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MARIUSZ ROSINSKI, DOROTA PIASECKA-KWIATKOWSKA,
JERZY R. WARCHALEWSKI

PRZEGLAD METOD SEPARACJI I OCZYSZCZANIA BIALEK
PRZYDATNYCH W BADANIACH I ANALIZIE ZYWNOSCI

Streszczenie

Dokonano przegladu nowoczesnych metod separacji i oczyszczania biatek przydatnych w badaniach i
analizie zywnoS$ci. Proces oczyszczania bialek obejmuje cztery gléwne etapy: wybodr zrddia biatka,
ekstrakcj¢ biatka z materiatu biologicznego, oczyszczanie wyekstrahowanego biatka z wykorzystaniem
technik chromatografii kolumnowej oraz jego przechowywanie do czasu analizy.

Zawarto$¢ biatka w materiale biologicznym 1 jego rozmieszczenie jest jednym z czynnikéw
decydujacych o wyborze zrédta biatka. Znaczne ilosci biatlek mozna uzyska¢ wykorzystujac techniki
rekombinacji DNA, ktére prowadza do ich zwigkszonej ekspresji w komoérkach bakteryjnych. W
przypadku izolacji bialek wewnatrzkomoérkowych nalezy zastosowaé¢ dodatkowe zabiegi majace na celu
rozbicie zaréwno tkanek, jak i komdrek. Komorki znajdujace si¢ w zawiesinie rozbija si¢ za pomoca
szeregu metod. W przypadku biatek integralnych, zwigzanych z blona biologiczna, btona biologiczna
zostaje poddana dziataniu detergentu anionowego, takiego jak Tryton X-100, ktéry nie denaturuje biatka i
zapobiega jego inaktywacji.

Przed przystapieniem do dalszego oczyszczania bialek nalezy okre$li¢ ich przeznaczenie, wymagany
stopien czystosci oraz aktywno$¢. W zaleznosci od przeznaczenia produkt finalny moze mie¢ trzy stopnie
czystosci: bardzo wysoki >99%, wysoki 95-99% oraz umiarkowany <95%.

Techniki chromatograficzne sa wykorzystywane do separacji makromolekul na podstawie takich
parametrow, jak: wielko$¢ i ksztalt, hydrofobowos¢, tadunek powierzchniowy czy powinowactwo.
Pierwsza z tych technik - saczeniem molekularnym zwanym takze filtracja zelowa - rozdziela si¢ biatka
na podstawie wielkosci i1 ksztattu ich czasteczek. Separacja biatek za pomoca chromatografii
jonowymiennej polega na wykorzystaniu réznic w ladunku powierzchniowym czasteczek biatka. W
chromatografii oddziatywan hydrofobowych uwzglednia si¢ réznice w hydrofobowosci biatka, natomiast
w chromatografii powinowactwa wykorzystuje si¢ powinowactwo dwdch substancji, np. enzymu i
substratu, z ktérych jedna jest unieruchomiona na nosniku.

Dyskutowano takze stopien czystosci biatka jako produktu finalnego w zalezno$ci od jego
potencjalnego zastosowania.

Stowa Kkluczowe: zrédto biatka, wyodrgbnianie bialek, metody chromatograficzne, przechowywanie
biatek

Mgr inz. M. Rosinski, dr inz. D. Piasecka-Kwiatkowska, prof. dr hab. J. R. Warchalewski,Katedra
Biochemii i Analizy Zywnosci, Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, ul. Mazowiecka 48, 60-623
Poznan
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Wprowadzenie

Zywno$é stanowi skomplikowana matryce zwiazkéw chemicznych, czesto
labilnych. Dla analityka badanie sktadnikéw zywnos$ci stwarza okreS§lone trudnosci i
wymaga zastosowania albo specyficznych metod, albo bardzo doktadnego
wyodrgbnienia analizowanych zwiazkéw w stanie mozliwie niezmodyfikowanym, w
szczegoOlnosci biatek.

Staly postgp w zakresie rozwoju technik i metod separacji oraz oczyszczania
biatek ma istotny wplyw na wiele dziedzin nauki i przemystu. Wymagany stopien
czystosci biatka jako produktu koncowego jest rézny w zalezno$ci od jego
potencjalnych zastosowan, np. wysoki stopien czystosci jest konieczny w przypadku
zastosowan terapeutycznych i badan krystalograficznych, natomiast nizszy w
przypadku dodatkéw w przemysle spozywczym [17].

Oczyszczanie bialek jest procesem, w ktérym wyrdznia si¢ nast¢pujace etapy:
wybor zrodta biatka, izolowanie i ekstrakcja biatka z wybranego materiatu
biologicznego, oczyszczanie wyizolowanych biatek na drodze chromatografii
kolumnowych, przechowywanie oczyszczonego biatka.

Wybér zrédia biatka

Po ustaleniu biatka docelowego dokonuje si¢ wyboru zrédta biatka. Materiatem
wyjSciowym moga by¢ tkanki ro$linne, zwierzgce, drozdze oraz bakterie. O wyborze
materiatu biologicznego decyduje zaré6wno rozmieszczenie biatka, jak i jego zawarto$é
W SUrowcu.

Biatka wystgpujace w materiale biologicznym mozna podzieli¢ na trzy grupy, w
zalezno$ci od umiejscowienia:
=  bialka rozpuszczalne, obecne w ptynach ustrojowych;
=  biatka wystgpujace wewnatrz komorki:

— W cytozolu;
— w organellach komérkowych;
=  biatka nierozpuszczalne lub potaczone z czgsciami statymi komorki:
— bialka btonowe;
— bialka strukturalne.

Znaczne ilosci biatek mozna uzyskac¢ stosujac techniki rekombinacji DNA, ktére
prowadza do ich zwigkszonej ekspresji w komodrkach bakteryjnych czy
eukariotycznych. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku biatek rzadko
wystepujacych lub wystepujacych w matych ilo$ciach.

Izolowanie i ekstrakcja biatka z wybranego materiatu biologicznego

Kolejnym etapem, po ustaleniu odpowiedniego zrédia, jest uwolnienie
oczyszczanego biatka do roztworu. Ma to istotne znaczenie w przypadku biatek
wystepujacych np. w organellach komoérkowych czy zwiazanych z blonami
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biologicznymi. W przypadku izolacji tych biatek nalezy zastosowa¢ dodatkowe zabiegi
majace na celu rozbicie zarowno tkanek, jak i komoérek. Komoérki znajdujace si¢ w
zawiesinie rozbija si¢ za pomoca szeregu metod (tab.1).

Tabela 1
Metody uwalniania biatek z materiatu biologicznego do roztworu

Methods of extracting proteins from biological material and introducing them into a solution

Metody uwalniania biatek Zrédto biatka
Methods of extracting and introducing proteins Source of protein
Lagodna
Gentle method
Erytrocyty, E.coli, okotoplazmowe: biatka

Liza komorki (szok osmotyczny) wewnatrzkomoérkowe
Cell lysis (osmotic shock) Erythrocytes, E.coli, periplasm: intrarcellural
proteins
Trawienie enzymatyczne Bakterie: biatka wewnatrzkomérkowe
Enzymatic digestion Bacteria: intracellural proteins
Reczna homogenizacja Tkanka watroby
Manual homogenisation Liver tissue
Siekanie (mielenie) Mig$nie
Mincing (grinding) Muscles
Umiarkowana

Moderate method
Tkanka mig$niowa, wigkszo$¢ tkanek ro$linnych i

Homogenizator Blade’a zwierzgcych
Blade’s homogeniser Muscle tissue, the majority of animal and plant
tissues
Mielenie ze $cieraniem, np. piaskiem Bakterie, tkanki roslinne
Grinding using abrasive materials, e.g. sand Bacteria, plant tissues
Energiczna
Vigorous method
Ultradzwigki Zawiesina komoérek
Ultrasonication Cell suspension
Homogenizator Manton-Gaulina Zawiesina komorek
Manton-Gaulin homogeniser Cell suspension
Prasa Frencha Bakterie, komorki roslinne
French press Bacteria, plant cells
Lizat komoérek, przeciwciata monoklonalne, biatka
Precypitacja frakcyjna zewnatrzkomérkowe
Fractional precipitation Cells lysate, monoclonal antibodies, extra-cellular
proteins

Zrédto: / Source: [17]

Sposrod metod fizycznych stosuje si¢ najczegSciej homogenizacjg, sonikacje
(dzialanie ultradzwigkéw), badz tez dziatanie wysokich cisnien (prasa Frencha). Inna
metoda rozbijania komoérek jest tzw. ,bomba azotowa”, wykorzystujaca gwalttowna
dekompresj¢ zawiesiny komoérek nasyconej rozpuszczalnym gazem, najczesciej
azotem, pod wysokim ci$nieniem. Z innych metod mozna wymieni¢ ogrzewanie,
dzialanie zasadami czy detergentami oraz rozpuszczalnikami organicznymi. Inna
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prosta metoda rozbicia komoérek i uwolnienia zawartosci cytoplazmy jest liza
osmotyczna, polegajaca na rozerwaniu komoérek na skutek dyfuzji wody z roztworu
izotonicznego do bardziej stgzonego — cytozolu, wskutek czego dochodzi do
pecznienia i rozerwania komorki [7].

Dodatkowy etap oczyszczania stosuje si¢ w przypadku biatek zwiazanych z
btonami (rys 1).

biatko integralne
integral protein

detergent
detergent

Pe

_—

histko rozpuszczalne

soluble protein

Rys. 1. Mechanizm uwalniania biatek blonowych za pomoca detergentéw.
Fig. 1. Mechanism of releasing membrane proteins using detergents.

Stanowia one w przyblizeniu 1/3 wszystkich biatek zakodowanych w genomie,
jednak mniej niz 1% ma poznana strukturg. Wysoko wydajna krystalografia zwigksza
mozliwosci poznania struktury tych bialek. Do celéw krystalograficznych niezbedne
jest otrzymanie biatka o wysokim stopniu czystosci [12]. W przypadku biatek
integralnych, zwiazanych z hydrofobowym rdzeniem, btona biologiczna zostaje
poddana dziataniu detergentu anionowego, takiego jak Tryton X-100, ktéry nie
denaturuje biatka i zapobiega jego inaktywacji.

W wyniku dziatania detergentu dochodzi do uszkodzenia podwdjnej warstwy
lipidowej i uwolnienia do roztworu integralnych bialek btonowych, ktére zostaja
okryte warstwa czasteczek detergentu, co zapobiega agregacji biatka. Wybdr
detergentu jest jednym z czynnikéw majacym wplyw na czysto$¢ uzyskanego biatka.
Istnieje wiele réznych detergentéw w codziennym uzyciu w biochemii, ale kilka o
dopiero co poznawanych wtasciwosciach. Mieszaniny detergentéw sa szczegdlnie
przydatne, z niedenaturujacymi dodatkami, ktére czesto odgrywaja krytyczna rolg w
procesie oczyszczania [12]. Natomiast peryferyjne biatka blonowe, ktére niezwigzane
sa z rdzeniem hydrofobowym btony biologicznej, mozna usunaé bez dezintegracji
dwuwarstwy lipidowej, przez przemywanie bton roztworem o duzej sile jonowej, np. 1
M NaCl lub o wysokim pH, na skutek zerwania oddzialywan jonowych i wodorowych,
przytrzymujacych biatka peryferyjne na powierzchni btony [2, 5, 7, 8, 13].
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Oczyszczanie wyizolowanych bialtek na drodze chromatografii kolumnowych

Przed przystapieniem do dalszego oczyszczania bialek nalezy okresli¢ ich
przeznaczenie, wymagany stopien czystosci oraz aktywno$¢. W zalezno$ci od
przeznaczenia produkt finalny moze mie¢ trzy stopnie czystoSci: bardzo wysoki >99%,
wysoki 95-99% oraz umiarkowany <95% (tab. 2).

O zaakceptowaniu okre§lonego stopnia czysto$ci decyduje réwniez rodzaj
zanieczyszczenia, ktéry pozostal w preparacie biatkowym. Moga by¢ tolerowane tylko
te, ktore sa nieszkodliwe. Gorzej, jesli wykazuja one aktywno$¢ biologiczna i ich
obecno$¢ moze wiazaé si¢ z powaznymi problemami zaréwno w analityce, jak i
zastosowaniach terapeutycznych. Dlatego wazne jest wczesne rozpoznanie rodzaju
zanieczyszczen i stwierdzenie, ktére musza by¢ bezwzglednie usunigte, a ktére moga
pozosta¢ w preparacie na akceptowalnym poziomie. Wazne jest wczesne usunigcie
wszelkich czynnikéw powodujacych straty biatka i obnizenie jego aktywnosci
biologicznej, np. proteazy [17].

Tabela 2
Wymagany stopien czystosci preparatu biatkowego w zaleznosci od jego przeznaczenia.
A required purity degree of a protein product depending on its application.

Bardzo wysoki > 95% Badania in vivo, zastosowania terapeutyczne

Extremely high degree > 95% In vivo studies, therapeutic application

Wysoki 95 — 99% Krystalografia oraz wigkszos¢ metod fizykochemicznych

High degree 95 — 99% X-ray crystalography and the majority of physical & chemical

characterisation methods

Antygen do produkcji przeciwcial, sekwencjonowanie biatka od

Umiarkowany < 95% N-Kofica

Moderate degree < 95%

Antigen to produce antibodies, N-terminal sequencing

Zrédto: / Source: [17]

W celu wlasciwego oczyszczania bialek obecnych w materiale biologicznym
wazna jest znajomo$¢ wilasciwosci biatka docelowego oraz zanieczyszczen, ktére
nalezy usunaé. Dotyczy to zaréwno technik separacji, jak i warunkéw oczyszczania,
tak aby straty biatka spowodowane jego inaktywacja byly mozliwie najmniejsze.
Warunkiem otrzymania biatka o wymaganej aktywnoS$ci biologicznej i niezmienionej
strukturze jest zapewnienie warunkéw podobnych do naturalnych, jakie wystgpuja w
materiale biologicznym. Pomimo duZzej ostroznosci stosowane procedury oczyszczania
moga powodowa¢ zmiang warunkow $rodowiskowych, co nierzadko ma negatywny
wplyw na stabilno$¢ oczyszczanych biatek. Znajomo$¢ parametrow srodowiska
krytycznych dla stabilnosci biatka ma istotne znaczenie w zminimalizowaniu zmian
podczas doboru buforéw do ekstrakcji i przy dalszych etapach oczyszczania. Dotyczy
to zwlaszcza takich parametréow, jak: pH, sita jonowa, wtasciwosci redukujace,
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obecno$¢ kofaktorow czy takich czynnikéw fizycznych, jak czas, temperatura,
ci$nienie [17]. Istnieje wiele zwiazkéw, ktére majq stabilizujacy wptyw na strukture
biatka. Zwiazki redukujace, takie jak ditiotreitol (DTT) czy [-merkaptoetanol
zapobiegaja utlenianiu grup tiolowych, dzigki czemu chronia biatko przed zmianami
konformacyjnymi czy utrata aktywnosci enzymatycznej. Kolejnym waznym
czynnikiem majacym wpltyw na stabilno$¢ biatka i jego rozpuszczalno$é jest pH
srodowiska. Jes$li pH $rodowiska jest identyczne z punktem izoelektrycznym biatka,
wowczas rozpuszczalno$¢ biatka maleje i fatwo ulega ono agregacji. Jednym z
kluczowych parametréw, ktéry nalezy bra¢ pod uwagg, jest sita jonowa Srodowiska.
Niekorzystne stgzenie soli w buforze moze prowadzi¢ do agregacji bialek. Przy sile
jonowej w przedziale od zera do warto$ci fizjologicznych (0,15-0,2 M) niektére biatka
wykazuja tendencje do tworzenia precypitatéw na skutek niewystarczajacych
tadunkéw powodujacych odpychanie si¢ czasteczek biatka. Natomiast, gdy stezenie
soli jest za wysokie, wOwczas biatka ulegaja wysalaniu. Jesli biatko wykazuje
stabilno$¢ temperaturowa, to mozna wykonywaé wszelkie czynno$ci w nizszej
temperaturze [10]. Wazna jest tez wiedza o wrazliwosci na dzialanie enzyméw
proteolitycznych, co ma wpltyw na podjgcie decyzji o usunigciu proteaz lub tez dodatku
inhibitoréw. Réwnie wazna jest znajomos$¢ wlasciwos$ci majacych bezposredni wplyw
na dobdr techniki separacji (tab. 3), takich jak: masa czasteczkowa (saczenie
molekularne), tadunek powierzchniowy biatka (w celu ustalenia warunkéw
chromatografii jonowymiennej), powinowactwo (wybér ligandu do chromatografii
powinowactwa), hydrofobowos¢ (wybér medium do chromatografii hydrofobowej)
[10, 17].

Bardzo istotne jest opracowanie metod analitycznych umozliwiajacych
monitoring dobrze przeprowadzonego procesu oczyszczania biatka. Dotyczy to
zaréwno samego biatka, jak i metod identyfikacji krytycznych zanieczyszczen. 1los¢
biatka oznacza si¢ zwykle za pomoca metod Lowry’ego [14] czy Bradforda [3]. W
eluacie biatko moze by¢ mierzone na podstawie pomiaru absorbancji $wiatla o
dtugos$ci fali 280 nm, absorbowanego przez tyrozyng, tryptofan i fenyloalaning. Z
innych metod mozna wyrézni¢: metody immunochemiczne, takie jak ELISA czy
immunoblotting [20], metody elektroforetyczne, szczegdlne przydatne do okres$lania
efektywnosci oczyszczania (SDS-PAGE, NATIVE) czy metody chromatograficzne
HPLC [16]. Ponadto, jesli oczyszczane biatko wykazuje aktywnos$¢ biologiczna,
woweczas ta jego wlasciwos$¢é moze by¢ wykorzystana do okreslania stopnia czystosci.

Tabela 3
Wtasciwos$ci biatka majace wptyw na dobor parametréw oczyszczania.
Properties of proteins and their effect on the selection of the purification process parameters.
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Préba i whasciwosci biatka docelowego
Sample and properties of a target protein

Wplyw na strategi¢ oczyszczania
Type of the effect on the purification strategy

Stabilno$¢ temperaturowa
Temperature stability

Mozliwo$¢ pracy w nizszej temperaturze
It is possible to work at a lower temperature

Stabilnos¢ pH
pH stability

Wybdr buforéw do ekstrakcji i oczyszczania, ustalenie
warunkow chromatografii jonowymiennej, powinowactwa
i odwréconej fazy
Selecting buffers for extraction and purification,
identifying conditions of the ion exchange, affinity or
reversed phase chromatography

Wymagania dotyczace detergentéw
(zwykle niejonowych)
Requirements referring to detergents
(usually non-ion detergents)

Wplyw na stabilnos¢ biatka, izolowanie biatek btonowych
Effect on the protein stability; separation of cell proteins

Stezenie soli (sita jonowa $rodowiska)
Concentration rate of salts (ion strength)

Ustalenie warunkéw precypitacji oraz warunkéw
oddziatywan hydrofobowych
Identifying precipitation conditions and conditions of the
hydrophobic interaction chromatography

Obecnos¢ kofaktoréw w celu zapewnienia
stabilnosci i aktywnosci
Presence of co-factors to ensure the stability
and activity

Wybér dodatkéw, pH, soli, buforéw
Selection of additives, pH, salts, and buffers

Wrazliwos$¢ na dziatanie proteaz
Protease sensitivity

Usunigcie proteaz lub dodatek inhibitoréw
Fast remowal of proteases or addition of inhibitors

Wrazliwos¢ na jony metali
Sensitivity to metal ions

Dodatek zwiazkéw chelatujacych do buforéw (EDTA lub
EGTA)
Addition of EDTA or EGTA to buffers

Wrazliwos$¢ na utlenianie
Redox sensitivity

Dodatek reduktoréw wigzan S-S (2-merkaptoetanol, DTT)
Addition of bond reducing agents (2-merkaptoethanol,
DTT)

Masa czasteczkowa
Molecular weight

Wybér medium do saczenia molekularnego
Selection of gel filtration media

Ladunek powierzchniowy biatka
Surface charge of the protein

Ustalenie warunkéw chromatografii jonowymiennej
Identifying and determining the ion exchange conditions

Powinowactwo
Bio-specific affinity

Wyb6r ligandu do chromatografii powinowactwa
Selecting a ligand for the affinity chromatography

Wybér medium do chromatografii oddziatywan

Hydrofobowos¢ hydrofobowych
Hydrophobicity Selecting a medium for the hydrophobic interaction
chromatography

Przy podejmowaniu decyzji odnosnie do oczyszczania biatka bardzo wazne jest
zastosowanie procedury wykorzystujacej jak najmniejsza liczbg technik, jednocze$nie
zapewniajaca uzyskanie produktu o wymaganym stopniu czysto$ci i wymaganej
aktywnosci. Wynika to m.in. z ryzyka utraty znacznych ilo$ci biatka oraz jego
aktywnos$ci na poszczegllnych etapach oczyszczania, a takze istnieje mozliwos¢
znacznego wydluzenia czasu i tym samym zwigkszenie kosztéw finalnych catego
procesu oczyszczania. Przyktadowo, jesli préba ma niska silg¢ jonowa Srodowiska,
wowczas w pierwszym etapie moze by¢ oczyszczana przy zastosowaniu IEX (tab. 4).
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Tabela 4

Poréwnanie warunkow poczatkowych i koncowych stosowanych technik chromatograficznych.
Comparison of the starting and closing conditions for the chromatographic techniques applied.

Technika

Technique

Warunki poczatkowe

Starting conditions

‘Warunki koncowe

Closing conditions

Chromatografia jonowymienna
(IEX)

Ion exchange chromatography

Niskie stezenie soli, objetosé¢
proby nielimitowana
Low ionic strength, sample
volume not limited

Wysokie st¢zenie soli lub zmiana
pH, préba zaggszczona

High ionic strength or pH change,
concentrated sample

Chromatografia oddziatywan
hydrofobowych (HIC)

Hydrophobic interaction
chromatography

Wysokie stgzenie soli, objgtos¢
proby nielimitowana
High ionic strength, sample
volume not limited

Niskie stgzenie soli, proba
zageszczona,

Low ionic strength,

concentrated sample

Chromatografia powinowactwa
(AC)

Affinity chromatography

Warunki charakterystyczne
wigzania do ligandu, objetos¢
proby nielimitowana

Specific binding conditions,

Warunki charakterystyczne dla
elucji, préba zaggszczona

Specific elution conditions,
concentrated sample

sample volume not limited

Ograniczona objgtos¢ proby <5%

catkowitej objetosci kolumny Wymiana buforu, préba

Saczenie molekularne (GF) rozcieficzona

Gel filtration Limited sample volume <5% total

Buffer exchange; diluted sample
column volume)

Zrédto: / Source: [17]

Po elucji z kolumny IEX préba znajduje si¢ zwykle w buforze o wysokiej sile
jonowej i w nastgpnym etapie moze by¢ oczyszczana na kolumnie HIC (w razie potrzeby
mozna ustali¢ pH oraz dodac¢ soli). I odwrotnie, jesli préba jest eluowana z kolumny HIC,
wowczas ma wysokie stezenie soli i niekiedy nalezy ja rozcienczy¢ lub wymieni¢ bufor
do poziomu umozliwiajacego zastosowanie IEX [17]. Kolejny przyktad, precypitacja
siarczanem amonu stanowi czgsto pierwszy etap klarowania i zaggszczania biatka i w tej
sytuacji HIC, ktéra przebiega w warunkach wysokiego st¢zenia soli niezbgdnego do
zwiazania bialek w matrycy kolumny, stanowi idealng technike w pierwszym etapie
oczyszczania. Stezenie soli oraz objgto$¢ koncowa proby zostanie znacznie zmniejszona
po elucji z kolumny HIC. Rozcienczanie frakcji lub szybka wymiana buforu, z
zastosowaniem kolumienek do odsalania Sephadex G-25, przygotowuje proby do etapu
oczyszczania na IEX lub AC. Z kolei technika saczenia molekularnego jest szczegdlnie
przydatna po technikach zagegszczajacych (IEX, HIC, AC), z uwagi na ograniczenia
objetosci nanoszonych prob [17].

Bardzo czgsto frakcjonowanie biatek przeprowadza si¢ stosujac zwiazki
chemiczne powodujace precypitacje (tab. 5).

Tabela 5
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Przyktady stosowania zwiazkéw chemicznych do precypitacji biatek.
Examples of chemical compounds used in the protein precipitation process.

Zwiazek precypitujacy Rodzaj préby Komentarz

Precipitation agent Sample type Comment
Stabilizuje biatka, nie denaturuje,

>1mg biatka/ml, szczegdlnie supernatant bezposrenio
Siarczan amonu immunoglobuliny kierowany na HIC
Ammonium sulphate >1mg /ml proteins, especially Stabilizes proteins; no
immunoglobulins denaturation, supernatant can go
directly to HIC

Nie denaturuje biatka, supernatant
bezposrednio kierowany do IEX

Glikol polietylenowy Biatka plazmy Iub AC.
Polyethylene glycol Plasma proteins No protein denaturation;
supernatant goes directly to IEX or
to AC
Precypitacja peptydéw lub zaggszczanie
biatek do elektroforezy Moze denaturowac biatka
Aceton . . LT . .
Useful in the peptide precipitation or nieodwracalnie
Acetone . . . . . .
while concentrating proteins for the Can irreversibly denature protein

electrophoresis process

Zrédto:/Source: [17]

Najczgsciej stosuje si¢ siarczan amonu, ktérego zaleta jest to, ze zachowuje
natywna strukturg biatka. W technice tej wykorzystuje si¢ fakt, ze w obecnosci duzego
stezenia soli rozpuszczalno$¢ wigkszosci biatek maleje. Przy odpowiednio duzym
stezeniu soli biatko wypada z roztworu, czyli ulega precypitacji. Wielko$¢ obszarow
hydrofobowych w strukturach wysalanych biatek wplywa bezposrednio na
zastosowanie niezbg¢dnego st¢zenia soli. Biatka o wigkszych obszarach hydrofobowych
ulegaja wysalaniu szybciej niz te o mniejszych obszarach hydrofobowych. Stad tez jest
mozliwe zastosowanie tej procedury do frakcjonowania mieszaniny biatek. Wysalanie
stosuje si¢ rowniez w pézniejszych etapach procesu oczyszczania, aby zagescié
rozcienczony roztwor biatka, poniewaz biatko po precypitacji moze zosta¢ ponownie
rozpuszczone w mniejszej objetosci buforu [17].

Techniki chromatograficzne sa wykorzystywane do separacji makromolekut na
podstawie takich parametrow, jak: wielko$¢ i ksztalt, hydrofobowo$¢, tadunek
powierzchniowy czy powinowactwo [1].

Saczenie molekularne

Stosujac saczenie molekularne, zwane takze filtracja zelowa, rozdziela si¢ biatka
na podstawie wielko$ci i ksztaltu ich czasteczek. W technice tej mata objgtos¢ préby,
stanowigca < 5% objetosci kolumny, jest nanoszona na szczyt kolumny, ktoérej
wypelnienie stanowia porowate ziarna nierozpuszczalnego polimeru, takiego jak
poliakryloamid. Ponadto stosuje si¢ ziarna, ktérych podstawowym skladnikiem jest
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dekstran (Sephadex). Do syntezy ziaren zelu Sephadex stosuje si¢ dekstran o $redniej
masie czasteczkowej 30-50-10° Da. Otrzymane ziarna maja zdolno$é wiazania wody w
granicach 25 ml/ml. Zele serii G stosowane sa do rozdziatu substancji w $rodowisku
wodnym i glicerolowym, natomiast w §rodowiskach polarnych stosuje si¢ Sephadex
LH-20. Innym zwiazkiem do produkcji ziaren jest agaroza, a otrzymany zwiazek —
Sepharose — jest przeznaczony do rozdzielania czastek o masie powyzej 100-10* Da
[11]. Podczas rozdzialu male czasteczki, takie jak jony, dyfunduja w giab zZelu i
poruszaja si¢ wolniej w kolumnie, natomiast czasteczki wigksze lub o wydtuzonym
ksztatcie wyptywaja z kolumny jako pierwsze (rys. 2).

mieszanina bhiatek porowate ziarna
protein mixture porous beads

0 ® gold _0
nolgey
“.l.foo
l.o He
L J 0.0.
o "o@

0
0 0

najwigksze czgsteczki najmniejsze czgsteczki
the largest molecules the smallest molecules

Rys. 2. Mechanizm separacji czasteczek na podstawie wielkosci 1 ksztattu przy zastosowaniu saczenia
molekularnego.
Fig.2.  Mechanism of separating molecules by their sizes and shapes in a gel filtration process.

W przeciwienstwie do pozostatych technik chromatograficznych czasteczki nie
wiaza si¢ z wypetniaczem kolumny, dlatego sktad buforu nie ma wptywu na rozdziat.
Zaleta tej metody jest takze fakt, ze warunki rozdzialu moga by¢ dostosowane do
rodzaju préby, a takze warunkéw wymaganych w kolejnych etapach oczyszczania,
analizy czy przechowywania.

Technika ta szczegdlnie nadaje si¢ do oczyszczania biatek wrazliwych na zmiany
pH czy wystgpowanie jonéw metali. Sam rozdzial moze by¢ prowadzony w obecnosci
niezbednych jondw, kofaktoréw, detergentéw, mocznika, przy wysokiej lub niskiej sile
jonowej, a oczyszczone biatka moga znajdowac si¢ w dowolnym buforze [6].

Chromatografia jonowymienna

W chromatografii jonowymiennej rozdziat biatek uzalezniony jest od ich
powierzchniowego fadunku i polega na odwracalnej wymianie jonowej ze
znajdujacymi  si¢ w  roztworze, obdarzonymi tadunkiem = przeciwnym,
unieruchomionymi jonami wymieniacza jonowego. Pierwszym etapem jest kalibracja,
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podczas ktérej wymieniacz jonowy jest doprowadzany do warunkéw poczatkowych,
dotyczy to pH oraz sity jonowej $rodowiska, ktére zapewniaja wymiang jonowa
pozadanych czasteczek z buforem inicjujacym. Na tym etapie grupy wymieniacza sa
zwiazane z przeciwjonami buforu startowego (zwykle CI” lub Na®). W drugim etapie
nastgpuje naniesienie proby na kolumng oraz adsorpcja znajdujacych si¢ w roztworze
czasteczek o tadunku przeciwnym do tadunku grup wymieniacza. Obdarzone
tadunkiem czasteczki biatka wypieraja zwigzane z wymieniaczem przeciwjony i wigza
si¢ z nim odwracalnie. Niezwigzane substancje moga by¢ wymyte z kolumny za
pomoca buforu startowego. Nastepnie, zwigzane biatka sa usuwane z kolumny na
drodze wymiany jonowej z buforem wymywajacym. Osiaga si¢ to zwykle przez
zwigkszenie sity jonowej (wzrost st¢zenia soli) buforu eluujacego lub przez zmiang
jego pH. W przypadku zwigkszania stgzenia soli desorpcja nastgpuje wraz ze
zwigkszaniem gradientu soli, a zwiazane czasteczki sa uwalniane z kolumny w
zalezno$ci od sity wiazania z wymieniaczem (rys. 3).

Najstabiej zwiazane substancje sa eluowane jako pierwsze. Oprdcz elucji
gradientem NacCl, biatka mozna wymywac¢ zmieniajac pH buforu, co powoduje zmiang
stanu jonizacji bocznych reszt aminokwaséw, a co za tym idzie tadunku biatka. Po
zakonczonym rozdziale kolumne regeneruje si¢ w celu usunigcia z niej substancji
niewymytych, na drodze elucji buforem o wysokiej sile jonowej, a nastgpnie
przeprowadza si¢ kalibracj¢ do warunkéw poczatkowych [17].

Do rozdziatu biatek obdarzonych tadunkiem ujemnym stosuje si¢ kolumny
zawierajace dodatnio natadowane grupy dietyloaminoetylowe (DEAE), takie jak
DEAE-celuloza lub DEAE-Sephadex. Jest to typ chromatografii anionowymienne;j.
Natomiast do rozdziatu bialek o fadunku dodatnim stosuje si¢ kolumny zawierajace
wypelnienie obdarzone tadunkiem ujemnym grup karboksymetylowych (CM), np.
CM-celuloza lub CM-Sephadex. Jest to typ chromatografii kationowymiennej [7, 9,
11].
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Rys. 3. Przyktad rozdzialu biatek za pomoca techniki chromatografii jonowymiennej w gradiencie soli.

Fig. 3. Example of separating proteins with the use of ion exchange chromatography in a salt gradient.

Chromatografia oddzialywan hydrofobowych

Wazna technika oczyszczania biatek, wykorzystujacaq ich hydrofobowa naturg,
czgsto stosowana w polaczeniu z chromatografia jonowymienna oraz saczeniem
molekularnym, jest chromatografia oddziatywan hydrofobowych.

Technika chromatografii oddzialywan hydrofobowych rozdziela biatka na
podstawie réznic w sile oddzialywania obszaréw hydrofobowych biatka z jeszcze
bardziej hydrofobowymi grupami ligandéw, umocowanymi na powierzchni no$nika
pozbawionego fadunku elektrycznego. Wiazanie biatka do no$nika hydrofobowego jest
osiagane przez stosowanie buforow o wysokiej sile jonowej $rodowiska, np. 1,5 M
roztwdr siarczanu amonu, a uwalnianie biatek nastgpuje przez ich wymywanie buforem
0 zmniejszajacym si¢ gradiencie soli [2, 12, 17, 19]. Mechanizm oczyszczania biatek
za pomoca techniki chromatografii oddzialywan hydrofobowych przedstawiono na rys.
4. Inny sposéb elucji polega na zwigkszeniu pH buforu czy dodatku komponentéw
wykazujacych silne powinowactwo do ligandu lub zwigkszajace hydrofilno$¢ biatek,
np. alkohole i aminy alifatyczne lub detergenty niejonowe.
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Rys. 4. Oczyszczanie bialek za pomoca techniki chromatografii oddziatywan hydrofobowych.
Fig. 4.  The protein purification process with the use of hydrophobic interaction chromatography.

Chromatografia powinowactwa

Technika rozdziatu wykorzystujaca wzajemne powinowactwo dwdch substancji
jest chromatografia powinowactwa. Umozliwia ona rozdzial bialek na podstawie
odwracalnej reakcji dwéch wykazujacych specyficzne powinowactwo substancji, z
ktérych jedna — ligand zwiazana jest ze stalym no$nikiem. Dzigki tej technice mozna
oczyszcza¢ nastgpujace substancje: enzym-substrat, enzym-inhibitor, przeciwcialo-
antygen, hormon-receptor, kwasy nukleinowe-biatka [1, 4, 11, 15, 21]. Na rys. 5
przedstawiono schemat oczyszczania biatek technika chromatografii powinowactwa.

W chromatografii powinowactwa wyrdznia si¢ nastgpujace etapy: kalibracja,
adsorpcja biatka 1 elucja niezwigzanego materialu, zakonczenie wymywania
niezwigzanego materialu, elucja zwiazanych bialek, zakonczenie wymywania
zwiazanych biatek, kalibracja kolumny.
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Rys. 5. Oczyszczanie biatek za pomoca techniki chromatografii powinowactwa.
Fig.5.  Protein purification with using affinity chromatography.

Jedna z najskuteczniejszych technik oczyszczania biatek jest chromatografia
immunopowinowactwa, wykorzystujaca unieruchomione przeciwciala. Wysokie
powinowactwo przeciwciala do antygenu moze by¢ wykorzystane do wysoce
selektywnej adsorpcji biatek. W chromatografii immunopowinowactwa zastosowanie
maja dwa rodzaje przeciwcial: przeciwciata poliklonalne i przeciwciata monoklonalne.
Przeciwciata poliklonalne, otrzymane w wyniku immunizacji zwierzgcia, sa mieszaning
przeciwcial o rdéznej specyficznosci, wiazacych rdézne epitopy antygenu [21].
Przeciwciata te sa relatywnie tatwe do otrzymania, jednak maja takze kilka wad. Ze
wzgledu na duze zréznicowanie przeciwcial pod wzgledem specyficznosci istnieje
niebezpieczenstwo wystapienia reakcji krzyzowej, czyli wiazania bialek majacych
identyczny lub zblizony strukturalnie epitop, co w konsekwencji uniemozliwitoby
skuteczne oczyszczanie danego biatka. Ponadto, produkcja przeciwcial poliklonalnych
nie jest powtarzalna ze wzgledu na cechy osobnicze immunizowanych zwierzat tego
samego gatunku, co wiaze si¢ z dodatkowymi etapami usuwania niepozadanych
przeciwcial. Poza tym trudno jest uzyska¢ odpowiednig ilo$¢ krwi — w zaleznosci od
gatunku zwierzecia od kilku do kilkudziesigciu cm’. Natomiast przeciwciata
monoklonalne, mimo ze ich otrzymanie jest znacznie drozsze i bardziej ztozone, maja
wiele zalet, dzigki ktérym doskonale nadaja si¢ do oczyszczania bialek. Po pierwsze, do
ich produkcji nie potrzeba antygenu o wysokim stopniu czystosci. Poza tym moga by¢
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otrzymywane potencjalnie w nieograniczonej iloci oraz, co jest bardzo istotne, dzigki
identycznej specyficznosci, tj. wiazaniu tego samego epitopu z identyczna sila,
zapewniaja powtarzalno$¢ procesu oczyszczania, dotyczaca zwlaszcza warunkow
wiazania i elucji biatek [4].

Ze wzgledu na site oddziatywania miedzy antygenem i przeciwcialem dos¢ trudno
jest wymy¢ antygen z kolumny immunopowinowactwa. Jednak mozna tego dokonaé
na kilka sposobéw, np.: zastosowanie skrajnych wartosci pH (3 lub 10), uzycie
zwiazkow denaturujacych (8 M mocznik lub 6 M chlorowodorek guanidyny) lub
zwiazkéw chaotropowych (3 M KSCN). Aczkolwiek nalezy liczy¢ si¢ z tym, ze elucja
w tych warunkach prowadzi bardzo czgsto do zmian strukturalnych biatka, co jest
niepozadane, zwtaszcza w przypadku biatek wykazujacych aktywnos¢ biologiczna, np.
enzymow [4].

Przechowywanie oczyszczonego biatka

Warunki w jakich przechowuje si¢ biatko maja istotny wptyw na zachowanie jego
niezmienionej struktury oraz aktywnosci biologicznej przez caly okres
przechowywania. Okres ten moze wynosi¢ od kilku dni do ponad roku w zaleznosci od
natury biatka oraz warunkéw przechowywania. Czynnikami, ktére maja najwigkszy

wplyw na stabilno$¢ biatka podczas przechowywania sa: temperatura, czas
przechowywania, czystos¢ preparatu. Poréwnanie warunkéw przechowywania
przedstawiono w tab. 6.
Tabela 6
Poréwnanie warunkéw przechowywania biatek.
Comparison of the protein storage conditions.
25-50% glicerol Zamrozone w
Roztwér w lub glikol temp. ?,d ~20°Cdo Liofilizowane
Warunki temp. 4°C etylenowy w ._80 C lub W (zwykle zamrozone)
p o y
przechowywania Solution at temp. -20°C cieklym aZOoCIe Lyophilised
Storage conditions 4°C 25-30% glycerol | Frozen at ._20, C‘to (usually frozen)
& ; or ethylene -80°C or in liquid
glycol at -20°C nitrogen
Czas przechowywania 1 miesiac 1 rok Kilka lat Kilka lat
Storage period 1 month 1 year Several years Several years
Wymagania dotyczace
sterylnosci lub dodatku
substancji anytbakteryjnych Tak Zwykle tak Nie Nie
Requirements with regard to Yes Usually yes No No
sterile conditions or
antibacterial agents added
Rozmrazanie préby Wiele razy Wiele razy Jeden raz Jeden raz
Defrosting of the sample | Many times Many times Once Once

Zrédto: / Source: [18]
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Biatka do czasu wykonania analiz powinny by¢ przechowywane w temperaturze
ponizej 4°C w czystych, autoklawowanych szklanych pojemnikach lub probéwkach
polipropylenowych. Przechowywanie w temperaturze pokojowej prowadzi bardzo
czesto do degradacji i obnizenia aktywnosci biologicznej biatka, gldwnie na skutek
obecnosci drobnoustrojéw. Natomiast w temp. 4°C biatka mozna przechowywaé od
jednego dnia do kilku tygodni. Obnizenie temp. do przedzialu od -20°C do -80°C
wydtuza okres przechowywania biatka nawet do kilku lat. W tym przypadku nalezy
unika¢ rozmrazania i ponownego zamrazania preparatu, poniewaz prowadzi to do
obnizenia stabilnosci biatka, a w rezultacie do obnizenia jego aktywnosci. Dlatego
preparat biatka przeznaczony do zamrozenia nalezy przechowywac¢ w matych porcjach,
ktore nie beda ponownie zamrazane [18].

Na stabilno$¢ biatka wplywa réwniez stezenie biatka w preparacie. Biatko o
stgzeniu ponizej 1 mg/ml jest bardziej podatne na inaktywacj¢ i straty ze wzgledu na
niski poziom wiazania do §cianek naczynia, w ktérym jest przechowywane [18].
Dlatego najlepszym sposobem jest przechowywanie biatka w bardziej skoncentrowane;j
formie albo dodanie biatka stabilizujacego, takiego jak oczyszczona albumina serum
krwi bydlecej (BSA) do koncowego stezenia 10-15 mg/ml, co pozwoli ochronié¢
przechowywane biatko przed stratami.

