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DOMINIK SZWAJGIER, ZDZISŁAW TARGO�SKI   

CHARAKTERYSTYKA ENZYMÓW POCHODZENIA 
MIKROBIOLOGICZNEGO BIOR�CYCH UDZIAŁ W DEGRADACJI 
ARABINOKSYLANÓW I ICH ROLA W POZYSKIWANIU KWASU 

FERULOWEGO Z WYSŁODZIN PIWOWARSKICH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem pracy było scharakteryzowanie enzymów pochodzenia bakteryjnego i grzybowego bior�cych 

udział w degradacji arabinoksylanów. W szczególno�ci scharakteryzowano esterazy kwasu ferulowego, 
ksylanazy i acetyloesterazy. Przedstawiono stan bada� nad pozyskiwaniem kwasu ferulowego z 
wysłodzin piwowarskich i innych materiałów ro�linnych, po zastosowaniu oczyszczonych enzymów lub 
preparatów enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego. Wysłodziny piwowarskie s� 
najcenniejszym produktem odpadowym przemysłu piwowarskiego, bogatym w cenne składniki 
�ywieniowe, np. białko, błonnik pokarmowy i kwasy tłuszczowe. Kwas ferulowy jest naturalnym, silnym 
przeciwutleniaczem wyst�puj�cym pospolicie w ziarniakach ro�lin Graminaceae i w produktach 
ubocznych przemysłu piwowarskiego – w wysłodzinach piwowarskich. Mo�e by� on przekształcany na 
drodze mikrobiologicznej do innych zwi�zków wykorzystywanych przemysłowo, np. przeciwutleniacza 
kwasu kawowego lub waniliny, cenionego zwi�zku aromatycznego �ywno�ci. 

 
Słowa kluczowe: kwas ferulowy, esteraza kwasu ferulowego, ksylanaza, acetyloesteraza, wysłodziny, 
piwo 
 

Wst�p 

Wysłodziny powstaj�ce w czasie zacierania słodu s� najcenniejszym ubocznym 
produktem przemysłu piwowarskiego. Od wielu lat trwaj� prace nad ich 
przemysłowym wykorzystaniem. Materiał ten zawiera cenne składniki �ywieniowe, 
takie jak białko, błonnik pokarmowy i kwasy tłuszczowe. Przeci�tny skład wysłodzin, 
w odniesieniu do suchej masy, jest nast�puj�cy: 20–30% arabinoksylanów, ok. 44% 
innych polisacharydów nieskrobiowych i ok. 24% białka. Inne składniki wysłodzin 
wyst�puj�ce w mniejszych ilo�ciach to: celuloza (17%), lipidy (6%), ligniny (4%), 
zwi�zki mineralne i niewielkie ilo�ci skrobi (< 2%) [1]. Podany przeci�tny skład 
wysłodzin jest zmienny i zale�ny m.in. od przebiegu procesu zacierania słodu i od 
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gatunku słodu [53]. Arabinoksylany wyst�puj�ce w wysłodzinach wyst�puj� w formie 
ła�cuchów β-1,4-ksylanopiranozowych, w których reszty ksylozowe podstawione s� 
przez reszty arabinozowe w pozycji C2 (około 17% reszt ksylopiranozowych), C3 (7% 
reszt ksylopiranozowych) lub te� w obu pozycjach (około 16% reszt 
ksylopiranozowych). Wi�kszo�� reszt α-L-arabinofuranozowych wyst�puje w formie 
monomerowych ła�cuchów bocznych, podczas gdy niewielka ich liczba tworzy krótkie 
ła�cuchy boczne według schematu Araf-Araf-Xylp-Araf [52]. Reszty kwasu 
ferulowego tworz� wi�zanie estrowe z grup� arabinofuranozydow� w pozycji 5-O [46]. 
Przeci�tna zawarto�� kwasu ferulowego w wysłodzinach wynosi około 0,32% suchej 
masy. Od wielu lat poszukuje si� jak najlepszych i najwydajniejszych sposobów na 
zagospodarowanie przemysłowe wysłodzin. Wynikiem tych prac jest du�a liczba 
patentów dotycz�cych tej problematyki. Wa�nym sposobem zagospodarowania 
wysłodzin jest wykorzystywanie ich jako paszy [44]. Inne kierunki zagospodarowania 
to wytwarzanie z wysłodzin preparatów od�ywczych o du�ej zawarto�ci 
przyswajalnego białka [31, 32, 33] oraz wytwarzanie biogazu [16].  

Celem przegl�du było przedstawienie stanu bada� nad pozyskiwaniem kwasu 
ferulowego z wysłodzin piwowarskich po zastosowaniu oczyszczonych enzymów lub 
preparatów enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego, jak równie� 
scharakteryzowanie enzymów grzybowych i bakteryjnych wykazuj�cych aktywno�� 
hydrolityczn� w stosunku do polisacharydów nieskrobiowych.  

Charakterystyka enzymów pochodzenia mikrobiologicznego bior�cych udział 
w degradacji polisacharydów nieskrobiowych  

W wielu pracach badawczych, w ci�gu ostatnich kilkudziesi�ciu lat, 
scharakteryzowano aktywno�� esterazy kwasu ferulowego, acetyloesterazy i ksylanazy 
produkowanych przez szczepy ró�nych drobnoustrojów. Wymienione enzymy s� 
wytwarzane przez drobnoustroje w celu degradacji hemiceluloz wchodz�cych w skład 
�cian komórkowych ro�lin wy�szych. Esterazy pochodzenia mikrobiologicznego 
zwi�kszaj� stopie� degradacji głównych ła�cuchów polisacharydowych �ciany 
komórkowej poprzez usuwanie bocznych grup, które chroni� dost�p do ła�cucha 
głównego.  

Zastosowanie oczyszczonej ksylanazy lub esterazy kwasu ferulowego w czasie 
przerobu wysłodzin wi��e si� ze znacznie podwy�szonymi kosztami. Wykorzystanie 
mikrobiologicznych preparatów enzymatycznych o wielokierunkowej aktywno�ci 
w stosunku do frakcji hemicelulozowych umo�liwia obni�enie kosztów ich utylizacji 
i uzyskiwania cennych półproduktów wykorzystywanych przemysłowo, takich jak 
kwas ferulowy [6]. Przykładowo, badano zdolno�� preparatów enzymatyczych 
Ultraflo, Viscozyme, Termamyl i Lallzyme do uwalniania kwasu ferulowego 
i kumarowego z wysłodzin piwowarskich [8]. Spo�ród czterech wymienionych 
preparatów enzymatycznych, jedynie preparat Termamyl nie wykazywał aktywno�ci 
esterazy kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo najskuteczniej uwalniał wolny kwas 
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ferulowy i kumarowy w st��eniu wynosz�cym odpowiednio 70% wolnego kwasu 
ferulowego i 8% p-kumarowego w odniesieniu do całkowitej zawarto�ci tych kwasów 
w wysłodzinach poddanych do�wiadczeniu. Preparaty Viscozyme i Lallzyme uwolniły 
w tych samych warunkach odpowiednio 33 i 55% kwasu ferulowego. Preparat Ultraflo 
L, przejawiaj�cy głównie aktywno�� β-glukanazy oraz wiele pobocznych aktywno�ci 
hemicelulaz produkowanych przez Humicola insolens wykazywał aktywno�� esterazy 
kwasu ferulowego w stosunku do metylowych pochodnych kwasu cynamonowego 
i miał zdolno�� uwalniania 65% kwasu ferulowego obecnego w formie monomeru oraz 
trzech form kwasu dehydrodiferulowego z wysłodzin browarniczych [23]. 
Zastosowanie preparatu Ultraflo L nie wykazuj�cego aktywno�ci esterazy kwasu 
ferulowego znacznie podnosiło zdolno�� (z 23 do 47%) oczyszczonej esterazy kwasu 
ferulowego wyprodukowanej przez grzyby Aspergillus niger do uwalniania kwasu 
ferulowego z młóta browarniczego, zwłaszcza w formie 8,5'-benzofuranowej. 
Współdziałanie preparatu Ultraflo L i esterazy kwasu ferulowego nie powodowało 
uwolnienia całej zawarto�ci kwasu ferulowego z wi�za� estrowych, co sugeruje, �e do 
uwolnienia dimerowych form kwasu ferulowego w arabinoksylanach z wysłodzin 
piwowarskich niezb�dny jest kompleks enzymatyczny o bogatej aktywno�ci hydrolaz. 
Mo�liwe tak�e, �e nale�y zwi�kszy� dost�pno�� enzymów do reszt kwasu ferulowego, 
rozmieszczonych w ła�cuchu polisacharydów nieskrobiowych. W innych badaniach 
wykorzystywano 9 handlowych preparatów enzymatycznych firmy Novo Nordisk 
w celu uwalniania kwasu ferulowego, ramnozy, arabinozy i kwasu galakturonowego z 
wysłodków buraczanych [38]. Preparaty enzymatyczne, wytworzone przy u�yciu 
szczepów z gatunków Aspergillus: aculeatus, niger, oryzae oraz rodzaju Trichoderma, 
wykazywały aktywno�ci hydrolityczne w stosunku do frakcji pektyn, ksylanów, 
celulozy, β-glukanów, hemiceluloz i arabinanów zawartych w wysłodkach 
buraczanych. Preparat enzymatyczny SP 342 uwalniał kwas ferulowy w formie wolnej 
w pierwszych etapach procesu, podczas gdy w nast�pnych godzinach procesu uwalniał 
kwas ferulowy w formie estrów z sacharydami. Dwa inne preparaty enzymatyczne 
o nazwach Glucanex i SP 506 uwalniały wolny kwas ferulowy, za� pozostałe 
6 preparatów enzymatycznych nie uwalniało kwasu ferulowego w formie wolnej. 
Wszystkie preparaty enzymatyczne były zdolne do zwi�kszenia st��enia w roztworze 
kwasu ferulowego zwi�zanego z sacharydami, przy czym najwy�sz� aktywno�ci� 
charakteryzowały si� preparaty SP 584, SP 585 i SP 342, przy czym preparat SP 584 
uwalniał w formie wolnej około 43% całkowitej zawarto�ci kwasu ferulowego. Preparat 
Pektolase LM uwalniał najpierw zwi�zany estrowo kwas ferulowy, a nast�pnie wolny 
kwas ferulowy. Preparat SP 342 powodował jednoczesny wzrost st��enia wolnego i 
zwi�zanego kwasu ferulowego w mieszaninie inkubacyjnej, co �wiadczyło o zdolno�ci 
enzymów zawartych w tym preparacie do degradacji ła�cuchów pektynowych w 
formie natywnej. Preparat enzymatyczny SP 342 nie był jednak zdolny do uwalniania 
kwasu ferulowego z niskocz�steczkowych substratów powstałych po działaniu 
preparatów SP 584 i SP 585. Preparat enzymatyczny SP 584 wykazał ponadto 
zdolno�� do uwalniania dehydrodimerów kwasu fenolowego. Wyniki przedstawionych 
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do�wiadcze� �wiadcz� o mo�liwo�ci wykorzystania opisanych grzybowych preparatów 
enzymatycznych w celu uwalniania kwasu ferulowego w formie poł�cze� z estrami z 
wysłodzin piwowarskich.  

W badaniach nad uwalnianiem kwasu ferulowego z wysłodzin [14] uzyskano 
wysokie st��enie kwasu ferulowego w roztworze, si�gaj�ce 1,712 g w 1 kg s.m. 
wysłodzin, co stanowiło 80% całkowitej zawarto�ci kwasu ferulowego w wysłodzinach 
u�ytych do bada�. Autorzy podkre�lili, �e najlepsze rezultaty osi�gni�to przy u�yciu 
preparatu enzymatycznego Ultraflo L. Maceracja wysłodzin za pomoc� wodnych 
roztworów etanolu nie zwi�kszała stopnia uwalniania kwasu ferulowego z wysłodzin, 
za� autorzy stwierdzili, �e mo�liwe jest uwolnienie nawet do 80% całkowitej 
zawarto�ci kwasu ferulowego z wysłodzin bez stosowania etapów przygotowawczych 
młóta. W innych pracach tak�e szczegółowo opisano współprac� ksylanazy z grzyba 
rodzaju Trichoderma i esterazy kwasu ferulowego ze szczepu A. niger w uwalnianiu 
kwasu ferulowego w formie wolnej z otr�b zbo�owych i odpadów buraka cukrowego 
bogatych w hemicelulozy [22]. Podatno�� arabinoksylanów na degradacj� pod 
wpływem egzogennej, oczyszczonej endo-β-1,4-ksylanazy (E.C 3.2.1.8) z Aspergillus 
awamori jest �ci�le uzale�niona od stosunku zawarto�ci arabinozy do ksylozy w 
cz�steczce. Je�li stosunek ten wynosi około 0,4, cz�steczki arabinoksylanów ulegaj� 
łatwo hydrolizie, je�li natomiast wynosi 0,9 zachodzi bardzo ograniczona degradacja. 
Nale�y podkre�li�, �e w obu przypadkach, niezale�nie od omawianego stosunku 
arabinoza : ksyloza, powstaj� podobne krótkoła�cuchowe fragmenty 
oligoarabinoksylanów. Wyniki metylacji krótkoła�cuchowych fragmentów 
oligoarabinoksylanów wskazuj�, �e 55% reszt ksylopiranozowych w j�czmieniu oraz 
65% reszt ksylopiranozowych w słodzie wyst�puje w poł�czeniach z resztami 
arabinofuranozowymi [54]. W porównaniu z arabinoksylanami j�czmienia i słodu, 
które nie zostały poddane działaniu endoksylanazy, uzyskane oligoarabinoksylany 
charakteryzowały si� wy�szym stopniem podstawienia reszt ksylopiranozowych przez 
arabinofuranoz� w pozycji O-2 i O-2,3. Powtórna inkubacja otrzymanych 
oligoarabinoksylanów z endoksylanaz� wyprodukowan� przez grzyby Aspergillus 
awamori nie wywoływała dalszej hydrolizy cz�steczek. Mo�e to wskazywa� na fakt 
odcinania dost�pu do ła�cuchów oligoksylopiranozowych przez obecno�� du�ej liczby 
przył�czonych reszt arabinofuranozowych i mo�liwej obecno�ci reszt kwasu 
ferulowego. Ograniczona hydroliza oligoarabinoksylanów przez endo-β-1,4-ksylanaz� 
wyprodukowan� przez szczep Aspergillus awamori mo�e by� wyja�niona przez 
zdolno�� wymienionego enzymu do rozszczepiania wi�zania mi�dzy resztami 
ksylopiranozowymi tylko w sytuacji, gdy co najmniej dwie kolejne reszty 
ksylopiranozowe w ła�cuchu ksylopiranozowym nie s� poł�czone z reszt� 
arabinofuranozy. Z tego te� wzgl�du sekwencje dwóch niepodstawionych reszt 
ksylopiranozowych musz� by� nieobecne lub rzadkie w przypadku opisywanych 
oligoarabinoksylanów. Analogicznie, natywne arabinoksylany pochodz�ce 
z j�czmienia i słodu musz� zawiera� fragmenty zło�one z co najmniej czterech 
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niepodstawionych przez arabinofuranoz� reszt ksylopiranozowych, poniewa� jako 
produkty inkubacji wyst�puj�: ksyloza, ksylobioza i ksylotrioza [54].  

Zastosowanie oczyszczonego preparatu enzymatycznego o aktywno�ci endo-β-
1,4-ksylanazy (E.C. 3.2.1.8) z hodowli Aspergillus awamori w celu degradacji 
arabinoksylanów j�czmienia i słodu powodowało wytworzenie oligomerów o stopniu 
polimeryzacji poni�ej DP 6, za� oligomery o DP powy�ej 6 wyst�powały w niskich 
st��eniach [51]. Najwi�kszy udział miały oligoarabinoksylany maj�ce od 3 do 6 reszt 
ksylopiranozowych. Podobnie, jak w przypadku arabinoksylanów z j�czmienia i słodu 
niepoddanych hydrolizie za pomoc� endo-β-1,4-ksylanazy, równie� po hydrolizie 
arabinoksylanów wyst�powały niewielkie ró�nice w budowie uzyskanych oligomerów. 
Na podstawie analizy miejsca podstawienia reszty ksylopiranozowej przez 
arabinofuranoz� w uzyskanych oligomerach mo�na stwierdzi�, �e substytucja ksylozy 
w pozycji O-2 o wiele silniej hamuje degradacj� arabinoksylanów w porównaniu 
z substytucj� w pozycji O-3. Mo�e to cz��ciowo wyja�nia� ograniczon� degradacj� 
arabinoksylanów w czasie słodowania, a nawet w czasie zacierania słodu. W zwi�zku z 
tym, dodatek samej endo-β-1,4-ksylanazy mo�e by� niewystarczaj�cy do uzyskania 
odpowiedniej degradacji arabinoksylanów w wysłodzinach.  

W hodowlach prowadzonych przy u�yciu szczepu A. niger CBS 120.49 
w obecno�ci wyizolowanego ksylanu owsianego, grzyb wytwarzał esteraz� kwasu 
ferulowego o masie cz�steczkowej wynosz�cej 36•103 Da [18]. Opisywana esteraza 
kwasu ferulowego wykazywała aktywno�� enzymatyczn� wobec metylowych 
pochodnych kwasu cynamonowego charakteryzujacych si� obecno�ci� grupy 
metoksylowej w pozycji C3 pier�cienia fenolowego, lecz nie powodowała hydrolizy 
wi�zania estrowego w poł�czeniach metanolu i pochodnych kwasu benzoesowego. 
Obecno�� grupy metoksylowej w pozycji C3 pier�cienia cz�steczki kwasu fenolowego 
i nienasyconego ła�cucha alifatycznego wydaje si� by� koniecznym warunkiem 
działania omawianej esterazy. Enzym wykazywał tak�e aktywno�� wobec octanu p-
nitrofenolu. Optymalna warto�� pH działania esterazy wynosiła 5,0 za� optimum temp. 
55–60oC. Aspergillus niger produkował esteraz� kwasu ferulowego w hodowlach 
prowadzonych na wysłodkach z buraka cukrowego. Enzym wykazywał aktywno�� w 
stosunku do ferulowanych arabinoksylanów o ró�nej masie molowej i budowie [34].  

Esterazy kwasu ferulowego produkowane przez ró�ne szczepy A. niger mog� 
wykazywa� zró�nicowan� zdolno�� odszczepiania wolnego kwasu ferulowego z 
polisacharydów �cian komórkowych okre�lonych substratów. Np. aktywno�� esterazy 
kwasu ferulowego wyst�powała w hodowlach A. niger prowadzonych na wytłokach z 
buraka cukrowego, arabanie z wysłodków buraczanych, otr�bach pszennych, lecz 
aktywno�ci tej nie stwierdzono, gdy �ródłem w�gla była pektyna z buraka cukrowego 
pozbawiona reszt kwasu ferulowego w formie estrowej [13].  

Esteraza kwasu ferulowego mo�e degradowa� diferulowe poł�czenia mi�dzy 
polisacharydami �cian komórkowych. Szczegółowe badania nad esteraz� kwasu 
ferulowego produkowan� przez grzyby A. niger wykazały, �e enzym ten był zdolny do 
hydrolizy trzech podstawowych wi�za� dehydrodiferulowych obecnych w �cianach 
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komórkowych ro�lin. Enzym specyficznie działał na wi�zania diferulowe wyst�puj�ce 
w modelowych etylowych estrach dehydrodimerowych zawieraj�cych wi�zania 5-5, 8-
5 i 8-O-4-benzofuranowe. Hydroliza poł�cze� dehydrodiferulowych przebiegała przy 
udziale enzymu w dwóch etapach: pierwszy etap to odhydrolizowanie wolnego kwasu 
ferulowego z formy dimeru, za� drugi etap to rozpuszczenie monoestrowej pochodnej 
kwasu ferulowego o ładunku ujemnym. Esteraza nie była zdolna do hydrolizy drugiego 
wi�zania estrowego w monoestrze 8-5-benzofuranowym, dlatego opisywany enzym 
mógł bra� udział w degradacji polisacharydów �ciany komórkowej ro�lin bez 
uwalniania wolnego kwasu ferulowego [27]. 

W celu dokładniejszego zbadania esterazy kwasu ferulowego zidentyfikowano 
fragmenty DNA odpowiedzialne za ekspresj� genów koduj�cych esteraz� kwasu 
ferulowego i arabinufuranozydaz� bakterii Pseudomonas fluoorescens subsp. cellulosa 
[25]. Uzyskane białko enzymatyczne miało mas� cz�steczkow� wynosz�c� 58,5·103 
Da. W obecno�ci endo-1,4-β-D-ksylanazy enzym uwalniał reszty octanowe z 
acetyloksylanu i kwas ferulowy z otr�b pszennych pozbawionych skrobi, nie 
powodował jednak hydrolizy wi�za� estrowych przy braku aktywno�ci 
ksylanolitycznej w preparacie. Arabinofuranozydaza, esteraza kwasu ferulowego i 
endoksylanaza produkowane przez omawiany szczep bakteryjny miały identyczny 
niekatalityczny obszar wi�zania celulozy, a co za tym idzie, zdolno�� do adsorpcji na 
celulozie. Prawdopodobnym substratem działania omawianych enzymów były 
acetylowane ksylooligosacharydy poł�czone w pozycjach O-2, O-3 lub w obu 
pozycjach z resztami arabinofuranozydowymi, które były z kolei poł�czone wi�zaniem 
estrowym z kwasem ferulowym. 

Inny gatunek wskazywany jako producent esterazy kwasu ferulowego to 
Penicillium funiculosum [35]. Wyprodukowana przez jeden ze szczepów ww. gatunku 
esteraza wykazywała aktywno�� wobec zestryfikowanych pochodnych kwasu 
cynamonowego oraz zdolno�� wi�zania si� do mikrokrystalicznej celulozy, co 
sugeruje, �e substraty działania enzymu były zlokalizowane w �cianie komórkowej. 

Bakterie jelitowe, obok wielu enzymów hydrolitycznych, wytwarzaj� esterazy 
kwasu ferulowego, zdolne do uwalniania kwasu ferulowego z poł�cze� estrowych, 
jednak konieczne jest bli�sze scharakteryzowanie wła�ciwo�ci tych enzymów, jak 
równie� szczepów drobnoustrojów je wytwarzaj�cych [21]. Bakterie z rodzaju Bacillus 
i Lactobacillus s� wskazywane jako potencjalne �ródło esterazy kwasu ferulowego 
[15]. Spo�ród 80 szczepów bakterii z rodzaju Bacillus i 50 szczepów bakterii z 
rodzajów Enterococcus i Lactobacillus najwy�sz� zdolno�� produkcji esterazy kwasu 
ferulowego, w podło�u z ferulanem etylowym jako głównym �ródłem w�gla, wykazały 
bakterie Bacillus subtilis oraz Lactobacillus fermentum NCFB 1751. Niektóre szczepy 
z rodzaju Streptomyces, np. szczep Streptomyces avermitilis CECT 3339 produkował 
zewn�trzkomórkow� esteraz� kwasu ferulowego przy wykorzystaniu ró�nych �ródeł 
lignocelulozowych [26]. Zdolno�� uwalniania kwasu ferulowego przez enzym była 
około 100 razy wy�sza w obecno�ci preparatu enzymatycznego Celluclast, b�d�cego 
kompleksowym preparatem o wysokiej aktywno�ci celulazy i wielu pobocznych 
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aktywno�ciach enzymatycznych hemicelulaz, lecz niewykazuj�cym aktywno�ci 
esterazy kwasu ferulowego. Enzym wykazywał optimum pH przy warto�ci około 6,0 i 
był termostabilny do temp. 60oC, mo�liwe jest wi�c jego wykorzystanie w wielu 
dziedzinach przemysłu, np. w przemy�le browarniczym lub te� w przerobie produktów 
ubocznych, takich jak młóto browarnicze.  

Innym �ródłem esterazy kwasu ferulowego o potencjalnym zastosowaniu 
przemysłowym okazał si� anaerobowy szczep grzyba Neocallimastix MC-2 [12]. 
Szczep ten wykazywał zdolno�� do produkcji dwóch zewn�trzkomórkowych esteraz 
kwasu ferulowego, maj�cych masy cz�steczkowe 69·103 Da i 24·103 Da. Optymalne 
warto�ci pH działania obu enzymów zawierały si� w zakresie odpowiednio 5,5–6,2 
oraz 6,4–7,6, za� optymalna temp. działania obu enzymów to 40oC. Obok enzymów 
hydrolizuj�cych wi�zanie estrowe kwasu ferulowego, ww. szczep grzyba wytwarzał 
zewn�trzkomórkow� esteraz� kwasu p-kumarowego o masie cz�steczkowej 11·103 Da. 
Optymalna warto�� pH działania enzymu wynosiła 7,2 za� optymalna temp. działania 
40oC. [11]. Zarówno obie esterazy kwasu ferulowego, jak i esteraza kwasu p-
kumarowego wykazywały wysok� aktywno�� w stosunku do oligomerów 
arabinoksylozowych zbudowanych z dwóch reszt ksylozowych i reszty 
arabinofuranozowej zestryfikowanej przez kwas fenolowy. Wysoki poziom 
aktywno�ci enzymów degraduj�cych arabinoksylany, wytwarzanych przez grzyb 
z rodzaju Neocallimastix, mo�e w znacznym stopniu przyczyni� si� do biodegradacji 
odpadów pochodzenia ro�linnego. Hydroliza wi�za� estrowych z jednej strony uwalnia 
kwasy fenolowe, które mog� by� nast�pnie dalej przemysłowo przetwarzane, z drugiej 
za� strony materiał biologiczny jest bardziej podatny na działanie bakterii przez 
wy�sz� biodost�pno�� polisacharydów. 

Współdziałanie endo-1,4-ββββ-ksylanazy, esterazy kwasu ferulowego 
i acetyloesterazy w czasie degradacji arabinoksylanów 

W wielu pracach badawczych szczegółowo omawiana jest współpraca ksylanaz 
i esteraz kwasu ferulowego w degradacji materiałów o wysokiej zawarto�ci 
polisacharydów budulcowych �ciany komórkowej ro�lin wy�szych. Esteraza 
produkowana przez szczep A. niger AnFaeA wydajnie uwalniała kwas ferulowy 
z otr�b pszennych i wysłodzin piwowarskich; w obecno�ci ksylanazy produkowanej 
przez Bacillus subtilis stopie� uwolnienia kwasu ferulowego wynosił ponad 50% 
całkowitej zawarto�ci tego kwasu w wysłodzinach; scharakteryzowano 11 ksylanaz 
współdziałaj�cych z ró�nymi esterazami kwasu ferulowego w uwalnianiu kwasu 
ferulowego, przy czym 10 ksylanaz miało zdolno�� do uwalniania form dimerowych 
kwasu ferulowego. Spo�ród przebadanych esteraz kwasu ferulowego, jedynie 
wcze�niej wymieniony enzym AnFaeA produkowany przez szczep A. niger 
wykazywał zdolno�� do uwalniania 5-5' dimerów kwasu ferulowego bez 
współdziałania z ksylanaz� [24]. Zastosowanie tej esterazy w czasie uwalniania kwasu 
ferulowego z wysłodzin mo�e mie� znaczenie w czasie uwalniania kwasu ferulowego 
w celu jego przemysłowego wykorzystania. Zaobserwowano synergizm pomi�dzy 
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licznymi esterazami kwasu ferulowego produkowanymi przez drobnoustroje 
Neurospora crassa, A. niger i Talaromyces stipitatus oraz endo-1,4-β-ksylanaz� 
produkowan� przez A. niger, A. oryzae, Fibrobacter succinogenes i A. aceulatus [24].  

W innych badaniach [5] okre�lono stopie� uwalniania kwasu ferulowego z 
wysłodzin piwowarskich przez esteraz� kwasu ferulowego zawart� w ekstrakcie ze 
słodu. Enzym uwalniał 1,5% całkowitej zawarto�ci kwasu ferulowego, jednak 
obecno�� ksylanazy wyprodukowanej przez Trichoderma reesei zwi�kszała stopie� 
uwolnienia kwasu ferulowego do 15%. Najwy�szy stopie� uwalniania kwasu 
ferulowego z wysłodzin uzyskano w przypadku, gdy wysłodziny inkubowano 
pocz�tkowo z preparatem ksylanolitycznym, za� pó�niej dodawano ekstrakt słodowy 
zawieraj�cy esteraz� kwasu ferulowego. Nie stwierdzono obecno�ci wolnego kwasu 
ferulowego w czasie inkubacji grzybowej ksylanazy bez dodatku ekstraktu ze słodu. 
Wskazuje to na wyst�powanie synergizmu pomi�dzy dwoma wymienionymi 
enzymami. 

W przypadku, gdy st��enie endo-β-1,4-ksylanazy jest zbyt niskie, nast�puje zbyt 
mała modyfikacja polisacharydów nieskrobiowych, co utrudnia i zmniejsza uwalnianie 
kwasu ferulowego. Synergizm działania esterazy kwasu ferulowego i endo-β-1,4-
ksylanazy jest widoczny tak�e w stopniu uwalniania cukrów neutralnych, gdy� 
st��enie ksylozy i ksylobiozy uwalnianej w czasie jednoczesnego działania obu 
enzymów było wy�sze ni� w przypadku, gdy ka�dy z enzymów działał oddzielnie. 
Esteraza kwasu ferulowego FAE III produkowana przez A. niger była wskazywana 
jako przyczyna uwalniania β-glukanów ze �ciany komórkowej j�czmienia [40]. 
Opisany proces mo�na wyja�ni� hydroliz� wi�zania estrowego kwasu ferulowego z 
arabinoksylanami, co mo�e przyczynia� si� do cz��ciowej dekompozycji 
uporz�dkowanej struktury �ciany komórkowej i prowadzi� nast�pnie do uwalniania β-
glukanów do roztworu, gdy� s� one fizycznie zwi�zane z pentozanami. 

 
Badania prowadzone z wykorzystaniem esterazy kwasu ferulowego FAE-III, 

wytwarzanej przez grzyby A. niger, dowiodły, �e enzym uwalniał jedynie około 3,3% 
kwasu ferulowego zawartego w wysłodzinach. Jednak�e w obecno�ci endo-1,4-β-
ksylanazy, produkowanej przez grzyb Trichoderma viride, stopie� uwolnienia kwasu 
ferulowego z wi�za� estrowych w arabinoksylanach si�gał około 30% ogólnej 
zawarto�ci kwasu ferulowego [7]. Badania nad uwalnianiem kwasu ferulowego z otr�b 
pszennych w obecno�ci endo-1,4-β-ksylanazy produkowanej przez grzyb Trichoderma 
viride oraz esterazy kwasu ferulowego z Aspergillus niger w skali laboratoryjnej 
wykazały opłacalno�� tego procesu [22]. Nale�y podkre�li�, �e endo-1,4-β-ksylanaza 
produkowana przez grzyb Trichoderma viride nie uwalniała kwasu ferulowego, lecz 
jedynie niskocz�steczkowe oligoarabinoksylany poł�czone wi�zaniem estrowym 
z kwasem ferulowym [20]. 

Opisana została esteraza kwasu ferulowego produkowana przez Streptomyces 
olivochromogenes [17]. Enzym ten ma mas� cz�steczkow� 29·103 Da, charakteryzuje 
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si� optymaln� warto�ci� pH działania wynosz�c� około 5,5 oraz optymaln� temp. 
działania wynosz�c� 30oC. Enzym wykazuje tak�e aktywno�� acetyloesterazy. 
Charakterystyczn� wła�ciwo�ci� omawianego enzymu jest niezdolno�� do uwalniania 
kwasu ferulowego z oczyszczonych otr�b pszennych w przypadku braku aktywno�ci 
endo-1,4-β-ksylanazy. Ponadto, obecno�� samej endo-1,4-β-ksylanazy nie jest 
wystarczaj�ca do uwalniania kwasu ferulowego. Istnieje konieczno�� obecno�ci obu 
enzymów w celu degradacji arabinoksylanów, gdy� esteraza kwasu ferulowego 
produkowana przez szczep Streptomyces olivochromogenes wymaga obecno�ci 
drobnocz�steczkowych oligoarabinoksylanów, powstaj�cych dzi�ki aktywno�ci endo-
1,4-β-ksylanazy. 

W hodowlach innych grzybów z rodzaju Aspergillus, np. A. awamori, A. foetidus, 
A. fumigatus, A. oryzae, A. terreus prowadzonych w obecno�ci słomy pszennej, 
wysłodzin, wytłoków buraczanych lub otr�b pszennych stwierdzono wyst�powanie 
aktywno�ci zewn�trzkomórkowej esterazy kwasu ferulowego, esterazy acetyloksylanu 
oraz acetyloesterazy, przy czym aktywno�� enzymatyczna znacznie wzrastała w 
obecno�ci endo-β-1,4-ksylanazy pochodz�cej z Trichoderma reesei [47]. 

W innych badaniach z wykorzystaniem szczepu Aspergillus niger i 
rekombinowanego szczepu Pseudomonas fluorescens wykazano, �e esterazy kwasu 
ferulowego wytwarzane przez oba szczepy współdziałały z endo-β-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 był tworzony 
niezale�nie od tego, czy oczyszczone frakcje polisacharydów �cian komórkowych 
wyizolowane z j�czmienia i pszenicy poddane były wcze�niejszej degradacji pod 
wpływem endo-β-1,4-ksylanazy lub te� enzymu tego wcze�niej nie zastosowano. 
St��enie uwolnionych dimerów kwasu ferulowego zale�ne było od �ródła 
zastosowanej ksylanazy [7].  

Esteraza kwasu ferulowego produkowana przez grzyb Sporotrichum thermophile 
wykazywała wysok� aktywno�� w stosunku do metylowej pochodnej kwasu p-
kumarowego. Aktywno�� esterazy wobec p-kumaranu metylowego była odpowiednio 
2,5 i 12 razy wy�sza w porównaniu z aktywno�ci� enzymu wobec estru metylowego 
kwasu kawowego i ferulanu metylowego [49]. Enzym wykazywał aktywno�� wobec 
substratów zawieraj�cych kwas ferulowy poł�czony estrowo z w�glem C-5 i C-2 
arabinofuranozy i hydrolizował tak�e wi�zanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-α-L-
arabinofuranozydzie 2 razy efektywniej ni� wi�zanie estrowe w 4-nitrofenylo-5-O-α-
L-arabinofuranozydzie. Kwas ferulowy był uwalniany z 47 razy wy�sz� wydajno�ci� z 
otr�b pszennych, je�li w układzie badawczym obecna była jednocze�nie endo-1,4-β-
ksylanaza produkowana przez Sporotrichum thermophile.  

W hodowlach grzyba Aspergillus awamori prowadzonych w obecno�ci 
oczyszczonych frakcji �cian komórkowych ry�u stwierdzono obecno�� esterazy kwasu 
ferulowego o masie molowej 112·103 Da, a tak�e esterazy kwasu p-kumarowego o 
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masie cz�steczkowej 75·103 Da [36]. Zidentyfikowana aktywno�� esterazy kwasu 
ferulowego wykazywała uzdolnienia do hydrolizy metylowej pochodnej kwasu 
ferulowego oraz estrów kwasu ferulowego wyst�puj�cych w oczyszczonych frakcjach 
rozpuszczalnego w wodzie ksylanu wyodr�bnionego ze słomy pszennej. Esteraza 
kwasu p-kumarowego, obecna w płynie pohodowlanym w mniejszym st��eniu ni� 
esteraza kwasu ferulowego, wykazywała aktywno�� wzgl�dem analogicznych 
substratów. W przypadku obu esteraz produkowanych przez szczep Aspergillus 
awamori wyst�pował silny synergizm działania z oczyszczon� endo-β-1,4-ksylanaz�. 
Oba enzymy charakteryzowały si� wy�sz� aktywno�ci� wzgl�dem krótkich 
fragmentów ksylooligosacharydowych zestryfikowanych resztami kwasu ferulowego, 
które powstawały po degradacji arabinoksylanów przez ksylanaz� z Trichoderma 
reesei [29]. Synergizm ten był silnie uzale�niony od �ródła z jakiego pochodziła endo-
β-1,4-ksylanaza, gdy� profil powstaj�cych oligoarabinoksylanów był ró�ny [4].  

Szczepy grzyba Aspergillus niger i Aspergillus terreus s� wskazywane jako 
�ródło endo-1,4-β-ksylanazy (EC3.2.1.8) [28]. W hodowlach grzybów w podło�u 
zawieraj�cym ró�norodne odpadowe materiały przemysłowe, takie jak: otr�by pszenne, 
słoma ry�owa, otr�by sojowe uzyskano wysok� aktywno�� endo-1,4-β-ksylanazy, przy 
czym najlepszym induktorem do produkcji ksylanazy były otr�by pszenne.  

Synergizm działania ksylanazy i esterazy kwasu ferulowego mo�na 
zaobserwowa� w przypadku enzymów produkowanych przez grzyba Trichoderma 
viride oraz bakterie Pseudomonas fluorescens. Endo-1,4-β-ksylanaza wyprodukowana 
przez szczep Trichoderma viride zwi�kszała stopie� uwalniania kwasu ferulowego z 
oczyszczonych otr�b pszennych w obecno�ci esterazy kwasu ferulowego wytworzonej 
przez szczep Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa skuteczniej ni� endo-1,4-β-
ksylanaza wyprodukowana przez P. fluorescens. Uwalnianie kwasu ferulowego z 
oczyszczonych otr�b pszennych było �ci�le uzale�nione od zastosowanej endo-1,4-β-
ksylanazy, przy czym wpływ na aktywno�� esterazy kwasu ferulowego miała wielko�� 
oligosacharydów powstaj�cych w wyniku działania ksylanazy. Esteraza kwasu 
ferulowego produkowana przez Pseudomonas fluorescens wykazywała najwy�sz� 
aktywno�� wobec substratów zło�onych z co najmniej czterech reszt cukrowych 
poł�czonych z reszt� kwasu ferulowego [19].  

