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MARZENA NOWAK

ROLA KALPAIN W PROCESIE KRUSZENIA MIESA

Streszczenie

Krucho$¢ migsa oraz czynniki na nia wptywajace od dawna sa przedmiotem badan. Istnieje kilka
teorii wyjasniajacych proces kruszenia migsa. Za najbardziej prawdopodobng uznana zostata kalpainowa
teoria tenderyzacji. Kalpainy spetniaja podstawowe kryteria stawiane czynnikom wptywajacym na proces
kruszenia migsa. Enzymy te sa obecne w komorce mig$niowej, a w doswiadczeniach przeprowadzanych
in vitro prowadza do tych samych produktéw degradacji biatek, jakie wykrywane sa w migsie po okresie
dojrzewania. Maja one dostgp do miofibryli w komorce. Aktywno$¢ kalpain oraz stosunek aktywnos$ci
kalpainy do aktywnosci kalpastatyny sa skorelowane z twardo$cia migsa. Im wyzsza jest aktywnos$¢
kalpain i im wyzszy stosunek kalpaina/kalpastatyna, tym bardziej kruche migso otrzymuje si¢. Warunki w
jakich enzymy te wykazuja aktywnos$¢ sa zblizone do warunkéw panujacych w tkance mig$niowej po
$mierci zwierzgcia. Na aktywno$¢ kalpain w migsie dzialaja zaréwno czynniki przyzyciowe, w tym
genetyczne, jak i po§miertne.

Mimo, ze mechanizm dzialania kalpain nie jest calkowicie wyjasniony, na podstawie wynikéw
licznych do$wiadczen mozna stwierdzi¢, ze kalpainy petnia wazna rolg w procesie tenderyzacji migsa.

W artykule scharakteryzowano kalpainy i opisano niektére z czynnikéw wptywajacych na ich
aktywno$¢.

Stowa kluczowe: kalpainy, kruszenie migsa (tenderyzacja).

Wprowadzenie

Wigkszo$¢ konsumentéw uwaza krucho$¢ za najwazniejsza cechg jako$ciowa
migsa. Jednak wyprodukowanie migsa kruchego, o okreslonym standardzie, jest bardzo
trudne ze wzgledu na niewyjasniony dotad mechanizm jego kruszenia [30]. Konieczne
jest wigc zrozumienie tego mechanizmu, aby mozna byto sterowac procesem kruszenia
[29].

Istnieje duze zr6znicowanie jako$ci migsa zarowno pomigdzy réznymi gatunkami
zwierzat, jak i w obrgbie tego samego gatunku. Jako$¢ migsa jest zalezna takze od
warunkow $rodowiska i od plci zwierzecia [33].

Mgr inz. M. Nowak, Katedra Przetworstwa Produktow Zwierzecych, Akademia Rolnicza, Al. 29
Listopada 54, 31-425 Krakow



6 Marzena Nowak

W celu poprawy krucho$ci konieczne jest przechowywanie migsa post mortem
przez okres od kilkunastu godzin do kilku tygodni w temperaturze 3-5°C. Taki okres
nazywany jest dojrzewaniem. Podczas dojrzewania zachodzi proces tenderyzacji, ktéry
zalezy od warunkéw chlodzenia, rodzaju migsnia oraz gatunku zwierzgcia.
Prawdopodobnie réznice te sa spowodowane dziatalno$cia kalpain w migsie. Moga by¢
takze wynikiem stopnia zesztywnienia mig$nia po $mierci zwierzgcia, ktére przebiega
znacznie szybciej w migsie drobiowym niz w wotowinie [43]. Czas dojrzewania
wotowiny wynosi 2—4 tygodni, wieprzowiny 6—10 dni, a drobiu 0,5-1 dnia [46, 55].

Teorie dotyczace procesu kruszenia migsa

Obecnie istnieja dwie gtéwne teorie dotyczace procesu tenderyzacji migsa. Jedna z
nich jest ,,wapniowa teoria tenderyzacji” proponowana przez Takahashiego [55]. Wedlug
tej teorii jony wapnia bezposrednio dziatajace na widkna migSniowe przyczyniaja si¢ do
kruszenia migsa podczas dojrzewania poubojowego. Ostabienie linii Z nastgpuje w
wyniku odtaczania si¢ fosfolipidow pod wptywem przytaczajacych si¢ do nich jonéw
wapnia. Rozpuszczalno$¢ fosfolipidéw zmienia si¢ pod wptywem tych jonéw. Wedtug
teorii Takahashiego [55] rozpad titiny zachodzi nawet wtedy, gdy w roztworze znajduja
si¢ jednoczesnie jony wapnia i inhibitory proteaz. Niezbedna ilo§¢ wapnia w komdrce,
konieczna do spowodowania widocznych zmian w krucho$ci migsa, wynosi 0,1 mM.
Zmiany te nie sa zalezne od pH mig$nia, ani od temperatury [53]. Jednak wielu
naukowcéw twierdzi, ze za proces kruszenia migsa odpowiedzialny jest, zalezny od
stezenia jondw wapnia, system kalpainowy [7, 29, 42]. Kalpainy uznano za jeden z
mozliwych czynnikéw przyczyniajacych si¢ do kruszenia migsa, poniewaz: sa
umieszczone w obrgbie komoérek tkanki mig$niowej, maja dostgp do substratu, maja
zdolno$¢ hydrolizowania bialek degradowanych podczas dojrzewania migsa post
mortem. Przeprowadzono wiele badan, ktére dowiodly, Ze kalpainowy system
proteolityczny jest odpowiedzialny za proces tenderyzacji. Niektére z dowodéw to:
przyspieszenie proteolizy post mortem po inkubacji kawatkéw migsnia w roztworze
jonéw wapnia i zatrzymanie proteolizy po inkubacji z chelatorami jonéw wapnia [28],
blokowanie proteolizy i tenderyzacji migsa po wstrzyknigciu chlorku cynku,
potencjalnego inhibitora kalpain [58].

Do niedawna istniata teoria, ze do tenderyzacji moga przyczynia¢ si¢ rowniez
katepsyny — proteolityczne enzymy lizosomalne. Powodem odrzucenia tej teorii jest fakt,
7e maja one mozliwos¢ rozktadu miozyny, aktyny i a-aktyniny [59], podczas gdy w
czasie normalnego dojrzewania migsa niewielka ilo$¢ tych biatek jest degradowana [42].
Ponadto, sa one umieszczone w lizosomach i nie ma dowodu na to, ze po $mierci
zwierzecia nastgpuje ich uwolnienie [30]. Innym systemem funkcjonujacym w komorce
jest multikatalityczny kompleks proteolityczny (MCP). Jednak kompleks ten dziata na
biatka, ktére nie sa rozktadane podczas procesu dojrzewania. Dlatego tez enzymow tego
kompleksu nie uznano za przyczyniajacych si¢ do tenderyzacji migsa [30].
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Charakterystyka kalpain

Kalpainy (E C 3.4.22.17) sa wewnatrzkomérkowymi, aktywowanymi przez jony
wapnia neutralnymi proteinazami i zaklasyfikowane zostaly do grupy cysteinowych
endopeptydaz. Znajduja si¢ one we wszystkich komoérkach krggowcéw; w migsniu
wystgpuja w cytoplazmie [8]. Gléwnymi komponentami systemu kalpainowego sa:
U-kalpaina, m-kalpaina, p/m kalpaina oraz ich specyficzny inhibitor kalpastatyna.
Kalpastatyna hamuje tylko aktywno$¢ kalpain, nie dziala na inne proteazy cysteinowe.
Moze ona wystgpowac w kilku réznych izoformach, ktére maja jedna, trzy lub cztery
domeny i rézne N-terminalne sekwencje [15]. Jest to biatko o masie czasteczkowej
60-10>-70-10° Da. Ma ona cztery miejsca inhibitorowe o powtarzajacej si¢ strukturze
130-aminokwasowej. Wiaze si¢ ona z kalpaina w obecno$ci jonéw wapnia.
Kalpastatyna jest rowniez substratem kalpainy. Powstajace w wyniku hydrolizy
peptydy maja nadal zdolno$§¢ hamowania aktywnosci kalpainy [22]. Istnieje takze tzw.
kalpaina 3 (p94), ktéra przez dlugi czas nie mogta by¢ analizowana ze wzgledu na
szybka autoliz¢ w warunkach in vitro, a takze dlatego, ze jest zwiazana z titing, ktéra
prawdopodobnie reguluje jej aktywnos¢ [48]. Opinie dotyczace roli kalpainy p94 w
procesie tenderyzacji nie sa jednoznaczne. Parr i wsp. [40] nie zauwazyli wplywu
kalpainy p94 na krucho$¢ migsa. Natomiast Illian i wsp. [21] stwierdzili wyraZny
zwiagzek pomigdzy zawartoscia kalpainy 3 a wzgledna szybko$cia tenderyzacji.
Stwierdzili oni wazna rolg p-kalpainy i kalpainy 3 w procesie tenderyzacji migsa.

Odkryto takze inne specyficzne kalpainy tkankowe (nCl-2, n-CI-3, n-Cl-4...)
i nietypowe, jak: kalpainy 5, 6, 10. Prawdopodobnie istnieje jeszcze wiele innych
niewyizolowanych dotychczas kalpain [15, 35, 49, 51]. Nietypowe kalpainy odkryto
gtéwnie w takich organizmach, jak: insekty, drozdze, grzyby. Ich nietypowos$¢ polega
na tym, ze maja one domene o masie okoto 30-10° Da, podobna bardziej do duzej
podjednostki kalpain ssakow niz do proteinaz, takich jak papaina czy katepsyny,
a pozostate domeny sa prawdopodobnie odpowiedzialne za specyficzne funkcje, jakie
moga spetnia¢ [49]. Najnowszym odkryciem jest kalpaina C, ktéra zostata
wyodrgbniona podczas badan Drosophila melanogaster 1 ktéra prawdopodobnie jest
nieaktywna katalitycznie [50].

Najbardziej znanymi i najczgsciej badanymi sa (- i m-kalpaina. Nazwy p- i m-
kalpainy pochodza od st¢zenia jonéw wapnia wymaganego do ich aktywacji; u-
kalpaina wymaga 3-50 uM, a m-kalpaina 0,4-0,8 mM wapnia do osiagnigcia potowy
aktywnos$ci maksymalnej. St¢zenie jonéw wapnia w zywym migéniu wynosi 0,2 uM
[32] i jest to poziom duzo nizszy niz ten wymagany do aktywacji p-kalpain. Jednak po
uboju stgzenie wolnego wapnia w komérce zwigksza si¢ i wynosi 100 uM [24]. W celu
zapoczatkowania procesu autolizy in vitro (czyli do uaktywnienia) konieczne jest
st¢zenie jondw wapnia wynoszace 100 uM, ale poziom ten zmniejsza obecno$¢
fosfolipidéw lub membran plazmowych [6]. Hopkins i Thompson [17] wykazali, ze
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stg¢zenie jondw wapnia po uboju, w momencie osiagnigcia pH 5,5, w owczych
mig¢$niach m. longissimus lumborum 1 m. longissimus thoracis wynosito 110 uM, co
jest warto$cia wystarczajaca do aktywacji (-kalpainy.

Obie kalpainy (1- i m-kalpaina) zostaly oczyszczone i wyodrgbnione z wielu
zrodet, chociaz zadna nie zostata wykrystalizowana. Sa to heterodimery sktadajace si¢
z duzej podjednostki (80-10° Da, jednostka regulacyjna) i matej podjednostki
(30-10° Da). Duza podjednostka p-kalpainy jest w 50% homologiczna z duza
podjednostka m-kalpainy, natomiast mate podjednostki sa identyczne u obu kalpain [8,
27]. Podjednostka p- i m-kalpainy o wielkosci 80-10° Da moze byé podzielona na
cztery domeny. Domena I jest krotkim fragmentem wprowadzajacym i dziata jako
inhibitor aktywnosci proteolitycznej. Domena II reprezentuje odlegta, podobng do
papainy czgs¢ typowa dla proteinaz cysteinowych. Domena III nie jest homologiczna z
zadnym innym biatkiem. Analiza strukturalna wskazuje, ze domena III fizycznie
asocjuje si¢ z domena II. Domena IV wiaze jony wapnia i zostala wyodrgbniona jako
rozpoznajaca substrat, ma ona charakterystyczny motyw strukturalny, powtérzony
czterokrotnie anazywany ,,EF-hands”. Pary motywéw strukturalnych ,,EF-hands”
tworza globularne domeny, ktére maja wspolny hydrofobowy rdzen, a ktdére sa
potaczone diugim odcinkiem o-helikalnym. Mata podjednostka sktada si¢ z domen V
i VI. Domena V zawiera duza liczbg¢ reszt glicynowych i reszt aminokwaséw
hydrofobowych. Domena VI jest homologiczna z domeng IV, ma cztery rejony
wiazace jony Ca®*. Obie podjednostki potaczone sa wiazaniem niekowalencyjnym [2,
3, 23].

Mechanizmy aktywacji kalpain

Aktywacja przez jony wapnia, przytaczajace si¢ do konca kazdej podjednostki,
powoduje hydrolize obu czesci (duza podjednostka zmniejsza swoja mase do 76-10°
Da, natomiast mniejsza do 18-10° Da) i w rezultacie powstaje aktywny enzym [8].
Koohmaraie [27] wykazal, ze w wyniku autolizy matej podjednostki powstaje
przewaznie jeden gtéwny fragment 18-10° Da, chociaz mozliwe, ze powstaje seria
produktéw o masie czasteczkowej od 30-10° do 18-10° Da, a takie fragmenty nie mogty
by¢ wychwycone przez zel SDS-PAGE uzyty w do$wiadczeniu. Natomiast duza
podjednostka rozpada si¢ na kilka réznych fragmentéw o masie czasteczkowej od
61-10° do 21-10° Da. Polipeptyd o masie czasteczkowej 40-10° Da reprezentuje juz
nieaktywna forme kalpainy.

Yoshizawa i wsp. [61] zaproponowali nieco inny mechanizm aktywacji. Pod
wplywem jondw wapnia kalpaina rozpada si¢ na dwie odregbne podjednostki. Jednostka
80-10° Da nie rézni si¢ whasciwosciami Kkatalitycznymi od catej kalpainy,
charakteryzuje si¢ natomiast wigksza wrazliwo$cia na jony wapnia. Odlaczona
podjednostka 80-10° Da wymaga stezenia wapnia takiego samego jak zautolizowana
aktywna forma kalpainy.
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Aktywno$¢ p-kalpainy zmniejsza si¢ gwaltownie w ciagu pierwszych dni po
uboju (po 72 godz. jej aktywno$¢ byla mniejsza niz czulo$¢ zastosowanej metody
analitycznej), podobnie dzieje si¢ z aktywnoscia kalpastatyny, natomiast aktywno$¢ m-
kalpainy jest stabilna [27]. Spadek aktywnos$ci p-kalpainy koreluje z podwyzszeniem
stopnia kruchos$ci [56]. Optymalne warunki aktywnos$ci kalpain ustalone in vitro to
temp. 25°C i pH w zakresie od 7,2-8,2 [8]. Jednak podczas dojrzewania migso
przechowywane jest w temp. ponizej 15°C, a jego pH wynosi okoto 5,5. W badaniach
przeprowadzonych przez Kanawg i wsp. [25] p-kalpaina wykazata maksimum swojej
aktywnosci przy pH 7,58 i w temp. 25°C, byta ciagle aktywna przy pH 5,5 w tej samej
temperaturze, wykazujac 17,7% swojej aktywnos$ci maksymalnej, ale w warunkach pH
5,78 i w temp. 5°C byta catkowicie nieaktywna. Z badan Koohmaraie’go [27] wynika
jednak, ze stopien inaktywacji proteolitycznej p-kalpainy zwigksza si¢ ze
zmniejszajacym si¢ pH i ze wzrostem temperatury. Po 60 min, w temp. 25°C i przy pH
5,8 u-kalpaina zachowata jedynie 9,2% swojej aktywnosci poczatkowej, a po 120 min,
wtemp. 5°C zachowata 79,2% swojej poczatkowej aktywno$ci. Badania Huff-
Lonergan i wsp. [18] potwierdzily, ze oczyszczone miofibryle sa degradowane przez
u-kalpaing w temp. 4°C przy pH réwnym 5,6 z dodatkiem 100 uM chlorku wapnia.
Wiele badan wskazuje na to, ze zaden inny czynnik, jak tylko kalpainy petnia gtéwna
role w procesie kruszenia migsa [1, 28, 31, 41].

Duza czg$¢ kalpain jest zwiazana z miofibrylami. Aktywnos$¢ kalpain zwiazana
z miofibrylami przypisuje si¢ gtéwnie p-kalpainie. Zwiazany w ten spos6b enzym ma
lepszy dostgp do substratu i jest bardziej oporny na inhibicje przez kalpastatyne [1].
Jednak analiza mig¢$ni pochodzacych z owiec z fenotypem callipyge oraz ze zwierzat
normalnych wykazata, ze aktywno$¢ zwiazanej z miofibrylami kalpainy jest taka sama,
podczas gdy twardo$¢ migsa jest dwa razy wigksza u owiec callipyge. W zwiazku z
tym wydaje si¢ niemozliwe, aby zwigzana z miofibrylami kalpaina miata duzy udziat w
procesie tenderyzacji [5].

Funkcje kalpain

Funkcje kalpain nie zostaly dotad w pelni okre§lone. Wiadomo, Zze sa zwiazane
z podstawowymi frakcjami komdrkowymi. Potwierdzono, ze kalpaina-10 powoduje
zaburzenia w wydzielaniu i dziataniu insuliny w zywym organizmie [51]. Istnieja
dowody na to, ze kalpainy przyczyniaja si¢ do remodelowania cytoszkieletu aktyny,
migracji komorki oraz transformacji onkologicznych [2]. Wigkszo$¢ sktadnikéw
wiokien migsniowych, szczegdlnie biatek cytoszkieletowych, uznano za potencjalny
substrat biologiczny kalpain [46]. Teoretycznie aktywno$¢ [-kalpainy in sifu powoduje
proteolityczny rozpad, ktéry z kolei oslabia struktur¢ widkien migsniowych, dajac w
rezultacie kruche migso po ugotowaniu. Aby rozpoczal si¢ proces kruszenia musi
nastapi¢ wzrost stgzenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie, jony wapnia powoduja
wtedy aktywacje kalpain, ktére nast¢pnie hydrolizuja biatka budujace strukture widkna
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migsniowego. Nie ma bezposredniego dowodu na to, ze kalpainy sa aktywne w mig$niu
post mortem, nie ma nawet dowodu, ze sa aktywne w zywym mig$niu. Aktywnos¢
kalpain stwierdza si¢ jednak na podstawie dowodéw posrednich, czyli produktéw
autolizy kalpain obecnych w migs$niu [8]. Badajac produkty degradacji biatek obecnych
w migéniu podczas dojrzewania, a takze produkty jakie powstaja podczas inkubacji
miofibryli z kalpainami in vitro mozna okresli¢ wptyw kalpain na proces tenderyzacji.

Jedna ze zmian zachodzacych podczas dojrzewania migsa jest degradacja troponiny-
T oraz pojawienie si¢ fragmentéw 27-10° lub 30-10° Da [13]. Podobne zmiany
w troponinie T pojawiaja si¢ podczas inkubacji miofibryli z p-kalpaing w temp. 4°C przy
pH 5,6 [18]. Hydroliza troponiny T przez p-kalpaing przebiega z uwolnieniem o$miu
peptydéw o masie czasteczkowej od 14 do 26-10° Da. Troponina T jest rozcinana w
miejscu zawierajacym jedna hydrofobowa reszte aminokwasowa [19].

Duze zmiany zachodza rowniez w titinie i nebulinie. Titina jest zwigzana z linig
2", a jej degradacja powoduje rozluznienie tej wilasnie linii i utratg elastycznosci
mig$nia. Nastepuje dezintegracja posrednich filamentéw desminy.
Charakterystyczne dla dziatania kalpain w tkance mig$niowej jest uwolnienie -
aktyniny z linii Z bez jej degradowania. Stwierdzono, ze podczas dojrzewania o-
konektyna jest rozszczepiana na B-konektyne i fragment o m. cz. 12-10° Da [14, 18,
55]. Steen i wsp. [52] nie stwierdzili jednak zZadnej =zalezno$ci pomigdzy
koncentracjq titiny a sila cigcia mierzona w réznych przedziatach czasowych post
mortem. Nie wykazali tez zaleznos$ci pomigdzy koncentracja nebuliny a aktywnos$cia
m-kalpainy, kalpastatyny czy stosunkiem m-kalpainy do kalpastatyny. Nebulina
natomiast zanika podczas dojrzewania migsa post mortem. Filamenty nebuliny
rozpadaja si¢ na pieé mniejszych fragmentéw o tancuchach 20-10*, 18-10", 40-10°,
33.10° i 23-10° Da. W $rodowisku i temp. 4°C i pH 5,6 p-kalpaina jest w stanie
zdegradowa¢ nebuling po 15 min inkubacji i degradacja ta zachodzi szybciej niz
rozpad titiny. Desmina z kolei jest degradowana podczas dojrzewania post mortem, a
gléwnym produktem tej degradacji jest produkt o m. cz. ok. 38-10° Da. Ten produkt
pojawia si¢ rowniez podczas inkubacji miofibryli z p-kalpaina. Filamina rozpada si¢
cze$ciowo na produkt o m. cz. ok. 240-10° Da w prébkach migsa dojrzewajacego
naturalnie oraz w prébkach oczyszczonych miofibryli z dodana p-kalpaina [18, 55].

Czynniki wplywajace na aktywno$¢ kalpain w migsie

Tenderyzacja migsa post mortem nie zalezy od degradacji pojedynczych biatek,
ale jest zwiazana z wieloma zmianami biochemicznymi i strukturalnymi zachodzacymi
w biatkach [18]. Aktywno$¢ kalpain moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od gatunku zwierzat,
migsénia, moze zaleze¢ od wielu czynnikéw dziatajacych na migsénie jeszcze podczas
zycia zwierzgcia (poprzez modyfikowanie sposobu zywienia czy tez poprzez rodzaj
chowu) lub czynnikéw majacych wplyw na migso w pierwszych godzinach po uboju
lub podczas jego przetwarzania. Nie bez znaczenia s réwniez czynniki genetyczne.
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Istnieja dowody na to, ze kalpainy petnia wazna rol¢ podczas wzrostu migé$nia po
urodzeniu zwierzecia, a takze podczas niszczenia tkanki migSniowej obserwowanego
podczas zaniku mig$ni [15].

Czynniki przyzyciowe

W hodowli zwierzat rzeznych dazy si¢ do zwigkszenia migsnos$ci oraz obnizenia
stopnia otluszczenia. Jednak bardzo czgsto obserwuje si¢ zwigkszenie twardosci migsa
ze zwierzat o podwyzszonej migsnosci. Przyktadem moze by¢ rasa bydta podwdjnie
umi¢$niona Belgian Blue White. Zalezno$¢ pomiedzy sita cigcia a iloscia fragmentu
o wielkoéci 30-10° Da, charakterystycznego dla degradacji troponiny T, jest duzo
stabsza niz u innych ras [52].

Znanym sposobem zwigkszenia ilosci tkanki migsnej kosztem zmniejszenia
zawartosci tluszczu, bez koniecznosci zwigkszania dawki zywieniowej, jest podawanie
zwierzegtom clenbuterolu. Jest to sztuczny $rodek adrenergiczny podobny do
adrenaliny. Podawanie go jest dobrym sposobem na uzyskanie wigkszej ilosci migsa,
jest ono jednak twarde. Podawanie clenbuterolu nie wptywa na aktywnos$¢ p-kalpainy,
ale podwyzsza aktywno$¢ kalpastatyny, ktéra blokuje tenderyzacje migsa [47].
Podobny efekt uzyskuje si¢ podajac adrenaling, naturalnie wystgpujacy w organizmie
czynnik adrenergiczny powodujacy podwyzszenie o 97% aktywnosci kalpastatyny.
Jednak aktywnosci enzymoéw systemu kalpainowego w czasie skladowania migsa
zmieniaja si¢. Mozna wigc powiedzie¢, ze zréznicowany poziom adrenaliny w plazmie
krwi powoduje silne zaburzenia w systemie kalpainowym [44]. Ertbjerg i wsp. [10],
przeprowadzajac badania swin, wykazali, ze wstrzykiwanie adrenaliny domig$niowo w
polaczeniu z wysitkiem fizycznym zwierzat powoduje podwyzszenie pH migsa
i obnizenie stopnia jego twardosci.

Hodowla $win, od ktérych uzyskuje si¢ chude migso, doprowadzita do powstania
mutacji genu RyR1. Obecnos¢ tego genu jest zwigzana z podatnos$cia zwierzat na stres
1 obnizong jako$cia migsa. W migsie takich zwierzat obserwuje si¢ nizszy poziom
aktywnos$ci m-kalpainy w poréwnaniu ze zwierzgtami nie dotknigtymi ta mutacja genu,
co moze decydowac o podwyzszonej twardosci migsa [45].

Ciekawym przypadkiem jest fenotyp owiec callipyge. Zostat on zidentyfikowany
po raz pierwszy w roku 1983 w Dorset. Jeden z osobnikéw megskich przekazywat
specyficzny fenotyp niektérym potomkom. Charakteryzowaly si¢ one tym, ze tylna
cze$¢ ciala (szczeg6lnie migénie: biceps femoris, semimembranosus, semitendinosus i
longissimus) byla szczegdlnie umig$niona [11]. Migsnie objete fenotypem callipyge
charakteryzuja si¢ duzo wigkszym (o okoto 60% w momencie $mierci) poziomem
kalpastatyny w poréwnaniu z migsniami normalnych owiec [4, 12]. Fenotyp callipyge
umozliwia produkowania migsa chudego, ale o mniejszej krucho$ci. Mrozenie
powoduje zmniejszenie twardosci migsa, prawdopodobnie na skutek obnizenia
aktywnosci kalpastatyny [9]. Migsnie biceps femoris i longissimus dorsi z fenotypem
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callipyge charakteryzuja si¢ wigksza twardo$cia 1 masa, natomiast migsien
infraspinatus nie jest zaliczany do migsni z tym fenotypem. Aktywnos$¢ m-kalpainy
jest wyzsza w m. biceps femoris i m. longissimus owiec callipyge niz w tych samych
mig$niach owiec normalnych. Natomiast m-kalpaina w migs$niu infraspinatus owiec
normalnych i callipyge byta tak samo aktywna [4]. Degradacja titiny, nebuliny,
desminy i troponiny T przebiega znacznie wolniej podczas dojrzewania migsa owiec
callipyge [12]. Przypadek owiec callipyge $wiadczy o tym, ze podwyzszony przyrost
masy migs$nia moze powodowa¢ zmniejszenie stopnia degradacji biatek zwigzane ze
spadkiem aktywnos$ci kalpain, ktéry z kolei taczy si¢ z podwyzszonym poziomem
kalpastatyny [15]. Istnieje wyrazna zalezno$¢ pomigdzy jako$cia migsa a typem
mig$nia, z ktérego to migso pochodzi. R6znorodno$¢ pomigdzy mig$niami jest czgsto
zwiazana z wlasciwos$ciami metabolicznymi migénia i jego zdolno$cia kurczenia si¢
[26]. Szybciej dojrzewaja migsnie biate, szybko kurczace si¢, niz czerwone — wolno
kurczliwe. Aktywno$¢ m-kalpainy i kalpastatyny okazaty si¢ silnie zwiazane z typem
mig¢$nia. Aktywno$¢ m-kalpainy jest tym nizsza im wigksza jest szybko$¢ skurczu
migsnia oraz tym nizsza aktywno$¢ m-kalpainy im wyzsza aktywno$¢ ATPazy.
Podobne wyniki uzyskano w przypadku p-kalpainy [39]. Por6wnujac mig$nie indycze,
wyzsza aktywno$¢ m-kalpainy zanotowano w mig$niach udzca niz w migsniach
piersiowych [38].

Wprowadzanie witaminy E do mig$nia moze zapobiega¢ utlenianiu kalpain
ipoprzez takie dziatanie spotggowa¢ dziatlanie dodanych jonéw wapnia [16].
Wzbogacanie paszy witaming D powoduje zwigkszenie st¢zenia wapnia w m.
longissimus dorsi, a tym samym zmniejszenie sity cigcia w przypadku migsa
wotowego. W 21. dniu po uboju sita cigcia migéni zwierzat karmionych pasza
wzbogacong w witaming D byta mniejsza o 15%. Taka wtasciwos$¢ witaminy D moze
by¢ wykorzystana jako czynnik powodujacy zwigkszenie krucho$ci migsa [53].

Czynniki poubojowe

Zwigkszenie stgzenia wapnia w $rodowisku, w ktérym dojrzewa migso, sprzyja
zwigkszeniu jego kruchoséci. Moczenie migsa, pochodzacego z 8- do 11-letnich kréw,
w roztworze chlorku wapnia przez 24 godz. powoduje niskie wartoSci sity cigcia [60].
Takze wstrzykiwanie chlorku wapnia razem z tokoferolem wywotuje intensywne
kruszenie wotowiny.

Stymulacja elektryczna stosowana jest w celu uniknigcia tzw. skurczu
chtodniczego, ktéry jest czgstym problem pojawiajacym si¢ podczas szybkiego
chtodzenia tusz po uboju [36]. Niskonapigciowa stymulacja elektryczna jest stosowana
zazwyczaj od razu po oszolomieniu, natomiast wysokonapigciowa stosowana jest jakis
czas po oszotomieniu, na jednym z odcinkéw linii ubojowej. Za bardziej efektywna
uznaje si¢ stymulacj¢ wysokonapigciowa [20].
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Stymulacja elektryczna tusz wotowych w 3. min post mortem, niezaleznie od jej
rodzaju (niskie czy wysokie natgzenie pradu), powoduje podwyzszenie twardosci
migsa. Obserwuje si¢ przy tym gwattowny spadek pH, co jest prawdopodobna
przyczyna twardo$ci migsa w poréwnaniu z tuszami stymulowanymi w 40. min post
mortem [20]. Badania te wskazuja, ze stymulacji elektrycznej nie powinno sig
przeprowadza¢ od razu po uboju. W innych badaniach takze potwierdzono, ze
stymulacja pozwala uzyska¢ bardziej kruche migso [34, 36, 37]. Zwigkszony naptyw
jonéw wapnia po stymulacji elektrycznej do cytoplazmy moze powodowa¢ chwilowe
uaktywnienie p-kalpainy i dzigki temu proteoliza moze zaj$¢ szybciej [57]. Morton i
wsp. [37] zaobserwowali niewielki wzrost aktywnosci p-kalpainy, a takze kalpastatyny
w wotowinie o pH 5,5 i w temp. 15°C, ale w 24. godz. aktywno$¢ W-kalpainy, jak i
kalpastatyny obnizyla si¢ 0 80%. Srednia twardo§¢ zmniejszylta si¢ z 81 N w 12. godz.
do 49 N w 336. godz. Ci sami naukowcy stwierdzili, ze w stymulowanych elektrycznie
tuszach owczych aktywno$¢ u-kalpainy zmniejszata si¢ na poczatku wolno (do
9. godz.), a pomiedzy 9. a 18. godz. spadata gwattownie. Twardo$¢ migsa owczego
spadata ze 113 N w 6. godz. do 38 N w 96. godz. W innych badaniach [37]
przeprowadzonych na tuszach wieprzowych wykazano, ze elektryczna stymulacja
wywotata efekt w polowie tak silny jak proces dojrzewania. W rezultacie uzyskano
migso bardziej kruche.

Podsumowanie

Dotychczas odkryto wiele rodzajéw kalpain i prawdopodobnie bedzie ich wigce;.
Kalpainy sa obecne w réznych tkankach i spelniaja rézne role. Obecnos¢ kalpain
w tkance mig$niowej jest stwierdzona, chociaz ich funkcje sa nadal nie w petni
wyjasnione. Kalpainy spetniaja podstawowe kryteria stawiane czynnikom
wplywajacym na proces kruszenia migsa. Enzymy te sa obecne w komoérce
migsniowej, a w doswiadczeniach przeprowadzanych in vitro prowadza do tych
samych produktow degradacji biatek, jakie wykrywane sa w migsie po okresie
dojrzewania. Maja one dostgp do miofibryli w komoérce [30]. Aktywnos¢ kalpain oraz
stosunek aktywnosci kalpainy do aktywnosci kalpastatyny sa skorelowane z twardo$cia
migsa. Im wyzsza jest aktywno$¢ kalpain oraz im wyzszy stosunek
kalpaina/kalpastatyna, tym bardziej kruche migso otrzymuje sig.

W wigkszosci badan aktywno$¢ kalpain byta mierzona po wyizolowaniu ich
7 migsa, uzywajac jako substratu innych (niz miofibrylarne) biatek. Nie mierzono wigc
rzeczywistej aktywnosci tych enzyméw. Istnieja wige gléwnie posrednie dowody na
dziatanie kalpain podczas procesu kruszenia migsa. W zaleznosci od wielu czynnikéw
aktywno$¢ ta moze by¢ rézna. Mimo, ze mechanizm dziatania kalpain nie jest
catkowicie wyjasniony, na podstawie wynikéw licznych dos$wiadczen mozna
stwierdzi¢, ze kalpainy pelnia wazna rol¢ w procesie tenderyzacji migsa. Doktadne
poznanie mechanizmu kruszenia mig¢sa oraz dziatania kalpain umozliwitoby §wiadome
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sterowanie procesem tenderyzacji i uzyskiwanie migsa kruchego o standardowej
jakosci.
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Summary

Meat tenderness and factors influencing it have been investigated for a long time. There are several
theories explaining the process of meat tenderization. The calpain theory of tenderization has been
accepted as the most feasible one. Calpains meet the basic criteria defined for factors that impact meat
tenderization. These enzymes are present in a muscle cell, and in vitro experiments, when calpains are
used, there are detected the same protein degradation products as in the meat after its raping. Calpains
have access to myofibrils in cells. The activeness of calpains and the ratio between it and the calpastatin
are correlated with the meat hardness. The higher the hardness of meat and the higher the ratio: calpain to
calpastatin, the more tender meat can be obtained. Conditions under which these enzymes are active are
close to conditions in the meat tissue after the death of animal. The calpain activity depends both on the
survival, including genetic, and the post-mortem factors.

Although the mechanism of calpain activity has not been satisfactorily explained so far, but on the
basis of results obtained, it can be concluded that they play an important role in the meat tenderization
process.

In this paper, calpains are characterized and some factors influencing their activeness are described.

Key words: calpains, meat tenderization.
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SZACOWANIE WPLYWU WARUNKOW WEDZENIA SUROWYCH
WYROBOW MIESNYCH NA MOZLIWOSC WZROSTU LISTERIA
MONOCYTOGENES 1 ESCHERICHIA COLI O157:H7

Streszczenie

Celem pracy byla prognoza wptywu warunkéw wedzenia trzech gatunkéw surowych wyrobow
migsnych na mozliwos¢ wzrostu bakterii Listeria monocytogenes i Escherichia coli O157:H7.

Badania przeprowadzono w wybranym zaktadzie migsnym, w rzeczywistych warunkach produkcji
handlowej. Obiekt badawczy stanowity wyroby z 5 partii produkcyjnych schabu surowego, frankfurterek
oraz kietbasy polskiej surowej. W produktach wedzonych oznaczano zawarto$¢: soli, azotanéw(III), pH
oraz czas wedzenia w zakresie temp. 30-37°C. Prognozy wzrostu wybranych patogenéw, z uwzglgdnieniem
wynikéw przeprowadzonych oznaczen, obliczono za pomoca programu Pathogen Modeling Program 6,0.

Wykazano bardzo duza zmienno$¢ zawartosci azotanéw(IIl) (V = 23,63-59,76%), soli (V = 10,82—
17,78%) oraz rzeczywistych okreséw obrébki wedzarniczej (V = 35,1-39,1%) poszczegdlnych partii
produkcyjnych badanych wyrobéw. W konsekwencji, obliczone prognozy okreséw stabilnosci
mikrobiologicznej Escherichia coli O157:H7 w poszczegdlnych partiach produkcyjnych schabu surowego
charakteryzowaly si¢ znacznym zréznicowaniem (V = 9-95%). Zastosowane warunki wedzenia
spowodowaty, ze w przypadku kietbasy polskiej oraz frankfurterek prawdopodobne byto zakonczenie
okresu lag-fazy Escherichia coli O157:H7 jeszcze w czasie tego zabiegu.

Stowa kluczowe: mikrobiologia prognostyczna, wedzenie, surowe wyroby migsne.

Wprowadzenie

Wyroby z migsa peklowanego niepoddawane parzeniu, a jedynie cieptemu
wedzeniu, np. wedzonki lub niektére kielbasy surowe, uwazane sa za szczegOlnie
atrakcyjne sensorycznie. Naleza tez zwykle do drozszych asortymentéw handlowych i
dlatego stanowia do$¢ znaczna ilosciowo grupg wyrobéw produkowanych w zaktadach
migsnych.

Mgr inz. A. Kaczmarek, dr hab. J. Zabielski prof. AR, Katedra Zarzqdzania Jakosciq Zywnos’ci,
Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, ul. Mazowiecka 41, 60-623 Poznan, mgr inz. P. Zielonka,
Powiatowa Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna, ul. Niepodlegtosci 66, 64-100 Leszno
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Wzgledy ekonomiczne sprawiaja, ze w realnych warunkach produkcyjnych takie
wyroby, jak: schab surowy wedzony, kietbasa polska surowa lub frankfurterki, po
zakonczeniu cyklu produkcyjnego nie sa poddawane dalszym zabiegom utrwalajacym,
np. podsuszaniu lub dojrzewaniu. W ten sposéb zmniejszaja si¢ technologiczne
mozliwo$ci sterowania ich jakoscia mikrobiologiczna [7]. Dlatego, poza temperatura
przechowywania, gtéwnymi czynnikami regulujacymi skazenie mikrobiologiczne
beda: kwasowos$¢ tych wyrobow, zawarto$¢ soli oraz azotandw(I1I).

Wedzone na surowo, solone i peklowane wyroby migsne stanowia potencjalne
zrédto bakterii zaréwno Escherichia coli [8], jak i1 Listeria monocytogenes [4].
Wykryto, ze zrédtem infekcji Escherichia coli moze by¢ nawet fermentowane salami
[18]. Oznacza to, ze ani peklowanie, ani wedzenie owiewowe nie gwarantuja
skutecznej eliminacji zagrozenia zdrowia, spowodowanego obecno$cia tych
patogenéw. Od dawna wiadomo, ze plynne skladniki dymu wedzarniczego dziataja
bakteriob6jczo lub bakteriostatycznie [6] na patogeny, w tym takze na L.
monocytogenes [1], ale w praktyce produkcyjnej wedzonek i kietbas surowych nie
stosuje si¢ ptynnych preparatéw dymu wedzarniczego.

