolox (TE) equivalents per 100 g
of honey (umol/100 g) based on a calibration curve (y = 15.553x, 7> =0.9970), prepared
for Trolox in the range of 25-300 nmol/cm’.

FRAP Assay

The FRAP (ferric ion reducing antioxidant parameter) assay was carried out ac-
cording to Dzugan et al. [2]. The results were expressed as umol of Trolox (TE) equiv-
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alents per 100 g of honey (umol/100 g) based on a calibration curve (y = 0.152x, > =
0.9998), prepared for 0.1 mmol Trolox in the range of 25-300 nmol/cn’.

Total Phenolic Content Determination (TPC)

The total phenolic content was determined using a Folin-Ciocalteu reagent, ac-
cording to Dzugan et al. [2], with minor modifications. The phenolic content expressed
as mg of gallic acid (GAE) equivalents per 100 g of honey (mg GAE/100 g) was calcu-
lated based on a calibration curve prepared for gallic acid in the range of 0 +
150 pg/mL (y = 0.336x, = 0.9914).

Polyphenolic profile using HPTLC chromatography

The polyphenolic profiles for honeys were performed on HPTLC Silica Gel 60
Fys4 plate (20 x 10 cm) purchased from Merck (Darmstadt, Germany). The samples for
an analysis were prepared by making a 20 % solution of honeys in water acidified with
HCI (pH = 2). Subsequently, the solutions were passed through the C-18 Sep-Pak car-
tridges (Waters, Milford, USA) retaining phenolic compounds. Ballast compounds
were rinsed with 10 mL of acidified water and finally polyphenols were rinsed with
2.5 mL of methanol. Five pL of such prepared honey samples were applied to the
HPTLC Silica Gel 60 Fys4 plate as 7 mm bands from the lower edge of a plate, at the
rate of 100 nL/s, using a semi-automated HPTLC application device (Linomat 5,
CAMAG, Muttenz, Switzerland). Chromatographic separation was performed in a
chromatographic tank saturated for 20 min with the mobile phase (ethyl acetate: water:
formic acid: acetic acid; 15:2:1:1) and developed to a distance of 70 mm. The results
obtained were documented using an HPTLC imaging device (TLC Visualizer,
CAMAG) at 366 nm. Additionally, the plate was derivatized using an automated TLC
plate derivatizer (CAMAG Derivatizer) with Natural Product Reagent (diphenylboric
acid B-aminoethyl ester complex) and in the second step with an alcoholic PEG 400
solution. The chromatographic image obtained was analyzed using HPTLC software
(Vision CATS, CAMAG). The profile of polyphenolic compounds of honey with the
addition of drone brood was analyzed in comparison to control honey and drone brood
fingerprints in terms of the pattern of bands, their color and intensity. Single phenolic
compounds was identified based on Rf values determined for standard substances (el-
lagic acid, ferulic acid, chlorogenic acid, quercetin, apigenin) separated under the same
conditions (not shown on the chromatogram).

Physicochemical parameters determination

The water content, active acidity and free acidity, conductivity and diastase num-
ber were determined for all tested samples strictly as described in our earlier paper
[15], in accordance with the legal requirements for honey [11].
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Statistical analysis

All calculations were made in triplicate. Three-way analysis of variance followed
by HSD Tukey's test (p <0.05) was applied to find significant differences in antioxi-
dant activity regarding the used drone brood addition value, the time of storage and the
form of added drone brood. The Student's t-test was used to check whether the differ-
ences between the control sample and other means are statistically significant. Correla-
tion coefficients (r Pearson) were calculated. All calculations were performed using
Statistica 13.3 software (StatSoft, Tulsa, USA).

Results and discussion

Changes in antioxidant activity and total phenolic content of drone brood fixed in rape
honey during storage

Rape honey (control) showed antioxidant activity measured using a DPPH meth-
od at the level of 3.1 umol TE/100 g, which gave almost 10 % of the ability to scav-
enge free radicals (Fig. 1a). The addition of 1 % of frozen drone brood to honey signif-
icantly increased the antiradical capacity by 64.5 %. However, the addition of 2 % of
drone brood did not have a direct effect on a double increase in the antiradical activity.
The highest increase in the analyzed parameter, compared to control honey, was
demonstrated for the highest addition of frozen drone brood (an increase of 77.4 %).

The storage time did not influence the activity of the tested honeys significantly.
However, after 9 months of the storage of honey, a significant decrease in antioxidant
activity was found in all the analyzed samples. The ability of rape honey (control) to
scavenge free radicals increased by 6.45 %, which is characteristic of stored honey
(Maillard reaction) [21]. On the other hand, as regards the honeys to which drone
brood was added, a decrease in antioxidant activity was found (9.3 + 36.95 %). The
greatest decrease was found for honey with a 4 % addition of frozen drone brood. De-
spite a decrease in activity after 9 months of storage, the honey retained a higher activi-
ty compared to the control honey.

A similar relationship was found for the results of ferric ion reduc-
ing antioxidant power (FRAP) (Fig. 1b), which was confirmed by a correlation among
the results after 3 months of storage (r = 0.532). However, the addition of lyophilized
drone brood enriched honey with bioactive compounds to a lower extent, but the high-
est increase compared to the control was found for the 4 % addition of frozen brood
(60.53 %). The storage of drone brood fixed in honey for 9 months decreased the abil-
ity to reduce ferric ions in all samples significantly. Compared to the honeys stored for
6 months, the activity of rape honey decreased by 17.31 %, while in the case of honeys
with brood addition, it ranged from 2.84 to 32.95 %.
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Fig. 1. Changes in the antioxidant properties of drone brood fixed in honey compared to control rape
honey measured using the DPPH method (a), the FRAP method (b), and as total phenolic content
(c); (n=3)

Ryc. 1. Zmiany wlasciwosci przeciwutleniajacych czerwia trutowego utrwalonego w miodzie w porow-
naniu z kontrolnym miodem rzepakowym mierzone metoda DPPH (a), metoda FRAP (b) oraz jako
catkowita zawarto$¢ polifenoli (c); (n=3)
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$rednie oznaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie (p <0.05); * significant differences compared to

control honey / istotnie r6zne w poréwnaniu do proby kontrolnej (p < 0.05)
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The synergistic effect of the mixture of various bee products with honey has been
already reported. Habryka et al. [3] enriched honey with 25 % bee pollen and achieved
eight-and-a-half times higher DPPH activity of the finished product compared to con-
trol honey. However, the 5 % addition contributed to a two-and-a-half-fold increase in
activity. The authors [3] obtained a similar effect by enriching honey with propolis at
various concentrations (0.1 + 1 %). Socha et al. [17] analyzed the effect of adding bee
bread to honey. A FRAP analysis showed that after the addition 20 % of bee bread to
honey, the reducing ability increased 10 times, which was statistically significant.

The total polyphenol content in the rape honey was 33.9 mg GAE/100 g (Fig. 1c).
The highest increase was recorded for the greatest addition of frozen and lyophilized
drone brood by 51.03 and 41.29 %, respectively. Furthermore, the addition of drone
brood increased the content of phenolic compounds significantly, except for the addi-
tion of 1 % brood lyophilisate compared to control honey. After 6 months of storage,
the content of polyphenolic compounds in the enriched honey increased on average by
3-5 %, which was statistically significant and strongly correlated with the FRAP results
(r = 0.925). Moreover, the influence of the form of the additive, the amount of the ad-
ditive and the storage time on changes in the antioxidant potential and the content of
polyphenols was found. All interactions were statistically significant (p < 0.05). The 9-
month storage of drone brood fixed in honey resulted in a decrease in the content of
polyphenolic compounds by 14.29 % for honey with a 4 % addition of lyophilized
drone brood. Habryka et al. [3] enriched honey with 5 % bee pollen and showed a sig-
nificant increase in the total content of polyphenolic compounds. Majewska and
Trzanek [8] obtained similar results.

The comparison of the HPTLC polyphenolic profiles of drone brood fixed in rape hon-
ey after 9 months of storage

The comparison of polyphenolic profiles of drone brood fixed in rape honey was
provided in Fig. 2.

The visualization of drone brood extract (DB) at 366 nm shows a phenolic profile
(Rf=0.12, 0.20, 0.25, 0.31, 0.45, 0.84, 0.91), which can be considered unique because
the bands are visually different in color (light blue, blue). Additionally, chlorogenic
acid (Rf = 0.03) was identified at the start line as the light blue band. Rape honey
showed a different phenolic profile than drone brood. For honey, the most intense
bands were found at Rf (0.12, 0.21, 0.31). This fingerprint was dominated by brown
(Rf=0.05 + 0.25), and light yellow bands (Rf above 0.90). In addition, the presence of
light yellow and light blue bands was found. Some bands that were barely visible in the
control honey showed higher intensity in honey with the addition of drone brood at Rf
=0.31, 0.12 (blue bands) and 0.95 (yellow band) identified as apigenin. Increasing the
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intensity and visibility of the bands, as well as increasing the addition share, proves
that the content of phenolic compounds in honey becomes higher with the addition of
drone brood. The results obtained were in line with the Stanek and Jasicka-Misiak’s
results [18], who compared the phenolic profile of nectar honeys. They showed domi-
nant bands of yellow, light blue, blue and black, among which they identified the pres-
ence of p-coumaric acid, chlorogenic acid and myricetin in nectar honeys. However,
Tomczyk et al. [19] analyzed the phenolic profile of Polish honeys, showing orange,
blue, yellow, and green bands in rape honey. The composition of polyphenols in drone
brood was similar to that in the previous studies [14, 15]. Blue bands dominated in the
drone brood homogenate chromatogram, which proves the presence of ferulic acid (Rf
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Fig. 2. Polyphenolic profiles (using the HPTLC method) after 9 months of storage of frozen (F1, F2,
and F4) and lyophilized (L1, L 2 and L 4) drone brood fixed in honey. DB - drone brood extract
and control - rape honey were used for the comparison.

Rys. 2. Profile polifenolowe (metoda HPTLC) po 9 miesiacach przechowywania zamrozonego (F1, F2
1 F4) i liofilizowanego (L1, L 2 i L 4) czerwiu trutowego utrwalonego w miodzie. Dla poréwna-
nia uzyto DB - ekstrakt z czerwia trutowego i kontrolny miod rzepakowy.

Explanatory notes / Objasnienia:

Selected compounds which migrated from the drone brood extract to honey are marked in yellow, com-

pounds originated from rape honey are marked in green. The red arrow indicates the small amount of

polyphenols present in honey, which the content of which was increased by drone brood addition (bands
which were intensified).

Na z6lto zaznaczono wybrane zwigzki migrujace z ekstraktu czerwiu trutowego do miodu, na zielono

zaznaczono zwiazki pochodzace z miodu rzepakowego. Czerwona strzatka wskazuje polifenole obecne

w miodzie w niewielkiej iloéci, ktorych zawarto$¢ zostata zwigkszona przez dodanie czerwiu trutowego

(prazki, ktore zostaty zintensyfikowane).
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= (.48) and ellagic acid (Rf = 0.08) in the tested material. Moreover, apigenin as yel-
low band was identified [15]. Based on the HPTLC results, the beneficial effect of
drone brood additive on polyphenolic profile of rape honey was shown, the higher
share of drone brood, the more polyphenols were observed.

Physicochemical parameters and organoleptic evaluation of enriched honeys after 9
months of storage under legal regulations for honey

After 9 months of storage, the organoleptic evaluation of the honeys was carried
out. During the evaluation of honeys with frozen drone brood, it was found that their
taste and smell corresponded to the typical characteristics of rape honey and no foreign
ones were found. Only the color of the honey with 4 % addition was slightly darker
and the consistency more fluid, however, these observations did not reduce the overall
quality of the honey. The honeys enriched with lyophilized drone brood behaved simi-
larly. In this case, their taste and smell did not differ from that of the control honey.
The color of the honey was very similar to that of the control honey, also with the 4 %
additive. The honey enriched with lyophilized drone brood retained a more stable con-
sistency compared to the addition of frozen brood due to low water content. In addi-
tion, it was observed that the highest addition stabilized the consistency and was the
most stable among all of the honeys being evaluated.

Bee honey is obtained according to generally accepted beekeeping practice and is
always subjected to quality control before being placed on the market. The physico-
chemical parameters, thanks to which the quality of honey is controlled based on a
laboratory analysis, include, among other things, water content, electrical conductivity,
acidity, pH, and diastase number. A good quality of the rape honey was confirmed,
which was in line with the findings of other authors for Polish [7, 10, 19] and European
[1, 6, 22] rape honey. The analysis of physicochemical parameters after 9 months of
the storage of the honeys did not show deviations from the norm for nectar honeys
[11]. The addition of 4 % of frozen drone brood did not exceed allowed water content.
However, the value was significantly different from the control honey. Meanwhile, a
beneficial increase in acidity, conductivity and diastase number was observed for the
enriched honey, resulting from native acidity, high bioelement content, and diastatic
activity of raw drone brood [15]. However, the values observed were still within the
legal limits for honey quality standard.

Developing new products and introducing them to the market is extremely diffi-
cult and should take into account market requirements and consumer preferences. Most
importantly, a new product and its ingredients should neither be hazardous to nor mis-
lead the consumer [9]. Due to the hormonal activity of drone brood, detailed studies
should be performed to confirm safe consumption and the maximum daily dose should
be established before introducing it as a dietary product.
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Table 1.  Physicochemical properties of honey enriched with drone brood after 9 months of storage
(n=3).

Tabela 1.  Wtasciwoscei fizykochemiczne miodu wzbogaconego czerwiem trutowym po 9 miesigcach
przechowywania (n=3).

Water content Acidity Conductivit’}i Diastase
Sample / Probka Zawarto$¢ pH Kwasowos$¢ Przewyosinosc . numb'e '
wody [%] [mval/ke] wlasciwa Liczba diasta-
[mS/cm] Zowa
Control 17.00 4.70 13.15 0.215 11.07
F1 17.20 452 16.10" 0.225 13.69"
F2 17.30° 4.59 19.60% 0.249" 17.16"
F4 19.70° 445 24.80" 0.256" 17.50"
L1 17.15 4.63 15.90" 0.216 13.53"
L2 17.00 4.59 17.20% 0.225 14.00"
L4 17.00 4.56 22.70° 0.244* 14.96"
Standard requirements
PN-88/A-77626 <20 - =50 0.2-08 -8

Explanatory notes / Objasnienia:
*significant differences compared to control honey / istotnie rézne w poréwnaniu do miodem kontrolnym
(p <0.05)

Conclusions

1. The addition of drone brood to rape honey significantly increased its antioxidant
activity and enriched polyphenolic profile in a dose-dependent manner.

2. The use of frozen drone brood in the highest dose was more beneficial than the
lyophilized additive, for this product less changes in antioxidant activity were ob-
served during prolonged storage.

3. The use of honey to fix the drone brood did not change significantly its physico-
chemical parameters, which still meet the requirements of honey quality standards.

4. Fixing frozen drone brood in honey seems to be the most applicable method under
apiary conditions.
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WPLYW CZASU PRZECHOWY WANIA NA WEASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE
I PROFIL POLIFENOLOWY MROZONEGO I LIOFILIZOWANEGO CZERWIU
TRUTOWEGO UTRWALONEGO W MIODZIE

Streszczenie

Wprowadzenie. Celem pracy byta ocena wpltywu utrwalenia czerwiu trutowego w miodzie rzepako-
wym oraz analiza zmian jego aktywnosci antyoksydacyjnej podczas przechowywania. Utrwalanie prze-
prowadzono na mrozonym i liofilizowanym czerwiu trutowym, ktory zmieszano z miodem w réznych
proporcjach (1, 2 14 % w/w). Analizowano aktywno$¢ przeciwutleniajaca (metodami DPPH i FRAP) oraz
calkowitg zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych (TPC) po 3, 6 i 9 miesiagcach przechowywania. Po 9 mie-
sigcach przechowywania oceniono profil polifenolowy (metoda HPTLC) oraz parametry fizykochemiczne.

Whyniki i wnioski. Dodatek czerwiu trutowego do miodu silnie zwigkszyt aktywno$¢ przeciwutlenia-
jaca produktu koncowego (o 33 do 110 %), a jedynie nieznacznie wptynal na parametry fizykochemiczne
(przewodno$¢ i liczbe diastazowa) w poréwnaniu z miodem kontrolnym. Ponadto midd z dodatkiem czer-
wiu trutowego nadal spelnia wymagania normy dla miodu. Profil polifenolowy uzyskany metoda HPTLC
dla miodu z dodatkiem czerwiu trutowego zostal wzbogacony gltéwnie o kwas elagowy i ferulowy
w porownaniu z miodem kontrolnym. Stwierdzono, Ze utrwalanie czerwiu trutowego w miodzie pozwala
na zachowanie jego wlasciwosci antyoksydacyjnych przez 6 miesigcy, natomiast zaobserwowano znaczne
spadki mocy redukujacej (FRAP) i zawartosci polifenoli (TPC) podczas dtuzszego przechowywania (od 8
do 26 %). W przypadku dodatku czerwiu mrozonego, po 9 miesigcach przechowywania obserwowano
mniejsze straty niz w przypadku liofilizatu, dlatego przechowywanie mrozonego czerwiu w miodzie (do
5 % m/m) mozna poleci¢ jako skuteczng i niedroga metod¢ dostgpng w warunkach pasiecznych.

Slowa kluczowe: czerw trutowy, utrwalanie, miod, aktywno$¢ antyoksydacyjna, profil polifenolowy
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PRZEZYWALNOSC BAKTERII PROBIOTYCZNYCH W INNOWACYJNYM
NAPOJU NA BAZIE OCTU OWOCOWEGO I SERWATKI

Streszczenie

Wprowadzenie. Serwatka, stanowigca odpad w zakladach mleczarskich, jest niedocenianym surow-
cem o duzych wlasciwosciach odzywczych. Jednym ze sposobow jej wykorzystywania moze by¢ produk-
cja fermentowanych napojow. Celem badan byto opracowanie innowacyjnego fermentowanego napoju na
bazie serwatki i octu owocowego oraz okreslenie w nim przezywalnosci dwoch probiotycznych szczepow
bakterii kwasu mlekowego. Zakres pracy obejmowal przygotowanie poszczegdlnych komponentow, do-
branie wlasciwych ich proporcji oraz sprawdzenie wptywu warunkéw i czasu przechowywania na prze-
zywalnos¢ szczepow. Material biologiczny stanowily szczepy drozdzy winiarskich Saccharomyces cerevi-
siae, szczepy bakterii octowych Acetobacter pasterianus O4 1 Acetobacter pasterianus MW3 oraz szczepy
bakterii kwasu mlekowego: Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC 53103 oraz Lactiplantibacillus
plantarum LMG P-21021. Przezywalno$¢ bakterii mlekowych zbadano w warunkach beztlenowych.
Serwatke zmieszano z octem jabtkowym w proporcjach 10 % i 50 % octu. Napdj przetrzymywano
w temperaturze 21 =2 °C 13 + 2 °C przez 21 dni.

