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EWA MROWKA, JOANNA ROZMIERSKA, ANTONINA KOMOROWSKA,
KRYSTYNA STECKA

WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE WYBRANYCH PREPARATOW
POCHODZENIA DROZDZOWEGO

Streszczenie

W pracy oceniono nastepujace wiasciwosci funkcjonalne: rozpuszczalno$¢, zdolno$é wigzania thusz-
czu, zdolno$¢ emulgujaca oraz zdolnosci pianotworcze nastepujacych preparatéw pochodzenia drozdzo-
wego: dwu ekstraktéw drozdzowych, koncentratu i hydrolizatu biatka drozdzowego.

Oba ekstrakty i hydrolizat charakteryzowaty sie dobrg rozpuszczalno$cig w zakresie pH 2-10, roz-
puszczalno$¢ koncentratu malata w poblizu punktu izoelektrycznego, przy wartosci pH = 4. Ekstrakty
drozdzowe charakteryzowaty sie ponadto zdolno$cig wigzania ttuszczu FBC = 60% i 80%, zdolnoscia
tworzenia piany FC = 300% i 500% oraz brakiem zdolnosci emulgujacych. Koncentrat biatka drozdzowe-
go charakteryzowat sie zdolnos$cig wigzania ttuszczu FBC = 170%, zdolnoscig tworzenia piany, FC =
700%, wysoka trwato$ciag utworzonej piany oraz zdolnoscig emulgujacg EC = 82%. Warto$ci oznaczen
wiasnosci funkcjonalnych hydrolizatu wynosity odpowiednio EC = 70%, FBC = 72% i FC = 600%.

Dobra rozpuszczalno$é uzyskanych preparatow drozdzowych i cechy funkcjonalne wskazuja na moz-
liwos¢ ich zastosowania w produkcji spozywczej.

Wstep

Preparaty pochodzenia drozdzowego wykorzystywane sg w produkcji zywnosci
gtéwnie jako srodki smakowo-zapachowe. Preparaty te charakteryzujg sie wysoka
zawartos$cig biatka o korzystnym zywieniowo sktadzie aminokwasowym. W latach 70.,
poszukujgc nowych zrddet biatka, prowadzono prace nad otrzymywaniem izolatow
biatka drozdzowego [13]. Opracowane preparaty biatkowe, mimo wielu zalet i umiar-
kowanej ceny, nie znalazty szerokiego zastosowania.

Przyczynity sie do tego informacje o niekorzystnych skutkach zdrowotnych spo-
wodowanych spozywaniem kwasow nukleinowych zawartych w preparatach drozdzo-

Mgr E. Mrowka, mgr inz. J. Rozmierska, dr A. Komorowska, dr inz. K. Stecka, Instytut Biotechnologii
Przemyslu Rolno-Spozywczego, Zaklad Technologii Spirytusu i Drozdzy, ul. Rakowiecka 36, 02-532
Warszawa.
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wych w iloSciach ponad 2 g na dobe (przy przecietnej zawartosci kwasoéw nukleino-
wych rzedu 10% jest to rownowazne spozyciu ok. 20 g preparatu).

Obserwowany w ostatnich latach wzrost zapotrzebowania na dodatki do zywnosci
stwarza nowe mozliwosci wykorzystania preparatdbw pochodzenia drozdzowego, a
traktowanie ich jako dodatku, a niejako alternatywnego zrodta biatka, i spozywanie w
ograniczonej ilosci nie stwarza zagrozenia dla zdrowia (bezpieczna dawka kwasow
nukleinowych nie zostaje przekroczona). Preparaty biatkowe pochodzenia drozdzowe-
go moga stanowi¢ cenny sktadnik wyrobow spozywczych, przede wszystkim prepara-
tow dietetycznych, ze wzgledu na zawarto$¢ witamin oraz na korzystny skfad amino-
kwasowy, zblizony do skfadu biatka jaja kurzego. Dodatek preparatéw drozdzowych
stwarza mozliwosci uzyskania nowych, atrakcyjnych produktéw zywnosciowych o
wysokich walorach odzywczych. Dotyczy to takich grup zywnosci, jak zywnos$¢ wy-
godna, koncentraty spozywcze, roznego rodzaju sosy satatkowe, przekaski, zywnosé
czesciowo przetworzona, wyroby wegetarianskie, nowe gatunki produktow spozyw-
czych, wedliny i przetwory mleczne itd.

Preparaty drozdzowe, zaleznie od sposobu wytwarzania, charakteryzujg sie réz-
nymi cechami smakowo-zapachowymi wzglednie neutralnoscig smakowa. | tak eks-
trakty drozdzowe, otrzymane w procesie autolizy, majg aromat miesny, grzybowy lub
bulionowy. Natomiast koncentraty, izolaty lub otrzymane w odpowiednich warunkach
hydrolizaty biatka drozdzowego pozbawione sg smaku i zapachu. Profil smakowo-
zapachowy preparatu drozdzowego w sposéb zasadniczy determinuje mozliwos¢ za-
stosowania go w konkretnym produkcie spozywczym.

Podstawowg wiasciwoscig funkcjonalng, decydujacg o wykorzystaniu przemy-
stowym danego produktu drozdzowego, jest jego rozpuszczalno$é. Preparaty pocho-
dzenia drozdzowego charakteryzujace sie dobrg rozpuszczalnosScig mogg znalez¢ za-
stosowanie w produkcji koncentratow zup, sosdéw i napojow, zas$ jesli posiadajg zdol-
nosci pianotwdrcze, a sg smakowo neutralne, mozna je uzy¢ w produkcji ciast, bez,
deserow, biszkoptow. Te preparaty, ktore charakteryzujg sie dobrymi wiasciwosciami
emulgujacymi i zdolnoScig wigzania ttuszczu zastosowa¢ mozna w produkcji wedlin,
koncentratow spozywczych, majonezéw, ciast, pieczywa, itp. [3, 5, 7, 10].

Produkty pochodzenia drozdzowego otrzymywane réznymi metodami charakte-
ryzujg sie odmiennymi wiasciwosciami funkcjonalnymi. W celu oceny przydatnosci
preparatu drozdzowego do wybranych celéw przetworczych konieczne jest okreslenie
tych wiasciwosci, obok znajomosci ich waloréw odzywczych i charakterystyki sma-
kowo-zapachowej.

Celem pracy byto okreslenie wybranych wilasciwosci funkcjonalnych: rozpusz-
czalnosci, zdolnosci aeracyjnych: zdolno$ci pianotwdrczych, oraz zdolnosci hydrofo-
bowych: zdolnosci wigzania ttuszczu i zdolnosci emulgujacych preparatéw drozdzo-
wych: dwu ekstraktow drozdzowych, koncentratu i hydrolizatu biatka drozdzowego.
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Materiaty i metody badan

Materiatem do badan byty preparaty otrzymane z drozdzy piekarskich szczepu
KKP/518 (Mazowiecka Wytwdérnia Wddek i Drozdzy w Jézefowie) w Zakfadzie
Technologii Spirytusu i Drozdzy Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spo-
zywczego w Warszawie.

Ekstrakty drozdzowe uzyskano w wyniku indukowanej autolizy komérek drozdzy
piekarskich (50°C, 24 h). Jako induktory autolizy stosowano induktor mieszany: glu-
koze, etanol i NaCl (0,5/1,0/2,5% wi/w) - otrzymano ekstrakt EI; oraz kwas adypino-
wy 0,5% wi/w - otrzymano ekstrakt E2. Po zakoriczeniu autolizy zawiesiny wirowano
celem oddzielenia $cian komorkowych, a supematanty nazywane dalej ekstraktami
drozdzowymi suszono rozpytowo.

Koncentrat biatka drozdzowego K otrzymano na drodze dwustopniowej ekstrak-
cji alkalicznej biomasy drozdzy i precypitacji w punkcie izoelektrycznym, przy warto-
§ci pH=4,4. Hydrolizat biatka drozdzowego H uzyskano przy uzyciu enzymu Flavo-
urzyme, Novo Nordisk (5h, pH:7, temperatura 50°C, E/S:2/100). Preparaty koncentratu
K i hydrolizatu H wysuszono rozpytowo. Oceniono skiad chemiczny otrzymanych
preparatdw, zawartos¢ biatka metodg Kjeldahla [9], cukrow ogdtem metoda Dubois [1]
i kwasow nukleinowych metodg Munro i wsp. [8].

Wiasciwosci funkcjonalne ww. preparatow oceniano metodami:
rozpuszczalno$¢ - wedtug Krolla [6] w modyfikacji wiasnej. Mierzono spektrofoto-
metrycznie (A = 500 nm) zmetnienie 1% roztwordéw o wartosciach pH od 2 do 9. Na
podstawie pomiaréw wybierano roztwor o najwiekszym zmetnieniu i po odwirowaniu
oznaczano w supematancie zawarto$¢ rozpuszczalnych zwigzkéw azotowych metodg
Kjeldahla. Poréwnawczo oznaczano zawarto$¢ azotu w probce wyjsciowej. Wskaznik
rozpuszczalnosci obliczano ze wzoru:

NSI(%)= NPW NO x 100%

Nph=x- zawartos¢ azotu w prébce o najwiekszej absorbancji,

No - zawarto$¢ azotu w prébce wyjsciowej;

zdolnos$¢ wigzania ttuszczu (FBC) wedtug Schwenke i wsp. [11];

zdolnosci pianotwdrcze (FC, FS) wedtug Jedrzejczyk [4];

zdolnos$¢ emulgowania (EC) metodg Swifta i wsp. [12] w modyfikacji Grabowskiej i
wsp. [2].

Poréwnawczo oceniono wybrane wiasciwosci funkcjonalne preparatow handlo-
wych: lecytyny instant firmy Stern, koncentratu biatka sojowego Arcon firmy Vit-Pol
oraz drozdzy autolizowanych. Wartosci podane w tabelach stanowig $rednig wynikow
uzyskanych w trzech réwnolegtych oznaczeniach.
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Wyniki i dyskusja

Wysuszone ekstrakty drozdzowe El i E2 charakteryzowaty sie smakiem i zapa-
chem bulionowo-grzybowym i barwa jasnozo6ttg, koncentrat K i hydrolizat H miaty
neutralny smaki zapach i barwe kremowa. Zgodnie z deklaracjg producenta uzytego
enzymu otrzymany hydrolizat nie miat smaku gorzkiego. W otrzymanych preparatach
oceniono zawarto$¢ biatka, cukréw ogotem i kwasow nukleinowych. Wyniki przed-
stawiono w tabeli 1

Tabela 1
Zawartos¢ biatka, cukrow ogotem i kwaséw nukleinowych w ekstraktach drozdzowych El i E2, koncen-

tracie biatkowym K i hydrolizacie H.
The content of protein, sugar and nucleic acids in yeast extracts: EIl, E2, concentrate K, and hydrolyzate

Preparat Zawarto$¢, (%) / content of (%)
Preparation biatka / protein cukréw / sugar kwaséw nukleinowych / nucleic acids
El 56,6 14,9 8,9
E2 60,5 10,1 10,8
K 75,6 7,9 8,0
H 73,2 7,2 73

Ekstrakty (El i E2) otrzymane metoda indukowanej autolizy biomasy drozdzy
charakteryzowaty sie zawartoscig biatka, oznaczonego metoda Kjeldahla do 60% i
cukrow ogotem od 8,9 do 10,8%. Koncentrat biatkowy K i hydrolizat H zawieraty ok.
75% biatka i 7 - 8% cukrow ogdtem. Zawartos¢ kwasow nukleinowych we wszystkich
otrzymanych preparatach byta zblizona i wynosita od ok. 7% dla hydrolizatu do ponad
10% dla ekstraktu E2.

Rozpuszczalno$é

Podstawowa wiasciwoscig funkcjonalng, determinujacg technologiczne mozliwo-
§ci zastosowania preparatdw drozdzowych jest rozpuszczalno$¢. Oceniono rozpusz-
czalnos¢ otrzymanych preparatéw ekstraktow (E1i E2), koncentratu (K) i hydrolizatu
biatka drozdzowego (H). Krzywe rozpuszczalno$ci na rysunkach 1 i 2 przedstawiaja
zalezno$¢ absorbancji, w ustalonych warunkach pomiarowych, od wartosci pH roztwo-
ru preparatu drozdzowego. Nie stwierdzono gwattownego wzrostu zmetnienia w bada-
nym zakresie wartosci pH w obu ekstraktach i hydrolizacie, co wskazuje na dobrg roz-
puszczalnos$¢ preparatéw. Z tego powodu w tych preparatach nie oznaczano wskaznika
rozpuszczalnosci NSI. Koncentrat K wykazywat najwyzsze zmetnienie, a w konse-
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kwencji, najnizszg rozpuszczalno$¢ przy wartosci pH 4. W tym punkcie wskaznik roz-
puszczalnosci NSI wyniost 16%.

Wiasciwosci aeracyjne

Oceniono wiasciwosci aeracyjne: zdolno$¢ tworzenia piany (FC) i stabilno$¢
otrzymanej piany (FS) po czasie 30 min., a wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Zdolno$¢ tworzenia piany (FC) i stabilno$¢ piany (FS) preparatéw drozdzowych.
Foaming capacity (FC), and foam stability (FS) of selected yeast products.
Zdolnos¢ tworzenia piany, Stabilnos¢ piany,
Preparat / Preparation foaming capacity, FC foam stability, FS
(%] (4]
El 300 0
E2 500 0
K 850 90
H 600 16

Rys. 1. Rozpuszczalno$é ekstraktow.
Fig. 1. Solubility of the yeast extracts.
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Rys. 2. Rozpuszczalno$¢ koncentratu K i hydrolizatu H.
Fig. 2. Solubility of the concentrate K and hydrolyzate H.

Poszczeg6lne wartosci oznaczenia FC odbiegaty od wartosci Sredniej maksymal-
nie 0 22 %, za$ oznaczenia FS maksymalnie o 2%. Brak stabilnosci piany w obu eks-
traktach moze by¢ spowodowany obecnoscig thuszczoéw w ilosci ok. 2% (wynik badan
wiasnych). Koncentrat i hydrolizat biatka drozdzy zawieraty ponizej 1% ttuszczdw,
redukcja ich zawartosci wynika z metody izolacji biatka, gdzie w wyniku stosowanych
alkaliéw ttuszcze ulegajg zmydleniu i czeSciowemu oddzieleniu.

Hydrolizat biatka drozdzy charakteryzowat sie nizszymi warto$ciami FC i FS niz
koncentrat. Powodem tego moze by¢ skrdcenie tancuchow biatkowych do rozmiaréw
niedostatecznie stabilizujgcych powstajaca piane.

Wiasciwosci hydrofobowe

W wielu potencjalnych kierunkach zastosowan istotne sg interakcje preparatu z
ttuszczami. Oceniono wiasnosci hydrofobowe preparatow drozdzowych: zdolnosci
emulgowania i zdolno$¢ wigzania ttuszczu. Celem pordéwnania oznaczono ww. wia-
Sciwosci preparatow handlowych: koncentratu biatka sojowego, lecytyny sojowej i
drozdzy autolizowanych. Wyniki przedstawiono w tabeli 3.

Poszczeg6lne oznaczenia FBC odbiegaty od wartosci Sredniej maksymalnie o 5%,
za$ oznaczenia EC maksymalnie o 6%.

W przypadku obu ekstraktow pomiar zdolnosci emulgowania wybrang metodg nie
pozwolit na uzyskanie jednoznacznych wynikéw. Podczas pomiaru preparaty te wizu-
alnie dyspergowaty olej, lecz warto$ci pomiaru oporu byty znacznie wyzsze niz dla
pozostatych tworzonych emulsji. Nie udato sie réwniez wyznaczy¢ punktu zatamania
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emulsji, charakteryzujacego sie nagtym wzrostem oporu. Moze to wskazywa¢ na od-
mienne cechy fizykochemiczne biatka ekstraktéw, jak réwniez na niedostosowanie
metody pomiaru zdolnosci emulgowania do tej grupy preparatow. Bedzie to przed-
miotem dalszych badan z wykorzystaniem innych metod oceny wasciwosci emulguja-
cych, jak rowniez badan fizykochemicznych biatek drozdzowych (np. ich elektrofore-
zy).

Koncentrat i hydrolizat drozdzowy miaty wyraZnie lepsze wiasciwosci emulgo-
wania niz poréwnywane preparaty handlowe, natomiast zdolno$¢ wigzania thuszczu
byta zblizona.

Tabela 3
Wiasciwosci hydrofobowe preparatow drozdzowych i preparatéw handlowych.
Hydrofobie properties of selected yeast products and commercial preparations.
Zdolnos$¢ emulgowania, Zdolnos¢ wigzania ttuszczu,
Preparat / Praparation Emulsion capacity, EC Fat binding capacity, FBC
[cm3oleju/g] [%]
El nie oznaczona 88
E2 nie oznaczona 76
K 820 118
H 700 72
drozdze autolizowane 95 120
biatko sojowe 170 96
lecytyna sojowa 470 105

Podsumowanie

Rozpuszczalno$é jest wazng wiasciwoscig funkcjonalng preparatow biatkowych,
decydujaca o ich wykorzystaniu w przetwdrstwie spozywczym. Ekstrakty drozdzowe
El i E2, otrzymane w wyniku autolizy drozdzy, charakteryzowaty sie dobrg rozpusz-
czalnoscig w catym badanym zakresie pH. Rozpuszczalnos¢ koncentratu K malata w
poblizu punktu izoelektrycznego (przy wartosci pH = 4). Hydroliza enzymatyczna
biatka drozdzowego poprawita jego rozpuszczalno$é z zakresie niskich wartosci pH,
hydrolizat H charakteryzowal sie dobrg rozpuszczalnoscig. Niska rozpuszczalnosc¢
koncentratu w zakresie pH 4-5 limituje jego wykorzystanie w produktach ptynnych o
takiej kwasowosci.

Ekstrakty drozdzowe El i E2 charakteryzowaly sie smakiem i zapachem bulio-
nowo-grzybowym, co stwierdzono w innych badaniach, zdolnoScig tworzenia piany
FC = 300% i 500%, natomiast wytworzona piana nie wykazywata stabilnosci. Taka
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charakterystyka stwarza mozliwo$¢ wykorzystania ekstraktow drozdzowych w pro-
duktach ptynnych typu sosy lub soki warzywne, gdzie pienienie sie moze by¢ takze
przeszkoda w procesie wytworczym.

Koncentrat biatka drozdzowego K charakteryzowat sie w przeciwienstwie do
ekstraktow neutralnym smakiem i zapachem; miat on wyjatkowo wysokg zdolnos¢
tworzenia piany FC = 800%, przy jednoczesnej wysokiej trwatosci utworzonej piany
FS = 90%. Posiadat réwniez wyjatkowo wysoka zdolnos¢ emulgujagcg EC = 820
[cm oleju/g]. Koncentrat biatka drozdzowego K, posiadajacy dobre wtasciwosci emul-
gujagce i pianotwdrcze, moze znalez¢ zastosowanie w produkcji pulchnych farszéw,
deseréw, wyrobow piekarskich, majonezéw i dan gotowych.

Wiasciwosci aeracyjne hydrolizatu H wynosity: zdolno$¢ tworzenia piany FC =
600% i stabilnos¢ piany FS = 16%. Zdolnosci emulgujace hydrolizatu (EC = 700
[cm3oleju/g]) byly nieco nizsze niz zdolnoSci emulgujagce koncentratu, lecz prawie
dwukrotnie wyzsze niz lecytyny “Stern” i czterokrotnie wyzsze niz koncentratu biatka
sojowego, handlowego dodatku do wedlin.

Wszystkie oceniane preparaty pochodzenia drozdzowego charakteryzowaly sie
podobna zdolnoscia wiazania ttuszczu, poréwnywalng do zdolnosci wigzania ttuszczu
koncentratu biatka sojowego.

Wysuszone rozpytowo preparaty koncentratu i hydrolizatu biatka drozdzowego
charakteryzowaty sie barwg kremowa, dzieki czemu dodane do produktu spozywczego
nie spowodujg zmiany jego barwy.

Intensywna hydroliza biatek drozdzowych doprowadzi¢ moze do uwolnienia
gorzkich peptydéw, ograniczajac mozliwosci wykorzystania hydrolizatow w produkcji
spozywczej. Uzycie preparatu enzymatycznego, ktory wedtug informacji producenta
nie powoduje tworzenia gorzkich peptydéw, umozliwito otrzymanie dobrze rozpusz-
czalnego hydrolizatu pozbawionego goryczy.

Przedstawione wyniki majg charakter pilotazowy, ich celem bylo orientacyjne
okreslenie wiasciwosci preparatow pochodzenia drozdzowego, otrzymanych réznymi
metodami w Zak}adzie Technologii Spirytusu i Drozdzy IBPRS w Warszawie. Wery-
fikacja przydatnosci preparatow drozdzowych w konkretnym wyrobie spozywczym
nastapi¢ moze po zastosowaniu preparatu w odpowiednim uktadzie modelowym, gdzie
mozna przesledzi¢ caty kompleks wiasciwosci funkcjonalnych w interakcji z podsta-
wowymi sktadnikami okreslonego produktu. Oczywiscie o0 jego ostatecznym wykorzy-
staniu zadecyduje réwniez rachunek ekonomiczny.

Whnioski

1 Ekstrakty drozdzowe EI i E2 oraz hydrolizat biatka drozdzowego H otrzymane w
Zaktadzie Technologii Spirytusu i Drozdzy charakteryzuja sie dobrg rozpuszczal-
noscig. Parametr ten i wybrane wiasciwosci funkcjonalne wskazujg na mozliwos¢
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zastosowania tych preparatow w produkcji koncentratéw oraz ptynnych wyrobow
spozywczych, soséw, zup itd.

Koncentrat K i hydrolizat biatka drozdzy H charakteryzuje sie lepszymi zdolno-
Sciami emulgujacymi niz handlowe biatko sojowe Arcon firmy Vit-Pol i lecytyna
sojowa instant firmy Stern. Preparaty te posiadajg dobrg zdolno$¢ wigzania ttusz-
czu, dzieki czemu moga stanowi¢ dodatek do wedlin, wyrobow garmazeryjnych,
dan gotowych, deseréw itd.

Stabe zdolnos$ci pianotworcze ekstraktow drozdzowych stwarzaja mozliwosé ich
wykorzystania w produkcji napojéw, np. sokéw warzywnych, soséw, zup lub
ptynnych dan wegetarianskich.
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF SELECTED YEAST PRODUCTS
Summary

The functional properties: solubility, fat binding capacity, emulsion capacity and foaming properties
of selected yeast products: yeast extracts, yeast protein isolate and hydrolyzate were investigated.

Yeast extracts and yeast protein hydrolyzate had a good solubility in the pH range 2-9. The solubility
of the yeast protein concentrate decreased at the isoelectric point (pH 4).

The fat binding capacity FBC of the two yeast extracts was 60% and 80% respectively, and the foam
capacity, FC was 300% and 500%. No emulsion capacity was found for the extracts. The yeast protein
isolate has a good fat binding capacity FBC = 170%, foaming capacity FC = 700% and emulsion capacity
EC = 82%. The functional properties of yeast protein hydrolyzates were: fat binding capacity FBC = 72%,
foaming capacity FC = 600% and emulsion capacity EC = 70%. The good solubility and the functional
properties of the selected yeast products show that they can be used in the food industry. |18
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ZROZNICOWANIE GENETYCZNE SZCZEPOW DROZDZY
FERMENTUJACYCH KSYLOZE

Streszczenie

W pracy podjeto probe wykorzystania metody PCR do r6znicowania gatunkéw drozdzy fermentuja-
cych ksyloze: Pichia stipitis, Yamadazyma stipitis, Candida shehatae i Pachysolen tannophilus.

Wstep

Rozwo0j w dziedzinie biologii molekularnej stworzyt mozliwos¢ wykorzystania w
diagnostyce drobnoustrojéw metod opartych na analizie DNA lub RNA, w tym poli-
merazowej reakcji tancuchowej (PCR - polimerase chain reaction). Metoda ta polega
na enzymatycznej amplifikacji wybranego odcinka DNA przez polimeraze DNA przy
uzyciu swoistych starteréw inicjujgcych synteze nowej nici DNA na matrycy wyjscio-
wej. W efekcie uzyskuje sie zwielokrotniong liczbe kopii materiatu genetycznego.

Celem pracy byt dobdr primeréw réznicujacych gatunki drozdzy fermentujace
ksyloze.

Materiaty i metody badan

Materiat biologiczny stanowity drozdze Pichia stipitis (1), Yamadazyma stipitis
ATCC 58376, Pichia stipitis (2), Candida shehatae ATCC 58779, Pachysolen tan-
nophilus ATCC 32691 oraz Pachysolen tannophilus ATCC 60392.

Izolacje catkowitego DNA z komorek drozdzy prowadzono zmodyfikowang me-
todg Rose i wsp. [5], z wykorzystaniem Zymolazy 5000 (Seikagaku Kogyo Co., Ltd) o
stezeniu 20 mg/cm3. Do powielania DNA zastosowano taricuchowg reakcje polimerazy
(PCR) w termocyklerze PTC-200 DNA Engine firmy MJ Research, INC., przy uzyciu
primerow:

» KAWA 1-(5’=>3") GTG GAT TTT TAT TCC AAC A,

Mgr inz. J. Chmielewska, mgr inz. J. Kawa-Rygielska, Katedra Technologii Rolnej i Przechowalnictwa,
Akademia Rolnicza we Wroctawiu, 50-375 Wroctaw, ul C.K. Norwida 25.
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« KAWA 2 - (5’=>3") CAA AAT TCA CCT ATA TTC TCA,
«  KAWA 3-(5'=>3")(GTG)S[L,3,4],

« FP 1-(5'=>3") CAT ATG CCT AAA GAA CGA CG,

« FP2-(5=>3") CTC HGC RCA CTC CTT RCA GTA CCA,

Rys. 1. Schemat izolacji DNA genomowego drozdzy oraz reakcji PCR.
Fig. L Schema of genomie DNA isolation and PCR reaction.

Fot. 1.  Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji DNA wyizolowanego z drozdzy: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 i F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, uzyskanych przy uzyciu primera (5 =>3’) GTG GAT TTT TAT TCC AAC A; MI -
Lambda DNA/EcoRI + Hind Il Markers, M2 - 100bp DNA Ladder, K - kontrola.

Photo. 1. The electrophoetic separation of DNA amplification products isolated from yeasts: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 and F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, with use of (5’ =>3’) GTG GAT TTT TAT TCC AAC A; MI - Lambda DNA/EcoRI +
Hind 111 Markers, M2 - 100bp DNA Ladder, K - control.
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Fot. 2.

Photo. 2.

Fot. 3.

Photo. 3.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA wyizolowanego z drozdzy: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 i F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, uzyskanych przy uzyciu primera mikrosatelitamego (5’ =>37) (GTG)s; K - kontrola, M2
- 100bp DNA Ladder.

The elektrophoretic separation of DNA amplification products isolated from yeasts: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 and F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, with use of (5’ =¢ 3°) (GTG)5 microsatelite primer; K - control, M2 - 100bp DNA Lad-
der.

K M2 A B C D E f

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA wyizolowanego z drozdzy: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 i F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, uzyskanych przy uzyciu primera mikrosatelitamego (5° => 3’) CAT ATG CCT AAA
GAA CGA CG; K - kontrola, M2 - 100bp DNA Ladder.

The electrophoretic separation of DNA amplification products isolated from yeasts: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 and F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, with use of (5’ => 3’) CAT ATG CCT AAA GAA CGA CG primer; K - control, M2 -
100bp DNA Ladder.
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K M2 A B C D E F

Fot. 4. Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA wyizolowanego z drozdzy: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 i F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, uzyskanych przy uzyciu primera mikrosatelitamego (5’ => 3”) CTC HGC RCA CTC
CTT RCA GTA CCA; K - kontrola, M2 - 100bp DNA Ladder.

Photo. 4. The electrophoretic separation of DNA amplification products isolated from yeasts: A - Pichia
stipitis (1), B - Yamadazyma stipitis ATCC 58376, C - Pichia stipitis (2), D - Candida shehatae
ATCC 58779, E - Pachysolen tannophilus ATCC 32691 and F - Pachysolen tannophilus ATCC
60392, with use of (5 =>3") CTC HGC RCA CTC CTT RCA GTA CCA primer; K - control,
M2 - 100bp DNA Ladder.

syntetyzowanych przez ARC SCIENTIFIC i Tag DNA polimerazy (Core KIT 201223
firmy Quiagen). Profile termiczne reakcji oraz ilos¢ cykli dobrano w zaleznosci od
primeréw [2], Schemat izolacji DNA genomowego drozdzy oraz reakcji PCR przed-
stawiono na rys. 1. W celu rozdziatu produktéw PCR stosowano elektroforeze w zelu
agarozowym (stezenie agarozy 0,8%) z dodatkiem bromku etydyny w obecnosci mar-
keréw masy: Lambda DNA/EcoR | + Hind IIl Markers (M) i 100 bp DNA Ladder
(M2).

Podsumowanie

Przy zastosowaniu primera KAWA 1 (Fot. 1) amplifikacje DNA obserwowano
jedynie dla szczepéw Pichia stipitis (1) i Yamadazyma stipitis ATCC 58376. Primer
KAWA 2 nie wykazywat dziatania z zadnym z badanych szczepdéw drozdzy. Primery
KAWA 3 (Fot. 2), FP 1 (Fot. 3) i FP 2 (Fot. 4) dawaty produkty PCR pozwalajace na
zr6znicowanie omawianych gatunkéw drozdzy.



ZROZNICOWANIE GENETYCZNE SZCZEPOWDROZDZY FERMENTUJACYCH KSYLOZE 21

LITERATURA

[1] Baleiras Couto M.M., Hartog B.J., Huis in’t Veld Hofstra H., Vossen J.M.B.M.: Identification
of spoilage yeasts in a food-production chain by microsatellite polymerase chain reaction finger-
printing, Food Microbiol., 13, 59-67, 1996.

[2] Erlich H.A., Gelfand D., Sninsky J.J.: Recent advances in the polymerase chain reaction, Science,
252, 1643-1651, 1991.

[3] Kurtzman C.P., Robnett C.J.: Phylogenetic relationships among species of Saccharomyces, Schizo-
saccharomyces, Debaromyces and Schwanniomyces determined from partial ribosomal RNA se-
guences, Yeast, 7, 61- 72,1991.

[4] Lieckfeldt E., Meyer W., Bomer T.: Rapid identification and PCR differentiation of yeasts by DNA
and PCR fingerprinting; J. Basic Microbiol., 33, 6, 413-426, 1993.

[5S] Rose M.D., Winston F., Hieter P.. Methods in yeast genetics. A laboratory course manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1990.

GENETIC DIFFERENTIATION OF KSYLOSE FERMENTING YEAST STRAINS
Summary
In this study was made an attempt to use polymerase chain reaction (PCR) method to differentiation of

ksylose fermenpi§g yeast species: Pichia stipitis, Yamadazyma stipitis, Candida shehatae i Pachysolen
tannophilus.
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BIOSYNTEZA | MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA CELULOZY
BAKTERYJNEJ

Streszczenie

Produkcja celulozy bakteryjnej na skale przemystowg jest jak dotychczas niewielka, gtownie ze
wzgledu na trudnosci zwigzane z wyselekcjonowaniem wysokoaktywnych szczepéw, zdolnych do bio-
syntezy celulozy w warunkach hodowli wgtebnej, a takze ze wzgledu na wysokie koszty sktadnikéw
podtoza.

Dotychczasowe badania nad biosynteza celulozy przez Acetobacter xylinum wykazaty, ze polimer ten
jest wydzielany na zewnatrz komoérek w postaci wstagzek tworzacych misternie spleciong sie¢, ktora w
warunkach hodowli stacjonarnej formuje na powierzchni ciektej pozywki galaretowatg btone. Dzieki
swoim wyjatkowym wiasciwosciom, celuloza bakteryjna znalazta zastosowanie, szczegélnie w przemysle
papierniczym, wiokienniczym, spozywczym oraz w medycynie.

Wstep

Wytwarzanie polimeréw metodami mikrobiologicznymi oraz ich aplikacja stano-
wi jeden z gtéwnych kierunkéw badahn w dziedzinie biotechnologii. Spo$réd drobno-
ustrojow zdolnych do nadprodukcji celulozy znaczenie przemystowe majg wyselek-
cjonowane szczepy Acetobacter xylinum [17, 25]. Bakterie te staly sie modelem ba-
dawczym, ktory umozliwit wyjasnienie drogi biosyntezy celulozy i jej regulacji, po-
znanie struktury polimeru oraz jego funkcji komérkowej [25, 14],

Badania nad biosyntezg celulozy przez Acetobacter xylinum wykazaty, ze polimer
ten jest wydzielany na zewnatrz komdrek w postaci wstgzek tworzacych misternie
spleciong sie¢, ktéra w warunkach hodowli stacjonarnej formuje na powierzchni cie-
ktej pozywki galaretowatg btone o grubos$ci dochodzacej nawet do 8 cm [18]. Z biony
takiej, po oczyszczeniu i wysuszeniu, otrzymuje sie produkt przypominajacy cienki
pergaminowy papier o grubosci 0,01-0,5 mm, bedacy prawie czysta (w okoto 97%),
wysokokrystaliczna a-celuloza, o stopniu polimeryzacji 2000-6000 [18, 29].

Dr inz. A. Krystynowicz, mgr inz. W. Czaja, prof, dr hab. S. Bielecki, Instytut Biochemii Technicznej
Politechniki Lodzkiej, 90-924 todx, ul. Stefanowskiego 4/10.
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Dzieki swoim wyjgtkowym wiasciwosciom, celuloza bakteryjna znalazta zasto-
sowanie, szczegblnie w przemysle papierniczym, widkienniczym, spozywczym oraz
jako biomateriat w medycynie Tab. 1[7, 15, 18, 19, 20],

Tabela 1

Zastosowanie celulozy bakteryjnej w roznych gateziach przemystu.
Application of bacterial cellulose in the different branches of industry.

Przemyst / Industry Zastosowanie / Application

¢ produkcja zywnosci niskokalorycznej (celulozajako niskokalorycz-
ny zamiennik ttuszczy),
e czynnik stabilizujacy zawiesiny,
* wypetniacz poprawiajacy jako$¢ zywnosci o konsystencji mazistej,
e sporzadzanie deseréw smakowych np., filipinski ,,Nata de coco”
przemyst spozywczy e inne artykuly sporzadzane przy udziale celulozy bakteryjnej jako
food industry dodatku: pasztety, tofu (serek sojowy), kamaboko (gotowana pasta
rybna), nadzienie do hamburgeréw i kiethasek,
¢ nosnik w procesach immobilizacji enzyméw i komorek drobno-
ustrojow,
e zastosowanie bton celulozowych jako membran do ultrafiltracji i
dializy.
e produkcja szlachetnych gatunkow papieru,
e konserwacja dokumentéw oraz dziet sztuki,
¢ produkcja membran gto$nikowych.
e zastosowanie celulozy bakteryjnej jako sztucznych organdw,
medycyna e zastosowanie bton celulozowych jako materiatéw opatrunkowych,
medicine «  produkcja réznego typu tamponéw chirurgicznych, podpasek higie-
nicznych, pieluszek i innych materiatow sanitarnych.
«  modyfikacja za pomocg celulozy bakteryjnej typowych tkanin i
dzianin syntetycznych,
surowiec do chemicznego przetwarzania na widkna celulozowe,

przemyst papierniczy
pulp industry

przemyst wiokienniczy

i chemiczny . . s .
textile and chemical e produkcja wysoko adsorpcyjnych materiatéw stuzacych do oczysz-
industry czania niektorych rodzajow $ciekdw przemystowych,

¢ produkcja niezwykle wytrzymatych kompozytéw, o wiasnosciach
mechanicznych poréwnywalnych z wtasno$ciami tytanu.

Mechanizm biosyntezy celulozy

Bezposrednim prekursorem w procesie biosyntezy celulozy jest glukoza w formie
aktywnej urydynodifosforanowej pochodnej - UDPG, ktora w reakcji katalizowanej
przez syntaze celulozowsa jest przenoszona na czasteczke primera - (P-1,4-glukozyl)ni
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wigze sie anomerycznym weglem z grupg hydroksylowg przy C-4 reszty glukozylu,
zgodnie z zapisem [28]:

syntaza celulozowa

UDPG + ~-l,4-glukozyl)n  ---—--m-mmmemmeeee- » UDP + (P-1,4-glukozyl)nt

Liczbe i stopierr polimeryzacji syntetyzowanych taricuchéw glukanowych, po-
chodzacych z jednego miejsca wydzielania komérki bakteryjnej, warunkujg kompleksy
enzymatyczne, zwane stacjonarnymi kompleksami terminalnymi, uwazane do dzi$ za
wiasciwg syntaze celulozowsg [25, 14, 13].

Kompleksy terminalne w liczbie 50-80 utozone sg w btonie komoérkowej wzdtuz
diugiej osi komérki liniowo i komplementarnie do uktadu kanatéw bedacych miejscem
wydzielania elementarnych mikrofibrylli celulozowych.

Biochemiczne badania mechanizmu regulacji syntezy celulozy wykazaty, ze ak-
tywno$¢ syntazy celulozowej osigga wysoki poziom, pod warunkiem obecnosci allo-
sterycznego efektora, ktorym jest cykliczny nukleotyd - diguanozynomonofosforan
(c-di-GMP).

W oparciu o obserwacje w mikroskopie elektronowym ustalono, ze bakterie Ace-
tobacter xylinum syntetyzujg wysoce krystaliczne mikrofibryle celulozowe i wydzie-
lajaje na zewnatrz w postaci wstgzki, ktéra pozostaje zwigzana z komdrka [25, 13].

Wstazka celulozowa ztozona z okoto 1000 fancuchéw B-glukanowych wykazuje
szerokos¢ rzedu 40+60 nm, grubos$¢ okoto 10 nm i dtugos¢ okoto 10 pin (Fot. 1).

Fot. 1. Mikrofibryle celulozowe wydzielane przez bakterie Acetobacter xylinum.
Fig. 1. Cellulose microfibriles produced by Acetobacter xylinum.
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Subelementame fibryle celulozowe, wydzielane przez sgsiednie kanaty w lipopo-
lisacharydowej warstwie sciany komorkowej, stanowigce uktad rownolegle utozonych
10 do 15 fancuchéw glukanowych nie ulegajacych dysocjacji, fgczac sie wigzaniami
wodorowymi, tworzg elementarne krystaliczne mikrofibryle grubosci 3 nm. Powstale
elementarne mikrofibryle asocjujac wigzaniami wodorowymi formujg wiazki, a na-
stepnie wstgzki. W konsekwencji powstaje charakterystyczna krystaliczna struktura
celulozy [9].

Wstazki celulozowe pochodzace z wielu komorek bakteryjnych tworzg misternie
spleciong sie¢, ktéra w warunkach hodowli statycznej szczepu Acetobacter xylinum
formuje na powierzchni cieklej pozywki zwartg, galaretowatg btone o grubosci docho-
dzacej do kilku centymetrow [25, 27].

Badania mechanizmu wydzielania fibryli celulozowych przez komorki bakterii
Acetobacter xylinum, prowadzone w obecnosci zwigzkow chemicznych (Calcofluor,
karboksymetyloceluloza, alkohol poliwinylowy), uniemozliwiajacych tworzenie po-
miedzy fancuchami glukanowymi wigzan wodorowych warunkujacych krystalicznos¢
struktury polimeru, dowiodty, ze polimeryzacja i krystalizacja sg procesami $cisle po-
taczonymi ale zachodzacymi niezaleznie od siebie [1, 13].

Warunki biosyntezy celulozy bakteryjnej i stosowane metody

Produkcja celulozy na skale przemystowg jest jeszcze niewielka, gtdwnie ze
wzgledu na trudnosci zwigzane z wyselekcjonowaniem wysokoaktywnych szczepow,
zdolnych do biosyntezy celulozy w warunkach hodowli wgtebnej, a takze ze wzgledu
na wysokie koszty sktadnikéw podtoza.

Generalnie, szczepy rodzaju Acetobacter zdolne sg do biosyntezy celulozy w wa-
runkach stacjonarnycii, tworzac na powierzchni cieklej pozywki galaretowata, wielo-
warstwowg btone, uformowang z misternie splecionej sieci mikrofibryli celulozowych
i komdrek bakteryjnych (Fot. 2). W hodowlach statycznych w zaleznosci od skfadu
podtoza hodowlanego i aktywnosci szczepu uzyskuje sie od 0,1 do 1,0 g suchej masy
celulozowej ze 100 ml podtoza.

Badania nad czynnikami wptywajacymi na produkcje celulozy przez szczep Ace-
tobacter xylinum w hodowli stacjonarnej wykazaty, ze o wydajnosci procesu syntezy
decyduje gtdwnie Zrodto wegla [17]. Stosowano podioza z 7% zawartoSciag cukrowca
(fluktozy, glukozy, sacharozy lub laktozy). | tak po 16 dniach hodowli w 30°C, na
podtozu z fruktozg otrzymywano celuloze w ilosci 7,38 g/l, z glukozg - 1,0 g/l, z sa-
charoza- 5,25 ¢/l, z laktoza- 1,62 g/l.

Badania dynamiki nagromadzania masy celulozowej wykazaty, ze okoto 70%
produktu tworzy sie po 8 dniach hodowli w podtozach zawierajgcych 1% zrodia wegla.
Inni autorzy [4] badajacy proces syntezy celulozy wykazali, ze okoto 75% tego pro-
duktu nagromadza sie podczas pierwszych 9 dni inkubacji i nastepnie ulega znacznemu
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spowolnieniu. Z badahn prowadzonych przez Embuscado [5] nad wplywem Zzrodia
azotu wynika, ze stosowanie azotu organicznego w postaci, ekstraktu drozdzowego lub
peptonu, warunkuje uzyskanie najwyzszych wydajnosci procesu. Wplyw roznych
czynnikdw na biosynteza celulozy bakteryjnej w warunkach stacjonarnych badali Em-
buscado i wsp. [6], stosujac matematyczng metode optymalizacji podtoza hodowlanego
i warunkow prowadzenia procesu, ktdre pozwolity na uzyskanie okoto 13 g celulozyi/I.
Ustalono nastepujace warunki biosyntezy celulozy:

» fruktoza 24,8 g/,

» sacharoza 76,5 g,

» ekstrakt drozdzowy 3 g/l (nie optymalizowano),

e pepton 0,08% (w przeliczeniu na azot ogdélny),

* pH 4,49,

e temperatura 29,3°C,

« KHPO4 1,0 g/l,

* MgSo4'7H20 0,2 g/l > (ostatnie trzy skfadniki nie byty optymalizowane)
* NaCl 0,1 g/l. }

Fot. 2. Btona celulozowa wytworzona w warunkach hodowli stacjonarnej.
Fig. 2. Cellulose film produced in stationary culture conditions.

W wyniku optymalizacji wyeliminowano nieorganiczne Zrédto azotu. Otrzymany
wynik biosyntezy jest dotychczas najlepszy spos$réd publikowanych wynikéw uzyski-
wanych w hodowlach stacjonarnych.

Pomimo tych do$¢ obiecujgcych danych, sposéb hodowli stacjonarnej zalicza sie
do metod mato wydajnych i sg one zastepowane metodami wgtebnymi w fermento-
rach. Generalnie nalezy stwierdzi¢, ze wybor metody hodowli podyktowany jest prak-
tyczng przydatnoscig wytworzonego produktu, ktdry moze by¢é np. w formie blony
(Fot. 3), rurek lub pulpy.
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Fot. 3.  Celuloza bakteryjna w formie btony o wymiarach Im x 0,5m, wytworzona w warunkach ho-
dowli stacjonarnej w Instytucie Biochemii Technicznej PL.

Fig. 3.  Bacterial cellulose film (Im x 0,5m) produced in stationary culture in Technical Biochemistry
Institute of £6dz University of Technology.

Celuloze w formie rekawa otrzymali Sattler i Fiedler [26], prowadzac hodowle
bakterii Acetobacter xylinum w fermentorze poziomym, zaopatrzonym w obracajgcy
sie walek, zanurzony do potowy w poditozu hodowlanym. Polisacharyd nagromadzat
sie na watku lub na szeregu wspotosiowych tarcz, formujac po 5 dniach hodowli,
mocno zzelowang btone o grubosci 2-3 centymetrow.

Proces biosyntezy celulozy moze by¢ réwniez prowadzony metodg dwustopnio-
wa: wglebng i stacjonarng. Okiyama i wsp. [16] pierwszy etap hodowli prowadzili w
fermentorze w czasie 3 dni, po czym porcje cieczy przenosili na tace i w Il etapie
kontynuowali proces w warunkach stacjonarnych.

Otrzymywanie celulozy bakteryjnej w formie rurek podyktowane byto gtéwnie
mozliwoscig jej wykorzystania jako zamiennikéw takich organéw, jak: tchawica, mo-
czowody, jelita, naczynia limfatyczne i krwionos$ne [18]. Sposéb otrzymywania takiej
formy celulozy polegat na hodowli bakterii Acetobacter xylinum w wewnetrznej i/lub
zewnetrznej czesci wezy celofanowych, teflonowych, porcelanowych, sporzadzanych z
tkanych lub nietkanych materiatéw, z mozliwoscig doprowadzenia tlenu. W takich
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warunkach na powierzchni nosnika formuje sie warstwa celulozy o grubosci okoto
0,01 do 20 mm. Drugi sposob polegat na hodowli bakterii w zbiorniku, w warunkach
stacjonarnych, w czasie 50 dni. Wytworzona w tym czasie btona celulozowa o grubo-
Sci okoto 3 centymetréw, po uprzednim powleczeniu glicerolem i zamrozeniu w temp.
-80°C, wykorzystana byta do sporzadzania rurek przy uzyciu korkoboru. Trzeci sposob
polegat na hodowli bakterii w przestrzeni miedzy $ciankami dwaoch rurek o r6znych
Srednicach. Otrzymano w ten sposéb rurke celulozowa o Srednicy wewnetrznej 2-3
mm, ktérg mozna wykorzystac jako sztuczne naczynie krwionosne.

Mozliwos¢ szerszego zastosowania celulozy bakteryjnej w przemystach chemicz-
nym, papierniczym czy widkienniczym uwarunkowana jest dostepnoscig i ceng. Spet-
nienie tych wymogdw umozliwia produkcja polimeru w fermentorach, z wykorzysta-
niem wysokoaktywnych szczepéw, zdolnych do biosyntezy celulozy w warunkach
wgtebnych na tanich surowcach odpadowych [17, 30].