Wiele sktadnikéw moze mie¢ wptyw na okres przechowywania biatka [18], np.:

— substancje krioochronne, takie jak glicerol lub glikol etylenowy w stezeniu 25—
50%, pomagaja stabilizowa¢ biatko przez zapobieganie tworzeniu si¢ krysztatow
lodu, ktéry niszczy strukture biatka przechowywanego w temp. -20°C i nizszej;

— inhibitory proteaz, ktére zapobiegaja degradacji proteolitycznej biatka;

— substancje antybakteryjne, takie jak azydek sodu (NaNs;) w stezeniu 0,02-0,05%
hamuja wzrost mikroorganizméw;

— zwiazki chelatujace w stgzeniu 1-5 mM zapobiegaja utlenianiu grup —-SH
indukowanemu przez metale;

— zwiazki redukujace, takie jak DTT, czy 2-merkaptoetanol w stgzeniu 1-5 mM
zapobiegaja utlenianiu cysteiny, stabilizujac tym samym struktur¢ przestrzenna
biatka.

Podsumowanie

Wyizolowanie biatka z zachowaniem jego aktywnosci biologicznej i struktury
natywnej jest zadaniem trudnym, wynikajacym z koniecznoS$ci zapewnienia warunkéw
zblizonych do naturalnych podczas samego procesu oczyszczania i przechowywania.
Ograniczenie, tam gdzie to jest mozliwe, liczby etapdw oczyszczania sprzyja
zmniejszeniu strat oczyszczanego biatka. Dlatego tez stosowane metody powinny by¢
starannie dobrane i na tyle tagodne, aby zminimalizowa¢ degradacj¢ czasteczek biatka,
a ponadto powinny charakteryzowac¢ si¢ bardzo wysoka specyficznoscia rozdzielcza
biatek wystgpujacych w materiale biologicznym, co pozwala na wysoki stopien ich
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oczyszczenia. Ma to duze znaczenie zaréwno w badaniach, jak i w analityce zywnosci,
a takze w poznaniu ich wtasciwo$ci funkcjonalnych, szczegélnie w przypadku biatek
stosowanych jako dodatki do ZywnoSci.

(1]
(2]
(3]
(4]

(5]

(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]
(18]
[19]

[20]

Literatura

Affinity Chromatography Handbook. www.fm.uit.no/info/imb/amb/courses/bio360s/pdf/affinity.pdf.
Bowie J.U.: Stabilizing membrane proteins. Curr. Opin. Struc. Biol., 2001, 11, 397-402.

Bradford M.M.: A rapid and sensitive method for quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Bioch., 1976, 72, 248-254.

Burgess R.R., Thompson N.E.: Advances in gentle immunoaffinity chromatography. Curr. Opin.
Biotech., 2002, 13, 304-308.

Eriks L.R., Mayor J.A., Kaplan R.S.: A strategy for identification and quantification of detergents
frequently used in the purification of membrane proteins. Anal. Bioch., 2003, 323, 234-241.

Gel Filtration Handbook. home.postech.ac.kr/~smw1905/source/gel%20filtration.pdf.

Hames B.D., Hooper N.M., Houghton J.D.: Krétkie wyktady. Biochemia. Wyd. Nauk. PWN.
Warszawa 1999.

Ichimura T., Ikuta N., Uda Y., Horigome T., Omata S.: Separation of membrane proteins solubilized
with a non-denaturing detergent and a high salt concentration by hydroxyapatite high-performance
liquid chromatography. Anal. Bioch. 1995, 224, 250-255.

Ion Exchange Chromatography Handbook. www.fm.uit.no/info/imb/amb/courses/bio360s/pdf/
ion_exchange.pdf

Kaufmann M.: Unstable proteins: how to subject them to chromatographic separations for
purification procedures. J. Chrom. B., 1997, 699 347-369.

Klyszejko-Stefanowicz L. (red.): Cwiczenia z biochemii. Wyd. Nauk. PWN. Warszawa 1999.
Lienqueo ML.E., Mahn A., Vasquez L., Asenjo J.A.: Methodology for predicting the separation of
proteins by hydrophobic interaction chromatography and its application to a cell extract. J. Chrom.
A., 2003, 1009 189-196.

Loll P.J.: Membrane protein structural biology: the high troughput challenge. J. Struc. Biol., 2003,
142 144-153.

Lowry O.H., Rosenbrough N.J., Farr A.L., Randall J.R.J.: Protein measurement with the Folin
phenol reagent. Biol.Chem.1951, 193, 265-275.

Muronetz V.I., Sholukh M., Korpela T: Use of protein — protein interactions in affinity
chromatography. J. Biochem. Biophys. Methods, 2001, 49 29-47.

Pospiech E., Peltre G., Wasowicz E., Jelen H., Greaser M.L., Mikotajczak B., Bresinska A.,
Goraczka A.: Metody separacji i ocena rozdziatéw: elektroforeza, wysokosprawna kolumnowa
chromatografia cieczowa, chromatografia gazowa, spektroskopia masowa. W: Metody pomiaréw i
kontroli jakosci w przemysle spozywczym i biotechnologii — pod red. M. Jankiewicza i Z. Kedziora.
Wyd. AR. Poznan 2003, s. 155-193.

Protein Purification Handbook. www.fm.uit.no/info/imb/amb/courses/bio360s/pdf/handbook.pdf
Protein stability and storage. Technical resource. TR0043.0 www.piercenet.com/files/TR0043dh4
Queiroz J.A., Tomaz C.T., Cabral J.M.S.: Hydrophobic interaction chromatography of proteins. J.
Biotech. 2001, 87 143-169.

Warchalewski J.R., Katuzewska M., Piasecka-Kwiatkowska, Daussant J., Bielecki S., Wyatt G.M.,
Gruchata L.: Metody immunoanaliz i ich zastosowanie w przemysle spozywczym. W: Metody
pomiaréw i kontroli jako$ci w przemysle spozywczym i biotechnologii — pod red. M. Jankiewicza i
Z. Kedziora. Wyd. AR Poznan 2003, s. 17-154.



22 Mariusz Rosinski, Dorota Piasecka-Kwiatkowska, Jerzy R. Warchalewski

[21] Wilchek M., Miron T.: Thirty years of affinity chromatography. Reac. Func. Polym., 1999, 41 263-
268.

THE REVIEW OF PROTEIN SEPARATION AND PURIFICATION METHODS APPEARING
USEFUL IN RESEARCH AND FOOD ANALYSIS

Summary

In this paper, some up-to-date methods of protein separation and purification appearing useful in
research and food analysis were reviewed. The protein purification process includes four major phases:
selecting a source of protein, isolating and extracting protein from the biological material, purifying the
extracted protein using a column chromatography technique, and, finally, storing the protein obtained
until it is taken for further analysis.

The content of protein in a biological material and its distribution is one of the factors determining the
protein source to be selected. It is possible to win considerable amounts of proteins by employing a DNA
recombination technique leading to their increased expression in bacterial cells. When isolating
intracellular proteins, it is necessary to utilize additional measures in order to destroy both the tissues and
the cells. The cells present in a suspension are destroyed using several methods. With regard to integral
protein bound to a biological membrane, an anionic detergent, for example Tryton X-100, is applied to
such a biological membrane since this anionic detergent does not cause the denaturation of protein, and it
prevents inactivation of the proteins.

Prior to starting the purification process of proteins, it is necessary to determine the application of the
final proteins to be obtained, the required degree of their purity, and their activity. Depending on its
applications, the final protein product can have three degrees of purity: very high > 99%, high, ranging
between 95 and 99%, and moderate < 95%.

Chromatographic techniques are employed to separate macromolecules on the basis of such
parameters like: size and shape, hydrophobicity, surface net charge, or affinity. The first of those
techniques is molecular sieving chromatography, also known as a gel filtration. If this technique is
applied, macromolecules are separated according to their sizes and shapes. The other technique is ion
exchange chromatography and with it, proteins are separated according to differences in the surface net
charge of protein macromolecules. While applying the hydrophobic interaction chromatography, the
separation of proteins is based on differences in the protein hydrophobicity, whereas the affinity
chromatography utilizes the affinity of two substances, for example an enzyme and a substrate, and one of
these two substances is carrier-bound, thus, immobilized.

In the paper, the purity degree of protein as a final product was discussed with regard to the potential
application of such a protein product.

Key words: source protein, protein isolation, chromatographic methods, storage of proteins
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WIELONIENASYCONE KWASY TLUSZCZOWE CZYNNIKIEM
POPRAWY STANU ZDROWIA CZE.OWIEKA

Streszczenie

Thluszcze sa podstawowym, wysokoenergetycznym skladnikiem zywnosci. Uwaza sig, ze wysoki
poziom spozycia tluszczu, jak i niewlasciwy jego sklad moga powodowaé zagrozenia chorobami
cywilizacyjnymi jak: otylo$¢, zaburzenia uktadu krazenia, nowotwory jelita grubego i piersi, a takze
ostabienie ukladu odporno$ciowego. Szczegdlne znaczenie ma sklad kwaséw tluszczowych diety, a
zwlaszcza proporcja kwaséw nasyconych do jedno- i wielonienasyconych. Thiszcze sa réwniez waznym
sktadnikiem strukturalnym bton komoérkowych (fosfolipidy, cholesterol). Wielonienasycone niezbgdne
kwasy ttuszczowe (WNNKT) szeregu n-3 i n-6 nie moga by¢ syntetyzowane przez cztowieka i musza by¢
dostarczane w diecie. Podstawowe z nich to kwas o-linolenowy (C 18:3) z rodziny n-3, bedacy
prekursorem kwasu eikozapentaenowego (EPA) i dokozaheksaenowego (DHA) oraz kwas linolowy (C
18:2) n-6, prekursor kwasu arachidonowego (AA). Blony komérkowe osrodkowego uktadu nerwowego i
siatkowki oka funkcjonuja prawidtowo dzigki podwdjnej warstwie fosfolipidowej zbudowanej gtéwnie z
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. Dostarczenie tych kwaséw, a zwlaszcza niesyntetyzowanych
endogennie, decyduje o rozwoju umystowym dzieci i prawidlowym funkcjonowaniu dorostych.

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie izomerami trans i cis nienasyconych kwasow ttuszczowych
oraz sprzgzonymi kwasami tluszczowymi (CLA). Dazy si¢ do wyjasnienia mechanizméw dziatania na
poziomie molekularnym i genetycznym oraz okreslenia roli tych kwaséw w stymulowaniu stanu zdrowia
ludzi. Badania prowadzone ze zwierzgtami (zwlaszcza gryzoniami) wykazaty, ze CLA, a zwlaszcza izomer
trans-10 1 cis-12 redukowaly lub zapobiegaly ottuszczeniu, poprawialy oporno$¢ insulinowa, inhibowaty
rozwdj komdrek rakowych i redukowaly stany zapalne. Konieczne sa dalsze badania, zwtaszcza dotyczace
przydatno$ci CLA dla ludzi, jako nutraceutyku, w prewencji i leczeniu choréb cywilizacyjnych.

Stowa kluczowe: kwasy tluszczowe, choroby cywilizacyjne, profilaktyka, izomery nienasyconych
kwasow, ttuszczowych, sprzgzone kwasy tluszczowe

Wprowadzenie

Wystepowanie choréb cywilizacyjnych, jak zawaly serca czy nowotwory, jest
obecnie gtéwna przyczyna przedwczesnych zgonéw w krajach wysoko rozwinigtych
[42]. Wptywa na to wadliwy sposdb odzywiania sig, siedzacy, czgsto pelen stresow

Lek. med. wet. K. Achremowicz - Nutricia Polska, e-mail Konrad.Achremowicz@nutricia.com.pl,
mgr inz. K. Szary-Sworst - Katedra Technologii Weglowodanow Akademia Rolnicza, ul. Balicka 122,
30-149 Krakow



24 Konrad Achremowicz, Katarzyna Szary-Sworst

tryb zycia i ulegania natogom prowadzacym do wyniszczenia organizmu. Szczeg6lnie
niebezpieczna jest otylos¢ wystgpujaca na tle wysokiego spozycia tluszczu, a
zwlaszcza niewlasciwego sktadu kwaséw tluszczowych w diecie, stanowiaca
zagrozenie wystapienia nadci$nienienia, a takze zaburzen metabolicznych, jak wzrost
we krwi poziomu frakcji LDL cholesterolu, glukozy, insuliny czy triacylogliceroli
[33].

Uzycie ttuszczu w procesach kulinarnych, jak smazenie i pieczenie, powoduje
jego niekorzystne przemiany m.in. utlenianie, hydrolizg, polimeryzacjg, cyklizacje.
Wigkszos¢ powstalych zwiazkéw obniza warto$¢ zywieniowa produktéw, a niektére
stanowia zagrozenie dla zdrowia [48]. W dokumencie ,,Promocja Zdrowego Serca,
Europejski Consensus” Unii Europejskiej sformutowano zalecenie, aby przemyst
spozywczy zastgpowal w produkowanej zywnoSci nasycone kwasy tluszczowe i
izomery trans nienasyconych kwaséw tluszczowych kwasami tluszczowymi jedno- i
wielonienasyconymi [6, 12]. Zalecenia zywieniowe dla populacji Europy postuluja
ograniczenie spozycia tluszczéw ogélem do poziomu ponizej 30%, nasyconych
kwasoéw ttuszczowych (NKT) ponizej 10% 1 izomeréw trans nasyconych kwaséw
tluszczowych ponizej 2% spozytej energii. Natomiast wielonienasycone kwasy
tluszczowe (WNKT) powinny stanowi¢; n-6 od 2 do 8% energii, a n-3 w ilosci 2
g/dzien kwasu o-linolenowego (ALA) i 200 mg/dzien dlugotancuchowych kwaséw
tluszczowych eikozapentaenowego i dokozaheksaenowego [7]. W celu zapewnienia
wlasciwego przyswajania wielonienasyconych kwaséw tluszczowych ich spozyciu
powinna towarzyszy¢ witamina E jako naturalny przeciwutleniacz. Zalecana ilo$¢ to
0,4 mg o—tokoferolu na 1 g WNKT w diecie (Img alfa tokoferolu = 1j.m. wit. E) [15,
41].

Od 2006 r. w Stanach Zjednoczonych na etykietach olejéw spozywczych musi
by¢ podana zawarto$¢ nasyconych kwaséw tluszczowych i izomeréw trans [29].
Thuszcze w diecie cztowieka stanowia gldéwny materiat energetyczny, co przy wysokiej
kaloryczno$ci umozliwia ich wykorzystanie dla poprawy stanu odzywienia. Nadmiar
tluszczu powoduje jednak wystapienie otytosci i miazdzycy naczyn krwionos$nych.
Substancje tluszczowe jak lipidy (cholesterol, fosfolipidy) sa réwniez waznym
materialem = strukturalnym wbudowanym w btony komodrkowe. Metabolity
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (prostaglandyny, leukotrieny) pelnia
istotna rolg w reakcjach fizjologicznych na poziomie komérkowym (krzepnigcie) [50].

Wielonienasycone kwasy ttuszczowe szeregu n-3 i n-6 nazywane sa witaming F,
poniewaz musza by¢ dostarczane cztowiekowi z pozywieniem [26]. Najwazniejsze z
nich to kwas a-linolenowy (n-3) ALA i kwas linolowy (n-6) LA. Kwas a-linolenowy
ma pierwsze podwdjne wigzanie przy 3. atomie C, liczac od grupy -CHj, dlatego
okreslany jest jako n-3 (lub omega 3). Kwas linolowy ma pierwsze podwdjne wigzanie
przy 6. atomie C od metylowego konca. W diecie cztowieka powinny one stanowi¢ 1/3
dziennego zapotrzebowania na tluszcz, przy stosunku n-6 do n-3 jak 5:1 do 3:1 [23,
31]. Organizm cztowieka wykorzystuje je gtéwnie do budowy dlugotancuchowych
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pochodnych. Maja one ponad 18 atoméw C w tancuchu i wigcej niz 3 wigzania
nienasycone (ang. nazwa LC PUFA-long chain polyunsaturated fatty acids). Btony
komérkowe osrodkowego uktadu nerwowego (moézg, rdzeh krggowy) zawieraja
stosunkowo niewiele kwaséw linolowego i a-linolenowego, natomiast przewazaja ich
dtugotancuchowe pochodne. Struktur¢ bton komérkowych tworzy podwdjna warstwa
fosfolipidowa z wbudowanymi wielonienasyconymi kwasami tluszczowymi, a ich
udzial ma decydujacy wptyw na funkcje mézgu. Dostarczenie WNKT, a zwlaszcza
tych, ktérych organizm nie syntetyzuje, jest istotnym zagadnieniem w zywieniu dzieci
1 mtodziezy, ktére potrzebuja ich do prawidtowego rozwoju umystowego [20, 21, 27].

Wspélczesne badania wskazuja na pewne zagrozenia zwiazane z nadmierna
zawartoscia NNKT w diecie. Mozliwe sa ujemne skutki obnizenia naturalnej
odpornosci organizmu na drodze zywieniowej poprzez zwigkszenie spozycia kwasow
tluszczowych n-3 przez ludzi zdrowych. Natomiast terapeutyczne wykorzystanie tych
kwaséw w zywieniu oséb cierpiacych na schorzenia o podtozu zapalnym jest w petni
uzasadnione [16, 38, 47].

Dieta ma ogromny wptyw na ludzkie zdrowie. Choroby sercowo-naczyniowe sa
gtéwng przyczyna $mierci w wielu krajach. Sa one powodowane dtugookresowymi
zmianami  arteriosklerotycznymi. Redukcja spozycia kwaséw tluszczowych
nasyconych oraz wzrost wielonienasyconych jest najbardziej skuteczna metoda
obnizenia poziomu cholesterolu we krwi. Wiele badan wskazuje, ze spotecznos$ci
spozywajace diet¢ bogata w wielonienasycone kwasy n-3 charakteryzowaly si¢
mniejsza czgstotliwos$cia wystgpowania choréb sercowo-naczyniowych
(arterioskleroza, choroby naczyn wiencowych, atherothrombotic endopints), pewnych
typow raka i alergii [8]. Nadmierna konsumpcja n-6 kwaséw zaburza metabolizm n-3
kwaséw 1 przeszkadza w fizjologiczne] réwnowadze zwiazkéw, ktére sa
syntetyzowane z tych kwaséw [32].

Kwasy a-linolenowy, dokozaheksaenowy (DHA) i eikozapentaenowy (EPA)
znajduja si¢ w grupie kwaséw n-3. Kwas linolowy i arachidonowy naleza do grupy
kwaséw n-6.

Metabolizm kwaséw tluszczowych

Organizm czilowieka dysponuje odpowiednimi szlakami metabolicznymi
zapewniajacymi  syntez¢  dlugotancuchowych  wielonienasyconych  kwaséw
tluszczowych, ktérych brakuje w diecie. Prekursorami w tych procesach sa kwas
linolowy i
a-linolenowy (rys. 1). Enzymy elongazy wydluzaja tancuchy weglowe, a desaturazy
wytwarzaja dodatkowe wiazania podwdjne, co prowadzi do powstania kwasow
tluszczowych wielonienasyconych o dlugosci tancuchéw liczacych minimum 20
atoméw C. W tym procesie najwazniejszymi pochodnymi sg kwas arachidonowy (AA)
n-6, powstalty z kwasu linolowego, a z kwasu «-linolenowego powstaje kwas



26 Konrad Achremowicz, Katarzyna Szary-Sworst

eikozapentaenowy  (EPA) bedacy prekursorem DHA.  Dtugotancuchowe
wielonienasycone kwasy tluszczowe okres$la si¢ jako niezbedne w organizmie
cztowieka, sa one konieczne do prawidtowego rozwoju i funkcjonowania mézgu oraz
siatkowki oka [32].

Kwas linolowy Kwas o-linolenowy
(oktadekadienowy) CigH3,0, (oktadekatrienowy) CigH3002
Linoleic acid o-linolenoic acid
(octadecadienoic) (octadecatrienoic)
n-6 elongaza n-3
< (elongaze) >
desaturaza
(desaturaze)
v v

Kwas arachidonowy Kwas eikozapentaenowy
(eikozatetraenowy) CooH3,0, (eikosapantaenoic acid) CaoH300»
Arachidonic acid
(eikosatetraenoic) \ /

Eikozanoid

(eikozanoid)

Kwas dekozaheksaenowy

(decosahexaenoic acid) Ca,H3,0,

Osrodkowy uktad nerwowy
(rozwdj i prawidlowe funkcjonowanie)
Central nervous system
(its development and proper functioning)

Rys. 1  Metabolizm  wielonienasyconych  kwasow  tluszczowych  prowadzacy do  syntezy
dlugotancuchowych pochodnych i ich wptyw na rozwdj i funkcjonowanie osrodkowego uktadu
nerwowego [43].

Fig. 1. Metabolism of poly-unsaturated fatty acids resulting in the synthesis of long chain products, and
their effect on the development and functioning of the central nervous system [43].

Dostarczenie dlugotancuchowych niezbednych nienasyconych kwasow w diecie
dla dzieci i mlodziezy jest szczegblnie waznym zagadnieniem zwiazanym z ich
prawidlowym rozwojem, zwtlaszcza o$rodkowego uktadu nerwowego. Uktady
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enzymatyczne u niemowlat sa niewydolne i dzieci karmione piersia otrzymuja w mleku
matki duze ilosci tych kwasow [17]. Dla wcze$niakéw stosuje si¢ suplementacje
standardowych mieszanek mleka w celu lepszego ich upodobnienia do pokarmu
kobiecego i poprawy zaopatrzenia organizméw w te niezbg¢dne sktadniki odzywcze.

W badaniach klinicznych wykazano, ze dzieci odzywiane mlekiem
suplementowanym dilugotancuchowymi WNKT lepiej si¢ rozwijaja pod wzgledem
psychoruchowym, a takze maja lepsza ostro$§¢ widzenia (test Tellera). Duzo uwagi
poswigcono zwtaszcza kwasowi dokozaheksaenowemu, ktérego niedobér wydaje si¢
by¢ szczegdlnie krytyczny w budowie bton komdrkowych os$rodkowego uktadu
nerwowego i siatkéwki oka. Zwigkszona podaz prekursora kwasu linolowego nie
poprawia funkcji narzadu wzroku. Wskazuje to na konieczno$¢ zapewnienia
dtugotancuchowych WNKT w pozywieniu. Nie ustalono dotychczas, jaki wptyw na
rozwdj dzieci starszych ma suplementacja tymi kwasami. Potrzebne sa dalsze badania
w celu wyjasnienia tych probleméw. W badaniach ze zwierzgtami wykazano
zalezno$ci pomigdzy regeneracja i wzrostem tkanek a dostarczaniem w paszy kwasu
arachidowego, ktdry, jak si¢ przypuszcza, moze by¢ czynnikiem wzrostu [43].

W ostatnim dziesigcioleciu przeprowadzono wiele badan zmierzajacych do
wyjasnienia roli suplementacji diety wielonienasyconymi niezbednymi kwasami
thuszczowymi (WNNKT) n-6 i n-3 o dtugosci tancucha C;g do C,, w celu utrzymania
dobrego stanu zdrowia. Spozycie kwasow z grupy n-3 jest oceniane jako zbyt niskie w
populacji krajéw zachodnich. Zdolno$¢ organizmu cztowieka do konwersji kwasu
a-linolenowego do kwasu eikozapentaenowego i dokozaheksaenowego jest mata, a
gtéwnym czynnikiem konwersji jest A,6—desaturaza, ktérej aktywno$¢ maleje z
wiekiem. Osoby starsze sa grupa ryzyka o ograniczonym odzywianiu powodowanym
mata réznorodnoscia wyboru zywno$ci i mniejszym poborom energii. Ludzie starsi
spozywajacy zbyt mato WNNKT n-3 moga mie¢ klopoty ze zdrowiem objawiajace si¢
podatnoscia na artretyzm, cukrzycg, raka, toczen i tuszczyce.

Liczne badania przeprowadzone na wolontariuszach wykazaty, ze kwas
dokozaheksaenowy (DHA) dodany do diety moze zwigkszy¢ poziom DHA w lipidach
krwi, ale czesto jest hamowany przez kwas arachidonowy (AA). Jak wykazano, przy
matej (0,4 %) suplementacji diety kwasami EPA i DHA ich smak nie jest wyczuwalny
i moga by¢ stosowane [4]. W badaniach przeprowadzonych przez Payet i wsp. [36]
okreslono efekt wzbogacenia diety proszkiem jajowym fortyfikowanym DHA, zgodnie
z zaleceniami dietetycznymi stosowanymi we Francji, na lipidy krwi starszej wiekiem
populacji. Osoby w wieku 63-93 lata (pensjonariusze domu opieki) spozywaly
produkty jajeczne wzbogacone w DHA (150 mg/d) raz dziennie przez 9 miesigcy. Co 3
miesigce oznaczano lipidy zawarte w osoczu krwi i kwasy tluszczowe w blonach
komérkowych erytrocytow. Wzbogacona w DHA dieta spowodowala wzrost
zawartosci wielonienasyconych kwasow tluszczowych po 9 miesiacach w surowicy i
btonach komdérkowych erytrocytéw o odpowiednio 14,5 i 25,3%. Wywotane to byto
gtéwnie dziataniem DHA i co bylo niespodziewanym wynikiem, ciagtym wzrostem
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poziomu AA. Wzrost ten nastapit w wyniku zwigkszonej jego dawki w diecie (+ 50
mg/d) i prawdopodobnie zwigkszonej biosyntezy, na co wskazywat poziom dihomo-y-
linolowego kwasu. Za prébe kontrolna w tych badaniach przyjeto grupg miodych,
zdrowych ludzi, u ktérych oznaczono poziom wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych. Uzyskane wyniki byly zgodne z zasadami typowego metabolizmu
zachodzacego w organizmie cztowieka [36].

Zapewnienie zdrowia populacji mozna osiagna¢ zmieniajac niekorzystne nawyki
zywieniowe polegajace na ograniczeniu spozycia tluszczu i przestrzeganiu zachowania
wilasciwego sktadu kwaséw tluszczowych w  pozywieniu [40]. Zachowanie
odpowiednich  proporcji  pomigdzy  kwasami  tluszczowymi  nasyconymi,
jednonienasyconymi i wielonienasyconymi uzyskuje si¢ dobierajac odpowiednie
produkty spozywcze lub stosujac suplementacje. Jako szczegdlnie wartosciowe pod
tym wzgledem uwazane sa ryby, zwlaszcza tluste, pochodzenia morskiego jak makrela,
tosos czy $ledz atlantycki [22]. Zwigkszenie udzialu wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych n-3 w diecie mozna uzyska¢ spozywajac minimum 200-300 g ryb
tygodniowo, co zapewnia ok. 0,3 g EPA i DHA dziennie [51].

Ryby takie zawieraja wigcej kwasu eikozapentaenowego, a pochodzace z mérz
poludniowych, jak tunczyk czy sardela, sa bogate w kwas dokozaheksaenowy.
Zalecany dawniej do podawania dzieciom tran otrzymywany z rybich watréb jest
bogaty w kwasy ttuszczowe, witaminy A i D oraz cholesterol.

Obecnie zalecane sa oleje z watroby rekina, podnoszace odporno$¢ i aktywizujace
system immunologiczny, zwlaszcza w  okresie oslabienia organizmu i
rekonwalescencji. Sktadnikiem takiego oleju sa alkoksyglicerole (alkiloglicerole-lipidy
eterowe), obecne sa one rowniez w mleku. Mleko kobiet zawiera ich 10 razy wigcej niz
mleko krowie. Zwiazki te wykazuja silne wlasciwosci przeciwutleniajace, stymuluja
takze fagocytoz¢ i apoptoze (niszczenie komoérek rakowych).W mleku kobiecym,
bedacym najlepszym pokarmem dla niemowlat, wystepuja lipidy zawierajace izomery
trans [19, 49].

W badaniach Dybkowskiej i wsp. [10] oceniono poziom spozycia WNNKT typu
n-3 1 n-6 w przecigtnej polskiej racji pokarmowej. Stwierdzono, Zze poziom spozycia
WNKT z grupy n-6 stanowi 5,2% warto$ci energetycznej diety (13 g dziennie), a
kwas6éw n-3 jedynie 0,95% energii (2,4 g dziennie). Spozycie kwasu ALA z grupy n-3
wynosito 0,9% energii 1 bylo zblizone do zalecanego (1%), ale spozycie
dtugotancuchowych form n-3 EPA i DHA wynosito 0,04% warto$ci energetycznej
diety i byto nizsze od zalecanego (0,3%). Spozycie kwasu linolowego n-6 wynosito
5% energii i znacznie przekraczato gorna granice zalecen (3%). Rezultaty badan
wskazuja na potrzebg¢ zwigkszenia spozycia diugotancuchowych form kwaséw
tluszczowych z rodziny n-3 w polskiej diecie, co mozna uzyska¢ przez zwigkszenie
konsumpcji ryb i przetworéw rybnych oraz wzbogacanie w te sktadniki zywnosci.
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Izomery nienasyconych kwasoéw tluszczowych

Nienasycone kwasy tluszczowe w zalezno$ci od przestrzennego potozenia atomu
wodoru przy podwéjnym wigzaniu wegla moga wystgpowac w okreslonej konfiguracji
przestrzennej. Liczba atoméw C w lancuchu, a takze liczba i polozenie podwdjnych
wigzan decyduja o wilasciwosciach i roli w organizmie okre§lonych kwaséw
tluszczowych i tluszczéw ztozonych, w ktérych sktad one wchodza. Znaczenie
szczegOlnie maja czgsto oznaczane w tluszczach izomery cis 1 trans. Naturalnie
wystepujace kwasy tluszczowe maja konfiguracje cis, jedynie w tluszczach
przezuwaczy znajduje si¢ 1-6% izomerdéw trans przeksztalconych z formy cis. Zmiana
konfiguracji przestrzennej nastgpuje w wyniku dziatania bakterii obecnych w
przedzotadkach tych zwierzat. W konfiguracji trans atomy wodoru sg umiejscowione
po przeciwnych stronach atoméw wegla tworzacych podwéjne wiazanie, réznia si¢
takze przestrzenna budowa lancucha. Izomery trans maja tancuch weglowodorowy
prosty, a jest on wygiety w izomerach cis [44, 52].

Nienasycone kwasy tluszczowe trans wbudowane do bton komérkowych, zamiast
izomerdw cis, powoduja zmiany cech, takich jak: przepuszczalno$é, aktywnos¢ i liczbe
receptoréw oraz enzymow zwiazanych z tymi blonami, co wiaze si¢ z pogorszeniem
funkcji zyciowych komoérek. Wykazano, ze nienasycone kwasy tluszczowe trans
powstaja gtéwnie w procesie uwodornienia ttuszczOw nienasyconych, ulegaja
przemianom metabolicznym w organizmie cztowieka podobnie jak tluszcze nasycone i
moga powodowaé niekorzystne zmiany miazdzycowe w naczyniach krwiono$nych
[24, 25]. Niewlasciwe postgpowanie z tluszczami, jak utlenianie podczas
przechowywania czy nadmierne ogrzewanie moze powodowaé niekorzystne
przemiany prowadzace do powstania pochodnych o zmienionej konfiguracji,
szkodliwych dla cztowieka. Izomery o konfiguracji trans, produkty utlenienia, rozpadu
lub polimeryzacji sa przyktadem takich szkodliwych zwiazkéw. W procesie
przemystowego utwardzania tluszczéw powstaja izomery trans NKT, nast¢puje takze
wysycenie podwdjnych wigzan w tych kwasach obecnych w olejach ro$linnych. Ich
metabolizm podobnie jak nasyconych kwaséw tluszczowych powoduje zmiany
miazdzycowe w naczyniach krwiono$nych [11, 45]. Kwasy tluszczowe cis sa bardzo
podatne na utlenianie, ale prawdopodobnie nie dotyczy to kwaséw monoenowych [18].

Utlenianie nienasyconych kwaséw ttuszczowych jest gtéwna przyczyna psucia si¢
wielu produktéw spozywczych zawierajacych tluszcz. Szybko$¢ utleniania zalezy od
liczby wiazan podwdjnych, ich rodzaju (izolowane lub sprzgzone, o konfiguracji trans
lub cis). Jak wykazata Szukalska [46], tluszcze zawierajace wigcej izomerdw trans niz
cis kwaséw oktadecenowych charakteryzuja si¢ wyzsza odporno$cia na utlenianie.
Pozwala to sadzi¢, ze konfiguracja geometryczna kwaséw tluszczowych
oktadecenowych w triacyloglicerolach ma wptyw na szybko$¢ utleniania ttuszczu.
Podstawowymi sktadnikami frakcji trans izomeréw kwasow tluszczowych sa kwasy
oktadecenowe (18:1). Kwasy o kilku podw6jnych wiazaniach (18:2 i1 18:3) wystepuja
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w mniejszych ilo$ciach, ale podobnie jak poprzednie sa uwazane za szkodliwe
sktadniki zywnos$ci. Wyjatek stanowia sprzgzone dieny kwasu linolowego (CLA)
gtéwnie izomery 9c,11t1 10t, 12¢ [2, 13].

Sprzezone kwasy ttuszczowe

Sprzgzony kwas linolowy jest pozycyjnym i geometrycznym izomerem kwasu
dienowego n-6 alifatycznego kwasu tluszczowego C 18. W literaturze angielskiej
okreslany jest jako conjugated linoleic acid (CLA). Sprzgzenie kwasu linolowego
oznacza brak oddzielenia 2 wigzan podwdjnych przez grup¢ metylenowa. Najbardziej
popularnym zrédtem CLA w diecie jest mleko przezuwaczy, wigkszo$¢ produktéw
mleczarskich, wotowina, baranina, a takze wieprzowina [28, 39]. W produktach tych
wystepuje sprzezony kwas linolowy, a ponad 90% jest w konfiguracji cis 9 — trans 11.
Sprz¢zony kwas linolenowy, ktéry ma specyficzne zalety, wykazat szerokie spektrum
aktywnosci w organizmie. CLA zawiera mieszaning izomeréw pozycyjnych i
geometrycznych. Najbardziej aktywne formy to: 9 cis, 11 trans, 10 trans i 11 cis kwasu
linolenowego C 18:2. Dodany do diety jako ttuszcz CLA wplywa na metabolizm
kwaséw tluszczowych 1 ich sktad, jednak moze mie¢ niekorzystny wplyw na
fizykochemiczne cechy migsa [14, 34]. Ponadto Du i wsp. [9] sugerowali, ze CLA
posrednio zwigksza stabilno$¢ utleniania migsa przez wzrost poziomu nasyconych
kwaséw tluszczowych z jednoczesnym zmniejszeniem nienasyconych kwasow
tluszczowych, a takze inhibituje wytwarzanie wolnych rodnikéw. CLA nie wykazat
zadnych przeciwutleniajacych dziatan [30, 37].

Artykuty spozywcze dietetyczne wzbogacone w chemicznie przygotowana
mieszaning izomeréw CLA, o réznym sktadzie i stopniu czystosci, sa szeroko dostgpne
w handlu [1, 3 ,5].

Zainteresowanie unikalnymi wfasciwosciami CLA zostalo wywotane po
obserwacjach sprzed ponad 20 lat, gdy stwierdzono, ze otrzymany z tluszczu
ekstrahowanego z mielonego i smazonego na grillu migsa wolowego wykazat on
wiasciwosci przeciwrakowe [35]. Od tego czasu przeprowadzono wiele badan w
nadziei znalezienia skutecznego preparatu terapeutycznego. W réznych badaniach ze
zwierzetami wykazano, ze CLA zmniejszal lub zapobiegal ottuszczeniu ciata,
poprawial oporno$¢ insulinowa, hamowat tworzenie ttuszczu, ale takze hamowat
rozwoj raka i likwidowat stany zapalne. Te obserwacje prowadzity do wielu spekulacji
odno$nie potencjalnej roli CLA w zapewnieniu zdrowia ludziom. Znaczenie tych
odkry¢ istotnie wzrasta, poniewaz wykazuja one dziatanie izomeru trans 10 — cis 12
CLA, uwazanego za najbardziej efektywnego modyfikatora proceséw biochemicznych
i regulatora systeméw wewnatrzkomérkowych [1].

Sprzgzony kwas linolenowy (CLA) wykazuje rozlegle dzialanie fizjologiczne
[35], przede wszystkim: przeciwrakowe, zwigkszajace odporno$¢ immunologiczna,
ograniczajace stany zapalne, ograniczajace dziatania kataboliczne stymulacji
immunologicznej, ograniczajace astm¢ u badanych zwierzat, ograniczajace
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arteriosklerozeg, zwigkszajace wzrost mtodych gryzoni, ograniczajace odktadanie
tkanki tluszczowej, zwigkszajace przyrosty masy ciala u o0séb szczuptych,
ograniczajace negatywne objawy przy diecie odchudzajacej, ograniczajace symptomy
cukrzycy w uktadach modelowych, ograniczajace nadci$nienie.

W wielu laboratoriach podejmuje si¢ obecnie biologiczne badania molekularne na
poziomie gendw w celu wyjasnienia mechanizméw i efektéw dziatania CLA. Badania
te zapewne doprowadza do ustalenia na czym polega unikalne dziatanie sprz¢zonego
kwasu linolowego i jakie sa jego mozliwosci jako sktadnika zywnos$ci funkcjonalnej
czy nutraceutyku. W marcu 2003 r. w Winnipeg (Canada) odbyta si¢ miedzynarodowa
konferencja naukowa dotyczaca roli CLA jako czynnika poprawiajacego ludzkie
zdrowie [1].

Pomimo wielu obiecujacych rezultatéw badan przeprowadzonych zwlaszcza na
zwierzetach, dotychczasowe wyniki dotyczace przydatnosci CLA dla ludzi, jako
nutraceutyku, w prewencji lub leczeniu choréb chronicznych wskazuja, ze jest ona
ograniczona.

Podsumowanie

Badania naukowe wykazuja istotna rol¢ spozycia tluszczu jako czynnika
wplywajacego na rozw6j wielu choréb cywilizacyjnych, jak otytos¢, choroby sercowo-
naczyniowe i onkologiczne. W zapobieganiu wystapienia tych choréb, oprécz poziomu
spozycia ttuszczu, istotny jest jego sklad, a zwlaszcza udzial kwaséw ttuszczowych
nasyconych oraz jedno- i wielonienasyconych (WKT). Korzystne dziatanie na
organizm cztowieka wykazuja kwasy tluszczowe jedno- i wielonienasycone, a takze
wiasciwy stosunek kwaséw z grupy n-6 i n-3 wynoszacy 4:1. Organizm cztowieka nie
wytwarza enzymOw majacych uzdolnienia do syntezy WKT (z grupy n-3 i n-6),
dlatego konieczne jest dostarczenie tych zwiazkéw w diecie. Podstawowe
wielonienasycone kwasy ttuszczowe z grupy n-6 to kwas linolowy, bedacy
prekursorem kwasu arachidonowego, a z grupy n-3 kwas o-linolenowy, prekursor
kwasu eikozapentaenowego 1 dokozaheksaenowego. Kwas arachidonowy i
eikozapentaenowy sa prekursorami tzw. hormonéw tkankowych (eikozanoidéw), a
dokozaheksaenowy sktadnikiem komérek moézgu, siatkéwki oka i plemnikéw,
warunkujacym ich dziatanie fizjologiczne. Wystarczajaca zawarto$¢ kwasu
dokozaheksaenowego w diecie kobiet cigzarnych i niemowlat zabezpiecza prawidtowy
rozwdj centralnego uktadu nerwowego u noworodkdéw i dzieci. Wzbogacanie odzywek
dla niemowlat w te niezbedne kwasy tluszczowe stosuja juz producenci mieszanek. W
badaniach na zwierzgtach udowodniono efekty prozdrowotne nowopoznanych WKT t;.
izomerdw sprzgzonego kwasu linolowego (conjugated linoleic acid — CLA). Zwiazki te
maja wlasciwosci przeciwzapalne, dlatego tez prowadzone sa prace zmierzajace do
wyjasnienia mechanizméw ich przeciwmiazdzycowego i przeciwnowotworowego
dziatania. Wspétczesne zalecenia zywieniowe sformulowane na podstawie oceny
poziomu spozycia NNKT typu n-3 i n-6 w polskiej racji pokarmowej wskazuja na
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potrzebe zwigkszania spozycia dtugotancuchowych kwaséw thuszczowych z rodziny n-
3, przez konsumpcje ryb i przetworéw rybnych oraz wzbogacanie zywnosci.
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POLYUNSATURATED FATTY ACIDS AS HUMAN HEALTH IMPROVERS
Summary

Fats are a basic, highly energetic component of food. Generally, it is believed that a high consumption
level of fats alongside the improper composition of fats in a diet may cause risks of many typical
civilization diseases such as: obesity, functional disorders of cardiovascular system, colorectal carcinoma,
mammary cancer//breast carcinoma, as well as decreased power of the immune system. The composition
of fatty acids in a daily diet is of special importance, in particular the rate between the saturated and
single- and poly-unsaturated fatty acids. Lipids are also an important structural constituent of cell
membrane (phospholipids, cholesterol). The n-3 and n-6 m poly-unsaturated fatty acids (EFA) are
impossible to be manufactured (synthetized), thus, they must be supplied in a diet. The two basic EFAs
are: an o-linolenic acid (C18:3) from the n-3 family, a precursor to eicosapentaenoic acid (EPA) and to
docosahexaenoic acid (DHA), and a linoleic acid (C18:2) from the n-6 family, a precursor to arachidonic
acid (AA). Cell membranes of the central neural system and of the retina function properly owing to a
double layer of phospholipid molecules, and this layer consists mainly of EFAs. Therefore, human
organisms must be supplied with EFAs, especially with EFAs that are not synthetised endogenicly, as
they determine both the mental development of children and the proper functioning of the organisms of
adults.