Wyniki i wnioski. Napoj analizowano raz w tygodniu, a liczba bakterii kwasu mlekowego po 21
dniach przechowywania ksztattowata si¢ na wysokim poziomie, przekraczajac rekomendowana przez
WHO liczbe bakterii w napojach probiotycznych — 10° = 107 jtk/cm®. Nap6j na bazie serwatki i dodatku
10 % octu byt dobrym medium, a liczba bakterii mlekowych w tym napoju w kazdym jego wariancie
wynosita srednio 8,4 = 0,29 log jtk/cm’.

Stowa kluczowe: serwatka, ocet, bakterie kwasu mlekowego (LAB), bakterie kwasu octowego (AAB),
napdj fermentowany, probiotyki

Wprowadzenie

Serwatka kwasowa, powstajaca w najwickszych ilosciach przy produkcji twaro-
gow 1 serkow wiejskich, jest jednym z gltéwnych produktéw ubocznych przemystu
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mleczarskiego. Stanowi okoto 85 +90 % objetosci mleka i jest bogata w wiele cennych
sktadnikow, takich jak: biatko, laktoza, wapn i fosfor, kwasy organiczne oraz witaminy
[17, 20]. Serwatka kwasowa powstaje na drodze koagulacji mleka poprzez ukwaszanie
i charakteryzuje si¢ pH ponizej wartosci 5,0. Obecnos¢ kwasu mlekowego, a takze
niskie pH oraz wysokie st¢zenie mineratdéw czyni jg produktem trudnym do wykorzy-
stania. Znalazta zastosowanie w przemysle rolniczym jako nawoz, a takze jako dodatek
do pasz dla zwierzat hodowlanych. Wykorzystywana jest rowniez w innych obszarach
np. jako podtoza hodowlane dla mikroorganizméw, a takze jako substrat do produkcji
biopaliw [16, 17, 22]. Badania przeprowadzone na przestrzeni ostatnich lat Swiadcza
o pozytywnym wptywie serwatki na zdrowie dzieci oraz osob dorostych [21]. Serwatka
ma dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwwirusowe oraz przeciwutleniajace,
a takze wspomagajace w leczeniu nowotwordw i chordb sercowo-naczyniowych [20].
Ponadto, serwatka ze wzgledu na duza zawarto$¢ biatka wplywa pozytywnie na rege-
neracje organizmu po wysitku fizycznym [5, 23]. Z uwagi na jej prozdrowotne dziala-
nie poszukuje si¢ sposobow polepszenia smaku serwatki i jej wykorzystania w produk-
cji napojow [19, 20].

Ocet jest produktem powszechnie wykorzystywanym do konserwowania zywno-
$ci, ale takze uzywanym jako polepszacz smaku wielu potraw. Z uwagi na sktad boga-
ty w zwigzki aktywne, m.in.: kwasy organiczne, polifenole, witaminy oraz melanoidy,
posiada wiele korzystnych wtasciwosci. Udowodniono dziatanie przeciwhiperglike-
miczne, przeciwhiperlipidemiczne, a takze przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniaja-
ce 1 przeciwzapalne octu [1, 4, 6].

Celem pracy byto opracowanie receptury innowacyjnego fermentowanego napoju
na bazie serwatki i octu owocowego oraz ocena przezywalnos$ci dwoch probiotycznych
szczepow bakterii kwasu mlekowego. Dodatkowa motywacja do opracowywania napo-
ju na bazie serwatki z dodatkiem octu owocowego bylo ograniczenie marnowania
owocow, a co za tym idzie sokow owocowych, z ktorych nadprodukcja zmagajg si¢
rolnicy oraz mali i §redni przedsigbiorcy rolni.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byty napoje na bazie octu owocowego i serwatki. Do produk-
cji octu uzyto ekologicznego soku jabtkowego (Zywno$é Ekologiczna Bio Food sp.
7 0.0.), poddanego procesowi fermentacji alkoholowej poprzez wprowadzenie szcze-
pow drozdzy z kolekcji kultur Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
Panstwowego Instytutu Badawczego (IBPRS-PIB) Saccharomyces cerevisiae rasy
Tokay. Po przeprowadzonej fermentacji alkoholowej do otrzymanego potproduktu
dodano szczepy bakterii kwasu octowego Acetobacter pasterianus O4 oraz Acetobac-
ter pasterianus MW3 pochodzace z kolekcji IBPRS-PIB w celu przeprowadzenia fer-
mentacji octowej. Szczepami probiotycznymi uzytymi do ukwaszenia mleka w celu
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otrzymania serwatki byty Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC 53103 oraz Lacti-
plantibacillus plantarum LMG P-21021 pochodzace z preparatéw farmaceutycznych,
komercyjnie dostepnych.

Przed rozpoczgciem procesu przygotowania octu sprawdzono jakos¢ mikrobiolo-
giczng soku jabtkowego. Posiew przeprowadzono metodami zgodnymi z obowigzujg-
cymi normami, w kierunku: ogolnej liczby drobnoustrojéw przy uzyciu podtoza PCA
(Oxoid, Wielka Brytania), mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej z wykorzysta-
niem podtoza MRS (Merck, Niemcy), Enterobacteriaceae uzywajac podtoza VRBG
(Merck, Niemcy), Escherichia coli z wykorzystaniem podtoza TBX (Oxoid, Wielka
Brytania), gronkowcow koagulazo-dodatnich na podtozu RPF z suplementem (Oxoid,
Wielka Brytania), plesni i drozdzy, uzywajac podtoza z chloramfenikolem (Merck,
Niemcy), a takze w kierunku wykrycia obecno$ci patogendw: Listeria monocytogenes
przy uzyciu pozywek: Half Fraser, Fraser oraz ALOA (Graso, Polska) oraz Sa/monella
spp., stosujac pozywki: MKTT, Rambach (Merck, Niemcy) i podloza RVS i XLD
(Oxoid, Wielka Brytania) [8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15]. Pierwszy etap otrzymywania
octu stanowita beztlenowa fermentacja alkoholowa w temperaturze 25 °C z wykorzy-
staniem drozdzy winiarskich S. cerevisiae (o gestosci inokulum 10° jtk/cm®), trwajaca 7
dni. Powstaty w tym procesie potprodukt analizowano na zawarto$¢ alkoholu wedlug
normy PN-A-79120-04:1990, ktéra polega na oddestylowaniu alkoholu z probki i od-
czytaniu mocy z tablic na podstawie piknometrycznie oznaczonej gestosci destylatu
[7].

Kolejnym etapem byta biosynteza kwasu octowego w temperaturze 30 °C, do kto-
rej uzyto potproduktu otrzymanego na drodze fermentacji alkoholowej oraz szczepow
bakterii octowych (AAB) A. pasterianus O4 i A. pasterianus MW3, ktorych taczna
gestos¢ inokulum wynosita 10° jtk/cm®’. Podczas procesu biosyntezy kwasu octowego
oznaczano moc powstajacego octu zgodnie z metodyka opisang przez Czubeg [2] po-
przez bezposrednie miareczkowanie 1 ml octu roztworem NaOH o stezeniu 0,1 M
wobec roztworu fenoloftaleiny jako wskaznika oraz przeliczenia wedlug obowiazuja-
cego wzoru.

Przed dodaniem probiotycznych bakterii kwasu mlekowego do mleka pasteryzo-
wanego w temperaturze 65 °C przez 30 minut (niska pasteryzacja) sprawdzono jego
jakos¢ mikrobiologiczng z uzyciem metod analogicznych do wykorzystywanych pod-
czas analizy soku jabtkowego. Mleko z dodatkiem probiotycznych bakterii kwasu mle-
kowego (LAB) w trzech réznych wariantach (z dodatkiem L. rhamnosus GG ATCC
53103, z dodatkiem L. plantarum LMG P-21021 oraz z dodatkiem obu tych szczepow)
(o gestosei inokulum 10% jtk/cm?®), przelano do jatlowych butelek i inkubowano przez 4
dni w temperaturze 21 + 1 °C. Powstaly skrzep przetozono do sita i oddzielono od
serwatki.
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Z uwagi na potencjalnie prozdrowotne dziatanie uzyskanego napoju okreslono
zawarto$¢ pierwiastkow w otrzymanym occie, a ze wzgledow bezpieczenstwa ozna-
czono zawarto$¢ metali ciezkich. Oznaczono zawarto$¢ Ca, Mn, Mg, Zn, Cu, Fe, K, Na
1 NaCl oraz metali cigzkich: Cd, Pb i Hg. Oznaczanie pierwiastkow oraz kadmu i oto-
wiu wykonano w oparciu o procedur¢ metody ptomieniowej spektrometrii absorpcji
atomowej (FAAS) na aparacie Hitachi Z-200. Probki mineralizowano na sucho w pie-
cu muflowym w temperaturze 420 + 450 °C. Po mineralizacji i rozpuszczeniu, probki
oznaczano spektrometrycznie z uzyciem krzemowej lampy diodowej UV. Stgzenie
pierwiastkow okreslano na podstawie krzywych wzorcowych. Zawartos¢ rteci ozna-
czano przy uzyciu metody atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS) w analizatorze
rteci AMA 254. Probke umieszczono na podajniku aparatury, gdzie nastepowato jej
suszenie oraz spalanie w 1000 °C, po czym nastgpowat pomiar absorbancji przy dtugo-
$ci fali 253,65 nm.

W ostatnim etapie zmieszano powstale warianty serwatki z octem w odpowied-
nigj ilosci, tak aby otrzymac 10-procentowg i 50-procentowa zawarto$¢ octu w napoju
i przechowywano je w dwoch temperaturach: 3 °C oraz 21 °C przez okres 21 dni.
Przezywalno$¢ probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej sprawdzano we wszyst-
kich wariantach napoju (tacznie 12 rodzajow napoju) w czasie 0, po 2, 7, 14 i1 21
dniach, wysiewajac 1 cm’® odpowiednich rozcieficzen i zalewajac ptynnym podtozem
MRS (w trzech powtdrzeniach). Tak przygotowane ptytki inkubowano w 37 °C £ 1 °C
w warunkach beztlenowych w systemie Anaerobe Gas Generating Pouch (Thermo
Scientific), zgodnie z norma PN-ISO 15214:2002 [13] przez 48 h.

Analiz¢ wynikow przeprowadzono w programie Statistica (wersja 14, Statsoft,
Polska). Wykonano test T dla prob zaleznych przy p < 0,05, aby okresli¢ roznice staty-
stycznie istotne pomigdzy czasem 0, a poszczegdlnymi dniami przechowywania przy-
gotowanych napojow. W celu okres$lenia roznic statystycznie istotnych pomi¢dzy roz-
nymi temperaturami przechowywania napoju oraz réznymi mocami octu uzytego do
produkcji napoju wykonano test T dla prob niezaleznych przy p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki badan jako$ci mikrobiologicznej ekologicznego soku jabtkowego uzytego
do produkcji octu oraz niskopasteryzowanego mleka uzytego do wyprodukowania
serwatki, przedstawiono w tab. 1. Podczas analizy soku jabtkowego nie zaobserwowa-
no wzrostu bakterii, ples$ni ani drozdzy. Nie wykryto rowniez patogenow, co Swiadczy-
o o jatowosci soku. W przypadku analizy mikrobiologicznej mleka okreslono ogdlng
liczbe drobnoustrojow na podtozu PCA, na pozostatych podtozach wzrostu nie zaob-
serwowano.
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Tabela 1. Wyniki oceny jako$ci mikrobiologicznej soku jabtkowego i mleka
Table 1. Results of the microbiological quality assessment of apple juice and milk

Parametr mikrobiologiczny Wynik / Result
Microbiological parameter Sok jabtkowy / Apple juice Mileko / Milk
Ogblna liczba drobnoustrojow [jtk/cm®
¢ Total count of bacteriaJ[cfu/[lm3] : <1 3,740,02
Liczba bakterii kwasu mlekowego [jtk/cm’] <1 <1
Count of Lactic Acid Bacteria [cfu/cm’]
Liczba E. coli [jtk/cm?] <1 <1
Count of E.coli [cfu/cm®]
Liczba Enterobacteriaceae [jtk/cnr’] <1 <1
Count of Enterobacteriaceae [cfu/cm’]
Liczba gronkowcow koagulazododatnich [jtk/cm’] <1 <1
Count of coagulase-positive staphylococci [cfu/cm’]
Liczba drozdzy i plesni [jtk/cm®] <1 <1
Count of yeasts and moulds [cfu/cm’]
Obecnos¢ Salmonella spp. . nie wykryto
Presence of Salmonella SII))p nie wykryto / not detected not de};ecﬁd
Obecnos¢ Listeria monocytogenes . nie wykryto
Presence of Listeria monoi/ytfgenes nie wykryto / not detected not de};ec?[:[:d

Objasnienia / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviations

Podczas procesu fermentacji alkoholowej z wykorzystaniem wyselekcjonowa-
nych szlachetnych drozdzy winiarskich kontrolowano zawarto$¢ alkoholu, ktora po 7
dniach wyniosta 7,5 %. W nastgpnym etapie przeprowadzano biosyntez¢ kwasu octo-
wego, uzywajac produktu powstatego podczas fermentacji alkoholowej oraz szczepow
AAB. Podczas trwajacej fermentacji octowej analizowano na biezgco moc powstajace-
go octu, ktora finalnie, po 77 dniach wynosita 4,4 %.

Zawartos¢ pierwiastkow oraz metali cigzkich w occie jablkowym przedstawiono
w tabeli 2. Zawarto$¢ pierwiastkow byla na wysokim poziomie, co potwierdza wcze-
$niej sugerowane, prozdrowotne dziataniu octu. Zawartos¢ metali cigzkich (Cd, Pb,
Hg) w occie byta ponizej granicy oznaczalnosci, co z kolei $wiadczy o bezpieczen-
stwie produktu.

Liczba bakterii probiotycznych w napojach dla wszystkich badanych szczepoéw
wyjéciowo wynosita srednio 8,0 + 0,31 log jtk/cm’. Przedstawiono wyniki dla napojow
o mocy octu 10 % i 50 % przechowywanych w temperaturze 3 °C oraz 21 °C przez
okres 21 dni. Napoj analizowano po 0, 2, 7, 14 i 21 dniach przechowywania. Ro6znice
statystycznie istotne, pomigdzy czasem 0, a poszczegolnymi dniami przechowywania
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Tabela 2. Zawartos$¢ pierwiastkéw 1 metali ciezkich w occie jabtkowym
Table 2.  Content of elements and heavy metals in apple cider vinegar

Pierwiastek / Element [mg/dm”] SD
Ca 64,4 12,0
Mn 1,67 0,13
Mg 60,3 15,00
Zn 0,541 0,10
Cu 0,480 0,09
Fe 0,805 0,16
K 1,197 0,20
Na 11 0,42

NaCl 0,0027 0,001
Cd <0,003* -
Pb <0,020* -
Hg <0,001* -

Objasnienia / Explanatory notes:

(*) — granica oznaczalnosci metali cigzkich: Cd, Pb, Hg / limit of determination for heavy metals: Cd, Pb,
Hg. W tabeli przedstawiono wartosci $rednie i odchylenia standardowe — SD / The table shows mean
values and standard deviations — SD.

przedstawiono na wykresie. Zaobserwowano, ze w napoju z 10 % zawarto$cig octu
przechowywanym w 3 °C, przezywalno$¢ szczepow L. rhamnosus GG jaki L. planta-
rum oraz kokultury tych szczepow utrzymywata si¢ na wysokim poziomie, powyzej
8,0 = 0,17 log jtk/cm’, przez caty okres przechowywania (rys. 1.). W napoju przecho-
wywanym w 21 °C zawierajacym 10-procentowy dodatek octu, po 14 dniach przecho-
wywania, przezywalno$¢ szczepu L. plantarum obnizyta si¢ do 7,9 + 0,04 log jtk/cm’,
wynik ten byl statystycznie istotny. W tym samym napoju, przezywalno$¢ szczepu L.
rhamnosus GG oraz kokultura szczepow L. rhamnosus GG i L. plantarum po 21
dniach przechowywania wynosita odpowiednio 8,7 + 0,04 log jtk/cm® oraz 8,5 +
0,03 log jtk/cm® (rys. 2.). W drugim wariancie napoju, o mocy octu 50 % przechowy-
wanym w 3 °C, zaobserwowano obnizenie przezywalnosci wszystkich szczepow bak-
terii probiotycznych. Najwigksze obnizenie przezywalnos$ci odnotowano dla szczepu L.
rhamnosus GG, wynosito ono jeden rzad logarytmiczny po 21 dniach inkubacji (7,0 +
0,07 log jtk/em®), wynik ten byt statystycznie istotny. Liczba bakterii L. plantarum
oraz kokultury L. rhamnosus GG i L. plantarum po 21 dniach przechowywania wyno-
sita érednio 7,6 + 0,35 log jtk/cm’ (rys. 3.). Analizujac nap6j o 50-procentowej zawar-
tosci octu przechowywanym w 21 °C wykazano obnizenie przezywalnosci szczepu L.
plantarum, wynoszacej po 21 dniach 6,1 + 0,04 log jtk/cm® (obnizenie o 2 rzedy loga-
rytmiczne), co bylo statystycznie istotne. Liczba bakterii szczepu L. rhamnosus GG
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oraz kokultury szczepow L. rhamnosus GG i L. plantarum po 21 dniach wynosita
srednio 7,7 + 0,08 log jtk/cm’ (rys. 4).

