ZYWNOSC

Organ naukowy PTTZ — kwartalnik

Nr 4 (41) Krakow 2004 Rok 10
SPIS TRESCI

(@ o I Yo F= T PSSRSO 3
RADOStAW DEMBCZYNSKI, TOMASZ JANKOWSKI: Unieruchamianie komarek
drobnoustrojow metodg kapsutkowania — stan obecny i mozliwosci rozwoju tej metody............. 5
KAMILA MYSZKA, KATARZYNA CZACZYK: Rola egzopolisacharydéw mikrobiologicznych

W tECNOIOGiT ZYWNOSCl....ceiiiiiiiieee ettt e e e e ettt e e e e e e et eeaa e e e e nnnees 18
ELIZA KOSTYRA: Interakcje substancji smakowych i zapachowych ze sktadnikami

zywnos$ci — aspekty fizyKOChEMICZNE.........ccooiiiiiiiiie e 30
AGATA MARZEC, PIOTR P. LEWICKI: Wtasciwosci sorpcyjne pieczywa chrupkiego.............. 44

MALGORZATA PIECYK, MIROSEAWA KLEPACKA: Witasciwosci funkcjonalne preparatow
biatkowych otrzymanych z nasion fasoli (phaseolus vulgaris) metodg krystalizacji i izolacji

L2157/ 0724 1= [N 57
BEATA DRUZYNSKA, MIROSEAWA KLEPACKA: Whasciwoéci przeciwutleniajgce preparatéw
polifenoli otrzymanych z okrywy nasiennej fasoli czarnej, rézowej i biatej (Phaseolus)............. 69

WIOLETTA TUR, EWA SZCZEPANIK, WOJCIECH KRZYZANIAK, WOJCIECH BIALAS,
WEODZIMIERZ GRAJEK: Charakterystyka maltodekstryn otrzymanych ze skrobi

ziemniaczanej przy uzyciu preparatow amylolityCznych ............cccouviiiiiiiiiiiiiee e 79
DOROTA PLASKOTA: Wyznaczenie obszaru optymalnych szybkosci $cinania jogurtéw
O FOZNYM CZASIE AOJIZEWANIA .......eeeeiiieie ittt ettt et e e e b e e et e e e e s neneeens 95

MAGDALENA MIKA, AGNIESZKA WIKIERA, KRZYSZTOF ZYtA, PRZEMYStLAW PEREK:
Interakcje pektynaz i fosfataz w procesie zmian biodostepnosci biatka z paszy dla drobiu...... 107
IRENA PERUCKA, MALGORZATA MATERSKA: Wptyw dolistnego stosowania jonéw ca®
oraz procesu suszenia na zawartos$¢ a-tokoferolu, B-karotenu i ksantofili w owocach

PAPTYKI STOAKIE] ....vvieeeeee ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e raeaaeeeaane 117
JOANNA TRAFIALEK, DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA, EMILIA FRONC: Stopien

wdrozenia systeméw zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci w polskich zaktadach .............. 126
GRAZYNA MORKIS: Problematyka zywnosciowa w ustawodawstwie krajowym.................... 137
HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA: Wspétczesny leksykon wiedzy o zywnosci....... 145
STANISEAW POPEK: NOWE KSIGZKI........cueeeveiieeiieieisieeeeese ettt neene e 148
BOGUSEAW KROL, KRZYSZTOF KOt ODZIEJCZYK: XXXV Sesja Naukowa Komitetu Nauk

0 Zywno$ci Polskig] AKAEMIii NAUK ..............ocviiieeie oo 152
JADWIGA WILSKA-JESZKA, KRZYSZTOF KOLODZIEJCZYK: Forum Dyskusyjne:

Zywnosé funkcjonalna — potrzeby, mozliwosci i szanse produkGii............cocveveeeviciiieieen. 156
TECNNOIOY ZYWNOSCI ...vceereeieraeieesseees s essseees e e ssssssssssae s sssss s essse s sssssssssssesssssassssasssasssnnen 161
Spis tresci kwartalnika ,,Zywnoéé” [ TERCT < B By T 165
Wykaz nazwisk AULOrOW W 2004 TOKU........ccoouuiiiiiee e e et e e e e e ennreeaee e 171
Wykaz nazwisk RecenzentOw W 2004 FOKU .........coieeeiiiiiuiiiiieeeeeeciiiieie e e e e e et ee e e e e eeannreeeeeee s 174

Zamieszczone artykuly sq recenzowane

Czasopismo jest referowane przez: AGRO-LIBREX, Chemical Abstracts Service i IFIS



FOOD

The Scientific Organ of Polish Food Technologists’ Society (PTTZ) — quarterly

No 4 (41) Krakow 2004 Vol. 10
CONTENTS

From the BEdfOr. .. ..o ettt e e e e e et e e e e eeeeeas 3
RADOStAW DEMBCZYNSKI, TOMASZ JANKOWSKI: Cell encapsulation — current practice
and future apPliCAtIONS..........ueiiii e e e e e aannes 5
KAMILA MYSZKA, KATARZYNA CZACZYK: The role of microbial exo-polysaccharides in
(e eTe I (=T a1 a o] oo | NSRRI 18
ELIZA KOSTYRA: Interactions of the volatiles and non-volatiles with food components:
PhySICOCNEMICAl @SPECES ....uveiiiiiiiiiiiiii s 30
AGATA MARZEC, PIOTR P. LEWICKI: Water sorption properties of the crispbread................ 44

MALGORZATA PIECYK, MIROSEAWA KLEPACKA: Functional properties of the bean
(phaseolus vulgaris) seed preparations obtained using the crystallization and classical

ISOIAtION METNOAS ...t 57
BEATA DRUZYNSKA, MIROSEAWA KLEPACKA: The antioxidant properties of polyphenol
preparations obtained from black, pink, and white bean seed coats (Phaseolus)...................... 69

WIOLETTA TUR, EWA SZCZEPANIK, WOJCIECH KRZYZANIAK, WOJCIECH BIALAS,
WEODZIMIERZ GRAJEK: The characteristics of maltodexrins obtained from potato starch

using amylolytic preparations gamalpha ... 79
DOROTA PLASKOTA: Determining a range of optimal shearing rates in yogurts showing
different agiNg fIMES. .....cci i e e e e e e e e e e e e 95

MAGDALENA MIKA, AGNIESZKA WIKIERA, KRZYSZTOF ZYtA, PRZEMYStLAW PEREK:
Interactions between pectinases and phosphatases during a process of altering the protein
bioavailability in feed stuff for POUIIY .........coociiiii e 107
IRENA PERUCKA, MALGORZATA MATERSKA: The Ca®" treatment and drying process

and their influence on the contents of a-tocopherol, B-carotene, and xanthophyll in sweet

[0L=Y o] o 1T o { (U1 OO USOUPRRRRPONt 117
JOANNA TRAFIALEK, DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA, EMILIA FRONC: The progress
made in implementing food safety systems in polish plants............cccocoviiie, 126
GRAZYNA MORKIS: Food problems in polish legislation................cccoovovioioeicioiee e 137
HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA: Food Science Lexicon — Contemporary Terms... 145
STANISEAW POPEK: BOOK FEVIEWS .......cueieeiieuieieeteieieteseeee ettt ie e see e e e nessesaeseestesseneeneeneeneeeees 148
BOGUSLAW KROL, KRZYSZTOF KOLODZIEJCZYK: The 35™ Scientific Session Held by

the Board of Food Sciences, Polish Academy of Science (PAN)...........ccooiviiiiieeeeiiiciiiieeeee. 152
JADWIGA WILSKA-JESZKA, KRZYSZTOF KOLODZIEJCZYK: A Discussion Forum:

Functional food — needs, potentials and chances of the production .................cccooiiiie 156
The food teChNOIOGISt. ... .. e 161
ANNUAT CONTENTS ...t e et e ettt e e s bt e e e an bt e e ente e e e anneeeeaneeeenee 165
INAEX OF AUTNOTS ...ttt et et e et e e e et e e enneennneeeean 171
INAEX OF REVIEWETS ...ttt e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e nnneeeeeaeannnees 174

Only reviewed papers are published

Covered by: AGRO-LIBREX and Chemical Abstracts Service and IFIS



Redaktor naczelny: prof. dr hab. Tadeusz Sikora; tel./fax 012/ 293-50-54
Sekretarz redakcji: dr Ewa Slawska; tel. 012/ 662-51-61; e-mail:
ewaslawska@wp.pl

Redaktorzy: prof. dr hab. Bohdan Achremowicz, prof dr hab. Wiodzimierz Grajek,

prof dr hab. Danuta Kolozyn-Krajewska, prof. dr hab. Bogustaw Krol, prof. dr hab. Krzysztof
Krygier, prof. dr hab. Stefan Ziajka, prof. dr hab. Mieczystaw Patasinski, dr Teresa Wozniakiewicz
Stali wspotpracownicy: prof. dr hab. Teresa Fortuna (Krakéw), prof. dr hab. Jacek Kijowski
(Poznan), dr Grazyna Morkis (Warszawa), dr hab. inz. Stanistaw Popek (Krakéw), prof. dr hab.
Maria Soral-Smietana (Olsztyn)

RADA PROGRAMOWA:

prof. dr Antoni Rutkowski (przewodniczacy), dr hab. Kazimierz Dgbrowski (sekretarz),

prof. dr hab. Zbigniew Duda, prof. dr hab. Nina Barytko-Pikielna, prof. dr hab. Janusz Czapski,
prof. dr hab. Mirostaw Fik, prof. dr hab. Jozef Fornal, prof. dr hab. Roman A. Grzybowski,
prof. dr hab. Jan Kisza, prof. dr hab. Henryk Kostyra, prof. dr hab. Andrzej Lenart,

prof. dr hab. Helena Oberman, prof. dr hab. Zdzistaw E. Sikorski, prof. dr hab. Stanistaw
Tyszkiewicz

RADA KONSULTACYJNA:

prof. dr Henryk Daun (USA), prof. dr Jerzy Jankun (USA), dr Jézef Korolczuk (Francja),
prof. dr Marian Naczk (Kanada), prof. dr Jan Pokorny (Czechy), prof. dr Roman Przybylski
(Kanada), dr Andrzej Sosnicki (USA), dr Leszek Stepaniak (Norwegia), dr Alina Surmacka-
Szczesniak (USA), dr John Wojciak (Kanada).

WYDAWCA:
POLSKIE TOWARZYSTWO TECHNOLOGOW ZYWNOSCI
WYDAWNICTWO NAUKOWE PTTZ

W latach 1994-1999 wydawcg kwartalnika byt Oddziat Matopolski PTTZ

© Copyright by Polskie Towarzystwo Technologow Zywnosci, Krakéw 2003

Printed in Poland

Wydawanie publikacji dofinansowane przez Komitet Badan Naukowych

ISSN 1425-6959
ISBN 83-

ADRES REDAKCJI:

31-425 KRAKOW, AL. 29 LISTOPADA 46
Naktad: 800 egz.

SKLAD | DRUK:
Wydawnictwo Naukowe ,Akapit”, Krakow

tel./fax (012) 280-71-51; www.akapit.krakéw.pl
e-mail: wn@akapit.krakow.pl




ISSN 1425-6959
ISBN 83-89541-31-9

Warunki prenumeraty

Szanowni Panstwo,

uprzejmie informujemy, ze przyjmujemy zamowienia na prenumerate naszego kwartal-
nika, zaréwno od Czytelnikow indywidualnych, jak i od instytucji, co powinno Panstwu
zapewnic biezgce otrzymywanie kolejnych wydawanych przez nas numerdw.
Szczegotowe informacje znajdujg sie na stronie www.pttz.org

Zamowienia na prenumerate, jak i na poszczegdélne numery prosimy kierowaé na
adres:

Wydawnictwo Naukowe PTTZ
31-425 Krakoéw, Al. 29 Listopada 46
Nr konta: Deutsche Bank Oddz. w Krakowie

70 1910 1048 0009 1444 1121 0001



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakosé¢, 2004, 4 (41), 5- 17

RADOSEAW DEMBCZYNSKI, TOMASZ JANKOWSKI

UNIERUCHAMIANIE KOMOREK DROBNOUSTROJOW METODA
KAPSULKOWANIA — STAN OBECNY I MOZLIWOSCI ROZWOJU
TEJ METODY

Streszczenie

W pracy przedstawiono podstawowe informacje na temat unieruchamiania komorek drobnoustrojow.
Scharakteryzowano wlasciwos$ci alginianu jako najpowszechniej stosowanego materialu do
unieruchamiania komdrek oraz omdwiono podstawowe techniki kapsutkowania materiatéw
komérkowych. Przedstawiono takze przyktady praktycznego wykorzystania kapsutkowanych komérek.

Stowa kluczowe: unieruchomienie, alginian, kapsutki z ciektym rdzeniem, kulki petnozelowe, bakterie
fermentacji mlekowe;.

Pojecie i zalety unieruchomienia (immobilizacji) komérek mikroorganizméow

Unieruchomienie komdrek polega na ich umieszczeniu w pewnej ograniczonej,
zdefiniowanej przestrzeni z zachowaniem ich aktywnos$ci katalitycznej i zywotnosci
[56]. Technika ta jest alternatywa dla unieruchamiania enzymoéw, gdyz przez
wyeliminowanie proceséw oczyszczania wewnatrzkomérkowych enzymoéw nastgpuje
obnizenie kosztow produktu koncowego. Unika si¢ takze probleméw zwiazanych z
utratg aktywnos$ci oczyszczonych enzyméw [6].

Unieruchomione komoérki mozna wykorzystywa¢ w procesach ciagtych lub
wielokrotnie w procesach okresowych bez obawy, ze zostana wymyte z bioreaktora.
Inne korzysci to: mozliwo$¢ prowadzenia hodowli o duzych gesto$ciach komorek,
wigksza odpornos¢ unieruchomionych mikroorganizméw na niekorzystne czynniki,
takie jak np. zmiana parametréw hodowlanych — pH, temperatura, obecno$¢ toksyn czy
wahania st¢zenia substancji pokarmowych, ochrona przed stresem spowodowanym
mieszaniem mechanicznym czy napowietrzaniem. Unieruchomienie komdrek
gwarantuje stabilno$¢ przemian biochemicznych, umozliwia ich intensyfikacje¢ i
zapewnia ekonomiczng optacalnos¢ [23].

Dr inz. R. Dembczyniski, prof. dr hab. T. Jankowski, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci,
Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego, ul. Wojska Polskiego 48, 60-627 Poznan
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Wiele drobnoustrojéw wykazuje zdolnos¢ adhezji do powierzchni. W naturalnym
srodowisku drobnoustrojow wystgpuje zwykle niedostatek substancji odzywczych.
Stezenie substancji pokarmowych jest jednak zwykle nieco wyzsze w poblizu
powierzchni, stad komoérki przyczepione do powierzchni maja przewage metaboliczna
w stosunku do komérek zawieszonych swobodnie w roztworze. Mozna wigc
stwierdzi¢, ze mikroorganizmy w swym naturalnym $rodowisku czegdciej wystepuja
jako unieruchomione na powierzchni niz w postaci zawiesiny wolnych komoérek [53].

Metody unieruchamiania drobnoustrojow

Metody unieruchamiania zostaty przedstawione na rys. 1. i obejmuja [28, 30, 49]:

a b c d
uwigzienie w zelu agregacja komérek kapsutkowanie adsorpcja
gel entrapment cell aggregation encapsulation adsorption

Rys. 1. Metody unieruchamiania komoérek.
Fig. 1.  Methods of cell immobilization.

® uwigzienie w usieciowanej matrycy,

e agregowanie si¢ komodrek (samoflokulacja lub poprzez zastosowanie zwiazkow
sieciujacych),

e zamknigcie za przegroda pdtprzepuszczalng (np. kapsutkowanie),

e przyczepianie lub adsorpcja do odpowiednio spreparowanych porowatych
no$nikéw czy adhezja do powierzchni.

Najczgsciej stosowana metoda w biotechnologii jest putapkowanie w petnych
matrycach zelowych w ksztatcie kuli. Komérki sa uwigzione w tréjwymiarowe;j
matrycy, w ktérej wielkosci poréw sa mniejsze od wymiaréw komérek. Metoda ta jest
dobrze poznana, zaréwno pod wzgledem warunkéw wplywajacych na formowanie
no$nikéw, ich wtasciwos$ci, a takze zastosowania do hodowli wielu drobnoustrojéw
[42].

Ostatnio pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na temat unieruchamiania
mikroorganizméw poprzez kapsutkowanie za porowata przegroda. Zaleta tej metody,
w poréwnaniu z unieruchamianiem w kulkach z pelnego zelu, jest wigksza
przezywalno$¢ komorek umieszczonych w ciektym rdzeniu kapsutki [2].
Kapsutkowanie i unieruchomienie mikroorganizméw w kulkach z pelnego zelu
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umozliwia uzyskanie wigkszego zageszczenia biomasy, w poréwnaniu z metodami
przyczepiania komérek na powierzchni no$nika.
Na rys. 2. przedstawiono poréwnanie budowy kulek petnozelowych i kapsutek.

B
A C
Petna kulka zelowa Kapsutka z ciektym rdzeniem
The whole-gel bead The liquid-core capsule

A- hydrozel B- membrana (przegroda)

hydrogel membrane (barrier)

C- ciekty rdzen
liquid core

Rys. 2. Schematyczne poréwnanie podstawowych typéw no$nikéw do unieruchamiania komorek.
Fig. 2. A schematic comparison of the main systems applied to immobilize cells.

Kapsutka sktada si¢ z rdzenia otoczonego przez S$ciang lub przegrode o
jednorodnej badz niejednorodnej grubo$ci. Rdzen moze by¢ zbudowany z jednego lub
kilku sktadnikéw, natomiast §ciana moze mie¢ budowe jedno- lub wielowarstwowa.
Technikami  wykorzystywanymi do formowania kapsutek sa: odparowanie
rozpuszczalnika, zelowanie za pomoca jondw, suszenie rozpytowe, powlekanie,
ekstruzja, koacerwacja, denaturacja termiczna i suszenie sublimacyjne [40, 51].

Materialy do unieruchamiania komérek drobnoustrojéw i stawiane im
wymagania

Materiatami stuzacymi do produkcji matryc petnozelowych i membran kapsutek
sa zwiazki chemiczne syntetyczne i pochodzenia naturalnego, ktére zeluja poprzez
wytworzenie pomigdzy czasteczkami wiazan wodorowych, hydrofobowych,
kowalencyjnych lub oddzialywan jonowych [27]. Musza one spelnia¢ nastgpujace
wymagania [22]:

e brak cytotoksycznosci w  stosunku do  unieruchamianych  komdrek
(biokompatybilnos¢),

e lagodna procedura tworzenia zelu (temperatura, nietoksyczne odczynniki
sieciujace),

e odpowiednia porowato$¢ tworzonego zelu,

e odpowiednie wiasciwosci mechaniczne oraz chemiczna odpornos¢ na dziatanie
sktadnikow pozywek mikrobiologicznych,
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e  dostepnosc¢ i niski koszt.

Materiat no$nika wptywa na zywotno$¢ komorek, ich funkcjonowanie, wzrost
i podzialy [55]. Syntetyczne polimery (np. zywice epoksydowe, poliuretany,
poliakrylamidy), tworza zele w warunkach bardzo niekorzystnych dla
mikroorganizméw, co sprawia, ze w uformowanych nosnikach $miertelnos¢ komorek
czgsto przekracza 90%. Czgsto toksyczny jest odczynnik sieciujacy, nie zas sam
syntetyczny polimer [32].

W biotechnologii i przemysle spozywczym do produkcji matryc do
unieruchamiania uzywa si¢ gléwnie bialek, polisacharydéw 1 alkoholu
poliwinylowego. Alkohol poliwinylowy jest syntetycznym zwiazkiem nietoksycznym,
moze jednak wywotywac¢ spadek zywotnosci unieruchomionych komérek i utratg ich
aktywnosci [12]. Najpowszechniej stosowanymi zwigzkami sa polisacharydy
pochodzenia naturalnego, takie jak: alginiany, karageny, agar, agaroza i chitozan [24,
32, 55]. Ich zalety to biokompatybilno$¢ oraz dopuszczenie tych zwiazkéw do
stosowania jako dodatkéw do zywnosci [17].

Najczgsciej stosowanym materialem do unieruchamiania biokatalizatoréw sa
alginiany [39]. Alginiany to jednowarto$ciowe sole kwasu alginiowego, tworzace
hydrofilowe koloidy. W biotechnologii, przemysle spozywczym i farmaceutycznym
stosuje si¢ gtéwnie alginian sodu [57]. Alginiany sa naturalnymi polisacharydami
Sciany komdrkowej morskich, brazowych glonéw (Phaeophyceae), a takze wystgpuja
w S$luzach niektérych gatunkéw bakterii [15]. Czasteczka alginianu jest liniowym
kopolimerem zbudowanym z dwéch typéw monomeréw: kwasu o-L-guluronowego
(G) i B-D-mannuronowego (rys. 3). Czasteczki monomeréw sa epimerami i maja
odwrotne ulozenie przestrzenne w potozeniu C5. Umozliwia to utworzenie wiazan
glikozydowych 1,4 usytuowanych w przestrzeni, w czterech mozliwych pozycjach

(rys. 4).
\ 00C o - on
H ~ H
0

kwas B -D-mannuronowy (M) ““kwas o -L-guluronowy (G)

Rys. 3. Monomery alginianu.
Fig. 3.  Alginate monomers.
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Rys. 4. Fragment tancucha czasteczki alginianu.
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Fig. 4. A fragment of the alginate molecule

Badania prowadzone za pomoca rezonansu magnetycznego, mikroskopii sit
atomowych oraz metodami chemicznymi wykazaty, ze monomery w alginianie
utozone sa w bloki. W czasteczce obok regionéw zbudowanych jedynie z kwasu
guluronowego (G) lub mannuronowego (M) wystepuja tez bloki mieszane (MQG) (rys.
5)[8,13].

MMMMGGGGGGMGMGGGGGGGGMGMGMGMG

Rys. 5. Utozenie monomeréw w tancuchu alginianu.
Fig. 5. The arrangement of monomers within the alginate chain.

Zawarto$¢ monomerdw w czasteczce i dlugos$¢ poszczegdlnych blokéw zalezy od
rodzaju glonéw i tkanek, z ktérych ekstrahowany jest alginian. Alginiany bogate
w kwas mannuronowy otrzymywane sa z glonéw z gatunkéw Macrocystis pyrifera
i Ascophyllum sp., natomiast alginiany o duzej zawartosci frakcji kwasu guluronowego
otrzymuje si¢ z glonéw gatunku Laminaria hyperborea.

Sktad chemiczny réznych typow alginianéw determinuje ich wlasciwosci,
a w szczegblnosci wlasciwosci otrzymanych z nich zeli. Alginiany o duzej zawarto$ci
blokéw G maja tendencj¢ do formowania sztywnych i kruchych Zeli, ktére ulegaja
synerezie (kurczenie si¢ zelu z wydzieleniem wody). Z kolei alginiany o duzej
zawartosci blokéw M i mieszanych formuja stabe, ale elastyczne zele, ktére tatwo si¢
deformuja lecz sa odporne na synerezg [40].

Struktura przestrzenna monomeréw i sposéb w jaki wiaza si¢ one ze soba
powoduje, ze geometria blokow G, M i sekwencji mieszanych znacznie si¢ od siebie
r6znia. Bloki M maja ksztalt rozciagnigtej wstazki, natomiast bloki G sa regularnie
pozaginane. Jezeli dwa bloki G ustawia si¢ w szeregu jeden obok drugiego, tworzg si¢
migdzy nimi puste przestrzenie. Maja one wymiary odpowiadajace idealnie rozmiarom
jonéw wapnia. Bloki G wykazuja wigksze powinowactwo do jonéw wapnia niz do
jonéw sodu w szerokim zakresie ich wzajemnych, wzglednych stgzen [5]. Tak wiec
jony wapnia dodane do roztworu alginianu sodu wiaza ze soba dwie czasteczki
alginianu i tworzy si¢ zel (rys. 6). Bloki M wykazuja jedynie stabe powinowactwo do
jonéw wapnia i nie zeluja w ich obecnosci, tworzac ciekle regiony w zelu. Alginian
sodu tworzy takze zele w obecnosci innych jonéw metali wielowarto§ciowych, takich
jak: bar, kobalt, cynk, miedz, zelazo, glin. Metale te nie sa jednak powszechnie
stosowane z uwagi na m.in. problemy z biokompatybilno$cia wytworzonych z ich
udziatem zeli [18, 36].

Popularno$¢ alginianu wapnia jako materialu do wytwarzania matryc do
unieruchamiania (najczgsciej w postaci pelnych kulek zelowych) wynika z bardzo
taniej i tatwej procedury tworzenia zelu, ktéra stwarza tagodne i nietoksyczne warunki
dla unieruchamianego materiatu [46].
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Rys. 6. Schemat reakcji zelowania alginianu sodu [38].
Fig. 6. A schematic comparison of the sodium alginate gelling reaction.

Zastosowanie kapsulek oraz metody ich wytwarzania

Unieruchamianie substancji aktywnych nie ogranicza si¢ jedynie do komorek
drobnoustrojéw w procesach biotechnologicznych, ale jest bardzo rozpowszechnione
w medycynie [44], przemysle farmaceutycznym [45], rolnictwie [48], przemysle
spozywczym [25], kosmetycznym i chemicznym [29] oraz ochronie srodowiska [12].

Kapsutkowanie jest wykorzystywane na szeroka skal¢ w medycynie, przemysle
farmaceutycznym, kosmetycznym i chemicznym, w systemach kontrolowanego
uwalniania substancji czynnych (np. enzyméw, lekow) i konstruowaniu sztucznych
organdw [26]. Zakapsutkowane srodki farmakologiczne sa uwalniane stopniowo, w
ilosciach umozliwiajacych utrzymanie ich st¢zenia w organizmach ludzi i zwierzat na
poziomie leczniczym przez dluzszy okres. Szczegdlnie interesujaca aplikacja, ktéra
zapoczatkowata kapsutkowanie komorek zwierzecych, jest unieruchamianie w
kapsutkach fragmentéw trzustki produkujacych insuling (tzw. wysepek Langerhansa)
w terapii cukrzycy. Podawanie insuliny za pomoca iniekcji nie zapewnia réwnego
poziomu glukozy we krwi i z czasem prowadzi do uszkodzen wielu tkanek i organéw,
gtéwnie nerek. Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie ,sztucznej trzustki” czyli
wszczepienie kapsutek z komodrkami wytwarzajacymi insuling ludziom, u ktérych
trzustka nie produkuje tego hormonu lub produkuje jej zbyt mato. Membrana kapsutek
powinna mie¢ odpowiednia porowato$¢ umozliwiajaca swobodny dopltyw do komoérek
tlenu oraz substancji odzywczych i transport na zewnatrz kapsutek produktéw
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przemiany materii i przede wszystkim heksameréw insuliny o masie czasteczkowej
36+10° Da. Jednocze$nie membrana powinna stanowi¢ barier¢ uniemozliwiajaca
wnikanie przeciwcial do wnetrza kapsulek i w ten sposéb chroniaca komorki
unieruchomione w ich rdzeniu przed dziataniem uktadu odporno$ciowego.
Kapsutkowanie umozliwia wigc zaprzestanie stosowania lekéw immunosupresyjnych,
nawet gdy wszczep stanowia ksenogeniczne komorki trzustki. Komérki w kapsutkach
sa w stanie zachowa¢ zywotnos$¢ nawet przez kilka miesigcy [21].

Metoda wytwarzania kapsutek do unieruchamiania wysepek Langerhansa zostala
po raz pierwszy opisana przez Lima i Suna [33]. Formowanie membrany odbywato si¢
w procesie obejmujacym 3 etapy. Komorki zawieszone w roztworze alginianu sodu
wkroplono do roztworu zawierajacego jony wapnia, otrzymujac petne kulki Zelowe.
Nastepnie przenoszono je do roztworu polilizyny. Koacerwacja dwéch polielektrolitow
— ujemnie natadowanego alginianu i niosacej tadunek dodatni polilizyny prowadzita do
powstania membrany koacerwacyjnej. Proces formowania kapsutek konczyto pokrycie
ich warstwa polietylenoiminy i uptynnienie rdzenia alginianowego za pomoca
cytrynianu sodu. Modyfikacja dokonana przez O’Shea i wsp. [43] polegala na
zastagpieniu polietylenoiminy kolejna warstwa alginianu, w celu osiagnigcia wigkszej
biokompatybilnosci. W wigkszosci prac badawczych, dotyczacych wytwarzania
kapsutek, modyfikowano metodg opisana przez Lima i Suna, np. zastgpujac polilizyne
chitozanem, czy tez zwigkszajac liczbg kolejnych warstw membrany, nawet do pigciu.
Identyczne mechanizmy formowania kapsutek, polegajace na koacerwacji anionowego
siarczanu celulozy z kationowym chlorkiem polimetyloamonowym lub alginianu,
siarczanu celulozy, chlorku wapnia i polimetylenoguanidyny (Zelowanie jonowe i
koacerwacja) opisat Hunkeler [21].

W biotechnologii dominuje unieruchamianie komdrek i innych substancji
aktywnych w petnych zZelach, gléwnie z alginianu wapnia. Wynika to z prostoty i
niskiego kosztu tej metody. Istnieja jednak prace badawcze, w ktérych stosuje si¢ z
powodzeniem kapsutkowanie materiatéw biologicznych, np. produkcja przeciwciat
monoklonalnych [20, 50, 61], hodowla komérek zwierzecych [59], wspdlne
unieruchomienie drozdzy i enzymu [35] oraz kapsutkowanie komérek bakterii [16, 47].
Wigkszos$¢ tych aplikacji wykorzystuje identyczne metody preparowania kapsutek,
znane z zastosowan medycznych, czy odwotuje si¢ do informacji z tej dziedziny,
odno$nie formowania membrany. Zastosowanie przez Posillico [50] kapsutek
preparowanych zgodnie z metoda opisang przez Lima i Suna umozliwito hodowle
komérek hybrydomy do produkcji przeciwcial monoklonalnych na skal¢ przemystowa.
Przeszkoda w masowej produkcji kapsutek byta wysoka cena odczynnikéw
(polilizyna) oraz skomplikowana procedura wytwarzania kapsutek, np. rozpuszczanie
alginianowego rdzenia w cytrynianie uszkadza czesto kapsuilki iprowadzi do ich
pecznienia [44].
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Perspektywy wykorzystania kapsutkowania do produkcji skoncentrowanych
starteréw bakterii fermentacji mlekowej

Interesujacym przyktadem zastosowania unieruchomionych drobnoustrojow jest
hodowla bakterii fermentacji mlekowej w pelnych zelach, w ktérej laczy si¢ etap
namnazania komorek z ich zaggszczaniem. Poczatkowo unieruchomione bakterie byty
najczgsciej wykorzystywane do produkcji kwasu mlekowego [52]. Zastosowanie
bakterii unieruchomionych w petnych zelach okazato si¢ takze korzystne w produkcji
starteré6w mleczarskich, poniewaz zaggszczenie komoérek hodowanych w zelach
alginianowych bylo do 100 razy wyzsze niz w tradycyjnych hodowlach
zawiesinowych (tab. 1).

Tabela l
Przyktady hodowli unieruchomionych komérek bakterii fermentacji mlekowej w pelnych kulkach

zelowych [1, 7, 34, 37].
Cell densities of lactic acid bacteria immobilized in the whole-gel beads.

Materiat do
.. .. . . Uzyskana
Gatunek bakterii Typ fermentacji unieruchamiania e )
. . . . gestos¢ komorek
Bacteria species Type of fermentation | Material used to

immobilize cells Cell density obtained

ciagta alginian wapnia 2x10" jtk g kulek zelowych

Lactobacillus delbrueckii

10 . -3
ssp. bulgaricus 1,6x10" jtk-cm™ kulek

ciagta alginian wapnia zelowych

Lactococcus lactis ssp.

. 1 1 .. . - . 3 .
lactis var diacetylactis ciagta alginian wapnia 90-175 g-dm™ kulek Zzelowych

2,5x10'" jtk-cm™ kulek

Lactococcus lactis ssp. | okresowo-dolewowa karagen .
cremoris zelowych
okresowa alginian wapnia 6x10" jtk g kulek zelowych
Bifidobacterium longum | okresowo-dolewowa karagen 4,7x10" jtk g kulek zelowych

7 uwagi na wysokie koszty separacji komorek z zawiesin (czasami dochodzace
do 60% ogdlnych kosztéw), unieruchomienie komérek w zelach jest ekonomicznie
uzasadnione. Zelowe no$niki maja wymiary milimetrowe, dlatego po hodowli moga
by¢ oddzielone od pozywki wraz z komdrkami za pomoca zwyktych sit. Separacja nie
wymaga zatem stosowania kosztownych, specjalistycznych urzadzen (wiréwki, filtry).
Unieruchomienie w zelach umozliwia tatwe wydzielenie komérek bakterii fermentacji
mlekowej z pozywek zawierajacych duza frakcje czastek statych, np. z pozywek
serwatkowych. W celu oddzielenia komdrek od zelu, rozpuszcza si¢ zelowe matryce
w buforach cytrynianowych lub fosforanowych (alginiany) lub rozdrabnia
mechanicznie (karageny). Mozna takze liofilizowa¢ unieruchomione komorki tacznie z
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zelowym nosnikiem, gdy kultury starterowe sa przeznaczone do produktéw, w ktérych
stosuje si¢ zagestniki hydrokoloidowe [7].

Podstawowa wada petnych kulek zelowych jest ucieczka komérek z nosnikéw do
pozywki. Przyczyna tego zjawiska sa znaczne opory w transporcie substratow
i produktow pomigdzy matryca i nos$nikiem. W rezultacie prawie cala biomasa
koncentruje si¢ w poblizu powierzchni kulek. Intensywny wzrost komdrek na
obrzezach matrycy powoduje erozj¢ zelu, czego wynikiem jest uszkodzenie no$nika
1 uwalnianie si¢ komorek [31].

Obiecujacym sposobem przezwyci¢zenia tych niedogodnosci moze by¢
zastosowanie kapsutkowania. Zainteresowanie kapsutkowaniem wzrasta, o czym
Swiadcza prace dotyczace charakterystyki réznych typéw kapsutek pod wzgledem
warunkéw ich formowania, cech mechanicznych i dyfuzyjnych [3, 9, 10, 41]. Kapsutki
prébuje si¢ zastosowa¢ do unieruchamiania enzyméw np. oksydazy glukozowe;j,
katalazy czy ureazy [4, 19]. W literaturze spotyka sie¢ takze pojedyncze prace
dotyczace kapsutkowania komoérek bakterii fermentacji mlekowej do produkcji kwasu
mlekowego [60]. Nieliczne sa jednak informacje dotyczace wykorzystania
kapsutkowania do produkcji skoncentrowanych kultur bakterii fermentacji mlekowej
[11].

Wykorzystanie w petni potencjatu kapsultkowania w biotechnologii bedzie
mozliwe po opracowaniu prostych i tanich metod produkcji kapsutek, z jak
najmniejsza liczba etapéw formowania membrany, korzystajacych z niedrogich
odczynnikow, dzigki czemu mozliwa bedzie wydajna produkcja kapsutek na duza
skale. Przeszkoda w bezposrednim przeniesieniu do biotechnologii procedur
kapsutkowania stosowanych w medycynie, oprécz duzego stopnia ich
skomplikowania, jest takze wytrzymato§¢ mechaniczna otrzymywanych kapsutek.
Komorki stosowane do celow terapeutycznych nie dziela si¢ i nie rosna w kapsulkach,
po wszczepieniu do organizmu kapsutki nie sa narazone na napr¢zenia mechaniczne.
Wystarczajaca jest wigc wytrzymato$¢ kapsutek na $ciskanie rzedu 0,5 N. Kapsutki
odporne na $ciskanie sita 7 N okreslane sa jako bardzo wytrzymate [21]. Wydaje sig,
ze  wytrzymatos¢ tego rzedu bytaby niewystarczajaca w  procesach
biotechnologicznych, biorac pod uwagg sity Scinajace, powstajace podczas mieszania
w fermentorach czy warunki panujace w ztozach upakowanych kapsutek. Prowadzi si¢
wigc badania nad warunkami formowania membrany kapsulek poprzez
kompleksowanie réznych substancji np. kationowego chitozanu z polianionitami:
alginianami, karagenami czy gumg ksantanowa w celu opracowania nowych metod
kapsutkowania [14, 54, 58].

Podsumowanie

Wykorzystanie kapsutek do produkcji skoncentrowanej biomasy bakterii moze
by¢ alternatywa dla hodowli zawiesinowych 1 hodowli komérek unieruchomionych w
petnych hydrozelach. Komoérki umieszczone w kapsulkach maja lepsze warunki
wzrostu niz w no$nikach petnozelowych i nie wymagaja ztozonych technik separacji.
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Opracowanie w przysztosci nowych, tanich metod wytwarzania kapsutek o duzej
wytrzymatosci mechanicznej i odpornosci na czynniki hodowlane powinno przyczynic¢
si¢ do zwigkszenia popularnosci metody kapsutkowania komérek drobnoustrojow.
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CELL ENCAPSULATION - CURRENT PRACTICE AND FUTURE APPLICATIONS
Summary

In the paper, the basic information on cell immobilization by encapsulation was described.
Properties of the alginate, the most popular material used for immobilization, were characterized. The
main encapsulation techniques were reviewed, as were some examples of the encapsulated cell
applications.
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W TECHNOLOGII ZYWNOSCI

Streszczenie

Poznanie wszystkich czynnikéw determinujacych biosyntezg egzopolisacharydéw drobnoustrojowych
jest bardzo istotne. Wykorzystujac bowiem odpowiednio skomponowane podtoze hodowlane, pod
wzgledem zrédia wegla, energii, mikroelementéw czy pH, mozliwe jest otrzymanie materiatu o
funkcjonalnym charakterze. Wydzielane na zewnatrz komoérki polisacharydy (gléwnie w formie $luzu)
maja duze znaczenie w technologii zywnosci. Weglowodany pochodzenia mikrobiologicznego, takie jak:
ksantan, kurdlan, pululan czy alginian, charakteryzuja si¢ wieloma cechami, ktérych nie maja polimery
ro§linne. Dodatek tych zwiazkéw do produktéw spozywczych ma na celu utrzymanie pozadanej
konsystencji, zwigkszenie lepkosci, zmniejszenie strat wody w czasie obrébki i przechowywania oraz
produkcje zywnosci niskokalorycznej. Obecnie substancje te stosowane sa réwniez do produkcji
wytrzymatych i jadalnych powlok, ktére zabezpieczaja produkt przed zepsuciem. W niniejszej pracy
przedstawiono takze aspekt higieniczny syntezy egzopolisacharydéw mikrobiologicznych, jako
potencjalnego zrédia skazenia gotowych wyrobdw przeznaczonych do obrotu handlowego. Substancje te
uczestnicza w procesach tworzenia si¢ stabilnego mechanicznie biofilmu, co utrudnia utrzymanie
czystosci w zaktadach produkcyjnych. Mikroorganizmy wytwarzaja pozakomérkowo $cisle zdefiniowane
pod wzgledem struktury polisacharydy, ktére moga by¢ wskaznikami wystgpujacych w danym
$rodowisku zanieczyszczen. Ta wilasciwo§¢ ma kluczowe znaczenie w poszukiwaniach efektywnych
metod higienizacyjnych réznych powierzchni uzytkowych.

Stowa kluczowe: egzopolisacharydy, higiena, biofilm.

Wstep

Badania naukowe nad istota oraz wlasciwo$ciami egzopolisacharydéw
mikrobiologicznych doprowadzity do zwigkszenia ich znaczenia w réznych gatgziach
gospodarki. Poprawa jako$ci, w tym i tekstury produktéw spozywczych, a takze
produkcja zywno$ci ,,nowej generacji” nie bylaby mozliwa bez zastosowania
polisacharydéw. Przy wysokich kosztach izolacji wegglowodanéw z masy roslinnej i
ich przetwarzania do formy uzytecznej, na szczegdlna uwage zastuguje otrzymywanie

Mgr inz. K. Myszka, dr inz. K. Czaczyk, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia
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tych zwiazkéw na drodze mikrobiologicznej. Wykorzystujac aktywne szczepy

mikroorganizméw mozliwe jest pozyskanie w krétkim czasie tego, co w $wiecie

organizméw wyzszych powstaje znacznie dtuze;.

Polisacharydy, podobnie jak biatka, stanowia gltéwne zwiazki EPS (ang.
extracellular polymeric substances) syntetyzowane przez komdrki drobnoustrojow.
Egzopolisacharydy sa stabo lub w ogdle niezwigzane z komoérka mikroorganizmu.
Wydzielane do podtoza badz akumulowane na powierzchni komérki w formie $luzu
tworza struktury wyzszego rzedu [2, 3, 4, 9].

W przemysle spozywczym znaczenie maja nast¢pujace grupy polisacharydéw
mikrobiologicznych [9, 20, 28]:

e Homopolisacharydy — syntetyzowane przez bakterie wykorzystujace sacharoze¢
jako zrédto wegla. Nieobecno$¢ tego zwiazku nie hamuje wzrostu komoérek
drobnoustrojéw, lecz uniemozliwia syntez¢ EPS. Homopolisacharydy
drobnoustrojowe zawieraja w czasteczce tylko jeden typ monosacharydu: D-
glukozg lub L-fruktozg. Egzopolisacharydy tej grupy wytwarzane sa przede
wszystkim przez bakterie z rodzajow Streptococcus oraz Leuconostoc;

e Heteropolisacharydy — syntetyzowane przez wigkszo$¢ organizméw eukariotycznych
i prokariotycznych. Biopolimery tej grupy charakteryzuja si¢ powtarzajacymi
cyklicznie sekwencjami monosacharydéw: D-glukozy, D-galaktozy, L-fruktozy, L-
ramnozy czy kwasow: D-glukuronowego, L-guluronowego i D-mannuronowego;

e Alginian — biopolimer ztozony jedynie z dwdéch monomeréw (kwasu
D-mannuronowego oraz kwasu L-guluronowego) o wolnych grupach acetylowych.
W odréznieniu od heteropolisacharydéw poprzedniej grupy, alginian w swojej
strukturze nie zawiera cyklicznie powtarzajacych si¢ sekwencji.

