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BOGUSEAW KROL, ROBERT KLEWICKI

WYTWARZANIE KONCENTRATOW
FRUKTOOLIGOSACHARYDOW (FOS) O ZROZNICOWANYM
SKEADZIE OLIGOMERYCZNYM Z WYKORZYSTANIEM
ENZYMATYCZNEJ BIOKONWERSJI SACHAROZY

Streszczenie

Opisano warunki prowadzenia biokonwersji sacharozy z uzyciem komercyjnych preparatéw
enzymatycznych Fructozyme i Novoferm, zawierajacych fruktozylotransferazg¢ (FT) do wytwarzania
trzech typow syropéw FOS i dwéch proszkowych preparatéw o zawarto$ci fruktanéw odpowiednio 50—
60% s.s.1>90% s.s.

Wykazano, ze przy aktywnosci FT 1-2,5 U/g sacharozy proces transglikozylacji reszty fruktozy
przebiega w trzech fazach. W pierwszej blisko 80% utworzonych oligomeréw stanowi kestoza, w drugiej
kestoza ulega transglikozylacji z utworzeniem ponad 50% udzialu nystozy w sumie FOS, a w trzeciej
ustala si¢ rownowagg pomigdzy kestoza, nystoza i fruktozylonystoza w proporcji 2 : 4 : 3.

Stwierdzono, ze roztwory bogate w nystozg, po usunigciu glukozy na drodze enzymatycznego
utleniania moga by¢ wysuszone metoda rozpytowa w warunkach otrzymywania mleka w proszku.
Wykazano, ze z syropéw nystozowych o zawarto$ci s.s. powyzej 72% (m/m) nystoza krystalizuje
z niewielka domieszka kestozy w postaci niehigroskopijnej, drobnokrystalicznej substancji.

Stowa kluczowe: fruktooligosacharydy, fruktozydaza, fruktozylotransferaza, transglikozylacja.

Wstep

Fruktooligosacharydy (FOS) sa krotkotancuchowymi fruktanami zbudowanymi
7 2-10 reszt fruktofuranozowych potaczonych wiazaniem B(2—1). FOS wystepuja
jako oligosacharydy homogenne, ztozone wylacznie z fruktozy, oraz jako
oligosacharydy heterogenne zbudowane z jednej czasteczki sacharozy i 1-8 reszt
fruktozy przytaczonych wg wzoru: 17(1-B—D-fruktofuranozylo),—sacharoza, w ktérym
n=1+8 [14, 21]. W przyrodzie oraz w produktach otrzymanych w wyniku
biokonwersji fruktanéw lub sacharozy wystgpuja mieszaniny fruktooligosacharydéw o
stopniu polimeryzacji (DP) od 3 do 7 [20, 21]. Do fruktooligosacharydéw zalicza si¢

Dr hab. B. Krél, prof. PE, dr inz. R. Klewicki, Instytut Chemicznej Technologii Zywnosci, Politechnika
Lodzka, ul. Stefanowskiego 4/10 90-924 Lodz, tel. 042 6313468, fax. 042 6367488
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rowniez inulobioz¢ o DP = 2, ktérej transport w przewodzie pokarmowym jest
podobny do oligomeréw o DP >3 [1].

FOS, obok inuliny i sacharozy, jako weglowodany zapasowe wystepuja w wielu
ro$linach. Powstawanie FOS w ro§linach akumulujacych inuling jest zwiazane z
dziataniem  dwoch  enzymoéw:  sacharozo-sacharozo  1-fruktozylotransferazy
E.C.2.4.1.99 i fruktano:fruktano 1-fruktozylotransferazy E.C.2.4.1.100 [20, 22].

Tworzenie FOS z sacharozy odbywa si¢ przy udziale enzyméw
transfruktozylacyjnych, a w szczegdlnosci fruktozylotransferazy E.C.2.4.1.9 [13] oraz
B-D-fruktofuranozydazy E.C.3.2.1.26 z niektorych zrédet biologicznych w $cisle
okreslonym pH [19]. Fruktozylotransferazy wystgpuja w réznych anatomicznych
cze$ciach ros$lin z rodziny Compositae (Asteraceae) i Liliaceae, takich jak: cykoria,
mniszek, cebula, czosnek [34]. Aktywno$¢ transfruktozylacyjna wykazuje réwniez
wiele mikroorganizméw np.: Aspergillus niger [12], Aspergillus japonicus,
Aureobasidium pullulans [15], Pichia pastoris |7, 13].

Mechanizmy transglikozylacji sacharozy i fruktanéw oraz innych sacharydéw sa
zréznicowane i1 zaleza od pochodzenia enzymu, pH, stezenia substratu itp. Proces
transglikozylacji sacharozy przy udziale fruktozylotransferazy z plesni Aspergillus
niger [34] i z bakterii Bacillus macerans EG — 6 [5] przebiega zgodnie ze schematem:
GF, + GF, —» GF,, + GF, ,; dla n<4, a w czesci wedtug réwnania GF,+ GF—
GF,.1 +G. W zwiazku z tym gtéwnymi produktami transglikozylacji sacharozy sa: 1-
kestoza, nystoza i fruktozylonystoza [5]. Udzial wymienionych sacharydéw
w mieszaninie reakcyjnej zalezy od pochodzenia enzymu i jego aktywnosci,
wystgpowania innych enzyméw w $rodowisku oraz pH, dawki i czasu dziatania.
Dzigki postgpom enzymologii jest mozliwe wytwarzanie fruktozylotransferaz o duzej
aktywnosci w postaci immobilizowanej i preparatéw ciektych do stosowania
w procesach biokonwersji sacharozy [11, 13, 28, 29, 30, 34].

Maksymalny udziat FOS w mieszaninie po biokonwersji nie przekracza 60-62%
w przeliczeniu na s.s. roztworu. Reszt¢ do 100% stanowia: sacharoza, glukoza
i fruktoza. Wystgpowanie ww. cukréw w mieszaninie FOS nie stanowi istotnego
ograniczenia w zastosowaniu syropow oligofruktozy jako sktadnika zywnosci
i ciektych suplementéw diet [34]. Do otrzymania koncentratéw FOS pozbawionych
sacharozy i cukrow prostych oraz wystgpujacych w postaci proszkéw lub granulatow
stosuje si¢ zwykle procesy niskoci$nieniowej chromatografii przemystowej [4, 29, 33,
34]. Po chromatograficznym rozdzieleniu i dehydratacji otrzymuje si¢ preparaty
proszkowe typu Actilight 950, Meioligo i Nutraflora, ktére zawieraja 95 + 2% FOS, w
tym stosunek kestozy do nystozy i F-nystozy wynosi zwykle: 4 : 5 : 1.

Preparaty FOS w postaci proszkéw sa dogodniejsze do stosowania niz syropy.
Preparaty proszkowe moga mie¢ zastosowanie jako srodki niskokaloryczne i
wypetniacze do intensywnych Srodkéw stodzacych [8, 32]. Znane sa réwniez ztozone
preparaty FOS w postaci tonikéw [6] i1 granulatéw [32]. Wiele do$wiadczen
dotyczacych biologicznej oceny FOS (w szczegdlnosci wplywu na funkcje jelita
grubego) wskazuje na potrzebe optymalnego doboru sktadu oligomerycznego
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fruktooligosacharydéw [4]. FOS maja dobrze udokumentowane wtasciwosci
prebiotyczne [2, 25, 26, 27].

Celem badan bylo opracowanie warunkéw wytwarzania koncentratéw FOS
opozadanym i przewidywalnym sktadzie oligomerycznym z sukcesywnym
zastosowaniem proceséw: transglikozylacji reszty fruktozylowej na sacharoze
ioligomery DP > 3, enzymatycznego utleniania glukozy, krystalizacji soli kwasu
glukonowego oraz odsalania roztworu macierzystego.

Material i metody badan

Do procesu transglikozylacji uzyto dwéch handlowych preparatéw z Aspergillus
niger, z ktérych jeden jest przeznaczony do produkcji syropéw fruktozylowych
zinuliny, a drugi jest stosowany do przemystowej produkcji pitnych sokéw
owocowych. Obydwa preparaty zawieraty mieszaning fruktozylotransferazy (FT) i B-
fruktofuranozydazy (FD) w réznych proporcjach. Do utleniania glukozy zastosowano
handlowy preparat zawierajacy mieszaning oksydazy glukozowej EC 1.1.3.4 i katalazy
EC 1.11.1.6.

W badaniach uzyto nastgpujacych substancji i preparatéw enzymatycznych:

—  Cukier biaty kategorii I wg PN [24] w zbuforowanych wodnych roztworach

o stezeniu 20-70% (m/m) i ustalonym pH w zakresie 4,5-7,5.

—  Preparaty enzymatyczne: Fructozyme i Novoferm firmy Novo Nordisk A/S oraz

Gammazym 9000L o aktywnosci: oksydaza 9000 U/ml, katalaza 2400 U/ml.

—  Sole do sporzadzania buforéw: fosforan dipotasowy cz.d.a firmy POCH i mleczan

sodu firmy Polfarmex S.A.

—  Substancje pomocnicze do enzymatycznego utleniania glukozy i odsalania:
nadtlenek wodoru wg PN [23], weglan wapnia wg FP IV, wodorotlenek sodowy

i 35% kwas solny cz.d.a. firmy POCh S.A.

—  Eluenty do HPLC: woda i acetonitryl o czystosci chromatograficznej firmy

T. Baker.

W kazdym zastosowanym preparacie enzymatycznym oznaczano aktywno$¢
fruktozylotransferazy (FT) i fruktofuranozydazy (FD) w ustalonych warunkach
biokonwersji. W celu oznaczenia aktywno$ci FT i FD w probéwkach ze szlifem poj.
15 ml umieszczano dwukrotnie po 1 pl Fructozyme, 10 ul Novoferm lub Gammazym
9000L, nastgpnie do kazdej probéwki dodawano po 10 ml 50% roztworu sacharozy
w 0,05 mol/l roztworu mleczanu sodu opH 6,8. Rownolegle wykonano probki
odniesienia bez dodatku enzymu. Roztwory badane wstawiano do tazni wodnej o temp.
60°C i utrzymywano przez 18 godz. Po tym czasie pobierano prébki roztworéw i
oznaczano sktad mieszanin sacharydéw metoda HPLC z uzyciem kolumny Bio-Rad
HPX87C i detektora RI, przy elucji woda 0,5 ml/min w temp. 85°C. Rozdziat
chromatograficzny rejestrowano zuzyciem programu Knauer Eurochrom 2000.
Alternatywnie stosowano kolumng Asahipak NH2P-504E z detektorem RI, przy elucji
65% wodnym roztworem acetonitrylu z predkoscia 0,8 ml/min w temp. 20°C [16].
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Jedna jednostka aktywnosci FT (Ur) wyraza liczbe umoli fruktozy przeniesionej
w 50% roztworze sacharozy o pH 6,8 i temp. 57 £ 1°C z utworzeniem kestozy
ioligomeréw DP > 4 w czasie 1 min zudzialem 1 ml cieklego preparatu. Jedna
jednostka aktywnosci FD (Ug) wyraza liczbe pumoli fruktozy uwolnionej w 50%
roztworze sacharozy o temp. 57 + 1°C i pH 6,8, w czasie 1 min z udzialem 1 ml
preparatu.

W celu okreslenia korzystnych warunkéw procesu transglikozylacji wykonano
do$wiadczenia z uzyciem roztwordw sacharozy o stezeniu 20-73% (m/m), w zakresie
pH 4,5-7,5. Wykonano réwniez do$§wiadczenia z mieszaning fruktozy i sacharozy
o udziale molowym odpowiednio 100, 67, 44, 34, 18% w roztworze o st¢zeniu 69%
(m/m) i pH 7,2. Podwdjne préby badanych roztworéw utrzymywano w temp. 57 + 1°C
w czasie od 20 do 300 godz. w zaleznosci od dawek enzymu. Do$wiadczenia
prowadzono metoda periodyczna. Do wysterylizowanych flakonéw poj. 165 ml
odmierzano po 150 ml roztworu sacharozy o ustalonym st¢zeniu oraz pH i
wprowadzano obliczong obje¢to$¢ enzymu, zawierajaca FT w ilosci 1,0+2,5 U/l g
sacharozy, stosownie do jego aktywnos$ci. Nastgpnie pojemniki z prébkami
umieszczano w termostacie w temp. 57 + 1°C. W odstepie 4, 8 lub 24 godz. pobierano
podwdjne probki do analizy metoda HPLC z detekcja RI, z uzyciem kolumny Aminex
HPX87C i1 Shodex Asahipak NH2. Wyniki podane w tabelach i na wykresach sa
srednia. z dwo6ch préb  réwnolegtych. W wybranych  warunkach procesu
transglikozylacji wykonano doswiadczenia z uzyciem wysterylizowanych pojemnikéw
zawierajacych od 1 do 3 | roztworu.

Roztwory zawierajace wybrane mieszaniny oligomeréw FOS 1 glukozy
poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w obecnos$ci oksydazy glukozowej i weglanu
wapnia w celu utlenienia glukozy do soli kwasu glukonowego. Proces utleniania
glukozy do glukonianu wapnia prowadzono wedlug wcze$niej opisanego sposobu [17].

Roztwory glukonianu wapnia poddawano krystalizacji, po czym oddzielony
roztwdr macierzysty odsalano z uzyciem kolumny kationitowej w postaci wodorowej
i kolumny anionitowej w postaci wodorotlenowej. Roztwér po odsoleniu poddawano
zatgzaniu do zawartosci suchej masy 70% (m/m) w przypadku koncentratow w postaci
syropu. W celu otrzymania preparatéw FOS w postaci proszkéw, roztwory po
odsoleniu zatgzano do zawarto$ci 40% s.s. i suszono rozpylowo w warunkach suszenia
mleka do postaci proszku z uzyciem d¢wierétechnicznej suszarni rozpytowej Niro
Atomizer.

Spektroskopia masowa (oznaczanie dokladnej wartosci m/z) syntetyzowanych
oligosacharydéw zostata wykonana w Pracowni Spektrometrii Mas Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi przy zastosowaniu spektrometru
mas Finnigan MAT 95 (Finnigan MAT GmbH, Brema, Niemcy).

Parametry spektrometru mas w trakcie pomiaru:

Technika jonizacji LSI (Liquid Secondary-Ion) odpowiednik FAB
Temperatura zrédta jonéw ~40°C
Energia jonéw cezu Cs* 13 keV
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Napigcie przyspieszajace 4,8 kV
Rozdzielczos$¢ spektrometru w trakcie pomiaru — minimum 10 000.

Pomiaréw dokonywano przy zastosowaniu wzorca wewngtrznego — glikolu
etylenowego, ktory stanowil jednocze$nie matrycg. Warto$¢ $rednig uzyskiwano z 20
zmierzonych wartosci m/z.

Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono aktywno$¢ fruktozylotransferazy (FT) i B-fruktozydazy
(FD) w preparatach uzytych do do§wiadczenia. Zwraca uwage znaczaco duzy udziat
FD w sumie aktywnosci w przypadku preparatu Fructozyme.

Tabela 1

Aktywno$¢ fruktozylotransferazy (FT) i B-fruktozydazy (FD) preparatéw handlowych uzytych
do biokonwersji sacharozy i utleniania glukozy do kwasu glukonowego.

Activity of fructosyltransferase (FT) and B-fructosidase (FD) in commercial preparations used
for the bioconversion of saccharose and for the oxidation of glucose to gluconic acid.

Preparat Aktywnos¢ TF Aktywnos¢ FD
P . Activity TF Activity FD
Preparation
Fructozyme 3500 1050
Novoferm 195 <10
Gammazym 9000 440 90

Objasnienia: / Explanatory notes:

Ur i Up — jednostki aktywnosci enzymOéw wyznaczone w ustalonych warunkach, opisanych
w rozdziale “Materiat i metody badan”.

Uy, Ug — activity units determined under the fixed standard conditions (as described in the
Chapter: “Materiaty i metody badan”/’Materials and Methods of Investigation™).

Na rys. 1. przedstawiono zmiang zawartosci utworzonych FOS w roztworze o pH
7,2 1 stezeniu od 50 do 73% (m/m) w zaleznos$ci od czasu biokonwersji w obecno$ci
Fructozyme w dawce 0,4 ml/l roztworu. Z przebiegu krzywych wynika, ze ilo$¢
powstajacych FOS byta proporcjonalna do czasu reakcji w pierwszych o$miu
godzinach, po czym nastgpowalo wyrazne spowolnienie szybkosci syntezy
fruktooligosacharydéw. Zawarto§¢ FOS nie przekroczyta 100 g/l w roztworze
o poczatkowym 50% stezeniu sacharozy. W roztworze o poczatkowym ponad 60%
stezeniu sacharozy, a zwlaszcza bliskim 70% (m/m), zawarto$¢ utworzonych FOS
osiagneta wartos¢ okoto 380 g/l i stanowita okoto 40% udziatu s.s. Zmiang sktadu
jakosciowego 1 iloSciowego mieszaniny kilku sacharydéw w czasie reakcji
przedstawiono w tab. 2. Zwraca uwage to, ze dominujacym fruktooligosacharydem
byta kestoza stanowiaca okoto 80-90% sktadu FOS.
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Rys. 1. Zmiana zawartosci utworzonych FOS w roztworze o pH 7,2 i stgzeniu 50-73% (m/m) w
obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l zalezno$ci od czasu biokonwersji.

Fig. 1.  Change in the contents of FOS produced in the solution, its pH = 7.2 and its concentration rate =
50-73% (m/m) in the presence of Fructozyme the applied amount of which was 0.4 ml/I.

Na rys. 2. zilustrowano zmiang¢ molowego stgzenia kestozy i fruktozy w
roztworach o poczatkowej zawartosci s.s. 50, 65 1 73% (m/m) w zaleznos$ci od czasu
reakcji. Przebieg krzywej badanego roztworu o stgzeniu s.s. 50% (m/m) wskazuje, ze
szybkos$¢ transglikozylacji byta wigksza niz szybkos§¢ hydrolizy sacharydéw tylko do
okoto 10. godz. reakcji. P6zniej proces hydrolizy stat si¢ dominujacy, przez to udziat
FOS w hydrolizacie (tab. 2.) byt niski, a ponadto udzial fruktozy wyraznie zwigkszat
si¢ z uptywem czasu reakcji. W nasyconych i przesyconych roztworach sacharozy
stezenie fruktozy nie przekraczato 0,3 mol/l, a stezenie kestozy wzrosto do 0,6 mol/I.
Udziat kestozy w sumie utworzonych FOS przekroczyt 80% (tab. 1.), co wskazuje, ze
dominowal proces transglikozylacji wedlug mechanizmu GF + GF = GF, + G [5],
anadto konkurencyjny proces hydrolizy PB-fruktanéw, z udziatem [B-fruktozydazy
zwiekszyt w $rodowisku stezenie glukozy i fruktozy i prowadzil do hamowania
syntezy kestozy i powstawania nastgpnych oligomeréw.

Na rys. 3. przedstawiono krzywe charakteryzujace zmiany zawartosci sumy FOS
w roztworze sacharozy o stgzeniu 69% (m/m) o réznym pH w zakresie 5,8-7,3,
w obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zaleznosci od czasu reakcji. Przebieg
wykresow wskazuje, ze pH bliskie 7 miato korzystny wplyw na tworzenie FOS
w obecnosci enzyméw zawartych w preparacie Fructozyme. W przypadku roztworéw
o pH 6,9 i 7,3 otrzymano mieszaning kestozy i nystozy o zawartosci do 400 g/l z
roztworu o poczatkowym 69% (m/m) stgzeniu.
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Rys. 2. Zmiany st¢zenia kestozy i fruktozy w roztworach o stgzeniu 50, 65, 73% (m/m) i pH = 7,2 w

obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zaleznosci od czasu biokonwersji.

Fig.2.  Changes in the kestoze and fructose concentration rates in the 50, 65, 73% (m/m) solutions
having pH = 7.2, in the presence of Fructozyme (the applied amount of which is 0.4 ml/l)
depending on the duration of the bioconversion reaction.

Tabela 2

Zmiana udzialu sacharydéw w s.s. roztworu o st¢zeniu 50-73 % (m/m) w zaleznosci od czasu
biokonwersji w obecnosci preparatu Fructozyme w dawce 0,4 ml/11 roztworu.
Changes in the FOS content in dry matter contained in the hydrolysate solution, its concentration being
50-73%, depending on the time of bioconversion proceeding in the presence of the preparation
Fructozyme applied in the amount of 0.4 ml/l solutions.

Stezenie Zawarto$¢ [% s.s.] / Content [% d.m.]
sacharozy Kestoza / Kestose | FOS DP>4 | Fruktoza / Fructose
Concentration Czas [godz.] / Time [h]
of saccharose
(%] 4 8 121 16]2 | 4 8 2116]20 | 4 8 216 20
50 85 | 120 122122105 04 | 08 | 08 | 08 | 1,0 | 20 | 43 | 69 | 97 | 109
60 1602351298 (33834308 | 30| 50|69 | 83| 18|37 |44 | 48 | 52
65 1801290330353 (355| 08 | 34 52| 72|99 | 14|27 |45| 52| 62
70 15198251 31,7(362| 05| 20|30 (3955|1223 |29 37| 45
73 106|164 1203|244 12731 03 |1 09 | 14 | 18 | 28 | 1,1 | 20 | 25| 32 | 40
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Rys. 3. Zmiana zawarto$ci sumy FOS w roztworze sacharozy o st¢zeniu 69% (m/m) i pH w zakresie
5,8-7,3 w obecnosci Fructozyme w dawce 0,4 ml/l w zalezno$ci od czasu reakcji.

Fig. 3. A reaction-time depending change in the FOS sum in a 69% (m/m) saccharose with a pH value
from 5.8 to 7.3 in the presence of Fructozym added in an amount of 0.4 ml/l fructose.

Na podstawie rys. 4. mozna stwierdzi¢ réznicg¢ w skutkach dziatania
fruktofuranozydazy w roztworach sacharozy o wartosciach pH 5.8 i 7,3.
Doswiadczenie powyzsze wykazuje, ze B-fruktofuranozydaza z Aspergillus niger
zawarta ~w  preparacie  Fructozyme zmienia aktywno$¢, podobnie jak
fruktofuranozydaza z Aspergillus oryzae [19]. W zwiazku z powyzszym preparat
Fructozyme w S$ci§le okreslonych warunkach biokonwersji jest przydatny do
otrzymywania syropéw zawierajacych FOS w ilosci okoto 40% s.s. i st¢zeniu s.s. 70—
73% (m/m). Zaleta stosowania Fructozyme do otrzymania syropu typu kestozowego
jest niska cena enzymu i mozliwo$¢ wytwarzania syropow bez potrzeby zat¢zania
z minimalng obrébka termiczna. Wada stosowania tego preparatu jest wzglednie
wysoki udzial fruktozy w mieszaninie sacharydéw, ktéry wynika z obecnosci
w roztworze P-fruktozydazy o aktywnosci FD 1050 Ug/l ml (tab. 1.). Inng wada
obecnosci fruktozy w roztworze jest tendencja do jego brazowienia oraz hamowanie
trnsglikozylacji. W tab. 3. przedstawiono sktad sacharydéw na poczatku oraz po 8
godz. transglikozylacji w 69% roztworze wodnym o pH 7,2 i o réznym udziale
sacharozy i fruktozy w obecnosci preparatu Fructozyme w dawce 1 ml/I.
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Rys. 4. Zmiana st¢zenia fruktozy podczas biokonwersji w roztworach sacharozy o st¢zeniu 69% (m/m)
przy pH 5,8 1 7,3 w zaleznosci od czasu reakcji.

Fig.4. A change in the fructose concentration during the bioconversion occurring in 69% (m/m)
saccharose solutions, at a pH value equalling 5.8 and 7.3 depending on the time of reaction.

Z danych tab. 3. wynika, ze w miar¢ zmniejszania udziatu molowego sacharozy w
mieszaninie z fruktoza, od 100% do 18%, proporcjonalnie malata wydajno$¢ tworzenia
kestozy i nystozy, odpowiednio od 70% do 23%. Wydajnos¢ tworzenia inulobiozy
wzrosta jedynie do okoto 30% i przez to sumaryczna wydajno$¢ FOS przy ponad 50%
udziale molowym w mieszaninie reakcyjnej wyniosta $rednio 55%, wobec 70% w
roztworze sacharozy i 65% z 33% udziatem molowym fruktozy. Dane zawarte w tab.
3. $wiadcza o dwukrotnym wzro$cie nat¢zenia zabarwienia roztworéw zawierajacych
33% udzial fruktozy w poréwnaniu z zabarwieniem roztworu mieszaniny sacharydéw
otrzymanych wylacznie z sacharozy. Enzymatyczna modyfikacja sacharozy w
mieszaninie z fruktoza przy udziale Fructozyme prowadzita do otrzymania mieszaniny
FOS o gorszych cechach fizykochemicznych i sktadzie FOS. Dziatanie probifidogenne
inulobiozy jest bowiem mniejsze niz oligomerdw o DP>3. W zwiazku z powyzszym,
wzorujac si¢ na pracach Hanga [9, 10], podjeto prébe znalezienia handlowych
preparatéw enzymatycznych otrzymywanych z Aspergillus niger o Kkorzystnych
proporcjach aktywnosci FT i FD. Zbadano kilkanascie preparatéw pektolitycznych,
celulolitycznych i amylolitycznych, z ktérych kilka wykazato pozadane wtasciwosci
transglikozylacji reszty fruktozy w roztworach sacharozy. Jednym z interesujacych
enzymow o wymienionych wtasciwosciach jest Novoferm, uzyty w dawce 1-2,5 Ut/g
sacharozy.
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Tabela 3

Sktad mieszaniny sacharydéw i zabarwienie hydrolizatéw po 8 godz. transglikozylacji w 69% roztworach
wodnych o pH 7,2 i o réznym udziale poczatkowym sacharozy i fruktozy w obecno$ci preparatu
Fructozyme w dawce 1 ml/l.

The composition of saccharides mixtures and colour of hydrolysates after the 8-hour transglycosylation
proceeding in 69% aqueous solutions (69% of dry matter), their pH = 7.2, in the presence of Fructozyme
(its applied dose: 1 ml/) with various initial content rates between the saccharose and fructose.

Stezenie sacharydow Wydajnos¢
Concentration of saccharides Zabarwienie | transglikozylacji
. . Colour Yield of
Ste‘;z‘emf: poczqtk(?we Stqzen‘le po 8 godz. [mol/1] ICUMSA | transglycosylation
Initial concentration Concentration after 8 hours [mole/l] (%]
(9
S F mglc(l)Zial S| N K I S G F U A | K+N | IN X
[molA | fmoba] | ™ qw]y FOS
(9

2,70 0,00 100 0,079 10,66 | 0 |090|1,05]022| 85 0 |703| 0 |703

2,16 1,03 67 0,051 0,52 10,07 10,77{0,99 (092 | 170 | 8 | 57,7 | 7 |647
1,62 2,06 44 0,024 1 0,32 10,16 | 0,57 0,88 | 1,89 | 265 | 180 | 39,0 | 18 | 57
1,35 2,57 34 0,018 | 0,24 | 0,19 10,43 | 0,86 | 2,35 | 310 | 225 | 30,0 | 22 | 52
0,81 3,60 18 0,005 | 0,10 | 0,22 10,24 | 0,66 | 3,30 | 335 | 245 | 23,0 | 33 | 56

Objasnienia: / Explanatory notes:

Wydajnos¢ / yield KN = (C,y+Cye)/Cy *100;

Wydajnos¢ / yield IN = C,/Cy *100;

S — sacharoza / saccharose, F — fruktoza / fructose, N — nystoza / nystose, K — kestoza / kestose, I —
inulobioza / inulobiose, G — glukoza / glucose;

A — przyrost zabarwienia w stosunku do roztworéw sacharozy / increase in the colour intensity if
compared with the colour of saccharose solutions.

Na rys. 5. przedstawiono $rednia szybkos¢ tworzenia FOS w mg/U-godz. w
zalezno$ci od poczatkowego stgzenia sacharozy w obecnoSci preparatu Novoferm
wdawce 1,4 U/ml i T=55°C. Najwigksza szybkos$¢ powstawania FOS, wynoszaca
~16 mg/U-godz. uzyskano przy stezeniu roztworu 55-60% (m/m). Zatem bylto
to stgzenie o 10 jednostek mniejsze od optymalnego stgzenia s.s. dla enzymow
zawartych w preparacie Fructozyme. Jest to posrednie potwierdzenie matej aktywnosci
B-fruktozydazy w preparacie Novoferm.
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Rys.5. Srednia szybko$¢ tworzenia FOS w roztworach sacharozy o réznym stezeniu w obecnosci
preparatu Novoferm.

Fig. 5. The average rate of forming FOS in various saccharose solutions with different concentration
values in the presence of Novoferm.

Na rys. 6. zilustrowano zmiang zawartosci sumy FOS w czasie biokonwersji
sacharozy o st¢zeniu 55% (m/m) w ciagu 300 godz. (dawka enzymu 2,0.U/g).
Maksimum 61% udziatu FOS w s.s. wystapito po ok. 25 godz., po czym ogdlna
zawarto$¢ FOS zmniejszata si¢ stopniowo do ~48% po 300 godz. reakcji. Zmiany
udzialu kestozy, nystozy i fruktozylonystozy w sumie FOS w czasie powyzszej
biokonwersji przedstawiono na rys. 7.
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Rys. 6.  Zmiana zawarto$ci sumy FOS [%] w czasie biokonwersji sacharozy w roztworze o st¢zeniu 55%
(m/m) z uzyciem preparatu Novoferm w dawce 2 U/g sacharozy w czasie do 300 godz.
Fig. 6. A change in the FOS sum content [%] during the bioconversion of saccharose in a 55% (m/m)

solution with a Novoferm preparation added (2 U Novoferm per 1 g of saccharose) during a
period not exceeding 300 h.

Ponad 82-procentowy udzial kestozy uzyskano po okoto 20 godz. reakcji, a nastgpnie
zawarto$¢ jej zmniejszata si¢ asymptotycznie do okoto 20% s.s. po 250 godz.
Maksymalny 55% udziat nystozy wystapit po okoto 100 godz. reakcji, po czym jej
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udzial zmniejszyt si¢ do 40% po blisko 300 godz. Fruktozylonystoza osiagneta 33%
zawartos$ci w s.s. po okoto 250 godz.

. A —— N/suma FOS
80 T\ —=— FN/suma FOS
70 X —a— K/suma FOS
60 \
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Rys. 7. Zmiany ilosciowe w mieszaninie kestosy, nystozy i fruktozylonystozy w czasie biokonwersji
sacharozy (poczatkowe stgzenie 55% m/m) z uzyciem preparatu Novoferm (2 U/g sacharozy).

Fig. 7. Quantitative changes in a mix of kestose, nystose, and fructosylnystose during a saccharoze
bioconversion (initial solution concentration: 55% m/m) with a Novoferm preparation (2 U/g
saccharose).

Whioskowa¢ mozna zatem, ze sukcesywne procesy transglikozylacji reszty
fruktozy w $rodowisku juz powstatych oligomeréw przebiegaja konsekwentnie, jednak
z coraz mniejsza wydajnoscia z uprzywilejowanym udziatem nystozy w sktadzie s.s.
W zwiazku z powyzszym przerywajac transglikozylacje w okreslonym czasie lub
etapie tworzenia FOS mozna otrzymac rézne typy syropéw rézniace si¢ sktadem
chemicznym, a w konsekwencji réwniez wiasciwosciami fizycznymi i biologicznymi.
Ze wzgledéw praktycznych, a w szczegdlnosci mozliwie krétkiego czasu biokonwersji,
mozna wyrézni¢ dwa zasadnicze typy syropow: kestozowy (K), w ktérym udziat
kestozy w sumie FOS jest wigkszy niz 60% oraz nystozowo-glukozowy (NG) o
przyblizonym réwnym udziale glukozy i nystozy.

Na rys. 8. przedstawiono chromatogramy koncentratu FOS typu K z
dominujacym udziatem kestozy i koncentratu FOS typu NG. W dotychczasowych
publikacjach dotyczacych enzymatycznej modyfikacji sacharozy w celu otrzymania
krétkotancuchowych FOS zwracano zasadnicza uwage na optymalizacj¢ warunkéw
otrzymywania ich sumy [4, 10, 29, 34]. Z drugiej strony w skali przemystowe;j
mozliwe jest skrécenie procesu transglikozylacji, zwlaszcza jezeli w dalszym etapie
prowadzone jest chromatograficzne rozdzielanie sktadnikéw z wykorzystaniem
zjawiska wykluczania [34].
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Rys. 8. Chromatogramy sacharydéw zawartych w koncentracie FOS typu K (A) i koncentracie FOS
typu NG (B) [16].
Fig. 8. HPLC profiles of saccharides in concentrates: FOS type K (A) and FOS type NG (B) [16].

Dos$wiadczenia przedstawione ponizej wskazuja na mozliwo$¢ ominigcia
drogiego procesu chromatograficznego rozdzielania sktadnikéw. W wyniku nalezytego
doboru preparatu enzymatycznego, jego dawki i warunkéw biokonwersji oraz
ewentualnego zastosowania dodatkowych proceséw korzystnych do selektywnego
usuwania glukozy ze Srodowiska reakcji, mozna wytwarza¢ dwa rodzaje syropéw
bogatych w nystoze. Jeden syrop wraz z glukoza, tj. typ nystozowo-glukozowy (NG)
1 drugi syrop nystozowy (N) otrzymany po usunig¢ciu glukozy, zawierajacy w suchej
masie co najmniej 75% FOS. Roztwory o stgzeniu okoto 40% s.s. zawierajace blisko
80% FOS w s.s. mozna przeprowadzi¢ w posta¢ proszku przez suszenie rozpytowe. Na
rys. 9. przedstawiono przyktadowy chromatogram preparatu w proszku otrzymanego
wedtug opisu przedstawionego w niniejszej pracy i chromatogram oligosacharydéw
preparatu standardowego firmy Wako Pure (handlowe preparaty FOS firmy Wako
Pure sa otrzymywane przez biokonwersje sacharozy, po ktérej nastgpuje proces
niskoci$nieniowej chromatografii przemystowej z otrzymaniem frakcji kestozowo-
nystozowej poddawanej zat¢zaniu i suszeniu rozpytowemu [34]). Zauwazalne jest
podobiefistwo skladu jakosciowego obydwu preparatéw i nieznaczne réznice
w sktadzie iloSciowym. Preparat FOS Wako Pure, oprocz kestozy i nystozy zawartych
w rownych ilosciach, zawierat F-nystoze, niewielkie ilosci fruktozy i sacharozy oraz



18 Bogustaw Krdl, Robert Klewicki

sladowe ilosci glukozy, inulobiozy i neoinulobiozy. Preparat wlasny FOS PL 90
oprécz trzech gidwnych oligomeréw FOS (nystozy, kestozy i Fnystozy) zawierat
niewielkie ilosci oligomeréw homogennych, tj. inulotetraozy, inulotriozy i inulobiozy.
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Rys. 9. Chromatogramy sacharydéw preparatu FOS PE-90 (A) i preparatu firmy Wako Pure (B).
Fig.9. HPLC profiles of saccharides in an FOS PL-90 (A) preparation and in a preparation made by
Wako Pure (B) company.

Zawierat rowniez fruktoze, glukoze i sacharoze w ilosci do 10%. Preparat FOS PL 90
sktadowany w warunkach typowych dla preparatéw sypkich nie ulegat zbryleniu, moze
to wynika¢ z duzego udzialu nystozy i jej malej higroskopijnosci. W preparacie FOS
WP i FOS PL 90 w $ladowych ilosciach wystgpowat sktadnik, ktéry jest typowy dla
biokonwersji sacharozy w obecno$ci B-fruktozydazy [7], jest to P-D-frukto-
furanozylo(2—6)-0-D-glukopiranoza (neoinulobioza).

Roztwory zawierajace powyzej 72% s.s., w ktoérych udziat FOS w s.s. przekraczat
70%, podczas sktadowania w temp. 20+2°C ulegaly zmgtnieniu, a nastgpnie pojawiat
si¢ w nich krystaliczny osad. Na podstawie oznaczen chromatograficznych i analizy
MS stwierdzono, ze jest to nystoza (M=667,2). Wydaje si¢ dalece prawdopodobne, ze
nieoczekiwana fatwo$¢ krystalizacji nystozy z odpowiednich roztworéw po
enzymatycznej modyfikacji sacharozy przynosi nowe mozliwosci wytwarzania $cisle
zdefiniowanego sktadu oligomerycznego FOS w postaci bardzo dogodnej do
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stosowania. Na obecnym etapie badan brak jest uzasadnienia tatwos$ci krystalizacji
nystozy ze ztozonych roztworéw.

Tabela 4

Sktad oligomeryczny syropéw FOS réznego typu oraz preparatéw FOS réznego pochodzenia.
Content of oligomers contained in FOS syrups of various types and in commercial FOS preparations of
different origins.

Zawarto$¢ [% s.s.]

Produkt Content [% d.m.]
Product >

P GiEl s | 1 |[NN| K| N | PP RN g | DP24

>6 | FOS | FOS FOS
FOStypK | 315|275 - | 09 | 322 77 02 0 | 401 192 197
FOStypK | 197 286| - | 06 | 421 87 02 0 | 516 169 172
FOStypNG | 340] 83 [ 08| 19| 170 | 292 85 03 | 577 506 659
FOStypN [ 115] 90 [ 05| 15279 | 403 84 03 | 795 50,7 616
FOSPL90 | 58 | 35| L1 | 30| 259 | 451 137 19 | 907 4977 669
NystozaPL | 06 [ 09 | - | - | 51 [ 918 16 0 | 985 932 M8
FOSWP | 09| 15| - | - [359] 520 97 0 | 976 533 632
Raftilose | 27 | 02 | 30 [ 200| 07 | 276]38 | 118] 76| 136 | %.1 27" 684

Objasnienia / Explanatory notes:
S — sacharoza / saccharose, F — fruktoza / fructose, N — nystoza / nystose, K — kestoza / kestose, I —
inulobioza / inulobiose,, NIN — neoinulobioza / neoinulobiose, G — glukoza / glucose;
IT+ N
FOS

D jako / as

W tab. 4. zestawiono sklad oligomeryczny typowych syropow FOS otrzymanych
w pracy, dwéch wiasnych preparatéw statych oraz handlowego preparatu Wako Pure
(FOS WP) i Raftilose. Syrop typu kestozowego (FOS K), otrzymany z udzialem
preparatu  Fructozyme, zawieral najmniejszy udziat oligofruktozy w s.s. przy
zachowaniu podobnego udziatu nystozy do s.s. jak w syropie typu kestozowego,
otrzymanego z zastosowaniem preparatu Novoferm. Syropy oligofruktozy typu
nystozowego, niezaleznie od obecnosci glukozy, zawieraty ponad 65% oligomeréw DP
> 4 w s.s., tj. nieco wigcej niz w preparatach FOS Wako Pure, otrzymanych
z zastosowaniem procesu chromatograficznego. Krystaliczna nystoza, wyizolowana
z syropéw FOS typu nystozowego, byla najbardziej skoncentrowana postacia
oligofruktozy o zawartos$ci 94,8 % oligomeréw o DP > 4.