Hodowla wgtebna moze by¢ prowadzona metodg jednoetapowsg, podczas ktorej
nastepuje wzrost mikroorganizméw i produkcja celulozy. W metodzie tej mozna sto-
sowac trzy sposoby prowadzenia procesu biosyntezy: okresowy, okresowy z zasila-
niem, ciggly.

Metoda dwuetapowa produkcji celulozy polega na stworzeniu warunkéw, w |
etapie dla wzrostu mikroorganizmu i w Il etapie dla wlasciwego procesu biosyntezy.

W niektoérych hodowlach wglebnych, stosowany do biosyntezy celulozy biore-
aktor musi by¢é zaopatrzony w elementy pozwalajgce na zwigzanie drobnoustroju i
stopniowe formowanie mikrofibryli. Udowodniono bowiem, ze celuloza formuje sie z
duzymi trudnos$ciami w wolnej fazie cieklej, pozbawionej miejsc wigzania, takich jak:
grzebienie, topatki, okfadziny, elementy wypetniajagce [17]. W pewnych przypadkach
do pozywki w bioreaktorze wprowadzano r6znego typu nierozpuszczalne w wodzie
mikroczastki: piasek morski, ziemie okrzemkowag lub szklane kulki. Stezenie dodawa-
nych mikroczasteczek byto optymalizowane wraz ze stopniem napowietrzania. Wydaj-
nos$¢ biosyntezy celulozy w tak prowadzonym procesie, wzrosta trzykrotnie (z 1,1 do
3,6 g/l) w stosunku do wydajnosci celulozy uzyskiwanej w normalnych warunkach
(bez obecnosci mikroczastek) [30]. Ten wzrost wydajnosci syntezy celulozy jest we-
dtug autoréw rezultatem powstania wokot mikroczastek swoistego biofilmu ograni-
czajacego doptyw tlenu. Wedtug og6lnie akceptowanej teorii Schramma i Hestrima
[27] produkcja celulozy przez Acetobacter xylinum jest niezbedna dla komoérek do
osiggniecia bogatej w tlen granicy faz: powietrze - pozywka. W wyzej wymienionym
procesie wysokie stezenie rozpuszczonego tlenu, rzeczywiscie nie doprowadzito do
spadku produkcji celulozy. Konsekwentnie jednakze, role tlenu nalezy bardziej wigzac
ze wzrostem syntezy kwaséw ketoglukonowego i glukonowego, anizeli z bezposred-
nim oddzialywaniem na synteze celulozy. Pozytywny efekt, uzyskany poprzez dodanie
mikroczastek, byt wiec wedtug autoréw spowodowany wytworzeniem sie wokét po-
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wierzchni tych czastek lokalnych nisz pozbawionych tlenu, co dato rezultat w postaci
faworyzowania procesu tworzenia celulozy, anizeli oksydacji glukozy do kwaséw
keto- i glukonowego [30].

Jak juz wczesniej wspomniano, gtéwnym zrodtem wegla dla wzrostu bakterii i
biosyntezy celulozy jest glukoza lub fruktoza. Istota kompozycji pozywki, a szczeg6l-
nie rodzaj zrédta wegla, staje sie jasna przy wzieciu pod uwage metabolizmu bakterii
Acetobacter xylinum. Czasteczka glukozy jako zrodto wegla jest, pomijajac role Zrodia
energii oraz prekursora syntezy celulozy, aktywnie przetwarzana przez bakteryjna de-
hydrogenaze do kwasow keto- i glukonowego. Zjawisko to nie tylko obniza kompletng
wydajnos¢ celulozy, ale réwniez obniza pH pozywki do wartosci niekorzystnych dla
procesu syntezy celulozy. Z tego powodu, stosujac wysokie poczatkowe stezenie glu-
kozy, majace na celu uzyskanie wyzszej produktywnosci, nie otrzymujemy proporcjo-
nalnie wyzszej produkcji celulozy. Biorgc to pod uwage, konieczne jest zastosowanie
procesu fermentacji z kontrolowanym pH. Vandamme i wsp. [30] rozwineli proces
hodowli obejmujacy kontrole pH pozywki in situ, przy wykorzystaniu kwasu octowe-
go, jako dodatkowego substratu dla hodowli szczepu Acetobacter sp. LMG 1518. Ra-
cjonalno$¢ takiego postepowania wigzata sie ze zdolnoScig Acetobacter sp. do utlenia-
nia kwasu octowego do C02i wody, generujac przy tym dodatkowe ATP i faworyzujac
pozadany zakres pH. Aczkolwiek, kwas octowy nie prowadzi bezposrednio do formo-
wania celulozy, ATP pochodzace od kwasu octowego moze zachowaé cze$¢ glukozy,
normalnie wykorzystywang do syntezy ATP, prowadzac do bardziej wydajnego proce-
su syntezy celulozy. Co ciekawe, katabolizm kwasu octowego prowadzi réwnoczesnie
do wzrostu pH, co moze przeciwdziata¢ spadkowi pH spowodowanemu formowaniem
sie kwasow keto- i glukonowego. Po przeprowadzeniu optymalizacji podtoza, Van-
damme i wsp. [30], stosujac nastepujaca mieszanine cukrow: fruktoza (70 g/l), glukoza
(35 g/l) i kwas octowy (7,5 g/l) uzyskali w warunkach hodowli stacjonarnej wzrost do
28,4 g celulozy/l, co daje produktywno$¢ 6,7 g celulozy/l/dzien. Poczatkowa wartos¢
pH = 5,5, ktéra byta optymalna dla syntezy celulozy, mogta by¢ utrzymywana na sta-
tym poziomie w czasie procesu fermentacji, co ilustruje korzystng zdolnos¢ buforowa-
nia wykazywang przez kwas octowy, a zwigzang z obnizeniem si¢ syntezy kwasow
keto- i glukonowego [30],

Bardzo istotng kwestig w procesach hodowli Acetobacter xylinum jest réwniez
ustalenie sposobu szczepienia pozywki, zaréwno w warunkach hodowli stacjonarnej,
jak i wgtebnej. Organizmy, takie jak Acetobacter, ktére wytwarzajg duze ilosci celulo-
zy sg dos¢ trudne do przeniesienia z jednego inokulum do kolejnego, poniewaz bardzo
czesto komorki zostajg uwiktane w grubg btone celulozowa. W produkcji celulozy na
duza skale, konieczne jest uzycie duzego inokulum. Brown [2] w swoim patencie za-
proponowat wykorzystanie preparatow celulaz, ktére dodane w odpowiednim stezeniu
do pozywki inokulamej, rozktadaty otoczki celulozowe wokot komérek, przyczyniajac
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sie do wzrostu ilosci wolnych komérek. W obecnosci celulaz nie formuje sie blona, a
rozwija sie typowa zawiesina komoérek (10-107w poréwnaniu do 112-105po 30 godzi-
nach w przypadku normalnej hodowli).

Kolejnym istotnym aspektem w procesie biosyntezy celulozy jest ustalenie spo-
sobu mieszania i napowietrzania, ktory nie powodowatby efektu burzliwosci, nieko-
rzystnie wptywajgcego na proces polimeryzacji i krystalizacji, a takze na wydajnos¢
produktu. Stosujac szczep Acetobacter aceti subsp, xylinum ATCC 2178, autorzy pa-
tentu WO 88/09381 [7] otrzymali 10 g masy celulozowej/l/dzien w fermentorze o po-
jemnosci 300 1 prowadzac proces w czasie 45 godzin, w temperaturze 30°C, przy ob-
rotach mieszadta 60 rpm i napowietrzaniu 0,6 vvm.

Wytwarzanie celulozy w duzej skali, w hodowlach z ciggtym mieszaniem napo-
tyka na szereg trudnosci, z ktorych najwigkszajest niestabilno$¢ kultury przejawiajgca
sie tendencjg do spontanicznej mutacji w kierunku szczepdw nieaktywnych, tzw. Cel"
[21, 22]. Szczep niestabilny moze by¢ z powodzeniem stosowany w hodowlach sta-
tycznych, gdzie wzrost bakterii i synteza celulozy przebiega w warunkach tlenowych
na granicy faz: pozywka - powietrze. W warunkach hodowli wstrzgsanej, w ktorej
wzrost bakterii ograniczony jest szybko$cig rozpuszczania sie tlenu oraz nastepuje
agregacja komorek syntetyzujgcych celuloze (co utrudnia dostep tlenu), faworyzowane
sg komorki nieaktywne Cel'.

Autorzy patentu 5144021 US [21], stosujac metode mutagenizacji, ulepszyli wiele
szczepbw Acetobacter, uzyskujac kultury zachowujace petng stabilnos¢ podczas dhu-
gotrwatych hodowli, przebiegajgcych w warunkach mieszania i napowietrzania. Po-
nadto, wyselekcjonowali oni dwa szczepy charakteryzujace sie znacznie obnizong
zdolnoscig konwersji glukozy do kwasow glukonowego i ketoglukonowego. Stosujgc
takie szczepy autorzy patentu uzyskiwali przecietnie 0,1 g celulozy w formie kuleczek
z 1 litra podtoza, w czasie 1 godziny, niezaleznie od sposobu prowadzenia procesu w
fermentorach [11,21],

Czynnikiem decydujacym o optacalnosci produkcji celulozy bakteryjnej jest row-
niez koszt i dostepno$é sktadnikéw podtoza hodowlanego. Stosowano weglowodany
pochodzenia roslinnego, zbudowane z heksoz, a szczeg6lnie glukozy i/lub fruktozy, a
takze pochodne innych heksoz lub pentoz. Dla szczepow ,inwertazo+’ stosuje sie su-
rowce zawierajgce sacharoze, jak np.: sok cukrowniczy, melase, syropy, a dla szcze-
pow ,inwertazo™” - hydrolizaty tych surowcow.

Substraty skrobiowe, jak: maki, amylodekstryny, dekstryny moga by¢ wykorzy-
stywane dla szczepéw ,,amylazo+. W przeciwnym przypadku mozna stosowac enzy-
matyczne hydrolizaty skrobi [17].

W przypadku niektérych szczepow korzystne jest dodanie do podtoza etanolu lub
glicerolu, mleczanu, octanu lub mannitolu, kwasu cytrynowego, ktére moga stymulo-
wac produkcje celulozy [29],
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Fot. 4. Celuloza bakteryjna w formie kuleczek wytworzona w warunkach hodowli wgtebnej.
Fig. 4. The balls of bacterial cellulose produced in agitated culture.

Wiasciwosci celulozy bakteryjnej i jej praktyczne wykorzystanie

Celuloza bakteryjna wytworzona w hodowli szczep6w rodzaju Acetobacter cha-
rakteryzuje sie wysokg czystoscig i w przeciwienstwie do celulozy roslinnej nie wy-
maga kosztownego i skomplikowanego procesu oczyszczania.

Etapy oddzielania i oczyszczania celulozy obejmuja: filtracje, wyzymanie, prze-
mywanie woda, usuniecie komorek bakterii zwigzanych z fibrylami celulozowymi lub
na nich zaadsorbowanymi. Celuloze pozbawia sie tych komorek stosujac najczesciej
merceryzacje wodorotlenkiem sodu o stezeniu 1-4%, w temperaturze 60 do 100°C, w
czasie kilku lub kilkunastu godzin, lub poprzez traktowanie kwasami organicznymi,
jak np. kwasem octowym 5-8%, najlepiej w 100°C, w czasie 1 godziny [17, 18, 21].

Celuloza bakteryjna charakteryzuje sie wysokg zawarto$cig wody, w ktéorej 0,3%
stanowi woda zwigzana i 98,8% - woda wolna. Woda ta jest utrzymywana w struktu-
rze celulozy dzieki stabym oddziatywaniom kapilarnym. Traktowanie celulozy lepkimi
roztworami, np. alkoholami cukrowymi powoduje pecznienie celulozy i jej zmiekcza-
nie. Tekstura tak otrzymanego produktu przypomina teksture owocow, lub fibrylamg
strukture miesnia. Taka forma jest wykorzystywana na Filipinach do sporzadzania
deser6w smakowych o nazwie ,jsfata” [15]. Celuloze bakteryjng w postaci pasty zasto-
sowano jako czynnik stabilizujacy zawiesiny, jako wypetniacz wzmacniajacy fizyczna
strukture famliwych hydrozeli, jako wypetniacz poprawiajacy jakos¢ zywnosci o kon-
systencji mazistej, zmniejszajac ich lepkos¢. Celuloza moze by¢ tez stosowana jako
zamiennik thuszczu oraz wypetniacz obnizajacy kaloryczno$¢ stodzonych produktow,
np. dzemow [15].
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Charakterystyczng wiasciwoscig celulozy bakteryjnej, réznigcaja od celulozy ro-
§linnej jest wysoce uporzgdkowana struktura, utworzona przez mikrofibryle w ksztat-
cie wstazki o szerokosci ponizej 100 nm. Struktura niezwykle cienkich widkienek
splatanych ze sobg decyduje o bardzo dobrze rozwinietej powierzchni, umozliwiajacej
adsorbowanie 100 krotnej (lub wiecej) iloSci wody w stosunku do jej suchej masy [15].

Zdolno$¢ do wigzania wody i tworzenia wigzan z widéknami celulozowymi innego
pochodzenia umozliwia zastosowanie celulozy w produkcji szlachetnych gatunkéw
papieru. Powlekajac papier zawiesing celulozy bakteryjnej o wielkosci czgstek 100—
125 unt, w ilosci 0,4-1,2%, w obecnosci czynnika dyspergujacego, jak np. CMC, uzy-
skuje sie produkt przewyzszajacy jakoscig papier powlekany skrobig [22],

Dodatek celulozy bakteryjnej do widkien nieorganicznych (weglowych, glino-
wych), pozwala na uzyskanie produktu o zwiekszonej wytrzymatosci na zrywanie [29],
Impregnowanie bakteryjng celulozag materiatdbw hydrofobowych, jak np. poliestro-
wych, polipropylenowych, nadaje im doskonatg hydrofilowo$¢, wysoka wytrzymatosé,
co stwarza mozliwos¢ ich zastosowania jako materiatow opatrunkowych [23],

Wiasciwosci bton celulozowych formowanych podczas wzrostu bakterii na po-
wierzchni ciektych pozywek, w szczegélnosci wysoka zawartos¢ a-celulozy (powyzej
90%), znaczna smukto$¢ mikrofibryli celulozowych wyrazona stosunkiem dtugosci do
$rednicy wynoszgca 200-500, $rednica porow ponizej 3000 nm, porowato$¢ 50-93%,
wytrzymatos¢ dynamiczna - 16-18 GPa, pozwalajg na zastosowanie takich bton jako
membran do ultrafiltracji i dializy [24],

Dobrze rozwinieta powierzchnia, duza trwatos¢ i wysokie zdolnosci adsorpcyjne
celulozy bakteryjnej sprawiaja, ze jest ona stosowana jako nos$nik do immobilizacji
enzymow i komdrek drobnoustrojowych.

Btony celulozowe sprasowane w temp. 130°C, przyjmujace forme kartonow, sto-
sowano jako stozkowe membrany glosnikowe. Charakteryzowaty sie one wysokim
modutem Younga - 13,6 GPa, gestoscig - 1060 kg/m2 predkoscig rozchodzenia sie
dzwieku - 3580 m/s, ostroscig rezonansu - 29,2. W poréwnaniu z diafragmami papie-
rowymi, powyzsze parametry byty znacznie korzystniejsze [29],

Mozliwos¢ wykorzystania celulozy bakteryjnej w medycynie, a szczegdlnie jako
sztucznych organéw, stwarzaja takie jej wiasciwosci, jak: zawartos¢ a-celulozy o wy-
sokiej krystalicznosci, wysoka wytrzymato$¢, bardzo dobra zgodno$¢ z zywa tkanka, a
w szczegolnosci z krwig. Opracowano sposéb hodowli bakterii Acetobacter xylinum,
pozwalajacy na wytwarzanie celulozy bakteryjnej w formie rurek o wymaganej $redni-
cy. Otrzymane sztuczne naczynie krwiono$ne o S$rednicy wewnetrznej 2 do 3 mm
wszczepiono psu, zastepujac czes¢ aorty i zyty szyjnej. Ocena stanu przylegania skrze-
pow i prze$witu po 1 miesigcu funkcjonowania naczynia, wypadta bardzo dobrze [18].

Jak juz podkreslono, btona celulozowa uformowana na powierzchni cieklej po-
zywki w hodowli stacjonarnej, charakteryzuje sie wielowarstwowsg strukturg zbudowa-
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ng z sieci mikrofibryli o Srednicy ponizej 100 nm, wysokg zawartoscig wody (okoto
95%) w przestrzeniach miedzy mikrofibrylami, nadajacej jej wlasciwosci zelu, czysto-
Scig (zawartos¢ a-celulozy powyzej 95%), wytrzymatoscia, porowatoscia, elastyczno-
Scig. Ponadto btony takie, po dokladnym oczyszczeniu nie wywotujg dziatania tok-
sycznego, alergicznego i draznigcego. Stosowane jako opatrunek, stwarzajg korzystne
warunki ,,gojenia sie rany, bowiem nowe badania mechanizmu gojenia si¢ rany wska-
Zujg na to, ze wilgotne, a nie suche $rodowisko zapewnia optymalne warunki dla pro-
cesOw naprawczych [12].

Podsumowanie

Wiasciwosci celulozy bakteryjnej otwierajg wiele mozliwosci jej praktycznego
wykorzystania i znajduje to ekonomiczne uzasadnienie przy wzieciu pod uwage, ze jej
produkcja moze by¢ oparta na tanich surowcach odpadowych przemystu spozywczego
lub farmaceutycznego.
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BIOSYNTHESIS OF BACTERIAL CELLULOSE AND ITS POTENTIAL APPLICATION
Summary

Commercial scale production of microbial cellulose has not been significant up to now because of the
difficulties connected with a proper selection of high-active strains, which would be able to synthetise
cellulose in an agitated culture, and with regard to the cost of nutrient medium components.

Investigation on cellulose biosynthesis by Acetobacter xylinum proved that the polysaccharide is se-
creted extracellularly as ribbons creating meticulously woven webs, that under stationary culture condi-
tions form jelly-like pellicles at a surface of liquid media. Commercial applications of bacterial cellulose
preparations depend on their properties. It can be applied in the pulp industry, textile industry, food in-
dustry, and in medicine. A
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WOJCIECH CZUB, MARIANNA TURKIEWICZ

BIOSYNTEZA SKLEROGLUKANU PRZEZ SZCZEP
SCLEROTIUM SP.

Streszczenie

Wytwarzanie zewnatrzkomoérkowych polisacharydow przez grzyby strzepkowe jest bardzo Scisle po-
wiazane z warunkami hodowli: sktadem podtoza, napowietrzaniem, mieszaniem. Czynniki te wptywajac
na fizjologie mikroorganizméw, moga znaczne zwigksza¢ lub zmniejsza¢ wydajno$¢ biosyntezy. W prze-
prowadzonych do$wiadczeniach wykazano, ze szczep Sclerotium sp. IBT produkuje skleroglukan z mak-
symalng wydajnoscig w podtozu z sacharozg (3%) jako zrédto wegla, gdy materiatem szczepiennym jest
4-dniowa kultura grzyba z hodowli wgtebnej, dodawana do podioza w ilosci 4% (v/v). Wykazano, ze
istotny wptyw na biosynteze polisacharydu ma tez odpowiedni stopieri natlenienia podtoza oraz stosunek
molowy C/N w podtozu. W najlepszym wariancie hodowli w ciggu 7 dni wzrostu grzyba z 1 litra podtoza
uzyskuje sie 8,6 g polisacharydu, przy produktywnosci 1,7 g/g grzybni i stopniu konwersji sacharozy do
skleroglukanu wynoszacym 29%.

Wstep

Skleroglukan, wytwarzany przez grzyby strzepkowe z rodzaju Sclerotium, jest
pozakomorkowym B-(1—3) glukanem, zawierajacym liczne pojedyncze reszty gluko-
piranozy, potgczone z liniowym szkieletem polisacharydu wigzaniami B-(1—6)-
glikozydowymi [1], Cechuja go interesujace wiasciwosci: jest dobrze rozpuszczalny w
wodzie i alkaliach, tworzy roztwory o duzej lepkosci, ktore nawet przy niewielkim
stezeniu polisacharydu sg cieczami nienewtonowskimi. W pH z zakresu 2-12 trimero-
we helikalne czasteczki skleroglukanu zachowuja swojg strukture nawet w ciagu kilku-
set dni w temperaturze 90°C, sg wiec zatem wyjatkowo termo- i pH-stabilne [2], Te
wiasciwosci skleroglukanu czynig go bardzo atrakcyjnym produktem, ktéry moze
znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako czynnik zelujacy, stabilizujgcy
oraz wigzacy wode i inne substancje [5]. Stwierdzono ponadto, ze skleroglukan wyka-
zuje wiasciwosci antynowotworowe i juz przy niewielkich dawkach pobudza i stymu-
luje uktad immunologiczny zwierzat doswiadczalnych [6]. Mechanizm biosyntezy tego

Mgr inz. W. Czub, prof, dr hab. M. Turkiewicz, Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika £6dzka, 90-
924 £ 6dz, ul. Stefanowskiego 4/10.
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polimeru jest zblizony do syntezy innych mikrobiologicznych B-glukanéw (rysunek 1).
Przyjmuje sie, ze gtdwna drogg wytwarzania skleroglukanu jest bezposrednia synteza z
glukozy pochodzacej z podtoza hodowlanego. Zachodzi ona, gdy przy dostatecznej
zawartosci cukru w podtozu limitowany jest inny niezbedny do wzrostu skfadnik po-
karmowy (azot, siarka, fosfor) [3,4],

W artykule prezentujemy wyniki wstepnych badan nad biosynteza skleroglukanu
przez szczep Sclerotium sp. IBT, obejmujace m.in. doswiadczenia nad doborem podto-
za, wptywem stosunku C/N i ilosci inokulum na produkcje polimeru w warunkach
hodowli wgtebne;j.

Inicjacja biosyntezy
Initiation of biosynthesis

SKLEROGLUKAN

Scieroglucan

Doi- wielonienasycony lipid, prawdopodobnie dolichol

Doi -mutti-unsaturated lipid, probably dolichol

Rys. 1. Biosynteza skleroglukanu przez szczep Sclerotium.
Fig. 1 Biosynthesis of scieroglucan by the fungal strain Sclerotium.
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Materiaty i metody badan

Materiatem biologicznym byt szczep Sclerotium sp. z kolekcji Instytutu Bioche-
mii Technicznej PL oraz Sclerotium glucanicum USDA 3006, uzyty w charakterze
szczepu wzorcowego. W celu aktywacji grzyby przeszczepiano ze skoséw agarowych
do 100 ml kolb Erlenmayera zawierajacych 20 ml pozywki o skiadzie: glukoza - 30
g/l; MgS04-7HD - 0,5 g/l; (NH42S04- 1g/l; KHZP04- 1g/l; FeS04-7H2 - 0,01 g/l;
ekstrakt drozdzowy - 1 g/l. pH pozywki doprowadzano do 4,5 za pomocg IM H2S04.
Hodowle prowadzono na wstrzagsarce (120 obr/min, amplituda 5 cm), w 28°C w czasie
5 dni. Wyrostg kulturg (20 ml) szczepiono 180 ml pozywki umieszczonej w kolbie
ptaskodennej i inkubowano w identycznych warunkach przez 7 dni. Tak przygotowang
kulturg zaszczepiano odpowiednig ilos¢ pozywki o sktadzie podobnym do wymienio-
nego wczesniej, z wyjatkiem glukozy, ktérg w niektdrych doswiadczeniach zastepo-
wano innymi sacharydowymi Zrédtami wegla. Hodowle prowadzono w czasie do 16
dni w 500 ml kolbach ptaskodennych. Biomase po uprzednim odwirowaniu (10000 g,
15 min, 4°C) umieszczano na saczku GFC, przemywano wodg destylowang, suszono
(105°C, 24 godz.) i wazono. Skleroglukan wytrgcano z cieczy pohodowlanej izopropa-
nolem dodawanym w proporcji 2:1 (v/v). Wytracony polimer odsgczano przemywano
alkoholem, suszono (80°C, 24 godz.) i wazono. Cukry ogdlne oznaczano metodg Du-
bois z wykorzystaniem glukozy jako wzorca.

Woyniki i dyskusja

W badaniach wstepnych (tabela 1) wykazano, ze najlepszym podtozem do bio-
syntezy skleroglukanu jest podioze, ktére jako zrédlo wegla zawiera sacharoze w ste-
zeniu 3%. Z jednego grama sacharozy powstaje wowczas 0,228 g skleroglukanu.
Zwigkszenie zawartosci cukru w pozywce do 40 g/l powoduje 22% spadek ilosci wy-
produkowanego polisacharydu (z ok 6,8 do 5,3 g/l), a wydajnos¢ konwersji cukru w
skleroglukan obniza sie o ponad 40% (z 0,228 do 0,134 g/g sacharozy, tabela 1). Jest
to zgodne z danymi literaturowymi. Oprécz sacharozy dobrym zrodtem wegla do pro-
dukcji skleroglukanu okazat sie by¢ hydrol - odciek po trzeciej krystalizacji glukozy
stanowigcy odpad w produkcji tego cukru ze skrobi. Chociaz wydajnos$¢ biosyntezy
polimeru w odniesieniu do zrédta wegla jest w podtozu z hydrolem o ok. 50% nizsza
niz w podtozu o analogicznym stezeniu sacharozy, a bezwzgledna ilo$¢ skleroglukanu
wytworzonego w 1 litrze podtoza jest 0 2,15 g (63%) nizsza, to jednak masa polisacha-
rydu wytworzonego przez 1 gram grzybni Sclerotium sp. okazata sie by¢ najwyzsza
wsérdd wszystkich rodzajow podtdz i wynosita az ok. 1,4 g/g grzybni. Najmniej ko-
rzystnym sacharydowym zrodtem wegla jest niewatpliwie fruktoza. W podtozu z tym
cukrem badany szczep wytwarza zaledwie ok. 1,9 g skleroglukanu, a stopief konwersji
fruktozy w polisacharyd wynosi jedynie ok. 6%, jest wiec 3,5-krotnie nizszy niz w
najlepszym wariancie podtoza z sacharozg (Tabela 1).
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Tabela 1

Whptyw zrodia wegla na biosynteze skleroglukanu (14 dniowa hodowla wgtebna Sclerotium sp. - warunki
i sktad podtozy omoéwiono w materiatach i metodach).

Influence of carbon source on the scieroglucan biosynthesis (experiments were carried out, during 14
days, using parameters previously described in materials and methods).

Zrodio wegla Biomasa Sk!eroglukan Wydajnosc z lg cukra Wyfjajnosc zlg b|0n_1asy
. Scieroglucan Yield from Ig of carbon Yield from Ig of bio-

Carbon source Biomass

p Ui p % source mass

g g g g
luk
glukoza 30 o7 260 40,75 0,087 0373
glucose

h 30
sacharoza 6,46 6.83 100 0,228 1,057
sucrose
sacharoza - 40 6,31 534 78,18 0,134 0,846
sucrose
fruktoza 30, &1 187 27,37 0,062 0,406
fructose
It
maltoza 30, g 358 5241 0,119 0,748
maltose
hydrol 30 3,36 4,68 49,19 0,117 1,393
Tabela 2

Zalezno$¢ wzrostu szczepu Sclerotium sp. od stopnia wypetnienia kolb podtozem (standardowe warunki
hodowli, zrédto wegla - sacharoza).

Dependence of the Sclerotium sp. strain growth on the volume of the growth medium (standard parametrs
of incubation, carbon source - sucrose).

x dzien hodowli ’ 4 7 9 1 13 16

= day of a culture
2E skleroglukan 034 040 063 039 109 111 130
S8 50 ml scieroglucan
f (10%) biomasa
E < : 035 213 455 55 615 570 540
§ £ biomass

5 Klerogluk
: B sklerogiukan 022 076 08 127 060 073 041
- 100 ml scieroglucan
Ss (0% i
=3 (20%) ~ biomasa 220 363 600 909 975 95 929
8 g biomass

Klerogluk

8"° sKleroglukan 590 253 684 337 303 291 320
- g 200 ml scieroglucan

S (40% bi

g (0% lomasa 306 540 646 698 737 7,06 694

biomass
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Tabela 3

Whptyw inokulum na wzrost Sclerotium sp. i biosynteze skleroglukanu. Hodowle prowadzono w warun-
kach standardowych opisanych w materiatach i metodach z wykorzystaniem sacharozy jako zrodta wegla.
Influence of inoculum on growth of the Sclerotium sp. and scieroglucan biosynthesis (incubation was
carried out using standard parameters described in materials and methods and sucrose as carbon source).

I Czas inkubacji inokulum 1lo$¢ inokulum Biomasa Skleroglukan
Time of incubation of Volume of inoculum Biomass Scieroglucan
inoculum [% viv] [0/i] [9/i] %
2 4,675 6,4 74
4 5,095
4 dni ! M 100
davs 6 4,545 5,6 65
y 8 5,075 6,8 79
10 4,575 3,0 35
2 5,565 12 14
. 4,945 M 63
7 dni
4,78 34 40
days
4,465 3,8 44
10 4,525 0,6 7
2 4,61 12 14
4,41 4] 56
10 dni
n 6 3,67 45 52
days
8 4,14 3,8 44
10 45 21 24
2 4,45 1 1
. 4 4,315 3,7 43
14 dni 6 4,375 4 48
days -
8 4,19 3,5 41
10 4,245 2,9 34

W kolejnej serii doswiadczenn zostat okreSlony wplyw napowietrzania kultury
grzyba na wydajnos$¢ biosyntezy skleroglukanu. Zmieniajac stopien wypetnienia na-
czyn hodowlanych podtozem od 10 do 40% stwierdzono, ze we wszystkich wariantach
hodowli najwieksze nagromadzenie biomasy zostaje osiggniete w 11 dobie, natomiast
wzrost wypetnienia kolby podtozem, ktérego wynikiem jest spadek stopnia natleniania
pozywki, powoduje skrdcenie czasu maksymalnego nagromadzenia skleroglukanu z
11-16 dob, przy 10%-owym wypetnieniu kolb, do 9 déb przy 20%-owym i 7 przy
40%-owym. Podczas gdy poziom biomasy grzyba zmienia sie po osiggnieciu maksi-
mum tylko w niewielkim stopniu we wszystkich wariantach hodowli, ilo$¢ skleroglu-
kanu utrzymuje sie po osiggnieciu maksimum tylko w podtozu najlepiej napowietrza-
nym (10%). W dwu pozostatych wariantach szybko spada. Biorac jednak pod uwage
ilos¢ wyprodukowanego z 1 1podioza polimeru (6,84 g), 5-6-krotnie wyzszg niz w
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pozostatych wariantach, a takze stopien konwersji sacharozy w produkt (23%) i ko-
rzystng jego proporcje wzgledem wytworzonej biomasy (1,06g/g grzybni), wariant
hodowli najstabiej napowietrzanej (40% wypetnienie kolby podtozem) okazat sie naj-
lepszy. Dalsze obnizanie stopnia natlenienia hodowli powodowato juz spadek wydaj-
nosci procesu biosyntezy skleroglukanu (wyniki nie zamieszczane). Przedstawione
rezultaty dowodzg zatem, ze dostarczenie zbyt duzej ilosci tlenu powoduje zwiekszenie
tempa wzrostu grzyba i zmniejszenie produkcji zewnatrzkomoérkowego glukanu. Jest to
zgodne z wynikami uzyskanymi przez Rau’a i wsp. [7] w hodowlach fermentorowych
Sclerotium glucanicum przy rédznych szybkosciach mieszania. Chociaz synteza gluka-
noéw jest reakcjg wymagajaca energii, co powigzane jest bezposrednio z wykorzysta-
niem tlenu, stymulacje ich syntezy na drodze limitacji Oz nalezy tez rozpatrywac pa-
mietajac, iz wiele systemdéw enzymatycznych jest indukowanych lub podlega represji
przez tlen [4], Jest tez mozliwe, ze w trakcie hodowli przy réznych wypetnieniach kolb
(10, 20, 40%) roéznice w preznosci tlenu mogg w spos6b posredni wpltywaé na wydaj-
nos¢ syntezy poprzez wptyw na morfologie szczepu i w zwigzku z tym na zmiane re-
ologii Srodowiska (przy 10% wypetnieniu wzrost szczepu nastepuje w postaci poje-
dynczych kuleczek, natomiast przy wypetnieniu kolb hodowlanych podtozem w ilosci
40% grzybnia rosnie jako duza pulpa). Innym czynnikiem rzutujgcym na wydajnos¢
syntezy skleroglukanu jest tworzenie przez grzyby rodzaju Sclerotium kwasu szcza-
wiowego, ktdrego biosynteza konkuruje z biosyntezg skleroglukanu o substrat weglo-
wy. W omawianej serii doswiadczen stwierdzono ponadto, ze w przypadku duzej prez-
nosci tlenu w $rodowisku (wariant 1 hodowli, Tabela 2) nastepuje zwiekszenie ilosci
produkowanego szczawianu z réwnoczesnym ograniczeniem tempa syntezy polisacha-
rydu.

Rysunek 2 przedstawia dynamike wzrostu Sclerotium sp. na podtozu z sacharoza
przy 40%-owym wypetnieniu kolb pozywka. Biosynteza skleroglukanu jest Scisle po-
wiazana ze wzrostem komorek i osigga najwieksza wydajnos¢ pod koniec fazy loga-
rytmicznej. W trakcie tego procesu nastepuje duzy spadek wartosci pH (do 1,3).
Po siédmej dobie hodowli obserwuje sie znaczny spadek ilosci skleroglukanu, chociaz
stezenie zrddta wegla w podtozu jest nadal znaczne. Na wydajno$¢ biosyntezy polime-
ru duzy wptyw ma wielkos$¢ i wiek inoculum (tabela 3). Najwieksze nagromadzenie
wielocukru (8,6 g/l) ma miejsce, gdy hodowle szczepi sie 4% (v/v) 4-dniowego ino-
culum. Wydtuzenie czasu hodowli inokulamej prowadzi do spadku ilosci syntetyzo-
wanego polimeru, przy czym im starszy materiat uzywa sie do szczepienia tym mak-
symalna ilos¢ wytwarzanego skleroglukanu jest coraz to niniejsza (63% dla 7-
dniowego, 56% dla 10 i 48% dla 14-dniowego inokulum). Pewne rozbieznosci pomie-
dzy danymi dla inokulum o ré6znym wieku wynikajg najprawdopodobniej z wykorzy-
stywania zrodta wegla do wytwarzania produktéw ubocznych.
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Rys. 2. Dynamika wzrostu szczepu Sclerotium sp. IBT na podiozu z sacharozg (3%) przy 40% wypet-
nieniu kolb pozywka.

Fig. 2. Dynamics of the Sclerotium sp. IBT strain growth on medium containing 3% of sucrose at 40%
flask fulfilment.

Rys. 3.  Wplyw stosunku molowego C/N na biosynteze skleroglukanu (podtoze z 3% sacharoza, ilo$¢
Zrodta azotu w zaleznosci od stosunku C/N).

Fig. 3. An influence of C/N molar ratio on scieroglucan production (medium with 3% of sucrose,
amount of nitrogen depend on C/N ratio).
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Wyniki dalszych badan wskazuja, ze ilo$¢ syntetyzowanego polimeru w duzej
mierze zalezy od stosunku molowego Zrédla wegla i azotu w podtozu (Rysunek 3).
Optymalny dla biosyntezy skleroglukanu przez badany szczep stosunek molowy C/N
wynosi 15. Jego zmniejszenie do 2 prowadzi do spadku ilosci polimeru o ok. 56% przy
nieznacznym wzroscie masy grzybni. Spadek wydajnosci syntezy polimeru (do 89%
maksymalnej ilosci) widoczny jest takze przy zwiekszeniu stosunku molowego C/N
powyzej optymalnej wartosci. Nalezy doda¢, ze o ile maksymalna wydajnos$¢ biosynte-
zy skleroglukanu przez Sclerotium sp. IBT w najlepszym opracowanym wariancie ho-
dowli (podtoze z 3% sacharozy szczepione 4% 4-dniowego inokulum, hodowla wgteb-
na szczepu w 28°C w ciggu 7 dni przy 120 obr/min, amplitudzie 5 cm i 40% wypeknie-
niu kolb podtozem) osiggnieta w niniejszej pracy wynosi 8,6 g/l, to w tych samych
warunkach odnosnikowy szczep Sclerotium glucanicum USDA 3006, uwazany za
szczep o walorach przemystowych produkuje polisacharyd w ilosci 10,6 g/l w 11
dniowej hodowli. Mozna przypuszczaé, ze dalsza optymalizacja procesu biosyntezy
skleroglukanu przez szczep z naszej kolekcji pozwoli zmniejszyc¢ te roznice.

Whnioski

1 Rodzaj zrédta wegla i stopien napowietrzenia podtoza majg istotny wplyw na
biosynteze skleroglukanu.

2. Duzy wplyw na wydajno$¢ biosyntezy polimeru ma wiek i wielko$¢ inokulum.

3. los¢ syntetyzowanego polimeru zalezy w duzej mierze od stosunku molowego
zrodta wegla i azotu w podtozu.
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BIOSYNTHESIS OF SCLEROGLUCAN BY SCLEROTIUM SP. STRAIN
Summary

Production of extracellular polysaccharides by moulds depends on culture conditions, including com-
position of growth medium, aeration and other parameters. These factors influence microbial physiology
and therefore often increase or decrease yield of biosynthesis. Our article reports studies on scieroglucan
biosynthesis by Sclerotium sp. strain from culture collection of Institute of Technical Biochemistry, Tech-
nical University of Lodz, under submerged culture conditions, focused on selection ofa carbon source and
an optimal C/N ratio, as well as on dynamics of scieroglucan biosynthesis dependently on a size of in-
oculum. During 7- days incubation we obtain from 1 litre of growth medium, 8.6 g of scieroglucan at
specific productivity 1.7 gram/gram of biomass and 29% conversion of sucrose to scieroglucan.
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OTRZYMYWANIE HAPLOIDALNYCH FORM PIWOWARSKICH
SZCZEPOW DROZDZY

Streszczenie

Celem pracy byto otrzymanie haploidalnych kultur wywodzacych sie ze szczepow piwowarskich S.
cerevisiae. Zbadano dwa szczepy piwowarskie: R-1l i R-9. Tylko szczep R-9 sporulowat na badanych
podtozach. Przezywalno$¢ spor wyniosta 14 %. Otrzymano 20 populacji monosporowych, w tym 16
haploidalnych (posiadaty typ ptciowy). Jedna populacja (R-9/12) zarodnikowata, worki poddano rozkta-
dowi. Przezywalno$¢ spor wyniosta 30 %. Otrzymano 13 populacji monosporowych, w tym 10 o cechach
haploidalnych.

Wstep

Jednym z elementow postepu w przemysle piwowarskim jest wprowadzanie no-
wych ras drozdzy, o ulepszonych cechach technologicznych. Zainteresowania przemy-
stu obejmujg przede wszystkim zwiekszenie tempa metabolizmu maltozy i maltotriozy,
wprowadzenie cechy typu ,killer” oraz uzdolnierr amylolitycznych, poprawe wiasci-
wosci flokulacyjnych oraz modyfikacje w kierunku niskiego poziomu produkcji dia-
cetylu [10 ]. "

W programach poprawy cech technologicznych przemystowych ras drozdzy me-
todami zaréwno klasycznej genetyki (mutagenizacja, hybrydyzacja ptciowa i soma-
tyczna), jak i za pomocg technik rekombinacji DNA in vitro, czesto odpowiednimi
szczepami rodzicielskimi sg formy haploidalne [5, 9, 12], Przemystowe rasy piwowar-
skie sg zwykle poliploidalne, najczesciej tetra-, tri- lub aneuploidalne. Sporuluja stabo,
rzadko tworzac tetrady, a spory charakteryzujg sie niskg przezywalnoscig. Kolonie
otrzymane z pojedynczych spor sg czesto homotaliczne lub nie majg zdolnosci do ko-
niugacji z komoérkami szczepu o przeciwnym typie ptciowym [4], Z tych wzgledow
otrzymanie duzej liczby kultur haploidalnych, przydatnych w dalszych pracach gene-
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tycznych, jest zwykle ucigzliwe. Z drugiej strony postep w zakresie automatyzacji i
komputeryzacji urzadzen do mikromanipulacji znacznie ulatwit najbardziej zmudny
etap procedury pozyskiwania haploidéw, co moze pozwoli¢ pokonaé problem niskiej
przezywalnos$¢! spor.

Celem niniejszych badanh byto otrzymanie stabilnych form haploidalnych z dwéch
wybranych szczepdw piwowarskich.

Materiat i metody badan

Szczepy

W badaniach uzyto dwa szczepy piwowarskie Saccharomyces cerevisiae, pocho-
dzace z Kolekcji Czystych Kultur Katedry Biotechnologii Zywnos$ci SGGW: R-11 oraz
R-9. Do oznaczania typu piciowego populacji monosporowych wykorzystano dwa
haploidalne szczepy: S. cerevisiae PMY 274 (MATa his 3-A200 leu 2-3, 112 ura 3 -
52 lys 2 - 801 trp 1-1) oraz S. cerevisiae PMY 275 {MATa his 3-A200 leu 2-3, 112
ura 3-52 lys 2 - 801 trp 1-1), z Zaktadu Genetyki IBB PAN w Warszawie.

PODLOZA - sktadniki w g/dm3

Podtoze YPD do presporulacji, kietkowania spor i koniugacji: glukoza 20; pepton
20; ekstrakt drozdzowy 10; agar do podtozy statych 20; pH 5,0 [11].

Podtoza sporulacyjne: McClary'ego: octan potasu 10; ekstrakt drozdzowy 2,5;
glukoza 1; agar 15 [13], SPA: octan potasu 10; ekstrakt drozdzowy 1; glukoza 0,5;
agar 20 [11] oraz KAc: octan potasu 10.

Zastosowano odczynniki nastepujacych firm: agar, ekstrakt drozdzowy - BioMe-
rieux, Nancy; pepton - BTL tddz; glukoza, octan potasu - PPH, Polskie Odczynniki
Chemiczne, Gliwice.

Warunki sporulacji

Szczepy piwowarskie namnazano w podtozu YPD, po czym przesiewano réwno-
legle na podtoza McClary'ego, SPA i KAc, w celu wywotania sporulacji. Obecno$¢
workéw sporulacyjnych badano mikroskopowo, kilkakrotnie w ciagu 14 dni hodowli.
Wydajnos¢ sporulacji wyrazono jako procentowy udziat wszystkich workéw w popu-
lacji 300 policzonych komérek. Wydajnos¢ tetrad wyrazono jako procentowy udziat
tetrad (workow zawierajacych 4 spory) w populacji 300 policzonych komérek.

Otrzymywanie populacji monosporowych

Komérki pobrane z podtozy sporulacyjnych zawieszano w roztworze enzymu
/3-glukuronidazy z Helix pomatia, 90000 jedn./cm3 Sigma, w celu strawienia $cian
workdéw sporulacyjnych. Pojedyncze spory izolowano za pomocg mikromanipulatora
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(Singer MSM System series 200, Singer Instruments), na statym podtozu YPD. Pytki
inkubowano nastepnie w 30°C przez 7 dni. Przezywalno$¢ spor okreslano jako procent

wyizolowanych spor, ktére utworzyty widoczne gotym okiem kolonie (populacje mo-
nosporowe).

Badanie populacji monosporowych

Zdolnos$¢ do sporulacji badano na podtozu McClary'ego, po uprzedniej prespo-
rulacji na ptynnym podtozu YPD. Typ piciowy nie zarodnikujacych populacji mono-
sporowych oznaczano na podstawie zdolnosci badanych kultur do koniugacji z jednym
z haploidalnych szczepdw testowych o znanym typie ptciowym. Mieszanine populacji
monosporowej i szczepu testowego namnazano nha ptynnym podiozu YPD, po czym
przesiewano na poditoze McClary'ego i po 4-7 dniach badano obecno$¢ workdw spo-
rulacyjnych.

Wyniki i dyskusja

Prace nad uzyskaniem form haploidalnych rozpoczeto od zbadania zdolnosci spo-
rulacyjnych szczepdw piwowarskich R-Il oraz R-9.

Szczep R-11 nie sporulowat na zadnym z badanych podtozy. Brak zdolnosci do
sporulacji stwierdzili u niektorych szczepow piwowarskich réwniez inni autorzy [1, 8],
Woprawdzie szczep R-11 w niniejszych badaniach okazat sie nieprzydatny do otrzymy-
wania form haploidalnych, nie jest wykluczone, ze uda sie wywota¢ u niego zarodni-
kowanie poprzez dobor odpowiednich warunkéw presporulacji i sporulacji [4],

Szczep R-9 najwiecej workéw sporulacyjnych tworzyt w podtozu KAc, jednak
dobrg wydajnos$¢ sporulacji osiggat rowniez na podtozach statych (Tab. 1). Najwiecej
tetrad zaobserwowano takze w podtozu KAc, ale nawet w tych warunkach wiekszo$¢
workéw sporulacyjnych zawierata tylko 2 lub 3 zarodniki. W celu otrzymania form
haploidalnych nie wydaje sie jednak konieczne izolowanie tetrad, gdyz nawet worki 1-,
2- i 3-zarodnikowe najczesciej zawierajg wszystkie 4 produkty mejozy, a mniejsza
liczba spor wynika z tego, ze nie wszystkie haploidalne (gdy sporulowat diploid) jadra
zostaly otoczone Sciang [7]. Z tego wzgledu za bardziej przydatne w tego typu pracach
uznano znacznie wygodniejsze podioza state.

Spoiy szczepu R-9 izolowano metodg mikromanipulacji. Przezywalno$¢ spor byta
stosunkowo niska i jest to typowa cecha kultur piwowarskich [1, 14], Na przezywal-
nos¢ spor moze mie¢ wptyw szereg czynnikéw takich jak przedtuzony czas dziatania
enzymu litycznego, przedtuzone przechowywanie kultur na podiozu sporulacyjnym
czy warunki kietkowania. Decydujaca role wydaja sie jednak odgrywaé czynniki ge-
netyczne - segregacja recesywnych mutacji letalnych [3], triploidalno$¢ badz ane-
uploidalnos¢ szczepdw oraz brak lub ograniczenie rekombinacji miedzy chromosoma-
mi w czasie mejozy [6],
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Tabela 1

Wptyw podtoza sporulacyjnego na wydajnos¢ sporulacji i wydajnosc tetrad szczepu piwowarskiego R-9.
Effect of sporulation medium on the efficiency of sporulation and tetrad formation of brewing strain R-9.