Zalecany wzgledami technologicznymi zakres temperatury owiewowego
wedzenia wedzonek surowych oraz kietbas surowych wynosi od 18 do 25°C, a czas do
kilkunastu godzin [13]. W praktyce jednak zabieg ten jest skracany do kilku godzin,
przez podwyzszenie temp. o okoto 10 do 12°C. Spowodowane jest to wzgledami
zarébwno organizacyjnymi produkcji, jak 1 zmniejszaniem ubytkéw masy
wplywajacych na wydajnos¢ gotowego wyrobu. W taki sposéb, przez okres kilku
godzin, zostaja stworzone optymalne warunki temperaturowe wzrostu bakterii, w tym
takze Listeria monocytogenes i Escherichia coli. Dlatego informacje dotyczace czasu i
temperatury zabiegu, pH, zawartos$ci soli i azotandw(Ill) w zestawieniu z metodami
mikrobiologii prognostycznej, umozliwia oszacowanie wptywu warunkéw wedzenia
cieptego na mozliwos¢ rozwoju tych patogendw.

Na potrzeby mikrobiologii prognostycznej opracowano wiele modeli
i programéw komputerowych opisujacych wzrost mikroorganizméw w funkcji pH,
zawartosci soli i azotanéw(Ill) oraz temperatury [5, 10, 16]. Dostepne dane
literaturowe potwierdzaja przydatno$¢ tych narzedzi w szacowaniu ryzyka
powstawania zagrozenia mikrobiologicznego migsa i wyrobéw migsnych [3, 20, 19,
11, 2, 9]. Wykorzystanie mikrobiologii prognostycznej zostato zaakceptowane np. w:
dystrybucji migsa, sprzedazy detalicznej, produkcji fermentowanych wyrobow
migsnych, czy rozbiorze tusz wotowych ,,na ciepto” w Australii przez tamtejsze wtadze
sanitarne [17].

Potwierdza to celowo$¢ opisanych ponizej doswiadczen, w ktérych podjgto prébe
stwierdzenia, czy w rzeczywistych warunkach produkcji trzech rodzajow surowych
wyrobow migsnych mozliwe jest wystapienie w czasie obrobki wedzarniczej
warunkow sprzyjajacych rozwojowi Listeria monocytogenes i Escherichia coli.
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Material i metody badan

Doswiadczenia prowadzone byly w rzeczywistych warunkach dziatania zaktadu
migsnego na terenie Wielkopolski, w trakcie codziennej produkcji wyrobéw migsnych.
Obiektami doswiadczalnymi byty wyroby z 5 partii produkcyjnych, z ktérych pobrano
po trzy préby schabu surowego wedzonego bez kosci, kietbasy polskiej surowej oraz
frankfurterek. Schab (migsien najdtuzszy grzbietu) peklowano metoda nastrzykowa.
W przypadku kietbasy polskiej surowej (25% wieprzowiny kl. 11 75% wieprzowiny kl.
II) oraz frankfurterek (20% wieprzowiny kl. I i 80% wieprzowiny kl. II) stosowano
peklowanie surowcéw poprzez wymieszanie z solg peklujaca, bez dodatku wody.

Wedzenie owiewowe wyrobéw prowadzono w komorach wedzarniczo-
parzelniczych z zarowa wytwornica dymu oraz z mozliwos$cia regulacji temperatury
zabiegu. Warunki prowadzenia zabiegu kazdej partii produkcyjnej wyrobdw
charakteryzowano poprzez pomiar czasu oraz temperatury, mierzonej wewnatrz
geometrycznego srodka batonow.

Natychmiast po zakonczeniu wedzenia wyrobéw mierzono ich kwasowosc,
stosujac pH-metr CP-551 z elektroda OSH12-01 przystosowana do bezposrednich
pomiaréw pH w migsie i serach.

Zawarto$¢ NaCl oznaczano metoda Mohra [14], a azotanéw(III) poprzez reakcje z
odczynnikiem Griessa [15].

Uzyskane wyniki parametrow fizykochemicznych poszczegdlnych partii
wyrobéw poddano analizie za pomocg programu Pathogen Modeling Program wersja 6
[12]. Szacowano czas trwania lag-fazy i czas wzrostu jednej generacji bakterii przy
zatozonym poziomie skazenia poczatkowego 1 jtk/g. Jako okres stabilnoS$ci
mikrobiologicznej wyrobéw przyjmowano sumeg tych wartoSci, wyliczanych na
podstawie prognoz wzrostu L. monocytogenes oraz E. coli O157:H7.

Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. zestawiono parametry wedzenia oraz podstawowe wyrdzniki
fizykochemiczne pigciu partii produkcyjnych badanych wyrobéw.

Najmniejsza powtarzalnoscia charakteryzowat si¢ proces peklowania wyrobow,
co odzwierciedlaja wspoétczynniki zmiennosci $rednich zawarto$ci azotanéw(III) i soli.
W przypadku frankfurterek z surowcow peklowanych “na sucho” wspoétczynnik
zmienno$ci azotandw(III) wyniést prawie 60%. Fakt wystgpowania tak znaczacej
zmienno$ci zawartosci azotanéw(Ill) oraz soli pomigdzy partiami produkcyjnymi
wskazuje  na  prawdopodobienstwo  zréznicowanego  czasu  stabilnosci
mikrobiologicznej poszczegdlnych partii produkcyjnych tych samych sortymentéw.
Ponadto, w przypadku schabu surowego wedzonego, w czterech spos$réd pigeiu partii
produkcyjnych (80%) przekroczona byla dopuszczalna zawarto$§¢ azotandw(Ill)
w produkcie finalnym. Zmienno$¢ wartosci pH nie byla duza, co potwierdza lepsze
wyréwnanie kwasowosci badanych wyrobow.
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Tabela 1

Parametry zabiegu wedzenia oraz podstawowe wyrdzniki fizykochemiczne badanych wyrobéw migsnych.
Parameters of smoking process and basic physical & chemical characteristics of meat products studied.

Rodzai Partia. Azotany(IIT)* Tempe.ratlira Czas wedzenia
wyrobu produkC}.IJna pH* NaC*l [mg/ke] wqdzem? [°C] [gf)dz].
Product type Production [%] Nitrates(I1I) Smoking Smoking time

batch temp.[°C] [h]
1 5,16 | 4,36 142,17 37 3,50
2 575 | 3,59 74,14 36 5,20
3 5,88 | 4,13 107,24 35 2,45
Schab surowy 4 595 | 3,47 137,62 37 2,35
Raw pork loin 5 5,90 | 3,39 127,25 37 3,00
;c 573 | 3,99 117,68 36,4 33

SD 0,33 | 043 27,81 0,89 1,1

V [%] 5,70 | 10,82 23,63 2,45 35,1

1 524 | 2,31 16,12 30 3

2 543 | 2,28 26,17 33 5,2
3 5,54 | 2,26 54,05 32 2,45
Frankfurterki 4 579 | 2,61 48,70 32 2,35
Frankfurters 5 5,60 | 2,90 12,72 32 2,45
)_C 5,52 | 247 31,55 31,8 3,1

SD 0,20 | 0,27 18,85 1,1 1,2

V [%] 3,70 | 11,26 59,76 34 39,1

1 5,37 | 3,09 70,90 30 3

2 5,64 | 2,32 36,18 33 5.2
3 597 | 2,62 85,28 32 2,45
Kietbasa polska 4 586 | 189 39,57 32 2,35
_ surowa 5 598 | 241 52,57 32 2,45
Polish raw sausage ;c 576 2.46 56.9 38 3
SD 0,25 | 043 20,91 1,1 1,2
V [%] 4,50 | 17,78 36,76 3.4 39,0

V — wspétczynnik zmienno$ci / variability coefficient; x — warto$¢ $rednia / mean value; SD —
odchylenie standardowe / standard deviation;
* — wartoS$ci $rednie z 3 oznaczen / mean values of 3 measurements

O ile temperatura wedzenia charakteryzowata si¢ bardzo mata zmiennoscia, to
czas wedzenia poszczegdlnych partii wyrobéw byt zréznicowany — wspoétczynniki
zmienno$ci wahaly si¢ od 35,1 do 39,1%. Warto podkresli¢, ze temperatura wedzenia
jest regulowana nastawami sterownikéw komor i dlatego wspdtczynniki zmiennosci
tego parametru sa mate, natomiast o czasie zabiegu decyduje obstuga urzadzen

iorganizacja produkcji. W kategoriach sterowania procesami jest wigc
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prawdopodobne, ze czas wedzenia oraz peklowanie surowcow moga by¢ zrédiem
zmiennos$ci nadmiarowe;j.

Na podstawie danych obrobki wedzarniczej poszczegélnych partii wyroboéw
obliczono prognozy wzrostu i okres stabilnosci mikrobiologicznej L. monocytogenes

oraz E. coli O157:H7 i przedstawiono je w tab. 2.
Tabela 2

Szacowanie parametrow wzrostu Listeria monocytogenes i Eschrichia coli O157:H7 w surowych
wyrobach migsnych podczas zabiegu wedzenia.

Predicting the growth parameter levels of Listeria monocytogenes and Eschrichia coli O157:H7 in meat
products being smoked.

. Czas trwania Czas 1 Okres stabilno$ci mikrobiolo- Czas
Rodzaj .. . . .. .
wyrobu Seria lag-fazy generacji gicznej (lag-faza+czas 1 generacji) wedzenia
Product | Batch [godz] [godz..] N [godz.‘]‘ . [god?.]

type Lag Phase Ge?neratlon Microbial stability Flme Srr{oklng
duration [h] time [h] (lag-phase + 1 generation) [h] time
Listeria monocytogenes
1 473 32 50,5 3,50
2 7.5 0,8 8,3 5,20
3 8 0,9 8,9 2,45
g 4 6.3 0.8 7.1 235
S x 5 116 i1 127 3,00
§ ; Escherichia coli O157:H7
38 1 25,3 1.4 26,7 3,00
2 7,6 0,8 8,4 5,20
3 9,5 0,8 10,3 2,45
4 7,6 0,7 8,1 2,35
5 12,3 0,9 13,2 2,45
Listeria monocytogenes
1 11,5 1,1 12,6 3,00
2 7.4 0,8 8,2 5,20
3 7,9 0,9 8,8 2,45
'—g £ 4 5,7 0,7 6,4 2,35
E 5 5 6.6 07 7.3 2,45
=g Escherichia coli O157:H7
£ 1 55 1.1 6.6 3,00
2 4,5 0,8 53 5,20
3 4,8 0,8 5,6 2,45
4 4,5 0,7 52 2,35
5 5,2 0,9 6,1 2,45
c.d. Tab. 2
5 ; < Listeria monocytogenes
2224 1 14,3 14 5,7 3,00
P2 = 2 5.9 0,7 6,6 5,20
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3 54 0,7 6,1 2,45
4 472 0,6 4.8 2,35
5 4,5 0,6 5,1 2,45
Escherichia coli O157:H7
1 8,2 1,1 9,3 3,00
2 4,1 0,7 4,8 5,20
3 4.4 0,7 5,1 2,45
4 3,2 0,6 3,8 2,35
5 3,8 0,6 4.4 2,45

Objasnienia: / Explanatory notes:
Druk wyttuszczony — okres stabilno$ci mikrobiologicznej zblizony do czasu obrobki wedzarnicze;j;
Bold — microbial stability time appearing close to the time period of smoking the products analysed.

Tabela 3

Zmienno$¢ okreséw stabilno$ci mikrobiologicznej badanych wyrobéw migsnych.
Variability of microbial stability as stated for the meat products studied.

Rodzaj wyrobu

Parametry rozktadu

Gatunek bakterii
Bacteria species

Product type Distribution parameters Listeria Escherichia
monocytogenes coli O157:H7
Schab surowy X [godz.] /[h] 17,5 5.8
Raw pork loin SD [godz.] / [h] 16,6 0,5
V%] 94,9 9,0
Frankfurterki X [godz.] /[h] 133 5.7
Frankfurters SD [godz.] / [h] 6,9 0,6
V(%] 51,9 11,5
Kietbasa polska )_C [godz.] / [h] 8.7 55
surowa
Raw Polish SD [godz ]/ [h] 2.1 1.9
sausage V[%] 24,6 35,7

Obliczone w prognozie okresy stabilno$ci mikrobiologicznej badanych wyrobéw
si¢ bardzo duza zmienno$cia w poszczegélnych partiach
produkcyjnych. W dwéch przypadkach, to jest w drugiej partii produkcyjnej
frankfurterek oraz w drugiej partii kielbasy polskiej surowej, wyliczone okresy
stabilno$ci mikrobiologicznej Escherichia coli O157:H7 byty niemal takie same lub
krétsze od czasow wedzenia. Prognoze krzywych wzrostu Gompertza E. coli O157:H7

charakteryzowaty

tych przypadkéw przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Szacowanie krzywych wzrostu Escherichia coli O157:H7 w procesie wegdzenia (strzatka
zaznaczono koniec wedzenia tych partii wyrob6ow).

Fig. 1.  Predicting the growth curves of Escherichia coli O157:H7 during the smoking (the arrow
indicates that the smoking process of a particular production batch of products studies has
ended).

Duza zmienno$¢ parametrow peklowania surowcéw w polaczeniu ze
zréznicowanym czasem wedzenia sprawiaja, ze obliczone w prognozie okresy
stabilnosci mikrobiologicznej wyrobow sa rowniez bardzo zréznicowane (tab. 3).

Wspétczynniki zmiennosci okreséw stabilnosci mikrobiologicznej badanych
wyrobéw wynosza od 9 do 95% (schab surowy; E. coli). Wskazuje to, ze jako$¢
mikrobiologiczna poszczegdlnych partii produkcyjnych badanych wyrobéw mogta by¢
potencjalnie bardzo zr6znicowana.

Potaczenie réznych czynnikéw fizykochemicznych z powodzeniem moze
zabezpiecza¢ produkty przed rozwojem mikroflory chorobotwdrczej. Jednakze w
rzeczywistych warunkach produkcyjnych surowych wyrobéw migsnych moga
zaistnie¢ takie wzajemne interakcje cech surowcow, substancji peklujacych, czasu i
temperatury wedzenia, w wyniku ktérych prawdopodobne jest zakonczenie okresow
lag-fazy niektérych bakterii chorobotwdrczych. Dlatego szybkie i efektywne
wychtadzanie poprodukcyjne oraz utrzymanie ciagtosci tancucha chiodniczego bedzie
warunkowa¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne tych wyrobdw.

Whioski

1. W rzeczywistych warunkach produkcji wedzonych, surowych i peklowanych
wyrobéw migsnych temp. wedzenia w zakresie 30-37°C moze potencjalnie
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doprowadzi¢ do stworzenia warunkéw umozliwiajacych zakonczenie okresu lag-
fazy niektérych bakterii chorobotwdrczych.

2. Zakonczenie czasu lag-fazy moze wystapi¢ w jednej na pig¢ partii produkcyjnych
dwéch gatunkéw wyrobow, czyli w 20% ich masy produkcyjnej. Sprzyja¢ temu
bedzie czas wedzenia dluzszy niz 4 godz. w zastosowanej temperaturze oraz
zmienno$¢ zawartos$ci soli i azotandw(IIl) w surowcach uzytych do produkcji
badanych wyrobow.

3. Konieczna jest poprawa jakosciowej i technologicznej efektywnos$ci peklowania w
celu zapobiezenia mozliwosci realnego wystapienia zagrozenia mikrobiologicznego.
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PREDICTING THE EFFECT OF SMOKING CONDITIONS ON THE GROWTH OF LISTERIA
MONOCYTOGENES AND ESCHERICHIA COLI 0157:H7 IN RAW MEAT PRODUCTS

Summary

The objective of the study was to predict the effect of smoking conditions applied to smoke three
types of raw meat products on the potential for Listeria monocytogenes and Escherichia coli O157:H7 to
grow in those products.

The study was performed in a selected meat processing plant, under real production conditions as
existing during any regular, commercial production process carried out in this plant

The study target comprised five batches of the following products being produced: a raw pork loin,
Frankfurter sausages, and a raw soft ‘Polish’ sausage. The following parameters of products being smoked
were determined: contents of salts and nitrates(Ill), pH, and the smoking process temperatures within a
range from 30°C to 37°C. The pathogen growth levels being predicted were calculated using a Pathogen
Modelling Software, version 6.0; the calculations performed included the parameters as determined above.

With regard to individual production batches of products under analysis, there were stated very high
variations among the following parameters characterizing the same product type in all 5 batches: contents
of nitrates (III) (V = 23.63-59.6%), contents of salts (V = 10.82—-17.78%), and real smoking times (V =
35.1-39.1%). Consequently, there were high differences among predicted periods of microbial stability of
Escherichia coli O157:H7 calculated for each individual production batch of raw pork loin (V = 9-95%).
The smoking conditions applied in this plant caused that, in the case of the Polish sausages and
Frankfurter sausages, it was possible for the lag-phase of Escherichia coli O157:H7 to end prior to the
completion of the entire smoking process.

Key words: predictive microbiology, smoking, raw meat products.
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WARTOSC RZEZNA I JAKOSC MIESA PERLIC UBIJANYCH
W ROZNYM WIEKU

Streszczenie

W Polsce nie prowadzi si¢ przemystowej produkcji perlic rzeznych, ale potrzeby rynku migsnego
moga si¢ zmieni¢ w zwiazku ze zmiana upodoban konsumentdw oraz rozszerzeniem rynkow zbytu.
Celem przeprowadzonych badan byla ocena wptywu wieku na warto$¢ rzezna i jako§¢ migsa perlic. Nie
uwzgledniono wpltywu pici, gdyz u mtodych perlic brak jest wyraznego dymorfizmu ptciowego.

Badania przeprowadzono na perlicach zywionych mieszankami petnoporcjowymi bez
antybiotykowego stymulatora wzrostu i odchowywanych do 18. tygodnia zycia. Ub6j ptakow
wykonywano w 14., 16. i 18. tygodniu zycia. W kazdym z terminéw ubijano po 10 ptakéw, okreslajac
wydajno$¢ rzezna, procentowy udzial poszczegdlnych migéni, pH oraz sktad chemiczny migsni
piersiowych i nég.

Srednia masa ciata perlic w kolejnych terminach uboju: 14., 16., 18. tygodniu Zycia wynosita
odpowiednio: 1181 g, 1314 g i 1373 g. Wydajnos$¢ rzezna perlic niezaleznie od ich wieku byta zblizona i
wahata si¢ od 73,61 do 74,49%. Najwigkszy udzial mig$ni piersiowych, udowych i podudzi stwierdzono u
perlic ubijanych w 14. tygodniu zycia, stanowily one odpowiednio: 17,66, 10,23 i 6,13%. Odczyn pH
mig$ni wraz z wiekiem ptakéw obnizat si¢, a odczyn pH migsni ndg byt zawsze wyzszy od odczynu
migs$ni piersiowych. Zawarto$¢ biatka ogélnego w migsniach piersiowych wynosita od 23,72 do 26,37% a
w mig$niach podudzi od 21,04 do 23,20%, a zawartos$¢ thuszczu odpowiednio: od 0,84 do 1,12% i od 2,38
do 5,86%. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze odchéw perlic przeznaczonych
do uboju powinien by¢ zakonczony okoto 14 tygodnia zycia.

Stowa kluczowe: wiek perlic, warto$¢ rzezna, pH, sktad chemiczny, jako$¢ migsa.

Wstep

Perlice domowe pochodza od dzikiej formy Numida meleagris L., zamieszkujacej
stepowe tereny Afryki i Madagaskar. Ze wzgledu na duze zdolnosci adaptacyjne,
hodowla perlic rozpowszechniona jest w ré6znych regionach $wiata. W Europie, wéréd
producentéw i konsumentéw migsa perliczego przoduja Francja i Wtochy. Migso
perlicze jest tam bardzo cenione ze wzgledu na wigksza o 1,0-1,3% zawartos¢ biatka i

Dr inz. K. Pudyszak, prof. dr hab. T. Majewska, Katedra Drobiarstwa, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski, ul Oczapowskiego 5, 10-719 Olsztyn, dr inz. J. Pomianowski, Instytut Towaroznawstwa i
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mniejsza o 0,4-2,5% zawartos¢ thuszczu niz migso kurczat i indykéw rzeznych [13].
We Francji w intensywnej produkcji uzyskuje sie perlice, ktére w 76. dniu zycia
osiagaja 1,8 kg [3].

W Polsce hodowla perlic byla popularna w latach 70. i 80. XX w. W tym okresie,
réwniez w naszym kraju prowadzono badania tego gatunku ptakéw [5, 9, 10]. W
wyniku przeprowadzonych badan opracowano program zywienia perlic, w wyniku
ktérego 12. tygodniowe ptaki uzyskuja masg ciata ok. 1 kg. Obecnie nie ma
zorganizowanej hodowli i reprodukcji tych ptakéw. Nawet w chowie przydomowym
ten gatunek ptakéw utrzymywany jest sporadycznie. Hodowlg mozna jednak w kazdej
chwili odtworzy¢ z matych populacji utrzymywanych w réznych regionach Polski,
dlatego tez doskonalenie zywienia perlic jest w naszym kraju nadal przedmiotem
prowadzonych badan [6, 7].

Zgodnie 7z europejskimi standardami handlowymi na migso drobiowe,
dotyczacymi kryteriow chowu drobiu, ubdj perlic w przypadku chowu $cidtkowego
mozliwy jest w 82. dniu zycia. W tradycyjnym chowie z wybiegiem minimalny wiek
uboju perlic wynosi 94 dni [1]. Przy wyborze terminu uboju ptakéw powinno sig
uwzglednia¢ takze warto$¢ rzezng i jako$¢ migsa. Myasnikova [13] stwierdzita, ze
najkorzystniejsza wydajnoscia rzezna oraz zawarto$cia mig¢$ni w tuszce charakteryzuja
si¢ perlice o masie ciata 1200 g. Wedtug Baeza i wsp. [2], na masg tuszki majaq wptyw
takie czynniki, jak genotyp, ple¢ i warunki odchowu. Wymienieni autorzy stwierdzili,
ze na procentowy udzial migsni piersiowych w tuszce istotny wptyw ma genotyp, a na
zawartos$¢ ttuszczu zapasowego i skory z ttuszczem podskérnym takze ptec perlic.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wplywu wieku na warto$¢ rzezna i
jako$¢ migsa perlic.

Material i metody badan

Material badawczy stanowito 30 perlic chowanych na glgbokiej scidice. Pisklgta
do badan pochodzity z wtasnych legéw, po rodzicach zakupionych z drobnych
gospodarstw. Przez caly okres odchowu ptaki Zywiono do woli petnoporcjowymi
mieszankami bez antybiotykowego stymulatora wzrostu. Warto§¢ pokarmowa
stosowanych mieszanek przedstawiono w tab. 1.

Ubgj perlic wykonywano w 14., 16. i 18. tygodniu zycia. W kazdym okresie
ubijano po 10 perlic. Wyboru ptakéw do uboju dokonywano bez uwzglednienia pici, na
podstawie masy ciata, stosujac schemat losowania systematycznego, tak aby $rednia
masa ciata perlic wybranych do uboju byta zblizona do $redniej masy ciata wszystkich
ptakéw w grupie. Wybrane w ten sposob perlice poddawano ubojowi, a nastgpnie
uproszczonej dysekcji, okreslajac masg: tuszki patroszonej, migsni piersiowych, ud i
podudzi.

Ksztattowania Jakosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, pl. Cieszynski 1, 10-957 Olsztyn
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W ciagu 2 godz. od uboju okreslano odczyn mig$ni przy uzyciu cyfrowego testera
kwasowosci z elektroda szklana typu Eurosensor ESAgP-301, a nastgpnie pobierano
probki migsni piersiowych i udowych do oznaczania sktadu chemicznego. Zawartos¢
suchej masy, biatka surowego, ttuszczu surowego i popiotu oznaczano metodami
konwencjonalnymi opisanymi przez Zagarska [17].

Tabela 1l
Warto$¢ pokarmowa mieszanek stosowanych w zywieniu perlic.
Nutritive value of the mixtures on which guinea fowls are fed.
Wyszczegolnienie Okres [tygodnie] / Period [weeks]
Specification

0-4 5-8 9-18
Energia metaboliczna [kcal]
Metabolizable energy 2759 37 3140
Biatko ogélem [%] 26,14 17.86 15,95
Total protein
Widkno surowe [%]
Crude fibre 3,53 3,14 3,11
Lizyna %] 1,70 1,05 0,92
Lisine
Metionina [%]
Methionine 0,62 0.45 0,44
Methnlga +cystyqa [%] 1,02 077 0.73
Methionine + cystine
Treonina [%] 0,99 0,67 0,59
Threonine
Wapi %] 1,25 091 0,89
Calcium
Fosfor ogdlny [%]
Total phosphorus 0,96 0.71 0,67
Fosfor przyswajalny [%]
Assimilatable phosphorus 0,68 0,49 0,46
sod [%] 0,15 0,16 0,16
Sodium
Chlor [%]
Chlorine 0,17 0,18 0,20

Zebrany materiat liczbowy opracowano statystycznie jednoczynnikowa analiza
wariancji w uktadach ortogonalnych oraz testem Duncana przy uzyciu programu
statystycznego Stat-1 [12].

Wiyniki i dyskusja

Srednia masa ciata perlic w kolejnych terminach ubojéw (14., 16., 18., tydzien
zycia) byla zr6znicowana i wynosita 1181 g, 1314 g i 1373 g (tab. 2). RézZnice migdzy
srednimi masami ciata byty statystycznie wysoko istotne (P < 0,01). Wydajnos$¢ rzezna
niezaleznie od terminu uboju byta zblizona i statystycznie nieistotna (od 73,61 do
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74,49%). W 14. tygodniu zycia perlic udziat zaréwno migéni piersiowych, jak i
udowych oraz podudzi byl statystycznie istotnie (P < 0,05; P < 0,01) wyzszy niz u
ubijanych w 16. i 18. tygodniu. Laczny udzial mig$ni (piersiowych, udowych i
podudzi) w 14. tygodniu zycia ptakéw byt wigkszy niz w 16. i 18. tygodniu,
odpowiednio o 1,7 i 4,1%. Wedlug innych autoréw na sklad tkankowy tuszek
perliczych ma wplyw masa ciata oraz pochodzenie i pte¢ perlic [2, 13].

Tabela 2
Warto$¢ rzezna tuszek perliczych.
Slaughter value of guinea fowl’s carcass.
yszcz_efgo r}leme statystyczne Wiek [tygodnie] / Age [weeks]
Specification o
Statistical
measures 14 16 18

X 11814 13148 1373¢
Masa ciata [g]
Body weight v 4,60 7,38 5,06
Tuszka patroszona [%] X 73,61 74,49 74,22
Eviscerated caracass v 1.98 1.23 344

X 17,814 17,66 16,48"°
Migsénie piersiowe [%]
Breast muscle v 3.96 3,10 10,15
Migsénie udowe (%] X 11,324 10,238 9,04¢
Thigh muscle v 5,10 523 15,72
Migénie podudzi (%] X 6,60* 6,134 5,898
Drumstick muscle v 6.62 8.40 8.96
Migsnie piersiowe i nég ~ [%] X 35,724 34,0240 31,66°
Breast and leg muscles v 415 217 712

X - wartoé¢ érednia / mean value; v — wsp6lczynnik zmiennosci / variation coefficient;

Warto$ci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie: a, b — P <0,05; A, B, C —
P<0,01.

Mean values designated by different letters are significantly differ: a, b—P <0,05; A, B, C-P <0,01.

Warto$¢ pH migéni piersiowych, udowych i podudzi w 14. tygodniu byla
statystycznie istotnie wyzsza (P < 0,01) niz w 16. i 18. tygodniu (tab. 3). Wyjatek
stanowito pH mig$ni udowych, ktére byto jednakowe w 14. i 18. tygodniu. Baeza i
wsp. [3] badajac dynamike¢ zmian pH w mig$niach piersiowych perlic stwierdzili, ze po
15 min od uboju wynosi ono 6,1-6,2 i zmniejsza si¢ do 5,6-5,7 po 24 h. Odnotowane
w badaniach wtasnych tendencje do zmniejszania si¢ odczynu migéni wraz z wiekiem
ptakéw potwierdzaja badania prowadzone przez Szatkowska i Mellera [16] na
kurczgtach brojlerach. Takze badania prowadzone na gesiach przez Baturg i wsp. [4]
potwierdzaja wyzsza warto$¢ pH migsni nég niz migéni piersiowych. Jak wskazuja
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badania Kiesslinga [8], nizsza warto$¢ pH migéni piersiowych niz nég, wynika z
rodzaju i ilo$ci widkien migsniowych.

Tabela 3

Wptyw wieku perlic na pH mig$ni zmierzone 2 godz. po uboju.
Effect of the guinea fowls’ age on pH of muscles measured two hours after the slaughter performed.

Wyszcz.egélr}ienie Miary statystyczne Wiek [tygodnie] / Age [weeks]
Specification Statistical measures 14 16 18
Migénie piersiowe X 6.4 6.1° 6,1°
Breast muscles Y 470 324 214
Migsnie udowe X 6,5" 6,35 6,54
Thigh muscles N 229 306 3.03
Migénie podudzi X 6,74 6,58 6,58
Drumstick muscles Y 331 278 240

Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6zniq si¢ statystycznie istotnie: A, B —P < 0,01
Mean values designated by different letters are significantly differ: A, B—P <0,01.

Tabela 4
Sktad chemiczny migsni piersiowych perlic.
Chemical composition of guinea fowls’ breast muscles.
Wyszczegdlnienie Miary statystyczne Wiek [tygodnie] / Age [weeks]
Specification Statistical measures 14 16 18
Woda [%] X 72,02° 71,10 73,677
Water v 1,71 1,23 1,83
Biatko [%] X 25,53° 26,37° 23,72%
Protein v 4,41 421 435
Thuszcz [%] X 1,02 0,84 1,12
Fat v 37,11 49,48 55,93
Popidt [%] X 1,07 1,28 1,08
Ash v 43,94 16,63 37,53

Warto$ci oznaczone réznymi literami r6zniq si¢ od siebie: a, b—P <0,05; A, B-P <0,01;
Mean values designated by different letters are significantly differ: a, b—P <0,05; A, B—P <0,01.
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Tabela 5
Sktad chemiczny mig$ni udowych perlic.
Chemical composition of guinea fowls’ thigh muscle.
Wyszczegdlnienie Miary statystyczne Wiek [tygodnie] / Age [weeks]
Specification Statistical measures 14 16 18
Woda [%] X 73,14 71,93 72,36
Water v 1,55 2,74 1,72
Biatko  [%] X 23,20* 21,26 21,04"
Protein v 2,37 0,69 4,06
Thuszez [%] X 2,38" 5.86" 535"
Fat v 63,35 30,89 26,28
Popiét  [%] X 1,30 1,06 1,25
Ash v 19,59 12,95 17,77

Wartos$ci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie: A, B—P < 0,01
Mean values designated by different letters are significantly differ: A, B—P <0,01

Sktad chemiczny migsni piersiowych przedstawiono w tab. 4. Wiek ubijanych
perlic wptywat w sposoéb statystycznie istotny (P < 0,05; P < 0,01) na zawarto$ci wody
i biatka w mig$niach. Migsnie piersiowe perlic ubijanych w 14. i 16. charakteryzowaty
si¢ mniejsza zawarto$cia wody (o 1,6-2,6%) i wicksza zawartos$cia biatka (o 1,8-2,6%)
niz mig$nie perlic ubijanych w 18. tygodniu zycia. W migéniach udowych stwierdzono
statystycznie istotne réznice (P < 0,01) pod wzgledem zawartosci biatka i ttuszczu (tab.
5). Mig$nie udowe perlic ubijanych w 14. tygodniu zycia zawieraly wigcej biatka (o
1,9-2,2%) i mniej tluszczu (o 3,0-3,5%) niz migsénie perlic ubijanych w 16. i 18.
tygodniu zycia.

Sposréd czterech podstawowych gatunkéw drobiu, najwigksza wartoscia odzywcza
i dietetyczna odznacza si¢ migso indycze [11]. W badaniach wtasnych, zawarto$¢ biatka
zarbwno w migéniach piersiowych jak i udowych perlic byta wyzsza, a ttuszczu w
mig$niach udowych nizsza od stwierdzonej w badaniach prowadzonych na indykach
[14].

Whioski

1. Najlepszymi wynikami wydajnosci rzeznej i procentowym udzialem mig$ni w
tuszce charakteryzowaly si¢ perlice ubijane w 14. tygodniu zycia. Réwniez sktad
chemiczny migséni tych ptakow okazat si¢ najkorzystniejszy. Dlatego tez odchow
perlic przeznaczonych do uboju powinien trwa¢ okoto 14 tygodni.

2. Migénie piersiowe perlic, w poréwnaniu z mig$niami udowymi, cechuja si¢
wyzszym pH i wigksza zawarto$cia biatka, a mniejsza ttuszczu.
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SLAUGHTER VALUE AND MEAT QUALITY OF GUINEA FOWLS SLAUGHTERED
AT A DIFFERENT AGE

Summary

Slaughter guinea fowl are not produced in Poland on an industrial scale, but the demands of the meat

market can change at any time to meet consumer demand or in reaction to expanding markets. The
objective of the study was to determine the effect of age of the birds on slaughter yield and their meat
quality. No effect of the bird’s gender was included as young guinea fowls showed no distinct sexual
dimorphism.
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The study involved guinea fowl fed on full-portion mixtures containing no antibiotic growth
stimulator; the birds were reared up to the 18th week of life. The bird slaughter was performed on week
14, 16, and 18 of life, and 10 birds were slaughtered in each of the three terms, and at the same time, the
following factors were determined: slaughter yield, composition, pH, and chemical composition of breast
and leg muscles.

Mean weights of the guinea fowl bodies were: 1181 g, 1314 g, and 1373 g, respectively in the
subsequent slaughter terms 14, 16 and 18 weeks of life. The slaughter yields of the guinea fowls,
regardless of their ages, were similar and ranged from 73.61 to 74.49%. The guinea fowls slaughtered on
week 14 of life had the highest per cent contents of breast, thigh, and leg muscles; they were 17.66%,
10.23%, and 6.13%, respectively. The pH of muscles decreased with bird age and pH of leg muscles was
always higher than pH of breast muscles. The content of total protein in breast muscles ranged from 23.72
to 26.37% and in the leg muscles: from 21.04 to 23.20%. The fat content ranged from 0.84 to 1.12% and
from 2.38 to 5.86%, respectively. The results of this study indicate that the slaughter guinea fowl rearing
period should be completed on, approximately, week 14 of life.

Key words: age of guinea fowls, slaughter value, pH, chemical composition, meat quality.
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WEASCIWOSCI UZYTKOWE MALTODEKSTRYN
W UKEADACH EMULSYJNYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wtasciwosci powierzchniowych maltodekstryn o réznym stopniu
scukrzenia i zréznicowanej technologii otrzymywania oraz weryfikacja ich funkcjonalnosci w uktadach
emulsyjnych. Weryfikacji dokonano poprzez oceng tekstury i wlasciwosci reologicznych majonezéw
niskotluszczowych, otrzymanych na bazie maltodekstryn. Stwierdzono, ze maltodekstryny wykazuja
aktywnos¢ powierzchniowa zaréwno w ukladzie woda/powietrze, jak i woda/olej, przy czym obserwuje
si¢ zwigkszenie aktywnosci powierzchniowej w miar¢ wzrostu stopnia hydrolizy. Na wiasciwosci
powierzchniowe maltodekstryn pozytywnie wptywa zastgpienie tradycyjnego procesu produkcyjnego
hydroliza prowadzona w ekstruderze. Pomimo stwierdzonej aktywnos$ci powierzchniowej, maltodekstryny
nie wykazuja zdolnosci emulgujacej, niezaleznie od stopnia scukrzenia oraz metody otrzymywania.
Natomiast w uktadach zlozonych, jakimi sa majonezy niskottuszczowe, wykazuja zréznicowane
oddziatywanie w stosunku do badanych biatek. W konsekwencji majonezy wykonane na bazie ré6znych
biatek i1 réznych maltodekstryn wykazuja znaczne zréznicowanie parametréw uniwersalnego profilu
tekstury oraz wilasciwosci reologicznych, w zaleznosci od surowcéw uzytych do ich przyrzadzenia.
Pomimo obserwowanego zréznicowania wlasciwoséci, badane majonezy pod wzglgdem reologicznym
stanowia ptyny rozrzedzane $cinaniem i ich lepko$¢ moze by¢ opisana za pomoca empirycznego réwnania
Ostwalda de Waele’a.

Stowa kluczowe: maltodekstryny, ekstruzja, wiasciwosci powierzchniowe, emulsje, majonezy, tekstura,
wlasciwosci reologiczne.

Wprowadzenie

Maltodekstryny — produkty niepetnej hydrolizy skrobi znajduja szerokie
zastosowanie w produkcji zywnosci. Sa uzywane jako neutralne wypetniacze, nosniki,
sktadniki stabilizujace i teksturotworcze. Szczegélne znaczenie maja maltodekstryny
jako funkcjonalne sktadniki uktadéw emulsyjnych, gdyz niejednokrotnie moga by¢

Dr hab. inz. G. Lewandowicz, prof. dr hab. W. Grajek, mgr inz. W. Krzyzaniak, A. Majchrzak, T. Ciapa,
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza im. A.Cieszkowskiego, ul Wojska
Polskiego 48; 60-627 Poznan, dr hab. inz. Krystyna Prochaska, Instytut Technologii i InZynierii
Chemicznej, Politechnika Poznanska, Pl. M. Sktodowskiej-Curie, Poznan
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stosowane jako zamienniki ttuszczu [11]. Produkcja maltodekstryn moze odbywac si¢
zuzyciem réznego typu enzyméw, co implikuje zréznicowanie strukturalne
otrzymanych produktéw, a co za tym idzie zréznicowanie wtasciwosci
fizykochemicznych iuzytkowych [5, 10]. Dodatkowym Zrédlem zréznicowania
wihasciwosci maltodekstryn moze by¢ zastosowanie alternatywnych proceséw
technologicznych, takich jak np. ekstruzja [3, 5]. Przydatno$¢ réznorodnych
produktéw spozywczych w tworzeniu uktadéw emulsyjnych byta tradycyjnie
oceniania na podstawie okre$lenia zdolnosci emulgujacej, trwaloSci emulsji, jak
roéwniez poprzez oceng cech sensorycznych i reologicznych [9, 11]. Badania
aktywnos$ci powierzchniowej w uktadach ptyn/ptyn, powszechnie wykorzystywane
przy opisie wilasciwosci surfaktantéw, nie byly dotychczas stosowane do oceny
produktéw spozywcezych.

