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EWA BIALECKA-FLORJANCZYK

ROLA FAZY CIEKLOKRYSTALICZNEJ W PROCESACH
PRZETWARZANIA ZYWNOSCI

Streszczenie

W pracy dokonano przegladu literatury na temat wystgpowania i roli fazy cieklokrystalicznej w proce-
sach przetwarzania zywno$ci. Po omdowieniu ogdlnych wiasciwosci cieklokrystalicznego stanu materii
skoncentrowano si¢ przede wszystkim na znaczeniu fazy liotropowej, ktéra powstaje w wyniku samoagre-
gacji amfifilowych sktadnikow zywnosci. Dotyczy to przede wszystkim uktadow zawierajacych emulgato-
ry, takie jak: lecytyna, mono- i diacyloglicerole kwasow tluszczowych oraz estry kwasoéw thuszczowych
i sacharozy lub sorbitanu. Wystgpowanie fazy liotropowej odgrywa istotna rolg w procesach, takich jak
przygotowanie produktow o obnizonej kalorycznosci (stabilizacja emulsji) oraz wptywa na przebieg kry-
stalizacji acylogliceroli. Liotropowe uklady cieklokrystaliczne moga by¢ takze wykorzystywane jako
nosniki specyficznych dodatkéw do zywnosci, na przyktad w procesie stopniowego uwalniania lekow
i substancji zapachowych. Natomiast termotropowe substancje cieklokrystaliczne, ktore z reguty nie wy-
stgpuja w produktach pochodzenia naturalnego, znajduja zastosowanie w kontroli proceséw technologicz-
nych np. w konstrukcji sensorow wykrywajacych obecno$é substancji lotnych, takich jak alkohole, estry
czy nizsze weglowodory oraz czujnikow temperatury wykorzystujacych zdolnosci chiralnych substancji
ciektokrystalicznych do selektywnego odbicia $wiatla.

Stowa Kkluczowe: faza ciektokrystaliczna, zwiazki amfifilowe, emulgatory, faza liotropowa, zywno$é
funkcjonalna

Charakterystyka cieklokrystalicznego stanu skupienia materii

Faza ciektokrystaliczna jest posrednim stanem materii pomigdzy cialami statymi
a cieczami. Molekuty substancji w stanie cieklokrystalicznym maja swobodg transla-
cyjna, zachowujac pewien stopien uporzadkowania pozycyjnego, charakterystyczny
dla stanu krystalicznego (rys. 1) [1, 4].

Ta zdolno$¢ do samoorganizacji wynika z budowy czasteczek tworzacych faze
cieklokrystaliczna i jest rezultatem anizotropii ich ksztattu lub wlasciwosci.

Dr hab. inz. E. Biatecka-Florjariczyk, prof. SGGW, Katedra Chemii, Wydz. Nauk o Zywnosci, ul. Nowo-
ursynowska 159 C, 02-776 Warszawa
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Rys. 1. Uporzadkowanie molekut w fazie cieklokrystalicznej: a) faza nematyczna - czasteczki uporzad-
kowane zgodnie z wyréznionym kierunkiem, b) faza smektyczna - uporzadkowanie warstwowe,
c) faza izotropowa - catkowity brak uporzadkowania.

Fig. 1. Molecular order in liquid crystal phase: a) nematic phase - molecules tend to organize them-
selves along the director, b) smectic phase - molecules tend to align themselves in layers or
planes, c) isotropic phase - the arrangement of molecules is broken down.

Anizotropia ksztattu polega na tym, ze jeden z wymiarOw czasteczki wyraznie
ro6zni si¢ od pozostatych, co ma miejsce w przypadku czasteczek o ksztalcie preta lub
dysku (rys. 2 a i b). W wyniku tej r6znicy molekuly zwiazku w procesie topnienia nie-
jednoczesnie uzyskuja swobode translacyjng i rotacyjna, skutkiem czego, w trakcie
przemian termicznych, wykazuja tendencje do tworzenia fazy posredniej — mezofazy.
Tego typu zwiazki nazywane sg termotropowymi ciektymi krysztatami.

Anizotropia wlasciwosci moze by¢ rezultatem réznego charakteru chemicznego
poszczegbdlnych segmentdow czasteczki, z czego wynikaja réznice powinowactwa do
rozpuszczalnikdéw polarnych i niepolarnych. Klasycznym przyktadem moga by¢
zwiazki amfifilowe np. mydta (rys. 2¢; nazwa fazy smektycznej pochodzi od greckiego
stowa mydto), ktére zdyspergowane w wodzie w wyniku oddzialywan hydrofilowych
1 hydrofobowych tworza struktury zorganizowane (micele, btony komoérkowe). Tego
typu uktady nosza nazwe liotropowych ciektych krysztatow [4].

Pod wzgledem chemicznym materiaty cieklokrystaliczne naleza do réznych grup
zwiazkdéw — od relatywnie prostych struktur chemicznych do polimerow czy ztozonych
zwiazkow pochodzenia biologicznego. Znajduja one liczne praktyczne zastosowania,
m.in. jako tworzywa o unikatowych wlasciwosciach mechanicznych oraz substancje
aktywne w urzadzeniach stuzacych do zobrazowania informacji (wyswietlacze optycz-
ne, ekrany telewizyjne, elementy pamigci optycznej) [4]. Te wlasnie powszechnie do-
stepne dziedziny techniki sa kojarzone z substancjami cieklokrystalicznymi o charakte-
rze gtdbwnie termotropowym.
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Rys. 2. Przyklady zwiazkow cieklokrystalicznych termotropowych - molekuta pretopodobna (a), mole-
kuta dyskowa (b) i lipotropowych — molekuta amfifilowa (c); R = C,H;,+;.

Fig.2.  Examples of the liquid crystal thermotropic compounds: calamitic molecule (a), disc-like mole-
cule (b) and of the lyotropic compounds: amphiphilic molecule (c); R = C,H;,;.

W przyrodzie rozpowszechnione sa mezofazy lipotropowe, powstajace w wyniku
oddziatywan substancji amfifilowych z rozpuszczalnikiem [17, 21, 24]. Jak wiadomo,
wiele czasteczek waznych pod wzglgdem biologicznym, takich jak fosfolipidy, glikoli-
pidy czy monoacyloglicerole ma charakter amfifilowy. Substancje te sa jednocze$nie
popularnymi sktadnikami zywnosci. W s$rodowisku wodnym substancje amfifilowe
wykazuja tendencje do samoagregacji czastek, w wyniku czego tworza si¢ nanostruk-
tury, np. micele (rys. 3a — skupiska czasteczek zorientowanych tancuchami hydrofo-
bowymi do $rodka, a grupami hydrofilowymi na zewnatrz) lub fazy lamelarne (rys. 3c
— tzn. warstwy czasteczek zorientowanych w ten sposob, ze w sasiadujacych ze soba
plaszczyznach molekuly ustawiaja si¢ w przeciwnych kierunkach, przez co nastepuje
tzw. mikroseparacja faz, fazy organicznej i grup polarnych np. -COONa) [4]. Fragmen-
ty polarne uktadu moga by¢ dodatkowo rozseparowane warstwa wody o rdznej grubo-
$ci [19]. W $rodowisku rozpuszczalnika organicznego wystepuje uklad odwrotny —
z tzw. odwrocong micela, w ktorym faza wodna znajduje si¢ w sasiedztwie fragmen-
tow polarnych wewnatrz miceli (rys. 3b).

Przy nizszych stezeniach zwiazku amfifilowego (ponizej 50 %) uktad moze przy-
jac strukture mezofazy heksagonalnej lub kubicznej. W obu przypadkach mamy do
czynienia z agregacja typu miceli. W fazie kubicznej micele rozmieszczone sa w prze-
strzeni w sposob typowy dla regularnie uporzadkowanej sieci krystalicznej (rys. 4a).
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Taki uktad nazywany jest czasem lepka faza izotropowa, ze wzgledu na brak dwoj-
tomnosci. W fazie heksagonalnej czasteczki tworza ulozone na planie sze$ciokata
aglomeraty o ksztalcie cylindrow, ktore w przekroju poprzecznym maja strukturg¢ mi-
celi (rys. 4 b i ¢). Rowniez w przypadku obu tych struktur liotropowych woda moze
stanowi¢ fazg ciagla (matryce) lub rozproszong (tj. znajdowac si¢ wewnatrz odwrdco-
nej miceli).
/VVV\AN\O
fragment hydrofobowy  fragment hydrofilowy

|
&“‘i\i\ );5:% %&0 [0 %o wo ro wol
N T

|
!

Rys. 3. Struktury powstajace w wyniku agregacji czastek amfifilowych: a) micelarna, b) micelarna
odwrocona, ¢) lamelarna L.

Fig. 3.  Structures formed as the consequence of the aggregation of amphiphilic molecules: a) micelle,
b) reversed micelle, and ¢) L, lamellar.

Objasnienie: / Explanatory note:
fragment hydrofobowy / hydrophobic fragment; fragment hydrofilowy / hydrophilic fragment;

micela

o
=

rzekroj
miceli

Objasnienie: / Explanatory note:
micela / micelle ; przekroj miceli / section of micelle

Rys. 4. Liotropowe fazy cieklokrystaliczne: a) kubiczna V, b) heksagonalna H; i ¢) heksagonalna od-
wrocona Hy;.
Fig. 4. Lyotropic liquid crystal phases: a) V cubic, b) H; hexagonal , and ¢) Hy reversed hexagonal.
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Rodzaj powstajacej mezofazy wptywa istotnie na whasciwosci fizyczne uktadu.
Np. fazy heksagonalna i regularna maja o wiele wigksza lepko$¢ w poréwnaniu z lame-
larna, w przypadku ktorej istnieja ptaszczyzny poslizgu migdzy poszczegdlnymi war-
stwami.

Z dokonanego powyzej krotkiego przegladu faz ciektokrystalicznych wynika, ze
w produktach zywnosciowych, w sktad ktorych wchodza woda i substancje o charakte-
rze emulgatorow, mozna oczekiwa¢ pojawienia si¢ mezofazy liotropowej. Natomiast
wlasciwosci faz termotropowych moga by¢ wykorzystane do kontrolowania przebiegu
procesow technologicznych.

Liotropowe ciekle krysztaly i ich rola w tworzeniu tekstury produktow
spozywczych

Zwiazki o charakterze amfifilowym sa popularnymi sktadnikami Zywnosci; stoso-
wane sa przede wszystkim jako emulgatory utatwiajace powstawanie i stabilizacjg emul-
sji. Najczesciej uzywanymi emulgatorami sa lecytyna, mono- i diacyloglicerole kwasow
thuszczowych oraz estry kwasow thuszczowych i sacharozy lub sorbitanu (rys. 5).

Ostatnie dwa zwiazki, zaliczane do fosfolipidow, stanowia grupg substancji cie-
ktokrystalicznych pochodzenia naturalnego [9, 17 , 24].

Na fazg ciektokrystaliczna, jako na element stabilizujacy emulsjg, zwrdcono uwa-
ge poczatkowo w przemysle kosmetycznym: dowodem jej wystgpowania byta obec-
no$¢ warstewek wykazujacych dwojlomnos¢ na powierzchni kropelek [20]. Tworzeniu
si¢ fazy cieklokrystalicznej L, Ambrosone i wsp. [15] przypisuja odpornos¢ na koale-
scencje w trojsktadnikowym uktadzie trioleinian glicerolu, oleinian sodu i woda
(GTO/NaO/W). Dopiero potem ten poglad zastosowano do emulsji spozywczych za-
wierajacych stearoilomleczany, lecytyny i polisorbaty, uwzgledniajac fakt, ze cza-
steczki emulgatorow moga oddzialywac¢ ze sktadnikami zywnosci nie tylko bezposred-
nio, lecz takze za posrednictwem mezofazy. Dlatego rozwazajac fizykochemiczne
przemiany zachodzace w zywno$ci nalezy zwroci¢ uwage na mozliwos¢ wystepowania
fazy ciektokrystalicznej, przede wszystkim liotropowej. Zrozumienie fizycznych wia-
Sciwo$ci mezofazy jest istotne przy wyborze optymalnego emulgatora, a tym samym
przy zastosowaniu konkretnych emulgatorow w praktyce [11, 12, 14].

Powstawanie struktur cieklokrystalicznych w uktadach zawierajacych wodg
i emulgatory jest istotne z punktu widzenia oddziatywania z wgglowodanami lub prote-
inami 1 ulatwia tworzenie pian oraz emulsji. Przypuszcza si¢, ze aktywno$¢ monoacy-
logliceroli, w szczegblnosci nasyconych (np. GMS), w zapobieganiu czerstwieniu
chleba wynika z obecnosci fazy lamelarnej tworzonej z ich udziatem [20], poniewaz
istnienie tej mezofazy sprzyja powstawaniu kompleksow helikalnej struktury skrobi
z tancuchami weglowodorowymi kwasoéw thuszczowych. Efektywno$¢ monoacylogli-
ceroli w kompleksowaniu amylozy zmniejsza si¢ w szeregu: monopalmitynian >
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Rys. 5. Przyktadowe emulgatory: monostearoiloglicerol, etoksylowany monoacyloglicerol, monosteary-
nian sorbitanu, fosfatydyloinozytol, fosfatydylocholina (lecytyna).

Fig. 5. Examples of emulsifiers: glycerol monostearate, ethoxylated monoacylglycerol, sorbitan
monostearate, posphatidylinositol, posphatidylcholine (lecithin).

monoelaidynian > monooleinian, co moze wynika¢ z tendencji monooleinianu do two-
rzenia fazy kubicznej. Rowniez wiadomo, ze emulgatory, wykorzystywane jako §rodki
wzmacniajace strukture ciasta w zastosowanych warunkach (temperatura, ilos¢ wody),
tworza faz¢ lamelarna podczas wyrabiania i dojrzewania ciasta. Uwaza sig, ze istnienie
tej fazy moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia wytrzymatosci bton glutenowych [20].
Faze cieklokrystaliczna tworzy rdwniez guma guar w czasie krystalizacji w srodowisku
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wodnym (galaktomannan) [6], a w produktach piekarniczych powstaje ona z polarnych
fosfolipidoéw i galaktolipidow, ktorych obecnos$é decyduje o wlasciwosciach maki.

W gotowych produktach zywno$ciowych, w szczegdlnosci w produktach funk-
cjonalnych o obnizonej kalorycznosci, czgsto wystepuja nanostruktury bazujace na
samooagregacji zwiagzkow powierzchniowo czynnych, takich jak monoglicerydy czy
fosfolipidy. Powstajaca w tych uktadach lamelarna faza ciektokrystaliczna pozwala na
inkorporacj¢ duzej ilosci wody [16]. Przy ochtadzaniu faza ta przeksztatca sig¢ w tzw.
a-zel o konsystencji masci, a nastgpnie, bez utraty znaczacej ilosci wody, w koazel
o konsystencji tluszczu. Zagadnienie to badano na przyktadzie handlowych monoacy-
logliceroli, w sktad ktorych wchodzity gtownie kwasy C16 1 C18 [7]. Stwierdzono, ze
wigkszemu wchlanianiu wody w uktadzie, ktory powyzej temp. 55 °C istniat w fazie
lamelarnej, a ponizej tej temperatury w zelowej, sprzyjal niewielki dodatek jonowego
emulgatora. Mozna byto woéwczas w fazie koazelu (otrzymywanego z fazy lamelarnej
poprzez a-zel) inkorporowaé do 95 % wody, otrzymujac produkty o ekstremalnie ob-
nizonej kalorycznos$ci, np. margaryng wolna od tluszczu, zawierajaca w 1 g produktu
30 mg monoacylogliceroli oraz niewielka ilos¢ jonowego emulgatora (DATEM - dia-
cetylowinian monoacyloglicerolu) i biopolimeréw: zelatyny i skrobi. Faza a-zelowa
jest stanem optymalnym z punktu widzenia otrzymywania produktéw o duzej zawarto-
$ci powietrza, takich jak bita Smietana, musy czy desery mrozone. Jak wykazano, naj-
lepsze wyniki uzyskuje si¢ w czasie ubijania piany podczas chtodzenia fazy lamelarnej
ponizej punktu Krafta (tj. temperatury, w ktorej rozpuszczalno$¢ emulgatora jest rowna
krytycznemu st¢zeniu miceli — CMC) [7].

Faza ciekltokrystaliczna, jako stan przejSciowy, moze odgrywaé istotna role
w procesach krystalizacji triacylogliceroli. Ich wlasciwosci fizyczne zaleza w znacz-
nym stopniu od struktury, co ma istotne znaczenie praktyczne, poniewaz wptywa na
jakos¢ finalnych produktow. Ze wzgledu na to, ze triacyloglicerole sa ztozonymi mie-
szaninami prowadzi si¢ z reguly badania modelowe na przykladzie pojedynczych
sktadnikow [8]. Np. w przemianach termicznych 1,3-distearoilo-2-oleoilo-sn-glicerolu
(SOS) (zaréwno podczas ogrzewania, jak i chtodzenia) powstaja fazy cieklokrystalicz-
ne o charakterze warstwowym (prawdopodobnie smektycznym) i grubosci warstw 5,1
lub 4,6 nm. Procesy krystalizacji triacylogliceroli pochodzenia naturalnego sa bardziej
ztozone. Przebieg krystalizacji masta kakaowego zalezy w istotnym stopniu od rodzaju
zwiazku amfifilowego (fostatydyloinozytolu czy fosfatydylocholiny) znajdujacego si¢
w uktadzie. Fostatydyloinozytol, ze wzgledu na duze rozmiary polarnego segmentu
czasteczki, sprzyja powstawaniu fazy H;, w ktorej utrudnione sa oddziatywania po-
migdzy czasteczkami masta kakaowego i acylowymi fragmentami fosfolipidu, co
utrudnia proces nukleacji poprzedzajacy krystalizacjg¢ — w efekcie mamy do czynienia
z migkkim mastem kakaowym. Natomiast w obecnos$ci fosfatydylocholiny powstaje
faza Hy;, o odwroconych micelach (tancuchy alkilowe skierowane na zewnatrz miceli),
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ktora utatwia krystalizacjg, poprzez oddzialywanie grup acylowych kompatybilnych
z czasteczkami acyloglicerolu.

Uktady ciektokrystaliczne moga by¢ stosowane ponadto jako nosniki specyficz-
nych dodatkow w fazie hydrofilowej lub hydrofobowej [18]. Znanymi przenosnikami
lekoéw lub substancji kosmetycznych sa liposomy, ktére tworza si¢ z fazy lamelarnej
przy odpowiednio duzej zawartosci wody [15]. Faza cieklokrystaliczna powstajaca
w wyniku samoagregacji monoacylogliceroli moze by¢ wykorzystana do kontrolowa-
nego uwalniania substancji czynnych, praktycznie nierozpuszczalnych w wodzie, przy
czym kinetyka uwalniania zalezy od rodzaju mezofazy. Mozliwo$¢ ta zostata wykorzy-
stywana w przypadku substancji leczniczych, takich jak tenoxicam [10] czy dioctan
chlorheksydyny [5]. W dziedzinie nauk o zywnosci tego typu uktady wykorzystano do
kontrolowanego uwalniania zwiazkéw zapachowych z fazy kubicznej [22], a takze do
przyspieszenia procesu postawania substancji zapachowych w modelowej reakcji Mail-
larda [23]. W tym ostatnim przypadku szybko§¢ powstawania 2-furfurylotiolu
(2-furylometanotiol FFT) z L-cysteiny i furfuralu byla pigciokrotnie wigksza w fazie
lamelarnej L, niz w wodzie.