Podtoze sporulacyjne Wydajnos$¢ sporulacji [%] Wydajnos¢ tetrad [%]
Sporulation medium Efficiency of sporulation [%] Tetrad fomation [%]
Podtoze McClary'ego 4 3
McClary's agar
SPA 42 0,5
KAC 67 12

Tabela 2
Przezywalno$¢ spor i charakterystyka otrzymanych populacji monosporowych.
Spore viability and characteristics of monospore populations.
Liczba zbadanych populacji monosporowych
Szczep  Przezywalno$é spor Number of examined monospore populations
Strain Spore viability Ogoétem Sporulujace O oznaczonym typie ptciowym
Total Able to sporulate With mating type
R-9 14 20 1 16
R-9/12 30 13 1 10

W kolejnym etapie pracy zbadano 20 otrzymanych populacji monosporowych
(tab. 2). Tylko jedna kultura (R-9/12) byta zdolna do sporulacji, natomiast 16 posia-
dato stabilny typ ptciowy. Tak duzy udziat kultur wykazujgcych cechy form haploidal-
nych o typie ptciowym a lub a wskazuje na to, ze szczep R-9, mimo niskiej przezy-
walno$¢! spor, moze by¢ obiecujacym materiatem rodzicielskim w pracach nad gene-
tyczng poprawg cech technologicznych szczepow piwowarskich.

Ze sporulujacej kultury R-9/12 izolowano zarodniki i stwierdzono znaczny wzrost
przezywalnosci spor w poréwnaniu z macierzystym szczepem przemystowym. Moze
on by¢ wywotany eliminacjg recesywnych mutacji letalnych oraz zaburzeh mejozy
zwigzanych z aneuploidalnoscig badz triploidalnosciag szczepu R-9. Wéréd 13 zbada-
nych populacji otrzymanych ze spor kultury R-9/12 typ piciowy posiadato az 10, jed-
nak 1 kultura byta zdolna do sporulacji, co prawdopodobnie $wiadczy o wystepowaniu
w rasie R-9 cechy homotalizmu. Cecha ta stwarza mozliwosci poprawy przezywalnosc!
spor. Po uzyskaniu maksymalnej przezywalno$¢ spor stabilne haploidalne formy hete-
rotaliczne mozna otrzyma¢ metoda hybrydyzacji piciowej ze szczepem heterotalicz-
nym potaczonej z serig krzyzéwek wstecznych [2],
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Whnioski
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Ze szczepu R-9 otrzymano 26 kultur jednozarodnikowych o cechach haploidal-
nych.

Szczep R-11 okazat sie nieprzydatny do otrzymywania form haploidalnych.
Najwiekszg przeszkode w pozyskiwaniu form haploidalnych ze szczepu R-9 sta-
nowi niska przezywalno$é spor.

Mimo niskiej przezywalnos¢! spor szczep R-9 moze by¢ przydatny w programach
genetycznej poprawy cech szczepow piwowarskich, gdyz komputeryzacja urza-
dzer do mikromanipulacji pozwala na szybka izolacje duzej liczby spor, a wiek-
szo$¢ otrzymanych z tego szczepu kultur jednozarodnikowych posiada cechy ha-
ploidalne.

Zdolnos$¢ niektorych kultur do sporulacji moze by¢ wykorzystana do otrzymania
szczepbw 0 wyzszej przezywalnos¢! spor.

LITERATURA

Anderson E., Martin P.A.: The sporulation and mating of brewing yeasts. J. Instit. Brew., 81, 1975,
242.

Bakalinsky A.T., Snow R.: Conversion of wine strains of Saccharomyces cerevisiae to heterothal-
lism. Appl. Environ. Microb., 4, 1990, 849.

Beckerich J. M., Fournier P., Gaillardin C., Heslot H., Rochet M., Treton B.: Yeasts, s. 115-157. [w]
Genetics and breeding of industrial microorganisms, ed. Ball C. CRC Press Inc. Boca Raton. Fla.
1984.

Bilinski C.A., Casey G.P.: Developments in sporulation and breeding of brewer's yeast. Yeast, 5,
1989, 429.

Ibragimova S.1., Kozlov D.G., Kartasheva N.N., Suntsov N.I., Efremov B.D., Benevolensky S.V.: A
strategy for construction of industrial strains of distiller's yeast. Biotech. Bioeng., 46, 1995, 285.
Kielland-Brandt M.C., Nilsson-Tillgren T., Petersen J.G.L., Holmberg S., Gjermansen C.. Ap-
proaches to the genetic analysis and breeding of brewer's yeast, s. 421-437. [w] Yeast Genetics. Fun-
damental and applied aspects.eds. Spencer J.F.T., Spencer D.M., Smith A.R. 1983. Springer Verlag.
New York. Berlin. Heidelberg. Tokyo.

Miller J.J.: Sporulation in Saccharomyces cerevisiae. s.489-550. [w] The yeasts. Vol. 3. eds. Rose A.
H., Harrison J., London 1989.

Oberman H., Pabi$ E.: Obtaining of spore cultures and hybrids of top-fermenting brewers' yeast.
Acta Aliment. Pol., 7 (31), 1981, 1-2, 81.

Pretorius 1.S., van der Westhuizen T.J.: The impact of yeast genetics and recombinant DNA technol-
ogy on the wine industry - a review. South African J. Enol. and Viticul., 12 (1),1991, 3.

[10] Reed G., Nagodawithana T.W.:-Yeast Technology. New York 1991.
[11] Rose M.D., Winston F., Hieter P.: Methods in Yeast Genetics. New York. 1990.
[12] Salek A., Arnold W.M.: Construction of ethanol-resistant, osmophilic industrial strains of Saccharo-

myces sp. Chem. Mikrob. Technol. Lebensm. 1994, 16 (5/6), 165



OTRZYMYWANIE HAPLOIDALNYCH FORM PIWO WARSKICH SZCZEPOW DROZDZY 49

[13] Spencer J.F.T., Spencer D.M., Schiappacasse M.C., Heluane H., Reynolds N., Figueroa L.Il.: Two
new methods for recovery and genetic analysis of hybrids after fusion of yeast protoplasts. Current
Microb., 18 (5), 1989, 285.

[14] Stewart G.G., Panchal C.J., Russell I.: Current developments in the genetic manipulation of brewing
yeast strains - a review. J. Instit. Brew., 89, 1983, 170.

OBTAINMENT OF HAPLOID FORMS OF BREWING YEAST STRAINS
Summary

The aim of the study was to obtain haploid populations from brewer's yeasts. Two brewing strains:
R-11 and R-9 were examined. Only strain R-9 was able to sporulate. Spore viability was 14%. 20 mono-
spore populations were obtained, 16 of them were haploid (possessed mating type). One population
(R-9/12) was able to sporulate, asci were dissected. Spore viability was 30%. 13 monospore populations
were obtained, 10 of them were haploid

7\
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AGNIESZKA GLOWACKA, TADEUSZ TRZMIEL

IMMOBILIZACJA SUBTILIZYN Z TRZECH GATUNKOW
BAKTERII: BACILLUS SUBTILIS, B. LICHENIFORMIS
IB. ALCALOPHILUS

Streszczenie

W pracy opisano immobilizacje subtilizyn: z B.subtilis IBTC-3 (typu BPN’), alkalostabilnej z B. al-
calophilus BP92 oraz Carlsberg z B. licheniformis na celulozie Whatman oraz szkle porowatym, wyko-
rzystujac metode diizocyjanianowa. Lepsze rezultaty data immobilizacja na szkle porowatym przy uzyciu
heksametylenodiizocyjanianu. Aktywno$¢ proteolityczna immobilizowanych preparatéw wynosita (37,5-
46,7 mjA/g nosnika przy wydajnosci 33-44%). W pracy okre$lono ponadto wilasciwosci subtilizyny ze
szczepu B. subtilis IBTC-3 immobilizowanej na szkle porowatym. Uzyskany preparat enzymatyczny
wykazywat optymalng aktywnos¢ proteolityczngw pH = 10,7 i temperaturze 60-65°C.

Wprowadzenie

Subtilizyny (EC 3.4.21.62) sa to proteinazy serynowe pozakomoérkowo wytwa-
rzane przez bakterie z rodzaju Bacillus. Wystepuja w kilku odmianach réznigcych sie
wiasciwosciami fizykochemicznymi (m.in. optymalnym pH, masa czasteczkowa,
punktem izoelektrycznym, sktadem aminokwasowym, a takze zdolnoscig do hydrolizy
syntetycznych substratéw, m.in. BTEE, ATEE) [8].). Dzieli sie je na dwie grupy:

a) subtilizyny typu Carlsberg (dawniej subtilopeptydazy A), obejmujace serynowe
proteinazy B. pumilus i B. licheniformis.

b) subtilizyny typu BPN' (dawniej subtilopeptydazy B), obejmujace subtilizyny BPN'
i Novo, a takze serynowe proteinazy B. subtilis NRRL B-3411 i B. subtilis var.
amylosacchariticus.

Alkalofilne szczepy z rodzaju Bacillus, produkujg subtilizyno-podobne proteina-
zy, odbiegajace nieco wiasciwosciami od typowych subtilizyn [18], Enzymy te wyro6z-
niajg sie wysoce alkalicznym optimum pH dziatania, siegajgcym nawet 11-12. Niekto-
rzy uwazajg, ze enzymy te sg pochodnymi subtilizyny Carlsberg. Jednakze wiasciwosci
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immunologiczne alkalostabilnej serynowej proteinazy wytwarzanej przez B. alca-

lophilus odbiegaja od wiasciwosci subtilizyny Carlsberg i BPN' [15].

Pomimo wspomnianych réznic, wszystkie subtilizyny majg identyczne centrum
aktywne, w ktérym seryna, histydyna, kwas asparaginowy tworzg tzw. katalityczng
triade [15]. Czasteczki subtilizyn zbudowane sg z pojedynczych taricuchdw polipepty-
dowych i sg stabilizowane obecnoscigjondéw Ca2+[13].

Subtilizyny znane sg z niewrazliwosci ich struktury na obecno$¢ zwigzkéw de-
naturujacych [1,3]. Utrzymujg aktywno$¢ proteolityczng i esterazowg w stezonych
roztworach mocznika, etanolu czy dioksanu [7,11], nie tracg réwniez aktywnosci w
Srodowisku silnie alkalicznym, w obecnosci detergentéw, wybielaczy tkanin i srodkéw
pioracych [6,7,11], Subtilizyny wykazuja szeroka specyficznos$¢ substratowa. Rozsz-
czepiajg ponadto estry roznych N-acetylowanych i N-benzoilowanych L-
aminokwasow, tzw. aktywnos¢ esterazowa.

W ostatnich latach interesujgcym kierunkiem rozwoju i modyfikacji procesow
biotechnologicznych jest zastepowanie stosowanych w nich wolnych biokatalizatoréw
ich immobilizowana forma.

Immobilizowane preparaty enzyméw wykazujg wiele istotnych zalet w poréwna-
niu z formami natywnymi:

« ufatwiajg kontrole procesu,

» umozliwiajg wielokrotne wykorzystanie biokatalizatora,

» pozwalajg na otrzymanie produktu nie zanieczyszczonego enzymem (wazne dla
przemystu spozywczego i farmaceutycznego),

» pozwalajg na prowadzenie procesow ciggtych,

« immobilizacja enzymu sprzyja celowej zmianie wtasciwosci katalitycznych, w tym
jego swoistosci, zaleznos$ci katalitycznej od pH, odpornosci na dziatanie czynni-
kow denaturujacych.

Wprowadzenie i stosowanie immobilizowanych biokatalizatorow otworzyto no-
we, wczeshiej niedostepne drogi rozwoju enzymologii stosowanej [5].

Celem pracy byty badania nad immobilizacjg trzech serynowych proteinaz: subti-
lizyny IBTC-3, wytwarzanej przez bakterie B. subtilis IBTC-3, alkalostabilnej z B.
alcalophilus i subtilizyny Carlsberg z B. licheniformis oraz okreslenie wiasciwosci
subtilizyny IBTC-3 immobilizowanej na szkle porowatym metodg diizocyjanianowa.

Materiaty i metody badan

Odczynniki

Do badan zastosowano nastepujace odczynniki: hexametylenodiizocyjanian
ALDRICH, chlorek cyjanurowy SIGMA, aldehyd glutarowy ALDRICH, trietyloamina
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POCH (Gliwice), hemoglobina wotowa BIOMED, ester etylowy N-benzoilo-L-
argininy (BAEE) SIGMA, celuloza Whatman, szkto porowate CORMAY (Lublin).

Stosowane enzymy

» Subtilizyna IBTC-3 (typu BPN’), wytwarzana przez szczep B. subtilis IBTC-3
znajdujacy sie w kolekcji Instytutu Biochemii Technicznej PE. Enzym wyizolowa-
ny zostat z zatezonego filtratu podioza pohodowlanego bakterii, a nastepnie wy-
solony siarczanem amonu w temperaturze 4°C i pH 7,4, a nastepnie rozpuszczony
w 0,1% octanie wapnia i poddany dializie wobec 0,1% roztworu octanu wapnia o
pH 6,4 w temperaturze 6°C przez 12 godzin. Kolejny etap obejmowat oczyszcza-
nie na DEAE-celulozie w 0,1% roztworze octanu wapnia o pH 6,4 w celu elimina-
cji biatek balastowych, w tym a-amylazy i metaloproteinazy. Icm3podczyszczo-
nego roztworu enzymu zawierat 7,5 mg biatka i wykazywat aktywno$¢ proteoli-
tyczng 8,5 mjA.

» Proteinaza alkalostabilna z B. alcalophilus PB92. Wykorzystano preparat handlo-
wy MAXACAL. 0,59 preparatu rozpuszczano w 25 ¢cm30,1% octanu wapnia. 1
cm3 roztworu enzymu zawierat 1,6 mg biatka i wykazywat aktywno$¢ proteoli-
tyczng 9 mjA.

» Subtilizyna Carlsberg z B. licheniformis. Preparat handlowy MAXATASE. 0,5 ¢
preparatu rozpuszczano w 25 ¢cm30,1% octanu wapnia. 1 cm3 roztworu enzymu
zawierat 2 mg biatka i wykazywat aktywnos¢ proteolityczng 10 mjA.

Metody analityczne

Aktywnos$¢ proteolityczng subtilizyn i ich immobilizowanych preparatéw ozna-
czono metodg Ansona [4], stosujac jako substrat zdenaturowang mocznikiem hemo-
globine wotows.

Za jednostke aktywnosci proteolitycznej Ansona [jA] przyjeto te ilos¢ enzymu,
ktéra w warunkach standardowych testu (6 cm3inkubatu, 100 mg hemoglobiny, tempe-
ratura 25°C) hydrolizuje zdenaturowang hemoglobine z taka szybkoscig poczatkowa,
ze ilos¢ rozpuszczonego w 5% kwasie tréjchlorooctowym produktu hydrolizy powsta-
jaca w czasie jednej minuty, daje po reakcji z odczynnikiem Folina warto$¢ absorban-
cji odpowiadajaca ImM tyrozyny.

Aktywnos$¢ esterazowg oznaczono spektrofotometrycznie [12] przy A = 254 nm,
pH 8,0 i temperaturze 25°C, stosujac jako substrat ester etylowy N-benzoilo-L-
argininy (BAEE). Aktywno$¢ wyrazono w jednostkach esterazowych [jE], okreslaja-
cych ilos¢ mikromoli roztozonego w ciagu jednej minuty substratu, w przeliczeniu na
BAEE.

Biatko oznaczano metodg Lowry [9].

Termostabilno$¢ okreslono w nastepujacych warunkach preinkubacji: pH 9,0, za-
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kres temperatur 20-70°C oraz czas t = 10 min. i t= 60 min.

Stalg Michaelisa-Menten okre$lono dla hemoglobiny w nastepujacych warun-
kach: optymalne pH, temperatura 25°C, stezenie substratu 0,1-2%. Warto$ci KMi Vnax
wyznaczono z wykresu Lineweavera-Burka.

Immobilizacja enzymdw na szkle porowatym lub celulozie metod g diizocyjanianowa [2]

1 g nosnika (szkta porowatego o dp = 200-315 uni, D = 63,2 nm lub celulozy
Whatman) zawieszono w 50 cm3 acetonu. Nastepnie dodano po 2 cm3trietyloaminy i
hexametylenodiizocyjanianu i mieszanine reakcyjng pozostawiono na 45 min w tempe-
raturze pokojowej. Nosnik przemyto 50 cm3acetonu, a nastepnie trzy razy 30 cm3wo-
dy. Po 1 g uaktywnionego nosnika tgczono z 12,5 cm3roztwordw badanych subtilizyn.
Immobilizacje prowadzono w temperaturze 4°C w ciggu 16-18 godzin, mieszajgc. Im-
mobilizowany enzym oddzielono od roztworu, przemyto trzema porcjami 0,1% octanu
wapnia i pozostawiono do suszenia w temperaturze pokojowej na 24 godziny.

Wyniki i dyskusja

Immobilizacja subtilizyn

W tabeli 1. zestawiono wyniki badan nad immobilizacjg subtilizyn: z B. subtilis
IBTC-3, alkalostabilnej z B. alcalophilus PB92 oraz Carlsberg z B. licheniformis na
celulozie Whatman aktywowanej metoda diizocyjanianowg. We wszystkich trzech
przypadkach aktywno$¢ proteinaz na no$niku po immobilizacji jest zblizona i wynosi
17-19 mjA/g nosnika przy wydajnosci 15-16% liczonej wzgledem aktywnosci subtili-
zyn w roztworach uzytych do procesu. Najwiecej biatka (52,6 mg) osadzito sie pod-
czas immobilizacji subtilizyny IBTC-3, nalezy jednak bra¢ pod uwage, ze ten enzym
byt najstabiej oczyszczony - jego aktywno$¢ whasciwa wynosita okoto 1,1 mjA/g biat-
ka. Najmniej biatka na nosniku osadzito sie podczas immobilizacji subtilizyny alkalo-
stabilnej (aktywnos¢ wiasciwa tego enzymu byla najwyzsza i wynosita 5,6 mjA/g biat-
ka).

W tabeli 2. zamieszczono wyniki badan nad immobilizacjg subtilizyn na szkle po-
rowatym aktywowanym metodg diizocyjanianowa. Aktywnos¢ subtilizyn IBTC-3 i
Carlsberg na nos$niku po immobilizacji jest zblizona i wynosi 46-48 mjA/g nosnika
przy wydajnosci 38-44% liczonej wzgledem aktywnosci w roztworach uzytych do
procesu. Najstabsze wyniki immobilizacji uzyskano dla subtilizyny alkalostabilnej
(37,5 mjA/g nodnika przy wydajnosci 33,3%). 1los¢ biatka wigzanego z nosnikiem byla
zdecydowanie mniejsza (11-22 mg/g nosnika) anizeli podczas immobilizacji na celulo-
zie Whatman. Najwiecej biatka (22mg) osadzito sie podczas immobilizacji subtilizyny
IBTC-3,natomiast najmniej podczas immaobilizacji subtilizyny alkalostabilnej (11 mg/g
nosnika).
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Immobilizacja na celulozie metodg diizocyjanianowa.
Immaobilization on cellulose with diisocyanate method.

Aktywnos$¢ proteolityczna

Enzym . .
Proteolytic activity
Enzyme .
[mjA/g ]

Subtilizyna IBTC-3 17
Subtilisin IBTC-3
Subtilizyna Carlsberg 1
Subtilisin Carlsberg
Proteinaza alkalostabilna PB92 17

High-alkaline proteinase PB92

Immobilizacja na szkle porowatym metoda diizocyjanianowa.

Immobilization on porous glass with diisocyanate method.

Aktywnos¢ proteolityczna

Enzym . ..
Proteolytic activity
Enzyme X
[mjA/g ]
Subtilizyna IBTC-3
- 46,7
Subtilisin IBTC-3
Subtilizyna Carlsberg 48
Subtilisin Carlsberg
Proteinaza alkalostabilna PB92
37,5

High-alkaline proteinase PB92

Wihasciwosci immobilizowanej subtilizyny IBTC-3

Agnieszka Glowacka, Tadeusz Trzmiel

Wydajnos¢
Yield
(%]

16

15,2

151

Wydajnosé
Yield
(%]

44

38,4

33,3

Biatko
Protein

[ma/g]

52,6

43,6

22,8

Biatko
Protem

[mg/g]

22

16,7

Tabela 1

Wydajnosé
Yield
(%]

56

40

26

Tabela 2

Wydajnosé
Yield
(%]

16

11,6

8,5

W tabeli 3. oraz na rysunkach 1i 2 prezentujemy wiasciwosci preparatu immobi-
lizowanej subtilizyny IBTC-3 na szkle porowatym aktywowanym heksametylenodii-
zocyjianianem. Wybor tego preparatu podyktowany byt jego wysoka aktywnoscig
proteolityczng (46,7mjA/g nosnika), jak rowniez ciekawymi wiasciwosciami katali-
tycznymi w kierunku syntezy estru etylowego kwasu fenylooctowego (wyniki w trak-
cie opracowan). W celu poréwnania przedstawiamy rowniez wiasciwosci natywnej

subtilizyny IBTC-3.
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Tabela 3
Wiasciwosci preparatéw subtilizyny z Bacillus subtilis IBTC-3.
The properties of subtilisin preparations from Bacillus subtilis IBTC-3.
Parametry Preparat natywny * Preparat immobilizowany
Parameters Native preparation Immobilized preparation
Optymalne pH
Optimum pH 10.2 107
Opt.ymalna temperatura 60 60-65
Optimum temperature [°C]
Aktywnos¢ proteolityczna
Proteolityc activity fmjA/g]
-pH optymalne 600 46,7
-pH 7,3 522 41,90
Aktywno$¢ esterazowa
Esterase activity [JE/g ] 739 241
Zawartos¢ biatka
Protein content [mg/g] 283 22
KMdla hemoglobiny
KMfor hemoglobin [M]x10°5 180 9.2
Czas potrwania (tygodnie) 29

Half-life,( weeks) -
* dla preparatu statego po wysoleniu siarczanem sodowym

Rys. 1. Wptyw pH na aktywno$¢ proteolityczng immobilizowanej subtilizyny IBTC-3.
Fig. 1.  Effect of pH value on the proteolytic activity of immobilized subtilisin IBTC-3.
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Rys. 2. Wptyw temperatury na aktywno$¢ proteolityczng immobilizowanej subtilizyny IBTC-3.
Fig. 2.  Effect of the temperature on the proteolytic activity of immobilized subtilisin IBTC-3.

Prezentowane wyniki wskazuja, ze dla immobilizowanej subtilizyny ze szczepu
B. subtilis IBTC-3 optymalne pH dziatania wobec hemoglobiny wynosi pH = 10,7, a
wiec wzrosto o 0,5 jednostki w poréwnaniu z formg natywna. Réwniez optymalna
temperatura dziatania subtilizyny po immobilizacji ulegta przesunieciu w Kkierunku
wyzszych wartosci (z 60°C do 65°C), co posrednio Swiadczy o jej wiekszej termosta-
bilnosci.

Zjawiskiem niekorzystnym towarzyszacym procesowi immobilizacji subtilizyny
ze szczepu B. subtilis IBTC-3 na szkle porowatym z wykorzystaniem metody diizocy-
janianowej jest wzrost wartosci KMwobec hemoglobiny z 1,89-10'5 [M] do 9,2-10'5
[M], co $wiadczy o zmniejszeniu sie powinowactwa immobilizowanej proteinazy w
stosunku do zwigzkoéw wielkoczasteczkowych. Stosunek aktywnosci proteolitycznej
do esterazowej natywnego enzymu wynosi 81, a po immobilizacji tylko 19. Moze to
sugerowac, ze zwigzki wielkoczasteczkowe (np. hemoglobina) maja utrudniony dostep
do centrum aktywnego immobilizowanej subtilizyny w poréwnaniu do zwigzkéw ni-
skoczagsteczkowych (np. BAEE), w stosunku do ktérych przejawia ona swojg aktyw-
nos¢ esterazowa.

Podsumowanie

Przedstawione wyniki badan potwierdzajg, ze subtilizyny sg enzymami trudnymi
do immobilizacji. Przypuszcza sie, ze przyczyna utraty wiasciwosci Kkatalitycznych
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niektorych czasteczek tych enzymow, znajduje sie w naturze budowy przestrzennej
subtilizyn. Z uwagi na brak mostkéw disulfidowych -S-S- [10], role stabilizujaca jej
przestrzenng strukture, peinig wigzania jonowe -NH3+' OOC- [19]. W przypadku
stosowania wiekszo$ci metod kowalencyjnego wigzania biatka enzymatycznego z no-
$nikiem, immobilizacja zachodzi prawie wylgcznie poprzez wolne grupy aminowe
enzymu, co prawdopodobnie niszczy cze$¢ wigzan jonowych i powoduje destabilizacje
struktury enzymu i w konsekwencji jego inaktywacje. Aktywacja nosnika heksamety-
lenodiizocyjanianem powoduje, iz obok grup -NH2 , enzym wigze sie z no$nikiem
rowniez poprzez grupy -OH [2, 17], Mozna zatozy¢, ze czasteczki subtilizyny wigzane
przez grupy -OH sg nadal aktywne, natomiast te wigzane przez -NH2ulegajg w prze-
wazajgcej czesci inaktywaciji.

Metoda z uzyciem szkla jako nosnika umozliwita otrzymanie z duzg powtarzalno-
$cia preparatow immobilizowanych subtilizyn: IBTC-3, Carlsberg i alkalostabilnej o
aktywnosci proteolitycznej (37,5-48 mjA/g nosnika). Wydajno$¢ procesu liczona
wzgledem aktywnosci proteolitycznej jest zadowalajaca (33,3-44% teoretycznej).
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THE IMMOBILIZATION OF SUBTILISINS FROM THREE BACTERIA SPECIES: BACILLUS
SUBTILIS, B. LICHENIFORMIS AND B. ALCALOPHILUS

Summary

In the study the immobilization of subtilisins (from B. subtilis IBTC-3 (type BPN’), high-alkaline
from B. alcalophilus BP92, Carlsberg from B. licheniformis) on Whatman cellulose and porous glass with
diisocyanate method was carried out. The immobilization on porous glass activated by hexamethylene
diisocyanate gave better results than on Whatman cellulose. The proteolytic activity of immobilized
preparations was 37,5-46,7 mjA/g of support with 33-44% yield.

The properties of subtilisin from strain B. subtilis IBTC-3 immobilized on porous glass were investi-
gated. The obtained enzymatic preparation showed optimum proteolytic activity at pH = 10,7 and at 60-
65°C. H
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BADANIA NAD DEGRADACJA B-GLUKANOW PRZY UDZIALE
POZAKOMORKOWYCH HYDROLAZ GRZYBOW TRICHODERMA

Streszczenie

Przedmiotem pracy bylo pordwnanie efektywnosci dziatania preparatow enzymatycznych grzybéw
Trichoderma, zawierajacych B-l,3-glukanazy i inne enzymy towarzyszace. Poréwnano proces hydrolizy
B-glukanéw réznego pochodzenia: laminarynu, B-glukanéw drozdzy piekarskich i drozdzy Yarrowia
lipolytica biomasy drozdzy paszowych, grzybni Trichoderma, Fusarium, Aspergillus, Botrytis. Proces byt
prowadzony w 50°C i pH 5,0 w zaleznosci od ilosci preparatu enzymatycznego i czasu dziatania. Naj-
efektywniejszy w procesie degradacji B-glukanéw drozdzy Y. lipolytica i drozdzy piekarskich okazat sie
preparat z T. reesei (RG). Natomiast w degradacji wszystkich rodzajéw grzybni oraz laminarynu wyr6z-
niat sie preparat z T. hamatum (HMD).

Wstep

Grzyby z rodzaju Trichoderma wykazujg zdolno$¢ wytwarzania licznych poza-
komérkowych hydrolaz, w tym enzymow litycznych (B-I,3-glukanaz, chitynaz, celulaz
i innych), odgrywajacych wazng role w hydrolizie substratow zawierajgcych pB-
glukany. Enzymy te sg wykorzystywane we wspotczesnej biotechnologii, ochronie
roslin oraz w przemysle spozywczym, paszowym, papierniczym i innych. Prezentowa-
na praca jest fragmentem badan, majacych na celu otrzymanie preparatdbw enzyma-
tycznych z hodowli wybranych szczepdw z rodzaju Trichoderma i zbadanie ich wia-
Sciwosci biotechnologicznych. Celem tej czesci badan byto okreslenie i poréwnanie
efektywnosci dziatania preparatéw enzymatycznych zawierajgcych B-I,3-glukanazy i
inne enzymy towarzyszace w hydrolizie B-glukanéw réznego pochodzenia. Ocena taka
moze by¢ pomocna w ukierunkowaniu aplikacji preparatow enzymatycznych.

Materiaty i metody badan

W badaniach wykorzystano preparaty enzymatyczne, otrzymane we wczesniej-
szych pracach (dane niepublikowane) z nastepujacych hodowli na podtozu Saundersa:

Mgr inz. A. Maj, dr hab. D. Witkowska, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademii
Rolniczej we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw.
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preparat HD - T. harzianum T-33 (z dodatkiem 2% drozdzy paszowych (DP)
i 2% celulozy Avicel (AC); preparat RD - T. reesei M 7-1 z dodatkiem 6% DP i 2%
AC; preparat HG - T harzianum T-33 z dodatkiem 6% grzybni odpadowej Tricho-
derma (GT); preparat RG T. reesei M 7-1 z dodatkiem 6% GT i 2% AC; preparat
HMD - T. hamatum C-1z dodatkiem 2% DP i 2% AC. Preparaty enzymatyczne scha-
rakteryzowano pod wzgledem nastepujgcych aktywnosci  enzymatycznych:
B-1,3-ghikanaz wobec laminarynu, (Sigma) [8]; chitynaz wobec chityny koloidalnej
(Sigma) [14]; FP-az wobec bibuly filtracyjnej Whatamn nr 1 [2]; CMC-az wobec
NaCMC (Sigma) [2]; ksylanaz wobec ksylanu (Xylan from birchwood, Sigma) [1]; B-
1,6-glukanaz wobec pustulanu (Sigma) [8]; oc-l,3-ghikanaz wobec lichenanu (Sigma)
[8]; OC-l,6-glukanaz wobec nigeranu (Sigma) [8]; proteinaz metoda Ansona wobec
kazeiny (BDH) [6],

Hydroliza biopolimerdw Scian komérkowych zawartych w biomasie grzybow
i drozdzy. Mieszanine reagujaca (3ml), ktérg stanowito 0,15 g poszczegolnych sub-
stratow (S) (preparowane B-glukany drozdzy piekarskich i drozdzy Yarrowia lipolyti-
ca, suszona biomasa drozdzy paszowych, sucha grzybnia Trichoderma reesei,
Aspergillus niger, Fusarium culmorum i Botrytis cinerea), (5% wi/v) oraz roztwory
preparatéw enzymatycznych o aktywnosci B-1,3-glukanaz 1,68 U/ml (HD-1, RD-1,
HG-1, RG-1, HMD-1) i 3,36 U/ml (HD-2, RD-2, HG-2, RG-2, HMD-2) w 0,05 M
buforze octanowym o pH 4,8 wstrzgsano na wstrzgsarce laboratoryjnej w temperaturze
50°C przez 2, 4, 12 i 24 godziny izagotowano (10 minut) we wrzacej tazni wodnej
celem przerwania reakcji. W hydrolizatach oznaczano: zawartos¢ cukrow redukujacych
[3], glukozy (zestaw diagnostyczny BIOCHEMTEST (POCH, Gliwice) do enzyma-
tycznego oznaczania glukozy) oraz N-acetyloglukozoaminy [4], Wydajno$¢ procesu
hydrolizy obliczono na podstawie ilosci uwolnionych cukréw redukujgcych w stosun-
ku do masy uzytego substratu i wyrazono w procentach.

Hydroliza laminarynu. Mieszanine inkubacyjng (1% roztwdr laminarynu oraz
roztwory preparatdw enzymatycznych o aktywnosci 0,78 U/ml) inkubowano
30 i 120 minut w 50°C, zagotowano (10 minut) we wrzacej tazni wodnej i po schio-
dzeniu oznaczono ilo$¢ glukozy (zestaw diagnostyczny BIOCHEMTEST - POCH,
Gliwice). Wydajno$¢ procesu hydrolizy laminarynu obliczono na podstawie ilosci
uwolnionej glukozy w stosunku do masy uzytego substratu i wyrazono w procentach.

Omowienie i dyskusja wynikéw

Stosowane w pracy preparaty enzymatyczne charakteryzowaly sie szerokim
spektrum aktywnosci enzymatycznych. WartosSci aktywnosci poszczegdlnych enzy-
mow uzaleznione byly zaréwno od gatunku grzyba, jak i od Zrddet wegla i energii
zastosowanych jako induktory w hodowli, z ktérych otrzymano preparaty. Wielu auto-
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row podkresla w swoich pracach indukcyjny charakter pozakomérkowych hydrolaz
grzybow Trichoderma (B-1,3-glukanaz, chitynazy, celulazy) i stosowanie takich in-
duktoréw jak grzybnia, biomasa drozdzy, Sciany komérkowe grzybdéw i drozdzy, ce-
luloza itp. [5], [6], [7], [9], [11], [12], [23], [24], [15],

Najbardziej efektywnym sposrod badanych okazat sie preparat otrzymany
z T. hamatum (HMD). Wyrézniat sie on najwyzszymi aktywnoSciami szesciu enzy-
mow sposrod dziesieciu oznaczonych, tj. B-l,3-glukanaz, FP-az, CMC-az, ksylanaz,
lichenaz i proteinaz (Tab. 1).

Tabela 1

Charakterystyka preparatow enzymatycznych (Aktywno$¢ wyrazono w pnioi/nnn. - g preparatu).
Characteristic of enzymatic preparations (enzymes activity in pymioi/non. - g of preparation).

Rodzaj preparatu enzymatycznego

Aktywnos¢ Kind of enzyme preparation
enzymatyczna
Enzyme activity HD RD HG RG HMD
B-1,3-gluk
=g ukanazy 427 457 221 108 1034
B-I,3-glucanases
FP-azy
36,1 42,8 34,3 43,3 129,0
FP-ases A
CMC-azy 160,4 70,0 0,0 3516 3285/
CMC-ases ' ' ' ' '
hit
¢ !ynazy 27,0 49,6 55,4 35,7 38,3
chitinases
ksylanazy
150 200 100 6200 7080
xylanases
mannanaz
y 35,9 44,9 35,9 26,9 18,0
mannanases
tul
pustanazy 12 0,65 0,0 18,0 9,0
pustulanases
a-1,3-14-
lukanaz
g y 996,8 736,4 1167 1706 619,6
a-1,3-1,4-
glucanases
lichenaz
chenazy 7408 8935 857,6 687,0 14817
lichenases
Iprotei *
proteinazy 56,1 252 16,8 76 106

proteinases *

* Aktywnos¢ wyrazono w mmol/min.-g
* Activity in mmol/min.-g
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Poréwnujac aktywno$ci enzymatyczne otrzymanych preparatdw nasuwajg sie
pewne prawidtowosci. Preparaty otrzymane z hodowli z dodatkiem drozdzy (facznie z
celulozg) wyrozniaty sie wiekszg wartoscig aktywnosci B-l,3-glukanaz, a-1,3-1,4-
glukanaz, a takze proteinaz, w poréwnaniu do preparatow otrzymanych z hodowli z
dodatkiem grzybni odpadowej. Natomiast preparaty otrzymane z hodowli, w ktorej
stosowano oprdcz drozdzy lub grzybni takze dodatek celulozy, charakteryzowaty sie
wiekszg wartosScig aktywnosci celulaz (CMC-az, FP-az i ksylanaz), co $wiadczy o in-
tensywniejszej indukcji tych enzymdw. Dodatkowa obecnos¢ celulozy w podtozu
(oprocz drozdzy paszowych) wspomagata réwniez indukcje a-1,3-1,4-glukanaz (Tab.

1)-

Rys. 1. Wydajno$¢ procesu hydrolizy preparowanych  B-l,3-glukanéw drozdzy Yarrowia
(w przeliczeniu na cukry redukujace).
Fig. 1. Yield of hydrolysis of prepared B-1,3-glucanes of Yarrowia lypolytica (in reducing sugars).

Badane preparaty enzymatyczne roznity sie takze efektywnos$cig degradacji za-
rowno preparowanych B-1,3-glukanéw (drozdzy Yarrowia lipolytica, drozdzy piekar-
skich) oraz suchej biomasy grzybni Trichoderma, Fusarium, Botrytis, a takze drozdzy
paszowych. W przypadku hydrolizy B-glukanéw: drozdzy Yarrowia i drozdzy piekar-
skich, efektywniejszym dziataniem wyro6zniat sie preparat z T. reesei (RG) (otrzymany
z hodowli na grzybni). Osiagnieto zjego udziatem okolo 60% wydajnosci procesu
hydrolizy po 4 h, awraz z wydtuzaniem czasu do 12 h, uzyskano wydajno$¢ rzedu
80% (rys. 1, 2). Podobnie wigksza ilos¢ glukozy (okoto 50 mg/I50 mg S) byta uwal-
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niana z B-glukanow, niz z innych substratow pod wptywem preparatu z T. reesei (RG),
uwalniajgc okoto 50 mg glukozy w warunkach metody (Rys. 4 B). W przeciwienstwie
natomiast do preparowanych B-glukanéw drozdzy Yarrowia oraz drozdzy piekarskich,
biopolimery Scian komdrkowych zawarte w suchej biomasie drozdzy paszowych byty
mniej podatne na hydrolizg pod dziataniem preparatoéw enzymatycznych, powodujgc
hydrolizg na poziomie od 7,5-11% (Rys. 3).

Rys. 2. Wydajnos¢ procesu hydrolizy  preparowanych B-1,3-glukanéw  drozdzy piekarskich
(w przeliczeniu na cukry redukujace).
Fig. 2. Yield of hydrolysis of prepared B-1,3-glucanes of baker’s yeast (in reducing sugars).

Poniewaz preparaty enzymatyczne byty stosowane w ilosci odpowiadajacej tej
samej wartosci aktywnosSci B-1,3-glukanaz, a preparat RG charakteryzowal sie naj-
mniejsza aktywnoscig tego enzymu sposrod badanych preparatéw, wobec tego byt
stosowany w wiekszej ilosci niz pozostate preparaty. Mozna wiec sadzi¢, ze udziat
enzymow towarzyszacych takze byt wiekszy, a szczegdlnie aktywnos$¢ lichenaz (B-1,3-
1,4-glukanaz) mogta znacznie wspomagac ten proces.

Enzymy zawarte w pozostatych preparatach, tj. z T. hamatum (HMD) i T. harzia-
num (HG), hydrolizowaty B-glukany na poziomie okoto 40% wydajnosci (Rys. 1, 2).
Proporcjonalnie uwolnione zostato mniej glukozy z biomasy drozdzy w poréwnaniu
z preparatami z T. reesei (Rys. 4).
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Rys. 3. Wydajnos¢ procesu hydrolizy biomasy drozdzy paszowych (w przeliczeniu na cukry redukuja-
ce).
Fig. 3. Yield of hydrolysis of fodder yeast biomass (in reducing sugars).

Rys. 4. 1los¢ uwolnionej glukozy [mg] po hydrolizie B-glukanéw (1, 2) oraz biomasy (3, 4, 5, 6, 7)
po 2 godzinach (A) i 24 godzinach (B).
Fig. 4. Quantity of glucose [mg] released from B-glucans after 2h (A) and after 24 h (B) of hydrolysis.

Proces degradacji biopolimeréw S$cian komoérkowych zawartych w grzybni byt
takze zalezny od rodzaju preparatu enzymatycznego, czasu dziatania i rodzaju degra-
dowanej grzybni (substratu). Efekt hydrolizy po 2 h byt ledwie zauwazalny, a nasilenie
procesu nastgpito wraz z wydtuzeniem czasu. | tak po 24 h osiaggnieto prawie 80%
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degradacji grzybni Trichoderma, ktéra byta najskuteczniej degradowana przez wiek-
szo$¢ preparatdw (Rys. 5). W mniejszym stopniu byty degradowane biopolimery $cian
komorkowych grzybni Aspergillus niger, Fusarium culmorum i Botrytis cinerea (po 24
h okoto 30-50% wydajnosci procesu). Wprawdzie proces hydrolizy grzybni byt obli-
czony na podstawie uwolnionych cukrow redukujgcych i wiekszo$¢ enzyméw towa-
rzyszacych brata udziat w tym procesie, ale oznaczenie uwolnionej N-
acetyloglukozoaminy (NAG) pozwolito oceni¢ udziat chitynaz w tym procesie. Naj-
wigksze ilosci NAG (14-20 pntol/150 mg S) byty uwalniane po 24 h z grzybni Tricho-
derma pod wptywem enzymow badanych preparatéw (z wyjatkiem HD z T. harzianum
0 najnizszej aktywnosci chitynaz) (rys. 6A, 6B). W poczatkowym okresie hydrolizy, tj.
po 2 h, ilo$¢ uwolnionej NAG byta okoto 10-krotnie nizsza w przypadku wszystkich
preparatow (rys. 6).

Rys. 5. Wydajno$¢ procesu hydrolizy grzybni (w przeliczeniu na cukry redukujace).
Fig. 5. Yield of hydrolysis of mycelium (in reducing sugars).

Z biopolimeréw $cian komdrkowych grzybni Trichoderma reesei, w poréwnaniu
Z grzybnig pozostatych organizmoéw, uwolniona takze zostata najwigksza ilos¢ gluko-
zy, ktéra po 24 h osiggneta wartos¢ rzedu 18-30 mg/150 mg S i zwiekszyta sie ponad
40-krotnie w stosunku do pierwszego okresu hydrolizy, tj. 2 h (Rys. 4A, 4B).

W pracy przeprowadzono takze hydrolize laminarynu, tj. polimeru glukozy pota-
czonej wigzaniami B-1,3-glikozydowymi, z udziatem enzymdw trzech preparatéw
(HD, RD, HMD). Preparat HMD charakteryzowat sie najwyzszg aktywnoscig
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B-1,3-glukanaz oraz lichenaz (Tab. 1) i byt najefektywniejszy w degradacji laminarynu
(po 24 h uzyskano 90% wydajnosci procesu). W przypadku pozostatych preparatéw
(HD i RD) wydajno$é procesu byta na poziomie odpowiednio 3-krotnie i 9-krotnie
nizszym (Rys. 7).

Rys. 6. 1lo$¢ uwolnionej N-acetyloglukozoaminy (NAG) [uM] podczas hydrolizy 150 mg grzybni
po 2 godzinach (A) i po 24 godzinach (B).

Fig. 6.  Quantity of N-acethylglucosamine (NAG) [uM] released from mycelium after 2h (A) and after
24 h (B) of hydrolysis.



BADANIA NAD DEGRADACJA B-GLUKANOWPRZY UDZIALE POZAKOMORKOWYCH... 67

Rys. 7. Wydajno$¢ procesu hydrolizy laminarynu.
Fig. 7. Yield ofhydrolysis of laminarin.

WhnioskKi

L

(1]
(2
(3]

Badane preparaty enzymatyczne, pochodzace z hodowli wybranych szczepow z
rodzaju Trichoderma charakteryzowaty sie, oprocz aktywnosci B-l,3-glukanaz,
takze aktywnos$ciami innych hydrolaz a i B-glukandw.

Efektywnos¢ procesu hydrolizy badanych substratow, takich jak B-glukany droz-
dzy piekarskich i Y. lipolytica, biomasa drozdzy paszowych i grzybni Trichoderma
reesei, Aspergillus niger, Fusarium culmorum i Botrytis cinerea, zalezata od ro-
dzaju preparatu enzymatycznego, jego ilosci i czasu dziatania.

Najbardziej skuteczny w degradacji B-glukandéw drozdzy Yarrowia i drozdzy pie-
karskich byt preparat z T. reesei (RG), natomiast w degradacji wszystkich bada-
nych rodzajow grzybni oraz laminarynu wyrozniat sie preparat z T. hamatum
(HMD).
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STUDY ON DEGRADATION OF B-GLUCANS WITH TRICHODERMA EXTRACELLULAR
HYDROLASES

Summary

The object of the studies was the comparison of the efficiency of Trichoderma enzymatic preparations
in a B-glucan degradation. The hydrolytic process of substrates: yeast B-glucan (Y. lipolytica, baker’s
yeast), biomass of fodder yeast and mycelium (Trichoderma, Fusarium, Aspergillus, Botrytis) was con-
ducted in pH 5,0; 50°C and in relation to quantity of enzymatic preparation and to time of process. The
preparation from T. reesei (RG) was the most effective in degradation of B-glucan (Y. lipolytica and
baker’s yeast) and of fodder yeast biomass. The preparation from T. hamatum (HMD) was distinguished
by degradation of examined mycelium biomass. |||
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JOANNA KAWA-RYGIELSKA

ZASTOSOWANIE METODY PCR DO ROZNICOWANIA DROZDZY
PRZEMYSLOWYCH

Streszczenie

Metoda PCR zostata wykorzystana do identyfikacji hybrydoéw drozdzy przemystowych rodzaju Sac-
charomyces z amylolitycznym szczepem Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Zastosowanie
metody pozwolito na identyfikacje trzech fuzantéw miedzyrodzajowych posiadajacych fragmenty DNA
wspolne dla obu szczepéw wyjsciowych.

Wstep

Metoda PCR (Polimerase Chain Reaction) zostata opracowana przez Kary Mul-
lis’a w 1987 r. Polega ona na powielaniu wybranego odcinka DNA in vitro w faicu-
chowej reakcji polimeryzacji przy uzyciu polimerazy i specyficznych primeréw [7],

Metoda umozliwia milionowe zwielokrotnienie (amplifikacje) w ciggu kilku go-
dzin okreslonego fragmentu DNA lub RNA. Reakcje PCR przeprowadza sie zwykle w
25 do 30 kolejno nastepujacych po sobie jednakowych cyklach. W kazdym cyklu wy-
odrebni¢ mozna trzy fazy, a mianowicie: denaturacje, hybrydyzacje i synteze DNA.

Denaturacja - rozdzielenie dwuniciowych czasteczek DNA na dwie pojedyncze
nici w temperaturze 95°C.

