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DOMINIK SZWAJGIER, ZDZISEAW TARGONSKI

CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW POCHODZENIA
MIKROBIOLOGICZNEGO BIORACYCH UDZIAL W DEGRADACJI
ARABINOKSYLANOW I ICH ROLA W POZYSKIWANIU KWASU
FERULOWEGO Z WYSLODZIN PIWOWARSKICH

Streszczenie

Celem pracy byto scharakteryzowanie enzyméw pochodzenia bakteryjnego i grzybowego bioracych
udziat w degradacji arabinoksylanéw. W szczegdlnosci scharakteryzowano esterazy kwasu ferulowego,
ksylanazy i acetyloesterazy. Przedstawiono stan badan nad pozyskiwaniem kwasu ferulowego z
wystodzin piwowarskich i innych materialéw roslinnych, po zastosowaniu oczyszczonych enzyméw lub
preparatéw  enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Wystodziny piwowarskie sa
najcenniejszym produktem odpadowym przemystu piwowarskiego, bogatym w cenne sktadniki
zywieniowe, np. biatko, btonnik pokarmowy i kwasy tlhuszczowe. Kwas ferulowy jest naturalnym, silnym
przeciwutleniaczem wystgpujacym pospolicie w ziarniakach roslin Graminaceae i w produktach
ubocznych przemystu piwowarskiego — w wystodzinach piwowarskich. Moze by¢ on przeksztatlcany na
drodze mikrobiologicznej do innych zwiazkéw wykorzystywanych przemystowo, np. przeciwutleniacza
kwasu kawowego lub waniliny, cenionego zwiazku aromatycznego zywnosci.

Stowa kluczowe: kwas ferulowy, esteraza kwasu ferulowego, ksylanaza, acetyloesteraza, wystodziny,
piwo

Wstep

Wystodziny powstajace w czasie zacierania stodu sg najcenniejszym ubocznym
produktem przemystu piwowarskiego. Od wielu lat trwaja prace nad ich
przemystowym wykorzystaniem. Material ten zawiera cenne skladniki Zywieniowe,
takie jak biatko, btonnik pokarmowy i kwasy tluszczowe. Przecigtny sktad wystodzin,
w odniesieniu do suchej masy, jest nastepujacy: 20-30% arabinoksylanéw, ok. 44%
innych polisacharydéw nieskrobiowych i ok. 24% biatka. Inne sktadniki wystodzin
wystepujace w mniejszych ilosciach to: celuloza (17%), lipidy (6%), ligniny (4%),
zwiazki mineralne i niewielkie iloSci skrobi (< 2%) [1]. Podany przecigtny sktad
wystodzin jest zmienny i zalezny m.in. od przebiegu procesu zacierania stodu i od
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gatunku stodu [53]. Arabinoksylany wystepujace w wystodzinach wystepuja w formie
tancuch6éw [-1,4-ksylanopiranozowych, w ktérych reszty ksylozowe podstawione sa
przez reszty arabinozowe w pozycji C2 (okoto 17% reszt ksylopiranozowych), C3 (7%
reszt ksylopiranozowych) lub tez w obu pozycjach (okoto 16% reszt
ksylopiranozowych). Wigkszo$¢ reszt o-L-arabinofuranozowych wystepuje w formie
monomerowych fancuchéw bocznych, podczas gdy niewielka ich liczba tworzy krétkie
tancuchy boczne wedlug schematu Araf-Araf-Xylp-Araf [52]. Reszty kwasu
ferulowego tworza wiazanie estrowe z grupg arabinofuranozydowa w pozycji 5-O [46].
Przecigtna zawarto$¢ kwasu ferulowego w wystodzinach wynosi okoto 0,32% suchej
masy. Od wielu lat poszukuje si¢ jak najlepszych inajwydajniejszych sposobéw na
zagospodarowanie przemystowe wystodzin. Wynikiem tych prac jest duza liczba
patentéw dotyczacych tej problematyki. Waznym sposobem zagospodarowania
wysltodzin jest wykorzystywanie ich jako paszy [44]. Inne kierunki zagospodarowania
to wytwarzanie z wyslodzin preparatow odzywczych o duzej zawartosci
przyswajalnego biatka [31, 32, 33] oraz wytwarzanie biogazu [16].

Celem przegladu bylto przedstawienie stanu badan nad pozyskiwaniem kwasu
ferulowego z wystodzin piwowarskich po zastosowaniu oczyszczonych enzyméw lub
preparatow enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego, jak réwniez
scharakteryzowanie enzyméw grzybowych i bakteryjnych wykazujacych aktywno$¢
hydrolityczna w stosunku do polisacharydéw nieskrobiowych.

Charakterystyka enzyméw pochodzenia mikrobiologicznego bioracych udziat
w degradacji polisacharydow nieskrobiowych

W  wielu pracach badawczych, w ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat,
scharakteryzowano aktywnos$¢ esterazy kwasu ferulowego, acetyloesterazy i ksylanazy
produkowanych przez szczepy réznych drobnoustrojéw. Wymienione enzymy sa
wytwarzane przez drobnoustroje w celu degradacji hemiceluloz wchodzacych w sktad
Scian komorkowych ro$lin wyzszych. Esterazy pochodzenia mikrobiologicznego
zwigkszaja stopien degradacji gtéwnych tancuchéw polisacharydowych S$ciany
komérkowej poprzez usuwanie bocznych grup, ktére chronia dostgp do tancucha
gtéwnego.

Zastosowanie oczyszczonej ksylanazy lub esterazy kwasu ferulowego w czasie
przerobu wystodzin wiaze si¢ ze znacznie podwyzszonymi kosztami. Wykorzystanie
mikrobiologicznych preparatéw enzymatycznych o wielokierunkowej aktywnosci
w stosunku do frakcji hemicelulozowych umozliwia obnizenie kosztéw ich utylizacji
iuzyskiwania cennych pétproduktéw wykorzystywanych przemystowo, takich jak
kwas ferulowy [6]. Przyktadowo, badano zdolno$¢ preparatéw enzymatyczych
Ultraflo, Viscozyme, Termamyl i Lallzyme do uwalniania kwasu ferulowego
i kumarowego z wyslodzin piwowarskich [8]. Sposréd czterech wymienionych
preparatéw enzymatycznych, jedynie preparat Termamyl nie wykazywat aktywnosci
esterazy kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo najskuteczniej uwalnial wolny kwas
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ferulowy ikumarowy w stezeniu wynoszacym odpowiednio 70% wolnego kwasu
ferulowego 1 8% p-kumarowego w odniesieniu do catkowitej zawartos$ci tych kwasow
w wystodzinach poddanych do$wiadczeniu. Preparaty Viscozyme i Lallzyme uwolnity
w tych samych warunkach odpowiednio 33 i 55% kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo
L, przejawiajacy gtéwnie aktywnos¢ B-glukanazy oraz wiele pobocznych aktywnosci
hemicelulaz produkowanych przez Humicola insolens wykazywal aktywnoS$¢ esterazy
kwasu ferulowego w stosunku do metylowych pochodnych kwasu cynamonowego
i mial zdolno$¢ uwalniania 65% kwasu ferulowego obecnego w formie monomeru oraz
trzech form kwasu dehydrodiferulowego 2z wystodzin browarniczych [23].
Zastosowanie preparatu Ultraflo L nie wykazujacego aktywnosci esterazy kwasu
ferulowego znacznie podnosito zdolnos¢ (z 23 do 47%) oczyszczonej esterazy kwasu
ferulowego wyprodukowanej przez grzyby Aspergillus niger do uwalniania kwasu
ferulowego z midéta browarniczego, zwtaszcza w formie 8,5'-benzofuranowe;j.
Wspdtdziatanie preparatu Ultraflo L i esterazy kwasu ferulowego nie powodowato
uwolnienia calej zawarto$ci kwasu ferulowego z wigzan estrowych, co sugeruje, ze do
uwolnienia dimerowych form kwasu ferulowego w arabinoksylanach z wyslodzin
piwowarskich niezbedny jest kompleks enzymatyczny o bogatej aktywnosci hydrolaz.
Mozliwe takze, ze nalezy zwigkszy¢ dostgpno$¢ enzyméw do reszt kwasu ferulowego,
rozmieszczonych w tancuchu polisacharydéw nieskrobiowych. W innych badaniach
wykorzystywano 9 handlowych preparatow enzymatycznych firmy Novo Nordisk
w celu uwalniania kwasu ferulowego, ramnozy, arabinozy i kwasu galakturonowego z
wystodkéw buraczanych [38]. Preparaty enzymatyczne, wytworzone przy uzyciu
szczepOw z gatunkoéw Aspergillus: aculeatus, niger, oryzae oraz rodzaju Trichoderma,
wykazywaly aktywnosci hydrolityczne w stosunku do frakcji pektyn, ksylandw,
celulozy, [-glukanéw, hemiceluloz i arabinanéw zawartych w wystodkach
buraczanych. Preparat enzymatyczny SP 342 uwalniat kwas ferulowy w formie wolnej
w pierwszych etapach procesu, podczas gdy w nastgpnych godzinach procesu uwalniat
kwas ferulowy w formie estréw z sacharydami. Dwa inne preparaty enzymatyczne
onazwach Glucanex i SP 506 uwalnialy wolny kwas ferulowy, za§ pozostale
6 preparatow enzymatycznych nie uwalnialo kwasu ferulowego w formie wolne;.
Wszystkie preparaty enzymatyczne byly zdolne do zwigkszenia st¢zenia w roztworze
kwasu ferulowego zwiazanego z sacharydami, przy czym najwyzsza aktywnoscia
charakteryzowaty si¢ preparaty SP 584, SP 585 i SP 342, przy czym preparat SP 584
uwalniat w formie wolnej okoto 43% catkowitej zawartosci kwasu ferulowego. Preparat
Pektolase LM uwalnial najpierw zwiazany estrowo kwas ferulowy, a nast¢pnie wolny
kwas ferulowy. Preparat SP 342 powodowat jednoczesny wzrost st¢zenia wolnego i
zwiazanego kwasu ferulowego w mieszaninie inkubacyjnej, co §wiadczyto o zdolnos$ci
enzymow zawartych w tym preparacie do degradacji tancuchéw pektynowych w
formie natywnej. Preparat enzymatyczny SP 342 nie byt jednak zdolny do uwalniania
kwasu ferulowego z niskoczasteczkowych substratow powstatych po dziataniu
preparatow SP 584 i SP 585. Preparat enzymatyczny SP 584 wykazal ponadto
zdolno$¢ do uwalniania dehydrodimeréw kwasu fenolowego. Wyniki przedstawionych
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doswiadczen $wiadcza o mozliwosci wykorzystania opisanych grzybowych preparatéw
enzymatycznych w celu uwalniania kwasu ferulowego w formie polaczen z estrami z
wystodzin piwowarskich.

W badaniach nad uwalnianiem kwasu ferulowego z wystodzin [14] uzyskano
wysokie stgzenie kwasu ferulowego w roztworze, siggajace 1,712 g w 1kgs.m.
wystodzin, co stanowito 80% catkowitej zawartosci kwasu ferulowego w wystodzinach
uzytych do badan. Autorzy podkredlili, Zze najlepsze rezultaty osiggni¢to przy uzyciu
preparatu enzymatycznego Ultraflo L. Maceracja wystodzin za pomoca wodnych
roztworéw etanolu nie zwigkszata stopnia uwalniania kwasu ferulowego z wystodzin,
za$ autorzy stwierdzili, ze mozliwe jest uwolnienie nawet do 80% catkowitej
zawartosci kwasu ferulowego z wystodzin bez stosowania etapé6w przygotowawczych
midta. W innych pracach takze szczegétowo opisano wspdtprace ksylanazy z grzyba
rodzaju Trichoderma i esterazy kwasu ferulowego ze szczepu A. niger w uwalnianiu
kwasu ferulowego w formie wolnej z otrab zbozowych i odpadéw buraka cukrowego
bogatych w hemicelulozy [22]. Podatno$¢ arabinoksylanéw na degradacj¢ pod
wplywem egzogennej, oczyszczonej endo-f-1,4-ksylanazy (E.C 3.2.1.8) z Aspergillus
awamori jest $ciSle uzalezniona od stosunku zawarto$ci arabinozy do ksylozy w
czasteczce. Jesli stosunek ten wynosi okoto 0,4, czasteczki arabinoksylanéw ulegaja
tatwo hydrolizie, je$li natomiast wynosi 0,9 zachodzi bardzo ograniczona degradacja.
Nalezy podkresli¢, ze w obu przypadkach, niezaleznie od omawianego stosunku
arabinoza :  ksyloza, powstaja podobne  krétkotancuchowe — fragmenty
oligoarabinoksylanéw. ~ Wyniki  metylacji  krétkotancuchowych  fragmentéw
oligoarabinoksylanéw wskazuja, ze 55% reszt ksylopiranozowych w jeczmieniu oraz
65% reszt ksylopiranozowych w stodzie wystgpuje w potaczeniach z resztami
arabinofuranozowymi [54]. W poréwnaniu z arabinoksylanami j¢czmienia i stodu,
ktére nie zostaly poddane dziataniu endoksylanazy, uzyskane oligoarabinoksylany
charakteryzowaty si¢ wyzszym stopniem podstawienia reszt ksylopiranozowych przez
arabinofuranoz¢ w pozycji O-2 10-2,3. Powtérna inkubacja otrzymanych
oligoarabinoksylanéw z endoksylanaza wyprodukowana przez grzyby Aspergillus
awamori nie wywotywata dalszej hydrolizy czasteczek. Moze to wskazywa¢ na fakt
odcinania dostgpu do tancuchéw oligoksylopiranozowych przez obecnos¢ duzej liczby
przytaczonych reszt arabinofuranozowych i1 mozliwej obecnosci reszt kwasu
ferulowego. Ograniczona hydroliza oligoarabinoksylanéw przez endo--1,4-ksylanaze
wyprodukowana przez szczep Aspergillus awamori moze by¢ wyjasniona przez
zdolno$¢ wymienionego enzymu do rozszczepiania wigzania mig¢dzy resztami
ksylopiranozowymi tylko w sytuacji, gdy co najmniej dwie Kkolejne reszty
ksylopiranozowe w tancuchu ksylopiranozowym nie sa potaczone z reszta
arabinofuranozy. Z tego tez wzgledu sekwencje dwoch niepodstawionych reszt
ksylopiranozowych musza by¢ nieobecne lub rzadkie w przypadku opisywanych
oligoarabinoksylanéw.  Analogicznie, natywne  arabinoksylany  pochodzace
z jeczmienia i1 slodu musza zawiera¢ fragmenty ztozone zco najmniej czterech
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niepodstawionych przez arabinofuranoz¢ reszt ksylopiranozowych, poniewaz jako
produkty inkubacji wystepuja: ksyloza, ksylobioza i ksylotrioza [54].

Zastosowanie oczyszczonego preparatu enzymatycznego o aktywnosci endo-[3-
1,4-ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) z hodowli Aspergillus awamori w celu degradacji
arabinoksylanéw jeczmienia i stodu powodowato wytworzenie oligomeréw o stopniu
polimeryzacji ponizej DP 6, za$§ oligomery o DP powyzej 6 wystgpowaty w niskich
stezeniach [51]. Najwigkszy udzial miaty oligoarabinoksylany majace od 3 do 6 reszt
ksylopiranozowych. Podobnie, jak w przypadku arabinoksylanéw z jeczmienia i stodu
niepoddanych hydrolizie za pomoca endo-B-1,4-ksylanazy, réwniez po hydrolizie
arabinoksylanéw wystgpowatly niewielkie ré6znice w budowie uzyskanych oligomerow.
Na podstawie analizy miejsca podstawienia reszty ksylopiranozowej przez
arabinofuranoz¢ w uzyskanych oligomerach mozna stwierdzi¢, ze substytucja ksylozy
w pozycji O-2 o wiele silniej hamuje degradacje arabinoksylanéw w poréwnaniu
z substytucja w pozycji O-3. Moze to czgSciowo wyjasnia¢ ograniczona degradacje
arabinoksylanéw w czasie stodowania, a nawet w czasie zacierania stodu. W zwiazku z
tym, dodatek samej endo-f-1,4-ksylanazy moze by¢ niewystarczajacy do uzyskania
odpowiedniej degradacji arabinoksylanéw w wystodzinach.

W hodowlach prowadzonych przy uzyciu szczepu A. niger CBS 120.49
w obecnosci wyizolowanego ksylanu owsianego, grzyb wytwarzal esteraz¢ kwasu
ferulowego o masie czasteczkowej wynoszacej 36107 Da [18]. Opisywana esteraza
kwasu ferulowego wykazywala aktywno$¢ enzymatyczng wobec metylowych
pochodnych kwasu cynamonowego charakteryzujacych si¢ obecno$cia grupy
metoksylowej w pozycji C3 pierScienia fenolowego, lecz nie powodowata hydrolizy
wigzania estrowego w polaczeniach metanolu i pochodnych kwasu benzoesowego.
Obecnos$¢ grupy metoksylowej w pozycji C3 pierscienia czasteczki kwasu fenolowego
i nienasyconego tancucha alifatycznego wydaje si¢ by¢ koniecznym warunkiem
dziatania omawianej esterazy. Enzym wykazywatl takze aktywno$¢ wobec octanu p-
nitrofenolu. Optymalna warto$¢ pH dzialania esterazy wynosita 5,0 za$ optimum temp.
55-60°C. Aspergillus niger produkowal esteraz¢ kwasu ferulowego w hodowlach
prowadzonych na wystodkach z buraka cukrowego. Enzym wykazywat aktywno$¢ w
stosunku do ferulowanych arabinoksylanéw o r6znej masie molowej i budowie [34].

Esterazy kwasu ferulowego produkowane przez rézne szczepy A. niger moga
wykazywaé zréznicowana zdolno$¢ odszczepiania wolnego kwasu ferulowego z
polisacharydéw $cian komérkowych okreslonych substratow. Np. aktywno$¢ esterazy
kwasu ferulowego wystepowata w hodowlach A. niger prowadzonych na wytlokach z
buraka cukrowego, arabanie z wystodkdw buraczanych, otrgbach pszennych, lecz
aktywnosci tej nie stwierdzono, gdy zrédlem wegla byta pektyna z buraka cukrowego
pozbawiona reszt kwasu ferulowego w formie estrowej [13].

Esteraza kwasu ferulowego moze degradowac¢ diferulowe potaczenia migdzy
polisacharydami §cian komoérkowych. Szczegétowe badania nad esteraza kwasu
ferulowego produkowang przez grzyby A. niger wykazaty, ze enzym ten byt zdolny do
hydrolizy trzech podstawowych wiazan dehydrodiferulowych obecnych w $cianach
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komérkowych roslin. Enzym specyficznie dziatat na wiazania diferulowe wystgpujace
w modelowych etylowych estrach dehydrodimerowych zawierajacych wiazania 5-5, 8-
5 i 8-O-4-benzofuranowe. Hydroliza potaczen dehydrodiferulowych przebiegata przy
udziale enzymu w dwoch etapach: pierwszy etap to odhydrolizowanie wolnego kwasu
ferulowego z formy dimeru, za$ drugi etap to rozpuszczenie monoestrowej pochodnej
kwasu ferulowego o tadunku ujemnym. Esteraza nie byta zdolna do hydrolizy drugiego
wigzania estrowego w monoestrze 8-5-benzofuranowym, dlatego opisywany enzym
moégt bra¢ udziat w degradacji polisacharydéw $ciany komoérkowej roslin bez
uwalniania wolnego kwasu ferulowego [27].

W celu doktadniejszego zbadania esterazy kwasu ferulowego zidentyfikowano
fragmenty DNA odpowiedzialne za ekspresje gendw kodujacych esteraze kwasu
ferulowego i arabinufuranozydaze bakterii Pseudomonas fluoorescens subsp. cellulosa
[25]. Uzyskane biatko enzymatyczne miato mas¢ czasteczkowa wynoszaca 58,5-10°
Da. W obecnosci endo-1,4-B-D-ksylanazy enzym uwalnial reszty octanowe z
acetyloksylanu i kwas ferulowy z otrab pszennych pozbawionych skrobi, nie
powodowal jednak hydrolizy wiazan estrowych przy braku aktywnosci
ksylanolitycznej w preparacie. Arabinofuranozydaza, esteraza kwasu ferulowego i
endoksylanaza produkowane przez omawiany szczep bakteryjny mialy identyczny
niekatalityczny obszar wigzania celulozy, a co za tym idzie, zdolno$¢ do adsorpcji na
celulozie. Prawdopodobnym substratem dziatania omawianych enzymoéw bytly
acetylowane ksylooligosacharydy potaczone w pozycjach O-2, O-3 lub w obu
pozycjach z resztami arabinofuranozydowymi, ktére byty z kolei polaczone wigzaniem
estrowym z kwasem ferulowym.

Inny gatunek wskazywany jako producent esterazy kwasu ferulowego to
Penicillium funiculosum [35]. Wyprodukowana przez jeden ze szczepéw ww. gatunku
esteraza wykazywala aktywno$§¢ wobec zestryfikowanych pochodnych kwasu
cynamonowego oraz zdolno$§¢ wigzania si¢ do mikrokrystalicznej celulozy, co
sugeruje, ze substraty dziatania enzymu byty zlokalizowane w $cianie komérkowe;.

Bakterie jelitowe, obok wielu enzyméw hydrolitycznych, wytwarzaja esterazy
kwasu ferulowego, zdolne do uwalniania kwasu ferulowego z potaczen estrowych,
jednak konieczne jest blizsze scharakteryzowanie wlasciwosci tych enzymoéw, jak
réwniez szczepéw drobnoustrojéw je wytwarzajacych [21]. Bakterie z rodzaju Bacillus
i Lactobacillus sa wskazywane jako potencjalne zrédto esterazy kwasu ferulowego
[15]. Sposréd 80 szczepdéw bakterii z rodzaju Bacillus 1 50 szczepéw bakterii z
rodzajow Enterococcus i Lactobacillus najwyzsza zdolno$¢ produkcji esterazy kwasu
ferulowego, w podtozu z ferulanem etylowym jako gtownym zrédlem wegla, wykazaty
bakterie Bacillus subtilis oraz Lactobacillus fermentum NCFB 1751. Niektore szczepy
z rodzaju Streptomyces, np. szczep Streptomyces avermitilis CECT 3339 produkowat
zewnatrzkomoérkowa esteraze kwasu ferulowego przy wykorzystaniu réznych zrédet
lignocelulozowych [26]. Zdolno$¢ uwalniania kwasu ferulowego przez enzym byta
okoto 100 razy wyzsza w obecnosci preparatu enzymatycznego Celluclast, bedacego
kompleksowym preparatem o wysokiej aktywnosci celulazy i wielu pobocznych
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aktywnos$ciach enzymatycznych hemicelulaz, lecz niewykazujacym aktywnosci
esterazy kwasu ferulowego. Enzym wykazywatl optimum pH przy wartosci okoto 6,0 i
byt termostabilny do temp. 60°C, mozliwe jest wiec jego wykorzystanie w wielu
dziedzinach przemystu, np. w przemysle browarniczym lub tez w przerobie produktéw
ubocznych, takich jak mtéto browarnicze.

Innym zZrédtem esterazy kwasu ferulowego o potencjalnym zastosowaniu
przemystowym okazat si¢ anaerobowy szczep grzyba Neocallimastix MC-2 [12].
Szczep ten wykazywal zdolno$¢ do produkcji dwoéch zewnatrzkomérkowych esteraz
kwasu ferulowego, majacych masy czasteczkowe 69-10° Da i 24-10° Da. Optymalne
wartosci pH dziatania obu enzymoéw zawieraly si¢ w zakresie odpowiednio 5,5-6,2
oraz 6,4-7,6, za$ optymalna temp. dzialania obu enzyméw to 40°C. Obok enzyméw
hydrolizujacych wiazanie estrowe kwasu ferulowego, ww. szczep grzyba wytwarzat
zewnatrzkomoérkowa esteraze kwasu p-kumarowego o masie czasteczkowej 11-10° Da.
Optymalna warto$¢ pH dziatania enzymu wynosita 7,2 za$ optymalna temp. dziatania
40°C. [11]. Zaréwno obie esterazy kwasu ferulowego, jak i esteraza kwasu p-
kumarowego wykazywaly wysoka aktywnos¢ w stosunku do oligomeréw
arabinoksylozowych zbudowanych =z dwdch reszt ksylozowych i reszty
arabinofuranozowej zestryfikowanej przez kwas fenolowy. Wysoki poziom
aktywnosci enzyméw degradujacych arabinoksylany, wytwarzanych przez grzyb
z rodzaju Neocallimastix, moze w znacznym stopniu przyczyni¢ si¢ do biodegradacji
odpadéw pochodzenia roslinnego. Hydroliza wigzan estrowych z jednej strony uwalnia
kwasy fenolowe, ktére moga by¢ nastgpnie dalej przemystowo przetwarzane, z drugiej
za$§ strony material biologiczny jest bardziej podatny na dzialanie bakterii przez
wyzsza biodostgpno$¢ polisacharydéw.

Wspéldzialanie endo-1,4-B-ksylanazy, esterazy kwasu ferulowego
i acetyloesterazy w czasie degradacji arabinoksylanow

W wielu pracach badawczych szczegétowo omawiana jest wspotpraca ksylanaz
iesteraz kwasu ferulowego w degradacji materialbw o wysokiej zawarto$ci
polisacharydéw budulcowych $ciany komorkowej roslin  wyzszych. Esteraza
produkowana przez szczep A. niger AnFaeA wydajnie uwalniata kwas ferulowy
z otrab pszennych i wystodzin piwowarskich; w obecnosci ksylanazy produkowanej
przez Bacillus subtilis stopien uwolnienia kwasu ferulowego wynosit ponad 50%
catkowitej zawartosci tego kwasu w wystodzinach; scharakteryzowano 11 ksylanaz
wspoéldziatajacych z ré6znymi esterazami kwasu ferulowego w uwalnianiu kwasu
ferulowego, przy czym 10 ksylanaz mialo zdolno$¢ do uwalniania form dimerowych
kwasu ferulowego. Spos$rdd przebadanych esteraz kwasu ferulowego, jedynie
wczesniej wymieniony enzym AnFaeA produkowany przez szczep A. niger
wykazywal zdolno$¢ do uwalniania 5-5'dimeréw kwasu ferulowego bez
wspotdziatania z ksylanaza [24]. Zastosowanie tej esterazy w czasie uwalniania kwasu
ferulowego z wyslodzin moze mie¢ znaczenie w czasie uwalniania kwasu ferulowego
w celu jego przemystowego wykorzystania. Zaobserwowano synergizm pomiedzy
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licznymi esterazami kwasu ferulowego produkowanymi przez drobnoustroje
Neurospora crassa, A. niger i Talaromyces stipitatus oraz endo-1,4-B-ksylanaza
produkowana przez A. niger, A. oryzae, Fibrobacter succinogenes i A. aceulatus [24].

W innych badaniach [5] okreslono stopien uwalniania kwasu ferulowego z
wystodzin piwowarskich przez esteraz¢ kwasu ferulowego zawarta w ekstrakcie ze
stodu. Enzym uwalniat 1,5% calkowitej zawarto$ci kwasu ferulowego, jednak
obecnos$¢ ksylanazy wyprodukowanej przez Trichoderma reesei zwigkszata stopien
uwolnienia kwasu ferulowego do 15%. Najwyzszy stopien uwalniania kwasu
ferulowego z wystodzin uzyskano w przypadku, gdy wystodziny inkubowano
poczatkowo z preparatem ksylanolitycznym, za$ p6zniej dodawano ekstrakt stodowy
zawierajacy esterazg kwasu ferulowego. Nie stwierdzono obecno$ci wolnego kwasu
ferulowego w czasie inkubacji grzybowej ksylanazy bez dodatku ekstraktu ze stodu.
Wskazuje to na wystgpowanie synergizmu pomig¢dzy dwoma wymienionymi
enzymami.

W przypadku, gdy st¢zenie endo-B-1,4-ksylanazy jest zbyt niskie, nast¢puje zbyt
mata modyfikacja polisacharydéw nieskrobiowych, co utrudnia i zmniejsza uwalnianie
kwasu ferulowego. Synergizm dziatania esterazy kwasu ferulowego i endo-f-1,4-
ksylanazy jest widoczny takze w stopniu uwalniania cukréw neutralnych, gdyz
stezenie ksylozy i ksylobiozy uwalnianej w czasie jednoczesnego dziatania obu
enzymow byto wyzsze niz w przypadku, gdy kazdy z enzyméw dziatal oddzielnie.
Esteraza kwasu ferulowego FAE III produkowana przez A. niger byla wskazywana
jako przyczyna uwalniania B-glukanéw ze $ciany komorkowej jeczmienia [40].
Opisany proces mozna wyjasni¢ hydroliza wigzania estrowego kwasu ferulowego z
arabinoksylanami, co moze przyczynia¢é si¢ do czgsciowej dekompozycji
uporzadkowanej struktury $ciany komérkowej i prowadzi¢ nastgpnie do uwalniania 3-
glukanéw do roztworu, gdyz sa one fizycznie zwigzane z pentozanami.

Badania prowadzone z wykorzystaniem esterazy kwasu ferulowego FAE-III,
wytwarzanej przez grzyby A. niger, dowiodly, ze enzym uwalniat jedynie okoto 3,3%
kwasu ferulowego zawartego w wystodzinach. Jednakze w obecnosci endo-1,4-B-
ksylanazy, produkowanej przez grzyb Trichoderma viride, stopien uwolnienia kwasu
ferulowego z wiazan estrowych w arabinoksylanach siggal okolo 30% ogdlnej
zawartosci kwasu ferulowego [7]. Badania nad uwalnianiem kwasu ferulowego z otrab
pszennych w obecnosci endo-1,4-B-ksylanazy produkowanej przez grzyb Trichoderma
viride oraz esterazy kwasu ferulowego z Aspergillus niger w skali laboratoryjnej
wykazaty optacalno$¢ tego procesu [22]. Nalezy podkresli¢, ze endo-1,4-B-ksylanaza
produkowana przez grzyb Trichoderma viride nie uwalniala kwasu ferulowego, lecz
jedynie niskoczasteczkowe oligoarabinoksylany potaczone wigzaniem estrowym
z kwasem ferulowym [20].

Opisana zostala esteraza kwasu ferulowego produkowana przez Streptomyces
olivochromogenes [17]. Enzym ten ma mase czasteczkowa 29-10° Da, charakteryzuje
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si¢ optymalng warto$cia pH dzialania wynoszaca okolo 5,5 oraz optymalna temp.
dziatania wynoszaca 30°C. Enzym wykazuje takze aktywno$¢ acetyloesterazy.
Charakterystyczna wlasciwo$cia omawianego enzymu jest niezdolno$¢ do uwalniania
kwasu ferulowego z oczyszczonych otrab pszennych w przypadku braku aktywnosci
endo-1,4-B-ksylanazy. Ponadto, obecno$¢ samej endo-1,4-B-ksylanazy nie jest
wystarczajaca do uwalniania kwasu ferulowego. Istnieje konieczno$¢ obecnosci obu
enzymOw w celu degradacji arabinoksylanéw, gdyz esteraza kwasu ferulowego
produkowana przez szczep Streptomyces olivochromogenes wymaga obecnosci
drobnoczasteczkowych oligoarabinoksylanéw, powstajacych dzigki aktywnosci endo-
1,4-B-ksylanazy.

W hodowlach innych grzybow z rodzaju Aspergillus, np. A. awamori, A. foetidus,
A. fumigatus, A. oryzae, A. terreus prowadzonych w obecnosci stomy pszennej,
wystodzin, wyttokéw buraczanych lub otrab pszennych stwierdzono wyst¢gpowanie
aktywnosci zewnatrzkomérkowej esterazy kwasu ferulowego, esterazy acetyloksylanu
oraz acetyloesterazy, przy czym aktywno$¢ enzymatyczna znacznie wzrastala w
obecnosci endo-B-1,4-ksylanazy pochodzacej z Trichoderma reesei [47].

W innych badaniach z wykorzystaniem szczepu Aspergillus niger i
rekombinowanego szczepu Pseudomonas fluorescens wykazano, ze esterazy kwasu
ferulowego wytwarzane przez oba szczepy wspétdziataty z endo-B-1,4-ksylanazami
wyprodukowanymi przez grzyby Aspergillus niger, Trichoderma viride lub bakterie
Pseudomonas fluorescens, w uwalnianiu specyficznego estru, dimeru 5-5'diFa (kwas
(E,E-4-4'-dihydroksy-5,5"-dimetoksy-3,3'bicynamonowy). Dimer ten byl tworzony
niezaleznie od tego, czy oczyszczone frakcje polisacharydéw s$cian komdrkowych
wyizolowane z jgczmienia i pszenicy poddane byly wczedniejszej degradacji pod
wptywem endo-B-1,4-ksylanazy lub tez enzymu tego wczes$niej nie zastosowano.
Stezenie uwolnionych dimeréw kwasu ferulowego zalezne bylo od Zrédta
zastosowanej ksylanazy [7].

Esteraza kwasu ferulowego produkowana przez grzyb Sporotrichum thermophile
wykazywata wysoka aktywno$¢ w stosunku do metylowej pochodnej kwasu p-
kumarowego. Aktywno$¢ esterazy wobec p-kumaranu metylowego byta odpowiednio
2,51 12 razy wyzsza w poréwnaniu z aktywno$cia enzymu wobec estru metylowego
kwasu kawowego i ferulanu metylowego [49]. Enzym wykazywal aktywno$¢ wobec
substratow zawierajacych kwas ferulowy potaczony estrowo z weglem C-5 i C-2
arabinofuranozy i hydrolizowat takze wiazanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-a-L-
arabinofuranozydzie 2 razy efektywniej niz wiazanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-a-
L-arabinofuranozydzie. Kwas ferulowy byl uwalniany z 47 razy wyzsza wydajnoscia z
otrab pszennych, je$li w uktadzie badawczym obecna byta jednoczeénie endo-1,4--
ksylanaza produkowana przez Sporotrichum thermophile.

W  hodowlach grzyba Aspergillus awamori prowadzonych w obecnoSci
oczyszczonych frakcji Scian komérkowych ryzu stwierdzono obecno$¢ esterazy kwasu
ferulowego o masie molowej 112:10° Da, a takze esterazy kwasu p-kumarowego o
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masie czasteczkowej 75-10° Da [36]. Zidentyfikowana aktywno$é esterazy kwasu
ferulowego wykazywata uzdolnienia do hydrolizy metylowej pochodnej kwasu
ferulowego oraz estrow kwasu ferulowego wystepujacych w oczyszczonych frakcjach
rozpuszczalnego w wodzie ksylanu wyodrgbnionego ze stomy pszennej. Esteraza
kwasu p-kumarowego, obecna w ptynie pohodowlanym w mniejszym st¢zeniu niz
esteraza kwasu ferulowego, wykazywata aktywnos¢ wzgledem analogicznych
substratow. W przypadku obu esteraz produkowanych przez szczep Aspergillus
awamori wystepowat silny synergizm dziatania z oczyszczona endo-f-1,4-ksylanaza.
Oba enzymy charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia wzgledem krétkich
fragmentéw ksylooligosacharydowych zestryfikowanych resztami kwasu ferulowego,
ktére powstawaly po degradacji arabinoksylanéw przez ksylanaz¢ z Trichoderma
reesei [29]. Synergizm ten byt silnie uzalezniony od zZrédta z jakiego pochodzita endo-
B-1,4-ksylanaza, gdyz profil powstajacych oligoarabinoksylanéw byt r6zny [4].

Szczepy grzyba Aspergillus niger i Aspergillus terreus sa wskazywane jako
zrédto endo-1,4-B-ksylanazy (EC3.2.1.8) [28]. W hodowlach grzybéw w podtozu
zawierajacym réznorodne odpadowe materiaty przemyslowe, takie jak: otrgby pszenne,
stoma ryzowa, otrgby sojowe uzyskano wysoka aktywno$¢ endo-1,4-B-ksylanazy, przy
czym najlepszym induktorem do produkcji ksylanazy byty otrgby pszenne.

Synergizm dziatania ksylanazy 1 esterazy kwasu ferulowego mozna
zaobserwowaé¢ w przypadku enzyméw produkowanych przez grzyba Trichoderma
viride oraz bakterie Pseudomonas fluorescens. Endo-1,4-B-ksylanaza wyprodukowana
przez szczep Trichoderma viride zwigkszata stopien uwalniania kwasu ferulowego z
oczyszczonych otrab pszennych w obecnosci esterazy kwasu ferulowego wytworzonej
przez szczep Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa skuteczniej niz endo-1,4-B-
ksylanaza wyprodukowana przez P. fluorescens. Uwalnianie kwasu ferulowego z
oczyszczonych otrab pszennych bylo $ci§le uzaleznione od zastosowanej endo-1,4-3-
ksylanazy, przy czym wplyw na aktywno$¢ esterazy kwasu ferulowego miata wielko$¢
oligosacharydéw powstajacych w wyniku dziatania ksylanazy. Esteraza kwasu
ferulowego produkowana przez Pseudomonas fluorescens wykazywala najwyzsza
aktywno$¢ wobec substratéw zlozonych z co najmniej czterech reszt cukrowych
potaczonych z reszta kwasu ferulowego [19].

Silny synergizm dziatania zaobserwowano takze w przypadku acetyloesterazy
produkowanej  przez  Schizophyllum  commune oraz  endo-1,4-B-ksylanazy
produkowanej przez Trichoderma reesei [10]. Obecno$¢ reszt octanowych w
acetyloksylanie obnizata aktywno$¢ endo-1,4-B-ksylanazy. Jednoczesnie w przypadku
braku endo-1,4-B-ksylanazy, aktywno$¢ acetyloesterazy w stosunku do acetyloksylanu
byta znacznie ograniczona. Aktywno$¢ ksylanazy w stosunku do acetyloksylanu w
obecnos$ci acetyloesterazy byla réwna aktywno$ci ksylanolitycznej wobec tego
substratu pozbawionego zestryfikowanych reszt octanowych w tancuchu ksylanowym.

Inne opisane Zrédlo acetyloesterazy to szczep Candida guilliermondii NRRL Y-
17257 [9]. Synergizm dziatania migdzy «-L-arabinofuranozydaza, endo-1,4-B-
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ksylanaza i P-ksylanaza w czasie degradacji arabinoksylanéw stwierdzono w
przypadku hodowli grzyba Aspergillus oryzae HL15 prowadzonych na podtozu
zawierajacym ziarno sojowe [30].