Recently, there is a growing interest in trans- and cis-isomers of fatty acids, and in their conjugated
forms (CLA). It is also attempted to explain mechanisms of their action at the molecular and genetic level,
and to determine their role in stimulating the health condition of people. Experiments and research on
animals (in particular with rodents) proved that CLA, especially the trans-10 & cis-12 isomers, could
reduce or prevent fat deposition, improve the insulin response, inhibit the growth of cancerous cells, and
reduce inflammatory processes. It is indispensable to conduct further investigation, especially for the
purpose of checking the usefulness of CLA as a nutraceutic in preventing and treating contemporary
civilization diseases.

Key words: fatty acids, civilization diseases, prophylaxis, unsaturated fatty acid isomers, and conjugated
fatty acids
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WPLYW DODATKU CHLORKU WAPNIA I OGRZEWANIA MLEKA
NA SKEAD CHEMICZNY SEROW TWAROGOWYCH

Streszczenie

W pracy podjgto badania nad okresleniem wptywu dodatku chlorku wapnia do mleka oraz jego
pasteryzacji na sktad chemiczny seréw twarogowych. Oznaczono zawarto$¢ wody, biatka, tluszczu,
laktozy, popiotu, wapnia, fosforu i magnezu w twarogach.

Stwierdzono, ze sery twarogowe wyprodukowane z mleka wzbogaconego w jony wapniowe (z
dodatkiem 0,01-0,05% CaCl,) i pasteryzowanego w temp. 90°C w ciagu 15 s, w poréwnaniu z serem
twarogowym otrzymywanym z mleka pasteryzowanego w temp. 75°C w ciagu 15 s, charakteryzowaly sie
istotnie wyzsza (na poziomie istotnosci o = 0,05) zawartoscia popiotu. Dodatek chlorku wapnia do mleka
przed pasteryzacja wplywal istotnie na zwigkszenie zawartosci wapnia (wspdtczynnik korelacji r =
0,9206) oraz fosforu (wspétczynnik korelacji r = 0,9072) w serach twarogowych.

Stowa kluczowe: sery twarogowe, sktad chemiczny, wapn, fosfor, magnez

Wprowadzenie

Sery twarogowe zaliczane sa do wysokowarto$ciowych produktéw w naszej
diecie, bedacych dobrym zrédtem biatka, makroelementéw, kwaséw organicznych i
witamin. Podstawa produkcji twarogéw jest proces koagulacji kwasowej kazeiny,
zachodzacej w wyniku ukierunkowanej fermentacji mlekowej, prowadzonej przez
dodawane do mleka bakterie fermentacji mlekowej [27]. Masa biatkowa po procesie
koagulacji moze by¢ nastgpnie oddzielana od serwatki metoda separacji wir6wkowej,
przy uzyciu materiatu filtracyjnego lub form perforowanych, co pozwala na 75%
wykorzystanie bialka mleka w produkcie. Znacznym postgpem w technologii
mleczarskiej jest zastosowanie techniki ultrafiltracji, ktéra umozliwia w 99-100%
wykorzysta¢ biatka w twarogu [17, 22]. Wysoki stopien wykorzystania biatka w serach
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twarogowych uzyskuje si¢ rowniez metoda wapniowo-termiczno-kwasowej koagulacji,
ktéra polega na wzbogacaniu mleka w jony wapniowe, przeprowadzeniu wysokiej
pasteryzacji, a nast¢pnie koagulacji bialek metoda kwasowa. W czasie ogrzewania
mleka do temp. powyzej 70°C zachodzi denaturacja biatek serwatkowych, gtéwnie f-
laktoglobuliny i
o-laktoalbuminy, prowadzaca do tworzenia si¢ rozpuszczalnych polimeréw i
agregatow bialkowych, ktére moga ulega¢ interakcji z micelami kazeinowymi [5, 14,
18, 23]. Indukowane termicznie kompleksy biatkowe moga by¢ wydzielone z mleka
poprzez koagulacj¢ w punkcie izoelektrycznym kazeiny, co jest wykorzystywane
zarébwno w technologii produkcji ser6w twarogowych, jak i preparatéw biatkowych
[16].

W  twarogu produkowanym wedlug technologii tradycyjnej z mleka
pasteryzowanego w temp. 75°C/15 s, przy zastosowaniu separacji wiréwkowej lub
przy uzyciu materiatu filtracyjnego wykorzystuje si¢ biatko mleka w postaci kazeiny,
natomiast w twarogu produkowanym technika ultrafiltracji oraz metoda wapniowo-
termiczno-kwasowa, obok kazeiny, wydzielane sa z mleka rdwniez biatka serwatkowe,
charakteryzujace si¢ bardzo wysoka wartoScia odzywcza [7]. Sery twarogowe
produkowane z mleka wzbogaconego w jony wapniowe i poddanego wysokiej
pasteryzacji (powyzej 90°C/15 s) wykazuja wyzsza warto$¢ odzywcza biatka, w
poréwnaniu z twarogami produkowanymi metoda tradycyjna [8]. Zaleznie od sposobu
przygotowania mleka, przebiegu koagulacji biatka oraz zastosowanej techniki separacji
masy twarogowej otrzymuje si¢ serki twarogowe charakteryzujace si¢ réznymi
wiasciwosciami fizykochemicznymi, sensorycznymi i odzywczymi [6, 20]. Wzrost
zawarto$ci wapnia w twarogu mozna uzyskiwac, stosujac dodatek soli wapniowych do
mleka przed lub po procesie pasteryzacji mleka [12, 28].

Ztozone procesy interakcji biatek z udzialem niektérych makroelementéw, jakie
maja miejsce w czasie wapniowo-termiczno-kwasowej koagulacji biatek mleka, moga
determinowac¢ stopien retencji sktadnikow mleka w serach twarogowych i wptywac na
ich sktad chemiczny, a w konsekwencji na warto$¢ odzywcza.

Stad celem pracy bylo okreSlenie wptywu zastosowania metody wapniowo-
termiczno-kwasowej na sktad chemiczny seréw twarogowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zawarto$ci wapnia, fosforu i magnezu.

Material i metody badan

Produkcje seréw twarogowych przeprowadzono w skali ¢wieré-technicznej. Na
jeden wyréb przeznaczano 150 litréw mleka. Surowcem do produkcji serkéw
twarogowych byto mleko odtluszczone o zawartosci do 0,05% ttuszczu. Poszczegdlne
warianty technologiczne produkcji seréw twarogowych réznilty si¢ wysokoS$cia
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temperatury pasteryzacji mleka i dodatkiem chlorku wapnia. Mleko przed procesem

koagulacji kwasowej przygotowywano nastgpujaco:

wariant 1 — mleko bez dodatku chlorku wapnia pasteryzowano w temp. 75°C w ciagu
15 s (metoda tradycyjna),

wariant 2 — mleko bez dodatku chlorku wapnia pasteryzowano w temp. 90°C w ciagu
15 s,

wariant 3 — do mleka wprowadzano 5% roztwor chlorku wapnia do uzyskania
stezenia od 0,01 do 0,05% i pasteryzowano w temp. 90°C w ciagu 15 s
(metoda wapniowo — termiczno-kwasowa).

Po schtodzeniu mleka do temp. 28°C wprowadzano liofilizowana szczepionke
czystych kultur bakterii fermentacji mlekowej w ilosci 0,5 opakowania na 150 1
mleka. Mleko poddawano procesowi koagulacji kwasowej, trwajacej okoto 16 godz.,
doprowadzajac do uzyskania kwasowo$ci 4,6 pH (punkt izoelektryczny kazeiny).
Sredniozwigzty skrzep rozdrabniano recznie przy uzyciu krajaczy, osuszano w temp.
35°C w ciagu okoto 2 godz. do uzyskania odpowiedniej zwieztoéci ziarna. Mase
twarogowa umieszczano w woreczkach ptéciennych, formujac produkt w formie
klinkéw o masie okoto 1 kg, ktére nastgpnie prasowano w czasie 2 godz. przy uzyciu
prasy pneumatycznej. Twarogi pakowano prézniowo i chtodzono do temp. 8°C.

W twarogach oznaczano zawarto$¢: wody, tluszczu, biatka, popiotu metodami
standardowymi wg AOAC [1] oraz laktozy metoda Bertranda [4]. Zawarto$¢ wapnia i
magnezu oznaczano, po mineralizacji na mokro, metoda ptomieniowej spektrometrii
absorpcji atomowej (ptomien acetylen-powietrze) [24], przy uzyciu spektrofotometru
absorpcji atomowej Unicam 939 Solar, wyposazonego w stacje danych ADAX, z
zastosowaniem  korekcji tta oraz odpowiednich dla danego pierwiastka lamp
katodowych. Oznaczajac wapn, w celu wyeliminowania oddziatywania fosforu, do
wszystkich probek 1 wzorcow dodawano roztwér chlorku lantanu w  iloSci
zapewniajacej 1% stezenie La*> w badanych roztworach. Fosfor oznaczano metoda
kolorymetryczng (molibdenianowa z hydrochinonem i siarczynem sodowym) [24].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, korzystajac z pakietu Statistica
v. 6.0. Obliczono wartos$ci $rednie, odchylenie standardowe, natomiast istotno$¢ réznic
pomig¢dzy wariantami technologicznymi badano testem t-Studenta, na poziomie
istotnosci @ = 0,05 [11].

Wiyniki i dyskusja

Zasadniczym celem dodatku chlorku wapnia do mleka oraz zastosowanie
wysokiej pasteryzacji mleka w metodzie wapniowo-termiczno-kwasowej produkcji
seréw twarogowych byto podwyzszenie retencji biatka w twarogu oraz jego warto$ci
odzywczej, dzigki zachodzacej w tych warunkach interakcji biatek serwatkowych z
kazeing oraz ich wspdlnej koagulacji [2, 9, 10, 15, 23].
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Rezultaty badan podstawowego sktadu chemicznego seréw twarogowych (tab. 1)
wykazaty, ze temperatura pasteryzacji mleka przed procesem koagulacji kwasowej nie
wplywata na zawartos¢ wody, biatka, tluszczu, laktozy i popiotu w twarogach (brak
réznic statystycznie istotnych przy o = 0,05). Twarogi wyprodukowane z mleka
pasteryzowanego w temp. 75°C/15 s, jak réwniez w temp. 90°C/15 s zawieraty: 72,8 —
73,4% wody, 22,09 — 22,42% bialka, 0,5 — 0,51% tluszczu, 3,68 — 3,74% laktozy i
0,83 — 0,84% popiotu. Wykazano natomiast istotnie wyzsza zawarto$¢ popiotu w
serach twarogowych wyprodukowanych z mleka wzbogaconego w chlorek wapnia,
dodawanego do mleka przed procesem koagulacji biatka. Sery twarogowe
wyprodukowane metoda wapniowo — termiczno-kwasowa, z mleka wzbogaconego w
0,05% chlorku wapnia i pasteryzowanego w temp. 90°C/15 s, zawieraty 1,27%
popiotu. Natomiast w serach twarogowych otrzymanych z mleka pasteryzowanego w
temp. 75°C/15 s bez dodatku chlorku wapnia stwierdzono 0,83% popiotu.

Tabela 1
Wplyw dodatku CaCl, i ogrzewania mleka na sktad chemiczny seréw twarogowych (n = 7).
The effect of CaCl, added and of milk heating on the chemical compositions of cottage cheeses (n=7).

Dodatek CaCl, Pasteryzacja mleka — N
do mleka [%] temp./ czas Sktadniki [%]

CaCl, , quantity . [ ,C/S] . Components [%]
dded to milk | Pasteurization of milk — - »
adde temp./ time period woda biatko thuszez laktoza popiét

in [%] [°C/s] water protein fat lactose ash

] 25/ 15 72.80° | 2242% | 050" 3,74 0,84%
+3.7 +1.5 +0,04 +0,2 +0,06
] o0/ 15 73.40% | 22,09% | 0517 3,68" 0.83*
+3,5 *1,3 +0,05 +0,3 +0,06
73214 22,08" 0,524 3,714 0,91®
0,01 0715 3.4 +1,8 +0,05 +0,2 +0,05
73,574 22,674 0,51% 3,68" 0,99¢
0,02 0715 +3,5 *1,4 +0,05 +0,3 +0,05
73,428 22,354 0,534 3,69% 1,14°
0,03 0715 *3,6 *1,7 +0,04 +0,3 +0,04
73,90" 22,444 0,494 3,65% 1,23%
0,04 0715 +3,5 *1,3 +0,05 +0,2 +0,06
74,314 22,124 0,55% 3,66" 1,27%
0,05 0715 +3,6 *1,7 +0,05 +0,4 +0,05

Objasnienia: / Explanatory notes:

A, B,C,D,E,F — wartosci srednie oznaczone réznymi literami w tej samej kolumnie r6znia si¢ w sposéb
statystycznie istotny przy o = 0,05 / mean values designated by different letters and placed in the same
column are statistically significantly different at a level of o = 0.05.
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Chmura i wsp. [6] wykazali w badaniach wyzsza zawarto$§¢ popiotu w serach
twarogowych ~ wyprodukowanych metoda termo-wirdwkowa, polegajaca na
przeprowadzeniu wysokiej pasteryzacji znormalizowanej $mietanki (90°C/2 min) w
poréwnaniu z twarogami produkowanymi z mleka pasteryzowanego w temp. 75°C/15
s. Wysoka temperatura pasteryzacji surowca wplyngta na zwigkszenie retencji
zwiazkow mineralnych mleka w serkach twarogowych. Poziom substancji mineralnych
sktadajacych si¢ na popidt, po mineralizacji prébki seréw twarogowych, uzalezniony
byt od =zawarto$ci tych substancji w mleku oraz ilo$ci pierwiastkéw
przemieszczajacych sig¢ do serwatki usuwanej z produktu.

Zdecydowanie wigksza cze¢s¢ (okoto 65%) sktadnikéw mineralnych przemieszcza
si¢ do serwatki po procesie koagulacji kwasowej biatka, natomiast okoto 35%
zwigzana jest z biatkiem [6].

Zawartos¢ popiotu w serach twarogowych moze odzwierciedla¢ stopien
odmineralizowania biatka przez kwas mlekowy w procesie koagulacji kwasowej oraz
retencj¢ niektérych waznych, z punktu widzenia Zywieniowego, makroelementéw w
strukturze miceli kazeinowych [16]. Ze wzrostem kwasowo$ci masy twarogowej
obserwuje si¢ zwigkszenie migracji zwiazkéw mineralnych do serwatki i obnizenie
stopnia ich zwigzania w twarogach [6].

Dalsze badania miaty na celu okre$lenie wptywu dodatku chlorku wapnia do
mleka przed procesem pasteryzacji na zawartos¢ wapnia, fosforu i magnezu w
twarogach.

Na podstawie wynikéw badan zawarto$ci wapnia (y) w serach twarogowych (rys.
1) stwierdzono statystycznie istotna dodatnia korelacje z iloScig chlorku wapnia (x)
dodawanego do mleka (przy o = 0,05). Wspdlczynnik korelacji tej zalezno$ci wynosit r
= 0,9206, natomiast krzywa regresji przedstawiala si¢ nastgpujaco: y = 3463,6x +
348,81. Sery twarogowe wyprodukowane z mleka bez dodatku chlorku wapnia
zawieraty $rednio 373 mg wapnia/100 g suchej masy twarogu, natomiast twarogi z
mleka wzbogaconego w 0,05% chlorku wapnia zawieraty 547,1 mg wapnia/100 g s.m.
produktu. Badania zawartosci fosforu w serach twarogowych (rys. 2) réwniez
wykazaty statystycznie istotna dodatnia korelacje z iloScia chlorku wapnia
dodawanego do mleka przed pasteryzacja. Wspotczynnik korelacji tej zaleznoS$ci
wynosit r = 0,9072, natomiast krzywa regresji przedstawiata si¢ nastgpujaco; y =
6316,4x + 707,18. Sery twarogowe wyprodukowane z mleka bez dodatku chlorku
wapnia zawieraty $rednio 672 mg fosforu/100 g suchej masy twarogu, natomiast
produkty otrzymane z mleka wzbogaconego w 0,05% chlorku wapnia zawieraty 1072
mg fosforu/100 g s.m. twarogu. Nie wykazano statystycznie istotnej zaleznosci
pomig¢dzy dodatkiem chlorku wapnia do mleka przed procesem pasteryzacji a
poziomem magnezu w serach twarogowych (rys. 3). Sery twarogowe zawieraty od 31
do 40 mg magnezu/100 g s.m. produktu.
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Wedlug Vissera i wsp. [25], w czasie ogrzewania mleka nastgpuje tworzenie si¢
komplekséw pomiedzy [-laktoglobuling i o-laktoalbuming a kazeing za
posrednictwem wiazan disiarczkowych, wodorowych oraz jonowych, w ktérych
uczestniczy amorficzny fosforan wapniowy. Biatka serwatkowe tworza stabilne
kompleksy, gléwnie z frakcjami kazeiny-og;, kazeiny-B i kazeiny-k [10]. Struktura
micelarna kazeiny w mleku zalezy w duzym stopniu od amorficznego fosforanu
wapnia, ktéry uczestniczy w tworzeniu kompleksu biatkowego za posrednictwem reszt
lizyny. Intensywna obrébka termiczna mleka powoduje nieodwracalng transformacje
amorficznego fosforanu wapniowego w formg hydroksyapatytu. Po ukwaszeniu mleka
do punktu izoelektrycznego kazeiny nastgpuje uwalnianie amorficznego fosforanu
wapniowego z miceli kazeinowych i formowanie si¢ struktury zelu.
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Rys. 1. Wplyw dodatku CaCl, do mleka przed pasteryzacja (90°C/15 s) na zawarto$¢ wapnia w serach
twarogowych (n =7).

Fig. 1.  The effect of CaCl, added to milk prior to its pasteurization (90°C/15 s) on the content of
calcium in cottage chesses (n = 7).
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Rys. 2. Wptyw dodatku CaCl, do mleka przed pasteryzacja (90°C/ 15 s) na zawarto$¢ fosforu w serach
twarogowych (n = 7).

The effect of CaCl, added to milk prior to its pasteurization (90°C/15 s) on the content of
phosphorus in cottage chesses (n = 7).
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Rys. 3. Wptyw dodatku CaCl, do mleka przed pasteryzacja (90°C/ 15 s) na zawarto$¢ magnezu w
serach twarogowych (n = 7).

Fig. 3. The effect of CaCl, added to milk prior its to pasteurization (90°C/15 s) on the content of
magnesium in cottage chesses (n=7).

Natomiast fosforan wapniowy przechodzi do serwatki.  Dodatek jonéw
wapniowych do mleka przed pasteryzacja powoduje zwigkszenie powierzchni miceli
kazeinowych, poteguje polimeryzacje 1 agregacj¢ bialek serwatkowych 1 w
konsekwencji zwigksza efekt interakcji pomigdzy kazeing a agregatami biatek
serwatkowych [3, 26]. Niekorzystna konsekwencja tego zabiegu jest obnizenie
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stabilno$ci termicznej mleka, co utrudnia przeprowadzenie procesu pasteryzacji
surowca [28]. W czasie ogrzewania mleka zachodzi przeksztalcanie sig
rozpuszczalnego wapnia w forme koloidalna, ktéra uczestniczy w ksztattowaniu sig
kompleksu kazeiny z biatkami serwatkowymi [19]. Zuraw i wsp. [29] wykazali, ze
poziom wapnia jonowego w mleku determinuje zawarto$¢ ,.koloidalnego” fosforanu
wapniowego, ktory jest czynnikiem strukturotwérczym i wptywa na wielko$¢ miceli
kazeinowych. Badania zawarto$ci wapnia i fosforu ,koloidalnego” w mleku
regenerowanym z proszku mlecznego produkowanego z mleka wzbogaconego w 3,6
M CaCl, wykazaty, ze zawiera wigcej obydwu pierwiastkéw w porédwnaniu z mlekiem
otrzymanym po regeneracji proszku otrzymanego z mleka bez dodatku chlorku wapnia
[21]. Uwaza sig, ze wiazania jonowe pomiegdzy resztami kwasu fosforowego za
posrednictwem jondéw wapniowych decyduja o stabilno$ci powstatych kompleksow
pomigdzy biatkami mleka [25]. Prawdopodobnie réwniez magnez, w formie
fosforanu ,koloidalnego”, uczestniczy rowniez w tworzeniu struktury micelarnej
kazeiny oraz skrzepu kwasowego w serach twarogowych [16], czego jednak nie
potwierdzaja rezultaty badan niniejszej pracy. Zdaniem niektérych autoréw, na
stabilno$¢ komplekséw pomiedzy kazeina a biatkami serwatkowymi, determinujaca
stopien ich wykorzystania w twarogu, wptywa rowniez st¢zenie jonéw sodowych,
cytrynianowych i zawarto$¢ laktozy [26].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze na skutek wysokiej pasteryzacji (w temp.
90°C w ciagu 15 s) mleka wzbogaconego w jony wapniowe (dodatek 0,01 — 0,05%
CaCly), moze zwigksza¢ si¢ nie tylko zawarto$¢ wapnia, ale réwniez i fosforu w
twarogu. Prawdopodobnie ze wzrostem zawartosci wapnia ,,jonowego” w mleku
wzrasta ,,zapotrzebowanie” na fosfor rodzimy mleka, ktéry w formie ,.koloidalnego”
fosforanu wapnia jest wbudowywany w strukture skrzepu twarogowego. Wynika stad,
ze korzystnym efektem stosowania metody wapniowo-termiczno-kwasowej w
technologii seréw twarogowych jest nie tylko lepsze wykorzystanie biatka w produkcie
oraz jego wyzsza warto$¢ odzywcza, ale rowniez wzrost zawarto$ci warto§ciowego
wapnia i fosforu w tych produktach.

Whioski

1. Sery twarogowe wyprodukowane z mleka wzbogaconego w jony wapniowe (z
dodatkiem 0,01-0,05% CaCl, ) i pasteryzowanego w temp. 90°C w ciagu 15 s, w
poréwnaniu z serem twarogowym otrzymywanym z mleka pasteryzowanego w
temp. 75°C w ciagu 15 s, charakteryzowaly si¢ statystycznie istotnie wyzsza (przy
o = 0,05) zawarto$cia zwiazkéw mineralnych, wyrazonych jako popidt.

2. Dodatek chlorku wapnia do mleka przed pasteryzacja wplywat istotnie na
zwigkszenie zawartosci wapnia (r = 0,9206) oraz fosforu (r = 0,9072) w serach
twarogowych.
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THE EFFECT OF CALCIUM CHLORIDE ADDED TO MILK AND MILK HEATING
ON THE CHEMICAL COMPOSITION OF COTTAGE CHEESES

Summary

In this paper, the objective was to study and identify the effect of calcium chloride added to milk and the
effect of pasteurisation of the enriched milk on the chemical composition of cottage cheeses produced from it.
The content of water, protein, fat, lactose, ash, calcium, phosphorus, and magnesium was determined.

It was stated that cottage cheeses produced from milk, enriched by calcium ions (with 0.01-0.05% of
CaCl, added) and pasteurised at a temperature of 90°C during a period of 15 s, had a significantly higher
ash content (o = 0,05) compared to cottage cheeses produced from milk pasteurised for the same period of
15 s, but at a temperature of 75°C. Calcium chloride added to milk before the pasteurisation caused a
significant increase in the content of calcium (correlation coefficient r = 0,9206) and phosphorus
(correlation coefficient r = 0,9072) in cottage cheeses.

Key words: cottage cheeses, chemical content, calcium, phosphorus, magnesium
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EWA STASIUK, PIOTR PRZYBYLOWSKI

WPLYW ZMODYFIKOWANEGO SPOSOBU STOSOWANIA KNO3
NA CECHY SENSORYCZNE I MIKROBIOLOGICZNE SEROW
DOJRZEWAJACYCH PODPUSZCZKOWYCH

Streszczenie

W warunkach przemystowych wyprodukowano sery dojrzewajace podpuszczkowe, stosujac dodatek
saletry potasowej nie do mleka, lecz do solanki. Tak wyprodukowane sery poddano ocenie
mikrobiologicznej i sensorycznej. Material poréwnawczy stanowity sery kontrolne wyprodukowane bez
dodatku lub z dodatkiem saletry do mleka serowarskiego.

Stwierdzono, ze sery twarde typu szwajcarskiego i holenderskiego wyprodukowane zmodyfikowanym
sposobem stosowania azotandw(V) osiagaly dobra jako$¢ mikrobiologiczna. Nastgpowato zahamowanie
rozwoju bakterii z grupy coli i bakterii fermentacji mastowej. Dojrzale sery gouda I wyprodukowane
zmodyfikowanym sposobem stosowania KNO;3; wykazywaty miano bakterii z grupy coli i miano bakterii
beztlenowych przetrwalnikujacych na poziomie: nieobecne w rozcienczeniu 107 g. Podobne rezultaty
otrzymano w przypadku dojrzatego sera tykocinskiego. Dojrzate sery gouda II charakteryzowatly sig
gorsza jakoscia mikrobiologiczna w poréwnaniu z serami gouda I i tykocinskim. Miano bakterii
przetrwalnikujacych wynosito: nieobecne w 10 g, natomiast miano coli wynosito od 102 do 10
Pomimo tego wszystkie sery wyprodukowane zmodyfikowanym sposobem stosowania saletry potasowej
czesciej klasyfikowano jako sery wyzszej jakosci. Czgsciej tez dyskwalifikowano (poza klasa) sery
kontrolne wyprodukowane przy stosowaniu dodatku azotanéw do mleka serowarskiego.

Stowa kluczowe: sery podpuszczkowe dojrzewajace, azotany(V), solanka, ocena sensoryczna, ocena
mikrobiologiczna

Wprowadzenie

Jakos$¢ seréw uwarunkowana jest takimi czynnikami, jak: jako$¢ surowca, jako$¢
stosowanych dodatkéw: kultur bakteryjnych - zakwaséw, podpuszczki lub innych
preparatéw enzymatycznych, barwnikéw, czy tez KNO;, CaCl,; przeprowadzenie
procesu technologicznego zgodnie z instrukcja, odpowiednia pielggnacja podczas
dojrzewania i przechowywania seréw [2, 3, 28].

Dr inz. E. Stasiuk, prof. dr hab. inz. P. Przybytowski, Katedra Towaroznawstwa i Ladunkoznawstwa,
Akademia Morska w Gdyni, ul. Morska 83, 81-225 Gdynia
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Produkcja ser6w ma takze aspekty ekologiczne, gtéwnie zwiazane z zagospo-
darowaniem serwatki jako produktu ubocznego. Dodana do mleka serowarskiego
saletra potasowa w duzej czeSci przechodzi do serwatki, ograniczajac jej dalsze
wykorzystanie w przemysle spozywczym.

W niniejszej pracy zastosowano nowy sposéb stosowania KNOj, polegajacy na
jego dodatku do solanki, a nie do mleka serowarskiego. Nastgpnie porownano jakos$¢
tak wyprodukowanych seréw z jakoS$cia seréw wyprodukowanych tradycyjna metoda
stosowania KNOs;.

Celem pracy byto wigc stwierdzenie, jak wptywa zmodyfikowany sposéb
stosowania KNO; w produkcji sera podpuszczkowego na jego jako$¢.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono w skali przemystowej w Zaktadzie Mleczarskim
,Pastek ICC SERY”, gdzie wyprodukowano sery podpuszczkowe dojrzewajace typu
holenderskiego (gouda) i typu szwajcarskiego (tykocinski).

W pierwszym etapie badan wyprodukowano sery gouda I wg nastg¢pujacego
uktadu do$wiadczalnego:

A — sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOs, po prasowaniu umieszczano

w solance zawierajacej 0,02% KNOs;,

B — sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOsj, po prasowaniu umieszczano

w solance zawierajacej 0,04% KNOs;,

C — sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOj, po prasowaniu umieszczano

w solance zawierajacej 0,06% KNOs;,

K — sery kontrolne wyprodukowane z mleka, do ktérego dodano KNO; w ilosci 0,02%

i po prasowaniu solono w solance bez dodatku KNOs.

W drugim etapie badan wyprodukowano ser tykocinski wg nastgpujacego modelu
dos$wiadczenia:

A — sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOj, po prasowaniu umieszczano

w solance o stgzeniu KNO; — 0,05%,

B — sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOs, po prasowaniu umieszczano

w solance o st¢zeniu KNO; — 0,10%),

C — sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOs, po prasowaniu umieszczano

w solance o stgzeniu KNO; — 0,15%,

D - sery wyprodukowane z mleka bez dodatku KNOs, po prasowaniu umieszczano

w solance bez dodatku KNOs,

K — sery kontrolne wyprodukowane z mleka, do ktérego dodano KNO; w ilosci 0,01%,
po prasowaniu umieszczano w solance bez dodatku KNOs.

Trzeci etap badan obejmowat produkcje sera gouda II wg modelu do§wiadczenia,
jak podano wyzej, z tym, ze ser wariantu kontrolnego wyprodukowano z mleka
zawierajacego dodatek KNO; w ilosci 0,02%.
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Mileko do produkcji seréw pasteryzowano w temp. 72-75°C przez 15-20 s i
nastgpnie magazynowano (12 do 24 godz.), po czym przed procesem produkcji sera
ponownie mleko pasteryzowano w tych samych warunkach.

Kazdy z powyzszych modeli doswiadczalnych powtarzano 3-krotnie. Badania
przeprowadzano w sezonie jesiennym.

Ogétem wyprodukowano ser w 36 wariantach do$wiadczalnych, a analizom
fizykochemicznym i mikrobiologicznym poddano 435 prébek. Prébki do badan
pobierano z nastgpujacych miejsc bloku sera: sera gouda I — z warstwy zewngtrznej,
srodkowej i rdzenia; ser tykocinski — z warstwy zewnetrznej i rdzenia; ser gouda II —
usredniona prébka z Y4 bloku sera. Wyniki badan danego sera z poszczegdlnych miejsc
poboru prébek usredniano.

Analizy mikrobiologiczne wykonywano wg Polskiej Normy [14]. Posiewy
wykonywano po sporzadzeniu rozcienczenia probek z ptynem Ringera w stosunku
1:10. Bakterie z grupy coli oznaczano na podlozu z zblcig i zielenia brylantowa
(BGLB). Posiewy inkubowano w temp. 37°C (310 K) przez 48 godz. Natomiast
bakterie przetrwalnikujace beztlenowe oznaczano na podiozu: agar bulionowy z
glukoza i 1% ekstraktem drozdzowym. Odpowiednie rozcienczenia wysiewano do
probéwek po uprzedniej pasteryzacji w temp. 80°C (353 K) przez 10 min. Posiewy
zalewano agarem i inkubowano w temp. 37°C (310 K) przez 5 dni. Obecnie zalecane
sa nastgpujace normy dotyczace oznaczen: PN-ISO 4832 (bakterie z grupy coli) i PN-
93/A-86034.12 (bakterie przetrwalnikujace) [9, 15, 16].

Oceng sensoryczna seréw przeprowadzily zespoly ztozone z 5 lub 6 0s6b.
Podczas oceny sensorycznej uwzgledniono nastgpujace wyrdzniki jakoSciowe: ksztalt,
wyglad, konsystencjg, oczkowanie, smak, zapach oraz barweg. Sery kwalifikowano
zgodnie z wymogami zawartymi w Polskiej Normie PN-68/A-86230 [13].

Wiyniki i dyskusja

Zagadnieniu jako$ci mleka jako surowca do produkcji seréw poswigcono w
literaturze wiele uwagi [1, 4, 18, 19, 26]. Wiadomo bowiem, ze jako$¢ zaréwno seréw,
jak 1 innych produktéw mleczarskich zalezy w duzym stopniu od cech
fizykochemicznych i stanu mikrobiologicznego mleka surowego. Wyniki oceny
mikrobiologicznej mleka repasteryzowanego przeznaczonego do produkcji seréw
przedstawiono w tab. 1.

Kwasowos$¢ potencjalna mleka repasteryzowanego przeznaczonego do produkcji
seréw gouda I, tykocinskiego i gouda II byta prawidtowa i wynosita odpowiednio: od
6,2 do 6,6°SH, od 7,0 do 7,9°SH i 6,8°SH.

Tabela 1
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Charakterystyka fizykochemiczna i mikrobiologiczna mleka repasteryzowanego przeznaczonego do
produkcji seréw.

Physical & chemical and microbiological characterization of re-pasteurized milk designed for
manufacturing cheeses.

. .| Kwasowosé i i i i
Rodzaj probki Seng badan ! Miano coli Miano b'akt.ern
Series of Acidity Coli-erou przetrwalnikujacych
Type of a sample ‘ot group
examinations [°SH ] bacteria Spore-forming bacteria
1 6,2 nb nb
Mleko do produkcji sera gouda I /
Milk to manufacture the Gouda I 11 6,4 nb nb
cheese
111 6,6 nb nb
Mleko do produkcji sera I 7,3 nb nb
tykocinskiego I 79 b b
Milk to manufacture
the Tykocinski cheese 11 7,0 nb nb
Mileko do produkcji sera gouda IT I 0,8 nb obw 0,1
Milk to manufacture the Gouda II I 6.8 nb nb
cheese 1 6.8 obw 0,1 nb

Objasnienia: / Explanatory notes:

nb - nieobecne w O,lcm3 / absent in 0.1cm’.

Wyniki podane w tabeli stanowia wartos$ci srednie z trzech probek / Values as given in the table represent
the mean value of three samples analyzed.

Jako$¢ mikrobiologiczna mleka repasteryzowanego przeznaczonego do produkcji
seréw byla zréznicowana. Wykazano, ze w przypadku produkcji sera gouda I i
tykocinskiego zardwno bakterie z grupy coli, jak i bakterie beztlenowe przetrwalnikujace
byty nieobecne w rozcienczeniu 0,1 cm’. Swiadczy to o dobrej jakosci mikrobiologicznej
tego mleka, jak rowniez o skutecznej pasteryzacji. Natomiast w mleku przeznaczonym do
produkcji sera gouda II stwierdzono (seria III) obecno$¢ bakterii z grupy coli w
rozcieficzeniu 0,1 cm’ oraz obecno$é bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych w 0,1
cm’ (seria I). W pozostatych przypadkach nie stwierdzono obecnosci bakterii zaréwno z
grupy coli, jak i beztlenowcéw przetrwalnikujacych. Tak wigc jedynie mleko
przeznaczone do produkcji sera gouda II byto gorszej jako$ci mikrobiologiczne;j.

Stopien zanieczyszczenia mleka paleczkami z grupy coli jest wskaznikiem stanu
sanitarnego doju oraz warunkéw procesu technologicznego. Podczas pasteryzacji
bakterie z grupy coli gina, jednak zdarza sig, ze moga one wystapi¢ w mleku
pasteryzowanym. Jest to najczeSciej spowodowane wtérnym zakazeniem mleka
bakteriami pochodzacymi z niedoktadnie umytych urzadzen mleczarskich i opakowan
[22, 24, 29].
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Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze mleko repasteryzowane przeznaczone do
produkcji seréw: gouda I, tykocinski i gouda II charakteryzowato si¢ dobra jakos$cia
mikrobiologiczna w kazdej z trzech serii badawczych.

Oceniono tez jako$¢ mikrobiologiczna niektérych solanek. Wyniki przedstawiono
w tab. 2.

Tabela 2
Charakterystyka mikrobiologiczna solanek.
Microbiological characterization of brines.
Warianty Miano coli Miano bakterii przetrwalnikujacych
Ser Seria | doswiadczenia Coli-group bacteria Spore-forming bacteria
Cheese Series Experiment
: 1 2 1 2
variants

A 107 107 10" 10"
I B 10 10 10 10"
C 107 107 107 107
A 10" 10" 10 10"
Gouda I i} B 10”2 10" 107 107
C 10" 10" 10" 10"
A 10° 107 107 10"
I B 10 10° 10 10"
C 107 107 10" 10"
A 10" 10" 10" 10"

o B nb nb nb nb

Tykocinski I

C nb nb nb nb
D 107 10" 10" 10"

Objasnienia: / Explanatory notes:

1 - przed soleniem / prior to salting;

2 - po soleniu / after salting

Wyniki podane w tabeli stanowia wartosci srednie z trzech probek / Values as given in the table represent
the mean value of three samples analyzed.

Miano coli i bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych solanek nie réznito si¢
znaczaco przed i po procesie solenia seréw. W solankach do seréw gouda I miano coli
wynosito od 10™ do 107, a miano bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych od 10™
do 10 W przypadku sera tykocinskiego wartoici te byty o rzad wielkosci nizsze i
wynosity: miano coli od nieobecne do obecne w 107 a miano bakterii
przetrwalnikujacych beztlenowych od nb. do obecne w 107, Jako$é mikrobiologiczna
przygotowanych kapieli solankowo-azotanowych w duzym stopniu zalezata od jakosci
solanki zakladowej uzywanej w produkcji od kilku miesigcy. Ogélnie jakosS¢ tej
solanki mozna oceni¢ jako dobra.
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Wyniki oceny mikrobiologicznej seréw gouda I, tykocinskiego i gouda II
przedstawiono w tab. 3., 4.1 5.
W ocenie mikrobiologicznej seréw ujeto dwa wyrdzniki — miano coli oraz miano

bakterii beztlenowych przetrwalnikujacych.

Tabela 3
Jakos$¢ mikrobiologiczna sera gouda I.
Microbiological quality of the Gouda I cheese.

. .. . Miano bakterii beztlenowych
Miano bakterii z grupy coli o
przetrwalnikujacych
Coli-group bacteria Spore-forming bacteria
Wariant
doswiadczenia | 5 ” - w | B e - - -
Brperiment | £ 212 5| w8 | 98| wt| 55| 25| at|ad| a0t
variants 4| 83|22 |2: |28 835|228 2¢
Za| g%t Za|lg2|aalst |00
Ss|ed|es|as|ers|Es|ed|rE|rE|2s
g = < = = T 2% = = = =
seria I / series 1

A 103 nb nb nb nb nb 10™ nb nb nb

B 10° nb nb nb nb nb 10! nb nb nb

C 107 nb nb nb nb nb nb nb nb nb

K 10° 10! - - 10! nb nb - - nb

seria II / series 11

A 107 10! nb nb nb 10! 102 10! 10! nb

B 102 nb nb nb nb 10™ 10™ nb nb nb

C 107 nb nb nb nb 10! nb nb nb nb

K 107 10" - - 10’ nb nb - - nb

seria III / series 111

A 10* 102 nb nb nb 10™ 10™ 10" 10" nb

B 10! 10! nb nb nb 10! nb nb nb nb

C 10 10" nb nb nb 10™ nb nb nb nb

K 102 107 - - 10! nb nb - - nb

Objasnienia: / Explanatory notes:

nb - nieobecne w rozc. 107! / absent in 10! ¢cm® solution;

nie badano / not analyzed;

Wyniki podane w tabeli stanowia wartos$ci $rednie z trzech prébek / Values as given in the table represent

the mean value of three samples analyzed.

Tabela 4
Jako$¢ mikrobiologiczna sera tykocinskiego.
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Microbiological quality of the Tykocinski cheese.

. .. . Miano bakterii beztlenowych
Miano l;.)akteru z grup.y coli przetrwalnikujacych
Coli-group bacteria Spore-forming bacteria
Wariant
do$wiadczenia | 5 o - - 2 o - -
Expe.riment § g 2 %D b f.j b ';f)» § £ 2 %D b f.j b ';f)»
variants 2 9 S = 2 = 2 = z 2 o = 2 = 2 =
2 = 2 2 < < © o a2 g Z < < © ©
E8| g8 || &85 | 88| g&| 88| 8.5
g = « = k= g = © S E
seria [ / series |

A 102 nb nb nb nb nb nb nb

B 107 nb nb nb nb 107 nb nb

C 107 nb nb nb nb nb nb nb

D 102 nb nb nb nb 107 nb nb

K 107 107! nb nb nb nb nb nb

seria II / series II

A 10! nb nb nb nb 107 nb nb

B 107! nb nb nb nb 107 nb nb

C 10" nb nb nb nb nb nb nb

D 10" 107 107! nb nb 107 nb nb

K 10! 107 10" nb nb 107 nb nb

seria III / series I11

A 10" nb nb nb nb 107! nb nb

B 10! nb nb nb nb 107! nb nb

C 10! nb nb nb nb nb nb nb

D 10" 107 107! nb nb 107 nb nb

K 10" 107! 107! nb nb nb nb nb

Objasnienia jak w tab. 3./ Explanatory notes as in Tab. 3.
Tabela 5

Jako$¢ mikrobiologiczna seréw gouda II.
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Microbiological quality of the Gouda II cheese.