Sktad oligomeryczny syropéw FOS typu nystozowego i preparatéw proszkowych
FOS 90 PL byt bogatszy niz preparatow Wako Pure o oligomery homogenne:
inulotriozg i inulobiozg, typowe dla preparatéw FOS otrzymanych przez biokonwersje
inuliny [3].
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Whioski

1.

Syropy fruktooligosacharydowe o dominujacym udziale kestozy w s.s. otrzymuje
si¢  najlatwiej  inajtaniej, nawet z duzym udzialem = aktywnej
fruktozylotransferazy, towarzyszacej fruktofuranozydazie, pod warunkiem uzycia
roztworu sacharozy o dostatecznie wysokim st¢zeniu i pH bliskiego 7.

Niektére preparaty enzymatyczne z Aspergillus niger, przeznaczone do produkcji
sokow  owocowych i piwa, np. Novoferm, zawieraja aktywna
fruktozylotransferaz¢ i dzigki temu sa przydatne do wytwarzania koncentratéw
FOS o r6znym, lecz przewidywalnym udziale kestozy, nystozy i
fruktozylonystozy.

Roztwory po enzymatycznej modyfikacji sacharozy, zawierajace ponad 50%
nystozy w przeliczeniu na sumg fruktooligosacharydéw, a w szczegdlnosci
pozbawione glukozy przez enzymatyczne jej utlenienie, umozliwiaja otrzymanie
preparatow proszkowych zawierajacych co najmniej 80% fruktanéw w s.s.

7 roztwor6w mieszaniny sacharydow o stezeniu 72% 1 udziale
fruktooligosacharydéw ponad 70% w s.s. krystalizuje nystoza i dzigki temu
mozna otrzymac bardzo dogodna posta¢ uzytkowa sktadnika prebiotycznego.

Badania finansowane przez KBN w ramach projektu PBZ-KBN/021/P0O6/99/27/B
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PRODUCTION OF FRUCTOOLIGOSACCHARIDES (FOS) CONCENTRATIONS WITH
VARIOUS CONTENTS OF OLIGOMERS USING ENZYMATIC
BIOCONVERSION OF SACCHAROSE

Summary

In the paper, there are described conditions for bioconversion of saccharose into FOS preparations by
commercial enzyme preparations (Fructozyme or Novoferm containing fructosyltransferase). The main
objective of this bioconversion was to manufacture 3 FOS syrups and 2 powders containing 50%-60%,
and over 90% of fructans respectively.

It was proved that the transglycosylation of the fructose moiety was a three-phase process when the
enzyme was applied in doses of 1.0-2.5 U/g saccharose.

During the first phase, kestose is a major fructan formed (nearly 80% of the synthesized FOS). During
the second stage, kestose is transformed into nystose (over 50% of the synthesized FOS). Additionally,
during the third stage, a balance state among kestose, nystose and F-nystose (their proportion rates are
2:4:3) is settled.

It was proved that after the glucose has been removed by an enzymatic oxidation, the nystose-rich
solutions of FOS can be dried off using a spray-drying method; the dry-off process shall occur under the
conditions similar to the production of powder milk. Furthermore, it was evidenced that from among all
the nystose syrups containing over 72% (w/w) of dry matter, the nystose crystallizes with a little amount
of kestose applied in the form of a non-hygroscopic fine-crystal substance.

Key words: fructooligosaccharides, fructosyltransferase, fructosidase, transglycosylation
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SEAWOMIR PIETRZYK, TERESA FORTUNA

WPLYW RODZAJU SKROBI I WARUNKOW JEJ UTLENIANIA
NA RETROGRADACJE

Streszczenie

Skrobie: ziemniaczana, pszenna, kukurydziana i kukurydzianag woskowa poddano reakcji utleniania:
chloranem(I) sodu, nadtlenkiem wodoru w obecno$ci jonow Cu**, chloranem(Ill) sodu w obecnosci
formaldehydu. W celu okreslenia efektywnosci utleniania w uzyskanych skrobiach modyfikowanych
oznaczono zawarto$¢ grup karboksylowych oraz grup aldehydowych. Zmiany podatno$ci skrobi
naturalnych iuzyskanych preparatéw modyfikowanych na retrogradacje okreslono sporzadzajac 2-
procentowe kleiki skrobiowe, ktdre nastgpnie przetrzymywano w temp. 8°C przez okres 21 dni.
Kolejnych pomiaréw turbidancji dokonano w 1., 3., 5., 7., 10., 14. i 21. dniu przechowywania. W
skrobiach wyj$ciowych oraz w uzyskanych preparatach modyfikowanych oznaczono ponadto zawarto$¢
amylozy.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze utlenianie skrobi ziemniaczanej wszystkimi
zastosowanymi czynnikami ograniczyto retrogradacjg. Chloran(I) sodu jako jedyny czynnik modyfikujacy
spowodowal zmniejszenie podatnos$ci na retrogradacj¢ wszystkich uzytych rodzajéw skrobi. Réznice
w zachowaniu si¢ skrobi w procesie retrogradacji sa zwiazane nie tylko z rodzajem zastosowanego
utleniacza, ale przede wszystkim z odmienna natura i budowa ziarenek skrobi zalezna od jej botanicznego
pochodzenia.

Stowa kluczowe: skrobia, utlenienie, retrogradacja.

Wprowadzenie

Zel skrobiowy podczas przechowywania zwlaszcza w niskiej temperaturze ulega
retrogradacji, tzn. nast¢puje wytracanie z roztworu nierozpuszczalnej skrobi [13, 16, 21].

Retrogradacja zachodzi nie tylko z udziatem amylozy, ale rowniez amylopektyny
zawarte] w skleikowanych ziarenkach. Asocjacja liniowych czasteczek amylozy
nastepuje szybko w pierwszej fazie procesu retrogradacji, za§ powolny wzrost
sztywnosci  starzejacego sie¢ zelu skrobiowego przypisuje si¢ krystalizacji
amylopektyny [6, 9, 16, 20].

Dr inz. S. Pietrzyk, prof. dr hab. T. Fortuna, Katedra Analizy i Oceny Jakosci Zywnosci, Akademia
Rolnicza w Krakowie, ul Balicka 122, 30-149 Krakow, e-mail: slawek_pietrzyk@yahoo.com
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Efekty retrogradacji skrobi w produktach spozywczych moga mie¢ charakter
korzystny lub niepozadany. Czasami retrogradacja przyczynia si¢ do uzyskania
wymaganej struktury i tekstury, co ma wplyw na sensoryczne wiasciwosci niektorych
produktéw otrzymanych na bazie skrobi, np. w procesie wytwarzania purée
ziemniaczanego. Jednak czeg$ciej zdarza sig, ze proces ten niekorzystnie wplywa na
produkty zawierajace w swoim sktadzie skrobig. Przyktadem moze by¢ czerstwienie
1 twardnienie pieczywa [7, 12, 13].

W celu ograniczenia efektu retrogradacji skrobi stosuje si¢ jej modyfikacj¢ m.in.
metodami fizycznymi lub chemicznymi np. poprzez utlenianie.

Utlenianie polega na wytworzeniu w skrobi grup karboksylowych i
aldehydowych. Liczba tych grup uzalezniona jest nie tylko od rodzaju czynnika
utleniajacego i warunkéw utleniania, ale réwniez od pochodzenia botanicznego skrobi
[4,5, 14].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wpltywu pochodzenia botanicznego skrobi
oraz warunkow jej utleniania wybranymi czynnikami na retrogradacjg.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily skrobie réznego pochodzenia tj. skrobia
ziemniaczana ,,Superior” i skrobia pszenna wyprodukowane w ZPZ Niechléw oraz
skrobia kukurydziana i kukurydziana woskowa (National Starch & Chemical).

Wyzej wymienione skrobie poddano procesowi utleniania trzema metodami.

1. Modyfikacje¢ chloranem(l) sodu wg Forsell i wsp. [2] prowadzono w nastgpujacy
sposob: odwazano 400 g skrobi i sporzadzano 40% zawiesing wodna. Nastepnie
dodawano stopniowo wodnego roztworu NaOCI (forma handlowa o aktywnosci
100 g Cl/dm’, POCh). Modyfikacje wykonywano w temp. 20 +2°C, mieszajac
zawiesing skrobi w §rodowisku alkalicznym (pH = 10,0) przez 50 min. Nastgpnie
mieszaning reakcyjna neutralizowano 1 M roztworem H,SO, do pH = 7,0. Ilo$¢
uzytego NaOCI do utleniania byta réwnowazna 40 g Cl/kg skrobi.

2. Modyfikacje nadtlenkiem wodoru (z dodatkiem CuSO4-5H,O o stezeniu 0,1%)
przeprowadzono zgodnie z metoda Parovuori i wsp. [18]. Odwazano 400 g
skrobi, a nastgpnie dodawano wody destylowanej w takiej ilosci, aby otrzymac
42% zawiesing skrobi. Mieszaning termostatowano w temp. 40°C. Nastepnie do
mieszaniny reakcyjnej dodawano kroplami 30% roztwoér H,O, (cz.d.a., POCh),
tak aby jego koficowe stezenie wynosito 2%. Mieszaning termostatowano jeszcze
przez 60 min.

3. Modyfikacje skrobi przy uzyciu chloranu(Ill) sodu w obecnosci formaldehydu
prowadzono zgodnie z metoda Hebeisha i wsp. [8]. Z 400 g skrobi sporzadzano
28% zawiesing wodna wraz z dodatkiem 4 g chloranu(Ill) sodu (cz.d.a., Fluka)
11,2 g formaldehydu (roztwér wodny, cz.d.a, Chempur). Zawiesing mieszano
w temp. 50°C przez 90 min.
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Skrobie modyfikowane przemywano (do zaniku reakcji na chlorki), suszono
(48 godz. w temp. 20 +2°C) i rozdrabniano, a nastgpnie przesiewano.

W skrobiach naturalnych (tab. 1) zawarto$¢ amylozy ksztattowata si¢ od 29,7%
w skrobi ziemniaczanej do 1,1% w skrobi kukurydzianej woskowej (jest to skrobia
wysokoamylopektynowa).

W skrobiach wyjsciowych i utlenionych oznaczano zawartos¢:

—  grup karboksylowych zgodnie z norma ISO 11214 [10];

—  grup aldehydowych wg Potze’a [19];

— amylozy metoda spektrofotometryczna z jodem [15]. Pomiary absorbancji
wykonywano przy dtugosci fali A = 635 nm, uzywajac spektrofotometru Specord

M 42 (Carl Zeiss, Niemcy).

Ponadto oznaczano zmiany podatnosci skrobi naturalnych 1 uzyskanych
modyfikatéw na retrogradacj¢ [11]. Sporzadzano 2-procentowe kleiki skrobiowe, ktére
nastgpnie przetrzymywano w temp. 8°C przez 21 dni. Kolejnych pomiaréw turbidancji
ww. skrobi dokonano w 1., 3., 5., 7., 10., 14.1 21. dniu przechowywania.

W celu okreslenia istotnosci réznic w zawartosci grup karboksylowych,
aldehydowych oraz amylozy zastosowano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji oraz test
Duncana. W przypadku zmian podatno$ci skrobi naturalnych i utlenionych na
retrogradacj¢ wyznaczano odchylenia standardowe, ktére zaznaczono na wykresach.

Wiyniki i dyskusja

Wszystkie rodzaje analizowanych skrobi (tab. 1) utlenione metoda z
wykorzystaniem chloranu(I) sodu odznaczaly si¢ wyzsza zawarto$cia grup
karboksylowych w poréwnaniu ze skrobiami modyfikowanymi pozostalymi metodami.
Wyjatek stanowila skrobia pszenna, w ktérej najwyzsza zawarto$¢ grup
karboksylowych stwierdzono po modyfikacji czynnikiem utleniajacym — nadtlenkiem
wodoru. Utlenianie skrobi metoda z wykorzystaniem chloranu(Ill) sodu w obecnoSci
formaldehydu okazalo si¢ najmniej skuteczne. Jest to potwierdzenie naszych
wczesniejszych badan [4], jak réwniez badan Hebeisha i wsp. [8], ktérzy utleniajac
skrobie kukurydziana i ryzowa chloranem(Ill) sodu w obecnosci formaldehydu
uzyskali niski stopien utlenienia. Najbardziej podatna skrobia na utlenianie
zastosowanym metodami z udziatlem chloranu(l) sodu i nadtlenku wodoru byta skrobia
ziemniaczana, a chloranem(III) sodu — skrobia kukurydziana.

Na podstawie analizy wynikéw zawarto$ci grup aldehydowych (tab. 1) mozna
stwierdzi¢, ze najbardziej podatng na hydroliz¢ byta skrobia ziemniaczana, w ktorej
zaobserwowano najwigkszy przyrost grup aldehydowych w poréwnaniu z pozostatymi
skrobiami. Potwierdza to wyniki badan Kuakpetoona i Wanga [14]. Metoda
z nadtlenkiem wodoru w poréwnaniu z pozostalymi metodami powodowata
najwigkszy przyrost grup aldehydowych. Jest to zgodne z danymi literaturowymi [4,
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18], wg ktérych utlenienie skrobi nadtlenkiem wodoru powoduje wigkszy przyrost
grup aldehydowych w poréwnaniu z innymi utleniaczami.

Tabela 1

Zawarto$¢ grup karboksylowych i aldehydowych w skrobiach utlenionych.

Content of carboxyl and aldehyde groups in oxidized starches.

Zawarto$¢ grup karboksylowych Zawarto$¢ grup aldehydowych
w skrobiach utlenionych w skrobiach utlenionych
[%] [g CHO/100 g s.s.]
Content of carboxyl groups Content of aldehyde groups
Skrobia in starches oxidized with in starches oxidized with
Starch [%] [g¢ CHO/100 g d.w.]
chloranem(I) | nadtlenkiem | chloranem(III) | chloranem(I) | nadtlenkiem | chloranem(III)
sodu wodoru sodu sodu wodoru sodu
sodium hydrogen sodium sodium hydrogen sodium
chlorate(I) peroxide chlorate(III) chlorate(I) peroxide chlorate(III)
Ziemniaczana | 3, 0351 0,008 0,054 0,157 0,017*
Of potato
Pszenna 0226 0,325 0,056 0,014* 0,113 0,001°
Of wheat
Kukurydziana | - yg04 0,301 0,061 0,053 0,102 0,002¢
Of maize
Kukurydziana
woskowa 0,390° 0,195 0,018 0,021 0,079 0,010
Of waxy
maize

Matymi literami oznaczono warto$ci $rednie nie rézniace si¢ statystycznie istotnie na poziomie o = 0,05.
The same small letters indicate values that are not significantly different at 0=0.05.

Proces modyfikacji (tab. 2) spowodowal zmniejszenie zawarto$ci amylozy
w skrobiach utlenionych. Autio i wsp. [1] wykazali, Zze stopien depolimeryzacji
amylozy w skrobi jeczmiennej w wyniku dziatania chloranu(I) sodu jest réwny
stopniowi depolimeryzacji amylozy uzyskanemu po hydrolizie 1M kwasem solnym.
Mozna zatem stwierdzi¢, ze obnizenie zawartosci amylozy spowodowane jest
depolimeryzacja skrobi, ktéra nastgpuje réwnoczesnie z reakcja utleniania. Veelaert i
wsp. [22] w swoich badaniach stwierdzili, iz zawarto$¢ amylozy w skrobi
ziemniaczanej utlenionej metajodanem(VII) sodu maleje wraz ze wzrostem stopnia
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utlenienia. Wedtug tych badaczy podczas utleniania nastgpuje skrécenie regularnej
helisy amylozy.

Przyrost zawarto$ci amylozy zaobserwowano jedynie w skrobi pszennej i
kukurydzianej utlenionej chloranem(IIl) sodu. Przyrost ten jest najprawdopodobniej
pozornym zwigkszeniem jej zawarto$ci. By¢ moze podczas utleniania nastgpuje
rozktad wiazan a-1-6-glikozydowych w amylopektynie i wéwczas moga powstawac
dtugie tancuchy, ktére daja reakcj¢ barwna z jodem. Pozorne zwigkszenie zawartosci
amylozy w skrobiach utlenionych chloranem(Ill) sodu stwierdzono w badaniach
wczesniejszych [5]. Najwigksze réznice zawartosci amylozy obserwowano w skrobi
ziemniaczanej modyfikowanej chloranem(I) sodu i nadtlenkiem wodoru. Swiadczy to o
wysokim stopniu depolimeryzacji amylozy tymi utleniaczami w przypadku skrobi
ziemniaczanej. W pozostatych skrobiach tzn. pszennej, kukurydzianej i kukurydzianej
woskowej spadek ten byt nieznaczny.

Tabela 2

Zawarto$¢ amylozy w skrobi przed i po utlenieniu.
Content of amylose in starch before and after the oxidation.

Zawarto$¢ amylozy w skrobiach [g/100 g s.s.]
Content of amylose in starches [g/100g d.w.]
Skrobia
Starch utlenionych / oxidized with
naturalnych
native chloranem(I) sodu | nadtlenkiem wodoru | chloranem(III) sodu
sodium chlorate(I) hydrogen peroxide | sodium chlorate(IIl)
Ziemniaczana 297 20,6 233 277
Of potato
Pszenna 18,7% 18.2° 16,5 20,6
Of wheat ’ ’ ’ ’
Kukurydziana 18,5 18,3 18,5% 18,9°
Of maize
Kukurydziana
woskowa 1,1 0 0 0
Of waxy maize

Matymi literami oznaczono warto$ci $rednie nie rézniace sig statystycznie istotnie na poziomie o = 0,05.

The same small letters indicate values that are not significantly different at a=0.05.

Na rys. 1., 2., 3. i 4. przedstawiono zmiany retrogradacji skrobi naturalnych i
utlenionych w czasie 21 dni, w temp. 8°C.
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Fig. 1. Susceptibility of potato starches to retrogradation before and after the oxidation while storing
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Fig. 2. Susceptibility of wheat starches to retrogradation before and after the oxidation while storing

them at 8°C.

Sposréd  skrobi naturalnych najbardziej podatne na retrogradacje w czasie
przechowywania byty skrobie: pszenna (rys. 2) i kukurydziana (rys. 3). Natomiast
najstabiej retrogradowata skrobia kukurydziana woskowa (rys. 4). Jest to
potwierdzenie danych literaturowych [3, 11, 21], w ktérych autorzy stwierdzaja, ze
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podatnos¢ skrobi na retrogradacje w duzej mierze uzalezniona jest od pochodzenia
botanicznego.
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Rys.3.  Podatno$¢ na retrogradacj¢ skrobi kukurydzianej przed i po utlenieniu, przechowywanej w
temp. 8°C.
Fig. 3.  Susceptibility of maize starches to retrogradation before and after the oxidation while storing
them at 8°C.
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Fig. 4.  Susceptibility of waxy starches to retrogradation before and after the oxidation while storing
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Podatno$¢ na retrogradacje skrobi ziemniaczanej i uzyskanych z niej preparatow
utlenionych (rys. 1) wzrastala wraz z czasem przechowywania kleiku. W przypadku
skrobi wyjSciowej 1 utlenionej chloranem(III) sodu wzrost byt najintensywniejszy
w pierwszych trzech dniach przechowywania.

Mozna stwierdzi¢, ze uzyskane preparaty utlenionej skrobi ziemniaczanej
charakteryzowatly si¢ mniejsza podatnoscia na retrogradacje w calym okresie
przechowywania w stosunku do skrobi naturalnej Duzy wplyw na podatnos$¢ skrobi na
retrogradacj¢ ma zawarta w niej amyloza [6, 9, 17, 21]. W badanych modyfikatach
skrobi ziemniaczanej nastapito znaczne zmniejszenie zawartosci amylozy, co by¢ moze
wplyneto na obnizenie stopnia retrogradacji. Najmniej podatna na retrogradacje
okazala si¢ skrobia ziemniaczana utleniona chloranem(I) sodu, w ktérej zmniejszenie
zawarto$ci amylozy byto najwigksze. Visser i wsp. [23] w swoich badaniach wykazali
wigkszy stopien retrogradacji skrobi ziemniaczanej przechowywanej w temp. 5°C w
stosunku do skrobi ziemniaczanej bezamylozowe;j.

Na rys. 2. przedstawiono zmiany retrogradacji skrobi pszennej i uzyskanych z niej
preparatow modyfikowanych. Najwigksza retrogradacj¢ stwierdzono w catym okresie
przechowywania w przypadku skrobi wyjsciowej oraz utlenionej nadtlenkiem wodoru i
chloranem(IIl) sodu. Utlenienie tylko chloranem(I) sodu spowodowato zmniejszenie
podatnosci skrobi pszennej na retrogradacje, ktéra utrzymywata si¢ na statym poziomie
w czasie przechowywania. Brak zmian mozna ttumaczy¢ wigkszym wplywem ttuszczu
(zawartego w skrobi) na retrogradacj¢ [21] niz samego procesu utleniania nadtlenkiem
wodoru i chloranem(IIl) sodu. Ponadto wedtug Parkera i Ringa [17] amyloza zawarta
w skrobi pszennej ma krétkie fancuchowe frakcje, ktére w duzym stopniu przyczyniaja
si¢ do wysokiego stopnia retrogradacji.

Zmiany retrogradacji w czasie przechowywania skrobi kukurydzianej i utlenionej
przedstawiono na rys. 3. Skrobie: kukurydziana naturalna oraz utlenione nadtlenkiem
wodoru i chloranem(Ill) sodu wykazywaly wysoka retrogradcj¢. Najmniejsza
podatnoscia na retrogradacje charakteryzowata si¢ skrobia kukurydziana utleniona
chloranem(I) sodu, w ktérej retrogradacja byla minimalna. Réwniez w skrobi
kukurydzianej prawdopodobnie wigkszy wptyw na retrogradacj¢ miaty substancje
lipidowe niz sam proces utlenienia nadtlenkiem wodoru i chloranem(I1I) sodu.

Parker i Ring [17] stwierdzili, ze w skrobi kukurydzianej dodatkowo duzy wptyw
na retrogradacje maja krotkie tancuchy amylopektyny o DP 16-30. Mozna zatem
przypuszcza¢ ze chloran(I) sodu zmniejszyt podatno$¢ skrobi kukurydzianej na
retrogradacjg¢, powodujac depolimeryzacje tych wiasnie tancuchow.

Zmiany retrogradacji w czasie przetrzymywania skrobi kukurydzianej woskowej i
jej modyfikatéw przedstawiono na rys. 4. Stwierdzono minimalny wzrost retrogradacji
skrobi naturalnej, natomiast pozostate skrobie nie wykazaly wzrostu retrogradacji
w czasie przechowywania. Proces utlenienia chloranem(I) sodu i nadtlenkiem wodoru
spowodowal, ze uzyskane preparaty modyfikowane retrogradowaty wolniej od skrobi
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naturalnej. Jedynie modyfikacja chloranem(IIl) sodu skrobi kukurydzianej woskowe;j
spowodowata, ze podatno$¢ na retrogradacj¢ wzrosta. Skrobie kukurydziane woskowe
charakteryzuja si¢ niska podatnoscia na retrogradacje w odniesieniu do innych skrobi
naturalnych. Zwiazane jest to z niska zawartoscia amylozy w tych skrobiach. Mozna
wigc przypuszczaé, ze spadek podatnosci skrobi kukurydzianej woskowej utlenionej
chloranem(I) sodu i nadtlenkiem wodoru zwiazany jest z depolimeryzacja (ktéra jest
wigksza niz przy uzyciu chloranu(Ill) sodu) amylopektyny. Wynika z tego, ze
chloran(IIl) sodu spowodowat depolimeryzacje amylopektyny na tancuchy, ktére
tatwiej retrograduja.

Whioski

1. Jedynie w skrobi ziemniaczanej utlenienie wszystkimi zastosowanymi
czynnikami ograniczylto retrogradacj¢

2. Uzycie chloranu(I) sodu jako czynnika modyfikujacego spowodowato
zmniejszenie podatnosci na retrogradacje wszystkich uzytych rodzajow skrobi.

3. Roéznice w zachowaniu si¢ skrobi w procesie retrogradacji sa zwiazane nie tylko
z rodzajem zastosowanego utleniacza, ale przede wszystkim z odmienna natura
i budowa ziarenek skrobi zalezna od jej botanicznego pochodzenia.

Literatura

[1] Autio K., Suortii T., Hamunen A., Poutanen K.: Heat-induced structural changes of acid hydrolysed
and hypochlorite-oxidized barley starches. Carbohydrate Polymers, 1996, 29, 155-161.

[2] Forsell P., Hamunen A., Autio K., Suorti T., Poutanen K.: Hypochlorite oxidation of barley and
potato starch. Starch/Stérke, 1995, 47, 371-377.

[3] Fortuna T., Juszczak L.: Retrogradacja skrobi rozsegregowanych pod wzgledem wielkosci ziaren.
Zeszyty Naukowe AR w Krakowie, 1998, 10, 31-39.

[4] Fortuna T., Pietrzyk S.: Poréwnanie wiasciwosci fizykochemicznych skrobi utlenionych
chloranem(III) sodu i nadtlenkiem wodoru. Zeszyty Problemowe Postgpéw Nauk Rolniczych, 2002,
489, 401-413.

[5] Fortuna T., Juszczak L., Pietrzyk S., Wrébel M.: Physico-chemical properties of oxidized starches of
different origin. Pol. J. Food Nutr. Sci., 2002 , 11/52, 21-27.

[6] Fredriksson H., Silverio J., Andersson R., Eliasson A.C., Aman P.: The influence of amylose and
amylopectin characteristics on gelatinization and retrogradation properties of different starches.
Carbohydrate Polymers, 1998, 35, 119-134.

[7] Gambu$ H.: Wplyw fizyko-chemicznych wilasciwosci skrobi na jakos¢ i starzenie si¢ pieczywa.
Zeszyty Naukowe AR w Krakowie1997, Rozprawa 226.

[8] Hebeish A., El-Sisy F., Abdel-Hafiz S.A. Abdel-Rahman A.A., El-Rafie M.H.: Oxidation of maize
and rice starches using sodium chlorite along with formaldehyde. Starch/Stirke, 1992, 44, 388-393.

[9] Hoover R.: Composition, molecular structure, and physicochemical properties of tuber and root
starches: review. Carbohydrate Polymers, 2001, 45, 253-267.

[10] ISO 11214: 1996. Modified Starch — Determination of Carboxyl Group Content of Oxidized Starch.

[11] Jacobson M.R., Obanui M., Becuiler J.M.: Retrogradation of starch from different botanic sources.
Carbohydrate, 1997, 74 /5, 511-518.



32 Stawomir Pietrzyk, Teresa Fortuna

[12] Jankowski T.: Termodynamiczna i mechaniczna charakterystyka kleikowania i retrogradacji skrobi w
ziarnie pszenicy i ziemniaka. Roczniki AR w Poznaniu 1990, Rozprawy Naukowe 204.

[13] Karim A.A., Norziah M.H., Seow C.C.: Methods for the study of starch retrogradation. Food Chem.,
2000, 71, 9-36.

[14] Kuakpetoon D., Wang Y.J.: Characterization of different starches oxidized by hypochlorite.
Starch/Stirke, 2001, 53, 211-218.

[15] Morrison W.R., Laignelet B.: An improved colorimetric procedure for determining apparent and total
amylose in cereal and other starches. J. Cereal Sci., 1983, 1, 9-20.

[16] Paredes-Lopez O., Bello-Perez A.L., Lopez MG.: Amylopectin: Structural, gelatinization and
retrogradation studies. Food Chemistry, 1994, 50, 411-417.

[17] Parker S., Ring S.G.: Aspects of the physical chemistry of starch. J. Cereal Sci., 2001, 34, 1-17.

[18] Parovuori P., Hamunen A., Forsell P., Autio K., Poutanen K.: Oxidation of potato starch by hydrogen
peroxide. Starch/Stirke, 1995, 47, 19-23.

[19] Potze J., Hiemstra P.: Uber den Einfluss der Reaktionsbedingungen auf die Oxydation der
Kartoffelstirke mit Hypochlorit. Starch/Stirke, 1963, 15, 217-225.

[20] Silverio J., Fredriksson H., Andersson R., Eliasson A., Aman P.: The effect of temperature cycling on
the amylopectin retrogradation of starches with different amylopectin unit-chain length distribution.
Carbohydrate Polymers, 2000, 42, 175-184.

[21] Swinkels J.J.M.: Composition and properties of commercial native starch. Starch/Stirke, 1985, 37,1-
5.

[22] Veelaert S., Polling M., Wit D.: Structural and physicochemical changes of potato starch along
periodate oxidation. Starch/Stérke, 1994, 46, 263-268.

[23] Visser R.G.F., Suurs L.C.J.M., Bruinenberg P.M., Jacobsen E.: Comparison between amylose-free
and amylose containing potato starch. Starch/Stirke, 1997, 49, 438-443.

IMPACT OF STARCH TYPE AND ITS OXIDATION CONDITIONS
ON RETROGRADATION PROPERTIES

Summary

Native starches of potato, wheat, maize, and waxy maize were oxidized using sodium chlorate(I),
hydrogen peroxide in the presence of Cu** ions, and sodium chlorate(III) in the presence of formaldehyde.
In order to evaluate the effectiveness of oxidation, the content of carboxyl & aldehyde groups was
evaluated in the modified starches. Changes in the susceptibility of native starches and modified starch
preparations to retrogradation were determined on the basis of 2% starch pastes prepared and stored at
8°C for 21 days. The turbidity was measured on the 1%, 37 5t 7t 10" 14" and 21 day of storage.
Moreover, the amylose content was measured in those native & modified starches.

The results obtained allowed for the statement that the oxidation of potato starch using all the agents as
quoted above reduced the retrogradation. Sodium chlorate(I) was the only modifying agent to cause the
decrease in the susceptibility of all the starch types to retrogradation. The fact that various starch types
differently behaved during the retrogradation process are not connected only with the type of oxidant used,
but, first of all, with a different nature and structure of starch granules which depends on its botanic origin.

Key words: starch, oxidation, retrogradation
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WPLYW CALOZIARNOWEJ MAKI JECZMIENNEJ I WYBRANYCH
DODATKOW TECHNOLOGICZNYCH NA JAKOSC PIECZYWA
PSZENNO-JECZMIENNEGO

Streszczenie

W pracy okreslono wplyw caloziarnowej maki jgczmiennej na jako$¢ pieczywa otrzymanego przy za-
stosowaniu réznych metod prowadzenia ciasta pszenno-jgczmiennego. Oceniano tez wptyw dodatkow
glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej na cechy jakosciowe pieczywa zawierajacego do 40% caloziar-
nowej maki jgeczmiennej. Pieczywo z20-30% udzialem catoziarnowej maki jeczmiennej, otrzymane
metoda z faza wstgpnego rozmigkczania maki jgczmiennej, odznaczato si¢ najlepsza jakoscia. Pieczywo
zawierajace tylko 20% maki jgczmiennej charakteryzowato si¢ rowniez dobra jakos$cia przy zastosowaniu
metod: jedno- i trojfazowej. Catoziarnowa maka jeczmienna stosowana jako zamiennik maki pszennej, w
ilosci do 40%, wptywala na zmniejszenie objgtosci pieczywa i pogorszenie struktury jego migkiszu, a
zwigkszenie jego wilgotnosci i kwasowosci. Stwierdzono, ze dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny
sojowej wprowadzone do ciasta z 20-40% udzialem catoziarnowej maki jeczmiennej, przygotowanego
metoda jednofazowa, polepszaja zardwno cechy ciasta, jak i jako$¢ pieczywa. Dodatek kompleksowy (7%
glutenu witalnego i 0,5% lecytyny sojowej) uznano za najbardziej efektywny przy produkcji pieczywa
zawierajacego do 40% catoziarnowej maki jgczmiennej.

Slowa kluczowe: caloziarnowa maka jeczmienna, metody prowadzenia ciasta, dodatki technologiczne,
jakosé pieczywa pszenno-jgczmiennego.

Wstep

Pieczywo jako podstawowy produkt zywnosciowy jest wytwarzane z maki chlebo-
wej o zroznicowane]j wartosci odzywczej. W Polsce konsumenci wciaz preferuja pieczy-
WO jasne, o nizszej wartosci odzywczej. Dlatego tez nalezy dazy¢ do poprawiania warto-
sci zywieniowej tego rodzaju pieczywa przez stosowanie, oprocz tradycyjnych zboz,
surowcoéw naturalnych, takich jak: specjalne przetwory zbozowe, mleko i produkty

Dr hab. A. Kawka, mgr inz. A.. Liczbanska,, mgr inz. J. Lapa, Instytut Technologii Zywnosci Pochodze-
nia Roslinnego, Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan,
e-mail: alikaw@ au.poznan.pl
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mleczne, nasiona roslin oleistych, straczkowych i ich przetwory, a takze roslinne prepara-
ty biatkowe, owoce $§wieze i suszone itp. Moga by¢ one stosowane jako dodatek lub
czg$¢ sktadowa surowcow, np. maki chlebowej do produkcji pieczywa [4].

Sposréd wielu naturalnych surowcow pochodzenia roslinnego na szczeg6lna
uwagge zastuguja zboza niechlebowe, takie jak jeczmien i owies — surowce o wysokiej
warto$ci zywieniowej. Przetwory z tych zbdz, bogate w biatko, lipidy, blonnik pokar-
mowy i jego sktadniki, sole mineralne oraz witaminy, stanowig warto$ciowy surowiec
do produkcji nowych rodzajow pieczywa, ktore mozna zaliczy¢ do grupy zywnosci
funkcjonalnej, o korzystnym wptywie na okreslone funkcje organizmu ludzkiego [2, 5,
6,7,8,10, 18, 19, 24].

Z punktu widzenia technologii piekarstwa, jgczmien i produkty jeczmienne moga
by¢ stosowane jako zamienniki maki chlebowej. Produkty te w mieszance z maka
chlebowa wplywaja na zmiang wlasciwosci reologicznych ciasta i cech jakosciowych
pieczywa. Zwigkszenie udziatu produktéw jeczmiennych w pieczywie istotnie zmienia
jego sktad chemiczny, a takze warto$¢ odzywcza i energetyczna [1, 2, 9, 10, 11, 12, 15,
16, 17, 20, 22].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu catoziarnowej maki jeczmienne;j
na jako$¢ pieczywa otrzymanego przy stosowaniu réznych metod prowadzenia ciasta
pszenno-jeczmiennego. Ponadto oceniano wptyw dodatkow glutenu witalnego lub/i
lecytyny sojowej na cechy jako$ciowe pieczywa pszenno-jgczmiennego otrzymanego
metoda jednofazowa.

Material i metody badan

Do badan zastosowano handlowa make pszenna typu 500, catoziarnowa make
jeczmienng z przemiatu laboratoryjnego oraz dodatki technologiczne: gluten witalny
i lecytyng sojowa.

Maka pszenna typu 500 pochodzita z Polskich Zaktadéw Zbozowych S.A.
w Brzegu. Obtuszczone ziarno jeczmienia, jako surowiec do uzyskania catoziarnowe;j
maki jgczmiennej, otrzymano z Zaktadow Zbozowo-Mlynarskich w Kruszwicy. Gluten
witalny, o nazwie handlowej Amygluten 160, zakupiono w firmie Hortimex Sp. z 0.0
w Koninie. Lecytyn¢ sojowa otrzymano z firmy Central Soya Rolpol Sp. z 0.0. w War-
szawie.

Charakterystyke technologiczna maki pszennej typu 500 i caloziarnowej maki
jeczmiennej stosowanych w doswiadczeniach przedstawiono w tab. 1.

Wykonano cykl wypiekoéw laboratoryjnych, sporzadzajac ciasta, w ktérych udziat
maki pszennej zmniejszano wprowadzajac catoziarnowa make jeczmienng w ilosci do
40% ogoblnej masy maki pszennej. Ciasta z 20 i 30% udzialem caloziarnowej maki
jeczmiennej sporzadzano metodami: jednofazowa (metoda A), z faza wstgpnego roz-
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migkczania catoziarnowej maki jeczmiennej (metoda B) i trojfazowa na kwasach jecz-

miennych (metoda C) z dodatkiem drozdzy do ciasta.
Tabela 1l

Charakterystyka technologiczna maki pszennej i catoziarnowej maki jgczmienne;.
Technological characteristics of wheat flour and whole barley flour.

Wskazniki Maka pszenna typu 500 Calo.21arn(?wa maka
Indices Wheat flour type 500 Jeezmicenna
v Whole barley flour
Wilgotnos¢ [%]
h 14,5 12,6
Moisture [%]
Zawarto$¢ biatka [% s.m.] " .
Protein content [% d.m.] 11,6 124
Wydajnos¢ mokrego glutenu [%] 30
Wet gluten yield [%]
Rozptywalnoé¢ glutenu [mm] 6
Gluten spreadibility [mm]
Liczba glutenowa 48
Gluten number
Liczba opadania [s]
Falling number [s] 203 498
Kwasowo$¢ [stopnie]
1 3,0 3,
Acidity [degree] ?

* maka pszenna: N x 5,7 / wheat flour: N x 5.7;
** catoziarnowa maka jeczmienna: N x 6,25 / whole barley flour: N x 6.25.

Ciasto pszenne oraz ciasta z 20-40% udziatem caloziarnowej maki jeczmiennej,
bez i z dodatkami technologicznymi, sporzadzano metoda A. Stosowano dodatki glute-
nu witalnego (3, 5, 7%), lecytyny sojowej (0,5%) oraz glutenu witalnego (7%)
ilecytyny sojowej (0,5%). Ciasta przygotowywano w mieszarce szybkoobrotowej
Stephan UMTA 10, zachowujac staly czas mieszenia (30 s). Masg ciasta po wstgpnej
fermentacji w komorze fermentacyjnej (t = 30-32°C, wilgotno$¢ wzgledna 75%) dzie-
lono, formowano i uformowane kesy ciasta poddawano fermentacji koncowej w wa-
runkach jak wyzej. Kesy ciasta, po przeprowadzeniu pelnej fermentacji, wypiekano w
piecu laboratoryjnym w temp. ok. 200°C.

We wszystkich probkach ciasta, po wstgpnej fermentacji, oznaczano kwasowosé
zgodnie z PN-A-74100:1992 [21].

Charakterystyke jako$ciowa pieczywa wykonano po 24 godz. od wypieku,
uwzgledniajac oznaczenia: objetosci pieczywa, wilgotnosci, kwasowosci migkiszu
wedlug PN-A-74108:1996 [21] oraz przeprowadzono oceng sensoryczna wedtug skali
punktowej 1-10 [11] i porowatosci migkiszu wedtug tablic Dallmana [3].
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Powyzsze analizy wykonano w trzech rownoleglych powtdrzeniach, a wyniki ba-
dan przedstawione w tabelach i na wykresach stanowia ich $rednie wartosci.

Oméwienie wynikéw i dyskusja

Charakterystyke parametréow technologicznych prowadzenia ciasta z 20-
i 30-procentowym udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej przygotowanego meto-

dami: A, B i C przedstawiono w tab. 2.
Tabela 2

Wplyw catoziarnowej maki jgczmiennej na parametry technologiczne prowadzenia ciasta pszenno-
jeczmiennego.
Effects of whole barley flour on technological parameters of wheat-barley dough making.