Hybrydyzacja odcinkéw starterowych - przytgczenie primeréw do miejsc ho-
mologicznych w badanym DNA zachodzace w temperaturze okoto 55°C do 80°C.
Utworzona struktura jest sygnatem dla polimerazy DNA do powielenia tego regionu.

Synteza DNA - powielanie wybranego odcinka DNA in vitro w tancuchowej re-
akcji polimeryzacji w temperaturze 75°C.

Kluczowe znaczenie dla calej reakcji ma termoopomy enzym polimeraza DNA
izolowany z bakterii Thermus aquaticus. Enzym ten zachowuje aktywno$¢ i zdolnos¢
polimeryzacji po wielokrotnym ogrzaniu do temp. 95°C (temperatura denaturacji
dwutancuchowego DNA). Reakcje PCR prowadzone sg w przeptywowych taZniach

Mgr inz. J. Kawa-Rygielska, Katedra Technologii Rolnej i Przechowalnictwa Akademia Rolnicza we
Wroctawiu, , ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw.
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powietrznych (termocykleraeh), a uzyskane produkty sa rozdzielane elektroforetycznie
na zelach agarozowych z bromkiem etydyny.

PCR jest metodg bardzo czula. Teoretycznie mozliwe jest wykazanie obecnosci
nawet jednej czasteczki DNA. W praktyce przyjmuje si¢ jednak, ze dolna granica czu-
tosci to kilkanascie czasteczek w jednym mililitrze badanego roztworu. Dzigki zaletom
(szybkos¢ i czutos€) PCR znajduje coraz szersze zastosowanie: w diagnostyce me-
dycznej, weterynaryjnej, w badaniach kryminalistycznych [1] i w badaniach zywnoSci

[4]-
Cel pracy

Celem pracy byta identyfikacja hybrydéw miedzyrodzajowych szczepow drozdzy
przemystowych rodzajéw Saccharomyces z amylolitycznym szczepem Schwanniomy-
ces occidentalis ATCC 48086 przy pomocy metody PCR.

Materiat i metody badan

Materiat badawczy stanowity drozdze; Saccharomyces cerevisiae V30, Saccha-
romyces diastaticus ATCC 13006, Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, mie-
szance z grupy S (Saccharomyces diastaticus ATCC 13006 x Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086) oraz mieszance z grupy R (Saccharomyces cerevisiae V30 X
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086).

Badanie genomu hybrydéw miedzyrodzajowych metodg PCR

Matryce DNA stanowit chromosomalny DNA badanych szczepéw wyjsciowych i
mieszancéw. lzolacje DNA z komérek drozdzowych przeprowadzono wg metody Rose
i wsp. [7] w modyfikacji Skaty [8]. Szczepy drozdzy inkubowano w 10 cm3 pozywkKi
YPG przez 12h w temp. 28°C z energicznym wytrzasaniem. Hodowle wirowano (2000
obr./min. 4 min). Komoérki zawieszono w 1 ml jatowej wody destylowanej i przenie-
siono do probéwki Eppendorfa. Zawiesine wirowano (2000 obr./min. 1 min). Super-
natant odrzucono, komoérki zawieszono w 200 pi buforu do trawienia $ciany komor-
kowej (B-merkaptoetanol - 1%, Tris-HCI-50 mM, EDTA (pH 7,5) - 25 mM, Zymolaza
firmy Sigma - 5 mg/ml) i inkubowano przez 1 godzine w temp. 37°C z okazyjnym
wytrzasaniem. Dodano 200 pi roztworu do lizy (1% SDS; 0,2 M NaOH). Po wymiesza-
niu zawarto$¢ probéwek inkubowano przez 30 min w temp. 65°C. Dodano 150 pi 5 M
roztworu octanu potasu, roztwor inkubowano przez 30 min w lodzie po czym catosé
wirowano (14000 obr./min. 15 min, 4°C). Zebrano supernatant do nowej probdwki i
dodano 1 objeto$¢ zimnego (-20°C) izopropanolu, (obserwowano wytracanie kwasow
nukleinowych). Odwirowano wytrgcone DNA (14000 obr./min. 5 do 10 min, 4°C),
supernatant odrzucono. Osad przemyto 1 ml 70 % etanolu, wysuszono w suszarce
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prézniowej z wirujgcym rotorem (Speedvac) firmy Savan i zawieszono w 50 ui wody.
Przechowywano w temp -20°C.

Amplifikacje DNA przeprowadzono stosujgc primer mikrosatelitamy (GTG)s [6].
Synteze primera wykonata na zaméwienie niemiecka firma ARK.

Profil termiczny - PCR program (GTG)s:

40 cykli:

93°C - 20 sek. (denaturacja dwuniciowego DNA),

50°C -1 min (przyfaczanie primera (GTG)s),

72°C - 20 sek (powielanie homologicznych fragmentéw DNA),

72°C - 6 min (powielanie DNA),

4°C - zakonczenie reakcji PCR (chtodzenie).

Reakcje PCR wykonano z udziatem termostabilnej Taq polimerazy PCR firmy
Quiagen oraz przy uzyciu termocyklera DNA Engine PTC - 200 Peltier Thermal Cyc-
ler firmy MJ Research.

Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Produkty reakcji PCR oznaczono elektroforetycznie, stosujac 0,8% zel agarozowy z
bromkiem etydyny oraz markerem masy (100 bp DNA Ladder firmy Promega) o wielko-
$ci fragmentow 1500, 1000,900, 800,700,600, 500,400, 300,200,100 bp.

Rozdziat DNA na zelu agarozowym rejestrowano przy pomocy telewizyjnego zesta-
wu do rejestracji obrazu firmy Sony.

Wyniki i dyskusja

Analizujgc rozdziat fragmentow DNA szczepdw Schwanniomyces occidentalis
ATCC 48086 i Saccharomyces diastaticus ATCC 13006 oraz ich mieszancéw Sl, S3,
S4 S6, S8 (Rys. 1) stwierdzono, ze jedynie dwa szczepy S2 i S3 mogty by¢ uznane za
fuzanty. Hybryd S2 zawierat dwa fragmenty DNA (ponad 1500 bp i 675 bp) stwier-
dzone rowniez w szczepie rodzicielskim Saccharomyces diastaticus ATCC 13006 oraz
dwa inne fragmenty (1300 bp i 600 bp) typowe dla drugiego rodzica Schwanniomyces
occidentalis ATCC 48086. W odr6znieniu od fiizanta S2 fiizant S3 zawierat tylko po
jednym regionie typowym dla kazdego szczepu rodzicielskiego (675 bp) odpowiadaja-
cy Saccharomyces diastaticus 13006 i (1300 bp) typowy dla Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086. Ponadto w obu hybrydach stwierdzono obecnos$¢ jednego frag-
mentu DNA o wielkosci 400 bp wystepujacego u obu szczep6w rodzicielskich. Jedno-
znaczne stwierdzenie, od ktérego z rodzicow pochodzi ten fragment, wymagatoby
dalszych analiz. Pozostate produkty fuzji szczepéw Saccharomyces diastaticus 13006 i
Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, posiadaty fragmenty DNA identyczne z
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jednym z partneréw fuzji i tak mieszance S8 i S6 z Schwanniomyces a Sl i S4 z Sac-
charomyces, (Rys. 1).

Rys. 1. Produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu primera (GTG)5dla szczepow rodzicielskich Sac-
charomyces diastaticus ATCC 13006 i Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz pro-
duktéw ich fuzji.

Fig. 1. Fingerprinting of PCR products obtained for parental strains (Saccharomyces distaticus ATCC
13006 and Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) and their fusants by use of (GTG)5pri-
mer.

Wsrdd mieszancow R (Saccharomyces cerevisiae V30 x Schwanniomyces occi-
dentalis ATCC 48086) zidentyfikowano obecno$é tylko jednego fuzanta. Hybryd R1
posiadat dwa fragmenty DNA (ponad 1500 bp i 675 bp) typowe dla szczepu Saccha-
romyces cerevisiae rasy V30 oraz jeden region (1300 bp) identyczny z drugim partne-
rem fuzji (Rys. 2). Hybryd wyrdzniat sie przewaga fragmentéw DNA typowych dla
szczepu wyjsciowego z rodzaju Saccharomyces. Podobnie jak we wczesniej omawia-
nych przypadkach fuzant R1 posiadat 1 fragment o wielkosci 400 bp, wspélny dla obu
szczepdw wyjsciowych. Produkty amplifikacji genomowego DNA mieszanca R4 byly
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charakterystyczne tylko dla jednego szczepu wyjsciowego, a mianowicie dla Saccha-
romyces cerevisiae rasy V30.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz zastosowanie metody PCR i primera mikro-
satelitamego (GTG)5 pozwolito na zroznicowanie partneréw fuzji w obrebie rodzaju
Schwanniomyces i Saccharomyces oraz potwierdzono obecno$¢ 3 hybrydéw miedzy-
rodzajowych tych szczepow S2, S3, RI, posiadajacych fragmenty DNA typowe dla
obu form rodzicielskich. Analiza wybranych regionéw DNA pozostatych mieszafcéw
nie potwierdzita przypuszczen, ze sg one produktami fuzji szczep6w Saccharomyces i
Schwanniomyces. U mieszancéw S8 i S6 znaleziono wytgcznie fragmenty charaktery-
styczne dla Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086, a dla SI, S4, R4, wylacznie
fragmenty typowe dla rodzaju Saccharomyces. Istnieje mozliwos¢, ze do selektywnej

Rys. 2. Produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu primera (GTG)s dla szczepéw rodzicielskich Sac-
charomyces cerevisiae V30 i Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz produktow ich
fuzji.

Fig. 2. Fingerprinting of PCR products obtained for parental strains (Saccharomyces cerevisiae V30
and Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086) and their fusants by use of (GTG)5primer.
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amplifikacji nie udato sie wybrac takich regionéw DNA, ktore bytyby wspélne dla obu
szczepOw wyjsciowych. Ponadto, w czasie fgczenia protoplastow drozdzy Saccharo-
myces i Schwanniomyces mogto dochodzi¢ do tworzenia tzw. ,,produktéw ubocznych”
fuzji, ktérych genom moze sktadac sie z kompletu chromosoméw jednego ze szczepow
wyjsciowych oraz pojedynczego chromosomu drugiego rodzica [9],

Uzytecznos$¢ primeréw mikrosatelitamych prezentowano we wcze$niejszych pra-
cach wielu badaczy. Couto i wsp., [2, 3] wykazali szczeg6lng przydatno$¢ primera
mikrosatelitamego (GTG)s umozliwiajgcego zréznicowanie wewnatrzgatunkowe
szczepOw. Inni badacze z duzym powodzeniem stosowali primery mikrosatelitame do
réznicowania szczepdéw w obrebie rodzajow Saccharomyces a Kluyveromyces [5] czy
Debariomyces hansenii, Candida zeylanoides [6],

Whnioski

1. Analiza elektroforetyczna produktéw PCR, uzyskanych przy uzyciu primera mi-
krosatelitamego (GTG)s, pozwolita na zréznicowanie szczepow rodzicielskich, w
obrebie rodzaju Saccharomyces i Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086 oraz
na identyfikacje trzech hybrydéw miedzyrodzajowych tych szczepw.

2. Sposrod potwierdzonych genetycznie fuzantow (S2, S3, RI) na szczegblng uwage
zastuguje szczep S2 'wykazujacy najwiekszg ilosé fragmentéw DNA pochodzacych
od obu szczepdéw rodzicielskich.
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APPLICATION OF PCR METHOD TO DIFFERENTIATION OF INDUSTRIAL YEAST
Summary
PCR method was used for identification hybrids industrial yeast Saccharomyces with amylolytic strain

Schwanniomyces occidentalis ATCC 48086. Application of this method afforded possibilities for identifi-
cation of three intergeneric fusants containing DNA both parental strains. §§
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STAN FIZJOLOGICZNY UNIERUCHOMIONYCH KOMOREK
DROZDZY W CZASIE FERMENTACJI ETANOLOWEJ

Streszczenie

W pracy okreslano wptyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia oraz stezenia inokulum na stan
fizjologiczny drozdzy Saccharomyces cerevisiae V30 w czasie okresowej fermentacji etanolowej. Stwier-
dzono, ze stan fizjologiczny komorek zalezy od wszystkich trzech badanych parametréw.

Wstep

Popularng wsrdd badaczy technikg unieruchamiania drobnoustrojow jest zam-
kniecie komorek w matrycy polimeru, a najczesciej stosowanym polimerem jest kwas
alginianowy [4, 5]. Porowata struktura zelu alginianowego umozliwia migracje sub-
stratow i produktéw miedzy biokatalizatorem a $rodowiskiem reakcyjnym [1, 2], Ten
sposob unieruchamiania w pewnym stopniu chroni komorki przed toksycznym wply-
wem $rodowiska [3].

W literaturze brak jest petnych danych na temat wptywu stezenia alginianu badz
poczatkowej dawki inokulum na stan fizjologiczny unieruchomionych komaérek droz-
dzy. Wynika to najprawdopodobniej z bardzo duzej liczby czynnikdéw, ktore wplywaja
na zywotno$¢ komorek, co zmusza do rozpatrywania tego zagadnienia indywidualnie,
tj. w odniesieniu do okre$lonego procesu i warunkdéw jego przebiegu.

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie wptywu rodzaju alginianu, zréznicowanego stezenia
alginianu oraz stezenia inokulum na stan fizjologiczny komoérek drozdzy w czasie
okresowej fermentacji etanolowej.

Mgr inz. M. Pastawska, Katedra Technologii Rolnej i Przechowalnictwa, Zaktad Biotechnologii Zywno-
$ci, Akademia Rolnicza we Wroctawiu, 50-375 Wroctaw, ul. C.K. Norwida 25/27.
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Materiat i metody badan

Surowce i materiaty

Materiat biologiczny stanowity drozdze gorzelnicze Saccharomyces cerevisiae ra-
sy V30 z kolekcji Katedry Technologii Rolnej i Przechowalnictwa AR we Wroctawiu.
Do przygotowania zawiesiny drozdzy wybrano alginian sodowy firmy Fluka Chemie.
Drozdze uaktywniano poprzez prowadzenie hodowli statycznej, a nastepnie namnaza-
no w hodowli wstrzgsanej, stosujgc podtoze YM (48h, 30°C).

Unieruchamianie komdrek drozdzy w zelu alginianowym

Drozdze immobilizowano w alginianiach: wapnia i glinu, stosujac 2%, 3%, 3,75%
i 4,5% roztwory alginiandw przy inokulum 1, 5, 10 i 15 gDi/dm3dla kazdego stezenia
alginianu. Mieszaninge alginianowo-drozdzowa wkraplano przy uzyciu strzykawki
wieloigtowej do 0,2 M roztworu chlorku wapnia oraz 0,2 M chlorku glinu w tempera-
turze pokojowej, przy mieszaniu chlorku mieszadetkiem magnetycznym. Tworzace sie
kulki miaty $rednice ok. 2 mm (Rys. 1).

Rys. 1. Unieruchamianie komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae Y30 w zelu alginianowym.
Fig. 1. Immobilization ofyeast cells of Saccharomyces cerevisiae V30 on alginate gel.

W celu dokladnego i powtarzalnego dozowania Scisle okreslonej ilosci drozdzy
kazdorazowo prowadzono standaryzacje inokulum , korzystajac z krzywej wzorcowej
przedstawiajacej zalezno$¢ ekstynkcji od zawartosci suchej masy drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae rasy V30 wyrazonej w [g/dm3].
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Sposob prowadzeniafermentacji

Fermentacje prowadzono w temperaturze 30°C do momentu zakonczenia procesu,
przyjmujac jako wyznacznik ilo$¢ wydzielajacego sie dwutlenku wegla, kontrolowang
poprzez wazenie proby tak dtugo, az dwa kolejne pomiary nie roznity sie wiecej niz o
0,1 g. Stosowano podtoze pot-syntetyczne o wyjsciowym stezeniu glukozy 10 % z
dodatkiem soli: MgS04- 0,5 g/dm3 KHZ2 04- 1,6g/dm3 (NH42504- 5g/dm3oraz eks-
traktu drozdzowego - 5 g/dm3.

Oznaczenia i obliczenia

Po zakonczonej fermentacji oznaczano i poréwnano metodg mikroskopowag stan
fizjologiczny komorek, okreslany jako procentowy udziat komoérek paczkujacych i
nieaktywnych (komorki nieaktywne barwig sie btekitem metylenowym (1:10000) na
niebiesko) w ogdlnej liczbie komérek.

Omoéwienie wynikow
Stan fizjologiczny komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae V30 oznaczony

po rozpuszczeniu kulek alginianowo-drozdzowych w cytrynianie sodu przedstawiono
na rysunkach 2, 3,4 i 5.

Stezenie alginianu [%]

Rys. 2. Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 1 gDioo/dm3.

Fig. 2.  Effect of Al.-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 1 gDioo/dm\
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Rys. 3.  Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 5 gDIO(/dm3.
Fig. 3.  Effect of Al-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 5 gDioo/dm3.
Rys. 4.  Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-

ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 10 gDioo/dm3.

Effect of Al-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 10 gDI0o/dm3.

Fig. 4.



80 Marta Pastawska

Rys. 5.  Wplyw stezenia alginianu glinu i alginianu wapnia na stan fizjologiczny drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae przy poczatkowej dawce inokulum 15 gD100/dm3.

Fig. 5.  Effect of Al-alginate and Ca-alginate concentration on physiological properties of Saccharomy-
ces cerevisiae cells at initial inoculum dose 15 gD10o/dm3.

Zaobserwowano, ze w miare zwiekszania stezenia alginianu glinu stan fizjolo-
giczny komoérek sie pogarszat. Liczba komdrek paczkujacych obnizata sie od wartosci
26% (liczonej jako % catkowitej liczby komdrek) przy zastosowaniu do unieruchamia-
nia 2% roztworu alginianu glinu i dawce inokulum 1 gDiO/dm3, do warto$ci 15% dla
4,5% alginianu glinu, przy inokulum 1 gDioo/dm3. 1lo§¢ komoérek nieaktywnych byta
wyzsza przy wyzszych z zastosowanych stezen alginianu glinu (58% komorek nieak-
tywnych dla 4,5% alginianu glinu i 5 gDI0b/dm3) niz przy stezeniach nizszych (30%
komadrek nieaktywnych dla 2% alginianu glinu i 5 goioo/dm3).

W przypadku wszystkich stosowanych stezen alginianu wapnia liczba komorek
paczkujacych byta dos¢ wysoka i wynosita od 17,5% dla 4,5% alginianu wapnia i 15
gDioo/dm3do 31% komdrek paczkujgcych dla 2% alginianu wapnia i 2 gDbo/dm3. Licz-
ba komérek nieaktywnych zwiekszata sie wraz ze wzrostem stezenia alginianu wapnia
(od 29% przy zastosowaniu 2% zelu i 1 gDioo/dm3do 58% dla stezenia alginianu 4,5 %
i dawki inokulum 15 gDioo/dm3).

Przy zastosowaniu dawek inokulum 1 gDioo/dm3i 5 g Dioo/dm3 proces fermentacji
zachodzit wolniej, ale stan fizjologiczny komérek po fermentacji byt lepszy niz przy
wyzszych poczagtkowych stezeniach biomasy. W przypadku stezenia drozdzy 5
gDioo/dm3 i 2% alginianu wapnia liczba komdrek paczkujacych wynosita 31% a nieak-
tywnych 27%, przy stezeniu 10 gDioo/dm3 i roztworze alginianu wapnia 3% liczba ko-
morek paczkujacych wynosita 30% a nieaktywnych 33,5%, natomiast w probach, w
ktérych poczatkowa zawarto$¢ biomasy wynosita 15 gDioo/dm3 przy 4,5% alginianie
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wapnia, stwierdzono obecnos$é 17,5% komorek paczkujacych a nieaktywnych 58% w
stosunku do catkowitej ilosci komorek.

Whnioski

1

(1]
[2

[

(4
[l

Stezenie uzytych do unieruchamiania alginianéw : wapnia i glinu oraz dawka in-
okulum wptywaty na stan fizjologiczny drozdzy.

W miare zwiekszania stezenia alginianu glinu od 2% do 4,5% stan fizjologiczny
biomasy pogarszat sie.

Zwigkszanie stezenia alginianu wapnia od 2% do 4,5% nie powodowato propor-
cjonalnego obnizania sie liczby komorek paczkujacych.

Przy nizszych z zastosowanych poczatkowych stezen unieruchamianych drozdzy
stan fizjologiczny komérek po fermentacji byt lepszy niz przy stezeniach wyz-
szych.

LITERATURA

Bednarski W.: Zastosowanie unieruchomionych komdrek drozdzy w procesach fermentacyjnych,
Przem. Ferm. Owoc. Warz., 11-12, 1987, 4-6.

Bryjak J., Noworyta A.: Charakterystyka aktywnosci katalitycznej acylazy penicylinowej w formie
wolnej i stabilizowanej, Mat. V Ogdlnokrajowej Sesji Nauk. Postepy Inzynierii Bioreaktorowej,
£6dz 1993, 57-74.

Gilson C., Thomas A., Hawkes F.: Gelling mechanism of alginate beads with and without immobili-
zed yeasts, Proc. Biochem. Internat., 6, 1990, 104-108.

Smidsrod O., Skjak-Brask G.: Alginate as immobilization matrix for cells, TibTech, 8, 1990, 71-78.
Sroka W., Rzedowski W.: Metody unieruchamiania drobnoustrojéw wykorzystywane w procesach
fermentacji etanolowej, Przem. Ferm. Owoc. Warz., 11, 1991, 5-7.

THE PHYSIOLOGICAL STATE OF IMMOBILIZED YEAST CELLS IN ETHANOL
FERMENTATION

Summary

The influence of different alginate concentration and initial yeast concentration on the physiological

state of cells in ethanol fermentation were investigated. Concentration of Al-alginate, Ca-alginate and
initial cell population had influence on viability of cells. 8§
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PRODUKCJA, CHARAKTERYSTYKA | ZASTOSOWANIE
PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH W ANALIZIE
LABORATORYJNEJ

Streszczenie

Wyrdzniamy dwa rodzaje przeciwciat: monoklonalne (Mab; majg zdolno$¢ swoistego rozpoznawania
pojedynczego determinantu antygenu) i poliklonalne (charakteryzujg sie zdolnos$cig reagowania z wielo-
ma epitopami antygenu). Specyfika oddziatywarn pomiedzy antygenem a przeciwciatem sprawia, ze prze-
ciwciata monoklonalne znajdujg coraz szersze zastosowanie w analizie laboratoryjnej w medycynie, w
badaniach zywnosci i in.

Produkcja przeciwciat monoklonalnych obejmuje szereg nastepujacych po sobie etapéw: 1-wybor
antygenu, 2-wybor myszy i linii komoérkowej, 3-immunizacja, 4-fuzja komorek i selekcja hybryd produ-
kujgcych Mab skierowane swoiscie do antygenu, 5-produkcje przeciwciat monoklonalnych in vitro, na
duzg skale, 6-oczyszczenie.

Wstep

Przeciwciata sg immunoglobulinami syntetyzowanymi przez ukitad immunolo-
giczny po stymulacji antygenem. Wykazujg aktywnos$¢ swoiscie skierowang przeciwko
temu antygenowi. Immunoglobuliny stanowig grupe pokrewnych biatek charakteryzu-
jacych sie okreslonymi cechami fizykochemicznymi i biologicznymi. Sg wytwarzane
przez komorki plazmatyczne i wydzielane do krwi lub ptynéw ustrojowych. Wyro6z-
niamy pie¢ klas przeciwciat u cztowieka: 1gG (iloSciowo najliczniej reprezentowana
klasa w surowicy, ok.t2g/l), 1gA, IgM, IgD, IgE [4]. Przeciwciata posiadajg dwa jed-
nakowe fragmenty mogace wigza¢ antygen, tworzac z nim rozpuszczalny kompleks nie
ulegajacy wytraceniu. Te jednowarto$ciowe fragmenty nazywane sg Fab (ang. frag-
ment antigen binding"). Trzeci fragment nie posiada tej zdolnosci i nazywany jest Fc
(ang. fragment crystalizable™). Zaproponowany model budowy przeciwciata odpo-
wiadajacy konfiguracji przestrzennej tych biatek przedstawiarys. 1[4, 8],

Mgr inz. D. Mierzejewska, doc. dr hab. L. Jedrychowski, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
PAN, Oddziat Nauki o Zywnosci, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn.
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Rys. 1 Model budowy przeciwciata.
Fig. . Model of antibody structure.

Konfiguracja immunoglobulin przypomina ksztatt litery Y, ktérej ramiona mogg
rozwiera¢ sie do kata 180°, dzieki obecnosci miejsca zawiasowego (ang,,Jiinge re-
gion"), wrazliwego na dzialanie pepsyny i papainy [4, 8],

Fabi Fc zbudowane sg z tancuchéw lekkiego i ciezkiego. Nazwy te przyjeto ze
wzgledu na ich wielko$¢, ktdrg okreslono doswiadczalnie podczas frakcjonowania na
zelach [8],

Istniejg dwie teorie powstawania przeciwciat [8]:

Teoria instrukcji zaktada, ze antygen dziata jako informacja i jest matryca na
ktorej standardowy, niepofatdowany tancuch y-globuliny jest modelowany tak, ze uzy-
skuje wymagany ksztatt odpowiadajacy antygenowi. Czasteczka ta jest stabilizowana
w tej konfiguracji przez mostki dwusiarczkowe, wodorowe i inne. Po oddzieleniu od
matrycy czasteczka zawiera miejsce swoiscie wigzace sie z antygenem.

Teoria selekcji zaktada, ze informacja potrzebna do syntezy réznych przeciwciat
jest obecna w aparacie genetycznym. Gen, ktéry koduje swoiste przeciwciato jest wy-
bierany przez kontakt antygenu z komorka i stymuluje synteze odpowiednich tancu-
chow peptydowych. Te z kolei ulegajg spontanicznemu pofatdowaniu zaleznemu od
sekwencji aminokwasowej. Utworzona w ten sposob globulama konfiguracja posiada
miejsce swoiscie wigzace sie z antygenem. Obie te teorie majg swoich zwolennikow i
przeciwnikow. Korzystajac z r6znorodnych technik analitycznych (autoradiografia,
immunofluorescencja) probuje sie uzasadni¢ kazdga z nich.
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Immunizacja organizmu ztozonymi antygenami, o wielu determinantach, powo-
duje wytwarzanie przeciwciat o réznej swoistosci. Uzyskana w ten sposob surowica
odpornosciowa zawiera przeciwciata pochodzace od wielu ré6znych komdrek plazma-
tycznych (jedna komoérka plazmatyczna ma zdolno$¢ do produkcji tylko jednego typu
przeciwciata). Surowice tg okreslamy jako poliklonalng, a zawarte w niej przeciwciata
nazywamy przeciwciatami poliklonalnymi.

Stosujac odpowiednie technologie mozemy uzyska¢ surowice zawierajgce wysoce
specyficzne przeciwciata wigzace sie z jednym epitopem, tzw. przeciwciata monoklo-
nalne. Technologia produkcji przeciwciat monoklonalnych (Mab) jest duzo bardziej
skomplikowana niz poliklonalnych. Zastosowanie Mab, jako narzedzia badawczego,
pozwala uzyska¢ szereg dodatkowych informacji, najczesciej zwiazanych z charakte-
rystyka epitopu antygenu.

Przeciwciata monoklonalne majg zdolnos¢ swoistego rozpoznawania pojedyncze-
go determinantu antygenu - epitopu. Sekwencja 5 lub 6 aminokwaséw jest wystarcza-
jaca by go rozpoznaé [2, 9]. Ta cecha przeciwciat monoklonalnych jest ich najwiekszg
zaleta, gdyz podwyzsza ich specyfike oraz specyfike oznaczen, w ktérych sie je wyko-
rzystuje.

Mab nie sgjednak bez wad. Niektore z nich ulegajg reakcjom krzyzowym. Dlate-
go waznym wyréznikiem charakteru Mab jest ich powinowactwo do antygenu. Ze
wzgledu na te ceche podzielono je na dwie grupy [1]:

» przeciwciata monoklonalne o wysokim powinowactwie - epitop antygenu i prze-
ciwciato doskonale do siebie pasujg. Ten typ przeciwciat nalezy do grupy IgG i ma
zdolnos$¢ wigzania sie z antygenem zawierajgcym nawet fragment epitopu antyge-
nu przeciwko, ktéremu je wyprodukowano (rys. 2).

» przeciwciata monoklonalne o niskim powinowactwie - nalezg do klasy IgM, majg
zdolno$¢ wigzania sie z antygenami, ktdrych epitopy nie sg podobne do epitopu
antygenu, przeciwko ktdremu zostaty skierowane (rys. 3).

Stosunek ilosciowy obu tych typéw Mabs w surowicy zalezy Scisle od stezenia
podawanego antygenu. Mozna przypuszczaé, ze kiedy odpowiednia liczba czasteczek
antygenu zwigze sie z przeciwciatami receptorowymi na powierzchni komorki to lim-
focyt zostanie pobudzony dajac klon produkujacy przeciwciata. Jesli obecna jest tylko
mata ilo$¢ antygenu, wowczas jedynie limfocyty posiadajace przeciwciata receptorowe
o0 wysokim powinowactwie zdolne bedg do wigzania wystarczajgcej ilosci antygenu.
Ich potomne komorki beda produkowac rowniez przeciwciata o wysokim powinowac-
twie.

Wedtug réwnania rownowagi antygen (Ag) <>przeciwciato (Ab)

Ag +Ab o AgAb
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mozna sadzi¢, ze gdy stezenie antygenu wzrasta, to nawet przeciwciata o wzglednie
matym powinowactwie beda wigza¢ wiecej antygenu. Dlatego przy wyzszych steze-
niach antygenu pobudzone bedg rowniez limfocyty z receptorami immunoglobulin o
mniejszym powinowactwie. Takich limfocytow jest niestety duzo wiecej, niz tych, z
receptorami o wysokim powinowactwie.

Mab o wysokim
powinowactwie

Reakcje krzyzowe Mab o wysokim powinowactwie, z dwoma niezaleznymi antygenami moga by¢ sche-
matycznie przedstawione w nastepujacy sposdb:

Mab o wysokim
powinowactwie

Mab o wysokim
powinowactwie

Rys. 2. Przeciwciata monoklonalne o wysokim powinowactwie.
Fig. 2. Monoclonal antibodies of high affinity.

Mab o niskim
powinowactwie
W przypadku tych przeciwciat przebieg reakcji krzyzowych wyglada nastepujaco:

Mab o niskim
powinowactwie

Mab o niskim
powinowactwie

Rys. 3. Przeciwciata monoklonalne o niskim powinowactwie.
Fig. 3. Monoclonal antibodies of low affinity.
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Produkcja przeciwciat monoklonalnych

Przed przystgpieniem do wiasciwych prac zwigzanych z procesem produkcji Mab
nalezy wykonac szereg prac przygotowawczych: zapoznac sie z obowigzujgcymi prze-
pisami prawnymi dotyczacymi hodowli zwierzat i wykorzystywania ich do doswiad-
czen, zgromadzi¢ odpowiedni sprzet i wyposazenie laboratorium do hodowli, zapoznaé
sie z metodyka prowadzenia hodowli zwierzat oraz prowadzenia hodowli tkankowych,
rutynowych testow prowadzonych w trakcie produkcji, zasadami utrzymywania steryl-
nosci (w odniesieniu do szkla i laboratorium), zasadami dbania o swoje bezpieczen-
stwo itp., zapozna¢ sie z biochemig badanego antygenu oraz fizjologig zwierzat do-
Swiadczalnych [1,9].

Produkcja przeciwciat monoklonalnych zawiera nastepujgce etapy (schemat 1) [1,
2,379

a) wybor antygenu

Poziom odpowiedzi immunologicznej organizmu zalezy od charakteru antygenu.
Antygen o wiekszej masie czasteczkowej (powyzej 10 kDa), skomplikowanej budowie
chemicznej i rdznigcy sie swym charakterem od biatek zwierzecia immunizowanego
wywotuje silniejszg odpowiedZ obronng organizmu niz mniejsze biatka zwane hapte-
nami, ktore wymagajg wczesniejszej koniugacji z biatkiem nosnikiem.

b) wybér myszy i linii komdrkowej [7, 9]

Wybdr myszy (lub szczura) do produkcji Mab jest zwykle ograniczony pocho-
dzeniem linii szpiczaka. Wybrang linie komdrkowa szpiczaka P3X63-Ag8 wyhodowa-
no na myszy o fenotypie Balb/C. Myszy o tym fenotypie majg stosunkowo duze $le-
dziony, co jest dodatkowym argumentem popierajgcym ten wyhor.

Plasmocytoma X63, linii szpiczaka P3X63-Ag8, produkuje petng sekwencje
IgGIl. Komorki X63 poddawane fuzji moga wzrasta¢ przy niskiej gestosci komorek, co
jest duzym utatwieniem przy klonowaniu hybryd.

) immunizacja

Immunizacja zwierzecia odbywa sie dwuetapowo wedtug okreslonych protoko-
tow: dawka wstepna (z reguty maksymalna ilos¢ antygenu tzn. 100 pg/mysz) i kilka-
krotne doszczepianie (10-50 pg/mysz) [7], Przyjmuje sie, ze najlepszym miejscem
immunizacji wstepnej jest jama otrzewnowa (wowczas antygen stymuluje dziatanie
limfocytow Sledziony).

Inne rodzaje szczepien to:

. podskérne - stymuluje dziatanie weztdw chtonnych,
« w tapke - moze powodowac zapalenie i obrzmienie, co jest meczace dla zwierze-
cia,
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» $rodskome, domiesniowe - moga zakonczy¢ sie owrzodzeniem zagrazajgcym zy-
ciu,

» bezposrednio do S$ledziony - trudne do przeprowadzenia, moze spowodowac
Smier¢ zwierzecia,

e dozylne - trudne do przeprowadzenia, moze spowodowac $mier¢ zwierzecia, zale-
cane jedynie w szczego6lnych przypadkach podczas doszczepiania przed fuzja [7].

d) fuzja komérek i pasazowanie [1, 2, 9]

Zawiesina komorek Sledziony (okreslona liczba komoérek/ml medium) i szpiczaka
poddawana jest fuzji i wysiewana na mikroptytkach o 96 studzienkach. W roztworze
po fuzji znajduja sie cztery rodzaje komorek:

» komorki szpiczaka, ktore nie ulegly fuzji (kancerogeny),
» komorki $ledziony, ktére nie ulegty fuzji,

e nieprawidtowe komorki hybryd,

» hybrydy produkujace przeciwciata monoklonalne.

Gtoéwnym celem tego etapu badan jest wyselekcjonowanie z mieszaniny komorek
populacji hybryd produkujacych Mab, skierownych swoiscie przeciwko stosowanemu
antygenowi.

Komorki szpiczaka charakteryzujg sie defektem enzymatycznym objawiajgcym
sie brakiem kinazy tymidyny (TK) lub hypoksantyno-guanino-fosforylo transferazy
(HGPRT), co uniemozliwia im synteze zasad purynowych, a w rezultacie synteze
DNA i RNA. Wysiew komorek na selektywne podtoze, np. z dodatkiem aminopteryny,
powoduje ich $mieré. W tych warunkach ging réwniez pozostate komorki $ledziony i
Zle utworzone hybrydy [7],

Hybrydy produkujace Mab, wykorzystujac duzg zywotno$¢ komérek nowotwo-
rowych i zdolnos¢ syntezy RNA i DNA komorek $ledziony, przezywaja. W ten sposéb
po ok. 2 tygodniach uzyskuje sie wzglednie specyficzne klony produkujace przeciw-
ciata monoklonalne. Specyficznos¢, wyprodukowanych przez hybrydy Mab, do anty-
genu sprawdzana jest testem ELISA. Warto$¢ absorbancji jest miarg zaréwno ilosci jak
i jakosci wyprodukowanych przez poszczeg6lne klony hybryd. Wybierajac te o naj-
wiekszym powinowactwie do antygenu pasazuje sie je na ptytkach 24 studzienkowych,
a nastepnie w butelkach hodowlanych w celu zwiekszenia skali hodowli.

Wzrost i jakos¢ hybryd w catym procesie produkcyjnym kontrolowany jest meto-
dg indirect i direct ELISA. Co pewien czas, w momencie maksymalnego wzrostu, za-
mraza sie cze$¢ hodowli tworzac w ten sposéb bank komorek.

Produkcije w skali ,,makro” mozemy prowadzi¢ w specjalnych bioreaktorach typu
»hallow fiber”. Przyktadem takiego bioreaktora jest CELLMAX. Urzadzenie to zawie-
ra specjalne nosniki wigzace hybrydy na swojej powierzchni. Przeciwciata produko-
wane sg w ciggtym przeptywie medium, dzieki czemu mozna zminimalizowac zuzycie
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surowicy krwi oraz uzyskaé wieksze stezenie przeciwcial na jednostke objetosci niz
tradycyjna metoda hodowli.

Uzyskanie supernatantu zawierajacego Mab jest zazwyczaj etapem wystarczaja-
cym do zastosowania ich jako narzedzia badawczego. W zalezno$ci od pdzniejszego
zastosowania Mab czasem zachodzi potrzeba zaggszczenia i oczyszczenia uzyskanego
supernatantu (pozostatosci FCS, czerwieni fenolowej). Ujednolicona surowica uzywa-
na jest do oznaczania wyj$ciowego antygenu.

Oczyszczanie przeciwcial monoklonalnych

W niektorych oznaczeniach substancje, jak np. bialko surowicy krwi, dodawane
w trakcie hodowli Mab moglyby interferowaé z reagentami i falszowaé wyniki. Dlate-
go czasem zachodzi konieczno$¢ oczyszczania przeciwcial. Zastosowanie Mab w me-
dycynie klinicznej (ewentualny kontakt z czlowiekiem) stawia dodatkowe wymogi
wzgledem ich czystosci tzn. powinny one by¢ wolne od toksyn, pyrogenéw i antygen-
nych substancji [5, 9].

Przed wyborem techniki oczyszczania nalezy ustali¢ czy etap ten jest potrzebny,
jesli tak to w jakim stopniu powinien by¢ oczyszczony produkt finalny. Przy wyzna-
czaniu kryteridw stopnia oczyszczania warto mie¢ na uwadze [3]:

e oszczedno$é czasu, zuzycie pracy i materiatow w przypadku niepotrzebnego
oczyszczania,

* uwzgledni¢ metody, ktoére pomimo Ze sa mniej specyficzne i daja ,,gorszy” produkt
niz inne, jednocze$nie sg szybsze, tansze a produkt koncowy ma klasg czystosci
wystarczajaca do prowadzonych analiz.

Waznym elementem jest rowniez zroédlo Mab tzn.[5]:

e Mab pochodzenia in vivo- produkowane przez hybrydy wzrastajace w organizmie
zwierzecia. Uzyskane Mab zawieszone sa w plynie owodniowym. Ich koncentracja
wynosi 1-15mg/ml zawiesiny. Obok nich w plynie zawartych jest wiele innych
bialek zywiciela, lipidow i komérek obumarlych. Bialka zywiciela stanowia pro-
blem, gdyz zawieraja duzo albuminy, transferyny i immunoglobulin bardzo po-
dobnych do przeciwcial monoklonalnych. Problem stanowia tu réwniez enzymy
proteolityczne, ktore moga uszkodzi¢ produkt finalny. W takim przypadku oczysz-
czanie jest procesem niezbgdnym.

e Mab produkowane in vitro przez komoérki hybryd hodowanych na odpowiednim
podiozu w bioreaktorze. Mab zawieszone sa w supernatancie. Ich st¢Zenie jest du-
7o mniejsze niz w przypadku hodowli in vivo i zawiera si¢ w granicach 0,01-0,5
mg/ml supernatantu. Glownym zrédiem zanieczyszczen jest woda. Obok przeciw-
ciat supernatant zawiera znaczne ilosci obcych biatek (np. z FCS) i zanieczyszczen
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jak np. czerwien fenolowa (wskaznik pH podioza). Wskaznik silnie adsorbuje sie
na podtozu chromatograficznym i nie wymaga specjalnych zabiegéw usuwania.

» Mab pochodzenia in vitro- hodowane w specjalnych reaktorach ,hollow fiber”.
Dzieki takiej technice sg one bardzo skoncentrowane, powyzej 10 mg/ml zawiesi-
ny. Nie zawierajg zadnych lipidow. Towarzyszace przeciwciatom zanieczyszczenia
pochodzgjedynie z podtoza. Sato resztki biatek FCS, czerwien fenolowa, albumi-
na, transferyna, wotowe 1gG i woda. Jakkolwiek sg one obecne w duzo mniejszym
stezeniu niz w dwdch powyzszych przypadkach.

Oczyszczanie przeciwciat jest zazwyczaj procesem wieloetapowym i skfada sie z

nastepujacych etapéw [2, 5, 9]:

a) przygotowanie proby

Etap ten ma na celu przygotowanie préby do dalszego oczyszczania wykorzystu-
jacego techniki chromatograficzne.

Obejmuje on:

* usuniecie, przez wysolenie, wiekszych ilosci biatka pochodzenia Zrodtowego;
» usuniecie specyficznych zanieczyszczen jak lipoproteiny, czerwien fenolowa;
* wymiang buforu.

Najpopularniejszym sposobem wysalania jest wysalanie siarczanem amono-
wym. W metodzie tej wykorzystywane jest selektywne wytracanie réznych frakcji
biatek w probie. Siarczan amonowy jest bardzo dobrze rozpuszczalny w wodzie, redu-
kuje zawartos$¢ lipidéw, stabilizuje wiekszo$¢ biatek w roztworze (niektére Mab moga
ulec denaturacji). Jest doskonatym krokiem wstepnym przed zastosowaniem hydrofo-
bowych interakcji chromatograficznych w dalszych etapach oczyszczania. Metoda ta
pozwala na usuniecie 50% biatek zanieczyszczajacych produkt.

Technika wysalania siarczanem amonowym jest etapem czasochtonnym i nie na-
daje sie do uzycia w skali preparatywne;j.

Klarowanie polega na usunieciu resztek nierozpuszczonych biatek i substancji,
ktére mogtyby zanieczysci¢ kolumny w dalszych etapach oczyszczania. Bardzo popu-
larng metoda klarowania jest wytracanie siarczanem dextranu lub poliwinylopirolidyng
(PVP).

Wymiana buforu i odsalanie jest przydatne przy przygotowywaniu préby przed
kolejnymi etapami oczyszczania chromatograficznego. W poréwnaniu z innymi meto-
dami wymiany buforu (dializa) filtracja zelowa jest stosunkowo wygodna i fatwo ja
przystosowacé do réznych warunkéw. Filtracja zelowa, np. przy uzyciu zeli Sephadex
stuzy gtdwnie do oddzielania duzych molekut biatek (np. immunoglobuliny) od ma-
tych peptyddw, soli i innych rozpuszczalnych sktadnikéw pohodowlanych.

b) oczyszczanie gtdwne
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Etap ten jest najbardziej krytyczny i efektywny dla catego procesu oczyszczania.
Uwzglednia sie w nim specyfike wyprodukowanych Mab i wiasciwosci pozostatych
zanieczyszczen. Wybor sposobu przygotowania proby jest scisle zwigzany z tym eta-
pem.

Zazwyczaj uwzglednia sie nastepujace dane:
wiasciwosci Mab: ich rozmiar, fadunek, pi, stabilnos¢, hydrofobowos¢, powino-
wactwo do no$nikdw Protein A lub G, i innych,
» wilasciwosci pozostatych po wysoleniu zanieczyszczen,
» mozliwos$¢ dostepu do odpowiedniego sprzetu i medium,
» dostep do czystego antygenu,
» skala oczyszczenia,
» preferencje (mozliwosci i umiejetnos$ci) pracownika.

W zaleznos$ci od tych elementdw korzystamy z nastepujacych metod chromato-
graficznych:

Chromatografia powinowactwa

Chromatografia powinowactwa polega na specyficznej i odwracalnej adsorpcji
oczyszczanych biatek przez substancje wiazgcg (ligand), kowalencyjnie pofaczong z
nierozpuszczalng matryca nosnika. Proba zawierajaca przeciwciata monoklonalne jest
nanoszona na kolumne i w odpowiednich warunkach Mab wigza sie z ligandami. Nie-
zwiazane zwiazki sa wymywane. Po zmianie buforow wymywajacych Mab (IgG) sg
uwalniane. W chromatografii powinowactwa najczesciej stosowanym ziozem przy
oczyszczaniu Mab pochodzenia in vivo jest Protein A.

Chromatografia jonowymienna

W chromatografii jonowymiennej wykorzystuje sie réznice w tadunku elektrycz-
nym molekut. Sktadniki naniesionej na kolumne proby wiaza sie z faza statg podtoza
kolumny z r6zng sit3. Zmieniajac stezenie soli i pH eluentu regulowana jest sita wigza-
nia do podtoza, powodujac w ten sposéb elucje réznych rodzajow biatek w réznym
czasie. Ten rodzaj chromatografii, zaréwno aniono- jak i kationowymiennej, jest bar-
dzo popularny przy oczyszczaniu Mab. Technika ta jest szczegélnie przydatna przy
rozdziale monoklonalnych IgG od IgG zywiciela (wynika to ze zr6znicowania tadun-
kow tych biatek). Jest to rowniez doskonata technika do oczyszczania surowicy poli-
klonalnej. Zapewnia ona efektywng koncentracje przeciwciat w potaczeniu z wysokim
stopniem rozdziatu.

Ztoza stosowane na tym etapie to najczesciej:

* wymieniacze anionowe - Mono Q, Q Sepharose High Performance,
ewymieniacze kationowe - Mono S, SP Sepharose High Performance, Hydroxy-
apatite (forma fosforanu wapnia).
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Mineralny wymieniacz kationowy jest ostatnio szeroko uzywany w biochemii
mimo, ze dotychczas nie sg znane zasady mechanizmu absorpcji w chromatografii
hydroxyapatytowe;j.

c) dalsze oczyszczanie [5]

Jezeli poziom czystosci produktu po pierwszych dwoch etapach jest niewystar-
czajacy nieodzowna jest jego dalsza obrobka. Na tym etapie korzysta sie w dalszym
ciggu z technik chromatograficznych: filtracji zelowej, HIC [hydrophobic intraction
chromatography], - fatwa i efektywna metoda, i chromatografii jonowymiennej.
Filtracja zelowa

Rozdziat molekut uwarunkowany jest ich rozmiarem. Metoda ta uzywana jest
najczesciej na zakonczenie procesu rozdziatu badZz jako metoda odsalania pomiedzy
kolejnymi etapami oczyszczania.