Silny synergizm działania zaobserwowano tak�e w przypadku acetyloesterazy 
produkowanej przez Schizophyllum commune oraz endo-1,4-β-ksylanazy 
produkowanej przez Trichoderma reesei [10]. Obecno�� reszt octanowych w 
acetyloksylanie obni�ała aktywno�� endo-1,4-β-ksylanazy. Jednocze�nie w przypadku 
braku endo-1,4-β-ksylanazy, aktywno�� acetyloesterazy w stosunku do acetyloksylanu 
była znacznie ograniczona. Aktywno�� ksylanazy w stosunku do acetyloksylanu w 
obecno�ci acetyloesterazy była równa aktywno�ci ksylanolitycznej wobec tego 
substratu pozbawionego zestryfikowanych reszt octanowych w ła�cuchu ksylanowym. 

Inne opisane �ródło acetyloesterazy to szczep Candida guilliermondii NRRL Y-
17257 [9]. Synergizm działania mi�dzy α-L-arabinofuranozydaz�, endo-1,4-β-
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ksylanaz� i β-ksylanaz� w czasie degradacji arabinoksylanów stwierdzono w 
przypadku hodowli grzyba Aspergillus oryzae HL15 prowadzonych na podło�u 
zawieraj�cym ziarno sojowe [30].  

Charakterystyka drobnoustrojów uzdolnionych do transformacji kwasu  
ferulowego do waniliny 

Kwas ferulowy od dawna wskazywany jest jako prekursor waniliny, cennego 
składnika aromatycznego szeroko wykorzystywanego w produkcji �ywno�ci. Wanilina 
(aldehyd 4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) pochodzenia naturalnego jest 
wielokrotnie dro�sza ni� produkowana na drodze syntetycznej z ligniny lub gwajakolu. 
Wysoka cena waniliny pochodzenia naturalnego jest spowodowana ograniczeniami 
upraw wanilii. Ró�nica w cenie naturalnej i syntetycznej waniliny oraz rosn�ce 
wymagania konsumentów dotycz�ce naturalnych składników �ywno�ci wymuszaj� 
potrzeb� poszukiwania nowych �ródeł tego dodatku do �ywno�ci [45]. Z tego te� 
wzgl�du prowadzone s� intensywne badania maj�ce na celu opracowanie technologii 
pozwalaj�cych na uzyskiwanie waniliny z naturalnych �ródeł na drodze 
biotechnologicznej. Poszukiwane s� szczepy drobnoustrojów wykazuj�cych zdolno�� 
do konwersji kwasu ferulowego w podło�u hodowlanym do waniliny. Kwas ferulowy 
jest obiecuj�cym substratem do produkcji waniliny, gdy� mo�e by� obecny 
w stosunkowo wysokich st��eniach w po�ywce hodowlanej, nie działaj�c toksycznie 
na drobnoustroje przetwarzaj�ce go do waniliny. 

Drobnoustroje z rodzaju Pseudomonas s� wskazywane jako uzdolnione do 
transformacji kwasu ferulowego w wanilin�, np. szczep P. fluorescens BF13 okazał si� 
szczepem wysoce uzdolnionym do biotransformacji kwasu ferulowego do kwasu 
waniliowego. Intensywno�� procesu transformacji uzale�niona była od st��enia 
biomasy i zawarto�ci kwasu ferulowego w płynie hodowlanym [2]. W warunkach, gdy 
kwas ferulowy był jedynym �ródłem w�gla, wydajno�� biotransformacji do kwasu 
waniliowego wynosiła 95% w ci�gu 5-godzinnej hodowli [3].  

Wanilin� wytwarza tak�e grzyb Pycnoporus cinnabarius. Drobnoustrój ten 
hodowany w obecno�ci glukozy i fosfolipidów jako �ródła w�gla, jest zdolny do 
wydajnej biotransformacji kwasu ferulowego do waniliny [43]. 

W hodowlach z u�yciem wyizolowanego drobnoustroju Pseudomonas putida, 
zastosowanie wysokiego st��enia kwasu ferulowego w ilo�ci ponad 1 g/l po�ywki nie 
wywoływało zahamowania wzrostu drobnoustrojów. W tych warunkach kwas 
ferulowy był przetwarzany do waniliny, a nast�pnie do kwasu waniliowego w po�ywce 
glukozowej w ci�gu 4,5 godz. [41]. Podobny wynik uzyskuje si� w hodowlach 
grzybów Streptomyces setoni, przy czym w tym przypadku wanilina nie jest 
przetwarzana do kwasu waniliowego, lecz kumulowana po uzyskaniu granicznego 
st��enia kwasu w po�ywce. Przy zastosowaniu po�ywki zawieraj�cej 8 g kwasu 
ferulowego st��enie kwasu waniliowego osi�gało poziom 200 mg/l, podczas gdy 
zawarto�� waniliny dochodziła do 3,8 g/l. Zahamowanie przetwarzania waniliny do 
kwasu waniliowego i gromadzenie waniliny w po�ywce uzyskiwano w przypadku 
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zastosowania st��enia kwasu ferulowego od 4 do 10 g/l po�ywki. Mo�liw� drog� 
maksymalnego gromadzenia waniliny poprzez hamowanie jej przetwarzania do kwasu 
waniliowego jest inhibicja dehydrogenazy waniliny. Reasumuj�c, mo�na stwierdzi�, �e 
niektóre drobnoustroje, np. S. setonii dysponuj� wyj�tkowymi zdolno�ciami 
metabolicznymi, dzi�ki czemu mo�na uzyska� wysok� nadprodukcj� waniliny z kwasu 
ferulowego [41]. Wyniki tych bada� jednoznacznie wskazuj� na przydatno�� kwasu 
ferulowego do wytwarzania waniliny na drodze biotechnologicznej.  

Grzyb Sporotrichum thermophile jest zdolny do transformacji kwasu ferulowego 
do kwasu waniliowego. Proces zachodzi poprzez degradacj� ła�cucha propionowego 
i tworzenie 4-hydroksy-3-metoksystyrenu, który w nast�pnej kolejno�ci jest 
przetwarzany do kwasu waniliowego. Ponadto nast�puje nieoksydatywna 
dekarboksylacja kwasu waniliowego i powstaje gwajakol. Biokonwersja kwasu 
ferulowego do waniliowego jest uzale�niona od st��enia kwasu ferulowego jako 
głównego �ródła w�gla w �rodowisku [48].  

Wolne i immobilizowane hodowle bakterii Haematococcus pluvialis wykazuj� 
zdolno�� do biotransformacji kwasu ferulowego, aldehydu koniferylowego i kwasu p-
kumarowego do metabolitów wywołuj�cych aromat waniliowy – waniliny, kwasu 
waniliowego, alkoholu waniliowego, ponadto kwasu protokatechowego, p-
hydroksybenzoesowego i aldehydu p-hydroksybenzoesowego. Wy�sz� biotransformacj� 
uzyskuje si� w przypadku szczepu immobilizowanego, wskazuj�c na przydatno�� 
drobnoustroju do wytwarzania aromatów spo�ywczych na drodze naturalnych 
procesów [50].  

Kwas ferulowy mo�e podlega� O-demetylacji pod wpływem 
wewn�trzkomórkowej O-demetylazy produkowanej przez niektóre szczepy bakterii, 
np. Clostridium methoxybenzovorans SR3 i Enterobacter cloacae DG6, w wyniku 
czego powstaje kwas kawowy [37]. Powstaj�cy kwas kawowy ma wy�sz� aktywno�� 
przeciwutleniaj�c� od kwasu ferulowego w wielu układach badawczych prowadzonych 
in vitro, ze wzgl�du na obecno�� dwóch grup hydroksylowych. W badaniach in vivo 
wskazuje si� na podwy�szenie aktywno�ci antyoksydacyjnej plazmy krwi oraz 
ochronne działanie kwasu kawowego w stosunku do α-tokoferolu oraz frakcji LDL 
[42]. W badaniach in vitro kwas kawowy i dihydrokawowy skutecznie hamuj� 
utlenianie kwasów tłuszczowych zawartych w tłuszczu zwierz�cym i utlenianie frakcji 
LDL wyizolowanych z plazmy krwi. Oba kwasy fenolowe skutecznie wi��� wolne 
rodniki DPPH• [39]. Opisany proces biokonwersji kwasu ferulowego do kawowego 
mo�e by� interesuj�cy ze wzgl�du na pozyskiwanie silnego przeciwutleniacza ze 
stosunkowo tanich �ródeł, takich jak: otr�by pszenne, wysłodki buraka cukrowego lub 
wysłodziny browarnicze. Enzym O-demetylaza nie ma zdolno�ci O-demetylacji kwasu 
ferulowego poł�czonego z długimi ła�cuchami arabinoksylanów, wi�c proces 
konwersji kwasu ferulowego do kwasu kawowego musi by� poprzedzony 
wcze�niejszym jednoczesnym działaniem esterazy kwasu ferulowego i endo-1,4-β-
ksylanazy [38].  



CHARAKTERYSTYKA ENZYMÓW POCHODZENIA MIKROBIOLOGICZNEGO... 17 

Podsumowanie 

Prace badawcze dotycz�ce pozyskiwania kwasu ferulowego na drodze 
enzymatycznej obróbki wysłodzin, b�d�cych głównym produktem ubocznym przy 
produkcji piwa, s� liczne, za� temat badawczy jest dobrze opracowany. Wysłodziny s� 
bogatym �ródłem kwasu ferulowego, naturalnego przeciwutleniacza, który mo�e by� 
przekształcany do innych produktów maj�cych zastosowanie w produkcji �ywno�ci. 
Preparaty uzyskane po enzymatycznej obróbce wysłodzin, charakteryzuj�ce si� 
wysok� zawarto�ci� kwasu ferulowego w formie wolnej, jak i estrowej, mog� 
natomiast stanowi� dodatek do wybranych napojów, podnosz�c w sposób naturalny 
potencjał przeciwutleniaj�cy produktu. 
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CHARACTERIZATION OF ARABINOXYLAN- DEGRADING MICROBIAL ENZYMES AND 

THEIR ROLE IN RELEASE OF FERULIC ACID FROM BARLEY SPENT GRAIN  
 

S u m m a r y 
 

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.  
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ALICJA STACHELSKA   

OBECNO�� MUTAGENÓW I KANCEROGENÓW W �YWNO�CI 
ORAZ ICH WPŁYW NA ORGANIZM CZŁOWIEKA 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Artykuły �ywno�ciowe, oprócz składników od�ywczych, mog� zawiera� potencjalne mutageny 

i kancerogeny. Przyczyn� obecno�ci tych zwi�zków w po�ywieniu mo�e by� tak�e niewła�ciwie 
przeprowadzony proces technologiczny b�d� kulinarna obróbka termiczna, jak równie� nieodpowiednie 
warunki przechowywania �ywno�ci.  

W niniejszej pracy dokonano przegl�du literatury dotycz�cej obecno�ci mutagenów i kancerogenów 
naturalnie wyst�puj�cych w �ywno�ci ro�linnej, zwierz�cej oraz powstaj�cych podczas procesów 
technologicznych. Ponadto przedstawiono krótki opis procesu mutagenezy i kancerogenezy. Podano 
równie� przykłady wpływu potencjalnych mutagenów i kancerogenów na zdrowie człowieka. 

 
Słowa kluczowe: mutageny, kancerogeny, mutageneza, kancerogeneza 
 

Wprowadzenie 

Stosowanie nieodpowiedniej diety zwi�ksza ryzyko powstawania chorób, w tym 
wielu odmian nowotworów [1, 7, 13]. W�ród składników �ywno�ci mog� wyst�powa� 
tak�e zwi�zki mutagenne lub kancerogenne [3, 6, 42, 46]. Niektóre z nich, np. 
heterocykliczne aminy aromatyczne, powstaj� podczas obróbki termicznej ryb i mi�sa 
innych zwierz�t, szczególnie wówczas, gdy temperatura sma�enia lub pieczenia jest 
bardzo wysoka [8, 23, 26]. 

Inne, np. mikotoksyny, tworz� si� podczas niewła�ciwego przechowywania 
produktów �ywno�ciowych, m.in. kukurydzy i orzechów [15, 20].  

Mutageny, rozprzestrzeniaj�c si� w organizmach człowieka, powoduj� degradacj� 
kwasów nukleinowych oraz powstawanie nowych zwi�zków mutagennych i 
kancerogennych [42, 50]. W efekcie wielu kolejnych mutacji w tej samej komórce, 
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zmieniaj�cych komórk� normaln� w nowotworow�, mo�e dochodzi� do powstawania 
raka [2]. 

Celem niniejszego opracowania był przegl�d informacji na temat wyst�powania 
w �ywno�ci potencjalnych mutagenów i kancerogenów i ich wpływu na organizm 
człowieka. W skrócie przedstawiono opis procesu mutagenezy oraz mo�liwo�ci 
ewentualnego tworzenia komórek nowotworowych w organizmie człowieka. 

Mutageneza i kancerogeneza 

Wi�kszo�� mutagenów chemicznych powstaj�cych w czasie pieczenia czy 
sma�enia mi�sa nad otwartym ogniem jest kancerogenna (np. wielopier�cieniowe 
w�glowodory aromatyczne – WWA, czy heterocykliczne aminy – HCA) i powoduje 
powstawanie nowotworów [35]. Jednak wiele substancji genotoksycznych 
wyst�puj�cych w �ywno�ci nie ma wła�ciwo�ci mutagennych czy kancerogennych. Do 
ujawnienia tych cech w organizmie człowieka niezb�dna jest aktywacja metaboliczna. 
Wyst�puj�ce w �ywno�ci mutageny ulegaj� aktywacji i detoksykacji dzi�ki enzymom 
endogenicznym [17], których rola polega na szybkim pozbywaniu si� obcych 
zwi�zków z komórek. Niekiedy elektrofilowe pochodne zwi�zków mutagennych wi��� 
si� z DNA, wi�zanie to mo�e zako�czy� si� bł�dnym kodowaniem w czasie replikacji 
DNA. Uszkodzony DNA mo�e by� �ródłem przyszłych mutacji, o ile nie zostanie on 
naprawiony przez odpowiednie enzymy reperuj�ce. Je�li addukty DNA nie zostan� 
naprawione, proces ten mo�e zako�czy� si� punktow� mutacj�, delecj�, insercj� czy 
anormalnym wzrostem chromosomów. Je�eli rezultatem tego procesu jest nienormalny 
wzrost chromosomów, DNA mo�e by� naprawiany przez enzymy dostarczone przez 
białka, które opó�niaj� cykl komórkowy. �mier� komórki nast�puje, je�li uszkodzenia 
DNA si� utrzymuj�. Oprócz efektów letalnych niezreperowane uszkodzenia DNA 
w komórkach powoduj� tak�e ró�nego rodzaju mutacje genowe, chromosomalne, 
prowadz�ce do powstawania komórek nowotworowych i raka [16, 17]. 

Jakakolwiek grupa chorób, powstaj�cych w wyniku niekontrolowanego wzrostu 
i namna�ania nienormalnych odmian komórek organizmu nosi nazw� nowotworu. 
Genetycznymi inicjatorami powstawania komórek kancerogennych s� czynniki 
�rodowiskowe, szczególnie ska�enie �rodowiska naturalnego, nieodpowiednia dieta, 
palenie papierosów i infekcja [11, 21]. Utajone geny nowotworowe, które s� normalnie 
funkcjonuj�cymi genami, mog� przekształci� si� w efekcie mutacji w komórki 
nowotworowe, co prowadzi do niekontrolowanej ekspresji genów i ich namna�ania. 
Wpływ mutagenów wyst�puj�cych w �ywno�ci na deformacje genów, powoduj�cych 
tworzenie si� komórek rakowych, mo�e teoretycznie by� modulowany przez enzymy 
ł�cz�ce si� z uszkodzonym DNA, ró�ni�ce si� funkcjami (metaboliczna aktywacja, 
detoksykacja, naprawa DNA, apoptoza, itp.) [18, 19]. Aktywacja metaboliczna 
i tworzenie adduktów z DNA zostały opisane przez Goldmana i Shieldsa [14]. Na 
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uwag� zasługuje fakt, �e aktywowane głównie przez cytochrom P450 metabolity 
aflatoksyny B1, WWA oraz HCA tworz� addukty z DNA oraz albumin�, ponadto 
metabolity aflatoksyny B1 oraz WWA tworz� addukty z hemoglobin� oraz 
metabolitami urydyny, podczas gdy metabolity N-nitrozoamin tworz� addukty z O6-
metyloguanin� i 7-metyloguanin�.  

Kategorie mutagenów i kancerogenów w �ywno�ci 

	ywno�� zawieraj�ca substancje premutagenne, w zale�no�ci od spo�ytej ilo�ci, 
mo�e powodowa� wzrost ryzyka powstawania nowotworów [14, 30]. Mutageny te s� 
szkodliwymi czynnikami mog�cymi zmienia� struktur� molekularn� genów lub 
odpowiednio jednego chromosomu w stosunku do drugiego. Promotorami 
kancerogenów s� zwi�zki, które pobudzaj� rozprzestrzenianie komórek kancerogenów 
lub innych zło�liwych komórek. Zwi�zki te staj� si� szkodliwe tylko wówczas, gdy 
ulegn� chemicznym zmianom w procesie metabolizmu, wywołanym przez enzymy 
obecne w organach zwierz�t. Szkodliwo�� wielu produktów po�rednich tych reakcji 
jest ograniczona, ale niektóre z nich wi��� si� z DNA i staj� si� potencjalnymi 
zwi�zkami uszkadzaj�cymi geny [20].  

Potencjalne mutageny i kancerogeny wyst�puj�ce w �ywno�ci mo�na podzieli� na 
trzy grupy [46]: zwi�zki wyst�puj�ce naturalnie (toksyny ro�linne), zwi�zki 
formowane w czasie sma�enia lub pieczenia �ywno�ci (WWA, HCA) oraz zwi�zki 
tworz�ce si� podczas przechowywania produktów spo�ywczych. 

Mutageny i kancerogeny wyst�puj�ce naturalnie 

Piacek-Lianes i Tannebaum [34] jako pierwsi odnotowali obecno�� azotowych 
prekursorów mutagenów w nasionach fasoli Vicia fava. Postulowali oni istnienie 
zale�no�ci pomi�dzy zapadalno�ci� na raka �oł�dka ludno�ci �rodkowej i Południowej 
Ameryki a spo�yciem nasion fasoli zawieraj�cej zwi�zki azotowe. Niektóre wyniki 
bada� wskazuj� na mo�liwo�� ujawnienia aktywno�ci mutagennej produktów z 
fermentowanych nasion [32, 48]. Diazotowe zwi�zki mutagenne zostały tak�e wykryte 
w sosie sojowym i grzybach [32].  

Naturalnie wyst�puj�ce prekursory mutagenów zostały wyizolowane z ziaren 
kawy [25, 29, 40, 43] i z kapusty chi�skiej [49]. W 1994 IARC odnotowało obecno�� 
w �wie�ych ziemniakach akryloamidów, nale��cych prawdopodobnie do 
karcenogenów ludzkich [19]. Natomiast w czerwonym mi�sie, warzywach, produktach 
mlecznych oraz mi�sie przetworzonym stwierdzono wyst�powanie kwasu 
-
linolenowego, jednego z głównych nienasyconych kwasów tłuszczowych, mog�cego 
powodowa� wzrost ryzyka wyst�powania raka prostaty [7]. 
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Mutageny tworzone podczas technologicznej obróbki i przechowywania �ywno�ci  

Niektórzy badacze sugeruj�, �e spo�ywanie pieczonej lub sma�onej �ywno�ci 
wpływa na wzrost ryzyka zachorowalno�ci na raka krtani [4]. Szczególnie �ywno�� 
sma�ona zawiera substancje premutagenne, które mog� by� metabolizowane przez 
enzymy naturalnie wyst�puj�ce w tkankach. W czasie procesów kulinarnych, 
sma�enia, grilowania i pieczenia na ruszcie oraz innego rodzaju długotrwałej obróbki 
w wysokiej temperaturze, mog� powstawa� w du�ym st��eniu aminy heterocykliczne 
[10, 38, 40, 45] oraz wielopier�cieniowe w�glowodory aromatyczne [14, 31, 32, 33]. 
Natomiast krótki czas obróbki kulinarnej nie sprzyja powstawaniu amin w produktach 
[24, 27]. Aminy heterocykliczne powstaj� w temp. powy�ej 125ºC [9]. Wzrost 
temperatury efektywnego pieczenia mi�sa wołowego z 200 do 250ºC powoduje około 
6–7 krotny wzrost aktywno�ci mutagennej zwi�zków [3, 41]. Zmiany kancerogenne i 
mutagenne wywołane przez te zwi�zki chemiczne s� potencjaln� przyczyn� 
powstawania nowotworów u ludzi i zwierz�t [12, 45, 47]. Bosetti i wsp. [4] 
zasugerowali, �e konsumpcja pieczonej �ywno�ci (np. mi�sa wołowego, ryb oraz jaj), 
niezale�nie od jej obróbki termicznej, zwi�ksza ryzyko zachorowalno�ci na raka krtani. 
Zaobserwowano tak�e zwi�zek pomi�dzy bogat� w białka sma�on� �ywno�ci� a 
powstawaniem raka układu trawiennego, wywołanego obecno�ci� genotoksycznych, 
mutagennych HCA powstaj�cych w czasie pieczenia �ywno�ci w wysokiej 
temperaturze [10, 37]. Sugimura [45] zauwa�ył, �e specyficzna aktywno�� mutagenna 
MeIQx (2-amino-3,8-dimetyloimidazo[4,5-f]chinoksalina) oraz IQx (2-amino-3-
metylimidazo[4,5-f]chinoksalina) izolowanych z sardynek i �wie�ej wołowiny, 
pieczonych nad otwartym ogniem, jest wi�ksza ni� w przypadku w�dzenia mi�sa. 
Natomiast Gunter i wsp. [16] stwierdzili, �e pieczone czerwone mi�so jest głównym 
�ródłem HCA, podczas gdy mi�so grilowane lub opiekane na ro�nie zawiera znaczne 
ilo�ci benzo[a]pirenu [BP], przy czym BP powoduje wi�ksze ryzyko powstawania 
komórek nowotworowych ni� HCA. Bosetti i wsp [5] stwierdzili, �e szczególny wpływ 
na powstawanie raka krtani ma kilkakrotne u�ywanie tych samych olejów do sma�enia. 
Ponadto, oleje bogate w kwasy polienowe n-6 mog� by� bezpo�rednio wł�czone w 
aktywno�� mutagenn� heterocyklicznych amin (HCA), co mo�e spot�gowa� efekt 
promowania powstawania nowotworów [52] bardziej ni� w przypadku monoenowych 
kwasów wyst�puj�cych w oliwie z oliwek [51].  

Sple�niała �ywno��, np. orzechy, ziarna zbó� lub kukurydzy, mo�e zawiera� 
mikotoksyny. Na przykład aflatoksyna B1, maj�ca wła�ciwo�ci mutagenne i 
kancerogenne [15], wytwarzana jest przez ple�nie: Aspergillus, Penicillinum i 
Fusarium [36]. Spo�ywanie aflatoksyn mo�e powodowa� wzrost ryzyka powstawania 
raka �oł�dka, w�troby lub nerek.  

Podczas peklowania mi�sa, w�dzenia ryb oraz produkcji sosu sojowego i wywaru 
piwowarskiego powstaj� N-nitrozoaminy. Doniesienia wskazuj� na zwi�zek 
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wyst�puj�cych w diecie N-nitrozoamin z powstawaniem raka jelita grubego [28]. 
Odnotowano zmniejszanie ilo�ci kancerogennych N-nitrozoamin podczas obróbki 
�ywno�ci prowadzonej z dodatkiem przeciwutleniaczy (witamin C i E) [2, 44]. Nagano 
i wsp. [29] zaobserwowali, �e wyci�g z pra�onych nasion kawy jest genotoksyczny 
(badania in vitro), jednak badania prowadzone na zwierz�tach in vivo nie potwierdziły 
tego spostrze�enia [39, 43]. 

Podsumowanie 

	ywno�� stanowi istotny element �rodowiska człowieka. Oprócz substancji 
od�ywczych mo�e zawiera� ona wiele potencjalnych premutagenów i kancerogenów, 
promotorów komórek nowotworowych. Promotorami kancerogenów s� zwi�zki, które 
ulegaj� chemicznym zmianom w procesie metabolizmu zwierz�t i pobudzaj� 
rozprzestrzenianie komórek nowotworowych. �ródłem wielu kancerogenów 
wyst�puj�cych w �ywno�ci jest obróbka termiczna �ywno�ci bogatej w proteiny (np. 
mi�sa czerwonego czy ryb, o du�ej zawarto�ci tłuszczów) oraz niewła�ciwe 
przechowywanie artykułów �ywno�ciowych. 
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PRESENCE OF MUTAGENS AND CARCINOGENS IN FOOD AND ITS INFLUENCE  

ON CONSUMERS HEALTH 
 

S u m m a r y 
 

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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MAŁGORZATA NEUMANN, KAMILA GODERSKA, KATARZYNA GRAJEK, 
WŁODZIMIERZ GRAJEK   

MODELE PRZEWODU POKARMOWEGO IN VITRO DO BADA� NAD 
BIODOST�PNO�CI� SKŁADNIKÓW OD�YWCZYCH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Biodost�pno�� składników pokarmowych jest wa�nym wska�nikiem przy ocenie wpływu �ywienia 

człowieka na jego zdrowie. Z uwagi na trudno�ci w dost�pie do tre�ci jelitowych in vivo rozwini�to 
modele umo�liwiaj�ce badanie trawienia i wchłaniania składników pokarmowych w warunkach in vitro.  

W pracy opisano budow� przewodu pokarmowego i jego fizjologi�. Przedstawiono dane dotycz�ce 
st��enia aktywnych składników płynów w układzie pokarmowym, kinetyk� zmian kwasowo�ci płynów 
jelitowych oraz szybko�� pasa�u i trawienie pokarmu przez układ. Omówiono tak�e podstawowe modele 
in vitro do badania trawienia jelitowego i wchłaniania.  

Wi�kszo�� stosowanych modeli jest dwu- lub trójstopniowa i obejmuje układy: �oł�dek – jelito 
cienkie, jama ustna – �oł�dek – jelito cienkie lub �oł�dek – jelito cienkie – jelito grube. W modelach 
przewodu pokarmowego in vitro mo�na zaleca� nast�puj�ce proporcje obj�to�ciowe (wagowe) mi�dzy 
płynami jelitowymi: pokarm/�lina/płyn �oł�dkowy/�ół�/sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2. Jako modele do 
badania wchłaniania składników pokarmowych wykorzystuje si� b�d� układy dializacyjne lub 
ultrafiltracyjne, b�d� modele kultur komórek nabłonka jelitowego in vitro. Najpopularniejsz� lini� 
komórkow� wykorzystywan� do badania wchłaniania pokarmów jest Caco-2. Jej morfologia i fizjologia 
jest bardzo zbli�ona do naturalnych ludzkich enterocytów in vivo. Model Caco-2 został zastosowany do 
badania wchłaniania białek, lipidów, cukrów, jonów metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i 
innych składników �ywno�ci. 

 
Słowa kluczowe: przewód pokarmowy, trawienie in vitro, biodost�pno��, modele 
 

Wprowadzenie 

Badaniu biodost�pno�ci składników pokarmowych, mineralnych, witamin, 
a tak�e przeciwutleniaczy ro�linnych po�wi�cono wiele publikacji [6, 7, 10, 17, 18]. 
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i Mikrobiologii �ywno�ci, Akademia Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, 60-627 Pozna�, ul. Wojska 
Polskiego 48, dr in�. K. Goderska, Instytut Technologii �ywno�ci Pochodzenia Ro�linnego, Akademia 
Rolnicza im. A. Cieszkowskiego, 60-624 Pozna�, ul. Wojska Polskiego 31 
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Poj�cie to jest ró�nie definiowane w literaturze, niemniej wyra�a ono stopie�, w jakim 
dany składnik od�ywczy mo�e zosta� uwolniony i wchłoni�ty z przewodu 
pokarmowego oraz wykorzystany przez organizm. Biodost�pno�� (ang. oral 
bioavailability) mo�na wi�c rozpatrywa� jako sum� trzech nast�puj�cych po sobie 
procesów:  
- uwalniania składnika z matrycy organicznej w przewodzie pokarmowym 

(biodost�pno��), 
- transportu przez �cian� jelit w gł�b organizmu (wchłanianie), 
- rozkładu danego składnika w organizmie, w tym w jelitach i w�trobie, oraz 

wprowadzenie go do centralnego krwiobiegu (metabolizm). 
Nale�y podkre�li�, �e badanie biodost�pno�ci składników od�ywczych jest 
zagadnieniem jeszcze mało poznanym, dlatego wymaga du�o wi�kszej uwagi.  

Produkty spo�ywcze wyst�puj� w dwóch postaciach: ciekłej i stałej. Szczególnie 
skomplikowan� struktur� maj� produkty stałe zbudowane ze zło�onej matrycy 
organicznej, w której rozmieszczone s� ró�ne składniki pokarmowe. Dost�pno�� 
danego składnika b�dzie wi�c funkcj� jego wła�ciwo�ci dyfuzyjnych i podatno�ci 
matrycy na trawienie jelitowe. Biodost�pno�� składników podanych doustnie w czystej 
formie jest zwykle du�o wi�ksza ni� biodost�pno�� tego samego składnika 
znajduj�cego si� w matrycy produktu spo�ywczego, gdy� do jego wchłoni�cia 
potrzebne jest najpierw uwolnienie z matrycy. W wielu przypadkach poszczególne 
składniki pokarmowe s� chemicznie zwi�zane z innymi składnikami, co znacznie 
ogranicza ich uwalnianie w jelitach.  

Z biodost�pno�ci� zwi�zane jest tak�e poj�cie strawno�ci, czyli podatno�ci 
produktów lub składników od�ywczych na działanie enzymów trawiennych. Okre�la 
si� strawno�� poszczególnych składników �ywno�ci, np. strawno�� białek, tłuszczów, 
w�glowodanów, a tak�e pokarmu jako cało�ci. Wielkocz�steczkowe zwi�zki przed 
przenikni�ciem przez �cian� przewodu pokarmowego musz� ulec depolimeryzacji do 
odpowiednio małych cz�steczek. Mo�liwe jest to w procesie trawienia, które przebiega 
z udziałem wielu ró�nych enzymów wydzielanych z sokami trawiennymi do przewodu 
pokarmowego. Strawno�� produktów �ywno�ciowych mo�na oceni� okre�laj�c 
współczynniki strawno�ci organizmu ludzkiego lub zwierz�cego (strawno�� in vivo) 
oraz badaj�c stopie� hydrolizy enzymatycznej tych produktów w warunkach 
laboratoryjnych (strawno�� in vitro).  

W przypadku oznaczenia strawno�ci in vitro buduje si� tzw. sztuczny model 
przewodu pokarmowego. Dlatego te� głównym celem niniejszej pracy było 
przedstawienie ró�nych modeli in vitro imituj�cych w miar� mo�liwo�ci procesy 
zachodz�ce w warunkach in vivo. Modele te s� du�o szybszym i ta�szym sposobem 
w porównaniu z badaniami prowadzonymi na zwierz�tach. W publikacjach naukowych 
opisano badania, w których 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 
którym oprócz regulacji pH i dodatku odpowiednich enzymów, imitowane s� ruchy 
perystaltyczne i wchłanianie przez �cian� jelit [19, 20]. Znane te� s� badania, w 
których trawienie w przewodzie pokarmowym próbowano symulowa� poprzez 
stworzenie odpowiednich warunków w prostych naczyniach laboratoryjnych [6, 18, 
30].  

Przewód pokarmowy człowieka w warunkach in vivo 

Przewód pokarmowy człowieka ma długo�� około 5,5–6 m. Głównymi cz��ciami 
układu pokarmowego s�: jama ustna, gardło, przełyk, �oł�dek, jelito cienkie, jelito 
grube i gruczoły trawienne (�linianki, w�troba, trzustka). Podstawow� funkcj� 
przewodu pokarmowego jest przede wszystkim zaopatrywanie ustroju w składniki 
od�ywcze i wod�.  

Pierwszym odcinkiem układu pokarmowego człowieka jest jama ustna. W niej 
dochodzi do pierwszej modyfikacji pokarmu poprzez �ucie, mia�d�enie, mieszanie ze 
�lin� oraz jego nawil�anie i cz��ciowe trawienie. �ucie ma du�e znaczenie dla 
procesów trawienia, gdy� rozdrobnienie pokarmu w jamie ustnej ułatwia jego rozpad 
enzymatyczny w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego. Poza tym zapewnia 
tak�e mieszanie k�sa pokarmowego ze �lin� i cz��ciowe trawienie w�glowodanów 
przez zawart� w �linie ptialin� (tab. 1). Ilo�� wydzielanej �liny w warunkach 
spoczynkowych wynosi ok. 0,5 ml/min, natomiast po silnym pobudzeniu 
wydzielniczym pokarmem mo�e si� zwi�kszy� nawet do 10 ml/min [12]. Przy 
zwi�kszonej produkcji �liny zwi�ksza si� te� ilo�� wydzielanych jonów wapnia, sodu, 
chloru i amylazy. 

Z jamy ustnej pokarm przedostaje si� do gardła, gdzie jest formowany w k�s i 
zostaje połkni�ty, tzn. za pomoc� mi��ni gardła i j�zyka wtłoczony do przełyku na 
zasadzie odruchu. W przełyku ruch k�sów zachodzi dzi�ki przechodz�cej fali 
perystaltycznej (tzw. ruch robaczkowy). Długo�� tej trasy wynosi około 23–25 cm 
(tab. 2). Uj�cie przełyku do �oł�dka zamyka pier�cie� mi��ni gładkich, zwany 
zwieraczem. Podczas gdy fala skurczów perystaltycznych przemieszcza si� wzdłu� 
przełyku, mi��nie zwieracza odruchowo rozlu�niaj� si� i k�s pokarmu dostaje si� do 
�oł�dka [16]. 

�oł�dek jest najszerszym odcinkiem przewodu pokarmowego. Ma kształt 
grubego, umi��nionego worka. Błona �luzowa w pustym �oł�dku jest silnie 
pofałdowana. W miar� wypełniania �oł�dka pokarmem fałdy �luzówki ulegaj� 
wygładzeniu, a �ciany �oł�dka rozci�gaj� si�, �ci�le obejmuj�c jego zawarto��. 
Pojemno�� �oł�dka wynosi przeci�tnie 1,5 litra, ale mo�e wzrosn�� nawet do 6 litrów 
[16]. Powierzchni� błony �luzowej �oł�dka wy�ciela jednowarstwowy nabłonek 
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walcowaty, który wydziela du�e ilo�ci �luzu. Na powierzchni tej widoczne s� liczne 
punktowe uj�cia gruczołów �oł�dkowych, tzw. dołeczki �oł�dkowe, których jest ok. 
4 mln. 

W �oł�dku gromadzi si�, wyjaławia, miesza i cz��ciowo trawi spo�yty pokarm. 
Tutaj wydzielany jest sok �oł�dkowy o pH 1,2 ± 0,3 i g�sto�ci 1,006–1,009 g/ml. Sok 
�oł�dkowy to mieszanina enzymów, mucyny, czyli �luzu, wodnego roztworu HCl 
i innych zwi�zków organicznych i nieorganicznych (tab. 1). Wyst�puj�cy w �oł�dku 
kwas solny wydzielany jest przez komórki okładzinowe gruczołów �oł�dkowych w 
st��eniu ok. 0,5%. Wydzielina komórek okładzinowych zawiera ok. 90–170 mM 
HCl/l, a jej pH wynosi ok. 0,9. W �oł�dku cz��� kwasu solnego ulega rozcie�czeniu 
tre�ci� �oł�dkow�, a pozostała zbuforowaniu przez białka, których zjonizowane grupy 
karboksylowe jako zasady (akceptory protonów) przył�czaj� jony wodorowe. W 
efekcie tego w �oł�dku wyst�puje wysokie st��enie wolnych jonów wodorowych 
(kwasowo�� wolna) i pewna cz��� jonów H+ zwi�zanych z białkami czy innymi 
zwi�zkami kwasowymi (kwasowo�� zwi�zana). 

Kwas solny ulega w dalszych odcinkach przewodu pokarmowego zoboj�tnieniu 
pod wpływem słabo zasadowych soków trzustkowego i jelitowego. Czynnikiem 
zoboj�tniaj�cym jest ten sam jon HCO3

-, który powstaje podczas tworzenia HCl. 
Wydzielaj�cy si� CO2 powoduje burzenie si� i mieszanie tre�ci pokarmowej, co w 
efekcie wzmaga ruchy perystaltyczne jelit i ułatwia trawienie.  