Termotropowe ciekle krysztaly w kontroli i analizie procesow technologicznych

Ciektokrystaliczny stan materii charakteryzuje si¢ specyficznym uporzadkowa-
niem czasteczek, z czego wynikaja jego unikatowe wlasciwosci oraz liczne zastosowa-
nia w technice. W przypadku proceséw przetwarzania zywnosci sa to przede wszyst-
kim wiasciwosci termooptyczne. Termotropowe ciekte krysztaty moga by¢ wykorzy-
stane jako sensory w kontroli procesow technologicznych. Dotyczy to czujnikéw tem-
peratury wykorzystujacych zdolnosci chiralnych substancji cieklokrystalicznych do
selektywnego odbicia §wiatla. Zwiazki te (np. benzoesan cholesterylu) charakteryzuja
si¢ helikoidalnym uporzadkowaniem czasteczek. Jezeli skok helikoidy jest porowny-
walny z dlugoscia fali $wietlnej, nastgpuje zjawisko selektywnego odbicia $wiatla, przy
czym barwa odbitego promieniowania zalezy od skoku helikoidy, ktéry z kolei jest
bezposrednio zwiazany z temperatura substancji [1]. W ten sposdb mozna rejestrowac
zmiany temperatury z doktadno$cia do utamka stopnia Celsjusza w zakresie od -30 do
+115 °C, w zaleznos$ci od zastosowanych mieszanin substancji ciektokrystalicznych.
Metoda ta stwarza mozliwosci nieinwazyjnych pomiaréw wspdtczynnika wnikania
ciepta (hg) w ztozonych uktadach oraz kontroli zmian termicznych w czasie ogrzewa-
nia mikrofalofalowego lub zamrazania [2]. W Polsce efekt zmiany barwy substancji
ciektokrystalicznej pod wptywem temperatury zastosowano do kontrolowania procesu
przechowywania piwa Zywiec (pojawienie sie na naklejce hasta ,,Jednym stowem Zy-
wiec” informowato o tym, ze produkt osiagnat temperature odpowiednia do spozycia;
w niewla$ciwej temperaturze napis zanikat).
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Zdolno$¢ do samoorganizacji czasteczek substancji ciektokrystalicznych znalazta
zastosowanie w procesach rozdziatu zwiazkow chemicznych metodami chromatogra-
ficznymi, ktore sa szeroko stosowane w analizie zywnos$ci. Ze wzgledu na wysoko
uporzadkowana strukture substancje w fazie ciektokrystalicznej moga by¢ przydatne
do rozdzialu izomerycznych zwiazkow rézniacych si¢ budowa przestrzenna (np. o-, m-
i p-ksyleny), w tym takze enancjomerdéw. Ciekle krysztaly o budowie dyskowej (rys.
2b) zostaly ponadto wykorzystane do konstrukcji sensorow wykrywajacych obecnosé
substancji lotnych, takich jak: alkohole, estry czy nizsze weglowodory. Ich podstawo-
wa zaleta jest duza odporno$¢ na zawartos¢ wilgoci w badanych substancjach gazo-
wych, co umozliwia przeprowadzanie analiz produktow spozywczych [3].

Podsumowanie

Tworzenie si¢ fazy cieklokrystalicznej w produktach Zywno$ciowych jest wyni-
kiem samoagregacji amfifilowych (glownie lipidowych) sktadnikow oraz wody.
W uktadach tych spotyka si¢ szerokie spektrum mezofaz, gléwnie liotropowych (lame-
larne, heksagonalne i kubiczne w zaleznosci od sktadu i temperatury). Te nanostruktu-
ry maja wplyw na wiasciwosci fizykochemiczne zywnosci, pozwalajac na wprowadze-
nie nowych metod jej funkcjonalizowania czy stwarzajac mozliwosci otrzymania pro-
duktow o obnizonej kalorycznosci. W zwiazku z tym, ze powstawanie mezofazy
w uktadach emulgator-woda umozliwia otrzymanie produktéw o zalozonych wtasci-
wosciach, zostaly opracowane metody obliczeniowe bazujace na teorii pola samo-
uzgodnionego [13], na podstawie ktorych mozna przewidywac rodzaj powstajacej fazy
cieklokrystalicznej, a takze jej parametry, takie jak grubo$¢ warstwy wodnej, dwuwar-
stwy lipidowej czy wodnych lameli.

Niezaleznie od roli, ktéra mezofaza odgrywa w tworzeniu tekstury produktow
spozywczych, termotropowe ciekte krysztalty moga by¢ pomocne w analizie i kontroli
proceséw produkcyjnych.
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ROLE OF LIQUID CRYSTAL PHASE IN FOOD PROCESSING PROCESSES

Summary

In the paper, the literature is reviewed on the occurrence and role of liquid crystal phase in the food

processing processes. Upon the description of general properties of liquid-crystal state of matter, it is
discussed the significance of lyotropic mesophase occurring as the consequence of self-aggregation proc-



ROLA FAZY CIEKLOKRYSTALICZNEJ W PROCESACH PRZETWARZANIA ZYWNOSCI 15

esses of amphiphilic components of food. First of all, this referrs to systems containing emulsifiers such as
lecithin, mono- and diacylglycerols, as well as esters of fatty acids and saccharose or sorbitan. The occur-
rence of liquid crystal phase plays an important role in the processes such as preparing products with
areduced calorific value (emulsion stabilization); it also impacts the crystallization progress of acylglyc-
eroles. The lyotropic liquid crystal systems can be also applied as carriers of some specific food additives,
for example in a process of gradually releasing drugs and smell substances.

On the other hand, thermotropic liquid crystal substances, which do not usually occur in natural prod-
ucts, are applied to control some technological processes, for instance when constructing sensors detecting
volatile substances such as alcohols, esters, or lower hydrocarbons, or constructing sensors in which chiral
properties of liquid crystal substances are used to selective light reflection.

Key words: liquid crystal phase, amphiphilic compounds, emulsifiers, lyotropic phase, functional food
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LEKTYNY ZYWNOSCI

Streszczenie

Lektyny scharakteryzowano w aspekcie ich chemicznej struktury, jako grupg glikoprotein o wtasciwo-
$ciach hemaglutynacyjnych. Ponadto oméwiono ich wystgpowanie w §wiecie roslin i zwierzat oraz wila-
sciwosci fizjologiczne i przeciwzywieniowe. W podsumowaniu podkreslono, ze zywno$¢ powinna by¢
charakteryzowana pod wzglgdem zawartosci glikoprotein, ktore wptywaja na jej wlasciwosci funkcjonalne
i Zywieniowe.

Stowa kluczowe: lektyny, fitohemaglutyniny, glikoproteiny, ro§liny straczkowe, zatrucia

Wprowadzenie

Z zywieniowego punktu widzenia biatka traktuje si¢, z pewnym uproszczeniem,
jako polipeptydy zbudowane wytacznie z L-aminokwasow, jednak w duzej czesci sa to
biatka ztozone, nalezace do gliko-, fosfo-, metalo- i nukleoprotein. Grupa biatek, ktéra
nie do konca ma zdefiniowana aktywnos¢ biologiczna sa glikoproteiny, biatka o wyjat-
kowej roli strukturalno-informatycznej. Glikoproteiny sa biatkami powstajacymi
w wyniku potranslacyjnej enzymatycznej modyfikacji. Reszta cukrowa taczy sig
z tancuchem polipeptydowym wiazaniem O-glikozydowym z resztami seryny i treoni-
ny oraz N-glikozydowym z grupami amidowymi asparaginy. Termin ten obejmuje
réwniez biatka nieenzymatycznie zglikolizowane, a ponadto jest obecnie rozwazany
takze w odniesieniu do proteoglikanow. Do glikoprotein nalezga rowniez lektyny.

Charakterystyka lektyn

Lektyny (lectins) sa okreslane jako hemaglutyniny, fitohemaglutyniny, fitoaglu-
tyniny, fitozyny.

Mgr A. Wocior, prof. dr hab. H. Kostyra, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badar Zywnosci PAN, Oddzial
Nauki o Zywnosci, ul. Tuwima 10, 10-747 Olsztyn, dr M. Kusmierczyk, Olsztynska Szkota Wyzsza im. J.
Rusieckiego, ul. Bydgoska 33, 10-243 Olsztyn
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Odkrywca lektyn jest Stillmark, ktory w 1888 r. opisal wlasciwosci hemaglutyna-
cyjne wyciagdw z nasienia racznika (Ricinus communis). Nazwe ,lektyny” po raz
pierwszy wprowadzit Boyd, ktory chcac zréznicowaé zdolno$ci aglutynacji krwinek
czerwonych grup krwi przez ekstrakty z nasion, postuzyt si¢ tacinskim stowem /legere
(podnosi¢, wybiera¢) [31]. W pdzniejszym pismiennictwie spotyka si¢ wiele réznych
okreslen bialek nalezacych do grupy lektyn, a mianowicie, ze sg to:

— glikoproteiny reagujace z btonami komorkowymi, zbudowanymi z charakterystycz-
nych kompleksow cukrowych, do ktorych wykazuja powinowactwo [28];

— bialka, glikoproteiny pochodzenia nieimmunologicznego wykazujace odwracalna
swoistos¢ wigzania wolnych cukrow, aglutynacji komorek lub precypitacji glikoko-
niugatow [15, 20];

— biatka pochodzenia nieimmunologicznego zdolne do swoistego, odwracalnego wia-
zania z resztami cukrowymi weglowodanow zlozonych; potaczenie to nie powoduje
zmiany struktur kowalencyjnych zadnego z rozpoznanych zglikolizowanych ligan-
dow [10];

— specyficzne aglutyniny i inne podobne do przeciwciat glikoproteiny nieimmunolo-
gicznego pochodzenia, ktore sa zdolne aglutynowaé¢ komorki i/lub straca¢ glikoko-
niugaty; sa szeroko rozpowszechnione w nasionach, a takze innych czgsciach roslin
oraz w pozostatych organizmach od bakterii do ssakow. Zawieraja one przynaj-
mniej dwa miejsca wigzace cukier. Wiaza specyficzne cukry i przez to stracaja
pewne polisacharydy, glikolipidy i/lub aglutynuja komorki zwierzgce oraz roslinne.
Lektyny moga wykazywac¢ dziatanie mitogenne. Niektore z nich sa zdolne rozrdz-
nia¢ normalne i ztosliwe komorki [18].

Lektyny, pomimo tego ze sa podobne do przeciwcial dzigki ich zdolnosci do 1a-
czenia si¢ z odpowiednimi antygenami, to jednak nie stanowia elementu systemu im-
munologicznego, ich struktura jest odmienna, a specyfika ograniczona do weglowoda-
now [11].

Wystepowanie

Najlepiej poznanymi lektynami pod wzgledem budowy chemicznej oraz wilasci-
wosci sa lektyny pochodzenia roslinnego, jednak moga one takze wystgpowac w Swie-
cie zwierzat.

Bogatym zrodtem lektyn sa nasiona ro$lin motylkowatych (Leguminoseae) i traw
(Gramineae). Motylkowate wigkszos$¢ lektyn zawieraja w li§cieniach, zarodku, $lado-
wo w okrywach nasiennych. W roélinach jednolisciennych lektyny zlokalizowane sa
w zarodku. Obecno$¢ tych biatek stwierdzono réwniez w korzeniach, korze, lisciach,
owocach i bulwach [15].

Lektyny kregowcow dzieli si¢ na dwie klasy:
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— integralne lektyny btonowe, wymagajace do ekstrakcji detergentow (r6znig si¢ swo-
istoscig weglowodanowa i wlasciwosciami fizykochemicznymi; opisano m.in. re-
ceptory hepatocytow ssakow, lektyne z frakcji mikrosomalnej komorek nerki cho-
mika, z komoérek przerzutowego czerniaka B16, z mysich i ludzkich limfocytow),

— lektyny rozpuszczalne (lektyna swoista dla B-galaktozydu organu elektrycznego
wegorza, rowniez podobne lektyny znaleziono u plazoéw, ptakow i ssakow).

Lektyny bezkrggowcow wykryto gtownie w hemolimfie i narzadach ptciowych,

a wigkszos¢ z nich wykazuje powinowactwo do kwasu sialowego [13].

Synteza i struktura

Lektyny syntetyzowane sa jako prolektyny w retikulum endoplazmatycznym. Po
potranslacyjnym usunigciu peptydu sygnatowego prolektyny przechodza z retikulum
endoplazmatycznego przez aparat Golgiego do ciat bialkowych, gdzie sa magazyno-
wane. Prolektyny moga ulec glikozylacji, deglikozylacji i hydrolizie enzymatycznej [7,
16].

Ze wzgledu na budowe lektyny dziela si¢ na jedno- i dwutancuchowe. Lektyny
dwutancuchowe powstaja na skutek proteolizy tancucha prekursorowego, wynikiem
czego jest utworzenie tancucha a i B [6].

S - miejsce wiazania cukru / saccharide binding site,
H - miejsca hydrofobowe / hydrophobic sites.

Rys. 1. Schemat budowy tetrameru konkanawaliny A.
Fig. 1.  Scheme of tetrameric structure of concanavalin A.

Masa czasteczkowa lektyn wynosi od 12-10° do 120-10° Da. Ztozone sa z 2 lub 4
cukrowo-biatkowych podjednostek (tworzacych odpowiednio dimer badz tetramer),
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z ktorych kazda ma miejsce do wiazania cukru (co ttumaczy zdolno$¢ lektyn do sie-
ciowania komorek). Zdolno§¢ niekowalentnego przylaczania reszt cukrowych zanika,
jesli lektyna zdysocjowana jest na podjednostki. Cze$¢ cukrowa tworza najczesciej
mannoza i glukozoamina (wyjatek: konkanawalina Con A (Canavalia ensiformis) —
brak cukru). W sktad podjednostek moga takze wchodzi¢ jony metali: wapnia, manga-
nu, cynku i magnezu (rys. 1) [11, 28].

Podzial lektyn

Wigkszos$¢ lektyn charakteryzuje zdolnos$¢ wigzania pojedynczych cukrow, takich
jak: mannoza, glukoza, N-acetyloglukozamina, galaktoza, N-acetyloglukozamina lub
fukoza. Lektyny lepiej wiaza si¢ z di-, tri-, tetra- i oligosacharydami anizeli z monosa-
charydami, pomimo tego podany wraz z lektyna cukier prosty hamuje jej taczenie np.
z glikokoniugatem znajdujacym si¢ na powierzchni komoérek nabtonkowych przewodu
pokarmowego [15, 31]. Czynnikami wplywajacymi na wigzanie cukrow przez lektyny
sa: typy wiazan wystgpujacych w oligosacharydach, potozenie niezmodyfikowanych
grup hydroksylowych w cukrach, struktura tancucha oligosacharydowego, pozycja
reszty cukrowej w lancuchu oligosacharydowym, obecnos¢ tancucha peptydowego

[15].
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Rys. 2. a. Wiazanie O-glikozydowe taczace oligosacharyd z reszta seryny lub treoniny biatka.
b. Wiazanie N-glikozydowe taczace oligosacharyd z reszta asparaginy biatka.

Fig. 2. a. O-glycosidic bond linking oligosaccharides to a serine or threonine residue of protein.
b. N-glycosidic bond linking oligosaccharides to an asparagine residue of protein.

Struktury tancuchéw cukrowych wystepujace w glikoproteinach mozna podzieli¢
na dwie grupy: A i B. Podziatu dokonano na podstawie sposobu potaczenia grup oligo-
sacharydowych z tancuchem polipeptydowym wiazaniem O-glikozydowym poprzez
reszt¢ seryny lub treoniny (grupa A - typ mucynowy), lub wiazaniem
N-glikozydowym poprzez reszt¢ asparaginy (grupa B) (rys. 2). Grupa A zawiera
w rdzeniu N-acetylogalaktozaming i galaktoze, z ktorymi moga taczy¢ si¢ liniowe badz
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rozgatezione sekwencje zawierajace D-galaktozg, kwas N-acetyloneuraminowy,
N-acetylo-D-glukozoaming, N-acetylo-D-galaktozaming, L-fukoz¢. Natomiast grupa B
charakteryzuje si¢ rdzeniem utworzonym z trzech mannoz i dwoch N-acetylo-
glukozoamin. W rdzeniu tym wyréznia si¢ trzy gtowne typy tancuchéw oligosachary-
dowych, a mianowicie: 1) polimannozowy, 2) ztozony, 3) hybrydowy [15].

Wilasciwosci

Lektyny wykazuja wysoka oporno$¢ na degradacj¢ proteolityczna i sa w stanie
przetrwa¢ w formie aktywnej pasaz jelitowy, powodujac zaburzenia metabolizmu za-
réwno u ludzi, jak i u zwierzat [6]. Niektore z glikoprotein sa wysoce termostabilne
(70°C > 30 min) i nie ulegaja calkowitej degradacji podczas gotowania. Opornos¢ lek-
tyn na proteoliz¢ oraz na szeroki zakres pH $rodowiska obserwuje si¢ nawet po wyizo-
lowaniu ich z naturalnego miejsca wystgpowania [21, 29].

Lektyny u ludzi i zwierzat wykazuja zdolno$¢ do:

— aglutynacji erytrocytow (zastosowanie w badaniach grupowych erytrocytow krwi
ludzkiej),

— aglutynacji komoérek nowotworowych,

— tworzenia zmian w limfocytach,

— niszczenia enterocytow nabtonka dwunastnicy i jelita czczego,

— powodowania znacznego przerostu jelita cienkiego i zmian w jego mikroflorze,

— obnizenia aktywnos$ci enzymow proteolitycznych,

— tworzenia zmian morfologicznych w nerkach, watrobie, trzustce,

— zaburzania trzustkowego wydzielania i syntezy insuliny,

— znacznej redukcji rozmiaréw grasicy.

Wobec powyzszego lektyny moga wywiera¢ dzialanie przeciwzywieniowe, wy-
kazujac ujemny wpltyw na wzrost (nasilony zanik mig$ni szkieletowych) i wyniki pro-
dukcyjne zwierzat. Komorki maja na powierzchni charakterystyczny, tzw. ,,wzér cu-
krowy” petniacy role receptora cukrowego i poprzez lektyny mozliwe jest m.in. tacze-
nie si¢ z podobnymi komorkami. Proces ten moze zachodzi¢ na odlegtos¢ przez ptyny
ustrojowe. Jednakze aktywno$¢ ta moze by¢ zahamowana na skutek ich interakcji
z odpowiednimi cukrami prostymi [25].

Lektyny znalazly zastosowanie w umiejscawianiu poszczeg6élnych grup cukro-
wych w btonach komorkowych, na powierzchni blon Sluzowych, gruczotow itp. [28].
Wskutek przytaczenia si¢ lektyn do bocznych tancuchéw zglikolizowanych receptorow
btonowych komoérki moga one nasladowac¢ dziatanie hormonéw i czynnikow wzrostu,
co moze by¢ potencjalnie wykorzystane w medycynie. Przez indukowanie wzrostu
jelita i trzustki, niektore lektyny moga konkurowaé z nowotworami o sktadniki odzyw-
cze 1 energetyczne, a takze hamowac rozwdj nowych naczyn krwiono$nych nowotworu
i prowadzi¢ do ich apoptozy (np. lektyna Allium sativum). Lektyny moga by¢ wyko-
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rzystane do produkcji doustnych szczepionek, lekow skierowanych do zmienionych
chorobowo czgsci jelita [1, 4, 8, 21, 22, 26]. Interesujace zastosowanie lektyn w bada-
niach medycznych stanowi ich aplikacja w celu zapobiegania odrzucenia przeszcze-
pow szpiku kostnego. Lektyny soi moga by¢ wykorzystane do usunigcia dojrzatych
komorek T odpowiedzialnych za odrzucenie przeszczepu [11].

