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KRZYSZTOF KOLODZIEJCZYK

CECHY UZYTKOWE | KRYTERIA DOBORU DETEKTOROW
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ HPLC
STOSOWANYCH DO BADAN SKEADNIKOW ZYWNOSCI

Streszczenie

W artykule przedstawiono przeglad detektoréw HPLC, uzywanych w analizach sktadnikéw zywnosci,
przeznaczony dla poczatkujacych analitykéw. Omoéwiono zasady dziatania i podstawowe wiasciwosci
detektoréw spektrofotometrycznych UV-Vis, refraktometrycznych (RI), elektrochemicznych, fluorescen-
cyjnych i masowych wraz z kryteriami ich doboru do konkretnych analiz. Podano przyktady analiz HPLC
sktadnikéw zywnosci.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC jest obecnie popularng technikg
analizy instrumentalnej i znajduje bardzo wiele zastosowan do analizy r6znorodnych
substancji. W procesie analizy chromatograficznej niezmiernie wazny jest dobd6r od-
powiedniej metody, na co obok zastosowania odpowiedniej kolumny i wiasciwej fazy
ruchomej sklada sie wybor odpowiedniego detektora. Nie jest to zadanie tatwe,
w szczegOlnosci dla niedoswiadczonego analityka. Artykut ten skierowany jest przede
wszystkim do rozpoczynajgcych prace z aparaturg HPLC, ajego celem jest przyblize-
nie wiasciwosci wspdicze$nie stosowanych detektoréw, a przez to utatwienie wiasci-
wego doboru tej istotnej czeSci aparatu HPLC.

Aparat do wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC to zespdt urzadzen
sktadajgcy sie z pompy lub uktadu pomp i mieszalnikédw gradientowych, z zaworu
nastrzykowego czesto zwanego inzektorem, kolumny, detektora i urzadzenia rejestru-
jacego, czyli rejestratora, integratora tub obecnie najczesciej uzywanego komputera
wraz z odpowiednim oprogramowaniem [1, 3], Detektor jest urzgdzeniem pozwalaja-
cym zarejestrowac i zidentyfikowac substancje rozdzielane na kolumnie chromatogra-
ficznej. Wyodrebniony sktadnik probki niesiony przez faze ruchomg trafia do detektora

Dr inz. K. Kotodziejczyk, Politechnika t6dzka, Instytut Chemicznej Technologii Zywnosci, ul. Stefanow-
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ijego komérki pomiarowej, gdzie ulega oddziatywaniom fizykochemicznym, ktore sg
w odpowiedni sposOb rejestrowane. Oddziatywania te to najczesciej procesy optyczne
(zatamanie Swiatta, absorpcja, fluorescencja) [1, 2, 3]. Wykorzystuje sie tez reakcje
elektrochemiczne czy spektroskopie masowg [1, 7],

Idealny detektor powinien charakteryzowac sie zaré6wno duzg czutoscig, pozwa-
lajgcg na rejestrowanie niewielkich ilosSci substancji, jak réwniez wysokg selektywno-
$cig. Powinien réwniez charakteryzowac sie stabilno$cig pozbawionej szumu linii ze-
rowej oraz nie wykazywac czutosci na zmiany fazy ruchomej. Detektory stosowane
w praktyce nigdy nie wykazujg cech detektora idealnego, dlatego wazna jest znajo-
mos$¢ cech poszczegdlnych typow detektoréw i dobdr odpowiedniego do danego ro-
dzaju oznaczenia [1,3].

Detektory mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy: 1) ogolne - rejestrujgce
kazdg zmiane we witasciwosciach fizycznych fazy ruchomej, inaczej méwigc dokonu-
jace pomiaru réznicowego wiasciwosci wspolnej dla prébki i fazy ruchomej, np.
wspotczynnik zatamania Swiatta, konduktywnos$¢; ) specyficzne - rejestrujgce cha-
rakterystyczne witasciwosci analizowanej substancji, takie jak fluorescencja czy ak-
tywnos¢ elektrochemiczna, przy czym rejestrowany sygnat jest mato zalezny lub nie-
zalezny od fazy ruchomej [1,2, 3], Jedynym stosowanym w praktyce przyktadem de-
tektora pierwszego rodzaju jest detektor refraktometryczny [2 ], natomiast drugi typ to
detektory absorpcyjne, spektrofotometryczne, fluorescencyjne, elektrochemiczne czy
oparte na spektroskopii masowej [1, 3], Podstawowe witasciwosci detektorow zesta-
wiono w tab. 1.

Tabela 1
Wiasciwosci detektoréow HPLC.
Properties of HPLC detectors.
Zastawanie
Zakres w uktadach
Typ detektora Czutosé Selektywnos¢ zastosowan gradientowych Koszt
Detector type Sensitivity Selectivity Range of Application at Costs
application concentration
gradient system
UV-Vis dobra dobra bardzo szeroki tak niski
UV-Vis DAD dobra bardzo dobra bardzo szeroki tak wysoKki
. bardzo .
Fluorescencyjny bardzo dobra waski tak wysoki
dobra
bardzo . .
refraktometryczny staba szeroki nie $redni
staba,
. bardzo - .
Elektrochemiczny dobra bardzo dobra rosnacy raczej nie wysoki
. - bardzo
Spektroskop masowy staba bardzo dobra waski mozliwe

wysoki
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Dobor detektora warunkowany jest rozdziatem prébki na kolumnie chromatogra-
ficznej [2], Jezeli nastepuje petny rozdziat mozliwe jest uzycie zaréwno detektora uni-
wersalnego, reagujagcego na wszystkie sktadniki mieszaniny, jak i detektora specyficz-
nego, rejestrujgcego tylko wybrany sktadnik. Jezeli rozdziat nie jest petny, wéwczas ze
wzgledu na naktadanie sie pikow w detektorze uniwersalnym nalezy stosowac¢ detektor
specyficzny dla danego sktadnika. Kryteria doboru detektora zwigzane sg $cisle z po-
stawionym celem analizy, tzn. oznaczenie wszystkich, kilku lub tylko jednego najwaz-
niejszego sktadnika. Istotne znaczenie ma sktad badanej probki, tj. liczba sktadnikéw
i ich wtasciwosci fizyczne i chemiczne oraz skuteczno$¢ rozdziatu w danym uktadzie
chromatograficznym. To znéw wigze sie z typem stosowanej kolumny, skladem fazy
ruchomej oraz sposobem elucji (izokratyczny lub gradientowy) [1, 2],

Detektorem o szerokim zastosowaniu jest detektor absorpcyjny UV-Vis [1, 2, 4].
Prostota jego konstrukcji, stosunkowo niewielki koszt i duza liczba aplikacji czyni go
najbardziej popularnym wsrod detektorow HPLC. Detektor taki jest zwykle czescig
podstawowego wyposazenia zestawu HPLC [1, 2];. jest on réwniez szeroko stosowany
w badaniach sktadnikéw zywnosci. [2] Nalezy jednak pamietaé, ze analizowany skiad-
nik musi charakteryzowa¢ sie absorpcjg Swiatta o dtugosci fali z zakresu UV-Vis,
awiec nie jest mozliwe zastosowanie tego detektora np. do oznaczania alkoholi, w tym
polioli oraz aldoz (np. glukozy, maltozy), natomiast niekiedy moze by¢ uzywany do
oznaczania ketoz (np. fruktozy).

Rys. 1. Schemat detektora UV (jednopromieniowy).
Fig. 1. Diagram of UV detector (single-beam).

W uktadzie optycznym najprostszego detektora absorpcyjnego, Swiatto o okreslo-
nej dtugosci fali ze zrédia jest skupiane na komadrce pomiarowej, przez ktorg przepty-
wa faza ruchoma (rys. 1) [1, 2, 3], Natezenie Swiatta po przejsciu przez komarke jest
mierzone przez fotodetektor. Za zrodtem Swiatta znajduje sie urzadzenie regulacji dtu-
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gosci fali. Ulepszeniem takiego detektora jest uktad dwupromieniowy, w ktérym pro-
mieA Swiatta jest rozszczepiany na dwa, przy czym jeden przechodzi przez komérke
pomiarowa, drugi poprzez zwierciadto i komdrke odniesienia kierowany jest na foto-
detektor odniesienia [4]. Uktad odniesienia stuzy do wyeliminowania zaktécenn powo-
dowanych przez tzw. dryfi szumy. Uktady elektroniczne detektora wzmacniaja stabe
sygnaty do poziomu odpowiedniego dla integratora lub rejestratora, jednoczes$nie eli-
minujac krotkotrwate szumy [4].

Wiekszo$¢ obecnie uzywanych detektorow UV-Vis to detektory o zmiennej diu-
gosci fali. Wybor dtugosci fali zalezy od maksimum absorpcji oznaczanego sktadnika,
jak rdwniez od stosowanej fazy ruchomej. Przyktad zastosowania detektora UV przed-
stawiono na rys. 2.

Rys. 2. Rozdziat kwaséw karboksylowych za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej, de-
tektor UV 210 nm. Kwasy: 1- pirogronowy, 2 - bursztynowy, 3 - octowy, 4 - propionowy.
Stezenia kwaséw: po 5 g/dm3. Kolumna Aminex HPX 87 H, faza ruchoma: 0,004 M H2504,
temp. 50°C, przeptyw 0,5 ml/min.

Fig. 2. Separation of carboxylic acids by high performance liquid chromatography, UV detector 210
nm. Acids: 1- pyruvic, 2 - succinic, 3 - acetic, 4 - propionic. Concentration of each acid: 5
g/dm3. Aminex HPX 87 H column, mobile phase: 0.004 M H2S04, temp. 50°C, flow rate 0.5
ml/min.

Stosunkowo nowym osiggnieciem w dziedzinie detektorow UV-Vis sg detektory
spektrofotometryczne pozwalajgce rejestrowaé widma absorpcyjne substancji rozdzie-
lanych na kolumnie [1, 2], Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku analizowania
substancji o nieznanym sktadzie, gdzie nie wiadomo jakie maksimum absorpcji wyka-
zujg oznaczane skitadniki. Najwazniejszym elementem takiego detektora jest linijka
diodowa (ang. diode array), stad tez detektory te zwane sg detektorami DAD. W oma-
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wianym detektorze Swiatlo ze Zrodta Z jest rozszczepiane na dwa promienie, z ktoérych
jeden po skupieniu przechodzi przez komdrke pomiarowa, drugi przez komaérke odnie-
sienia. Nastepnie po rozszczepieniu na siatce dyfrakcyjnej promienie kierowane sg na
linijki diodowe, odpowiednio pomiarowg i odniesienia. Poniewaz rejestrowane jest
dyskretne (nieciggte) widmo absorpcyjne, mozliwe jest otrzymywanie chromatogra-
moéw trojwymiarowych. W zwigzku z tym mozliwe jest badanie czystosci rozdziela-
nych substancji, a takze analiza iloSciowa dwoch substancji o tym samym czasie reten-
cji. Detektory DAD znajdujg coraz wiecej zastosowan, ciggle powstajg nowe metody
analizy z ich wykorzystaniem, jednakze koszt takiego detektora jest ciagle zbyt wyso-
ki. Ponadto rejestracja danych wymaga bardziej skomplikowanego oprogramowania.

Ciekawg alternatywg proponowang przez producentéw sprzetu sg detektory po-
siadajgce cechy uzytkowe detektoréw UV-Vis o zmiennej dtugosci fali, jednakze
o budowie opartej na technologii DAD, tzn. zamiast fotodetektora i urzgdzenia do re-
gulacji dtugosci fali wyposazone sg w linijke diodowga. Urzadzenia takie zwykle cha-
rakteryzujg sie parametrami lepszymi niz klasyczne detektory spektrofotometryczne, a
ponadto dajg mozliwos$¢ rozbudowy do detektora diodowego wykazujgcego wszystkie
cechy typowego urzgdzenia DAD, czyli mozliwo$¢ rejestracji widma absorpcyjnego
(V1.

Innym typem detektora jest detektor fluorescencyjny [1, 2, 3], Jego zasada dziata-
nia oparta jest na zjawisku oddawania przez czasteczki wzbudzone energii w postaci
Swiatta o okreslonej dtugosci fali (czyli fluorescencji). Komorka pomiarowa detektora
fluorescencyjnego o$wietlana jest $wiattem o okreslonej dtugosci fali. Swiatto emito-
wane przez substancje przeptywajacag przez komarke jest skupiane filtrowane w ten
sposo6b, ze okreslona dtugos$¢ fali (odpowiadajgca emisji analizowanej substancji) trafia
na fotodiode, skad odbierany jest sygnat pomiarowy. W uktadzie optycznym znajduje
sie tez fotodioda odniesienia, na ktérg kierowany jest sygnat bezposrednio ze zrodta
Swiatta. Pomimo, ze czuto$¢ tego detektora jest znacznie wieksza niz czuto$¢ detektora
absorpcyjnego UV-Vis, detektor fluorescencyjny stosunkowo rzadko uzywany jest
w badaniach sktadnikow zywnosci. Za jego pomocg mozna oznaczac¢ tylko substancje
wykazujace wiasciwosé fluorescencji lub ulegajace derywatyzacji do takich substanciji.
llos¢ aplikacji dotyczacych sktadnikow zywnosci jest niewielka.

Zasada dziatania detektora refraktometrycznego oparta jest na refrakcji opisanej
réwnaniem Lorentza-Lorentza i prawem Sneliusa, ktore wigze wspdtczynnik refrakcji
z katem zatamania [5], W detektorze mierzy sie natezenie oSwietlenia fotokomorki
przez promien zatamany na komdrce pomiarowej, co zwigzane jest ze zmianami kata
zatamania, ktére sg proporcjonalne do wspoétczynnika zatamania osrodka, a wiec do
stezenia substancji zawartej w fazie ruchomej (rys. 3) [1],

Promien ze zrodta Swiatta jest kierowany na element zbudowany z komérki po-
miarowej i komorki odniesienia, nastepnie odbija sie od zwierciadta, przechodzi przez
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ptytke regulacji zera i trafia na fotodiode (fotodetektor) (rys. 3) [2], Komorke odnie-
sienia wypetnia sie czystg fazg ruchoma. Gdy przez komoérke pomiarowg przeptywa
faza ruchoma, wykonuje sie ustawienie zera, wéwczas dioda naswietlana jest promie-
niem o maksymalnym natezeniu. Gdy w komadrce pomiarowej wraz z eluentem pojawi
sie substancja, promien Swietlny ulegnie zatamaniu, w zwigzku z tym na fotodiode trafi
tylko cze$¢ promienia. Réznica w natezeniu oSwietlenia, a wiec rdznica napiecia na
fotodiodzie jest wprost proporcjonalna do stezenia substancji w fazie ruchomej.

Rys. 3. Schemat detektora RI.
Fig. 3. Diagram of Rl detector.

Detektor refraktometryczny (detektor Rl - ang. refractive index) jest detektorem
o charakterze uniwersalnym. Z tego wzgledu charakteryzuje sie matg czutoscig i wraz-
liwoscig na wiele czynnikow. Ta cecha decyduje, ze jest to detektor nie nadajacy sie do
pracy w uktadach gradientowych. Je$li stosuje sie wielosktadnikowe fazy ruchome,
nalezy raczej sporzadzi¢ mieszanine i podawac jg za pomocg pompy izoktratycznej niz
korzysta¢ z uktadu pomp i mieszalnikbw. Na prace detektora duzy wptyw ma pulsacja
pompy - wymagania stawiane pompie wspOlipracujacej z detektorem RI sg pod tym
wzgledem o wiele wyzsze niz w przypadku pracy z innymi detektorami. Jesli w ukia-
dzie stosuje sie kilka potgczonych szeregowo detektoréw, detektor RI musi zawsze by¢
ostatni w szeregu. [2] W przeciwnym razie op6r powodowany przez nastepny detektor
mogtby stwarza¢ zaktdcenia w przeptywie fazy ruchomej wyptywajgcej z detektora RI,
co oddziatywatoby na sygnat. Niemniej waznym czynnikiem jest zachowanie statej
temperatury, dlatego tez korzystne, a w niektorych przypadkach konieczne jest termo-
statowanie. Pomimo tych wszystkich niedogodnosci detektor RI jest bardzo czesto
stosowany w badaniach zywnosci. Jest on niezbedny przy analizie cukréw, ktérych nie
da sie oznaczac€ przy uzyciu detektora UV. W zwigzku z tym detektor Rl powinien by¢
czeScig wyposazenia kazdego laboratorium wykonujgcego rutynowe oznaczenia cu-
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krow, alkoholi i kwaséw organicznych. Przyktad zastosowania detektora RI przedsta-
wiono na rys. 4.

Zasada dziatania detektora elektrochemicznego opiera sie na utlenianiu lub re-
dukcji analizowanej substancji w komorce przeptywowej przy udziale przytozonego
statego potencjatu [2, s ], Kompensacje zmian powodowanych utlenieniem lub redukcjg
stanowig sygnat pomiarowy. Zakres zastosowania detektoréw elektrochemicznych jest
dos$¢ szeroki. Detektor elektrochemiczny moze pracowaé w trzech trybach: statego
potencjatu (DC mode) - detektor klasyczny, stosuje sie do oznaczaniasubstancji tatwo
ulegajacych utlenianiu (np. fenol, aminy aromatyczne, tiole) lub redukcji (np. chinony,
nitrozoaminy); tryb pulsacyjny (pulse mode) - zastosowanie do substancji nie dajacych
sie oznacza¢ w trybie DC, takich jak cukry, alkohole, niektére aminy, aminokwasy
i zwigzki siarkowe; oraz tryb przemiatania (scan mode) - zmienny potencjat, inne,
specjalne zastosowania. Waznym czynnikiem jest tez rodzaj elektrody stosowanej
w komérce pomiarowej. Detektor elektrochemiczny charakteryzuje sie duzg czutosScia
w odniesieniu do substancji tatwo ulegajgcych utlenianiu tub redukcji (np. pochodne
fenolowe), co przy potencjalnie szerokim zakresie zastosowan czyni je bardzo cennym

Rys. 4. Rozdziat cukréw i poliolu za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Detektor RI.
1- rafinoza 0,059/dm3, 2 - laktoza 0,084 g/dm3, 3 - glukoza 0,062 g/dm3 4 - galaktoza 0,064
g/dm3, 5 - ksylitol 0,068 g/dm3. Kolumna Aminex HPX 87 C, faza ruchoma: woda, temp. 85°C,
przeptyw 0,4 ml/min.

Fig. 4.  Separation of sugars and polyol by high performance liquid chromatography. RI detector.
1 - rafmose 0.05 g/dm3 2 - lactose 0.084 g/dm3 3 - glucose 0.062 g/dm3, 4 - galactose
0.064 g/dm3, 5 - xylitol 0.064 g/dm3. Aminex HPX 87 C column, mobile phase: water, temp.
85°C, flow rate 0.4 ml/min.
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narzedziem analizy. Detektory elektrochemiczne sg do$¢ podatne na zaktdcenia elek-
trochemiczne (zanieczyszczenia fazy ruchomej), elektryczne (pochodzace od uktadéw
elektronicznych: zite potgczenia, zte uziemienie itp.) czy mechaniczne (pulsacja pom-
py). W zwigzku z tym konieczny jest odpowiedni dobdr urzadzen wspotpracujacych.
Ponadto detektory elektrochemiczne i ich wymienne komérki pomiarowe charaktery-
ZUja sie wysoka ceng.

Sprzezenie chromatografii cieczowej ze spektroskopig masowg, podobnie jak
w przypadku GC-MS jest bardzo interesujgcym rozwigzaniem analitycznym [7], De-
tektory MS majg potencjalnie szeroki zakres zastosowan w analizach HPLC, rowniez
do analizy sktadnikéw zywnosci. Dysponujac odpowiednig bibliotekg widm masowych
analityk posiada bardzo duze mozliwosci identyfikacji. Pomimo to zastosowania sg
ograniczone ze wzgledu na wysoki koszt samego detektora. Jest to wiec rozwigzanie
dla $cisle wyspecjalizowanych, dysponujacych duzym budzetem laboratoriéw. Ponadto
HPLC-MS jest technika stosunkowo nowg tak wiec biblioteki widm ciggle sg tworzo-
ne i nie sgjeszcze dostepne dla wszystkich grup mozliwych do oznaczania substancji.

Rys. 5. Rozdziat amin i amninokwaséw za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Detek-
tor elektrochemiczny pracujgcy w trybie statonapieciowym. 1 - 3,4-dihydroksyfenyloamina
0,01 mM/dm3 2 - tyrozyna 2 mM/dm3, 3 - 3-nitrotyrozyna 2 mM/dm3. Kolumna RP 18, faza
ruchoma: metanol, temp. 35°C, przeptyw 0,5 ml/min.

Fig. 5.  Separation of amines and amino acids by high performance liquid chromatography. Electroche-
mical DC-mode detector. 1- 3,4-dihydroxyphenylamine 0.01 mM/dm3, 2 - tyrosine 2 mM/dm3,
3 - 3-nitrotyrosine 2 mM/dm3. RP 16 column, mobile phase: methanol, temp. 35°C, flow rate
0.5 ml/min.
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Wsréd innych detektorow HPLC, rzadziej tub nie stosowanych przy badaniach
zywnosci, mozna wymieni¢ detektory radioaktywnosci, detektory aktywnosci optycz-
nej i detektory ptomieniowo-jonizacyjne [1, 3].

Przedstawione powyzej cechy i zwigzane z nimi kryteria doboru detektoréw
HPLC sg interesujacym tematem samym w sobie, ale nalezy podkresli¢ ze stanowig
one jedynie fragment metodologicznej problematyki analiz HPLC, uwzgledniajacej
wszystkie elementy tej techniki badawczej.
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FUNCTIONAL FEATURES AND CHOICE CRITERIA OF HPLC DETECTORS USED
IN FOOD COMPONENTS ANALYSIS

Summary

Review of HPLC detectors used in food components analysis, meant for beginning analyst. The prin-
ciples of operation and basic properties of spectrophotometric UV-Vis, refractive index (RI), electro-
chemical, fluorescence, and mass detectors with criteria of choice for particular analysis are discussed.
The examples of HPLC analysis of food components are given. |§
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AGNIESZKA ORKUSZ

PRZEGLAD METOD CHROMATOGRAFICZNYCH STOSOWANYCH
W ANALIZIE AMINOKWASOW

Streszczenie

Celem artykutu jest przeglad metod chromatograficznych stosowanych w analizie aminokwaséw
(chromatografia bibutowa i cienkowarstwowa, elektrochromatografia, chromatografia gazowa, cieczowa -
kolumnowa, wysokosprawna chromatografia cieczowa). Szczegdtowo oméwiona zostanie metoda z zasto-
sowaniem HPLC chromatografu AminoQuant 1090 seria Il z detektorem UV-Vis (DAD) firmy Hewlett
Packard.

Duza ilos¢ metod oznaczania i chromatograficznego rozdziatu aminokwasow
spowodowana jest poszukiwaniem dobrej metody ich rozdziatu (chromatografia bibu-
towa i cienkowarstwowa, gazowa, cieczowa - kolumnowa, wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa).

Chromatografia bibutowa i cienkowarstwowa

Aminokwasy byty jedng z pierwszych klas zwigzkéw, ktdre udato sie rozdzieli¢
metoda chromatografii bibutowej, stosowang poczatkowo do jakoSciowej identyfikacji
poszczegdlnych aminokwaséw, a nastepnie do ilosciowego ich oznaczania. Jako
pierwsi metode chromatograficznego rozdziatu aminokwaséw na bibule opracowali
Condon M., Gordon A., Martin J. [18]. Po ukazaniu sie pracy wyzej wymienionych
autoréw, wielu badaczy pracowato nad udoskonaleniem owej metody, m.in. Opierska-
Blauth, ktora ulepszyta bibutowg chromatografie dwukierunkowg opracowujac zimny
test ninhydrynowy - wywotywania aminokwaséw w postaci barwnych plam, dzieki
ktoremu udato sie zidentyfikowa¢ 21 aminokwasow [17]. Metode nadajgcg sie do ilo-
sciowego oznaczania aminokwasow na bibule opracowat Mc Farren [16, 18], ktory

Mgr inz. A. Orkusz, Katedra Technologii Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego Akademii Ekonomicznej
we Wroctawiu, ul. Komandorska 118/120, 53-345 Wroctaw.
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rozdzielit mieszaning aminokwasow na kilku chromatogramach jednokierunkowych,
rozwijanych w réznych rozpuszczalnikach.

Metoda chromatografii bibutowej nie pozwalata na catkowite rozdzielenie mie-
szaniny wszystkich aminokwaséw na jednym arkuszu bibuty, zanieczyszczenia bibuty
powodowaty powstawanie smug i znieksztatcenia wywotanych plam aminokwasow.
Wada chromatografii bibutowej dwukierunkowej byto stosunkowo duze zuzycie bi-
buty i odczynnikéw, dtugotrwato$¢ postepowania oraz konieczno$¢ uzycia dwoch nie-
zaleznych komo6r chromatograficznych.

Udoskonaleniem chromatografii bibutowej byta chromatografia cienkowarstwo-
wa (zamiast bibuty stosowano ptytki pokryte warstwg sorbentu), dzieki ktérej znacznie
skrécono czas rozwijania chromatogramu, plamki bylty mniej rozmyte niz na bibule
oraz mozna byto wykrywac¢ mniejsze ilosci analizowanych substancji. Wieksza uni-
wersalno$¢ chromatografii cienkowarstwowej, w poréwnaniu z chromatografig bibu-
towg, wynika rowniez z mozliwos$ci stosowania réznych sorbentéw, ktére sg mniej niz
bibuta wrazliwe na niszczace dziatanie rozpuszczalnikéw stosowanych zaréwno do
rozwijania, jak i wywotywania chromatogramow [10].

Powszechnie uzywanymi uktadami rozpuszczalnikow do rozwijania chromato-
graméw w chromatografii bibutowej i cienkowarstwowej byty: n-butanol, kwas octo-
wy, woda (12:3:5); fenol, woda (3:1); n-butanol, aceton, amoniak, woda (10:10:5:2);
izopropanol, kwas mrowkowy, woda (20:1:5). Najczesciej uzywanym odczynnikiem
do wywotywania aminokwaséw byta ninhydryna w acetonie [21,10] lub w butanolu
[7], Stosowano réwniez modyfikacje odczynnika ninhydrynowego, przez zwigzanie go
z metalami, m.in.: z miedzig [20], rtecig [5],

Mimo niewatpliwych zalet chromatografia cienkowarstwowa miata rowniez wa-
dy. Roznice w strukturze sorbenta na poszczegolnych ptytkach oraz w warunkach pa-
nujacych w komorach chromatograficznych w czasie procesu rozwijania chromato-
gramu, uniemozliwiaty otrzymanie statych, powtarzalnych wynikéw [23].

Elektrochromatografia

Haugaard i Kroner, jako pierwsi opracowali metode rozdziatu aminokwaséw z za-
stosowaniem pola elektrycznego. Potaczyli oni chromatografie bibutowg z rownocze-
sng elektroforezg. Metoda ta polegata na przytozeniu napiecia do arkusza bibuty nasy-
conego buforem fosforanowym o pH = 6,2 z rownoczesnym rozdziatem chromatogra-
ficznym za pomocg fenolu jako fazy ruchomej. W ten sposob rozdzielili 10 aminokwa-
séw [18]. Lepsze wyniki rozdziatu mieszaniny aminokwaséw otrzymano stosujac
elektrochromatografie wysokonapieciowa, polegajgca na stosowaniu wysokiego spad-
ku potencjatu (40 do 200 V/cm). Zaletg tej metody byto zmniejszenie efektu dyfuzji
i elektroosmozy, co pozytywnie wptyneto na jako$¢ rozdziatu poszczegblnych frakcji
oraz krotki czas rozdziatu. Gtowng wadg tej metody byta konieczno$¢ odprowadzenia
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duzej iloSci energii cieplnej, jaka wytwarzata sie w toku elektroforezy. Po raz pierwszy
elektrochromatografie wysokonapieciowg zastosowali Kickhofen i Westphal, ktorzy
rozdzielili aminokwasy najpierw elektroforetycznie (przy zastosowaniu spadku poten-
cjatu 70 V/cm w ciggu 200 min), a nastepnie - w kierunku prostopadtym do poprzed-
niego stosowali chromatografie rozdzielczg w uktadzie: pirydyna - kwas octowy -
woda (50:75:15) w ciggu 17 godzin [11]. Metoda ta nie dawata catkowitego rozdziatu
wszystkich aminokwaséw. Nad udoskonaleniem elektrochromatografii wysokonapie-
ciowej pracowat Mastowski, ktory przeprowadzit doktadne badania dotyczace m.in.:
doboru odpowiedniej komory elektroforetycznej, czasu rozwijania elektroforegramow
oraz wysokosci stosowanych napigé [14]. Skonstruowat on komore, w ktérej odprowa-
dzanie ciepta zachodzito przez bezposrednie potozenie zwilzonej buforem bibuty na
ochtodzong od zewnatrz ptyte szklang a nie jak w komorze Michla [18, 24] zastoso-
wanej w metodzie Kickhofena i Westphala, za pomocga cieczy izolujacej np. toluenu.
Udato mu sie rowniez zmniejszy¢ do minimum elektroosmoze, przez zastosowanie
folii celofanowej tgczacej bibute filtracyjng z buforem [14]. Mastowski wykazat, ze
stosowanie wysokich napie¢: 120-150 V/cm skracato czas analizy, ale powodowato
jednoczesnie powstawanie duzych ilosci ciepta. Zbyt niskie napiecia (ponizej 35 V/cm)
nie dawaty catkowitego rozdziatu. Najodpowiedniejszym napieciem do rozdziatu ami-
nokwaséw kwasnych i zasadowych przy zastosowaniu buforu o pH 6,5, okazato sie
50-60 V/cm, natomiast w przypadku aminokwaséw obojetnych przy zastosowaniu
buforu o pH = 2, 60-80 V/cm. Czas rozwijania elektroforegraméw przy zastosowaniu
powyzszych napie¢ powinien wynosi¢ 60 do 120 minut. Dtuzszy czas na skutek dyfu-
zji powodowat bowiem zwiekszenie powierzchni plam, co wplywato negatywnie na
rozdziat aminokwasO6w lezgcych blisko siebie.

Metoda opracowana przez Mastowskiego pozwolita na rozdzielenie mieszaniny
18 aminokwas6w w postaci zwartych i symetrycznych plamek, co w ogromnej mierze
utatwito oznaczenie ilosciowe.

Chromatografia gazowa

Rozdziat aminokwasow przeprowadzano réwniez stosujagc metodg chromatografii
gazowej, w ktorej konieczne byto przeprowadzenie aminokwaséw w ich lotne pochod-
ne, takie jak: N-acetylowe, trinitroacetylowe [3] trimetylosililowe [26] estry
n-butylowe N-trifluoroacetyloaminokwaséw. Jako fazy stacjonarne stosowano gliko-
bursztynian neopentylu lub tez bursztynian polibutanodiolu [3], Trudnos$ci w tej meto-
dzie sprawiato przeprowadzanie aminokwasoéw w ich lotne pochodne.
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Chromatografia kolumnowa jonowymienna

Z wielu metod chromatografii cieczowej powszechne uznanie zyskata chromato-
grafia jonowymienna z uzyciem zywicy polistyrenowo-sulfonowej Dowex 50. Chro-
matografia na jonitach pozwalata na jednorazowe rozdzielenie stosunkowo duzych
ilosci oznaczanych aminokwasow, a takze charakteryzowata si¢ matym btedem meto-
dycznym. Metoda opracowana przez Moorea i Steina, zaliczana do metod klasycznych,
polegata na przepuszczaniu przez jonit mieszaniny aminokwasow i eluowaniu ich bu-
forami cytrynianowymi o wzrastajagcym pH [18, 21]. Frakcje zbierano za pomocg ko-
lektora frakcji, bedgcego jednym z pierwszych automatycznie dziatajgcych aparatow
do zbierania frakcji wycieku [18], w uzyskanych frakcjach aminokwasy oznaczano
ilosciowo odczynnikiem ninhydrynowym. Z biegiem lat kolektor frakcji zastgpiono
detektorami przeptywowymi, ktore w sposob ciggty rejestrujg strumien eluentu, auto-
matycznie wskazujg kiedy analizowane zwigzki opuszczajg kolumne chromatogra-
ficzng [12]. Dalsze usprawnienia w koricowym efekcie doprowadzity do konstrukcji
automatycznych analizatorow aminokwasow.

Do rozdzielania aminokwasow stosowano rowniez kolumny wypetnione jonitami
skompleksowanymi z kationami cynku lub miedzi [13].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Duzym osiggnieciem w analizie aminokwaséw jest wysokosprawna kolumnowa
chromatografia cieczowa, bedgca metodg w petni zautomatyzowang sterowang kom-
puterowo, z systemem przetwarzania danych. Powstata ona w oparciu o tradycyjng
chromatografie kolumnowa, dzieki m.in.: zmniejszeniu dtugos$ci kolumn oraz ich $red-
nicy wewnetrznej i ulepszeniu systeméw detekcji. Stosowane w klasycznej kolumno-
wej chromatografii cieczowej kolumny do oznaczania aminokwaséw miaty réznorodng
dtugos¢ 100 cm [s], 150 cm [9], i $Srednice, np. 5,5 mm [18], Obecnie do oznaczania
aminokwasOw stosowane sg kolumny o dt. 20 cm [22] - 25 cm [4], i $rednicy 2,1 mm
[22] i 4,6 mm [1], Konsekwencjg redukcji dtugosci kolumny i jej $Srednicy jest m.in.
zmniejszenie zuzycia kosztownych rozpuszczalnikéw stosowanych w HPLC, skrécenie
czasu analizy, lepsza odtwarzalno$¢ wynikéw [19, 25]. Najczesciej stosowanymi obec-
nie detektorami do oznaczania aminokwasow sg: detektory UV-Vis [2, 22] i detektory
fluorescencyjne [1, s, 15].

Przyktadem urzadzenia do przeprowadzania oznaczei aminokwaséw metoda
HPLC jest w petni zautomatyzowany AminoQuant 1090 firmy Hewlett Packard (czyn-
nosci manualne sprowadzajg sie tylko do przygotowania prébki i wzorca oraz do uru-
chomienia komputera), ktérego podstawowe elementy stanowig: automatyczny do-
zownik, prekolumna (20Xz2,1 mm), wiasciwa kolumna chromatograficzna (200 X2.1



18 Agnieszka Orkusz

mm), detektor UV-Vis (Diode-Array Detector) lub fluorescencyjny oraz komputer z
odpowiednim oprogramowaniem.

Automatyczny dozownik umozliwia wprowadzenie badanej probki oraz fazy ru-
chomej na kolumne chromatograficzng. Przy dozowniku znajduje sie stojak, w ktdrym
kolejne pie¢ miejsc zajmujg: odczynniki stuzace do przeprowadzania aminokwaséw w
pochodne (ortoftalaldehyd-OPA i 9-fluoroenylometylochloroform-FMOC), bufor bo-
ranowy i trzy wzorce zawierajgce mieszaniny tych samych aminokwasow, ale o réz-
nych stezeniach; kolejne miejsca (do 99) zajmuja proby badane.

W prekolumnie (20x2,1 mm), ktérej wypeinienie stanowi ODS Hypersil (Ci8
o wielkosci ziaren 5 pin nastepuje przeprowadzanie aminokwaséw w pochodne orto-
ftalaldehydowe i 9-fluoroenylometylochloroformowe.

We wiasciwej kolumnie chromatograficznej (200x2,1 mm), ktdrej niepolame,
state wypetnienie stanowi Vydac (Ci8 o wielkosci ziaren 5 pin nastepuje wymywanie
aminokwasow za pomocg uktadu dwdch rozpuszczalnikdw (chromatografia gradien-
towa), ktore stanowig polarng faze ruchomg. W skiad pierwszego rozpuszczalnika
wchodzi: octan sodu, trietyloamina i tetrahydrofuran; sktad drugiego to: octan sodu,
acetonitryl i metanol. W elucji gradientowej wymywanie aminokwaséw zaczyna sie
eluentem o matej sile elucji, a nastepnie dodaje eluent o duzej sile. Sumaryczna obje-
tos¢ eluentu przeptywajgcego przez kolumne w jednostce czasu jest stata, natomiast
rézne sg objetosci poszczegolnych eluentow (poczatek analizy 100% rozpuszczalnika
A, 0% rozpuszczalnika B, w 18 min 0% rozpuszczalnika A i 100% rozpuszczalnika B).

