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Streszczenie

Celem pracy bylo pozyskanie nowych substancji stabilizujacych i zaprojektowanie uktadu majacego
na celu ograniczenie procesu rekrystalizacji w trakcie przechowywania lodow mlecznych. Pierwszy etap
badan obejmowat proces hydrolizy kwasowe]j k-karagenu, z wykorzystaniem H,SO, i HCIl. Przy uzyciu
chromatografii zelowej SEC okre$lono mase czasteczkowa otrzymanych hydrolizatow. Nastepnie podjeto
probe wykorzystania otrzymanych zwigzkow jako stabilizatorow do lodow mlecznych. Kolejnym etapem
badan byla analiza procesu rekrystalizacji na podstawie fotografii krysztalow lodu wykonanych po przy-
gotowaniu lodéw mlecznych, po tygodniu oraz po miesiacu ich przechowywania, za pomoca mikroskopu
Alphaphot-2 YS2 i kamery Nikon DS-F. W badanych probkach oprocz k-karagenu i jego pochodnych
zastosowano rowniez dodatek zelatyny, gumy guar, alkoholu i gotowych mieszanek stabilizujacych firmy
Danisco (DuPont).

Hydroliza kwasowa z zastosowanie HCl i H,SO4 wptyn¢ta na redukcj¢ masy czasteczkowej
k-karagenu ok. 10-krotnie. Na podstawie fotografii krysztatow lodu zawartych w lodach mlecznych
stwierdzono, ze obecno$¢ hydrolizatow k-karagenu miata wigkszy wpltyw na ograniczenie procesu rekry-
stalizacji niz dodatek samego k-karagenu czy dodatek przemyslowych mieszanek stabilizujacych. Po
miesigcu przechowania $rednica krysztalow lodu w probkach lodow z dodatkiem hydrolizatu k-karagenu
uzyskanego po hydrolizie HCI nie przekroczyta 16 pm, podczas gdy w probkach z dodatkiem niehydroli-
zowanego k-karagenu, po tym samym czasie — przekraczata 25 pm.
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Wprowadzenie

Lody sg mrozonym deserem o wyjatkowych cechach sensorycznych. Podczas
przechowywania zachodza w nich niepozadane zmiany, m.in. proces rekrystalizacji
lodu, ubytek powietrza (lub azotu, w zaleznosci od technologii produkcji), krystaliza-
cja laktozy czy utrata trwatosci produktu. Jednym z gtdéwnych probleméw w trakcie
przechowywania lodéw jest utrzymanie stalej temperatury, ktora ma znaczacy wptyw
na jakos¢ produktu. Juz niewielkie jej wahania przyczyniajg si¢ do inicjacji procesu
rekrystalizacji lodu. Polega ona na wzroscie krysztatow w trakcie przechowywania
lodow [8, 10, 24]. Nature tego zjawiska ttumaczy si¢ na podstawie dwoch modeli: koa-
lescencji 1 migracji [8,15,16]. Koalescencja polega na taczeniu dwédch matych kryszta-
tow, ktore sgsiaduja ze soba, w jeden duzy. Jest to mozliwe przez wytworzenie most-
kéw wodorowych z dyfundujacych czastek wody miedzy krysztatami [26]. Migracja
zwigzana jest z topnieniem matych krysztalow lodu w wyniku wzrostu temperatury. Po
kolejnym obnizeniu temperatury powstata woda zamarza na powierzchni duzych
krysztatow. Wedtug modelu Ostwalda, pr¢zno$¢ pary wodnej nad powierzchnig krysz-
talu lodu jest odwrotnie proporcjonalna do jego promienia. Silg napgdowa procesu
dyfuzji czasteczek wody od mniejszych do wigkszych krysztatow jest roznica ci$nien
czastkowych pomigdzy powierzchniami takich krysztatow [11, 14]. Rozwigzaniem
problemu z nadmiernym wzrostem krysztalow lodu w trakcie przechowywania mrozo-
nek jest odpowiedni dobor stabilizatora, ktory moze zmniejszy¢, a nawet catkowicie
wyeliminowac zjawisko tworzenia si¢ wyczuwalnych krysztatow lodu (powyzej
25 um) w gotowym produkcie [1, 10, 15]. W wigkszosci lodow dodatek substancji
stabilizujaco-emulgujacych jest niezbedny, jesli chce si¢ uzyska¢ ich odpowiednia
konsystencje i strukture. Wptywaja one takze na: wigzanie wody wolnej, zwigkszenie
lepkos$ci 1 gestosci uktadu, utrwalenie emulsji, wydluzenie czasu topnienia produktu,
zmniejszenie odczucia zimna w ustach podczas spozywania itd. Adapa i wsp. [1]
stwierdzili, ze stabilizatory dziatajg w dwojaki sposob: (1) absorbujg wodg 1 zmniejsza-
ja jej udziat w mieszance lodowe;j, (2) zwigkszaja lepkos$¢ uktadu, dzigki czemu obni-
zaja stopien dyfuzji wody wolnej. Wybrane stabilizatory we wzajemnym potaczeniu
wykazujg dziatanie synergistyczne. Laczac rdézne substancje o charakterze stabilizato-
row, mozna uzyska¢ lepszy efekt badz catkowicie wyeliminowa¢ efekty niepozadane.