Charakterystyka drobnoustrojéw uzdolnionych do transformacji kwasu
ferulowego do waniliny

Kwas ferulowy od dawna wskazywany jest jako prekursor waniliny, cennego
sktadnika aromatycznego szeroko wykorzystywanego w produkcji zywnosci. Wanilina
(aldehyd  4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) pochodzenia  naturalnego  jest
wielokrotnie drozsza niz produkowana na drodze syntetycznej z ligniny lub gwajakolu.
Wysoka cena waniliny pochodzenia naturalnego jest spowodowana ograniczeniami
upraw wanilii. Réznica w cenie naturalnej i syntetycznej waniliny oraz rosnace
wymagania konsumentow dotyczace naturalnych sktadnikéw zywnos$ci wymuszaja
potrzebe poszukiwania nowych zrédet tego dodatku do zywnos$ci [45]. Z tego tez
wzgledu prowadzone sg intensywne badania majace na celu opracowanie technologii
pozwalajacych na uzyskiwanie waniliny 2z naturalnych Zrédet na drodze
biotechnologicznej. Poszukiwane sa szczepy drobnoustrojéw wykazujacych zdolno$é
do konwersji kwasu ferulowego w podlozu hodowlanym do waniliny. Kwas ferulowy
jest obiecujacym substratem do produkcji waniliny, gdyz moze by¢ obecny
w stosunkowo wysokich st¢zeniach w pozywce hodowlanej, nie dziatajac toksycznie
na drobnoustroje przetwarzajace go do waniliny.

Drobnoustroje z rodzaju Pseudomonas sa wskazywane jako uzdolnione do
transformacji kwasu ferulowego w waniling, np. szczep P. fluorescens BF 13 okazat sig
szczepem wysoce uzdolnionym do biotransformacji kwasu ferulowego do kwasu
waniliowego. Intensywno$¢ procesu transformacji uzalezniona byta od stgzenia
biomasy i zawarto$ci kwasu ferulowego w ptynie hodowlanym [2]. W warunkach, gdy
kwas ferulowy byl jedynym zrédlem wegla, wydajnos¢ biotransformacji do kwasu
waniliowego wynosita 95% w ciagu 5-godzinnej hodowli [3].

Waniling wytwarza takze grzyb Pycnoporus cinnabarius. Drobnoustrdj ten
hodowany w obecnos$ci glukozy i fosfolipidéw jako zrédta wegla, jest zdolny do
wydajnej biotransformacji kwasu ferulowego do waniliny [43].

W hodowlach z uzyciem wyizolowanego drobnoustroju Pseudomonas putida,
zastosowanie wysokiego stezenia kwasu ferulowego w ilosci ponad 1 g/l pozywki nie
wywotywato zahamowania wzrostu drobnoustrojéw. W tych warunkach kwas
ferulowy byt przetwarzany do waniliny, a nastgpnie do kwasu waniliowego w pozywce
glukozowej w ciagu 4,5 godz. [41]. Podobny wynik uzyskuje si¢ w hodowlach
grzybéw Streptomyces setoni, przy czym w tym przypadku wanilina nie jest
przetwarzana do kwasu waniliowego, lecz kumulowana po uzyskaniu granicznego
stezenia kwasu w pozywce. Przy zastosowaniu pozywki zawierajacej 8 g kwasu
ferulowego stezenie kwasu waniliowego osiagalo poziom 200 mg/l, podczas gdy
zawarto$¢ waniliny dochodzita do 3,8 g/l. Zahamowanie przetwarzania waniliny do
kwasu waniliowego i gromadzenie waniliny w pozywce uzyskiwano w przypadku
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zastosowania stezenia kwasu ferulowego od 4 do 10 g/l pozywki. Mozliwa droga
maksymalnego gromadzenia waniliny poprzez hamowanie jej przetwarzania do kwasu
waniliowego jest inhibicja dehydrogenazy waniliny. Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze
niektére drobnoustroje, np. S. sefonii dysponuja wyjatkowymi zdolno$ciami
metabolicznymi, dzigki czemu mozna uzyska¢ wysoka nadprodukcje waniliny z kwasu
ferulowego [41]. Wyniki tych badan jednoznacznie wskazuja na przydatno$¢ kwasu
ferulowego do wytwarzania waniliny na drodze biotechnologiczne;j.

Grzyb Sporotrichum thermophile jest zdolny do transformacji kwasu ferulowego
do kwasu waniliowego. Proces zachodzi poprzez degradacj¢ tancucha propionowego
i tworzenie 4-hydroksy-3-metoksystyrenu, ktéry w nastgpnej kolejnosci jest
przetwarzany do kwasu waniliowego. Ponadto nastgpuje nieoksydatywna
dekarboksylacja kwasu waniliowego i powstaje gwajakol. Biokonwersja kwasu
ferulowego do waniliowego jest uzalezniona od st¢zenia kwasu ferulowego jako
gtéwnego zrédta wegla w §rodowisku [48].

Wolne i immobilizowane hodowle bakterii Haematococcus pluvialis wykazuja
zdolno$¢ do biotransformacji kwasu ferulowego, aldehydu koniferylowego i kwasu p-
kumarowego do metabolitéw wywolujacych aromat waniliowy — waniliny, kwasu
waniliowego, alkoholu waniliowego, ponadto kwasu protokatechowego, p-
hydroksybenzoesowego i aldehydu p-hydroksybenzoesowego. Wyzsza biotransformacje
uzyskuje si¢ w przypadku szczepu immobilizowanego, wskazujac na przydatnosé
drobnoustroju do wytwarzania aromatéw spozywczych na drodze naturalnych
procesow [50].

Kwas  ferulowy moze  podlega¢  O-demetylacji pod  wplywem
wewnatrzkomoérkowej O-demetylazy produkowanej przez niektére szczepy bakterii,
np. Clostridium methoxybenzovorans SR3 i Enterobacter cloacae DG6, w wyniku
czego powstaje kwas kawowy [37]. Powstajacy kwas kawowy ma wyzsza aktywnos$¢
przeciwutleniajaca od kwasu ferulowego w wielu uktadach badawczych prowadzonych
in vitro, ze wzgledu na obecno$¢ dwoéch grup hydroksylowych. W badaniach in vivo
wskazuje si¢ na podwyzszenie aktywnosci antyoksydacyjnej plazmy krwi oraz
ochronne dziatanie kwasu kawowego w stosunku do o-tokoferolu oraz frakcji LDL
[42]. W badaniach in vitro kwas kawowy i dihydrokawowy skutecznie hamuja
utlenianie kwaséw ttuszczowych zawartych w ttuszczu zwierzecym i utlenianie frakceji
LDL wyizolowanych z plazmy krwi. Oba kwasy fenolowe skutecznie wiaza wolne
rodniki DPPH" [39]. Opisany proces biokonwersji kwasu ferulowego do kawowego
moze by¢ interesujacy ze wzgledu na pozyskiwanie silnego przeciwutleniacza ze
stosunkowo tanich zrédel, takich jak: otrgby pszenne, wystodki buraka cukrowego lub
wystodziny browarnicze. Enzym O-demetylaza nie ma zdolno$ci O-demetylacji kwasu
ferulowego potaczonego z dilugimi tancuchami arabinoksylanéw, wigc proces
konwersji kwasu ferulowego do kwasu kawowego musi by¢ poprzedzony
wczesniejszym jednoczesnym dziataniem esterazy kwasu ferulowego i endo-1,4--
ksylanazy [38].
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Podsumowanie

Prace badawcze dotyczace pozyskiwania kwasu ferulowego na drodze
enzymatycznej obrébki wystodzin, bedacych gtéwnym produktem ubocznym przy
produkcji piwa, sa liczne, za$ temat badawczy jest dobrze opracowany. Wystodziny sa
bogatym zrédtem kwasu ferulowego, naturalnego przeciwutleniacza, ktéry moze by¢
przeksztatcany do innych produktéw majacych zastosowanie w produkcji zywnosci.
Preparaty uzyskane po enzymatycznej obrébce wystodzin, charakteryzujace sig
wysoka zawarto$cia kwasu ferulowego w formie wolnej, jak i estrowej, moga
natomiast stanowi¢ dodatek do wybranych napojéw, podnoszac w spos6b naturalny
potencjal przeciwutleniajacy produktu.
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CHARACTERIZATION OF ARABINOXYLAN- DEGRADING MICROBIAL ENZYMES AND
THEIR ROLE IN RELEASE OF FERULIC ACID FROM BARLEY SPENT GRAIN

Summary

The aim of this review was to characterise of bacterial and fungal enzymes taking part in the
degradation of arabinoxylans. This study especially describes ferulic acid esterase, xylanase and
acethylesterase. This paper presents the sum of results concerning the possibility of ferulic acid production
from barley spent grain using purified enzymes or commercial enzyme preparations of microbial origin.
Barley spent grain is the most valuable by-product of brewing industry, rich in precious dietary
components like proteins, dietary fiber, fatty acids and others. Ferulic acid is a natural, strong antioxidant
commonly present in Graminaceae family plants and in a number of by-products of brewing industry —
barley spent grain. Ferulic acid can be also microbiologically transformed into other compounds used in
food industry, like antioxidant caffeic acid or vanillin, precious flavoring agent.

Key words: ferulic acid, ferulic acid esterase, xylanase, acetyloesterase, barley spent grain, beer
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ALICJA STACHELSKA

OBECNOSC MUTAGENOW I KANCEROGENOW W ZYWNOSCI
ORAZ ICH WPELYW NA ORGANIZM CZE.OWIEKA

Streszczenie

Artykuty zywnos$ciowe, oprécz sktadnikéw odzywczych, moga zawiera¢ potencjalne mutageny
i kancerogeny. Przyczyna obecnosci tych zwiazkéw w pozywieniu moze by¢ takze niewtasciwie
przeprowadzony proces technologiczny badz kulinarna obrébka termiczna, jak réwniez nieodpowiednie
warunki przechowywania zywnosci.

W niniejszej pracy dokonano przegladu literatury dotyczacej obecnosci mutagenéw i kancerogenow
naturalnie wystgpujacych w zywno$ci roslinnej, zwierzgecej oraz powstajacych podczas procesow
technologicznych. Ponadto przedstawiono krétki opis procesu mutagenezy i kancerogenezy. Podano
rowniez przykltady wptywu potencjalnych mutagenéw i kancerogenéw na zdrowie cztowieka.

Stowa kluczowe: mutageny, kancerogeny, mutageneza, kancerogeneza

Wprowadzenie

Stosowanie nieodpowiedniej diety zwigksza ryzyko powstawania choréb, w tym
wielu odmian nowotwordéw [1, 7, 13]. Wéréd sktadnikéw zywnosci moga wystgpowac
takze zwiazki mutagenne lub kancerogenne [3, 6, 42, 46]. Niektére z nich, np.
heterocykliczne aminy aromatyczne, powstaja podczas obrébki termicznej ryb 1 migsa
innych zwierzat, szczegdlnie wowczas, gdy temperatura smazenia lub pieczenia jest
bardzo wysoka [8, 23, 26].

Inne, np. mikotoksyny, tworza si¢ podczas niewtasciwego przechowywania
produktéw zywnos$ciowych, m.in. kukurydzy i orzechéw [15, 20].

Mutageny, rozprzestrzeniajac si¢ w organizmach cztowieka, powoduja degradacje
kwaséw nukleinowych oraz powstawanie nowych zwiazkéw mutagennych i
kancerogennych [42, 50]. W efekcie wielu kolejnych mutacji w tej samej komorce,
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zmieniajacych komoérke normalna w nowotworowa, moze dochodzi¢ do powstawania
raka [2].

Celem niniejszego opracowania byl przeglad informacji na temat wystgpowania
w zywnosci potencjalnych mutagenéw i kancerogenéw i ich wplywu na organizm
cztowieka. W skrdcie przedstawiono opis procesu mutagenezy oraz mozliwosci
ewentualnego tworzenia komérek nowotworowych w organizmie czlowieka.

Mutageneza i kancerogeneza

Wigkszo$¢ mutagenéw chemicznych powstajacych w czasie pieczenia czy
smazenia mig¢sa nad otwartym ogniem jest kancerogenna (np. wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne — WWA, czy heterocykliczne aminy — HCA) i powoduje
powstawanie nowotworéw [35]. Jednak wiele substancji genotoksycznych
wystepujacych w zywnoS$ci nie ma wlasciwosci mutagennych czy kancerogennych. Do
ujawnienia tych cech w organizmie cztowieka niezbg¢dna jest aktywacja metaboliczna.
Wystepujace w zywnosci mutageny ulegaja aktywacji i detoksykacji dzigki enzymom
endogenicznym [17], ktérych rola polega na szybkim pozbywaniu si¢ obcych
zwiazkow z komorek. Niekiedy elektrofilowe pochodne zwiazkéw mutagennych wiaza
si¢ z DNA, wiazanie to moze zakonczy¢ si¢ btednym kodowaniem w czasie replikacji
DNA. Uszkodzony DNA moze by¢ zrédiem przysztych mutacji, o ile nie zostanie on
naprawiony przez odpowiednie enzymy reperujace. Jesli addukty DNA nie zostana
naprawione, proces ten moze zakonczy¢ si¢ punktowa mutacja, delecja, insercja czy
anormalnym wzrostem chromosoméw. Jezeli rezultatem tego procesu jest nienormalny
wzrost chromosoméw, DNA moze by¢ naprawiany przez enzymy dostarczone przez
biatka, ktére opdzniaja cykl komérkowy. Smieré komérki nastepuje, jesli uszkodzenia
DNA si¢ utrzymuja. Oprocz efektow letalnych niezreperowane uszkodzenia DNA
w komérkach powoduja takze réznego rodzaju mutacje genowe, chromosomalne,
prowadzace do powstawania komodrek nowotworowych i raka [16, 17].

Jakakolwiek grupa chordb, powstajacych w wyniku niekontrolowanego wzrostu
i namnazania nienormalnych odmian komérek organizmu nosi nazwg¢ nowotworu.
Genetycznymi inicjatorami powstawania komorek kancerogennych sa czynniki
srodowiskowe, szczegdlnie skazenie $Srodowiska naturalnego, nieodpowiednia dieta,
palenie papierosow i infekcja [11, 21]. Utajone geny nowotworowe, ktére sa normalnie
funkcjonujacymi genami, moga przeksztalci¢ si¢ w efekcie mutacji w komorki
nowotworowe, co prowadzi do niekontrolowanej ekspresji genéw i ich namnazania.
Wplyw mutagendéw wystepujacych w zywnos$ci na deformacje gendéw, powodujacych
tworzenie si¢ komoérek rakowych, moze teoretycznie by¢ modulowany przez enzymy
taczace si¢ z uszkodzonym DNA, réznigce si¢ funkcjami (metaboliczna aktywacja,
detoksykacja, naprawa DNA, apoptoza, itp.) [18, 19]. Aktywacja metaboliczna
i tworzenie adduktow z DNA zostaty opisane przez Goldmana i Shieldsa [14]. Na
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uwage zastuguje fakt, ze aktywowane gitdwnie przez cytochrom P450 metabolity
aflatoksyny B;, WWA oraz HCA tworza addukty z DNA oraz albumina, ponadto
metabolity aflatoksyny B; oraz WWA tworza addukty z hemoglobing oraz
metabolitami urydyny, podczas gdy metabolity N-nitrozoamin tworza addukty z O°-
metyloguanina i 7-metyloguanina.

Kategorie mutagenow i kancerogenéw w zywnosci

Zywno$¢ zawierajaca substancje premutagenne, w zalezno$ci od spozytej ilosci,
moze powodowaé wzrost ryzyka powstawania nowotworéw [14, 30]. Mutageny te sa
szkodliwymi czynnikami mogacymi zmienia¢ struktur¢ molekularng genéw lub
odpowiednio jednego chromosomu w stosunku do drugiego. Promotorami
kancerogendéw sa zwiazki, ktére pobudzaja rozprzestrzenianie komorek kancerogenéw
lub innych ztosliwych komoérek. Zwiazki te staja si¢ szkodliwe tylko wéwczas, gdy
ulegna chemicznym zmianom w procesie metabolizmu, wywolanym przez enzymy
obecne w organach zwierzat. Szkodliwo$¢ wielu produktéw posrednich tych reakcji
jest ograniczona, ale niektére z nich wigza si¢ z DNA 1 staja si¢ potencjalnymi
zwiazkami uszkadzajacymi geny [20].

Potencjalne mutageny i kancerogeny wystgpujace w zywno$ci mozna podzieli¢ na
trzy grupy [46]: zwiazki wystgpujace naturalnie (toksyny roslinne), zwiazki
formowane w czasie smazenia lub pieczenia zywnosci (WWA, HCA) oraz zwiazki
tworzace si¢ podczas przechowywania produktéw spozywczych.

Mutageny i kancerogeny wystepujqce naturalnie

Piacek-Lianes i Tannebaum [34] jako pierwsi odnotowali obecno$¢ azotowych
prekursorow mutagenéw w nasionach fasoli Vicia fava. Postulowali oni istnienie
zaleznosci pomiedzy zapadalno$cia na raka zotadka ludnosci Srodkowej i Potudniowej
Ameryki a spozyciem nasion fasoli zawierajacej zwiazki azotowe. Niektére wyniki
badan wskazuja na mozliwo$¢ ujawnienia aktywno$ci mutagennej produktéw z
fermentowanych nasion [32, 48]. Diazotowe zwiazki mutagenne zostaty takze wykryte
w sosie sojowym i grzybach [32].

Naturalnie wystgpujace prekursory mutagendéw zostaly wyizolowane z ziaren
kawy [25, 29, 40, 43] i z kapusty chinskiej [49]. W 1994 IARC odnotowato obecnos¢
w Swiezych  ziemniakach  akryloamidéw, nalezacych prawdopodobnie do
karcenogenow ludzkich [19]. Natomiast w czerwonym migsie, warzywach, produktach
mlecznych oraz migsie przetworzonym stwierdzono wystgpowanie kwasu o-
linolenowego, jednego z gtéwnych nienasyconych kwaséw tluszczowych, mogacego
powodowaé wzrost ryzyka wystepowania raka prostaty [7].
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Mutageny tworzone podczas technologicznej obrobki i przechowywania Zywnosci

Niektorzy badacze sugeruja, ze spozywanie pieczonej lub smazonej zywnosci
wplywa na wzrost ryzyka zachorowalnosci na raka krtani [4]. Szczegdlnie Zywnos$¢
smazona zawiera substancje premutagenne, ktére moga by¢ metabolizowane przez
enzymy naturalnie wystgpujace w tkankach. W czasie proceséw kulinarnych,
smazenia, grilowania i pieczenia na ruszcie oraz innego rodzaju dlugotrwatej obrébki
w wysokiej temperaturze, moga powstawa¢ w duzym st¢zeniu aminy heterocykliczne
[10, 38, 40, 45] oraz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne [14, 31, 32, 33].
Natomiast krétki czas obrébki kulinarnej nie sprzyja powstawaniu amin w produktach
[24, 27]. Aminy heterocykliczne powstaja w temp. powyzej 125°C [9]. Wzrost
temperatury efektywnego pieczenia migsa wotowego z 200 do 250°C powoduje okoto
6—7 krotny wzrost aktywnosci mutagennej zwiazkéw [3, 41]. Zmiany kancerogenne i
mutagenne wywolane przez te zwiazki chemiczne sa potencjalna przyczyna
powstawania nowotworéw u ludzi i zwierzat [12, 45, 47]. Bosetti i wsp. [4]
zasugerowali, ze konsumpcja pieczonej zywnosci (np. migsa wotowego, ryb oraz jaj),
niezaleznie od jej obrébki termicznej, zwigksza ryzyko zachorowalnosci na raka krtani.
Zaobserwowano takze zwiazek pomigdzy bogata w biatka smazona zywno$cia a
powstawaniem raka uktadu trawiennego, wywotanego obecnoscia genotoksycznych,
mutagennych HCA powstajacych w czasie pieczenia zywno$ci w wysokiej
temperaturze [10, 37]. Sugimura [45] zauwazyl, Ze specyficzna aktywno$¢ mutagenna
MelQx (2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5-f]chinoksalina) oraz IQx (2-amino-3-
metylimidazo[4,5-f]chinoksalina) izolowanych z sardynek i $wiezej wolowiny,
pieczonych nad otwartym ogniem, jest wigksza niz w przypadku we¢dzenia migsa.
Natomiast Gunter i wsp. [16] stwierdzili, Ze pieczone czerwone migso jest gtdwnym
zrédtem HCA, podczas gdy migso grilowane lub opiekane na roznie zawiera znaczne
ilo$ci benzola]pirenu [BP], przy czym BP powoduje wigksze ryzyko powstawania
komérek nowotworowych niz HCA. Bosetti i wsp [5] stwierdzili, ze szczegdlny wplyw
na powstawanie raka krtani ma kilkakrotne uzywanie tych samych olejéw do smazenia.
Ponadto, oleje bogate w kwasy polienowe n-6 moga by¢ bezposrednio wlaczone w
aktywno$¢ mutagenna heterocyklicznych amin (HCA), co moze spotggowal efekt
promowania powstawania nowotworéw [52] bardziej niz w przypadku monoenowych
kwaséw wystepujacych w oliwie z oliwek [51].

Splesniata zZywno$¢, np. orzechy, ziarna zb6z lub kukurydzy, moze zawieraé
mikotoksyny. Na przyktad aflatoksyna B;, majaca wilasciwosci mutagenne i
kancerogenne [15], wytwarzana jest przez plesnie: Aspergillus, Penicillinum i
Fusarium [36]. Spozywanie aflatoksyn moze powodowa¢ wzrost ryzyka powstawania
raka zotadka, watroby lub nerek.

Podczas peklowania migsa, wedzenia ryb oraz produkcji sosu sojowego i wywaru
piwowarskiego powstaja N-nitrozoaminy. Doniesienia wskazuja na zwiazek
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wystepujacych w diecie N-nitrozoamin z powstawaniem raka jelita grubego [28].
Odnotowano zmniejszanie ilo$ci kancerogennych N-nitrozoamin podczas obrébki
zywnosci prowadzonej z dodatkiem przeciwutleniaczy (witamin C i E) [2, 44]. Nagano
i wsp. [29] zaobserwowali, ze wyciag z prazonych nasion kawy jest genotoksyczny
(badania in vitro), jednak badania prowadzone na zwierze¢tach in vivo nie potwierdzity
tego spostrzezenia [39, 43].

Podsumowanie

Zywno$¢ stanowi istotny element $rodowiska cztowieka. Oprécz substancji
odzywczych moze zawiera¢ ona wiele potencjalnych premutagenéw i kancerogenéw,
promotorow komdrek nowotworowych. Promotorami kancerogenéw sg zwiazki, ktére
ulegaja chemicznym zmianom w procesie metabolizmu zwierzat i pobudzaja
rozprzestrzenianie komérek nowotworowych. Zrédlem wielu kancerogenéw
wystepujacych w zywnosci jest obrébka termiczna zywnos$ci bogatej w proteiny (np.
migsa czerwonego czy ryb, o duzej zawartosci tluszczow) oraz niewlasciwe
przechowywanie artykutéw zywnosciowych.
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PRESENCE OF MUTAGENS AND CARCINOGENS IN FOOD AND ITS INFLUENCE
ON CONSUMERS HEALTH

Summary

Food products except nutritive components may contain potential mutagens and carcinogens. Main
reasons for presence of those components in foods are improper technological and thermal process as well
as bad storage of foods. A review of papers concerning informations about mutagens and carcinogens
naturally existents in plants foods, animals foods, and formed during technological processes. The short
description of mutagenesis and carcinogenesis processes is also reviewed. The examples of influence of
potential mutagens and carcinogens on the health of people are also showed.

Key words: mutagens, carcinogens, mutagenesis, carcinogenesis
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MODELE PRZEWODU POKARMOWEGO IN VITRO DO BADAN NAD
BIODOSTEPNOSCIA SKEADNIKOW ODZYWCZYCH

Streszczenie

Biodostgpnos¢ sktadnikéw pokarmowych jest waznym wskaznikiem przy ocenie wptywu zywienia
cztowieka na jego zdrowie. Z uwagi na trudnosci w dostgpie do tresci jelitowych in vivo rozwinigto
modele umozliwiajace badanie trawienia i wchianiania sktadnikéw pokarmowych w warunkach in vitro.

W pracy opisano budowe przewodu pokarmowego i jego fizjologi¢. Przedstawiono dane dotyczace
stgzenia aktywnych sktadnikéw ptynéw w uktadzie pokarmowym, kinetyk¢ zmian kwasowosci ptynéw
jelitowych oraz szybkos$¢ pasazu i trawienie pokarmu przez uktad. Oméwiono takze podstawowe modele
in vitro do badania trawienia jelitowego i wchtaniania.

Wigkszos¢ stosowanych modeli jest dwu- lub tréjstopniowa i obejmuje uktady: zotadek — jelito
cienkie, jama ustna — zotadek — jelito cienkie lub zotadek — jelito cienkie — jelito grube. W modelach
przewodu pokarmowego in vitro mozna zaleca¢ nastgpujace proporcje objgtosciowe (wagowe) migdzy
pltynami jelitowymi: pokarm/slina/ptyn zotadkowy/z61¢/sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2. Jako modele do
badania wchtaniania skladnikéw pokarmowych wykorzystuje si¢ badz uktady dializacyjne lub
ultrafiltracyjne, badZ modele kultur komoérek nabtonka jelitowego in vitro. Najpopularniejsza linia
komédrkowa wykorzystywana do badania wchianiania pokarméw jest Caco-2. Jej morfologia i fizjologia
jest bardzo zblizona do naturalnych ludzkich enterocytéw in vivo. Model Caco-2 zostat zastosowany do
badania wchtaniania biatek, lipidéw, cukréw, jondw metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i
innych sktadnikéw zywnosci.

Stowa kluczowe: przewdd pokarmowy, trawienie in vitro, biodostgpnos$¢, modele

Wprowadzenie

Badaniu biodostgpnosci sktadnikéw pokarmowych, mineralnych, witamin,
a takze przeciwutleniaczy roslinnych poswigcono wiele publikacji [6, 7, 10, 17, 18].

Mgr inz. M. Neumann, mgr inz. K. Grajek, prof. dr hab. W. Grajek, Katedra Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci, Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, 60-627 Poznan, ul. Wojska
Polskiego 48, dr inz. K. Goderska, Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego, Akademia
Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, 60-624 Poznan, ul. Wojska Polskiego 31
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Pojecie to jest r6znie definiowane w literaturze, niemniej wyraza ono stopien, w jakim

dany sktadnik odzywczy moze zosta¢ uwolniony i wchionicty z przewodu

pokarmowego oraz wykorzystany przez organizm. Biodostgpno$¢ (ang. oral

bioavailability) mozna wigc rozpatrywaé jako sumeg trzech nastgpujacych po sobie

procesow:

- uwalniania skladnika z matrycy organicznej w przewodzie pokarmowym
(biodostgpnosc),

- transportu przez $ciang jelit w glab organizmu (wchtanianie),

- rozkladu danego sktadnika w organizmie, w tym w jelitach i watrobie, oraz
wprowadzenie go do centralnego krwiobiegu (metabolizm).

Nalezy podkresli¢, ze badanie biodostgpnosci sktadnikéw odzywczych jest

zagadnieniem jeszcze mato poznanym, dlatego wymaga duzo wigkszej uwagi.

Produkty spozywcze wystgpuja w dwodch postaciach: ciektej i statej. Szczegdlnie
skomplikowana struktur¢ maja produkty state zbudowane ze zlozonej matrycy
organicznej, w ktérej rozmieszczone sa rozne sktadniki pokarmowe. Dostgpnosé
danego skladnika bedzie wigc funkcja jego wilasciwosci dyfuzyjnych i podatnosci
matrycy na trawienie jelitowe. Biodostgpno$¢ sktadnikow podanych doustnie w czystej
formie jest zwykle duzo wigksza niz biodostgpnos¢ tego samego sktadnika
znajdujacego si¢ w matrycy produktu spozywczego, gdyz do jego wchtonigcia
potrzebne jest najpierw uwolnienie z matrycy. W wielu przypadkach poszczegdlne
sktadniki pokarmowe sa chemicznie zwiazane z innymi skladnikami, co znacznie
ogranicza ich uwalnianie w jelitach.

Z biodostgpnoscia zwiazane jest takze pojecie strawnosci, czyli podatnos$ci
produktéw lub sktadnikéw odzywczych na dziatanie enzyméw trawiennych. Okresla
sig¢ strawnos$¢ poszczegdlnych sktadnikéw zywnosci, np. strawnos¢ biatek, ttuszczow,
weglowodandw, a takze pokarmu jako catosci. Wielkoczasteczkowe zwiazki przed
przeniknigciem przez Sciang przewodu pokarmowego musza ulec depolimeryzacji do
odpowiednio matych czasteczek. Mozliwe jest to w procesie trawienia, ktére przebiega
z udziatem wielu ré6znych enzyméw wydzielanych z sokami trawiennymi do przewodu
pokarmowego. Strawno$¢ produktéw zywnos$ciowych mozna oceni¢ okres$lajac
wspotczynniki strawnoS$ci organizmu ludzkiego lub zwierzgcego (strawno$¢ in vivo)
oraz badajac stopien hydrolizy enzymatycznej tych produktéw w warunkach
laboratoryjnych (strawno$¢ in vitro).

W przypadku oznaczenia strawnoS$ci in vitro buduje si¢ tzw. sztuczny model
przewodu pokarmowego. Dlatego tez giéwnym celem niniejszej pracy byto
przedstawienie réznych modeli in vitro imitujacych w miar¢ mozliwosci procesy
zachodzace w warunkach in vivo. Modele te sa duzo szybszym i tanszym sposobem
w poroéwnaniu z badaniami prowadzonymi na zwierzetach. W publikacjach naukowych
opisano badania, w ktérych wykorzystano mniej lub bardziej zautomatyzowane
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modele przewodu pokarmowego in vitro. Najbardziej zaawansowanym modelem
przewodu pokarmowego jest holenderski model TNO, monitorowany komputerowo, w
ktérym oprécz regulacji pH i dodatku odpowiednich enzyméw, imitowane sa ruchy
perystaltyczne i wchtanianie przez $ciang jelit [19, 20]. Znane tez sa badania, w
ktérych trawienie w przewodzie pokarmowym prébowano symulowaé poprzez
stworzenie odpowiednich warunkéw w prostych naczyniach laboratoryjnych [6, 18,
30].

Przewéd pokarmowy czlowieka w warunkach in vivo

Przewdd pokarmowy cztowieka ma dtugo$¢ okoto 5,5-6 m. Gléwnymi czg§ciami
uktadu pokarmowego sa: jama ustna, gardto, przetyk, zotadek, jelito cienkie, jelito
grube i gruczoty trawienne (Slinianki, watroba, trzustka). Podstawowa funkcja
przewodu pokarmowego jest przede wszystkim zaopatrywanie ustroju w sktadniki
odzywcze i wode.

Pierwszym odcinkiem uktadu pokarmowego czlowieka jest jama ustna. W niej
dochodzi do pierwszej modyfikacji pokarmu poprzez zucie, miazdzenie, mieszanie ze
$ling oraz jego nawilzanie i cze$ciowe trawienie. Zucie ma duze znaczenie dla
proceséw trawienia, gdyz rozdrobnienie pokarmu w jamie ustnej utatwia jego rozpad
enzymatyczny w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Poza tym zapewnia
takze mieszanie kgsa pokarmowego ze §ling i1 czgSciowe trawienie weglowodandw
przez zawarta w S$linie ptialing (tab. 1). Ilo§¢ wydzielanej $liny w warunkach
spoczynkowych wynosi ok. 0,5 ml/min, natomiast po silnym pobudzeniu
wydzielniczym pokarmem moze si¢ zwigkszy¢ nawet do 10 ml/min [12]. Przy
zwigkszonej produkcji $liny zwigksza si¢ tez ilo§¢ wydzielanych jonéw wapnia, sodu,
chloru i amylazy.

Z jamy ustnej pokarm przedostaje si¢ do gardta, gdzie jest formowany w kes i
zostaje polknigty, tzn. za pomocg migs$ni gardia i jezyka wttoczony do przetyku na
zasadzie odruchu. W przetyku ruch keséw zachodzi dzigki przechodzacej fali
perystaltycznej (tzw. ruch robaczkowy). Diugos¢ tej trasy wynosi okoto 23-25 cm
(tab. 2). Ujscie przeltyku do zotadka zamyka pierscien migéni gtadkich, zwany
zwieraczem. Podczas gdy fala skurczéw perystaltycznych przemieszcza sig¢ wzdiuz
przetyku, migsnie zwieracza odruchowo rozluzniaja si¢ i kgs pokarmu dostaje si¢ do
zoladka [16].

Zotadek jest najszerszym odcinkiem przewodu pokarmowego. Ma ksztatt
grubego, umigsnionego worka. Blona $luzowa w pustym zotadku jest silnie
pofatldowana. W miarg wypelniania zoladka pokarmem fatdy $luzéwki ulegaja
wygtadzeniu, a Sciany zotadka rozciagaja sig, S$ciSle obejmujac jego zawartos$c.
Pojemno$¢ zotadka wynosi przecigtnie 1,5 litra, ale moze wzrosna¢ nawet do 6 litréw
[16]. Powierzchnig¢ btony S$luzowej zotadka wysciela jednowarstwowy nablonek
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walcowaty, ktéry wydziela duze ilo$ci $luzu. Na powierzchni tej widoczne sa liczne
punktowe ujscia gruczotéw zotadkowych, tzw. doteczki Zzotadkowe, ktérych jest ok.
4 mln.

W Zotadku gromadzi sig, wyjatawia, miesza i czgsciowo trawi spozyty pokarm.
Tutaj wydzielany jest sok zotadkowy o pH 1,2 + 0,3 i gestosci 1,006-1,009 g/ml. Sok
zotadkowy to mieszanina enzyméw, mucyny, czyli $luzu, wodnego roztworu HCI
iinnych zwiazkéw organicznych i nieorganicznych (tab. 1). Wystgpujacy w zotadku
kwas solny wydzielany jest przez komoérki okladzinowe gruczotéw zotadkowych w
stezeniu ok. 0,5%. Wydzielina komérek oktadzinowych zawiera ok. 90-170 mM
HCl/, a jej pH wynosi ok. 0,9. W Zotadku czg$¢ kwasu solnego ulega rozcienczeniu
treScig zotadkowa, a pozostata zbuforowaniu przez bialka, ktérych zjonizowane grupy
karboksylowe jako zasady (akceptory protondw) przylaczaja jony wodorowe. W
efekcie tego w zoladku wystgpuje wysokie st¢zenie wolnych jonéw wodorowych
(kwasowo$¢ wolna) i pewna czg$¢ jonéw H' zwigzanych z bialkami czy innymi
zwigzkami kwasowymi (kwasowos¢ zwiazana).

Kwas solny ulega w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego zobojg¢tnieniu
pod wpltywem stabo zasadowych sokéw trzustkowego 1 jelitowego. Czynnikiem
zobojegtniajacym jest ten sam jon HCOs,, ktéry powstaje podczas tworzenia HCI.
Wydzielajacy si¢ CO, powoduje burzenie si¢ i mieszanie tresci pokarmowej, co w
efekcie wzmaga ruchy perystaltyczne jelit i ulatwia trawienie.

Czas zalegania pokarmu w zofadku zalezy w duzym stopniu od kalorycznoSci
positku. Opréznianie zotadka jest regulowane w taki sposéb, aby w tym samym czasie
utrzymac¢ doptyw do dwunastnicy jednakowe;j ilosci kalorii, zwykle 2 kcal/min [15]. Po
2-4 godz. zalegania w zoladku miazga pokarmowa, ktéra powstaje z tresci
pokarmowej w wyniku wymieszania jej z sokami zotadkowymi, przesuwa si¢ powoli
w strong ujScia zoladka (tzw. odzwiernika) do dwunastnicy, stanowiacej pierwszy
odcinek jelita cienkiego. Czas przebywania miazgi pokarmowej w zotadku zalezy od
rodzaju spozytego produktu. Positki bogate w tluszcze i biatka moga opdzniaé
opréznianie zotadka [5]. W skrajnych przypadkach, przy bardzo obfitym i ttustym
positku, zaleganie pokarmu w Zzotadku moze wynosi¢ nawet 16 godz.

Tougas 1 wsp. [27] w swoich badaniach wykazali, Ze godzing po spozyciu positku
zawierajacego mato ttuszczu, w zotadku pozostaje 69% tresci pokarmowej, po 120 min
24%, apo 240 min zaledwie 1,2%. W innych badania wykazano, ze oprdznienie
polowy zZotadka po spozyciu positku bogatego w tluszcz zajmuje 108 min, natomiast
positku bogatego w weglowodany ok. 84 min [23].

Jelito cienkie sklada si¢ z trzech cze$ci: dwunastnicy, jelita czczego i jelita
kretego. Catkowita dlugos¢ jelita cienkiego trudno jest jednoznacznie okresli¢. Dane
literaturowe podaja rézne dlugosci tego odcinka przewodu pokarmowego, mieszczace
si¢ w przedziale 3-7 m. Réznice w poszczegdlnych diugosciach sa zwiazane ze
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sposobem i réznym czasem ich mierzenia (np. przyzyciowo i po$miertnie). Dtugos¢
jelita mierzona pos$miertnie jest wigksza (6-8 m) z powodu zaniku napigcia
migsniowego [3, 16]. Dtugos$ci poszczegdlnych czgsci jelita cienkiego podano w tab. 1.

Jelito cienkie jest specjalnie przystosowane do wchtaniania strawionego pokarmu
dzigki duzej powierzchni wewnetrznej wysScielonej btona $luzowa. Tak duza
powierzchnia wymiany jest zwigzana z obecno$cia fatdow S§luzéwki jelita, duza
gestoScia kosmkoéw jelitowych pokrywajacych cala powierzchnig¢ $luzéwki oraz
mikrokosmkéw pokrywajacych powierzchnig komoérki nabtonka jelit. Kosmki jelitowe
zwigkszaja powierzchni¢ chtonng jelita 8-krotnie. Ogolnie w jelicie jest ich okoto
90 mln. Generalnie czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim szacuje si¢ Srednio na
3 godz. (1-6 godz.).

W dwunastnicy, czyli pierwszym odcinku jelita cienkiego, zachodzi wigkszo$¢
chemicznych i enzymatycznych proceséw trawiacych weglowodany, biatka i tluszcze.
Do dwunastnicy uwalniane sa enzymy trzustki i z6t¢ z watroby (tab. 1). Natomiast
enzymy produkowane w komdrkach nablonka wyscielajacego dwunastnicg katalizuja
etap trawienia papki pokarmowej gtéwnie w jelicie cienkim.