Czas zalegania pokarmu w �oł�dku zale�y w du�ym stopniu od kaloryczno�ci 
posiłku. Opró�nianie �oł�dka jest regulowane w taki sposób, aby w tym samym czasie 
utrzyma� dopływ do dwunastnicy jednakowej ilo�ci kalorii, zwykle 2 kcal/min [15]. Po 
2–4 godz. zalegania w �oł�dku miazga pokarmowa, która powstaje z tre�ci 
pokarmowej w wyniku wymieszania jej z sokami �oł�dkowymi, przesuwa si� powoli 
w stron� uj�cia �oł�dka (tzw. od�wiernika) do dwunastnicy, stanowi�cej pierwszy 
odcinek jelita cienkiego. Czas przebywania miazgi pokarmowej w �oł�dku zale�y od 
rodzaju spo�ytego produktu. Posiłki bogate w tłuszcze i białka mog� opó�nia� 
opró�nianie �oł�dka [5]. W skrajnych przypadkach, przy bardzo obfitym i tłustym 
posiłku, zaleganie pokarmu w �oł�dku mo�e wynosi� nawet 16 godz. 

Tougas i wsp. [27] w swoich badaniach wykazali, �e godzin� po spo�yciu posiłku 
zawieraj�cego mało tłuszczu, w �oł�dku pozostaje 69% tre�ci pokarmowej, po 120 min 
24%, a po 240 min zaledwie 1,2%. W innych badania wykazano, �e opró�nienie 
połowy �oł�dka po spo�yciu posiłku bogatego w tłuszcz zajmuje 108 min, natomiast 
posiłku bogatego w w�glowodany ok. 84 min [23].  

Jelito cienkie składa si� z trzech cz��ci: dwunastnicy, jelita czczego i jelita 
kr�tego. Całkowit� długo�� jelita cienkiego trudno jest jednoznacznie okre�li�. Dane 
literaturowe podaj� ró�ne długo�ci tego odcinka przewodu pokarmowego, mieszcz�ce 
si� w przedziale 3–7 m. Ró�nice w poszczególnych długo�ciach s� zwi�zane ze 
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sposobem i ró�nym czasem ich mierzenia (np. przy�yciowo i po�miertnie). Długo�� 
jelita mierzona po�miertnie jest wi�ksza (6–8 m) z powodu zaniku napi�cia 
mi��niowego [3, 16]. Długo�ci poszczególnych cz��ci jelita cienkiego podano w tab. 1.  

 
Jelito cienkie jest specjalnie przystosowane do wchłaniania strawionego pokarmu 

dzi�ki du�ej powierzchni wewn�trznej wy�cielonej błon� �luzow�. Tak du�a 
powierzchnia wymiany jest zwi�zana z obecno�ci� fałdów �luzówki jelita, du�� 
g�sto�ci� kosmków jelitowych pokrywaj�cych cał� powierzchni� �luzówki oraz 
mikrokosmków pokrywaj�cych powierzchni� komórki nabłonka jelit. Kosmki jelitowe 
zwi�kszaj� powierzchni� chłonn� jelita 8-krotnie. Ogólnie w jelicie jest ich około 
90 mln. Generalnie czas przebywania pokarmu w jelicie cienkim szacuje si� �rednio na 
3 godz. (1–6 godz.). 

W dwunastnicy, czyli pierwszym odcinku jelita cienkiego, zachodzi wi�kszo�� 
chemicznych i enzymatycznych procesów trawi�cych w�glowodany, białka i tłuszcze. 
Do dwunastnicy uwalniane s� enzymy trzustki i �ół� z w�troby (tab. 1). Natomiast 
enzymy produkowane w komórkach nabłonka wy�cielaj�cego dwunastnic� katalizuj� 
etap trawienia papki pokarmowej głównie w jelicie cienkim.  

Narz�dami pomocniczymi wspomagaj�cymi trawienie i wchłanianie jelitowe s� 
trzustka, w�troba i p�cherzyk �ółciowy. Trzustka jest długim i w�skim gruczołem, 
uło�onym w p�tli dwunastnicy poprzecznie za �oł�dkiem. Wydziela ona sok 
trzustkowy w ilo�ci 1–1,5 l na dob�. Sok jest ciecz� klarown�, bezbarwn� o g�sto�ci 
1,007–1,014 g/ml; ma odczyn zasadowy (pH 8,0–8,3) uwarunkowany głównie du�� 
zawarto�ci� NaHCO3, którego st��enie wynosi około 100 mM/l. Ze składników 
nieorganicznych wyst�puj� w nim przede wszystkim chlorki i wodorow�glany sodu. 
Te ostatnie zoboj�tniaj� kwas solny tre�ci �oł�dkowej, co jest wa�ne dla procesów 
trawienia w jelicie. Ze zwi�zków organicznych najwa�niejsze s� enzymy, dzi�ki 
którym odbywa si� w jelitach trawienie trzech podstawowych składników 
pokarmowych: białek, tłuszczów i cukrów [16]. 

�ół� wytwarzana przez w�trob� gromadzi si� w woreczku �ółciowym, który pod 
wpływem bod�ca, jakim jest kontakt dwunastnicy z tłuszczami, kurczy si� i wydziela 
�ół� do jelita. Zwykle w pierwszych 30 min trawienia obj�to�� woreczka �ółciowego 
zmniejsza si� o połow�. W dwunastnicy w stanie na czczo st��enie �ółci wynosi ok. 1–
5 g/l tre�ci pokarmowej (chymy). Po spo�yciu tłustego posiłku wzrasta nawet do 30–



 

T a b e l a  1 
Biologiczne i fizyczne parametry przewodu pokarmowego człowieka [6, 11, 12, 14, 16, 17]. 
Biological and physical properties of human alimentary tract [6, 11, 12, 14, 16, 17]. 

 

Odcinek 
przewodu 

pokarmowego 
Part of 

alimentary tract 

Długo�� 
odcinka 
Lenght 
[cm] 

Powierz-
chnia 

Surface 
pH 

Czas  
zalegania 
pokarmu 

Food  
residence 

time 

Wydzielina 
trawienna 
Secretion 

fluids 

Dzienne 
wydzielanie 

Daily 
secretion 

[dm3] 

Miejsce 
wytworzenia 

Place of 
production 

Enzym 
trawienny 

Digestive enzymes 

Optimum 
pH (aktywator) 

pH optimum 
(activator) 

Substrat 
Substrate 

	-amylaza �linowa 
(ptialina) 

Saliva 	-amylase 

6,6–6,8 
(Cl-) 

Skrobia, 
Glikogen 

Starch, Glycogen Jama ustna 
Mouth - 100 cm2 6,5 s; min 
lina 

Saliva 1,0–1,5 
Gruczoły 
�linowe 

Saliva glands Lipaza �linowa 
Saliva lipase 

4,0–4,5 
 

Triacylo-glicerole 
Triacyl-gilcerols 

Pepsyna 
Pepsin 

1,0–2,0 
(HCl) 

Białka 
Protein 

Lipaza �oł�dkowa 
Gastric lipase  Acyloglicerole 

Acylglycerols 
�oł�dek 
Stomach 0,25 3,5 m2 1,0–

2,0 1,5-4 h 
Sok 

�oł�dkowy 
Gastric fluid 

1,5–2,5 
Gruczoły 
�oł�dkowe 

Gastric gliands 
Renina 
Renin 

4,0 
(Ca++) 

Kazeina 
Casein 

Amylaza trzustkowa 
Pancreatic amylase 

~ 7,1 
(Cl-) 

Skrobia, 
Glikogen 

Starch, Glycogen 

Lipaza 
trzustkowa 

Pancreatic lipase 

~ 8,0 
(�ół�, fosfolipidy) 

(bile, phospho-
lipids) 

Acyloglicerole 
Acylglycerols 

Trypsyna 
(trypsinogen) 

Trypsin (trypsinogen) 

~ 7,9 
Enterokinaza 
Enterokinase 

Białka, 
polipeptydy 

Protein, poly-
peptides 

Dwunastnica 
Duodenum 20-35 1,9 m2 4,0–

5,5 0,5-0,75 h 

Sok 
trzustkowy 
Pancreatic 

fluids 

1,0–1,5 Trzustka 
Pancreas 

Chymotrypsyna 
(chymotrypsynogen) 

Chymotrypsin 
(chymotrypsinogen) 

~ 8,0 
Trypsyna 
Trypsin 

Białka, 
polipeptydy 

Protein, 
polypeptides 



 

Elastaza 
(proelastaza) 

Trypsyna 
Trypsin 

Białka (elastyna), 
polipeptydy 

Protein (elastin), 
polypeptides 

   

Karboksy- 
peptydaza 

(Prokarboksy- 
peptydaza) 

Carboxypeptidase 
(Procarboxy-

peptidase) 

Trypsyna 
Trypsin 

Polipeptydy, 
oligopeptydy 

Poly- and 
oligopeptides 

Rybonukleaza 
Ribonuclease  RNA 

– – – 
Deoksyrybo-nukleaza 

Deoxyribonuclease  DNA 

     

�ół� 
Bile 0,5–1,0 W�troba 

Liver 
Sole �ółciowe 

Bile salts 7,0–8,0 Tłuszcze 
Fats 

Lipaza jelitowa 
Intestinal lipase 

�ół�, fosfolipidy 
Bile, phospho-

lipids 

Acyloglicerole 
Acylo-glycerols 

 
Jelito czcze 

Jejunum 
 
 

Jelito kr�te 
Ileum 

 
250-280 

 
 
 

 
350-420 

 
184 m2 

 
 
 
 

276 m2 

 
5,5–70 

 
 
 
 

7,0–
7,5 

 
1,5-2,0 h 

 
 
 
 

5,0 -7,0 h 

 
 

Sok jelitowy 
Intestinal 

fluids 

 
 
 

~1,0 

 
 

Gruczoły 
jelitowe 
Intestinal 

glands Fosfataza alkaliczna 
Alkaline phosphatase  Fosfolipidy 

Phospholipids 

Okr��nica i 
odbytnica 
Colon and 

rectum 

148-150 1,3 m2 7,0–
7,5 1-60 h 
luz 

Mucus ~0,2 

Komórki 
kubkowe 
nabłonka 

jelitowego 
Globlet cells 

 

– 7,5–8,0 – 

 
 
 



MODELE PRZEWODU POKARMOWEGO IN VITRO DO BADA� NAD BIODOST�PNO�CI�... 37 

60 g/l chymy (15–30 mM). 
rednie st��enie �ółci po posiłku wynosi 7–15 mM. Na tak 
wysokim poziomie utrzymuje si� a� do opró�nienia �oł�dka. Szczególnie silnym 
bod�cem powoduj�cym wydzielanie �ółci s� długoła�cuchowe triacyloglicerole. Jej 
st��enie w dwunastnicy i jelicie czczym jest podobne, natomiast szybko zmniejsza si� 
w jelicie kr�tym, gdzie nast�puje wchłanianie soli �ółciowych z wykorzystaniem 
mechanizmu transportu aktywnego. Cz��� soli �ółciowych spływa do jelita grubego.  

Gruczoły �luzówki jelita cienkiego wydzielaj� do �wiatła przewodu sok jelitowy. 
Jest to bezbarwna, klarowna ciecz o g�sto�ci ok. 1,010 g/ml, o odczynie lekko 
zasadowym (pH 7–8). Sok jelitowy zawiera ok. 0,5% NaCl, 0,3% NaHCO3 i 1% białka. 
Wyst�puj� w nim wszystkie rodzaje enzymów, które potrzebne s� do przekształcania 
składników pokarmowych w substancje przyswajalne dla organizmu [16]. 

Ko�cowym odcinkiem przewodu pokarmowego jest jelito grube, które ci�gnie si� 
od zastawki kr�tniczo-k�tniczej a� do odbytu. Podstawowymi funkcjami jelita grubego 
s�: wchłanianie wody i elektrolitów, formowanie, gromadzenie i okresowe wydalanie 
kału oraz utrzymywanie wzrostu bogatej flory bakteryjnej. Jelito grube dzieli si� na 
jelito �lepe wraz z wyrostkiem robaczkowym, okr��nic� i odbytnic� razem z kanałem 
odbytowym (tab. 1). Okr��nica z kolei dzieli si� na cz��� wst�puj�c�, poprzeczn�, 
zst�puj�c� i esowat�. Według Snyder i wsp. [25], pierwszy odcinek okr��nicy ma 
długo�� 18 cm, a kolejne 50, 30 i 40 cm. Uwzgl�dniaj�c pozostałe cz��ci, czyli jelito 
�lepe (7 cm) i odbytnic� (15 cm), całkowita długo�� jelita grubego wynosi 160 cm. 
Szacuje si�, �e człowiek wypija dziennie �rednio 2–3 l płynów, jelita wydzielaj� 7–8 l 
soków oraz wchłaniaj� i wydalaj� ok. 8–10 l wody. Proporcje obj�to�ciowe mi�dzy 
spo�ytymi pokarmami a wydzielinami w poszczególnych odcinkach jelit kształtuj� si� 
nast�puj�co: 1,5 (pobranego pokarmu) : 1 (�liny) : 2 (płynów �oł�dkowych) : 2 (soków 
trzustkowych) : 1 (�ółci) [24, 26, 29]. Proporcje te mog� by� zalecane w sztucznych 
modelach przewodu pokarmowego.  

Enzymy trawienne i inne wydzieliny jelitowe s� niszcz�ce dla nabłonka 
jelitowego. W warunkach naturalnych jest on chroniony warstw� �luzu jelitowego 
wytwarzanego przez gruczoły Brunnera i krypty Liberkuehna wyst�puj�ce na całej 
powierzchni jelita cienkiego. Ilo�� produkowanego �luzu si�ga dziennie do 1–1,8 l. 

luz ten ma odczyn lekko alkaliczny (pH 7,5–8,0). Przewa�aj�ca cz��� �luzu jest 
szybko wchłaniana przez kosmki nabłonka jelitowego. 
luz cyrkuluj�cy mi�dzy 
kryptami a kosmkami ułatwia absorpcj� składników pokarmowych. Do jelita grubego 
trafia dziennie ok. 1,5 l chymy. Tutaj nast�puje wchłanianie wody i elektrolitów, co 
powoduje, �e z kałem organizm ludzki opuszcza zaledwie ok. 0,1 l wody.  

Modele przewodu pokarmowego in vitro 

Badanie biodost�pno�ci składników pokarmowych i leków w warunkach 
naturalnych jest bardzo utrudnione, na co decyduj�cy wpływ ma trudny dost�p do 
�wiatła przewodu pokarmowego człowieka, szczególnie na odcinku jelita cienkiego. 
Wpłyn�ło to na szybki rozwój bada� prowadzonych na układach modelowych in vitro, 
symuluj�cych mniej lub bardziej dokładnie układ pokarmowy człowieka. Wi�kszo�� 
opisanych modeli in vitro składa si� z systemu dwu- lub trójczłonowego: �oł�dek – 
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jelito cienkie, jama ustna – �oł�dek – jelito cienkie lub �oł�dek – jelito cienkie – jelito 
grube (rys. 1).  

Jednym z pierwszych modeli przewodu pokarmowego in vitro był model 
stworzony przez Millera i wsp. [18]. Imitacja procesów zachodz�cych w czasie 
trawienia przebiegała w prostych szklanych naczyniach laboratoryjnych. W modelu 
uwzgl�dniono dwa etapy trawienia: �oł�dek i jelito cienkie. W celu stworzenia 
warunków odzwierciedlaj�cych procesy zachodz�ce w organizmie in vivo stosowano 
enzymy charakterystyczne dla poszczególnych etapów trawienia (pepsyna, sole 
�ółciowe, ekstrakt trzustkowy) odpowiednie pH, w którym enzymy mogły by� 
aktywne (2,0–7,4), wła�ciw� temperatur� (37oC) oraz regulacj� kwasowo�ci 
�rodowiska poprzez dodanie odpowiednio kwasu lub zasady (HCl, NaHCO3) (tab. 2.) 
Układ ten stworzono do badania biodost�pno�ci �elaza z wybranych produktów 
spo�ywczych. 

 
 Rozdrobniony produkt / Homogenized food 

 
� 

 Jama ustna – amylaza �linowa / Mouth – salivary amylase 
Rozdrobniony produkt / Homogenized food  

� 
 �oł�dek – pepsyna, niskie pH / Stomach – pepsin, low pH 

 
� 
 
 
 
 

�     � 
 

⇐ 
 

� 
 

� 
 
 
 

Jelito cienkie / Small intestine: 
dwunastnica – �ół�, enzymy trawienne trzustkowe i jelitowe, 

jelito czcze i kr�te – regulacja pH 
duodenum – bile, pancreas and intestine digestive enzymes,  

jejunum and ileum – pH regulation 

Jelito grube / Large intestine 
Mikroflora / Microflora 

Chyma / Chyme 

Wchłanianie /Absorption 
a) Dializa i ultrafiltracja 
a) Dialysis, ultrafiltration 
b/ Model Caco-2 

Supernatant 

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

 
Według danych literaturowych [1, 14], ponad 90% wchłaniania produktów 

trawienia zachodzi wła�nie w jelicie cienkim. Wi�kszo�� powstałych modeli przewodu 
pokarmowego in vitro składa si� tylko z �oł�dka i jelita cienkiego. Produkt poddawany 
trawieniu odpowiednio wcze�niej musi by� zhomogenizowany. W ten sposób imituje 
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si� etap gryzienia i rozdrabniania pokarmu w jamie ustnej. Niektóre modele 
uwzgl�dniaj� trawienie enzymatyczne, jakie zachodzi w jamie ustnej in vivo, poprzez 
wprowadzenie do układu amylazy �linowej. 

Trawienie w �oł�dku symulowane jest przez dodanie pepsyny do 
zhomogenizowanego i rozpuszczonego w wodzie produktu. W wi�kszo�ci bada� nad 
biodost�pno�ci�, za minimaln� dawk� pepsyny konieczn� do optymalnego strawienia 
białek stosuje si� minimum od 4000–5000 IU w ci�gu 15 min w przeliczeniu na osob� 
w �rednim wieku [5]. Czas trawienia w �oł�dku zale�y od składu po�ywienia. W 
wi�kszo�ci prowadzonych bada� proces ten prowadzono przez około 2 godz. (tab. 2). 
W jelicie cienkim imitacja trawienia zachodzi głównie przez dodatek ekstraktu 
trzustkowego i soli �ółciowych. W skład ekstraktu trzustkowego wchodz� takie 
enzymy, jak: amylaza, trypsyna, rybonukleaza, proteaza i lipaza trzustkowa.  

W �oł�dku pH ma warto�� od 1,0 do 3,5, a w wi�kszo�ci modeli utrzymywane jest 
na poziomie 2,0 (tab. 2). Przed posiłkiem pH soków jelitowych jest ni�sze i wynosi 4,9–
6,4 w dwunastnicy, 4,4–6,5 w jelicie czczym i około 6,5–7,4 w jelicie kr�tym [5]. Po 
posiłku pH nieznacznie wzrasta i kształtuje si� odpowiednio w poszczególnych 
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 kr�tym. Regulacja pH odbywa si� przez dodatek kwasu solnego lub 
kwa�nego w�glanu sodu o ró�nym st��eniu (tab. 2). Temperatura we wszystkich 
modelach jest jednakowa i wynosi 37oC. Utrzymywana jest za pomoc� ła�ni wodnej. W 
wi�kszo�ci bada� in vitro mieszanie odbywa si� za pomoc� mieszadła magnetycznego 
lub wytrz�sarek poł�czonych z ła�ni� wodn�. Tylko w niektórych publikacjach podano, z 
jak� cz�stotliwo�ci� wytrz�sana jest zawarto�� tre�ci �oł�dkowej [1, 7, 21, 22, 28]. 
Cz�stotliwo�� skurczów w �oł�dku wynosi �rednio 3 cykle na min, a w jelicie cienkim w 
zale�no�ci od odcinka: w dwunastnicy 11,7/min, w jelicie kr�tym 8,9–9,8/ min. 

W bardziej zło�onych modelach uwzgl�dnia si� obecno�� soków: �oł�dkowego, 
jelitowego oraz �ółci [17, 28]. W tym celu składa si� je sztucznie poprzez dodatek 
odpowiednich soli organicznych i nieorganicznych. Na ogół przyjmuje si�, �e st��enie 
�ółci powinno wynosi� 7–15 mM. W modelach przewodu pokarmowego in vitro 
mo�na zaleca� nast�puj�ce proporcje obj�to�ciowe (wagowe) mi�dzy płynami 
jelitowymi: pokarm/�lina/płyn �oł�dkowy/�ół�/sok trzustkowy, jak 1,5/1/2/1/2.  

 Nale�y podkre�li�, �e 90% spo�ytego pokarmu jest wchłaniana w dwunastnicy 
i jelicie czczym, a tylko 10% w �oł�dku i jelicie grubym. Symulacja wchłaniania 
w modelach in vitro strawionych wcze�niej produktów odbywa si� za pomoc� 
membran dializacyjnych. W prostych układach s� to najcz��ciej woreczki dializacyjne 
o �rednicy porów zale�nej od trawionych produktów 6000–8000 Da [30], lub 12000–
15000 Da [7, 10]. W bardziej zło�onych modelach stosuje si� membrany typu hollow-
fibre [19, 20]. Oba rozwi�zania polegaj� na zjawisku transportu pasywnego, w którym 
zasadnicz� rol� odgrywa zjawisko dyfuzji. System taki jest jednak bardzo daleki od 
warunków naturalnych, w których �ciana jelitowa, a szczególnie nabłonek



 

 
T a b e l a  2 

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

 

�oł�dek 
Stomach 

pH, 
(regulacja pH) 
pH regulation 

Temp. 
[oC] 

Czas 
trawienia 
[godz.] 

Digestion 
time [h] 

Jelito cienkie 
Small intestine 

pH, 
(regulacja 

pH) 
pH regulation 

Czas  
trawienia 
[godz.] 

Digestion 
time [h] 

Lit. 
Ref. 

0,5 g (16 g pepsyny 
rozpuszczono w 100 ml 

0,1 N HCl) 
0.5 g (16 g pepsin 

dissolved in 100 ml 
1.1N HCl) 

2,0 
(6 N HCl) 

37 2 

5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/l) i soli 
�ółciowych (25g/l) rozpuszczono w 0,1 M NaHCO3 
5 ml pancreatic extract (4g/l) and bile salts (25 g/l) 

dissolved in 0.1M NaHCO3 

7,0 
(NaHCO3 

lub/or 
NaOH) 

2,5 [18] 

0,5 ml roztworu pepsyny 
(40 mg/ml 0,1 M HCl) 
0.5 ml pepsin solution 
(40 mg/ml 0.1 M HCl) 

2,0 
(1 M HCl) 

37 2 

2,5 ml(2 mg ekstraktu trzustkowego i 12 mg soli 
�ółciowych/ml 0,1 M NaHCO3) 

2.5 ml (2 mg pancreatic extract and 12 mg bile 
salts/ml 0.1 M NaHCO3 ) 

7,0 2 [6] 

0,6-2,0 mg pepsyny 
rozpuszczono w 1 ml 20 

mM HCl 
0.6-2.0 mg pepsin 

dissolved in 1 ml 20mM 
HCl 

2,5 
(20 mM HCl) 

37 2 

0,4-0,7 g soli �ółciowych rozpuszczono w 4 ml 150 
mM NaHCO3, 10-75 mg ekstraktu trzustkowego 

rozpuszczono w 4 ml 150 mM NaHCO3 
0.4-0.7 g bile salts dissolved in 4 ml 150 mM 

NaHCO3, 10-75 mg pancreatic extract dissolved in 4 
ml 150 mM NaHCO3 

6,9 
(150 mM 
NaHCO3) 

3 [1] 

0,2 g pepsyny 
rozpuszczono w 5 ml 0,1 

M HCl 
0.2 g pepsin dissolved in 

5 ml 0.1 M HCL 

2,0 37 1 

0,05 g ekstraktu trzustkowego i 0,3 g soli 
�ółciowych w 25 ml 0,1 M NaHCO3 

0.05 g pancreatic extract and 0.3 g bile salts in 25 ml 
0.1 M NaHCO3 

6,0 
(1 M 

NaHCO3) 
1 [10] 

 



 

 
cd. tab. 2 

31.500 U pepsyny 
31,500 U pepsin 

2,0 
(st��. HCl) 

(concentrated 
HCl) 

37 2 
5 ml mieszaniny ekstraktu trzustkowego (4g/l) i soli 

�ółciowych (25g/l) 
5 ml pancreatic extract (4 g/l) and bile salts (25 g/l) 

7,5 
(0,5 N 

NaHCO3) 
2,5 [9] 

1,6 ml roztworu pepsyny 
(16 g pepsyny 

rozpuszczono w 100 ml 
0,1 N HCl 

1.6 ml pepsin (16 g 
pepsin dissolved in 100 

ml 0.1 N HCl) 

2 
(6 N HCl) 

37 2 

0,4 g ekstraktu trzustkowego i 2,5 g soli �ółciowych 
rozpuszczono w 100 ml 0,1 M NaHCO3 

0.4 g pancreatic extract and 2.5 g bile salts dissolved 
in 100 ml 0.1 M NaHCO3 

 2 [30] 

3 g pepsyny (73.000 
Anson J/g produktu) 

wprowadzono do buforu 
fosforanowego 

3 g pepsin (73,000 
Anson units/g) dissolved 

in phosphate buffer. 

1,7 
(0,2 N HCl) 

37˚� 4 h 
brak jelita 

intestine defect (absence) 
  [14] 

6% pepsyny w 0,15 M 
NaCl 

6% pepsin in 0.15 M 
NaCl 

3,0 
(6 M HCl) 

37˚� 5 h 

1,5% ekstrakt trzustkowy, 0,5% amylaza,0,15% sole 
�ółciowe rozpuszczone w 0,15 M NaCl 

1.5% pancreatic extract, 0.5% amylase, 0.15% bile 
salts dissolved in 0.15 M NaCl 

6,8 4 h [2] 

2,5 g pepsyny/l soku 
�oł�dkowego 

2.5 g pepsin/l gastric 
juice 

2-3 37˚� 2 h 

9 g pankreatyny i 1,5 g lipazy na litr sztucznego 
soku jelitowego; 30 g �ółci na litr soku �oł�dkowego 
9 g pancreatin and 1.5 g lipase/l artificial intestinal 

juice; 30 g bile/ g gastric juice 

6,5 -7  [28, 29] 
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jelitowy, aktywnie kontroluje transport poszczególnych składników i uczestniczy w ich 
metabolizmie.  

Powa�ne niedogodno�ci, które wyst�puj� w prostych modelach in vitro 
spowodowały, �e do bada� nad transportem produktów trawienia ze �wiatła przewodu 
pokarmowego do krwi lub limfy wykorzystuje si� coraz szerzej modele kultur 
komórek nabłonka jelitowego. Kultury takie, rosn�c w formie spójnej monowarstwy 
komórkowej, doskonale imituj� morfologi� i fizjologi� jelitowych enterocytów. Do 
najpopularniejszych tego typu linii komórkowych nale�y linia Caco-2 [6, 7, 8, 21, 28]. 
Jest to ustalona linia nowotworowa, która wykazuje zdolno�� do wzrostu adherentnego 
na powierzchniach stałych i mikroporowatych membranach. W czasie hodowli 
przechodzi ona proces ró�nicowania, a po trzech tygodniach hodowli, przy pełnej 
konfluencji, tworzy monowarstw� wysoko spolaryzowanych komórek, o budowie 
typowej dla enterocytów, z j�drem w cz��ci podstawnej, g�stymi mitochondriami i 
r�bkiem szczoteczkowym w cz��ci szczytowej. Komórki Caco-2 wytwarzaj� enzymy 
(disacharazy i peptydazy) oraz białka transportowe, charakterystyczne dla komórek 
absorbuj�cych nabłonek [13]. W badaniach nad transportem transnabłonkowym 
stosowana jest niekiedy linia komórkowa HT-29, jednak nale�y zaznaczy�, �e linia ta 
jest typowa dla komórek nabłonka jelita grubego, gdzie wchłanianiu ulegaj� ju� tylko 
nieliczne składniki pokarmowe. Zdecydowana wi�kszo�� publikacji dotycz�cych 
wchłaniania składników pokarmowych przy u�yciu kultur Caco-2 opisuje transport 
transnabłonkowy czystych chemicznie składników �ywno�ci. Tymczasem 
w normalnych warunkach składniki pokarmowe wprowadzane s� w formie matrycy 
produktu spo�ywczego. Aby wła�ciwie oceni� biodost�pno�� poszczególnych 
składników i szybko�� ich wchłaniania matryce organiczne, czyli produkty spo�ywcze, 
musz� by� wst�pnie poddane procesom trawienia w jednym z modeli sztucznego 
przewodu pokarmowego, które opisano powy�ej. Uzyskana tre�� pokarmowa, o pH ok. 
7,0, zawiera zarówno cz��ci rozpuszczone w płynie jelitowym, jak i niestrawione 
cz��ci stałe. Przed podaniem tre�ci pokarmowej na powierzchni� nabłonka 
utworzonego przez monowarstw� komórek Caco-2 nale�y odwirowa� cz��ci stałe 
i wprowadzi� supernatant na warstw� komórek Caco-2. Zaleca si� delikatne wirowanie 
(2750 obr./min przez 5 min), aby ograniczy� niszczenie miceli utworzonych przez 
lipidy i �ół� [29]. Model Caco-2 został zastosowany do badania wchłaniania białek, 
lipidów, cukrów, jonów metali, witamin, przeciwutleniaczy, mikotoksyn i innych 
składników �ywno�ci.  

Podsumowanie 

Procesy zachodz�ce w układzie pokarmowym in vivo s� bardzo zło�one, dlatego 
te� badania prowadzone nad skonstruowaniem sztucznego układu pokarmowego oraz 
odtworzenie jego działania jest bardzo skomplikowane. W ostatnim czasie zauwa�alny 
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jest znaczny post�p w tych badaniach. Do najwi�kszych osi�gni�� nale�y sztuczny 
przewód pokarmowy opracowany przez holenderskich naukowców (The Netherlands 
Organization for Applied Scientific Research, TNO), imituj�cy doskonale procesy 
trawienia ró�nych produktów. Model ten sterowany komputerowo odtwarza sekrecj� 
soków �oł�dkowych i jelitowych, wydzielin gruczołów zwi�zanych z przewodem 
pokarmowym (sok trzustkowy, �ół�), systematyczne wchłanianie strawionych 
składników przez �ciany jelit oraz ruchy perystaltyczne w �oł�dku i jelicie. 

Badania nad biodost�pno�ci� ró�nych składników od�ywczych s� niezb�dne w 
pracy �ywieniowców, farmaceutów opracowuj�cych nowe leki i toksykologów do 
badania szkodliwo�ci niektórych zwi�zków na organizm człowieka. Badania z u�yciem 
modeli przewodu pokarmowego in vitro s� alternatyw� dla bada� prowadzonych z 
udziałem ludzi i zwierz�t. S� du�o ta�sze i szybsze, a przy tym powtarzalne. 
Wykorzystuj�c tego rodzaju modele bada si� mi�dzy innymi strawno�� i biodost�pno�� 
surowców bogatych w przeciwutleniacze i ich wchłanianie do płynów ustrojowych, 
czy te� okre�la si� dawk� i sposób działania składników mineralnych i witamin na 
organizm człowieka.  

 
Prac	 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 

 
S u m m a r y 

 
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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WPŁYW TOKSYCZNYCH METABOLITÓW TRAWIENIA NA 
PROLIFERACJ� I USZKODZENIA DNA NABŁONKOWYCH 

KOMÓREK JELITOWYCH IN VITRO 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Przedmiotem prezentowanej pracy było okre�lenie wpływu wybranych metabolitów (amoniaku, 

fenolu i krezolu), powstaj�cych w czasie procesu trawienia, na prze�ywalno�� i proliferacj� ludzkich 
enterocytów in vitro. Do bada� bezpo�redniego oddziaływania wymienionych zwi�zków na komórki 
nabłonka jelitowego wykorzystano lini� komórkow� Caco-2, która w warunkach in vitro tworzy 
monowarstw� komórek funkcjonalnie i strukturalnie podobnych do ludzkich enterocytów.  

W celu oceny cytotoksycznego i genotoksycznego efektu działania wybranych zwi�zków na komórki 
Caco-2 posłu�ono si� nast�puj�cymi metodami badawczymi: oznaczenie st��enia komórek metod� 
hemocytometryczn�, oznaczenie prze�ywalno�ci komórek poprzez barwienie bł�kitem Trypanu, 
okre�lenie stopnia uszkodze� DNA za pomoc� testu kometkowego.  

Dowiedziono, �e ekspozycja komórek Caco-2 na stosunkowo niskie st��enia wszystkich testowanych 
zwi�zków powodowała znacz�cy spadek ich prze�ywalno�ci i proliferacji. Stwierdzono, �e 
antyproliferacyjne oddziaływanie metabolitów procesu trawienia było zwi�zane z indukcj� uszkodze� 
DNA w komórkach nabłonka jelitowego. 

 
Słowa kluczowe: Caco-2, cytotoksyczno��, fenol, krezol, amoniak, test kometkowy 
 

Wprowadzenie 

Najbardziej rozpowszechnionym systemem komórkowym imituj�cym ludzki 
nabłonek jelitowy jest linia komórkowa Caco-2. W przeciwie�stwie do wielu innych 
ustalonych linii komórkowych nowotworu jelit, linia Caco-2 zachowała zdolno�� do 
tworzenia monowarstwy komórek wykazuj�cej morfologiczne, strukturalne i 
funkcjonalne podobie�stwo do nabłonka jelita cienkiego naturalnie wyst�puj�cego w 
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warunkach in vivo. Do najistotniejszych cech charakterystycznych dla kultury 
komórkowej Caco-2 zalicza si�: wykształcanie �cisłych poł�cze� 
mi�dzykomórkowych, ró�nicowanie komórek enterocyto-podobnych maj�cych na 
swojej powierzchni dobrze wykształcony r�bek szczoteczkowy, ekspresja 
charakterystycznych enzymów (alkaliczna fosfataza i in.) oraz systemów 
transportuj�cych (glikoproteina P, cytochrom P-450 3A4 i in.) [17]. 

Ze wzgl�du na wysoki stopie� podobie�stwa kultury Caco-2 do normalnego 
nabłonka jelitowego stanowi ona model komórkowy stosowany w kilku kierunkach 
badawczych. W ostatnich latach udowodniono, �e kultura Caco-2 jest bardzo dobrym 
systemem modelowym do bada� farmaceutycznych i odgrywa istotn� rol� przy 
opracowywaniu coraz bezpieczniejszych i aktywnych leków [1, 5, 9, 15]. Ponadto 
stwierdzono, �e linia Caco-2 jest bardzo przydatna w badaniach adhezji bakterii 
probiotycznych [4, 14, 18, 21] i chorobotwórczych [2, 6, 18] do komórek nabłonka 
jelitowego. Kultura Caco-2 znalazła zastosowanie w badaniach nad wieloma innymi 
mechanizmami zachodz�cymi w ludzkim przewodzie pokarmowym, np. odpowiedzi� 
immunologiczn� na obecno�� alergenów pokarmowych [8, 13], metabolizmem toksyn 
oraz działaniem zwi�zków mutagennych i kancerogennych [3, 11].  

Celem przedstawionej pracy były badania nad cytotoksycznym oddziaływaniem 
zwi�zków chemicznych, takich jak: amoniak, fenol i krezol, b�d�cych wtórnymi 
metabolitami procesu trawienia, na jelitowe komórki nabłonkowe, przy zastosowaniu 
linii komórkowej Caco-2. Zwi�zki b�d�ce przedmiotem bada� mog� by� przyczyn� 
biegunek, a tak�e zaburze� w funkcjonowaniu w�troby i układu kr��enia. Szkodliwe 
substancje chemiczne pojawiaj� si� jako efekt rozkładu białka zwierz�cego. Fenol i p-
krezol s� produktami rozkładu tyrozyny i jej pochodnych [20]. Cz��� z nich zostaje 
wydalona z organizmu, a cz��� wchłoni�ta przez tkank�, powoduj�c ogniska 
chorobotwórcze [12].  

Materiały i metody bada� 

Hodowla komórek Caco-2 

Linia komórkowa Caco-2 pochodziła z Ameryka�skiej Kolekcji Kultur 
Komórkowych (ATCC). Hodowle komórek Caco-2 prowadzono w po�ywce DMEM 
(Dulbecco’s Modification of Eagles Medium, Sigma) z 20-procentowym dodatkiem 
płodowej surowicy bydl�cej, 1-procentowym dodatkiem mieszaniny aminokwasów 
endogennych i w obecno�ci gentamycyny (10 mg/dm3). Do hodowli u�yto płytek 24-
dołkowych (Nunc) o powierzchni wzrostu 1,9 cm2. Hodowle przeznaczone do badania 
cytotoksyczno�ci zakładano przy pocz�tkowej g�sto�ci komórek wynosz�cej 6,25 x 
104 komórek/cm2. Hodowle prowadzono w temp. 37oC, w atmosferze o składzie 
5% CO2 i 95% powietrza i wilgotno�ci 99%. 
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St��enie komórek Caco-2 oznaczano metod� hemocytometryczn� z 
wykorzystaniem komory Neubauera, a ich prze�ywalno�� poprzez barwienie 0,04% 
bł�kitem Trypanu. 

Oznaczanie cytotoksyczno�ci zwi�zków chemicznych 

Roztwory badanych zwi�zków (fenolu, amoniaku oraz o- i p-krezolu) w 
st��eniach 10-3 i 10-6 M rozpuszczano w kompletnej po�ywce DMEM i poddawano 
filtracji przez filtry o porowato�ci 0,22 µm. 