Wymienionej techniki uzywa sie do usuniecia zanieczyszczeh o zblizonym fa-
dunku do IgG Mab, zwykle czeSciowo usunietych w pierwszym etapie przy uzyciu
kolumny jonowymiennej lub powinowactwa. Filtracja zelowa jest szczeg6lnie przy-
datna do usuwania transferyny, ktorg trudno usung¢ inng technikg. Filtracja zelowa
doskonale sprawdza sie przy usuwaniu dimerow, tetramerow i agregatéw. Czesto uzy-
wa sie ja do odsalania lub wymiany buforu przed przechowywaniem finalnego pro-
duktu. Najczesciej stosowane ztoza to: Sephadex G-25, PD-10, Sephacryl S-200 High
resolution, Superdex 200.

Chromatografia wykorzystujaca interakcje hydrofobowe (HIC)

Metodg chromatografii interakcji hydrofobowych rozdziela sie biomolekuty wy-
korzystujac réznice w ich hydrofobowosci. Jest to technika alternatywna do pozosta-
tych pod warunkiem, ze Mab sg stabilne przy wysokim stezeniu soli. Metode HIC ko-
rzystnie mozna zastosowa¢ po wytrgcaniu siarczanem amonowym, po ktérym préba
zawiera duze stezenie soli. Technike HIC mozna stosowa¢ pojedynczo lub w ukladzie
szeregowym z filtracjg zelowg lub chromatografigjonowymienng. Metoda ta jest kom-
plementarna do technik rozdziatu opartych na rozmiarze lub tadunku biomolekuty.

Wszystkie 1gG sg hydrofobowe, chociaz istniejg wyjatki nawet wsrod Mab z tej
samej klasy. Ta cecha pozwala HIC w duzym stopniu usunaé 1gG zywiciela. Najcze-
Sciej stosowane ztoza to: Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, Alkyl Superose.

Opisany trzystopniowy spos6b oczyszczania przeciwciat jest typowy dla techno-
logii oczyszczania przeciwcial monoklonalnych. 1lo$¢ etapéw zalezy jedynie od wy-
maganej klasy czystosci produktu koncowego.

Zastosowanie

Wysoka specyficznos¢ przeciwciat monoklonalnych w stosunku do antygenu,
rozwoj technologii produkcji Mab i eliminacja udzialu zwierzat, spowodowaty, ze
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zaczety one konkurowac¢ z powszechnie stosowanymi do tej pory w analityce przeciw-

ciatami poliklonalnymi.

Szczegolnie szerokie zastosowanie znalazty one w diagnostyce immunologicznej
i immunohistologicznej. Mab stosuje sie w testach diagnozujacych AIDS do badania
proporcji komorek limfocytéw pomocniczych T i T-supresorowych, co pomaga moni-
torowac postep tej choroby. Majg one ustalone miejsce w immunohistologicznym dia-
gnozowaniu choréb rozrostu limfy i nowotwordw [1,7].

Nie bez znaczenie jest wykorzystanie technik immunometrycznych (z zastosowa-
niem przeciwcial monoklonalnych) w analizie zywnosci. Przydatne okazaty sie one w
odréznianiu gatunkéw miesa w surowych, nieprzegotowanych produktach miesnych.
Mieso o podobnej pigmentacji, np. wotowina i konina, wotowina i baranina, mieso
drobiowe i wieprzowe, sg po zamrozeniu (szczeg6lnie w duzej masie) wizualnie trudne
do rozroznienia. Wiele produktow miesnych, jak kietbasy, burgery, kotlety mielone sa
mieszaning wielu gatunkéw mies. To wiasnie techniki immunometryczne stwarzaja
mozliwo$¢ szybkiego oznaczenia zaréwno jakosciowego, jak i iloSciowego skiadu
poszczeg6lnych produktow [6]. Techniki te pozwalajg rowniez z duzg doktadnoscig
oznaczy¢ zawarto$¢ biatek soi w produktach miesnych . Kolejne przyktady zastosowa-
nia Mab w analizie zywnosci przedstawiajg Morris B.A. i Clifford M.N. [6], np.:

» oznaczanie zafalszowan mleka krowiego mlekiem kozim i odwrotnie,

* oznaczanie denaturacji biatek mleka (Biatka mleka wywotuja alergie u niemowlat i
dzieci. Istnieje teza, ze obrdbka cieplna redukuje wiasciwosci immunogenne tych
biatek. Metody immunometryczne pozwalajg doktadnie okresli¢ poziom immuno-
reaktywnych biatek w mleku przed i po obrdbce, co pozwala in vitro okresli¢
wptyw poszczeg6lnych proceséw na immunoreaktywne wiasciwosci biatek mle-
ka.),

» oznaczanie amyloglukozydazy w piwie,

* oznaczanie ochratoksyn w zywosci (Ochratoksyny sg toksycznym produktem me-
tabolizmu niektorych grzybow, jak np. aspergillus, wystepujacych jako naturalne
zanieczyszczenie artykutow rolnych, syntetyzowanym podczas np. nieprawidto-
wego przechowywania. Ochratoksyny znajduja sie w kukurydzy, owsie, pszenicy,
jeczmieniu, orzechach, produktach wytworzonych na bazie ziaren np. pasze.),

e 0znaczanie zanieczyszczen i dodatkéw do zywnosci (bardzo istotne w kontrolowa-
niu jakos$ci zywnosci).

Powyzsze przyktady wykorzystania metod immunometrycznych w analizie zyw-
nosci to jedynie kilka powszechnie stosowanych w laboratoriach analitycznych. Fakt
rozwoju technik produkcji przeciwciat monoklonalnych tzn. otrzymywanie coraz bar-
dziej wyspecjalizowanych fragmentéw #aczacych sie ze Scisle okreslonym epitopem,
pozwala na coraz szersze stosowanie tych metod ze wzgledu na zwiekszenie ich precy-
zyjnosci i doktadnosci, oraz oznaczania coraz to wiekszej liczby antygenéw w zywno-
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§ci. Powoduje to réwniez wzrost dostepnych na rynku gotowych, precyzyjnych testow
immunometrycznych oferowanych przez firmy handlowe (np. SIGMA - ALDRICH:
E.coli 0157 TECRA®, Aflatoxin M1, Aflatoxin BI, Progesterone i inne).

Stownik termindw immunologicznych

Antygen - substancja charakteryzujaca sie a) immunogennoscig czyli zdolnoscig do
wywotywania odpowiedzi immunologicznej organizmu, b) antygennoscig czyli zdol-
noscig do tgczenia sie z immunoglobulinami.

Determinanty antygenowe - obszary molekularne antygenu, ktére wigzg sie ze swo-
istym przeciwciatem.

Epitop - determinant antygenowy o znanej strukturze.

Hapten - substancja o niskim ciezarze molekularnym, samodzielnie nie wykazujagca
wiasciwosci immunogennych; po potaczeniu z nosnikiem zyskuje cechy antygenu.
Immunogen - substancja obca dla organizmu wywotujaca jego reakcje obronng, w
ktorej uczestniczg limfocyty i wytworzone przeciwciala.

Przeciwciata - biatka z grupy immunoglobulin wytwarzane przez organizm uczestni-
czace w czynnosciach odpornosciowych organizmu; w zalezno$ci od budowy ciezkich
fancuchow wyroéznia sie piec klas immunoglobulin IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE.
Przeciwciata monoklonalne - przeciwciata otrzymane z pojedynczego klonu limfo-
cytu, wyprodukowane w wyniku fuzji komdérek $ledziony immunizowanej antygenem
myszy z komdrkami szpiczaka.

Przeciwciata poliklonalne - przeciwciata wyprodukowane przez limfocyty na skutek
immunizacji zwierzecia antygenem.
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PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND APPLICATIONS OF MONOCLONAL
ANTIBODIES IN LABORATORY ANALYSIS

Summary

There are two kinds of antibodies employed in food analysis: monoclonal antibodies (Mab) charac-
terized by unique specificity and an extremely high selectivity for the epitope, and polyclonal antibodies
characterized by different specificity and affinity. Due to their specificity monoclonal antibodies are good
analytical tools and more frequently employed in medicine or food analysis.

Production of monoclonal antibodies is carried out during the following stages: 1) antigen selection, 2)
mouse and cell line selection, 3) cell fusion, 4)culture and hybridoma selection, 5) Mabs production bulk,
6) purification. |||
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CHARAKTERYSTYKA JAKOSCIOWA SKROBI | WELASCIWOSCI
REOLOGICZNYCH CIASTA Z MAKI ROZNYCH ODMIAN
JECZMIENIA JAREGO

Streszczenie

Badano ziarno 5 odmian jeczmieniajarego: Rodos, Rambo, Boss, Rodion, Rabel ze zbioru w 1997 ro-
ku. Stwierdzono, ze odmiany jeczmienia roznity sie wyréwnaniem ziarna, wydajnos$cig maki i zawartoscig
biatka ogétem. Wykazano, ze oceniane odmiany charakteryzujg sie niskg aktywnoscig alfa-amylazy mie-
rzong liczba opadania. Ziarno réznych odmian jeczmienia mato réznito sie zawartoscia skrobi. Maka
jeczmienna odznaczata sie wysoka poczatkowaq i koncowa temperaturg i dtugim czasem kleikowania oraz
duzg lepkoscig maksymalng kleikow. W czasie przetrzymywania przez 30 minut w statej temperaturze
skrobia ulega rozpadowi, a w czasie chtodzenia amyloza tatwo retrograduje. Badana maka jeczmienna
charakteryzuje sie duzg wodochtonnoscig. Ciasto jeczmienne odznacza sie niskimi wiasciwosciami Teolo-
gicznymi.

Wstep

Zboza stanowig podstawe odzywiania szerokich mas spoteczenstwa (pieczywo,
ryz, kasze, makarony). W ostatnich latach obserwuje sie zwigkszone zainteresowanie
jeczmieniem, ktory uwazany jest za zboze paszowe. Tylko cze$¢ jeczmienia przezna-
czana jest na stdd, a niewielki procent wykorzystywany jest w zywieniu ludzi - sg to
gtéwnie kasze, a w przesztosci chleb plackowy [13]. Obecnie poszukuje sie¢ mozliwo-
§ci urozmaicania zywnosci oraz zwraca sie uwage na zdrowe i racjonalne zywienie.
Jeczmien - najstarsze zboze w historii - jest ponownie odkrywany ze wzgledu na nie-
doceniang dotychczas wartos¢ fizjologiczno-zywieniowsa.

Atrybutem jeczmienia jest duza zawarto$¢ biatka [16, 9] o wysokiej wartosci od-
zywczej uwarunkowanej skfadem aminokwasowym [16]. Jeczmieh zawiera wiecej
aminokwasow egzogennych (ok. 36%) niz pszenica i zyto (33%) [11]. Wérdd sktadni-
kéw weglowodanowych dominuje skrobia. Zawartos¢ skrobi w ziarnie jeczmienia
moze wynosi¢ $Srednio 64% [19]. Znaczenie zywieniowe skrobi wynika ze stosunku

Mgr inz. A. Widera, Katedra Technologii Zb6z, Akademia Rolnicza we Wroctawiu, ul. C.K. Norwida 25,
50-375 Wroctaw.
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amylozy do amylopektyny [16]. Amyloza jest trudniej trawiona niz amylopektyna.
Skrobia jeczmienna moze zawieraé: 0% (jeczmierh woskowy), 25% (jeczmien normal-
ny) i 40% amylozy (jeczmien wysokoamylozowy). Z czego wynika zréznicowana
strawno$¢ skrobi jeczmiennej - 69-84%, nizsza w poréwnaniu do innych zb6z - ok.
95% [11].

Waznymi skfadnikami sg takze weglowodany nieskrobiowe - B-glukany i pento-
zany - wchodzace w sktad wiokna pokarmowego, B-glukany nie sg trawione w prze-
wodzie pokarmowym cztowieka, wywierajg one wptyw na poziom cholesterolu [10] i
glukozy [20] w surowicy krwi. Frakcja rozpuszczalna B-glukanéw moze by¢ skutecz-
nym czynnikiem hipoglikemicznym i hipocholesterolemicznym w diecie cztowieka
[16]. Jeczmien zawiera od 3 do 7,2% [4], Srednio 5% [B-glukanow [20].

Istotny wplyw na warto$¢ technologiczng i przydatno$¢ ziarna do produkcji ma
jego skiad chemiczny. Zbadanie go umozliwi dostosowanie parametrow procesu
przetworczego tak, by uzyskac¢ produkt najwyzszej jakosci. Poznanie wartosci ziarna
odmian jeczmienia uprawianego w Polsce, zwlaszcza niektérych wyznacznikéw, po-
zwoli na wiasciwe jego przeznaczenie przetworcze.

Celem pracy byta ocena wartosci przemiatowej, zawartosci biatka, aktywnosci
amylolitycznej i jakoSci skrobi oraz okreSlenie wiasciwosci Teologicznych ciasta z
maki jeczmiennej.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowito ziarno pieciu odmian jeczmienia jarego (Rodos,
Rambo, Boss, Rodion, Rabel) ze zbioru w 1997 roku, uzyskane ze Stacji Doswiadczal-
nej Oceny Odmian w Rarwinie.

Wykonano oznaczenia wyrdéwnania ziarna [21]. Ziarno $rutowano w miynku typ
WZ-1. Make do badan otrzymano z przemiatu ziarna w miynie Quadrumat Junior [5],
20 godzin przed przemiatem ziarno nawilzono do 12,5% wilgotnosci. Zawarto$¢ biatka
ogo6tem oznaczono metodg Kjeldahla (N x 6,25), a zawartos¢ skrobi metoda enzyma-
tyczng [15]. Aktywnos$¢ a-amylazy okre$lono posrednio, oznaczajac liczbe opadania
metodg Hagberga-Pertena. Wiasciwosci reologiczne ciasta jeczmiennego oznaczono za
pomocg farinografu Brabendera. Farinogramy wyceniono metodg AACC [1]. Jakos¢
skrobi okreslono amylograficznie [5], Do hamowania aktywnosci a-amylazy stosowa-
no 200 mg octanu rteciowego. Zawartos$¢ biatka ogétem oznaczono w ziarnie i w mace,
zawarto$¢ skrobi i liczbe opadania w ziarnie, a wlasciwosci reologiczne ciasta i jako$¢
skrobi w mace.
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Woyniki i dyskusja

Z przeprowadzonych badan wynika, ze ziarno jeczmienia charakteryzuje sie du-
zym wyréwnaniem (tab. 1). Wyrdwnanie ziarna wiekszosci odmian wahato sie od 92.0
do 94.3%. Najmniejsze wyréwnanie miato ziarno odmiany Rodos (89,2%).

Z badan Bhatty’ego [2, 3, 5], Subdy i wsp. [17] oraz wiasnych (tab. 1) wynika, ze
wydajnos¢ maki z ziarna zalezy od rodzaju stosowanego miyna. W obecnych bada-
niach (tab. 1) wykazano, ze z przemiatu ziarna odmian jarych w miynie Quadrumat
Junior mozna otrzymaé od 32,7 do 37,3% maki. Najmniejszg ilo$¢ uzyskano z ziarna
odmian Rabel (32,7%) i Rambo (33,0%), a znacznie wiecej z odmian Rodion (36,7%) i
Boss (37,3%).

Tabela 1
Cechy jakosciowe ziarna r6znych odmian jeczmieniajarego ze zbioru w 1997 roku.
Qualitative traits of grains of different spring barley varieties from the 1997 harvest.
Cecha/ Trait
Odmiany Wyréwnanie ziarna Wydajno$¢ maki Liczba opadania  Zawarto$¢ skrobi
Varieties Equalize of grain Flour extraction Falling number Starch content
% % S %
Rodos 89,2 34,7 401 61,0
Rambo 94,3 33,0 435 59,9
Boss 94,1 37,3 460 60,5
Rodion 93,5 36,7 435 61,0
Rabel 92,0 32,7 433 61,6
X 92,6 34,9 433 60,8

Ziarno badanych odmian jeczmienia charakteryzowato sie niskg aktywnoscig
amylolityczng mierzong liczba opadania (tab. 1). Podobne wyniki uzyskali Bhatty [5]
oraz Subda i wsp. [17, 18]. W obecnych badaniach wartosci liczby opadania wahaty
sie od 401 do 460 s (Tab. 1).

Na podstawie zestawionych danych mozna réwniez stwierdzi¢ mate zréznicowa-
nie jeczmienia pod wzgledem zawarto$ci skrobi, od 59,9 do 61,6% (tab. 1). Potwier-
dzito to wyniki uzyskane przez innych autorow [17, 18]. Mniejszg zawarto$¢ skrobi
oznaczyli Bjorck i wsp. [7], wiekszg natomiast Ingledow i wsp. [13] oraz Knuckles i
wsp. [14].

Badane odmiany zawieraty od 11,2 do 13,3% biatka ogétem w ziarnie i od 8,9 do
11,4% w mace (rys. 1). Najwiecej biatka w ziarnie i w mace zawierata odmiana Ram-
bo, najmniej natomiast odmiana Rodion. Wyniki uzyskane w omawianej obecnie pracy
(rys. 1) i innych autoréw [9, 16] wskazuja na duza zmiennos¢ tej cechy.
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11zawarto$¢ biatka ogétem w ziarnie, total protein content in grain
m zawarto$¢ biatka ogétem w mace, total protein content in flour

Rys. 1. Zawarto$¢ biatka ogétem w ziarnie i mace badanych odmian jeczmienia jarego.
Fig. 1. Total protein content in grain and flour of examined spring barley varieties.

Rys. 2. Amylogramy kleikéw macznych jeczmieniajarego.
Fig. 2. Amylograms of flour pastes of spring barley.
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W przeprowadzonych obecnie badaniach oraz wczesniejszych Bhatty’ego [5] oraz
Subdy i wsp. [17, 18] wykazano, ze maka z ziarna réznych odmian jeczmienia charak-
teryzuje sie wysoka poczatkowa (od 53,5 do 58,0°C) i koncowa (od 91,5 do 92,5°C)
temperaturg oraz czasem kleikowania (44,5 do 45,0 min) (tab. 2). W badaniach wia-
snych stwierdzono, ze oceniane odmiany mato réznity sie koricowa temperaturg i cza-
sem kleikowania maki. Wysoka poczatkowg temperaturg kleikowania odznaczat sie
kleik z maki Boss (58,0°C), a najnizszg kleik z mgki odmiany Rabel (53,5°C).

Sposréd badanych cech amylograficznych najwiekszg zmiennoScia charakteryzo-
wata sie maksymalna lepkos$¢ kleikéw macznych (510 do 890 jB) (Tabela 2). Podobne
wyniki uzyskata Subda i wsp. [18]. Bhatty [5] uwaza, ze maka jeczmienna charaktery-
zuje sie wyzszg maksymalng lepkoscia kleiku niz maka pszenna.

Wykazano matg zmiennos$¢ lepkosci po 30 minutowym przetrzymaniu w tempe-
raturze 95°C (430 do 490 jB) (tab. 2). Okazato sie, ze lepkos¢ po przetrzymaniu
zmniejszata sie o 80 do 410 jB (rys. 2, tab. 2). Bhatty [5] twierdzi, ze zmniejszenie
lepkosci po przetrzymaniu wskazuje na matg trwatos¢ ziam skrobi.

Lepkos¢ kleikdbw macznych po ochtodzeniu wahata sie od 900 do 1010 jB (Ta-
bela 2). Ponadto stwierdzono, ze lepko$¢ po ochtodzeniu do 50°C zwiegkszylta sie $red-
nio o 506 jB w poréwnaniu do lepkosci po przetrzymaniu w 95°C. Potwierdza to wy-
niki uzyskane przez Bhatty’ego [5] oraz Subde i wsp. [18]. Batty [5] podaje, ze zwiek-
szenie lepkosci po ochtodzeniu informuje, ze ziarna skrobi tatwo ulegajg rozpadowi w
gorgcym kleiku, a w czasie chtodzenia amyloza fatwo retrograduje. Wykazano, ze

Tabela 3
Cechy reologiczne ciasta z maki jeczmiennej, oznaczone w farinogfafie Brabendera.
Rheological traits of dough from barley flour, examined in Brabender farinograph.
Cecha/ Trait
Wodochion- Rozwdj ciasta  Statosé Czas do Rozmigk-  Czas do Wartosc
- o - . . . . waloryme-
Odmiany  no$¢ maki Dough ciasta  maksymalnej czenie ciasta zatamania trvezna
Varieties  Flour water development Stability of wysokosci Softening of  Time to y. .
. . . Valorimetric
absorption time dough Peak time dough breakdown value
% min min min iB min ]
ju
Rodos 73,0 11 9,0 14 30 12,2 53
Rambo 71,2 12 0,8 14 60 33 45
Boss 72,4 1,0 0,9 13 80 2,4 39
Rodion 75,2 0,8 0,7 12 100 16 49
Rabel 72,5 14 10,1 2,0 20 14,3 54

X 72,9 11 43 15 60 68 48
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przetrzymanie kleikbw macznych przez 20 minut w temperaturze 50°C spowodowato
nieduze zwiekszenie lepkosci. Dengate [8] uwaza, ze na lepkos$é kleikow majg wptyw
ilos¢ uszkodzonej skrobi, wielko$¢ ziarenek oraz sktad skrobi.

Maka jeczmienna charakteryzuje sie duzg zdolnoscig wigzania wody [5, 18], wyz-
szg niz maka pszenna [6], Podobne wartosci wodochtonnos$ci uzyskano w niniejszej
pracy (tab. 3). Wodochtonnos$¢ maki jeczmiennej miescita sie w zakresie od 71,2 do
75,2% w zaleznosci od odmiany. Stwierdzono, ze ciasto z maki jeczmiennej miato
krotki czas rozwoju (1,2 do 2,0 min). Bhatty [5] podaje, ze krotki czas rozwoju wska-
zuje na duza szybko$¢ wigzania wody przez make jeczmienna. Zaobserwowano duze
zréznicowanie czasu statosci ciasta, czasu do zatamania, rozmiekczenia ciasta i warto-
§ci walorymetrycznegj. Ciasto z maki odmian Rodos i Rabel odznaczato sie diugim
czasem statosci i czasem do zatamania, matym rozmiekczeniem i duzg warto$cig walo-
rymetryczng, co predysponuje make z tych odmian do wykorzystania w piekarstwie w
mieszankach z mgkami pszennymi.

Whnioski

1 Stwierdzono, ze ziarno wszystkich badanych odmian jeczmienia charakteryzuje sie
wysokim wyréwnaniem, niskg aktywnoscig a-amylazy i duzg zawartoscig skrobi.
Wykazano zréznicowanie odmian jeczmienia pod wzgledem wymienionych cech,
zawartosci biatka og6tem wydajnosci maki.

2. Maka jeczmienna charakteryzowata sie wysokg poczatkows i koncowg temperatu-
ra kleikowania oraz czasem kleikowania. Temperatura koncowa i czas kleikowania
byty mato zréznicowane.

3. Wykazano znaczng zmiennos¢ maksymalnej lepkosci, lepkosci po przetrzymaniu
w temperaturze 95°C przez 30 minut, po ochtodzeniu do 50°C oraz po przetrzyma-
niu w tej temperaturze przez 20 minut.

4. Makajeczmienna charakteryzowata sie duza zdolnoscig wigzania wody.

5. Ciasto jeczmienne z maki odmian Rodos i Rabel odznaczato sie dobrymi wiasci-
wosciami Teologicznymi, co predysponuje make z tych odmian do wykorzystania
w piekarstwie w mieszankach z magkami pszennymi.
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CHARACTERIZATION OF STARCH QUALITY AND RHEOLOGICAL PROPERTIES
OF DOUGH OF SPRING BARLEY VARIETIES

Summary

Grain of five spring barley varieties: Rodos, Rabmo, Boss, Rodion, Rabel from the 1997 harvest was
investigated. It was concluded, that barley varieties differed in equalize of grain and total protein content.
Investigated varieties characterized by low alpha-amylase activity, measured by falling number. Grain of
different barley varieties little differed in starch content. Barley flour distinguished by high initial and
final temperature and long gelatinization time. During holding in constant temperature starch granules
disintegrate, and amylose easily retrogradate after cooling. Investigated barley flouris characterized by
large water absorption. Barley dough is distinguished by its low rheological properties. ||j
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AKTYWNOSC ANTYOKSYDACYJNAIZOLATU I HYDROLIZATOW
BIALEK GROCHU

Streszczenie

W pracy badano przeciwutleniajgce whasciwosci izolatu i hydrolizatow biatek grochu. Stwierdzono,
ze biatka te posiadajg wasciwo$¢ hamowania reakcji utleniania kwasu linolowego, ktéra ro$nie w wyniku
hydrolizy enzymatycznej. W obrazach elektroforetycznych obserwowano wyrazne r6znice w skiadzie
frakcji hydrolizatéw. Nie stwierdzono natomiast jednoznacznego wptywu powierzchniowej hydrofobowo-
§ci aromatycznej na aktywnos$¢ antyoksydacyjna.

Wstep

Utlenianie nienasyconych kwaséw powoduje pogorszenie jakosci zywnosci. Za-
pobiec temu mozna przez zastosowanie syntetycznych przeciwutleniaczy: BHT i BHA.
Uzycie ich jest ograniczone ze wzgledu na toksyczno$é [8]. Uwaga wielu osrodkow
naukowych zwrdcona jest na wprowadzenie naturalnych zwigzkéw obecnych w rosli-
nach, jako antyoksydantow [12, 13, 14, 16]. W$rdd tych zwigzkdéw wykazano réwniez
antyoksydacyjne wiasciwosci biatek. Pomimo, ze doniesienia z tego zakresu znane juz
byly w latach siedemdziesigtych [10], to dopiero poczatek lat dziewieédziesiatych
przyniost wiecej publikacji opisujgcych whasciwosci przeciwutleniajgce biatek [1, 2, 3,
4, 15]. Oprdcz biatek badano réwniez preparaty otrzymane w wyniku ich hydrolizy
proteinazami [3, 10]. Doniesienia o wiasciwosciach antyoksydacyjnych biatek poda-
wane w literaturze dotyczg gtéwnie roslin nie uprawianych na duzg skale w naszym
kraju. Dlatego w pracy podjeto badania nad preparatami biatkowymi z nasion grochu.

Materiat i metody

Materiatem wyjsciowym do doswiadczen byta maka otrzymana z obtuszczonych
nasion grochu odmiany Poa. Nasiona pochodzity ze stacji hodowlanej IHAR w Radzi-

Mgr inz. R. Wolosiak, mgr inz. E. Worobiej, Samodzielny Zaklad Oceny Jakosci Zywnosci, Wydziat
Technologii Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Rakowiecka 26/30, 02-528 War-
szawa.
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kowie. Do badan stosowano izolat biatek grochu uzyskany przez wytracenie biatek w
punkcie izoelektrycznym (pH 4,3) z alkalicznych ekstraktéw maki (pH 9,2). Z otrzy-
manych izolatdéw przygotowywano hydolizaty. Biatka izolatdw hydrolizowano pep-
syng (890 j./mg biatka, Sigma P-7000) oraz proteinaza N (7,3 j./mg, Fluka 82458). W
celu ustalenia optymalnych warunkéw hydrolizy przeprowadzono wstepne badania, w
ktérych stosowano rdézne czasy, a proces $ledzono iloscig uwolnionego azotu alfa-
aminowego [6].

Izolaty hydrolizowano pepsyng przez 1i 6 godzin, w dalszej czesci pracy ozna-
czono je symbolami, odpowiednio, PHP-1 i PHP-6. Natomiast hydrolize proteinazg N
prowadzono 0,5, 1i 5 godzin i oznakowano symbolami, odpowiednio, PHN-0,5, PHN-
1i PHN-5.

W otrzymanych preparatach biatkowych oznaczano azot, powierzchniowa hydro-
fobowos$¢ aromatyczng z kwasem 8-anilino-I-naftaleno-sulfonowym [9, 7] oraz pro-
wadzono elektroforetyczne rozdziaty biatek na 12,5% zelach poliakrylamidowych z
SDS [11].

Wiasciwosci antyoksydacyjne izolatu i hydrolizatéw biatka grochu oznaczano
wobec kwasu linolowego (Sigma L-1268). Reakcje utleniania kwasu linolowego pro-
wadzono w 60°C, w termostacie (Memmert), przez okres 29 dni. Do termostatowanych
probek kwasu linolowego dodawano preparaty biatkowe w iloSci 220 ppm. Probka
odniesienia byt kwas linolowy bez dodatku preparatow. We wstepnych
doswiadczeniach ustalono dawki preparatéw znoszacych powstawanie nadtlenkéw.
Proces utleniania $ledzono metodg z tiocyjanianem zelaza [1]. Pomiaréw dokonywano
na spektrofotometrze Novaspec Il firmy Pharmacia LKB przy 500 nm.

Z otrzymanych wynikéw obliczano wzgledng aktywno$¢ antyoksydacyjna wg
wzoru:

Aw - Ap
Aa[%]= ————X——— —Xx 100,
w

gdzie Aw- absorbancja probki odniesienia
Ap - absorbancja probki z preparatem biatkowym.

Wyniki i ich omoéwienie
Przed przystgpieniem do okreslenia antyoksydacyjnych wiasciwosci izolatu i hy-
dolizatow biatkowych otrzymanych z grochu dokonano ich charakterystyki. Oznaczo-

no zawartos¢ biatka, hydrofobowos$¢ aromatyczng i poddano rozdziatom elektrofore-
tycznym.
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Na podstawie badan wykazano, ze zawarto$¢ biatka w izolacie wynosita 90,1%, w
hydrolizatach byta nizsza i miedcita si¢ w granicach 62-63% dla PHP i 72-73% dla
PHN, tak wiec czas hydrolizy nie wptywat na te zalezno$¢, a jedynie zastosowany
enzym.

Uwage zwraca réznica pomiedzy powierzchniowa hydrofobowoscig aromatyczng
izolatu i hydrolizatow (rys. 1). Hydroliza przy uzyciu pepsyny powodowata ponad
pieciokrotne obnizenie wartosci notowanych w izolécie, a hydroliza proteinazg N
okoto 7,5 krotne. Wyniki te Swiadcza, ze w izolacie jest wieksza ekspozycja amino-
kwasow aromatycznych na powierzchni biatek niz w hydrolizatach.

Rys. 1. Powierzchniowa hydrofobowo$¢ aromatyczna izolatu i hydrolizatéw biatka grochu.
Fig. 1. Surface aromatic hydrophobicity of pea protein isolate and hydrolysates.

W rozdziatach elektroforetycznych (rys. 2) widoczna jest wyrazna rdznica po-
miedzy hydrolizatami uzyskanymi z trawienia pepsyng i proteinazg N. Pepsyna w
wiekszym stopniu spowodowata hydrolize frakcji biatkowych izolatu o ciezarach
czasteczkowych powyzej 40 kDa w poréwnaniu z proteinazg N, pozostawiajgc jedynie
Slady podjednostki o ciezarze 66 kDa.

Utlenianie kwasu linolowego z dodatkiem preparatow jako antyoksydantéw oraz
bez ich dodatku przedstawiono na rys. 3. i 4. Proces utleniania kwasu ma charakter
krzywej Gaussa. Maksimum propagacji tworzenia nadtlenkéw przypadato pomiedzy 4
a 10 dniem doswiaczenia. Wida¢ wyrazne zahamowanie procesu utleniania kwasu
linolowego przez preparaty biatka grochu. lzolat biatkowy wykazat nieco nizsze
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wiasciwosci przeciwutleniajgce w poréwnaniu z hydrolizatami. Obliczona z otrzyma-
nych pomiaréw spektrofotometrycznych aktywno$¢ antyoksydacyjna najwyzsze war-
tosci osiaggneta w 5 dniu do$wiaczen. Efektywniej dziataty PHN w poréwnaniu z PHP.
Maksymalna wartos¢ aktywnosci wzglednej dla PHN zawarta byta w granicach 74-
76%, a dla PHP wynosita 68%. Zastosowane zréznicowane czasy hydrolizy nie zna-
lazty prawie zadnego odbicia we wilasciwosciach antyoksydacyjnych preparatéw. Ob-
serwowane duze réznice w powierzchniowej hydrofobowos$ci aromatycznej pomiedzy
izolatem biatkowym, a hydrolizatami nie znalazty réwniez odbicia we wiasciwosciach
antyoksydacyjnych. Wprawdzie Chen i wsp. [3] wykazali, ze hydrolizaty biatek soi
miaty wiekszg aktywno$¢ niz izolaty, to jednak zaleznosc¢ ta nie byta znaczaca. W lite-
raturze zwrdcona jest uwaga rowniez na to, ze udziat poszczegélnych aminokwasow
oraz ich sekwencja w peptydach ma znaczacy wptyw na wiasciwosci antyoksydacyjne
[4], Szczegdlngrole przypisuje sie histydynie i prolinie [4, 5].

Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny preparatow biatkowych na 12,5 % zelu poliakrylamidowym z SDS
(1: marker, 2: PHP-1, 3: PHP-6, 4: IB, 5: PHN-0.5, 6: PHN-1, 7: PHN-5, 8>IB).

Fig. 2. 12.5% SDS - poliacrylamide gel electroforesis of pea protein preparations (1: Dalton marker, 2:
PHP-1, 3: PHP-6, 4: IB, 5: PHN-0.5, 6: PHN-1, 7: PHN-5, 8: IB).

Na podstawie rozdziatdw elektroforetycznych mozna przypuszczaé, ze ni-
skoczasteczkowe frakcje biatkowe powstajgce w wyniku hydrolizy proteinazg N pod-
jednostek o ciezarach czasteczkowych 40-66 kDa moga wplywaé na lepsze
wiasciwosci antyoksydacyjne PHN w poréwnaniu z PHP.
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czas [dni]

Rys. 3. Wplyw dodatku izolatu i hydrolizatéw pepsynowych na utlenianie kwasu linolowego.
Fig. 3.  Effects of protein isolate and pepsin hydrolysates addition on linoleic acid oxidation.

Rys. 4. Wplyw dodatku izolatu i hydrolizatéw N-proteinazowych na utlenianie kwasu linolowego.
Fig. 4.  Effects of protein isolate and proteinase N hydrolysates addition on linoleic acid oxidation.
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Whnioski

1. Biatka grochu obnizaja tworzenie nadtlenkdéw podczas utleniania kwasu linolowego.
2. Aktywnos¢ antyoksydacyjna biatek wzrasta po hydrolizie enzymatycznej.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF PEA PROTEIN ISOLATE AND HYDROLYSATES
Summary

Antioxidant properties of pea protein isolate and hydrolysates have been investigated. Pea protein has
an ability to decrease the number of hydroperoxides during oxidation of linoleic acid, which ability is
increased after enzymatic hydrolysis. Differences in hydrolysates composition were observed on electro-
foretic patterns. No significant influence of aromatic hydrophobicity on antioxidative activity was con-
firmed. »
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ANTYOKSYDACYJNE WELASCIWOSCI POLIFENOLI OKRYW
NASIENNYCH FASOLI KOLOROWEJ

Streszczenie

W pracy podjeto tematyke zwigzang z przebadaniem wiasciwosci antyoksydacyjnych zwigzkéw poli-
fenolowych, a gtéwnie tanin, obecnych w okrywach nasion fasoli kolorowej. Izolacje polifenoli przepro-
wadzano za pomocg ekstrakcji tuski 0,5% roztworem kwasu solnego w metanolu. Zebrany ekstrakt za-
geszczano pod préznia, a nastepnie liofilizowano.

W preparatach oznaczano m.in. zawarto$¢ tanin hydrolizujacych i skondensowanych, katechin oraz
antocyjanow.

Preparaty wykazywaty wiasciwosci przeciwutleniajgce. Preparat z fasoli brazowej, zawierajacy wiek-
szg ilos¢ tanin (92%), okazat sie bardziej efektywnym antyoksydantem niz preparat z fasoli czerwonej.

Wstep

W technologii zywnosci istnieje obecnie tendencja zastepowania syntetycznych
przeciwutleniaczy naturalnymi inhibitorami utleniania, gdyz sg one bardziej bezpiecz-
ne. Wérdd wystepujacych w surowcach roslinnych skfadnikéw powszechnie znane sg
antyoksydacyjne wihasciwosci polifenoli roslinnych (flawonoiddw i fenolokwaséw) [2,
4, 8, 14].

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca polifenoli czarnej herbaty, czerwonego wina czy
nasion roslin oleistych byta przedmiotem wielu prac [5, 6, 12, 16, 17]. Niewiele nato-
miast doniesien jest zwigzanych z dziataniem antyoksydacyjnym polifenoli zawartych
w nasionach fasoli. Stad w przedstawionej pracy podjeto tematyke zwigzang z przeba-
daniem zwigzkdw polifenolowych, gtéwnie tanin, obecnych w okrywach ich nasion.

Materiat i metody badan

Materiatem doswiadczalnym byty suche nasiona fasoli kolorowej. Badano dwie
odmiany fasoli: o tusce czerwonej (,,Red Kidney”) i bragzowej (,,Nida™).

Mgr inz. A. Mikotajczak, mgr inz. B. Druzynska, Samodzielny Zaktad Oceny Jakosci Zywnosci, Szkota
Gtoéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa.
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Fasole moczono w wodzie destylowanej 24 godziny, a nastepnie recznie obtusz-
czano. Uzyskang tuske suszono i rozdrabniano.

Polifenole z tuski ekstrahowano wg Tsudy [15]. Zebrane ekstrakty zageszczano
pod préznig (40°C), a nastepnie liofilizowano. Otrzymane preparaty w dalszej czesci
pracy opatrzono symbolami: liofilizowany preparat z tuski fasoli czerwonej - PBC, z
tuski fasoli bragzowej - PBB.

W badanych liofilizatach oznaczano: suchg substancje, popi6t [9], zelazo [3], ka-
techiny ogdtem [13], taniny skondensowane [10], taniny hydrolizujace [1], antocyjany
[13]. WHasciwosci antyoksydacyjne preparatdw oznaczano metodg z tiocyjankiem ze-
laza [7, 15].

Przeciwutleniajgce wihasciwosci liofilizatow badano z kwasem linolowym. Sy-
mulacje jego utleniania prowadzono w temperaturze 60°C, umieszczajagc probki w
termostacie. Prébka kwasu linolowego bez dodatku preparatow byta traktowana jako
probka odniesienia. We wstepnych doswiadczeniach ustalono dawke preparatow, ktéra
wynosita 0,5 ml 0,25% wodnego roztworu liofilizatu.

Stopien utlenienia kwasu oznaczano spektrofotometrycznie (500 nm) z tiocyjan-
kiem zelaza. Pomiaréw dokonywano co 24 godziny. Doswiadczenia prowadzono przez
28 dni. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczano warto$¢ wzglednej aktywnosci
antyoksydacyjnej:

Akt(/6) AO0d- Awt/ Aud,

gdzie: Ad- absorbancja prébki odniesienia
Aw - absorbancja probki wiasciwej;

Woyniki i dyskusja

Skiad chemiczny preparatdéw z tuski fasoli przedstawiono w tab. 1.

W preparatach oprécz suchej substancji i popiotu oznaczano réwniez zelazo, gdyz
jako metal o zmiennej wartosciowosci nalezy ono do czynnikdw stymulujacych proce-
sy oksydacji. Nie stwierdzono obecnosci zelaza w preparatach.

Tabela 1
Skfad chemiczny preparatow z tusek fasoli.
Chemical compound of bean seed coat preparations.
b . S.s. Popidt Zelazo Fenole
repara . Dry mass Ash Iron Phenols
Type of preparation
% % s.s. % s.S. % s.s.
PBC 89,1 20,9 n.d. 35,7

PBB 91,1 20,1 n.d. 43,1
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Tabela 2
Wiasciwosci antyoksydacyjne preparatéw otrzymanych z tuski fasoli.
Antioxidant properties of bean seed coat preparations.
Katechiny  Taniny skondensowane Taniny hydrolizujgce Antocyjany
Preparat Catechines Condenced tanins Hydrolysing tanines Anthocyanins
Type of preparation (%) (%) (%) (%)
% ogolnej ilosci / % of total amount
PBC 31 215 44,4 31,0
PBB 4,9 445 47,1 3,5

W preparatach oznaczano zawarto$¢ katechin, antocyjanéw, tanin skondensowa-
nych i hydrolizujgcych. W tab. 2 podano % udziat zwigzkéw polifenolowych w sto-
sunku do catkowitej zawartosci polifenoli w preparatach.

Zawartos$¢ katechin ogotem, wyrazana jako epikatechina, wynosita 1,10 mg/100
mg liofilizatu w PBC i prawie dwukrotnie wiecej w PBB (2,12 mg/100 mg). Udziat
tego zwigzku w stosunku do og6lnej zawartosci polifenoli byt najnizszy.

Antocyjany wyraznie przewazaly w preparacie z tuski fasoli czerwonej (11,04
mg/100 mg), byto ich prawie dziesie¢ razy wiecej niz w preparacie z fasoli brgzowej
(1,49 mg/100 mg). Zwigzane jest to z roznicg w zabarwieniu okryw nasiennych obu
odmian fasoli. Barwniki antocyjanowe nadajg barwe tusce, stad wiekszy ich udziat w
preparacie z fasoli o bardzo intensywnym czerwono-brunatnym zabarwieniu (,,Red
Kidney”).

Taniny sa to zwigzki zréznicowane pod wzgledem struktury oraz wiasciwosci.
Dzielg sie one na dwie grupy: taniny hydrolizujgce i skondensowane. W niniejszej
pracy oznaczano obie wyzej wymienione grupy. Zawartos¢ tanin skondensowanych
zgodnie z metodyka wyrazano w jednostkach katechiny, a tanin hydrolizujgcych w
jednostkach kwasu taninowego. Zawarto$¢ tanin skondensowanych zalezy w duzym
stopniu od sposobu ekstrakcji (temperatury, czasu, rozpuszczalnika) oraz odmiany
nasion [10, 11], W badanych odmianach zawarto$¢ tanin skondensowanych wynosita:
7,69 mg katechiny/100 mg liofilizatu PBC oraz 19,20 mg katechiny/100 mg liofilizatu
PBB. Natomiast zawarto$¢ tanin hydrolizujgcych byta na zblizonym poziomie w obu
preparatach i wynosita 20,32 mg/100 mg w PBB i 15,88 mg/100 mg w PBC.

Badane preparaty réznity sie wiec wyraznie zawartoScig poszczeg6lnych polife-
noli. W preparacie z fasoli czerwonej taniny hydrolizujace stanowity ~ 44%, natomiast
wysoka byta zawarto$¢ antocyjanéw ~ 31%. W tusce z fasoli brgzowej przewazaty
taniny, ich ogdlna zawarto$¢ wynosita ~ 92%, a zawarto$¢ antocyjandéw byta na po-
ziomie 3,5%.
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Otrzymane preparaty polifenolowe z tuski fasoli czerwonej (PBC) i brazowej
(PBB) stosowano jako antyoksydanty. Badano utlenianie kwasu linolowego, do ktére-
go dodano preparaty. Prdbka kwasu linolowego bez dodatku preparatow byla trakto-
wana jako probka odniesienia. Proces oksydacji prowadzono przez 28 dni, pobierajac
probki do oznaczen co 24 godziny. Wyniki przebiegu procesu oksydacji przedstawiono
na rys. 1L Z danych wynika, ze najwieksze zmiany oksydacyjne kwasu linolowego
zaszty po 14 dniach termostatowania. Barwniki otrzymane z tuski fasoli dziataty ha-
mujaco na proces utleniania kwasu. We wszystkich oznaczeniach otrzymano nizsze
wartosci absorbancji w stosunku do probki odniesienia. Preparat z fasoli brazowej
dziatat bardziej efektywnie i w wigkszym stopniu hamowat utlenianie.

Obliczone wartosci aktywnosci antyoksydacyjnej (tab. 3) wykazaty, ze preparat z
fasoli brgzowej ma lepsze wiasciwosci antyoksydacyjne w poréwnaniu z preparatem
otrzymanym z fasoli czerwonej.

W obu preparatach mozna byto zaobserwowaé wzrost wartosci w okresie miedzy
7, a 10 dniem inkubacji. Nastepnie wartosci te obnizaty sie i po 18-19 dniach ponow-
nie rosty i znowu obnizaty sie. Obserwacje te mogg Swiadczy¢ o tym, ze podczas ter-
mostatowania proces propagacji rodnikéw nadtlenkowych przebiegat w kilku etapach.

Rys. 1. Proces utleniania kwasu linolowego.
Fig. 1 Linoleic acid oxidation process.
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Tabela 3
Procentowy udziat polifenoli preparatach.
Polyphenols contents in preparations.
Dni Aktywno$¢ antyoksydacyjna Antioxidative activity (%)
Days PBC PBB
3 25,7 35,7
4 35,8 43,2
5 35,8 42,1
6 36,4 45,2
7 38,4 45,0
10 37,7 46,4
n 35,9 44,7
12 36,8 45,5
13 36,3 46,9
14 36,6 50,2
17 41,1 55,4
18 44,0 59,4
19 43,8 61,9
20 42,8 59,9
21 413 59,0
24 274 41,5
25 14,7 274
26 9,6 22,3
27 41 15,5
28 6,4 15,0

Preparat z fasoli bragzowej dziatat skuteczniej prawdopodobnie w wyniku wyzszej
zawartos$ci tanin. Preparat z fasoli czerwonej zawierat wiecej antocyjandéw, a mniej
tanin. Dziatanie tego preparatu jako antyoksydanta byto mniej skuteczne.

WhiosKi

1. Otrzymane preparaty dziataty hamujgco na proces utleniania kwasu linolowego.

2. Preparat z fasoli bragzowej wykazywat wyzszg aktywno$¢ antyoksydacyjna niz pre-
parat z fasoli czerwone;.

3. Dominujacg grupg polifenoli w tusce nasion fasoli kolorowej sg taniny, ich ogdlna
zawarto$¢ w preparacie z fasoli czerwonej stanowi 66%, a w preparacie z fasoli
bragzowej 92%.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF POLYPHENOLS EXTRACTED
FROM COLOURED BEAN SEED COATS

Summary

Antioxidant properties of phenolic compounds, mainly tannins, present in red and brown bean seed
coats were investigated. Polyphenols were extracted with 0.5% HC1 in methanol, vacuum condensed and
lyophilised.