W roslinach lektyny stanowia form¢ magazynowania cukréw w nasionach, petnia
funkcj¢ ochronng ze wzgledu na ich zdolnos¢ do zlepiania bakterii i wirusow. Odgry-
waja duza rol¢ w mechanizmie symbiozy roslin motylkowatych z bakteriami Rhizo-
bium [6, 28].

Lektyny roslinne

Lektyny roslinne stanowia czg$¢ diety cztowieka. Zawarte sa przede wszystkim
w owocach, warzywach oraz przetworach zbozowych. Lektyny sa odporne na proteo-
litczng degradacj¢ w trakcie pasazu jelitowego i dlatego pozostaja aktywne biologicz-
nie, wykazujac charakterystyczne, przeciwzywieniowe wilasciwosci. Zaleznie od cu-
krowej specyficznos$ci lektyny wchodza w interakcje z weglowodanowymi receptorami
znajdujacymi sig¢ na powierzchni jamy ustnej oraz odcinka zotadkowo-jelitowego. Jed-
nakze niektore z receptorow moga by¢ blokowane przez bakterie, grzyby i wirusy,
wtedy tez nie moga reagowac z roslinna lektyna [9].

Lektyny obecne sa w produktach powszechnie spozywanych, lecz wigkszos¢
z nich moze by¢ inaktywowana przez obrobke termiczng prowadzona w trakcie proce-
sow przemystowych, jak i w gospodarstwach domowych. Obecno$¢ czynnych lektyn
w pokarmie $wiezym i przetworzonym, wskutek braku powszechnej wiedzy spotecz-
nej, moze wywota¢ szkodliwe efekty zywieniowe, ktorych liczne przyktady zostaty
udokumentowane. Noah i wsp. [17] w 1980 r. opisali 7 przypadkéw, w ktorych 43
osoby ulegly zatruciu wskutek przeciwzywieniowego dzialania nieugotowanej badz
niedogotowanej fasoli ‘Red Kidney’ (Phaseolus vulgaris). W 1981 r. media ujawnity
330 takich wydarzen z udzialem 880 oso6b. W wigkszosci przypadkéw konsumowana
zywnos$¢ zawierata wysokie stezenie lektyny PHA (Phytohaemagglutinin), ktorej Zro-
dtem byla surowa suszona fasola (Phaseolus vulgaris) [2, 11, 17, 29]. Podobne przy-
padki miaty miejsce réwniez w latach nastgpnych [3] i dotyczyly takze innych ro$lin-
nych sktadnikéw zywnos$ci zawierajacych lektyny.

W doswiadczeniach prowadzonych na zwierzgtach, przeciwzywieniowe wilasci-
wosci roslinnych lektyn zawartych w karmie objawiaty si¢ m.in. utrata apetytu, spad-
kiem masy ciala, a niekiedy $miercia.

W nasionach roslin straczkowych zawartos¢ lektyn moze sigga¢ 20 % wszystkich
biatek [6], dlatego tez w diecie czlowieka stanowia one gtowne zroédto omawianych
glikoprotein. Przyktadami lektyn roslin spozywczych sa lektyny fasoli ‘Kidney’ (Pha-
seolus vulgaris), fasoli ‘Jas’ ( Canavalia ensiformis) oraz soi (Glycine max).
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Fasola ‘Kidney’ moze zawiera¢ pig¢ rodzajow izolektyn zbudowanych z podjed-
nostek E lub/i L. Kazda z nich jest stabo tolerowana zaré6wno przez ludzi, jak i zwie-
rzeta. Podjednostki maja podobna masg czasteczkowa ok. 30-10° Da, lecz nadaja rézna
aktywnos¢ erytroaglutynacji (podjednostka E) lub leukoaglutynacji i aktywnoS$ci mito-
gennej (podjednostka L). Udowodniono, ze lektyny fasoli ‘Kidney’ sa bardziej tok-
syczne od lektyn soi. O ile lektyny soi powoduja opdznienie wzrostu karmionych nimi
zwierzat, to lektyny fasoli ‘Kidney’ wplywaja na ubytek masy ciata az do $mierci
wlacznie. Toksyczno$¢ tego rodzaju lektyn wywotana jest na skutek wigzania si¢ ich
z glikokoniugatami znajdujacymi si¢ na powierzchni komorek nabtonkowych od stro-
ny $wiatla przewodu pokarmowego. Proces ten powoduje cigzkie uszkodzenia, anor-
malny rozwdj mikrokosmkow oraz inhibicje jelitowych enzymoéw trawiennych. Efek-
tem tych zmian jest znaczne oslabienie wchianiania sktadnikow pokarmowych [11,
23].

Lektyny fasoli indukuja katabolizm tkanki ttuszczowej oraz glikogenu [5, 6]. Pro-
cesy te zachodza bardzo szybko przy spozywaniu pokarmow o wysokiej zawartosci
PHA. U zwierzat do§wiadczalnych mobilizacja rezerw organizmu wiaze si¢ z podwyz-
szonym poziomem wolnych kwasow thuszczowych oraz ketondow w surowicy i moczu.
Wykazano takze 20 — 25 % ubytek masy mig$ni szkieletowych w ciagu 5 — 10 dni.
Utrata ma zwiazek z odwroceniem rownowagi pomigedzy synteza i degradacja biatek
migsniowych [19]. Ostre objawy toksyczne powodowane przez pokarmowe lektyny
fasoli bezposrednio zaleza od ilosci lektyny wchtonigtej do ustroju [23].

Konkanawalina A (Con A) jest najlepiej poznana lektyna roslinng. Stanowi ona
tetramer o 4 identycznych jednostkach z masa czasteczkowa 26-10° Da kazda. Podjed-
nostka zawiera miejsca wiazace jony Ca®" i Mn®", a takze cukry (gldownie mannoze,
glukozg lub glikoproteiny zawierajace te cukry). Con A jako lektyna mannozospecy-
ficzna wptywa w niewielkim stopniu na rozrost jelita cienkiego [11, 20].

Hemaglutynina o masie czasteczkowej 120-10° Da po raz pierwszy zostala wizo-
lowana z soi (Gycine max) w 1952 r. przez Lienera [12]. Wykazuje swoistos¢ wobec
N-acetylogalaktozaminy. Do$wiadczenia potwierdzity role soi jako produktu przeci-
wzywieniowego ze wzgledu na obecnos¢ lektyn. Potwierdzono, ze wykrycie w zywno-
$ci dodatku bialek soi, a nastgpnie zniszczenie ich struktury i wtasciwosci hemagluty-
nacyjnych podczas proceséw termicznych skutkuje wigkszym przyrostem masy ciata
zwierzat karmionych tak przetworzonym surowcem. Modyfikacja soi polegajaca na
dezaktywacji badz pelnej eliminacji genu lektyny umozliwi lepsze wykorzystanie tej
rosliny w zywieniu [11, 24, 28].

Wiele lektyn stwierdzono takze m.in. w soczewicy, pszenicy, grochu, nasionach
stonecznika, orzechach, pomidorach, rybach oraz grzybach [14, 29, 30].

U ludzi glikozylacja powierzchniowych receptoréw komorek zalezy od kilku
czynnikow, z ktorych gltéwna role moze odgrywacé grupa krwi. Rodzaj antygenu wy-
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stgpujacego na powierzchni erytrocytow decyduje o indywidualnej reakcji cztowieka
na okreslong lektyng zawarta w pokarmie. Wobec powyzszego dietetycy zalecaja uni-
kanie spozywania pokarmow zawierajacych hemaglutyniny specyficzne dla naszej
grupy krwi (w systemie A, B, AB lub 0) [27].

Podsumowanie

W konkluzji nalezy stwierdzi¢, ze udziat lektyn w diecie cztowieka moze petnic
roznorakie biologiczne funkcje, dlatego tez zywno$¢ powinna by¢ charakteryzowana
ze wzgledu na obecnos$¢ w niej glikoprotein.

Literatura

[1] Ambrosi M., Cameron N.R., Davis B.G.: Lectins: tools for the molecular understanding of the gly-
cocode. Org. Biomol. Chem., 2005, 3, 1593-1608.

[2] Bender A.E., Reaidi G.B.: Toxicity of kidney beans (Phaseolus vulgaris) with particular reference to
lectins. J. Plant Foods, 1982, 4, 15-22.

[3] Freed D.L.J.: Do dietary lectins cause disease? BMJ, 1999, 318, 1023-1024.

[4] Gabor F., Bogner E., Weissenboeck A., Wirth M.: The lectin-cell interaction and its implications to
intestinal lectin- mediated drug delivery. Adv. Drug Deliv. Rev., 2004, 56, 459-480.

[5] Grant G., de Oliveira J.T.A., Dorward P.M., Annand M.G., Waldron M., Pusztai A.: Metabolic and
hormonal changes in rats resulting from consumption of kidney bean (Phaseolus vulgaris) or soy-
bean (Glycine max). Nutr. Rep. Intl. 1987, 36, 763-772.

[6] Grant G., van Driessche E.: Legume lectins: physiochemical and nutritional properties. Recent ad-
vantages of research in antinutritional factors in legume seeds. — ed. A.F.B. van der Poel, J. Huis-
man, H.S. Saini. 2™ Int. Workshop on ANFs in legume seeds. EAAP Publication, Wageningen
1993, 70, 219-233.

[71 Higgins T.J., Chandler P.M., Zurawski G., Button S.C., Spencer D.: The biosynthesis and primary
structure of pea seed lectin. J. Biol. Chem., 1983, 258, 9544-9549.

[8] Karasaki Y., Tsukamoto S., Mizusaki K., Sugiura T., Gotoh S.: A garlic lectin exerted an antitumor
activity and induced apoptosis in human tumor cells. Food Res Int, 2001, 34, 7-13.

[9] Kennedy J.F., Palva P.M.G., Corella M.T.S., Cavalcanti M.S.M., Coelho L.C.B.B.: Lectins, versatile
proteins of recognition: a review. Carbohydrate Polymers, 1995, 26, 219-230.

[10] Kocourek J., Horejsi V.: Defining a lectin. Nature, 1981, 290, 188.

[11] Liener L.E.: Plant lectins: properties, nutritional significance and function. Antinutrients and Phyto-
chemicals In Food. — ed. F. Shahidi. ACS Symposium No 662, Washington D. C. 1997, pp. 31-43.

[12] Liener L.E.:. Soyin, a toxic protein from the soybean. I: Inhibition of rat growth. J. Nutr., 1953, 49,
527-535.

[13] Lis H., Sharon N.: Lectins as molecules and as tools. Ann. Rev. Biochem., 1986, 55, 35-67.

[14] Liu Q., Wang H., Ng T.B.: First report of a xylose-specific lectin with potent hemagglutinating,
antiproliferative and anti-mitogenic activities from a wild ascomycete mushroom. Biochimica et
Biophysica Acta, 2006, 1760, 1914-1919.

[15] Lorenc-Kubis I.: Lektyny roslin wyzszych i ich specyficznos¢ weglowodanowa. Wiadomosci
Botaniczne, 1998, 42 (1), 21-33.

[16] Loris R., Hamelryck T., Bouckaert J., Wyns L.: Legume lectin structure. Biochimica et Biophysica
Acta, 1998, 1383, 9-36.



24 Anna Wocior, Henryk Kostyra, Matgorzata Kusmierczyk

[17] Noah N.D., Bender A.E., Reaidi G.B., Gilbert R.J.: Food poisoning from red kidney beans. Brit.
Med. J., 1980, 281, 236-237.

[18] Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology. Oxford University Press Inc., New
York, 2003, p. 370.

[19] Palmer R.M., Pusztai A., Bain P., Grant G.: Changes in rates of tissue protein synthesis in rats in-
duced in vivo by consumption of kidney bean lectins. Comp. Biochem. Physiol., 1987, 88C, 179-
183.

[20] Pusztai A., Bardocz S.: Lectins in health and therapy. Effects of antinutrients on the nutritional value
of legume diets. - pod red. S. Bardocz, G. Hajds, A. Pusztai. COST98, European Communities, Lux-
embourg 1999, 6, 1-13.

[21] Pusztai A.: Biological effects of plant lectins on the gut: Metabolic consequences and applications.
Effects of antinutrients on the nutritional value of legume diets. 11" Workshop Gut as a target of
functional foods, Budapest, Hungary, 1999.

[22] Pusztai A.: Dietary lectins are metabolic signals for the gut and modulate immune and hormonal
functions. Eur. J. Clin. Nutr., 1993, 47 (10), 691-699.

[23] Pusztai A.: Plant Lectins. Cambridge University Press, Cambridge, UK, 1991.

[24] Rizzi C., Galeoto L., Zoccatelli G., Vincenzi S., Chignola R., Peruffo A.D.B.: Active soybean lectin
in foods: quantitative determination by ELISA using immobilised asialofetuin. Food Res. Int., 2003,
36, 815-821.

[25] Rudiger H., Siebert H.C., Solis D., Jimenez-Barbero J., Romero A., von der Lieth C.W., Diaz-
Marino T., Gabius H.J.: Medicinal chemistry based on the sugar code: fundanentals of lectinology
and experimental strategies with lectins as targets. Curr. Med. Chem., 2000, 7 (4), 389-416.

[26] Smart J.D.: Lectin-mediated drug delivery in the oral cavity. Adv. Drug Deliv. Rev., 2004, 56, 481-
489.

[27] Szedlak-Vardocz V.: Enzymy wspomagajace trawienie. Nutrition & Health, 2006, 4 (35), 1-16.

[28] Truchlinski J., Starczynowska R.: Lektyny i ich rola w organizmie. Med. Wet., 1999, 55 (6), 362-
366.

[29] Vasconcelos I.M., Oliveira J.T.A.: Antinutritional properties of plant lectins. Toxicon, 2004, 44,
385-403.

[30] Wang H., Ng T.B.: A lectin with some unique characteristics from the samta tomato. Plant Physiol-
ogy and Biochemistry, 2006, 44, 181-185.

[31] Zeromski J.: Zastosowanie lektyn w histochemii. W: Immunocytochemia - pod red. M. Zabel. Wyd.
Nauk. PWN, Warszawa 1988, s. 182-195.

FOOD LECTINS
Summary

From the aspect of their chemical structure, lectins were characterized as a group of glycoproteins
showing haemagglutination properties. The discussion also included their occurrence in the world of
plants and animals, as well as their physiological and anti-nutritional properties. In the summary, it was
emphasized that food should be characterized from the point of view of the content of glycoproteins im-
pacting its functional and dietary properties.

Key words: lectins, phytohaemagglutinins, glycoproteins, leguminous plants, intoxications
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KARCYNOGENNA AKTYWNOSC MIKROORGANIZMOW
JELITOWYCH

Streszczenie

W jelicie grubym cztowieka wystepuje ztozony ekosystem, sktadajacy si¢ z ponad 1000 gatunkoéw mi-
kroorganizmow, ktore odgrywaja bardzo wazna rolg w metabolizmie skladnikéw pokarmowych i zapew-
nieniu zdrowia cztowieka. Wiele produktéw tego metabolizmu moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworow
jelita grubego. Gléwna rolg w tworzeniu zwiazkow karcynogennych odgrywaja bakteryjne enzymy:
[f-glukuronidaza, f-glukozydaza, nitroreduktaza, 7-a-dehydroksylaza, f-galaktozydaza i azoreduktaza. Ich
produktami moga by¢ grozne dla zdrowia cztowieka: zwiazki fenolowe i indolowe, aglikony flawonoido-
we, barwniki azowe, fekapentaeny, estrogeny oraz drugorzgdowe kwasy zotciowe.

Stowa kluczowe: mikroorganizmy jelitowe, karcynogeny

Wprowadzenie

Karcynogeny w jelicie grubym mozna podzieli¢ na egzogenne (przedostajace
si¢ do organizmu cztowieka na przyktad wraz z dieta) oraz endogenne (powstajace w
wyniku aktywno$ci mikroorganizmoéow jelitowych) [17]. Aktywno$¢ enzymatyczna
mikroorganizmoéw jelitowych prowadzi do generowania wielu produktéw genotok-
sycznych, mutagennych i karcynogennych niebezpiecznych dla zdrowia cztowieka
(tab. 1).

Mikroorganizmy jelitowe moga aktywowac zwiazki prokarcynogenne, dostajace
si¢ do organizmu cztowieka wraz z dieta, ale takze te, ktére sa wydzielane wraz z z6t-
cia do jelita grubego [13]. Tworzenie szkodliwych metabolitéw przez mikroorganizmy
jelitowe moze nastapic¢ poprzez [2]:

— enzymatyczne usunigcie z danego zwiazku grupy detoksykacyjnej przytaczonej do
karcynogenu w watrobie;

Dr A. Nowak, prof. dr hab. Z. Libudzisz, Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wydz. Bio-
technologii i Nauk o Zywnos’ci Politechnika £odzka, ul. Wolczanska 171/173, 90-924 £odz
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Tabela 1

Produkty aktywno$ci mikroorganizméw jelitowych.
Products resulting from the activity of intestinal microbiota.

Aktywnosé
Activity

Przyktad metabolizmu bakteryjnego
Example of bacterial metabolism

Aktywacja promutagenow
i prokarcynogenow
do zwiazkow toksycznych,
mutagenow i karcynogendow
Activation of promutagens and
procarcinogens to toxic compounds,
mutagens and carcinogens

Redukcja azo- i nitrozozwiazkow
Reduction of azo- and nitroso compounds
Formowanie aglikonow z glikozydow flawonoidowych
Forming aglycones from flavonoid glicosides
Konwersja karcynogenu IQ do mutagenu bezposredniego
7-OHIQ
Conversion of carcinogen IQ to a direct-acting mutagen 7-OHIQ

Synteza karcynogenow
1 mutagendow
Synthesis of carcinogens and
mutagens

Formowanie zwiazkdéw N-nitrozowych ze zrédet endogennych
oraz jonow azotanowych(IIl) i (V)
Forming N-nitroso compounds from endogen sources and
nitrite/nitrate ions
Formowanie fekapentaenow z eterowych fosfolipidow
Forming faecapentaenes from ether phospholipides

Synteza
promotoréow
Synthesis of promoters

Metabolizm kwasu cholowego
i chenodeoksycholowego do deoksycholowego
i litocholowego
Metabolism of cholic and chenodeoxycholic acids to
deoxycholic and lithocholic acids
Degradacja biatek do amoniaku, fenoli, indoli, skatoli i krezoli.
Degradation of proteins to ammonium, phenols, indoles, ska-
toles, and cresoles
Formowanie fekapentaenéw z eterowych fosfolipidow
Formation of faecapentaenes from ether phospholipides

Zrodto: / Source: opracowanie wlasne na podstawie [9] / the authors’ own study on the basis of [9].

— aktywacje prokarcynogenow (zwiazki rakotworcze wymagajace wstepnej aktywa-
cji metabolicznej i dziatajace posrednio poprzez ich aktywne metabolity) przedo-
stajacych si¢ do organizmu wraz z dieta;

— metabolizm substancji endogennych do karcynogenéw lub promotorow (zwiazkow
o aktywnoS$ci promujacej powstawanie i rozwoj guzow).