Mczas 0/time 0 [ 2dni/2days [ 7dni/7days [[14dni/14days [7]21 dni/21 days
100y e ccccceccooeessssaccasssosssssssacasscscsessssssccssssosossssscsssssccccssssan

T RN R S

Liczba LAB [log jtk/ml]
Count of LAB [log CFU/ml]

LR LP LR+LP

Czas przechowywania [dni]
Storage time [days]

Objasnienia / Explanatory notes: LR - Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC 53103; LP - Lactiplanti-

bacillus plantarum LMG P-21021. Na rysunku przedstawiono wartosci Srednie (w postaci stupkow)

i odchylenia standardowe; * - wartosci statystycznie istotne (p < 0,05) / The figure shows mean values

(bars) and standard deviations; * - statistically significant values (p < 0,05)

Rys. 1. Przezywalno$¢ szczepow probiotycznych w napoju na bazie serwatki i 10-procentowy octu
owocowego przechowywanym w 3 °C

Fig. 1. The survivability of probiotic strains in a beverage based on whey and 10 % of fruit vinegar
stored at 3 °C

Wykazano, ze §rednie wartosci przezywalnosci bakterii probiotycznych w napo-
jach zawierajacych 10 % octu sg istotnie wyzsze od $rednich wartosci przezywalnosci
w napojach z 50 % zawarto$cig octu. Temperatura przechowywania napojow nie
wplynela istotnie na przezywalno$¢ bakterii probiotycznych. Organizacja Narodow
Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) oraz Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) okreslity liczbe bakterii probiotycznych w produkcie, gwarantujaca
osiagniecie efektu terapeutycznego na poziomie 6+ 7 log jtk/em® [3]. W analizowa-
nych napojach liczba bakterii probiotycznych LAB utrzymywata si¢ na wysokim po-
ziomie, przekraczajac w ciggu 21-dniowego okresu przechowywania minimalng ilos¢
bakterii, ustalong dla produktéw probiotycznych.
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Mczas 0/time0 [l 2dni/2days [l 7dni/7days [14dni/14days []21dni/21 days

JO.Qmgecccsceecacccccccscssscsescssscssssssssscscsssssssssssssscscssssssssssssasasns

Liczba LAB [log jtk/ml]
Count of LAB [log CFU/ml]

LR LP LR+LP

Czas przechowywania [dni]
Storage time [days|

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

Rys. 2. Przezywalnos$¢ szczepow probiotycznych w napoju na bazie serwatki i 10-procentowego octu
owocowego przechowywanegow 21 °C

Fig. 2. The survivability of probiotic strains in a beverage based on whey and 10 % of fruit vinegar
stored at 21 °C]

W badaniach przeprowadzonych przez Sady i wsp. [18] obserwowano istotny sta-
tystycznie spadek przezywalnosci drobnoustrojow w napojach na bazie serwatki i soku
pomaranczowego, jablkowego oraz z czarnej porzeczki. Po 21 dniach przechowywania
napojow serwatkowo-owocowych przezywalnos$¢ niektorych szczepow spadta ponizej
6,0 log jtk/cm’. Najwieksze obnizenie przezywalnosci drobnoustrojéw obserwowano
w napoju sktadajacym si¢ z serwatki i soku z czarnej porzeczki. Napojem charaktery-
Zujacym sie najwyzszym poziomem przezywalnosci drobnoustrojéw byt napdj poma-
ranczowy. W uzyskanych przez Skryplonek i Jasinska [19] napojach probiotycznych
z mrozonej serwatki kwasowej oraz mleka i dodatkow funkcjonalnych tj. oligofruktozy
oraz koncentratu bialek serwatkowych WPC 35 nie wykazano istotnych wahan prze-
zywalnosci bakterii probiotycznych w 14-dniowym okresie przechowywania. W owo-
cowych napojach probiotycznych stabilno§¢ mikrobiologiczna jest znacznie nizsza, niz
w mlecznych napojach probiotycznych, czy tez mleczno-owocowych.
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Rys. 3. Przezywalnos$¢ szczepdéw probiotycznych w napoju na bazie serwatki i 50 % octu owocowego
przechowywanym w 3 °C

Fig. 3. The survivability of probiotic strains in a beverage based on whey and 50 % of fruit vinegar
stored at 3 °C

Nalezy nadmieni¢, ze LAB wystepuja naturalnie w procesie fermentacji
1 powstawania dojrzewajacego octu chinskiego Shanxi, produkowanego ze zboz. Pet-
nig one bardzo wazng rol¢ podczas procesu powstawania poprzez polepszanie smaku
octu. LAB sg obecne we wszystkich etapach dojrzewania octu, tolerujac trudne warun-
ki procesow fermentacji alkoholowej 1 octowej [24, 25]. Podsumowujac, otrzymane
napoje, poprzez wysokg liczbe bakterii kwasu mlekowego spetnialy wymagania po-
stawione produktom probiotycznym. Uzyskane produkty byly bezpieczne i stabilne
mikrobiologicznie przez caty okres przechowywania.
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Rys. 4. Przezywalnos¢ szczepow probiotycznych w napoju na bazie serwatki i 50 % octu owocowego
przechowywanym w 21 °C

Fig. 4. The survivability of probiotic strains in a beverage based on whey and 50 % of fruit vinegar
stored at 21 °C

Whioski

1. Badane probiotyczne szczepy bakterii mlekowych wykazaly wyzszg przezywal-
no$¢ w napojach o nizszej zawartosci octu jabtkowego.

2. Nap6j na bazie serwatki uzyskanej po fermentacji mleka szczepami LAB
i dodatku 10 % octu byl dobrym medium, zapewniajacym wysoka liczbe bakterii
mlekowych.

3. W napoju z dodatkiem 50 % octu szczep Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC
53103 wykazal wyzszg wrazliwo$¢ w temperaturze 3 °C na dodatek octu, nato-
miast Lactiplantibacillus plantarum LMG P-21021 wykazal wyzsza wrazliwosé
w temperaturze 21 °C.

4. W ciagu 21-dniowego okresu przechowywania napoju z dodatkiem 10 % octu,
niezaleznie od temperatury i szczepu, liczba bakterii kwasu mlekowego byta po-
wyzej 7,0 log jtk/cny’.
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5. Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze innowacyjny napdj dzigki utrzymujacej si¢
wysokiej liczbie bakterii kwasu mlekowego jest bezpieczny i stabilny mikrobiolo-
gicznie przez okres 21 dni.
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THE SURVIVABILITY OF PROBIOTIC BACTERIA IN AN INNOVATIVE BEVERAGE
BASED ON FRUIT VINEGAR AND WHEY

Summary

Background. Whey, a waste product from cheese production, is an underutilized raw material with
high nutritional value. This waste product may be used in the production of fermented beverages. The aim
of this study was to develop an innovative fermented beverage based on whey and fruit vinegar and to
determine the survivability of two probiotic strains of lactic acid bacteria. The study included the prepara-
tion of individual components, the selection of their appropriate proportions and the verification of the
influence of storage conditions and time on the survivability of the strains. The biological material consist-
ed of Saccharomyces cerevisiae wine yeast strain, Acetobacter pasterianus O4 and Acetobacter pasteri-
anus MW3 acetic bacteria strains and lactic acid bacteria strains: Lacticaseibacillus rhamnosus GG ATCC
53103 and Lactiplantibacillus plantarum LMG P-21021. The survivabilityl of lactic acid bacteria was
tested under anaerobic conditions. The beverage was made of whey mixed with 10 % to 50 % apple cider
vinegar. The above beverage was kept at a temperature of 21 + 2 °C and 3 + 2 °C for 21 days.
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Results and conclusion. The beverage was analyzed once a week, and the number of lactic acid bac-
teria after 21 days of storage was at a high level, exceeding the WHO recommended number of bacteria in
probiotic beverages — 10° + 10’ CFU/cm’. The beverage based on whey and the addition of 10 % vinegar
was a good medium, and the number of lactic acid bacteria in each variant of the beverage was on average
8.4 +0.29 log CFU/em’.

Key words: whey, vinegar, lactic acid bacteria (LAB), acetic acid bacteria (AAB), fermented beverage,
probiotics
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AN ASSESSMENT OF THE POSSIBILITY OF USING PLANT DRINKS
IN A GLUTEN-FREE BREAD RECIPE

Summary

Background. A gluten-free diet is the only treatment for diseases related to gluten intolerance. Bread
is the basic ingredient of any diet. In recent years, we have observed an increase in the availability of
gluten-free products on the Polish market, but their quality still differs from traditional products. The
production of gluten-free food is associated with many technological difficulties in ensuring that products
have the appropriate consistency and texture. Lactose intolerance is also relatively common in people who
are newly diagnosed with celiac disease. Therefore, it seems advisable to undertake research aimed at
replacing milk with plant-based drinks in a gluten-free bread recipe. The aim of the study was to determine
the effect of the addition of plant drinks on the quality of gluten-free bread. Milk, soy, almond and rice
drinks were used for baking. Gluten-free bread was subjected to a sensory evaluation. The weight, specific
weight, volume, moisture, texture and color of the bread were also tested.

Results and conclusion. The type of drink used affects both the taste, aroma, structure and texture.
Breads with milk substitutes have a less noticeable taste of bread and yeast. However, in the assessment of
sensory desirability, the best results were obtained in the case of gluten-free bread with the addition of a
soy drink. It was found that the use of plant drinks did not significantly affect the weight after baking,
specific weight and moisture. The use of plant-based drinks to obtain gluten-free bread may be an alterna-
tive for people on a vegan diet.
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Introduction

Bread is one of the basic components of a daily human diet. It is the main source
of carbohydrates and provides many valuable nutrients, including B vitamins and fiber
to support the proper functioning of the intestines. Due to changing eating habits and
an increase in various types of food allergies and intolerances, newer recipes and tech-
nological solutions are sought to expand the offer of products available on the market
[13, 21, 28]. Demand for gluten-free products continues to grow, with a global market
of $21.61 billion in 2019 and is projected to reach nearly $24 billion by 2027. Taking
into account an upward trend in the value of the gluten-free market and consumer in-
terest, it is important to ensure the availability and variety of this type of product [11].

Gluten-free bread is the basis of the elimination diet of patients suffering from
gluten—dependent diseases, which include, among others: celiac disease, non-celiac
hypersensitivity to gluten, Duhring's disease and wheat allergy [25]. According to re-
search, celiac disease affects about 1 % of the population, and the incidence of this
disease is gradually increasing. Failure to follow a strict diet ultimately leads to the
disappearance of intestinal villi, which in turn results in malabsorption of nutrients
from food. The limited absorption of ingredients necessary for the proper functioning
of the body may cause various clinical symptoms [4].

In recent years, we can observe an increase in the availability of gluten-free prod-
ucts on the Polish market, but their quality still differs from traditional products. The
production of gluten-free food is associated with technological difficulties in ensuring
that products have the appropriate consistency and texture. Gluten-free food is also
characterized by a lower nutritional value compared to products obtained from tradi-
tional cereals. The use of a gluten-free diet carries the risk of deficiency of many in-
gredients, therefore it should be varied and enriched with protein, fiber and macro —
and microelements [2].

In order to improve the rheological properties of the dough, which will allow for
the proper forming of the billets and obtaining the appropriate properties of the fin-
ished product, many studies are carried out to improve the recipes of gluten-free bread.
In order to replace gluten, which is a structureforming factor, substances are used to
support the proper development of the dough, emulsifiers, as well as texturing and
thickening substances. The most commonly used are hydrocolloids, which include,
among others, guar gum, xanthan gum, Locust bean gum, pectin, carboxymethyl cellu-
lose and hydroxyethyl cellulose. These substances also have the ability to bind water,
gel and act as stabilizers [5, 7, 16]. Enzymes (transglutaminases, amylases and proteas-
es) and exopolysaccharides, which are produced by lactic acid bacteria, are also in-
creasingly used, which allows the elimination of chemical substances that make up the
structure [3, 8, 17, 19, 29].
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Lactose intolerance is also relatively common in people with newly diagnosed ce-
liac disease. Therefore, an increasing number of consumers are choosing plant-based
drinks (milk) substitutes for medical reasons. Plant drinks substitutes or extracts are
water-soluble extracts from legumes, oilseeds, cereals or pseudocereals that look like
cow's milk [26]. Plant-based food is gaining more and more popularity. This trend is
based on several factors such as lifestyle changes, interest in alternative diets, and
growing awareness of sustainable production of food, especially protein. Plant-based
drinks substitutes can serve as an alternative to traditional products [12]. Therefore, it
seems advisable to undertake research aimed at replacing milk in the recipe of gluten-
free bread with plant-based drinks.

Materials and methods

Gluten-free bread concentrates were used with following ingredients: corn starch
(BogutynMtyn, Poland), potato starch (Melvit, Poland), corn flour (Kupiec, Poland),
millet flour (Melvit, Poland), instant yeast (Lesaffre, Poland), sugar (SuedzuckerPolska
Sp. z 0.0, Poland), salt (Klodawa S.A. Poland), hydrocypropyl methylcellulose
(HPMC) (J. Rettenmaier&Sohne, Poland). The following ingredients were added to the
concentrates: “Laciate” milk (fat content 3.2 %, Mlekpol, Poland), soy, almond and
rice plant-based drinks (Alpro, Poland), tap water.

The basis of gluten-free bread concentrates was corn starch. The same amount of
potato starch, corn flour, instant yeast, sugar, salt, and hydroxypropyl methylcellulose
(HPMC) was present in each of the samples. Only the amount of corn starch was
changed. The concentrate recipes were established on the basis of our own research, in
which the amount of ingredients needed to prepare the dough was determined. The
loose ingredients, which were used to prepare the mixture, were weighed in accordance
with the recipes on technical scales with a precision of 0.01. The recipe composition is
given in Table 1.

Table 1.  The recipe composition of gluten-free bread concentrates.
Tabela 1.  Sklad recepturowy koncentratow pieczywa bezglutenowego.

Ingredients / Sktadniki Raw material content [%] / Zawartos$¢ surowca [%]

Corn flour / Maka kukurydziana 30
Rice flour / Maka ryzowa 35

Potato starch / Skrobia ziemniaczana 19
Sugar / Cukier 5.1

Salt / Sol 1.5

Yeast / Drozdze 2.4

Millet flour / Maka jaglana 5
HPMC / Hydroksypropylometyloceluloza 2
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All ingredients were mixed in a mixer for 5 min, and next the mixture was stored
in a plastic bowl for 30 min at 40 °C. After 30 min, the dough was placed in shaped
bowls where the fermentation process was continued for the next 10 min until the op-
timum volume was reached. The baking proceeded in a UNOX combi-steamer oven
(XBC type, model: XBC 404) at 175 °C for 23 min, on a third level of vaporization.
The refrigerated breads were packed using a polyethylene bag, they were stored at a
temperature of 22 = 2 °C. All measurements were repeated twice.

The bread volume was measured using the rapeseed displacement method 10-05.
The bread moisture was determined according to the Approved method 44-15A [1].

Cubes with an area of 27 cm® were cut from the bread crumb and then weighed on
technical scales with an accuracy of 0.01. Knowing the mass and volume, the specific
weight was calculated.

The measurements of crumb hardness were done by using a texture Analyzer TA-
XTplus (Stable Micro Systems, United Kingdom). Slices with a thickness of 20 mm
were cut from the center of the analyzed loaves. Subsequently, the slices were
squeezed and relaxed. As before, we used a cylindrical head with an attachment in the
shape of a cylinder of a diameter of 36 mm. Measurements were done at the speed of
movement of the head of 1 mm/s penetrating the sample to a depth of 10 mm with a
charge cell of 250 N. An analysis of the moisture and hardness of the crumb was made
after 24 and 48 hours after baking.

A sensory evaluation was carried out using the scaling method by a trained team
of 10. The length of the scale segment was 100 mm, which corresponded to 100 con-
ventional units. The evaluators marked the intensity of individual features for each of
the loaves separately. The taste, smell, structure and texture of the crumb were as-
sessed, as well as consumer desirability [22, 23].

The characterization of the gluten-free bread color was performed using the
L*a*b* system [20]. All sampled gluten-free breads were analyzed in terms of the
referred parameters using a Minolta CR-310 colorimeter (Konica-Minolta, Japan),
which was calibrated a priori with a white standard tile. Each measurement was repeat-
ed five times.

A statistical analysis of the results obtained was performed applying Statgraphics
Plus 4.1. The differences between the averages were estimated by conducting a multi-
variate regression analysis. The significance level (o) was set to 0.05 and the smallest
statistically significant difference was chosen using Tukey’s test. A PCA analysis was
done using Statistica 13.3 software.
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Results and discussion

The physical properties of bread, which include, among others, the volume and
specific weight as well as the porosity, moisture and hardness of the crumb determine
its quality, and the consumer's assessment [24].

Table2.  Volume and specific weight of gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF milk),
and plant-based drink: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Tabela 2. Objetos¢ i masa wlasciwa pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowiego (GF milk),
oraz napojow roslinnych: sojowego (GF soy), migdatowego (GF almond) i ryzowego (GF ri-

ce).
Volume [cm*/100 Specific weight [g/cm’
Sample / Probka Objetosé [[cm3/100 gg]] CIi)e;Zarwlas'ci%vy [[i/cm3]]
GF milk / Mlekokrowie 212.74 £ 1.69 0.21 £0.02
GF soy / Napoj roslinny sojowy 243.27+2.01 0.23 +£0.02
GF almond / Napoj roslinny migdatowe 162.32 £ 1.65 0.21 £0.02
GF rice / Napgj roslinny ryzowe 143.59 +1.95 0.20 £ 0.03

The volume of the gluten-free breads made was in the range of 140 ¢cm?/100 g -
240 ¢cm’/100 g (Table 2). The gluten-free bread with the addition of a plant drink
(240 cm’/100 g) was characterized by the highest volume among the examined breads.
The gluten-free bread with the addition of milk (210 cm’/100 g) showed a similar vol-
ume. The gluten-free bread with the addition of rice drink was characterized by the
smallest volume (140 cm’/100 g). The gluten-free bread with almond drink
(160 cm’/100 g) showed a higher volume than the bread with the addition of rice drink.
The volume of the bread with the addition of plant drinks was different compared to
the bread with the addition of milk. The weight of the loaves immediately after baking
ranged between 130.04 g - 133.42 g and did not differ significantly. The highest weight
was observed for the bread with almond drink (133.42 g), and the lowest for the bread
with soy drink (130.04 g). The gluten-free bread made in the work differed in terms of
volume and weight from the results obtained by Gambu$ [10]. This may be the result
of using a different recipe composition. The specific weight of the gluten-free bread
ranged between 0.21 g/cm’ - 0.23 g/cm’and did not differ significantly. The gluten-free
bread with the addition of soy drink had the highest specific weight (0.23 g/cm’). On
the other hand, the lowest specific weight was shown by the gluten-free bread with the
addition of rice drink (0.20 g/cm’®). Moisture shows the degree of freshness of the bread
and affects the staling process, which adversely affects the changes in the sensory
characteristics of the bread [9].
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Figure 1. Moisture of gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF milk), and plant-based
drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Rysunek 1. Wilgotnos$¢ pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowiego (GF milk), oraz napo-
jow roslinnych: sojowego (GF soy), migdatowego (GF almond) i ryzowego (GF rice).

Explanatory notes / Objasnienia:

Values marked with the same symbols (a-b, a’b’) mean no statistically significant differences (a = 0.05) /

Warto$ci oznaczone tymi samymi symbolami (a-b, a’b’) nie rdzniq si¢ istotnie statystycznie (o = 0,05).

The moisture of the analyzed breads ranged from 47.53 + 48.65 % after 24 hours
and 45.98 + 48.62 % after 48 hours (figure 1), which is consistent with Cacak-
Pietrzak’s research [3], according to which the moisture of a gluten-free bread should
not exceed 53 %. An analysis of the moisture content of the gluten-free bread showed
slight differences in the values 24 hours after baking among the gluten-free breads
examined. There were also no significant differences in the bread moisture values after
24 and 48 hours of storage. The most noticeable decrease in moisture after 48 hours
was observed in the gluten-free bread with the addition of rice drink. The moisture
content of the gluten-free bread made at work is similar to the results obtained by
Dhuzewska and Marciniak-Lukasiak [8] and Gambus [10]. Demirkesen [6], in his re-
search on the moisture content of a gluten-free bread baked with rice flour and the
addition of chestnut flour, showed that during the storage of bread, the process of stal-
ing occurs due to the migration of moisture from the crumb to the crust. As a result of
this process, the ability to bind water by the crumb decreases, hence the lowest mois-
ture losses in the bread are observed in samples stored for the shortest time. The use of
vegetable drinks as a milk substitute did not increase the rate of loss of bread moisture
during 48 hours of storage.