Narzadami pomocniczymi wspomagajacymi trawienie i wchtanianie jelitowe sa
trzustka, watroba 1 pecherzyk zotciowy. Trzustka jest dlugim i waskim gruczotem,
utozonym w petli dwunastnicy poprzecznie za zotadkiem. Wydziela ona sok
trzustkowy w ilosci 1-1,51 na dobg. Sok jest ciecza klarowna, bezbarwna o gestosci
1,007-1,014 g/ml; ma odczyn zasadowy (pH 8,0-8,3) uwarunkowany gtéwnie duza
zawartoscia NaHCO;, ktérego stgzenie wynosi okoto 100 mM/I. Ze sktadnikéw
nieorganicznych wystepuja w nim przede wszystkim chlorki i wodorowgglany sodu.
Te ostatnie zobojetniaja kwas solny tresci zotadkowej, co jest wazne dla proceséw
trawienia w jelicie. Ze zwiazkow organicznych najwazniejsze sa enzymy, dzigki
ktérym odbywa si¢ w jelitach trawienie trzech podstawowych sktadnikéw
pokarmowych: biatek, tluszczéw i cukréw [16].

76k wytwarzana przez watrobe gromadzi sie w woreczku zétciowym, ktéry pod
wplywem bodzca, jakim jest kontakt dwunastnicy z ttuszczami, kurczy si¢ i wydziela
z61¢ do jelita. Zwykle w pierwszych 30 min trawienia objgtos¢ woreczka zotciowego
zmniejsza si¢ o polowe. W dwunastnicy w stanie na czczo stgzenie z6lci wynosi ok. 1—
5 g/l tresci pokarmowej (chymy). Po spozyciu tlustego positku wzrasta nawet do 30—



Biologiczne i fizyczne parametry przewodu pokarmowego cztowieka [6, 11, 12, 14, 16, 17].

Tabela l
Biological and physical properties of human alimentary tract [6, 11, 12, 14, 16, 17].
. Czas .
Odeinek Dtugose . zalegania | Wydzielina D21'enne. Miejsce Optimum
przewodu : Powierz- . wydzielanie . Enzym
odcinka . pokarmu trawienna . wytworzenia . pH (aktywator) Substrat
pokarmowego chnia pH . Daily trawienny .
Lenght Food Secretion : Place of L pH optimum Substrate
Part of Surface . . secretion . Digestive enzymes .
. [cm] residence fluids 3 production (activator)
alimentary tract . [dm’]
time
a-amylaza §linowa Skrobia,
L 6,6-6,8 .
- Gruczoty (ptialina) , Glikogen
Jama ustna 2 . Slina 1 . (CIH
- 100 cm 6,5 S; min . 1,0-1,5 slinowe Saliva o-amylase Starch, Glycogen
Mouth Saliva . - — - p
Saliva glands Lipaza §linowa 4,0-4,5 Triacylo-glicerole
Saliva lipase Triacyl-gilcerols
Pepsyna 1,0-2,0 Biatka
Zoladek 1,0- Sok Gruezoly 3 Pépiu(lik e A Il)m;?m I
Sm;‘lach 0,25 3sm’ | o 1,54h | zotadkowy 1,5-2,5 7otadkowe llg‘zi w0 laf owa Acy 1"% lcemle
’ Gastric fluid Gastric gliands as HC, 1pase cy’g yf:ero 5
Renina 4,0 Kazeina
Renin (Ca*™) Casein
Amylaza trzustkowa ~7,1 Skrob1a,
Pancreatic amylase (CI) Glikogen
Y Starch, Glycogen
Lipaza ~80
P (261, fosfolipidy) | Acyloglicerole
trzustkowa (bile, phospho- Acylglycerols
Sok Pancreatic lipase figi ds)p yiely
Dwunastnica 2 4,0— trzustkowy Trzustka -
Duodenum 20-35 1.9 m 5.5 0,5-0,75h Pancreatic 1,0-1,5 Pancreas Trypsyna ~79 B1a{ka,
. - . polipeptydy
fluids (trypsinogen) Enterokinaza .
Trypsin (trypsinogen) Enterokinase Protein, poly-
yp peptides
Chymotrypsyna Biatka,
(chymotrypsynogen) ~ 8,0 olipeptyd
y ypsynog Trypsyna polipeptydy
Chymotrypsin Trvpsin Protein,
(chymotrypsinogen) P polypeptides




Biatka (elastyna),

Elastaza Trypsyna polipeptydy
(proelastaza) Trypsin Protein (elastin),
polypeptides
Karboksy-
peptydaza .
(Prokarboksy- P(?llpeptydy,
Trypsyna oligopeptydy
peptydaza) .
. Trypsin Poly- and
Carboxypeptidase olicomentides
(Procarboxy- £opep
peptidase)
Rybonukleaza
3 B B Ribonuclease RNA
Deoksyrybo—nukleaza DNA
Deoxyribonuclease
76k Watroba Sole z6tciowe Thuszcze
Bile 0,5-1.0 Liver Bile salts 7,0-80 Fats
. - 761, fosfolipidy .
Jelito czeze | 250280 | 184m? [55-70| 15-2,0h Egif;ﬁﬁ";vsz Bile, phospho- [fcc-‘yli)"_glllcféfifs
Jejunum Sok jelitowy Gruczoly P lipids yio-gly
Intestinal ~1,0 jelitowe
. fluids Intestinal Fosfataza alkaliczna Fosfolipidy
Jelito krete glands Alkaline phosphat Phospholinids
Tleum 350-420 | 276m* | 7,0- | 50-70h aline phosphatase OSPhOUpIAs
7,5
Komérki
Okreznica i kubkowe
odbytnica 2 7,0— Sluz nabtonka
Colon and 148-130 1.3m 75 1-60h Mucus ~02 jelitowego - 7,5-8,0 -
rectum Globlet cells
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60 g/l chymy (15-30 mM). Srednie stezenie z6tci po positku wynosi 7-15 mM. Na tak
wysokim poziomie utrzymuje si¢ az do oprdznienia zotadka. Szczegdlnie silnym
bodzcem powodujacym wydzielanie z6tci sa diugotancuchowe triacyloglicerole. Jej
stezenie w dwunastnicy i jelicie czczym jest podobne, natomiast szybko zmniejsza si¢
w jelicie krgtym, gdzie nastgpuje wchianianie soli zétciowych z wykorzystaniem
mechanizmu transportu aktywnego. Czg$¢ soli zétciowych sptywa do jelita grubego.

Gruczoty §luzéwki jelita cienkiego wydzielaja do $wiatla przewodu sok jelitowy.
Jest to bezbarwna, klarowna ciecz o ggstoSci ok. 1,010 g/ml, o odczynie lekko
zasadowym (pH 7-8). Sok jelitowy zawiera ok. 0,5% NaCl, 0,3% NaHCOs; i 1% biatka.
Wystepuja w nim wszystkie rodzaje enzyméw, ktére potrzebne sa do przeksztalcania
sktadnikéw pokarmowych w substancje przyswajalne dla organizmu [16].

Koncowym odcinkiem przewodu pokarmowego jest jelito grube, ktére ciagnie si¢
od zastawki kretniczo-katniczej az do odbytu. Podstawowymi funkcjami jelita grubego
sa: wchianianie wody i elektrolitéw, formowanie, gromadzenie i okresowe wydalanie
katu oraz utrzymywanie wzrostu bogatej flory bakteryjnej. Jelito grube dzieli si¢ na
jelito Slepe wraz z wyrostkiem robaczkowym, okrgznice i odbytnicg¢ razem z kanatem
odbytowym (tab. 1). Okreznica z kolei dzieli si¢ na cze¢$¢ wstepujaca, poprzeczna,
zstepujaca i esowata. Wedtug Snyder i wsp. [25], pierwszy odcinek okrgznicy ma
dtugos¢ 18 cm, a kolejne 50, 30 140 cm. Uwzgledniajac pozostate czesci, czyli jelito
slepe (7 cm) i odbytnice (15 cm), catkowita dtugos¢ jelita grubego wynosi 160 cm.
Szacuje sig, ze cztowiek wypija dziennie $rednio 2-3 | ptyndw, jelita wydzielaja 7-8 1
sokow oraz wchtaniaja i wydalaja ok. 8—101 wody. Proporcje objetosciowe miedzy
spozytymi pokarmami a wydzielinami w poszczegdlnych odcinkach jelit ksztattujq si¢
nastgpujaco: 1,5 (pobranego pokarmu) : 1 (8liny) : 2 (ptynéw zotadkowych) : 2 (sokéw
trzustkowych) : 1 (z6kci) [24, 26, 29]. Proporcje te moga by¢ zalecane w sztucznych
modelach przewodu pokarmowego.

Enzymy trawienne i inne wydzieliny jelitowe sa niszczace dla nabtonka
jelitowego. W warunkach naturalnych jest on chroniony warstwa §luzu jelitowego
wytwarzanego przez gruczoty Brunnera i krypty Liberkuehna wystepujace na calej
powierzchni jelita cienkiego. Ilo$¢ produkowanego $luzu siega dziennie do 1-1,8 1.
Sluz ten ma odczyn lekko alkaliczny (pH 7,5-8,0). Przewazajaca czes¢ $luzu jest
szybko wchianiana przez kosmki nabtonka jelitowego. Sluz cyrkulujacy miedzy
kryptami a kosmkami ulatwia absorpcj¢ sktadnikéw pokarmowych. Do jelita grubego
trafia dziennie ok. 1,51 chymy. Tutaj nastgpuje wchtanianie wody i elektrolitéw, co
powoduje, ze z kalem organizm ludzki opuszcza zaledwie ok. 0,1 1 wody.

Modele przewodu pokarmowego in vitro

Badanie biodostgpnosci skladnikéw pokarmowych i lekéw w warunkach
naturalnych jest bardzo utrudnione, na co decydujacy wptyw ma trudny dostep do
Swiatla przewodu pokarmowego cztowieka, szczegdlnie na odcinku jelita cienkiego.
Whplynglo to na szybki rozwéj badan prowadzonych na uktadach modelowych in vitro,
symulujacych mniej lub bardziej doktadnie uktad pokarmowy cztowieka. Wigkszo$¢
opisanych modeli in vitro sktada si¢ z systemu dwu- lub trdjcztonowego: zotadek —
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jelito cienkie, jama ustna — zotadek — jelito cienkie lub zotadek — jelito cienkie — jelito
grube (rys. 1).

Jednym z pierwszych modeli przewodu pokarmowego in vitro byl model
stworzony przez Millera i wsp. [18]. Imitacja proceséw zachodzacych w czasie
trawienia przebiegala w prostych szklanych naczyniach laboratoryjnych. W modelu
uwzgledniono dwa etapy trawienia: zotadek i jelito cienkie. W celu stworzenia
warunkow odzwierciedlajacych procesy zachodzace w organizmie in vivo stosowano
enzymy charakterystyczne dla poszczegdlnych etapéw trawienia (pepsyna, sole
z6tciowe, ekstrakt trzustkowy) odpowiednie pH, w ktérym enzymy mogly by¢
aktywne (2,0-7,4), wtasciwa temperature (37°C) oraz regulacjec kwasowosci
srodowiska poprzez dodanie odpowiednio kwasu lub zasady (HCl, NaHCO;) (tab. 2.)
Uktad ten stworzono do badania biodostgpnosci zelaza z wybranych produktéw
spozywczych.

Rozdrobniony produkt / Homogenized food

U

Jama ustna — amylaza §linowa / Mouth — salivary amylase

U

Zotadek — pepsyna, niskie pH / Stomach — pepsin, low pH

U

Jelito cienkie / Small intestine:
dwunastnica — z61¢, enzymy trawienne trzustkowe i jelitowe,
jelito czcze i krgte — regulacja pH
duodenum — bile, pancreas and intestine digestive enzymes,
jejunum and ileum — pH regulation

— Jelito grube / Large intestine
Mikroflora / Microflora

Wchtanianie /Absorption
Supernatant :> a) DialiZa 1 ultraﬁltl‘acja

a) Dialysis, ultrafiltration
b/ Model Caco-2

II )

Rys. 1. Schemat typowego modelu in vitro przewodu pokarmowego.
Fig. 1. Scheme of typical model of alimentary tract in vitro.

Wedtug danych literaturowych [1, 14], ponad 90% wchtaniania produktéw
trawienia zachodzi wtasnie w jelicie cienkim. Wigkszo$¢ powstatych modeli przewodu
pokarmowego in vitro sktada si¢ tylko z zotadka i jelita cienkiego. Produkt poddawany
trawieniu odpowiednio wczes$niej musi by¢ zhomogenizowany. W ten sposéb imituje
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si¢ etap gryzienia i rozdrabniania pokarmu w jamie ustnej. Niektére modele
uwzgledniaja trawienie enzymatyczne, jakie zachodzi w jamie ustnej in vivo, poprzez
wprowadzenie do uktadu amylazy Slinowe;.

Trawienie w zotadku symulowane jest przez dodanie pepsyny do
zhomogenizowanego i rozpuszczonego w wodzie produktu. W wigkszosci badan nad
biodostgpnoscia, za minimalna dawke pepsyny konieczna do optymalnego strawienia
biatek stosuje si¢ minimum od 4000-5000 IU w ciagu 15 min w przeliczeniu na osobg
w $rednim wieku [5]. Czas trawienia w zoladku zalezy od skladu pozywienia. W
wigkszosci prowadzonych badan proces ten prowadzono przez okoto 2 godz. (tab. 2).
W jelicie cienkim imitacja trawienia zachodzi gtéwnie przez dodatek ekstraktu
trzustkowego 1 soli zbtciowych. W sklad ekstraktu trzustkowego wchodza takie
enzymy, jak: amylaza, trypsyna, rybonukleaza, proteaza i lipaza trzustkowa.

W zotadku pH ma warto$¢ od 1,0 do 3,5, a w wigkszosci modeli utrzymywane jest
na poziomie 2,0 (tab. 2). Przed positkiem pH sokéw jelitowych jest nizsze i wynosi 4,9—
6,4 w dwunastnicy, 4,4-6,5 w jelicie czczym i okoto 6,5-7,4 w jelicie kretym [5]. Po
positku pH nieznacznie wzrasta i ksztattuje si¢ odpowiednio w poszczegélnych
odcinkach jelita cienkiego: 5,2-5,4 w dwunastnicy, 5,2-6,2 w jelicie czczym i 6,8-7,5 (a
nawet 8,0) w jelicie kretym. Regulacja pH odbywa si¢ przez dodatek kwasu solnego lub
kwasnego weglanu sodu o réznym st¢zeniu (tab. 2). Temperatura we wszystkich
modelach jest jednakowa i wynosi 37°C. Utrzymywana jest za pomoca tazni wodnej. W
wigkszo$ci badan in vitro mieszanie odbywa si¢ za pomoca mieszadta magnetycznego
lub wytrzasarek potaczonych z taznia wodna. Tylko w niektérych publikacjach podano, z
jaka czestotliwoscia wytrzasana jest zawartos¢ tresci zotadkowej [1, 7, 21, 22, 28].
Czgstotliwos¢ skurczow w zotadku wynosi $rednio 3 cykle na min, a w jelicie cienkim w
zalezno$ci od odcinka: w dwunastnicy 11,7/min, w jelicie kretym 8,9—9,8/ min.

W bardziej ztozonych modelach uwzglednia si¢ obecno$¢ sokéw: zotadkowego,
jelitowego oraz zoétci [17, 28]. W tym celu sklada si¢ je sztucznie poprzez dodatek
odpowiednich soli organicznych i nieorganicznych. Na ogét przyjmuje sig, ze st¢zenie
z6tci powinno wynosi¢ 7-15 mM. W modelach przewodu pokarmowego in vitro
mozna zaleca¢ nastgpujace proporcje objetosciowe (wagowe) migdzy plynami
jelitowymi: pokarm/$lina/ptyn zotadkowy/z61¢/sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2.

Nalezy podkresli¢, ze 90% spozytego pokarmu jest wchtaniana w dwunastnicy
ijelicie czczym, a tylko 10% w zoladku i jelicie grubym. Symulacja wchtaniania
w modelach in vitro strawionych wcze$niej produktéw odbywa si¢ za pomoca
membran dializacyjnych. W prostych uktadach sa to najczesciej woreczki dializacyjne
o Srednicy poréw zaleznej od trawionych produktéw 6000-8000 Da [30], lub 12000—
15000 Da [7, 10]. W bardziej ztozonych modelach stosuje si¢ membrany typu hollow-
fibre [19, 20]. Oba rozwiazania polegaja na zjawisku transportu pasywnego, w ktérym
zasadnicza rolg¢ odgrywa zjawisko dyfuzji. System taki jest jednak bardzo daleki od
warunkéw naturalnych, w ktérych $ciana jelitowa, a szczegdlnie nabtonek



Parametry trawienia zotadka i jelita cienkiego w wybranych modelach in vitro.
Parameters of digestion process in different in vitro models.

Tabela 2

5ml 0.1 M HCL

0.1 M NaHCO;

Czas Czas
. pH trawienia pH, trawienia
Zotadek (regulacj’a pH) Temp. [e0dz.] Jelito cienkie (regulacja [e0dz.] Lit.
Stomach . [°C] o Small intestine pH) o Ref.
pH regulation Digestion H reculation Digestion
time [h] piireg time [h]
0,5 g (16 g pepsyny
rozpuszczono w 100 ml 5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/1) i soli 7,0
0,1 N HCI) 2,0 37 ) z6tciowych (25g/1) rozpuszczono w 0,1 M NaHCO; (NaHCO; 25 (18]
0.5 g (16 g pepsin (6 N HCl) 5 ml pancreatic extract (4g/l) and bile salts (25 g/1) lub/or ’
dissolved in 100 ml dissolved in 0.1M NaHCO; NaOH)
1.IN HCI)
0,5 ml roztworu pepsyny 2,5 ml(2 mg ekstraktu trzustkowego i 12 mg soli
(40 mg/ml 0,1 M HCI) 2,0 37 2 z6tciowych/ml 0,1 M NaHCO3) 70 2 (6]
0.5 ml pepsin solution (1 M HCI) 2.5 ml (2 mg pancreatic extract and 12 mg bile ’
(40 mg/ml 0.1 M HCI) salts/ml 0.1 M NaHCOs; )
0,6-2,0 mg pepsyny 0,4-0,7 g soli zétciowych rozpuszczono w 4 ml 150
rozpuszczono w 1 ml 20 mM NaHCO;, 10-75 mg ekstraktu trzustkowego 6.9
mM HCI 2,5 37 5 rozpuszczono w 4 ml 150 mM NaHCO; (150’ M 3 1
0.6-2.0 mg pepsin (20 mM HCI) 0.4-0.7 g bile salts dissolved in 4 ml 150 mM NaHCO
dissolved in 1 ml 20mM NaHCOs;, 10-75 mg pancreatic extract dissolved in 4 R
HC1 ml 150 mM NaHCO;
0.2 g pepsyny 0,05 g ekstraktu trzustkowego i 0,3 g soli
rozpuszczono w 5 ml 0,1 . 6,0
z6tciowych w 25 ml 0,1 M NaHCO;
MHC 20 37 1 0.05 g pancreatic extract and 0.3 g bile salts in 25 ml (1M 1 [10]
0.2 g pepsin dissolved in NaHCO3)




cd. tab. 2

2,0

i . 5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/1) i soli 7,5
3 31 isggoUUpeszi‘;y (C(;f:enig; L 2 z6tciowych (25g/1) 05N 2,5 9]
? pep HCI) 5 ml pancreatic extract (4 g/l) and bile salts (25 g/1) NaHCOs5)
1,6 ml roztworu pepsyny
(16 g pepsyny 0,4 g ekstraktu trzustkowego i 2,5 g soli zétciowych
rozpuszczono w 100 ml
0.1 N HCI 2 37 ) rozpuszczono w 100 ml 0,1 M NaHCO; ) (30]
16 mi pepsin (16 @ (6 N HCI) 0.4 g pancreatic extract and 2.5 g bile salts dissolved
’ in 1 10.1 M NaH
pepsin dissolved in 100 in 100 mL0 aHCO;
ml 0.1 N HCI)
3 g pepsyny (73.000
Anson J/g produktu)
wprowadzono do buforu .
1,7 . brak jelita
3 20;23?10(:;%%0 (0,2 N HCI) 37°C 4h intestine defect (absence) [14]
Anson units/g) dissolved
in phosphate buffer.
6% pepsyny w 0,15 M 1,5% ekstrakt trzustkowy, 0,5% amylaza,0,15% sole
NaCl 3,0 z6tciowe rozpuszczone w 0,15 M NaCl
° h 4h 2
6% pepsin in 0.15 M (6 M HCI) 37°C > 1.5% pancreatic extract, 0.5% amylase, 0.15% bile 68 21
NaCl salts dissolved in 0.15 M NaCl
2,5 g pepsyny/l soku 9 g pankreatyny i 1,5 g lipazy na litr sztucznego
zotadkowego 23 37°C oh soku jelitowego; 30 g z6tci na litr soku zotadkowego 6.5-7 [28. 29]

2.5 g pepsin/l gastric
juice

9 g pancreatin and 1.5 g lipase/l artificial intestinal
juice; 30 g bile/ g gastric juice
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jelitowy, aktywnie kontroluje transport poszczegdlnych sktadnikdw i uczestniczy w ich
metabolizmie.

Powazne niedogodnos$ci, ktére wystgpuja w prostych modelach in vitro
spowodowaly, ze do badan nad transportem produktéw trawienia ze Swiatta przewodu
pokarmowego do krwi lub limfy wykorzystuje si¢ coraz szerzej modele kultur
komérek nabtonka jelitowego. Kultury takie, rosnac w formie spdjnej monowarstwy
komérkowej, doskonale imituja morfologi¢ i fizjologig jelitowych enterocytow. Do
najpopularniejszych tego typu linii komérkowych nalezy linia Caco-2 [6, 7, 8, 21, 28].
Jest to ustalona linia nowotworowa, ktéra wykazuje zdolno$¢ do wzrostu adherentnego
na powierzchniach statych i mikroporowatych membranach. W czasie hodowli
przechodzi ona proces réznicowania, a po trzech tygodniach hodowli, przy petnej
konfluencji, tworzy monowarstwg¢ wysoko spolaryzowanych komoérek, o budowie
typowej dla enterocytéw, z jadrem w czgsci podstawnej, gestymi mitochondriami i
rabkiem szczoteczkowym w czgsci szczytowej. Komorki Caco-2 wytwarzaja enzymy
(disacharazy i peptydazy) oraz biatka transportowe, charakterystyczne dla komdrek
absorbujacych nabtonek [13]. W badaniach nad transportem transnablonkowym
stosowana jest niekiedy linia komdérkowa HT-29, jednak nalezy zaznaczy¢, ze linia ta
jest typowa dla komdrek nablonka jelita grubego, gdzie wchtanianiu ulegaja juz tylko
nieliczne skfadniki pokarmowe. Zdecydowana wigkszo$¢ publikacji dotyczacych
wchianiania sktadnikéw pokarmowych przy uzyciu kultur Caco-2 opisuje transport
transnabtonkowy  czystych chemicznie sktadnikéw  zywnosci. Tymczasem
w normalnych warunkach sktadniki pokarmowe wprowadzane sa w formie matrycy
produktu spozywczego. Aby wlasciwie oceni¢ biodostgpnos¢ poszczegdlnych
sktadnikéw i szybko$¢ ich wchtaniania matryce organiczne, czyli produkty spozywcze,
musza by¢ wstgpnie poddane procesom trawienia w jednym z modeli sztucznego
przewodu pokarmowego, ktére opisano powyzej. Uzyskana tres¢ pokarmowa, o pH ok.
7,0, zawiera zaréwno czg¢Sci rozpuszczone w plynie jelitowym, jak i niestrawione
czegsci stale. Przed podaniem treSci pokarmowej na powierzchni¢ nabtonka
utworzonego przez monowarstwe komorek Caco-2 nalezy odwirowac czesdci stale
i wprowadzi¢ supernatant na warstwe komoérek Caco-2. Zaleca si¢ delikatne wirowanie
(2750 obr./min przez 5 min), aby ograniczy¢ niszczenie miceli utworzonych przez
lipidy 1 z6t¢ [29]. Model Caco-2 zostat zastosowany do badania wchtaniania biatek,
lipidéw, cukréw, jonéw metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i innych
sktadnikéw zywnosci.

Podsumowanie

Procesy zachodzace w ukladzie pokarmowym in vivo sa bardzo ztozone, dlatego
tez badania prowadzone nad skonstruowaniem sztucznego ukladu pokarmowego oraz
odtworzenie jego dziatania jest bardzo skomplikowane. W ostatnim czasie zauwazalny
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jest znaczny postgp w tych badaniach. Do najwigkszych osiagnie¢ nalezy sztuczny
przewd6d pokarmowy opracowany przez holenderskich naukowcéw (The Netherlands
Organization for Applied Scientific Research, TNO), imitujacy doskonale procesy
trawienia réznych produktéw. Model ten sterowany komputerowo odtwarza sekrecje
sokéw zotadkowych i jelitowych, wydzielin gruczotéw zwiazanych z przewodem
pokarmowym (sok trzustkowy, z61¢), systematyczne wchlanianie strawionych
sktadnikow przez $ciany jelit oraz ruchy perystaltyczne w zotadku i jelicie.

Badania nad biodostgpnoscia réznych sktadnikéw odzywczych sa niezbedne w
pracy zywieniowcéw, farmaceutéw opracowujacych nowe leki i toksykologéw do
badania szkodliwosci niektérych zwiazkéw na organizm cztowieka. Badania z uzyciem
modeli przewodu pokarmowego in vitro sa alternatywa dla badan prowadzonych z
udziatem ludzi i zwierzat. Sa duzo tahsze i szybsze, a przy tym powtarzalne.
Wykorzystujac tego rodzaju modele bada si¢ migdzy innymi strawno$¢ i biodostgpnosé
surowcoéw bogatych w przeciwutleniacze i ich wchianianie do ptynéw ustrojowych,
czy tez okresla si¢ dawkeg i sposéb dziatania sktadnikéw mineralnych i witamin na
organizm cztowieka.

Prace zrealizowano w ramach projektu badawczego zamawianego KBN- PBZ-KBN-
094/P06/2003.
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THE IN VITRO MODELS OF GASTROINTESTINAL TRACT TO STUDY
BIOAVAILABILITY OF NUTRIMENTS

Summary

Bioavailability of alimentary components is an important indicator at the estimation of the influence
of the nutrition on the human health. Taking into account the difficulty in accessing to intestinal contents
in vivo, some artificial models enabling research on the intestinal digestion and absorption in vitro were
elaborated. This paper also presents structure and physiology of gastrointestinal tract in vivo. Many
detailed data on composition and concentration of active substances in alimentary canal, kinetics of pH
changes of intestinal fluids as well as the rate of passage and digestion of food in gastrointestinal tract are
discussed. Basic models of gastrointestinal tract in vitro used for the investigation of the intestinal
digestion and the absorption are also described. The majority of GI models consist of two - or three-stage
systems including: stomach - small intestine, mouth — stomach - small intestine or stomach - small
intestine - large intestine. The optimal weight (volume) ratio between different components of intestinal
fluids: food/saliva/gastric juice/bile/pancreatic juice is 1.5/1/2/1/2. To study the transport of food
compound across intestinal epithelium, two types of in vitro models are used: dialysis or ultrafiltration
membranes and cell cultures of intestinal epithelium in vitro. The most commonly used cell line to study
intestinal absorption is human intestine cell line Caco-2. Its morphology and physiology is very similar to
the human small intestine enterocyte cells in vivo. The Caco-2 model was applied to study absorption of
protein, carbohydrates, lipids, vitamins, metal ions, antioxidants, mycotoxins and other food ingredients.

Key words: gastrointestinal tract, digestion in vitro, bioavailability, models
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WPLYW TOKSYCZNYCH METABOLITOW TRAWIENIA NA
PROLIFERACJE I USZKODZENIA DNA NABLONKOWYCH
KOMOREK JELITOWYCH IN VITRO

Streszczenie

Przedmiotem prezentowanej pracy bylo okre$lenie wplywu wybranych metabolitéw (amoniaku,
fenolu i krezolu), powstajacych w czasie procesu trawienia, na przezywalno$¢ i proliferacje ludzkich
enterocytow in vitro. Do badan bezpo$redniego oddzialywania wymienionych zwiazkéw na komorki
nablonka jelitowego wykorzystano lini¢ komdérkowa Caco-2, ktéra w warunkach in vitro tworzy
monowarstw¢ komorek funkcjonalnie i strukturalnie podobnych do ludzkich enterocytow.

W celu oceny cytotoksycznego i genotoksycznego efektu dziatania wybranych zwiazkéw na komorki
Caco-2 postuzono si¢ nastgpujacymi metodami badawczymi: oznaczenie st¢zenia komorek metoda
hemocytometryczna, oznaczenie przezywalnosci komorek poprzez barwienie bigkitem Trypanu,
okreslenie stopnia uszkodzen DNA za pomoca testu kometkowego.

Dowiedziono, ze ekspozycja komérek Caco-2 na stosunkowo niskie stgzenia wszystkich testowanych
zwiazkéw powodowata znaczacy spadek ich przezywalnosci i proliferacji. Stwierdzono, ze
antyproliferacyjne oddziatywanie metabolitéw procesu trawienia bylo zwigzane z indukcja uszkodzen
DNA w komérkach nabtonka jelitowego.

Stowa kluczowe: Caco-2, cytotoksycznos¢, fenol, krezol, amoniak, test kometkowy

Wprowadzenie

Najbardziej rozpowszechnionym systemem komdrkowym imitujacym ludzki
nabtonek jelitowy jest linia komérkowa Caco-2. W przeciwienstwie do wielu innych
ustalonych linii komérkowych nowotworu jelit, linia Caco-2 zachowata zdolno$¢ do
tworzenia monowarstwy komodrek wykazujacej morfologiczne, strukturalne i
funkcjonalne podobienstwo do nabtonka jelita cienkiego naturalnie wystgpujacego w
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warunkach in vivo. Do najistotniejszych cech charakterystycznych dla kultury
komoérkowe;j Caco-2 zalicza Sig: wyksztatcanie Scistych polaczen
migdzykomérkowych, réznicowanie komdrek enterocyto-podobnych majacych na
swojej powierzchni dobrze wyksztalcony rabek szczoteczkowy, ekspresja
charakterystycznych enzymoéw (alkaliczna fosfataza i in.) oraz systemdéw
transportujacych (glikoproteina P, cytochrom P-450 3A4 i in.) [17].

Ze wzgledu na wysoki stopien podobienstwa kultury Caco-2 do normalnego
nablonka jelitowego stanowi ona model komérkowy stosowany w kilku kierunkach
badawczych. W ostatnich latach udowodniono, ze kultura Caco-2 jest bardzo dobrym
systemem modelowym do badan farmaceutycznych i odgrywa istotng role przy
opracowywaniu coraz bezpieczniejszych i aktywnych lekéw [1, 5, 9, 15]. Ponadto
stwierdzono, ze linia Caco-2 jest bardzo przydatna w badaniach adhezji bakterii
probiotycznych [4, 14, 18, 21] i chorobotwdrczych [2, 6, 18] do komdrek nablonka
jelitowego. Kultura Caco-2 znalazta zastosowanie w badaniach nad wieloma innymi
mechanizmami zachodzacymi w ludzkim przewodzie pokarmowym, np. odpowiedzia
immunologiczng na obecno$¢ alergenéw pokarmowych [8, 13], metabolizmem toksyn
oraz dziataniem zwiazkéw mutagennych i kancerogennych [3, 11].

Celem przedstawionej pracy byty badania nad cytotoksycznym oddziatywaniem
zwigzkéw chemicznych, takich jak: amoniak, fenol i krezol, bedacych wtérnymi
metabolitami procesu trawienia, na jelitowe komérki nabtonkowe, przy zastosowaniu
linii komérkowej Caco-2. Zwiazki bedace przedmiotem badan moga by¢ przyczyna
biegunek, a takze zaburzen w funkcjonowaniu watroby i uktadu krazenia. Szkodliwe
substancje chemiczne pojawiaja si¢ jako efekt rozktadu biatka zwierzgcego. Fenol i p-
krezol sa produktami rozktadu tyrozyny i jej pochodnych [20]. Czg$¢ z nich zostaje
wydalona z organizmu, a czg¢§¢ wchlonigta przez tkankeg, powodujac ogniska
chorobotworcze [12].

Materialy i metody badan

Hodowla komorek Caco-2

Linia komoérkowa Caco-2 pochodzita z Amerykanskiej Kolekcji Kultur
Komérkowych (ATCC). Hodowle komérek Caco-2 prowadzono w pozywce DMEM
(Dulbecco’s Modification of Eagles Medium, Sigma) z 20-procentowym dodatkiem
ptodowej surowicy bydlgcej, 1-procentowym dodatkiem mieszaniny aminokwaséw
endogennych i w obecnosci gentamycyny (10 mg/dm®). Do hodowli uzyto plytek 24-
dotkowych (Nunc) o powierzchni wzrostu 1,9 cm”. Hodowle przeznaczone do badania
cytotoksycznos$ci zakladano przy poczatkowej gestosci komdrek wynoszacej 6,25 x
10* komérek/cm®. Hodowle prowadzono w temp. 37°C, w atmosferze o skladzie
5% CO, 1 95% powietrza i wilgotno$ci 99%.
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Stezenie komdrek Caco-2 oznaczano metoda hemocytometryczna z
wykorzystaniem komory Neubauera, a ich przezywalno$¢ poprzez barwienie 0,04%
btekitem Trypanu.

Oznaczanie cytotoksycznosci zwiqzkow chemicznych

Roztwory badanych zwigzkéw (fenolu, amoniaku oraz o- i p-krezolu) w
stezeniach 107 i 10°® M rozpuszczano w kompletnej pozywce DMEM i poddawano
filtracji przez filtry o porowato$ci 0,22 pum.

Do badania cytotoksycznego oddziatywania wybranych zwiazkéw na komorki
nabtonka jelitowego wykorzystano 7-dniowa kultur¢ Caco-2 hodowana na plytkach
24-dotkowych. Komoérki Caco-2 poddawano ekspozycji na przygotowane roztwory
badanych substancji przez 8, 24 i 48 godz., w temp. 37°C i w atmosferze o sktadzie
5% CO, 1 95% powietrza. Ponadto, okre§lano wplyw testowanych zwiazkéw na
proliferacje komodrek Caco-2 w ciagu pierwszych 10 dni hodowli. Kazdego dnia
hodowli oznaczano ggsto$¢ komorek i ich przezywalnos¢.

W celu okreslenia stopnia uszkodzen DNA indukowanych w komérkach Caco-2
na skutek dziatania badanych zwiazkéw zastosowano test kometkowy. Analizie
kometkowej poddawano 7-dniowa kulturg Caco-2 po 24-godzinnej ekspozycji na
amoniak (10° M), fenol (10° M), p-krezol (10 M) oraz TPEN (10 M). Po inkubacji
komorki Caco-2 przemywano buforem fosforanowym (PBS / pH 7.4) i poddawano
procesowi trypsynizacji. Komoérki przemyte zimnym roztworem PBS zawieszano w
1-procentowej agarozie o niskim punkcie topnienia i temp. 37°C. Zawiesing komérek
naktadano na szkietka podstawowe pokryte 1-procentowa agaroza o normalnym
punkcie topnienia i przykrywano szkietkami nakrywkowymi. Po zestaleniu szkietka
nakrywkowe usuwano, a szkietka podstawowe z komoérkami zanurzano w buforze
lizujacym (100 mM EDTA, 5,5 M NaCl, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100 / pH 10) i
inkubowano przez 1 godz. w temp. 4°C. Po lizie szkietka dwukrotnie ptukano w
roztworze do elektroforezy (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) przez 15 min w 4°C.
Nastepnie prowadzono elektroforeze przy napigciu 230 V przez 30 min, w temp. 4°C.
Po elektroforezie szkietka ptukano woda, nastepnie buforem neutralizujacym (0,4 M
TRIS / pH 7,5), po czym odwadniano 70-procentowym etanolem. DNA uzyskane w
preparatach barwiono barwnikiem fluorescencyjnym SYBRGold. Do okreslenia
poziomu uszkodzen DNA brano pod uwage wszystkie komoérki znajdujace si¢ w polu
widzenia, wsérdd ktérych obecnych byto co najmniej 100 kometek. Wyniki testu
opracowano za pomoca programu komputerowego CometScore'™. Analize kometek
prowadzono na podstawie parametru okres$lajacego procent DNA w ogonie i
opisujacego odsetek DNA, ktéry wyemigrowat z jadra komdrkowego.
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Dos$wiadczenia wykonano w trzech powtdrzeniach. Wyniki przedstawione na
wykresach i tabelach stanowia wartosci $rednie, a obliczone odchylenia standardowe
(£SD) zaznaczono w postaci stupkéw bledu. Oceng istotnosci réznic przeprowadzono
metoda analizy wariancji. Do okre$lenia jednorodnosci wariancji stosowano test
Levene’a. Celem oszacowania statystycznie istotnych réznic pomigdzy $rednimi
zastosowano test Tukey’a.

Wiyniki i dyskusja

Wptyw badanych zwiqzkéw na kulture Caco-2

Doswiadczenia nad wplywem zwiazkéw cytotoksycznych na kultur¢ nabtonka
jelitowego przeprowadzono z wykorzystaniem mtodej 7-dniowej kultury Caco-2. Na
podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze komérki Caco-2 na tym etapie hodowli
wystgpuja w pelnej konfluencji, charakteryzuja si¢ najwyzsza przezywalno$cia
i aktywnoscia metaboliczna (rys. 1).
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Rys. 1. Gestos¢ i przezywalnos$¢ komorek Caco-2 w réznych fazach wzrostu.
Fig. 1.  Density and viability of Caco-2 cells in different growth phases.

Ponadto, we wcze$niejszych pracach wykazano, ze mtoda kultura Caco-2 o duzym
tempie proliferacji jest najbardziej odporna na dziatanie czynnikéw toksycznych [11].
Dlatego do dalszych szczegétowych eksperymentéw stosowano kulturg Caco-2
uzyskana w ciagu 7 dni hodowli w pozywce DMEM wzbogaconej 20-procentowym
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dodatkiem ptodowej surowicy bydlgcej, zatozonej przy inokulum komdrkowym
wynoszacym 6,25 x 10* komérek/cm?>.

Monowarstwe komérek Caco-2 poddawano 8-, 24- i 48-godzinnemu dziataniu
amoniaku, fenolu, o- i p-krezolu w stezeniach 10° i 10° M. Wykazano brak
statystycznie istotnego wptywu czasu ekspozycji kultury na przezywalno$¢ komorek
Caco-2. Poziomy istotnosci réznic pomigdzy zywotnoscia komoérek oznaczona po
r6znym czasie inkubacji przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1

Statystyczna istotno$¢ wptywu czasu ekspozycji (8, 24 1 48 h) na przezywalno$¢ komoérek Caco-2.
Statistical significance influence of induction time (8, 24 i 48 h) on Caco-2 cells viabilit.