Jako, ze wypetnienie kolumny jest niepolame, a faza ruchoma jest polarna, mamy
do czynienia z odwroconym uktadem faz, ktdry jest obecnie stosowany znacznie cze-
$ciej niz normalny uktad faz. Jest to spowodowane tym, ze polarne adsorbenty uzywa-
ne w normalnym ukitadzie faz silnie adsorbujg wode obecng w rozpuszczalnikach na-
wet w ilosciach Sladowych, w wyniku czego aktywno$¢ adsorbentu maleje, a kolumna
traci swoje poczatkowe witasciwosci rozdzielcze. Zjawisko to nie wystepuje na niepo-
lamych wypetnieniach kolumny chromatograficznej [s], Czas rozdziatlu wynosi 18
minut.

W skitad AminoQuantu 1090 wchodzi detektor UV-Vis (Diode Array Detector),
ktéry moze by¢ uzywany do detekcji przy oSmiu r6znych dtugosciach fal jednoczesnie
(w zakresie dtugosci fal od 190 nm do 950 nm), ale tylko dwie dtugosci fali sg uzywa-
ne do oznaczania aminokwasow, tj. 262 nm dla aminokwaséw - pochodnych FMOC
oraz 338 nm dla aminokwaséw bedgcych pochodnymi OPA. Detektor diodowy moze
by¢ zastgpiony przez detektor fluorescencyjny, ktory jest detektorem bardziej czutym
od opisanego powyzej.

Caly proces analizy aminokwasow kontrolowany jest za pomocg zintegrowanego
uktadu, w sktad ktérego wchodzi: komputer, monitor i klawiatura. Wszystkie operacje:
ich ilos¢, czas, kolejnos¢, sg zaprogramowane przed przystgpieniem do analizy (np.:
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przeprowadzanie aminokwasdéw w pochodne, kolejnos¢ dodawania odczynnikéw do
badanej probki, szybkos¢ i czas trwania mieszania tych odczynnikéw z badang préb-
ka).

Komputer rejestruje sygnaty wychodzace z detektora, charakteryzujace poszcze-
golne piki (rejestruje czas retencji, powierzchnie pikow); oblicza ilosciowy sktad prob-
ki oraz identyfikuje poszczegdlne sktadniki analizowanej mieszaniny na podstawie
chromatogramo6w aminokwaséw wzorcowych wprowadzonych do pamieci komputera.

taczny czas analizy - od momentu pobrania probki przez dozownik do wydruku
wynikéw - wynosi 35 min.

Wydruk wynikéw otrzymuje sie w postaci chromatogramu (przyktadowy chro-
matogram ilustruje rys. 1) oraz tabeli. Chromatogram przedstawia rozdziat mieszaniny
aminokwaséw. Na osi x znajduje sie czas retencji, na osi y wskazanie detektora. Ami-
nokwasy wymywane sg z kolumny chromatograficznej w kolejnosci, jak pokazano na
rys. 1. W oparciu o czas retencji dokonuje sie identyfikacji poszczegdlnych aminokwa-
sow. Tabela zawiera kolejno: nr aminokwasu, czas retencji, dtugos¢ fali Swietlnej, przy
ktérej jest oznaczany, nazwe aminokwasu, powierzchnie piku, zawartos¢ aminokwasu
(ng/pT wprowadzonej probki), stezenie aminokwasu (pmol/ut wprowadzonej probki),
ktére w zalezno$ci od sposobu prezentacji wynikow, mozna przelicza¢ na: azot, biatko,
surowiec uzyty do analizy.

Rys. 1. Rozdziat aminokwaséw z miesnego hydrolizatu.
Fig. 1. The chromatogram of amino acids from meat hydrolyzate.
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REVIEW OF CHROMATOGRAPHIC METHODS
USED FOR ANALYSIS OF AMINO ACIDS

Summary

The review of the chromatographic methods (paper, thin-layer, electrochromatography, gas, liquid -
column and high pressure liquid chromatography) used for the analysis of amino acids in the paper is pre-
sented. The method with using of the Hewlett Packard’s HPLC chromatograph AminoQuant 1090 series Il
with a diode array detector is especially exhibited. ~
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OZNACZANIE ZAWARTOSCI WITAMIN A | E METODA
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ (HPLC)
W WYBRANYCH PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Streszczenie

W publikacji opisano oznaczanie zawartosci podstawowych form witamin A i E w margarynie i kiet-
basie pasztetowej, przy wykorzystaniu HPLC w odwr6conym uktadzie faz, z zastosowaniem detektora
UV-VIS. Zwrécono szczeg6lng uwage na wptyw sposobu przygotowania prébki na oznaczang zawarto$é
substancji (optymalizacja warunkéw zmydlania). Dokonano statystycznego opracowania wynikéw na
przyktadzie badanej margaryny i wyznaczono wspoétczynniki zmiennosci (RSD) dla obu witamin.

Wstep

Pod okre$leniem witamina A rozumie sie dwie grupy zwiagzkéw: witamina A! (re-
tinol, dawniej zwany akseroftolem), witamina A: (3,4-didehydroretinol; 3-dehydroreti-
nol) wraz z ich biologicznie czynnymi izomerami, pochodnymi aldehydowymi, kwa-
sowymi i estrowymi [11],

Metody biologiczne oznaczania witaminy A polegajg na podawaniu jej prepara-
tow (w postaci prowitamin i witamin) szczurom wykazujagcym wyrazne objawy hipo-
witaminozy. Zaletg tego postepowania jest wszechstronna ocena preparatu, gdyz wyni-
ki zalezg nie tylko od aktywnos$ci sktadnikow preparatu, ale réwniez od ich przyswa-
jalnosci [« ], Metody fizykochemiczne stosowane do oznaczania tej witaminy sg meto-
dami spektrofotometrycznymi, fluorescencyjnymi lub chromatograficznymi. Wsréd
metod opartych na pomiarze natezenia promieniowania, najwigkszg czutos$cig charakte-
ryzuje sie metoda fluorymetryczna (lwb= 480 nm) [s, 10], lecz wymaga ona chroma-
tograficznego oczyszczenia probki w celu usuniecia przede wszystkim barwnikow

Mgr J. Sobolewska, mgr J. Roznowski, dr hab. T. Fortuna prof. AR, Zaktad Analizy i Oceny Jakosci
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polienowych. Metoda Carr-Price’a oparta jest na reakcji witaminy A i jej estrow
z chlorkiem antymonu(lll) [4,6,10] lub kwasem trichloro- lub trifluorooctowym
[¢,10], w Ktérej nastepuje przesuniecie pasma absorpcji wigzan podwdéjnych, a po-
wstajagcy kompleks ma szybko zanikajgce niebieskie zabarwienie (A = 620 nm). Trzy-
krotnie mniej czutg i wymagajgcg znacznie bardziej czystych roztwordw jest metoda
pomiaru absorbancji prébki alkoholowej (A = 325 nm) [4, 10], Znaczny wzrost czuto-
§ci nastepuje po uprzednim oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej w odwroco-
nym uktadzie faz. Zasada ta jest podstawg analizy chromatograficznej wykorzystujgcej
detektor UV [s, 7],

Nazwa witamina E obejmuje rodzine tokoferoli, czyli metylowanych pochodnych

[11]:

e tokolu (2-metylo-2(4’s ’,12 -trimetylotridecylo)-s -hydroksychromanu),

e tokotrienolu (2-metylo-2(4’,8’,12 -trimetylotridecylo-3’,7’,1 1’-trienylo)-s -
hydroksychromanu).

Metody biologiczne oznaczania witaminy E polegajg na podawaniu samicom
szczuréw, hodowanych na diecie bez tokoferolu, karmy zawierajgcej okreslong ilos¢
tej witaminy. W przypadku gdy dawka jest wieksza od pewnej wartosci progowej,
cigza przebiega i koriczy sie normalnie. Metoda ta jest bardzo specyficzna i wystar-
czajagco doktadna, chociaz bardzo czasochtonna [¢]. Fizykochemicznymi metodami sa:
spektrofotometryczne oznaczanie czerwono zabarwionego kompleksu Fe2+ (powstaja-
cego w reakcji tokoferoli z Fe3H i2,2’-bipirydylu (reakcja Emmerie-Engel) [4, 10],
Stezenie kompleksu jest proporcjonalne do zawartosci tokoferolu. Po zastapieniu bipi-
rydylu batofenantroling (4,7-difenylo-1,10-fenantroling), nastepuje zwiekszenie czuto-
Sci metody [10], Miareczkowanie czystego a-tokoferolu mozna prowadzi¢ uzywajgc
jako titranta alkoholowego roztworu siarczanu(V1) ceru(lV) wobec difenyloaminy jako
wskaznika [¢], Koniec miareczkowania wskazuje pojawienie sie niebieskiego zabar-
wienia. Analiza probek spozywczych musi zostaé poprzedzona rozdzieleniem
a-tokoferolu od innych substancji towarzyszgcych np. za pomocg cieczowej chroma-
tografii kolumnowej, bibutowej lub cienkowarstwowej. Bardzo przydatna jest metoda
HPLC, a rozdzielone zwigzki mozna identyfikowa¢ kolorymetrycznie, spektro-
fluorymetrycznie czy spektrofotometrycznie [4, s ].

Analiza chromatograficzna

Ze wzgledu na wiasciwosci fizykochemiczne witamin A i E mozliwe jest prze-
prowadzenie rownoczesnej analizy obu witamin stosujagc metode HPLC. Poniewaz
witaminy te sg wyjatkowo wrazliwe na dziatanie Swiatta, obecnos$¢ tlenu, temperature
i srodowisko zasadowe, od pierwszego etapu analizy nalezy zwraca¢ szczeg6lng uwage
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na sposob jej prowadzenia, aby nie przyczynié sie do rozktadu substancji oznaczanych
[9, 12].

Poczatkowo, przy uzyciu alkoholowego roztworu wodorotlenku potasu o stezeniu
60-80%, prowadzi sie zmydlanie frakcji ttuszczowej, w ktorej witaminy sg rozpusz-
czone [2,9, 12]. Czesto zalecane jest wykonanie wcze$niejszej ekstrakcji ttuszczu
metodg Soxhleta [s,9, 12]. Nalezy pamieta¢ o dodaniu przeciwutleniaczy, ktorymi
mogga by¢: kwas askorbinowy, pirogallol, hydrochinon, BHT (butylohydroksytoluen).
Zalecane jest przeprowadzanie procesu zmydlania w atmosferze gazu obojetnego
[1, 2, 9, 12], Niektérzy autorzy podajg, ze czas zmydlania powinien wynosi¢ od 20 do
40 minut w temperaturze 70°C [4, 12], a nawet wyzszej. Inni za$ twierdzg, ze warunki
te sg zbyt agresywne i zalecajg zmydlanie w temperaturze pokojowej przez catg dobe
[1, 12].

Po etapie uwolnienia witamin z probki przeprowadza si¢ ich ekstrakcje. Najcze-
Sciej uzywa sie heksanu, chloroformu, eteru etylowego lub nafty. W celu usuniecia
resztek mydet, po zebraniu ekstraktu przemywa sie go woda, do momentu, az woda po
ptukaniu nie bedzie wykazywata odczynu zasadowego (nie zabarwi fenoloftaleiny)
[1,4, 12]. Nastepnie ekstrakt witamin zageszcza sie na wyparce prézniowej. Ostatecz-
nie pozostato$¢ po destylacji rozpuszcza sie w niewielkiej ilosci fazy ruchomej.

Nowoczesne metody przygotowania probki, do ktérych nalezy ekstrakcja do fazy
statej (SPE) pozwalajg na eliminacje procesu zmydlania [2], Dzieki temu mozna ozna-
czy¢ rownoczes$nie wszystkie formy wolnych witamin, w tym takze ich formy estrowe.

Do oznaczenia witamin A i E mogg stuzy¢ zestawy do HPLC, pracujace zar6wno
w normalnym uktadzie faz (NP) lub w odwréconym uktadzie faz (RP) [9, 10, 12], W
tych pierwszych, faze ruchomg stanowi heksan - czesto z dodatkiem chloroformu i
zwigzku bardziej polarnego np. 2-propanolu lub metanolu. Faze ruchomg mogg two-
rzy¢ mieszaniny: heksan :2-propanol (99,5 :0,5) [7, 9], heksan : chloroform (85: 15)
[13]. W przypadku odwrdconego uktadu faz, eluentem moze byé metanol lub jego
mieszanina z wodg, acetonitrylem, kwasem octowym [1, 9, 14]. Do detekcji uzywa sie
najczesciej detektoréw UV-VIS [1,3,7,8,12] oraz spektrofluoroscencyjnych [9], a
dla bardzo niskich stezen - elektochemicznych [z ],

Material i metody badan

Materiatem badawczym byty margaryna Flora wyprodukowana przez Unilever
Polska S.A. oraz kietbasa pasztetowa z Zaktadéw Miesnych ,,IGAR” w Rabce. Za-
wartos¢ analizowanych witamin A i E oznaczono przy uzyciu zestawu do wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej firmy Merck Hitachi w odwréconym uktadzie faz
przy uzyciu kolumny LiChrosfer®100 (250x4,6 nm) z przedkolumng. Detekcje spek-
trofotometryczng do oznaczania witaminy A wykonano przy ditugosci fali A = 325 nm,
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a w przypadku witaminy E - A =290 nm. Jako eluentu uzyto metanolu (czysto$¢ do
HPLC firmy Merck) o szybkosci przeptywu 2 ml/min. Analiza wykonano w tempera-
turze pokojowej. Substancjami uzytymi do wykonania krzywej kalibracyjnej byty czy-
ste chemicznie formy witamin o najwigkszej aktywnosci biologicznej: trans-retinol
(Sigma min. 95%) - wzorzec witaminy A ia-tokoferol (Sigma min. 95%) - wzorzec
witaminy E.

Do analizy iloSciowej zastosowano metode wzorca zewnetrznego, nastrzykujgc
kolejno metanolowe roztwory oznaczanej witaminy w dawkach o rosnacym stezeniu w
zakresie 3,12-5-500,00 pg/cms dla witaminy A. Dla witaminy E zakres stezen wynosit
6,25+1000,00 pg/cm3. Postepowanie takie pozwala wyznaczy¢ funkcyjng zaleznosé
powierzchni pod pikiem chromatograficznym, od stezenia odpowiedniej witaminy w
prébce.

Przygotowanie prébki gotowej do nastrzyku sktadato sie z nastepujgcych etapow:
izolacji witamin w procesie zmydlania, ekstrakcji, zageszczania prébki i odpowiednie-
go rozcienczenia analitu.

Na etapie zmydlania potraktowano prébke alkoholowym roztworem wodorotlen-
ku potasu z dodatkiem hydrochinonu jako przeciwutleniacza, wytrzasano z czestotli-
woscig 150 obr/min w temperaturze 45°C przez 60 min, po czym podniesiono tempe-
rature do 70°C i zmydlano do momentu uzyskania jednorodnej mieszaniny. Po ostu-
dzeniu zmydlonej probki do temperatury pokojowej, prowadzono trzykrotnie ekstrak-
cje mieszaning heksan: chloroform (2:1; v/v). W celu usuniecia mydet, otrzymany
ekstrakt przeptukano 3-4 razy wodg destylowang wytrzgsajac go w rozdzielaczu. Eks-
trakt osuszono z pozostato$ci wody saczac go pod prdéznig przez sgczek Schotta wy-
petniony bezwodnym siarczanem (V1) sodu. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik w
rotacyjnej wyparce prozniowej w temperaturze 50°C. Zageszczony ekstrakt witamino-
wy odpowiednio rozcienczono w metanolu i przesgczono przez karbowany sgczek z
bibuty (prod. POCh - o $redniej szybkosci sgczenia) do kolby miarowej. Tak przygo-
towany ekstrakt nastrzykiwano na kolumne.

Wyniki i dyskusja

Sporzadzone krzywe kalibracyjne pozwalajg okresli¢ czasy retencji analizowa-
nych witamin oraz wyznaczy¢ wspotczynniki korelacji liniowej.

Zakres liniowosci krzywych kalibracyjnych (rys. 1) ze wspo6tczynnikami korelacji
R> 0,99 dla witaminy A wynosi 3,12-5-500,00 ug/cm3, a dla witaminy E 6,25-5-1000,00
pg/cm3. Czas retencji wzorca witaminy A wynosi 2,00 min, a witaminy E 5,20 min.
Typowe chromatogramy substancji wzorcowych przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 1.

Fig. 1

Rys. 2.
Fig. 2.
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Krzywe kalibracyjne: 1- trans-retinolu (A = 325 nm), 2 - a-tokoferolu (A = 290 nm).
absorbancja jest wyrazona w jednostkach napiecia [mV] sygnaiu analogowego wysytanego na
rejestrator.
Calibration curves: 1- axophterol (A = 325 nm), 2 - a-tocopherol (A =290 nm).
absorbance was expressed as voltage unit [mV] of an analog signal sent to data recorder.

Chromatogramy wzorcéw: 1- trans-retinolu (A = 325 nm), 2 - oc-tokoferolu (A = 290 nm).
HPLC chromatograms of standards: 1- axophterol (A =325 nm), 2- a-tocopherol (A =290
nm).
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Rys. 3. Chromatogram ekstraktu witaminy E z margaryny (A =290 nm): 1- optymalne warunki zmy-
dlania, 2 - nieoptymalne warunki zmydIlania.

Fig. 3.  HPLC chromatogram of vitamin E extract from margarine (A = 290 nm): 1- optimal saponifi-
cation conditions, 2 - unoptimal saponification conditions.

Dostepne metody oznaczania witamin A i E metodg HPLC w uktadzie odwréco-
nych faz podajg czas retencji dla witaminy A w zakresie 0,95-:-5,5 min, natomiast dla
witaminy E - 1,3+19,0 min [1, 9, 10]. Rozpieto$¢ czasow retencji jest dos¢ duza, co
jest szczeg6lnie widoczne w przypadku witaminy E. Fakt ten mozna ttumaczy¢ stoso-
waniem rozmaitych eluentéw, zawierajgcych rézne proporcje wody, metanolu, a nawet
acetonitrylu [1, 3, 7, 8, 9, 13].

Oznaczona zawarto$¢ witaminy A w badanej margarynie wynosita 924 ug/100 g,
w kietbasie pasztetowej 3256 pg/100 g, natomiast zawarto$¢ witaminy E odpowiednio:
31 mg/100 g i 0,24 mg/AOOg. Wyniki zawartosci witamin A i E w margarynie porow-
nano z ilosciami deklarowanymi przez producenta na opakowaniu (tab. 1). Porownano
je takze z wartosciami podanymi w tabelach sktadu i warto$ci odzywczych [5], ktére w
odniesieniu do 100 g margaryny wynoszg: 600 pug witaminy A oraz 31,51 mg witami-
ny E. W tablicach brak jest pozycji "kietbasa pasztetowa". Poniewaz sktada sie ona
gtoéwnie z podrobow i watroby wieprzowej, te ostatnia przedstawiono ponizej; opisana
watroba zawiera $rednio okoto 2931 pg witaminy A (warto$¢ bliska w oznaczonej
prébce) oraz 0,11 mg witaminy E (warto$¢ dwukrotnie nizsza od oznaczonej) [5].
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Na podstawie siedmiu powtdrzen analizy margaryny (od etapu pobrania probki,
do wiasciwego oznaczenia chromatograficznego) oszacowano precyzje metody. Uzy-
skane wyniki pozwolity wyznaczyé¢ odchylenia standardowe s oraz wzgledne odchyle-
nia standardowe (wspotczynniki zmiennosci) RSD. Wyniki zestawiono w tab. 1.

Tabela 1

Deklarowane na opakowaniu i $rednie oznaczone zawarto$ci witamin A i E w margarynie, wraz z odchy-
leniami standardowymi i wspétczynnikami zmiennosci.

Declared at consumer package and mean chromatographically determined contents of vitamins A and E in
margarine, their standard deviations and coefficients of variation.

Substancja Zawartos¢ / Content Odchylenie standardowe Wspo6tczynnik zmiennosci
oznaczana deklarowana oznaczona Standard deviation Coefficient of variation
Component declared determined 9 (RSD) [%]

witamina A

vitamin A 900 924 72,80 7,88

g /1009]

witamina E

vitamin E 26 31 2,35 7,55

[mg/100g]

Podczas analizy chromatograméw zwrdcono uwage na wptyw warunkéw zmy-
dlania, na wyznaczong zawarto$¢ witamin. Obrazuje to rys. 3. Chromatogram 1. (za-
znaczony linig ciggtg) obrazuje analize probki zmydlanej w temperaturze 45°C przez
60 min. Po tym czasie temperature podniesiono do 70°C, a proces zostat zakoriczony
po uzyskaniu jednorodnej mieszaniny. Natomiast chromatogram 2. (zaznaczony linig
przerywang) zostat wykonany dla prébki zmydlanej przez dtuzszy okres czasu (powy-
zej 1,5 godziny), w temperaturze powyzszej 70°C. Czasy retencji dla odpowiadajacych
sobie pikow w obu przypadkach sa takie same, natomiast zmieniajg sie proporcje ich
wielkosci (3,8 : 1w przypadku a-tokoferolu). Sugeruje to powstawanie tych samych
produktéw, lecz w innych proporcjach. W przypadku oznaczania witaminy A prowa-
dzenie analizy w warunkach nieprawidtowych skutkuje zmniejszeniem wielko$ci piku
042%.

Na chromatogramie witaminy E oprécz piku charakterystycznego dla tej witami-
ny (tret = 5,2 min), widoczny jest pik witaminy A (trt= 2 min). Niestety, z powodu
obecnosci wielu innych pikéw o podobnych czasach retencji (t= 1,2 - 2,5 min) nie
mozna okre$li¢ jednoznacznie stezenia retinolu przy tej dtugosci fali (A = 290 nm).
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Whnioski

1

(1]

(2]

(31

(4]
(5]

(6]

[’

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

Adaptowana metoda oznaczania witamin A i E, dzieki dobrej powtarzalnoSci
i doktadnos$ci uzyskanych wynikéw, moze znalez¢ zastosowanie w iloSciowym
oznaczaniu witamin w produktach spozywczych; decydujacy wptyw na powtarzal-
nos$¢ wynikéw ma etap przygotowania probki.

Duzy wptyw na oznaczang zawarto$¢ witamin A i E ma temperatura i dtugos¢
procesu zmydlania prébki.
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DETERMINATION OF VITAMINS A AND E IN SOME FOOD PRODUCTS BY HIGH-
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Summary

This paper describes the determination of basic forms of vitamins A and E in margarine and liver sau-
sage using reversed phase of HPLC with UV-VIS detection. Special attention was paid on influence of
sample preparation on appointed content of substance (optimization of saponification conditions). Also
statistical data analysis, based on margarine analysis and relative standard deviation (RSD) for both vita-
mins was performed. ||§
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PRZEESTRYFIKOWANIE JAKO METODA MODYFIKACJI
WLASCIWOSCI LIPIDOW

Streszczenie

Mieszaning oleju rzepakowego i toju wotowego (1:1) przeestryfikowano w obecnos$ci biokatalizato-
row — Lipozyme IM i Novozym 435 oraz katalizatora chemicznego — metanolanu sodu. Poréwnywano
wladciwosci fizykochemiczne otrzymanych produktow. Przeestryfikowanie spowodowato wzrost zawar-
tosci skladnikéw polarnych i liczby kwasowej oraz obnizenie temperatury migknigcia i zawartosci fazy
stalej. Najwigkszq zawartoscia frakcji polarnej charakteryzowat si¢ produkt przeestryfikowania chemicz-
nego. Wartosci liczb kwasowych wszystkich produktow reakeji byly podobne. Najnizsza temperaturg
migknigcia miat produkt przeestryfikowania chemicznego i produkt reakcji katalizowanej preparatem
Novozym 435. Najlepsze wiasciwosci fizykochemiczne miat produkt przeestryfikowania w obecnosci
Novozym 435.

Wstep

Przeestryfikowanie, obok uwodornienia i frakcjonowania, jest jedna z metod mo-
dyfikacji struktury i whasciwosci thuszczéw. Reakcja ta zachodzi w obecnoéci katali-
zatorow chemicznych lub biologicznych. W wyniku przeestryfikowania zmienia si¢
struktura triacylogliceroli, nie wystgpuja natomiast zmiany w budowie kwasoéw thusz-
czowych, jak to ma miejsce w procesie uwodornienia. Przeestryfikowanie réznych
naturalnych i modyfikowanych tluszczéw moze by¢ sposobem otrzymania thuszczow,
bez izomerdw trans, wykorzystywanych do komponowania osnéw margarynowych lub
uzytkowanych jako thiszcze smazalnicze [9, 10]. Proces ten stwarza mozliwos$ci uzy-
skania tluszczéw o programowanych wlasciwo$ciach fizykochemicznych, tzn. o poza-
danej temperaturze topnienia i zawartosci fazy stalej [5].

Mgr inz. E. Gruczynska, mgr inz. K. Maciaszek, Katedra Chemii, Wydzial Technologii Zywnosci,
SGGW, ul. Rakowiecka 26/30 02-528 Warszawa.
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Celem pracy byto zbadanie wptywu reakcji chemicznego i enzymatycznego prze-
estryfikowania na witasciwosci fizykochemiczne mieszaniny toju wotowego i oleju
rzepakowego.

Materiat i metody badan

Materiat do badan stanowity niskoerukowy olej rzepakowy (Zaktady Ttuszczowe
»Kruszwica” S.A.) oraz t6j wotowy (Masarnia ,,Ratynski i synowie” s.c.) zmieszane
w stosunku wagowym 1:1.

W procesie przeestryfikowania stosowano trzy rodzaje katalizatorow:

. immobilizowana lipaza z Mucor miehei o nazwie handlowej Lipozyme IM (Novo
Nordisk, Dania), specyficzna w stosunku do wigzah estrowych w pozycji sn-1,3
triacylogliceroti; zawarto$¢ wody w enzymie wynosita 3%,

e immobilizowana lipaza z Candida antarctica o nazwie handlowej Novozym435
(Novo Nordisk, Dania), niespecyficzna wzgledem wigzan estrowych w triacylogli-
cerolach; zawarto$¢ wody w enzymie wynosita 2 %,

¢ metanolan sodu (Merck, Niemcy).

Przeestryfikowanie chemiczne

Substraty reakcji osuszano pod zmniejszonym cisnieniem i dodawano sproszko-
wany metanolan sodu w iloSci 1%, w przeliczeniu na mase mieszaniny tluszczowej.
Czas trwania reakcji wynosit 1,5 godziny, a temperatura procesu 90°C. Reakcje prze-
rywano przez dodanie goracej wody zakwaszonej kwasem ortofosforowym w celu
roztozenia katalizatora. Przeestryfikowang mieszanine ttuszczowg poddano ekstrakcji
eterem dietylowym. Otrzymany produkt suszono bezwodnym siarczanem magnezu,
a nastepnie oddestylowano rozpuszczalnik.

Przeestryfikowanie enzymatyczne

Substraty reakcji osuszano pod zmniejszonym ci$nieniem i dodawano enzym
w ilosci % w stosunku do mieszaniny tluszczowej. Reakcja katalizowana preparatem
Lipozyme IM trwata s godzin, a temperatura procesu wynosita 60°C. Czas reakcji ka-
talizowanej preparatem Novozym 435 wynosit 4 godziny, a temperatura procesu 80°C.
Proces przerywano przez odsaczenie enzymu od przeestryfikowanego ttuszczu. Po
zbadaniu wptywu temperatury, czasu reakcji i stopnia uwodnienia katalizatora przed-
stawione wyzej warunki wykonywania reakcji uznano za optymalne.

Izolacja czystych triacylogliceroti metodg chromatografii kolumnowej

Oddzielenie triacylogliceroti od niepetnych acylogliceroli i wolnych kwasow
thuszczowych wykonywano za pomocg chromatografii kolumnowej zgodnie z AOAC
1990 (metoda nr 982.27). Kolumne chromatograficzng wypetniano zelem krzemion-
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kowym (silica gel 60, 70-230 mesh, Merck) i nanoszono produkty przeestryfikowania.
Triacyloglicerole eluowano z kolumny za pomocg mieszaniny eteru naftowego
i dietylowego (87:13), natomiast niepetne acyloglicerole i wolne kwasy tluszczowe za
pomoca eteru dietylowego.

W mieszaninie fizycznej oraz w produktach jej przeestryfikowania oznaczano:
liczbe kwasowa, zawarto$¢ skladnikéw polarnych, temperature miekniecia oraz za-
wartos¢ fazy statej w funkcji temperatury.

Oznaczanie liczby kwasowej
Liczbe kwasowg oznaczano metodg miareczkowg wg PN-60/A-86921.
Oznaczanie zawartosci sktadnikow polarnych

Zawarto$¢ sktadnikéw polarnych oznaczano metodg chromatografii kolumnowej
wg AOAC 1990 (metoda nr 982.27). Na kolumne chromatograficzng wypetniong ze-
lem krzemionkowym (silica gel 60, 70-230 mesh) nanoszono produkty przeestryfiko-
wania. Skiadniki polarne wymywano z kolumny za pomocg eteru dietylowego.

Oznaczanie temperatury miekniecia

Temperature miekniecia oznaczano we frakcji triacyloglicerolowej metoda kapila-
ry otwartej wg PN-60/A-86919.

Oznaczanie zawartoscifazy statej

Zawarto$¢ fazy statej w funkcji temperatury we frakcji triacyloglicerolowej bada-
no metodg pulsacyjnego magnetycznego rezonansu jagdrowego stosujgc aparat NMS
100 Minispec firmy Brucker. Oznaczenie to wykonano w laboratorium Zaktadéw
Przemystu Ttuszczowego w Warszawie.

Wyniki i dyskusja

W procesie przeestryfikowania zachodzg dwie przeciwstawne reakcje: hydroliza
i estryfikacja [5, 9],

Analizujgc wartosci liczb kwasowych otrzymanych produktow przeestryfikowa-
nia (tab. 1) stwierdzono, ze produkt otrzymany przy uzyciu katalizatora niespecyficz-
nego pozycyjnie - Novozym 435 ma najmniejszg liczbe kwasowg wynoszgcg 5,5 mg
KOH/g. Wyzszymi wartosciami liczb kwasowych charakteryzujg sie: produkt prze-
estryfikowania chemicznego - 6,5 mg KOH/g i produkt otrzymany przy uzyciu katali-
zatora specyficznego pozycyjnie - Lipozyme IM, wynoszaca 6,4 mg KOH/g.

Proces hydrolizy powoduje, ze w uzyskanych produktach obok triacylogliceroli
znajdujg sie rdwniez pewne ilosci sktadnikow polarnych, czyli wolnych kwaséw ttusz-
czowych, diacylogliceroli i monoacylogliceroli [11], Porownujac udzialy procentowe
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frakcji polarnej w produktach przeestryfikowania (tab. 2 ) stwierdzono, ze najwigkszg
zawartoscig sktadnikow polarnych, wynoszacg 14,7% charakteryzuje sie produkt prze-
estryfikowania chemicznego. Prawdopodobnie jest to spowodowane zastosowaniem
duzej iloSci metanolanu sodu. Poziom dozowania tego katalizatora stosowany przez
wielu autoréw miesci sie w przedziale 0,2-1% [3, 7, 14, 15]. W pierwszym etapie re-
akcji formuje sie aktywna posta¢ katalizatora (diacyloglicerynian sodu) oraz powstajg
estry metylowe kwasow ttuszczowych [13]. Poprzez przerwanie reakcji wodg naste-
puje rozktad katalizatora i tworzg sie digéyloglicerole oraz wodorotlenek sodu.

Tabela :

Poréwnanie wartosci liczby kwasowej w mieszaninie wyjsciowej i produktach przeestryfikowania.
The comparision of acid value in the initial mixture and interesterification products.

Rodzaj mieszaniny Liczba kwasowa (Acid value)
(The kind of mixture) mg KOH/g
. 0,9
(Tallow) '
Olej
(0il) 0.1

Mieszanina fizyczna

(Initial mixture) 05
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Lipozyme) 6.4
(The product of enzymatic interesterification) ’
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Novozym) 55
(The product of enzymatic interesterification) '
Produkt przeestryfikowania chemicznego 65

The product of chemical interesterification)

Najmniej sktadnikdéw polarnych zawiera produkt reakcji katalizowanej prepara-
tem Novozym 435 (2,0%). Nieco wieksza zawartoscig frakcji nietriacyloglicerolowej
charakteryzuje sie produkt przeestryfikowania w obecnosci enzymu specyficznego
(4,1%). W przypadku przeestryfikowania enzymatycznego zawarto$¢ sktadnikdéw po-
larnych jest SciSle zwigzana z zawarto$cig wody w poczatkowym uktadzie reakcyjnym
[1, 2, 11, 12]. Wyzsza zawarto$¢ frakcji polarnej w produkcie reakcji katalizowanej
preparatem Lipozyme IM moze by¢ spowodowana wiekszym stopniem uwodnienia
katalizatora. Zwigzane jest to z wiekszg hydrolizg wigzar estrowych [s, s ].

Jednym z parametrow okreslajacych przydatnos¢ uzytkowa ttuszczow jest ich
konsystencja. Najbardziej rozpowszechnionym wskaznikiem konsystencji jest tempe-
ratura miekniecia tluszczu [4], We frakcjach triacyloglicerolowych wyizolowanych
z mieszanin poreakcyjnych zaobserwowano obnizenie temperatury miekniecia w po-
réwnaniu z mieszaning wyjsciowg (tab. 3). Najwieksze obnizenie temperatury miek-
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niecia widoczne jest dla produktu przeestryfikowania chemicznego (spadek o 10°C).
Podobnie wyglada produkt przeestryfikowania enzymatycznego w obecnosci biokata-
lizatora niespecyficznego. Najmniejsze obnizenie temperatury migknigcia (spadek
0 5°C) obserwujemy w przypadku frakcji triacyloglicerolowej wyizolowanej z pro-
duktu przeestryfikowania preparatem enzymu pozycyjnie specyficznego.

Tabela 2

Zawarto$¢ frakcji polarnej w mieszaninie wyjsciowej i produktach przeestryfikowania.
Percentage of polar fraction in the initial mixture and interesterification products.

Frakcja polarna

Rodzaj mieszaniny (Polar fraction)

(The kind of mixture)

%
£) 2,5
(Tallow)
Olej 0.6
(Oil)
Mieszanina fizyczna 15
(Initial mixture) '
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Lipozyme) a1
(The product of enzymatic interesterification) '
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Novozym) 20
(The product of enzymatic interesterification)
Produkt przeestryfikowania chemicznego 147

(The product of chemical interesterification)

Tabela 3

Temperatura miekniecia mieszaniny wyjsciowej i triacylogliceroti wyizolowanych z produktéw reakcji.
Melting point of initial mixture and triacylglycerols isolated from reaction products.

Temp, migkniecia

Rodzaj mieszaniny (Melting point)

(The kind of mixture)

°C
Loj
(TEJi”OW) 31,3
Mieszanina fizyczna
(Initial mixture))/ 29,9
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Lipozyme) 250
(The product of enzymatic interesterification)
Produkt przeestryfikowania enzymatycznego (Novozym) 20,1
(The product of enzymatic interesterification)
Produkt przeestryfikowania chemicznego 193

(The product of chemical interesterification)
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Przeestryfikowanie wptywa réwniez na zawarto$¢ fazy statej we frakcji niepolar-
nej wyizolowanej z mieszaniny poreakcyjnej. Analizujgc te zmiany w zakresie tempe-
ratur od 5 do 50°C (rys. 1) stwierdzono obnizenie zawartosci fazy statej we wszystkich
produktach przeestryfikowania w poréwnaniu z mieszaning wyjsciowg. W zakresie
temperatur 5 - 20°C najwieksze obnizenie zawartosci fazy statej, okoto 10%, obserwu-
jemy, w produkcie przeestryfikowania w obecnos$ci preparatu Novozym 435. W prze-
dziale temperatur od 20 do 50°C profile zawarto$ci fazy statej wszystkich produktéw
reakcji przeestryfikowania majg podobny przebieg. Spadek zawartosci fazy statej
prawdopodobnie jest spowodowany zmniejszeniem stosunku wyzej topliwych triacy-
logliceroli do pozostatych w przeestryfikowanych mieszaninach.