Color influences the positive or negative attitude of consumers to a given product
[27]. When analyzing the results of the color parameters, it was found that they did not
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differ significantly (Table 3). The values of the L* parameter ranged between 72.43 +
75.02. The highest value of the L* parameter was found for the bread with rice drink
(75.02), and the lowest for the bread with milk (72.43). The values of the a* and b*
parameters, showing the share of red and green, as well as blue and yellow, also did
not differ significantly. All values of the a* parameter are negative, which proves the
share of the green color. The highest proportion of green color was found in the case of
the bread crumb with the addition of milk (-6.25), and the lowest for the crumb of the
bread with the addition of almond drink (-5.39). The b* parameter values, indicating
the share of yellow and blue colors, have positive values in each case. Positive values
indicate the participation of the yellow color. Its largest share was observed in the case
of the bread crumb with the addition of soy drink (27.32). On the other hand, the low-
est share was seen in the crumb of the bread with the addition of rice drink (25.12).
The obtained values of the L* parameter of the gluten-free bread crumb are similar to
the values obtained by Krupa-Kozak [14], however, they differ in the proportion of
yellow and green colors.

Table 3.  The values of the color parameters of gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF
milk), and plant-based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Tabela 3. Wartosci parametréw barwy pieczywa bezglutenowego bezglutenowego z dodatkiem mleka
krowiego (GF milk), oraz napojow roslinnych: sojowego (GF soy), migdatowego (GF almond)

i ryzowego (GF rice).
Sample / Probka L* a* b*
GF milk / Mlekokrowie 72.43* +0.55 -6.25°£0.07 25.91*+£0.50
GF soy / Nap0j roslinny sojowy 7325+ 1.13 -6.24°+0.05 27.32°+0.64
GF almond / Napdj roslinny migdatowe 73.35°+£0.93 -5.39°+0.03 26.16™ +0.67
GF rice / Nap0j ro$linny ryzowe 75.02* £0.67 -5.81°+0.02 25.12*+0.31

Explanatory notes /Objasnienia:

Values in columns marked with the same symbols (a-c) mean no statistically significant differences (o =
0.05). Wartosci w kolumnach oznaczone tymi samymi symbolami (a-c) nie ro6znig si¢ istotnie statystycz-
nie (o= 0,05)

Texture proves the quality of food products. By analyzing the results of the tex-
ture parameters (Table 3), it was observed that the lowest value of the hardness param-
eter was found in the bread with the addition of milk. The hardness of this bread did
not change during 48-hour storage. The gluten-free bread with the addition of rice
drink was characterized by the highest value of the hardness parameter after 24 hours.
In the case of the breads with the addition of soy and almond drinks, the hardness in-
creased during storage. However, these values were not statistically significant. Similar
relationships were observed by Kulczak [15], who assessed selected physical proper-
ties of a gluten-free bread with the use of instant pea flour and buckwheat products.
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The value of the elasticity parameter ranged between 0.82 + 0.89 after 24 hours of
storage and 0.79 + 0.86 after 48 hours of storage (Table 4). The gluten-free bread with
the addition of rice drink was characterized by the highest value of the elasticity pa-
rameter, both after 24 and 48 hours of storage. No statistically significant differences
were observed. In the studies by Marciniak-tukasiak and Skrzypacz [18], in which the
addition of amaranth flour was used, the elasticity increased during storage, which may
be related to differences in the recipe composition.

Table 4.  Hardness, Springness, Cohesiveness, Gumminess, Chewiness of gluten-free breads with the
addition of cow’s milk (GF milk), and plant-based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond)
and rice (GF rice) drinks.

Tabela 4. Twardo$é, sprezystosc, spoistos¢, gumowatos¢, zujnos¢ pieczywa bezglutenowego bezglute-
nowegoz dodatkiem mleka krowiego (GF milk), oraz napojow roslinnych: sojowego (GF soy),
migdalowego (GF almond) i ryzowego (GF rice).

Time [h] Sample Hardness [N]| Springness |Cohesiveness | Gumminess [N] | Chewiness [N]

Czas [h] Probka Twarods$¢ [N]| Sprezystosée Spojnos¢ | Gumiastosé [N] |  Zujnos¢ [N]

GF milk 15.89°+£1.25| 0.82°+£0.12 | 0.26*+£0.03 4.03*+£0.93 3.33%+£0.53

” GFsoy [20.85°+1.42| 0.84°+0.06 | 0.33°+0.04 | 6.90°+0.87 5.82°+0.42
GF almond | 18.96°+1.02| 0.86*+0.21 | 0.43°+0.02 8.18°+£1.02 7.03°£0.81

GF rice 232394143 0.89°+0.11 | 0.35°+0.03 8.13°+1.23 7.31°+0.60

GF milk 15.71*+£0.97 | 0.83*+£0.06 | 0.29*+0.03 4.60% +1.02 3.83*+£0.62

43 GF soy 21.68°+£1.32| 0.83*+£0.09 | 0.32°+0.02 6.99°+1.21 5.81°£0.41
GF almond [22.81°+1.25| 0.79*+0.06 | 0.30" +0.03 6.91°+1.32 5.48°+0.52
GFrice [17.84°+1.02| 0.86°+0.05 | 0.31*°+0.04 | 5.45°+0.82 4.71°+0.54

Explanatory notes /Objasnienia:
Values marked with the same symbols (a-¢) mean no statistically significant differences (o = 0.05) / War-
tosci oznaczone tymi samymi symbolami (a-e) nie r6znia si¢ istotnie statystycznie (o = 0,05).

The gumminess of the bread made ranged between 4.03 + 8.18 N after 24 hours
of storage and 4.60 + 6.99 N after 48 hours of storage (Table 4). The gumminess of all
breads with the addition of plant-based drinks was greater than that of the bread con-
taining cow's milk. These differences were statistically significant. The highest value
of the gumminess parameter was found in the bread with the addition of almond drink
(8.18 N). In the case of the gluten-free bread with the addition of almond drink and rice
drink, the value of the gumminess parameter after 48 hours was lower than after 24
hours of baking. The chewiness of the breads after 24 hours of storage ranged from
3.33 to 7.31 N, while after 48 hours of storage it was from 3.83 to 5.81 N. Similar to
gumminess, the chewiness values were higher for the breads with the addition of plant
drinks. The chewiness parameter of the bread with the addition of rice drink 24 hours
after baking was the highest and amounted to 7.31, and the smallest parameter of the
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bread with the addition of milk was 3.33. The chewiness parameter of the bread with
the addition of almond drink and the addition of rice drink after 48 hours was lower
than after 24 hours of baking.