Do badania cytotoksycznego oddziaływania wybranych zwi�zków na komórki 
nabłonka jelitowego wykorzystano 7-dniow� kultur� Caco-2 hodowan� na płytkach 
24-dołkowych. Komórki Caco-2 poddawano ekspozycji na przygotowane roztwory 
badanych substancji przez 8, 24 i 48 godz., w temp. 37oC i w atmosferze o składzie 
5% CO2 i 95% powietrza. Ponadto, okre�lano wpływ testowanych zwi�zków na 
proliferacj� komórek Caco-2 w ci�gu pierwszych 10 dni hodowli. Ka�dego dnia 
hodowli oznaczano g�sto�� komórek i ich prze�ywalno��.  

W celu okre�lenia stopnia uszkodze� DNA indukowanych w komórkach Caco-2 
na skutek działania badanych zwi�zków zastosowano test kometkowy. Analizie 
kometkowej poddawano 7-dniow� kultur� Caco-2 po 24-godzinnej ekspozycji na 
amoniak (10-6 M), fenol (10-6 M), p-krezol (10-6 M) oraz TPEN (10-5 M). Po inkubacji 
komórki Caco-2 przemywano buforem fosforanowym (PBS / pH 7,4) i poddawano 
procesowi trypsynizacji. Komórki przemyte zimnym roztworem PBS zawieszano w  
1-procentowej agarozie o niskim punkcie topnienia i temp. 37oC. Zawiesin� komórek 
nakładano na szkiełka podstawowe pokryte 1-procentow� agaroz� o normalnym 
punkcie topnienia i przykrywano szkiełkami nakrywkowymi. Po zestaleniu szkiełka 
nakrywkowe usuwano, a szkiełka podstawowe z komórkami zanurzano w buforze 
lizuj�cym (100 mM EDTA, 5,5 M NaCl, 10 mM TRIS, 1% Triton X-100 / pH 10) i 
inkubowano przez 1 godz. w temp. 4oC. Po lizie szkiełka dwukrotnie płukano w 
roztworze do elektroforezy (300 mM NaOH, 1 mM EDTA) przez 15 min w 4oC. 
Nast�pnie prowadzono elektroforez� przy napi�ciu 230 V przez 30 min, w temp. 4oC. 
Po elektroforezie szkiełka płukano wod�, nast�pnie buforem neutralizuj�cym (0,4 M 
TRIS / pH 7,5), po czym odwadniano 70-procentowym etanolem. DNA uzyskane w 
preparatach barwiono barwnikiem fluorescencyjnym SYBRGold. Do okre�lenia 
poziomu uszkodze� DNA brano pod uwag� wszystkie komórki znajduj�ce si� w polu 
widzenia, w�ród których obecnych było co najmniej 100 kometek. Wyniki testu 
opracowano za pomoc� programu komputerowego CometScoreTM. Analiz� kometek 
prowadzono na podstawie parametru okre�laj�cego procent DNA w ogonie i 
opisuj�cego odsetek DNA, który wyemigrował z j�dra komórkowego.  



WPŁYW TOKSYCZNYCH METABOLITÓW TRAWIENIA NA PROLIFERACJ� I USZKODZENIA DNA... 49 

Do�wiadczenia wykonano w trzech powtórzeniach. Wyniki przedstawione na 
wykresach i tabelach stanowi� warto�ci �rednie, a obliczone odchylenia standardowe 
(±SD) zaznaczono w postaci słupków bł�du. Ocen� istotno�ci ró�nic przeprowadzono 
metod� analizy wariancji. Do okre�lenia jednorodno�ci wariancji stosowano test 
Levene’a. Celem oszacowania statystycznie istotnych ró�nic pomi�dzy �rednimi 
zastosowano test Tukey’a.  

Wyniki i dyskusja 

Wpływ badanych zwi�zków na kultur� Caco-2 

Do�wiadczenia nad wpływem zwi�zków cytotoksycznych na kultur� nabłonka 
jelitowego przeprowadzono z wykorzystaniem młodej 7-dniowej kultury Caco-2. Na 
podstawie wyników bada� stwierdzono, �e komórki Caco-2 na tym etapie hodowli 
wyst�puj� w pełnej konfluencji, charakteryzuj� si� najwy�sz� prze�ywalno�ci� 
i aktywno�ci� metaboliczn� (rys. 1).  
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Rys. 1. G�sto�� i prze�ywalno�� komórek Caco-2 w ró�nych fazach wzrostu. 
Fig. 1. Density and viability of Caco-2 cells in different growth phases. 
 

 
Ponadto, we wcze�niejszych pracach wykazano, �e młoda kultura Caco-2 o du�ym 
tempie proliferacji jest najbardziej odporna na działanie czynników toksycznych [11]. 
Dlatego do dalszych szczegółowych eksperymentów stosowano kultur� Caco-2 
uzyskan� w ci�gu 7 dni hodowli w po�ywce DMEM wzbogaconej 20-procentowym 
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dodatkiem płodowej surowicy bydl�cej, zało�onej przy inokulum komórkowym 
wynosz�cym 6,25 x 104 komórek/cm2. 

Monowarstw� komórek Caco-2 poddawano 8-, 24- i 48-godzinnemu działaniu 
amoniaku, fenolu, o- i p-krezolu w st��eniach 10-3 i 10-3 M. Wykazano brak 
statystycznie istotnego wpływu czasu ekspozycji kultury na prze�ywalno�� komórek 
Caco-2. Poziomy istotno�ci ró�nic pomi�dzy �ywotno�ci� komórek oznaczon� po 
ró�nym czasie inkubacji przedstawiono w tab. 1. 

Ta b e l a  1 
 
Statystyczna istotno�� wpływu czasu ekspozycji (8, 24 i 48 h) na prze�ywalno�� komórek Caco-2. 
Statistical significance influence of induction time (8, 24 i 48 h) on Caco-2 cells viabilit. 
 

Poziom istotno�ci ró�nic (p<0,05) 
Statistical significance level (p<0,05) 

 
St��enie 

Concentration Amoniak 
Ammonia 

Fenol 
Phenol 

o-krezol 
o-cresol 

p-krezol 
p-cresol 

10-3 M 0,417 0,457 0,157 0,070 
10-6 M 0,106 0,858 0,094 0,851 
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Rys. 2. Wpływ wtórnych metabolitów trawienia na prze�ywalno�� kultury Caco-2. 
Fig. 2. The influence of digestive metabolites on Caco-2 cell culture viability. 
 

W przeciwie�stwie do czasu ekspozycji, st��enie fenolu i amoniaku miało istotne 
znaczenie dla prze�ywalno�ci komórek. Obecno�� tych zwi�zków w hodowli 

Control probe 
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komórkowej, nawet w niewielkiej ilo�ci wynosz�cej 10-6 M obni�ała ich 
prze�ywalno�� do poziomu 56%. Natomiast 1000-krotne zwi�kszenie zawarto�ci 
amoniaku i fenolu w hodowli Caco-2 powodowało dalsz� redukcj� �ywotno�ci 
komórek odpowiednio o 13 i 10%. W przypadku o- i p-krezolu stwierdzono silne 
oddziaływanie obu badanych st��e�. Ró�nice statystyczne oszacowano na poziomie 
wynosz�cym odpowiednio: 0,772 i 0,479. Dodatek p-krezolu do po�ywki hodowlanej 
wywoływał spadek �ywotno�ci komórek do ok. 50%, w przypadku o-krezolu do 
warto�ci ok. 55%. �rednie prze�ywalno�ci kultury Caco-2 inkubowanej w obecno�ci 
tych zwi�zków wskazuj�, �e ich krótkotrwałe oddziaływanie na komórki jelitowe jest 
bardzo zbli�one (rys. 2). W ich obecno�ci spadek �ywotno�ci komórek oszacowano na 
poziomie ok. 40% przy st��eniu 10-3 M i ok. 35% przy st��eniu 10-6 M. 
 

Wpływ zwi�zków chemicznych na wzrost komórek Caco-2 

Kolejnym celem prezentowanej pracy było zbadanie proliferacji komórek Caco-2 
poddanych długoterminowemu permanentnemu działaniu zwi�zków cytotoksycznych. 
Hodowl� Caco-2 prowadzono w kompletnej po�ywce DMEM, do której dodawano 
amoniak, fenol, o- i p-krezol w st��eniu 10-6 M. Hodowle Caco-2 zakładano przy 
inokulum 6,25 x 104 kom/cm2. Krzywe obrazuj�ce wzrost komórek Caco-2 w 
obecno�ci badanych zwi�zków przedstawiono na rys. 3. Parametry hodowli 
komórkowych przedstawione w tab. 2. wskazuj� na hamowanie procesu proliferacji 
komórek przez wszystkie testowane substancje.  
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Rys. 3. Kinetyka wzrostu komórek Caco-2 w obecno�ci wtórnych metabolitów trawienia. 
Fig. 3. Kinetic growth of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabolites. 
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T a b e l a  2 
 
Parametry wzrostu komórek Caco-2 w obecno�ci badanych zwi�zków. 
Growth parameters of Caco-2 cells cultured in presence of tested compounds. 

 

Zwi�zek chemiczny 
Compound 

Maksymalna g�sto�� 
komórek 

Maximal cell density 
(± SD) 

�ywotno�� komórek 
w plateau hodowli 

Cells viability in culture 
plateau (± SD) 

Czas generacji 
Generation time 

(± SD) 

 [x104/cm2] [%] [h] 

Próba kontrolna 
Control probe 

 

51,39 (±4,22) 82,5 (±10,45) 55,9 (±5,3) 

Amoniak [10-6 M] 
Ammonia 

45,69 (±5,34) 63,5 ±(8,89) 59,7 (±6,1) 

Fenol [10-6 M] 
Phenol 

37,63 (±4,20) 63,1 (±9,75) 68,6 (±6,3) 

p-krezol [10-6 M] 
p-cresol 

34,00 (±2,14) 55,0 (±7,72) 69,7 (±4,9) 

 
Najbardziej inwazyjne oddziaływanie zaobserwowano w przypadku fenolu i 

krezoli, których obecno�� powodowała ograniczenie koncentracji komórek w plateau 
hodowli o ok. 30% oraz wydłu�enie okresu generacji o 13–15 godz. w porównaniu 
z hodowl� kontroln� prowadzon� bez dodatku czynnika toksycznego. Relatywnie mały 
efekt przebiegu hodowli obserwowano w obecno�ci amoniaku. W tej hodowli okres 
niezb�dny do podwojenia populacji komórek w logarytmicznej fazie wzrostu był tylko 
o 4 godz. dłu�szy ni� w hodowli kontrolnej. Zaobserwowan� odporno�� kultury Caco-
2 na niewielkie st��enie amoniaku (10-6 M) mo�na tłumaczy� tym, �e zwi�zek ten jest 
naturalnym produktem metabolizmu komórkowego, powstaj�cym w erytrocytach na 
drodze przemian glutaminy [12]. Jego obecno�� w �rodowisku hodowlanym z jednej 
strony powodowała tylko nieznaczne obni�enie maksymalnej g�sto�ci populacji 
komórkowej, z drugiej strony jednak indukowała 20-procentowy spadek 
prze�ywalno�ci komórek w momencie plateau w stosunku do hodowli kontrolnej. 
Zmiany �ywotno�ci komórek w kolejnych dobach hodowli prowadzonych z dodatkiem 
testowanych zwi�zków przedstawiono na rys. 4. 

Badanie efektu działania testowanych zwi�zków na proliferacj� komórek Caco-2 
pozwoliło uszeregowa� je pod wzgl�dem cytotoksyczno�ci w nast�puj�cej kolejno�ci: 
o- i p-krezol > fenol > amoniak.  
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Rys. 4. Prze�ywalno�� komórek Caco-2 hodowanych w obecno�ci wtórnych metabolitów trawienia. 
Fig. 4. Viability of Caco-2 cells cultured in presence of secondary digestive metabolites.  
 

Badane zwi�zki a uszkodzenia DNA komórek Caco-2 

W celu oceny stopnia uszkodze� DNA powstałych w komórkach pod wpływem 
badanych zwi�zków zastosowano test kometkowy. Metoda kometkowa polega przede 
wszystkim na analizie poziomu p�kni�� jednej lub obu nici DNA oraz wszelkich 
modyfikacji mo�liwych do przekształcenia w p�kni�cia na drodze chemicznej i 
enzymatycznej, w komórkach nara�onych na działanie czynnika genotoksycznego 
[10]. Zalet� tej metody jest wysoka czuło�� i mo�liwo�� analizy pojedynczych 
komórek poprzez bezpo�redni pomiar wła�ciwo�ci elektroforetycznych 
zmodyfikowanego DNA. Przy analizie kometek wzi�to pod uwag� parametr opisuj�cy 
procent DNA znajduj�cy si� w ogonie kometki. Na rys. 5. przedstawiono ten parametr 
jako �redni� arytmetyczn� oraz odchylenia standardowe �wiadcz�ce o stopniu 
zró�nicowania populacji komórek pod wzgl�dem wyst�pienia kometek.  

Analizie kometkowej poddano 7-dniow� kultur� Caco-2 po 24-godzinnej 
ekspozycji na amoniak, fenol i krezol w st��eniu 10-6 M oraz TPEN w st��eniu 10-5 M.  

TPEN (N, N, N’, N’-tetrakis (2-pyridylmetylo) etylenodiamina) jest błonowym 
chelatorem jonów metali, w szczególno�ci jonów cynku, które bior� udział w wielu 
procesach metabolicznych komórek, reguluj�c �miertelno�� oraz cz�sto�� ich 
proliferacji [16]. Wykazano, �e jony Zn2+ zapobiegaj� fragmentacji DNA w wielu 
liniach komórkowych poprzez inhibicj� endonukleaz zale�nych od jonów Ca2+ i Mg2+. 
Udowodniono równie�, �e chelatowanie jonów Zn2+ zwi�ksza cz�stotliwo�� 
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wyst�powania apoptozy [7]. Na podstawie analizy kometkowej stwierdzono, �e TPEN w 
st��eniu  
10-5 M indukował w komórkach Caco-2 uszkodzenia DNA na poziomie 80% (rys. 5).  
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Rys. 5. Parametry kometek uzyskanych w te�cie 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 działaniu tego zwi�zku stanowiła zarówno kontrol� 

pozytywn� prawidłowo przeprowadzonego testu kometkowego, jak i punkt odniesienia 
do oszacowania stopnia dezintegracji DNA zachodz�cej w komórkach pod wpływem 
testowanych substancji. Czyst� kultur� Caco-2 niepoddawan� procesowi indukcji 
wykorzystano jako kontrol� negatywn�. 

Analiza statystyczna wyników testu kometkowego wykazała, �e obliczone 
parametry kometek obarczone s� du�ym bł�dem statystycznym, co �wiadczy o 
wysokim stopniu ró�norodno�ci subpopulacji komórek w 7-dniowej kulturze Caco-2. 
Odmienn� podatno�� komórek na działanie czynnika genotoksycznego mo�na 
tłumaczy� ró�nym stopniem zró�nicowania komórek w tym etapie hodowli. Młod� 7-
dniow� kultur� Caco-2 stanowi� zarówno komórki b�d�ce bezpo�rednio po podziale, 
jak i komórki na dalszym etapie ró�nicowania w struktury enterocyto-podobne maj�ce 
na swej powierzchni mikrokosmki jelitowe zorganizowane w r�bek szczoteczkowy. 

Badania wpływu 24-godzinnej ekspozycji kultury Caco-2 na testowane zwi�zki, 
dowiodły, �e mog� one uaktywni� procesy prowadz�ce do programowanej �mierci 
komórek nabłonka jelitowego. Wszystkie testowane substancje powodowały 
uszkodzenia DNA, lecz w stopniu ni�szym ni� TPEN (rys. 5). W przypadku badanych 
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zwi�zków, cz�sto�� wyst�powania kometek w stosunku do komórek nieuszkodzonych 
była zdecydowanie mniejsza. Fenol, amoniak oraz krezole były zwi�zkami o słabszym 
działaniu genotoksycznym ni� TPEN i prawdopodobnie uszkadzały przede wszystkim 
te komórki, które poprzez wytworzenie na swojej powierzchni zacz�tków 
mikrokosmków, zdolne s� do szybszego wchłaniania. Du�e warto�ci odchyle� 
standardowych �rednich warto�ci parametrów opisuj�cych kometki, podobnie jak przy 
reakcji z TPEN-em, potwierdziły ró�ny stopie� wra�liwo�ci subpopulacji komórek 
Caco-2 na działanie poszczególnych zwi�zków. Bior�c pod uwag� parametr 
okre�laj�cy procentow� zawarto�� DNA w ogonie kometki uszeregowano badane 
zwi�zki pod wzgl�dem ich genotoksyczno�ci w nast�puj�cej kolejno�ci: TPEN > 
krezol > fenol > amoniak.  

Mimo powszechnie znanego silnie toksycznego działania testowanych zwi�zków 
na organizm człowieka prezentowane badania maj� charakter nowatorski. W literaturze 
�wiatowej brak jest doniesie� na temat bezpo�redniego wpływu toksycznych 
metabolitów procesu trawienia na jelitowe komórki nabłonkowe. Badania 
jednostkowego i bezpo�redniego oddziaływania tych substancji mo�liwe s� jedynie z 
wykorzystaniem modeli komórkowych w systemie in vitro. Zastosowanie enterocyto-
podobnych komórek Caco-2 pozwoliło na okre�lenie stopnia cytotoksyczno�ci 
metabolitów trawienia w st��eniach mikromolowych dla ludzkiego nabłonka 
jelitowego. 

Wnioski 

1. Przeprowadzone badania wykazały silnie cytotoksyczne oddziaływanie fenolu, 
krezoli i amoniaku na kultur� komórkow� Caco-2 imituj�c� ludzkie enterocyty. 

2. Testowane zwi�zki obecne w hodowli w st��eniu mikromolowym znacz�co 
hamowały proliferacj� komórek Caco-2. 

3. Na podstawie analizy kometkowej stwierdzono, �e fenol, krezol i amoniak 
generuj� uszkodzenia DNA w komórkach enterocyto-podobnych.  

4. Badane metabolity trawienia uszeregowano pod wzgl�dem ich cyto- 
i genotoksyczno�ci w stosunku do modelowych komórek nabłonka jelitowego 
w nast�puj�cy sposób: 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 

 
S u m m a r y 

 
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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MARIUSZ KORNACKI   

DEGRADACJA PARAKAZEINY W SERACH GOUDA 
WYPRODUKOWANYCH Z DODATKIEM KULTUR LACTOBACILLUS 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Dost�pne w dojrzewaj�cych serach ró�norodne substraty umo�liwiaj� wzrost mikroflory wtórnej, 

głównie pałeczek z rodzaju Lactobacillus. Pałeczki mlekowe, niepochodz�ce z zakwasu, prze�ywaj� 
pasteryzacj� mleka dzi�ki ochronnemu działaniu białka i tłuszczu i dosy� szybko si� namna�aj�, zwłaszcza w 
mleku poddanym kilkukrotnej obróbce termicznej (termizacja, baktofugacja, ultrafiltracja, pasteryzacja). 

Przedmiotem bada� były sery Gouda z zastosowaniem zakwasów roboczych, namna�anych 
w podło�u buforowym. W serach do�wiadczalnych, oprócz kultur starterowych, zastosowano dodatek 
pałeczek mlekowych (L. casei, L. acidophilus, L. casei ssp. rhamnosus). Sery poddawano analizie 
chemicznej bezpo�rednio po soleniu. Podczas dojrzewania badano zmiany kwasowo�ci, a tak�e stopie� 
degradacji parakazeiny. 

Degradacja parakazeiny w wyrobach kontrolnych zachodziła pod wpływem podpuszczki, enzymów 
syntetyzowanych przez kultury starterowe oraz niepochodz�ce z zakwasu pałeczki mlekowe. Natomiast w 
do�wiadczalnych serach Gouda, oprócz pałeczek mlekowych niepochodz�cych z zakwasu, aktywne były 
równie� szczepy Lactobacillus dodane do mleka kotłowego. 

Stosowanie pałeczek Lactobacillus w technologii sera Gouda pozostaje bez wpływu na kwasowo�� 
serów bezpo�rednio po wytworzeniu, a tak�e podczas dojrzewania. Stwierdzono znaczne zró�nicowanie 
zawarto�ci wody w badanych serach: 40,6–42,6%. Porównanie dynamiki degradacji parakazeiny w serach 
kontrolnych i do�wiadczalnych mo�liwe było dzi�ki odniesieniu zawarto�ci poszczególnych form 
zwi�zków azotowych do zawarto�ci N-ogółem. W do�wiadczalnych serach Gouda, wyprodukowanych z 
zastosowaniem pałeczek Lactobacillus, stwierdzono wi�ksze przyrosty zawarto�ci zwi�zków azotowych 
peptydowych, aminokwasowych i rozpuszczalnych (o prawie 2%) ni� w wyrobach kontrolnych. Wi�ksza 
– w porównaniu z pozostałymi wyrobami do�wiadczalnymi – zawarto�� zwi�zków azotowych 
aminokwasowych i peptydowych w serach z L. acidophilus była konsekwencj� wy�szej – �rednio o 1% – 
zawarto�ci wody. 

 
Słowa kluczowe: ser Gouda, pałeczki Lactobacillus, proteoliza, zwi�zki azotowe 
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Wst�p 

W dojrzewaj�cych serach dost�pne s� ró�norodne substraty umo�liwiaj�ce wzrost 
mikroflory wtórnej, głównie pałeczek z rodzaju Lactobacillus [10, 14, 17]. Niektóre 
szczepy pałeczek mlekowych prze�ywaj� pasteryzacj� mleka dzi�ki ochronnemu 
działaniu białka i tłuszczu, czym tłumaczy si� ich obecno�� w serach dojrzewaj�cych. 
Pałeczki Lactobacillus do�� szybko namna�aj� si� w mleku przetrzymywanym w temp. 
ok. 50oC, tj. podczas baktofugacji, ultrafiltracji oraz dogrzewania g�stwy serowej [19]. 

Obserwowany podczas dojrzewania serów wzrost pH jest konsekwencj� tzw. 
wtórnej fermentacji zachodz�cej pod wpływem pałeczek z rodzaju Lactobacillus. 
W serze Gouda bakterie mlekowe niepochodz�ce z zakwasów (NSLAB) maj� 
korzystniejsze warunki wzrostu ni� w serze Cheddar, ze wzgl�du na płukanie ziarna, a 
w konsekwencji wy�sz� zawarto�� wody i wy�sze pH [12, 16]. Z tego powodu 
hydroliza parakazeiny w serach typu holenderskiego jest do�� intensywna mimo 
krótkiego czasu dojrzewania. 

W uwalnianiu niskocz�steczkowych produktów degradacji parakazeiny – 
istotnych w kompleksie substancji smakowo-zapachowych – decyduj�c� rol� 
odgrywaj� enzymy bakteryjne. Proteinazy kultur zakwasu hydrolizuj� β-kazein�, 
natomiast peptydazy s� aktywne dopiero po autolizie komórek. W odró�nieniu od 
enzymów syntetyzowanych przez kultury starterowe proteinazy pałeczek mlekowych w 
ró�nym stopniu hydrolizuj� poszczególne frakcje kazeiny [2, 8, 13]. Szczepy pałeczek 
mlekowych syntetyzuj� proteinazy wewn�trz- i zewn�trzkomórkowe oraz zwi�zane ze 
�cian� komórkow�. Poza tym, pałeczki mlekowe syntetyzuj� peptydazy o odmiennej, w 
porównaniu z mezofilnymi paciorkowcami, specyficzno�ci substratowej. Oprócz 
aminopeptydaz, niektóre pałeczki Lactobacillus syntetyzuj� karboksy-, a tak�e di- i 
tripeptydazy [11]. 

Celem przeprowadzonych bada� była ocena wpływu pałeczek Lactobacillus na 
przyrosty zawarto�ci niskocz�steczkowych produktów degradacji parakazeiny podczas 
dojrzewania sera Gouda. 

Materiał i metody bada� 

Przedmiotem bada� były sery Gouda wyprodukowane z zastosowaniem 
zakwasów roboczych, Probat 505, namna�anych w podło�u buforowym w temp. 24oC 
do pH 5,2. W serach do�wiadczalnych, oprócz kultur starterowych, zastosowno 
dodatek wybranych szczepów pałeczek mlekowych L. casei, L. acidophilus, 
L. rhamnosus w postaci gł�boko mro�onych koncentratów bakterii. Poziom inokulacji 
mleka kotłowego pałeczkami Lactobacillus był dwukrotnie mniejszy ni� mezofilnymi 
paciorkowcami mlekowymi. Wszystkie kultury pochodziły z firmy Danisco 
Ingredients Poland. 

B�d�ce przedmiotem bada� sery produkowano w warunkach przemysłowych (SM 
„Mlekpol” w Grajewie, Zakład „Kurpianka” w Kolnie). Zgodnie z zakładow� 
instrukcj� technologiczn� sery produkowano na liniii ci�głej Cassomatic z mleka klasy 
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I i extra poddanego termizacji, baktofugacji i pasteryzacji, stosowano dodatek CaCl2 
i KNO3 oraz preparat koaguluj�cy Chymax.  

Bezpo�rednio po soleniu sery poddawano analizie chemicznej, oznaczaj�c: 
kwasowo�� (pH), zawarto�� wody, zawarto�� tłuszczu i zawarto�� NaCl. 

W serach po soleniu oraz po 4 i 6 tygodniach dojrzewania analizowano stopie� 
degradacji parakazeiny, oznaczaj�c zawarto��: zwi�zków azotowych ogółem [9], 
zwi�zków azotowych rozpuszczalnych w pH 4,6 wg Sode Morgensena [9], zwi�zków 
azotowych peptydowych wg Boulanger i wsp. w roztworze zwi�zków azotowych 
niebiałkowych przygotowanym wg metody Schobera i wsp. [9] oraz zwi�zków 
azotowych aminokwasowych metod� Sirksa [9]. 

Wyniki i dyskusja 

Stwierdzono znaczne zró�nicowanie zawarto�ci wody w badanych serach: od 
40,6 do 42,6% (tab. 1). Najmniejsze zró�nicowanie stwierdzono w serach 
wyprodukowanych z udziałem L. casei (0,1%), najwi�ksze natomiast w serach 
z dodatkiem L. acidophilus (1,7%). Konsekwencj� zró�nicowanej zawarto�ci wody 
były ró�nice w zawarto�ci tłuszczu i NaCl. Z kolei, skutkiem zró�nicowanego składu 
chemicznego były zmiany kwasowo�ci – odmienne w poszczególnych serach. Spadek 
kwasowo�ci podczas dojrzewania wyrobów kontrolnych był porównywalny.  
 

T a b e l a  1 
 
Skład chemiczny i kwasowo�� (pH) serów Gouda podczas dojrzewania. 
Chemical composition and acidity (pH) of Gouda cheeses during ripening. 
 

Skład chemiczny po soleniu 
Chemical composition after brining 

Kwasowo�� / Acidity (pH) Symbol 
wyrobu 
Product 

code 

Zawarto�� 
wody 
Water 

content [%] 

Tłuszcz w 
s.m. 

Fat in d.m. 
[%] 

NaCl [%] 

Po praso-
waniu 
After 

pressing 

Po 
soleniu 
After 

brining 

Po 4 tygo-
dniach 
After 4 
weeks 

Po 6 tygo- 
dniach 
After 6 
weeks 

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 5,45 

ko
nt

ro
ln

e 

C 40,70 47,10 1,25 5,24 5,36 5,4 5,47 

D 40,90 47,30 1,17 5,15 5,30 5,42 5,50 

E 40,80 47,90 1,12 5,43 5,43 5,48 5,51 

L.
ca

se
i 

F 40.80 46,50 1,46 5,51 5,42 5,45 5,58 

 
c.d. Tab. 1 

L.
ac

i
do

ph . 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 5,42 5,43 5,45 

 

I 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 

L.
rh

am
no

su
s 

L 40,80 46,40 1,22 5,53 5,33 5,38 5,42 

 
Wyroby do�wiadczalne wyprodukowane z dodatkiem kultur L. acidophilus i L. 
rhamnosus charakteryzowały si� podobn� kwasowo�ci� po soleniu oraz po 6 
tygodniach dojrzewania. Natomiast wyroby z udziałem L. casei, mimo znacznego 
zró�nicowania pH po prasowaniu, charakteryzowały si� podobn� kwasowo�ci� 
zarówno po 4, jak i po 6 tygodniach dojrzewania (tab. 1). 

Porównanie dynamiki degradacji parakazeiny w serach kontrolnych i 
do�wiadczalnych mo�liwe było dzi�ki odniesieniu zawarto�ci poszczególnych form 
zwi�zków azotowych do zawarto�ci N-ogółem. 

W serach kontrolnych bezpo�rednio po soleniu zwi�zki azotowe rozpuszczalne 
stanowiły najwi�kszy odsetek N-ogółem – �rednio 5,93%. W wyrobach 
do�wiadczalnych z udziałem L. casei, L. acidophilus oraz L. rhamnosus N-
rozpuszczalny stanowił odpowiednio: 5,74; 5,69 i 5,61% N-ogółem. �rednie przyrosty 
zawarto�ci N-rozpuszczalnego po 4 tygodniach dojrzewania były najmniejsze w serach 
kontrolnych (212%), a najwi�ksze w serach z dodatkiem L. rhamnosus (237,3%). Po 6 
tygodniach dojrzewania w serach kontrolnych oraz do�wiadczalnych 
wyprodukowanych z udziałem L. casei i L. rhamnosus zawarto�� N-rozpuszczalnego 
wynosiła odpowiednio: 13,44; 16,07 oraz 15,84% N-ogółem. Najwy�sz� zawarto�� N-
rozpuszczalnego: 16,37% N-ogółem stwierdzono w serach z L. acidophilus (rys. 1). 
Równie� zawarto�� N-aminokwasowego w odniesieniu do N-ogółem bezpo�rednio po 
soleniu była wy�sza w serach z L. casei i L. acidophilus ni� w pozostałych. Po 4 
tygodniach dojrzewania najwi�ksz� zawarto�� N-aminokwasowego stwierdzono w 
serach z L. acidophilus – 5,8% N-ogółem. W pozostałych wyrobach do�wiadczalnych 
zawarto�� N-aminokwasowego była znacznie ni�sza. Mi�dzy 4. a 6. tygodniem 
dojrzewania stwierdzono wi�ksze tempo przyrostu zawarto�ci N-aminokwasowego ni� 
podczas pierwszych 4 tygodni. Najwi�ksz� zawarto�� zwi�zków azotowych 
aminokwasowych stwierdzono w serach wyprodukowanych z dodatkiem L. 
acidophilus (8,35% N-ogółem). W serach kontrolnych N-aminokwasowy stanowił 
4,99% a w pozostałych do�wiadczalnych – 7,52 i 6,72% N-ogółem (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). 

Bezpo�rednio po wyrobie zawarto�� N-peptydowego była porównywalna we 
wszystkich serach (0,60-0,63% N-ogółem). Podczas dojrzewania stwierdzono jednak 
zró�nicowane przyrosty tej formy zwi�zków azotowych. W wyrobach kontrolnych 
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zawarto�� N-peptydowego po 4 tygodniach dojrzewania była najni�sza (0,91% N-
ogółem). Natomiast w wyrobach do�wiadczalnych wynosiła od 1,54 do 1,72% N-
ogółem. Najwi�ksze przyrosty zawarto�ci N-peptydowego podczas 4 tygodni 
dojrzewania stwierdzono w serach z dodatkiem L. casei (285%) mniejsze 
(odpowiednio 260 i 246%) w serach z udziałem L. acidophilus i L. rhamnosus. 
Dynamika formowania N-peptydowego mi�dzy 4. i 6. tygodniem dojrzewania 
badanych serów była wi�ksza ni� w pocz�tkowym etapie. Mi�dzy 4. i 6. tygodniem 
dojrzewania przyrost ilo�ci zwi�zków azotowych peptydowych był nieznacznie 
mniejszy ni� podczas pierwszych 4 tygodni dojrzewania. Najwi�ksz� zawarto�� N-
peptydowego (2,72% N-ogółem) stwierdzono w serach wyprodukowanych z L. 
acidophilus. Najmniej N-peptydowego zawierały sery kontrolne (1,55% N-ogółem). 
Równie� procentowe przyrosty zawarto�ci N-peptydowego podczas 6 tygodni 
dojrzewania były najwi�ksze w serach z udziałem L. acidophilus (432,5%), 
najmniejsze w wyrobach kontrolnych (340%) (rys. 1). 

Wi�ksza dynamika formownia N-aminokwasowego i N-peptydowego w ostatnim 
etapie dojrzewania sera Gouda była mo�liwa dzi�ki obecno�ci wysokocz�steczkowych 
peptydów powstałych wskutek aktywno�ci podpuszczki (N-rozpuszczalny) [15]. 
Analogiczne rezultaty uzyskiwali równie� inni autorzy, oceniaj�c dynamik� 
dojrzewania sera Cheddar [7, 18]. Poza tym, w ko�cowych etapach dojrzewania miała 
miejsce autoliza zarówno kultur starterowych, jak te� zastosowanych w wyrobie sera 
pałeczek Lactobacillus. Wi�kszy stopie� autolizy stwierdzono w przypadku 
termofilnych pałeczek L. acidophilus ni� pałeczek mezofilnych (L. casei, L. casei ssp. 
rhamnosus) [4]. Jednocze�nie z autoliz� pałeczek Lactobacillus zastosowanych w 
technologii sera Gouda miał miejsce wzrost niepochodz�cych z zakwasu bakterii 
mlekowych [NSLAB]. W serach wyprodukowanych z dodatkiem L. acidophilus, 
oprócz peptydaz uwolnionych po autolizie kultur zakwasu i pałeczek Lactobacillus, 
aktywne były tak�e szczepy bakterii mlekowych niepochodz�cych z zakwasu 
[NSLAB], co równie� miało wpływ na intensyfikacj� proteolizy podczas dojrzewania 
[4]. 

Konsekwencj� zastosowania w wyrobie sera Gouda pałeczek Lactobacillus były 
zró�nicowane – praktycznie nieporównywalne – cechy sensoryczne sera [3]. Zatem 
stosuj�c w technologii serów dojrzewaj�cych, oprócz kultur starterowych, dodatek 
wyselekcjonowanych szczepów Lactobacillus mo�na jednocze�nie intensyfikowa� 
proteoliz� oraz modyfikowa� cechy sensoryczne, zgodnie z preferencjami 
konsumentów [1, 5, 6]. 

Wnioski 

1. Stosowanie pałeczek Lactobacillus w technologii sera Gouda pozostaje bez 
wpływu na kwasowo�� serów bezpo�rednio po wyrobie, a tak�e podczas 
dojrzewania. 

2. W do�wiadczalnych serach Gouda wyprodukowanych z dodatkiem pałeczek 
Lactobacillus stwierdzono wi�ksze przyrosty zawarto�ci zwi�zków azotowych 
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peptydowych, aminokwasowych, a tak�e rozpuszczalnych (o prawie 2%) ni� w 
wyrobach kontrolnych. 

3. Wi�ksza – w porównaniu z pozostałymi wyrobami do�wiadczalnymi – zawarto�� 
zwi�zków azotowych aminokwasowych i peptydowych w serach z udziałem L. 
acidophilus była konsekwencj� wy�szej zawarto�ci wody – �rednio o 1%. 
 

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

 
S u m m a r y 

 
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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GRA�YNA CICHOSZ, MARIUSZ KORNACKI, MARTA GICZEWSKA,  
ANETA KONOPKA   

AKTYWNO�� PEPTYDAZOWA WYBRANYCH  
SZCZEPÓW LACTOBACILLUS 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W degradacji parakazeiny do niskocz�steczkowych zwi�zków azotowych oraz w generowaniu smaku 

i zapachu sera Gouda bardziej istotne od peptydaz, uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, okazały si� 
niepochodz�ce z zakwasu pałeczki mlekowe. Zastosowanie w technologii serowarskiej 
wyselekcjonowanych szczepów pałeczek mlekowych ogranicza wzrost pałeczek niepochodz�cych z 
zakwasu, a jednocze�nie umo�liwia intensyfikacj� i modyfikacj� cech sensorycznych sera. Warunkiem 
niezb�dnym stosowania pałeczek Lactobacillus w technologii serów dojrzewaj�cych jest poznanie ich 
aktywno�ci peptydazowej. 

Celem podj�tych bada� była ocena aktywno�ci amino- oraz dipeptydaz wybranych szczepów 
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus). 

B�d�ce przedmiotem bada� szczepy Lactobacillus syntetyzowały peptydazy hydrolizuj�ce 
preferencyjnie podobne substraty. Dominuj�c� grup� peptydaz, w przypadku wszystkich szczepów, były 
aminopeptydazy. Aminopeptydazy syntetyzowane przez poszczególne szczepy pałeczek mlekowych 
hydrolizowały wszystkie zastosowane w do�wiadczeniu substraty. Jednak ka�dy szczep charakteryzował 
si� ró�nym poziomem aktywno�ci poszczególnych aminopeptydaz (od 3,00 do 13,75 JA). Porównuj�c 
aktywno�� dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus stwierdzono, �e wi�kszo�� 
zastosowanych w do�wiadczeniu substratów, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, była 
hydrolizowana – jednak w ró�nym stopniu (od 1,08 do 7,25 JA). 

Najwy�sz� aktywno�ci�, zarówno amino- jak te� dipeptydaz, charakteryzował si� szczep L. casei. 
Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzował aminopeptydazy o prawie 2-krotnie mniejszej aktywno�ci 
w porównaniu z pozostałymi szczepami oraz dipeptydazy o aktywno�ci mniejszej ni� w przypadku 
L. casei, ale porównywalnej z L. casei ssp. rhamnosus. 