Stwierdzono, ze struktura EPS wykazuje specyficzno$¢ gatunkowa lub szczepowa
zarbwno co do sktadu cukréw prostych (stanowiacych podjednostke EPS), jak
irodzaju wiazan chemicznych czy podstawnikéw niecukrowych. Niekiedy postaé
egzopolisacharydéw moze takze zaleze¢ od intensywnosci wzrostu komorek [5].

Warunki srodowiskowe syntezy egzopolisacharydow mikrobiologicznych

Badania dowodza, ze rozmaite zwiazki inicjuja syntez¢ badz moga ulec
przeksztatlceniu  w polisacharydy. Kazdy mikroorganizm wykorzystuje $cisle
zdefiniowane zrédla wegla, azotu i mikroelementow, przy jednoczesnym braku
korelacji pomigdzy struktura wytwarzanych biopolimeréw a rodzajem substratéw tej
reakcji. Wykazano, ze drogi metaboliczne formowania si¢ egzopolisacharydéw
iinnych rodzajéow polisacharydéw mikrobiologicznych maja na pewnych etapach
zblizony przebieg. Takie pozakomodrkowe systemy zaangazowane w biosyntez¢
danego zwiazku, przez swoja lokalizacj¢ w membranie, moga by¢ wykorzystywane
przez komorki wspottworzace mikrokolonie [28].
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Obecnie w wielu os$rodkach na calym $wiecie prowadzone sa badania nad
technologia ~ otrzymywania mikrobiologicznych  polimeréw, sprecyzowaniem
warunkéw hodowlanych, w jakich drobnoustroje syntetyzowalyby polisacharydy o
danych cechach i z wysoka wydajno$cia oraz nad metodami oczyszczania koncowego
produktu. Za istotne czynniki procesu biosyntezy uwaza si¢ temperatur¢ hodowli,
kwasowos$¢ srodowiska, sktad podtoza oraz jego natlenienie.

W zaleznosci od specyfiki aparatu enzymatycznego, np. grzyboéw z rodzaju
Aureobasidium, bezposrednim induktorem biosyntezy EPS sa cukry (gtéwnie glukoza,
ale takze fruktoza, mannoza, maltoza, ksyloza, ryboza, arabinoza, sacharoza i laktoza),
a w przypadku Myxoccus xanthus — aminokwasy [9, 15, 19, 25, 26, 28]. Gandhi i wsp.
[8], badajac rézne gatunki bakterii z rodzaju Bacillus, izolowanych z zainfekowanych
czesci roslin, wykazali istotny (indukujacy) wptyw siarczanu amonu oraz chlorku
amonu na wytwarzanie egzopolisacharydéw. U wybranych szczepdw Escherichia coli
wydzielanie pozakomérkowych polisacharydéw odbywa si¢ zwykle w warunkach
ograniczonej podazy zwiazkow: azotu, fosforu, siarki 1 potasu, a u Enterobacter
aerogenes — przy wysokiej koncentracji jonéw magnezu, potasu i wapnia w podtozu
hodowlanym [28].

Jednym z czynnikéw determinujacych posta¢ morfologiczng drobnoustrojow jest
kwasowos$¢ srodowiska. Synteza biopolimeréw zalezy od ksztaltu komorek, a zatem
odczyn S$rodowiska wzrostu wptywa znaczaco na efektywno$¢ produkcji
zewnatrzkomoérkowych polisacharydéw. Wysoka kwasowos¢ (pH 2-3) lub silnie
alkaliczny odczyn $rodowiska (pH > 10) sa skutecznymi inhibitorami wzrostu komérek
i syntezy EPS wigkszosci bakterii saprofitycznych oraz patogennych [24]. W tych
warunkach pewne gatunki grzyboéw rosna jedynie w postaci mycelium, wytwarzajac
tylko $§ladowe ilosci egzopolisacharydéw [9, 17]. Intensywna produkcja
pozakomodrkowych weglowodanéw, w zaleznosci od rodzaju mikroorganizmu,
obserwowana jest na pozywce o pH 5-7 [8, 9, 17, 27].

Optymalna temperatura syntezy egzopolisacharydéw przez wigkszo$¢ grzybow, w
tym szczepow rodzaju Aureobasidium, ksztaltuje si¢ w zakresie 25-28°C, a dla bakterii
z rodzaju Bacillus wynosi 36-44°C [9, 17]. W obu powyzszych przypadkach
odnotowano analogiczng zaleznos¢, a mianowicie zaden =z przebadanych
drobnoustrojéw nie wytwarzat efektywnie pozakomdrkowo weglowodandéw ponizej
optymalnego zakresu temperatury.

Aspektem fizycznym istotnym w biosyntezie EPS, obok ruchu podioza, jest
napowietrzanie hodowli, np. Enterobacter aerogenes wymaga silnego napowietrzania
podtoza w bioreaktorze, natomiast Rhizobium meliloti — bardzo matego [28].

Egzopolisacharydy bakteryjne sa wytwarzane najintensywniej na etapie
logarytmicznego wzrostu komdrek. Wykazano, ze tempo syntezy powyzszych
biopolimeréw utrzymywane jest na stalym poziomie w czasie rozmnazania
wegetatywnego komorek. Jakiekolwiek zmiany w biosyntezie substancji EPS
zaobserwowano w momencie utraty integralno$ci komoérek spowodowanej deficytem



ROLA EGZOPOLISACHARYDOW MIKROBIOLOGICZNYCH W TECHNOLOGII ZYWNOSCI 21

jonéw magnezu w otaczajacym medium [28]. Wptyw fazy wzrostu na wytwarzanie
polisacharydéw drobnoustrojowych jest cecha gatunkowa, a nawet szczepowa.
U pewnych szczepéw  Pseudomonas aeruginosa najintensywniejsza synteza
biopolimeréw odnotowana zostala w czasie trwania fazy stacjonarnej oraz przy koncu
fazy logarytmicznej, u innych podczas catej fazy wyktadniczego wzrostu komoérek
[28].

Obecnie w Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci prowadzone sa
badania nad znaczeniem wybranych czynnikéw hodowlanych (temperatura, pH oraz
dostepnos¢ sktadnikow odzywcezych) w syntezie zewnatrzkomérkowych polisacharydéw
i ich rola w adhezji komérek Bacillus sp. do powierzchni statych. Przeprowadzone
dotychczas eksperymenty potwierdzily —wptyw wyzej opisanych czynnikéw
srodowiskowych na  syntez¢ egzopolisacharydow  drobnoustrojowych  (dane
niepublikowane).

Zastosowanie egzopolisacharydéw mikrobiologicznych w produkcji zywnosci

Literatura przedmiotu dostarcza czgstych poréwnan mikrobiologicznych
egzopolisacharydéw z weglowodanami wytwarzanymi przez rosliny. Biomasa
komoérek drobnoustrojéw traktowana jest obecnie jako nowe, potencjalne zrédto
biopolimeréw, mogacych znalez¢ liczne zastosowania, przede wszystkim
w technologii zywnoS$ci. W przemysle spozywczym nadal dominuja polisacharydy
pochodzenia ros$linnego. Produkcja mikrobiologicznych polimeréw, ze wzgledu na
koszt calego procesu biotechnologicznego i trudnos$ci w prowadzeniu hodowli, nie jest
na razie wystarczajaco konkurencyjna. Czynnikiem decydujacym o optacalnosci
produkcji  egzopolisacharydéw  jest odpowiednia aktywno$¢ drobnoustrojéw
otrzymywanych za pomoca metod mutagenizacji badZz manipulacji genetycznych.
Szczepy wykorzystywane na skalg¢ przemystowa do produkcji biopolimeréw powinny
by¢ stabilne genetycznie i charakteryzowaé si¢ obnizona zdolno$cia utleniania
monosacharydéw do kwaséw organicznych [12].

Egzopolisacharydy bakteryjne ze wzgledu na trwato$¢, funkcjonalno$¢ oraz
odtwarzalnos¢ fizycznych czy chemicznych wlasciwosci moglyby okazaé si¢ pomocne
w dazeniach producentéw zywnosci do ciagtej poprawy jakosci i tekstury produktow.
Ogodlnie, za uzyteczne w przetworstwie Zywnosci uwaza si¢ m.in. takie polisacharydy
zewnatrzkomorkowe, jak: alginian, ksantan, pululan czy kurdlan. Wzory strukturalne
powyzszych biopolimeréw przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1.  Wzory strukturalne egzopolisacharydéw mikrobiologicznych: A — alginian, B — kurdlan, C —
ksantan, D — pululan [32, 33, 34, 35].

Fig. 1. Structural models of microbiological exopolysaccharides: A — alginate, B — curdlan, C —
xanthan, D — pululan [32, 33, 34, 35].

Alginian wystgpuje w Scianach komdrkowych Azotobacter vinelandii,
Pseudomonas aeruginosa oraz brunatnic (Phaeophyta) w ilosci 13-38% suchej masy
[25]. Wiasciwosci tego biopolimeru zaleza od stopnia spolimeryzowania oraz stosunku
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kwasu guluronowego do mannuronowego w makroczasteczce. Alginiany nadaja
roztworom wodnym duza lepkos¢ oraz witasciwosci pseudoplastyczne. Za
najwazniejsza jednak wilasciwos¢ tych polisacharydéw uwaza si¢ zdolno$¢ tworzenia
elastycznych zeli (okoto 1/3 wszystkich aplikacji w przetworstwie zywnosci), ktdre nie
ulegaja zjawisku retrogradacji. Wtasciwosci zelujace alginianéw mikrobiologicznych
wykorzystuje si¢ przy produkcji niskokalorycznych zup oraz deseréw. Zdolno$¢ tych
polimeréw do obnizania napigcia powierzchniowego na granicy dwoéch faz pozwala na
ich zastosowanie w technologii produkcji soséw do satatek, kreméw do ciast czy bitej
$Smietany [25, 28].

Ksantan jest heteropolisacharydem syntetyzowanym przez bakterie z rodzaju
Xanthamonas (tj. X. campestris, X. fragaria, X. oryzae). W 1969 r. organizacja FDA
(Food and Drug Administration, USA) uznala powyzszy biopolimer za zwiazek
niestanowiacy zagrozenia dla zdrowia czlowieka i dopuscita go do powszechnego
stosowania w Stanach Zjednoczonych. Dostgpne publikacje dowodza, ze ksantan
zastapit polisacharydy pozyskiwane z roslin badz z alg na drodze ekstrakcji. W
przemysle koncentratéw spozywczych ksantan moze by¢ uzyty jako S$rodek
zageszcezajacy i stabilizujacy. W technologii produkcji soséw do satatek czy produktéw
typu ,,dressing” powyzszy polisacharyd moze zapobiec dyspersji nierozpuszczalnych
czastek zewnetrznej fazy olejowej oraz utatwi¢ taczenie ze soba poszczegdlnych
komponentéw danych produktéw. Ksantan pochodzenia mikrobiologicznego nadaje
roztworom wysoka lepko$¢, a wyroby otrzymane z jego udzialem sa trwate w szerokim
spektrum pH, temperatury oraz sity jonowej podtoza. W piekarstwie oraz cukiernictwie
ksantan, poprzez kohezj¢ z czasteczkami skrobi, moze poprawi¢ strukturg, a takze
przedluzy¢ czas przechowywania produktow gotowych. Ponadto, powyzszy
zewnatrzkomoérkowy polisacharyd wiazac wolna wode, odpowiedzialng za zjawisko
synerezy, stabilizuje 1 poprawia jako$¢ wyrobéw mrozonych. Jako $rodek stodzacy i
teksturotworczy ksantan ksztattuje wiasciwa konsystencjg, aromat oraz smak
niskokalorycznych napojéw i produktéw przeznaczonych dla diabetykow.
Wykorzystujac synergistyczne interakcje pomigdzy ksantanem a galaktomannanem
(stosunek 1:1), mozna takze doprowadzi¢ do wzrostu lepkosci i uzyska¢ pozadana
struktur¢ mlecznych produktéw pasteryzowanych, co nie byloby mozliwe stosujac
czyste roztwory hydrokoloidéw [10, 25, 30].

Kurdlan nalezy do egzopolisacharydéw syntetyzowanych przez Alcaligenes
faecalis oraz rodzaj Agrobacterium [29]. Mozliwosdci zastosowania w przetworstwie
spozywczym kurdlanu zwiazane sa gtdwnie ze zdolnoscia zestalania (zelowania) tego
zwiazku. Kurdlan tworzy termoplastyczne zele, ktore sa stabilne w szerokim zakresie
pH (od 3 do 9,5) oraz temperatury (od 140 do 160°C). Powyzsza wlasciwo$¢ wskazuje
na mozliwo$¢ wykorzystania tego polimeru w produkcji wyrobéw cukierniczych. Nie
ulega on trawieniu w przewodzie pokarmowym, przez co charakteryzuje si¢ niska
wartoscia kaloryczna. Polisacharyd ten moze by¢ wykorzystywany w produkcji zup
oraz deseréw, poniewaz jest dodatkiem nadajacym plynom pseudoplastyczny
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charakter, zageszczajacym oraz stabilizujacym zywnos$¢ [4, 29]. Podobnie jak pululan,
kurdlan wykorzystywany jest réwniez przy tworzeniu biodegradowalnych i
nierozpuszczalnych w wodzie bton, stanowiacych formg opakowania wyrobow
cukierniczych [29].

Pululan jest pozakomérkowym weglowodanem szeroko opisywanym w
dostepnej literaturze, produkowanym w skali technicznej przez trzy przedsigbiorstwa:
Sigma Chemical (USA), Hayashibara Biochemical Laboratories (Japonia) oraz
Sumitumo Company (Japonia). Pululan syntetyzuje rozpowszechniony w przyrodzie
saprofit Aureobasidium pullulans, wystepujacy gldwnie na powierzchni owocow,
takich jak wisnie, jabtka i gruszki. Wodny, 5-10% roztwdér pululanu jest substancja
bezbarwna, bez zapachu, jadalna, stad moze by¢ zastosowany w formie
nieprzepuszczalnej dla tlenu powtoki produktéw spozywczych, chroniac wyrdb
gotowy przed niepozadanymi reakcjami oksydacyjnymi. W tym celu wystarczy na
powierzchni wyrobu gotowego rozprowadzi¢, z uzyciem natrysku, cienka warstwe
roztworu pululanu. W procesie czgsciowej lub catkowitej estryfikacji pululanu
otrzymuje si¢ folie nierozpuszczalne w wodzie, ktérych elastyczno$¢ mozna
ksztattowa¢ przez dodatek sorbitolu badz glicerolu. Przettaczanie sproszkowanego
pululanu z niewielka ilo$cig wody pod ci$nieniem umozliwia otrzymywanie materiatu
o wiasciwosciach zblizonych do polistyrenu. Otrzymane w ten sposob tworzywo
charakteryzuje si¢ duza trwato$cia, wytrzymatos$cia oraz rozpuszczalnoscia w wodzie
i mogloby zastapi¢ wiele opakowan stosowanych w przetworstwie zywnosci z racji
swej nietoksyczno$ci 1 biodegradowalnosci [9]. Celem obnizenia kalorycznos$ci
produktéw spozywczych i jednoczesnie nadaniu im odpowiedniej struktury, pululan
mozna réwniez dodawaé bezposrednio do zywnosci jako zamiennik skrobi. Na
potrzeby przemystu spozywczego pululan modyfikuje si¢ takze poprzez kowalencyjne
przylaczenie do tahcucha weglowego polisacharydu réznych niezbgdnych dla
organizmu czlowieka zwiazkéw chemicznych, np. tiaminy [7, 15]. Dzigki dobrej
rozpuszczalno$ci i lepkosci opisywany polisacharyd moze by¢ stosowany w
technologii produkcji napojow dietetycznych [9]. W literaturze opisano réwniez
mozliwo$ci zastosowania roztworu pululanu w procesie aglomeracji, (np. ekstraktow
kawy), jako czynnika ulatwiajacego taczenie si¢ czasteczek produktu [9].

Nalezy réwniez nadmieni¢, ze pewne egzopolisacharydy mikrobiologiczne sa
niepozadane w przetworstwie zywnos$ci 1 pojawiaja si¢ do$¢ czesto jako
zanieczyszczenie wina, piwa oraz sokéw owocowych i warzywnych. Przyczyng strat
jest miedzy innymi dekstran, syntetyzowany przez bakterie mlekowe (rodzaje:
Leuconostoc oraz Streptococcus). Obecno$¢ wspomnianych drobnoustrojéw na
powierzchni burakéw oraz trzciny cukrowej powoduje duze straty ekonomiczne oraz
trudnosci technologiczne w przemysle cukrowniczym. Mikroorganizmy te obnizaja
jako$¢ technologiczna surowca poprzez wytwarzanie enzymu dekstranosacharazy,
przeksztatcajacej sacharoze w dekstran oraz fruktozg. W dalszych etapach tego procesu
syntetyzowany jest lewan (gtoéwnie przez bakterie z rodzaju Aerobacter oraz Bacillus).



ROLA EGZOPOLISACHARYDOW MIKROBIOLOGICZNYCH W TECHNOLOGII ZYWNOSCI 25

Wystepowanie powyzszych egzopolisacharydéw w soku buraczanym utrudnia proces
filtracji (dekstran, przechodzac z masy surowca do soku dyfuzyjnego, powoduje
wzrost lepko$ci soku). Ponadto obecnos¢ dekstranu zakldca proces tworzenia sig¢
krysztatow cukru, jednoczesnie zawyzajac polarymetryczne odczyty zawartosSci
sacharozy w materiale [22].

Egzopolisacharydy drobnoustrojowe a higiena w zakladach produkcyjnych

Biomasa komdrek drobnoustrojow stanowi potencjalne zrédio wielu cennych
produktéw, ale moze tez stanowi¢ element zagrozenia w praktyce produkcyjnej.
W przemysle spozywczym mikrobiologiczne zanieczyszczenie powierzchni roboczych
moze by¢ przyczyna skazenia zywnos$ci drobnoustrojami powodujacymi jej zepsucie,
a takze drobnoustrojami chorobotwdérczymi. Mikrobiologiczny rozktad farb, tekstyliow
i betonu zachodzi powszechnie w srodowiskach wilgotnych. Drobnoustroje w praktyce
przemystowej moga powodowaé duze straty materialne, gdyz niszczone przez nie
materiaty najcze$ciej nie nadaja si¢ do dalszego uzytkowania.

Do utrzymania wysokiego poziomu czystoSci w zakltadach produkcyjnych,
pomocne okaza¢ si¢ moga substancje EPS. Mikroorganizmy wytwarzaja
pozakomérkowo Scisle zdefiniowane pod wzgledem struktury polisacharydy, ktére
moga by¢ wskaznikami wystepujacych w danym $rodowisku zanieczyszczen.
Egzopolisacharydy, jako integralna czg$¢ wszystkich bton biologicznych, warunkuja
szybka adaptacje komérek do danych warunkéw otoczenia [3, 4, 5, 14, 16, 20, 31].
Powstate na drodze asocjacji lub polimeryzacji skupiska tych biopolimeréw wypelniaja
puste przestrzenie miedzy komérkami w kazdym biofilmie. Substancje EPS naleza do
czynnikéw  strukturalnych, nadajacych blonom biologicznym tréjwymiarowa,
heterogenna posta¢. Synteza pozakomoérkowych polisacharydéw przez drobnoustroje
osiadle na powierzchni sprzyja tworzeniu si¢ populacji ztozonych z kilku badz
kilkunastu r6znych gatunkéw (w tym z mikroorganizméw niewytwarzajacych EPS, jak
np. Listeria sp.). Mikroorganizmy, poprzez syntez¢ egzopolisacharydéw, wykazuja
tendencj¢ do kolonizowania nowych terytoridw i wigzania si¢ z plaszczyzng réznych
substancji, stad czesto okre§lane sa mianem ,,polisacharydéw adhezyjnych” [13].
Najintensywniejsza produkcja tych substancji wystgpuje we wczesnych etapach
tworzenia si¢ biofilmu, co wspomaga przyczepianie si¢ komérek do ptaszczyzn statych
[3, 18]. Egzopolisacharydy uczestnicza w powstawaniu warstwy kontaktowej,
stwarzajac korzystniejsze warunki do adhezji. Wykorzystanie substancji specyficznie
wiazacych polimery cukrowe moze okaza¢ si¢ skuteczna metoda badania ich wptywu
na adhezj¢ drobnoustrojéw do powierzchni statych. Do powyzszych zwiazkéw zalicza
si¢ migdzy innymi: kationy metali, lecytyng oraz niektére barwniki [13].

Wykazano, ze btona biologiczna powstala w  wyniku  sekrecji
zewnatrzkomérkowej EPS i umocniona przez t¢ strukture jest trudna do usunigcia.
Biofilm bakteryjny jest zagrozeniem mikrobiologicznym (higienicznym), gdyz po
osiagnigciu pewnej grubosci krytycznej wigksze jego fragmenty samoistnie odrywaja
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si¢ od powierzchni. Praktycznie kazda ptaszczyzna moze zosta¢ pokryta warstwa
biofilmu. Substancje EPS (w tym polisacharydy) efektywnie utrzymuja komorki na
powierzchni wymiennikéw ciepta, systeméw przewodow odprowadzajacych i
doprowadzajacych media czy membran separacyjnych [3, 4, 5]. Matryca biofilmu,
cechujaca si¢ stabilnoscia mechaniczna, nie zostaje skutecznie usunicta przez
stosowane powszechnie detergenty is$rodki dezynfekujace [11]. Jest to zwykle
wyjasniane wolniejsza i utrudniong dyfuzja czynnika przez matryce biofilmu. Ponadto
egzopolisacharydy zabezpieczaja dojrzata posta¢ btony biologicznej przed zmianami
ci$nienia osmotycznego, pH $rodowiska, chroniac komoérki przed wysuszeniem oraz
fagocytoza. Matryca EPS réwniez skutecznie inaktywuje dziatanie promieniowania
UV (niszczacego DNA komorek) i adsorbuje czynniki toksyczne, zapobiegajac ich
dyfuzji do cytoplazmy [1]. Pozakomdrkowe polisacharydy, takze poprzez wymiang
jonowa, neutralizuja wplyw $rodkéw antymikrobiologicznych na drobnoustroje
(gtéwnie antybiotykow).

Z punktu widzenia higieny produkcji mechaniczne czyszczenie urzadzen czy
powierzchni roboczych jest najbardziej efektywne, ale nie zawsze mozliwe ze
wzgledéw konstrukcyjnych aparatow. Stad, aby zminimalizowaé¢ skutki syntezy
egzopolisacharydow 1 tworzenia biofilméw przez drobnoustroje, konieczne jest
szybkie usuwanie zanieczyszczen z powierzchni, stosowanie preparatow zawierajacych
zwiazki silnie chelatujace wapn, w miar¢ potrzeb wydluzanie czasu mycia i
dezynfekcji. Wazna jest rowniez optymalizacja proporcji czasu dziatania S$rodka
myjacego do czasu dziatania $rodka dezynfekujacego, jak réwniez dobdr
odpowiednich $rodkéw dezynfekujacych. Najbardziej skuteczne w stosunku do
drobnoustrojéw tworzacych btony biologiczne sa kwasne czwartorzgdowe zasady
amoniowe, dwutlenek chloru oraz kwas nadoctowy [11]. Mycie detergentami
alkalicznymi i kwasem azotowym nadaje hydrofilowy, a etanolem czy acetonem —
hydrofobowy charakter powierzchniom produkcyjnym. Powyzsza zalezno$¢ moze
mie¢ takze istotny wpltyw na sekrecje zewnatrzkomérkowa polisacharydéw i tworzenie
si¢ dojrzatej postaci biofilmu na plaszczyznach. Uwaza si¢ bowiem, Ze proces
powstawania bton biologicznych jest zjawiskiem uzaleznionym zar6éwno od
wiasciwosci materiatéw, jak i od charakteru powierzchni komorek, ktére je tworza.

W  celu skutecznego zapobiegania negatywnym = skutkom = syntezy
egzopolisacharydéw, inicjujacej proces adhezji komoérek do danych plaszczyzn, istotne
jest poznanie mechanizméw powstawania biofilmu, dynamiki jego nawarstwiania oraz
czynnikéw, ktére wplywaja na ich stabilno$¢ [21, 23]. Dazac do rozwigzania tego
problemu konieczne jest zaprojektowanie nowych powierzchni roboczych, ktére beda
wplywatly na poczatkowa adsorpcje czastek, a przez to na ograniczenie zjawiska
adhezji. Konieczne jest takze zastosowanie antymikrobiologicznych barier adhezji i
nowoczesnych metod likwidacji bton biologicznych [4, 5, 6].
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Podsumowanie

Doskonalenie procesu mutagenizacji szczepéw nadato egzopolisacharydom
drobnoustrojowym nowy, funkcjonalny charakter. Odpowiednio dobrane podioze
hodowlane (dostgpnos$¢ okreslonego zrédla wegla, jonéw, wiasciwe pH) indukuje
syntez¢ pozakomoérkowych biopolimeréw, wykorzystywanych w réznych galgziach
przemystu  spozywczego.  Egzopolisacharydy = mikrobiologiczne = pozwolity
zmodyfikowa¢ produkty zywnosciowe pod wzgledem strukturalnym, odzywczym,
smakowym oraz uzytkowym. Za ich posrednictwem mozliwe jest réwniez
wytwarzanie jadalnych powlok produktéw spozywczych, ktére nie tylko cechuja si¢
dang barierowo$cia w stosunku do np. tlenu, ale takze wysoka trwatoscia i
wytrzymatoscia, co stanowi istotny przetom w produkcji opakowan.

Biosynteza zewnatrzkomérkowych polisacharydéw warunkuje trwate przyleganie
komérek do powierzchni uzytkowych. Zjawisko tworzenia si¢ biofilmu jest czgsto
przyczyna zanieczyszczenia produktow spozywczych drobnoustrojami
chorobotworczymi lub powodujacymi zepsucie zywno$ci. Przemyst chemiczny nadal
nie opracowat efektywnie dziatajacych preparatéw myjacych i dezynfekujacych,
dlatego tez znajomo$¢ szlakow biosyntezy egzopolisacharydéw i1 mechanizméw
powstawania blon biologicznych utatwi utrzymanie wysokiego poziomu higieny w
zaktadach produkcyjnych.
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Summary

It is very important to identify all the agents determining the exo-polysaccharides synthesis. Using a
culture medium that is adequately composed as regards carbon, energy, microelements, or pH, it is
possible to obtain a desirable and functional biomaterial. Polysaccharides that are secreted outside the cell
(usually in the form of mucus) are very important for the food technology. Microbiological carbohydrates
such as: xanthan, curdlan, pullulan, and alginate show many specific characteristics, which other plant
polymers do not have at all. The function of these compounds added to food products is to keep a desired
consistency level, to increase viscosity, to reduce water losses during processing and storage, and to
manufacture low calories food products. Presently, they are also applied to manufacture durable and
edible covers protecting food products against spoiling. In this paper, there are presented some hygienic
aspects of synthesis of microbiological exo-polysaccharides that constitute a potential risk of
contaminating final food products to be marketed. These substances take part in the process of forming a
mechanically stable biofilm that makes it difficult to keep a required cleanness level within the food
manufacturing factories. Owing to the fact that micro-organisms extra-cellularly produce polysaccharides
with exactly defined structures, and they can be indicators of contaminants probably occurring in a given
environment. This property may be of essential importance if seeking effective methods for higienisation
of various application surfaces.

Key words: extra-cellular polysaccharides, hygiene, biofilm.
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ELIZA KOSTYRA

INTERAKCJE SUBSTANCJI SMAKOWYCH I ZAPACHOWYCH ZE
SKEADNIKAMI ZYWNOSCI - ASPEKTY FIZYKOCHEMICZNE

Streszczenie

W artykule dokonano przegladu pi$miennictwa na temat wptywu réznych sktadnikéw zywnosci, a
takze uktadow dwufazowych (emulsji) na uwalnianie si¢ sensorycznie aktywnych zwiazkéw lotnych i
nielotnych oraz ich dostgpnos¢ dla receptoréw wechu i smaku. Dostgpno$¢ ta zalezy z jednej strony od
wilasciwosci hydrofilowych i hydrofobowych substancji lotnych, z drugiej za§ od zawartosci, struktury i
wiasciwosci lipidow, polisacharydéw oraz biatek. Lipidy wptywaja na ilosciowa, jakosciowa i czasowa
percepcje substancji lotnych i nielotnych, modyfikujac aromat i smakowito$¢ produktu. Polisacharydy
wiaza sensorycznie aktywne substancje oraz tworza z nimi kompleksy inkluzyjne, obnizajac ich preznosé¢
par w przestrzeni nad probka. Natomiast pomigdzy biatkami i substancjami zapachowymi zachodza dwa
typy oddzialywan: adsorpcja odwracalna poprzez sity van der Waalsa oraz reakcje chemiczne poprzez
wigzania kowalencyjne i elektrostatyczne. Pomimo licznych prac dotyczacych interakcji substancji
sensorycznie aktywnych z matryca produktu, wiele istotnych szczegétéw pozostaje w sferze hipotez.

Stowa kluczowe: interakcje, lipidy, polisacharydy, biatka, uktady dwufazowe, sensorycznie aktywne
substancje lotne i nielotne.

Wprowadzenie

Problem interakcji dodatkéw aromatyzujacych ze sktadnikami produktu oraz ich
wplyw na ostateczny efekt aromatyzujacy jest od lat przedmiotem rozwazan
teoretycznych i badan eksperymentalnych. Dotycza one zar6wno fizycznej strony
uwalniania si¢ substancji lotnych z produktu (ang. flavour release), przez co staja sig
one dostepne dla receptorow wechowych, jak i réznych rozwiazan aparaturowych do
instrumentalnych pomiaréw ilo$ci uwalnianych aktywnych sensorycznie zwiazkéw
lotnych 1 ich chemicznej identyfikacji. Odnosza si¢ one takze do psychofizycznych
aspektow percepcji zapachu droga orto- lub retronosowa oraz relacji: stgzenie bodzca
zapachowego/intensywno$¢ wrazenia i wptywu na nia rodzaju oraz st¢zenia medium

Dr inz. E. Kostyra, Katedra Dietetyki i Zywnosci Funkcjonalnej, Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159C, 02-776 Warszawa
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(albo matrycy), w ktérej bodziec zapachowy/smakowy wystepuje. Jako ,,matryce
odniesienia” traktuje si¢ zwykle wodg destylowana.

Wplyw lipidéw na uwalnianie zwiazkow lotnych z zywnosci

Thuszcz odgrywa szczegdlng i1 wielostronng rolg w percepcji sensorycznej
zywnosci: wplywa na uczucie ,,petni” (ang. moutfeel/richness) smakowitosci, jest
»Zbiornikiem” oraz prekursorem wielu substancji zapachowych, maskuje obce zapachy
(ang. off-flavours), ksztattuje smakowitos¢ i tekstur¢ produktéw oraz wplywa na
uwalnianie substancji zapachowych z produktéw [12, 17, 20]. Wedtug Plug i Haring
[39], tluszcz wptywa na iloSciowa, jakoSciowa oraz czasowa (ang. temporal) percepcje
zaréwno substancji lotnych (zapachowych), jak i nielotnych (smakowych), w spos6b
bardzo kompleksowy modyfikujac aromat i smakowito$¢ produktu.

Thuszez jest rozpuszczalnikiem wielu substancji zapachowych oraz powoduje obnizenie
preznosci par substancji w zaleznosci od ich wtasciwosci chemicznych [7, 8, 41].

De Ross [12] sformulowal hipotezy uwalniania substancji zapachowych z
uktadéw prostych (wodnych) i bardziej ztozonych (dwufazowych). Wedlug niego
substancja wprowadzona do wody i doprowadzona do réwnowagi pomigdzy woda i
powietrzem w zamknigtym uktadzie rozmieszcza si¢ migdzy tymi fazami zgodnie ze
wspéiczynnikiem podzialu powietrze/woda (P,,,):

P, = C,/C,,
gdzie C, i C,— stezenia substancji zapachowej w powietrzu i wodzie [g/1].

Opisany stosunek jest miarg lotnosci danej substancji zapachowej rozpuszczonej
lub zdyspergowanej w wodzie.

Natomiast  substancja  smakowo-zapachowa  wprowadzona do ukfadu
dwufazowego, jakim jest emulsja (faza wodna i ttuszczowa), zachowuje si¢ inaczej i
rozmieszcza si¢ w 3 fazach: wodnej, tluszczowej i powietrznej. Po osiagnigciu
réwnowagi w zamknigtym uktadzie substancja zapachowa rozmieszcza si¢ pomiedzy
faza wodna i tluszczowa zgodnie ze wspdtczynnikiem podziatu olej/woda (Py):

P, = Co/C,,
gdzie: C, i C,,— stgzenia substancji zapachowej w oleju i wodzie [g/1].

Wyzszy wspotczynnik P, charakteryzuje substancje wykazujaca wigksze
wtasciwosci lipofilowe (hydrofobowe) [12].

Wedtug de Rossa [12], wptyw tluszczu zemulgowanego w wodzie na stgzenie
substancji zapachowej w przestrzeni nad prébka, czyli jej prgzno$¢ par w fazie
gazowej (ang. headspace), zalezy od charakteru hydrofilowego badz hydrofobowego
substancji lotnej, jak 1 od zawarto$ci ttuszczu w ukladzie woda/ttuszcz (rys. 1).
W przestrzeni nad prébka produktu niezawierajacego ttuszczu (0%, jogurt pitny),
stezenie lipofilowych zwiazkéw jest do$¢ wysokie. Natomiast w jogurcie pitnym
zawierajacym 3,5% tluszczu lipofilowy zwiazek znajduje sie giownie w fazie
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tluszczowej i wykazuje niskie stezenie w fazie wodnej oraz gazowej (powietrznej) i w
konsekwencji wptywa na niska wyczuwalno$¢ zapachu [12].

o F o
o o aza gazowa o
o o o Headspace
o Faza wodna o
o ° o Water phase o O O &
A% NS
o o O
o o o Faza ttuszczowa o
o o o Fat phase o o
O = substancja hydrofilowa O = substancja hydrofobowa
hydrophilic compound hydrophobic compound

Rys. 1. Wplyw tluszczu na ,.headspace™ substancji lotnych w emulsji [12].
Fig. 1.  The effect of fat on the headspace of volatiles in emulsion [12].

Zazwyczaj bardzo mate iloéci oleju (1%) dodane do uktadu wodnego znaczaco
obnizaja prezno$¢ par lipofilowej substancji zapachowej w przestrzeni nad prébka
[29]. Potwierdzity to rowniez badania przeprowadzone przez Schirle-Keller i wsp.
[41], w ktérych okreslano wptyw zawartosci tluszezu (0, 0,1, 1, 2, 5, 10 1 20%) na
uwalnianie substancji lipofilowych (limonenu i etyloheptanoatu) oraz hydrofilowych
(diacetylu i propanolu) przy uzyciu metody statycznego pomiaru ,headspace”
potaczonego z chromatografia gazowa. Badania wykazaty, ze ilo§¢ substancji
lipofilowych w przestrzeni nad prébka byta uzalezniona od zawartosci oleju i juz przy
1% zawarto$ci tlhuszczu zaobserwowano znaczne obnizenie pr¢zno$ci par limonenu i
etyloheptanoatu, ktére pogtebiato si¢ wraz z zawartoscia thuszczu. Natomiast prezno$é
par zwiazkéw hydrofilowych (diacetylu) w znacznie mniejszym stopniu zalezata od
procentowego udziatu fazy olejowej i zmniejszata si¢ dopiero przy 5% udziale fazy
tluszczowej oraz w wigkszym stopniu przy 10 i 20% udziale fazy ttuszczowe;.
Niewielkie zmiany w ,,headspace” wraz z poziomem tluszczu zaobserwowano takze w
odniesieniu do propanolu, wykazujacego wigksze wtasciwosci hydrofilowe niz diacetyl
[41].

Wedtug Matheis [29], triacyloglicerole obnizaja prezno$¢ par lipofilowych
zwiazkéw zapachowych, podwyzszajac ich progi wyczuwalno$ci, co powoduje

''W dalszej czesci artykutu uzywany bedzie termin angielski ,,headspace” oznaczajacy stezenie substancii
zapachowej w przestrzeni nad probka
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koniecznos$¢ stosowania wyzszych stezen substancji zapachowych w celu osiagnigcia

okreslonej intensywnosci zapachu. Jest to bardzo wazne oddzialtywanie, poniewaz

wigkszo$¢ zwiazkow zapachowych wykazuje charakter lipofilowy. Wsréd czynnikow
wplywajacych na podniesienie progu wyczuwalnoS$ci substancji lotnych wymienia si¢
takze rodzaj i fizyczne wlasciwosci ttuszczu, takie jak:

e dlugos¢ tancucha kwaséw tluszczowych — wzrost dlugosci tancucha kwaséw
tluszczowych powoduje mniejszy wplyw na zwigkszenie progu wyczuwalnoSci
zwiazku,

® wzrost stopnia nienasycenia tluszczu,

e punkt migknigcia i topnienia — oleje w wigkszym stopniu podnosza prég
wyczuwalnosci niz ttuszcze state,

e temperaturg — szczegodlnie, jesli jest ona bliska punktowi topnienia ttuszczu.
Wendin i wsp. [45] badali wptyw poziomu ttuszczu (0,1 i 4,2%) na wtasciwosci

sensoryczne (wyrdzniki zapachu, smaku i tekstury) ukwaszonego mleka
aromatyzowanego substancjami wykazujacymi charakter polarny (maltol) i niepolarny
(maslan metylu). Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci tluszczu w
ukwaszonym mleku z dodatkiem maltolu wzrastala intensywnos$¢ zapachu i smaku
maltolu, malato nat¢zenie zapachu kwasnego i nie zmieniata si¢ intensywno$¢ smaku
kwasnego, stodkiego i wrazenia ,,0ostro$ci”’. Natomiast nie zaobserwowano wplywu
poziomu tluszczu na zmiany profilu sensorycznego mleka z dodatkiem maslanu
metylu. Przy wyzszej zawartosci ttuszczu i aromatyzacji maltolem stwierdzono wyzsze
sensorycznie wrazenie gestosci mleka, a przy aromatyzacji maslanem wyzsza gtadkos¢
mleka.

Bennett [4] i Hegenbart [18] sformutowali hipotezg uwalniania substancji lotnych
w czasie (na podstawie badan metoda Time—Intensity) z produktéw niezawierajacych i
zawierajacych tluszcz. Wedlug tych autoréw uwalnianie zwiazkéw lotnych z
produktéw niezawierajacych tluszczu i ich percepcja powinna by¢ szybsza i trwaé
krécej niz w produktach zawierajacych ttuszcz, w ktérych uwalnianie zwiazkéw
powinno przebiega¢ wolniej, a wrazenie trwac dtuzej.

Brauss i wsp. [6] przeprowadzili badania instrumentalne (stosujac jonizacyjna
spektroskopi¢ masowa pod ci$nieniem atmosferycznym) i sensoryczne (metodq Time—
Intensity) wptywu poziomu tluszczu (0,2, 3,5, 10%) na czasowe aspekty uwalniania
hydrofobowych substancji zapachowych (octanu trans-2-heksenylu, anetolu
i terpinolu) z modelowych jogurtéw. W badaniach instrumentalnych mierzono
parametry I, (maksymalna intensywno$¢ wrazenia) i T, (czas do osiagnigcia
maksimum intensywno$ci), natomiast w analizach sensorycznych parametry T, (czas
op6znienia do pojawienia si¢ wrazenia), Tuax, Imax» Tena (catkowity czas trwania
wrazenia) i Tp, (czas trwania maksymalnej intensywnosci). Stwierdzono, ze
uwalnianie substancji lotnych z jogurtéw niskotluszczowych (0,2% tluszczu) byto
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szybsze i charakteryzowalo si¢ wyzsza intensywno$cia, ale trwato krécej niz w
jogurtach o zawartosci ttuszczu 3,5 i 10%. Zaobserwowano, ze uwalnianie zwiagzkéw
lotnych byto zblizone w jogurtach o zawartosci ttuszczu 3,5 1 10%. Wedtug
wymienionych autoréw, 3,5% poziom zawartosci ttuszczu byl wystarczajacy do
dziatania ttuszczu jako ,.zbiornika” substancji lotnych; dalsze zwigkszanie zawarto$ci
tluszczu nie obnizalo juz uwalniania si¢ substancji lotnych. W badaniach
sensorycznych stwierdzono podobna zalezno$¢, przy czym istotne réznice
zaobserwowano w parametrach T,, [, 1 Tx Uwalniania si¢ dwdch substancji (octanu
heksenylu i terpinolu) w zaleznosci od poziomu ttuszczu.

Wplyw polisacharydéw na uwalnianie zwigzkéw lotnych z zywnoSci

Polisacharydy sa szeroko stosowane jako dodatki funkcjonalne do zywnosci
(w tym do produktéw migsnych) ze wzgledu na ich wilasciwos$ci zaggszczajace lub
zelujace juz przy niskich stgzeniach.