Four types of gluten-free bread were subjected to a sensory evaluation. The taste,
smell, structure and texture of the crumb were assessed, as well as consumer desirabil-
ity. The bread taste was the most noticeable in the case of the gluten-free bread with
the addition of milk and obtained the highest scores. The taste of this taste in gluten-
free bread with the addition of soy drink was lower than in the case of the bread with
the addition of milk (70 AU — an arbitrary unit). The bread taste in the gluten-free
bread with the addition of almond drink was felt to a lesser extent than in the bread
with the addition of soy drink (50 AU). The gluten-free bread with the addition of rice
drink had the least noticeable bread taste and obtained 40 AU. The bread with milk is
the most salty (70 AU). The saltiness of the breads with the addition of soy and almond
drinks was assessed at the same level (30 AU) and it is noticeably lower than in the
case of the bread with the addition of milk. The gluten-free bread with the addition of
rice drink showed the least salty taste (20 AU).
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R
Foreign, O?ce // e } k Salt, Stony
posmaki
(\
—GF milk
~~~~~~ GF soya
\ - - GF almond

\ % — -GF rice

Yeast, Dodanych
drozdzy

Sour, Kwasny

Figure 2. The taste of the gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF milk), and plant-
based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Rysunek 2.  Smak pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowiego (GF milk), oraz napojow
ro$linnych: sojowego (GF soy), migdalowego (GF almond) i ryzowego (GF rice).

The breads with the addition of milk, soy and rice drinks do not taste sour. The sour
taste was felt only in the bread with the addition of almond drink (10 AU). The taste of
added yeast was not observed in the case of the bread with the addition of rice drink
(AU). For the breads with the addition of soy and almond drinks, added yeast was tast-
ed to a lesser degree (10 AU). The bread with the addition of milk had the most percep-
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tible taste of added yeast (40 AU). No foreign aftertaste was noted in the breads with
the addition of milk, soy drink and rice drink (0 AU). Only the bread with the addition
of the almond drink had a slightly perceptible foreign aftertaste (10 AU) (Figure 2). A
smell analysis showed that each of the gluten-free breads assessed did not have any
foreign smells. The breads with the addition of milk, soy and rice drinks were charac-
terized by the smell of bread felt at the same level. Only in the case of the bread with
the addition of almond drink, the bread smell was much more intense, which translates
into a sensory evaluation. The smell of added yeast was the most pronounced in the
bread with the addition of milk (100 AU). Yeast added to the gluten-free bread with the
addition of soy drink was felt strongly (90 AU).
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Figure 3. The smell of the gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF milk), and plant-
based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Rysunek 3. Zapach pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowiego (GF milk), oraz napojow
ro$linnych: sojowego (GF soy), migdalowego (GF almond) i ryzowego (GF rice).

The yeast flavor in the bread with the addition of rice drink was less pronounced
than in the bread with the addition of soy drink (70 AU). The bread with the addition of
almond drink was characterized by the least perceptible smell of added yeast (50 AU)
(Figure 3). An analysis of the structure and texture showed that the gluten-free bread
with the addition of rice drink was the most brittle, compact and hard, and obtained 90
AU in each feature (Figure 4). The gluten-free bread with the addition of milk showed
the same crispness as the bread with the addition of rice drink (90 AU). The bread with
the addition of soy drink (80 AU) was less tender. The bread with almond drink was
the least brittle, hard (40 AU) and compact (50 AU). The breads with the addition of
milk and soy drink were characterized by a strongly compact structure (70 AU), and
also showed high hardness. The gluten-free bread with the addition of milk was harder
(60 AU) compared to the gluten-free bread with the addition of soy drink (50 AU). The
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highest level of consumer demand was observed for the gluten-free bread with the
addition of soy drink (70 AU) (Figure 5). The gluten-free bread with milk (60 AU) and
the gluten-free bread with almond drink (50 AU) were highly coveted among consum-
ers. The least desired bread was the gluten-free bread with the addition of rice drink
(40 AU).
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Figure 4. The structure features of the gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF milk),
and plant-based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Rysunek 4.  Struktura migkiszu pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowiego (GF milk), oraz
napojow roslinnych: sojowego (GF soy), migdatlowego (GF almond) i ryzowego (GF rice).
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Figure 5. The consumer assessment of the gluten-free breads with the addition of cow’s milk (GF
milk), and plant-based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF rice) drinks.

Rysunek 5. Pozadalno$¢ konsumencka pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowiego (GF
milk), oraz napojow roslinnych: sojowego (GF soy), migdatowego (GF almond) i ryzowego
(GF rice).
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A Principal Component Analysis (Figure 6) of the results of the evaluated bread
samples showed that sample variation corresponded to the first main component (Fac-
tor 1), which accounted for 54.88 % of the total variability and was related mainly to
taste features (bread, salt, yeast), yeast smell, specific weight and texture features
(chewiness, springness, cohesiveness, hardness and gumminess) and moisture. The
second component (Factor 2) constituted 33.60 % of the general variable and was re-
lated mainly to the structure (hard, dense, brittle), tastes (sour, foreign) and bread
smell. Based on the eigenvalues obtained, the analysis can be limited to two factors
explaining 88.48 % of the total variability.

The PCA results showed that the analyzed samples can be clustered into four dis-
tinctive groups. Each cluster corresponds to a different sample, as well as some of them
can be clustered in groups as having similar influence in the phenomena explanation.

GF milk

Factor 2: 33,60%

Specific mass

Factor 1: 54,88%

Figure 6. A Principal Component Analysis (PCA) of the gluten-free breads with the addition of cow’s
milk (GF milk), and plant-based drinks: soy (GF soy), almond (GF almond) and rice (GF
rice) drinks.

Rysunek 6. Analiza sktadnikéw gltéwnych (PCA) pieczywa bezglutenowego z dodatkiem mleka krowie-
go (GF milk), oraz napojoéw roslinnych: sojowego (GF soy), migdatowego (GF almond) i ry-
zowego (GF rice).

Explanatory notes / Objasnienia:

‘s.” stands for smell, ‘t.” stands for taste, features ‘hard’, ‘dense’ and ‘brittle’ correspond to the structure /

‘s.” oznacza zapach, ‘t.” oznacza smak, cechy ‘hard’, ‘dense’ i ‘brittle’ odpowiadajg strukturze migkiszu.
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The clusters obtained distinguish the samples with a different type of the addition
of plant-based drinks. The gluten-free bread with the addition of cow’s milk can be
characterized by the high level of specific weight. Additionally, bread, salt and yeast
taste was recognized. One can notice that those breads were accompanied by yeast
smell and could be almost fully explained by Factor 1. The gluten-free breads with the
addition of almond drink shows better texture features than the samples with soy drink
and cow’s milk. The bread smell and foreign and sour taste was more intense in such
samples. The rice drink addition creates a less harder, dense and brittle structure. The
texture features are similar as in the case of the almond drink addition. As for the addi-
tion of almond drink, the case of rice drink addition were characterized by the similar
texture features and moisture level. The addition of soy drink can be explained by the
features corresponding to Factor 1. A brittle structure, bread taste and high mass index
distinguish this sample. Based on the analysis provided, one can conclude that the
bread samples with different types of drinks addition were characterized by different
factors. Lower values of texture features can distinguish the samples with the almond
and rice drinks addition form other samples. The addition of the soy milk and cow’s
milk increases the bread taste and specific weight index. For both samples, the struc-
ture was more brittle, and together with the features mentioned previously, both sam-
ples obtained the highest consumer assessment score. One can conclude that the results
obtained suggest that the addition of soy drink or cow’s milk has the promising organo-
leptic and sensory features of gluten-free breads. As a result, both samples were recog-
nized as the most demanding breads among the analyzed ones.

Conclusions

1. The use of plant-based drinks does not affect the weight after baking, specific
weight and volume of the bread.

2. The moisture of the bread analyzed in the work was in the range of 47.53 +
48.65 % after 24 hours and 45.98 + 48.62 % after 48 hours. There were also no
significant differences in the moisture content of the bread after 24 and 48 hours of
storage. The most noticeable decrease in moisture after 48 hours was observed for
the gluten-free bread with the addition of rice drink.

3. The parameters of the color components of the bread crumb measured in the
CIELAB system (L*, a*, b*) did not differ significantly. The values of the L* pa-
rameter ranged from 72.43 + 75.02, and the lowest value was observed for the glu-
ten-free bread with the addition of milk.

4. The analysis of the texture parameters showed that the bread with the addition of
milk had the lowest value of the hardness parameter and it did not change during
the 48-hour storage. The gluten-free bread with the addition of rice drink was char-
acterized by the highest value of the hardness parameter after 24 hours.
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(3]
(6]
(7]
(8]
(9]
[10]

[11]

[12]

[13]

The type of plant drink / milk used affects the sensory characteristics of a gluten-
free bread. The type of drink affects both the taste and aroma, as well as the struc-
ture and texture. Breads with milk substitutes have a less noticeable taste of bread
and added yeast. However, in the assessment of sensory desirability, the best re-
sults were obtained in the case of the gluten-free bread with the addition of soy
drink.

The results obtained justify the continuation of research in this direction. It is
planned to expand the research to include unconventional plant drinks such as oat,
coconut or mixtures of plant drinks. It is worth mentioning that the use of plant-
based drinks to make gluten-free breads can be an alternative for people on a vegan
diet.
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OCENA MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA NAPOJOW ROSLINNYCH W RECEPTURZE

CHLEBA BEZGLUTENOWEGO

Summary

Wprowadzenie. Dieta bezglutenowa jest jedynym sposobem leczenia schorzen zwigzanych z nietole-
rancja glutenu. Pieczywo jest podstawowym sktadnikiem kazdej diety. Na przestrzeni ostatnich lat na
rynku polskim mozemy zaobserwowac wzrost dostgpnosci produktéw bezglutenowych, jednak ich jakosé
wcigz odbiega od jakosci produktéw tradycyjnych. Produkcja zywno$ci bezglutenowej wiaze si¢ z wielo-
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ma trudno$ciami technologicznymi zwiazanymi z nadaniem produktom odpowiedniej konsystencji i tek-
stury. Stosunkowo czesto u 0sob ze $wiezo zdiagnozowang celiakia wystepuje rowniez nietolerancja
laktozy. Dlatego tez celowym wydaje si¢ podjecie badan w kierunku zastapienia mleka w recepturze
chlebéw bezglutenowych napojami roslinnymi. Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu dodatku
napojow roslinnych na jako$¢ pieczywa bezglutenowego. Do wypieku uzyto mleka, napoju sojowego,
migdalowego oraz ryzowego. Chleby bezglutenowe poddano ocenie sensorycznej. Badano rowniez mase,
masg wlasciwa, objetos¢, wilgotnosé, teksture oraz barwe chlebow.

Wiyniki i wnioski. Zauwazono, iz rodzaj zastosowanego napoju wptywa zaréwno na smak, zapach jak
i na strukture i teksture. Chleby, w ktorych zastosowano zamienniki mleka posiadaja mniej wyczuwalny
smak chlebowy oraz dodanych drozdzy. Natomiast w ocenie pozadalnosci sensorycznej najlepsze rezulta-
ty uzyskano w przypadku chleba bezglutenowego z dodatkiem napoju sojowego. Stwierdzono, ze zasto-
sowanie napojow roslinnych nie wpltywa istotnie na mas¢ po wypieku, mas¢ wlasciwa oraz wilgotnos¢.
Zastosowanie napojow roslinnych do otrzymywania chlebéw bezglutenowych moze by¢ alternatywa dla
0s0Db stosujacych diete weganska.

Stowa kluczowe: pieczywo bezglutenowe, napoje roslinne, tekstura, analiza sensoryczna
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WPLYW DODATKU ALG DO PIECZYWA ZYTNIEGO NA ZAWARTOSC
I BIODOSTEPNOSC IN VITRO WYBRANYCH MIKRO-
I MAKROELEMENTOW

Streszczenie

Wprowadzenie. Na potrzeby przemystu paliwowego opracowano wydajne sposoby upraw mikroglo-
now w fotobioreaktorach lub w otwartych zbiornikach recyrkulacyjnych. Zmniejszenie §wiatowego zapo-
trzebowania na paliwa powoduje, ze wytwarzanie biopaliw trzeciej generacji staje si¢ mniej optacalne.
Producenci alg poszukuja dla nich alternatywnych zastosowan i wiaza duze nadzieje z przemystem spo-
zywezym. Biomasa z alg jest doskonatym zrodlem skladnikéw zywnosci — jest bogata w tatwo przyswa-
jalne i dobrze zbilansowane biatko oraz charakteryzuje si¢ wysoka zawarto$cia makro- i mikroelementow
wystepujacych w latwo przyswajalnych formach w postaci zwigzkow kompleksowych lub metaloorga-
nicznych. W prezentowanej pracy przedstawiono wyniki do$wiadczenia majacego na celu zbadanie wpty-
wu dodatku do pieczywa zytniego mikroalg w réznych postaciach (4Arthrospira platensis oraz Ascophyl-
lum nodosum — suszona, granulowana i wedzona) na zawarto$¢ azotu, fosforu, zelaza oraz jodu. W celu
zbadania biodostgpnosci wymienionych pierwiastkow, wyprodukowane pieczywo poddano symulowane-
mu procesowi trawienia w warunkach in vitro. Otrzymane dializaty oraz probki pieczywa poddane mine-
ralizacji wykorzystano do przeprowadzenia analiz zawartosci wymienionych makro- i mikroelementéw
metodami spektrofotometrycznymi.

Whyniki i wnioski. Uzyskane wyniki wskazuja na istotny statystycznie wptyw dodatku alg na wzrost
poziomu omawianych pierwiastkéw. Najwieksze roznice w zawartosci analizowanych makro- i mikroe-
lementéw w stosunku do chleba bez dodatkéw otrzymano dla prob zawierajacych suszong spiruling (4r-
thospira platensis) oraz Ascophyllum nodosum w postaci granulatu. Wprowadzone do zytniego pieczywa
mikroalgi zapewnily rowniez wzrost biodostgpnosci zelaza oraz jodu.

Stowa kluczowe: mikroelementy, makroelementy, pieczywo, biodostgpnosé

Wprowadzenie

W ciggu ostatnich dwoch dekad wzrosto zainteresowanie stosowaniem alg
w technologii zywnosci. Wynika to w gldéwnej mierze z opracowania wydajnych spo-
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sobow upraw mikroglonow w fotobioreaktorach lub otwartych zbiornikach recyrkula-
cyjnych na potrzeby przemystu paliwowego. Wraz ze spadkiem cen ropy otrzymywa-
nie biopaliw trzeciej generacji staje si¢ mniej oplacalne, dlatego producenci biomasy
algowej poszukujg dla nich alternatywnych zastosowan. Biomasa algowa jest doskona-
tym Zrédtem sktadnikdéw zywnosci — jest bogata w tatwo przyswajalne i dobrze zbilan-
sowane bialko, posiada korzystny profil kwasoéw tluszczowych, obfituje w polisacha-
rydy pobudzajace perystaltyke jelit. Ponadto charakteryzuje si¢ wysoka zawarto$cia
mikro- i makroelementow (cynk, jod, brom, zelazo, miedz, fosfor, magnez) wystepuja-
cych w tatwo przyswajalnych formach w postaci zwigzkéw kompleksowych lub meta-
loorganicznych [7, 18]. Warto jednak tutaj zaznaczy¢, ze w obregbie tego samego ga-
tunku alg ich sktad chemiczny nie jest staty i zalezy od czynnikéw warunkujacych
wzrost, takich jak: temperatura, pH, o$wietlenie, zawarto$¢ mineralow w pozywce,
stezenie dwutlenku wegla [2].

Opracowanie nowych produktéw spozywczych opartych na algach lub otrzyma-
nych z nich komponentach stanowi interesujace, lecz trudne w realizacji wyzwanie,
jednak juz teraz mozna wykorzysta¢ algi jako dodatek do zywnosci. Wzbogacanie
zywosci, czyli fortyfikacja, polega na dodawaniu sktadnikéw odzywczych do produk-
tu, bez wzgledu na to, czy byly one tam obecne naturalnie, czy tez nie. Takie wzboga-
canie moze mie¢ na celu korygowanie (fortyfikacja wyrownawcza) oraz zapobieganie
niedoborom sktadnikow wystepujacych w danej populacji (fortyfikacja polepszajaca)
[16, 17]. Wyniki badan zywieniowych przeprowadzonych w réznych krajach wykaza-
ty, ze podaz niektorych mikroelementow (np. Fe i I) jest niewystarczajaca i w niekto-
rych populacjach nie spetia zalecen [23]. Za osoby zagrozone niedoborami uwaza si¢
kobiety w okresie cigzy, ludzi na restrykcyjnych dietach oraz dzieci i osoby starsze.

Pieczywo obfituje gtownie w przyswajalne weglowodany oraz blonnik pokarmo-
wy, natomiast aminokwasy zawarte w pieczywie, chociaz charakteryzuja si¢ wysoka
przyswajalnoscia, to jednak ich profil nie jest korzystny z uwagi na matg ilos¢ amino-
kwasow egzogennych. Ponadto podczas wypieku ilos¢ aminokwasoéw ulega zmniej-
szeniu — powstaja produkty reakcji Maillard’a podczas laczenia si¢ amin z cukrami.
Z tego wzgledu podejmowane sg dziatania majace na celu wzbogacenie produktu fi-
nalnego w biatka zwierzgce i tym samym aminokwasy ograniczajace, gldwnie za
sprawa dodatku mleka i jego przetworow na ectapie wyrabiania ciasta [12]. Niektore
algi, szczegdlnie niebiesko-zielona cyjanobakteria — spirulina (Arthrospira sp.), cha-
rakteryzuja si¢ korzystnym profilem, z wysoka ilo$cig aminokwaséw egzogennych
oraz duzg procentowa zawartoScig samego biatka [15]. Stad fortyfikacja pieczywa
algami wydaje si¢ by¢ korzystna, zwlaszcza w obliczu wzrastajgcej popularnosci zyw-
nosci weganskiej oraz typu fit.

Pieczywo jest istotnym zrodlem zwigzkéw mineralnych ze wzgledu nie tylko na
sktad, ale rowniez dostepnos¢ i powszechnos¢ konsumpcji. Wigksza zawartoscig pier-
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wiastkow charakteryzujg si¢ pieczywa ciemne lub razowe, a to dlatego, ze sktadniki
mineralne wystepuja gldwnie w okrywie nasion zbdz. Stad tez maki o wysokim prze-
miale 1 wysokooczyszczone cechuje mniejsza zawartos¢ sktadnikow mineralnych [24].
Mimo wysokiej zawartosci zwigzkéw mineralnych w makach nisko oczyszczonych ich
dostepnos¢ jest ograniczona ze wzgledu na duzg zawarto$¢ sktadnikow antyodzyw-