Wysoka aktywno�� peptydazowa badanych szczepów Lactobacillus �wiadczy o ich potencjalnej 
przydatno�ci w technologii serów dojrzewaj�cych. 

 
Słowa kluczowe: aminopeptydazy, dipeptydazy, Lactobacillus 

Wst�p 

Dominuj�c� mikroflor� serów dojrzewaj�cych s� pałeczki Lactobacillus [2, 19]. 
Aktywno�� peptydaz syntetyzowanych przez niepochodz�ce z zakwasu pałeczki 
mlekowe w wi�kszym stopniu ni� aktywno�� wewn�trzkomórkowych peptydaz, 
uwalnianych po autolizie kultur zakwasu, determinuje cechy sensoryczne serów [18]. 
Znaczenie pałeczek Lactobacillus w generowaniu smaku i zapachu jest szczególnie 
istotne w serach otrzymywanych z mleka poddanego kilkukrotnej obróbce cieplnej 
[21]. 
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Mleczarstwa i Zarz�dzania Jako�ci�, Uniwersytet Warmi�sko-Mazurski, ul. Heweliusza 1, 10-724 Olsztyn 
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Aktywno�� proteolityczna pałeczek jest wi�ksza ni� mezofilnych paciorkowców 
mlekowych [11, 17]. Niezale�nie od zakresu peptydolizy istotna jest równie� 
specyficzno�� substratowa peptydaz. Niskocz�steczkowe peptydy i wolne aminokwasy 
w zale�no�ci od masy cz�steczkowej i hydrofobowo�ci mog� by� przyczyn� goryczki 
serów [13]. Wybrane szczepy pałeczek Lactobacillus mog� by� przydatne do 
maskowania goryczki serów dojrzewaj�cych [7, 10], a tak�e intensyfikacji smaku i 
zapachu serów o obni�onej zawarto�ci tłuszczu [1, 3]. 

W degradacji parakazeiny do niskocz�steczkowych zwi�zków azotowych, a tak�e w 
generowaniu smaku i zapachu sera Gouda, bardziej istotne od peptydaz uwalnianych po 
autolizie kultur zakwasu okazały si� niepochodz�ce z zakwasu pałeczki mlekowe [5, 6]. 

Jednak warunkiem niezb�dnym stosowania wybranych szczepów pałeczek 
mlekowych w technologii serów dojrzewaj�cych jest poznanie specyficzno�ci 
substratowej peptydaz przez nie syntetyzowanych. Podj�te badania miały na celu 
ocen� specyficzno�ci substratowej amino- oraz dipeptydaz syntetyzowanych przez 
szczepy L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus. 

Materiał i metody bada� 

Gł�boko mro�one 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 w stosunku 1:4 i odwirowanym przy 5500 g/15 min ) 
oznaczano: 
– aktywno�� specyficzn� aminopeptydaz metod� Requena i wsp. [20] wobec 

substratów: δ–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; 

– aktywno�� specyficzn� dipeptydaz wg zmodyfikowanej metody Cd-
ninhydrynowej [20, 12] wobec substratów: Ala-Ala, Ala-Pro, Leu-Leu, Pro-Ala, 
Gly-Tyr, Leu-Gly, Tyr-Phe, Ala-Phe, Phe-Ala, Tyr-Leu; 

– Zawarto�� białka metod� Lowry’ego [15]. 
Jednostk� aktywno�ci specyficznej definiowano jako zmian� ekstynkcji o 0,1 

w czasie 1 min reakcji w temp. 30oC, w przeliczeniu na 1 mg białka enzymatycznego, 
przy długo�ci fali 410 nm (aminopeptydazy) lub 570 nm (dipeptydazy). 

Obliczano �redni� arytmetyczn� z trzech powtórze�, a tak�e �redni� aktywno�� 
amino- i dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy Lactobacillus. 

Aktywno�� wzgl�dn� peptydaz [%] wyliczano w stosunku do najbardziej 
aktywnego enzymu syntetyzowanego przez badany szczep Lactobacillus. 

Wyniki i dyskusja 

Badaj�c aktywno�� aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus 
stwierdzono, �e �aden enzym nie wykazał �redniej aktywno�ci powy�ej 10 J.A (rys. 1). 
Trzy enzymy charakteryzowały si� �redni� aktywno�ci� mniejsz� ni� 5 J.A., pozostałe 
hydrolizowały odpowiednie substraty w zakresie: od 5,1 J.A. do 8,65 J.A. W 
najwi�kszym stopniu hydrolizowany był Leu-p-Na oraz Glu-p-Na. Najmniejsz� (ok. 
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35% aktywno�ci wzgl�dnej) aktywno�� wykazały enzymy hydrolizuj�ce Pro-p-Na i 
Gly-p-Na (tab. 1). 

T a b e l a  1 
Aktywno�� wzgl�dna aminopeptydaz [%]. 
Relative activity of aminopeptidases [%]. 

 
Substrat 
Substrate 

L. acidophilus L. casei 
L. casei ssp. 
rhamnosus 

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 

δ-Glu-p-Na 89,59 60,05 98,54 

 
Aminopeptydazy syntetyzowane przez L. casei charakteryzowały si� 

zdecydowanie wi�ksz� aktywno�ci� ni� enzymy L. acidophilus (rys. 1). W przypadku 
peptydazy hydrolizuj�cej: Ala-p-Na ró�nica była ponad czterokrotna, a w przypadku 
Gly-p-Na i Pro-p-Na około trzykrotna. Wi�ksz� aktywno�� wykazały tak�e 
aminopeptydazy hydrolizuj�ce Leu-p-Na, δ-Glu-p-Na oraz Lys-p-Na, a zbli�on� Glu-
p-Na oraz Arg-p-Na. W najwi�kszym stopniu hydrolizowany był substrat Ala-p-Na 
(100% aktywno�ci wzgl�dnej). W przypadku Lys-p-Na oraz δ-Glu-p-Na stwierdzono 
aktywno�� wzgl�dn� powy�ej 60%, w przypadku Gly-p-Na i Leu-p-Na powy�ej 50%. 
Aktywno�� wzgl�dna wobec pozostałych substratów była równie� wysoka – ok. 40% 
(tab. 1). 
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Rys. 1. Aktywno�� aminopeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus. 
Fig. 1. Activity of aminopeptidases synthesised by Lactobacillus cultures. 
 

Mi�dzy aktywno�ci� aminopeptydaz syntetyzowanych przez L. casei ssp. 
rhamnosus oraz L. casei zró�nicowanie było zdecydowanie mniejsze ni� mi�dzy L. 
casei i L. acidophilus. Najwi�ksz� aktywno�� w przypadku L. casei ssp. rhamnosus 
stwierdzono w przypadku enzymu hydrolizuj�cego Leu-p-Na i δ-Glu-p-Na (rys. 1). 
Aktywno�� pozostałych aminopeptydaz była do�� wysoka, ponad 80% w przypadku 
Arg-p-Na, Ala-p-Na i Gly-p-Na oraz 40 – 60% wobec pozostałych substratów (tab. 1).  

Aminopeptydazy syntetyzowane przez badane szczepy pałeczek mlekowych 
hydrolizowały wszystkie zastosowane w do�wiadczeniu substraty. Jednak�e ka�dy 
z badanych szczepów charakteryzował si� zró�nicowan� aktywno�ci� poszczególnych 
peptydaz. Najwi�ksz� aktywno�� (od 8,8 do 19,65 J.A.) stwierdzono w przypadku 
aminopeptydaz szczepu L. casei, natomiast najmniejsz� (od 3,0 do 8,65 J.A.) 
w przypadku L. acidophilus. (rys. 1). �rednie aktywno�ci aminopeptydaz 
syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. rhamnosus wynosiły: 
6,00; 11,56 i 10,57 J.A. 

Aktywno�� dipeptydaz L. acidophilus zawierała si� w zakresie od 2,5 (Leu-Leu) 
do 4,42 J.A. (Leu-Gly) (rys. 2). Konsekwencj� tego było równie� niewielkie 
zró�nicowanie aktywno�ci wzgl�dnej. W stosunku do stopnia hydrolizy Leu-Gly 
(100% aktywno�ci wzgl�dnej) cztery enzymy wykazały aktywno�� wzgl�dn� powy�ej 
70%, trzy enzymy powy�ej 60% i jeden powy�ej 50%. Badany szczep L. acidophilus 
nie syntetyzował dipeptydazy hydrolizuj�cej Ala-Ala (tab. 2). 
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T a b e l a  2 
 
Aktywno�� wzgl�dna dipeptydaz [%]. 
Relative activity of dipeptydases [%]. 

 
Substrat 
Substrate 

L. acidophilus L. casei 
L. casei ssp. 
rhamnosus 

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 wyj�tkiem peptydazy hydrolizuj�cej Ala-Ala) 

zawierała si� w przedziale od 5,3 do 7,25 J.A. (rys. 2). W zwi�zku z tym tak�e 
aktywno�� wzgl�dna peptydaz ró�niła si� nieznacznie (tab. 2). 

Najmniejsz� aktywno�ci� dipeptydaz (�rednio 2,13 J.A.) charakteryzował si� 
szczep L. casei ssp. rhamnosus. Zró�nicowanie aktywno�ci wzgl�dnej dipeptydaz 
w przypadku L. casei ssp. rhamnosus było wi�ksze ni� pozostałych szczepów 
Lactobacillus i wynosiło od 35,76% (Alal-Ala) do 96,03% (Phe-Ala). Wi�kszo�� 
peptydaz charakteryzowała si� wysok� aktywno�ci� wzgl�dn�: cztery enzymy powy�ej 
70% i dwa enzymy powy�ej 60% (tab. 2). 

Porównuj�c aktywno�� dipeptydaz syntetyzowanych przez badane szczepy 
pałeczek mlekowych stwierdzono, �e wi�kszo�� zastosowanych w do�wiadczeniu 
substratów, typowych dla bakterii fermentacji mlekowej, była hydrolizowana, jednak 
w ró�nym stopniu. Poszczególne enzymy syntetyzowane przez ró�ne szczepy 
Lactobacillus charakteryzowały si� zró�nicowan� aktywno�ci� specyficzn�. 
Najwy�sz� �redni� aktywno�ci� charakteryzowały si� dipeptydazy syntetyzowane 
przez L. casei, najni�sz� natomiast dipeptydazy L. casei ssp. rhamnosus. �rednie 
aktywno�ci dipeptydaz syntetyzowanych przez L. acidophilus, L. casei, L. casei ssp. 
rhamnosus wynosiły: 3,21; 5,92 i 2,13 J.A. 
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Rys. 2. Aktywno�� dipeptydaz syntetyzowanych przez kultury Lactobacillus. 
Fig. 2. Activity of dipeptydases synthesised by Lactobacillus cultures. 
 

Spo�ród badanych szczepów pałeczek Lactobacillus najwi�ksz� aktywno�ci� – 
zarówno amino- jak i dipeptydaz – charakteryzował si� szczep L. casei. �rednia 
aktywno�� aminopeptydaz L. casei była ok. dwukrotnie wi�ksza od �redniej 
aktywno�ci aminopeptydaz L. acidophilus i porównywalna ze �redni� aktywno�ci� 
aminopeptydaz L. casei ssp. rhamnosus (tab. 1). Natomiast �rednia aktywno�� 
dipeptydaz L. casei była wi�ksza od �redniej aktywno�ci dipeptydaz L. acidophilus 
(ok. 1,8-krotnie) oraz L. casei ssp. rhamnosus (2,8-krotnie) (tab. 2).  

W odró�nieniu od mezofilnych paciorkowców mlekowych (stosowanych jako 
kultury starterowe) pałeczki mlekowe z rodzaju Lactobacillus charakteryzuj� si� 
wysok� stabilno�ci� biochemiczn�. Podstawowe cechy tych kultur s� kodowane w 
DNA chromosomalnym, a nie plazmidowym, jak w przypadku paciorkowców [14]. 
Dlatego te�, stosuj�c w wyrobie sera pałeczki Lactobacillus, których aktywno�� 
proteolityczna i peptydolityczna jest relatywnie wysoka, mo�na spodziewa� si� 
intensyfikacji proteolizy [8, 9].  

Nale�y jednak uwzgl�dni� fakt, �e oprócz kultur zakwasu i zastosowanych 
w procesie technologicznym szczepów Lactobacillus, w dojrzewaj�cym serze s� 
jednocze�nie aktywne liczne szczepy tzw. mikroflory wtórnej (niepochodz�ce z 
zakwasu pałeczki Lactobacillus, enterokoki, bakterie propionowe), a tak�e 
technologicznie szkodliwej (bakterie fermentacji masłowej oraz z grupy coli). 
Wprawdzie zastosowanie pałeczek Lactobacillus, oprócz kultur starterowych, 
ogranicza w pewnym stopniu wzrost mikroflory wtórnej, jednak nie eliminuje jej 
całkowicie [8, 10, 16].  
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Poza tym istotny w przebiegu peptydolizy jest zarówno dost�p do odpowiednich 
substratów, jak te� stopie� autolizy mikroflory obecnej w masie sera. Po autolizie, 
oprócz peptydaz zewn�trzkomórkowych i zwi�zanych z membran� cytoplazmatyczn�, 
aktywne s� równie� enzymy wewn�trzkomórkowe [4, 6, 11]. 

Wnioski 

B�d�ce przedmiotem bada� szczepy Lactobacillus syntetyzowały peptydazy 
o podobnej specyficzno�ci substratowej, jednak o zró�nicowanej aktywno�ci: 
1. Dominuj�c� grup� peptydaz, w przypadku wszystkich badanych szczepów 

Lactobacillus, były aminopeptydazy. 
2. Najwy�sz� aktywno�ci� zarówno amino- jak i dipeptydaz charakteryzował si� 

szczep L. casei. 
3. Oceniany szczep L. acidophilus syntetyzował aminopeptydazy o prawie 

dwukrotnie mniejszej aktywno�ci w porównaniu z pozostałymi kulturami oraz 
dipeptydazy o aktywno�ci mniejszej ni� w przypadku L. casei, ale porównywalnej 
z L. casei ssp. rhamnosus.  
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PEPTIDASE ACTIVITY OF SOME LACTOBACILLUS STRAINS 
 

S u m m a r y 
 

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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PAWEŁ GLIBOWSKI, ANNA KR�PACKA   

WPŁYW DODATKU PREPARATÓW SERWATKI NA WŁA�CIWO�CI 
REOLOGICZNE JOGURTÓW 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Zbadano wła�ciwo�ci reologiczne jogurtów z 1-, 2- i 4-procentowym dodatkiem serwatki w proszku, 

serwatki w proszku demineralizowanej i trzech serwatek o obni�onej zawarto�ci laktozy, jako alternatywy 
odtłuszczonego mleka w proszku. W tym celu dokonano oznacze� lepko�ci pozornej, dynamicznej i 
twardo�ci badanych jogurtów. W wi�kszo�ci przypadków wraz ze wzrostem dodatku serwatek nast�pował 
spadek lepko�ci pozornej. Jednak 1-procentowy dodatek preparatów serwatki umo�liwił otrzymanie 
jogurtów o lepko�ci wy�szej od lepko�ci jogurtu niewzbogaconego (próba kontrolna). Analiza 
kwasowo�ci wykazała, �e dodatek serwatek do jogurtów ograniczył obni�enie warto�ci pH gotowych 
wyrobów w stosunku do próby kontrolnej oraz jogurtów z dodatkiem mleka odtłuszczonego. W badaniach 
tekstury wzrost st��enia stosowanych proszków serwatkowych niemal we wszystkich przypadkach 
powodował zmniejszenie twardo�ci gotowych wyrobów. Analizuj�c lepko�� dynamiczn� wykazano, �e 
najlepiej na wła�ciwo�ci lepkospr��yste jogurtu wpływał dodatek odtłuszczonego mleka w proszku, 
jednak przy  
1-procentowym dodatku ró�nice pomi�dzy ko�cowymi warto�ciami modułu zespolonego stosowanych 
preparatów były niewielkie. Bardziej widoczne ró�nice stwierdzono w jogurtach wzbogaconych  
4-procentowym dodatkiem badanych preparatów. W tym przypadku taki dodatek serwatki 
demineralizowanej spowodował znacz�cy wzrost warto�ci modułu zespolonego w stosunku do próby 
kontrolnej. Chocia� najlepszym preparatem zwi�kszaj�cym zawarto�� suchej masy okazało si� 
odtłuszczone mleko w proszku, jednak 1-procentowy dodatek serwatki w proszku, serwatek o obni�onej 
zawarto�ci laktozy, jak równie� 4-procentowy dodatek serwatki demineralizowanej spowodował wyra�n� 
popraw� cech reologicznych jogurtów w stosunku do jogurtu niewzbogacanego. 

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

Wprowadzenie 

Jogurt jest jednym z najpopularniejszych napojów mlecznych. Dostarcza wielu 
składników od�ywczych w formie bardziej przyswajalnej dla organizmu ni� mleko 
(np. wapnia), nie ma te� przeciwwskaza� do spo�ywania go przez osoby z 
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nietolerancj� laktozy, gdy� podczas fermentacji cukier ten jest cz��ciowo 
wykorzystywany przez bakterie [5]. Wg definicji przyj�tej przez FAO/WHO, jogurt 
jest fermentowanym produktem mlecznym, który uzyskuje si� przez ukwaszenie mleka 
bakteriami jogurtowymi, tj. Lactobacillus delbruecckii ssp. bulgaricus i Streptococcus 
salivarius ssp. thermophilus. Powinien zawiera� co najmniej 107 

�ywych bakterii 
w 1 cm3. Jego popularno�� niew�tpliwie wynika z wła�ciwo�ci, dzi�ki którym ma 
korzystny wpływ na zdrowie człowieka np. redukuj�c poziom cholesterolu, ułatwiaj�c 
trawienie, itp. [4]. 

Jogurt produkuje si� z mleka o podwy�szonej zawarto�ci suchej masy. Uzyskuje 
si� j� poprzez odparowanie cz��ci wody lub dodanie proszku mlecznego, s� to jednak 
metody kosztowne, dlatego poszukuje si� ta�szych sposobów zwi�kszania zawarto�ci 
suchej masy w mleku. Rozwi�zaniem mo�e by� zast�pienie cz��ci lub nawet cało�ci 
proszku mlecznego białkami serwatkowymi. Zamiana taka jest korzystna tak�e ze 
wzgl�dów �ywieniowych, gdy� białka serwatkowe zawieraj� aminokwasy siarkowe, 
lizyn� i tryptofan oraz wszystkie aminokwasy egzogenne [1]. 

Celem pracy było zbadanie wpływu dodatku do jogurtów wybranych preparatów 
serwatkowych, jako taniej alternatywy odtłuszczonego mleka w proszku, na 
wła�ciwo�ci reologiczne jogurtów. 

Materiał i metody bada� 

Do produkcji jogurtów u�yto: pełnego mleka w proszku (OSM Krasnystaw); 
odtłuszczonego mleka w proszku (MO) (Biomlek, Chełm); serwatki w proszku (SP) 
(SM Spomlek, Radzy� Podlaski); serwatki w proszku demineralizowanej (SD) 
(Euroserum, Francja); trzech serwatek w proszku o obni�onej zawarto�ci laktozy 
(Foremous Baraboo, WI, USA) oznaczonych numerami: 8402011701 (dalej nazywan� 
serwatk� 1 lub S1), 8401121401 (dalej nazywan� serwatk� 2 lub S2) oraz 8401111201 
(dalej nazywan� serwatk� 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 pełnego w proszku z 1000 ml wody destylowanej za pomoc� mieszadła 
magnetycznego a� do całkowitego rozpuszczenia. Nast�pnie dodawano, z wyj�tkiem 
próby kontrolnej, mleko odtłuszczone w proszku lub serwatk� w ilo�ci 1, 2 i 4% 
w stosunku do mleka regenerowanego i cało�� poddawano pasteryzacji w temp. 85°C 
przez 30 min. Po tym czasie mieszanin� studzono do temp. 40°C i szczepiono 
bakteriami jogurtowymi w ilo�ci 0,015%. Zaszczepion� mieszanin� rozlewano do 
zlewek o pojemno�ci 50 cm3 w ilo�ci 40 cm3, przykrywano foli� aluminiow� i 
wstawiano do ła�ni wodnej o temp. 45°C na 4 h. Otrzymany jogurt chłodzono i 
przechowywano w temp. 4°C przez 24 h. 
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Oznaczenie zawarto�ci białka i laktozy (tab. 1) w zastosowanych dodatkach 
wykonano zgodnie z PN [6, 7]. 

Badania reologiczne obejmowały: 
– analiz� twardo�ci przy u�yciu TA-XT2i texture analyser (Stable Microsystems, 

Goaldming, Wielka Brytania) przez dwa sekwencyjne zanurzenia na gł�boko�� 
15 mm wypełnionego walca o �rednicy 1 cm z szybko�ci� 1 mm/s z sił� 0,98 N 
przedzielone faz� relaksacyjn� trwaj�c� 30 s. Badania przeprowadzano w 6 
powtórzeniach w temp. 20°C; 

– oznaczenie lepko�ci pozornej przy u�yciu wiskozymetru Brookfielda, stosuj�c 
przystawk� Helipath, wrzeciono D (Brookfield Engineering, Stoughton, MA, 
USA). Pr�dko�� obrotów okre�lono na V=10 obr./min. Badania przeprowadzano 
w 3 powtórzeniach; 

– badanie lepko�ci dynamicznej przez monitorowanie procesu fermentacji 
zachodz�cego w 45°C w ci�gu 4 h oraz nast�puj�cego po nim procesu chłodzenia i 
przetrzymywania w temp. 5°C. Pomiarów dokonywano przy u�yciu reometru 
oscylacyjnego RS 300 (Haake, Karlsruhe, Niemcy) w układzie cylindrów 
współosiowych (rotor Z 31, cylinder Z 43). Zmiany warto�ci modułu zespolonego 
(G*) okre�lano przy cz�stotliwo�ci drga� oscylacyjnych 0,1 Hz i amplitudzie 
drga� 0,01. 

T a b e l a  1 
 
Zawarto�� białka i laktozy w stosowanych preparatach mlecznych. 
Protein and lactose content in an applied milk preparations. 
 

Preparaty mleczne 
Milk preparations 

Zawarto�� białka [%] (m/m) 
Protein content [%] (w/w) 

Zawarto�� laktozy [%] (m/m) 
Lactose content [%] (w/w) 

Pełne mleko w proszku 
Whole milk powder 

26,32 38,12 

Odtłuszczone mleko w proszku 
(MO) 

Skim milk powder (MO) 
35,13 50,66 

Serwatka w proszku (SP) 
Whey powder (SP) 

11,92 75,72 

Serwatka demineralizowana (SD) 
Demineralised whey powder (SD) 

12,75 81,64 

Serwatka 1 (S1) 
Whey 1 (S1) 

21,32 55,95 

Serwatka 2 (S2) 
Whey 2 (S2) 

22,32 56,48 

Serwatka 3 (S3) 
Whey 3 (S3) 

22,62 45,46 

 
Pomiaru pH dokonywano przy u�yciu pH-metru CP-215 (Elmetron, Zabrze, Polska). 
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Warto�ci odchyle� standardowych obliczano przy u�yciu programu Microsoft Excel 
5.0 (Microsoft Corporation, USA). 

Wyniki i dyskusja 

W tab. 2. przedstawiono wyniki pomiaru lepko�ci pozornej jogurtów 
wzbogaconych ró�n� wielko�ci� poszczególnych dodatków. Produktem odniesienia 
jest próba kontrolna, czyli jogurt wykonany jedynie z mleka pełnego. Spo�ród próbek 
zawieraj�cych 1-procentowy dodatek suchej masy najwi�ksz� lepko�� miała próbka z 
odtłuszczonym mlekiem w proszku, mniejsz� za� jogurt zawieraj�cy serwatk� 1. 
Dodatek pozostałych preparatów serwatki umo�liwił otrzymanie jogurtów o lepko�ci 
wi�kszej ni� próba kontrolna.  

T a b e l a  2 
 
Lepko�� pozorna i pH jogurtów o zwi�kszonej zawarto�ci suchej masy. 
Apparent viscosity and pH of yogurts with increased dry mass content. 
 

Lepko�� [Pa• s] / Apparent viscosity [Pa•s] pH 

Dodatek preparatu mlecznego [%] / Addition of milk preparation [%] 

Preparaty 
mleczne 

Milk 
preparations 1 2 4 1 2 4 

0 170,3 ± 6,5 4,58 

MO 412,6c ± 21,6 357,9 e ± 27,4 433,2 c ± 17,6 4,49 4,50 4,63 

SP 250,3a ± 7,5 211,2 c ± 8,0 175,6 b ± 22,6 4,80 4,77 4,82 

SD 317,8ab ± 18,3 264,6 d ± 25,1 447,1 c ± 71,0 4,81 4,84 4,77 

S1 394,3bc ± 21,0 164,3 b ± 2,9 85,7 a ± 12,8 4,97 4,86 4,80 

S2 258,9a ± 30,5 140,3 ab ± 24,0 169,1 b ± 43,7 4,86 4,90 4,93 

S3 323,5ab ± 111,1 113,2 a ± 9,3 118,6 ab ± 5,3 4,88 4,91 5,02 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
a-d – warto�ci �rednie oznaczone ró�nymi literami, przy tej samej wielko�ci dodatku preparatu 
mlecznego, ró�ni� si� w sposób 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 zwi�kszenie ilo�ci dodatków skutkowało ogólnym spadkiem lepko�ci. 

Tak�e w tym przypadku najwi�ksz� lepko�� wykazywał jogurt zawieraj�cy 
odtłuszczone mleko w proszku. Spo�ród próbek wzbogaconych serwatkami najwy�sz� 
lepko�ci� charakteryzował si� jogurt z serwatk� demineralizowan�. Mniejsz� lepko��, 
ale ci�gle wi�ksz� od próby kontrolnej, miał jogurt ze zwykł� serwatk�. Dodatek 
serwatek o zmniejszonej zawarto�ci laktozy spowodował zmniejszenie lepko�ci 
poni�ej lepko�ci próby odniesienia.  
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Dodatek serwatki demineralizowanej w ilo�ci 4% umo�liwił otrzymanie jogurtu 
o lepko�ci porównywalnej z lepko�ci�, jak� powoduje identyczne st��enie 
odtłuszczonego mleka w proszku. Pozostałe spo�ród badanych serwatek w u�ytym 
st��eniu nie spowodowały wzrostu lepko�ci. 

Analizuj�c wyniki oznacze� lepko�ci pod wzgledem narastaj�cych st��e�, mo�na 
zauwa�y�, �e w wi�kszo�ci przypadków wraz ze wzrostem dodatku serwatek 
nast�pował spadek lepko�ci jogurtu. Podobne wyniki otrzymano, gdy preparaty 
serwatkowe tylko cz��ciowo zast�powały mleko w proszku [3]. Puvanenthrian i wsp. 
[8] badali wła�ciwo�ci reologiczne jogurtów z mleka o zmienionym stosunku kazeiny 
do białek serwatkowych. Otrzymane �ele jogurtowe były tym słabsze im mniejszy był 
stosunek kazeiny do białek serwatkowych. Podobnie, jak serwatki w proszku, 
zmniejszenie lepko�ci jogurtu, w porównaniu z odtłuszczonym mlekiem w proszku, 
powoduj� koncentraty białek serwatkowych [2], które s� cz��ciej wykorzystywane 
w produkcji jogurtów. 

W celu lepszej interpretacji wyników dokonano pomiaru pH gotowych jogurtów 
(tab. 2), przypuszczaj�c, �e ró�nice w lepko�ci mog� wynika� z ró�nic kwasowo�ci 
gotowego produktu. Nie stwierdzono tu jednak �cisłej korelacji. Zauwa�ono, �e 
dodatek serwatek do jogurtów ograniczył zmniejszenie warto�ci pH w stosunku do 
próby kontrolnej, jak równie� jogurtów wzbogaconych mlekiem odtłuszczonym. 
Podobn� tendencj� wykazał równie� Hugunin [3].  

Jogurty poddano równie� badaniom okre�laj�cym ich twardo�� (rys. 1). 
Wi�kszo�� z zale�no�ci ukazanych podczas analizy lepko�ci pozornej pokrywa si� 
z wynikami oznacze� twardo�ci, jakkolwiek nie jest tak we wszystkich przypadkach. 
W jogurtach wzbogacanych dodatkiem odtłuszczonego mleka w proszku twardo�� 
wzrastała wraz ze wzrostem tego dodatku, co jest oczywist� zale�no�ci� z punktu 
widzenia praktyki mleczarskiej. Spo�ród preparatów serwatkowych wzrost st��enia 
niemal we wszystkich przypadkach powodował spadek twardo�ci gotowych wyrobów, 
co pokrywa si� z analizami lepko�ci pozornej. Wyniki te odpowiadaj� wcze�niejszym 
doniesieniom [9]. 

Na uwag� zasługuje jednak 1-procentowy dodatek serwatki w proszku, jak i 
serwatek o obni�onej zawarto�ci laktozy 1 i 3. Zarówno analiza lepko�ci, jak i 
twardo�ci, dowodz� poprawy wła�ciwo�ci reologicznych jogurtów z tymi dodatkami w 
stosunku do jogurtu niewzbogaconego.  

Oznaczanie lepko�ci pozornej czy twardo�ci s� metodami silnie inwazyjnymi. 
Pozwalaj� na okre�lenie wła�ciwo�ci reologicznych gotowego wyrobu, jednak 
uniemo�liwiaj� obserwacj� zmian wła�ciwo�ci reologicznych jogurtu w trakcie jego 
powstawania. Zastosowanie reometrii dynamicznej umo�liwia obserwacj� procesu 
�elowania bez jednoczesnego niszczenia powstaj�cej sieci �elu. Dzieje si� tak, 
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poniewa� rotor reometru ulega niewidocznym dla ludzkiego oka, niewielkim 
odkształceniom o okre�lonej cz�stotliwo�ci, ustalanym w sposób do�wiadczalny. 
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Rys. 1. Wpływ dodatku preparatów mlecznych, zwi�kszaj�cych zawarto�� suchej masy, na twardo�� 

jogurtów (a-h – warto�ci �rednie oznaczone ró�nymi literami, przy tej samej wielko�ci dodatku 
preparatu, ró�ni� si� w sposób 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 modułu zespolonego w czasie fermentacji 

i nast�puj�cego po nim chłodzenia jogurtów zawieraj�cych odtłuszczone mleko 
w proszku, serwatk� demineralizowan� oraz serwatk� 2. Wzrosty warto�ci tego 
modułu widoczne na rysunkach �wiadcz� o przej�ciu roztworu ze stanu płynnego w 
�el. Warto�� G* powoli zacz�ła wzrasta� w połowie trwania procesu fermentacji. 
Zmiany te zachodziły w podobny sposób we wszystkich próbkach niezale�nie od 
rodzaju i st��enia dodatku. Gwałtowny wzrost warto�ci modułu zespolonego nast�pił 
po rozpocz�ciu chłodzenia.  

Podobnie, jak w przypadku poprzednich analiz, najlepiej na tekstur� jogurtu 
wpływał dodatek mleka odtłuszczonego (rys. 2, 3). Przy 1-procentowym dodatku 
(rys. 2) ró�nice pomi�dzy ko�cowymi warto�ciami modułu zespolonego stosowanych 
dodatków były jednak niewielkie. Wyra�niejsze ró�nice mo�na było obserwowa� 
w jogurtach wzbogaconych 4-procentowym dodatkiem badanych preparatów (rys. 3). 
W tym przypadku dodatek serwatki demineralizowanej spowodował wyra�ny wzrost 
warto�ci modułu zespolonego w stosunku do próby kontrolnej, jednak dodatek mleka 
odtłuszczonego wpływał najlepiej na tekstur� jogurtu. 
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Rys. 2. Zmiany warto�ci modułu zespolonego podczas fermentacji i chłodzenia jogurtów zawieraj�cych 

1-procentowy dodatek preparatów mlecznych. 
Fig. 2. Complex modulus changes during fermentation and cooling yogurts contained of 1% milk 

preparations additives.  

0

200

400

600

800

1000

0 4 8 12 16 20
Czas [godz.]

Time [h]

G
* 

[P
a]

0 MO S2 SD

 
Rys. 3. Zmiany warto�ci modułu zespolonego podczas fermentacji i chłodzenia jogurtów zawieraj�cych 

4-procentowy dodatek preparatów mlecznych. 
Fig. 3. Complex modulus changes during fermentation and cooling yogurts contained of 4% milk 

preparations additives. 

Wnioski 

1. Na tekstur� jogurtów najlepiej wpływał dodatek mleka odtłuszczonego w 
proszku. 

2. Wzrost st��enia dodawanych preparatów serwatkowych w wi�kszo�ci 
przypadków powodował pogorszenie wła�ciwo�ci reologicznych jogurtów. 

3. Wyra�n� popraw� wła�ciwo�ci reologicznych jogurtów uzyskano przy 1-
procentowym dodatku serwatki w proszku, serwatek o obni�onej zawarto�ci 
laktozy 1- i 3-, jak równie� 4-procentowym dodatku serwatki demineralizowanej. 
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4. Wzbogacanie jogurtów serwatkami w proszku powodowało ograniczony spadek 
kwasowo�ci podczas ich dojrzewania. 
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EFFECT OF WHEY PREPARATIONS ADDITION ON RHEOLOGICAL  
PROPERTIES OF YOGHURTS 

 
S u m m a r y 

 
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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JOLANTA KOWALSKA, ANDRZEJ LENART, JUSTYNA DOBROWOLSKA   

WPŁYW CZASU PRZECHOWYWANIA NA WŁA�CIWO�CI 
FIZYCZNE I STABILNO�� KAKAO Z DODATKIEM KWASU  

L-ASKORBINOWEGO 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Kakao instant wzbogacone w witamin� C ł�czy w sobie cechy produktu po��danego przez 

konsumenta, jest �ródłem witamin i składników mineralnych, charakteryzuje si� unikalnym aromatem 
i barw�, a tak�e jest szybkie i łatwe w przygotowaniu. Znajomo�� zmian zawarto�ci witaminy C, 
w zale�no�ci od czasu składowania badanego produktu w okre�lonych warunkach, umo�liwia 
przewidywanie jej stabilno�ci przechowalniczej w kakao instant. 

Kwas askorbinowy odgrywa bardzo wa�n� rol� w technologii �ywno�ci, zarówno jako czynnik 
witaminowy, jak i czynnik chroni�cy inne składniki �ywno�ci, które w trakcie procesu technologicznego 
czy przechowywania mog� ulega� niekorzystnym zmianom, głównie procesom utleniania.  

Celem pracy była analiza wpływu czasu przechowywania na wła�ciwo�ci fizyczne i stabilno�� kakao 
instant z dodatkiem kwasu L-askorbinowego. Zakres pracy obejmował równie� analiz� wpływu składu 
surowcowego, aglomeracji oraz sposobu wprowadzenia kwasu L-askorbinowego do kakao na wła�ciwo�ci 
fizyczne badanych produktów.  

Materiał badawczy stanowiły produkty w proszku: cukier instant – cukier puder, kakao alkalizowane, 
maltodekstryna, mleko w proszku odtłuszczone, lecytyna sojowa, kwas L-askorbinowy. Przechowywanie 
wpłyn�ło na pogorszenie wła�ciwo�ci mieszanin i aglomeratów, bez wzgl�du na sposób wprowadzania 
kwasu L-askorbinowego. Najwi�ksze ró�nice otrzymano podczas analizy sypko�ci i zwil�alno�ci 
badanych produktów spo�ywczych w proszku. 

 
Słowa kluczowe: aglomeracja, sypko��, zwil�alno��, granulacja, kakao, kwas L-askorbinowy 
 

Wprowadzenie 

�ywno�� w proszku stanowi form� produktów prostych w przygotowaniu, 
niejednokrotnie gotowych do spo�ycia, o stosunkowo du�ej trwało�ci, wygodnych i 
łatwych w dalszych operacjach technologicznych oraz w obrocie i transporcie, które po 
odtworzeniu w cieczy (wodzie lub mleku) s� gotowe do spo�ycia. Wła�ciwo�ci 
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fizyczne proszków bardzo cz�sto decyduj� o jako�ci gotowego produktu, st�d te� 
sypka forma �ywno�ci w proszku i wszystkie cechy zwi�zane z tym stanem (wielko�� 
cz�stek, g�sto�� nasypowa, sypko��, higroskopijno��, wła�ciwo�ci rekonstytucyjne) s� 
przedmiotem zainteresowania technologów �ywno�ci [4]. Proszek kakaowy bez 
dodatków tylko cz��ciowo rozpuszcza si� w wodzie. Lepsz� rozpuszczalno��, jak i 
zwil�alno��, np. w mleku, mo�na osi�gn�� przez zmian� hydrofobowego charakteru 
proszku na bardziej hydrofilowy, np. po dodaniu emulgatorów w rodzaju lecytyny albo 
destylowanych mono- lub diacylogliceroli [9]. Lepsz� odtwarzalno�� wykazuj� proszki 
kakaowe z dodatkami, oferowane w formie napojów, poddawane procesowi aglomeracji, 
który umo�liwia nadanie produktom w proszku cech korzystnych z punktu widzenia 
jako�ci �ywno�ci – popraw� zdolno�ci do płyni�cia oraz odtwarzania. Aglomeracja 
stwarza równie� mo�liwo�� kreowania nowego produktu atrakcyjnego dla konsumenta 
[3]. 