Rys. 1. Zawarto$¢ fazy statej w mieszaninie wyjsciowej i frakcji triacyloglicerolowej wyizolowanej z
produktéw reakcji.
Fig. 1. Solid fat content in the initial mixture and triacylglycerols isolated from reaction products.
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Podsumowanie

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie réznych katalizator6w procesu
przeestryfikowania pozwala uzyska¢ rézne produkty koncowe. Przeestryfikowanie
spowodowato wzrost zawartosci sktadnikow polarnych i liczby kwasowej. Najwiekszg
zawartoscig frakcji polarnej charakteryzowat sie produkt przeestryfikowania chemicz-
nego. W produktach reakcji zachodzacej w obecnosci biokatalizatorow udziat procen-
towy frakcji polarnej jest znacznie mniejszy. Zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczo-
wych we wszystkich otrzymanych produktach byta poréwnywalna. We frakcji triacy-
loglicerolowej produktow przeestryfikowania zaobserwowano obnizenie temperatury
miekniecia oraz zawartosci fazy statej. Najwieksze obnizenie temperatury migkniecia
w stosunku do mieszaniny wyjsciowej wykazywat ttuszcz przeestryfikowany chemicz-
nie oraz produkt reakcji katalizowanej enzymem niespecyficznym. Mozna stwierdzi¢,
ze najlepszymi wiasciwosciami fizykochemicznymi charakteryzowat sie tluszcz uzy-
skany w wyniku reakcji zachodzacej w obecnosci katalizatora niespecyficznego.
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INTERESTERIFICATION AS A METHOD OF MODIFICATION
OF PROPERTIES OF LIPID

Summary

A mixture of low erucic acid rapeseed oil and beeftallow (1:1) has been used for interesterification in
the presence of two biocatalysts - Lipozyme IM, Novozym 435 and chemical catalyst - sodium methox-
ide. The physico-chemical properties of interesterified fats have been compared. The increase of polar
compounds content and acid value and the decrease of melting point and solid fat content have been ob-
served. The product of chemical interesterification is characterized by the highest polar fraction content.
The acid values of all the products are similar to one another. The triacylglycerol fraction isolated from

the fat after chemical and Novozym 435 catalyzed interesterification are both characterized by the lowest
melting point. A
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ZASTOSOWANIE TLC | HPLC W ANALIZIE JAKOSCIOWEJ
SAPONIN

Streszczenie

Metoda chromatografii cieczowej cienkowarstwowej TLC poréwnano sktad jako$ciowy wybranych
saponin i produktéw ich hydrolizy kwasowej (aglikonéw). Dobrano warunki rozdziatu: glicyryzyny,
saponiny biatej i saponin z buraka cukrowego metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC
z zastosowaniem metanolu, jako gtéwnego rozpuszczalnika.

Stwierdzono, ze zastosowanie chromatografii cieczowej TLC i HPLC umozliwia udokumentowanie
ogromnego zréznicowania sktadu jakoSciowego i iloSciowego badanych saponin. Dobry rozdziat saponin
z grupy glukuronidéw metodg HPLC uzyskuje sie przy elucji metanolem w fazie z dodatkiem TBA (wo-
dorotlenek tetrabutyloamoniowy) o indywidualnie dobranym udziale metanolu.

Wstep

Saponiny (tac. sapo-mydto) sg to glikozydy pochodzenia roslinnego wykazujgce
silne witasciwosci pianotworcze. Zalicza sie je do grupy wtérnych metabolitow prze-
mian biochemicznych roslin. Pod wzgledem budowy chemicznej saponiny nalezg do
glikozydéw triterpenoidowych lub steroidowych, ktére w wyniku wyczerpujacej hy-
drolizy kwasowej, zasadowej lub enzymatycznej ulegajg rozpadowi na aglikony (sapo-
geniny) oraz sktadniki cukrowe (pentozy, heksozy lub kwasy uronowe).

Podstawowym aglikonem saponin triterpenoidowych jest B-amyryna (rys. 1), ktd-
ra moze mie¢ rozne podstawniki (grupy: hydroksylowe, karboksylowe, ketonowe,
metoksylowe i estrowe). Wystepowanie przy aglikonach réznych grup funkcyjnych,
atakze mozliwosé réznych potaczenn miedzy cukrowcami i aglikonem, sprawia, iz
w przyrodzie znajduje sie olbrzymia ilos¢ saponin r6znigcych sie strukturg i wtasciwo-
Sciami [3, 4, «], Dok}adnie poznanymi i opisanymi w literaturze sg saponiny wyizolo-
wane z soi, korzenia zen-szen, mydInicy lekarskiej, lucerny.
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Rys. 1. Chemiczna struktura f-amyryny.
Fig. 1. Chemical structures of B-amyryn.

Chemiczng strukture wybranych saponin triterpenoidowych przedstawiono w tab.
1[1,6, 7],

Wyodrebnianie i oczyszczanie poszczegdinych saponin z surowcdw roslinnych
jest trudne, poniewaz maja one silne wtasciwosci adsorpcyjne, powlekajace, pienigce,
fatwo tworzg zwigzki kompleksowe z barwnikami, cholesterolem i innymi zwigzkami
chemicznymi. Ponadto bardzo trudno ulegajg krystalizacji. Wykazujg tez r6zng podat-
no$¢ na dziatanie kwasow i zasad.

Do klasycznych metod wykrywania i oznaczania saponin nalezg nastepujace me-
tody [4]:

m  Dbiologiczne, a zwtaszcza hemoliza erytrocytow,

m fizykochemiczne, w tym préba dotyczgca zdolnoSci pianotwdrczej,

m  chemiczne jak np. préby ze stezonym kwasem siarkowym, trichlorkiem antymonu,
waniling, ktére sg podstawg do jakosSciowych i iloSciowych oznaczehA koloryme-
trycznych.

Préby z hemolizg erytrocytow sg ucigzliwe i obarczone bledem ze wzgledu na
rozng aktywnos$¢ hemolityczng poszczegdlnych saponin. Natomiast spektrofotome-
tryczne metody analityczne sg mato przydatne do oznaczania tej grupy zwigzkow,
gtdwnie ze wzgledu na rézng intensywnos$¢ tworzenia barwnych potgczen i brak od-
powiednich wzorcow.

Od dawna przy oczyszczaniu i w analityce saponin znajdujg zastosowanie metody
chromatograficzne - szczeg6lnie TLC i HPLC. Do rozdzielania saponin metodg HPLC
stosuje sie r6zne fazy ruchome zawierajgce najczesciej acetonitryl przy elucji izokra-
tycznie i w gradiencie [1, 2 ].
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Tabela :

Chemiczna struktura saponin triterpenoidowych.
Chemical structures of triterpene saponins.



42 Joanna Milala, Bogustaw Krél
Cel pracy

Celem pracy byto poréwnanie jakosciowego sktadu saponin, z wybranych zrédet,
metoda chromatografii cienkowarstwowej i dobranie warunkéw rozdzielania niekté-
rych saponin metodami HPLC z zastosowaniem w fazie ruchomej metanolu jako roz-
puszczalnika - tarszego i mniej toksycznego od powszechnie stosowanego acetoni-
trylu.

Materiaty i metody badan

Materiat badawczy stanowity:

m  handlowe preparaty saponin: glicyryzyna (glycyrrhizic acid - SIGMA), saponina
biata (saponin white pure - MERCK), saponina czysta (Saponin rein DAB -
FLUKA),

m  saponiny wyodrebnione z handlowych produktéw farmaceutycznych: hederyna
z syropu Hedelix, escyna z zelu Aescin,

m  saponiny wyodrebnione z produktéw cukrowniczych: soku surowego, soku geste-
go i wystodkdw,

m  kwas oleanolowy (oleanolic acid - SIGMA).

Wyodrebnianie saponin z produktow farmaceutycznych i cukrowniczych prowadzono

przez trzykrotng ekstrakcje butanolem odpowiednich wodnych roztworéw w temp.

pokojowej, po czym ekstrakty butanolowe przemywano wodg i po oddestylowaniu
butanolu, saponiny rozpuszczano w bezwodnym metanolu.

Roztwory metanolowe wszystkich badanych saponin (1-5 mg/ml) poddano bez-
posrednio analizie TLC. Ponadto glicyryzyne, saponine biatg saponiny z soku suro-
wego i gestego poddano hydrolizie w roztworze IM HC1, w $rodowisku 50% MeOH,
w zatopionych amputkach, we wrzgcej tazni wodnej, w czasie 90 min oraz analogicz-
nie z uzyciem 0,5 M H:S04, po czym oznaczano skiad jakoSciowy saponin i agliko-
néw metodg TLC w dwoch uktadach rozwijajacych.

Chromatografie cienkowarstwowg wykonano na ptytkach chromatograficznych
(DC - Alufolien Kieselgel 60 F254 MERC) 20x20 cm pokrytych 0,2 cm warstwga zelu
krzemionkowego. Fazg ruchomg dla saponin byt octan etylu-kwas octowy-woda
(7:2:2, viviv) dla produktéw hydrolizy benzen-metanol (9:1 v/v).

Po rozwinieciu chromatogramy suszono w suszarce, spryskiwano odczynnikiem
aldehyd anyzowy - kwas octowy lodowaty - metanol - stezony H2S04 (0.5:10:85:5,
v/viv/v) i ogrzewano w temp. 110°C przez 5 min.

Analizie HPLC poddano saponiny z trzech réznych zrédet, bedace glukuronida-
mi: glicyryzyne, saponine biatg saponiny z buraka cukrowego.

Analize chromatograficzng prowadzono z uzyciem chromatografu firmy Knauer z
systemem sterowania obrobki danych EuroChrom 2000, z zastosowaniem detektora
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UV o dtugosdci fali 206 nm i kolumny Lichrosorb RP-18 250x4,6 mm. Chromatografie
prowadzono z szybkoscig przeptywu 0,8 ml/min w fazie metanol-woda (75:25, v/v)
oraz chromatografie w odwréconej fazie z dodatkiem TBA (wodorotlenek tetrabutylo-
amoniowy) o skfadzie:

* 70% metanolu 30% wody z dodatkiem 3mM/I TBA i kwasu H:PO+ do pH = 4,

* 75% metanolu 25% wody z dodatkiem 3mM/I TBA i kwasu H:POs do pH = 4,
 85%metanolu 15% wody z dodatkiem 3mM/I TBA i kwasu H:PO. do pH = 4.

Whyniki i dyskusja

Wyniki chromatografii cienkowarstwowej badanych saponin przedstawiono na
rys. 2. i 3., a uzyskane wartosci Rf saponin zawiera tab. 2. Chromatogramy TLC (rys.
2) Swiadczg o duzym zréznicowaniu badanych saponin pod wzgledem zabarwienia
plam (od brgzowych do r6zowofioletowych), co wskazuje na istotne roznice jakoscio-
we i ilosciowe. Z pordwnania potozenia plam saponin wzorcowych na ptytce (glicyry-
zyny, saponiny biatej i escyny) i plam pozostatych saponin wynika, iz zakres Rf od
0,15 do 0,65 odpowiada grupie zwigzk6éw o charakterze saponin, za$ plamy o Rf od
0,65 do 0,91 odnoszg sie do prosapogenin i innych substancji. W wiekszos$ci badane
saponiny wystepujg jako grupa Kkilku zwigzkow o Rf 0,15-0,65. Saponina DAB
z drzewa kwilaiowego (Quillaja saponaria) i saponiny otrzymane z wystodkéw i soku
surowego charakteryzujg sie duzym zréznicowaniem jako$ciowym (rys. 2). Z rys. 2.
wynika tez, iz saponiny z soku jako dominujacy sktadnik zawierajg saponine o Rf =
0,34 zas$ saponiny z wystodkow jako gtdwny sktadnik saponine o Rf= 0,43.

Rys. 2. Chromatogram TLC badanych saponin w uktadzie 1.
Fig. 2. TLC chromatogram of examined saponins in mobile phase 1.
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Tabela 2
Wartosci Rf dla badanych saponin i prosapogenin.
Value Rf of examined saponins and prosapogenins.
Saponina Zakres Rf Rf i barwa gtéwnego sktadnika
Saponins Range of Rf Colour of main constituen
Saponiny z wystodkéw . . .
. 0.21-0.91 0.43 ciemnofioletowy - dark-violet
Saponins of beet pulp
Saponiny z soku i i
. - 0.21-0.91 0.34 fioletowy - violet
Saponins ofjuice
Osad z soku w metanolu . .
. . . 0.21-0.36 0.34 fioletowy - violet
Methanolic sediment from juice
Glicyryzyna . .
0.30-0.52 0.38 - pink
Glycyrrhizic acid rozowy - pin
Saponina DAB 0.15-0.91 0.35 brunatny - brown
Saponin DAB e ‘ y-
Escyna . . .
. 0.30-0.39 0.36 ciemnofioletowy - dark-violet
B-Escin
Hederyna 0.26-0.78  0.65 brazowy - brown
Hederyn ' ' ‘ azowy
saponina biata 0.15-0.35 0.28 brazowy - brown
W hite saponin T ' azowy
1- saponina biata po hydrolizie IM HC1,4 - glicyryzyna po hydrolizie 0,5M H2S0O4,
2 - saponina biata po hydrolizie 0,5M H:S04, 5 - saponiny z soku gestego po hydrolizie IM HC1,
3 - glicyryzyna po hydrolizie IM HC1, 6 - saponiny z soku surowego po hydrolizie IM HC1,

7 - kwas oleanolowy.

Rys. 3. Chromatogram saponin po hydrolizie w uktadzie 2.
Fig. 3. TLC chromatogram of hydrolysed saponins in mobile phase 2.
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Chromatogramy TLC produktéw hydrolizy glicyryzyny, saponiny biatej, saponi-
ny z soku gestego i surowego przedstawiono na rys. 3. Wszystkie saponiny poddane
dziataniu IM HC1 ulegty wyczerpujacej hydrolizie. Gtéwnym aglikonem saponin z
buraka cukrowego jest kwas oleanolowy.

Nastepnie podjeto prébe doboru fazy ruchomej do rozdziatu: glicyryzyny, sapo-
niny biatej, saponin buraka cukrowego (z soku surowego), z zastosowaniem techniki
HPLC, z uzyciem fazy metanol-woda (75:25, v/v) oraz chromatografii w odwrdconej
fazie. Wyniki analiz HPLC przedstawiono na rys. 4, 5, 6. Z rys. 4. wynika, ze w fazie
metanol-woda (75:25, v/v) glicyryzyna, saponina biata i saponiny buraka cukrowego
(z soku) nie ulegajg zadowalajgcemu rozdziatowi na sktadniki.

Rys. 4. Chromatogram HPLC badanych saponin w fazie metanol: woda 75:25 (liczby nad pikami po-
dajg czasy retencji).

Fig. 4.  HPLC chromatogram of examined saponins in phase methanol : water 75:25 (number over pik
indicates retention time).

Na rys. 5. przedstawiono wyniki rozdziatu glicyryzyny w fazie z dodatkiem
3mM/lI TBA iudziale metanolu odpowiednio: 70, 75, 85%. Z rys. 5. wynika, ze najko-
rzystniejszg fazg do rozdziatu glicyryzyny jest faza o sktadzie 75% metanolu 25% wo-
dy, 3mm TBA o pH 4. W tych warunkach otrzymuje sie trzy ostre piki. Zmniejszenie
badz zwiekszenie udziatu metanolu w fazie ruchomej wptywa niekorzystnie na roz-
dziat. W przypadku chromatografii w odwréconej fazie o 70% udziale metanolu piki
poprzedzajgce pik gtéwny stajg sie rozmyte, wydiuza sie tez czas analizy, natomiast
w przypadku chromatografii w odwroconej fazie z 85% metanolu nie nastepuje do-
ktadny rozdziat typu ,,base line”.

Na rys. 6. przedstawiono rozdziat trzech badanych saponin o charakterze gluku-
ronidow w fazie ruchomej wyznaczonej dla glicyryzyny.
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Rys. 5. Chromatogram HPLC glicyryzyny w fazie z TBA o r6znym udziale metanolu (liczby nad pika-
mi podajg czasy retencji).

Fig. 5. HPLC chromatogram of glycyrrhizic acid in phase with TBA and different methanol content
(number over pik indicates retention time).

Rys. 6. Chromatogram HPLC badanych saponin w fazie z TBA o 75% udziale metanolu (liczby nad
pikami podaja czasy retencji).

Fig. 6. HPLC chromatogram of examined saponins in phase with TBA and 75% methanol content
(number over pik indicates retention time).
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W tych warunkach rozdziela sie dobrze réwniez saponina biata, a znacznie gorzej
saponiny z surowego soku z burakéw. Dalsze badania wykazaty, ze do rozdzielenia
saponin z buraka cukrowego korzystne jest stosowanie chromatografii w odwrdéconej
fazie z 85% udziatem metanolu.

Whnioski

1. Technika TLC jest korzystna ze wzgledu na stosunkowo prosty i zarazem niedrogi
spos6b analizy. Przydatna jest podczas wyodrebniania i oczyszczania saponin oraz
do szybkiej oceny sktadu preparatow saponin.

2. Technika HPLC umozliwia analize iloSciowa roztwordw o niskich stezeniach sa-
ponin.

3. Do rozdzielania saponin z grupy glukuronidéw metodg HPLC w odwré6conej fazie
niezbedne jest dostosowanie fazy ruchomej do poszczeg6lnych saponin.
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DETECTION AND DETERMINATION OF SAPONINS WITH APPLICATION
OF DIFFERENT CHROMATOGRAPHIC TECHNIQUES

Summary

Qualitative composition of selected saponins and products of their acid hydrolysis were compared by
TLC method. The conditions of separation of glycyrrhizic acid, white saponin, and sugar beet saponins by
HPLC method with the use of methanol as a main solvent were elaborated.

The use of liquid chromatography TLC and HPLC makes it possible to prove the huge differentia-
tion of composition of qualitative and quantitative composition of examined saponins. Good separation of
saponins from group of glucuronides was achived with methanol elution in phase method with addition of
TBA (tetrabutyloammonium hydroxide). »
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MALGORZATA PIECYK

FILTRACJA ZELOWA BIALEK AMORFICZNYCH
| KRYSTALICZNYCH Z NASION FASOLI PRZY UZYCIU HPLC

Streszczenie

W pracy poréwnywano udziat frakcji biatkowych w produktach posrednich (ekstrakcie
i supematancie) oraz produkcie koAcowym (wytragcony osad biatek), ktére otrzymywano podczas uzyski-
wania preparatow biatek amorficznych i krystalicznych. Preparaty bialek amorficznych otrzymano za
pomocg alkalicznej ekstrakcji i wytracenie biatek w punkcie izoelektrycznym. Preparaty biatek krysta-
licznych otrzymano przez wytracenie krysztatow (5°C, 18 h) z ekstraktéw kwasowych. Biatka amorficzne
i krystaliczne zbudowane sg z dwoéch gtéwnych frakcji odpowiadajacych faseolinie i leguminie. Ich udziat
wynosit odpowiednio 64% w preparacie amorficznym i 89% w preparacie krystalicznym. Frakcja o masie
czasteczkowej 101 kDa wystepujaca w ekstraktach biatkowych w duzych ilosciach (25-33%) nie byta
odzyskiwana w preparatach.

Wstep

Z nasion roslin strgczkowych mozna otrzymac preparaty wysokobiatkowe.
W zalezno$ci od uzytej metody izolacji uzyskuje sie biatka o réznej strukturze: amor-
ficznej lub krystalicznej, i o r6znych wasciwosciach funkcjonalnych [1, 12].

Szeroko stosowana jest procedura otrzymywania preparatow biatkowych przez
wytrgcenie biatek w punkcie izoelektrycznym (pH 4,4-4,6) z alkalicznych ekstraktéw
maki [11], Metoda ta daje biatka bezpostaciowe tzw. amorficzne.

Inng metodg jest izolacja wykorzystujgca zdolno$¢ tych biatek do tworzenia
krysztatéw w Srodowisku kwasnym. Wsrdd nasion roslin strgczkowych jedynie z na-
sion fasoli mozna otrzymac za pomocg prostych metod formy krystaliczne biatek. Wta-
Sciwos$¢ te wykazuje faseolina, gtowna frakcja biatek globulinowych fasoli. Glicynina,
gtéwne biatko nasion soi nie tworzy krysztatow. Trudno$¢ w otrzymaniu krystalicz-
nych form biatek nasion soi wynika z witasciwosci molekularnych, polimorfizmu

Mgr inz. M. Piecyk, Zaktad Oceny Jakos$ci Zywnosci, Wydziat Technologii Zywnosci, Szkota Giowna
Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Rakowiecka 26/30, 02-526 Warszawa.
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i pierwszorzedowej struktury biatka [12]. Za pomocg genetycznej modyfikacji glicyni-
ny soi otrzymano biatka o strukturze krystalicznej [7],

Wykazano, ze biatka krystaliczne i amorficzne r6znig sie iloscig frakcji (rozdziaty
elektroforetyczne), strawnos$cig, zawarto$cig zwigzkéw biologicznie czynnych oraz
wiasciwosciami funkcjonalnymi [s, s, 9, 10],

Celem pracy byto zbadanie wptywu zastosowania dwéch roznych metod do
otrzymywania preparatow biatkowych z nasion fasoli, na udziat poszczeg6lnych frak-
cji w produkcie koncowym oraz w produktach posrednich uzyskiwanych podczas pro-
cesu technologicznego.

Materiat i metody badan

Material doswiadczalny stanowity nasiona fasoli biatej (Phaseolus vulgaris)
trzech odmian (Mela, Prosng, Wenta), ktére poddano obtuszczeniu iprzemiatowi. Z
maki otrzymywano:

m  preparaty biatek amorficznych - przez ekstrakcjg alkaliczng i wytrgcenie w pi 4,2
(rys. 1),

m preparaty biatek krystalicznych - przez w ekstrakcje w kwasie cytrynowym (0,03
M, pH 5,5) i krystalizacje przez 18 godzin w 5°C (rys. 2).

Rys. 1. Otrzymywanie biatek amorficznych.
Fig. 1 Procedure for obtention of amorphous protein preparation.
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Rys. 2. Otrzymywanie biatek krystalicznych.
Fig. 2. Procedure for obtention of crystalline protein preparation.

Biatka rozdzielano metodg HPLC na kolumnie TSK G2000SW LKB (0,75 x 60
cm). Detekcjg prowadzono przy 2S0 nm (detektor UV SPD-6A Shimadzu). Stosowano
faze ruchomg bufor fosforanowy (0,1 M pH 7,0) i NaCl (0,5M) o przeptywie 0,5
ml/min. Do integracji pikow wykorzystano inegrator C-R6A Shimadzu. Do kalibracji
kolumny uzyto jako wzorcéw mas czgsteczkowych (firmy Pierce): cytochromu (12,5
kDa), chymotrypsynogenu (25 kDa), albuminy jaja (45 kDa), albuminy wotowej (67
kDa), katalazy (15S kDa), ferrytyny (240 kDa) i Blue Dekstranu (2000 kDa). W celu
zidentyfikowania globuliny 7S przeprowadzono rozdziat oczyszczonej faseoliny [4]
otrzymanej z nasion fasoli odmiany Wenta w INRA w Nantes we Francji.

Préobki do analizy przygotowywano wedtug schematu przedstawionego na rys. 3. i
4. Ekstrakt (E i E”) i supernatant (S i S’) po przesaczeniu przez filtr Supelco o $redni-
cy porow 40 pin, nanoszono na kolumne. Natomiast osad (O i O’) rozpuszczano w
buforze fosforanowym (0,1M, pH 7,0) i po przesaczeniu nanoszono na kolumng 20 pi
prébki.
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Wyniki i dyskusja

Na rys. 3. i 4. przedstawiono chromatogramy filtracji zelowej probek ekstraktu,
supematantu i osadu, ktére otrzymywano podczas alkalicznej i kwasowej izolacji biat-
ka z fasoli odmiany Mela. Kalibracja kolumny wykazata, ze nie mozna wyznaczy¢ mas
czasteczkowych pikéw 1 i 2. Na podstawie rozdziatu oczyszczonej faseoliny pik 2.
zidentyfikowano jako globuline 7S (150-180 kDa). Natomiast pik 1. zidentyfikowano
jako globuline 11 S (310—400 kDa) na podstawie danych literaturowych [3, 5] i biorgc
po uwage udziat procentowy tej frakcji biatkowej. Masy czgsteczkowe pozostatych
frakcji biatkowych obliczano z krzywej wzorcowej wykreslonej na podstawie czasow
retencji wzorcow [2],

Rys. 3. Chromatogram filtracji zelowej biatek ekstraktu (E), supematantu (S) i osadu (O) otrzymywa-
nych podczas krystalizacji biatek z fasoli odmiany Mela.

Fig. 3. Chromatograms of gel filtration of extracts (E), supernatants (S), and protein precipitates (O)
obtained by acid extraction from beans var. Mela.

Na podstawie uzyskanych wynikow udziatéw procentowych rozdzielonych frak-
cji (tab. 1) zaobserwowano, ze alkaliczny ekstrakt biatek zawierat trzy dominujace
frakcje —7S i 11S i frakcje o masie czasteczkowej 101 kDa, ktore stanowity okoto 50-
60% wszystkich biatek. W ekstrakcie biatek krystalicznych dominowata frakcja o ma-
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sie czgsteczkowej 101 kDa, ktora stanowita okoto 25%. Frakcje 7 S i 11S wystepowaty
w mniejszych iloSciach (18%).

Supernatant otrzymany po wytraceniu biatek w punkcie izoelektrycznym zawierat
trzy dominujace frakcje 101; 32,5 i 10,3 kDa, ktére stanowity okoto 60% wszystkich
biatek. Te same frakcje obecne byly w supematantach otrzymanych po wytraceniu

krysztatow biatek z roztworow kwasu cytrynowego, ale w mniejszych ilosciach (okoto
48%).

Rys. 4. Chromatogram filtracji zelowej biatek ekstraktu (E’), supematantu (S’) i osadu (O’) otrzymy-
wanych podczas izolacji alkalicznej biatek z fasoli odmiany Mela.

Fig. 4. Chromatograms of gel filtration of extracts (E’), supernatants (S’), and protein precipitates (O’)
obtained by alkaline extraction from beans var. Mela.

W biatkach amorficznych dominowata frakcja 7 S, ktdra stanowita okoto 40-50%
wszystkich biatek. W mniejszej ilosci obecna byta frakcja 11S (ok. 14%). Poréwnujac
biatka amorficzne z ekstraktem zaobserwowano zwiekszenie sie udziatu frakcji nisko-
czasteczkowych (w zakresie 11,5-21,5 kDa) z 14% do 35% w biatku amorficznym
oraz brak frakcji o masie czasteczkowej 101 kDa.

W biatkach krystalicznych dominowata réwniez frakcja o masie czgsteczkowej
7S, ale jej udziat byt wiekszy niz w biatkach amorficznych i stanowit 78%. Frakcja
11S stanowita 11%. W porownaniu z biatkami amorficznymi mniej byto frakcji nisko-
czasteczkowych (okoto 10%).
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Tabela 1

Udziat frakcji biatkowych (jako procent catkowitej ilosci biatka rozdzielanego) w ekstrakcie, supematan-
cie i osadzie otrzymanych z fasoli odmiany Mela.

Proportion of each fraction (As percent of total protein fractionated) in extracts, precipitates and super-
natants obtained from beans var. Mela.

Masa Biatka krystaliczne Biatka amorficzne
czaste- Crystalline protein Amorphous protein
Nr frakcji a y P P P
. czkowa
Fraction no. Ekstrakt Osad Ekstrakt Osad
MW Supernatant . Supernatant L
KDa Extract Precipitate Extract Precipitate
1 10 75 12 21 0,5 14
2 8 nw* 77 18 15 41
3 101 27,5 29,5 nw 34 nw
26,5%*
4 54 nw nw nw nw nw
5 32,5 8,5 8,5 0,5 8,5 12
6 21 1 nw 2 nw 7
7 18 2 2 nw 1 55 nw
8 16,2 7 6 nw 2,5 ’ 55
9 13,6 9 2 4,5
14,5 3,5 17
10 12,3 5 3 55
11 11,5 3 4 1 1 5 nw
12 1 3,5 15 nw 4,5
13 10,3 14,5 18,5 5 10,5 24,5 5
14 8,7 2 3 nw 1 3,5 1
15 7,6 2 2,5 1 15 3,5 nw

*nie wykryto / non detected
** piki nierozdzielone / non-separated peaks.

Whioski

Biatka krystaliczne w 89 % zbudowane sa z frakcji 7S i 11S.

2. Biatka amorficzne zbudowane sg réwniez z faseoliny i leguminy, ale ich udziatjest
mniejszy (64%), wiecej jest frakcji o niskich masach czgsteczkowych.

3. Frakcja o masie czgsteczkowej 101 kDa wystepujagca w duzej ilosci w ekstrakcie
biatek krystalicznych (okoto 25-30%) nie jest obecna w preparacie biatkowym.

LITERATURA

[1] Alii 1., Baker B.E.: Constitution of Leguminous Seeds: The Microscopic Structure of Proteins Iso-
lated from Phaseolus Beans, J. Sci. Food Agric., 31, 1980, 1316.

[2] Andrews P.: Estimation of molecular weights of proteins by Sephadex gel-filtration, Biochem. J., 99,
1964, 222.



54

(31

[4]

(5]

(6]

(71

(8l

[

[10]

[11]

[12]

Matgorzata Piecyk

Carbonaro M., Capelloni M., Nicoli S., Lucarini M., Camovale E.: Solubility - Digestibility Rela-
tionship of Legume Proteins, J. Agric. Food Chem., 45, 1997, 3387.

Chang K.C., Satterlee L.D.: Isolation and characterisation of the major protein from great northern
beans (Phaseolus vulgaris), J. Food Sci., 46, 1981, 1368.

Derbyshire E., Wright D.J., Boulter D.: Legumin and Vicilin, Storage Proteins of Legume Seeds.
Phytochemistry, 15, 1976, 3.

DiLollo A., Alii I., Biliarderis C., Barthakur N.: Thermal and Surface Active Properties of Citric
Acid-Extracted and Alkali-Extracted Proteins from Phaseolus Beans, J. Agric. Food Chem., 41,
1993,24.

Gidamis A.B., Mikami B., Katsube T., Utsumi S., Kito M.: Crystallization and Preliminary X-Ray
Analysis of Soybean Proglycinins Modified by Protein Engineering, Biosci. Biotech. Biochem., 58,
1994, 703.

Li Z., Alii I, Kermasha S.: Tryptic Hydrolysis (in Vitro) of Crystalline and Noncrystalline Proteins
from Phaseolus beans, J. Agric. Food Chem., 37, 1989, 643.

Piecyk M., Mitek A.: Wplyw procesu krystalizacji biatek z nasion fasoli na zawarto$¢ niektérych
zwigzkéw biologicznie czynnych. Materiaty XXX Sesji KTiChZ PAN, Krakéw 1999.

Piecyk M., Worobiej E., Klepacka M.: In vitro digestibility of crystalline proteins from beans
(Phaseolus vulgaris), Pol. J. Food Nutr. Sci., 2, 2000, 29.

Sosulski F. W., McCurdy A.R.: Functionality of flours, protein fractions and isolates from Field peas
and Faba bean, J. Food Sci., 52, 1987, 1010.

Utsumi S., Gidamis A.B., Kanamori J., Kang 1.-J., Kito M.: Effects of Deletion of Disulfide Bonds
by Protein Engineering on the Conformation and Functional Properties of Soybean Proglycinin, J.
Agric. Food Chem., 41, 1993, 687.

FRACTIONATION BY GEL FILTRATION HPLC OF CRYSTALLINE AND AMORPHOUS

PROTEINS FROM PHASEOLUS BEANS

Summary

The fractions of crystalline and amorphous protein preparations from Phaseolus beans were com-

pared. The crystalline proteins were obtained by precipitating the crystals (5°C, 18 h) from acid extracts.
The amorphous forms were obtained by isoelectric precipitation of proteins from alkaline extracts. Protein
precipitates, supernatants and extracts were fractionated by gel filtration HPLC. Crystalline and amor-
phous proteins contained two main fractions corresponding to phaseolin and legumin. These fractions
represented approximately 64% (amorphous forms) and 89% (crystalline forms) of the total proteins
fractionated. The fraction (average MW =101 kDa) was present in protein extracts in large amount (20-
33%) was not recovered in precipitates proteins. |||
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ELWIRA WOROBIEJ

ZMIANY WIELKOSCI MAS CZASTECZKOWYCH BIALEK
PREPARATOW Z NASION ROSLIN STRACZKOWYCH
POD WPLYWEM RODNIKOW HYDROKSYLOWYCH

Streszczenie

W pracy okreslano zmiany zachodzace w biatkach preparatéw nasion bobu, grochu i fasoli poddanych
dziataniu rodnikéw hydroksylowych. Rozdziaty przeprowadzone metodg SE-HPLC wykazaly, ze biatka
badanych gatunkéw nasion roélin stragczkowych zachowujg sie odmiennie pod wptywem tych rodnikéw.
W biatkach preparatéw bobu i grochu OH spowodowaty przyrost frakcji wysokoczasteczkowej (330-400
kDa), wynikajacy z rozktadu ipolimeryzacji podjednostek niskoczasteczkowych. Natomiast gtéwna
frakcja biatek fasoli (7S) ulegata czesciowej fragmentacji pod wptywem *OH.

Wstep

Wolne rodniki (np."OH, 0 2*~) oraz inne aktywne formy tlenu (’0 2, H20 2) wywo-
tujac szereg niekorzystnych zmian w zywnosci, przyczyniajg sie¢ do pogorszenia jej
jakosci zywieniowej i sensorycznej.

W przemys$le spozywczym procesom utleniania zapobiega sie powszechnie przez
stosowanie przeciwutleniaczy. Duzg wage przywigzuje sie ostatnio do przeciwutlenia-
jacych wiasciwosci biatek [7, s, 12]. Badania przeprowadzone na biatkach nasion ro-
§lin strgczkowych wykazaty ich wysokg aktywnos¢ antyrodnikowg [1, 3, 4, 9],

Nalezy jednak réwniez zwroci¢ uwage na fakt, ze biatka biorgc udziat w zmiata-
niu wolnych rodnikdw same ulegajg zmianom - nastepuje fragmentacja i tworzenie
polimeréw [s, 7], zostaje tez obnizona ich strawnos$¢ [10]. Produkty powstate pod
wptywem rodnikdw nie sg wykorzystywane przy syntezie biatka [11],

Mgr inz. E. Worobiej, Zaktad Oceny Jakos$ci Zywnosci, Wydziat Technologii Zywnosci, Szkota Gtowna
Gospodarstwa Wiejskiego, ul Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa.
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Celem pracy bylo okreslenie zmian zachodzacych w biatkach preparatdow otrzy-
manych z nasion bobu, grochu i fasoli pod wptywem dziatania rodnikoéw hydroksylo-
wych.

Material i metody badan

Material do§wiadczalny stanowity obtuszczone i zmielone nasiona bobu odmiany
Bartom, grochu odmiany Poa, fasoli bialej odmian Piekny Jas Tyczny i Prosna oraz
fasoli kolorowej: brazowej odmiany Nida, czarnej odmiany Green Mung 1 czerwonej
odmiany Red Kidney.

Badania prowadzono na preparatach biatkowych otrzymanych w procesie izolacji
w punkcie izoelektrycznym z alkalicznych ekstraktéw maki. Oczyszczona globuling 78
z nasion fasoli uzyskano we Francji w Laboratorium Technologii i Biochemii Biatek
(INRA, Nantes).