czych, gtownie fitynianow oraz réznych frakcji btonnika. Dopiero na etapie fermenta-
cji ciasta mozliwe jest zwigckszenie biodostgpnosci tych sktadnikow pieczywa. Z uwagi
na obecnos¢ zakwasu podczas fermentacji ciasto zyskuje korzystne cechy reologiczne,
a dzigki wzrostowi kwasowosci 1 wypieraniu tlenu — zmniejsza si¢ ilo$¢ niekorzyst-
nych mikroorganizméw gnilnych. Zwlaszcza fermentacja maki zytniej zapewnia
wzrost poziomu witamin (gtownie niacyny i ryboflawiny) oraz aminokwasoéw egzo-
gennych (lizyny, metioniny i tryptofanu). Ponadto fermentacja mlekowa przyczynia si¢
do zmniejszenia zawartosci sktadnikow antyzywieniowych — glownie fitynianow, ktore
tworza kompleksy z makro- i mikroelementami [6].

Algi zyskuja popularno$¢ w przemysle spozywcezym, gtownie jako niekonwen-
cjonalne Zrodto biatka oraz substraty do otrzymywania naturalnych barwnikow (chlo-
rofile, fikocyjaniny, f—karoten, astaksantyna) [22]. Jednak biomasa alg obfituje row-
niez w fosfor, a algi morskie bogate sa w jod i zelazo. Udowodniono juz, ze glony
stanowig wartosciowy dodatek do pasz, ktéry odpowiada za zwickszenie zwigzkow
odzywczych w jajach, mleku czy migsie [5]. Rowniez ryby karmione algami wykazy-
waly szybszy wzrost 1 wyzsza zawarto$¢ wartosciowych sktadnikow odzywczych oraz
biatka w ich migsie [3]. Podejmowano takze proby wprowadzania glonéw do pieczy-
wa, makaronu czy ciastek, jednak nie zbadano kompleksowo przyswajalnosci makro-
i mikroelementow z takich produktow [1, 20].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie i porownanie zawarto$ci wybranych mi-
kro- i makroelementow w pieczywie zytnim wzbogaconym w algi w r6éznych posta-
ciach (suszone, granulowane lub w postaci proszku) oraz ocena ich biodostgpnosci
w modelu symulujacym uktad pokarmowy cztowieka.

Material i metody badan
Materiat do badan

Biomas¢ makroalgi morskiej (Ascophyllum nodosum) zakupiono w Seaweed &
Co Ltd. (Wielka Brytania), a mikroalgi (Spirulina platensis) w Ecoduna GmbH, (Szal-
lasweg 2, 2460 Bruck/Leitha, Austria). Natomiast s6l algowa (AlgySalt®) pochodzita
z firmy Setalg we Francji. Sol ta zawiera okoto 10-krotnie mniej sodu niz sol kuchen-
na, a pozyskuje si¢ jg z ekstraktow morskich wodorostow roznych gatunkéw. Produ-
cent deklaruje, Ze moze ona odtwarza¢ wlasciwosci organoleptyczne i technologiczne
chlorku sodu bez metalicznych posmakow oraz umozliwia zastgpienie soli w proporcji
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1:1 w szerokiej gamie produktow, od migsnych i owocoOw morza do dan gotowych,
zup, sosOw 1 przekasek.

Przygotowanie ciasta

Pieczywo zytnie przygotowano w tradycyjnej piekarni ,,Prawdziwy Chleb”
(P.P.H.U. Agnieszka Gajda-Sokotowska, 95-081 Dtutoéw, Stoczki-Porgbki 4). Surow-
cami do produkcji ciasta byly: zakwas zytni, maka zytnia typu 500 pochodzaca z lo-
kalnego mtyna zbozowego (Jerzy Laszkiewicz i Synowie sp.j.), so6l oraz woda. Surow-
ce algowe wprowadzano w ilosciach przedstawionych w tabeli 1, na etapie miesienia
ciasta. Z rgcznie wymieszanego ciasta formowano ke¢sy o masie okoto 1 kg, ktore
umieszczano w metalowych formach i komorze fermentacyjnej o temperaturze 35,5 °C
i statej wilgotnosci. Po 180 minutach ciasta przenoszono do tradycyjnego pieca opala-
nego drewnem, rozgrzanego do temperatury 200 — 250 °C, gdzie pozostawaly przez 30

Tabela 1. Zawarto$¢ preparatow algowych we wzbogaconym pieczywie zytnim (g/1000 g ciasta)
Table 1.  The content of algae preparations in enriched rye bread (g/1000 g dough)

Dodatek do chleba / Additive to bread (g/1000 g)
Proby — Wedzona  |Suszona morska| Granulowana Suszona
Pieczywo morska alga alga morska alga spirulina S6l
Samples - Smoked marine| Dried marine Granulated Dried spir- | S61 algowa Salt
Breads algae algae marine algae ulina Algae salt N:Cl
(Ascophyllum | (Ascophyllum | (Ascophyllum | (Arthospira
nodosum)’ nodosun)® nodosum)’ platensis)
Plgcrzzzv? ! 0,0 0,0 0,0 0,0 18,0 0,0
Pieczywo 2
Bread 2 >0 5.0 0,0 50,0 10,0 0.0
Pieczywo 3
Bread 3 10,0 0,0 0,0 50,0 9,0 0,0
Pieczywo 4
Bread 4 0,0 10,0 20,0 50,0 0,0 10,0
P lgcrzz(vivg > 25,0 10,0 10,0 40,0 0,0 0,0
Pieczywo 6
Bread 6 0,0 15,0 10,0 10,0 0,0 10,0
: 1
P‘;‘;ZZZ“;] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 18,0

Objasnienia / Explanatory notes:

''7 to proba kontrolna - bez dodatku biomasy algowej / Bread 7 is the control sample, without algae bio-
mass addition,

% alga sproszkowana (drobiny 0,1 mm) / powdered algae (particles 0.1 mm), * granulat (0,4 mm)/ granulate
(0.4 mm).
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minut. Upieczone chleby w ciggu 24 godzin dostarczano do laboratorium, gdzie po
wysuszeniu do stalej masy (w suszarce z termoobiegiem, temp. 50 °C) zmineralizowa-
no oraz poddawano trawieniu in vitro.

Oznaczanie zawartosci suchej masy

Zawarto$¢ suchej masy w badanych probach wyznaczano z uzyciem wagosuszar-
ki laboratoryjnej RadWag WPS 110S. Pieczywo 24 godziny po wypieku, w postaci
oddzielonego od skorki migkiszu, nawazono w ilosci okoto 3 gramow i umieszczano
na szalce urzadzenia. Pomiar6w dokonywano przy nastepujacych parametrach: tempe-
ratura 120 °C, czas 5-7 minut, probkowanie 15 s. Kazdg probe badano czterokrotnie.
Obliczajac procentowa zawarto$¢ suchej masy, korzystano z wzoru: s.m. (%) = (aktu-
alna masa probki/ poczatkowa masa probki) - 100 %.

Przygotowanie mineralizatow

W celu oznaczenia w probkach zawartosci fosforu, azotu oraz jodu, poddano je
mineralizacji w aparacie Hach Digesdahl Digestion Apparatus (Hach Comp., USA),
gdzie podczas reakcji kwasu siarkowego z perhydrolem powstaje kwas peroksymono-
siarkowy (kwas caro) H,SOs, ktory jest silnym utleniaczem materiatu weglowego.

Nawazki pieczywa (okoto 0,5 g) przenoszono do kolbek mineralizacyjnych, za-
lewano 4 ml st¢zonego kwasu siarkowego i umieszczano w zestawie do spalania.
Temperature plyty grzewczej ustawiano na 280 °C i whaczano pompke wodng. Probke
zweglano w kwasie przez 4 minuty, a nastgpnie poprzez chtodnice i lejek kapilarny
stopniowo wprowadzano 15 cm® 30-procentowego roztworu nadtlenku wodoru. Mine-
ralizacj¢ w tych warunkach kontynuowano do momentu az ptyn stawat si¢ klarowny
i przestawat wrzeé¢. Po schtodzeniu dodano 20 cm® 5 M roztworu wodorotlenku sodu,
ilosciowo przeniesiono do zlewki i wyregulowano pH do wartosci 3,0. Cato$¢ przenie-
siono do kolbki miarowej i dopetniono do 100 cm® woda dejonizowana. Tak przygo-
towany mineralizat przechowywano w temperaturze pokojowej przez 24 godziny,
a nastgpnie w 4 °C do momentu analizy. Kazda probk¢ wykonano w trzech powtorze-
niach.

Oznaczanie zawartosci fosforu

Zawarto$¢ fosforu w dializacie 1 probkach zmineralizowanych oznaczano w reak-
cji jondéw ortofosforanowych (V) zawartych w badanym materiale z 1 cm® molibdenia-
nu (VI) amonu w kwasnym srodowisku. W wyniku tej reakcji powstaje sol, ktorg po 5
minutach redukowano do blekitu molibdenowego przez dodatek 1 cm® metolu. Po 15
minutach do probek wprowadzano 3 cm’ wody i odczytywano absorbancje przy dtugo-
sci fali 660 nm (SPEKOL 1500, AnalytikJena AG, Niemcy). Zawarto$¢ fosforu obli-
czono z krzywej wzorcowej sporzadzonej z wykorzystaniem roztworu KH,PO,
(cz.d.a., POCH, Polska).
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Oznaczanie zawartosci azotu

Zawarto$¢ azotu w probkach pieczywa oznaczono metodg z odczynnikiem Nes-
slera. Po mineralizacji azot organiczny wyst¢puje w postaci jonu amonowego. Do
2 cm’ probki (odpowiednio rozcieficzonej) dodawano 1 cm® 1-procentowej gumy arab-
skiej oraz 1 cm’ odczynnika Nesslera. Wowczas jony amonowe reagowaly z jodkiem
potasu oraz jodkiem rteci (II) pochodzacym z odczynnika i1 tworzyty trudno rozpusz-
czalny zwigzek, ktory przy niewielkich stezeniach pozostaje w trwatym rozproszeniu
dzigki gumie arabskiej. Absorbancj¢ przy 430 nm odczytywano po uptywie 10 minut
od dodania odczynnika. Zawarto$¢ azotu obliczono z wykorzystaniem krzywej wzor-
cowej opracowanej z uzyciem roztworu NH,Cl (cz.d.a., POCH, Gliwice).

Oznaczenie zawartosci jodu

Zawartos¢ jodu catkowitego oznaczano metoda jodoskrobiowa, w ktorej jod two-
rzy niebieski zwigzek adsorpcyjny ze skrobig. Do kolbek miarowych o pojemnosci
25 ¢cm’ pobierano 10 — 20 cm® klarownego, bezbarwnego i obojetnego roztworu bada-
nego, a nastgpnie zakwaszano 1 cm® 1M roztworu H,SO, i dodawano 0,1 cm® wody
bromowej w celu utlenienia jonéw jodkowych do jodanowych. Nadmiar bromu usunie-
to przez zwiazanie z fenolem (0,1 cm® fenolu w 10-procentowym roztworze lodowate-
go kwasu octowego). Nastgpnie dodawano 1 cm’® $wiezo przygotowanego 0,5-
procentowego roztworu KJ — otrzymane jodany w Srodowisku kwasnym, po dodaniu
jonow jodkowych byly przeksztatcane w jod czasteczkowy zgodnie z reakcja:

105"+ 51 + 6H" — 31, + 3H,0.

Na koniec wprowadzano 1 cm’ l-procentowej skrobi rozpuszczalnej w 50-
procentowej glicerynie. Kolbki miarowe uzupehiano woda dejonizowang do 25 cm’,
mieszano i pozostawiano na 30 minut. Po tym czasie dokonano pomiaréw spektrofo-
tometrycznych przy 590 nm wobec wody dejonizowanej. Zawarto$¢ jodu obliczono
z pomoca krzywej wzorcowej sporzadzonej z wykorzystaniem roztworu KI (cz.d.a.,
POCH, Polska).

Oznaczanie zawartosci zelaza

Zawartos¢ zelaza oznaczono metodg z 1,10-fenantroling. Do kolbki o pojemnosci
50 cm® wprowadzono 10 cm’ probki zawierajacej maksimum 100 pg zelaza, w celu
redukcji zelaza Fe’* do Fe®" aplikowano 2 cm® 10 procentowego roztworu chlorowo-
dorku hydroksyloaminy oraz 5 cm’ 10- procentowego roztworu cytrynianu sodu. Na-
stepnie do probek dodano 5 cm® 0,25 procentowego roztworu 1,10-fenantroliny
w 0,1 M roztworze HCI. Zawarto$¢ kolbek uzupetniono woda dejonizowana do 50 cm’
1 doktadnie wymieszano. Intensywnos$¢ powstatego pomaranczowego zabarwienia jest
proporcjonalna do zawarto$ci zelaza. Probki inkubowano przez 10 minut, a nastgpnie
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zmierzono absorbancje¢ roztworu przy dtugosci fali rownej A= 512 nm. Zawarto$¢ zela-
za w badanych probkach obliczono z pomocg krzywej wzorcowej sporzadzonej z wy-
korzystaniem roztworu FeCl;- 6H,O (cz.d.a., Chempur, Polska).

Metoda in vitro — model uktadu pokarmowego

Dla oznaczenia biodostgpno$ci mikro- i makroelementow badane pieczywo pod-
dano symulacji trawienia przy zastosowaniu modelu in vitro opisanego w pracy Sta-
rzynskiej-Janiszewskiej i wsp. [21].

Do strzykawek z obcigtymi koncami nawazono 0,5 g zhomogenizowanego mate-
riatu, dodawano 1 cm® wody redestylowanej i zamieszano (stosunek 1:2 — jak w jamie
ustnej). Nastepnie probki zakwaszono do pH 2, dodajgc 0,5 M roztworu HCI oraz
0,2 cm’ roztworu pepsyny 6 mg/cm’ (P6887, Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)
i wode redestylowana w ilo$ci zapewniajacej objetos¢ rowna 2 cm’ (stosunek 1:4 — jak
w zotadku). Po wymieszaniu sktadnikow strzykawki zaklejano parafilmem i umiesz-
czano w tazni wodnej (Lauda Ecoline E200) o temperaturze 37 °C na 2 godziny. Po
tym czasie wprowadzono 1 M roztwér NaHCO; w ilo$ci zapewniajacej pH 7 oraz
0,5 cm’ roztworu pankreatyny (9 mg/cm’, (P-7545, Sigma-Aldrich, Steinheim, Niem-
cy; 8%, United States Pharmacopeia) i wode redestylowana do objetoéci rownej 2 cm’
(stosunek 1:8 — jelito). Zawartos¢ strzykawek wymieszano, przeniesiono do worecz-
koéw dializacyjnych (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy; 25 mm x 90 mm, MWCO
12000), zamkni¢to klipsami i umieszczano w plastikowych kolbach stozkowych zawie-
rajacych 50 cm’ buforu imidazolowego o pH 7. Kolby umieszczono w tazni wodnej
z wytrzasaniem (GFL 1092, 40 obrotow/minutg) i inkubowano w temperaturze 37 °C
przez 2 godziny. Otrzymany dializat postuzyt do dalszych analiz.

W niniejszej pracy ,.biodostepnos¢ in vitro” zdefiniowano jako stosunek zawarto-
$ci pierwiastkow w dializacie do catkowitej ich zawartosci w materiale wyjSciowym
wyrazony w % (g/g).

Analiza statystyczna

Dane eksperymentalne byly poddawane jednoczynnikowej analizie wariancji
(ANOVA) w celu wykrycia istotnych roznic migdzy srednimi wyrazonych jako $rednia
+ odchylenie standardowe (SD). Réznice migdzy warto$ciami Srednimi zostaty zwery-
fikowane przez test NIR przy p < 0.05 za pomoca oprogramowania Statgraphics Cen-
turion 18 (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, Virginia, USA).

Wyniki i dyskusja

Analizy mineralizatéw probek chlebow pozwolily wykazaé statystycznie istotny
wplyw wzbogacenia algami na poziom wszystkich badanych pierwiastkoéw. We
wszystkich typach pieczywa, do ktérych wprowadzono glony, obserwowano wzrost
ilosci azotu w stosunku do proby kontrolnej (1130 mg/100 g), jednak w pieczywie 6,
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byt on niewielki (1174 mg) i nieistotny statystycznie. Do tego pieczywa wprowadzono
najmniejszg 1lo$¢ suszonej spiruliny (10 g/kg ciasta). W przypadku pozostatych prob,
gdzie wprowadzono od 40 do 50 g spiruliny — ilo$¢ azotu wzrastata o 18 do 36 %
w stosunku do proby kontrolnej. Pieczywo 4, o najwyzszej iloSci azotu zawierato
oprocz spiruliny, najwickszg ilos¢ granulowanej algi Ascophylium nodosum. Natomiast
pieczywo 1 — z dodatkiem soli algowej, charakteryzowalo si¢ najnizsza zawartoScig
azotu 1 nie réznito si¢ istotnie do proby kontrolnej (pieczywo 7). 1los¢ azotu odzwier-
ciedla poziom biatka w pieczywie. Stosujac przelicznik o wartosci 5,83, charaktery-
styczny dla wszystkich typow maki zytniej [9], mozna oszacowaé poziom biatka w
badanym pieczywie. Otrzymane wartosci oscyluja w zakresie od 6,35 do 8,98 g biatka
na 100 g chleba. Dla proby kontrolnej (7) poziom biatka jest zblizony do pieczywa
zytniego petnoziarnistego (6,8 g/100 g), przedstawionego w pracy Kawki [13]. Naj-
wyzszg zawartos¢ biatka stwierdzono natomiast w przypadku prob od 2 do 5, gdzie
wprowadzono najwigcej mikroalg. Podobne zaleznosci zaobserwowali Burcu i wsp.
[4], ktorzy do pieczywa wprowadzili 10-procentowy dodatek spiruliny oraz Batista
i wsp. [1], ktorzy suplementowali mikroalgami pszenne ciasteczka.

Podobne zaleznosci, jak w przypadku azotu, zaobserwowano dla fosforu, gdzie
najnizszy poziom tego pierwiastka oznaczono rowniez w pieczywie 1 oraz 6 i wartosci
te nie odbiegaly istotnie od probki kontrolnej (pieczywo 7). Tak, jak w przypadku azo-
tu, najwyzsza ilos¢ fosforu zaobserwowano w przypadku pieczywa 4 (wzrost o 49 %),
w dalszej kolejnosci znalazty sie proby 3, 2 i 5. Wedtug Przygody i wsp. [19] w pie-
czywie jasnym, zytnim fosfor wystepuje w ilosci 68 mg/100 g, co jest wartoscia zbli-
zong do badanego pieczywa kontrolnego (proba 7).

Mozna tym samym stwierdzi¢, ze w przypadku azotu i fosforu najistotniejszy
okazal si¢ dodatek suszonej spiruliny (4rthospira platensis) i granulowanej algi mor-
skiej, natomiast wptyw wedzonej i suszonej Ascophyllum nodosum byt istotnie mniej-
szy. Z kolei sol algowa nie miata zadnego wptywu na ilo$¢ azotu i fosforu w badanym
pieczywie.

Nieco inaczej wygladaja wyniki poziomu zelaza w badanym pieczywie. Dodatek
soli algowej w ilosci 18 g/kg ciasta (proba 1) prawie dwukrotnie zwigkszyl poziom
tego pierwiastka w pieczywie. Natomiast wprowadzenie do pieczywa suszonej spiruli-
ny (Arthospira platensis) skutkowato dwukrotnym zwickszeniem ilosci zelaza
w przypadku proby 6 oraz 4 =+ 4,5 krotnym zwigkszeniem w chlebach od 2 do 5. Naj-
wyzszg 1los¢ zelaza odnotowano w pieczywie 4, ktore zawierato rowniez dodatek gra-
nulowanej i suszonej algi Ascophyllum nodosum, jednak roznice migdzy pieczywem 2,
3 1 4 nie byly istotne statystycznie. Istotnie mniej zelaza niz w tych probach zaobser-
wowano w chlebie 5, zawierajacym 25 g/kg wedzonej algi morskiej oraz o 10 g/kg
mniej spiruliny. Podobne zakresy zawartosci zelaza (od 1,34 do 2,6 mg/100 g) w swo-
ich badaniach otrzymali Grembecka i wsp. [10]. Natomiast w badaniach Burcu i wsp.
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[4] dla pieczywa z 10-procentowym dodatkiem spiruliny zawarto$¢ zelaza wzrastala
ponad czterokrotnie w stosunku do proby kontrolnej do poziomu 4,1 mg zZelaza
w 100 g produktu.

Z kolei zmierzony w badanych probach poziom jodu wskazuje, ze najwickszg je-
go zawartoscig charakteryzowato si¢ pieczywo 3 — byto to o ponad 10 pug wigcej, niz
w pieczywie kontrolnym numer 7. Proby 2, 4, 5, i 6 rdwniez charakteryzowaly si¢
istotnie wyzsza (o 5 + 6 ng/100 g) zawartoscig jodu w stosunku do proby kontrolne;.
Zawartos¢ jodu w pieczywie 1 z dodatkiem soli algowej (59,72 ng/100 g) nie réznita
si¢ istotnie od warto$ci proby bez dodatkéw (60,27 pg/100 g), zawierajacej jedynie
chlorek sodu. Pieczywo bez dodatku soli (proba 5) a z wysokg zawartos$cig wedzonej
algi morskiej Ascophyllum nodosum wykazywato wyzsza o okolo o 5 pg zawartosc
jodu niz pieczywo 1 oraz 7. Mozna stad wnioskowaé, ze tego typu dodatek mozna
wykorzysta¢ w zastepstwie soli jodowane;.

Tabela 2. Zawarto$¢ wybranych makro- i mikroelementow w pieczywie zytnim wzbogaconym w algi

Table 2.  Contents of selected micro- and macroelements in rye bread enriched with algae
Nazwa proby N P Fe !
Name of sample g/100 g mg/100 g mg/100 g ug/100 g
Pieczywo 1 1,088+ 0,027 52,21* + 4,59 1,46" + 0,25 59,72 + 1,66
Bread 1
PleezyWo 2| 1 37004.0,035 | 72284448 | 3.63'£023 | 66,63+ 1,10
Bread 2
Pieczywo 3 1,415+ 0,035 | 78,75+ 5,30 3,57+0,18 70,43°+ 1,16
Bread 3
Pleeywod 1y 538°40,031 | 8359°4377 | 37202023 | 64,99+ 1,57
Bread 4
Pieczywo 5 1,332°+ 0,036 | 69,18°+5,97 3,07°+ 0,19 65,31+ 1,59
Bread 5
Pieczywo 6 1,174° £ 0,045 | 57,65+ 5,44 1,77°+0,14 65,61°+ 1,12
Bread 6
eenywo T 1y 130 £0,036 | 5627578 | 079°£0,17 | 60,27°% 1,44
Bread 7

Objasnienia / Explanatory notes:

Charakterystyka probek zgodnie z tab. 1. / Profile of samples according to Tab. 1.

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviations; n = 3; a, b, ¢, d — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone r6znymi literami r6znia
si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 / mean values in columns denoted by different letters differ statisti-
cally significantly at p < 0.05.

Zawarto$¢ badanych mikro- i makroelementow zbadano réwniez w dializatach
otrzymanych po symulacji trawienia pieczywa w warunkach in vitro. Otrzymane war-
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tosci postuzyly do obliczenia biodostepnosci tych pierwiastkow, a wyniki zaprezento-
wano w tabeli 3. Biodostepno$¢ azotu w probach 1, 2, 5 oscylowata wokot 50 % 1 byta
zblizona do proby kontrolnej (52 %). Pieczywo 3 i 4, cechowalo si¢ nizszg biodostep-
noscig azotu 45 + 46 %. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci azotu i spi-
ruliny w chlebie spadala jego biodostepnos¢ (proby 3 i 4), natomiast pieczywo 6
z najnizszym dodatkiem spiruliny (10 g) oraz duzg (15 g) dawka suszonej algi Asco-
phyllum nodosum, charakteryzowato si¢ najwyzsza wzgledng zawartoscig azotu
w dializacie (prawie 61 %).

Biodostepnos¢ fosforu, najwyzsza okazata si¢ by¢ dla probki kontrolnej (81%)
oraz pieczywa 2 (82 %). Pozostate proby nie roznity si¢ istotnie i otrzymane wartosci
oscylowaty w zakresie od 55 do 63 %.

Tabela 3. Biodostepnos¢ in vitro wybranych makro- i mikroelementow w pieczywie Zytnim wzbogaco-
nym w algi
Table 3. In vitro bioavailability of selected micro- and macroelements in rye bread enriched with algae