The amount of hydrolysing and condensed tannins, catechines and anthocyanins was evaluated in
preparations. Antioxidant properties were measured against linoleic acid. The process of oxidation was
monitored with a spectrophotometric method. x

All the preparations exhibited antioxidant activity. The brown bean preparation, which had the high
tannin content (92%), was more effective as an antioxidant than red bean preparation.
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STANISLAW KALISZ

WYKORZYSTANIE ZWIAZKOW FENOLOWYCH Z TARCZYCY
BAJKALSKIEJ (SCUTELLARIA BAJKALENSIS) W STABILIZACJI
WIN ARONIOWYCH

Streszczenie

Naturalne barwniki antocyjanowe moga by¢ stosowane zamiennie z barwnikami syntetycznymi, jed-
nak odznaczajg sie stosunkowo matg stabilnoscig. W moszczach i winach aroniowych antocyjany odgry-
wajg istotng role w ksztattowaniu ich jakosci, w tym szczeg6lnie barwy.

Zastosowanie metody chromatografii cieczowej pozwala na precyzyjne badanie iloSciowego i jako-
Sciowego skfadu antocyjandéw. Metoda ta umozliwia doktadng analize przemian antocyjandw w produkcji
moszczy i win oraz badanie efektow dodawania stabilizatoréw barwy. W pracy badano mozliwos¢ stabili-
zacji czerwonej barwy moszczy i win aroniowych przez dodatek flawonow tarczycy bajkalskiej, zawiera-
jacej glikozydy skutelaryny i bajkaleiny.

Wstep

Podstawowe wyrdzniki jakoSciowe moszczy i win aroniowych wigzg sie z za-
wartoscig w ich sktadzie barwnikéw antocyjanowych. Zidentyfikowano cztery anto-
cyjany: cyjanidyno-3-galaktozyd, cyjanidyno-3-glukozyd, cyjanidyno-3-arabinozyd i
cyjanidyno-3-ksylozyd [3, 6, 7], Pod wptywem czynnikéw fizycznych, chemicznych i
biochemicznych ulegajg one réznorodnym przemianom prowadzacym do utraty czer-
wonej barwy i brunatnieniu oraz zmianom przyczyniajgcym sie do powstawania zmet-
nien i osadéw [5, 8, 9, 10, 11, 12, 13], co prowadzi do obnizenia aktywnosci biolo-
gicznej ijakosci produktow.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa pozwala precyzyjnie okresla¢ iloscio-
wy i jakoSciowy skiad antocyjandéw. Umozliwia tez $ledzenie przemian zachodzacych
podczas produkcji moszczy i win aroniowych. Metoda ta pozwala bada¢ efekt dodatku
stabilizatora na barwe.

Mgr inz. S. Kalisz, Katedra Technologii Przetwdrstwa Owocéw i Warzyw, Akademia Rolnicza we Wro-
ctawiu, ul. C.K. Norwida 25, 50-375 Wroctaw.
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Dodatek naturalnych stabilizatoréw polifenolowych utrwala czerwong barwe win
oraz przeciwdziata niekorzystnym zmianom antocyjandéw zachodzacych pod wptywem
enzymow, temperatury, dostepu tlenu i Swiatta [5, 8, 9, 10, 12, 13]. Tworzenie kom-
pleksow pomiedzy antocyjanami i innymi zwigzki fenolowymi zwiekszajg ich stabil-
nosc¢ i intensywnos$¢ barwy. Efekt stabilizacji polega na tworzeniu warstwowego kom-
pleksu przez wigzanie wodorowe, co ostania czgsteczke antocyjanu przed nukleofilowg
addycjai chroni przed utratg barwy [12].

W pracy podjeto prébe ustalenia najodpowiedniejszego momentu dodania stabili-
zatora w produkcji win aroniowych i okreslenia trwatosci ich czerwonej barwy przez
dodatek naturalnych stabilizatoréw polifenolowych.

Materiaty i metody badan

Przedmiotem badan byly moszcze, nastawy, wytrawne wina aroniowe o zawarto-
§ci alkoholu 10% objetosciowych i kwasowosci 5 g/dm3po 42 dniowej fermentacji i
90 dniowym lezakowaniu w butelkach z jasnego i ciemnego szkla. Surowcem byty
owoce aronii czamoowocowej (Aronia melanocarpa) pozyskane z plantacji prywatnej
z Zabkowic Slaskich. Owoce zostaly zebrane w stanie petnej dojrzatosci, speniaty
wymagania jakosciowe normy BN-88/9136-14 [1],

W ramach prowadzonych dos$wiadczen wykonano sze$é wariantdw, réznigcych
sie sposobem przygotowania miazgi oraz momentem dodania stabilizatora. Zastosowa-
ng substancja stabilizujacg byt preparat flawonow, ekstrahowany metanolem z korzenia
tarczycy bajkalskiej (Scutellaria bajcalensis) i wysuszony liofilizacyjnie, przygotowa-
ny w Katedrze Technologii Przetwdrstwa Owocow i Warzyw Akademii Rolniczej we
Wroctawiu.

Warianty doswiadczen stanowity:

e probki z owocow aronii nie rozparzanej: kontrolna (W1) bez dodatku stabilizatora
i z dodatkiem stabilizatora przy rozmrazaniu (W5);

e prébki z owocdw aronii rozparzanej: kontrolna (W2) bez dodatku stabilizatora, z
dodatkiem stabilizatora do nastawu (W3), przy rozmrazaniu (W4) i do wina po
fermentacji (W6).

Porcje owocéw do przygotowywania poszczeg6lnych nastaw6w rozmrazano w
fazni wodnej w temperaturze 50°C przez 30 minut. W prébkach wariantu 4 i 5 podczas
rozmrazania do owocéw dodano po 0,75 g stabilizatora - preparatu tarczycy bajkal-
skiej zawierajgcej glikozydy skutelaryny i bajkaleiny, rozpuszczonego w 10 ml 0,1%
weglanu wapnia.

Owoce rozdrobniono hemogenizatorem zanurzeniowym. Prébki surowca do wa-
riantu 2, 3, 4, 6 rozparzono w tazni wodnej utrzymujac przez 5 minut temperature mia-
zgi 80°C. Nastepnie probki schtodzono zimng wodg do 65°C.
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Przygotowang miazge ttoczono w laboratoryjnej prasie hydraulicznej “Zodiak” o
nacisku ttoka do 5000 kg.

Z bilansu ekstraktu i kwasowosci obliczono ilosci cukru, moszczu i wody po-
trzebne do otrzymania nastawdw.

Do kazdego nastawu dodano po 0,38 g pozywki fosforanu amonu. Do wszystkich
préb, oprécz wariantu 3 dodano po 0,19 cm3 kwasnego siarczynu sodowego, celem
ograniczenia rozwoju niepozadanej mikroflory. W przygotowaniu matki drozdzowej,
rozcienczono koncentrat jabtkowy do ekstraktu 20%, dodano fosforanu dwu amono-
wego i spasteryzowano. Po ochtodzeniu zaszczepiono czystg kulture drozdzy rasy Ma-
dera. Namnazanie drozdzy prowadzono w cieplarce w temperaturze 30°C przez 24
godziny. Fermentacje nastawOw zaszczepionych drozdzami rasy Madera przeprowa-
dzono w kolbach szklanych w cieplarce w temperaturze 22°C.

Po 42 dniach fermentacji wino zlano znad osadu. Do wina nr 6 dodano 0,41 g sta-
bilizatora. Wszystkie prébki podzielono na dwie czesci rozlewajac je do butelek o po-
jemnosci 0,33 1z jasnego i ciemnego (bragzowego) szkta. Butelki zakorkowano i pozo-
stawiono w temperaturze pokojowej na okres 90 dni celem lezakowania.

Oznaczenie zawartosci antocyjandw metoda chromatografii cieczowej

Oznaczenia prowadzono za pomocg chromatografu cieczowego firmy Waters,
skladajacego sie z detektora (Waters 486 Tunable Absorbance Detector) i systemu
mieszania odczynnikdéw (Waters 600 E Multisolwent Delivery System). Chromatograf
wspotpracowat z komputerowym programem zbierania danych: Star Chromatography
Workstation Firmy Varian. Rozdziat prowadzono na kolumnie LiChrospher® 100 RP-
18, (5 y, 4,6x220 mm), firmy Merck Labs z przedkolumnag tej samej firmy.

Tabela 1
Gradient stosowany przy oznaczaniu antocyjanow.
Experimental conditions used in the determination of anthocyanins.
Czas / Time (min.) Odczynnik A / Reagent A (%) Odczynnik B / Reagent B (%)

0 0 100

7 15 85

22 15 85

30 20 80

35 25 75

40 35 65
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Antocyjany oznaczano stosujac 80% roztwor acetonitrylu w 4,5% kwasie mrow-
kowym (odczynnik A) i 4,5% kwas mrowkowy (odczynnik B), przy diugosci fali 520
nm i przeptywie 1 cmVmin. Zastosowano gradient przedstawiony w tabeli 1.

Wyniki i dyskusja wynikéw

Tloczenie miazgi po uprzedniej obrobce termicznej pozwolito na lepszg ekstrak-
cje barwnikow antocyjanowych. Zawarto$¢ antocyjanéw w prébkach rozparzanych,
byta o ponad 65% wyzsza niz w probkach ttoczonych na zimno.

Obroébka cieplna [10, 13] przez wyparcie powietrza zapobiega niekorzystnemu
dziataniu tlenu, jak réwniez powoduje zniszczenie mikroflory powierzchniowej oraz
unieczynnienie enzyméw natywnych, minimalizujac ich niekorzystny wptyw na stabil-
nos$¢ sokow i win.

Czas[min]
Time [min]

Rys. 1. Chromatogramy (HPLC) antocyjanéw w nastawie z aronii nie rozparzanej (NNR) oraz rozpa-
rzanej bez stabilizatora (NR) i z dodatkiem stabilizatora (NRS): 1 - Cyjanidyno-3-galaktozyd, 2
- Cyjanidyno-3-glukozyd, 3 - Cyjanidyno-3-arabinozyd, 4 - Cyjanidyno-3-ksylozyd.

Fig. . Chromatogram (HPLC) of anthocyanins in chokeberry must produced from no heated (NNR)
and heated pulp without stabilize® NR) and with addition of stabilizer (NRS): 1 - Cyanidin-3-
galactoside, 2 - Cyanidin-3-glucoside, 3 - Cyanidin-3-arabinoside, 4 - Cyanidin-3-xyloside.



122 Stanistaw Kalisz

Czas[min]
Time [min]

Rys. 2 Chromatogramy (HPLC) antocyjandw w miodym winie z aronii nie rozparzanej (WNR) oraz
rozparzanej bez stabilizatora (WR) i z dodatkiem stabilizatora (WRS): 1 - Cyjanidyno-3-
galaktozyd, 2 - Cyjanidyno-3-glukozyd, 3 - Cyjanidyno-3-arabinozyd, 4 - Cyjanidyno-3-
ksylozyd.

Fig. 22 Chromatograma (HPLC) of anthocyanins in young wine from no heated (WNR) and heated
chokeberry pulp without stabilizer (WR) and with addition of stabilizer (WRS): 1- Cyanidin-3-
galactoside, 2 - Cyanidin-3-glucoside, 3 - Cyanidin-3-arabinoside, 4 - Cyanidin-3-xyloside.

Badajac ochronne dziatanie dodatku flawonow tarczycy bajkalskiej, zawierajacej
glikozydy skutelaryny i bajkaleiny, na barwniki antocyjanowe stwierdzono, ze zabieg
ten pozwala na lepsze zachowanie poziomu antocyjandéw. Moment dodania substancji
stabilizujgcej musi jedna nastgpi¢ w mozliwie najwczesniejszym stadium procesu prze-
robowego, zanim nie nastgpigjeszcze znaczne straty antocyjanow.

Wyniki badah z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
HPLC, zestawione na rysunkach 1-4, dowodzg, ze proces rozparzania pozwala na lep-
sze wydobycie i zachowanie antocyjanéw obecnych w surowcu, a tym samym ich
wyzszg zawartos¢ w prébce koricowej.
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Rys. 3. Chromatogramy (HPLC) antocyjanéw w winie z aronii nie rozparzanej (WLJNR) oraz rozpa-
rzanej bez stabilizatora (WLJR) i z dodatkiem stabilizatora (WLJRS) po lezakowaniu w butelce
z jasnego szkia: 1- Cyjanidyno-3-galaktozyd, 2 - Cyjanidyno-3-glukozyd, 3 - Cyjanidyno-3-
arabinozyd, 4 - Cyjanidyno-3-ksylozyd.

Fig. 3.  Chromatograms (HPLC) of anthocyanins in wine from no heated (WLJNR) and heated choke-
berry pulps without stabilizer (WLJR) and with addition of stabilizer (WLJRS) after storage in
bright {light} and amber glasses bottle: 1- Cyanidin-3-galactoside, 2 - Cyanidin-3-glucoside, 3
- Cyanidin-3-arabinoside, 4 - Cyanidin-3-xyloside.

Jak przedstawia chromatogram HPLC antocyjandéw z nastawéw (rys. 1) probka
rozparzana z dodatkiem stabilizatora zawiera 16,1% wiecej antocyjandéw niz prdébka
rozparzana bez stabilizatora oraz o0 83,8% wiecej niz prébka nierozparzana bez stabili-
zatora. Dodatek stabilizatora do miazgi w poréwnaniu do probek rozparzanych i nie-
rozparzanych bez stabilizatora podczas rozmrazania pozwolit na lepsze zachowanie
zawartosci wszystkich czterech antocyjanéw odpowiednio: cyjanidyno-3-ksylozydu o
26,9 i 19,5%, cyjanidyno-3-glukozydu o 20,1 i 131,3%, cyjanidyno-3-arabinozydu o
181 79,2% oraz cyjanidyno-3-galaktozydu o 14,8 i 86,3 %.
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Zasadno$¢ dodatku stabilizatora szczegdlnie do prébek rozparzanych potwierdza
takze chromatogram mtodych win po fermentacji, przedstawiony na rys. 2. Antocyjany
najlepiej zachowaty sie w prébce win lezakowanych, otrzymanych z aronii rozparzanej
z dodatkiem stabilizatora. Prawdopodobnie wytworzenie kompleksu miedzy czastecz-
kg antocyjanu, a flawonami tarczycy bajkalskiej chroni czasteczke antocyjanu przed
nukleofilowg addycjg dzieki czemu ich zawarto$¢ w probkach z dodatkiem preparatu
flawondw tarczycy bajkalskiej jest wieksza niz w przypadku prob kontrolnych.

W prébce mtodego wina z aronii rozparzanej z dodatkiem stabilizatora stwierdzo-
no 2-krotnie wiecej antocyjanéw niz w probce rozparzanej bez stabilizatora oraz 5 razy
wiecej w poréwnaniu do prébki nie rozparzanej bez stabilizatora. 110$¢ cyjanidyno-3-
glukozydu w poréwnaniu do probki kontrolnej rozparzanej i nierozparzanej zmalata
odpowiednio 2- i 4-krotnie.

Najwiekszy spadek zawartosci antocyjanéw odnotowano w prébce kontrolnej nie
rozparzanej. Zawarto$¢ cyjanidyno-3-glukozydu i cyjanidyno-3-arabinozydu zmalata
tu ponad 10 i 26 razy, w poréwnaniu do nastawu.

Jak wynika z chromatogramu zamieszczonego na rys. 3, proces lezakowania po-
woduje dalszg degradacje antocyjandw.

Najbardziej posuniete zmiany antocyjanéw stwierdzono w prébce kontrolnej nie-
rozparzanej. Cyjanidyno-3-ksylozyd i cyjanidyno-3-glukozyd wystepujg tu w bardzo
niewielkich ilosciach. W stosunku do pozostatych antocyjandw stanowig one zaledwie
1,1 i 0,9%. Najlepiej zachowat sie cyjanidyno-3-galaktozyd, ktéry stanowi 80,7%
0gdlnej zawartosci antocyjanow.

W procesie lezakowania ogolna zawarto$¢ antocyjandéw maleje 3,4-krotnie. Za-
wartos¢ cyjanidyno-3-arabinozydu i cyjanidyno-3-galaktozydu maleje 3,5-krotnie na-
tomiast cyjanidyno-3-glukozydu 1,6 krotnie.

Wyniki badan z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej, po-
twierdzajg réwniez zasadno$¢ stosowania rozparzania owocéw w procesie technolo-
gicznym produkcji win aroniowych. Wykazano, ze obrébka termiczna pozwala na
lepsze wydobycie i zachowanie antocyjandéw obecnych w surowcu, a tym samym ich
wyzszg zawartos¢ w probce koncowej. Probki rozparzane, w poréwnaniu do analo-
gicznych prébek nierozparzanych, zawierajg 1,6-3,1 razy wiecej antocyjandéw, a ich
straty podczas procesu fermentacji sg 2-krotnie mniejsze.

Najwiekszg intensywno$¢ czerwonej barwy moszczy wykazano w probce kon-
trolnej rozparzanej z dodatkiem stabilizatora, a najmniejsza w prébce kontrolnej nie
rozparzanej, (rys. 4). Fakt ten potwierdza celowos¢ jak najwczesniejszego dodatku
stabilizatora, co istotnie wptywa na intensywno$¢ barwy moszczy, szczeg6lnie w przy-
padku prébek rozparzanych. Wykazano, ze probki otrzymane z aronii nierozparzanej
wykazujg mniejszg intensywno$¢ barwy co jest wynikiem gorszego odzysku barwnika
Z surowca, jak i postepujacej jego degradacji pod wptywem enzymow.
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Prébki rozparzane wykazujg duzo intensywniejszg barwe niz prébki nierozparza-
ne. Dodatek stabilizatora dodatkowo sprzyja zachowaniu czerwonej barwy, tak iz sto-
sunkowo dobrze zachowuje sie rowniez po lezakowaniu w butelce z jasnego szkia.

Najbardziej niekorzystne zmiany barwy stwierdzono w przypadku probek bez rozpa-
rzania i bez stabilizatora.

Rys 4.  Wplyw momentu dodatku stabilizatora i sposobu przygotowania probek na intensywnos¢ barwy
moszczy aroniowych.

Fig. 4. The influence of the coulour stabilizer addition time in the proces of production of chokeberry
juices on the colour intensity of the product.

Rys. 5.  Wptyw fermentacji i lezakowania win aroniowych na zmiane intensywnosci barwy w zaleznosci
od sposobu przygotowania préby i momentu dodania stabilizatora.

Fig. 5.

Influence of fermentation and storage of chokeberry wines on change in intensity of colour on
the time of the production process when the stabilizer was added.
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Objasnienia do rysunkéw 4-5:

W1 - prébka kontrolna nie rozparzana bez dodatku stabilizatora;

W?2 - prébka kontrolna rozparzana bez dodatku stabilizatora;

W3 - prébka rozparzana z dodatkiem stabilizatora do nastawu;

W4 - probka rozparzana z dodatkiem stabilizatora przy rozmrazaniu;

W5 - prébka nie rozparzana z dodatkiem stabilizatora przy rozmrazaniu;
W6 - prébka rozparzana z dodatkiem stabilizatora do wina po fermentaciji;
A, B, C... probki jednorodne statystycznie - nie rdznigce sie istotnie zawarto$cig antocyjanow;
NAS - nastaw;

WML - wino miode po 42 dniach fermentacji;

WLC - wino po 90 dniowym lezakowaniu w butelce z ciemnego szkia;
WLJ - wino po 90 dniowym lezakowaniu w butelce z jasnego szkfa.

Explanations to figures 4-5:

W1 - control sample - no heated , without addition of stabilizer;
W2 - control sample - heated , without addition of stabilizer;
W3 - heated sample with addition of stabilizer to must;

W4 - heated sample with addition of stabilizer to pulpe;

W5 - no heated sample with addition of stabilizer to pulp;

W6 - heated sample with addition of stabilizer to young wine;
A, B, C... statistically homogeneus samples are insignificanty differing in anthocyanins content
NAS -must;

WML - young wine after 42 days of fermentation;

WLC - wine after 90 days storage in dark glasses bottle;

WLJ - wine after 90 days storage in bright glasses bottle.

Najwiekszg intensywno$¢ zabarwienia stwierdzono w nastawie probki wina z
aronii rozparzanej z stabilizatorem dodanym do miazgi. W poréwnaniu do innych pré-
bek intensywnos$¢ zabarwienia byta wyzsza 0 4,2-154,6% (rys. 5).

Wykazano réwniez, iz w kolejnych etapach produkcji win aroniowych nastepuje
spadek intensywnosci zabarwienia. W wyniku fermentacji intensywnos$¢ zabarwienia
maleje 0 29,4-70,6%, a podczas lezakowania o kolejne 4,6-94,3%.

Badajac wptyw barwy opakowania na zmiane intensywnos$ci zabarwienia podczas
lezakowania win, istotne rdznice wykazano jedynie w probkach rozparzanych z stabili-
zatorem dodanym do miazgi i wina.

Spadek intensywnos$ci zabarwienia jest nastepstwem przemian zachodzacych w
winie. Wedtug Gasika [4], na przyktad, na skutek zbyt daleko posunietej polimeryzacji
antocyjandw nastepuje ich wypadanie z roztworu i pojasnienie barwy.

Whnioski

1. Do produkcji czerwonych win aroniowych korzystnie jest stosowa¢ moszcze
otrzymane z aronii rozparzanej.
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Najlepszy efekt stabilizacji czerwonej barwy uzyskuje sie dodajac stabilizator bez-
posrednio do miazgi, podczas rozparzania.

Proces fermentacji i lezakowania powoduje obnizenie zawarto$ci antocyjanow
4,9-11,6-krotnie.

Lezakowanie win w butelkach z ciemnego szkla, w poréwnaniu do prébek leza-
kowanych w butelkach z jasnego szkta, powoduje mniejszg degradacje antocyja-
now.
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UTILIZATION OF PHENOLIC COMPOUNDS EXTRACTED FROM SKULLCAP
(SCUTELLARIA BAJKALENSIS) IN CHOKEBERRY WINES STABILIZATION

Summary

Natural anthocyanin colorants are alternative to artificial synthetic ones but they are characterized by
relatively low stability. Anthocyanins contained in chokeberry juices and wines constitute the high quality
and especially perfect colour of these products.

The application of the high-pressure liguid chromatography (HPLC) methods enables the precise de-
termination of qualitative and quantitative composition of the anthocyanin content. The method makes
possible the detoiled analysis of the transformation of the anthocyanins content during the production
process of chokeberry juices and wines and the effects of colour stabilizers addition on them. The possi-
bility of red colour stabilization of chokeberry juice and wine by skullcap flavons Scutellaria bajcalensis
addition was investigated. ji||



ZYWNOSC 3(20)Supl., 1999

EWA MAJEWSKA

WYKORZYSTANIE KONDUKTOMETRII DO OKRESLENIA
ZAWARTOSCI SKEADNIKOW MINERALNYCH W MIODZIE

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byto stwierdzenie, czy istnieje wspdtzaleznos¢ miedzy zawartoscig
popiotu i przewodnoscig elektryczng wtasciwg miodéw pszczelich. Materiat badawczy stanowity miody
pszczele r6znego typu, jasne i ciemne produkowane w Polsce. Zawarto$¢ popiotu, w zaleznosci od typu i
odmiany, wynosita od 0,04 do 0,67 g/l00 g. Odpowiadajagca jej przewodnos$¢ elektryczna wiasciwa
przyjmowata wartosci od 0,9 dio 10,7-10'4 S/cm. Analiza statystyczna wynikow wykazata istnienie $cistej
wspotzaleznoéci miedzy zawartoécia popiotu i przewodnoscia elektryczng wiasciwa. Swiadczg o tym
wysokie wspoétczynniki determinacji. Pomiar konduktometryczny jest pomiarem szybkim i jednocze$nie
prostym do wykonania, moze wiec by¢ stosowany do oznaczania zawartosci popiotu w miodach.

Wstep

Mikroelementy sg nieorganicznymi skfadnikami pokarmu, niezbednymi do pra-
widtowego przebiegu proceséw zyciowych. Bez tych waznych dla nas czynnikéw
niemozliwe jest utrzymanie zdrowia, a nawet zycia. Skfadniki mineralne, ze wzgledu
na ich stosunkowo niewielka, w poréwnaniu do cukrowcow, ttuszczow i biatek, za-
warto$¢ w zywnosci zalicza sie do sktadnikow uzupetniajacych.

O jakosci miodu naturalnego decyduje szereg réznych, zmiennych czynnikoéw.
Weciaz jest aktualna opinia White’a [11] z 1957 r.: ,,Wydaje sig, ze badania miodu sg
jeszcze w takim stadium, w ktérym dalsze prace powodujg raczej wzrost skompliko-
wania niz uproszczenie. Z pewnoscig nalezy jednak mie¢ nadzieje, ze wkrétce rezulta-
tem biezacych i przysztych badan, dotyczacych sktadu miodu, bedzie uproszczenie i ze
stuszne wyjasnienia wynikng z zaleznosci pomiedzy wiasciwosciami miodu, a jego
sktadem i miedzy sktadem miodu, ajego pochodzeniem.”

Ogdlnie przyjetym miernikiem warto$ci mineralnej zywnosci jest zawarto$¢ po-
piotu ogdlnego. Oznaczenie zawartosci, z uwagi na konieczno$¢ prowadzenia minera-
lizacji w stosunkowo niskiej temperaturze (do 550°C) oraz dtugotrwate przygotowanie

Mgr inz. E. Majewska, Samodzielny Zaklad Oceny Jako$ci Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego, Warszawa, ul. Rakowiecka 26/30.
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probki do spalania, jest czasochtonne. Trwa ono zbyt dtugo, by mogto stuzy¢ codzien-
nej, rutynowej kontroli jakosci i prawidlowosci produkcji czy tez kontroli wartosci
mineralnej gotowych wyrobow. Do oznaczenia zawartosci skladnikéw mineralnych
mozna wykorzysta¢ przewodno$¢ elektryczng. Ze wzgledu na prostote i szybko$¢ wy-
konania, jej pomiar wykorzystywany jest do oznaczania zawartosci popiotu w cukrze
[4], Prowadzone byty tez préby stosowania metody konduktometrycznej do sokéw [6].
Celem badan byto okreslenie wspotzaleznosci miedzy zawartoScig popiotu i
przewodnoscia elektryczng wiasciwag réznych typow i odmian miodéw pszczelich.

Materiat i metody badan

Materiat do badan stanowity miody pszczele zakupione w warszawskich sklepach
specjalistycznych, pochodzace z réznych regiondw Polski. Badano miody jasne: aka-
cjowy (Bielsko-Biata, Poznan); lipowy (Sadecki Bartnik, Bielsko-Biata, Poznan);
wielokwiatowy (Sadecki Bartnik, Bielsko-Biata, Poznan) i wrzosowy (Sadecki Bart-
nik, Bielsko-Biata, Poznan) oraz miody ciemne: gryczany (Sadecki Bartnik, Bielsko-
Biata, Poznan);rzepakowy (Poznan); nektarowo-spadziowy (Bielsko-Biata) i spadzio-
wy (Sadecki Bartnik, Poznan).

W materiale do$wiadczalnym oznaczano:

e popidt ogdblny [1], 5 g miodu odwazano w porcelanowym tyglu wyprazonym
wczesniej w piecu muflowym przez 1 h w 550°C i zwazonym na wadze analitycz-
nej. Nastepnie zawarto$¢ tygla spalano nad palnikiem pod wyciagiem, az do zaniku
wydzielania sie biatego dymu. Tygiel wstawiano do pieca i prazono przez 18 h w
550°C. Nastepnie studzono w eksykatorze i wazono na wadze analitycznej.

» przewodno$¢ elektryczng wihasciwg [1,5]. Nawazke miodu odpowiadajaca 5 g su-
chej masy obliczono ze wzoru :

M = 5 g-100/MS

gdzie: M - nawazka miodu, 5g;
MS - zawarto$¢ suchej masy w miodzie (= 100% - zawarto$¢ wody).

Odwazony midd rozpuszczano w niewielkiej ilosci wody, przenoszono ilosciowo
do kolbki miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupetniano do kreski. Przygotowany roz-
twor miodu umieszczano w zlewce w fazni wodnej o temperaturze. Naczynko kon-
duktometryczne zanurzano w roztworze miodu. Pomiaru dokonywano, gdy temperatu-
ra roztworu wynosita 20°C (x0,5°C). Przewodnictwo oznaczano za pomocg konduk-
tometru firmy Radelkis typ OK - 102/1.
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Otrzymane wyniki zestawiono oddzielnie dla miodéw jasnych (tab. 1) i miodéw
ciemnych (tab. 2), zgodnie z jednym z przyjmowanych w literaturze kryteriéw po-

dziatu [8],
Tabela 1
Miody jasne.
Light honey.
Sadecki bartnik Bielsko-biata Poznan
Odmiana miodu Przewodposc Popict Przewodhosc Popict Przewodhosc Popi6t
. Electric Electric Electric
Kind of honey conductivity Ash conductivity S conductivity Ash
/100
mosem) 9100 nowemy 1920001 pgugemy  [91200d]
Akacjowy 16 0,05 1,6 0,07
Acacia (1,14)* (0,034) (0,99) (0,032)
Lipowy 3,5 0,16 3,2 0,14 4,4 0,24
Lime (0,02) (0,062) (0,94) (0,038) (1,20) (0,046)
Wielokwiatowy 2,9 0,11 13 0,04 2,9 0,10
Blossom 1.17) (0,039) (1,27) (0,009) (1.11) (0,035)
Wrzosowy 5,0 0,36 3,6 0,18
Heather 1,27) (0,088) (1,22) (0,061)
*w nawiasach podano odchylenia standardowe.
Tabela 2
Miody ciemne.
Dark honey.
Sadecki bartnik Bielsko-biata Poznan
Odmiana miodu Przewodposc Popict Przewodposc Popi6t Przewodhosc Popiot
. Electric Electric Electric
Kind of honey conductivity Ash conductivity Ash conductivity Ash
povem 910001 pugeny 920001 o ey [9/200d]
Gryczany 3,0 0,08 2,5 0,08 2,6 0,11
Buckwheat (0,85)* (0,084) (0,51) (0,086) (0,68) (0,082)
Rzepakowy 0,9 0,05
Rape i i (0,83) (0,081)
Nektarowo-spadziowy 6,3 0,35
Bloosom-honeydew i i (1,39) (0,094) i
Spadziowy 10,4 0,67 10,7 0,65
Honeydew (2,32) (0,182) i (2,92) (0,148)

*w nawiasach podano odchylenia standardowe
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Zawarto$¢ popiotu w badanych miodach wahata sie w granicach od 0,04 do 0,67
g/100g. Wsrod mioddw jasnych (tab. 1) midd wielokwiatowy z Bielsko-Biatej zawierat
najmniej popiotu (0,04 g/100g), natomiast miéd wrzosowy z ,,Sadeckiego Bartnika”
najwiecej (0,36 g/100g). Zawartos¢ popiotu w miodach ciemnych (tab. 2) wahata sie
od 0,05 g/100g w przypadku miodu rzepakowego z Poznania do 0,67 g/100g w przy-
padku miodu spadziowego z ,,Sadeckiego Bartnika”. Podobnie zréznicowane wartosci
polskich miodéw przedstawita Rybak [10]. Badane przez nig miody akacjowe, rzepa-
kowe i wielokwiatowe wykazywaty minimalnie wyzszg zawarto$¢ popiotu (odpowied-
nio 0,097%, 0,119% i 0,235%) niz miody tego samego pochodzenia botanicznego ba-
dane w niniejszej pracy (0,07%, 0,05% i 0,04-0,11%). Miody hiszpanskie zawieraty
$rednio 0,19% popiotu [9], W chorwackich miodach akacjowych [3] zawarto$¢ popiotu
byta znacznie nizsza i miescita sie w zakresie od 0,012% do 0,068% ($rednio 0,033%).

Dzieki obecnosci jonow w miodach przewodzg one prad elektryczny. Kondukto-
metryczny pomiar przewodnosci elektrycznej jest znacznie prostszy i mniej czaso-
chtonny (15-20 minut) od oznaczania zawarto$ci popiotu metodg mineralizacji. W
pracy badano przewodno$é elektryczna wilasciwg 20% roztworéw miodéw. Najnizsza
warto$¢ przewodnosci elektrycznej wiasciwej wsérdd mioddw jasnych (tab. 1) stwier-
dzono w miodzie wielokwiatowym z Bielska-Biatej (1,3-10"4S/cm), natomiast najwyz-
szg - W miodzie wrzosowym z ,Sadeckiego Bartnika” (5,0-10"4 S/cm). W miodach
ciemnych (tab. 2) przewodno$¢ elektryczna wiasciwa wahata sie w dos$¢ szerokich
granicach od 0,9-10'4 S/cm (midd rzepakowy z Poznania) do 10,7-10'4 S/cm (midd
spadziowy z Poznania).

Rezultaty te potwierdzaja dane przedstawione przez Rybak [10], wedtug ktorej
przewodnos¢ elektryczna wihasciwa miodéw jednoodmianowych jest nizsza. Stosun-
kowo wysoka przewodno$é elektryczng wiasciwg miodow lipowego i gryczanego
mozna ttumaczy¢ rézna domieszka spadzi lisciastej, ktora prawie zawsze wystepuje w
czasie nektarowania lipy i gryki [9], dzieki czemu znajduje sie ona w tych miodach.
Poniewaz miod spadziowy charakteryzuje sie bardzo wysoka przewodnoscig elek-
tryczng wiasciwg, domieszka tego miodu zdecydowanie podwyzsza ten wskaznik.
Foldhazi i wsp. [2] podali, ze przewodno$¢ elektryczna whasciwa miodéw akacjowych
wahata sie w zakresie 1,8-2,4-10-4S/cm, a miodéw lipowych 8,4-10'4 S/cm. Midd spa-
dziowy badany przez Popka [7] wykazywat przewodnos¢ elektryczng wiasciwg na
poziomie 8,2-10'4 S/cm. Otrzymane w niniejszej pracy wartosci w przypadku miodéw
akacjowych i spadziowych sg zblizone do danych literaturowych, natomiast miodéw
lipowych - nizsze niz podawane przez réznych autorow.

Stwierdzono istotng korelacje pomiedzy zawartoscig popiotu a przewodnoscig
elektryczng wiasciwg badanych mioddw jasnych i ciemnych, o czym $wiadczg wyso-
kie wspotczynniki determinacji wynoszgce odpowiednio 98,525% - w przypadku mio-
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doéw jasnych i 98,245% - w przypadku miodow ciemnych. Badang zaleznos$¢ najlepiej
opisuja réwnania o postaci wielomianow:

a) miody jasne (rys. 1)

y =0,02IK2-0.050k + 0,080

przewodnos$é¢ [10 S/cm]

Rys. 1. Zalezno$¢ zawartosci popiotu (g/100g) od przewodnosci elektrycznej wiasciwej (10'4 S/cm) w
miodach jasnych.
Fig. 1L  Relationship between ash content (g/100g) and electric conductivity (1(4 S/cm) in light honey.

Rys. 2. Zalezno$¢ zawartosci popiotu (g/100g) od przewodnosci elektrycznej wtasciwej (104 S/cm) w
miodach ciemnych.
Fig. 2. Relationship between ash content (g/100g) and electric conductivity (104 S/cm) in dark honey.
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b) miody ciemne (rys. 2)

y = 0,003k2+ 0,035k - 0,009

gdzie: y - zawarto$¢ popiotu (g/100 g),

K - przewodnos¢ elektryczna wiasciwa (10" S/cm).

Ewa Majewska

Wielomiany te mogg by¢ wykorzystywane do obliczenia zawarto$ci popiotu w
miodach. Przewidywane obszary predykcji, w ktorych znajda sie wartosci rzeczywiste
zawartosci popiotu przy poziomie ufnosci 95% dla skrajnych wartosci przewodnosci

elektrycznej wtasciwej podano w tabeli 3.

Obszary predykcji dla miodow jasnych i ciemnych.
Prediction limits for light and dark honeys.

Przewodnos$¢ Obliczona
Miéd Electric zaw. popiotu
Honey conductivity Estimated ash content
[lO~S/em] [%]
Jasny 13 0,050
Light 5,0 0,349
Ciemny 0,9 0,025
Dark 10,7 0,677

Whnioski

Tabela 3

Obszary predykcji
Prediction limits

dolna granica

lower
0,012
0,307
-0,099
0,558

goérna granica

upper
0,089
0,391
0,149
0,795

1 Istnieje Scista wspotzalezno$¢ miedzy zawartoscig popiotu i przewodnoscig elek-
tryczng whasciwa, o czym Swiadczg wysokie wspotczynniki determinacii.

2. Obie metody oznaczania sumy sktadnikbw mineralnych w zywnosci: oznaczanie
popiotu ogdlnego oraz pomiar przewodnosci wiasciwej sg rbwnowazne.

3. Wykorzystanie metody konduktometrycznej przez laboratoria kontroli technicznej
pozwoli na biezace sprawdzanie zawartosci skfadnikow mineralnych w zywnosci,

a tym samym na skuteczng kontrole ich wartos$ci biologiczne;.
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USAGE OF CONDUCTOMETRY FOR ASH CONTENT MEASUREMENT IN HONEY

Summary

The aim of this research was to estimate the relation between ash content and electric conductivity in
honey. Samples of different honeys (light and dark) from Poland were the research material. Content of
ash, depending on the kind of honey, was from 0.04 to 0.67 g/100 g and electric conductivity from 0.9 to
10.7- 104 S/cm, respectively. Statistical analysis proved a good correlation between ash content and elec-
trical conductivity. Measurement of electrical conductivity is quick and easy, might be applied for meas-
urement of ash content in honey. §§
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EWA MALCZYK

WPLYW SYSTEMU ZYWIENIA KURCZAT NA PROCESY
OKSYDACYJNE ZACHODZACE W MIESIE
PRZECHOWYWANYM CHELODNICZO

Streszczenie

Analizowano wptyw zywienia kurczat pasza z dodatkiem olejéw: sojowego, rzepakowego lub Inia-
nego oraz witaminy E, jako antyoksydantana, na przebieg proceséw oksydacyjnych w lipidach oraz zmia-
ny smaku i zapachu miesa drobiowego. Wykazano, ze procesy oksydacyjne nasilajg sie w trakcie prze-
chowywania (trzykrotny wzrost wskaznika TBA). Dodatek witaminy E istotnie wstrzymat proces oksyda-
cji ttuszczow. Zawartos¢ WNKT z grupy n-3 w lipidach miesni piersiowych zwiekszyta sie przy dodatku
oleju rzepakowego i Inianego. Dodatek oleju sojowego byt gtdwnie zrédtem nienasyconych kwasow
thuszczowych z grupy n-6. Najbardziej preferowane przez oceniajacych bylty miesnie kurczat zywionych
pasza z dodatkiem oleju sojowego i witaminy E. Po 4 dniach chtodniczego przechowywania, walory
smakowo-zapachowe badanych miesni ulegty pogorszeniu. Zaobserwowano nasilenie takich wyréznikéw
smaku i zapachu, jak: jetki, rybi, obcy oraz metaliczny.

Wstep

Procesy oksydacji majg niekorzystny wptyw na jako$¢ produktéw spozywczych,
doprowadzajg one bowiem do obnizenia warto$ci biologicznej i odzywczej thuszczéw
poprzez rozktad wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (WNKT) oraz ich izome-
ryzacje z formy cis w trans. Konsekwencjg tych zmian jest pogorszenie wiasciwosci
sensorycznych miesa, a w dalszym etapie cech funkcjonalnych biatek [3, 8, 14, 26].

Powstawanie obcego niepozadanego smaku i zapachu miesa Warmed Over
Flavour (WOF) dotyczy szczegdlnie miesa drobiowego przechowywanego w warun-
kach chtodniczych po obrébce termicznej [10, 19].

Migso drobiowe sposrdd innych rodzajow miegsa jest szczeg6lnie podatne na pro-
cesy oksydacyjne, poniewaz generalnie lipidy drobiu wykazujg wyzszy stopier niena-
sycenia w poréwnaniu z miesem duzych zwierzat rzeZznych [2, 17, 23]. Ponadto wpro-

Mgr inz. E. Malczyk, Katedra Technologii Surowcow Zwierzecych, Akademia Rolnicza we Wroctawiu,
ul. C.K. Norwida 25/27, 50-375 Wroctaw.
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wadzenie olejow roslinnych do paszy drobiu, aby podnie$¢ zawartos¢ WNKT w mie-
sie, powoduje wzrost podatnosci lipiddw miesa na procesy utleniania.

Utlenianie lipiddw oraz powstawania WOF w gotowanym miegsie oraz w produk-
tach miesnych mozna ograniczy¢ poprzez dodatek do miesa niektérych zwigzkéw
chemicznych, np. azotynéw, fosforanéw, cytryniandéw, fitynianéw oraz syntetycznych
lub naturalnych przeciwutleniaczy [15, 19]. W ostatnich latach odnotowuje sie w lite-
raturze [21, 26, 28, 29] coraz to wieksze zainteresowanie wiasciwosciami antyoksyda-
cyjnymi naturalnych substancji, takich jak tokoferole, ktdre sg bardziej akceptowane
przez konsumentdw anizeli antyoksydanty syntetyczne. Dodatek tokoferoli do paszy
powoduje, ze zwieksza sie ich ilos¢ w tkance miesniowej, co wptywa nie tylko na sta-
bilnos¢ oksydacyjna lipidéw miesa, ale rowniez polepsza smak i zapach.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu dodatku do paszy kurczat olejow
roslinnych (sojowego, rzepakowego lub Inianego) oraz witaminy E (a-tokoferolu),
jako antyoksydanta, na przebieg proceséw oksydacyjnych w lipidach miesni piersio-
wych i ndg, a tym samym na ksztattowanie waloréw smakowo-zapachowych miesa.

Materiat i metody badan

Badania przeprowadzono na 300 sztukach kurczat brojlerow z linii Vedetta, ktére
zostaty podzielone na 6 grup w zaleznosci od systemu ich zywienia (tab. 1). Kurczeta
zywiono przez 6 tygodni mieszankg DKA Starter z dodatkiem olejéw: sojowego, rze-
pakowego lub Inianego oraz witaminy E, jako antyoksydantana. Dos$wiadczenie zy-
wieniowe zostato przeprowadzone w Zaktadzie Doswiadczalnym SGGW w Brwino-

Przedmiotem analizy byty migsnie piersiowe i miesnie ndg kurczat, ktére pobrano
do badan po 24 godzinach post mortem. Materiat badawczy podzielono na dwie grupy.
Pierwsza grupe stanowity miesnie $wieze, a drugg miesnie piersiowe oraz nég po ob-
rébce termicznej (pieczeniu) w temp. 180°C w czasie 1 godziny. Nastepnie proby zo-
staty zapakowane w aluminiowg folie (bez ewakuacji powietrza) i przechowywane w
temp. +4°C przez okres 0, 4 i 6 dni.

W badanych miesniach oznaczono zawartos¢ ttuszczu ogdlnego metoda Soxhleta
[22] oraz zawartos¢ witaminy E (w formie a-tokoferolu i octanu a-tokoferolu) metoda
HPLC na kolumnie RP-18 z detektorem skaningowym fluorescencyjnym [7, 31]. Na-
stepnie z tkanki miesniowej jasnej i ciemnej wyekstrahowano tluszcz wedtug metody
Folcha [9] i poddano analizie na zawarto$¢ kwasow ttuszczowych nasyconych i niena-
syconych z uwzglednieniem kwasow z grupy n-3 i n-6 metodg chromatografii gazowej
(chromatograf gazowy HP 5890 Hewlett Packard) na HP-INNOWAX 30 m x 0,32 mm
x 0,5 pin, temp: injektor 220°C, detektor 250°C; identyfikacje maksiméw uzyskanych
z analizowanych probek ttuszczu przeprowadzono na drodze poréwnania ich wzgled-
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nych czaséw retencji z wzglednymi czasami retencji maksymow otrzymanych w wyni-
ku chromatografowania roztworu standardéw). Zmiany oksydacyjne w lipidach migs$ni
oznaczono na podstawie wskaznika TBA [20, 30],

Badania sensoryczne smaku i zapachu miesa przeprowadzono w skali 5-
punktowej oraz metodg profilowania sensorycznego [4, 5], Oceny sensorycznej doko-
nat 10-osobowy wyszkolony zesp6t panelowy.

Wszystkie uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu programu
Statgraphics 5.0.

Tabela 1

Uktad doswiadczenia - program zywieniowy.
Experimental design - feeding system.

Dodatek wita-

Zawarto$¢ energii Dodatek oleju Zawartosé

. : Zawartos¢ biatka . miny E
Grupa metabolicznej Oil supplement . thuszczu
. Protem level Vit.E supple-
Group  Level of metabolise [%/kg paszy] ment Fat level
energy [kcal/kg] [%] [%/kg feed] o4 [%]
0
| 3113 213 Olej sojowy ) 55
2,8
Olej sojowy
] 3112 21,3 0,02 55
2,8
i 3113 213 Olej rzepakowy ) 55
2,8
v 3112 213 Olej rzzezakowy 0,02 55
v 3113 213 Olej Iniany ) 55
2,8
Vi 3112 213 Olejzlglany 0,02 55

Omowienie i dyskusja wynikow

Skiad lipidow miesa kurczat brojlerow

Zawarto$¢ ttuszczu w miesniach jasnych i ciemnych zamieszczono w tab. 2, z
ktorej wynika, ze dodatek oleju sojowego do paszy wptynat na wieksze ottuszczenie
miesni piersiowych niz dodatek oleju rzepakowego. Réwnomierne ottuszczenie migsni
(piersiowych i ndg) w pordwnaniu z innymi grupami badawczymi odnotowano w
przypadku obu miesni kurczat zywionych dietg z dodatkiem oleju Inianego. Natomiast
wzbogacenie diety kurczat olejem rzepakowym spowodowato istotny wzrost lipidow w
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miesniach ciemnych (ndég). Podobny rezultat badarn uzyskali Lin i wsp. [15]. Nie
wszystkie jednak wyniki badan wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy dodatkiem oleju rze-
pakowego w diecie, a zwiekszeniem zawartosci ttuszczu tkankowego. Na przyktad
Hulan i wsp. [12] nie stwierdzili zwigzku pomiedzy iloscig dodanego oleju rzepakowe-
go do paszy, a stopniem ottuszczenia miesni kurczat.

Tabela 2

Zawarto$¢ thuszczu w miesniach piersiowych i nég.
Fat content in breast and leg muscles.