Polisacharydy, podobnie jak tluszcze, obnizaja prgzno$¢ par substancji
zapachowych. W literaturze podkresla si¢, ze odgrywaja one mniejsza role w
uwalnianiu substancji niz tluszcze, ich oddzialywanie jest stabsze i zalezy od struktury
oraz wlasciwosci polisacharydéw [24].

Wedtug wielu badaczy istotna przeszkoda w transporcie substancji zapachowych
do fazy gazowej, powodujaca obnizenie st¢zenia substancji lotnej w przestrzeni nad
probka, jest lepkos¢ polisacharydéw [14, 19, 37]. Chociaz mechanizm tego zjawiska
nie jest doktadnie poznany, to uwaza sig, ze przestrzenna struktura polisacharydéw
tworzy obszary lipofilowe, ktére przylaczaja czasteczki substancji lotnych [28, 39].

Zdaniem Kinsella [20], mniejsza ilo$¢ substancji zapachowych w ,headspace”
moze by¢ spowodowana zaréwno wysoka lepkoscia matryc (zaggstnikow), jak
iinterakcjami polegajacymi na wigzaniu substancji przez matryce, ich adsorpcji,
wzatrzymywaniu” w mikroregionach czasteczek matrycy, tworzeniu kompleksow
1 wigzan wodorowych pomigdzy substancjami i stosowanymi matrycami.

Préobowano ustali¢, w jakim stopniu lepko$¢ réznych zaggstnikow
polisacharydowych wptywa na uwalnianie substancji zapachowych oraz jakie
zaleznosci zachodza pomigdzy substancjami zapachowymi a tymi zagestnikami.

Malkki i wsp. [27] przeprowadzili badania na wodnych roztworach réznych
polisacharydéw o takiej samej lepkosci, w ktérych wykazali, ze réznice w uwalnianiu
substancji zapachowych byly spowodowane interakcjami polegajacymi na wiazaniu
substancji przez zagestniki. Podobne zalezno$ci wykazano w innych badaniach,
w ktérych intensywno$¢ sensoryczna substancji zapachowej nie zalezata od stg¢zenia
polisacharydowego zagegstnika (jego lepkosci), ale od wspétdziatania zwigzku
zapachowego z zaggstnikiem (zwiazania przez zagestnik) [38].

Roberts i wsp. [40] badali wplyw dwdch pozioméw lepkosci i rodzaju zagestnika
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(sacharozy, gumy guar, karboksymetylocelulozy) na dynamiczne uwalnianie substancji
zapachowych z modelowych roztworéw o takiej samej lepkosci. Badania
przeprowadzono przy uzyciu specjalnego aparatu symulujacego warunki jamy ustnej w
temp. 37°C. Stwierdzono, ze zaréwno rodzaj zagestnika, jak i jego stezenie wplywaty na
zmniejszenie si¢ substancji lotnych, zwtaszcza tych wykazujacych charakter niepolarny.

W innej pracy okre§lano wptyw polisacharydéw (0,1% gumy ksantan, 0,3%
gumy guar) na retencj¢ substancji zapachowych: 0,9 ppm diacetylu (nota maslana),
0,4 ppm dwusiarczku diallilu (nota czosnkowa) i 7 ppm I-okten-3-olu (nota
grzybowa), wykorzystujac do tego celu zaréwno metody sensoryczne (metode
skalowania), jak i metody instrumentalne (analiza ,headspace” i HPLC) [46].
Stwierdzono, ze polisacharydy (guma guar>guma ksantan) wplywaly na obnizenie
(efekt maskowania) ogélnej intensywnosci zapachowej oraz nat¢zenie noty
czosnkowej w poréwnaniu z ich intensywno$cia w roztworach wodnych, traktowanych
w doswiadczeniu jako prébka poréwnawcza. Natomiast nie zaobserwowano takiego
oddziatywania w przypadku pozostatych not: maslanej i grzybowe;.

Identyczne zalezno$ci  stwierdzono w  wyniku pomiaru ,headspace”
analizowanych substancji. Zaré6wno guma guar, jak i guma ksantan zmniejszaty
uwalnianie substancji zapachowych (w najwigkszym stopniu dwusiarczku diallilu — ok.
50% obnizenie ,headspace” w poréwnaniu z woda). Autorzy podali, Ze przyczyna
znacznego zmniejszenia ,.headspace” tego zwiazku byl jego najwyzszy wspoétczynnik
podzialu powietrze/woda, ktéry decydowal o jego wyzszej lotnosci w wodzie i
zwiazaniu przez matryce [46].

Badano eksperymentalnie i rozwazano teoretycznie wptyw skrobi na wigzanie
i uwalnianie przez nia substancji zapachowych. Uwaza sig, ze wigzanie substancji
zapachowych przez skrobi¢ zachodzi na zasadzie tworzenia inkluzyjnych komplekséw
z réznymi substancjami zapachowymi oraz interakcji zwiazkéw polarnych z tymi
substancjami [14, 28, 39, 43].

Kompleksy inkluzyjne definiuje si¢ jako wynik wspoéldziatania pomigdzy
zwiazkami, gdzie czasteczka jednego zwiazku wpasowuje si¢ i jest otaczana przez
rozgaleziong strukturg czasteczki innego zwiazku [14]. W tego typu oddziatywaniach
role ,,gospodarza” petnig na ogét czasteczki o duzych rozmiarach (skrobia), a ,,goscia”
— czasteczki o mniejszych rozmiarach (zwiazki lotne). Pomigdzy ,.,gospodarzem”,
a ,,go$ciem” nie zachodza zadne chemiczne interakcje, a przylaczenie ma charakter
fizyczny — ,,dopasowywanie” obu zwiazkéw wynika z interakcji hydrofobowych
pomigdzy nimi. W potaczeniach tego typu wazniejsze sg rozmiary wngki w strukturze
czasteczki ,,gospodarza” oraz wielko$¢ i stereostruktura czasteczki ,,goscia” (zwiazku
inkludowanego) niz jego charakter chemiczny.

Skrobia jako ,gospodarz” tworzy struktury helikalne, w ktérych grupy
hydroksylowe znajduja si¢ na zewnatrz heliksu, natomiast obszary hydrofobowe w
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jego wnetrzu. Hydrofobowos$¢ wnetrza heliksu sprzyja powstawaniu komplekséw z
lipofilowymi zwiazkami zapachowymi [39, 43, 44]. Wedlug tych autoréw
oddziatywanie skrobi na substancje zapachowe polega na ,putapkowaniu” (ang.
entrapped) substancji wewnatrz heliksu amylozowego w wyniku wiazan
hydrofobowych.

Skrobie charakteryzujace si¢ niskim stgzeniem amylozy lub zawierajace
wylacznie amylopektyng (skrobia woskowa) wywieraja mniejszy wptyw na adsorpcje
substancji zapachowych w przeciwienstwie do skrobi o wyzszej zawarto$ci amylozy
(jak np. skrobia ziemniaczana, kukurydziana) [44].

Interakcje polarne polegaja na tworzeniu wigzan wodorowych pomigdzy grupami
hydroksylowymi skrobi i substancji zapachowych [26].

Boutboul i wsp. [5] badali wptyw réznych matryc skrobiowych na retencjg
substancji aromatycznych (d-limonenu, etyloheksanoatu, octanalu, 1-heksanolu)
stosujac IGC (inverse gas chromatography). Stwierdzili, ze niezaleznie od rodzaju
skrobi i1 zawarto$ci amylozy w skrobiach natywnych retencja substancji zapachowych
wzrastata wraz z ich polarnoScia w nastgpujacej sekwencji: d-limonen <
etyloheksanoate < octanal < 1-heksanol. Wedtug tych autoréw interakcje skrobi
z substancjami aromatycznymi polegaly na zjawisku adsorpcji wskutek tworzenia
wigzan wodorowych, a nie na powstawaniu komplekséw inkluzyjnych.

Wplyw biatek na uwalnianie zwigzkow lotnych z zywnosci

W literaturze podkresla sig, ze istnieje wiele niezgodnosci dotyczacych wiazania
czy przylaczania substancji zapachowych przez biatka. Ogélnie wymienia si¢ dwa typy
interakcji zachodzacych pomigdzy biatkami i substancjami zapachowymi: adsorpcje
odwracalng (fizyczna) poprzez sity van der Waalsa oraz reakcje chemiczne poprzez
wigzania kowalencyjne i elektrostatyczne [16]. W pierwszym przypadku sity
oddziatlywania sa relatywnie stabsze, natomiast w drugim — tworzone sg mocne
(stabilne) wigzania chemiczne. Efekt tych interakcji zalezy zar6wno od struktury
biatek, jak i wlasciwosci oraz struktury substancji zapachowych. Poniewaz efektu
interakcji nie mozna dokladnie przesledzi¢ w tak ztozonym produkcie, jakim jest
zywno$¢, badania realizowane byty na prostych uktadach modelowych [44].

Niektérzy badacze probowali ustali¢ czy istnieja relacje pomigdzy molekularna
struktura substancji aromatyzujacych a ich wigzaniem przez biatka [1, 10, 11, 36].
Wykazano, ze biatka wiaza substancje lotne w rézny sposob: weglowodory przez sity
van der Waalsa, alkohole przez wiazania wodorowe, natomiast aldehydy cze$ciowo
nieodwracalnie (wigzania kowalencyjne) i czg$ciowo odwracalnie. Zauwazono, ze
w przypadku aldehydéw interakcje sa tak silne, ze biatka sojowe nie powinny by¢
stosowane do produktéw aromatyzowanych aldehydami.
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Damodaran i Kinsella [9] badali interakcje pomigdzy substancjami
karbonylowymi (2-heptanonem, 2-nonanonem i nonanalem) i roztworem wodnym
albuminy wotowej (BSA), stosujac metod¢ chromatografii gazowej. Wykazali oni
wigzania natury hydrofobowej pomigdzy biatkiem i ketonami, ktérych wydajnosé
wzrastala wraz z dlugo$cia tancucha weglowego ketonéw. W innych pracach okreslano
termodynamiczne efekty interakcji substancji karbonylowych z natywnym
i zdenaturowanym biatkiem sojowym w temp. 5, 25 i 45°C, wykorzystujac dialize
rownowagowa. Stwierdzono, ze interakcje pomigdzy karbonylami i biatkiem sojowym
byty relatywnie stabe i odwracalne, natomiast zdolno$¢ wiazania substancji przez
biatko byto identyczne w temp. 25 i 45°C oraz nizsze w 5°C [10]. W badaniach
przeprowadzonych przez Li i wsp. [25] zauwazono, ze z obnizeniem temperatury z 12
do 4°C nastgpuje wzrost liczby miejsc wiazacych waniling przez kazeing, biatko
serwatki i biatko sojowe.

Damodaran i Kinsella [11], badajac interakcje natywnych biatek (sojowych,
albuminy wolowej, aktomiozyny rybiej) z wybranymi substancjami zapachowymi
(aldehydami i ketonami), stwierdzili, ze bialka wykazywaly rézny stopien
hydrofobowego wiazania tych substancji (albumina wotowa > biatko sojowe >
aktomiozyna rybia).

W innych badaniach stwierdzono, ze niewielki poziom biatek (0,5% albuminy
wotowej i albuminy jaja kurzego) w wodzie powoduje do$¢ duze zmniejszenie lotnosci
substancji zapachowej (diacetylu), ktéra zwigksza si¢ wraz ze wzrastajacym stezeniem
biatka [22].

Wséréd czynnikéw wplywajacych na konformacje czasteczki biatka (rozdziat
obszaréw hydrofilowych i hydrofobowych, ksztatt, struktura) i wigzanie przez nia
substancji zapachowych wymienia si¢ zawarto$¢ innych sktadnikéw zywnosci, a takze
pH, temperaturg i czas. Biatka charakteryzujace si¢ duza powierzchnia hydrofobowa w
wigkszym stopniu oddziatuja (wiaza) na substancje zapachowe poprzez interakcje
hydrofobowe niz biatka o matej powierzchni hydrofobowej [16].

Uwaza sig, ze podczas denaturacji biatek pod wplywem ogrzewania dochodzi do
zwigkszenia dostgpnosci miejsc hydrofobowych wiazacych substancje niepolarne
1 obnizenia ich pr¢znosci par w przestrzeni nad probka [16].

Mills i Solms [33] badali wptyw pH (4,66 i 6,89) i temperatury (25, 36 i 50°C) na
wigzanie heptanalu i 2-nonanonu przez czgsciowo zdenaturowane biatko serwatki.
Wykazali oni, ze wraz z redukcja pH zmniejszalo si¢ wigzanie heptanalu i wzrastato 2-
nonanonu. Natomiast przy wzro$cie temp. z 25 do 50°C odnotowano wzrost wiazania
heptanalu przez biatka i brak takiego oddzialtywania w przypadku 2-nonanonu.
Badacze stwierdzili, ze w temp. 25°C i $rodowisku o pH 6,89 nastepowalo
nieodwracalne wiazanie heptanalu z biatkiem. Zjawisko to poglebiato sie¢ wraz ze
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wzrostem temperatury i st¢zeniem heptanalu; w temp. 50°C byt on w 90% zwiazany
przez biatko nieodwracalnie.

Podobne zaleznosci stwierdzono w innych badaniach dotyczacych wplywu
natywnego i zdenaturowanego w réznym stopniu (81, 84 i 95°C) biatka bobiku na
wiazanie waniliny. Przy zwigkszajacym si¢ stgzeniu biatka (1, 2,5, 5 1 10%) ilos¢
zwiazanej waniliny wzrastata proporcjonalnie do jej stezenia. Czgsciowa lub catkowita
denaturacja biatka wptyngta wyraznie na wigksza procentowa ilo$¢ zwigzanej
waniliny. Na podstawie badan sensorycznych stwierdzono, ze intensywnos$¢ zapachu
waniliowego byta proporcjonalna do ilosci wolnej, niezwiazanej waniliny przez biatko
[34, 35].

Uwalnianie sensorycznie aktywnych substancji lotnych i nielotnych z emulsji

Emulsje typu o/w oraz w/o sa czgsto wystgpujacymi ukladami w zywnosci.
Przyktadem pierwszego typu emulsji sa produkty takie, jak: mleko, $mietana,
majonezy, sosy salatkowe, lody i sery topione, a drugiego — maslo, margaryny
1 thuszcze mieszane.

W literaturze mozna spotka¢ informacje nt. prac eksperymentalnych, dotyczacych
uwalniania substancji lotnych lub smakowych z emulsji r6zniacych si¢ zawarto$cia
tluszczu, rodzajem stosowanych zamiennikéw ttuszczu i dodatkiem substancji lotnych
i/lub smakowych oraz wplywem typu emulsji (o/w, w/o) na percepcj¢ substancji
aromatyzujacych.

De Vor [13] przeprowadzit badania wptywu zawartosci ttuszczu (3 i 10%) na
jakos¢ sensoryczna (smak stodki, ,.kremowy”, ,,waniliowy”, ,,mleczny”, ,karmelowy”
i,maslany”) lodéw waniliowych. Intensywno$¢ wszystkich wyréznikéw, za
wyjatkiem smaku ,,waniliowego”) byta nizsza w lodach niskottuszczowych, natomiast
natgzenie smaku ,waniliowego” nie zalezalo od zawartosci ttuszczu w lodach i
utrzymywato si¢ na zblizonym poziomie w wersji lodow niskottuszczowych i o
normalnej zawartosci thuszczu.

W innej pracy badano zmiany intensywnos$ci smaku stonego, stodkiego,
kwasnego oraz ,tymiankowego” i ,chrzanowego” w emulsjach typu majonezu o
zawartos$ci tluszczu w granicach 40-70%, do ktérych dodawano wzrastajace ilosci
NaCl (0,0-4,5 g/kg), sacharozy (0,0-10,0 g/kg), kwasu cytrynowego (0,0-6,0 g/kg)
oraz stosowano 6 pozioméw olejku tymiankowego i 4 poziomy olejku chrzanowego
[3]. Do stabilizacji emulsji o réznej zawartosci thuszczu (40, 50 i1 60%) uzyto gumy
guar. Stwierdzono, ze redukcja zawartosci oleju i jednocze$nie dodatek gumy guar do
emulsji powodowal zmniejszenie intensywnos$ci smaku stonego, stodkiego i kwasnego,
natomiast nie wptywat na natezenie wyr6znikéw: ,tymiankowego” i ,,chrzanowego’.

Wyniki te pozostaja w sprzeczno$ci z uzyskanymi wczesniej przez Shamila i wsp.
[42] w badaniach (metoda profilowa i Time-Intensity) uwalniania si¢ i percepcji
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wrazen smakowych z wybranych produktéw (sery, sosy salatkowe) o normalnej
i obnizonej zawartosci ttuszczu. Wykazano, ze zmniejszenie zawartos$ci tluszczu
wplynglo na wzrost intensywnosci wrazen smakowych (goryczy i kwasno$ci) za
wyjatkiem wrazenia stono$ci oraz wzrost wrazen ostrosci i pieczenia. Autorzy podali,
ze czgSciowym wyjasnieniem otrzymanych wynikéw moga by¢: fizykochemiczne
wihasciwosci  substancji smakowo-zapachowych (charakter hydrofobowy lub
hydrofilowy) oraz ich rozktad w fazie wodnej i tluszczowej produktu. Zmniejszenie
zawarto$ci tluszczu w serze wplynglo prawdopodobnie na wzrost np. wrazenia
goryczy, pod wplywem zwickszenia stezenia w fazie tluszczowej substancji
wywotujacych uczucie smaku gorzkiego, ktére wykazuja charakter hydrofobowy,
natomiast zmniejszenie wrazenia stono$ci moglo by¢ spowodowane charakterem
jonowym soli i powinowactwem do wody.

W innej pracy okre§lano metoda Time—Intensity wptyw dodatku oleju canola (0,
6,75 1 13%) i olejku czosnkowego (0,12, 0,36 i 0,6%) do soséw satatkowych na
intensywno$¢ 1 przebieg czasowy wrazenia ,,czosnkowego”, ,.,pieprzowego” i stonego
[15]. Stwierdzono, ze czas do osiagnigcia maksymalnej intensywnosci wrazenia (Tyax)
i catkowity czas jego trwania (T,) nie zalezal od zawartos$ci ttuszczu w sosach;
zaobserwowano natomiast wyzsza maksymalna intensywno$¢ wrazenia (I,,,) do noty
»~czosnkowej” 1 ,pieprzowej” oraz wigksze catkowite pole powierzchni pod krzywa
(Tineg) tych wyréznikéw w sosach o obnizonej zawartoSci ttuszczu. Wszystkie
parametry T-I stonosci byly zblizone, niezaleznie od poziomu tluszczu oraz dodatku
olejku.

Mialon i Ebeler [32] wykorzystali metod¢ T-I do badan wptywu interakcji lotnych
substancji polarnych (wanilina) i niepolarnych (limonen) z matryca — emulsja o/w na
percepcj¢ ich zapachu droga retronosowa. Badania przeprowadzono na emulsjach
o zawartosci ttuszczu (oleju): 0% (woda), 10 1 50%, z dodatkiem emulgatora (Tween 60).
Stwierdzono zblizone wartos$ci parametrOw T, 1 In.x W emulsjach aromatyzowanych
wanilina, niezaleznie od zawarto$ci tluszczu, oraz nieznaczny wzrost catkowitego czasu
trwania wrazenia (T,) wraz z udziatem tluszczu w emulsjach. Natomiast maksymalna
intensywnos$¢ wrazenia (I,,) drugiego zwiazku — limonenu (niepolarnego) malata wraz
ze wzrostem tluszczu w emulsjach, a intensywno$¢ pozostatych parametrow (Tiax, Tior)
nie zmieniata si¢ wraz ze zmiang jego udzialu. Wedlug autoréw, zmniejszenie Iy
limonenu, wraz ze wzrostem zawartosci tluszczu w emulsjach, moglo wynikaé z
dyfuzja na skutek wzrostu lepkosci emuls;ji.

Overbosch 1 wsp. [37] zalozyli w teoretycznym modelu, ze uwalnianie zwiagzkéw
lotnych z emulsji o/w i w/o powinno by¢ identyczne. Na podstawie przeprowadzonych
badan eksperymentalnych wykazano jednak, ze szybko$¢ uwalniania diacetylu i jego
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ilo$¢ przechodzaca do fazy gazowej (,,headspace”) byla 2 razy wigksza z emulsji o/w
niz w/o.

W innych badaniach okreslano w emulsjach o/w i w/o (0o 50% zawartoSci
tluszczu) z dodatkiem réznych stgzen sacharozy, NaCl i kwasu cytrynowego
intensywno$¢ wrazen smakowych — stodkiego, stonego i kwasnego oraz wrazenia
lepkosci [2]. Nie stwierdzono wplywu rodzaju emulsji na postrzeganie wrazen
smakowych oraz zmian nachylenia krzywych charakteryzujacych zalezno$¢: stgzenie
bodzca/intensywno$¢ wrazenia. Natomiast dodatek NaCl i kwasu cytrynowego do
emulsji spowodowat wzrost ich lepkosci; efekt ten byt bardziej widoczny w emulsji
o/w.

W literaturze sa rdéwniez publikacje dotyczace teoretycznych podstaw
mechanizmu uwalniania si¢ substancji w jamie ustnej. McNulty i Karel [31]
przedstawili modele uwalniania substancji lotnych z emulsji o/w zachodzace w jamie
ustnej zakladajac, ze: 1) substancja lotna jest przenoszona z oleju do wody, kiedy
réwnowaga migdzyfazowa jest zakldcona przez rozcienczenie $ling pobranej porcji
emulsji i 2) tylko stg¢zenie tych substancji w fazie wodnej stymuluje percepcjg. Zgodnie z
modelem uwalniania substancji zapachowych z emulsji w jamie ustnej, percepcja
substancji zapachowej obecnej w fazie olejowej zachodzi pod wptywem jej uwalniania
oraz przechodzenia do fazy wodnej ($liny) 1 podlega wtedy takim samym zjawiskom, jak
substancje obecne w fazie wodnej (wiazaniom wodorowym, tworzenia soli, dimeryzacji).

Szybkos$¢ uwalniania si¢ substancji zapachowych z emulsji zalezy nie tylko od ich
wlasciwosci  fizykochemicznych, ale takze od czynnikéw takich, jak: objgtosé
jednorazowo pobieranej prébki, czasu mastyfikacji (rozdrabniania) probki i mieszania
jej ze §ling oraz ogdlnego czasu przebywania ocenianej probki w jamie ustnej [30].

Podsumowanie

7 dokonanego przegladu literatury wynika, ze jakkolwiek przeprowadzono wiele
badan na temat wspoéldziatania sktadnikéw aromatyzujacych i smakowych z ré6znymi
matrycami, to wiele elementéw dotyczacych mechanizméw tego procesu i jego
efektéw sensorycznych pozostaje nadal w sferze hipotez, a nowe badania
eksperymentalne sktaniaja do ich weryfikacji.

Podkresla sig, ze $ledzenie interakcji w tak ztozonym ukladzie jak zZywno$¢ jest
bardzo trudne. Zastosowanie w miar¢ prostych ukladéw modelowych umozliwia
poznanie i wyjasnienie réznego rodzaju oddziatywan, a wyniki jakie uzyskuje si¢ z
tego typu badan, prowadzonych w kontrolowanych warunkach, daja ogélna wiedzg o
istniejacych zaleznosciach i czynnikach zmiennosci, ktére powinny by¢ uwzgledniane
przy opracowywaniu réznych produktéw [23].

Rozpatrujac  efekty interakcji matryc  zywno$ciowych z  dodatkami
aromatyzujacymi nalezy pamigtaé, ze nie ograniczaja si¢ one jedynie do zjawisk
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chemicznych i/lub fizycznych. Zachodza one takze w procesie integracji odbieranych
jednostkowych wrazen w obrgbie aparatu zmystowego cztowieka i uczestnicza
w powstawaniu zintegrowanych i swiadomych wrazen sensorycznych, jakich dostarcza
nam réznorodna zywno$¢. Wrazenia te naleza do priorytetowych czynnikéw
decydujacych o wyborze i akceptacji zywnosci przez konsumentéw.
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INTERACTIONS OF THE VOLATILES AND NON-VOLATILES WITH FOOD COMPONENTS:
PHYSICOCHEMICAL ASPECTS

Summary

This paper is a review of specialist literature dealing with the influence of various food components
including emulsions (two-phase systems) on the release of sensory active volatile and non-volatile
compounds and their availability to olfactory and gustatory receptors. This availability depends on the
hydrophobic and hydrophilic properties of volatile compounds, as well as on the level, structure and property
of fats, polysaccharides and proteins in food matrix. Lipids influence the quality, quantity and temporal
perception of the volatiles and non-volatiles; they modify the food aroma and the flavour perception.
Polysaccharides bind the sensory active components and form inclusion complexes with them, thus, they
reduce their headspace. There are two different types of interaction between the compounds and protein: a
reversible physical adsorption owing to the ‘van der Waals’ forces and chemical reactions through covalent or
electrostatic linkages. Although many studies have been made on the interaction of the volatile and non-
volatile sensory compounds with food matrix many important fine points still remain in the sphere of
hypotheses.

Key words: interaction, lipids, polysaccharides, protein, sensory active compounds, and sensory effects
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WEASCIWOSCI SORPCYJNE PIECZYWA CHRUPKIEGO

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wilasciwosci sorpcyjnych ekstrudowanego pieczywa chrupkiego
pszennego i zytniego. Wtasciwosci sorpcyjne obu rodzajow produktéw badano metoda statyczna i
dynamiczng. Zakres pracy obejmowatl analiz¢ izoterm oraz kinetyk sorpcji wyznaczonych w $rodowisku
o aktywnosci wody 0; 0,329; 0,648; 0,903 i 1. Zmierzona zawarto$¢ i aktywnos$¢ wody w pieczywie
pochodzacym bezposrednio z produkcji nie odpowiadata warto$ciom wyznaczonym na podstawie izoterm
sorpcji pary wodnej. Podobnie pomiary wtasciwosci sorpcyjnych w warunkach dynamicznych nie
korelowaly z wyznaczonymi na podstawie pomiaréw w warunkach statycznych. Z réwnania GAB
wyznaczono pojemnos¢ monowarstwy pieczywa chrupkiego pszennego, ktéra wyniosta 5,13 g/100 g s.s.,
co odpowiada aktywnosci wody 0,110. W przypadku pieczywa zytniego warto$¢ ta wyniosta 4,68 g/100 g
s.s., przy aktywnosci wody 0,109. Badane rodzaje pieczywa réznily si¢ wyjsciowa aktywnoscia wody i jej
zawarto$cia, stad w zalezno$ci od aktywno$ci wody S$rodowiska sorpcja przebiegata z rézna
intensywnoscia. Desorpcja wody jest bardzo wolna i prowadzi do uzyskania stanu pseudoréwnowagi.
Adsorpcja zalezy od réznicy pomigdzy aktywno$cia wody pieczywa i aktywnos$cia wody $rodowiska. Im
réznica ta jest wigksza, tym ilo$¢ adsorbowanej wody jest wigksza, a czas osiagnigcia stanu rownowagi
dluzszy. Wartosci réwnowagowej zawarto$ci wody obliczone na podstawie kinetyki adsorpcji byly bliskie
wartosciom uzyskanym metoda statyczna. Jednak metoda dynamiczna uzyskiwano z reguly wartosci
wyzsze o ponad 4% w stosunku do warto$ci mierzonych statycznie. Wydaje si¢, ze obserwowane zmiany
ilosci adsorbowanej wody przez pieczywo chrupkie, w zaleznosci od aktywno$ci wody s$rodowiska,
wynikaty z przemian strukturalnych okres§lonych sktadnikéw pieczywa.

Stowa kluczowe: pieczywo chrupkie, izotermy sorpcji, kinetyka sorpcji.

Wstep

W technologii zywnosci duze znaczenie ma zjawisko sorpcji pary wodnej przez
produkty zywno$ciowe i dotyczy ono proceséw, podczas ktérych nastepuje
przenoszenie jednego lub wigcej sktadnikéw migdzy fazami. Zdolno$¢ sorpcji pary

Dr inz. A. Marzec, prof. dr hab P.P. Lewicki, Katedra Inzynierii Zywnosci i Organizacji Produkcji, Wydziat
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wodnej jest cecha charakterystyczna danego produktu i zalezy wytacznie od jego
budowy i sktadu chemicznego. Graficzne lub analityczne przedstawienie zaleznosci
migdzy iloscia zaadsorbowanej wody przez produkt a wilgotnoscia wzgledna
otaczajacego powietrza nosi nazwe¢ izotermy sorpcji. Znajomo$¢ przebiegu izoterm
sorpcji pary wodnej produktu dostarcza wielu cennych informacji na temat struktury
produktéw spozywczych. Pozwala na teoretyczna interpretacj¢ zjawisk fizycznych
zachodzacych na powierzchni kontaktu Zywno$¢ — substancja lotna, jest podstawa do
projektowania procesu suszenia, przewidywania charakteru zepsucia produktu, jak
réwniez okreslenia optymalnej zawarto$ci wody w produkcie [11]. Kazdy produkt ma
tzw. krytyczna zawarto$¢ wody, ktorej przekroczenie w wyniku np. sorpcji pary
wodnej powoduje niekorzystne zmiany cech jako$ciowych. Zmiany te moga miec
charakter fizyczny, fizykochemiczny, mikrobiologiczny i enzymatyczny [4, 5].

Izotermy adsorpcji wyznaczane sa metoda statyczna, ktéra jest czasochtonna i nie
daje mozliwosci poznania niektérych mechanizméw odpowiedzialnych za proces
sorpcji pary wodnej w produktach spozywczych. Wptyw struktury adsorbentu, rodzaju
adsorbatu, warunkéw prowadzenia procesu i innych czynnikéw na pojemnos¢
adsorbentu analizowany jest na podstawie pomiaréw statycznych.

Kinetyka adsorpcji jest nauka o szybkosci procesu adsorpcji. Zaleznos¢ przyrostu
zawartosci wody w funkcji czasu nosi nazwe krzywej kinetycznej 1 jest podstawa do
interpretacji procesu sorpcji pary wodnej przez produkt. Zastosowanie pomiaréw
dynamicznych sorpcji pary wodnej przez produkty spozywcze ma wiele zalet w
poréwnaniu z metoda statyczna. Pozwala na skrdcenie czasu oznaczania oraz daje
mozliwos¢ analizy wptywu wielu czynnikdw na szybkos$¢ procesu [6].

Celem pracy bylo okreSlenie wilasciwosci sorpcyjnych pieczywa chrupkiego
pszennego i zytniego wyznaczonych metoda statyczna i dynamiczna. Zakres pracy
obejmowat analizg izoterm oraz kinetyke sorpcji pary wodne;j.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowito pieczywo chrupkie ekstrudowane, pszenne i zytnie,
naturalne bez cukru, pochodzace bezposrednio z linii produkcyjne;j.

W prébkach zerowych (pochodzacych bezposrednio z linii produkcyjnej) oraz
przechowywanych wykonano oznaczenie aktywno$ci wody za pomoca higrometru
Hygroskop DT 2 firmy Rotronic o doktadnosci +0,001, w temp. 25°C oraz
wilgotnos$ci zgodnie z polska norma PN-84/A-86361 [14].

Wiasciwosci sorpeyjne pieczywa badano metoda statyczna i dynamiczna. Badania
wiasciwosci sorpcyjnych probek pieczywa chrupkiego o masie okoto 1 g, odwazanych
na wadze Metler AG, wykonywano z doktadno$cia + 0,00001g.

Metoda statyczna wyznaczano izotermy adsorpcji pary wodnej pieczywa
pochodzacego bezposrednio z linii produkcyjnej. Prébki przechowywano 3 miesiace w



46 Agata Marzec, Piotr P. Lewicki

higrostatach zawierajacych roztwory kwasu siarkowego i nasycone roztwory soli, ktore
zapewnialy wilgotno$¢ wzgledna powietrza od 0 do 90%, w temp. 25°C.

Metoda dynamiczna badano kinetyke sorpcji pary wodnej w prébkach
pochodzacych bezposrednio z linii produkcyjnej przy poziomie aktywno$ci wody
srodowiska 0; 0,329; 0;648; 0,903 i 1, w temp. 25°C, w ciagu 24 h, na stanowisku
zapewniajacym ciagly pomiar masy probek. Zmiang masy podczas sorpcji
rejestrowano, co 1-5 min, wykorzystujac program komputerowy ,,Pomiar dla DOS”.

Obliczenia

Zmiany zawarto$ci wody przedstawiono w uktadzie wspétrzednych czas —
zawarto$¢ wody, uzyskujac krzywe kinetyczne, ktére opisano réwnaniami:

u=a-+ (1)
c+t
t — oo, rdwnowagowa zawarto$¢ wody réwna jest (a)
1
u=a+bll1- 2)
1—bct

t — oo, réwnowagowa zawarto$¢ wody réwna jest (a + b)

u = a + b(l — exp(—ct)) + d(I — exp(—ct)) 3)

t — oo, réwnowagowa zawarto$¢ wody réwna jest (a + b + d)

Oznaczenia:

a, b, c, d —stale,

t — czas [h],

u — zawartos¢ wody [g/100g s.s.],
ay, — aktywnos$¢ wody.

Wiyniki
Izotermy sorpcji pary wodnej pieczywa chrupkiego pszennego i Zytniego

Uzyskane izotermy adsorpcji pary wodnej pieczywa chrupkiego pszennego
1 zytniego charakteryzuja si¢ typowym sigmoidalnym ksztaltem wykazujac
podobienistwo do izoterm typu II wedlug klasyfikacji Brunauera i wsp. [1] (rys. 1). Ten
typ izoterm sorpcji pary wodnej jest powszechny w przypadku produktéw
zawierajacych duze ilosci skrobi. Ksztalt zwiazany jest z wystgpowaniem zakresu
adsorpcji monomolekularnej w atmosferze o niskiej aktywnosci wody (a,, ponizej
0,30), zakresu adsorpcji wielowarstwowej (a,, pomigdzy 0,30 a 0,65) oraz zakresu
kondensacji kapilarnej (a,, powyzej 0,65).
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Aktywnos¢ wody
Water activity

O — pszenne / wheat bread

B — bezposrednio z produkcji pszenne / wheat bread taken direct from the production line
A — zytnie / rye bread

A —bezposrednio z produkcji zytnie / rye bread taken direct from the production line

Rys. 1. Izotermy adsorpcji pary wodnej pieczywa chrupkiego.
Fig. 1. Sorption isotherms of crispbread.

Izoterma adsorpcji pieczywa chrupkiego pszennego przebiega nad izoterma
pieczywa chrupkiego zytniego. W zakresie niskich aktywnosci wody od 0 do okoto
0,157 1iwysokich powyzej 0,753 nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy
rownowagowa zawarto$cia wody w badanych produktach. Najwigksze réznice migdzy
produktami wystapity w przedziale Srednich aktywnosci wody, przy a, = 0,438
rownowagowa zawarto$¢ wody w pieczywie pszennym byla o okoto 8% wyzsza niz w
pieczywie zytnim (rys. 1).

Zmierzona zawartos¢ i aktywnos¢ wody w pieczywie pochodzacym bezposrednio
z produkcji nie odpowiadata warto$ciom wyznaczonym na podstawie izoterm sorpcji
pary wodnej. Podobnie pomiary wtasciwos$ci sorpcyjnych w warunkach dynamicznych
nie korelowaty z wyznaczonymi na podstawie pomiaréw statycznych. Sytuacja taka
spowodowana byta prawdopodobnie zmianami sktadnikéw pieczywa w trakcie
dlugiego czasu przechowywania. Wigkszo$¢ produktéw zbozowych w temperaturze
pokojowej, to produkty amorficzne i przy niskiej zawarto$ci wody ich sktadniki
(skrobia i gluten) sa w stanie szklistym [2, 7, 18]. Woda powoduje przejécie stanu
amorficznego w stan lepkosprezysty, w ktérym ruchliwo$¢ molekut jest znacznie
wigksza niz w stanie amorficznym i obserwuje si¢ w zywnoS$ci zmiany chemiczne,
m.in. przyspieszenie krystalizacji sktadnikéw [3, 13, 15, 16].
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Przebieg izoterm opisano réwnaniem GAB. W przypadku pieczywa chrupkiego
pszennego pojemno$¢ monowarstwy byla réwna 5,13 g/100 g s.s., co odpowiadato
aktywnosci wody 0,110, za$§ w odniesieniu do zZytniego warto$¢ ta wynosila
4,68 g/100 g s.s., przy aktywnoS$ci wody 0,109 (tab. 1). Na ilo$¢ zaadsorbowanej wody
w tego typu produktach wplyw ma ruchliwo$¢ tancuchéw biopolimeréw. Wzrost
zawartosci wody powoduje rozluznienie struktury i odslonigcie nowych centréw
adsorpcji, na skutek czego zdolno$¢ do adsorpcji wzrasta.

Tabela 1

Wsp6tczynniki réwnania GAB uzytego do opisu izoterm sorpcji pary wodnej przez pieczywo chrupkie.
Parameters in the GAB equation used to describe isotherms of water vapour sorption by crispbread.

Rodzaj pieczywa chrupkiego Pszenne Zytnie
Kind of crispy bread Wheat crispbread Rye crispbread
u, = 5,1295 u,=4,6819
Parametry réwnania GAB ¢ =380,4526 ¢ =69,4979
Parameters in the GAB equation k=0,9184 k =0,9370
r’ = 0,9980 = 0,9985

Kinetyki sorpcji pary wodnej pieczywa chrupkiego pszennego i Zytniego

Na mechanizm sorpcji pary wodnej w pieczywie chrupkim pszennym i zytnim
znacznie wptywa aktywnos$¢ wody srodowiska (rys. 21 3). W §rodowisku o aktywnoSci
wody O pieczywo chrupkie oddawato wodg. Najwigksze zmiany jej zawartosci
wystapity do 5 h procesu desorpcji; w pieczywie pszennym zawarto$¢ wody
zmniejszyta si¢ o okoto 21% w stosunku do wartosci poczatkowej (rys.?2), za§ w
pieczywie zytnim zmniejszenie to wynosito okoto 15%.

Dalszy czas desorpcji do 24 h spowodowat zmniejszenie zawarto$ci wody o okoto
24% w pieczywie chrupkim pszennym i o okolo 19% w pieczywie chrupkim zytnim.
Poréwnujac ilo$¢ oddanej wody przez pieczywo po czasie desorpcji 5 i 24 h nalezy
stwierdzi¢, ze oba rodzaje badanych produktéw desorbuja wode¢ bardzo wolno
i wzasadzie osiagaja stan pseudoréwnowagi. Jednak obliczona teoretyczna
rownowagowa zawarto§¢ wody na podstawie roéwnania (2) w przypadku pieczywa
chrupkiego pszennego byta na poziomie 4,54 g/100 g s.s. (tab. 2), a zytniego 4,97
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Rys. 2. Wplyw aktywnosci wody $rodowiska na kinetyke sorpcji pary wodnej pieczywa chrupkiego

pszennego.
Fig. 2.  The water activity effect on the kinetics of water vapour sorption by wheat crispbread.
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Rys. 3. Wplyw aktywnosci wody $rodowiska na kinetyke sorpcji pary wodnej pieczywa chrupkiego
Zytniego.
Fig. 3. The water activity effect on the kinetics of water vapour sorption by rye crispbread.
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Tabela 2

Wspdtezynniki réwnan (1), (2) i (3) adsorpcji i desorpcji wody pieczywa chrupkiego pszennego
pochodzacego bezposrednio z produkcji.

Parameters in equations (1), (2), and (3) for the kinetics of water adsorption and desorption by wheat
crispbread.

Pieczywo chrupkie pszenne / Wheat crispbread

Poczatkowa aktywno$¢ wody i zawarto$¢ wody w pieczywie
Initial water activity and water content in crispbread

aw 0,278 0,286 0,462 0,300 0,378
Zawarto$¢ wody
\Ef; :froci;;}t 5.80 6,17 8,17 6,89 7,12
[¢/100 g d.m.]
Wspétczynniki Aktywnos¢ wody srodowiska
Parameters Water activity
0,00 0,329 0,648 0,903 1,00
A 4,5403 6,3608 8,4319 7,9805 7,3546
B 1,3639 1,0374 5,5231 8,6174 15,6530
C 1,0032 0,6035 1,2728 0,6701 0,4246
D - - - 12,4721 38,6137
E - - - 0,1880 0,0432
2 0,991 0,983 0,998 0,999 0,999

Obliczona réwnowagowa zawartos¢ wody [g/100 g s.s.]
The calculated Equilibrium Water Content [g/100 g d.m.]
ur | asa | 739 | 1395 | 2907 [ eLe2
Zawarto$¢ wody po 24 h procesu [ g/100 g s.s]
Water content after the 24h sorption process [g/100 g d.m.]
u | 460 | 737 | 1390 | 2900 [47.37
Réwnowagowa zawarto$¢ wody wyznaczona z izotermy sorpcji [ g/100 g s.s]
The Equilibrium Water Content calculated from the sorption isotherms [g/100 g d.m.]
ur | 0 | 715 | 1263 | 2987 | -

g/100 g s.s. (tab. 3), a wiec kinetyka desorpcji nie prowadzi do wiasciwych wilgotnos$ci
réwnowagowych. Teoretycznie w $rodowisku o a,, = 0 material powinien odda¢ cata
wode i jego rownowagowa wilgotno$¢ powinna wynosi¢ zero.

Osiagnigta przez pieczywo chrupkie pszenne oraz zytnie zawarto$¢ wody w
srodowisku o a, =0 byla bliska jej ilosci zaadsorbowanej w monowarstwie i w tym
zakresie byla ona najsilniej zwiazana z materiatem. Ilo$¢ zwiazanej wody zalezy od
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zawartos$ci hydrofilowych polimeréw, takich jak biatka i polisacharydy. Wielu badaczy
wykazato, ze znaczna czg$¢ wody jest silnie powigzana z pozostatymi sktadnikami
zywnosci, nie wymarza podczas zamrazania, a takze jest niedostgpna do przebiegu
reakcji chemicznych [4, 10, 11].