Karageny stosowane jako stabilizatory charakteryzuja si¢ masa czasteczkowa po-
wyzej 10-10° Da. Aby uzyskaé oligosacharydy o nowych wiasciwosciach stabilizuja-
cych, stosuje si¢ proces hydrolizy polisacharydow, np. k-karagenu. Hydrolizaty
Kk-karagenu nie moga mie¢ mniejszej masy czasteczkowej niz 10°Da, poniewaz mogly-
by negatywnie wptywaé na uktad pokarmowy cztowieka [4]. Natomiast cze$¢ hydroli-
zatow k-karagenu (wybrane frakcje) moze wykazywaé dziatanie ochronne, a nawet
zapobiega¢ powstawaniu niektorych rodzajow komorek nowotworowych w uktadach
biologicznych [13]. Rozne frakcje karagenu ulegaja rozpadowi w trakcie hydrolizy
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z r6zng predkoscia, k-karagen — najszybciej, 1-karagen o potowe wolniej, natomiast
A-karagen ze znacznie mniejszg predkoscig [12]. Yang i wsp. [27] udowodnili, Ze
w wyniku hydrolizy kwasowej powstaja hydrolizaty o réznych masach czgsteczko-
wych, przez co proces ten jest trudny do kontrolowania.

Celem pracy byto okreslenie wptywu dodatku hydrolizatéw « -karagenu do mie-
szanki lodowej na przebieg procesu rekrystalizacji lodu w lodach mlecznych podczas
zamrazalniczego przechowywania.

Material i metody badan

Material doswiadczalny stanowity lody mleczne. Mieszanka, z ktorej przygoto-
wywano lody zawierata: 24,2 % $mietany (o 30-procentowej zawartosci tluszczu),
56,2 % odtluszczonego (0,5 %) mleka, 5 % odtluszczonego mleka w proszku, 10 %
sacharozy i od 4,25 do 4,35 % glukozy, tak, aby suma sktadnikow z dodatkiem mie-
szanek stabilizujacych wynosita 100 % Przygotowano 5 wariantow lodéw z substan-
cjami stabilizujacymi, oznaczonych symbolami od A do E:

— A —zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), k-karagen (0,1 %),

— B — zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), hydrolizat k-karagenu po hydrolizie
HCI (0,005 %),

— C — zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), hydrolizat k-karagenu po hydrolizie
H,SO, (0,005 %),

— D - Cremodan Danisco (DuPont) (0,25 %), zawierajacy mieszanke mono- i diacy-
logliceroli,

— E —zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), alkohol (0,05 %).

Pochodne karagenu byly uzyte w stezeniu, ktére wynikato bezposrednio ze spo-
sobu przygotowania probek hydrolizatow. Hydroliz¢ k-karagenu przeprowadzano przy
uzyciu kwasu solnego (HCI) lub kwasu siarkowego (H,SO,), przy pH = 3,0 i w temp.
60 °C. Po uptywie okreslonego czasu (H,SO4— 11 1,5 h, HCI — 3 h), zgodnie z metoda
Karlssona i Singha [20], probki neutralizowano za pomoca NaOH. Masg czasteczkowa
otrzymanych hydrolizatow wyznaczano przy uzyciu chromatografii zelowej SEC (ang.
Size Exclusion Chromatography). Masa czasteczkowa zdegradowanego k-karagenu po
3 h hydrolizy kwasem solnym wynosita 2,7-10° Da, a po 1,5 h hydrolizy kwasem siar-
kowym(VI) — 3,2-10° Da [17].