Prawidłowe od�ywianie w znacznym stopniu warunkuje dobry stan zdrowia, 
natomiast złe nawyki �ywieniowe mog� prowadzi� do niedoborów składników 
od�ywczych. Wzbogacanie �ywno�ci w te składniki daje mo�liwo�� likwidacji ich 
niedoboru, a tak�e podnosi warto�� od�ywcz� produktów [8].  

Najbardziej popularn� w�ród konsumentów �ywno�ci� wzbogacon� jest �ywno�� 
z dodatkiem witamin, spo�ród których najcz��ciej stosowana jest witamina C oraz 
witaminy z grupy B [7]. Kwas askorbinowy odgrywa bardzo wa�n� rol� w technologii 
�ywno�ci, zarówno jako czynnik witaminowy, jak i czynnik ochronny innych 
składników �ywno�ci, które w trakcie procesu technologicznego czy przechowywania 
mog� ulega� niekorzystnym zmianom, głównie poprzez utlenianie [1].  

Kakao instant wzbogacone w witamin� C ł�czy w sobie cechy produktu 
po��danego przez konsumenta, jest �ródłem witamin i składników mineralnych, 
charakteryzuje si� unikalnym aromatem i barw�, a tak�e jest szybkie i łatwe w 
przygotowaniu. Znajomo�� zmian zawarto�ci witaminy C w czasie pozwala na 
przewidywanie jej stabilno�ci podczas przechowywania kakao instant w okre�lonych 
warunkach. 

Celem pracy była analiza wpływu czasu przechowywania na wła�ciwo�ci 
fizyczne i stabilno�� kakao instant z dodatkiem kwasu L-askorbinowego. Zakres pracy 
obejmował równie� analiz� wpływu składu surowcowego, aglomeracji oraz sposobu 
wprowadzenia kwasu L-askorbinowego na wła�ciwo�ci fizyczne badanych produktów.  

Materiał i metody bada� 

Materiał badawczy stanowiły nast�puj�ce produkty spo�ywcze w proszku o 
nazwach handlowych: cukier instant – cukier puder, kakao alkalizowane, 
maltodekstryna �rednioscukrzona, mleko w proszku odtłuszczone, lecytyna sojowa, 
kwas L-askorbinowy. Wszystkie surowce przechowywano w szczelnie zamkni�tych 
opakowaniach, w suchym, zaciemnionym pomieszczeniu, w temp. 15−20oC.  
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Metody technologiczne obejmowały dwa procesy: mieszanie i aglomeracj�, które 
zostały przeprowadzone w aglomeratorze fluidyzacyjnym typu STREA 1 firmy Niro 
Atomizer A/S. Technologia otrzymywania aglomeratów polegała na wymieszaniu 
składników o masie 0,2 kg w zbiorniku urz�dzenia przez 2 min po wprowadzeniu ich 
w stan fluidalny, a nast�pnie nawil�aniu wod� przez 15 min, przy nat��eniu przepływu 
cieczy 6·10-3 kg/s oraz ci�nieniu spr��onego powietrza w dyszy rozpylaj�cej 0,2 MPa. 
Po zako�czeniu nawil�ania otrzymany aglomerat dosuszano przez 15 min w temp. 
68oC. 

Badano produkty o nast�puj�cym składzie 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 ka�dego produktu dodawano lecytyn� w ilo�ci 0,1% oraz kwas L-askorbi-
nowy w ilo�ci 80 mg/100 g produktu, który wprowadzano dwoma sposobami. 
Pierwszy polegał na dodaniu kwasu L-askorbinowego w postaci proszku do 
mieszaniny, któr� aglomerowano wod�. Druga metoda polegała na aglomerowaniu 
mieszaniny wodnym roztworem kwasu L-askorbinowego.  

Metody analityczne obejmowały oznaczanie: składu granulometrycznego [2], 
g�sto�ci nasypowej lu�nej i utrz�sionej [6], sypko�ci [2], zwil�alno�ci [2], 
rozpuszczalno�ci ogólnej [5]. Wszystkie analizy wykonywano w trzech powtórzeniach.  

Wyniki i dyskusja 

Wpływ czasu przechowywania na wła�ciwo�ci ogólne mieszanin 

Analiza składu granulometrycznego badanych mieszanin po upływie trzech 
miesi�cy przechowywania wykazała wzrost wielko�ci cz�stek wi�kszo�ci produktów w 
porównaniu z mieszaninami badanymi bezpo�rednio po ich wyprodukowaniu. Warto�� 
mediany wzrosła od około 3% w przypadku mieszaniny o podstawowym składzie (A) 
do około 9% w odniesieniu do produktów zawieraj�cych w składzie mleko w proszku 
(produkty C i D).  

Wła�ciwo�ci płyni�cia mieszanin po upływie trzech miesi�cy znacznie si� 
pogorszyły (rys. 1). Czas wysypu mieszanin zawieraj�cych w składzie mleko 
w proszku (C i D) z obracaj�cego si� naczy�ka był najdłu�szy i wzrósł o około 34% 
w porównaniu z warto�ciami pocz�tkowymi. Czas wysypu mieszaniny 
o standardowym składzie A był dłu�szy o około 38%, natomiast cz��ciowe zast�pienie 
cukru maltodekstryn� (B) skróciło ten czas o około 25%.  

Analiza wła�ciwo�ci rekonstytucyjnych wykazała pogorszenie zwil�alno�ci 
produktów po trzech miesi�cach przechowywania (rys. 2). Czas zwil�ania mieszaniny 
o standardowym składzie (A) wydłu�ył si� o około 21%, za� produktów B i C o około 
18%, natomiast produktu D o około 15% w porównaniu z warto�ciami uzyskanymi 
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bezpo�rednio po wyprodukowaniu mieszaniny. Natomiast nie uzyskano istotnego 
wpływu przechowywania na rozpuszczalno��, która obni�yła si� o około 3–4% we 
wszystkich badanych produktach. 
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Rys. 1. Wpływ czasu przechowywania na sypko�� mieszanin kakao w proszku. 
Fig. 1. The influence of storage time on flowability of mixed cacao powder.  
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Rys. 2. Wpływ czasu przechowywania na zwil�alno�� mieszanin kakao w proszku. 
Fig. 2. The influence of storage time on wettability of mixed cacao powder. 

Wpływ czasu przechowywania na wła�ciwo�ci ogólne aglomeratów  

Analiza składu granulometrycznego wszystkich aglomeratów, które wytworzono 
z dodatkiem kwasu L-askorbinowego w proszku, przechowywanych przez trzy 
miesi�ce, wykazała zmniejszenie wielko�ci cz�stek. Warto�� �rednicy dominuj�cej 
frakcji aglomeratu o podstawowym składzie - A zmniejszyła si� o około 15%, 
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natomiast produktu B o około 3%. Aglomerat C i D wykazał obni�enie udziału 
dominuj�cej frakcji o około 32%. 

Po trzech miesi�cach przechowywania czas wysypu aglomeratów A i B wydłu�ył 
si� o około 12%. Natomiast sypko�� pozostałych produktów nie uległa istotnym 
zmianom (rys. 3).  
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Rys. 3. Wpływ 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. Wpływ czasu przechowywania na zwil�alno�� 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. 
 
Analiza wła�ciwo�ci rekonstytucyjnych wykazała dłu�szy czas zwil�ania 

wszystkich aglomeratów przechowywanych przez trzy miesi�ce. Najwi�ksze zmiany 
stwierdzono w aglomeratach C i D, zawieraj�cych w swoim składzie mleko w proszku, 
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których czas zwil�ania wydłu�ył si� prawie pi�ciokrotnie w porównaniu z warto�ciami 
pocz�tkowymi (rys. 4). W pozostałych produktach badana wielko�� była około 
dwukrotnie wy�sza po trzech miesi�cach przechowywania. Zmiany te nie 
spowodowały jednak utraty cech instant przez produkty. 
Analiza składu granulometrycznego wszystkich aglomeratów po upływie trzech 
miesi�cy przechowywania wykazała zmniejszenie wielko�ci cz�stek w porównaniu 
z warto�ciami pocz�tkowymi. Warto�� �rednicy dominuj�cej frakcji aglomeratu A 
o podstawowym składzie zmniejszyła si� o około 27%, natomiast produktu B o około 
56% w porównaniu z warto�ci� pocz�tkow�. Natomiast aglomerat C wykazał warto�� 
�rednicy dominuj�cej frakcji ni�sz� o około 46% w odniesieniu do warto�ci otrzymanej 
bezpo�rednio po wyprodukowaniu aglomeratu. Sypko�� aglomeratów po upływie 
trzech miesi�cy przechowywania obni�yła si� w zale�no�ci od mieszaniny: o około 
25% – produkt D, 20% – produkt C oraz o około 14% – pozostałe badane materiały 
(rys. 5). 
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Rys. 5. Wpływ czasu przechowywania na sypko�� aglomeratu w proszku z dodatkiem kwasu  
L-askorbinowego (wprowadzonego do produktu w wodnym roztworze aglomeruj�cym). 

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

 
Analiza wła�ciwo�ci rekonstytucyjnych wykazała istotny wzrost czasu zwil�ania 

wszystkich aglomeratów po trzech miesi�cach przechowywania. Prawie 
siedmiokrotnie dłu�szy czas zwil�ania otrzymano w przypadku aglomeratu C (rys. 6), 
natomiast w produkcie nie zawieraj�cym cukru (D) czas zwil�ania wzrósł prawie 
czterokrotnie. Czas zwil�ania pozostałych aglomeratów był około dwukrotnie dłu�szy 
w porównaniu z warto�ciami otrzymanymi bezpo�rednio po wyprodukowaniu 
aglomeratów.  
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Rys. 6. Wpływ czasu przechowywania na zwil�alno�� aglomeratu kakao w proszku z dodatkiem kwasu 

L-askorbinowego (wprowadzonego do produktu w wodnym roztworze aglomeruj�cym).  
Fig. 6. The influence of storage time on wettability of agglomerated cacao powder with water solution 

of L-ascorbic acid added.  

Wnioski 

1. Przechowywanie wpłyn�ło na pogorszenie badanych wła�ciwo�ci mieszanin 
i aglomeratów kakao w proszku bez wzgl�du na sposób wprowadzania kwasu  
L-askorbinowego. Wi�ksze ró�nice stwierdzono w produktach 
nieaglomerowanych. 

2. Najwi�ksze zmiany odnotowano w odniesieniu do sypko�ci i zwil�alno�ci. 
Najmniejsz� sypko�� miały mieszaniny zawieraj�ce mleko w proszku, natomiast 
najdłu�szy czas zwil�ania stwierdzono w odniesieniu do produktu o 
podstawowym składzie. Pomimo tych zmian sypko�ci i zwil�alno�ci aglomeraty 
nie utraciły cech produktów instant. 
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INFLUENCE OF STORAGE TIME ON GENERAL PROPERTIES AND STABILITY OF CACAO 

POWDER WITH L-ASCORBIC ACID ADDED 
 

S u m m a r y 
 

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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MARIA BALCEREK, JÓZEF S. SZOPA   

ZAWARTO�� KARBAMINIANU ETYLU  
W DESTYLATACH OWOCOWYCH 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem bada� było okre�lenie wpływu rodzaju owoców oraz warunków fermentacji (pH, temperatury) 

zacierów owocowych na zawarto�� karbaminianu etylu w uzyskanych destylatach.  
Przeprowadzono równie� badania modelowe dotycz�ce wpływu warunków przechowywania 

spirytusów oraz st��enia etanolu i cyjanowodoru na zmiany zawarto�ci karbaminianu etylu. 
Najwi�ksze st��enia cyjanowodoru (4,42 mg/l spirytusu 40% obj.) oraz karbaminianu etylu (2,41 mg/l 

spirytusu 40% obj.) oznaczono w surowym spirytusie wi�niowym, za� najni�sze w destylacie jabłkowym 
(1,07 mg HCN i 0,20 mg EC/ l spirytusu 40% obj.). Podwy�szenie temperatury fermentacji zacierów 
�liwkowych od 18 do 36oC wpłyn�ło na 2-krotny wzrost zawarto�ci cyjanowodoru od 2,65 do 5,77 mg/l 
spirytusu 40% obj. i 3-krotny wzrost st��enia karbaminianu etylu od 0,42 do 1,37 mg/l spirytusu 40% obj. 
Regulacja pH miazgi owocowej od warto�ci 3,5 do 5,0 nie wpłyn�ła w istotny sposób na zawarto�� 
karbaminianu w destylatach; jego st��enie wynosiło od 0,54 do 0,65 mg/l spirytusu 40% obj. Z 
przeprowadzonych bada� wynika, �e �wiatło, temperatura, podwy�szone st��enie etanolu i cyjanowodoru 
mog� sprzyja� syntezie karbaminianu etylu. 

 
Słowa kluczowe: cyjanowodór, karbaminian etylu (uretan), destylaty owocowe, fermentacja 
 

Wst�p 

Obecno�� karbaminianu etylu (EC), zwanego uretanem, w napojach 
alkoholowych, bezalkoholowych i innych produktach spo�ywczych, wytwarzanych z 
udziałem drobnoustrojów (chleb, sery, jogurty, kiszona kapusta) stwierdzono ju� w 
latach 70. XX w. [8]. 

Przeprowadzone badania dowiodły kancerogennego działania karbaminianu etylu 
na zwierz�ta do�wiadczalne. Został on sklasyfikowany przez International Agency for 
Research on Cancer, jako czynnik prawdopodobnie rakotwórczy dla człowieka [13, 15].  

Prekursorem karbaminianu etylu mo�e by� karbamylofosforan wytwarzany przez 
niektóre szczepy dro�d�y i ple�ni z jonów amonowych, dwutlenku w�gla, przy udziale 

                                                           
Dr in�. M. Balcerek, prof. dr hab. J.S. Szopa. Zakład Technologii Spirytusu i Dro�d�y, ITFiM, 
Politechnika Łódzka, ul. Wólcza�ska 171/173, 90-924 Łód� 
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ATP. W cyklu mocznikowym karbamylofosforan reaguje z L-ornityn�, tworz�c  
L-cytrulin� [3]. W warunkach fermentacji alkoholowej dochodzi do zaburzenia tej 
reakcji, powstaje wówczas karbaminian etylu [9]. Szczególnie szybkiej przemianie do 
karbaminianu etylu ulega mocznik, który mo�e powstawa� podczas fermentacji z 
dwutlenku w�gla i innych zwi�zków azotowych. Pozostało�ci mocznika po fermentacji 
mo�na usuwa� preparatem kwa�nej ureazy, pochodz�cej z Lactobacillus fermentum [5]. 

Christoph i wsp. [3] uwa�aj�, �e podczas fermentacji zacierów z owoców 
pestkowych, karbaminian etylu mo�e powstawa� głównie w wyniku reakcji mi�dzy 
alkoholem etylowym a uwalnianym kwasem cyjanowodorowym lub jego solami. 

Zasadniczy wpływ na wzrost zawarto�ci EC w napojach alkoholowych maj� 
warunki ich przechowywania. Szczególnie mocno przyspiesza powstawanie 
karbaminianu etylu �wiatło słoneczne. Szybko�� jego syntezy zwi�ksza si� wraz 
z podwy�szeniem temperatury magazynowania. Przechowywanie prób destylatów 
owocowych w ciemno�ci zabezpiecza produkt przed wzrostem st��enia EC.  

Na tworzenie karbaminianu etylu wpływa równie� koncentracja etanolu 
w produktach. Do�wiadczenia wykazały, �e wysokie st��enie etanolu sprzyja reakcjom 
powstawania tego zwi�zku. Zauwa�ono, �e najwi�cej tworzy si� go w ko�cowej fazie 
fermentacji, kiedy st��enie alkoholu etylowego jest najwy�sze [6].  

Celem bada� była ocena wpływu rodzaju owoców oraz warunków fermentacji 
(pH, temperatury) zacierów owocowych na zawarto�� karbaminianu etylu 
w uzyskanych destylatach. Przeprowadzono równie� badania modelowe odno�nie 
wpływu warunków przechowywania spirytusów oraz st��enia etanolu i cyjanowodoru 
na zmiany st��enia EC. 

Materiał i metody bada� 

Materiałem do�wiadczalnym były �liwki (W�gierka zwykła), wi�nie, jabłka oraz 
aronia. Ocen� przydatno�ci technologicznej owoców przeprowadzono zgodnie z 
zalecanymi wymaganiami normatywnymi, powszechnie stosowanymi w przemy�le 
owocowo-warzywnym [11]. 

Do fermentacji zacierów stosowano suszone dro�d�e winiarskie Saccharomyces 
bayanus, w ilo�ci 0,3 g s.s./kg miazgi owocowej. Jako po�ywk� dodawano fosforan 
diamonu (0,2 g/kg). W celu przygotowania zacierów do fermentacji, rozmro�one 
i pozbawione pestek owoce (�liwki, wi�nie) poddawano rozdrobnieniu. Do miazgi 
owocowej dodawano 10% (m/m) pestek rozdrobnionych, pochodz�cych z danej porcji 
owoców. Zaciery były ró�nicowane: rodzajem owoców, pH miazgi (3,5; 4,0; 5,0), 
temp. fermentacji (18–20°C, 26°C, 35°C). Fermentacj� zacierów owocowych 
prowadzono w kolbach płaskodennych, zaopatrzonych w rurki fermentacyjne, do 
momentu a� masa kolb mierzona w odst�pie kilku godzin nie ulegała zmianie, co 
�wiadczyło o zako�czeniu wydzielania dwutlenku w�gla.  
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Ocen� wska�ników fermentacji prowadzono według metod przyj�tych w 
gorzelnictwie. 

W wyniku destylacji zacierów odfermentowanych otrzymano destylaty o mocy 
23–29% obj., które nast�pnie poddawano wzmocnieniu do mocy ok. 43% obj. w 
zestawie destylacyjnym z birektyfikatorem. 

Skład chemiczny destylatów, z uwzgl�dnieniem zawarto�ci cyjanowodoru, 
oznaczano według metod obowi�zuj�cych w przemy�le spirytusowym [10, 12]. 

Zawarto�� karbaminianu etylu w spirytusach owocowych oznaczano metod� 
chromatografii gazowej w poł�czeniu ze spektrometri� masow� [4]. Prób� badanego 
spirytusu pobierano w takiej ilo�ci, aby po uzupełnieniu do obj�to�ci 50 ml st��enie 
etanolu nie przekraczało 10% obj. Nast�pnie poddawano j� 2-krotnej ekstrakcji 
z udziałem 75 ml chlorku metylenu. Uzyskany ekstrakt poddawano filtracji przez 
s�czek z bibuły Watman 1 i osuszano, przepuszczaj�c przez kolumienk� szklan� 
wypełnion� 40 g bezwodnego Na2SO4 (wysoko�� wypełnienia 0,2 m; �rednica 
0,015 m). Nast�pnie dodawano do niego 5 ml octanu etylu i zat��ano w wyparce 
w temp. 28°C do obj�to�ci ok. 2 ml. Pozostało�� po odparowaniu przenoszono 
ilo�ciowo do probówki i popłukuj�c 3-krotnie kolb� wyparki 1 ml octanu etylu, 
uzupełniano do obj�to�ci 5 ml. Ekstrakt karbaminianu etylu w octanie etylu dozowano 
w ilo�ci 2 µl do kolumny chromatografu. U�ywano chromatografu gazowego firmy 
Agilent, typ 6890N, z detektorem płomieniowo-jonizacyjnym FID i dozownikiem 
SSL. Do rozdziału składników zastosowano kolumn� kapilarn� wypełnion� faz� 
stacjonarn� DB-WAX 123-7032 o długo�ci 30 m, �rednicy wewn�trznej 0,32 mm 
i grubo�ci filmu 0,50 �m. Warunki analizy GC: programowanie temperatury – 50°C 
(25 min) > 5°C / min > 250°C (10 min), temp. dozownika 260°C, temp. detektora 
250°C, przepływ gazu no�nego – helu – 1ml/min, splitless. 

Potwierdzenia to�samo�ci karbaminianu etylu dokonywano na podstawie 
obecno�ci jonów m/z 62, 74 i 89, stosuj�c chromatograf gazowy firmy Fisons, typ GC 
8000, sprz��ony ze spektrometrem masowym MD 800. Stosowano kolumn� kapilarn� i 
warunki analizy jw.; energia jonizacji 70 eV.  

St��enie karbaminianu etylu w badanych spirytusach okre�lano na podstawie 
krzywej kalibracji. 

Analiz� statystyczn� (odchylenie standardowe, korelacj�, test t-Studenta na 
poziomie istotno�ci α = 0,05) przeprowadzono z wykorzystaniem programu 
komputerowego Origin 6.0. Wszystkie eksperymenty wykonano w trzech 
powtórzeniach. 

Wyniki i dyskusja  

Grup� surowców stosowanych w gorzelnictwie s� owoce pestkowe, takie jak: 
wi�nie, �liwki oraz ziarnkowe: jabłka, aronia. Otrzymane z nich destylaty 
charakteryzuj� si� bogatym smakiem i zapachem, pochodz�cym z pierwotnych 
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i wtórnych składników aromatu owoców oraz metabolitów fermentacji [7]. Destylaty 
owocowe mog� jednak zawiera� równie� zwi�zki niekorzystne dla zdrowia, m.in.: 
cyjanowodór oraz karbaminianu etylu. 

Celem uzyskania destylatów owocowych, stanowi�cych materiał badawczy, 
przeprowadzono próby fermentacji zacierów: �liwkowych, wi�niowych, aroniowych 
i jabłkowych. Skład chemiczny przerabianych owoców przedstawiono w tab. 1.  
 

T a b e l a  1 
 
Skład chemiczny owoców. 
Chemical composition of fruits. 
 

Parametr 
Parameter 

Jednostka 
Unit 

	liwki 
Plum 

Wi�nie 
Cherry 

Aronia 
Black 

chokeberry 

Jabłka 
Apple 

Sucha substancja 
Dry matter 

[g/100g] 16,50± 0,20 15,20± 0,15 19,60± 0,35 13,10±0,11 

Ekstrakt 
Extract 

[°Blg] 13,50± 0,20 12,40± 0,15 13,90± 0,25 11,50±0,12 

Kwasowo�� 
Total acidity 

[g kw. jabł./100 g] 
[g apple acid/100 g] 

1,12± 0,05 1,88± 0,05 0,80± 0,03 0,33±0,02 

Cukry redukuj�ce 
Reducing sugar 

[g glukozy/ 100 g] 
[g glucose/100 g] 

6,33± 0,20 6,50± 0,25 6,40± 0,20 5,95±0,03 

Cukry ogółem 
Total sugar 

[g inwertu / 100 g] 
[g inverted 

sugar/100 g] 
8,27± 0,30 8,41± 0,35 7,67± 0,10 6,98±0,05 

Białko ogółem 
Total protein 

[% s.m.] 
[% d.s.] 

4,82± 0,04 5,85± 0,05 3,11± 0,02 1,20±0,01 

Popiół 
Ash 

[%s.m.] 
[% d.s.] 

0,48± 0,01 0,80±0,03 2,24± 0,06 1,32±0,04 

pH - 
 

3,50± 0,05 3,22± 0,03 3,67± 0,06 3,74±0,06 

Cyjanowodór 
Prussic acid 

[mg/100g] 6,12± 0,05 8,55±0,09 4,49±0,06 2,50±0,03 

 
Zawarto�� suchej substancji oraz ekstraktu wynosiła, odpowiednio od 

13,10 g/100 g i 11,50°Blg w jabłkach do 19,60 g/100 g i 13,90°Blg w aronii.  
Istotnym składnikiem owoców, z punktu widzenia wydajno�ci fermentacji, s� 

cukry. Najwy�szym st��eniem cukrów ogółem, na poziomie 8,27–8,41 g 
inwertu/100 g, przy zawarto�ci cukrów redukuj�cych 6,33–6,50 g glukozy/100 g, 
odznaczały si� �liwki i wi�nie.  

Najubo�szym surowcem, zarówno pod wzgl�dem zawarto�ci cukrów (6,98 g 
inwertu/100 g), jak i zwi�zków azotowych, w przeliczeniu na białko ogółem 
(1,20% s.m.), były jabłka. Odznaczały si� one równie� stosunkowo nisk� 
kwasowo�ci�, która wynosiła 0,33 g kwasu jabłkowego/100 g. 
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Zawarto�� cyjanowodoru w owocach ziarnkowych wynosiła od 2,50 mg/100 g 
jabłek do 4,49 mg/100 g aronii, natomiast w owocach pestkowych wynosiła 
odpowiednio: 6,12 mg/100 g �liwek i 8,55 mg/100 g wi�ni. 

Oceniano wpływ rodzaju owoców oraz warunków ich fermentacji na zawarto�� 
cyjanków i karbaminianu etylu w uzyskanych spirytusach. Najwy�sze st��enie 
cyjanowodoru stwierdzono w spirytusach: �liwkowym i wi�niowym (4,28–
4,42 mg/l spirytusu 40% obj.), najni�sze za� w jabłkowym (1,07 mg/l spirytusu 
40% obj.) (tab. 2). Wy�sze st��enia cyjanków w przypadku spirytusów z owoców 
pestkowych były konsekwencj� dodania do zacierów rozdrobnionych pestek. 
Potwierdzeniem tej obserwacji s� wyniki bada� Vold
icha i Kyzlinka [13], którzy 
dokonuj�c oceny cyjanowodoru w przetworach owocowych, stwierdzili, �e 
decyduj�cymi czynnikami wpływaj�cymi na jego st��enie były: poziom glikozydów 
cyjanogennych w surowych owocach oraz warunki obróbki cieplnej. Zdaniem autorów 
owoce pestkowe nale�y poddawa� drylowaniu lub rozdrobnieniu bez uszkodzenia 
pestek. 
 

T a b e l a  2 
 
Zawarto�� cyjanowodoru i karbaminianu etylu w surowych spirytusach (destylatach) owocowych, 
determinowana rodzajem owoców. 
Content of prussic acid and ethyl carbamate in raw fruit spirits (distillates) determined by fruit type. 
 

Spirytusy surowe 
Raw spirits 

Parametr 
Parameter 

Jednostka 
Unit 	liwkowy 

Plum 
Wi�niowy 

Cherry 
Jabłkowy 

Apple 

Aroniowy 
Black 

chokeberry 
Cyjanowodór 
Prussic acid 

 
Karbaminian etylu 
Ethyl carbamate 

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

4,28±0,04 
 
 

0,58±0,04 

4,42±0,04 
 
 

2,41±0,16 

1,07±0,01 
 
 

0,20±0,01 

3,20±0,03 
 
 

0,54±0,04 

 
Najni�sz� zawarto�� karbaminianu etylu oznaczono w destylacie jabłkowym 

(0,20 mg/l spirytusu 40% obj.); w aroniowym i �liwkowym była zbli�ona i wynosiła 
0,54–0,58 mg/l spirytusu 40% obj. Destylat wi�niowy odznaczał si� kilkakrotnie 
wy�szym st��eniem karbaminianu etylu (2,41 mg/l spirytusu 40% obj.). Przyczyn� 
mogło by� relatywnie wysokie st��enie cyjanowodoru w surowych owocach 
(8,88 mg/100 g) (tab. 1), który reaguj�c z powstaj�cym podczas fermentacji etanolem, 
uległ przemianie do karbaminianu. 

Oceniano wpływ warunków fermentacji (temperatury, pH,) na zawarto�� 
cyjanowodoru i karbaminianu etylu, na przykładzie spirytusów �liwkowych. Uzyskane 
wyniki przedstawiono w tab. 3–4. Wraz z podwy�szeniem temperatury fermentacji od 
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18 do 36oC odnotowano ponad 2-krotny wzrost zawarto�ci cyjanowodoru, od 2,65 do 
5,77 mg/l spirytusu 40% obj. w destylatach �liwkowych. Natomiast zawarto�� 
karbaminianu etylu wzrosła ponad 3-krotnie, od 0,42 do 1,37 mg/l spirytusu 40% obj. 
(tab. 3). Uzyskane wyniki bada� s� zgodne z doniesieniami innych autorów, którzy 
wykazali, �e podwy�szona temperatura katalizuje proces syntezy cyjanowodoru 
i karbaminianu etylu [5].  
 

T a b e l a  3 
 
Zawarto�� cyjanowodoru i karbaminianu etylu w surowych spirytusach (destylatach) �liwkowych, 
determinowana temperatur� fermentacji zacierów. 
Content of prussic acid and ethyl carbamate in raw plum spirits (distillates) determined by fermentation 
temperature of mashes. 
 

Temperatura fermentacji 
Temperature of fermentation [°C] Parametr 

Parameter 
Jednostka 

Unit 
18 28 36 

 
Cyjanowodór 
Prussic acid 

 
Karbaminian etylu 
Ethyl carbamate 

 
 

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

 
 

 
2,65±0,04 

 
 

0,42±0,03 

 
4,28±0,06 

 
 

0,58±0,04 

 
5,77±0,07 

 
 

1,37±0,12 

 
Badaj�c wpływ pH zacierów �liwkowych na zawarto�� cyjanowodoru 

i karbaminianu etylu w spirytusach surowych stwierdzono, �e destylat z brzeczki 
odfermentowanej o pH 5,0 charakteryzował si�, �rednio o 54%, wy�szym st��eniem 
cyjanowodoru (6,86 mg/l spirytusu 40% obj.) wobec uzyskanych z zacierów o pH 3,5 
i 4,0 (4,28 i 4,65 mg/l spirytusu 40% obj.) (tab. 4). Zakwaszenie zacierów prowadzi do 
obni�enia aktywno�ci enzymów odpowiedzialnych za hydroliz� glikozydów 
cyjanogennych zawartych w pestkach [1], co w konsekwencji mo�e prowadzi� do 
obni�enia st��enia wolnego cyjanowodoru w spirytusach surowych (r = 0,9800). Nie 
stwierdzono statystycznie istotnej korelacji pomi�dzy pH �rodowiska fermentuj�cego 
a zawarto�ci� karbaminianu etylu (r = -0,5291). 
 
 
 
 
 
 

T a b e l a  4 
 
Zawarto�� cyjanowodoru i karbaminianu etylu w surowych spirytusach (destylatach) �liwkowych, 
determinowana warto�ci� pH zacierów. 
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Content of prussic acid and ethyl carbamate in raw fruit spirits (distillates) determined by pH of mashes.  
 

pH zacierów 
pH of mashes Parametr 

Parameter 
Jednostka 

Unit 
3,5 4,0 5,0 

Cyjanowodór 
Prussic acid 

 
Karbaminian etylu 
Ethyl carbamate 

 
[mg/l spirytusu 40% obj.] 

[mg/l spirit 40% v/v] 
 
 

4,28±0,06 
 
 

0,58±0,04 

4,65±0,06 
 
 

0,65±0,05 

6,86±0,08 
 
 

0,54±0,04 

 

Czynniki wpływaj�ce na zmiany zawarto�ci karbaminianu etylu w destylatach 
owocowych (badania modelowe) 

Badano wpływ warunków przechowywania spirytusów oraz st��enia etanolu 
i cyjanowodoru na zawarto�� karbaminianu etylu. Uzyskane wyniki przedstawiono 
w tab. 5–7. 

 
T a b e l a  5 

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

Cyjanowodór  

Prussic acid 

Karbaminian etylu  

Ethyl carbamate 
Warunki przechowywania 

Storage conditions 
[mg/l spirytusu 40% obj.] / [mg/l spirit 40% v/v] 

Tygodnie / Weeks Tygodnie / Weeks Temperatura 

Temperature 

Na�wietlenie 

Light exposition 0 1 2 0 1 2 

4 °C 

20 °C 

20 °C 

 

ciemno��/dark 

ciemno��/dark 

�wiatło dzienne 

daylight 

10,00 

10,00 

10,00 

 

9,95 

9,78 

9,53 

 

9,90 

9,75 

8,73 

 

0,00 

0,00 

0,00 

 

<0,01 

<0,01 

0,04 

 

<0,01 

<0,01 

0,13 

 

Obja�nienia:/ Explanatory notes: 
St��enie etanolu w roztworze 40% obj. / Ethanol concentration in solution – 40% v/v; 
* Wzrost nasłonecznienia w drugim tygodniu przechowywania / Increase of insolation in the second week 

of storage. 
 
 
 
 

T a b e l a  6 
 
Zawarto�� karbaminianu etylu determinowana st��eniem cyjanowodoru. 
Content of ethyl carbamate determined by prussic acid concentrations. 
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Cyjanowodór / Prussic acid Karbaminian etylu / Ethyl carbamate 

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

Tygodnie przechowywania / Storage weeks 

0 1 2 0 1 2 

0 
 

10 
 

20 

0,00 
 

9,53 
 

18,90 

0,00 
 

8,73 
 

16,68 

0,00 
 

0,00 
 

0,00 

0,00 
 

0,04 
 

0,19 

<0,01 
 

0,13 
 

1,11 

Obja�nienia:/ Explanatory notes: 
St��enie etanolu w roztworze 40% obj. / Ethanol concentration in solution – 40 % v/v 
Warunki przechowywania: �wiatło dzienne, temp. 20°C, wzrost nasłonecznienia w drugim tygodniu 
przechowywania 
Storage conditions: daylight, temp. 20OC, increase of insolation in the second week. 
 
 

T a b e l a  7 
 
Zawarto�� cyjanowodoru i karbaminianu etylu determinowana st��eniem etanolu. 
Content of prussic acid and ethyl carbamate determined by ethanol concentration. 
 

St��enie alkoholu [% obj.] 
Ethanol concentration [% v/v] 

Cyjanowodór 
Prussic acid 

[mg/l] 

Karbaminian etylu 
Ethyl carbamate 

[mg/l] 

Tygodnie przechowywania / Storage weeks 

0 1 2 0 1 2 0 1 2 

 
20 

 
40 

 
60 

 
19,85 

 
39,60 

 
59,40 

 
19,30 

 
39,45 

 
59,15 

 
10,00 

 
10,00 

 
10,00 

 
9,71 

 
9,53 

 
8,75 

 
9,03 

 
8,57 

 
8,13 

 
0,00 

 
0,00 

 
0,00 

 
<0,01 

 
0,04 

 
0,13 

 
0,02 

 
0,13 

 
0,43 

Obja�nienia:/ Explanatory notes: 
Warunki przechowywania: �wiatło dzienne, temp. 20°C, wzrost nasłonecznienia w drugim tygodniu 
przechowywania / Storage conditions: daylight, temp. 20°C, increase of insolation in the second week. 
 

Analizuj�c otrzymane wyniki, stwierdzono katalityczny wpływ �wiatła na syntez� 
karbaminianu etylu. W ci�gu dwóch tygodni prowadzenia obserwacji stwierdzono 
zmniejszenie zawarto�ci cyjanowodoru w badanym spirytusie z 10,00 do 8,73 mg/l 
spirytusu 40% obj. oraz zwi�kszenie st��enia karbaminianu etylu do 0,13 mg/l 
spirytusu 40% obj. W drugim tygodniu przechowywania prób nast�pił wzrost 
nasłonecznienia – st��enie EC w tym okresie wzrosło ponad dwukrotnie w stosunku do 
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oznaczonego po pierwszym tygodniu. W przypadku prób przechowywanych bez 
dost�pu �wiatła, zarówno w temp. 4ºC, jak i w 20ºC, jego st��enie było mniejsze od 
0,01 mg/l spirytusu 40% obj. (tab. 5). Otrzymane wyniki potwierdzaj� wnioski 
sformułowane przez Baumana i Zimmerli`ego [2] oraz Mildau i wsp. [6], �e warunki 
przechowywania (�wiatło i temperatura) mog� istotnie wpływa� na zawarto�� 
karbaminianu etylu w destylatach owocowych. Szybko�� syntezy EC zwi�ksza si� 
wraz z podwy�szeniem temperatury magazynowania, a przechowywanie prób 
destylatów w ciemno�ci zabezpiecza je przed wzrostem st��enia karbaminianu etylu. 

Dokonano oceny wpływu st��enia cyjanowodoru na zawarto�� karbaminianu 
etylu (tab. 6). Stwierdzono 9-krotny wzrost zawarto�ci EC, od 0,13 do 1,11 mg/l 
spirytusu 40% obj., przechowywanego przez 2 tygodnie z dodatkiem 20 mg HCN/l 
w porównaniu z zawieraj�cym 10 mg HCN/l. Na podstawie przeprowadzonych bada� 
mo�na stwierdzi�, �e wysokie st��enie cyjanków oraz na�wietlenie prób spirytusu były 
główn� przyczyn� wzrostu zawarto�ci karbaminianu etylu. 

Wykazano istotny wpływ koncentracji etanolu w roztworach spirytusowych na 
tworzenie karbaminianu etylu (r=0,9660). Po dwutygodniowym okresie 
przechowywania (w analogicznych warunkach) prób spirytusu, o mocy 20, 40, 60% 
obj., z dodatkiem 10 mg HCN/l ka�da, najwi�ksze st��enie EC (0,43 mg/l) oznaczono 
w próbie o zawarto�ci etanolu 60% obj. (tab. 7). 

Wnioski 

1. Stwierdzono wpływ rodzaju fermentowanych owoców na zawarto�� cyjanowodoru 
i karbaminianu etylu w uzyskanych destylatach; najwi�ksz� zawarto�� 
cyjanowodoru (4,42 mg/l spirytusu 40% obj.) oraz karbaminianu etylu (2,41 mg/l 
spirytusu 40% obj.) oznaczono w surowym spirytusie wi�niowym, za� ich 
najmniejszym st��eniem odznaczał si� destylat jabłkowy (1,07 mg HCN i 0,20 mg 
EC/l spirytusu 40% obj.). 