Celem pracy bylto okreslenie wtasciwosci powierzchniowych maltodekstryn
oréznym stopniu scukrzenia i zréznicowanej technologii otrzymywania oraz
weryfikacja ich funkcjonalnosci w uktadach emulsyjnych.

Material i metody badan

Material badawczy stanowity: skrobia ziemniaczana Superior Standard produkcji
WPPZ w Luboniu, maltodesktryny produkcji SPPZ w Lobzie, gluten pszenny
produkcji ZPZ w Niechlowie oraz skrobia modyfikowana (E 1422) ,,Adanet CS”
produkcji Centralnego Laboratorium Przemyshu Ziemniaczanego w Luboniu. Do
otrzymywania majonezéw uzyto oleju rzepakowego oraz niezb¢dnych handlowych
produktéw spozywczych.

Ekstruzyjna hydroliz¢ enzymatyczna prowadzono za pomoca handlowych
preparatéw enzymatycznych firmy Novo Nordisk (Dania) tj. termostabilnej a-amylazy
bakteryjnej (produkowanej przez modyfikowane szczepy Bacillus) o nazwie handlowe;j
Termamyl S oraz bakteryjnej a-amylazy (produkowanej przez wyselekcjonowane
szczepy Bacillus amyloliquefaciens) o nazwie handlowej BAN 480 L. Skrobig
ziemniaczang nawilzano wodnym roztworem enzyméw do wilgotnosci 35%. Proces
prowadzono w mieszarce w temp. 25°C w czasie 0,5 h w celu ujednolicenia
mieszaniny. Tak przygotowany material poddawano ekstruzji w czterosekcyjnym
ekstruderze dwuslimakowym Krupp Werner & Pfleinderer, typ ZSK 25PS8.2.
Zastosowano rézne warunki procesu w zalezno$ci od enzymu i tak: Termamyl S — 0,7
ml/kg s.s. skrobi, predkos¢ slimaka 40 obr./min; BAN 480 L — 1,0 ml/kg s.s. skrobi,
predkos¢ $limaka 60 obr./min. Temperatura w poszczegdlnych sekcjach ekstrudera
wynosita: 20, 100, 120 1 140°C. W dalszej czesci tekstu uzyto nastgpujacych okreslen:
maltodekstryna ekstruzyjna T (produkt otrzymany z zastosowaniem preparatu
Termamyl S) oraz maltodekstryna ekstruzyjna B (produkt otrzymany z zastosowaniem
preparatu BAN 480L)

Zawarto$¢ suchej substancji skrobi oraz maltodekstryn oznaczano zgodnie z PN-
78/A-74701 [7].
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Warto$¢ réwnowaznika glukozowego DE okre§lano zgodnie z PN-EN ISO
5377:2001 [8].

Napigcie powierzchniowe 1 migdzyfazowe oznaczano metoda odrywania
pierScienia du Nofiya za pomoca tensiometru K12 firmy Kriiss (Niemcy). Badania
prowadzono w temp. 210°C. Jako modelowa faze olejowa zastosowano toluen. Badane
roztwory wodne zawierajace od 10~ do 1% analizowanych maltodekstryn uzyskiwano
droga kolejnych rozcienczen. Zdolno$¢ obnizania napig¢cia powierzchniowego, jak
i migdzyfazowego badanych pochodnych scharakteryzowano za pomocy wybranych
parametrow adsorpcji zestawionych w tab. 1.1 2., wyznaczonych w oparciu o warto$ci
wspélczynnikdw izotermy Szyszkowskiego, zastosowanej do aproksymacji danych
eksperymentalnych [1].

Zdolno$¢ emulgujaca i trwatos¢ termiczna emulsji oznaczano zmodyfikowana
metoda opracowana przez Yasamatsu i wsp. [13]. W tym celu 7,0 g maltodekstryny
rozpuszczano w 100 ml wody destylowanej, nastgpnie stopniowo dodawano 100 ml
oleju i miksowano uktad przy uzyciu miksera Ultrathurax IKA (Niemcy) z predko$cia
6000 obr./min w ciagu 2 min. W przypadku badania glutenu 7,0 g prébki rozpuszczano
w roztworze 10 ml octu spirytusowego o stezeniu 10% i1 90 ml wody. Otrzymana
emulsj¢ poddawano dziataniu sity odsrodkowej w ultrawiréwce przy predkosci
obrotowej 3000 obr./min w ciggu 15 min. Aktywnos$¢ emulgujaca [%] wyliczano ze
stosunku objetosci fazy zemulgowanej do catkowitej objgtosci uktadu. W celu
oznaczenia trwatosci termicznej emulsji przygotowana jak wyzej emulsj¢ ogrzewano w
tazni wodnej, w temp. 80°C, przez 30 min. Nastgpnie schtadzano pod strumieniem
zimnej wody w ciagu 15 min. Calo$¢ lagodnie mieszano za pomocag bagietki i
poddawano dziataniu sity odsrodkowej w ultrawiréwce przy predkosci obrotowej 3000
obr./min w ciagu 15 min. Trwato$¢ termiczna emulsji [%] wyliczano ze stosunku
objetosci fazy zemulgowanej do catkowitej objetosci ukladu. Pomiary powtarzano
trzykrotnie, nast¢pnie obliczano warto$¢ $rednia oraz przedzial ufnosci przy poziomie
istotnosci o = 0,05 [2].

Majonezy sporzadzano w porcjach po 300 g wg nastgpujacej receptury: olej —
150,0 g; Adanet CS — 9,0 g; maltodekstryna — 9,0 g; cukier — 9,0 g; s6l — 3,0 g;
benzoesan sodu 0,6 g; ocet 10-procentowy — 12 g; musztarda — 6,0 g; z6ttko jaja— 18 g
lub zamiennie gluten 9,0 g. Cato$¢ uzupetniano woda do 300 g. Z maltodekstryny,
cukru, skrobi modyfikowanej, soli oraz benzoesanu sodu sporzadzano sucha
mieszanke, ktéra przy intensywnym mieszaniu wsypywano do wody. Po utworzeniu
kleiku dodawano zé6ttko i musztardeg, a nastgpnie przy wolnym mieszaniu 2/3 oleju.
Zwigkszajac obroty mieszadta dodawano na przemian ocet i resztg oleju. W przypadku
majonezu na bazie glutenu najpierw gluten wsypywano do wody przy ciaglym
mieszaniu, a nastgpnie dodawano ocet i musztard¢. Nie przerywajac mieszania
dodawano powoli mieszanke suchych sktadnikéw. Po utworzeniu kleiku dodawano
réwniez powoli przy wolnym mieszaniu 2/3 oleju, a nastgpnie zwigkszano obroty
mieszadta i dodawano reszt¢ oleju.
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Badanie tekstury majonezéw prowadzono przy uzyciu teksturometru TA.XT2
firmy Stable Micro Systems (Wielka Brytania) z zastosowaniem nastgpujacych
parametréw pomiaru: glowica 5 kg; sensor walcowy o $rednicy 20,0 mm, gltebokosé
penetracji 4,0 mm; szybkos$¢ opadania sensora przed testem 1,0 mm/s, w trakcie testu
0,5 mm/s; po teScie 1,0 mm/s; czas pomigdzy jednym a drugim cyklem pomiarowym
5's; temp. 20°C. W badaniach stosowano trzykrotne powtdérzenia pomiaréw, nastepnie
wyznaczano warto$¢ Srednig oraz przedziat ufnosci przy poziomie istotnosci o0 = 0,05 [2].

Badanie wiasciwosci reologicznych majonezu prowadzono za pomoca reometru
RheoStress 1 firmy Haake (Niemcy) w temp. 20°C, w uktadzie pomiarowym stozek —
plytka C60/1° Ti. Badania prowadzono w zakresie szybkosci katowej od 0,1 rad/s do
10 rad/s. Wyznaczano modut sprezystosci, modul plastycznosci, kat przesunigcia
fazowego oraz lepko$¢ zespolona. Do opisu zalezno$ci lepkosci zespolonej od
predkosci $cinania wykorzystano réwnanie Ostwalda de Waele’a. W celu wyznaczenia
przedziatu liniowej lepkosprezystosci badanych majonezéw okres§lano zaleznos$é
modutu sprezysto$ci od zmieniajacej si¢ w zakresie od 0 do 5% amplitudy drgan o
czestotliwosci 1 Hz. Za warto$¢ optymalna do badan przyjeto amplitude 0,05%.

Wiyniki i dyskusja

Maltodekstryny ~ wykazywaty aktywno$¢ powierzchniowa w  ukladzie
woda/powietrze oraz woda/olej, przy czym zdolno$¢ obnizania napigcia
powierzchniowego na granicy faz ptyn/ptyn zalezata od stopnia ich hydrolizy i metody
otrzymywania. W przypadku maltodekstryn handlowych (rys. 1) obserwowano
zwigkszenie aktywno$ci powierzchniowej w miarg wzrostu stopnia ich hydrolizy,
natomiast maltodekstryny ekstruzyjne (rys. 2) wykazywaty silniejsza aktywno$¢
powierzchniowa niz ich analogi handlowe o poréwnywalnym stopniu hydrolizy.

Swobodna energia adsorpcji w uktadzie woda/powietrze handlowych preparatow
malata wraz ze wzrostem warto$ci DE (tab. 1). Natomiast w uktadzie woda/olej
wzrostowi stopnia hydrolizy, tj. rosnacej warto$ci DE, towarzyszyl wyrazny wzrost
stezenia powierzchniowego w warstwie adsorpcyjne;j.

Pomimo wykazanej wyzej aktywnos$ci powierzchniowej maltodekstryn emulsje
utworzone z ich roztworéw i oleju ulegaty natychmiastowemu rozwarstwieniu po
zakonczeniu mieszania uktadu. Wynika stad, ze niezaleznie od stopnia scukrzenia oraz
metody otrzymywania maltodekstryny nie maja zdolnosci emulgujacej. Badane
preparaty biatkowe, czyli z6ttko jaja i gluten pszenny wykazuja wysoka aktywnosé
emulgujaca (tab. 2). Nalezy podkresli¢, ze emulsje utworzone z uzyciem glutenu
wykazuja znacznie wyzsza trwato$¢ termiczna niz emulsje na bazie zéltka jaja
kurzego.
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Rys. 1. Aktywno$¢ powierzchniowa handlowych maltodekstryn w ukladzie woda/powietrze i
woda/toluen.
Fig. 1. Surface activity of commercial maltodextrines in a water/air and a water/toluene system.

Majonezy wykonane na bazie réznych bialek 1 réznych maltodekstryn
wykazywaly znaczne zréznicowanie parametrow uniwersalnego profilu tekstury w
zalezno$ci od surowcéw uzytych do ich przyrzadzenia (tab. 2). Majonezy zawierajace
gluten mialy wigksza twardo$¢ od zawierajacych zottko jaja. Rodzaj maltodekstryny
w mniejszym stopniu wplywatl na ten parametr majonezu.
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Rys. 2. Aktywno$¢ powierzchniowa maltodekstryn esktruzyjnych w ukladzie woda/powietrze i
woda/toluen (1 — maltodekstryna T, 2 — maltodekstryna B).

Fig. 2. Surface activity of extrusion maltodextrines in the water/air and water/toluene systems
(1-maltodextrine T, 2 — maltodextrine B).

Od powyzszej reguty odbiegaly majonezy sporzadzone na bazie glutenu i
maltodekstryny  ekstruzyjnej B, ktérych twardo$¢ byta wyjatkowo mata.
Przywieralno$¢ majonezéw réwniez wykazywata znacznie zréznicowanie zwiazane z
rodzajem uzytych surowcéw. Najwyzsza przywieralno$cia charakteryzowaty sig
majonezy wytworzone na bazie glutenu oraz maltodekstryn handlowych, natomiast
zdecydowanie niskie warto$ci przywieralnosci wykazaty majonezy, w przypadku
ktérych uzyto maltodekstryny ekstruzyjnej B. Sprezysto$¢ byla tym parametrem
tekstury, ktéry wykazywat zdecydowanie najmniejsze zréznicowanie i w przypadku
wigkszo$ci majonezow zawieral sig¢ w granicach 0,92-0,95. Wyjatek stanowil majonez
wytworzony z udzialem zéttka jaja i maltodesktryny ekstruzyjnej B, ktérego
elastyczno$¢ wynosita 0,99. Réwniez pozostate parametry tego wyrobu tj. gumiasto$¢ i



WEASCIWOSCI UZYTKOWE MALTODEKSTRYN W UKEADACH EMULSYJNYCH 41

spoisto$¢ odbiegaly od warto$ci, ktérymi charakteryzowaty si¢ pozostate majonezy,
przy czym nalezy zauwazy¢, ze w przypadku gumiasto$ci byta to warto$¢ najmniejsza,
natomiast w przypadku spoistosci najwigksza.

Tabela 1
Parametry adsorpcji maltodekstryn handlowych oraz ekstruzyjnych.
Adsorption parameters of commercial and extrusion maltodextrines.
Parametry adsorpcji
Adsorption parameters
Maltodekstryna Woda/powietrze Woda/olej
Maltodextrine Water/air Water/toluene
#7710 #-AGygs r*10° -AG 4
mol/m? kJ/mol mol/m> kJ/mol
Handlowa
Commercial 0,639 18,71 0,165 18,43
DE =49
Handlowa
Commercial 0,751 20,95 0,237 16,38
DE =8,5
Handlowa
Commercial 0,424 40,32 0,447 17,29
DE =18,8
Ekstruzyjna T 0,781 213 0,250 23,25
Extrusion T
Ekstruzyjna B 0,866 20,41 0,408 17,03
Extrusion B

Objasnienia: / Explanatory notes:

* wartosci przeliczono na zawarto$§¢ moli anhydroglukozy / the values were converted into
a content of anhydroglucose moles

—AG,q4s — swobodna energia adsorpcji / free energy of adsorption;

' — nadmiar powierzchniowy na nasyconej granicy faz / surface excess at the saturated
interface.

Poréwnujac parametry tekstury majonezéw (tab. 3) z wlasciwosciami
reologicznymi (rys. 3-5, tab. 4) dowiedziono, Ze nie jest mozliwe znalezienie prostej
korelacji pomigdzy tymi wielko$ciami. Analiza matematyczna przebiegu zmiennosci
zaleznoséci lepkoSci zespolonej majonezéw od szybkosci Scinania wykazata, ze
charakteryzuja si¢ one we wszystkich przypadkach wtasciwosciami plynéw
rozrzedzanych $cinaniem (rysunkéw nie przytoczono). Potwierdza to wysoka korelacja
wzmiankowanych krzywych z empirycznym réwnaniem Ostwalda de Waele’a (tab. 4).
Réwnanie Ostwalda de Waele’a byto juz wcze$niej stosowane do opisu wiasciwosci
reologicznych napojéw mlecznych oraz wodnych roztworéw hydrokoloidéw [6, 12].
Zmienno$¢ parametru K w réwnaniu Ostwalda de Waele’a oraz przebieg krzywych
zaleznosci moduldéw sprezystosci i plastycznosci od szybko$ci $cinania wskazuje
natomiast na istotne réznice w  oddzialywaniach pomigdzy badanymi
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Tabela 2

Zdolnos$¢ emulgujaca oraz trwalo$¢ termiczna emulsji badanych biatek.
Emulsifying activity and emulsion stability of investigated protein substances.

Substancja badana Aktywno$¢ emulgujaca [%] Trwatos¢ terrglf:zna emulle‘ [%]
. . e o Thermal stability of emulsions
Substance investigated Emulsifying activity [%] (%]
(%)
Z6ttko jaj
oo Jaa 499+0,3 25,0 £0,0
Egg yolk
Gluten pszenny
+ +
Wheat gluten 30,000 49,9103
Tabela 3
Parametry tekstury badanych majonezéw.
Texture parameters of mayonnaises.
Bialko Maltodekstryna Twardos¢ Przyw1§ralnosc Sprezystosé Gum1a§tosc Sp01st.0sc
Protein Maltodextrine Hardness Adhesiveness Springiness Gumminess | Cohesiven
[N] [Ns] pring [N] ess
Z6itko handlowa
jaja . 0,21 £0,05 -1,6£04 0,93+0,0 | 0,15£0,04 | 0,71 £0,04
commercial DE=9
Egg yolk
Zsitko handlowa
jaja . 0,19 £0,02 -1,5+0,1 0,93 £0,01 | 0,14 £0,01 | 0,74 £ 0,02
commercial DE=25
Egg yolk
Zsitko ekstruzyjna T
jaja . 0234008 | -1,8+07 | 094002 |0,16+005 | 0,71 +0,03
extrusion T
Egg yolk
Zsitko ekstruzyjna B
jaja .YJ 0,09 £0,00 | -0,27£0,07 | 0,99 £0,00 | 0,07 £0,00 | 0,81 £0,02
extrusion B
Egg yolk
handlowa 0,69 +
Gluten commercial DE=9 0,31 £0,08 -2,3+0,1 0,93 £0,01 | 0,21 £0,05 0.02
handlowa 0,69 +
1 28 + -2,1£0,1 2+ 19 £0,02 ’
Gluten commercial DE=25 0,28 £0,05 ,1£0, 0,92 £0,00 | 0,19 £0,0 0.02
k jna T
Gluten | Sorwsyina 016002 | -1.1£02 |095+0,00 | 0.12+0,03 | 0,77 0,07
extrusion T
Gluen |  SXSUUAImaB 151000 | 20772005 | 0952000 | 0,10£0,02 | 075 +0,05
extrusion B

maltodekstrynami i biatkami. W szczegdlnos$ci zwracaja uwage skrajnie rézne wartosci
modutéw sprezystosci majonezéw sporzadzonych z udzialem maltodekstryny
ekstruzyjnej B (rys. 3). Parametry te w przypadku majonezu zawierajacego
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maltodekstryng ekstruzyjna B i z6ttko wykazywaly najwyzsze warto$ci, a w przypadku
majonezu na bazie glutenu — najnizsze. Maltodekstryny handlowe generalnie
wykazywaly wyzsze warto$ci modutéw zaréwno sprezystosci, jak i plastycznos$ci w
produktach o nizszym DE = 9 niz wyzszym DE = 25 stopniu scukrzenia. W przypadku
maltodesktryny ekstruzyjnej T wartosci modutéw zaréwno plastycznosci, jak i
sprezystosci byly wyzsze w majonezach przyrzadzonych na bazie z6ttka.

Tabela 4
Parametry réwnania Ostwalda de Waele’an = Ko™
Ostwald de Waele 1 = Ko" equation parameters.
Biatko Maltodekstryna K N .
Protein Maltodextrine
76tiko iaia handlowa
. ! HJ( commercial 700 0,12 1,000
gg yo DE=9
.. .. handlowa
Z];’hko i commercial 496 0,15 1,000
g8y DE=25
Zo6ttko jaja ekstruz?fjna T 990 0.16 0.9998
Egg yolk extrusion T
Zottko jaja ekstruz.yjna B 1283 0.19 0.9998
Egg yolk extrusion B
handlowa
Gluten commercial 840 0,20 0,9999
DE=9
handlowa
Gluten commercial 534 0,13 0,9999
DE=25
Gluten ckstruzyjna T 620 0,14 0,9999
extrusion T
Gluten ckstruzyjna B 330 0.14 1,000
extrusion B
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Rys. 3. Modut sprezystosci majonezow.
Fig. 3.  Storage modulus of mayonnaises.
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Rys. 4. Modut plastycznos$ci majonezow.
Fig. 4.  Loss modulus of mayonnaises.

Hipotezeg o réznym wzajemnym oddzialywaniu badanych maltodekstryn i biatek
potwierdza analiza zmiennosci kata przesunigcia fazowego. Na rys. 5. widoczne sa
dwa peki krzywych przynaleznych do majonezéw przyrzadzonych na bazie zoéttka
(znaczniki puste) i glutenu (znaczniki wypelnione). Wartosci kata przesunigcia
fazowego w przypadku majonezéw na bazie zottka sa prawie stale, oscyluja w
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granicach 10—13° i nie wykazuja tendencji zaréwno malejacej, jak i rosnacej. Swiadczy
to, ze majonezy te sa pltynami lepkosprezystymi o zaznaczonej przewadze wtasciwosci
sprezystych. W przypadku majonezéw na bazie glutenu ze wzrostem szybkoSci
$cinania obserwowano wzrost kata przesunigcia fazowego od 9° do 15°. Wskazuje to
na fakt, ze przy wyzszych predko$ciach $cinania majonezy te traca wiasciwosci
sprezyste 1 upodabniaja si¢ do cieczy.

17
° DE=25 glut

S 16 | . A . gluten
a;’ [ m DE=9 gluten
o o 15 1 z ]
N — ° o o A T gluten
25 ] : | B glut

o . uten
.g g 13 H o (o] o o = l . ¢ o o [ ] g )
. 12 § " = 5 e & o O 5 o DE=25 7z6ttko
S g | D¢ & o ..
§ s 111 a E g é e 2 8 s g o DE=9 z6ttko
N & s AT z6ttko/yolk
e 104 o o ]
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X 9 g :

0,1 1 10

Szybkos¢ katowa
Radial speed [rad/s]

Rys. 5. Kat przesunigcia fazowego majonezéw.
Fig. 5. Phase angle of mayonnaises.

Whioski

1.

Maltodekstryny wykazuja aktywno$¢ powierzchniowa zaréwno w ukladzie
woda/powietrze, jak i woda/ole;j.

Maltodekstryny handlowe wykazuja zwigkszenie aktywnos$ci powierzchniowej w
miar¢ wzrostu stopnia ich hydrolizy, natomiast maltodekstryny ekstruzyjne
wykazuja silniejsza aktywno$¢ powierzchniowa niz ich analogi handlowe o
poréwnywalnym stopniu hydrolizy.

Maltodekstryny nie wykazuja zdolnosci emulgujacej niezaleznie od stopnia
scukrzenia oraz metody ich otrzymywania.

Majonezy wykonane na bazie r6znych biatek i ré6znych maltodekstryn wykazuja
znaczne zréznicowanie parametréw uniwersalnego profilu tekstury w zaleznosci
od surowcéw uzytych do ich przyrzadzenia.

Badane majonezy pod wzgledem reologicznym sa ptynami rozrzedzanymi
$cinaniem i ich lepko$¢ moze by¢ opisana za pomoca empirycznego réwnania
Ostwalda de Waele’a.

Maltodesktryny, w uktadzie emulsyjnym majonezu niskotluszczowego, wykazuja
zréznicowane wiasciwosci funkcjonalne w zaleznosci od uzytego biatka.
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF MALTODEXTRINES IN EMULSION SYSTEMS
Summary

The objective of this work was to determine surface properties of maltodextrines having a various

saccharification degree and obtained using different technological processes. Furthermore, this work
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aimed at verifying the functionality of maltodextrines in emulsion systems by determining the rheological
properties and the texture of low fat mayonnaises prepared from these maltodextrines.

It was found that both in water/air and water/oil systems, maltodextrines demonstrate surface activity
which is observed to increase with the rise of the hydrolysis degree. Replacing the traditional process of
production by a hydrolysis carried out in extruder has a positive effect on surface properties of
maltodextrines. Despite the a surface activity stated, maltodextrines do not show any emulsifying abilities,
regardless of the saccharification degree and production method. However, they exhibit a varied effect on
the examined proteins in such complex systems as low fat mayonnaises. As a consequence, mayonnaises
made on the basis of different proteins and maltodextrines show a considerable diversity of their universal
texture profile parameters and rheological properties, depending on the components used to prepare them.
In spite of the observed diversity of properties, examined mayonnaises constitute pseudoplastic fluids in
respect of rheological properties, and their viscosity could be described by means of the Ostwald de
Waele’s empirical equation.

Key words: maltodextrines, extrusion, surface properties, emulsion, mayonnaises, texture, rheological

properties
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WOIJCIECH KRZYZANIAK, TOMASZ JANKOWSKI, WEODZIMIERZ GRAJEK

OPTYMALIZACJA PARAMETROW HYDROLIZY
ENZYMATYCZNEJ SKROBI ZIEMNIACZANEJ POLACZONE]
Z PROCESEM EKSTRUZJI

Streszczenie

Celem pracy byla optymalizacja parametréw hydrolizy enzymatycznej skrobi ziemniaczanej
potaczonej z procesem ekstruzji.

Do hydrolizy uzyto nastgpujacych preparatéw enzymatycznych: oi-amylazy bakteryjnej Termamyl S,
Ban 480L oraz a-amylazy grzybowej Fungamyl 800L. Poczatkowo wykonano do$wiadczenia majace na
celu dobranie parametréw pracy ekstrudera zapewniajacych dostateczne skleikowanie —skrobi.
Regulowano temperatur¢ w poszczegélnych sekcjach ekstrudera oraz obroty elementéw roboczych.
Stwierdzono, ze dopiero temperatura powyzej 100°C zapewniata dostateczne skleikowanie skrobi.
Sprawdzono, czy w zastosowanych warunkach ekstruzji enzymy zachowuja swoja hydrolityczna
aktywno$¢. Stwierdzono wzrost wielkosci wspdtczynnika DE wraz ze wzrostem dawki enzymu
dodawanego do skrobi. Do dalszych ekstruzji wybrano enzymy o najwigkszej termoodpornosci czyli
Termamyl S oraz Ban 480 L. Okreslono wptyw szybkosci obrotéw $limakéw, w zakresie 40—60 obr./min,
oraz wilgotnosci poczatkowej skrobi, od 32 do 40%, na réwnowaznik glukozowy (DE) i ci$nienie
osmotyczne badanych preparatéw. Okreslono takze sktad chemiczny tych preparatéw. Badania wykazaty,
ze zastosowane warunki ekstruzji byly wystarczajace do czg$ciowej hydrolizy skrobi ziemniaczanej i do
uzyskania produktéw o niskim stopniu scukrzenia.

Stowa kluczowe: ekstruzja, skrobia ziemniaczana, hydroliza enzymatyczna, ai-amylaza.

Wstep

Ekstruzja jest rodzajem cisnieniowego ekspandowania produktu. Polega na
gwaltownym powigkszeniu objgtoSci czastki na skutek jej szybkiego podgrzania do
temperatury niezbg¢dnej do zamiany wody w par¢ [8].

Prowadzi to do zwickszenia cisnienia wewnatrz czastki, a nast¢pnie do jej
rozerwania i rozdecia na skutek braku mozliwosci swobodnego odparowania. Jest to
rowniez proces termoplastycznego wytlaczania surowca poddanego wczesniej obrébce
mechanicznej [17].

Mgr inz. W. KrzyZaniak, prof. dr hab. T. Jankowski, prof. dr hab. W Grajek, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskieg w Poznaniu, ul. Wojska
Polskiego 48, 60-627 Poznan



OPTYMALIZACJA PARAMETROW HYDROLIZY ENZYMATYCZNEJ SKROBI ZIEMNIACZANE]... 49

Gléwna czes¢ robocza ekstrudera stanowi komora ci$nieniowo-termiczna
zruchomym watem, zwanym potocznie $limakiem. Ze wzgledu na ich liczbe
ekstrudery dzieli si¢ na jedno lub dwuslimakowe. W nowoczesnych maszynach proces
ekstruzji oraz jego parametry sa sterowane komputerowo [5, 21].

W czasie ekstruzji nawilzonej skrobi dochodzi do jej skleikowania i czg$ciowej
hydrolizy [12, 26]. Zaleta tego procesu jest krotkie dziatanie temperatury i mozliwos$¢
doktadnego regulowania jego parametréw [18]. Ekstruzja wplywa na wzrost
rozpuszczalno$ci skrobi w temperaturze otoczenia pod warunkiem poddania jej
dziataniu sit $cinajacych w temp. powyzej 110°C. Wraz ze wzrostem temp. ekstruzji
w zakresie od 90 do 210°C maleje takze ggsto$¢ produktu i zwigksza sie zdolnosé
wigzania wody przez zmodyfikowana skrobig [18]. W wyniku ochtodzenia ptynna
skrobia traci ciepto wraz z uchodzaca para wodna. Materiat staje si¢ twardszy, mniej
plastyczny i traci swoja elastyczno$¢ na skutek tworzenia si¢ zelu skrobiowego.
Powstaje niejednorodna, porowata struktura o wytrzymatosci zaleznej od szybkosci
ochtadzania produktu [12]. Wiasciwosci ekstrudatu zaleza réwniez od sktadu
chemicznego surowca skrobiowego, gtéwnie proporcji migdzy amyloza
i amylopektyna oraz od zawartos$ci lipidéw [1, 16, 23].

Enzymy amylolityczne dzialaja wytacznie na skrobi¢ skleikowana [24].
W zawiesinach wodnych skrobi hydroliza enzymatyczna zachodzi juz w temp. ok. 60—
80°C, jednak przebiega ona z niewielka szybkoscia ze wzgledu na niepetne uptynnienie
skrobi, ktére wymaga ogrzania do temp. powyzej 100°C, najlepiej 140°C [22]. Badania
nad enzymami amylolitycznymi, majacymi zastosowanie w przemyslowym
przetworstwie skrobi, sa obecnie nastawione zaréwno na poszukiwanie naturalnych
zrédet termoodpornych enzymoéw, jak i na modyfikacje juz znanych amylaz poprzez
ukierunkowane mutacje lub tez chemiczne modyfikacje tych biatek [3, 20].
W literaturze wykazano mozliwo$¢ obrébki hydrotermicznej skrobi z jednoczesnym
dziataniem enzymoéw, co umozliwito otrzymanie produktoéw o ograniczonym zakresie
hydrolizy, charakteryzujacych si¢ niskim réwnowaznikiem glukozowym DE [4, 7, 10,
15, 25]. Osiagane to jest dzigki krétkiemu dziataniu obu czynnikéw. Parametrami
ekstrudera umozliwiajacymi regulacje stopnia hydrolizy skrobi sa: obroty elementu
roboczego regulujace czas hydrolizy oraz temperatura w poszczegdlnych sekcjach [5,
9]. Dodatkowo, duzy wpltyw na proces ma zawarto$¢ wody w surowcu przeznaczonym
do ekstruzji oraz termoodpornos¢ i ilo§¢ uzytego enzymu [11]. Wykorzystanie
ekstruzji jako metody przygotowania skrobi do hydrolizy moze umozliwi¢ uzyskanie
maltodekstryn  odznaczajacych si¢ nowymi wilasciwoSciami  reologicznymi
i teksturotwoérczymi [23].

Celem pracy byla optymalizacja parametréw hydrolizy enzymatycznej skrobi
ziemniaczanej podczas procesu ekstruzji.
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Material i metody badan

Skrobia ziemniaczana

Substratem uzytym do ekstruzji byla skrobia ziemniaczana Superior
wyprodukowana w Zaktadach Przemystu Ziemniaczanego w Luboniu o zawarto$ci
suchej masy 89,8%.

Enzymy

Do badan zastosowano nastgpujace preparaty enzymatyczne produkowane przez

Novozymes, Dania:

e Termamyl Supra — mieszanina wyjatkowo stabilnych bakteryjnych a-amylaz (4-
glukanohydrolaza-o.-1,4-glukanu) produkowanych przez genetycznie
zmodyfikowane szczepy =z rodzaju Bacillus. Aktywno$¢ tego preparatu
enzymatycznego wynosi 120 KNU/g, a optymalna temp. dziatania 105°C;

e Ban 480 — a-amylaza bakteryjna (o-1,4-D glukohydrolaza glukanu) produkowana
przez Bacillus amyloliquefaciens. AktywnoS$¢ tego preparatu enzymatycznego
wynosi 480 KNU/g, a optymalna temp. dziatania 85°C;

e Fungamyl 800L o-amylaza grzybowa (a-1,4-D glukohydrolaza glukanu)
produkowana  przez  Aspergillus  oryzae. Aktywnos¢ tego  preparatu
enzymatycznego wynosi 800 FNU/g, a temp. dziatania 65°C.

Ekstruzja

Ekstruzje skrobi pofaczong z jednoczesna hydroliza enzymatyczng prowadzono
w ekstruderze dwuslimakowym ZSK 25 WLE firmy Krupp Werner& Pfleinderer
GMBH. Po uwzglednieniu suchej masy, material nawilzano woda destylowana do
odpowiedniej wilgotnosci i mieszano w mieszarce laboratoryjnej w celu ujednolicenia
materialu. Do wody wprowadzano odmierzona dawke¢ preparatu enzymatycznego.
Nawilzona skrobi¢ z preparatem enzymatycznym ekstrudowano w warunkach
przedstawionych w tab. 1. Produkt powstaty w procesie ekstruzji suszono w temp.
60°C przez 24 godz., w suszarce z obiegiem powietrza, a nastgpnie mielono do postaci
proszku.

Oznaczanie DE
Réwnowaznik glukozowy DE oznaczano metoda jodometryczna wediug PN-
78/A-74701.

Oznaczanie cukrow metodq HPLC

Zawarto$¢ cukrow w hydrolizatach oznaczano za pomoca chromatografii
cieczowej (HPLC). Wykonano analizg¢ iloSciowa obecnosci cukrow wyzszych i cukréw
zawierajacych od jednego do o$miu monomeréw. Parametry oznaczenia: kolumna
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Aminex HPX-42A o wymiarach 300 x 7,8 mm oraz detektor refraktometryczny IR.
Predkos¢ elucji: 0,6 ml wody/min w temp. 70°C. Na kolumng jednorazowo nanoszono
20 ul odpowiednio rozcienczonej proby, uprzednio przefiltrowanej przez saczki z
porami wielkosci 0,45 um (Millex HA) w celu usunigcia ewentualnych
zanieczyszczen.

Tabela 1

Warianty procesu ekstruzji.
Variants of the extrusion process.

Warianty Temperatura Szybkosé Slimakow
procesu Temperature ["C] [obr./min]
Variants of the| Sekcja 1 | Sekcja 2 Sekcja 3 Glowica Screw s;;eed [rpm]
process Section 1| Section 2 Section 3 Die
Wariant I 24 110 110 120 85
Variant I
Wariant II
artan 2 70 70 50 80
Variant II

Oznaczanie rozpuszczalnosci ogélnej

Do kolby stozkowej o poj. 250 ml wsypywano 10 g szklanych peretek, dodawano
100 ml wody destylowanej o temp. 40°C oraz 6,4 g produktu. Tak przygotowana prébe
intensywnie mieszano przez 30 min w tazni wodnej o temp. 60°C. Nastepnie 50 ml
préby wirowano przez 10 min przy obrotach 210 X g. Po odwirowaniu pobierano 5 ml
supernatantu i przenoszono do wywazonego naczynka wagowego ze spiralnie
zwinig¢tym paskiem bibuty. Tak przygotowana prébg suszono do statej masy w temp.
100°C. Rozpuszczalno$¢ ogdlna obliczono z réwnania:

_ (m3—my)(a+pV)-100

-100 [%]
(my —m;)(100—w)-a

gdzie: m; — masa naczynka z bibuta [g],
m, — masa naczynka z bibula i roztworem [g],
mj; — masa naczynka z bibula i roztworem po wysuszeniu [g],
a — nawazka proszku [g],
V — objetosé wody, w ktérej rozpuszczono proszek [cm’],
w — wilgotno$¢ badanego proszku [%],
p — gestos¢ wody [g/cm’].

Cisnienie osmotyczne

Oznaczania ci$nienia osmotycznego dokonywano za pomoca osmometru Marcel
OS 3000, wedtug zalecen producenta. Pomiar polega na przechtodzeniu 100 ul préby
do temp. -10°C, wzbudzeniu jej krystalizacji oraz rejestracji i analizie przebiegu
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temperatury w czasie krystalizacji. Osmolalno$¢ roztworu wyrazona w mOsm/kg H,O
jest miarg ci$nienia osmotycznego.

Roznicowa kalorymetria skaningowa

Badania charakterystyki kleikowania skrobi w ekstrudowanych preparatach
wykonano przy uzyciu kalorymetru skaningowego Perkin-Elmer DSC 7 (Perkin-Elmer
Co., Connecticut, USA). Prébki sproszkowanego ekstrudatu o masie ok. 5 mg
umieszczano w aluminiowych naczynkach kalorymetrycznych o pojemnos$ci 20 pl,
doktadnie wazono, dodawano dwukrotnie wigksza mas¢ wody od masy preparatu,
zamykano hermetycznie i pozostawiano na 1 godz. w celu nawilzenia. Nastepnie
probki ogrzewano w kalorymetrze w zakresie temp. 20—-100°C z szybko$cia wzrostu
temperatury 10 K/min. Jako wzorzec odniesienia stosowano puste, identyczne
naczynhko kalorymetryczne. Z termogramdéw kleikowania skrobi wyznaczano
temperaturg piku T, oraz entalpi¢ przemiany AH (J/g) odniesiona do suchej masy
probki. Dodatkowo, w celu poréwnawczej oceny stopnia skleikowania skrobi
w ekstrudatach wykonano analizg kleikowania natywnej skrobi ziemniaczane;.

Analiza statystyczna

Wykonano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji na poziomie istotnosci o = 0,05,
aby wykaza¢ istotno$¢ wptywu wilgotnosci skrobi i obrotéw $limakéw ekstrudera na
DE oraz cis$nienie osmotyczne ekstrudatéw. Postuzono si¢ w tym celu programem
Statistica 6.0. Wszystkie eksperymenty wykonano w trzech powtérzeniach.

Wiyniki i dyskusja

Skrobia ziemniaczana jest najczgSciej hydrolizowana w reaktorach do
maltodekstryn za pomoca dwustopniowej hydrolizy enzymatycznej, trwajacej okoto
73 godz., z koniecznos$cia dwukrotnej regulacji temp. z okoto 95-140°C do 60-95°C
oraz zmiany pH z 6,5 do 4 [2]. Druga powszechnie stosowana metoda hydrolizy skrobi
ziemniaczanej jest hydroliza kwasowa trwajaca okoto 60 min, wymagajaca dwukrotne;j
regulacji temperatury procesu [2]. Alternatywa przedstawionych metod moze by¢
ekstruzja skrobi potaczona z hydroliza enzymatyczna.

Pierwszy etap do$§wiadczen miat na celu dobér warunkéw procesu, ktére nalezy
zastosowa¢ w procesie hydrolizy enzymatycznej prowadzonej w ekstruderze. Ze
wzgledu na krétki czas przebywania surowca skrobiowego w ekstruderze, wynoszacy
od 30 do 60 s i koniecznos$¢ przeprowadzenia w tym czasie skleikowania skrobi oraz
jej hydrolizy, uzyte enzymy powinny charakteryzowac¢ si¢ odpowiednia odporno$cia
termiczng 1 wysoka aktywnos$cia w temperaturze procesu. Enzymy inaktywowano
termicznie przez podwyzszenie temperatury w glowicy ekstrudera.