Wariant Miano bakterii z grupy coli Miano bakterii beztlenowych przetrwalnikujacych
doéwiadczenia Coli-group bacteria Spore-forming bacteria
E):/l::r:irr?tzm po soleniu po 6 tyg. po soleniu po 6 tyg.
after salting after 6 weeks after salting after 6 weeks
seria I / series 1
A 10° 10* 10" nb
B 10° 107 10" nb
C 10" 10* 10" nb
D 10 107 10" 10"
K 10" 107 10" 10"
seria II / series I1
A 107 107 nb nb
B 10° 107 10" nb
C 10° 107 nb nb
D 10 107 nb nb
K 10° 10* 10" 10"
seria III / series II1
A 10° 107 10" nb
B 10° 107 10" nb
C 10° 10* 10" nb
D 10° 10* nb nb
K 10° 10* 10" nb

Objasnienia jak w tab. 3. / Explanatory notes as in Tab. 3.

W serach gouda [ wszystkich wariantéow doswiadczalnych po soleniu
zaobserwowano zmniejszenie populacji bakterii z grupy coli. Prébki sera po
prasowaniu wykazywaty miano coli od 10" do 10, natomiast po soleniu od nieobecne
w 10" do obecne w 10™. Po 2 tygodniach dojrzewania miano coli wszystkich seréw
wariantéw A, B i C wynosito — nieobecne w 10™".

Miano bakterii beztlenowych przetrwalnikujacych po soleniu wynosito od
nieobecne w 10" do obecne w 10" g. Zaobserwowano, ze po procesie solenia seréw w
solance wariantu C nastgpowat catkowity zanik tych bakterii.

Dojrzate sery gouda I charakteryzowaly si¢ wysoka jakoscia mikrobiologiczna i
tylko w przypadku seréw wariantu kontrolnego stwierdzono obecno$¢ bakterii z grupy
coli w rozcienczeniu 10™. Mozna wiec stwierdzi¢, ze dodatek saletry do mleka wptynat
tylko w niewielkim stopniu na zahamowanie rozwoju bakterii z grupy coli. Zakrzewski
i wsp. [25] stwierdzili nawet stymulujacy wplyw azotanéw na rozwdj tych bakterii.
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Przybytowski i wsp. [20] wykazali, ze liczba bakterii z grupy coli w serach po ich
uformowaniu nie byta zalezna od liczby tych bakterii w mleku pasteryzowanym, a od
ilo$ci dodanej saletry do mleka. Dodatek azotanéw(V) wptywat nawet stymulujaco na
rozwdj tych bakterii, o czym $wiadczy wyzsze miano bakterii z grupy coli w
wigkszosci probek seréw wyprodukowanych z dodatkiem KNO;. Zjawisko to
wystapito przede wszystkim w serach po uformowaniu i soleniu, natomiast w
dojrzatych serach nie stwierdzano juz jednoznacznego oddziatywania saletry na rozwdj
bakterii z grupy coli. Zakrzewski i wsp. [25] réwniez nie stwierdzili jednoznacznego
wpltywu ilosci saletry dodanej do mleka na miano coli seréw.

Natomiast solenie ser6w w solance zawierajacej KNO; do$¢ skutecznie
ograniczylo rozwdj bakterii grupy coli, jak réwniez bakterii przetrwalnikujacych
beztlenowych (tab. 3). Jedynie w dojrzatych serach wariantu kontrolnego (z dodatkiem
saletry do mleka) stwierdzano obecno$é bakterii z grupy coli w rozcienczeniu 107
wszystkich trzech serii do§wiadczalnych.

W prébkach sera tykocifiskiego miano coli po prasowaniu wynosito od 10" do 10
, co moze wynika¢ z wtdrnego zakazenia mleka podczas obrébki w kottach
serowarskich oraz masy serowej podczas wlewania jej do wanien prasujacych. Miano

bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych ksztattowato si¢ na poziomie nieobecne w 10
1

g.

2

Analiza mikrobiologiczna sera tykocinskiego po soleniu wykazata, Ze sery
wariantow doswiadczalnych A, B i C nie zawieraly bakterii z grupy coli w
rozcieficzeniu 107 Natomiast w serach wariantéw do$wiadczalnych D i K stwierdzono
obecnosé tych bakterii w rozcienczeniu 107'-107. Swiadczy to o hamujacym wptywie
azotanow(V) obecnych w solance na rozwdj bakterii coli.

Zauwazono jednak, ze podczas dojrzewania seréw wariantéw D i K bakterie z
grupy coli zmniejszaly swoja populacje. Po 4 tygodniach dojrzewania miano coli
badanych prébek tych seréw wynosito od nieobecne w 10" do obecne w 107
Natomiast w serach dojrzatych (po 6 tygodniach) nie stwierdzono juz obecnosci
bakterii z grupy coli zar6wno w serach wariantéw do§wiadczalnych A, B, C, jak i D i
K.

Miano bakterii przetrwalnikujacych beztlenowych sera tykocinskiego po
prasowaniu wynosito nieobecne w 10" w przypadku wszystkich wariantéw
do$wiadczalnych. Po soleniu serow w solance zawierajacej duze, jak i male st¢zenia
azotanéw(V) miano bakterii przetrwalnikujacych wzrosto od 10" do 10~. Natomiast po
4 tygodniach dojrzewania nastapil catkowity zanik tych bakterii i po 6 tygodniach
wszystkie sery wykazywaly miano niebecne w 10" g.

Badania te nie potwierdzity w sposéb jednoznaczny hamujacego wpltywu
azotanow(V) na rozwdj bakterii przetrwalnikujacych. Podobne rezultaty otrzymali
Pluta i wsp. [12], nie stwierdzajac jednoznacznego hamujacego wplywu dodatku
saletry na rozwéj przetrwalnikow w serach.
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Jakubczyk [7, 8] wiaze jako$¢ sera dojrzewajacego z obecno$cia bakterii
przetrwalnikujacych beztlenowych i stwierdza, ze obecno$¢ przetrwalnikéw moze
wynikac¢ z zawartosci soli w masie sera oraz rodzaju zastosowanej szczepionki.

Sery gouda II charakteryzowaly si¢ gorsza jakoscia mikrobiologiczna w
poréwnaniu z serami gouda I i tykocinskim. W serach gouda II po soleniu miano coli
wynosito od 10° do 10°. Mozna to wiazaé z gorsza jako$cia mikrobiologiczna mleka
przeznaczonego do produkcji tych seréw, a takze z mozliwo$cia wtérnego zakazenia
mleka repasteryzowanego.

W czasie dojrzewania serow obserwowano zmniejszenie liczebno$ci bakterii z
grupy coli. Po 6 tygodniach dojrzewania miano coli wynosito od 107 do 10™. Tylko w 2
przypadkach miano coli po 6 tygodniach nie pozostalo na niezmienionym poziomie w
poréwnaniu z warto$cia po soleniu: wariant C seria I — 10 i wariant A seria IT — 107,
Tak wigc i w tym przypadku nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ hamujacego wptywu
azotan6w(V) na bakterie z grupy coli.

Miano bakterii beztlenowych przetrwalnikujacych w serach gouda II po soleniu
wynosito od nieobecne w 10" do obecne w 10'g. Bakterie przetrwalnikujace
nieobecne byly tylko w serach serii Il wariantu A, C i D oraz w wariancie D serii III.
Natomiast w dojrzatych serach do§wiadczalnych wariantéw A, B i C nie stwierdzono
obecnosci przetrwalnikéw. Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze wptynety na to jony
NOj, ktore przenikngly z solanki do miazszu sera. Jedynie w serach wariantu
kontrolnego K serii I i II oraz wariantu D serii I stwierdzono obecno$¢ bakterii
przetrwalnikujacych w 0,1 g.

Dziatanie azotanow(Ill) na bakterie przetrwalnikujace moze by¢ uwarunkowane
wielko$cia populacji i aktywnoS$cia bakterii z grupy coli, kwasowoscia Srodowiska,
zawartoscia soli, aktywnos$cia wody, aktywnoscia oksydazy ksantynowej, temperatura
dojrzewania seréw [21, 23].

Wydaje sig, ze witasnie do§¢ mata zawarto$¢ azotanéw (III) i (V) w serach
krajowych w poréwnaniu z serami z Danii i Holandii wynika z duzego zakaZenia
mleka i seréw bakteriami z grupy coli, ktére intensywnie redukuja azotany(V) [10, 11].
Zmarlicki [27] podaje, ze z przebadanych na rynku warszawskim seréw, sery
importowane charakteryzowaty si¢ zwykle wyzsza jako$cia mikrobiologiczng. Tylko w
5% prébek stwierdzono obecno$¢ bakterii E. coli, natomiast w prébkach seréw
krajowych w 51%.

Wyniki oceny sensorycznej seréw wyprodukowanych zmodyfikowanym
sposobem stosowania saletry potasowej przedstawiono w tab. 6.

Tabela 6
Wyniki sensorycznej oceny seréw dojrzatych.
Sensory evaluation results of ripe cheeses.

|| Wariant dosw. ‘ Seria ‘ Klasa seréw / Class cheeses H
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Experiment variants | Series Gouda I Tykocinski Gouda II
I II I I
A I I I I
11 II II I
I II I I
B I I II 1
1 I I II
I I II I
Poza klasa
C I II I
Out of class
1 I I I
I - II II
D I - I II
11 - II I
I I I I
Poza klasa
II II 1T
K Out of class
Poza klasa
1 I 1T
Out of class

Objasnienia: / Explanatory notes:
Wyniki podane w tabeli stanowia wartosci srednie z trzech probek / Values as given in the table represent
the mean value of three samples analyzed.

Ocena sensoryczna wykazala, ze sery gouda I wariantéw do§wiadczalnych A, B i
C wykazywaty cechy sera ementalskiego. Barwa serow i skérka byly prawidlowe.
Zapach i smak byt fagodny, orzechowy, typowy dla sera ementalskiego. Sery miaty
duze oczka przez co wyglad zewngtrzny i ksztalt tych seréw nadawal im oznaki
wzdgcia. Bedace przedmiotem badan sery cieszyly si¢ wysokim stopniem akceptacji
wsréd konsumentow. Sposrod wszystkich rodzajow sera oferowanych przez Zaktad
Mleczarski w Pasteku sery wyprodukowane wg wariantéw do$wiadczalnych byty
bardziej preferowane przez konsumentéw i handlowcéw niz sery z mleka z dodatkiem
KNO;. Sery te mogtyby by¢ wprowadzone do obrotu handlowego jako tzw. mini-
ementaler (ze wzgledu na wielko$¢ blokéw). Stwierdzone wigc w ocenie serow cechy
sera ementalskiego (zapach orzechowy, oczka duze i liczne) umozliwity
sklasyfikowanie wszystkich seréw wariantu A, B i C jako wyrobéw I i II klasy. Cechy
typowe dla sera ementalskiego byly skutkiem uzycia zakwasu zawierajacego m.in.
bakterie propionowe. Natomiast sery wariantu kontrolnego zakwalifikowano jako sery
gouda I i II klasy. Sery te nie wykazywaty cech sera ementalskiego, bowiem dodatek
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KNOj; do mleka w ilosci 0,02% uniemozliwit rozwdéj bakterii propionowych w miazszu
sera i wyksztalcenie si¢ cech typowych dla tego rodzaju sera.

Przeprowadzona ocena sensoryczna wykazata, ze sery wszystkich wariantow
do$wiadczalnych miaty cechy typowe dla sera tykocinskiego tj.: smak stodki, lekko
orzechowy, zapach czysty, tagodny. Jedynie sery wariantu K (kontrolny) serii II i III
zostaty zdyskwalifikowane ze wzgledu na obcy nieprzyjemny zapach i pikantny,
gorzki smak. Sery pozostalych wariantéw do$wiadczalnych miaty prawidtowy wyglad
zewngtrzny, oczka byty duze (wielkosci czeres$ni), liczne i potyskliwe. Na niektérych
blokach seréw stwierdzono nieliczne pgknigcia na brzegach. Konsystencja ocenianych
seréow byta elastyczna, sprezysta w calej masie. Wigkszo$¢ ocenianych serow
doswiadczalnych wariantéw A, B i C zostata zakwalifikowana do I i II klasy jakosci.
Jedynie sery wariantu C II zdyskwalifikowano ze wzglgdu na nietypowy, bardzo stodki
smak oraz nieprawidtowe oczkowanie (liczna orzeszyna). Ogélnie sery cechowatly si¢
wysoka akceptacja 0sdb oceniajacych je sensorycznie.

Przeprowadzona ocena sensoryczna serOw gouda II wyprodukowanych w ramach I
i II serii badan wykazata, ze sery wariantow A, B i C mialy cechy sera gouda.
Oczkowanie bylo regularne, oczka byty okragte i drobne, tylko czasami wystgpowaty
pojedyncze orzeszynowate. Sery mialy konsystencje elastyczna, sprezysta, jednolita w
calej masie. Jedynie w wariancie C migzsz seréw byt lekko twardy. Smak i zapach
ocenianych seréw byl tagodny, lekko orzechowy, typowy dla sera gouda. Dlatego tez
sery wariantu A, B i C zakwalifikowano do klasy I. Natomiast ser wariantu K
zakwalifikowano do II klasy jakosci. Charakteryzowal si¢ on twarda konsystencja,
brakiem lub bardzo matymi oczkami, jatowym smakiem i zapachem. Ser wariantu D miat
cechy podobne do wariantu K. Dlatego sery te takze zakwalifikowano do II klasy jakosci.

Z kolei ocena sensoryczna seréw gouda II serii Il badan wykazala, ze sery te
podobnie jak sery gouda I wykazaly cechy sera ementalskiego. W miazszu tych seréw
wyksztatcity si¢ liczne, duze, owalne oczka. Smak byt stodkawy, a w niektérych
przypadkach lekko pikantny (wariant B i C). Byty to cechy typowe dla sera typu
szwajcarskiego i byto to efektem uzycia zakwasu zawierajacego bakterie propionowe.
Sery te zakwalifikowano do I i II klasy jakosci.

Ocena sensoryczna potwierdzita w badanych wyrobach cechy seréw
szwajcarskich (sery gouda I i sery gouda II serii III). W obu tych przypadkach
stosowano zakwas na bazie kultur mrozonych, pochodzacych z Zaktadu
Doswiadczalnego Instytutu Mleczarstwa w  Garwolinie, ktéry jest takze
wykorzystywany do produkcji ser6w typu szwajcarskiego. Zakwas ten zawierat
dodatek bakterii propionowych odpowiedzialnych za powstawanie stodkawego smaku
i duzych oczek w serze. Ich rozwéj byt jednak mozliwy tylko w serach
wyprodukowanych z mleka bez dodatku KNOs;.

Podsumowujac wyniki tej oceny nalezy stwierdzi¢, iz mozliwe jest
wyprodukowanie seréw dobrej jakosci bez dodatku KNO; do mleka, co pozwala
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réwniez na otrzymanie serwatki cze¢sciowo lub catkowicie wolnej od azotanéw (V) i
(III). Taka serwatke mozna przeznaczy¢ do produkcji koncentratu biatek
serwatkowych, poszukiwanego dodatku do zywnosci [5, 6, 17, 30].

Whioski

1.

(1]

(2]

(3]

(8]

(9]

[10]
(11]
[12]

[13]
[14]

Dodatek KNO; do solanki umozliwia wyprodukowanie seréw twardych typu
szwajcarskiego 1 holenderskiego o dobrych cechach jakosciowych. Dyfuzja
azotanéw(V) z solanki do miazszu sera gwarantowata hamowanie rozwoju bakterii
z grupy coli i bakterii fermentacji mastowej podczas solenia i dojrzewania seréw.
Sery wyprodukowane wg tak zmodyfikowanego sposobu stosowania KNO; byty
klasyfikowane do wyzszej klasy jakosci niz sery wyprodukowane z dodatkiem
KNOj; do mleka.

Zmodyfikowany sposéb stosowania KNO; przyczynia si¢ do uzyskanie
bezazotanowej serwatki, ktérej mozliwosci wykorzystania w przemysle
spozywczym sa bardzo szerokie.
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THE IMPACT OF A MODIFIED METHOD WITH KNO; APPLIED ON THE SENSORY AND

MICROBIOLOGICAL FEATURES OF RIPENING RENNET CHEESES

Summary
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Under the industrial conditions, a ripening rennet cheese was manufactured with a dash of saltpetre
added to the brine instead to the milk. The cheese manufactured as described above was microbiologically
and organolepticly evaluated. Control cheese samples, manufactured both with no saltpetre and with
saltpetre added, served as a material for comparison.

It was stated that the Swiss and Dutch cheese types, manufactured using a modified method with
nitrates(V) added, showed a good microbiological quality. The colia bacteria and the butter fermentation
bacteria were inhibited in their growth. The ripe Gouda I cheeses, manufactured by a modified method of
applying KNOs;, had the counts of coli bacteria and of spore-forming bacteria at the same level, i.e. absent
ina 10" g solution. The results obtained in the case of the ripe cheese of the Tykocinski type were similar.
The ripe Gouda II cheeses showed a worse microbiological quality compared to Gouda I and Tykocinski
cheeses. The count of the spore-forming bacteria was: absent in 10" g, however, the counts of the coli-
group bacteria ranged from 102 to 10™ g.

Nevertheless, all the cheeses manufactured with the use of the modified method with saltpetre applied
were more often classified as cheeses of higher quality. And the control chesses manufactured using
nitrates added to milk designed for cheese were more often disqualified (i.e. regarded as out of ‘class’).

Key words: ripening rennet cheese, nitrates(V), brine, sensory evaluation, microbiological evaluation
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PARAMETRY PROCESU EKSTRUZJI A ZAWARTOSC
POLISACHARYDOW NIESKROBIOWYCH ORAZ AKTYWNOSC
PRZECIWUTLENIAJACA OTRAB ZYTNICH

Streszczenie

Ekstruzja jest procesem, w wyniku ktérego zwigksza sig w surowcu zbozowym ilos¢ frakcji
rozpuszczalne] widkna pokarmowego, dziatajacego hipocholesterolemicznie i hipoglikemicznie na
organizm cztowieka. Mozna zatem powiedzie¢, ze zboza po ekstruzji zyskuja dodatkowa warto$¢
prozdrowotna. Materiatem do badan byly ekstrudaty z otrab trzech odmian zyta: Amilo, Rostockie i
Agrikolo, w ktérych oznaczono zawarto$¢: rozpuszczalnej 1 nierozpuszczalnej frakcji widkna
pokarmowego, widkna pokarmowego ogélem, pentozandw rozpuszczalnych, nierozpuszczalnych i
catkowitych oraz aktywno$¢ przeciwutleniajaca (przy uzyciu ABTS) ekstraktéw metanolowo-
acetonowych otrzymanych z tych ekstrudatow. Stwierdzono, ze zastosowane parametry procesu ekstruzji:
14% wilgotnosci materialu wyjsciowego oraz temp. 120 i 180°C przyczynity si¢ do zwigkszenia
zawarto$ci: frakcji rozpuszczalnej wildkna pokarmowego, pentozandéw rozpuszczalnych i aktywno$ci
przeciwutleniajacej ekstrudatow z otrab zytnich.

Stowa kluczowe: zyto, otrgby, widkno pokarmowe, pentozany, aktywnos¢ przeciwutleniajaca

Wprowadzenie

Ziarna ro$lin zbozowych sa nie tylko gtéwnym zZrédlem weglowodanéw
ztozonych, czyli skrobi, ale zawieraja réwniez znaczne ilosci polisacharydéw
nieskrobiowych (NSP), do ktérych zalicza si¢ btonnik pokarmowy [11]. Zaréwno
btonnik pokarmowy, jak i pentozany czesto okresla si¢ mianem naturalnych substancji
nieodzywczych (NSN) spetniajacych funkcje profilaktyczne i prozdrowotne [10].

Sposréd zbdz na szczegdlna uwage zastuguje zyto. W poréwnaniu z ziarnem
pszenicy ziarniaki zyta charakteryzuja si¢ wigksza zawartoscia: frakcji rozpuszczalnej
btonnika pokarmowego, w tym pentozanéw rozpuszczalnych, sktadnikéw mineralnych
(Ca, Fe, J, F), lizyny, czyli tzw. aminokwasu ograniczajacego oraz kwasu oleinowego
nalezacego do NNKT. Ponadto ziarno zyta jest bogatym Zrédiem witamin z grup B 1 E

[7].

Dr inz. D. Gumul, dr inz. J. Korus, prof. dr hab. B. Achremowicz, Katedra Technologii Weglowodanow,
Akademia Rolnicza, ul. Balicka 122, 30-149 Krakow
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Ponad 95% $§wiatowej produkcji zyta przypada na Europg, stad mozna go nazwad
»zbozem europejskim” [17], a ilos¢ produkowanego zyta na jednego mieszkanca
klasyfikuje Polske na pierwszym miejscu w $wiecie Jednak u najwigkszego producenta
ziarna zyta prawie nie ma chleba zytniego, bowiem okoto 85% pieczywa rynkowego to
chleb mieszany (pszenno-zytni), a istniejace nadwyzki tego zboza zuzywa si¢ na pasze¢
[7]. Tymczasem wedlug wspoétczesnej wiedzy zyto jest doskonalym surowcem do
produkcji zywnosci funkcjonalnej [5, 9, 11].

Wdrozenie techniki ekstruzji w ostatnich latach spowodowato wzrost ilosci
produktéw typu przekaskowego oraz zbozowej ,.galanterii $niadaniowej”, ktére w innych
krajach sa ogromnie popularne ze wzgledu na walory smakowe, a nade wszystko
dietetyczne. Podczas procesu ekstruzji zb6z proporcja migdzy rozpuszczalna frakcja
btonnika pokarmowego a frakcja nierozpuszczalng zmienia si¢ na korzys$¢ pierwszej
frakcji, dzigki temu wyroby ekstrudowane zyskuja dodatkowa warto$¢ profilaktyczng i
dietetyczna [12]. Jest to niezmiernie wazne, poniewaz produkty zbozowe w zywieniu
cztowieka sa podstawowym zrddtem niezbgdnych sktadnikéw odzywczych oraz
zwiazkéw  nieodzywczych, ktérych spozycie zapobiega rozwojowi choréb
cywilizacyjnych [1, 15].

Celem badan byto okreslenie zawartosci rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej
frakcji widkna pokarmowego i witdkna ogdélem oraz pentozanéw rozpuszczalnych,
nierozpuszczalnych i catkowitych w ekstrudatach z otrab zytnich, sporzadzonych przy
réznych parametrach tego procesu oraz okreslenie aktywno$ci przeciwutleniajacej
finalnego wyrobu.

Material i metody badan

Materialem do badan byly ekstrudaty z otrab trzech odmian zyta. Otrgby
uzyskano z laboratoryjnego przemiatu trzech odmian zyta: Amilo, Rostockie i
Agrikolo, ktére nastgpnie poddawano procesowi ekstruzji przy wilgotnosci: 14 i 20%,
zastosowano dwa profile temperaturowe: 80/100/120°C 1 120/160/180°C. Ekstruzji
dokonano w jednoslimakowym ekstruderze typu 20DN firmy Brabender, stosujac
nastgpujace parametry: obroty Slimaka —190 obr./min, $rednica dyszy — 3 mm,
sprezenie Slimaka 3:1 i dwa wyzej wymienione profile temperaturowe.

W badanych prébkach ekstrudatéw (100% otrab) sporzadzonych z otrab trzech
odmian zyta oznaczano:

— zawarto$¢ rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej frakcji widkna pokarmowego i

widkno pokarmowe ogétem metoda enzymatyczno-wagowa [2],

— zawarto$¢ pentozandw rozpuszczalnych, nierozpuszczalnych i catkowitych metoda

Hashimoto i wsp. [8],

— aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktow metanolowo-acetonowych otrzymanych

z ekstrudatéw przy zastosowaniu syntetycznego rodnika ABTS, wedtug metody

Re i wsp. [13].
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Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej
widkna pokarmowego oraz widkna pokarmowego ogétem w ekstrudatach z otrab
zytnich i materiale wyjSciowym, ktdry stanowity otrgby trzech odmian zyta.

Tabela 1
Zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej 1 nierozpuszczalnej widkna pokarmowego oraz widkna pokarmowego
ogétem w ekstrudatach otrzymanych z otrab zytnich.
Content of soluble and insoluble fraction of dietary fibre and of the total dietary fibre in rye bran extrudates.

Zawarto$¢ frakcji Zawarto$¢ frakcji 1
. . L L Zawarto$¢ widkna
Rodzaj nierozpuszczalnej wiékna rozpuszczalnej widkna .
pokarmowego ogétem
ekstrudatu pokarmowego pokarmowego
Type of Content of insoluble fraction | Content of soluble fractio of C"mem Of. total
. . . . dietary fibre
extrudates of dietary fibre dietary fibre (%]
[%] [%] o
OA* 21,53 f** 390 a 25,43 cd
OA14/120%* 20,28 de 5,03 ¢ 25,31 cd
0A14/180 19,43 cd 543 cd 24,65 ¢
0A20/120 20,56 ef 5,22 cd 25,99 cd
0A20/180 20,76 ef 4,92 be 25,68 d
OR* 20,43 e 3,67a 24,10 ¢
OR14/120 17,47 a 541cd 22,65b
OR14/180 17,29 a 5,96 d 23,25 be
OR20/120 17,76 ab 5,18 cd 23,17b
OR20/180 18,12 ab 5,22 cd 23,34 be
OEA* 20,57 ef 3,64 a 2421 ¢
OEA14/120 17,95 ab 4,26 b 22,21 ab
OEA14/180 18,11 ab 3,62a 21,63 ab
OEA20/120 18,72 be 4,02 ab 22,74 b
OEA20/180 18,27 ab 3,89 ab 20,13 a

*OA14/120 - ekstrudat z otrab zytnich odmiany Amilo, otrzymany z materialu wyj$ciowego o wilgotnosci
14%, w temp.120°C, analogicznie pozostate skroty, OA — otrgby z zyta odmiany Amilo, OR — otr¢gby z
zyta odmiany Rostockie, OEA — otrgby z zyta odmiany Agrikolo.

OA14/120 - rye bran extrudate of the Amilo variety obtained from a raw material of 14% of moisture, at
120°C; other abbreviations are similar; OA — rye bran of the Amilo variety; OR — rye bran of the
Rostockie variety; OEA — rye bran of the Agrikolo variety.

**Rézne litery oznaczaja warto$ci $rednie réznigce sig statystycznie istotnie miedzy soba (test Duncana,
przy poziomie istotnosci p = 0,05).

Different letters denote mean values differing statistically significantly among themselves (Duncan test, at
a significance level of p = 0.05).

Stwierdzono, ze zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej w otrgbach wzrosta w zakresie
od 7 do 47% po procesie ekstruzji, w odniesieniu do materiatu nieprzetworzonego. W
ekstrudatach z otrab zytnich odmiany Amilo i Rostockie najwigkszy wzrost tej frakcji
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widkna pokarmowego nastapit przy 14% wilgotnosci materialu wyjSciowego i
zastosowaniu temp. procesu hydrotermicznego: 120 i 180°C. Wyjatek pod tym
wzgledem stanowity ekstrudaty sporzadzone z otrab zyta odmiany Agrikolo, bowiem
przy zastosowaniu parametréw procesu ekstruzji: 14% wilgotnosci i temp.180°C, ilos¢
frakcji rozpuszczalnej okazata si¢ mata i rowna zawarto$ci tej frakcji w materiale
wyjsciowym (tab. 1). Natomiast ilo$¢ frakcji nierozpuszczalnej wtékna pokarmowego
zmniejszylta si¢ w granicach od 5 do 15% we wszystkich analizowanych ekstrudatach z
otrab zytnich w stosunku do materialu wyjSciowego, niezaleznie od odmiany zyta.
Najwigksze zmniejszenie zawartosci frakcji nierozpuszczalnej w analizowanych
ekstrudatach zaobserwowano przy zastosowaniu parametrow ekstruzji: 14%
wilgotno$ci materialu wyjsciowego i temp. 120 1 180°C (tab. 1). Te parametry
spowodowaly najwigkszy wzrost frakcji rozpuszczalnej wtdkna pokarmowego, ktdéra
tworzy si¢ z frakcji nierozpuszczalnej [6]. Fakt ten mozna tlhumaczy¢ rozerwaniem
podczas ekstruzji wiazan kowalencyjnych i niekowalencyjnych w weglowodanach, co
prowadzi do powstania mniejszych i bardziej rozpuszczalnych fragmentéw tych
weglowodandw [16]. Ponadto efektem ekstruzji bylo zmniejszenie zawarto$ci wtékna
pokarmowego ogétem w badanych probkach ekstrudatéw, w stosunku do otrab trzech
odmian zyta. Nalezy podkresli¢, ze najwigksza zawarto$cia rozpuszczalnej frakcji
wiokna  pokarmowego o znaczeniu  profilaktycznym i prozdrowotnym
charakteryzowaty si¢ ekstrudaty z otrab zyta odmiany Amilo i Rostockie, w
przeciwienstwie do ekstrudatéw otrzymanych z otrab odmiany Agrikolo. Natomiast
najmniejsza zawarto$¢ frakcji nierozpuszczalnej i ogélnej widkna pokarmowego
oznaczono w ekstrudatach z otrab dwéch odmiany Zyta - Rostockie i Agrikolo.

Gtéwnym sktadnikiem wiékna pokarmowego w ziarnie zyta sa pentozany,
ktérych spozycie jest ujemnie skorelowane z umieralnoscia z powodu raka okr¢znicy,
natomiast zalezno$ci migdzy umieralno$cia z powodu raka okrgznicy i spozyciem
widkna ogétem nie sa statystycznie istotne [5]. W zwiazku z tym na pentozany
zwrdcono szczegdlng uwage w niniejszej pracy.

Zawartos¢ pentozandéw catkowitych 1 nierozpuszczalnych zmniejszyta si¢ w
analizowanych prébkach ekstrudatéw w odniesieniu do materialu wyjsciowego, w
przeciwienstwie do frakcji rozpuszczalnej tego sktadnika, ktdrej ilo§¢ péttorakrotnie
wzrosta we wszystkich przypadkach (tab. 2).

Ilo$¢ pentozandéw rozpuszczalnych byta wigksza w ekstrudatach sporzadzonych z
otrab o wilgotno$ci 14%, a nawilzenie materiatu wyjsciowego do 20% powodowato
mniejszy przyrost zawartosci tego sktadnika po ekstruzji. We wszystkich badanych
ekstrudatach zawarto$¢ pentozanéw rozpuszczalnych zwigkszata si¢ wraz ze wzrostem
temperatury ekstruzji za wyjatkiem ekstrudatu z otrab z zyta odmiany Rostockie,
otrzymanego przy parametrach procesu hydrotermicznego: 14% wilgotnosci i temp.
180°C (tab. 2). Najmniejsza zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej pentozandéw stwierdzono

Tabela 2
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Zawarto$¢ pentozandw rozpuszczalnych, nierozpuszczalnych i catkowitych w ekstrudatach otrzymanych z
otrab zytnich.
Content of soluble and insoluble pentosans and of total pentosans in rye bran extrudates.

Rodzaj Zawarto$¢ pentozandw Ziﬁigﬁ;ﬁiﬁggfggﬁw Zawarto$¢ pentozanow
ekstrudatu rozpuszczalnych . catkowitych
Type of Content of soluble pentosans Conte;r;tn?(ljslgg(s)luble Content of total pentosans
extrudates [%] (%] (%]
OA* 3,34 a** 730e 10,65 g
OA 14/120%* 4,62¢ 5,50¢ 10,12 f
OA 14/180 6,291 343 a 9,72 de
OA 20/120 3,70 ¢ 6,47d 10,17 £
OA 20/180 4,57 e 6,33 cd 10,91 h
OR* 3,52b 6,25d 9,76 ¢
OR 14/120 5,68 h 3,93 ab 9,62 cd
OR 14/180 4,94 f 435b 9,29b
OR 20/120 4,06 d 548 ¢ 9,53 ¢
OR 20/180 487 f 3,70 ab 8,57 a
OEA* 3.,51b 6,66 d 10,18 £
OEA 14/120 5,00 f 4,53b 9,54 c
OEA 14/180 539¢g 4,38b 9,77 ¢
OEA 20/120 3,83 ¢ 6,30 cd 10,13 f
OEA 20/180 4,57 e 5,19¢ 9,77 ¢

*OA14/120- ekstrudat z otrab zytnich odmiany Amilo, otrzymany z materiatlu wyjsciowego o wilgotnosci
14% w temp. 120°C, analogicznie pozostale skréty, OA — otrgby z zyta odmiany Amilo, OR — otrgby z
zyta odmiany Rostockie, OEA — otrgby z zyta odmiany Agrikolo.

OA14/120- rye bran extrudate of the Amilo variety obtained from a raw material of 14% of moisture at
120°C; other abbreviations are similar; OA — rye bran of the Amilo variety; OR — rye bran of the
Rostockie variety; OEA —rye bran of the Agrikolo variety.

**Rozne litery oznaczaja wartosci $rednie réznigce sig statystycznie istotnie miedzy soba (test Duncana,
przy poziomie istotnosci p = 0,05).

Different letters denote mean values differing statistically significant among themselves (Duncan test, at a
significance level of p = 0.05).

w ekstrudatach otrzymanych z surowca wyj$ciowego o najwigkszej wilgotnosci (20%)
i niskiej temperaturze ekstruzji (120°C). Mozna wigc przypuszczaé, ze takie warunki
ekstruzji nie sg korzystne z uwagi na zmniejszanie si¢ tej frakcji pentozandéw, ktéra
petni funkcje prozdrowotne i profilaktyczne. W zwiazku z tym, aby otrzymacd
ekstrudaty zytnie o charakterze zywnosci profilaktycznej nalezy stosowaé otrgby o
wyjsciowej wilgotnosci okoto 14% oraz temp. 120 i 180°C. Zawarto$¢ pentozandw
nierozpuszczalnych gwattownie zmniejszyta si¢ zwlaszcza w  ekstrudatach
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otrzymanych z materialu  wyjsciowego o wilgotnosci 14%, co byto
najprawdopodobniej zwiazane z sukcesywnym wzrostem tworzacych si¢ ich kosztem
pentozandéw rozpuszczalnych. Zawarto§¢ pentozanéw nierozpuszczalnych zmniejszyta
si¢ w otrgbach w zakresie od 1 do 50% po procesie ekstruzji w stosunku do materiatu
nieprzetworzonego. Temperatura ekstruzji wptyneta na znaczne zmniejszenie
zawartosci pentozanéw nierozpuszczalnych w temp. 180°C w poréwnaniu z temp.
120°C, za wyjatkiem ekstrudatu z otrab z zyta odmiany Rostockie sporzadzonego przy
wilgotno$ci 14% materiatu wyjsciowego i w temp. 180°C (tab. 2). Zawarto$¢
pentozanéw catkowitych po procesie ekstruzji zmniejszyta si¢ nieznacznie lub
pozostatla na statym poziomie w poréwnaniu z materiatem wyjsciowym, ktory
stanowity otr¢by trzech odmian zyta. Zaréwno wilgotno$¢ materiatu wyjsciowego, jak
i temperatura nie wplyngly w sposéb jednoznaczny na zawarto$¢ pentozandéw
catkowitych we wszystkich badanych ekstrudatach (tab. 2).

Mozna zatem powiedzie¢, ze wyniki prezentowane w tej pracy, dotyczace
przyrostu frakcji rozpuszczalnej wtékna pokarmowego i pentozanéw rozpuszczalnych
w ekstrudatach z otrab zytnich sporzadzonych zwlaszcza przy parametrach procesu
ekstruzji: 14% wilgotnosci i temp. 120 1 180°C, sa zgodne z wynikami badan innych
autorow [6, 14].

Stwierdzono, ze proces ekstruzji widkna pokarmowego (w tym pentozandw)
moze zmieni¢ nie tylko proporcje pomigdzy frakcja rozpuszczalna a nierozpuszczalna
widkna, ale takze jego zdolnosci oddziatywania na przewdd pokarmowy. Zmniejszenie
si¢ ilosci frakcji nierozpuszczalnej pogarsza wiasciwosci balastotworcze i zdolno$ci
oddzialywania na perystaltyke jelit, przy jednoczesnym wzroscie frakcji
rozpuszczalnej dziatajacej prozdrowotnie na organizm cztowieka i chroniacej go przed
tzw. ,,chorobami cywilizacyjnymi” [3, 4, 14, 16]. Ponadto wedtug wielu autoréw [4,
12, 16] proces ekstruzji nadaje materiatowi roslinnemu dodatkowa warto$¢ dietetyczna
i profilaktyczna, co zostalo potwierdzone w tej pracy, bowiem zawartos¢ frakcji
rozpuszczalnej widkna pokarmowego i pentozandéw rozpuszczalnych w  ekstru-
dowanym materiale byta zdecydowanie wigksza niz w materiale nieprzetworzonym
(tab. 112).

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktéw metanolowo-acetonowych otrzyma-
nych z ekstrudatéw z otrab trzech odmian zyta: Amilo, Rostockie i Ekoagro okreslono
metoda TEAC przy zastosowaniu wolnego rodnika ABTS™ (tab. 3).

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca ekstraktéw sporzadzonych z ekstrudatow z otrab
zytnich odmiany Amilo i1 Agrikolo wzrosta przy parametrach ekstruzji 14%
wilgotnosci 1 temp. 180°C, w przeciwienstwie do pozostaltych parametréw, przy
ktérych ta aktywnos¢ obnizyta si¢ lub nie ulegta zmianie (tab. 3). Potencjal przeciw-

Tabela 3
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Aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstrudatow otrzymanych z otrab zytnich oznaczona przy zastosowaniu
wolnego rodnika ABTS.
Antioxidant activity of the rye bran extrudates determined using a free radical ABTS.

Rodzaj ekstrudatu TEAC
Type of extrudates [mg Trolox/g prébki]
OA* 4,05 be**
OA14/120* 4,02 be
OA14/180 4,20 cd
0A20/120 3,73b
0OA20/180 4,05 be
OR* 4,70 ef
OR14/120 5,94 h
OR14/180 5,64 h
OR20/120 3,75 ab
OR20/180 4,94 fg
OEA* 525¢
OEA14/120 510¢g
OEA14/180 6,47 i
OEA20/120 347 a
OEA20/180 4,50 de

*OA14/120 - ekstrudat z otrab zytnich odmiany Amilo, otrzymany z materiatu wyjsciowego o wilgotnosci
14% w temp.120°C, analogicznie pozostate skréty, OA - otrgby z zyta odmiany Amilo, OR - otrgby z zyta
odmiany Rostockie, OEA —otrgby z zyta odmiany Agrikolo.

OA14/120 - rye bran extrudate of the Amilo variety obtained from a raw material of 14% of moisture at
120°C; other abbreviations are similar; OA - rye bran of the Amilo variety, OR - rye bran of the Rostockie
variety, OEA - rye bran of the Agrikolo variety.

**Rozne litery oznaczaja wartosci $rednie réznigce sig statystycznie istotnie miedzy soba (test Duncana,
przy poziomie istotnosci p = 0,05).

Different letters denote mean values differing statistically significant among themselves (Duncan test, at a
significance level of p = 0.05).

utleniajacy ekstrudatéw otrzymanych z otrab zyta odmiany Rostockie zwigkszyl si¢
przy parametrach procesu hydrotermicznego: 14% wilgotnosci i temp. 120°C, 180°C
oraz 20% wilgotnosci i temp. 180°C (tab. 3).

Stwierdzono, ze najnizsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca wykazaly ekstrudaty
przy zastosowaniu parametréw ekstruzji 20% wilgotnosci i temp. 120°C, a przy
parametrach 14% wilgotnoéci i 120°C nastgpowata stabilizacja potencjatu
przeciwutleniajacego tego materialu roslinnego. Natomiast parametry: 14%
wilgotno$ci i temp. 180°C spowodowaly wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej
ekstrudatow. Ws§réd wszystkich  probek — ekstrudatow najwicksza aktywno$¢
przeciwutleniajaca wykazaly ekstrudaty z otrab ziarna zyta odmiany Rostockie i
Agrikolo, w przeciwienstwie do odmiany Amilo (tab. 3).
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Reasumujac, stwierdzono, ze przy odpowiednim doborze parametréw procesu
ekstruzji mozna zwigkszy¢ zawarto$¢ rozpuszczalnej frakcji widkna pokarmowego, w
tym pentozandéw rozpuszczalnych, oraz aktywno$¢ przeciwutleniajaca otrab zytnich.

Whioski

1. Efektem procesu ekstruzji otragb zytnich byl wzrost zawarto$ci frakcji
rozpuszczalnej] widkna pokarmowego, przy zastosowaniu parametrow tego
procesu: 14% wilgotnosci materialu wyjsciowego oraz temp. 120 i 180°C .

2. Zastosowanie parametrOw procesu ekstruzji: malej wilgotno$ci materiatu
wyjsciowego (14%) i wysokiej temperatury tego procesu (180°C) wplyneto na
najwigkszy wzrost zawarto$ci pentozanéw rozpuszczalnych w ekstrudatach, ktére
petnia funkcje prozdrowotne i profilaktyczne.

3. Stwierdzono korzystny wplyw 14% wilgotno$ci materiatu wyjSciowego oraz
niskiej (120°C) i wysokiej temperatury (180°C) na potencjal przeciwutleniajacy
ekstrudatow z otrab zytnich, przy czym wsréd wszystkich badanych prébek
najwicksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca wykazaty ekstrudaty z otrab z zyta
odmiany Rostockie i Ekoagro.