Potencjalnie szkodliwe zwiazki przedostajace si¢ do organizmu wraz z dieta pod-
legaja przemianom zachodzacym w watrobie, tj. utlenianiu z udziatlem cytochromu Pys,
do glukuronidow, a nastgpnie wraz z zo6tcig sa wydzielane do jelita, w ktorym kwasna,
po opuszczeniu zotadka, miazga pokarmowa jest zobojgtniana [13]. Jest to tzw. gluku-
ronidacja ksenobiotykow, ktéra ma na celu ich detoksyfikacj¢ i usunigcie poza orga-
nizm (rys. 1) [7].
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KSENOBIOTYK (prokarcynogen pokarmowy)
XENOBIOTIC (food procarcinogen)

oksydazy watrobowe
liver oxidases

Reaktywne hydroksymetabolity
Reactive hydroxymetabolites

glukuronylotransferaza [EC 2.4.1.17]
glucuronyltransferase [EC 2.4.1.17]

Glukuronidy watrobowe
Liver glucuronides

bakteryjna fS-glukuronidaza

76k Karcynogeny
Bile / Carcinogens

Glukuronidy [EC32.131] o Metabolizm
ielitowe 2.1 > Hydroksyzwiazki " jelitowy Karcynogen
Colon bacterial f-glucuronidase Hydroxycompounds Colon —  Carcinogen
glucuronides [EC3.2.131] metabolism
Bakteryjna
detoksyfikacja
Bacterial

detoxification

Rys. 1. Przemiany glukuronidow jelitowych przez mikroorganizmy.

Fig. 1.  Transformation of colon glucuronides by intestinal microbiota.
Zrédto: / Source: opracowanie wlasne na podstawie [2 i 20] / the authors’ own study on the basis
of [2, 20].

Ponad 97 % soli zélciowych jest aktywnie reabsorbowana w jelicie kretym
i zwracana do watroby poprzez zyte wrotna. Jednak reszta soli oraz zwiazanych z nia
ksenobiotykow przechodzi do jelita grubego, w ktorym nastgpuje ich przemiana przez
mikroorganizmy jelitowe 1 uwalnianie zwiazkoéw biologicznie aktywnych, o wlasciwo-
sciach toksycznych, mutagennych i karcynogennych [13]. Zwiazki te, przechodzac
wraz z z6kcia przez przewod pokarmowy, moga zosta¢ przeksztalcone przez enzymy
bakterii jelitowych z uwolnieniem czg$ci glukuronidowej oraz toksycznego metabolitu
[3, 9, 13]. W powstawanie lub aktywacj¢ zwiazkéw karcynogennych w jelicie grubym
sa zaangazowane enzymy bakteryjne (tzw. fekalne), z ktorych najwazniejszymi sa:
p-glukuronidaza (EC 3.2.1.31), f-glukozydaza (EC 3.2.1.21), nitroreduktaza
(EC 1.7.1.1), reduktaza azotanowa (EC 1.7.1.), 7-a-dehydroksylaza (EC 1.1.1.159),
p-galaktozydaza (EC 3.2.1.23), azoreduktaza (EC 1.7.1.6), hydrolaza glikocholanowa
(EC 3.5.1.24) i ureaza (EC 3.5.1.5) [9, 16, 27]. Wzrost aktywnosci tych enzymow
w kale wskazuje na niekorzystne zmiany w uktadzie mikroorganizmow jelitowych.
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Karcynogeny powstajace lub przeksztatcane w jelicie grubym przez mikroorgani-
zmy jelitowe to gtownie [9, 16]: fenole, krezole, indole, skatole, aglikony flawono-
idowe, barwniki azowe, fekapentaeny, drugorzedowe kwasy zotciowe oraz estrogeny.

Zwiazki fenolowe i indolowe

Badania in vivo wykazaly, ze jelitowy metabolizm biatek (tzw. fermentacja bial-
kowa) zachodzacy przy udziale mikroorganizmoéw jelitowych prowadzi do wytworze-
nia wielu produktéw genotoksycznych, mutagennych i karcynogennych.

Dzienna ilo§¢ zwiazkéw biatkowych przedostajacych si¢ do jelita grubego czto-
wieka, glownie w postaci biatek rozpuszczalnych (48-51 %) i peptydow (20-30 %)
wynosi od 3 do 25 g [21]. Biatka te pochodza zaréwno z diety, jak i ze zrodet endo-
gennych, takich jak enzymy watrobowe oraz z wydzielania wewngtrznego (w jamie
ustnej, zoladku, watrobie i jelicie cienkim). Do jelita grubego biatka przedostaja sig
w postaci produktow lizy, Sluzu jelitowego, zluszczonych komorek §luzowych i na-
btonkowych, a takze biatek wydzielanych przez bakterie [9, 10, 12, 21]. Biatka, ktore
nie ulegty strawieniu i wchlonigciu w jelicie cienkim, sa rozkladane w jelicie grubym
przez endopeptydazy oraz proteinazy mikroorganizmow jelitowych, gdyz sa one boga-
tym zrédlem azotu oraz energii. Efektem proteolizy bialek i oligopeptydow jest ich
rozktad do aminokwasow, a te moga nastgpnie ulec rozktadowi bezposrednio przez
bakterie w jelicie grubym [11, 22]. Wykorzystywanie bialek jako zrédla energii na
drodze fermentacji biatkowej jest zjawiskiem rzadkim i zachodzi tylko wtedy, gdy
zostana wyczerpane zapasy weglowodandéw [21]. Proces ten przeprowadzaja bakterie
proteolityczne, gtéwnie z rodzajow Bacteroides 1 Propionibacterium, a takze w mniej-
szym stopniu Streptococcus, Clostridium, Bacillus i Staphylococcus [21, 22, 23]. Pro-
dukty tej fermentacji to SCFA (short chain fatty acids - krotkotancuchowe kwasy
thuszczowe), BCFA (branched chain fatty acids - kwasy thuszczowe o rozgalezionych
fancuchach), wodor oraz CO,. Ponadto zwiazki toksyczne, takie jak: amoniak, aminy,
zwiazki fenolowe i indolowe, powstaja w wyniku reakcji deaminacji, dekarboksylacji
oraz o- i f-eliminacji, ktora polega na odtaczeniu dwoch podstawnikow od atomu we-
gla (a-eliminacja) lub od dwoch sasiadujacych ze soba atomow wegla (f-eliminacja)
w czasteczce zwiazku [9, 10, 22]. Wiele zwiazkéw fenolowych i indolowych, w tym
fenol, p-krezol oraz 4-etylofenol jest tworzonych w wyniku rozktadu aminokwasow
aromatycznych (fenyloalaniny, tyrozyny i tryptofanu), na drodze reakcji deaminacji,
transaminacji, dekarboksylacji i dehydrogenacji (rys.2). Aminokwasy aromatyczne
powszechnie wystgpuja w mleku, jajach, wolowinie oraz niektérych sztucznych sto-
dzikach.
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Amoniak
Ammonium

Aminy \

Amines+—— Aminokwasy
Amino acids
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H,, CO,, CHy

Kwasy organiczne
Organic acids

Tyrozyna

Tyrosine
Fenol Hydroksyfenylopirogronian
Phenol Hydroxyphenylpyruvate
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Hydroksyfenylomleczan
Hydroxyphenyllactate

—

Hydroksyfenylooctan ~ Hydroksyfenylopropionian
Hydroxyphenylacetate Hydroxyphenylpropionate

b

Niestrawione biatka
Undigested proteins

Hydroliza
Hydrolysis
Peptydy
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Hydrolysis

Aminokwasy aromatyczne
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Phenylalanine

&

Fenylopirogronian
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Peptides Sulphur amino acids (methionine, cysteine, cystine, taurine)

Siarczki
Sulphides
Tryptofan
Tryptophan
Indolilopirogronian Indol
Indolepyruvate Indole

#

Indolilomleczan
Indolelactate

™~

Indolilopropionian  Indolilooctan
Indolepropionate Indoleacetate

#

p-Krezol Fenylopropionian Skatol
p-Cresol Phenylpropionate Skatole
Rys. 2. Produkty przemian biatek w jelicie grubym cztowieka.

Fig. 2. Products of proteins metabolism in human colon.

Zrodto: / Source: opracowanie whasne na podstawie [9 i 20] / the authors’ own study on the basis
of [9, 20].

W organizmie cztowieka zwiazki te podlegaja reakcji sprzggania z siarczanami
albo glukuronidami w watrobie, a nastgpnie sa wydzielane wraz z zotcia 1 wydalane
wraz z moczem (rys. 1). Jednak czgs¢ sprzgzonych zwiazkow glukuronidowych, pod
wplywem bakteryjnej f-glukuronidazy, ulega hydrolizie w jelicie grubym, co powodu-
je uwolnienie karcynogenéw. W wyniku p6zniejszych przemian sg przeksztatcane do
zwiazkéw genotoksycznych, mutagennych oraz karcynogennych. Wykazano, ze
wzgledne beztlenowce, tj. Escherichia coli, Proteus sp., Enterococcus faecalis, Staphy-
lococcus faecalis 1 Staphylococcus albus sa zdolne do syntezy fenolu, natomiast bez-
tlenowce Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp., Bifidobacterium sp. i Clostridium
sp. do syntezy p-krezolu [10]. Za wytwarzanie zwiazkéw indolowych (w tym indolu)
odpowiedzialne sa Bacteroides thetaiotaomicron, Escherichia coli i Citrobacter sp.,
ktore dzigki aktywnosci tryptofanazy przeksztatcajq tryptofan do indolu. Bacteroides
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fragilis oraz Peptostreptococcus asaccharolyticus moga przeksztatca¢ tyrozyng do
fenolu [10].

Ureaza — enzym wykryty gtownie u bakterii z rodzajow Bacteroides, Proteus
i Klebsiella, odpowiada za hydroliz¢ mocznika do amoniaku, zwigkszajac tym samym
pH katlu, co wskazuje na zagrozenie nowotworem jelita grubego.

Bakterie jelitowe, gtéwnie z rodzaju Clostridium oraz Bacteroides, w wyniku ak-
tywnosci proteolitycznej wytwarzaja proste aminy alifatyczne (metyloaming, dimety-
loaming, propyloaming, butyloaming 2-metylobutyloaming), poliaminy (putrescyng,
kadaweryng, pyrolidyng, piperydyng, histaming) oraz aminy aromatyczne (tyraming,
tryptaming, fenyloetyloaming), ktore moga z kolei by¢ substratami w reakcji nitrozo-
wania, prowadzacej do powstania rakotworczych zwiazkow N-nitrozowych [12]. Wy-
twarzanie zwiazkow indolowych i fenolowych, a takze amin przez mikroorganizmy
jelitowe zalezy nie tylko od diety, lecz réwniez od aktywnosci sekrecyjnej przewodu
pokarmowego, wydzielania gruczotéw dokrewnych, a takze od skladu ilo§ciowego
i jakosciowego mikroorganizméw jelitowych [12]. Dieta wysokobiatkowa powoduje
zwigkszone wydalanie amoniaku z katem oraz p-krezolu w moczu. Ponadto fenol
ijego pochodne obecne sa w wielu zrodtach egzogennych, gdyz moga by¢ dostarczane
do organizmu wraz z lekami, dymem papierosowym (jeden papieros zawiera 60-
140 pg fenolu). Powszechnym zrodtem fenolu sa kawa, napoje alkoholowe, produkty
mleczne, wotowina, réznego rodzaju prazone orzeszki, herbata czarna i zielona, niekto-
re herbaty ziotowe, midd, kakao, a takze owoce i warzywa, cho¢ w mniejszym stopniu.
U dzieci karmionych mieszankami sztucznymi wykryto o wiele wyzszy poziom amo-
niaku, fenolu i p-krezolu w moczu oraz wyzsza aktywnos¢ ureazy, f-glukozydazy
i f-glukuronidazy w wodzie katowej niz u dzieci karmionych piersia. Zwiazane to jest
z niekorzystnymi zmianami ilosciowymi i jako$ciowymi w sktadzie mikroorganizmow
jelitowych. Fizjologiczny poziom fenolu, p-krezolu oraz indolu w dolnych odcinkach
przewodu pokarmowego jest niski. Obserwuje si¢ jednak znacznie mniejsze st¢zenia
tych zwiazkéw w czescei dystalnej (zstepujacej), niz proksymalnej (wstepujacej) okrez-
nicy. Zwiazane jest to z wysoka aktywnoscia proteolityczna mikroorganizmow w czg-
Sci dystalnej okreznicy. Po inkubacji tredci jelitowej z czg$ci proksymalnej okreznicy
in vitro z aminokwasami aromatycznymi zaobserwowano, ze tworzy si¢ 1,0 mmol
fenolu/kg tresci jelitowej/h, 0,32 mmol p-krezolu/kg tresci jelitowej/h oraz 0,06 mmol
indolw/kg tresci jelitowej/h [21]. Znacznie wigksze ich stezenie zaobserwowano
w czesci dystalnej jelita grubego: 3,0 mmol fenolu/kg tresci jelitowej i 4,0 mmol
p-krezolu/kg tresci jelitowej. Inkubacja in vitro wykazata, ze fenol powstawat najszyb-
ciej, natomiast indol najwolniej. Ci sami autorzy prowadzili pomiar stgzenia fenolu,
p-krezolu i indolu w probkach testowych po inkubacji mikroorganizmoéw jelitowych,
ale przy roznym rozcienczeniu. Stwierdzili obecnos¢ fenolu w stezeniach od 0,06 do
0,22 mmol/l (= 5,7 - 20,7 pg/ml); p-krezolu do 0,46 mmol/l (= 50 pg/ml) oraz indolu
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do 0,06 mmol/l (= 7 pg/ml) indolu [21]. Wykazano, Ze st¢zenie metabolitow po fer-
mentacji biatek w czesci dystalnej okreznicy (gtownie fenolu i p-krezolu) jest znacznie
wyzsze (95 mmol fenolu/kg mokrej masy tresci jelitowej i 23 mmol p-krezolu/kg mo-
krej masy tresci jelitowej) niz w czgsci proksymalnej (1,48 mmol fenolu/kg mokrej
masy tresci jelitowej i 0,46 mmol p-krezolu/kg mokrej masy tresci jelitowej). Inni au-
torzy wskazuja, ze dziennie wraz z moczem wydalanych jest 25,6 ug fenolu, 87,3 ug
p-krezolu oraz 301,6 pug indolu [25].

Zwiazki fenolowe oraz indolowe moga powodowaé wiele choréb zaréwno ludzi,
jak i zwierzat. Dzialaja niekorzystnie na nabtonek jelitowy. Fenol oraz indol, a takze
metabolity tryptofanu (indolilooctan, indolilopropionian) moga indukowaé¢ nowotwory
jelita grubego. Zachowuja si¢ raczej jak promotory (czynniki wywotujace rozwoj guza)
niz bezposrednie karcynogeny. Fenole zachowuja si¢ jak kokarcynogeny (czynniki nie
inicjujace rozwoju nowotwordw, ale zwigkszajace dzialanie zwiazkéw rakotworczych)
oraz moga powodowac schizofrenig. Fenol oraz jego pochodne (1,4-dihydroksybenzen
= hydrochinon) pochodzace z diety, a takze powstajace w wyniku aktywnos$ci mikro-
organizmow jelitowych sa gtdwnymi czynnikami biataczek [14]. Produkty fermentacji
biatek ograniczaja zywotnos¢ komorek nabtonkowych jelita oraz powoduja zapalenie
jelita grubego. Ponadto, badania in vitro wykazaly, ze fenol katalizuje reakcje nitro-
zowania dimetyloaminy do karcynogenu — N-nitrozodimetyloaminy, a reakcja fenolu
oraz indolu z azotanami(Ill) prowadzi do powstania diazochinonu, zwiazku o dziataniu
mutagennym [10]. Stwierdzono, ze indol moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworow
jelita grubego oraz pecherza moczowego [21], natomiast p-krezol hamuje wzrost mto-
dych $win oraz powoduje nadpobudliwo$¢ u dzieci [12].

Migdzynarodowa Agencja do Badan nad Rakiem (IARC) zaklasyfikowata (8
kwietnia 2003 r.) jednak fenol, jako zwiazek niekarcynogenny dla ludzi [27].

Aglikony flawonoidowe

Glikozydy flawonoidowe wystgpujace naturalnie w roslinach, to zwiazki ztozone
z niecukrowego, niskoczasteczkowego podstawnika (aglikonu) polaczonego wiaza-
niem glikozydowym z czg¢$cia cukrowa. Dzienne spozycie glikozydow przez cztowieka
wynosi od 50 do 1000 mg, a ich gtownym zrédtem sa owoce, warzywa oraz napoje
pochodzenia ro$linnego, takie jak herbaty ziotowe i wino [9, 16]. Glikozydy w spozy-
wanej formie sg nieszkodliwe. Wigkszo$¢ z nich nie ulega strawieniu i sa wtedy trans-
portowane do jelita grubego, w ktorym enzymy bakteryjne pf-glikozydazy
(p-glukuronidaza, f-galaktozydaza, f-glukozydaza) rozkladaja je do aglikonow oraz
czescei cukrowych, ktore moga by¢ wykorzystane jako zrodto energii (tab. 2).
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Tabela 2
Mikroorganizmy jelitowe o aktywnosci S-glikozydaz.

f-glicosidase activity in intestinal microbiota.

Enzym Rodzaje lub gatunki bakterii
Enzyme Genera or species of bacteria

$-glukozyd Bacteroides uniformis
-glukozydaza .
f-gl d Bacteroides ovatus

-glucosidase
& Enterococcus faecalis

Bacteroides fragilis
Bacteroides vulgatus

Bacteroides thetaiotaomicron

f-glukuronidaza Eubacterium eligens
p-glucuronidase Peptostreptococcus sp.
Escherichia coli
Staphylococcus sp.
Clostridium sp.
p-galaktozydaza Escherichia coli
f-galactosidase Bacteroides distasonis

Zrédto: / Source: opracowanie wlasne na podstawie [3 i 13] / the authors’ own study on the basis of
[3, 13].

Glikozydy w jelicie grubym czlowieka moga pochodzi¢ z dwoch zrodet: z diety
oraz z przemian zachodzacych w watrobie - utleniania z udziatem cytochromu Pyso do
glukuronidow, a nastgpnie wydzielania ich wraz z zo6tcia do jelita grubego. W watrobie
sa przeksztatcane przez mikroorganizmy jelitowe do biologicznie aktywnych agliko-
néw, ktore wykazuja wlasciwosci toksyczne, mutagenne i karcynogenne [7]. Do mi-
kroorganizméw o najwyzszej aktywnosci f-glukuronidazy naleza Escherichia coli
i Clostridium sp., natomiast Bacteroides sp. oraz Enterococcus faecalis charakteryzuja
si¢ najwicksza aktywnoscia f-glukozydazy [3]. f-glukozydaza przeksztatca rutyne w
kwercetyne (rys. 3).

Wykazano, ze kwercetyna jest promotorem guzow jelitowych u szczurow. Cyka-
zyna — zwiazek wystepujacy w korzeniu, liciach oraz orzechach tropikalnej palmy —
moze by¢ hydrolizowany przez mikroorganizmy jelitowe do genotoksycznego metylo-
azoksymetanolu (MAM) (rys. 4).
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Rutyna Kwercetyna
Rutin Quercetin

Rys. 3. Przeksztalcenie rutyny przez f-glukozydazg bakterii jelitowych.
Fig. 3. Transformation of rutin by S-glucosidase of intestinal microbiota.