Poziom istotnosci réznic (p<0,05)
Stezenie Statistical significance level (p<0,05)
Concentration Amoniak Fenol o-krezol p-krezol
Ammonia Phenol o-cresol p-cresol
10° M 0,417 0,457 0,157 0,070
10°M 0,106 0,858 0,094 0,851
100
O [xE-03 M
O[xE-06 M)

Przezywalno$¢ komérek [%]
Cells viability [%)]

amoniak fenol o-krezol
ammonia phenol o-cresol

p-krezol
p-cresol

Proba kontrolna
Control probe

* réznice statystycznie istotne na poziomie p<0,05 w stosunku do préby kontrolnej
* statistically significant differences on p<0,05 level in relation to control probe

Rys. 2.
Fig. 2.

Wplyw wtérnych metabolitéw trawienia na przezywalnos¢ kultury Caco-2.
The influence of digestive metabolites on Caco-2 cell culture viability.

W przeciwienstwie do czasu ekspozycji, st¢zenie fenolu i amoniaku miato istotne
znaczenie dla przezywalnosci komoérek. Obecnos¢ tych zwiazkéw w hodowli
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komérkowej, nawet w niewielkiej ilosci wynoszacej 10° M obnizata ich
przezywalno$¢ do poziomu 56%. Natomiast 1000-krotne zwigkszenie zawartosci
amoniaku i fenolu w hodowli Caco-2 powodowato dalsza redukcje zywotnosci
komérek odpowiednio o 13 i 10%. W przypadku o- i p-krezolu stwierdzono silne
oddziatywanie obu badanych stezen. Rdznice statystyczne oszacowano na poziomie
wynoszacym odpowiednio: 0,772 i 0,479. Dodatek p-krezolu do pozywki hodowlanej
wywotywal spadek zywotnosci komoérek do ok. 50%, w przypadku o-krezolu do
wartoéci ok. 55%. Srednie przezywalnosci kultury Caco-2 inkubowanej w obecnosci
tych zwiazkéw wskazuja, ze ich krétkotrwate oddziatywanie na komérki jelitowe jest
bardzo zblizone (rys. 2). W ich obecnosci spadek zywotnosci komérek oszacowano na
poziomie ok. 40% przy stezeniu 10° M i ok. 35% przy stezeniu 10° M.

Wptyw zwiqzkow chemicznych na wzrost komorek Caco-2

Kolejnym celem prezentowanej pracy byto zbadanie proliferacji komdrek Caco-2
poddanych dtugoterminowemu permanentnemu dziataniu zwiazkéw cytotoksycznych.
Hodowlg Caco-2 prowadzono w kompletnej pozywce DMEM, do ktérej dodawano
amoniak, fenol, o- i p-krezol w st¢zeniu 10°® M. Hodowle Caco-2 zaktadano przy
inokulum 6,25 x 10* kom/cm®. Krzywe obrazujace wzrost komérek Caco-2 w
obecnosci badanych zwiazkéw przedstawiono na rys. 3. Parametry hodowli
komoérkowych przedstawione w tab. 2. wskazuja na hamowanie procesu proliferacji
komoérek przez wszystkie testowane substancje.
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Rys. 3. Kinetyka wzrostu komérek Caco-2 w obecnosci wtérnych metabolitéw trawienia.
Fig. 3.  Kinetic growth of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabolites.
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Tabela 2

Parametry wzrostu komérek Caco-2 w obecnosci badanych zwiazkéw.
Growth parameters of Caco-2 cells cultured in presence of tested compounds.

Maksymalna gesto$é Zywotno$é komérek ..
. . . . Czas generacji
Zwiazek chemiczny komérek w plateau hodowli ..
. . . Generation time
Compound Maximal cell density | Cells viability in culture (+ SD)
(£SD) plateau (£ SD) -
[x10*cm*] [%] [h]
Proba kontrolna 51,39 (24,22 82,5 (£10,45 55.9 (£5.3
Control probe 39 (+4,22) 5 (+10,45) 9 (+5,3)
Amoniak [10°M]
+ + +
Ammonia 45,69 (£5,34) 63,5 £(8,89) 59,7 (£6,1)
Fenol [10°M]
+ + +
Phenol 37,63 (£4,20) 63,1 (£9,75) 68,6 (£6,3)
-krezol [10°M
prkrezol [107M] 34,00 (+2,14) 55.0 (£7.72) 69.7 (+4.9)
p-cresol

Najbardziej inwazyjne oddziatywanie zaobserwowano w przypadku fenolu i
krezoli, ktérych obecno$¢ powodowata ograniczenie koncentracji komérek w plateau
hodowli o ok. 30% oraz wydtuzenie okresu generacji o 13—15 godz. w poréwnaniu
z hodowla kontrolna prowadzona bez dodatku czynnika toksycznego. Relatywnie maty
efekt przebiegu hodowli obserwowano w obecno$ci amoniaku. W tej hodowli okres
niezbedny do podwojenia populacji komérek w logarytmicznej fazie wzrostu byt tylko
0 4 godz. dtuzszy niz w hodowli kontrolnej. Zaobserwowana odporno$¢ kultury Caco-
2 na niewielkie st¢zenie amoniaku (10'6 M) mozna tlumaczy¢ tym, ze zwiazek ten jest
naturalnym produktem metabolizmu komérkowego, powstajacym w erytrocytach na
drodze przemian glutaminy [12]. Jego obecno$¢ w srodowisku hodowlanym z jednej
strony powodowala tylko nieznaczne obnizenie maksymalnej gestosci populacji
komoérkowej, z drugiej strony jednak indukowala 20-procentowy spadek
przezywalnosci komérek w momencie plateau w stosunku do hodowli kontrolne;.
Zmiany zywotno$ci komérek w kolejnych dobach hodowli prowadzonych z dodatkiem
testowanych zwigzkéw przedstawiono na rys. 4.

Badanie efektu dziatania testowanych zwiazkéw na proliferacj¢ komérek Caco-2
pozwolito uszeregowac je pod wzgledem cytotoksycznosci w nastepujacej kolejnosci:
o- 1 p-krezol > fenol > amoniak.
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Rys. 4. Przezywalnos¢ komérek Caco-2 hodowanych w obecnosci wtérnych metabolitéw trawienia.
Fig. 4.  Viability of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabolites.

Badane zwiqzki a uszkodzenia DNA komdérek Caco-2

W celu oceny stopnia uszkodzen DNA powstatych w komoérkach pod wptywem
badanych zwiazkow zastosowano test kometkowy. Metoda kometkowa polega przede
wszystkim na analizie poziomu peknie¢ jednej lub obu nici DNA oraz wszelkich
modyfikacji mozliwych do przeksztalcenia w peknigcia na drodze chemicznej i
enzymatycznej, w komdrkach narazonych na dziatanie czynnika genotoksycznego
[10]. Zaleta tej metody jest wysoka czulo$¢ i mozliwo$¢ analizy pojedynczych
komérek  poprzez  bezposredni  pomiar  wlasciwosci  elektroforetycznych
zmodyfikowanego DNA. Przy analizie kometek wzigto pod uwage parametr opisujacy
procent DNA znajdujacy si¢ w ogonie kometki. Na rys. 5. przedstawiono ten parametr
jako $rednig arytmetyczng oraz odchylenia standardowe $wiadczace o stopniu
zréznicowania populacji komorek pod wzgledem wystapienia kometek.

Analizie kometkowej poddano 7-dniowa kultur¢ Caco-2 po 24-godzinnej
ekspozycji na amoniak, fenol i krezol w stezeniu 10° M oraz TPEN w stezeniu 10 M.

TPEN (N, N, N’, N’-tetrakis (2-pyridylmetylo) etylenodiamina) jest blonowym
chelatorem jonéw metali, w szczegdlnosci jonéw cynku, ktére biora udziat w wielu
procesach metabolicznych komorek, regulujac $miertelno$¢ oraz czgsto$¢ ich
proliferacji [16]. Wykazano, ze jony Zn®" zapobiegaja fragmentacji DNA w wielu
liniach komérkowych poprzez inhibicje endonukleaz zaleznych od jonéw Ca* i Mg**.
Udowodniono réwniez, ze chelatowanie jondéw Zn**  zwicksza czestotliwosé
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wystepowania apoptozy [7]. Na podstawie analizy kometkowej stwierdzono, ze TPEN w
stezeniu
10° M indukowat w komérkach Caco-2 uszkodzenia DNA na poziomie 80% (rys. 5).

100
90 + . .

80 | » I T
70 + '|'

60 +
50 +
40 +
30 +
20 +
" | s
0

Préba amoniak fenol p-krezol TPEN

kontrolna ammonium phenol p-cresol

% DNA w ogonie
%DNA in tail

* rdznice statystycznie istotne na poziomie p<0,05 w stosunku do préby kontrolnej
* statistically significant differences on p<0,05 level in relation to control probe

Rys. 5. Parametry kometek uzyskanych w tescie SCGE po indukcji produktami trawienia.
Fig.5. Parameters of comets obtained in single cell gel electrophoresis (SCGE) after induction of
digestive metabolites.

Kultura Caco-2 poddawana dziataniu tego zwiazku stanowita zaréwno kontrole
pozytywna prawidlowo przeprowadzonego testu kometkowego, jak i punkt odniesienia
do oszacowania stopnia dezintegracji DNA zachodzacej w komérkach pod wptywem
testowanych substancji. Czysta kultur¢ Caco-2 niepoddawana procesowi indukcji
wykorzystano jako kontrolg negatywna.

Analiza statystyczna wynikow testu kometkowego wykazata, ze obliczone
parametry kometek obarczone sa duzym btedem statystycznym, co $wiadczy o
wysokim stopniu réznorodno$ci subpopulacji komérek w 7-dniowej kulturze Caco-2.
Odmienna podatno$¢ komorek na dziatanie czynnika genotoksycznego mozna
tltumaczy¢ réznym stopniem zréznicowania komérek w tym etapie hodowli. Mtoda 7-
dniowa kultur¢ Caco-2 stanowig zaréwno komérki bedace bezposrednio po podziale,
jak i komérki na dalszym etapie réznicowania w struktury enterocyto-podobne majace
na swej powierzchni mikrokosmki jelitowe zorganizowane w rabek szczoteczkowy.

Badania wptywu 24-godzinnej ekspozycji kultury Caco-2 na testowane zwiazki,
dowiodly, ze moga one uaktywni¢ procesy prowadzace do programowanej $mierci
komérek nablonka jelitowego. Wszystkie testowane substancje powodowaty
uszkodzenia DNA, lecz w stopniu nizszym niz TPEN (rys. 5). W przypadku badanych
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zwiazkoéw, czestos¢ wystgpowania kometek w stosunku do komoérek nieuszkodzonych
byta zdecydowanie mniejsza. Fenol, amoniak oraz krezole byty zwiazkami o stabszym
dziataniu genotoksycznym niz TPEN i prawdopodobnie uszkadzaty przede wszystkim
te komorki, ktére poprzez wytworzenie na swojej powierzchni zaczatkéw
mikrokosmkéw, zdolne sa do szybszego wchlaniania. Duze wartosci odchylen
standardowych $rednich wartoséci parametrow opisujacych kometki, podobnie jak przy
reakcji z TPEN-em, potwierdzily rézny stopien wrazliwosci subpopulacji komorek
Caco-2 na dziatanie poszczegdlnych zwiazkéw. Biorac pod uwage parametr
okreslajacy procentowa zawartoS¢ DNA w ogonie kometki uszeregowano badane
zwiazki pod wzgledem ich genotoksycznosci w nastgpujacej kolejnosci: TPEN >
krezol > fenol > amoniak.

Mimo powszechnie znanego silnie toksycznego dzialania testowanych zwiazkéw
na organizm czlowieka prezentowane badania maja charakter nowatorski. W literaturze
Swiatowej brak jest doniesien na temat bezposredniego wplywu toksycznych
metabolitbw procesu trawienia na jelitowe komoérki nabtonkowe. Badania
jednostkowego i bezposredniego oddziatywania tych substancji mozliwe sa jedynie z
wykorzystaniem modeli komérkowych w systemie in vitro. Zastosowanie enterocyto-
podobnych komérek Caco-2 pozwolito na okreslenie stopnia cytotoksycznos$ci
metabolitéw trawienia w st¢zeniach mikromolowych dla ludzkiego nabtonka
jelitowego.

Whioski

1. Przeprowadzone badania wykazaty silnie cytotoksyczne oddziatywanie fenolu,
krezoli i amoniaku na kultur¢ komérkowa Caco-2 imitujaca ludzkie enterocyty.

2.  Testowane zwiazki obecne w hodowli w stezeniu mikromolowym znaczaco
hamowaty proliferacj¢ komérek Caco-2.

3. Na podstawie analizy kometkowej stwierdzono, ze fenol, krezol i amoniak
generuja uszkodzenia DNA w komoérkach enterocyto-podobnych.

4. Badane metabolity trawienia uszeregowano pod wzgledem ich cyto-
i genotoksyczno$ci w stosunku do modelowych komoérek nabtonka jelitowego
W nastepujacy sposéb: krezol > fenol > amoniak.
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THE INFLUENCE OF TOXIC DIGESTIVE METABOLITES ON THE PROLIFERATION AND
DNA DAMAGE OF EPITHELIAL INTESTINAL CELLS IN VITRO

Summary

The subject of presented paper was to describe the effect of selected digestive metabolites (ammonia,
phenol and cresol), arising while digestive process, on viability and proliferation of human enterocytes in
vitro. The structural as well as functional similarities to intestinal human enterocytes has resulted in Caco-
2 cell line was used in our studies.

Based on determination of cell viability, cell concentration and evaluation of the DNA damages level
in the cells exposed to the tested compounds, the cytotoxic and genotoxic effects were investigated. Cell
concentration was determined using Neubauer hemocytometer and cell viability was evaluated by trypan
blue exclusion dye. For the DNA damage determination , the comet assay was used.

It was proved that upon exposure of Caco-2 cells to relatively low concentrations of all tested
metabolites, significant decrease in cell viability and proliferation was observed. According to the findings
in this study, the growth inhibitory effect of digestive metabolites on the intestinal cells is due to DNA
damages.

Key words: Caco-2, cytotoxicity, phenol, cresol, ammonia, comet assay
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DEGRADACJA PARAKAZEINY W SERACH GOUDA
WYPRODUKOWANYCH Z DODATKIEM KULTUR LACTOBACILLUS

Streszczenie

Dostepne w dojrzewajacych serach réznorodne substraty umozliwiaja wzrost mikroflory wtérnej,
gléwnie pateczek z rodzaju Lactobacillus. Paleczki mlekowe, niepochodzace z zakwasu, przezywaja
pasteryzacj¢ mleka dzigki ochronnemu dziataniu biatka i thuszczu i dosy¢ szybko si¢ namnazaja, zwlaszcza w
mleku poddanym kilkukrotnej obrébce termicznej (termizacja, baktofugacja, ultrafiltracja, pasteryzacja).

Przedmiotem badan byly sery Gouda z zastosowaniem zakwasoéw roboczych, namnazanych
w podtozu buforowym. W serach do$wiadczalnych, oprécz kultur starterowych, zastosowano dodatek
pateczek mlekowych (L. casei, L. acidophilus, L. casei ssp. rhamnosus). Sery poddawano analizie
chemicznej bezposrednio po soleniu. Podczas dojrzewania badano zmiany kwasowosci, a takze stopien
degradacji parakazeiny.

Degradacja parakazeiny w wyrobach kontrolnych zachodzita pod wptywem podpuszczki, enzymow
syntetyzowanych przez kultury starterowe oraz niepochodzace z zakwasu pateczki mlekowe. Natomiast w
doswiadczalnych serach Gouda, oprécz pateczek mlekowych niepochodzacych z zakwasu, aktywne byty
réwniez szczepy Lactobacillus dodane do mleka kottowego.

Stosowanie pateczek Lactobacillus w technologii sera Gouda pozostaje bez wptywu na kwasowos$¢
seréw bezposrednio po wytworzeniu, a takze podczas dojrzewania. Stwierdzono znaczne zréznicowanie
zawarto$ci wody w badanych serach: 40,6-42,6%. Poréwnanie dynamiki degradacji parakazeiny w serach
kontrolnych i do$wiadczalnych mozliwe bylo dzigki odniesieniu zawartosci poszczegdlnych form
zwiazkéw azotowych do zawartosci N-ogétem. W doswiadczalnych serach Gouda, wyprodukowanych z
zastosowaniem pateczek Lactobacillus, stwierdzono wigksze przyrosty zawarto$ci zwiazkow azotowych
peptydowych, aminokwasowych i rozpuszczalnych (o prawie 2%) niz w wyrobach kontrolnych. Wigksza
— w poréwnaniu z pozostatymi wyrobami do$wiadczalnymi — zawarto$¢ zwiazkdw azotowych
aminokwasowych i peptydowych w serach z L. acidophilus byta konsekwencja wyzszej — rednio o 1% —
zawarto$ci wody.

Stowa kluczowe: ser Gouda, pateczki Lactobacillus, proteoliza, zwiazki azotowe

Prof. dr hab. G. Cichosz, prof. dr hab. J. Szpendowski, mgr inz. A.J. Cichosz, dr inz. M. Kornacki,
Katedra Mleczarstwa i Zarzqdzania Jakosciq, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, ul. Heweliusza 1, 10-
724 Olsztyn
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Wstep

W dojrzewajacych serach dostgpne sa réznorodne substraty umozliwiajace wzrost
mikroflory wtérnej, giéwnie pateczek z rodzaju Lactobacillus [10, 14, 17]. Niektore
szczepy pateczek mlekowych przezywaja pasteryzacj¢ mleka dzigki ochronnemu
dziataniu biatka i ttuszczu, czym tlumaczy si¢ ich obecno$¢ w serach dojrzewajacych.
Pateczki Lactobacillus do$¢ szybko namnazaja si¢ w mleku przetrzymywanym w temp.
ok. 50°C, tj. podczas baktofugacji, ultrafiltracji oraz dogrzewania ggstwy serowej [19].

Obserwowany podczas dojrzewania seréw wzrost pH jest konsekwencja tzw.
wtornej fermentacji zachodzacej pod wptywem paleczek z rodzaju Lactobacillus.
W serze Gouda bakterie mlekowe niepochodzace z zakwaséw (NSLAB) maja
korzystniejsze warunki wzrostu niz w serze Cheddar, ze wzgledu na ptukanie ziarna, a
w konsekwencji wyzsza zawartos¢ wody i wyzsze pH [12, 16]. Z tego powodu
hydroliza parakazeiny w serach typu holenderskiego jest do$¢ intensywna mimo
krétkiego czasu dojrzewania.

W uwalnianiu niskoczasteczkowych produktéw degradacji parakazeiny -—
istotnych w kompleksie substancji smakowo-zapachowych — decydujaca role
odgrywaja enzymy bakteryjne. Proteinazy kultur zakwasu hydrolizuja B-kazeing,
natomiast peptydazy sa aktywne dopiero po autolizie komérek. W odréznieniu od
enzyméw syntetyzowanych przez kultury starterowe proteinazy pateczek mlekowych w
réznym stopniu hydrolizuja poszczegdlne frakcje kazeiny [2, 8, 13]. Szczepy paleczek
mlekowych syntetyzuja proteinazy wewnatrz- i zewnatrzkomérkowe oraz zwiazane ze
sciang komérkowa. Poza tym, paleczki mlekowe syntetyzuja peptydazy o odmiennej, w
poréwnaniu z mezofilnymi paciorkowcami, specyficzno$ci substratowej. Oprécz
aminopeptydaz, niektére pateczki Lactobacillus syntetyzuja karboksy-, a takze di- i
tripeptydazy [11].

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu pateczek Lactobacillus na
przyrosty zawartos$ci niskoczasteczkowych produktéw degradacji parakazeiny podczas
dojrzewania sera Gouda.

Material i metody badan

Przedmiotem badan byly sery Gouda wyprodukowane z zastosowaniem
zakwasOw roboczych, Probat 505, namnazanych w podtozu buforowym w temp. 24°C
do pH 5,2. W serach doswiadczalnych, oprécz kultur starterowych, zastosowno
dodatek wybranych szczepéw paleczek mlekowych L. casei, L. acidophilus,
L. rhamnosus w postaci gigboko mrozonych koncentratéw bakterii. Poziom inokulacji
mleka kottowego pateczkami Lactobacillus byt dwukrotnie mniejszy niz mezofilnymi
paciorkowcami mlekowymi. Wszystkie kultury pochodzily z firmy Danisco
Ingredients Poland.

Bedace przedmiotem badan sery produkowano w warunkach przemystowych (SM
»Mlekpol” w Grajewie, Zaktad ,Kurpianka” w Kolnie). Zgodnie z zaktadowa
instrukcja technologiczng sery produkowano na liniii ciagtej Cassomatic z mleka klasy
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I i extra poddanego termizacji, baktofugacji i pasteryzacji, stosowano dodatek CaCl,
i KNOj oraz preparat koagulujacy Chymax.

Bezposrednio po soleniu sery poddawano analizie chemicznej, oznaczajac:
kwasowos$¢ (pH), zawarto$¢ wody, zawartos¢ thuszczu i zawarto$¢ NaCl.

W serach po soleniu oraz po 4 i 6 tygodniach dojrzewania analizowano stopien
degradacji parakazeiny, oznaczajac zawarto$¢: zwiazkéw azotowych ogédtem [9],
zwigzkow azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 wg Sode Morgensena [9], zwiazkow
azotowych peptydowych wg Boulanger i wsp. w roztworze zwiazkéw azotowych
niebiatkowych przygotowanym wg metody Schobera i wsp. [9] oraz zwiazkéw
azotowych aminokwasowych metoda Sirksa [9].

Wiyniki i dyskusja

Stwierdzono znaczne zréznicowanie zawartosci wody w badanych serach: od
40,6 do 42,6% (tab. 1). Najmniejsze zréznicowanie stwierdzono w serach
wyprodukowanych z udziatem L. casei (0,1%), najwigksze natomiast w serach
z dodatkiem L. acidophilus (1,7%). Konsekwencja zr6znicowanej zawartosci wody
byly réznice w zawartos$ci tluszczu i NaCl. Z kolei, skutkiem zréznicowanego sktadu
chemicznego byty zmiany kwasowos$ci — odmienne w poszczegdlnych serach. Spadek
kwasowosci podczas dojrzewania wyrobéw kontrolnych byt poréwnywalny.

Tabela 1l
Sktad chemiczny i kwasowos¢ (pH) seréw Gouda podczas dojrzewania.
Chemical composition and acidity (pH) of Gouda cheeses during ripening.
Sktad chemiczny po soleniu . . L
Symbol Chemical composition after brining Kwasowosc / Acidity (pH)
wyrobu | Zawarto$¢ | Ttuszcz w Po praso- Po Po 4 tygo- Po 6 tygo-
Product wody s.m. waniu soleniu dniach dniach
. NaCl [%]
code Water Fat in d.m. After After After 4 After 6
content [%] [%] pressing | brining weeks weeks
P A 40,90 45,60 1,49 5,22 5,25 5,36 5,49
% B 41,10 46,80 1,40 5,18 5,28 5,40 545
]
“ | c 40,70 47,10 1,25 5,24 5,36 54 5,47
D 40,90 47,30 1,17 5,15 5,30 5,42 5,50
% E 40,80 47,90 1,12 543 5,43 5,48 5,51
~
F 40.80 46,50 1,46 5,51 542 5,45 5,58
c.d. Tab. 1
E <
j _§* G 40.90 47,30 1,17 5,38 5,44 5,49 5,56
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H 42,00 45,70 1,31 5,38 542 5,43 5,45
1 42,60 46,20 1,31 5,43 5,40 5,47 5,49
§ J 41,40 46,30 1,46 5,44 5,39 5,46 5,52
§ K 40,60 47,10 1,37 5,47 5,45 5,49 5,56
E’ L 40,80 46,40 1,22 5,53 5,33 5,38 5,42

Wyroby doswiadczalne wyprodukowane z dodatkiem kultur L. acidophilus i L.
rhamnosus charakteryzowaty si¢ podobna kwasowo$cia po soleniu oraz po 6
tygodniach dojrzewania. Natomiast wyroby z udziatem L. casei, mimo znacznego
zréznicowania pH po prasowaniu, charakteryzowaty si¢ podobna kwasowos$cia
zaréwno po 4, jak i po 6 tygodniach dojrzewania (tab. 1).

Poréwnanie dynamiki degradacji parakazeiny w serach kontrolnych i
do$wiadczalnych mozliwe byto dzigki odniesieniu zawartosci poszczegélnych form
zwiazkéw azotowych do zawarto$ci N-ogdtem.

W serach kontrolnych bezposrednio po soleniu zwiazki azotowe rozpuszczalne
stanowily najwigkszy odsetek N-ogétem — $rednio 5,93%. W  wyrobach
do$wiadczalnych z udzialem L. casei, L. acidophilus oraz L. rhamnosus N-
rozpuszczalny stanowil odpowiednio: 5,74; 5,69 i 5,61% N-ogétem. Srednie przyrosty
zawartos$ci N-rozpuszczalnego po 4 tygodniach dojrzewania byty najmniejsze w serach
kontrolnych (212%), a najwigksze w serach z dodatkiem L. rhamnosus (237,3%). Po 6
tygodniach  dojrzewania ~w  serach  kontrolnych oraz  do$wiadczalnych
wyprodukowanych z udziatem L. casei i L. rhamnosus zawarto$¢ N-rozpuszczalnego
wynosita odpowiednio: 13,44; 16,07 oraz 15,84% N-ogétem. Najwyzsza zawarto$¢ N-
rozpuszczalnego: 16,37% N-ogélem stwierdzono w serach z L. acidophilus (rys. 1).
Réwniez zawarto$¢ N-aminokwasowego w odniesieniu do N-ogétem bezposrednio po
soleniu byta wyzsza w serach z L. casei i L. acidophilus niz w pozostatych. Po 4
tygodniach dojrzewania najwigksza zawarto§¢ N-aminokwasowego stwierdzono w
serach z L. acidophilus — 5,8% N-ogétem. W pozostatych wyrobach do$wiadczalnych
zawarto$¢ N-aminokwasowego byla znacznie nizsza. Migdzy 4. a 6. tygodniem
dojrzewania stwierdzono wigksze tempo przyrostu zawarto$ci N-aminokwasowego niz
podczas pierwszych 4 tygodni. Najwieksza zawarto$§¢ zwiazkéw azotowych
aminokwasowych stwierdzono w serach wyprodukowanych z dodatkiem L.
acidophilus (8,35% N-ogétem). W serach kontrolnych N-aminokwasowy stanowit
4,99% a w pozostatych do§wiadczalnych — 7,52 i 6,72% N-ogétem (rys. 1).
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Rys. 1. Degradacja parakazeiny podczas dojrzewania sera Gouda (n = 3).
Fig. 1.  Paracaseine degradation during gouda cheese ripening (n = 3).

Bezposrednio po wyrobie zawarto§¢ N-peptydowego byta poréwnywalna we
wszystkich serach (0,60-0,63% N-ogétem). Podczas dojrzewania stwierdzono jednak
zréznicowane przyrosty tej formy zwiazkéw azotowych. W wyrobach kontrolnych
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zawarto$¢ N-peptydowego po 4 tygodniach dojrzewania byta najnizsza (0,91% N-
ogoétem). Natomiast w wyrobach do$wiadczalnych wynosita od 1,54 do 1,72% N-
ogdétem. Najwigksze przyrosty zawartoSci N-peptydowego podczas 4 tygodni
dojrzewania stwierdzono w serach z dodatkiem L. casei (285%) mniejsze
(odpowiednio 260 i 246%) w serach z udziatem L. acidophilus i L. rhamnosus.
Dynamika formowania N-peptydowego miedzy 4. i 6. tygodniem dojrzewania
badanych seréw byla wigksza niz w poczatkowym etapie. Miedzy 4. i 6. tygodniem
dojrzewania przyrost iloSci zwiazkéw azotowych peptydowych byt nieznacznie
mniejszy niz podczas pierwszych 4 tygodni dojrzewania. Najwigksza zawarto$¢ N-
peptydowego (2,72% N-ogdétem) stwierdzono w serach wyprodukowanych z L.
acidophilus. Najmniej N-peptydowego zawieraty sery kontrolne (1,55% N-ogétem).
Réwniez procentowe przyrosty zawartoSci N-peptydowego podczas 6 tygodni
dojrzewania byly najwigksze w serach z wudziatem L. acidophilus (432,5%),
najmniejsze w wyrobach kontrolnych (340%) (rys. 1).

Wigksza dynamika formownia N-aminokwasowego i N-peptydowego w ostatnim
etapie dojrzewania sera Gouda byta mozliwa dzigki obecnosci wysokoczasteczkowych
peptydow powstatych wskutek aktywnosci podpuszczki (N-rozpuszczalny) [15].
Analogiczne rezultaty uzyskiwali réwniez inni autorzy, oceniajac dynamike
dojrzewania sera Cheddar [7, 18]. Poza tym, w koncowych etapach dojrzewania miata
miejsce autoliza zaréwno kultur starterowych, jak tez zastosowanych w wyrobie sera
pateczek Lactobacillus. Wigkszy stopien autolizy stwierdzono w przypadku
termofilnych pateczek L. acidophilus niz pateczek mezofilnych (L. casei, L. casei ssp.
rhamnosus) [4]. Jednocze$nie z autoliza paleczek Lactobacillus zastosowanych w
technologii sera Gouda mial miejsce wzrost niepochodzacych z zakwasu bakterii
mlekowych [NSLAB]. W serach wyprodukowanych z dodatkiem L. acidophilus,
oprocz peptydaz uwolnionych po autolizie kultur zakwasu i paleczek Lactobacillus,
aktywne byly takze szczepy bakterii mlekowych niepochodzacych z zakwasu
[NSLAB], co réwniez mialo wpltyw na intensyfikacj¢ proteolizy podczas dojrzewania
[4].

Konsekwencja zastosowania w wyrobie sera Gouda pateczek Lactobacillus byty
zréznicowane — praktycznie nieporOwnywalne — cechy sensoryczne sera [3]. Zatem
stosujac w technologii seréw dojrzewajacych, oprocz kultur starterowych, dodatek
wyselekcjonowanych szczepéw Lactobacillus mozna jednocze$nie intensyfikowac
proteoliz¢ oraz modyfikowa¢ cechy sensoryczne, zgodnie =z preferencjami
konsumentéw [1, 5, 6].

Whioski

1. Stosowanie paleczek Lactobacillus w technologii sera Gouda pozostaje bez
wptywu na kwasowo$¢ serdw bezposrednio po wyrobie, a takze podczas
dojrzewania.

2. W doswiadczalnych serach Gouda wyprodukowanych z dodatkiem pateczek
Lactobacillus stwierdzono wigksze przyrosty zawarto$ci zwiazkéw azotowych
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peptydowych, aminokwasowych, a takze rozpuszczalnych (o prawie 2%) niz w
wyrobach kontrolnych.

3. Wigksza — w poréwnaniu z pozostalymi wyrobami doswiadczalnymi — zawarto$¢
zwiazkéw azotowych aminokwasowych i peptydowych w serach z udzialem L.
acidophilus byta konsekwencja wyzszej zawartosci wody — $rednio o 1%.

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN 6P06T01321
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PARACASEIN DEGRADATION IN GOUDA CHEESES PRODUCED WITH
LACTOBACILLUS CULTURE

Summary

Ready to be utilised various substrates in ripening cheeses make possible growing of secondary
microflora, especially lactobacilli strains. Due to protection effect of fat and protein Non-starter lactic acid
bacteria survive pasteurisation of milk and start growing up quite quickly, especially in milk heat treated
several times (termisation, bactofugation, ultrafiltration, pasteurisation).

The subject of examination was Gouda cheese, that was produced from milk after all the above
mentioned heat treatments with use of working leaven multiplied in buffer base. During this experiment
besides starter cultures addition of selected lactobacilli (L. casei, L. acidophilus, L. casei ssp.rhamnosus)
was used for experimental cheese production. Cheeses were exposed to chemical analysis immediately
after salting. Changes of acidity and extend of paracasein degradation (soluble N, amino acid N and
peptide N) was determined during the cheese ripening.

Paracasein degradation in control cheese took place under the influence of rennet, enzymes
synthesised by starter cultures and non-starter lactic acid bacteria. However in the experimental Gouda
cheese except non-starter lactic acid bacteria, Lactobacillus strains added to cheese milk were also active.
Addition of lactobacilli for Gouda cheese production had no influence on cheese acidity immediately after
manufacturing and during ripening. Considerable differences in water content (40.6 — 42.6%) were found.
Comparison of paracasein degradation dynamics in control and experimental cheese was possible due to
referring separate forms of nitrogen compounds content to total N content. Higher increases (about 2%) of
peptide N, amino acid N and soluble N compounds content were determined in experimental cheese
produced with Lactobacillus strains addition than in control ones. Higher, in comparison to the rest
experimental cheeses, content of amino acid N and peptide N compounds in cheeses with L. acidophilus
resulted of the higher (on average of 1%) content of water.

Key words: Gouda cheese, Lactobacillus, proteolysis, nitrogen compounds
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AKTYWNOSC PEPTYDAZOWA WYBRANYCH
SZCZEPOW LACTOBACILLUS

Streszczenie

W degradacji parakazeiny do niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych oraz w generowaniu smaku
i zapachu sera Gouda bardziej istotne od peptydaz, uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, okazaty sig
niepochodzace z zakwasu pateczki mlekowe. Zastosowanie w technologii serowarskiej
wyselekcjonowanych szczepéw pateczek mlekowych ogranicza wzrost pateczek niepochodzacych z
zakwasu, a jednocze$nie umozliwia intensyfikacje i modyfikacje cech sensorycznych sera. Warunkiem
niezbgdnym stosowania pateczek Lactobacillus w technologii seréw dojrzewajacych jest poznanie ich
aktywnosci peptydazowe;j.

Celem podjetych badan byla ocena aktywno$ci amino- oraz dipeptydaz wybranych szczepow
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus).

Bedace przedmiotem badan szczepy Lactobacillus syntetyzowaly peptydazy hydrolizujace
preferencyjnie podobne substraty. Dominujaca grupa peptydaz, w przypadku wszystkich szczepéw, byty
aminopeptydazy. Aminopeptydazy syntetyzowane przez poszczegllne szczepy paleczek mlekowych
hydrolizowaly wszystkie zastosowane w doswiadczeniu substraty. Jednak kazdy szczep charakteryzowat
si¢ réznym poziomem aktywno$ci poszczegélnych aminopeptydaz (od 3,00 do 13,75 JA). Poréwnujac
aktywno$¢ dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus stwierdzono, ze wigkszo$¢
zastosowanych w dos$wiadczeniu substratow, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, byta
hydrolizowana — jednak w réznym stopniu (od 1,08 do 7,25 JA).

Najwyzsza aktywnoS$cia, zarowno amino- jak tez dipeptydaz, charakteryzowat si¢ szczep L. casei.
Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzowat aminopeptydazy o prawie 2-krotnie mniejszej aktywnos$ci
w poréwnaniu z pozostalymi szczepami oraz dipeptydazy o aktywnos$ci mniejszej niz w przypadku
L. casei, ale poréwnywalnej z L. casei ssp. rhamnosus.

Wysoka aktywno$¢ peptydazowa badanych szczepéw Lactobacillus $wiadczy o ich potencjalnej
przydatno$ci w technologii serow dojrzewajacych.

Stowa kluczowe: aminopeptydazy, dipeptydazy, Lactobacillus

Wstep

Dominujaca mikroflora seréw dojrzewajacych sa pateczki Lactobacillus [2, 19].
Aktywno$¢ peptydaz syntetyzowanych przez niepochodzace z zakwasu pateczki
mlekowe w wigkszym stopniu niz aktywno$¢ wewnatrzkomérkowych peptydaz,
uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, determinuje cechy sensoryczne seréw [18].
Znaczenie paleczek Lactobacillus w generowaniu smaku i zapachu jest szczegdlnie
istotne w serach otrzymywanych z mleka poddanego kilkukrotnej obrébce cieplnej
[21].

Prof. dr hab. G. Cichosz, dr inz. M. Kornacki, mgr inz. M. Giczewska, mgr inz. A. Konopka, Katedra
Mleczarstwa i Zarzqdzania Jakosciq, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, ul. Heweliusza 1, 10-724 Olsztyn
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Aktywno$¢ proteolityczna pateczek jest wigksza niz mezofilnych paciorkowcéw
mlekowych [11, 17]. Niezaleznie od zakresu peptydolizy istotna jest rowniez
specyficznos$¢ substratowa peptydaz. Niskoczasteczkowe peptydy i wolne aminokwasy
w zalezno$ci od masy czasteczkowej i hydrofobowo$ci moga by¢ przyczyna goryczki
serow [13]. Wybrane szczepy pateczek Lactobacillus moga by¢ przydatne do
maskowania goryczki serow dojrzewajacych [7, 10], a takze intensyfikacji smaku i
zapachu seréw o obnizonej zawarto$ci ttuszczu [1, 3].

W degradacji parakazeiny do niskoczasteczkowych zwiazkéw azotowych, a takze w
generowaniu smaku i zapachu sera Gouda, bardziej istotne od peptydaz uwalnianych po
autolizie kultur zakwasu okazaty si¢ niepochodzace z zakwasu pateczki mlekowe [5, 6].

Jednak warunkiem niezb¢dnym stosowania wybranych szczepéw pateczek
mlekowych w technologii seréw dojrzewajacych jest poznanie specyficznosci
substratowej peptydaz przez nie syntetyzowanych. Podjete badania mialy na celu
oceng specyficzno$ci substratowej amino- oraz dipeptydaz syntetyzowanych przez
szczepy L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus.

Material i metody badan

Gtegboko mrozone koncentraty bakterii L. acidophilus, L. casei, L. casei Ssp.
rhamnosus (prod. Danisco Ingredients) poddano dezintegracji mechaniczno-
ci$nieniowej (dezintegrator Biotex X-25, Sweden). W ekstrakcie enzymatycznym
(otrzymanym po rozpuszczeniu zdezintegrowanej biomasy w 0,05 M buforze
fosforanowym o pH 7,0 wstosunku 1:4 i odwirowanym przy 5500 g/15 min )
0znaczano:

— aktywnos$¢ specyficzng aminopeptydaz metoda Requena i wsp. [20] wobec
substratéw: 8-Glu-p-Na, Arg-p-NA, Leu-p-NA, Ala-p-NA, Glu-p-NA, Lys-p-NA,
Pro-p-NA i Gly-p-NA;

— aktywnos¢ specyficzna dipeptydaz wg zmodyfikowanej metody Cd-
ninhydrynowej [20, 12] wobec substratéw: Ala-Ala, Ala-Pro, Leu-Leu, Pro-Ala,
Gly-Tyr, Leu-Gly, Tyr-Phe, Ala-Phe, Phe-Ala, Tyr-Leu;

— Zawarto$¢ biatka metoda Lowry’ego [15].

Jednostkg aktywnoS$ci specyficznej definiowano jako zmiang ekstynkcji o 0,1
w czasie 1 min reakcji w temp. 30°C, w przeliczeniu na 1 mg biatka enzymatycznego,
przy dtugosci fali 410 nm (aminopeptydazy) lub 570 nm (dipeptydazy).