Praca naukowa finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki w latach 2004 —
2006 jako projekt badawczy zamawiany — grant KBN nr PBZ-KBN-094/P06/2003/29.
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PARAMETERS OF THE EXTRUSION PROCESS AND THE CONTENT OF NON-STARCH
POLYSACCHARIDES AND THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF RYE BRAN

Summary

Extrusion is a process during which the content of soluble fraction of a dietary fibre increases; this dietary
fibre has a hipocholesterolemic and hypoglicemic effect on the human organism. Therefore, the statement that
cereals win an additional health promoting quality after having been extruded is correct. The materials used in
this study were rye bran extrudates of three varieties of rye: Amilo, Rostockie, and Agrikolo. In the samples
investigated, the following parameters were determined: soluble and insoluble fractions of dietary fibre, total
fibre content, soluble and insoluble pentosans, total pentosans, and antioxidant activity of methanol-acetone
extracts obtained from these extrudates; the antioxidant activity was determined using ABTS. It was stated
that the following extrusion parameters applied: moisture of 14% of the initial original material, and
temperatures of 120 and 180°C, attributed to the increase in the content of the soluble fraction of dietary fibre,
soluble pentosans, as well as to the higher antioxidative activity of rye bran extrudates.

Keywords: rye, bran, dietary fibre, pentosans, antioxidant activity
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ZBIGNIEW RZEDZICKI, MALGORZATA KASPRZAK

WPLYW TEMPERATURY OBROBKI TERMOPLASTYCZNE]
NA WYBRANE WEASCIWOSCI FIZYCZNE EKSTRUDATOW
Z UDZIALEM RAZOWKI LEDZWIANOWE] (LATHYRUS SATIVUS)

Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad wptywem profilu rozktadu temperatury cylindra ekstrudera na
przebieg procesu ekstruzji, mozliwosci ustabilizowania warunkéw wytlaczania oraz mozliwosci
modyfikowania wilasciwosci fizycznych ekstrudatéw z udzialem razéwki lgdzwianu siewnego (Lathyrus
sativus). Jako podstawowy sktadnik strukturotwérezy zastosowano kaszke kukurydziang. Termoplastyczna
obrobke mieszanek surowcow przeprowadzono w ekstruderze jednoslimakowym (L:D=12:1, D=45 mm,
stopien spr¢zania 3:1). W otrzymanych ekstrudatach okreslano stopien ekspandowania promieniowego, ggstosé
wlasciwa, teksturg, wodochtonno$¢ (WAI) ekstrudatu nierozdrobnionego, wodochtonnos¢ (WAI) ekstrudatu
rozdrobnionego (ekstrudowanej masy), a takze wspoiczynnik rozpuszczalnosci suchej masy (WSI).
Stwierdzono, ze przyjete zakresy temperatury pozwalaja na stabilng prace ekstrudera, chociaz wzrost
temperatury ze 115/135/120°C do 155/175/120°C powodowat spadek wydajnosci ekstrudera o okoto 25%.
Wykazano takze, ze temperatura procesu ma znaczacy wpltyw na wilasciwosci fizyczne ekstrudatu. Wzrost
temperatury cylindra ze 115/135/120°C do 155/175/120°C powodowat: spadek ekspandowania promieniowego
z 12,6 do 8,9, gestosci whasciwej z 75,2 kg/m® do 56,9 kg/m® przy zachowaniu bardzo dobrej chrupkosci
ekstrudatu w przedziale 0,3 — 0,35 J/g. Uzyskane ekstrudaty charakteryzowaty si¢ bardzo wysoka
wodochtonnoscia; WAI osiagat nawet wartos¢ 873%. Ekstruzja powodowata bardzo intensywne zmiany w
rozpuszczalno$ci suchej masy nasilajace si¢ wraz ze wzrostem temperatury; wzrost temperatury cylindra ze
115/135/120°C do 155/175/120°C powodowat wzrost WSI z 35% nawet do 49%. Wyniki oceny sensorycznej
ekstrudatéw wykazaty, ze wprowadzenie 10% dodatku razéwki lgdzwianowej pozwala znacznie obnizy¢
temperature ekstruzji i uzyska¢ bardzo dobrej jakosci chrupki juz przy temp. 135/155/120°C.

Stowa kluczowe: obrébka termoplastyczna, razéwka ledzwianowa, ekstrudaty, wlasciwosci fizyczne.

Wprowadzenie

Pod koniec XX w. rynek produktéw zbozowych zostal zdominowany przez
wyroby ekstrudowane. Termoplastyczna obrébka surowcéw znalazia zastosowanie w
r6znych dziedzinach przemystu spozywczego, mleczarskiego i paszowego [13, 16]. Ta
technologia mozna pozyskiwac szeroka game wyrobéw np. chrupki do bezposredniego
spozycia, réznorodng galanteri¢ cukiernicza, btyskawiczne zboza $niadaniowe,

Dr hab. inz. Z. Rzedzicki, prof. AR., mgr inz. M. Kasprzak, Zaktad Projektowania Procesow
Produkcyjnych, Akademia Rolnicza w Lublinie, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin
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teksturowane biatka roslinne, pieczywo chrupkie, makarony instant, produkty
dietetyczne, modyfikowane skrobie i maki, karmy dla zwierzat, itp. [17]. Podstawa
procesu ekstruzji jest uptynnienie przetwarzanej masy, stad najczesciej uzywanym
surowcem w tej technologii jest surowiec zbozowy najlatwiej uptynniajacy si¢ - kaszka
kukurydziana [4, 5, 7]. Kaszka kukurydziana jest surowcem ubogim w sktadniki
odzywcze, bowiem jest produkowana z obtuszczonego i pozbawionego zarodkéw
ziarna kukurydzy. Surowiec taki jest ubogi w biatko, ttuszcze, a przede wszystkim w
btonnik pokarmowy (tab. 3). Jak wykazaly liczne badania naukowe, spozywanie
zywno$ci ubogiej w btonnik pokarmowy wplywa na zwigkszenie ryzyka
zachorowalno$ci na wiele choréb cywilizacyjnych m.in.: uktadu krazenia,
nowotworéw, cukrzycy, otytosci, itp. [1]. Celowe wydaje si¢ wigc takie
modyfikowanie wsadu surowcowego poddawanego ekstruzji, aby chociaz czgsciowo
zrekompensowa¢ niedobory tych sktadnikéw. Wiele $rodowisk naukowych, w
szczegolnosci trzy kolejne swiatowe kongresy btonnika pokarmowego, wskazuja takze
na niezwykle istotng rol¢ biologicznie aktywnych sktadnikéw btonnika pokarmowego
[18]. Szczegdlnie interesujace sa tu nasiona roslin straczkowych np. ledZzwianu
siewnego, zwanego rowniez soczewica biata lub ruska. Badania prowadzone przez
Rzedzickiego [11] dowodza, ze krajowe odmiany soczewicy biatej sa bardzo dobrym
komponentem do wyrobu chrupek, ktére moga by¢ z duzym powodzeniem
produkowane przy uzyciu nawet ekstrudera jednos§limakowego S-45. Wprowadzenie
do mieszanki surowcowej tylko 10% razéwki ledzwianowej dostarcza okoto 3% biatka
oraz okoto 3,3% bardzo cennego btonnika pokarmowego, w tym takze blonnika
rozpuszczalnego o silnym oddziatywaniu probiotycznym. W przeprowadzonych
uprzednio badania [14] wykazano takze przydatno$¢ mieszaniny kaszki kukurydzianej
i razéwki lgdzwianowej w ekstruzji jednoslimakowej w szerokim zakresie wilgotnosci
ekstrudowanej mieszanki.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie mozliwosci ustabilizowania warunkéw
wyttaczania mieszanin (z udzialem 10% lgdZzwianu) przy zmiennym profilu rozktadu
temperatury cylindra ekstrudera, analiza wptywu temperatury cylindra na podstawowe
wiasciwosci fizyczne ekstrudatu, zbadanie mozliwosci modyfikowania podstawowych
wlasciwosci fizycznych ekstrudatu, jak réwniez cech sensorycznych. Badano wplyw
temperatury cylindra na wydajno$¢ ekstrudera, stopien ekspandowania promieniowego
ekstrudatu, gesto$¢ wiasciwa, chrupkosé, wodochtonnos¢ (WAI) ekstrudowanego
produktu, wodochtonno$¢ (WAI) ekstrudowanej masy, a takze wspotczynnik
rozpuszczalnosci suchej masy (WSI). Przeprowadzono takze ocen¢ sensoryczna
pozyskanych ekstrudatéw.

Material i metody badan

Gtéwnym surowcem strukturotwérczym byta kaszka kukurydziana z
pozbawionego zarodkéw i obtuszczonego ziarna kukurydzy szklistej. Jako surowiec
biatkowo-blonnikowy zastosowano nasiona ledZzwianu siewnego (Lathyrus sativus)
odmiany Derek. Na podstawie wczesniejszych badan [11] oraz badan pilotujacych
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przyjeto udziat razéwki ledzwianowej w mieszance w ilo$ci 10%; pozostale 89%
stanowita kaszka kukurydziana oraz 1% s6l kuchenna. Mieszankg surowcowa
nawilzano do wilgotno$ci 13,5%. Jako zmienny parametr procesu zastosowano profil

rozktadu temperatury cylindra ekstrudera (tab. 1).

Tabela 1
Model doswiadczenia
Model of experiments

Préba kukff;zl;?ana Ledzwian S6l | Wilgotnosé Profil i@ﬁfiﬁfﬁ temp.
Sample Maize semolina | Everlasting pea | Salt Moisture Barrel temperature profile
[%] [%] [%] [%] [°C]

1 115/135/120

2 125/145/120

3 89 10 1 13,5 135/155/120

4 145/165/120

5 155/175/120

Na podstawie badan pilotujacych przyjeto stala temp. gltowicy ekstrudera 120°C
oraz stala r6znice temperatur pomiedzy sekcja i II cylindra w wysoko$ci 20°C.

Surowce poddano rozdrobnieniu w rozdrabniaczu udarowym typu H-111/3. Proces
rozdrabniania prowadzono tak, aby uzyskac¢ stopien rozdrobnienia podany w tab. 2.

W badanych surowcach oznaczano zawartos¢: wody metoda suszarkowa (AACC,
Method 44-15A), azotu ogdlnego metoda Kjeldahla (AACC, Method 46-08), ttuszczu
surowego metoda Soxhleta (AACC, Method 30-26), widkna surowego metoda
weendejska (AACC, Method 32-10) oraz zwiazkéw mineralnych w postaci popiotu
(AACC, Method 08-01). Poniewaz metoda weendejska nie obrazuje rzeczywistej
zawartosci btonnika w pozywieniu, w celu doktadniejszego okre$lenia jego sktadu
frakcyjnego wykonywano oznaczenia sktadu frakcyjnego btonnika pokarmowego
wedlug metody detergentowej, opracowanej przez van Soesta [19, 20], tj.: widkna
neutralno-detergentowego (NDF), wiékna kwasno-detergentowego (ADF), celulozy
(CEL), hemicelulozy (HCEL) i ligniny kwasno- detergentowej (ADL). Oznaczono
takze zawarto$¢ blonnika metoda enzymatyczna (AOAC, Method 991.43; AACC,
Method 32-07; AACC, Method 32021; AOAC, Method 985.29; AACC, Method 32-
05) oznaczajac btonnik catkowity (TDF), nierozpuszczalny (IDF) i rozpuszczalny
(SDF) (tab. 3).

Proces termoplastycznej obrébki prowadzono przy uzyciu jednoslimakowego
ekstrudera stosujac: $rednicg matrycy 3 mm, obroty $limaka 100 obr./min, L:D = 12:1
oraz stopien sprg¢zania 3:1. Badano wptyw zmiennego rozkladu temperatury cylindra
na przebieg procesu, mozliwosci ustabilizowania warunkéw wytlaczania oraz wybrane

Tabela 2
Sktad frakcyjny surowcow.
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Fractional composition of raw materials.

Srednica
Frakcja zastgpcza
. 1,6-112-1]10-1| 08— 0,5 - > <05
Fraction >1,6 12 1.0 0.8 0.5 0.265 < 0,265 3 <0.5 Mean
[mm)] diameter
[mm]
Surowiec

Raw material %]

Kaszka kukurydz.

. 0 0,11 6,8 | 27,63 | 43,45 17,03 4,98 22,01 0,685
Corn semolina

LedZzwian siewny

. 0 22 11035 | 21,3 | 28,68 19,24 18,23 37,47 0,645
Everlasting pea

Tabela 3
Sktad chemiczny surowcow uzytych w badaniach [% s.m.].
Chemical composition of raw materials used in the research [% d.m.].

Bezazot Wiékno
Materiat | wyciag | Biatko | Ttuszcz | Popidt | surowe
Material N-free | Protein Fat Ash Crude
extract Fibre

NDF | ADF |[HCEL| CEL | ADL | IDF | SDF | TDF

Kaszka

kukurydz. | 87,09 10,62 1,21 0,63 0,45 3,66 0,86 2,8 [0,74 0,12 |5,28 | 1,01 | 6,29

Maize
semol.

Ledzwian

siewny 61,64 28,03 1,16 3,36 5,81 21,9 | 7,91 113,99 | 7,84 | 0,07 |29,01| 4,31 | 33,32

Everlasting
pea

wiasciwosci fizyczne ekstrudatow. Badano stopien ekspandowania promieniowego
oraz gegstos¢ wiasciwa [10]. Pomiary wodochionnosci (WAI) ekstrudowanego
produktu wykonano metoda odciekowa wg Jao i wsp. [6], wodochtonnos$¢ (Water
Absorption Index WAI) ekstrudowanej masy wykonano metoda wiréwkowa (AACC,
88-04) we wiasnej modyfikacji [15], wspdtczynnik rozpuszczalnos$ci suchej masy
(Water Solubility Index WSI) badano wg metody AACC, 88-04 w modyfikacji
Rzedzickiego i wsp. [15], teksture okreslano metoda wieloptaszczyznowego $cinania
[9]. Pomiary ekspandowania, ggstosci i tekstury wykonano w 52 powtdrzeniach (dwa
skrajne  pomiary odrzucano), pomiary wodochtonnosci i  wspdlczynnika
rozpuszczalno$ci suchej masy w 6 powtdrzeniach. Obliczano wartosci Srednie,
odchylenie standardowe oraz wspélczynnik zmiennosci. Dla zmiennych ciaglych
obliczano réwnania regresji i wspétczynniki determinacji R,
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Przeprowadzono takze analiz¢ sensoryczna uzyskanych ekstrudatow.
Zastosowano dziewigcciopunktowa skale ocen. Grupa 10 oséb, odpowiednio
wyselekcjonowanych, oceniala wyglad, smak, zapach, przezuwalno$¢, kleisto$¢ i
chrupko$¢ prébek.

Wiyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki badan wykazatly, ze w przyjetym zakresie rozktadu temperatury
cylindra od 115/135/120°C do 155/175/120°C ekstruder pracowat stabilnie; nie
wystepowatl poslizg surowca, ekstruder nie blokowat sig i nie wystgpowato przypalanie
si¢ surowca do $cianek cylindra. Przyjety na podstawie wcze$niejszych badan [11]
udziat razéwki ledzwianowej w ilosci 10% przy zalozonym profilu rozktadu
temperatury okazat si¢ trafny. Przy kazdym badanym profilu temperatury sktad
mieszaniny umozliwial uzyskanie wysokiej jakosci produktu. Wilgotno$¢ mieszanki
surowcowej, przyjeta na podstawie wczesniej przeprowadzonych badan [14],
pozwolita takze na poprawny przebieg procesu przy kazdej zalozonej temperaturze.

Profil rozktadu temperatury w cylindrze wplynal znaczaco na wydajnos¢
ekstrudera. Najwyzsza wydajno$¢ osiagnigto przy najnizszej temp. procesu
115/135/120°C; wynosita ona ponad 20 kg/h. Wydajno$¢ najnizsza, wynoszaca nieco
ponad 15,6 kg/h, zaobserwowano w przypadku préb otrzymywanych w temp.
155/175/120°C. Zmiany wydajnosci ekstrudera w funkcji temperatury cylindra
przedstawiono na rys. 1. Otrzymano ujemnie skorelowana zalezno$¢ wydajnosci
ekstrudera od temperatury cylindra, przy bardzo wysokim wspétczynniku determinacji
R” = 0,994. Wzrost temperatury przetwarzanej masy spowodowat spadek lepkosci i
wplynal w wigkszym stopniu na wzrost przeplywu wstecznego, hamujac tym samym
postgpowy przeptyw strumienia ekstrudowanej masy. Takie zachowanie si¢
ekstrudowanego materialtu mozna zaobserwowa¢ w przypadku surowcéw silnie
klejacych sig, jakim jest razéwka ledzwianowa. Podobna tendencj¢ odnotowano w
czasie ekstruzji mieszanek owsiano-kukurydzianych, otrzymywanych przy wilgotnoS$ci
surowca 13,5% i udziale otrab owsianych w mieszance 9% [13].
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Rys. 1.  Wplyw temperatury cylindra na wydajno$¢ ekstrudera (wilgotnos¢ 13,5%, udziat ledzwianu
10%).

Fig. 1.  The effect of barrel temperature on the production capacity of the extrusion — cooker (moisture
content: 13.5%, everlasting pea content: 10%).

Pomiary stopnia ekspandowania promieniowego ekstrudatéw (rys. 2) wykazaty,
ze ekspandowanie promieniowe malato wraz ze wzrostem temperatury procesu.
Odnotowano wartos$ci ekspandowania 12,6 w temp. 115/135/120°C oraz 8,9 w
przypadku temp. 155/175/120°C. Mozna by sadzi¢, ze w miarg wzrostu temperatury
procesu ekstrudat bedzie mniej wyekspandowany, twardy, zbity o wigkszej ggstosci
wlasciwej. Tak jednak nie bylo. Gesto§¢ wilasciwa w caltym badanym przedziale
temperatury osiagata pozadane warto$ci i zawierata si¢ w zakresie od 75,2 kg/m’ w
temp. 115/135/120°C do 56,9 kg/m3 w 155/175/120°C (rys. 2). Tak wigc w miarg
wzrostu temperatury procesu obserwowano zmniejszenie si¢ ekspandowania
promieniowego 1 jednocze$nie spadek gestosci wilasciwej. Takie nietypowe
zachowanie si¢ ekstrudowanej masy mozna zaobserwowa¢ w przypadku surowcoéw
silnie klejacych si¢ w ekstruderze, gdzie wzrostowi temperatury towarzyszy wzrost
przeplywu wstecznego, zmniejszenie wydajnosci ekstrudera, spadek ekspandowania i
jednoczesne obnizenie gestosci wilasciwej. Przy zmniejszajacej si¢ wydajnosci w
dobrze wygrzanej glowicy ekstrudera i matrycy utrzymuje si¢ nadal stabilna predkosé
wyplywu ekstrudatu z matrycy i moze nawet nastapi¢ wzrost ekspandowania
wzdluznego. Tym samym formuje si¢ produkt o mniejszej ggstosci i mniejszym
wyekspandowaniu promieniowym. Uzyskane wyniki dowodza wigc, ze stopien
ekspandowania promieniowego nie zawsze moze by¢ miara jakosci chrupek
wytwarzanych z kaszki kukurydzianej, jak to sugeruja Colona i wsp. [3]. Nie zawsze
bowiem wzrostowi ekspandowania promieniowego musi towarzyszy¢ spadek gestosci i
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odwrotnie. Istnieje bowiem jeszcze ekspandowanie wzdtuzne ksztattujace produkt,
dlatego najlepsza miara oceny tych wielkos$ci jest ggstos¢ wiasciwa.

y = -0.0007" + 0,1409x + 7,1246 [y =0.0047x2 + 09932x + 26.885|
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Rys.2. Wplyw temperatury cylindra na stopien ekspandowania i ggsto$¢ wiasciwa ekstrudatéw
(wilgotnos¢ 13,5%, udziat lgdzwianu 10%).
Fig.2. The effect of barrel temperature on the expansion ratio and specific density of extrudates

(moisture content: 13.5%, everlasting pea content: 10%).

Przeprowadzono takze badania tekstury ekstrudatow. Jako miarg tekstury przyjgto
ilo$¢ energii koniecznej do wieloptaszczyznowego $cigcia 1 g proby. W badanym
przedziale temperatury odnotowano bardzo dobra teksture ekstrudatu. Zwigkszenie
temperatury procesu nie spowodowato pogorszenia tej cechy ekstrudatéw (rys. 3).
Nalezy podkresli¢ szczegdlnie maty zakres wartoSci energii niszczacej mieszczacy sig
w przedziale 0,3-0,35 J/g. Warto$ci energii niszczacej sa dodatnio skorelowane z
temperatura cylindra przy bardzo wysokiej wartosci wspStczynnika determinacji R* =
0,9672. Tak wigc wprowadzenie 10% razéwki lgdzwianowej umozliwito uzyskanie
chrupek o bardzo dobrej teksturze przy zdecydowanie nizszej temp. ekstruzji
(115/135/120°C). Obuchowski i wsp. [8] poddali ocenie ekstrudaty kukurydziane i
owsiane otrzymywane z ekstrudera jednos$limakowego. Jako czynniki zmienne
zastosowali temperaturg strefy gotowania (165, 175, 185°C) oraz obroty $limaka (80
obr./min, 88 obr./min). Uzyskane chrupki zaréwno z kukurydzy, jak i z owsa
charakteryzowaty si¢ najlepsza tekstura, gdy prowadzono proces przy 80 obr./min i
temp. 185°C. Wprowadzenie lgdzwianu w naszych badaniach pozwolito uzyskaé
bardzo dobry produkt juz przy temp. 135°C.
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Rys. 3. Wplyw temperatury cylindra na tekstur¢ ekstrudatéw (wilgotno$¢ 13,5%, udzial ledzwianu
10%).

Fig.3. The effect of barrel temperature on the texture of extrudates (moisture content: 13.5%,
everlasting pea content: 10%).

Ekstrudaty  zawierajace w  swoim  skladzie razowke ledzwianowa
charakteryzowaty si¢ wysokimi warto§ciami wodochionnosci oraz krétkim czasem
uwadniania. Zaréwno przy zastosowaniu metody odciekowej, jak rowniez wiréwkowe;j
uzyskano taka sama tendencj¢ zmian wodochtonnosci. Wodochtonno$¢ ekstrudatow
malata wraz ze wzrostem temperatury procesu. Wartosci WAI ekstrudowanego
produktu byty zdecydowanie nizsze od wartosci wodochtonnosci ekstrudowanej masy
(rys. 4). Zdolno$¢ chionigcia wody przez nierozdrobnione chrupki wynosita od 330%
przy temp. ekstruzji 115/135/120°C do 236% w przypadku temp. 155/175/120°C.
Odnotowano bardzo wysokie wartosci WAI ekstrudowanej masy (rozdrobnionych
chrupek). WAI ekstrudatéw pozyskiwanych w temp. 115/135/120°C wynosita
odpowiednio 873% oraz 763% w przypadku temp. 155/175/120°C. Wyniki uzyskane
wedlug metody odciekowej wskazuja, ze stosowany 15-minutowy czas uwadniania
probek byt zbyt krétki, nawet dla tak wyekspandowanych chrupek. Jest to typowe
zachowanie si¢ ekstrudatéw produkowanych z udzialem nasion roslin straczkowych
[12], bowiem wodochtonno$¢ produktu jest cecha zmienna, zalezna od warunkéw
prowadzenia procesu i zastosowanych surowcow.
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Rys. 4. Wplyw temperatury cylindra na wodochtonno$¢ ekstrudatéw (wilgotnos¢ 13,5%, udziat
ledzwianu 10%).

Fig.4. The effect of barrel temperature on the WAI value of extrudates (moisture content: 13.5%,
everlasting pea content: 10%).

Niezwykle istotnym parametrem jako$ciowym produktéw
wysokoprzetworzonych jest wspoétczynnik rozpuszczalno$ci suchej masy (WSI).
Produkty wysokoprzetworzone, szczegdlnie ekstrudowane, charakteryzuja si¢ bardzo
wysoka warto$cia WSI przekraczajaca nawet 50%. W badanych ekstrudatach,
pozyskiwanych odpowiednio w temp. 115/135/120°C i 155/175/120°C, odnotowano
wartosci od 35 do 49% (rys. 5). Wyniki wskazuja na znaczny wzrost WSI w wyniku
termoplastycznej obrobki. Mozna to ttumaczy¢ degradacja polimeréw skrobiowych
zawartych w przetwarzanej] mieszance, jak 1 rozpadem struktur blonnika
nierozpuszczalnego. Nalezy jednak pamigta¢, ze w tym przypadku WSI mieszanki
surowcowej jest juz stosunkowo wysokie 1 wynosi 7,49%; WSI samej razéwki
ledzwianowej wynosi 22,64% [15]. Zgodnie z oczekiwaniami zaobserwowano wzrost
WSI ekstrudatéw wraz ze wzrostem temperatury procesu. Tak wysokie wartosci WSI z
pewnoscia nie sa cecha pozytywna produktu zbozowego i zapowiadaja bardzo szybki
proces trawienia i rownie szybki proces wchtaniania jelitowego, a tym samym wysokie
stezenie popositkowe glukozy we krwi.
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Rys. 5. Wplyw temperatury cylindra na wspéiczynnik rozpuszczalno$ci suchej masy ekstrudatow
(wilgotnos¢ 13,5%, udziatl lgdzwianu 10%).

Fig.5. The effect of barrel temperature on the WSI of extrudates (moisture content: 13.5%, everlasting
pea: 10%).

Przeprowadzono takze sensoryczna oceng uzyskanych ekstrudatow. Nalezy
zaznaczy¢, ze w badaniach pilotazowych wyznaczono takie zakresy parametréw procesu
i cech surowca, w ktérych pozyskiwane ekstrudaty mogty by¢ zaakceptowane jako
produkt spozywczy. Najwyzsze noty w wysokosci 9 pkt uzyskaly ekstrudaty
pozyskiwane w temp. 135/155/120°C — 145/165/120°C (rys. 6). Produkty pozyskiwane w
temperaturach. nizszych cechowaty sie zbyt duza szklistodcia struktury i otrzymywaty
nizsze noty. Ekstrudaty pozyskiwane w temperaturach wyzszych charakteryzowaty sig
ciemniejszg barwa i wykazywaty smak charakterystyczny dla ekstrudatéw przegrzanych.

Zaprezentowane wyniki pozwalaja nieco inaczej spojrze¢ na dobdr parametréw
ekstruzji. Podnoszony przez wielu badaczy problem choréb cywilizacyjnych i
notowana w ostatnich latach epidemia otyto$ci ma z pewnoscia swoje zrédto nie tylko
w wysokim spozyciu stodyczy, napoi stodzonych, ttuszczéw zwierzgcych, ale takze z
pewno$cia w wysokim spozyciu produktéw ekstrudowanych, charakteryzujacych si¢
bardzo wysoka rozpuszczalnoscia suchej masy (przekraczajaca nawet 50%). Taka
sytuacja wymaga weryfikacji dotychczasowych pogladéw i nowego spojrzenia na
dobdr zaréwno parametrow procesu ekstruzji, jak réwniez sktadu ekstrudowanych
mieszanek.
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Rys. 6.  Wplyw temperatury cylindra na wyniki oceny sensorycznej chrupek (wilgotno$¢ 13,5%, udziat

ledzwianu 10%).

Fig. 6. The effect of barrel temperature on the sensory evaluation of crisps (moisture content: 13.5%,

everlasting pea content: 10%)

Whioski

1.

Nasiona ledzwianu siewnego moga by¢ cennym surowcem do produkcji
ekstrudatéw przeznaczonych do bezposredniego spozycia.

Wzrost temperatury cylindra powodowal spadek wydajnosci ekstrudera oraz
spadek stopnia ekspandowania, gesto$ci wlasciwej i wodochtonnosci ekstrudatu.
W miarg obnizania temperatury cylindra notowano znaczacy spadek
wspoélczynnika rozpuszczalno$ci suchej masy.

Zastosowanie 10% dodatku razéwki ledzwianowej umozliwia pozyskiwanie
wysokiej jakosci chrupek juz przy rozktadzie temp. cylindra 135/155/120°C.
Najlepsza oceng sensoryczng uzyskaty proby otrzymane przy rozkladzie
temperatury cylindra 135/155/120°C-145/165/120°C.
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THE EFFECT OF THERMOPLASTIC TREATMENT TEMPERATURE ON SOME SELECTED
PHYSICAL PROPERTIES OF EXTRUDATES WITH EVERLASTING PEA WHOLE GRAIN
MEAL ADDED (LATHYRUS SATIVUS)

Summary

In the paper, there were presented results of the research into the effect of a barrel temperature profile
on the extrusion process course, on the possibilities to stabilize the extrusion — cooking conditions, and on
the potential to modify physical properties of corn extrudates with a whole grain meal of everlasting pea
(Lathyrus sativus) added. The corn semolina was used as a basic structure-forming component. The
mixtures of components were thermo-plastically processed (extruded) in a single screw extrusion cooker
(L:D=12:1, D=45 mm, and the compression ratio = 3:1)). In the extrudates obtained, there were
determined: radial expansion ratio, specific density, texture, Water Absorption Index (WAI) of a non-
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powdered extrudate, Water Absorption Index (WAI) of a powdered extrudate (extruded mass), and Water
Solubility Index (WSI) of dry mass. It was confirmed that the assumed ranges of the process temperature
permitted the employed extrusion cooker to stably work, although the rise in the temperatures from
115/135/120°C to 155/175/120°C produced a drop in the cooker’s production capacity by about 25%.
Furthermore, it was found that the extrusion temperature influenced physical properties of the extrudate.
The increase in the barrel temperature from 115/135/120°C to 155/175/120°C caused the following: a
decrease in the radial expansion ratio from 12.6 to 8.9, a decrease in the specific density from 75.2 kg/m®
to 56.9 kg/m’; however, the very good textcure of the extrudates remained unchanged and ranged from 0.3
to 0.35 J/g during the entire process. The final products produced had a very high Water Absorption Index
(WAI) that was even as high as 873%. The extrusion — cooking process generated very strong changes in
the Water Solubility Index (WSI) of dry mass; the changes in WSI escalated when the process
temperatures rose; the increase in barrel temperature from 115/135/120/°C to 155/175/120°C generated an
increase in WSI from 35% up to even 49%. The sensory analysis results of the corn extrudates proved that
if 10% of the whole grain meal of everlasting pea was added to the mixture, the extrusion-cooking
temperature could be significantly decreased, and it was possible to obtain crisps, i.e. final extrusion-
cooking products, of a very high quality even when the process temperatures were as low as
135/155/120°C.

Key words: extrusion-cooking, everlasting pea, whole grain meal, extrudate, physical properties
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BOZENA BORYCKA

WIAZANIE JONOW MIEDZI, CYNKU I ZELAZA PRZEZ WELOKNO
POKARMOWE Z WYTEOKOW CZARNYCH PORZECZEK

Streszczenie

Odpady przemystu owocowo-warzywnego zawieraja znaczace ilosci wiékna pokarmowego, dlatego
moga sta¢ si¢ tanim i cennym btonnikowym surowcem wtérnym.

Widékno pokarmowe jest substancja dietetyczna poprawiajaca iregulujaca pracg organizmu przez
m.in. zdolno§¢ obnizenia w organizmie poziomu zdtci, kwaséw tluszczowych, cholesterolu we krwi.
Szczegdlne nadzieje wiaze si¢ ze zdolnoscia widékna do sorpcji metali, w tym metali cigzkich. Ta
wlasciwos¢, w przypadku makro- i mikroelementéw, moze zmniejsza¢ uzytecznos¢ btonnika jako dodatku
do zywnosci.

Celem badan byto okreslenie zdolnosci sorpcji Cu, Zn i Fe przez preparat wytlokowy z czarnych
porzeczek w kontekscie stosowania go jako btonnikowego dodatku do zywnosci.

Wyniki badah sorpcji miedzi, cynku i zelaza w $rodowisku kwasnym wskazuja, ze widkno
porzeczkowe stosunkowo najlepiej wigze Cu (>68%), a najstabiej, wazny dla organizmu, mikroelement
Fe (>7,5%), oraz ze poziom sorpcji metali przez to widkno zalezy wprost proporcjonalnie od temperatury
tego procesu.

Stowa kluczowe: odpady owocowe, wyttoki, wtékno pokarmowe, sorpcja metali

Wprowadzenie

Szczegblne znaczenie owocow i ich przetworéw w profilaktyce i leczeniu
niektérych choréb, wynikajacych z nieprawidlowego zywienia, zwiazane jest m.in. z
obecnos$cia w nich widkna pokarmowego. Odpady przemystu owocowo-warzywnego
zawieraja rowniez znaczace ilosci wtékna pokarmowego i dlatego moga sta¢ si¢ tanim
i cennym btonnikowym surowcem wtérnym. Nie zmienia to jednak faktu, ze w Polsce,
bogate we witékno pokarmowe, wyttoki z owocéw kolorowych, w tym z czarnych
porzeczek, wyrzucane sg dotychczas na wysypiska $mieci.

Witékno pokarmowe (WP) zbudowane jest z grupy sktadnikéw tworzacych
zasadnicza cze$¢ rosliny. WP definiowane jest jako kompozycja zlozona z
polisacharydéw $cian komorkowych roslin oraz substancji im towarzyszacych:
celulozy, hemiceluloz, pektyn, ligniny, gum i S$luzéw roélinnych, zwiazkéw

Drinz. B. Borycka, Katedra Nauk o Jakosci, Politechnika Radomska, 26-600 Radom, ul. Chrobrego 31.



84 Bozena Borycka

fitynowych [31]. Naukowcy od wielu lat propaguja widkno pokarmowe [1, 2, 8, 17],
jako substancje dietetyczna poprawiajaca i regulujaca prace organizmu przez m.in.
zdolno$¢ obnizenia w organizmie poziomu zoétci, kwaséw ttuszczowych, cholesterolu
we krwi. Szczegdlne nadzieje wiaze sig¢ ze zdolnoscia widkna do sorpcji metali, w tym
metali cigzkich [4, 13]. Ta wlasciwos$¢ jednak w przypadku makro- i mikroelementéw
moze zmniejsza¢ uzytecznos¢ btonnika jako dodatku do zywnosci.

Powyzsze wzgledy zainspirowaty do przeprowadzenia badan, ktérych celem byto
okreslenie zdolnoSci sorpcji jonéw Cu, Zn i Fe przez preparat wytlokowy z czarnych
porzeczek, prowadzace do oceny uzyteczno$ci tego preparatu jako btonnikowego
dodatku do zywnosci.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny

Przedmiotem badan byly przemystowe wyttoki porzeczkowe po obrdbece
enzymatycznej [3].

Wyttoki porzeczkowe oczyszczano z koloidéw i materiatow Sluzowych poprzez
poddanie ich obrébce enzymatycznej. Wysuszone, zmielone i przesiane przez sito
wyttoki zalewano woda destylowana w proporcji 1:4 (m/m), po czym do mieszaniny
dodawano preparatu Panzym BE (firmy Begerow) w iloéci 0,3 cm’/dm’ zawiesiny.
Mieszaning doktadnie mieszano i ogrzewano w ciagu 1 godz. w temp. 50°C. Podczas
ogrzewania mieszaning wielokrotnie mieszano. Roztwoér wirowano od osadu przez 15
min w wiréwce o predkosci 6000 obr./min. Oddzielony osad przemywano woda
destylowang w proporcji 4 czesci wody na 1 czg$¢ osadu (m/m). Zawiesing mieszano
okoto 15 min po czym ponownie wirowano. Czynno$¢ t¢ powtarzano dwukrotnie.
Preparat suszono w temp. 55°C. Wysuszony preparat mielono w mtynku i przesiewano
przez sito o $rednicy ¢= 0,2 mm. Otrzymany wytlokowy preparat porzeczkowy byt
bezwonny, ciemnofioletowy i1 nie mial Zadnego charakterystycznego posmaku.

Metody badan

Frakcje WP (celuloza, hemicelulozy, lignina) w badanych preparatach oznaczano
detergentowymi metodami van Soesta [32] oraz McQueena i Nicholsona [20].
Substancje pektynowe oznaczano metoda spektrofotometryczna [12]. Oznaczenia
poziomu metali: Cu, Zn i Fe, wykonano metoda atomowej spektrofotometrii
absorpcyjnej ASA. Do przeprowadzenia mineralizacji prébek btonnikowych wybrano
metod¢ mineralizacji na sucho [14].

W celu sporzadzenia charakterystyki chemicznej preparatu btonnikowego
oznaczano kwasowos¢ ogdélng metoda zalecang w Polskiej Normie [22], a zdolno$¢
wymiany kationéw (CEC) okre$lano metoda McConnella [19].
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Model doswiadczenia

Préby preparatow wytlokowych nasaczano, stosujac 10 ml buforowanego
adsorbatu na 1 g preparatu. Proces nasaczania prébek preparatéw prowadzono w temp.
201 37°C przy pH = 2,0 w ciagu 1 godz. Po okre$lonym czasie odwirowywano probke
w celu oddzielenia warstwy wodnej. Sorbent przemywano woda redestylowana,
powtarzajac trzykrotnie procedur¢ wytrzasania i odwirowywania prébki, po czym
suszono go w temp. 55°C do statej masy.

Zastosowanymi w pracy os$rodkami dyspersyjnymi byty roztwory buforowe
(handlowe produkty firmy POCH Gliwice) o pH = 2,0+0,05, w przyblizeniu
odpowiadajace $rodowisku sokéw zotadkowych. Warto§¢ pH $rodowiska ustalono
uwzgledniajac dane Harpera i wsp. (pH = 1,0+2,5 w zoladku) [11]. Stgzenia metali w
roztworze dobrano na podstawie tabel sktadéw chemicznych produktéw spozywczych
Los-Kuczery [16], Marca i wsp. [18] oraz rozporzadzenia Ministra Zdrowia [23], tak
aby symulowaty skazone produkty mleczne (mleko i jogurt).

Wyniki i dyskusja

W celu przeprowadzenia préby oceny wpltywu zawartosci niektérych frakcji
btonnikowych na zdolnoSci wigzania metali zbadano zawarto$¢ neutralnego
detergentowego blonnika pokarmowego (NDF) i jego frakcji w wytlokowych
preparatach z czarnych porzeczek. Wyniki tych badan przedstawiono w tab. 1.

Poréwnujac zawarto$¢ frakcji wtékna pokarmowego, aktywnie uczestniczacych w
wigzaniu metali w badanym preparacie wyttokowym, z réwnowagowa wytlokowa
kompozycja jabtkowo-porzeczkowa [5], mozna dostrzec w nim zwigkszona zawarto$¢
frakcji hemicelulozowych (odpowiednio: 19% s.m. do 17,5% s.m). Preparat
porzeczkowy charakteryzowal si¢ stosunkowo wysokim poziomem aktywnej ligniny.
Z do$wiadczen autorki wynika, ze wytlokowe preparaty aroniowe charakteryzuja si¢
zblizona zawartoscia ligniny (>15%), lecz znaczaco nizsza zawarto$cia frakcji
hemicelulozowych [6]. Wyniki badan wskazuja tez na nizszy poziom frakcji
pektynowych w preparacie porzeczkowym (5,6% s.m.) w poréwnaniu z iloscia pektyn
ogoétem zawartych w wyttokowych preparatach aroniowych (> 10%) [6].

Biorac pod uwage potencjalne zdolnos$ci jonowymienne preparatu wyttokowego z
czarnych porzeczek, warto przypomnie¢ tezg gloszona przez wielu badaczy, ze
szczegOlng zdolno$cia wigzania metali charakteryzuja si¢ skladniki zawierajace
aktywne grupy funkcyjne. Stuszno$¢ tej tezy potwierdzaja m.in. wyniki badan Platta i
Clydesdale [21] oraz innych badaczy [7, 29]. Platt i Clydesdale, badajac zdolno$¢
wigzania zwiazkow nieorganicznych zelaza, miedzi i cynku przez rézne zrodta wtdkna
pokarmowego, wykazali korelacj¢ pomigdzy liczba grup funkcyjnych w sorbencie a
iloscia zwiazanego metalu oraz zauwazyli, ze najbardziej podatna, sposréd badanych
zrédet, na wiazanie metali okazata si¢ lignina. Zjawisko to ttumaczyli obecnoscia w
niej dwdch rodzajow miejsc wiazacych. Autorzy ci wykazali takze, Zze znacznie
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gorszymi sorbentami metali byty metylowane pektyny, a celuloza wiazata metale w
minimalnym stopniu. Z dos$wiadczen Casterline [7] wynika, ze zdolno$¢ wiazania
cynku przez wybrane sktadniki btonnika pokarmowego przedstawia sig¢ w
nastgpujacym porzadku: ligniny > polipektyny > pektyny > gumy > celuloza.

Tabela 1

Zawarto$¢ 1 sktad frakcyjny btonnika pokarmowego w porzeczkowym preparacie wyttokowym [g/100 g
suszu].

The content and fraction composition of nutritive fibre in a black currant pomace preparation [g/100 g of
dried fruit].

Oznaczany parametr Wartoé¢ srednia X +SD
Determined parameter Mean value of X +SD
‘WP van Soesta NDE 56,95+0,84
DF van Soesta ADF 39.31+0,11
Hemicelulozy
Hemicellulose 17,64
Frak.CJe Ll'gm'na 16.83 + 032
Fractions Lignin
Celuloza
+
Cellulose 22,48+0,98
WP Nierozpuszczalne 76.48 + 0,15
Aspa Insoluble
DF Rozpuszczalne
+
Aspa Soluble 3,38 0,03
Pekty.na Ogétem 532031
Pectin Total
Rozpuszczalna
+
Soluble 0.91£0,05
Sucha masa 95.07
Dry mass

Objasnienia: / Explanatory notes:

X - warto$é érednia z trzech prébek / mean value of three samples;

SD - odchylenie standardowe / standard deviation;

NDF - neutralne wiékno pokarmowe (celuloza + hemicelulozy + lignina) / neutral dietary fibre (cellulose
+ hemicellulose + lignin);

ADF - kwasne witékno pokarmowe (celuloza + hemicelulozy) / acid nutritive fibre (cellulose +
hemicellulose).