Preparaty biatkowe [5 mg biatka/ml] inkubowano w 37°C przez 24 godz., w mie-
szaninie generujacej wolne rodniki hydroksylowe, zawierajacej H,0,/Cu®*" w buforze
fosforanowym o pH 7,2. Probka odniesienia byly preparaty nie poddane dziataniu rod-
nikow hydroksylowych.

Do okre$lenia zmian wielko$ci mas czgsteczkowych biatek preparatoéw pod
wplywem rodnikéw hydroksylowych stosowano metod¢ SE-HPLC. Rozdzialy bialek
wykonywano na kolumnie TSK G2000SW LKB (0,75 x 60 cm), a ich detekcjg prowa-
dzono przy 280 nm (detektor UV SPD-6A Shimadzu). Do elucji uzywano bufor fosfo-
ranowy (0,1 M; pH 7,0) i NaCl (0,5M) o przeptywie 0,5 ml/min. Na kolumng nanoszo-
no 20 ul przesaczonej (filtr Supelco) probki. Do kalibracji kolumny wykorzystano
wzorce mas czasteczkowych (firmy Pierce): cytochrom (12.5 kDa), chymotrypsynogen
(25 kDa), albumine jaja (45 kDa), albuming wolowa (67 kDa), katalazg (158 kDa),
ferrytyne (240 kDa) i Blue Dekstran (2000 kDa).

Omoéwienie wynikéw

Masy czasteczkowe frakcji biatkowych obliczano stosujac réwnanie Andrews’a
[2]. Kalibracja kolumny wykazata, ze nie mozna wyznaczy¢ mas czasteczkowych
dwoch pikéw o najkrétszych czasach retencji. W oparciu o dane literaturowe [5]
pierwszg frakcje zidentyfikowano jako globuling 11S o m. cz. 330-400 kDa. Natomiast
drugi pik zidentyfikowano jako globuling 7S (150-180 kDa) na podstawie rozdziatéw
oczyszczonego preparatu tej frakeji.

Analizujac udziaty procentowe frakcji biatek zamieszczone w tab. 1. oraz chro-
matogramy preparatOw bobu i grochu (rys. 1A, 1B) stwierdzono, ze oddziatywanie
rodnikéw hydroksylowych spowodowato rozkiad i polimeryzacje¢ frakcji niskocza-
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steczkowych o m. cz. 13-16 kDa oraz znaczny wzrost udziatu frakcji o m.cz. 330—
400 kDa.
Tabela 1

Udziat procentowy frakcji biatek preparatéw bobu, grochu i fasoli oraz 7S globuliny po inkubacji
(370C/24 godz.) bez rodnikéw i z rodnikami hydroksylowymi.

Fraction contents [%] of faba bean, pea and beans proteins preparations and 7S globulin after incubation
(37°C/24 h) with and without hydroxyl radicals.

Masa Béb Groch Fasola / Bean 7S globulina
czaste- Faba bean Pea Nida Jas$ Tyczny 7S globulin
czkowa

Molecular

mass bez *OH z’'OH bez’'OH z'OH bez*OH z’OH bez’OH z’OH bez ’OH z’OH

[kDa]

330-400 53,5 94 53,5 78,5 8 8,5 8 11 10 16
150-180 - - - - 41 36 22,5 23 90 81
52 - - - - - - 45 6,5 - -
33,5 - - - - 6,5 4 5 55 - -
21,5 - - - 2 2,5 - - -
16,5
16 - - 44,5 -

38,5* 43,5 315 50,5 3

13,2 - 5 - -

12,5 - - - - 15 - - - - -

11,3 4 - 3 - 9,5 2,5 - - - -

10,4 4 6 - - 6 13 3 9,5 - -

9,5 - - - - 7 - 2,5 - - -
8,3 - - - - 5 2 4 - - -

* - piki nie rozdzielone / non-separated peaks.

Rozdziaty biatek czterech sposrdd pieciu badanych odmian fasoli byty bardzo po-
dobne, dlatego przyktadowo przedstawiono chromatogram biatek fasoli bragzowej od-
miany Nida (rys. 2A). W biatkach preparatow fasoli dominowata frakcja 7S, ktora
stanowita ok. 41% wszystkich biatek. Powierzchnia tej frakcji pod wptywem *OH nie
zmienita sie znaczgco. Stwierdzono, ze jej udziat obnizyt sie o ok. 12%. WyrazZniejsze
zmiany zaobserwowano we frakcjach niskoczasteczkowych, w miejscu pieciu frakcji o
masach od s do 12,5 kDa zaobserwowano frakcje o m. cz. 13-16 kDa stanowigcg ok.
32%. Nastepowat réwniez przyrost iloSciowy frakcji o m. cz. ok. 10 kDa.

Na rys. 2B przedstawiono chromatogram rozdziatu biatek fasoli odm. Jas Tyczny,
ktérego przebieg wyraznie r6znit sie w poréwnaniu z pozostatymi odmianami. W biat-
kach tej fasoli dominowata frakcja o m. cz. ok. 16 kDa, ktéra pod wptywem OH ule-
gata fragmentacji i polimeryzacji do podjednostek o nieco wyzszej masie czgsteczko-
wej.
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Rys. 1.

Fig. 1.

Elwira Worobiej

Chromatogramy rozdziatu biatek preparatéw bobu (A) i grochu (B) inkubowanych
(37°C/24 godz.) bez rodnikéw i z rodnikami hydroksylowymi.

Chromatograms of protein preparations from faba bean (A) and pea (B) incubated (37°C/24 h)
with and without hydroxyl radicals.
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Rys. 2. Chromatogramy rozdziatu biatek preparatéw fasoli odmian Nida (A) i Jas Tyczny (B) oraz
fakcji 7S (C) inkubowanych (37°C/24 godz.) bez rodnikéw i zrodnikami hydroksylowymi.

Fig. 2. Chromatograms of protein preparations from beans var. Nida (A) and Ja$ Tyczny (B) and of 7S
fraction (C) incubated (37°C/24 h) with and without hydroxyl radicals.
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Biatka fasoli sktadajg sie z kilku podjednostek. Aby stwierdzi¢ jakim zmianom
pod wptywem *OH ulegata gtéwna frakcja, badania przeprowadzono réwniez na
oczyszczonej do 90% globulinie 7S otrzymanej z nasion fasoli (rys. 2C). Efektem
dziatania rodnikéw byto powiekszenie sie obecnej réwniez w preparacie frak-
cji wysokoczasteczkowej (330700 kDa) i powstanie podjednostek niskoczgsteczko-
wych (13-16 kDa), wynikajgce ze zmniejszenia udziatu gtéwnej frakcji o ok. 10%.
Dane otrzymane z rozdziatéw 7S globuliny potwierdzajg wyniki otrzymane dla czte-
rech odmian fasoli.

Biatka badanych gatunkéw nasion roslin stragczkowych zachowywaty sie odmien-
nie pod wptywem dziatania rodnikow hydroksylowych, co wynika z ré6znic w skfadzie
ich podstawowych frakcji.

Whnioski

1. W biatkach bobu i grochu, pod wptywem rodnikdw hydroksylowych, nastepuje
znaczacy wzrost udziatu frakcji wysokoczasteczkowej, Swiadczacy o polimeryzacji
biatek.

2. Mniejsze zmiany pod wptywem rodnikéw zachodzity w biatkach fasoli i dotyczyty
gtéwnie podjednostek niskoczasteczkowych, natomiast udziat frakcji globulin 7S
zmieniat sie nieznacznie.
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CHANGES IN MOLECULAR MASS OF LEGUME PROTEIN PREPARATIONS
CAUSED BY HYDROXYL RADICALS

Summary

Changes induced in protein preparations from pea, bean and faba bean by hydroxyl radicals were de-
termined in this study. Size exclusion chromatography showed that the proteins of legumes investigated
are subjected to different changes. In pea and faba been proteins the radicals caused the increment of high
molecular weight fraction (330-400 kDa) of resulted from fragmentation and polymerisation of low mo-
lecular weight subunits and, on the contrary, the main fraction of bean proteins (7S) undergoes partial
fragmentation.
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RAFAL WOLOSIAK

ZMIANY AKTYWNOSCI PRZECIWUTLENIAJACEJ ALBUMIN
GROCHU I FASOLI POD WPLYWEM KWASU ASKORBINOWEGO

Streszczenie

W pracy badano wptyw kwasu askorbinowego na wlasciwosci przeciwutleniajace preparatéw albumi-
nowych w emulsjach i wobec roztworéw kwasu linolowego, a takze ich zdolno$¢ do zmiatania stabilnych
rodnikow DPPH®, Wykazano duza aktywnosé albumin w wigkszosci stosowanych uktadéw modelowych.
Dodatek kwasu askorbinowego powodowal najlepsze efekty w ukladach emulsyjnych, spadek zawartosci
nadtlenkow w roztworach kwasu linolowego oraz najwigksze zmiany aktywnosci przeciwrodnikowej w
przypadku biatek o najstabszych wlasciwosciach.

Wstep

Od dawna znany jest niekorzystny wplyw reakcji utleniania na wilasciwosci
zdrowotne i przechowalnicze zywnosci, stad tez podjgto wiele prac, w ktorych poszu-
kuje si¢ przeciwutleniaczy o duzej aktywnosci. Substancje takie moga mie¢ bardzo
roézny mechanizm dziatania i w zwigzku z tym sa réznie klasyfikowane. Jeden ze spo-
sobow to podzial na przeciwutleniacze pierwszorz¢dowe (zapobiegajace powstawaniu
rodnikow tlenowych — gléwnie enzymy), drugorzedowe (zapobiegajace rozwinigeiu si¢
rodnikowych reakcji tancuchowych) i trzeciorzgdowe (znoszace uszkodzenia spowo-
dowane utlenianiem). Z punktu widzenia technologii Zywno$ci najistotniejsze s sub-
stancje nalezace do drugiej grupy [6]. Naleza do nich m.in. a-tokoferol, kwas askorbi-
nowy i biatka. Ich dzialanie bylo wielokrotnie dowiedzione w roznych uktadach mo-
delowych. Wiadomo ponadto, ze laczenie przeciwutleniaczy czgsto powoduje efekt
synergistyczny. Stwierdzono m.in. wspoldziatanie bialek z przeciwutleniaczami feno-
lowymi [4, 5, 9]. W innych pracach dowiedziono zwigkszenia stabilnos$ci katechin w
obecnosci kwasu askorbinowego [3], co moze miec istotny wptyw na ich wtasciwosci
antyoksydacyjne. Znany jest takze pozytywny wpltyw dodatku kwasu askorbinowego

Mgr inz. R. Wolosiak, Zaktad Oceny Jakosci Zywnosci, Katedra Technologii i Oceny Zywnosci, Szkota
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na zmniejszenie ilosci wolnych rodnikéw powstajgcych podczas interakcji biatek z
utleniajgcymi sie lipidami [s], Brak jest jednak doniesien na temat wspotdziatania
kwasu askorbinowego i biatek roslin strgczkowych w reakcjach antyoksydacyjnych.
Dlatego celem niniejszej pracy byto zbadanie wiasciwosci przeciwutleniajacych
albumin wybranych roslin strgczkowych (potencjalnych, naturalnych antyoksydantéw
drugorzedowych) i wptywu, jaki na nie wywiera dodatek kwasu askorbinowego.

Materiat i metody badan

Materiatem badawczym byty liofilizowane albuminy z nasion fasoli biatej (AFB),
fasoli bragzowej (AFBr) i grochu (AG) uzyskane na drodze dializy wobec wody dejoni-
zowanej (72 h, zatrzymywane biatka o masie powyzej 12 kDa) alkalicznych ekstrak-
tow maki z obtuszczonych nasion. Ponadto do badah zastosowano kwas askorbinowy
(Sigma A-5960) i butylohydroksytoluen (Sigma B-1378). Oznaczenia probek stosowa-
nych w pracy jako przeciwutleniacze przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1
Oznaczenia prébek zastosowane w pracy.
Sample codes used in the study.
Rodzaj prébki / Sample Oznaczenie / Code
Albuminy z nasion fasoli biatej (white bean albumins) AFB
Albuminy z nasion fasoli brgzowej (brown bean albumins) AFBr
Albuminy z nasion grochu (pea albumins) AG
Kwas askorbinowy (ascorbic acid) KA
Albuminy z nasion fasoli biatej potagczone z kwasem askorbinowym AFB+KA
Albuminy z nasion fasoli brgzowej potagczone z kwasem askorbinowym AFBr+kKA
Albuminy z nasion grochu potaczone z kwasem askorbinowym AG+KA
Butylohydroksytoluen (butulohydroxytoluene) BHT
Préba odniesienia - bez dodatku przeciwutleniaczy (control sample) PO

Okres$lenie witasSciwosci przeciwutleniajgcych prowadzono w trzech réznych
uktadach:

1) dodajac preparaty (ss mg%) w 0,1 M buforze fosforanowym (pH 7,0) do roztworu
kwasu linolowego, ktory poddawano procesowi utleniania w 60°C iw regularnych
odstepach czasu oznaczano zawarto$¢ nadtlenkow spektrofotometryczng metodg z
tiocyjanianem zelaza przy A = 500 nm [1];

2 ) stosujac badane preparaty (100 mg%) jako antyoksydanty w emulsjach ztozonych z
kwasu linolowego, Tween 20 i 0,1 M buforu fosforanowego, w ktérych oznaczano:
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= zawarto$¢ nadtlenkéw (LOOH) powstajacych podczas utleniania emulsji (pH
7,0), w temp. 37°C przez 10 min, przy zastosowaniu hemoglobiny jako katali-
zatora [7],
*  zawarto$¢ produktow rozpadu nadtlenkéw kwasu linolowego reagujacych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS), po 24. godzinnej inkubacji emulsji (pH
7,4), w temp. 37°C, przyspieszajac proces przez dodatek jondéw zelaza (II) [10];
3) badajac zmiatanie przez preparaty (100 mg%) stabilnych rodnikow difenylo-
pikrylo-hydrazylowych (DPPH"), poprzez rejestracje absorbancji przy 517 nm w
regularnych odstgpach czasu do osiagnigcia statej wartosci [2].
Uzyskane odczyty absorbancji postuzyly do obliczenia aktywnosci antyoksyda-
cyjnej preparatow wedlug wzoru:

Aa=(1- Ap/Ap) x 100%,
gdzie: A,y 1 Ay, — absorbancja odpowiednio dla proby wlasciwej i odniesienia.
Wyniki i ich omdowienie

Badajac zmiatanie stabilnych rodnikéw, rejestrowano zmiany absorbancji DPPH"
po dodaniu preparatéw do osiagnigcia fazy plateau. Najwyzsza aktywno$¢ w inakty-
wacji rodnikow wykazywal AFBr, przewyzszajac pod tym wzgledem kwas askorbino-
wy i niewiele tylko ustgpujac BHT (rys. 1.). Najstabiej dzialaly biatka grochu. Potg-
czenie AFBr z KA nie zmienito aktywnos$ci przeciwrodnikowej tego preparatu, a
wzrost zdolnoséci do zmiatania DPPH® w przypadku AFB i AG byt wyrazny, ale nie
przekroczyt wartosci obserwowanej dla kwasu askorbinowego.

Wszystkie trzy preparaty albumin wykazywaly duza aktywno§¢ w hamowaniu re-
akcji tworzenia nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego, przez caly okres do-
$wiadczenia (rys. 2.): zawarto$¢ nadtlenkéw wahata sig wokot wartosci poczatkowe) w
probkach z dodatkiem albumin z obu odmian fasoli i nieznacznie wzrosta w przypadku
albumin uzyskanych z nasion grochu. Najnizsze zawarto$ci nadtlenkow sposrod wyzej
wymienionych odnotowano w probce z dodatkiem AFBr. Wartosci te byly porowny-
walne z uzyskanymi po dodaniu BHT i niewiele wyzsze od oznaczonych w probce
zawierajacej kwas askorbinowy (rys. 3.).

Potaczenie albumin fasoli brazowe;j i grochu z kwasem askorbinowym spowodo-
wato zblizenie zawarto$ci nadtlenkow do wartosci odpowiadajacej samemu KA (wy-
kazujacemu przez prawie caly okres dos§wiadczenia stuprocentowsg inhibicj¢ tworzenia

nadtlenkow), natomiast uzycie w tym celu albumin fasoli bialej spowodowalo znaczne
pogorszenie wlasciwosci przeciwutleniajacych (rys. 4.), co jest wynikiem zaskakuja-
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cym w kontekscie zwigkszenia zdolnosci do zmiatania rodnikow DPPH' przy takiej
kombinacji antyoksydantow.

Rys. 1. Zmiatanie stabilnych rodnikéw DPPH" przez preparaty.
Fig. 1. DPPH" stable radical scavenging activity of the preparations.

Rys. 2. Zawarto$¢ nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego (prébki z dodatkiem preparatéw albu-
minowych).
Fig. 2. Peroxide contents in linoleic acid solutions (samples with albumin preparations added).
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Rys. 3. Zawarto$¢ nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego (prébki z dodatkiem kwasu askorbino-
wego i BHT)
Fig. 3.  Peroxide contents in linoleic acid solutions (samples with ascorbic acid and BHT added)

Rys. 4. Zawarto$¢ nadtlenkéw w roztworach kwasu linolowego (prébki z dodatkiem kwasu askorhino-
wego i preparatéw albuminowych)

Fig. 4.  Peroxide contents in linoleic acid solutions (samples with ascorbic acid and albumin prepara-
tions added)
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Kolejnym etapem pracy byto zastosowanie badanych prébek jako przeciwutlenia-
czy w emulsjach, w ktérych stopien utlenienia kwasu linolowego mierzono réwniez
zawartoS$cig nadtlenkéw i produktéw ich rozpadu (rys. 5.). Albuminy w zaleznosci od
rodzaju nasion wykazaty bardzo rézng aktywno$¢ hamowania reakcji tworzenia nad-
tlenkéw - od minimalnie prooksydacyjnej (AFB) do wyraznie antyoksydacyjnej (AG).
W tym doswiadczeniu spos$réd albumin najlepsze wiasciwosci posiadato biatko grochu,
byty one jednak okoto dwukrotnie gorsze od wykazywanych przez kwas askorbinowy.
Potgczenie albumin z KA miato dodatni wptyw na ich aktywno$¢ we wszystkich trzech
kombinacjach, a w przypadku AFB i AG obserwowano efekt synergistyczny.

Rys. 5. Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca preparatéw zastosowanych w emulsjach (LOOH = nadtlenki,
TBARS = produkty rozpadu nadtlenkéw)

Fig. 5.  Antioxidant activity of preparations in linoleic acid emulsions (LOOH = peroxides, TBARS =
peroxides decomposition products)

Wyraznie rdéznigce sie od powyzszych wyniki uzyskano przy pomiarze zawartosci
produktéw rozpadu nadtlenkéw. Aktywno$¢ preparatdw albuminowych byta bardzo
wyrownana, przy czym najlepsze witasciwosci posiadato takze i w tym przypadku biat-
ko grochu. Uwage zwraca wyjgtkowo niska aktywnosé kwasu askorbinowego, wiado-
mo jednak, ze w tym Srodowisku moze on wykazywac nawet tendencje prooksydacyj-
ne [11], Zastosowanie ukiadow tgczacych badane przeciwutleniacze spowodowato
pewien wzrost efektywnosci ich dziatania ponad wykazywane przez nie oddzielnie.
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Whioski

1. Preparaty albuminowe wykazujg wtasciwosci przeciwutleniajgce porownywalne
z BHT, zalezg one jednak od zastosowanego $rodowiska reakcji.

2. Pozytywny wptyw dodatku kwasu askorbinowego na aktywno$¢ biatek wystepo-
wat w wiekszosci doswiadczen, przy czym jednoznaczny efekt synergistyczny za-
obserwowano jedynie w uktadach emulsyjnych.
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CHANGES OF PEA AND BEAN ALBUMINS ANTIOXIDANT ACTIVITY INDUCED
BY ASCORBIC ACID ADDITION

Summary

Influence of ascorbic acid on antioxidant properties of albumin preparations against linoleic acid so-

lutions and emulsions, as well as DPPH' stable radical scavenging ability were evaluated. In most model
systems high activity of aloumins was proved. Ascorbic acid addition had the best antioxidant effect in
emulsions and resulted in decrease of peroxides in linoleic acid solutions. The biggest changes of antiradi-
cal activity after ascorbic acid addition were observed for proteins exhibiting lower scavenging ability. §]|
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ZMIANY AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ (+) KATECHINY
W WYNIKU UTLENIANIA ENZYMATYCZNEGO

Streszczenie

(+) katechina wykazuje cenne witasciwosci biologiczne, jest efektywnym zmiataczem wolnych rodni-
kéw. W pracy badano wptyw enzymatycznego utleniania (+) katechiny na jej aktywno$¢ antyoksydacyj-
ng. Proces utleniania (+) katechiny prowadzono przy udziale polifenolooksydazy (PPO) i tyrozynazy w
pH 4 i 7. Aktywno$¢ antyoksydacyjng badanych roztworéw okreslano dwoma metodami polegajagcymi na
zmiataniu rodnikéw: DPPH i ABTS. Zmiany zawartosci (+) katechiny oraz produkty jej degradacji reje-
strowano metodg HPLC i TLC. Szybko$¢ utleniania (+) katechiny byta wyzsza w obecnosci PPO niz
tyrozynazy. Obnizenie pH $rodowiska reakcyjnego z 7 do 4 powodowato zmniejszenie szybkosci utlenia-
nia katechiny. Dwugodzinne utlenianie katechiny (PPO w pH 7) powodowato spadek zawartosci tego
monomeru 0 57% i pojawienie sie dimeréw i tetrameréw. Natomiast efektywno$¢ zmiatania stabilnego
rodnika DPPH obnizyta sie 0 25% a ABTS tylko o 12%, co moze sugerowac, ze produkty enzymatyczne-
go utleniania (+) katechiny wykazuja pewng aktywno$¢ antyoksydacyjng w stosunku do tych rodnikéw.

W step

Badania ostatnich lat wykazaty, ze cennym skiadnikiem owocow i warzyw
straczkowych sg flawanole nalezace do zwigzkéw polifenolowych o szkielecie Cs-C3
C6. W tkankach roslin flawanole wystepujg zaréwno w formie monomeréw flawan-3-
oli czyli katechin, jak i w formie spolimeryzowanej jako proantocyjanidyny. Z uwagi
na duzg liczbe grup hydroksylowych w czasteczce sg one zwigzkami labilnymi, tatwo
utleniajg sie, reagujg miedzy sobg i wchodzg w reakcje z innymi sktadnikami $rodowi-
ska.

Katechiny sg dobrymi substratami dla fenolooksydaz. Pierwszym produktem ich
enzymatycznego utleniania sg bardzo reaktywne chinony, ktére ulegajg dalszym prze-
mianom do brunatnych melanin, co obniza jako$¢ produktéw owocowych, szczeg6lnie

Mgr inz. D. Sosnowska, Instytut Biochemii Technicznej Politechniki £ddzkiej, ul. Stefanowskiego 4/10,
90-924 £6dz.
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jabtkowych. Na przebieg procesu enzymatycznego brunatnienia ma wptyw wiele
czynnikdéw, a wsrdd nich: stezenie i rodzaj substrata, pH Srodowiska reakcyjnego, ak-
tywnos¢ i powinowactwo substratowe polifenolooksydaz (PPO) [4, s ].

Z drugiej za$ strony flawanole wykazujg cenne wtasciwosci biologiczne, sg bar-
dzo efektywnymi zmiataczami wolnych rodnikdw, ktdre nalezg do czynnikéw uszka-
dzajacych komorki i wywotujgcych mutacje i nowotwory. Skuteczno$¢ zmiatania przez
(+) kateching szczegdlnie groznych dla zdrowia anionorodnikéw ponadtlenkowych
byta 7-krotnie wyzsza w porownaniu z kwasem askorbinowym [5], a jako czynnik
opo6zniajacy utlenienie LDL katechina okazata sie 10-krotnie skuteczniejsza niz kwas
askorbinowy i az 2 o -krotnie w poréwnaniu z a-tokoferolem [10].

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze katechiny sg to zwigzki nietrwate, ulegajgce
tatwo enzymatycznym inieenzymatycznym przemianom wptywajacym na cechy sen-
soryczne i warto$¢ biologiczng przetworéw owocowych.

Natomiast mato jest doniesien na temat wpltywu powyzszych przemian na aktyw-
nos¢ antyoksydacyjna flawanoli.

Celem pracy byto okreSlenie zaleznosci pomiedzy stopniem enzymatycznych
przemian (+) katechiny, ajej aktywnoscig antyoksydacyjna.

Materiat i metody badan

Enzymatyczne utlenianie 0,6 mM (+) katechiny (Sigma) prowadzono z udziatem
polifenolooksydazy (PPO) wyizolowanej z jabtek odmiany Lobo [s] lub tyrozynazy
(Sigma) (3,3-104j.a./dm3) w buforze Mcllvaine’a o pH 4,0 lub 7,0.

Zmiany zawartosci (+)katechiny rejestrowano metodg HPLC [7]. Analizy wyko-
nano przy uzyciu chromatografu cieczowego firmy Knauer wyposazonego w detektor
UV-VIS i kolumne LiChrospher-100, RP-18 (5 unt). Szybkos¢ przeptywu fazy rucho-
mej wynosita 1 cms/min. Detekcje (+)katechiny prowadzono przy dtugosci fali
280 nm. Faze ruchomg stanowit uktad rozpuszczalnikdw: (A) acetonitryl; (B) woda
redestylowana zakwaszona do pH 2,6 85% kwasem orto-fosforowym.

Do badania stopnia polimeryzacji stosowano chromatografig cienkowarstwowag na
silikazelu G-60 w uktadzie rozwijajgcym: toluen - aceton - kwas mrowkowy (3:3:1).
Chromatogramy wywotywano 4% roztworem waniliny w CH:OH/HCI (4:1) [3],

Wiasciwosci przeciwutleniajgce oznaczano metodami polegajagcymi na spektro-
fotometrycznym pomiarze zmian stezenia barwnych rodnikéw:

1) stabilnego rodnika DPPH' (1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl) - aktywnos$¢ antyoksy-
dacyjng podano jako stezenie antyoksydanta potrzebne do 50% redukcji DPPH.
Czym mniejsza warto$¢ liczbowa IC% tym wyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna
badanego zwiazku [12],
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2) kationorodnika ABTS+ (2,2’azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) -
wyniki wyrazano jako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) okresSlajg-
cy milimolowe stezenie troloxu odpowiadajgce stezeniu ImM badanych antyoksy-
dantéw. Czym wyzsza warto$¢ liczbowa TEAC tym wyzsza aktywno$é antyoksy-
dacyjna badanego zwigzku [9],

Wyniki i dyskusja

Katechiny obok kwasu chlorogenowego i kawowego sg polifenolami najbardziej
podatnymi na utlenianie enzymatyczne. Szybkos¢ tego procesu zalezy m.in. od rodzaju
enzymu i pH $rodowiska. Dla polifenolooksydazy optymalne pH wynosi okoto 7, ale
pH owocow iprzetworéw owocowych jest znacznie nizsze i wynosi 3-4. Wobec tego
badania szybkosci enzymatycznej degradacji katechiny prowadzono w pH 4 i 7. W tab.
1. przedstawiono zmiany zawartosci (+) katechiny w czasie enzymatycznego utleniania
rejestrowane metodg HPLC.

Tabela :

Zmiany zawartosci (+) katechiny w wyniku enzymatycznego utleniania.
Changes of (+) catechin contents during enzymatic oxidation.

Utlenianie katechiny w obecnosci

Utlenianie katechiny w obecnosci PPO
tyrozynazy

Czas reakcji Enzymatic oxidation of catechin . o .
Reaction time in the presence of PPO Erszmatlc oxidation of c¢jitech|n
in the presence of tyrosinase
pH =7 pH =4.0 pH =7.0
Zachowalno$¢ Zachowalnos¢ Zachowalnos$¢
[min] Retention Retention Retention
[%] [%] [%]
0 100 100 100
5 83,4 - 91,0
30 57,4 91,1 90,0
60 48,2 90,0 88,9
120 43,3 92,6 90,6
240 - 86,9 90,6
24h 30,9 82,0 71,5

W poczatkowym etapie proces enzymatycznego utleniania (+) katechiny w obec-
nosci PPO w pH 7 zachodzit bardzo szybko - czas potowicznego rozpadu Tos =47 min
(R2= 0,9). Dalsze utlenianie byto juz znacznie wolniejsze i po 24 godzinach zachowal-
no$¢ substratu wynosita 30%. Obnizenie pH $rodowiska reakcyjnego z 7 do 4 powo-
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dowato zmniejszenie szybko$ci utleniania (+) katechiny. Po 47 min. jej zachowalno$¢
wynosita okoto 90%, a po 24 godzinach 80%. Aktywnos¢ tyrozynazy w procesie utle-
niania katechiny byta znacznie nizsza niz PPO. W roztworze o pH 7 szybkos$¢ brunat-
nienia byta zblizona do zaobserwowanej z udziatem PPO przy pH 4.

Do kontroli przemian (+) katechiny w procesie enzymatycznego utleniania zasto-
sowano chromatografie cienkowarstwowa (rys. 1).

Rys. 1. Chromatogram TLC produktow utleniania (+) katechiny w obecnosci PPO w pH 7.
Fig. 1. The TLC chromatogram of (+)catechin oxidation products in the presence of PPO at pH 7.

Na chromatogramie TLC (PPO w pH 7) zaobserwowano wyrazny ubytek mono-
meru (+) katechiny i powstawanie zwigzkéw o wartosci wspotczynnikéw Rf odpowia-
dajacych dimerom itetramerom tanin skondensowanych [3], ktére réwniez wykazujg
aktywnos$¢ antyoksydacyjng. Po 24 godzinach nie stwierdzono obecnosci monomeru,
natomiast zaobserwowano pojawienie sie ,,ciggngcej sie plamy”, wskazujgcej na poja-
wienie sie szeregu produktéw polimeryzacji o zréznicowanych masach czgsteczko-
wych. Guyot ze wsp. [2] stwierdzit, iz w wyniku utleniania (+) katechiny polifenolook-
sydaza wyizolowang z winogron powstawaty zwigzki bedace izomerami proantocyja-
nidyn typu A i B.

Natomiast na widmach absorpcji przedstawiajgcych utlenianie katechiny przez
PPO w pH 7 (rys. 2) zaobserwowano niewielki wzrost absorbancji przy 280 nm oraz
pojawienie sie piku w zakresie widzialnym, ktéry odpowiadal barwnym produktom
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utleniania (+) katechiny. Wedtug Guyota i wsp. [1], w procesie utleniania (+) katechi-
ny w pH 6 przewazaly zwigzki o zabarwieniu zottym - A™* 385 i 412 nm, zaS w pH 3
produkty utlenienia (+) katechiny wykazywalty maksimum absorbancji przy 280 nm i
powstawatly jedynie Sladowe ilosci zwigzkéw barwnych z maksimum absorbancji przy
400 nm.

Rys. 2. Widma absorpcji w czasie utleniania (+) katechiny w obecno$ci PPO w pH 7;
po czasie: 1- O0min; 2-10 min; 3-30 min; 4-60 min.

Fig. 2. Spectra (+)catechin during enzymatic oxidation in the presence of PPO at pH 7;
1- 0min; 2-10 min; 3-30 min; 4-60 min.

Aktywnos$é antyoksydacyjng produktow utleniania (+) katechiny okres$lano dwo-
ma metodami polegajgcymi na spektrofotometrycznym pomiarze zmian stezenia
barwnych rodnikéw (rys. 3). Po dwoch godzinach enzymatycznego utleniania
(+) katechiny przez PPO w pH 7 spadek zawartosci katechiny wynosit 57%, natomiast
efektywno$¢ zmiatania stabilnego rodnika DPPH (wyrazana jako IC50) obnizyta sie o
25% za$ kationorodnika ABTS (wyrazona jako TEAC) tylko o 12%. Dalsze utlenianie
(+) katechiny nie powodowato istotnych zmian IC50, za$ wspditczynnik TEAC obnizyt
sie az 0 40%. Sugerowac to moze, ze produkty enzymatycznego utleniania (+) katechi-
ny wykazujg r6zng aktywnos$¢ antyoksydacyjng w stosunku do badanych rodnikéw.
W obecnosci tyrozynazy (+) katechina ulegata utlenieniu znacznie wolniej, a witasci-
wosci antyoksydacyjne badanych roztworéw tylko w niewielkim stopniu ulegty zmia-
nie. Wczesniejsze badania wtasne wykazaty réwniez, iz w czasie ogrzewania roztwo-
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réw (+) katechiny w 90°C, w pH 7 pomimo szybkiego spadku zawartosci tego mono-
meru wasciwosci antyoksydacyjne badanych roztworéw obnizaty sie znacznie wolniej
(okre$lane jako IC®w metodzie z DPPH) [11],

Rys. 3. Relacja pomiedzy zdolnoScig zmiatania rodnikéw DPPH [IC5 - pM] oraz kationorodnika
ABTS+ [TEAC - pM] a spadkiem zawarto$ci (+) katechiny [%] w czasie utleniania roztworéw
modelowych w pH 7,0 w obecnosci: A - PPO; B - tyrozynazy.

Fig. 3. Influence of enzymatic oxidation on the relationship between antioxidant activity determined by

DPPH [IC®- uM] and ABTS+ [TEAC - uM] radical scavenging and (+) catechin retention [%)]
in the presence: A - PPO; B - tyrosinase.

Podsumowanie

Szybko$¢ enzymatycznego utleniania w duzej mierze zalezy od rodzaju zastoso-
wanego enzymu oraz pH $rodowiska reakcyjnego. Proces dwugodzinnego utleniania
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(+) katechiny w obecnos$ci PPO w pH 7 powodowat obnizenie zawarto$ci tego mono-
meru o okoto 60% oraz pojawienie sie nowych zwigzkéw o wspotczynnikach Rf od-
powiadajagcych dimerom i tetramerom tanin skondensowanych. Aktywno$¢ antyoksy-
dacyjna tych roztworow ulegata obnizeniu znacznie wolniej niz spadek zawartosci
katechiny (IC50 o0 25%, za$ TEAC tylko o 12%). Moze to by¢ spowodowane tym, iz
produkty enzymatycznego utleniania (+) katechiny wykazujg aktywno$¢ antyoksyda-
cyjng w stosunku do badanych rodnikow.
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CHANGES OF (+)CATECHIN ANTIOXIDANT ACTIVITY DURING
ENZYMATIC OXIDATION

Summary

The effect of enzymatic oxidation of (+) catechin on its antioxidant activity was investigated. Enzy-
matic oxidation of (+) catechin in the presence of apple polyphenol oxidase (PPO) and tyrosinase was
studied at 25°C and in solution at pH 4 and 7. The antioxidant activity was determined by two methods:
ABTS and DPPH radical scavenging. (+) Catechin and the reaction products were monitored by HPLC
and TLC.

The rate of reaction in the presence of PPO at pH 7 was higher than at pH 4. The reaction products of
catechin oxidation were dimers and tetramers. The rate of oxidation of catechin in the presence of tyrosi-
nase was slower than in the presence of PPO. Antioxidant activity of catechin after two hours oxidation
(PPO at pH 7) was reduced about 25% in DPPH method (expressed as IC50) and only about 12% in ABTS
method (expressed as TEAC), in spite of big decrease content of monomer catechin (57%). This finding
indicates that as a result of (+) catechin enzymatic oxidation the compounds with antioxidant activity are
formed.
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CHARAKTERYSTYKA ZWIAZKOW LOTNYCH WYIZOLOWANYCH
Z ZAKWASU Z MAKI ZYTNIEJ

Streszczenie

Celem pracy byta analiza zwigzkéw lotnych wytwarzanych przez mikroorganizmy podczas naturalnej
fermentacji maki zytniej z wodg, przeznaczonej do przygotowania zurku. Po 24, 48, 72 h fermentacji w
20°C pobierano proby i analizowano zwiazki lotne oraz kwasy organiczne metodami chromatograficzny-
mi, a takze monitorowano warto$¢ pH.