Mieszanki z dodatkiem stabilizatoréw byly pasteryzowane w temp. 85 °C przez
3 s i natychmiast schtadzane do temp. 20 £2 °C, po czym przenoszono je do chtodni
(temp. 4 °C) na okres dojrzewania (minimum 18 h). Wérdd stabilizatorow wyjatek
stanowit alkohol dodawany po procesie pasteryzacji. Po okresie dojrzewania mieszanki
przenoszono na 40 min do frezera NemoxGelato Pro 1700 w celu uzyskania lodow,
a nastgpnie gotowy produkt pakowano do pojemnikdéw o pojemnosci 0,5 1 1 przecho-
wywano przez 1 miesigc w temp. -18 °C. W celu wykonania analizy mikroskopowe;j
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obrazu lodow (po: 1 h, 1 tygodniu i 1 miesigcu od momenty wyprodukowania) pobie-
rano szpatutka, z odlegtosci okoto 20 mm od powierzchni, niewielkg ilo$¢ materiatu do
badan na schtodzone szkietko mikroskopowe 1 naktadano rowniez schtodzone szkietko
nakrywkowe. Zdjecia wykonywano za pomocg mikroskopu, model Alphaphot-2YS2
(NIKON, Japonia) i kamery firmy Nikon DS-F (Japonia). Urzadzenia byly przystoso-
wane do wykonywania zdje¢ w temperaturze ujemnej dzigki zastosowanemu systemo-
wi chlodzenia LinkamScientific PE94 [info@linkam.co.uk]. Nastgpnie otrzymany
obraz analizowano za pomoca programu NIS Elements D, aby wyznaczy¢ powierzch-
ni¢ 1 $rednice zastepcza krysztatow lodu.

Analiza jednej probki lodéw wymagata precyzyjnego obrysowania powierzchni
od 300 do 500 krysztatow. Pole powierzchni kazdego krysztatu bylo obliczane w pro-
gramie NIS Elements D automatycznie. Na podstawie pola powierzchni obliczana byta
rowniez srednica zastgpcza kazdego krysztatu i odchylenie standardowe. Z rozktadu
$rednic krysztatlow lodu, przygotowanych za pomocg analizy danych w programie
Microsoft Excel 2011, parametr X5, — usredniona wielkos$¢ z 50 % $rednic krysztalow
lodu w danej probce po okreslonym czasie przechowywania, byt analizowany metoda
stosowang przez Flores i Goff [6, 7], oraz Regand i Goff [25].

Wiyniki i dyskusja

Na rys. 1. przedstawiono graficzny rozklad wielkosci $rednic krysztatlow lodu
w przechowywanych (przez 1 h i 1 miesigc) lodach mlecznych, z udzialem pigciu wa-
riantéw dodatkéw stabilizujacych.

Najwigksza srednice¢ krysztalow zaobserwowano w lodach z dodatkiem mieszanki
A (zelatyna + guma guar + k-karagen) zardwno po godzinie, jak i po miesigcu prze-
chowywania. Analiza histogramu (rys. 1) oraz krzywych rekrystalizacji (rys. 2) pozwa-
la stwierdzi¢, ze 50 % krysztatow lodu w probce po godzinie przechowywania w temp.
-18 °C odznaczalo si¢ $rednicg na poziomie 20 um, a po miesigcu przechowywania
wartos$ci te osiagnetly prog wyczuwalnosci, definiowany na poziome 25 pm [2, 3]. Re-
gand i Goff [25] w badaniach modelowych z dodatkiem bialek mleka wykazali, ze
interakcje na poziomie molekularnym miedzy biatkami mleka a stabilizatorami polisa-
charydowymi, takimi jak x-karagen, moga ogranicza¢ ich zdolnosci do hamowania
nadmiernego wzrostu krysztatow lodu. Potwierdzono, Zze sam k-karagen jest lepszym
stabilizatorem lodow wodnych niz 1-karagen, ktory lepiej stabilizuje lody melczne [1,
15, 16].