2. Podwy�szenie temperatury fermentacji zacierów �liwkowych z 18 do 36oC 
wpłyn�ło na około 2-krotny wzrost st��enia cyjanowodoru do warto�ci 5,77 mg/l 
spirytusu 40% obj. i ponad 3-krotne zwi�kszenie zawarto�ci karbaminianu, do 
1,37 mg/l spirytusu 40% obj. 

3. Regulacja pH zacierów �liwkowych od warto�ci 3,5 do 5,0 spowodowała 60-
procentowy wzrost st��enia cyjanowodoru, do 6,86 g/l spirytusu 40% obj. 
W warunkach prowadzonych do�wiadcze� nie zaobserwowano istotnego wpływu 
pH zacierów na zawarto�� karbaminianu etylu w destylatach; jego st��enie 
wynosiło od 0,54 do 0,65 mg/l spirytusu 40% obj. 

4. Z przeprowadzonych bada� modelowych wynika, �e �wiatło, temperatura oraz 
podwy�szone st��enie etanolu i cyjanowodoru mog� sprzyja� syntezie 
karbaminianu etylu.  
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ETHYL CARBAMATE CONTENT IN FRUIT DISTILLATES 
 

S u m m a r y 
 

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/l spirit 40% v/v). The increase of fermentation 
temperatures of plum mashes from 18 to 36OC, influenced on the levels of prussic acid and uretane in 
received distillates. Prussic acid content at 18OC was 2,65 mg and at 36OC – 5,77 mg/l spirit 40% v/v (2-
fold increase). Ethyl carbamate content at 18OC was 0,42 mg and at 36OC 1,37 mg/l 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/l 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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MIROSŁAW PYSZ, PAWEŁ M. PISULEWSKI, TERESA LESZCZY�SKA   

WPŁYW ODDZIAŁYWANIA IMPULSOWEGO I CI�GŁEGO POLA 
MIKROFALOWEGO NA WARTO�� �YWIENIOW� 

I WŁA�CIWO�CI PRZECIWUTLENIAJ�CE 
 KIEŁKOWANYCH NASION SOI 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Celem przeprowadzonych bada� było porównanie wpływu nietermicznej i termicznej metody obróbki 

�ywno�ci, a wi�c oddziaływania impulsowego oraz ci�głego pola mikrofalowego na zawarto�� 
składników od�ywczych, wybranych składników nieod�ywczych oraz wła�ciwo�ci przeciwutleniaj�ce 
kiełkowanych nasion soi. 

Materiał badawczy stanowiły nasiona trzech odmian soi hodowli krajowej: Augusta, Aldana 
i Nawiko. Nasiona poddano kiełkowaniu, a nast�pnie obróbce nietermicznej przy zastosowaniu 
impulsowego pola mikrofalowego oraz ogrzewaniu za pomoc� ci�głego pola mikrofalowego. Podstawowy 
skład chemiczny materiału badawczego oznaczono metodami standardowymi AOAC. Aktywno�� 
inhibitorów trypsyny oznaczono metod� Kakade i wsp., zawarto�� polifenoli przy u�yciu odczynnika 
Folina-Ciocalteau’a, natomiast aktywno�� przeciwutleniaj�c� metod� Pekkarinen i wsp. z zastosowaniem 
wolnego rodnika DPPH•. 

Kiełkowanie nasion spowodowało uzyskanie statystycznie istotnej (P<0,05) redukcji zawarto�ci 
inhibitorów trypsyny i polifenoli oraz obni�enia aktywno�ci przeciwutleniaj�cej. Procesy termiczne, 
którym poddano skiełkowane nasiona spowodowały statystycznie istotn� (P<0,05) inaktywacj� 
termolabilnych składników soi (inhibitorów trypsyny), przy jednoczesnym wzro�cie zawarto�ci polifenoli 
oraz aktywno�ci przeciwutleniaj�cej. Zastosowanie procesów nietermicznych spowodowało statystycznie 
istotny (P<0,05) wzrost aktywno�ci inhibitorów trypsyny oraz aktywno�ci przeciwutleniaj�cej 
skiełkowanych nasion soi. Wykazano dodatni�, umiarkowan� korelacj� pomi�dzy zawarto�ci� polifenoli 
a aktywno�ci� przeciwutleniaj�c� kiełkowanych i poddanych obróbce nietermicznej nasion soi oraz siln� 
korelacj� tych parametrów po obróbce termicznej badanych nasion. 

 
Słowa kluczowe: pole mikrofalowe, kiełkowane nasiona soi, polifenole, aktywno�� przeciwutleniaj�ca 
 

Wprowadzenie 

Rosn�ca �wiadomo�� �ywieniowa konsumentów wymaga od producentów 
�ywno�ci ci�głego podnoszenia jako�ci swoich produktów. Obecnie wzrasta 
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Akademia Rolnicza w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Kraków, tel. (012) 662-48-17, fax. (012) 662-
48-12 
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zainteresowanie �ywno�ci� bezpieczn�, o wysokiej jako�ci zdrowotnej, �ywno�ci� o 
odpowiedniej zawarto�ci składników od�ywczych, o jak najmniejszej zawarto�ci 
substancji konserwuj�cych, a jednocze�nie wygodnej w przygotowaniu do spo�ycia i 
łatwej do przechowywania [18]. Coraz wi�ksz� uwag� zwraca si� tak�e na wła�ciwo�ci 
funkcjonalne produktów spo�ywczych oraz zachowanie warto�ci od�ywczej w 
procesach przetwarzania. Dlatego te� dokonuje si� ci�gły post�p technologiczny w 
produkcji �ywno�ci, a producenci poszukuj� nowych technologii [4, 25]. 

Jedn� z nowoczesnych metod utrwalania �ywno�ci mo�e by� impulsowe pole 
mikrofalowe. Badania naukowe dowodz�, �e tzw. „nietermiczne” metody utrwalania 
�ywno�ci, do których zalicza si� implulsowe pole mikrofalowe, zapewniaj� 
bezpiecze�stwo mikrobiologiczne �ywno�ci, nie powoduj�c strat składników 
od�ywczych i substancji funkcjonalnych [8, 13, 14, 18].  

Celem przeprowadzonych bada� było porównanie wpływu nietermicznej 
i termicznej metody obróbki �ywno�ci, a wi�c impulsowego oraz ci�głego pola 
mikrofalowego na zawarto�� składników od�ywczych, wybranych składników 
nieod�ywczych oraz wła�ciwo�ci przeciwutleniaj�cych kiełkowanych nasion soi. 

Materiał i metody bada� 

Materiał badawczy stanowiły nasiona trzech odmian soi hodowli krajowej: 
Augusta i Nawiko zakupione w Katedrze Genetyki i Hodowli Ro�lin AR w Poznaniu 
oraz Aldana pochodz�ca z Hodowli Ro�lin Strzelce w Strzelcach. 

Nasiona wszystkich odmian poddawano kiełkowaniu. Przed procesem 
kiełkowania nasiona poddawano sterylizacji przez moczenie w etanolu w ci�gu 1 min. 
Nast�pnie nasiona uwodniono w wodzie destylowanej przez 6 h w temp. pokojowej 
i umieszczano pomi�dzy grub� warstw� wilgotnej bawełnianej �ciereczki. Nasiona 
pozostawiano na 4 dni przy �redniej temp. 23°C. Były one okresowo zraszane wod� 
destylowan�.  

Kiełkowane nasiona soi (K) wszystkich badanych odmian poddano obróbce 
nietermicznej przy zastosowaniu impulsowego pola mikrofalowego w reaktorze 
mikrofalowym RM 2001 firmy Plazmatronika o mocy 800 W. Badania 
przeprowadzono w Katedrze Technologii Surowców Zwierz�cych i Zarz�dzania 
Jako�ci� Wydziału Nauk o �ywno�ci Akademii Rolniczej we Wrocławiu. Kiełkowane 
nasiona otrzymały ró�n� ilo�� impulsów: 15 (K+IPM15) i 20 (K+IPM20). Szeroko�� 
jednego impulsu wynosiła 90 ms, a odst�p pomi�dzy impulsami trwał 600 ms. 
Temperatura podczas trwania procesu utrzymywała si� na stałym poziomie 16°C.  

Drug� parti� tych samych skiełkowanych nasion soi poddawano ogrzewaniu za 
pomoc� ci�głego pola mikrofalowego wg metody Rajkó i Szabó [24] w kuchence 
mikrofalowej Panasonic DIMENSION 4 nastawionej na moc 800 W w ci�gu 111 oraz 
222 sek. Nasiona otrzymały ró�ne dawki energii: 1000 J/g (K+PM1000) i 2000 J/g 
(K+PM2000). Nasiona soi poddane kiełkowaniu oraz procesom nietermicznym i 
termicznym liofilizowano w urz�dzeniu CHRIST ALPHA 1-4 i rozdrabniano w 
młynku laboratoryjnym typu W�-1. 
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Podstawowy skład chemiczny materiału badawczego oznaczano standardowymi 
metodami AOAC [3]. Inhibitory trypsyny oznaczano metod� Kakade i wsp. [11] 
z zastosowaniem substratu syntetycznego BAPNA (N-	-Benzyl-DL-Arginine-p-
Nitroanilide Hydrochloride), zawarto�� polifenoli metod� z zastosowaniem odczynnika 
Folina-Ciocalteau’a, a aktywno�� przeciwutleniaj�c� metod� Pekkarinen i wsp. [20] z 
zastosowaniem trwałego wolnego rodnika DPPH• (1,1-dwufenylo-2-pikrylhydrazyl).  

Wyniki poddano dwuczynnikowej analizie wariancji, istotno�� ró�nic pomi�dzy 
�rednimi weryfikowano przy u�yciu wielokrotnego testu rozst�pu Dunkana na 
poziomie istotno�ci P < 0,05.��

Wyniki i dyskusja 

Warto�� �ywieniowa i wła�ciwo�ci przeciwutleniaj�ce surowych  
i kiełkowanych nasion soi 

Zawarto�� podstawowych składników od�ywczych i nieod�ywczych w surowych 
i kiełkowanych nasionach soi odmian: Augusta, Aldana i Nawiko przedstawiono w tab. 
1. 

Zawarto�� białka w surowych nasionach soi poszczególnych odmian była 
zró�nicowana i kształtowała si� na poziomie: 43,5% s.m. (‘Augusta’), 37,7% s.m. 
(‘Aldana’), 41,2% s.m. (‘Nawiko’). Zwraca uwag� wy�sza zawarto�� białka 
w nasionach soi odmian Augusta i Nawiko w porównaniu z odmian� Aldana. Ilo�ci te 
zawieraj� si� w zakresie 28,9–59,5% s.m., jaki uzyskała Konecka [15] oraz 35,0–
45,0% s.m. otrzymanym przez 
widerskiego i wsp. [26]. 

Zawarto�� białka uległa zmianie podczas procesu kiełkowania (K). W nasionach 
soi ‘Aldana’ nast�piło zmniejszenie zawarto�ci tego składnika o 3%, natomiast w soi 
‘Nawiko’ wzrost o 7%. Zmiany te były statystycznie istotne (P<0,05). Z danych 
literaturowych wynika, �e kiełkowanie nasion ro�lin str�czkowych wpływa na 
zawarto�� białka. Ghorpade i Kadam [7] oraz Donangelo i wsp. [5] podaj�, �e 
zawarto�� białka po procesie kiełkowania wzrosła o 11% w soi i a� o 84% 
w soczewicy. Badania Pysza i wsp. [23] tak�e dowodz�, �e kiełkowanie zwi�kszało 
zawarto�� białka w nasionach grochu o 20%, a soi o 4,7%. Natomiast Maciejewska 
i wsp. [19] dowiedli, �e po przeprowadzeniu kiełkowania nast�piło zmniejszenie 
zawarto�ci białka w soi o 16,7%, a w fasoli o 19,9%. 
 

 
 
 
 
 

T a b e l a  1 
 
Zawarto�� składników od�ywczych i nieod�ywczych w surowych i kiełkowanych nasionach soi odmian: 
Augusta, Aldana i Nawiko. 



WPŁYW ODDZIAŁYWANIA IMPULSOWEGO I CI�GŁEGO POLA MIKROFALOWEGO... 105 

Nutritive and nonnutritive components content in raw and germinated soybean seeds, cultivars: Augusta, 
Aldana and Nawiko. 
 

Rodzaj 
produktu 
Product 

type 

Odmian
a 

Cultivar 

Białko 
ogółem 
Total 

protein 
[% 

s.m.] 

Tłuszcz 
Fat 

[%s.m.] 

Popiół 
Ash 

[%s.m] 

Sacharydy 
ogółem 
Total 

saccharides 
[% s.m.] 

Aktywno�� 
inhibitorów 

trypsyny 
Trypsin 

inhibitors 
activity 

[TIU/ mg] 

Polifenole 
Polyphenols 
[mg/ 100 g 

s.m.] 

Aktywno�� 
przeciwutle

niaj�ca 
Antioxidant 

activity 
[% RSA] 

Augusta 43,5d 13,0a 5,7b 37,8d 46,5e 543,1cd 49de 

Aldana 37,7b 13,5a 6,6c 42,3f 45,8d 566,9f 53g 
Nasiona 
surowe 

Raw seeds Nawiko 41,2c 13,2a 5,5a 40,1e 50,5f 549,4cde 51ef 

Augusta 43,0d 19,4b 5,7b 31,9ab 38,9a 494,0a 41b 

Aldana 36,5a 22,8c 6,7d 34,1c 39,9b 537,2c 42bc 

Nasiona 
kiełkowane 
Germinated 

seeds Nawiko 44,2de 19,4b 5,6ab 31,0a 42,7c 514,7ab 39ab 

Warto�ci �rednie w kolumnach oznaczone ró�nymi literami ró�ni� 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). 

 
Zawarto�� tłuszczu w soi kształtowała si� na poziomie: 13,0% s.m. (‘Augusta’), 

13,5% s.m. (‘Aldana’), 13,2% s.m. (‘Nawiko’). Ró�nice te były statystycznie 
nieistotne (P > 0,05). Otrzymane wyniki s� ni�sze od zakresu 14,4–25,0% s.m. 
podanego przez Koneck� [15], a tak�e od poziomu 18,0–22,0% s.m. uzyskanego przez 
Jasi�sk� i Koteckiego [10]. Pisulewska i Pisulewski [21] równie� otrzymali wy�sze 
zawarto�ci tłuszczu, tj. 21,0% s.m., w nasionach soi. 

Po procesie kiełkowania (K) stwierdzono statystycznie istotny (P<0,05) wzrost 
zawarto�ci tłuszczu we wszystkich badanych odmianach nasion soi. W nasionach soi 
‘Augusta’ ilo�� tłuszczu zwi�kszyła si� o 49%, ‘Aldana’ o 69%, a w ‘Nawiko’ o 47%. 
Wyra�nemu wzrostowi zawarto�ci tłuszczu w kiełkowanych nasionach towarzyszyło 
statystycznie istotne zmniejszenie zawarto�ci (P < 0,05) sacharydów. W wyniku 
redukcji wzgl�dnej zawarto�ci niektórych składników otrzymuje si� zwi�kszon� 
zawarto�� innych. Jest to zgodne z wynikami prezentowanymi przez Donangelo i wsp. 
[5], którzy tak�e uzyskali wzrost zawarto�ci tłuszczu w skiełkowanych nasionach soi 
(o 6,2%), łubinu (o 2,7%) oraz fasoli (o ok. 29%). Równie� Pysz i wsp. [23] stwierdzili 
zwi�kszenie (o 20,2%) zawarto�ci tłuszczu w wyniku kiełkowania nasion soi. 
Natomiast odmienne zmiany zaprezentowali Ghorpade i Kadam [7], którzy dowiedli 
zmniejszenia zawarto�ci tłuszczu podczas kiełkowania soi o około 83%. 

Zawarto�� składników mineralnych (w postaci popiołu) w nasionach trzech 
badanych odmian soi kształtowała si� nast�puj�co: 5,7% s.m. – ‘Augusta’, 6,6% s.m. – 
‘Aldana’, 5,5% s.m. – ‘Nawiko’. Stwierdzono statystycznie istotne (P < 0,05) ró�nice 
odmianowe. Nasiona soi ‘Aldana’ charakteryzowały si� wyra�nie wy�sz� zawarto�ci� 
zwi�zków mineralnych, oznaczonych jako popiół, w porównaniu z odmianami 
Augusta oraz Nawiko. Wyniki te s� zgodne z rezultatami bada� 
widerskiego i 
Waszkiewicz-Robak [27], którzy podaj� zawarto�� popiołu na poziomie ok. 6,0%, oraz 
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Jasi�skiej i Koteckiego [10], którzy oznaczyli 6,6% zawarto�ci popiołu w soi. Ni�sze 
warto�ci (ok. 4,7%) uzyskali Jacórzy�ski i Baryłko-Pikielna [9].  

Proces kiełkowania (K) przyczynił si� do nieznacznego, ale statystycznie 
istotnego (P < 0,05) wzrostu składników mineralnych w nasionach soi ‘Aldana’ (o 
2%). Zawarto�� popiołu w skiełkowanych nasionach pozostałych odmian nie zmieniła 
si� statystycznie istotnie (P > 0,05). Znacznie wi�kszy wzrost zawarto�ci popiołu (o 
52%) w kiełkowanych nasionach soi uzyskali Ghorpade i Kadam [7]. Zawarto�� 
bezazotowych substancji wyci�gowych (sacharydów) w surowych nasionach soi 
poszczególnych odmian była zró�nicowana (P<0,05) i kształtowała si� na poziomie: 
37,8% s.m. – ‘Augusta’, 42,3% s.m. – ‘Aldana’, 40,1% s.m. – ‘Nawiko’. Warto�ci te s� 
niewiele wy�sze od ilo�ci jak� podaj� Jacórzy�ski i Baryłko-Pikielna [9] – 34,8%, 

widerski i wsp. [28] – 28,6% (soja ‘RAH-182’) i 33,1% (soja ‘Progres’) oraz 
Kunachowicz i wsp. [16] – 32,7%.  

Pod wpływem kiełkowania (K) nast�pił o statystycznie istotne (P < 0,05) 
obni�enie zawarto�ci sacharydów w nasionach soi: ‘Augusta’ o 16%, ‘Aldana’ o 19%, 
a ‘Nawiko’ o 23%. Zostało to spowodowane wykorzystaniem ww. składnika przez 
ro�lin� podczas kiełkowania. Znaczny ubytek sacharydów doprowadził do zmiany 
proporcji składników od�ywczych nasion soi. W wyniku tego zaobserwowano 
widoczny wzrost zawarto�ci tłuszczu we wszystkich badanych odmianach soi oraz 
wzrost zawarto�ci białka w nasionach soi ‘Nawiko’.  

W nasionach surowych najwy�sz� aktywno�� antytrypsynow� stwierdzono 
w odmianie Nawiko (50,5 TIU/mg). Natomiast wyra�nie ni�sz� (P<0,05) aktywno�ci� 
charakteryzowały si� nasiona soi odmiany Augusta (46,5 TIU/mg) oraz Aldana (45,8 
TIU/mg). Otrzymane wyniki s� zbli�one do przedziału 50,4–83,3 TIU/mg podanego 
przez Zadernowskiego i Borowsk� [30]. Pisulewska i Pisulewski [21] podaj�, �e 
aktywno�� inhibitorów trypsyny w soi ‘Aldana’ wynosi 57,13 TIU/mg, a w soi 
‘Nawiko’ 62,08 TIU/mg. Natomiast Leontowicz i Kulasek [17] podaj� aktywno�� 
antytrypsynow� nasion soi na poziomie 71,4 TIU/mg. 

Kiełkowanie (K) spowodowało statystycznie istotn� (P<0,05) redukcj� zawarto�ci 
inhibitorów trypsyny: w nasionach soi ‘Augusta’ o 16%, ‘Aldana’ o 13%, a ‘Nawiko’ 
o 15% (tab.1). Inni badacze tak�e wykazali, �e kiełkowanie nasion ro�lin str�czkowych 
redukuje zawarto�� inhibitorów trypsyny [5, 6, 7, 12, 17]. 

Pod wzgl�dem zawarto�ci polifenoli w badanym materiale stwierdzono du�e 
ró�nice odmianowe. Najni�sz� zawarto�� polifenoli stwierdzono w nasionach soi 
odmiany Augusta (543,1 mg/100g s.m.), niewiele wy�sz� w ‘Nawiko’ (549,4 mg/100g 
s.m.), a najwy�sz� w nasionach ‘Aldana’ (566,9 mg/100g s.m.). Kiełkowanie nasion 
soi (K) spowodowało statystycznie istotny (P<0,05) spadek zawarto�ci polifenoli, w 
nasionach soi ‘Augusta’ o 9%, ‘Nawiko’ o 5%, a w ‘Aldanie’ o 6%. Odmienne wyniki 
otrzymali Pisulewski i wsp. [22]. W ich do�wiadczeniach kiełkowanie nasion bobu 
zwi�kszało zawarto�� polifenoli.  

Aktywno�� przeciwutleniaj�ca badanych nasion kształtowała si� nast�puj�co: 
49% RSA soja ‘Augusta’, 53% RSA ‘Aldana’ oraz 51% RSA ‘Nawiko’. Aktywno�� 
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przeciwutleniaj�ca nasion soi odmiany Aldana była wyra�nie wy�sza od aktywno�ci 
pozostałych odmian, co zwi�zane jest z wy�sz� zawarto�ci� polifenoli w nasionach tej 
odmiany.  

Kiełkowanie (K) spowodowało wyra�n� (P<0,05) redukcj� aktywno�ci 
przeciwutleniaj�cej nasion soi wszystkich odmian. W nasionach soi ‘Augusta’ 
aktywno�� przeciwutleniaj�ca zmniejszyła si� o 16%, ‘Aldana’ o 21%, a w ‘Nawiko’ 
o 23%. Wynik ten nie jest nieoczekiwany, gdy� jednocze�nie zaobserwowano istotn� 
redukcj� zawarto�ci czynników przeciwutleniaj�cych, tj. inhibitorów trypsyny i 
polifenoli. 

Wpływ ci�głego i impulsowego pola mikrofalowego na warto�� �ywieniow�  
i wła�ciwo�ci przeciwutleniaj�ce kiełkowanych nasion soi 

Wpływ ci�głego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g 
(K+PM1000), oraz 2000 J/g (K+PM2000), a tak�e impulsowego pola mikrofalowego o 
15 (K+IPM15) oraz 20 impulsach (K+IPM20) na zawarto�� białka w nasionach soi w 
porównaniu z zawarto�ci� tego składnika w nasionach kiełkowanych (K) 
przedstawiono na rys. 1.  

Wzrost zawarto�ci białka, odpowiednio o 7; 5 oraz 7%, mo�na zauwa�y� w 
kiełkowanych nasionach soi ‘Aldana’ poddanych działaniu pola mikrofalowego o 
zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000), 15 impulsów pola mikrofalowego 
(K+IPM15) oraz 20 impulsów pola mikrofalowego (K+IPM20). Pysz i wsp. [23] 
równie� otrzymali wzrost zawarto�ci białka w nasionach soi pod wpływem procesów 
termicznych, takich jak autoklawowanie oraz gotowanie, odpowiednio o 3 i 31%. 
Natomiast w nasionach soi ‘Nawiko’ poddanych działaniu pola mikrofalowego 
o zakresie absorpcji energii 1000 J/g (K+PM1000) zaobserwowano statystycznie 
istotne (P<0,05) zmniejszenie zawarto�ci białka (o 6%). Mniejszy, aczkolwiek równie� 
statystycznie istotny (P < 0,05), spadek zawarto�ci białka (o 3%) wyst�pił tak�e w 
nasionach soi ‘Nawiko’ poddanych wpływowi pola mikrofalowego o zakresie 
absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000), 15 impulsów pola mikrofalowego (K+IPM15) 
oraz 20 impulsów pola mikrofalowego (K+IPM20). Jest to równie� zgodne z wynikami 
bada� Pysza i wsp. [23], którzy otrzymali redukcj� zawarto�ci białka (o 10%) w 
nasionach grochu poddanych procesowi termicznemu, którym było autoklawowanie. 
W przypadku soi ‘Augusta’ nie zaobserwowano statystycznie istotnych ró�nic (P > 
0,05) pomi�dzy zastosowanymi procesami technologicznymi. Podobne wyniki 
otrzymali Khalil i Mansour [12], którzy dowiedli, �e gotowanie i autoklawowanie 
nasion bobu nie prowadziło do zmian zawarto�ci białka.  
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Rys. 1. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na zawarto�� białka 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. 
 

Wpływ ci�głego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g 
(K+PM1000) oraz 2000 J/g (K+PM2000), a tak�e impulsowego pola mikrofalowego o 
15 (K+IPM15) oraz 20 impulsach (K+IPM20) na zawarto�� tłuszczu w nasionach soi 
w porównaniu z zawarto�ci� tego składnika w nasionach kiełkowanych (K) 
przedstawiono na rys. 2. 

Ogrzewanie ci�głym polem mikrofalowym o zakresie absorpcji energii 1000 J/g 
(K+PM1000) spowodowało statystycznie istotny (P<0,05) wzrost zawarto�ci tłuszczu 
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 których 
procesy termiczne (autoklawowanie i gotowanie) doprowadziły do wzrostu (o 8 i 15%) 
zawarto�ci tłuszczu w nasionach grochu. W przypadku nasion soi otrzymali wyniki 
mniej jednoznaczne, tzn. zmniejszenie (o 20%) zawarto�ci tłuszczu w nasionach 
poddanych autoklawowaniu, a wzrost (o 10%) w nasionach gotowanych. Działanie 
ci�głym polem mikrofalowym o zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000) na 
nasiona soi nie spowodowało statystycznie istotnych ró�nic (P > 0,05) w zawarto�ci 
tłuszczu. Podobnie w przypadku działania 15 impulsów pola mikrofalowego 
(K+IPM15) na nasiona ‘Augusta’ i ‘Nawiko’ oraz 20 impulsów pola mikrofalowego 
(K+IPM20) na ‘Nawiko’. Jest to zgodne z wynikami innych badaczy [12], którzy 
dowiedli, �e procesy termiczne nie powoduj� istotnych zmian zawarto�ci tłuszczu 
w nasionach bobu. Nasiona soi ‘Aldana’ poddane wpływowi 15 impulsów pola 
mikrofalowego (K+IPM15) charakteryzowały si� statystycznie istotnym (P < 0,05) 
wzrostem zawarto�ci tłuszczu (o 8%). Działanie 20 impulsów pola mikrofalowego 
(K+IPM20) równie� doprowadziło do statystycznie istotnego (P < 0,05) wzrostu 
zawarto�ci tłuszczu w nasionach soi ‘Augusta’ (o 7%) oraz ‘Aldana’ (o 6%). 
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Rys. 2. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na zawarto�� tłuszczu 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. 
 

Wpływ ci�głego pola mikrofalowego o dwóch ró�nych zakresach absorpcji 
energii (K+PM1000, K+PM2000) oraz impulsów tego pola (K+ +IPM15, K+IPM20) 
na zawarto�� zwi�zków mineralnych oznaczonych w postaci popiołu w kiełkowanych 
nasionach soi odmiany Augusta, Aldana i Nawiko przedstawiono na rys. 3.  

Działanie tradycyjnego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g 
(K+PM1000) nie spowodowało statystycznie istotnych (P > 0,05) ró�nic zawarto�ci 
składników mineralnych oznaczonych jako popiół w badanym materiale. Podobne 
wyniki otrzymali Khalil i Mansour [12], w badaniach których zastosowane procesy 
termiczne tak�e nie powodowały zmian zawarto�ci popiołu w nasionach bobu. 
Zwi�kszenie dawki energii (K+PM2000) spowodowało istotny (P < 0,05) wzrost 
składników mineralnych w nasionach soi ‘Augusta’ (o 4%) i ‘Nawiko’ (o 5%) oraz 
redukcj� (o 1%) w przypadku ‘Aldany’. Pysz i wsp. [23] uzyskali zmniejszenie 
zawarto�ci popiołu (odpowiednio o 31 i 32% oraz 17 i 19%) w gotowanych oraz 
autoklawowanych nasionach grochu i soi. Natomiast działanie impulsowego pola 
mikrofalowego (K+IPM15 oraz K+IPM20) nie miało statystycznie istotnego (P > 0,05) 
wpływu na zawarto�� popiołu w soi odmiany Augusta i Nawiko, jednak spowodowało 
istotn� redukcj� składników mineralnych w ‘Aldanie’ (odpowiednio o 3 i 6%). 
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Rys. 3. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na zawarto�� popiołu 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. 
 
Wpływ wybranych procesów technologicznych, tj. ci�głego pola mikrofalowego 

o dwóch ró�nych zakresach absorpcji energii (K+PM1000, K+PM2000) oraz 15 i 20 
impulsów tego pola (K+IPM15, K+IPM20), na zawarto�� sacharydów w nasionach soi 
w porównaniu z nasionami kiełkowanymi (K) przedstawiono na rys. 4.  

W przypadku soi ‘Augusta’ uwag� zwraca znaczne (o 15%) obni�enie zawarto�ci 
sacharydów pod wpływem ci�głego pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 
1000 J/g (K+PM1000) oraz mniejsze (o 6%), aczkolwiek statystycznie istotne (P < 
0,05), pod wpływem 20 impulsów pola mikrofalowego (K+IPM20). Nasiona soi 
odmiany Aldana charakteryzowały si� statystycznie istotnie (P < 0,05) zmniejszon� 
zawarto�ci� bezazotowych substancji wyci�gowych po działaniu ci�głego pola 
mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000), 15 oraz 20 
impulsów pola mikrofalowego (K+IPM15, K+IPM20) – odpowiednio o 6 oraz 10%. 
Natomiast zastosowane procesy technologiczne nie wpłyn�ły statystycznie istotnie (P 
> 0,05) na zawarto�� sacharydów w nasionach soi odmiany Nawiko. Khalil i Mansour 
[12] nie stwierdzili istotnych zmian zawarto�ci sacharydów w nasionach bobu 
poddanych procesom termicznym. 
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Rys. 4. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na zawarto�� sacharydów 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 zró�nicowanie aktywno�ci inhibitorów 

trypsyny w zale�no�ci od odmiany oraz rodzaju zastosowanej obróbki technologicznej. 
Zwi�zki te nale�� do składników termolabilnych, dlatego te� oddziaływanie pola 
mikrofalowego tak�e wpłyn�ło na obni�enie aktywno�ci antytrypsynowej. Pod 
wpływem pola mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 1000 J/g (K+PM1000) 
uzyskano 70% inaktywacji inhibitorów trypsyny w nasionach soi ‘Augusta’, 74% 
w ‘Aldanie’ oraz 68% w ‘Nawiko’. Zastosowanie wy�szej dawki energii, tj. 
K+PM2000, spowodowało inaktywacj� inhibitorów trypsyny w wi�kszym zakresie. W 
soi odmiany Augusta inaktywacja wyniosła 91%, w ‘Aldanie’ 92%, a w ‘Nawiko’ 
90%. Podobne efekty, zwi�zane z termolabilno�ci� inhibitorów trypsyny, były 
obserwowane równie� przez innych badaczy [1, 2, 17, 22, 24, 29]. Natomiast działanie 
impulsowego pola mikrofalowego (K+IPM15 oraz K+IPM20) spowodowało 
statystycznie istotny (P < 0,05) niewielki spadek aktywno�ci inhibitorów trypsyny, 
niezale�ny od ilo�ci zastosowanych impulsów. Aktywno�� antytrypsynowa nasion 
poddanych działaniu 15 impulsów pola mikrofalowego (K+IPM15) obni�yła si� o 2% 
w przypadku nasion soi ‘Aldana’ i ‘Nawiko’ oraz o 3% w soi ‘Augusta’. W nasionach 
poddanych 20 impulsom pola mikrofalowego (K+IPM20) stopie� inaktywacji 
inhibitorów trypsyny wynosił w przypadku soi odmian: Nawiko, Augusta i Aldana 
odpowiednio 2, 3 oraz 5%.  

Na rys. 6. przedstawiono zawarto�� polifenoli w zale�no�ci od odmiany i 
zastosowanego procesu technologicznego. Procesy termiczne (K+PM1000 oraz 
K+PM2000) spowodowały statystycznie istotny (P < 0,05) wzrost zawarto�ci 
polifenoli w nasionach soi odmiany Augusta (o 6%). W przypadku ‘Aldany’ i 
‘Nawiko’ zmiany zawarto�ci polifenoli nie były statystycznie istotne (P > 0,05). 
Odmienne wyniki otrzymali Pisulewski i wsp. [22]. W ich do�wiadczeniach poddanie 
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procesom termicznym kiełkowanych nasion bobu nie prowadziło do systematycznych 
zmian zawarto�ci tych zwi�zków. W do�wiadczeniach Alonso i wsp. [1], 
przeprowadzonych w podobnych warunkach, zawarto�� polifenoli uległa zmniejszeniu. 
Nie zaobserwowano wyra�nego (P > 0,05) wpływu na ww. zwi�zki zastosowanych 
procesów nietermicznych (K+IPM15 oraz K+IPM20). 
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Rys. 5. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na aktywno�� inhibitorów 

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 
 
Wpływ procesów technologicznych na aktywno�� przeciwutleniaj�c� badanego 

materiału przedstawiono na rys. 7. Zastosowane procesy termiczne (K+PM1000, 
K+PM2000) nie doprowadziły do statystycznie istotnych (P > 0,05) zmian aktywno�ci 
przeciwutleniaj�cej nasion soi ‘Augusta’, natomiast spowodowały znaczny (P < 0,05) 
wzrost w przypadku soi ‘Aldana’ (o 21%) oraz ‘Nawiko’ (o 18 i 23%). Koreluje to 
z wykazanym wcze�niej wzrostem zawarto�ci polifenoli. Obliczony współczynnik 
korelacji liniowej Pearsona pomi�dzy zawarto�ci� polifenoli oraz aktywno�ci� 
przeciwutleniaj�c� kiełkowanych nasion soi (K) oraz nasion poddanych obróbce 
nietermicznej przy zastosowaniu impulsowego pola mikrofalowego (K+IPM15, 
K+IPM20) wyniósł: rxy = 0,3. 
wiadczy to o umiarkowanej zale�no�ci ł�cz�cej obie 
zmienne. Natomiast współczynnik korelacji liniowej Pearsona tych samych cech w 
przypadku kiełkowanych nasion soi (K) oraz nasion poddanych ogrzewaniu za pomoc� 
ci�głego pola mikrofalowego (K+PM1000, K+PM2000) wyniósł: rxy = 0,9, co dowodzi 
silnej zale�no�ci ł�cz�cej obie zmienne. Wobec powy�szego mo�na powi�za� 
obecno�� polifenoli z aktywno�ci� przeciwutleniaj�c� nasion soi. Zaskakuj�cym 
wynikiem wydaje si� statystycznie istotne (P < 0,05) obni�enie (o 14%) aktywno�ci 
przeciwutleniaj�cej nasion soi ‘Aldana’ poddanych działaniu ci�głego pola 
mikrofalowego o zakresie absorpcji energii 2000 J/g (K+PM2000). Mogło ono by� 
spowodowane zmniejszeniem aktywno�ci antytrypsynowej oraz niewielk� redukcj� 
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polifenoli. Zastosowane procesy nietermiczne doprowadziły do wyra�nego wzrostu  
 

460

470

480

490

500

510

520

530

540

550

560

Po
lif

en
ol

e/
 P

ol
yp

he
no

ls
 [m

g/
10

0 
g 

s.
m

.]

Augusta Aldana Nawiko

K

K+PM1000

K+PM2000

K+IPM15

K+IPM20

 
Rys. 6. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na zawarto�� 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. Wpływ kiełkowania oraz oddziaływania pola mikrofalowego na aktywno�� przeciwutleniaj�c� 

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) aktywno�ci przeciwutleniaj�cej nasion soi, niezale�nego od ilo�ci 
zastosowanych impulsów. Było to prawdopodobnie wynikiem wzrostu aktywno�ci 
inhibitorów trypsyny przy jednoczesnym braku zmian zawarto�ci polifenoli. 
Najwi�kszy wzrost aktywno�ci przeciwutleniaj�cej po działaniu 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’ (o 29%). 

Wnioski 

1. Wykazano zró�nicowanie odmianowe badanych nasion ro�lin str�czkowych, a ich 
podstawowy skład chemiczny był zgodny z danymi literaturowymi.  

2. Kiełkowanie nasion spowodowało zmian� proporcji składników �ywieniowych. 
Zmniejszeniu zawarto�ci sacharydów równocze�nie towarzyszył wzrost zawarto�ci 
tłuszczu oraz białka.  

3. Kiełkowanie nasion spowodowało statystycznie istotn� (P < 0,05) redukcj� 
aktywno�ci inhibitorów trypsyny i polifenoli oraz obni�enie aktywno�ci 
przeciwutleniaj�cej.  

4. Procesy termiczne (K+PM1000, K+PM2000) spowodowały statystycznie istotn� 
(P < 0,05) inaktywacj� termolabilnych składników nasion soi (inhibitorów 
trypsyny), przy jednoczesnym wzro�cie zawarto�ci polifenoli oraz aktywno�ci 
przeciwutleniaj�cej.  

5. Zastosowanie procesów nietermicznych (K+IPM15, K+IPM20) spowodowało 
istotny (P < 0,05) wzrost aktywno�ci inhibitorów trypsyny oraz aktywno�ci 
przeciwutleniaj�cej badanych nasion. 