Do wyodrebnienia z zakwasu zwigzkéw lotnych zastosowano metode destylacyjno - ekstrakcyjng oraz
techniki analizy fazy nadpowierzchniowej (tzw. headspace): statyczny headspace i dynamiczny headspa-
ce. Do rozdziatu zwigzkéw lotnych wykorzystano techniki chromatografii gazowej stosujac kolumny
kapilarne z fazami stacjonarnymi o zréznicowanej polamosci HP - 5 i Stabilwax potgczone z detektorem
ECD, FID, spektometrem masowym oraz analize olfaktometryczng.

Do rozdziatu kwasoéw organicznych zastosowano technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z kolumng HPX - 87H oraz detektorem adsorpcyjnym Dual Absorbance Detector 2487.

W wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 26 zwigzkéw lotnych: 6 kwaséw, 7 alkoholi, 4
aldehydy, 5 estrow, 2 ketony, 1zwigzek heterocykliczny i 1 weglowodor.

Wistep

O jakosci zywnos$ci fermentowanej decydujg mikroorganizmy, ktérych metabolity
majg z reguty korzystny wptyw na aromat i smak produktu. Duzym zainteresowaniem
naukowcoéw cieszg sie bakterie mlekowe, ktére stosowane sg w procesach fermentacji
zakwasow chlebowych [7, 22-25], do produkcji sera twarogowego i serow dojrzewaja-
cych [21, 26], fermentowanych napojow mlecznych [11, 17], wytwarzania kiszonek
roslinnych [27], dojrzewania niektorych gatunkéw win [13], fermentacji miesa, wedlin,
ryb [2, s], nasion roslin strgczkowych, oliwek, kawy, sporzgdzania zurku oraz wielu
innych produktéw [9, 10, 15],

Mgr inz. U. Michalska, dr inz. H. Jeler, prof, dr hab. E. Wasowicz, Instytut Technologii Zywnosci Po-
chodzenia Ros$linnego, Zaklad Koncentratéw Spozywczych, Akademia Rolnicza w Poznaniu, ul. Wojska
Polskiego 31, 60-624 Poznan.
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Przedmiotem pracy byta analiza zwigzkéw lotnych oraz kwasow organicznych
wytwarzanych przez mikroorganizmy w zurku. Do chwili obecnej zidentyfikowano
kilkadziesigt zwigzkéw chemicznych, ktore sg produktami metabolizmu bakterii mle-
kowych i innych mikroorganizmow [10, 21, 26], Jednak brak jest opracowan dotyczg-
cych zwigzkéw smakowo-zapachowych powstajgcych podczas naturalnej fermentacji
zurku, stosowanego do przygotowania zupy. W zwigzku z powyzszym celem niniej-
szej pracy byta charakterystyka tych zwigzkéw. Powstajagce w procesie fermentacji
zwiazki lotne oraz kwasy organiczne analizowano technikami GC, GC/MS i HPLC.

Materiat i metody badan

Do badarn uzyto make razowg z zyta odmiany Darnkowskie Ztote, wyprodukowa-
ng w gospodarstwie ekologicznym w Okonku. Proces fermentacji mieszaniny maki
zytniej z wodg w proporcjach 4 : 1 (v/v) prowadzono w temperaturze 20°C przez trzy
dni. Proby pobierano po 24, 48 i 72 h fermentacji oraz monitorowano warto$¢ pH.

Analiza zwigzkow lotnych metodami chromatografii gazowej

1) Wyodrebnianie zwigzkow lotnych metodg Nickersona - Likensa

Zasada metody opiera sie na destylacji zwigzkéw lotnych z parg wodng i jedno-
czesnej ich ekstrakcji niskowrzagcymi rozpuszczalnikami organicznymi lub ich miesz-
ning. lzolacje przeprowadzono w aparacie opisanym przez Likensa i Nickersona [12],
pézniej zmodyfikowanym przez Flath a i Forrey a [5], Do analizy uzyto 2 litry zakwa-
su oraz 20 ml mieszaniny izopentan/eter w stosunku 1.1 (v/v) z tetradekanem jako
standardem wewnetrznym w ilosci 4 pi/ml. Po zakonczeniu ekstrakcji (2h) proby za-
geszczano do objetosci 4 ml, wymrazano wode i nanoszono na chromatograf gazowy.

2) Wyodrebnianie zwigzkéw lotnych metodg barbotazu

Préba o objetosci 2 litrow zostata umieszczona w kolbie Erlenmeyera o pojemno-
§ci 5 litrow, ktorej korek byt wyposazony w rurke doprowadzajaca gaz do dna kolby
oraz dwa wyloty zakonczone putapkami, wypetnionymi polimerem Tenax GR (Alltech
Associates, USA). Tenax w ilosci 120 mg byt umieszczany w rurce o $rednicy zewn. s
mm (Srednica wewn. 4 mm), pomiedzy zatyczkami z silanizowanej weiny szklanej.
Przed analizg putapki byty kondycjonowane w temp. 200°C przez 3 h przy przeptywie
azotu 5.0 150 ml/min, a nastepnie ochtodzone do temperatury pokojowe;j.

Préobka umieszczona w kolbie byta przedmuchiwana azotem 5.0 (przeptyw 100
ml/min, 1h). Wyodrebnianie zwigzkow lotnych przeprowadzono w temperaturze 20°C.
Ekstrahowane w ten spos6b zwigzki lotne byty adsorbowane na powierzchni polimeru.
Desorpcje zwigzkéw przeprowadzono przemywajac putapke 1 ml mieszaniny eter
etylowy/izopentan z tetradekanem jako standardem wewnetrznym (4 pi/ml). Ekstrakt



CHARAKTERYSTYKA ZWIAZKOW LOTNYCH WYIZOLOWANYCH Z ZAKWASU Z MAKI ZYTNIEJ 79

zageszczano do objetosci okoto 100 Pi w strumieniu azotu i nanoszono na kolumne
chromatografu gazowego.

3) Wyodrebnianie zwigzkéw lotnych metodg statycznego headspace

Analizy przeprowadzono za pomocg automatycznego samplera HP 7694, umoz-
liwiajgcego nastrzyk statej objetosci par znad analitu na kolumne chromatograficzna.
Do analizy uzyto po 10 ml probki. Zakwas sgczono przez saczek bibutowy (Filtrak
389), a nastepnie odmierzong objeto$¢ zamykano w naczyniu o pojemnosci 20 ml,
ktére byto nastepnie termostatowane przez 20 min w temp. 50°C. Po ustaleniu sie¢ w
naczyniu rGwnowagi, 1 ml par byt nastrzykiwany na kolumne chromatografu gazowe-

go-

Identyfikacja zwigzkdéw lotnych

Identyfikacje zwigzkéw lotnych przeprowadzono za pomocg spektometrii maso-
wej, poréwnujagc widma analizowanych substancji z widmami masowymi zawartymi w
bibliotece NBS 75K, zawierajagcej okoto 75000 zwiazkow, a takze przez poréwnanie
widm i czaséw retencji ze standardami.

Stosowana aparatura

Chromatograf gazowy firmy Hewlett Packard 5890 Il z detektorem masowym
MSD 597 IB. Rozdziat zwigzkéw lotnych przeprowadzono na kolumnie MDN 5 (30 m
x 0,25 mm ¥ 0,25 unt). Préby nanoszono w ilosci 2 pi w systemie splitless.

Chromatograf gazowy firmy Hewlett Packard 589011 z detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym FID, wyposazonym w kolumne HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pn)
i przystawke umozliwiajgcg wachanie frakcji.

Chromatograf gazowy firmy Hewlett Packard 6890 z detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym FID i detektorem selektywnego wychwytu elektronéw ECD. Chromato-
graf wspotpracowat z przystawka do analizy fazy nadpowierzchniowej Hewlett Pac-
kard 7694. Rozdziat zwigzkéw lotnych przeprowadzono na kolumnie kapilarnej Sta-
bilwax (30 m><0,32 mmy 1,0 pin) w przypadku detektora FID oraz HP-5 (30 mx530
pnix 1,5 unt) przy uzyciu detektora ECD.

Analiza kwasow organicznych metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC

Analizy wykonano za pomocg chromatografu cieczowego firmy Waters 2690
z uzyciem detektora Dual Absorbance Detector 2487 przy nastepujacych parametrach:
eluent 0,0004 M H:S04, kolumna HPX-87H firmy BIORAD, temp. rozdziatu 35°C,
przeptyw 0,6 ml/min, dtugos$¢ fali 210 nm. Po wirowaniu proby przy 1500 x g przez 5
minut nanoszono jg na kolumne w ilo$ci 10 pi. Analize jako$ciowga przeprowadzono
poprzez poréwnanie chromatogramow i czasOw retencji ze standardami.
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Wyniki
W zurkach zidentyfikowano 26 zwigzk6éw lotnych, w tym: ¢ kwaséw, 7 alkoholi,

4 aldehydy, 5 estrow, 2 ketony, 1zwiazek heterocykliczny i 1weglowodér (tab. 1).

Tabela 1
Zwigzki lotne wyizolowane podczas naturalnej fermentacji maki zytniej z woda.
Volatile compounds isolated during spontaneous fermentation of rye flour with water.

Wystepowanie zwiazkdw

Grupa Metoda .
R . R . Presence of compounds during
zwigzkow Zwigzek izolacji
godz./h godz./h godz./h
(5,86)* (4,36)* (3.81)*
heksanal / hexanal DH,SDE + + +
aldehydy heptanal / heptanal DH,SDE + +
aldehydes nonanal / nonanal DH,SDE + + +
aldehyd octowy / acetaldehyde SH + + +
3-metylo-I-butanol / 3-methylbutanol SH,SDE + + +
1-heksanol / 1-hexanol DH,SDE + + +
2-etylo-I-heksanol / 1-hexanol,2- ethyl DH,SDE + + +
alkohole
alkohois etanol / ethanol SH + + +
1-propanol/1 -propanol DH,SDE + + +
butanol / butanol SH + + +
1-oktanol / 1-octanol DH,SDE + + +
ester etylowy kwasu heksadekanowego /
hexadecanoic acid ethyl ester DH,SDE + + +
estry octan izoamylu / isoamyl acetate SH,SDE +
esters octan etylu / ethyl acetate SH,SDE + + +
kapronian etylu / ethyl capronate SH,SDE + - -
kaprylan etylu / ethyl caprylate SH,SDE - + +
ketony diacetyl / diacetyl SH,SDE + + +
ketones pentadion / pentadion SH,SDE + + +
mlekowy / lactic HPLC + + +
propionowy / propionic HPLC + + +
kwasy octowy / acetic HPLC + + +
acids mréwkowy / formic HPLC + + +
oktanowy / octanoic DH,SDE + + +
heksadekanowy / hexadecanoic DH,SDE + + +
weglowodory p-ksylen / p-xylene DH,SDE + + +
hydrocarbons
zwiazki heterocykliczne 2-pentylo-furan / 2-penthyl furan DH.SDE + + +

heterocyclic compounds

t- czas poboru proby /sampling time

DH -metoda dynamicznego headspace / techniques dynamic headspace

SH -metoda statycznego headspace / techniques static headspace
SDE -metoda Nickersona/Likensa / Nickerson/Likens method

HPLC -metoda wysokosprawnej dchromatografii cieczowej / high performance liquid chromatography
+/- obecno$¢/brak zwiazku po 24, 48, 72 godz. fermentacji / presence/absence of compound after 24, 48 and 72 h of

fermentation

podczas fermentacji

* W nawiasach podano $rednig warto$¢ pH z 6 serii / average value of pH from 6 series is given in brackets.
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Stosujagc metode statycznego headspace z uzyciem detektora FID wykryto obec-
nos$¢ takich zwigzkoéw jak: aldehyd octowy, octan etylu, octan izoamylu, kaprylan ety-
lu, kapronian etylu, etanol, propanol, butanol i 3 - metylo-1-butanol (rys. 1), natomiast
zastosowanie detektora ECD umozliwito identyfikacje diacetylu i pentadionu (rys. 2).

Rys. 1. Chromatogram zwiazkéw lotnych wyizolowanych technikg statycznego headspace podczas
naturalnej fermentacji maki zytniej z wodg, kolumna Stabilwax, detektor FID, 1 - aldehyd
octowy, 2 - octan etylu, 3 - etanol, 4 - propanol, 5 - butanol, 6 - 3-metylo-I-butanol, 7 - ka-
pronian etylu, st- standard.

Fig. 1.  Gas chromatogram of volatiles isolated during spontaneous fermentation of rye flour with water
by using static headspace, Stabilwax capillary column, detector FID, l-acetaldehyde, 2 - ethyl
acetate, 3 - ethanol, 4 - propanol, 5 - butanol, 6 - 3-methylbutanol, 7 - ethyl capronate, st -
standard.

Rys. 2. Chromatogram zwiazkéw lotnych wyizolowanych technika statycznego headspace podczas
naturalnej fermentacji maki zytniej z woda, detektor ECD, kolumna HP - 5, 1 - diacetyl, 2 -
pentadion, st - standard.

Fig. 2. Gas chromatogram of volatiles isolated during spontaneous fermentation of rye flour with water
by using static headspace technique, detector ECD, HP - 5 capillary column, 1- diacetyl, 2 -
pentadione, st - standard.
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Pozostate zwigzki lotne, tj. propanol, 1l-oktanol, 2-etylo-I-heksanol, heksanal,
heptanal, nonanal, p-ksylen, kwas oktanowy, kwas heksadekanowy, - -pentylo-furan
oraz ester etylowy kwasu heksadekanowego zostaty wykryte po zastosowaniu metody
destylacyjno-ekstrakcyjnej i metody dynamicznego headspace (rys. 3 i 4). Z kolei eks-
trakty uzyskane metodg Likensa/Nickersona uzyto do analizy olfaktometrycznej (tab.

* Czas [mml
Rys. 3.  Chromatogram zwigzkéw lotnych wyizolowanych technikg dynamicznego headspace podczas
naturalnej fermentacji maki zytniej z wodg, analiza GC - MS, kolumna MDN - 5, 1- heksanal,
2 - 1-heksanol, 3 - p-ksylen, 4 - heptanal, 5 - 2-pentylo-furan, 6 - 2-etylo-l-heksanol, 7 -
nonanal, 8 - kwas heksadekanowy, 9 - ester etylowy kwasu heksadekanowego, st - standard.
Fig. 3.  Gas chromatogram of volatiles isolated during spontaneous fermentation of rye flour with water
by using dynamic headspace technique, GC - MS analysis, MDN - 5 capillary column, 1- hex-
anal, 2 - 1-hexanol, 3 - p-xylene, 4 - heptanal, 5 -2-pentyl furan, 6 - 2-ethyl 1-hexanol, 7 -
nonanal, 8 - hexadecanoic acid, 9 -hexadecanoic acid ethyl ester, st - standard.

Rys. 4. Chromatogram zwigzkéw lotnych wyizolowanych metoda destylacyjno - ekstrakcyjng podczas
naturalnej fermentacji maki zytniej z woda, analiza GC - MS, kolumna MDN - 5, 1- heksanal,
2 - 1-heksanol, 3 - p-ksylen, 4 - heptanal, 5 - 2-pentylo-furan, 6 - 2-etylo-I-heksanol, 7 -
nonanal, 8 - kwas heksadekanowy, 9 - ester etylowy kwasu heksadekanowego, st - standard.

Fig. 4.  Gas chromatogram of volatiles isolated during spontaneous fermentation of rye flour with water
by using simultaneous steam distilation and extraction, GC - MS analysis, MDN - 5 capillary
column, 1- hexanal, 2 - 1-hexanol, 3 - p-xylene, 4 - heptanal, 5-2-pentyl furan, 6 - 2-ethyl 1-
hexanol, 7 - nonanal, 8 - hexadecanoic acid, 9 -hexadecanoic acid ethyl ester, st - standard.
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Tabela -

Zwigzki lotne wyizolowane metodg Nickersona/Likensa podczas naturalnej fermentacji maki zytniej z
wodg, detektor FID.

List of odour - active compounds isolated by using Nickerson/Likens method during spontaneous fer-
mentation of rye flour with water, detector FID.

Czas retencji RI Nazwa zwigzku Zapach
Retention time Compound's name Odour type

15 eterowy / etheric

2.0 diacetyl / diacetyl maslany / buttery

29 nieprzyjemny, olejowy
unpleasant, oily

3.0 504.20 1- propanol / 1-propanol

33 bardzo nieprzyjemny
very unpleasant

4.4 toluen*/ toluen nieprzyjemny_, olejowy
unpleasant, oily

4.8 710 heksanal / hexanal roslinny, trawiasty
floral, grassy

52 bardzo nieprzyjemny
very unpleasant

5.7 kwiatowy / flowery

6.3 orzechowy / nutty

6.5 864.31 1- heksanol / 1-hexanol

7.0 thuszczowy / fatty

7.2 911.48  heptanal / heptanal

7.3 ziemniaczany / potato-like

8.7 grzybowy / mushroom-like

9.9 1045.08 2-etylo-1- heksanol

2- ethylo-1-hexanol

10.8 1090.17 1-oktanol/ 1-octanol grzybowy / mushroom-like

113 1120.69 nonanal*/ nonanal ogorkowy / cucumber-like

11.9 walerianowy / valerian-like

12.3 chemiczny / chemical

12.7 przyjemny / pleasant

12.9 1193.06 kwas oktanowy / octanoic acid

131 ro$linny / floral

144 wosk, parafina / wax, parafin

15.0 kwiatowy, stodki, ciezki
flowery, sweet, heavy

15.5 grzybowy / mushroom-like

16.3 owocowy / fruity

211 selerowy / celery-like

26.4 2170 ester etylowy kwasu heksadekanowego

hexadecanoic acid ethyl ester

* - czas retencji zwigzku zblizony do czasu retencji standardu / the retention time of compound is similar to the reten-
tion time of standard

RI —indeks retencji / retention index.
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2 ale nie odnotowano zapachu 1-propanolu, #-heksanolu, heptanalu, 2-etylo-I-
heksanolu, kwasu oktanowego i estru etylowego kwasu heksadekanowego.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa umozliwita rozdziat takich kwasow,
jak: kwas mlekowy, octowy, mrowkowy i propionowy (rys. 5).

Rys. 5. Chromatogram kwaséw organicznych rozdzielonych technika HPLC podczas naturalnej fer-
mentacji maki zytniej z wodg, detektor Dual Absorbance Detector 2487, kolumna HPX - 87H, 1
- kwas mlekowy, 2 - kwas mréwkowy, 3 - kwas octowy, 4 - kwas propionowy.

Fig. 5. HPLC chromatogram of organie acids separated during spontaneous fermentation of rye flour
with water, Dual Absorbance Detector, HPX - 87H column, 1- lactic acid, 2 - formic acid, 3 -
acetic acid, 4 - propionic acid.

Dyskusja

W celu peinej charakterystyki lotnych metabolitow bakterii mlekowych i innych
mikroorganizmow w zakwasie z maki zytniej zastosowano kilka metod. Aby zapewnié
wyodrebnienie jak najwiekszej liczby zwigzkéw lotnych, zréznicowanych pod wzgle-
dem lotnosci i polamosci, zastosowano do ich izolacji trzy techniki. Metoda Nickerso-
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na/Likensa pozwolita na wyizolowanie wysokowrzgcych zwigzkéw zaréwno polar-
nych, jak i niepolamych. Propanol, 1l-oktanol, 2-etylo-1-heksanol, heksanal, heptanal,
nonanal, p-ksylen, 2 -pentylo furan, kwas oktanowy i heksadekanowy oraz ester etylo-
wy kwasu heksadekanowego byty wykrywane przez innych autoréw w Swiezym mleku
[16], serach [4, 21, 26, 19], miesie [s], w procesie fermentacji zakwasdw chlebowych
[9], a takze 1-propanol, 1-heksanol, 1-oktanol i p-ksylen w papai. Wykryte zwigzki
lotne adsorbowano réwniez na polimerze Tenax GR, uzywanym w metodzie dyna-
micznego headspace. Metoda umozliwia oznaczanie zwigzkéw o charakterze hydrofo-
bowym wystepujacych w niskich stezeniach. Heksanal, heptanal i nonanal zidentyfi-
kowano w produktach mleczarskich [19, 20], a 1-propanol jest obecny w procesie doj-
rzewania sera [28],

Metode statycznego headspace wybrano w celu oznaczenia zwigzkéw niskowrza-
cych, najbardziej lotnych, o charakterze gtownie hydrofobowym. Przy uzyciu detekto-
ra FID wykryto aldehyd octowy, etanol, propanol, butanol, 3-metylo-l-butanol, octan
etylu, octan izoamylu, kapronian etylu i kaprylan etylu, ktére byty takze identyfikowa-
ne w serach [1, 18, 21], Detektor ECD, umozliwiajgcy wykrywanie Sladowych ilosci
zwigzkow wykazujgcych powinowactwo elektronowe, pozwolit na oznaczenie w ba-
danych prébach diacetylu [22] i pentadionu.

Nie rozpoznano zapachu wszystkich zwigzkdéw, czego przyczyng moze by¢ niskie
stezenie. Wiekszos$¢ zwigzkéw lotnych ma okreslony prog wykrywalnosci i charakte-
rystyczny zapach. Z literatury wiadomo, ze kwas oktanowy ma zapach kozi, mydlany
lub woskowy, zaleznie od stezenia [3], 2-pentylo-furan przyjemny posmak gotowane-
go miesa [s ], estry zapach kwiatowy lub owocowy natomiast aldehydy trawiasty [:],

W celu oznaczenia kwasoéw organicznych zastosowano wysokosprawng chroma-
tografie cieczowg, ktdra stuzy do rozdzielania zaré6wno zwigzkdw lotnych o matej ma-
sie molowej, jak i polimerow, a wiec stanowi doskonate uzupetnienie chromatografii
gazowej. Kwas mlekowy nie posiada charakterystycznego zapachu, ale wpitywa na
smak produktu. Kwas octowy, mréwkowy i propionowy wywotujg miedzy innymi
ostry posmak. Zidentyfikowane kwasy sg obecne takze w wielu produktach mleczar-
skich i miesie [14],

Whioski

1. W wyniku przeprowadzonych analiz w zakwasie z mgki zytniej zidentyfikowano 26
zwigzkéw w tym: s kwasow, 7 alkoholi, 4 aldehydy, 5 estrow, 2 ketony, 1zwigzek
heterocykliczny i 1 weglowodor.

2. Analiza olfaktometryczna zwigzkéw lotnych nie wykazata obecnosci jednego
zwigzku odpowiedzialnego za aromat zakwasu. W zwigzku z tym nalezy przypusz-
czaé, ze aromat zakwasu jest wypadkowg zapachu zidentyfikowanych zwigzkow, w
szczegOlnosci kwasdw organicznych.
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3. Dla petnej charakterystyki zwigzkéw lotnych w zakwasie z maki zytniej nalezy
stosowac r6zne metody ich izolacji: metody destylacyjno - ekstrakcyjne oraz tech-
niki izolacji fazy nadpowierzchniowej.
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THE CHARACTERISTICS OF VOLATILE COMPOUNDS ISOLATED FROM RYE FLOUR
LEAVEN

Summary

The purpose of this paper was to characterize compounds from rye flour leaven, which is used for
making prepare sour soup.

It was found that for full characteristics of flavour compounds various isolation methods should be
applied. The volatiles were isolated after 1, 2 and 3 days of spontaneous fermentation by using simultane-
ous steam distillation and extraction technique, static and also dynamic headspace techniques. Gas chro-
matography analyses were performed on capillary column of different polarities connected to flame ioni-
zation detector, electron capture detector, mass spectrometer and sniffing port. The organic acids were
analyzed by high performance chromatography on HPX - 87H column and Dual Adsorbance Detector.

Totally 26 compounds were identified: 6 acids, 7 alcohols, 4 aldehydes, 5 esters, 2 ketones, 1 hydro-
carbon, 1heterocyclic compound. §8
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IZOLACJA CYSTATYNY Z BIALKA JAJA Z ZASTOSOWANIEM
FILTRACJI MEMBRANOWEJ | CHROMATOGRAFII
POWINOWACTWA

Streszczenie

Podobienstwa budowy i wtasciwosci biologicznych cystatyny biatka jaja kurzego do ludzkiej cystaty-
ny c stwarzajg mozliwos¢ jej wykorzystania w prewencji i leczeniu wielu choréb. Dlatego celem badan
byto opracowanie podstaw proceséw izolacji i oczyszczania cystatyny biatka jaja przy uzyciu techniki
filtracji membranowej i chromatografii powinowactwa. W wyniku diafiltracji odzyskiwano z biatka jaja
lub jego roztworéw, po usunieciu z nich lizozymu, 40-65% aktywnego inhibitora. Wykazano, ze usunie-
cie lizozymu z roztworu biatka nie wplywa na ilo$¢ odzyskanej cystatyny w filtratach. Natomiast w pro-
cesach oczyszczania cystatyny metoda chromatografii powinowactwa odzyskiwano do 50% inhibitora
zawartego w preparatach uzyskanych po suszeniu rozpytowym roztworéw biatek; ilosci te byty nizsze o
3-4% jes$li oczyszczano preparaty biatka z ktérego usunieto lizozym.

Wstep

Surowce zywnosciowe sg bogatym Zzrodtem substancji biologicznie czynnych tj.
enzymoAw i ich inhibitoréw, witamin i prowitamin, steroli i in. Duzo tych zwigzkow
zawierajajo kurze, a szczegdlnie jego czes¢ biatkowa bogata m.in. w lizozym, enzym o
silnych wiasciwos$ciach bakteriobdjczych, ktory jest pozyskiwany z tego surowca i
wykorzystywany na szerokg skale zarowno w przemysle spozywczym, jak i w medy-
cynie [s]. Biatko jaja zawiera takze owomucyne, ktdra stanowi bogate zrédto kwasu
sialowego czy owomukoid wykazujacy silne wiasciwosci inhibicji enzymow proteoli-
tycznych [3], Mniej znanym biologicznie aktywnym skiadnikiem biatka jaja jest cy-
statyna, bedaca inhibitorem proteaz cysteinowych. Wystepuje w biatku jaja kurzego
jako mieszanina dwdéch gtownych izoelektrycznych form o identycznej sekwencji ami-
nokwasowej (obie formy zawierajg po 116 aminokwaséw) i masie molekularnej 12700

Mgr inz. M. Korzeniowska, dr hab. inz. W. Kope¢, Katedra Technologii Surowcéw Zwierzecych, Aka-
demia Rolnicza we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroclaw.
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Da: formy A nieufosforylowanej o pi = 6,5 oraz formy B ufosforylowanej o pl=5,6 [2,
9], Cystatyna biatka jaja kurzego jest silnym inhibitorem papainy i ficyny oraz katep-
syn B, H, L i peptydaz papaino-podobnych [1], Biatko to charakteryzujace sie wysoka
stabilno$cig zaro6wno w ekstremalnych warunkach pH (pH okoto 12,0), jak i tempera-
tury (-20°C i 115°C przez 15 min nie powoduje spadku aktywnosci inhibicyjnej) [5,
10], Wedtug klasyfikacji Rawlingsa i Barretta [s ] nalezy ona wraz z ludzka cystatyng c
do drugiej podrodziny cystatyn; oba inhibitory wykazujg wysoki stopied podobien-
stwa, wyrazajacy sie zblizona masa molekularng struktura trzeciorzedowa, sekwencja
aminokwasowga oraz sposobem inhibicji enzymdéw. Dlatego tez cystatyna izolowana z
biatka jaja kurzego moze by¢ stosowana w leczeniu wielu choréb, m.in.: choréb no-
wotworowych, choroby Alzheimera, czy schorzeh przyzebia [4, 7], Istotnym ograni-
czeniem w pozyskiwaniu inhibitora z biatka jaja jest jego niska zawarto$¢ wynoszaca
0,05% oraz duza lepko$¢ biatka jaja utrudniajgca proces chromatografii powinowactwa
z wykorzystaniem papainy, ktéry jest podstawowg metodg wykorzystywang do
oczyszczania cystatyny. W zwigzku z tym procesy izolowania i oczyszczania cystatyny
sg tatwiejsze do przeprowadzenia, jesli stosuje sie rozcieficzone roztwory biatka, badz
frakcje biatek jaja uzyskiwane m.in. w procesach izolacji lizozymu prowadzonych z
wykorzystaniem technik chromatograficznych i separacji membranowej. Proces pozy-
skiwania cystatyny jest wéwczas dwustopniowy; w pierwszym etapie wydziela sie
filtrat biatkowy wzbogacony w inhibitor (przy wykorzystaniu technik membrano-
wych), w drugim prowadzi sie oczyszczanie inhibitora technikg chromatografii powi-
nowactwa, dlatego tez celem przeprowadzonych badan byto opracowanie podstaw
procesdw izolacji i oczyszczania cystatyny biatka jaja przy uzyciu wspomnianych
technik separacji.

Material i metody badan

Cato$¢ doswiadczenia, podobnie jak proces izolacji cystatyny z biatka jaja i jej
oczyszczania, podzielono na dwa etapy. W etapie pierwszym pozyskiwano filtraty
biatek jaja wzbogacone w cystatyne metodami separacji membranowej. Materiatem do
badan byto biatko jaja, oddzielone od zditka metodg przemystowg (Ovopol, Nowa
Sol), o pH w granicach s,5-9,0, ktére poddawano procesowi mikrofiltracji (diafiltracji)
na filtrach kapilarnych polipropylenowych o rzeczywistym punkcie "odciecia" wyzna-
czonym w stosunku do biatek jaja na poziomie 30 kDa (w warunkach filtracji niskoci-
$nieniowej rzedu ok. 1-2-10s kPa) przy rozciericzeniu wodg w stosunku od 1:2 do 1:6.
Przeprowadzono réwniez diafiltracje roztworéw biatka jaja (rozcieficzonych w stosun-
ku 1:4) po izolacji z nich lizozymu metoda chromatografii jonowymiennej w warun-
kach przemystowych (Ovopol, Nowa Sél). Filtraty uzyskane w wyniku separacji na
filtrach kapilarnych polipropylenowych zageszczano na filtrach membranowych poli-
sulfonowych o nominalnym punkcie "odcigcia" 10 kDa, a nastepnie suszono rozpyto-
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wo uzyskujagc dwa rodzaje preparatdow wzbogaconych w cystatyne; pierwszy z biatka
jaja idrugi z biatka jaja - z ktérego usunieto lizozym.

W drugim etapie badan preparaty biatka jaja wzbogacone w cystatyne, po
uprzedniej rehydratacji wodg w stosunku 1:s, oczyszczano technikg chromatografii
powinowactwa wedtug Siewinskiego i wsp. [7], W tym celu roztwory preparatéw na-
noszono na ztoze kolumny chromatograficznej Sepharose 4B z immobilizowang pa-
paing, gdzie nastepowato wigzanie cystatyny tzw. wolnej, tzn. nieskompleksowanej z
innymi biatkami. Po przejsciu roztworu biatka przez ztoze kolumny (tzw. kolumna I)
przemywano 200 cms wody destylowanej, a nastepnie 50 cms 2% roztworem NaCl w
celu usuniecia biatek zanieczyszczajgcych preparat. Inhibitor odzyskiwano ze ztoza
kolumny poprzez przeprowadzenie obrdbki chemiczno-termicznej wykorzystujgcej
bardzo wysoka oporno$¢ cystatyny na dziatania termiczne i zmiany pH. Obrdbka ta
polegata na doprowadzeniu pH zawiesiny ztoza ze zwigzanym biatkiem do wartosci
12,0 przy uzyciu 0,1 M NaOH, ogrzaniu w 100°C przez 3 min, schtodzeniu do 271°C i
utrzymaniu tej temperatury przez 24 godziny, nastepnie zmianie pH do wartosci 6,0-
7,0 przy uzyciu 0,1 N HC1 i odwirowaniu roztworu zawierajagcego oczyszczong cystaty-
ne od ztoza. Roztwor biatek uzyskany po przejéciu przez kolumne chromatograficzng
zawierajagcy kompleksy cystatyny z innymi biatkami poddawano takiej samej obrdbce
chemiczno-termicznej, jak w przypadku ztoza, w celu roztozenia komplekséw, dopro-
wadzenia do denaturacji innych niz cystatyna biatek i ich usunieciu z roztworu w wy-
niku wirowania. Tak przygotowany roztwdr nanoszono na ztoze drugiej kolumny
chromatograficznej (tzw. Il kolumna) i powtarzano cato$¢ procedury przemywania i
odzyskiwania inhibitora ze ztoza.

Zdolnos¢ (aktywnos$¢) inhibicyjng cystatyny oznaczano w roztworach odzyska-
nych ze ztoza kolumny po obrdobce chemiczno-termicznej, a takze w roztworach uzy-
skanych po przejsSciu przez kolumne oraz roztworach przemywajacych tj. wodzie i 2 %
roztworze NaCl metodg posrednig poprzez okreslenie zdolnosci hamowania aktywno-
Sci papainy wobec substratu syntetycznego BANA [7], Jednostka aktywnos$ci cystaty-
ny stosowana w badaniach wiasnych oznacza zdolno$¢ inhibowania przez 100 mg
cystatyny takiej ilosci papainy, ktéra hydrolizuje 1,0 mM substratu syntetycznego
BANA na minute w warunkach standardowych (37°C). Odzysk inhibitora zostat wyli-
czony jako stosunek aktywnosci oczyszczonego inhibitora [jedn. akt.] do aktywnosci
inhibitora w roztworze wyjsciowym [jedn. akt.], przeliczony na objeto$¢ roztworow
oraz wyrazony w procentach.

Omowienie wynikow
Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze w przeprowadzonych proce-

sach membranowych tj. mikrofiltracji i diafiltracji odzyskiwano od okoto* 10% do 65%
aktywnej cystatyny zawartej w wyjsciowym biatku jaja, przy czym najkorzystniej wy-
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padta diafiltracja roztworéw biatka rozcienczonych wodg w stosunku 1:4, dla ktorej
odzysk aktywnego inhibitora w filtracie wynosit 64,4% a po zageszczaniu i suszeniu
50,4% (tab. 1). Po diafiltracji roztworéw biatka o stosunku rozciericzenia 1:6 uzyskano
odzysk cystatyny wynoszacy 47,6%), ktory nie rézni sie statystycznie od wartosci uzy-
skanej w procesie, w ktérym filtrowano biatko rozcieficzone w stosunku 1:4. Tak wiec
stosowanie wyzszych rozcienczen (1:6) jest nieuzasadnione. Stwierdzono réwniez, ze
odzysk cystatyny z roztwordw biatka jaja, z ktorych uprzednio wydzielono lizozym,
ksztaltuje sie na poziomie zblizonym do odzysku inhibitora z roztwordw biatka nie

Tabela 1
Separacja membranowa roztworéw biatka jaja.
Membrane separation of egg white solutions.
Diafiltracja
po adsorpcji
2 awartosé ' . ' Diafiltracja Diafiltracja Diafiltracja lizozymu
aktywnej cystatyny M'lkroflltra?Ja . -1:2 . . -1:4 . _ _1:6 _ _ _1:4 _
. . Microfiltration  Diafiltration  Diafiltration  Diafiltration Diafiltration
Content of active cystatin
1:2 1:4 1:6 after lyso-
syme re-
moval 1:4

Zawarto$¢ aktywnej

Cystatyny w filtracie w

stosunku do zawartosci

wyjsciowej (%) 94 a 418D 64,4 c 65,0 ¢ 64,0 c
Quantity of active cystatin
in filtrates in relation to
initial amount (%)
Zawartos$¢ aktywnej
cystatyny w preparatach
po zageszczaniu i suszeniu
w stosunku do zawartosci
wyjsciowej (%)

Quantity of active cystatin
in preparates after con-
centration and drying in
relation to initial amount
(%)

6.8 a 30,0 b 50,4 c 476 c 521¢

a, b, ¢, d wystgpienie wspélnej litery w indeksach warto$ci $rednich w jednym wierszu wskazuje na brak
réznic statystycznych przy P > 0,95.
The same letter in lineans indices in row shows lack of significant difference at P > 0,95.



92 Matgorzata Korzeniowska, Wiestaw Kope¢

poddanego procesowi chromatografii jonowymiennej w celu adsorpcji lizozymu i wy-
nosi 52,1%. Najnizsze wartosci (s ,s %) odzysku inhibitora w filtracie uzyskano po
procesie mikrofiltracji nierozcieficzonego biatka jaja, co wyklucza te metode jako
mozliwg do zastosowania w warunkach przemystowych.