Ttuszcz ogolny [%] / Total fat [%)]

CGS:SEZ Migs$nie piersiowe Miegsénie nog
Breast muscles Leg muscles
| 1,49 5,29
] 2,21 5,57
11 1,48 6,62
v 1,40 7,22
\Y 1,60 6,33
VI 1,44 5,76
S 185b 5,43a
R 1,44a 6,92¢c
L 1,52a 6,20 b
E 1,69a 6,18a
B 1,52a 6,18 a

R, S, L - rodzaj dodawanego oleju do paszy, R-olej rzepakowy, S-olej sojowy, L-olej Iniany

R, S, L - kind ofoil added to feed, R-rape oil, S-soya oil, L-linseed oil

E - grupa z dodatkiem wit. E; group with addition of vitamin E

B - grupa bez dodatku wit. E; group without addition of vitamin E

a, b, ¢ - wystapienie wspdlnej litery przy indeksach $érednich wskazuje na brak roznicy statystycznie
istotnej przy P < 0,05

a, b, ¢ - the same letter in indices of averages means lack of statistically significant difference at P < 0,05

Wielu badaczy [1, 16, 25] dowiodto, ze skiad kwaséw ttuszczowych w tkance
miesniowej odzwierciedla sktad paszy podawanej kurczetom w czasie wzrostu. Prze-
prowadzone badania wiasne rowniez wykazaty, ze dieta w pewnym stopniu modyfi-
kuje sktad chemiczny lipidow. Okazato sie, ze dodatek oleju sojowego do paszy (jako
gtdwnego Zrédta nienasyconych kwasoéw tluszczowych z grupy n-6) wptynat przede
wszystkim na wzrost poziomu kwasu linolowego (CI8:2) w lipidach mie$ni nog
(24,8%) i w nieco mniejszym stopniu w lipidach miesni piersiowych (21,0%) (rys. 1).
Podobng zalezno$¢ wykazali w swych badaniach Lin i wsp. [15], ktérzy dodajac do
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WNKT n-6 WNKT n-3

Rys. 1. Poziom WNKT n-6 i n-3 w mig$niach kurczat. Ogélny poziom WNKT w miesniach piersio-
wych i nég wynosit 12,15-26,30 g/l 00 g ttuszczu.

Fig. 1L PUFA n-6 and n-3 content in chicken muscles. Total content PUFA in breast and leg muscles
ranged 12,15-26,30 g/100 g fat.

paszy 5,5% (czyli wiecej o 2,7% anizeli w badaniach wiasnych) czesciowo uwodor-
nionego oleju sojowego oznaczyli zawarto$¢ tego kwasu w migsniach jasnych i ciem-
nych kurczat na poziomie 28,9-33,8%. Inni badacze [11] stosujgc réwniez dodatek
oleju sojowego do diety kurczat na poziomie 3,5%, zaobserwowali wzrost nienasyco-
nych kwasow tluszczowych z rodziny n-6, jednak poziom kwasu linolowego w mieg-
$niach, a szczeg6lnie w miesniach udowych byt zdecydowanie nizszy anizeli w niniej-
szych badaniach i wynosit tylko 6,8%. Swiadczyé to moze o istnieniu zaleznosci po-
miedzy zawartoscig WNKT n-6 w tkance miesniowej, a zawartosciag WNKT n-6 za-
wartych w paszy. Podobne relacje obserwowano odnosnie zawartosci WNKT n-3 w
tkance mieSniowej - im wyzsza byta zawartos¢ w paszy tluszczow zawierajgcych kwa-
sy ttuszczowe z rodziny n-3, tym wyzsza byta ich konwersja do lipidow miesni [1, 16,
25], W badaniach, wiasnych oleje: Iniany i rzepakowy dodawane do pasz byty dobrymi
nosnikami nienasyconych kwaséw ttuszczowych z rodziny n-3, co zaobserwowano
szczeg6lnie w lipidach mieéni jasnych. Natomiast wptyw na zawarto$¢ WNKT n-3 w
lipidach mig$ni n6g miaty zaréwno oleje Iniany i rzepakowy, jak i olej sojowy. Z uwa-
gi na niski poziom dodawanych olejéow do paszy (2,8%) zawartos¢ WNKT n-3 wyno-
sita w migéniach jasnych 1,0-1,6%, a w miesniach ciemnych 1,0-1,3% (rys. 1). Po-
twierdzaja to badania Jensena i wsp. [13], ktérzy zywiac kurczeta dietg wzbogacong w
olej rzepakowy w ilosci 9% (czyli wiecej o 6,2% anizeli w badaniach wiasnych) i olej
sojowy na poziomie 2%, odnotowali wyzszy wzrost zawartosci kwasu linolenowego
(C18:3 n-3) zar6wno w miesniach piersiowych (3,45%), jak i w miesniach udowych
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(6,18%). Ponadto w niniejszych badaniach zaobserwowano, ze w grupach (I1V, VI), w
ktérych kurczetom dodawano do paszy witamine E, poziom WNKT n-3 byt nieco
wyzszy niz w grupach bez dodatku witaminy E (lll, V). Oznaczony wyzszy poziom
nienasyconych kwaséw ttuszczowych z rodziny n-3 w wymienionych grupach do-
Swiadczalnych, najprawdopodobniej wynikat z antyoksydacyjnego dziatania dodanego
alfa-tokoferolu do paszy.

Procesy oksydacyjne

Wielu autor6w uwaza, ze wprowadzenie olejow roslinnych, takich jak sojowego,
rzepakowego, czy Inianego lub oleju rybiego do paszy moze spowodowaé wzrost po-
datnosci lipidow miesa na procesy utleniania z uwagi na zwiekszony stopieni ich niena-
sycenia [2, 15, 16, 25],

Tabela 3
Wartosci wskaznika TBA (w zaleznosci od czasu przechowywania i dodatku witaminy E).
TBA value (effect of storage time and vitamin E supplement).
Grupa Migsnie piersiowe Migénie nog
Group Breast muscles Leg muscles

S$-Odni P-Odni P-4dni P-6dni S$-Odni P-Odni P-4dni P-6dni
I 0,705 0980 2,994 3232 0839 1087 3,234 3,982
Il 0,694 0568 1,610 2001 0,846 0649 1967 2,556
I 1,001 0923 2,038 2918 1,143 0,909 2,129 3,023

\Y 0,669 0,655 0,936 2,031 0,743 0,679 1,705 2,377
\% 1,259 1,063 2,004 3,001 1,357 1,430 3,619 4,123
VI 0,950 0,648 1,123 2,217 1,143 0,949 1,165 2,459

Dodatek witaminv E:
Vitamin E supplement:
E 1,200a 1,436a
B 1,844b 2,240b
Czas nrzechowvwania [dnil
Time of storage I'davsl:

$-0 0,881a 1,011s
P-0 0,856a 0,950a
P-4 1,783 b 2,303 b
P-6 2,568¢ 3,087c

E - grupa z dodatkiem wit. E; group with addition of vitamin E

B - grupa bez dodatku wit. E; group without addition of vitamin E

S-0 - mieso $wieze; raw muscle

P-0, P-4, P-6 dni, days - mieso pieczone, przechowywane w +4°C; roastedbroiler musclesstored at +4°C
a, b, ¢ - wystapienie wspolnej litery przy indeksach $rednich wskazuje nabrak réznicy statystycznie
istotnej przy P <0 ,05

a, b, ¢ - the same letter in indices of averages means lack of statistically significant difference at P < 0,05
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Warto$é wskaznika TBA

a, b, club A, B, C- rézne litery wskazujg na statystycznie istotng réznice przy P < 0,05

Rys. 2. Wptyw rodzaju oleju dodawanego do paszy na warto$¢ wskaznika TBA w miesniach broileréw.
Fig. 2. Effect ofkind of oil on TBA value of broiler meat.

W badaniach wiasnych stabilnos¢ oksydacyjng badanego ttuszczu oceniono na
podstawie wskaznika TBA, a uzyskane wyniki zestawiono w tab. 3 i na rys. 2.

Wykazano istotny wplyw czasu przechowywania (+4°C) na wzrost wartosci
wskaznika TBA w badanych miesniach. Dynamika zmian wartosci tego wskaznika
byta nieco wyzsza w lipidach miesni piersiowych (3,5x) niz w lipidach mies$ni ndg
(3x), co jest zgodne z badaniami innych autoréw [3, 17]. Utlenianie lipidow miesa jest
inicjowane przez wysoko nienasycong frakcje fosfolipidowa budujaca przede wszyst-
kim btony komoérkowe, ktdrej lipidy miesni piersiowych (jasnych) zawierajg w swoim
sktadzie wiecej anizeli lipidy miesni ndg (ciemnych) [10]. Przechowywanie w warun-
kach chtodniczych przez okres do 6 dni miato generalnie negatywny wplyw na dyna-
mike procesow utleniania badanych miesni. W czasie chtodniczego przechowywania
znaczne zaawansowanie procesOw utleniania, wyrazone wskaznikiem TBA, zaobser-
wowano zaréwno w miesniach jasnych, jak i ciemnych brojleréw zywionych dietg z
dodatkiem oleju Inianego, w mniejszym stopniu przy dodatku oleju sojowego. Nato-
miast kurczeta, ktére zywiono dietg z dodatkiem oleju rzepakowego, charakteryzowaty
sie nizszymi wartoSciami wskaznika TBA (tab. 3). Wyzsza oporno$¢ na procesy utle-
niania lipidow z mies$ni kurczat zywionych paszg z dodatkiem oleju rzepakowego wy-
nikata prawdopodobnie z wyzszej zawartosci w lipidach tych miesni nasyconych kwa-
sow thuszczowych, ktdre sg mniej podatne na zmiany oksydacyjne. Nizsze wartosci
wskaznika TBA oznaczyli takze Mercier i wsp. [18] w mies$niach indykdéw zywionych
dietg z dodatkiem oleju rzepakowego anizeli w przypadku indykow, ktorym dodawano
do paszy olej sojowy.
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Zatozenia badawcze niniejszego doswiadczenia przewidywaty dodatek do paszy
a-tokoferolu, jako naturalnego antyoksydanta. Rola witaminy E okazata sie wysoce
zadawalajgca. Wprowadzenie do diety badanych kurczat, oprdcz olejéw roslinnych,
rowniez witaminy E, miato korzystny wptyw nie tylko na stabilno$¢ oksydacyjng lipi-
dow, ale tez na cechy sensoryczne miesa $wiezego, pieczonego i przechowywanego w
warunkach chtodniczych. Oznaczono konsekwentnie nizsze wartosci wskaznika TBA
w miesniach kurczat, ktére zywiono pasza z dodatkiem alfa-tokoferolu (grupy: Il, 1V,
VI) anizeli w mig$niach brojlerow z grup (I, Ill, V) bez dodatku witaminy E. WyniKi
zestawiono w tabeli 3. Podobng tendencje zmian odnotowali inni autorzy [24, 28],
ktorzy stwierdzili, ze zawarto$¢ aldehydu malonowego w gotowanych migesniach nég
kurczat i w miesniach piersiowych indykdw obniza sie wraz ze wzrostem ilosci doda-
wanego alfa-tokoferolu do paszy. Poziom wskaznika TBA byt odwrotnie proporcjo-
nalny do poziomu dodawanej witaminy E. Dodatek witaminy E opdZnia oksydacje
lipidéw, mierzong wskaznikiem TBA, bez wzgledu na rodzaj dodawanego ttuszczu w
diecie [18],

W wyniku wzbogacania diety kurczat witaming E wzrasta jej udziat w mie$niach.
Poziom konwersji witaminy E w badanych miesniach wyniést okoto 2,0%. Migsnie
ciemne akumulowaty wiecej witaminy E niz migénie jasne (rys. 3). Miesnie ndg zawie-
raja stosunkowo wiecej ttuszczu niz miesnie piersiowe, dlatego alfa-tokoferol, jako
rozpuszczalny w tluszczu, moze koncentrowa¢ sie w wiekszej ilosci w migsniach
ciemnych. Potwierdzity to réwniez wyniki innych badaczy [15, 25, 27],

Rys. 3. Zawarto$¢ a-tokoferolu i octanu a-tokoferolu w miesniach kurczat zywionych pasza wzbogaco-
na w oleje roslinne.

Fig. 3. a-tocopherol and acetate a-tocopherol content in muscles of chickens fed with diet enriched
with vegetable oils.
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Ocena sensoryczna

Wyniki przeprowadzonej oceny sensorycznej zamieszczono w tabeli 4.

Na smak i zapach miesni jasnych, jak i ciemnych miat istotny wptyw rodzaj do-
danego oleju (sojowy, rzepakowy lub Iniany) do paszy. Najbardziej preferowane przez
oceniajacych byty miesnie piersiowe i mig$nie ndg kurczat zywionych paszg z dodat-
kiem oleju sojowego (bez lub z dodatkiem witaminy E). Srednia punktacja w skali 5-
pkt. wynosita 3,1-4,3 pkt. Przy dodatku oleju rzepakowego lub Inianego do paszy,
zmiany smaku i zapachu miesni byly bardziej wyczuwalne i uzyskaty one nizsza
punktacje w poréwnaniu do miesni kurczat, ktdre w diecie miaty dodatek oleju sojo-
wego. Natomiast w grupach, gdzie rownoczesnie z olejem rzepakowym lub Inianym
byta dodawana witamina E do paszy, zaobserwowano poprawe wiasciwosci senso-
rycznych migsa. Porownujac wyniki oceny sensorycznej badanych miesni z odpowied-
nimi warto$ciami wskaznika TBA, mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze dodatek wita-
miny E zmniejsza tempo proceséw oksydacyjnych przez co polepsza cechy sensorycz-
ne (smak i zapach) miesa nie tylko Swiezego, ale réwniez po obrobce termicznej i
chtodniczym przechowywaniu. Do podobnych wnioskéw doszli wczesniej inni bada-
cze [6,21,24, 25,28],

Tabela 4
Ocena sensoryczna smaku i zapachu w skali 5-punktowej.
Sensory evaluation of meat (5-point scale).
Grupa Migénie piersiowe Miegsnie nog
Group Breast muscles Leg muscles
SMAK ZAPACH SMAK ZAPACH
TASTE ODOUR TASTE ODOUR

0 4 6 0 4 6 0 4 6 0 4 6
I 3,8a 39c 33b 4,1a 3,8a 3,5a 4,0a 39b 3,1a 4,1a 39a 2.9a
] 3,9a 3,9¢ 3,6c 4,3a 3,9a 36a 4,2a 41b 3,4a 4,1a 4,1a 3,4a
1 3,7a 3,1d& 33b 36a 34a 26a 4,1a 33ad 2,7a 4,0a 35a 2,5a
v 3,4a 36k 2,4a 3,8a 3,52 2,9a 3,7a ~la 2,8a 4,1a 3,7a 2,8a
\% 3,5a 2,8a 2,7a 4,1a 3,0a 29a 3,7a 29a 22a 38a 3,2a 25a
VI 3,5a 3,0 3,0b 4,1a 35a 3,la 39a 3,0a 25a 4,la 3,2a 2,6a
0, 4, 6 dni, days - mieso pieczone, przechowywane w +4°C; roasted broiler muscles stored at +4°C
a, b, ¢ - wystapienie wspdlnej litery przy indeksach $rednich wskazuje na brak réznicy statystycznie
istotnej przy P < 0,05
a, b, ¢ - the same letter in indices of averages means lack of statistically significant difference at P < 0,05
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Ocena sensoryczna przeprowadzona na podstawie profilowania sensorycznego
pozwolita okresli¢ zmiany intensywnosci w czasie przechowywania niektorych wyroz-
nikow smaku i zapachu, np. w kierunku nasilenia sie smaku i zapachu jetkiego, chtod-

niczego, rybiego, obcego, metalicznego i olejowego. Uzyskane wyniki przedstawiono
w formie graficznej na rys. 4-6.

Rys. 4. Profilogramy smaku i zapachu miesni brojleréw zywionych paszg wzbogacong w olej sojowy i
witamine E.

Fig. 4. Sensory profile of breast and leg muscles of chickens fed with standard diet enriched with soya
oil and vitamin E.
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Z. - zapach
S. - smak
EM bezposrednio po obrébce cieplinej [_ |po 4 dniu przechowywania 3po 6 dniu przechowywania

Rys. 5. Profilogramy smaku i zapachu mieéni brojleréw zywionych paszg wzbogacong w olej rzepako-
wy i witamine E.

Fig. 5. Sensory profile of breast and leg muscles of chickens fed with standard diet enriched with rape
oil and vitamin E.
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Rys. 6. Profilogramy smaku i zapachu miesni brojleréw zywionych paszg wzbogacong w olej Iniany i
witaming E.

Fig. 6.  Sensory profile of breast and leg muscles of broilers fed with standard diet enriched with linseed
oil and vitamin E.
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Profilogramy smaku i zapachu sg zrdéznicowane w zaleznosci od rodzaju miesni.
Zdecydowanie wyzszy przyrost niekorzystnych wyréznikow smaku i zapachu w czasie
przechowywania odnotowano dla miesni ciemnych. Powodem tego byta prawdopo-
dobnie wyzsza zawarto$¢ ttuszczu ogdtem w tych miesniach anizeli w miesniach pier-
siowych. Bowiem ttuszcz jest no$nikiem substancji smakowo-zapachowych w migsie.

Dodatek do diety kurczat oleju nie pozostat bez wptywu na wystepowanie po-
szczeg6Inych wyrdznikéw smaki i zapachu. Stwierdzono pojawienie sie smaku i zapa-
chu jetkiego, rybiego i metalicznego w miesniach piersiowych i n6g w grupie z dodat-
kiem oleju rzepakowego i Inianego (rys. 5 i 6), co znalazto swoje odbicie w ocenie
sensorycznej. Ponadto panel oceniajacy oznaczyt obcy, nietypowy posmak dla miesa
drobiowego, a charakterystyczny dla nasion Inu, w mie$niach kurczat zywionych paszg
z dodatkiem oleju Inianego.

Pod wzgledem badanych wyrdznikéw sensorycznych (smak i zapach) odnotowa-
no najwyzsze oceny dla obu miesni kurczat zywionych dietg z dodatkiem oleju sojo-
wego i witaminy E. Zaobserwowano réwniez, ze dodana witamina E do paszy kurczat
w ilosci 200 mg/kg ostabita nasilanie sie obcych wyrdznikéw smaku i zapachu w cza-
sie chtodniczego przechowywania, a tym samym wplyneta korzystnie na wasciwosci
sensoryczne badanego miesa kurczat. Blum i wsp. [6] stwierdzili, ze zapach miesa
brojleréw zywionych dietg kontrolng zawierajgcg 20 mg/kg w paszy a-tokoferolu zna-
czaco pogorszyt sie podczas 12 dniowego przechowywania w temp. 4°C, podczas gdy
zapach miesni kurczat zywionych dietg z dodatkiem 160 mg/kg a -tokoferolu pozostat
niezmieniony do konca okresu przechowywania. Na podstawie powyzej przedstawio-
nych wynikéw z badan wiasnych, jak i badan ww. autoréw nasuwa sie jednoznaczny
whniosek zwigzany z dodatkiem witaminy E. Im wyzsza jest dawka witaminy E doda-
wanej do paszy, tym szybsze i skuteczniejsze jest jej dziatanie w miesie. Stwierdzono,
ze podczas 6 dni przechowywania chtodniczego niepozgdane zmiany smaku i zapachu
byly notowane we wszystkich prébach, jednak w probach bez dodatku a -tokoferolu
panel sensoryczny stwierdzit wystepowanie WOF juz po 4 dniach przechowywania w
4°C.

Podsumowanie

Reasumujac wyniki z przeprowadzonych badah mozna stwierdzi¢, ze na przebieg
procesow oksydacyjnych w lipidach miesni zdecydowanie najwiekszy wptyw miat
czas chtodniczego przechowywania, nastepnie rodzaj oleju dodanego do paszy. Oleje
sojowy, rzepakowy i Iniany sg nosnikami WNKT do tkanki miesniowej, a w tym bar-
dzo waznych z punktu zywieniowo-zdrowotnego WNKT z grupy n-3 i n-6. Podajgc
kurczetom w diecie witamine E réwnocze$nie z olejami ro$linnymi, uzyskano spowol-
nienie proceséw oksydacyjnych w ttuszczu tkankowym oraz poprawienie walorow
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sensorycznych miesa kurczat. Krytycznym dniem, w ktérym nasility sie zmiany smaku
i zapachu byt 5 dzier przechowywania chtodniczego.

Praca wykonana w ramach grantu KBN, Nr PB055/P06/97/12

(]
[2
B3
(4
(5]
(6]

[

(8l
[

[10]
[11]

[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

(7]

[18]

LITERATURA

Ajuyah A.O., Lee K.H., Hardin R.T., Sim J.S.: Influence of dietary full-fat seeds and oils on total
lipid, cholesterol and fatty acid composition of broiler meats. Can. J. Anim. Sci., 71, 1991, 1011.
Ang C.Y.W.: Comparison of broiler tissues for oxidative changes after cooking and refrigerated
storage. J. Food Sci., 53, 1988, 1072.

Ang C.Y.W., Lyon B.G.: Evaluations of warmed-over flavor during chill storage of cooked broiler
breast, thigh and skin by chemical, instrumental and sensory methods. J. Food Sci., 55, 1990, 644.
Barylko-Pikielna N.: Zarys analizy sensorycznej zywnosci. WNT, Warszawa 1975, 296, 349.
Barylko-Pikielna N.: Nowe i znowelizowane metody analizy sensorycznej stosowane w pracach
badawczych nad zywnoscig. W: Postep w analizie zywnosci. Tom 2. Wybrane zagadnienia z analizy
sensorycznej i fizykochemicznej. Red. St. Tyszkiewicz. PWN Warszawa 1990, 1.

Blum J.C., Tourraille C., Salichon M.R., Richard F.H., Frigg M.: Effect of dietary vitamin E sup-
plies in broilers. 2. Male and female growth rate, viability, immune response, fat content and meat
flavour variations during storge. Archiv. Fur Geflugelkunde, 56, 1992, 37.

Cherian G., Wolfe F.W., Sim J.S.: Dietary oils added tocopherols: effects on egg or tissue tocopher-
ols, fatty acid, and oxidative stability. Poultry Sci., 75, 1996, 423.

Drozdowski B.: Lipidy. W: Chemia zywnosci. Red. Z. Sikorski. PWN Warszawa 1988, 156.

Folch J., Lees M., Stanley G.H.S.: A simple method for the isolation and purification of total lipides
from animal tissues. J. Biol. Chem., 226, 1957, 497.

Gray J.1., Pearson A.M.: Rancidity and warmed-over flavor. Adv. Meat Research, 3, 1987, 221.
Hrdinka C., Zollitsch W., Knaus W., Lettner F.: Effect of dietary fatty acid pattern on melting point
and composition of adipose tissues and intramuscular fat of broiler carcasses. Poultry Sci., 75, 1996,
208.

Huldn H.W., Proudfoot F.G., Nash D.M.: The effects of different dietary fat sources on general
performance and carcass fatty acid composition of broiler chickens. Poultry Sci., 63, 1984, 324.
Jensen C., Engberg R., Jakobsen K., Skibsted L.H., Bertelsen G.: Influence of the oxidative quality
of dietary oil on broiler meat storage stability. Meat Sci., 47, 1997, 211.

Lillard D.A.: Oxidative deterioration in meat, poultry, and fish. W: Warmed-over flavor of meat.
Ed. A.J. Angelo, M.E. Bailey, Academic Press, INC. 1987, 41.

Lin C.F., Gray J.I., Asghar A., Buckley D.J., Booren A.M., Flegal C.J.: Effects of dietary oils and
a-tocopherol supplementation on lipid composition and stability of broiler meat. J. Food Sci., 54,
1989, 1457.

Lopez-Ferrer S., Baucells M.D., Barroeta A.C., Blanch A., Grashom M.A.: co3 enrichment of
chicken meat: use of fish, rapeseed and linseed oils. Proceed, of the 13th European Symposium on
the quality of Poultry Meat. Poznan 1997, 74.

Malczyk E. i Smolinska T.: Wplyw rodzaju obrébki cieplnej i czasu przechowywania na jako$¢
peklowanego i nie peklowanego miegsa kurczat. Zeszyty Nauk. Akademii Rolniczej, Wroclaw 1999
(w druku).

Mercier Y., Gatellier P., Viau M., Remignon H., Renerre M.: Effect of dietary fat and vitamin E on
colour stability and on lipid and protein oxidation in turkey meat during storage. Meat Sci., 48,
1998,301.



150

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[29]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]
[31]

Ewa Malczyk

Pikul J.: Powstawanie obcego, niepozadanego zapachu i smaku w migsie ogrzanym i przechowy-
wanym w warunkach chtodniczych. PTTZ, Poznan 1991, 17.

Pikul, J., Leszczynski, D.E., and Kummerow, F.A.: The elimination of sample autoxidation by
butylated hydroxytoluene additions before thiobarbituric acid assay for malonaldehyde in fat from
chicken meat. J. Agric. Food Chem., 31, 1983, 1338.

Pikul J., Holownia K., Plewinski A.: Influence of dietary alpha-tocopherol acetate on lipid oxidation
in chicken meat. Proceed, of the 13th European Symposium on the Quality of Poultry Meat. Poznan
1997,21.

PN-73/A-82111, Migso i przetwory migsne. Oznaczanie zawartosci ttuszczu.

Rhee K.S., Anderson L.M., Sams A.R.: Lipid oxidation potential of beef, chicken, and pork. J. Food
Sci., 61, 1996, 8.

Sheehy P.J.A., Morrissey P.A., Flynn A.: Effect of dietary a-tocopherol level on susceptibility of
chicken tissues to lipid peroxidation. Proceed, of the Nutrition Society, 49, 1990, 28A.

Sheehy P.J.A., Morrissey P.A., Buckley D.J., Frigg M.: Modification of a-tocopherol concentration,
fatty acid composition and oxidative stability of chick tissues by consumption of fresh or heated
sunflower and linseed oils. Proceed, of 11th European Symposium on the Quality of Poultry Meat.
Tours 1993,448.

Sheehy P.J.A., Morrissey P.A., Buckley D.J.: Advances in research and application of vitamin E as
an antioxidant for poultry meat. Proceed, ofthe 12th European Symposium on the Quality of Poultry
Meat. Zaragoza 1995, 425.

Sheldon B.W.: Effect of dietary tocopherol on the oxidative stability of turkey meat. Poultry Sci.,
63, 1984, 673.

Sheldon B.W., Curtis P., Dawson P.L., Ferket P.R.: Effect of dietary vitamin E on the oxidative
stability, flavor, color, and volatile profiles of refrigerated and frozen turkey breast meat. Poultry
Sci., 76, 1997, 634.

Smolinska T., Popiel A.K., Malczyk E.: Influence of dietary supplement with PUFA and antioxidant
on oxidative processes of fats and sensorical changes of broiler chicken meat. Proceed. 10l Euro-
pean Poultry Conference of WPSA. Jerozolima 1998, 110.

Younathan M.T., Watts B.M.: Oxidative of tissue lipids in cooked pork. Food Res., 25, 1960, 538.
Zaspel B.J., Csallany A.S.. Determination of alpha-tocopherol in tissues and plasma by high-
performance liquid chromatography. Analyt. Biochem., 130, 1983, 146.

INFLUENCE OF FEEDING SYSTEM ON OXIDATIVE PROCESSES OCCURING
IN CHICKEN MEAT DURING REFRIGERATION STORAGE
Summary

In this study the influence of the dietary supplement with rape, linseed and soya oils with or without

antioxidant (vitamin E) on lipid oxidation and flavour of chicken meat was analysed. The results showed
that TBA value increased by three times during storage. Vitamin E supplement effectively inhibited unde-
sirable oxidative processes in broiler muscles. Rape and linseed oils supplement led to increase in PUFA
n-3 in lipids obtained from breast muscle. Major source of PUFA n-6 was supplement by soya oil. The
consumer acceptability was the highest for meat samples of chickens fed with soya oil and vitamin E
addition. Deterioration of flavour and odour of meat samples appeared after 4 days of storage. Flavours
and odours like rancid, fish, add and metallic were identified. »
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MACIEJ OZIEMBLOWSKI

PARAMETRY ANALIZY TERMOMECHANICZNEJ NA
PRZYKLADZIE BADAN MASY JAJOWEJ

Streszczenie

Scharakteryzowano technike analizy termomechanicznej TMA na przykladzie masy jajowej. Przed-
stawiono miejsce analizy TMA na tle reologii produktéw spozywczych jako jedng z metod dynamicznego
testowania ciat o cechach lepkosprezystych. Okre$lono parametry reologiczne mozliwe do wyznaczenia
dzieki TMA oraz scharakteryzowano ich wartosci w odniesieniu do masy jajowe;j.

Wstep

Reologia jako dyscyplina naukowa - bedaca na pograniczu fizyki i techniki -
znajduje swoje praktyczne zastosowanie m.in. w technologii zywnosci. Reologia zaj-
muje sie wszystkimi aspektami odksztatcania ciat rzeczywistych pod wplywem ze-
wnetrznych naprezen [2], W4asciwosci reologiczne sgjednymi z wazniejszych kryte-
riow opisujacych badane préby. W zaleznosci od rodzaju zywnosci analizowane para-
metry reologiczne dotyczg ciat ptynnych, statych lub ciat o cechach posrednich (po-
miedzy ptynem a ciatem statym). Prosta klasyfikacja reologiczna [11], przedstawiona
narys. 1, pokazuje najczesciej spotykang terminologie, ktéra ma zastosowanie m.in. do
produktéw zywnosciowych.

Masa jajowa w zaleznos$ci od czasu i temperatury przechowywania, obrobki ter-
micznej, dodatkéw i wielu innych czynnikdw moze byé opisywana réznymi réwna-
niami Teologicznymi charakterystycznymi dla ptynu niutonowskiego, tiksotropowego
czy Bingham’a [4], Do badan niektorych parametréw Teologicznych masy jajowej
mozna stosowac analize termomechaniczng TMA, ktéra jest technika stuzaca do po-
miarow relacji zachodzacych w badanej probie pomiedzy temperatura, naprezeniem i
odksztatceniem. W technice tej stosowane moga by¢ r6zne wartosci temperatury oraz
naprezenia - w postaci zadanego ,,obcigzenia” (g) sitg zewnetrzng w stosunku do ana-

Mgr inz. M. Oziemblowski, Katedra Technologii Surowcéw Zwierzecych, Akademia Rolniczawe Wro-
ctawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw.
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lizowanej proby lub zadanego ,,przesuniecia” (unt) czynnika zewnetrznego (np. trzpie-
nia) na okreslona gtebokos$¢ w prabie.

Analiza termomechaniczna umozliwia stosowanie naprezen wedtug zadanego
programu w sposob liniowy albo oscylacyjnie. W przypadku wykorzystania naprezen
oscylacyjnych [7] analize tego typu nazywa sie réwniez dynamiczng analiza termome-
chaniczng (DTMA) [12]. W niniejszej pracy przedstawiono podstawowe zatozenia
analizy termomechanicznej pokazane na przykfadzie badan masy jajowe;.

Materiat i metody badan

Wykorzystany w badaniach zestaw do analizy termomechanicznej skiadat sie z
modutu pomiarowego (TMA/SS 150U firmy Seiko), modulu komputerowego
HP712/60 (odpowiedzialnego za nadzorowanie przebiegu pomiaréw i analize wyni-
koéw) oraz drukarki.

W eksperymencie wykorzystano mase jajowg uzyskang poprzez homogenizacje
tresci jaj w stosunku masowym biatko-zétko 2:1. Jaja pochodzity od niosek rasy Hy-
Line (52 tygodniowych) z fermy Wojnowice. Badang mase jajowa 0 objetosci 1 cm3
umieszczono w matym kwarcowym pojemniku, a cato$¢ zamknieto w komorze ogrze-
wania gdzie realizowane byty okreslone programy - ,termiczny” oraz ,,mechaniczny”.
Podczas analizy umieszczony w probie kwarcowy trzpien poruszat sie wedtug zadane-
go programu ,,mechanicznego” (realizujgcego naprezenie o amplitudzie 0,2 g i czesto-
tliwosci 0,1 Hz) w ustalonym (w programie ,termicznym”) zakresie temperatur 35-
95°C przy zadanej szybkosci ogrzewania 3°C/min. Podczas analizy biezace wyniki reje-
strowane i zapisywane byty automatycznie co 0,1 s.

Omoéwienie wynikow

Testowanie dynamiczne, ktérego jednym z przykladow jest analiza termomecha-
niczna zastosowana w niniejszym eksperymencie, jest jedng z metod stuzacych do
analizowania wiasciwosci lepkosprezystych réznych skfadnikéw zywnosci. Metoda ta
moze by¢ wykorzystywana m.in. do okre$lania sity zeli, badan procesu zelowania,
obserwacji koagulacji i denaturacji biatka, okreslania proceséw krzepniecia i topnienia
produktéw zywnosciowych, badan okreSlajgcych korelacje pomiedzy parametrami
Teologicznymi a zmystami cztowieka, okreslania stabilnosci produktéw spozywczych
podczas ich przechowywania i in. [11],

Istota badann Teologicznych przy zastosowaniu dynamicznego testowania jest
przytozenie sinusoidalnie zmieniajacej sie sity (naprezenia) w badanym osrodku i reje-
strowanie jego stopnia odksztatcenia (bedacego ,,odpowiedzig” na zadang site). W
przypadku analizy termomechanicznej mozliwe jest przedstawienie na wykresie zasto-
sowanego naprezenia oraz otrzymanego odksztatcenia nie tylko w funkcji czasu ale
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rowniez w funkcji temperatury. Wykres tego typu otrzymany w biezacym ekspery-
mencie (rys. 2), przedstawia naprezenie o jednakowej amplitudzie (A = 0,2 g) i okresie
(T = 10 s) w catym analizowanym zakresie temperatury oraz odksztatcenie jako sygnat
TMA (mm) z wyraznym zmniejszeniem sie amplitudy po osiggnieciu temperatury
82,8°C, w ktorej nastapito przejscie fazowe zol-zel w ujeciu mechanicznym.

Plyny (cechy lepkie) Ciala state (cechy sprezyste)
niutonowskie typu nie-Hooke’a
(niezalezne od czasu) (nieliniowo sprezyste)
nieniutonowskie typu Hooke’a
(zalezne od czasu) Ciata ptynno-state (cechy lepkosprezyste)
reopeksyjne  tiksotropowe modele mechaniczne
modele strukturalne Maxwell’'a  Burgers’a  Kelvin’a  inne

(niezalezne od czasu)

pseudoplastyczne  dylatacyjne Bingham’a  Herschel-Bulkley’a

Rys. 1. Prosta klasyfikacja reologiczna.
Fig. 1. Simple classification of rheological behavior.

Po przeprowadzeniu pomiaréw mozliwa byta analiza reologiczna masy jajowej
pod katem jej cech lepkosprezystych, ktére mozna wyrazi¢ za pomocg modutu zacho-
wawczego E’ (bedacego miarg sprezystosci /elastycznosci/ lub inaczej - energii na-
gromadzonej, zakumulowanej w materiale) oraz modutu stratnosci E” (miara lepkosci
albo rozproszenia /ubytku/ energii przez dany materiat podczas odksztatcenia). Inng
wartoscig czesto wykorzystywang przy opisywaniu cech lepkosprezystych jest tangens
delta (tg & = E”/E”), ktdry przyjmuje wysokie wartosci dla rozciericzonych roztworow
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(6 = 90° dla ciata idealnie lepkiego), zas dla polimerdw i zeli warto$¢ jego dazy do zera
(6 = 0° dla ciata idealnie sprezystego) [3,5, 12].

Rys. 2. ,,Odpowiedz” masy jajowej (odksztatcenie) na zadane naprezenie w funkcji czasu i temperatury.
Fig. 2. ,Response” of liquid whole egg (strain) on stress in function of time and temperature.

Na rys. 3 przedstawiono wszystkie trzy parametry (E’, E” oraz tg d) opisujgce
wiasciwosci reologiczne masy jajowej w funkcji temperatury. Warto$ci modutu za-
chowawczego E’ oraz modutu stratnosci E” byty praktycznie na statym poziomie (j.
odpowiednio 2,762 kPa oraz 3,452 kPa), az do osiggniecia temperatury, w ktdrej roz-
poczety sie zmiany strukturalne (tj. ok.78-79°C). Wyrazny przyrost wartosci E’ rozpo-
czat sie nieco szybciej (przy temperaturze ok. 78°C) anizeli przyrost E” (ok. 79°C).
Roéwniez wartosci modutéw E’ i E” osiggniete po przejsciu fazowym zol-zel, a wy-
znaczone przy T = 90°C, wskazujg na znacznie wyzszg wartos¢ modutu zachowawcze-
go (1,120 MPa) w poréwnaniu do modutu stratnosci (0,305 MPa). Skutkiem tego tan-
gens delta, ktory przed zmianami denaturacyjnymi masy jajowej wynosit ok. 1,25 po
tychze zmianach przybrat warto$¢ ok. 0,27 (przy T = 90°C). Ektrapolowana wartos¢ tg
0 pozwolita na okre$lenie koncowej temperatury przejscia fazowego jako 82,8°C.
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Rys. 3.  Modut zachowawczy E’, modut stratnosci E” oraz tangens delta masy jajowej w funkcji tempe-
ratury.

Fig. 3.  Storage modulus E’, loss modulus E” and tangens delta of liquid whole egg in function of tem-
perature.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze mowigc o przejsciu fazowym w aspekcie mechanicz-
nym (podczas analizowania wynikéw uzyskanych dzieki TMA) rozumie sie przejscie
zwigzane z budowag tréjwymiarowej siatki dzieki denaturacji (w temperaturze ponad
80°C) okreslonych biatek obecnych w masie jajowej [1], Poczatek przejscia fazowego
dotyczacego biatek masy jajowej wyznaczony inng technika, np. roznicowej kalory-
metrii skaningowej (DSC) moze znacznie réznié sie [8, 9] od poczatkowej temperatury
przejscia wyznaczonego przy uzyciu TMA. Tak, jak DSC pokazuje przemiany w uje-
ciu termicznym, zwigzane z wydzielaniem badZ pochtanianiem energii cieplnej, tak
TMA wskazuje na zmiany Scile zwigzane ze strukturg badanego materiatu - a wiec
np. tworzeniem sie zeli, topnieniem, rozluZnieniem struktury itp.

Innym sposobem prezentacji uzyskanych wynikéw za pomocg TMA jest wykres
ukazujacy zaleznos$¢ ,,naprezenie [g/mmZ] - odksztalcenie [%]” obrazujacy charakter
cech lepkosprezystych badanej proby w okre$lonych zakresach temperatury. W przy-
padku ciat idealnie lepkich na wykresie tego typu znajduje sie okrag, za$ ciata idealnie
sprezyste reprezentowane sg na wykresie przez odcinek. W przypadku masy jajowej
ogrzewanej w zakresie temperatur 40-45°C na wykresie ,,naprezenie-odksztatcenie”
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widoczna jest elipsa (rys. 4) charakterystyczna dla ptyndéw rzeczywistych wykazuja-
cych zaréwno cechy lepkie, jak i sprezyste. W takim przypadku (odnoszacym sie do
cial lepkosprezystych) w danej elipsie stosunek osi diugiej (A) do osi krotkiej (B)
mozna przedstawié¢ wedtug zaleznosci:

A/B = 1:tg(6/2)

gdzie: d - przesuniecie fazowe pomiedzy naprezeniem a odksztatceniem.

Rys. 4. Wykres typu ,,naprezenie-odksztatcenie” dla masy jajowej w zakresie temperatur 40-45°C.
Fig. 4. ,,Stress-strain” graph for liquid whole egg in temperature range 4(M-5°C.

Tangens delta, ktory jak wspomniano wyraza stosunek E” do E’, mozna obliczy¢
réwniez na podstawie wykresu naprezenie-odksztatcenie z ponizszej zaleznosci:
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Rys. 5. Wykres typu ,,naprezenie-odksztatcenie” dla masy jajowej w zakresie temperatur 70-93°C.
Fig. 5. ,,Stress-strain” graph for liquid whole egg in temperature range 70-93°C.

W przypadku masy jajowej po zmianach denaturacyjnych charakter krzywej (na
wykresie naprezenie-odksztatcenie) jest zupetnie inny. Na rys. 5 przedstawiajgcym
wykres tego typu dla masy jajowej (w zakresie temperatur 70-93°C) wyraznie widac¢
cze$¢ krzywej przypominajacej elipse, ktéra odnosi sie do surowca przed przejsciem
fazowym oraz czes$¢ krzywej o charakterze oscylacyjnym odnoszaca sie do masy jajo-
wej po utworzeniu zelu. W celu lepszego przedstawienia przejscia fazowego zol-zel na
rysunku 6 zawezono zakres temperatur do przedziatu 81,6-86,5°C.

Nalezy stwierdzi¢ na podstawie innych doswiadczen [6, 9, 10], ze wartosci para-
metréw Teologicznych w odniesieniu do masy jajowej r6znig sie w zaleznosci od spo-
sobu obrébki termicznej, szybkosci ogrzewania, dodatkow i innych czynnikéw, ale
najczesciej spotykane wartosci wynosza - dla proby ogrzanej do 40°C: E’ = ok. 103
104Pa, E” = ok. 103104 Pa, tg 6 = ok. 0,5-1,2, za$ w przypadku préb dogrzanych do
90°C: E’ > 106Pa, E” = ok. 105106, tg 6 = ok. 0,2-0,3.
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Rys. 6.  Wykres typu ,,naprezenie-odksztatcenie” dla masy jajowej w zakresie temperatur 81,6-86,5°C.
Fig. 6. ,,Stress-strain” graph for liquid whole egg in temperature range 81,6-86,5°C.

Podsumowanie

Podsumowujac charakterystyke analizy TMA mozna stwierdzié, ze metoda cha-
rakteryzuje sie duza doktadnoscia i powtarzalnoscig wynikéw. Rozmiar analizowanych
prob jest niewielki, gdyz wymagana objetos¢ proby ptynnej to 1 cm3 zas dla préby
statej wymagany jest walec o $rednicy ok. 10 mm i wysokosci ok. 25 mm. Pomimo
matych rozmiaréw préby analiza TMA charakteryzuje sie szerokim zakresem pomiaru,
tj. £5 mm przy tzw. ,szumie” nie wiekszym niz 0,01 pni. Automatyczny pomiar i bie-
zacy zapis analizowanych parametrow podczas trwania analizy oraz system zabezpie-
czen przed niepozadanym, znacznym zwiekszeniem objetosci analizowanej proby
znacznie upraszcza obstuge urzadzenia. Analize TMA okres$lic mozna jako jedng z
przydatnych metod umozliwiajagcych szybka i dokladng charakterystyke reologiczng
(rowniez w funkcji temperatury) masy jajowej oraz innych produktéw zywnoscio-
wych.
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PARAMETERS OF THERMOMECHANICAL ANALYSIS OF LIQUID WHOLE EGG
Summary

Thermomechanical analysis (TMA) of liquid whole egg was described in the paper. TMA was char-
rized as one of the dynamic testing method of viscoelastic samples. Rheological parameters obtained

from TMA analysis and their values for liquid whole egg were also described.
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ZMIENNOSC ZAWARTOSCI WYBRANYCH ZANIECZYSZCZEN
CUKRU BIALEGO W CZASIE TRWANIA KAMPANII 1998/99

Streszczenie

Badaniami objeto dekadowe probki cukru biatego z dwéch polskich cukrowni z catego czasu trwania
kampanii. Badane prébki cukru poddano punktowej ocenie jakosci wg wymagan Unii Europejskiej oraz
oznaczono zabarwienie saczkéw z osadem nierozpuszczalnym w wodzie. Zawarto$¢ zanieczyszczen
technicznych w postaci jondw Ca, K, Na, Fe, Cu, Zn, Pb, Cd oznaczono metoda spektrometrii absorpcji
atomowej, z wykorzystaniem techniki SPE do przygotowania probek cukru do analizy, wyrdzniajac frak-
cje rozpuszczalng i nierozpuszczalng w wodzie. Analizowane prébki cukru biatego nalezaty do 2 i 3
kategorii i charakteryzowaly si¢ niska zawarto$cig pierwiastkéw toksycznych. Stwierdzono, iz zawarto$¢
makropierwiastkdw w cukrze biatym, a zwiaszcza ich dystrybucja miedzy roztworem a osadem, wykazuje
istotne zmiany w trakcie trwania kampanii.

Wstep

Krystaliczny cukier biaty jest substancjg o wysokiej czystosci - zawiera bowiem
minimum 99,7% sacharozy [11], Nie jest on jednak pozbawiony zanieczyszczen, kté-
rych zawartos¢ decyduje o jego jakosci, a zatem warunkuje konkurencyjnos$¢ cukru na
rynku. Zanieczyszczenia techniczne cukru biatego sg to substancje obce, ktore prze-
dostaty sie do produktu koncowego z surowca (buraka cukrowego) oraz procesu tech-
nologicznego. Sg one w znacznym stopniu skutkiem niecatkowitego oddzielenia
krysztatow od roztworu macierzystego oraz defektow procesu krystalizacji (inkluzji i
okluzji). Na zanieczyszczenia techniczne cukru mogg skfadaé sie wszystkie sktadniki
roztworu macierzystego zaréwno nisko i wysokoczasteczkowe zwigzki organiczne jak
i zwigzki nieorganiczne [2], Zawarto$¢ oraz rodzaj tych zanieczyszczen decydujg o
jakosci cukru biatego i stad rutynowym kryterium oceny jakosci cukru jest zawartosé
popiotu oraz zabarwienie [2, 6, 11].

Wazrastajaca silnie konkurencyjno$¢ na rynku cukru podnosi wcigz wymagania
jakosSciowe stawiane przed cukrem, zwlaszcza przez odbiorcow przemystowych, dla

Mgr inz. M. Wojtczak, dr hab. B. Krél, Instytut Chemicznej Technologii Zywnosci, Politechnika £6dzka,
ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 +4dz.
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ktérych istotne stajg sie nawet drobne rdznice jakoSciowe. Sytuacja ta sprawia, iz ruty-
nowe badania zawartosci popiotu konduktometrycznego oraz zabarwienia krysztatow i
roztworu cukru, stanowigce podstawowe kryterium jakoSciowe, stajg sie niewystar-
czajace dla petnej oceny przydatnosci i atrakcyjnosci rynkowej cukru. Coraz wieksze-
go znaczenia nabiera bezpieczenstwo zdrowotne cukru wyrazone zawarto$cig substan-
cji szkodliwych i obcych (metale ciezkie, akryloamid) [12]. Szczegdlne znaczenie ma
réwniez wysoka czysto$¢ mikrobiologiczna cukru [2],

W cukrze biatym zwigzki mineralne wystepujg w $ladowych ilosciach, dlatego
wykrycie i oznaczenie ich wymaga czutych metod analitycznych oraz zwykle zatezania
analitu. Wcigz wzrastajace zainteresowanie zawartoscig makro- i mikroelementow w
cukrze oraz ich $Sladowa zawarto$¢ skiania wielu autoréw do stosowania nowych me-
tod analitycznych. Najczesciej obecnie stosowanymi metodami do oznaczania zawarto-
§ci pierwiastkow Sladowych w cukrze i produktach cukrowniczych sg: ICP-AES [1,3,
9], DC-PAES [12] oraz AAS [4-8, 10].