Catoziarnowa . . Czas fermentacji
. . | Kwasowos$¢ faz [stopnie] . .
maka jeczmi- o Wydajno$¢ | Fermentation time Czas
. Acidity [degree] . . .
Ciasto enna ciasta [min] wypieku
Dough | Wheat barley zaczatek | kwas | ciasto Dough yield ciasta Kesow Baklng time
flour [%] ) [min]
[%] starter | sour | dough dough pieces
Metoda jednofazowa (A) / One-stage method (A)
PJ* 20 - - 3,8 164,0 60 38 25
WB* 30 - - 3,8 169,5 60 38 25
Metoda z faza wstgpnego rozmigkczania caloziarnowej maki jgczmiennej (B)
Whole baryle flour soak - stage method (B)
PJ* 20 2,8 164,4 60 25 25
WB* 30 - - 3,1 165,6 60 25 25
Metoda trojfazowa na kwasach jeczmiennych (C) / Three-stage method with barley sour dough (C)
PJ* 20 8,5 7,5 4,5 177,8 25 47 25
WB* 30 8,5 7,5 4,8 178,8 25 47 25

* PJ — ciasto pszenno-jgczmienne / WB — wheat-barley dough.

Kwasowo$¢ ciasta z 20- i 30-procentowym udzialem catoziarnowej maki jecz-
miennej, otrzymanego powyzszymi metodami, byta zalezna od sposobu wprowadzania
catoziarnowej maki jeczmiennej do masy ciasta, warunkéw fermentacji faz, a w mniej-
szym stopniu od ilo$ci caloziarnowej maki jeczmiennej wprowadzanej jako zamiennik
maki pszennej Wydajno$¢ ciasta pszenno-jeczmiennego wahata si¢ w granicach 164—
179%, a najwyzsza jej wartos¢ uzyskano przy zastosowaniu metody C. Ponadto ciasta
z 30-procentowym udzialem caloziarnowej maki jeczmiennej cechowaly si¢ nieznacz-
nie wieksza wydajnoscia niz ciasta z 20-procentowym jej udziatem. Czas fermentacji
koncowej kgsow ciasta pszenno-jgczmiennego otrzymanego metoda B byt zdecydowa-
nie krotszy niz kesow ciasta otrzymanych metodami A i C.



WPEYW CALOZIARNOWEJ MAKI JECZMIENNEJ I WYBRANYCH DODATKOW TECHNOLOGICZNYCH... 37

Wypiek laboratoryjny wszystkich prob prowadzono przy statym ubytku wypie-
kowym 7%.

Wykazano, ze zwigkszenie udzialu catoziarnowej maki jeczmiennej w masie cia-
sta, jak rowniez metoda prowadzenia ciasta, przyczyniaja si¢ do zwigkszenia jego wy-
dajnosci 1 kwasowos$ci. Wartosci te jednak bardziej réznicuje sposob przygotowania
ciasta pszenno-jgczmiennego.

Procentowy udziat caloziarnowej maki jeczmiennej w masie ciasta i metoda jego
wytwarzania wptywaja na zréoznicowanie wskaznikow jakosciowych pieczywa pszen-
no-jeczmiennego, takich jak: objeto$é, wspotczynniki objetosci i porowatosci oraz
kwasowos$¢ migkiszu (tab. 3). Pieczywo z 20-procentowym udziatem catoziarnowe;j
maki jeczmiennej, otrzymane metodami: A, B i C, wykazywato wigksza objetos¢ niz
pieczywo z 30-procentowym jej udziatem. Najwigksza jednak objgtoscia cechowato si¢
pieczywo z 20 i 30-procentowym udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej uzyskane
metoda B.

Wilgotnos¢ pieczywa z 20- i 30-procentowym udziatem caloziarnowej maki
jeczmiennej byla wyrownana. Kwasowos¢ byta zroznicowana we wszystkich badanych
probkach pieczywa. Niezaleznie od procentowego udzialu caloziarnowej maki jecz-
miennej pieczywo otrzymane na kwasach jeczmiennych (metoda C) cechowalo si¢
zdecydowanie wigksza kwasowoscia niz probki otrzymane metodami A i B.

W wyniku ogo6lnej oceny sensorycznej pieczywo z 20- i 30-procentowym udzia-
tem catoziarnowej maki jgczmiennej, otrzymane metoda B, uzyskato 9,6 pkt, a meto-
dami A 1 C odpowiednio 9,5 i 9,4 pkt, z wyjatkiem pieczywa z 30-procentowym jej
udziatem, otrzymanego metoda C (tab. 3). Pieczywo to uzyskato najnizsza note (8,9
pkt) ze wzgledu na bardziej zbity, o mniejszej elastycznosci migkisz.

Migkisz chleba pszenno-jeczmiennego byt lekko wilgotny w dotyku, o dobrej ela-
styczno$ci 1 dos¢ rdwnomiernej porowatosci oraz walorach smakowo-zapachowych
zblizonych do pieczywa zytnio-pszennego (metody B i C).

Zaobserwowano, ze stosujac trzy roézne metody prowadzenia ciasta pszen-
no-jeczmiennego otrzymano pieczywo o dobrych cechach jakosciowych. Najlepsze
efekty technologiczne uzyskano stosujac metode B. Metody A i C daty takze dobre
efekty, ale tylko w odniesieniu do pieczywa z 20-procentowym udziatem catoziarno-
wej maki jgczmienne;.

Polepszenie wlasciwosci technologicznych ciasta i pieczywa mozna osiagnac sto-
sujac dodatki technologiczne. W$rdd wielu informacji dotyczacych efektéw technolo-
gicznych dodatku glutenu witalnego lub/i emulgatoréw na cechy ciasta i jakos$¢ pie-
czywa pszennego, pszenno-zytniego czy zytniego [4, 23], niewiele jest prac na temat
ich wplywu na uktad ciasta pszenno-jeczmiennego, o specyficznej strukturze i stosun-
kowo duzej zawartosci substancji rozpuszczalnych migdzy innymi pentozanow, [3-
glukanow [2, 13, 14].
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W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze dodatki glutenu witalnego lub/i
lecytyny sojowej wprowadzone do ciasta z 20-40% udzialem catoziarnowej maki
jeczmiennej (metoda A) powodowaly zmiang jego wydajnosci i kwasowosci (tab. 4).
Przy 3, 51 7% dodatku glutenu witalnego wydajnos¢ ciasta z 20-procentowym udzia-
tem catoziarnowej maki jeczmiennej zwigkszyta si¢ odpowiednio o 4,8, 6,9 1 6,4% w
poréwnaniu z ciastem pszenno-jgczmiennym bez dodatku. Powyzsze poziomy dodatku
glutenu witalnego, jak rowniez 0,5% dodatek lecytyny sojowej, wprowadzone do cia-
sta z 30-40% udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej, nieznacznie wplynglty na
zmiang jego wydajnosci, z wyjatkiem probki zawierajacej 40-procentowy udzial maki
jeczmiennej 1 7% dodatek glutenu witalnego. Dodatek kompleksowy w ilosci 7% glu-
tenu witalnego i 0,5% lecytyny sojowej wyraznie zwigkszyl wydajno$¢ ciasta pszenno-
jeczmiennego. Kwasowos$¢ ciasta pszenno-jgczmiennego z dodatkami glutenu witalne-
go lub/i lecytyny sojowej byly wigksze niz w probkach bez tych dodatkéow. Dodatki
glutenu witalnego lub lecytyny sojowej do ciasta pszenno-jgczmiennego wptywaty na
zwigkszenie jego wydajnosci i kwasowosci. Dodatek kompleksowy natomiast wyraz-
nie zwigkszat tylko jego wydajnos¢. Uzyskane rezultaty potwierdzaja sugestie innych
autorow [13, 14], ze rodzaj 1 poziom dodatku technologicznego ma wyrazny wptyw na
jakos¢ ciasta i chleba pszenno-jeczmiennego.

Dane charakteryzujace wyniki wypieku laboratoryjnego pieczywa z 20—40%
udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej i dodatkami technologicznymi przedstawio-
no w tab. 5. 1 na rys. 1. i 2. Udzial catoziarnowej maki jeczmiennej, w ilosci 20, 30
140%, w masie ciasta otrzymanego metoda A, wptynat na zréznicowanie cech jako-
sciowych pieczywa, takich jak: wspolczynnik objetosci, wspotczynnik porowatosci,
wilgotnos$¢, kwasowos¢ struktura migkiszu jego smak i zapach, w porownaniu z pie-
czywem pszennym.

Objetos¢ pieczywa z 20—40% udziatem catoziarnowej maki jgczmiennej zmniej-
szyta sie odpowiednio o 47, 109 i 142 cm’ w poréwnaniu z pieczywem pszennym
(rys. 1). Pieczywo pszenno-jgczmienne cechowato si¢ mniejsza objgtoscia, ale wigksza
wilgotno$cia i kwasowoscia niz pieczywo pszenne (tab. 5).

Catoziarnowa maka jeczmienna, podobnie jak inne produkty jeczmienne, w masie
ciasta przyczyniata si¢ do ostabienia wlasciwosci lepkosprezystych glutenu, a tym
samym zmniejszenia zdolnosci do zatrzymywania gazow w ukladzie ciasta pszenno-
jeczmiennego. Przypuszczalnie efekt ten jest zwiazany ze wzrostem ilo$ci biatek roz-
puszczalnych i frakcji azotu niebiatkowego, a zmniejszaniem si¢ ilo$ci frakcji prolamin
lub interakcji niekorzystnie oddziatywujacych na zdolno$¢ zatrzymywania gazow [2,
10, 16].



InofJ Aajreq urer3ojoym Sururejuod speaiq — JgA / uusruzod( njew fomourerzored wiapeIzpn z 0mAzodld — [IND 4

0¢ 8¢ 09 0y T°L81 S0 L

0¢ 8¢ 09 €y €1LT S0 -

0¢ 8¢ 09 €y 0°6L1 - L =AM %01
0¢ 8¢ 09 Ly 91LT - S *[IND %0
0¢ 8¢ 09 Sy TILT - €

0¢ 8¢ 09 0y 0°TLT - -

8¢ 8¢ 09 9°¢ 'S8l S0 L

8¢ 8¢ 09 (4% 8°0L1 S0 -

8¢ 8¢ 09 €y SOLT - L =AM %0¢
8¢ 8¢ 09 Iy €691 - S *[IND %0¢
8¢ 8¢ 09 vy 8°691 - €

8¢ 8¢ 09 8°¢ S‘691 - -

4 8¢ 09 ¥'e 9p81 S0 L

Y4 8¢ 09 (4% TTLT S0 -

4 8¢ 09 9y vOLT - L +AdM %0C
ST 8¢ 09 (4% 6°0LT - S #*[IND %0¢C
4 8¢ 09 (% 8°891 - €

Y4 8¢ 09 8°¢ 0491 - -

0¢C Sy 09 €1 ¥°091 - - JEIY A\ / SUUIZS

(V) poysowr aseyd-auQ / () emozejoupal epojojN
$9 y3noQq uryoo] Aog uoIn|3 [eN A
-091d ASdY ojser) emolos euk)foo7 | Aurejim uanin
[99130p]
[oou] [urou] uoneuULIRY 191 ApIoe ysnoq [%] [%] y3noQq
own Sunjeqg JWI} UOTJBJUSULID | : [orudo &. : pIo1£ ysnog [9AQ] UOIPPY PO
mjordAm sez) 1forjUULIO) SBZ)) . m. Smmus 2SOMOSEMY] e)sero osoulepAm ny)epop woizod 1Se1D)

v BI9qe L

ss9001d unyew y3nop Aajreq-jeaym e Jo siojowered [80130[0UYO) S} UO UIYIIOJ] A0S pue/I0 UAN[S [BUA ‘INO[J AJ[1Bq S[OyM JO SIOFH
‘oFouuoruzod(-ouuszsd ejserd eruazpemoid suzor3ojouyd9) Anowered eu fomolos AukILd9] yqny oFaufenm nuainis ‘fouusrwzod( njew fomourerzoyed mApd




Inofj Aojreq urer3ojoym Sururejuod speaiq — JgA\ / Puusruzod( nfew fomourerzored wioperzpn z oMAzodld — [N 4

L6 8l 0Ly 06 001 S'0L1 $0 L

06 L1 96y 08 4 1°¢S1 $0 3 *AdM %0¥
16 8l 'Ly 08 114 7091 - L *[IND %0¥
68 Sl 1Ly 08 144 8°6s1 3 S

68 6°l €9 08 6¢ LyS1 - €

L8 0C 1°9% 08 9¢ gerl 3 3

0°01 8l 08y 06 €l €891 S0 L

96 L1 Syy S8 S8 L€S1 $0 3 *ddM %0€
L6 8l (4 06 [ 6CS1 - L *[IND %0¢
76 L1 v'9p 06 66 §Ts1 3 S

6 8l Sop 06 0L 9°zs1 - €

76 6°1 89% 08 69 orl 3 3

0°01 L] 9% S6 Iel €591 $0 L

86 0C 6°ch S6 811 8°Ts1 $0 - *dAdM %0C
L6 0C 4 S6 LTI 8°Is1 - L +*[IND %0¢
$‘6 6°1 €9¥ 06 9! §Tsl 3 S

$6 8l 9% 06 €Cl T8yl - €

$‘6 91 L9¥ 06 911 6°LEL 3 3
001 €1 6 06 6¢l 9°9¢1 - - JEIYA / SUUIZS]

(v) poyow aseyd-auQ / () emozejoupadl BpojoN
22139 91098 91008
[21005] bbmﬂom @%hﬁ@ [%] xoﬂ:ﬁ: \Qmmxom xovm: oEM;o A [%] uan|3 e
uoren[eAd AI0suog T aImysiowr quuni)) C : PIoI£ pealg uryo9] Aog :
[Apqund] [orudoss] nzsppRIu [Apjund] [Apqund] emAzoard | emolos eukIf0o] Aure peaig
BUZOAIOSUIS BUIOO nzsppRI IS0mO3 I tosojeamosod osorlqo osoulepAm I UBD (JVVALIE|
2S0MOSEMY] o : NruuAzopods p yruuAzopodspy | 77 :
s1oyeo1pur Ajjenb pearg [9%] 2AnIppPE UE JO [9A9] JUNOW Y
emAzoa1d omorosoel DruzoIA p O[}epPOP WOIZOg

‘speaiq Jo s1ojowered oaneyenb oy) uo unyIod| Aos pue/Io uAN|3 [e)A ‘INO[J A3[1eq S[OYM JO SIOYJH
‘emAzoo1d omorosoxel Ayoad eu fomolos Auki£o9] 1/qn] oFoureym nudn(s ‘fouusruzodl pyew fomourerzoyed mApd
S Bl[aqe L



42 Alicja Kawka, Agnieszka Liczbanska, Justyna Lapa

480

440 -~ - R e RREEEEEEEEEEEE

N

(=3

(=}
I

Objetos¢ / Volume [cm?]

360 -

320
0% 20% 30% 40%

Udziat caloziarnowej maki jeczmiennej / Wholegrain barley flour

Rys. 1.  Wplyw caloziarnowej maki jgczmiennej na objgtos¢ chleba.
Fig. 1.  Effects of whole barley flour on loaf volume of bread.

Zastosowane dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej wplynely wyraznie
na poprawe cech jakosciowych pieczywa pszenno-jeczmiennego (tab. 5, rys. 2). Objg-
tos¢ pieczywa z 20—40% udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej i dodatkami: glute-
nu witalnego (3, 5, 7%), lecytyny sojowej (0,5%) oraz glutenu witalnego (7%)
ilecytyny sojowej (0,5%) byta wigksza niz pieczywa bez tych dodatkow. Najwigksza
objgtoscia cechowalo si¢ pieczywo pszenno-jeczmienne zawierajace dodatek komplek-
sowy (gluten witalny — 7% i lecytyna sojowa — 0,5%). Warto$ci wspolczynnika poro-
wato$ci migkiszu pieczywa pszenno-jeczmiennego z dodatkami glutenu witalnego lub/i
lecytyny sojowej byly wyzsze niz pieczywa pszenno-jeczmiennego bez dodatku. Pie-
czywo zudzialem catoziarnowej maki jgczmiennej, w poréwnaniu z pieczywem
pszennym, cechowato si¢ wigksza wilgotnoscia i kwasowoscia, a dodatki glutenu wi-
talnego lub/i lecytyny sojowej w niewielkim stopniu wplywaly na zmiang obu tych
wskaznikow.



WPLYW CALOZIARNO

WEJ MAKI JECZMIENNEJ I WYBRANYCH DODATKOW TECHNOLOGICZNYCH... 43

S
=
(=}

Objetos¢ / Volume [cm?]

455

40 +-----—+ - - -t - - -

| ]

20% caloziarnowej maki jgczmiennej / 20% of whole barley flour

0% 3% GW 5% GW 7% GW 0,5% LS 7%+0,5%
GW+LS

Poziom dodatku / Amount level of additive added

30% caloziarnowej maki jgczmiennej / 30% of whole barley flour

435

410 A

385 A

Objgtos¢ / Volume [cm?]

360 -

0% 3% GW 5% GW 7% GW 0,5% LS 7%+0,5%
GW+LS

Poziom dodatku / Amount level of additive added

40% catoziarnowej maki jeczmiennej/ 40% of whole barley flour

405

380

355

Objgtos¢ / Volume [cm?]

330 -

0% 3% GW 5% GW 7% GW 0,5% LS 7%+0,5%
GW+LS
Poziom dodatku / Amount level of additive added

Rys. 2. Wplyw glutenu witalnego (GW) lub/i lecytyny sojowej (LS) na objgto$é chleba pszenno-

jeczmienne

20.

Fig. 2. Effects of vital gluten (GW) or/and soy lecithin (LS) on loaf volume of wheat-barley bread.
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W ocenie sensorycznej pieczywo z 20-40% udzialem caloziarnowej maki jecz-
miennej uzyskalo nizsze noty punktowe niz pieczywo pszenno-jeczmienne z dodat-
kiem glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej (tab. 5). Obnizenie not w ocenie senso-
rycznej pieczywa bez dodatku wynikato ze zmian w wygladzie zewngtrznym (zmniej-
szona obj¢tos¢) oraz we wlasciwosciach migkiszu, takich jak porowatosc i elastycz-
nos$¢. Walory smakowo-zapachowe pieczywa pszenno-jeczmiennego byty zblizone do
chleba pszennego typu Graham. Dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej
poprawity wyraznie jako$¢ pieczywa z udzialem catoziarnowej maki jgczmienne;.
Najwigksza liczbg¢ punktéw uzyskato pieczywo z dodatkiem kompleksowym, ktore
cechowato si¢ bardzo dobra elastycznoscia migkiszu i rOwnomierna porowatoscia,
w poroOwnaniu z pozostatymi probkami. Nizsze noty uzyskalo pieczywo z20-40%
udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej i 0,5% dodatkiem lecytyny sojowej, a takze
dodatkiem glutenu witalnego, z wyjatkiem 7% poziomu jego dodatku. Mimo, ze jako$¢
migkiszu badanego pieczywa z udziatem catoziarnowej maki jeczmiennej i dodatkami
glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej byta zréznicowana, to jego wyjatkowa sma-
kowito$¢ nie ulegala zmianie.

Zaobserwowano, ze dodatki technologiczne wprowadzone do ciasta pszenno-
jeczmiennego, sporzadzanego metoda jednofazowa, daja mozliwos¢ zwigkszenia ilosci
caloziarnowej maki jgczmiennej w pieczywie do 40%.

Whioski

1. Udziat catoziarnowej maki jeczmiennej w masie ciasta, metody prowadzenia ciasta
oraz stosowane dodatki technologiczne wptywaja na zrdéznicowanie cech ciasta i
pieczywa pszenno-jgczmiennego.

2. Ciasta z udzialem caloziarnowej maki jeczmiennej, otrzymane metoda trojfazowa
na kwasach jeczmiennych, cechuja si¢ wyzsza wydajnoscia i kwasowoscia oraz
dhuzszym czasem fermentacji keséw niz otrzymane metodami: jednofazowa i z fa-
za wstepnego rozmigkczania catoziarnowej maki jeczmienne;.

3. W celu otrzymania pieczywa z 20-30% udzialem catoziarnowej maki jeczmiennej
uzyskano najlepsze efekty technologiczne przy stosowaniu metody z faza wstep-
nego rozmigkczania caloziarnowej maki jeczmiennej, a w odniesieniu do pieczywa
zawierajacego tylko 20% catoziarnowej maki jeczmiennej réwniez metod jedno-
i trojfazowe;.

4. Catoziarnowa maka jeczmienna stosowana jako zamiennik maki pszennej w iloSci
do 40% powoduje znaczne zmniejszenie objgtosci pieczywa, wspotczynnikdw: ob-
jetosci 1 porowatosci oraz zwigkszenie wilgotnosci i kwasowosci pieczywa otrzy-
manego metoda jednofazowa.

5. Dodatki glutenu witalnego lub/i lecytyny sojowej polepszaja jakos¢ ciasta i pie-
czywa pszenno-jeczmiennego. Dodatek kompleksowy (gluten witalny 7% i lecyty-
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na sojowa 0,5%) uznano za najbardziej efektywny przy 40% udziale catoziarnowe;j
maki jeczmiennej w pieczywie.
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THE EFFECTS OF WHOLEGRAIN BARLEY FLOUR AND SELECTED TECHNOLOGICAL
ADDITIVES ON THE QUALITY OF WHEAT-BARLEY BREAD

Summary

The objective of the study was to determine effects of wholegrain barley flour on the quality of wheat-
barley bread manufactured using different dough making methods. Additionally, it was assessed the effect
of vital gluten or/and soy lecithin additives on the quality of bread containing up to 40% of the wholegrain
barley flour. The study proved that the best quality had breads containing 20% to 30% of the wholegrain
barley flour, and produced using a method with an initial phase of soaking barley flour. The comparably
good quality had breads containing 20% of barley flour and made using one- and three-phase methods.
When wholegrain barley flour was added, and its amount replaced 40% of the wheat four in the breads,
the results were: a reduced bread volume, and a deteriorated crumb structure of the breads. Furthermore, it
was stated that vital gluten or/and soy lecithin additives, added to a bread dough containing 20% to 40%
of whole barley flour, and made using a single-phase method, improved the quality of both the dough and
the bread features. A complex additive (7% of vital gluten and 0.5% of soy lecithin) was found and as-
sessed as the most effective agent if applied in the production of breads with up to 40% of wholegrain
barley flour.

Key words: whole barley flour, dough making methods, technological additives, wheat-barley bread
quality.
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MALGORZATA DAREWICZ, JERZY DZIUBA

STRUKTURA A WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE BIALEK MLEKA

Streszczenie

W pracy przedstawiono i zanalizowano wyniki badan dotyczacych zaleznosci migdzy struktura biatek
mleka a ich wybranymi wilasciwosciami funkcjonalnymi. Waznymi czynnikami wplywajacymi na
wlasciwosci funkcjonalne biatek sa wymiary molekularne, hydrofobowo$¢, tadunek i elastycznos¢. Na
wiasciwosci funkcjonalne maja wplyw takze takie czynniki zewngtrzne, jak: temperatura, pH, sita jonowa
czy obecno$¢ innych czasteczek. Podstawowa przyczyng réznic we wilasciwosciach funkcjonalnych
migdzy biatkami upatruje si¢ w ich odmiennej strukturze. Wiasciwosci funkcjonalne mozna modyfikowac
metodami  fizycznymi, chemicznymi, enzymatycznymi i genetycznymi. Rozpuszczalno$¢ jest
wiasciwoscia fizykochemiczna, od ktérej moga zaleze¢ inne wiasciwosci funkcjonalne. Biatka moga
adsorbowa¢ na granicy faz olej/woda i powietrze/woda i obniza¢ napigcie powierzchniowe, zmieniajac
jednoczesnie swoja strukturg. Dobre wilasciwosci powierzchniowe biatek taczy si¢ ze specyficzna
dystrybucja ich reszt hydrofobowych i hydrofilowych w $cisle odizolowane obszary, polaczona z
zapewnieniem minimalnej masy czasteczkowej. Stwierdzono istnienie zwigzku migdzy udzialem
struktury o-helikalnej, indukowanej adsorpcja na hydrofobowej powierzchni, a ksztaltowaniem sig
zdolnoéci do tworzenia emulsji przez peptydy. W opisywaniu zaleznosci migdzy struktura a funkcja
biatek coraz wigksza rolge zaczynaja odgrywaé wielowymiarowe metody statystyczne. Znajomos$¢
molekularnych podstaw ksztattowania si¢ rozpuszczalnosci, zdolnosci do tworzenia/stabilizowania
emulsji/piany przez biatka jest podstawowa wiedza w badaniach nad zastosowaniami bialek mleka w
zywnosci o pozadanych i zaprojektowanych cechach.

Stowa kluczowe: biatka mleka, emulsje, modele statystyczne, piany, rozpuszczalnos$¢, struktura.

Wprowadzenie

Istnieje wiele definicji funkcjonalnych wtasciwosci biatek zywnosci. Pour-El [44]
okresla wtasciwosci funkcjonalne jako ,jakiekolwiek wtasciwosci produktu
zywnosciowego lub sktadnikéw zywnosci, wylaczajac funkcje odzywcza, ktére
decyduja o ich zastosowaniu”. Wedlug Kinselli [30], funkcjonalne wtasciwosci biatek
obecnych w produktach zywno$ciowych ,to te fizyczne i chemiczne wiasciwosci,
ktére wptywaja na zachowanie si¢ bialek w produktach zywnosciowych podczas ich

Dr hab. M. Darewicz, prof. UWM, prof. dr hab. J. Dziuba, Katedra Biochemii Zywnos’ci, Uniwersytet
Warminsko-Mazurski, Pl. Cieszynski 1, 10-928 Olsztyn
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wytwarzania, przechowywania i spozywania”. Z kolei Sikorski [50] definiuje
wlasciwosci funkcjonalne biatek jako ,.te, dzigki ktérym w produkcie zywno$ciowym
zawierajacym biatka w odpowiednich ilo$ciach, poddanym obrébce przy optymalnych
parametrach, wytwarzaja si¢ pozadane cechy sensoryczne”. Biatka moga petni¢ w
produktach surowcach i produktach zywno$ciowych role sktadnikéw o okreslonych
wlasciwosciach funkcjonalnych i biologicznych, co moze by¢ wykorzystane w
produkcji zywnosci funkcjonalnej [32]. W Europie, za zywno$¢ funkcjonalna przyjeto
uwazaé¢ zywnos$¢, co do ktorej ,,udowodniono korzystny wptyw na jedna lub wigcej
funkcji organizmu ponad efekt odzywczy, ktéry to wptyw polega na poprawie stanu
zdrowia oraz samopoczucia i/lub zmniejszeniu ryzyka choréb” [28]. Biologiczna
aktywno$¢ biatek przypisywana jest obecnosci w sekwencjach ich tahcuchéw
polipeptydowych, fragmentéw obdarzonych specyficzng aktywnoscia [18, 19, 32].

Wiasciwosci  funkcjonalne  mozna  rozpatrywa¢  jako:  wlasciwosci
powierzchniowe, np. zdolno$§¢ do tworzenia i stabilizowania emulsji (powierzchnia
miedzyfazowa olej/woda), zdolno$¢ do tworzenia i stabilizowania piany (powierzchnia
migdzyfazowa powietrze/woda) czy rozpuszczalno$¢ (oddzialywania woda/biatko);
wiasciwosci hydrodynamiczne (oddziatywania miedzyczasteczkowe) np. zelifikujace
czy wlasciwosci tekstury oraz sensoryczne (smak i zapach). Wihasciwosci funkcjonalne
bialek sa pochodna specyficznych cech ich czasteczek [29]: wielkos$ci, ksztaltu,
elastycznosci, podatnosci na denaturacjg, sekwencji aminokwaséw oraz ich
hydrofilowosci i hydrofobowosci, tadunku i jego rozmieszczenia, charakteru i liczby
struktur mikrodomenowych, zdolnosci adaptacji catej czasteczki lub jej domen
sktadowych do zmiennych warunkéw $rodowiskowych, charakteru wzajemnych
interakcji biatek z innymi sktadnikami zywnoS$ci, a takze najwazniejszych cech
srodowiska: pH, temperatury, ci$nienia oraz sily jonowej. Na ksztaltowanie si¢
wiasciwosci funkcjonalnych wptywa fakt tworzenia przez biatka kompleksowych
uktadéw z innymi sktadnikami zywno$ci [53]. Procesy technologiczne, jakim
poddawane sa surowce zywnosciowe, réwniez odgrywaja znaczaca rolg
w ksztaltowaniu wlasciwosci funkcjonalnych biatek.

Pr¢znie rozwijajace si¢ metody bioinformatyczne oraz wielowymiarowe metody
statystyczne skutecznie poszerzyly spektrum metod badawczych stosowanych w
charakterystyce biatek jako nos$nikéw zdefiniowanych wiasciwoséci funkcjonalnych.
Wykorzystujac ~ wielowymiarowe metody statystyczne opracowano modele
matematyczne umozliwiajace przewidywanie wilasciwosci funkcjonalnych biatek na
podstawie znajomosci ich wlasciwosci molekularnych [13, 34, 36, 59, 60]. Metody
bioinformatyczne moga by¢ pomocne w hierarchicznym klasyfikowaniu biatek w tzw.
homologiczne rodziny z uwzglednieniem poziomu organizacji ich struktury,
anastgpnie w prawidlowym formutowaniu hipotez na temat zalezno$ci migdzy
wlasciwosciami  funkcjonalnymi a molekularnymi i ich weryfikowaniu jako
uniwersalnych hipotez w stosunku do homologicznych grup biatek [17, 38, 39].
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Strukturalne wlasciwosci biatek

W wigkszo$ci bialek prawie wszystkie hydrofilowe grupy funkcyjne
zlokalizowane sa na powierzchni czasteczek biatkowych, ale nie wszystkie grupy
hydrofobowe umieszczone sa w ich wnetrzu. W przypadku bialek globularnych 40-
50% powierzchni czasteczek moga zajmowac reszty aminokwasowe o charakterze
hydrofobowym [50]. Ich specyficzne rozmieszczenie w tancuchach polipeptydowych
wplywa na uksztaltowanie powierzchni czasteczek biatek, zdolnosci do tworzenia
oligomeréw i struktur micelarnych oraz wiasciwosci funkcjonalne. Przyktadowo,
w kazeinach-o; i - prawie 2/3 ich tancuchéw polipeptydowych jest silnie
hydrofobowa [52]. W kazeinie-3 wszystkie reszty fosfoserynowe i wigkszo$¢ wolnych
grup karboksylowych umieszczone sa we fragmentach N-koncowych, za§ w kazeinie-
O; w obrebie miedzy pozycja 40. a 80. w liczacym 199 aminokwaséw tancuchu
peptydowym. Amfifilowy charakter tancuchéw polipeptydowych obydwu biatek, z
duzym udzialem tatwo dost¢pnych niepolarnych reszt aminokwasowych powoduje, ze
wykazuja one silng tendencj¢ do adsorbowania na powierzchniach hydrofobowych
[14]. Stwierdzono, ze N-koncowe i C-koncowe czesci tancuchéw polipeptydowych
kilku czasteczek kazeiny-o,; moga taczy¢ sig, tworzac uktad liniowy [25]. Z kolei
czasteczki kazeiny-3 w wyniku oddziatywan hydrofobowych moga taczy¢ sie¢ w micele
ze zwartym, potozonym centralnie, hydrofobowym rdzeniem okrytym luzna warstwa
pozostatych czegsci tancuchéw polipeptydowych. Obok specyficznej dystrybucji reszt
aminokwasowych na wtasciwosci funkcjonalne ma wptyw sktad aminokwasowy.
Okoto 17% reszt aminokwasowych w kazeinie-p i 8,5% w kazeinie-0; to reszty
prolinowe. Ich w miarg jednolite rozmieszczenie wzdtuz tancuchéw polipeptydowych
ww. bialek oraz brak reszt cysteiny utrudnia formowanie struktur uporzadkowanych.
Darewicz i wsp. [10, 11], stosujac metode dichroizmu kotowego ustalili, ze ok. 10%
czasteczki kazeiny- ma struktur¢ o-helikalna, ok. 15% — pofaldowanej kartki, a ok.
73% — nieuporzadkowanego kigbka. Holt i Sawyer [24] zaproponowali, aby zaliczy¢
kazeing- do tzw. biatek reomorficznych.

Duza role w ksztattowaniu struktury i funkcji biatek przypisuje si¢ aminokwasom
siarkowym [3]. Grupy tiolowe moga ulec utlenieniu, tworzac wewnatrz- i
miedzyczasteczkowe mostki dwusiarczkowe. W wyniku takich interakcji zmienia si¢
struktura, a wraz z nia funkcje petnione przez biatka. Tworzenie poprzecznych
mostkéw dwusiarczkowych stabilizuje strukture trzeciorzgdowa bialek oraz wptywa na
wlasciwosci funkcjonalne np. ma znaczenie w poprawie cech jakosSciowych pieczywa
wyprodukowanego z dodatkiem odtluszczonego proszku mlecznego [41].

Podstawowa przyczyne réznic we wilasciwosciach funkcjonalnych migdzy
biatkami upatruje si¢ w ich odmiennej strukturze [58], stad jako skrajne przyktady
takich réznic mozna przytoczy¢ kazeing-f i laktoglobuling-B. Kazeina-f to
fosfoproteina o masie czasteczkowej ok. 24-10° Da stanowiaca ok. 35% ogélnej ilosci
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kazeiny w mleku [26]. Model czasteczki kazeiny-f ma wyglad ,krabopodobny”
z dwoma duzymi, wykrzywionymi ramionami [33]. Ksztalt czasteczki w przyblizeniu
moze by¢ przedstawiony jako elipsoida, ze stosunkiem osi 2:1. Gdy pH wynosi 6,6, N-
koncowy segment kazeiny-f obejmujacy 21 reszt aminokwasowych jest zrédtem
wypadkowego ujemnego tadunku netto (-12), pozostata cze$¢ czasteczki jest
praktycznie pozbawiona tadunku. Polarna domena biatka, mimo Ze zawiera mniej reszt
aminokwasowych niz domena hydrofobowa, wykazujac wigksza elastyczno$¢ zajmuje
wigksza objeto$¢ molekularna. Wyjatkowa cecha kazeiny-P jest amfifilowa natura jej
czasteczki [15]. W temp. ponizej 4°C kazeina-f wystgpuje jako monomer [25],
W wyzsze] temperaturze i powyzej stezenia krytycznego tj. 1,5 mg/ml podlega
samoasocjacji [51]. Z kolei laktoglobulina- stanowi ok. 50% ogdlnej ilosci biatek
serwatkowych w mleku [4]. Jest ona biatkiem globularnym zawierajacym pig¢ reszt
cysteinowych, z ktérych cztery sa zaangazowane w tworzenie mostkow
dwusiarczkowych, stabilizujacych strukturg czwartorzgdowa. Wolna grupa tiolowa
utatwia tworzenie nowych struktur. W mleku, lub bardziej ogélnie w zakresie pH od
5,2 do 7,5, natywna laktoglobulina-B wystgpuje jako dimer dwdch identycznych
podjednostek o masie ok. 18:10° Da [23]. Przy pH powyzej 7,5 laktoglobulina-B
denaturuje nieodwracalnie. Przy pH ponizej 3,5 ulega odwracalnej dysocjacji tworzac
monomery, a przy pH migdzy 3,5 1 5,2 odwracalnie tworzy formy
tetramer6w/oktameréw. W drugorzedowej strukturze laktoglobuliny-P udziat struktury
a-helikalnej wynosi ok. 1,5%, pofaldowanej kartki — ok. 43%, a nieuporzadkowanego
ktebka — ok. 47%. Nalezy si¢ wigc spodziewal, ze zaréwno wiasciwosci
powierzchniowe, jak hydrodynamiczne zachowanie si¢ globularnej laktoglobuliny-f3
i reomorficznej kazeiny-P beda catkowicie odmienne.

Rozpuszczalno$¢

Sposréd  wilasciwosci  funkcjonalnych na szczegdlna uwage zashuguje
rozpuszczalno$¢, ktéra jest uwazana za podstawowa wilasciwos$¢ funkcjonalng biatek
zywnosci. Kinsella [30] podkresla, ze rozpuszczalno$¢ biatek jest fizykochemiczna
wiasciwoscia, od ktérej moga zaleze¢ inne wlasciwosci funkcjonalne. Wiasciwos$¢ ta
w duzym stopniu okres§la mozliwosci zastosowania preparatow biatkowych
w przetworstwie spozywczym. Dobra rozpuszczalno$¢ biatka czesto kojarzy si¢ z jego
dobrymi wtasciwos$ciami funkcjonalnymi [48], chociaz niektérzy autorzy wskazuja na
brak zaleznosci migdzy tym wyréznikiem a np. wlasciwosciami emulgujacymi biatek
[1]. Utrata rozpuszczalno$ci wskutek obrébki zywnosci w drastycznych warunkach jest
w wielu przypadkach wskaznikiem denaturacji i nastgpczego sieciowania biatka [36].
Rozpuszczalno$¢ biatek zalezy od budowy i wlasciwosci rozpuszczalnika, temperatury,
pH Srodowiska, st¢zenia i tadunku jonéw oraz charakteru oddzialywan zinnymi
czasteczkami [6, 27]. Hydrofobowos$¢ powierzchniowa oraz wypadkowy tadunek
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elektryczny to najwazniejsze cechy charakterystyczne czasteczki biatka determinujace
jego zachowanie wobec rozpuszczalnika. Hydrofobowo$¢ powierzchniowa jest
wskaznikiem charakteryzujacym zréznicowany potencjal elektrostatyczny réznych
fragmentéw powierzchni biatka, decydujacym o jej przestrzennym ksztalcie oraz
zachowaniu wobec polarnych i apolarnych rozpuszczalnikéw [47, 56]. Jednym ze
sposobéw modyfikowania charakteru hydrofobowego/hydrofilowego powierzchni
czasteczki biatka moga by¢ modyfikacje chemiczne np. glukozylacja, a ggstosci
fadunku — modyfikacje enzymatyczne np. defosforylacja. Do modyfikowania
wlasciwosci kazeiny-B Darewicz i Dziuba [12] oraz Dziuba i wsp. [16] wykorzystali
spontaniczny proces przytaczania pojedynczych czasteczek cukréw redukujacych,
niekontrolowany przez enzymy, zwany nieenzymatyczng glikacja. Pod wpltywem
modyfikacji glukoza zaobserwowano poprawe rozpuszczalnosci kazeiny-f. Z kolei
usunigcie reszt fosforanowych z kazeiny-f3 spowodowato spadek jej rozpuszczalno$ci
[11]. Nie zawsze biatka zachowuja si¢ zgodnie z ogdlnie przyjetym mechanizmem
towarzyszacym ich wsalaniu i wysalaniu. W badaniach biatek nasion bobiku Darewicz
i wsp. [6] stwierdzili, ze wyizolowane z nich albuminy i globuliny charakteryzuja si¢
odmiennymi cechami rozpuszczalnosci. Istniala graniczna warto$¢ silty jonowej,
powyzej ktérej rozpuszczalno$¢ albumin nasion bobiku malata. Za$ globuliny bobiku,
w przeciwienstwie do albumin, paradoksalnie zwigkszaty swoja rozpuszczalno$¢ wraz
ze wzrostem sity jonowej nawet powyzej granicznej wartosci, przy ktérej albuminy
ulegaty wysalaniu. Zjawisko to thtumaczono oddysocjowaniem frakcji biatkowych oraz
zmiang stanu poligonowego czasteczek biatkowych, powodowanego zmiana wartosci
hydrofobowos$ci powierzchniowej w wyniku ekranizujacego wptywu jonéw soli.
Wynikiem takich zmian mogta by¢ preferencyjna hydratacja molekut biatkowych.
Znajomos¢ opisanego mechanizmu zmian rozpuszczalnosci albumin i globulin moze
mie¢ znaczenie podczas ekstrakcji tych biatek z roztworé6w wodnych oraz
opracowywania technologii otrzymywania izolatéw tych biatek.