Do oczyszczania cystatyny zawartej w suszonych preparatach biatka jaja wzboga-
conych w ten inhibitor (po ich uprzedniej rehydratacji) zastosowano metode chromato-
grafii powinowactwa inhibitora tj. cystatyny do enzymu - papainy. llosci oczyszczonej
cystatyny odzyskanej bezposrednio w formie inhibitora niezwigzanego (I kolumna)
oraz inhibitora wydzielonego z kompleksow biatkowych (I kolumna) przedstawiono
na rys. 1. W efekcie przeprowadzonego procesu ze ztoza pierwszej kolumny chroma-
tograficznej odzyskiwano okoto 33,39% aktywnej cystatyny w odniesieniu do ilosci
inhibitora w wyjsciowych suszonych preparatach wzbogaconych w cystatyne, dla biat-
ka o petnym skiadzie protein oraz okoto 30,95% dla biatka po izolacji lizozymu. Na
ztozu kolumny chromatograficznej 1l adsorbowano cystatyne z roztworéw po roztoze-
niu komplekséw biatkowych odzyskujgc 18,41% wyjsciowej ilosci aktywnego inhibi-
tora dla roztworéw biatka nie poddanego procesowi adsorpcji lizozymu i 12,57% dla
roztwordw po izolacji lizozymu. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze z
roztworoéw, z ktérych usunieto uprzednio lizozym, uzyskuje sie o0 3-4% mniej oczysz-
czonej cystatyny. tacznie z preparatow biatka jaja wzbogaconych w cystatyne odzy-
skiwano okoto 44-52% aktywnego inhibitora z uwzglednieniem strat w procesie rehy-
dratacji. Siewinski i wsp. [7] w swoich badaniach uzyskiwali wyzszg ilos¢ oczyszczo-
nej cystatyny tj. okoto 70% w stosunku do ilosci wyjsciowej, stosujagc podobng proce-
dure analityczng. Jednakze rozdziat i oczyszczanie cystatyny prowadzono z natywnego
biatka jaja (bez zageszczania i suszenia), co zapewne wptywato na lepszg wydajnosé
procesu.

Generalnie stosunkowo niskie wydajnosci procesu oczyszczania cystatyny biatka
jaja, z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa, wynikajg z duzego udziatu
komplekséw inhibitora w roztworach i zwigzanej z tym koniecznosci prowadzenia
procesu co najmniej dwustopniowego.

Na rys. 2. przedstawiono straty cystatyny w roztworach uzytych do przemywania
ztoza kolumny chromatograficznej (I i Il kolumny), tj. wodzie destylowanej i 2% NaCl
oraz w roztworze uzyskanym po przejsciu rozcieAczonego preparatu wzbogaconego w
cystatyne przez pierwszg oraz drugg kolumne. W wodzie destylowanej uzytej do prze-
mywania pierwszej kolumny chromatograficznej zanotowano od 8,20% do 8,90% wyj-
Sciowej ilosci aktywnego inhibitora, natomiast w przypadku drugiej kolumny wykaza-
no 6,33-9,26% aktywnosci cystatyny; przy czym wyzsze wartosci odnoszg sie do pre-
paratow biatka z usunietym lizozymem. Podobna zalezno$¢ wystepowata w odniesie-
niu do strat cystatyny w 2% roztworach NaCl uzytych do przemywania z6z kolumn
chromatograficznych. W wyniku przemywania pierwszej kolumny tracono od 1,58%
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do 3,20% aktywnej cystatyny, a w przypadku drugiej kolumny od 0,87% do Z,11%
inhibitora.

Rys. 1. Odzysk cystatyny w procesie chromatografii powinowactwa w zalezno$ci od rodzaju oczysz-

czanego preparatu.
Fig. 1. Cystatin recovery in affinity chromatography process according to the kind of purified prepara-

te.

Rys. 2. Straty aktywnej cystatyny w trakcie przemywania kolumny chromatograficznej w zaleznos$ci od

rodzaju oczyszczanego preparatu.
Fig. 2. Loss of active cystatin in washing processes of affinity chromatography column according to the

kind of washing solution.



94

Matgorzata Korzeniowska, Wiestaw Kope¢

Whioski

L

[1]

[2]

B3

(4]

[5]
(6]
(71
(8]
(9]

[10]

W wyniku diafiltracji biatka jaja rozcienczonego wodg odzyskiwano w filtracie od
40% do 65% aktywnego inhibitora; zwiekszanie rozciericzenia biatka jaja powyzej
wartosci 1:4 nie wptyneto na wzrost ilosci aktywnej cystatyny.

W procesie chromatografii powinowactwa odzyskiwano do 50% cystatyny zawar-
tej w preparatach biatka jaja wzbogaconych w inhibitor, z czego okoto 33% sta-
nowita cystatyna w formie niezwigzanej.

Z preparatéw wytworzonych z biatka, z ktérego uprzednio usunieto lizozym, odzy-
skiwano o 3-4% mniejsze iloSci aktywnej cystatyny niz z preparatow wytworzo-
nych z biatkajaja nie poddanego procesowi adsorpcji.

Literatura

Barrett A.J., Anastasi A., Brown M.A., Kembhavi A.A., Nicklin M J Il , Sayers Ch.A. Sunter D.C.:
Cystatin, a protein inhibitor of cysteine proteinases - improved purification from egg white, characte-
rization, and detection in chicken serum - Biochem. J., 211, 1983, 129.

Bode W., Engh R., Musil D., Thiele U., Huber R., Karshikov A., Brzin J., Kos J., Turk V.: The 2,0 A
X-ray crystal structure of chicken egg white cystatin and its possible mode of interaction with cyste-
ine proteinases. EMBO J., 7, 8, 1988, 2593.

Henskens Y.M.C., Veerman E.C.I., Nieuw Amerongen A.V.: Cystatins in health and disease. Biol.
Chem., 377, 1996,71.

Jerala R., Zerownik E., Lohner K., Turk V.: Structural basis for the difference in thermodynamic
properties between the two cysteine proteinase inhibitors human stefins A and B. - Prot. Eng., 7,
1994, 977.

Rawlings N.D., Barrett A.J.: Evolution of proteins of the cystatin superfamily. J. Mol. Evol., 30,
1990, 60.

Siewinski M.: Method of purification of thiol proteinase inhibitors from human urine. Cancer Bio-
chem. Biophys., 12, 1991, 33.

Temes W.: Naturwissensachaftliche Grundlagen der Lebensmittelzubereitung. Behr's Verlag, Ham-
burg 1990, 43.

Trziszka T., Kopeé¢ W.: Lizozym fenomenalny sktadnik jaja. Drobiarstwo 1996, 43.

Turk V., Brzin J., Longer M., Ritonja A., Eropkin M., Borchart U., Machleidt W.: Protein inhibitors
of cysteine proteinases Ill. Amino-acid sequence of cystatin from chicken egg white. Z. Physiol.
Chem., 364, 1983, 1487.

Zerovnik E., Cimerman N., Kos J., Turk V., Lohner K.: Thermal denaturation of human cystatin ¢
and two of its variants; comparison to chicken cystatin. Biol. Chem., 378, 1997, 1199.



IZOLACJA CYSTATYNY Z BIALKA JAJA Z ZASTOSOWANIEM FILTRACJI MEMBRANOWEJ.. 95

CYSTATIN ISOLATION FROM EGG WHITE USING MEMBRANE FILTRATION AND
AFFINITY CHROMATOGRAPHY

Summary

The similarity of structure and biological properties of hen's cystatin and human cystatin c gives the
possibility for application of egg cystatin in therapy and prevention of many illness. In the studies basic
processes for isolation and purification of cystatin from hen's egg using membrane filtration and affinity
chromatography have been worked out. As the effect of diafiltration 40-65% active inhibitor was recov-
ered from egg white or egg white solutions after lysosyme removal. It was found that quantity of active
cystatin is not lowered if lysozyme was removed from egg white. Purification of cystatin with affinity
chromatography led to 50% recovery of inhibitor from preparations obtained after spray drying of protein
solutions. The amount of purified inhibitor was 3-4% lowered for preparations made from egg white after
lysozyme removal. §||
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Streszczenie

Badano estryfikacje N-acetylo-L-tyrozyny katalizowang przez natywng oraz immobilizowang na szkle
alkalostabilong proteinaz? szczepu B.alcalophilus PB92 w $rodowisku etanolu. Zaobserwowano, ze na-
tywna proteinaza katalizowata synteze estru etylowego N-Ac-L-Tyr (ATEE) w $rodowisku zawierajgcym
6% wody, z predkoscia poczatkowa 2,5’10"2nmol'min™'. Natomiast immobilizowana proteinaza wykazy-
wata wyzsza aktywno$é i stabilno$¢ w poréwnaniu z jej natywna forma. Badano réwniez aktywnos$é
katalityczng natywnej proteinazy w uktadach kosolwentéw (stezenie wody 6%): etanol - aceton// -

acetonitryl//-DMF w stosunku 1:1 (v/v). Nie zaobserwowano syntezy ATEE w obecnosci acetonu
i DMF-u.

Wstep

Juz w 1908 roku lkeda odkryt i potwierdzit, na przyktadzie soli monosodowej
kwasu L-glutaminowego (MSG), duze znaczenie aminokwasdéw w kreowaniu smaku
produktéw zywnosciowych. MSG byt gtéwnym komponentem dodatkéw smakowych
tradycyjnej japonskiej zywnosci pochodzacej z morza. Dzisiaj aminokwasy stosowane
w przetwérstwie zywnosci (food processing), nie tylko wzmacniajg jej walory odzyw-
cze, ale rowniez udoskonalajg naturalny smak. Duzg role jako dodatki smakowe petnig
dipeptydy, czego przyktadem jest aspartam (AspPheOMe). Obecnie produkowany na
skale przemystowg jest cenionym substytutem sacharozy. W zaleznos$ci od sktadu ami-
nokwasowego dipeptydy mogga charakteryzowaé sie smakiem stodkim, stonym, gorz-
kim oraz kwasnym [s], W ostatnich latach dipeptydy otrzymuje sie na drodze enzy-
matycznej syntezy, wykorzystujagc m.in. enzymy proteolityczne, np.: termolizyne,

Mgr inz. A. Glowacka, dr T. Antczak, mgr inz. K. Kotucka, dr hab. T. Trzmiel, Instytut Biochemii Tech-
nicznej Politechniki £6dzkiej, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 £6dz.
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a-chymotrypsyne, subtilizyne. Procesy te prowadzi sie w uktadach r6znych solwentow
o0 niskiej zawarto$ci wody [17].

W ciggu ostatniej dekady ,enzymologia niewodna” wytonita sie jako jeden
z gtbwnych obszarow badan biotechnologicznych. Postep jaki osiagnieto w tej dzie-
dzinie doprowadzit do pojawienia sie wielu interesujgcych mozliwosci praktycznego
zastosowania enzymow w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych. Srodowisko
bardziej lub mniej polarne jest tylko pozornie nietypowe dla katalizy enzymatycznej,
poniewaz znaczna cze$¢ enzymdw in vivo jest zasocjowana ze strukturami bton ko-
maérkowych lub cytoplazmatycznych [13].

Zastosowanie biokatalizatorow (enzymdw, organelli komérkowych, catych ko-
morek lub fragmentéw tkanek) w Srodowisku organicznym o obnizonej zawartosci
wody posiada kilka istotnych zalet:

e umozliwia przesuniecie réwnowagi termodynamicznej w kierunku reakcji syntezy

(w przypadku stosowania enzyméw hydrolitycznych),

e wzrasta rozpuszczalnos$¢ hydrofobowych reagentdw,
e ufatwia odzysk produktu i biokatalizatora,

e zmniejsza ryzyko zakazen mikrobiologicznych,

« stabilizuje biokatalizator [1, s, 7].

Enzymy w uktadach organicznych sg zdolne katalizowac procesy, ktore praktycz-
nie nie przebiegajg w roztworach wodnych, np. enzymy proteolityczne uczestniczg
w reakcjach transestryfikacji, estryfikacji, syntezy peptydéw i amidéw, ktérych réw-
nowaga termodynamiczna w wodzie jest przesunieta na korzys$¢ hydrolizy [9, 10, 17],
Jednakze, ich aktywnos$¢ katalityczna jest nizsza w S$rodowisku solwentow nawet
0 kilka rzedow wielkos$ci pordwnujac z ta, jakg posiadajg w srodowisku wodnym. Ba-
dania Klibanova i wsp. [3, 12, 19] wykazaty, iz a-chymotrypsyna i subtilizyny w okta-
nie oraz wielu innych rozpuszczalnikach sg o ok. 10s mniej aktywne. Obnizenie reak-
tywnosci enzymu uznaje sie za gtbwng wade enzymatycznej katalizy w uktadach orga-
nicznych ijest to jeden z powodoéw uniemozliwiajacych jej aplikacje na wiekszg skale.

Struktura czgsteczki biatka w roztworze wodnym zalezy od skomplikowanej sieci
wigzan wodorowych oraz elektrostatycznych i hydrofobowych interakcji; sg one waz-
nym czynnikiem determinujgcym katalitycznie aktywng konformacje czgsteczki enzy-
mu. Generalnie rozpuszczalniki nie posiadajg zdolnosci tworzenia wigzan wodorowych
1z powodu niskich statych dielektrycznych prowadzg do silnych oddziatywan elektro-
statycznych usztywniajacych strukture biatka [12], Wedtug badan Laane’a [15], ak-
tywnos¢ katalityczna enzymow w takich warunkach jest efektem ich zdolnosci do sil-
nego wigzania ,,wody niezbednej” (essential water layer), tworzacej tzw. ptaszcz hy-
dratacyjny budowany przez kilka warstw czasteczek wody przylegajacych bezposred-
nio do powierzchni czasteczki biatka, ktéry zachowujg nawet wtedy, gdy sg zawieszo-
ne w niewodnym rozpuszczalniku. Obok konformacyjnych zmian enzymu i redukcji
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jego ,gietkosci”, istnieje szereg innych czynnikéw fizykochemicznych, takich jak,
ograniczenia dyfuzyjne, blokowanie centrum aktywnego, problem zwigzany z pH,
destabilizacja stanu tranzycji, ktore powodujg obnizenie enzymatycznej aktywnosci
w organicznych solwentach.[3, 12]. Aby zminimalizowa¢ wptyw tych czynnikéw sto-
suje sie szereg metod. Jedng z nich jest immobilizacja enzymu. Unieruchamianie en-
zymow jest doskonatg metodg ich stabilizacji w obecnoS$ci réznych rozpuszczalnikéw,
a ponadto pocigga za sobg wzrost trwatosci termicznej i odpornosci na denaturacje
biatka enzymatycznego. W celu zachowania witasciwosci Kkatalitycznych enzymoéw
w systemach hydro-organicznych, przy wysokich stezeniach sktadnikdw organicznych,
konieczne jest utrwalenie ich aktywnej konformacji. Ponadto, reakcje katalizowane
immobilizowanymi enzymami sg tatwiejsze do kontroli i automatyzacji [7],

W artykule prezentujemy wyniki badan nad synteza estru etylowego N-acetylo-L-
tyrozyny (ATEE) katalizowang przez alkalostabilng proteinaze szczepu B.alcalophilus
PB92. Obejmujg one rowniez eksperymenty nad okres$leniem wpiywu rozpuszczalni-
kéw hydrofilowych, tj. acetonu, acetonitrylu i N,N-dimetyloformamidu (DMF) na
synteze ATEE, ktdrg przyjeto za uktad modelowy.

Materiaty i metody badan

Serynowa proteinaza alkalostabilna PB92 (EC 3.4.21.62) szczepu B. alcalophilus
PB92 [18] (preparat handlowy Maxacal) o aktywnos$ci wiasciwej 12 mj A/mg biatka (1
mg preparatu zawiera 0,045 mg biatka). N-acetylo-L-tyrozyna (AT) i ester etylowy N-
acetylo-L-tyrozyny (ATEE) firmy Sigma. Rozpuszczalniki organiczne czda., firmy
POCH, osuszone sitem molekularnym 4A. Szklo porowate Cormay (Lublin), zestaw
do ultrafiltracji (Aldrich, Amicon).

Metody analityczne

Aktywnos$é proteolityczng enzymu oznaczono metodg Ansona [4], stosujac jako
substrat zdenaturowang mocznikiem hemoglobine wotowa.

Za jednostke aktywnos$ci proteolitycznej Ansona [jA] przyjeto te iloS¢ enzymu,
ktora w warunkach standardowych testu (s cmsinkubatu, 100 mg hemoglobiny, tempe-
ratura 25°C) hydrolizuje zdenaturowang hemoglobine z takg szybkoscig poczatkowsa,
ze ilos¢ rozpuszczonego w 5% kwasie trichlorooctowym produktu hydrolizy powstaja-
ca w czasie 1 minuty, daje po reakcji z odczynnikiem Folina warto$¢ absorbancji od-
powiadajgcg Immolowi tyrozyny.

Biatko oznaczono metodg Lowry’ego [16].

Statg Michaelisa-Menten okreslono w reakcji dla AT w nastepujacych warun-
kach: stezenia substratu 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 mM, zawarto$¢ wody w uktadzie
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reakcyjnym 6%, temperatura 30°C. Wartosci KMi Vmxwyznaczono z wykresu Line-
weavera-Burka.

Produkty reakcji estryfikacji analizowano metodg HPLC (chromatograf Gold
Beckman wyposazony w detektor UV-Vis model 166). Probke mieszaniny reakcyjnej
0 objetosci V = 50 pt, z ktdrej biatko usunieto metoda ultrafiltracji (membrany PTFE
oraz YM), nastrzykiwano bezposrednio na kolumne ODS (250x4,6 mm) i eluowano z
szybkoscig 1 cm3min'lw temp. 25°C mieszaning woda/acetonitryl w stosunku 1:1
(vlv). Otrzymany produkt (ATEE) oraz nie przereagowany substrat (AT) monitorowa-
no przy dtugosci fali A = 280 nm (rys. 2).

Immobilizacja enzymu na szkle porowatym metodg diizocyjanianows [Z]

1 g no$nika (szkta porowatego posiadajgcego wolne grupy -OH, dp = 200-315

g, D = 63,2 nm) zawieszono w 50 cm3acetonu. Nastepnie dodano po 2 cm3trietylo-
aminy i heksametylenodiizocyjanianu. Mieszanine reakcyjng pozostawiono na 45 min
w temperaturze pokojowej. Nastepnie no$nik przemyto acetonem i woda. Do 3 g uak-
tywnionego, wilgotnego nos$nika dodano 12,5 cm3roztworu proteinazy o stezeniu 20
mg preparatucm'3 i cato$¢ inkubowano w temperaturze 4°C w ciggu 16-18 godzin,
mieszajgc. Immobilizowany na szkle enzym oddzielono od roztworu, przemyto kilko-
ma porcjami 0,1% roztworu octanu wapnia i pozostawiono do wysuszenia w tempera-
turze pokojowej na 24 godziny.

Enzymatyczna synteza estru etylowego N-Ac-L-Tyr

Synteze prowadzono w szczelnie zamknietych naczyniach zawierajgcych miesza-
nine N-Ac-L-Tyr (2,5-17,5 mM), alkoholu etylowego - stanowigcego jednoczes$nie
substrat oraz Srodowisko reakcji (V = 5¢cm3) - i wody (0-25%). Sprawdzano réwniez
warianty: etanol-rozpuszczalnik hydrofilowy (aceton, acetonitryl, DMF) w stosunku
1:1 (v/v) z dodatkiem 6% wody. Enzym stosowano w formie preparatu handlowego
(22 mg preparatu zawierato 1 mg biatka) lub w formie preparatu immobilizowanego na
szkle porowatym (30 mg preparatu zawierato ok. 0,7 mg biatka). Mieszanine reakcyjng
intensywnie wstrzgsano w temperaturze 30°C.

Whyniki i dyskusja

Wptyw zawarto$ci wody na synteze ATEE

Podczas przemian katalizowanych przez proteinazy w $rodowisku niewodnym
woda stanowi zaréwno element Srodowiska, jak ijeden z produktéw reakcji, ajej zna-
czenie w katalizie nalezy uzna¢ za kluczowe. W $rodowisku rozpuszczalnikow orga-
nicznych wptywa ona nie tylko na warto$¢ statej réwnowagi reakcji, ale wysycajac
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hydrofitowe regiony biatka utrzymuje réwniez jego katalityczng konformacje. Rys. 1
prezentuje przebieg syntezy ATEE katalizowanej przez wolng oraz immobilizowang
alkalostabilng proteinaze w funkcji stezenia wody w $rodowisku reakcji. W warun-
kach, gdzie zawarto$¢ wody nie przekraczata 0,5% nie zaobserwowano wyraznego
przyrostu produktu. Enzym w obu formach natywnej i immobilizowanej wykazywat
niewielkg aktywnos$¢ katalityczng. Stezenie powstatego produktu byto tak mate, ze
wyniki analizy HPLC mieScity sie w granicach btedu. Wraz ze wzrostem zawartosci
wody, w uktadzie gwattownie wzrastata szybkos$¢ estryfikacji AT. Reakcja z udziatem
natywnej proteinazy przebiegata najszybciej w przedziale stezeri wody od 5 do 7%,
osiggajac najwiekszg szybko$é poczatkowa, 2,5T0'2unto0-nin", w $rodowisku zawie-
rajagcym 6% wody. W tym przedziale zmiany zawartosci wody w Srodowisku reakcji
0 + 2% w sposOb znaczacy wptywajg na efekty syntezy ATEE przez te forme enzymu.
Zaréwno obnizenie, jak i wzrost zawartosci wody w uktadzie, poza optymalny zakres
(dla kazdej formy stosowanego preparatu), powodowat stopniowe hamowanie reakcji
1spadek ilosci syntetyzowanego estru. W obu przypadkach mamy z pewnoscig do czy-
nienia ze zmianami konformacyjnymi zachodzacymi w biatku proteinazy, generowa-
nymi zmianami $rodowiska reakcji. Przy wysokich stezeniach wody przebiegajg

AT (0,011 g; 0,05 mmol), woda 6%, EtOH 5 cm3 natywny enzym (1 mg biatka), immobilizowany prepa-
rat 30 mg (0,7 mg biatka), temp. 30°C, pomiar po czasie t = 12h.

AT (0.011 g; 0.05 mmol), water 6%, EtOH 5 cm3, native enzyme (1 mg of protein), immobilized prepara-
tion 30 mg (0.7 mg of protein), temp. 30°C, measurement after 12 h.

Rys. 1. Wplyw zawarto$ci wody na syntezg ATEE katalizowang przez natywng oraz immobilizowang
proteinaze alkalostabilng.

Fig. 1. Influence of water content on synthesis of ATEE catalysed by native and immobilized high-
alkaline proteinase.
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dodatkowo: reakcja rewersji oraz proces autolizy proteinazy [6], Immobilizacja enzy-
mu na no$niku moze zmniejszy¢ problem autolizy. Wyniki badan wskazujg, ze unieru-
chomiona na szkle alkalostabilna proteinaza katalizuje proces estryfikacji AT z wiek-
szg wydajnoscig niz enzym nie immobilizowany - szczeg6lnie przy wiekszej zawarto-
sci wody w Srodowisku reakcji. Immobilizacja umozliwia zatem utrwalenie katalitycz-
nie aktywnej konformacji enzymu i w ten sposdb czyni go mniej wrazliwym na zmiany
srodowiska reakcji. Rowniez charakter samego nosnika (hydrofilowy, z wysokim
ujemnym tadunkiem elektrostatycznym) moze ksztattowa¢ mikrosrodowisko w bezpo-
$rednim sgsiedztwie czasteczek biatka immobilizowanego biokatalizatora. W przypad-
ku immobilizowanej proteinazy zjawisko to wyjasnia obserwowane przesuniecie wy-
dajnosci syntezy ATEE w kierunku nizszych stezei wody (4%). Ksztatt krzywej 2. na
rys. 1. wskazuje na wiekszg tolerancje immobilizowanej proteinazy na wzrost zawarto-
$ci wody w uktadzie reakcyjnym. Preparat ten katalizuje estryfikacje AT w $rodowisku
etanolu zawierajgcym nawet 25% wody.

Wplyw srodowiska reakcji (rozpuszczalnika) na synteze ATEE

Badano estryfikacje AT w uktadach kosolwentdw: EtOH - acetonitryl// -aceton// -
DMF w porownaniu z tym procesem w $Srodowisku samego etanolu (tab. 1). Woda
w kazdym uktadzie stanowita 6%. W badaniach stosowano natywny preparat proteina-
zy. W S$rodowisku etanolu reakcja przebiegata z najwyzsza szybkosScig poczatkowa
réwng 2,5x10'2 pyinoi-nin'l Po 48 godzinnej reakcji uzyskano wydajno$¢ przereago-
wania AT 96%. Uklad EtOH-acetonitryl tworzy mniej korzystne warunki dziatania
enzymu w poréwnaniu ze Srodowiskiem samego etanolu. Wyznaczone state Michaelisa
wskazujg na dwukrotne obnizenie powinowactwa proteinazy do AT, gdy potowe ob-
jetosci EtOH zastgpiono acetonitrylem. Uzyskane rezultaty wskazujg na wybitnie nie-
korzystny wptyw acetonu i dimetyloformamidu na przebieg syntezy ATEE. W ukia-
dach etanolu z tymi rozpuszczalnikami otrzymano $ladowe ilosci produktu.

By¢ moze ilos¢ wody optymalna dla srodowiska czystego etanolu jest niekorzyst-
na dla badanych uktadéw kosolwentéw. Laane i wspétpracownicy [11] zaproponowali
pewien model oparty na ilosciowej zaleznosci fizykochemicznych witasciwosci indy-
widualnych rozpuszczalnikdw, a aktywnos$cig biokatalizatorow. W modelu tym mier-
nikiem polamosci-hydrofobowosci jest warto$¢ log P, ktorg dla rozpuszczalnikéw or-
ganicznych wylicza sie z czgstkowych statych hydrofobowych. Jezeli rozpuszczalniki
charakteryzujg sie wartoSciami log P > 4 (apolame), nie niszczg warstwy wody nie-
zbednej enzymu. Rozpuszczalniki z log P o warto$ciach ponizej 2 (polarne) sg nieko-
rzystne dla biokatalizy, poniewaz silnie oddziatujg na ptaszcz hydratacyjny. Majg one
zdolnosé do ,,odrywania” warstwy wody niezbednej stabilizujgcej biokatalizator, pro-
wadzac w ten sposob do jego inaktywacji lub denaturacji. Czynnikiem zabezpieczajg-
cym enzym przed tego typu dziataniami jest woda zawarta w $rodowisku reakcji.
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W przypadku rozpuszczalnikéw hydrofitowych stezenie wody w $srodowisku musi by¢
wyzsze w porownaniu z rozpuszczalnikami apolamymi [19]. Dlatego tez nalezatoby
zoptymalizowac zawarto$¢ wody lub aktywnos$¢ wody [5] dla kazdej mieszaniny roz-
puszczalnikéw. W kolejnym etapie badan planuje sie kontynuacje tych eksperymentéw

z udziatem immobilizowanej proteinazy.

Wptyw rozpuszczalnikéw na synteze ATEE.
Influence of solvents on ATEE synthesis.

Rozpuszczalnik Szybkos$¢ poczatkowa
Solvent Initial rate [pinoi-nnn']
Etanol 2 5-10°2
Ethanol "~

Etanol-Acetonitryl

Ethanol-Acetonitrile 164 102
Etanol-Aceton Etha- 0
nol-Acetone

Etanol-DMF 0
Ethanol-DMF

KM [mM]

11

2,4

Log P

-0,24

-0,33

-0,23

-1,0

Tabela 1

Wydajnos¢ ATEE

ATEE Yield
[%]
24h 48h
70 96
42 74
0 R
0 -

AT (0,011 g; 0,05 mmol), woda, water 6%, EtOH-solwent 1:1 (v/v), Vc=5 cm3, prot.alk. 1 mg, temp.30°C

Rys. 2. Rozdziat AT (1) i ATEE (2) metodg HPLC.

Fig. 2. Resolution of AT (1) and ATEE (2) by HPLC method.
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Analiza produktow reakcji

Opracowana metoda analizy HPLC umozliwia w ciggu 4 minut jednoczesne
oznaczenie ATEE i AT w mieszaninie reakcyjnej z pominieciem oddzielnego wydzie-
lania produktu reakcji.

Podsumowanie

Badano synteze estru N-Ac-L-Tyr z udziatem natywnej oraz immobilizowanej se-
rynowej proteinazy alkalostabilnej PB92 w $rodowisku alkoholu etylowego o zawarto-
$ci wody od 0 do 25%. Uzyskane wyniki potwierdzity duzy wptyw wody na aktyw-
nos¢ katalityczng enzymu. Wykazano, ze dla natywnego enzymu, 6% wody w uktadzie
stwarza optymalne warunki, w ktérych reakcja przebiega z najwiekszg szybkoscia
poczatkowa, 2,5-10'2uniol-mon'ly z wydajnoscig 96% (po 48 godzinach reakcji). Jednak
immobilizowana proteinaza wykazywata generalnie wyzszg aktywnos$¢ i stabilno$¢ w
porownaniu z jej natywng forma. Dlatego tez preparat ten zostat wybrany do przy-
sztych badan kinetycznych w uktadach niektérych rozpuszczalnikow hydrofilowych
oraz hydrofobowych. Reakcje estryfikacji N-Ac-L-Tyr katalizowang przez natywng
proteinaze przeprowadzono réwniez w uktadach hydrofilowych solwentéw: EtOH-
acetonitryl// -aceton// -DMF. Synteza nie przebiegata w obecnoS$ci acetonu oraz dime-
tyloformamidu. Stwierdzono, ze ich niekorzystny wptyw na katalize reakcji moze by¢
spowodowany deformacjg warstwy wody niezbednej do stabilizowania konformacji
biokatalizatora.
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ENZYMATIC SYNTHESIS OF N-ACETYL-L-TYROSINE ETHYL ESTER
IN ORGANIC MEDIA

Summary

The esterification of N-acetyl-L-tyrosine catalysed by native and immobilized on porous glass high-
alkaline proteinase from B. alcalophilus PB92 in ethanol was studied. It was observed that native protei-
nase catalysed synthesis of N-Ac-L-Tyr ethyl ester (ATEE) in environment of 6% water concentration
with initial rate 2.510'2 yo1oindn'l However immobilized proteinase showed higher activity and stability
comparing with her native form. Catalytic activity in cosolvent systems (water concentration 6%): etha-
nol-acetone// -acetonitrile// -DMF 1:1 (v/v) was also investigated. Synthesis of ATEE in the presence of
acetone and acetonitrile wasn’t observed. §1
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DLUGOTRWALA, CIAGEA FERMENTACJA WINIARSKA
Z DROZDZAMI IMMOBILIZOWANYMI NA SZKLE PIANKOWYM

Streszczenie

Celem pracy byto przeprowadzenie diugotrwalej, ciggtej fermentacji winiarskiej z drozdzami immo-
bilizowanymi na szkle piankowym.

Fermentacje prowadzono przez okres ponad 4,5 miesigca, w temp. 22°C. Przeptyw medium przez 4
szklane kolumny wypetnione kostkami szkia piankowego wynosit 5-6 dni. Stwierdzono prawidtowy
przebieg fermentacji przez okres ponad 3 miesiecy. Po tym czasie nastgpit nieznaczny spadek otrzymy-
wanego alkoholu, a w 5. miesigcu zmiany cech sensorycznych wina. W czasie fermentacji obserwowano
obnizanie sie liczby komérek drozdzy w kolejnych kolumnach i w miare uptywu czasu pracy fermentora,
a takze wzrost liczby komarek nieaktywnych zyciowo. Obserwacje mikroskopowe wykazaty zmiany w
ksztatcie komoérek. Stwierdzono, ze mozliwe jest prowadzenie ciagtej fermentacji winiarskiej z drozdzami
immobilizowanymi na szkle piankowym przez okres 3-4 miesiecy.

Wistep

W ostatnich latach, w procesie ciggtej fermentacji obserwuje sie wzrost zaintere-
sowania wykorzystaniem unieruchomionych komdrek drozdzy [17]. Badania te pro-
wadzone sg gtéwnie w kierunku produkcji etanolu [13]. Nieliczne prace z zakresu fer-
mentacji winiarskiej donoszg gtéwnie o wykorzystaniu drozdzy immobilizowanych
metodg putapkowania w réznych rodzajach zeli [2, 3, 5, 8, 11]. ,Kuleczki” zelu sg
jednak Scisliwe i wykazujg tendencje do osadzania sie na dnie zbiornikéw fermenta-
cyjnych, co utrudnia przeptyw medium. Stwarza to konieczno$¢ stosowania fermento-
row z mieszaniem fluidyzacyjnym lub z zastosowaniem przegréd [16]. Ponadto w
kwasnym Srodowisku wina, zele tracg swe wasciwosci mechaniczne, a przy dtuzszym
uzyciu mogga ulec destrukcji. Niektorzy wskazujg tez na niekorzystny wptyw na wia-
$ciwosci sensoryczne otrzymywanego produktu [5].

Mgr Sylwia Bonin, prof, dr hab. W. Wzorek, Zaktad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Katedra
Technologii i Oceny Zywnosci, SGGW, ul Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa.
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Stad tez wydaje sie wtasciwe podjecie prob nad ciggta fermentacjg winiarskg z
drozdzami unieruchomionymi na powierzchni twardego, niescisliwego nos$nika. Do-
Swiadczenia nad ciggtg fermentacjg winiarska w niskiej temperaturze z drozdzami im-
mobilizowanymi na powierzchni pumeksu (porowatego, wulkanicznego mineratu za-
wierajacego okoto 70% SO:) przeprowadzili Bakoyianis i wsp. [1], W naszym Zakta-
dzie w badaniach nad szeryzacjg win owocowych do immobilizacji komorek drozdzy
wykorzystano biate szkto piankowe [14, 15]. No$nik ten zastosowano réwniez do unie-
ruchamiania drozdzy w ciggtej fermentacji winiarskiej trwajacej 33 dni [18].

Celem pracy byta préba okreslenia wptywu diugotrwatej, ciggtej fermentacji wi-
niarskiej z drozdzami immobilizowanymi na szkle piankowym, na cechy otrzymywa-
nego wina.

Materiaty i metody badan

Zestaw do prowadzenia ciggtej fermentacji sktadat sie z 4 szklanych kolumn wy-
petnionych kostkami szkia piankowego, pompy zasilajgcej, zbiornika zasilajgcego i
odbieralnika.

Nastaw winiarski przygotowywano z soku odtworzonego z koncentratu jabtko-
wego, przy czym zawarto$¢ cukrow ogétem wynosita po uzupetnieniu sacharozg ok.
320 g/dm3. Nastaw wzbogacano w pozywke azotowg, a takze sulfitowano do ilosci 80
mg/dm3 S02w celu przeciwdziatania rozwojowi szkodliwej mikroflory w czasie fer-
mentacji.

Do fermentacji uzywano drozdze z gatunku Saccharomyces cerevisiae, rasy
S.0./IAD, adaptowane do wysokiego stezenia cukréw i alkoholu, pochodzace z kolek-
cji czystych kultur Zaktadu Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW. Drozdze
dodawano jednorazowo przed rozpoczeciem fermentacji, a kolumny napetniano stop-
niowo w odstepach dwudniowych. Przerwy te umozliwiaty osadzenie si¢ drozdzy na
powierzchni no$nika.

Przed rozpoczeciem fermentacji przeprowadzano pasazowanie drozdzy majace na
celu przyzwyczajenie ich do obecnosci SO. w nastawie i do wzrastajgcej zawarto$¢
cukrow.

Fermentacje prowadzono w temp. ok. 22°C przez okres ponad 4,5 miesigca od
momentu rozpoczecia zasilania, przy czym przeptyw przez baterie fermentoréw wyno-
sit ok. 5-6 dni.