Biodostgpnos¢ [%] / Bioavailability [%]
Nazwa proby
Name of sample N " " :

Pieczywo 1 50,04 = 323 61,12+ 4,92 29,71°+ 3,36 45,60 £ 1,98
Bread 1

Pieczywo 2 50,75 +2.72 82,66°+ 3,17 31,49° + 4,00 60,47°+ 1,50
Bread 2

Pieczywo 3 46,12 + 1,94 62,68" + 4,41 20,18 +2,82 59,52°+2,31
Bread 3

Pieczywo 4 4543+ 1,93 55,15+ 6,29 29,62° + 4,74 61,00°+2,27
Bread 4

Pieczywo 5 50,25 + 3,54 57,01°+ 7,66 40,839+ 5,12 68.,44° + 2,60
Bread 5

Pieczywo 6 60919 £3 31 54.46°+ 6,31 24,48 + 4,39 75.23Y+ 1,63
Bread 6

Pieczywo 7 522004215 80,55" + 6,63 16,67° 5,12 62,64° +2,08
Bread 7

Objasnienia / Explanatory notes:

Charakterystyka probek zgodnie z tab. 1./ Profile of samples according to Tab. 1.

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviations; n = 3; a, b, ¢, d — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone r6znymi literami r6znia
si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 / mean values in columns denoted by different letters differ statisti-
cally significantly at p < 0.05.

Wszystkie wprowadzone do pieczywa dodatki zwickszatly biodostepnos¢ zelaza.
Najmniej z 17 % do 20 + 25 % (odpowiednio proby 3 i 6), a najwigcej — do 30 + 40 %
(proby 1, 2, 4 1 5). Najgorsze rezultaty uzyskano w przypadku pieczywa 3 (20 %),



96 Ltukasz Byczynski, Robert Dulinski

a najlepsze w probie 5 (prawie 41 %), ktora zawierata najwiccej dodatkow algowych
(75 g/kg ciasta). Frontela 1 wsp., [8] wykazali w swoich badaniach, ze w przypadku
chleba peloziarnistego biodostepnosé zelaza wynosi 26 %. Z kolei Burcu i wsp. [4]
wykazali wzrost biodostepnosci zelaza do 47,24 % w pieczywie wzbogaconym w spi-
ruling.

Biodostepnos¢ jodu byta zréznicowana — najnizsza wartoscig (46 %) cechowato
si¢ pieczywo 1 z dodatkiem soli algowej. Biodostepno$¢ w okolicach 60 + 62 % cha-
rakteryzowata pieczywo kontrolne oraz proby 2, 3 i 4. Najwyzsza biodostepnos¢ jodu
odnotowano w przypadku pieczywa 5 i 6 (odpowiednio 68 1 75 %).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze dodatek mikroalg wptynat korzystnie na zawar-
to$¢ oraz biodostepnos¢ badanych pierwiastkow. Najwyrazniej uwidaczniato si¢ to
w probach, w ktorych ilo§¢ wprowadzonych glonow byta najwyzsza.

Whioski

1. Badane pieczywo z dodatkiem alg charakteryzowalo si¢ zwigkszong zawarto$cig
azotu, fosforu, zelaza i jodu, zwlaszcza w probach z dodatkiem wyzszych dawek
biomasy alg, czyli 50 g Arthrospira platensis oraz 10 + 25 g Ascophyllum nodosum
na kilogram ciasta.

2. Biodostepnos¢ badanych pierwiastkow okazata si¢ zroznicowana. W probach
o wysokiej zawartosci azotu jego biodostgpnosc spadata o 5+ 6 %, a przy nizszej
zawarto$ci wzrastata o okolo 8 %. Biodostepnos¢ fosforu okazata si¢ nizsza od pro-
by kontrolnej z wyjatkiem pieczywa 2. Biodostepno$¢ zelaza wzrastata we wszyst-
kich probach. Natomiast w przypadku jodu, jego biodostepnosc z soli algowej oka-
zala si¢ nizsza niz z pieczywa kontrolnego, a w pieczywie 5 i 6 wyzsza.

3. Modyfikacja oryginalnej receptury na tradycyjne pieczywo umozliwita otrzymanie
nowego funkcjonalnego produktu piekarniczego.
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THE EFFECT OF THE ADDITION OF ALGAE TO RYE BREAD ON THE CONTENT AND
IN VITRO AVAILABILITY OF SELECTED MICRO- AND MACROELEMENTS

Summary

Background. Efficient methods of cultivating microalgae have been developed for the fuel industry in
photobioreactors or open recirculation tanks. Reduced world fuel demand makes the production of third-
generation biofuels less profitable. Algae producers are looking for alternative applications for them and
have high hopes for the food industry. Algae biomass is an excellent source of food ingredients — it is rich
in easily digestible and well-balanced protein and is characterized by a high content of macro- and micro-
elements occurring in easily digestible forms as complex or organometallic compounds. The presented
study shows the results of an experiment aimed at examining the effect of adding microalgae in various
forms (Arthrospira platensis and Ascophyllum nodosum - dried, granulated and smoked) to rye bread on
the nitrogen, phosphorus, iron and iodine content. In order to test the bioavailability of these elements, the
produced bread was subjected to a simulated in vitro digestion process. The dialysates and mineralized
bread samples obtained were used to analyze the content of the above-mentioned macro- and microele-
ments using spectrophotometric methods.

Results and conclusion. The results obtained indicate a statistically significant effect of the addition
of algae on an increase in the level of the elements discussed. The largest differences in the content of the
analyzed macro- and microelements compared to the bread without additives were observed for the sam-
ples containing dried spirulina (Arthospira platensis) and Ascophyllum nodosum in the form of granules.
The microalgae introduced into the rye bread also increased the bioavailability of iron and iodine.

Key words: algae, microelements, macroelements, bread, bioavailability
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GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE
POLSKIM I UNIJNYM

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

Ustaw RP oraz Dzienniku Urz¢gdowym UE. Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne
dotyczace szeroko omawianej problematyki Zzywnos$ciowej wg stanu na dzien 30
czerwca 2022 r.

Polskie akty prawne

1.

Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 23 marca 2022 r.
w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o przeksztatceniach wiasno$cio-
wych w przemysle cukrowniczym. (Dz. U. 2022 r., poz. 765).

Obwieszczenie zawiera jednolitego tekstu ustawy z dn. 26 sierpnia 1994 r. prze-
ksztalceniach wlasnosciowych w przemysle cukrowniczym.

Obwieszczenie Ministra Klimatu i Srodowiska z dn. 14 marca 2022 r. w sprawie
ogloszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra Srodowiska w sprawie wzo-
ru wniosku o wydanie zezwolenia na wprowadzenie do obrotu produktu GMO.
(Dz. U. 2022 r., poz. 759).

W zalaczniku do niniejszego obwieszczenia zostata ogloszony jednolity tekst roz-
porzadzenia Ministra Srodowiska z dn. 27 pazdziernika 2015 r. w sprawie wzoru
wniosku o wydanie zezwolenia na wprowadzenie do obrotu produktu GMO.
Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 5 kwietnia 2022 r. zmie-
niajgce rozporzadzenie w sprawie wymagan, ktére powinien spetnia¢ projekt tech-
nologiczny zakladu, w ktéorym ma by¢ prowadzona dziatalnos¢ w zakresie produk-
cji produktow pochodzenia zwierzgcego. (Dz. U. 2022 r., poz. 862).

Zmiany wprowadzone w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn.
18 marca 2005 r. w sprawie wymagan, ktore powinien spetiaé projekt technolo-
giczny zaktadu, w ktérym ma by¢ prowadzona dziatalnos¢ w zakresie produkcji

Dr G. Morkis. Kontakt: gmorkis@poczta.onet.pl
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produktéw pochodzenia zwierzecego dotycza projektu technologicznego rzezni,
ktoéra przy uboju zwierzat w gospodarstwie bedzie korzysta¢ z jednostki mobilne;.

4. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 25 kwietnia 2022
r. w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o rybactwie srédladowym. (Dz.
U. 2022 1., poz. 883).

Obwieszczenie zawiera jednolity tekst ustawy z dn. 18 kwietnia 1985 r. o rybac-
twie srodlgdowym.

Ustawa ta okresla zasady 1 warunki ochrony, chowu, hodowli i potowu ryb w po-
wierzchniowych wodach $rdédlagdowych.

5. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 13 kwietnia 2022 r.

zmieniajace rozporzadzenie w sprawie szczegdlowych wymagan w zakresie jako-
sci handlowej dzemoéw, konfitur, galaretek, marmolad, powidet sliwkowych oraz
stodzonego przecieru z kasztanow jadalnych (Dz. U. 2022 r., poz. 917).
Dokonano zmian w rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 29
lipca 2003 r. zmieniajace rozporzadzenie w sprawie szczegdtowych wymagan
w zakresie jakosci handlowej dzemoéw, konfitur, galaretek, marmolad, powidet
sliwkowych oraz stodzonego przecieru z kasztanéw jadalnych. Dotycza one powi-
det sliwkowych.

6. Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dn. 22 kwietna 2022 r. w sprawie ogloszenia
jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie optat za czynnosci
wykonywane przez organy Panstwowe] Inspekeji Sanitarnej w ramach urzedowych
kontroli zywnosci (Dz. U. 2022 r., poz. 1130).

Zostal ogloszony jednolity tekst rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dn. 5 paz-
dziernika 2017 r. w sprawie opfat za czynno$ci wykonywane przez organy Pan-
stwowej Inspekcji Sanitarnej w ramach urzgdowych kontroli Zywnosci.

7. Rozporzadzenie Ministra Finansow z dn. 24 czerwca 2022 r. w sprawie przediu-
zenia okresu waznosci znakow akcyzy naniesionych na opakowania jednostkowe
wyrobow winiarskich (Dz. U. 2022 r., poz. 1357).

Przedtuzony zostat do 31 grudnia 2023 r. okres waznos$ci znakoéw akcyzy, ktorych
wzory zostaly okreslone w rozporzadzeniu Ministra Finanséw z dn. 7 czerwca
2019 r. w sprawie oznaczania wyrobow akcyzowych znakami akcyzy.

8. Ustawa z dn. 23 czerwca 2022 r. o rolnictwie ekologicznym i produkcji ekologicz-
nej (Dz. U. 2022 r., poz. 1370).

Ustawa okre$la szczegotowo zadania oraz wlasciwosci organow i jednostek w za-
kresie produkcji ekologicznej.
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Unijne akty prawne

1.

Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) 2022/196 z dn. 28 kwietnia 2022 r.
zmieniajace rozporzadzenie wykonawcze (UE) 2017/2470 w odniesieniu do wa-
runkow stosowania nowej zywnosci ,.galaktooligosacharydy”. (Tekst majgcy zna-
czenie dla EOG). (DZ.U. UE L 2022 r., 126,s.10).

Zatacznik do przedmiotowego rozporzadzenia zawiera warunki stosowania ,,glak-
tooligosacharydy” — nowej zywnosci, na ktérg wydano zezwolenie.
Rozporzadzenie Komisji (UE) 2022/860 z dn. 1 czerwca 2022 r. zmieniajace za-
tacznik III do rozporzadzenia (WE) nr 1925/2006 r. Parlamentu Europejskiego
i Rady Europy w odniesieniu do monaklin ze sfermentowanego czerwonego ryzu.
(Tekst majgcy znaczenie dla EOG). (DZ.U. UE L 2022 r., 151, s. 37).

Zmieniony zalacznik do rozporzadzenia (WE) nr 1925/2006 r. Parlamentu Euro-
pejskiego i Rady Europy w odniesieniu do monaklin ze sfermentowanego czerwo-
nego ryzu zawiera warunki stosowania oraz wymagania dodatkowe dla: ,,monokli-
ny ze sfermentowanego czerwonego ryzu” jako substancji podlegajacych
ograniczeniom.

Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2022/965 z dn. 21 czerwca 2022 ze-
zwalajgce na wprowadzenie na rynek ziaren jadalnej odmiany Jatropha curcas L.
jako nowej zywno$ci oraz zmieniajace rozporzadzenie wykonawcze (UE)

2017/2470. (Tekst majacy znaczenie dla EOG). (DZ.U. UE L 2022 r., 166, s. 118).
Wylacznie przedsigbiorstwo ,,JaroSolutiones GmbH” jest upowaznione do wpro-
wadzenia na rynek Unii nowej zywno$ci pod nazwa ,,ziarna jadalnej odmiany Ja-
tropha curcas L.”. W zataczniku do rozporzadzenia okreslono warunki jej stosowa-
nia, etykietowania i ochrony danych.

Rozporzadzenie Komisji (UE) 2022/1023 z dn. 28 czerwca 2022 r. zmieniajace
zatgcznik Il do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady Europy (WE) nr
1333/2008 oraz zatacznik do rozporzadzenia Komisji (UE) nr 231/2012 w odnie-
sieniu do stosowania lecytyny owsianej w wyrobach kakaowych i czekoladowych
objetych dyrektywa 2000/36/WE Parlamentu Europejskiego i Rady. (Tekst majg-
cy znaczenie dla EOG). (DZ.U. UE L 2022 r., 172, s. 5).

W zataczniku I wprowadzono zmiang polegajaca na dodaniu do pozycji dodatki do
zywnosci E 322 pozycje ,,E 322a Lecytyna owsiana 20 000”.

W zalgczniku II dodano definicje¢ 1 wymagania dotyczace ,,E 322a Lecytyny
owsianej 20 0007,

Rozporzadzenie Komisji (UE) 2022/1037 z dn. 29 czerwca 2022 r. zmieniajgce
zatgcznik II do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady Europy (WE) nr
1333/2008 oraz zatacznik do rozporzadzenia Komisji (UE) nr 231/2012 w odnie-
sieniu do stosowania glikolipidow jako $rodkéw konserwujacych w napojach.
(Tekst majgcy znaczenie dla EOG). (DZ.U. UE L 2022 r., 173, s. 52).
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Wprowadzone w zatgczniku I do rozporzadzenia dotycza dodania ,,E 246 Glikoli-
pidy” do pozycji ,,dodatki inne niz barwniki i substancje stodzace”, ,,piwo i napoje
stodowe”.

W zatgczniku II do rozporzadzenia dodano pozycje zawierajgca definicje i wyma-
gania dotyczace ,,E 246 Glikolipidy”.
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JUBILEUSZ PRACY NAUKOWO-DYDAKTYCZNEJ
PANA PROF. DR HAB. TADEUSZA SIKORY

Prof. dr hab. Tadeusz Sikora urodzit si¢ 21
stycznia 1950 r. w Dobrzycy (obecnie woj. zachodnio-
pomorskie). Szkote Podstawowa i Liceum Ogodlno-
ksztatcace ukonczyl w Nowym Zmigrodzie, pow. jasiel-
ski. Jest absolwentem kierunku Towaroznawstwo
Wyzszej Szkoty Ekonomicznej w Krakowie. Studia
ukonczyl w 1974 r. obrong pracy magisterskiej pt.:
»Zmiany jakosciowe w sokach warzywnych w opako-
waniach szklanych w okresie ich przechowywania” wy-
konanej pod kierunkiem doc. Leonarda Litewki. Prace
dydaktyczno-naukowg rozpoczal 1 pazdziernika 1975 r.
w Zakladzie Technologii Ogolnej Instytutu Towaro-
znawstwa, przechodzac wszystkie szczeble kariery za-
wodowej i naukowej — od asystenta stazysty do profeso-
ra zwyczajnego, nastgpnie w 1977 r. przeszedt do pracy w Zaktadzie Towaroznawstwa
Spozywczego, ktérym kierowat doc. dr Tadeusz Gotebiowski. Na poczatku lat osiem-
dziesigtych XX w. przygotowat rozprawe doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. Sta-
nistawa Tyszkiewicza nt.: ,,Czynniki okres$lajace jakos¢ migsa jagnigcego na przykta-
dzie mieszancoOw owcy pogorza”, ktoérg obronit w 1984 r. przed Rada Naukowsg
Instytutu Towaroznawstwa Akademii Ekonomicznej w Krakowie uzyskujac stopien
doktora nauk towaroznawczych. Efektem dalszych badan byta rozprawa habilitacyjna
nt.: ,,Jako$¢ i stopien chemicznego skazenia mig¢sa i organow wewnetrznych testowych
zwierzat rzeznych z krakowskiej strefy ekologicznie zagrozonej”. Kolokwium habilita-
cyjne miato miejsce na Wydziale Rolniczym z Oddziatem Technologii Zywnosci Aka-
demii Rolniczej w Krakowie w 1994 r. na ktorym dr Tadeusz Sikora otrzymat stopien
naukowy doktora habilitowanego nauk rolniczych w zakresie technologii zywnoS$ci
i zywienia. Tytul naukowy profesora nauk rolniczych otrzymat w2000 r., a od
1.09.2004 r. zostal zatrudniony na stanowisku profesora zwyczajnego.

Dnia 1.10.1995 r. objat kierownictwo Samodzielnego Zaktadu Towaroznawstwa
Ogoblnego 1 Zarzadzania Jako$cig w Instytucie Towaroznawstwa Akademii Ekono-
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micznej w Krakowie (obecnie jest to Katedra Zarzadzania Jako$cig w Instytucie Nauk
o Jakosci 1 Zarzadzania Produktem Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie), ktorg
kierowat do 30.09.2020 r. Od 1.10.2020 r przeszedt do pracy w Katedrze Zarzadzania
Procesowego.

W okresie kierowania Katedrg Zarzadzania Jakos$cig podejmowal wspotprace
z osrodkami zagranicznymi, miedzy innymi z Akademia Handlowa we Lwowie, Pan-
stwowym Uniwersytetem Handlowo-Ekonomicznym w Kijowie, czy Uniwersytetem
w Kragujewcu (Serbia). Nawigzat takze wspotprace z Europejska Organizacja Jakosci
(EOQ) oraz brat udzial w pracach zespotu Ekspertoéw Zewnetrznych Narodowego Pro-
gramu Foresight 2020.

Profesor Tadeusz Sikora byt w latach 2002-2011 kierowaniem Studium Pody-
plomowego ,,Systemowe Zarzadzania Jakoscig” dzialajacego przy Katedrze Zarzadza-
nia Jakoscig. Z inicjatywy i pod Jego kierunkiem rozpoczela si¢ realizacja konferencji
organizowanych przez Katedre z cyklu ,,Jako§¢ w gospodarce rynkowe;j”. W biezacym
roku odbedzie si¢ XI krajowa i III migdzynarodowa konferencja z tego cyklu, ktéra
bedzie jednoczesnie okazjag do $wigtowania 50-lecia Katedry Zarzadzania Jakoscia,
ktora przez ostatnie 25 lat rozwijata si¢ pod opiekg Pana Profesora.

Jest autorem, wspotautorem lub redaktorem 29 monografii, podrecznikow lub
ksigzek oraz autorem lub wspotautorem ponad 170 artykutow naukowych, 45 rozdzia-
tow w monografiach, 85 rozdziatow w materialach konferencyjnych i okoto 150 arty-
kutéw popularno-naukowych.

Byl promotorem w 20 zakonczonych przewodow doktorskich na Wydziale Towa-
roznawstwa Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie i drugim promotorem doktora-
tu na Wydziale Zarzadzania i Komunikacji Spolecznej Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie. Byt recenzentem w 66 postgpowaniach awansowych, w tym: 21 doktora-
tow, 19 habilitacji, 13 wydawniczych habilitacji, 12 opinii w postepowaniu na tytut i 1
na stanowisko profesora zwyczajnego. W dziatalnosci dydaktycznej prowadzit zajecia
ze studentami z wielu przedmiotow realizowanych na kierunku Towaroznawstwa
1 ZIP. Pod jego kierunkiem zostalo wykonanych: 366 prac magisterskich i 109 inzy-
nierskich, byl réwniez promotorem 208 prac dyplomowych na Studiach Podyplomo-
wych (UEK, UP we Wroctawiu, UJ).

Zainteresowania naukowe prof. Tadeusza Sikory koncentrujg si¢ gtownie wokot
problematyki zarzadzania jako$cig i bezpieczenstwem w sektorze zywnosciowym. Jest
jedna z pierwszych 0sob w Polsce, ktora zajeta si¢ tg problematyka i nickwestionowa-
nym autorytetem w tym zakresie. Byl, miedzy innymi, konsultantem ds. jakosci
w programie: ,,Quality Management Dairy Sector” (Project PHARE P 9312-05-01),
partnerem w programach takich jak: Erasmus Intensive Programme in Agri-Business
Management with Emphasis in Food Industry Enterprises, Improvement of Partnership
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with Enterprises by Enhancement of a Regional Quality Management Potentials in
WBC (Project: 543662-TEMPUS-1-2013-1-ME-TEMPUS-JPHES).

Aktywie dziatal rowniez organizacjach naukowych i towarzystwach byt , miedzy
innymi, cztonkiem Komitetu Nauk o Zywnosci i Zywieniu PAN, cztonkiem Rady Go-
spodarki Zywnoéciowej przy Ministrze Rolnictwa i Rozwoju Wsi, v-prezesem Klubu
POLSKIE FORUM ISO 9000, v-prezesem Zarzadu Polskiego Stowarzyszenia Jakosci
Zarzadzania POLISOLAB, przewodniczacym Komitetu Chronigcego Bezstronno$¢
TUV Rheinland Polska, v-prezesem, a nastepnie prezesem Zarzadu Gtéwnego PTTZ.
Od 2013 r. jest cztonkiem Rady Naukowej Polskiej Federacji Producentow Zywnosci,
a w 2020 r. zostal powotany przez Minister Rozwoju na cztonka Sektorowej Rady do
spraw Kompetencji — Sektor zywnosci wysokiej jakos$ci. Prof. Tadeusz Sikora aktywne
dziatat takze w Polskim Towarzystwie Technologéw Zywnosci, byt prezesem Oddzia-
tu Matopolskiego, wiceprezesem Zarzadu Gtéwnego oraz prezesem PTTZ. Byt pomy-
stodawcg i redaktorem kwartalnika ,,Zywno$é. Technologia. Jako$¢” (obecnie: “Zyw-
no$é. Nauka. Technologia. Jako$¢”), ktory jest organem naukowym PTTZ, a takze
redaktorem naczelnym Wydawnictwa Naukowego. Aktywnie dziatal rowniez w Pol-
skim Towarzystwie Towaroznawczym (PTT), petnigc miedzy innymi funkcje prezesa
Oddziatu Krakowskiego; czlonka Zarzadu Gtownego i Rady Naukowej przy ZG PTT,
oraz przewodniczacym Glownej Komisji Rewizyjnej. Byt takze rzeczoznawcg PTT
w zakresie kontroli i oceny jako$ci towarow.

Profesor Tadeusz Sikora jest laureatem Malopolskiej Nagrody Jakosci (2008)