CH3-N=N-CH,0- p-glukozyd ~f-glukozydaza CH3-N=N-CH,OH
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B-glucoside B-glucosidase
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o

Cvk Metyloazoksymetanol

yKkazyna Methylazoxymethanol
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Rys. 4. Bioaktywacja cykazyny przez f-glukozydazg bakterii jelitowych.
Fig. 4. Bioactivation of cicasin by f-glucosidase of intestinal microbiota.

W doswiadczeniach ze szczurami wykazano, ze MAM byl formowany w wyniku
bakteryjnej aktywnosci z 1,2-dimetylohydrazyny (DMH) — modelowego karcynogenu
powodujacego nowotwor jelita grubego. Zaréwno rutyna, jak i cykazyna nie sa muta-
genne, ale mogg sta¢ si¢ karcynogenami po aktywacji przez mikroorganizmy jelitowe.
[-galaktozydaza z kolei katalizuje przemiang robininy (kemferolo-3-O-galaktozydo-
ramnozydo-7-O-ramnozyd), wystgpujacej w kwiatach robini akacjowej stosowanej
w ziololecznictwie, do kemferolu, ktory, jak wykazano w tescie Amesa, jest mutage-
nem. Reakcj¢ t¢ przeprowadzaja jelitowe bakterie Bacteroides distasonis [3].

Toksyczno$¢ i mutagenno$¢ aglikonow flawonoidowych pozostaje w sprzeczno-
$ci z raportami dotyczacymi antymutagennego dziatania tych zwiazkow. Jednak praw-
da jest, ze hydroliza glikozyd6éw roslinnych w jelicie grubym prowadzi do wytworze-
nia zwiazkow korzystnych, jak i szkodliwych dla zdrowia cztowieka.
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Fekapentaeny (FP)

Zidentyfikowanymi do tej pory fekapentaenami sa zwiazki zbudowane z eteru
glicerylowego zawierajacego czg$¢ pentaenowa, o dtugosci tancucha 12 i 14 atomow
wegla w czasteczce (rys. 5).

I NINININININ

Rys. 5. Budowa chemiczna FP-12 (n=1) i FP-14 (n = 3).
Fig. 5.  Chemical structure of FP-12 (n = 1) and FP-14 (n = 3).

Obecnos¢ FP w kale czlowieka zwiazana jest z dieta bogata w biatka zwierzece.
W badaniach in vitro wykazano, ze za powstawanie tych zwiazkow sa odpowiedzialne
bakterie jelitowe z rodzaju Bacteroides [9]. Pochodzenie prekursorow fekapentaenow
jest dosy¢ niejasne: moga pochodzi¢ z diety, bton bakteryjnych lub tkanek jelita grube-
go. Syntezie tych zwiazkdéw moga sprzyja¢ kwasy zotciowe [6].

W teScie Amesa wykazano wysoka genotoksycznos¢ fekapentaenéw [20]. W ba-
daniach in vitro z wykorzystaniem ludzkich fibroblastow wykazano, ze sa mutagenami
bezposrednimi powodujacymi jednoniciowe pgknigcia DNA, mutacje genowe, aberra-
cje chromosomowe, wymiany siostrzanych chromatyd, a takze niekontrolowane synte-
zy DNA. Stwierdzono takze, ze FP moga by¢ czynnikami promujacymi powstawanie
guzow u szczuréw [8]. Wyniki badan epidemiologicznych sa catkowicie sprzeczne,
poniewaz wskazuja na nizszy poziom FP w kale pacjentow z rakiem jelita grubego niz
w probach kontrolnych, natomiast w kale wegetarian (populacji o malym ryzyku za-
chorowalnosci na nowotwory jelit) zwiazki te wystgpowaly w duzym stezeniu [20].
Rola fekapentaenow jako karcynogenow jest wigc nadal niejasna.

Drugorzedowe kwasy zolciowe

Kwasy zotciowe sa gléwnymi produktami metabolizmu cholesterolu powstaja-
cymi w watrobie. Pierwszorzedowe kwasy zotciowe (kwas cholowy i chenodeoksycho-
lowy) sa wydzielane wraz z zo6lcia w postaci sprzgzonej z glicyna i tauryna, tworzac
kwas glikocholowy i taurocholowy [19]. Dzigki silnym wtasciwosciom emulgujacym
70I¢ bierze udzial w trawieniu pokarmow poprzez emulgowanie lipidow. Jednak ponad
97 % kwasow zo6lciowych jest reabsorbowanych do watroby, reszta kierowana jest do
jelita grubego i ulega dekoniugacji przy udziale bakteryjnej 7-o-dehydroksylazy. Ak-
tywno$¢ 7-a-dehydroksylazy stwierdzono u: Clostridium leptum, Clostridium bifer-
mentans, Clostridium sordellii, Eubacterium sp., Escherichia coli oraz Bacteroides sp.

[3].
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W pierwszym etapie tauryna lub glicyna jest odtaczana od kwasu taurocholowego
i glikocholowego. W drugim etapie nastepuje dehydroksylacja powstalych w ten spo-
sob pierwszorzgdowych kwasow zoétciowych (cholowego i chenodeoksycholowego) do
drugorzedowych kwasow zotciowych (rys. 6).

OH OH
COOH COOH
7-0-dehydroksylaza R
7-0-dehydroxylase
HO OH HO H

Kwas cholowy Kwas deoksycholowy
Cholic acid Deoxycholic acid
H H
COOH COOH
7-0-dehydroksylaza R
7-a-dehvdroxvlase
HO OH HO H
Kwas chenodeoksycholowy Kwas litocholowy
Chenodeoxycholic acid Lithocholic acid

Rys. 6. Przemiany pierwszorzedowych kwasoéw zotciowych do drugorzedowych kwaséw zotciowych na
drodze dehydroksylacji bakteryjnej w jelicie grubym.

Fig. 6. Transformation of primary bile acids to secondary bile acids via dehydroxylation pathway by
intestinal microbiota.

Dalsza bakteryjna degradacja w jelicie grubym prowadzi do powstania kwasow
zotciowych trzeciorzgdowych. Kwas deoksycholowy ulega czg$ciowej absorbcji do
watroby, gdzie ulega sprzgzeniu, po czym zostaje wydzielony wraz z zo6lcia. Kwas
litocholowy nie ulega reabsorpcji. Oba zwiazki sa wydalane z katem i stanowia 95 %
catkowitej ilo$ci wydalanych z organizmu kwasow zotciowych [15, 19].

Badania epidemiologiczne wykazuja, ze dieta bogata w migso oraz thuszcze zwie-
rzgce powoduje zwigkszona degradacje i wydalanie kwaséw zotciowych, co wiaze sig
z powstawaniem toksycznego siarkowodoru odpowiedzialnego, m.in. za zapalenie
jelita grubego [19]. Dowiedziono, ze drugorzegdowe kwasy zotciowe sprzyjaja rozwo-
jowi raka jelita grubego, zachowujac si¢ jako promotory karcynogenezy [1, 5, 19].
Spowolniony pasaz jelitowy zwigksza poziom kwasu deoksycholowego, sprzyjajac
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powstawaniu kamieni zotciowych. Eksperymenty przeprowadzone na kulturach tkan-
kowych z wykorzystaniem kolonocytow dowiodly, ze drugorzedowe kwasy zotciowe
powoduja uszkodzenia DNA takie, jak pgknigcia nici i formowanie reaktywnych ad-
duktow (tj. reaktywnych form tlenu), ale takze indukuja apoptozg komorek oraz daja
pozytywne rezultaty w tescie komety in vitro z wykorzystaniem ludzkich kolonocytow
HT29[1, 5, 6].

Barwniki azowe

Barwniki azowe to zwiazki aromatyczne zawierajace jedna lub wigcej grup azo-
wych (R;-N=N-R;), ktore stosowane sa na szeroka skal¢ w przemysle tekstylnym, ko-
smetycznym, farmaceutycznym, drukarstwie i laboratoriach, a takze w przemysle spo-
zywczym [3]. Barwniki stosowane jako dodatki do zywnos$ci nie moga by¢ szkodliwe
dla zdrowia czlowieka, jednakze mikroorganizmy jelitowe potrafia je degradowac
(zwlaszcza rozpuszczalne w wodzie barwniki azowe) do karcynogennych fenylo-
i naftylo- podstawionych amin aromatycznych [3, 7]. W bardziej zindustrializowanych
regionach, co wiaze si¢ z uzyciem barwnikéw azowych na duza skalg, czgsciej wyste-
puja nowotwory jelita grubego [7]. Za redukcje barwnikow do amin aromatycznych
odpowiada enzym bakteryjny - azoreduktaza, a wytworzone produkty posrednie - wol-
ne rodniki, tatwo reaguja z DNA. Powstate aminy sa gromadzone w jelicie grubym,
a nastepnie przy udziale enzymow mikrosomalnych obecnych w $luzie jelitowym utle-
niane do karcynogenow [7]. Gtéwne mikroorganizmy o aktywnosci azoreduktazy to
bakterie z rodzajow Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Peptostreptococcus i Fu-
sobacterium [4]. Fusobacterium sp. bierze udzial w przemianie niemutagennego bteki-
tu trypanowego do o-toluidyny, ktora w te§cie Amesa wykazuje wlasciwosci mutagen-
ne oraz barwnika ponso 3R do mutagenu 2.4,5-trimetyloaniliny [3]. Zarowno mikroor-
ganizmy jelitowe czlowieka, jak i1 szczura sa zdolne do redukcji wiazania azowego
w barwnikach benzydynowych do ich karcynogennych pochodnych. Inne barwniki
stosowane w przemysle spozywczym - zotcieh metylowa i1 oranz metylowy sa metabo-
lizowane przez jelitowe bakterie beztlenowe do mutagennej N,N-dimetylo-p-
fenylenodiaminy. Czerwien bezposrednia 2 oraz biekit bezposredni 15 moga by¢ prze-
ksztalcane do 3,3’-dimetoksybenzydyny (rys. 7).

Natomiast produktami redukcji czerni bezposredniej 38 moze by¢ benzydyna,
4-aminobifenyl, 4-acetyloaminobifenyl oraz monoacetyl benzydyny. Wszystkie pro-
dukty metabolizmu bakteryjnego sa mutagenne i karcynogenne [3].
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Rys. 7. Bioaktywacja bigkitu bezposredniego 15 przez azoreduktaze bakterii jelitowych.
Fig. 7. Bioactivation of direct blue 15 by azoreductase of intestinal microbiota.

Estrogeny

Istnieja kliniczne dowody, Ze hormony maja wpltyw na rozwoj nowotworow pier-
si. Estrogeny sa produkowane przez jajniki z cholesterolu, wydzielane do krwioobiegu
i transportowane do tkanek docelowych oraz watroby. W watrobie estron oraz estradiol
sa inaktywowane poprzez reakcj¢ sprzg¢gania z glukuronidami lub siarczanami. Nie-
znaczna ich ilo$¢ jest wydzielana wraz z z6lcia do jelita grubego, w ktorym czgs¢ ulega
dekoniugacji w wyniku aktywnosci bakteryjnej f-glukuronidazy oraz sulfatazy. Okoto
80 % estrogenow, ktore ulegly dekoniugacji jest reabsorbowanych, natomiast reszta
jest wydalana z organizmu wraz z moczem. Poza dekoniugacja estrogenow, bakterie
moga je przeksztalca¢ w wyniku reakcji oksydacji, redukcji lub dehydroksylacji. Mi-
kroorganizmy jelitowe zwigkszaja aktywnos$¢ biologiczna wchionigtych estrogenow
poprzez przeksztatcenie estronu w aktywny estradiol, zwigkszajac tym samym ryzyko
zachorowania na hormonozaleznego raka piersi [18].

Podsumowanie

W jelicie grubym cztowieka wystgpuje ztozony ekosystem mikroorganizmow,
ktorych aktywno$¢ metaboliczna moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworow jelita grube-
go. Enzymy bakteryjne (f-glukuronidaza, p-glukozydaza, nitroreduktaza, 7-a-dehydro-
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ksylaza, f-galaktozydaza, azoreduktaza) biora udzial w endogennej syntezie wielu
zwiazkoéw karcynogennych, takich jak fenole i indole, aglikony flawonoidowe, barw-
niki azowe, fekapentaeny, estrogeny oraz drugorzedowe kwasy zotciowe. Badania
epidemiologiczne wykazaty, ze syntezie niektorych zwiazkow sprzyja dieta bogata
w bialka oraz ttuszcze zwierzece.
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CARCINOGENIC ACTIVITY OF INTESTINAL MICROBIOTA

Summary

Human colon is harboured by a complex ecosystem containing up to 1000 species of microorganisms.
The intestinal microbiota play a crucial role in the metabolism of food components and in ensuring health.
Many products of the metabolism can favour the development of colon tumours. The main role in the
formation of carcinogenic compounds play bacterial enzymes such as: f-glucuronidase, f-glucosidase,
nitroreductase, 7-a-dehydroxylase, f-galactosidase, and azoreductase. Their products can be compounds
harmful to human health, such as: phenolic and indolic compounds, flavonoid aglycones, azo dyes, fecap-
entaens, oestrogens, and secondary bile acids.

. . . . . Vi
Key words: intestinal microbiota, carcinogens



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2008, 6 (61), 40 — 54

JOANNA TOMCZYK, ANNA OLEJNIK, KATARZYNA KOWALSKA,
WOICIECH BIALAS, WELODZIMIERZ GRAJEK

OCENA AKTYWNOSCI CYTOTOKSYCZNEJ EKSTRUDATOW
FASOLOWO-KUKURYDZIANYCH WZGLEDEM
NOWOTWOROWYCH KOMOREK NABLONKA JELITOWEGO

Streszczenie

Przedmiotem pracy bylo okreslenie wlasciwosci cytotoksycznych i genotoksycznych ekstrudatow fa-
solowo-kukurydzianych (EFK) wytworzonych z fasoli odmiany Red Kidney wzgledem nowotworowych
komorek nabtonka jelitowego Caco-2 i HT-29 MTX. W celu odzwierciedlenia warunkéw panujacych in
vivo badany produkt poddano dziataniu czynnikow trawiennych i mikroflory jelitowej, symulujac jego
pasaz przez przewod pokarmowy. Potencjat cytotoksyczny EFK przed i po procesie trawienia okreslano
poprzez oznaczenie szybkosci proliferacji komorek metoda hemocytometryczna oraz przezywalnosci
komorek testem MTT. Ponadto zbadano wplyw EFK na stopien uszkodzen DNA komorek nabtonka jeli-
towego stymulowanych i niestymulowanych H,0,. Wyniki doswiadczen wykazaly silna aktywno$¢ anty-
proliferacyjna EFK zalezng od jego st¢zenia. Wyznaczone dawki ICs, dla Caco-2 i HT-29 MTX wynosity
odpowiednio 9,24 i 3,55 % (m/v). Trawienie EFK w sztucznym przewodzie pokarmowym, z wydtuzonym
czasem oddziatywania mikroflory jelitowej, spowodowato znaczny wzrost aktywnos$ci cytotoksycznej
w stosunku do komorek HT-29 MTX. Wyniki testu kometowego wykazaty, ze EFK nie indukuje uszko-
dzen DNA w komorkach jelitowych, lecz ma dziatanie ochronne wobec oksydacyjnych uszkodzen DNA
generowanych przez 100 uM H,O, w komérkach HT-29 MTX.

Stowa kluczowe: ekstrudat fasolowo-kukurydziany, fasola Red Kidney, cytotoksycznos¢, Caco-2, HT-29
MTX

Wprowadzenie

W ostatnich latach wigksza uwage zwraca si¢ na prozdrowotne oddzialywanie
spozywanych produktow. Prowadzone badania ukierunkowuje si¢ na wyjasnianie isto-
ty oddziatywan na organizm cztowieka substancji biologicznie aktywnych dostarcza-
nych wraz z pozywieniem. Jednak ze wzgledu na ograniczony dostep do ludzkiego

Mgr inz. J. Tomczyk, dr inz. A. Olejnik, mgr K. Kowalska, dr inz. W. Bialas, prof. dr hab. W. Grajek,
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Zywieniu, Uniwersytet
Przyrodniczy, ul. Wojska Polskiego 48, 60-627 Poznan
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przewodu pokarmowego dominuja badania modelowe na zwierzgtach lub kulturach
komoérkowych in vitro [4]. Wsrod wielu linii komorkowych stosowanych do oceny
przeciwkancerogennego oddziatywania sktadnikéw pokarmowych najczesciej wyko-
rzystywane sa komorki przewodu pokarmowego, bezposrednio eksponowane na spo-
zywane substancje [7, 8]. Z tego wzgledu w przeprowadzonych doswiadczeniach wy-
korzystano komorki nowotworowe nablonka jelitowego Caco-2 i HT-29 MTX.

Przedmiotem zainteresowania w odniesieniu do zywnosci jest wiele jej sktadni-
kéw o zdefiniowanych wlasciwosciach biologicznych. Polifenole wystepujace w owo-
cach i warzywach, ze wzgledu na ich aktywno$¢ antyoksydacyjna, stanowia grupg
sktadnikéw poddawanych obszernym badaniom in vitro. Bogatym zrodlem zwiazkoéw
polifenolowych sa nasiona ro$lin straczkowych. W odmianach fasoli o kolorowych
nasionach dominuja skondensowane taniny (proantocyjanidyny) oraz antocyjanidyny —
cyjanidyna i delfinidyna zlokalizowane przede wszystkim w okrywach nasiennych.
Wsrod flawonoidow w ekstrakcie z nasion czerwonej fasoli stwierdzono obecno$é¢
kwercetyny i jej glikozydowych pochodnych oraz kamferolu [9]. Badania Remiszew-
skiego 1 Kulczaka [15] oraz Remiszewskiego i wsp. [16] potwierdzaja dominujacy
udzial kwercetyny zarowno w wymienionym surowcu, jak i w potproduktach na po-
szczegolnych etapach obrobki technologicznej. Poza tym autorzy wskazuja na obec-
no$¢ w fasoli odmiany Red Kidney réwniez luteoliny oraz kwaséw fenolowych [10,
15]. Bogactwo zwiazkow polifenolowych o wysokiej aktywnosci przeciwutleniajace;j
w odmianach fasoli o kolorowych nasionach §wiadczy o potencjalnych mozliwosciach
ich wykorzystania do ochrony przed stresem oksydacyjnym oraz w prewencji chordb
nowotworowych.

W dotychczasowych badaniach in vitro dowiedziono, ze wymienione sktadniki
istotnie spowalniaja proces nowotworzenia poprzez wiele mechanizméw, m.in. przez
bezposredni udzial w reakcjach unieczynniania wolnych rodnikow, ale takze w sposéb
bardziej ztozony: poprzez oddzialywanie na bialka zaangazowane w regulowanie pro-
cesOw proliferacji i apoptozy [12] czy modulowanie aktywnos$ci enzymow kluczowych
przy detoksykacji kancerogendw [3, 20].