Dotychczas badania zawartosci pierwiastkow toksycznych i szkodliwych w cu-
krze wskazujg na niskie ich poziomy, a co za tym idzie wysokie bezpieczenstwo zdro-
wotne cukru, to jednak mozna zauwazy¢ istotne zréznicowanie poziomu zanieczysz-
czen w zalezno$ci od pochodzenia cukru [1, 4-7],

Badania finskie [3] wykazaty brak zaleznosci miedzy zawartoscig metali ciezkich
w burakach i cukrze, co moze wskazywac na przewazajacy wptyw procesu technolo-
gicznego na zawartos¢ zanieczyszczen technicznych w cukrze. Potwierdzajg to row-
niez wczesniejsze badania autoréw na zawarto$¢ otowiu w cukrze i wystodkach [7],
ktore wykazaty, iz proces technologiczny w istotnym stopniu eliminuje mozliwo$é
zanieczyszczenia cukru biatego otowiem pochodzacym z burakéw. Stad tez istotnym
wydaje sie zwrdcenie uwagi na zmienno$¢ zawartosci zanieczyszczen mineralnych w
cukrze biatym w toku procesu technologicznego.

Celem pracy byto okreslenie zmian zawartosci zanieczyszczen technicznych cu-
kru biatego w czasie trwania kampanii 98/99 tj. w okresie od 1.10 do 20.12.1999 r.

Materiaty i metody badan

Materiat do badan stanowito 8 dekadowych préb cukru biatego z cukrowni A i 6
z cukrowni B z kampanii 1998/99. Badane prdbki poddano punktowej ocenie jakosci
wg wymagan Unii Europejskiej [11, 14], oznaczajgc zabarwienie w roztworze, zabar-
wienie krysztatow i zawarto$¢ popiotu konduktometrycznego. Dodatkowo wykonano
oznaczenie zabarwienia saczka z osadem pozostatym na saczku o Srednicy poréw 0,45
pin po filtracji roztworu cukru (62,5 g/100 ml). Oznaczenie wykonano mierzac inten-
sywno$¢ barwy ze skanowanych obrazéw sgczkdow.
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kolumna Bakerbond

bezpos$rednie oznaczenie
pierwiastkow
w otrzymanym eluacie

Rys. 1L Przygotowanie prébek cukru do analizy zawartosci metali ciezkich metodg ASA pizez zatezanie technika
SPE..

Fig. 1 Sugar samples preparation by means of SPE concentration technique for determining heavy metals content
within AAS method.

Zawarto$¢ zanieczyszczen mineralnych w postaci jonéw Ca, K, Na, Fe, Cu, Zn,
Pb, Cd oznaczono oddzielnie w przesgczonych roztworach cukru (100 g/400 ml) oraz
w osadach zatrzymanych na sgczkach 0,45 mm. Analize wykonano metoda spektro-
metrii absorpcji atomowej przy uzyciu aparatu SOLAAR 969 firmy Unicam. Schemat
postepowania analitycznego przedstawiono na rys. 1 Jony metali wystepujgce w roz-
tworze cukru zatezono na kolumnach jonowymiennych z kationitem sulfonowym Le-
watit UCR-40 wykorzystujac jako eluent 5 mol/l kwas solny. Jony metali wystepujace
w osadzie na sgczku poddano mineralizacji ,,na mokro” z uzyciem 65% kwasu azoto-
wego [7],

Wyniki

Ocene punktowa analizowanych préb cukru wg wymagarn UE przedstawiono w
tabeli 1. Analizowane prébki cukru pochodzace z cukrowni A nalezaty do 2 i 3 katego-
rii, za$ z cukrowni B do 2. W cukrowni A zaobserwowano znaczacy spadek jakosci
cukru pod koniec kampanii, zas w cukrowni B najgorsza okazata sie dekada IV.
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Tabela 1
Ocena punktowa cukru biatego wg wymagan UE.
Evaluation of white sugar by the European Community quality points.
. Zawartos¢ Zabarwienie Zabarwienie
Prébka cukru popiotu pkt. ICUMSA pkt. Krysztatu pkt. Suma Kat.
Cukrownia A

A-l 0,020 111 42,0 5,6 2,55 51 21,8 2
A-2 0,028 15,6 43,9 59 2,30 4,6 26,0 3
A-3 0,021 11,7 47,0 6,3 2,61 52 23,2 3
A-4 0,023 12,8 42,0 5,6 2,16 43 22,7 2
A-5 0,031 17,2 64,0 8,5 3,50 7,0 32,8

A-6 0,033 18,3 69,0 9,2 3,34 6,7 34,2 g’
A-7 0,028 15,6 63,0 8,4 3,78 7,6 31,5 3
A-8 0,028 15,6 65,0 8,7 3,20 6,4 30,6 3

Cukrownia B

B-I 0,022 12,2 26,0 3,5 1,68 3,4 19,0 2
B-2 0,020 111 29,0 39 1,98 4,0 18,9 2
B-3 0,016 8,9 32,0 4,3 191 3,8 17,0 2
B-4 0,021 11,7 39,0 52 2,25 45 21,4 2
B-5 0,020 111 33,0 4.4 2,20 4,4 19,9 2
B-6 0,017 9,4 27,0 3,6 1,60 3,2 16,2 2

Zabarwienia saczka z osadem w czasie trwania kampanii przedstawiono na rys. 2.
Zabarwienie saczkéw z osadem probek cukru z cukrowni A nie wykazuje wiekszych
zmian w trakcie trwania kampanii, natomiast w probkach cukru z cukrowni B wyste-
puje dwukrotny przyrost zabarwienia w dekadzie 4 i 5. Ponadto w przypadku prébek z
cukrowni B stwierdzono korelacje pomiedzy zabarwieniem osadu a zabarwieniem
cukru w roztworze (ICUMSA) (r = 0,8) oraz z zawartoscig wapnia (r = 0,9). Korelacja
miedzy zabarwieniem saczka, a zawartoscig wapnia wystapita réwniez w prdébkach z
cukrowni A (r = 0,9). W zwigzku z tym zabarwienie saczka moze by¢ traktowane jako
fatwy i szybki spos6b oceny sprawnosci procesu filtracji oraz jakoSci cukru.

Zawarto$¢ oznaczanych zanieczyszczen technicznych w analizowanych prébkach
cukru biatego probek z cukrowni A przedstawiono w tabeli 2 i cukrowni B w tabeli 3.

Srednie kampanijne zawartoéci potasu, wapnia, cynku, otowiu, kadmu w obu cu-
krowniach sg zblizone i mieszczg sie w granicach cytowanych w literaturze [4-6, 8],
WyraZnie roznig sie zawartoscig sodu, zelaza i miedzi. Na podkreslenie zastuguje
miedz, ktorej srednia zawarto$¢ w cukrowni B wyniosta 0,17 mg/kg i byta znacznie
wyzsza od $redniej z cukrowni A - 0,01 mg/kg, ktora jest blizsza wartosciom podawa-
nym w literaturze (0,02-0,05mg/kg) [4-6, 8], Duze zréznicowanie dekadowe zawarto-
§ci miedzi w cukrowni B sugeruje raczej techniczne zrédio tego zanieczyszczenia niz



164

Maciej Wojtczak, Bogustaw Krél

ekologiczne czy technologiczne. Podobng przypadkowos¢ znajdujemy w zawartosci
zelaza w obu cukrowniach, ktérag nalezatoby wigza¢ z wystepowaniem zanieczyszczen

ferromagnetycznych w cukrze pochodzacych gléwnie z korozji aparatury [2],

Rys. 2.
B.
Fig. 2.

Cukrownia A

Cukrownia B

Zmienno$¢ zabarwienia saczka z osadem w czasie trwania kampanii w cukrowni A i cukrowni

Changes of the colour of the filters with sediment during campaign in A and B sugar-factories.

Tabela 2

Zawartos¢ zanieczyszczen technicznych w dekadowych prébkach cukru z cukrowni A z kampanii 98/99

w mg/kg.

Content of technical contamination in decade sugar samples in sugar-factory A from the 98/99 campaign in

mg/kg.

j Prébka cukru
A-l
A-2
A-3
A-4
A-5
A-6
A-7
A-8
MIN

i  MAX

Srednia

SD

K
23,2
31,7
31,8
27,0
38,7
41,0
35,9
30,3
23,2
41,0
32,4

59

Na
5,6
72
58
53
6,4
6,9
6,1
72
53
7,2
6,3
0,7

Ca
131
6,9
11,0
78
12,9
14,7
10,4
21,3
6,9
21,3
12,6
4,5

Fe
2,21
0,58
1,19
0,43
0,73
0,57
0,65
0,77
0,43
2,21
0,98
0,58

Cu
0,02
0,01
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,00
0,00
0,02
0,01
0,01

Zn
0,06
0,07
0,07
0,06
0,08
0,09
0,07
0,07
0,06
0,09
0,07
0,01

Pb
0,009
0,002
0,003
0,006
0,003
0,004
0,019
0,003
0,002
0,019
0,007
0,006

Cd
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,000
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Tabela 3

Zawarto$¢ zanieczyszczen technicznych w dekadowych probkach cukru z cukrowni B z kampanii 98/99 w

mg/kg

Content of technical contamination in decade sugar samples in sugar-factory B from the 98/99 campaign in

mg/kg

Prébka cukru

Srednia

Rys. 3.

Fig. 3.

B-1
B-2
B-3
B-4
B-5
B-6
MIN
MAX

SD

K
33,2
25,0
32,8
41,0
33,0
32,1
25,0
41,0
329

51

Na
5,8
31
4,1
3,9
3,7
4,1
31
58
4,2
0,9

Ca
81
13,0
6,4
24,9
15,5
9.3
6,4
24,9
13,6
6,8

ni B (b) w trakcie trwania kampanii.
Changes of calcium content in sediment and sugar solution in sugar samples from sugar-factory

A (a) and sugar factory B (b) during the campaign.

Fe
0,52
1,36
0,25
0,58
0,75
0,46
0,25
1,36
0,69
0,38

Cu
0,27
0,14
0,11
0,23
0,17
0,10
0,10
0,27
0,17
0,07

Zn
0,07
0,06
0,05
0,02
0,04
0,06
0,02
0,07
0,05
0,02

Pb
0,005
0,003
0,003
0,008
0,003
0,002
0,002
0,008
0,004
0,002

Cd
0,001
0,001
0,001
0,002
0,001
0,001
0,001
0,002
0,001
0,000

Zmiennos$¢ zawartosci wapnia w osadzie i cukrze w prébkach cukru z cukrowni A (a) i cukrow-
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Zmienno$¢ zawarto$ci wapnia, zelaza i cynku w czasie trwania kampanii oraz
dystrybucja miedzy osadem i roztworem przedstawiono na rys. 3-5. Rys. 3a przedsta-
wia wyrazny wzrost zawarto$ci wapnia w roztworze cukru pod koniec kampanii w
cukrowni A iwzglednie staty poziom wapnia w osadzie. Natomiast w cukrowni B, jak
przedstawiono na rys. 3b, najwiecej wapnia zaréwno w roztworze, jak i osadzie byto w
dekadzie 4 i 5.

Z rys. 4a wynika, ze zelazo w cukrze z cukrowni A wystepuje gtownie w osadzie
i jego zawartos¢ spada w czasie trwania kampanii, zelazo w roztworze utrzymuje sie na
wzglednie statym poziomie. W cukrze z cukrowni B rowniez zelazo wystepuje gtéwnie
w osadzie i wykazuje duzg zmiennos¢ (przypadkowosé).

Rys. 4. Zmienno$¢ zawartosci zelaza w osadzie i cukrze w probkach cukru z cukrowni A (a) i cukrowni
B (b) w trakcie trwania kampanii.

Fig. 4. Changes of iron content in sediment and sugar solution in sugar samples from sugar-factory A
(a) and sugar factory B (b) during the campaign.

Na rys. 5a i 5b przedstawiono zmiany zawartosci cynku w czasie trwania kampa-
nii z uwzglednieniem przebiegu $redniej temperatury dobowej. W obu cukrowniach Zn
znajduje sie gtdwnie w roztworze. W cukrowni A mozna wyraZnie zauwazy¢ wzrost
zawartosci cynku wraz ze spadkiem $redniej dobowej temperatury ponizej zera, co
mozna tlumaczyé wptywem niskiej temperatury (przemarzanie burakéw) na wzrost
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ekstrakcji cynku z burakéw do soku i tym samym wzrost jego zawartosci w cukrze
biatym. Podobnej zalezno$ci nie zaobserwowano w cukrowni B, w ktérej kampania
trwata o dwie dekady krocej (do 30.XI).

Rys. 5. Zmienno$¢ zawartosci cynku w osadzie i cukrze w probkach cukru z cukrowni A (a) i cukrowni
B (b) w trakcie trwania kampanii z uwzglednieniem przebiegu temperatury.

Fig. 5. Changes of zinc content in sediment and sugar solution in sugar samples from sugar-factory A
(a) and sugar factory B (b) during the campaign with temperature dependence.

WhioskKi

1 Zawartos¢ otowiu i kadmu w cukrze biatym utrzymywata sie na niskim poziomie
przez catg kampanie.

2. Zawarto$¢ potasu, wapnia i sodu w cukrze biatym, a zwilaszcza ich dystrybucja
miedzy roztworem a osadem, wykazuje istotne zmiany w trakcie trwania kampanii.

3. Zawartos¢ zelaza w cukrze wykazuje duza przypadkowos¢, ktorg mozna wigzac
z przechodzeniem zanieczyszczen ferromagnetycznych do odwirowanych krysz-
tatow.

4. Zdecydowanie podwyzszona zawarto$¢ miedzi w cukrze z cukrowni B Swiadczy
o0 lokalnym zrodle tego zanieczyszczenia.

5. Zabarwienie saczka z osadem jest Scisle skorelowane z zawartos$cig wapnia w cu-
krze i morze by¢ traktowane jako ocena sprawnosci procesu filtracji.
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CHANGES OF THE CONTENT OF SELECTED IMPURITIES IN WHITE SUGAR DURING
THE 1998/99 CAMPAIGN

Summary

The investigations were carried out for decade samples of sugar from two Polish sugar-factories dur-
ing the whole period of the campaign. The investigated sugar samples were evaluated according to the
requirements of the European Community quality points and the colour of the filters with sediment in-
soluble in water was determined. The content of technical contamination in the form of Ca, K, Na, Fe, Cu,
Zn, Pb, Cd ions was determined by means of the atomic absorption spectrometry method, while the SPE
technology was used to prepare the sugar samples for the analysis, and the fractions soluble and insoluble
in water were distinguished. The analysed samples of white sugar belonged to 2 and 3 categories and they
were characterised by a low content of toxic elements. It was found out that the content of macroelements
in white sugar, particularly their distribution between the solution and the sediment, showed significant
changes during the whole campaign period.
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SZWEDZKI INTERDYSCYPLINARNY PROGRAM NAUKOWY
LZYWNOSC 21~

LZywno$¢ 217 jest szwedzkim interdyscyplinarnym programem naukowym fi-
nansowanym przez MISTRE, funkcje utworzong w celu wspierania strategicznych
badan na rzecz ochrony $rodowiska.

Badania naukowe programu ,,Zywno$¢ 21” majg na celu znalezienie komplekso-
wych i optymalnych rozwigzan dla szwedzkiego rolnictwa, a w perspektywie wypra-
cowania systemu produkcji funkcjonujgcego zgodnie z zasadami ekorozwoju. U pod-
staw programu ,,Zywnosci 21” leza dalekosiezne cele, ktore wytyczaja kierunek zmian
w metodach produkcji rolnej. Cele te odzwierciedlajg sie w deklaracji programowej
okreslajacej zatozenia dotyczace sposobow produkcji ijakosci produktu. W programie
LZywnosé 217 wazny jest rowniez aspekt etyczny, w ramach ktérego metody produkcji
wymagajg akceptacji zaréwno ze strony rolnika, jak i konsumenta. Ponadto nowocze-
sne metody produkcji rolnej muszg by¢ optacalne dla producenta oraz powinny gwa-
rantowaé wystarczajacg ilos¢ i zadawalajgcg jako$¢é produktow. Chodzi wiec o stwo-
rzenie takich rozwigzan, ktore nie obciazajac srodowiska naturalnego, satysfakcjonuja
zaréwno rolnika, jak i konsumenta.

W ciggu ostatnich 50 lat rowniez rolnictwo szwedzkie cechowata wzrastajgca in-
tensywnos$¢ produkcji roslinnej i zwierzecej, co doprowadzito do zaktdcenia rownowa-
gi biologicznej agroekosysteméw i pogorszenia sytuacji zwierzat hodowlanych. Cho¢
Srodowisko naturalne na obszarze Szwecji nie nalezy do najbardziej skazonych w skali
$wiatowej czy europejskiej to problem ten jednak istnieje, a ,,Zywno$¢ 21” ma przy-
czyni¢ sie do wypracowania metod powstrzymujgcych proces zanieczyszczania Srodo-
wiska naturalnego.

Czas trwania programu naukowego ,,Zywno$¢ 21” przewidywany jest na lata
1997-2004. Na pierwszy okres, obejmujacy lata 1997-2000 otrzymano sume 58 mi-
liondw koron szwedzkich. Obecnie badania naukowe prowadzone sg przez 30 dokto-
rantéw, gtownie w Akademii Rolniczej w Uppsali, jak réwniez na uniwersytetach w

I. Kihlberg, Department of Domestic Sciences, Uppsala University, Tradg&rdssgatan 14, S-75309
Uppsala, Sweden. .
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réznych miastach Szwecji, od najbardziej na potudnie wysunietym w Lund, az do leza-
cego na poétnocy w Umed. Okoto 20 grup naukowych na pieciu uniwersytetach bierze
udziat w pracach badawczych. Oprdcz doktorantéw uczestniczy w programie okoto stu
naukowcow reprezentujgcych rdzne dyscypliny naukowe. W roli ekspertow wystepujg
tez emerytowani naukowcy.

Prace badawcze prowadzone sg w pieciu blokach tematycznych o nazwach:
,uprawa roslin”, ,,Hodowla zwierzat”, ,,Jakos¢ produktow zywnosciowych”, ,, Konsu-
menci i rolnicy” oraz ,,Analiza systemow”.

Elektroniczna technika informacyjna odgrywa duza role nie tylko w utrzymywa-
niu kontaktéw miedzy uczestnikami programu ,,Zywno$¢ 217, ale przede wszystkim w
wymianie informacji, dyskusjach i sukcesywnym publikowaniu wynikéw badan.

Uzyskane rezultaty majg stanowi¢ podstawe do wypracowania optymalnych roz-
wigzan w zakresie produkcji rolnej w Szwecji przy aktywnym udziale rolnika i konsu-
menta. Konsument szwedzki przyktada wage nie tylko do jakosSci produktu, lecz row-
niez zaczyna wykazywaé zainteresowanie rodzajem stosowanych metod produkciji,
takze pod katem ich wpltywu na Srodowisko naturalne. Poniewaz rosnacy popyt na
nowe produkty stanowi nieodzowny warunek rozwoju wdrazanego systemu produkciji,
waznym jest, by sposob produkcji zywnosci stat sie argumentem zachecajacym do
zakupu dla jak najszersze do grona konsumentéw. Dlatego, w programie ,,Zywno$¢
21”7, dyskutuje sie zagadnienie wprowadzenia oznakowania zywnosci produkowanej
nowymi metodami. W tym celu nawiazano w marcu 1999 r. wspétprace z organem
kontrolnym producentéw zywnosci ekologicznej majacym wiasny znak jakosci. Po-
nadto ,,Zywnos$é 21” rozpoczeta tez prace nad opracowaniem wskaznikéw okreslaja-
cych wptyw metod produkcji konkretnych produktéw zywnosciowych na Srodowisko.

W najnowszym projekcie ,,Food Chain 21” badana jest organizacja przeptywu
produktéw od rolnika do konsumenta pod katem opfacalnosci i oddziatywania na $ro-
dowisko. W ramach tego projektu ,,Zywno$¢ 21” nawigzata wspotprace z Instytutem
Zywnosci i Biotechniki w Geteborgu oraz z przedstawicielami transportu i przemystu
spozywczego w celu wypracowania catoSciowych i optymalnych rozwigzan dotycza-
cych m.in. przewozu artykutéw rolno-spozywczych.

W celu wspotdziatania i mozliwie najefektywniejszego zastosowania uzyskanych
wynikéw z przeprowadzonych prac badawczych powotano tzw. grupe referencyjna,
sktadajaca sie z rolnikow, przedstawicieli handlu, organizacji konsumenckich, organi-
zacji ochrony $Srodowiska, przemystu spozywczego i wiadz administracyjnych. Zada-
niem grupy referencyjnej jest oprocz wdrazania osiggnietych wynikéw badan nauko-
wych, udziat w dyskusjach dotyczacych spraw naukowych i priorytetu planowanych
badan.

Ogniwo posrednie miedzy doktorantami publikujgcymi rezultaty przeprowadzo-
nych prac, a grupa referencyjng stanowig naukowcy zajmujacy sie syntezg wynikdw
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uzyskanych w poszczegdlnych projektach programu. Zsumowanie wynikéw z prze-
prowadzonych projektow daje bowiem wiekszg wiedze niz oddzielne rozpatrywanie
rezultatdw z poszczeg6lnych badan. Proces syntezy jest prowadzony na biezaco, a
celem jest uzyskanie catosciowych rozwigzan nie kolidujgcych ze sobg na poszczegol-
nych odcinkach. Stopniowe i sukcesywne wdrazanie uzyskanych rezultatow pozwala
na wprowadzanie realnych zmian w metodach produkcji, dgzacych w kierunku przy-
wrocenia réwnowagi w agroekosystemie.

Struktura organizacyjna programu naukowego ,,Zywno$¢ 21” przedstawia sie na-
stepujaco. Na czele programu stoi zarzad, ktéremu podlega szef programu majacy do
pomocy w pracach administracyjnych sekretarke, ekonomistke oraz dziennikarza
utrzymujacego m.in. kontakty ze s$rodkami masowego przekazu. Do kierownictwa
programu nalezg takze profesorowie odpowiedzialni za poszczegdlne bloki. Strukture
programu uzupetnia wspomniana wczesniej grupa referencyjna oraz grupa zajmujaca
sie syntezg wynikéw prac naukowych prowadzonych w wymienionych wczesniej blo-
kach. Za przebieg prac w bloku odpowiedzialny jest profesor bedacy specjalistg w
danym zakresie. Wspomagajg go osoby kierujace poszczegolnymi projektami w bloku,
petniagce tez funkcje promotoréw.

Dla doktorantéw wazny jest kontakt z realiami szwedzkiego zycia gospodarczego,
dlatego przedstawiciele przemystu, rolnictwa i wiadz administracyjnych zainteresowa-
ni kontaktami ze Srodowiskiem naukowym petnig funkcje mentoréw, w stosunku do
doktorantow.

Seminaria haukowe majgce na celu zaznajomienie sie z konkretng problematyka
projektéw i pracami w sasiednich blokach sg regularnie organizowane przez samych
doktorantéw lub przez kierownictwo programu ,Zywno$¢ 21”. Poszerza to wiedze
doktorantéw oraz utatwia wspotprace miedzy blokami i poszczeg6lnymi projektami.

Dalekosiezne cele ,,Zywnosci 21”

Cele dotyczace bogactw naturalnych

» Energia uzyskana z kopalin: uniezaleznienie sie od jej zrodet w produkcji podsta-
wowej, tzn. w gospodarstwie.

* Fosfor: minimalne wydobycie ze zt6z mineralnych.

» Metale ciezkie: niedozwolona akumulacja metali w glebie.

» Struktura gleby: niedopuszczanie do powstawania nieodwracalnych negatywnych
zmian.

» Ro6znorodno$é gatunkoéw biologicznych: zachowac i pogtebic bioréznorodnosc.
Cele dotyczace Srodowiska naturalnego

» Utrata azotu: w ilosciach nie powodujgcych zanieczyszczenia wod i powietrza.
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Utrata fosforu: w ilo$ciach nie powodujacych eutrofizacji.

Srodki ochrony ro$lin: zadnych pozostatosci w glebie i w wodzie, rozwéj w kie-
runku uniezaleznienia sie od tych srodkow.

Gazy cieplarniane: emisja w iloSciach nie dopuszczajacych do wzrostu ich stezenia
w atmosferze.

Pozostatosci po srodkach weterynaryjnych dla zwierzat: zadnych pozostatosci w
nawozach naturalnych.

Opieka nad zwierzetami hodowlanymi

Najwazniejszym zadaniem jest zagwarantowanie dobrego stanu zdrowia zwierzat
hodowlanych oraz stworzenie im warunkéw do wykazywania naturalnych dla nich
zachowan.

Metody hodowli zwierzat majg dazy¢ w kierunku uniezaleznienia hodowli od sto-
sowania Srodkow weterynaryjnych dla zwierzat.

,»Zywnos¢ 21”7 - deklaracja programowa

Jakos¢ produkcji Jakos¢ produktu

Srodowisko Zwierzeta hodowlane
Zyzno$¢ gleby, e Stan zdrowia zwierzat e+  Sensoryczna,
Wymywanie subst. hodowlanych, » Technologiczna,
odzywczych z gleby, » Zachowania typowe dla « Mikrobiologiczna,
Gazy cieplarniane, danego gatunku zwie- «  Odzywcza,
Emisja amoniaku, rzat hodowlanych, «  Zywno$¢ wolna od
Srodki ochrony roslin, *  Srodki weterynaryjne w subst. toksycznych.
Metale ciezkie, hodowli zwierzat.

Energia z kopalin,
Pozostatosci po $rod-
kach weterynaryjnych,
Bioréznorodnosc.

W programie ,,Zywno$¢ 21” prace badawcze sg prowadzone w pieciu blokach:
Uprawa roslin,
Hodowla zwierzat,
Jakos$¢ produktow zywnosciowych,
Konsumenci i rolnicy,
Analiza systeméw.
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Blok - Uprawa roslin (8 doktorantow)

W bloku tym prowadzone sg m.in. badania dotyczace:

» - Demineralizacji, w celu udostepnienia fosforu roslinom,

» Denitrifikacji, czyli uwolnienia azotu w optymalnych ilosciach w celu zmniejsze-
nia ilosci azotu przenikajgcego do wod i powietrza,

e Znaczenia mykorrhizy, jako ogniwa miedzy systemem korzeniowym a glebg, za-
bezpieczajgcego roslinie dostarczenie fosforu niezbednego do jej optymalnego
rozwoju,

* Obecnosci kadmu.

Badania nad stratami fosforu z obszaroéw uprawnych posiadajacych gleby glinia-
ste oraz nad wyciekiem azotu z obszaréw uprawnych posiadajacych gleby piaszczyste
wykazuja, ze najwieksze sg straty fosforu przez makropory na glebach gliniastych,
Srednio 4 kg/ha. Mniejsze straty fosforu, Srednio 0,6 kg/ha majg miejsce na obszarach
uprawnych posiadajacych gleby piaszczyste. Te ostathie charakteryzujg sie natomiast
duza przepuszczalnos$ciag zwigzkow azotowych do wod gruntowych.

Przyktady aktualnych projektéw w bloku:

1 Przeptyw substancji, mineratow i metali ciezkich w gospodarstwach o ré6znym

ukierunkowaniu produkcji.

Modelowanie rozpadu zwiazkéw mineralnych na polach uprawnych.

Zawarto$¢ substancji odzywczych i metali ciezkich w oborniku.

Kierowanie syntezg i rozpadem substancji wystepujacych w glebie.

Emisja gazow cieplarnianych z upraw roslin.

Znaczenie mykorrhizy dla zdolnosci pobierania przez rosliny substancji odzyw-

czych.
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Blok - Hodowla zwierzat (8 doktorantow)

W bloku tym prowadzone sg badania majace na celu wypracowanie modeli dla
optymalnej produkcji zwierzece;j.

Intensywna hodowla zwierzat spowodowata przyktadowo wzrost produkcji mleka
0 60% ijaj o 100% w latach 1960-1990. Kurczaki zyjg obecnie 33 dni, dawniej 84 dni,
dochodzac do tej samej masy 1,2 kg. Krowy mleczne miaty w swoim zyciu $rednio 7
laktacji, obecnie co najwyzej 3. Cena tej intensywnej produkcji jest pogorszenie sytu-
acji zwierzat oraz stany chorobowe: u kurczakéw biegunka, u kréw - zapalenie wy-
mion, u $win choroby drég oddechowych itp.

W Szwecji obowigzuje generalny zakaz stosowania antybiotykow w hodowli
zwierzat, natomiast nie w leczeniu zwierzat. Bardzo istotne jest uniezaleznienie ho-
dowli zwierzat od stosowania antybiotykéw z powodu ryzyka wytworzenia rezysteneji
na antybiotyki u cztowieka. Sposobami, ktére moga ograniczy¢ koniecznos$¢ stosowa-
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nia antybiotykéw jest odmienne projektowanie budynkéw hodowlanych oraz zwrdce-
nie wiekszej uwagi na karme dla zwierzat.

Przykfady aktualnych projektow w bloku:

Optymalne wykorzystanie potencjatu biologicznego zwierzat.

Jak wptywa czestotliwos¢ wykarmu Swin na stan ich zdrowia i produktywno$¢?

Nowe systemy produkcji polepszajace sytuacje zwierzat a jednoczesnie cechujgce
sie dobrg produktywnoscia.

Zachowanie zwierzat typowe dla danego gatunku.

Blok-Jakos$¢ produktow zywnosciowych (5 doktorantow)

Jako$¢ zywnosci jest pojeciem kompleksowym i zawiera zaréwno parametry
obiektywne jak i subiektywne, np. cele produkcji chronigcej Srodowisko mogg zmie-
nia¢ pojecie jakosci zywnosci. Blok ten jest jakby organem kontrolnym dla pozosta-
tych blokéw i bada jako$¢ produktow zywnosciowych wyprodukowanych w nowym
systemie.

Badania prowadzone w tym bloku majg da¢ odpowiedZ na pytania, czy i jak
zmieni sie jako$¢ produktu, gdy zmieni sie jako$¢ produkcji. Nie ma bowiem Zzadnej
gwarancji, ze bedzie ona lepsza, jak réwniez nie ma tez zadnych ram poréwnawczych
dla produktéw pochodzacych z poszczeg6lnych systemoéw upraw. Badania w chwili
obecnej sg prowadzone gtownie na: mleku, miesie woltowym, wieprzowym oraz psze-
nicy. Studiuje sie m.in. zwigzek miedzy:

» Skfadem paszy a rodzajem kwasow ttuszczowych w miesie,

* Rodzajem kwasdw ttuszczowych, iloscig przeciwutleniaczy, a powstawaniem sub-
stancji mutagennych w czasie smazenia miesa,

» Hodowlg zwierzat na wolnym wybiegu ajakosciowym sktadem ttuszczu.

W bloku tym bada sie jako$¢ odzywcza, technologiczng, sensoryczng, jak rowniez
wystepowanie kadmu. Metody analizy zywnosci obejmuja takze analize obrazowa.

Przykifad aktualnych projektéw w bloku:

Ocenajakosci produktéw roslinnych,
Ocena produktow miesnych,

Ocena mleka,

Jakos¢ sensoryczna produktdw,
Zawarto$¢ kadmu w zywnosci.

Przyrost kadmu w glebie w Szwecji jest rzedu 0,1% na rok (50% z powietrza,
50% z nawozéw fosforowych). W placéwce naukowo-badawczej w Ojebyn na pdinocy
Szwecji prowadzona jest hodowla 50 krow w systemie ekologicznym i 50 kréw w
systemie konwencjonalnym. Mleko badane jest regularnie na zawarto$¢ kadmu. Z kaz-
dego systemu 20-30 kréw przeznaczonych jest na uboj, a uzyskana krew, mieso, wa-
troba, nerki i wymiona badane sg na zawarto$¢ kadmu. Réwniez na potudniu Szwecji

ar oD R
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bada sie wystepowanie kadmu w paszach, ich pochodzenie, ilos¢ kadmu w ziemi, w
krwi i miesie trzody chlewnej, jak réwniez bada sie wystepowanie kadmu w krwi ho-
dowcy zwierzat.

Blok - Konsumenci i rolnicy (5 doktorantéw)

Badania dotyczace zachowan konsumenckich sg stosunkowo mioda dyscypling
naukowa.
W centrum uwagi w tym bloku stoi aktywne uczestnictwo zaréwno rolnikéw, jak
i konsumentéw w ksztattowaniu nowego systemu. Badania w tym bloku majg stworzy¢
baze naukowg w oparciu o ktérag mozna bedzie opracowac efektywne metody wspot-
pracy oraz stworzyé podstawe do dialogu miedzy zwiazkami rolnikéw, przemystem
spozywczym, wiadzami i handlem. Nowe metody produkcji majg nie tylko by¢ ak-
ceptowane przez producentéw i konsumentdw, ale nawet atrakcyjne dla nich. Rowniez
przemyst i handel powinny by¢ $wiadome roli jaka odgrywaja i aktywnie uczestniczy¢
w przemianach.
Przyktad aktualnych projektow w bloku:
1. Opinie konsumentow o jako$ci zywnos$ci pochodzacej z ré6znych systemdéw pro-
dukcji.
2. Stopienr akceptacji przez konsumentdw zywnosci wyprodukowanej w réznych
systemach uprawnych.
3. Poglady konsumentdw na oznakowanie zywnosci.
4. Udziat rolnika w rozwoju nowego systemu produkcji:
» stosunek rolnika do nowego systemu upraw oraz dziatanie rolnika zmierzajgce
do wdrozenia nowych metod produkcji w praktyce,
« motywacje rolnika, jego doswiadczenia i mozliwosci we wzieciu udziatu w
programie produkcji mleka i migsa metodami chronigcymi Srodowisko,
» proces podejmowania decyzji przez rolnika.
Celem tych badan jest analiza, rozw6j oraz zastosowanie metod sprzyjajacych
aktywnemu udziatowi rolnika w rozwoju nowego systemu produkcji.

Blok-Analiza systemoéw (4 doktorantow)

W bloku tym gospodarstwo znajduje sie w centrum uwagi, a prowadzone badania
dotycza:
» kompleksowych analiz proceséw sterowania gospodarstwem,
» kompleksowych analiz przeptywu substancji odzywczych, substancji szkodliwych,

oraz produktéw odpadowych w gospodarstwie.

Konflikt réznych intereséw, a w szczegélnosci ich pogodzenie i znalezienie od-
powiednich rozwigzan, jest centralnym problemem w analizie systeméw. Prowadzone
badania majg da¢ odpowiedz na pytanie: w jakim stopniu jest to obecnie realne, by
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gospodarstwo mogto sie oby¢ bez uzywania energii pochodzacej z kopalin? Jakie bedg
tego konsekwencje? Jak np. zmniejszenie pogtowia krow mlecznych oddziatuje na
inne czynniki w gospodarstwie? Jak przedstawienie produkcji na stosowanie metod
chronigcych $rodowisko wplynie na sytuacje rolnika: ekonomiczng, socjalng, jego
stosunek do wiladz, przepisdw etc.

Obecnie trzy gospodarstwa sg studiowane jako modele za pomocg symulacji
elektronicznej. W przysztosci modele te majg by¢ testowane w praktyce.

Dalekosiezny cel bloku:

Wypracowac praktyczne i optymalne rozwigzania w gospodarstwach, wspotpra-
cujac z rolnikami w celu mozliwie jak najsprawniejszego wdrozenia nowych metod
produkcji w produkcji podstawowej, tak, aby w perspektywie stworzyé system pro-
dukcji rolne: funkcjonujacy zgodnie z zasadami ekorozwoju.
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IV SESJA MLODEJ KADRY NAUKOWEJ PTTZ

NOWOCZESNE METODY EKSPERYMENTALNE
W BADANIACH ZYWNOSCI,
RYNIA N. ZALEWEM ZEGRZYNSKIM 31.05.- 02.06.1999

W dniach 31.05 1999 - 2.06.1999 r. w Ryni odbyia sie IV Sesja Mtodej Kadry
Naukowej PTTZ nt.: “Nowoczesne metody eksperymentalne w badaniach zywnosci”.
Wzieto w niej udziat 103 uczestnikow, w tym znaczna grupa doktorantéw, z nastepuja-
cych o$rodkéw: WSM w Gdyni; Politechnika Gdanska; ART i IRZBZ PAN w Olszty-
nie; Politechnika tédzka; SGGW, IPMIT i IBPRS w Warszawie; AR we Wroctawiu,
AR w Lublinie, AR w Szczecinie, AR w Krakowie oraz AR w Poznaniu. Towarzy-
szyto im liczne grono profesorow, wsrdd nich opiekunowie i kierownicy studiow dok-
toranckich. Sesjom referatowym przewodniczyli mtodzi uczestnicy, takze sposrdd nich
wybrane byty komisje oceniajgce sesje posterowe.

Wygtoszono 18 referatow i zaprezentowano 73 plakaty w siedmiu sekcjach pro-
blemowych:

1 Enzymy i ich analityczne i biologiczne zastosowania.

2. Drozdze, ich charakterystyka i zastosowania.

3. Wiasciwosci fizykochemiczne i reologiczne dodatkéw funkcjonalnych i produk-
tow zywnosciowych.

4. Produkty pochodzenia zwierzecego; identyfikacja, jakos¢, metody pomiaru.

5. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna i stabilno$¢ oksydacyjna substratow i produktow
zywnosciowych.

6. Zagadnienia zywieniowe, bezpieczenstwo zywnosci, inne.

7. Inzynieria procesowa i metody pomiaru wtasciwosci fizykochemicznych i fizycz-
nych.

Zaprezentowano dwa referaty towarzyszace P. Iwona Kihlberg z Department of
Domestic Sciences, Uppsala University (Szwecja) przyblizyta uczestnikom podstawy i
zadania organizacji szwedzkiego interdyscyplinarnego programu naukowego pt.:
“Zywno$¢ 21”. Badania prowadzone w ramach tego programu maja na celu znalezienie
optymalnych i kompleksowych rozwigzan dla szwedzkiego rolnictwa. Sg one prowa-
dzone we wspotpracy pomiedzy naukowcami, producentami zywnosci i konsumenta-
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Prof. Henryk Kostyra z IRZBZ PAN w Olsztynie omowit wybrane aspekty przed-
stawiania wynikéw prac naukowych w referacie pt.: “Sztuka popularyzacji wiedzy”.
Referat ten, wskazujacy na celowos¢ i konieczno$¢ popularyzacji wynikoéw prac i do-
Swiadczen, podkreslat zalezno$¢ tresci i formy wystgpienia od odbiorcy oraz sktaniat
stuchaczy do glebokich refleks;ji.

Kazde z wystgpien wzbudzato szerokie zainteresowanie, jak réwniez stanowito
kanwe do ozywionej dyskusji z udziatem zaréwno miodych uczestnikow, jak i kadry
profesorskiej. Przedstawione referaty i postery prezentowaly na og6t wysoki poziom
merytoryczny, charakteryzowaly sie trafnym doborem materiatu i starannym opraco-
waniem graficznym. Sposrod prezentowanych plakatéw wyrdzniono 12 prac; szesé
przez komisje oceniajgce i szeS¢ w wyniku plebiscytu wsérdd uczestnikdw. Plakaty
oceniane byly pod wzgledem merytorycznym odno$nie aktualnosci i atrakcyjnosci
tematyki, trafnosci doboru metod analitycznych oraz ich nowoczesnosci, ale réwniez
pod katem ich wykonania, doboru tresci i czytelnosci.

Zainteresowanych zapraszam do przeczytania strony internetowej Sekcji Mtodych
adres: http://snack.p.lodz.pl/smpttz/, gdzie zamieszczone sg tematy referatéw i
szczegbtowe sprawozdanie z sesji posterowych, jak réwniez informacje dotyczace
Sekcji Miodych.

Na zakonczenie odbyty sie wybory wtadz Sekcji Miodej Kadry Naukowej PTTZ
na nastepna kadencje. W sklad nowego zarzadu weszli: Ewa Mrowka (IBPRS War-
szawa) - przewodniczaca, Maciej Wojtczak (PL) - z-ca przewodniczgcego oraz czton-
kowie: lwona Jabtonowska (AR Szczecin), Agnieszka tatosz (IRZiBZ, PAN Olsztyn),
Agnieszka Maj (AR Wroctaw), Joanna Newerli-Guz (WSM Gdynia), Maria Spera
(IBPRS Warszawa), Krzysztof Kotodziejczyk (PL, £6dZ), Stanistaw Kalisz (AR Wro-
ctaw), Celina Matenczuk (AR Szczecin).

Czwarta Sesja Sekcji Mtodych skionita do refleksji nad dotychczasowym ksztat-
tem, treScig i formag spotkan. Dotychczasowe spotkania miaty charakter zaréwno
warsztatéw naukowych, jak i konferencji prezentujagcych wybrane trendy w nauce o
zywnosci. Doswiadczenia zebrane podczas czterech lat istnienia Sekcji pozwolity na
postawienie pytan dotyczacych zasadno$ci koncepcji powstania Sekcji Mtodych oraz
przysztych spotkan. Zagadnienia te dyskutowano w posumowaniu Sesji. Uczestnicy
zgodzili sie co do celowosci ich kontynuowania w formie konferencji, podkreslajac
znaczenie mozliwosci pierwszych prezentacji wynikow swoich prac w gronie rowie-
$nikow, jako cenne doswiadczenie przed prezentacja ich na szerszym i bardziej wyma-
gajacym forum konferencyjnym.

Nie zmienia to faktu, ze Sekcja jest otwarta na dalsze propozycje i inicjatywe
WSZYSTKICH ZAINTERESOWANY CH.

Ewa Mréwka
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Informacja dla Autoréw

Pragniemy przekaza¢ Panstwu podstawowe informacje, ktére powinny utatwi¢ prace redak-
cji i ujednolici¢ wymagania wobec nadsytanych materiatéw.

1 Bedziemy na naszych tamach zamieszczaé¢ zaréwno oryginalne prace naukowe, jak i arty-
kuty przegladowe, ktére beda mialy Scisty zwigzek z problematyka zywnosci.

2.  Planujemy réwniez zamieszczac recenzje podrecznikow i monografii naukowych, omoéwie-
nia z naukowych czasopism zagranicznych, sprawozdania z konferencji naukowych itp.

3. Prace prosimy nadsyta¢ na dyskietce wraz z wydrukowanymi 2 egzemplarzami (format A4,
maksymalnie 30 wierszy na stronie, 60 znakéw w wierszu).

4. Objetos¢ prac oryginalnych, tagcznie z tabelami, rysunkami i wykazem pi$miennictwa nie
powinna przekraczaé 12 stron.

5. Na pierwszej stronie nadestanej pracy (1/3 od gory pierwszej strony nalezy zostawi¢ wolna,
co jest potrzebne na uwagi wydawniczo-techniczne) nalezy podac: petne imie i nazwisko
Autora(éw), tytut pracy, nazwe i adres instytucji zatrudniajgcej Autora(éw), tytut naukowy.

6. Publikacja winna stanowi¢ zwiezta, dobrze zdefiniowang prace badawcza, a wyniki nalezy
przedstawi¢ w sposob mozliwie syntetyczny (dotyczy oryginalnych prac naukowych).

7. Do pracy nalezy dotaczy¢ streszczenia w jezyku polskim i w jezyku angielskim. Streszcze-
nia powinny zawieraé: imie i nazwisko Autora(éw), tytut pracy i tre$¢ - maksymalnie 10
wierszy.

8. Nadsylane oryginalne prace naukowe powinny zawiera¢ nastepujgce rozdzialy: Wstep,
Materiat i metody, Wyniki i dyskusja, Wnioski (Podsumowanie), Literatura.

9. Literatura powinna by¢ cytowana ze Zrédet oryginalnych. Spis literatury winien by¢ utozony
w porzadku alfabetycznym nazwisk autoréw. Kazda pozycja powinna zawiera¢ kolejno:
liczbe porzadkowa, nazwisko i pierwszg litere imienia autora(éw), tytut pracy, tytut czasopi-
sma, tom, rok, strona poczatkowa. Pozycje ksigzkowe powinny zawieraé: nazwisko i pierw-
szg litere imienia autora(6w), miejsce i rok wydania, tom. Informacje zamieszczone w alfa-
becie nietacinskim nalezy podawac w transliteracji polskiej. Spis literatury nie powinien za-
wiera¢ wiecej niz 30 najwazniejszych pozyciji.

10. Tabele i rysunki winny by¢é umieszczone na oddzielnych stronach. Rysunki powinny by¢
wykonane na kalce tuszem lub wydrukowane na drukarce laserowej. Kazdy rysunek powi-
nien byé numerowany kolejno na odwrocie otéwkiem, nalezy réwniez podawaé¢ nazwisko
Autora i tytut pracy, w celu fatwiejszej identyfikacji. Podpisy rysunkoéw i tytuty tabel oraz
objasnienia w tabelach i rysunkach nalezy poda¢ w jezykach polskim iangielskim.
Rysunki wykonane za pomocag komputera prosimy dotaczy¢ na dyskietce w formacie TIF
lub WMF.

11. Materiatem ilustracyjnym moga by¢ réwniez fotografie, wylacznie czarno-biate.

12. Korekte prac wykonuje na og6t redakcja na podstawie maszynopisu pracy zakwalifikowanej
do druku, uwzgledniajgc uwagi recenzenta i wymagania redakcji. W przypadku daleko idg-
cych zmian, prace beda przesytane Autorom.

13. Za prace ogtoszone w naszym kwartalniku Autorzy nie otrzymuja honorarium, natomiast
otrzymujg egzemplarz autorski.

14. Materialy przestane do redakcji nie bedag zwracane Autorom.
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