Nie bez wptywu na rozmiar powstajacych krysztatéw lodu jest rowniez dodatek
zelatyny 1 gumy guar, ale jak sprawdzono, zelujace dziatanie niektorych stabilizatorow
nie jest jedynym i najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na ograniczanie proce-
sow rekrystalizacji [23, 24].
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Objasnienia: / Explanatory notes:

Warianty lodow mlecznych z dodatkiem substancji stabilizujacych: / Ice cream variants with stabilizing
substances addend:

A — zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), k-karagen (0,1 %) / gelatine (0.125 %), guar gum
(0.125 %), k-carrageenan (0.1 %); B — zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), hydrolizat k-karagenu po
hydrolizie HCI (0,005 %) / gelatine (0.125 %), guar gum (0.125 %), k-carrageenan hydrolysate after hy-
drolysis with HC1 (0.005 %); C — zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), hydrolizat k-karagenu po
hydrolizie H,SO, (0,005 %) / gelatine (0.125 %), guar gum (0.125 %), k-carrageenan hydrolysate after
hydrolysis with H,SO, (0.005 %); D — Cremodan Danisco (DuPont) (0,25 %) / Cremodan Danisco (Du-
Pont) stabilizing mixture (0.25 %); E — zelatyna (0,125 %), guma guar (0,125 %), alkohol (0,05 %) / gela-
tine (0.125 %), guar gum(0.125 %), alcohol (0.05 %).

Rys. 1. Wplyw dodatkéw stabilizujacych na zmiany $rednicy zastepczej krysztaldw lodu w lodach
mlecznych, po 1 hi 1 miesigcu przechowywania w temp. -18 °C

Fig. 1.  Effect of stabilizing additives on changes in equivalent diameter of ice crystals in ice creams
after one hour and one month of storing them at -18 °C of temperature

Analiza fotografii (fot. 1. — Al i A2) wskazuje, ze w probkach badanych lodow
przewazaly procesy koalescencji migdzy sgsiadujgcymi krysztatami lodu. Dowodza
tego wymiar i nieregularnos¢ krysztatlow lodu w probce po miesigcu przechowywania
(fot. 1. — A2).
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Rys. 2. Krzywe rekrystalizacji lodow mlecznych z dodatkiem substancji stabilizujacych
Fig. 2. Recrystallization curves of Ice creams with stabilizing substances added

Dobre i porownywalne wyniki w ograniczaniu nadmiernego wzrostu krysztatow
lodu uzyskano w przypadku dodatkow B i D, przy czym mieszanka D stanowita stan-
dardowe substancje stabilizujace, stosowane do produkcji lodow mlecznych, o nazwie
handlowej Cremodan (DuPont). Dodatek mieszanki B (zelatyna + guma guar + hydro-
lizat k-karagenu po hydrolizie HCI) spowodowat bardzo dobry efekt stabilizujacy.
W trakcie przechowywania tej wersji lodow (1 miesigc) Srednica krysztalow lodu
wzrosta jedynie o ok. 4 um (rys. 2). Z analizy warto$ci parametru Xs, (rys. 1) wynika,
ze po godzinie przechowywania probek lodéw z dodatkiem mieszanki B w temp.
-18 °C, 50 % krysztatléw odznaczato si¢ $rednig srednicg na poziomie 13 pm, a po mie-
sigcu w tych samych warunkach 50 % S$rednic krysztatow lodu osiggneto poziom
16 um. Dobre efekty uzyskano przy przechowywaniu w tych samych warunkach sor-
betu truskawkowego z dodatkiem hydrolizatu k-karagenu po hydrolizie HCI [19].
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Fot. 1.  Fotografie krysztatdw lodu w lodach mlecznych z dodatkiem substancji stabilizujacych, po 1 h
(1)1ipo 1 miesigcu (2) przechowywania w temp. -18 °C

Phot. 1. Images of ice crystals in ice creams with stabilizing substances added after one hour (1) and one
month (2) of storing them at -18 °C of temperature