Wiele prowadzonych analiz dotyczy zwiazkéw fenolowych wystepujacych
W czystej postaci, niezwiazanych z matryca substancji. Z uwagi na to, ze sktadniki te
sa zwiazane w materiale ro§linnym i rzadko wystepuja jako aglikony, natomiast czg¢-
sciej tworza formy glikozydowe [13], a ponadto po obrobce technologicznej i przed-
ostaniu si¢ do przewodu pokarmowego ulegaja licznym przemianom, wigkszego zna-
czenia nabieraja badania z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych badz surowcoéw
wyjsciowych [16]. Biorac pod uwagg te uwarunkowania, w badaniach usituje si¢ od-
tworzy¢ warunki panujace w naturze, poprzez poddanie odpowiednich probek proce-
som imitujacym trawienie jelitowe.
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Celem przedstawionej pracy bylo okreslenie oddziatywania ekstrudatow fasolo-
wo-kukurydzianych (EFK) z maczki wytworzonej z nasion fasoli odmiany Red Kidney
i maki kukurydzianej zmieszanych w proporcji 1 : 1. na wzrost i aktywno$¢ metabo-
liczng jelitowych komoérek nowotworowych linii Caco-2 1 HT-29 MTX w hodowlach
in vitro oraz genotoksycznosci EFK i jego ewentualnych wilasciwosci ochronnych
przed oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA komorek Caco-2 i HT-29 MTX indukowa-
nymi H,O,.

Material i metody badan

Przygotowanie produktu

Przedmiotem badan byly ekstrudaty otrzymane z maki fasolowej (fasola kolorowa
odmiany ,,Red Kidney”) po fermentacji bakteryjnej (Lactobacillus plantarum T-106)
z dodatkiem maki kukurydzianej w stosunku 1:1. Ekstrudaty otrzymano z Zakladu
Fermentacji i Biosyntezy Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Ogodlna zawartos¢
polifenoli oznaczona metoda Folina-Ciocaltau’a wedlug metody Singletona i Rossiego
[18] wyrazona w przeliczeniu na mg kwasu galusowego wynosita 2,44 (= 0,09) mg/g
produktu. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca badanych ekstrudatow oznaczona wobec
ABTS* (2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) wedlug metody Re
i wsp. [14] wyrazona w przeliczeniu na mg Troloxu wynosita 10,74 (+ 0,12) mg Tx/g
produktu.

Przygotowanie ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego do badan polegato na jego
zmieleniu, nastgpnie zawieszeniu w pozywce do hodowli komoérkowych, wytrzasaniu
w temp. 37 °C przez 20 min, wirowaniu (3000 x g, 10 min) i filtracji przez membrang o
porowatosci 0,22 um (Millipore).

Przedmiotem badan byly rowniez ekstrudaty poddawane in vitro procesom imitu-
jacym przebieg trawienia in vivo. Symulacje trawienia w zoladku prowadzono przez
dodanie pepsyny (P7000, Sigma) w ilo$ci 300 U/ml oraz obnizenie pH do wartosci 2,0
za pomoca 1 M HCI. Ten etap trawienia prowadzono przez 4 h w temp. 37 °C. Ruchy
perystaltyczne imitowano poprzez mieszanie przy uzyciu mieszadla magnetycznego.
W celu symulacji drugiego etapu trawienia, zachodzacego w jelicie cienkim, pH pod-
noszono do wartosci 6,0, stosujac 1M NaHCO; i dodawano 10 ml ekstraktu trzustko-
wo-jelitowego (0,02 g ekstraktu trzustkowego - P1750 Sigma, 0,12 g soli zélciowych —
B8381 Sigma, 0,1 M NaHCOs). Nastgpnie pH podnoszono do 7,4 przez dodanie 1M
NaHCO; i wprowadzano wystandaryzowang mikroflore jelitowa (10° jtk/ml tresci po-
karmowej) wyizolowana z katu ludzkiego. Proces prowadzono przez 2 h w temp.
37 °C. W celu symulacji pasazu produktu przez jelito grube pH podnoszono do 8,0 za
pomoca 2 M NaHCO; i dalsze trawienie prowadzono w warunkach beztlenowych
przez 18 h.
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Ekstrakt uzyskany w wyniku trawienia in vitro filtrowano przez membrang o po-
rowato$ci 0,22 pm (Millipore) i rozcienczano w pozywce przeznaczonej do hodowli
komoérkowych.

Hodowla komorek Caco-2 i HT-29 MTX

Komorki nowotworowe linii Caco-2 i HT-29 MTX, pochodzace z Amerykanskiej
Kolekcji Kultur Komérkowych (ATCC), hodowano na ptytkach 24-dotkowych o po-
wierzchni 1,9 em*/dotek (Nunc) w 1 ml pozywki DMEM (D 6429, Sigma), zawieraja-
cej 1-procentowy dodatek niezbednych aminokwasow (M7145, Sigma), wzbogaconej
w inaktywowana (56 °C, 30 min) plodowa surowicg bydlgca (10106-169, Gibco)
w ilosci 10 % w przypadku HT-29 MTX oraz 20 % w przypadku Caco-2. Testowane
kultury komoérkowe hodowano w temp. 37 °C, w atmosferze 5 % CO, 1 95 % przez
72 h.

Badanie cytotoksycznosci produktu w stosunku do komorek Caco-2 i HT-29 MTX

Przygotowane roztwory EFK przed i po trawieniu in vitro wprowadzano do
24-godzinnych hodowli komérek Caco-2 i HT-29 MTX zalozonych przy inokulum
wynoszacym odpowiednio: 0,5x10° kom/cm® i 0,25x10° kom/cm? (9,50x10* kom/ml
i4,75x10* kom/ml). Ekspozycje kultur na badane produkty prowadzono przez 48 h
w standardowych warunkach hodowli. Bezposrednio po zakonczeniu hodowli okresla-
no gestos¢ komorek i ich aktywnos¢ metaboliczna.

Gestos¢ komorek Caco-2 1 HT-29 MTX oznaczano metoda hemocytometryczna,
natomiast ich aktywno$¢ metaboliczna za pomoca testu MTT, w ktorym wykorzystuje
si¢ reakcje redukcji z6ltych rozpuszczalnych w wodzie soli tetrazolowych do purpuro-
wego nierozpuszczalnego formazanu, prowadzona przez dehydrogenazg mitochon-
drialna. Zdolno$¢ do metabolizowania substratu maja tylko zywe, aktywne metabo-
licznie komorki, a ich liczba jest proporcjonalna do intensywnos$ci powstalego zabar-
wienia, mierzonego jako absorbancja przy dtugosci fali 570 nm.

Do oceny toksycznosci EFK w stosunku do nowotworowych komorek Caco-2
HT-29 MTX zastosowano model matematyczny w postaci funkcji [21]:

Y max. .
Y, =———+Y min.

1+( [C] J

gdzie: Y, 1 Ya to odpowiednio minimalna i maksymalna warto$¢ liczbowa badanej
cechy estymowana przez wyznaczony model, /Cs, odpowiada st¢zeniu EFK powodu-
jacego 50 % redukcje aktywnos$ci metabolicznej komorek (punkt przegigcia krzywej),
podczas gdy s wyznacza nachylenie krzywe;.
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Poprawne wyznaczenie wielkosci liczbowych poszczegdlnych wspotczynnikow
w modelu, ze wzgledu na jego nieliniowy charakter, wymagalo zastosowania tzw. me-
tod iteracyjnych, sposrod ktorych najbardziej efektywna okazala si¢ metoda Quasi-
Newtona. Wszystkie obliczenia wykonano w programach MS Excel 2003 i Statistica
6.0 PL.

Dawki ICs, stanowiace stezenie EFK, przy ktorym nastepuje 50 % zmniejszenie
aktywnosci enzymow mitochondrialnych badanych komorek wyznaczano na podstawie
wymienionego wyzej modelu matematycznego.

Badanie wptywu EFK na poziom uszkodzenn DNA w komorkach Caco-2 i HT-29 MTX

W badaniach wplywu EFK na poziom jednoniciowych uszkodzen DNA komorek
Caco-2 i HT-29 MTX wykorzystano elektroforezg pojedynczych komorek zwang te-
stem kometowym. Analizowano wptyw 24-godzinnej ekspozycji wymienionych komo-
rek nablonka jelitowego na EFK w stezeniach odpowiadajacych wyznaczonym daw-
kom ICsy.

Po inkubacji monowarstwe komorek przemywano buforem fosforanowym
(PBS/pH 7,4) i poddawano procesowi trypsynizacji przy uzyciu roztworu trypsyno-
wersenu (T4049, Sigma). Komorki po trypsynizacji przemywano buforem PBS o temp.
4 °C i zawieszano w takiej objetosci PBS, aby gestos¢ komoérek wynosita 1x10° komo-
rek/ml. Zawiesing komoérek o objetosci 60 pl dodawano do 150 upl ptynnej 0,5-
procentowej agarozy o niskiej temperaturze topnienia i nakrapiano po 60 ul na szkietka
pokryte 1-proc. agaroza o normalnej temperaturze topnienia. Nastepnie przykrywano
szkietkiem nakrywkowym i pozostawiano przez 10 min w temp. 4 °C. Po zestaleniu
agarozy szkielka nakrywkowe usuwano, a szkietka podstawowe z komdrkami zanurza-
no w buforze lizujacym (100 mM EDTA, 5,5 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 % Triton
X-100/pH 10) i inkubowano przez 1 h. w temp. 4 °C. Po lizie szkietka umieszczano na
30 min w aparacie elektroforetycznym wypelionym buforem do -elektroforezy
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA/pH>13) o temp. 4 °C. Nastgpnie prowadzono elektrofo-
rez¢ przy napigciu 230 V przez 40 min, w temp. 4 °C. Po elektroforezie szkietka ptu-
kano kolejno woda i buforem neutralizujacym (0,4 M TRIS/pH 7.5), po czym w celu
odwodnienia zanurzano na 5 min w 70-procentowym etanolu.

DNA komoérek po elektroforezie wybarwiano barwnikiem SYBRGold (Molecular
Probes) 1 analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym Zeiss Axiovert 200. Wyni-
ki opracowano za pomoca programu komputerowego CometScore™ Do analizy brano
pod uwage minimum 80 komorek z kazdej proby. Stopien uszkodzen DNA wyrazano
poprzez procentowa zawartos¢ DNA w ogonie komety.

W celu okreslenia ochronnych wlasciwosci EFK przed oksydacyjnymi uszkodze-
niami DNA, komorki Caco-2 i HT-29 MTX byly preinkubowane przez 24 h z EFK
w stezeniach stanowiacych ICsg, a nastgpnie poddawane dzialaniu stresu oksydacyjne-
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go. Stres oksydacyjny generowano za pomoca 100 uM H,0, w temp. 4 °C przez
30 min. Test kometowy prowadzono wedtug metody opisanej powyze;j.

Do kazdego z doswiadczen przygotowano proby kontrolne, ktore stanowity ko-
morki hodowane w standardowej pozywce niezawierajacej ekstraktu z EFK.

Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty przeprowadzano w trzech powtorzeniach, a prezentowa-
ne wyniki badan stanowia ich $rednia arytmetyczna. Do oszacowania poziomu istotno-
$ci r6znic migdzy proébami wykorzystano testy t-Studenta i Tukey’a. Analize¢ staty-
styczna wynikow badan wykonano za pomocg programu Statistica 6.0 PL.

Wiyniki i dyskusja

Wpltyw EFK na wzrost i przezywalnos¢ komorek Caco-2 i HT-29 MTX

W doswiadczeniach wykorzystano mtode kultury komoérek Caco-2 i HT-29 MTX
bedace w fazie wzrostu logarytmicznego. Analiza ggstosci hodowli po 48 h ekspozycji
na EFK wykazata, ze dodatek EFK do hodowli komoérek nowotworowych jelita grube-
go linii Caco-2 i HT-29 MTX spowodowatl ograniczenie proliferacji komoérek w spo-
sob zalezny od stezenia (rys. 1). Komorki linii Caco-2 wykazaty wigksza tolerancj¢ na
obecnos¢ EFK w pozywce hodowlanej. O ile EFK w stezeniach 0,001 i 0,01 % (m/v)
nie wptywal na wzrost komoérek wymienionej linii w sposob statystycznie istotny, to
inhibicja wzrostu komdrek HT-29 MTX nast¢gpowala juz przy najmniejszej dawce EFK
wynoszacej 0,001 % (m/v). Wigksza wrazliwo$¢ komoérek HT-29 MTX na obecnosé
EFK w pozywce potwierdzono réwniez przy najwyzszym badanym stezeniu. EFK
w ilosci 5 % (m/v) spowodowatl 70-proc. ograniczenie gestosci komorek HT-29 MTX
oraz 60-proc. spadek stezenia komoérek Caco-2 w stosunku do prob kontrolnych.

Dziatanie antyproliferacyjne EFK w stosunku do nowotworowych komoérek na-
btonka jelitowego znalazto odzwierciedlenie w ograniczeniu ich aktywno$ci metabo-
licznej, co zostato wykazane w tescie MTT. Uzyskane wyniki sygnalizuja mozliwo$¢
hamowania wzrostu komoérek nowotworowych przy uzyciu EFK.

Wyniki analizy MTT jako wzgledne wartosci aktywnosci enzymow mitochon-
drialnych w komorkach eksponowanych na EFK w stosunku do proby kontrolnej
przedstawiono na rys. 2.1 3.

Na podstawie danych do§wiadczalnych oraz przy uzyciu modelu matematycznego
przedstawionego w podrozdziale Badanie cytotoksycznosci produktu w stosunku do
komorek Caco-2 i HT-29 MTX, wyznaczono dawki ICs, wyrazajace stgzenia EFK, przy
ktorych nastgpowato 50-proc. obnizenie aktywnosci enzymoéw mitochondrialnych.
Obliczone dawki ICs, dla komoérek Caco-2 1 HT-29 MTX wynosity odpowiednio 9,24
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13,55 % (m/v), co rébwniez wskazuje na wigksza podatnos¢ komorek linii HT-29 MTX
na cytotoksyczne dziatanie EFK.

Rys. 1.
Fig. 1.

Rys. 2.

Fig. 2.

Aktywno$¢ enzymow mitochondrialnych
komorek Caco-2 w stosunku do kontroli [%]

Activity of mitochondrial enzymes in Caco-2 cells
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Wptyw ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego na wzrost komorek Caco-2 i HT-29 MTX.
Effect of bean-corn extrudate (BCE) on the growth of Caco-2 and HT-29 MTX cells.
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Aktywnos$¢ mitochondrialna komorek Caco-2 hodowanych w obecnosci ekstrudatu fasolowo-
kukurydzianego (EFK).

Activity of mitochondrial enzymes in Caco-2 cells cultured in the presence of bean-corn extru-
date (BCE).



OCENA AKTYWNOSCI CYTOTOKSYCZNEJ EKSTRUDATOW FASOLOWO-KUKURYDZIANYCH... 47

100 |
S E—= 9 —— dane obliczone / estimated data
g2 I [ .
£g EZ 1 dane eksperymentalne / experimental data
S5 88 %0
S E£5
= =
2§ 88
=8 5 8 70 +
€2 _ =% 8§
z 5 RE 2
RS ST
EXTET 4 |
8 g =
o =4
2L ETZ 50 ¢
£T Sk
£ £S
ReENS) E 40
< E ©
g < 0 1 2 3 4 5

Stezenie ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego [% w/v]
BCE concentration [% w/v]

Rys. 3. Aktywno$¢ mitochondrialna komorek HT-29 MTX hodowanych w obecnosci ekstrudatu faso-
lowo-kukurydzianego (EFK).

Fig. 3. Mitochondrial enzymes activity in HT-29 MTX cells cultured in presence of bean-corn extrudate
(BCE).

Aktywnos¢ cytotoksyczna EFK po trawieniu in vitro

Trawienie EFK w sztucznym przewodzie pokarmowym przeprowadzono
w dwoch wersjach rozniacych si¢ czasem oddziatywania mikroflory jelitowej w kon-
cowej fazie procesu. W pierwszej procedurze trawienie in vitro zakonczono na etapie
jelita cienkiego, poddajac EFK 2-godzinnemu dziataniu bakterii kalowych. W drugiej
procedurze trawienie wydtuzono o 18-godzinnag ekspozycje na dziatanie mikroflory
jelitowej, majaca imitowac przejscie tresci pokarmowej przez jelito grube.

Uwzgledniajac funkcjonalne i strukturalne podobienstwo komoérek Caco-2 do
komorek nabtonka jelita cienkiego oraz wtasciwosci kultur komoérkowych HT-29 MTX
zblizone do nabtonka jelita grubego, EFK poddany krotszej — 2-godzinnej inkubacji
z bakteriami jelitowymi testowano w stosunku do komoérek Caco-2, natomiast wptyw
EFK na komorki linii HT-29 MTX okreslano po 21 h inkubacji w obecno$ci mikroflo-
ry jelitowe;.

Przeprowadzone pomiary gestosci komorek po 48 h hodowli w obecnosci EFK
trawionych w sztucznym przewodzie pokarmowym dowiodty, ze pomimo procesu
trawienia EFK zachowaty antyproliferacyjny potencjat w stosunku do komoérek nowo-
tworowych Caco-2 i HT-29 MTX. Wykres zalezno$ci stezenia komorek Caco-2 i HT-
29 MTX w hodowli od dawki trawionych EFK przedstawiono na rys. 4.
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Zaobserwowano, ze hamowanie wzrostu komoérek Caco-2 i HT-29 MTX nasila
si¢ wraz ze zwigkszaniem dodatku poddanych trawieniu EFK do pozywki hodowlane;.
Obserwowane zmiany byty bardziej dynamiczne w przypadku komoérek HT-29 MTX
anizeli komorek linii Caco-2 (rys. 4).
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Rys. 4. Wplyw ekstrudatow fasolowo-kukurydzianych poddanych trawieniu in vitro na wzrost komorek
Caco-2 i HT-29 MTX.

Fig. 4.  Effect of bean-corn extrudates (BCE) after the in vitro digestion on the growth of Caco-2 and
HT-29 MTX cells.

Wyniki testu MTT przedstawione na rys. 5. 1 6. wskazuja na cytotoksyczny po-
tencjal EFK po trawieniu in vitro w stosunku do komodrek nowotworowych jelita gru-
bego.

Oszacowano, ze dawki ICsy powodujace 50-proc. redukcje aktywnosci metabo-
licznej komoérek Caco-2 wynosza w przypadku EFK niepoddawanego trawieniu
9,24 % natomiast trawionego EFK 6,8 % (m/v) i nie mieszcza si¢ w obszarze badanych
stezen.

W przypadku EFK poddanego 2-godzinnemu trawieniu w obecno$ci mikroflory
jelitowej zauwazono znaczny wzrost aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do komo-
rek linii HT-29 MTX w porownaniu z EFK nietrawionym. Wartosci ICsy w przypadku
EFK przed i po procesie trawienia wynosily odpowiednio 3,551 0,12 % (m/v). Krzywa
obrazujaca zmiany wzglednej aktywnosci enzymoéw mitochondrialnych komoérek HT-
29 MTX indukowanych EFK po trawieniu (rys. 6) wskazuje na gwaltowne obnizenie
tego parametru juz przy stosunkowo niskich dawkach produktu po trawieniu (0,067 —
0,67 %). Zalezno$¢ ta jest zwigzana z silnym ograniczeniem wzrostu komorek w tym
zakresie stgzen. Trawiony EFK obecny w hodowli komoérek HT-29 MTX w st¢zeniach
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powyzej 0,33 % (m/v) calkowicie hamowat ich proliferacje (rys. 4). Srednia gestos¢
komorek poddawanych dziataniu produktu w tych dawkach nie przekraczata ich steze-
nia w inokulum.
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Rys. 5. Aktywnos$¢ enzymow mitochondrialnych w komérkach Caco-2 hodowanych w obecnosci tra-
wionego ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego.