Warunki termiczne procesu dobrano tak, aby nie powodowaty utraty aktywnosci
enzymu w sekcjach roboczych ekstrudera. Zastosowano dwa warianty procesu
ekstruzji (tab.1). Pierwszy w wyzszej temperaturze dla enzyméw Termamyl S i Ban
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480 L oraz drugi dla enzymu Fungamyl 800L, o mniejszej termoodpornosci. We
wszystkich do$wiadczeniach wilgotno$¢ skrobi wynosita 35%.

Na podstawie badan DSC (tab. 2) preparatéw skrobi ekstrudowanej bez enzyméw
stwierdzono, ze jedynie ekstruzja w wyzszej temperaturze umozliwita pelne
skleikowanie skrobi. Swiadczy o tym brak przemiany kleikowania na termogramach
DSC.

Tabela 2

Temperatura piku przemiany DSC, entalpia, oraz stopien skleikowania skrobi natywnej i skrobi
ekstrudowane;j.

DSC peak transition temperature, entalpy, and degree of gelatinisation of the native starch and extruded
starch.

Proba Temperatura piku przemiany | Entalpia kleikowania | Skleikowanie skrobi
Sample Peak transition temperature | Gelatinisation entalpy | Starch gelatinisation
P [°C] AH [J/g s/s] [%]
Skroblla natywna 67.0 12,0 0
Native starch
Ekstrudowana w. | brak przemiany
. 0 100
Extruded v. I no transition
Ekstrudowana w. II
Extruded v. IT 67.0 23 22,3

W procesie ekstruzji w nizszej temperaturze wykazano, ze skleikowato zaledwie okoto
22% skrobi pomimo dluzszego czasu ekstruzji (tab. 2). Powyzsze obserwacje
potwierdzaja decydujaca role wody w przebiegu zjawisk kleikowania skrobi.
Temperaturowy zakres procesu kleikowania, a takze charakter procesu jest inny, gdy
skrobia jest nawilzona powyzej 70% i inny, gdy jej wilgotno$¢ jest mniejsza niz 35—
40% [13]. W tym drugim zakresie wilgotnosci, odpowiadajacym procesom ekstruzji,
skrobia ulega przemianie interpretowanej jako topnienie krystalitéw na zasadzie
podobienstwa do stapiania syntetycznych krystalicznych polimeréow, gdzie ilo$¢
rozpuszczalnika decyduje o ich temperaturze topnienia [6].

W kolejnych badaniach sprawdzono, czy w wytypowanych warunkach ekstruzji
(tab. 1) enzymy wykazuja hydrolityczna aktywno$¢. Zaréwno w przypadku enzyméw
Termamyl S i Ban 480 L, zastosowanych w ekstruzji w wyzszej temperaturze, jak i
pozostalego enzymu uzytego w nizszej temperaturze, stwierdzono wzrost wartosci
liczbowej wspétczynnika DE wraz ze wzrostem dawki enzymu dodawanego do skrobi
(tab. 3). Taka tendencja w przypadku skrobi nie w pelni skleikowanej przy

zastosowanych parametrach ekstruzji moze $wiadczy¢, ze doszto do czg$ciowe;j
Tabela 3

Wskaznik DE oraz rozpuszczalno$¢ preparatéw skrobi otrzymanych w procesie
ekstruzji z udzialem enzymow Termamyl S, Ban 480L oraz Fungamyl 800L.
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Dextrose equivalent values and solubility of starch preparations extruded using enzymes
Termamyl S, Ban 480L and Fungamyl 800L.

Enzym Dawka DE Rozpuszczalnosé
Enzyme Dose [KNU] Solubility [%]
36 3 90,1
72 5 90,3
Termamyl S 144 6 93,7
288 9,7 94,5
720 13 95
280,8 5 65,2
Ban 480 L 561,6 7,8 73,8
11232 9,9 80,6
1840 8,9 43,5
Fungamyl 800 L 4600 9,7 48,6
7360 12,4 52,6

hydrolizy. Jednakze otrzymane preparaty mogty cechowac sig staba rozpuszczalnoscia.

Rozpuszczalno$¢ preparatéw rosta wraz ze wzrostem ilosci enzymu dodanego do
skrobi i wynosita w przypadku Termamylu S od 90,1 do 95%. Rozpuszczalno$¢
ekstrudatéw wyprodukowanych z enzymem Ban 480 L wynosita od 65,2 do 80,6% za$
z enzymem Fungamyl 800 L byta najmniejsza (tab. 3). Otrzymane wyniki potwierdzaja
obserwacje poczynione w przypadku skrobi sago, gdzie w wyniku ekstruzji oraz
zwigkszajacej si¢ dawki enzymu rozpuszczalno$¢ wzrosta z 11% (skrobia natywna) do
ponad 63% w przypadku ekstrudatéw [7].

Oznaczono cis$nienie osmotyczne ekstrudatow w celu wstgpnego stwierdzenia
ewentualnych réznic w sktadzie cukrowym preparatow. Wraz ze wzrostem dawki
enzymu stwierdzono wzrost warto$ci  ciSnienia  osmotycznego  preparatu
ekstrudowanego z enzymem Termamyl S. W zalezno$ci od dawki enzymu warto$ci te
byly nastepujace: 36 KNU — 1 mOsm/kg H,O, 72 KNU — 2 mOsm/kg H,0O, 144 KNU
— 7 mOsm/kg H,O. Wzrost wielkosci tego parametru moze wskazywac¢ na inny sktad
chemiczny produktéw ekstruzji.

Po analizie wstgpnych wynikéw, biorac pod uwaga rozpuszczalno$¢ preparatéw i
aktywno$¢ hydrolityczna enzyméw w procesie ekstruzji, do dalszych badan wybrano
enzymy: Termamyl S oraz Ban 480 L. We wcze$niejszych badaniach wykazano duza
stabilno$¢ enzymoéw nalezacych do grupy Termamyl podczas ekstruzji w temp.
powyzej 100°C [19]. Obydwa enzymy, cechujace si¢ najwyzsza termoodpornoscia,
mozna bylo z powodzeniem stosowaé w wyzszej temperaturze procesu ekstruzji,
umozliwiajacych skleikowanie skrobi. Govinddasamy i wsp. [7], w badaniach nad
ekstruzja skrobi sago z termostabilnymi amylazami, wykazali, ze w zalezno$ci od
parametréw ekstruzji mozliwe jest uzyskanie produktéw o DE 0-10, podczas gdy w
tych samych warunkach ekstruzji bez enzymu warto$¢ liczbowa wskaznika DE nie
przekraczata 1,5.
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Wykorzystujac wtasciwosci hydrolityczne enzyméw Termamyl S i Ban 480L w
wysokiej temperaturze procesu, podjeto si¢ zbadania wptywu wilgotnosci poczatkowe;j
skrobi ziemniaczanej oraz czasu ekstruzji na DE oraz ciS$nienie osmotyczne,
zachowujac jednakowa temperatur¢ procesu i jednakowa dawke enzyméw we
wszystkich wariantach ekstruz;ji.

Temperaturg w poszczegdlnych sekcjach ekstrudera ustalono na nastgpujacych
poziomach: sekcja 1 — 20°C, sekcja 2 — 110°C, sekcja 3 — 110°C, gtowica 140°C.
Temperatura gtowicy byta dobrana tak, aby nastgpowalo zatrzymanie reakcji hydrolizy
poprzez denaturacj¢ enzymu.

Obroty $limakéw ekstrudera w kolejnych do$wiadczeniach wynosity 40, 50
i 60 obr./min, a wilgotnos¢ skrobi 32, 36 i 40%. W przypadku enzymu Termamyl S
ilo$¢ dodanego preparatu odpowiadata 104,4 KNU, a enzymu Ban 480 L, ze wzgledu
na mniejsza termostabilnosc, 561,6 KNU.

Zmiany wielkoSci wspétczynnika DE w réznych wariantach procesu ekstruzji
przedstawiono na rys. 1. i rys. 2. a ci$nienia osmotycznego na rys. 3. i rys. 4.
Zréznicowanie czasu hydrolizy przez zmiang obrotéw elementu roboczego ekstrudera
miato wptyw na wielko$¢ wskaznika DE uzyskanych preparatéw. Znajduje to
potwierdzenie w publikowanych badaniach, w ktérych stwierdzono, ze wskaznik DE
skrobi ekstrudowanej tacznie z enzymem zmniejszat si¢, gdy rosta szybkos¢ obrotéw
slimakow ekstrudera [7, 15].

Znaczacy wplyw na wielko$¢ wskaznika DE ekstrudatéw miata wilgotno$¢ skrobi
w czasie ekstruzji. Zaréwno przy ekstruzji z enzymem Termamyl S jak i Ban 480 L
stwierdzono najwyzsze wartosci DE uzyskanych preparatéw przy wilgotnosci skrobi
40%. Jednocze$nie, przy tych samych parametrach procesu, wskaznik DE preparatu
uzyskanego z enzymem Ban 480 L byl wyzszy od analogicznego uzyskanego
z enzymem Termamyl S. Wskazuje to na zachowana aktywnos$¢ hydrolityczng tego
enzymu w temperaturze ekstruzji. Uzyskane wyniki potwierdzaja dane literaturowe
wskazujace, ze optymalnymi warunkami ekstruzji umozliwiajacymi skuteczne zajscie
procesu hydrolizy enzymatycznej skrobi sa: wysoka wilgotno$¢ poczatkowa surowca,
mata predkos¢ slimakéw oraz duza dawka enzymu [4, 10].
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Rys. 1.  Wplyw wilgotnosci skrobi i szybkosci obrotéw $limakéw ekstrudera na warto$¢ wspétczynnika
DE preparatéw ekstrudowanych z enzymem Termamy] S.

Fig. 1. The effect of moisture content in starch and of screw speed of the extruder on the dextrose
equivalent of preparations obtained using an enzyme Termamyl S.

W celu stwierdzenia, ktéry z parametrow ekstruzji: obroty $limakéw czy
wilgotno$¢ skrobi miat wigkszy wptyw na badane wtasciwosci ekstrudatow wykonano
dwuczynnikowa analiz¢ wariancji na poziomie istotnosci oo = 0,05. W przypadku
produktu wytworzonego z udziatem enzymu Termamyl S stwierdzono istotny wptyw
wilgotnos$ci skrobi na DE. Z kolei zaréwno obroty, wilgotno$¢ skrobi, jak i kombinacja
tych czynnikéw istotnie wptywaty na wielko$¢ ci$nienia osmotycznego. W przypadku
produktu z Ban 480 L zaréwno wielko§¢ réwnowaznika DE, jak 1 ci$nienie
osmotyczne zalezaly bardziej od wilgotnosci poczatkowej skrobi niz od szybkosci
obrotéw s§limakow ekstrudera.
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Rys. 2.

Fig. 2.

Rys. 3.

Fig. 3.
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Wptyw wilgotnosci skrobi i szybkosci obrotéw $limakéw ekstrudera na wielko$¢ wspétczynnika
DE preparatéw ekstrudowanych z enzymem Ban 480 L.

The effect of moisture content in starch and of screw speed of the extruder on the dextrose
equivalent of preparations obtained with an enzyme Ban 480 L.
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Wplyw wilgotnosci skrobi i szybkosci obrotéw §limakéw ekstrudera na warto$¢ cisnienia
osmotycznego preparatow ekstrudowanych z enzymem Termamyl S.

The effect of moisture content in starch and of screw speed of the extruder on the osmotic
pressure of preparates obtained with enzyme Termamy]l S.
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Rys. 4. Wplyw wilgotnosci skrobi i szybkosci obrotéw s$limakow ekstrudera na warto$¢ ci$nienia
osmotycznego preparatéw ekstrudowanych z enzymem Ban 480 L.

Fig.4. The effect of moisture content in starch and of screw speed of the extruder on the osmotic
pressure of preparations obtained with an enzyme Ban 480 L.

W zwiazku z réznicami w ci$nieniu osmotycznym pomiedzy wodnymi
roztworami ekstrudatéw wytworzonych z enzymem Termamyl S i Ban 480L
wykonano analiz¢ chromatograficzna majaca na celu ustalenie sktadu cukrowego
produktéw (tab. 4).

W przypadku ekstrudatéw wytworzonych z enzymem Termamyl S stwierdzono,
ze najwigksza grup¢ stanowily cukry wyzsze o DP > 8, a wéréd cukréw nizszych
oligosacharydy o DP 5-8. Podobnie w przypadku ekstrudatéw uzyskanych z enzymem
Ban 480 L najwigksza grupe¢ stanowity cukry wyzsze, a nastgpnie oligosacharydy
o DP 5-7. Zawarto$¢ glukozy byta niewielka i wynosita od 0,09 do 0,86%,
w zaleznosci od warunkéw ekstruzji. Zawartos¢ cukrow wyzszych, Srednio 92%,
Swiadczy o wigkszym stopniu hydrolizy skrobi niz w przypadku ekstrudatow
zenzymem Termamyl S, w ktérych zawartos¢ oligosacharydéw o DP > 8 wynosita
srednio 96%. Podobny sktad cukréw obserwowano w przypadku ekstruzji z enzymami
innych rodzajéw skrobi [7, 15]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze zastosowane warunki
ekstruzji byty wystarczajace do czg$ciowej hydrolizy skrobi ziemniaczanej do
produktéw o niskim stopniu scukrzenia. Inny sktad oligosacharydéw obserwowano w
preparacie skrobi sago hydrolizowanej enzymem Termamyl 120L. W tym przypadku
stwierdzono najwigcej cukréw o DP2, DP3, i DP6, za§ zawartos¢ cukréw wyzszych
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wynosita okoto 20% przy DE 8. Wraz ze wzrostem wilgotnosci poczatkowej skrobi
sago rosta takze zawarto$¢ oligosacharydéw o DP 2-6 [7]. Takiej jednoznacznej
zaleznosci nie zaobserwowano w przypadku skrobi ziemniaczanej ekstrudowanej z
enzymem Termamyl S i Ban 480 L w biezacej pracy. Jednakze stwierdzono, podobnie
jak w przypadku ekstruzji skrobi sago z enzymem Termamyl 120 L [7], wzrost stopnia
uptynnienia skrobi ziemniaczanej wraz ze wzrostem wilgotnosci poczatkowej substratu
232 do 40%.

Tabela 4
Zawarto$¢ cukrow w preparatach ekstrudowanych z enzymami Termamyl S i Ban 480 L.

The content of Oligosaccharide in extruded preparations obtained using enzymes Termamyl S and Ban
480 L.

Wilgotnosé Obroty élimaka Zawarto$¢ cukrow
Enzym Moisture [obr./min] Oligosaccharide content [%]
Enzyme content [%] Screw speed
[rpm] DP1 | DP2 | D23 | DP4 | DP5 | DP6 | DP7 [ DP8 | DPn
40 0 0,18 10,3110,22 10,35 0,58 10,72 10,71 | 96,94
Termamyl S 32 50 0 0,11 { 0,26 | 0,1910,32 (0,55 | 0,7 | 0,7 | 97,17
60 0 0,17 0,34 | 0,26 10,38 [ 0,62 [ 0,77 10,76 | 96,7
40 0 0,17 { 0,33 ] 0,2510,43 | 0,66 | 0,8 |0,78| 96,58
Termamyl S 36 50 0 0,16 | 0,3 0,23 10,38(0,58 (0,71 0,7 | 96,95
60 0 0,14 10,28 1 0,21 10,39 | 0,58 | 0,71 | 0,69 | 97,01
40 0 0,17 | 0,3 | 0,25]0,44 | 0,57 | 0,67 | 0,66 | 96,93
Termamyl S 40 50 0 0,01 10,28 10,241 04| 0,5 1057 0 [97,98
60 0 0,17 {0,31]0,26 10,43 | 0,6 [0,71] 0,7 | 96,82
40 0,09 03 [0,56(043]0,54| 1,14 (1,37 O |[9557
Ban 480 L 32 50 0,86 | 0,42 (0,71 [ 0,53 ]10,55| 1,39 [ 1,87 O |[93,68
60 0,08 04 (065 05 051|124 (1,68 O |[94,95
40 0,12 | 0,57 [ 1,06 | 0,71 10,89 | 1,81 [ 1,97 | O [92,86
Ban 480 L 36 50 0,12 | 0,48 [ 0,96 | 0,66 | 0,84 1,79 [1,94| O |93,21
60 0,13 { 0,45 10,83 (0,58 [0,83 [ 1,54 (1,52 O |94,12
40 024 [ 1,3 2,57 (1,46 (2,04[3,67 (28 | 0 |8592
Ban 480 L 40 50 021097 |1182]1,05]1,53|2,81(2,17| 0 |89,46
60 0,17 | 0,84 | 1,58 [ 1,00 [ 1,37 | 2,84 [ 2,55 O | 89,65
Whioski

1. Prowadzenie procesu ekstruzji w temp. powyzej 100°C przy wilgotnoséci skrobi
35% umozliwia petne skleikowanie skrobi ziemniaczanej.

2. W temperaturze zastosowanej w procesie ekstruzji enzymy Termamyl S,
Ban 480 L oraz Fungamyl 800L zachowuja aktywnos$¢ hydrolityczna, jednak
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produkty wytworzone z enzymem Fungamyl 800L cechuja si¢ bardzo niska
rozpuszczalnoscia.

DE produktéw wytworzonych z udzialem enzymu Termamyl S istotnie zalezy od
wilgotno$ci  skrobi ziemniaczanej. CiSnienie osmotyczne roztworéw tych
produktéw zalezy zaréwno od obrotéw $limakéw ekstrudera, wilgotnos$ci
poczatkowej skrobi, jak i kombinacji tych czynnikéw.

W produktach wytworzonych za pomoca enzymu Ban 480 L wielko$¢ wyrdznika
DE oraz ci$nienia osmotycznego zaleza bardziej od wilgotnosci poczatkowej
skrobi niz od szybkos$ci obrotéw §lmakéw ekstrudera.

W produktach wytworzonych z enzymem Termamyl S oraz Ban 480 L najwigksza
grupg cukréw stanowity cukry o DP > 8.

Zastosowane warunki ekstruzji sa wystarczajace do czg$ciowej hydrolizy skrobi
ziemniaczanej do produktéw o niskim stopniu scukrzenia.

Praca finansowana ze srodkéw KBN jako projekt badawczy zamawiany PBZ-
KBN/021/P06/99/13.
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(2]

(3]
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OPTIMIZATION OF THE ENZYMATIC HYDROLYSIS OF POTATO STARCH COMBINED
WITH EXTRUSION

Summary

The objective of this paper was to optimize the process of simultaneous gelatinisation and liquefaction
of potato starch with o-amylases in a co-rotating twin-screw extruder. Bacterial a-amylases, such as
Termamyl S and Ban 480L, and fungal a-amylase Fungamyl 800L, were used. The first step was to
determine the process parameters owing to which the gelatinisation of starch was possible. The
temperature of the barrel sections and the screw speed of the extruder varied, and they were controlled,
while the moisture content of starch was constant, and equal to 35% (w/w). It was stated that only a
temperature higher than 100°C could produce a satisfactory gelatinisation of starch. It was also verified
whether or not enzymes maintained their hydrolytic activity under the extrusion conditions. It was stated
an increase in the dextrose equivalent (DE) ensuing parallel to the increasing doses of enzymes added to
starch. For continuing extrusions, two enzymes: Termamyl S and Ban 480 L were selected since they
showed the highest thermal resistance. The impact of the extruder’s screw speed (40-60 rpm) and of the
initial moisture content in starch (32—40%) on DE and on the osmotic pressure of products under
investigations was investigated. Additionally, chemical composition of these preparations was determined.
The research performed showed that the conditions applied to carry out extrusion processes were
sufficient for a partial hydrolysis of potato starch to occur products and to obtain products with a low DE
value.

Key words: extrusion, potato starch, enzymatic hydrolysis, a-amylase.
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ZMIANY TEKSTURY I ZAWARTOSCI ZWIAZKOW
PEKTYNOWYCH W ZIEMNIAKACH
PODCZAS PRODUKCJI FRYTEK

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie zmian zawarto$ci zwiazkéw pektynowych w ziemniakach w
poszczegdlnych etapach produkcji frytek oraz okreslenie teksturotworczej roli tych zwiazkéw. Do badan
laboratoryjnych pobrano préby: bulw, krajanki i frytek z dziewigciu miejsc linii produkcyjnej. W probach
bulw, krajanki i frytek oznaczono zawarto$¢ substancji pektynowych oraz okreslono teksturg przy uzyciu
aparatu Instron.

Ziemniaki po procesie blanszowania zawieraly o 30% mniej pektyn rozpuszczalnych i o 50% wigcej
protopektyn w poréwnaniu z surowcem. Zawarto$¢ protopektyn we frytkach byta trzykrotnie wigksza niz
w przerabianych ziemniakach. Tekstura ziemniakéw w wigkszosci etapéw przerobowych uzalezniona
byta od zawartosci pektyn. Tekstura frytek podsmazanych i frytek gotowych byta dodatnio i statystycznie
istotnie skorelowana z zawartos$cia protopektyn (r = 0,71) i pektyn ogétem (r = 0,63).

Stowa kluczowe: zwiazki pektynowe, konsystencja, bulwy ziemniaka, krajanka, proces technologiczny.

Wstep

Tekstura smazonych produktéw ziemniaczanych jest jednym z wazniejszych
wyréznikéw ich jakoSci. Wlasciwosci teksturalne tych produktéw moga by¢é
modyfikowane podczas procesu technologicznego, ale przede wszystkim zaleza od
sktadu chemicznego surowca. Do produkcji frytek producenci uzywaja ziemniakow
wytypowanych odmian, o odpowiedniej znormalizowanej zawarto$ci suchej masy,
skrobi i cukréw redukujacych [12]. W literaturze naukowej zwraca si¢ uwagg takze na
inne zwiazki zawarte w ziemniakach, ktére moga mie¢ wptyw na cechy sensoryczne
frytek. Przykladowo, jako zwiazki teksturotwércze podaje sig, obok skrobi,
polisacharydy nieskrobiowe, a zwtaszcza zwiazki pektynowe: pektyny ogétem,
protopektyny i pektyny rozpuszczalne [4, 15]. Wystgpuja one w przestrzeniach
miedzykomérkowych jako lepiszcze niezdrewnialych $cian komoérek roslinnych,

Dr inz. G. Gotubowska, prof. dr hab. G. Lisinska, Katedra Technologii Rolnej i Przechowalnictwa,
Akademia Rolnicza, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw
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tworzac tzw. ,,blaszke §rodkowa”. W $cianie komodrkowej tkanki roslinnej frakcja ta
odgrywa role usztywniajaca i wzmacniajaca [13]. Aguilera-Carbo i wsp. [1] oraz
Andersson 1 wsp. [3] podaja, ze teksturotworcze wilasciwosci pektyn wynikaja ze
zdolno$ci do  formowania ,mostkéw  wapniowych”  pomigdzy  grupami
karboksylowymi pektyn a jonami Ca® i Mg'. Jony wapnia przy polaczeniu
sasiadujacych czasteczek pektyn nadaja tkance bardziej stabilng i jedrna strukturg,
zapobiegajac rozpuszczaniu si¢ pektyn zawartych w §cianach komoérkowych oraz
w blaszce $rodkowej. Szczegdlnie przyczyniaja si¢ do tego pektyny o nizszym stopniu
estryfikacji oraz wigksza zawarto$¢ jonéw dwuwarto$ciowych. Wérdd grupy zwiazkéw
pektynowych na uwage zastuguje frakcja protopektyn, ktéra spetnia funkcje
cementujaca 1 usztywniajaca w blaszce $rodkowej, a takze wykazuje szczegdlna
zdolno$¢ wiazania jondw wapnia [3]. Maczysta lub mazista konsystencja ugotowanych
ziemniakow jest czgsto wiazana z pecznieniem i kleikowaniem skrobi, jak réwniez
z trwatos$cia zwiazkow pektynowych w $cianach komdrkowych i w blaszce srodkowe;j.
Substancje pektynowe i skrobia zawarte w komoérkach oddziatywaja na teksturg
w przeciwstawny sposob. Skrobia pegczniejac, powoduje powigkszanie si¢ komorek,
w wyniku czego nastgpuje ich rozdzielenie sig, natomiast zwiazki pektynowe poprzez
sity kohezji zapobiegaja temu zjawisku [3].

W literaturze naukowej mato jest danych dotyczacych zmian zawartosci i sktadu
zwiazkéw pektynowych w ziemniakach, podtproduktach i produktach gotowych
podczas calego procesu technologicznego produkcji wyrobéw smazonych czy
suszonych. Zmiany te moga mie¢ podstawowe znaczenie w ksztattowaniu konsystencji
koncowego produktu [2, 11, 16, 17].

Celem pracy bylo okreslenie zmian zawartosci zwiazkéw pektynowych w
ziemniakach w  poszczegélnych etapach produkcji frytek oraz okreslenie
teksturotworczej roli tych zwiazkow.

Material i metody badan

Do badan laboratoryjnych pobrano préby bulw, krajanki i frytek (po okoto 2 kg
kazda) z dziewigciu miejsc linii produkcyjnej frytek. Pierwsza probe stanowity
ziemniaki przed obraniem, druga — ziemniaki po obraniu parowym (ci$nienie 1,6 MPa
czas 0,5 min), trzecig — ziemniaki po podgrzaniu (20 min w temp. 35°C), czwarta —
ziemniaki po pokrojeniu (w hydrokrajalnicy na krajankg o przekroju 0,7 x 0,7 cm),
piata — krajanka po I stopniu blanszowania (5,0 min w temp. 72°C), szdsta —
krajanka po II stopniu blanszowania (5,5 min w temp. 80°C), si6dma — krajanka po
podsuszeniu (6,0 min w temp. 37°C), 6sma — frytki po I stopniu smazenia (45 s
w temp. 180°C) iprébe dziewiata — frytki po II stopniu smazenia (3 min w temp.
180°C).

Bezposrednio po pobraniu préb z linii produkcyjnej oznaczano teksture
ziemniakéw przy uzyciu aparatu Instron 5544, wspétpracujacego z komputerem,
wyposazonego w prostokatna przystawke przecinajaca. Predko$é przesuwu glowicy z



ZMIANY TEKSTURY I ZAWARTOSCI ZWIAZKOW PEKTYNOWYCH W ZIEMNIAKACH... 65

przystawka wynosita 250 mm's”. Na podstawie pomiaréw wyznaczano maksymalna
sit¢ (Fiax) potrzebna do przecigcia krajanki ziemniaczane;.

Zawarto$¢ pektyn ogétem, protopektyn i pektyn rozpuszczalnych oznaczano
metoda kolorymetryczna z karbazolem, metoda opracowana przez McComba i
McCready [13] oraz Jaswala [7], a zmodyfikowana w Katedrze Technologii Rolnej i
Przechowalnictwa Akademii Rolniczej we Wroctawiu [9], po uprzednim utrwaleniu
ziemniakéw przez liofilizacjg. Zawarto$¢ zwiazkéw pektynowych wyrazano w g
kwasu galakturonowego/100 g suchej masy.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu Statistica
6, stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. Grupy homogeniczne wyznaczano za
pomoca testu Duncana, na poziomie istotnosci a = 0,05. W celu okre$lenia zaleznosci
pomig¢dzy konsystencja a zawartoscia pektyn ogoétem, protopektyn i pektyn
rozpuszczalnych w ziemniakach wyliczano wspdiczynniki korelacji, na poziomie
istotnosci o = 0,05, uwzgledniajac poszczegdlne etapy przerobu ich na frytki

Wiyniki i dyskusja

Wedtug danych literaturowych [10, 15], zawarto$¢ zwiazkéw pektynowych w
ziemniakach stanowi $rednio okoto 2,0% ich suchej masy. Protopektyny sa liczniejsza
frakcja od pektyn rozpuszczalnych i stanowia okoto 69-77% zwiazkéw pektynowych
[11] zawartych w bulwach. Andersson i wsp. [3] podaja, ze pektyny stanowia 47-66%
masy $ciany komoérkowej ziemniaka. W przeprowadzonym do§wiadczeniu (tab. 1)
zawarto$¢ pektyn ogétem w ziemniakach wynosita 2,59 g kwasu galakturonowego/100
g suchej masy, z czego protopektyny stanowity 1,58 g, a pektyny rozpuszczalne 1,01 g.
Tajner-Czopek [16] podaje $rednie zawartosci protopektyn i pektyn rozpuszczalnych w
ziemniakach badanych odmian wynoszace odpowiednio 1,50 g i 0,55 g kwasu
galakturonowego/100 g suchej masy.

Jednym z pierwszych proceséw technologicznych w przetwdrstwie ziemniakéw
na cele spozywcze jest obieranie. Kita [10] oraz Garrote i wsp. [6] podaja, ze podczas
procesu obierania bulw poszczegdlne zwiazki polisacharydéw nieskrobiowych NSP i
lignina ulegaja zmianom ilosciowym. Kita [10] stwierdzita, Zze po obraniu bulw metoda
karborundowa zawarto§¢ sumy NSP i ligniny zmniejszyta si¢ o okoto 30%, z czego
straty zwiazkéw pektynowych wynosity 24%. W przeprowadzonych badaniach
ziemniaki byly poddane obieraniu parowemu, po ktérym zawarto$¢ pektyn
rozpuszczalnych w bulwach obranych zmniejszyta si¢ o okoto 15%, a réwnocze$nie
zawarto$¢ protopektyn zwigkszyta si¢ o okoto 17% (tab 1). Camire 1 wsp. [5],
poréwnujac zawarto$¢ niektérych sktadnikéw w bulwach ziemniaka w zaleznosci od
sposobu obierania, stwierdzili, ze wigksza zawartoscia weglowodandéw i
nierozpuszczalnych substancji blonnikowych charakteryzowaty si¢ ziemniaki po

obraniu parowym.
Tabela 1
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Zawarto$¢ zwiazkow pektynowych w ziemniakach w trakcie procesu produkcji frytek.
Content of pectins substances in potato tubers while French fries are processed.

Pektyny
Pektyny ogétem Protopektyny rozpuszczalne
Proby Total pectins Protopectins Water-soluble
Samples pectins
[g kwasu galakturonowego/100g s.m.]
[g galacturonic acid/100g d.m.]

Ziemniaki nieobrane
Not peeled potatoes 2,59 1,582 1.0Tb
Ziemniaki po obraniu
Pecled potatoes 2,72ab 1,86b 0,86ab
Ziemniaki po podgrzaniu
Preheated potatoes 2,99ab 1,96b 1,03b
Ziemniaki po pokrojeniu 2 85ab 2.09b 0.76ab
Cut potatoes ’ ’ ’
Krajanka po I stopniu blanszowania
Strips after the 1* stage of blanching 3,14be 2,24¢ 0,90ab
Krajanka po II stopniu blanszowania
Strips after the 2" stage of blanching 3,11be 2,45 0,682
Krajanka po podsuszeniu 3.35¢ 2 48c 0.87ab
Dried strips ’ ’ ’
Frytki po I stopniu smazenia
French fries after the 1% stage of 4,64d 3,64d 1,00b
frying
Frytki po II stopniu smazenia
French fries after the 2" stage of 5,04d 4,17¢ 0,87ab
frying

a, b, ¢, d — r6znice migdzy wartosciami $rednimi statystycznie istotne;
a, b, ¢, d — differences between the mean values are statistically significant.

Kolejne procesy stosowane w produkcji frytek — podgrzewanie bulw oraz ,,hydro-
krojenie” ziemniakéw w shupki nie spowodowaty istotnych zmian zawarto$ci
zwiazkéw pektynowych w ziemniakach (tab. 1). Po procesie blanszowania istotnie
wzrosla natomiast zawarto$¢ pektyn ogoétem (3,14 g/100 g s.s.) w krajance
ziemniaczanej w stosunku do zawarto$ci w surowcu, w tym gtéwnie protopektyn
(2,45 g/100 g s.s.). Powodem tego wzrostu bylo wymycie z krajanki zwiazkéw
rozpuszczalnych, co  spowodowalo  podwyzszenie  zawarto$ci  zwiazkow
nierozpuszczalnych w suchej masie ziemniaka. Najwigksza zawarto$¢ protopektyn,
podczas produkcji frytek, oznaczono we frytkach po I i II stopniu smazenia 2,60 i
4,17 g/100 g s.s. Zawartos¢ pektyn ogétem po procesach smazenia wynosita 4,64
15,04 g/100 g s.s. W procesie smazenia nastgpowato dalsze wymycie substancji
rozpuszczalnych zawartych w krajance. Zawarto§¢ pektyn rozpuszczalnych
w ziemniakach w trakcie calego procesu produkcji frytek ksztattowata si¢ na
podobnym poziomie, jak w surowcu i wynosita od 0,7 do 1Ig kwasu
galakturonowego/100 g s.s. Jedynie po II stopniu blanszowania zawarto$¢ pektyn
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w krajance ulegla zmniejszeniu o okoto 20% w stosunku do surowca. Wedtug Thed
i Phillinsa [18], powodem wzrostu zawarto$ci protopektyn w ziemniakach podczas
procesOw termicznych moze by¢ przemiana rozpuszczalnych zwiazkéow pektynowych
w zwiazki nierozpuszczalne.

Tabela 2

Wspétczynniki korelacji [r] pomigdzy konsystencja ziemniakow a zawartoscia pektyn w trakcie procesu
produkc;ji frytek.

Coefficients of a correlation between the texture of potatoes and the content of pectins while processing
French fries.

Pektyny ogétem | Protopektyny | Pektyny rozpuszczalne
Préby Total pectins Protopectins Water-soluble pectins

Samples Wsp6tczynnik korelacji [r]

Correlation coefficient [r]

Ziemniaki po obraniu

Peeled potatoes

Ziemniaki po podgrzaniu

Preheated potatoes

Ziemniaki po pokrojeniu

Cut potatoes

Krajanka po I stopniu blanszowania
Strips after the 1* stage of blanching
Krajanka po II stopniu blanszowania
Strips after the 2™ stage of blanching
Krajanka po podsuszeniu

Dried strips

0,77* - -

0,68* - 0,65*

0,61%* - -

B, - 0,67*

Frytki po I stopniu smazenia
French fries after the 1™ stage of 0,86* 0,75% 0,88*
frying

Frytki po II stopniu smazenia
French fries after the 2™ stage of 0,63* 0,71* -
frying

* nie stwierdzono korelacji / no correlation was found;
* korelacja statystycznie istotna / a statistically significant correlation.

Na rys. 1. przedstawiono wyniki zmian konsystencji ziemniakéw [N] w trakcie
procesu produkcji frytek. Ziemniaki surowe, tzn. bulwy po obraniu, po podgrzaniu
oraz po pokrojeniu, charakteryzowaly si¢ znacznie twardsza konsystencja (Srednio
33 N) w poréwnaniu z krajanka po I i II blanszowaniu i podsuszaniu ($rednio 24 N).
Warto$¢ sity Fp., podczas okre$lania tekstury frytek po I i II stopniu smazenia,
zmniejszyla si¢ i wynosita odpowiednio 10,21 12,8 N.
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Wedlug Anderssona i wsp. [3], procesy termiczne (blanszowanie, smazenie) obok
innych funkcji maja za zadanie ksztattowac teksturg¢ produktu, przy czym jako
najwazniejsze teksturotworcze sktadniki ziemniaka wymieniaja oni: zawartos¢ skrobi,
zwiazkow  pektynowych, substancji mineralnych 1 aktywno$¢ enzyméw
pektynolitycznych. Teksturotworcze znaczenie pektyn podkreslaja takze inni autorzy
na przyktad przy okresleniu konsystencji marchwi [8] czy ziemniakéw gotowanych [4,
7].

W tab. 2. przedstawiono wspétczynniki korelacji pomigdzy tekstura (N) a
zawartoscia pektyn rozpuszczalnych, protopektyn i pektyn ogétem. Tekstura
ziemniakow w wigkszosci etapéw przerobowych uzalezniona byla od zawartosci
pektyn. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy tekstura a zawarto$cig analizowanych
frakcji w krajance po II stopniu blanszowania i po podsuszeniu. Tekstura bulw po
podgrzaniu, krajanki po I stopniu blanszowania i po I stopniu smazenia zalezata od
zawartos$ci pektyn rozpuszczalnych. Tekstura frytek podsmazanych i frytek gotowych
byta w wysokim stopniu skorelowana z zawartoscia protopektyn (r = 0,71) i pektyn
ogétem (r = 0,63).

Whioski

1. Zawarto$¢ protopektyn w suchej masie ziemniakdw po procesie obierania
zwigkszyta si¢ o 20%, po procesie blanszowania o 50% i po procesie smazenia o
150% w stosunku do zawarto$ci w surowcu, jako rezultat wymycia czgsci
substancji rozpuszczalnych ziemniaka.

2. Zawartos¢ pektyn rozpuszczalnych w suchej masie ziemniakéw po procesie
obierania zmniejszyta si¢ o 15% i po blanszowaniu o 30% w stosunku do
zawartos$ci w surowcu.

3. Tekstura ziemniakéw w wigkszosci etapéw przerobowych uzalezniona byta od
zawartosci pektyn.

4. Tekstura frytek podsmazanych i frytek gotowych byla dodatnio skorelowana z
zawartoscia pektyn ogétem i protopektyn.
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CHANGES IN THE CONTENT OF PECTIC SUBSTANCES AND IN TEXTURE OF POTATOES
DURING THE PRODUCTION OF FRENCH FRIES

Summary

The objective of the study was to determine changes in pectic substances contained in potato tubers, at
several stages of the production of French fries, as well as texture-forming effects of these compounds.
The samples studied in the laboratory were: potato tubers, strips, and French fries. French fries were
obtained from nine posts within one production line. An Instron apparatus was applied to determine
contents of pectic substances in the samples of potato tubers, strips, and French fries, as well as their
textures.

After blanching, the content of water—soluble pectins in potatoes was by 30% lower, whereas the content
of protopectins — by 50% higher than in the raw material. The content of protopectins in French fries was
three times as high as in potatoes processed. At the most stages of the potato processing, their texture
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depended on the content of pectins The texture of semi-fried and ready-made French fries was positively and
statistically significantly correlated with the content of protopectin (r = 0.71) and total proteins (r = 0.63).

Key words: pectic substances, texture, potato tubers, strips, French fries.
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PRZYDATNOSC TECHNOLOGICZNA ZAKWASOW MEZOFILNYCH
PACIORKOWCOW MLEKOWYCH W ZALEZNOSCI OD
WARUNKOW PROPAGACJI

Streszczenie

Oceniono przydatno$¢ technologiczng zakwasow mezofilnych paciorkowcoéw mlekowych namnaza-
nych w mleku odttuszczonym oraz w dwoch réznych podtozach wzrostowych w temp. 24 i 30°C. Badano
wplyw rodzaju podloza oraz temperatury inkubacji na liczebno§¢ bakterii fermentacji mlekowej
z uwzglednieniem udziatu szczepéw fermentujacych cytryniany.