Tabela 3

Wspétczynniki réwnan (1), (2) i (3) adsorpcji i desorpcji wody pieczywa chrupkiego zytniego
pochodzacego bezposrednio z produkcji.

Parameters in equations (1), (2), and (3) for the kinetics of water adsorption and desorption by rye
crispbread.

Pieczywo chrupkie Zytnie / Rye crispbread

Poczatkowa aktywno$¢ wody i zawarto$¢ wody w pieczywie
Initial water activity and water content in crispbread

aw 0,297 0,345 0,257 0,378 0,408
Zawarto$¢ wody
\E\% :goci;zgt 6,04 6,95 5,71 7,24 7,35
[2/100 g d.m.]
. Aktywno$¢ wody srodowiska
Wspdtezynniki Water activity
Parameters 0,00 0,329 0,648 0,903 1,00
A 4,9654 6,2271 6,2071 8,9803 8,7581
B 1,6245 1,0685 62153 7,9353 15,3261
C 1,3502 0,7830 2,2983 0,6212 0,4524
D - - - 12,8119 42,3949
E - - - 0,1755 0,0409
2 0,995 0,988 0,999 0,999 0,999

Obliczona réwnowagowa zawarto$¢ wody [g/100 g s.s.]
The calculated water content [g/100 g d.m.]
ur | 497 | 720 | a2 | 2973 | 6648
Zawarto$¢ wody po 24 h procesu [g/100 g s.s.]
Water content after the 24h sorption process[g/100 g d.m.]
u | sos | 724 | a1 | 2972 | 5064
Réwnowagowa zawarto$¢ wody wyznaczona z izotermy sorpcji [g/100 g s.s.]
The equilibrium water content calculated from the sorption isotherms [g/100 g d.m.]
ur | 0 | ese | 1se [ 3034 | -

W materiale zywnosciowym woda jest utrzymywana przez rézne mechanizmy
fizyczne i chemiczne. Stopien zwiazania wptywa na ruchliwos¢ jej czasteczek. Im sa
one silniejsze, tym mniejsza szybkos¢ z jaka czasteczki zamieniaja si¢ miejscami.
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Czasteczki wody zwiazanej nigdy nie sa nieruchome. Sposéb zwigzania moze si¢
zmienia¢ wraz z zawartoscia wody. W sensie praktycznym wiazanie oznacza zdolno$¢
zywnosci do trwalego utrzymywania wody w czasie obrébki i przechowywania [5, 15].

Kinetyke adsorpcji pary wodnej przez badane produkty okreslono w $rodowisku
o aktywno$ci wody: 0,329; 0,648; 0,903; 1,00. Krzywe Kkinetyczne pieczywa
chrupkiego pszennego i zytniego przedstawiono na rys. 2. i 3. W przypadku procesu
adsorpcji pary wodnej w Srodowisku o aktywnosci wody 0,329 po 5 h procesu,
zawarto$¢ wody w pieczywie chrupkim pszennym wzrosta o okoto 15,5% i wynosita
7,28 g/100 g s.s.. Dalszy wzrost zawarto$ci wody byt nieznaczny, po 24 h procesu
adsorpcji zawarto$¢ wody wzrosta juz tylko nieznacznie i byta réwna 7,37 g/100 g s.s.
(rys. 2). Podobna tendencj¢ tych zmian zaobserwowano w pieczywie chrupkim zytnim
(rys. 3). Ilos¢ zaadsorbowanej wody po 5 h procesu adsorpcji byta o okoto 13% wyzsza
w stosunku do wartosci poczatkowej i wynosita 7,18 g/100 g s.s.. Dalsza adsorpcja w
czasie 24 h spowodowala juz tylko nieznaczny wzrost zawartosci wody do 7,24 g/100 g
s.s. (rys. 3). Jednoczesnie stwierdzono, ze juz po 5 h procesu adsorpcji pary wodnej
zardbwno pieczywo pszenne, jak i zytnie osiagato stan zblizony do réwnowagi.
Natomiast dwudziestoczterogodzinna adsorpcja pary wodnej w $rodowisku
o aktywno$ci wody 0,329 umozliwita osiagnigcie przez pieczywo stanu rownowagi.
Swiadczy o tym obliczona réwnowagowa zawarto$é¢ wody, ktéra w przypadku pieczywa
pszennego wynosita 7,39 g/100 g s.s. (tab. 2), a zytniego 7,29 g/100 g s.s. (tab. 3).

Krzywe kinetyki adsorpcji pary wodnej przez badane pieczywa w Srodowisku
o aktywnos$ci wody 0,648 charakteryzowaly si¢ ciagtym wzrostem zawarto$ci wody do
10 h procesu adsorpcji (rys. 2 i1 3). llo$¢ zaadsorbowanej wody przez pieczywo pszenne
po 10 h procesu adsorpcji byta o okoto 39% wyzsza niz poczatkowa zawarto$¢ wody
i wynosita 13,07 g/100 gs.s.. Dalszy proces adsorpcji do 24 h spowodowat
nieznaczny, bo okoto 1% wzrost zawartosci wody w tym pieczywie (rys. 2). Natomiast
w pieczywie zytnim ilo$¢ zaadsorbowanej wody po 10 h procesu byta o okoto 50%
wigksza od poczatkowej zawarto$ci. Kontynuowanie adsorpcji do 24 h spowodowato
juz tylko niewielki wzrost zawartosci tego sktadnika wynoszacy okoto 1,5% (rys. 3).
Zaobserwowano, ze w $rodowisku o aktywnosci wody 0,648 oba badane produkty
osiagaty stan zblizony do réwnowagi juz po 10 h procesu adsorpcji pary wodnej. Z
obliczen réwnowagowej zawarto$ci wody wynika, ze po 24 h procesu w $rodowisku o
aktywnosci wody 0,648 adsorpcja zostata zakonczona (tab. 2 i 3).

Krzywe kinetyczne pieczywa chrupkiego pszennego i zytniego w $rodowisku o
aktywnosci wody 0,903 miaty podobny ksztatt. Obserwowano ciagly wzrost zawartosci
wody do 15 h trwania procesu (rys. 2 i 3). Pieczywo pszenne osiggato okoto 3,9-krotnie
wigksza zawarto$¢ wody, tj. 28,27 g/100 g s.s. (rys. 2), za$ zytnie okoto 3,4-krotnie tj.
28,78 g/100 g s.s. (rys. 3), w stosunku do poczatkowej jej zawartosci. Badane produkty w
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srodowisku o aktywnosci wody 0,903 osiagaty stan rownowagi po 24 h procesu adsorpcji
(tab. 21 3).

= pszenne (wheat bread)
40 1 —/— Zytnie (rye bread)

sorption process [g/100g d.m.]

10 1

Réznice zawartosci wody po 24 h sorpcji [g/100g s.s.]
Differences in water content after a 24 h

T [ — o T T T !
04 02 02 04 06 038

-10 - Rémice aktywnosci wody po 24 h sorpcii,
Difference in water activity after a 24 h sorption process

Rys. 4. Zmiany zawartosci wody w funkcji réznicy aktywnosci wody w pieczywie chrupkim.
Fig. 4. Changes in the water content as a function of water activity difference in crispbreads.

Najwyzsza zawartoscia wody charakteryzowaly si¢ produkty podczas adsorpcji
pary wodnej w $Srodowisku o aktywno$ci wody 1. Zaréwno w pieczywie chrupkim
pszennym, jak i zytnim obserwowano duze zmiany zawarto$ci wody w catym
przedziale czasowym procesu (rys. 2 i3). Badane pieczywa nie uzyskaly stanu
réwnowagi po 24 godzinach procesu adsorpcji w $srodowisku o ay, = 1. Po 15 h procesu
adsorpcji pieczywo chrupkie pszenne osiagato okolo 6-krotnie wigksza zawartos¢ wody,
a pieczywo zytnie okoto 5,3-krotnie wyzsza w stosunku do warto$ci wyjsciowej (rys. 2 i
3). Obliczona réwnowagowa zawarto§¢ wody obu rodzajéw badanego pieczywa, w
srodowisku o aktywnosci wody 1 jest o okolo 23% wyzsza niz zawarto§¢ wody
otrzymana po 24 h procesu adsorpcji (tab. 2 1 3).

Stwierdzono, ze rownowagowa zawarto§¢ wody obliczona na podstawie kinetyki
adsorpcji pary wodnej po 24 h procesu byta nieznacznie wyzsza niz rdwnowagowa
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zawarto$¢ wody wyznaczona z izoterm sorpcji (tab. 2 i 3). Réznice te byly statystycznie
nieistotne. Potwierdzity to wyniki pomiaréw aktywnosci wody prébek po adsorpcji
pary wodnej w badaniach kinetycznych i statycznych.

Badane rodzaje pieczywa r6znity si¢ migdzy soba poczatkowa aktywnoscia wody
i jej zawartoscia. Stad w zalezno$ci od aktywnos$ci wody $rodowiska sorpcja
przebiegata z rézna intensywnoscia. Na rys. 4. przedstawiono réznice migdzy iloscia
zaadsorbowanej wody po 24 h a poczatkowa zawartoScia wody, (przyrost lub ubytek
zawartosci wody) w funkcji réznicy aktywnosci wody S$rodowiska i produktu.
Stwierdzono, ze niezaleznie od rodzaju produktu, zmiany zawarto$ci wody
przypadajace na jednostkowa zmiang jej aktywnosci sa wigksze po stronie adsorpcji niz
po stronie desorpcji. Oznacza to, ze proces adsorpcji przebiega szybciej niz proces
desorpcji, czyli produkt fatwiej chtonie wodg niz ja oddaje.

Wydaje si¢, ze obserwowane zmiany w ilosci adsorbowanej wody przez pieczywo
chrupkie, w zaleznosci od aktywnosci wody $rodowiska, wynikaja z przemian
strukturalnych okreslonych sktadnikéw pieczywa. Moze to by¢ zwiazane ze
zwigkszeniem ruchliwo$ci fancuchéw skrobi i biatek. Rozluznienie struktury prowadzi
do odstonigcia nowych centréw adsorpcji i szybko$¢ sorpcji bardzo wzrasta [6, 12].
Ponadto, po procesie ekstruzji sktadniki pieczywa tworza stan amorficzny [8, 9, 18],
ktéry po wchionigciu pewnej ilosci wody przechodzi w lepkosprgzysty. Umozliwia on
ruchy translacyjne i rotacyjne polimeréw. W rezultacie obserwuje si¢ intensyfikacje
procesu sorpcji.

Whioski

1. Pieczywo chrupkie pszenne i zytnie silnie adsorbuje par¢ wodng z otoczenia
i charakteryzuje si¢ izoterma sorpcji typu II, zgodnie z klasyfikacja Brunauera i wsp.
W zakresie $rednich aktywno$ci wody pieczywo pszenne adsorbuje wigcej pary
wodnej niz pieczywo zZytnie.

2. Kinetyka adsorpcji zalezy od réznicy pomigdzy aktywnoscia wody pieczywa i
aktywnos$cia wody Srodowiska. Im réznica ta jest wigksza tym ilo$¢ adsorbowane;j
wody jest wigksza, a czas osiagnigcia stanu rownowagi dtuzszy

3. Desorpcja wody z pieczywa jest bardzo wolna i w czasie 24 h uzyskuje si¢ stan
pseudoréwnowagi.

4. Roéwnowagowe zawartosci wody obliczone na podstawie kinetyki adsorpcji sa
bliskie wartoSciom uzyskanym metoda statyczna. Jednak metoda dynamiczna
uzyskuje si¢ z reguty wartoSci wyzsze o ponad 4% w stosunku do wartoSci
statycznych.

Praca naukowa finansowana ze srodkéw KBN w latach 2003-2004 (3 PO6T 040 25)
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WATER SORPTION PROPERTIES OF THE CRISPBREAD
Summary

The main objective of the paper was to determine sorption properties of extruded wheat and rye
crispbreads. Those sorption properties were tested using static and dynamic methods. The scope of this study
included the analysis of isotherms and kinetics of sorption, which were measured in an environment showing
the following water activities: 0; 0.329; 0.648; 0.903; and 1. The tested wheat and rye crispbreads were taken
directly from the production line. The water content and water activity in them did not correspond to values as
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determined on the basis of water vapour sorption isotherms. Similarly, the sorption properties measured under
the dynamic conditions did not correlate with the values determined on the basis of measurements taken
under the static conditions. From the GAB equation, the volume of a wheat crispbread monolayer was
measured. It was 5.13 g/100 g d.m., and this figure corresponded to the water activity being 0.110. As for the
rye crispbread, this parameter equalled 4.68 g/100 g d.m. with the water activity being 0.109. The two types
of the crispbread tested differed on the initial water activity and water contents. Thus, the intensity of the
sorption process varied depending on the water activity in a given environment. The water desorption was
stated to be very slow and led to a state of pseudo-equilibrium. The adsorption depended on the difference
between the water activity in the crispbreads and in the environment. The greater this difference was, the
higher the adsorbed water amount was, and the more time was necessary to reach the state of equilibrium.
The values of equilibrium water content, calculated on the basis of the adsorption kinetics, were close to the
values obtained by using the static method. However, while using the dynamic method, the values obtained
were usually higher by more than 4% if compared with the staticly measured ones. It seems that the changes
observed in the quantities of water adsorbed by the crispbreads, depending on the water activity in a given
environment, result from structural transformations of some particular components of the crispbread.

Key words: crispbread, sorption isotherms, sorption kinetics
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MALGORZATA PIECYK, MIROSEAWA KLEPACKA

WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE PREPARATOW BIALKOWYCH
OTRZYMANYCH Z NASION FASOLI (PHASEOLUS VULGARIS)
METODA KRYSTALIZACJITIZOLACJI KLASYCZNE]

Streszczenie

W pracy poréwnano wlasciwosci funkcjonalne — rozpuszczalno$¢ biatek w funkcji pH,
powierzchniowa hydrofobowos¢ aromatyczna w pH 2,8 i 8,0 oraz indeks aktywnosci emulgowania (IAE)
— preparatéw biatkowych otrzymanych z nasion fasoli dwoma metodami: izolacji klasycznej i
krystalizacji w $rodowisku kwasnym. Podczas izolacji klasycznej biatka odzyskiwano z ekstraktow
alkalicznych w punkcie najmniejszej rozpuszczalnosci, w postaci amorficznej (PBA). W drugiej metodzie
wykorzystano wiasciwosci biatek fasoli do tworzenia struktur krystalicznych w $rodowisku kwasnym
(PBK). Otrzymane preparaty bialek krystalicznych miaty mniejsza powierzchniowa hydrofobowos¢
aromatyczng zaréwno w pH 2,8, jak i 8,0; mniejsza zdolno$§¢ absorpcji wody 1 nizszy indeks aktywnos$ci
emulgowania (IAE) w poréwnaniu z PBA. Duza hydrofobowos$¢ w srodowisku kwasnym zaréwno biatek
krystalicznych, jak i amorficznych wskazuje, Zze moga mie¢ one lepsze wlasciwosci funkcjonalne w tym
srodowisku. Stwierdzono, ze w trakcie podgrzewania preparatéw w t=100°C przez 30 min,
hydrofobowo$¢, wodochtonno$¢ ilIAE wzrosty bardziej w PBK niz w PBA. Preparaty biatek
krystalicznych mialy gorsze wtasciwosci funkcjonalne w poréwnaniu z amorficznymi, co wynikato z
odmiennego sktadu i struktury tych biatek.

Stowa kluczowe: fasola, biatka krystaliczne (PBK), biatka amorficzne (PBA), rozpuszczalnosc,
hydrofobowo$¢, wodochtonnos¢, indeks aktywnos$ci emulgowania (IAE).

Wprowadzenie

Izolacja biatek jest procesem technologicznym, w wyniku ktérego otrzymuje si¢
preparaty wysokobiatkowe. Opracowano wiele technologii, dzigki ktérym uzyskano
preparaty biatkowe z obnizong zawartoscia oligosacharydéw i fitynianéw [20].

W zalezno$ci od zastosowanej metody izolacji uzyskuje si¢ biatka o rdéznej
strukturze, amorficznej lub krystalicznej i o réznych witasciwosciach funkcjonalnych
[1,21].

Dr M. Piecyk, prof. dr hab. M. Klepacka, Zaktad Oceny Jakosci Zywnosci, Katedra Biotechnologii,
Mikrobiologii i Oceny Jakosci Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 159c, 02-776 Warszawa



58 Matgorzata Piecyk, Mirostawa Klepacka

Powszechnie stosowana jest metoda otrzymywania preparatow biatkowych przez
wytracenie biatek w punkcie izoelektrycznym (pH 4,4-4,6) z alkalicznych ekstraktéw
maki [20]. Metoda ta otrzymuje si¢ biatka bezpostaciowe, tzw. amorficzne. Inna
metoda stosowana do otrzymywania preparatéw biatkowych jest krystalizacja w
srodowisku kwasnym, pozwalajaca na otrzymanie r6znych form krysztatéw [2, 8, 17].

Wséréd bialek nasion ro$lin straczkowych najtatwiej krystalizuje faseolina
(gtowna frakcja bialek fasoli) przy zastosowaniu prostych technik krystalizacji.
Glicynina, gtéwna frakcja bialek soi, nie krystalizuje ze wzgledu na jej
heterogenicznos$¢ oraz polimorfizm struktury pierwszorz¢dowej [22, 23].

O zastosowaniu preparatow biatkowych jako dodatkéw do zywnos$ci, obok
wartos$ci odzywczej 1 jakosci mikrobiologicznej, decyduja réwniez wiasciwosci
funkcjonalne. Parametry zastosowanego procesu technologicznego do otrzymywania
preparatow biatkowych, takie jak rodzaj ekstrahenta, kwasowo$¢ $rodowiska,
temperatura czy sita jonowa maja wplyw na zmiany konformacyjne biatka, a tym
samym zmieniaja jego wtasciwosci funkcjonalne, np. Dilollo i wsp. [8] wykazali
roznice w powierzchniowej hydrofobowosci alifatycznej migdzy biatkami
amorficznymi a krystalicznymi.

Zdolno$¢ emulgowania i wlasciwos$ci pianotworcze sa rezultatem zachowania si¢
biatek na powierzchni faz ttuszcz—woda czy powietrze-woda. Interakcje biatko-woda
sa uwarunkowane nie tylko obecnoScia aminokwaséw polarnych, ale takze ich
dostgpnoscia na powierzchni czasteczki biatka. Dlatego uwaza sig, ze powierzchniowa
hydrofobowos¢ bialek jest jedna z najlepszych metod ich charakterystyki i
przewidywania ich rozpuszczalno$ci oraz zachowania podczas tworzenia emulsji i pian
[9].

Celem pracy bylo wyznaczenie wtasciwosci funkcjonalnych: wodochtonnosci,
zdolno$ci emulgowania, rozpuszczalno$ci i zwiazanej z nimi powierzchniowej
hydrofobowosci aromatycznej w preparatach biatkowych otrzymanych w dwojaki
sposéb: metoda izolacji klasycznej tj. odzyskania biatek z ekstraktow alkalicznych w
punkcie ich najmniejszej rozpuszczalnosci oraz poprzez krystalizacje w Srodowisku
kwasnym. Ponadto poréwnywano wptyw ciepta (temp. 100°C) na te wlasciwosci.

Material i metody badan

Material do$wiadczalny stanowily nasiona fasoli bialej (Phaseolus vulgaris)
trzech odmian (Mela, Prosna, Wenta), ktére poddano obtuszczeniu, przemiatowi i
przesianiu przez sita o Srednicy oczek 0,15 mm.

Do badan uzyto preparatow biatek amorficznych (PBA), otrzymanych przez
wytracenie bialek w punkcie najmniejszej rozpuszczalnosci (pH 4,3) z ekstraktow
wodnych maki po doprowadzeniu pH do 9,0. Preparaty biatek krystalicznych (PBK)
otrzymywano przez ekstrahowanie biatek z maki kwasem cytrynowym i odzyskiwanie
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ich z ekstraktow przez ozigbianie w temp. 5°C w ciagu 18 godz. [1, 14]. Do ekstrakcji
stosowano roztwor kwasu cytrynowego o stezeniu 0,03 mol/l i wartosci pH 5,5 [17].

W celu przeprowadzenia charakterystyki chemicznej w preparatach biatkowych
oznaczano zawartos¢ popiotu, biatka oraz suchej masy znormalizowanymi metodami
wedlug AOAC [4].

W celu zbadania wptywu ciepta na wiasciwosci funkcjonalne badanych biatek,
uzyskane preparaty, po zamknigciu w fiolkach w atmosferze azotu, ogrzewano w tazni
wodnej w temp. 100°C przez 30 min, po czym natychmiast chtodzono. Do pomiaru
zmian powierzchniowej hydrofobowos$ci aromatycznej wskutek ogrzewania, 0,1%
roztwory biatek poddawano dziataniu identycznych warunkéw.

Rozpuszczalno$¢ bialek oznaczano przez doprowadzenie pH 0,1% wodnych
roztworéw preparatéw biatek amorficznych i krystalicznych do Zadanej wartosci, a
nastgpnie prowadzono ekstrakcje przez godzing w wytrzasarce laboratoryjnej. Po
odwirowaniu (10 min; 8000 x g) w otrzymanym ekstrakcie oznaczano zawarto$¢ biatka
rozpuszczalnego metoda Lowry’ego [14]. Badania prowadzono do osiagnigcia takiego pH
(w $rodowisku alkalicznym i kwasnym), w ktérym biatka wykazywaly rozpuszczalno$é
powyzej 90%.

Wodochtonno$¢ oznaczano na podstawie ilosci zaabsorbowanej wody dodanej
w kilkunastokrotnym nadmiarze do preparatu biatkowego [19].

Powierzchniowa hydrofobowo$¢ aromatyczna bialek oznaczano w mace,
preparatach biatek amorficznych i krystalicznych metoda fluorescencyjna z ANSA (kwas
8-anilino- 1-naftaleno-sulfonowy) [10]. Do oznaczen przygotowywano okoto 0,1%
ekstrakty biatek w 0,01 M buforze fosforanowym (pH 8,0) oraz w buforze Mcllvaine’a
(pH 2,8). Po 45 min od dodania ANSA (10 ul roztworu 0,1 M do 5 ml prébki)
dokonywano pomiaréw intensywnosci fluorescencji (FI) w spektrofluorymetrze
Shimadzu RF-1501 przy dlugosci fali wzbudzenia 390 nm i emisji 470 nm. Naturalng
fluorescencj¢ biatek eliminowano przez pomiar FI préb Slepych bez dodatku ANSA.
Powierzchni¢ hydrofobowa wyrazano w jednostkach umownych jako stosunek
intensywnosci fluorescencji bedacej wynikiem potaczenia ANSA z hydrofobowymi
aminokwasami aromatycznymi do st¢Zenia biatka w roztworze oznaczonego metoda
Kjeldahla [FI/% biatka].

Indeks aktywnosci emulgowania (IAE) oznaczano metoda Pearce’a i Kinselli
[16], przygotowujac emulsje przez zhomogenizowanie (Ultra Turrax T 25 przy
20500 obr./min przez 30s), 15g oleju rzepakowego i 45 g wodnego roztworu
preparatu zawierajacego 0,5% biatka. W otrzymanej emulsji mierzono zmgtnienie
poprzez pomiar absorbancji przy 500 nm rozcienczonej emulsji w stosunku 1:100 0,1%
SDS (sodowy siarczan dodecylu) oraz zawarto$¢ oleju metoda suszarkowa.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, w ktérej badano istotno$¢ réznic
miedzy $rednimi warto$ciami w probach stosujac test Duncana (p < 0,05) oraz
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okreslono korelacj¢ migdzy hydrofobowos$cia biatek a IAE. Analizy te wykonano przy
uzyciu programu komputerowego Statgraphics Plus 2.1.

Wiyniki i dyskusja

Analiza podstawowego sktadu chemicznego wykazata, ze procesy izolacji
przyczynity si¢ do uzyskania preparatow o wysokiej zawarto$ci biatka w stosunku do
surowca wyjsciowego (tab. 1). Preparaty biatek krystalicznych otrzymane ze
wszystkich badanych odmian charakteryzowaty si¢ wyzsza zawarto$cia biatka (75—
82%) w poréwnaniu z preparatami bialek amorficznych (75-77%).

Tabela 1
Podstawowy sktad chemiczny maki i preparatéw biatkowych z nasion fasoli Mela, Prosna i Wenta.

Basic chemical composition of flours and protein preparations from bean (variety Mela, Prosna and
Wenta).

Odmiana Zawarto$¢ biatka Zawarto$¢ popiotu
. Rodzaj probki Zawarto$¢ wody [%] 2/100g s.m. 2/100g s.m.
fasoli . .

Variety Kind of sample Water content [%] Protein content Ash content
¢/100g d.m. ¢/100g d.m.

Maka 8,4 (£0,005) * 21,9 (£ 0,303) 4,29 (£ 0,089)

Mela PBA 7,3 (£0,012) 76,9 (£ 0,424) 5,43 (£ 0,069)

PBK 7,0 (£0,012) 82,4 (£ 0,292) 5,68 (£ 0,012)

Maka 8,0 (£0,017) 18,5 (£ 0,335) 4,19 (£ 0,038)

Prosna PBA 4,3 (£ 0,005) 68,0 (+0,391) 7,03 (£0,027)

PBK 4,3 (£0,018) 74,9 (£ 0,267) 3,99 (= 0,079)

Maka 9,4 (£0,028) 25,0 (£ 0,399) 5,43 (£0,011)

Wenta PBA 8,1 (£0,022) 76,7 (£ 0,197) 4,98 (£0,033)

PBK 1,6 (£ 0,037) 81,5 (£ 0,200) 4,17 (£ 0,054)

a — Wartosci $rednie * odchylenie standardowe;
a — Mean values * standard deviation.

Wyzsza zawartos¢ biatka w preparatach biatek krystalicznych niz amorficznych
uzyskali Alli 1 Baker [1], ktéra zalezala od st¢zenia kwasu cytrynowego ijego pH,
uzyskanych form krystalicznych oraz gatunku i odmiany badanych nasion, przy czym
réznice miedzyodmianowe byly znacznie mniejsze.

Przyktadowe profile rozpuszczalnosci biatek amorficznych i krystalicznych w
funkcji pH preparatéw z fasoli odmiany Prosna’ przedstawiono na rys. 1. Na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze biatka krystaliczne

‘W dalszym tekscie, w celu uproszczenia analizy, preparaty z fasoli beda okre$lane nazwa danej odmiany.
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i amorficzne r6znity si¢ zakresem pH, w ktérym wykazywaty niska rozpuszczalno$¢.
Najmniejsza rozpuszczalno$¢ biatek krystalicznych (maksymalnie do 2,5%)
stwierdzono w s$rodowisku o pH migdzy 5,0 a 5,5. Natomiast biatka amorficzne
wykazywaly najmniejsza rozpuszczalnos¢ (maksymalnie do 7%) wpH 4,0-4.5.
Obserwowane réznice zarowno w zakresie pH, w ktérym badane biatka wykazuja
najmniejsza rozpuszczalno$¢, jak 1 wielkosci tej rozpuszczalnos$ci wynikaja
z odmiennej ich budowy. Biatko krystaliczne zbudowane jest z globuliny 7S (78%),
ktérej pI wynosi 5,51 11S (11%), natomiast biatko amorficzne zbudowane jest réwniez
z faseoliny i leguminy, ale ich udziat jest mniejszy (64%), natomiast wigcej jest frakcji
o niskich masach czasteczkowych [18].
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Rys.1.  Rozpuszczalno$¢ bialek amorficznych (PBA) i krystalicznych (PBK) z nasion fasoli odmiany
Prosna w funkcji pH.

Fig. 1.  The solubility of amorphous (PBA) and crystalline (PBK) proteins obtained from bean (the
‘Prosna’ variety) seeds as a function of pH.

Poréwnujac rozpuszczalno§¢ bialek amorficznych 1 krystalicznych poza
odmiennym zakresem najmniejszej rozpuszczalnosci mozna rowniez stwierdzi¢, ze
biatka krystaliczne byly bardziej rozpuszczalne w srodowisku kwasnym (pH= 3,0) niz
amorficzne. Natomiast w Srodowisku alkalicznym (powyzej pH 8,0) rozpuszczalno$¢
biatek krystalicznych iamorficznych byta podobna. Ilo$¢ bialek rozpuszczalnych
uzyskana w tym zakresie pH nie odbiegata od danych podawanych przez innych
autoréw [5].
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Izolacja bialek przez ich wytracenie z ekstraktéw alkalicznych w punkcie
najmniejszej rozpuszczalnosci przyczyniala si¢ do poprawy wodochlonnosci w
poréwnaniu z maka iwynosita 2,4-3,0 g H,O/ g s.m. prébki (rys. 2). Natomiast
pozyskanie bialek przez ich krystalizacj¢ z kwasowych ekstraktéw nie wplyngto na
poprawe zdolno$ci absorpcji wody w pordwnaniu z maka (wyjatek Prosna). Wptyw
ciepta na wodochtonno$¢ preparatéw biatek amorficznych zalezat od odmiany nasion,
z ktérych zostaty otrzymane. Ogrzewanie (w temp. 100°C) wptyngto na poprawe
wodochtonnos$ci tylko w preparacie biatek amorficznych z odmiany Prosna (58%),
natomiast w pozostatych preparatach z odmian Mela i Wenta nastgpowalo jej
obnizenie, odpowiednio o 12 i 21% (r6znice istotne statystycznie). Poréwnujac wyniki
wodochtonnosci biatek krystalicznych nieogrzewanych i ogrzewanych stwierdzono, ze
ogrzewanie przyczynito si¢ do poprawy wodochtonnoéci we wszystkich badanych
odmianach.

4,5
O nieogrzewana/ non-heated

4 [ ogrzewana/ heated |

Wodochtonno$¢ [g wody/g probki]
Water absorbability [g water/ g sample]

PBA
PBK
PBA
PBK
PBA
PBK

Maka Flour
Mela
Maka Flour
Prosna
Maka Flour
Wenta

Rodzaj prébki
Kind of sample

Rys. 2.  Wodochtonno$¢ maki i preparatéw biatek amorficznych i krystalicznych otrzymanych z nasion
fasoli odmiany Mela, Prosna i Wenta.

Fig.2. The water absorbability of a flour and amorphous & crystalline protein preparations obtained
from bean seeds (the Mela, Prosna, and Wenta varieties).

We wszystkich badanych prébkach bialek nieogrzewanych i ogrzewanych
oznaczono indeks aktywnosci emulgowania IAE (rys. 3). Bialka amorficzne
charakteryzowaty si¢ podobna lub nieco nizsza wartoscia IAE w poréwnaniu z maka.
W wyniku krystalizacji otrzymano biatka o nizszej wartosci IAE w poréwnaniu z maka
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i PBA (réznice statystycznie istotne). Otrzymane wartosci IAE maki i preparatéw
biatkowych sa podobne do wynikéw izolatéw sojowych (42-65 m*/g) i izolatéw z
grochu (42-54 m%/g) [11, 24]. Poddanie dziataniu ciepta (w temp. 100°C) powodowato
istotne zwigkszenie wskaznika aktywno$ci emulgowania we wszystkich badanych
preparatach, ktéry w przypadku maki byl niewielki. Uzyskane wyniki sa podobne do
prezentowanych przez innych autoréw dotyczacych poprawy wtasciwosci
emulgujacych bialek na skutek zmian denaturacyjnych [12, 24]. Uzyskane w niniejszej
pracy wyniki IAE preparatow biatek fasoli wskazuja na stabe wlasciwosci emulgujace
w $rodowisku obojetnym. Dlatego w dalszych badaniach okre§lano powierzchniowa
hydrofobowos$¢ aromatyczna biatek badanych preparatéw oraz maki w pH, w ktérych
ustalono ich duza rozpuszczalnos¢ tj. w pH 8,01 2,8.

70 O nieogrzewana/ non-heated

HE ogrzewana/ heated

IAE / EAI [m2/g]

Maka PBA PBK
Flour

Prosna

Rodzaj prébki
Kind of sample

Rys. 3. Indeks aktywnosci emulgowania (IAE) maki i preparatéw bialek amorficznych i krystalicznych
otrzymanych z nasion fasoli odmian Mela, Prosna i Wenta.

Fig.3. The emulsifying activity index (EAI) of a flour and amorphous & crystalline protein
preparations obtained from bean seeds (the Mela, Prosna, and Wenta varieties).

Na podstawie wynikow uzyskanych w $rodowisku o pH 8,0 (rys. 4A)
stwierdzono, ze biatka krystaliczne miaty znacznie nizsza hydrofobowo$¢ niz biatka
maki czy biatka amorficzne. W biatkach  krystalicznych  powierzchniowa
hydrofobowos$¢ byta nizsza okoto 3—7 razy niz w biatkach amorficznych. Wyniki
uzyskane w pH 2,8 (rys. 4B) wskazaly na znacznie wyzsza hydrofobowos¢
powierzchniowa wszystkich badanych biatek w poréwnaniu z wynikami otrzymanymi
w pH 8,0. Otrzymane wyniki $§wiadcza o znacznie wigkszych zmianach w strukturze
biatek w $rodowisku kwasnym. Poréwnujac hydrofobowo§¢ badanych biatek
krystalicznych z biatkami maki i biatkami amorficznymi stwierdzono podobne
zaleznosci jak w pH 8,0. Biatka krystaliczne charakteryzowaly si¢ nizsza
hydrofobowoscia, 1,5-4,5 razy mniejsza niz biatka amorficzne.
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Ogrzewanie bialek

(w temp.

100°C) wptynelo na znaczny wzrost ich

hydrofobowosci w stosunku do préb niepoddanych dziataniu ciepta zaréwno w pH 2,8,
jak i 8,0. Jednak wigksze zmiany w strukturze badanych biatek pod wplywem obrébki
termicznej obserwowano w srodowisku kwasnym.
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Hydrofobowo$¢ w pH 8,0 (A) i pH 2,8 (B) bialek maki i preparatow amorficznych i

krystalicznych nieogrzewanych i ogrzewanych, otrzymanych z nasion fasoli odmian Mela,

Prosna i Wenta.
Fig. 4.

The protein hydrophobicity of flour proteins and preparations of amorphous & crystalline

proteins, non heated and heated, obtained from bean seeds (the Mela, Prosna, and Wenta
varieties), at pH equaling 8.0 (A) and 2.8 (B).

W tym S$rodowisku, pod wplywem ciepta, szczegdlnie duze zmiany zachodzity
w biatkach krystalicznych, w ktérych powierzchniowa hydrofobowos¢ w pH 8,0
zwigkszala si¢ od 6 razy (Prosna) do 17 razy (Wenta), natomiast w $rodowisku o pH 2,8
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zaobserwowano wzrost od 13 (Mela) do 18 razy (Prosna). W biatkach amorficznych
oddziatywanie ciepta wywotalo zmiang ekspozycji aminokwaséw hydrofobowych na
powierzchni czasteczki, ale w mniejszym stopniu niz w biatkach krystalicznym. W
biatkach amorficznych preparatéw Prosna i Wenta (pH 8,0) obserwowano okoto
dwukrotne zwigkszenie si¢ hydrofobowosci pod wplywem ciepta, natomiast w biatku z
Meli byto ono okoto czterokrotne. Natomiast w pH 2,8 wzrost ten byt znacznie wigkszy i
rowniez zalezat od odmiany fasoli. W biatku amorficznym z Meli i Prosny
hydrofobowo$¢ zwigkszyta si¢ po ogrzaniu odpowiednio 4 i 5 razy natomiast z Wenty 9-
krotnie. Otrzymane wyniki wskazalty na wigksza ekspozycje aminokwaséw
aromatycznych w wyniku rozwinigcia tancucha polipeptydowego w $rodowisku
kwasnym.

Kato i wsp. [13] oraz Voutsinas i wsp. [24] podaja, ze powierzchniowa
hydrofobowos¢ bialek skorelowana jest z wlasciwo$ciami emulgujacymi. Poniewaz
w zakresie pH 7,0-10,0 nie zmienia si¢ znaczaco ekspozycja aminokwaséw
hydrofobowych na powierzchni globulin 7S i 11S, dlatego sprawdzono czy istnieje
zalezno$¢ migdzy IAE a hydrofobowoscia biatek w pH = 8,0 niepoddanych dziataniu
ciepla. Analiza regresji potwierdzita istnienie zaleznosci (IAE = 38,137+0,04298-FI/%
biatka) o wspétczynniku korelacji r = 0,70 (poziom istotnosci p = 0,034). Uzyskano
dobra korelacje, ale dotyczy ona tylko hydrofobowos$ci aromatycznej, poniewaz
badania nie obejmowaly oznaczen hydrofobowosci spowodowanej obecnoscia
aminokwaséw alifatycznych. Jednak w badaniach hydrofobowosci alifatycznej,
prowadzonych przez Dilollo iwsp. [8], wykazano, Ze bialka krystaliczne maja
mniejsza powierzchni¢ hydrofobowa niz biatka amorficzne. Ponadto oznaczenia
hydrofobowosci prowadzono tylko na biatkach rozpuszczalnych, a w badaniach
wlasciwosci emulgujacych izolatow biatkowych oraz frakcji biatek rozpuszczalnych
dowiedziono, ze lepsze wlasciwoSci emulgujace maja frakcje rozpuszczalne [7].
Badajac, czy wystegpuje korelacja migdzy hydrofobowoscia a IAE, nie uwzgledniano
probek poddanych dziataniu ciepta ze wzgledu na rézne warunki obrébki termicznej
(na sucho i w roztworze).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan wskazuja, ze zastosowana metoda
izolacji miata istotny wptyw na wtasciwosci funkcjonalne badanych biatek. Warunki
procesu technologicznego, takie jak pH czy rodzaj ekstrahenta, moga wptywaé na
zmiany w biatku. Izolowanie biatek powoduje, ze zachodza w nim oddziatywania typu
jonowego, prowadzace do nieodwracalnych zmian w tadunku czasteczki biatka [3], co
moze mie¢ wplyw na jego rozpuszczalno$¢. Ponadto izolacja biatek w punkcie
najmniejszej rozpuszczalno$ci moze powodowac czg$ciowe rozfatdowanie tancuchéw
polipeptydowych, dzigki czemu zwigksza si¢ ekspozycja aminokwaséw na
powierzchni biatka. Wzrost ekspozycji aminokwaséw polarnych (cystyny i treoniny)
wplywa na popraw¢ wodochtonno$ci, natomiast niepolarnych na poprawe zdolnos$ci
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emulgowania. Drugim czynnikiem wptywajacym na witasciwosci funkcjonalne biatek
jest ich budowa. Rozdzialy elektroforetyczne i filtracja zelowa wykazaty, ze biatka
krystaliczne zbudowane sa gtéwnie z globuliny 7S, natomiast w biatku amorficznym
udziat globuliny 7S jest mniejszy [18].

Alli i wsp. [9] stwierdzili, ze biatka globulinowe (zar6wno 78S, jak i 11S) nasion
ro§lin straczkowych charakteryzuja si¢ niska powierzchnia hydrofobowa. Jednak
globulina 7S ma mniejsza powierzchniowa hydrofobowos¢ niz 118, co zwiazane jest z
jej kompaktowa struktura [6]. Ponadto struktura globulin 7S i 11S zalezy od pH
srodowiska. W zakresie pH 7,0-10 nie ulegaja one znacznym zmianom i nie obserwuje
si¢ zmian ich powierzchniowej hydrofobowos$ci. Natomiast w $rodowisku kwasnym
(zwlaszcza w pH 2,4) bialka te ulegaja dysocjacji do podjednostek czemu towarzyszy
rozwinigcie tancuchéw polipeptydowych. Wynikiem tych zmian jest wzrost
powierzchniowej hydrofobowosci biatek. Jednak wigksza ekspozycja aminokwasow
hydrofobowych na powierzchni czasteczki w pH 2,4 wystepuje w globulinie 11S niz
7S. Zwiazane jest to z jej dysocjacja do szeSciu podjednostek, podczas gdy globulina
7S dysocjuje do trzech podjednostek. Otrzymane w tej pracy réznice migdzy biatkami
amorficznymi i krystalicznymi wskazuja, ze na powierzchni¢ hydrofobowa miata
wplyw obecnos¢ frakceji leguminopodobnej (11S) w biatkach amorficznych.

Uzyskane wyniki w przypadku prébek PBK poddanych dziataniu ciepta (temp.
100°C) $wiadcza o zmianach zachodzacych w biatkach, ktére prowadza do
zwigkszenia  ekspozycji aminokwaséw  polarnych 1 niepolarnych  (wzrost
hydrofobowosci aromatycznej) na powierzchni czasteczki biatka, w wyniku czego
wzrasta wodochtonno$¢ i zdolno$¢ emulgowania.

Whioski

1. Preparaty biatkowe z nasion fasoli, otrzymane w procesie krystalizacji, wykazuja
nizsza  powierzchniowa hydrofobowos¢ aromatycza, slabsza zdolno$¢
emulgowania oraz mniejsza zdolno$¢ absorpcji wody w poréwnaniu z preparatami
uzyskanymi w wyniku izolacji klasyczne;.

2. Wyzsza hydrofobowo$¢ w S$rodowisku kwasnym niz alkalicznym biatek
krystalicznych 1iamorficznych wskazuje, ze moga mie¢ lepsze wtasciwosci
funkcjonalne w tym srodowisku.