Niewielkie zmiany struktury i wielkosci krysztatow widoczne sg na fot. 1. (Bl
i B2). Krysztaty sa regularne, o zaokraglonych krawedziach, z frakcja bardzo drobnych
krysztatkow znajdujacych si¢ migdzy wigkszymi krysztalami. Mimo ze w probkach
z dwoma dodatkami (B i D) $rednice krysztalow lodu po miesigcu byty poréwnywalne
pod wzgledem wielkosci, to jednak w lodach z dodatkiem Cremodanu (dodatek D)
powstawaty krysztaly o wyraznie zarysowanych krawedziach, dos¢ gesto upakowane
i trudno bylo dostrzec wolne przestrzenie migdzy nimi (fot. 1 — D2). Tak dobrych efek-
tow nie uzyskano po zastosowaniu drugiego hydrolizatu w mieszance dodatkow, ozna-
czonej jako C (zelatyna + guma guar + hydrolizat karagenu po hydrolizie H,SO,).
W przypadku tej probki warto$¢ parametru Xs, (rys. 1) po miesigcu przechowywania
lodow w temp. -18 °C odpowiadata wartosciom probek z niehydrolizowanym
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k-karagenem — roznica wynosita 1 - 2 pm. W lodach z dodatkiem obu hydrolizatow
(mieszanki B i C), wielko$¢ krysztatdéw lodu po godzinie od zakonczenia procesu pro-
dukcji praktycznie nie ulegla zmianie (rys. 2). W ciggu miesigca przechowywania
srednica krysztatdéw lodu w probkach z dodatkiem C wzrosta o ok. 10 um. Kaminska-
Dworznicka 1 wsp. [20] wykazali, Ze ten rodzaj hydrolizatu sprawdzat si¢ jako dodatek
ograniczajgcy nadmierny wzrost krysztaldow lodu w lodach typu sorbet.

Duzy wzrost krysztaldéw w trakcie przechowywania zaobserwowano rowniez
w lodach z dodatkiem alkoholu — mieszanka E ( zelatyna + guma guar + alkohol). Po
godzinie przechowywania warto$¢ parametru Xs, byta na poziomie 11 pm, podobnie
jak w probce z dodatkiem Cremodanu (D). Po uptywie miesigca od produkcji lodow
50 % krysztatoéw lodu charakteryzowalo si¢ $rednig $rednica na poziomie 21 pum, co
wcigz oznacza ograniczenie wzrostu krysztatdéw ponizej progu odczucia piaszczystosci
w lodach spozywczych, tj. ponizej 25 um. Alkohol jest bardzo dobrym krioprotektan-
tem. Na fotografiach struktury lodéw z dodatkiem alkoholu, po godzinie i po miesiacu
przechowywania w temp. -18 °C, widoczne byly niewielkie zmiany pod wzgledem
morfologii krysztatow lodu, zauwazalny byt jedynie ich wzrost (fot. 1 — E1 i E2).

Hydrolizaty k-karagenu zachowatly czesciowo wilasciwosci zelujace, co mozna
bylo zaobserwowac¢ tuz po procesie ich otrzymania (hydrolizy). Prawdopodobnie two-
rzg one zele o zmienionych w stosunku do zeli karagenowych wtasciwosciach. Mozna
przypuszczaé, ze beda wptywac na ograniczenie dostgpnosci wody, a tym samym na
rekrystalizacj¢ typu topnienie — wzrost zamiast topnienie — dyfuzja — wzrost, co moze
skutkowaé nieznacznym wzrostem $rednic krysztatow lodu w trakcie przechowywania
lodow spozywczych. Biorac pod uwage wyniki wcze$niejszych badan naukowych [5,
21, 22, 23, 24], wlasciwosci zelujace nie muszg by¢ jedynym i determinujgcym czyn-
nikiem ograniczania procesow nadmiernej rekrystalizacji lodu. Powstate hydrolizaty to
prawdopodobnie oligosacharydy, ktore po wprowadzeniu do roztworu wodnego moga
ulega¢ hydratacji i w ten sposob ogranicza¢ zdolno$¢ calego roztworu do organizowa-
nia struktury w kierunku sieci krystalicznej [18, 19].