Zastosowanie biatek zdecydowanie wzrasta wszedzie tam, gdzie zachowana jest
ich wysoka rozpuszczalno$¢. Szczegdlne znaczenie odgrywa ta wilasciwosé w
srodowisku kwasnym. Wowczas istnieje mozliwo$¢ zastosowania biatek jako
dodatkéw do sokéw i napojéw bez obawy, ze zajdzie ich koagulacja.

Wiasciwosci powierzchniowo czynne

Zjawisko stabilizowania emulsji lub piany przez biatka jest spowodowane ich
zdolnoscia do adsorbowania si¢ na granicy faz, zmniejszania napigcia
powierzchniowego i tworzenia spdjnej warstwy wokot kropelek oleju lub pecherzykéow
powietrza [57]. Eksperymenty dotyczace kinetyki adsorpcji biatek globularnych
dowiodty, ze wigkszo$¢ z nich musi pokona¢ barierg energetyczng, aby zaadsorbowac
si¢ na granicy faz. Natura tej bariery nie jest do konca poznana, ale przypuszcza sig, ze
jest to bariera ci$nienia i elektrostatyczna [56]. W najprostszym przypadku przy
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nieobecno$ci obu tych barier dyfuzja bytaby uzalezniona od rozmieszczenia grup
hydrofilowych i hydrofobowych na powierzchni czasteczki biatka i ich wzajemnych
proporcji [5]. Jezeli powierzchnia czasteczek ma charakter hydrofilowy woéwczas
adsorpcja na granicy faz moze nie zachodzi¢. Jesli jednak zawiera dodatkowo tylko
kilka reszt hydrofobowych i wejda one w oddziatywanie z powierzchnia faz, wéwczas
adsorpcja moze zachodzi¢. Innymi stowy adsorpcja na granicy faz powietrze/woda,
olej/woda zalezy od statystycznego prawdopodobienstwa zderzen grup hydrofobowych
znajdujacych si¢ na powierzchni czasteczek biatka z granica faz.

Szczegblny wptyw na adsorpcje i formowanie bton ma stabilno$¢ konformacji,
zdolno$¢ do jej przearanzowania na granicy faz oraz symetria/asymetria
rozmieszczenia polarnych i apolarnych grup funkcyjnych, a w konsekwencji
amfifilowos$¢ struktur biatkowych. Wielu autoréw wskazywalo na amfifilowos¢
struktur biatkowych jako warunek konieczny, po ktérego spelnieniu biatka/peptydy
charakteryzowaty si¢ dobrymi wlasciwo$ciami powierzchniowymi, w tym
emulgujacymi i pianotwérczymi [9, 10, 15, 57]. Silnie amfifilowa natura kazeiny-f
utatwia jej koncentracje na powierzchni mig¢dzyfazowej, co jest wstgpnym etapem
procesu formowania emulsji lub piany [11, 15].

Piany

Piana powstaje wskutek zdyspergowania pgcherzykow powietrza w fazie ciekle;j.
Dodatek biatka powoduje wzrost lepko$ci fazy wodnej, co zwigksza trwato$¢ filmu
migdzyfazowego, a tym samym wytworzonej piany [58]. Bialka obnizaja napigcie
powierzchniowe przez interakcje zaréwno z czasteczkami wody, jak i powietrzem, co
pozwala na formowanie wigkszej ilosci pecherzykow piany. Po adsorpcji czasteczek
biatka na powierzchni pgcherzykéw powietrza polarne reszty aminokwaséw znajdujace
si¢ na powierzchni czasteczek biatek zwracaja si¢ w strong cieczy, za$ niepolarne — w
stron¢ powietrza. Wokét pecherzykow powietrza powstaje spdjny, elastyczny film
miedzyfazowy. Pecherzyki nie tacza si¢ ze soba, gdyz stykaja si¢ jednoimiennie
natadowanymi fragmentami czasteczek bialek. Objgtos$¢ pecherzykéw powietrza moze
stanowi¢ nawet 99% ogolnej objetosci piany, a ich $rednice zawieraja si¢ w przedziale
0,1-1 mm [55]. Do czynnikéw wplywajacych na tworzenie piany mozna zaliczy¢
hydrofobowos¢ powierzchniowa, umiejscowienie hydrofobowych reszt
aminokwasowych na powierzchni bialka, obecno$¢ grup tiolowych, kationéw
i anionéw, weglowodanéw, lipidow. Dowiedziono, ze biatko o idealnych
wiasciwosciach pianotwdérczych powinno mie¢ duza hydrofobowos¢ powierzchniowa,
dobra rozpuszczalno$¢, niski tadunek netto przy wartosci pH produktu spozywczego,
a jego tancuch polipeptydowy powinien ulega¢ fatwo rozfatdowaniu [43]. Bigelow [2]
podaje, ze minimalna warto$¢ hydrofobowosci biatka umozliwiajaca adsorpcje na
granicy faz wynosi ok. 1000 kJ/mol. Adsorpcja biatka na powierzchni miedzyfazowe;j
powietrze/woda czy olej/woda zwigzana jest z prawdopodobienstwem zetknigcia si¢



STRUKTURA A WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE BIALEK MLEKA 53

czasteczki bialka z powierzchnia miedzyfazowa. Im wigksza liczba obszaréw
hydrofobowych, tym wigksze bedzie prawdopodobienstwo zetknigcia si¢ tych
obszar6w z powierzchnia migdzyfazowa [5]. Dobre wiasciwosci pianotworcze
wykazuja biatka podobne budowa do kazeiny-f, ktéra tatwo adsorbuje si¢ na
powierzchni powietrze/woda, zmniejszajac w ten sposob napigcie powierzchniowe [7,
9, 10]. Jednakze piana utworzona z jej udziatem jest mato stabilna ze wzgledu na stabe
wiasciwosci lepkosprezyste [43].

Stabilnos¢ uformowanych pian nie jest zjawiskiem niezmiennym. Stabilno$¢
piany zalezy od zdolnosci biatka do ochrony utworzonej piany przed dzialaniem sit
grawitacji 1 mechanicznymi interakcjami. Stabilne piany sa zwykle tworzone przy pH
bliskim punktowi izoelektrycznemu biatka, kiedy to sily oddzialywan
elektrostatycznych sa najmniejsze.

Procesy, ktére podwyzszaja warto$¢ hydrofobowosci polepszaja wtasciwosci
pianotworcze. Pianotwoércze wtasciwosci biatka mozna zwigkszy¢ przez krétkotrwate
ogrzanie. Termiczna denaturacja w zakresie temp. 40-60°C przez 30 min poprawia
wlasciwosci pianotwoércze biatek serwatkowych. Optymalne warunki ogrzewania
zaleza od rodzaju i stezenia biatka [36].

Emulsje

Emulsjami nazywamy uklady dyspersyjne, sktadajace si¢ z dwéch lub wigcej
niemieszajacych si¢ ze soba cieczy, z ktérych jedna wystepuje w postaci fazy ciagtej, a
druga w formie rozproszonych kropelek. Podczas mieszania oleju i roztworéw
wodnych biatlek pojawia si¢ tendencja do ograniczenia kontaktu miedzy nimi
i separacja faz. Poczatkowo minimalny kontakt jest osiagany wskutek formowania
sferycznych kropel przy naktadzie energii z zewnatrz. Emulsje stabilizowane biatkami
zapewniaja minimalny kontakt grup hydrofobowych z woda. Jest to stan
najkorzystniejszy energetycznie [56]. Czas niezbedny do utworzenia spdjnej warstwy
wokot kropelek oleju 1 ustalenia si¢ rownowagi termodynamicznej zalezy od rodzaju
biatka. Zjawiska te przebiegaja szybko z udzialem bialek o IuZnej, elastycznej
strukturze (np. kazeina-f), ze $rednig szybkoscia w przypadku biatek globularnych (np.
bydlgca albumina serum) oraz wolno z biatkami o zwartej strukturze (np. lizozym).
Wielko$¢ kropel fazy rozproszonej jest podstawowa wielkos$cia charakteryzujaca
emulsje. Srednica tych kropel w emulsjach produktéw spozywczych waha si¢ w
granicach od 0,2 do 10 pm i zalezy od metody wytwarzania emulsji, réznicy lepkosci
obu faz, rodzaju uzytego emulgatora oraz od nakladu energii przy tworzeniu emulsji
[55]. W produktach o niskiej jakosci wystgpuja krople o Srednicy ok. 10 pm i powyzej.
W majonezie dobrej jakos$ci krople wynosza 2—4 um.

W celu utatwienia powstawania emulsji, a takze poprawy jej stabilno$ci nalezy
wprowadzi¢ do ukladu czynnik stabilizujacy. Moze nim by¢ dzialanie polegajace na
wprowadzeniu  emulgatora, np. biatka [56]. W  przeciwienstwie do
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niskoczasteczkowych emulgatoréw struktura biatlek moze ulec zmianie pod wptywem
adsorpcji. Po adsorpcji na hydrofobowej powierzchni struktura kazeiny-f ulega
zmianie [40]. Pierwsze 50 aminokwaséw czeSci N-koncowej tancucha
polipeptydowego ma bezposredni kontakt z polarnym S$rodowiskiem. Tworza one
petle, ktdéra jest ,,zakotwiczona” na powierzchni migdzyfazowej dzigki obecnosci
aminokwaséw  hydrofobowych. Pozostala cze§¢ czasteczki kazeiny-f  jest
»przyczepiona” do hydrofobowej powierzchni w postaci powyginanego tancucha.

Dobry emulgator powinien nie tylko tworzy¢, ale réwniez stabilizowa¢ nowo
utworzona powierzchni¢ mi¢dzyfazowa. Dowiedziono, ze emulsje stabilizowane przez
biatka sa bardziej stabilne przy pH réznym od wartosci punktéw izoelektrycznych
biatek np. wlasciwosci emulgujace laktoglobuliny-/ zaleza od wartosci pH $rodowiska
[56, 57]. Wykazuje ona lepsze wtasciwosci przy pH powyzej 7,0. Stabilno$¢ emulsji
zalezy m.in. od lepkosci fazy ciagtej, sit ciazenia, tadunku wypadkowego i struktury
biatka. Rodzaj urzadzenia do wytwarzania emulsji, ilo$¢ energii dostarczanej podczas
emulgowania w duzym stopniu wyznaczajq zakres i charakter zmian emulsji w czasie
[35]. Réwniez czynniki $rodowiskowe, np. stezenie biatka, kwasowos$¢ czynna,
stosunek faz olej/woda i sita jonowa decyduja o stabilnosci emulsji [9, 10, 11].
Kazeina-f jest najbardziej efektywnym stabilizatorem sposrod wszystkich biatek
mleka, poniewaz w najwyzszym stopniu zmniejsza napigcie powierzchniowe.
Zdolnos$¢ obnizania napigcia powierzchniowego maleje wedtug kolejnosci: kazeina-f >
-as1 > -k > laktoglobulina-f > laktoalbumina-o > albumina serum [16, 31].

Zmieniajac strukture biatka mozna doprowadzi¢ do zmian jego konformacji, co
z kolei moze wptywaé na zmiany jego zdolnosci do tworzenia i stabilizowania emulsji.
Wzrost hydrofilowosci moze w niektérych przypadkach odegra¢ pozytywna role
w ksztaltowaniu wlasciwosci emulgujacych. Glikozylacja B-laktoglobuliny powoduje
wzrost masy czasteczkowej, zmniejszenie wypadkowego tadunku netto, zwigkszenie
hydrofobowosci powierzchniowej, a co za tym idzie popraweg wlasciwosci
emulgujacych [21, 45]. Podobne zmiany emulgujacych wtasciwosci glikozylowanej
kazeiny-B obserwowali w swoich badaniach Darewicz i Dziuba [12] oraz Dziuba
i wsp. [16]. Zmiany te obejmowaly nowy sposéb aranzacji struktury kazeiny-p na
hydrofobowej powierzchni. Zaobserwowano wowczas zmniejszenie udziatu struktury
nieuporzadkowanej i wigkszy stopien ,,upakowania” czasteczek na hydrofobowe;j
powierzchni. Zmniejszona hydrofobowos¢ powierzchniowa tak zmodyfikowanej
czasteczki, jej zwigkszony tadunek wypadkowy netto promowaty = sity
elektrostatycznego i sterycznego odpychania, stabilizujac emulsj¢ 1 zapobiegajac jej
koalescencji. Z kolei stosujac w swoich badaniach fosfataze alkaliczng, Darewicz
iwsp. [8, 10, 11] modyfikowali warto$¢ tadunku wypadkowego netto czasteczki
kazeiny-P. Paradoksalnie mimo usunigcia reszt fosforanowych, bedacych zrédtem
oddziatywan elektrostatycznych i sterycznych, emulsja stabilizowana defosforylowana
kazeina-f nie ulegta destabilizacji. Zjawisko to ttlumaczono wciaz amfifilowym
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charakterem catej czasteczki kazeiny-f oraz, co bardziej istotne, zmianami
strukturalnymi tj. indukowaniem przyrostu struktury o-helikalnej. Zmniejszenie sit
odpychania o charakterze elektrostatycznym i sterycznym byto kompensowane przez
bardziej zwartq architekture struktury defosforylowanej kazeiny-3, co w konsekwencji
zapobiegato destabilizacji emulsji.

Wielu autoréw [20, 42, 46] sugeruje istnienie zalezno$ci migdzy obecnoS$cia
struktury drugorzgedowej w roztworach naturalnych i syntetycznych peptydéw a ich
biofizycznymi wilasciwo$ciami. Zwracano m.in. uwage na zwiazek migdzy udziatlem
amfifilowej struktury orhelikalnej w drugorzedowej strukturze laktoferyny i biatek
hemowych oraz ich peptydéw a ich wtasciwo$ciami antybakteryjnymi. Starano sig
takze udowodni¢ istnienie statystycznie istotnej korelacji migdzy udziatem
procentowym amfifilowego o~heliksu w strukturze drugorzedowej peptydow
syntetycznych a ich zdolnosciami do tworzenia i stabilizowania emulsji. Darewicz i
wsp. [7, 10, 11] stwierdzili istnienie zwiazku migdzy udziatem struktury o-helikalnej,
indukowanej adsorpcja na hydrofobowej powierzchni, a ksztattowaniem si¢ zdolnosci
do tworzenia emulsji przez peptydy.

Matematyczna formalizacja zaleznos$ci struktura-funkcja

Pomimo do$¢ duzej liczby publikacji, w ktérych autorzy podejmuja problem
relacji pomigdzy struktura a funkcjami biatek i peptydéw, wciaz w wyjasnieniach
mechanizméw lezacych u podstaw ksztattowania si¢ zalezno$ci migdzy struktura
biatek a ich funkcja trudno znalezé pewne uniwersalne tezy. Nakai i wsp. [36]
prébowali  sformutowaé zaleznosci miedzy struktura bialek zywnosci a ich
wlasciwosciami funkcjonalnymi. Stwierdzili wowczas, ze rozpuszczalnos$¢, tadunek
wypadkowy netto, zdolno§¢ do asocjacji czasteczek biatkowych, zawarto$¢ grup
tiolowych lub mostkéw dwusiarczkowych oraz hydrofobowo$¢ bocznych reszt
aminokwasowych w biatkach maja wplyw na ich wlasciwosci emulgujace
1 pianotworcze. Jednocze$nie Nakai i wsp. [36] oraz Giuliani i wsp. [22] twierdza, ze
zaleznos$ci migdzy struktura bialek a ich wtasciwo$ciami funkcjonalnymi sa w wielu
przypadkach nieliniowe. Z tego powodu coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢
wielowymiarowe metody statystyczne wykorzystujace analize regresji wielokrotnej,
regresji metoda czastkowych najmniejszyh kwadratéw, regresji sktadowych gtéwnych
czy sieci neuronowe [34, 49]. Nakai i wsp. [36, 37], postugujac si¢ roéwnaniami
regresji, zwrdcili uwage na znaczenie rozpuszczalnosci biatek w matematycznej
interpretacji  wynikéw oceny ich wtasciwosci funkcjonalnych. Wprowadzenie
wynikéw oznaczen hydrofobowo$ci powierzchniowej 1 rozpuszczalnosci do
zaproponowanego modelu regresji wielokrotnej, pozwalajacego  oszacowaé
wihasciwosci emulgujace badanych bialek, spowodowato wzrost wspoétczynnika
determinacji [37]. Podobna metodg analizy matematycznej wykorzystali tez Voutsinas
1 wsp. [54] w badaniach wtasciwo$ci emulgujacych biatek réznego pochodzenia po ich
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obrobce cieplnej. Autorzy wskazali na mozliwo$¢ przewidywania wtasciwosci
pianotwdrczych i emulgujacych za pomoca réwnan regresji uwzgledniajacych
rozpuszczalnos¢ 1 hydrofobowos¢.

Van der Ven i wsp. [59, 60] wykorzystali w charakterze narzedzia statystycznego
analize regresji metoda czastkowych najmniejszych kwadratéw, opracowujac model
umozliwiajacy przewidywanie wlasciwosci pianotworczych i emulgujacych
hydrolizatéw biatek mleka na podstawie mas czasteczkowych obecnych w nich
peptydéw oznaczonych metoda chromatografii zelowej. Ponadto van der Ven i wsp.
[60] zastosowali t¢ metod¢ do opracowania modelu matematycznego wyjasniajacego
réznice we wlasciwosciach pianotwdrczych, emulgujacych oraz gorzkim smaku
hydrolizatéw biatkowych na podstawie r6znic w ich widmach FTIR [60].

Wyniki dotychczasowych badan Darewicz i wsp. [13] pozwolily na zastosowanie
metody regresji wielokrotnej do opisu zalezno$ci migdzy zdolno$ciami do tworzenia
oraz stabilizacji piany oraz tworzenia emulsji przez biatka i peptydy a ich
rozpuszczalno$cig oraz czasem retencji (analiza chromatograficzna) lub parametrami
spektroskopowymi (analiza widm UV). Ponizej przedstawiono przyktadowe réwnanie
opisujace zalezno$ci migdzy zdolno$cia do tworzenia piany (F,) przez biatka i peptydy
a ich rozpuszczalnoscia i czasem retencji (tg), dla ktédrego wspdtczynniki korelacji
wielokrotnej byty istotne statystycznie (p < 0,05).

Fy" = 105,4843 - 0,9379 x Rozp + 0,5216 X tg

Analizujac wyniki badan uzyskiwane w réznych osrodkach naukowych mozna
stwierdzi¢, ze obok licznych proceséw i zjawisk, w przypadku ktérych matematyczne
modele zaleznos$ci sa stosunkowo dobrze poznane, wystepuja takze liczne procesy
i zjawiska, ktérych struktura lub prawa dzialania nie zostaly jeszcze poznane i opisane
w stopniu wystarczajacym do tego, zeby zbudowac ich efektywne modele. Co wigcej,
w przypadku niektérych zjawisk sam problem przyczynowosci bywa otwarty, gdyz
czegsto nie ma pewnosci, jakie czynniki naprawd¢ wptywaja na rozwazane procesy,
determinujac ich przebieg oraz rezultaty. Ogromna zaleta wielowymiarowych metod
statystycznych jest fakt, ze pozwalaja one poszukiwa¢ modeli opisujacych takie
wiasnie stabo znane zjawiska i procesy.

Podsumowanie

Jako podstawowa przyczyne réznic we wlasciwosciach funkcjonalnych migdzy
biatkami wymienia si¢ ich odmienne wtasciwosci strukturalne. Modyfikacje
tancuchéw polipeptydowych biatek oraz zmiany warunkéw Srodowiska wptywaja na
konformacje ich czasteczek i w konsekwencji na rozpuszczalno$¢, zdolnosci do
tworzenia/stabilizowania emulsji/pian. Sugeruje si¢, ze warunkiem koniecznym
wystgpowania korzystnych wilasciwosci emulgujacych i pianotwérczych biatek jest
amfifilowos$¢ ich struktur. Zalezno$ci migdzy struktura biatek i ich wtasciwosciami
funkcjonalnymi moga by¢ opisane z wykorzystaniem wielowymiarowych metod
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statystycznych, co moze znalez¢ zastosowanie przy projektowaniu Zzywnosci
o pozadanych i przewidywalnych cechach.

Praca finansowana w ramach badan wtasnych Katedry Biochemii Zywnosci UWM
w Olsztynie, temat nr 522-0712-0203.
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THE STRUCTURE OF MILK PROTEINS VERSUS THEIR FUNCTIONAL PROPERTIES
Summary

In the paper, results of the study on the relationship between a structure of milk proteins and some
selected functional properties of them were presented and analyzed. Several factors, such as: molecular
size, hydrophobicity, charge, and flexibility are important for the functional properties of proteins.
Additionally, external factors, such as: temperature, pH, ionic strength, and the presence of other
molecules influence these functional properties. A distinct structure of individual proteins is considered
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the main reason why there are differences in functional properties of the proteins. Functional properties
can be modified in several ways, e.g. by the physical, chemical, enzymatic, or genetic modification. Other
functional properties may also depend on solubility which is a physical-chemical feature. Proteins can
adsorb at oil/water and air/water interfaces, and, thereby, they can lower the surface tension; at the same
time, they also change their structure. Good interfacial properties of proteins are attributed both to the
specific distribution of clustering hydrophilic and hydrophobic residues into exactingly isolated zones and
to the minimum molecular mass of the peptide enabling this distribution. It was stated that there was a
relationship between the a-helical adsorption-induced structure on the hydrophobic surface and the
emulsion forming ability of peptides. Advanced statistical methods become more and more popular and
they are used to describe the structure-function relationships of proteins. The knowledge of molecular
basis of proteins solubility, and foam/emulsion forming/stabilizing abilities is fundamental for the purpose
of studying the milk proteins applications in food with required and design properties.

Key words: emulsion, foam, milk proteins, solubility, statistical models, structure
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METODY INAKTYWACJI I HAMOWANIA WZROSTU
LISTERIA MONOCYTOGENES W PRZETWORACH MIESNYCH

Streszczenie

Konsumenci wymagaja od producentéw zywnosci wygodnej, tatwej w przygotowaniu, o
odpowiednich walorach odzywczych. Pojawia si¢ wigc coraz wigcej dan gotowych do spozycia. W
warunkach catkowitej sterylnosci produkcji zagrozenie moze stanowi¢ poprodukcyjne, wtérne zakazenie
zywnosci spowodowane kontaktem z personelem produkcyjnym badZz handlowym, zanieczyszczonymi
powierzchniami sktadowymi i przechowalniczymi. Moze pojawi¢ si¢ w produkcie spozywczym
mikroflora patogenna, uodporniona na niekorzystne czynniki $rodowiska. Do takich mikroorganizmoéw
nalezy m.in. Listeria monocytogenes.

Omowiono najcze$ciej stosowane naturalne (ekstrakty zidt, bakteriocyny) i chemiczne (kwasy, sole
azotowe) substancje dodatkowe, a takze procesy utrwalania (wedzenie) wykorzystywane do
zabezpieczania migsa 1 jego przetworéw, w celu inaktywacji L. monocytogenes i zachowania dobrej
jakosci mikrobiologicznej przechowywanej zywnosci. Naturalne, odpowiednio dobrane sktadniki
zywnos$ci zawierajace w swym sktadzie substancje hamujace pochodzenia mikrobiologicznego sa
skutecznym inhibitorem L. monocytogenes, takze wigkszo$¢ dopuszczonych do uzycia w przemysle
migsnym dodatkéw, stosowanych z wykorzystaniem zjawiska synergizmu, moze chroni¢ zywno$¢ przed
wzrostem L. monocytogenes.

Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, bakteriocyny, migso i przetwory, techniki konserwacji.

Wprowadzenie

Aktualnie, konsumenci wymagaja od producentéw zywnosci wygodnej, tatwej
w przygotowaniu, o odpowiednich walorach sensorycznych i wartosci odzywcze;j.
Pojawia si¢ wigc coraz wigcej dan typu ,ready-to-eat” (gotowych do spozycia) [45].
Jednoczes$nie konsumenci zmieniaja swoéj styl odzywiania si¢ i czgstotliwo$¢ positkow
oraz miejsca dokonywania zakupéw zywnosci. Najczesciej zywnos¢ kupowana jest w
duzych centrach handlowych i ma okreslone cechy produktu wytwarzanego na skalg
masowa. W tej sytuacji moga wystapi¢ zagrozenia mikrobiologiczne zwigzane
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e-mail: mariawalczycka@poczta.onet.pl



62 Maria Walczycka

z nieprawidlowym stanem jakosciowym produktéw, ztymi warunkami obrotu lub
przechowywania, niewlasciwa obrobka termiczng. W wielu krajach gtéwnym problemem
nie sg jednak zagrozenia zwigzane ze ztym stanem sanitarnym zaktadéw przetworczych,
wrgcz przeciwnie, nadmierna czysto$¢ moze sta¢ si¢ przyczyna groznych schorzen. W
warunkach calkowitej sterylnosci produkcji zagrozenie stanowi poprodukcyjne, wtérne
zanieczyszczenie zywnosci spowodowane kontaktem z personelem produkcyjnym, badz
handlowym, zanieczyszczonymi powierzchniami sktadowymi i przechowalniczymi.
Powyzsze czynniki moga by¢ przyczyna zanieczyszczenia zywnoSci mikroflorg
patogenna, uodporniona na niekorzystne czynniki S$rodowiska [1, 2]. Do wyzej
wymienionych mikroorganizméw nalezy m.in. Listeria monocytogenes.

Charakterystyka bakterii

Znanych jest kilkanascie szczepéw Gram dodatnich, nieprzetrwalnikujacych
pateczek. Najwazniejsze z nich to: Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria
innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria grayi. Dwa pierwsze szczepy
sq jednymi z najgrozniejszych patogenéw ludzi i1 zwierzat [5, 41]. Listeria
monocytogenes zostata wyizolowana od zwierzat domowych i wolno zyjacych, z gleby
oraz z kiszonek (pasz) [41]. Wedlug FAO/WHO okoto 10% populacji ludzi jest
nosicielami tej bakterii [27]. Listeria istnieje w postaci kilkunastu podtypéw-serotypow
[41], z ktérych najbardziej niebezpieczne to serotypy 1/2a 1/2b i 4b. Byly one
identyfikowane u wigkszosci chorych na listerioz¢ (tab. 1) [34]. Listeria
monocytogenes ma szerokie spektrum dziatania, poniewaz przezywa w temp. od —2°C
do +45°C (optimum 37°C), bez zmian swoich funkcji zyciowych i patogenicznosci.
Moze przetrwa¢ krotkotrwata pasteryzacje¢ i mrozenie, tatwo uodpornia si¢ na
podprogowe dawki konserwantéw i Srodkéw myjacych, tworzac swoiste biofilmy na
powierzchni urzadzen przetwoérczych [44, 46]. Catkowita inaktywacje tych bakterii
uzyskuje si¢ w temp. powyzej 75°C. Moga one dominowa¢ w toksycznej mikroflorze
w temperaturze chlodniczej, zasiedla¢ Srodowisko o pH w przedziale od 4,4 do 9.4,
z optimum 7,0 [27]. L. monocytogenes ma dobrze rozwinigte zdolno$ci adaptacyjne —
zmiana hydrofobowosci zewngtrznej warstwy bakterii na hydrofilowa i odwrotnie [8].
Zdolnosci adaptacyjne L. monocytogenes dotycza takze szerokiego zakresu wartosci a,
do 0,92. Jest to minimalna warto$¢ umozliwiajaca rozwdj tych bakterii.

Rozwijaja si¢ one zaréwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych.
Przezywaja stezenie do 30% CO,. Dopiero 100% tego gazu calkowicie je inaktywuje
[27].

Bakteria ta powoduje listeriozg, tj. chorobg, ktéra pos$réd innych choréb
pochodzenia pokarmowego cechuje si¢ wysoka bo az 30% $miertelnoScia. Zakazenie
nastepuje poprzez niewlasciwie przetworzona i przechowywana zywnos¢. Zrédtem
bakterii sa najcze$ciej produkty typu ready-to—eat (niewlasciwie odgrzewane i
przechowywane), surowe mleko, sery dojrzewajace produkowane z mleka
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niepasteryzowanego, mi¢so i jego przetwory, a zwlaszcza dréb, warzywa i wszelkiego
rodzaju satatki z dodatkiem surowych warzyw oraz wigkszo$¢ zywnosci pochodzenia
morskiego (tab.1) [45]. Najbardziej narazeni sa: ludzie o obnizonej odpornosci, dzieci,
osoby starsze, diabetycy, alergicy, chorzy po przeszczepach. U 0s6b w pelni zdrowych
zakazenie L. monocytogenes przebiega z objawami typowego niezytu zotadka,
natomiast dla przysztych matek stanowi zagrozenie wczesnoporonne, a u dzieci grozi
zapaleniem opon mézgowych i mézgowo-rdzeniowych, sepsa, zakazeniem krwi.

Sposoby zapobiegania obecnosci L. monocytogenes i jej inaktywacja poprzez
wprowadzanie do migsa i jego przetworé6w chemicznych i naturalnych substancji
dodatkowych

Zastosowanie konserwantow do hamowania wzrostu L. monocytogenes w migsie

Kwasy

Niskie pH stanowi barier¢ dla L. monocytogenes, ale trzeba wzia¢ pod uwage
rodzaj kwasu, temperature i inne zwiazki antybakteryjne obecne w danym $rodowisku.
Zgodnie z badaniami niektérych autoréw mozna uszeregowac kwasy przeciwdziatajace
wzrostowi L. monocytogenes w nastgpujacy ciag: kwas octowy > mlekowy >
cytrynowy > malonowy > solny [5, 12]. W wigkszosci doswiadczen opisywano
synergiczne dziatanie kwaséw 1 niskiej temperatury. Z innych substancji
bakteriostatycznych wspierajacych dziatanie kwaséw obecnych w $rodowisku mozna
wymieni¢ sél kuchenng (NaCl) [35]. Kwasy octowy i mlekowy wzmacniaja dziatanie
antybakteryjne monolaurynianu, a w $rodowisku wodnym powoduja wigksza
wrazliwo$¢ L. monocytogenes na ogrzewanie. Stosowanie kwasoéw bywa jednak
niekiedy nieskuteczne. Bakterie, ktére przezyja ich dzialanie moga si¢ zregenerowac
podczas przechowywania chtodniczego i gwaltownie namnaza¢ w braku obecnosci
naturalnych konkurentéw. Bakterie takie staja si¢ oporne na dziatanie kwaséw, etanolu
i nadtlenku wodoru [12].

W badaniach dotyczacych migsa surowego 1 przetworéw wykazano, ze
zastosowanie kwaséw: mlekowego, octowego i fumarowego, w stezeniach 1-3%, jako
elementéw sktadowych kapieli zanurzeniowej tusz wieprzowych i wolowych dawato
efekt obnizenia populacji L. monocytogenes o 2-3 log przez 7 (tusze) oraz 15 (tluszcz
wieprzowy) dni przechowywania chlodniczego [19]. Do zanurzania tuszek drobiu
zaproponowano dawke 10% roztworu buforu: kwasu mlekowego z mleczanem sodu, o
pojemnosci buforujacej w zakresie 3 jednostek pH. Tuszki byly nastgpnie pakowane w
MAP (atmosferze modyfikowanej zdominowanej przez azot — do 70%, w
opakowaniach barierowych) w celu utrzymania sterylnosci [52]. Stwierdzono takze, ze
mleczan sodu (4%) zastosowany do gotowanej wolowiny ograniczal wzrost L.
monocytogenes, ale po przechowywaniu chtodniczym ciagle jeszcze obserwowano
obecnos¢ zywych komérek Listeria [31].
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Tabela 1
Epidemie listeriozy w latach 1990-2002 zwiazane z zywnoscia.
The outbreaks of listeriosis in 1990-2002 connected with the infected food.
Liczba Poronienia Smiertelnosé
Rok Produkt Zzywno$ciowy Panstwo stw1erdzon/y ch [l1cz.ba].1 [%] [hCZba.] i[%I Serotyp
Year Food product Countr przypadkow Stillbirth Mortality rate Serofvpe
P y Registered [% of registered | [% of registered yp
cases cases] cases]
1990 | Pasztetipasty migsne Australia 1 11 (100,0) 6 (54,5) 12a
Pates and meat pastries
Wedzone matze Tasmania
1991 | Smoked shelfish R 4 0(0) 0(0) 1/2a
Australia
Wedzone matze Nowa
1992 Smoked shelfish Zelandia 4 00 00 12
Jgzory wieprzowe w galarecie .
1992 Auspick pork tongues Francja 280 93 (33,2) 63 (22,5) 4b
1993 Pasta migsna / Rillettes Francja 38 31 (81,6) 11 (28,9) 4b
1994- | Wedzone owoce morza .
1995 | Smoked sea fruit Szwecja J 3(333) 2(222) 4b
Lagodnie dojrzewajace sery,
>50% wilgotnosci (brie, feta
1995 | camembert, mozzarella) Francja 33 9 (45,0) 4(20,0) 4b
Mild-ripened cheeses, > 50%
humidity
Ser Pont I'Evéque . Nieznane
1997 Pont I'Evéque cheese Francja 14 Not known 00 40
1998- | Masto . .
1999 | Butter Finlandia 25 0(0) 6 (0) 3a
1998- | Hot dogi, migsa delikatesowe Nieznane
1999 Hot dog, deli meats usa 101 Not known 21(20.8) 4b
Pasztet Nieznana
1999 Pate USA 11 2(18,2) Not known 1/2a
1999- | Swinskie jezyki w auszpiku . Nieznane
2000 | Auspick pork tongues Francja 26 Not known 70 Nz
Migso indycze
2000 Deli turkey meat USA 29 8(27.,6) 7(24,1) NZ
Wytwarzany domowymi
2000- sposobami ser meksykanski z
surowego mleka USA 12 10 (83,3) 5(41,7) NZ
2001 .
Home made Mexican raw
milk cheese
Pasztety Nieznane Nieznana
2000 Paties Polska 10 Not known Not known Nz
Produkty migsne Nieznane Nieznana
2001 Meat products Polska o Not known Not known NZ
2002 | Plastry z migsa indyczego USA 63 3(4,8) 7(11.1) NZ

Deli turkey sliced meat

Opracowanie wlasne na podstawie literatury: / Prepared by: [2, 7, 27, 36, 45].
NZ - nie zidentyfikowany/ not identified
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Przetwory z migsa wedzonego, ktére zawieraja s6l 1 inne konserwanty (azotan(I1I)
sodu lub potasu) wzmacniajace antylisteryjne dzialanie kwaséw organicznych sa
stabilne pod wzgledem jakosci mikrobiologicznej [22].

pH i aktywnosc¢ wody (a,)

Jednoczesne zastosowanie dodatku réznych soli (NaCl, KCl) oraz regulacja pH
srodowiska (NaOH, kwas octowy) pozwolilo na stwierdzenie, ze L. monocytogenes
przezywa w pH alklicznym, natomiast obnizenie pH i a, powoduje hamowanie
wzrostu bakterii [6]. Jako czynnik obnizajacy pH produktu zastosowano takze delta-
glukono-lakton, ktéry z dodatkiem mleczanu sodu hamowat wzrost Listeria w
chtodzonych gotowanych produktach migsnych [40].

NaCl

L. monocytogenes jest halotolerancyjna. Dodatek soli moze powodowac zmiany
w ci$nieniu osmotycznym poprzez obnizenie a,, ale Listeria jest bardzo oporna na
dziatanie soli — moze przezy¢ przez kilka godzin w 26% roztworze solanki [24].
Natomiast w mielonej wieprzowinie chlorek sodu dodany w niewielkich ilo$ciach
powodowal, ze Listeria przed ogrzewaniem zyskiwata pewna oporno$¢ na dzialanie
temperatury [51].

Azotany(V) i azotany(Ill) sodu lub potasu

Sam azotan(V) sodu jest mato skuteczny w stosunku do L. monocytogenes i
wymaga stosowania go w duzych dawkach, do 800 ppm, by samodzielnie mogt
spetnia¢ role inhibitora tych bakterii. Azotan(IIl) sodu w obecnos$ci innych czynnikéw
wspomagajacych [35] inaktywuje te bakterie w temp. chtodniczej [4].

Fosforan sodu (TSP)

Zwiazek ten hamuje wzrost komoérek L. monocytogenes dziesigciokrotnie
(wotowina) lub stukrotnie (dréb) [13, 42]. Obnizenie temperatury (z 10 do 4°C) w
trakcie zanurzania tusz zwierzat cieptokrwistych w 10% roztworze fosforanu
wspomaga znaczaco inaktywacje Listeria (z 39 do 81%) [11].

Dym wedzarniczy/preparat dymu wedzarniczego

Tradycyjne wedzenie migsa i ryb oraz dodatek dymu wedzarniczego w plynie
maja silny antybakteryjny wptyw na Listeria - do 99,9% inaktywacji bakterii w
produkcie z preparatem dymu, przechowywanym w temp. 4°C [15]. Substancja czynna
dymu jest w tym przypadku izoeugenol lub mieszanina innych stezonych fenoli [43].
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Ekstrakty roslinne /ziotowe/ i ziota w naturalnej postaci

Ekstrakty przypraw 1 roslin, ktére powoduja zahamowanie wzrostu L.
monocytogenes to m.in.: ekstrakty chmielu [28], eugenol [3], destylaty korzenia
chrzanu [48], kwas cynamonowy [26] oraz rozmaryn i gozdziki [38]. Do konserwacji
migs stosuje si¢ giéwnie rozmaryn — kietbasy podrobowe [38], destylaty chrzanu —
rostbef [48], ekstrakty chmielu — migsa o niewielkiej zawartoS$ci tluszczu [28].

Monoglicerydy (monolaurynian)

Zestryfikowane  pochodne  glicerolu maja  dziatanie  bakteriobdjcze.
Monolaurynian, monokaprin, monoglicerydy z orzecha kokosa inhibuja L.
monocytogenes [47] w solankach do wotowiny (o pH 5,01 5,5). Listeria broni si¢ przed
monoglicerydami stosowanymi w skfadzie $rodkéw myjacych tworzac biofilmy na
powierzchniach stalowych urzadzen przetwoérczych [37].

Zwiqzki chelatowe (cytryniany i EDTA)

Zwiazki te samodzielnie nie inhibuja Listeria w przetworach migsnych, ale
wspoéldziataja z innymi substancjami tj. eugenolem i monolaurynianem [3], sola
kuchenna, obnizonym pH i bakteriocynami [39].

Lizozym

Dodatek do farszu kilkunastu procent (w postaci biatka) lizozymu biatka jaja
kurzego powstrzymuje wzrost L. monocytogenes w surowych kietbasach wieprzowych
przez 2 do 3 tygodni [25].