Obliczano $rednig arytmetyczng z trzech powtdrzen, a takze Srednig aktywno$¢
amino- i dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus.

Aktywno$¢ wzgledna peptydaz [%] wyliczano w stosunku do najbardziej
aktywnego enzymu syntetyzowanego przez badany szczep Lactobacillus.

Wiyniki i dyskusja

Badajac aktywno$¢ aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus
stwierdzono, ze zaden enzym nie wykazal §redniej aktywnosci powyzej 10 J.A (rys. 1).
Trzy enzymy charakteryzowaty si¢ srednia aktywno$cia mniejsza niz 5 J.A., pozostale
hydrolizowaly odpowiednie substraty w zakresie: od 5,1 J.A. do 8,65 JA. W
najwigkszym stopniu hydrolizowany byt Leu-p-Na oraz Glu-p-Na. Najmniejsza (ok.
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35% aktywnosci wzglednej) aktywnos$¢ wykazaty enzymy hydrolizujace Pro-p-Na i
Gly-p-Na (tab. 1).

Tabela 1
Aktywno$¢ wzglgdna aminopeptydaz [%].
Relative activity of aminopeptidases [%].
SSJE)S sttrraa; L. acidophilus L. casei I;hfzanile;;zii’
Gly-p-Na 35,84 54,20 89,09
Pro-p-Na 34,68 48,85 58,18
Lys-p-Na 58,96 65,65 63,27
Glu-p-Na 95,37 46,31 40,73
Ala-p-Na 51,44 100 80,73
Leu-p-Na 100 50,64 100
Arg-p-Na 89,02 44,78 84,73
8-Glu-p-Na 89,59 60,05 98,54

Aminopeptydazy syntetyzowane przez L. casei charakteryzowaly sig
zdecydowanie wigksza aktywnoS$cia niz enzymy L. acidophilus (rys. 1). W przypadku
peptydazy hydrolizujacej: Ala-p-Na réznica byta ponad czterokrotna, a w przypadku
Gly-p-Na i Pro-p-Na okolo trzykrotna. Wigksza aktywno§¢ wykazaly takze
aminopeptydazy hydrolizujace Leu-p-Na, 8-Glu-p-Na oraz Lys-p-Na, a zblizong Glu-
p-Na oraz Arg-p-Na. W najwigkszym stopniu hydrolizowany byl substrat Ala-p-Na
(100% aktywnosci wzglednej). W przypadku Lys-p-Na oraz 3-Glu-p-Na stwierdzono
aktywno$¢ wzgledna powyzej 60%, w przypadku Gly-p-Na i Leu-p-Na powyzej 50%.
Aktywno$¢ wzgledna wobec pozostatych substratéw byta rowniez wysoka — ok. 40%
(tab. 1).
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Rys. 1. Aktywnos$¢ aminopeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus.
Fig. 1. Activity of aminopeptidases synthesised by Lactobacillus cultures.

Migdzy aktywnos$cia aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. casei ssp.
rhamnosus oraz L. casei zréznicowanie byto zdecydowanie mniejsze niz migdzy L.
casei 1 L. acidophilus. Najwigksza aktywnos¢ w przypadku L. casei ssp. rhamnosus
stwierdzono w przypadku enzymu hydrolizujacego Leu-p-Na i 8-Glu-p-Na (rys. 1).
Aktywno$¢ pozostatych aminopeptydaz byta do$¢ wysoka, ponad 80% w przypadku
Arg-p-Na, Ala-p-Na i Gly-p-Na oraz 40 — 60% wobec pozostatych substratéw (tab. 1).

Aminopeptydazy syntetyzowane przez badane szczepy pateczek mlekowych
hydrolizowaly wszystkie zastosowane w doswiadczeniu substraty. Jednakze kazdy
z badanych szczepow charakteryzowat si¢ zréznicowana aktywnoscia poszczegdlnych
peptydaz. Najwigksza aktywno$¢ (od 8,8 do 19,65 J.A.) stwierdzono w przypadku
aminopeptydaz szczepu L. casei, natomiast najmniejsza (od 3,0 do 8,65 J.A.)
w przypadku L. acidophilus. (rys. 1). Srednie aktywnosci aminopeptydaz
syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus wynosily:
6,00; 11,561 10,57 J.A.

Aktywno$¢ dipeptydaz L. acidophilus zawierata si¢ w zakresie od 2,5 (Leu-Leu)
do 4,42 J.A. (Leu-Gly) (rys. 2). Konsekwencja tego bylo réwniez niewielkie
zréznicowanie aktywnosci wzglednej. W stosunku do stopnia hydrolizy Leu-Gly
(100% aktywnoS$ci wzglednej) cztery enzymy wykazalty aktywno$¢ wzgledna powyzej
70%, trzy enzymy powyzej 60% i jeden powyzej 50%. Badany szczep L. acidophilus
nie syntetyzowal dipeptydazy hydrolizujacej Ala-Ala (tab. 2).
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Tabela 2

Aktywno$¢ wzgledna dipeptydaz [%].

Relative activity of dipeptydases [%].
Ssl?ll)s Sttrr;; L. acidophilus L. casei I;hi:ﬁ;;jiz
Tyr-Leu 73,98 81,38 55,30
Phe-Ala 75,79 91,31 96,03
Ala-Phe 66,06 92,69 66,88
Tyr-Phe 65,61 92,69 82,78
Leu-Gly 100 84,41 100
Gly-Tyr 75,79 92,41 75,16
Pro-Ala 63,35 92,00 80,13
Leu-Leu 56,56 73,10 46,36
Ala-Pro 75,79 100 68,54
Ala-Ala 0,00 17,24 35,76

Aktywno$¢ dipeptydaz L. casei (z wyjatkiem peptydazy hydrolizujacej Ala-Ala)
zawierata si¢ w przedziale od 5,3 do 7,25 J.A. (rys. 2). W zwiazku z tym takze
aktywno$¢ wzgledna peptydaz réznita si¢ nieznacznie (tab. 2).

Najmniejsza aktywnos$cia dipeptydaz (Srednio 2,13 J.A.) charakteryzowal sig
szczep L. casei ssp. rhamnosus. Zrdznicowanie aktywnosci wzglednej dipeptydaz
w przypadku L. casei ssp. rhamnosus bylo wigksze niz pozostatych szczepéw
Lactobacillus 1 wynosito od 35,76% (Alal-Ala) do 96,03% (Phe-Ala). Wigkszos$¢
peptydaz charakteryzowata si¢ wysoka aktywnoscia wzgledna: cztery enzymy powyzej
70% i dwa enzymy powyzej 60% (tab. 2).

Poréwnujac aktywno$¢ dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy
pateczek mlekowych stwierdzono, ze wigkszo$¢ zastosowanych w do$wiadczeniu
substratow, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, byta hydrolizowana, jednak
w réznym stopniu. Poszczegdlne enzymy syntetyzowane przez rozne SzZczepy
Lactobacillus  charakteryzowaly si¢ zréznicowana aktywno$cia specyficzna.
Najwyzsza $rednia aktywno$cia charakteryzowaty si¢ dipeptydazy syntetyzowane
przez L. casei, najnizsza natomiast dipeptydazy L. casei ssp. rhamnosus. Srednie
aktywnosci dipeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp.
rhamnosus wynosity: 3,21; 5,921 2,13 J.A.
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Rys. 2. Aktywnos¢ dipeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus.
Fig. 2. Activity of dipeptydases synthesised by Lactobacillus cultures.

Sposréd badanych szczepdéw pateczek Lactobacillus najwigksza aktywno$cig —
zaréwno amino- jak i dipeptydaz — charakteryzowat si¢ szczep L. casei. Srednia
aktywno$¢ aminopeptydaz L. casei byla ok. dwukrotnie wigksza od s$redniej
aktywnosci aminopeptydaz L. acidophilus i poréwnywalna ze $rednia aktywnoS$cia
aminopeptydaz L. casei ssp. rhamnosus (tab. 1). Natomiast $rednia aktywno$¢
dipeptydaz L. casei byta wigksza od $redniej aktywnosci dipeptydaz L. acidophilus
(ok. 1,8-krotnie) oraz L. casei ssp. rhamnosus (2,8-krotnie) (tab. 2).

W odréznieniu od mezofilnych paciorkowcéw mlekowych (stosowanych jako
kultury starterowe) paleczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus charakteryzuja sig
wysoka stabilno$cia biochemiczng. Podstawowe cechy tych kultur sa kodowane w
DNA chromosomalnym, a nie plazmidowym, jak w przypadku paciorkowcéw [14].
Dlatego tez, stosujac w wyrobie sera pateczki Lactobacillus, ktérych aktywnos$¢
proteolityczna i peptydolityczna jest relatywnie wysoka, mozna spodziewacé sig
intensyfikacji proteolizy [8, 9].

Nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, ze oprocz kultur zakwasu i zastosowanych
w procesie technologicznym szczepdw Lactobacillus, w dojrzewajacym serze sa
jednoczes$nie aktywne liczne szczepy tzw. mikroflory wtérnej (niepochodzace z
zakwasu paleczki Lactobacillus, enterokoki, bakterie propionowe), a takze
technologicznie szkodliwej (bakterie fermentacji maslowej oraz z grupy coli).
Wprawdzie zastosowanie pateczek Lactobacillus, oprécz kultur starterowych,
ogranicza w pewnym stopniu wzrost mikroflory wtérnej, jednak nie eliminuje jej
catkowicie [8, 10, 16].
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Poza tym istotny w przebiegu peptydolizy jest zaréwno dostep do odpowiednich
substratow, jak tez stopien autolizy mikroflory obecnej w masie sera. Po autolizie,
oprécz peptydaz zewnatrzkomérkowych i zwiagzanych z membrang cytoplazmatyczna,
aktywne sa réwniez enzymy wewnatrzkomoérkowe [4, 6, 11].

Whioski

Bedace przedmiotem badan szczepy Lactobacillus syntetyzowaly peptydazy

o podobnej specyficznosci substratowej, jednak o zréznicowanej aktywnosci:

1. Dominujaca grupa peptydaz, w przypadku wszystkich badanych szczepéw
Lactobacillus, byty aminopeptydazy.

2. Najwyzsza aktywnos$cia zaréwno amino- jak i dipeptydaz charakteryzowal sig
szczep L. casei.

3. Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzowal aminopeptydazy o prawie
dwukrotnie mniejszej aktywnos$ci w poréwnaniu z pozostalymi kulturami oraz
dipeptydazy o aktywno$ci mniejszej niz w przypadku L. casei, ale poréwnywalnej
z L. casei ssp. rhamnosus.

Prace zrealizowano w ramach grantu KBN 6PO6T01321
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PEPTIDASE ACTIVITY OF SOME LACTOBACILLUS STRAINS

Summary

Non-starter lactic acid bacteria has been proved to be more potent in paracasein degradation into low
molecular nitrogen compounds and in production of taste and aroma of Gouda cheese than peptidases
liberated during autolysis of leaven cultures. In cheese technology application of selected strains of
Lactobacillus leads to reduce non-starter lactic acid bacteria growth and, simultaneously, makes possible
intensification and modification of sensorial features of cheese. The indispensable requirement to use the
lactobacilli in ripening cheese production is to recognise their peptidase activity.

The aim of the paper was to evaluate activities of amino- and dipeptidases of some strains of
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus ).

The Lactobacillus strains synthesised peptidases hydrolysing preferential similar substrates. Amino
peptidases composed the dominant group for all the strains under the study. Amino peptidases that were
synthesised by the individual lactobacilli strains hydrolysed all the substrates utilised during the
experiment. However, each strain was characterised by different activity level of individual amino
peptidases (from 3.00 to 13.75 JA). Comparing activity of dipeptidases synthesised by the Lactobacillus
strains it has been found that majority of the substrates utilised in the experiment, typical for lactobacilli,
were hydrolysed, though in various extent (from 1.08 to 7.25 JA).

The L. casei strain was characterised by highest activity of both: amino- and dipeptidase, activity. The
L. acidophilus synthesised amino peptidases of about 2 times lower activity in comparison to the rest of
the strains of lactobacilli and dipeptidases of lower activity than those synthesised by L. casei, but
comparable to dipeptidases activity of L. casei ssp rhamnosus.

High peptidase activity of the examined Lactobacillus strains proved their potential usefulness in
ripening cheese technology.

Key words: aminopeptidase, dipeptidase, Lactobacillus
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PAWEL GLIBOWSKI, ANNA KREPACKA

WPLYW DODATKU PREPARATOW SERWATKI NA WEASCIWOSCI
REOLOGICZNE JOGURTOW

Streszczenie

Zbadano wtlasciwosci reologiczne jogurtow z 1-, 2- i 4-procentowym dodatkiem serwatki w proszku,
serwatki w proszku demineralizowanej i trzech serwatek o obnizonej zawartosci laktozy, jako alternatywy
odtluszczonego mleka w proszku. W tym celu dokonano oznaczen lepkosci pozornej, dynamicznej i
twardos$ci badanych jogurtéw. W wigkszosci przypadkow wraz ze wzrostem dodatku serwatek nastgpowat
spadek lepkosci pozornej. Jednak 1-procentowy dodatek preparatéw serwatki umozliwil otrzymanie
jogurtéw o lepkosci wyzszej od lepko$ci jogurtu niewzbogaconego (préba kontrolna). Analiza
kwasowosci wykazata, ze dodatek serwatek do jogurtéw ograniczyl obnizenie wartosci pH gotowych
wyrobéw w stosunku do préby kontrolnej oraz jogurtéw z dodatkiem mleka odtluszczonego. W badaniach
tekstury wzrost st¢zenia stosowanych proszkéw serwatkowych niemal we wszystkich przypadkach
powodowal zmniejszenie twardo$ci gotowych wyrobdw. Analizujac lepko$¢ dynamiczna wykazano, ze
najlepiej na wlasciwosci lepkosprezyste jogurtu wptywat dodatek odtluszczonego mleka w proszku,
jednak przy
1-procentowym dodatku réznice pomigdzy koncowymi wartosciami modutu zespolonego stosowanych
preparatéw byly niewielkie. Bardziej widoczne réznice stwierdzono w jogurtach wzbogaconych
4-procentowym dodatkiem badanych preparatow. W tym przypadku taki dodatek serwatki
demineralizowanej spowodowat znaczacy wzrost warto$ci modutu zespolonego w stosunku do préby
kontrolnej. Chociaz najlepszym preparatem zwigkszajacym zawarto$¢ suchej masy okazato sig
odttuszczone mleko w proszku, jednak 1-procentowy dodatek serwatki w proszku, serwatek o obnizonej
zawartosci laktozy, jak réwniez 4-procentowy dodatek serwatki demineralizowanej spowodowat wyrazna
poprawg cech reologicznych jogurtéw w stosunku do jogurtu niewzbogacanego.

Stowa kluczowe: jogurt, reologia, serwatka w proszku, tekstura

Wprowadzenie

Jogurt jest jednym z najpopularniejszych napojow mlecznych. Dostarcza wielu
sktadnikéw odzywczych w formie bardziej przyswajalnej dla organizmu niz mleko
(np. wapnia), nie ma tez przeciwwskazanh do spozywania go przez osoby z

Dr inz. P. Glibowski, mgr inz. A. Krepacka, Katedra Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego
i Przechowalnictwa, Akademia Rolnicza, ul. Skromna 8, 20-950 Lublin, tel. 444-63-13, e-mail:
glibowskipawel @wp.pl
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nietolerancja laktozy, gdyz podczas fermentacji cukier ten jest czgsciowo
wykorzystywany przez bakterie [S]. Wg definicji przyjetej przez FAO/WHO, jogurt
jest fermentowanym produktem mlecznym, ktéry uzyskuje si¢ przez ukwaszenie mleka
bakteriami jogurtowymi, tj. Lactobacillus delbruecckii ssp. bulgaricus i Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus. Powinien zawieraé co najmniej 10’ zywych bakterii
w 1 cm’. Jego popularno$é niewatpliwie wynika z wiasciwosci, dzieki ktérym ma
korzystny wptyw na zdrowie cztowieka np. redukujac poziom cholesterolu, utatwiajac
trawienie, itp. [4].

Jogurt produkuje si¢ z mleka o podwyzszonej zawartosci suchej masy. Uzyskuje
si¢ ja poprzez odparowanie czgsci wody lub dodanie proszku mlecznego, sa to jednak
metody kosztowne, dlatego poszukuje si¢ tanszych sposobdw zwigkszania zawartoSci
suchej masy w mleku. Rozwiazaniem moze by¢ zastapienie czgsci lub nawet catosci
proszku mlecznego biatkami serwatkowymi. Zamiana taka jest korzystna takze ze
wzgledéw zywieniowych, gdyz bialka serwatkowe zawieraja aminokwasy siarkowe,
lizyng i tryptofan oraz wszystkie aminokwasy egzogenne [1].

Celem pracy byto zbadanie wptywu dodatku do jogurtéw wybranych preparatéw
serwatkowych, jako taniej alternatywy odtluszczonego mleka w proszku, na
wlasciwosci reologiczne jogurtow.

Material i metody badan

Do produkcji jogurtéw uzyto: petnego mleka w proszku (OSM Krasnystaw);
odtluszczonego mleka w proszku (MO) (Biomlek, Chetm); serwatki w proszku (SP)
(SM Spomlek, Radzyn Podlaski); serwatki w proszku demineralizowanej (SD)
(Euroserum, Francja); trzech serwatek w proszku o obnizonej zawartosci laktozy
(Foremous Baraboo, WI, USA) oznaczonych numerami: 8402011701 (dalej nazywana
serwatka 1 lub S1), 8401121401 (dalej nazywana serwatka 2 lub S2) oraz 8401111201
(dalej nazywana serwatka 3 lub S3); szczepionki YC-X11 Yo-Flex Thermophilic
Lactic Culture type Yogurt CHR (Chr. Hansen, Polska).

Jogurty otrzymano z mleka regenerowanego uzyskanego poprzez mieszanie 130 g
mleka petnego w proszku z 1000 ml wody destylowanej za pomoca mieszadta
magnetycznego az do calkowitego rozpuszczenia. Nastgpnie dodawano, z wyjatkiem
proby kontrolnej, mleko odttuszczone w proszku lub serwatk¢ w ilosci 1, 2 i 4%
w stosunku do mleka regenerowanego i calo$¢ poddawano pasteryzacji w temp. 85°C
przez 30 min. Po tym czasie mieszaning studzono do temp. 40°C i szczepiono
bakteriami jogurtowymi w ilosci 0,015%. Zaszczepiona mieszaning rozlewano do
zlewek o pojemnosci 50 cm® w ilosci 40 cm’, przykrywano folia aluminiowa i
wstawiano do tazni wodnej o temp. 45°C na 4 h. Otrzymany jogurt chlodzono i
przechowywano w temp. 4°C przez 24 h.
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Oznaczenie zawarto$ci biatka i laktozy (tab. 1) w zastosowanych dodatkach

wykonano zgodnie z PN [6, 7].

Badania reologiczne obejmowaty:

analiz¢ twardosci przy uzyciu TA-XT2i texture analyser (Stable Microsystems,
Goaldming, Wielka Brytania) przez dwa sekwencyjne zanurzenia na gltebokos¢
15 mm wypetnionego walca o $rednicy 1 cm z szybkoscia 1 mm/s z sita 0,98 N
przedzielone faza relaksacyjng trwajaca 30 s. Badania przeprowadzano w 6
powtdrzeniach w temp. 20°C;

oznaczenie lepko$ci pozornej przy uzyciu wiskozymetru Brookfielda, stosujac
przystawke Helipath, wrzeciono D (Brookfield Engineering, Stoughton, MA,
USA). Predkos¢ obrotéw okreslono na V=10 obr./min. Badania przeprowadzano
w 3 powtdrzeniach;

badanie lepkosci dynamicznej przez monitorowanie procesu fermentacji
zachodzacego w 45°C w ciagu 4 h oraz nastgpujacego po nim procesu chlodzenia i
przetrzymywania w temp. 5°C. Pomiar6w dokonywano przy uzyciu reometru
oscylacyjnego RS 300 (Haake, Karlsruhe, Niemcy) w ukladzie cylindrow
wspotosiowych (rotor Z 31, cylinder Z 43). Zmiany warto$ci modutu zespolonego
(G*) okres$lano przy czestotliwosci drgan oscylacyjnych 0,1 Hz i amplitudzie
drgan 0,01.

Tabela 1l
Zawarto$¢ biatka i laktozy w stosowanych preparatach mlecznych.
Protein and lactose content in an applied milk preparations.
Preparaty mleczne Zawarto$¢ biatka [%] (m/m) Zawarto$¢ laktozy [%] (m/m)
Milk preparations Protein content [%] (W/w) Lactose content [%] (w/w)
Petne mleko w proszku
Whole milk powder 26,32 38,12
Odttuszczone mleko w proszku
MO) 35,13 50,66
Skim milk powder (MO)
Serwatka w proszku (SP)
Whey powder (SP) 11,92 5,72
Serwatka demineralizowana (SD)

Demineralised whey powder (SD) 12,75 81,64

Serwatka 1 (S1)

21,32

Whey 1 (S1) 3 35,9

Serwatka 2 (S2)

22,32 4

Whey 2 (S2) -3 56,48

Serwatka 3 (S3)
Whey 3 (S3) 22,62 45,46

Pomiaru pH dokonywano przy uzyciu pH-metru CP-215 (Elmetron, Zabrze, Polska).
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Wartodci odchylen standardowych obliczano przy uzyciu programu Microsoft Excel
5.0 (Microsoft Corporation, USA).

Wiyniki i dyskusja

W tab. 2. przedstawiono wyniki pomiaru lepko$ci pozornej jogurtéw
wzbogaconych rézna wielko$cia poszczegdlnych dodatkéw. Produktem odniesienia
jest proba kontrolna, czyli jogurt wykonany jedynie z mleka petnego. Sposréd probek
zawierajacych 1-procentowy dodatek suchej masy najwigksza lepkos¢ miata prébka z
odtluszczonym mlekiem w proszku, mniejsza za$ jogurt zawierajacy serwatke 1.
Dodatek pozostatych preparatéw serwatki umozliwit otrzymanie jogurtéw o lepkosci

wigkszej niz préba kontrolna.
Tabela 2

Lepkos$¢ pozorna i pH jogurtéw o zwigkszonej zawartosci suchej masy.
Apparent viscosity and pH of yogurts with increased dry mass content.

Preparaty Lepkos¢ [Pae s] / Apparent viscosity [Paes] pH
mll\j[(i:lzkne Dodatek preparatu mlecznego [%] / Addition of milk preparation [%]
preparations 1 2 4 1 2 4
0 170,3 £ 6,5 4,58
MO 412,6°+21,6 357,9°+£274 | 4332°+17,6 4,49 4,50 4,63
Sp 250,3*+7,5 2112°+8,0 | 175,6°+226 4,80 4,77 4,82
SD 317,80 +18,3 | 264,6°+25,1 | 447,1°+71,0 4,81 4,84 4,77
S1 3943£21,0 | 164,3°+29 | 857°+128 4,97 4,86 4,80
S2 258,9°+ 30,5 140,3®™ +24,0 | 169,1°+43,7 4,86 4,90 4,93
S3 323,5%+111,1 1132%+£9,3 118,6® 5,3 4,88 491 5,02

Objasnienia: / Explanatory notes:

a-d — wartoéci S$rednie oznaczone réznymi literami, przy tej samej wielkosci dodatku preparatu
mlecznego, réznig si¢ w sposéb statystycznie istotny przy p<0,05 / mean values designated by different
letters for the same quantity of milk preparation additive are statistically significantly different at a level
of p<0,05.

Dwukrotne zwigkszenie ilosci dodatkéw skutkowato ogélnym spadkiem lepkosci.
Takze w tym przypadku najwigksza lepko§¢ wykazywal jogurt zawierajacy
odtluszczone mleko w proszku. Sposréd probek wzbogaconych serwatkami najwyzsza
lepkoscia charakteryzowat si¢ jogurt z serwatka demineralizowana. Mniejsza lepkosc,
ale ciagle wigksza od proby kontrolnej, miat jogurt ze zwykla serwatka. Dodatek
serwatek o zmniejszonej zawarto$ci laktozy spowodowal zmniejszenie lepkos$ci
ponizej lepkosci proby odniesienia.
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Dodatek serwatki demineralizowanej w ilosci 4% umozliwitl otrzymanie jogurtu
o lepkosci poréwnywalnej z lepkoscia, jaka powoduje identyczne stgzenie
odtluszczonego mleka w proszku. Pozostate sposréd badanych serwatek w uzytym
stgzeniu nie spowodowaly wzrostu lepkosci.

Analizujac wyniki oznaczen lepkosci pod wzgledem narastajacych stezen, mozna
zauwazy¢, ze w wickszosci przypadkéw wraz ze wzrostem dodatku serwatek
nastgpowal spadek lepkosci jogurtu. Podobne wyniki otrzymano, gdy preparaty
serwatkowe tylko czgSciowo zastgpowaty mleko w proszku [3]. Puvanenthrian i wsp.
[8] badali wiasciwosci reologiczne jogurtéw z mleka o zmienionym stosunku kazeiny
do biatek serwatkowych. Otrzymane zZele jogurtowe byly tym stabsze im mniejszy byt
stosunek kazeiny do bialek serwatkowych. Podobnie, jak serwatki w proszku,
zmniejszenie lepkosci jogurtu, w poréwnaniu z odttuszczonym mlekiem w proszku,
powoduja koncentraty biatek serwatkowych [2], ktére sa czg$ciej wykorzystywane
w produkcji jogurtow.

W celu lepszej interpretacji wynikow dokonano pomiaru pH gotowych jogurtéw
(tab. 2), przypuszczajac, ze réznice w lepkoSci moga wynikaé z réznic kwasowosci
gotowego produktu. Nie stwierdzono tu jednak S$cistej korelacji. Zauwazono, ze
dodatek serwatek do jogurtéw ograniczyt zmniejszenie wartosci pH w stosunku do
proby kontrolnej, jak réwniez jogurtéw wzbogaconych mlekiem odtluszczonym.
Podobng tendencje¢ wykazat réwniez Hugunin [3].

Jogurty poddano réwniez badaniom okreslajacym ich twardo$¢ (rys. 1).
Wigkszos¢ z zalezno$ci ukazanych podczas analizy lepkosci pozornej pokrywa sig
z wynikami oznaczen twardosci, jakkolwiek nie jest tak we wszystkich przypadkach.
W jogurtach wzbogacanych dodatkiem odttuszczonego mleka w proszku twardosé
wzrastala wraz ze wzrostem tego dodatku, co jest oczywista zalezno$cia z punktu
widzenia praktyki mleczarskiej. Sposréd preparatéw serwatkowych wzrost stezenia
niemal we wszystkich przypadkach powodowat spadek twardo$ci gotowych wyrobéw,
co pokrywa si¢ z analizami lepkos$ci pozornej. Wyniki te odpowiadaja wcze$niejszym
doniesieniom [9].

Na uwage zastuguje jednak 1-procentowy dodatek serwatki w proszku, jak i
serwatek o obnizonej zawarto$ci laktozy 1 i 3. Zaréwno analiza lepkosci, jak i
twardosci, dowodza poprawy wtasciwosci reologicznych jogurtéw z tymi dodatkami w
stosunku do jogurtu niewzbogaconego.

Oznaczanie lepkosci pozornej czy twardosci sa metodami silnie inwazyjnymi.
Pozwalaja na okreSlenie wtasciwosci reologicznych gotowego wyrobu, jednak
uniemozliwiaja obserwacje¢ zmian wlasciwosci reologicznych jogurtu w trakcie jego
powstawania. Zastosowanie reometrii dynamicznej umozliwia obserwacj¢ procesu
zelowania bez jednoczesnego niszczenia powstajacej sieci zelu. Dzieje si¢ tak,
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poniewaz rotor reometru ulega niewidocznym dla ludzkiego oka, niewielkim
odksztatceniom o okreslonej czgstotliwosci, ustalanym w sposéb do§wiadczalny.
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Rys. 1.  Wplyw dodatku preparatéw mlecznych, zwigkszajacych zawarto$¢ suchej masy, na twardo$¢
jogurtéw (a-h — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami, przy tej samej wielko$ci dodatku
preparatu, réznig si¢ w sposob statystycznie istotny przy p<0,05).

Fig. 1.  Effect of milk preparation additives enriching dry mass content on hardness of the yogurts (a-h —
mean values designated by different letters for the same quantity of preparation additive are
statistically significantly different at a level of p<0,05).

Na rys. 2. i 3. przedstawiono zmiany modutu zespolonego w czasie fermentacji
i nastgpujacego po nim chtodzenia jogurtéw zawierajacych odtluszczone mleko
w proszku, serwatke demineralizowana oraz serwatke 2. Wzrosty wartosci tego
modutu widoczne na rysunkach $wiadcza o przejsciu roztworu ze stanu ptynnego w
zel. Warto$¢ G* powoli zaczgta wzrastac w potowie trwania procesu fermentacji.
Zmiany te zachodzity w podobny sposéb we wszystkich prébkach niezaleznie od
rodzaju i stgzenia dodatku. Gwaltowny wzrost wartosci modutu zespolonego nastapit
po rozpoczegciu chtodzenia.

Podobnie, jak w przypadku poprzednich analiz, najlepiej na tekstur¢ jogurtu
wptywat dodatek mleka odttuszczonego (rys. 2, 3). Przy 1-procentowym dodatku
(rys. 2) réznice pomigdzy koncowymi warto$ciami modutu zespolonego stosowanych
dodatkéw byty jednak niewielkie. WyraZniejsze réznice mozna bylo obserwowac
w jogurtach wzbogaconych 4-procentowym dodatkiem badanych preparatéw (rys. 3).
W tym przypadku dodatek serwatki demineralizowanej spowodowal wyrazny wzrost
warto$ci modutu zespolonego w stosunku do préby kontrolnej, jednak dodatek mleka
odtluszczonego wptywat najlepiej na teksturg jogurtu.
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Rys. 2. Zmiany warto$ci modutu zespolonego podczas fermentacji i chlodzenia jogurtéw zawierajacych
1-procentowy dodatek preparatéw mlecznych.

Fig.2. Complex modulus changes during fermentation and cooling yogurts contained of 1% milk
preparations additives.
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Rys. 3. Zmiany warto$ci modutu zespolonego podczas fermentacji i chtodzenia jogurtéw zawierajacych
4-procentowy dodatek preparatéw mlecznych.

Fig. 3. Complex modulus changes during fermentation and cooling yogurts contained of 4% milk
preparations additives.

Whioski

1. Na tekstur¢ jogurtéw najlepiej wplywat dodatek mleka odttuszczonego w
proszku.

2. Wzrost stezenia dodawanych preparatow serwatkowych w  wigkszos$ci
przypadkéw powodowat pogorszenie wiasciwosci reologicznych jogurtow.

3. Wyrazna poprawe wlasciwosci reologicznych jogurtéw uzyskano przy 1-
procentowym dodatku serwatki w proszku, serwatek o obnizonej zawartoSci
laktozy 1- i 3-, jak réwniez 4-procentowym dodatku serwatki demineralizowane;j.
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4. Wzbogacanie jogurtéw serwatkami w proszku powodowato ograniczony spadek
kwasowosci podczas ich dojrzewania.
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EFFECT OF WHEY PREPARATIONS ADDITION ON RHEOLOGICAL
PROPERTIES OF YOGHURTS

Summary

Rheological properties of yoghurts with 1, 2 and 4% addition of powdered whey, demineralised whey and
three lactose reduced whey as an alternative for skim milk powder were studied. The dynamic, apparent
viscosity and the hardness of the yoghurts were determined for this purpose. In most cases the decrease of
apparent viscosity was occurred in conjunction of increasing whey powders addition. However 1% addition
of whey preparations let to obtain yoghurts with higher viscosity than the non-enriched yoghurt (control
check). Acidity analysis demonstrated that yoghurts whey powders addition limited the pH decrease in the
final product in relation to the control check and yoghurts enriched with skim milk. In a texture examination
increasing concentration of applied whey powder additives caused the decrease in hardness in almost all final
products. Dynamic viscosity analysis showed that addition of skim milk powder had the best influence on the
yoghurt viscoelastic properties, however with 1% additives the differences between the final complex
modulus values for applied preparations were slight. Much definite differences were seen in yoghurts
enriched by 4% addition of examined preparations. In this case such an addition of demineralised whey
powder caused remarkable complex modulus increase in relation to control check.

Although the best preparation increasing dry mass content turned out a skim milk powder, however
1% addition of powdered whey, lactose reduced whey as well as 4% addition of demineralised whey
caused evident rheological qualities improvement of yoghurts in relation to the non-enriched yoghurt.

Key words: yoghurt, rheology, whey powder, texture
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WPLYW CZASU PRZECHOWYWANIA NA WEASCIWOSCI
FIZYCZNE I STABILNOSC KAKAO Z DODATKIEM KWASU
L-ASKORBINOWEGO

Streszczenie

Kakao instant wzbogacone w witaming C taczy w sobie cechy produktu pozadanego przez
konsumenta, jest zrédtem witamin i sktadnikéw mineralnych, charakteryzuje si¢ unikalnym aromatem
ibarwa, atakze jest szybkie i tatwe w przygotowaniu. Znajomo$¢ zmian zawarto$ci witaminy C,
w zaleznosci od czasu skladowania badanego produktu w okreslonych warunkach, umozliwia
przewidywanie jej stabilno$ci przechowalniczej w kakao instant.

Kwas askorbinowy odgrywa bardzo wazna rol¢ w technologii zywnosci, zaréwno jako czynnik
witaminowy, jak i czynnik chronigcy inne sktadniki zywnosci, ktére w trakcie procesu technologicznego
czy przechowywania moga ulega¢ niekorzystnym zmianom, giéwnie procesom utleniania.

Celem pracy byta analiza wptywu czasu przechowywania na wlasciwosci fizyczne i stabilnos¢ kakao
instant z dodatkiem kwasu L-askorbinowego. Zakres pracy obejmowat réwniez analiz¢ wptywu sktadu
surowcowego, aglomeracji oraz sposobu wprowadzenia kwasu L-askorbinowego do kakao na wlasciwosci
fizyczne badanych produktéw.

Materiat badawczy stanowity produkty w proszku: cukier instant — cukier puder, kakao alkalizowane,
maltodekstryna, mleko w proszku odtluszczone, lecytyna sojowa, kwas L-askorbinowy. Przechowywanie
wptyneto na pogorszenie wlasciwo$ci mieszanin i aglomeratéw, bez wzgledu na sposéb wprowadzania
kwasu L-askorbinowego. Najwigksze réznice otrzymano podczas analizy sypkosci i zwilzalnosci
badanych produktéw spozywczych w proszku.

Stowa kluczowe: aglomeracja, sypkos$¢, zwilzalno$¢, granulacja, kakao, kwas L-askorbinowy

Wprowadzenie

Zywno$¢ w proszku stanowi forme produktéw prostych w przygotowaniu,
niejednokrotnie gotowych do spozycia, o stosunkowo duzej trwatoSci, wygodnych i
tatwych w dalszych operacjach technologicznych oraz w obrocie i transporcie, ktére po
odtworzeniu w cieczy (wodzie lub mleku) sa gotowe do spozycia. Wtasciwosci

Dr inz. J. Kowalska, prof. dr hab. A. Lenart, mgr inz. J. Dobrowolska, Katedra Inzynierii Zywnosci
i Organizacji Produkcji, Wydz. Technologii Zywnosci, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, ul.
Nowoursynowska 159 ¢, 02-787 Warszawa, kowalskaj @ alpha.sggw.waw.pl
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fizyczne proszkéw bardzo czgsto decyduja o jakosci gotowego produktu, stad tez
sypka forma zywnos$ci w proszku i wszystkie cechy zwigzane z tym stanem (wielko$¢
czastek, gesto$¢ nasypowa, sypkos¢, higroskopijnosé, wiasciwosci rekonstytucyjne) sa
przedmiotem zainteresowania technologéw zywnos$ci [4]. Proszek kakaowy bez
dodatkéw tylko czgSciowo rozpuszcza si¢ w wodzie. Lepsza rozpuszczalno$e, jak i
zwilzalno$¢, np. w mleku, mozna osiagna¢ przez zmiang hydrofobowego charakteru
proszku na bardziej hydrofilowy, np. po dodaniu emulgatoréw w rodzaju lecytyny albo
destylowanych mono- lub diacylogliceroli [9]. Lepsza odtwarzalno$¢ wykazuja proszki
kakaowe z dodatkami, oferowane w formie napojow, poddawane procesowi aglomeraciji,
ktéry umozliwia nadanie produktom w proszku cech korzystnych z punktu widzenia
jako$ci zywnosci — poprawe zdolnosci do plynigcia oraz odtwarzania. Aglomeracja
stwarza réwniez mozliwo$¢ kreowania nowego produktu atrakcyjnego dla konsumenta
[3].

Prawidlowe odzywianie w znacznym stopniu warunkuje dobry stan zdrowia,
natomiast zle nawyki zywieniowe moga prowadzi¢ do niedoboréw sktadnikéw
odzywczych. Wzbogacanie zywnosci w te sktadniki daje mozliwo$¢ likwidacji ich
niedoboru, a takze podnosi warto$¢ odzywcza produktéw [8].

Najbardziej popularng wsréd konsumentéw zywno$ciag wzbogacona jest zywnos$¢
z dodatkiem witamin, sposrdd ktérych najczesciej stosowana jest witamina C oraz
witaminy z grupy B [7]. Kwas askorbinowy odgrywa bardzo waznga rol¢ w technologii
zywnosci, zaréwno jako czynnik witaminowy, jak i czynnik ochronny innych
sktadnikéw zywnosci, ktére w trakcie procesu technologicznego czy przechowywania
moga ulegac niekorzystnym zmianom, giéwnie poprzez utlenianie [1].

Kakao instant wzbogacone w witaming C laczy w sobie cechy produktu
pozadanego przez konsumenta, jest zrédlem witamin i sktadnikéw mineralnych,
charakteryzuje si¢ unikalnym aromatem i barwa, a takze jest szybkie i tatwe w
przygotowaniu. Znajomos¢ zmian zawarto$ci witaminy C w czasie pozwala na
przewidywanie jej stabilnosci podczas przechowywania kakao instant w okreslonych
warunkach.