Przydatnos¢ technologiczna zakwasow oceniano dwuetapowo. Porownano zawarto$¢ diacetylu i CO,
w mleku ukwaszonym do pH 5,2, przy zastosowaniu badanych zakwaséw. Zakwasy namnazane w temp.
24°C zastosowano w technologii sera gouda. Sery po 4 i 6 tygodniach dojrzewania poddano ocenie senso-
rycznej.

Zastosowanie podtozy wzrostowych umozliwilo — zwlaszcza przy inkubacji w temp. 24°C — otrzyma-
nie zakwasow o wigkszej liczebnos$ci bakterii fermentacji mlekowej oraz wigkszym odsetku szczepow
fermentujacych cytryniany, a w konsekwencji wigkszej aktywnos$ci aromato- i gazotworczej. Sery wypro-
dukowane z zastosowaniem zakwasow z badanych podtozy charakteryzowaty si¢ korzystniejszym sma-
kiem i zapachem (wyraznie orzechowy) oraz zdecydowanie lepszym oczkowaniem niz sery wyproduko-
wane z zakwasem namnazanym w mleku odtluszczonym.

Stowa kluczowe: zakwasy mezofilne, szczepy fermentujace cytryniany, diacetyl, CO,, jakos$¢ sensorycz-
na, ser gouda.

Wstep

W ksztattowaniu cech sensorycznych produktow mleczarskich, takich jak: sery
podpuszczkowe i twarogowe, maslto, $mietana oraz napoje fermentowane szczegdlna
rol¢ odgrywaja kultury Lactobacillus lactis ssp. lactis var. diacetylactis 1 Leuconostoc
sp., fermentujace oprocz laktozy réwniez cytryniany z wytworzeniem diacetylu, aceto-
iny, aldehydu octowego i CO, [7, 15]. Podczas propagacji w mleku szczepy fermentu-

Prof. dr hab. G. Cichosz, prof. dr hab. J. Szpendowski, mgr inz. M. Kosek, Katedra Ksztattowania Bez-
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jace cytryniany charakteryzuja si¢ zréoznicowanymi szybkosciami wzrostu i zmienna
aktywnoscia biochemiczna.

Szczepy L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis metabolizuja cytryniany do szcza-
wianu i octanu. Powstaly szczawian pod wptywem dehydrogenazy szczawianowej
ulega przemianie w pirogronian, ktoéry po dekarboksylacji tworzy tzw. aktywny alde-
hyd tj. kompleks aldehyd octowy — TPP. Aktywny aldehyd po reakcji z acetylo-CoA
przeksztatcany jest do diacetylu. Enzymy rozszczepiajace cytryniany moga dziataé
dopiero po obnizeniu pH do wartosci 5,5, stad maksymalna synteza diacetylu i acetoi-
ny ma miejsce podczas fazy logarytmicznego wzrostu bakterii. Dzigki represji syntezy
reduktazy diacetylu i acetoiny cytrynianem, wymienione zwiazki karbonylowe kumu-
lowane sa w Srodowisku, osiagajac maksymalny poziom bezposrednio przed wykorzy-
staniem cytrynianéw, po czym nastgpuje szybka redukcja diacetylu, a u wigkszosci
szczepow takze acetoiny [ 6, 20].

W odréznieniu od kultur L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis szczepy Leucono-
stoc sp. metabolizuja cytryniany z opdznieniem. W hodowlach prowadzonych w $ro-
dowisku o wartosci pH ok. 7,0 nie kumuluja diacetylu i acetoiny, produkujg natomiast
octan. Po zakwaszeniu $rodowiska do pH ponizej 5,5 wigkszo$¢ szczepow z rodzaju
Leuconostoc sp. syntetyzuje zaré6wno diacetyl, jak tez acetoing, przy czym stezenie
acetoiny w hodowlach bakterii mlekowych wykorzystujacych cytryniany jest zawsze
wyzsze od poziomu diacetylu. Prawdopodobnie wynika to z uwarunkowan energe-
tycznych tj. ograniczonej zdolnosci bakterii do syntezy acetylo-CoA, zwiazku uczest-
niczacego wylacznie w tworzeniu diacetylu [19, 21].

Maksymalne stgzenie diacetylu i acetoiny w hodowlach kultur Leuconostoc sp.
obserwuje si¢ przy pH 4,3. Jednakze acetoina oraz 2,3-butandiol syntetyzowany za-
réwno przez szczepy L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis, jak 1 Leuconostoc sp. — nie
stanowia komponentéw aromatu produktow mleczarskich. Intensywnos$¢ aromatu, tj.
stezenie przede wszystkim diacetylu zalezy w pewnym stopniu od dostepu tlenu [3].

W formowaniu cech sensorycznych istotna jest rowniez proporcja diacetylu
i aldehydu octowego — optimum wystepuje przy 4-krotnie wyzszym stgzeniu diacetylu
niz aldehydu octowego. Dzigki redukcji aldehydu octowego do etanolu bakterie z ro-
dzaju Leuconostoc skutecznie zapobiegaja kumulowaniu aldehydu w produktach mle-
czarskich [17, 23]. Wzrost zawartosci diacetylu w zakwasach mozna osiagna¢ poprzez
podwyzszenie zawartosci s.m. do ok. 12-15% [11]. Zwigkszona zawarto$¢ s.m. jest
rownoznaczna z wigksza koncentracja cytrynianow, stymulujacych wzrost i aktywno$¢
biochemiczng szczepow syntetyzujacych zwiazki aromatu.

Hugenholtz i wsp. [8] dowiedli, ze szczepy L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis
moga rosna¢ w podlozu z cytrynianem jako jedynym zrodtem energii. Maksymalna
szybkos¢ wzrostu obserwowano przy pH 6,2 do 5,5 i koncentracji cytrynianéw ok. 20
mM — co odpowiada optimum dzialania permeazy cytrynianowej. Mechanizm genero-
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wania energii z cytryniandow przez L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis jest elektro-
chemiczny, jednak ATP formowany jest powoli i w minimalnych ilo$ciach
w odréznieniu od energii generowanej z laktozy [19].

W badaniach Libudzisz i wsp. [16] udowodniono, ze szybko§¢ wzrostu kultur L.
lactis ssp. lactis var. diacetylactis w podtozu APLC i EPLC wynosita od 0,39 do
0,60-h™ w hodowlach bez neutralizacji. Wiekszo$¢ badanych szczepéw wyraznie rea-
gowata wigksza dynamika wzrostu w hodowlach neutralizowanych (0,74 do 0,92-h™),
co $wiadczy o duzej wrazliwosci na koncowy produkt metabolizmu, jakim jest kwas
mlekowy.

Porownujac szybko$§¢ wzrostu w podtozach APLC i EPLC [ 12 ] z rezultatami
badan Hugenholtza i wsp.[8], w ktorych jedynym zrodiem wegla byt cytrynian, mozna
stwierdzi¢, ze kultury L. lactis ssp. lactis var. diacetylactis charakteryzuja si¢ wysokim
powinowactwem do laktozy. Dowodem tego jest kilkakrotnie wyzsza dynamika wzro-
stu w podtozach zawierajacych laktozg, w poréwnaniu z szybkoScia wzrostu
w obecnosci wylacznie cytrynianow.

Przedstawione powyzej réznice w skladzie produktow fermentacji laktozy
i cytryniandw sa bardzo czesto powodem braku stabilnosci cech biochemicznych za-
kwasow mezofilnych paciorkowcow mlekowych. Natomiast zroznicowane szybkosci
wzrostu homo- i heterofermentatywnych paciorkowcéw mlekowych sa przyczyna bra-
ku stabilno$ci migdzyszczepowej zakwasow mleczarskich [2, 7, 16].

Brak stabilnosci cech biochemicznych mezofilnych paciorkowcow mlekowych
uwarunkowany jest genetycznie, bowiem poza DNA chromosomalnym, kodujacym
prawie 90% informacji genetycznej, geny bardzo czgsto zlokalizowane sa w DNA
plazmidowym [14]. Istotne z technologicznego punktu widzenia cechy genetyczne
mezofilnych paciorkowcéw mlekowych sa kodowane w DNA plazmidowym, nie
chromosomalnym, stad czgsto spotykany w praktyce brak stabilnosci zdolnosci fer-
mentacji laktozy i galaktozy, aktywnosci aromatotworczej i peptydolitycznej, fagoo-
pornosci oraz zdolno$ci syntezy i opornosci na bakteriocyny [14]. Mutacje prowadzace
do powstania Lac i Prt” szczepéw moga mie¢ miejsce podczas pasazowania kultur w
mleku, zwlaszcza przy nieprzestrzeganiu rezimow temperatury. Réwniez w dtugotrwa-
tych hodowlach ciagltych i potciagtych komorki bakterii sa nieuchronnie przedmiotem
mutacji [12].

W zwiazku z powyzszym za celowe uznano podjecie badan nad zastosowaniem
do propagacji zakwaséw mezofilnych paciorkowcdéw mlekowych podlozy zawieraja-
cych niezbedne sktadniki pokarmowe: jako zrédto wegla zarowno laktoze, jak i cytry-
niany stymulujace wzrost szczepow L. Lactis ssp. lactis var. diacetylactis
1 Leuconostoc sp., a takze sole buforujace, neutralizujace kwas mlekowy [22].

Celem podjetych badan byto:

e okreslenie wptywu dwoch podlozy (ré6znych producentéw) oraz temperatury inku-
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bacji na liczbg bakterii mlekowych oraz odsetek szczepow fermentujacych cytry-
niany,

e pordéwnanie aktywnosci gazotworczej (ilosci CO,) otrzymanych zakwasow,

e pordwnanie stabilnosci biochemicznej zakwasow namnazanych w podtozach oraz
mleku odtluszczonym bezposrednio po inkubacji oraz po 24 h przechowywania w
temp. 4°C,

e ocena przydatnosci technologicznej zakwasow poprzez porownanie liczby bakterii
mlekowych z uwzglednieniem szczepow fermentujacych cytryniany, ilosci diace-
tylu i CO, w mleku kotlowym ukwaszonym do pH 5,2,

e pordownanie jako$ci sensorycznej sera gouda wyprodukowanego z zakwasami
namnazanymi w podtozach i mleku regenerowanym.

Material i metody badan

W doswiadczeniu zastosowano skoncentrowana, glgboko mrozona szczepionke
mezofilnych paciorkowcow mlekowych (86805) typu BD. Badana szczepionke nam-
nazano w dwoch podtozach o réznej zawartosci soli buforujacych (produkcji Marschall
oraz Systems Bio-industrie) oraz w regenerowanym mleku odtluszczonym. Podtoza
regenerowano do zawarto$ci 6% s.m., pasteryzowano w temp. 95°C przez 30 min.
Roéwniez odtluszczone mleko regenerowane do zawartosci 10% s. m., pasteryzowano
JW.

Mleko regenerowane oraz podloza zaszczepiano inokulum w ilosci 0,01%, a na-
stepnie inkubowano w temp. 24 i 30°C do osiagniecia odpowiedniej kwasowosci, tj.
pH 5,2 —w podtozu A, pH 4,8 — w podtozu B oraz pH 4,6 — w mleku.

Otrzymane zakwasy poddano ocenie pod wzgledem: liczby bakterii mlekowych
oraz udziatu szczepow fermentujacych cytryniany [9]; aktywnosci aromatotworczej —
oznaczanie zawartosci diacetylu metoda Piena [4]; stabilnosci biochemicznej poprzez
poréwnanie aktywnosci zakwasow bezposrednio po inkubacji oraz po 24 h przecho-
wywania w temp. 4°C [2]; przydatno$ci technologicznej w wyrobie serow typu holen-
derskiego.

W oznaczeniach mikrobiologicznych stosowano podtoze Nickelsa-Leesmenta [9].
Analizy wykonywano w trzech powtérzeniach z 3 rozcienczen.

W ocenie stabilnosci biochemicznej zakwasdéw zastosowano zmodyfikowana me-
tode Ellikera [2]. Do dwoch cze$ci mleka pasteryzowanego o temp. 30°C dodawano
jedna czg$¢ badanego zakwasu. Bezposrednio po zaszczepieniu oraz po 2 h inkubacji
w temp. 30°C oznaczano kwasowos¢. Przyrosty kwasowosci przeliczano na 100 cm’ i
wyrazano w “SH.

Oceniajac przydatnos¢ technologiczna zakwasow prowadzono ukwaszanie (w
temp. 30°C) mleka pasteryzowanego do uzyskania pH 5,2 (podobnie jak w przypadku
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seréw typu holenderskiego). Stosowano 1% dodatek zakwasu do mleka.

W ukwaszonym mleku oznaczano: liczbe bakterii mlekowych; liczbe szczepow
fermentujacych cytryniany (metody jw.); zawartos¢ diacetylu (metoda jw.); zawartos$¢
CO, z wykorzystaniem rurek dyfuzyjnych (prod. Dragerwerk Aktioengesselschaft).

Zakwasy namnazane w temp. 24°C zastosowano w technologii sera gouda. Sery
produkowano w warunkach przemystowych zgodnie z instrukcja technologiczna, sto-
sujac 1% dodatek zakwasu. Po 4 i 6 tygodniach dojrzewania sery poddawano ocenie
sensorycznej z uwzglednieniem nastgpujacych wyr6znikow jakosci: wyglad zewnetrz-
ny, barwa, konsystencja, oczkowanie, smak i zapach. Oceng sensoryczna serOw, meto-
da opisowa wg IDF Standard 99C [10], przeprowadzit 6-osobowy zespot.

Wiyniki i dyskusja

Liczba bakterii fermentacji mlekowej (BFM) w badanych zakwasach zalezna byta
od warunkéw namnazania. Najwigksza liczbe¢ BFM stwierdzono w zakwasach z podto-
zy namnazanych w temp. 30°C (tab. 1). Podczas inkubacji w temp. 24°C uzyskiwano
zakwasy o mniejszej liczbie BFM, ale wigkszym odsetku szczepow fermentujacych
cytryniany (39,6% w podlozu A oraz 34,1% w poditozu B), prawdopodobnie dzigki
wydhuzeniu — $rednio o 2-2,5 h — czasu trwania fermentacji. Zdecydowanie najmniej-
sza liczbe bakterii mlekowych, a jednocze$nie najmniejszy odsetek szczepoéw fermen-
tujacych cytryniany stwierdzono w zakwasach namnazanych w mleku. Czynnikiem
ograniczajacym wzrost BFM byt deficyt odpowiednich substratow, a takze kwas mle-
kowy. Podczas wzrostu w mleku, w momencie osiagnigcia pH 4,6 fermentacja mleko-
wa zostata zahamowana.

Poprzez zwiazanie wytwarzanego kwasu mlekowego przez sole buforujace moz-
liwe jest utrzymanie pH na odpowiednio wysokim poziomie tj. pH 5,2 w podlozu A
oraz pH 4,8 w podtozu B, a tym samym wzrost BFM do liczniejszej populacji. Konse-
kwencja sktadu chemicznego podtozy, tj. dodatku cytryniandéw i odpowiednich stymu-
latorow wzrostu byla takze zdecydowanie wigksza liczba szczepow fermentujacych
cytryniany. Odzwierciedleniem zmiennych proporcji migdzy szczepami fermentujacy-
mi cytryniany a pozostalymi szczepami byla zréznicowana zawarto$¢ diacetylu w ba-
danych zakwasach. Zaobserwowano wyrazna zalezno$¢ zawartosci diacetylu od liczby
szczepow fermentujacych cytryniany (rys. 1). Najwicksza zawartoscia diacetylu cha-
rakteryzowatly si¢ zakwasy namnazane w podtozu A. Najmniejsza z kolei zawartos¢
diacetylu (mniejsza niz 50% S$redniej ze wszystkich zakwasow z podtozy) stwierdzono
w zakwasach namnazanych w mleku. Jednocze$nie w zakwasach inkubowanych w
temp. 24°C stwierdzono wieksza ilo$¢ diacetylu. Podczas inkubacji w optymalnej tem-
peraturze wzrostu bakterii, tj. 30°C, ma miejsce redukcja diacetylu (optimum tempera-
tury dziatania reduktazy acetoiny) [13, 16].
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Rownie istotne, jak w zakwasach, sa proporcje migdzy szczepami fermentujacymi
1 niefermentujacymi cytryniany w mleku kottowym z ich dodatkiem. W mleku z do-
datkiem zakwaséw namnazanych w podtozach stwierdzono wigksza liczbg bakterii
mlekowych ogoétem niz w mleku z dodatkiem zakwaséw namnazanych w mleku. Za-
lezno$¢ ta dotyczyta zarowno zakwasOw namnazanych w temp. 24, jak i 30°C (tab. 1).
Dodatek zakwasu namnazanego w mleku w temp. 24°C zapewnial w mleku kottowym
liczbe BFM rowna 8,2-10° jtk/cm’. Stosowanie pozostalych zakwaséw zapewniato w
mleku kottowym liczbe bakterii mlekowych rzedu 10° jtk/cm’.

3,5
3 -
2,5
s
%n HMtemp 24°C
j— COtemp 30°C
T 1,5 P
51
8
B
0,5
0 —

Zakwas z podloza A Zakwas z podloza B Zakwas z mleka /
/ starter from / starter from starter from milk
medium A (pH 5,2) medium B (pH 4,8) (pH 4,6)

Rys. 1. Zawarto$¢ diacetylu w zakwasach otrzymanych w podtozach A i B oraz w mleku.
Fig. 1.  Content of diacetyl in starters propagated in medium A, B and in milk.

Najwigkszy odsetek szczepow fermentujacych cytryniany (26,8%) stwierdzono w
mleku z dodatkiem zakwasu namnazanego w podlozu B w temp. 24°C. W mleku z
dodatkiem zakwasow namnazanych w podlozu A odsetek szczepow fermentujacych
cytryniany byl mniejszy i wynosit odpowiednio: 25 i 22%. Zdecydowanie najmniejszy
odsetek szczepow fermentujacych cytryniany stwierdzono w mleku z dodatkiem za-
kwasow, do propagacji ktorych zastosowano mleko regenerowane. Konsekwencja
inkubacji mleka po zaszczepieniu zakwasem w temp. 30°C oraz krotszego czasu ukwa-
szania (tylko do pH 5,2) byla mniejsza liczba BFM oraz mniejszy odsetek szczepdw
fermentujacych cytryniany w mleku kottowym w poréwnaniu z odpowiednimi zakwa-
sami (tab. 1).

Podobnie, jak w badanych zakwasach (rys. 1), rowniez w mleku kottowym zaob-
serwowano wyrazna zalezno$¢ zawartosci diacetylu od liczby szczepow fermentuja-
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cych cytryniany. Najwicksza zawarto$¢ diacetylu w mleku kottowym zapewniaty za-
kwasy namnazne w podlozu B, nieznacznie mniejsza — w podtozu A, najmniejsza za$
zakwasy namnazane w mleku w temp. 30°C. Stosowanie zakwasOéw namnazanych w
podtozach A i B zapewnia w mleku kottowym $rednio o 60% wigksza zawartos$¢ diace-
tylu niz stosowanie zakwasow namnazanych w mleku (rys. 2).
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3
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B 05
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Zakwas z podloza A Zakwas z podloza B Zakwas z mleka /
/ starter from / starter from starter from milk
medium A medium B (pH 4,6)
(pH 5,2) (pH 4,8)

Rys. 2. Zawartos¢ diacetylu w mleku ukwaszonym do pH 5,2 — zakwasmi pochodzacymi z podtozy A i
B oraz z mleka.

Fig. 2.  Content of diacetyl in the milk acidified to pH 5,2 using starters from the medium A and B, and
from the milk.

W mleku kottowym ukwaszonym do pH 5,2 przy zastosowaniu ocenianych wcze-
$niej zakwasoéw oznaczano réwniez zawarto$¢ CO, . Zaobserwowano analogiczne, jak
w przypadku diacetylu, zaleznosci, tj. najwigksza ilo§¢ CO, w mleku z zakwasami z
podloza B (niezaleznie od temperatury propagacji zakwasu) i najmniejszg ilos¢ CO, w
mleku z zakwasami namnazanymi w mleku regenerowanym. (rys. 3).

:c': 14
'E 12
= 10
(=
£ _ 8 W temp 24°C
=
2% 61 O temp 30°C
= > 4
e
= 2 -
3
g 0
g Zakwas z podloza AZakwas z podloza B 74xkwas z mleka
g Starter from Starter from Starter from

medium A medium B milk

(pH 5,2) (pH 4,8) ‘ (pH 4,6)

Rys. 3. Zawarto$¢ CO, w mleku ukwaszonym do pH 5,2 zakwasami z podtoza A, B i z mleka.
Fig. 3.  Content of carbon dioxide in the milk acidified to pH 5,2 using starters from the medium A and
B, and from the milk.
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Relatywnie wysoka zdolno$¢ syntezy diacetylu oraz wysoka aktywno$¢ gazo-
tworcza zakwasow namnazanych w podtozach koreluje z liczba szczepow fermentuja-
cych cytryniany. Wskazuje takze na prawdopodobnie wyzszy odsetek szczepow Leu-
conostoc sp. w zakwasach z podtozy. W odroznieniu od szczepow L. lactis ssp. lactis
var. diacetylactis kultury Leuconostoc sp. wytwarzaja CO, w wyniku fermentacji za-
roéwno cytryniandw, jak i laktozy [6, 18, 23].

Tabela 2
Wplyw warunkoéw propagacji na stabilno§¢ biochemiczna zakwasow.
Effect of the propagation conditions on biochemical stability of starters.
Podloze — kwaso- Temperatura Przyrosty kwasowos$ci mleka z zakwasem
wos¢ zakwasu inkubacji Acidity Increments of the milk containing a starter [°SH]
Medium —acidity Temperature of Zak L. Zakwas przechowywany
of the starter the incubation ; WES iwriezy (24 h, temp. 4°C)
T T
[pH] [°C] est starie Stored starter (24 h, temp. 4°C)
24 10,5 10,5
A-52 - -
’ 30 10,0 10,0
24 11,0 11,0
B _ 4 b b
8 30 10,5 10,5
24 10,0 7,0
Mileko — 4,6 . .
o= 30 95 6,5

Istotna, pod wzgledem technologicznym, cecha zakwasow mezofilnych pacior-
kowcow mlekowych jest stabilno$¢ podczas (koniecznego niekiedy) przechowywania
zakwasow. Badane zakwasy bezposrednio po inkubacji charakteryzowaty si¢ bardzo
wysoka aktywnos$cia (10°SH), wyjatkiem byt zakwas namnazany w mleku w temp.
30°C (9,0°SH), (tab. 2). Przyrost kwasowos$ci mleka z zakwasem o 10°SH (zmodyfi-
kowana proba Ellikera) wskazuje na bardzo dobra jako$¢ zakwasu [2]. Rowniez po
24 h inkubacji aktywnos$¢ zakwasow namnazanych w podlozach byta bardzo wysoka
1 pozostawalta na niezmienionym poziomie. Natomiast zakwasy namnazane w mleku,
mimo natychmiastowego schtodzenia do temp. 4°C (po osiagnigciu pH 4,6), charakte-
ryzowaly si¢ znacznie nizsza (o ponad 30%) aktywnos$cia kwaszaca po 24 h przecho-
wywania (tab. 2).

Sery wyprodukowane z zastosowaniem zakwasoéw z podlozy A i B kazdorazowo
charakteryzowaly si¢ korzystniejszym smakiem i zapachem (wyraznie orzechowym)
oraz zdecydowanie lepszym oczkowaniem niz sery wyprodukowane z zakwasem nam-
nazanym w odtluszczonym mleku regenerowanym. Poza tym, nie stwierdzono zrézni-
cowania w zakresie wygladu, barwy ani konsystencji serow wyprodukowanych z za-
stosowaniem badanych zakwasow (tab. 3). Degradacja parakazeiny do niskoczastecz-
kowych peptydéw i wolnych aminokwasow w wigkszym stopniu zalezna jest od
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liczby niepochodzacych z zakwasu pateczek mlekowych niz od liczby kultur zakwasu
[5]. Jednakze oczkowanie oraz zapach serow typu holenderskiego determinowane sa
liczba oraz aktywnos$cia dodawanych z zakwasem szczepoéw fermentujacych cytrynia-
ny. Mozna zatem stwierdzi¢, ze orzechowy zapach oraz liczniejsze, bardziej ksztaltne
oczka w badanych serach wyprodukowanych z zakwasami z podtozy byty konsekwen-
cja wickszego odsetka szczepow fermentujacych cytryniany, a tym samym wigkszej
aktywnosci aromato- i gazotworczej tych zakwasow.

Whioski

1.

Wszystkie badane czynniki (podtoze wzrostowe, temperatura inkubacji, koncowe
pH) determinowaty aktywnos$¢ biochemiczng zakwasow.

Zastosowanie podtozy umozliwia otrzymywanie zakwasow o wigkszej liczbie bak-
terii fermentacji mlekowej oraz wigkszym odsetku szczepdéw fermentujacych cy-
tryniany w porownaniu z zakwasami namnazanymi w mleku.

Inkubacja zakwaséw w temp 24°C zapewnia wigkszy odsetek szczepdéw fermentu-
jacych cytryniany niz inkubacja w temp. 30°C.

Zakwasy namnazane w podlozach (w odroznieniu od zakwaséw namnazanych w
mleku) charakteryzowaly si¢ wysoka i stabilna aktywnos$cia kwaszaca podczas
przechowywania.

Konsekwencja wigkszej liczby szczepow fermentujacych cytryniany byta wigksza
zawarto$¢ diacetylu w zakwasach z podlozy oraz wigksza zawarto§¢ zardbwno dia-
cetylu jak tez CO, w mleku kottowym po ukwaszeniu do pH 5,2,

Sery gouda wyprodukowane z zakwasami z podlozy charakteryzowaty si¢ znacz-
nie lepsza jakos$cia sensoryczna (zdecydowanie lepsze oczkowanie, wyrazny orze-
chowy zapach) niz sery, w ktorych technologii zastosowano zakwas namnazany w
mleku regenerowanym.
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THE TECHNOLOGICAL USEFULNESS OF MESOPHILIC LACTIC STREPTOCOCCI
STARTERS DEPENDING ON THE PROPAGATION CONDITIONS

Summary

The technological usefulness of mesophilic lactic streptococci starters propagated in skimmed milk
and in two different growth media at 24 and 30°C was evaluated. The effect of medium type and incuba-
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tion temperatures on the number of lactic acid bacteria were studied including the percentage rate of the
citrate-fermenting bacteria.

The evaluation of the starters’ technological usefulness comprised two phases. There were compared
contents of diacetyl and of CO, in milk that was acidified to pH 5.2 using experimental starters. Starters
that propagated at 24°C were used to produce Gouda cheese. After a 4 and 6 week ripening period, senso-
ry properties of the cheese were evaluated.

Owing to the growth media used, it was possible, especially when the incubation took place at 24°C,
to obtain starters with higher numbers of lactic acid bacteria, and a higher percentage of citrate-fermenting
bacteria; consequently, the aroma- and gas-forming activity of the starters was higher, too. Cheeses pro-
duced with starters, which propagated on the experimental media, had a more advantageous flavour and
smell (a clearly nutty smell) and a significantly better eye structure than cheeses produced with a starter
propagated on skimmed milk.

Key words: mesophilic starters, citrate-fermenting strains, diacetyl, CO,, sensory quality, Gouda cheese. K4
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KATARZYNA CZACZYK, ANNA OLEJNIK, PATRYK MIEZAL., WEODZIMIERZ
GRAJEK

POSZUKIWANIE PROSTYCH MODELI DO BADANIA ADHEZJI
BAKTERII PROBIOTYCZNYCH

Streszczenie

Przeprowadzono studia poréwnawcze nad mozliwoscia zastapienia w badaniach adhezji bakterii
mlekowych modelu kultury komérek nabtonka jelitowego innymi uproszczonymi modelami. Badano
przyczepno$¢ bakterii probiotycznych Lactobacillus casei Shirota ATCC 39539, Lactobacillus
acidophilus L.C1 oraz Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 do membran wykonanych z alginianu,
karagenu, zelatyny, kolagenu, szkta, polistyrenu i karboksymetylocelulozy.

Zaobserwowano najwigkszy stopien przyczepnos$ci bakterii probiotycznych do membran wykonanych
z karboksymetylocelulozy i kolagenu. W wigkszodci wariantéw do$wiadczen liczba przyczepionych
komoérek bakteryjnych wzrastata wraz ze wzrostem czasu ich kontaktu z powierzchnig stata. Wykazano
takze réznice w przyczepnosci komorek do hydrozeli o réznych stgzeniach. Na podstawie
przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze stopien adhezji bakterii probiotycznych do réznych
powierzchni organicznych i nieorganicznych jest cecha zalezna od szczepu mikroorganizmu. Zaden z
prostych modeli adhezyjnych, zastosowanych w tej pracy, nie charakteryzowat si¢ adhezyjnoscia
poréwnywalng z komérkami nabtonka jelitowego Caco-2 i HT-29, stosowanego obecnie jako gléwny
model in vitro do badan adhezji bakterii probiotycznych.

Stowa kluczowe: adhezja, Lactobacillus, alginian, karagen, kolagen, karboksymetyloceluloza.

Wstep

Zdolnosci adhezyjne bakterii probiotycznych sa uwazane za jedna z najbardziej
pozadanych cech tych drobnoustrojow, gdyz warunkuja one dlugotrwate ich
przebywanie w przewodzie pokarmowym cztowieka i tym samym przedtuzony wplyw
na jego zdrowie. Dzieje si¢ tak nawet wowczas, gdy adhezja bakterii ma charakter
przej$ciowy i nie konczy si¢ trwata kolonizacja jelit [19, 21]. Z tego powodu badania
nad zdolno$ciami adhezyjnymi bakterii, obok badan nad ich przezywalnoscia

Dr inz. K. Czaczyk, dr inz. A. Olejnik, mgr inz. P. Miezat, prof. dr hab. W. Grajek, Katedra
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego w Poznaniu,
ul. Wojska Polskiego 48, 60-627 Poznan
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w $rodowisku o niskim pH oraz w obecnosci zdlci i enzymdéw trawiennych, stanowia
podstawowy etap w pracach naukowych z tej dziedziny [1, 4, 5, 22].

Najczgsciej stosowanym modelem do badan adhezji bakterii sa jednowarstwowe
kultury nabtonka jelitowego in vitro, szczeg6lnie linii komérkowych Caco-2 i HT-29.
Kultury nabtonkowe, mimo Ze sa biologicznie najbardziej zblizone do nabtonka
jelitowego in vivo, trudno uzna¢ za tatwy model badawczy. Ich hodowla wymaga
specjalistycznej aparatury, jest dlugotrwata i bardzo kosztowna [4, 22]. Stad od dawna
poszukiwane sa modele, ktére cechuje prostota i niskie koszty badan, a przy tym
mozliwie wiernie imitujace adhezj¢ w przewodzie pokarmowym. Zagadnieniom
zwiazanym z adhezja mikroorganizméw do réznorodnych powierzchni po§wigcono
bogate pi$miennictwo naukowe [2, 6, 14, 18]. W tym kontekscie mozna wymienic¢
badania nad adhezja drobnoustrojéw do powierzchni ze¢béw, skéry, implantéw, osadu
czynnego, gleby, urzadzen inzynieryjnych, opakowan, produktéw spozywczych
i wielu innych. Czg$¢ zjawisk zwiazanych z adhezjq mikroorganizméw do ciat statych
nalezy uzna¢ za zjawisko niekorzystne (korozja mikrobiologiczna, skazenie
powierzchni kontaktujacych si¢ z zywnoscia, zakazenia szpitalne), natomiast czgs¢
mozna uzna¢ za zjawisko pozadane (kolonizacja jelit, fermentacja zywnosci i pasz,
udziat mikroorganizméw w tworzeniu prochnicy w glebie) [6, 9, 12].

Adhezja w sensie biologicznym nazywa si¢ trwate 1 nieodwracalne potaczenie si¢
komoérki drobnoustroju z powierzchnig ciata stalego. Pierwsza teorig zastosowang do
wytlumaczenia interakcji wystgpujacych w procesie adhezji bakterii byta teoria DLVO,
ktérej nazwa pochodzi od pierwszych liter nazwisk jej autoréw (Derjaguin, Landau,
Verwey, Overbeek) [10]. Teoria ta byta pierwotnie sformutowana do wyjasnienia
adhezji koloidéw i dopiero pdzniej adaptowana do opisu adhezji mikroorganizméw.
Teoria ta wskazuje na kluczowa rolg¢ dwdch rodzajow oddziatywan: przyciagajacych
sit van der Waalsa oraz odpychajacych sit elektrostatycznych zwiazanych z podwdjna
warstwa elektronowa woko6t komoérki. Sity te dziataja na dystansie od 1 do 50 nm i
decyduja o zblizeniu komdrek do powierzchni ciat statych na tyle blisko, aby powstaty
wigzania chemiczne trwale laczace oba obiekty. Catkowita wolna energia interakcji
miedzy komoérka a powierzchnia ciata statego jest wypadkowa obu sit i decyduje ona o
mozliwo$ci zblizenia komérki bakteryjnej do ciata stalego. Najwigksze przyciaganie
wystepuje w obszarze tzw. pierwszego minimum energetycznego, ktére wystgpuje na
bardzo matej odlegtosci od ciata statego, rzgdu 1 nm. Minimum to jest oddzielone od
drugiego minimum energetycznego obszarem dodatniej energii, ktéra odpowiada za
odpychanie komdrki od obiektu. Pokonanie tego niekorzystnego obszaru zalezy w
duzym stopniu od ksztattu komérek. Im majaq one mniejszy promien w miejscu styku
obu powierzchni, tym fatwiej pokona¢ komoérce bakteryjnej sity odpychania i przejs¢ z
drugiego do pierwszego obszaru minimum energetycznego. Oznacza to faworyzowanie
w procesach adhezji komoérek o ksztattach wydtuzonych oraz majacych wydluzone
struktury powierzchniowe, takie jak fimbrie 1 rzegski [11, 13]. Wobec powyzszego
mozna uznaé, ze komoérki pateczek bakterii kwasu mlekowego maja ksztatt utatwiajacy
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zblizenie do powierzchni ciala stalego. Podobne znaczenie maja nieréwno$ci na
powierzchni ciata statego — ciata szorstkie, o nieregularnej powierzchni sa szybciej
zasiedlane przez bakterie niz ciala o powierzchni gladkiej [6, 9].

Teoria DLVO nie uwzglednia interakcji wystgpujacych na S$rednich
odlegtosciach. Sa to gléwnie sity zwiazane z ruchami Browna oraz interakcje
hydrofobowe. Te ostatnie maja szczegdlnie duze znaczenie w Srodowisku wodnym.
Van Oss [24] zaproponowal uogdlniong teori¢ rozszerzajaca teori¢ DLVO o brakujace
oddzialywania na $rednich odlegto$ciach (teoria ta jest znana pod nazwa XDLVO [3]).

Obok wymienionych interakcji istotna rol¢ w adhezji komoérek do powierzchni
ciata stalego odgrywaja wydzieliny komérkowe o charakterze polimeréw. Sktadaja sig
one z polisacharydéw, glikoprotein, liposacharydéw i kwaséw uronowych [8, 15].
Tworza swoista otoczke polimerowa, ktéra bardzo czg¢sto utrudnia fizyczne zblizenie
komérki do ciata stalego [3, 23]. Wtasciwosci takie maja niektére gatunki
drobnoustrojéw z rodzaju Lactobacillus. Znane sa jednak liczne przypadki, w ktérych
glikokaliks otaczajacy komorke (np. Pseudomonas fluorescens) wrecz ulatwia jej
,.zakotwiczenie” na powierzchni ciala statego.

W potaczeniu komorki bakteryjnej z powierzchnia danego ciala biora udziat
swoiste substancje chemiczne, zwane adhezynami. W warunkach naturalnych
panujacych w przewodzie pokarmowym adhezyny bakteryjne tacza si¢ swoiscie z
receptorami znajdujacymi si¢ na powierzchni enterocytow jelitowych oraz w §luzie
jelitowym [22]. Receptory te zawieraja zwykle w swej strukturze weglowodany.
Adhezyny maja charakter biatkowy i najobficiej wystgpuja na powierzchni organelli
ruchowych (fimbrie) oraz w warstwach powierzchniowych §cian komérkowych [7, 12,
17]. Istotna rolg¢ w adhezji odgrywaja takze sktadniki Scian komdérkowych, takie jak
peptydoglikan lub mureina. Warstwa mureiny moze by¢ otoczona $cisle utozonymi
czasteczkami biatka, a w jej wielowarstwowa struktur¢ wplecione sa wielocukry
majace tadunek elektryczny 1 kwasy tejchojowe. W $cianie wielu bakterii
gramdodatnich sa tez czasteczki kwaséw lipotejchojowych zakotwiczone czg$cia
lipidowa w btonie cytoplazmatycznej, lezaca pod mureina. Uwaza sig, ze bakterie z
rodzaju Lactobacillus moga przylega¢ do powierzchni cial statych za posrednictwem
struktur powierzchniowych zawierajacych kwasy tejchojowe 1 lipotejchojowe
zwiazane z peptydoglikanem $ciany komérkowej [13, 20, 22].

Proces adhezji mikroorganizméw do powierzchni statych przebiega w sposéb
wielostopniowy. Pierwszy etap, poprzedzajacy wiasciwa adhezje drobnoustrojow,
stanowi przylaczanie si¢ substancji organicznych i nieorganicznych do miejsc
obdarzonych tadunkiem elektrycznym. Sa to rézne grupy polarne lub jony metali
wystepujacych na powierzchni ciata statego. Gromadzenie si¢ substancji organicznych
tworzy swoisty gradient pokarmowy skoncentrowany przy powierzchni ciata statego,
co stwarza dogodne warunki do rozwoju bakterii i w konsekwencji sprzyja adhez;ji
bakterii i tworzeniu biofilmu [23, 24].
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Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie prostego modelu do badah nad adhezja
bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowym cztowieka. W tym celu
przeprowadzono badania nad adhezja komoérek trzech znanych szczepdéw bakterii
probiotycznych do powierzchni réznych ciat statych i poréwnano ja z adhezja tych
samych mikroorganizméw do monowarstwy komoérek nabtonka jelitowego in vitro.