3. Obrobka termiczna w wigkszym stopniu wptyngta na poprawg wiasciwosci
funkcjonalnych biatek krystalicznych w poréwnaniu z preparatami otrzymanymi
metoda izolacji klasyczne;j.
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF THE BEAN (PHASEOLUS VULGARIS) SEED
PREPARATIONS OBTAINED USING THE CRYSTALLIZATION AND CLASSICAL
ISOLATION METHODS

Summary

In this paper, there were compared some functional properties of the protein preparations obtained
from bean seeds using two methods: a classical isolation and crystallization under the acidic conditions.
The compared functional properties were: the protein solubility as a function of pH, the surface aromatic
hydrophobicity at pH 2.8 and 8.0, and the emulsifying activity index (EAID)]. During the classical isolation
process, the proteins were recovered from an alkaline extract at a minimum solubility pH, and their form
was amorphous (PBA). While using the second method, the ability of bean proteins to create crystalline
structures under the acidic conditions (PBK) was utilized. The crystalline proteins obtained had a lower
surface aromatic hydrophobicity at both pH values: 2.8 and 8.0, a lower water absorbability and EAI
comparing to PBA. The high hydrophobicity of the crystalline and amorphous proteins under the acidic
conditions implies that they might have better functional properties in this environment. It was stated that
while heating the preparations at 100°C for 30 minutes, their hydrophobicity, water absorbability, and EAI
values rose higher in PBK than in PBA. Crystalline proteins preparations had worse functional properties
if compared to the amorphous ones, and this fact results from their different composition and structure.

Key words: bean, amorphous and crystalline proteins, solubility, hydrophobicity, water absorbability,
EAI
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WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE PREPARATOW
POLIFENOLI OTRZYMANYCH Z OKRYWY NASIENNE]J FASOLI
CZARNEJ, ROZOWEJ 1 BIALE]J (PHASEOLUS)

Streszczenie

Celem pracy bylo okre$lenie wlasciwosci przeciwutleniajacych preparatéw polifenoli uzyskanych z
okrywy nasiennej fasoli czarnej, r6zowej i biatej. Preparaty otrzymano przez ekstrakcjg polifenoli 0,5%
roztworem HCl w metanolu, zaggszczanie pod préznia 1 liofilizacjg. Charakterystyka chemiczna
otrzymanych preparatow obejmowatla okreslenie zawartosci tanin skondensowanych oraz antocyjanéw.
Ponadto oznaczono zdolno$¢ polifenoli do chelatowania jonéw zelaza (II).

Badania wtasciwosci przeciwutleniajacych preparatéw polifenoli obejmowaty oznaczanie zdolnosci
preparatéw do unieczynniania kationorodnikéw ABTS** oraz rodnikéw wodorotlenowych.

Stwierdzono, ze wszystkie badane preparaty wykazywaty aktywno$¢ przeciwrodnikowa zaréwno
wobec kationorodnikéw ABTS* (od 18 do 28,5%), jak i wobec rodnikéw wodorotlenowych (od 25 do
95%). Najwigksza aktywnos$cia charakteryzowaly si¢ preparaty z fasoli czarnej i rézowej, natomiast
najmniejsza preparat z fasoli biatej. Spowodowane to bylo prawdopodobnie wigksza zawartos$cia
polifenoli, a zwtaszcza tanin skondensowanych w preparatach z okryw fasoli kolorowych.

Stowa kluczowe: polifenole, wlasciwoéci przeciwutleniajace, kationorodniki ABTS*", rodniki
wodorotlenowe.

Wstep

Wolne rodniki sg duzym zagrozeniem dla zdrowia, poniewaz sa metabolizowane
w organizmie czlowieka i atakuja molekuly czynne biologicznie: biatka, kwasy
tluszczowe 1 nukleinowe. Wynikiem ich dziatania jest uszkodzenie komorek i tkanek,
co prowadzi do wielu choréb i przyspiesza procesy starzenia [6, 16].

Efektem dziatania wolnych rodnikéw w zywno$ci jest przede wszystkim
utlenianie lipidéw. Niekorzystnym efektom tego dzialania sprzyja réwniez
produkowanie zywno$ci o dtugim okresie przydatnos$ci do spozycia [4]. Procesom

Mgr inz. B. Druzynska, prof. dr hab. M. Klepacka, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny
Zywnosci, Zaktad Oceny Jakosci Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 159c, 02-787 Warszawa
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oksydacyjnym zapobiega si¢ przez dodatek przeciwutleniaczy. W przemysle
spozywczym stosowane s3 syntetyczne przeciwutleniacze (pochodne fenolu) o duzej
skutecznosci w powstrzymywaniu reakcji utleniania. Ich zastosowanie jest jednak
ograniczone ze wzgledu na toksyczno$¢ [21]. Spowodowalo to, ze w ostatnich latach
obserwuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie naturalnymi przeciwutleniaczami, ktére
sa lepiej akceptowane przez konsumentéw i uwazane za bardziej bezpieczne.

Najwigksza grupe wsérdd naturalnych przeciwutleniaczy, bardzo zréznicowana
pod wzgledem struktury i wilasciwosci, stanowia polifenole. Sa to drugorzedowe
metabolity rozpowszechnione w $wiecie ro$lin, natomiast nie syntetyzowane w
organizmach zwierzat [22]. Oddziatuja one jako zwiazki unieczynniajace wolne
rodniki, tworza kompleksy z metalami przejSciowymi, hamuja dziatanie lipooksygenaz
i innych enzyméw Kkatalizujacych reakcje utleniania [2, 4, 5]. Wtasciwosci
przeciwutleniajace niektérych polifenoli sa dobrze udokumentowane w literaturze.
Dotyczy to przede wszystkim herbaty, czerwonego wina i soi [17, 23, 27]. Niewiele
jest prac opisujacych dziatanie antyoksydacyjne polifenoli zawartych w krajowych
nasionach ro$lin straczkowych, a szczegdlnie fasoli.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wilasciwosci przeciwutleniajacych
wybranych polifenoli zawartych w okrywie nasiennej fasoli.

Material i metody badan

Materialem badawczym byly preparaty o witasciwosciach przeciwutleniajacych
otrzymane z okrywy nasiennej fasoli czarnej (Green Mung), rézowej (Malinka) i biatej
(Ja$ Tyczny). Nasiona fasoli moczono w wodzie przez 24 godz., a nastgpnie r¢cznie
obtuszczano. Okrywe suszono w temperaturze 20 = 2°C i mielono. Polifenole
ekstrahowano 0,5% roztworem kwasu solnego w metanolu, wytrzasajac przez 24 godz.
w temperaturze pokojowej. Otrzymany ekstrakt zaggszczano pod préznia w temp.
50°C i poddawano liofilizacji [20].

Charakterystyka chemiczna preparatéw obejmowala oznaczanie dwoéch grup
polifenoli: tanin skondensowanych wanilinowa metoda Price’a [13] i antocyjandw
metoda Sodheimera-Kertesza w modyfikacji Swaina i Hillisa [19]. Zawarto$¢ tanin
skondensowanych wyrazono w ekwiwalencie (+)katechiny (Fluka) [21].

Badanie  zdolno$ci  chelatowania jonéw  Zelaza(Il) przez polifenole
przeprowadzono w wodnych roztworach preparatéw polifenoli dodajac chlorek
zelaza(Il) 1 ferrozyng. Absorbancj¢ barwnego kompleksu mierzono po 10 min od
dodania ferrozyny przy dlugo$ci fali 562 nm, w spektrofotometrze Shimadzu UV-
160A [10].

Zdolnos¢ preparatéw polifenoli do dezaktywacji wolnych rodnikéw badano
wytwarzajac rodnik ferrylmioglobinowy z metmioglobiny aktywowanej nadtlenkiem
wodoru. Rodnik ten w reakcji z syntetycznym substratem generowal kationorodniki
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ABTS™. Zawarto$¢ tych rodnikéw oznaczano spektrofotometrycznie [11]. Aktywnos¢
badanych preparatow obliczano korzystajac z krzywej wzorcowej, wykonanej z
roztworéw Troloxu (analogu o-tokoferolu o zwigkszonej rozpuszczalnosci w wodzie)
izgodnie z danymi literaturowymi wyrazano w jednostkach TEAC (pojemnos$¢
przeciwutleniajaca réwnowazna Troloxowi, ang. Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), czyli jako stezenie Troloxu wykazujace aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
identyczna z 1 mM roztworem preparatu. Przeciwrodnikowe wtasciwosci
polifenolowych preparatéw oznaczano réwniez przez pomiar fluorescencji wywotanej
formowaniem rodnikéw wodorotlenowych generowanych z nadtlenku wodoru
i benzoesanu sodu w obecno$ci jondw miedzi(Il) i DTET (ditioerytritol) w buforze
fosforanowym o pH 7,2. DTET stosowano w celu przyspieszenia reakcji rodnikowe;j.
Fluorescencj¢ pochodnych hydroksylowych mierzono spektrofluorymetrycznie [7].
Wszystkie oznaczenia wykonywano w co najmniej trzech powtdrzeniach.

Wiyniki i dyskusja

W omawianej pracy oznaczono zawartos¢ dwoch grup polifenoli: tanin
skondensowanych i antocyjanéw. Wyniki przeliczono na zawarto$¢ suchej masy i
przedstawiono w tab. 1. Zdecydowano si¢ na oznaczenie tych zwiazkéw, poniewaz
wedlug danych literaturowych sa to gtéwne grupy polifenoli wystepujace w fasoli [3].

Tabela 1

Zawarto$¢ antocyjanéw i tanin skondensowanych w preparatach polifenoli.
Content of anthocyanins and condensed tannins in polyphenol preparations.

Antocyjany Taniny skondensowane
Preparat Anthocyanins Condensed tannins
Preparation [mg/100 mg s. m.]
[% d.m.]
PFCz 11,6 (£0,15)"a™" 61,2 (+0,24) a
PFR 0,7 (£0,03) b 29,4 (£0,37) b
PFBt nw " 15,3 (10,16) ¢

" — w nawiasach podano wartosci odchylen standardowych / standard deviation is given in brackets;

"l_ wartosci rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami réznia sig statystycznie istotnie
migdzy soba (0=0,05) / mean values in the same column, which are denoted by different superscripts,
differ statistically significant among each other (0=0.05)

*2_ nie wykryto / not detected

PFCz — preparat z fasoli czarnej / preparation made of black bean;

PFR — preparat z fasoli r6zowej, / preparation made of pink bean;

PFBt — preparat z fasoli biatej / preparation made of white bean.
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We wszystkich preparatach dominowaty taniny skondensowane. Najwyzsza ich
zawartoscia charakteryzowat si¢ preparat z fasoli czarnej (61,2 mg/100 mg), co stanowi
az 90% wszystkich polifenoli w tym preparacie. Zawartos$¢ tanin skondensowanych w
preparacie z fasoli r6zowej ksztattowata si¢ na poziomie 30 mg/100 mg suchej masy.
Preparat z okrywy fasoli bialej zawieral najmniej tanin skondensowanych
(15,3 mg/100 mg).

Nalezy jednak zauwazy¢, ze zawarto$¢ tanin skondensowanych zalezy w duzym
stopniu od sposobu ekstrakcji (temperatury, czasu, rodzaju rozpuszczalnika) oraz od
odmiany nasion. Wedlug Deshpande i Cheryana [5], zawarto$§¢ tanin
skondensowanych w réznych odmianach fasoli po 6 godz. ekstrakcji w metanolu z
dodatkiem 1% HCI waha si¢ w granicach od 26 do 291 mg/ 100 g suchego ziarna. W
badanych odmianach (po przeliczeniu otrzymanych wynikéw na 100 g suchego ziarna)
zawarto$¢ tanin skondensowanych zawierata si¢ w tych granicach i wynosita od 32
mg/100 g ziarna w preparacie z okrywy fasoli biatej do 114 mg/100 g ziarna w
preparacie z fasoli czarnej. Pomimo, Ze autorzy zajmowali si¢ badaniem catego ziarna,
wydaje sig, ze wyniki te mozna poréwna¢, gdyz liScienie fasoli, zwlaszcza kolorowej,
zawieraja niewielka ilo§¢ zwiazkéw polifenolowych [18].

W badanych preparatach dominowaty taniny skondensowane. Znajduje to
rOwniez potwierdzenie w literaturze. Wilska-Jeszka i1 Stasiak [25], badajac rdzne
rosliny straczkowe, takze stwierdzily dominacjg tej grupy zwiazkéw polifenolowych.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zawarto$¢ tanin skondensowanych oznaczana metodami
chemicznymi moze by¢ czgsto obarczona btedem, co spowodowane jest m.in. stopniem
polimeryzacji. Nalezy réwniez zachowa¢ duza ostroznos$¢ przy poréwnywaniu ogélnej
zawarto$ci tanin skondensowanych oznaczanych réznymi metodami chemicznymi,
przez réznych autoréw [24].

Antocyjany w badanych preparatach wystgpowaty w zréznicowanych ilosciach.
Najwigcej tych polifenoli stwierdzono w preparacie z okrywy nasiennej fasoli czarnej
(11,6 mg/100 mg). Takeoka i wsp. [20] badali sktad antocyjanéw w fasoli czarnej
i uzyskali podobng zawarto$¢ ogdlna tych zwiazkéw w okrywie (9%), stosujac ten sam
sposob ekstrakcji. Najmniejsza zawarto$¢ antocyjanéw, 0,7 mg/100 mg stwierdzono
w preparacie z fasoli rézowej, co moglo by¢ spowodowane potaczeniem tych
polifenoli z cukrami. Polaczenia takie sa niewykrywalne metoda z czerwienia Kongo.
Natomiast w preparacie z okrywy fasoli biatej w ogdle nie stwierdzono ich obecnosci.
Ma to oczywisty zwiazek z intensywnos$cia zabarwienia okrywy nasienne;j.

Analiza statystyczna wykazata, ze wyniki pomig¢dzy poszczegdlnymi odmianami
r6znily si¢ istotnie migdzy soba (a0 = 0,05).

Wiasciwos$ci wigzania jondw metali grup przejSciowych maja bardzo duzy wptyw
na dzialanie przeciwutleniajace polifenoli, dlatego w pracy wykonano oznaczenie ich
zdolno$ci do chelatowania jonéw zelaza(Il). Wyniki przedstawiono na rys. 1.
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Preparaty z okryw fasoli kolorowych charakteryzowaty si¢ lepszymi
wlasciwosciami chelatujacymi niz preparat z okrywy fasoli biatej. Wéréd dwoch
odmian fasoli kolorowych wyzsza zdolno$¢ do chelatowania jonéw zelaza(Il)
wykazywal preparat z okrywy fasoli czarnej (94%). By¢ moze lepsze wtasciwosci
chelatujace preparatdw z fasoli kolorowych wynikaja z wigkszego udziatu w nich tanin
skondensowanych. Wedtug niektérych badan, to wtasnie te polifenole wykazuja
najsilniejsze zdolno$ci wigzania jonéw metali grup przejSciowych [15]. Podobna
zalezno$¢ wykazali Yu i wsp. [27], badajac korelacj¢ pomigdzy zawartoScia tanin
skondensowanych a zdolnoscia chelatowania jonéw zelaza(Il) w otrgbach pszennych.
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Rys. 1. Zdolnos¢ chelatowania jonéw zelaza(Il) przez preparaty polifenoli.
Fig. 1. Chelating effect of polyphenol preparations on the Fe(Il) ions.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes- see Tab. 1

W  pracy stwierdzono  korelacj¢  pomigdzy  wystgpowaniem  tanin
skondensowanych a zdolno$cia chelatowania jonéw zelaza w przypadku preparatu z
fasoli rézowej (r = 0,82) oraz pomigdzy zawarto$cia tanin skondensowanych a
wlasciwosciami chelatujacymi w preparacie z okrywy fasoli biatej (r = 0,83).

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych preparatéw oznaczano w metodzie
z rodnikami ABTS™. Wyniki przedstawiono w tab. 2.

Aktywno$¢ badanych preparatéw polifenolowych zawierata si¢ w granicach od
0,70 do 0,42 mM Troloxu, przy czym preparaty pochodzace z odmian kolorowych
wykazywaly wigksza aktywno$¢ przeciwrodnikowa niz preparat uzyskany z fasoli
biatej. Roéznice pomigdzy badanymi preparatami z odmian kolorowych byty
nieznaczne. Omoéwione powyzej wartosci wskazuja na niezbyt duza zdolno$¢
preparatéw polifenolowych do wiazania kationorodnikéw ABTS*. Wniosek taki
mozna sformulowa¢ na podstawie danych literaturowych, wedlug ktérych kwas
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askorbinowy wykazuje aktywno$¢ przeciwrodnikowa 0,9 mM, B-karoten — 1,9 mM, a
preparaty albuminowe roslin straczkowych w granicach 1,8-2,2 mM [14, 26].

Tabela 2
Aktywnos¢ preparatéw polifenoli wobec kationorodnikéw ABTS™.
Antioxidant activity of polyphenol preparations against ABTS™ radicals.
Aktywno$¢ przeciwrodnikowa
Preparat . ..
Preparation Antioxidant activity

p TEAC [Mm Trolox] (%]

PFCz 0,70 (+0,005)" 28,5 (£0,35)

PFR 0,65 (+0,005) 26,2 (£0,23)

PFBt 0,42 (£0,008) 18,2 (+0,40)

Objasnienia jak w tab. 1./ Explanatory notes- see Tab. 1

Kirakosyan i wsp. [9] poréwnali aktywno$¢ poszczegdlnych wzorcowych
roztworéw polifenoli z aktywnoscia etanolowych ekstraktéw z owocow glogu. Z badan
tych wynika, ze preparaty uzyskane z glogu wykazuja bardzo duze zdolnosci do
unieczynniania kationorodnikéw ABTS™ (aktywno$¢ przeciwrodnikowa rzedu 2.3
mM Troloxu) i o prawie 30% wigksze niz wolna (-)epikatechina. Autorzy wysuwaja
hipotezg, ze wynik taki sugeruje synergizm poszczegdlnych polifenoli zawartych w
preparacie. Do innych wnioskéw doszli natomiast Natella i wsp. [12], poréwnujac
dziatanie przeciwrodnikowe niektérych polifenoli pojedynczo i w mieszaninach w
réznych ukladach rodnikowych (w tym takze wobec kationorodnikéw ABTS™).
Polifenole badane osobno i w mieszaninach uzyskiwaty aktywno$¢ podobnego rzedu, a
niekiedy (np. w przypadku kwasu cynamonowego i kawowego) w mieszaninie dziataty
nieco stabiej niz pojedynczo. Mozna to ttumaczy¢ skomplikowanymi mechanizmami
zachodzacymi migdzy poszczegdlnymi polifenolami, a takze migdzy polifenolami a
innymi sktadnikami badanych roztwordéw.

Omawiajac wyniki aktywnos$ci przeciwrodnikowej wobec kationorodnikéw
ABTS™ trzeba wspomnie¢, ze trudno jest odnie$¢ wyniki uzyskane w niniejszej pracy
do danych zawartych w bogatej na ten temat literaturze, gdyz niektére badane przez
innych autoréw preparaty osiagaty aktywnosci powyzej 2,5 mM Troloxu. Zwigzane to
bylo z istotna zmiana w metodyce odnoszaca si¢ do wyboru maksymalnego stgzenia
standardu powodujacego catkowita dezaktywacj¢ rodnikéw.

Rodniki hydroksylowe tworza si¢ zaréwno w organizmach zywych, jak i w
zywnosci i moga wchodzi¢ w reakcje praktycznie ze wszystkimi jej sktadnikami.
Uznawane sa za najbardziej reaktywne twory chemiczne i m.in. maja zdolno$¢ do
inicjowania procesu autooksydacji lipidow.
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Rys. 2. Aktywnos¢ preparatow polifenoli wobec rodnikéw wodorotlenowych.
Fig. 2. Antioxidant activity of polyphenol against hydroxyl radicals.
Objasnienia jak w tab. 1. / Explanatory notes- see Tab. 1.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw (rys. 2) mozna stwierdzi¢, ze podobnie jak w
przypadku oznaczania stopnia unieczynniania kationorodnikéw ABTS™ wigksza
aktywnoscia przeciwrodnikowa charakteryzowaly si¢ preparaty pochodzace z odmian
fasoli kolorowych. Najwigksza aktywno$¢ obserwowano w preparacie otrzymanym
z okrywy nasiennej fasoli czarnej (95%), natomiast najmniejsza w preparacie z fasoli
biatej (25%). Polifenole zawarte w preparatach wykazywaty aktywnosc
przeciwutleniajaca wobec rodnikéw hydroksylowych zaraz po zapoczatkowaniu
reakcji, a takze po 10, 20 i 30 min (tab. 3). Najwigksza aktywno$¢ przeciwrodnikowa
wykazywaly preparaty po 30 min reakcji, wyjatek stanowit preparat otrzymany z fasoli
czarnej, ktérego maksymalna aktywno$¢ zarejestrowano po 20 min. Z przedstawionych
danych wynika, ze w pierwszym okresie pomiaréw unieczynnianie rodnikéw
wodorotlenowych zachodzito w najwigkszym stopniu, natomiast w miar¢ uptywu
czasu inkubacji reakcje te zachodzity coraz wolniej. Po 30 min. inkubacji prébka bez
dodatku preparatu osiagngla maksymalna warto$§¢ fluorescencji. Aktywnos$¢
przeciwutleniajaca po tym czasie spadia, zarowno w przypadku preparatéw z fasoli
kolorowych, jak i1 z fasoli bialej. Lepsza efektywno$¢ preparatéw polifenoli
pochodzacych z fasoli kolorowych wskazuje na mozliwos¢ wptywu zdolnosci
chelatowania jondw metali grup przejsciowych przez te preparaty, na ich aktywno$¢ w
zastosowanym w pracy ukladzie modelowym, poniewaz byt on katalizowany przez
jony miedzi(Il), a podobnie jak w przypadku dezaktywacji rodnikéw wodorotlenowych
preparaty z okrywy nasion fasoli kolorowych wykazywaly lepsze wtasciwosci
chelatujace.
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Przeprowadzona analiza statystyczna wynikdw pozwolita stwierdzi¢, Ze istnieje

korelacja pomigdzy zdolno$cia preparatow do chelatowania jonéw metali, a ich
wlasciwosciami antyrodnikowymi wobec rodnikéw hydroksylowych. Nalezy tu jednak
zauwazy¢, ze na omawiang korelacj¢ moégt wpltyna¢ fakt, ze w do$wiadczeniu
badajacym wiasciwosci chelatujace uzyto jonéw zelaza, a nie jondw miedzi, ktéra
katalizowata wytwarzanie rodnikéw wodorotlenowych.

Tabela 3

Zdolno$¢ preparatéw polifenoli do unieczynniania rodnikéw wodorotlenowych.
The effect of polyphenols on scavenging the hydroxyl radicals by the polyphenol preparations.

Mi . . Fluorescencja w jedn. umownych
ieszanina reakcyjna ) ) .
. . Fluorescence expressed in conventional units
Reaction mixture
0 min 10 min 20 min 30 min
H,0,/Cu™/DTET 398,55 (+7,72)" | 516,67 (¥2,82) | 901,87 (+1,31) 1003 (+0,00)
H,0,/Cu*/DTET + PFCz | 36,49 (£5,15) | 46,62 (£17,06) | 55,74 (+18,23) 49,05 (£17,82)
H,0,/Cu*”/DTET + PFR | 280,05 (+6,02) | 392,10 (+4,98) | 505,52 (+4,74) | 578,02 (8,60)
H,0,/Cu**/DTET + PFBt | 386,32 (+4,28) | 478,62 (¥6,12) | 665,62 (£7,72) 750,50 (£0,83)

Whioski

1. Wszystkie preparaty polifenoli otrzymane z okrywy nasion fasoli wykazywaty
wtasciwosci przeciwutleniajace w badanych uktadach modelowych.

2. Preparaty otrzymane z okrywy nasion fasoli czarnej i r6zowej wykazywaly lepsza
zdolno$¢ do wiazania rodnikéw niz preparat z fasoli biatej.

3. Wpykazano wigksza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca preparatow z fasoli kolorowej
wobec rodnikéw wodorotlenowych w reakcji katalizowanej jonami metali
przejsciowych, co moze mie¢ zwiazek z ich lepszymi wtasciwosciami
chelatujacymi.

4. W sktadzie wszystkich badanych preparatow stwierdzono dominacj¢ tanin

skondensowanych.

Literatura



WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE PREPARATOW POLIFENOLI... 77

[1] Bacon J.R., Rhodes J.C.: Development of a competition assay for the evaluation of the binding of
human parotid salivary proteins to dietary complex phenols and tannins using a peroxidase-labeled
tannin. J. Agric. Food Chem., 1998, 46, 5083-5088.

[2] Bressani R.: Grain quality of common beans. Food Rev. Int., 1993, 9, 237-297.

[3] Chung H.Y., Yokozawa T., Soung D. Y., Kye LS., No J.K., Baek B.S.: Peroxynitrite-scavenging
activity of green tea tannin. J. Agric. Food Chem., 46, 1998, 4484-4486.

[4] Deshpande S.S., Cheryan M.: Determination of phenolic compounds of dry beans using vanilin,
redox and precipitation assays. J. Food Sci., 1987, 2, 332-334.

[5] Gonet B.: Wolne rodniki i antyoksydanty w zdrowiu i chorobie. Czynniki Ryzyka, 1996, 11, 5-13.

[6] Hunt J.V., Simpson J.A., Dean R.T.: Hydroperoxide-mediated fragmentation of proteins. Biochem.
J., 1988, 250, 87-93.

[7] Kahkonen M., Hopia A.., Vuorela H.., Rauha J-P., Pihlaja K., Kujala T.S., Heinonen M.:
Antioxidant activity of plant extracts containing phenolic compounds. J. Agric. Food Chem., 1999,
47, 3954-3962.

[8] Kirakosyan A., Seymour E., Kaufman P.B., Warber S., Bolling S., Chang S.C.: Antioxidant capacity
of polyphenolic extracts from Crateagus leavigata and Crateagus monogyna (Hawthorn) subjected to
drought and cold stress. J. Agric. Food Chem., 2003, 51, 3973-3976.

[9] Lai L.S., Chou S.T., Chao W.W.: Studies on the antioxidative activities of Hsian-tsao leaf gum. J.
Agric. Food Chem., 2001, 49, 963-968.

[10] Miller N.J., Rice-Evans C.A.: Spectrophotometric determination of antioxidant activity. Redox
Report, 1996, 2, 161-171.

[11] Natella F., Nardini M., Di Felice M., Scaccini C.: Benzoic and cinnamic acid derivatives as
antioxidants structure-activity relation. J. Agric. Food Chem., 2000, 47, 1453-1459.

[12] Price M.L., van Scoyoc S., Butler L.G.: A critical evaluation of the vanillin reaction as an assay for
tannin in sorghum grain. J. Agric. Food Chem., 1978, 26, 1214-1218.

[13] Re R., Pellegrini N., Proteggente A., Pannala A., Yang M., Rice-Evans C.: Antioxidant activity
applying an improved ABTS™ radical cation decolorization assay. Free Rad. Biol. Med, 1999, 26,
1231-1237.

[14] Sanchez-Moreno C., Larrauri J.A., Saura-Calixto F.: A procedure to measure the antiradical
efficiency of polyphenols. J. Sci. Food Agric., 1998, 76, 270-276.

[15] Sawa T., Nakao M., Akaike T., Ono K.: Alkylperoxyl radical-scavenging activity of various
flavonoids and other phenolic compounds. J. Agric. Food Chem., 1999, 47, 397-402.

[16] Simonetti P., Pietta P., Testolin G.: Polyphenol content and total antioxidant potential of selected
italian wines. . J. Agric. Food Chem., 1997, 45, 1150-1155.

[17] Stasiak A., Wilska-Jeszka J.: Charakterystyka tanin wystgpujacych w nasionach roslin fasoli. Mat.
XXX Sesji Naukowej KTiChZ PAN. Krakéw 1999, s. 5-9.

[18] Swain T., Hillis W.: The phenolic constituents of Prunus domestica. J. Sci. Food Agric., 1959, 1, 63-
68.

[19] Takeoka G.R., Dao L. T., Full G. H.,, Wong R. Y., Harden L.A., Edwards R.H., Berrios J.:
Characterization of black bean (Phaseolus vulgaris L.) anthocyanins. J. Agric. Food Chem., 1997,
45, 3395-3400.

[20] Tsuda T., Ohshima K., Kawakishi S., Osawa T.: Antyoxidative pigments isolated from the seeds of
Phaseolus vulgaris L. J. Agric. Food Chem., 1994, 42, 248-251.

[21] Wang H., Provan G.J., Helliwell K.: Tea flavonoids: Their functions, utilization and analysis. T Food
Sci. Techn., 2000, 11, 152-160.



78 Beata Druzynska, Mirostawa Klepacka

[22] Wang S.Y., Lin H-S.: Antioxidant activity in fruits and leaves of blackberry, raspberry and
strawberry varies with cultivars and developmental stage. J. Agric. Food Chem., 2000, 48, 140-146.

[23] Wilska-Jeszka J., Posedek A., Anders B.: Ocena poréwnawcza metod oznaczania tanin
skondensowanych. Materialy XVIII Sesji Naukowej KTiChZ PAN, Gdansk 1997, s. 299.

[24] Wilska-Jeszka J., Stasiak A.: Polyphenol compounds in grain legumes. Bioactive substances in food
of plant origin — Materials of the International Euro Food Tox IV Conference, 22-24 September
1994, Olsztyn, 1, pp. 126-130.

[25] Wolosiak R.: Aktywno$¢ przeciwutleniajaca albumin z nasion fasoli (Phaseolus vulgaris) i grochu
(Pisum sativum). Rozprawa doktorska, SGGW. Warszawa 2002.

[26] Yu L., Perret J., Harris M., Wilson M., Haley S.: Antioxidant properties of bran extract from wheat
grown at different locations. J. Agric. Food Chem., 2003, 51, 1566-1570.

THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF POLYPHENOL PREPARATIONS OBTAINED FROM
BLACK, PINK, AND WHITE BEAN SEED COATS (PHASEOLUS)

Summary

The objective of this work was to study antioxidative properties of the preparations obtained from the
seed coats of black, pink and white beans. To make the preparations, polyphenols were extracted using a
0.5% HCI solution (HCL in methanol), condensed under the vacuum conditions, and, finally, they
underwent a lyophilization procedure. In order to provide a chemical profile of the preparations obtained,
the contents of condensed tannins and anthocyanins were determined. Furthermore, the chelating capacity
of the polyphenols and their effect on Fe(Il) ions were determined. The antioxidative properties were
determined in the presence of hydroxyl and ABTS* radicals. It was stated that polyphenols under
investigation developed an antioxidative activity in the presence of both the ABTS*" radicals (from 18%
to 28.5%) and the hydroxyl radicals (from 25% to 95%). The preparations extracted from the black and
pink bean coats developed the strongest antioxidative activity, whereas the preparation extracted from the
white bean coats had the weakest antioxidant effect. This fact could be attributed to the higher contents of
condensed tannins in the preparations made of colour bean coats.

Key words: polyphenols, antioxidant properties, ABTS™" radicals, hydroxyl radicals
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WIOLETTA TUR, EWA SZCZEPANIK, WOJCIECH KRZYZANIAK,
WOICIECH BIALAS, WEODZIMIERZ GRAJEK

CHARAKTERYSTYKA MALTODEKSTRYN OTRZYMANYCH
ZE SKROBI ZIEMNIACZANEJ PRZY UZYCIU PREPARATOW
AMYLOLITYCZNYCH

Streszczenie

Hydrolizg skrobi ziemniaczanej przeprowadzono przy uzyciu szesciu preparatéw amylolitycznych
pochodzenia bakteryjnego typu Gamalpha (Gamma Chemie, Niemcy). Do hydrolizy stosowano skrobig
skleikowana w autoklawie oraz skrobi¢ poddana esktruzji. W wyniku depolimeryzacji skrobi uzyskano
rézne maltodekstryny o DE 3-12. Produkty te zostaly scharakteryzowane pod wzgledem sktadu
chemicznego oligosacharydéw z uwzglednieniem cukréw o stopniu polimeryzacji od 2 do 8. Wykazano,
ze preparaty o tym samym réwnowazniku glukozowym znacznie réznity si¢ sktadem oligosacharydow.
Zawarto$¢ oligosacharydéw o stopniu polimeryzacji 3-8 w hydrolizatach skrobi autoklawowanej wahata
si¢ od 8,2 do 48,5%, a skrobi ekstrudowanej 7,2 do 59,8%. Najwigksza zawarto$¢ tego typu
oligosacharydéw uzyskano przy zastosowaniu preparatu Gamalpha 900P. We wszystkich otrzymanych
maltodekstrynach najwigkszy udzial procentowy spos$réd oligosacharydéow miaty: maltoheksaoza,
maltoheptaoza i maltooktaoza. Uzyskane maltodektryny zostaty scharakteryzowane pod wzglgdem
lepko$ci 1 cis$nienia osmotycznego ich 10% roztworéw wodnych. W wigkszosci hydrolizatow
obserwowano wzrost lepkosci pozornej w miar¢ wzrostu réwnowaznika glukozowego w
maltodekstrynach. Stwierdzono odwrotna zalezno$¢ migdzy szybkoscia $cinania a lepkoscia pozorna
badanych maltodektryn. Wyjatek stanowily maltodekstryny otrzymane za pomoca preparatu Gamalpha
300L. Ci$nienie osmotyczne hydrolizatéw maltodekstrynowych byto proporcjonalne do réwnowaznika
glukozowego.

Stowa kluczowe: maltodekstryny, skrobia, oligosacharydy, lepkos¢, ci$nienie osmotyczne.

Wprowadzenie

Maltodekstryny, jako produkty czgSciowej hydrolizy skrobi, zostaly
wprowadzone na rynek juz pod koniec lat 50. XX w. Ich podstawowym wyréznikiem
jest tzw. réwnowaznik glukozowy (ang. dextrose equivalent; DE), ktéry okresla
procentowy udzial cukréw redukujacych, wyrazonych jako glukoza, w przeliczeniu na
sucha mase produktu. W zasadzie do maltodekstryn zalicza si¢ hydrolizaty skrobiowe
o DE ponizej 20.

Mgr W. Tur, mgr E. Szczepaniak, mgr W. Krzyzaniak, mgr W. Biatas, prof. dr hab. W. Grajek, Katedra
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, ul. Wojska
Polskiego 48, 60-627 Poznan
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Maltodekstryny sa polisacharydami rozpuszczalnymi w wodzie, niewykazujacymi
smaku stodkiego, sktadajacymi si¢ gtownie z D-glukozy, powiazanej wiazaniami
a(1—4), rzadziej a(1—6) glikozydowymi. Do ich produkcji wykorzystywana jest cata
gama enzymOw amylolitycznych. W$rdd nich decydujaca rolg odgrywaja enzymy typu
endo-glukanaz, przecinajace tancuchy polimerow glukozowych wewnatrz dlugich
tancuchdéw. Zaliczaja si¢ do nich endo-o-1,4-glukanazy, gtéwnie a-amylazy bakteryjne
i plesniowe, oraz endo-a-1,6-glukanazy, jak pululanaza i izoamylaza [4, 7]. Z uwagi na
konieczno$¢ ograniczonego zakresu depolimeryzacji skrobi, przy produkcji
maltodekstryn nie wykorzystuje si¢ egzo-glukanaz, odcinajacych pojedyncze cukry lub
krétkie oligosacharydy od nieredukujacych koncéw polimeréw skrobiowych.

Przy  produkcji maltodekstryn istota procesOw enzymatycznych  jest
przeprowadzenie ograniczonej ilosci cig¢ wewnatrz makroczasteczki skrobi. Pamigtac
jednak nalezy o tym, ze preparaty alfa-amylazy wytwarzane przy uzyciu bakterii
Bacillus sp. zawieraja zanieczyszczenia innymi enzymami, co ma wplyw na sklad
chemiczny hydrolizatéw. Najczesciej wystgpuja w nich maltotrioza, maltotetraoza,
maltopentaoza i maltoheksaoza [1].

Duza réznorodno$¢ endo-glukanaz, ktére pojawity si¢ na rynku w latach 70. i 80.
XX w. oraz zlozono$¢ budowy atakowanego przez nie polimeru skrobiowego
umozliwia uzyskanie wielu réznych maltodekstryn o tym samym réwnowazniku
glukozowym (DE), ale rézniacych sig istotnie sktadem chemicznym cukrowcéw [6].
Ma to zasadniczy wplyw na ksztaltowanie si¢ ich wtasciwosci funkcjonalnych.

Na koncowy efekt dziatania enzyméw ma wplyw wiele czynnikéw, jak: czas,
temperatura i pH reakcji, obecno$¢ jondéw, stezenie enzymu i substratu, budowa
skrobi, obecno$¢ rozpuszczalnikow organicznych, ci$nienie i inne. Istotng rolg
odgrywa takze sposdéb wstepnego przygotowania substratu. Kleikowanie skrobi
polega na przejSciu struktur krystalicznych gateczek skrobiowych w stan
nieuporzadkowany. Proces ten jest zalezny od temperatury i proporcji migdzy
skrobia a woda [5]. Alternatywa wysokotemperaturowej inkubacji skrobi w
roztworach wodnych jest ekstruzja [2, 3, 8].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie kinetyki hydrolizy skrobi autoklawowane;j
i ekstrudowanej katalizowanej przy uzyciu preparatéw amylolitycznych Gamalpha
(Gamma Chemie, Niemcy) oraz charakterystyka uzyskanych maltodekstryn o
réwnowazniku glukozowym (DE) 3-12.

Material i metody badan
Skrobia

W  badaniach stosowano skrobi¢ ziemniaczana Superior Standard [8],
wyprodukowana w Zakladach Przemystu Ziemniaczanego w Luboniu. Badania
przeprowadzono na dwoéch rodzajach skrobi: skleikowanej przez autoklawowanie
(autoklawowanej) oraz skrobi skleikowanej przez ekstruzj¢ (ekstrudowanej).
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Enzymy

Do hydrolizy skrobi wykorzystano bakteryjne preparaty amylolityczne firmy
Gamma Chemie, Niemcy (aktualnie AB Enzymes, Niemcy), produkowane przez
Bacillus subtilis, ktérych charakterystyke przedstawiono w tab. 1. Dawki preparatéw
enzymatycznych dobrano do$wiadczalnie w taki sposéb, aby DE hydrolizatéw
skrobiowych, otrzymanych w wyniku godzinnej hydrolizy, nie przekroczyt warto$ci
20.

Tabela 1
Preparaty amylolityczne wykorzystywane do hydrolizy skrobi.
Amylolytic preparations used for the starch hydrolysis.
Optymalna Zastosowana dawka [ml/kg skrobi]
temperatura Dosage applied [ml/kg starch]
Enzym Ontimal Optymalne pH P .
Enzyme ptima Optimal pH-value Skrobia Skrobia
temperature autoklawowana ekstrudowana
[°C] Autoclaved starch Extruded starch
Gamalpha PHL 80-90 5,6-6,8 0,45 0,6 ml
Gamalpha TB150L 80-90 5,8-7,0 0,6 0,6
Gamalpha T400L 75-85 5,0-7,0 0,3 0,3
Gamalpha 900L 70-75 4,8-7,5 0,075 0,075
Gamalpha 300L 60-85 6,0 0,6 0,6
Gamalpha P120L 70-75 6,0 0,9 0,6

Kleikowanie skrobi w autoklawie

Roztwory skrobi natywnej o stezeniu 5% ogrzewano do temp. 70°C. Nastepnie,
przy intensywnym mieszaniu dodawano kolejna porcje skrobi tak, aby koncowe
stezenie skrobi wynosito 10%. Przygotowana zawiesing przenoszono do zamknigtego
naczynia z filtrem powietrza i autoklawowano przez 20 min w temp. 121°C. Uzyskane
roztwory skleikowanej skrobi chtodzono do optymalnej temperatury dziatania
poszczegdlnych enzymdw i przeprowadzano proces hydrolizy.

Ekstruzja skrobi natywnej

Substrat skrobiowy nawilzano do 35% wilgotnosci woda destylowana o temp.
20°C, wzglednie woda zawierajaca dodatek enzymu. Calo$¢ mieszano w mieszarce
laboratoryjnej w celu ujednolicenia wilgotnosci i dobrego rozprowadzenia enzymu.
Tak przygotowane materiaty poddawano procesowi ekstruzji w ekstruderze
dwuslimakowym Krupp Werner & Pfleiderer, typ ZSK 25P8.2, zbudowanego z trzech
sekcji grzejnych. W sekcji pierwszej temp. ekstruzji wynosita 22°C, w sekcji drugiej i
trzeciej 60°C a w gltowicy 50°C. Szybkos$¢ mieszania skrobi byta utrzymywana na
poziomie 80 obr./min. Ekstrudat wychodzacy z gtowicy ekstrudera miat formg dlugich
watkéw o $rednicy ok. 1 cm. W celu przyspieszenia procesu suszenia ekstrudatéw
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ci¢to je na kawalki o dlugosci 1-1,5 cm. Suszenie przeprowadzano w suszarce w temp.
60°C, po czym wysuszone kawatki ekstrudatu mielono w mtynku udarowym do postaci
proszku.

Hydroliza skrobi

Hydrolizg 10% roztworu skrobi skleikowanej przez autoklawowanie lub
ekstrudowanie prowadzono w ciagu 60 min, przy optymalnej temperaturze i pH
dziatania danego enzymu. Dawki enzymu przedstawiono w tab. 1. Reakcje hydrolizy
przeprowadzano w tazni wodnej z wytrzasarka w zamknigtych naczyniach, przy
ciaglym mieszaniu roztworu reakcyjnego. Reakcj¢ zatrzymywano przez obnizenie pH
roztworu reakcyjnego do 3,5 za pomoca kwasu cytrynowego i gotowaniu przez 5 min,
a nastgpnie schlodzenie do temp. 20°C. W trakcie hydrolizy, co 10 min pobierano
probki do analiz chemicznych i reologicznych. Wszystkie eksperymenty wykonano w
trzech powtdrzeniach.