Sorbiniany (kwas sorbowy)

Efekt dziatania antybakteryjnego sorbiniandw w produktach migsnych jest
wspomagany przez niskie pH (5,2) i obnizona temp. (4°C). Przy wigkszych
zawartosciach tluszczu w produkcie wskazane jest stosowanie wyzszej temp.
chtodzenia (10°C), aby zaszta inaktywacja L. monocytogenes [23].

Mleczany

W 1999 roku USDA FSIS (United States Drugs Administration - Food Safety and
Inspection Service) dopuscilo stosowanie 4,8% mleczanu sodu wraz z 0,25%
dwuacetylu sodu do migsnych i drobiowych produktéw spozywczych w celu
zapobiezenia rozwojowi Listeria monocytogenes i Clostridium botulinum [17].
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Zastosowanie naturalnych bakteriocyn produkowanych przez drobnoustroje do
kontroli Listeria monocytogenes w migsie

Bakteriocyny sa to antybakteryjne substancje biatkowe produkowane przez wiele
gatunkéw bakterii. W postaci czystego dodatku mozna je stosowa¢ do specyficznej
stabilizacji jakos$ci mikrobiologicznej zywnosci bez zasadniczych i/lub negatywnych
zmian w smaku i wygladzie zewngtrznym produktu. Mozna tez wprowadza¢ do
produktu migsnego produkujace je mikroorganizmy, jako kultury starterowe [12, 33].
Posréd najbardziej znanych producentéw bakteriocyn znajduja si¢ niewatpliwie
bakterie kwasu mlekowego (LAB), ktére nie tylko produkuja bakteriocyny w
produktach migsnych fermentowanych, ale takze wytwarzaja kwas mlekowy, ktory
poprzez obnizenie pH dodatkowo hamuje wzrost Listeria [10, 21]. Zdolnych do
produkcji bakteriocyn szczepéw LAB, wyizolowanych z naturalnych Zrddet, jest
stosunkowo mato bo tylko 0,06% [3].

Kultury starterowe

W ofercie producentéw kultur starterowych znalazly si¢ ostatnio mieszanki lub
czyste kultury zawierajace Leuconostoc carnosum, ktérego modelowe badania
potwierdzily bardzo wysoka skuteczno$§¢ hamowania wzrostu L. monocytogenes.
Infekowano kietbasy plasterkowane 100 jtk/g Listeria i obserwowano hamowanie jej
wzrostu w temp. 5°C, przy przechowywaniu przez 28 dni [2, 7].

Laktocyna

Laktocyna 705, produkowana przez Lactobacillus casei CRL 705 ma wplyw na
umiarkowana inhibicje L. monocytogenes w mielonej wotowinie [50]. Laktocyna
produkowana przez Leuconostoc carnosum 4010 skutecznie hamuje wzrost L.
monocytogenes w plasterkowanych wyrobach migsnych [2, 7].

Nizyna

Nizyna jest uznawana za substancje GRAS (substancj¢ bezpieczna dla zdrowia
konsumenta) o udowodnionych witasciwosciach antybakteryjnych. Poniewaz optimum
jej dziatania przypada na $§rodowisko kwasne, jest ona mniej skuteczna w stosunku do
L. monocytogenes, bowiem patogen ten mutuje i uodpornia si¢ na dziatanie kwaséw i
nizyny [49]. Natomiast nizyna =zastosowana w kombinacji z dodatkowymi
substancjami antybakteryjnymi lub odpowiednimi technologiami obrébki skutecznie
hamuje Listeria. Zastosowano mieszaning nizyny i pediocyny na powierzchnig
nastgpnie opakowanego migsa — obie substancje hamowaty wzrost Listeria, pozostajac
obojetne w stosunku do opakowania [32]. Réwniez stosowano nizyng¢ w postaci
rozpuszczonej do zanurzania porcji mig¢sa wieprzowego, ktére pakowano w atmosferze
powietrza lub MAP. Tak przygotowane migso przechowywano chtodniczo (5°C). W
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przypadku MAP obserwowano catkowite zahamowanie wzrostu L. monocytogenes,
podczas gdy warunki tlenowe umozliwiaty mutacje i dalszy rozwdj Listeria [16, 34].
Przemywanie roztworem nizyny tuszek indyczych skutkowalo hamowaniem wzrostu
L. monocytogenes w trakcie przechowywania chtodniczego [30].

Pediocyna AcH

Pediocyng mozna zastosowa¢ do przetworéw migsnych ogrzewanych, poniewaz
jest ona cieptooporna. Te¢ ceche pediocyny wykorzystano w stabilizacji
mikrobiologicznej gotowanych tuszek kurczakéw [20]. W migsie surowym pediocyna
stosunkowo tatwo ulega rozktadowi pod wptywem enzymow proteolitycznych migsa i
tylko czgSciowo hamuje wzrost L. monocytogenes — okoto 2 jednostki log w ciagu
pierwszych 24 godz. przechowywania migsa wieprzowego [34]. W celu zabezpieczenia
przed enzymami tej bakteriocyny stosowano kapsutkowanie jej w liposomach,
dodawanie emulsyfikatora oraz wspomaganie jej dzialania innymi czynnikami
konserwujacymi tj. azotanem(Ill) sodu, dwuacetylem, mleczanem sodu [9]. Listeria
moze uodporni¢ si¢ na pediocyng i cecha ta jest przekazywana dziedzicznie nastgpnym
pokoleniom mikroorganizmu patogennego; aby temu zapobiec nalezy wspomagac
dziatanie bakteriocyny dodatkiem soli (np. NaCl) i obnizeniem pH [18].

Reuteryna

Substancja produkowana przez Lactobacillus reuteri o szerokim spektrum
dziatania antybakteryjnego, rozpuszczalna w wodzie, dziala w szerokim zakresie pH,
jest oporna na dziatanie enzyméw lipo- i proteolitycznych, wspdtdziata z kwasem
mlekowym w hamowaniu wzrostu L. monocytogenes, najczeéciej stosowana do
wieprzowiny [13, 14].

Sakacyna

Kilka rodzajéw tej bakteriocyny produkuja mikroorganizmy z gatunku
Lactobacillus sake. Przeciwdzialaja one wzrostowi Listeria zwlaszcza w warunkach
obnizonego pH i dodatku chlorku sodu, co czyni Lactobacillus sake idealnym
sktadnikiem mieszanek kultur starterowych stosowanych do produkcji suchych kietbas
fermentowanych [7, 29].

Podsumowanie

Opracowujac nowe produkty migsne nalezy odpowiednio dobra¢ ich sktad i ilo$¢
substancji, ktére beda stabilizowa¢ jako$¢ mikrobiologiczng wyrobu, tak aby uzy¢ jak
najmniejszych dawek $rodkéw chemicznych, a zarazem nie spowodowa¢ mutacji i
uodpornienia L. monocytogenes na zastosowane dodatki i konserwanty. Odpowiednio
dobrane sktadniki zywno$ci, zawierajace w swym sktadzie naturalne substancje
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hamujace pochodzenia mikrobiologicznego, sa skutecznym inhibitorem Listeria pod
warunkiem, ze nie maja zdolnosci dziatania antybiotycznego w stosunku do organizmu
cztowieka lub jego naturalnej mikroflory jelitowe;.
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METHODS TO INHIBIT AND PREVENT THE GROWTH OF LISTERIA MONOCYTOGENES
IN MEAT PRODUCTS

Summary

Consumers require from food manufacturers that food products are ready-to-eat dishes, easy to
prepare, and showing good quality and proper nutritional value. Throughout the world, more and more
products appear in the form of ready-to-eat dishes. Under the conditions of absolutely sterile
manufacturing processes, the key risk may be attributed to the secondary, post-production food cross-
contamination caused by the manufacturing or trading personnel, or by polluted storage areas. Pathogen
microflora, resistant to inconvenient environmental factors, can be introduced into food. Listeria
monocytogenes is one of such pathogens. In this paper, there were discussed some natural and chemical
additives, as well as some treatment technologies (smoking process) that were most frequently used
during the production of meat and its products. The purpose of these additives and treatment technologies
was to prevent the growth of Listeria monocytogenes, as well to maintain the adequate microbial quality
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of meat products being stored. The natural and effectively selected food components containing inhibitors
of microbial origin are effective inhibitors of Listeria. Additionally, the majority of preservatives

permitted for application in the meat industry, and comprising the effect of synergy, is able to protect food
from L. monocytogenes.

Key words: Listeria monocytogenes, bacteriocins, meat and meat products, preservatives
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GRAZYNA KRASNOWSKA, BEATA SOBKOW, MARZENA DABROWSKA,
MALGORZATA PELC

OKRESLENIE PRZYDATNOSCI WYBRANYCH PREPARATOW
ENZYMATYCZNYCH DO POPRAWY JAKOSCI
MIESA WOLOWEGO

Streszczenie

Jedna z wazniejszych cech jakosci kulinarnego migsa wotowego jest kruchos¢. Ksztaltowana jest ona
przede wszystkim podczas dojrzewania migsa. Ten dlugotrwaly proces, przebiegajacy z udzialem
endogennych enzymOow mozna przyspieszy¢é, poddajac migso dziataniu egzogennych enzymoéw
proteolitycznych. Celem pracy byta préba oceny przydatnosci dwéch preparatéw enzymatycznych (YG i
YO), uzyskanych z hodowli drozdzy Yarrowia lipolytica (szczep PIl6a) do skruszania kulinarnego migsa
wotowego i poréwnanie jego efektywnosci w stosunku do pepsyny. Surowiec do§wiadczalny poddano
hydrolizie enzymatycznej wybranymi preparatami w temp. 4 i 18°C, przez okres 6 i 24 godz., w dwéch
wariantach pH $rodowiska (3,5 i 6,0) Oceng dzialania do$wiadczalnych enzyméw przeprowadzono w
oparciu o stopien degradacji bialek migsa okreslony przyrostem zawartosci wolnych grup aminowych,
hydroksyproliny i azotu w roztworach po hydrolizie oraz na podstawie instrumentalnego pomiaru
krucho$ci migsa. Stwierdzono, Ze najwigksza zdolnoscia proteolityczng w stosunku do biatek migsa
wotowego charakteryzowal si¢ preparat enzymatyczny YO. Optymalna kwasowoscia s$rodowiska
dziatania ocenianych preparatow enzymatycznych okazata si¢ warto$¢ pH 3,5, natomiast temperatura nie
miata istotnego wpltywu na przebieg procesu degradacji biatek. Dowiedziono, ze wydluzenie czasu
trwania procesu skruszania migsa wolowego z 6 do 24 godz. mialo istotny wptyw na polepszenie jego
kruchosci, jednak degradacja biatek przebiegala najintensywniej w pierwszych 6 godz.

Stowa kluczowe: preparaty enzymatyczne, hydroliza enzymatyczna, krucho$¢, migso wotowe.

Wprowadzenie

Jako$¢ zywnosci to pojecie obejmujace wiele sktadowych, ktére dotycza jej
zdrowotnosci, atrakcyjnosci sensorycznej i dyspozycyjnosci. O jakosci migsa decyduja
takie jego cechy, jak: warto$¢ odzywcza, warto§¢ biologiczna, soczysto$¢, kruchosé,
smak czy zapach, przy czym konsument ocenia ja w duzej mierze na podstawie jako$ci
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sensorycznej [6, 8]. W przypadku migsa wotowego bardzo wazna cecha, wptywajaca
na jego oceng, jest kruchos¢. Ksztattowana jest ona poprzez wzajemne oddziatywanie
wielu sktadowych, jak: udziat i jakos$¢ tkanki tacznej, zawarto$¢ tluszczu, struktura
widkien i pgczkéw migsniowych, zmiany enzymatyczne przy dojrzewaniu migsa.
Ponadto wiele czynnikéw przyzyciowych, m.in. wiek, ple¢, zywienie, postgpowanie
przedubojowe istotnie wplywaja na ten wyrdéznik jakos$ci. Wzrost kruchosci jest
gtéwnie wynikiem dezintegracji sktadnikéw witdékna migSniowego w wyniku dziatania
enzymOw wilasnych, a zmiany w tkance lacznej sa niewielkie. Proces ten jest
dtugotrwaty i w przypadku wotowiny zadowalajaca krucho$¢ uzyskuje si¢ po 10-14
dniach [7, 14, 16, 23]. Jedna z metod stosowanych do poprawy krucho$ci sa metody
biologiczne. W celu przyspieszenia endogennej autolizy wzbogaca si¢ naturalny uktad
enzymatyczny migsa preparatami enzymow egzogennych o podobnych witasciwosciach
katalitycznych. Moga to by¢ enzymy pochodzenia roslinnego, drobnoustrojowego badz
zwierzgcego [1, 3, 5, 19, 22]. Pod wplywem dziatania proteaz w migsie zachodzi
czgSciowy rozklad makroczasteczek bialek migsniowych, rozerwanie wigzan
dwusiarczkowych, zwigkszenie reaktywno$ci grup sulfhydrylowych, wodoro-
tlenowych, karboksylowych i aminowych. W trakcie tego procesu w znacznym stopniu
ulegaja hydrolizie biatka sarkoplazmatyczne, a w zaleznosci od specyficznosci
enzymow, czesciowo biatka miofibrylarne i tacznotkankowe. Migso staje si¢ delikatne,
zwigksza sig¢ stopien jego hydratacji oraz wzrasta strawno$¢ biatek, czyli dostgpnosé
dla proteolitycznych enzyméw trawiennych. Dzigki tym procesom wzrasta zawarto$¢
rozpuszczalnych oraz wolnych aminokwaséw i niewielkich peptydéw, co poprawia
smakowito$§¢ migsa. Nastgpuje tez polepszenie kruchosci i skrdcenie czasu jego
dojrzewania [6, 16, 17, 20].

Wzrastajace zapotrzebowanie przemystu spozywczego na preparaty enzy-
matyczne o Scisle okreslonych wtasciwosciach powoduje ogromny rozwdj technik ich
wytwarzania. Ekonomicznie najbardziej uzasadniona jest produkcja tych preparatéw z
wykorzystaniem zrédet mikrobiologicznych [19, 22]. Drobnoustroje cechuje szybkie
rozmnazanie si¢; moga one by¢ hodowane w warunkach przemystowych przy uzyciu
tanich surowcéw odpadowych jako pozywek i dostarcza¢ dowolnych ilosci biomasy o
znacznej zawartosci enzymow. Dodatkowe mozliwosci zwigkszania iloSci enzyméw w
biomasie stanowi adaptacja enzymatyczna i uzycie do produkcji specjalnie dobranych i
wyselekcjonowanych mutantéw odznaczajacych si¢ zdolno$cia produkcji znacznie
wigkszej ilosci enzymdéw. Drobnoustroje wytwarzaja olbrzymia ilo$¢ réznorodnych,
pod wzgledem specyficznosci substratowej, optimum pH i temperatury, enzymow
proteolitycznych. Poza tym mikroorganizmy wytwarzaja tez enzymy niedostgpne z
innych zZrédet. Stwarza to duze mozliwosci zastosowan w wielu procesach
technologicznych i ich modyfikacjach [1, 5, 22].

25/27, 50-375 Wroctaw
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Wykorzystanie drozdzy Yarrowia lipolytica wynika z ich zdolno$ci syntezy
kwasu cytrynowego oraz produkcji lipaz i proteaz znajdujacych zastosowanie w
przemysle chemicznym, kosmetycznym, farmaceutycznym i spozywczym. Drozdze te
produkuja enzymy pozakomdrkowe takie, jak: kwasne proteazy, fosfatazy, RN-azg,
lipazy, esteraz¢ i a-mannozydaze [4, 18, 24].

Preparaty enzymatyczne zastosowane podczas procesu dojrzewania migsa
umozliwiaja znaczne skrécenie czasu trwania osiggania pozadanych cech
sensorycznych. Problemem jest jednak umiejgtne ich stosowanie, przez ktdre rozumie sig¢
zaréwno ilo$¢, czas dziatania, jak i spos6b rozprowadzenia enzymu w migsie [1, 3, 22].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie przydatnosci preparatéw
enzymatycznych pochodzacych z hodowli drozdzy Yarrowia lipolytica (szczepu Pll6a)
do prowadzenia procesu skruszania migsa wotowego.

Material i metody badan

Materiatem do$§wiadczalnym byto migso wolowe (m. semitendinosus). Surowiec
pobrano jednorazowo w ilosci wystarczajacej do zaplanowanych badan i
przechowywano w warunkach zamrazalniczych.

Zrédlem enzyméw proteolitycznych zastosowanych w do$wiadczeniu byty
drozdze Yarrowia lipolytica (szczep Pll6a) pochodzace z kolekcji Katedry
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci Akademii Rolniczej we Wroctawiu.
Hodowle ww. szczepéw prowadzono na podtozach mineralno-organicznych, w
ktérych jako zrédto wegla zastosowano glukoze (G) lub olej stonecznikowy (O).
Preparaty enzymatyczne otrzymano po podczyszczeniu poprzez odwirowanie plynu
pohodowlanego i w dalszej czg$ci pracy oznaczono je odpowiednio YG lub YO. W
otrzymanych preparatach enzymatycznych oznaczano aktywnos$¢ wobec kazeiny i
hemoglobiny. Przyrost produktéw degradacji substratow 0znaczano
spektrofotometrycznie, (przy dlugosci fali 280 nm) po inkubacji w buforze
fosforanowo-cytrynianowym w temp. 35°C przez 30 min [2, 11, 13]. Na podstawie
uzyskanych wynikéw dobrano odpowiednie rozcienczenia stosowanych preparatow w
celu wyréwnania ich aktywnosci.

Proteoliz¢ biatek migsa prowadzono w temp. 4 i 18°C, przy dwéch wybranych
wartos$ciach pH: 3,5 i 6,0 w ciagu 6 i 24 godz. Porcje migsa (ok. 50 g) poddano
dzialaniu preparatu enzymatycznego metoda zalewowa, stosujac mieszaning roztworu
enzymu i buforu Brittona-Robinsona o odpowiednim pH w iloci 20 cm’.
Poréwnawczo przeprowadzono degradacje migsa wotowego pepsyna (P) (firmy
Sigma) przy takich samych parametrach prowadzenia procesu. Ponadto we wszystkich
wariantach doswiadczenia wykonano préby kontrolne, w ktérych surowiec nie byt
poddany hydrolizie enzymatycznej. Po uptywie zalozonego czasu préby
homogenizowano, wirowano przy 10 tys. obr./min w ciagu 10 min i w supernatancie
oznaczano produkty degradacji biatek migsa, tj. zawarto§¢ wolnej hydroksyproliny
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[15], wolnych grup aminowych [10, 21] i biatka [12]. Efekt oddziatywania enzymoéw
na bialka migsa okreslano na podstawie analizy przyrostu ich zawarto$ci w stosunku do
proéb kontrolnych.

Ponadto w surowcu i migsie poddanym skruszaniu enzymatycznemu, po
przeprowadzeniu obrébki cieplnej w temp. 95°C przez 1 godz. w roztworze soli
fizjologicznej, przeprowadzano instrumentalny pomiar krucho$ci migsa, polegajacy na
okre§leniu wartosci sity cigcia prostopadtosciandw o wymiarach 1 x 1 x 5 cm, za
pomoca aparatu Stevens QTS 25.

Uzyskane wyniki, z przeprowadzonych 3 serii dos§wiadczenia (n = 12), poddano
analizie statystycznej, stosujac metod¢ jednoczynnikowej i wieloczynnikowej analizy
wariancji z wykorzystaniem programu Statgraphics.

Wiyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki oznaczen zawarto$ci: biatka, wolnych grup aminowych,
hydroksyproliny oraz pomiaréw kruchosci migsa zamieszczono w tab. 1. (analiza
jednoczynnikowa), natomiast analiz¢ wieloczynnikowa zilustrowano graficznie (rys.
1-4).

Przedstawione dane wskazuja, ze pierwsze 6 godz. hydrolizy doprowadzito do
najintensywniejszego przyrostu wartosci oznaczanych wyréznikéw. Zawartos¢ biatka
w roztworach po hydrolizie migsa ksztaltowata si¢ na poziomie od ~ 6568 pg/g
surowca, przy zastosowaniu preparatu drozdzowego YO w pH = 3,5, do ~ 8633 ng/g
surowca po hydrolizie preparatem YG w pH = 6,0. Wydtuzenie czasu skruszania o
dalsze 18 godz. powodowato nieznaczny przyrost biatka przy czym najczesciej
statystycznie nieistotny. Tylko w przypadku uzycia preparatu YO w pH = 3,5 i temp.
18°C przyrost ilosci biatka rozpuszczalnego byt istotny i osiagnal warto$¢ 8560,96
ug/g surowca. Porownujac efektywno$¢ dzialania ocenianych enzymoéw na biatka
mig$niowe nie zanotowano istotnych réznic, jakkolwiek nieco wyzsze ilosci biatka
oznaczano w przypadku degradacji migsa pepsyna.

Analizujac wptyw pH $rodowiska na przebieg hydrolizy, nalezy zwréci¢ uwage
na zwykle statystycznie nieistotny wptyw tego czynnika na ilo§¢ biatka uwalnianego
do roztworu, chociaz uzycie preparatow drozdzowych (YO i YG) w pH = 6,0 byto
nieco efektywniejsze niz w pH = 3.5, szczegdlnie w krétszym czasie (6 godz.).
Jednokierunkowa analiza wariancji wynikéw nie potwierdzita réwniez wptywu
temperatury na stopien degradacji biatek migsa wotowego, jakkolwiek w wyzszej
temperaturze stwierdzono intensywniejszy przyrost jego zawartosci.

Analiza wariancji przy wielokierunkowej klasyfikacji dowodzi, ze preparat
enzymatyczny YO wykazywal wyzsza efektywno$¢ degradacji bialek surowca niz to
miatlo miejsce po zastosowaniu preparatu YG, ale nizsza od pepsyny (rys. 1).
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Czynnikami istotnie wptywajacymi na zwigkszenie przyrostu uwolnionego biatka byty

pH réwne 6,0 i catodobowy czas prowadzenia hydrolizy migsa wotowego.

Tabela 1

Wyniki oznaczen zawarto$ci: biatka, wolnych grup aminowych, hydroksyproliny oraz sily cigcia po
enzymatycznej degradacji biatka migsa wotowego. Analiza jednoczynnikowa.
Results of determining the contents of protein, free amino groups, hydroxyprolin, and shear force after the
enzymatic degradation of protein from beef. One-way analysis of variance.

Parametry procesu Wolne grupy
Enzym Process parameters Biaiklo aminowe Hydroksyprol.ina Sita cigcia
Enzyme o s Protein Free amine Hydroxyproline | Shear fozrce
pH | o Pl [Lg/g substrate] groups [ng/g substrate] [N/cm?]
[°C] | time [h] [ng/g substrate]
35| 4 6 6930,17 a° 121,66 a 10,98 b 75523 jk
24 7812,43 ab 280,70 b 12,42 be 59300 fgh
35| 18 6 7606,92 a 122,99 a 9,76 b 76029 jk
p 24 8170,18 ab 239,22 b 11,65 be 57457 efg
60| 4 6 7956,43 ab 104,15 a 8,04 a 87641 1
24 8864,65 be 254,74 b 10,84 b 80818 klt
60| 18 6 7993,34 ab 131,10 a 8,40 a 833551t
24 8007,07 ab 236,01 b 9,63 b 76309 jk
35| 4 6 6670,39 a 183,50 b 12,25 ¢ 74396 jk
24 7665,56 ab 227,63 b 15,07d 59299 de
35| 18 6 6568,10 a 221,71 b 13,71 ¢ 65155 hi
YO 24 8556,50 b 24593 b 13,88 ¢ 34042 a
60| 4 6 761435 a 161,89 ab 9,13b 63244 gh
24 7983,34 ab 182,34 ab 9,89b 54786 def
60| 18 6 7813,48 ab 231,02 b 11,84 b 49851 cd
24 8060,96 ab 235,68 b 12,50 be 36602 ab
35| 4 6 6709,18 a 186,26 b 13,72 ¢ 71267 ij
24 7739,49 ab 203,47 b 15,44 d 60512 fgh
35| 18 6 6764,17 a 187,10 b 11,62 b 64661 hi
YG 24 7164,01 a 202,45 b 12,72 ¢ 57234 efg
60| 4 6 7132,10 a 153,36 a 10,93 b 71195 ij
24 7759,70 ab 155,59 a 12,90 ¢ 60212 fgh
60| 18 6 8632,54 b 227,40 b 12,62 ¢ 54190 def
24 8656,93 b 230,51 b 12,73 ¢ 43305 be

" Wartoéci érednie w tej samej kolumnie oznaczone jednakowymi literami oznaczaja brak réznic
statystycznie istotnych przy poziomie ufnosci o < 0,05 (n = 12).
" Means appearing in the same column and designated by identical letters indicate no statistically
significant differences at a trust level of o < 0,05 (n = 12).
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Rys. 1. Zawarto$¢ biatka w roztworach po degradacji enzymatycznej migsa wotowego. Analiza wielo-
czynnikowa.
Fig. 1.  Protein content in the solutions after the enzymatic degradation of beef. Multifactor analysis of

variance.

W przypadku oznaczen wolnych grup aminowych po przeprowadzeniu hydrolizy
enzymatycznej migsa analizowanymi preparatami enzymatycznymi stwierdzi¢ mozna,
ze wydluzenie czasu prowadzenia procesu degradacji wplynglo istotnie na ich
zwigkszenie w roztworze po zastosowaniu pepsyny, a ilo§¢ oznaczonych wolnych grup
aminowych wynosita maksymalnie 280,70 [g/g surowca (tab. 1). Natomiast preparaty
drozdzowe juz po 6 godz. prowadzenia degradacji uwalnialy wigcej grup aminowych.
W tym przypadku wydtuzenie czasu ich dziatania nie powodowato istotnego przyrostu
tego wyréznika. Z danych (tab. 1) wynika, ze pH = 3,5 bylo zwykle efektywniejszym
srodowiskiem prowadzenia procesu niz pH = 6,0 w przypadku obu poréwnywanych
preparatow. Podwyzszenie temperatury, w ktérej prowadzono hydrolizg, powodowato
istotny wzrost intensywno$ci uwalniania grup aminowych, ale stwierdzono go tylko
przy wyzszym pH $Srodowiska w przypadku enzymoéw z Yarrowia lipolytica.

Analiza wieloczynnikowa omawianych oznaczen wskazuje na wplyw czasu
prowadzenia skruszania oraz podkre$la lepsza efektywnos$¢ degradacji biatek migsa
wotowego doswiadczalnymi enzymami YO (rys. 2). Badania przeprowadzone przez
Czajgucka i wsp. [4] wskazaty rowniez na wysoka aktywno$¢ proteaz z Yarrowia
lipolytica w pH = 3,5. Natomiast badania Krasnowskiej [9] dowiodty, Ze zmiana Zrédta
wegla w podtozu hodowlanym miata istotny wpltyw na aktywno$¢ proteolityczna
ocenianych preparatéw drozdzowych. Autorka [9], prowadzac hydrolizg skor
wieprzowych analogicznymi preparatami enzymatycznymi, wykazala réwniez
najintensywniejsza degradacj¢ biatka przy zastosowaniu preparatu YO.
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Rys. 2. Zawarto$§¢ wolnych grup aminowych w roztworach po degradacji enzymatycznej migsa
wotowego. Analiza wieloczynnikowa

Fig.2. Content of free amine groups in the solutions after the enzymatic degradation of beef. Multi-
factor analysis of variance.

Na podstawie oznaczen hydroksyproliny w roztworach po procesie skruszania
wnioskowa¢ mozna, ze preparaty pochodzenia drozdzowego charakteryzowaty sig
wyzsza zdolnoscia kolagenolityczna niz pepsyna (tab. 1). Najwigcej hydroksyproliny
po skruszaniu pepsyna oznaczono w doswiadczeniu prowadzonym w pH = 3,5 przez
24 godz. w temp. 4°C i warto$¢ ta wynosita 12,42 pg Hyp z 1 g surowca.
W analogicznych warunkach procesu prowadzonego z zastosowaniem proteaz
drozdzowych wartos$ci te ksztattowaty si¢ na istotnie wyzszym poziomie i wynosity
15,07 ug Hyp, przy zastosowaniu preparatu YO oraz 15,44 ug Hyp z 1 g surowca, przy
zastosowaniu preparatu YG. Oba preparaty drozdzowe charakteryzowaty si¢ wysoka
aktywnoscia wobec biatek kolagenowych w pH = 3,5. Natomiast nieistotny okazat si¢
wplyw podwyzszenia temperatury prowadzenia procesu, a wydtuzenie czasu hydrolizy
tylko nieznacznie zwigkszato zawarto$¢ tego aminokwasu w roztworze.

Analiza wieloczynnikowa (rys. 3) potwierdzita lepsza efektywno$¢ degradacji
kolagenu migsa preparatami drozdzowymi (najwyzsza w przypadku YG) i istotny
wptyw pH $rodowiska przy braku réznic w degradacji tego biatkka w wyzszej
temperaturze i przy wydluzeniu czasu prowadzenia procesu.

Po przeprowadzonej w do§wiadczeniu hydrolizie enzymatycznej migsa wotowego
dokonano pomiaréw sity cigcia prob po uprzedniej modelowej obrébce termiczne;j.
Analiza wariancji przy jednokierunkowej klasyfikacji wykazala znaczne
zréznicowanie wartoéci tego wyréznika kruchosci, wyrazonej w N/cm?®, ksztattowaty
sig one w przedziale od 34042 N/cm’ (wariant skruszania preparatem YO w pH = 3,5 w
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temp. 18°C przez 24 godz.) do 87641 N/cm® (przy skruszaniu pepsyna w pH = 6,0
w temp. 4°C przez 6 godz.), przy czym nizsze warto$ci sity cigcia dowodza lepszej
kruchosci migsa. Poréwnujac uzyskane wyniki (tab. 1) nalezy stwierdzié, ze
wydiuzenie czasu przetrzymywania migsa w obecno$ci enzymu miato pozytywny
wpltyw na jego krucho$¢. Najlepsze efekty uzyskano prowadzac proces z uzyciem
preparatu drozdzowego YO w temp. 18°C przez 24 godz., gdzie przy obu wariantach
pH sila cigcia byta najmniejsza. Pepsyna natomiast okazata si¢ enzymem najmniej
efektywnym w pH = 6,0, a wydluzenie czasu prowadzenia procesu nie wplyngto
istotnie na poprawe kruchos$ci migsa wotowego (tab. 1), co wynika z faktu, ze optimum
jego dziatania jest w pH = 2,0. Analiza wielokierunkowa wykazata, iz czynnikami
wplywajacymi na zmniejszenie wartosci sity cigcia sa pH = 3,5, temp. 18°C oraz 24-
godzinny czas prowadzenia degradacji bialek (rys. 4). Reasumujac, po analizie
wykonanych oznaczen chemicznych i instrumentalnym pomiarze krucho$ci migsa
poddanego hydrolizie enzymatycznej, nalezy podkresli¢c dobre wtasciwosci
proteolityczne ocenianych preparatéw drozdzowych, w tym szczegdlnie enzymow
preparatu YO. Ponadto godnym uwagi jest fakt, ze poprawa kruchosci migsa
do$wiadczalnymi preparatami bylta wigksza niz miato to miejsce w przypadku
zastosowania pepsyny.
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Rys. 3. Zawarto$¢ hydroksyproliny w roztworach po degradacji enzymatycznej migsa wolowego.
Analiza wieloczynnikowa.

Fig. 3. Hydroxyprolin content in the solutions after the enzymatic degradation of beef. Multifactor
analysis of variance.
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Rys. 4. Krucho$¢ migsa wotowego po degradacji enzymatycznej. Analiza wieloczynnikowa.
Fig. 4. Tenderness of beef after the enzymatic degradation. Multifactor analysis of variance.

Whioski

1.

(1]

(2]

(3]

Aktywno$¢ kolagenolityczna dwoéch badanych preparatéw drozdzowych,
oceniona na podstawie przyrostu wolnej hydroksyproliny w roztworach po
przeprowadzonej degradacji surowca, jest zdecydowanie wyzsza niz pepsyny.
Wydtuzenie czasu skruszania migsa wotowego z 6 do 24 godz. ma istotny wptyw
na degradacje biatek mig$niowych, jednak najintensywniejsza jest w pierwszych 6
godz. prowadzenia procesu.

Najlepszy efekt poprawy kruchos$ci migsa wotowego po hydrolizie enzymatycznej
uzyskano stosujac preparat enzymatyczny z drozdzy Yarrowia lipolytica (szczep
PIl6a) z hodowli, w ktérej zrédlem wegla byt olej (YO).

Pepsyna, w stosunku do ocenianych preparatéw drozdzowych, w mniejszym
stopniu wplywa na poprawg krucho$ci migsa.
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DETERMINATION OF THE USEFULNESS OF SELECTED ENZYMATIC PREPARATIONS
TO IMPROVE THE QUALITY OF BEEF
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Summary

Tenderness of meat is one of the most important features of culinary beef. It is primarily created
during the aging of meat. This long-term process with endogenic enzymes participating in it may be
accelerated using egzogenic proteolytic enzymes. The objective of the present study was to assess the
usefulness of two enzymatic preparations (YG and YO), obtained from a culture of Yarrowia lipolytica
yeasts (strain PII6a) and applied to tenderize beef, as well as to compare their effectiveness with the
effectiveness of pepsin. The experimental material was enzymatically hydrolyzed using some selected
preparations at two temperatures: 4°C and 18°C, for 6 and 24 hours, and at two pH values of the
environment (3.5 and 6.0). The effect of the experimental enzymes was assessed on the basis of the degree
of meat protein degradation. The latter was determined by the increase in the content of free amine
groups, hydroxyproline, and nitrogen contained in post-hydrolysis solutions, as well as on the basis of
measured levels of meat tenderness using special gauges. It was stated that the enzymatic preparation
‘YO’ showed the highest proteolytic activity if compared with the proteins of beef. The pH acidity of the
environment equalling 3.5 was optimal for the activity of the assessed enzymatic preparations; the
temperature did not have any relevant impact on the protein degradation process. It was proved that a
prolonged hydrolysing process, from 6 to 24 hours, had a significant effect on the improvement of meat
tenderness although the degradation was the most intensive during the first 6 hours.

Key words: enzymatic preparations, enzymatic hydrolysis, tenderness, beef
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WPLYW SPOSOBU PAKOWANIA NA JAKOSC
MIKROBIOLOGICZNA PASZTETOW

Streszczenie

Celem badan byta charakterystyka mikroorganizméw wybranych 20 pasztetow migsnych i
drobiowych, pakowanych w rézne opakowania i préba ustalenia wptywu sposobu pakowania na jako$¢
mikrobiologiczng tych produktow.

Oznaczenia wykonane wg PN lub PN-ISO obejmowaly: ogélna liczbg bakterii mezofilnych i
psychrotrofowych, bakterii fermentacji mlekowej, drozdzy i plesni, bakterii z grupy coli i enterokokéw,
obecno$¢ bakterii proteolitycznych, beztlenowcow przetrwalnikujacych oraz bakterii chorobotworczych
z gatunku Bacillus cereus, Staphylococcus aureus i z rodzaju Salmonella. Pasztety w puszkach zawieraly
najmniejsza liczbg mikroorganizméw. W produktach pakowanych w stoiki, puszki i foli¢ PE/PA nie
wykryto bakterii chorobotwérczych. Wszystkie pasztety byty wolne od bakterii z grupy coli, za§ w 35%
prob wykryto obecnos¢ enterokokow. Pakowanie prézniowe pasztetdw sprzyjalo rozwojowi bakterii
fermentacji mlekowej. Wszystkie pasztety byty bezpieczne dla zdrowia konsumentow.

Stowa kluczowe: pasztet, jakos¢ mikrobiologiczna, bezpieczenstwo zdrowotne, opakowanie.

Wprowadzenie

Pasztety nalezace do grupy wyrobdéw garmazeryjnych podrobowych ciesza sig
w Polsce od wielu lat duzym zainteresowaniem konsumentéw. Naleza one do
przetworéw produkowanych z podrobéw, migsa, ttuszczu, uprzednio parzonych,
gotowanych lub duszonych, réznych surowcéw uzupeiniajacych niemigsnych (np.
izolatéw biatka sojowego, blonnika, skrobi) i przypraw. Wszystkie sktadniki musza
by¢ rozdrobnione lub zhomogenizowane, wymieszane, uformowane i poddane
procesowi parzenia badz pieczenia [10, 23]. Niezaleznie od uzytych do produkcji
sktadnikéw, wytworzone wyroby podrobowe powinny spetnia¢ wymagania
odpowiednich norm, dotyczace ich wtasciwosci sensorycznych, sktadu chemicznego, a
takze powinny spetnia¢ okreslone wymagania mikrobiologiczne dotyczace
bezpieczenstwa zdrowotnego (obecno$¢ mikroflory patogennej: Salmonella spp., E.

Dr M. Kordowska-Wiater, mgr inz. B. Lukasiewicz, Katedra Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego
i Przechowalnictwa, Akademia Rolnicza, ul. Skromna 8, 20-950 Lublin
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coli O157:H7, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus i jakosci handlowej [5, 25, 26]).

Niektore etapy produkcji pasztetéw sprzyjaja namnazaniu si¢ mikroflory (np.
rozdrabnianie, kutrowanie, mieszanie farszu), jednak stosowana w koncowym etapie
obrobka termiczna powinna znacznie ograniczy¢ rozwdj wielu grup drobnoustrojow.
Wiadomo, ze stosowana rutynowo w przemys$le migsnym obrébka cieplna nie
zapewnia pelnej jalowosci konserw, a jedynie stan mniej lub bardziej poglebionej
anabiozy [8]. Zwykle koncowe zanieczyszczenia stanowia tylko formy przetrwalne
Bacillus (np. B. subtilis, B. megaterium, B. cereus) i Clostridium (np. Cl. perfringens,
Cl. sporogenes) i ewentualnie cieptooporne enterokoki [2, 8]. Przyczyna niskiej jakosSci
mikrobiologicznej wyrobdw podrobowych moga by¢: stopien rozdrobnienia i liczba
sktadnikéw farszu, stopien zanieczyszczenia poczatkowego farszu, higiena produkc;ji i
warunki przechowywania [5, 9]. Niewystarczajace ogrzanie lub zbyt diugi czas
przetrzymywania  wyrobu przed obrébka termiczna sprzyja = rozwojowi
mikroorganizméw powodujacych zepsucie wedlin podrobowych [1].

Jakos¢ wytworzonego produktu podrobowego w istotnej mierze zalezy réwniez
od sposobu przechowywania oraz zastosowanego opakowania. Problem
zabezpieczenia produktu w czasie transportu i przechowywania nabiera istotnego
znaczenia w miar¢ wydtuzania si¢ drogi wyrobu od producenta do konsumenta. W
praktyce do pakowania pasztetow stosuje si¢ opakowania zaréwno tradycyjne np.
puszki stalowe, stoiki szklane, jak i opakowania nowoczesne np. pojemniki
aluminiowo-polipropylenowe oraz specjalne folie i laminaty stosowane w technice
pakowania prézniowego. Na rynku wciaz mozna naby¢ réwniez pasztety pieczone,
sprzedawane bezposrednio z lad chlodniczych, zwykle pakowane w papier
pergaminowy.

Celem pracy byta charakterystyka mikroflory wybranych pasztetéw migsnych i
drobiowych pakowanych w rézne opakowania i proba ustalenia czy sposob pakowania
determinuje rozwdj okre§lonych grup drobnoustrojéw w produktach.