Material i metody badan

Mikroorganizmy

W badaniach zastosowano trzy szczepy bakterii probiotycznych: Lactobacillus
casei Shirota ATCC 39539, Lactobacillus acidophilus LC1 i Lactobacillus rhamnosus
GG ATCC 53103. Bakterie hodowano w warunkach wzglednie beztlenowych na
pozywce MRS w temp. 30°C przez 20 h. Do badan nad adhezja wykorzystano komérki
z logarytmicznej fazy wzrostu po ich odwirowaniu (5000 g, 10 min).

Komaorki nabtonkowe i metoda ich hodowli

Komérki nabtonka jelitowego linii Caco-2 (ATTC HTB 37) hodowano w
pozywce DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium; Sigma), wzbogaconej w 20%
ptodowa surowice bydleca (FBS, Gibco BRL), inaktywowana termicznie (56°C, 30
min.), 1% zestaw aminokwaséw endogennych 100X (NEAA, Sigma) i 50 mg 1"
gentamycyny (Gibco BRL). Komoérki nabtonka jelitowego linii HT-29 (ATTC HTB
38) hodowano w pozywce bezsurowiczej, wzbogaconej w 10% dodatek ptodowej
surowicy bydlecej. W trakcie hodowli pozywke wymieniano na $§wieza co drugi dzien.
Hodowlg komoérek Caco-2 prowadzono przez 21 dni, a HT-29 przez 10 dni w 6-
dotkowych ptytkach polistyrenowych (Nunc), w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,
1 95% powietrza. Eksperymenty prowadzono w trzech powtorzeniach.

Przygotowanie powierzchni statych

1. Ptytki polistyrenowe, firmy Becton Dickinson and Company (Multiwell™),
pakowane sterylnie, stosowano bezposrednio, bez dodatkowej obrébki wstgpne;.

2. Mikroskopowe szkietka nakrywkowe, wykonane ze szkla borosilikatowego,
odttuszczano przez gotowanie z dodatkiem mydta szarego przez 1 h, przeptukiwano
kilkakrotnie woda destylowana, moczono w roztworze 0,1 N NaOH przez 24 h,
ponownie przeptukiwano woda destylowana, po czym moczono w 0,02% fosforanie
tréjsodowym przez 24 h, przeptukiwano woda [16] i umieszczano w dotkach plytki
polistyrenowe;.

3. Karagen (Sigma) przygotowywano w formie 1, 2 i 3% roztwordw, ktérymi zalano
dotki ptytki polistyrenowej, uzyskujac jednolita powierzchnig¢ zelu karagenowego
do badan nad adhezja.

4. Alginian (Sigma) przygotowano przez wprowadzenie 0,5 i 1% roztworéw
alginianu sodowego do dotkéw plytki polistyrenowej i zestalenie ich do postaci
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zelu poprzez zalanie 4% roztworem chlorku wapnia. Nadmiar roztworu wapnia
usuwano, a powierzchnie przemywano jatlowa woda destylowana.

5. Kolagen (Millicell-PCF, Millipore), naniesiony na membran¢ poliwgglanowa,
umieszczano w dotkach ptlytki polistyrenowe;.

6. Karboksymetyloceluloze (Millicell-CM, Millipore) stosowano w formie krazkow
umieszczonych w dotkach ptytki polistyrenowe;j.

7. Zelatyna (Sigma) byta przygotowana w formie 5 i 10% roztworéw, ktére w temp.
371 20°C zachowaty formg lepkiej cieczy bez widocznego zelowania.

Test na adhezje bakterii do ciat statych

Ciafa state i hydrozele umieszczano w 6-dotkowych ptytkach polistyrenowych
i zalewano zawiesing komérek bakteryjnych o gestosci 1-10° jtk/ml, pozostawiajac je
w temp. 37°C przez 1, 2 i 8 h. W celu ograniczenia zakazen zewngtrznych ptytki
pokrywano parafilmem. Po czasie inkubacji dolki przemywano dwukrotnie 2 ml
buforu PBS i dokonywano liczenia przyczepionych komdrek. W tym celu
powierzchnig wraz z drobnoustrojami wybarwiano oranzem akrydyny (0,01%) przez 2
min i przemywano woda destylowana. Bakterie przyczepione do badanej powierzchni
liczono z 10 pdl widzenia za pomoca mikroskopu fluoroscencyjnego (CARL-ZEISS,
Axiovert 200, Niemcy).

Test na adhezje bakterii do komdrek nabtonka jelitowego in vitro

Komérki bakteryjne hodowane w pozywce MRS wirowano (5000 g, 10 min),
dwukrotnie przemywano buforem PBS (pH = 7,2) i rozcienczano do gestosci populacji
1-10° jtk/cm® w pozywce DMEM bez dodatku antybiotyku. Do kazdego dotka
w ptytce, do kultur tkankowych dodawano 1 ml zawiesiny bakteryjnej. 21-dniowa
kultura Caco-2 i 10-dniowa kultura HT-29, wyhodowane w dotkach 6-dotkowe;j plytki,
byly dwukrotnie przemywana buforem PBS. Do kazdego z dotkéw w plytce dodawano
1 ml inoculum bakteryjnego i ptytkg inkubowano w warunkach beztlenowych w temp.
37°C przez 1h. Nastgpnie usuwano pozywke DMEM i monowarstwg enterocytow
przemywano trzykrotnie buforem PBS w celu usunigcia niezwiazanych bakterii. Po
ostatnim przemyciu komoérki Caco-2 zostaty delikatnie odklejone przez trypsynizacje¢ i
odwirowane oraz poddane dziataniu 1% Triton X-100 przez 5 min w celu
przeprowadzenia lizy komdrek enterocytéw. Bakterie przyczepione do enterocytow
byty oznaczane metoda plytkowa po odpowiednim dziesi¢tnym rozcienczeniu.
Hodowlg¢ bakterii prowadzono w warunkach wzglednie beztlenowych, na podtozu
MRS, w temp. 30°C.

Wiyniki i dyskusja

W przedstawionej pracy zbadano adhezj¢ bakterii probiotycznych do powierzchni
ciat statych, takich jak: hydrozele typu alginian, karagen, zelatyna, kolagen oraz szkto,
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polistyren i1 karboksymetyloceluloza. Stopien adhezji bakterii kwasu mlekowego
oceniano na podstawie liczebnosci komérek bakteryjnych przyczepionych do 1 cm®
powierzchni po 1, 2 i 8 h inkubacji. Okreslono takze stopien adhezji badanych
szczepOw bakterii do monowarstwy komoérek nabtonka jelitowego in vitro.

Adhezja bakterii z rodzaju Lactobacillus do powierzchni polistyrenu i szkta

W pierwszym etapie badan okreslono mozliwosci adhezji dwudziestogodzinnej
hodowli komoérek Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus oraz Lactobacillus
rhamnosus do powierzchni polistyrenu i szkta. Uzyskane wyniki zamieszczono w tab. 1.

Wyniki doswiadczen wskazuja jednoznacznie, ze badane szczepy bakterii
mlekowych nie wykazaty adhezji do powierzchni polistyrenu. Réwniez adhezja do
szkta borosilikatowego zostata oceniona jako bardzo mata. Komérki L. casei w ogéle
nie przytaczyly si¢ do powierzchni szkta, a pozostate dwa szczepy wykazaty adhezje
rz¢du 13-26 komérek/cm?.

Tabela 1

Adhezja bakterii do powierzchni polistyrenu i szkta.
Bacterial adhesion to polystyrene and glass surfaces.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni (po 1h ekspozycji)
Number of bacteria adhering to a given surface (after 1h of exposure)
Szezep [jtk/cmz] / [cfu/cm?]
Strain
Polistyren Szkto
Polystyrene Glass
L. casei Shirota 0 0
L. acidophilus LC1 0 26 (£7)
L. rhamnosus GG 0 13 (£3)

(£ ) — odchylenie standardowe / standard deviation

Podobne badania prowadzili Boonaert i wsp. [5], ktérzy testowali zdolnosci
adhezyjne bakterii Lactococcus lactis do powierzchni polistyrenu i szkla. Autorzy ci
wykazali, ze adhezja tych bakterii ksztaltowata si¢ na poziomie 10° jtk/cm® a
decydujacy wptyw na zjawisko miata faza wzrostu mikroorganizméw (wigksza w fazie
stacjonarnej w poréwnaniu do logarytmicznej fazy wzrostu). W naszych badaniach
w ogéble nie stwierdzono przyczepnosci badanych szczepdéw Lactobacillus do tego
materiatu. W przypadku adhezji bakterii L. lactis do szkta nie obserwowano juz
zaleznosci zwiazanej z wiekiem populacji bakteryjnej. Autorzy ci wskazali takze na
niekorzystny wptyw przemywania komoérek buforem PBS, wynikajacy z ekstrakcji
biatek i kwaséw nukleinowych. W rezultacie dochodzito do lizy czgsci komdrek
bakteryjnych. Zagadnienie to wymaga jednak wyjasnienia, gdyz PBS jest powszechnie
stosowany do przemywania komérek bakteryjnych, szczegdlnie przy wykorzystaniu
nabtonkowych kultur komérkowych. W pracy tej zwrdcono takze uwage na istotna
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role w adhezji metabolitow wydzielanych przez komoérki, czego nie uwzglednia model
DLVO [3]. Nalezy podkresli¢ takze, ze adhezja L. lactis do szkla byta mniejsza niz do
polistyrenu. Flint i wsp. [9] okreslili wydajnos¢ adhezji bakterii Streptococcus
thermophilus do szkta na poziomie 107 jtk/cm® i byta ona wigksza niz do réznych
rodzajow stali kwasoodpornych. Studia nad adhezja o$miu szczepéw bakterii
nalezacych do rodzajow Escherichia, Burkholderia, Pseudomonas i Bacillus do szkta
borosilikonowego wykazaty, ze wydajno$é adhezji wynosita 10°~107 jtk/cm® [14].

Adhezja bakterii z rodzaju Lactobacillus do powierzchni membrany
karboksymetylocelulozowej, kolagenu i zelatyny

W kolejnym etapie do§wiadczen okreslono adhezj¢ badanych mikroorganizméw do
powierzchni membrany wykonanej z karboksymetylocelulozy lub z kolagenu. Kontakt
bakterii z obu powierzchniami trwat 1 h. Wyniki tych badan przedstawiono w tab. 2.

Uzyskane dane wskazuja, ze wszystkie trzy badane szczepy probiotyczne
wykazaty zdolno$¢ do przyczepienia si¢ zaréwno do karboksymetylocelulozy, jak i do
kolagenu. Poréwnujac obie powierzchnie nalezy stwierdzi¢, ze adhezja do
karboksymetylocelulozy byta zdecydowanie wigksza niz do kolagenu. Obserwacja ta
dotyczyta szczegélnie L. rhamnosus GG, gdyz przyczepno$¢ tych bakterii do
karboksymetylocelulozy byta 25-krotnie wigksza od przyczepnosci do kolagenu. W
przypadku L. casei Shirota réznica byta 10-krotna. Najmniejsza przyczepnos$¢ do
kolagenu wykazat szczep L. acidophilus. Wigksza przyczepno$¢ bakterii do
powierzchni karboksymetylocelulozy moze by¢ tlumaczona wigksza porowato$cia jego
powierzchni. Ciekawe badania nad adhezja bakterii mlekowych z rodzaju
Lactobacillus prowadzili Aleljun i wsp. [1]. Przetestowali oni przyczepno$¢ ponad stu
szczepow bakteryjnych do kolagenu typu I i wykazali, ze zdolno$¢ t¢ wykazato ok.
75% badanych szczepéw, w tym réwniez szczepy nalezace do gatunkoéw L. casei, L.
acidophilus 1 L. rhamnosus. Autorzy ci wskazali takze na zalezno$¢ migdzy
wlasciwosciami adhezyjnymi a wiekiem kultury u niektérych szczepéw. Maksimum
przyczepnosci obserwowali we wczesnej fazie stacjonarnej. Nieznaczny wplyw na
adhezje¢ bakterii miata takze pozywka hodowlana i jej pH. Autorzy ci zwracaja uwage
na powszechna zdolnos$¢ pateczek mlekowych do adhezji do kolagenu, co jest cecha
inwazyjnych szczepdéw bakterii chorobotwdrczych. Zwracaja oni przy tym uwage na
fakt, ze badane przez nich szczepy nie przyczepialy si¢ do fibronektyny.

Tabela 2

Adhezja bakterii do powierzchni karboksymetylocelulozy i kolagenu.
Bacterial adhesion to carboxymethylcellulose and collagen surfaces.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni (po 1h ekspozycji)
Number of bacteria adhering to a given surface (after 1h of exposure)
[jtk/em®] / [cfu/em’]

Szczep
Strain
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Karboksymetyloceluloza Kolagen
Carboxymethylcellulose Collagen
L. casei Shirota 12568 (+ 1756) 1211 (£ 98)
L. acidophilus LC1 4764 (£ 1430) 737 (£ 56)
L. rhamnosus GG 36953 (+ 4680) 1474 (£ 102)

(%) — odchylenie standardowe / standard deviation

Proba przeprowadzenia do$wiadczen nad adhezja bakterii do zelatyny nie
powiodla si¢ z uwagi na trudnosci w uzyskaniu struktury zelowej w temperaturze 20°C
137°C.

Adhezja bakterii z rodzaju Lactobacillus do powierzchni zelu karagenowego

Dogodna powierzchnia do adhezji bakterii moga by¢, obok kolagenu, takze inne
hydrozele. W zwiazku z tym w pracy przebadano zdolnos$¢ bakterii mlekowych do
zasiedlania karagenu. W badaniach tych uwzgledniono rézny czas ekspozycji oraz
r6zna gestos¢ hydrozelu. Wyniki tych do§wiadczen przedstawiono w tab. 3.

Przyczepnos$¢ badanych szczepdw bakterii do karagenu nalezy oceni¢ jako mata,
rzedu 2-4 cykli logarytmicznych w przeliczeniu na 1 cm?. Odnosi si¢ to szczegélnie do
adhezji szczepéw L. acidophilus LC1 i L. rhamnosus GG do 1% zelu karagenowego.
Wyniki badan wskazuja jednak, ze duza rol¢ w adhezji odgrywa czas kontaktu bakterii
z zasiedlana powierzchnia oraz ggstos¢ stosowanego zelu. Przy zastosowaniu 1%
karagenu w pierwszych dwéch godzinach ekspozycji liczba przyczepionych bakterii
byta podobna, jednak po 8 h obserwowano znaczacy wzrost adhezji.

Wraz ze wzrostem gesto$ci zelu wyrazny byt wzrost liczby przyczepionych
bakterii. Podobna zalezno$¢ odnotowano w stosunku do czasu ekspozycji, gdyz
wydtuzenie kontaktu bakterii z powierzchnia karagenu zwigkszyto liczbg zwiazanych z
niag komoérek. Do wynikéw tych nalezy jednak podej$¢ z pewna ostrozno$cia, bowiem
zwigkszenie liczebnosci bakterii na powierzchni karagenu po 8 h inkubacji moze by¢
wynikiem rozmnazania si¢ bakterii, ktére przyczepily si¢ do tej powierzchni
w poczatkowym okresie. Sugeruje to brak réznic w adhezji do 1% zelu migdzy 1.1 2. h
ekspozycji, jednakze wyniki uzyskane przy zasiedlaniu 3% zelu wydaja sig tej
hipotezie zaprzeczaé, gdyz réznice w liczbie zwigzanych komoérek miedzy 1. a 8. h
ekspozycji sa bardzo mate.

Tabela 3

Wplyw gestosci zelu i czasu ekspozycji na adhezj¢ bakterii do powierzchni karagenu.
The effect of gel concentration and exposure time on the bacterial adhesion to a carrageenan surface.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni
Number of bacteria adhering to a given surface
[jtk/em®] / [cfu/cm’]

Szczep
Strain
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1h | 2h | 8h
1% karagen
1% carrageenan

L. casei Shirota 145 (£ 12) 146 (£ 15) 711 (£ 68)
L. acidophilus LC1 33 (+5) 39 (x7) 375 (£ 31)
L. rhamnosus GG 26 (£ 4) 26 (£ 3) 230 (£ 19)

2% karagen
2% carrageenan

L. casei Shirota 439 (+40) 684 (£ 59) 1684 (= 113)
L. acidophilus LC1 592 (£ 43) 948 (£ 102) 1263 (£ 120)
L. rhamnosus GG 355 (£ 32) 1250 (£ 94) 1559 (£ 126)

3% karagen
3% carrageenan

L. casei Shirota 1440 (+ 105) 1487 (+ 100) 1531 (+ 150)
L. acidophilus LC1 853 (£ 62) 1238 (+ 109) 2171(£ 113)
L. rhamnosus GG 753 (£ 33) 1341 (£ 110) 2421 (£201)

(*) — odchylenie standardowe / standard deviation

Adhezja bakterii 7 rodzaju Lactobacillus do powierzchni zelu alginianowego

Drugim badanym hydrozelem roslinnym byt alginian. Do§wiadczenia objely dwie
zmienne: stezenie alginianu oraz czas ekspozycji. W przypadku alginianu zaleznosci
nie byly tak jednokierunkowe, jak to miato miejsce w przypadku karagenu, niemniej
odnotowano wiele podobienstw. W zdecydowanej wigkszoSci przypadkéw
zwigkszenie stgzenia alginianu z 0,5% do 1% spowodowato zwigkszenie liczby
bakterii, ktore ulegty adhezji (tab. 4).

Wptyw czasu ekspozycji na adhezje bakterii byt juz bardziej ztozony. Na ogdt
obserwowano zwigkszenie adhezji w drugiej godzinie ekspozycji, natomiast po 8 h
liczba przytaczonych komorek wyraznie si¢ zmniejszata i to wielokrotnie. Trudno
wskaza¢ przyczyne tego zjawiska, albowiem w literaturze nie ma informacji o
szkodliwym dziataniu alginianu na komérki bakteryjne, a polimer ten jest powszechnie
uzywany jako nosnik do immobilizacji mikroorganizméw. Mozna jedynie
przypuszczaé, ze pewna role w ostabieniu adhezji mogta odgrywac translokacja jonéw
dwuwarto$ciowych, wapnia i magnezu, z powierzchni kontaktu w gtab hydrozelu. Jony
te sa odpowiedzialne za stabilizacje struktury zelowej alginianu.

Tabela 4

Wplyw gestosci zelu i czasu ekspozycji na adhezjg bakterii do powierzchni alginianu.
The effect of gel concentration and time exposition on the bacterial adhesion to an alginate surface.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni
Number of bacteria adhering to a given surface
[jtk/cmz] / [cfu/cm?]

Szczep
Strain
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lh | 2h | 8h
0,5 % alginian / 0,5% alginate

L. casei Shirota 172 (+ 10) 407 (+38) 58 (£ 7)
L. acidophilus LC1 692 (£41) 809 (£ 74) 53 (£5)
L. rhamnosus GG 245 (£21) 602 (£ 53) 87 (x4)

1% alginian / 1% alginate

L. casei Shirota 222 (£21) 505 (£51) 305 (+30)
L. acidophilus LC1 689 (+39) 739 (+ 62) 192 (£ 18)
L. rhamnosus GG 499 (£ 27) 405 (£ 38) 226 (£ 20)

(%) — odchylenie standardowe / standard deviation

Adhezja bakterii do monowarstwy komorek nabtonka jelitowego in vitro

Pomimo odmiennej charakterystyki morfologicznej i funkcjonalnej obu linii
komérkowych, przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze przyczepnos¢ bakterii do
badanych tkanek jest zblizona (tab. 5). Najwigksze zréznicowanie wykazat szczep L.

Tabela 5

Adhezja bakterii do komérek nabtonka jelitowego.
Bacterial adhesion to intestinal epithelial cells.

Liczba bakterii przyczepionych do powierzchni nabtonka (po 1h ekspozycji)
Szczep Number of bacteria adhering to intestinal epithelial cells (after 1h)
Strain [jtk/cmz] / [cfu/cm?]
Caco-2 HT-29
L. casei Shirota 4328 (£ 1500) 3490 (£ 750)
L. acidophilus LC1 10427 (+ 1600) 10680 (+2510)
L. rhamnosus GG 74211 (£ 7800) 6980 (+2931)

rhamnosus GG, ktérego adhezja do linii Caco-2 byta 10-krotnie wigksza niz w
stosunku do linii HT-29. Wynika z tego, ze ten sam mikroorganizm moze wykazywac
zupelnie odmienne zdolnos$ci do przyczepiania si¢ do poszczegdlnych linii komérek
nabtonkowych. Najmniejszymi wtasciwosciami adhezyjnymi odznaczal si¢ L. casei
Shirota. W poréwnaniu do pozostatych rodzajéw powierzchni, bakterie probiotyczne
silniej adherowaty do komdrek nabtonkowych, a liczba komérek przyczepionych do 1
cm’ powierzchni tkanki siegata 3—4 cykli logarytmicznych bakterii.

Whioski

1. Wykazano brak adhezji badanych szczepéw bakterii probiotycznych do
polistyrenu, a ich przyczepnos¢ do szkta byta duzo mniejsza niz innych gatunkéw
mikroorganizmoéw.
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2. Na przyczepnos¢ bakterii probiotycznych wplyw wywierat czas ekspozycji oraz
stezenie stosowanych hydrozeli.

3. Poréwnanie efektywnosci przytaczania komoérek bakteryjnych do réznych
powierzchni statych i odniesienie rezultatéw tych badah do danych uzyskanych w
badaniach nad adhezja komoérek bakteryjnych do nabtonka jelitowego in vitro jest
trudne, bowiem wystepuje zréznicowanie w adhezji bakterii juz na poziomie linii
komérek nabtonka jelitowego. Trudno w tym przypadku okresli¢, ktora z tych linii
jest bardziej reprezentatywna dla warunkow in vivo.

4. Najbardziej zblizone wyniki do adhezji na Caco-2 i HT-29 stwierdzono w
przypadku adhezji na membranie karboksymetylocelulozowej, chociaz nie moze
by¢ ona uznana jako model zblizony do modelu nabtonka jelitowego

Praca naukowa finansowana ze srodkow Ministra Nauki w latach 1999-2004 jako
projekt badawczy zamawiany PBZ-KBN/020/P06/1999/01.
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SEARCHING FOR SIMPLE MODELS TO STUDY THE ADHESION OF PROBIOTIC
BACTERIA

Summary

Comparative studies were performed on the possibility of replacing intestinal epithelial cells by some
other simplified models for the purpose of examining the adhesion of probiotic bacteria. The adhesion of
Lactobacillus casei Shirota ATCC 39539, Lactobacillus acidophilus LC1, and Lactobacillus rhamnosus
GG ATCC 53103 to surfaces of alginate, carrageenan, gelatin, collagen, glass, polystyrene,
carboxymethylcellulose, and to intestinal epithelial cells (Caco-2 and HT-29 lines) were tested.

Among the examined solid surfaces, the highest degree of adhesion was observed in the case of
carboxymethylcellulose and collagen. In the majority of experimental variants, the number of bacterial
cells adhering to surfaces increased parallel to the time of their contacting a solid surface. Additionally,
there were stated differences in the cell adhesion to hydrogels showing varying concentration rates. On the
basis of the experiments performed, it is possible to state that the adhesion degree of probiotic bacteria to
various inorganic and organic surfaces is a parameter that depends on the strain of a microorganism.
Among all the simplified models applied in the studies in question, no one was marked by an adhesion
rate comparable to the adhesion of intestinal epithelial cells Caco-2 and HT-29, which are, nowadays,
used as a major model in vitro while investigating the adhesion of probiotic bacteria.

Key words: adhesion, Lactobacillus, alginate, carrageenan, collagen, carboxymethylcellulose.
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ELZBIETA DLUZEWSKA, KAMILA LICHOCKA

WPLYW WYBRANYCH AROMATOW I EMULGATOROW NA
STABILNOSC EMULSJI NAPOJOWYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu rodzaju aromatu, czynnika obciazajacego oraz emulgatora na
stabilno$¢ emuls;ji napojowych.

Stabilno$¢ okreslano na podstawie pomiaru wielkosci czastek fazy olejowej metoda turbidymetryczna,
mikrometryczna i dyfrakcji laserowej. Mierzono réwniez potencjat zeta emulsji.

Stabilno$¢ emulsji zawierajacych naturalny olejek eteryczny byta wigksza w poréwnaniu z prébkami
emulsji zawierajacymi bezterpenowy olejek lub roztwér aromatu w glikolu propylenowym. Emulsje te
charakteryzowaly si¢ rowniez wyzszym stopniem zmgtnienia, co pozwala na otrzymanie z nich napojow
o zmgtnieniu typowym dla naturalnych sokéw owocowych. Dodatek czynnika obciazajacego byt
konieczny do uzyskania stabilnych emulsji aromatow. Preparat estryfikowanej kalafonii i preparat gumy
damara w jednakowym stopniu spowodowaly wzrost gesto$ci fazy olejowej i tym samym wzrost
stabilno$ci emulsji. Stabilno§¢ emulsji aromatéw z dodatkiem mieszaniny skrobi modyfikowanej i gumy
arabskiej byta mniejsza niz stabilno$¢ emuls;ji z dodatkiem pojedynczych preparatéw.

Stowa kluczowe: emulsja napojowa, stabilno$¢, aromat, czynnik obciazajacy, emulgator

Wprowadzenie

Emulsje aromatéw stosowane w przemyslowej produkcji  napojow
bezalkoholowych naleza do emulsji typu olej w wodzie. Produkowane sa w formie
skoncentrowanej, a nastgpnie rozcienczane sa w roztworze cukru w celu otrzymania
napoju. Emulsje w formie skoncentrowanej oraz napoje z nich otrzymane powinny
charakteryzowac si¢ wysokim stopniem stabilnosci [16].

Stabilno$¢ emulsji aromatéw (napojowych) jest problemem technologicznym
wystepujacym w przemysle napojow bezalkoholowych.

Typowa emulsja, z ktérej otrzymywane sa napoje bezalkoholowe zawiera aromat,
czynnik obcigzajacy w fazie olejowej oraz emulgator, kwas spozywczy, konserwant i
barwnik w fazie wodnej [1, 4]. Substancje aromatyczne naturalne i identyczne z
naturalnymi sa podstawowymi i niezbednymi sktadnikami napojéw bezalkoholowych.

Dr inz. E. Dhzewska, mgr inz. K. Lichocka, Katedra Technologii Zywnosci, SGGW, ul.
Nowoursynowska 159c, 02-787 Warszawa
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Wigkszos¢ dodawanych aromatéw to olejki eteryczne, gtéwnie cytrusowe [7]. Olejki
cytrusowe moga by¢ pozbawione terpendéw poprzez ekstrakcje roztworami wodno-
alkoholowymi lub na drodze destylacji prézniowej [3, 12].

Rol¢ emulgatoré6w 1 stabilizator6w emulsji napojowych moga petnié¢
hydrokoloidy. Najczgsciej stosowanym w przemyS$le napojow bezalkoholowych
hydrokoloidem jest guma arabska, otrzymywana z drzew Acacia senegal i Acacia seyal
[2,5, 14].

Niestabilno$¢ emulsji jest wynikiem proceséw fizycznych polegajacych na
zwigkszaniu si¢ wielkosci czastek, co zwiazane jest z flokulacja, dojrzewaniem
Oswalda lub koalescencja oraz migracji czastek prowadzacej do $mietankowania lub
sedymentacji [8]. Obnizenie stabilno$ci emulsji z termodynamicznego punktu widzenia
oznacza wzrost wielko$ci czastek fazy rozproszonej. Zatem wielko$¢ czastek fazy
rozproszonej i czgsto$¢ wystgpowania czastek o danej wielko$ci mozna traktowac jako
miarg stabilnosci emulsji [13]. Ograniczenie tempa proceséw destabilizujacych emulsje
aromatow mozna osiaggna¢ poprzez wilasciwy dobor emulgatora, uzyskanie
odpowiedniego stopnia dyspersji, zminimalizowanie réznic w gegstosci faz poprzez
dodatek czynnika obciazajacego do fazy olejowej oraz zwigkszenie lepkosci fazy
ciaglej, czego konsekwencja jest zmniejszenie ruchliwosci czastek fazy
zdyspergowanej [1, 9].

Celem pracy byto okreslenie wplywu rodzaju aromatu, czynnika obciazajacego
oraz emulgatora na stabilno$¢ emulsji napojowych.

Material i metody badan

W badaniach zastosowano: preparat Valgum (mieszanina ré6znych odmian gumy
arabskiej), Valspray A (suszona rozpylowo i oczyszczona kordofanem guma arabska),
Valdamar (oczyszczona i odwoniona guma damara), Valrosin D (estryfikowana
kalafonia) firmy Valmar, modyfikowana skrobi¢ (Purity Gum 2000) firmy National
Starch and Chemical, olejek cytrynowy zwykly, olejek cytrynowy bezterpenowy,
aromat cytrynowy w formie roztworu w glikolu propylenowym firmy Pollena Aroma
S.A., benzoesan sodu i kwas cytrynowy firmy Orffa Food Eastern Europe.

Emulsje otrzymywano zgodnie z receptura: 10% aromatu, 8% czynnika
obciazajacego, 8 Ilub 12% emulgatora, 0,1% benzoesanu sodu, 0,3% kwasu
cytrynowego oraz woda destylowana do 100%. Emulgatory dyspergowano przez 30
min przy uzyciu mieszadta laboratoryjnego typu RW 20 DZW firmy Janke&Kunkle, w
wodzie o temp. 20°C (skrobia modyfikowana) lub 40°C (guma arabska), w ktorej
rozpuszczono benzoesan sodu, nast¢gpnie dodawano kwas cytrynowy. Faze¢ wodna
zawierajaca gumeg arabska pozostawiano na 24 godz. w celu uwodnienia emulgatora.
Preemulsje sporzadzano mieszajac faz¢ wodna 1 olejowa (aromat i czynnik
obciazajacy) przez 10 min mieszadiem laboratoryjnym przy predkosci 1700 obr./min.
Emulsje otrzymywano stosujac homogenizacj¢ dwustopniowa przy uzyciu
homogenizatora typu APV-1000, firmy APV, przy ci$nieniu 450/150 baréw.
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Oceniajac stabilno$¢ emulsji metoda mikrometryczna wyznaczano S$rednia
wielkos$¢ czastek fazy rozproszonej emulsji (L), stosujac mikroskop optyczny Studar
Lab potaczony z kamera video Oscar-35 firmy Mintron. Krople emulsji umieszczano
na szkietku podstawowym i obserwowano przy powigkszeniu 1000 x. Obraz emulsji
uzyskiwano przy uzyciu programéw komputerowych Muliscan v 6.08 firmy Scanning
Systems i Mocha v 1.2.10 firmy Jadel Scientific.

Ocena stabilno$ci emulsji metoda turbidymetryczng [11] polegata na pomiarze
absorbancji rozcienczonych prébek emulsji w stosunku 1:1000. Wykonywano pomiary
absorbancji przy dlugosciach fali 400, 660 i 800 nm, uzywajac spektrofotometru
Helios B (Unicam). Jako stopien zmegtnienia oznaczano absorbancje przy di. fali
660 nm, za$ ze stosunku absorbancji przy dtugosciach fali 800 i 400 nm wyznaczano
indeks wielkos$ci czastek (R).

Analize wielko$ci czastek fazy rozproszonej wykonywano metoda dyfrakcji
laserowej przy uzyciu aparatu Zeta Sizer 4 firmy Malvern.

Potencjat elektrokinetyczny okreslany jako potencjat zeta ({) oznaczano przy
uzyciu aparatu Zeta Sizer 4 firmy Malvern, w oparciu o elektroforezg.
Elektroforetyczne oznaczanie potencjatu { prowadzono w §rodowisku wodnym o pH w
zakresie od 3,5 do 4,5.

Test przechowalniczy prowadzono w temp. 20 + 2°C przy dostgpie $wiatla
dziennego. Rozwarstwienie emulsji, przechowywanej przez 12 tygodni w szklanych
stojach, uznawano za objaw niestabilno$ci emulsji.

Analizg statystyczng wynikow, stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji,
prowadzono wykorzystujac program Statgraphics Plus, firmy Graphics Corporation.

Wiyniki i dyskusja

Duza réznica ggstosci olejkoéw eterycznych, stanowiacych fazg olejowa emuls;ji
aromatow 1 roztworu cukru (ok. 1,040 g/cm3 ), w ktérym rozcienczana jest emulsja w celu
otrzymania napoju, moze prowadzi¢ do zjawiska smietankowania, czyli pojawienia si¢ w
napojach tzw. ,,obraczki”, $wiadczacej o niestabilno$ci emulsji, zaréwno w formie
skoncentrowanej, jak i rozcienczonej [15]. Ggsto$¢ fazy olejowej emulsji aromatéw bez
dodatku czynnika obciazajacego wynosita od 0,850 do 0,890 g/cm’. Bezterpenowy olejek
eteryczny charakteryzowat si¢ wigksza gestoScia w pordwnaniu z naturalnym olejkiem
eterycznym oraz roztworem glikolowym aromatu (tab. 1). Dodatek czynnika
obciazajacego spowodowat wzrost gestosci wszystkich analizowanych aromatéw.
Poréwnujac efektywnos$¢ dziatania zastosowanych substancji stwierdzono, ze probki z
dodatkiem estryfikowanej kalafonii charakteryzowaly si¢ nieznacznie wigksza gestoscia
w poréwnaniu z analogicznymi probkami, do ktérych dodano gume¢ damara (tab. 1).
Jednak réznice w gestosciach omawianych prébek byty na tyle mate, Zze nie powinny
powodowac¢ réznic w stabilnosci emulsji.

Tabela 1
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Wplyw rodzaju czynnika obciazajacego na ggstos¢ i wielko$¢ czastek fazy olejowej emulsji napojowych.
Effect of weighing agent on density and particle size of oil phase beverage emulsions.

Srednia wielko$é czastek fazy
Gestos¢ fazy FOZproszone) (L,) (km]
Crvnnik oleiowe Mean particle size of dispersed phase
.y. . Rodzaj aromatu JOWE L)
obciazajacy . Density of oil - -
. Kind of flavour bezposrednio po
Weighing agent phase . .
3 otrzymaniu po 12 tygodniach
[grem™]
immediately after 12 weeks
after obtaining
olejek naturatny 0.847° 0.78° 1,00°
essential oil
Brak olejek bezterpenowy
Lack essential oil without 0,887 0,54° 1,12¢
terpenes
aromat glikolowy 0.848° 0.60° 1.00°
glycol aroma
lejek 1
olejek naturalny 0,952° 0,50 0,78"
essential oil
Estryfikowana olejek bezterpenowy
kalafonia essential oil without 0,984 0,52° 0,80°
Rosin esters terpenes
aromat glikolowy 0,946 0.62° 0.79°
glycol aroma
olejek naturalny 0,928° 0,51 0,74°
essential oil
Guma damara olejek bezterpenowy
essential oil without 0,952° 0,32° 0,81°
Damar gum
terpenes
likol .
aromat glikolowy 0,936° 0,38* 0,56"
glycol aroma

Objasnienia: / Explanatory notes:

Wartosci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami rézniq si¢ statystycznie istotnie
migdzy soba (o = 0,05) / Mean values in the same column denoted by the different indices differ
significantly from each other (a = 0.05)

Stabilno$¢ emulsji jest tym wigksza im mniejsze sa kuleczki olejowe. Emulsje
zawierajace odpowiedni emulgator i czynnik obciazajacy nie powinny ulec
rozwarstwieniu, jesli §rednica kuleczek olejowych wynosi ponizej 1 pm [1].

Na podstawie wynikéw pomiaru wielko$ci czastek fazy rozproszonej metoda
mikrometryczng (tab. 1) stwierdzono, ze w emulsjach bez dodatku czynnika
obciazajacego S$rednia wielko$¢ kuleczek olejowych, bezposrednio po otrzymaniu
emulsji, wynosita od 0,54 do 0,78 um. Najmniejsze kuleczki olejowe zaobserwowano
w probkach zbezterpenowym olejkiem eterycznym. W préobkach, w ktérych
zastosowano czynnik obciazajacy, czastki fazy rozproszonej byly mniejsze niz w
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emulsjach bez dodatku tego czynnika. Nadal najmniejszymi wielko$ciami czastek fazy
rozproszonej charakteryzowaly si¢ probki z bezterpenowym olejkiem eterycznym. Po
12 tygodniach przechowywania $rednia wielkos¢ kuleczek olejowych w emulsjach
zawierajacych czynnik obciazajacy wynosita ponizej 0,80 pm. Tak wigc warunek
stabilno$ci emulsji zaproponowany przez Buffo i Reinecciusa [1] zostal w tych
emulsjach spetniony. Emulsje otrzymane bez dodatku czynnika obciazajacego po 12
tygodniach przechowywania charakteryzowaly si¢ Srednia wielkoscia czastek fazy
olejowej wigksza niz 1,00 um i ulegly rozwarstwieniu (tab. 2). Poréwnujac
efektywnos$¢ dziatania estryfikowanej kalafonii i gumy damara, nie stwierdzono
statystycznie istotnych rdéznic w wartosciach $rednich wielkosci czastek fazy
rozproszonej po 12 tygodniach przechowywania. Mozna zatem stwierdzi¢, ze oba
preparaty w podobnym stopniu ograniczaly wzrost wielko$ci czastek fazy
rozproszonej, a tym samym stabilizowaly emulsjg.

Tabela 2
Wplyw rodzaju czynnika obcigzajacego na stabilno$¢ emulsji napojowych.
Effect of weighing agent on stability of beverage emulsions.
Indeks wielkosci L, L Rozwarstwienie
. Stopiefn zmgtnienia ..
Czynnik czastek fazy . emulsji
L . . emulsji
obciazajacy Rodzaj aromatu rozproszonej (R) Opacity of (po 12 tyg.)
Weighing Kind of flavour Size index of P y Breakdown of
. emulsion .
agent dispersed phase (R) emulsion
0 12 0 12 (after 12 weeks)
Brak . .
R 0,504 | 0,778 | 0,365* | 0,353 Tak/Yes
Lack
Estryfikowana oleiek naturaln
kalafonia JeR AT | 03380 | 0363* | 0728 | 0,682° Nie/No
. essential oil
Rosin esters
Guma damara 0345" | 0394* | 0,894° | 0,603 Nie/No
Damar gum

Objasnienia: / Explanatory notes:

0 — bezposrednio po otrzymaniu / immediately after obtaining; 12 — po 12 tygodniach przechowywania /
after 12 weeks of storage.

Warto$ci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami réznig si¢ statystycznie istotnie
migdzy soba (o0 = 0,05) / Mean values in the same column denoted by the different indices differ
significantly from each other (a = 0.05).