Gaukel 1 wsp. [9] sformutowali tezg, zgodnie z ktérag k-karagen moze ograniczac
nadmierng rekrystalizacje w podobny sposob jak ochronne biatko okreslane jako AFP
(antifreeze protein). Hydrolizaty k-karagenu o zmniejszonej masie czasteczkowej by-
lyby zatem bardziej zblizone do wspomnianych biatek ochronnych z uwagi na samg
mas¢. Teza ta moze jednak wzbudza¢ wiele watpliwosci, chociazby dotyczacych od-
miennych mechanizmoéw dziatania dwoch zupelnie réznych zwigzkow, czyli polisacha-
rydu (k-karagen) i biatka (AFP) [18]. Dlatego tez, aby sprobowaé opisa¢ mechanizm
dziatania hydrolizatéw k-karagenu, nalezatoby lepiej pozna¢ ich budowe i szeroko
rozumiane wlasciwosci fizykochemiczne [19].
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Whioski

1. Zadowalajacy efekt ograniczania nadmiernego wzrostu krysztatow lodu w lodach
mlecznych uzyskano w probkach z dodatkiem hydrolizatoéw kappa karagenu po
hydrolizie z uzyciem HCI.

2. Poréwnywalne $rednice krysztalow lodu stwierdzono w lodach z dodatkiem hydro-
lizatow k-karagenu po hydrolizie kwasem solnym i w lodach z dodatkiem standar-
dowej mieszanki o nazwie handlowej CremodanDanisco (DuPont). Po miesigcu
przechowywania $rednice krysztatlow lodu w obu prébkach nie przekraczaty
16 pm.

3. Hydrolizat k-karagenu po hydrolizie z uzyciem H,SO, nie wplywal na ogranicze-
nie nadmiernego wzrostu krysztatow lodu, a ich $rednica po miesigcu przechowy-
wania odpowiadata srednicom krysztatbw w lodach z dodatkiem niehydrolizowa-
nego K-karagenu i wynosita 25 pm.

4. W lodach z dodatkiem alkoholu stwierdzono wzrost $rednic krysztalow lodu
w trakcie procesu przechowywania o ponad 10 pum, przy czym wielkos$¢ tych
krysztatldow pozostala na poziomie nieprzekraczajagcym progu odczucia piaszczy-
stosci czyli ponizej 25 pm.

Artykut zostat opracowany na podstawie badan finansowanych przez Narodowe
Centrum Nauki w latach 2010-2014.
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EFFECT OF KAPPA CARRAGEENAN HYDROLYSATES ON LIMITING EXCESSIVE ICE
CRYSTALS GROWTH IN ICE CREAMS

Summary

The objective of the research study was to produce new stabilizing substances and to develop a system
to reduce the recrystallization process while storing ice cream products. The first stage of the research
comprised an acid hydrolysis process of k-carrageenan with the use of H,SO, and HCI. A SEC gel per-
meation chromatography was applied to determine the weight of the hydrolysates produced. Then, an
attempt was made to utilize the compounds produced as stabilizers for ice creams. The next research stage
was to analyze, with the use of Alphaphot-2 YS2 microscope and Nikon DS-F camera, the process of
recrystallization on the basis of the ice crystals images taken instantly after the ice creams were made,
after one week and, next, one month of storing them. In addition to k-carrageenan and its derivatives,
gelatin, guar gum, alcohol, and ready-mixed stabilizing mixtures manufactured by Danisco Co. (DuPont)
were added to the samples investigated.

The acid hydrolysis with the use of H,SO, and HCI caused the molar mass of k-carrageenan to de-
crease by ca. 10 times. Based on the images of ice crystals contained in ice cream products, it was found
that the presence of k-carrageenan hydrolysates had a greater effect on reducing the recrystallization pro-
cess than the addition of k-carrageenan alone or the addition of industrial compound stabilizers. As regards
the ice cream samples with the added k-carrageenan hydrolysate after hydrolysis with HCI, after one
month of storing the ice creams, the equivalent diameter of ice crystals therein did not exceed 16 um,
whereas, as regards the ice cream samples stored for one month and with the non-hydrolyzed
k-carrageenan added, that diameter exceeded 25 pum.

Key words: ice creams, kappa carrageenan, hydrolysate, recrystallization F
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