Material i metody badan

Material do badan stanowito 20 probek dwoéch rodzajow pasztetéw: z migsa i
podrobéw zwierzat rzeznych oraz z drobiu, wyprodukowanych przez krajowe zaktady
przemystu migsnego, ktérych charakterystyke przedstawiono w tab. 1. Pasztety byty
pakowane w puszki, stoiki, opakowania aluminiowo-polipropylenowe, prézniowo w
foli¢ PE/PA oraz w papier pergaminowy przy zakupie bezposrednio z lady chtodnicze;j.
W zalezno$ci od sposobu pakowania producenci deklarowali rézna temperaturg
przechowywania i r6zne okresy przydatnosci do spozycia. Pasztety byty kupowane w
placowkach sprzedazy detalicznej, gléwnie w supermarketach na terenie Lublina i w
dniu zakupu analizowane. Nabywane wyroby pakowane w puszki, stoiki i opakowania
aluminiowo-polipropylenowe byty sktadowane bezposrednio na pétkach sklepowych,
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za$ pasztety pakowane prézniowo oraz pieczone w duzych formach przechowywano w
ladach chtodniczych.

Charakterystyka préb badanych pasztetow.

Profile of paté samples under analysis.

Tabela 1

Deklarowane sktadniki pochodzenia

Poultry meat, skin and offal, fat

Nr préb . . .
' Proby Nazwa produktu migsnego Rodzaj opakowania
No. of .
sample Name of product Meat constituents as declared by the Type of package

P manufacturers
| Pasztet mazowiecki Ttuszcz 1 migso wieprzowe, watroba Puszka
Mazowiecki paté Pork fat and meat, liver Tin
Pasztet mazowiecki Peroby, Fluszcz WICPLZOWY,  TMeso Puszka
2 Mazowiecki Daté wieprzowe i wotowe Tin
p Offal, pork fat, pork and beef meat
3 Pasztet podlaski Migso z kurczat, podroby Puszka
Podlaski paté Poultry meat, offal Tin
Pasztet drobiowy +ECO Migso, skorki i podroby - drobiowe, Puszka
4 +ECO poultry pié | 1USEZ Tin
P yP Poultry meat, poultry skin and offal, fat
Pasztet mazowiecki Migso i watroba wieprzowa Stoik
5 s A :
Mazowiecki paté Pork meat and liver Jar
Pasztet mazowiecki Peroby, t.luszcz WISPRZOWY.  THES0 Stoik
6 Mazowiecki paté wieprzowe i wolowe Jar
p Offal, pork fat, pork and beef meat
7 Pasztet drobiowy Watroba, migso drobiowe Stoik
Poultry paté Liver, poultry meat Jar
Pasztet drobiowy +ECO Migso, skorki i podroby drobiowe, Stoik
s +ECO poultry pié | 1USEZ Jar
p yp Poultry meat, skin and offal, fat
Opakowanie
Pasztet delikatesowy throba ,\x/ie.aprzc?wa, . thuszcz a?uminiowo-
9 Delikatesowy paté wieprzowy, skérki 1 migso wieprzowe polipropylenowe
yp Pork liver, fat, skin and meat Aluminium-
polypropylene package
10 Pasztet mazowiecki Surowiec wieprzowy, podroby, thuszcz Jak wyzej
Mazowiecki paté Pork, offal, fat As above
1 Pasztet podlaski Migso z kurczat, podroby Jak wyzej
Podlaski paté Poultry meat, offal As above
. Migso, skorki i droby drobiowe, ..
Pasztet drobiowy +ECO 1@s0,  SkOria 1 podroby - drobiowe Jak wyzej
12 o ttuszcz
+ECO poultry paté As above
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c.d. Tab. 1
Pasztet wiejski Migso z gléw wieprzowych, watroba, . L.

13 porcjowarjly tlufzcz : ’ ’ : Folia PE/P.A ~ prozhia

Wiejski paté Meat from pigs’ heads, liver, fat PE/PA foil - vacuum
14 Pasztet wieprzowy Migso wieprzowe Jak wyzej
Pork paté Pork As above
Pasztet drobiowy Miqso drob.iowe, watroba,  skorki Jak wyzej
15 Poultry paté i ttuszcz drobiowy As above

Poultry meat, skin and offal, fat
16 Pasztet drobiowy +ECO | Migso drobiowe, podroby Jak wyzej
+ECO poultry paté Poultry meat, offal As above
Bez trwatego
17 Pasztet migsny Migso wieprzowe, podroby opakowania
Meat paté Pork meat, offal Without durable

package
18 Pasztet Lukowski Migso i tluszcz wieprzowy, podroby Jak wyzej
Lukowski paté Pork meat and fat, offal As above
19 Pasztet drobiowy Migso, podroby drobiowe Jak wyzej
Poultry paté Poultry meat and offal As above
20 Pasztet drobiowy +ECO | Migso drobiowe, podroby Jak wyzej
+ECO poultry paté Poultry meat and offal As above

Opakowania pasztetow sterylnie otwierano, po czym pobierano probki z réznych
miejsc, odwazano sterylnie 10 g, homogenizowano z 90 cm’ rozcienczalnika
zawierajacego pepton i NaCl, uzyskujac w ten sposéb rozcienczenia wyjsciowe.
Nastepnie sporzadzano kolejne rozcienczenia wg PN-A-82055-3:1994 [16].

Analiza mikrobiologiczna obejmowala okreslenie wystgpowania zaréwno
mikroflory chorobotwoérczej, jak i saprofitycznej. Oznaczenia wykonywano w 2
powtdrzeniach, po czym wyliczano $rednia arytmetyczna. Analizy obejmowaty:

— o0g0lna liczbg bakterii mezofilnych tlenowych i psychrotrofowych na agarze

odzywczym wg PN-A-82055-6:1994 [17];

obecno$¢ bakterii proteolitycznych na bulionie odzywczym zestalonym Zelatyna
spozywcza wg PN-A-82055-14:1997 [12];

liczbe drozdzy i plesni na podiozu z chloramfenikolem wg PN-A-82055-16:1994
[14];

liczbg bakterii kwasu mlekowego na podtozu MRS wg PN-A-82055-17:1997
[15];

obecno$¢ bakterii beztlenowych przetrwalnikujacych w podiozu Wilsona-Blaira
wg PN-A-82055-12:1997 [11];

najbardziej prawdopodobna liczbe bakterii z grupy coli w podiozu z laktoza,
z0kcia i zielenig brylantowa wg PN-ISO 4831 11:1998 [20];

obecnos$¢ enterokokéw w pozywcee z azydkiem sodowym i fioletem krystalicznym
wg PN-A-82055-7:1997 [18];
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—  obecnos¢ i liczbe bakterii Bacillus cereus na agarze odzywczym z emulsja z6itka
jaja + testy potwierdzajace wg PN-A-82055-15:1999 [13];

—  obecno$¢ i liczbe Staphylococcus aureus na podtozu Baird-Parkera z tellurynem
potasu i emulsja zottka jaja + testy potwierdzajace wg PN-A-82055-9:1994 [19];

—  obecno$¢ bakterii z rodzaju Salmonella, stosujac nieselektywne namnazanie w
wodzie peptonowej zbuforowanej, namnazanie selektywne w pozywce
Rappaporta-Vasiliadisa oraz wzrost na podiozach selektywnych z czerwienia
fenolowa i zielenia brylantowa (BGA) oraz z siarczanem bizmutowym wg PN-
ISO 6579:1998 [21].

Wiyniki i dyskusja

Wg rozporzadzenia Ministra Zdrowia [22] w wyrobach garmazeryjnych
i potrawach kulinarnych gotowych (migsnych lub niemigsnych, podrobowych)
pateczki Salmonella nie powinny by¢ obecne w 25 g, Staphylococcus aureus jest
dopuszczalny do liczby 5-107 jtk-g™, paleczki z grupy coli powinny byé nieobecne
w 0,001 g, beztlenowe laseczki przetrwalnikujace nieobecne w 0,1 g, obecnos¢ plesni
dopuszcza sig do liczby 2 x10? jtk-g”, a drozdzy maksymalnie do 10 jtk-g™".

Sposréd  bakterii  chorobotwérczych w dwéch prébach pasztetéw migsnych,
z ktérych jeden byt pakowany w pojemnik aluminiowo-polipropylenowy, a drugi
kupowany bezposrednio z lady chlodniczej i przewozony do badan w papierze
pergaminowym, stwierdzono obecnos$¢ laseczek Bacillus cereus. Wiadomo, ze
obecnos$¢ B. cereus mozna traktowac jako niebezpieczna dla konsumenta dopiero po
przekroczeniu liczby 10° jtk-g” produktu, gdyz za dawke infekcyjna uwaza sig liczbe
10°-10® zywych komérek lub spor w 1 g, zas przy syndromie biegunkowym szacuje
sig, ze objawy sa widoczne przy catkowitej dawce infekcyjnej 10°~10" komérek [3].
Natomiast zanieczyszczenie ta laseczka analizowanych pasztetéw siggato 10'-10°
jtk-g”, co nie stanowito zagrozenia dla bezpieczenstwa zdrowotnego konsumenta.

Obecnos¢ gronkowca ztocistego odnotowano réwniez w dwoéch prébach (co
stanowi 10%): w pasztecie migsnym i drobiowym kupowanym z lady chlodniczej, co
daje podstawy do stwierdzenia, ze drobnoustréj ten moégt pochodzi¢ z rak oséb
obstugujacych stoiska z wyrobami migsnymi. W analizowanych prébach nie
stwierdzono obecnosci pateczek Salmonella, a takze przetrwalnikujacych laseczek
beztlenowych redukujacych siarczany. Nieobecno$¢ pateczek Salmonella w pasztetach,
chociaz jest to drobnoustréj popularny w migsie i drobiu, moze wytlumaczy¢
stosowana skuteczna obrdébka termiczna produktéw. Tyburcy [25] podaje za Viwegnis
1 wsp., ktérzy w Belgii badali r6zne produkty migsne, w tym pasztety, ze stwierdzono
obecno$¢ gronkowca ztocistego w 2% probek, za$ pateczki Salmonella w 1 na 249
przebadanych proéb.

Sposréd bakterii uwazanych za wskazniki jako$ci higienicznej, w probach nie
stwierdzono obecnosci bakterii z grupy coli, wrazliwych na wysoka temperaturg
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obrobki. Natomiast stwierdzono wystgpowanie cieploopornych enterokokéw w liczbie
okoto 10" jtk-g” (log z liczby komérek zawierat si¢ pomiedzy 0,96 a 1,63) w 7 prébach
(35% ogdétu préb): w 3 pasztetach migsnych (dwa byly pakowane prézniowo w folig
PE/PA (log = 0,96 1 1,32), a jeden byl kupowany z lady chlodniczej (log = 1,17)) oraz
w 4 pasztetach drobiowych (w 1 pakowanym prézniowo (log = 1,63), 1 w puszce (log
= 1,36), 1 w stoiku (log = 1,04) i 1 kupowanym z lady chtodniczej i pakowanym
w papier pergaminowy (1,63)). Obecno$¢ enterokokéw i ich zdolno$¢ do wzrostu
w stosunkowo  niskiej  temperaturze moze powodowa¢ psucie  konserw
pasteryzowanych, a nawet prowadzi¢ do zatru¢ pokarmowych [8]. Fernandez-Lopez i
wsp. [3], podczas badan pasztetow zawierajacych migso wieprzowe i watrobe strusia,
pakowanych prézniowo i przechowywanych w warunkach +4°C, nie stwierdzili
obecno$ci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, co potwierdza spostrzezenia
prezentowanych badan.

Przebadano obecno$¢ i liczbe bakterii mezofilnych, psychrotroféw, bakterii
mlekowych 1 proteolitycznych, ktére nie sa objete wymaganiami rozporzadzenia Ministra
Zdrowia i1 nie stanowia zagrozenia dla bezpieczenstwa zdrowotnego. Przyjmuje si¢ za
dopuszczalne zanieczyszczenie drobnoustrojami saprofitycznymi rzedu 10° jtk-g”,
powyzej ktérego moga by¢ widoczne objawy zepsucia produktu. W badanych prébach
pasztetow Dbakterie nie osiagnelty tego krytycznego poziomu. W tej grupie
drobnoustrojéw nie stwierdzono obecnosci mikroflory proteolitycznej. W swoich
badaniach nad jakoscia i trwatos$cia pasztetéw drobiowych pakowanych prézniowo,
Swiderski i wsp. [24] nie zaobserwowali bakterii proteolitycznych w produktach
Swiezych, jednak w trakcie 14-dniowego przechowywania wyrobéw w warunkach
czgéciowej prézni, w chtodni, liczba bakterii proteolitycznych osiagneta poziom 5-10°
jtk-g!, za§ w warunkach wysokiej prézni rozwoju bakterii nie stwierdzono.

W wigkszoéci préb znajdowaly si¢ bakterie kwasu mlekowego w zakresie od
10" jtk-g” do 10° jtk-g" (rys. 1), z czego 3 na 4 pasztety w puszkach byly wolne od
tych drobnoustrojéw, natomiast zdecydowanie najwigksze ich ilosci wykryto w
pasztetach pakowanych prézniowo z uwagi na zdolno$¢ tych bakterii do zycia i
namnazania si¢ w warunkach beztlenowych. Stosunkowo licznie drobnoustroje te
wystgpowaly w pasztetach sprzedawanych bez opakowan. Obecno$¢ bakterii
mlekowych, zwtaszcza w opakowaniach prézniowych potwierdzaja obserwacje
Leszczynskiej-Fik 1 Fika [7], dotyczace chlodniczego przechowywania pakowanej
prézniowo mielonki wieprzowej, gdzie obserwowano namnazanie si¢ bakterii
mlekowych w temp. +2°C do poziomu 10’ jtk-g”! po 15 dniach przechowywania, a po
21 dniach do poziomu 10’ jtk-g’ z wyjsciowego zanieczyszczenia wedliny rzedu
10%jtk-g”, a w temp. +8°C po 3 tygodniach ich liczba siegata poziomu 10" jtk-g™.
Réwniez w badaniach Swiderskiego i wsp. [24] zaobserwowano rozwdj beztlenowcéw
nieprzetrwalnikujacych, do ktérych zaliczaja si¢ bakterie mlekowe, w pasztetach
pakowanych prézniowo, a zwlaszcza w $rodowisku prézni wysokiej. W badaniach
Fernandeza-Lopeza i wsp. [3] bakterie mlekowe byly takze obecne przez caty okres
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przechowywania pasztetow wieprzowo-strusich, pakowanych prézniowo i ich liczba
osiagneta warto$¢ ok. 5,5 log z jtk'g" po 28 dniach przechowywania. Obecno$é
bakterii tego rodzaju moze wywota¢ niepozadane zmiany sensoryczne np. smak i
zapach kwasny, gryzacy, jetki, serowaty oraz $luzowacenie. Paleczki Lactobacillus
spp. tworzace nadtlenki powoduja powstawanie jasnych lub kremowych obszaréw w
wyrobie wedliniarskim [1]. Wg Anonima [1] problem obecnosci i rozwoju bakterii
fermentacji mlekowej w r6znych wedlinach pakowanych prézniowo wynika z niskiego
poziomu higieny podczas pakowania.
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Rys. 1. Liczba bakterii mlekowych w prébach pasztetow.
Fig. 1. Lactic acid bacteria count in the paté samples.

Bakterie mezofilne byty obecne w 19 prébach badanych pasztetéw. Generalnie
pasztety migsne i drobiowe w puszkach i stoikach zawieraty najmniej liczne populacje
mezofili (log z jtk-g’ = 1-2), za$ najwiecej bylo ich w pasztetach pakowanych
prézniowo (log z jtk-g" = 2,85-3,58) (rys. 2). Petczynska i Szkucik [9] w badaniach
mikroflory kiszki pasztetowej odnotowali stopiefi zanieczyszczenia drobnoustrojami
mezofilnymi na poziomie 10” jtk-g”' (log z jtk-g™" = 2,37) bezposrednio po produkcji i
az 10" jtk-g"' (log z jtk-g”" = 4,40) w kielbasie pasztetowej znajdujacej si¢ w obrocie,
za$ Swiderski i wsp. [24] w pasztetach pakowanych prézniowo zaobserwowali wzrost
tej grupy bakterii w trakcie przechowywania nawet do ok. 2-10° jtk-g™', a w pasztecie
drobiowym pakowanym w folig spozywcza liczba mezofili siegata powyzej 5-10° po 7
dniach i ok. 2,6-10° jtk-g”' po 14 dniach chtodniczego przechowywania. W pasztetach
badanych przez Fernandeza-Lopeza i wsp. [3] liczba poczatkowa mezofili wynosita ok.
1 log i sukcesywnie rosta w trakcie przechowywania do ok. 2,5 log z jtk-g” po 28
dniach. W badanych prébach zdecydowanie mniej oznaczono psychrotroféw — na ogét
log z jtk-g" zawierat si¢ miedzy 1 a 3 (rys. 3), lecz tendencje byly podobne jak w
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przypadku mezofili — przewaga w pasztetach pakowanych prézniowo, za§ na ogét
nieobecno$§¢ w pasztetach w puszkach bez wzgledu na rodzaj uzytego surowca
migsnego. Kreyenschmidt i wsp. [6] w badaniach modelowych nad drobnoustrojem
dominujacym w grupie psychrotroféw (Pseudomonas), stwierdzili, ze poziom 10° jtk-g"
" tych bakterii wywoluje objawy zepsucia sensorycznego, wiec poziom bakterii
zanotowany w tej pracy nie budzil wigkszych zastrzezen z punktu widzenia jakosci
sensorycznej produktow.
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Rys. 2. Ogodlna liczba bakterii mezofilnych w prébach pasztetow.
Fig. 2. Total count of mesophilic bacteria in the paté samples.

Drozdze, ktérych obecno$¢ moze by¢ przyczyna powstawania bialego nalotu na
powierzchni oraz zmian smakowo-zapachowych [26], stwierdzono w 4 probach: w 2
pasztetach migsnych (1 pakowany w pojemnik aluminiowo-polipropylenowy i 1
prézniowo w foli¢ PE/PA) i 2 drobiowych (1 pakowany w stoik i 1 w folig PE/PA),
natomiast wzrostu plesni nie odnotowano w zadnej z préb. Swiderski i wsp. [23]
w swoich badaniach zaobserwowali réwniez niewielki wzrost drozdzy w pasztecie
drobiowym pakowanym i przechowywanym w prézni.
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. Ogodlna liczba bakterii psychrotrofowych w prébach pasztetéw.
Total count of psychrotrophic bacteria in the paté samples.

Whioski

1.

Pasztety pakowane w puszki charakteryzowaty si¢ najmniejsza liczba mikro-
organizméow.

W pasztetach pakowanych w puszki, stoiki oraz foli¢ PE/PA nie wykryto
drobnoustrojéw chorobotwdérczych.

W pasztetach pakowanych w pojemniki aluminiowo-polipropylenowe oraz w
papier pergaminowy bezposrednio po zakupie z lady chtodniczej sporadycznie
oznaczono bakterie chorobotwoércze z gatunku B. cereus 1 S. aureus w liczbie
niezagrazajacej zdrowiu konsumentow.

Prézniowy sposéb pakowania w foli¢ PE/PA stwarza dogodne warunki do
rozwoju bakterii kwasu mlekowego.

Obecno$¢ enterokokéow — cieptoopornych bakterii wskaznikowych jakosci
higienicznej — §wiadczy szczegdlnie o nieprawidlowo prowadzonych procesach
obrobki termicznej produktow.

Nie stwierdzono istotnej réznicy w jako$ci mikrobiologicznej pasztetéw migsnych
i drobiowych bez wzgledu na rodzaj opakowania.

Wszystkie badane pasztety byly bezpieczne dla zdrowia konsumentéw.
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IMPACT OF PACKAGING METHODS ON THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF PATES
Summary

The first objective of this study was to characterize microorganisms present in 20 selected paté types
manufactured of red and poultry meat, and packed in different packaging, and the second was an effort to
determine the impact of packaging methods on the microbiological quality of products under analysis. The
analyses were performed according to the rules as pointed out in the Polish Specifications or in the Polish
standard PN-ISO. The analyses performed included the determination of total counts of the following
species: mesophilic and psychrotrophic bacteria, lactic acid bacteria, yeasts and moulds, coliforms and
enterococci, as well as the occurrence detection of proteolytic bacteria, spore-forming anaerobes, and
pathogens such as Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Salmonella sp. The counts of
microorganisms were the lowest in patés packed in tins. No pathogens were detected in products packed
in jars, tins, and PE/PA foil. All patés were free from coliforms, but enterococci were present in 35% of
all the samples. Vacuum packages in PE/PA foil stimulated the growth of lactic acid bacteria. All the
patés examined were safe for consumers to use and showed no health risk.

N7

Key words: paté, microbiological quality, health safety, package
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OZNACZANIE ZAWARTOSCI TLUSZCZU I WODY
W MAJONEZACH METODA SPEKTROSKOPII W PODCZERWIENI
Z TRANSFORMACJA FOURIERA

Streszczenie

Celem pracy byto wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR) do
iloSciowego oznaczania thuszczu i wody w majonezach. Zweryfikowano réwniez poprawno$¢ osiagnig-
tych metoda FTIR wynikéw oznaczen poprzez odniesienie ich do odpowiednich wartosci uzyskanych
metodami odwotawczymi. Materiat do badan stanowily majonezy niskotluszczowe, stolowe
i wysokotluszczowe. Oznaczen spektrometrycznych dokonywano rejestrujac widma probek majonezow
w l—propanolu. Widma rejestrowano stosujac technike catkowitego wewngtrznego odbicia (ATR), przy
wykorzystaniu przystawki z okienkiem pomiarowym z selenku cynku (ZnSe) lub krysztalu KRS. Na
podstawie otrzymanych widm, w czg$ci odpowiadajacej drganiom charakterystycznym dla grupy estrowe;j
acylogliceroli oraz grupy hydroksylowej wody, obliczano powierzchnie pod pasmami przy czg¢sto$ciach
1748 cm™ 1 1650 cm™. Nastepnie z krzywych kalibracji roztwordw wzorcowych przeliczano powierzchnie
na zawarto$¢ odpowiednich sktadnikéw majonezu.

Wyniki oznaczen zawarto$ci thuszczu i wody metoda FTIR sa liniowo skorelowane z wynikami
otrzymanymi metodami odwotawczymi. Najlepsza zgodno$¢ wynikéw oznaczen zawarto$ci thuszczu
uzyskano w grupie majonezéw wysokottuszczowych.

Stowa kluczowe: FTIR, ATR, majonez, oznaczanie ttuszczu, oznaczanie wody.

Wprowadzenie

Tradycyjny majonez jest mieszanina zottka jaja, octu, oleju i przypraw (przede
wszystkim musztardy). Najczesciej stosowanymi olejami do produkcji majonezow sa:
rzepakowy, sezamowy, stonecznikowy, bawekiany, sojowy, kukurydziany. Zawarto$¢
oleju wplywa na konsystencj¢ majonezow, ktora determinuje zastosowanie tego rodza-
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ju wyrobow spozywczych. Majonezy do salat maja konsystencj¢ ptynna, natomiast
przeznaczone do dekoracji potraw powinny by¢ poistate [9, 11]. Typowy majonez
zawiera 70—80% ttuszczu i mimo wysokiej zawartosci thuszczu w stosunku do wody,
jest on emulsja typu olej w wodzie. Majonez, sklasyfikowany jako trwata emulsja,
zostaje wytworzony, gdy przytozona sita $cinania powoduje rozproszenie fazy olejo-
wej w postaci kropelek w fazie wodnej. Amfifilowy charakter emulgatora (np. lecyty-
ny z z6lttka jaja) sprzyja utrzymaniu pozadanej stabilno$ci emulsji. Wtasciwa jakos¢
majonezow jest warunkowana odpowiednia obrobka sktadnikow fazy wodnej i thusz-
czowej w warunkach specyficznych proceséw $cinania [3].

Stale rosnace wymagania konsumentow i zalecenia dietetykdéw sprawiaja, ze na
rynku dostgpna jest szeroka gama majonezow, zroznicowanych pod wzgledem zawar-
tosci tluszczu. Zastosowanie szybkiej, niezawodnej metody ilosciowego oznaczania
zawartosci thuszczu i wody w tego typu produktach jest kluczowe w kontroli jakosci.
Wystepuja bowiem znaczne trudnosci w oznaczeniach thuszczu i wody w stabilnych
emulsjach spozywczych, utworzonych dzigki wlasciwej kombinacji sit $cinania
w polaczeniu z efektem dzialania emulgatora [2]. Badania wykonywane przez zespot
z Uniwersytetu McGill w Kanadzie [13, 14] dowodza, ze metoda spektroskopii w pod-
czerwieni z zastosowaniem transformacji Fouriera jest alternatywa dla wielu chemicz-
nych metod analizy zywno$ci. Zawartos¢ tluszczu i wody w majonezach moze by¢
monitorowana za pomoca spektrometrii FTIR/ATR [7]. Celem takich badan jest przede
wszystkim wykluczenie niekorzystnych zmian w produkcie, jak np. rozpad emulsji, ale
takze umozliwienie producentowi szybkiej ingerencji w proces produkcji w trakcie
jego przebiegu [13]. Metoda FTIR/ATR umozliwia postugiwanie si¢ probkami produk-
tow zywno$ciowych majacymi posta¢ ciat stalych, cieczy czy past, dajac przy tym
powtarzalne wyniki [8]. Do wykonania doktadnego oznaczenia zaleca si¢ dobor odpo-
wiedniego rozpuszczalnika, w ktorym rozpuszczeniu ulegaja triacyloglicerole oraz
woda [7]. To zatozenie spelnia 1—propanol, ktory stosowany jest przy oznaczeniach w
majonezach, masle orzechowym, itp. Dokonywane sa pomiary absorpcji promieniowa-
nia IR przez wigzania estrowe przy czestosci ~1748 cm™ oraz wiazania H-OH przy
~1650 cm™, po tym jak odjete zostanie pasmo pochodzace od rozpuszczalnika. Na
podstawie krzywych kalibracji odczytuje si¢ dane ilosciowe dotyczace tluszczu i wody
w emulsji. Kalibracja polega na okresleniu absorbancji mieszanin o znanej zawartosci
thuszczu 1 wody na podstawie wysokos$ci lub powierzchni pasm, przy charakterystycz-
nych czgstosciach. Mieszaniny takie sa sporzadzane z czystych skladnikow, zmiesza-
nych w réznych proporcjach w 1-propanolu badz poprzez dodanie do rozpuszczalnika
znanej ilosci produktu o wezesniej sprawdzonej (metodami odwotawczymi) zawartosci
oznaczanych skladnikéw. Analiza probki masta, margaryny czy majonezu trwa 5-7
min, przy czym rzeczywisty czas pracy aparatu to zaledwie 30 s [16]. Ze wzgledu na
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prosta procedure przygotowywania mieszanin standardowych metoda FTIR/ATR od-

nosi si¢ do kontrolowania zawartos$ci thuszczu 1 wody takze w emulsjach typu w/o [13].
W technikach spektroskopowych, mimo Ze ciagle jeszcze mato powszechnych w

kontroli jako$ci thuszczow, tkwi niewatpliwie duzy potencjal, czyniacy z nich funkcjo-

nalne, wygodne narzedzia w badaniach lipidow [17]. Spektroskopia w podczerwieni
moze by¢ stosowana zardwno do okreslania wtasciwosci chemicznych thuszczow (licz-
by: jodowa, zmydlania, kwasowa, nadtlenkowa), jak i do $ledzenia postgpujacych
zmian chemicznych, np. podczas utwardzania lub autooksydacji [7, 15]. Spektroskopia
FTIR dostarcza bowiem informacji o grupach funkcyjnych zwiazkdéw powstajacych w
procesie utleniania, poniewaz kazdy z nich daje charakterystyczne sygnaly w podczer-
wieni [4]. Metoda FTIR/ATR jest stosowana takze do wykrywania zafalszowan thusz-
czoéw. Tego typu badania dotycza np. monitorowania autentycznosci oliwy z oliwek
typu virgin [12]. Rejestrowane sa widma czystej oliwy z oliwek i probek z dodatkiem
roznych ilosci oleju stonecznikowego. Na podstawie uzyskanych wynikéw opracowa-
no metodyke wykrywania obecnos$ci i okres§lania zawartosci tego typu zafalszowan.

Wykorzystujac technike ATR mozna oznacza¢ rowniez zawarto§¢ wolnych kwasow

thuszczowych. Dokladno$¢ wynikéw oznaczen poréwnywalna jest z odwotawcza me-

toda miareczkowa zamieszczona w zbiorze oficjalnych metod analitycznych AOAC

[5].

Niniejsza praca miata na celu:

1.  Wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni, z zastosowaniem transformacji
Fouriera, do ilosciowego oznaczania zawartosci ttuszczu i wody w rdznego typu
majonezach.

2. Zweryfikowanie poprawnos$ci osiagnigtych, za pomoca metody FTIR, wynikow
oznaczen poprzez odniesienie ich do odpowiednich wartos$ci uzyskanych meto-
dami odwolawczymi.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily majonezy o roéznej zawartosci thuszczu, tzn. nisko-
thuszczowe, stotowe oraz wysokotluszczowe, dostepne na polskim rynku, producentow
polskich, jak i zagranicznych. Wszystkie produkty stanowiace materiat do§wiadczalny
kupowano w jednym ze stotecznych supermarketow.

W badanych majonezach oznaczano zawartos¢ thuszczu metodami: Mojonniera,
Soxhleta, FTIR oraz zawarto$¢ wody wg Polskiej Normy [10] i metoda FTIR.

Oznaczanie zawartosci ttuszczu metodq Mojonniera

Procedurg zaczerpnigto ze zbioru Association of Official Analytical Chemists, Of-
ficial Methods of Analysis [1]. Metode Mojonniera klasyfikuje si¢ do ekstrakcyjno —
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wagowych, periodycznych. Probke majonezu traktowano NH4OH w celu zobojetnienia
kwasow, nastepnie dodawano fenoloftaleing, aby wyrazniej zaobserwowac granice
podziatu migdzy fazami eterowa i wodna. Tluszcz ekstrahowano mieszaning eterow
naftowego 1 dietylowego (1:1, v/v) ze znanej odwazki majonezu (ok. 5 g). Ekstrakcje
wykonywano trzykrotnie. Ekstrakt eterowy dekantowano do zwazonej kolby, a nastep-
nie mieszaning eterow odparowywano. Wyodrgbniony thuszcz suszono do statej masy.
Rownolegle wykonywano probe kontrolna, gdzie zamiast probki majonezu dozowano
wodg 1 powtarzano przedstawiong procedurg. Oznaczenia wykonywano w dwoch po-
wtorzeniach. Wyniki oznaczen wyrazano w procentach wagowych.

Oznaczanie zawartosci tluszczu metodq Soxhleta

Zawartos¢ thuszczu metoda Soxhleta oznaczano wg Polskiej Normy [10].

Oznaczanie zawartosci tluszczu i wody metodqg FTIR

Widma w podczerwieni rejestrowano przy uzyciu aparatu FTIR, firmy Perkin
Elmer System 2000. Widma prébek majonezéw handlowych w 1—propanolu rejestro-
wano, stosujac technike catkowitego wewnetrznego odbicia (ATR), przy wykorzysta-
niu przystawki z okienkiem pomiarowym z selenku cynku (ZnSe) lub krysztatu KRS.
Wykonywano rowniez widma roztwordw wzorcowych, sporzadzonych na bazie roz-
nych ilo$ci oleju rzepakowego i wody w 10 g 1—propanolu.

Spektrometr FTIR byt sterowany komputerowo przy uzyciu programu GRAMS
RESEARCH 2000. Oprogramowanie to umozliwito graficzno-matematyczna obrobke
zarejestrowanych widm. Wykresy funkcjonalnej zalezno$ci intensywnosci promienio-
wania od czestotliwoéci rejestrowano w zakresie czestosci 1950—1550 cm™ ($rednia
podczerwien) w skali absorbancji, stosujac rozdzielczo$é 4 cm™. Kazde widmo skano-
wano 40 razy. Po odjgciu widma czystego 1—propanolu, obliczano powierzchnie pod
pasmami wystepujacymi przy czestosciach 1748 cm™ i 1650 cm™. Pasmo przy czgsto-
$ci 1748 cm™ jest zwiazane z rozciaganiem wiazania atoméw C=0 nalezacych do gru-
py estrowej acylogliceroli. Pasmo 1650 cm™ jest zwiazane z drganiami O—H czasteczki
wody [6]. Kazde widmo rejestrowano 3—4 razy, otrzymujac powierzchnie pod pasma-
mi nierdzniace si¢ o wigcej niz 1-2%.

Na podstawie widm roztworow wzorcowych wykreslano krzywe kalibracji,
przedstawiajace zaleznosci zawartosci thuszczu (rys. 1) i wody (rys. 2) w funkcji po-
wierzchni pasm zarejestrowanych przy danych czgstosciach drgan. Rownania krzy-
wych kalibracji oraz powierzchnie pasm charakterystycznych dla roztworéow badanych
majonezow w 1—propanolu, wykorzystywano do oznaczen zawartosci thuszczu i wody
w analizowanych produktach. Nazwy badanych majonezéw zaszyfrowano pod odpo-
wiednimi symbolami (tab. 1 i 2).
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Oznaczanie zawartosci wody metodq suszenia

Zawartos¢ wody oznaczano wg Polskiej Normy [10].

Zawarto$¢ ttuszczu [%]

Rys. 1.

Fig. 1.

Rys. 2.

Fig. 2.
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Powierzchnia pod pasmem
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Krzywa kalibracji — zawarto$¢ thuszczu w funkeji powierzchni pasm uzyskanych metoda FTIR
(czgstos¢ drgan ~1748 em™).
Standard curve for the percentage of fat (at frequency ~1748 cm'l).

100

90 4 y=2,02x + 9,95
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704

*
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Zawarto$¢ wody [%]

Percentage of water

0 T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Powierzchnia pod pasmem
Surface under band
Krzywa kalibracji — zawarto§¢ wody w funkcji powierzchni pasm uzyskanych metoda FTIR
(czestosé drgan ~1650 cm™).
Calibration curve — water content (per cent) as a function of surfaces of bands obtained using
FTIR (at a vibration frequency ~1650 cm™).
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Wiyniki i dyskusja

Na rys. 3. przedstawiono przyktadowe zarejestrowane widma majonezow stolo-
wych. W widmach badanych majonezéw nie zawsze uzyskiwano symetryczne pasma
obecne dokladnie przy czestosciach 1748 cm™ i 1650 cm™. Najbardziej symetryczne
byly pasma majonezoéw wysokotluszczowych. Wyrazne, lecz nieco przesunigte na skali
czestosci, byly pasma majonezow stotowych. Na widmach majonezow niskottuszczo-
wych zaobserwowano, bez przeprowadzenia obrobki matematycznej, jedynie pasmo
odpowiadajace czestosci 1650 cm™ . Prawidtowos$é t¢ moze powodowaé wigksza rézno-
rodno§¢ sktadu majonezéw niskotluszczowych istolowych, w porownaniu
z tradycyjna receptura produktow wysokottuszczowych. Zastosowane oprogramowanie
komputerowe (GRAMS Research 2000) oraz zdolno$¢ rozdzielcza aparatu byly przy-
czyna przedstawionych powyzej problemow analitycznych. Pomimo tego okre$lono
ilosciowo zawarto$¢ tluszczu w produktach niskotluszczowych i stotowych, dzigki
roztozeniu niesymetrycznych pasm na 5 pasm sktadowych (rys. 4). Powierzchni pasm
charakterystycznych, pochodzacych od thuszczu i wody, poszukiwano przy zadanych
czgstosciach drgan. Procedurg t¢ wykonywano w identyczny sposob w przypadku
widm roztworéw wzorcowych. Mozna bylo oczekiwaé, ze wyniki oznaczen thuszczu
w produktach o zredukowanej zawartosci tego sktadnika, ze wzgledu na utrudniona
procedureg obliczania powierzchni pod pasmem charakterystycznym dla drgan atomow
grupy estrowej, beda odbiegaty od osiagnigtych metodami odwotawczymi.

Absorbancja
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?
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o
1

0,2-]
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Rys. 3. Widma FTIR majonezoéw stolowych w 1—propanolu.
Fig. 3.  The FTIR spectra of regular mayonnaise samples in 1—propanol.



102 Eliza Gruczynska, Emilia Faszcza, Piotr Koczon, Bolestaw Kowalski

Wyniki oznaczen zawarto$ci tluszczu w majonezach w odniesieniu do warto$ci
deklarowanych przez producenta zamieszczono w tab. 1. Warto$ci oznaczone metoda
Soxhleta stanowia $rednia arytmetyczna wynikow dwoch rownoleglych oznaczen,
nierdznigcych si¢ migdzy soba wigcej niz o 0,2%. Rdéznice pomigdzy wynikami dwoch
rownoleglych oznaczen metoda Mojonniera byly nie wigksze niz 0,03%. Metodami
uznawanymi za odwotawcze (Soxhleta, Mojonniera) osiagnigto wyniki ksztattujace si¢
na podobnych poziomach, wyzszych jednak od wartosci uzyskanych metoda FTIR.
Najwigksze roznice (ok. 6%) zanotowano w grupie majonezow niskotluszczowych.
Podobng tendencjg¢ zaobserwowano takze w majonezach stolowych. Otrzymane ro6zni-
ce sa jednak mniejsze i ksztattuja si¢ na poziomie ok. 4%. Wyjatkiem jest majonez
o symbolu 2.2, w przypadku ktorego metoda FTIR otrzymano wynik o ok. 6% nizszy
od wartosci uzyskanych metodami odwotawczymi. Zadeklarowana przez producenta
zawartos¢ thuszczu (51%) kwalifikuje wymieniony majonez do grupy stotowych, jed-
nak jest to warto$¢ zblizona do gornej granicy okreslonej w Polskiej Normie [10] dla
majonezow niskotluszczowych. Fakt ten moze stanowi¢ prawdopodobne wytlumacze-
nie zanotowanego odstgpstwa. W majonezach wysokotluszczowych wyniki oznaczen
zawartosci tluszczu ksztattowaty si¢ na podobnym poziomie. Zawartos¢ tluszczu
w majonezach ma zatem wptyw na zgodno$¢ wynikdéw oznaczen pomig¢dzy metodami
ekstrakcyjnymi a metoda instrumentalng. Im wigksza byta zawarto$¢ thuszczu w anali-
zowanych produktach, tym rezultaty osiagnigte metoda FTIR byly blizsze uzyskanym
metodami Soxhleta i Mojonniera.
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0,34
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Wavenumber [cm"]

Rys. 4. Rozktad widma FTIR majonezu stotowego (2.3) w 1—propanolu na pasma sktadowe.
Fig. 4. FTIR spectrum distribution of a regular mayonnaise sample (2.3) in 1—propanol into component
bands.
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Wyniki oznaczen zawarto$ci wody zamieszczono w tab. 2. Wartosci otrzymane
metoda suszenia stanowia $rednia arytmetyczng wynikow dwoch réwnoleglych ozna-
czen, ktore nie roznily si¢ migdzy soba wigcej niz o 0,5%. Stosujac metode FTIR
otrzymano wyzsze wyniki (o ok. 1,2—8,3%) w poréwnaniu z metoda standardowa (su-
szenie). Obecno$¢ jondw oraz zwiazkow polarnych ogranicza ruchliwosé czasteczek
wody, utrudniajac jej parowanie. Prawdopodobnie dlatego wyniki oznaczen zawartosci
wody otrzymywane metoda suszenia probki sa zanizone. Najmniejsze roznice wyni-
kéw oznaczen zanotowano w grupie majonezow niskottuszczowych (ok. 1,2-5,5%).