Indeks wielkos$ci czastek fazy rozproszonej moze by¢ rowniez wskaznikiem
stabilno$ci emulsji. Wzrost warto$ci indeksu $§wiadczy o tworzeniu si¢ wigkszych
agregatow kuleczek olejowych [11]. Wyniki pomiaru indeksu wielkosci czastek fazy
rozproszonej (tab. 2) w petni potwierdzily stwierdzenia sformutowane na podstawie
pomiaréw mikrometrycznych. Prébki z dodatkiem czynnika obciazajacego
charakteryzowaty si¢ mniejszymi warto$ciami indeksu, w poréwnaniu z prébkami bez
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czynnika obciazajacego, zaréwno bezposrednio po otrzymaniu, jak i po 12 tygodniach
przechowywania.

Waznym wyréznikiem sensorycznym napojéw jest ich zmgtnienie, im jest ono
wigksze tym napoje w wigkszym stopniu przypominaja naturalne soki owocowe.
Jednoczesnie stopien zmetnienia emulsji napojowej moze by¢ miara wielko$ci czastek
fazy olejowej i tym samym stabilno$ci emulsji. Zmiany stopnia zmegtnienia emulsji
moga by¢ sygnalem zmniejszania si¢ ilosci kuleczek olejowych w emulsji poprzez
faczenie si¢ mniejszych kuleczek w wigksze i tym samym wskazywa¢ na spadek
stabilnosci emulsji [11].

Najwickszym zmetnieniem, bezposrednio po otrzymaniu, charakteryzowata si¢
probka zawierajaca gume damara - 0,89, nieco mniejszym zmegtnieniem
charakteryzowata si¢ emulsja z estryfikowana kalafonig — 0,73, natomiast prébki bez
dodatku czynnika obciazajacego wykazywaty znacznie mniejsze zmgtnienie (tab. 2).
Po 12 tygodniach przechowywania nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w
warto$ciach stopnia zmetnienia emulsji z dodatkiem gumy damara i estryfikowanej
kalafonii. Jednak nadal prébki zawierajace czynnik obcigzajacy mialy znacznie
wigksze zmgetnienie w poréwnaniu z probkami bez tego czynnika. Tak wigc preparaty
gumy damara i estryfikowanej kalafonii nie tylko zwigkszaly gestos¢ fazy olejowej, ale
rOéwniez petnity funkcje¢ czynnika zmetniajacego.

Wielkos¢ dodatku emulgatora ustalono na podstawie wcze$niejszych badan [6].
Zastosowanie w charakterze emulgatora i zarazem stabilizatora emulsji mieszaniny
gum arabskich w ilo$ci 8% oraz skrobi modyfikowanej w ilosci 12% pozwolito na
otrzymanie emulsji stabilnych co najmniej przez 12 tygodni (tab. 4). Natomiast w
przypadku zastosowania mieszaniny skrobi modyfikowanej i gumy arabskiej (preparat
Valgum) otrzymano emulsj¢ mniej stabilng, ktéra rozwarstwila si¢ przed uptywem 3
miesi¢cy. Analiza rozktadu wielkosci czastek fazy olejowej, bezposrednio po
otrzymaniu emulsji, nie wykazata istotnych réznic w warto$ciach $rednich wielkoS$ci
czastek (tab. 3). Uzyskane wyniki moga sugerowac, ze analizowane emulsje powinny
charakteryzowa¢ si¢ podobna stabilnoscia. Potwierdzeniem takiego stwierdzenia byty
wyniki pomiaru wielkosci czastek fazy rozproszonej metoda dyfrakcji laserowej,
przeprowadzonego po 5 miesiacach przechowywania emulsji napojowych. Srednie
wielkoSci czastek byly nawet nieznacznie mniejsze w przypadku emulsji niestabilnej w
poréwnaniu z prébkami emulsji stabilnych (tab. 3).

Tabela 3

Wplyw rodzaju aromatu i emulgatora na potencjal zeta i wielko$¢ czastek fazy rozproszonej emulsji.
Effect of flavour and emulsifier types on zeta potentials and particle size of dispersed phase.
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) Srednia wielko$¢ czastek Potencjat {
Emulg.at.0r Rf)dza] aromatu Mean particle size [um] Potential ¢
Emulsifier Kind of flavour
Lo 5 [mV]
naturalr;)s/s(;lnetjizl; :;t;:ryczny 0.51¢ 1,72 412
Mieszanina gum arabskich Toiek bert 358
Mixture of arabic gums 0 ?J N . ezherpenowy 0,32% ’ -39,8
(8%] essential oil without terpenes
(%
aromat glikolowy b 1,62
0,38 -39.2
glycol aroma
Skrobia modyfikowana Toiek bert 106
Modified starch O'CJER DezICIpenowy 0.42° ’ - 14,0
[12%] essential oil without terpenes
0
aromat glikolowy b 1,48
0,44 - 189
glycol aroma
turalny olejek et 0,8
Skrobia modyfikowana naturainy o eJ.e e.eryczny 0,58° -89 -29.,5
i quma arabska essential oil
Modified starch and arabic OI?J ek _bezFerpenowy 0,78° 1,08 -26,6
qum essential oil without terpenes
[12%] aromat glikolowy 0,62d 121 2308
glycol aroma

Objasnienia: / Explanatory notes:

0 — bezposrednio po otrzymaniu / immediately after obtaining; 5 — po 5 miesiacach / after 5 months;
Wartosci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami rézniq si¢ statystycznie istotnie
migdzy soba (a = 0,05)

Mean values in the same column denoted by the different indices differ significantly from each other
(o0 =0.05)

W celu wyjasnienia przyczyny niestabilno$ci emulsji emulgowanej mieszanina
skrobi modyfikowanej i gumy arabskiej zmierzono potencjatl elektrokinetyczny
analizowanych prébek emulsji. Warto§¢ potencjatu zeta probek stabilizowanych
mieszanina gum arabskich wynosita od -39,8 mV do -41,2 mV (tab. 3). Wedlug
danych literaturowych, jezeli potencjat zeta emulsji stabilizowanych guma arabska jest
mniejszy od
-30 mV lub wigkszy od 30 mV, mozna spodziewac sig, ze taka emulsja bedzie stabilna
[1]. W przypadku emulsji stabilizowanych skrobia modyfikowana potencjat w
granicach od -14,0 do -18,9 mV, umozliwit otrzymanie stabilnej emulsji. Mozna to
wyjasni¢ tym, ze w przypadku skrobi dominujacym mechanizmem stabilizacji emulsji
sa oddziatywania przestrzenne, stad sity elektrostatyczne nie odgrywaja istotnej roli w
stabilizacji emulsji [4]. W przypadku gumy arabskiej stabilizacja przestrzenna i
elektrostatyczna przebiegaja rownolegle, lecz obecno$§¢ w niej grup funkcyjnych
majacych tadunek wujemny wskazuje na bardziej istotna role oddziatywan
elektrostatycznych w stabilizacji emulsji guma arabska [5, 10].

Tabela 4
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Stopien zmgtnienia oraz wyniki testu przechowalniczego emulsji napojowych.
The opacity of beverage emulsions and results of a storage test

Stopien zmgtnienia Rozwarstwienie
Emulgator Rodzaj aromatu Opacity enl;uISJLgo 12 t};g.
Emulsifier Kind of flavour reatdown 0
0 12 emulsion after 12
weeks
. . naturalny oleJ.ek e.teryczny 0.89" 0.60° .
Mieszanina gum essential oil
arabskich olejek bezterpenowy q .
. . o 0,69 0,57 -
Mixture of arabic gums | essential oil without terpenes
8% i
[8%] aromat glikolowy 0.7 0.58° i
glycol aroma
Skrobia modyfikowana loiek beat
Modified starch o'e)ek dezierpenowy 030° | 030" ;
[12%] essential oil without terpenes
(9 N
aromat glikolowy 0.61° 0,45 .
glycol aroma
Iny olejek
Skrobia modyfikowana | "oy oleeketeryezny g g3e | g,53¢ +
. essential oil
i guma arabska TR w——
Modified starch and o'e)ek bezierpenowy 032° | 031° +
. essential oil without terpenes
arabic gum kol
[12%] aromat gikolowy 043> | 045° +
glycol aroma

Objasnienia: / Explanatory notes:

0 — bezposrednio po otrzymaniu / immediately after obtaining; 12 — po 12 tygodniach przechowywania /
after 12 weeks of storage;

Wartosci $rednie w tej samej kolumnie oznaczone réznymi indeksami rézniq si¢ statystycznie istotnie
migdzy soba (o = 0,05) / Mean values in the same column denoted by the different indices differ
significantly from each other (a = 0.05).

Prawdopodobnie niestabilnos¢ prébek emulsji otrzymanych z dodatkiem mieszaniny
skrobi i gumy arabskiej byla spowodowana zbyt mala wartoscia bezwzgledna
potencjalu zeta (od -26,6 do -30,8 mV) w poréwnaniu z wymagana wartoscia
potencjatu emulsji z dodatkiem gumy arabskie;j.

Analize wpltywu rodzaju aromatu na stabilno$¢ emulsji przeprowadzono na
podstawie pomiaréw wielkosci
Bezposrednio po otrzymaniu najmniejsze kuleczki olejowe stwierdzono w emulsji z
dodatkiem bezterpenowego olejku eterycznego i stabilizowanej guma arabska (tab. 3).
Niemniej w trakcie przechowywania w probkach emulsji z dodatkiem olejku

czastek fazy olejowej oraz potencjalu zeta.

bezterpenowego zaobserwowano najwigkszy przyrost wielkosci czastek fazy olejowe;.
Po 5 miesiacach przechowywania emulsje z dodatkiem naturalnego olejku eterycznego
charakteryzowaty si¢ mniejszymi czastkami fazy rozproszonej w poréwnaniu
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z probkami z dodatkiem olejku bezterpenowego. Natomiast w emulsjach z dodatkiem
roztworu aromatu w glikolu propylenowym $rednia wielkos¢ czastek byta podobna lub
nieco wigksza (w zalezno$ci od zastosowanego emulgatora) niz w emulsjach
z dodatkiem naturalnego olejku eterycznego. Dodatek bezterpenowego olejku
eterycznego, pomimo ze uzyskano emulsj¢ charakteryzujaca si¢ najmniejszymi
czastkami fazy rozproszonej bezposrednio po otrzymaniu, nie spowodowal poprawy
stabilnosci emulsji w poréwnaniu z prébkami, do ktérych dodano naturalny olejek lub
roztwor aromatu w glikolu propylenowym.

Najmniejszy, a zarazem najbardziej korzystny z punktu widzenia stabilnos$ci
emulsji potencjal zeta stwierdzono w przypadku zastosowania naturalnego olejku
eterycznego (tab. 3). Wyniki przedstawione w tab. 3. pozwalaja przypuszczaé, ze
bardziej stabilne emulsje mozna otrzymaé stosujac naturalny olejek eteryczny niz
olejek bezterpenowy, niemniej stabilno§¢ emulsji w duzo wigkszym stopniu
uzalezniona byta od rodzaju zastosowanego emulgatora.

Biorac pod uwage wptyw rodzaju aromatu na stopien zmgtnienia emulsji (tab. 4),
stwierdzono, ze emulsje z dodatkiem bezterpenowego olejku zaré6wno bezposrednio po
otrzymaniu, jak i po 12 tygodniach przechowywania, niezaleznie od rodzaju
zastosowanego emulgatora, charakteryzowaly si¢ najmniejszym stopniem zmetnienia.
W przypadku prébek z dodatkiem olejku naturalnego i probek z dodatkiem aromatu
glikolowego bezposrednio po otrzymaniu emulsji nie stwierdzono istotnych réznic w
warto$ciach stopnia zmgtnienia, lecz w czasie przechowywania probki z dodatkiem
aromatu glikolowego stawaly si¢ bardziej klarowne.

Whioski

1. Stabilno$¢ emulsji aromatéw zawierajacych naturalny olejek eteryczny byta
wyzsza w poréwnaniu z prébkami emulsji zawierajacymi bezterpenowy olejek lub
roztwor aromatu w glikolu propylenowym. Emulsje te charakteryzowaly sig
rOwniez wyzszym stopniem zmgtnienia, co pozwala na otrzymanie z nich napojow
0 zmgtnieniu typowym dla naturalnych sokéw owocowych.

2. Dodatek czynnika obciazajacego byt konieczny do uzyskania stabilnych emulsji
aromatéw. Preparat estryfikowanej kalafonii i preparat gumy damara w
jednakowym stopniu spowodowaly wzrost gestosci fazy olejowej i tym samym
wzrost stabilno$ci emulsji.

3. Stabilnos¢ emulsji aromatéw z dodatkiem mieszaniny skrobi modyfikowanej i
gumy arabskiej byla mniejsza niz stabilno$¢ emulsji z dodatkiem samej gumy
arabskiej lub skrobi modyfikowane;j.

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN nr 0747/P06/2003/25.
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EFFECT OF SELECTED FLAVOURS AND EMULSIFIERS ON STABILITY
OF BEVERAGE EMULSIONS

Summary

The objective of this study was to evaluate the effect of flavour, weighing agent and emulsifier on
stability of beverage emulsions.
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The stability was determined basing on the measured particle size of dispersed phase by a turbidity
method, a micrometric method, and a laser light scattering. Additionally, the potential zeta of emulsions
was measured.

The stability of emulsions containing natural essential oil was higher if compared with emulsions
containing essential oil without terpenes or with a glycol solution of aroma. The emulsions were marked
by a higher opacity degree, and owing to this fact, it was possible to obtain beverages with clarity similar
to natural juices. It was also necessary to add a weighing agent in order to get stable flavour emulsions.
The rosin esters and the damar gum caused, to the same extent, an increase in the density of oil phase,
and, consequently, in the stability of emulsions. The stability of beverage emulsions with a mixture of
modified starch and arabic gum added was smaller than the stability of emulsions to which only one of the
two preparations was added.

Key words: beverage emulsions, stability, flavour, weighing agent, emulsifier
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PROBA ZASTOSOWANIA CHITOZANU W FORMIE
ROZPUSZCZONEJ DO STABILIZACJI WIN

Streszczenie

Celem pracy bylo zbadanie mozliwo$ci zastosowania chitozanu w formie rozpuszczonej do stabiliza-
cji win oraz okreslenie wpltywu zastosowanych metod na sktad tych napojow. W doswiadczeniu uzyto win
pochodzacych z jednego z polskich zaktadow winiarskich: biate (jabtkowe) i czerwone (aroniowe). Do
klarowania stosowano chitozan niskolepki i chitozan w postaci preparatu Profloc (firmy Begerow) oraz w
celu poréwnawczym zelatyng, ktora jest stosowana powszechnie w winiarstwie. Zwiazki te stosowano w
kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego. We wszystkich metodach dobdér dawek substancji
klarujacych ustalano na podstawie klarowan probnych. Przeprowadzono 3 serie doswiadczen.

Stosowane $rodki spowodowatly w badanych winach zmniejszenie zawartosci: zwiazkoéw fenolowych,
alkoholu oraz azotu ogoétem, niewielki wzrost pH i spadek kwasowosci ogodlnej, a takze niewielkie zmiany
zawartosci pierwiastkow. Nie zaobserwowano istotnych réznic w zawartosci ekstraktu ogdlnego, ilosci i
alkaliczno$ci popiotu oraz ocenie sensorycznej. Stwierdzono, ze rozpuszczony chitozan w kombinacji z
bentonitem oraz zolem kwasu krzemowego moze zastapi¢ zelatyng jako srodek klarujacy. Przeprowadze-
nie stabilizacji jest jednak utrudnione, poniewaz konieczny jest dobdr dawek oddzielnie dla kazdego
zbiornika.

Stowa kluczowe: wino, klarowanie, metody stabilizacji, chitozan.

Wstep

Jednym z najwazniejszych parametrow jakosci win jest klarownos¢. Zgodnie
z rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi [12] klarowno$¢ wina powinna
by¢ caltkowita, bez opalizacji i osadow (z niewielkimi odstepstwami).

Zmgtnienia w winach czgsto wywolane sa niestabilnymi frakcjami polifenolowy-
mi, przy czym wigksza ilo$¢ polifenoli wystgpuje w winach czerwonych, a mniejsza w
winach biatych. Polifenole ulegaja wytraceniu migdzy innymi poprzez laczenie si¢ z
aldehydami, powstajacymi jako produkty uboczne fermentacji, w wyniku utleniania

Prof. dr hab. W. Wzorek, dr S. Bonin, mgr A. Basiak, Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci,
Wydziat Technologii Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 159c, 02-776 Warszawa
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siarczandw(IV) do siarczandw(VI) /uwalnianie aldehydow/, a takze w czasie wtérnego
zafermentowania. Utlenianie garbnikéw i barwnikow podczas lezakownia i ich po6z-
niejsza kondensacja rowniez prowadza do powstawania osadow. W celu zabezpiecze-
nia przed wytraceniem zwiazkoéw polifenolowych stosuje sig stabilizacj¢ win polegaja-
ca na usunigciu niestabilnych frakcji polifenolowych. Stosowane jest wychtadzanie,
klarowanie zelatyna, klarowanie zelatyna w kombinacji z zolem kwasu krzemowego,
dodatek zywic poliamidowych (PVPP), klarowanie kazeinianem potasu, biatkiem jaja
kurzego [18].

Zmgtnienia biatkowe charakterystyczne sa dla win gronowych i miodéw pitnych.
Powstawanie zmetnien wywolanych zwiazkami biatkowymi zachodzi pod wptywem
wielu czynnikéw, do ktérych zaliczy¢ mozna: wzajemne odniesienie wartosci pH wina
i punktu izoelektrycznego biatek [13], obecnos¢ jonow metali cigzkich [2], temperatu-
re, dostep tlenu oraz zawartos¢ garbnikow [19]. Zwiazki garbnikowe inicjuja powsta-
wanie zmgtnien biatkowych, poniewaz taczac si¢ z biatkami hydrofilowymi powoduja
ich odwodnienie, zmniejszenie rozpuszczalnosci i w rezultacie wytracenie [4]. Biatka
niskoczasteczkowe moga sta¢ si¢ labilne pod wptywem niewielkich ilosci garbnikow i
jonow metali cigzkich, co moze prowadzi¢ do ich wytracenia [2]. Stabilizacj¢ biatkowa
przeprowadza si¢ stosujac obrobke bentonitem, klarowanie zelatyna w kombinacji z
zolem kwasu krzemowego, ewentualnie z bentonitem lub stabilno$¢ zapewnia ultrafil-
tracja [1, 19].

Stosowane do stabilizacji fizykochemicznej $rodki nie sa jednak doskonate, dla-
tego trwa ciagle poszukiwanie nowych. Jednym z takich zwiazkéw mogltby by¢ chito-
zan. Firma Begerow oferuje na rynku chitozan w postaci preparatu Profloc i poleca go
do klarowania soko6w owocowych [1].

Chitozan to biopolimer otrzymywany przez deacetylacje¢ chityny, ktora jest jed-
nym z najbardziej dostepnych, tatwo otrzymywanych i odnawialnych polimeréw, dru-
gim (po celulozie) pod wzgledem rozpowszechnienia w przyrodzie. Chityng uzyskuje
si¢ z pancerzy bezkrggowcow i Scian komoérkowych grzybow [16], a w Polsce z pance-
rzy kryla arktycznego i strun kalmarow [17]. Podczas otrzymywania chitozanu stosuje
si¢ rozne rodzaje obrobki chemicznej i enzymatycznej, dzigki czemu mozna uzyskac
rozne pochodne rézniace si¢ wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi [16].

Chitozan jest biodegradowalny, nietoksyczny dla zwierzat [16], rozpuszczalny
w rozpuszczalnikach kwasnych, a nierozpuszczalny przy pH powyzej 6,5; ma mase
czasteczkowa 10-10°~10-10° Da [8].

Chitozan znajduje zastosowanie w roznych galg¢ziach gospodarki. W przemysle
spozywczym stosuje si¢ go do klarowania, odkwaszania napojow, stabilizacji barwy.
Ponadto mozna go stosowac jako $rodek teksturotworczy, konserwujacy, przeciwutle-
niajacy, zageszczajacy i stabilizujacy [16].
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Polecany przez firm¢ Begerow [1] preparat o nazwie Profloc jest to chitozan o
masie molekularnej 2-10° Da i stopniu deacetylacji 76%, produkowany ze skorupiakow
morskich. Profloc ma strukture ktaczkowa, a zdolnosci klarujace zawdzigcza wyso-
kiemu tadunkowi dodatniemu. W procesie klarowania reaguje — podobnie jak Zelatyna
— z polifenolami i innymi koloidami o fadunkach ujemnych. Wykazuje znaczng sit¢
adsorpcji wobec garbnikow i pektyn, a takze cechuje go duza sita zelowania [1].

Dawki preparatu ustala si¢ na drodze klarowan probnych, poniewaz mozliwe jest
przeklarowanie. Firma Begerow poleca rozpuszczanie Proflocu w kwasnym soku, w
temp. 80—90°C oraz stosowanie go w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemo-
wego. Producent zaleca tez jak najszybsze zuzywanie przygotowanego roztworu, co
minimalizuje proces denaturacji Proflocu, a takze ogrzewanie goraca woda przewodow
dozujacych podczas klarowania.

Celem pracy byto zbadanie mozliwosci zastosowania chitozanu w formie roz-
puszczonej do stabilizacji win oraz okreslenie wpltywu zastosowanych metod na stabil-
no$¢ fizykochemiczng i sktad tych napojow.

Material i metody badan

Wina stosowane w badaniach pochodzily z jednego z krajowych zakladoéw wi-
niarskich. Byly to przemystowe wina jabtkowe (biale) i aroniowe (czerwone) pobrane
z tankow lezakowych. Przeprowadzono 3 serie doswiadczen, kazda w 3 powtorze-
niach.

Stosowano nastgpujace srodki stabilizujace: chitozan niskolepki (< 200cP), wy-
produkowany w Morskim Instytucie Rybackim w Gdyni zgodnie z PN-89/A-86850
[9], SIHA Profloc — otrzymany z firmy Begerow, bentonit — NaCalit firmy Erbsloh,
zelatyng winiarska typu A oraz Baykisol-30 firmy Bayer.

Metody stabilizacji

Chitozan w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego

Dawki srodkéw stabilizujacych okreslono metoda prob wstepnych (probne kla-
rowanie kazdej serii win oddzielnie). Srodki klarujace przygotowywano w nastgpujacy
Sposob:

e 1% roztwor chitozanu — 1 g chitozanu rozpuszczano na goraco (temp. 80-90°C)
w 100 cm’ 0,5% kwasu cytrynowego. Srodek dozowano w tej temperaturze.

e 10% zawiesina bentonitu — 10 g bentonitu zalewano 100 cm® wody destylowanej
1 pozostawiano na 24 godziny w temperaturze pokojowej do napgcznienia. Przed
dozowaniem do wina zawiesing doktadnie mieszano.
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o 3% roztwor zolu kwasu krzemowego otrzymywano przez rozcienczenie woda roz-
tworu 30% (Baykisol-30).

Do picciu cylindrow odmierzano po 100 cm® wina i do kazdego z nich wprowa-
dzano 1 cm® 10% zawiesiny bentonitu. Po wymieszaniu wprowadzano na goraco chi-
tozan w dawkach 1, 2, 3, 4, 5 cm’. Nastepnie do kazdego cylindra dozowano 30% roz-
twor zolu kwasu krzemowego w dawkach odpowiednio: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 cm’. Po
24 godzinach wino saczono, a przesacz dzielono na dwie czgsci. Do jednej dodawano
2-3 krople chitozanu, a ewentualne zmegtnienie $wiadczylo o przeklarowaniu zolem
kwasu krzemowego, do drugiej cze¢sci dodawano 2-3 krople zolu kwasu krzemowego,
a zmgetnienie $wiadczyto o przeklarowaniu chitozanem. Wybierano taka dawke prepa-
ratu, przy ktorej po dodaniu odczynnikow na przeklarowanie nie obserwowano zmet-
nienia w zadnej z dwoch probowek.

Ustalone dawki preparatow w przeliczeniu na 1dm® wina wynosilty:

e wino biate: 10 cm® 10% bentonitu (1 g), 20 cm® 1% chitozanu (0,2 g) oraz 2 cm’
30% zolu kwasu krzemowego;

e wino czerwone: 10 cm® 10% bentonitu (1 g), 20 cm® 1% chitozanu (0,2 g) oraz
2 em® 30% zolu kwasu krzemowego.

Srodki klarujace wprowadzano do poszczegolnych partii wina w kolejnosci: ben-
tonit, nastepnie chitozan, a na koncu zol kwasu krzemowego.

Preparat Profloc w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego

Klarowanie probne oraz przygotowanie srodkow klarujacych prowadzono podob-
nie, jak w przypadku stabilizacji chitozanem w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu
krzemowego. Stosowano nastgpujace dawki preparatow w przeliczeniu na 1dm® wina:
e wino biafe: 10 cm® 10% bentonitu (1 g), 30 cm’® 1% Profloc (0,3 g) oraz 3 cm® 30%

zolu kwasu krzemowego;
e wino czerwone: 10 cm® 10% bentonitu (1 g), 30 cm® 1% Profloc (0,3 g) oraz 3 cm’
30% zolu kwasu krzemowego.

Srodki klarujace wprowadzano do wina w kolejnosci: bentonit, chitozan, zol kwa-

su krzemowego.

Zelatyna w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego

Dobér dawki preparatow prowadzono jak w przypadku stabilizacji chitozanem
w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego.

Bentonit i 3% roztwor zolu kwasu krzemowego przygotowano podobnie jak
w przypadku stabilizacji chitozanem. Zelatyne rozpuszczano w wodzie destylowanej,
w temp. 50°C. Do badan stosowano roztwor 1%. W przypadku wina czerwonego sto-
sowano klarowanie tylko zelatyna i zolem kwasu krzemowego (bez bentonitu).
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Stosowano nastgpujace dawki srodkow klarujacych w przeliczeniu na 1 dm’:

e wino biafe: 10 cm’ 10% bentonitu (1 g), 5 cm’ 1 % zelatyny (0,05 g), 5 cm® 3%
zolu kwasu krzemowego;

e wina czerwone: 65 cm’ 1 % zelatyny (0,65 g), 13 cm’ 3% zolu kwasu krzemowe-
go.

Poszczegodlne srodki wprowadzano do wina w kolejnosci: bentonit (wino biate),
roztwor zelatyny i roztwor zolu kwasu krzemowego.

W kazdej z metod stabilizacji, po 24 godz. od momentu przeprowadzenia klaro-
wania wino filtrowano przez ptyte filtracyjng AF-70 firmy Filtrox i poddawano anali-
zom.

W poszczegdlnych winach (przed i po obrébce) oznaczano zawarto$¢ podstawo-
wych sktadnikéw (stosujac powszechnie przyjeta metodyke), zawarto§¢ azotu ogdtem
metoda Kjeldahla oraz zwiazkéw fenolowych zmodyfikowana metoda kolorymetrycz-
na Folin-Denisa [14]. Pomiaru barwy dokonywano w fotokolorymetrze Momcolor
w $wietle odbitym na biatym tle.

Analiz¢ sensoryczna przeprowadzano zgodnie z zasadami analizy sensorycznej
przez szescioosobowa fachowa komisje, wykorzystujac skale pigciopunktowa o 9 po-
ziomach jakos$ci. Oceng 0g6lna obliczano jako $rednig wazona, stosujac wspotczynniki
wazkoS$ci: barwa — 1, zapach — 2, smak — 6.

Wigkszos¢ wynikow poddano analizie statystycznej, stosujac wieloczynnikowa
analiz¢ wariancji przy poziomie istotnosci PI = 0,05, a najmniejsza istotna rdznicg
(NIR) wyliczano wg testu Tukey’a jako HSD. W przypadku, gdy warto$¢ PI przekra-
czata zalozone 0,05 nie liczono NIR.

Wiyniki i dyskusja

W omowieniu wynikow przyjeto skrocone okreslenia poszczegolnych metod sta-
bilizacji: chitozan w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego — ,,chito-
zan”, preparat Profloc w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego — ,,Pro-
floc”, zelatyna w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego — ,,zelatyna”.

Wina czerwone przed procesem klarowania zawieraly srednio 140 mg/dm’ azotu
ogoétem. Stosowane metody stabilizacji spowodowaly zmniejszenie jego zawartoSci:
w przypadku preparatu Profloc — $rednio o 42 mg/dm’, a w przypadku pozostatych
metod o okoto 28 mg/dm® (NIR = 19,5). W winach biatych, w ktorych zawarto$¢ azotu
przed stabilizacja wynosita $rednio 116 mg/dm’, Profloc nie spowodowat istotnego
zmniejszenia zawartosci azotu. Natomiast po obrobce chitozanem stwierdzono
79 mg/dm’, a po zastosowaniu zelatyny — 84 mg/dm’ (NIR = 26) (rys. 1).
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‘ Owino biate/white wine Bl wino czerwone/red wine ‘

Rys. 1.  Wplyw stabilizacji na zawarto$¢ azotu ogétem w winach ($rednia z 3 serii).
Fig. 1.  Influence of stabilization on total nitrogen content in wines (average of 3 series).

W winie czerwonym poczatkowa zawarto$¢ zwiazkow fenolowych wynosita
$rednio 2442 mg/dm’. Zastosowanie klarowania zelatyna, a takze klarowania chitoza-
nem spowodowalo zmniejszenie ich ilosci érednio o 602 mg/dm’ (24%) i o
398 mg/dm’ (16%). W probkach klarowanych preparatem Profloc zawarto$¢ zwiazkow
fenolowych zmniejszyla si¢ 0 206 mg/dm® (8,5%), jednak réznica ta zawierata si¢ w
granicy bledu (rys. 2).

Zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w winach bialych wynosita przed klarowaniem
$rednio 153 mg/dm’. W wyniku zastosowania badanych $rodkow stabilizacyjnych
ulegla zmniejszeniu i ksztaltowala si¢ na poziomie 121-126 mg/dm’ (rys. 3).

Wina biate zawieraja znacznie mniej zwiazkéw polifenolowych niz wina czerwo-
ne. Zwiazane jest to ze sktadem owocow, a takze procesem produkcji wina, podczas
ktorego zwiazki fenolowe wydobywane sa ze skorek, nasion i tkanek [18].

Ginther [5] przy zastosowaniu do klarowania zZelatyny zaobserwowal w sokach
bogatych w garbniki i barwniki spadek zawartosci zwiazkéw polifenolowych o okoto
40%. Wzorek i Bielecka [18] prowadzili stabilizacj¢ win gronowych zawierajacych
érednio 325 mg/dm® polifenoli. Stwierdzili, ze zastosowanie zelatyny powodowato
adsorpcje polifenoli $rednio o 113 mg/dm’, a Zelatyny w kombinacji z zolem kwasu
krzemowego o 111 mg/dm’. Spagna i wsp. [15] stwierdzili, ze zastosowane do stabili-
zacji win gronowych preparaty chitozanu usuwaja 29-33% polifenoli.
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Rys. 2. Wplyw stabilizacji na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w winach czerwonych (Srednia z 3
serii).
Fig. 2.  Influence of stabilization on phenolic compounds content in red wines (average of 3 series).
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Rys. 3. Wplyw stabilizacji na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w winach biatych (Srednia z 3 serii).
Fig. 3. Influence of stabilization on phenolic compounds content in white wines (average of 3 series).

Wina biate przed procesem klarowania charakteryzowaty si¢ kwasowoscia ogolna
$rednio 3,51 g/dm’ i wartoécia pH 3,55. Zastosowane metody stabilizacji wplynely na
obnizenie kwasowos$ci ogolnej i wzrost wartosci pH (tab. 1). Kwasowos$¢ ogdlna
ksztattowata si¢ na poziomie $rednio ok. 3,1 g/dm’, a roznice wystepujace pomiedzy
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metodami zawieraly si¢ w granicach bledu. Zastosowanie do stabilizacji chitozanu
spowodowato wzrost wartosci pH o 0,14. W przypadku zastosowania zelatyny warto$¢
pH wzrosta 0 0,12, a przy uzyciu preparatu Profloc o 0,1 (NIR = 0,05).

W przypadku win czerwonych poczatkowa kwasowos$¢ ogolna wynosita srednio
3,25 g/dm’, a warto§¢ pH 3,99. Stabilizacja Zelatyna spowodowata obnizenie kwaso-
wosci ogélnej do 2,72 g/dm’, chitozanem do 2,87 g/dm’, a preparatem Profloc do
2,82 g/dm’. W przypadku zastosowania preparatu Profloc stwierdzono wzrost wartosci
pH z 3,99 do 4,32. W pozostatych metodach réznice zawieraty si¢ w granicy bledu.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze z chitozanem lub preparatem Profloc wprowadzano do
wina niewielkie iloSci kwasu cytrynowego stosowanego do rozpuszczania tych prepa-
ratow.

Wzorek i Bielecka [18] stwierdzili, ze zastosowanie chitozanu niskolepkiego do
stabilizacji gronowych win czerwonych w dawce 1 g/dm’ (bez rozpuszczania) powo-
duje wzrost wartoéci pH z 3,7 do 3,8 i spadek kwasowosci ogdlnej z 6,0 g/dm’ do 5.8
g/dm’. Zdaniem autoréw zmiana pH i kwasowos$ci ogdlnej po obrébce chitozanem
moze by¢ wynikiem wprowadzenia do wina wraz z preparatem jonow alkalicznych.
Chitozan moze zawiera¢ domieszke jonéw wapnia, ktore pozostaty po procesie techno-
logicznym w wyniku obrébki szkieletéw morskich organizmow.

Wplyw stosowanych metod stabilizacji na parametry barwy wina przedstawiono
w tab. 1. W przypadku stabilizacji chitozanem, jak i Zzelatyna, w winie biatym stwier-
dzono przesunigcie dominujacej dugoscei fali z 592 do 586 nm, czyli przesunigcie bar-
wy w strong zottej, lecz zawierajace si¢ w zakresie barwy pomaranczowej. Natomiast
w przypadku preparatu Profloc nie obserwowano zmian warto$ci dominujacej dtugosci
fali. W wyniku zastosowania kazdej z metod stabilizacji obserwowano nieznaczny
wzrost jasnosci ($rednio z 35 do 37) i nieznaczny spadek czystosci pobudzenia.

W przypadku wina czerwonego stabilizacja zelatyna spowodowata przesunigcie
dominujacej dlugosci fali z 494 nm do 610 nm. Odpowiada to przesunigciu barwy wi-
na z czerwono-purpurowej do purpurowo-czerwonej i moglo by¢ zwiazane z powstala
opalizacja. Zaobserwowano w tym przypadku takze wzrost jasnosci Y z 0,8 do 2,8 oraz
wzrost czystosci pobudzenia z 0,34 do 0,97. Stabilizacja preparatem Profloc oraz chi-
tozanem nie wplyngla na zmiang wartosci dominujacej dtugosci fali. Spowodowata
natomiast wzrost czystosci pobudzenia z wartosci 0,34 do 0,54 1 0,51, a w przypadku
obrobki preparatem Profloc takze wzrost jasnosci z 0,8 do 1,5. Wzorek i Bielecka [18]
stwierdzili, ze zastosowanie zelatyny i zolu kwasu krzemowego z zelatyna do stabili-
zacji czerwonego wina gronowego wplywa na rozjasnienie barwy. W przypadku zela-
tyny warto$¢ ta wzrostata srednio z Y = 2,29 w probee kontrolnej do Y = 5,6 po obrob-
ce, natomiast po zastosowaniu zolu kwasu krzemowego z zelatyna do Y = 5,09. Giin-
ther i Junker [6] zaobserwowali, ze klarowanie win gronowych zelatyna z zolem kwasu
krzemowego wraz z usuwaniem zwiazkow polifenolowych powoduje rozjasnienie
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barwy o okoto 25%. Pogorzelski i Czyzowska [10] uwazaja, ze intensywno$¢ barwy
oraz zmiany sensoryczne sa zwiazane z zawartoscia zwiazkow polifenolowych. Za
najwazniejsze czynniki majace wplyw na stabilno$¢ polifenolowa win uznali pH
i zawarto$¢ SO,. Stwierdzili, ze w winach wylezakowanych barwa pochodzi gléwnie
od produktéw kondensacji garbnikow i barwnikow. Wzorek i Pogorzelski [19] podda-
ja, ze dzialanie zelatyny polega na taczeniu si¢ z labilnymi frakcjami polifenoli, co
prowadzi do ich wytracania. Jednoczes$nie wytracanie tych zwiazkéw prowadzi do
usunigcia brazowego odcienia barwy wywolanego utlenionymi frakcjami garbnikow
1 barwnikow.

W celu okreslenia czy stosowane preparaty nie powoduja wprowadzania pier-
wiastkow do wina wykonano oznaczenie zawartosci wapnia, sodu, potasu i magnezu.
W przypadku wina bialego przeprowadzono trzy, za§ wina czerwonego jedng seri¢
badan, a wyniki przedstawiono w tab. 2.

W winie bialym istotne zmniejszenie zawarto§ci wapnia stwierdzono tylko
w przypadku stabilizacji preparatem Profloc. [lo§¢ tego pierwiastka zmniejszyta sig
z 59 mg/dm® do 36 mg/dm’® (NIR = 13). W przypadku zastosowania pozostatych $rod-
kow stabilizujacych nie stwierdzono istotnych réznic w zawarto$ci wapnia. Zawarto$é
magnezu po zastosowaniu wszystkich §rodkoéw nieznacznie wzrosta. Zawartos¢ potasu
w probee kontrolnej wynosita 596 mg/dm’®. W winie stabilizowanym chitozanem,
a takze preparatem Profloc stwierdzono zmniejszenie zawartosci potasu odpowiednio o
91 mg/dm’ i 44 mg/dm’, natomiast obrobka zelatyna spowodowala wzrost tego pier-
wiastka 0 51,5 mg/dm’. Stosowane metody stabilizacji wplynely na wzrost zawartosci
sodu z 32 mg/dm’ w winie kontrolnym do 52 mg/dm’ w winie stabilizowanym prepara-
tem Profloc, a takze chitozanem oraz do 39 mg/dm’ w przypadku klarowania zelatyna
(NIR =6,5).

W winie czerwonym nastapil wzrost zawartoSci wapnia przy zastosowaniu
wszystkich metod. W przypadku zastosowania zelatyny obserwowano spadek zawarto-
$ci magnezu, potasu i sodu w stosunku do probki kontrolnej. Chitozan i preparat Pro-
floc nie wptynetly na zawartos¢ magnezu, natomiast spowodowaty niewielkie zmniej-
szenie zawartosci potasu i nieznaczny wzrost ilosci sodu. Badania wykonane zostaly w
jednej serii, dlatego analiza wynikow moze odnosi¢ si¢ tylko do przeprowadzonego
doswiadczenia.