W trakcie procesu fermentacji prowadzono analize chemiczng zgodnie z po-
wszechnie stosowang metodykg. Przeprowadzano rOwniez ocene sensoryczng wina
w skali pieciopunktowej o 9 poziomach jakoS$ci wyliczajac ocene ogdlngjako $rednig
wazong przy wspo6tczynnikach wazkosci: barwa-1, zapach-2, smak-6. Okreslano takze
liczbe komorek drozdzy w medium w poszczeg6lnych kolumnach fermentora metodg
liczenia bezposSredniego w komorze Thoma oraz metodg ptytkowa. Po zakonczeniu
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procesu oznaczano w kolejnych kolumnach liczbe komorek drozdzy na powierzchni
nos$nika z uwzglednieniem komérek nieaktywnych zyciowo.

Whyniki i dyskusja

llo$¢ otrzymywanego alkoholu wzrastata w poczatkowym okresie pracy fermen-
torow. Najwyzszg ilos¢ alkoholu otrzymano ok. 20-30 dnia fermentacji i wynosita ona
17,4% obj. Nastepnie poprzez zwiekszenie przeptywu starano sie uzyskiwaé¢ ok. 16%
alkoholu, tzn. przeptyw przez kolumny wynosit wtedy ok. 5-6 dni. W 4 miesigcu fer-
mentacji nastapit nieznaczny spadek ilosSci otrzymywanego alkoholu i wynosit on ok.
15%, a w 5 miesigcu ok.14% (rys. 1). Fermentacje ciggta nalezy prowadzi¢ w ten spo-
séb, aby w winie opuszczajagcym linie pozostato 2-3% nie przefermentowanych cu-
kréw podtrzymujgcych aktywno$é zyciowg drozdzy [19]. Stad nie starano sie zmniej-
szac przeptywu dla petnego odfermentowania cukréw.

Rys. 1. Wplyw czasu trwania fermentacji ciggtej na zawarto$¢ alkoholu w winie.
Fig. 1 Influence of continuous time of fermentation on alcohol content in wine.

Jako$¢ mtodych win byta dobra (bez dodatkowej obrébki) i na wyréwnanym po-
ziomie przez okres ponad 3 miesiecy trwania fermentacji. Pod koniec 4 miesigca nie-
przerwanej fermentacji jako$¢ win ulegta niewielkiemu obnizeniu. Pojawit sie specy-
ficzny posmak i zapach, co prawdopodobnie wigzato sie z procesem autolizy drozdzy,
a ocena ogélna ulegta obnizeniu do 3,7 punktu (tab. 1). Powyzsze dane wskazujg na
znaczng stabilno$¢ w procesie fermentacji w ciagu ponad trzech miesiecy jego trwania.
Bakoyianis i wsp. [1] prowadzili ciggtg fermentacje winiarska przez okres 75 dni obni-
zajgc stopniowo temperature z 27 do 5°C. Natomiast Ogbonna i wsp. [12] prowadzili
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proces fermentacji ciagtej przez 42 dni uzywajac drozdzy immobilizowanych w postaci
membrany w alginianie wapnia na szklanych biowktadach. Dallmann i wsp. [2] prze-
prowadzili trwajacq 15 dni ciggta fermentacje soku jabtkowego z uzyciem drozdzy
putapkowanych w alginianie wapnia. O trwajgcej 5 miesiecy fermentacji z drozdzami
immobilizowanymi réwniez w alginianie wapnia donoszg Nagashima i wsp. [10]. Jed-
nak badania te prowadzone byty w kierunku otrzymywania alkoholu z trzciny cukro-
wej.

Tabela 1

Wplyw czasu trwania fermentacji ciagtej na oceng sensoryczng win (skala 5-punktowa).
Influence of continuous fermentation time on organoleptic assessment of wines (5 point score).

Czas pracy fermentora (dni) / Work time of fermentor (days)
Wyréznik / Quality factor

30 50 100 135
Barwa / Colour 3,9 34 4,4 4.4
Zapach / Aroma 41 4.4 4,0 33
Smak / Taste 42 4,0 4,0 3,7
Ocena ogdlna / Total assessment 41 4,0 41 3,7

Rys. 2. Liczba komérek drozdzy w kolumnach w zaleznos$ci od czasu pracy fermentora.
Fig. 2. Number of yeast cells in columns depending on work time of fermentor.
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W miare uptywu czasu fermentacji obserwowano obnizanie sie liczby komorek
drozdzy w 1 ml fermentowanego medium oraz w kolejnych kolumnach. Na rys. 2.
przedstawiono dane otrzymane metodg liczenia bezposredniego. Szczeg6lnie niewielkg
liczbg komorek zaobserwowano w 1V kolumnie. Liczba ta wynosita 2,5-107 komorek
w pierwszym miesigcu fermentacji, a w trzecim miesigcu obnizyta sie o potowe do
1,1-107, co jest spowodowane prawdopodobnie znaczng koncentracjg alkoholu. Obni-
zanie sie liczby komorek w kolejnych kadziach fermentacyjnych stwierdzili Lipiec i
Krawczyk [7], prowadzac préby nad ciggta fermentacjg winiarskg w skali technicznej.

Bezposrednio po zakonczeniu procesu fermentacji okreslano liczbg komorek
drozdzy na 1 cm2powierzchni nosnika (rys. 3). Stwierdzono spadek liczby drozdzy w
kolejnych kolumnach fermentora. Jednocze$nie liczba komérek otrzymana metoda
posiewu byta nizsza niz uzyskana drogg liczenia bezposredniego, z uwzglednieniem
komorek nie barwigcych sie biekitem metylenowym. Przyczyng moze by¢ tworzenie
przez drozdze aglomeratow, tancuszkéw 3-4 komaérkowych. Obnizanie sie liczby ko-
morek na powierzchni nosnika jest zgodne ze stwierdzonym wczesniej spadkiem ilosci
drozdzy w medium w kolejnych kolumnach fermentora.

Rys. 3. Liczba komérek drozdzy w kolumnach po zakoriczeniu fermentacji.
Fig. 3.  Number of yeast cells in columns after fermentation.

Po zakonczeniu fermentacji okreslano takze procent komorek nieaktywnych zy-
ciowo na powierzchni nos$nika w poszczeg6lnych kolumnach (rys. 4). Stwierdzono
wzrost liczby komorek nieaktywnych zyciowo w kolejnych kolumnach. Zaobserwo-
wano takze nieznaczne zwiekszenie sie udziatu tych komorek w dolnych partiach
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trzech kolumn, liczac od poczatku zestawu. Wzrost liczby komorek barwiacych sie
btekitem metylenowym w kolejnych kadziach stwierdzili Lipiec i Krawczyk [7], Jed-
nak ta ciggta fermentacja trwata 92 dni i prowadzona byta metoda tradycyjna.

Rys. 4. Udziat komérek nieaktywnych zyciowo na r6znych poziomach kolumn po 4,5 miesigcach pracy
fermentora.

Fig. 4. Content of non-viable yeast cells on different levels of columns after 4,5 month work of fer-
mentor.

W miare uptywu czasu pracy fermentora obserwowano zmiany w ksztatcie komo-
rek drozdzy. Zwiekszat sie udziat komérek wydtuzonych i butawkowatych, co udoku-
mentowano na zdjeciach z mikroskopu $wietlnego (fot. 1-3). Zmiany w ksztatcie ko-
morek od eliptycznych do podiuznych podczas fermentacji ciggtej zaobserwowali Hill
i Robinson [4], Stwierdzili oni, ze im bardziej przeptywajace podtoze jest rozcienczo-
ne, tym komorki sg bardziej wydtuzone. Réwniez Lipiec [6] zaobserwowata wydtuza-
nie sie komorek drozdzy w kolejnych kadziach fermentacyjnych. Stwierdzone przez
nas ksztatty butawkowate mogg wigzac sie z faktem, ze przy znacznej i dtugotrwatej
koncentracji alkoholu w $rodowisku moze nastepowacé wyciek zawartosci komorek w
wyniku uszkodzenia btony komdrkowej [9], Planowane sg dalsze badania w tym kie-
runku.
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Fot. 1. Komorki ,matki drozdzowej” (pow. x600).

Fot. 2. Drozdze po ponad 4,5 miesigcach fermentacji wyizolowane z nosnika (pow. x600).

Fot. 3. Komorki drozdzy wyizolowane z nosnika po 4,5 miesigcach fermentacji (pow. x600).
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Podsumowanie

Mozliwe jest prowadzenie ciggtej fermentacji winiarskiej z drozdzami immobili-
zowanymi na szkle piankowym, przez okres ok. 3-4 miesiecy, w temp. ok. 22°C, bez
negatywnego wptywu najakos$¢ otrzymywanego produktu.

Biate szkto piankowe wydaje sie by¢ odpowiednim nosnikiem drozdzy w ciggtej
fermentacji winiarskiej.
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LONG-LASTING, CONTINUOUS FERMENTATION BY YEST CELLS IMMOBILIZED
ON FOAM GLASS

Summary

Long-lasting, continuous wine fermentation by yeast cells immobilized on foam glass was investi-
gated. The fermentation was carried out for more than 4,5 months at 22°C. The medium was passed thrugh
4 glass columns with the cubes of foam glass at a rate of 5-6 days. The steady state was maintained for
more than 3 months and insignificant decrease of alcohol content was observed after this period. The
negative changes in the sensoric quality of wine occured in the 5th month of investigation. The decrease
in the number of yeast cells per ml of medium in the columns and at the work time of fermentor was
stated. The increase in number of non-viable yeast cells in the columns was observed too. Microscopic
observation shows morphological changes of yeast cells after fermentation. This research has shown that
process of continuous wine fermentation with yeast immobilized on foam glass can be conducted for 3-4
months. »
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WYKORZYSTANIE BULW TOPINAMBURU (HELIANTHUS
TUBEROSUS L.) DO PRODUKCJI ETANOLU Z UZYCIEM DROZDZY
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Streszczenie

Przedmiotem pracy byto okreslenie wydajnosci produkcji alkoholu etylowego z bulw topinamburu
(Helianthus tuberosus L.) przy uzyciu drozdzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae: Bclda i D2.
Badania prowadzono na rozdrobnionych bulwach i na soku z bulw topinamburu dwéch genotypéw: Albik
i Rubik. Przed procesem fermentacji zastosowano hydrolize kwasowg i enzymatyczng inuliny i inulidéw,
zarébwno w bulwach, jak i w soku z bulw, obu genotypéwtopinamburu, do cukréwprostych. Maksymalne
ilosci alkoholu etylowego, uzyskiwanego przy uzyciu drozdzy Bcléa, wynosity:

1) dlarozdrobnionych bulw:

m  genotyp Albik 10,8% obj.,

m  genotyp Rubik 9,3% obj.,
2) dlasoku z bulw:

m  genotyp: Albik 8,9% obj.,

m  genotyp Rubik 8,2% obj.

Wstep

Topinambur (Helianthus tuberosus L.) jest ro$ling spokrewniong ze stoneczni-
kiem. Ros$lina ta posiada szeroko rozwiniety system korzeniowy wytwarzajacy bulwy
[7, 8, 20]. Charakteryzuje sie wysoka wydajnoscig bulw z hektara (do 34,2 t) [2, 6, 8,
13], dobrym wzrostem na ubogich i wyjatowionych glebach, odpornoscig na mroz i
choroby oraz wysokg wydajnos$cig weglowodanoéw z hektara (5-14 t) [6, 7, 8], co po-
woduje atrakcyjnos$¢ tej rosliny i coraz wieksze zainteresowanie. Bulwy topinamburu
moga by¢ wykorzystywane m.in. do produkcji fruktozy, inuliny i etanolu [1, 2, 5, 6, 9,
11, 13, 16, 17, 18, 19,21],

Mgr inz. K. Szambelan, Instytut Technologii Zywnos$ci Pochodzenia Roslinnego, Akademia Rolnicza im.
A. Cieszkowskiego w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan.
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Zainteresowanie bulwami topinamburu, jako surowcem do produkcji etanolu,
wynika przede wszystkim ze stosunkowo wysokiej zawartosci weglowodanow (11-
20%), w tym inulina i inulidy stanowig 70-90% tych zwigzkéw. Inulina zbudowana
jest z 30 i wiecej czasteczek fruktozy (inulidy zbudowane sg z mniej niz 30 czasteczek)
potagczonych wigzaniami [-1,2, tworzacych fancuchy zakonczone czasteczkami
glukozy [19, 21], Konwencjonalne drozdze gorzelnicze z rodzaju Saccharomyces
cerevisiae generalnie nie wykazujg zdolno$ci bezpos$redniej fermentacji inuliny i
inulidow [9]. Konieczne jest zatem odpowiednie przygotowanie podtoza, stosujagc
procesy kwasowej lub enzymatycznej hydrolizy weglowodanéw do cukréw prostych
fermentujacych (gtownie fruktozy) [12, 15, 19, 21],

Celem pracy byta ocena wydajnosci produkcji alkoholu etylowego z rozdrobnio-
nych bulw i soku z bulw topinamburu (H. tuberosus L.) przy uzyciu drozdzy gorzelni-
czych S. cerevisiae-. Bcl6a i D2, po uprzedniej hydrolizie kwasowej i enzymatycznej
weglowodandw do cukrdw prostych.

Materiat i metody badan

Surowcem do badan byty bulwy topinamburu (Helianthus tuberosus L.) dwdch
genotypdw: Albik i Rubik, otrzymane z Centrum Zasobow Genowych Instytutu Ho-
dowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie. Swieze bulwy rozdrabniano w miynku
szarpakowym oraz pozyskiwano z nich sok w prasie hydraulicznej (urzadzenia marki
Bucher TPZ 7). Rozdrobnione bulwy i sok z bulw przechowywano do dalszych badan
w stanie zamrozonym.

Materiatem stosowanym w badaniach do procesu fermentacji alkoholowej byty
drozdze gorzelnicze Saccharomyces cerevisiae'. Bcl6a i D2.

Procesy hydrolizy weglowodanow do cukréw prostych fermentujacych prowa-
dzono w warunkach:

m  hydroliza kwasem siarkowym(V1) uzupetnianym w prébie do pH 2,0, temp. 100°C,
czas 60 min,

m  hydroliza enzymatyczna z uzyciem preparatu enzymatycznego inwertazy ,,Gami-
nvert G”: pH 5,0, temp. 55°C, czas 60 min.

Po procesach hydrolizy pH korygowano do wartosci 5,0-5,5 za pomocg 10%
NaOH.

Proby w iloSci 200 g miazgi lub 200 ml soku przed procesem fermentacji schia-
dzano do temperatury nastawu (20-25°C) i zaszczepiano inokulum drozdzowym w
iloSci 10% (v/v). Fermentacje okresowe rozdrobnionych bulw i soku z bulw topinam-
buru prowadzono w temperaturze 30°C przez 72 godziny.

Zawarto$¢ cukrow redukujacych (wyrazonych jako fruktoza) po wszystkich pro-
cesach obrobki, oznaczano metodg kolorymetryczng z kwasem 3,5-DNS [13].
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Zawarto$¢ etanolu w ptynach fermentacyjnych oznaczano po destylacji metodg
areometryczng [10]. Wydajnos$¢ etanolu wyrazano w procentach objetosciowych.

Wyniki i dyskusja

W celu okres$lenia wydajnosci produkcji alkoholu etylowego z bulw topinamburu
(H. tuberosus L.) przeprowadzono dwie fermentacje alkoholowe: jedng z rozdrobnio-
nych bulw, a drugg z soku z bulw; obydwie w zaleznosci od typu hydrolizy weglowo-
danéw - kwasowej i enzymatycznej oraz zastosowanego szczepu drozdzy - Bcléa i
D2 (Rys. 1-4). Rozdrobnione bulwy charakteryzowaty sie zawartoscig suchej substan-
cji, dla genotypu: Albik 29,69% i Rubik 26,56%. Zawarto$¢ suchej substancji w soku z
bulw wynosita, w przypadku genotypu: Albik 17,33% i Rubik 15,95%.

Tabela 1

Zawarto$¢ cukrow redukujacych w rozdrobnionych bulwach topinamburu po procesach hydrolizy kwa-
sowej i enzymatycznej.
Reducing sugars content in Jerusalem artichoke tubers after acid and enzymatic hydrolysis.

Hydroliza kwasowa z uzyciem H2S04,
100°C, 60 minut

Hydroliza enzymatyczna z uzyciem inwertazy,
55°C, 60 minut

Genotyp . L . L
i Acid hydrolysis with H2S04, Enzymatic hydrolysis with invertase,
Cultivar 100°C, 60 minutes 55°C, 60 minutes
c [g/L] C[% $581] c [g/L] ¢ [% ss.]
Albik 234,54 79,01 185,12 62,35
Rubik 196,93 74,15 165,11 62,16
Tabela 2

Zawarto$¢ cukrow redukujacych w soku z bulw topinamburu po procesach hydrolizy kwasowej i enzy-
matycznej.
Reducing sugars content in Jerusalem artichoke juice after acid and enzymatic hydrolysis.

Hydroliza kwasowa z uzyciem

Gestos$¢ soku .
H2S04, 100°C, 60 minut

I Genot Density of the
WP _u?’ce Acid hydrolysis with H2S04,
Cultivar J 100°C, 60 minutes
g/ml
¢ [g/L] ¢ [% s.s.]
Albik 1,071 182,14 98,13
Rubik 1,067 162,41 95,43

Hydroliza enzymatyczna z uzyciem
inwertazy, 55°C, 60 minut
Enzymatic hydrolysis with invertase,
55°C, 60 minutes

¢ [g/L] ¢ [% s.s.]
161,61 87,07
146,26 85,94
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Rys. 1. Wydajnos¢ etanolu z rozdrobnionych bulw topinamburu przy uzyciu drozdzy S. cerevisiae, po
hydrolizie kwasowej weglowodanéw.

Fig. 1. Yield of ethanol from Jerusalem artichoke tubers using S. cerevisiae, after acid hydrolysis of
carbohydrates.

Rys. 2. Wydajno$¢ etanolu z rozdrobnionych bulw topinamburu przy uzyciu drozdzy S. cerevisiae, po
hydrolizie enzymatycznej weglowodanéw.

Fig. 2. Yield of ethanol from Jerusalem artichoke tubers using S. cerevisiae, after enzymatic hydrolysis
of carbohydrates.
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Rys. 3.  Wydajnos$¢ etanolu z soku z bulw topinamburu przy uzyciu drozdzy S. cerevisiae, po hydrolizie
kwasowej weglowodanéw.

Fig. 3.  Yield of ethanol from Jerusalem artichoke juice using S. cerevisiae, after acid hydrolysis of
carbohydrates.

Rys. 4. Wydajnos$¢ etanolu z soku z bulw topinamburu przy uzyciu drozdzy S. cerevisiae, po hydrolizie
enzymatycznej weglowodanéw.

Fig. 4.  Yield of ethanol from Jerusalem artichoke juice using S. cerevisiae, after enzymatic hydrolysis
of carbohydrates.
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Weglowodany zawarte w bulwach i w soku z bulw topinamburu przed procesem
fermentacji poddawane byty hydrolizie kwasowej i enzymatycznej w celu roztozenia
ich do cukrow prostych fermentujgcych (tab. 1, tab. 2). Parametry prowadzenia hydro-
lizy inuliny i inulidow podawane w literaturze r6znig sie w zaleznosci od autoréw [15,
18, 21, 22], Najwyzsze ilosci cukrow fermentujgcych uzyskiwano w procesie hydrolizy
kwasowej w rozdrobnionych bulwach topinamburu genotypu Albik: 234,54 g/L i Ru-
bik 196,93 g/L (tab. 1). Natomiast stosujgc hydrolize enzymatyczng w rozdrobnionych
bulwach uzyskiwano mniejsze ilosci cukrow prostych dla genotypu: Albik 185,12 g/L i
Rubik 165,11 g¢/L (tab. 1). Tab. 2. przedstawia wptyw rodzaju hydrolizy weglowoda-
now na zawartos¢ cukrow fermentujgcych w soku z bulw topinamburu. Hydroliza
kwasowa weglowodanéw w soku pozwolita na uzyskiwanie wyzszych ilosci cukrow
redukujacych dla genotypu: Albik 182,14 g/L i Rubik 162,41 g/L, w poréwnaniu z
hydrolizg enzymatyczng dla genotypu: Albik 161,61 g/L i Rubik 146,26 g/L (tab. 2).
Zastosowanie hydrolizy kwasowej do rozktadu weglowodandéw w rozdrobnionych
bulwach dato lepsze efekty o okoto 22% w pordéwnaniu z hydrolizg kwasowg weglo-
wodandéw w soku z bulw. Natomiast hydroliza enzymatyczna weglowodanéw w roz-
drobnionych bulwach pozwolita na uzyskiwanie ilosci cukrow prostych wyzszej o
okoto 13% niz hydroliza enzymatyczna weglowodanéw w soku z bulw topinamburu
(tab. 1, tab. 2). Hydrolize enzymatyczng prowadzono z uzyciem enzymu Gaminvert G.
Mimo, ze enzym ten charakteryzowatl sie gtownie aktywnos$cig inwertazy dat dobre
rezultaty hydrolizy weglowodan6éw rozdrobnionych bulw i soku z bulw topinamburu
poréwnywalne z danymi literaturowymi przy zastosowaniu inulinazy [2]. Tak przy-
gotowane rozdrobnione bulwy i sok z bulw topinamburu byty podtozem do fermentacji
alkoholowe;j.

Najwyzsze ilosci alkoholu etylowego uzyskiwano z rozdrobnionych bulw topi-
namburu genotypu Albik z uzyciem drozdzy Bcl6a: 10,8% obj. etanolu, po hydrolizie
kwasowej weglowodandéw (rys. 1). Stosujagc hydrolize enzymatyczng weglowodanéw
w rozdrobnionych bulwach przed procesem fermentacji uzyskiwano wydajnosci eta-
nolu: dla genotypu Albik 10,0% obj. i Rubik 8,7% obj. (rys. 2).

W wyniku fermentacji alkoholowej soku z bulw topinamburu przy uzyciu droz-
dzy Bcl6a, uzyskiwano nastepujgce zawartosci alkoholu etylowego: po hydrolizie
kwasowej weglowodanéw dla genotypu: Albik 8,9% obj. i Rubik 8,2% obj., a po hy-
drolizie enzymatycznej weglowodanow dla genotypu: Albik 7,1% obj. i Rubik 6,8%
obj. etanolu (rys. 3, rys. 4).

Uzyskane w badaniach wydajnosci alkoholu etylowego z bulw topinamburu (H.
tuberosus L.) przy uzyciu drozdzy Saccharomyces cerevisiae sg zblizone lub wyzsze
niz podaje literatura [3, 4, 7, 18]. Wiekszos$¢ jednak tych prac dotyczy soku z bulw
topinamburu, ktory jest fatwiejszy w obrdbce.
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Przeprowadzone badania (rys. 1-4) dowodzg, ze zar6wno rozdrobnione bulwy,
jak i sok z bulw topinamburu sg dobrym surowcem do otrzymywania z nich alkoholu
etylowego z uzyciem drozdzy gorzelniczych Saccharomyces cerevisiae. R6znica mie-
dzy koncowg zawarto$cig etanolu uzyskanego po fermentacji rozdrobnionych bulw
i soku z bulw zalezata od réznicy zawarto$ci cukréw redukujacych. Wyzsze stezenie
cukréow redukujacych w rozdrobnionych bulwach topinamburu pozwolito na otrzymy-
wanie wyzszych ilosci alkoholu etylowego w poréwnaniu z sokiem z bulw.

Whioski

1. Zastosowanie hydrolizy kwasem siarkowym do rozktadu inuliny i inulidéw
w bulwach topinamburu umozliwito uzyskiwanie wyzszych ilosci cukrow prostych
fermentujagcych w poréwnaniu z enzymatyczng hydrolizg za pomocg inwertazy.

2. Fermentacja rozdrobnionych bulw pozwolita na pozyskiwanie wigkszych ilosci
alkoholu etylowego niz fermentacja soku z bulw topinamburu (H. tuberosus L.).

3. Najlepsze efekty fermentacji obserwowano stosujgc genotyp Albik oraz drozdze
Bcloa zaréwno dla rozdrobnionych bulw, jak i dla soku z bulw topinamburu (H.
tuberosus L.).
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USING JERUSALEM ARTICHOKE (HELIANTHUS TUBEROSUS L.) TUBERS TO ETHANOL
PRODUCTION BY SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Summary

The object of the studies was to investigate the yield of ethanol production from Jerusalem artichoke
tubers by Saccharomyces cerevisiae-. Bcl6a and D2. Pulp and juice of two cultivars of Jerusalem arti-
choke: Albik and Rubik were used in these researches. The material was used as the fermentation sub-
strate with prior acid and enzymatic hydrolysis of the inulin and inulids in Jerusalem artichoke tubers and
juice to fermentable carbohydrates. The maximum quantity of ethanol was obtained from pulp by yeast
Bcl6a of cultivar: Albik 10,8% vol. and Rubik 9,3% vol. and from juice of cultivar: Albik 8,9% vol. and
Rubik 8,2% vol. |||
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POLIFENOLOOKSYDAZA | B-GLUKOZYDAZA W WYBRANYCH
OWOCACH JAGODOWYCH

Streszczenie

Oznaczano aktywno$¢ polifenolooksydazy (PPO) i B-glukozydazay w owocach takich, jak: truskaw-
ka, malina, porzeczka czerwona i porzeczka czarna. Z kazdego rodzaju owocu wybrano 3 odmiany. Do
oznaczenia stosowano metody spektrofotometryczne. Substratem w reakcji enzymatycznej byty katechol
dla PPO i p-nitrofenolo”™-D-ghikozyd dla B-glukozydazy. Zbadano réwniez wptyw pH i temperatury na
aktywnos$¢ tych enzyméw oraz ich termiczna inaktywacje.

Aktywnos$¢ PPO stwierdzono jedynie w truskawkach odmiany Senga-Sengana i Ducat, a aktywno$¢
B-glukozydazay w truskawkach Senga-Sengana, Ducat, Marmolada i malinach Canby, Beskid, Seedling.
Optymalne warunki dla dziatania PPO byty nastepujace: pH 4,5 i temp.45°C, a dla B-glukozydazay pH w
zakresie 5,0-5,5 i temp. od 40°C do 50°C w zaleznos$ci od pochodzenia enzymu.

Wstep

Owoce i przetwory z nich otrzymywane stanowig jeden z istotnych sktadnikow
diety cztowieka. Z jednej strony sg one zrddiem skiadnikdw niezbednych do prawi-
dtowego funkcjonowania organizmu ludzkiego, a z drugiej strony dostarczajg bogac-
twa zapachowego i barwy zywnosci.

Jedng z cech zywnosci, ktdrg spostrzegamy i wedtug ktérej oceniamy zywnos$¢ od
pierwszego wrazenia jest barwa. W przypadku owocow takich, jak: truskawki, maliny,
porzeczki czerwone, porzeczki czarne i produktéw z nich otrzymywanych barwe
ksztattujg naturalnie wystepujgce barwniki antocyjanowe, a takze inne polifenole.
Zwiazki te podlegaja jednak przemianom powodujac poprzez to niekorzystne zmiany
barwy. Istotny wptyw na przemiany endogennych polifenoli w szczegélno$ci w roz-
drobnionych owocach i sokach ma aktywno$¢ dwoch enzymow: [-glukozydazy
i polifenolooksydazy [3],

Mgr inz. A. Wlazly, prof, dr hab. Z. Targonski, Katedra Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego i
Przechowalnictwa, Akademia Rolnicza w Lublinie, ul. Skromna 8, Box 158, 20-950 Lublin.
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Antocyjany, wystepujace w formie zwigzanej w postaci glikozydow, stanowig
dominujgcg forme tych zwigzkéw w wiekszosci owocéw o barwie czerwonej [12],
B-glukozydaza powoduje odszczepienie czgsteczki cukréw z tych antocyjandéw i po-
wstanie aglikonu o mniej intensywnej barwie i mniej stabilnego, ulegajacego degrada-
cji do bezbarwnych pochodnych [3],

Polifenolooksydaza (PPO) powoduje przemiane antocyjanéw wystepujgcych
w formie aglikonu, jak i innych polifenoli. Katalizuje reakcje utleniania grup hydrok-
sylowych w obecno$ci tlenu z wytworzeniem chinonéw. Powstate chinony sg wysoko
reaktywne i prowadza do reakcji polimeryzacji i kondensacji pomiedzy biatkami i poli-
fenolami oraz sg zdolne do taczenia sie miedzy soba oraz z innymi zwiazkami, dopro-
wadzajagc w ten sposob do tworzenia sie wysokoczgsteczkowych zwigzkéw o brgzo-
wym zabarwieniu [5, 10, 11],

Zwiazki fenolowe oddziatywujg korzystnie na warto$¢ biologiczng produktow
owocowych. Miedzy innymi zapobiegajg niekorzystnym zmianom naczyh krwiono-
$nych, powodujg neutralizacje wolnych rodnikéw oraz majg pewnga aktywnos$¢ prze-
ciwnowotworowg [7, 9], Polifenole wykazujg réwniez aktywno$¢ przeciwutleniajaca,
przez co ograniczajg utlenianie m.in. witaminy C i innych substancji [8],

Z zywieniowego punktu widzenia obecno$¢ PPO w owocach jest wiec nieko-
rzystna, poniewaz poprzez przemiane zwigzkéw fenolowych prowadzi do utraty ich
wiasciwosci antyoksydacyjnych. Natomiast z technologicznego punktu widzenia obec-
nos¢ PPO z jednej strony jest niekorzystna, poniewaz powoduje niepozgdane zmiany
barwy produktéw owocowych, a z drugiej strony ma korzystny wptyw, poniewaz po-
wodujac przemiany zwigzkéw fenolowych pozbawia ich niekorzystnych witasciwosci,
jakimi sg m.in. tworzenie zmetnien i osadéw w sokach, koncentratach owocowych
iwinach [7], Zmetnienia te powstaja w wyniku kondensacji polifenoli miedzy sobg lub
z innymi zwigzkami.

Podatno$¢ owocow na procesy bragzowienia i zmiany barwy zalezy od aktywnosci
polifenolooksydazy, ogélnej sumy zawartych polifenoli, ich budowy, od bliskosci sub-
stratu dla PPO [4, 5, 7, 12], a takze od aktywnosci B-glukozydazy.

Znajomos$¢ wiasciwosci i aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy moze
by¢ pomocna przy wyborze odmian owocOw imetod przetwarzania, by zagwaranto-
wac odpowiednie cechy sensoryczne produktom owocowym i stabilnos¢ ich barwy.

Celem pracy byto okreslenie aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy
w owocach jagodowych oraz przeprowadzenie cze$ciowej charakterystyki tych enzy-
mow pochodzacych z r6znych odmian tego samego gatunku owocow.

Materiat i metody badan

Materiatem badawczym byty nastepujgce owoce:
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e truskawki: Senga-Sengana, Ducat, Marmolada;
* maliny: Canby, Beskid, Seedling;
e porzeczka czerwona: Rondom, Holenderska, Jonker;
» porzeczka czarna: Ojebyn, Titania, Ben Lomond.
Owoce przechowywano w stanie zamrozenia w temperaturze -20°C.

Ekstrakcja polifenolooksydazy i B-glukozydazy

W celu przeprowadzenia ekstrakcji enzymdw 20 g rozmrozonych owocéw homo-
genizowano przez 60 sekund z 25 cm3 buforu cytrynianowo-fosforanowego wg Mc
llvainea (sporzadzonego z 0,1M kwasu cytrynowego i 0,2M Na2HP04) o pH 7,0
z dodatkiem Tritonu X-100 (1%) i nierozpuszczalnego poliwinylopolipirolidonu (4%)
[2], Nastepnie cato$¢ pozostawiono na 2 godz., w temp. 4°C, w ciemnym miejscu. Po
tym czasie cato$¢ odwirowano przez 15 min, przy obr. 9000*g, w 4°C. Do oznaczenia
aktywnosci enzymow uzyto roztworu znad osadu.

Oznaczanie aktywnoscipolifenolooksydazy

Oznaczenia aktywnosci PPO dokonano w reakcji z katecholem poprzez pomiar
zmiany absorbancji proby witasciwej (A) i prob kontrolnych (B i C), przy dtugosci fali
420 nm po uptywie 30 min wobec wody destylowane;j.

Tabela 1

Sktad préby wiasciwej i prob kontrolnych do oznaczenia aktywnos$ci PPO.
The composition of the studied sample and the control samples in polyphenoloxidase activity assay.

Sktadnik Préby / Samples
Component A B C
0,02 M katechol
2.cm3 2 cm3 -
0,02 M catechol
Bufor Mc llvaine a
. 1cm3 l1cm3 -
Buffer Mc llvaine’a
Sok z owocéw
. 0,2cm3 - 0,2cm3
Fruitjuice
Woda destylowana
- 0,2 cm3 3cm3

Distilled water

Oznaczanie aktywnos$ci B-glukozydazy.

Aktywnos$é B-glukozydazy oznaczono w reakcji z p-nitrofenolo-P-D-glukozydem,
poprzez pomiar absorbancji proby witasciwej (A) i prob kontrolnych (B i C), przy di
fali 420 nm po uptywie 30 min i dodaniu po tym czasie 1cm31M Na:Cos do wszyst-
kich préb.
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Tabela 2

Sklad proby wiasciwej i prob kontrolnych do oznaczania aktywnosci B-glukozydazy.
The composition of the studied sample and the control samples in B-glucosidase activity assay.

Sktadnik Préby / Samples
Component A B C

0,9956 mM p-nitrofenolo-P-D-glukozyd

. i ! 0,75 cm3 0,75 cm3 -

0,9956 mM p-nitrophenol-fi-D-glucoside
Bufor Mc IIvalr-1e a 0.75 cm3 0.75 cm3
Buffer Mc llvaine’a
SOk_ Z_ O_WOCOW 0,2 cm3 0,2cm3
Fruitjuice
Woda destyl

oca destylowana ; 0,2 cm3 15 cm3

Distilled water

Absorbancje, do okreslenia aktywnos$ci enzymow, wyliczono wedtug wzoru:
Ex=Ea—[Eb+ Ec]
Ea—absorbancja proby A,
Eb- absorbancja préby B,
Ec - absorbancja préby C.
Za jednostke aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy przyjeto zmiane

absorbancji o 0,001 wywotywang przez 1 cm3 enzymu w ciggu 1 min w warunkach
oznaczenia.

Wpltyw pH na aktywnos$¢ PPO i B-glukozydazy

Badajagc wptyw pH na aktywnos$¢ enzyméw dokonywano pomiaru aktywnosci w
buforze Mc llvaine a o nastepujacych wartosciach pH: 3,0; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0 w
temperaturze 40°C.Pozostate warunki byty takie, jak przy oznaczaniu aktywnosci en-
zymatycznych.

Wplyw temperatury na aktywnos$¢ PPO i B-glukozydazy

Wpltyw temperatury na aktywno$¢ w/w enzymOw przeprowadzono w nastepuja-
cych temperaturach: 20°C, 30°C , 40°C, 45°C ,50°C, 55°C, 60°C, 65°C, przy takiej
wartosci pH, przy ktorej enzym wykazywat najwyzszg aktywnos$¢. Pozostate warunki
byty takie, jak przy oznaczaniu aktywnoS$ci enzymatycznych.

Termiczna inaktywacja PPO i B-glukozydazy

W celu zbadania termicznej inaktywacji enzymdéw w czasie, roztwor zawierajacy
enzym zmieszany z buforem cytrynianowo-fosforanowym wg Mc llvaine a (o pH przy
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ktorym enzym wykazywat najwyzszg aktywnos$¢) w stosunku 1:1 ogrzewano w tempe-
raturach 45°C i 55°C i mierzono aktywnos$¢ po 0,5, 1, 2, 4 godz. oraz w temperaturze
65°C mierzac aktywnos$¢ po 5, 10, 15, 20, 30 minutach. Pomiaru dokonywano przy
takiej wartosci pH, przy ktérej enzym wykazywat najwyzszg aktywnos¢.

Omowienie wynikow
Badanie wtasciwosci polifenolooksydazy

Aktywno$é polifenolooksydazy zostata stwierdzona jedynie w truskawkach
dwdéch odmian Senga-Sengana i Ducat. Pozostate owoce nie wykazywaty aktywnosci
tego enzymu.