Chippie i wsp. uzyskali znacznie wigksza zgodno$¢ wynikow oznaczen thuszczu i
wody, zar6wno w grupie majonezow niskottuszczowych i stotowych, jak i w majone-
zach wysokotluszczowych [2]. Badania van de Voorta i wsp. [14, 16] potwierdzaja
wysoka zgodno$¢ pomiedzy wynikami oznaczen thuszczu metoda Mojonniera i metoda
FTIR, w grupie produktéw wysokotluszczowych. Wyniki oznaczen wody metoda
FTIR réwniez nie rdznity si¢ znaczaco od otrzymanych metoda standardowa.

Tabela 2
Zawarto$¢ wody w badanych majonezach.
Water content in mayonnaises under investigation.
Zawarto$¢ wody [%] Roéznica migdzy
Water content [%] metoda FTIR
. , Symbol a metoda standardowa
Grupa majonezow o
The group produktu Oznaczona przez Oznaczona [ o]
of mavonnaises Symbol of suszenie metoda FTIR The difference
4 the product Determined by Determined by between FTIR
drying FTIR method and standard methods
[%]
1.1 48,6 50,4 1,8
Niskothuszczowe 1.2 43,2 48,5 5,3
Low fat 1.3 42,7 482 5,5
1.4 44,6 45,8 1,2
2.1 26,0 29,7 3,7
Stolowe 2.2 40,7 47,7 7,0
Regular 23 22,4 28,0 5.6
2.4 38,8 40,5 1,7
3.1 12,8 20,6 7.8
Wysokotluszczowe 32 11,2 19,5 8,3
High fat 3.3 14,3 21,1 6,8
3.4 16,0 22,0 6,0
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Istnieja liniowe zaleznosci pomigdzy wynikami oznaczen thuszczu i wody meto-
dami odwotawczymi oraz metoda FTIR. Wyniki oznaczen tluszczu metoda FTIR w
wigkszosci badanych majonezoéw sa nizsze od wartosci otrzymanych metodami eks-
trakcyjnymi (rys. 5 i 6). Wzgledne roznice wynikow oznaczen ksztaltuja si¢ na pozio-
mie ok. 10%, jednak w przedziale 40-80% zawartosci ttuszczu uzyskano zalezno$ci
liniowe o bardzo wysokich wspodtczynnikach korelacji. Wyznaczone zaleznos$ci po-
twierdzaja sformulowane wczesniej stwierdzenia o najwigkszej zgodnosci wynikow
oznaczen tluszczu w grupie majonezow wysokottuszczowych. Zawartos¢ wody ozna-
czona metoda standardowa byla o ok. 12% mniejsza w poréwnaniu z metoda FTIR
(rys. 7). W zakresie 10-50% zawartosci wody otrzymano zalezno$¢ liniowa o wysokim
wspotczynniku korelacji (r = 0,98).

90

y=0,91x+9,25
80 r =099 *
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Zawarto$¢ thuszczu [%] — metoda Soxhleta
Percentage of fat — Soxhlet method
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Zawarto$¢ tluszczu [%] — metoda FTIR
Fat content (per cent rate) — FTIR method

Rys. 5. Zalezno$¢ pomigdzy wynikami zawartosci ttuszczu oznaczonymi metodami: Soxhleta i FTIR.
Fig. 5. The relationship between the results of the percentage of fat determined by Soxhlet and FTIR
methods.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze metoda FTIR jest znacznie szybsza, bardziej
ekonomiczna w porownaniu ze standardowymi metodami oznaczania ttuszczu i wody
w majonezach. Pomimo réznic ilosSciowych oznaczanych sktadnikéw, wystepuja li-
niowe zalezno$ci pomi¢dzy wynikami oznaczen tluszczu i wody metodami standardo-
wymi i metoda FTIR, o wysokich wspolczynnikach korelacji. Podjety temat badawczy
wymaga kontynuacji, wyniki wykonanych badan wskazuja jednak na potencjalne moz-
liwosci wykorzystania metody FTIR do rutynowych analiz majonezow. W literaturze
krajowej nie podjeto tematyki zastosowania metody FTIR w badaniach majonezow. W
literaturze obcojezycznej wskazuje si¢ jednak na duzy potencjat metody FTIR w tego
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Rys. 6.
Fig. 6.

Zawarto$¢ wody [%] — metoda standardowa

Rys. 7.
Fig. 7.

Zawarto$¢ thuszczu [%] — metoda Mojonniera
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Zalezno$¢ pomigdzy wynikami zawartosci thuszczu oznaczonymi metodami: Mojonniera i FTIR.
The relationship between the results of the percentage of fat determined by Mojonnier and FTIR
methods.
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Zalezno$¢ pomigdzy wynikami zawartosci wody oznaczonymi metodami: standardowa i FTIR.
The relationship between the results of the water content (per cent rate) determined by standard
and FTIR methods.
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typu badaniach, jak réwniez w analizach innych produktow spozywczych. Szerokie
zastosowanie analityczne FTIR do badania produktow spozywczych, w tym rowniez
emulsji thuszczowych, polega na wykorzystaniu metody ATR, ktéra w prosty powta-
rzalny sposob umozliwia postugiwanie si¢ probkami w postaci ciat statych, cieczy i
past. Ograniczeniem powszechnego stosowania tej metody jest jednak wysoki koszt
spektroskopow IR oraz programéw komputerowych, nicodzownych do analiz otrzy-
mywanych widm.

Whioski

1. Stwierdzono wystgpowanie liniowych zalezno$ci pomigdzy wynikami oznaczen
thuszczu 1 wody metodami odwolawczymi oraz metoda FTIR, charakteryzujace
si¢ bardzo wysokimi wspotczynnikami korelacji.

2. Zanotowano wplyw zawarto$ci tluszczu w majonezach na zgodnos$¢ wynikow
oznaczen pomigdzy metodami Soxhleta i Mojonniera a metoda instrumentalng.
Stosujac metode FTIR uzyskano nizsze wyniki w poréwnaniu z metodami eks-
trakcyjnymi. Im wigksza byla zawartos¢ thuszczu w analizowanych produktach,
tym rezultaty osiagnigte metoda FTIR byty blizsze uzyskanym metodami ekstrak-
cyjnymi.

3. Zawarto$¢ wody oznaczona metoda FTIR przyjmuje wartosci wyzsze od otrzy-
manych metoda standardowa. Prawdopodobnym wytlumaczeniem zanizonych
wynikow zawarto$ci wody, uzyskanych metoda suszenia probki, jest obecnosé
jonow oraz zwiazkoéw polarnych, ktére ograniczaja ruchliwos$¢ czasteczek wody
utrudniajac jej parowanie.
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DETERMINATION OF FAT AND WATER CONTENTS IN MAYONNAISE
BY FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY

Summary

The objective of this research was to apply Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) for quan-
titative determinations of fat and water in mayonnaise. The results of FTIR method were compared with
those obtained by reference standard methods in order to verify whether or not they are correct. Low fat,
regular and high fat mayonnaise varieties constituted the research material. Spectra of mayonnaise sam-
ples in 1—propanol were recorded using a total reflectance (ATR) technique. A FTIR spectrometer in-
volved in this method was equipped with a horizontal zinc selenide (ZnSe) ATR sampling accessory or
KRS crystal. On the basis of the spectra obtained, surfaces under two distinct bands: at 1748 cm™ and
1650 cm™ were calculated. The sections of spectra taken for the calculations corresponded to the vibra-
tions characteristic for the ester group of acylglycerols and the hydroxyl group of water, respectively.
Next, using the calibration curves of the standard solutions, those surfaces were converted into contents of
relevant mayonnaise components.

The determination results of the percentage rate of fat and water using a FTIR method are linearly cor-
related with those obtained by the reference standard methods. The group of high fat mayonnaises showed
the best compatibility of their fat content levels as determined for the purpose of this study.

The best agreement in experimental measurements of the fat contents has been received for high fat
mayonnaise.

Key words: FTIR, ATR, mayonnaise, determining the fat content, determining of water content.
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DOROTA MARTYSIAK-ZUROWSKA, ANDRZEJ STOLYHWO

SZKODLIWE DLA ZDROWIA IZOMERY TRIENOWYCH KWASOW
TLUSZCZOWYCH W MLEKU POCZATKOWYM I NASTEPNYM
DO ZYWIENIA NIEMOWLAT

Streszczenie

Kwasy tluszczowe zawierajace uktad trzech sprzgzonych wiagzan podwdjnych TCFA (trienoic
conjugated fatty acids) sa produktami oksydacji lipidow szkodliwymi dla zdrowia niemowlat i jako takie
moga stanowi¢ znacznik stopnia zaawansowania utlenienia ttuszczu mleka poczatkowego (infant formulae
IF) i nastgpnego (follow-on formulae FF). Zbadano zawarto§¢ TCFA w tluszczu wolnym i w ttuszczu
zwiazanym IF i FF. Liczbowo zawarto§¢ TCFA wyrazono umownie jako parametr K [%] begdacy
stosunkiem absorbancji uktadu trzech sprzgzonych wiazan podwdjnych kwaséow thuszczowych
(analityczna dilugos¢ fali 268 nm) do absorbancji charakterystycznej dla grup karbonylowych
triacylogliceroli (218 nm). Prébke odniesienia stanowit tlhuszcz dojrzatego mleka ludzkiego. Parametr K
ttuszczu mleka ludzkiego wynosit maksymalnie 0,60 £0,03% (N=9), podczas gdy rozpigtos¢ K ttuszczu
badanych IF i FF zawierala si¢ w granicach: minimalnie 4,49 +0,27%, maksymalnie 12,40 +0,73% w
zalezno$ci od producenta IF i FF (5 réznych producentéw, tacznie 17 produktéw). Rozbieznos$ci w
zaawansowaniu stopnia utlenienia lipidow maja zwiazek z jako$cig i ilo$cia dodawanych olejow
roslinnych oraz z zastosowana technologia produkcji IF i FF. Majac na uwadze szkodliwo$¢ dla zdrowia
produktéw oksydacji lipidéw, zwtaszcza dla niemowlat i matych dzieci, zasugerowano wprowadzenie
limitu parametru K tluszczu IF i FF na maksymalnie 6%. Sposréd 17 badanych produktéw 22% spetniato
te wymagania.

Stowa Kkluczowe: mleko ludzkie, mleko poczatkowe, mleko nastgpne, oksydacja lipidéw, trienowe
wiazania sprz¢zone, chromatografia cieczowa.

Wprowadzenie

Mileko poczatkowe (infant formulae IF) i nastgpne (follow-on formulae FF) dla
niemowlat produkowane jest najczg$ciej na bazie mleka krowiego. Sktad ttuszczu
mleka krowiego rézni si¢ znaczaco od ttuszczu mleka ludzkiego. Réznice te dotycza
gtéwnie udzialu niezbednych nienasyconych kwasow tluszczowych (NNKT), proporcji

Mgr inz. D. Martysiak-Zurowska Zaktad Analizy i Oceny Jakosci Zywnosci, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Gdanska ul. Narutowicza 11/12, 80-952 Gdansk, prof. dr hab. A. Stotyhwo Wydziat Nauk
o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji SGGW ul. Nowoursynowska 159 ¢ 02-776 Warszawa
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kwaséw ttuszczowych (KT) nasyconych, monoenowych i polienowych; zawartosci i

sktadu tokoferoli oraz struktury stereospecyficznej triacylogliceroli [13, 14, 15, 24, 29].
Dla rozwijajacego si¢ organizmu dziecka szczegdlnie wazne sa dtugotancuchowe

wielonienasycone kwasy tluszczowe (LC PUFA). Kwasy te stanowia gtéwny budulec

tkanek uktadu nerwowego i mézgu dziecka [2, 10]. W ciagu pierwszych dwéch lat
moézg dziecka praktycznie podwaja swoja masg, z okoto 600 g u niemowlecia do okoto

1100 g u 2-letniego dziecka. Blisko 60% suchej masy mézgu stanowia sktadniki

lipidowe, zwtaszcza fosfolipidy zawierajace znaczne ilosci LC PUFA [9, 25]. Stad

zwigkszone zapotrzebowanie organizmu dziecka na prekursory tj. kwas linolowy

C18:2 n-6 (LA) i kwas linolenowy C18:3 n-3 (ALA), ktére nastepnie sa w organizmie

dziecka metabolizowane do LC PUFA odpowiednio rodzin n-3 i n-6 [5, 10, 14].

Przy produkcji IF i FF niedostatek wielonienasyconych KT w mleku krowim
uzupelniany jest przez dodatek olejow ro$linnych np. kukurydzianego i
stonecznikowego bogatych w kwas linolowy LA oraz oleju sojowego i rzepakowego
zawierajacych oprécz LA kwas linolenowy ALA [23, 24]. Dodatek olejéw w stosunku
do koncowej zawartosci tluszczu w IF i FF wynosi od 40 do 100%, w zaleznosci od
producenta i stosowanej przez niego technologii. Modyfikowane mleko w proszku
przeznaczone dla dzieci zawiera w 100 g od 21 do 27,7 g tluszczu, w tym od 1,4 do
5,1g kwasu linolowego C18:2 (n-6) (tj. od 300 do 1200 mg /100 kcal mleka gotowego
do spozycia) a w IF minimalnie 0,24 g kwasu linolenowego C18:3 (n-3) (50 mg
/100 kcal mleka gotowego do spozycia) [6, 7, 23]. Tak wigc IF i FF sa to produkty
wysokotluszczowe, zawierajace wielonienasycone KT podatne na utlenienie lipidow.

Thuszcz mleka w proszku w 95% wystepuje w postaci kuleczek tluszczowych
z otoczkami biatkowymi lub fosfolipidowo-biatkowymi. Czg$¢ tluszczu wystepuje
jako tluszcz wolny, tj. dajacy si¢ wyekstrahowa¢ bezposrednio hydrofobowym
rozpuszczalnikiem organicznym, np. heksanem [20, 29]. W modyfikowanym mleku
dla niemowlat zawarto$¢ ttuszczu wolnego wynosi do 2-3% [29].

W procesie technologicznym produkcji IF i FF wystepuje kilka punktéw
krytycznych, w ktérych dodane do mleka oleje zawierajace wielonienasycone KT w
sposdb szczegdlny narazone sa na utlenienie. Naleza do nich:

—  homogenizacja prowadzona dwustopniowo, z dostgpem powietrza, w temp. ok.
70°C;

— suszenie rozpylowe ujednoliconego substratu, przebiegajace w strumieniu
goracego powietrza. Temp. powietrza wlotowego wynosi 180 = 10°C,
wylotowego 75 + 5°C. W koncowej fazie suszenia proszek mleczny osiaga temp.
powietrza wylotowego, tj. 70-80°C.

—  poprawiajaca rozpuszczalno$¢ i zwilzalno§¢ aglomeracja wysokottuszczowego
proszku mlecznego, w trakcie ktérej proszek nawilzany jest wilgotnym
powietrzem, para wodna lub rozpylona w powietrzu woda do 8-15% jej
zawartosci, aby czastki uleglty zlepieniu w wigksze, porowate aglomeraty;
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—  dosuszanie proszku mlecznego po aglomeracji. Temp. powietrza wylotowego

w trakcie dosuszania wynosi ok. 55°C.

—  pakowanie gotowego IF i FF w opakowania zbiorcze w atmosferze powietrza;
—  dilugotrwate przechowywanie gotowego produktu, bez usunig¢cia powietrza

z wngtrza porowatych czastek proszku mlecznego [20, 29].

Majac na uwadze powyzsze punkty krytyczne istnieje racjonalne zagrozenie
oksydacji lipidéow w modyfikowanym mleku w proszku przeznaczonym dla niemowlat.
Podczas utlenienia tworza si¢ wolne rodniki, nadtlenki, wodoronadtlenki a w nast¢pne;j
kolejnosci liczne aldehydy, ketony, zwiazki karboksylowe, kwasy ttuszczowe
z uktadem sprz¢zonych wiazan podwdéjnych i potréjnych, zwiazki hydroksy-
epoksydowe, estry, alkohole, dimery i polimery [4, 5, 11, 12, 16, 30].

Jedna z grup produktéw utleniania lipidow stanowia kwasy tluszczowe
zawierajace uklad trzech sprzgzonych wiazah podwdjnych (trienoic conjugated fatty
acids TCFA). Kazdy powstaly TCFA moze by¢ jednocze$nie izomerem potozenia, jak
i konfiguracji geometrycznej. Mozliwo$¢ wystgpowania tak réznorodnych izomeréw
TCFA ma wpltyw na powinowactwo do nich enzyméw ustrojowych. I tak niektére
z tych izomeréw moga zajmowacé miejsce ALA w szlaku metabolicznym i stanowi¢
substrat do desaturacji i wydtuzenia tancucha we¢glowego. Prowadzi to do powstania
wielu nietypowych LC PUFA, o zupetnie odmiennych wiasciwosciach w stosunku do
LC PUFA naturalnych. Wbudowanie w biony komdrkowe nietypowych LC PUFA
drastycznie zmienia ich wtasciwosci i funkcjonowanie, co ma zasadnicze znaczenie dla
rozwoju uktadu nerwowego dziecka [1, 17, 30].

TCFA sa silnymi inhibitorami biosyntezy prostaglandyn [18]. U szczuréw
przyswajane z dieta KT zawierajace sprz¢zone uktady wigzan podwdjnych powoduja
powstawanie morfologicznych zmian w  watrobie [28]. Izomery trans
wielonienasyconych KT zmieniaja wtasciwos$ci fizjologiczne ptytek krwi i redukuja
ich agregacje [1].

Naturalnie TCFA wykryte zostaly w nasionach nagietka, pestkach owocu granatu,
w oleju z nasion chinskiego drzewa tungowego i surmii zwyczajnej [27]. W olejach
ro$linnych uwazanych powszechnie za oleje spozywcze TCFA naturalnie nie wystepuja.

Pewne ilosci KT zawierajacych uktad dwéch i trzech sprzezonych wiazan
podwdéjnych powstaja w olejach roslinnych w trakcie ich rafinacji, gléwnie na etapie
bielenia i odwaniania oleju [26]. Norma PN-A-86908:2000 [22] dotyczaca olejow
roSlinnych rafinowanych, ktére moga stanowi¢ substrat do produkcji mleka
poczatkowego 1 nastgpnego nie definiuje poziomu zawartosci TCFA. Jedynym
ograniczeniem w tym wzgledzie jest dopuszczalna zawartos¢ izomerdw trans KT do
2% (m/m), bez rozréznienia liczby wiazan podwojnych.

Wymagania w stosunku do IF i FF, zawarte w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia
[23] i Dyrektywie UE [6, 7], nie limituja obecnosci ani poziomu wystgpowania
jakiejkolwiek substancji bgdacej produktem oksydacji lipidéw i nie wyczerpuja



SZKODLIWE DLA ZDROWIA IZOMERY TRIENOWYCH KWASOW TEUSZCZOWYCH W MLEKU... 111

kontroli jakosci zdrowotnej produktu. Tym samym, niemowlgta sa potencjalnie
narazone na dziatanie szkodliwych dla zdrowia produktéw oksydacji lipidéw, ktére z
powodu niedoskonatej technologii moga by¢ w IF i FF obecne.

Niniejsza praca ma na celu okre§lenie obecno$ci i poziomu wystgpowania w
dostgpnych handlowo IF i FF dla niemowlat szkodliwych dla zdrowia kwaséw
tluszczowych zawierajacych trzy sprzezone wiazania podwodjne TCFA oraz
zaproponowanie limitu zawartosci tych izomeréw KT w modyfikowanym mleku
przeznaczonym dla niemowlat i matych dzieci.

Material i metody badan

Sposréd kilkunastu dostgpnych na polskim rynku rodzajéw mleka poczatkowego
1 nastgpnego dla niemowlat do badan wybrano te najcze¢Sciej kupowane. Pochodzace
od 5 r6znych producentéw IF i FF oznaczono literami od A do E. Laczna liczba prébek
wyniosta 17. Wszystkie IF i FF badano w okresie ich przydatnosci do spozycia,
niezwlocznie po otwarciu opakowania. Probke odniesienia stanowito dojrzate mleko
ludzkie uzyskane od 9 kobiet. Mleko ludzkie natychmiast po pobraniu zamrazano
(-22°C). Izolacjg ttuszczu prowadzono nie pézniej niz 24 godz. po pobraniu mleka.

Thtuszcz wolny ekstrahowano z proszku mlecznego i mleka kobiecego mieszanina
n-heksan: chlorek metylenu 7:3 (v:v) [21]. Ekstrakcje tluszczu zwiazanego
(zemulgowanego) przeprowadzono metoda Roese’go-Gottlieba [19].

Separacje triacylogliceroli TAG, w formie 2% roztworu ttuszczu wydzielonego
z IF 1 FF oraz z mleka ludzkiego w n-heksanie, prowadzono technika HPLC [3, 26],
zuzyciem chromatografu cieczowego HP 1050 z matryca fotodiodowa (DAD),
stosujac  fazg¢ ruchoma n-heksan:propanol-2:acetonitryl — 18:24:58  (v:viv).
Chromatogramy zapisywano jednoczesnie w dwéch kanatach — 268 nm oraz 218 nm,
wykorzystujac program Chem Station. Szeroko$¢ wiazki w obu przypadkach wynosita
5 nm. Wypetnienie kolumny: ODS-C;g, 250 x 4,6 mm, wielko$¢ ziaren 5 pm.
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min.

Ze wzgledu na znaczna réznorodno$¢ izomeréw TCFA, ktére moga powstac
w wyniku proceséw technologicznych stosowanych przy produkcji IF i FF ich izolacja,
analiza i identyfikacja jest stosunkowo trudna. Z tego wzgledu za najkorzystniejsza
uznano metodg bezposredniego oznaczania zawartosci TCFA w thuszczu.

Nasycone i nienasycone kwasy tluszczowe wystgpujace w olejach roslinnych
1 thuszczach zwierzgcych oraz natywne triacyloglicerole nie absorbuja promieniowania
UV powyzej 220 nm. Natomiast niektére produkty oksydacji lipidéw wykazuja
maksimum absorbancji przy dtugosci fali powyzej tej wartosci, np. wodoronadtlenki —
240 nm, aldehydy — 235-240 nm, uklad dwoch sprzgzonych wiazan podwdjnych
w tancuchu weglowodorowym — 233 nm. Réwniez uktad trzech sprzg¢zonych wigzan
podwdjnych wykazuje silng absorbancje¢ w zakresie UV z maksimum absorbancji przy
256 nm, 268 nm (analityczna dlugo$¢ fali) i 283 nm (rys. 1). W niniejszej pracy
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wlasnie t¢ cechg izomeréw TCFA wykorzystano do ich bezposredniego oznaczenia
w badanych prébkach lipidow.

W celu scharakteryzowania zawartosci TCFA w tluszczu mleka poczatkowego
i nastgpnego w niniejszej pracy zastosowano pomiar instrumentalny. Istota pomiaru
polega na okresleniu stosunku sumy absorbancji triacylogliceroli zawartych w prébce
przy 268 nm do absorbancji przy 218 nm [8].
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Rys. 1. Widmo UV kwasu oktadekatrienowego C18:3 all cis-9,11,13 (z uktadem trzech sprz¢zonych
wiazan podwéjnych).

Fig. 1. UV spectrum of oktadecatrienoic acid C18:3 all c¢is-9,11,13 (with trienoic conjugated double
bonds).
Wiyniki i dyskusja

Kwasy ttuszczowe KT zawierajace uktad dwoch i trzech sprzgzonych wiazan
podwdjnych stanowia jedne z pierwszych wtérnych produktéw autooksydacji lipidow
[4]. Zawarto$¢ w tluszczu TCFA moze stanowi¢ znacznik (marker) stopnia
zaawansowania oksydacji lipidow bogatych w wielonienasycone KT w IF i FF.

Przyktadowe chromatogramy TAG zarejestrowane przy dtugosci fali §wiatta 268 i
218 nm przedstawiono na rys. 2. Uzyta przy detekcji waska wiazka spektralna (5 nm)
umozliwia selektywny wybér tylko takich TAG rozdzielonych technika HPLC, ktére
absorbuja w okreslonym obszarze widma. Natomiast na podstawie chromatograméw
zarejestrowanych przy A=218 nm okreslono sktad TAG prébek tluszczu mleka (rys.
2a).
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Fig. 2.

Chromatogramy HPLC-DAD TAG ttuszczu mleka poczatkowego dla niemowlat (A.IF).
A HPLC-DAD chromatograms of TAG of fat in infant formulae (A.IF).

Objasnienia: / Explanatory notes:

Symbole

zapisany przy dlugosdci fali 218 nm i szeroko$ci wiazki spektralnej 5 nm; wiazka odniesienia
550 nm, szeroko$¢ wiazki 10 nm / UV detection at 218 nm, bandwidth (BW) 5 nm; reference
wavelenght at 550 nm, BW 10 nm.

zapisany przy dtugosci fali 268 nm i szerokosci wiazki spektralnej 5 nm; wiazka odniesienia
550 nm , szeroko$¢ wiazki 10 nm / UV detection at 268 nm, BW 5 nm; reference wavelenght at
550 nm, BW 10 nm.

kwasow tluszczowych: L — kwas linolowy, Ln — kwas linolenowy, O — kwas oleinowy, P —
palmitynowy, S — stearynowy, M — mirystynowy, Lr — laurynowy. Kolejnos¢ liter nie oznacza
kolejnosci rozmieszczenia KT w poszczegdlnych pozycjach sn-1, sn-2 i sn-3 glicerolu. /
Symbols of fatty acids: L — linoleic acid, Ln — linolenic acid, O — oleic acid, P — palmitic acid, S
— stearic acid, M - myristic acid, Lr — lauric acid. The letter sequence does not represent
stereospecific distribution of fatty acids in position sn-1, sn-2 and sn-3 of glicerols.

Liczbowo stosunek absorbancji wyrazano w procentach jako parametr K

stanowiacy stosunek sumy pol powierzchni pikéw TAG zarejestrowanych przy 268 nm
do sumy p6l powierzchni pikéw TAG zarejestrowanych przy 218 nm (1).

K

_ suma pol powierzchni pikow TAG zarejestrowanych przy 268 nm

ey

-100, [%]

suma pol powierzchni pikéw TAG zarejestrowanych przy 218 nm
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Rys. 3. Wartos$ci parametru K tluszczu mleka poczatkowego IF, nastgpnego FF i tluszczu mleka
ludzkiego (P = 95%, Ax = 5,87%).

Fig.3. ‘K’ parameter values of fats in infant formulae IF, follow-on formulae FF, and of the human
milk fat (P = 95%, Ax = 5,87%).

Pomimo wystgpowania w mleku kobiecym naturalnych, fizjologicznych
procesow oksydacji lipidéw pod wptywem m.in. cyklooksygenazy i lipooksygenazy, w
badanych prébkach tluszczu mleka ludzkiego stwierdzono tylko $ladowa obecnos$é
TCFA. W przypadku mleka ludzkiego $rednia warto$¢ K ttuszczu wolnego wynosita
0,29% (zakres: od <0,05% do 1,40%), ttuszczu zwiazanego 0,09% (zakres: od <0,05%
do 0,59%), podczas gdy ttuszczu IF i FF od 4,43% (ttuszcz zwiazany, B.IF) do 13,59%
(ttuszcz wolny, A.IF), w zalezno$ci od producenta (rys. 3)

Na podstawie przeprowadzonego testu t-Studenta obliczono, ze warto$ci
parametru K tluszczu wolnego statystycznie nie odbiegaty od wartosci K tluszczu
zwiazanego. Wystgpowanie TCFA nie zalezy wigc od formy w jakiej triacyloglicerole
wystepuja w badanym mleku IF i FF.

Sposréd badanego mleka w proszku najnizsza warto$¢ parametru K stwierdzono
w ttuszczu mleka poczatkowego i nastepnego producenta B. Srednia wazona wynosita
odpowiednio 4,49 + 0,27% i 6,22 + 0,37%. Najwyzsza $rednia wazona warto$¢
stosunku absorbancji K wykazywat ttuszcz mleka poczatkowego wytworzonego przez
producenta A — 12,40 £ 0,73%.

Pozostate $rednie wazone wartosci parametru K wynosity: produkt A.FF — 10,33
+0,61%; produkt C.IF — 6,47 + 0,32%; produkt C.FF — 10,47 + 0,65%; produkt D.IF —
8,99 + 0,52%; produkt E.IF — 9,19 *+ 0,55; produkt E.FF — 10,74 £ 0,63.



SZKODLIWE DLA ZDROWIA IZOMERY TRIENOWYCH KWASOW TEUSZCZOWYCH W MLEKU... 115

W olejach roslinnych w trakcie ich rafinacji powstaja pewne ilosci KT
zawierajacych uktady dwoéch i trzech sprzezonych wiazan podwéjnych. Gléwnym
,»zrédtem” TCFA jest etap bielenia oleju w temp. 175-225°C oraz odwaniania w temp.
240-270°C. Niemniej zasadnicza ilos¢ TCFA powstaje podczas produkcji IF i FF,
m.in. w trakcie suszenia rozpytowego produktu wzbogaconego w wysoko nienasycony
olej sojowy i rzepakowy. Skutkiem bardzo rozwinigtej powierzchni i kontaktu z tlenem
nastgpuja przyspieszone procesy oksydacji, ktére trwaja réwniez podczas
przechowywania mleka modyfikowanego w duzych opakowaniach zbiorczych, az do
momentu przepakowania gotowego produktu w atmosferze azotu w opakowania
jednostkowe. Tym samym normowanie jakosci oleju dodawanego do preparatéw do
zywienia niemowlat byloby tylko poétsrodkiem niezapewniajacym jakosci produktu
koncowego.

W  przekonaniu autoréw tolerancje zawartosci TCFA powinny dotyczy¢
gotowych produktéw przeznaczonych dla niemowlat i stanowi¢ kompromis pomiedzy
tym, co jest wymagane teoretycznie (brak), a tym co jest praktycznie osiagalne
(warto$¢ K od 4,49 do 12,40%).

Whioski

1. W tluszczu mleka ludzkiego stwierdzono tylko §ladowa obecno$¢ TCFA. Na 9
badanych prébek maksymalna $rednia wazona warto$¢ parametru K wynosita
0,60 £ 0,03%.

2.  Parametr K tluszczu ogdélnego mleka poczatkowego i mleka nastgpnego do
zywienia niemowlat wynosit od 4,49 do 12,40 %, w zaleznos$ci od producenta
preparatu.

3. Majac na uwadze szkodliwo§¢ produktéw autooksydacji lipidéw nalezatoby
uzupetni¢ normy jako$ciowe dotyczace mleka poczatkowego i mleka nastgpnego
o tolerancje zawartoS$ci tego typu substancji.

4.  Autorzy sugeruja wprowadzenie limitu warto$ci stosunku absorbancji K ttuszczu
mleka poczatkowego i nastgpnego dla niemowlat na maksymalnie 6% dla sumy
TAG tluszczu ogélnego izolowanego metoda Roese’go-Gattlieba. Taki poziom
stosunku absorbancji K stwierdzono w przypadku 22% analizowanych
produktow.

Praca wykonana w ramach PB 3 PO6T 032 234
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HEALTH IMPAIRING TRI-UNSATURATED FATTY ACIDS IN THE INFANT FORMULAS
Summary

Fatty acids containing a system of three conjugated double bonds in their structure (TCFA, i.e.
trienoic conjugated fatty acids) are products of lipid oxidation and appear harmful to infant health; as
such, they can be used as determinants to determine a degree of acid oxidation and its progress in the
infant formula IF and FF (follow-on formula). The TCFA content was determined in a free and bonded
acid contained in IF and FF, and expressed numerically as a ‘K’ parameter [%]. The ‘K’ parameter is a
ratio between the absorbance of the system of three conjugated double bonds in fatty acids (the analytical
wave length is 256 nm) and the absorbance characteristic for carbonyl groups of triacylglycerols (218
nm). A reference sample was acid contained in the mature human milk. The maximum ‘K’ parameter
value of human milk was 0.60 + 0.03% (N=9) whereas its range in the case of IF and FF studied was
between 4.49 + 0.27% (minimum) and 12.40 + 0.73% (maximum) and depended on the manufacturer of
IF and FF (there were 5 manufacturers who supplied 17 products in total). Discrepancies in the progress of
lipid oxidation degree are to be attributed to the quality and quantity of plant oils added to the formulas,
and to the manufacturing technology applied to produce IF and FF. Because of the harmfulness of lipid
oxidation products, especially to infants and little children, it was suggested that the ‘K’ parameter of fat
as contained in IF and FF should be limited to 6% at the most. From among all 17 studied samples, 22%
met this requirement.

Key words: human milk, infant formulae, follow-on formulae, lipid oxidation, conjugated trienoic double
bonds, liquid chromatography
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SKEAD KWASOW TEUSZCZOWYCH W CALODZIENNYCH
POSIL.KACH DZIECI, UCZNIOW I STUDENTOW

Streszczenie

W pracy okreslono udzial poszczegdlnych grup kwaséw ttluszczowych w thuszczu calodziennych
positkéw dzieci (wiek 1012 lat), uczniow (wiek 13—15 lat) i studentéw (wiek 19-25 lat), w zalezno$ci od
diety wiosennej i jesiennej. Badany materiat pobierano metoda podwdjnej porcji, ktéra polega na
odktadaniu takiej samej, co skonsumowana porcji jedzenia i napojow.

Wykazano, ze okres pobrania prébek nie byt czynnikiem decydujacym o strukturze catodziennego
spozycia thuszczu. Zar6wno w diecie wiosennej, jak i jesienej dominujacym wsréd kwaséw nasyconych
byt kwas palmitynowy ($rednio 27,20 i 24,72 g/100 g ttuszczu), kwaséw monoenowych — kwas oleinowy
(37,80 1 41,72 g/100 g ttuszczu), natomiast kwaséw polienowych — kwas linolowy (9,12 i 7,95 g/100 g
ttuszezu). Udzial kwaséw nasyconych i monoenowych we wszystkich badanych catodziennych positkach
byt zblizony, przy czym wiosna stosunek tych kwaséw wynosit 1,1, natomiast jesienig 0,9. Catodzienne
spozycie polienowych kwaséw tluszczowych przez wszystkie objete badaniem grupy ludnosci byto
niezadowalajace. Stosunek kwaséw polienowych do nasyconych w calodziennych positkach zaréwno
wiosennych, jak i jesiennych wynosit 0,2. Taka struktura spozycia kwaséw ttuszczowych przez miodziez
moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju w przysztosci choréb uktadu krazenia.

Stowa kluczowe: kwasy tluszczowe, mtodziez szkolna, catodzienne spozycie, catodzienny positek.

Wprowadzenie

Badania nad wpltywem tluszczu, a w szczegdlnosci jego sktadowych — kwaséw
tluszczowych, na procesy przebiegajace w organizmie wykazaty, ze nie ilos¢, ale jego
jako$¢ ma decydujacy wptyw na rozwoj chordb takich, jak: miazdzyca, nadcis$nienie
tetnicze krwi, zmiany nowotworowe. W Polsce umieralno$¢ z powodu tych choréb jest
znacznie wyzsza od przeci¢tnej europejskiej [3, 23, 24].

Najsilniejsze dziatanie aterogenne wykazuja tluszcze zwierzgce, bogate w kwasy
nasycone. Istnieje §cisty zwiazek miedzy poziomem kwaséw nasyconych w racji

Dr inz. M. Radzyminska, dr inz. Z. Borejszo, prof. dr hab. S. S. Smoczynski, mgr inz. M. Kurzynska,
Katedra Towaroznawstwa i Badan Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Pl. Cieszynski 1 b. 43,
10-957 Olsztyn
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pokarmowej a poziomem cholesterolu we krwi i wystgpowaniem niedokrwiennej
choroby serca [2, 11, 15].

Bardzo wazne stalo si¢ stwierdzenie pozytywnego wplywu na organizm
cztowieka niezbgdnych nienasyconych kwasoéw tluszczowych (NNKT) z rodziny n-6
oraz n-3. NNKT z rodziny n-3 nawet przy niewielkich dawkach (okoto 1g/dzien)
dzialaja pozytywnie na gospodarke lipidowa, hamuja rozwo6j miazdzycy, powoduja
zmniejszenie skionnos$ci do zakrzepdw, obnizaja st¢zenie triacylogliceroli i
cholesterolu LDL, a podwyzszaja poziom HDL [1, 8, 13, 19, 21]. NNKT z rodziny n-6
réwniez zapobiegaja rozwojowi miazdzycy, obnizaja ci$nienie tgtnicze krwi,
wspomagaja leczenie otylosci i cukrzycy u os6b dorostych. Korzystny wplyw
zwigkszonego spozywania tych kwaséw stwierdzono takze w profilaktyce choroby
wrzodowej zotadka i dwunastnicy [6, 19].

Sktad kwasow tluszczowych réznych produktéw spozywcezych jest przedmiotem
zainteresowania wielu naukowcéw [4, 5, 16, 18]. Natomiast badania struktury spozycia
tluszczow przeprowadzane sa gléwnie na podstawie danych uzyskanych z wywiadu [3,
9, 14, 15, 20], co wymaga wiarygodnych informacji o spozyciu tluszczu, jak i jego
wystgpowaniu w spozywanych produktach. Jednym z najdoktadniejszych sposobéw
oceny pobrania sktadnikéw z pozywieniem, polecanym przez WHO [22], jest metoda
podwdjnej porcji. Polega ona na odktadaniu takiej samej, co skonsumowana, porcji
jedzenia i napojow. Jednak wysoki koszt tej metody oraz pracochtonno$¢ przy
gromadzeniu racji czgsto zniechgcaja do przeprowadzania tego typu badan.

Celem niniejszej pracy byta ocena struktury spozycia ttuszczu w catodziennych
positkach dzieci, uczniéw 1 studentéw oraz ustalenie, czy sktad poszczegdlnych
kwasow tluszczowych zalezy od okresu zywienia.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly catodzienne positki pobierane w Olsztynie w 2000 roku,
w miesigcach maj/czerwiec oraz wrzesief/ pazdziernik, przez trzy kolejne dni
tygodnia, od nastgpujacych grup ludnosci: dzieci w wieku 10-12 lat, zamieszkatych i
zywiacych si¢ w olsztyniskim domu dziecka, uczniow w wieku 13-15 lat,
zamieszkatych i korzystajacych z catodziennego wyzywienia w internacie przy liceum
ogolnoksztalcacym oraz studentéow w wieku 19-25 lat, zywiacych si¢ w stotdwce
akademickiej oraz positkami przygotowanymi samodzielnie. Prébki gromadzono
w ciagu dnia do plastikowych pojemnikéw, majacych atest do kontaktu z zywnoscia.
Pobrane positki homogenizowano w melakserze (Zelmer typ 175,5), a pdzniej
w homogenizatorze laboratoryjnym (Universal Laboratory AD typ MPW-309).
Ogoétem przebadano 54 catodzienne positki w trzech powtdérzeniach.