Celem pracy byta analiza wplywu czasu przechowywania na wtasciwosci
fizyczne i stabilno$¢ kakao instant z dodatkiem kwasu L-askorbinowego. Zakres pracy
obejmowat réwniez analiz¢ wptywu sktadu surowcowego, aglomeracji oraz sposobu
wprowadzenia kwasu L-askorbinowego na wiasciwosci fizyczne badanych produktéw.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity nast¢pujace produkty spozywcze w proszku o
nazwach handlowych: cukier instant — cukier puder, kakao alkalizowane,
maltodekstryna $rednioscukrzona, mleko w proszku odtluszczone, lecytyna sojowa,
kwas L-askorbinowy. Wszystkie surowce przechowywano w szczelnie zamknigtych
opakowaniach, w suchym, zaciemnionym pomieszczeniu, w temp. 15-20°C.
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Metody technologiczne obejmowaty dwa procesy: mieszanie i aglomeracjg, ktore
zostaty przeprowadzone w aglomeratorze fluidyzacyjnym typu STREA 1 firmy Niro
Atomizer A/S. Technologia otrzymywania aglomeratéw polegata na wymieszaniu
sktadnikéw o masie 0,2 kg w zbiorniku urzadzenia przez 2 min po wprowadzeniu ich
w stan fluidalny, a nastgpnie nawilzaniu woda przez 15 min, przy nat¢zeniu przeptywu
cieczy 6-107 kg/s oraz ci$nieniu sprezonego powietrza w dyszy rozpylajacej 0,2 MPa.
Po zakonficzeniu nawilzania otrzymany aglomerat dosuszano przez 15 min w temp.
68°C.

Badano produkty o nastgpujacym sktadzie surowcowym: A — 20% kakao + 80%
cukru, B — 20% kakao + 40% cukru + 40% maltodekstryny, C — 20% kakao + 40%
cukru + 40% mleka w proszku, D — 20% kakao + 40% maltodekstryny + 40% mleka
w proszku.

Do kazdego produktu dodawano lecytyne w ilosci 0,1% oraz kwas L-askorbi-
nowy w ilosci 80 mg/100 g produktu, ktéry wprowadzano dwoma sposobami.
Pierwszy polegal na dodaniu kwasu L-askorbinowego w postaci proszku do
mieszaniny, ktéra aglomerowano woda. Druga metoda polegala na aglomerowaniu
mieszaniny wodnym roztworem kwasu L-askorbinowego.

Metody analityczne obejmowaty oznaczanie: sktadu granulometrycznego [2],
gestosci nasypowej luznej 1 utrzgsionej [6], sypkosci [2], zwilzalno$ci [2],
rozpuszczalno$ci ogélnej [5]. Wszystkie analizy wykonywano w trzech powtérzeniach.

Wiyniki i dyskusja

Wptyw czasu przechowywania na wtasciwosci ogolne mieszanin

Analiza sktadu granulometrycznego badanych mieszanin po uplywie trzech
miesigcy przechowywania wykazata wzrost wielkosci czastek wigkszosci produktow w
poréwnaniu z mieszaninami badanymi bezposrednio po ich wyprodukowaniu. Warto$¢
mediany wzrosta od okolo 3% w przypadku mieszaniny o podstawowym sktadzie (A)
do okoto 9% w odniesieniu do produktéw zawierajacych w skladzie mleko w proszku
(produkty C1i D).

Wiasciwosei plynigecia mieszanin po uptywie trzech miesigcy znacznie sig
pogorszyty (rys. 1). Czas wysypu mieszanin zawierajacych w sktadzie mleko
w proszku (C i D) z obracajacego si¢ naczynka byt najdtuzszy i wzrdst o okoto 34%
w poréwnaniu  z wartoSciami ~ poczatkowymi.  Czas  wysypu  mieszaniny
o standardowym sktadzie A byt dtuzszy o okoto 38%, natomiast czgsciowe zastgpienie
cukru maltodekstryna (B) skrocito ten czas o okoto 25%.

Analiza wlasciwosci rekonstytucyjnych wykazata pogorszenie zwilzalnosci
produktéw po trzech miesigcach przechowywania (rys. 2). Czas zwilzania mieszaniny
o standardowym sktadzie (A) wydtuzyt si¢ o okoto 21%, za$ produktéw B i C o okoto
18%, natomiast produktu D o okoto 15% w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi
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bezposrednio po wyprodukowaniu mieszaniny. Natomiast nie uzyskano istotnego
wplywu przechowywania na rozpuszczalno$¢, ktéra obnizyta si¢ o okoto 3—4% we
wszystkich badanych produktach.
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Rys. 1.  Wplyw czasu przechowywania na sypkos$¢ mieszanin kakao w proszku.
Fig. 1. The influence of storage time on flowability of mixed cacao powder.
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Rys. 2. Wplyw czasu przechowywania na zwilzalno$¢ mieszanin kakao w proszku.
Fig. 2. The influence of storage time on wettability of mixed cacao powder.

Wptyw czasu przechowywania na wtasciwosci ogolne aglomeratow

Analiza sktadu granulometrycznego wszystkich aglomeratéw, ktére wytworzono
z dodatkiem kwasu L-askorbinowego w proszku, przechowywanych przez trzy
miesiagce, wykazata zmniejszenie wielkosci czastek. Warto$¢ $rednicy dominujacej
frakcji aglomeratu o podstawowym sktadzie - A zmniejszyta si¢ o okoto 15%,
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natomiast produktu B o okolo 3%. Aglomerat C i D wykazal obnizenie udziatu
dominujacej frakcji o okoto 32%.

Po trzech miesiacach przechowywania czas wysypu aglomeratéw A i B wydtuzyt
si¢ 0 okoto 12%. Natomiast sypkos¢ pozostalych produktéw nie ulegta istotnym
zmianom (rys. 3).
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Rys. 3. Wplyw czasu przechowywania na sypko$¢ aglomeratu kakao w proszku z dodatkiem kwasu
L-askorbinowego (dodanego do mieszaniny w postaci proszku).

Fig. 3.  The influence of storage time on flowability of agglomerated cacao powder with L-ascorbic acid
added to powder mix.
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Rys. 4.  Wplyw czasu przechowywania na zwilzalno$¢ aglomeratu kakao w proszku z dodatkiem kwasu
L-askorbinowego (dodanego do mieszaniny w postaci proszku).

Fig. 4.  The influence of storage time on wettability of agglomerated cacao powder with L-ascorbic acid
added to powder mix.
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Analiza wlasciwosci rekonstytucyjnych wykazata dluzszy czas zwilzania
wszystkich aglomeratéw przechowywanych przez trzy miesiace. Najwigksze zmiany
stwierdzono w aglomeratach C i D, zawierajacych w swoim sktadzie mleko w proszku,
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ktérych czas zwilzania wydtuzyt si¢ prawie pigciokrotnie w poréwnaniu z wartosciami
poczatkowymi (rys. 4). W pozostalych produktach badana wielko$¢ byta okoto
dwukrotnie wyzsza po trzech miesiacach przechowywania. Zmiany te nie
spowodowaly jednak utraty cech instant przez produkty.

Analiza sktadu granulometrycznego wszystkich aglomeratow po uptywie trzech
miesigcy przechowywania wykazala zmniejszenie wielkosci czastek w poréwnaniu
z wartosciami poczatkowymi. Wartos¢ $rednicy dominujacej frakcji aglomeratu A
o podstawowym sktadzie zmniejszyla si¢ o okoto 27%, natomiast produktu B o okoto
56% w porOéwnaniu z wartoscia poczatkowa. Natomiast aglomerat C wykazat warto$¢
srednicy dominujacej frakcji nizsza o okoto 46% w odniesieniu do warto$ci otrzymanej
bezposrednio po wyprodukowaniu aglomeratu. Sypkos$¢ aglomeratéw po uplywie
trzech miesigcy przechowywania obnizyla si¢ w zalezno$ci od mieszaniny: o okoto
25% — produkt D, 20% — produkt C oraz o okoto 14% — pozostale badane materiaty

(rys. 5).
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Rys. 5. Wplyw czasu przechowywania na sypkos¢ aglomeratu w proszku z dodatkiem kwasu
L-askorbinowego (wprowadzonego do produktu w wodnym roztworze aglomerujacym).

Fig. 5. The influence of storage time on flowability of agglomerated cacao powder with water solution
of L-ascorbic acid added.

Analiza wtasciwos$ci rekonstytucyjnych wykazata istotny wzrost czasu zwilzania
wszystkich — aglomeratow po trzech miesiacach przechowywania. Prawie
siedmiokrotnie dtuzszy czas zwilzania otrzymano w przypadku aglomeratu C (rys. 6),
natomiast w produkcie nie zawierajacym cukru (D) czas zwilzania wzrést prawie
czterokrotnie. Czas zwilzania pozostatych aglomeratéw byl okoto dwukrotnie dtuzszy
w poréwnaniu z warto$ciami otrzymanymi bezposrednio po wyprodukowaniu
aglomeratow.
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Rys. 6. Wplyw czasu przechowywania na zwilzalno$¢ aglomeratu kakao w proszku z dodatkiem kwasu

L-askorbinowego (wprowadzonego do produktu w wodnym roztworze aglomerujacym).

Fig. 6.  The influence of storage time on wettability of agglomerated cacao powder with water solution

of L-ascorbic acid added.

Whioski
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Przechowywanie wptyn¢lo na pogorszenie badanych wiasciwos$ci mieszanin
i aglomeratéw kakao w proszku bez wzgledu na sposéb wprowadzania kwasu
L-askorbinowego. Wigksze réznice stwierdzono w produktach
nieaglomerowanych.

Najwigksze zmiany odnotowano w odniesieniu do sypkosci i zwilzalnos$ci.
Najmniejsza sypko$¢ miaty mieszaniny zawierajace mleko w proszku, natomiast
najdluzszy czas zwilzania stwierdzono w odniesieniu do produktu o
podstawowym sktadzie. Pomimo tych zmian sypkosci i zwilzalnoéci aglomeraty
nie utracily cech produktéw instant.
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INFLUENCE OF STORAGE TIME ON GENERAL PROPERTIES AND STABILITY OF CACAO
POWDER WITH L-ASCORBIC ACID ADDED

Summary

Cacao instant enriched in vitamin C has desired properties by consumer, constitutes source of
vitamins, minerals and is characterized by selected aroma and colour and is quick and easy to prepare.
The knowledge of vitamin C content changes in time permits to expect vitamin C stability in cocoa instant
during storage time in specified conditions.

The ascorbic acid is very important in food technology as vitamin factor and as a factor witch protects
different food components. The oxidation process of food components can cause unfavourable changes
during the technological process and storage.

The aim of this research was to analyse the storage time influence on physical properties and the
stability of instant cacao with L-ascorbic acid added. The range of the research assumed also the influence
of the raw material composition, agglomeration, as well as the way of L-ascorbic acid insertion to cacao
on physical properties of the analyzed products. Investigated materials consists powders products like:
instant sugar — powdered sugar, alkalized cacao, maltodextrin, non-fat milk powder, soy lecithin and L-
ascorbic acid. The storage process deteriorated the mixtures and agglomerate properties, without regard on
the way of L-ascorbic acid insert. The largest differences of the powder products were received during
flowability and wettability analysis.

Key words: agglomeration, flowability, wettability, granulation, cacao, L-ascorbic acid
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ZAWARTOSC KARBAMINIANU ETYLU
W DESTYLATACH OWOCOWYCH

Streszczenie

Celem badan bylto okreslenie wptywu rodzaju owocéw oraz warunkéw fermentacji (pH, temperatury)
zacieréw owocowych na zawarto$¢ karbaminianu etylu w uzyskanych destylatach.

Przeprowadzono réwniez badania modelowe dotyczace wptywu warunkéw przechowywania
spirytus6w oraz stgzenia etanolu i cyjanowodoru na zmiany zawarto$ci karbaminianu etylu.

Najwigksze stgzenia cyjanowodoru (4,42 mg/l spirytusu 40% obj.) oraz karbaminianu etylu (2,41 mg/l
spirytusu 40% obj.) oznaczono w surowym spirytusie wisniowym, za$ najnizsze w destylacie jabtkowym
(1,07 mg HCN i 0,20 mg EC/ 1 spirytusu 40% obj.). Podwyzszenie temperatury fermentacji zacieréw
$liwkowych od 18 do 36°C wptyneto na 2-krotny wzrost zawarto$ci cyjanowodoru od 2,65 do 5,77 mg/l
spirytusu 40% obj. i 3-krotny wzrost st¢zenia karbaminianu etylu od 0,42 do 1,37 mg/I spirytusu 40% obj.
Regulacja pH miazgi owocowej od wartosci 3,5 do 5,0 nie wptyngta w istotny sposéb na zawarto$¢
karbaminianu w destylatach; jego stgzenie wynosito od 0,54 do 0,65 mg/l spirytusu 40% obj. Z
przeprowadzonych badan wynika, ze §wiatto, temperatura, podwyzszone st¢zenie etanolu i cyjanowodoru
moga sprzyjac¢ syntezie karbaminianu etylu.

Stowa kluczowe: cyjanowodor, karbaminian etylu (uretan), destylaty owocowe, fermentacja

Wstep

Obecno$¢ karbaminianu etylu (EC), zwanego uretanem, Ww napojach
alkoholowych, bezalkoholowych i innych produktach spozywczych, wytwarzanych z
udzialem drobnoustrojéw (chleb, sery, jogurty, kiszona kapusta) stwierdzono juz w
latach 70. XX w. [8].

Przeprowadzone badania dowiodly kancerogennego dziatania karbaminianu etylu
na zwierzgta doswiadczalne. Zostat on sklasyfikowany przez International Agency for
Research on Cancer, jako czynnik prawdopodobnie rakotwoérezy dla cztowieka [13, 15].

Prekursorem karbaminianu etylu moze by¢ karbamylofosforan wytwarzany przez
niektore szczepy drozdzy i plesni z jonéw amonowych, dwutlenku wegla, przy udziale

Dr inz. M. Balcerek, prof. dr hab. J.S. Szopa. Zaktad Technologii Spirytusu i Drozdzy, ITFiM,
Politechnika Lodzka, ul. Wolczanska 171/173, 90-924 £.odz
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ATP. W cyklu mocznikowym karbamylofosforan reaguje z L-ornityna, tworzac
L-cytruling [3]. W warunkach fermentacji alkoholowej dochodzi do zaburzenia tej
reakcji, powstaje wowczas karbaminian etylu [9]. Szczeg6lnie szybkiej przemianie do
karbaminianu etylu ulega mocznik, ktéry moze powstawa¢ podczas fermentacji z
dwutlenku wegla i innych zwiazkéw azotowych. Pozostatosci mocznika po fermentacji
mozna usuwac preparatem kwasnej ureazy, pochodzacej z Lactobacillus fermentum [5].

Christoph i wsp. [3] uwazaja, ze podczas fermentacji zacierow z owocow
pestkowych, karbaminian etylu moze powstawaé gtéwnie w wyniku reakcji migdzy
alkoholem etylowym a uwalnianym kwasem cyjanowodorowym lub jego solami.

Zasadniczy wplyw na wzrost zawartosci EC w napojach alkoholowych maja
warunki ich przechowywania. Szczegbdlnie mocno przyspiesza powstawanie
karbaminianu etylu $wiatlo stoneczne. Szybko$¢ jego syntezy zwigksza si¢ wraz
z podwyzszeniem temperatury magazynowania. Przechowywanie prob destylatéw
owocowych w ciemnosci zabezpiecza produkt przed wzrostem stezenia EC.

Na tworzenie karbaminianu etylu wpltywa réwniez koncentracja etanolu
w produktach. Doswiadczenia wykazaty, ze wysokie stgzenie etanolu sprzyja reakcjom
powstawania tego zwiazku. Zauwazono, ze najwigcej tworzy si¢ go w koncowej fazie
fermentacji, kiedy stezenie alkoholu etylowego jest najwyzsze [6].

Celem badan byla ocena wptywu rodzaju owocéw oraz warunkéw fermentacji
(pH, temperatury) zacieréw owocowych na zawarto$§¢ karbaminianu etylu
w uzyskanych destylatach. Przeprowadzono réwniez badania modelowe odno$nie
wplywu warunkow przechowywania spirytusow oraz stgzenia etanolu i cyjanowodoru
na zmiany st¢zenia EC.

Material i metody badan

Materialem doswiadczalnym byly Sliwki (Wegierka zwykla), wisnie, jabtka oraz
aronia. Oceng przydatnosci technologicznej owocéw przeprowadzono zgodnie z
zalecanymi wymaganiami normatywnymi, powszechnie stosowanymi w przemysle
owocowo-warzywnym [11].

Do fermentacji zacieréw stosowano suszone drozdze winiarskie Saccharomyces
bayanus, w ilosci 0,3 g s.s./kg miazgi owocowej. Jako pozywke dodawano fosforan
diamonu (0,2 g/kg). W celu przygotowania zacierow do fermentacji, rozmrozone
i pozbawione pestek owoce ($liwki, wisnie) poddawano rozdrobnieniu. Do miazgi
owocowej dodawano 10% (m/m) pestek rozdrobnionych, pochodzacych z danej porcji
owocow. Zaciery byty réznicowane: rodzajem owocow, pH miazgi (3,5; 4,0; 5,0),
temp. fermentacji (18-20°C, 26°C, 35°C). Fermentacje zacieréw owocowych
prowadzono w kolbach plaskodennych, zaopatrzonych w rurki fermentacyjne, do
momentu az masa kolb mierzona w odstgpie kilku godzin nie ulegata zmianie, co
$wiadczyto o zakonczeniu wydzielania dwutlenku wegla.
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Oceng wskaznikéw fermentacji prowadzono wedlug metod przyjetych w
gorzelnictwie.

W wyniku destylacji zacieréw odfermentowanych otrzymano destylaty o mocy
23-29% obj., ktére nastgpnie poddawano wzmocnieniu do mocy ok. 43% obj. w
zestawie destylacyjnym z birektyfikatorem.

Sktad chemiczny destylatow, z uwzglednieniem zawartosci cyjanowodoru,
oznaczano wedtug metod obowiazujacych w przemysle spirytusowym [10, 12].

Zawarto$¢ karbaminianu etylu w spirytusach owocowych oznaczano metoda
chromatografii gazowej w potaczeniu ze spektrometria masowa [4]. Prébg badanego
spirytusu pobierano w takiej ilo$ci, aby po uzupetnieniu do objetosci 50 ml stgzenie
etanolu nie przekraczalo 10% obj. Nastgpnie poddawano ja 2-krotnej ekstrakcji
zudzialem 75 ml chlorku metylenu. Uzyskany ekstrakt poddawano filtracji przez
saczek z bibuly Watman 1 i osuszano, przepuszczajac przez kolumienke szklana
wypelniona 40 g bezwodnego Na,SO; (wysokos¢ wypelnienia 0,2 m; S$rednica
0,015 m). Nastgpnie dodawano do niego 5 ml octanu etylu i zat¢zano w wyparce
w temp. 28°C do objetosci ok. 2 ml. Pozostalo§¢ po odparowaniu przenoszono
iloSciowo do proboéwki i poplukujac 3-krotnie kolbe¢ wyparki 1 ml octanu etylu,
uzupetniano do objgtosci 5 ml. Ekstrakt karbaminianu etylu w octanie etylu dozowano
w ilosci 2 ul do kolumny chromatografu. Uzywano chromatografu gazowego firmy
Agilent, typ 6890N, z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym FID i dozownikiem
SSL. Do rozdziatu sktadnikéw zastosowano kolumng kapilarna wypetniona faza
stacjonarng DB-WAX 123-7032 o dtugosci 30 m, $rednicy wewngtrznej 0,32 mm
1 grubos$ci filmu 0,50 pm. Warunki analizy GC: programowanie temperatury — 50°C
(25 min) > 5°C / min > 250°C (10 min), temp. dozownika 260°C, temp. detektora
250°C, przeptyw gazu nos$nego — helu — 1ml/min, splitless.

Potwierdzenia tozsamo$ci karbaminianu etylu dokonywano na podstawie
obecnos$ci jondw m/z 62, 74 1 89, stosujac chromatograf gazowy firmy Fisons, typ GC
8000, sprzgzony ze spektrometrem masowym MD 800. Stosowano kolumng kapilarna i
warunki analizy jw.; energia jonizacji 70 eV.

Stezenie karbaminianu etylu w badanych spirytusach okreslano na podstawie
krzywej kalibracji.

Analizg statystyczna (odchylenie standardowe, korelacjg, test t-Studenta na
poziomie istotnosci o = 0,05) przeprowadzono z wykorzystaniem programu
komputerowego Origin 6.0. Wszystkie eksperymenty wykonano w trzech
powtérzeniach.

Wiyniki i dyskusja

Grupa surowcow stosowanych w gorzelnictwie sa owoce pestkowe, takie jak:
wisnie, S§liwki oraz ziarnkowe: jabtka, aronia. Otrzymane znich destylaty
charakteryzuja si¢ bogatym smakiem i zapachem, pochodzacym z pierwotnych
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i wtérnych sktadnikéw aromatu owocéw oraz metabolitéw fermentacji [7]. Destylaty
owocowe moga jednak zawiera¢ réwniez zwiazki niekorzystne dla zdrowia, m.in.:

cyjanowodér oraz karbaminianu etylu.

Celem uzyskania destylatbw owocowych, stanowiacych material badawczy,
przeprowadzono préby fermentacji zacieréw: $liwkowych, wisniowych, aroniowych
i jabtkowych. Sktad chemiczny przerabianych owocow przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1
Sktad chemiczny owocéw.
Chemical composition of fruits.
L . Aronia
Parametr Jednostka Sliwki Wisnie Jabtka
Parameter Unit Plum Cher Black Apple
vy chokeberry PP
o -
Sucha substancja [2/100g] 16,50+ 0,20 | 1520+0,15 | 19,60+ 0,35 | 13,10£0,11
Dry matter
Ekstrakt [°Blg] 13,50+ 0,20 | 12,40+0,15 | 13,90£0,25 | 11,50+0,12
Extract
Kwasowos¢ [g kw. jabt./100 g]
+ + + +
Total acidity (2 apple acid/100 g] 1,12+ 0,05 1,88+ 0,05 0,80+ 0,03 0,33+0,02
C dukuj lukozy/ 100
ukry redukujace | - [g glukozy/ 100 8] | ¢ 33, 50 | 6504025 | 6402020 | 5.95£0,03
Reducing sugar [g glucose/100 g]
B [g inwertu / 100 g]
Cukry ogélem [g inverted 827+030 | 8412035 | 7,67£0,10 | 698+0,05
Total sugar
sugar/100 g]
Bialko ogolem [% s.m.] 4824004 | 585£005 | 3112002 | 1,20£0,01
Total protein [% d.s.]
Popict [%s.m.] 048£001 | 080£0.03 | 224006 | 1,3240,04
Ash [% d.s.] T T e T
pH - 3,50+ 0,05 3,22+ 0,03 3,67+ 0,06 3,74+0,06
Cyjanowodor [mg/100g] 6,12£0,05 | 855£0,09 | 449:0,06 | 2,50+0,03
Prussic acid
Zawarto$¢ suchej substancji oraz ekstraktu wynosita, odpowiednio od

13,10 g/100 g i 11,50°Blg w jabtkach do 19,60 g/100 g i 13,90°Blg w aronii.
Istotnym sktadnikiem owocéw, z punktu widzenia wydajnosci fermentacji, sa

cukry. Najwyzszym

stezeniem

cukrow

ogétem, na poziomie 8,27-8,41¢g

inwertu/100 g, przy zawartoSci cukrow redukujacych 6,33-6,50 g glukozy/100 g,
odznaczaty sig §liwki i wisnie.

Najubozszym surowcem, zaréwno pod wzgledem zawarto$ci cukrow (6,98 g
inwertu/100 g), jak i zwiazkéw azotowych, w przeliczeniu na biatko ogétem

(1,20% s.m.),

byly jabtka.

Odznaczaty

si¢ one réwniez stosunkowo niska

kwasowoscia, ktéra wynosita 0,33 g kwasu jabtkowego/100 g.
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Zawartos¢ cyjanowodoru w owocach ziarnkowych wynosita od 2,50 mg/100 g
jabtek do 4,49 mg/100 g aronii, natomiast w owocach pestkowych wynosita
odpowiednio: 6,12 mg/100 g sliwek i 8,55 mg/100 g wiéni.

Oceniano wptyw rodzaju owocéw oraz warunkéw ich fermentacji na zawarto$¢
cyjankéow 1 karbaminianu etylu w uzyskanych spirytusach. Najwyzsze stgzenie
cyjanowodoru stwierdzono w spirytusach: $liwkowym 1 wisniowym (4,28—
4,42 mg/l spirytusu 40% obj.), najnizsze za$ w jabtkowym (1,07 mg/l spirytusu
40% obj.) (tab. 2). Wyzsze stgzenia cyjankéw w przypadku spirytuséw z owocOw
pestkowych byty konsekwencja dodania do zacieréw rozdrobnionych pestek.
Potwierdzeniem tej obserwacji sa wyniki badan Voldficha i Kyzlinka [13], ktorzy
dokonujac oceny cyjanowodoru w przetworach owocowych, stwierdzili, ze
decydujacymi czynnikami wplywajacymi na jego st¢zenie byty: poziom glikozydéw
cyjanogennych w surowych owocach oraz warunki obrébki cieplnej. Zdaniem autoréw
owoce pestkowe nalezy poddawaé¢ drylowaniu lub rozdrobnieniu bez uszkodzenia
pestek.

Tabela 2
Zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w surowych spirytusach (destylatach) owocowych,

determinowana rodzajem owocow.
Content of prussic acid and ethyl carbamate in raw fruit spirits (distillates) determined by fruit type.

Spirytusy surowe

Parametr Jednostka Raw spirits '
Parameter Unit Sliwkowy | Wisniowy | Jabtkowy | ArOMO™Y
Plum Cherry Apple Black
chokeberry
Cyjanowodér

Prussic acid 4,28+0,04 | 4,42+0,04 | 1,07+£0,01 | 3,20+0,03
[mg/1 spirytusu 40% obj.]

Karbaminian etylu [me/l spirit 40% v/v]

0,58+0,04 | 2,41+0,16 | 0,20+0,01 | 0,54+0,04
Ethyl carbamate

Najnizsza zawarto$¢ karbaminianu etylu oznaczono w destylacie jabtkowym
(0,20 mg/l spirytusu 40% obj.); w aroniowym i §liwkowym byta zblizona i wynosita
0,54-0,58 mg/l spirytusu 40% obj. Destylat wisniowy odznaczal si¢ kilkakrotnie
wyzszym stgzeniem karbaminianu etylu (2,41 mg/l spirytusu 40% obj.). Przyczyna
mogto by¢ relatywnie wysokie stezenie cyjanowodoru w surowych owocach
(8,88 mg/100 g) (tab. 1), ktéry reagujac z powstajacym podczas fermentacji etanolem,
ulegl przemianie do karbaminianu.

Oceniano wplyw warunkéw fermentacji (temperatury, pH,) na zawarto$¢
cyjanowodoru i karbaminianu etylu, na przyktadzie spirytuséw sliwkowych. Uzyskane
wyniki przedstawiono w tab. 3—4. Wraz z podwyzszeniem temperatury fermentacji od
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18 do 36°C odnotowano ponad 2-krotny wzrost zawartosci cyjanowodoru, od 2,65 do
5,77 mg/l spirytusu 40% obj. w destylatach s$liwkowych. Natomiast zawarto$¢
karbaminianu etylu wzrosta ponad 3-krotnie, od 0,42 do 1,37 mg/l spirytusu 40% obj.
(tab. 3). Uzyskane wyniki badan sa zgodne z doniesieniami innych autoréw, ktérzy
wykazali, ze podwyzszona temperatura katalizuje proces syntezy cyjanowodoru
i karbaminianu etylu [5].

Tabela 3

Zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu w surowych spirytusach (destylatach) sliwkowych,
determinowana temperaturg fermentacji zacierow.

Content of prussic acid and ethyl carbamate in raw plum spirits (distillates) determined by fermentation
temperature of mashes.

Temperatura fermentacji

Parametr Jednostka Temperature of fermentation [°C]
Parameter Unit
18 28 36
Cyjanowodér
+ + +
Prussic acid [mg/1 spirytusu 40% obj.] 2,65+0,04 4,28+0,06 5.77:0,07

[mg/1 spirit 40% v/v]
Karbaminian etylu

42+ +0,04 1,37+0,12
Ethyl carbamate 0,420,03 0,580, 370,

Badajac wptyw pH zacieréw S$liwkowych na zawarto$¢ cyjanowodoru
i karbaminianu etylu w spirytusach surowych stwierdzono, ze destylat z brzeczki
odfermentowanej o pH 5,0 charakteryzowal sig, Srednio o 54%, wyzszym stgzeniem
cyjanowodoru (6,86 mg/l spirytusu 40% obj.) wobec uzyskanych z zacieréw o pH 3.5
14,0 (4,28 1 4,65 mg/l spirytusu 40% obj.) (tab. 4). Zakwaszenie zacieréw prowadzi do
obnizenia aktywno$ci enzyméw odpowiedzialnych za hydroliz¢ glikozydéw
cyjanogennych zawartych w pestkach [1], co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
obnizenia st¢zenia wolnego cyjanowodoru w spirytusach surowych (r = 0,9800). Nie
stwierdzono statystycznie istotnej korelacji pomigdzy pH $rodowiska fermentujacego
a zawarto$cia karbaminianu etylu (r =-0,5291).

Tabela 4

Zawarto$¢ cyjanowodoru ikarbaminianu etylu w surowych spirytusach (destylatach) s$liwkowych,
determinowana warto$cia pH zacierow.
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Content of prussic acid and ethyl carbamate in raw fruit spirits (distillates) determined by pH of mashes.

pH zacieréw
Parametr Jednostka pH of mashes
Parameter Unit
3.5 4,0 5,0
Cyjanowodor 4.28+0.06 4,65+0,06 6,86+0,08
Prussic acid [mg/1 spirytusu 40% obj.] T T T
[mg/1 spirit 40% v/v]
Karbaminian etylu 0,58+0,04 0,65+0,05 0,54+0,04
Ethyl carbamate

Czynniki wptywajqce na zmiany zawartosci karbaminianu etylu w destylatach
owocowych (badania modelowe)

Badano wplyw warunkéw przechowywania spirytuséw oraz st¢zenia etanolu
i cyjanowodoru na zawarto$§¢ karbaminianu etylu. Uzyskane wyniki przedstawiono
w tab. 5-7.

Tabela 5

Zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu determinowana warunkami przechowywania spirytusu.
Content of prussic acid and ethyl carbamate determined by spirit storage conditions.

. . Cyjanowodor Karbaminian etylu
Warunki przechowywania o
. Prussic acid Ethyl carbamate
Storage conditions
[mg/1 spirytusu 40% obj.] / [mg/1 spirit 40% v/v]
Temperatura Naswietlenie Tygodnie / Weeks Tygodnie / Weeks
Temperature | Light exposition 0 1 2 0 1 2
4°C ciemno$¢/dark 10,00 9,95 9,90 0,00 <0,01 <0,01
20 °C ciemno$¢/dark 10,00 9,78 9,75 0,00 <0,01 <0,01
20 °C $wiatto dzienne 10,00 9,53 8,73 0,00 0,04 0,13
daylight

Objasnienia:/ Explanatory notes:

Stezenie etanolu w roztworze 40% obj. / Ethanol concentration in solution — 40% v/v;

* Wzrost nastonecznienia w drugim tygodniu przechowywania / Increase of insolation in the second week
of storage.

Tabela 6

Zawarto$¢ karbaminianu etylu determinowana st¢zeniem cyjanowodoru.
Content of ethyl carbamate determined by prussic acid concentrations.
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Cyjanowodor / Prussic acid | Karbaminian etylu / Ethyl carbamate

[mg/1 spirytusu 40% obj.] / [mg/1 spirit 40% v/v]

Tygodnie przechowywania / Storage weeks

0 1 2 0 1 2

0 0,00 0,00 0,00 0,00 <0,01
10 9,53 8,73 0,00 0,04 0,13
20 18,90 16,68 0,00 0,19 1,11

Objasnienia:/ Explanatory notes:

Stgzenie etanolu w roztworze 40% obj. / Ethanol concentration in solution — 40 % v/v

Warunki przechowywania: $wiatlo dzienne, temp. 20°C, wzrost nastonecznienia w drugim tygodniu
przechowywania

Storage conditions: daylight, temp. 20°C, increase of insolation in the second week.

Tabela 7

Zawarto$¢ cyjanowodoru i karbaminianu etylu determinowana st¢zeniem etanolu.
Content of prussic acid and ethyl carbamate determined by ethanol concentration.

Stezenie alkoholu [% obj.] Cy]an?WOQOr Karbaminian etylu
. Prussic acid Ethyl carbamate
Ethanol concentration [% v/v]
[mg/l] [mg/1]
Tygodnie przechowywania / Storage weeks

0 1 2 0 1 2 0 1 2
20 19,85 19,30 10,00 9,71 9,03 0,00 <0,01 0,02
40 39,60 39,45 10,00 9,53 8,57 0,00 0,04 0,13
60 59,40 59,15 10,00 8,75 8,13 0,00 0,13 0,43

Objasnienia:/ Explanatory notes:
Warunki przechowywania: $wiatlo dzienne, temp. 20°C, wzrost nastonecznienia w drugim tygodniu
przechowywania / Storage conditions: daylight, temp. 20°C, increase of insolation in the second week.

Analizujac otrzymane wyniki, stwierdzono katalityczny wplyw $wiatta na synteze
karbaminianu etylu. W ciagu dwoch tygodni prowadzenia obserwacji stwierdzono
zmniejszenie zawarto$ci cyjanowodoru w badanym spirytusie z 10,00 do 8,73 mg/l
spirytusu 40% obj. oraz zwigkszenie stgzenia karbaminianu etylu do 0,13 mg/l
spirytusu 40% obj. W drugim tygodniu przechowywania préb nastapil wzrost
nastonecznienia — stgzenie EC w tym okresie wzrosto ponad dwukrotnie w stosunku do
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oznaczonego po pierwszym tygodniu. W przypadku préb przechowywanych bez
dostepu $wiatla, zaréwno w temp. 4°C, jak i w 20°C, jego stezenie byto mniejsze od
0,01 mg/l spirytusu 40% obj. (tab. 5). Otrzymane wyniki potwierdzaja wnioski
sformutowane przez Baumana i Zimmerli'ego [2] oraz Mildau i wsp. [6], Ze warunki
przechowywania ($wiatlo i temperatura) moga istotnie wpltywaé¢ na zawarto$c
karbaminianu etylu w destylatach owocowych. Szybkos¢ syntezy EC zwigksza si¢
wraz z podwyzszeniem temperatury magazynowania, a przechowywanie préb
destylatéw w ciemnosci zabezpiecza je przed wzrostem st¢zenia karbaminianu etylu.

Dokonano oceny wplywu stezenia cyjanowodoru na zawarto$¢ karbaminianu
etylu (tab. 6). Stwierdzono 9-krotny wzrost zawartosci EC, od 0,13 do 1,11 mg/l
spirytusu 40% obj., przechowywanego przez 2 tygodnie z dodatkiem 20 mg HCN/I
w poréwnaniu z zawierajacym 10 mg HCN/I. Na podstawie przeprowadzonych badan
mozna stwierdzi¢, ze wysokie stezenie cyjankéw oraz naswietlenie préb spirytusu byty
gtéwna przyczyna wzrostu zawartosci karbaminianu etylu.

Wykazano istotny wplyw koncentracji etanolu w roztworach spirytusowych na
tworzenie  karbaminianu etylu (r=0,9660). Po dwutygodniowym okresie
przechowywania (w analogicznych warunkach) préb spirytusu, o mocy 20, 40, 60%
obj., z dodatkiem 10 mg HCN/I kazda, najwigksze st¢zenie EC (0,43 mg/l) oznaczono
w prébie o zawartosci etanolu 60% obj. (tab. 7).

Whioski

1. Stwierdzono wptyw rodzaju fermentowanych owocow na zawarto$¢ cyjanowodoru
i karbaminianu etylu w uzyskanych destylatach; najwigksza zawarto$¢
cyjanowodoru (4,42 mg/l spirytusu 40% obj.) oraz karbaminianu etylu (2,41 mg/l
spirytusu 40% obj.) oznaczono w surowym spirytusie wiSniowym, za$§ ich
najmniejszym st¢zeniem odznaczat si¢ destylat jabtkowy (1,07 mg HCN i 0,20 mg
EC/1 spirytusu 40% obj.).

2. Podwyzszenie temperatury fermentacji zacieréw $liwkowych z 18 do 36°C
wplynglo na okoto 2-krotny wzrost stgzenia cyjanowodoru do wartosci 5,77 mg/1
spirytusu 40% obj. i ponad 3-krotne zwigkszenie zawartosci karbaminianu, do
1,37 mg/1 spirytusu 40% obj.

3. Regulacja pH zacieréw S§liwkowych od wartosci 3,5 do 5,0 spowodowata 60-
procentowy wzrost st¢zenia cyjanowodoru, do 6,86 g/l spirytusu 40% obj.
W warunkach prowadzonych doswiadczen nie zaobserwowano istotnego wptywu
pH zacieréw na zawarto$¢ karbaminianu etylu w destylatach; jego stgzenie
wynosito od 0,54 do 0,65 mg/1 spirytusu 40% ob.

4. Z przeprowadzonych badan modelowych wynika, ze $wiatlo, temperatura oraz
podwyzszone stgzenie etanolu i cyjanowodoru moga sprzyja¢ syntezie
karbaminianu etylu.
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ETHYL CARBAMATE CONTENT IN FRUIT DISTILLATES
Summary
The aim of this paper was to determine the effect of fruit types and fermentation conditions (pH,
temperature) of fruit mashes on the ethyl carbamate content in received distillates.

The influence of storage conditions of spirits and concentration of ethanol and prussic acid on the
content changes of ethyl carbamate was also tested.
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The highest levels of prussic acid (4,42 mg/l spirit 40% v/v) and ethyl carbamate (2,41 mg/l spirit
40% v/v) were found in raw cherry spirit, the lowest concentrations of this compounds were assayed in
the apple distillate (1,07 mg HCN and 0,20 mg EC/I spirit 40% v/v). The increase of fermentation
temperatures of plum mashes from 18 to 36°C, influenced on the levels of prussic acid and uretane in
received distillates. Prussic acid content at 18°C was 2,65 mg and at 36°C — 5,77 mg/l spirit 40% v/v (2-
fold increase). Ethyl carbamate content at 18°C was 0,42 mg and at 36°C 1,37 mg/1 spirit 40% v/v (3-fold
increase). The increase of the pH value from 3,5 to 5,0 of plum mashes, has no effect on ethyl carbamate
levels in raw spirits; its concentration was from 0,54 to 0,65 mg/1 spirit 40% v/v. From carried out tests it
can be observed that light, temperature, higher ethanol and prussic acid concentration may be conductive
to ethyl carbamate synthesis.