Zdolnos$¢ kationowymienna (CEC) preparatow wyttokowych jest takze wielko$cia
istotna, okreslajaca zdolno§¢ wiazania metali przez preparat btonnikowy. Celem
uzupetnienia charakterystyki jakoSciowej preparatu porzeczkowego, w aspekcie
zdolno$ci sorpcyjnych metali, okreSlono wartos¢ CEC i kwasowo$¢ ogdlna, ktére
wyniosty odpowiednio: 0,26 mEq/1 g i 0,50 g/100 g.

Wyniki badan CEC wskazuja, ze zdolnos¢ widkna porzeczkowego preparatu
wyttokowego do wiazania kationéw byta stosunkowo niska w poréwnaniu z CEC
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jabtek czy CEC pomaranczy (odpowiednio dla wymienionych odpadéw w mEqg/1g :
0,26: 1,9 : 2,4) [19]. Pamigta¢ trzeba, ze zdolno§¢ wymienna kwasnych frakcji wtékna
pokarmowego zwigzana jest gtdwnie z obecno$cia w nich grup karboksylowych
pektyn i hemiceluloz oraz grup fenolowych ligniny [19]. Przypomnie¢ tez nalezy, ze
McConnell i wsp. [19] wykazali, ze znaczna liczba gatunkéw WP zachowuje si¢ jak
monofunkcyjna zywica stabo wymieniajaca kationy.

Warto$§¢ kwasowosci ogdlnej preparatu porzeczkowego byla nizsza w
poréwnaniu z kwasowoscia suszonych jabtek (odpowiednio: 0,50 g/100 g produktu —
jako kwas cytrynowy do 1,81+1,85 g/100 g s.m. — jako kwas jabtkowy) [24].

Wielkos¢ sorpcji wyliczono ze stosunku ilosci pierwiastka zwigzanego z
kompozycja btonnikowa do ogdlnej ilosci tego pierwiastka wprowadzonego do uktadu
i wyrazono w procentach. Wyniki sorpcji metali zaprezentowano w tab. 2.

Wyniki badan sorpcji Zn Fe i Cu przez preparat wyttokowy z czarnych porzeczek
w $rodowisku kwasnym (tab. 2.) wskazuja, ze poziom zwigzania tych metali zalezal od
temperatury procesu i w 37°C byl wyzszy.

Zaleznosci pomigdzy zrédlem pochodzenia réznych preparatow btonnikowych a
pH s$rodowiska oraz temperatura ekspozycji a zdolnos$cia sorpcji miedzi dowiodty
réwniez badania Gaweckiego i Stachowiak [10, 25]. Ten sam zespdt badaczy [9]
stwierdzit tez zwiazek pomi¢dzy kwasowoscia sSrodowiska a zdolnoscia sorpcyjng Cu,
Zn przez preparaty btonnikowe z ziemniaka. Badacze ci wykazali tez, Ze ziemniaczane
WP w warunkach zblizonych do pH istniejacych w gtéwnych odcinkach przewodu
pokarmowego: jamie ustnej i zotadku, przy pH=6,8, znacznie lepiej wiaze
wymienione metale niz przy pH=22. Tez¢ o wplywie zréznicowanego zrédia
pochodzenia WP na zdolno$¢ wiazania metali potwierdzity tez wyniki badan sorpcji
cynku przez btonnik pokarmowy réznego pochodzenia (celulozg, otrgby pszenne,
otrgby zytnie, wytloki jabtkowe) w warunkach symulujacych $rodowisko przewodu
pokarmowego cztowieka, prowadzone przez Stachowiak i Kubiaka [26]. Wymienieni
autorzy wykazali, ze wraz ze wzrostem kwasowosci roztworu z pH = 6,8 do pH = 2,2,
w przypadku wyttokéw jabtkowych spadek sorpcji Zn jest stosunkowo niewielki (z 60
do 51%), podczas gdy w otrgbach zytnich znaczacy (z 68 do 15%) [25].

Wiékno porzeczkowe w Srodowisku o pH = 2,0 stosunkowo najlepiej wiaze Cu
(>68%), gorzej Zn (>21%), a najstabiej Fe (>7,4%). Z danych zawartych w tab. 2.
wynika, ze wzrost kwasowosci roztworu do pH = 1 powoduje znaczacy spadek sorpcji
Cu (ok. 8%).

Odwrotny szereg sorpcji tych metali przez bogate ligninowo zrédta w srodowisku
kwasnym uzyskali Platt i Clydesdale [21]. W wyniku badan wymienieni autorzy
ustalili nastepujaca kolejno$¢ podatnosci metali na blokowanie miejsc aktywnych w

Tabela 2

Sorpcja metali Zn Fe i Cu przez preparat wytlokowy z czarnych porzeczek w srodowisku kwasnym.
Sorption of metals: Zn Fe, and Cu by a black currant pomace preparation in the acidy environment.
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Sorpcja (S)/Desorpcja(D) [%] X £SD

Zawarto$¢ metalu Sorption (S)/Desorption (D) [%] X +SD
Content of metal
Metal pH [Lg/g] Temperatura procesu [°C]
Process temperature [°C]
W prébee W adsorbacie N N
In a sample | In an adsorbate 20°C 37°C
Zn 2,0 49,0 24,0 21,0+2,6(S) 29,6+5,8(S)
Fe 2,0 143,0 2,0 7,4%1,8(D) 10,8+2,4(D)
2,0 68,9+1,6(S) 77,0£5,9(S)
Cu 11,3 6,0
1,0 7,96£1,2(D) 20,318,8(D)

Objasnienia:/Explanatory notes:

X — warto$¢ érednia z 3 pomiaréw /mean value of three measurements;
SD — odchylenie standardowe / standard deviation.

ligninie: Fe > Cu > Zn. Jednak Thompson i Weber [28], badajac sorpcj¢ miedzi, cynku
i zelaza przez sze$¢ réznych zrédet blonnika (w tym otrgby pszenne, kukurydziane,

sojowe, ryzowe, tuski owsiane i celuloza), udowodnili, ze wigkszo$¢ sorbentéw
(mimo zréznicowanego poziomu w przypadku kazdego zrédta i kazdego metalu) wiaze
badane metale przy pH = 6,8, natomiast w $rodowisku przy pH = 0,65 pierwiastki te
uwalniaja si¢. Do§wiadczenia Laszlo [15] wskazywaly, iz trwalo$¢ polaczen metal —
btonnik jest dodatnio skorelowana z pH. W pH < 4,5, cynk i zelazo byly mocnie;j
zwiazane z wiéknem ziaren soi, natomiast przy nizszym pH (3,2+0,7) byty stopniowo
ekstrahowane z wtdékna. Podobnie Torre i wsp. [29, 30] obserwowali wzrost
intensywnos$ci wigzania zelaza i cynku przez ligning i substancje pektynowe wraz ze
zmniejszaniem si¢ pH roztworu.

Mozna stwierdzi¢, ze w $rodowisku mocno kwasnym Fe i Zn sa stabiej
sorbowane przez wytlokowe widkno z czarnych porzeczek niz miedz, bowiem w
przypadku tych metali wystepuje w warunkach kwasnych pewna réwnowaga migdzy
procesem sorpcji i desorpcji.

Wyniki badan przedstawione w tab. 2. potwierdzaja zatem tezg, udowodniona
przez innych badaczy [9, 15, 27], w mysl ktdérej zaréwno wlasciwosci sorpeyjne, jak i
zdolno$ci wymiany jonowej zaleza od takich parametréw, jak: zZrédto witdkna
pokarmowego, warunki i czas eksperymentu.

Whioski

1. Preparat btonnikowy z czarnych porzeczek charakteryzowat si¢ wysoka ok. 58-
procentowa zawarto$cia neutralnego wiékna pokarmowego.

2. Preparat porzeczkowy wyrdzniat si¢ wysokim poziomem aktywnej hemicelulozy
w reakcjach wymiany metali.
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3.

(1]

(2]
(3]
(4]
(5]
(6]
(7]
(8]
(9]
[10]
(1]
[12]
[13]
[14]

[15]

[16]

Wyniki badan zdolnosci wymiany kationéw (CEC) — wskazuja, ze zdolnosé
widkna porzeczkowego preparatu wyttokowego do wiazania kationéw oraz jego
kwasowos$¢ ogdlna jest stosunkowo niska w poréwnaniu z innymi odpadami
OWOCOWYMI.

Sposréd badanych sorpcji metali w srodowisku o pH = 2,0, wtékno porzeczkowe,
stosunkowo najlepiej wiaze Cu (>68%), a najstabiej wazny dla organizmu
mikroelement Fe (>7,5%). Zdolno§¢ wiazania metali w warunkach kwasnych
mozna zatem przedstawi¢ w nastgpujacym szeregu Cu > Zn > Fe.

Poziom sorpcji Zn Fe i Cu przez preparat wytlokowy z czarnych porzeczek w
srodowisku kwasnym zalezy od temperatury i jest wyzszy w temp. 37°C niz w
temp. 20°C.

Zdolnosci sorpcji mikroelementéw Zn Fe i Cu w $rodowisku symulujacym soki
zotadkowe nie dyskwalifikuja wytlokéw porzeczkowych jako potencjalnego
dodatku do zywnosci.
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BINDING OF THE COPPER, ZINC AND IRON IONS TO DIETARY FIBRE FROM BLACK
CURRANT POMACE

Summary

Wastes from the fruit and vegetable processing industries consist of significant quantities of nutritive
fibre, thus, they could become the low-cost and valuable by-product containing cellulose.

Nutritional fibre is a dietary substance that improves and regulates the functioning of human body
owing to, among other things, its ability to reduce the level of bile, fatty acids, and cholesterol in blood. In
particular, the ability of fibre to absorb metals including heavy metals seems to be very promising. On the
other hand, in the case of macro- and microelements, this specific property of fibre can reduce the
usability of fibre as a food additive.

The objective of this research aimed at analysing the potential of a black currant pomace preparation
to absorb Cu, Zn, and Fe ions in the context of this pomace being applied as a fibre additive to foodstuffs.
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The results of the research into Cu, Yn and Fe ions sorption in the acidy environment indicate that the
currant fibre binds Cu ions (>68%) relatively the best, whereas the sorption of Fe, an important
microelement for human organisms, is the lowest (>7,5%), and that the level of metal sorption is directly
proportional to temperature.

Key words: fruit waste, pomace, nutritive fibre, metal sorption
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MALGORZATA PIECYK, MIROSEAWA KLEPACKA, ELWIRA WOROBIEJ

ZAWARTOSC INHIBITOROW TRYPSYNY, OLIGOSACHARYDOW
ORAZ FOSFORU FITYNOWEGO W PREPARATACH BIALKOWYCH
OTRZYMANYCH Z NASION FASOLI (PHASEOLUS VULGARIS)
METODA KRYSTALIZACJITIZOLACJI KLASYCZNE]

Streszczenie

W pracy poréwnywano zawarto$¢ oligosacharydéw, kwasu fitynowego oraz inhibitora trypsyny w
preparatach biatkowych otrzymanych z nasion fasoli bialej (Phaseolus vulgaris) dwoma metodami:
izolacji klasycznej i krystalizacji w srodowisku kwasnym. Podczas izolacji klasycznej biatka odzyskano z
ekstraktow alkalicznych w punkcie najmniejszej rozpuszczalnosci jako postaé amorficzng (PBA). W
drugiej metodzie wykorzystano zdolno$¢ biatek fasoli do tworzenia struktur krystalicznych w $rodowisku
kwasnym (PBK).

Przeprowadzane badania wykazaly, ze zastosowanie metody krystalizacji pozwolilo na otrzymanie
preparatéw o mniejszej zawartosci inhibitora trypsyny oraz fosforu fitynowego w poréwnaniu z izolacja
klasyczna. W otrzymanych preparatach w poréwnaniu z maka fasolowa zmniejszata si¢ réwniez
zawarto$¢ oligosacharydéw. Proces krystalizacji wptywal na zmniejszenie ilosci galaktocukréow do
takiego samego badz nizszego poziomu niz izolacja klasyczna. Zastosowana obrébka termiczna (100°C, t
= 30 min) wplyngta na zmniejszenie ilosci kwasu fitynowego, natomiast zmiana zawarto$ci
galaktocukréw i inhibitora trypsyny zalezata od odmiany nasion.

Stowa kluczowe: fasola, biatka krystaliczne i amorficzne, inhibitor trypsyny, kwas fitynowy, galaktocukry

Wprowadzenie

Izolacja biatek jest procesem technologicznym, w wyniku ktérego otrzymuje si¢
preparaty wysokobiatkowe. Najczgsciej stosowana jest procedura otrzymywania
preparatéw biatkowych przez wytracenie biatek w punkcie izoelektrycznym (pH 4,4—
4,6) z alkalicznych ekstraktéw maki [29]. Metoda ta otrzymuje si¢ biatka
bezpostaciowe, tzw. amorficzne. Inna metoda stosowana do otrzymywania preparatow
biatkowych jest krystalizacja w $rodowisku kwasnym, pozwalajaca na otrzymanie
r6znych form krysztalow [1, 25]. Wsrdd biatek nasion roslin straczkowych najtatwiej

Dr M. Piecyk, prof. dr hab. M. Klepacka, dr inz. Elwira Worobiej, Zaktad Oceny Jakosci Zywnosci,
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Jakosci Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 159 02-
776 Warszawa
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krystalizuje faseolina (gtéwna frakcja bialek fasoli) przy zastosowaniu prostych
technik krystalizacji. Jak wykazaly wczesniejsze badania [24, 25], struktura bialek ma
decydujacy wptyw na ich strawno$¢ i wtasciwosci funkcjonalne. Biatka krystaliczne
charakteryzuja si¢ lepsza podatnoscia na trawienie, jednak moga zawiera¢ réznorodne
zwiazki (oligosacharydy, inhibitory proteaz, kwas fitynowy, lektyny), ktére moga mie¢
interferujacy wptyw na absorpcje i metabolizm sktadnikéw odzywczych w organizmie
cztowieka.

Wsrdd oligosacharydéw dominuja galaktocukry (rafinoza, stachioza, werbaskoza
i ajugoza) okreslane mianem cukréw z rodziny rafinozy. Ich zawarto§¢ w suchych
nasionach fasoli wynosi 3-8% [21] i zalezy od wielu czynnikéw, takich jak: gatunek,
odmiana, stopien dojrzatosci nasion, warunki przechowywania i warunki klimatyczne
[8]. Cukrom z rodziny rafinozy przypisuje si¢ niekorzystne dziatanie fizjologiczne ze
wzgledu na nieprzyswajalno$¢ przez organizm ludzki i efekt gazotwdrczy. Procesy
technologiczne stosowane przy otrzymywaniu preparatéw biatkowych oraz
modyfikacje (chemiczne, fizyczne) biatka przyczyniaja si¢ do znacznego zmniejszenia
zawartosci oligosacharydéw w koncowym produkcie [26].

Inhibitory proteaz stanowia niewielka czg§¢ (okoto 2,5%) biatek dojrzatych
nasion fasoli. Badania wptywu réznych proceséw na aktywnos$¢ inhibitoréw proteaz
wykazaly, ze pod wplywem temperatury ulegaja cz¢sciowej lub catkowitej
inaktywacji, przy czym jej skuteczno$¢ jest uzalezniona od wilgotnosci [7], typu
obrobki termicznej [15] oraz czasu i wysoko$ci temperatury [13]. Generalnie procesy
prowadzace do otrzymywania koncentratéw lub preparatéw biatkowych powoduja
obnizenie aktywnosci inhibitoréw [2, 23], ale jezeli nie sa poddane dodatkowo obrdébce
termicznej] moga wykazywa¢ niekorzystne dzialanie fizjologiczne na organizm
cztowieka [20]. Inhibitory proteaz moga wykazywac dzialanie przeciwnowotworowe,
ale w wysokim stgzeniu i w stanie niezinaktywowanym moga powodowa¢ choroby
trzustki [5, 23].

Do zwiazkéw fitynowych wystgpujacych w nasionach roslin straczkowych
zalicza si¢ kwas fitynowy o poprawnej nazwie — wedtug nomenklatury IUPAC - 1, 2,
3, 4, 5, 6— heksa (diwodorofosforan) mezo-inozytolu (C¢N;30,4P¢) oraz jego sole —
fityniany. Ogdlnie nasiona fasoli zawieraja 0,74-2,1% fitynianéw. Niekorzystne
dziatanie kwasu fitynowego wynika z tego, ze ma prawie w catym zakresie pH tadunek
ujemny i moze dzigki temu tatwo tworzy¢ kompleksy z czasteczkami o fadunku
dodatnim, takimi jak biatka Iub z kationami metali [12]. Najwigksze zmniejszenie
zawartosci fosforu fitynowego obserwuje si¢ w czasie kietkowania nasion [16].
Podczas otrzymywania preparatow biatkowych i1 koncentratow nie obserwowano
zmniejszenia zawarto$ci fitynianéw [2, 10]. Ostanie badania wskazuja na pozytywna
role fitynianéw poprzez zmniejszenie ryzyka wystapienia choréb nowotworowych
[28].
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Celem pracy byto okreslenie wplywu zastosowania metody krystalizacji do
otrzymywania preparatéw biatkowych na zawarto$¢ inhibitor6w trypsyny,
oligosacharydéw oraz fosforu fitynowego w poréwnaniu z izolacja klasyczna.

Material i metody badan

Materiat do$§wiadczalny stanowily nasiona fasoli bialej (Phaseolus vulgaris)
trzech odmian (Mela, Prosna, Wenta), ktére poddano obtuszczeniu i przemiatowi.

Do badan wykorzystywano preparaty bialek amorficznych (PBA) otrzymane
przez wytracenie bialek w punkcie najmniejszej rozpuszczalnosci (pH 4,3) z
alkalicznych ekstraktéw maki (pH 9,0). Preparaty biatek krystalicznych (PBK)
otrzymywano przez ekstrahowanie biatek z maki kwasem cytrynowym i odzyskiwanie
ich z ekstraktéw przez ozigbianie w temp. 5°C w ciggu 18 h. Do ekstrakcji stosowano
roztwdr kwasu cytrynowego o stgzeniu i wartosci pH: 0,03 mol/L (pH 5,5) [24, 25].

W celu zbadania podwyzszonej temperatury na zawartos¢ zwiazkow biologicznie
czynnych uzyskane preparaty po zamknigciu w fiolkach w atmosferze azotu
ogrzewano w tazni wodnej (100°C/30 min), po czym natychmiast chtodzono.

Zawarto$¢ inhibitora trypsyny (IT) oznaczano zmodyfikowana metoda
Hamerstranda [19]. Do oznaczen wykorzystano syntetyczny substrat trypsyny — BAPA
[p-nitro-anilid-benzoilo-DL-argininy], a ilo$¢ uwolnionej p—nitroaniliny oznaczano
spektrofotometrycznie (A = 410 nm). Ilos¢ IT wyliczano stosujac wspétczynnik
przeliczeniowy -1 pg czystej trypsyny ma aktywnos$¢ 0,019 jednostki absorbancji i
podano w mg/1 g prébki w suchej masie oraz mg/1g biatka.

Oligosacharydy rozdzielano przy uzyciu HPLC [22]. Przeprowadzano podwdjna
ekstrakcje cukréw z badanych prébek (50% etanol, 1h, t = 86-90°C), a otrzymane
ekstrakty cukréow klarowano 10% octanem otowiu(Il), ktérego nadmiar usuwano 5%
kwasem szczawiowym. Rozdziat przeprowadzano w kolumnie Lichrosorb-NH,
(250 mm x 4 mm, $rednica ziaren 7 um) wraz z przedkolumna (50 mm x 4 mm,
$rednica ziaren 7 um). Stosowano faz¢ ruchoma acetonitryl: woda (65:35) o
przeptywie 1 cm’/min oraz detektor RID. Na kolumng nanoszono 20 pl prébki po
uprzednim przefiltrowaniu przez filtr nylonowy (0,45 pum). Do sporzadzenia krzywej
wzorcowej uzyto wzorcow: rafinozy (firmy LOBA, Austria), stachiozy (firmy Sigma),
sacharozy (firmy Merck), werbaskozy (firmy Nestec, Szwajcaria).

Zawarto$¢ fosforu fitynowego oznaczano zmodyfikowana metoda Thiese’a [30].
Z badanych prébek ekstrahowano fosfor fitynowy w 60% metanolu (5 min, t = 80°C),
a nastgpnie w 10% HCI (5 min, t = 20°C). Do oznaczen uzyto odczynnika WADE
(0,027% FeCl,, 0,254% kwas sulfosalicylowy), w ktéorym mierzono absorbancjg¢ (A =
510 nm) kompleksu zZelaza z kwasem salicylowym w obecnos$ci kwasu fitynowego i
bez jego dodatku. Wyniki zawarto$ci fosforu fitynowego podano w mg/g biatka lub w
g/100 g s.m. prébki. Do przeliczenia fosforu fitynowego na kwas fitynowy
zastosowano wspoétczynnik przeliczeniowy 3,55 [4].
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Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu
komputerowego Statgraphics, Plus 2.1, w ktérej badano istotno$¢ rdéznic miedzy
Srednimi wartosciami w probach, stosujac test Duncana (p < 0,05).

Wiyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki zawarto$ci inhibitora trypsyny, oligosacharydéw i kwasu
fitynowego podawano w przeliczeniu na sucha mase¢ prébki lub biatka wykorzystujac
przeprowadzona wczedniej charakterystyke chemiczna maki fasolowej i preparatéw
[24].

Obecnos¢ inhibitora trypsyny (IT) stwierdzono we wszystkich badanych
prébkach maki i preparatéw bialkowych otrzymanych z trzech badanych odmian
fasoli. Poréwnujac uzyskane wyniki analizy (tab. 1) maki trzech badanych odmian
fasoli obserwowano znaczne réznice migdzyodmianowe (istotne statystycznie) pod
wzgledem ilosci IT (0,159-0,468 mg/1 g prébki). Podobne wyniki TIA w mace
pochodzacej z nasion fasoli otrzymali Carbonaro i wsp. [9].

W PBA i PBK obserwowano zmniejszenie (réznice statystycznie istotne) ilosci IT
(do 140 mg/ g prébki) w stosunku do maki. Wyjatek stanowit PBA otrzymany z fasoli
odmiany Wenta, ktéry charakteryzowal si¢ nieznacznie wigksza zawartos$cia IT w
stosunku do maki.

Ze wzgledu na ograniczanie wartosci odzywczej bialek przez obecno$¢
inhibitoréw proteaz uzyskane wyniki zawartosci IT przeliczono na 1 g biatka (tab. 1).
Stwierdzono, ze w stosunku do biatka we wszystkich preparatach biatkowych proces
izolacji biatka przyczynit si¢ do zmniejszenia zawartosci IT w poréwnaniu z maka, w
stopniu statystycznie istotnym. Najwigksze zmniejszenie jego ilosci uzyskano w obu
preparatach biatkowych otrzymanych z fasoli odmiany Prosna (o okoto 92%),
natomiast najmniejsze w PBA otrzymanym z nasion fasoli odmiany Wenta (0 65%). W
PBK otrzymanych z fasoli odmiany Mela i Wenta uzyskano wigksze zmniejszenie
zawartosci IT o 86 i 73% niz w PBA, gdzie zmniejszenie wynosito odpowiednio 84 i
65%.

Zmniejszanie zawartosci IT w preparatach biatkowych znajduje potwierdzenie w
literaturze [2, 15] i moze by¢ spowodowane wieloma czynnikami. Zawarto$¢
inhibitoréw zalezy od ich rozpuszczalno$ci 1 stabilnosci w zastosowanych warunkach
podczas odzyskiwania bialek. Badania prowadzone przez Borowska i Koztowska [6] w
mace z soi wykazaly, ze w $rodowisku o pH 9,2, stosowanym do ekstrakcji biatek
amorficznych, rozpuszcza si¢ okoto 55% inhibitora, natomiast w pH 5,5, stosowanym
do ekstrakcji biatek krystalicznych w niniejszej pracy — 70%. Podczas wytracania
biatek w pH 4,2 w supernatancie pozostaje okoto 50% wyekstrahowanego inhibitora.
Ponadto w $rodowisku kwasnym jest on stabilny, natomiast w pH 8,0 i powyzej ulega
inaktywacji [11], co spowodowane jest destrukcja cystyny, ktéra dziata ochronnie na
inhibitor trypsyny [13].

Tabela 1
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Aktywno$¢ inhibitora trypsyny w makach oraz preparatach biatek amorficznych i krystalicznych z fasoli
odmiany Mela, Prosna i Wenta.

Activity of trypsin inhibitors in flour and protein preparations obtained from bean seeds (the Mela, Prosna,
and Wenta varieties of bean).

Odmiana
fasoli Rodzaj prébki TI [mg/g s.m. probki] | TI [mg/g biatka s.m]
Bean Type of sample TI [mg/g d.m.] TI [mg/g protein d.m].
variety

Maka | nieogrzewana/ non-heated 0,3017 (£ 0,006) 1,375
Flour ogrzewana/ heated 0,148 & (£ 0,002) 0,677
nieogrzewana/ non-heated 0,172 1(+ 0,001) 0,224

Mela PBA
ogrzewana/ heated 0,158 " (£ 0,001) 0,205
PBK nieogrzewana/ non-heated 0,157 ™ (£ 0,001) 0,190
ogrzewana/ heated 0,136 ¢ (£ 0,003) 0,165
Maka | nieogrzewana/ non-heated 0,468 * (£0,014) 2,253
Flour | ogrzewana/ heated 0,126 © (£ 0,001) 0,634
nieogrzewana/ non-heated 0,143 < (+0,002) 0,21

Prosna PBA
ogrzewana/ heated 0,121 ° (£ 0,001) 0,179
PEK nieogrzewana/ non-heated 0,140 % (£ 0,001) 0,187
ogrzewana/ heated 0,146 & (£ 0,001) 0,195
Maka | nieogrzewana/ non-heated 0,159 " (£ 0,001) 0,636
Flour ogrzewana/ heated 0,114 (£0,001) 0,457
nieogrzewana/ non-heated 0,172 1 (£ 0,002) 0,224

Wenta PBA
ogrzewana/ heated 0,149 £ (£ 0,002) 0,194
PBK nieogrzewana/ non-heated 0,141 ¢ (£ 0,002) 0,173
ogrzewana/ heated 0,110 * (£ 0,001) 0,135

Objasnienia: / Explanatory notes:

+ odchylenie standardowe / standard deviation,
a-k grupy jednorodne wyznaczone testem Duncana (p = 0,95) / homogeneous groups determined using a
Duncan test (p = 0.95).

Dlatego na zmniejszenie zawartosci IT w PBA najwigkszy wplyw miato
doprowadzenie przy ekstrakcji biatlek pH srodowiska do 9,2, natomiast w przypadku
otrzymywania PBK w przyjetych warunkach ekstrakcji wykazywat on wysoka
rozpuszczalno$e,

ale nie ulegal wytraceniu podczas ochtadzania ekstraktéw

biatkowych. Niewielka aktywno$¢ moze by¢ spowodowana ,zamykaniem”
niskoczasteczkowych inhibitoréw w krysztalach biatkowych wraz z ciecza
macierzysta.

Dziatanie temperatury (100°C) powodowato znaczne obnizenie TIA (o 28-73%)
w makach wszystkich badanych odmian fasoli (réznice statystycznie istotne).
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Natomiast w preparatach biatkowych wptyw temperatury byl mniejszy - obserwowano
jedynie niewielkie zmniejszenie zawartosci IT, z wyjatkiem PBK z odmiany Prosna, w
ktérym stwierdzono nieznaczny jego wzrost. Temperatura powoduje czgsciowa
inaktywacj¢ inhibitoréw proteaz [3, 9, 13, 14]. Stopien inaktywacji zalezy od typéw
inhibitoréw wystepujacych w badanych prébkach Wigksze zmniejszenie zawartosci IT
pod wptywem temperatury w mace niz preparatach mozna ttumaczy¢ jego interakcjami
ze zwigzkami wystgpujacymi w mace, ktére prowadza do jego inaktywacji [14].

W makach i preparatach bialkowych przeprowadzono oznaczenia zawarto$ci
oligosacharydéw metoda HPLC. W wyniku rozdzialéw zidentyfikowano sacharoze
oraz cukry z rodziny rafinozy tj. stachioze, rafinoze oraz werbaskozeg. Poniewaz w
mace stwierdzono $ladowe ilo$ci werbaskozy i nie obserwowano jej obecno$ci w
preparatach biatkowych, w tabelach nie uwzgledniano tego cukru. Ogélna zawarto$¢
oligosacharydéw w mace trzech badanych odmian fasoli ksztaltowata si¢ na zblizonym
poziomie i wynosita 4,8% w mace z odmiany Prosna, 5,6% z odmiany Wenta i 5,8% z
odmiany Mela (tab. 2).

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze dominujacymi
oligosacharydami w nasionach fasoli byly sacharoza i stachioza, natomiast rafinoza
wystepowata w znacznie mniejszych iloSciach. Zawarto$¢ sacharozy w mace byta na
zblizonym poziomie i wynosita od 2,3% (Wenta) do 3,0% (Mela). Réznice zawartoSci
stachiozy migdzy odmianami fasoli byly wigksze i jej ilo§¢ wahata si¢ w granicach
2,1% (Prosna) do 3,1% (Wenta). Duze rdéznice stwierdzono w zawarto$ci rafinozy
(0,11-0,32%). Ogdlnie zawartos¢ galaktocukréw byta mniejsza od ilosci sacharozy w
mace otrzymanej z nasion fasoli odmiany Mela i Prosna, natomiast w Wencie
zalezno$¢ ta byta odwrotna.

Otrzymane wyniki potwierdzily wcze$niejsze prace, ze dominujacym
galaktocukrem w nasionach fasoli byta stachioza, ktérej zawartos¢ zalezata od
odmiany nasion i wahata si¢ w granicach 1,8-3,4%. Rafinoza wystgpowata w znacznie
mniejszych ilo$ciach 0,09-0,65%. Zawarto$¢ sacharozy wahata si¢ w granicach 1,4—
2,9% [8]. Znacznie mniejsza zawarto$cia oligosacharydéw charakteryzowaty si¢ PBA
(0,42-2,4%) i PBK (0,62-1,6%). Poréwnujac zawarto$¢ sacharozy w PBA i PBK
stwierdzono, ze tylko w przypadku preparatow otrzymanych z fasoli odmiany Prosna
réznice byly statystycznie istotne. Zmniejszenie zawarto$ci sacharozy w preparatach
biatkowych z fasoli odmian Mela i Wenta wynosito okoto 90%, natomiast w PBA i
PBK z odmiany Prosna odpowiednio 52 i 77%.

Tabela 2

Zawartos$¢ oligosacharydéw [g/100 g sm.] w makach i preparatach bialkowych z nasion fasoli Mela,
Prosna i Wenta.
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Content of oligosaccharides [g/100 g d. m.] in flour and protein preparations obtained from bean seeds
(the Mela, Prosna, and Wenta varieties of bean).

Galaktocukry Ogétem Oligosachar
Odmiana Galacto-saccharides galakto — dv oeétem
fasoli Rodzaj probki Sacharoza cukry Y yTogtal
Bean Type of sample Sucrose | Rafinoza | Stachioza Total oligosacchar
variety Raffinose | Stachyose | galacto- ides
saccharides
) 297¢ 0,32 246"
maka nieogrzewana / non-heated @ 0,048)2 *0.018) | (*0.170) 2,78 5,75
flour 232° 0,27 243"
ogrzewana / heated *0.039) | *0.002) | (+0.079) 2,70 5,02
. 0,24 0,02 0,16*
nieogrzewana / non-heated *0,046) | (£0.001) | (+0.028) 0,18 0,42
Mela PBA 25 =5 =5
ogrzewana / heated 0,28 0.05 0,28 0,33 0,61
g (*0,011) | (£0,011) | (£0,016) ’ ’
) 031%® 0,06 ® 025®
nieogrzewana / non-heated (+0.028) | (£0.004) | (+0.040) 0,31 0,62
PBK b Be b
ogrzewana / heated 0,31 0,09 0,22 0,31 0,62
& (£0,036) | (£0,011) | (£0,035) ’ ’
. 2,567 0,11°¢ 2,08°
maka nieogrzewana / non-heated *0.038) | (£0.048) | (+0.181) 2,19 4,75
flour 3,68" 037" 340"
ogrzewana / heated +0219) | (+0.048) | (+0.407) 3,77 7,45
) 1,23¢ 0,18 ¢ 1,00°
nieogrzewana / non-heated (+0.044) | (£0.048) | (+0.067) 1,18 2,41
Prosna | PBA a e d
ogrzewana / heated 1,28 0,22 1,06 1,28 2,56
& (£0,040) | (£0,048) | (£0,085) ’ ’
. 0,58 ¢ 0,39 0,60 ¢
i nieogrzewana / non-heated *0.038) | & 0’04_8) *0.075) 0,99 1,57
ogrzewana / heated 0.64° 027° 040° 0,67 1,31
g (£0,050) | (£0,048) | (£0,057) ’ ’
) 231° 0,22% 3,09 ¢
maka nieogrzewana / non-heated *0.029) | (£0.013) | (+0.129) 3,31 5,62
flour 293¢ 0,56 * 4,08
ogrzewana / heated *0.135) | &0.026) | (+0.233) 4,63 7,56
. 0,28 0,18 ¢ 0,68°
nieogrzewana / non-heated *0,004) | (0.024) | (+0.029) 0,86 1,14
Wenta | PBA 5 T <
ogrzewana / heated 0,37 0,29 0.71 1,00 1,37
& (£0,022) | (£0,035) | (£0,042) ’ ’
) 0.21° 035" 0,26 ®
nieogrzewana / non-heated (+0.005) | (£0.040) | (+0.031) 0,61 0,82
PBK S =
ogrzewana / heated 0,23 0,49 0,37 0,86 1,09
& (£0,047) | (£0,034) | (£0,050) ’ ’

Objasnienia: Explanatory notes:

+ odchylenie standardowe / standard deviation,

a-k te same litery w kolumnie oznaczaja brak statystycznie istotnych réznic pomigdzy warto§ciami
$rednimi (p = 0.95) / the same letters in column show no statistically significant differences among mean

values (p = 0.95).

Réznice zawartosci poszczegélnych galaktocukréw pomigdzy preparatami
biatkowymi otrzymanymi z fasoli odmiany Mela byty statystycznie nieistotne, a
stopien zmniejszenia zawartosci galaktocukréw wynosit okoto 90% w stosunku do
maki. Natomiast w preparatach z fasoli odmian Prosna i Wenta sposdb izolacji miat
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istotny wptyw na zawarto$¢ galaktocukréw. W obu odmianach stwierdzono wigksze
zmniejszenie ich catkowitej zawartosci w PBK.

Zmniejszenie zawartosci oligosacharydéw w preparatach biatkowych zwigzane
jest z procesem technologicznym. Ekstrakcja bialek powoduje, ze duza czgsé
sacharydéw przechodzi do ekstraktéw biatkowych, a czg§¢ zostaje usunigta.
Wytracanie biatka powoduje, ze wigkszo$¢ oligosacharydéw pozostaje w
supernatancie [17].

Analizujac udziat poszczegdlnych galaktocukréw stwierdzono, ze w preparatach
biatkowych z fasoli odmian Prosna i Wenta zmniejszyta si¢ ilo$¢ stachiozy, przy czym
obnizenie jej ilosci byto wigksze w PBK (o 80 i 88%) niz w PBA (o 52 i 78%).
Poréwnujac zawarto$¢ rafinozy stwierdzono, ze kierunek zmian uzalezniony byt od
odmiany fasoli. W preparatach z Meli zmniejszyla si¢ jej zawarto$¢, natomiast
zaobserwowano wzrost zawartosci tego cukru w odniesieniu do maki w obu
preparatach z fasoli odmiany Prosna oraz PBK z fasoli odmiany Wenta. Zwigkszenie
zawartosci rafinozy w preparatach biatkowych moze by¢ spowodowane zmianami w
strukturze biatka zachodzacymi podczas izolacji, ktére powoduja uwolnienie
sacharydu z czasteczek biatka, w wyniku czego zwigksza si¢ jego ilo§¢ w ekstrakcie.

W prébkach maki poddanych dziataniu temperatury stwierdzono istotne zmiany
zawartosci oligosacharydéw, przy czym kierunek zmian uzalezniony byt od odmiany
nasion. W mace z fasoli odmiany Mela stwierdzono zmniejszenie zawartosci
oligosacharydéw o 12%, natomiast w probkach z pozostalych odmian obserwowano
wzrost ich ilosci o 34-57%. Poréwnujac zawarto$¢ poszczegdlnych oligosacharydow
w preparatach bialkowych nieogrzewanych i poddanych dziataniu temperatury nie
stwierdzono istotnych réznic w ich ilosci w PBA i PBK z fasoli odmiany Mela oraz
PBA 7z fasoli odmiany Prosna. W sposéb statystycznie istotny zmniejszyta si¢ ilo$¢
rafinozy i stachiozy w PBK z fasoli odmiany Prosna po ogrzaniu. Natomiast w
preparatach otrzymanych z fasoli odmiany Wenta zaobserwowano po ogrzaniu istotny,
33-63-procentowy wzrost zawartosci rafinozy. Otrzymane wyniki nie sa zgodne z
danymi literaturowymi, wedtug ktérych w nasionach poddanych gotowaniu nastgpuje
zmniejszenie  zawartosci  galaktocukréw  [3]. Roéznice sa  prawdopodobnie
spowodowane zastosowanymi warunkami obrébki cieplnej. We wszystkich pracach
poddawano badane nasiona ogrzewaniu w roztworze. Dlatego zmniejszenie zawartosci
galaktocukrow bylo spowodowane gtéwnie wymyciem ich z nasion. Cukry te zaliczaja
si¢ do zwiazkéw termostabilnych i podczas obrébki cieplnej obserwowano tylko
niewielki wzrost zawarto$ci produktéw ich rozktadu. W niniejszej pracy maka i
preparaty biatkowe ogrzewane byly w postaci suchej w zamknigtych fiolkach. Dlatego
wzrost zawarto$ci oligosacharydéw moze by¢ spowodowany zmianami zachodzacymi
w biatkach pod wpltywem temperatury. Czeg$ciowe rozfatdowanie tancuchéw
polipeptydowych moze powodowa¢ uwalnianie czasteczek sacharydéw zamknigtych
wewnatrz molekut biatkowych.
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W makach i preparatach biatkowych przeprowadzono oznaczenia zawarto$ci
fosforu fitynowego, ktéry przeliczano na kwas fitynowy i podano w g/100 g s.m.
probki w tab. 3. W makach zawarto§¢ kwasu fitynowego wahata si¢ w granicach od
1,6 % (odmiana Mela) do 2,0% (odmiana Wenta). Natomiast w PBA obserwowano
wzrost zawarto$ci kwasu fitynowego w stosunku do maki o 41% w fasoli odmiany
Mela, o 35% w fasoli odmiany Prosna i o 16% w fasoli odmiany Wenta. Odwrotna
zaleznos$¢ obserwowano w PBK, gdzie zawarto$¢ kwasu fitynowego zmniejszyla sig¢ w
stosunku do maki o 38—62%. Wzrost ilo$ci kwasu fitynowego stwierdzili w izolatach i
koncentratach biatkowych otrzymanych z nasion bobu i grochu Carnovale i wsp. [10]
oraz z soi Anderson i Wolf [2]. Uzyskana zréznicowana zawarto$¢ kwasu fitynowego
w preparatach biatkowych moze wynika¢ z zastosowanych warunkéw ekstrakceji
biatek, a zwtaszcza pH ekstrahenta. Badania rozpuszczalnos$ci kwasu fitynowego maki
bobu przeprowadzone przez Carnovale i wsp. [10] wykazaty, ze w Srodowisku o pH 8
rozpuszcza si¢ okoto 90% kwasu fitynowego, a w S$rodowisku o pH 4,5 w
supernatancie pozostaje tylko 30% kwasu fitynowego. Natomiast w roztworze o pH
5,5, stosowanym do ekstrakcji biatek krystalicznych, kwas fitynowy wykazuje
mniejsza rozpuszczalno$¢ wynoszaca okoto 60%. Podobne wyniki rozpuszczalnosci
kwasu fitynowego z soi uzyskaty Borowska i Koztowska [6].