Oznaczanie rownowaznika glukozowego (DE)

Réwnowaznik  glukozowy DE okresla zdolno$¢ redukcyjna hydrolizatu
skrobiowego wyrazona jako D-glukoza w przeliczeniu na sucha substancjg.
Oznaczanie wartosci DE wykonano wedlug PN-78/A-74701 [9]. Oznaczenia
wykonano w trzech powtérzeniach.

Oznaczanie cukrow metodq HPLC

Sktad chemiczny hydrolizatéw skrobi ustalano za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczcowej (HPLC). Do oznaczenia zastosowano chromatograf
cieczowy firmy Waters, wyposazony w detektor refraktometryczny typu 410 oraz
pompg typu 501. Do rozdziatéw uzywano kolumng Ostion KS0403 (Lachema, Brno) o
wymiarach 250 mm x 6 mm, wypetniona zywica usieciowana sulfonowanym
polistyrenem diwinylobenzenu w formie srebrowej. Do kolumny jednorazowo
nanoszono 20 pl préby, ktéra przed oznaczeniem rozcienczano woda destylowana do
5° Bx i filtrowano przez saczki z porami wielko$ci 0,2 wm firmy Sartorius. Badane
proby eluowano w temp. 85°C przy uzyciu odgazowanej wody z predkoscia
0,5 ml/min. Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w postaci procentowego
sktadu cukrowego uzyskanych maltodekstryn. Oznaczenia wykonano w trzech
powtdrzeniach.

Badanie lepkosci roztworow maltodekstryn

Lepko$¢ badanych roztworéw maltodekstryn o DE 3, 5, 8, 12 oznaczano w
reometrze rotacyjnym Rheo Stress 1 firmy ThermoHaake (Niemcy). Stosowano rotor z
podwdjna szczeling DG 43Ti, a objetos¢ probki wynosita 11,5 ml. Aparat pracowat w
trybie CR — kontrolowanej predkosci $cinania, przy czym pomiary wykonywano w
zakresie 0—1000 s”'. Probki pobrane w trakcie reakcji hydrolizy, przeznaczone do
badan reologicznych, umieszczano w tazni wodnej, w celu utrzymania statej temp.
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60°C. Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono w postaci krzywych lepkosci,
na podstawie ktérych obliczano nastgpnie wartos¢ wspdtczynnika konsystencji (K)
oraz wskaznika ptynigcia (n). Oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.

Oznaczenie cisnienia osmotycznego

Cisnienie osmotyczne hydrolizatéw mierzono za pomocg osmometru Marcel OS
3000, pobierajac jednorazowo 100 pl roztworu. Oznaczenia wykonano w trzech
powtdrzeniach.

Oznaczanie suchej substancji

Oznaczenie suchej substancji skrobi dokonano metoda wagowa, stosujac temp.
105°C. Oznaczenia wykonano w trzech powtérzeniach.

Wiyniki i ich oméwienie
Kinetyka reakcji hydrolizy skrobi przy uzyciu roznych preparatow enzymatycznych

W warunkach przeprowadzanych eksperymentéw zakres DE w uzyskanych

hydrolizatach zawierat si¢ w zakresie 1,8—19,6 (tab. 2). Wyniki badan nad kinetyka
reakcji enzymatycznych wskazuja na duze réznice we wlasciwosciach katalitycznych
migdzy poszczegdlnymi preparatami enzymatycznymi. Analizujac dane zamieszczone
w tab. 2. stwierdzono duze zréznicowanie poczatkowej wartosci rownowaznika
glukozowego (DE), wyznaczonego w ciggu 10 min reakcji enzymatycznych. Pewien
wplyw na to miala zréznicowana zawarto$¢ substancji redukujacych w samych
preparatach enzymatycznych. W celu witasciwej oceny szybkosci hydrolizy skrobi
obliczono réznice warto$ci DE migdzy 60 a 10 min reakcji.
Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze najwigkszy bezwzgledny wzrost r6wnowaznika
glukozowego uzyskano przy stosowaniu preparatu Gamalpha 300L, ktéry po 50 min
reakcji w hydrolizatach skrobi autoklawowanej wynosit 15,4, a skrobi ekstrudowane;j
14,0. Drugi w kolejnos$ci byt preparat Gamalpha T400L, w przypadku ktérego wartos¢
DE¢-DE;, skrobi autoklawowanej wynosita 13,2, a skrobi ekstrudowanej 14.9.
Migdzy preparatami Gamalpha PHL, Gamalpha TB150L i Gamalpha 900P nie byto
wyraznych réznic. Najmniejszy przyrost wartoSci DE odnotowano w hydrolizatach
skrobi autoklawowanej otrzymanych przy uzyciu preparatu Gamalpha PHL i
Gamalpha P120L. W przypadku tego ostatniego preparatu uzyskano wyraZnie
zwigkszona hydroliz¢ skrobi autoklawowanej. Przedstawione zalezno$ci znajduja
potwierdzenie takze w warto$ciach wspdtczynnikéw kierunkowych prostych regresji
opisujacych zalezno$¢ DE od czasu trwania reakcji hydrolizy (tab. 2). Poréwnujac oba
sposoby kleikowania skrobi nalezy stwierdzi¢, ze w wigkszosci przypadkéw skrobia
ekstrudowana bylta bardziej podatna na dziatanie zastosowanych amylaz niz skrobia
autoklawowana, jednakze réznice te nie byly tak istotne, jak réznice migdzy
dziataniem poszczegdlnych enzymow.

Tabela 2



84 Wioletta Tur, Ewa Szczepaniak, Wojciech Krzyzaniak, Wojciech Biatas, Wtodzimierz Grajek

Kinetyka reakcji hydrolizy skrobi autoklawowanej i ekstrudowanej przy uzyciu réznych preparatow
enzymatycznych.
The hydrolysis kinetics of starch autoclaved and extruded using different enzyme preparations.

Czas hydrolizy [min] o Réwnanie
Enzym Skrobia Hydrolysis time [min] Dli{f(f)jrr::l;:e' regresji

Enzyme Starch 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 DE, - DE 1'0 Regres.sion

Warto$ci DE / DE values equation

Gamalpha Ali;?lliloi\ﬁl(izzna > / 8 o 108 12 70 Y=‘3)Z$X ’
PHL Ek;i:‘i‘;‘gj“a 4 1648209211 |128 8.8 ngz ;;X *
Gamalpha Au/-t\(:ll:)ac‘ltl(:/\zgna 19142157 |83 o | 116 97 Y=g:£" ’
TBISOL Ek;‘:ii‘:gna 18 36507286196 7.8 ng:;gx *
Gamalpha | Autocted | 35| 54 | 86 [107| 15 167|132 | YO
T400L Ek;i:‘i‘;‘gj“a 28 | 6,1 | 86 [12,6]13,6]177 14,9 ngﬁzx *
Gamalpha Au/-t\(:ll:)ac‘ltl(:/\zgna 411701 82 ) 94 | 11,0112.9 8.8 ' =2(),;3166 v
900P Ek;‘:i%‘;’gna 4 |54 ]82]96] 11132 9,2 Y= 2 ’2118" -
Gamalpha | Auocted | 42 | 82 [ 105147 [17.4 196 154 | VTP
300K Ek;i:‘i‘;‘gj“a 5 17810 13| 14| 19 14,0 Y= 20, ’3216" *
Gamalpha A‘ﬁﬁ‘ﬁ‘;’gna 26 13,6 | 7.1 186 108131 10,5 ' =?,’(; 19x :
PI20L Ek;t::i((’i‘:gna 43 | 54 | 61| 75|93 |11,7 7.4 Y =£;174X -

Y — ekwiwalent glukozowy / glucose equivalent;
X — czas reakcji [min] / Time of reaction [min].

Na podstawie badan kinetycznych wyznaczono czas reakcji potrzebny do
wytworzenia hydrolizatow o okreslonym réwnowazniku glukozowym (tab. 3), co w
dalszych etapach badan byto wykorzystywane do produkcji okreslonych maltodekstryn
uzywanych do badan nad witasciwo$ciami reologicznymi i ci$nieniem osmotycznym
roztworow maltodekstryn. Analizujac uzyskane dane nalezy odnotowaé, ze szybko$¢
uzyskania preparatow o DE 12 byta bardzo zréznicowana i wahata si¢ od 33 min
(Gamalpha 300L) do 72 min (Gamalpha TB150L).

Sktad chemiczny maltodekstryn

Sktad chemiczny poszczegdlnych prébek okre§lano w oparciu o analizy wykonane w
wysokosprawnym chromatografie cieczcowym (HPLC) przy uzyciu kolumny Ostion
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KS0403 (Lachema, Brno). W tab. 4. przedstawiono sktad weglowodanéw zawartych w
hydrolizatach skrobi autoklawowanej uzyskanych w

Tabela 3
Czas hydrolizy skrobi niezbgdny do otrzymania maltodekstryn o DE 3, 5, 81 12.
Time of starch hydrolysis as required to obtain maltodextrins with DE 3, 5, 8, and 12.
Enzym Skrobia }ZV yn}ag(iel ?.y cza; }l:y;lrolhz}_/ [mlfl]
Enzyme Starch equired time of hydrolysis [min]
DE 3 DE 5 DE 8 DE 12
Autoklawowana
Gamalpha Autoclaved 3 17 39 o7
PHL Ekstrudowana
Extruded 1,5 13 31 55
Autoklawowana
Gamalpha Autoclaved 14 2 4 62
TB150L
Ekstrudowana 16 23 47 7
Extruded
Autoklawowana
1 17 27 42
Gamalpha Autoclaved 0
T400L Ekstrudowana
Extruded 10 16 27 41
Autoklawowana
Gamalpha Autoclaved ! 12 30 >
900P Ekstrudowana
Extruded 4 15 32 i
Autoklawowana
11 2
Gamalpha Autoclaved > 0 33
300L Ekstrudowana
Extruded 3 10 21 37
Autoklawowana
Gamalpha Autoclaved 10 20 3 >
P120L Ekstrudowana
Extruded > 18 39 o7

wyniku hydrolizy enzymatycznej. Stwierdzono, ze udzial polimeréw o stopniu
spolimeryzowania (DP) 3-8 wynosit od 8,2% (Gamalpha 300L, DE 5) do 48,5%
(Gamalpha 900P, DE 12) suchej substancji hydrolizatéw. Zaobserwowano, ze im
mniejszy jest rownowaznik glukozowy otrzymanych maltodekstryn, tym wigkszy jest
udziat wysoko spolimeryzowanych oligosacharydéw oraz cukréw wyzszych (DP > 8).

Obecno$¢ glukozy stwierdzono w wigkszos$ci hydrolizatéw o réwnowazniku
glukozowym 12 oraz w hydrolizatach o DE 8 w przypadku uzycia preparatéw
Gamalpha 120L i Gamalpha PHL. Jedynym preparatem, ktéry w ogdle nie uwalniat
glukozy byt Gamalpha T400L. Obecnos$¢ maltozy stwierdzono we wszystkich
hydrolizatach o DE 8-12 i w kilku hydrolizatach o DE 5. Najbardziej maltotwérczymi
preparatami byty Gamalpha 900P i TB150L. W hydrolizatach skrobi autoklawowane;j
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o DE 3, uzyskanej przy zastosowaniu preparatéw Gamalpha PHL, Gamalpha T400L,
Gamalpha 900P, Gamalpha 300L i Gamalpha P120L nie wykryto maltotriozy i

Tabela 4

Sktad chemiczny maltodekstryn uzyskanych w wyniku hydrolizy skrobi autoklawowane;j.
The chemical composition of maltodextrins obtained as a result of the hydrolysis of autoclaved starch.

Zawarto$¢ poszczegolnych cukréw [%]
Percentage contents of individual sugars [%]
<

Enzyme SE|5%| 22| 55|22 | 25|52 25|22
Z 9 | == g B 2 2 Ly | 2= | 8 o ° =
22 |3 |2 |82 | 88| C€c|cc|2&| 28
OO0 |22 |35 |z |25 |S535 |25 |25 |22
=2 |23 |22 |25 |22 |3¢&
3 0 0 0 0 0,98 2,94 2,96 2,22 90,90
Gamalpha 5 0 0 1,44 0,95 1,42 2,05 2,74 2,13 89,27
PHL 8 0,48 1,36 3,04 1,71 2,32 3,39 4,29 3,02 80,39
12 2,59 4,80 6,80 3,07 3,95 5,27 9,97 6,36 57,19
3 0 0,64 1,79 0,97 1,48 2,23 2,99 2,20 87,70
Gamalpha 5 0 0,85 2,92 1,34 2,06 3,17 4,14 2,83 82,69
TB150L 8 0 1,30 3,10 2,17 3,60 5,06 7,35 5,25 72,17
12 0,68 2,29 744 2,73 4,70 6,76 6,28 5,56 63,56
3 0 0 0 0 3,57 3,56 3,47 2,56 86,84
Gamalpha 5 0 0,54 1,88 0,78 1,02 3,36 4,46 3,08 84,88
T400L 8 0 0,91 3,11 1,15 1,40 4,78 6,22 3,89 78,54
12 0 1,49 4,85 1,72 2,11 6,92 7,46 5,71 69,74
3 0 0 0 0 0,77 3,11 0,97 5,26 89,89
Gamalpha 5 0 1,41 3,56 2,16 1,59 4,89 6,85 5,42 74,12
900P 8 0 2,51 4,86 3,94 3,11 5,71 7,93 3,51 68,43
12 1,23 5,77 11,12 5,86 5,32 17,93 | 14,82 | 4,61 33,34

3 0 0 0 0 0 0 0 - -
Gamalpha 5 0 0 0 0 1,05 0,64 4,83 1,71 91,77
300L 8 0 0,49 1,26 0,95 0,80 2,14 3,74 2,34 88,28
12 0,46 1,02 2,13 1,51 1,17 3,05 5,19 3,06 82,41
3 0 0 0 0 0 0 0 9,32 90,68
Gamalpha 5 0 0,76 2,07 1,52 1,17 3,14 3,46 3,17 84,71
P120L 8 1,64 0,73 3,39 1,91 1,78 3,23 8,83 2,33 76,16
12 0,51 1,67 7,16 2,57 1,92 4,78 12,06 3,58 65,75

maltotetraozy. W przypadku preparatu Gamalpha 300L maltotriozy i maltotetraozy nie
wykryto takze w hydrolizacie o DE 5. Uwage zwraca natomiast duzy udziat
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maltotriozy w hydrolizatach o DE 12, otrzymanych po dziataniu preparatéw Gamalpha
900P, Gamalpha PHL i Gamalpha TB150L.

We wszystkich maltodekstrynach uzyskanych ze skrobi autoklawowanej
najwigkszy udzial procentowy w oligosacharydach miaty maltoheksaoza,
maltoheptaoza 1 maltooktaoza. W wigkszosci sposréd badanych hydrolizatéw w
najwigkszym stgzeniu wystgpowala maltoheptaoza. W miarg zwigkszania wartosci DE
maltodekstryn wzrastato stgzenie tych oligosacharydow 1 zwigkszat si¢ udziat
oligosacharydéw o wigkszym stopniu polimeryzacji.

Dane zamieszczone w tab. 5 wskazuja, ze skrobia ekstrudowana byta bardziej
podatna na hydrolize enzymatyczna niz skrobia autoklawowana. Udziat polimeréw o
stopniu  spolimeryzowania (DP) 3-8 wynosit od 7,2 do 59,8% suchej substancji
hydrolizatéw, a wigc byl zdecydowanie wigkszy niz w hydrolizatach skrobi
autoklawowane;j.

Tabela 5
Sktad chemiczny maltodekstryn uzyskanych w wyniku hydrolizy skrobi

ekstrudowane;j.
The chemical composition of maltodextrins obtained as a result of the hydrolysis of extruded starch.

Zawarto$¢ poszczegdlnych cukréw [%]

Percentage contents of individual sugars [%]

<
Enzym 3 g2 g% §§ S 2 g2 S g
22|55 |22 | 22|22 52|58 88 s
50 == SEE | =2 | 22|28 |22 £
S =S S = s < = & S o S § = 2
= S| sS= |25 | = O T
Gamal 3 0 0 0 0 0 0 0 0 100,0
ha p 5 0 0,58 1,29 0,80 1,45 1,99 2,69 2,02 89,18
PHL 8 0 0,75 2,21 1,25 1,92 2,86 3,74 2,64 84,63
12 0,57 1,68 4,01 2,11 2,99 4,32 5,31 3,38 75,62
Gamalp | 3 0 0,52 1,75 0,82 1,41 2,21 3,01 2,16 88,12
ha 5 0,57 1,52 4,13 1,81 2,69 4,08 5,15 3,25 76,81
TB150 8 0,60 2,36 6,15 3,13 3,45 7,41 8,08 6,46 62,36

L 12 0,65 2,85 9,08 3,22 5,81 8,30 7,69 5,31 57,10

Gamalp 3 0 0,62 1,52 0,74 1,00 2,81 3,65 2,59 87,09
ha 5 0 0,96 3,13 1,15 1,15 4,86 6,19 3,65 78,57
TAOOL 8 0 1,07 3,47 1,24 1,62 5,29 6,70 3,54 77,07
12 0 1,68 4,98 1,72 2,22 7,07 6,73 6,15 69,45

Gamalp 3 0 0 0 0 1,33 0,83 3,14 6,02 88,68
ha 5 0,58 2,39 6,17 2,51 3,89 5,84 6,25 4,64 68,07
900P 8 0,73 3,39 8,06 4,66 3,51 11,25 14,98 4,50 48,92

12 1,28 5,86 11,12 5,95 5,34 17,96 14,49 4,98 33,02
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Gamalp 3 0 0 0 0 0 0 0 0 100
ha 5 0 0 0 0 0 1,15 4,48 1,58 92,79
300L 8 0 0 1,18 0,85 0,71 2,06 3,65 2,24 89,31
12 0 0,69 2,12 1,46 1,10 3,21 5,60 3,22 82,60

Gamalp 3 0 0 0 0 0 0 0 7,35 92,65
ha 5 0 0 0,98 0,71 2,43 2,52 3,31 2,04 88,01
P120L 8 0 0,57 1,63 1,15 1,85 2,64 4,70 2,78 84,68
12 0 1,25 2,90 2,58 1,99 3,67 4,24 3,54 79,83

Najwigksza aktywno$¢ hydrolityczna wykazat preparat Gamalpha 900P, ktéry
efektywnie rozktadal skrobi¢ ekstrudowana do cukréw niskospolimeryzowanych
i oligosacharydéw. Bylo to szczegdlnie widoczne w hydrolizatach o DE 8-12,
w ktérych indywidualny udzial maltoheksaozy i maltoheptaozy siggat kilkunastu
procent. Warto takze odnotowa¢, ze hydrolizaty uzyskane przy uzyciu preparatéw
Gamalpha T400L, Gamalpha 300L i Gamalpha P120L nie zawieraty w ogdle glukozy.
Dwa ostatnie charakteryzowaly si¢ takze mata zawartoscia maltozy. Najbardziej
maltotworczym preparatem byl Gamalpha TB150L i Gamalpha 900P. W hydrolizatach
skrobi ekstrudowanej o DE 3, uzyskanej przy zastosowaniu preparatéw Gamalpha
PHL, Gamalpha 900P, Gamalpha 300L i Gamalpha P120L nie wykryto maltotriozy i
maltotetraozy.

Na uwage zasluguje fakt, ze w maltodekstrynach uzyskanych ze skrobi
ekstrudowanej najwigkszy udzial procentowy w  oligosacharydach miaty
maltoheksaoza i maltoheptaoza. Suma zawartosci oligosacharydéw o wysokim stopniu
polimeryzacji byta wigksza niz faczna zawarto$¢ cukréw nizszych.

Wtasciwosci reologiczne hydrolizatow skrobiowych

Wszystkie hydrolizaty skrobiowe uzyskane w wyniku dziatania preparatéw
enzymatycznych na skrobi¢ autoklawowana i ekstrudowana poddano badaniom
reologicznym w reometrze rotacyjnym Haake’a, wyznaczajac krzywe plynigcia.
Krzywe te poddano nastgpnie analizie regresji z wykorzystaniem modelu cieczy
pseudoplastycznych rozrzedzanych Scinaniem Ostwalda de Waele’a:

t=Ky" w odniesieniu do napr¢zenia $cinajacego,
n=Ky™' w odniesieniu do lepkosci,
gdzie:

T — naprezenie Scinajace [Pal,

K — wsp6tczynnik konsystencji [Pa-s"],
v — predkos¢ $cinania [s™],

1 — lepko$¢ pozorna [Pa-s],

n — indeks ptynigcia.
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Na podstawie regresji obliczono wspoétczynniki konsystencji K, bedace miara
lepkosci pozornej roztworéw maltodekstryn oraz indeksy plynigcia n, wskazujace jak
dalece wtasciwosci badanej cieczy odbiegaja od wilasciwosci cieczy newtonowskiej
(im bardziej odlegte od 1, tym wigksze odchylenie od witasciwosci cieczy
newtonowskiej). Wyniki przedstawiono w tab. 6.

Na lepkos$¢ istotny wptyw miat sktad chemiczny hydrolizatéw, a szczegdlnie
zawartosci cukrow wyzszych. W wigkszosci hydrolizatéw obserwowano wzrost
lepkosci pozornej w miarg wzrostu warto$ci DE. Wigzato si¢ to z rosnagcym udzialem
wyzszych oligosacharydéw w suchej masie maltodekstryn. Jedyny wyjatek stanowita
maltodekstryna otrzymana przy uzyciu preparatu Gamalpha 300L. W tym przypadku,
niezaleznie od sposobu kleikowania skrobi, w miar¢ wzrostu wartosci DE, lepkos¢
pozorna badanych roztworéw malata. Bylo to szczegdlnie widoczne w przypadku
hydrolizatéw otrzymanych ze skrobi ekstrudowanej. Hydrolizaty te wyrdznialy sig
matym zakresem depolimeryzacji skrobi. W hydrolizatach skrobi ekstrudowanej o

Tabela 6

Wartos$ci K i n roztworéw maltodekstryn otrzymanych ze skrobi autoklawowanej i ekstrudowane;j.
The values of K and n for the maltodextrin solutions obtained from the autoclaved and extruded starch.

Enzym Enzym
DE K n DE K n
Enzyme Enzyme
Maltodekstryny ze skrobi autoklawowanej Maltodekstryny ze skrobi ekstrudowane;j
Maltodextrins from autoclaved starch Maltodextrins from extruded starch

Gamalpha PHL 3 | 0,06982 | 0,65750 Gamalpha PHL 3 0,04836 0,56296
Gamalpha PHL 5 | 0,08402 | 0,32930 Gamalpha PHL 5 0,06739 0,49660
Gamalpha PHL 8 | 0,08093 | 0,24750 Gamalpha PHL 8 0,07725 0,42146
Gamalpha PHL 12 | 0,07949 | 0,21376 Gamalpha PHL 12 | 0,08848 0,39640
Gamalpha TB150L | 3 | 0,00237 | 0,84520 | Gamalpha TBI150L | 3 0,00689 0,84150
Gamalpha TB150L | 5 | 0,00411 | 0,80420 | Gamalpha TBI150L | 5 0,01885 0,73555
Gamalpha TB150L | 8 | 0,00664 | 0,75710 | Gamalpha TBI150L | 8 0,01959 0,67065
Gamalpha TB150L | 12 | 0,00630 | 0,75590 | Gamalpha TB150L | 12 | 0,02804 0,64105
Gamalpha 400L 3 | 0,07750 | 0,35820 Gamalpha 400L 3 0,06890 0,51260
Gamalpha 400L 5 | 0,08744 | 0,24070 Gamalpha 400L 5 0,08503 0,45903
Gamalpha 400L 8 | 0,07740 | 0,24960 Gamalpha 400L 8 0,13080 0,41770
Gamalpha 400L 12 | 0,08600 | 0,18870 Gamalpha 400L 12 | 0,12227 0,36820
Gamalpha 900P 3 | 0,00883 | 0,87335 Gamalpha 900P 3 0,00766 0,82790
Gamalpha 900P 5 | 0,00695 | 0,75140 Gamalpha 900P 5 0,08714 0,40945
Gamalpha 900P 8 | 0,00862 | 0,69050 Gamalpha 900P 8 0,03545 0,59000
Gamalpha 900P 12 | 0,01173 | 0,68130 Gamalpha 900P 12 | 0,12925 0,37385
Gamalpha 300L 3 | 0,00970 | 0,89993 Gamalpha 300L 3 0,16650 0,66370
Gamalpha 300L 5 | 0,00653 | 0,87250 Gamalpha 300L 5 0,06996 0,50210
Gamalpha 300L 8 | 0,00559 | 0,85790 Gamalpha 300L 8 0,07615 0,42877
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Gamalpha 300L 12 | 0,00542 | 0,79810 Gamalpha 300L 12 | 0,08315 0,43900
Gamalpha P120L 3 | 0,00562 | 0,86810 | Gamalpha P120L 3 0,00258 0,64800
Gamalpha P120L 5 | 0,00607 | 0,84550 | Gamalpha P120L 5 0,00945 0,87820
Gamalpha P120L 8 | 0,00563 | 0,80140 | Gamalpha P120L 8 0,01802 0,77110
Gamalpha P120L | 12 | 0,00544 | 0,81380 | Gamalpha PI120L | 12 | 0,02947 0,68320

DE = 3 otrzymanych za pomoca Gamalpha 300L i PHL w ogéle nie stwierdzono
obecnosci mono- i oligosacharydéw. W tab. 6. przedstawiono wyniki badan
dotyczacych wiasciwosci reologicznych maltodekstryn uzyskanych ze skrobi
skleikowanej w autoklawie. Najwicksza lepkos¢ wykazaly hydrolizaty otrzymane w
wyniku uzycia preparatu Gamalpha 400L i Gamalpha PHL, za$§ najmniejsza przy
uzyciu preparatu Gamalpha P120L i Gamalpha 300L (skrobia autoklawowana).
Podobne relacje odnotowano w przypadku hydrolizatow uzyskanych ze skrobi
ekstrudowanej. W tym przypadku wysoka lepkoscia odznaczaly si¢ dodatkowo
hydrolizaty wyprodukowane przy uzyciu Gamalpha 900P.

Analiza poréwnawcza wskazuje, ze w wigkszosci przypadkéw lepkosé
hydrolizatéw otrzymanych ze skrobi ekstrudowanej byta nieco wigksza niz ze skrobi
autoklawowanej. We wszystkich przypadkach obserwowano zmniejszanie si¢ wartosci
indeksu ptynigcia w miar¢ wzrostu wartosci DE hydrolizatéw, co wskazuje na
wystgpowanie odwrotnej zalezno$ci pomigdzy szybko$cia $cinania a lepko$cia pozorna
badanych preparatow. Badane hydrolizaty stawaly si¢ zatem bardziej
nienewtonowskie. Zastanawiajacy jest brak zbiezno$ci migdzy malejaca lepkoscia
hydrolizatéw wytworzonych przy uzyciu preparatu Gamalpha 300L a kierunkiem
zmian wartosci indeksu plynigcia przy zwigkszaniu si¢ DE hydrolizatéw. Trudno w
tym przypadku znalez¢ zadowalajace wytlumaczenie.

Tabela 7

Warto$ci ci$nienia osmotycznego roztworéw maltodekstryn otrzymanych ze skrobi autoklawowanej
i ekstrudowanej.
The osmotic pressure of maltodextrin solutions obtained from the autoclaved and extruded starch.

Enzym DE Cisnienie Enzym DE Ci$nienie
Enzyme osmotyczne Enzyme osmotyczne
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Osmotic Osmotic
pressure pressure
[mosmol/kg] [mosmol/kg]
Skrobia autoklawowana / Autoclaved starch
Gamalpha PHL 3 3 Ga;(l)%lgha 3 4
Gamalpha PHL 5 4 Ga;?;ggha 5 1
Gamalpha PHL 8 6 Gagnazggha 8 14
Gamalpha PHL 12 10 Ga;(;a(‘)lgha 12 29
R T G :
e N :
e e [ e e
Skrobia ekstrudowana / Extruded starch

Ga;ll—z&[l)ha 3 3 Ga;l(l)z(l)ll[))ha 3 6
Gag;l}f)ha 5 3 Ga;r(l)zggha 5 1
Ga;n}z;}f)ha 3 5 Ga;r(l)z(i)lgha 3 21
Ga;;alg)ha 12 6 Ga;l;)a(l)ll[))ha 12 2%
T | N ;
R :
N "
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Gamalpha 12 17 Gamalpha

400L P120L 12 20

Cisnienie osmotyczne hydrolizatow skrobiowych

Warto$¢ ci$nienia osmotycznego okreslono przy uzyciu osmometru. Wykazano,
ze jest ono proporcjonalne do réwnowaznika glukozowego. Jest to spowodowane
zwigkszajaca sie iloscia cukréw redukujacych, odzwierciedlong w wartosci DE.

Najwigksze ci$nienie osmotyczne stwierdzono w hydrolizatach otrzymanych w
wyniku dziatania preparatu Gamalpha 900L (tab. 7). Wysokimi ci$nieniami
osmotycznymi charakteryzowaty si¢ takze hydrolizaty wyprodukowane przy udziale
preparatu Gamalpha TB150L.

Whioski

1. Wykazano, ze kinetyka reakcji hydrolizy skrobi zalezna jest od zastosowanego
enzymu oraz sposobu przygotowania substratu.

2. Stwierdzono, ze proces hydrolizy skrobi ekstrudowanej byt szybszy niz skrobi
autoklawowane;j.

3. Maltodekstryny o tym samym réwnowazniku glukozowym maja odmienny sktad
weglowodanowy, co jest skutkiem zréznicowanej aktywnos$ci stosowanych
enzymow 1 odmiennego przygotowania substratu.

4. Wraz ze wzrostem réwnowaznika glukozowego 1 zawartosci wyzszych
oligosacharydéw lepkos¢ pozorna hydrolizatéw zwigksza sig.

5. Hydrolizaty skrobi autoklawowanej maja mniejszg lepkos$¢ pozorna niz hydrolizaty
skrobi ekstrudowane;.

6. Na podstawie krzywych ptynigcia wykazano, ze badane hydrolizaty zmieniaty
swoja reologi¢ w kierunku cieczy o charakterze bardziej nienewtonowskim.

7. Cisnienie osmotyczne roztworéw badanych maltodekstryn zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem wspéiczynnika DE.

Praca byta finansowana ze srodkow Komitetu Badan Naukowych jako projekt
badawczy nr PBZ-KBN/021/P06/99/13.

Autorzy sktadajq podziekowanie firmie Gammazym, Sieradz Polska, za
przekazane preparaty enzymatyczne, ktore wykorzystano w tych badaniach oraz za
petnq informacje technologicznq.
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THE CHARACTERISTICS OF MALTODEXRINS OBTAINED FROM POTATO STARCH
USING AMYLOLYTIC PREPARATIONS GAMALPHA

Summary

The enzymatic hydrolysis of potato starch was performed using six amylolytic preparations of the
bacterial origin. The type of the preparations was Gamalpha (Gamma Chemie, Germany). In the
hydrolysis reaction, there were used two kinds of starches; the first one was gelatinized in an autoclave,
and the second one was extruded. From the hydrolysis reaction, there were obtained various maltodextrins
of a DE 3-12 value. These products were characterized with regard to the composition of oligosaccharides
contained in them including sugars of a polymerization degree from 1 to 8. It was shown that hydrolysates
with the similar DE value significantly differed in the chemical composition of oligosaccharides. A
content of oligosaccharides, with a DP from 3 to 8, in the hydrolisates produced of the autoclaved starch
ranged between 8,2% and 48,5%, and in the hydrolisates of the extruded starch varied from 7,2% to
59,8%. In all the maltodextrins obtained, the maltohexaose, maltoheptaose and maltooctaose constituted
the highest percentage among all the oligosaccharides. For the maltodextrins produced, viscosity and
osmotic pressure profiles of their 10% water solutions were developed. For the majority of the
hydrolisates, as the dextrose equivalent rose in the maltodextrins,, the apparent viscosity also rose. It was
stated that with regard to the maltodextrin solutions investigated, their share rate was inversely
proportional to their apparent except for the maltodextrins obtained using a Gamalpha 300L preparation.
The osmotic pressure of the starch hydrolysates was proportional to their dextrose equivalent.

Key words: maltodextrin, starch, oligosaccharide, viscosity, osmotic pressure
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DOROTA PLASKOTA

WYZNACZENIE OBSZARU OPTYMALNYCH SZYBKOSCI
SCINANIA JOGURTOW O ROZNYM CZASIE DOJRZEWANIA

Streszczenie

W artykule przedstawiono wyniki badan wlasnosci reologicznych jogurtéw o réznym czasie
dojrzewania. Badaniom poddano trzy rodzaje jogurtow naturalnych, o réznej zawartodci ttuszczu (2,2—
3,2%). Kazdy rodzaj jogurtu poddawano eksperymentom czterokrotnie, w réznych terminach
przydatnosci do spozycia. W celu okre$lenia warto$ci lepkosci oraz naprgzenia stycznego poddawano
prébke $cinaniu przez 713 s przy kolejnych, statych szybkosciach $cinania 30, 50, 70, 100 i 150 s™.
Interwat czasowy wynosit 23 s, co umozliwito uzyskanie 31 punktéw doswiadczalnych w kazdej serii
pomiarowej. Dokonano pomiaru niektorych parametréw reologicznych i podjgto probg opisania ich za
pomoca modelu matematycznego. Na podstawie analizy wynikéw badan wyznaczono obszar
optymalnych szybkosci $cinania jogurtéw o réznym czasie dojrzewania. Na podstawie przeprowadzonych
eksperymentow najlepsze przyblizenie danych do$wiadczalnych do krzywej postaci n = f (t) otrzymano w
przypadku 29 punktéw doswiadczalnych. Wskazuje na to najnizsza warto§¢ wspétczynnika wariancji CV
oraz najwyzsza wspotczynnika korelacji R w calym przedziale wykonanych eksperymentéw. Ponadto
stwierdzono, ze istnieje zwiazek pomigdzy wartoscia szybkosci $cinania, a struktura badanego medium.

Stowa kluczowe: jogurt, reologia, czas dojrzewania.

Wprowadzenie

W ostatnich latach zauwaza si¢ znaczny rozwéj badan w zakresie bioreologii.
Wiele wtasciwosci emulsji spozywczych, takich jak: kremowos$¢, smarowno$¢ czy
ptynnosé¢, jest bezposrednio zwiazanych z ich cechami reologicznymi. Cechy te maja
takze istotne znaczenie w projektowanie proceséw jednostkowych z udziatem emuls;ji,
obejmujacych m.in. przeplyw przez rury, mieszanie czy pakowanie [9].

Jogurt jest emulsja typu o/w, w ktérej faze olejowa stanowig kropelki thuszczu,
natomiast faz¢ wodna — roztwor biatek, cukréw i soli mineralnych [11].

Jogurt, podobnie jak inne produkty mleczne zawierajace kultury bakterii, ma
strukture zelu, ktéry rozwija si¢ podczas procesu fermentacji [2]. W wyniku tego
procesu bakterie powoduja zmniejszenie wartosci pH mleka poprzez zamiang laktozy

Mgr inz. D. Plaskota, Katedra InZynierii Chemicznej, Wydziat Inzynierii Procesowej i Ochrony
Srodowiska, Politechnika Eédzka, ul. Wolczariska 213, 93-005 Edd?
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na kwas mlekowy. Gdy pH osiaga warto$¢ 5,0, micele kazeiny zostaja czgs$ciowo
zdestabilizowane i zaczynaja sig¢ ze soba taczy¢ w forme agregatéw i lancuchéw,
tworzac tréjwymiarowa macierz biatkowa z unieruchomiong faza ciekta mleka. Proces
ten wptywa w bardzo istotny sposob na strukturg i wlasciwosci sensoryczne jogurtu.

Swoista struktura jogurtu sprawia, ze wystgpuja powiazania lepkosci z czasem i
szybkoscia $cinania [1, 3, 7], dlatego tez wielu badaczy [5, 6, 8] podjeto prébe
sformutowania zalezno$ci pomigdzy tymi parametrami.

W literaturze przedmiotu opublikowano kilka modeli opisujacych krzywe
ptynigcia, mogacych znalez¢ zastosowanie do opisu wielu produktéw spozywczych, w
tym réwniez jogurtu [2]. Naleza do nich migdzy innymi:
® Model potggowy Ostwalda - de Waele’a — najprostszy, dwuparametrowy model

reologiczny, opisujacy krzywe ptynigcia badanego materiatu.
T=ky" (1)
gdzie:
T — naprezenie styczne [Pa],
k — wspétczynnik konsystencji [Pa-s "],
Y — szybkos¢ §cinania [s™'],
n — wskaznik ptynigcia [-].

e Model Herschela - Bulkley’a — najprostszy model krzywych ptynigcia
nieliniowych ptynéw plastycznolepkich. Parametrami tego modelu sa: 7, k, n.
T=T,+k y" (2)
gdzie:
T,— granica plynigcia [Pa].

e Model Crossa — pozwalajacy na okreslenie lepkosci réwnowagowej, czyli lepkosci
przy szybkosci $cinania dazacej do nieskonczonosci.

n, =1,

=7, 3
T ”

gdzie:

n — lepkos¢ [Pa-s],

17.— lepko$¢ réwnowagowa [Pa-s],

1, — lepkos¢ przy szybkosci Scinania dazacej do zera, [Pa-s].

e Model F. Butler i P. McNulty [4] — umozliwiajacy okresSlenie lepkosci
réwnowagowej oraz uzaleznienie parametréw reologicznych badanego materiatu
od czasu. Powyzsze czynniki wplynety na wybdér modelu F. Butler i P. McNulty
do opisu danych do$wiadczalnych w prezentowanej pracy.
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! = ! +A -t 4)

n=1n. 1~

gdzie:
A, — parametr [(Pa-s 2)'1],
t —czas [s].
W celu okreslenia warto$ci lepkosci rownowagowej, czyli warto$ci lepkosci przy
szybkosci Scinania dazacej do nieskonczonos$ci dokonano przeksztatcen.

Przyjmujac, ze y= (5

Ap= (6)

gdzie:
Ay — parametr [(Pa-s)], podstawiono zalezno$¢ (5) i (6) do (4) i otrzymano liniowa
posta¢ modelu F. Butler i P. McNulty o nastgpujacej postaci:
y=Ag+ At (7)
Powyzsze podstawienie miato za zadanie linearyzowa¢ podstawowa zalezno$é ' =
f(2).

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi
parametrami reologicznymi jogurtu, okreslenie ich zmiennosci w czasie oraz podjgcie
proby wyznaczenia obszaru optymalnych szybkosci $cinania jogurtéw o réznym czasie
dojrzewania.

Material i metody badan

Badaniom poddano trzy rodzaje jogurtéw naturalnych, o rdéznej zawarto$ci
tluszczu (2,2-3,2%), zakupionych w 16dzkiej mleczarni. Kazdy rodzaj jogurtu
poddawano eksperymentom czterokrotnie. Pierwszy pomiar wykonano dwa dni przed
terminem przydatno$ci do spozycia, drugi w terminie, kolejny — cztery dni po terminie,
a ostatni siedem dni po uptywie daty wazno$ci. Badania wykonywano za pomoca
reometru rotacyjnego Rheotoc RC 20 firmy Haake. Jogurt przechowywano w temp.
4°C. Przed kazdym pomiarem sprawdzano pH prébki, ktére wynosito okoto 4,55.
Wszystkie eksperymenty prowadzono w temp. 5°C w S$wiezych prébkach jogurtu
(120 ml). W celu zminimalizowania zniszczenia struktury jogurtu, kazda z prdébek
przelewano ostroznie do cylindra miarowego, pozostawiano tam przez 15 min,
a nastgpnie poddawano S$cinaniu za pomocg cylindra wewngtrznego CC45. W celu
okreslenia wartosci lepkosci oraz naprgzenia stycznego, poddawano probke Scinaniu
przez 713 s przy kolejnych, statych szybkosciach $cinania 30, 50, 70, 100 i 150 [s™].
Przedziat czasowy wynosit 23 s, co umozliwito uzyskanie 31 punktéw doswiadczalnych
w kazdej serii pomiarowe;j.
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Wiyniki badan i dyskusja

Do opracowania wynikéw badan wybrano model F. Butler i P. McNulty [4]. Model
ten umozliwit przedstawienie zalezno$ci pomigdzy poszczegllnymi parametrami
reologicznymi jogurtu, a takze okreslenie ich zmienno$ci w czasie. Szukano najlepszego
réwnania regresji opisujacego zalezno$¢ przedstawiona funkcja (7). Podstawa oceny
dopasowania byto obliczenie wspoétczynnika R oraz wspétczynnika wariancji CV, dla 31,
30 1 29 punktéw dos$wiadczalnych kazdej serii pomiarowej. Podstawa odrzucenia
punktéw byt rozktad normalny Gaussa w granicach £3-6 (odchylenia standardowe), czyli
w granicach przedziatu ufnosci 99,73%. Zaproponowany model sprowadza si¢ do
rozwiazywania funkcji uwiktanych. Wyznaczone parametry reologiczne danego jogurtu
nie sg state, lecz zaleza od zawarto$ci ttuszczu, rodzaju jogurtu, czasu przechowywania,
szybkosci S$cinania. W kazdym przypadku mozna znalez¢ zbiér wspétzaleznych
parametrow reologicznych (n., AO, Al), jednoznacznie opisujacych stan jogurtu w
danym momencie. Warto$ci parametréw reologicznych wyznaczano metoda préb i
btedéw, wykorzystujac jako miar¢ najlepszego dopasowania najnizsza warto$¢
wspotczynnika wariancji CV oraz najwyzsza warto§¢ wspotczynnika korelacji R. W tab.
1. przedstawiono przyktadowe warto$ci parametréw reologicznych jogurtu o zawarto$ci
ttuszczu 3,2% i o réznym czasie dojrzewania, obliczonych na podstawie rownania (7).
Najlepsze dopasowanie punktéw doswiadczalnych [y = f (), t] do prostej (7)
otrzymano w przypadku 29 punktéw do$wiadczalnych. Przy kazdej zmianie szybkosci
Scinania pierwszy punkt, a najczesciej dwa punkty do§wiadczalne nie uktadaty si¢ na
prostej (rys. 1). Nie sa to jednak przypadkowe btedy losowe. Zjawisko to nalezy
tlumaczy¢ faktem, ze kazda skokowa zmiana szybkoS$ci $cinania wskutek bezwtadnosci
badanego materialu wymaga pewnego czasu na dojscie do stanu réwnowagi
dynamicznej. Potwierdza to réwniez najnizsza wartos¢ wspotczynnika wariancji CV oraz
najwyzsza wspotczynnika korelacji R w calym przedziale wykonanych eksperymentow.