Key words: prussic acid, ethyl carbamate (urethane), fruit distillates, fermentation
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WPLYW ODDZIALYWANIA IMPULSOWEGO I CIAGLEGO POLA
MIKROFALOWEGO NA WARTOSC ZYWIENIOWA
I WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE
KIEEKOWANYCH NASION SOI

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie wptywu nietermicznej i termicznej metody obrobki
zywno$ci, a wigc oddziatywania impulsowego oraz ciagtego pola mikrofalowego na zawarto$é
sktadnikéw odzywczych, wybranych sktadnikéw nieodzywczych oraz wilasciwosci przeciwutleniajace
kietkowanych nasion soi.

Materiat badawczy stanowily nasiona trzech odmian soi hodowli krajowej: Augusta, Aldana
i Nawiko. Nasiona poddano kietkowaniu, a nastgpnie obrébce nietermicznej przy zastosowaniu
impulsowego pola mikrofalowego oraz ogrzewaniu za pomoca ciagtego pola mikrofalowego. Podstawowy
sktad chemiczny materialu badawczego oznaczono metodami standardowymi AOAC. Aktywnos¢
inhibitoréw trypsyny oznaczono metoda Kakade i wsp., zawarto$¢ polifenoli przy uzyciu odczynnika
Folina-Ciocalteau’a, natomiast aktywnos$¢ przeciwutleniajaca metoda Pekkarinen i wsp. z zastosowaniem
wolnego rodnika DPPH".

Kietkowanie nasion spowodowato uzyskanie statystycznie istotnej (P<0,05) redukcji zawartosci
inhibitoréw trypsyny i polifenoli oraz obnizenia aktywnosci przeciwutleniajacej. Procesy termiczne,
ktérym poddano skietkowane nasiona spowodowaly statystycznie istotng (P<0,05) inaktywacjg
termolabilnych sktadnikéw soi (inhibitoréw trypsyny), przy jednoczesnym wzro$cie zawartosci polifenoli
oraz aktywnosci przeciwutleniajacej. Zastosowanie proceséw nietermicznych spowodowato statystycznie
istotny (P<0,05) wzrost aktywno$ci inhibitoréw trypsyny oraz aktywno$ci przeciwutleniajacej
skietkowanych nasion soi. Wykazano dodatnia, umiarkowang korelacj¢ pomigdzy zawartoscia polifenoli
a aktywnoscia przeciwutleniajaca kietkowanych i poddanych obrébce nietermicznej nasion soi oraz silna
korelacjg tych parametréw po obrébce termicznej badanych nasion.

Stowa kluczowe: pole mikrofalowe, kietkowane nasiona soi, polifenole, aktywno$¢ przeciwutleniajaca

Wprowadzenie

Rosnaca $wiadomo$¢ zywieniowa konsumentéw wymaga od producentéw
zywnosci ciggltego podnoszenia jakosci swoich produktéw. Obecnie wzrasta

Dr inz. M. Pysz, prof. dr hab. P. M. Pisulewski, dr hab. T. Leszczynska, Katedra Zywienia Czlowieka,
Akademia Rolnicza w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakow, tel. (012) 662-48-17, fax. (012) 662-
48-12
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zainteresowanie zywnos$cig bezpieczna, o wysokiej jakosci zdrowotnej, zywnoscia o
odpowiedniej zawartosci sktadnikéw odzywczych, o jak najmniejszej zawartosci
substancji konserwujacych, a jednoczesnie wygodnej w przygotowaniu do spozycia i
tatwej do przechowywania [18]. Coraz wigksza uwage zwraca si¢ takze na wtasciwosci
funkcjonalne produktéw spozywczych oraz zachowanie warto$ci odzywczej w
procesach przetwarzania. Dlatego tez dokonuje si¢ ciagly postep technologiczny w
produkcji zywnosci, a producenci poszukuja nowych technologii [4, 25].

Jedna z nowoczesnych metod utrwalania Zywno$ci moze by¢ impulsowe pole
mikrofalowe. Badania naukowe dowodza, ze tzw. ,nietermiczne” metody utrwalania
zywnosci, do ktorych zalicza sig¢ implulsowe pole mikrofalowe, zapewniaja
bezpieczenstwo mikrobiologiczne zywnos$ci, nie powodujac strat sktadnikéw
odzywczych i substancji funkcjonalnych [8, 13, 14, 18].

Celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie wpltywu nietermicznej
i termicznej metody obrébki zywnosci, a wigc impulsowego oraz ciagtego pola
mikrofalowego na zawarto$¢ skltadnikéw odzywczych, wybranych sktadnikéw
nieodzywczych oraz wlasciwosci przeciwutleniajacych kietkowanych nasion soi.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity nasiona trzech odmian soi hodowli krajowe;j:
Augusta 1 Nawiko zakupione w Katedrze Genetyki i Hodowli Roélin AR w Poznaniu
oraz Aldana pochodzaca z Hodowli Roslin Strzelce w Strzelcach.

Nasiona wszystkich odmian poddawano kietkowaniu. Przed procesem
kietkowania nasiona poddawano sterylizacji przez moczenie w etanolu w ciagu 1 min.
Nastegpnie nasiona uwodniono w wodzie destylowanej przez 6 h w temp. pokojowej
i umieszczano pomigdzy gruba warstwa wilgotnej bawelnianej $ciereczki. Nasiona
pozostawiano na 4 dni przy s$redniej temp. 23°C. Byly one okresowo zraszane woda
destylowana.

Kietkowane nasiona soi (K) wszystkich badanych odmian poddano obrdbce
nietermicznej przy zastosowaniu impulsowego pola mikrofalowego w reaktorze
mikrofalowym RM 2001 firmy Plazmatronika o mocy 800 W. Badania
przeprowadzono w Katedrze Technologii Surowcéw Zwierzecych i Zarzadzania
Jakoécia Wydziatu Nauk o Zywnosci Akademii Rolniczej we Wroctawiu. Kietkowane
nasiona otrzymaty r6zna ilo$¢ impulséw: 15 (K+IPM15) i 20 (K+IPM20). Szeroko$¢
jednego impulsu wynosita 90 ms, a odstgp pomiedzy impulsami trwat 600 ms.
Temperatura podczas trwania procesu utrzymywata si¢ na statym poziomie 16°C.

Druga parti¢ tych samych skietkowanych nasion soi poddawano ogrzewaniu za
pomoca ciagtego pola mikrofalowego wg metody Rajké i Szab6 [24] w kuchence
mikrofalowej Panasonic DIMENSION 4 nastawionej na moc 800 W w ciagu 111 oraz
222 sek. Nasiona otrzymaly rézne dawki energii: 1000 J/g (K+PM1000) i 2000 J/g
(K+PM2000). Nasiona soi poddane kietkowaniu oraz procesom nietermicznym i
termicznym liofilizowano w urzadzeniu CHRIST ALPHA 1-4 i rozdrabniano w
mtynku laboratoryjnym typu WZ-1.
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Podstawowy sktad chemiczny materiatu badawczego oznaczano standardowymi
metodami AOAC [3]. Inhibitory trypsyny oznaczano metoda Kakade i wsp. [11]
z zastosowaniem substratu syntetycznego BAPNA (N-o-Benzyl-DL-Arginine-p-
Nitroanilide Hydrochloride), zawarto$¢ polifenoli metoda z zastosowaniem odczynnika
Folina-Ciocalteau’a, a aktywno$¢ przeciwutleniajaca metoda Pekkarinen i wsp. [20] z
zastosowaniem trwatego wolnego rodnika DPPH" (1,1-dwufenylo-2-pikrylhydrazyl).

Wyniki poddano dwuczynnikowej analizie wariancji, istotnos¢ réznic pomigdzy
srednimi  weryfikowano przy uzyciu wielokrotnego testu rozstgpu Dunkana na
poziomie istotnosci P < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Wartos¢ zywieniowa i wltasciwosci przeciwutleniajqce surowych
i kietkowanych nasion soi

Zawartos¢ podstawowych sktadnikéw odzywczych i nieodzywczych w surowych
i kietkowanych nasionach soi odmian: Augusta, Aldana i Nawiko przedstawiono w tab.
1.

Zawarto$¢ biatka w surowych nasionach soi poszczegélnych odmian byla
zréznicowana 1 ksztaltowata si¢ na poziomie: 43,5% s.m. (‘Augusta’), 37,7% s.m.
(‘Aldana’), 41,2% s.m. (‘Nawiko’). Zwraca uwag¢ wyzsza zawarto$¢ biatka
w nasionach soi odmian Augusta i Nawiko w poréwnaniu z odmiang Aldana. Ilo$ci te
zawieraja si¢ w zakresie 28,9-59,5% s.m., jaki uzyskata Konecka [15] oraz 35,0—
45,0% s.m. otrzymanym przez Swiderskiego i wsp. [26].

Zawarto$¢ biatka ulegta zmianie podczas procesu kietkowania (K). W nasionach
soi ‘Aldana’ nastapito zmniejszenie zawarto$ci tego sktadnika o 3%, natomiast w soi
‘Nawiko’ wzrost o 7%. Zmiany te byly statystycznie istotne (P<0,05). Z danych
literaturowych wynika, ze kietkowanie nasion roslin straczkowych wplywa na
zawarto$¢ biatka. Ghorpade i Kadam [7] oraz Donangelo i wsp. [5] podaja, zZe
zawarto$¢ biatka po procesie kietkowania wzrosta o 11% w soi i az o 84%
w soczewicy. Badania Pysza i wsp. [23] takze dowodza, ze kietkowanie zwigkszato
zawarto$¢ biatka w nasionach grochu o 20%, a soi o 4,7%. Natomiast Maciejewska
iwsp. [19] dowiedli, ze po przeprowadzeniu kietkowania nastapilo zmniejszenie
zawartosci biatka w soi 0 16,7%, a w fasoli 0 19,9%.

Tabela 1

Zawarto$¢ sktadnikéw odzywczych i nieodzywczych w surowych i kietkowanych nasionach soi odmian:
Augusta, Aldana i Nawiko.
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Nutritive and nonnutritive components content in raw and germinated soybean seeds, cultivars: Augusta,

Aldana and Nawiko.
Biatko Aktywnosc Aktywnosé
. . Sacharydy [ inhibitoréw . .
Rodzaj . ogbétem .. P Polifenole | przeciwutle
Odmian Ttuszcz | Popidt ogbtem trypsyny ..
produktu Total . Polyphenols niajaca
Product a rotein Fat Ash Total Trypsin [mg/ 100 Antioxidant
Cultivar | P [%s.m.] | [%s.m] | saccharides | inhibitors e & ..
type [% .. s.m.] activity
s.m.] [% s.m.] activity (% RSA]
A [TIU/ mg] 7
Nasiona | Augusta | 43,5d 13,0a 5,7b 37,8d 46,5¢ 543,1cd 49de
surowe Aldana | 37,7b 13,5a 6,6¢ 42 3f 45,8d 566,9f 53¢
Raw seeds [ Nawiko | 41,2¢ | 132a | 5,50 40,1e 50,5f 549 4cde 5lef
.Nasiona Augusta | 43,0d 19,4b 5,7b 31,9ab 38,9a 494,0a 41b
Kietkowane [y 1400 | 36,50 | 22.8¢ | 6.7d 34,1c 39,9b 537,2¢ 42be
Germinated
seeds Nawiko | 44,2de | 19,4b | 5,6ab 31,0a 427¢c 514,7ab 39ab

Wartos$ci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znia si¢ statystycznie istotnie (P < 0,05)
Mean values in the same column with the different letters are statistically significantly different at the
level (P < 0.05).

Zawartos$¢ ttuszczu w soi ksztattowata si¢ na poziomie: 13,0% s.m. (‘Augusta’),
13,5% s.m. (‘Aldana’), 13,2% s.m. (‘Nawiko’). Réznice te byly statystycznie
nieistotne (P > 0,05). Otrzymane wyniki sa nizsze od zakresu 14,4-25,0% s.m.
podanego przez Konecka [15], a takze od poziomu 18,0-22,0% s.m. uzyskanego przez
Jasinska i Koteckiego [10]. Pisulewska i Pisulewski [21] réwniez otrzymali wyzsze
zawartosci thuszezu, tj. 21,0% s.m., w nasionach soi.

Po procesie kietkowania (K) stwierdzono statystycznie istotny (P<0,05) wzrost
zawartosci ttuszczu we wszystkich badanych odmianach nasion soi. W nasionach soi
‘Augusta’ 1lo$¢ ttuszczu zwigkszylta si¢ 0 49%, ‘Aldana’ 0 69%, a w ‘Nawiko’ 0 47%.
Wyraznemu wzrostowi zawarto$ci ttuszczu w kietkowanych nasionach towarzyszyto
statystycznie istotne zmniejszenie zawartosci (P < 0,05) sacharydéw. W wyniku
redukcji wzglednej zawartosci niektorych sktadnikéw otrzymuje si¢ zwigkszona
zawartos¢ innych. Jest to zgodne z wynikami prezentowanymi przez Donangelo i wsp.
[S], ktérzy takze uzyskali wzrost zawartosci tluszczu w skietkowanych nasionach soi
(0 6,2%), tubinu (0 2,7%) oraz fasoli (0 ok. 29%). Réwniez Pysz i wsp. [23] stwierdzili
zwiekszenie (o 20,2%) zawartosci tluszczu w wyniku kietkowania nasion soi.
Natomiast odmienne zmiany zaprezentowali Ghorpade i Kadam [7], ktérzy dowiedli
zmniejszenia zawartosci ttuszczu podczas kietkowania soi o okoto 83%.

Zawarto$¢ skladnikéw mineralnych (w postaci popiotu) w nasionach trzech
badanych odmian soi ksztattowala si¢ nastepujaco: 5,7% s.m. — ‘Augusta’, 6,6% s.m. —
‘Aldana’, 5,5% s.m. — ‘Nawiko’. Stwierdzono statystycznie istotne (P < 0,05) r6znice
odmianowe. Nasiona soi ‘Aldana’ charakteryzowaly si¢ wyraznie wyzsza zawarto$cia
zwiazkéw mineralnych, oznaczonych jako popiét, w poréwnaniu z odmianami
Augusta oraz Nawiko. Wyniki te sa zgodne z rezultatami badan Swiderskiego i
Waszkiewicz-Robak [27], ktérzy podaja zawarto$¢ popiotu na poziomie ok. 6,0%, oraz
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Jasinskiej i Koteckiego [10], ktérzy oznaczyli 6,6% zawartosci popiotu w soi. Nizsze
wartosci (ok. 4,7%) uzyskali Jacorzynski i Barytko-Pikielna [9].

Proces kietkowania (K) przyczynit si¢ do nieznacznego, ale statystycznie
istotnego (P < 0,05) wzrostu sktadnikéw mineralnych w nasionach soi ‘Aldana’ (o
2%). Zawarto$¢ popiotu w skietkowanych nasionach pozostatych odmian nie zmienita
si¢ statystycznie istotnie (P > 0,05). Znacznie wigkszy wzrost zawartosci popiotu (o
52%) w kielkowanych nasionach soi uzyskali Ghorpade i Kadam [7]. Zawarto$¢
bezazotowych substancji wyciagowych (sacharydéw) w surowych nasionach soi
poszczegdlnych odmian byta zréznicowana (P<0,05) i ksztattowata si¢ na poziomie:
37,8% s.m. — ‘Augusta’, 42,3% s.m. — ‘Aldana’, 40,1% s.m. — ‘Nawiko’. Wartosci te sa
niewiele wyzsze od iloSci jaka podaja Jacorzynski i Barytko-Pikielna [9] — 34,8%,
Swiderski i wsp. [28] — 28,6% (soja ‘RAH-182") i 33,1% (soja ‘Progres’) oraz
Kunachowicz i wsp. [16] — 32,7%.

Pod wptywem kietkowania (K) nastapil o statystycznie istotne (P < 0,05)
obnizenie zawarto$ci sacharydéw w nasionach soi: ‘Augusta’ o 16%, ‘Aldana’ o 19%,
a ‘Nawiko’ o 23%. Zostalo to spowodowane wykorzystaniem ww. sktadnika przez
ro§ling podczas kietkowania. Znaczny ubytek sacharydéw doprowadzil do zmiany
proporcji sktadnikéw odzywczych nasion soi. W wyniku tego zaobserwowano
widoczny wzrost zawartosci ttuszczu we wszystkich badanych odmianach soi oraz
wzrost zawarto$ci biatka w nasionach soi ‘Nawiko’.

W nasionach surowych najwyzsza aktywno$¢ antytrypsynowa stwierdzono
w odmianie Nawiko (50,5 TIU/mg). Natomiast wyraznie nizsza (P<0,05) aktywnoscia
charakteryzowaty si¢ nasiona soi odmiany Augusta (46,5 TIU/mg) oraz Aldana (45,8
TIU/mg). Otrzymane wyniki sa zblizone do przedziatu 50,4-83,3 TIU/mg podanego
przez Zadernowskiego i Borowska [30]. Pisulewska i Pisulewski [21] podaja, ze
aktywno$¢ inhibitorow trypsyny w soi ‘Aldana’ wynosi 57,13 TIU/mg, a w soi
‘Nawiko” 62,08 TIU/mg. Natomiast Leontowicz 1 Kulasek [17] podaja aktywno$¢
antytrypsynowa nasion soi na poziomie 71,4 TIU/mg.

Kietkowanie (K) spowodowato statystycznie istotng (P<0,05) redukcje¢ zawarto$ci
inhibitor6w trypsyny: w nasionach soi ‘Augusta’ o 16%, ‘Aldana’ o 13%, a ‘Nawiko’
0 15% (tab.1). Inni badacze takze wykazali, ze kietkowanie nasion roslin straczkowych
redukuje zawarto$¢ inhibitoréw trypsyny [5, 6, 7, 12, 17].

Pod wzgledem zawartosci polifenoli w badanym materiale stwierdzono duze
réznice odmianowe. Najnizsza zawarto$¢ polifenoli stwierdzono w nasionach soi
odmiany Augusta (543,1 mg/100g s.m.), niewiele wyzsza w ‘Nawiko’ (549,4 mg/100g
s.m.), a najwyzsza w nasionach ‘Aldana’ (566,9 mg/100g s.m.). Kietkowanie nasion
soi (K) spowodowalo statystycznie istotny (P<0,05) spadek zawartosci polifenoli, w
nasionach soi ‘Augusta’ 0 9%, ‘Nawiko’ 0 5%, a w ‘Aldanie’ 0 6%. Odmienne wyniki
otrzymali Pisulewski 1 wsp. [22]. W ich do$wiadczeniach kietkowanie nasion bobu
zwigkszalo zawartos$¢ polifenoli.

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych nasion ksztaltowala si¢ nastepujaco:
49% RSA soja ‘Augusta’, 53% RSA ‘Aldana’ oraz 51% RSA ‘Nawiko’. Aktywnos$¢
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przeciwutleniajaca nasion soi odmiany Aldana byta wyraznie wyzsza od aktywnos$ci
pozostatych odmian, co zwiazane jest z wyzsza zawartos$cia polifenoli w nasionach tej
odmiany.

Kietkowanie (K) spowodowato wyrazng (P<0,05) redukcje aktywnoSci
przeciwutleniajacej nasion soi wszystkich odmian. W nasionach soi ‘Augusta’
aktywno$¢ przeciwutleniajaca zmniejszyla si¢ o 16%, ‘Aldana’ o 21%, a w ‘Nawiko’
023%. Wynik ten nie jest nieoczekiwany, gdyz jednoczes$nie zaobserwowano istotna
redukcj¢ zawartosci czynnikéw przeciwutleniajacych, tj. inhibitoréw trypsyny i
polifenoli.

Wptyw ciqglego i impulsowego pola mikrofalowego na wartos¢ zywieniowq
i wltasciwosci przeciwutleniajqce kietkowanych nasion soi

Wptyw ciagtego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g
(K+PM1000), oraz 2000 J/g (K+PM2000), a takze impulsowego pola mikrofalowego o
15 (K+IPM15) oraz 20 impulsach (K+IPM20) na zawarto$¢ biatka w nasionach soi w
poréwnaniu z zawartoscia tego skladnika w nasionach kietkowanych (K)
przedstawiono na rys. 1.

Wzrost zawartoéci biatka, odpowiednio o 7; 5 oraz 7%, mozna zauwazy¢ w
kietkowanych nasionach soi ‘Aldana’ poddanych dziataniu pola mikrofalowego o
zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000), 15 impulséw pola mikrofalowego
(K+IPM15) oraz 20 impulséw pola mikrofalowego (K+IPM20). Pysz i wsp. [23]
rOéwniez otrzymali wzrost zawartosci biatka w nasionach soi pod wplywem proceséw
termicznych, takich jak autoklawowanie oraz gotowanie, odpowiednio o 3 i 31%.
Natomiast w nasionach soi ‘Nawiko’ poddanych dziataniu pola mikrofalowego
o zakresie absorpcji energii 1000 J/g (K+PM1000) zaobserwowano statystycznie
istotne (P<0,05) zmniejszenie zawarto$ci biatka (o 6%). Mniejszy, aczkolwiek réwniez
statystycznie istotny (P < 0,05), spadek zawarto$ci biatka (o 3%) wystapit takze w
nasionach soi ‘Nawiko’ poddanych wptywowi pola mikrofalowego o zakresie
absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000), 15 impulséw pola mikrofalowego (K+IPM15)
oraz 20 impulséw pola mikrofalowego (K+IPM?20). Jest to rowniez zgodne z wynikami
badan Pysza i wsp. [23], ktérzy otrzymali redukcj¢ zawartosci biatka (o 10%) w
nasionach grochu poddanych procesowi termicznemu, ktérym byto autoklawowanie.
W przypadku soi ‘Augusta’ nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic (P >
0,05) pomigdzy zastosowanymi procesami technologicznymi. Podobne wyniki
otrzymali Khalil i Mansour [12], ktérzy dowiedli, ze gotowanie i autoklawowanie
nasion bobu nie prowadzito do zmian zawartos$ci biatka.
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Rys. 1.  Wplyw kietkowania oraz oddziatywania pola mikrofalowego na zawarto$¢ biatka w nasionach
trzech odmian soi.

Fig. 1. The ifluence of germinating and affecting of microwave field on protein content in three
different cultivars of soybean seeds.

Wptyw ciagtego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g
(K+PM1000) oraz 2000 J/g (K+PM2000), a takze impulsowego pola mikrofalowego o
15 (K+IPM15) oraz 20 impulsach (K+IPM20) na zawartos$¢ ttuszczu w nasionach soi
w poréwnaniu z zawarto$cia tego sktadnika w nasionach kietkowanych (K)
przedstawiono narys. 2.

Ogrzewanie ciagtym polem mikrofalowym o zakresie absorpcji energii 1000 J/g
(K+PM1000) spowodowato statystycznie istotny (P<0,05) wzrost zawartosci tluszczu
w nasionach soi ‘Augusta’ (o 24%) oraz ‘Nawiko’ (o 14%), natomiast spadek (o 7%)
w przypadku soi ‘Aldana’. Podobne wyniki otrzymali Pysz i wsp. [23], u ktérych
procesy termiczne (autoklawowanie i gotowanie) doprowadzity do wzrostu (o 8 i 15%)
zawartos$ci ttuszczu w nasionach grochu. W przypadku nasion soi otrzymali wyniki
mniej jednoznaczne, tzn. zmniejszenie (0o 20%) zawartosci tluszczu w nasionach
poddanych autoklawowaniu, a wzrost (o 10%) w nasionach gotowanych. Dzialanie
ciaglym polem mikrofalowym o zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000) na
nasiona soi nie spowodowato statystycznie istotnych réznic (P > 0,05) w zawartosci
tluszczu. Podobnie w przypadku dziatania 15 impulséw pola mikrofalowego
(K+IPM15) na nasiona ‘Augusta’ i ‘Nawiko’ oraz 20 impulséw pola mikrofalowego
(K+IPM20) na ‘Nawiko’. Jest to zgodne z wynikami innych badaczy [12], ktérzy
dowiedli, ze procesy termiczne nie powoduja istotnych zmian zawartosci ttuszczu
w nasionach bobu. Nasiona soi ‘Aldana’ poddane wptywowi 15 impulséw pola
mikrofalowego (K+IPM15) charakteryzowaly si¢ statystycznie istotnym (P < 0,05)
wzrostem zawartosci tluszczu (o 8%). Dziatanie 20 impulséw pola mikrofalowego
(K+IPM20) réwniez doprowadzito do statystycznie istotnego (P < 0,05) wzrostu
zawartosci ttuszczu w nasionach soi ‘Augusta’ (0 7%) oraz ‘Aldana’ (o 6%).
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Rys. 2.  Wplyw kietkowania oraz oddzialywania pola mikrofalowego na zawarto$¢ ttuszczu w nasionach
trzech odmian soi.

Fig. 2.  The ifluence of germinating and affecting of microwave field on fat content in three different
cultivars of soybean seeds.

Wptyw ciaglego pola mikrofalowego o dwdch réznych zakresach absorpcji
energii (K+PM1000, K+PM2000) oraz impulséw tego pola (K+ +IPM15, K+IPM20)
na zawarto$¢ zwiazkéw mineralnych oznaczonych w postaci popiotu w kietkowanych
nasionach soi odmiany Augusta, Aldana i Nawiko przedstawiono na rys. 3.

Dziatanie tradycyjnego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g
(K+PM1000) nie spowodowato statystycznie istotnych (P > 0,05) réznic zawarto$ci
sktadnikéw mineralnych oznaczonych jako popiét w badanym materiale. Podobne
wyniki otrzymali Khalil i Mansour [12], w badaniach ktérych zastosowane procesy
termiczne takze nie powodowaly zmian zawarto$ci popiotu w nasionach bobu.
Zwigkszenie dawki energii (K+PM2000) spowodowato istotny (P < 0,05) wzrost
sktadnikéw mineralnych w nasionach soi ‘Augusta’ (o 4%) i ‘Nawiko’ (o 5%) oraz
redukcje (o 1%) w przypadku ‘Aldany’. Pysz i wsp. [23] uzyskali zmniejszenie
zawartosci popiotu (odpowiednio o 31 i 32% oraz 17 i 19%) w gotowanych oraz
autoklawowanych nasionach grochu i soi. Natomiast dziatanie impulsowego pola
mikrofalowego (K+IPM15 oraz K+IPM20) nie miato statystycznie istotnego (P > 0,05)
wplywu na zawarto$¢ popiotu w soi odmiany Augusta i Nawiko, jednak spowodowato
istotna redukcje¢ sktadnikow mineralnych w ‘Aldanie’ (odpowiednio o 3 i 6%).
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Rys. 3.  Wplyw kietkowania oraz oddziatywania pola mikrofalowego na zawarto$¢ popiotu w nasionach
trzech odmian soi.

Fig. 3.  The ifluence of germinating and affecting of microwave field on ash content in three different
cultivars of soybean seeds.

Wptyw wybranych proceséw technologicznych, tj. ciaglego pola mikrofalowego
o dwoéch réznych zakresach absorpcji energii (K+PM1000, K+PM2000) oraz 15 i 20
impulséw tego pola (K+IPM15, K+IPM20), na zawarto$¢ sacharydéw w nasionach soi
w poréwnaniu z nasionami kietkowanymi (K) przedstawiono na rys. 4.

W przypadku soi ‘Augusta’ uwage zwraca znaczne (0 15%) obnizenie zawartos$ci
sacharydéw pod wptywem ciagltego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii
1000 J/g (K+PM1000) oraz mniejsze (o 6%), aczkolwiek statystycznie istotne (P <
0,05), pod wptywem 20 impulséw pola mikrofalowego (K+IPM20). Nasiona soi
odmiany Aldana charakteryzowaly si¢ statystycznie istotnie (P < 0,05) zmniejszona
zawartoscia bezazotowych substancji wyciagowych po dziataniu ciaglego pola
mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000), 15 oraz 20
impulséw pola mikrofalowego (K+IPM15, K+IPM20) — odpowiednio o 6 oraz 10%.
Natomiast zastosowane procesy technologiczne nie wptynety statystycznie istotnie (P
> 0,05) na zawarto$¢ sacharydéw w nasionach soi odmiany Nawiko. Khalil i Mansour
[12] nie stwierdzili istotnych zmian zawarto$ci sacharydéw w nasionach bobu
poddanych procesom termicznym.
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Rys. 4. Wplyw kietkowania oraz oddzialywania pola mikrofalowego na zawarto§¢ sacharydéow w
nasionach trzech odmian soi.

Fig. 4. The ifluence of germinating and affecting of microwave field on saccharides content in three
different cultivars of soybean seeds.

Na rys. 5. przedstawiono znaczne zréznicowanie aktywnos$ci inhibitoréw
trypsyny w zalezno$ci od odmiany oraz rodzaju zastosowanej obrébki technologiczne;j.
Zwiazki te naleza do sktadnikéw termolabilnych, dlatego tez oddziatywanie pola
mikrofalowego takze wplyng¢lo na obnizenie aktywnosci antytrypsynowej. Pod
wplywem pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g (K+PM1000)
uzyskano 70% inaktywacji inhibitoréw trypsyny w nasionach soi ‘Augusta’, 74%
w ‘Aldanie’ oraz 68% w ‘Nawiko’. Zastosowanie wyzszej dawki energii, tj.
K+PM2000, spowodowato inaktywacje¢ inhibitoréw trypsyny w wigkszym zakresie. W
soi odmiany Augusta inaktywacja wyniosta 91%, w ‘Aldanie’ 92%, a w ‘Nawiko’
90%. Podobne efekty, zwiazane z termolabilnoscia inhibitoréw trypsyny, byty
obserwowane rowniez przez innych badaczy [1, 2, 17, 22, 24, 29]. Natomiast dzialanie
impulsowego pola mikrofalowego (K+IPM15 oraz K+IPM20) spowodowato
statystycznie istotny (P < 0,05) niewielki spadek aktywnos$ci inhibitoréw trypsyny,
niezalezny od ilo$ci zastosowanych impulséw. Aktywno$¢ antytrypsynowa nasion
poddanych dziataniu 15 impulséw pola mikrofalowego (K+IPM15) obnizyla si¢ 0 2%
w przypadku nasion soi ‘Aldana’ i ‘Nawiko’ oraz o 3% w soi ‘Augusta’. W nasionach
poddanych 20 impulsom pola mikrofalowego (K+IPM20) stopien inaktywacji
inhibitoréw trypsyny wynosit w przypadku soi odmian: Nawiko, Augusta i Aldana
odpowiednio 2, 3 oraz 5%.

Na rys. 6. przedstawiono zawarto$¢ polifenoli w zaleznosci od odmiany i
zastosowanego procesu technologicznego. Procesy termiczne (K+PM1000 oraz
K+PM2000) spowodowaty statystycznie istotny (P < 0,05) wzrost zawarto$ci
polifenoli w nasionach soi odmiany Augusta (o 6%). W przypadku ‘Aldany’ i
‘Nawiko’ zmiany zawartosci polifenoli nie byty statystycznie istotne (P > 0,05).
Odmienne wyniki otrzymali Pisulewski i wsp. [22]. W ich doswiadczeniach poddanie
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procesom termicznym kietkowanych nasion bobu nie prowadzito do systematycznych
zmian zawartosci tych zwiazkéw. W do$wiadczeniach Alonso i wsp. [1],
przeprowadzonych w podobnych warunkach, zawarto$¢ polifenoli ulegta zmniejszeniu.
Nie zaobserwowano wyraznego (P > 0,05) wptywu na ww. zwiazki zastosowanych
proceséw nietermicznych (K+IPM15 oraz K+IPM20).
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Rys. 5. Wplyw kietkowania oraz oddzialywania pola mikrofalowego na aktywnos$¢ inhibitoréw
trypsyny w nasionach trzech odmian soi.

Fig.5. The ifluence of germinating and affecting of microwave field on tripsin inhibitors activity in
three different cultivars of soybean seeds

Wptyw proceséow technologicznych na aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanego
materialu przedstawiono na rys. 7. Zastosowane procesy termiczne (K+PM1000,
K+PM2000) nie doprowadzity do statystycznie istotnych (P > 0,05) zmian aktywno$ci
przeciwutleniajacej nasion soi ‘Augusta’, natomiast spowodowaly znaczny (P < 0,05)
wzrost w przypadku soi ‘Aldana’ (o 21%) oraz ‘Nawiko’ (o 18 i 23%). Koreluje to
z wykazanym wecze$niej wzrostem zawartoSci polifenoli. Obliczony wspétczynnik
korelacji liniowej Pearsona pomiedzy zawarto$cia polifenoli oraz aktywnoscia
przeciwutleniajaca kietkowanych nasion soi (K) oraz nasion poddanych obrébce
nietermicznej przy zastosowaniu impulsowego pola mikrofalowego (K+IPMIS5,
K+IPM20) wyniost: 1, = 0,3. Swiadczy to o umiarkowanej zaleznosci taczacej obie
zmienne. Natomiast wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona tych samych cech w
przypadku kietkowanych nasion soi (K) oraz nasion poddanych ogrzewaniu za pomoca
ciaglego pola mikrofalowego (K+PM1000, K+PM2000) wynidst: 1, = 0,9, co dowodzi
silnej zalezno$ci taczacej obie zmienne. Wobec powyzszego mozna powigzad
obecno$¢ polifenoli z aktywnoscia przeciwutleniajaca nasion soi. Zaskakujacym
wynikiem wydaje sig statystycznie istotne (P < 0,05) obnizenie (o 14%) aktywnosci
przeciwutleniajacej nasion soi ‘Aldana’ poddanych dziataniu ciaglego pola
mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000). Mogto ono by¢
spowodowane zmniejszeniem aktywno$ci antytrypsynowej oraz niewielka redukcja
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polifenoli. Zastosowane procesy nietermiczne doprowadzity do wyraznego wzrostu
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Rys. 6. Wplyw kietkowania oraz oddzialywania pola mikrofalowego na zawartos¢ polifenoli w
nasionach trzech odmian soi

Fig. 6.  The ifluence of germinating and affecting of microwave field on polyphenols content in three
different cultivars of soybean seeds
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Rys. 7.  Wplyw kietkowania oraz oddziatywania pola mikrofalowego na aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
nasion trzech odmian soi.
Fig. 7.  The ifluence of germinating and affecting of microwave field on antioxidant activity in three
different cultivars of soybean seeds.

(P < 0,05) aktywnos$ci przeciwutleniajacej nasion soi, niezaleznego od iloSci
zastosowanych impulséw. Byto to prawdopodobnie wynikiem wzrostu aktywnos$ci
inhibitorow trypsyny przy jednoczesnym braku zmian zawartosci polifenoli.
Najwigkszy wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej po dzialaniu impulsowego pola
mikrofalowego (K+IPM15 oraz K+IPM20) zaobserwowano w przypadku soi odmiany
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Nawiko (odpowiednio o 51 i 41%), nieco mniejszy w ‘Aldanie’ (o 33 i 43%),
a najmniejszy, ale statystycznie istotny (P < 0,05) w soi ‘Augusta’ (0 29%).

Whioski

1. Wykazano zréznicowanie odmianowe badanych nasion ro$lin straczkowych, a ich
podstawowy sktad chemiczny byt zgodny z danymi literaturowymi.

2. Kietkowanie nasion spowodowato zmiang proporcji sktadnikéw zywieniowych.
Zmniejszeniu zawarto$ci sacharydow réwnoczesnie towarzyszyt wzrost zawartosci
tluszczu oraz biatka.

3. Kietkowanie nasion spowodowalo statystycznie istotna (P < 0,05) redukcje
aktywnoséci inhibitorow trypsyny 1 polifenoli oraz obnizenie aktywnosci
przeciwutleniajace;j.

4. Procesy termiczne (K+PM1000, K+PM2000) spowodowaty statystycznie istotna
(P < 0,05) inaktywacje¢ termolabilnych sktadnikéw nasion soi (inhibitoréw
trypsyny), przy jednoczesnym wzroscie zawartosci polifenoli oraz aktywnosSci
przeciwutleniajace;j.

5. Zastosowanie procesow nietermicznych (K+IPM15, K+IPM20) spowodowato
istotny (P < 0,05) wzrost aktywnosci inhibitoréw trypsyny oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej badanych nasion.

6. Wykazano dodatnia, umiarkowang korelacje pomigdzy zawartoscia polifenoli
a aktywnoscia  przeciwutleniajaca  kietkowanych 1  poddanych  obrdbce
nietermicznej nasion soi oraz silng w przypadku poddanych procesom termicznym.
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THE INFLUENCE OF PULSE AND CONTINUOUS MICROWAYVE FIELD AFFECTING
ON NUTRITION VALUE AND ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF GERMINATED SOYBEAN SEEDS

Summmary

The purpose of the research was to compare the influence of non-thermal and thermal food processing
method, pulse and continuous microwave field affecting on nutrition value, selected nonnutritive
components and antioxidant properties of germinated soybean seeds.

Seeds of three locally grown soybean cultivars: Augusta, Aldana, Nawiko were used as the test
material. The seeds were subject to germination, and then to non-thermal processing with pulse
microwave field and heating by continuous microwave field. Standard AOAC methods were applied to
determine basic chemical composition of samples. Trypsin inhibitor activity was determined acc. to
Kakade at all method, polyphenol content was determined using Folin and Ciocalteau’s phenol phenol
reagent, and antioxidant activity was measured acc. to Pekkarinen at all method using stable free radical
DPPH'.

Seed germination led to statistically important (P < 0.05) reduction in trypsin inhibitor activity and
polyphenol content, and it reduced antioxidant activity. Thermal processes resulted in statistically
substantial (P < 0.05) inactivation of thermo-labile soybean seed component (trypsin inhibitors), and at the
same time increased polyphenol content and antioxidant activity. Non-thermal process application brought
about statistically considerable (P < 0.05) growth in trypsin inhibitor activity and antioxidant activity of
studed seeds. Study proved positive moderate correlation between polyphenol content and antioxidant
activity of germinated and put to non-thermal processing soybean seeds, and strong correlation of these
parameters in case of seeds subject to thermal processes.

Key words: microwave field, germinated soybean seeds, polyphenols, antioxidant activity
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WPLYW SPOSOBU GOTOWANIA I PRZECHOWYWANIA PO
UGOTOWANIU NA TEMPERATURE, WYDAJNOSC I JAKOSC
SENSORYCZNA BROKULOW

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu sposobu gotowania (w garnku przy rozpoczeciu procesu od wody
wrzacej, w garnku w parze, w piecu konwekcyjno-parowym w parze) oraz przechowywania po
ugotowaniu w bemarze i w termoporcie na wydajno$¢, jako$¢ sensoryczna (oceniang metodami
niestrukturowanej skali graficznej i parzysta) i barwg brokuléw oceniang instrumentalnie. Podczas
przechowywania w bemarze i termoporcie badano ponadto zmiany temperatury brokutéw i wody.

Najwyzsza wydajno$¢ procesu, wynikajaca z wchionigcia wody, uzyskano gotujac brokuty
w wodzie, rozpoczynajac proces od wrzacej wody. Stwierdzono, ze sposéb gotowania oraz sposéb i czas
przechowywania wptywaja statystycznie istotnie na jakos$¢ sensoryczna brokutéw. Jako$§é sensoryczna
brokutéw gotowanych w garnku przy rozpoczeciu procesu od wrzacej wody jest statystycznie istotnie
lepsza od brokutéw gotowanych w parze (w garnku i w piecu konwekcyjno-parowym).