Hashimoto i wsp. [7] wykazali, ze zwigkszone ilosci potasu, magnezu i cynku
wplywaja na pogorszenie jakosSci sensorycznej gronowych win biatych. Podobne wy-
niki uzyskali Correa i Polo [3] w przypadku potasu i wapnia, a Rodriguez i wsp. [11]
podaja, ze magnez nadaje winu kwaskowy posmak.
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Zawarto$¢ wybranych pierwiastkéw w winach.
Content of selected elements in wine.

Tabela 2

Wino biate / White wine Wino czerwone / Red wine
—;@‘ ‘QEV: Prob Metoda stabilizacji Prob Metoda stabilizacji / Method of
E g konrt(;ofna Method of stabilization konrtoolana stabilization
8o . . NIR [ “O0F . .
& Control | chitozan | zelatyna Profloc Control | chitozan | zelatyna Profloct
[mg/dm’] | chitosan | gelatin [mg/dm’] [mg/dm’] | chitosan | gelatin (mg/dm’]
[mg/dm?®] | [mg/dm?] & [mg/dm?®] | [mg/dm?]
I 59.4 56,6 51,7 41,6
11 58,5 453 49,5 30,8
Ca 13 103 146 125 193
111 59,1 52,1 43,2 38,0
$r. 59,0 51,0 48,0 36,0
I 30,0 32,5 32,5 31,8
M| 29,8 33,1 31,2 32,8
1,3 67 63 31 65
g |m 30,1 31,9 324 32,1
$r. 30,0 32,5 32,0 32,0
I 602 503 616 551
11 591 510 680 554
K 44 797 758 556 754
111 599 495 657 550
$r. 596 505 648 552
1 32,4 48,1 39,1 50,7
11 32,3 56,8 39,3 52,5
Na 6,5 86 95 57 103
111 32,3 54,0 39,0 51,9
$r. 32,0 52,0 39,0 52,0

Stosowane metody stabilizacji nieznacznie wptyngly na poprawg oceny senso-
rycznej wina biatego, jednak réznice nie byty statystycznie istotne. W przypadku wina

czerwonego po klarowaniu nie stwierdzono podwyzszenie jego jakos$ci (tab. 1).

Spagna i wsp. [15] podaja, ze wina gronowe stabilizowane przy uzyciu preparatu
Profloc charakteryzowaly si¢ wyzsza jakoscia w poréwnaniu z winami klarowanymi

PVPP.

W celu okreslenia wptywu stosowanych metod stabilizacji fizykochemicznej na
badane wina przeprowadzono oznaczenia takze innych sktadnikow. W badanych wi-
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nach nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci ekstraktu ogolnego, zawartosci i
alkalicznos$ci popiotu. Stwierdzono natomiast niewielki spadek zawartosci alkoholu,
ktory wiazat si¢ z rozcienczeniem probek wina dodanymi srodkami stabilizacyjnymi
rozpuszczanymi w roztworze wodnym.

Whioski

1. Mozliwe jest wykorzystanie zarowno chitozanu w formie rozpuszczonej, jak
i preparatu Profloc w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego do sta-
bilizacji fizykochemicznej wina.

2. Przeprowadzanie stabilizacji jest utrudnione, poniewaz konieczny jest dobor da-
wek dla kazdego zbiornika produkcyjnego oddzielnie. Ponadto istnieje mozliwo$¢
przeklarowania chitozanem oraz konieczno$¢ utrzymywania roztworu chitozanu
w temp. 80-90°C podczas dozowania.

3. Zastosowanie do klarowania zelatyny w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu
krzemowego w przypadku win bialych dalo podobne rezultaty, jak zastosowanie
chitozanu w kombinacji z bentonitem i zolem kwasu krzemowego.
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AN ATTEMPT TO APPLY CHITOSAN IN A DISSOLVED FORM TO STABILIZE WINES
Summary

The objective of this paper was to investigate a possibility of applying chitosan in a dissolved form to
stabilize wines, and to determine effects of stabilization methods applied on the content of selected com-
ponents of wines. Red chokeberry and white apple wines from the Polish wineries were used in the exper-
iments. A low-viscous chitosan and a chitosan in the form of a Profloc preparation (product of a Begerow
company) were used as fining agents. Gelatine, widely used in wine technology, was also utilized for
comparison. The adsorbents were applied in combination with bentonite and soliquid silicic acid. In all the
methods utilized, doses of fining substances applied were determined on the basis of test fining procedu-
res. Three series of experiments were conducted. In the wines analysed, substances applied caused a de-
crease in the contents of phenolic compounds, alcohol, and total nitrogen; they also produced a slight
increase in the pH value, and a slight decrease in the total acidity, and in the content of elements. No
statistically significant changes were stated in the content of total extract, nor in the amounts of ash and its
alkalinity; the sensory assessment results did not differ statistically significantly. It was found that the
dissolved chitosan, in combination with bentonite and soliquid silicic acid, can be used as a fining agent,
and it can replace gelatine while stabilizing wines. The fact that it is necessary to choose individual doses
for each container make it difficult to carry out the entire stabilization process.

Key words: wine, fining, methods of stabilization, chitosan.



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2005, 1 (42), 121 — 132

PIOTR ZAPOTOCZNY, MAGDALENA ZIELINSKA

ROZWAZANIA NAD METODYKA INSTRUMENTALNEGO
POMIARU BARWY MARCHWI

Streszczenie

W pracy przedstawiono rozwazania nad metodyka pomiaru barwy materiatéw niejednorodnych na
przyktadzie marchwi. Korzen marchwi byt krojony na kostk¢ o bokach 10 x 10 x 10 mm. Pomiaru
dokonano na kostkach surowych, blanszowanych oraz suszonych fluidyzacyjnie w temp. 70°C. Suszeniu
poddano zaréwno kostki nieblanszowane, jak i blanszowane w wodzie o temp. 95°C prze 4 min z
dodatkiem tréjfosforanu sodowego. Sprawdzano takze wpltyw rozdrabniania kostek na pomiar barwy.
Barwa mierzona byta w systemie L*a*b*, wyliczone zostaly indeksy barwy: bezwzgledna r6znica barwy
DE* oraz indeks zéttosci YI(313). Wykazano wplyw sposobu przygotowania prébek do pomiaru na
interpretacj¢ uzyskanych wynikéw. Przed przystapieniem do pomiaréw wyliczono minimalna liczebno$¢
proéby.

Minimalna liczba powtérzen przy zakladanym biedzie pomiaru wyniosta od 15 do 36, w zaleznos$ci od
mierzonej sktadowej. Stwierdzono statystycznie istotne réznice (p = 0,05) pomigdzy sktadowymi barwy w
kolejnych seriach pomiarowych tych samych kostek marchwi. Sposéb przygotowania probek do pomiaru
mial wplyw na sktadowe barwy. Blanszowanie kostek, a nastgpnie ich rozdrabnianie wptynglo na
zmniejszenie jasno$ci barwy. Sposob przygotowania probek marchwi poddanej suszeniu nie miat duzego
wplywu na zmiang jasno$ci barwy. Natomiast w przypadku skladowych a*, b* oraz indeksu AE* i YI313
sposéb przygotowania probek marchwi zaréwno przed, jak i po suszeniu mial znaczacy wptyw na badane
parametry.

Stowa kluczowe: marchew, barwa, system L*a*b*, jako$¢, metodyka pomiaru.

Wprowadzenie

Pomiar barwy jest jednym z podstawowych parametrow w ocenie jako$ci
produktéw i surowcow spozywczych. Barwa jest cecha fizyczna produktu, ktdra
w zdecydowany sposéb wplywa na pozytywny badZ negatywny jego odbidr przez
konsumenta. Moze ona informowa¢ o sktadzie chemicznym produktu, a tym samym
o0 jego przydatnosci do przetwodrstwa, przechowywania czy transportu. Pomiar barwy

Dr inz. P. Zapotoczny, Katedra Inzynierii Proceséw Rolniczych, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie, ul. Heweliusza 14, 10-718 Olsztyn, mgr inz. M. Zielinska, Katedra Podstaw Techniki,
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znajduje zastosowanie takze do oceny proceséw technologicznych, m.in. procesu
ekspandowania czy suszenia. Aktualnie wyréznia si¢ dwie metody opisu barwy,
a mianowicie ocen¢ sensoryczng oraz pomiar instrumentalny. Analiza sensoryczna,
pomimo zapewnienia powtarzalnych warunkéw jej przeprowadzenia, przeszkolenia
zespotu oceniajacego oraz zastosowania odpowiednich metod, moze by¢ obarczona
pewnym subiektywizmem. Zaleta jej jest mozliwo$¢ opisu barwy na podstawie catej
powierzchni produktu, co jest szczegdlnie wazne w przypadku oceny produktéw
niejednorodnych. Metoda instrumentalna jest powtarzalna, wystandaryzowana
i precyzyjna. Wykorzystuje si¢ w niej réznego rodzaju spektrofotometry dokonujace
pomiaru w $wietle odbitym lub przechodzacym. Wada metod instrumentalnych jest to,
ze pomiar dotyczy ograniczonej powierzchni probki. Jest to szczegdlnie widoczne
w pomiarach produktéw o zréznicowanej budowie anatomicznej lub réznym stopniu
wybarwienia powierzchni. Strukturalna réznorodno$¢ owocéw i warzyw jest ogromna.
Réznorodna budowa tkanek owocéw 1 warzyw oraz wzgledne proporcje, w jakich one
wystepuja maja decydujacy wplyw na teksturg, barwe i inne wlasciwosci fizyczne oraz
determinuja sposob przetwarzania [4]. Rozktad zwiazkéw chemicznych w tkankach
ro§linnych jest takze nierownomierny. Przyktadem moze by¢ zawarto$¢ karotenoidéw
w korzeniu marchwi. Czarniecka—Skubina i Gotaszewska [3] badaly zawarto$¢
wybranych sktadnikéw chemicznych w marchwi odmiany Perfekcja. Autorki
wykazaly, ze najwigcej karotenoidéw znajduje si¢ w korze (17,2 £ 0,3 mg/g), gdzie
stanowity one ok. 51% ich catkowitej zawarto$ci, natomiast w rdzeniu i skorce
stanowity odpowiednio 34 i 14,7%.

Z powyzszych powodéw pomiar barwy tego samego materiatu biologicznego
wykonywany przez ré6znych naukowcéw moze si¢ rézni¢. Zaleze¢ to bedzie w duzej
mierze od sposobu przygotowania préby do badan (np. sposobu rozdrobnienia) oraz
sposobu i miejsca dokonania pomiaru (np. czg$¢ korowa czy rdzeniowa korzenia
marchwi).

W instrumentalnych pomiarach wykorzystuje si¢ réznego rodzaju modele
matematyczne opisujace barw¢ najczesciej w postaci punktu o trzech wspétrzednych.
Na podstawie rozktadu widma promieniowania, ktére zostato odbite od préby, program
obstugujacy urzadzenie wylicza wspoétrzedne barwy w systemie XYZ przy wczesniej
ustalonym obserwatorze (10° i 2°) i iluminancji (D65, C, A). Na podstawie tych trzech
sktadowych istnieje mozliwo$¢ wyliczania innych modeli barwy np. CIE LCh [20 ].

Aktualnie wielu autoréw wykorzystuje system CIE L*a*b* do opisu barwy, a tym
samym jako$ci owocOw, warzyw i przetworédw owocowo-warzywnych, jak tez do
opisu zmian zachodzacych podczas proceséw technologicznych, m.in. w marchwi [18],
bananach [14], jabtkach [5], gruszkach [8]. Stosowanie systemu L*a*b* umozliwia
takze wyliczanie ré6znych indekséw np.: AE*, AC*, AH* [16, 2, 19, 9, 6, 1, 12, 8],

Technologii i Gospodarki Energiq, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Heweliusza I,
10-718 Olsztyn
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ktére umozliwiaja opisanie zmian barwy, jak réwniez wskazuja, ktére charakterystyki
barwy ulegly zmianie. Ozkan i wsp. [15] badali wptyw zawarto$ci wody na barwe
suszonej brzoskwini. Atrybuty barwy mierzono w 4 punktach 10 owocéw brzoskwini.
Maskan [14] opisat kinetyke zmian barwy owocéw kiwi podczas suszenia
konwekcyjnego i mikrofalowego. Pomiar barwy dokonywany byt na §wiezym surowcu
oraz podczas procesu suszenia. Lewicki [11] przedstawit wplyw temperatury suszenia
na stabilno$¢ barwy cebuli podczas przechowywania. Swieza cebule obierano i cigto na
plastry o grubo$ci 3 mm. Barwe $wiezej cebuli mierzono bezposrednio, natomiast po
procesie suszenia badano barwe¢ proszku w 10 powtdérzeniach. Krokida i wsp. [10]
opisali wplyw réznych metod suszenia na barwe jablek, bananéw, marchwi i
ziemniakéw. Badaniu poddano prébki o ksztalcie cylindrycznym o $rednicy 20+-30 mm
i wysokos$ci 8+10 mm. Zmierzono barwg 8 probek, po 2 kazdego materiatu. Barwa
probki byta mierzona w 5 réznych miejscach w celu okreslenia $rednich wartosci
parametrow L*, a*, b*. W prezentowanych pracach obserwuje si¢ brak doktadnego
opisu metodyki badan. Ponadto tak duza réznorodno$¢ sposobu przygotowania
materialu badawczego do pomiaru staje si¢ czynnikiem limitujacym mozliwos$é
poréwnywania uzyskanych wynikéw przez réznych autoréw.

7 powyzszego przegladu literatury wynika, ze w wigkszosci prac malo jest
informacji o sposobie przygotowania proby do pomiaru, doborze sposobu i miejsca
pomiaru, liczby powtdrzen jak i analizie btedu. Z tego wzgledu istotne wydaje si¢
okreslenie wptywu sposobu przygotowania proby oraz metodyki pomiaru na parametry
jakosciowe badanego produktu, a w dalszym etapie opracowanie jednolitej metodyki
pomiaru barwy poszczegdlnych grup surowcéw spozywczych, z uwzglednieniem
materialéw o niejednorodnej strukturze.

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie, a przede wszystkim okreslenie, w jaki
sposéb przygotowanie probki moze wptynaé na interpretacje wynikéw pomiaru barwy
produktéw o niejednorodnej budowie tkankowe;.

Material i metody badan

Materialem badawczym byty korzenie marchwi odmiany Macon pochodzacej z
uprawy Zaktadu Warzywniczego w Skierniewicach. Marchew krojono w plastry o
grubosci 10 mm, a nastgpnie z plastrow wykrawano szeSciany o wymiarach 10 x 10 x
10 mm. Pomiar barwy i analiza statystyczna wynikow przebiegata kilkuetapowo:

e etap I polegal na przeprowadzeniu eksperymentu wstgpnego polegajacego na
okresleniu minimalnej liczebno$ci proby (Nn,), koniecznej do badan

zasadniczych.
Zastosowano nastgpujaca formutg matematyczna:
t2*S?
N > “/_zr
min d

gdzie:
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t, — wartoS¢ statystyki testu ¢ Studenta dla okreslonego, przyjetego poziomu
istotnosci oraz stopni swobody,

S, — odchylenie standardowe z préby,

d* — zaktadany maksymalny bad pomiaru mierzonej wielkosci,

Przyjeto nastepujace zatozenie: btad pomiaru = 1 jednostce, liczebno$¢ préby 15,

stopnie swobody 13, zaktadany poziom istotnosci p = 0,05;

e etap II polegal na sprawdzeniu, czy w kolejnych seriach pomiarowych $rednia
warto$¢ poszczegdlnych skladowych barwy tych samych kostek bedzie sobie
réwna. Wykonano sze$¢ powtorzen zaktadajac, ze kazda kostka w kolejnym
pomiarze moze mie¢ zmierzona barw¢ innej powierzchni. Dokonano pomiaru
kostek surowych, blanszowanych oraz suszonych fluidyzacyjnie w temp. 70°C.
Suszeniu poddano zaréwno kostki nieblanszowane, jak i blanszowane w wodzie o
temp. 95°C prze 4 min z dodatkiem tréjfosforanu sodowego;

e etap III obejmowatl sprawdzenie, w jak i sposéb rozdrobnienie kostek wplywa na
wyréownanie barwy. Kostki surowe, jak i suszone rozdrabniane byly w mtynku
laboratoryjnym;

e etap IV polegat na sprawdzeniu w jaki sposéb przygotowanie probki wptywa na
interpretacj¢ wynikéw pomiaru barwy kostek marchwi poddanej suszeniu
fluidyzacyjnemu.

W kazdym z etapéw pomiar barwy wykonany zostal spektrofotometrem
MiniScan XE Plus firmy HunterLab, obserwatora 10°, $wiatta znormalizowanego D65
oraz przestony 8°. Barwa zostala opisana w modelu barwy L*a*b*. Na podstawie
sktadowych zostaly wyliczone indeksy barwy: bezwzgledna réznica barwy (AE*) oraz
indeks zé6ttosci (YI313). Standardem przy wyliczeniu AE* byl wzorzec barwy bialej
o parametrach L* -94, a*- (-0,95), b* 0,49.

W celu poréwnania $rednich warto$ci cechy przeprowadzono jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji przy poziomie istotnosci p = 0,05 (test Duncana). Analiza
statystyczna wynikéw zostata przeprowadzona z wykorzystaniem pakietu Statistica
6.1.

Wiyniki i dyskusja
Whyliczenie liczebnosci proby

W tab. 1. przedstawiono wyniki obliczen liczebnos$ci préby. W przypadku kazdej
sktadowej uzyskano inny wynik minimalnej liczebnos$ci préby.

Tabela 1
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Minimalna liczebno$¢ préby do pomiaréw poszczegdlnych sktadowych barwy.

The number of samples required for measurement of particulate colour parameters.

. Liczebnos¢ Zaktadany btad Statystyki
Wyrdznik B . . P . .
barw proby wstepnej pomiaru Statistics Liczebno$é
Colojlr Number of the Assumed error of the [-] obliczona
arameters preliminary measurement _ S Niin
P sample [-] X r
L* 15 1 68,71 1,82 15
a* 15 1 42,39 2,36 26
b* 15 1 54,15 2,77 36

X — wartos$¢ $rednia / mean value, Sr — odchylenie standardowe / standard deviation.

W zwiazku z tym, ze minimalna liczebno$¢ préby do zmierzenia sktadowej b*
wyniosta 36, w dalszych pomiarach za minimalna liczbg przyjeto pomiary z co
najmniej 40 kostek.

Pomiar barwy kostek marchwi w szesciu seriach pomiarowych

W wielu badaniach dotyczacych wptywu okreslonego procesu na zmiang jakoSci
produktu spozywczego dokonuje si¢ pomiaru barwy jako jednego z jej wyr6znikéw. W
wigkszosci urzadzen mierzacych barwe obszar pomiarowy jest niewielki. Z tego
wzgledu nalezy sig liczy¢ z duzym wspdlczynnikiem zmiennosci barwy w pomiarze
produktéw o zréznicowanej budowie anatomicznej. Wigkszos¢ badaczy zaktada
w swoich pomiarach $wiadomie, a najczgéciej nieSwiadomie, ze pomiar barwy
materiatéw niejednorodnych w seriach pomiarowych (ten sam niezmieniony produkt)
bedzie taki sam. W tab. 2. zestawiono wyniki badan jakie uzyskano z 6 serii
pomiarowych tych samych kostek surowej marchwi przed, jak i po procesie suszenia.

Na podstawie analizy statystycznej wynikéw wykazano, ze pomimo wykonywania
pomiaru tego samego materialu w 6 powtérzeniach, uzyskano istotne réznice w pomiarze
barwy i jej indeksow. W opracowaniu wynikéw postuzono sig kryterium przyjetym przez
Migdzynarodowa Komisj¢ OS$wietleniowa CIE [7]. Wedlug tego kryterium
sklasyfikowane sa bezwzgledne réznice barw AE*, adekwatnie do postrzegania barw
przez czlowieka. Przyjgto, ze bezwzgledne réznice barw pomigdzy O 1 2 sa
nierozpoznawalne, od 2 do 3,5 rozpoznawalne przez niedo§wiadczonego obserwatora,
natomiast powyzej 3,5 obserwuje si¢ wyrazne odchylenie barwy. W przypadku marchwi
surowej réznice pomigdzy najwigksza a najmniejsza wartoscia indeksu AE* wynosity
8,64 jednostki. Znaczna réznicg tj. 15,59 jednostek zaobserwowano réwniez w indeksie
YI313. Mniejsze réznice pomigdzy $rednimi wystgpowaty w marchwi suszonej. Réznica
pomigdzy najmniejsza a najwigksza wartoscig indeksu AE* wynosita 3,32.
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Tabela 2

Wartosci $rednie sktadowych barwy tych samych kostek marchwi uzyskane z szeéciu serii pomiarowych
oraz wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji.

The mean values of colour parameters and indices of particulate experimental row. The results of a one-
factor analysis of variance.

\E‘ ° Wyrézniki barwy
5o \%% o Colour parameters
5 g é’g § L at -l b [ AE* [-] YI313 [-]

§£ x s| x s| x s| x s| x s
M-1% | 43 | 68,82% 1,67 | 42,39" 2,16 | 54,27° 2,82 73,54 3,51 | 140,84 6,82
M2 43 | 68,91% 2,11 | 40,32® 345 51,08% 439 | 70,00° 5,16 | 134,78% 9,87
M3 43 | 69,74*% 2,47 | 39,13% 3,72 49,51*® 4,59 | 67,87*% 5,68 | 130,62*" 11,01
M4 43 | 69,59%% 221 39,16® 2,89 | 49,48*® 336 | 6791*® 4,13 |130,85*® 828
M5 43 | 69,61°% 234 (38,935 353 | 48,86" 534 | 67,34" 6,03 | 129,70* 11,62
M6 43 | 70,03% 1,89 | 37,63 3,19 | 46,76 426 | 64,90 486 | 12525 9,49
Mygo-1% | 43| 71,16"% 450 | 17.26* 425 | 16,01"® 4,88 |33,17*" 7.49 | 53,58"" 16,18
M2 | 43 | 69.81°% 424 | 1836" 4,70 | 17,26" 524 | 3534" 7,60 | 57,97*® 17,35
M3 | 43 | 70,93%® 455 | 17,60%% 4,78 | 16,35*® 531 |33,69*® 8,03 | 54,77 17,76
Migo-4 | 43 | 69,88 399 | 1847% 4,62 |1699* 496 |3521*" 7,33 | 57,54*® 16,94
Meo-5 | 43 | 69315 429 | 19,18% 3,98 | 18,11° 4,60 | 36,49* 7,02| 60,87° 15,54
M6 | 43 | 71,70% 430 | 16,25° 3,96 | 15,08" 4,27 | 31,82° 6,77 | 5031* 14,46

Wartosci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami réznig sig statystycznie istotnie na poziomie
p < 0,05 / Mean values in the same column with the different letters are significantly different at essential
(p <0,05);

M, — kostka surowa / raw cube; My — kostka suszona / dried cube, 1..6*% — kolejne powtérzenia / the
next repetition; x — warto$¢ $rednia / mean value; S — biad standardowy $redniej / standard error of the
mean value; L* — jasno$¢ / lightness; a* — z6tto$¢ / yellowness; b* — czerwono$¢ / redness; AE* —
bezwzgledna réznica barwy / Hunter Lab total colour difference, YI313 — indeks z6itosci, Yellowness
index.

Wyniki uzyskanych pomiaréw nakazuja zwrécenie wigkszej uwagi na metodyke
pomiaru barwy produktow o zréznicowanej budowie anatomicznej. Szczegdlnie
istotny bedzie wtasciwy dobor liczebnosci proby, przede wszystkim w przypadku
poréwnywania réznych odmian tego samego gatunku, kiedy réznice w barwie sa
niewielkie.

Nastegpnie zostat sprawdzony wpltyw procesu blanszowania na barwe¢ marchwi.
W tab. 3. przedstawiono wartosci $rednie i wyniki analizy wariancji pomiaru barwy
marchwi, ktéra zostata poddana blanszowaniu, a nastgpnie suszeniu.
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Tabela3

Wartos$ci $rednie sktadowych barwy kostek marchwi blanszowanej uzyskane z trzech serii pomiarowych
oraz wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji.

The mean of colour parameters and indices of particulate experimental row for blanched carrot cubes.
The results of a one-factor analysis of variance.

Liczebnos$¢ Wyrézniki barwy
G proby Colour parameters
TUpa | Number of
Group | 4o sam ple L*[-] a* [-] b * [-] AE* [-] YI313 [-]
N X S X S X S X S X S
M- 1 45 66,92 1,64 | 43,394 243 |56,59* 2,33 |76,49" 326 | 146,90 6,65
My,-2 45 66,70* 1,51 |43,27% 2,54 |56,17" 3,03 |76,19* 3,82 | 146,58* 7,37
My,-3 45 67,30% 1,70 | 43,08* 3,02 | 56,29 3,89 | 75,96" 4,78 | 145,61° 8,97
Myy70- 1% 45 7121 5.4118,83" 6,12 19,90* 7,33 (3598 10,63 | 62,79* 23,66
Mip70-2 45 70,98 4,97 | 19,44* 6,19 | 20,23 7,19 | 36,64* 10,34 | 64,15* 23,25
Miy70-3 45 71,204 4,02 | 18,824 4,83 | 19,82 6,45 |3596" 848 | 62,30 19,18

Warto$ci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie na poziomie
p < 0,05 / Mean values in the same column with the different letters are significantly different at essential
(p<0,05);

My, — kostka surowa, blanszowana / raw cube, blanched; My,;) — kostka blanszowana, wysuszona /
blanched cube, dried, 1..3* — kolejne powtdérzenia / the next repetition.

W zwiazku z tym, Ze juz wyniki trzech grup pomiarowych wykazywaty
wyréwnanie barwy, w poszczegdlnych wariantach wykonano tylko trzy serie
oznaczen. Warto$ci srednie kazdego wyrdznika barwy niezaleznie od serii pomiarowe;j
nie réznily si¢ statystycznie istotnie przy zaktadanym poziomie istotnosci. Réznica
pomiedzy minimalna a maksymalna Srednia bezwzglednej réznicy barwy AE*
wynosita 0,53 jednostki w kostkach surowych poddanych procesowi blanszowania,
natomiast 0,68 w kostce poddanej procesowi blanszowania i suszenia, co mozna uznac
za niezauwazalna roznicg. Takze wartoSci pozostatych sktadowych barwy w
poszczegdlnych seriach pomiarowych nie réznity si¢ statystycznie istotnie.

Pomiar barwy probek rozdrobnionych

W tab. 4. zestawiono wartosci $rednie uzyskane z pomiaru barwy we wszystkich
badanych grupach doswiadczalnych. Dodatkowo przedstawiono wspoétczynniki
zmiennosci, obliczone z réwnania:

V=

>l | w»n

-100% gdzie:

v — wspodlczynnik zmiennosci,
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S — btad standardowy $redniej,

X — warto$¢ $rednia mierzonego parametru.
Tabela 4

Wartosci $rednie sktadowych barwy kostek marchwi zréznicowanych sposobem obrébki oraz wyniki
jednoczynnikowej analizy wariancji.

The mean values of colour parameters and indices of particulate experimental row for carrot cubes.
The results of a one-factor analysis of variance.

§ © Wyrézniki barwy
‘5.3':‘_ o| 2 Colour parameters
Grupa :g g % i
Group | € © =
SE? & | Lp a* [ b* [-] AE* [] YI313 [
Sz
—
M 55 X 69,45 39,584 49,97¢ 68,57¢ 131,96°
© S|v 2,16 |3,11 3,49 \8,82 4,75 \9,51 5,59 |8,15 10,7 \ 811
M 129 X 66,97" 43,25" 56,35" 76,218 146,368
"" S|v 1,63 |2,43 2,66 \6,15 3,13 \5,55 3,98 |5,22 7,69 \5,25
M 45 X 49,40 24,16° 28,53 58,38" 106,484
S|v 0,84 |1,70 0,89 \ 368 | 1,32 \4,63 0,89 | 1,52 | 3,36 \ 3,16
M 45 X 47,29° 22.89° 28,65% 59,534 107,674
. S|v 0,31 |0,66 0,62 \2,71 0,81 \2,83 0,58 |0,97 2,32 \ 2,15
M 558 X 70,454 17,874 16,65 34,314 55,894
ks70
S|v] 435 [6.17] 446 [2496| 494 [29.67] 748 [21.80| 1662 |29.74
M 179 X 71,134 19,024 19,988 36,19 63,08
Ko7 s|v] 482 [678] 573 [30.13] 696 [34.83] 9.82 [27.13] 22,02 [3491
" 45 X 65,868 29,38 31,484 51,695 99,01¢
w7 S|v 0.39 |0,59 031 ‘ 106 | 027 ‘0,86 0,44 |0,85 0,96 ‘0,97
M 45 X 71,00% 21,82° 30,042 43,83¢ 83,12°
w70 s|v 0,67 |0,94 0,52 \2,38 0,56 \ 1,86 | 0,75 | 1,71 | 1,54 \ 1,85

Warto$ci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie na poziomie
p < 0,05 / Mean values in the same column with the different letters are significantly different at essential
(p <0,05);

M, — kostka surowa / raw cube; My, — kostka surowa, blanszowana / raw, cube blanched; M, — kostka
rozdrobniona surowa / crumbled raw cube; M,, — kostka blanszowana rozdrobniona / blanched crumbled
cube; M40 — kostka suszona / dried cube; M7 — kostka blanszowana, wysuszona / blanched cube, dried;
M, 70 — kostka suszona, rozdrobniona / dried cube, crumbled; My,;0 — kostka blanszowana, suszona /
blanched cube, dried; v — wspétczynnik zmiennosci / coefficient of variance.

Rozdrobnienie kostek miato wplyw na zmiang barwy. Srednie wartosci
sktadowych  barwy si¢  statystycznie pomigdzy prébami
rozdrobnionymi a catymi kostkami. Rozdrobnienie spowodowato, ze barwa préby stata
si¢ ciemniejsza. R6znica pomigdzy wartosciami parametru L* uzyskanymi z marchwi
rozdrobnionej i nierozdrobnionej wynosita 20 jednostek. Podobna sytuacje

r6znity istotnie
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zaobserwowano w przypadku parametru a* i b*, gdzie warto$ci uzyskane po procesie
rozdrabniania byty
2-krotnie nizsze w pordwnaniu z materiatem wyjSciowym.

Natomiast rozdrabnianie prébek przed procesem suszenia spowodowato
wyréwnanie  warto$ci  $rednich  pomiaréw  barwy marchwi  blanszowanej
i nieblanszowanej. Réznica pomiedzy wartosciami indeksu AE* wynosita tylko 1,15
jednostek, a indeksu YI313 1,19 jednostek. Wspdtczynnik zmiennosci zmniejszyt sig¢
3-4 krotnie.

W tab. 5. przedstawiono uzyskane réznice barwy pomigdzy marchwia surowa
asuszong w zaleznosci od sposobu przygotowania probki do pomiaru. Rozpigtos§¢
uzyskanych wynikéw sktadowej L*, w zaleznosci od grupy doswiadczalnej, wynosita
od 1 do 23,71 jednostek. Tak duza réznica spowodowana byta tym, Ze rozdrobnienie
wplyngto na zmiang jasnosci z 69,45 do 47,29 jednostek. Podobne rozpigtosci
zanotowano w pozostatych sktadowych barwy, odpowiednio w a* od 1,07 do 21,71
oraz b* od 1,39 do 36,37. Wartosci indeksu AE* wahaly si¢ od 6,69 do 40,02 w
zaleznoéci od grupy dos$wiadczalnej. Wyniki te dowodza, jak rézna mogta by¢
interpretacja wynikéw w zalezno$ci od sposobu przygotowania préby, a tym samym
mozliwos$¢ btednego wnioskowania. Przyktadem na powyzsze stwierdzenie moze by¢
analiza sktadowej jasnosci (L*). W przypadku pomiaru barwy Kkostek
nieblanszowanych i nierozdrobnionych mozna sformutowaé wniosek, Zze proces
suszenia nie wplynal istotnie na zmian¢ jasno$ci (zmiana wynosi 1 jednostke).
Natomiast gdyby te sama marchew blanszowaé¢ i podda¢ suszeniu réznica jasnosci
wyniesie juz 4,16 jednostki, a w blanszowanej i rozdrobnionej az 23, 71 jednostki.
Przytoczony przyktad potwierdza obserwacjg, ze rézny sposéb przygotowania probek
prowadzi do odmiennych wnioskéw, co do wptywu procesu suszenia na zmiang barwy
kostek marchwi.

Istotna jest takze analiza wielko$ci odchylenia standardowego oraz
wspoélczynnika zmiennosci. Wielko$¢ tych statystyk bedzie miata wptyw na wielko$é
préby. Proces rozdrobnienia (tab. 4) znaczaco wptynat na ujednolicenie préby, a tym
samym na zmniejszenie warto$ci wspotczynnika zmiennosci.

Po przeanalizowaniu powyzszych danych nalezaloby zastanowi¢ sig, jak
przygotowac¢ probke do pomiaru barwy oraz jaka powinna by¢ liczebno$¢ préby, aby
wynik byl reprezentatywny dla populacji? Autorzy sugeruja, aby na wstgpie ocenié
jednorodno$¢ materiatu, ktéry ma by¢ poddany badaniom. W przypadku produktéw
jednorodnych prébek nie trzeba rozdrabnia¢. Natomiast produkty niejednorodne,
a takie najczesciej wystgpuja w przemysle owocowo-warzywnym, nalezatoby wstepnie
rozdrabnia¢. Mozna takze zwigkszy¢ liczbe powtdrzen. Jak wynika z przedstawionych
badan, liczba ta powinna by¢ kilkakrotnie wigksza od przeprowadzonej w
doswiadczeniu. Przed przystapieniem do badan nalezy takze zastanowi¢ si¢ nad celem
przeprowadzanego pomiaru barwy. Chcac wykaza¢ wplyw okres§lonego procesu na
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zmiang barwy, sposéb przygotowania préby nie bgdzie miat decydujacego znaczenia.
Bezwzgledna réznica barwy oraz indeks zoéitosci bedzie na tyle duzy, ze mozliwe
bedzie zaobserwowanie wptywu procesu na zmiang barwy. Problem moze nastapic¢
wowczas, gdy badania beda dotyczyly rdéznic pomigdzy dwoma grupami
do$wiadczalnymi poddanymi okre§lonemu procesowi technologicznemu. W takim
przypadku ewentualne réznice lub ich brak moga by¢ spowodowane niewlasciwa
metodyka pomiaru (tabela 2, 3, 5).

Tabela 5

Sktadowe barwy oraz indeksy poszczegdlnych grup doswiadczalnych kostek marchwi poddanych
procesowi suszenia.

The comparison mean values of colour parameters and indices of particulate experimental groups for dried
carrot cubes.

Grupa Statystyka Wyréznik barwy / Colour parameters
Group Statistics L*[-] a* [-] b* [-] AE* [-] YI313 [-]
M, X, 69.45 39,58 49,97 68.57 131,96
Mis7o X, 70,45 17,87 16,65 34,31 55.89
Réznica (X -X,) -1,00 21,71 33,32 34,26 76,07
M, X, 66,97 43,25 56,35 76,21 146,36
Mis70 X, 71,13 19,02 19,98 36,19 63.08
Réznica (X, -X,) -4,16 24,23 36,37 40,02 83,28
M, X, 49,40 24,16 28,53 58,38 106,48
M0 X, 65.86 29.38 31,48 51,69 99,01
Réznica (X -X,) -16,46 -5.22 -2.95 6.69 747
M, X, 47,29 22,89 28,65 59.53 107,67
Mip70 X, 71,00 21,82 30,04 43,83 83,12
Réznica (X -X,) -23,71 1,07 -1,39 15,7 24,55

M, — kostka surowa / raw cube; My, — kostka surowa, blanszowana / raw cube, blanched; M, — kostka
rozdrobniona surowa / crumbled raw cube; M,, — kostka blanszowana rozdrobniona / blanched crumbled
cube, My,70 — kostka suszona / dried cube; My — kostka blanszowana, wysuszona / blanched cube, dried;
M, ;0 — kostka suszona, rozdrobniona / dried cube, crumbled; M,,;y — kostka blanszowana, suszona /
blanched cube, dried.
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Whioski

1. Kostki marchwi poddane procesowi blanszowania charakteryzowaty sig
wyréwnang barwa w porownaniu z kostkami nieblanszowanymi.

2. Rozdrobnienie kostek spowodowalo zmniejszenie jasnoSci barwy badanego
materiatu, zmiang jej odcienia i nasycenia.

3. Rozdrobnienie kostek blanszowanych, jak i nieblanszowanych przed procesem
suszenia, spowodowato wyréwnanie barwy marchwi rozdrobnione;j.

Praca sfinansowana ze srodkéw Komitetu Badan Naukowych, projekt badawczy
nr 2 PO6T 024 26.
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DISCUSSION ABOUT A MEASUREMENT OF COLOUR OF CARROT
Summary

This paper shows a careful examination and discussion about a measurement of colour of
inhomogeneous biological materials. An example of such materials is a carrot. Samples were cut into 10
mm cubes. An instrumental method for determining the changes in colour of raw, blanched and dried
carrots is used in this paper. The fluidized bed drying was used as a method of food preservation. The
samples which were used to drying were divided into two parts: blanched or unblanched. The drying
process was carried out under specific operating conditions: 70°C and the mean of air velocity 4.5 m/s.
The blanching operation was carried out for 4 minutes in boiling water. The parameters L*, a*, b* were
applied to colour description. In an instrumental evaluation of colour and description of differences
between the samples the following indices can be calculated and expressed in the form of: AE* (total
colour difference), YI (313) (index of yellowness). This paper shows the influence of sample preparation
on measurement of carrot colour. The results of this study show that the sample preparation is an
important and significant step in colour measurement and how it could influence on interpretation of
obtained experimental results. Previously to samples preparation the number of repetition was calculated.
The minimum number of repetition was from 15 to 36 on the accepted error of measurement level. It
depends on measurement constituents. There were observed statistical differences (p = 0,05) between
measurement constituents in the following series of the same carrot cubes measurement. It was observed
that the way of sample treatment had a significant influence on constituents of colour. The blanching
operation of carrot cubes and further coarse grinding had a significant influence on lightness deterioration.
The way of sample treatment before drying is irrelevant and not significant for lightness. Moreover the
way of sample treatments (blanching, powdering) had a significant influence on parameter a*, b* and
indices: AE*, YI313. The way of sample treatment may play an important role for further interpretation of
obtained experimental results, what is shown in discussion.

Key words: carrot, colour, system L*a*b*, quality, methodology of measurement
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