Fig. 5.  Acitivity of mitochondrial enzymes in Caco-2 cells cultured in the presence of digested bean-
corn extrudate (BCE).

Wazrost whasciwosci cytotoksycznych EFK poddanych trawieniu $wiadczy o in-
tensywnych przemianach substancji aktywnych obecnych w EFK prowadzonych przez
mikroorganizmy bytujace w jelicie. Prawdopodobnie mikroflora jelitowa powoduje
takie modyfikacje tych zwiazkow, ktdre podnosza ich inhibicyjna aktywno$¢. Wzrost
cytotoksycznosci EFK zaobserwowano gtéwnie w stosunku do komorek HT-29 MTX
traktowanych EFK poddanym 21-godzinnemu trawieniu z udzialem mikroflory jelito-
wej.

Opisywane zjawisko moze by¢ zwiazane z metabolizmem zwiazkéw nalezacych
do antocyjanin. Badania Tsudy i wsp. [19] wskazuja na udzial bakterii jelitowych wy-
posazonych w B-glukozydaze w hydrolizie glikozydowych form antocyjanin do agli-
konow — antocyjanidyn. Bakterie te sa rowniez wyposazone w ramnozydazg, a hydro-
liza ramnozydowych form flawonoidéw odbywa si¢ jedynie przy ich udziale [17]. Pra-
ca autorstwa Koide i wsp. [6] wskazujaca, ze w ekstrakcie z czerwonej fasoli dominuja
cyjaniny potaczone z ramnoza doprowadzita do wyjasnienia prawdopodobnej przyczy-
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ny wzrostu oddziatywania trawionych EFK. By¢ moze w toku metabolizmu EFK pod
wplywem dziatania mikroflory jelitowej ramnozydowe postaci tych flawonoidéw ule-
gaja przemianie do aglikonow. Przypuszczenie to wydaje si¢ znajdowac potwierdzenie
w doswiadczeniach Zhanga i wsp. [22], ktorzy stwierdzili silniejszy potencjat antypro-
liferacyjny wolnych form antocyjanin.
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Rys. 6. Aktywnos$¢ enzymoéw mitochondrialnych w komoérkach HT-29 MTX hodowanych w obecnosci
trawionego ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego.

Fig. 6.  Activity of mitochondrial enzymes in HT-29 MTX cells cultured in the presence of digested
bean-corn extrudate (BCE).

Ponadto proces trawienia prawdopodobnie zwigksza uwalnianie sktadnikow
z matrycy, w jakiej wystgpuja w gotowym produkcie spozywczym [2]. W trakcie tra-
wienia moze dochodzi¢ do zwigkszenia rozpuszczalno$ci zwiazkow biologicznie ak-
tywnych zawartych w EFK 1 w konsekwencji doprowadza¢ do ich silniejszego oddzia-
lywania antyproliferacyjnego i cytotoksycznego. Prawdopodobnie za wzrost cytotok-
sycznosci EFK, po trawieniu i pasazu przez jelito grube, odpowiedzialne sa rowniez
metabolity wtorne wytwarzane przez rozwijajaca si¢ mikroflore jelitowa.

Wptyw CFK na stopien uszkodzen DNA komorek Caco-2 i HT-29 MTX

Poziom uszkodzen DNA w komdrkach nabtonka jelitowego indukowanych przez
EFK analizowano w 24-godzinnych hodowlach Caco-2 i HT-29 MTX eksponowanych
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na badany produkt w st¢zeniach odpowiadajacych oznaczonym dawkom ICsy. W pracy
poshuzono si¢ testem kometowym, umozliwiajacym analiz¢ stopnia uszkodzen DNA na
poziomie pojedynczych komorek, na podstawie stopnia fragmentacji jego czasteczki
[5]. Podczas elektroforezy fragmenty nici DNA uwolnione ze struktur jadrowych
w wyniku peknig¢, odznaczaja si¢ szybsza migracja i tworza charakterystyczny ,,ogon
komety”. Stopien degradacji materialu genetycznego okreslano na podstawie procen-
towej zawartosci DNA w ogonie komety. Na rys. 7. 1 8. przedstawiono srednie warto-
$ci tego parametru w komoérkach Caco-2 i HT-29 MTX w poszczeg6lnych probach. Na
podstawie analizy wynikow stwierdzono, ze EFK w badanych dawkach nie wykazuje
dziatania genotoksycznego w stosunku do komorek linii Caco-2 i HT-29 MTX. Do-
datek EFK do hodowli komorek Caco-2 spowodowat niewielkie zmniejszenie jedno-
niciowych uszkodzen DNA w stosunku do proby kontrolnej (rys. 7).
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Rys. 7.  Wplyw ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego (EFK) na stopien uszkodzen DNA w komorkach
Caco-2, roznice statystycznie istotne w stosunku do kontroli: * p<0,05.

Fig. 7.  Effect of bean-corn extrudate (BCE) on the DNA damage in Caco-2 cells, statistically significant
differences compared to the control: * p<0.05.

Komoérki HT-29 MTX hodowane w obecnosci EFK, a nastepnie eksponowane na
dziatanie nadtlenku wodoru, jako czynnika indukujacego oksydacyjne uszkodzenia
DNA, charakteryzowaty si¢ mniejszym stopniem fragmentacji materiatu genetycznego.
Poziom pegknig¢ DNA w komorkach hodowanych z dodatkiem EFK w stezeniu 3 %
(m/v) byt o okoto 10 % mniejszy niz w probach kontrolnych traktowanych H,O, bez
preinkubacji z EFK (rys. 8).

Natomiast w przypadku linii komérkowej Caco-2 EFK nie powodowatl staty-
stycznie istotnych zmian w poziomie uszkodzen DNA indukowanych 100 uM H,O,,
co wskazuje na brak potencjatu ochronnego EFK w stosunku do tych komorek (rys. 7).
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Rys. 8.  Wplyw ekstrudatu fasolowo-kukurydzianego (EFK) na stopien uszkodzen DNA w komorkach

HT-29 MTX, réznice statystycznie istotne w stosunku do kontroli: * p < 0,05
Fig. 8.  Effect of bean-corn extrudate (BCE) on the DNA damage in HT-29 MTX cells, differences

statistically significant from the control: * p < 0.05.

Whioski

1. Przeprowadzane badania wykazaly silne dziatanie cytotoksyczne EFK na jelitowe

komorki nowotworowe Caco-2 1 HT-29 MTX.

2. Trawienie in vitro zwlaszcza po wydluzonej ekspozycji na czynniki trawienne
i dziatanie mikroflory jelitowej powodowato wzrost aktywnosci antyproliferacyj-
nej oraz cytotoksycznej EFK w stosunku do komoérek HT-29 MTX.

3. Na podstawie analizy kometowej stwierdzono, ze EFK nie indukuja powstawania

uszkodzen DNA w komorkach nabtonka jelitowego.

4. Wyniki testu kometowego wskazuja na ochronne dzialanie EFK wzgledem oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA generowanych przez H,O, w komoérkach HT-29 MTX.
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ASSESSMENT OF CYTOTOXIC ACTIVITY OF BEAN-CORN EXTRUDATES TOWARDS
THE NEOPLASTIC CELLS IN HUMAN INTESTINAL EPITHELIUM

Summary

The objective of this paper was to determine cytotoxic and genotoxic properties of bean-corn extru-
dates (BCE) manufactured from a mixture of Red Kidney beanflour and cornflour towards Caco-2 and
HT-29 MTX neoplastic cells in human intestinal epithelium. In order to reproduce the in vivo conditions,
the product examined was subjected to actions of digestive agents and intestinal microflora by simulating
its passage along the alimentary tract. The cytotoxic potential of BCE before and after the digestion was
determined using a hemocytometer to estimate the proliferation rate, and an MTT assay to evaluate the
viability of cells. Moreover, the effect of BCE was investigated on a level of DNA damage in intestinal
epithelium cells that were either stimulated or not stimulated by H,O,. The results obtained showed a high
anti-proliferation activity of BCE that depended on its concentration level. The determined values of ICsq
doses applied to Caco-2 and HT-29 MTX were 9.24 and 3.55% (w/v), respectively. The in vitro digestion
process with a long term exposition of BCE to the action of intestinal microflora caused a significant
increase in the cytotoxic effect on HT-29 MTX cells. The comet assay results showed that BCE did not
induce DNA lesions in the intestinal cells, but it had a protective action towards the oxidative damages in
DNA induced by 100 uM H,0, in HT-29 MTX cells.

Key words: corn-bean extrudate, Red Kidney bean, cytotoxicity, Caco-2, HT-29 MTX
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OKRESLENIE ZALEZNOSCI MIEDZY ZAWARTOSCIA
WYBRANYCH ZWIAZKOW FENOLOWYCH A WARTOSCIA
PRZEMIALOWA ZIARNA PSZENICY

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie zaleznosci migdzy zawartoscia wybranych frakcji zwiazkoéw fenolowych
a cechami odmianowymi oraz wartoscia przemiatowa ziarna pszenicy.

Do badan wybrano ziarno 10 odmian pszenicy uprawianej w Polsce, nalezace do réznych klas jako-
sciowych, a w uzyskanej z nich mace i otrgbach oznaczono zawarto$¢: zwiazkoéw fenolowych ogdtem oraz
kwasu ferulowego. Okreslono rowniez wydajnos¢ przemiatu (wyciag maki) i na tej podstawie dokonano
oceny wartos$ci przemiatowe;j.

Uzyskane wyniki potwierdzily znany fakt wigkszej zawarto$ci zwiazkdéw fenolowych w otrgbach
pszennych (247,67 - 529,79 ng/g s.m.) w poréwnaniu z maka (62,26 - 135,00 pg/g s.m.), co wynika ze
specyfiki ich rozmieszczenia w ziarnie pszenicy. Migdzy grupami odmian, nalezacymi do réznych klas
jakosciowych, nie wykazano réznic pod wzglgdem ogdlnej zawartoSci wolnych zwiazkéw fenolowych.
Odmiany ozime charakteryzowaly si¢ wigksza zmiennoscia zawartosci zwiazkow fenolowych ogotem,
W poréwnaniu z odmianami jarymi. Zawartos¢ kwasu ferulowego w mace analizowanych odmian miescita
si¢ w zakresie 45,92 - 75,20 pg/g s.m., a w otrgbach jego ilos¢ byta prawie dwudziestokrotnie wyzsza
i wynosita od 1160,78 do 1372,63 pg/g s.m. Wykazano réznice pod wzgledem zawartosci kwasu ferulo-
wego w mace migdzy odmianami ozimymi nalezacymi do klasy jakosciowej A a odmianami nalezacymi
do klas B i C. Odmiany jare nie roznity si¢ pod wzgledem zawartosci kwasu ferulowego w zalezno$ci od
klasy jakosciowej ziarna. Zawarto$¢ zwiazkoéw fenolowych zalezata od warto$ci przemiatowej analizowa-
nych odmian pszenicy. Wykazano, ze istnieje zalezno$¢ korelacyjna statystycznie istotna migdzy wydaj-
nos$cia przemiatu a iloécig kwasu ferulowego zawartego w mace badanych odmian ozimych (r= -0,554).
Stwierdzono roéwniez, ze wraz ze wzrostem wydajnosci przemiatu maleje zawarto$¢ ogodlnej ilosci zwiaz-
kow fenolowych w otrgbach odmian ozimych (r = -0,623).

Stowa kluczowe: pszenica, warto$¢ przemiatowa, wyciag maki, zwiazki fenolowe, kwas ferulowy

Dr inz. J. Klepacka, Katedra Towaroznawstwa i Badan Zywnosci, prof: dr hab. Lucja Fornal, Katedra
Przetworstwa i Chemii Surowcow Roslinnych, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski, ul. Oczapowskiego 2, 10-957 Olsztyn
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Wprowadzenie

Zwiazki fenolowe wystepuja tylko w roslinach i naleza do wazniejszych wtor-
nych produktéw ich metabolizmu. Charakteryzuja si¢ duza réznorodno$cia budowy
chemicznej. Wystgpuja m.in. w postaci wolnej i zwiazanej z takimi sktadnikami, jak:
biatka, polisacharydy i kwasy organiczne. Wykryto ponad 800 aglikonow i okoto 4000
tych zwiazkow w formie glikozydow, estrow oraz w innych polaczeniach [1]. Badania
naukowe dowodza, ze wzrastajacy w diecie cztowieka udziat produktow roslinnych
wplywa na zmniejszenie zachorowan na nowotwory i choroby serca. Jedna z mozli-
wych drog wyjasnienia tego faktu stato si¢ okreslenie roli przeciwutleniaczy w zmniej-
szaniu zapadalno$ci na choroby zwyrodnieniowe i fagodzeniu ich objawow. Wolne
rodniki sg czynnikami ryzyka w ponad 100 chorobach, wlaczajac w nie nowotwory,
arterioskleroze, reumatyzm, zapalenie jelita, czy zaémg [19]. Procesom oksydacyjnym
zapobiega sig przez dodatek przeciwutleniaczy. Zastosowanie syntetycznych przeciwu-
tleniaczy jest ograniczone ze wzglgdu na ich toksyczno$¢, dlatego tez wzrasta zaintere-
sowanie naturalnymi produktami ro$linnymi, jako zrodtem bezpiecznych antyoksydan-
tow [4]. Ze wzgledu na skalg spozycia znaczacym zrodtem przeciwutleniaczy moga
by¢ produkty zbozowe. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca wyciagdéw z produktow zbozo-
wych wykazuje korelacj¢ z zawartoscia w tych produktach fenoli roslinnych [2]. Zboza
zawierajq liczne frakcje zwiazkoéw fenolowych, wsrdd ktorych szczegolne znaczenie
maja kwasy fenolowe [7]. W ziarnie pszenicy w najwigkszych ilo$ciach wystepuje
kwas ferulowy. Wystepuje on gltéwnie w okrywie nasiennej, warstwie aleuronowe;j
oraz zarodku, a jedynie w $ladowych ilosciach obecny jest w bielmie skrobiowym
ziarniakéw [16]. Lempereur i wsp. [12] wykazali, ze ilo$¢ kwasu ferulowego w ziar-
niakach pszenicy zalezy od jej cech odmianowych oraz od wielkos$ci ziarniakow.

Celem pracy byto okreslenie wptywu cech odmianowych oraz wartosci przemia-
lowej ziarna pszenicy jarej i ozimej na zawarto$¢ wolnych zwiazkéw fenolowych
1 kwasu ferulowego w mace i otrgbach.

Material i metody badan

Badano ziarno pszenicy odmian ozimych i jarych, jednolite odmianowo, pocho-
dzace ze zbioréw z 2001 roku ze Stacji Hodowli Roslin we Wrocikowie (woj. warmin-
sko-mazurskie), nalezace do roznych klas jako$ciowych (tab. 1).

Ziarno pszenicy oczyszczano recznie z zanieczyszcezen luzno zwiazanych. Do ba-
dan wydzielano frakcje ziarna o grubosci wigkszej od 1,7 mm. Oznaczano zawarto$¢
wody w ziarnie i doprowadzano jego wilgotnos¢ (po 24-godzinnym lezakowaniu) do
14 %. Przed samym przemiatem ziarno nawilzano do 14,5 % wilgotnos$ci. Z kazdej
odmiany pszenicy wydzielano po 3 proby ziarna, z ktorych otrzymywano make i otre-
by w wyniku przemiatu w mtynie laboratoryjnym Quadrumat Junior firmy Brabender.
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Tabela l
Klasyfikacja odmian pszenicy wg COBORU.
Classification of wheat varieties according to COBORU (Research Centre for Cultivar Testing).

Odmiana Klasa jakosci Rok wpisania do re]es@ odmian
Variet Quality grade Year when the wheat varietes were
Y Ve entered into the Register of Varieties
Korweta A 1997
g 8 Zyta A 1999
] B
S g Mewa B 1998
2 >
.g B Rysa B 1998
8
3 = Sakwa C(B) 1996
Kris C 2000
o Jasna A 1996
<
PN Opatka A 1999
S E2
ERE Eta B 1986
S
© Hena B 1997

Zrodto: / Source: [3, 6]

W dos$wiadczeniu oznaczano:

— wydajnos$¢ przemiatu poprzez: przemiat ziarna o masie 200 g, okreslenie masy uzy-
skanej maki i otrab oraz obliczenie procentowego udziatu (wyciagu) maki;

— zawarto$¢ wolnych zwiazkow fenolowych ogotem metoda spektrofotometryczna
wg Ribereau-Gayon [21] z zastosowaniem ekstrakcji zwiazkow fenolowych za po-
moca metanolu. Metanol odparowywano i wywotywano reakcj¢ barwna za pomoca
odczynnika Folina-Ciocalteu’a i weglanu sodu. Pomiar barwy przeprowadzono przy
dtugosci fali 720 nm. Wyniki wyrazono jako ekwiwalent D-katechiny uzytej do
wykonania krzywej wzorcowe;;

— zawarto$¢ kwasu ferulowego metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
[20] z zastosowaniem hydrolizy kwasowej i enzymatycznej oraz rozdzial kwasu fe-
rulowego w kolumnie chromatograficznej dtugosci 150 mm wypehionej zelem
krzemionkowym modyfikowanym chemicznie o granulacji 5 pm.

Wszystkie oznaczenia wykonywano w 3 powtorzeniach.
Analiza statystyczna wynikow obejmowata obliczenie: wartosci $rednich, odchy-
len standardowych, wspotczynnikow zmienno$ci oraz wspotczynnikow korelacji mig-

dzy wybranymi wskaznikami [23].
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Wiyniki i dyskusja

Wyciag maki uzyskanej z ziarna pszenicy odmian ozimych ksztattowat si¢ na po-
ziomie od 69,88 do 77,01 % (tab. 2), natomiast w przypadku odmian jarych wynosit od
70,54 do 74,54 % (tab. 3).

Tabela 2

Wydajnos$¢ przemiatu oraz zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w mace i otrgbach uzyskanych z ziarna psze-

nicy formy ozime;j.

Milling quality and the content of phenolic compounds in flour and bran produced of winter wheat grains.

Zawarto$¢ wolnych zwiazkoéw

. Wyciqg maki fenolowych ogolem Zawarto$¢ kwasu fe.mloyvego
S 5 | Yield of flour . Content of ferulic acid
) g s 0 Content of total free phenolic
Odrn}ana é ; [%] compounds [pg/g s.m./ d.m.] [wg/g s:m./d.m.]
Variety g § Maka Otreby Maka Otreby
2 O x 23] X Flour Bran Flour Bran
X123 X X123 X X123 X X123 X
69,55 64,49 513,68 57,53 1263,34
Korweta A 70,07 | 69,88 | 64,70 | 62,26 | 549,36 | 529,79 | 64,93 | 61,06 | 1363,66 | 1301,19
70,02 57,59 526,32 60,73 1276,58
74,96 102,51 246,14 55,65 1316,77
Zyta A 74,21 | 74,16 | 101,85 | 101,61 | 251,27 | 247,67 | 56,71 | 55,19 | 1165,68 | 1258,91
73,31 100,48 245,60 53,21 1294,29
77,05 80,59 346,00 47,52 1278,83
Mewa B 77,14 | 77,01 | 86,59 | 84,00 | 323,17 | 332,09 | 46,35 | 47,11 | 1304,94 | 1288,82
76,84 84,83 327,09 47,47 1282,70
72,96 141,83 325,93 48,37 1341,88
Rysa B 72,36 | 72,61 | 126,08 | 135,00 | 312,20 | 319,77 | 43,56 | 45,92 | 1402,31 | 1372,63
72,51 137,10 321,18 45,84 1373,71
71,86 88,80 336,99 76,16 1168,92
Sakwa C(B) |72,65|72,40 | 90,90 | 88,97 |324,31 324,34 | 74,34 | 75,20 | 1211,05 | 1184,87
72,69 87,22 311,71 75,10 1174,64
69,68 104,47 377,66 61,89 1174,25
Kris C 70,72 | 70,65 | 101,81 | 103,73 | 353,89 | 365,80 | 70,68 | 66,14 | 1182,93 | 1173,80
71,55 104,90 365,85 65,86 1164,21
Wartos¢ Srednia 72,79 95,93 353,24 58,44 1263,37
Mean value
Odchylenie
standardowe 2,46 23,05 89,54 10,89 79,46
Standard deviation
Wspotezynnik
zmiennosci [%]
Coefficient of 3,38 24,03 23,35 18,63 6,29
variation
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Tabela 3
Wydajnos¢ przemiatu oraz zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w mace i otrgbach uzyskanych z ziarna psze-
nicy formy jare;j.
Milling quality and the content of phenolic compounds in flour and bran produced of spring wheat grains.