Na podstawie wynikéw pomiaréw lepkos$ci (tab. 1, rys. 1 i1 2) mozna stwierdzic,
ze optymalny przedzial szybkosci $cinania zawiera si¢ w granicach (20+100 s™). Przy
szybkosci $cinania wickszej niz 100 s mozna zauwazy¢, ze wyniki pomiaréw sa do
siebie bardzo zblizone, a nawet w kolejnych punktach przyjmuja takie same wartosci,
czego wynikiem jest zwigkszona warto$¢ wspotczynnika wariancji CV  oraz
wspoélczynnika korelacji R. Potwierdzeniem powyzszej tezy jest rowniez rys. 3., na
ktérym pokazano, w jak znacznym stopniu dane do$wiadczalne przy szybkosci
$cinania wigkszej od 100 s odbiegaja od pozostatych punktéw, uktadajacych si¢ w
przybliZzeniu na proste;.

Tabela 1

Warto$ci parametrow reologicznych jogurtu naturalnego (o zaw. 3,2% thuszczu).
Rheological parameters of a natural yogurt (showing a fat content of 3.22%).
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Liczba punktéw do$wiadczalnych

Termin wykonywanych badan | Wielko$¢ mierzona 1 . .
vy [s"] | The number of experimental points

Day of testing Measured value

29 30 31
Dwa dni przed uptywem 30 0,6809 0,6896 0,7017
terminu przydatnosci 50 0,4450 0,4483 0,4562
do spozycia. Ne [Pa-s] 70 0,3238 0,3390 0,3435
Two days before the expire 100 0,2472 0,2503 0,2559
date 150 0,1769 0,1784 0,1820
30 0,6818 0,6894 0,7009
W dniu terminu przydatnosci 50 0,4316 0,4363 0,4477
do spozycia. e [Pa-s] 70 0,3250 0,3292 0,3383
On the day of the expire date 100 0,2498 0,2522 0,2574

150 0,1861 0,1873 0,1901
30 0,7095 0,7208 0,7379
50 0,4409 0,4464 0,4611
e [Pa-s] 70 0,3156 0,3210 0,3360
100 0,2552 0,2569 0,2625
150 0,1793 0,1812 0,1852
30 0,7404 0,7461 0,7545
50 0,4397 0,4432 0,4455
MNe [Pa-s] 70 0,3307 0,3348 0,3429
100 0,2436 0,2473 0,2549

Cztery dni po uptywie terminu
przydatnosci do spozycia.
Four days before the expire
date

Siedem dni po uptywie terminu
przydatnosci do spozycia.
Seven days before the expire

date

150 0,1842 0,1870 0,1897
Dwa dni przed uptywem 30 1,099137 | 1,459320 | 2,210220
terminu przydatnosci d 50 0,458286 | 0,642896 | 1,424085
0 spozycia. CV [%] 70 0,526367 | 1,917949 | 2,393479
Two days before the expire 100 0,849437 | 1,135395 | 2,081562
date 150 1,099731 | 1,254019 | 2,025605
30 0,919055 | 1,250002 | 1,988846
W dniu terminu przydatnosci 50 0,603418 | 0,766224 | 1,567322
do spozycia. CV [%] 70 0,611567 | 0,769992 | 1,528895
On the day of the expire date 100 0,864940 | 1,036224 | 1,813398

150 1,450282 | 1,625904 | 2,395830
30 0,786498 | 1,063085 | 1,686424
50 0,364560 | 0,485942 | 1,136208
CV [%] 70 0,432034 | 0,526979 | 1,148005
100 0,498297 | 0,573009 | 1,234488
150 0,700579 | 0,830200 | 1,397066

Cztery dni po uplywie terminu
przydatnosci do spozycia.
Four days before the expire
date

Tab. 1 c.d.
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Termin wykonywanych . e Liczba punktéw doswiadczalnych
badan Wielkosc mierzona yIs'] The number of experimental points
. Measured value
Date of testing 29 30 3

Siedem dni po uptywie 30 1,472262 1,714325 2,260134
terminu przydatnosci do 50 0,327686 0,428663 0,486136
spozycia CV [%] 70 0,523936 0,675520 1,249842
Seven days before the expire 100 0,601099 0,792512 1,611149
date 150 0,882078 1,289935 1,836605
Dwa dni przed uptywem 30 0,998807 0,998269 0,996862
terminu przydatno$ci do 50 0,999694 0,999488 0,998062
spozycia R 70 0,999338 0,994804 0,993701
Two days before the expire 100 0,998625 0,998034 0,995327
date 150 0,997885 0,997700 0,995584
30 0,999124 0,998657 0,997315
W dniu terminu przydatnosci 50 0,999275 0,999022 0,997010
do spozycia R 70 0,999025 0,998741 0,996543
On the day of the expire date 100 0,998423 0,998140 0,995922
150 0,997024 0,996875 0,994947

Cztery dni po uptywie 30 0,999220 0,998816 0,997641
terminu przydatnosci do 50 0,999688 0,999529 0,998086
spozycia R 70 0,999292 0,999124 0,997163

Four days before the expire 100 0,999469 0,999396 0,997921
date 150 0,998938 0,998752 0,997336
Siedem dni po uptywie 30 0,998260 0,998009 0,997169
terminu przydatnosci do 50 0,999788 0,999687 0,999646
spozycia R 70 0,999283 0,999016 0,997517
Seven days before the expire 100 0,999035 0,998647 0,996143
date 150 0,998623 0,997723 0,996457

Dwa dni przed uptywem 30 1,67629 1,61540 1,51043
terminu przydatnosci do 50 4,24868 4,22690 4,14714
spozycia A0 [1/Pa-s | 70 7,11438 7,35855 7,28861
Two days before the expire 100 10,02180 10,06571 10,00016
date 150 12,92391 12,92128 12,80766

30 1,87328 1,81833 1,71631

W dniu terminu przydatnosci 50 4,52770 4,55006 4,57042
do spozycia AO [1/Pa-s | 70 7,57346 7,70143 7,92278
On the day of the expire date 100 10,96238 11,04868 11,13688
150 14,04325 13,91488 13,48847

Cztery dni po uptywie 30 1,46812 1,44563 1,40071
terminu przydatnosci do 50 3,54367 3,57417 3,64274
spozycia A0 [1/Pa-s | 70 5,59495 5,72060 6,07281

Four days before the expire 100 9,09855 9,14908 9,27480
date 150 11,58590 11,67301 11,79973

Tab. 1 c.d.

|  Siedemdnipouplywie |  AO[1/Pas] | 30 | 140986 | 134847 | 124931 |
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terminu przydatnosci do 50 3,86256 3,87561 3,88302
spozycia. 70 6,84027 6,94104 7,11264

Seven days before the expire 100 9,33459 9,50832 9,79116
date 150 13,49379 13,50142 13,35871

Dwa dni przed uptywem 30 0,00700 0,00764 0,00866
terminu przydatnosci do 50 0,01131 0,01205 0,01410
spozycia. Al [1/Pa-s %] 70 0,01201 0,01828 0,02117

Two days before the expire 100 0,02058 0,02330 0,02969
date 150 0,02871 0,03112 0,03812

30 0,00735 0,00797 0,00906

W dniu terminu przydatnosci 50 0,00894 0,00971 0,01201
do spozycia. Al [1/Pa:s %] 70 0,01190 0,01331 0,01731

On the day of the expire date 100 0,02058 0,02275 0,02871
150 0,03844 0,04157 0,05026

Cztery dni po uptywie 30 0,00456 0,00495 0,00563
terminu przydatnosci do 50 0,00607 0,00652 0,00795
spozycia. Al[1/Pa-s % 70 0,00659 0,00725 0,00966

Four days before the expire 100 0,01689 0,01789 0,02186
date 150 0,02128 0,02311 0,02778

Siedem dni po uptywie 30 0,00797 0,00845 0,00924
terminu przydatnosci do 50 0,00770 0,00812 0,00841
spozycia. Al[1/Pas % 70 0,01073 0,01184 0,01458

Seven days before the expire 100 0,01438 0,01624 0,02129
date 150 0,02967 0,03471 0,04084

Proces $cinania jogurtu powoduje rozpad jego struktury. Przy szybkosciach
$cinania powyzej 100 s dochodzi do ustalenia si¢ stanu réwnowagi dynamiczne;.
Wystepuja jedynie niewielkie zmiany struktury jogurtu, co manifestuje si¢ niewielkimi
zmianami lepkosci. Mozna roéwniez zauwazy¢ serie po 6+7 identycznych wynikow
pomiaréw lepkosci (rys. 1 i 2). Dlatego tez przy tak wysokich warto$ciach szybkosci
Scinania prowadzenie eksperymentéw wydaje si¢ bezcelowe. Dodatkowym
uzasadnieniem takiego stwierdzenia jest wykres zaleznosci AO = f (n.) (rys. 4,51 6), z
ktérego wynika, ze bardzo wysokie szybkosci $cinania (wigksze od 100 s™), powoduja
szybsze rozbicie ztozonych struktur biatkowych, doprowadzajac do stanu granicznego,
co manifestuje si¢ charakterem krzywej z wyodrgbnieniem maksimum (rys. 6). Nalezy
wigc stwierdzi¢, ze optymalne warunki prowadzenia eksperymentéw otrzymuje sig
przy szybkosci $cinania mniejszej od 100 s™.
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Rys. 1. Lepkos¢ jogurtu (zaw. ttuszczu 3,2%) w funkcji czasu, w temp. 5°C przy statych szybkos$ciach
$cinania.
Fig. 1.  The viscosity of yogurt (3.2% fat content) as a function of time at 5°C at constant shearing rates.
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Rys.2. Zaleznoé y = f(t) przy szybkosci $cinania 30, 50, 70, 100, 150 [s].
Fig. 2. The relation y = f(t) at shearing rates of 30, 50, 70, 100, 150 [s'l].



WYZNACZENIE OBSZARU OPTYMALNYCH SZYBKOSCI SCINANIA JOGURTOW... 103

16,00

30 [1/s] —&— 2 dni przed terminem/2 days
14,00 prior to expire date
_m— W terminie/on the day of the

12,00 \ expire date
50 [1/s]
)\\ —a— 7 dni po terminie/7 days after

10,00 the expire date

A0 + A1

A0 + A1*t

AO - stata w rownaniach postaci y
AO- a constant value in equations type y

70[1/s] _— 4 dni po terminie/4 days after

8,00 .
the expire date

6,00

100 [1/s]
4,00

150 [1/s]
2,00

0,00 .
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900

Lepkosci graniczne / Limiting Viscosity Values (at equilibrium) [Pa‘s]

Rys. 3. Zalezno§é A0 = f(n.) przy szybkosci $cinania 30, 50, 70, 100, 150 [s'].
Fig. 3.  The relation A0 = f(n,) at a shearing rate of 30, 50, 70, 100, 150 [s].
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Rys4. Zaleznosé A0 = f(n.) przy szybkosci $cinania 30 [s'].
Fig. 4.  The relation AQ = f(n,) at a shearing rate of 30 [s].
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Rys 5. Zaleznos¢ A0 = f(n,) przy szybkosci $cinania 70 [s'].
Fig.5. The relation AQ = f(1,) at a shearing rate of 70 [s™'].
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Rys. 6. Zalezno$¢ A0 = f(n,) przy szybkosci écinania 150 [s].
Fig. 6.  The relation AO = f(n.) at a shearing rate of 150 [s].

Poréwnujac wlasne wyniki badan z eksperymentami przeprowadzonymi przez
O’Donnel i Butler [10] oraz Butler i McNulty [4] nalezy stwierdzi¢, ze krzywe
przedstawiajace zalezno$¢ lepkosci od czasu przy statych szybko$ciach $cinania maja
podobny charakter, tzn. w warunkach statej szybko$ci $cinania lepko$ci jogurtéw
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maleja w czasie, podobnie zreszta jak wartosci lepkosci rownowagowych. Materiat
biologiczny uzyty w badaniach wtasnych byl inny niz w przytoczonych publikacjach,
stad warto$ci uzyskanych wynikéw moga r6zni¢ si¢ od siebie w znaczny sposéb.

Whioski

1. Model Butler i McNulty polega na rozwiazywaniu funkcji uwiktanych i pozwala
na liniowy opis proceséw zachodzacych w materiale biologicznym o charakterze
emuls;ji.

2. Najlepsze przyblizenie danych do$wiadczalnych do krzywej postaci n = f(t)
otrzymano w przypadku 29 punktéw doswiadczalnych. Wskazuje na to najnizsza
warto$¢ wspoélczynnika wariancji CV oraz najwyzsza wspéiczynnika korelacji R w
catym przedziale wykonanych badan.

3. Istnieje zwiazek pomigdzy pomiarami lepko$ci a zawartos$cia thuszczu w badanym
medium.

4. Wyznaczono obszar optymalnych szybkos$ci $cinania jogurtow o réznym czasie
dojrzewania. Proponuje si¢ wykonywanie badan wtasnosci reologicznych jogurtéw
w nastgpujacym zakresie szybkosci $cinania
e 0d 30 do okoto 110 s materiat o nizszej zawartosci thuszczu
e 0d 20 do okoto 100 s materiat 0 wyzszej zawartosci thuszczu.
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DETERMINING A RANGE OF OPTIMAL SHEARING RATES IN YOGURTS SHOWING
DIFFERENT AGING TIMES

Summary

In the paper, there are discussed results obtained while investigating rheological properties of yogurts
with different ageing times. Three types of natural yogurts showing various fat contents (2.2-3.3%) were
four times tested. The tests were performed on different days during the expiry periods of yoghurts. Each
test of a yogurt sample lasted 713 s, and during this time, the following constant shearing rates were
applied, one after another: 30, 50, 70, 100 and 150 s’ The time interval was 23 s, and it was possible to
score 31 testing points in each measuring series during this time. Some rheological parameters were
measured, and an attempt was made to describe them using a mathematical model. Next, the results
obtained were analysed, and, on this basis, a range of optimal shearing rates was determined for yogurts
showing different ageing times. Based on the experiments accomplished, it was found that the
experimental data were the nearest to the curve n = f (t) in case of 29 experimental points. This fact is
proved by the lowest value of the ‘CV’ variance coefficient and the highest value of the ‘R’ correlation
coefficient within the whole range of the experiments carried out. In addition, it was stated the existence
of a relationship between the value of a shearing rate and the structure of a medium under investigation.

Key words: yogurt, rheology, ageing time.
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INTERAKCJE PEKTYNAZ I FOSFATAZ W PROCESIE ZMIAN
BIODOSTEPNOSCI BIALKA Z PASZY DLA DROBIU

Streszczenie

Badano wptyw enzyméw fosforolitycznych i pektynolitycznych na biodostgpno$¢ biatka oraz
okres$lono interakcje zachodzace pomigdzy dziataniem tych enzymoéw. Analizy prowadzono z
wykorzystaniem metody in vitro, symulujacej warunki trawienia w przewodzie pokarmowym ptakéw.
Wyniki analizowano stosujac dwuczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA (dwuelementowe kombinacje
aktywno$ci enzymatycznych — preparaty: Finase P, Finase AP, Rapidase pomaliq 2F, Energex L).
Wykazano, ze zaréwno dodatek pektynaz, jak i fosfataz do paszy ma istotny wptyw na st¢zenie biatka
oznaczanego w dializacie. Ponadto wykazano, ze kooperacja z preparatami pektynolitycznymi jest
efektywniejsza w przypadku fosfatazy kwasnej niz fitazy. Stwierdzono takze, ze wysoka aktywno$¢
pektynoesterazy w preparatach pektynolitycznych jest czynnikiem ograniczajacym biodostgpnos¢ biatka.

Stowa kluczowe: pektynazy, fosfatazy, biodostgpnos¢ biatka.

Wstep

Preparaty enzymatyczne maja szerokie zastosowanie w przemysle paszowym. Ich
wykorzystanie zwigksza dostgpno$¢ sktadnikéw odzywczych z paszy pochodzenia
roslinnego, zwilaszcza dla zwierzat monogastrycznych. Obecno$¢ sktadnikéw
antyzywieniowych, takich jak fityniany czy niestrawne polisacharydy nieskrobiowe
(NSP) moze by¢ niwelowana przez wzbogacanie diet dla drobiu w preparaty
enzymatyczne. Zastosowanie preparatow fosforolitycznych, powodujacych rozktad
fitynianéw, zwigksza nie tylko przyswajalnos¢ fosforu, ale poprawia takze
biodostepnos¢ metali (Ca, Mg, Zn, Fe) [8], biatka [2, 17] i cukrowcoéw [12] tworzacych
kompleksy z kwasem fitynowym. W ostatnich latach pojawity si¢ w literaturze
doniesienia na temat zastosowania preparatéw pektynolitycznych w zywieniu zwierzat
monogastrycznych [14, 16]. Preparaty te, oprécz aktywnosci gtéwnych enzymoéw
rozkladajacych pektyny, wykazuja istotne aktywnosci enzyméw rozktadajacych inne
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polisacharydy nieskrobiowe (B-glukany, hemicelulozy, ksylany). Wysoki stopien
polimeryzacji NSP, czgsto silnie rozgatgziona struktura oraz obecno$¢ grup
zdysocjowanych sprawia, ze zwiazki te tatwo wiaza rézne substancje, tworzac duze
konglomeraty [1]. W $rodowisku przewodu pokarmowego w sktad tych konglomeratéw
najczesciej wchodza czasteczki biatka, skrobi, lipidéw, wolne aminokwasy, witaminy i
r6zne mikroelementy, a nawet enzymy trawienne. Juz w roku 1983 Ikeda i Kuzano [6]
doniesli o inhibitujacym wptywie pektyny, celulozy i ksylanu na aktywno$¢ enzyméw
katalizujacych hydroliz¢ wiazan peptydowych, giéwnie pepsyny i trypsyny. Innym
czynnikiem decydujacym o antyzywieniowym dziataniu NSP jest ich hydrofilowy
charakter, co wptywa na wzrost lepkosci tresci jelitowej [3] i spowolnienie jej przeptywu
szczegOlnie u mtodych zwierzat [7].

Celem badan byto okre$lenie wpltywu preparatow pektynolitycznych i
fosforolitycznych na biodostgpno$¢ biatka oraz okreslenie mozliwych interakcji
zachodzacych pomigdzy dziataniem tych preparatow.

Material i metody badan

Material badawczy stanowita mieszanka kukurydziano-sojowa dla drobiu. Jeden
kilogram paszy charakteryzowal si¢ energia metaboliczna 12,47 MJ (2980 kcal)
i zawierat sktadniki odzywcze w nastgpujacych ilosciach: biatko ogétem — 21,60%,
wapn — 0,6%, fosfor catkowity — 0,40%, fosfor przyswajalny — 0,11%. Do gtéwnych
sktadnikéw paszy nalezaty: $ruta kukurydziana (56,3%), poekstrakcyjna $ruta sojowa
(38,0%) i olej rzepakowy (3,6%).

Do badan zastosowano dwa handlowe preparaty pektynolityczne pochodzenia
mikrobiologicznego: Energex L firmy Novo Nordisk i Rapidase pomaliq 2F firmy
Gist-Brocades oraz dwa preparaty fosforolityczne pochodzenia mikrobiologicznego
fitazg — Finase P i fosfataz¢ kwasna — Finase AP firmy AB Enzymes OY. W kazdym
z preparatow oznaczano aktywnoS$ci gléwne i towarzyszace.

Aktywno$¢ poligalakturonazy (EC 3.2.1.15) oznaczano w obecnosci 0,678%
roztworu pektyny o pH 4,5, w temp 40°C, w ciagu 10 min. Za jednostke aktywnoS$ci
poligalakturonazy (PGU) przyjeto ilos¢ enzymu, ktéra w warunkach oznaczenia
uwalnia 1 pmol kwasu D-galakturonowego w ciagu 1 min [11].

Aktywno$¢ pektynoesterazy (EC 3.1.1.11) oznaczano metoda miareczkowania
potencjometrycznego uwalnianych w czasie reakcji grup karboksylowych. Jako
substrat stosowano 0,5% roztwdér pektyny o pH 4,5. Reakcja zachodzita w temp 40°C
w ciagu 10 min. Jednostke aktywnos$ci pektynoesterazy (PEU) zdefiniowano jako ilo$¢
enzymu rownowazna 1 ml 1 M NaOH potrzebnego do utrzymania stalego pH
mieszaniny reakcyjnej przez 1 min w warunkach reakcji [4].
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Ogodlna aktywno$¢ pektynolityczna oznaczano w temp. 20°C po uprzedniej
hydrolizie 0,5% roztworu pektyny w temp. 40°C, przy pH réwnym 3,2. Jako jednostke
aktywnosci pektynolitycznej przyjeto stopnie PM (°PM) okres$lajace w ilu litrach 0,5%
roztworu pektyny mozna osiagna¢ spadek lepkosci o 85%, w ciagu 5 godz, w temp.
20°C pod wptywem dziatania 1 kg preparatu pektynolitycznego [13].

Aktywnos¢ fitazy (EC 3.1.3.8) oznaczano w temp. 40°C, w ciagu 30 min, stosujac
jako substrat 5 mM roztwor fitynianu sodu o pH 5,0. Jednostkg aktywnosci fitazy
(FTU) okreslano jako ilos¢ enzymu uwalniajaca 1 wmol fosforu w ciagu 1 min w
warunkach reakcji [5].

Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej (EC 3.1.3.2) oznaczano w temp. 40°C, inkubujac
enzym z 5,5 mM roztworem soli sodowej p-nitrofenylofosforanu o pH 4,5 przez 15
min. Jednostke aktywnosci fosfatazy kwasnej (AcPU) definiowano jako ilo$¢ enzymu,
ktéra w warunkach reakcji uwalnia 1 pmol p-nitrofenolu w ciagu 1 min [18].

Aktywno$¢ proteazy kwasnej (EC 3.4.23.6) oznaczano metoda Ansona wobec
2,5% roztworu hemoglobiny. Inkubacje prowadzono przez 10 min, w temp. 40°C przy
pH 2,8. Uwolnione aminokwasy i krotkotancuchowe peptydy oznaczano z
odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a. Jako jednostk¢ aktywno$ci proteazy kwasnej
(AcPRU) przyjeto ilos¢ enzymu, ktéra hydrolizuje hemoglobing w takim stopniu, zZe
barwa z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a odpowiada tej, jaka powoduje 1 pmol
tyrozyny w warunkach oznaczenia [13].

Aktywnos$¢ ksylanazy (EC 3.2.1.8) oznaczano w temp 40°C, w ciagu 10 min,
stosujac w charakterze substratu 3,33% roztwor ksylanu o pH 5,0. Jednostke
aktywnosci ksylanazy (XU) zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu uwalniajaca w warunkach
reakcji 1 wmol ksylozy w ciagu 1 min [11].

Aktywno$¢ celulazy (EC 3.2.1.4) oznaczano wobec 0,833% roztworu CM-
celulozy w temp. 40°C, przy pH réwnym 5,0 w ciagu 10 min. Jako jednostke
aktywnosci celulazy (CU) przyjeto ilo§¢ enzymu potrzebng do uwolnienia 1 pmola
glukozy w ciagu 1 min w warunkach analizy [14].

Aktywno$¢ PB-glukanazy (EC 3.2.1.6) oznaczano w temp. 40°C przy pH 5,0,
prowadzac dwudziestominutowa inkubacje enzymu z 1,66% roztworem lichenanu.
Jednostkg aktywnosci B-glukanazy (GIU) zdefiniowano jako ilo$¢ enzymu konieczng
do uwalniania 1 pumola glukozy w ciagu 1 min [11].

Biodostgpno$¢ biatka badano, stosujac metode¢ in vitro symulujaca uktad
trawienny ptaka opracowana przez Zyle i wsp. [17]. Preparaty fitazy i fosfatazy
kwasnej stosowano w dawkach wysycajacych w procesie defosforylacji paszy
pszenno-sojowej, réwnych 750 FTU i1 3156 AcPU na 1 kg paszy [16]. Preparaty
pektynolityczne stosowano w dawce optymalnej 100 PGU na 1 kg paszy, ktéra
wyznaczano w pierwszym etapie badan. Wszystkie analizy prowadzono w 6
powtdrzeniach. Biatko (produkty hydrolizy biatka) w dializacie oznaczano metoda
Lowry’ego [10].
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Wyniki opracowano statystycznie, stosujac dwuczynnikowa analiz¢ wariancji.

Wiyniki i dyskusja

Optymalna dawke wieloaktywnos$ciowych preparatow pektynolitycznych
standaryzowano w badaniach in vitro wedlug aktywnosci poligalakturonazy. Uzyskane
wyniki przedstawiono na rys. 1. Jako optymalna dawke¢ uznano ilo$¢ preparatu
wprowadzajaca aktywno$¢ poligalakturonazy réwna 100 PGU do 1 kg paszy. W tab. 1.
przedstawiono poziomy aktywnosci gtéwnych i aktywnosci towarzyszacych, ktére
byly wprowadzane z preparatami pektynolitycznymi do 1 kilograma mieszanki
paszowe;j.

55 —
Rapidase pomaliq 2F
50 —
23
B E
45 | Energex L
o =
E= )
S0
m &L |
40 —

% | | | |

0 50 100 150 200
Aktywnos¢ poligalakturonazy [PGU]
Polygalacturonase activity [PGU]

Rys. 1. Zalezno$¢ migdzy aktywnoscia poligalakturonazy (PGU) w preparatach pektynolitycznych
a iloscia biatka uwalnianego z paszy kukurydziano-sojowej.

Fig. 1.  The relation between a polygalacturonase activity (PGU) in pectolytic preparations and amounts
of protein released from a maize-soyabean-feed.

Tabela 1
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Aktywnosci enzymatyczne towarzyszace 100 PGU w badanych preparatach pektynaz w przeliczeniu na 1
kg paszy kukurydziano-sojowej.
Enzymatic activities accompanying the standardized level of 100 PGU as found
in the pectinase preparations per one kg of feed.

Aktywno$ci enzymatyczne

Nazwa Dawka : o
Enzymatic activities
preparatu ul/kg paszy
Name of Dosage
. PGU |PEU| °PM FTU | AcPU | AcPRU | XU GIU CU
preparation | pl/kg of feed
Energex L 4,3 100 | 2,4 |11943,0| 0,033 | 6,91 15,5 2 13,7 1,8
Rapidase 40 100 | 20,6 231808 (0,029 007 | 44 | 75 |1546| 169
pomaliq 2F

W stosowanych dawkach preparat Energex L zawierat znaczacy poziom jedynie
ogdblnej aktywno$ci pektynolitycznej (11943 °PM), pozostate aktywnosci byly
sladowe. Pektynaza Rapidase pomaliq 2F charakteryzowata si¢ relatywnie wysoka
aktywnos$cia enzymoéw rozktadajacych nieskrobiowe polisacharydy, a ogdlna
aktywnos$¢ pektynolityczna tego preparatu byta dwukrotnie wyzsza niz w preparacie
Energex L. Preparat Rapidase pomaliq 2F wykazywal takze znaczacy poziom
pektynoesterazy, wynoszacy 20,6 PEU na 1 kg paszy. Oba preparaty charakteryzowaty
sladowe aktywnosci: fitazy, fosfatazy kwasnej i proteazy kwasne;j.

W tab. 2. przedstawiono aktywno$ci enzymatyczne towarzyszace wysycajacym
dawkom handlowych preparatow fitazy (Finase P) i fosfatazy kwasnej (Finase AP)
wprowadzanym do 1 kg paszy. Stosowane preparaty fitazy i fosfatazy kwasnej nie
wykazaty ogélnej aktywnosci pektynolitycznej ani pektynoesterazowe;j.

Tabela 2
Aktywnosci enzymatyczne towarzyszace wysycajacym dawkom fitazy i fosfatazy kwasnej w przeliczeniu

na 1 kg paszy kukurydziano-sojowe;j.
Enzymatic activities accompanying the saturated levels of phytase and acid phosphatase per kg of feed.

Nazwa Dawka Aktywno$ci enzymatyczne
preparatu | [pl/kg paszy] Enzymatic activities
Name of Dosage
. PGU | PEU | °PM | FTU | AcPU | AcPRU | XU | GIU | CU
preparation | [ul/kg of feed]
Finase P 0,3 80 0 0 750 305 24 53 32 54
Finase AP 0,48 106 0 0 178 | 3156 97 82 22 32

Wszystkie preparaty stosowane w do$wiadczeniach in vitro wplywaly istotnie na
poziom uwalnianego biatka (rys. 2). Z preparatow pektynolitycznych nieznacznie lepsze
rezultaty uzyskano w przypadku preparatu Rapidase pomaliq 2F, ktéry spowodowat
wyzszy o 23% przyrost ilo$ci biatka w dializacie niz preparat Energex L. Fakt ten mozna
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wytlumaczy¢ wykazanymi uprzednio w preparacie Rapidase pomaliq 2F wyzszymi, niz
w preparacie Energex L, poziomami wszystkich aktywno$ci enzyméw rozktadajacych
NSP. Wywotana przez glikozydazy depolimeryzacja paszowych pektyn, ksylanéw i [B-
glukandw obnizata lepko§¢ paszy trawionej metoda in vitro, ponadto podwyzszata
dostgpnos¢  substratu  (biatka), uwalniajac go =z wielkich polisacharydowych
konglomeratéw, jak rowniez eliminowata inhibitujacy wptyw nieskrobiowych
polisacharydéw, zwigkszajac tym samym ilo$¢ aktywnych czasteczek enzymoéw
trawiennych.

52 —
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40 —
36 —

B F+KF R+F R+KF R+F+KF E  E+F E+KF E+F+KF

Biatko [mg/g]
Protein [mg/g]

Rys. 2. Wplyw dodatku preparatow enzymatycznych na poziom biatka uwalnianego z paszy do
dializatu. [K — préba kontrolna, F — fitaza (Finase P), KF — fosfataza kwasna (Finase AP), E —
preparat Energex L, R — preparat Rapidase pomaliq 2F]. Rézne litery superskryptu oznaczaja
réznice statystycznie istotne (test LSD).

Fig.2. The influence of different enzyme preparations added to feed on the concentration of protein
being released from feed to a dializate. [K — control, F — phytase (Finase P), KF - acid
phosphatase (Finase AP), E — Energex L pectinase preparation, R — Rapidase pomaliq 2F
pectinase preparation]. Different letters in superscripts denote statistically essential difference
(LSD test).

Zaréwno fitaza, jak i fosfataza kwasna, wptynety istotnie na przyrost ilosci biatka

w dializacie (rys. 2), ale pomigdzy efektywno$cia dziatania tych preparatéw nie

obserwowano istotnych  statystycznie réznic. Zastosowanie réwnoczesnie
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wysycajacych dawek obu fosfataz nie zwigkszalo w sposéb istotny ilosci biatka
uwalnianego z paszy. Pomigdzy dziataniem preparatéw fosforolitycznych zachodzita
interakcja (tab. 3). Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze preparat Finase AP dziatajacy bez
dodatku preparatu Finase P wptywat istotnie na wzrost poziomu biatka uwalnianego do
dializatu, mimo iz fosfataza kwas$na samodzielnie nie jest w stanie hydrolizowac¢ kwasu
fitynowego. Substratem do jej dziatania moze by¢ dopiero produkt powstaty w reakcji
(odszczepienia pierwszej reszty fosforanowej od kwasu fitynowego) katalizowanej
przez fitazg [15]. Wskazuje to, ze poziom aktywnosci endogennej fitazy sktadnikéw
paszy i poziom aktywnoS$ci fitazowej wprowadzanej z wysycajaca dawka preparatu
Finase AP byly wystarczajace do uwolnienia odpowiedniej ilo$ci substratu.

Tabela 3
Wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA.
Results of the two way ANOVA variance analysis.
Interakcje F — wartos¢ testu P — prawdopodobienstwo
Interactions F — test value P — probability
Finase P x Finase AP 10,65 0,003
Finase P x Energex L 12,06 0,002
Finase P x Rapidase pomaliq 2F 53,29 0,000
Finase AP x Energex L 0,01 0,924
Finase AP x Rapidase pomaliq 2F 8,46 0,007

W tab. 3. przedstawiono wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA
(dwuelementowe kombinacje aktywno$ci enzymatycznych — preparaty: Finase P,
Finase AP, Rapidase pomaliq 2F, Energex L). Zbadano interakcje uktadéw: Finase P x
Energex L, Finase P x Rapidase pomaliq 2F, Finase AP x Energex L, Finase AP x
Rapidase pomaliq 2F. Stwierdzono brak interakcji i zarazem istotny wzrost st¢zenia
biatka tylko przy kooperacji preparatow Finase AP i Energex L (rys. 2). W przypadku
tych preparatow prawdopodobienstwo, ze przyrosty ilosci uwalnianego biatka
pochodzace od kazdego z preparatéw oddzielnie sa addytywne wyniosto 92,4%.
Dowodzi to, ze substratem tych enzymoéw sa rézne kompleksy wiazace biatka i zaden z
produktéw powstatych w reakcjach przez nie katalizowanych nie wptynat inhibitujaco
na aktywno$¢ drugiego preparatu, jak réwniez nie spowodowal dodatkowego
kompleksowania biatka. W przypadku preparatéw Rapidase pomaliq 2F i Finase AP
zaobserwowano istotng interakcje (tab. 3) i niewielki wzrost ilo$ci uwalnianego biatka
(rys. 2). Spowodowane to bylo wysoka aktywnoscia pektynoesterazy, obecnej w
preparacie Rapidase pomaliq 2F. Powstate w wyniku akcji pektynoesterazy wolne
grupy karboksylowe prawdopodobnie chelatowaty biatko uwalniane przez fosfatazg z
kompleksow fitynowych, co ograniczylo dostgp peptydaz do substratu. Ponadto
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negatywny wptyw moégt wynikaé z wiazania przez wolne grupy karboksylowe jonéw
wapnia, ktére sa aktywatorami wielu fosfomonoesteraz [9, 14].

Stwierdzono, ze fitaza wspoétdziatajaca z preparatami pektynolitycznymi uwolnita
do dializatu znacznie mniejsze ilosci biatka niz fosfataza kwasna w potaczeniu z tymi
preparatami. Pomiedzy fitaza i preparatami pektynaz wystapity istotne interakcje (tab.
3). Wspdldziatanie preparatéw Finase P i Energex L spowodowalo 3,6 razy mniejszy
przyrost (w stosunku do akcji samego preparatu Energex L) ilosci biatka w dializacie
niz wspdéldziatanie preparatow Finase AP i Energex L. Zastosowanie fitazy i preparatu
Rapidase pomaliq 2F spowodowato spadek uwalnianego biatka o 7% wzgledem
wynikdw otrzymanych przy zastosowaniu tylko pektynazy. Analiza statystyczna
wykazata istotna interakcje tych preparatéw (tab. 3). Nie stwierdzono istotnych réznic
pomigdzy iloScia biatka uwalnianego do dializatu przy wprowadzeniu do paszy
petnego zestawu preparatow (Finase P + Finase AP + preparat pektynolityczny) i
zestawem Finase AP + preparat pektynolityczny, co potwierdza mala efektywnos¢
dziatania fitazy w procesie uwalniania biatka.

Whioski

1. Zastosowanie preparatéw fosforolitycznych, jak i pektynolitycznych, ma istotny
wplyw na ilo$¢ biatka uwalnianego z paszy poddanej trawieniu in vitro.

2. Preparat fosfatazy kwasnej (Finase AP) we wspdldziataniu z preparatami
pektynolitycznymi powoduje uwalnianie istotnie wigkszych iloSci biatka niz
preparat fitazy (Finase P) w potaczeniu z tymi preparatami.

3. Wysoka aktywno$¢ pektynoesterazy w preparatach pektynolitycznych ogranicza
uwalnianie biatka do dializatu.

4. Dziatanie preparatu fosfatazy kwasnej i preparatu pektynolitycznego o bardzo
niskim poziomie pektynoesterazy (Energex L) nie wykazalo interakcji (Finase P x
Energex L p = 0,924), a przyrosty uwalnianego biatka pod wptywem dziatania tych
preparatéw byty addytywne.
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INTERACTIONS BETWEEN PECTINASES AND PHOSPHATASES DURING A PROCESS OF
ALTERING THE PROTEIN BIOAVAILABILITY IN FEED STUFF FOR POULTRY

Summary

The effects of pectinases and phosphatases on the bioavailability of protein and interactions between
these enzymes were studied. Analysis were performed using an in vifro method simulating conditions of
the bird’s intestinal digestion tract. The results obtained were analysed using a two way ANOVA variance
analysis (two factor combinations of enzymatic activities — the preparations: Finase P, Finase AP,
Rapidase pomaliq 2F, and Energex L). The investigations evidenced that the addition of pectinases and
phosphatases significantly influenced protein levels being determined in the dializate. Moreover, it was
proved that the cooperation with the pectinase preparations was more effective for the acid phosphatase
than for the phytase. It was also confirmed that the high pectin esterase activity in pectinase preparations
was a factor limiting the protein bioavailability.

Key words: pectinases, phosphatases, protein bioavailability
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WPLYW DOLISTNEGO STOSOWANIA JONOW Ca’" ORAZ
PROCESU SUSZENIA NA ZAWARTOSC o-TOKOFEROLU,
B-KAROTENU I KSANTOFILI W OWOCACH PAPRYKI SEODKIEJ

Streszczenie

Okreslono wptyw jondow wapniowych (stosowanych dolistnie) oraz procesu suszenia na zawarto$¢ wi-
tamin przeciwutleniajacych: tokoferoli (wit. E), B-karotenu (prowitaminy A) i ksantofili w owocach pa-
pryki stodkie;j.

Badaniom poddano dwie odmiany papryki: King Arthur i Red Knight. W fazie 45 lisci sadzonki pry-
skano roztworem CaCl,, po czym wysadzano je do gruntu. Prébg kontrolng stanowity rosliny bez opry-
sku. Do analiz chemicznych pobierano owoce w petni dojrzate. Po usunigciu gniazd nasiennych z owocni
przygotowywano ekstrakty. Frakcje tokoferoli, [B-karotenu i ksantofili izolowano za pomoca metod
chromatograficznych, a zawarto§¢ poszczeg6lnych sktadnikéw oznaczano spektrofotometrycznie.

Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze owoce ro$lin kontrolnych odmiany Red Knight charakte-
ryzowaly si¢ ponad dwukrotnie wyzsza zawartoscia o-tokoferolu i B-karotenu oraz o 60% wyzsza zawarto-
$cig ksantofili niz owoce odmiany King Arthur. Proces suszenia papryki spowodowat 70—78% spadek zawar-
tosci a-tokoferolu oraz 12-46% zmniejszenie zawartosci 3-karotenu w owocach obu odmian. Natomiast
zawarto$¢ ksantofili zwigkszyta si¢ 0 22% zardwno w owocach odmiany King Arthur, jak i Red Knight.

Podczas suszenia papryki, pochodzacej z roslin poddanych opryskowi, nie odnotowano korzystnego
wplywu jonow Ca’" na trwaltos¢ zawartego w owocach o-tokoferolu. Pod wzgledem zawartosci B-
karotenu, zmniejszenie strat tego sktadnika stwierdzono jedynie w owocach odmiany Red Knight — z 46
do 15%. Suszenie papryki odmiany King Arthur spowodowato za§ powigkszenie straty -karotenu z 12 do
14%. Jony Ca*" wplynely korzystnie na zawarto$¢ ksantofili w §wiezych owocach obu odmian, natomiast
suszenie sprzyjato wzrostowi zawartosci tych sktadnikow (o 30%) w papryce odmiany King Arthur.

Stowa kluczowe: papryka stodka, proces suszenia, o -tokoferol, B-karoten, ksantofile, Ca®".

Wprowadzenie

Owoce papryki naleza do cennych warzyw pod wzgledem odzywczym, zawieraja
bowiem witaminy o wlasciwosciach przeciwutleniajacych: C, E oraz B-karoten, czyli

Dr hab. I. Perucka, prof. AR, dr M. Materska, Katedra Chemii, Akademia Rolnicza, ul. Akademicka 13,
20-950 Lublin
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prowitaming A. Zawarto$¢ tych zwiazkow zalezy od odmiany i fazy dojrzatosci papry-
ki. Najwigcej witamin znajduje si¢ w owocach w pelni dojrzatych — catkowicie wy-
barwionych [3, 4, 5, 6, 7, 9, 14]. O czerwonej barwie owocow papryki decyduje obec-
no$¢ specyficznych dla niej ksantofili — kapsantyny i kapsorubiny. Ich zawarto$¢ takze
w duzym stopniu zalezy od odmiany [1, 3] i warunkoéw pogodowych podczas wzrostu
roslin [10].