Thuszcz z badanego materiatu ekstrahowano za pomoca mieszaniny eterowej (eter
naftowy i etylowy), wedtug metody Schmidta-Bondzynskiego-Ratzlaffa [10, 12].

Do oznaczenia sktadu kwaséw ttuszczowych przygotowano ekstrakty metylowe
kwasow tluszczowych wedtug metody Peiskera [26]. Rozdziatu estréw metylowych
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kwaséw tluszczowych dokonywano przy uzyciu chromatografu gazowego Pye
Unicam-4600 z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym.

Wiyniki i dyskusja

Zawarto$¢ kwaséw ttuszczowych w tluszczu wydzielonym z catodziennych
positkéw badanych grup ludnos$ci, pobieranych w réznych porach roku, przedstawiono
wtab. 112.

Tabela 1

Sktad kwaséw tluszczowych w tluszczu calodziennych positkéw dzieci, uczniéw 1 studentow,
pobieranych w miesiacach maj/czerwiec [g/100 g ttuszczu].

Fatty acid composition in fat from daily meals consumed by children, pupils and students in May/June
[g/100 g fat].

Populacje / Populations

FA Dzieci / Children Uczniowie / Pupils Studenci / Students

wartos$¢ $rednia zakres wartos$¢ $rednia zakres warto$¢ srednia zakres

mean value range mean value range mean value range

Ciao 2,06 0,98-2,87 1,88 1,12-2,80 1,51 0,66-3,00
Ciso 6,83 4,09-9,26 6,44 4,48-9,01 4,54 2,85-7,76
Cig 1,20 0,69-1,69 1,14 0,73-1,60 0,70 0,40-1,33
Ciso 0,87 0,46-1,22 0,81 0,49-1,11 0,46 0,16-0,85
Ciso 26,82 22,50-30,03 26,14 20,38-31,40 28,63 25,62-36,43
Cig1 3,17 2,63-3,63 3,06 2,33-3,54 2,95 1,51-4,95
Ci70 0,66 0,36-0,81 0,66 0,53-0,77 0,46 0,35-0,63
Ci7.4 0,39 0,25-0,44 0,41 0,35-0,47 0,31 0,18-0,48
Cis0 9,96 9,20-10,82 9,34 7,52-10,67 10,20 6,65-13,54
Cig. 36,45 30,97-45,11 38,28 31,46-43,43 38,66 30,45-45,96
Cis 8,87 7,64-9,74 8,87 8,70-11,92 9,63 8,15-13,81
Cigs 1,29 0,76-1,66 1,80 0,78-3,61 0,91 0,38-1,54
Coo0 0,52 0,38-0,75 0,41 0,31-0,56 0,40 0,27-0,56
Cao.1 0,91 0,53-2,64 0,76 0,51-0,99 0,64 0,41-0,95

We wszystkich badanych catodziennych positkach dominujacym sposréd kwasow
nasyconych byt kwas palmitynowy (16:0), wérdd kwaséw monoenowych kwas
oleinowy (18:1), natomiast spo$rdd polienowych kwas linolowy (18:2).

Najwicksza zawarto$cia kwasu palmitynowego, wynoszaca $rednio 30,48 g/100 g
(w zakresie od 23,70 do 34,42) cechowaly sig¢ catodzienne positki uczniéw pobierane
jesienia (tab. 2). Natomiast wiosng (tab. 1) koncentracja tego kwasu byla nizsza
i wynosita $rednio 26,14 g/100 g tluszczu (w zakresie od 20,38 do 31,40). Wiosna
i jesienig udzial omawianego kwasu w pozostatych badanych grupach ksztaltowat si¢
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na zblizonych poziomach wynoszacych $rednio: 26,82 i 22,60 g/100 g tluszczu
w przypadku dzieci oraz 28,63 i 21,07 g/100 g tluszczu w przypadku studentéw. Pora
roku, z ktérej pochodzity prébki nieznacznie tylko wptyneta na réznice w stezeniach
kwasu oleinowego.

Tabela 2

Sktad kwasow ttuszczowych w tluszczu catodziennych positkéw dzieci, uczniéw i studentéw,
pobieranych w miesiacach wrzesien/pazdziernik [g/100 g ttuszczu].

Fatty acid composition in fat from daily meals consumed by children, pupils and students in
September/October [g/100 g fat].

Populacje / Populations

KT . - — - -
FA Dzieci / Children Uczniowie / Pupils Studenci / Students

wartos$¢ $rednia zakres wartos$¢ Srednia zakres wartos$¢ Srednia zakres

mean value range mean value range mean value range

Ciao 1,63 0,50-2,30 2,27 1,81-3,00 1,22 0,09-5,73
Ciso 5,53 2,30-7,34 7,87 5,79-9,80 2,89 1,07-6,00
Cig 0,94 0,30-1,44 1,39 1,19-1,80 0,46 0,14-0,83
Ciso 0,67 0,17-0,90 1,00 0,63-1,21 0,63 0,40-2,00
Cigo 22,60 15,30-29,11 30,48 23,70-34,42 21,07 15,30-26,52
Cig1 2,48 1,61-3,00 2,31 2,51-3,54 2,63 1,70-3,61
Ci70 0,64 0,31-0,93 0,72 0,50-1,00 0,44 0,20-0,83
Ci7.4 0,52 0,15-1,00 0,39 0,16-0,70 0,34 0,16-0,52
Cis0 9,84 5,60-11,31 11,84 9,60-13,80 9,33 7,23-11,50
Cig. 40,03 36,60-47,60 36,99 31,34-40,12 48,15 41,60-59,44
Cis 11,52 7,90-17,30 2,82 0,18-9,40 9,51 5,61-13,00
Cigs 2,00 0,11-4,80 0,50 0,01-2,70 1,72 0,22-4,21
Cao0 0,62 0,40-0,81 0,49 0,37-0,71 0,56 0,30-0,81
Cao.1 0,98 0,74-1,30 0,93 0,60-1,25 1,05 0,80-1,40

Wiosna (tab. 1) i jesienia (tab. 2) w catodziennych positkach wszystkich
badanych grup odnotowano zblizone wielkosSci tego kwasu wynoszace odpowiednio:
37,80 g/100 g ttuszczu (w zakresie od 30,45 do 45,96) oraz 41,72 g/100 g ttuszczu (w
zakresie od 31,34 do 59,44).

Analizujac zawarto$¢ kwasu linolowego, najmniejsze jego stg¢zenia wynoszace
$rednio 2,82 g/100 g tluszczu (w zakresie od 0,18 do 9,40) odnotowano w
catodziennych positkach uczniéw, pobieranych jesienia. Warto$¢ ta byta okoto 3-
krotnie nizsza od udzialu tego kwasu w positkach z wiosny (tab. 1) oraz okoto 4-
krotnie nizsza od jego ilosci w jesiennych positkach dzieci i studentéw (tab. 2).
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Stosunek kwaséw linolowego do linolenowego w positkach wiosennych i
jesiennych dzieci, uczniéw i studentéw ksztattowat si¢ na poziomach wynoszacych
odpowiednio 6,9; 4,9 i 10,6 oraz 5,8; 5,6 1 5,5. W wigkszosci przypadkéw by on
nieprawidtowy. W literaturze podaje sig, ze stosunek kwaséw z rodziny n-6 (18:2) do
n-3 (18:3), w dietach dzieci i mtodziezy, powinien wynosi¢ od czterech do pigciu [24,
25]. Podobnych spostrzezen dostarcza przeglad pracy dotyczacej oceny struktury
spozycia kwasoéw tluszczowych przez dzieci i mlodziez w Stanach Zjednoczonych.
Jonnalagadda i wsp. [7] stwierdzili, adekwatnie do prezentowanych badan, ze
najwigkszy udzial sposréd kwaséw nasyconych wnosi kwas palmitynowy,
monoenowych — kwas oleinowy, natomiast polienowych — kwas linolowy.

Udzial poszczegélnych grup kwaséw tluszczowych w ttuszczu analizowanych
positkéw wiosennych i jesiennych przedstawiono odpowiednio na rys. 11 2.

o 100 1
E 9 30 | B Polienowe KT
22 Polyunsaturated
=
§ 5 60 E Monoenowe
£ = Monounsaturated
25 40 ONasycone
z Saturated
o020
0
Dzieci Uczniowie Studenci
Children Pupils Students

Rys. 1. Udzial nasyconych, monoenowych i polienowych kwaséw tluszczowych w tluszczu
catodziennych positkéw dzieci, uczniéw i studentéw pobieranych w miesiacach maj/czerwiec,
[%].

Fig. 1. The percentage rates of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in the total
fat quantity consumed by children, pupils and students with their daily meals collected in
May/June, [%].

Wiosna (rys. 1) zawartos¢ kwaséw nasyconych (Srednio 46,53%) i kwaséw
monoenowych ($rednio 43,01%), w przypadku wszystkich badanych grup ludnosci,
byta zblizona. Stosunek kwaséw monoenowych do nasyconych wynosit 0,9.
Zdecydowanie nizszy wynoszacy S$rednio 10,46% byt udziat kwaséw polienowych.
Stosunek kwaséw polienowych do nasyconych wynosit 0,2.
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Rys. 2. Udziat nasyconych, monoenowych i polienowych kwaséw tluszczowych w ttuszczu
catodziennych positkéw dzieci, uczniéw i studentéw pobieranych w miesigcach
wrzesien/pazdziernik, [%]

Fig. 2. The percentage rates of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids in the total
fat quantity consumed by children, pupils and students with their daily meals collected in
September/October, [%]

Niska podaz polienowych kwaséw ttuszczowych (rys. 2) odnotowano réwniez
jesienia. Sredni udziat tych kwaséw wynosit 9,36%. Catodzienne positki spozywane
jesienia przez dzieci i studentéw cechowaly si¢ przewaga kwaséw monoenowych
(odpowiednio: 44,95 i 52,63%) nad nasyconymi (41,53 i 36,14%). Natomiast w
przypadku ucznidw stwierdzono niewielka przewage kwasow nasyconych (54,67%)
nad monoenowymi (42,01%). Stosunek kwaséw nasyconych do monoenowych
wynosit srednio 0,9, natomiast kwaséw polienowych do nasyconych $rednio 0,2.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze jako$¢ zywieniowa spozywanego ttuszczu
w aspekcie wzajemnych relacji migdzy kwasami nasyconymi, monoenowymi i
polienowymi, byta niezadowalajaca. W literaturze podaje sig, ze stosunek tych kwasow
powinien wynosi¢ 1:1:1. Stwierdzona w pracy niekorzystna proporcj¢ kwaséw
polienowych do nasyconych nalezy wiaza¢ z czynnikami ekonomicznymi, zwlaszcza
w przypadku wychowankéw domu dziecka. Taka struktura spozycia kwasow
tluszczowych zwlaszcza przez mtodziez moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
hipercholesterolemii i stanowi¢ ryzyko rozwoju choréb uktadu krazenia w wieku
pézniejszym [20].

Wysokie spozycie nasyconych kwasow ttuszczowych, przy jednocze$nie niskiej
podazy kwaséw polienowych, to podstawowy btad zywieniowy, na ktéry od lat
zwracaja uwage zywieniowcy w Polsce [3].

Uzyskane w prezentowanych badaniach wyniki sa potwierdzeniem badan
przeprowadzonych przez innych autoréw. Daniewski i wsp. [3], Ostrowska
i Szewczynski [15], Przystawski [17], Rogalska-Niedzwiedz i wsp. [20] w racjach
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pokarmowych réznych grup ludnosci, stwierdzili takze przewage kwaséw nasyconych
i monoenowych nad polienowymi.

Niniejsze badania wskazuja na konieczno$¢ promowania zasad prawidtowego

zywienia wsrdd dzieci i mlodziezy. W szczegdlnosci nalezatoby objaé opieka osoby
pochodzace z rodzin dotknigtych wystgpowaniem schorzen o podtozu miazdzycowym.

Whioski

1.

(3]

(4]

(5]

(6]

[7]

(8]

(9]

Niezaleznie od pory roku (wiosna/jesien) oraz od objetej badaniem grupy, w
catodziennych positkach dominujacym sposréd kwaséw nasyconych byt kwas
palmitynowy, wséréd kwaséw monoenowych kwas oleinowy, natomiast spos$réd
polienowych kwas linolowy. Stwierdzony nieprawidlowy stosunek kwasow z
rodziny n-6 (18:2) do n-3 (18:3) moze przyczynic¢ si¢ do powstawania schorzen
zdrowotnych. Konieczne jest wigc wzbogacenie calodziennych positkéw dzieci i
mtodziezy w ryby morskie, bedace niemal jedynym zrédlem kwaséw z rodziny n-
3, oraz zielone warzywa, ktére wplywaja na ich wchtanianie.

Zaréwno w przypadku wychowankow domu dziecka, jak i dzieci zywiacych si¢ w
internacie oraz studentéw, struktura spozycia ttuszczu budzi zastrzezenia ze
wzgledu na niezadowalajacy stosunek kwaséw polienowych do nasyconych.
Celowe jest wigc rozszerzenie badan na wigksza populacje i podjgcie programow
prewencyjnych.
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THE COMPOSITION OF FATTY ACIDS IN DAILY MEALS EATEN BY CHILDREN, PUPILS
AND STUDENTS

Summary

In this study, we determined levels of individual fatty acid groups in season-dependent daily meals as
eaten by children (10-12 years of age), teenagers (13—15 years of age), and students (19-25 years of age).
The experiment was carried out in spring and autumn. Samples for analyses were collected using a double
meal portion method, i.e. each meal consisting of food and drink was divided in two exactly the same
portions: one to be eaten by children, and the second portion was taken for analysis.
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It was proved that the year season, when portions were collected, was not a factor deciding on the
structure of daily fat consumption. Both in spring and autumn, the palmitic acid was dominant if
compared to other saturated acids (its mean value was 27.20 and 27.20 g per 100g of fat), among the
monounsaturated acids - the oleic acid (its mean value was 37.80 and 41.72 g per 100 g of fat), and among
the polyunsaturated acids — the linoleic acid (9.12 and 7.95 g per 100 g of fat). Levels of saturated and
monounsaturated acids in all the daily meals examined were comparable, although their ratio was
respectively: 1.1 in spring, and 0.9 in autumn. The daily consumption level of polyunsaturated fatty acids
as eaten by all the children polled was not satisfactory. A proportion of polyunsaturated to saturated acids
in daily meals, both in the spring and autumn period, was 0.2. This type of a fatty acids consumption
structure may affect the development of cardiovascular system diseases in the future.

Key words: fatty acids, adolescents, daily consumption, daily meal
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WPLYW WZBOGACENIA DROZDZY PIWOWARSKICH W MAGNEZ
NA ICH AKTYWNOSC FERMENTACYJNA

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wptywu dodatku magnezu w postaci soli MgCl,"6H,O do podtozy ho-
dowlanych, na wzrost inoculum i wlasciwosci fermentacyjne drozdzy piwowarskich Saccharomyces
cerevisiae, szczep nr 1 pochodzacy z kolekcji whasnej. Do hodowli inoculum zastosowano dwa podloza:
YPG jako kontrolne i brzeczke stodowa, ktore wzbogacono w 1,25 g Mg/dm®. Hodowle prowadzono
metodami: a) stacjonarng - 48 h b) z napowietrzaniem przez 24 i 48 h; ¢) z napowietrzaniem przez 24 h
i nastepnie 24 h bez napowietrzania; w temp. 28°C i pH 5,0 (YPG) oraz 5,5 (brzeczka).

Jak wykazano we wczesniejszych badaniach, metoda stacjonarng uzyskiwano bardzo dobre wyniki
wigzania magnezu przez komorki, przy jednoczesnym niskim przyroscie biomasy drozdzy. Stwierdzono,
ze niezaleznie od rodzaju podloza, wzbogacenie w magnez stymulowato wzrost i produkcj¢ biomasy
drozdzy, przy czym plon biomasy byt wyzszy na podtozu YPG w poréwnaniu z brzeczka. Ponadto ma-
gnez byl lepiej wiazany przez komorki w hodowli inoculum na podtozu YPG. Uzycie do fermentacji
inoculum hodowlanego na brzeczce pozwolito na uzyskanie wyzszego odfermentowania, przy czym
wzbogacenie w magnez nie miato istotnego znaczenia.

Stowa kluczowe: drozdze piwowarskie, fermentacja piwowarska, wzbogacanie drozdzy.

Wprowadzenie

Wazrost drozdzy Saccharomyces cerevisiae, ich podziaty oraz wielkos¢ komorek
w duzym stopniu sa uzaleznione od warunkéw hodowli oraz sktadu chemicznego pod-
toza. Jednym z wazniejszych skladnikow podtoza wplywajacym w istotny sposob na
morfologie¢ i fizjologi¢ drozdzy jest magnez [5, 13, 19]. Pierwiastek ten jest wewnatrz-
komoérkowym aktywatorem okoto 300 enzymow [10, 14]. Warunkuje przebieg pod-
stawowych procesow zyciowych.

W katabolizmie glukozy (glikolizie) do pirogronianu magnez jest niezbedny do
aktywacji enzymow takich, jak: heksokinaza, fosfofruktokinaza, kinaza fosfoglicery-

Dr inz. H. Haberowa, dr inz. A. Raczynska-Cabaj, mgr inz.K. Grajcar, Katedra Biotechnologii, Mikro-
biologii i Oceny Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 159C 02-787 Warszawa
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nianowa, hydrataza fosfopirogronianowa i kinaza pirogronianowa [13]. Dalszy meta-
bolizm pirogronianu, zaréwno tlenowy przy udziale dehydrogenazy, jak i beztlenowy
przy udziale dekarboksylazy wymaga rowniez obecno$ci magnezu [17].

Szlak beztlenowy prowadzi do fermentacji glukozy przez dekarboksylacj¢ piro-
gronianu i redukcj¢ powstatego aldehydu octowego do etanolu. Szlak tlenowy prowa-
dzi do spalenia glukozy [16]. Magnez, obok tlenu, odgrywa zasadnicza role w tym,
ktory z tych kierunkow bedzie dominowat.

Kluczowe enzymy metabolizmu pirogronianu: dekarboksylaza pirogronianowa
i dehydrogenaza pirogronianowa wykazuja rozne powinowactwo do wewnatrzkomorko-
wych wolnych jonéw magnezu [13, 17]. Dehydrogenaza pirogronianowa wykazuje wigk-
sze powinowactwo do jonow Mg, dlatego proces oddychania zachodzi juz przy bardzo
niskim ich stezeniu. Natomiast dekarboksylaza pirogronianowa wykazuje znacznie
mniejsze powinowactwo do jonow Mg*", dlatego reakcja przez nia katalizowana wymaga
obecnosci wyzszego stezenia jondw magnezu. Enzymy biorace udzial w fermentacji
wykazuja wigksza zalezno$é od stezenia jonéw Mg*" niz enzymy oddechowe [17]. Zwa-
zywszy na to, proces fermentacji nie zdominuje kierunku metabolizmu pirogronianu
ponizej ustalonego poziomu wolnych jondw magnezu w komorce. Stad wazne jest, aby w
trakcie hodowli zwigksza¢ poziom magnezu w celu zainicjowania procesu fermentacji i
zapewnienia prawidtowego jego przebiegu. Im wigksze jest stezenie jonow Mg®™ w ko-
morce, tym wigksza wydajnos¢ etanolu w fermentacji [3]. Propagacja drozdzy w warun-
kach zwigkszonego poziomu jonéw magnezu wzmaga wzrost drozdzy i kinetyke fermen-
tacji [6, 10, 18, 19]. Niedobor magnezu powoduje spadek aktywnosci fermentacyjne;j i
tempa wzrostu drozdzy, szczegélnie w przypadku fermentacji st¢zonych brzeczek ze
wzgledu na wysokie ci$nienie osmotyczne [4, 6, 9, 12].

Korzystny wplyw magnezu na efektywnos¢ fermentacyjna wystepuje rowniez
przy otrzymywaniu piwa gornej fermentacji, ktéra przebiega w wyzszej temperaturze
[15, 17].

W niniejszej pracy zatozono okreslenie wptywu magnezu zwiazanego przez ko-
morki drozdzy piwowarskich na przebieg i efektywnos¢ fermentacji brzeczki. Na pod-
stawie wynikow wczesniejszych badan [7] jako zrédto jonéw magnezu wykorzystano

Material i metody badan

Badania przeprowadzono z udziatem szczepu drozdzy piwowarskich Saccha-
romyces cerevisiae nr 1 pochodzacym z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu Biotech-
nologii i Mikrobiologii Zywnosci SGGW. Czysta kulturg przechowywano na skosach
brzeczkowo-agarowych (8°Blg) w temp. 4°C i co 3-4 tygodnie przeszczepiano na
swieze skosy.
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Podtoza mikrobiologiczne

Jako podtoza kontrolne do hodowli drozdzy zastosowano ptynne podloze YPD
[1] oraz brzeczke stodowa pochodzaca z Browarow Warszawskich , Krélewskich”
S.A., ktora rowniez, w postaci skosow stuzyta do przechowywania szczepow.

Jako podtoza do§wiadczalne zastosowano:

— podloze ptynne YPD wzbogacone w jony magnezu pochodzace z soli
MgCl,-6H,0 w dawce 1,25 g Mg/dm® podtoza,

—  brzeczke stodowa wzbogacona w jony magnezu, jw. ,

—  brzeczke chmielona pochodzaca z Browaréow Warszawskich ,,Krolewskich” S.A.
o zawartos$ci ekstraktu 12%.

Podtoza kontrolne bez dodatku magnezu i podtoza wzbogacone w magnez szcze-
piono drozdzami wykonujac zmyw ze skosu. Hodowle inoculum prowadzono w temp.
28°C nastepujacymi metodami:

a) stacjonarna — w kolbkach stozkowych o poj. 250 cm®, zawierajacych 80 cm® pod-
loza, czas hodowli 48 h. Hodowle prowadzono rownolegle na podtozu kontrol-
nym i podtozu wzbogaconym w magnez;

b) znapowietrzaniem w kolbach okragtych z ptaskim dnem o poj. 500 cm’, zawiera-
jacych 80 cm® podtoza, czas hodowli 24 i 48 h, kolby umieszczano w wytrzasarce
rotacyjnej (200 obr./min). Hodowlg prowadzono réwnolegle na podtozu kontrol-
nym i podtozu wzbogaconym w magnez przed rozpoczeciem hodowli;

¢) z napowietrzaniem/stacjonarna (,,mieszana”) w kolbach okragltych z ptaskim
dnem o poj. 500 cm’, zawierajacych 80 cm® podtoza. Przez pierwsze 24 h kolby
byly umieszczone w wytrzasarce rotacyjnej (200 obr./min), a przez kolejne 24 h
hodowle prowadzono w warunkach stacjonarnych. Hodowlg prowadzono na pod-
lozu kontrolnym i podtozu wzbogaconym w magnez — stosujac dodatek magnezu
przed rozpoczgciem hodowli i w 24. h hodowli w wytrzasarce, dalsze 24 h pro-
wadzono hodowlg stacjonarna.

Proces fermentacji prowadzono w temp. 8,5°C na stodowej brzeczce chmielonej
o zawarto$ci ekstraktu 12%, ktora zaszczepiano drozdzami w ilosci 0,5% inoculum
w stosunku do objgtosci brzeczki. Fermentacje prowadzono w 2 wariantach przez 8
dni, w kolbach okraglych z ptaskim dnem o poj. 500 cm’, zawierajacych 300 cm’
brzeczki:
wariant 1: inoculum hodowane na podtozu YPD bez i z dodatkiem magnezu,
wariant 2: inoculum hodowane na brzeczce stodowej, bez i z dodatkiem magnezu.

W odstgpach 24-godzinnych dokonywano kontroli spadku ekstraktu przy uzyciu
areometru Ballinga oraz oceniano przebieg fermentacji po zmianach wystepujacych na
powierzchni (pojawienie si¢ kregdw). Zawartos¢ biomasy komorkowej w inoculum
okreslano w momencie zakonczenia hodowli. Biomase otrzymana z odwirowania 8
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cm’ kazdej dobrze wymieszanej hodowli wazono, a nastepnie suszono w temp. 60°C
przez 2 h i w temp. 105°C do ustalenia statej masy [11]. Zawarto$¢ magnezu w dwu-
krotnie przemytej biomasie komoérkowej drozdzy i podtozach oznaczano metoda ato-
mowej spektrometrii absorpcyjnej ASA [2]. Oznaczanie ekstraktu pozornego dokony-
wano areometrem Ballinga [8]. Oznaczanie zawarto$ci alkoholu, ekstraktu rzeczywi-
stego 1 ekstraktu brzeczki podstawowej wykonywano piknometrycznie wg PN [12],
pobierajac do oznaczenia 100 g odgazowanej proby.

Analizg statystyczna uzyskanych wynikow przeprowadzono za pomoca programu
Statgraphics Plus 4.0. Istotno$¢ réznic migdzy wartosciami §rednimi okreslano metoda
wieloczynnikowej analizy wariancji przy o=0,05, a NIR obliczano testem Tukey’a
(jako HSD).

Wyniki prezentowane w pracy sa $rednia z trzech serii badan, przy czym kazde
jednostkowe doswiadczenie (np. hodowla proby kontrolnej) wykonano w trzech réw-
nolegtych powtoérzeniach. Ta sama liczebnos$¢ dotyczy oznaczen fizykochemicznych.

Wiyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania sa kontynuacja prac wykonanych w Zaktadzie Biotech-
nologii i Mikrobiologii Zywnosci [m.in. 7] dotyczacych wiazania biopierwiastkow
przez drozdze.

Pierwszy etap pracy stanowity badania nad wiazaniem magnezu przez uzyty do
hodowli inoculum szczep drozdzy piwowarskich Saccharomyces cerevisiae nr 1.
Oznaczona na wstgpie zawarto$¢ magnezu w podtozach niewzbogaconych wynosita: w
podtozu YPG — 0,024 g Mg/dm”® (ok. 2% zastosowanej dawki magnezu), a w brzeczce
stodowej 0,061 g Mg/dm® (ok. 5% dawki magnezu). Zawarto$¢ magnezu w drozdzach
hodowanych r6znymi metodami na podtozu YPD i brzeczce, przedstawiono na rys. 1.

Stwierdzono, ze na podtozach kontrolnych w hodowlach z napowietrzaniem na-
stepowat wyrazny spadek ilosci magnezu w biomasie drozdzy mi¢dzy 24. a 48. h ho-
dowli. Nalezy zaznaczy¢, ze magnezu bylo zdecydowanie wigcej w hodowlach kon-
trolnych na brzeczce.

Wyniki dotyczace plonu biomasy jako srednie przedstawiono na rys. 2. Plon bio-
masy w inoculum kontrolnym hodowanym na podtozu YPD metoda stacjonarna byt
nizszy w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w analogicznych warunkach na brzecz-
ce 1 to zarowno w probach kontrolnych, jak i z dodatkiem magnezu. Najwigkszy plon
biomasy uzyskano na podtozu YPD z magnezem po 48 h hodowli z napowietrzaniem.
W hodowli bez magnezu (kontrolnej) plon biomasy w analogicznych warunkach byt o
ok. 10% mniejszy, ale byla to rdznica statystycznie nieistotna.
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YPG YPG + 1,25g Mg/dm3 brzeczka/wort brzeczka + NIR
1,25gMg/dm3/wort +
1,25gMg/dm3
[ stacjonarna/stationary Oz napowietrzaniem 24h/with acration 24h
[z napowietrzaniem 48h/with aeration 48h Bz napowietrzaniem 24h + 24h/ with 24hr aeration +24h

Bz napowietrzaniem 24h + 24 h/with 24hr aeration +24h

Rys. 1. Zawarto$¢ magnezu w biomasie komorkowej inoculum drozdzy piwowarskich Saccharomyces
cerevisiae hodowanych na podtozu YPD i brzeczce stodowej w zalezno$ci od metody i czasu
hodowli.

Fig. 1.  The content of magnesium in the biomass of the of brewer’s yeast culture type inoculum grown
on an YPG medium and on a brewer’s wort depending on the method and time of growing the
culture.

W doswiadczeniach, gdzie przez pierwsze 24 h hodowla byla napowietrzana, a
kolejne 24 h prowadzono ja metoda stacjonarna (wariant ¢) plon biomasy na podtozu
YPD byt zdecydowanie wyzszy w poréwnaniu z plonem biomasy uzyskanym na
brzeczce. Najwigksze i statystycznie istotne roznice uzyskiwano w hodowlach z napo-
wietrzaniem po 24 h (25% wigcej biomasy w poréwnaniu z hodowla na brzeczce) i po
48 h (40% wigcej).

Stwierdzono, ze na podtozach kontrolnych w hodowlach z napowietrzaniem na-
stgpowal wyrazny spadek ilosci magnezu w biomasie drozdzy migdzy 24. a 48. h ho-
dowli. Nalezy zaznaczy¢, ze zdecydowanie wigcej magnezu bylo w hodowlach kon-
trolnych na brzeczce (rys. 1).

Biomasa drozdzy hodowanych na podtozach wzbogaconych w magnez zawierata
wigcej tego pierwiastka w stosunku do prob kontrolnych, przy czym jego ilosé
w biomasie hodowanej na podtozu YPD byta wigksza od analogicznych prob kontrol-
nych 0 94% po 24 h hodowli 1 266% (3,6 razy wigcej) po 48 h hodowli. Wzrost zawar-
tosci magnezu w biomasie hodowanej na brzeczce wzbogaconej byl znacznie mniejszy,
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ale rowniez wyrazny — analogicznie 15 i 84% w stosunku do proby kontrolnej (hodow-
la z napowietrzaniem przez 48 h, przy czym magnez dodawany byt po 24 h hodowli
(wersja c).

Plon biomasy/yeald of biomass
[g s.s./dm3 podtoza/medium]

12+

10+

@
|

2
LT

i
i Tk Tl Y

(R og ey
[ T T Ty i Tt Tt Pt Tyt ot Tyt Pt Pty

(o

A A P A P

I

T T
YPG YPG + 1,25g Mg/dm3  brzeczka/wort brzeczka + NIR
1,25gMg/dm3/wort +
1,25gMg/dm3

[A stacjonarna/stationary Oz napowietrzaniem 24h/with aeration 24h
Elz napowietrzaniem 48h/with aeration 48h Bz napowietrzaniem 24h + 24h/ with 24hr aeration +24h
B7 napowietrzaniem 24h + 24 h/with 24hr aeration +24h
Rys. 2. Wplyw dodatku magnezu na plon biomasy drozdzy piwowarskich Saccharomyces cerevisiae
w hodowli inoculum na podtozu YPD i brzeczce stodowej w zaleznoséci od metody i czasu ho-
dowli.
Fig. 2.  Effect of magnesium added on the biomass yield of the brewer’s yeast Saccharomyces cere-

visiae in the culture type inoculum grown on an YPD medium and on a brewer’s wort depending
on the method and time of growing the culture.

W hodowlach ,,mieszanych” zawarto§¢ magnezu w biomasie drozdzy byla po-
dobna bez wzgledu na rodzaj podtoza, a réznice okazaty si¢ statystycznie nieistotne.

W hodowlach inoculum metodami z napowietrzaniem na podtozu YPD kontrol-
nym i z dodatkiem magnezu zaobserwowano wyzszy plon biomasy w poréwnaniu z

analogi

cznymi hodowlami na brzeczce. Najwigksze roznice wystgpowaty w hodow-

lach inoculum z napowietrzaniem po 24 i 48 h odpowiednio 25 i 40% wigcej w pordw-

naniu z

analogicznymi hodowlami na brzeczce.

W drugim etapie pracy zbadano wplyw dodatku soli magnezu do podtoza hodow-

lanego,
przebie

rodzaju podtoza hodowlanego i metody prowadzenia hodowli inoculum na
¢ 1 efektywnos¢ fermentacji. Zastosowano dwa warianty fermentacji, w ktorych
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zréznicowano podstawowe podtoze hodowlane przy zachowaniu tych samych warun-
kéw prowadzenia hodowli (czas, temp., napowietrzanie i dodatek magnezu).

Analiza wynikéw (rys. 3) wskazuje, ze dynamika fermentacji, wyrazona spad-
kiem ekstraktu pozornego, zalezala przede wszystkim od podtoza, na ktérym hodowa-
no inoculum 1 od napowietrzania. Wydaje sig, ze wzbogacenie inoculum w magnez nie
miato praktycznego znaczenia.

704

S

g 60 —

g |==

g 1

8 3 1

g 30 sHE=gE =

b - i+ 5'H 1

g 3 W ' ==h

2 4017 £ = 1 1

% 2 [ == Al =N

e -

g 1 M= 4B=H

£ 304 el = 0=l
T HE= -

L - W B ' JB=L

5 b H == JE=L

& = 40=L

5 201] H HE=E=  H

g b ¥ B AN=H

5 » HE== IR=0

@ * L = 1

£ 1077 £ W 5 'H 4B=K

& F uB=hs | B =
2 == =H

0 T T T

Wariant/Variant 1 p.s.o. Wariant/Variant 1 rz.s.o. Wariant/Variant 2 p.s.o. Wariant/Variant 2 rz.s.o.

Obez napowietrzania 48h na podtozu kontrolnym/without 48h aeration on control medium

B bez napowietrzania 48h na podtozu z mgnezem/without 48h aeration on medium with magnesium

Oz napowietrzaniem 24 h na podtozu kontrolnym/with 24h aeration on control medium

Oz napowietrzaniem 24 h na podtozu z magnezem/with 24h aeration on medium with magnesium

[z napowietrzaniem 48 h na podtozu kontrolnym/with 48h aeration on control medium

Oz napowietrzaniem 48 h na podtozu z magnezem/with 48h aeration on medium with magnesium

[ z/bez napowietrzania 24/24 h na podtozu kontrolnym/with and without 24/24h aeration on control medium

[# z/bez napowietrzania 24/24 h na podtozuz magnezem */with and without 24/24h aeration on medium with magnesium

2z/bez napowietrzania 24/24 h na podtozuz magnezem **/with and without 24/24h aeration on medium with magnesium
NIR

Rys. 3. Por6éwnanie pozornego i rzeczywistego stopnia odfermentowania w 2 wariantach fermentacji
brzeczki, w zaleznosci od metody hodowli inoculum.

Fig. 3. A comparison of the apparent and real attenuation degree in two variants of hopped wort fer-
mentation depending on the method of growing an inoculum culture.

W nastawach szczepionych inoculum hodowanym na brzeczce fermentacja za-
czynala si¢ o dobg wczesniej, przy czym uzycie 48-godzinnego inoculum hodowanego
na brzeczce z napowietrzaniem (tab. 1, poz. 5 i 6) umozliwito uzyskanie najlepszej
dynamiki fermentacji, wyrazajacej si¢ najwigkszym spadkiem ekstraktu pozornego.
Odfermentowanie byto o ok. 21% wigksze przy uzyciu inoculum ,brzeczkowego”
(wariant 2) w porownaniu z wynikami uzyskanymi przy uzyciu inoculum ,,YPD” (wa-
riant 1). W tym przypadku wzbogacanie drozdzy w magnez nie mialo praktycznie zna-
czenia, gdyz odfermentowanie byto wyzsze tylko o ok. 5%.
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Skrocenie czasu zafermentowania i lepsza dynamika fermentacji przy zastosowa-
niu inoculum hodowlanego na brzeczce wynika najprawdopodobniej ze skrocenia lag
fazy i lepszego przystosowania drozdzy do tego podtoza. Drozdze hodowane na podto-
zu YPD miaty wydtuzona lag faz¢ i mimo, Ze plon biomasy byt wigkszy na tym podto-
zu (rys. 2) to proces fermentacji przebiegat wolniej, a zawarto$¢ ekstraktu pozornego
po 8 dobach byla $rednio o 15% wyzsza w poroOwnaniu z inoculum hodowanym na
brzeczce.

Zarowno pozorny, jak i rzeczywisty stopien odfermentowania nastawow byl dos¢
niski, przy czym odfermentowanie nastawow szczepionych inoculum hodowanym na
podtozu YPD (tab. 2) bylo znacznie stabsze ($rednio o 15%) w poréwnaniu
z odfermentowaniem nastawow szczepionych inoculum hodowanym na brzeczce
(tab. 3). Wzbogacenie inoculum w magnez nie miato tu praktycznie znaczenia, chociaz
zastosowanie inoculum wzbogaconego w magnez spowodowato wyzsze odfermento-
wanie, ale roznica ta byla statystycznie nieistotna (rys. 3). Jedynie nastaw szczepiony
48-godzinnym inoculum hodowanym na brzeczce wykazat odfermentowanie rzeczywi-
ste rowne $rednio 48%, czyli dolna granice odfermentowania piw jasnych (tab. 3, poz.
3).

Whioski

1. Niezaleznie od zastosowanego podtoza hodowlanego — YPD czy brzeczki stodo-
wej — dodatek magnezu w ilosci 1,25 g Mg/dm® w postaci MgCl,6 H,O nie ha-
mowat wzrostu drozdzy przy czym plon biomasy byt wyzszy na podtozu YPD.

2. Biomasa drozdzy hodowanych na podlozu YPD zawierala wigcej magnezu
w pordéwnaniu z biomasa hodowana na brzeczce w tych samych warunkach.

3. Szczepienie nastawow inoculum hodowanym na brzeczce pozwolilo na szybsze
(o dobg) 1 wigksze odfermentowanie ($rednio o 15%) w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi przy stosowaniu inoculum hodowanym na podtozu YPD.

4. Wzbogacanie drozdzy w magnez nie miato praktycznie wptywu na przebieg fer-
mentacji i jej dynamike. Jedynie w przypadku hodowli inoculum przez 48 h, na
podtozu wzbogaconym w magnez, uzyskano nieznacznie wigkszy stopien odfer-
mentowania (o ok. 5%) bez wzgledu na rodzaj podtoza hodowlanego.
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THE EFFECT OF ENRICHING BREWER’S YEAST WITH MAGNESIUM ON ITS
FERMENTATION ACTIVITY

Summary

The objective of this study was to investigate an effect of magnesium (MgCl, 6H,0) added to the cul-
ture medium on the growth of inoculum and the fermentation properties of brewer’s yeast Saccharomyces
cerevisiae, strain N° 1 (originating from the authors’ own collection).

Two culture media were used to grow inoculum: YPG, which was a control medium, and a brewer’s
wort. The two media were enriched with magnesium by adding 1.25 g¢ Mg/dm® to them.
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The yeast cultures were developed using the following methods: a) a stationary method - 48 hrs; b) a
method with the aeration during a period of 24 hrs and 48 hrs; ¢) a method with the aeration during the 24
hrs, the next 24 hr period without aeration; at 28°C, and with a pH value equaling 5,0 in the case of the
YPG, and 5.5 in the case of the wort.

According to what has already been proved in previous experiments, the rate of magnesium being ab-
sorbed by cells was very high, and, at the same time, the biomass yield of yeast was low. It was stated that
regardless of the type of medium, the enrichment with magnesium stimulated the growth and biomass of
the yeast; the biomass yield was higher on the YPG medium than on the brewer’s wort. Furthermore, the
magnesium was better absorbed by cells in the YPG medium. When inoculum grown on the brewery wort
was used, the level of the brewery fermentation was higher, although the increase in the content of magne-
sium in the yeast was of no significant effect.

Key words: brewer’s yeasts, brewery fermentation, enrichment of yeast.
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