i Polskiej Indywidualnej Nagrody Jakosci im. Prof. Edwarda Kindlarskiego w kategorii
nauka (2010). Odznaczony zostat: Ztotym Krzyzem Zastugi (1999), Medalem Komisji
Edukacji Narodowej (2000), Krzyzem Kawalerskim OOP (2012), Ztota Odznake
PTTZ (2010), medalem ,,Zastuzony dla Wydziatu Nauk o Zywnosci” Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu (2007), medalem Wojskowego Instytutu Higieny
i Epidemiologii im. Gen. Karola Kaczkowskiego (2009), medalem Wydziatu Nauk
o Zywnoéci SGGW w Warszawie (2011), medalem im. Profesora Franciszka Nowot-
nego Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (2014), odznaka Honorowg za Zashugi dla
SGGW (2017), medalem 75-lecia i 80-lecia Akademii Ekonomicznej w Krakowie
(2001, 2005) i medalem 90-lecia Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie (2015).
W 2006 r. Walne Zebranie Delegatow PTTZ nadato prof. Tadeuszowi Sikorze godno$é
Cztonka Honorowego Towarzystwa.

W dniu 9 listopada 2019 r. Profesor otrzymat godno$¢ Honorowego Profesora
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

dr hab. Joanna Dziadkowiec, prof. UEK
Katedra Zarzgdzania Jakoscig
Uniwersytet Ekonomiczny w Krakowie
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XXVI Sesja Naukowa
Sekcji Mlodej Kadry Naukowej

Zywnosc dzisiqj
lokalna czy globalna?
tradycyjna czy innowacyjna?

IXth International

Session of Young Scientific Staff

Food nowadays

local or global?
traditional or innovative?

Poznan, 19-20.05.2022 r.

———

W dniach 19-20. maja 2022 r. w Poznaniu miata miejsce kolejna, juz XX VI Sesja
Naukowa Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PPTZ pod hastem ,,Zywno$¢ dzisiaj — lokal-
na czy globalna? Tradycyjna czy innowacyjna?”oraz IX™ International Session of
Young Scientific Staff ‘Food nowadays — local or global? traditional or innovative?
Poznanskie spotkanie Mtodych Naukowcow zostato objete patronatem honorowym JM
Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, prof. dr hab. Krzysztofa Szoszkie-
wicza oraz Pani Dziekan Wydzialu Nauk o Zywnosci i Zywieniu, prof. UPP dr hab.
Bozeny Danyluk.

Wydarzenie to jest kontynuacjg corocznych sesji skupiajacych Adeptéw nauk
zywieniowych z catej Polski, oraz z zagranicy. Kazdy, kto zna proponowany przez
SMKN PTTZ wymiar spotkan, wie doskonale jak niezwyklymi sa te dwa majowe dni
spedzane wspolnie, w gronie Mtodych Naukowcow, pod okiem wybitnego grona do-
swiadczonych Naukowcow. Komitet Naukowy w sktadzie: prof. dr hab. Joanna Stad-
nik (UP Lublin), prof. dr hab. Agnieszka Kita (UP Wroctaw), prof. dr hab. Danuta
Kotozyn-Krajewska (SGGW Warszawa), prof. dr hab. Matgorzata Nogala-Katucka
(UP Poznan), prof. dr hab. Lestaw Juszczak (URK Krakéw), prof. dr hab. Tadeusz
Sikora (UEK Krakow), dr hab. Bozena Danyluk, prof. UPP (UP Poznan), dr hab. Mat-
gorzata Dzugan, prof. UR (UR Rzeszoéw), dr hab. Matgorzata Gumienna, prof. UPP
(UP Poznan), dr hab. Katarzyna Marciniak-tukasiak (SGGW Warszawa), dr hab.
Magdalena Montowska, prof. UPP (UP Poznan), dr hab. Dorota Piasecka-
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Kwiatkowska, prof. UPP (UP Poznan), doc. Ing. Petr Cesla, PhD Assoc. Prof. (Univer-
sity of Pardubice, Czech Republic), bacznie czuwal nad poziomem obrad i wielokrot-
nie wspierat Mtodych swoim doswiadczeniem i1 merytorycznymi spostrzezeniami pod-
czas wystgpien. Tematycznie tegoroczna Sesja skupita si¢ wokdt dynamicznych zmian
zachodzacych na rynku zywnosciowym, w efekcie zmian spotecznych, na ptaszczyznie
postepujacej globalizacji i innowacyjnosci rynku zywieniowego.

Poznan przywitat niemal 100 Uczestnikéw bardzo stonecznie i cieplo. Juz w $ro-
d¢ 18. maja Organizatorzy zainicjowali cykl warsztatow: ,,Czy geny moga warunko-
waé odczuwanie smaku?”, ,,Zastosowanie sztucznej inteligencji w badaniach zywno-
$ci”, ,,Zastosowanie systemow decyzyjnych w badaniach zywno$ci — inzynieria
oprogramowania przy uzyciu diagramow UML”. Popotudnie za$ spgdzono integracyj-
nie przy ognisku w picknym Ogrodzie Dendrologicznym Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu.

Pierwszego dnia Sesji, tj. dnia polskojezycznego, Uczestnicy z rogalami §wigto-
marcinskimi w dtoniach, wystuchali referatow w trzech sesjach plenarnych oraz
w ramach sesji plakatowej, a wieczorem wzigli udziat w uroczystej Kolacji Bankieto-
wej.

Obrady uswietnili swoimi wyktadami zaproszeni prelegenci: Prezes Zarzadu Pol-
skiej Izby Produktu Regionalnego i Lokalnego Pan Krystian Kusnierek z wyktadem
»Wielkopolskie produkty tradycyjne”), Pani Izabela Wojdyta z firmy Pyszoty z wykta-
dem ,,Kosmiczne positki dla dzieci - zywnos¢ liofilizowana”, oraz prof. UPP dr hab.
Wawrzyniec Czubak z wyktadem ,,Wspolna Polityka Rolna 2023-2027 — wyzwania
i szanse polskiego rolnictwa i przetworstwa”.

Wzorem ubieglej Sesji, podczas obrad Pani Prezes PTTZ prof. dr hab. Joanna
Stadnik wreczyta zastluzong statuetke za najlepsza prace doktorskg z zakresu nauk
o zywnosci obroniong w 2021 roku, przyznang w konkursie organizowanym przez
Polskie Towarzystwo Technolog Zywnosci. Nagrodzono prace doktorskg dr inz. Kata-
rzyny Pobiedy pt. ,,Studia nad aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa powtok pullula-
nowo-propolisowych na wybranym surowcu roslinnym”, zrealizowana pod okiem prof.
dr hab. Malgorzaty Gniewosz i dr inz. Karoliny Krasniewskiej w Katedrze Biotechno-
logii i Mikrobiologii Zywnosci, Instytutu Nauk o Zywnosci SGGW w Warsza-
wie. Serdeczne gratulacje!

Drugi dzien Konferencji stanowity po raz 9. anglojezyczne sesje referatowe i po-
sterowe, na ktorych goszczono m.in. Uczestnikow z Estonii, Czech, Stowacji, Ukrainy.
Sesje otwieraly dwa wyktady plenarne: prof. dr hab. Anny Gramzy-Michatowskiej
z Wydziatu Nauk o Zywnosci i Zywieniu UPP pt. ‘Tradinnovation in food develop-
ment’, oraz dr Tetiany Stepanovej, Assos. Prof. z Sumy National Agrarian University,
pt. ‘Modern aspects of cultivated mushrooms use in the technology of sausages’.
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W trakcie dwudniowych obrad wygtoszono 39 referatow i zaprezentowano 30
plakatow, sposrod ktorych Komitet Naukowy tradycyjnie juz wyltonit Laureatéw
w ramach konkursu doniesien. W ramach poszczegolnych sesji nagrody przyznano:

A) w kategorii referaty polskojezyczne:

1. miejsce: Marcelinie Karbowiak (SGGW w Warszawie) — ,,Wplyw stopnia inakty-
wacji cieplnej komorek Lactobacillus spp. na ich hydrofobowos$¢ oraz zdolnosci au-
toagregacyjne i adhezyjne”

2. miejsce: Katarzynie Wierzchowskiej (SGGW w Warszawie) — ,,0lej mikrobiolo-
giczny - zrownowazona alternatywa dla konwencjonalnych ttuszczéw roslinnych?”’

wyroznienie: Natalii Kasatka-Czarnej (UP w Poznaniu) — ,,Wptyw metody i czasu
przechowywania na procesy agregacji i degradacji biatek migsa dzika”.

B) w kategorii plakaty polskojezyczne:

1. miejsce: Agnieszce Tkaczynskiej (UP we Wroctawiu) — ,,Ciemnienie enzymatyczne
ziemniakow odmian o czerwonym i fioletowym migzszu”

2. miejsce: Agacie Oso$, Patrycji Jankowskiej (UP w Poznaniu) — ,,Makaron wzboga-
cony w minikiwi (Actinidia deliciosa): wtasciwosci fizykochemiczne, struktura
i akceptacja konsumencka”

wyroznienie: Agnieszce Piekara (UP we Wroctawiu) — ,,Produkty z pogranicza na pol-
skim rynku suplementow diety”.

C) w kategorii referaty anglojezyczne:

1. miejsce: Marcellus Arnold (UP w Poznaniu) — ,,Polish gingerbread fortified with
eggshell powder as an innovative product to reduce the risk of osteoporosis”.

2. miejsce: Monica Nabil Gayed Ibrahim (Estonian University of Life Sciences, Esto-
nia) — ,,The effect of the duration of oat-drink processing with a neutral or acidic
protease on its nutritional value”.

wyroznienie: Oldze Swider (IBPRS-PIB w Warszawie) — ,,Jmproving fermented food
safety — application of non-aminobiogenic starter cultures in a model cucumber
fermentation system”.

D) w kategorii postery anglojezyczne:

1. miejsce: Mahbuba Islam (UP w Poznaniu) —,, Thermo-oxidative stability of cold
pressed hemp (Cannabis sativa L.) seed oils from cultivar of Greater Poland re-
gion”.

2. miejsce: Kamilowi Hatadyn (UP we Wroctawiu) — ,,Optimization of the process of
extraction and isolation of carotenoid compounds on the example of rosehip fruits”.

wyréznienie: Stépan Marhons (University of Chemistry and Technology, Prague,
Czechy) — ,,Effect of temperature on microbial transglutaminase milk treatment”.

E) Nagrody publiczno$ci wreczono:
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— za najlepszy plakat: Agacie Oso$, Patrycji Jankowskiej (UP w Poznaniu) ,,Maka-
ron wzbogacony w minikiwi (Actinidia deliciosa): whasciwosci fizykochemiczne,
struktura i akceptacja konsumencka”

— za najlepszy referat: Marcellus Arnold (UP w Poznaniu) — ,,Polish gingerbread
fortified with eggshell powder as an innovative product to reduce the risk of osteo-
porosis”.

W tym miejscu serdecznie podzickowania kierujemy do catego Komitetu Organi-
zacyjnego Konferencji, ktory staral si¢ zachowa¢ znang Mtodym Naukowcom atmosfe-
r¢ otwartosci i wspdtpracy: dr inz. Monice Beszterdzie, dr inz. Paulinie Bielskiej, dr
inz. Marii Rézanskiej, dr inz. Lukaszowi Tomczykowi, mgr Agacie Zarembie, mgr inz.
Oskarowi Szczepaniakowi. Pracom poznanskiego Komitetu przewodniczyta Przewod-
niczaca Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ dr inz. Monika Przeor.

Wszystkim Uczestnikom dzickujemy za obecnos¢, Komitetowi Naukowemu — za
niezawodne wsparcie, za$ Laureatom nagrod - serdecznie gratulujemy!

Kolejna Sesja Mtodej Kadry Naukowej juz za rok, a go$ci¢ Mtodych bedzie Od-
dzial Warszawski.

Cykliczne Sesje Mtodej Kadry Naukowej zawsze proponuja ciekawg formule
spotkan i pozwalaja podtrzymac niezwykty charakter znajomosci nawigzywanych mie-
dzy przedstawicielami roznych o$rodkéw naukowych. Oby nastgpne spotkanie, w maju
2023 roku w Warszawie byto dla Mlodych Naukowcow kolejnym znaczacym krokiem
we wlasnym rozwoju i przyczynialo si¢ poszanowania wzajemnych osiaggni¢¢ w nau-
kach zywieniowych.

dr inz. Monika Przeor

Przewodniczaca Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ

Katedra Technologii Gastronomicznej i Zywnoéci Funkcjonalnej
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
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Z ZALOBNEJ KARTY

PROFESOR DR HAB. IRENA GORSKA
(1929-2024)

Profesor dr hab. Irena Gorska urodzita si¢ 24 lipca 1929
roku w Lachwie na dzisiejszych terenach Biatorusi. Po wojnie
wraz z rodzing zamieszkata w Milanowie na Lubelszczyznie,
gdzie Jej ojciec byl jedynym, w tamtym czasie, w powiecie
parczewskim lekarzem weterynarii. W 1949 roku, po ukon-
czeniu Liceum Ogolnoksztalcacego w Lublinie, rozpoczeta
studia pierwszego stopnia na Wydziale Matematyczno-
Przyrodniczym  Uniwersytetu Marii ~ Sktodowskiej-Curie
w Lublinie, natomiast studia drugiego stopnia ukonczyla na
Wydziale Nauk Przyrodmczych Uniwersytetu Wroctawskiego uzyskujac tytul magistra
zoologii. Pierwsza pracg podje¢ta na Akademii Medycznej we Wroctawiu w Zaktadzie
Anatomii Patologicznej, petiac funkcje¢ asystenta naukowego w zespole prof. Zyg-
munta Alberta. W 1959 roku zostata zatrudniona w Zaktadzie Badawczym Surowcow
Zwierzgcych, wroctawskiej filii Instytutu Zootechniki w Krakowie, gdzie pracowala
przez trzy lata. W 1962 roku podjeta prace na stanowisku starszego asystenta w owcze-
snej Wyzszej Szkole Rolniczej we Wroctawiu, wiagzac si¢ z ta uczelnig do konca swo-
jej kariery zawodowej. Poczatkowo zwigzana byla z Wydziatem Zootechniki Wyzszej
Szkoty Rolniczej we Wroctawiu podejmujac prace w Katedrze Obrotu i Oceny Surow-
cow Zwierzecych, ktora pozniej weszta w strukture organizacyjng Oddziatu Technolo-
gii Rolno-Spozywczej, a od 1977 r. Wydziatu Technologii Zywno$ci.

W swoich badaniach naukowych otworzyta $ciezk¢ badan nad histologia i struk-
turg migsa w aspekcie produktu zywieniowego. Stopien doktora nauk rolniczych uzy-
skata w 1962 r. na Wydziale Zootechnicznym 6wczesnej Wyzszej Szkoty Rolniczej we
Wroctawiu, na podstawie rozprawy pt. ,,Badania histometryczne i histochemiczne
tkanki mig¢éniowej cielat z réoznych warunkow zywieniowych” natomiast rozprawa
habilitacyjna (1974 r.) dotyczyta ultrastrukturalnych i histochemicznych zmian w mig-
sie zajeczym w okresie posmiertnym i podczas magazynowania w mrozni. Tytut nau-
kowy profesora otrzymata w 1991 r.
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Odbyta staze naukowe w Moskiewskim Technologicznym Instytucie Przemystu
Migsnego i Mleczarskiego oraz Wszechzwigzkowym Naukowo-Badawczym Instytucie
Przemystu Migsnego (1985 r.), a w 1987 r. w Leningradzkim Technologicznym Insty-
tucie Przemystu Chtodniczego. Byta cztonkiem Kolegium Redakcyjnego ds. Wydaw-
nictw 1 redaktorem merytorycznym Zeszytow Naukowych AR we Wroctawiu serii
,,Technologia Zywnos$ci” (1981-1987), czlonkiem senatu Akademii Rolniczej we
Wroctawiu (1987-1999), prodziekanem (1981-1987),a pézniej dziekanem Wydziatu
Technologii Zywnosci (1987—-1993). Byta tez czlonkiem Komitetu Technologii i Che-
mii Zywnosci PAN, Zespotu Ekspertow ds. Technologii Zywnosci i Zywienia Czto-
wieka przy MEN, Sekcji Technologii Zywnosci i Zywienia KBN. Byla rowniez od
poczatku powstania Polskiego Towarzystwa Technologdéw Zywnosci cztonkiem wro-
ctawskiego oddziatu PTTZ.

Jej specjalnosciag naukowg byta technologia migsa, ze szczegdlnym uwzglednie-
niem ubocznych niekonwencjonalnych surowcoéw rzeznych, w kontekscie ich charakte-
rystyki histologicznej, przydatnosci i parametryzacji zywieniowej. Wyniki prac prezen-
towala na wielu krajowych i migdzynarodowych kongresach naukowych. Byta wspot-
autorka dwoch skryptow oraz 98 publikacji naukowych. Recenzowata siedem wnio-
skow na tytut profesora zwyczajnego, jedng rozprawe habilitacyjng i pi¢¢ doktorskich.
Byla recenzentka wielu prac wydawniczych, 23 projektéw badawczych KBN. Byla
kierownikiem dwoch tematow badawczych w ramach Programéw Badawczych Mig-
dzyresortowych (1981-1985) i Centralnego Programu Badan Podstawowych (1986—
1990), grantu promotorskiego KBN (1997), wspotautorem projektu badawczego KBN
(1992-1994).

Profesor Irena Gorska byla bardzo cenionym dydaktykiem i wychowawca wielu
pokolen pracownikow naukowych i studentow, ktorzy pamigtaja Ja jako osobg wyma-
gajaca, ale zyczliwa, o wysokiej kulturze osobistej. Byta promotorka w dwoch rozpraw
doktorskich i 82 prac magisterskich. Pod jej kierunkiem siedem 0sob z kraju odbylo
staze naukowe.

W uznaniu Jej zastug prof. Irena Gorska zostata odznaczona Ztotym Krzyzem Za-
stugi, Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski, Medalem Komisji Edukacji
Narodowej, medalem ,,Za Zastugi dla Akademii Rolniczej we Wroctawiu”. Wyroznio-
na byla tez 19. nagrodami JM Rektora.

W dniu 24 kwietnia 2022 roku odeszta od nas wybitna uczona, przyjaciotka i au-
torytet dla wielu z nas.
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TECHNOLOG ZYWNOSCI
INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 32 Nr2 czerwiec 2022

ZARZADU GEOWNEGO PTTZ XII KADENCJI

Dnia 20 czerwca 2022 r. odbylo si¢ zebranie Zarzadu Glownego Polskiego Towarzystwa
Technologéw Zywnosci XII kadencji w formie zdalnej. Spotkanie otworzyla Prezes Zarzadu
Gltownego prof. Joanna Stadnik i przedstawita sprawozdanie z dziatalnosci Prezydium ZG
PTTZ w okresie styczen - czerwiec 2022 r. Nastepnie podjeto dyskusje nad przyjeciem spra-
wozdan merytorycznego oraz finansowego z dziatalnosci PTTZ za rok 2021. W dalszej kolej-
nosci podjeto dyskusje nad powotaniem nowej struktury Towarzystwa: Sekcji Chemii i Techno-
logii Mleka. Nastepnie Pani Prezes przekazata aktualne informacje zwigzane z rejestracjg To-
warzystwa w Krajowym Rejestrze Sadowym. Nastepnie przedstawiono informacje o dofinan-
sowaniu dziatalnosci popularyzujacej nauke w roku 2022 r. W dalszej cze$ci zebrania, przed-
stawiciele poszczegolnych oddzialow i sekcji Towarzystwa przedstawili plany dziatalnosci na
rok 2022 wraz z informacjami o wptacanych sktadkach. Nastgpnie powotano Kapitute konkursu
na najlepsza prace doktorska oraz Komisj¢ oceniajacag w konkursie na najlepsza publikacje
w czasopi$mie Zywno$é. Nauka. Technologia. Jako$¢ na kadencje 2022-2025.

WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE
W ROKU 2022

Czerwiec

9-10 KRAKOW = XI Krajowa i III Miedzynarodowa Konferencja Naukowa pt.
»Jakos¢ przyszlosci, przysziosé jakosci”
Organizator: Katedra Zarzadzania Jako$cig Uniwersytetu Ekonomicznego w Krako-
wie
Kontakt: dr hab. Joanna Dziadkowiec, prof. UEK
e-mail: qffq@uek krakow.pl, balonu@uek.krakow.pl
Tel. (012) 293-55-83, (012) 293-55-89

9-10 POZNAN = III Wielkopolska Konferencja Nauka Gospodarce pt. ,,Partnerstwo
nauki i przemystu Zrédlem rozwoju”
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Organizatorzy: Oddziat Wielkopolski PTTZ, Wydziat Nauk o Zywnoéci i Zywieniu
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Informacje: http://pttzow.up.poznan.pl/konferencja

Kontakt: NaukaGospodarce@up.poznan.pl; tel. (61) 848-72-97

Lipiec

4-8 KRAKOW = Konferencja Europejskiego Stowarzyszenia Badaczy Ziemniaka
21’ EAPR Triennial Conference
Organizatorzy: European Association for Potato Research, Instytut Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin
Informacje: https://www.eapr2020.pl
Kontakt: Magdalena Owczarek, tel. (12) 651-90-54
e-mail: eapr2020@targi.krakow.pl

Wrzesien

27-30 WROCLAW = 1* European Conference on Applied Animal Sciences (ECAAS)
Informacje: https://www.ecaas-congress.com
Kontakt: Marcjanna Wrzecinska, tel. 518-805-704
e-mail: marcjanna.wrzecinska@zut.edu.pl ; congress.ecaas@gmail.com

Pazdziernik

5-6 Zurich, Switzerland = 26™ International Conference on Food Technology and Pro-
cessing
Organizator: Conference Series LLC Ltd
Informacje: https://foodtechnology.insightconferences.com
Kontakt: foodtechnology@brainstormingmeetings.com; tel. +44 2033180199

26-27 KRAKOW = XIV Miedzynarodowa Konferencja Naukowa pt. ,,Wiedza —
Gospodarka — Spoleczenstwo” (online)
Organizatorzy: Kolegium Nauk o Zarzadzaniu i Jakosci Uniwersytetu Ekonomiczne-
go w Krakowie, Fundacja Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie
Informacje: https://cmq.uek.krakow.pl
Kontakt: cmq@uek.krakow.pl ; tel. (12) 293-55-99

Listopad

17-18 CZESTOCHOWA = IX Ogélnopolska Konferencja Naukowa z cyklu Zywnos$¢

— Zywienie — Dietetyka nt. ,,Zywienie dzieci w/po pandemii”
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Organizatorzy: Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy im. Jana Dlugosza w Czg-
stochowie, Polskie Towarzystwo Technologéow Zywnoéci, Komitet Nauk o Zywnosci
i Zywieniu PAN

Informacje: http://www.dietkonf.ujd.edu.pl

Kontakt: dr n. farm. Wojciech Woszczyk

e-mail: dietkonfl@ujd.edu.pl

CZELONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Gtownym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z o.0. Marki, HORTIMEX Sp.
z 0.0. Konin, BUNGE POLSKA Sp. z 0.0. Karczew.

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

KOMUNIKATY

Informacje dla Autorow oraz wymagania redakcyjne publikujemy na stronie in-
ternetowej http://www.wydawnictwo.pttz.org

Przypominamy Panstwu o aktualnym adresie internetowym Wydawnictwa —
e-mail: redakcja@pttz.org
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