Niekorzystne warunki pogodowe, wystepujace w wielu krajach o klimacie umiar-
kowanym, nie sprzyjaja uzyskaniu pelnej dojrzatosci owocow. Dlatego coraz czgsciej
stosowane sa substancje przyspieszajace proces dojrzewania owocow. Jedna z nich jest
etefon, ktory zastosowany 2 tygodnie przed zbiorem zwigksza ilo§¢ dojrzatych owo-
cow. W badaniach wlasnych nad mozliwoscia zastosowania etefonu w uprawie papryki
ostrej we wczesnej fazie wzrostu roslin wykazano podobny efekt [12]. Przyspieszenie
dojrzewania owocdéw papryki ostrej stwierdzono réwniez po lacznym zastosowaniu
etefonu z Ca®" [13] oraz samych jonéw wapniowych [15]. Badania wptywu Ca®" na
jako$¢ owocow pod wzgledem zawartosci witamin wykazaly zréznicowana reakcje
roslin. W owocach odmian ostrych nie stwierdzono istotnego wptywu Ca>" na poziom
witamin, natomiast w owocach odmiany poétostrej zanotowano wzrost poziomu [3-
karotenu o okoto 30% w poréwnaniu z probami kontrolnymi [15]. Na temat funkcji
jonow wapnia jako stabilizatora proceséw biochemicznych, zachodzacych podczas
przechowywania owocow i warzyw, wykonano niewiele prac. Whitaker i wsp. [16],
stosujac jony wapnia do stabilizacji pektyn zawartych w jabtkach podczas ich prze-
chowywania, odnotowali, ze traktowanie jablek roztworem CaCl, stabilizowalo meta-
bolizm tluszczowy. Podano réwniez, ze w zielonych jabtkach traktowanych Ca®" pro-
ces rozktadu karotenoidéw oraz chlorofili byt spowalniany i dzigki temu podczas prze-
chowywania nie zmienialy swojej barwy [16].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu jonéw wapniowych (stosowanych
dolistnie przez oprysk roslin w fazie 4-5 liSci) na zawarto$§¢ przeciwutleniaczy:
o-tokoferolu (witaminy E), B-karotenu (prowitaminy A) i ksantofili w §wiezych oraz
wysuszonych owocach wybranych odmian papryki stodkie;.

Material i metody badan

Materialem do$wiadczalnym byly owoce papryki stodkiej dwoch odmian: King
Arthur 1 Red Knight, pochodzace z prywatnego gospodarstwa ogrodniczego w Mosz-
nej k. Nateczowa. Przed wysadzeniem ro$lin do gruntu, w fazie 4-5 lisci, zastosowano
jednokrotny oprysk rozsady roztworem CaCl, (0,1 M). Probg kontrolna stanowity ro-
sliny papryki bez oprysku. Do analiz pobierano owoce w peli dojrzate, po 1 kg
z kazdej odmiany, zaréwno z roslin poddanych dziataniu Ca®*, jak i kontrolnych. Do
analiz chemicznych pobierano tylko czg$¢ konsumpcyjna owocéw — owocnie. Jedna
czes¢ kazdej proby rozdrabniano i przygotowywano odwazki do oznaczania tokofero-
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li i B-karotenu. Druga cze¢$¢ suszono w temp. 25-30°C w komorze cieplnej z nawie-
wem, a nastgpnie mielono. Analizy chemiczne wykonywano po 2 miesigcach prze-
chowywania zar6wno §wiezych probek w eterze naftowym w temp. 4-6°C, jak i wysu-
szonych probek przechowywanych w temp. 20 £ 2°C w torbach papierowych bez do-
stgpu $wiatla. Termin analiz zostal wybrany na podstawie wynikoéw badan Daooda i
wsp. [3], ktorzy stwierdzili, ze podczas przechowywania wysuszonych owocoéw papry-
ki przez 2 miesiace, straty B-karotenu wynosity ok. 30%, a poziom o-tokoferolu obni-
zyt sig¢ o ok. 80%, natomiast dtuzsze przechowywanie spowodowato gwaltowny spa-
dek prowitaminy A, o ponad 80% i catkowite utlenienie a-tokoferolu.

a-Tokoferol analizowano zmodyfikowana metoda Muller-Muleta [11]. Do analiz
pobierano probki §wiezych owocow wielkosci 10 g, a wysuszonych 5 g. Frakcje za-
wierajace o-tokoferol i1 karotenoidy ekstrahowano eterem naftowym zmieszanym z
acetonem w proporcji 1:1. Po oddzieleniu tkanki roslinnej ekstrakt przenoszono do
rozdzielacza. Aceton usuwano woda, a ekstrakt eterowy po osuszeniu bezwodnym
Na,S0, zatezano do sucha w wyparce prozniowej do niewielkiej objgtosci, a nastepnie
przenoszono do kolbek o pojemnosci 10 cm® (ekstrakt ze $wiezych owocow) lub
25 cm’ (z wysuszonych). Z kolbki miarowej zawierajacej ekstrakt pobierano 5 cm’
probki i odparowywano do sucha w wyparce prozniowej. Nastepnie dodawano etanol,
roztwor tokoferolu zawierajacy 0,1 mg wzorca, cato$¢ przenoszono do kolbki miaro-
wej, dodawano buforu octanowego (2 cm®), 0,2% roztworu chlorku zelaza(III)
(0,4 cm’) i0,5% a,0-dipirydylu (0,4 cm’) i calos¢ uzupetiano etanolem do 10 cm’.
Pomiar absorbancji tego roztworu wykonywano po 20 min w spektofotometrze Shima-
dzu UV-vis przy A = 525 nm. Zawarto$¢ a-tokoferolu oznaczano na podstawie krzywej
wzorcowej. Roztwory wzorcowe przygotowano z roztworu podstawowego zawieraja-
cego 1 mg a-tokoferolu w 1 cm’ etanolu. Do kolbek o pojemnosci 10 cm® pobierano 0;
0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 i 0,50 cm® roztworu wzorcowego , a nastgpnie dodawano
odczynniki w tych samych ilo$ciach i kolejnosci, jak do analizowanych probek. Warto-
$ci absorbancji otrzymanych roztworéw wzorcowych mierzono réwniez w tych sa-
mych warunkach, jak roztworéw otrzymanych z ekstraktow z papryki.

Zawarto$¢ karotenoidow oznaczano metoda spektrofotometryczng po rozdziale za
pomoca chromatografii kolumnowej [2]. Otrzymane ekstrakty wprowadzano do ko-
lumny wypetionej Ca(OH),. B-karoten wymywano mieszaning eteru naftowego i ace-
tonu 98:2 (v/v), a ksantofile roztworem w przedziale stezen od 5 do 20% acetonu w
eterze naftowym. Po catkowitym wymyciu karotenoidow z kolumny, otrzymane frak-
cje przenoszono do kolbek miarowych i dopeliano eterem naftowym do okreslonej
objetosci. Poziom B-karotenu (x) oznaczano mierzac warto$¢ absorbancji w spektofo-
tometrze Shimadzu UV-160A przy A = 450 nm, a ksantofili przy 470 nm i przeliczajac
warto$ci z rownania [2]:
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_4274-4-V
m-1000-d
gdzie:
A — absorbancja; V — objgtos¢ roztworu; m — masa probki; d — szerokos¢ kuwety;
427.4 — wspotczynnik roztworu wzorcowego ustalony do$wiadczalnie.

Wszystkie oznaczenia chemiczne przeprowadzono w trzech powtoérzeniach.
Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej. Do oceny istotno$ci réznic migdzy
wartosciami $rednimi zastosowano analize wariancji. Istotno$¢ roznic oceniano testem
Tuckey’a na poziomie istotnosci o = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Zmiany zawarto$ci o-tokoferolu oraz -karotenu w stodkich odmianach papryki,
pod wplywem dolistnego oprysku roslin roztworem CaCl, oraz procesu suszenia owo-
cOow papryki, przedstawiono w tab. 1.1 2.

Zawartos¢ a-tokoferolu byta zrdéznicowana pod wzgledem odmianowym. Owoce
papryki odmiany King Arthur zawieraly o ok. 50% mniej tokoferoli niz Red Knight
(tab. 1). Zastosowanie oprysku ro$lin jonami wapniowymi miato korzystny wptyw na
poziom a-tokoferolu w §wiezych owocach papryki. Stwierdzono, ze owoce odmiany
Red Knight, roslin poddanych dziataniu jonéw wapniowych, zawieraty o ok. 9% wig-
cej tego sktadnika niz proby kontrolne. Otrzymane réznice byly statystycznie istotne.
Zawarto$¢ o-tokoferolu w owocach odmiany King Arthur roslin kontrolnych i na ktére
dziatano Ca®" byta na podobnym poziomie. Nie stwierdzono jednak korzystnego
wptywu Ca”" na trwato$é witaminy E podczas suszenia owocoéw obu odmian papryki.
W czasie tego procesu nastapit 74-85% spadek zawartosci a-tokoferolu, zarowno w
roslinach kontrolnych, jak i poddanych dziataniu jonéw wapniowych.

Znaczny spadek poziomu a-tokoferolu podczas suszenia i przechowywania owo-
coOw odnotowano rowniez w innych badaniach [3]. Stwierdzono, ze zawarto$¢
a-tokoferolu w suszonych owocach papryki zalezy od stopnia odwodnienia probki.
Wedlug Daooda i wsp. [3] synteza a-tokoferolu odbywa si¢ rowniez podczas natural-
nego suszenia, osiagajac maksimum, gdy sucha masa wynosi 53—-68%. Podczas dalsze-
go suszenia nastgpuje spadek koncentracji a-tokoferolu jako wynik szybkiej oksydacji.
Oznaczony w obecnych badaniach spadek poziomu tokoferoli mozna tlumaczy¢ ich
oksydacja podczas suszenia (sucha masa badanych prob wynosita od 77 do 78%)
i przechowywania probek, a-tokoferol dziala bowiem jako pierwsza bariera oksyda-
cyjna.
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Na podstawie wynikow zawartosci B-karotenu w §wiezych 1 wysuszonych owo-
cach papryki stodkiej (tab. 2) mozna stwierdzi¢, ze odmiana King Arthur charaktery-
zowata si¢ ponad dwukrotnie mniejsza zawartoscia -karotenu niz odmiana Red Kni-
ght, analogicznie jak w przypadku a-tokoferolu.

Zaobserwowano takze zroznicowana reakcje roslin obu odmian na dzialanie jo-
néw Ca’’. Po dolistnym stosowaniu CaCl,, w owocach odmiany King Arthur odnoto-
wano 20% wzrost poziomu B-karotenu, a w owocach odmiany Red Knight mniej niz
10% zmniejszenie zawartosci tego sktadnika w poréwnaniu z owocami roslin kontrol-
nych.

Pod wzgledem strat zawarto$ci B-karotenu, spowodowanych procesem suszenia
owocoéw, odnotowano zroznicowanie odmianowe papryki kontrolnej — od 12%
w owocach odmiany King Arthur do 46% w Red Knight. Zastosowanie oprysku roslin
jonami Ca*" miato wplyw na zmniejszenie strat zawartosci B-karotenu podczas susze-
nia owocow Red Knight — z 46 do 15%, a w przypadku King Arthur nastapito powigk-
szenie straty tego sktadnika z 12 do 14%, w stosunku do §wiezych owocow roslin kon-
trolnych (tab. 2).

Wyniki zmian zawartosci ksantofili przedstawiono w tab. 3. Wykazano, ze proces
suszenia wywotal biostymulacje syntezy karotenoidow w owocach obu odmian.
W owocach odmiany King Arthur i Red Knight zawarto§¢ ksantofili zwigkszyta sig
0 22%. Jony wapniowe zastosowane w niniejszych badaniach wywolaty stymulacje
procesu karotenogenezy zachodzacego podczas suszenia owocoOw odmiany King Ar-
thur, czego efektem byt wzrost poziomu ksantofili o ok. 18% w stosunku do roslin
kontrolnych. Jednak réznice byty statystycznie nieistotne. We wczesniejszych bada-
niach, nad wptywem proceséw suszenia i mielenia na stabilno$¢ karotenoidow, wyka-
zano, ze w kazdym etapie wystgpowaly straty zawarto$ci P-karotenu, B-krypto-
ksantyny i zeaksantyny, podczas gdy poziom anteraksantyny i czerwonych barwnikow
(kapsantyny i kapsorubiny) zwigkszat si¢ [10].

Odnotowany w obecnych badaniach wzrost poziomu ksantofili w wysuszonych
owocach w stosunku do $wiezych, mozna thumaczy¢ synteza czerwonych barwnikow
karotenoidowych, ktora odbywa si¢ kosztem ich prekursoréw. Proces ten byt stymulo-
wany przez jony wapniowe gtdéwnie w odmianie King Arthur. Jednak wyjasnienie roli
Ca”" w procesie karotenogenezy wymaga dalszych badan.

Whioski

1. Proces suszenia owocoOw spowodowal zmniejszenie zawartosSci a-tokoferolu i
B-karotenu w owocach badanych odmian papryki stodkiej oraz wzrost poziomu
ksantofili.
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2.

[13]

[14]

Jony wapniowe wplynely korzystnie na jako$¢ wysuszonych owocodw papryki,
odnotowano podczas suszenia nizsze straty zawartosci B-karotenu oraz wzrost po-
ziomu ksantofili w owocach odmiany King Arthur.

Dolistne zastosowanie jonéw wapniowych, w formie oprysku roslin papryki stod-
kiej, miato dodatni wplyw na poziom a-tokoferolu w $§wiezych owocach odmiany
Red Knight oraz na zawarto§¢ P-karotenu i ksantofili w owocach odmiany King
Arthur.
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THE Ca** TREATMENT AND DRYING PROCESS AND THEIR INFLUENCE ON THE
CONTENTS OF a-TOCOPHEROL, 3-CAROTENE, AND XANTHOPHYLL IN SWEET PEPPER
FRUITS

Summary

In this study it was determined the impact of both the Ca®" ions (applied on the leaves) and drying
process on the content of antioxidant vitamins: tocopherols (vitamin E), -carotene (pro-vitamin A), and
xanthophylls in the fruits of sweet pepper. Two pepper varieties (cultivars) were investigated: King Arthur
and Red Knight. During the seedling phase with 4-5 leaves, the leaves were sprayed with a CaCl, solution
and planted in the soil. The control group were made of plants that were not treated using the CaCl, solu-
tion. Only the fully raped fruits were used in the chemical analyses. Extracts were made of pure pericarps
after the seed-bearing core was removed. The fractions of a-tocopherol, B-carotene, and xanthophylls
were isolated by a chromatographic method, and, then, contents of each component were determined
using spectrophotometric methods. On the basis of the investigation results obtained, it was stated that the
fruits of the control Red Knight plants had a content of a-tocopherol and f-carotene that was more than
twice as high as in the King Arthur variety, , and the contents of xanthophylls in Red Knights were by
60% higher if compared with their content in the King Arthur pepper fruits. The drying process, when
applied to the pepper, caused a dramatic decrease (70% to 78%) in the concentration of a-tocopherol,
while the B-carotene content decreased at a lower rate (from 12% to 46%). On the other hand, the content
of Xanthophylls in the two cultivars (King Arthur and Red Arthur) was higher by 22%. While drying the
peppers from the treated plants, there was stated no favourable impact of the Ca®' ions on the stability of
the a-tocopherol contained in their fruits. With regard to B-carotene, its losses were stated only in the Red
Knight fruits, and they decreased from 46% to 15%. When the King Arthur pepper fruits were dried, this
process caused the increase in the loss of B-carotene from 12% to 14%. The Ca®" ions favourably influ-
enced the content of xanthophylls in fresh fruits of the two cultivars, and the drying process was condu-
cive to the increase in the content of these components (by 30%) in the King Arthur pepper.

Key words: sweet peppers, drying process, a-tocopherol, B-carotene, xanthophylls, Ca**
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STOPIEN WDROZENIA SYSTEMOW ZAPEWNIENIA
BEZPIECZENSTWA ZYWNOSCI W POLSKICH ZAKEADACH

Streszczenie

W zwiazku z przystapieniem Polski do UE, w pracy okreslono wptyw harmonizacji polskiego prawa
zywno$ciowego z unijnym na podjgcie przez zaktady produkcyjne decyzji o wprowadzaniu systeméw
zapewniajacych bezpieczenstwo zdrowotne produkcji zywnosci. Badano stopien wdrozenia systemu
HACCP w polskich zaktadach produkcyjnych roznych branz i réznej wielkosci (mate, $rednie, duze).
Badania przeprowadzono metoda ankietowa na losowo wybranej prébie 150 zaktadéw produkcyjnych

Obecnie, polskie zaktady produkcyjne nawet w 50% nie sa przygotowane do produkcji zywnosci
bezpiecznej o oczekiwanej jakosci. Jednak sytuacja jest lepsza niz w roku 2000 i nadal si¢ poprawia.
Nalezy sig¢ spodziewa¢ szybkiego wzrostu liczby zaktadéw, ktére wdroza i beda stosowaé zasady systemu
HACCP. Poréwnujac dane z badan przeprowadzonych w latach 2000 i 2003 stwierdzono, ze w ciagu
trzech lat ponad dwukrotnie wzrosta liczba zaktadéw majacych wdrozony system HACCP oraz takich,
ktére rozpoczynaja pracg nad jego wdrozeniem. Przyczyny poprawy to nie tylko wymoég prawny
zwiazany z przystapieniem Polski do UE. To jest takze deklarowana przez producentéw chgé poprawy
jakosci i1 bezpieczenstwa oferowanych produktéw, co ma ogromne znaczenie przy pozyskiwaniu nowych
kontrahentéw zaréwno krajowych, jak ieuropejskich. Zniesienie barier celnych oraz dostgp do
wymagajacego rynku unijnego, to réwniez istotna przyczyna wdrazania zasad systemu HACCP.

Stowa kluczowe: HACCP, bezpieczenstwo zywnosci.

Wprowadzenie

Po wejsciu Polski do Unii Europejskiej polski rynek zywnosciowy stal sig
integralna cz¢Scia rynku Wspdlnoty, a polska zywno$¢ musi odpowiada¢ normom
prawnym obowiazujacym na jej terenie. Aby sprosta¢ unijnym wymaganiom i
dostosowac polskie prawo zywno$ciowe do unijnego zostata uchwalona ustawa z dnia
11 maja 2001 r. o warunkach zdrowotnych Zywnosci i Zywienia, z Kolejnymi jej
nowelizacjami m.in. z dnia 30 pazdziernika 2003 o zmianie ustawy o warunkach
zdrowotnych zywnosci i Zywienia oraz niektorych innych ustaw.

Mgr inz. J. Trafiatek, prof. dr hab. D. Kotozyn-Krajewska, mgr inz. E. Fronc, Zaktad Technologii
Gastronomicznej i Higieny Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warszawa
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W ustawie z dnia 11 maja 2001 r. po raz pierwszy w Polsce zdefiniowano system
HACCP, jako postgpowanie majace na celu zapewnienie bezpieczenstwa zywnosSci
przez identyfikacj¢ i oszacowanie skali zagrozen z punktu widzenia jako$ci zdrowotne;j
zywnosci oraz ryzyka wystapienia zagrozen podczas przebiegu wszystkich etapow
procesu produkcji i obrotu Zywnoscia [6].

Wspélczesne regulacje prawne okreslaja wymagania dotyczace zapewnienia
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci i jednoczes$nie zalecaja wdrozenie konkretnych
rozwiazan systemowych [4]. Sa to Dobra Praktyka Produkcyjna (GMP), Dobra
Praktyka Higieniczna (GHP) oraz Analiza Zagrozen i Krytyczny Punkt Kontrolny
(HACCP). Zgodnie z nowelizacja ustawy z dnia 30 pazdziernika 2003 r. obowiazek
wdrozenia i stosowania zasad systemu HACCP maja wszystkie zaktady produkujace
lub wprowadzajace do obrotu zywno$¢, z wyjatkiem producentéw na etapie produkcji
pierwotnej [7].

Podstawowe pojecia, zasady i etapy dotyczace systemu HACCP sa zawarte w
Codex Alimentarius [1]. Poza obligatoryjnym nakazem stosowania zasad systemu
HACCP wdrazanie systeméw zapewniajacych bezpieczenstwo produkcji Zywnosci, w
tym systemu HACCP, jest wazne ze wzgledu na wzrost oczekiwan odbiorcéw co do
bezpieczenstwa i identyfikacji zywnosci. Wielu ekspertow jest zdania, ze system
HACCP w potaczeniu z realizacja zasad GMP/GHP jest najskuteczniejszym i
najbardziej efektywnym narz¢dziem zapewnienia wysokiego standardu higieny
produkcji i przetwarzania zywnoS$ci. Bezpieczenstwo i jako$¢ zdrowotna Zywnosci
staja si¢ jednym z atrybutéw wszystkich produktéw spozywczych, a jednocze$nie
cennym towarem, za ktory trzeba ptaci¢ okreslong ceng [2, 5].

W Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, w Zakladzie
Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci na Wydziale Nauk o Zywieniu
Czlowieka i Konsumpcji zostaty juz po raz drugi przeprowadzone badania nad ocena
wplywu zmian obecnego ustawodawstwa na podjecie przez zaklady przemystu
spozywczego decyzji o wprowadzaniu systemOw zapewnienia bezpieczehstwa
zdrowotnego w produkcji zywnos$ci, w tym systemu HACCP. Pierwsze badania
przeprowadzono w roku 2000 [3], a obecne w 2003.

Celem niniejszej pracy byla ocena stanu przygotowania polskich producentéw
zywnosci w aspekcie zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego produkcji zywnosci w
okresie przygotowan Polski do wstapienia do Unii Europejskie;.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly zaktady przemystu spozywczego na terenie Polski.
Zaklady spetnialy nastgpujace wymagania:
1. Lokalizacja — cata Polska: miasto, wies,
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2. Wielko$¢ zaktadu: maty — do 50 pracownikéw, $redni — 50 do 250 pracownikéw,
duzy — powyzej 250 pracownikow,

3. Roézne branze: piekarniczo-cukiernicza, cukrownicza, komponenty spozywcze,
mleczarska, migsna, chlodnicza, zbozowo-miynarska, rybna, ziemniaczana,
olejarska, napojoéw i uzywek, drobiarska, przetwdrstwo owocowo-warzywne.

Zaklady do badan zostaty wybrane losowo, wykorzystujac katalog ,,Agrobiznes”
w Polsce. W pracy zastosowano badania ankietowe prowadzone w dwdch etapach.

I etap: ankieta telefoniczna przeprowadzona w 232 zakladach przemystu spozywczego,

podczas ktérej uzyskiwano informacje o charakterze produkcji badanego zaktadu oraz

czy ma wdrozony system HACCP lub jest w trakcie jego wdrazania.

IT etap: ankieta przesylana poczta, sktadajaca si¢ z 25 pytan, wystana po uprzednim

wyrazeniu zgody na jej wypelnienie przez zaktady majace wdrozony lub bedace

w trakcie wdrazania systemu HACCP. W ankiecie pisemnej wziglo udziat 150

zaktadéw. Badania przeprowadzono w okresie listopad 2002 — marzec 2003 r.

Wyniki i ich oméwienie

Zaprezentowane w tej pracy wyniki dotycza okresu badan od listopada 2002 do
marca 2003. Na decyzje podejmowane w tym okresie o wdrazaniu i stosowaniu zasad
systemu HACCP nie miala jeszcze wptywu najnowsza ustawa z dnia 30 pazdziernika
2003 r. o zmianie ustawy o warunkach zdrowotnych zZywnosci i zywienia oraz
niektorych innych ustaw [7]. Z przeprowadzonych dotychczas badan wynikato, ze 44%
zaktadéw miato juz wdrozony system, 24% bylo w trakcie wdrazania, 10% badanych
przedsicbiorstw bylo na poczatkowych etapach wprowadzania, natomiast 22% nie
wdrazalo jeszcze systemu (rys. 1).

Poréwnujac dane z badan wykonanych w latach 2000 i 2003 stwierdzono, ze
w ciagu trzech lat ponad dwu i pdtkrotnie wzrosta liczba zakladéw, ktére miaty
wdrozony system HACCP.

Najwigcej, bo 60% zaktadéw majacych juz wdrozony system HACCP byto
w grupie duzych przedsigbiorstw. System funkcjonowal w 31% S$rednich firm i tylko
w 6% matych. Zaawansowanych we wdrazaniu systemu byto 29% S$rednich i 23%
duzych przedsigbiorstw. Na poczatkowych etapach znajdowato si¢ 12% matych, 10%
srednich 1 9% duzych. System HACCP nie zostal wdrozony w wigkszoS$ci zaktadow
matych — 82%, w 30% S$rednich oraz w 8% duzych przedsigbiorstw (rys. 1).

Przy wdrazaniu systemu wigkszo$¢ zaktadow korzystata z pomocy z zewnatrz, co
swiadczy o braku wystarczajaco kompetentnych oséb w danym zaktadzie oraz o braku
dostatecznej wiedzy na ten temat. Ponad potowa badanych zakladéw korzystata
z pomocy instytucji badz konsultanta przy wdrazaniu systemu HACCP. Byta to
najczgs$ciej pomoc uczelni rolniczych (Olsztyn, Lublin, Krakéw), Instytutu
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Weterynaryjnego w Putawach, PCBC, Instytutu Przemystu Migsnego i Ttuszczowego
w Warszawie oraz réznych firm konsultingowych.

100%
80%
60%
[%]

40%

20%

0%

HACCP HACCP w trakcie ~ HACCP na poczatku HACCP nie
wdrozony/HACCP  wdrazania/HACCP in wdrazania/HACCP at wdrozony/HACCP not
implemented the progress of the initial stage of implemented
implementation implementation

Oduze /big @$redni/medium mmaty/small
Rys. 1.  Stopien wdrozenia systemu HACCP w zaleznosci od wielkosci zaktadu.
Fig. 1.  The progress in implementing the HACCP system depending on the plant size.

Wdrozenie systemu HACCP w zaktadach produkcyjnych, przetwarzajacych i
serwujacych zywno$¢ powinno by¢ poprzedzone wprowadzeniem zasad zaréwno
Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GHP), jak i Zasad Dobrej Praktyki Higienicznej (GHP),
co pozwolitoby na uporzadkowanie wszystkich spraw zwiazanych z higienizacja
zaktadu i przestrzeganiem podstawowych, uznanych zasad produkcji [2, 7]. Zbadano
rowniez, czy zaklady mialy wdrozone zasady GMP/GHP. Stwierdzono, ze 67%
badanych zaktadéw wdrozyto zasady GMP/GHP, 13% wdrazato je réwnolegle z
systemem HACCP, natomiast 20% nie miato jeszcze wprowadzonych zasad
GMP/GHP.

Gtéwna przyczyna wdrazania systemu HACCP byta ch¢é poprawy jakosci i
bezpieczenstwa oferowanych produktéw (88% odpowiedzi) (rys. 3). Spelnienie
wymogow ustawy z dnia 11 maja 2001 r. i jej nowelizacji bylo powodem wdrozenia
systemu w przypadku 37% badanych przedsigbiorstw, a w przypadku 35% przyczyng
stanowita che¢ pozyskania nowych kontrahentéw i nowych rynkéw zbytu; 19%
zaktadéw zadeklarowalo, ze byl to podstawowy wymoég stawiany przez gtéwnego
odbiorcg (rys. 2). Poréwnujac wyniki badan z 2000 i 2003 r. nalezy zaznaczy¢, ze
nadal gtéwna przyczyna wdrazania systemu HACCP byla cheé poprawy jakosci i
bezpieczenstwa oferowanych wyrobow.
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Inne/Others 1%

35%

Wymog ustawy/Polish Law Standard _ 37%

Nowe rynki zbytu/New markets
Poprawa jakosci i bezpieczenstwa/Quality and [:] 88%
safety improvement ¢

Nowi kontrahenci/New buyer standard % 35%

Wymaég odbiorcy/Buyer standard

19%

(%]
Rys. 2. Gtéwne przyczyny wdrozenia systemu HACCP.
Fig. 2.  Principal grounds for implementing the HACCP system.

Dane przedstawione na rys. 2. nie sumuja si¢ do 100%, gdyz respondent mégt udzieli¢ wigcej niz jednej
odpowiedzi.

Gltoéwna korzyscia, jaka osiagnely wszystkie zaktady badz tez zamierzaty osiagnaé
(rys. 3), byla poprawa jakosci, w tym bezpieczenstwa wytwarzanych produktéw —
99%. W przypadku 83% respondentéw wazna byta zmiana stosunku pracownikéw do
wykonywanej pracy, wzrost odpowiedzialnosci za wykonywane czynnosci oraz lepsze
wyszkolenie pracownikéw. Istotne okazato sig takze utrzymanie na rynku w zwiazku z
wejéciem Polski do Unii Europejskiej i zmiana obowiazujacego prawa (60%
odpowiedzi). Korzy$ci z poprawy i unowocze$nienia procesu produkcyjnego oraz
zmniejszenie kosztow ponoszonych w wyniku wadliwos$ci tego procesu byty wazne dla
54% ankietowanych. W przypadku 49% byt to wzrost konkurencyjnos$ci wyrobu na
rynku krajowym i zagranicznym, a dla 41% zmniejszenie strat wynikajacych z
niedostosowania wyrobu do wymagan klientéw. Pojawienie si¢ nowych odbiorcow i
zwigkszenie sprzedazy oferowanych wyrobow byto korzystne dla 36% zaktadow.
Wymieniane korzy$ci $§wiadcza o tym, ze producenci byli §wiadomi koniecznosci
wdrazania systemu, oczekiwali pozytywnych jego skutkéw i doceniali je.

Najistotniejsza korzyscia ekonomiczna byta mozliwo$¢ konkurowania z
produktami pochodzacymi z Unii Europejskiej, a takze mniejsza liczba reklamacji i
cheé konkurowania polskich zakladéw z zakladami unijnymi Swiadczy to o
uzyskiwaniu poréwnywalnej jakosci polskich produktéw z wyrobami unijnymi.
Jeszcze trzy lata temu polscy producenci nie aspirowali do konkurowania na rynku
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Wspdlnoty i zadowalali si¢ wylacznie spadkiem reklamacji po wdrozeniu systemu
HACCP. Podobnie jak poprzednio, wigkszo$¢ zaktadéw uskarzata si¢ na wzrost
biurokracji po wprowadzeniu systemu oraz na problem ze zmiana mentalnosci
pracownikéw w zrozumieniu istoty systemu zapewnienia jakoSci.

Utrzymanie sie na rynku/Stayingonthemarket | ] 60%
Zmniejszenie kosztow/Decreaseincosts | | | 559,
Nowi odbiorcy/New buyers : 36%
Zmniejszenie strat/Reduction of losses :l 41%
Wazrost sprzedazy/Increase in sales 7: 35%
Wyszkolenie pracownikéw/Training of employees | 83%
Wzrost konkurencyjnosci/Increase in Competitiveness _ 49%
Poprawa produkcji/Production improvement | | 53%
Stosunek do pracy/Attitude to work | 83%
Poprawa jako$ci/Quality improvement _ 99%
[%]

Rys. 3. Korzysci osiagnigte po wdrozeniu HACCP.
Fig. 3. Advantages gained upon the HACCP implementation.

Dane przedstawione na rys. 3 nie sumujg si¢ do 100%, gdyz respondent mogt udzieli¢ wigcej niz jednej
odpowiedzi.

Oczekujac, ze system HACCP rzeczywiscie przyczyni si¢ do odnoszenia
sukcesow, podczas jego wdrazania zaobserwowano wiele trudno$ci. Podstawowym
problemem 45% zaktadéw okazato si¢ niezrozumienie idei i zagadnien systemu
HACCP, a dla 41% zaktadéw byly to trudno$ci w przetamaniu bariery ilo$¢/jakosc,
panujacej wsrdd szeregowych pracownikéw. Duza przeszkoda byly zbyt mate naktady
finansowe przeznaczone na wdrozenie systemu (35% odpowiedzi), a rownie istotny
byl brak czasu na organizowanie niezbednych szkolen dla pracownikéw i brak
zaangazowania ze strony najwyzszego kierownictwa oraz okre$lenie faktycznych
zagrozen (rys. 4).

Identyfikacja zagrozen sprawiata wiele trudnos$ci. Trudnosci pojawiajace si¢ przy
identyfikacji zagrozen nie zmienity si¢ w poréwnaniu z badaniami z 2000 r. Nadal
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wystgpowat problem odréznienia Krytycznych Punktéw Kontrolnych (ang. Critical
Control Point — CCP) oraz Punktéw Kontrolnych (ang. Control Point — CP), co
$wiadczy o niedostatecznej wiedzy na ten temat. Mozna nawet stwierdzi¢, ze
w niektérych zaktadach btednie zrozumiano definicjg¢ CCP. Nieodpowiednie ustalenie
CCP moglo mie¢ zwiazek z brakiem odpowiednich kwalifikacji u o0s6b
odpowiedzialnych za wdrazanie systemu HACCP. Natomiast konsultowanie
probleméw z osobami bardziej kompetentnymi wiazato si¢ z dodatkowym kosztem dla
zaktadu.

Inne/Others .

Zbyt wiele CCP/Toomany CCP || JJ 12%

Brak zasad GMP / GHP/No _ 12%
GMP / GHP rules exist

Brak pomocy kierownictwa
No support by the managers

17%

Problem z ustaleniem
CCP/Problem with CCPs

Brak czasu na szkolenie
No time for training

18%

P 24%

Mate naktady
finansowe/Low outlays

V727777 /%7 B 3>

Bariera jakos$¢/ilosé
Quality/Quantity barier
Niezrozumienie idei
The idea has not been
comprehended

45%

Rys. 4. Problemy zaistniate przy wdrazaniu systemu HACCP.
Fig. 4.  Problems appearing while implementing the HACCP system.

Dane przedstawione na rys. 4 nie sumuja si¢ do 100%, gdyz respondent mégt udzieli¢ wigcej niz jednej
odpowiedzi.

Najwigksze problemy ze zrozumieniem istoty systemu HACCP mieli pracownicy
produkcyjni — w 77% zaktadéw. Duzo mniej trudnosci mieli kierownicy badz
menedzerowie bezposrednio nadzorujacy produkcje (22%) oraz cztonkowie
najwyzszego kierownictwa (20%). Zrozumienie zagadnien zwigzanych z wdrozeniem
systemu HACCP okazato si¢ najmniej ktopotliwe dla wilascicieli zaktadéw — 7%. (rys.
5).

Badania z 2000 r. wykazaty, ze trudnosci ze zrozumieniem zasad systemu mieli
pracownicy produkcyjni, ale takze w wigkszym stopniu cztonkowie najwyzszego
kierownictwa, a mniej kierownicy i menedzerowie.



STOPIEN WDROZENIA SYSTEMOW ZAPEWNIANIA BEZPIECZENSTWA ZYWNOSCI... 133

Wiasciciele zaktadéw/Plant
proprietors

Cztonkowie najwyzszego
kierownictwa/Members of top
management

Kierownicy/menedzerowie/Managers

Szeregowi pracownicy/Rank-and-file
workers

I T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Rys. 5. Udzial pracownikéw majacych problemy ze zrozumieniem idei systemu HACCP [%].
Fig5.  Percentage of employees having problems with understanding the idea of the HACCP system.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, weryfikacja systemu odbywata si¢
zgodnie z zasadami. Najczg$ciej byla przeprowadzana po wprowadzeniu zmian (71%
odpowiedzi), w razie zaistniatych probleméw (61% odpowiedzi), po wdrozeniu
systemu (29%), oraz w innych przypadkach (27%). Nie mozna poréwnaé, czy
w 2000 r. weryfikacja odbywala si¢ w podobnych przypadkach, gdyz badania nie
dotyczyty tego zagadnienia.

Przedsigbiorstwa w coraz wigkszym stopniu podnosity efektywnos$¢ dziatania
zakladu przez wdrazanie innych programéw - systemOw zapewnienia jakosci lub
zarzadzania jako$cia. Najwigcej, bo az 46% badanych zaktadéw zamierzato
wprowadzi¢ system zarzadzania srodowiskiem zgodny z normami ISO serii 14000, a
36% system zarzadzania jako$cia zgodny z normami ISO serii 9000. Zasady GMP i
GHP mialy by¢ wdrozone w 16% przedsigbiorstw (rys. 6).

Zaobserwowano, ze najczegsciej identyfikowane Krytyczne Punkty Kontrolne w
2000 r. nie stanowity w roku 2003 pierwszoplanowych zagrozen. Z badan wynika, ze
CCP wymienianym najczesciej w 2003 r. byt proces pasteryzacji i sterylizacji — po
20% (w 2000 r.: pasteryzacja 32%, sterylizacja 8%). W 11% zaktadéw tym punktem
byto przyjecie surowca (w 2000 r — 34%) oraz pojawiajace si¢ w produktach
substancje i ciala obce — 11% (byto 24%). Dos¢ czgsto wymieniane CCP to obrobka
termiczna — 7,5%, pakowanie— 6%, magazynowanie — 6%, a takze detekcja — 5%. W
niewielkim stopniu wskazywane CCP to chlodzenie, mrozenie, mycie i dezynfekcja,
po 2% (bylo 5%) (tab. 1).
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%

ISO ISO TQM Zaden/ GMP
14000 9000 none

Rys. 6. Systemy, ktére beda wdrazane oprécz systemu HACCP.
Fig. 6.  Other than HACCP systems planned to be implemented.

GHP  QACP

Tabela 1
Przyktadowe Krytyczne Punkty Kontrolne wyznaczane w badanych zaktadach.
Some examples of CCPs that are determined in the investigated plants.
Rok 2000 Rok 2003
. . [% zaktadow] [% zaktadow]
Rodzaj CCP/ Kind of CCP Year 2000 Year 2003
[% of plants] [% of plants]
Przyjecie surowca / Receiving raw materials 34 11
Pasteryzacja / Pasteurization 32 20
Magazynowanie gotowych produktéw / Storing final products 26 6
Substancje obce / Foreign bodies 24 11
Chtodzenie / Cooling 18 3,5
Mrozenie / Freezing 18 2
Pakowanie gotowych produktéw / Packing final products 18 6
Sterylizacja / Sterilization 8 20
Obrébka surowca / Processing raw materials 7 -
Dezynfekcja i mycie / Disinfection and washing 5 2
Woda / Water 3 -
Dozowanie substancji dodatkowych / Dosing additional substances 1 -
Obrébka termiczna / Thermal processing - 7.5
Detekcja / Detection - 5
Pozostatosci srodkéw myjacych / Residues of washing agents - 2
Inne: np. przyprawy, magnesy, transport / Other, e.g.: seasoning, i o

magnets, transport, etc.
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Whioski

1.

(1]
(2]
(3]
(4]
(5]
(6]

[7]

W ciagu trzech lat liczba zakltadow majacych wdrozony system HACCP
zwigkszyta sig¢ z 17% do 44%.

Stwierdzono, ze w zaktadach, w ktérych byl wdrozony system HACCP, dziatal on
zgodnie z zasadami i byt skuteczny.

W poréwnaniu z wynikami badan z 2000 r. stwierdzono istotne dazenie polskich
producentéw do zapewnienia jakoSci i bezpieczenstwa produkcji Zywnosci.
Wdrozenie systemu HACCP to dla producentéw zywnosci dodatkowy atut
utrzymania si¢ na rynku i mozliwo$¢ osiagania korzysci ekonomicznych.

Giéwna korzyscia ekonomiczna, po wdrozeniu systemu HACCP, bylo
zmniejszenie liczby reklamacji (podobnie, jak w badaniach z roku 2000) oraz
dodatkowo mozliwo$¢ konkurowania produktéw krajowych z produktami
pochodzacymi z UE.

Przedsigbiorstwa w coraz wigkszym stopniu podnosza efektywno$¢ dziatania przez
wdrazanie innych programéw/systeméw, gtéwnie zasad GMP/GHP, Systemu
Zarzadzania Jako$cia zgodnego z normami ISO serii 9000, a takze Systemu
Zarzadzania Srodowiskiem zgodnego z normami ISO serii 14000.
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THE PROGRESS MADE IN IMPLEMENTING FOOD SAFETY SYSTEMS IN POLISH PLANTS

Summary

When Poland acceded to the European Union, the Polish food legislation had to be matched up with

the legal regulations of EU. In this paper, the authors attempt to determine the impact of harmonizing the
food regulations on the decisions to be made by Polish food plants whether or not to implement systems
that ensure health safety of food manufactured by them. The authors investigated and evaluated the
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progress made in implementing the HACCP system in the Polish food manufacturing plants. The plants
under investigation and evaluation were from various food branches and of different sizes (big, medium,
and small ones). A random sample of 150 production plants was surveyed by polling.

Right now, the Polish food manufacturing plants are poorly prepared to manufacture health safe and
quality food, and the preparation level is assessed as below 50%. However, the present situation is better
than in the year 2000, and it continuously improves. A quick increase can be expected in the number of
plants implementing and applying the principles of the HACCP system. The data obtained from the
surveys in 2000 and 2003 show that, now, the number of food manufacturing plants with the HACCP
system implemented plus plants starting to implement this system is twice as big as it was in 2000. This
improvement results not only from the EU access. The food manufacturers declare their motivation and
readiness to improve quality and health safety of the products they offer, and this fact is of the highest
importance when winning new customers and business partners, both in Poland and in EU. Other vital
reasons why the HACCP system is implemented are: lifting the customs barriers and a better and easier
access to the highly demanding EU market.

Key words: HACCP system, food safety.
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