Najwyzszg aktywno$¢ PPO uzyskano przy pH 4,5. Wynik ten byt identyczny dla
obydwu odmian truskawek: Senga-Sengana i Ducat, a aktywno$¢ wynosita odpowied-
nio 25,8 i 14,7 jednostek. W zakresie pH 3,0-7,0 enzym miat najnizszg aktywnos¢
przy pH 3,0. Aktywno$¢ PPO obecnej w wyciagu ztruskawek odmiany Senga-
Sengana w tym pH stanowita jedynie 3,8% aktywno$ci maksymalnej, a z odmiany
Ducat 8,1% (rys. 1).

Rys. 1. Wplyw pH na aktywnos¢ polifenolooksydazy obecnej w wyciggach z truskawek.
Fig. 1.  Effect of pH on the activity of strawberry polyphenolooxidase.

W wyniku badan aktywnosci PPO w réznych temperaturach, najwyzszg aktyw-
nos$é posiadat enzym obecny w wyciggu z obydwu odmian truskawek, w temp.45°C.
Ponizej i powyzej tej temperatury aktywnos$¢ byta nizsza, lecz jeszcze w temperaturze
65°C aktywnos$¢ enzymu ksztattowata sie na poziomie 30% aktywnos$ci maksymalnej
dla odmiany Ducat i 19,2% dla odmiany Senga-Sengana (rys. 2).



Rys. 2. Wplyw temperatury na aktywnos¢ polifenolooksydazy obecnej w wyciagach z truskawek.
Fig. 2. Effect of temperature on the activity of strawberry polyphenolooxidase.

Pod wplywem ogrzewania wyciggu z owocoéw nastepowat spadek aktywnosci
PPO. Po uptywie 4 godzin ogrzewania w temperaturze 45°C aktywnos¢ PPO obecnej
w wyciggu z truskawek Senga- Sengana ksztaltowata sie na poziomie 47% aktywno-
$ci poczatkowej, a w temperaturze 55°C 17,2%. Catkowita inaktywacja enzymu nasta-
pita w temp.70°C po 30min ogrzewania. Natomiast w temperaturze 65°C po 30 min
aktywnos¢ stanowita 16,6% aktywnosci poczatkowej (Rys. 3).

Rys. 3. Termiczna inaktywacja polifenolooksydazy obecnej w wyciggach z truskawek Senga-Sengana,
w réznych temperaturach.

Fig. 3.  Thermal inactivation of Senga-Sengana strawberry polyphenolooxidase at different temperature.
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Badanie aktywnosci f-glukozydazy

Aktywnos$¢ B-glukozydazy stwierdzono w truskawkach odmiany Senga-Sengana,
Ducat, Marmoada oraz malinach odmiany Canby, Beskid, Seedling. Natomiast po-
rzeczka czerwona i porzeczka czarna nie wykazywaty aktywnosci tego enzymu.

Optymalna warto$¢ pH dla dziatania B-glukozydazy wynosita 5,0 dla enzymu
obecnego w wyciggu z truskawek odmiany Senga-Sengana, Ducat i malin odmiany
Canby, Beskid, Seedling oraz 5,5 dla enzymu obecnego w wyciggu z truskawek Mar-
molada. Najwyzszg aktywnos$¢ posiadat enzym obecny w wyciggu z truskawek Ducat
i wynosita ona 58,6 jednostki, B-glukozydaza obecna w wyciggu z malin wszystkich
odmian nie posiadata aktywnosci w pH 3,0 i 7,0.

W przypadku B-glukozydazy obecnej w wyciggu z malin aktywnos$¢ w réznych
pH ksztattowala sie podobnie niezaleznie od odmiany (rys. 5). Natomiast
B-glukozydaza obecna w wyciggu z truskawek w zaleznosci od odmiany wykazywata
znaczne zréznicowanie aktywnosci przy tych samych wartosciach pH (rys. 4).

Rys. 4.  Wplyw pH na aktywno$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggach z truskawek.
Fig. 4. Effect of pH on the activity of strawberry B-glucosidase.

Optymalna warto$¢ temperatury dziatania B-glukozydazy wynosita 50°C w przy-
padku enzymu obecnego w wyciggach ze wszystkich badanych odmian truskawek,
a45°C w przypadku enzymu obecnego w wyciggu z malin Canby i 40°C dla enzymu
obecnego w wyciggach z malin Beskid i Seedling. Najnizsze aktywnos$ci uzyskano
w temperaturze 65°C dla B-glukozydazy obecnej w wyciggach z truskawek Ducat
i malin Seedling. Aktywnos$¢ w tej temperaturze stanowita odpowiednio 30% i2,8%
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aktywnosci maksymalnej. W przypadku B-glukozydazy obecnej w wyciggach z pozo-
statych zrédet najnizszg aktywno$¢ stwierdzono w temperaturze 20°C (rys. 6 i rys. 7).

pH

Rys. 5. Wptyw pH na aktywnos$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciagach z malin.
Fig. 5.  Effect of pH on the activity of raspberry B-glucosidase.

Rys. 6.  Wplyw temperatury na aktywno$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggach z truskawek.
Fig. 6.  Effect of temperature on the activity of strawberry B-glucosidase.

Pod wptywem ogrzewania wyciggu z truskawek Senga-Sengana i malin Canby
nastepowat spadek aktywnosci obecnej tam B-glukozydazy. Aktywnos$¢ B-glukozydazy
spadata juz powyzej 40°C. Po 4 godzinach ogrzewania w temperaturze 45°C aktyw-
no$¢ PB-glukozydazy obecnej w wyciggu z truskawek ksztattowata sie na poziomie
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31,6% aktywnoS$ci poczatkowej, a w temperaturze 55°C na poziomie 5,8% aktywnosci
poczatkowej. Natomiast aktywnos$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggu z malin po 4
godzinach ogrzewania wtemp.45°C stanowita 9,1% aktywnosci poczatkowej, a w
temp. 55°C 1% aktywnosci poczatkowej. Catkowita inaktywacja B-glukozydazy obec-
nej w wyciagu z truskawek nastgpita po 15 min ogrzewania w temp. 65°C, a pB-

glukozydazy obecnej w wyciggu z malin po 30 min ogrzewania w tej temperaturze
(rys. 8).

Rys. 7. Wplyw temperatury na aktywnos$¢ B-glukozydazy obecnej w wyciggach z malin.
Fig. 7. Effect oftemperature on the activity of raspberry B-glucosidase.

Rys. 8.  Termiczna inaktywacja B-glukozydazy w réznych temperaturach.
Fig. 8. Thermal inactivation of B-glucosidase at different temperature.
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Owoce jagodowe, tj. truskawka, malina, porzeczka czarna, porzeczka czerwona,
réznig sie znacznie pod wzgledem aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozy-
dazy. Wplyw na poziom aktywnosci tych enzyméw w owocach ma réwniez od-
miana.

Soki z porzeczki czerwonej i porzeczki czarnej nie wykazywaty aktywnosci polife-
nolooksydazy i B-glukozydazy, a soki z malin i truskawek odmiany Marmolada
wykazywaty tylko aktywnos$¢ B-glukozydazy.

Wykazane roznice w aktywnosci polifenolooksydazy i B-glukozydazy zalezne od
odmiany owocu sugerujg, ze aktywnosci tych enzymoéw powinny by¢ brane pod
uwage przy opracowywaniu technologii przetwérstwa tych owocéw.

Najwyzszg aktywnos$¢ wykazywata polifenolooksydaza obecna w wyciggu z tru-
skawek odmiany Senga-Sengana i B-glukozydaza obecna w wyciggu z truskawek
odmiany Ducat.

Optymalna warto$¢ pH i temperatury dla dziatania enzymdw zalezaty od Zrodia, z
ktérego pochodzity enzymy i wynosity dla PPO pH 4,5, temp. 45°C, a dla B-gluko-
zydazy pH w zakresie 5,0-5,5, temp. od 40°C do 50°C w zaleznosci od odmiany
owocow.
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POLYPHENOLOOXIDASE AND B-GLUCOSIDASE IN SELECTED BERRY FRUITS
Summary

The activity of polyphenolooxidase (PPO) and B-glucosidase in the following fruits: strawberry, rasp-
berry, red currant, black currant was estimated. From each kind of fruit three varieties were selected.
Spectrophotometric methods were used to estimate the enzymatic activity. The substrates for the enzy-
matic reactions were catechol for PPO and p-nitrophenol®-D-glucosidc for B-glucosidase. The influence
of pH value and temperature on the activity of the enzymes and their thermal inactivation was also inves-
tigated.

PPO activity was detected in the following varieties of strawberries: Senga-Sengana, Ducat.
B-glucosidase activity in strawberries: Senga-Sengana, Ducat, Marmolada and in the following varieties
ofraspberry: Canby, Beskid, Seedling was studied. The optimal conditions for PPO were as follows: pH
4,5, temperature 45°C, and for B-glucosidase pH in the range of 5,0-5,5 and temperature 40°C to 50°C
depending on the origin ofthe enzyme. "
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EWA MAJEWSKA

SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZANIE ASPARTAMU
W WYBRANYCH PRODUKTACH SPOZYWCZYCH TYPU ,,LIGHT”

Streszczenie

Celem pracy byto przystosowanie prostej i szybkiej metody oznaczania aspartamu, wykorzystujgcej
spektrofotometrie VIS. Metoda polega na reakcji aspartamu z |,4-dioxanem, dimetyloformamidem oraz p-
chloranilem i pomiarze absorbancji barwnego kompleksu. Materiat do badan stanowity koncentraty spo-
zywcze stodzone aspartamem oraz stodzik w tabletkach. Rezultaty badan wstepnych wykazaly, ze zasto-
sowana w pracy metoda pozwala na szybkie i proste oznaczanie aspartamu w wybranych produktach
spozywczych.

Wstep

Zainteresowanie zdrowym sposobem odzywiania jest zjawiskiem obserwowanym
prawie na catym $wiecie. Mimo spozywania réznych produktéw, wspdiczesne diety
coraz bardziej zaczyna tgczy¢ konsumpcja réznorodnych produktow o obnizonej kalo-
rycznosci.

Aspartam nalezy do grupy nowoczesnych, intensywnych $rodkow stodzgcych.
W ciagu ostatnich kilku lat znalazt szerokie zastosowanie w $wiatowej produkcji zyw-
nosci dietetycznej i niskokalorycznej. Chociaz sktada sie on z dwoch aminokwasow,
nie mozna go zaliczy¢ do naturalnych $rodkéw stodzgcych, gdyz otrzymywany jest
metoda chemicznej syntezy. Jego kaloryczno$¢ wynosi 17 klJ/g, lecz z uwagi na wyso-
kg site stodzaca (180-200 razy stodszy od sacharozy) i minimalne ilosci potrzebne do
uzyskania pozadanej stodyczy produktow, uznawany jest za $rodek stodzacy bezkalo-
ryczny [3, 5]. Stabilnos¢ aspartamu jest determinowana jego strukturg chemiczng.
Trwatos¢ wigzan chemicznych obecnych w aspartamie zalezy w duzym stopniu od
warunkéw Srodowiska. Aspartam jest catkowicie stabilny i trwaty w Srodowisku o
wilgotnosci ponizej 8% [4],

Mgr inz. E. Majewska, Zaklad Oceny Jakosci Zywnosci, Szkota Géwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul.
Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa.



134 Ewa Majewska

Harmonizujacy wplyw aspartamu na smak dostadzanych produktéw sprawia, iz
jest on wysoko ceniony w zywieniu. Jednakze w wysokich temperaturach i przy wyso-
kich wartodciach pH wiazania peptydowe i estrowe tatwo ulegaja hydrolizie. Niewta-
sciwa obrdbka, czy tez sposdb magazynowania mogg powodowa¢ wady koncowego
produktu; jest to jedna z przyczyn, z powodu ktorej zawarto$¢ aspartamu w zywnosci
musi by¢ regulamie sprawdzana przy opracowywaniu nowych metod obrobki, jak
rowniez przy rutynowej kontroli jakosci.

Literatura podaje rowniez, oprocz metody HPLC, spektrofotometyczne i miarecz-
kowe metody oznaczania aspartamu [, 6].

Celem pracy byto przystosowanie metody spektrofotometrycznej VIS, wykorzy-
stujacej jako wskaznik p-chloranil, do oznaczania aspartamu w produktach zywno-
$ciowych.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowity:

1) koncentraty spozywcze stodzone aspartamem:

*  budyn $mietankowy,

= kisiel wisniowy,

» galaretka pomaranczowa,

2) stodzik w tabletkach.

Zawarto$¢ aspartamu w badanych produktach oznaczano metods spektrofotome-
tryczng [6]. Z artykulow spozywczych $rodek stodzacy ekstrahowano metanolem, w
temperaturze pokojowej, przez 15 min. Probki po ekstrakcji saczono przez saczek fat-
dowany, a nastgpnie metanol odparowywano w wyparce préozniowej. Pozostato$é po
odparowaniu przenoszono ilosciowo, za pomoca mieszaniny chloroform:metanol (1:1),
do kolb pomiarowych o poj. 50 cm® i uzupemiano do kreski ta sama mieszanina. Stad
do probowek kalibrowanych przenoszono po 0,675 cm® otrzymanego roztworu i do-
dawano po 1,5 cm’ dimetyloformamidu i p-chloranilu. Cato$¢ uzupeiano 1,4-
dioxanem do 12 cm’. Tak przygotowane roztwory inkubowano w tazni wodnej w tem-
peraturze 65°C, przez 30 min. Po ostudzeniu zawarto$¢ probowek uzupetniano do ob-
jetosci 15 cm® za pomoca 1,4-dioxanu. Absorbancje prob whasciwych mierzono spek-
trofotometrem dwuwigzkowym (Beckman, model 24) przy dlugosci fali A = 520 nm
wobec proby kontrolnej odczynnikowe;.

Krzywa wzorcowa (rys. 1) sporzadzano dla kazdej serii oznaczen jako zalezno$é
absorbancji od iloéci aspartamu zawartego w 15 cm®. Do obliczen wykorzystywano
réwnanie krzywej wzorcowej, a nastepnie po uwzglednieniu rozcienczenia wyrazano w
mg/100 g produktu.
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Rys. 1. Krzywa wzorcowa do oznaczania zawartosci aspartamu.
Fig. 1. Calibration curve for determination of aspartame.

Wyniki i dyskusja

Metodg najczesciej proponowang do oznaczania aspartamu, zalecang rowniez
w normach jest wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Jednak aparatura
potrzebna do takich oznaczen jest bardzo droga, a stosowane odczynniki muszg by¢
najwyzszej czystosci. To wszystko sprawia, iz nie kazde laboratorium zaktadowe moze
sobie pozwoli¢ na posiadanie takiego sprzetu w swym wyposazeniu. Sytuacja ta wpty-
neta na podjecie poszukiwan metod, ktére mogtyby stuzy¢ w rutynowej kontroli jako-
§ci. W pracy podjeto probe wykorzystania spektrofotometrii w Swietle widzialnym
(VIS) do oznaczania aspartamu.

Otrzymane wyniki badan wstepnych przedstawiono w tab. 1.

Oznaczona tag metodg $rednia zawarto$¢ aspartamu w budyniu $mietankowym
wynosita 369 mg/100 g produktu, co stanowito 105% deklarowanego przez producenta
dodatku substancji stodzacej (3,5 kg aspartamu na 1000 kg produktu - informacja wta-
sna). W przypadku kisielu wisniowego obliczona $rednia zawarto$¢ aspartamu stano-
wita 151% deklarowanego przez producenta dodatku aspartamu (5,0 kg aspartamu na
1000 kg produktu - informacja wiasna) i wynosita srednio 757 mg/100 g produktu. W
galaretce pomaranczowej oznaczona $rednia zawarto$¢ aspartamu byta na poziomie
1910 mg/100 g produktu. Wynik ten stanowit 112% deklarowanego przez producenta
dodatku, ktory wynosit 1,7 kg aspartamu na 1000 kg produktu (informacja wiasna).
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Stodzik w tabletkach wykazat Srednig zawarto$¢ badanego $rodka stodzgcego na po-
ziomie 55,4 mg na 100 mg produktu, co réwniez przekraczato zawarto$¢ deklarowang
przez producenta (18-20 mg aspartamu w tabletce o masie 60-90 mg [2]).

Tabela 1
Zawarto$¢ aspartamu w badanych produktach.
Content of aspartame in investigated products.
Zawarto$¢ aspartamu / Aspartame content Odchylenie
Rodzaj produktu standardowe
Product miano min max $rednia Standard
deviation
Budyn $mietankowy mg/100 g 346 391 369 21.7
Kisiel wisniowy mg/100 g 723 777 757 29.8
Galaretka pomarariczowa mg/100 g 1903 1921 1910 9.9
Stodzik w tabletkach mg/100 mg 54 56 55 5.4

Odchylenia standardowe dla poszczeg6lnych produktéw wahaty sie w granicach
do 5,4 do 29,8 i stanowity 0,5 do 9,8 % wartoSci $rednich dla poszczegdlnych produk-
tach. Chociaz sg one do$¢ wysokie, to na ich podstawie mozna stwierdzi¢, iz zastoso-
wana w pracy metoda moze by¢ wykorzystywana do oznaczania aspartamu w niektoé-
rych produktach spozywczych typu koncentratow spozywczych, jak réwniez stodzi-
kéw. W celu uwiarygodnienia wykorzystywanej metody nalezy przeprowadzi¢ dalsze
oznaczenia aspartamu w produktach i porownac¢ je z metodg odniesienia, jaka jest
HPLC, proponowang w literaturze z uwzglednieniem norm dla produkéw stodzonych
aspartamem.

Podsumowanie

Uzyskane wyniki sugeruja, ze do oznaczania aspartamu w niektérych produktach
spozywczych moze by¢ stosowana metoda spektrofotometryczna. Ostatecznie jednak
jej uznanie wymaga walidacji z wykorzystaniem metody odniesienia, jakg jest HPLC.
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SPECTROPHOTOMETRIC EVALUATION OF ASPARTAME IN SELECTED
»,LIGHT” FOOD PRODUCTS

Summary

The aim of this study was to adjust a simple and fast method for aspartame content determination us-
ing VIS spectrophotometry. This method is based on the reaction of aspartame with 1,4-dioxan, dimethy-
loformamide and p-chloranil and the measurement of the colour complex absorbance. The experimental
material was aspartame sweetened food concentrates and a sweetener in tablets. The results of preliminary
work showed that the method used allows for fast and simple aspartame content evaluation in selected
food products. §8
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MAGDALENA KOMISARUK-KASTELLI

CHARAKTERYSTYKA HISTOCHEMICZNA FORM HANDLOWYCH
ZIARNIAKOW RYZU DOSTEPNYCH NA POLSKIM RYNKU

Streszczenie

Celem pracy byto wykazanie réznic w budowie ziarniakéw oraz w podstawowym sktadzie chemicz-
nym: biatek i lipidéw w ziarniakach ryzu dostepnych na polskim rynku. W skiad ziarniaka ryzu w poréw-
naniu z innymi zbozami wchodzi ciefisza okrywa owocowo-nasienna, a warstwa aleuronowa ziarniaka
zawiera tylko 1lub 2 poziomy komdrek.

Wstep

Kierunki wykorzystania ryzu zalezg od tego, jaka cze$¢ ziarna bierzemy pod
uwage. tuski (plewy) wykorzystuje sie jako absorbenty, nos$niki, komponenty mate-
riatbw budowlanych, izolacje, wypetniacze, Srodki filtrujgce, materiat do opakowan.
Z otrab, zarodkoéw i maczki ryzowej otrzymuje sie nawozy, pasze, olej ryzowy, $rodKki
farmaceutyczne, koncentrat witaminy B. Do celdw spozywczych, po obtuszczeniu,
uzyskuje sie kaszke oraz ryz tuszczony pozbawiony tuski plewkowej i czeSciowo
okrywy owocowej, ryz szlifowany - pozbawiony tuski i okrywy owocowo-nasiennej
lub ryz polerowany - o btyszczacej powierzchni zawierajgcej samo bielmo skrobiowe.

Celem pracy byto wykazanie réznic w budowie ziarniakéw oraz w podstawowym
sktadzie chemicznym: biatek i lipidéw w ziarniakach ryzu dostepnych na polskim ryn-
ku.

Materiaty i metody badan

Do badan wykorzystano ryz dtugoziamisty (w woreczkach), ryz dziki i tzw. ryz
naturalny.

Mgr inz. M. Komisaruk-Kastelli, Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Ro$linnego, Akademia
Rolnicza w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan.
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Materiat doswiadczalny przygotowano w oparciu o metodyke sporzadzania
skrawkow mikroskopowych z ziarniakéw zb6z [1]. Skrawki mikroskopowe barwiono
dwiema technikami: na obecno$¢ zwigzkéw biatkowych - metodg Bonhaga [2] i na
obecno$¢ zwiazkéw lipidowych - czerwienig oleistg O [2], Wyniki reakcji barwnych
sprawdzono przy uzyciu mikroskopu Swietlnego. Ilosciowe oznaczenie biatka wyko-
nano metodg Kjeldahla [5], a lipidow metodg Soxhleta [5].

Wyniki i dyskusja

Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze zawarto$¢ biatka oznaczona
metodg Kjeldahla w badanych ziarniakach ryzu (tab. 1), wahata sie w granicach 6,7-
11,6% w suchej masie. W wyniku zastosowania barwienia na obecnos$¢ i
rozmieszczenie zwigzkdw biatkowych, zaobserwowano, ze prawie dwukrotnie wiecej
biatka zawierat ryz dziki w porownaniu z pozostatymi badanymi prébami. Najmniej
biatka zawierat ryz dtugoziamisty (w woreczkach); jako jedyny w centralnej czesci
ziarniaka zawierat komarki, ktore nie wykazywaty reakcji na obecnos$¢ biatka. W
ziarniakach ryzu najwiecej biatka zawieraty: warstwa aleuronowa, podaleuronowa oraz

zarodek.
Tabela 1

Zawartos$¢ biatka w ziarniakach ryzu.
Protein content in the rice grain.

Biatk Ot
Formy handlowe ziarniakéw ryzu 1a1ko ogotem

. (% s.m.)
Rice products
Protem
Diugoziamisty (w woreczkach) 6.7
Long grain (in bags) '
Naturalny
7,8
Natural
Dziki 116
wild '

Zawarto$¢ ttuszczu okreslona metoda Soxhleta (tab. 2) wahata sie w granicach
0,16-2,20% w suchej masie. Najwiecej ttuszczu zawierat ryz dziki, a najmniej ryz
dtugoziamisty (w woreczkach). W bielmie tluszcz wystepowat najczesciej pod postacig
kuleczek. Najwiecej ttuszczu w ziarniakach ryzu znajdowato sie w warstwie aleurono-
wej, podaleuronowej oraz w zarodku.

W tab. 3. przedstawiono réznice w budowie ziarniakéw ryzu. Ws$rod badanych
form handlowych ziarniakéw ryzu tylko ryz dziki zawierat zarodek, nieztuszczong
warstwe aleuronowg oraz okrywe owocowo-nasienng.
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Tabela 2

Zawartos$¢ ttuszczu w ziarniakach ryzu.
Lipid content in the rice grain.

L, . Thuszcz ogdtem
Formy handlowe ziarniakéw ryzu

Ri duct (% w s.m.)
ice products Lipid
Diugoziamisty (w woreczkach) 016
Long grain (in bags) '
Naturalny
1,70
Natural
Dz.|k| 2.20
wild
Tabela 3
Charakterystyka anatomiczna badanych ziarniakéw ryzu.
Characteristics of the tested rice grains.
Okrvwa Warstwa
Formy handlowe Ksztatt y . Aleurono- .
T, . . Barwa owocowa i Bielmo Zarodek
ziarniakow ryzu Ziarniaka . wa
. Colour nasienna . Endosperm Germ
Rice products Shape Hull Aleuronic
layer
Dtugoziamisty komoérki od
(w woreczkach) dtugie i . $rodka bielma
. . biata ztuszczona  ziluszczona . ztuszczony
Long grain waskie rozchodzg sie
(in bags) promieniscie
moze by¢
kremowa komorki od obecny'
Krétkie i cmowe, srodka bielma v
. zielona, L. L . ksztattem
Naturalny szerokie . czesciowo  czeSciowo  rozchodzg sie .
. biata lub o przypomina
Natural lub dtuzsze . ztuszczona zachowana  promieniscie
L. jasnobra- . owal lub
i wezsze lub przypomi- .
zowa naia mozaik nieforemny
12 ¢ kwadrat
komorki w obecny;
L bardzo L y
Dziki . bielmie przy- ksztatt po-
. dtugie i bragzowa zachowana zachowana .
Wild . pominaja dobny do
waskie . -
mozaike tréjkata

Podsumowanie

Porédwnujac ryz z innymi zbozami zaobserwowano, ze w warstwie podaleurono-
wej wystepuja znaczne ilosci ttuszczu, a w komoérkach aleuronowych i komdrkach
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bielma zwigzki biatkowe znajdujg sie w wiekszej ilosci przy scianach komorek, niz w
ich czesciach centralnych. Najwieksze ilosci biatka i ttuszczu zawierat ryz dziki, co jest
bardzo korzystne, z punktu widzenia wartosci odzywczej. W przypadku tej formy han-
dlowej ryzu, réwniez upakowanie bielma jest najwieksze, a warstwa aleuronowa jest
Scisle zwigzana z okrywg owocowo-nasienng.
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HISTOCHEMICAL CHARACTERISTIC OF RICE PRODUCTS AVAILABLE
ON THE POLISH MARKET

Summary

The object of the study was to show the differences in the structure of the rice grain and the chemical
composition of proteins and lipids in the rice grain available on the Polish market. §§
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V SESJA MLODEJ KADRY NAUKOWEJ PTTZ

POSTEP W TECHNIKACH CHROMATOGRAFICZNYCH
W ZASTOSOWANIU DO BADAN ZYWNOSCI
Rynia n. Zalewem Zegrzynskim 29-30.05.2000 r.

Pigta Sesja Miodej Kadry Naukowej PTTZ zgromadzita, podobnie jak w roku
ubiegtym, mtodych pracownikéw nauki ze wszystkich krajowych osrodkéw, specjali-
zujacych sie w nauce o zywnosci. Sesja odbyta sie w dniach 29-30.05.2000 r. w Ryni,
a tematem wiodacym byt ,,Postep w technikach chromatograficznych w zastosowaniu
do badan zywnosci”. Poktosiem V Sesji jest niniejsze wydanie ,,Zywnosci”.

W Ryni gosciliSmy 86 uczestnikéw, w tym 75 uczestnikéw studiéw doktoranc-
kich i asystentdw oraz opiekunéw i kierownikéw studiow doktoranckich.

Zasadniczym celem tej Sesji, podobnie jak pozostatych, byta mozliwos$¢ prezen-
tacji wynikow prac Mtodej Kadry. W tym roku zgodnie z tematem Sesji szczeg6lny
nacisk potozono na prezentacje prac obejmujgcych zastosowanie metod chromatogra-
ficznych w badaniach zywnos$ci. Przedstawiono 10 referatéw i 54 postery oraz 3 refe-
raty w Sesji towarzyszacej, zatytutowanej Forum. Artykuty niniejszego tomu stanowia
rozwiniecie prac prezentowanych w czasie Sesji.

Pierwsza sesja referatowa poswiecona byta wybranym aspektom analizy chro-
matograficznej, zaprezentowano w niej 4 referaty: Krzysztof Kotodziejczyk z Poli-
techniki £.6dzkiej omowit cechy uzytkowe i kryteria doboru detektorow HPLC, stoso-
wanych do badan zywnosci; Agnieszka Orkusz z Akademii Ekonomicznej we Wro-
ctawiu zreferowata postep w chromatograficznych metodach stosowanych w analizie
aminokwaséw, Joanna Milala z Politechniki £6dzkiej przedstawita zagadnienie wy-
krywania i oznaczanie saponin z zastosowaniem roznych technik analitycznych,
a Przemystaw Zdunczyk (IRZBZ, Olsztyn) zaprezentowat mozliwosci zastosowania
elektroforezy kapilarnej w badaniach zywnos$ci. W drugiej sesji referatowej, poswieco-
nej tematyce oznaczania polifenoli, Beata Druzynska (SGGW, Warszawa) zreferowata
wykorzystanie metody ekstrakcji do fazy statej i wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej do oznaczania polifenoli, za$ Stanistaw Kalisz z Akademii Rolniczej we Wro-
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ctawiu przedstawit mozliwosci zastosowania chromatografii cieczowej HPLC z de-
tektorem diodowym do badania polifenoli w sokach owocowych.

W sesji trzeciej Elwira Worobiej z SGGW z Warszawy przedstawita referat nt.:
»Wykorzystanie SE HPLC do badania zmian zachodzgcych w biatkach pod wptywem
rodnikdw hydroksylowych”, Dorota Natecz z UWM z Olsztyna przedstawita wyniki
zastosowania wysokosprawnej chromatografii cieczowej w potaczeniu ze spektrosko-
pig w nadfiolecie do identyfikacji biatek mleka, Bozena Bednarczyk z Akademii Rol-
niczej w Szczecinie ocenita przydatnos¢ zeli dekstranowych do oznaczania produktow
hydrolizy biatka w solonym $ledziu battyckim, oraz Matgorzata Korzeniowska z Aka-
demii Rolniczej z Wroctawia przedstawita zagadnienie izolowania cystatyny z biatka
jaja w skali matej techniki z zastosowaniem filtracji membranowej i chromatografii
powinowactwa.

SzczegoOlne zainteresowanie wzbudzity zagadnienia: detekcji polifenoli w réznych
materiatach roslinnych, mozliwos$ci zastosowania HPLC w potgczeniu ze spektrosko-
pia w nadfiolecie do oznaczania biatek mleka oraz mozliwos$ci izolacji cystatyny
z biatka jaja.

Postery prezentowano w dwdch sesjach. W pierwszej znalazty sie prace o pro-
blematyce analitycznej, dotyczgce m.in. oceny takich sktadnikéw zywnosci, jak: biat-
ka, lipidy, kwasy ttuszczowe, oligosacharydy. Wyniki obejmowaty zar6wno analizg
wybranych zwigzkow, jak i oceng produktdw proceséw transformacji enzymatycznych
czy modyfikacji chemicznych. Przedstawiono zastosowanie technik chromatograficz-
nych do rozdzielania i oczyszczania produktéw spozywczych, do oceny towaroznaw-
czej ibadania czystosci lub zafalszowan wyrobOw oraz przy analizie produktéw
ubocznych.

W drugiej sesji posterowej przedstawiono prace o tematyce technologicznej, pre-
zentujace takie zagadnienia, jak modyfikacje surowcdw i produktéw, ocena surowcow,
wpltyw proceséw technologicznych na ksztattowanie produktu, kontrola mikrobiolo-
giczna i bezpieczenstwo zywnosci.

Duze zainteresowanie wzbudzily postery dotyczace zastosowania enzymow
w Srodowisku niewodnym oraz izolowania enzymow aktywnych w niskich temperatu-
rach z psychrofilnych drozdzy.

Komunikaty posterowe zostaty ocenione przez komisje, w ktdrych sktad wcho-
dzili mtodzi uczestnicy Sesji. Oceniajgcy stwierdzili generalnie, ze przedstawione po-
stery prezentowaty zréznicowany poziom merytoryczny i techniczny. Komisje kiero-
waly sig przede wszystkim atrakcyjnoscig podjetego tematu, lecz rowniez starannoscia
wykonania, doborem tresci, zwieztoscia, uktadem i czytelnoscig pracy. Sposrdd pre-
zentowanych plakatéw wyrézniono 4 prace.

W ubiegtym roku, podczas IV Sesji zastanawiano sig nad dalszg formg i ksztattem
nastepnych spotkan Mtodej Kadry. Liczne uczestnictwo w V Sesji jest dowodem celo-
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wosci organizowania spotkann Mtodej Kadry i akceptacji takiej ich formy. Dla Uczest-
nikéw Sesji do najwazniejszych atutéw naleza: mozliwo$¢ doskonalenia prezentacji
wynikéw, zapoznanie sie z pracami kolegdw z innych osrodkdw, dyskusje i wymiana
doswiadczen. Spotkania te stanowig rowniez platforme nawigzywania osobistych kon-
taktéw, waznych w zyciu zawodowym.

Nie mogac zawie$¢ sympatykow Sesji Mtodej Kadry, Zarzad Sekcji planuje spo-
tkanie przysztoroczne. VI Sesja, na ktorg gorgco zapraszam, odbedzie sie w todzi,
w terminie 29-30 maja 2001 r. Jej tematem bedzie: ,Jakos$¢ i prozdrowotne cechy
zywnosci”.

Informacji udzielaja: * dr inz. Krzysztof Kotodziejczyk: kkolodz@ snack.p.lodz.pl
* mgr inz. Maciej Wojtczak: wojtczak@ snack.p.l
tel/fax 042 636 74 88
Zapraszam réwniez do odwiedzenia strony Sekcji Mtodych:

http://snack.p.lodz.pl/smpttz/
Do zobaczenia w przysztym roku,

Ewa Mrowka
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Informacja dla Autoréw

Pragniemy przekaza¢ Panstwu podstawowe informacje, ktére powinny ufatwi¢ prace re-
dakcji i ujednolici¢é wymagania wobec nadsytanych materiatéw.

1 Bedziemy na naszych famach zamieszcza¢ zardwno oryginalne prace naukowe, jak i arty-
kuly przegladowe, ktére bedg miaty scisty zwigzek z problematyka zywnosci.

2. Planujemy rdwniez zamieszczac recenzje podrecznikéw 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, fgcznie z tabelami, rysunkami i wykazem piSmiennictwa nie
powinna przekracza¢ 12 stron.

5. Na pierwszej stronie nadestanej pracy (1/3 od gory pierwszej strony nalezy zostawi¢ wolng
co jest potrzebne na uwagi wydawniczo-techniczne) nalezy podaé: petne imie i nazwisko
Autora(ow), tytut pracy, nazwe iadres instytucji zatrudniajgcej Autora(éw), tytut naukowy.

6. Publikacja winna stanowi¢ zwieztg dobrze zdefiniowang prace badawcza, a wyniki nalezy
przedstawi¢ w sposdb mozliwie syntetyczny (dotyczy oryginalnych prac naukowych).

7. Do pracy nalezy dotgczy¢ streszczenia w jezyku polskim i w jezyku angielskim. Streszcze-
nia powinny zawierac¢: imie i nazwisko Autora(6w), tytut pracy i tres¢ - maksymalnie 10
wierszy.

8. Nadsytane oryginalne prace naukowe powinny zawiera¢ nastepujace rozdziaty: Wstep,
Materiat i metody, Wyniki i dyskusja, Wnioski (Podsumowanie), Literatura.

9. Literatura powinna by¢ cytowana ze Zrddet 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 ksiazkowe powinny zawiera¢: nazwisko i pierw-
szg litere imienia autora(6w), tytul, nazwe wydawnictwa, miejsce i rok wydania, tom. Infor-
macje zamieszczone w alfabecie nietacinskim nalezy podawaé w transliteracji polskiej. Spis
literatury nie powinien zawiera¢ wiecej niz 30 najwazniejszych pozycji.

10. Tabele i rysunki winny by¢ umieszczone na oddzielnych stronach. Rysunki powinny by¢
wykonane na kalce tuszem lub wydrukowane na drukarce laserowej. Kazdy rysunek powi-
nien by¢ numerowany kolejno na odwrocie otdwkiem, nalezy réwniez podawac¢ nazwisko
Autora i tytut pracy, w celu tatwiejszej identyfikacji. Podpisy rysunkow i tytuty tabel oraz
objasnienia w tabelach i rysunkach nalezy podac w jezykach polskim i angielskim.
Rysunki wykonane za pomocag komputera prosimy dotgczy¢ na dyskietce w formacie TIF
lub WMF.

11. Materiatem ilustracyjnym moga by¢ rowniez fotografie, wytgcznie 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 ida-
cych zmian, prace beda przesytane Autorom.

13. Za prace ogtoszone w naszym kwartalniku Autorzy nie otrzymujg honorarium, natomiast
otrzymuja egzemplarz autorski.

14. Materiaty przestane do redakcji nie bedg zwracane Autorom.
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