Przechowywanie gotowanych brokuléw w bemarze powoduje znaczne obnizenie ich jakosci
sensorycznej (barwy, zapachu, smaku, konsystencji, jakosci ogdlnej) w poréwnaniu z przechowywaniem
w termoporcie, co potwierdzila ocena barwy metoda instrumentalng. Brokuly nie powinny by¢
przechowywane w bemarze. W celu utrzymania dobrej jakos$ci sensorycznej i wlasciwej temperatury
brokuléw przechowywanych po ugotowaniu w termoporcie nalezy przektada¢ je do wygrzanych,
pojemnikéw GN, wypetnionych catkowicie, szczelnie zamyka¢ termoport i nie przekracza¢ czasu
przechowywania 1,5 h.

Stowa kluczowe: brokuty, jakos$¢ sensoryczna, bemar, termoport

Wprowadzenie

Brokuly to warzywa, ktére w Polsce sa uprawiane dopiero od poczatku XX w.
Zyskaty aprobat¢ konsumentéw ze wzgledu na wysoka warto$¢ odzywcza, w tym
znaczne ilosci prowitaminy A (B-karotenu), witamin B; oraz C, sktadnikéw
mineralnych i btonnika pokarmowego [2, 3, 6, 10, 11, 18], a takze przypisywane im

Mgr inz. A. Szydtowska, dr inz. E. Czarniecka-Skubina, Zaktad Technologii Gastronomicznej i Higieny
Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego,
ul. Nowoursynowska 159C, 02-776 Warszawa
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wiasciwosci antykancerogenne [7, 10, 11, 15, 17]. Ich zaletg jest réwniez dostgpnosé
w sprzedazy przez caty rok zaréwno w formie §wiezej, jak i mrozonej, dzigki czemu sa
wykorzystywane przez indywidualnego odbiorc¢ w warunkach domowych, jak
rowniez na potrzeby zakladéw gastronomicznych czy cateringu.

Klient wspodiczesnej gastronomii oczekuje odpowiedniej jako$ci potrawy,
zwiazanej z trzema aspektami: jako$cia sensoryczna, warto$cia odzywcza i
bezpieczenstwem zdrowotnym. Aby uzyska¢ wtasciwa jako$¢ potraw, wazne jest
zastosowanie odpowiedniego procesu technologicznego [19, 20], wlasciwe
przechowywanie po przeprowadzonej obrébce, tak by w chwili dotarcia do
konsumenta potrawa byta bezpieczna do spozycia, o wysokiej jakosci sensorycznej
1 wartosci odzywczej, a takze o odpowiedniej temperaturze.

W przypadku warzyw czgsto polecane jest gotowanie w parze, jako metoda
zapobiegajaca wyptukiwaniu z surowca cennych sktadnikéw odzywczych tj.: witamin
czy zwiazkéw mineralnych. Nowoczesne rozwiazania technologiczne w gastronomii to
gotowanie w wyspecjalizowanych urzadzeniach, takich jak piec konwekcyjno-parowy,
wyposazony w opcje gotowania w parze.

Po zastosowaniu odpowiednio dobranej metody obrdbki termicznej wazne jest
zagwarantowanie wilasciwych warunkéw przechowywania potrawy, takich jak
temperatura i czas przechowywania. Profesjonalnym rozwiazaniem tego problemu
w gastronomii, a zwlaszcza cateringu jest zastosowanie np. bemaru czy termoportu.
Wspdtczesnie, zwlaszcza termoporty staja si¢ powszechne z uwagi na rozwoj ustug
cateringowych.

W literaturze brak jest badan na temat zagadnien zwiazanych z wptywem
przechowywania potrawy w bemarach i termoportach na wyrdzniki jej jakosci, takie
jak: warto$¢ odzywcza, jako$¢ sensoryczna czy bezpieczenstwo spozycia. Z punktu
widzenia konsumenta istotna jest rowniez temperatura potrawy. Zatem celowym jest
podjecie badan nad wptywem sposobu gotowania i przechowywania po ugotowaniu
w bemarze 1 termoporcie na jakos¢ wybranego warzywa — brokutéw, z
uwzglednieniem temperatury uzyskanej potrawy.

Material i metody badan

Material badawczy stanowity brokuty $rednio p6znej odmiany Shadow F,; firmy
,,Bejo Zaden”, pochodzace od jednego producenta z uprawy tradycyjnej. Odmiana ta
jest polecana do uprawy poéznoletniej i jesiennej do sprzedazy w formie §wiezej. Do
badan uzyto brokutéw o $redniej masie 450 g, ktére przywozono bezposrednio z pola
badz przechowywano do nastgpnego dnia w chtodni w temp. 0-1°C i wilgotno$ci
wzglednej powietrza 95-98% [1, 5, 14].

Surowiec po usunigciu lisci, skréceniu fodyg i umyciu, o masie 450 g, poddawano
obrébce cieplnej:



WPLYW SPOSOBU GOTOWANIA I PRZYGOTOWYWANIA PO UGOTOWANIU NA TEMPERATURE... 119

— w garnku przy rozpoczeciu procesu od wody wrzacej (proces przeprowadzano
w stalowym garnku, ogrzewanym elektrycznie, w wodzie wodociagowej o obj.
2,51, w ciagu 7 min),

— w garnku w parze (proces przeprowadzano w garnku, zaopatrzonym w
perforowana wktadke, ogrzewanym elektrycznie, w ciagu 15 min),

— w piecu konwekcyjno-parowym w parze (proces przeprowadzano w pojemnikach
GN w piecu firmy Electrolux, w temp. 95°C z wykorzystaniem pary, w ciagu
30 min).

Warunki procesu gotowania ustalono eksperymentalnie. Czas gotowania ustalono
na podstawie sensorycznej oceny konsystencji metoda skali werbalnej [16]. Za
odpowiedni uznawano czas gotowania, gdy 80% oceniajacych uznato konsystencj¢
brokutéw za wiasciwa.

Brokuty po ugotowaniu przechowywano w czasie 0-4 h:

— w termoporcie firmy Cambro, UPCS 180, o wymiarach 31,5 X 43,5 X 64 cm (wys.,
szer., dt.), pojemnosci 23 1, w stalowych pojemnikach GN Y,

—  w bemarze elektrycznym, w temp. medium grzewczego (wody) 65°C, w stalowych
pojemnikach GN Y.

Brokuty bezpo$rednio po ugotowaniu umieszczano w pojemnikach GN w
bemarze oraz w termoporcie. Kazdorazowo w pojemnikach umieszczano porcje 1,8 kg
brokutéw. Pomiary temperatury brokutéw przechowywanych w termoporcie
wykonano w dwéch wersjach przechowywania: w pojemnikach GN o temperaturze
pokojowej i pojemnikach GN wygrzewanych kazdorazowo w temperaturze 90°C przez
10 min. Pojemniki GN w bemarze sa zawsze wygrzane z uwagi na fakt, ze sa
ogrzewane przez medium grzewcze (wodg) juz podczas rozgrzewania bemaru.
Dodatkowo zbadano zmiany temperatury wody w czasie przechowywania przez 0—4 h
w pojemnikach GNY%, w bemarze i termoporcie. Kazdorazowo przechowywano
3,5 litra przegotowanej wody.

W brokutach gotowanych i przechowywanych okreslano:

— wydajnosci procesu gotowania i przechowywania w termoporcie i bemarze;

— zmiany temp. brokutéw podczas ich przechowywania w bemarze i w termoporcie
w czasie 0-4 h. Pomiary przeprowadzano co 0,5h za pomoca termopary
umieszczonej w kilku miejscach warzywa. W przypadku termoportu, w celu
uniknigcia strat ciepla, otwierano pojemniki jednorazowo tylko po danym czasie
przechowywania;

— jako$¢ sensoryczna brokuléw metoda skalowania z  wykorzystaniem
niestrukturowanej skali graficznej (oznaczenia brzegowe jakosci: bardzo
niepozadana, bardzo pozadana) oraz metoda parzysta [8], bezposrednio po
ugotowaniu oraz po przechowywaniu gotowanych préb co 0,5 h tj. po 0,5; 1; 1,5;
2; 2,5; 3; 3,51 po 4h. Za pomoca obu metod oceniano zapach, barwg, smak,
konsystencjg i jako$¢ ogdélng brokutéw.
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W ocenie metoda niestrukturowanej skali graficznej barwe brokuléw okreslano
w zakresie: brunatnozielona, z odcieniem brazowym — intensywnie zielona, koloru
Swiezej trawy, smak i zapach: nietypowe — typowe dla warzyw kapustnych,
konsystencj¢: zbyt migkka, rozpadajaca si¢ — zwigzta.

Do oceny metoda parzysta kazdorazowo podawano dwie probki: préobke
bezposrednio po ugotowaniu i prébke po przechowywaniu. Oceniajacy miatl za
zadanie odpowiedzie¢ na pytanie oddzielne dla kazdego z badanych wyréznikéw,
ktéra z prob w kazdej parze bardziej preferuje ze wzgledu na wskazana cecheg
(barwe, zapach, smak, konsystencje, jako$¢ og6lna).

Oceny dokonywat 10-osobowy zespdt, ktérego czlonkowie zostali przeszkoleni
w zakresie wykonywania podstawowych metod analizy sensorycznej i byli
sprawdzeni ze wzgledu na indywidualng wrazliwo$¢ sensoryczna.

Probki ugotowanych brokutéw podawane byly w gniazdach izotermicznych.
Brokuty oceniane bezposrednio po ugotowaniu byty podawane w temp. 65°C,
natomiast brokuly przechowywane po ugotowaniu oceniano w temperaturze jaka
miaty po danym czasie przechowywania,

— barwg, bezposrednio po ugotowaniu i po przechowywaniu, metoda instrumentalng
przy uzyciu aparatu Minolta Chroma—Meters w systemie L*a*b*. Parametry
barwy mierzono przy zrédle §wiatta C.

Badania kazdego wariantu do$wiadczenia (metody gotowania i sposobu oraz
czasu przechowywania) powtarzano trzykrotnie.

Ocena statystyczna wynikéw obejmowata obliczenie odchylenia standardowego,
analiz¢ wariancji i liniowa analiz¢ regresji, do obliczenia ktérych wykorzystano
program komputerowy Statgraphics 5. Statystycznie istotne rdznice pomiedzy
wynikami okreslono na podstawie najmniejszej istotnej réznicy (p<0,05).

Wiyniki i dyskusja

Zmiany temperatury przechowywanych brokutow i wody

Podczas przechowywania ugotowanych brokutéw oraz wody w termoporcie
iwbemarze w czasie 0-4 h badano zmiany temperatury. Uzyskane wyniki
przedstawiono narys. 1.

Gorace warzywa (85°C) umieszczone w pojemnikach GN o temp. pokojowej
i przechowywane w termoporcie, po 0,5-1 h wykazywaty temp. obnizona do okoto
33-42°C (w zaleznosci od metody gotowania); pézniej temperatura stabilizowata si¢
i obserwowano mniejsze jej spadki. Przetrzymywanie brokutéw w pojemnikach GN o
temperaturze pokojowej powodowato wigksze wychlodzenie surowca niz wowczas,
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Rys. 1. Wplyw czasu przechowywania [a) w termoporcie i b) w bemarze] na zmiany temperatury
ugotowanych brokutéw [A, Al — brokuly gotowane w garnku przy rozpoczgciu procesu od
wrzacej wody, B, B1 — brokuty gotowane w garnku w parze, C, C1 — brokuty gotowane w piecu
konwekcyjno-parowym w parze; A, B,C — pojemniki GN o temp. pokojowej, Al, Bl, CI —
pojemniki GN wygrzane].

Fig.1.  Effect of time of storage [a) in thermoport and b) warmholding] on changes of temperature of
cooked broccoli [A, Al — broccoli cooking in pot starting with boiled water, B, B1 — broccoli
steam cooking in pot, C, C1 — broccoli steam cooking in convection-steam oven; A, B, C — room
temperature container, Al, B1, C1 — warm GN container].

gdy brokuty byly przechowywane w pojemnikach wygrzanych (po 4 h osiagnigto
temp. maksymalnie do 49-52,4°C). Tak znaczne obnizenie temperatury brokuléw



122 Aleksandra Szydtowska, Ewa Czarniecka-Skubina

wynikato z faktu niepetnego wypetienia pojemnikéw GN ugotowanym surowcem.
Obnizenie temperatury brokutéw przechowywanych w termoporcie po ugotowaniu jest
o wiele wigksze niz podaja producenci termoportéw (wedlug nich temperatura positku
obniza si¢ z 93° do 78°C podczas 6 h przechowywania). Wedlug danych
literaturowych [13] obnizenie temperatury positkow przechowywanych w temp.
pokojowej w termoporcie po uptywie 1 h wynosi okoto 4°C, a po 4 h — okoto 9°C w
stosunku do temp. poczatkowej positku.

Po 0,5 h przechowywania w bemarze zaobserwowano obnizenie temperatury
brokutéw do okoto 54-58,7°C (w zalezno$ci od metody gotowania i zwiazanej z tym
poczatkowej temperatury ugotowanego surowca). Temperatura medium grzewczego
podczas przechowywania brokutéw wynosita 65°C ze wzgledu na fakt, Zze jest to
warzywo o delikatnej konsystencji po ugotowaniu.

Po 4 h przechowywania w termoporcie temperatura brokuléw gotowanych
wszystkimi metodami, wynosita ponizej 30°C, natomiast po przechowywaniu w tym
czasie brokutéw w bemarze okoto 50°C, z uwagi na fakt statego podgrzewania (rys. 1).

W wodzie przechowywanej w termoporcie przez 4 h odnotowano po tym czasie
obnizenie temp. z 92 do 81°C, natomiast w bemarze do 65°C (przy zastosowaniu temp.
medium grzewczego 65°C). Zjawisko dazenia ukladu surowiec-naczynie do
wyréwnywania temperatur zachodzi zaréwno w przypadku przechowywania wody, jak
i brokutéw. Roéznice w spadku temperatury wody i brokuiéw w czasie 4 h
przechowywania w termoporcie wynikaja z: innej powierzchni wymiany ciepta (w
przypadku warzyw wigksza), z innego wspoétczynnika oddawania ciepta od materiatu
do $cian urzadzenia i innego wspétczynnika pojemnosci cieplnej (im jest on wigkszy
tym wolniej ciato przekazuje ciepto). Wptyw ma przede wszystkim fakt, ze brokuty
niecatkowicie wypetnialy pojemniki GN, podczas gdy woda wypelniata je catkowicie.

Wydaje sig, ze podniesienie temperatury wody w bemarze podczas
przechowywania brokuléw spowodowaloby wzrost temperatury surowca, ale
prawdopodobnie pogorszenie jako$ci sensorycznej, gdyz wstgpne proby z brokutami
przechowywanymi przy wyzszej temperaturze medium grzewczego w bemarze
powodowaly uzyskanie produktu nieakceptowanego z punktu widzenia konsumenta
(zbrazowienie powierzchni, bardzo migkka konsystencja).

Uzyskana temperatura koncowa brokutéw po przechowywaniu nie jest
akceptowana ze wzgledéw bezpieczenstwa mikrobiologicznego. Nie nalezy wigc
przechowywac¢ brokutéw w termoporcie przy niepelnym wypetnieniu pojemnikéw GN
1 dobrze jest stosowa¢ wygrzane pojemniki, natomiast w bemarze, aby uzyska¢ wyzsza
temperaturg¢ przechowywania potrawy nalezaloby podnies¢ temperatur¢ medium
grzewczego. Optymalng temperaturg przechowywania dan cieptych, biorac pod uwage
ich dobrg jako$¢ sensoryczna i mikrobiologiczna jest temp. powyzej 63°C. Bardzo
wazne przy przechowywaniu jest zachowanie ciagtosci tancucha cieplnego [12].
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Wydajnos¢ procesu gotowania i przechowywania po ugotowaniu

Najwyzsza wydajno$¢ procesu gotowania stwierdzono w przypadku gotowania
brokutéw w garnku przy rozpoczgciu procesu od wrzacej wody — 111%, co jest
wynikiem wchionigcia wody przez surowiec. W przypadku zastosowania metod
z uzyciem pary (gotowanie w garnku i w piecu konwekcyjno-parowym) uzyskano
wydajnosci, odpowiednio 103 i 100%. Proces przechowywania brokutléw po
ugotowaniu w bemarze i w termoporcie nie wplynal na zmiang wydajnosci.

Jakos¢ sensoryczna gotowanych i przechowywanych po ugotowaniu brokutow

Poréwnujac wptyw sposobu gotowania na jako$¢ sensoryczng brokutéw stwierdzono,
ze metoda gotowania i zwiazany z tym czas procesu wptywa statystycznie istotnie na
wyrézniki jakos$ci sensorycznej (barwe, zapach, smak, konsystencje, jakos¢ ogdlna).
Jakos$¢ brokuléw gotowanych tradycyjnie w garnku przy rozpoczegciu procesu od
wrzacej wody byta statystycznie istotnie lepsza pod wzgledem badanych wyréznikéw
od brokutéw gotowanych w parze (w garnku i w piecu konwekcyjno-parowym), co

przedstawiono w tab. 1.
Tabela 1

Jako$¢ sensoryczna brokuléw, oceniana metoda niestrukturowanej skali graficznej (10 cm), w zaleznosci
od sposobu gotowania.

Sensory quality of broccoli estimated by unstructured graphical scale method (10cm) depending on
cooking method.

Wartosci $rednie / Mean values n = 30
Barwa Zapach Smak Konsystencja | Jako$¢ ogdlna
Colour Odour Taste Texture Overall quality

Sposéb gotowania
Cooking method

W garnku przy rozpoczgciu
procesu od wody wrzacej
Cooking in pot starting with
boiling water

8,8+0,2¢ | 8,6+0,3b | 8,4+0,2¢ 8,4+0,2b 8,6+£0,1¢c

W garnku w parze

. 84+0,2b|82+03a|81+02b| 79+02a 8,1x0,2b
Steam cooking in pot

W piecu konwekcyjno-parowym
w parze

L . 78+£03a|79+03a|78+02a| 79+02a 7,9+0,2 a
Steam cooking in convection-

steam oven

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartoéci $rednie, + odchylenie standardowe / Table shows mean values, *
standard deviation;
a, b ... — wyniki oznaczone ta sama litera nie rdznig si¢ statystycznie istotnie / the same letter in each
column indicates no statistically significant differences between the results.

Najnizsza jako$¢, zwlaszcza pod wzgledem barwy i smaku, stwierdzono w
przypadku brokutéw gotowanych w piecu konwekcyjno-parowym w parze z uwagi na

najdluzszy czas gotowania. W literaturze formutowany jest poglad, ze gotowanie
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warzyw w piecu konwekcyjno-parowym pozwala na lepsze zachowanie ich barwy [9].
W gastronomii brokuty gotuje si¢ zazwyczaj w piecu konwekcyjno-parowym, ale jak
wynika z przeprowadzonego wywiadu wérdd kucharzy warszawskiej gastronomii,
najczgSciej] w ten sposob gotowane sa brokuty mrozone, ktére uprzednio byty
blanszowane, a wigc sa czg§ciowo obgotowane i nie potrzeba tak dlugiego czasu
gotowania jak zastosowany w badaniach.

Wyniki wpltywu czasu przechowywania ugotowanych brokutéw w bemarze
i w termoporcie na jakos$¢ sensoryczng przedstawiono na rysunku 2.

Wyniki analizy regresji liniowej dotyczace wplywu przechowywania na jako$¢
sensoryczna gotowanych brokuléw wskazuja na do$¢ znaczna sitge zwiazku miedzy
zmienng zalezna (jako$cia sensoryczna) a niezalezna (czasem przechowywania w
bemarze i termoporcie). Wspolczynnik korelacji w przypadku zaleznos$ci jakosci
ogdlnej od czasu przechowywania wyniosty: w metodzie gotowania w garnku przy
rozpoczeciu procesu od wrzacej wody w termoporcie r = -0,485 (mniejsza zaleznos¢),
a w bemarze r = -0,892; w garnku w parze w termoporcie r = -0,799, a w bemarze r = -
0,916, w piecu konwekcyjno-parowym w parze, w termoporcie r = -0,827, a w
bemarze
r=-0,933.

Czas przechowywania zaréwno w bemarze, jak i w termoporcie wptywal wigc
statystycznie istotnie na badane cechy jakos$ci sensorycznej i w miar¢ wydtuzania
czasu przechowywania jako$¢ wszystkich badanych cech obnizata sig.

W przypadku badanych metod gotowania, po 4 h przechowywania w bemarze,
stwierdzono obnizenie jako$ci sensorycznej (barwy, zapachu, smaku, konsystencji
ijakosci ogdlnej) do znacznie nizszych wartoSci w pordwnaniu z brokutami
przechowywanymi w termoporcie. Byto to wynikiem statego podgrzewania brokutéw
w czasie przechowywania (temp. medium grzewczego w bemarze wynosita 65°C).

Jakos$¢ sensoryczna (barwa, zapach, smak, konsystencja, jako$¢ ogdlna)
ugotowanych brokutéw przechowywanych w termoporcie ulegata réwniez pogorszeniu
w miar¢ wydluzania czasu przechowywania. Stwierdzono jednak lepsza jako$¢
brokutéw przechowywanych w termoporcie w poroéwnaniu z brokutami
przechowywanymi w bemarze (rys. 2).

W ocenie metoda parzysta, podajac réwnolegle dwie prébki brokutéw
bezposrednio po ugotowaniu i brokutéw po przechowywaniu w termoporcie lub
bemarze stwierdzono, ze 0,5 h przechowywanie wptywato w sposéb statystycznie
istotny tylko na niektére wyrézniki jako$ci sensorycznej, natomiast przechowywanie
ugotowanych brokutéw powyzej 0,5 h wptywato w sposéb statystycznie istotny na
wszystkie badane wyrdzniki jakosci sensorycznej. Uzyskane oceny przedstawiono w
tab. 2.
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Rys. 2. Wplyw czasu przechowywania w termoporcie i bemarze na jako$¢ sensoryczna brokutéow

Fig. 2.

oceniang metoda niestrukturowanej skali graficznej. Przechowywanie po ugotowaniu w
termoporcie: TA, TB, TC i w bemarze: BA, BB, BC. A, B, C; metody gotowania: A — w garnku
przy rozpoczgciu procesu od wrzacej wody, B — w garnku w parze, C — w piecu konwekcyjno-
parowym w parze.

Effect of time storage in the thermoport and warmholding on sensory quality of broccoli
estimated by unstructural graphical scale. Storage after cooking in thermoport: TA, TB, TC and
warmholding: BA, BB, BC. A, B, C — methods of cooking: A — cooking in pot starting with
boiled water, B — Steam cooking in pot, C — Steam cooking in convection-steam oven.

Tabela 2
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Jakos$¢ sensoryczna brokuléw, oceniana metoda parzysta, determinowana czasem przechowywania w
termoporcie i bemarze.

Sensory quality of broccoli estimated by dual method determined by time storage in the thermoport and
warmholding.

o Wyniki jakos$ci sensorycznej ugotowanych brokutéw i brokutéw
= Spos6b po ugotowaniu i przechowywaniu
g ?;fo gotqwa— Jakogé Results of the sensory quality of cooked broccoli and broccoli
E 5 ma Quality after cooking and storage
o5 @ | Cooking -
o) Czas przechowywania (h) n = 30
S method
A~ 0 0,5 0 1 0 2 0 3 0 3,5 0 4
Colour | 20 | 10 | 24 6 25 5 23 7 23 7 22 8
Odour 20 10 | 28 2 21 9 21 9 29 1 27 3
A Taste 25 5 21 9 22 8 23 7 28 2 21 9
Texture | 18 12 | 21 9 22 8 21 9 26 4 21 9
5]
2 Overall | 05 1o |28 | 2 |22 8 | 23] 7 [20] 1 |21 ]9
g = quality
g % Colour | 20 | 10 | 26 4 30 0 26 4 25 5 25 5
8 g Odour 19 11 28 2 27 3 26 4 21 9 26 4
g B Taste | 25 | 5 | 26 | 4 | 26 | 4 | 27| 3 | 26 | 4 | 23 | 7
g S Texture | 23 | 7 [24 | 6 [21 | 9 [ 21 | 9 |26 | 4 | 22| 8
i & Overall
z £ |25 | 5|26 | 4 |27 3 | 27| 3 |26]| 4255
s 3 quality
§ Colour | 17 13 28 2 25 5 26 4 26 4 22 8
o Odour 16 | 14 | 25 5 26 4 26 4 29 1 27 3
C Taste 15 15 | 21 9 25 5 24 6 24 6 29 1
Texture | 14 16 | 21 9 24 6 21 9 26 4 27 3
Overall 1y g |21 | o [ 27| 3 | 22| 8 [28| 2|20 | 1
quality
Colour | 23 7 30 0 30 0 24 6 30 0 30 0
o Odour | 25 5 29 1 29 1 25 5 29 1 25 5
E A Taste 18 12 | 28 2 27 3 24 6 28 2 24 6
_qg Texture | 19 11 29 1 29 1 23 7 30 0 27 3
o0
=
Z 5 Overall | 0o 110 [ 30 | o |20 | 1 [ 24| 6 |20 | 1 |[25]5
= quality
§ g Colour | 27 3 30 0 30 0 30 0 29 1 30 0
g g Odour | 22 8 27 3 30 0 28 2 29 1 30 0
5 B Taste 23 7 26 4 27 3 27 3 27 3 29 1
:E: Texture | 22 8 28 1 28 2 25 5 27 3 29 1
Overall | )3 17 L o7 | 3 |28 | 2 | 28] 2 28] 2|30/ o0
quality
c.d. Tab. 2

@]

Colour | 28 | 2 | 29 |

—

|25 [ s ]300 [25]5 ]3]0 ]
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Odour | 27 | 3 | 27| 3 | 26| 4 | 28] 2 | 27] 3 |30 ] 0

Taste | 28 | 2 | 28 | 2 | 26 | 4 |27 ] 3 |27 ] 3 |30 ] 0
Texture | 27 | 3 | 24| 6 | 25| 5 |27 | 3 |27 ] 3 | 30 ] 0
Overall | el 0 127 3 | 26| a4 | 28] 2 28| 2 ]3]0
quality

Objasnienia: / Explanatory notes:

Pominigto prezentacj¢ wynikéw uzyskanych po 1,5 i 2,5 h przechowywania z uwagi na nieznaczne
zmiany jakosci sensorycznej / Results presentation after 1,5 and 2,5 hour of storage was skipped because
of inconsiderable sensory quality changes.

Minimum zgodnych ocen niezbgdnych do ustalenia istotnego zréznicowania - 21 (poziom istotnosci o =
0,05) / Minimum of compliance estimates to establish significant differences - 21 (significance level o =
0.05).

A - brokuty gotowane w garnku przy rozpoczgciu procesu od wrzacej wody / broccoli cooking in pot starting
with boiled water; B- brokuly gotowane w garnku w parze / broccoli steam cooking in pot; C- brokuty
gotowane w piecu konwekcyjno-parowym w parze / broccoli steam cooking in convection-steam oven

Barwa brokutow gotowanych i przechowywanych po ugotowaniu

Stwierdzono statystycznie istotny wptyw sposobu gotowania na barwe brokulow
mierzong instrumentalnie. Uzyskane wyniki pomiaru barwy brokutéw w zalezno$ci od
sposobu gotowania przedstawiono w tab. 3.

Jak wynika z przedstawionych danych, wigksze zmiany barwy w stosunku do
surowca §wiezego nastgpowaty w brokutach gotowanych metodami z uzyciem pary, co
wynikato najprawdopodobniej z faktu dluzszego czasu obrébki cieplnej w poréwnaniu
z gotowaniem w garnku przy rozpoczegciu procesu od wody wrzacej. Znaczenie moze
mie¢ wplyw wody o odczynie obojetnym w przypadku gotowania w niej brokuldw.
Gotowanie w wodzie ulatwia wylugowanie i rozcienczenie kwaséw organicznych
(kwas szczawiowy, kwas cytrynowy) zawartych w tkankach, ktére moga powodowac
powstanie, pod wptywem ciepta, oliwkowozielonej barwy (wynik przeksztatcenia sig
zielonego chlorofilu w oliwkowozielong feofityne) [20].

Probki brokutéw gotowanych trzema sposobami byty w stosunku do brokutéw
Swiezych:

- jasniejsze — stwierdzono wzrost wartosci L,
- mniej zielone — wartosci Aa byty dodatnie,
- bardziej zotte — wartosci Ab byty dodatnie.

Pod wplywem procesu gotowania zmienialo si¢ réwniez nasycenie barwy
brokutéw z 0,968 w przypadku brokutéw $wiezych do 0,611 w przypadku brokutéw
gotowanych tradycyjnie w wodzie i do 0,502; 0,528 — brokutéw gotowanych w parze.

Zmiany barwy (AE) w poréwnaniu z surowcem $wiezym byly znacznie mniejsze
w przypadku gotowania tradycyjnego (4,20) niz gotowania w parze (5,02; 5,04).

Tabela 3
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Barwa brokutéw w zalezno$ci od sposobu ich gotowania.
Broccoli colour depending on cooking method.

Warto$ci $rednie wspotczynnikéw

Sposob gotowania Mean values of coefficients n=90

Cooking method
L* a* b* AL Aa Ab a/b AE
Brokuty $§wieze 93,70 | -10,68 | +11,03 0.968
Fresh broccoli +0,la | £0,05b | +0,1a ’

W garnku przy

rozpoczgceiu procesu od wody
2 | -691 11,31
wrzacej 93,5 691 1 +113 1,82 3,77 0,28 | 0,611 | 4,20

+ + +
Cooking in pot starting with *02ab| #0.1a | +0.1a
boiling water
W garnku w parze 96,30 -6,67 | +12,64
Steam cooking in pot +0,15b | +0,1a | #0,1b

2,60 4,01 1,61 0,528 | 5,04

W piecu konwekcyjno-
parowym w parze 95,64 | -6,33 | +12,61

Steam cooking in convection- | £0,1ab | +0,1a | +0,1b 1,94 4,35 1,58 0,502 302

steam oven

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie wspétczynnikéw: L* — jasnos¢; -a* — barwa zielona; -b* — barwa
niebieska; a/b — nasycenie barwy; +a — barwa czerwona; +b — barwa zé6tta; AE — zmiana barwy / Table
shows mean values for: L*- brightness; -a* - green colour; -b* - blue colour; a/b - saturation of colour; +a
—red colour; +b - yellow colour; AE - changes of colour.

a, b - wartoS$ci $rednie oznaczone tg sama litera nie rdznig si¢ statystycznie istotnie / mean values signed
with the same letter indicates no statistically significant differences between the results.

Wyniki instrumentalnej oceny barwy potwierdzaja dane uzyskane przy uzyciu
metody sensorycznej, w ktérej barwe brokutéw gotowanych w garnku w wodzie
oceniano najlepiej. Brokuly $§wieze stanowiace surowiec do badan nalezaty do
odmiany o barwie niebiesko-zielonej i charakteryzowaly si¢ parametrami: L*= 93,70,
a*= -10,68 i b*= 11,03 (tab. 4). Literatura przedmiotu nie zawiera danych na temat
wplywu sposobu gotowania na jakos$¢ sensoryczng i barweg brokuldéw. Jedynie Artes
i wsp. [4] podaja warto$ci parametréw barwy §wiezych brokutéw, ale odnosza si¢ one
do odmiany o barwie z6tto-zielonej, a mianowicie: L*= 88,19, a*=- 4,16 1 b*=21,97.

Ponadto stwierdzono statystycznie istotny wplyw czasu i sposobu
przechowywania na barwe¢ brokuléw mierzona instrumentalnie. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tab. 4.

Probki brokutéw gotowanych i przechowywanych przez 4 h byty:

— jasniejsze w stosunku do surowca $wiezego (warto$¢ AL dodatnia), przy czym
nieco wigksze pojasnienie barwy w przypadku wszystkich metod gotowania
stwierdzono w przypadku przechowywania w bemarze,
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— z przewaga koloru zéttego (wartosci Ab dodatnie), zmiany Ab byly wyzsze
w przypadku przechowywania w bemarze,

— ze zmniejszajacym si¢ udziatem koloru zielonego (warto$ci Aa dodatnie), zmiany
Aa byty wyzsze w przypadku przechowywania w bemarze.

Tabela 4
Barwa brokutéw w zalezno$ci od sposobu ich gotowania i przechowywania.
Broccoli colour depending on cooking method and storage.
Sposéh Sposéb Wartosci $rednie wspétczynnikéw
P gotowania Mean values of coefficients n=90
przechowy- Cookin
wania s L* | a* | b* | AL | Aa | Ab | ab | AE
Method of 1y Swicze | 93,70 | -10,68 | +11,03
storage rokuty $wieze , -10, +11, i i i 0.968 )

Fresh broccoli | +0,1 +0,1 +0,1

97,68 | -5.45 | +12,80
\ A £02 | 005 | 02 3,98 5,23 1,77 | 0,426 | 6,81

termoporcie
96,93 | -5,90 | +13,16
—Iih B £0.15 | 0.1 | +0.05 3,23 4,78 2,13 | 0,448 | 6,15
97,70 | -4,10 | +13,99
th t ’ ’ ’
ermopor C £0.1 | 005 | 0.1 4,00 6,58 2,96 | 0,293 | 8,25

98,01 | -4,55 |+13,32

W bemarze — A +0,1 | 0,1 +0,1 431 6,13 2,29 | 0342 | 7,84

4h 97,37 | -4,85 | +14,49
Warmholdin b L00 | 201 | 005 | 267 | 383 | 346 ) 0335 701
¢ C OTT8 | =325 | #1485y e | 943 | 382 | 0219 | 930

+0,1 +0,1 +0,1

Objasnienia: / Explanatory notes:

A — gotowanie w garnku przy rozpoczgciu procesu od wrzacej wody / Cooking in pot starting with boiling
water; B — gotowanie w garnku w parze / Steam Cooking in pot; C — gotowanie w piecu konwekcyjno-
parowym w parze / Steam cooking in convection-steam oven.

W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie wspdtczynnikéw: L* — jasnos¢; -a — barwa zielona; -b — barwa
niebieska; a/b — nasycenie barwy; +a — barwa czerwona; +b — barwa z6tta; AE — zmiana barwy / Table
shows mean values for: L*- brightness; -a - green colour; -b - blue colour, a/b - saturation of colour, +a —
red colour; +b - yellow colour; AE — changes of colour,

a, b ... — wyniki oznaczone tq sama litera nie r6znig si¢ statystycznie istotnie / results signed with the same
letter indicates no statistically significant differences between the results.

Nasycenie barwy (a/b) brokutéw malato w zalezno$ci od sposobu gotowania
i sposobu przechowywania, przy czym najmniejsze nasycenie stwierdzono w
brokutach gotowanych w piecu konwekcyjno- parowym w parze i przechowywanych
w bemarze.
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Po uptywie 4 h przechowywania brokutéw, gotowanych w bemarze, nastgpowaty
wigksze zmiany barwy (AE) w stosunku do surowca §wiezego niz w termoporcie po
takim samym czasie przechowywania, co potwierdzito wyniki oceny sensoryczne;j.

Badania sa kontynuowane z uzyciem innych surowcéw (ziemniaki, zupy) w celu
okre§lenia optymalnych warunkéw przechowywania potraw w bemarze 1 w
termoporcie, jak réwniez wptywu przechowywania na jako$¢ sensoryczna i warto$¢
odzywcza.

Whioski

1. Najlepszymi cechami sensorycznymi (barwa, zapach, smak, konsystencja, jako$§¢
ogollna) charakteryzowaty si¢ brokuty gotowane w garnku, przy rozpoczgciu
procesu od wrzacej wody. Brokuly gotowane w parze (w garnku i w piecu
konwekcyjno-parowym) byly oceniane istotnie nizej, na co wptynat wydtuzony
czas gotowania.

2. Przechowywanie brokutéw w bemarze powodowato znacznie wigksze negatywne
zmiany jakoS$ci sensorycznej niz przechowywanie w termoporcie z uwagi na state
podgrzewanie. Przedluzanie czasu przechowywania powyzej 1,5 h, co jest
stosowane w gastronomii, powoduje znaczne obnizenie temperatury i jakosci
sensorycznej przechowywanego surowca.

3. W celu utrzymania wtasciwej temperatury i dobrej jakosci gotowanych brokutéw
podczas ich przechowywania w termoporcie, nalezy przekladaé warzywo
bezposrednio po ugotowaniu do wygrzanych pojemnikéw GN, szczelnie zamykac
termoport i przechowywaé go w temp. pokojowej nie dtuzej niz 1,5 h. Najbardziej
istotny jest stopien wypelnienia pojemnikéw GN, przy pelnym wypetieniu
pojemnikéw temperatura surowca jest utrzymywana lepiej.

4. Brokuty nie powinny by¢ przechowywane w bemarze. Podniesienie temperatury
medium grzewczego powyzej 63°C spowodowatoby wzrost bezpieczenstwa
mikrobiologicznego brokutéw, ale obnizenie jakos$ci sensoryczne;j.

5. Temperatura i czas gotowania oraz przechowywania po ugotowaniu sa czynnikami
krytycznymi jako$ci sensorycznej uzyskanej potrawy.
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EFFECT OF COOKING METHODS AND STORAGE AFTER COOKING
ON TEMPERATURE, YIELD AND SENSORY QUALITY OF BROCCOLI

Summary

The aim of this paper was evaluation of the influence of different cooking methods (cooking in pot
starting with boiling water, steam cooking in pot, steam cooking in convection-steam oven), and storage
after cooking (warmholding and storage in the thermoport) of broccoli, on yield, sensory quality
(evaluated by unstructural graphical scale and dual method) and colour determined by instrumenthal
method. Temperature changes of broccoli and water during storage in warmholding and in the thermoport
were also tested.

The highest yield of cooking process due to high water absorbtion, was observed in the case of
cooking in pot starting with boiling water. Study shows that different methods of cooking and storage time
statistically significantly affected sensory quality of broccoli. Sensory quality of cooked broccoli in pot
starting with boiling water was statistically significantly better than steam cooked broccoli (in pot and in
convection - steam oven).

Warmholding of cooked broccoli in comparison to storage in the thermoport caused the significant
decrease of sensory quality, what was confirmed by instrumenthal colour determination method. It looks
that broccoli should not be hold in warm.
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To preserve good sensory quality and proper temperature during storage in the thermoport after
cooking it is recommended to put broccoli into warm GN container, fully filled in, close it properly and

storage max.1.5 hour.

Key words: broccoli, sensory quality, warmholding, thermoport
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