6. Wykazano dodatni�, umiarkowan� korelacj� pomi�dzy zawarto�ci� polifenoli 
a aktywno�ci� przeciwutleniaj�c� kiełkowanych i poddanych obróbce 
nietermicznej nasion soi oraz siln� w przypadku poddanych procesom termicznym. 
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THE INFLUENCE OF PULSE AND CONTINUOUS MICROWAVE FIELD AFFECTING  
ON NUTRITION VALUE AND ANTIOXIDANT PROPERTIES  

OF GERMINATED SOYBEAN SEEDS 
 

S u m m m a r y 
 

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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ALEKSANDRA SZYDŁOWSKA, EWA CZARNIECKA-SKUBINA   

WPŁYW SPOSOBU GOTOWANIA I PRZECHOWYWANIA PO 
UGOTOWANIU NA TEMPERATUR�, WYDAJNO�� I JAKO�� 

SENSORYCZN� BROKUŁÓW 

 

S t r e s z c z e n i e 
 

Celem pracy była ocena wpływu sposobu gotowania (w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wody 
wrz�cej, w garnku w parze, w piecu konwekcyjno-parowym w parze) oraz przechowywania po 
ugotowaniu w bemarze i w termoporcie na wydajno��, jako�� sensoryczn� (ocenian� metodami 
niestrukturowanej skali graficznej i parzyst�) i barw� brokułów ocenian� instrumentalnie. Podczas 
przechowywania w bemarze i termoporcie badano ponadto zmiany temperatury brokułów i wody. 

Najwy�sz� wydajno�� procesu, wynikaj�c� z wchłoni�cia wody, uzyskano gotuj�c brokuły 
w wodzie, rozpoczynaj�c proces od wrz�cej wody. Stwierdzono, �e sposób gotowania oraz sposób i czas 
przechowywania wpływaj� statystycznie istotnie na jako�� sensoryczn� brokułów. Jako�� sensoryczna 
brokułów gotowanych w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wrz�cej wody jest statystycznie istotnie 
lepsza od brokułów gotowanych w parze (w garnku i w piecu konwekcyjno-parowym).  

Przechowywanie gotowanych brokułów w bemarze powoduje znaczne obni�enie ich jako�ci 
sensorycznej (barwy, zapachu, smaku, konsystencji, jako�ci ogólnej) w porównaniu z przechowywaniem 
w termoporcie, co potwierdziła ocena barwy metod� instrumentaln�. Brokuły nie powinny by� 
przechowywane w bemarze. W celu utrzymania dobrej jako�ci sensorycznej i wła�ciwej temperatury 
brokułów przechowywanych po ugotowaniu w termoporcie nale�y przekłada� je do wygrzanych, 
pojemników GN, wypełnionych całkowicie, szczelnie zamyka� termoport i nie przekracza� czasu 
przechowywania 1,5 h. 

 
Słowa kluczowe: brokuły, jako�� sensoryczna, bemar, termoport 
 

Wprowadzenie 

Brokuły to warzywa, które w Polsce s� uprawiane dopiero od pocz�tku XX w. 
Zyskały aprobat� konsumentów ze wzgl�du na wysok� warto�� od�ywcz�, w tym 
znaczne ilo�ci prowitaminy A (β-karotenu), witamin B1 oraz C, składników 
mineralnych i błonnika pokarmowego [2, 3, 6, 10, 11, 18], a tak�e przypisywane im 
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wła�ciwo�ci antykancerogenne [7, 10, 11, 15, 17]. Ich zalet� jest równie� dost�pno�� 
w sprzeda�y przez cały rok zarówno w formie �wie�ej, jak i mro�onej, dzi�ki czemu s� 
wykorzystywane przez indywidualnego odbiorc� w warunkach domowych, jak 
równie� na potrzeby zakładów gastronomicznych czy cateringu. 

Klient współczesnej gastronomii oczekuje odpowiedniej jako�ci potrawy, 
zwi�zanej z trzema aspektami: jako�ci� sensoryczn�, warto�ci� od�ywcz� i 
bezpiecze�stwem zdrowotnym. Aby uzyska� wła�ciw� jako�� potraw, wa�ne jest 
zastosowanie odpowiedniego procesu technologicznego [19, 20], wła�ciwe 
przechowywanie po przeprowadzonej obróbce, tak by w chwili dotarcia do 
konsumenta potrawa była bezpieczna do spo�ycia, o wysokiej jako�ci sensorycznej 
i warto�ci od�ywczej, a tak�e o odpowiedniej temperaturze. 

W przypadku warzyw cz�sto polecane jest gotowanie w parze, jako metoda 
zapobiegaj�ca wypłukiwaniu z surowca cennych składników od�ywczych tj.: witamin 
czy zwi�zków mineralnych. Nowoczesne rozwi�zania technologiczne w gastronomii to 
gotowanie w wyspecjalizowanych urz�dzeniach, takich jak piec konwekcyjno-parowy, 
wyposa�ony w opcj� gotowania w parze. 

Po zastosowaniu odpowiednio dobranej metody obróbki termicznej wa�ne jest 
zagwarantowanie wła�ciwych warunków przechowywania potrawy, takich jak 
temperatura i czas przechowywania. Profesjonalnym rozwi�zaniem tego problemu 
w gastronomii, a zwłaszcza cateringu jest zastosowanie np. bemaru czy termoportu. 
Współcze�nie, zwłaszcza termoporty staj� si� powszechne z uwagi na rozwój usług 
cateringowych.  

W literaturze brak jest bada� na temat zagadnie� zwi�zanych z wpływem 
przechowywania potrawy w bemarach i termoportach na wyró�niki jej jako�ci, takie 
jak: warto�� od�ywcza, jako�� sensoryczna czy bezpiecze�stwo spo�ycia. Z punktu 
widzenia konsumenta istotna jest równie� temperatura potrawy. Zatem celowym jest 
podj�cie bada� nad wpływem sposobu gotowania i przechowywania po ugotowaniu 
w bemarze i termoporcie na jako�� wybranego warzywa – brokułów, z 
uwzgl�dnieniem temperatury uzyskanej potrawy. 

Materiał i metody bada� 

Materiał badawczy stanowiły brokuły �rednio pó�nej odmiany Shadow F1 firmy 
,,Bejo Zaden”, pochodz�ce od jednego producenta z uprawy tradycyjnej. Odmiana ta 
jest polecana do uprawy pó�noletniej i jesiennej do sprzeda�y w formie �wie�ej. Do 
bada� u�yto brokułów o �redniej masie 450 g, które przywo�ono bezpo�rednio z pola 
b�d� przechowywano do nast�pnego dnia w chłodni w temp. 0–1oC i wilgotno�ci 
wzgl�dnej powietrza 95–98% [1, 5, 14]. 

Surowiec po usuni�ciu li�ci, skróceniu łodyg i umyciu, o masie 450 g, poddawano 
obróbce cieplnej:  
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– w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wody wrz�cej (proces przeprowadzano 
w stalowym garnku, ogrzewanym elektrycznie, w wodzie wodoci�gowej o obj. 
2,5 l, w ci�gu 7 min), 

– w garnku w parze (proces przeprowadzano w garnku, zaopatrzonym w 
perforowan� wkładk�, ogrzewanym elektrycznie, w ci�gu 15 min), 

– w piecu konwekcyjno-parowym w parze (proces przeprowadzano w pojemnikach 
GN w piecu firmy Electrolux, w temp. 95oC z wykorzystaniem pary, w ci�gu 
30 min). 
Warunki procesu gotowania ustalono eksperymentalnie. Czas gotowania ustalono 

na podstawie sensorycznej oceny konsystencji metod� skali werbalnej [16]. Za 
odpowiedni uznawano czas gotowania, gdy 80% oceniaj�cych uznało konsystencj� 
brokułów za wła�ciw�.  

Brokuły po ugotowaniu przechowywano w czasie 0-4 h: 
– w termoporcie firmy Cambro, UPCS 180, o wymiarach 31,5 × 43,5 × 64 cm (wys., 

szer., dł.), pojemno�ci 23 l, w stalowych pojemnikach GN ¼, 
– w bemarze elektrycznym, w temp. medium grzewczego (wody) 65oC, w stalowych 

pojemnikach GN ¼. 
Brokuły bezpo�rednio po ugotowaniu umieszczano w pojemnikach GN w 

bemarze oraz w termoporcie. Ka�dorazowo w pojemnikach umieszczano porcj� 1,8 kg 
brokułów. Pomiary temperatury brokułów przechowywanych w termoporcie 
wykonano w dwóch wersjach przechowywania: w pojemnikach GN o temperaturze 
pokojowej i pojemnikach GN wygrzewanych ka�dorazowo w temperaturze 90°C przez 
10 min. Pojemniki GN w bemarze s� zawsze wygrzane z uwagi na fakt, �e s� 
ogrzewane przez medium grzewcze (wod�) ju� podczas rozgrzewania bemaru. 
Dodatkowo zbadano zmiany temperatury wody w czasie przechowywania przez 0–4 h 
w pojemnikach GN¼, w bemarze i termoporcie. Ka�dorazowo przechowywano 
3,5 litra przegotowanej wody. 

W brokułach gotowanych i przechowywanych okre�lano: 
– wydajno�ci procesu gotowania i przechowywania w termoporcie i bemarze; 
– zmiany temp. brokułów podczas ich przechowywania w bemarze i w termoporcie 

w czasie 0-4 h. Pomiary przeprowadzano co 0,5 h za pomoc� termopary 
umieszczonej w kilku miejscach warzywa. W przypadku termoportu, w celu 
unikni�cia strat ciepła, otwierano pojemniki jednorazowo tylko po danym czasie 
przechowywania; 

– jako�� sensoryczn� brokułów metod� skalowania z wykorzystaniem 
niestrukturowanej skali graficznej (oznaczenia brzegowe jako�ci: bardzo 
niepo��dana, bardzo po��dana) oraz metod� parzyst� [8], bezpo�rednio po 
ugotowaniu oraz po przechowywaniu gotowanych prób co 0,5 h tj. po 0,5; 1; 1,5; 
2; 2,5; 3; 3,5 i po 4 h. Za pomoc� obu metod oceniano zapach, barw�, smak, 
konsystencj� i jako�� ogóln� brokułów. 
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W ocenie metod� niestrukturowanej skali graficznej barw� brokułów okre�lano 
w zakresie: brunatnozielona, z odcieniem br�zowym – intensywnie zielona, koloru 
�wie�ej trawy, smak i zapach: nietypowe – typowe dla warzyw kapustnych, 
konsystencj�: zbyt mi�kka, rozpadaj�ca si� – zwi�zła. 
Do oceny metod� parzyst� ka�dorazowo podawano dwie próbki: próbk� 
bezpo�rednio po ugotowaniu i próbk� po przechowywaniu. Oceniaj�cy miał za 
zadanie odpowiedzie� na pytanie oddzielne dla ka�dego z badanych wyró�ników, 
któr� z prób w ka�dej parze bardziej preferuje ze wzgl�du na wskazan� cech� 
(barw�, zapach, smak, konsystencj�, jako�� ogóln�). 
Oceny dokonywał 10-osobowy zespół, którego członkowie zostali przeszkoleni 
w zakresie wykonywania podstawowych metod analizy sensorycznej i byli 
sprawdzeni ze wzgl�du na indywidualn� wra�liwo�� sensoryczn�.  
Próbki ugotowanych brokułów podawane były w gniazdach izotermicznych. 
Brokuły oceniane bezpo�rednio po ugotowaniu były podawane w temp. 65°C, 
natomiast brokuły przechowywane po ugotowaniu oceniano w temperaturze jak� 
miały po danym czasie przechowywania, 

– barw�, bezpo�rednio po ugotowaniu i po przechowywaniu, metod� instrumentaln� 
przy u�yciu aparatu Minolta Chroma–Meters w systemie L*a*b*. Parametry 
barwy mierzono przy �ródle �wiatła C.  
Badania ka�dego wariantu do�wiadczenia (metody gotowania i sposobu oraz 

czasu przechowywania) powtarzano trzykrotnie.  
Ocena statystyczna wyników obejmowała obliczenie odchylenia standardowego, 

analiz� wariancji i liniow� analiz� regresji, do obliczenia których wykorzystano 
program komputerowy Statgraphics 5. Statystycznie istotne ró�nice pomi�dzy 
wynikami okre�lono na podstawie najmniejszej istotnej ró�nicy (p<0,05). 

Wyniki i dyskusja 

Zmiany temperatury przechowywanych brokułów i wody 

Podczas przechowywania ugotowanych brokułów oraz wody w termoporcie 
i w bemarze w czasie 0–4 h badano zmiany temperatury. Uzyskane wyniki 
przedstawiono na rys. 1. 

Gor�ce warzywa (85°C) umieszczone w pojemnikach GN o temp. pokojowej 
i przechowywane w termoporcie, po 0,5–1 h wykazywały temp. obni�on� do około 
33–42oC (w zale�no�ci od metody gotowania); pó�niej temperatura stabilizowała si� 
i obserwowano mniejsze jej spadki. Przetrzymywanie brokułów w pojemnikach GN o 
temperaturze pokojowej powodowało wi�ksze wychłodzenie surowca ni� wówczas,  
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Rys. 1. Wpływ czasu przechowywania [a) w termoporcie i b) w bemarze] na zmiany temperatury 

ugotowanych brokułów [A, A1 – brokuły gotowane w garnku przy rozpocz�ciu procesu od 
wrz�cej wody, B, B1 – brokuły gotowane w garnku w parze, C, C1 – brokuły gotowane w piecu 
konwekcyjno-parowym w parze; A, B,C – pojemniki GN o temp. pokojowej, A1, B1, C1 – 
pojemniki GN wygrzane]. 

Fig.1. Effect of time of storage [a) in thermoport and b) warmholding] on changes of temperature of 
cooked broccoli [A, A1 –- 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, A1, B1, C1 – warm GN container]. 

gdy brokuły były przechowywane w pojemnikach wygrzanych (po 4 h osi�gni�to 
temp. maksymalnie do 49–52,4°C). Tak znaczne obni�enie temperatury brokułów 
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wynikało z faktu niepełnego wypełnienia pojemników GN ugotowanym surowcem. 
Obni�enie temperatury brokułów przechowywanych w termoporcie po ugotowaniu jest 
o wiele wi�ksze ni� podaj� producenci termoportów (według nich temperatura posiłku 
obni�a si� z 93° do 78°C podczas 6 h przechowywania). Według danych 
literaturowych [13] obni�enie temperatury posiłków przechowywanych w temp. 
pokojowej w termoporcie po upływie 1 h wynosi około 4°C, a po 4 h – około 9°C w 
stosunku do temp. pocz�tkowej posiłku.  

Po 0,5 h przechowywania w bemarze zaobserwowano obni�enie temperatury 
brokułów do około 54–58,7oC (w zale�no�ci od metody gotowania i zwi�zanej z tym 
pocz�tkowej temperatury ugotowanego surowca). Temperatura medium grzewczego 
podczas przechowywania brokułów wynosiła 65°C ze wzgl�du na fakt, �e jest to 
warzywo o delikatnej konsystencji po ugotowaniu.  

Po 4 h przechowywania w termoporcie temperatura brokułów gotowanych 
wszystkimi metodami, wynosiła poni�ej 30oC, natomiast po przechowywaniu w tym 
czasie brokułów w bemarze około 50oC, z uwagi na fakt stałego podgrzewania (rys. 1). 

W wodzie przechowywanej w termoporcie przez 4 h odnotowano po tym czasie 
obni�enie temp. z 92 do 81ºC, natomiast w bemarze do 65ºC (przy zastosowaniu temp. 
medium grzewczego 65°C). Zjawisko d��enia układu surowiec-naczynie do 
wyrównywania temperatur zachodzi zarówno w przypadku przechowywania wody, jak 
i brokułów. Ró�nice w spadku temperatury wody i brokułów w czasie 4 h 
przechowywania w termoporcie wynikaj� z: innej powierzchni wymiany ciepła (w 
przypadku warzyw wi�ksza), z innego współczynnika oddawania ciepła od materiału 
do �cian urz�dzenia i innego współczynnika pojemno�ci cieplnej (im jest on wi�kszy 
tym wolniej ciało przekazuje ciepło). Wpływ ma przede wszystkim fakt, �e brokuły 
niecałkowicie wypełniały pojemniki GN, podczas gdy woda wypełniała je całkowicie. 

Wydaje si�, �e podniesienie temperatury wody w bemarze podczas 
przechowywania brokułów spowodowałoby wzrost temperatury surowca, ale 
prawdopodobnie pogorszenie jako�ci sensorycznej, gdy� wst�pne próby z brokułami 
przechowywanymi przy wy�szej temperaturze medium grzewczego w bemarze 
powodowały uzyskanie produktu nieakceptowanego z punktu widzenia konsumenta 
(zbr�zowienie powierzchni, bardzo mi�kka konsystencja). 

Uzyskana temperatura ko�cowa brokułów po przechowywaniu nie jest 
akceptowana ze wzgl�dów bezpiecze�stwa mikrobiologicznego. Nie nale�y wi�c 
przechowywa� brokułów w termoporcie przy niepełnym wypełnieniu pojemników GN 
i dobrze jest stosowa� wygrzane pojemniki, natomiast w bemarze, aby uzyska� wy�sz� 
temperatur� przechowywania potrawy nale�ałoby podnie�� temperatur� medium 
grzewczego. Optymaln� temperatur� przechowywania da� ciepłych, bior�c pod uwag� 
ich dobr� jako�� sensoryczn� i mikrobiologiczn� jest temp. powy�ej 63oC. Bardzo 
wa�ne przy przechowywaniu jest zachowanie ci�gło�ci ła�cucha cieplnego [12].  
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Wydajno�� procesu gotowania i przechowywania po ugotowaniu 

Najwy�sz� wydajno�� procesu gotowania stwierdzono w przypadku gotowania 
brokułów w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wrz�cej wody – 111%, co jest 
wynikiem wchłoni�cia wody przez surowiec. W przypadku zastosowania metod 
z u�yciem pary (gotowanie w garnku i w piecu konwekcyjno-parowym) uzyskano 
wydajno�ci, odpowiednio 103 i 100%. Proces przechowywania brokułów po 
ugotowaniu w bemarze i w termoporcie nie wpłyn�ł na zmian� wydajno�ci. 

Jako�� sensoryczna gotowanych i przechowywanych po ugotowaniu brokułów 

Porównuj�c wpływ sposobu gotowania na jako�� sensoryczn� brokułów stwierdzono, 
�e metoda gotowania i zwi�zany z tym czas procesu wpływa statystycznie istotnie na 
wyró�niki jako�ci sensorycznej (barw�, zapach, smak, konsystencj�, jako�� ogóln�). 
Jako�� brokułów gotowanych tradycyjnie w garnku przy rozpocz�ciu procesu od 
wrz�cej wody była statystycznie istotnie lepsza pod wzgl�dem badanych wyró�ników 
od brokułów gotowanych w parze (w garnku i w piecu konwekcyjno-parowym), co 
przedstawiono w tab. 1. 

T a b e l a  1 
 
Jako�� sensoryczna brokułów, oceniana metod� niestrukturowanej skali graficznej (10 cm), w zale�no�ci 
od sposobu gotowania. 
Sensory quality of broccoli estimated by unstructured graphical scale method (10cm) depending on 
cooking method.  

Warto�ci �rednie / Mean values n = 30 Sposób gotowania 
Cooking method Barwa 

Colour 
Zapach 
Odour 

Smak 
Taste 

Konsystencja 
Texture 

Jako�� ogólna 
Overall quality 

W garnku przy rozpocz�ciu  
procesu od wody wrz�cej 

Cooking in pot starting with  
boiling water 

8,8±0,2 c 8,6±0,3 b 8,4±0,2 c 8,4± 0,2 b 8,6± 0,1 c 

W garnku w parze 
Steam cooking in pot 

8,4± 0,2 b 8,2± 0,3 a 8,1± 0,2 b 7,9± 0,2 a 8,1± 0,2 b 

W piecu konwekcyjno-parowym  
w parze 

Steam cooking in convection-
steam oven 

7,8± 0,3 a 7,9± 0,3 a 7,8± 0,2 a 7,9± 0,2 a 7,9± 0,2 a 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
W tabeli przedstawiono warto�ci �rednie, ± odchylenie standardowe / Table shows mean values, ± 
standard deviation;  
a, b ... – wyniki oznaczone t� sam� liter� nie ró�ni� si� statystycznie istotnie / the same letter in each 
column indicates no statistically significant differences between the results. 

Najni�sz� jako��, zwłaszcza pod wzgl�dem barwy i smaku, stwierdzono w 
przypadku brokułów gotowanych w piecu konwekcyjno-parowym w parze z uwagi na 
najdłu�szy czas gotowania. W literaturze formułowany jest pogl�d, �e gotowanie 
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warzyw w piecu konwekcyjno-parowym pozwala na lepsze zachowanie ich barwy [9]. 
W gastronomii brokuły gotuje si� zazwyczaj w piecu konwekcyjno-parowym, ale jak 
wynika z przeprowadzonego wywiadu w�ród kucharzy warszawskiej gastronomii, 
najcz��ciej w ten sposób gotowane s� brokuły mro�one, które uprzednio były 
blanszowane, a wi�c s� cz��ciowo obgotowane i nie potrzeba tak długiego czasu 
gotowania jak zastosowany w badaniach. 

Wyniki wpływu czasu przechowywania ugotowanych brokułów w bemarze 
i w termoporcie na jako�� sensoryczn� przedstawiono na rysunku 2.  

Wyniki analizy regresji liniowej dotycz�ce wpływu przechowywania na jako�� 
sensoryczn� gotowanych brokułów wskazuj� na do�� znaczn� sił� zwi�zku mi�dzy 
zmienn� zale�n� (jako�ci� sensoryczn�) a niezale�n� (czasem przechowywania w 
bemarze i termoporcie). Współczynnik korelacji w przypadku zale�no�ci jako�ci 
ogólnej od czasu przechowywania wyniosły: w metodzie gotowania w garnku przy 
rozpocz�ciu procesu od wrz�cej wody w termoporcie r = -0,485 (mniejsza zale�no��), 
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 zarówno w bemarze, jak i w termoporcie wpływał wi�c 
statystycznie istotnie na badane cechy jako�ci sensorycznej i w miar� wydłu�ania 
czasu przechowywania jako�� wszystkich badanych cech obni�ała si�. 

W przypadku badanych metod gotowania, po 4 h przechowywania w bemarze, 
stwierdzono obni�enie jako�ci sensorycznej (barwy, zapachu, smaku, konsystencji 
i jako�ci ogólnej) do znacznie ni�szych warto�ci w porównaniu z brokułami 
przechowywanymi w termoporcie. Było to wynikiem stałego podgrzewania brokułów 
w czasie przechowywania (temp. medium grzewczego w bemarze wynosiła 65oC).  

Jako�� sensoryczna (barwa, zapach, smak, konsystencja, jako�� ogólna) 
ugotowanych brokułów przechowywanych w termoporcie ulegała równie� pogorszeniu 
w miar� wydłu�ania czasu przechowywania. Stwierdzono jednak lepsz� jako�� 
brokułów przechowywanych w termoporcie w porównaniu z brokułami 
przechowywanymi w bemarze (rys. 2). 

W ocenie metod� parzyst�, podaj�c równolegle dwie próbki brokułów 
bezpo�rednio po ugotowaniu i brokułów po przechowywaniu w termoporcie lub 
bemarze stwierdzono, �e 0,5 h przechowywanie wpływało w sposób statystycznie 
istotny tylko na niektóre wyró�niki jako�ci sensorycznej, natomiast przechowywanie 
ugotowanych brokułów powy�ej 0,5 h wpływało w sposób statystycznie istotny na 
wszystkie badane wyró�niki jako�ci sensorycznej. Uzyskane oceny przedstawiono w 
tab. 2. 
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Rys. 2. Wpływ czasu przechowywania w termoporcie i bemarze na jako�� sensoryczn� brokułów 

ocenian� metod� 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 rozpocz�ciu procesu od wrz�cej wody, B – w garnku w parze, C – w piecu konwekcyjno-
parowym w parze. 

Fig. 2. 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. 

 
T a b e l a  2 
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Jako�� sensoryczna brokułów, oceniana metod� parzyst�, determinowana czasem przechowywania w 
termoporcie i bemarze. 
Sensory quality of broccoli estimated by dual method determined by time storage in the thermoport and 
warmholding. 
 

Wyniki jako�ci sensorycznej ugotowanych brokułów i brokułów  
po ugotowaniu i przechowywaniu 

Results of the sensory quality of cooked broccoli and broccoli  
after cooking and storage 

Czas przechowywania (h) n = 30 

Pr
ze

ch
ow

yw
an

ie
 

St
or

ag
e 

Sposób 
gotowa- 

nia 
Cooking 
method 

Jako�� 
Quality 

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 
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 
A 

Overall 
quality 

20 10 28 2 22 8 23 7 29 1 21 9 

Colour 20 10 26 4 30 0 26 4 25 5 25 5 
Odour 19 11 28 2 27 3 26 4 21 9 26 4 
Taste 25 5 26 4 26 4 27 3 26 4 23 7 

Texture 23 7 24 6 21 9 21 9 26 4 22 8 
B 

Overall 
quality 

25 5 26 4 27 3 27 3 26 4 25 5 

Colour 17 13 28 2 25 5 26 4 26 4 22 8 
Odour 16 14 25 5 26 4 26 4 29 1 27 3 
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 
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ie
 w
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rm
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e 

St
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C 

Overall 
quality 

16 14 21 9 27 3 22 8 28 2 29 1 

Colour 23 7 30 0 30 0 24 6 30 0 30 0 
Odour 25 5 29 1 29 1 25 5 29 1 25 5 
Taste 18 12 28 2 27 3 24 6 28 2 24 6 

Texture 19 11 29 1 29 1 23 7 30 0 27 3 
A 

Overall 
quality 

20 10 30 0 29 1 24 6 29 1 25 5 

Colour 27 3 30 0 30 0 30 0 29 1 30 0 
Odour 22 8 27 3 30 0 28 2 29 1 30 0 
Taste 23 7 26 4 27 3 27 3 27 3 29 1 

Texture 22 8 28 1 28 2 25 5 27 3 29 1 

Pr
ze
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yw
an

ie
 w

 b
em

ar
ze

 
W

ar
m

ho
ld
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Overall 
quality 

23 7 27 3 28 2 28 2 28 2 30 0 

 
 

c.d. Tab. 2 
 C Colour 28 2 29 1 25 5 30 0 25 5 30 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 
quality 

28 2 27 3 26 4 28 2 28 2 30 0 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
Pomini�to prezentacj� wyników uzyskanych po 1,5 i 2,5 h przechowywania z uwagi na nieznaczne 
zmiany jako�ci sensorycznej / Results presentation after 1,5 and 2,5 hour of storage was skipped because 
of inconsiderable sensory quality changes. 
Minimum zgodnych ocen niezb�dnych do ustalenia istotnego zró�nicowania - 21 (poziom istotno�ci α = 
0,05) / Minimum of compliance estimates to establish significant differences - 21 (significance level α = 
0.05). 
A - brokuły gotowane w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wrz�cej wody / broccoli cooking in pot starting 
with boiled water; B- brokuły gotowane w garnku w parze / broccoli steam cooking in pot; C- brokuły 
gotowane w piecu konwekcyjno-parowym w parze / broccoli steam cooking in convection-steam oven 

Barwa brokułów gotowanych i przechowywanych po ugotowaniu 

Stwierdzono statystycznie istotny wpływ sposobu gotowania na barw� brokułów 
mierzon� instrumentalnie. Uzyskane wyniki pomiaru barwy brokułów w zale�no�ci od 
sposobu gotowania przedstawiono w tab. 3. 

Jak wynika z przedstawionych danych, wi�ksze zmiany barwy w stosunku do 
surowca �wie�ego nast�powały w brokułach gotowanych metodami z u�yciem pary, co 
wynikało najprawdopodobniej z faktu dłu�szego czasu obróbki cieplnej w porównaniu 
z gotowaniem w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wody wrz�cej. Znaczenie mo�e 
mie� wpływ wody o odczynie oboj�tnym w przypadku gotowania w niej brokułów. 
Gotowanie w wodzie ułatwia wyługowanie i rozcie�czenie kwasów organicznych 
(kwas szczawiowy, kwas cytrynowy) zawartych w tkankach, które mog� powodowa� 
powstanie, pod wpływem ciepła, oliwkowozielonej barwy (wynik przekształcenia si� 
zielonego chlorofilu w oliwkowozielon� feofityn�) [20]. 

Próbki brokułów gotowanych trzema sposobami były w stosunku do brokułów 
�wie�ych: 
- ja�niejsze – stwierdzono wzrost warto�ci L, 
- mniej zielone – warto�ci ∆a były dodatnie, 
- bardziej �ółte – warto�ci ∆b były dodatnie. 

Pod wpływem procesu gotowania zmieniało si� równie� nasycenie barwy 
brokułów z 0,968 w przypadku brokułów �wie�ych do 0,611 w przypadku brokułów 
gotowanych tradycyjnie w wodzie i do 0,502; 0,528 – brokułów gotowanych w parze. 

Zmiany barwy (∆E) w porównaniu z surowcem �wie�ym były znacznie mniejsze 
w przypadku gotowania tradycyjnego (4,20) ni� gotowania w parze (5,02; 5,04).  

 
T a b e l a  3 
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Barwa brokułów w zale�no�ci od sposobu ich gotowania. 
Broccoli colour depending on cooking method. 
 

Warto�ci �rednie współczynników 
Mean values of coefficients n=90 Sposób gotowania 

Cooking method 
L* a* b* ∆L ∆a ∆b a/b ∆E 

Brokuły �wie�e 
Fresh broccoli 

93,70 
± 0,1a 

-10,68 
±0,05b 

+11,03 
±0,1a 

- - - 0,968 - 

W garnku przy 
rozpocz�ciu procesu od wody 

wrz�cej 
Cooking in pot starting with 

boiling water 

95,52 
±0,2 ab 

-6,91 
±0,1a 

+11,31 
±0,1a 

1,82 3,77 0,28 0,611 4,20 

W garnku w parze 
Steam cooking in pot 

96,30 
±0,15b 

-6,67 
±0,1a 

+12,64 
±0,1b 

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

W piecu konwekcyjno-
parowym w parze 

Steam cooking in convection-
steam oven 

95,64 
±0,1ab 

-6,33 
±0,1a 

+12,61 
±0,1b 

1,94 4,35 1,58 0,502 5,02 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
W tabeli przedstawiono warto�ci �rednie współczynników: L* – jasno��; -a* – barwa zielona; -b* – barwa 
niebieska; a/b – nasycenie barwy; +a – barwa czerwona; +b – barwa �ółta; ∆E – 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; �E - changes of colour. 
a, b - warto�ci �rednie oznaczone t� sam� liter� nie ró�ni� si� statystycznie istotnie / mean values signed 
with the same letter indicates no statistically significant differences between the results. 

 
Wyniki instrumentalnej oceny barwy potwierdzaj� dane uzyskane przy u�yciu 

metody sensorycznej, w której barw� brokułów gotowanych w garnku w wodzie 
oceniano najlepiej. Brokuły �wie�e stanowi�ce surowiec do bada� nale�ały do 
odmiany o barwie niebiesko-zielonej i charakteryzowały si� parametrami: L*= 93,70, 
a*= -10,68 i b*= 11,03 (tab. 4). Literatura przedmiotu nie zawiera danych na temat 
wpływu sposobu gotowania na jako�� sensoryczn� i barw� brokułów. Jedynie Artes 
i wsp. [4] podaj� warto�ci parametrów barwy �wie�ych brokułów, ale odnosz� si� one 
do odmiany o barwie �ółto-zielonej, a mianowicie: L*= 88,19, a*= - 4,16 i b*= 21,97.  

Ponadto stwierdzono statystycznie istotny wpływ czasu i sposobu 
przechowywania na barw� brokułów mierzon� instrumentalnie. Uzyskane wyniki 
przedstawiono w tab. 4.  

Próbki brokułów gotowanych i przechowywanych przez 4 h były: 
– ja�niejsze w stosunku do surowca �wie�ego (warto�� ∆L dodatnia), przy czym 

nieco wi�ksze poja�nienie barwy w przypadku wszystkich metod gotowania 
stwierdzono w przypadku przechowywania w bemarze, 
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– z przewag� koloru �ółtego (warto�ci ∆b dodatnie), zmiany ∆b były wy�sze 
w przypadku przechowywania w bemarze, 

– ze zmniejszaj�cym si� udziałem koloru zielonego (warto�ci ∆a dodatnie), zmiany 
∆a były wy�sze w przypadku przechowywania w bemarze. 

 
T a b e l a  4 

 
Barwa brokułów w zale�no�ci od sposobu ich gotowania i przechowywania. 
Broccoli colour depending on cooking method and storage. 
 

Warto�ci �rednie współczynników 
Mean values of coefficients n=90 

Sposób  
gotowania 
Cooking 
method 

L* a* b* ∆L ∆a ∆b a/b ∆E 

Sposób 
przechowy-

wania 
Method of 

storage Brokuły �wie�e 
Fresh broccoli 

93,70 
± 0,1 

-10,68 
±0,1 

+11,03
±0,1 

- - - 0,968 - 

A 
97,68 
± 0,2 

-5,45 
±0,05 

+12,80
±0,2 

3,98 5,23 1,77 0,426 6,81 

B 
96,93 
± 0,15 

-5,90 
±0,1 

+13,16
±0,05 

3,23 4,78 2,13 0,448 6,15 

W 
termoporcie 

– 4 h 
In 

thermoport C 
97,70 
± 0,1 

-4,10 
±0,05 

+13,99
±0,1 

4,00 6,58 2,96 0,293 8,25 

A 
98,01 
± 0,1 

-4,55 
±0,1 

+13,32
±0,1 

4,31 6,13 2,29 0,342 7,84 

B 
97,37 
± 0,1 

-4,85 
±0,1 

+14,49
±0,05 

3,67 5,83 3,46 0,335 7,71 

W bemarze – 
4 h 

Warmholdin
g 

C 
97,78 
± 0,1 

-3,25 
±0,1 

+14,85
±0,1 

4,08 7,43 3,82 0,219 9,30 

Obja�nienia: / Explanatory notes: 
A – gotowanie w garnku przy rozpocz�ciu procesu od wrz�cej 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 współczynników: L* – jasno��; -a – barwa zielona; -b – barwa 
niebieska; a/b – nasycenie barwy; +a – barwa czerwona; +b – barwa �ółta; ∆E – 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; �E – changes of colour, 
a, b ... – wyniki oznaczone t� sam� liter� nie ró�ni� si� statystycznie istotnie / results signed with the same 
letter indicates no statistically significant differences between the results. 

 
Nasycenie barwy (a/b) brokułów malało w zale�no�ci od sposobu gotowania 

i sposobu przechowywania, przy czym najmniejsze nasycenie stwierdzono w 
brokułach gotowanych w piecu konwekcyjno- parowym w parze i przechowywanych 
w bemarze. 
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Po upływie 4 h przechowywania brokułów, gotowanych w bemarze, nast�powały 
wi�ksze zmiany barwy (∆E) w stosunku do surowca �wie�ego ni� w termoporcie po 
takim samym czasie przechowywania, co potwierdziło wyniki oceny sensorycznej. 

Badania s� kontynuowane z u�yciem innych surowców (ziemniaki, zupy) w celu 
okre�lenia optymalnych warunków przechowywania potraw w bemarze i w 
termoporcie, jak równie� wpływu przechowywania na jako�� sensoryczn� i warto�� 
od�ywcz�. 

Wnioski 

1. Najlepszymi cechami sensorycznymi (barwa, zapach, smak, konsystencja, jako�� 
ogólna) charakteryzowały si� brokuły gotowane w garnku, przy rozpocz�ciu 
procesu od wrz�cej wody. Brokuły gotowane w parze (w garnku i w piecu 
konwekcyjno-parowym) były oceniane istotnie ni�ej, na co wpłyn�ł wydłu�ony 
czas gotowania. 

2. Przechowywanie brokułów w bemarze powodowało znacznie wi�ksze negatywne 
zmiany jako�ci sensorycznej ni� przechowywanie w termoporcie z uwagi na stałe 
podgrzewanie. Przedłu�anie czasu przechowywania powy�ej 1,5 h, co jest 
stosowane w gastronomii, powoduje znaczne obni�enie temperatury i jako�ci 
sensorycznej przechowywanego surowca. 

3. W celu utrzymania wła�ciwej temperatury i dobrej jako�ci gotowanych brokułów 
podczas ich przechowywania w termoporcie, nale�y przekłada� warzywo 
bezpo�rednio po ugotowaniu do wygrzanych pojemników GN, szczelnie zamyka� 
termoport i przechowywa� go w temp. pokojowej nie dłu�ej ni� 1,5 h. Najbardziej 
istotny jest stopie� wypełnienia pojemników GN, przy pełnym wypełnieniu 
pojemników temperatura surowca jest utrzymywana lepiej. 

4. Brokuły nie powinny by� przechowywane w bemarze. Podniesienie temperatury 
medium grzewczego powy�ej 63oC spowodowałoby wzrost bezpiecze�stwa 
mikrobiologicznego brokułów, ale obni�enie jako�ci sensorycznej. 

5. Temperatura i czas gotowania oraz przechowywania po ugotowaniu s� 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 

 
S u m m a r y 

 
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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