Ali i1 Baker [1] badali wptyw pH roztworu kwasu cytrynowego stosowanego do
ekstrakcji bialek na zawarto$¢ kwasu fitynowego. Autorzy podaja, Ze najmniejsza ilos¢
kwasu fitynowego uzyskano w biatkach ekstrahowanych kwasem cytrynowym o pH
5,5, natomiast obnizanie pH powodowato wzrost ilosci kwasu fitynowego w
koncowym produkcie. Zwiazane jest to z dysocjacja kompleksu biatko-fityna, ktéra
wystepuje w najwigkszym stopniu w $rodowisku o pH 5,5 i uwolniony kwas fitynowy
pozostaje w supernatancie. Ponadto zastosowane warunki ekstrakcji (pH, temperatura)
moga przyczynia¢ si¢ do czesSciowej degradacji fitynianow [18]. Poniewaz kwas
fitynowy moze tworzy¢ kompleksy z biatkiem, przez co ogranicza jego warto$¢
odzywcza, zawarto$¢ fosforu fitynowego przeliczono na 100 g biatka w suchej masie.
Poréwnujac uzyskane wyniki (tab. 3) stwierdzono, ze we wszystkich preparatach
nastgpowalo zmniejszenie zawarto$ci fosforu fitynowego w poréwnaniu z maka.
Jednak najwigksze zmniejszenie (82-88%) zawartosci fosforu fitynowego
obserwowano w PBK otrzymanych z fasoli wszystkich badanych odmian, podczas gdy
w PBA zmniejszenie wynosito 60—62%. Potwierdza to fakt, Zze zastosowanie kwasu
cytrynowego o pH 5,5 do ekstrakcji bialek powoduje dysocjacje kompleksu biatko —
fityna i przyczynia si¢ do zmniejszenia ilo$ci kwasu fitynowego w preparatach biatek

krystalicznych.
Tabela 3

Zawarto$¢ fosforu fitynowego i kwasu fitynowego w mace i preparatach biatkowych otrzymanych z fasoli
odmiany Mela, Prosna i Wenta.

Content of phytate phosphorus and phytic acid in flour and protein preparations obtained from bean seeds
(the Mela, Prosna, and Wenta varieties of bean).
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Odmiana Fosfor fitynowy Fosfor fitynowy Kwas fitynowy
fasoli Rodzaj probki [g/100 g s.m.] | [g/100 g biatka s.m.]| [g/100 g s.m.]
Bean Type of sample Phytate-P Phytate-P Phytic acid

variety [¢/100g d.m.] |[[g/100 g protein d.m.]| [g/ 100 g d.m.]

maka nieogrzewana / non-heated | 0,464 (£0,007) 2,116 1,645
flour ogrzewana / heated 0,437 (£0,010) 1,996 1,551"
nieogrzewana / non-heated | 0,651 (£0,008) 0,846 2,310°

Mela PBA
ogrzewana / heated 0,594 (£0,006) 0,773 2,110™
nieogrzewana / non-heated | 0,284 (+0,006) 0,344 1,008 ©

PBK
ogrzewana / heated 0,262 (£0,006) 0,318 0,932¢
maka nieogrzewana / non-heated | 0,500 (£0,005) 2,702 1,7751
flour ogrzewana / heated 0,410 (+0,005) 2,214 1,454 ¢
nieogrzewana / non-heated | 0,697 (£0,004) 0,999 24127

Prosna | PBA
ogrzewana / heated 0,621 (£0,011) 0,913 2,205 "
nieogrzewana / non-heated | 0,358 (+0,009) 0,478 1,270 °

PBK
ogrzewana / heated 0,246 (x£0,006) 0,328 0,873 ¢
maka nieogrzewana / non-heated | 0,567 (£0,006) 2,275 2,019
flour ogrzewana / heated 0,534 (+0,005) 2,138 1,898 %
nieogrzewana / non-heated | 0,660 (£0,006) 0,86 2,342°

Wenta | PBA
ogrzewana / heated 0,567 (x£0,005) 0,74 2,012
nieogrzewana / non-heated | 0,215 (£0,010) 0,264 0,762°

PBK
ogrzewana / heated 0,160 (£0,008) 0,196 0,568 *

Objasnienia: / Explanatory notes:

+ odchylenie standardowe / standard deviation;
a-k grupy jednorodne wyznaczone testem Duncana (p = 0,95) / homogeneous groups determined using a
Duncan test (p = 0.95).

Dziatanie wysokiej temperatury powodowato zmniejszenie zawartosci kwasu
fitynowego we wszystkich badanych prébkach (réznice statystycznie istotne).
Najwigksze zmniejszenie zawarto$ci kwasu fitynowego w makach pod wptywem
temperatury obserwowano w mace otrzymanej z fasoli odmiany Prosna (18%). W PBA
zmniejszenie bylo nizsze (11-16%) w poréwnaniu z probkami nie poddanymi
dziataniu wysokiej temperatury. W PBK najwigksze zmniejszenie zawartosci, o 22%,
uzyskano z fasoli odmiany Prosna, natomiast w przypadku odmian fasoli Mela i Wenta
wynosito odpowiednio 5 1 9%. Niewielkie zmniejszenie zawartosci fosforu fitynowego
pod wptywem ogrzewania w nasionach obserwowali Barampama i Simard [3] oraz
znacznie wigksze podczas ogrzewania w temp. powyzej 120°C — Rehman i Shah [27].
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Jednak wzrost temperatury powoduje tylko czeSciowa degradacje fitynianéw ze
wzgledu na trwato$¢ wiazan estrowych miedzy inozytolem a kwasem fosforowym.

Whioski

1. Zastosowanie procesu Kkrystalizacji do otrzymywania preparatow biatkowych
wplyneto na wigksze zmniejszenie zawartosci fosforu fitynowego, aktywnosci TI
niz w PBA oraz znaczne zmniejszenie zawartosci galaktocukrow w poréwnaniu z
maka, do poziomu takiego samego badz nizszego niz w PBA.

2. Pod wplywem obrébki termicznej preparatow biatek krystalicznych stwierdzono
zmniejszenie zawarto$ci fosforu fitynowego, natomiast zmiany ilosci inhibitora
trypsyny i galaktocukréw zalezaty od odmiany nasion.
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THE CONTENT OF TRYPSIN INHIBITORS, OLIGOSCCHARIDES, AND PHYTIC ACID

IN THE BEAN SEED (PHASEOLUS VULGARIS) PREPARATIONS OBTAINED BY
CRYSTALLIZATION AND CLASSICAL ISOLATION

Summary

In this paper, the comparison was made between the content of oligosccharides, phytic acid, and

trypsin inhibitors contained in protein preparations manufactured from bean seeds with the use of two
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methods: classical isolation and crystallization under acidic conditions. During the classical isolation
process, proteins were reclaimed from alkaline extracts at a minimum solubility; they had an amorphous
form (PBA). The second method consisted in the utilization of the ability of bean proteins to create
crystalline structures at acidic conditions (PBK).

The investigations performed showed that when the crystallization method was applied, it was
possible to obtain preparations of lower contents of phytic acid and inhibitors compared to the classical
isolation process. In the preparations obtained, the content of oligosaccharides was also decreased
compared to the bean flour. The crystallization process caused a decrease in the content of
galactosaccharides and their content was either at levels similar or lower than the respective levels of their
content obtained using the classical isolation method. A thermal processing applied (100°C, t = 30 min)
produced a decrease in the content of phytic acid, whereas the change in the contents of oligosaccharides
and trypsin inhibitors depended upon the variety of seeds used.

Key words: bean, amorphous and crystalline proteins, phytic acid, oligosaccharides, trypsin inhibitor
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POROWNANIE SKEADU SUROWCOWEGO I WSKAZNIKOW
CHEMICZNYCH PAROWEK DROBIOWYCH I WIEPRZOWYCH
OFEROWANYCH W SPRZEDAZY DETALICZNEJ W WARSZAWIE

Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie wybranych wyr6znikéw jakos$ci 5 sortymentéw paréowek (2
drobiowych i 3 wieprzowych) wytwarzanych przez polskich producentéw. Badania wykonano po
wprowadzeniu w Polsce nowych przepiséw odno$nie znakowania artykutéw spozywczych (w tym nowej
definicji migsa). Oceniono 4 partie produkcyjne kazdego wyrobu. W paréwkach oznaczono zawarto$¢
wody, biatka, ttuszczu, NaCl, kolagenu oraz pH. Na podstawie sktadu chemicznego obliczono ich warto$¢
energetyczna.

Przetwory wytwarzane z migsa wieprzowego charakteryzowaly sie wigksza zawartoscia tluszczu i
wartoscig energetyczng (23-25%, 1094-1198 kJ/100g) niz ich odpowiedniki drobiowe (ok. 19%, 934-989
kJ/100g). Wskaznik udziatu kolagenu w biatku ogétem w wigkszos$ci paréwek nie przekraczat poziomoéw
okres$lonych przez definicje migsa wieprzowego i drobiowego (odpowiednio 25% lub 10% biatka
ogotem). W przypadku jednego z produktéw drobiowych warto$¢ wigksza od dopuszczonej byta
uzasadniona deklaracja dodatku biatka kolagenowego. Mimo zniesienia obowiazku stosowania Polskich
Norm w skfadzie chemicznym ocenianych paréwek nie stwierdzono przekroczen okre§lonych w nich
wymagan.

Stowa kluczowe: paréwki, migso wieprzowe, migso drobiowe, sktad chemiczny

Wprowadzenie

Jako$¢ przetworéw migsnych i drobiowych ksztalttowana jest przez wiele
czynnikéw, w tym takze przez obowiazujace prawo zywnosciowe. W Polsce nastapity
w ostatnich latach istotne zmiany w tym zakresie. Od poczatku 2003 r. stosowanie
Polskich Norm nie jest juz obligatoryjne [7]. Z tym faktem moga by¢ zwiazane obawy
o pogorszenie jakosci przetworow migsnych. Z drugiej strony wprowadzone od
niedawna akty prawne dotyczace znakowania artykuléw spozywczych wymagaja od

Dr inz. A. Tyburcy, mgr inz. E. Toszek, dr inz. A. Cegietka, Zaktad Technologii Miegsa, Katedra
Technologii Zywnosci, SGGW, ul. Nowoursynowska 159C, 02-787 Warszawa
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producentéw podawania procentowej zawartosci migsa w przetworach przeznaczonych
bezposrednio dla konsumenta [15]. Zapis ten jest bardzo ogdlny i pozostawia
mozliwo$¢ réznych interpretacji [4]. Wydaje si¢ jednak, ze dotyczy on takich
przetworéw jak paréwki, ktére moga znacznie rézni¢ si¢ sktadem recepturowym.
Wytwarzanie paréwek stwarza dla producentéw okazj¢ do zagospodarowania tanszych
surowcoéw ttuszczowych 1 kolagenowych, jak roéwniez migsa oddzielonego
mechanicznie (MOM). Wykorzystanie MOM ma szczegélnie duze znaczenie
ekonomiczne w zaktadach drobiarskich.

Od przystapienia Polski do UE obowiazuje w naszym kraju nowa definicja migsa,
ktéra ogranicza w takim surowcu zawartos¢ ttuszczu i tkanki tacznej do poziomu
odpowiednio 30% i 25% w przypadku migsa wieprzowego oraz 15% i 10% w migsie
ptakéw. Migso oddzielone mechanicznie musi by¢ deklarowane w przetworach osobno
[12]. Zmiany te sa bardzo korzystne z punktu widzenia konsumenta [4].

Zgodnie z nowa definicja migso drobiowe charakteryzuje si¢ mniejsza
zawartoscig tluszczu i kolagenu niz migso wieprzowe. Taka zalezno$¢ nie musi jednak
przenosi¢ si¢ na cechy przetworéw z udziatem migsa drobiowego, w ktérych stanowi
ono tylko cze$¢ skladu surowcowego (obok sktadnikéw tluszczowych i
kolagenowych).

Celem niniejszej pracy byto porédwnanie sktadu surowcowego i1 wskaznikéw
chemicznych kilku sortymentéw paréwek drobiowych i wieprzowych wytwarzanych
przez polskich producentéw i oferowanych w sprzedazy detalicznej w Warszawie, po
wprowadzeniu nowych przepisOw prawa zywnos$ciowego.

Material i metody badan

Par6wki drobiowe i wieprzowe kupowano w dwdch warszawskich sklepach
(supermarkecie i hipermarkecie) w ostatnim kwartale 2004 r. Oceniono 5 produktéw
nazywanych dalej: D1, D2, W1, W2 i W3 (D oznacza paréwki z udzialem migsa
drobiowego, a W z migsem wieprzowym). Byly one wytwarzane przez réznych
producentéw. Sktadniki tych wyrobéw przedstawiono w tab. 1. Proporcja liczby
ocenianych produktéw drobiowych i wieprzowych (2:3) wynikata z przeprowadzone;j
wczesniej analizy oferty kilku warszawskich hipermarketéw. Oceniono 4 partie
produkcyjne kazdego z wyrobéw.

W paréwkach oznaczano zawarto$¢: wody metoda suszenia [8], biatka metoda
Kjeldahla [6], ttuszczu metoda Gerbera [8], NaCl metoda potencjometryczna przy
uzyciu zautomatyzowanego aparatu 702 SM Titrino firmy Metrohm (wyposazonego w
zestaw do oznaczania chlorkéw - elektrode i zbiornik 0,1 M AgNO;) oraz kolagenu
metoda hydroksyprolinowa [11], przyjmujac 8 jako przelicznik ilo$ci hydroksyproliny
na kolagen. Wymienione wyzej oznaczenia wykonywano dwukrotnie w kazdej
ocenianej partii produkcyjnej, przyjmujac $rednia jako wynik w danej partii. Na
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podstawie $redniej zawarto$ci wody, tluszczu, biatka i NaCl w poszczegdlnych
produktach oraz przyjetej sredniej zawartosci substancji mineralnych, innych niz NaCl
— 0,6%, oszacowano zawarto$¢ weglowodandéw 1 warto$¢ energetyczng parowek.
Przyjeto wspoétczynniki przeliczeniowe w przypadku biatka, ttuszczu i weglowodanéw
odpowiednio 17 kJ (4 kcal)/g, 37 kJ (9 kcal)/g i 16 kJ (4 kcal)/g [13]. Oznaczano takze
pH kietbas [8].

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu
Statgraphics Plus 4.1, stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji. Do szczegétowego
poréwnania $rednich uzyto testu Duncana.

Wiyniki i dyskusja

Analiza informacji dotyczacych sktadu surowcowego ocenianych paréwek (tab.
1) podanych na etykietach pozwolita stwierdzi¢, ze nie wszyscy producenci stosowali
si¢ do nowych przepiséw o znakowaniu. W produktach D2 i W3 nie zadeklarowano
dodatku wody, ktéra bez watpienia jest sktadnikiem tego rodzaju przetworéw
migsnych. Ponadto w wyrobach D2 i W3 nie podano ilo$ciowej zawartosci migsa w
sktadzie surowcowym.

Paréwki wieprzowe charakteryzowaly si¢ wyraznie wyzsza cena niz ich
odpowiedniki drobiowe (tab. 1). W przypadku produktu D1 wynikato to z uzycia do
jego produkcji migsa oddzielonego mechanicznie. W przypadku wyrobu D2
sktadnikiem obnizajacym ceng¢ byty prawdopodobnie skérki drobiowe. Gonzilez-
Vidias i wsp. [3] stwierdzili réwniez znaczne (nawet dwukrotne) réznice w cenie
paréwek oferowanych na rynku hiszpanskim. Wigkszos¢ przebadanych przez nich 10
wyrobow wytwarzana byta ze sktadu surowcowego obejmujacego mieszank¢ migsa
drobiowego i zwierzat rzeznych. Poréwnanie cen podanych przez cytowanych autoréw
z cenami polskich paréwek nie byto mozliwe, poniewaz nie podali oni ceny jednostki
masy wyrobow.

Zawartosci wody, biatka, thuszczu i NaCl w paréwkach ocenianych w niniejszej
pracy (tab. 2) byly zgodne z wymaganiami odpowiednich Polskich Norm [9, 10].
Wskazuje to, Ze mimo zniesienia obowiazku stosowania tych przepiséw wybrani przez
nas producenci nie odeszli od standarddow wymaganych w latach ubieglych (przed
rokiem 2003). Paréwki z migsa wieprzowego charakteryzowaly si¢ istotnie wigksza
zawartos$cig ttuszczu i w wigkszosci przypadkéw istotnie mniejsza wody niz wyroby
drobiowe. Zawarto$¢ biatka w przetworach nie byla istotnie zréznicowana. Ilo$¢
thuszczu w paréwkach drobiowych byta wigksza niz okreslona w definicji migsa
ptakéw (15%). W przypadku obu wyrobéw ich producenci deklarowali jednak dodatek
tluszczu wieprzowego.

Wedlug Dudy [2], typowe pardwki wytwarzane z mieszaniny migsa wieprzowego
i wotowego zawieraja ok. 11% biatka i 29% tluszczu, natomiast analogiczne przetwory
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z migsa kurczat lub indykéw 13—-15% biatka i 17-18% ttuszczu. Oceniane w niniejszej
pracy parowki drobiowe charakteryzowaly si¢ mniejsza zawartos$cia biatka, a

wieprzowe

thuszczu w poréwnaniu do przytoczonych danych.

Sktad surowcowy i cena parowek.
Formulas and prices of the frankfurters assessed.

Tabela 1

Produkt
Product

Sktad surowcowy

Formula

Cena [zl/kg]
Price [zl/kg]

D1

migso drobiowe oddzielone mechanicznie z kurczat, thuszcz wieprzowy,
woda, skrobia, biatko ro$linne, s6l, cukry, przyprawy, askorbinian sodu,
azotan(III) sodu

7,99

D2

migso i skérki drobiowe, ttuszcz wieprzowy, biatko kolagenowe, cytrynian
sodu, izoaskorbinian sodu, glutaminian monosodowy

8,69

Wi

migso wieprzowe (62%), woda, ttuszcz wieprzowy, sol, biatko sojowe,
skrobia ziemniaczana, skrobia modyfikowana, syrop glukozowy,
glutaminian sodu, trifosforany, karagen, cukry, przyprawy, ekstrakty
przypraw, askorbinian sodu, azotan(III) sodu

19,96

w2

migso wieprzowe (70,7%), woda, skrobia ziemniaczana, sél, biatko sojowe,
biatko kolagenowe wieprzowe, hydrolizat biatka roslinnego, przyprawy
naturalne i ich ekstrakty, cukry, karagen, skrobia modyfikowana,
askorbinian sodu, kwas askorbinowy, glutaminian monosodowy, azotan(III)
sodu

15,96

w3

migso wieprzowe, sol, przyprawy naturalne, cytrynian sodu, glutaminian
monosodowy, izoaskorbinian sodu, azotan(IIl) sodu

17,96

Sktad chemiczny paréwek.
Chemical composition of the frankfurters assessed.

Tabela 2

Produkt Woda [%] Biatko [%] Thuszez [%] Sl kuchenna [%]
Product Water [%] Protein [%] Fat [%] Sodium chloride [%]
DI 62,1 £2,4° 11,8 0,5 19,1 +1,8* 2,2 +0,3"
D2 66,0 +1,4° 11,9 1,8 19,4 *1,1° 2,0 £0,1°
Wi 58,9 £1,8° 11,5 0,8" 25,0 1,2 2,5+0,2°
w2 58,1 £0,7° 11,5 1,1 26,0 £0,7° 2,2 +0,1°
W3 60,7 +2,8° 13,4 1,6 23,0 2,8 2,0 +0,1*

a,b,c — wartosci srednie oznaczone ta sama litera w indeksie nie r6znig si¢ statystycznie istotnie (p > 0,05)
a,b,c — mean values designated by the same superscripted letter are not statistically significantly different

(p> 0.05)
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W paréwkach oferowanych na rynku hiszpanskim wytwarzanych z réznych
surowcow zawarto$¢ biatka wahata si¢ od 11 do 16%, a tluszczu od 11 do 22%, przy
czym wigkszos$¢ tych produktéw (9 na 10) miata zawarto$¢ ttuszczu ponizej 20%; w
polowie z nich zawarto$¢ tego sktadnika nie przekraczata 15% [3]. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze hiszpanskie paréwki charakteryzowaty si¢ mniejsza zawartoscia ttuszczu
niz analogiczne przetwory wytwarzane przez polskich producentéw. Na podstawie
danych przedstawionych przez Dudg [2], wigkszo$¢ produktéw hiszpanskich mogtaby
by¢ uznana za wyroby niskottuszczowe.

Srednia ilo$¢ NaCl w ocenianych paréwkach zawierata si¢ w granicach 2,0-2,5%.
Tylko jeden wyréb (W1) charakteryzowal si¢ istotnie wigksza zawartoscia tego
sktadnika niz pozostate parowki.

Zawarto$¢ ttuszczu wplyngla na wigksza warto$¢ energetyczna paréwek z migsa
wieprzowego niz drobiowych (tab. 3). Potwierdza to opinig [5], Ze przetwory drobiowe
charakteryzuja si¢ mniejsza kalorycznoscia niz ich odpowiedniki wytwarzane z migsa
wieprzowego. Wedlug innego autora [2] warto$¢ energetyczna pardwek drobiowych
waha si¢ z reguly w zakresie 226-257 kcal/100 g, natomiast w przypadku podobnych
przetwordw z migsa wieprzowego i wotowego od 320 do 325 kcal/100 g.
Kaloryczno$¢ wyrobéw drobiowych oszacowana w niniejszej pracy byla zblizona, a
wieprzowych nizsza od cytowanych danych.

Tabela 3
Udziat kolagenu w biatku ogétem, warto$¢ energetyczna oraz pH paréwek.
Collagen to crude protein ratio, energy value and pH of the frankfurters assessed.
Produkt Kolagen [% biatka ogdétem] Warto$¢ energetyczna [kJ(kcal)/100 g]
Product pH Collagen [% of crude protein] Energy value [kJ (kcal)/100 g]
D1 6,5 +0,1° 10,7 £2,0* 989 (236)
D2 6,6 +0,2° 14,8 £0,6° 934 (223)
W1 6,3 £0,1% 17,1 £34 1160 (277)
w2 6,1 £0,2% 22,8+2,0°¢ 1198 (286)
w3 6,1 20,3 16,0 £0,4° 1094 (261)

a,b,c — wartosci $rednie oznaczone ta sama litera w indeksie nie r6znig sig statystycznie istotnie (p > 0,05)
a,b,c — mean values designated by the same superscripted letter are not statistically significantly different
(p>0.05)

Stosunek zawarto$ci kolagenu do biatka ogétem w produkcie koncowym jest taki
sam jak w surowcu, o ile w zestawie surowcowym nie ma innych skladnikéw
zawierajacych biatka (np. izolatéw lub koncentratéw sojowych) [16]. Zawarto$¢
kolagenu w stosunku do biatka ogétem w paréwkach wieprzowych nie wykraczata
poza dopuszczony w migsie wieprzowym poziom 25% (tab. 3). Na obnizenie
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wyznaczonego stosunku w przypadku paréwek W1 i W2 mogta wplynaé obecnosé
biatka sojowego. Najwigkszym udziatem kolagenu w biatku ogélnym charakteryzowat
si¢ produkt W2. Zawierat on w sktadzie surowcowym dodatek biatka kolagenowego
(tab. 1). W paréwkach D2 udziat kolagenu w biatku ogdélnym byt wigkszy niz
dopuszczony w przypadku migsa ptakow (10%). Ich producent deklarowat jednak
réwniez dodatek biatka kolagenowego. Analize statystyczna w przypadku zawartosci
kolagenu przeprowadzono z pomini¢ciem wyrobu W1, ktéry charakteryzowat si¢ zbyt
duza wariancja (uniemozliwiajaca wykonanie analizy wariancji wszystkich
produktéw). Parowki D2 i W3 tworzyly pod wzgledem tej cechy grupg jednorodna.
Wynika z tego, ze pomimo mniejszej zawarto$ci kolagenu w migsie drobiowym niz w
migsie zwierzat rzeznych, przetwory z jego udzialem nie zawsze charakteryzuja si¢
mniejszym udziatem kolagenu w biatku ogélnym.

Zaobserwowano tendencj¢ do wyzszego pH paréwek drobiowych w poréwnaniu
z wytwarzanymi z migsa wieprzowego (tab. 3). W przypadku produktu D1 mozna to
tlumaczy¢ uzyciem w recepturze migsa oddzielonego mechanicznie, ktére ze wzgledu
na obecno$¢ szpiku kostnego charakteryzuje si¢ wyzszym pH niz migso rgcznie
wykrawane.

Podobienstwo pH (tab. 3) i ceny (tab. 1) produktéow D1 i D2 moze rodzié
podejrzenie, ze do paréwek D2, mimo braku takiej deklaracji, dodano migso
oddzielone mechanicznie. Rozstrzygnigcie tych watpliwoSci moglaby przyniesé
jedynie kontrola procesu produkcyjnego w zakladzie lub zastosowanie
zaawansowanych technik analitycznych. Domieszke ponad 7,5% MOM z kurczat do
migsa recznie wykrawanego mozna wykry¢ przy zastosowaniu kapilarnej elektroforezy
na podstawie stosunku pola pod pikiem hemoglobiny do pola pozostatych pikéw
uzyskanych podczas rozdziatu biatek [1]. Metodyka ta zostata jednak sprawdzona
tylko w stosunku do mieszanki migsa niepoddanej obrébce cieplnej; nie wiadomo czy
jej zastosowanie byloby mozliwe w przypadku paréwek. Inni autorzy [14] stwierdzili,
ze poddanie farszu migsnego obrébce cieplnej utrudnia wykrywanie w nim domieszki
migsa oddzielonego mechanicznie na podstawie rozdziatéw elektroforetycznych
biatek. Z przytoczonych informacji wynika, ze udowodnienie producentowi naruszenia
prawa zwiazanego z deklaracja uzycia mi¢sa oddzielonego mechanicznie w recepturze
nie bytoby tatwe.

Whioski

1. Paréwki drobiowe charakteryzowaly si¢ wigksza zawarto$cia wody, mniejsza
iloScia tluszczu 1 mniejsza wartoScia energetyczna niz ich odpowiedniki
wieprzowe.

2. Zawartos¢ kolagenu w stosunku do biatka ogétem w paréwkach nie przekraczata
poziomu okreslonego nowa definicja migsa lub byta uzasadniona deklaracja uzycia
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w recepturze dodatku biatka kolagenowego. Nie jest regula, ze paréwki drobiowe
charakteryzuja sig istotnie mniejsza zawartoscia kolagenu w stosunku do biatka
ogotem niz podobne przetwory z udzialem migsa wieprzowego.

3. Mimo zniesienia obowiazku stosowania Polskich Norm, w sktadzie chemicznym
ocenianych paréwek drobiowych i wieprzowych nie zaobserwowano przekroczen
okreslonych w nich wymagan.
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THE COMPARISON BETWEEN THE RAW MATERIAL COMPOSITION OF CHEMICAL
CHARACTERISTICS OF POULTRY AND PORK FRANKFURTERS OFFERED FOR RETAIL
SALES ON THE WARSAW MARKET

Summary

The objective of this study was to compare some selected quality attributes of five frankfurters (two
poultry and three pork products) manufactured by Polish producers. The investigations were conducted
after the new rules referring to labelling of the food products (including a new definition of meat) had
been implemented in Poland. Four batches of the frankfurters were assessed. There were calculated the
following frankfurter parameters: contents of water, protein, fat, NaCl, collagen, and pH were determined.
Based on the chemical composition, the energy values of frankfurters were calculated.

Products manufactured from pork meat were characterized by a higher fat content and a higher energy
value (23-25%, 1094-1198 kJ/100 g) if compared with the relevant poultry products (ca. 19%, 934-989
kJ/100 g). With regard to the majority of frankfurters, their collagen to crude protein ratio did not exceed
the levels as provided by the definition of meat (25% as for pork and 10% as for poultry). In the case of
one poultry product, the content of collagen in the total protein was higher than allowed, but this fact was
explained and justified by its manufacturer declaration on having added some collagen protein. Although
the requirement to obligatory apply the Polish Standards has been annulled, no facts of exceeding the
permitted values were stated in the chemical composition of the frankfurters assessed.

Key words: frankfurters, pork meat, poultry meat, chemical composition
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MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA MARGARYN PLYNNYCH DO
PRODUKCJI CIAST BISZKOPTOWO-TLUSZCZOWYCH

Streszczenie

Ttuszcze sa jednym z najwazniejszych sktadnikéw w produkcji ciast biszkoptowo-ttuszczowych.

Celem pracy byto okreslenie wptywu margaryn ptynnych na jako$¢ ciast biszkoptowo-ttuszczowych i
poréwnanie go z tluszczami stosowanymi tradycyjnie w produkcji ciastkarskiej. Do przygotowania
wypiekéw zastosowano: margaryny ptynne, wybrane tluszcze roslinne o statej konsystencji (margaryna i
emulsja tluszczowa) oraz masto. W trzech margarynach ptynnych (sposrdd czterech) zawarto$¢ substancji
tluszczowej wynosita 70%, co determinowato ich korzystne wlasciwosci funkcjonalne. Thuszcze ptynne
charakteryzowaly si¢ mniejsza zawarto$cia nasyconych oraz wyzszych monoenowych kwaséw
tluszczowych w poréwnaniu z tluszczami stalymi. Jednak ich wielka zaleta byla jednoczes$nie znacznie
wigksza zawarto$¢ polienowych kwasow tluszczowych i najmniejsza zawarto$¢ niekorzystnych izomeréw
trans (TFA) w poréwnaniu z ttuszczami statymi.

Stwierdzono korzystny wptyw margaryn plynnych na objgtos¢ wyrobow i profil tekstury
potwierdzony wysoka ocena sensoryczna tekstury. Natomiast ciasta z dodatkiem ttuszczéw statych
przewyzszaty pod wzgledem smaku ciasta z dodatkiem margaryn ptynnych. Margaryny plynne z
powodzeniem moga zastapi¢ tradycyjnie stosowane tluszcze stale przy wytwarzaniu wyroboéw
biszkoptowo-ttuszczowych.

Stowa kluczowe: ciasta biszkoptowo-tluszczowe, tekstura, objgtos¢, margaryny ptynne, sktad kwasow
tluszczowych

Wprowadzenie

W produkcji ciastkarskiej tradycyjnie stosowane sa ttuszcze state, najczgsciej tzw.
margaryny twarde. Niedogodnoscia ich stosowania jest konieczno$¢ roztopienia przed
uzyciem [12]. Ponadto, jak wykazano w ostatnich latach, stanowia one
najpowazniejsze zrédto niekorzystnych izomeréw trans (TFA) w diecie [5, 6]. Tych
wad nie maja margaryny ciekle. Odznaczajq si¢ one wysoka wartoscia odzywcza, ktéra
wynika z faktu, ze podstawowym sktadnikiem margaryn ciektych jest olej [12].
Ponadto ich ptynna konsystencja wptywa na latwo$¢ dozowania i pozwala na

Dr inz. J. Rutkowska, Zaktad Analizy i Oceny Jakosci Zywnosci, Wydziat Nauk o Zywieniu Czlowicka i
Konsumpcji, dr inz. A. Zbikowska, Zaktad Technologii Ttuszczow i Koncentratow Spozywczych, Wydziat
Technologii Zywnosci SGGW, ul. Nowoursynowska 159C 02-776 Warszawa
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ograniczenie zuzycia energii w procesie przygotowania ciasta. Natomiast w
poréwnaniu z tluszczami statymi stabiej napowietrzaja si¢ i charakteryzuja sig
gorszymi wilasciwosciami kremotwoérczymi [16]. Okre$lajac przydatnos¢ ttuszczu do
produkcji ciastkarskiej nalezy uwzglednia¢ jego wilasciwosci technologiczne oraz
zywieniowe stosujac si¢ do zalecen Polskiego Konsensusu Ttuszczowego dotyczace
spozycia tluszczéw w Polsce [14]. Wskazuja one na maksymalne ograniczenie w
spozyciu nasyconych kwaséw ttuszczowych i1 izomerdw trans kwaséw nienasyconych,
ktére w znacznych ilo$ciach znajduja si¢ w statych ttuszczach przeznaczonych dla
ciastkarstwa.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu margaryn plynnych na jako$¢ ciast
biszkoptowo-ttuszczowych i poréwnanie go z tradycyjnie stosowanymi ttuszczami w
produkcji ciastkarskiej. Ponadto badania mialy réwniez okre$li¢ przydatno$¢ margaryn
ptynnych do produkcji ciast biszkoptowo-ttuszczowych.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity:
— cztery margaryny plynne oznaczone nastgpujaco: A-1, A-2, A-3, A-4,
— maslo-M,
— tluszcze przemystowe: margaryna (S-1) oraz emulsja ttuszczowa (S-2)
— ciasta biszkoptowo-tluszczowe upieczone z dodatkiem wymienionych ttuszczéw.

Sktad surowcowy i wypiek eksperymentalnych ciast

Ciasto biszkoptowo-tluszczowe wykonano metoda ,na zimno”. Do jego
sporzadzenia uzyto nast¢pujacych sktadnikéw: maka pszenna poznanska typu 500 —
100 g, maka ziemniaczana — 30 g, ttuszcz — 90 g, cukier puder — 95 g, jaja —140 g,
proszek do pieczenia — 4 g, sok z cytryny — 10 g. Ciasta pieczono w piekarniku
konwekcyjnym (Electrolux AR 85). Wypiek trwal 45 min, a temp. wynosita 160°C.
Wypiek powtarzano 10-krotnie.

Metody badan

W celu zbadania jako$ci maki oznaczono zawarto$¢ glutenu oraz oceniono jego
jakos¢ wg Jakubczyka i Habera, [11] 1 PN-91/A-74022 [19].

W ttuszczach wykonano oznaczenia zawartos$ci: substancji tluszczowej wg normy
PN-A-86933 [21], fazy stalej metoda pulsacyjnego magnetycznego rezonansu
jadrowego (PNMR) wg normy PN-EN-ISO 8292 [23], przy uzyciu aparatu ,,Minispec
PC 120” firmy Bruker. Pomiary przeprowadzono w temp. 10, 20, 30 i 35° C. Analizg
sktadu kwaséw tluszczowych wykonano wg normy PN-EN ISO 5508 [22], stosujac
chromatograf gazowy HP 6890.

Przeprowadzono oceng jako$ciowa upieczonych ciast biszkoptowo-tluszczowych,
w ktérej zastosowano metody badan wiasciwosci fizycznych i sensorycznych. Oceng
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wyrobéw (10 ciast) przeprowadzano 24 h po wypieku. Wykonywano nastgpujace

pomiary instrumentalne:

— pomiar objetosci w urzadzeniu ,Sa — Wy” oraz dokonywano pomiaru masy
upieczonych ciast co pozwolito na wyliczenie masy objgtosciowej [11],

— instrumentalne pomiary tekstury przy uzyciu aparatu wytrzymato§ciowego Instron
typ 4301, wykorzystujac test cigcia. W teScie cigcia mierzono nastgpujace
parametry: maksymalng sil¢ cigcia [N], energi¢ ugigcia (plynigcia) probki [J],
energi¢ potrzebna do przecigcia probki [J], sumaryczng pracg cigeia [J].

Oceng sensoryczng ciast przeprowadzit przeszkolony zespét 10-osobowy zgodnie
z normami ISO 4121:1987 [18] oraz PN-A-74252 [20]. Do oceny wyréznikéw
sensorycznych ciasta, takich jak: wyglad zewnetrzny, zapach, smak, tekstura i barwa
zastosowano metod¢ skalowania. Objegto$¢ ciast oceniano niestrukturowana skala
graficzna.

Ponadto oceniono ,latwos$¢” przygotowania pdiproduktu ciasta biszkoptowo-
thuszczowego z r6znym dodatkiem tluszczowym, mierzac czas jego wykonania.

Do interpretacji wynikOw zastosowano nast¢pujace metody statystyczne:
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji oraz normowanie statystyczne wg Stupnickiego
[25]. Zastosowano do tego celu program komputerowy Statgraphics plus for Windows
2.1, arkusz kalkulacyjny Microsoft Excel. Przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Ocena jakosci mqki

Badana maka charakteryzowala si¢ 28% zawartoscia glutenu. Cechy glutenu
przedstawialy si¢ nastgpujaco: elastyczno$¢ glutenu — 60 mm (2 stopien skali) —
Srednio elastyczny, rozptywalno$¢ glutenu: R = 6,5 mm. Wyniki te speiniaty
wymagania normy PN-91/A-74022 [19] dotyczace maki pszennej typu 500. Ponadto
liczba glutenowa maki wynosita LG = 44, co wskazuje na dobrg jej jakos¢.

Czas przygotowania potproduktu

Podczas przygotowania pdiproduktéw ciasta  biszkoptowo-tluszczowego
zmierzono czas konieczny do uzyskania pozadanej emulsji. Stwierdzono, ze na
przygotowanie pétproduktu z mastem lub tluszczami ro$linnymi o konsystencji stalej
potrzeba 12 min. W przypadku zastosowania margaryn ptynnych czas ten mozna
skréci¢ do 5 min. Jak zauwazyta Hoffmann [10], jest to ogromna zaleta tych ttuszczow,
poniewaz ich stosowanie szczegdlnie w przemyslowej produkcji ciast pozwala na
ograniczenie zuzycia energii. Krygier [12] podkre§la réwniez, ze ptynna konsystencja
tych tluszczéw eliminuje konieczno$¢ ich roztopienia przed uzyciem i usuwa
niebezpieczenstwo przegrzania i zniszczenia struktury emulsji, co jest dominujaca
wada technologiczna margaryn twardych.
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Oznaczenia ttuszczow

Badane tluszcze byly istotnie zr6znicowane (p < 0,05) pod wzgledem zawarto$ci
substancji ttuszczowej (rys. 1). Najwigksza zawarto$¢ substancji ttuszczowej — 83,56%
oznaczono W margarynie plynnej A-2, a najmniejszg zawartoscia tluszczu
charakteryzowata si¢ emulsja tluszczowa S-2 (39,98%). Ze wzgledu na fakt, ze
tluszcze spetniaja wiele korzystnych funkcji technologicznych wplywajacych na jako$¢
ciast, pozadana jest wysoka zawarto$¢ substancji tluszczowej w ttuszczach
ciastkarskich. W niniejszych badaniach stwierdzono wysoka i do$¢ wysoka zawarto$¢
substancji thuszczowej we wszystkich badanych margarynach ptynnych (nie nizsza niz
70%). Mozna przewidywaé, ze takie tluszcze beda charakteryzowaé si¢ dobrymi
wlasciwosciami funkcjonalnymi [8, 27].

Zawarto$é substancji -~ 90
thuszczowej
Fatty matter cont. [%]

A-3 A-4 S-1

Rodzaj thuszczu /Brand of fat

“P¢ Wartoéci érednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia sig statystycznie istotnie na poziomie
p<0,05 / Mean values designated by the same letters are not statistically significantly different at a level of
p<0,05.

Rys. 1. Zawarto$¢ substancji ttuszczowej w badanych tluszczach.
Fig. 1. Fatty matter content in fats studied.

Podobnie stwierdzili inni autorzy [24, 29], ze wysoka zawarto$¢ substancji
tluszczowej (okoto 80%) korzystnie wptywata na porowato$¢ migkiszu ciast
biszkoptowo-ttuszczowych.

Jak nalezato oczekiwa¢, margaryny ptynne charakteryzowata niska zawarto$¢
fazy statej (SFC), ktéra nie przekraczata 3,2% w temp. 10°C (margaryna A-4).
Analizowane ttuszcze réznity sig istotnie (p < 0,05) pod wzgledem zawartosci SFC w
kazdej badanej temperaturze (tab. 1). Jedynie tluszcze A-2 i A-3 charakteryzowaty si¢
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ta samg zawarto$cia SFC w temp. 10°C. Natomiast w tluszczach stalych najwigksza
zawarto$¢ SFC oznaczono w margarynie S-1: od 44,6% w temp. 10°C do 6,2% w
temp. 35°C. Jednocze$nie margaryna S-1 charakteryzowata si¢ najwyzszym tempem
spadku zawarto$ci SFC wraz ze wzrostem temperatury spos$rdd badanych ttuszczow.
Drugim ttuszczem pod wzgledem zawartosci SFC, w temperaturze pomiaru, byto
masto (34,5% w 10°C i 5,2% w 35°C), a nastepnie emulsja ttuszczowa S-2, w ktérej
zawarto$¢ SFC w temp. 10°C wynosita 25,6%. Zawarto$¢ fazy statej jest $cisle
zwigzana z zawarto$cia poszczegllnych typoéw gliceroli i decyduje o jednej z
podstawowych cech tluszczéw ciastkarskich, czyli plastyczno$ci [27]. Szczegdlnie
istotna jest zawarto$¢ SFC w temp. wyrobu ciasta, czyli okoto 25°C. Oczywiste jest ze
margaryny ptynne nie spetniaja wymogu plastycznosci z powodu swojej cieklej
konsystencji (najnizszy prég plastycznosci to 5% SFC) [4, 9, 28].

Tabela 1
Zawarto$¢ fazy statej — SFC w ttuszczach w zaleznosci od temperatury pomiaru [%].
Solid fat content (SFC) of fats depending on the temperature when measuring [%].

Rodzaj tluszczu / Brand of fat
A-1 A-2 A-3 A-4 S-1 S-2 M
SEC w temp. 10°C /att=10°C | 2.4* | 2,3" 2,3° 3,2° 44.6" 256 | 34,5
SEC w temp. 20°C //at t = 20°C | 2,0 1,9° 1,7° 2,6° 24.2¢ 132¢ | 17,0
SFC w temp. 30°C /at t = 30°C 1,7 1,6" 1,2° 2,0° 10,4 4,2° 711°
SFC w temp. 35°C /at t = 35°C | 1,6 1,6 1,2° 1,8 6,24 1,1° 5.2°

Zawarto$¢ fazy statej - SFC [%]

Objasnienia: / Explanatory notes:

*b¢ Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia sig statystycznie istotnie na poziomie
p<0,05 / Mean values designated by the same letters are not statistically significantly different at a level of
p<0.05.

Jednak zalecenia ostatnich lat, stawiajace na pierwszym miejscu jako$¢
zywieniowa, wymagaja obecnoSci ptynnych gliceroli niezaleznie od wymogéw
funkcjonalnych (plastycznosci i konsystencji), co wyjasnia celowos$¢ stosowania
margaryn ptynnych w ciastkarstwie [12]. W pozostalych badanych tluszczach statych
zawarto$¢ SFC w zakresie temperatury wyrobu surowego ciasta spetniata warunek
plastycznosci, wobec czego nalezy spodziewac sig, ze beda one charakteryzowaly si¢
dobrymi wtasciwos$ciami funkcjonalnymi.

Szacujac udzialy grup kwaséw ttuszczowych jako sumy kwaséw nasyconych
(SFA), monoenowych (MUFA), polienowych (PUFA) oraz izomeréw trans (TFA)
stwierdzono istotne réznice (p < 0,05) pomigdzy badanymi tluszczami ptynnymi a
stalymi (rys. 2). Stwierdzono mniejsze zawartosci nasyconych (SFA) kwaséw
tluszczowych w margarynach plynnych (od 9,25 do 17,89%) w poréwnaniu z
thuszczami staltymi (od 22,64 do 60,83%). R6znice w udziatach tych kwaséw zwiazane
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byty z konsystencja tych ttuszczéow [13]. Jednak w tluszczach ciastkarskich oprdcz
zawartosci SFA wazny jest ich sktad. W tluszczach ciastkarskich pozadana jest
obecno$¢ kwasu laurynowego (C 12:0), ktéry powoduje, ze ttuszcze sa odporne na
utlenianie i umozliwiaja dobre uwolnienie aromatéw podczas topnienia [2]. W
badanych margarynach plynnych nie stwierdzono obecnosci tak waznego
funkcjonalnego kwasu nasyconego. Wyjatek stanowita margaryna A-3 w ktorej
oznaczono 0,21% kwasu laurynowego. W pozostatych ttuszczach stwierdzono: 7,79%
(S-1); 2,85% (S-3); 2,12% (S-2) kwasu laurynowego.

KT/FA - - _
[%]

ESFA

OMUFA

B PUFA

M Izomery
trans

A1 A2 A3 A4 S S-2 M

Rodzaj ttuszczu / Brand of fat

Rys. 2. Zawarto$¢ grup kwasow ttuszczowych w badanych ttuszczach.
Fig. 2. The content of fatty acids groups in the fats studied.

Srednia zawarto$¢ kwaséw monoenowych (MUFA) wystepujacych tacznie w
formie cis i trans w tluszczach wynosita od 25,56 do 65,13% (rys. 2). Giéwnym
przedstawicielem MUFA byt kwas oleinowy C 18:1 wystgpujacy przede wszystkim w
aktywnej biologicznie formie cis. Kwas oleinowy (18:1) cis wyraznie dominowal pod
wzgledem zawartosci we wszystkich margarynach, za wyjatkiem margaryny ptynnej A-3,
ustepujac wyraznie kwasowi linolowemu w tej margarynie. Najwigksza zawarto$cia
izomeru cis kwasu oleinowego cechowaty si¢ margaryny plynne A-1 (61,92%), A-2
(61,85%) i A-4 (60,98%), a najmniejsza margaryna ptynna A-3 (25,11%) oraz masto
(19,92%). Zawarto$ci izomerdw cis i trans kwasu oleinowego przedstawiono w tab. 2.

Srednia zawarto$¢ kwaséw polienowych (PUFA) w badanych thiszczach
wynosita od 56,55 (A-3) do 1,74% (M) (rys. 2). Stwierdzono, ze margaryny plynne
wyrézniata wigksza zawarto§¢ PUFA (nie mniejsza niz 25%) w poréwnaniu z
tluszczami stalymi. Oznaczono wazne zywieniowo kwasy polienowe: kwas linolowy
(C18:2) oraz kwas linolenowy (C18:3) zaliczane do niezbgdnych nienasyconych
kwaséw tluszczowych — NNKT (tab. 2). Stwierdzono, ze margaryny plynne
wyrézniata bardzo wysoka zawarto§¢ kwasu linolowego (A-3 50%). Ponadto, az trzy
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badane margaryny ptynne wyréznialy si¢ zawarto$ciami kwasu linolenowego (18:3)
wynoszacymi ponad 7%.

Tabela 2
Zawarto$¢ wybranych kwaséw nienasyconych w tluszczach [%].
The content of some selected unsaturated fatty acids in fats [%].
Zawarto$¢ kwaséw nienasyconych
Rodzaj Content of unsaturated fatty acids[%]
ttuszczu Kwas oleinowy NNKT
Brand of Oleic fatty acid C 18:1 EFA
fat [zomery Izomery Kwas linolowy Kwas linolenowy
Isomers cis Trans-isomers Linoleic acid (18:2) | Linolenic acid (18:3)
A-1 61,92 1,11 16,86 7,86
A-2 61,85 1,18 16,92 7,87
A-3 24,76 2,75 50,00 4,15
A-4 60,98 1,24 17,24 7,62
S-1 27,05 4,84 16,45 2,06
S-2 44,93 9,59 15,75 5,24
M 19,92 3,72 1,13 0,61
Suma izomeréw trans nienasyconych kwaséw tluszczowych — TFA w

margarynach wynosita od 1,11 do 10,31% (rys. 2). W masle oznaczono 3,72% TFA.
Izomery trans pochodzily giéwnie z kwasu oleinowego (18:1 trans). Zawarto$¢
izomeréw C 18:1 trans w margarynach wahata si¢ od 1,11% (A-1) do 9,59% (S-2) i
dominowata w tluszczach stalych (tab. 2). Zawarto$§¢ izomeréw trans kwasu
linolowego byta bardzo niska i wahata si¢ od 0,20% (A-2) do 0,88% (A-3). Zawartos$ci
izomeréw kwasu linolenowego (18:3 trans) przewazaly w margarynach ptynnych i
ksztattowaly si¢ od 0,62% (A-1) do 1,52% (A-3). Stwierdzono, ze margaryny plynne
zawieraly znacznie mniej izomeréw trans niz thuszcze stale. Srednia zawarto$é TFA w
margarynach ptynnych wynosita tylko 1,57%. Jest to aspekt pozytywny, Swiadczacy o
korzystnych cechach tych tluszczow. Nalezy réwniez zauwazyé, ze zawarto$¢
izomeréw trans w thuszczach statych byta réwniez mniejsza (od 5,44 do 10,31%) niz w
tluszczach badanych przez innych autoréw [1, 15].

Podsumowujac analiz¢ skladu kwaséw tluszczowych, nalezy zauwazy¢, ze
badane margaryny plynne charakteryzowata wysoka zawartos¢ MUFA, a w
szczegolnosci kwasu oleinowego — cis (okoto 61%). Jest to korzystne, poniewaz kwas
oleinowy obniza zaréwno poziom cholesterolu catkowitego, jak i frakcji LDL,
natomiast nie obniza poziomu lipoprotein wysokiej gestosci (HDL) [7]. Ponadto w
margarynach ptynnych stwierdzono mniejsza zawarto$¢ niekorzystnych zdrowotnie
nasyconych kwasow ttuszczowych w poréwnaniu z ttuszczami statymi [3, 17]. Jednak
najwigksza zaleta margaryn plynnych byta jednoczes$nie znacznie wyzsza zawarto$¢
polienowych kwaséw tluszczowych (nawet 56,55%) 1 najnizsze zawartosci
kontrowersyjnych izomeréw trans w poréwnaniu z badanymi thuszczami statymi.
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Instrumentalna i sensoryczna ocena ciast upieczonych

W wyniku analizy statystycznej pomiaréw objgtosci ciast wyrdzniono trzy grupy
jednorodne. Stwierdzono, ze ciasta z udzialem margaryn ptynnych A-1, A-2, oraz A-4
nie r6znity si¢ istotnie (p < 0,05) pod wzgledem objetosci. Odregbng grupa byly ciasta z
zawarto$cia margaryny ptynnej A-3 i masta, natomiast do trzeciej z grup nalezg ciasta
z margarynami statymi S-1 i S-2 (tab. 3). Interesujace jest, ze ciasta z udzialem
margaryn plynnych cechowata wigksza objeto$¢ niz ciasta z dodatkiem ttuszczow
statych. Srednia objetos¢ ciast z dodatkiem ttuszczéw ptynnych wynosita 1249 cm’, a
ciast z thuszczami statymi S-1 i S-2 — 1063 cm’. Natomiast ciasta z dodatkiem
thuszcz6w statych: S-1 i M - masta wyrézniata wyzsza masa objetosciowa (418 g/cm’)
(tab. 3).

Wyniki instrumentalnej oceny tekstury ciast biszkoptowo-tluszczowych z
dodatkiem réznych tluszczéw zamieszczono w tab. 4. Stwierdzono, Ze ciasta
przygotowane z dodatkiem tluszczow plynnych i statych réznity si¢ istotnie (p<0,05)
twardoscia wyrazong maksymalna sita cigcia. Podobne warto$ci maksymalnej sity
cigcia stwierdzono tylko w przypadku ciast wytworzonych na bazie margaryn
ptynnych A-11 A-2. Warto$ci maksymalnej sily cigcia ksztattowaty si¢ od 4,250 N do
7,763 N. Ciasta z zawarto$cia masta charakteryzowaly si¢ maksymalna sita cigcia
wynoszaca 6,813 N. Stwierdzono, ze ciasta sporzadzone z dodatkiem tluszczéw
stalych S-1 1 M charakteryzowatly si¢ wyzszymi warto$ciami maksymalnej sity cigcia
niz te z dodatkiem margaryn ptynnych oraz margaryny statej S-2.

Warto$ci energii ugigcia ciast ksztattowaty si¢ od 0,022 J (ciasta z dodatkiem
margaryny ptynnej A-3) do 0,038 J (ciasta z dodatkiem masta) i byly wyzsze w
przypadku ciast z dodatkiem ttuszczow o konsystencji statej. Ciasta z margarynami
ptynnymi charakteryzowaly si¢ podobnymi warto§ciami energii ugigcia (tab. 4).

Stwierdzono réwniez, ze wartosci energii przecigcia zalezaty od rodzaju uzytego
dodatku tluszczowego. W przypadku ciast z dodatkiem margaryn ptynnych energia
przecigeia wynosita od 0,149 do 0,164 J. W przypadku ciast z dodatkiem thuszczow
statych warto$ci energii przecigcia wynosity od 0,181 J (ciasta z dodatkiem margaryny
S-1) do 0,204 J (ciasta z dodatkiem masta) (tab. 4). Empiryczny parametr tekstury -
sumaryczna energia cig¢cia informuje o takich cechach tekstury ciasta, jak: kohezyjno$¢
1 przezuwalno$¢. Wyzsze warto$ci sumarycznej pracy cigcia zanotowano w ciastach z
dodatkiem tluszczéw statych, natomiast ptynna konsystencja dodatku ttuszczowego
obnizata wartosci tego parametru tekstury ciasta (tab. 4).

Tabela 3

Wartos$ci instrumentalnego pomiaru i sensorycznej oceny objgto$ci oraz masy objgtosciowej ciast.
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Mean values of instrumentally measured values and of sensory assessed volume and volume mass of
sponge cakes.

Wyrdznik jakosciowy ciast / Quality factor of cakes

Rodzaj dodanego

thuszczu Objgtose Masa objgtosciowa Objetosé sensoryczna
Brand of fat Volume [cm®] Volume mass [g/cm’] Sensory volume [0-100 mm]
added X+SD X +SD X +SD

Margaryny ptynne / Liquid margarines

A-1 1269+ 31,4 415 £ 94 85 +£13,8

A2 1234" + 54,8 410" 14,6 76" +14,8

A-3 1229"+ 26,4 412° £ 10,5 70" + 14,1

A-4 1249 +34.8 412* £10,0 82% £10,1
Ttuszcze state / Solid fats

S-1 1051* +32,7 418 +£7,5 43°+7.2

S-2 1074 £39,6 409° + 13,8 50°+9,2

M 1200° £29,3 418"+ 8,38 62"+ 8,0

Objasnienia: / Explanatory notes:

X - warto$¢ $rednia / mean value, SD- odchylenie standardowe / standard deviation

*b¢ Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia sig statystycznie istotnie na poziomie
p<0,05 / Mean values designated by the same letters are not statistically significantly different at a level of
p<0.05.

Podczas oceny sensorycznej ciast biszkoptowo-tluszczowych stwierdzono wyzsze
noty tekstury ciast biszkoptowo-ttuszczowych sporzadzonych z dodatkiem margaryn
ptynnych niz z dodatkiem margaryny statej (S-1) lub emuls;ji tluszczowej (S-2) (tab. 5).
Teksturg ciast z dodatkiem margaryn ptynnych oceniono réwnie wysoko, jak ciast z
dodatkiem masta (4,20 pkt) lub wyzej, tak jak to mialo miejsce w przypadku ciast z
dodatkiem margaryny ptynnej A-3. Jest to interesujace ze wzgledow zywieniowych,
poniewaz margaryna A-3 charakteryzowala si¢ szczegdlnie wysoka zawarto$cia PUFA,
wynoszaca okoto 56%. Panel sensoryczny najwyzej ocenil smak ciast z dodatkiem
masta (4,60 pkt) i emulsji thuszczowej S-2 (4,0 pkt) (tab. 6). Korzystny wptyw masta
na smak ciast biszkoptowo-tluszczowych potwierdzaja wcze$niejsze prace [15, 24, 29].
Natomiast w prezentowanej pracy smak ciast z dodatkiem margaryny statej (80%
tluszczu) zostat oceniony nizej niz w pracach innych autoréw [8, 29].

Tabela 4
Wyniki instrumentalnego pomiaru tekstury ciast przy uzyciu testu cigcia.
Results of the instrumentally measured texture values of sponge cakes using a shear test.
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Rodzaj Parametry testu cigcia / Parameters of shear test
dt?ltlisazncezguo Maksymalna sifa ciecia Energia ug1e.;c1a Energia przecm;mfl eil:;;zil;yccig?a
Brand of Max shear force [N] Ene;r)i?nto[ﬁleld Frerey to[]Jj ]reak pom! Total energy [J]
fat added X+SD X +SD X+SD X +SD
A-1 5,625 + 0,1830 0,024*+ 0,0013 0,162*+ 0,0018 0,186" +0,0023
A-2 5,688 £ 0,1360 0,026* £0,0019 0,164*+0,0014 0,189* +0,0029
A-3 5,200 + 0,1165 0,022 +0,0020 0,161+ 0,0014 0,183*+ 0,0020
A-4 4,250 = 0,1282 0,023* £0,0010 0,149+ 0,0018 0,172+ 0,0025
S-1 7,763 + 0,1183 0,035" +0,0026 0,181°+0,0016 0,216°+ 0,0018
S-2 5,063" +£0,1188 0,030° + 0,0016 0,137% 0,0028 0,167% +0,0030
M 6,813° + 0,1664 0,038° +0,0012 0,204° +0,0024 0,241°+ 0,0022

Objasnienia: / Explanatory notes:

X - warto$¢ $rednia / mean value, SD- odchylenie standardowe / standard deviation.

4D Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia si¢ statystycznie istotnie na poziomie
p<0,05 / Mean values designated by the same letters are not statistically significantly different at a level of
p<0.05.

Wyglad zewngtrzny jest szczegllnie waznym wyrdéznikiem atrakcyjnos$ci
sensorycznej ciast. Szcze$niak [26] podkresla, Ze pierwszy opis ciasta zaczyna si¢ od
obserwacji wzrokowych i ich interpretacji na podstawie wcze$niejszych odczu¢ i
do$wiadczen. Stwierdzono, ze bez wzgledu na rodzaj stosowanego dodatku wszystkie
eksperymentalne ciasta otrzymaty wysokie noty za wyglad zewngtrzny (od 4,20 do
4,50 pkt).

W celu catosciowego poréwnania jakosci ciast biszkoptowo-ttuszczowych z
dodatkiem margaryn ptynnych i tluszczéw statych przeprowadzono statystyczne
normowanie sktadowych jakos$ci tych ciast. Normowaniu poddano nastgpujace badane
cechy jakoSciowe: instrumentalne wyrézniki tekstury i objetosci, wyrdzniki
sensoryczne (smak, tekstura, ocena ogdlna, objgto$¢) oraz wybrane wyrézniki jakosci
tluszczu: zawarto$¢ PUFA, zawartos¢ TFA.

Statystyczne normowanie wymienionych sktadowych jakosci przeprowadzono
wzgledem warto$ci $redniej arytmetycznej kazdej z cech, a za normujace odchylenie
standardowe przyjmowano odpowiednie warto$ci z poszczegdlnych grup [25]. W tab.
badanych sktadowych jakosci ciast
biszkoptowo-ttuszczowych oraz $rednig arytmetyczna ze sktadowych jakosci bgdaca
wyréznikiem jakosci catkowite;j.

6 przedstawiono unormowane wartosci

Tabela 5
Wyniki oceny sensorycznej ciast biszkoptowo-ttuszczowych (n = 10).
Results of the sensory assessed parameters of sponge cakes (n = 10).
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Rodzaj Wyrdzniki sensoryczne [pkt] / Sensory attributes
dodanego ttuszczu ze\ng:i v Barwa . Tekstura Smak
Brand of fat added Colour apach Odour Texture Flavour
Appearance
A-1 4,30+ 0,675 435" +£0,474 | 400" £0,782 | 4,20°+0,753 | 3,40"+0,316
A-2 4,40" +0,459 4,30 £ 0,422 | 4,00°+0.667 | 4,20°+0,753 | 3,35"+0,337
A-3 4,45+ 0,497 3,60°+ 0,459 | 3.90°+0,699 | 4.40°+0,699 | 3,70"+0,35
A-4 4,40"+ 0,459 4,10+ 0,459 | 4,00°+0,408 | 4,10°+0,568 | 3,50"+ 0,408
S-1 4,20+ 0,350 425%+0.354 | 4,00°+0,624 | 4,00°+0,527 | 3,60°+ 0,394
S-2 4,50+ 0,527 420°+0,422 | 4,350,412 | 4,00°+0,236 | 4,00°+ 0,408
M 4,20+ 0,422 4,60°+0,516 | 4,50°+0,527 | 4,20°+0,422 | 4,60°+0,516

Objasnienia: / Explanatory notes:

X - warto$é érednia / mean value, SD- odchylenie standardowe / standard deviation.

*b¢ Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia sie statystycznie istotnie na poziomie
p<0,05 / Mean values designated by the same letters are not statistically significantly different at a level of
p<0.05.

Analiza statystyczna wykazata korzystny wptyw margaryn ptynnych na profil
tekstury. Stwierdzono wyzsze warto$ci unormowane instrumentalnych wyréznikéw
tekstury ciast z dodatkiem tych tluszczéw niz ciast z dodatkiem ttuszczéw statych.
Fakt, ze ciasta z dodatkiem tych tluszczéw byty bardziej migkkie i delikatniejsze,
potwierdzaja nizsze wartoSci maksymalnej sity cigcia oraz energii przecigcia
uzyskanych w tedcie cigcia (tab. 4) oraz unormowane warto$ci masy objgtosciowe;.
Analiza statystyczna potwierdzita réwniez wysoka sensoryczna oceng tekstury oraz
objetosci ciast z dodatkiem margaryn plynnych. Natomiast ciasta z dodatkiem
thuszczow stalych przewyzszaty ciasta z dodatkiem margaryn ptynnych smakiem, co
potwierdzilo normowanie statystyczne.

Powaznym problemem zywieniowym jest wysokie spozycie izomeréw trans
wystepujacych gtéwnie w wyrobach ciastkarskich i pochodzacych z tluszczow
utwardzonych [5, 6]. Stosowanie ptynnych ttuszczéw do przemystowej produkcji ciast
biszkoptowo-tluszczowych, ktére stanowia okolo 30% produkcji ciastkarskiej,
mogtoby ograniczy¢ to niekorzystne zjawisko, poniewaz margaryny plynne
charakteryzuje bardzo niska zawarto$¢ izomeréw trans.

Tabela 6
Unormowane statystycznie warto$ci wyréznikdw jakosci ciast biszkoptowo-ttuszczowych.
Standardised values of quality factors of the sponge cakes.
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Parametry jakosci Rodzaj dodanego ttuszczu / Brand of fat added
Quality factors Al | A2 | A3 | A4 | s1 | s2 | M

Wyrézniki instrumentalne:

Instrumental factors:

Maksym. sifa cigcia
0,13 0,07 0,49 1,30 -1,70 0,61 -0,89
Max shear force

Energia ugigcia
-0,70 | -0,39 | -1,05 | -0,77 1,06 0,29 1,57
Energy to yield point

Energia przecigcia
0,17 0,08 0,18 0,77 -0,74 1,30 | -1,76
Energy to break point

Masa objgtosciowa
0,73 0,67 0,53 0,74 -1,74 | -1,11 0,16
Volume mass

Wyrdzniki sensoryczne:
Sensory attributes:

Smak / Flavour -0,77 | -0,88 | -0,08 | -0,54 | -0,31 0,60 1,97
Tekstura / Texture 0,31 0,31 1,74 -0,41 -1,12 -1,12 0,31

Ocena og6lna

. -0,39 | -0,39 | -0,65 | -0,59 | -0,65 0,65 2,02
Overall sensory quality

Objetos¢/ Volume 1,12 0,55 0,30 0,87 -1,51 -1,13 | -0,20

Wyrdzniki jakosci thuszezu:

Quality factors of fats:

PUFA 0,04 0,04 1,94 0,04 -0,39 -0,24 -1,42

TFA 0,77 0,75 0,28 0,73 -0,53 -1,99 -0,01

Jakos$¢ catkowita/ Overall quality 0,13 0,08 0,33 0,19 -0,69 -0,19 0,16
Whioski

1. Wyroby z ciast biszkoptowo-ttuszczowych z dodatkiem margaryn ptynnych
charakteryzowata duza objetos¢. Stwierdzono réwniez korzystny wplyw tluszczéw
ptynnych na instrumentalny profil tekstury, potwierdzony wysoka sensoryczna
ocena tekstury. Jednak niekwestionowana zaleta margaryn ptynnych jest sktad
kwaséw tluszczowych w osnowie ttuszczowej, czyli duza zawarto$¢ polienowych
kwaséw ttuszczowych i jednocze$nie mata zawarto$¢ izomeréw trans.

2. Margaryny plynne z powodzeniem moga zastapi¢ tradycyjnie stosowane ttuszcze
state przy wytwarzaniu wyrobéw biszkoptowo-ttuszczowych. Zastosowanie
margaryn ptynnych do wypieku ciast biszkoptowo-ttuszczowych pozwala na
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skrécenie czasu na przygotowanie potproduktu, co w warunkach przemystowych
umozliwia oszczednoS$ci energii i zmniejsza koszty produkcji.
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POSSIBILITIES OF APPLYING LIQUID MARGARINES TO PRODUCE SPONGE CAKES
Summary

Fat is one of the most important ingredients used in the production of sponge cakes. The main
objective of the study was to determine the effect of liquid margarines on the quality of sponge-cakes and
to compare it with fats traditionally used in households and in the production of cakes. The following
components were used to make sponge cakes: liquid margarines, some selected plant fats of solid
consistency (table margarine, fat emulsion, and butter. In the three liquid margarines (from the four
margarines examined in total), the content of fatty substance was 70%, thus, their functional properties
were useful. The liquid margarines had a lower content of saturated and a higher content of
monounsaturated fatty acids if compared with the solid fats. On the other hand, the most beneficial quality
of the liquid fats was a much higher content of PUFAs (polyenic fatty acids) along with the lowest content
of unfavourable trans-isomers (TFAs) compared with the solid fats.

It was stated that the effect of liquid margarines on the volume and texture profile of sponge cakes
baked was very favourable and this positive effect was confirmed by the considerably high results of the
sensory assessment of texture. However, the cakes produced with solid fats showed a better taste that
those made using liquid margarines. Liquid margarines can successfully replace solid fats traditionally
used in manufacturing sponge cakes.

Key words: sponge cakes, texture, volume, liquid margarines, fatty acid composition
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KINETYKA TWORZENIA BIOFILMOW BAKTERYJNYCH NA
MATERIALACH TECHNICZNYCH W ZALEZNOSCI OD
DOSTEPNOSCI SKEADNIKOW ODZYWCZYCH

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu dostgpnosci sktadnikéw odzywcezych w $rodowisku wzrostu na
adhezj¢ mikroorganizméw do powierzchni uzytkowanych w przemys$le spozywczym. W badaniach
wykorzystano drobnoustroje, ktérych naturalnym miejscem wystgpowania jest woda (Srodowisko o
ograniczonym dostgpie sktadnikow odzywczych). Hodowle Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae i Enterococcus faecalis prowadzono na pozywkach o optymalnej
oraz zredukowanej dostgpnosci sktadnikéw odzywczych. Stopien adhezji komoérek bakteryjnych do
powierzchni teflonu, szkta oraz stali nierdzewnej (typ 304L i 316L) oceniano technika mikroskopii
fluorescencyjnej wg 9-stopniowe;j skali.

Przeprowadzone badania wskazuja na bezposredni wptyw dostgpnosci sktadnikow odzywczych oraz
rodzaju badanego drobnoustroju na efektywno$¢ tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego. W wigkszosci
wariantow do$wiadczen redukcja zawartosci substratow metabolicznych w pozywce indukowata proces
adhezji testowanych szczepéw drobnoustrojéw do powierzchni abiotycznych. Sposrdd przebadanych
powierzchni uzytkowych, najbardziej efektywna kolonizacjg obserwowano w przypadku stali nierdzewnej
304L.

Stowa kluczowe: biofilm, adhezja, teflon, szklo, stal nierdzewna

Wprowadzenie

Mikroorganizmy, osiedlajac si¢ na powierzchniach statych, tworza zréznicowane
gatunkowo zespoly komdrek — biofilmy. Proces powstawania bton biologicznych
rozpoczyna si¢ w momencie, gdy pojedyncze komoérki osiadaja na plaszczyznie.
Zdarzenia fizykochemiczne, zachodzace w trakcie przylaczania si¢ komorki
bakteryjnej do powierzchni statej, sa odpowiedzia swoista danego gatunku na warunki
srodowiskowe  [5]. Interakcja pomigdzy komplementarnymi czasteczkami
powierzchniowymi komoérki (adhezynami) a reaktywnymi grupami plaszczyzny
kontaktu nadaje kazdej btonie biologicznej stabilnag struktur¢ [4]. Rozwdj technik

Mgr inz. K. Myszka, mgr inz. W. Biatas, dr inz. K. Czaczyk, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci, Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, ul. Wojska Polskiego 48, 60- 627 Poznan
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inzynierii genetycznej umozliwit zarysowanie problemu tworzenia si¢ biofilméw i
przyblizenie jego biologii molekularnej. Komérki, ktére ulegaja adhezji zmieniaja swoj
metabolizm 1 ekspresj¢ materialu genetycznego. Transformacje komoérek moga by¢
powiazane z warunkami hodowli i moga odgrywac istotna rol¢ w przekazywaniu
informacji genetycznej w biofilmie [6].

Dostepnos¢ sktadnikow odzywczych w $rodowisku wzrostu jest bezposrednim
induktorem zjawiska tworzenia si¢ biofilméw mikrobiologicznych na powierzchniach
uzytkowych [2]. Zyjac w skupiskach, drobnoustroje wytworzyly wieloptaszczyznowe
mechanizmy obrony przed degradacyjnym wptywem antybiotykéw, S$rodkéw
dezynfekujacych czy podwyzszonej temperatury [3]. Biofilmy bakteryjne powoduja
trudne do oszacowania straty w zaktadach przemystu spozywczego. Powstajac na
powierzchniach produkcyjnych, blony biologiczne stanowia potencjalne zagrozenie
mikrobiologicznego skazenia zywno$ci przeznaczonej do spozycia. Problem
powszechnosci i tatwosci kolonizacji przez bakterie wszelkich nieostonigtych
powierzchni zainicjowal wigc poszukiwania skutecznych metod zapobiegajacych
wystepowaniu tego zjawiska.

Celem badan byto okres$lenie wpltywu dostepnosci sktadnikéw odzywczych w
srodowisku wzrostu na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw bakteryjnych na
powierzchniach uzytkowanych w przemysle spozywczym (teflon, szklo oraz stal
nierdzewna 304L i 316L).

Material i metody badan

Drobnoustroje

W badaniach wykorzystano nastepujace drobnoustroje:

—  Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
—  Escherichia coli ATCC 4157,

—  Proteus vulgaris ATCC 6380,

—  Enterobacter cloacae ATCC 13047,

—  Enterococcus faecalis ATCC 7080.

Przed przystapieniem do badan drobnoustroje trzykrotnie pasazowano na
odpowiednie podioza ptynne (bulion do namnazania Enterobacteriaceae wg Mossela
[12], pozywka ABPG do namnazania P. aeruginosa wg Schuberta [17] oraz podioze z
azydkiem sodu i glukoza do namnazania Enterococcus spp. zaproponowane przez
Burbianke i wsp. [1].

Warunki hodowli

Hodowle mikroorganizméw prowadzono w temp. 35°C w warunkach
dynamicznych na podiozach o optymalnej oraz zredukowanej (o 90%) dostgpnosci
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sktadnikéw odzywczych, przy pH = 7 pozywki. Czas prowadzenia hodowli wynosit
144 h.

Przygotowanie powierzchni ptytek do badan

Przed przystapieniem do badan ptytki o wymiarach 10 x 65 x 1 [mm]
przygotowywano nastgpu;jaco:
— plytki ze stali nierdzewnej (typ 304L oraz 316L) traktowano 50% roztworem
HNO; w temp. 70°C przez 10 min [13];
— powierzchnie ptytek teflonowych czyszczono migkka gabka;
— plytki szklane gotowano w platkach szarego mydta (1 h), a nast¢gpnie moczono w
0,1 N roztworze NaOH (24 h) oraz 0,2% roztworze NasPO, (24 h) [11].
Po doktadnym wyptukaniu w wodzie destylowanej, wszystkie badane ptytki
umieszczano w szklanych naczyniach i autoklawowano w temp. 121°C przez 15 min.

Badanie adhezji

Badanie adhezji prowadzono przez pierwsze 8 h kazdego eksperymentu. W
ptynnych hodowlach P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris, E. cloacae oraz E. faecalis
umieszczano badane ptytki. Po 2 i 8 h plytki ze stali nierdzewnej, ptytki teflonowe i
szklane wyjmowano i przemywano roztworem PBS (o pH 7,2) celem usunigcia
komoérek nietrwale zwigzanych z dana powierzchnia. Powierzchnie zabarwiano
nastgpnie oranzem akrydyny (0,01%) i prowadzono obserwacje¢ pod mikroskopem
fluorescencyjnym (CARL - ZEISS, Axiovert 200, Niemcy). Adhezj¢ badanych
drobnoustrojéw do powierzchni szkta, teflonu oraz stali nierdzewnej okreslano na
podstawie obserwacji preparatéw w 50 polach widzenia. W do$wiadczeniach
zastosowano metod¢ polegajaca na przyporzadkowaniu obrazéw poszczegdélnych podl
widzenia 9 stopniom adhezji, odpowiadajacym nastgpujacym stadiom rozwojowym
bakterii [10]:

1 stopien — od 0 do 5 komoérek w polu widzenia;

2 stopien — od 5 do 50 komérek w polu widzenia;

3 stopien — tylko pojedyncze komorki, brak mikroskupisk;

4 stopien — pojedyncze komérki + mate mikroskupiska;

5 stopien — duze skupiska, ale nie taczace si¢ + pojedyncze komorki;
6 stopien — taczace si¢ mikroskupiska + pojedyncze komorki;

7 stopien — ¥ pola widzenia pokryta biofilmem:;

8 stopien — %2 pola widzenia pokryta biofilmem;

9 stopien — cate pole widzenia pokryte biofilmem.

Do okreslenia efektywnosci kolonizacji danej ptaszczyzny wybrano 4. 1 7. stopien
adhezji.

Kazdy wariant eksperymentu powtérzono dwukrotnie.

Celem przyblizenia rozktadu badanych zmiennych do rozkiadu normalnego,
uzyskane wyniki przeksztatcono za pomoca funkcji y = arc sin(x) + 0,000001 (gdzie x



130 Kamila Myszka, Wojciech Biatas, Katarzyna Czaczyk

oznacza procentowy udziat danego stopnia adhezji). Dane te nast¢pnie poddano
wieloczynnikowej oraz wielowymiarowej analizie wariancji (MANOVA) w programie
Statistica  wersja 6.0 (PL). Oceniano wplyw nastgpujacych  czynnikéw
do$wiadczalnych:

— dostepnos¢ sktadnikéw pokarmowych w pozywce,

— badany gatunek mikroorganizmu,

— rodzaj badanej powierzchni uzytkowej,

— czas prowadzenia eksperymentu.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki badania wptywu dostepnosci sktadnikéw pokarmowych w srodowisku na
kinetyke tworzenia si¢ biofilmow: P. aeruginosa, E. coli, P. vulgaris, E. cloacae i E.
Jaecalis, przedstawiono na rys. 1 - 4.

W obrebie analizowanego ukladu najwigkszy wptyw miat uzyty w badaniach
gatunek mikroorganizmu, nastgpnie interakcje pomigdzy warunkami prowadzenia
hodowli a zastosowanymi w do$wiadczeniach powierzchniami uzytkowymi oraz
interakcja pomig¢dzy wykorzystanym w badaniach szczepem bakterii a zastosowanym
rodzajem powierzchni uzytkowej (p<0,0001).

Na powierzchni szkta, w warunkach stresowych srodowiska, jakim byl deficyt
substratow metabolicznych w pozywce, zaobserwowano wyrazng dominacj¢ 4. stopnia
adhezji (rys 1 A i B). W wigkszo$ci wariantow tego eksperymentu, byto to widoczne
zarbwno w 2., jak i w 8. h prowadzenia do$wiadczenia. Siédmego stopnia adhezji
komoérek P. vulgaris, E. coli oraz E. faecalis nie zaobserwowano i byto to skorelowane
z rodzajem analizowanej powierzchni uzytkowej. Udziat tej zaawansowanej formy
kolonizacji powierzchni szkta przez badane drobnoustroje odnotowano jedynie u
szczepOw odznaczajacych si¢ szybkim wzrostem (gatunki: P. aeruginosa i E. cloacae).

Analogiczne zaleznosci zaobserwowano badajac zjawisko tworzenia sig
biofilméw na powierzchni teflonu (rys. 2 A i B). Dominacjg 4. stopnia adhezji
odnotowano w hodowlach: P. vulgaris, E. faecalis oraz P. aeruginosa, prowadzonych
na pozywkach o silnie zredukowanej dostgpnosci zwiazkéw wegla i azotu. Dojrzata
matrycg biofilmu (7. stopien adhezji) utworzyly komoérki E. cloacae narazone na
oddziatywanie stresu gtodowego juz w 2. h doswiadczenia.

Tworzenie si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych jest
procesem, ktéry zalezy czesciowo od wiasciwosci podtoza, a czg§ciowo od wilasciwosci
komoérek, ktére go tworza. Kolonizacja tych ptaszczyzn uzytkowych zalezy od cech
powierzchniowych komoérek. Wystgpujaca w  warunkach glodowych synteza
egzogennych biatek oraz polisacharydéw inicjuje zjawisko autoagregacji komérek na
powierzchniach

A
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Rys. 1.  Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni szkta (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 1.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm
on the glass surface (A — after the 2 h incubation; B — after the 8 h incubation).
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Rys. 2. Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni teflonu (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 2.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on
the teflon surface (A — after the 2 h incubation, B — after the 8 h incubation).

hydrofobowych [5]. Gilbert i wsp. [8] oraz Doyle i wsp. [7] wskazali na korelacje
pomigdzy hydrofobowoscia powierzchni komérek Staphylococcus epidermidis oraz
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szczepow  Streptococcus spp. a adhezja tych drobnoustrojow do powierzchni
abiotycznych. Badania wskazuja, ze adsorpcja Pseudomonas fluorescens do
powierzchni szkta jest blisko 5 razy wolniejsza niz komérek Pseudomonas aeruginosa,
odznaczajacych si¢ wysoka produkcja hydrofobowych egzopolisacharydéw w
warunkach gtodowych $rodowiska wzrostu [15].

Wyniki badania wptywu dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych na kinetyke
tworzenia si¢ biofilméw przez badane szczepy drobnoustrojéw na powierzchni stali
nierdzewnej, typ 304L oraz 316L, przedstawiono na rys. 3. i 4.

Powierzchnie ze stali nierdzewnej (typ 304L) efektywnie zasiedlane byly przez
komoérki E. coli oraz E. cloacae w warunkach optymalnej podazy substancji
odzywczych, a przez komérki P. vulgaris, E. faecalis 1 P. aeruginosa — w warunkach
gtodowych S$rodowiska wzrostu (rys 3 A i B). W wigkszosci wariantéow tego
doswiadczenia zaobserwowano dominacj¢ 4. stopnia adhezji. W 2. h trwania procesu
zaawansowany etap kolonizacji stali nierdzewnej (typ 304L) odnotowany zostal w
hodowlach: P. vulgaris, P. aeruginosa oraz E. cloacae, prowadzonych na pozywkach o
ograniczonej dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych.

Warunki glodowe w §rodowisku wzrostu mikroorganizméw indukowaty zjawisko
adhezji pojedynczych komorek oraz tworzenie si¢ matych mikrokolonii na
powierzchniach wykonanych ze stali nierdzewnej typu 316L (rys. 4 A i B). Wyjatek
stanowity komorki E. coli, ktére trwale wiazaly si¢ z analizowanym modelem
powierzchni uzytkowej w warunkach optymalnej podazy substancji odzywczych. W
tym wariancie doswiadczenia zaobserwowano przewage 4. stopnia adhezji w 2. h oraz
7. stopnia adhezji w 8. h trwania eksperymentu.

Tworzenie si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchni stali nierdzewnej zalezy
m.in. od jej porowatosci i zdolno$ci adsorpcji wody. Chropowato$¢ oraz ulozenie
ziaren stali kwasoodpornej determinuje ilo$¢ zatrzymywanej cieczy, stwarzajac tym
samym korzystniejsze warunki dla rozwoju drobnoustrojéow [5]. Badania prowadzone
przez Jullien i wsp. [9] wykazaly, ze nawet minimalna porowato$¢ powierzchni
wplywa na zjawisko adhezji komérek. Analogiczne zalezno$ci zaobserwowali Peng i
wsp. [14], badajac kinetyke tworzenia si¢ biofilmu Bacillus cereus w warunkach
gtodowych na powierzchni stali nierdzewnej. Niska koncentracja sktadnikéw
pokarmowych w $rodowisku wzrostu zwigkszata przezywalno$¢ drobnoustrojéw
tworzacych biofilm na powierzchniach produkcyjnych [16]. Wykazano, Zze zabieg
mechanicznego polerowania tych plaszczyzn nie ograniczyl wystgpowania w
produktach spozywczych drobnoustrojéw chorobotwérczych [18].
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Rys. 3.  Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni stali nierdzewnej 304L (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 3.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on
the stainless steel 304L surface (A — after the 2 h incubation, B — after the 8 h incubation).
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Rys. 4.  Wplyw dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych w pozywce na kinetyke tworzenia si¢ biofilméw
na powierzchni stal nierdzewnej 316L (A — po 2 h hodowli, B — po 8 h hodowli).

Fig. 4.  The effect of nutrients availability in a culture medium on the kinetics of formation of a biofilm on
the stainless steel 316L (A — after the 2 h incubation, B — after the 8 h incubation).
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Whioski

1. Przeprowadzone badania wskazuja na bezposredni wplyw rodzaju badanego
drobnoustroju oraz dostgpnosci sktadnikow odzywczych §rodowiska na efektywnos¢
tworzenia si¢ biofilmu bakteryjnego.

2. Redukcja zawartosci substratéw metabolicznych w pozywce indukowata proces
powstawania bton biologicznych P. vulgaris, E. faecalis i P. aeruginosa.

3. Trwala kolonizacja badanych powierzchni uzytkowych wystepowata juz w
poczatkowych etapach hodowli (2. h).

4. Sposréd przebadanych powierzchni uzytkowych stal nierdzewna (typ 304L) byta
najefektywniej kolonizowana przez drobnoustroje.
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THE KINETICS OF BACTERIAL BIOFILM FORMATION ON SOME TECHNICAL
MATERIALS DEPENDING ON THE AVAILABILITY OF NUTRIENTS

Summary

The objective of the research was to determine the effect of availability of nutritious components in a
growth environment on the microorganisms adhesion level to surfaces applied in food industry. There
were investigated microorganisms whose natural habitat was water (i.e. an environment with a limited
availability of nutrients). The following bacterial cultures were grown in special media showing an
optimal and a reduced availability of nutrients: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Enterobacter cloacae, and Enterococcus faecalis. The levels of bacterial cells adhering to
surfaces of teflon, glass, and stainless steel (type 304L and 316L) were assessed according to a 9-degree
scale under the application of fluorescent microscopy technique.

The experiments performed indicate the direct influence of both the availability of nutrients and the
type of a particular species of microorganisms investigated on the efficiency of the bacterial biofilm
formation. In the majority of experiments, the reduction in the content of metabolic substrates in the
culture medium induced the species examined to adhere to abiotic surfaces. Among the functional
surfaces investigated, the stainless steel (type 304L) appeared to be the most efficiently colonized by the
microorganisms examined.

Key words: biofilm, adhesion, teflon, glass, stainless steel
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