Wyciag maki | Zawarto$¢ wolnych zwiazkow Zawarto$¢ kwasu ferulowego
— o Yield of fenolowych ogoétem [pug/g s.m.] [ng/g s.m.]
% ':3 flour Content of total free phenolic Content of ferulic acid
Odrn.iana il ; [%] compounds [ug/g d.m.] [ng/g d.m.]
Variety g § Maka Otreby Maka Otrgby
MO X123 | X Flour Bran Flour Bran
X123 X X123 X X123 X X123 X
74,96 84,27 385,52 54,02 1194,14
Jasna A 74,23 | 74,48 | 86,53 | 88,07 | 381,26 | 387,52 | 52,88 | 54,79 | 1303,25 | 1255,10
74,25 93,40 395,77 57,46 1267,92
74,72 102,58 376,05 48,40 1233,12
Opatka A 74,85 | 74,54 | 97,64 | 98,62 | 359,67 | 367,11 | 51,88 | 50,34 | 1224,11 | 1221,90
74,04 95,65 365,61 50,75 1208,47
70,85 83,26 292,96 56,27 1172,57
Eta B 71,38 | 71,23 | 84,36 | 83,93 |312,34|307,57 | 51,58 | 52,69 | 1137,20 | 1160,78
71,46 84,18 317,42 50,22 1172,57
70,25 116,32 401,29 52,15 1208,96
Hena B [70,68 70,54 | 111,54 | 112,93 | 364,40 | 388,81 | 63,67 | 57,39 | 1300,71 | 1270,13
70,69 110,94 400,73 56,36 1300,73
Wartos¢ Srednia 72,70 95,89 362,75 53,80 1226,98
Mean value
Odchylenie
standardowe 1,93 12,04 36,36 4,12 55,71
Standard deviation
Wspotezynnik
zmiennos$ci [%]
Cofficiont of 2,65 12,56 10,02 7,66 4,54
variation

Analiza zawarto$ci wolnych zwiazkow fenolowych ogoétem potwierdzita znana

zaleznos¢ wigkszej ich iloSci w otrgbach pszennych (247,67 - 529,79 ug/g s.m.)
w poréwnaniu z maka (62,26 - 135,00 pg/g s.m) (tab. 2 i 3). Zaleznos$ci te zostaty
stwierdzone juz we wczesniejszych badaniach prowadzonych w Katedrze Towaro-
znawstwa i Badan Zywnoéci UWM w Olsztynie [9, 10, 11]. Wykazano, ze zawarto$é
zwiazkow fenolowych ogotem w otrgbach uzyskanych z wybranych odmian pszenicy
uprawianej w Polsce w latach 1995, 1998, 1999 i 2000 wynosita srednio 773,51 pg/g
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i byla okoto 3-krotnie wigksza niz w mace, w ktorej $rednia zawarto$¢ tych zwiazkow
wynosita 217, 934 ug/g.

Zawarto$¢ wolnej frakcji zwiazkéw fenolowych roznicowala poszczegdlne od-
miany pszenicy (tab. 2 i 3). Odmiany ozime charakteryzowaly si¢ wigksza, w porow-
naniu z odmianami jarymi, zmienno$cia zawarto$ci zwiazkow fenolowych ogdtem
zarobwno w mace, jak 1 w otrgbach. Zawartos¢ tej frakcji zwiazkow polifenolowych
w mace odmian ozimych ksztattowata si¢ na poziomie od 62,26 do 135,00 pg/g s.m.
(wspotczynnik zmienno$ci v = 24,03 %), natomiast w mace odmian jarych wynosita od
83,93 do 112,93 pg/g s.m. (v = 12,56 %). Zakres zawartosci zwiazkow fenolowych
ogoélem w otrgbach pszennych to 247,67 — 529,79 ug/g s.m. (v = 23,35 %) w odmia-
nach ozimych i 307,57 — 388,81 pg/g s.m. (v = 10,02 %) w przypadku odmian jarych
(tab. 2 1 3). Wigksze zroéznicowanie zardwno cech rolniczych, jak i uzytkowych od-
mian pszenicy ozimej potwierdzone jest w Liscie Opisowej Odmian [13] i w badaniach
Kaczynskiego [5, 6].

Stwierdzono, ze zawarto$¢ zwiazkow fenolowych ogotem zalezy od cech odmia-
nowych analizowanego ziarna pszenicy, ale nie wykazuje zwiazkow z warto$cia tech-
nologiczna (klasa jakosci). Na zaleznos$ci migdzy zawartoscia zwiazkow fenolowych
ogo6lem a cechami odmianowymi i gatunkowymi surowcoéw roslinnych wskazujg row-
niez badania Maillarda i wsp. [15]. Analizowali oni ziarno jeczmienia browarnego
i stwierdzili, ze w zalezno$ci od badanej odmiany zawiera ono od 930 do 1140 pg/g
zwiazkow fenolowych ogdtem. Badania Zielinskiego i Troszynskiej [25] wykazaty, ze
zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych réznicuje nie tylko poszczegdlne odmiany, ale row-
niez gatunki surowcow roslinnych. Autorzy ci wykazali, ze ogdlna zawarto§¢ zwiaz-
kéw fenolowych w obluszczonych nasionach gryki wynosi 4082 ug/g, w ziarnie jgcz-
mienia 1118 pg/g, w ziarnie zyta i owsa polifenole roslinne wystgpuja na poziomie od
656 do 669 nug/g, a w ziarnie pszenicy jest ich 548 ug/g.

Analiza zaleznosci migdzy wydajnos$cia przemiatu a zawartoscia wolnych zwiaz-
kéw fenolowych ogotem wykazata, ze istnieje zalezno§¢ korelacyjna statystycznie
istotna migdzy iloscia zwiazkoéw fenolowych zawartych w otrgbach pszenicy ozimej
a wydajnoscia przemiatu (r = -0,623) (tab. 4). Wraz ze wzrostem wyciagu maki malala
zawarto$¢ wolnych zwiazkow fenolowych wystepujacych w otrebach.

Zawartos¢ kwasu ferulowego zalezala od cech odmianowych pszenicy i w mace
analizowanych odmian miescila si¢ w zakresie od 45,92 do 75,20 ug/g s.m., a w otre-
bach byta prawie dwudziestokrotnie wyzsza i wynosita od 1160,78 do 1372, 63 ng/g
s.m. (tab. 2 i 3). Roznice te wynikaja z faktu, ze kwas ferulowy w ziarnie pszenicy
umiejscowiony jest gldbwnie w okrywie nasiennej i warstwie aleuronowej, ktore w wy-
niku przemialu ziarna stanowia frakcj¢ otrab, a jedynie w $ladowych ilosciach obecny
jest w bielmie skrobiowym ziarna [17]. Kelfkens [8] wykorzystal oznaczanie zawarto-
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sci kwasu ferulowego do postawienia pytania, czy nie daje on lepszych, niz zawartos§¢
popiotu, mozliwo$ci oceny obecnos$ci czastek okrywy w mace. Teza badan zawierata
zatozenie, ze zawarto$¢ kwasu ferulowego w mace jasnej wynosi okoto 40 pg/g, nato-
miast w probkach otrab pobieranych w mtynach jego ilo§¢ moze dochodzi¢ do pozio-
mu 1500 pg/g. Rybka i wsp. [22] wykazali wyraznie wigksza zawarto$¢ kwasu ferulo-
wego w otrebach pszennych (1964 pg/g), w poréwnaniu z maka (199 pg/g), a Nishi-
zawa i wsp. [18] okreslili zawartos¢ kwasu ferulowego w zakresie od 4,7 do 7,9 pg/g
w mace pszennej i 1272 pg/g w catym ziarnie. Zalezno$¢ wickszej zawartosci kwasu
ferulowego w calym ziarnie pszenicy w poréwnaniu z maka potwierdzona zostata ba-
daniami Pussayanawina i Wetzla [20]. Autorzy ci wykazali, ze w zaleznosci od anali-
zowanej odmiany pszenicy zawarto$¢ kwasu ferulowego w mace pszennej wynosita od
38,3 do 44,3 ug/g, natomiast w calym ziarnie jego zawarto$¢ ksztaltowata si¢ na po-
ziomie od 489,9 do 521,3 pg/g.

Tabela 4
Wspotezynniki korelacji migdzy zawarto$cia zwiazkow fenolowych a wyciagiem maki.
Coefficients of correlations between the content of phenolic compounds and the flour yield.

Wsplezynniki korelacji micdzy Wspotczynniki korelacji migdzy
zawartoscia wolnych zwiazkow zawarto$cia kwasu ferulowego
fenolowych ogoétem a wyciagiem maki a wyciagiem maki
Odmiany Coefficients of correlation between total Coefficient of correlation between
Varieties free phenolic corgpounds and yield of ferulic acid content and yield of flour
our
Maka Otreby Maka Otreby
Flour Bran Flour Bran
Ozime ¥ %
. 0,110 -0,623 -0,554 0,201
Winter
Jare
. -0,100 0,551 -0,390 0,391
Spring

" - wspotezynniki korelacji statystycznie istotne / statistically significant correlation coefficients.

Podobnie, jak w przypadku zawartos$ci zwiazkéw fenolowych, rowniez zawarto$¢
kwasu ferulowego zalezala od cech odmianowych badanego ziarna i byta bardziej
zréznicowana w otrgbach odmian ozimych. Wykazano roéznice zawartosci kwasu feru-
lowego w mace miedzy odmianami ozimymi nalezacymi do klasy jako$ciowej A
a odmianami nalezacymi do klas B i C. Odmiany jare nie ro6znity si¢ pod wzgledem
zawartosci kwasu ferulowego w zalezno$ci od klasy jakosciowej. Zawarto$¢ kwasu
ferulowego jako cecha odmianowa ziarna pszenicy udokumentowana jest w wielu ba-
daniach. Maga i Lorenz [14] wykazali zmienno$¢ zawartosci kwasu ferulowego
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w makach pszennych uzyskanych z réznych odmian pszenicy w zakresie od 25 do
32 ug/g. Pussayanawin i Wetzel [20] analizowali wystgpowanie kwasu ferulowego
w pszenicy amerykanskiej i wykazali, ze jego zawarto$¢ w catym ziarnie zmienia si¢
w zakresie od 489,9 do 521,3 ug/g w zaleznosci od odmiany. Rybka i wsp. [22] ozna-
czyli zawarto$¢ kwasu ferulowego w polskich odmianach pszenicy na poziomie od 772
do 982 ng/g w zaleznosci od analizowanych odmian, natomiast Weidner i wsp. [24]
podaja, ze kwas ferulowy wystepujacy w potaczeniach estrowych réznicuje polskie
odmiany pszenicy i miesci si¢ w zakresie od 13,51 do 24,91 ug/g. Oprocz genotypu
odmiany zawarto$¢ kwasu ferulowego zalezy rowniez od warunkéw jej uprawy. Lem-
pereur i wsp. [12] analizowali zawarto$¢ kwasu ferulowego w pigciu odmianach psze-
nicy francuskiej 1 wykazali, Zze miesci si¢ ona w zakresie od 780 do 1980 ug/g w zalez-
nosci od cech odmianowych i warunkéw uprawy (stosowano rézny poziom nawozenia
azotowego i nawadniania). R6znice w podawanej przez réznych autoréw zawartosci
kwasu ferulowego, oprocz zmiennosci odmianowej analizowanego ziarna pszenicy
i odmiennych warunkéw srodowiskowych, wynikaja tez ze zroznicowanych terminow
zbioru, odmiennego sposobu przygotowania probek do badan oraz stosowania réznych
metod analitycznych.

Analizujac zaleznosci migdzy wydajnos$cia przemialu a zawartoscia kwasu feru-
lowego stwierdzono wystepowanie statystycznie istotnej korelacji pomigdzy wycia-
giem maki a zawarto$cia kwasu ferulowego w mace uzyskanej z pszenicy odmian ozi-
mych (r = -0,554) (tab. 4). Wraz ze wzrostem wydajno$ci przemialu malata zawarto$¢
kwasu ferulowego wystepujacego w mace pszennej. Na zaleznosci migdzy wyciagiem
maki a zawarto$cia w niej kwasu ferulowego wskazuja roéwniez badania Hatchera
i Krugera [3]. Analizowali oni zawarto$¢ kwasu ferulowego w ziarnie i mace pszennej
o réznym wyciagu, pochodzacej z pigciu odmian pszenicy kanadyjskiej. Badali zawar-
tos¢ kwasu ferulowego wystepujacego w rozpuszczalnych polaczeniach estrowych
1 w potaczeniach nierozpuszczalnych. Kwas ferulowy w potaczeniach estrowych wy-
stgpowal na poziomie od 8,6 do 17,6 ng/g w calych ziarniakach réznych odmian
i w zakresie od 1,4 do 2 pg/g w mace o wyciagu 75 %, 2,1 — 5,2 ug/g w mace o wycia-
gu 80 % 14,6 — 7,8 ug/g w mace o wyciagu 85 %. Zawarto$¢ kwasu ferulowego wy-
stepujacego w potaczeniach nierozpuszczalnych w calych ziarnach pszenicy ksztatto-
wala si¢ w zakresie od 274,8 do 337,6 ng/g w zaleznosci od odmiany, w mace o wy-
ciagu 75 % zmieniata si¢ w zakresie od 57,5 do 75,7 pg/g, przy wyciagu 80 % kwas
ferulowy wystepowat w ilosci od 46,3 do 100,0 pg/g, a przy wyciagu 85 % jego zawar-
tos¢ zmieniala si¢ w zakresie od 160,2 do 179,2 ug/g.
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Whioski

L.

Duze rdznice zawartosci zwiazkow fenolowych wystepujacych w otrgbach pszennych,
w porownaniu z maka, sa wynikiem ich rozmieszczenia w ziarniakach pszenicy.
Zawarto$¢ wolnych zwiazkow fenolowych ogdtem oraz kwasu ferulowego sa ce-
chami odmianowymi pszenicy i wykazuja zaleznosci korelacyjne z wartoscia
przemiatowa odmian ozimych, okreslona na podstawie wyciagu maki. Wraz ze
wzrostem wyciagu maki malata zawarto$¢ wolnych zwiazkéw fenolowych w otre-
bach (r = -0,623) oraz zawarto$¢ kwasu ferulowego w mace (r = -0,554).
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RESEARCH INTO CORRELATIONS BETWEEN THE CONTENT OF SOME SELECTED
PHENOLIC COMPOUNDS AND THE MILLING QUALITY OF WHEAT GRAIN

Summary

The objective of the research was to determine the correlations between the content of some selected
fractions of phenolics and the variety-dependent properties & milling quality of wheat grain.

For investigations, grains of 10 wheat varieties grown in Poland were taken; the grains represented dif-
ferent quality grades. In the flour made of those grains, the contents of total phenolic compounds and
ferulic acid were determined. The milling quality (yield of flour) was also determined, and, on this basis,
the milling quality was assessed.

The results obtained confirmed the known correlation fact, i.e. that the content of total free phenolics was
higher in the bran (247.67-529.79 pg/g d.m.) than in the flour (62.26-135.00 pg/g d.m.), which resulted from
the specificity of location of those compounds in wheat grain. No differences referring to the total content of
free phenolic compounds were found among the groups of wheat varieties having different quality grades.
The winter varieties of wheat were characterized by a higher variability in the content of total phenolics than
the spring varieties. The content of ferulic acid in the flour made of wheat varieties investigated ranged from
45.92 to 75.20 pg/g d.m and in the bran from 1160.78-1372.63 pg/g d.m., i.e. this content was almost 20
times higher in the bran than in the flour. The differences were proved to exist in the content of ferulic acid in
the flour produced of winter wheat varieties of ‘A’ quality grade and of the varieties of ‘B’ and ‘C’ quality
grade. With regard to the content of ferulic acid, the spring varieties showing various grain quality grades did
not differ significantly from each other. The content of phenolic compounds depended on the milling quality
of the wheat varieties analysed. It was proved that there was a statistically significant correlation between the
milling quality and the content of ferulic acid in the flour of the winter wheat varieties investigated (r =
-0.554). It was also found that the content of total phenolic compounds in bran made of winter wheat varieties
decreased along with the increase in the yield of flour (r = -0.623).

Key words: wheat, milling quality, yield of flour, phenolic compounds, ferulic acid
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MAREK GIBINSKI

CHARAKTERYSTYKA CHEMICZNA 1 ZYWIENIOWA
HYDROLIZATOW OWSIANYCH O NISKIM STOPNIU SCUKRZENIA

Streszczenie

Ziarno czterech odmian owsa poddano hydrolizie enzymatycznej, a uzyskane preparaty oceniono pod
wzgledem chemicznym, sensorycznym i zywieniowym. W celach porownawczych wykorzystano handlo-
wy preparat hydrolizatu owsianego Oatrim 5, wyprodukowany przez Meyhall Chemical AG, w Kreuzlin-
gen (Holandia). Oceniono rowniez wptyw odmiany owsa na proces uzyskiwania hydrolizatu, a takze na
wydajnos¢ gotowego produktu.

Ocena sensoryczna nie wykazata istotnych réznic pomigdzy probkami. W badanych preparatach,
w porownaniu z preparatem Oatrim 5, wykazano natomiast wigksza zawarto$¢ zwiazkéw mineralnych
W postaci popiotu, zwigzang z pojawieniem si¢ jonow chlorkowych, wyzsza warto$¢ wskaznika DE oraz
wigksza zawarto$¢ cukrow prostych. Wzrost wielkosci tych wartosci byl spowodowany zastosowaniem
odmiennego sposobu przeprowadzenia inaktywacji enzymu w procesie otrzymywania preparatu. Na
szczegllng uwage zastuguje zdolnos$¢ uzytych w diecie preparatow do obnizania zawartosci cholesterolu
catkowitego, frakcji LDL, przy jednoczesnym wzro$cie poziomu frakcji HDL - (badania przeprowadzono
na szczurach), potwierdzajac tym samym szeroko opisywane wiasciwosci hipocholesterolemiczne zawar-
tych w owsie B-glukanéw. Wykazano takze, ze ilo$¢ uzyskanego preparatu zwiazana jest z obecnoscia
thuszczu w ziarnie owsa. Wzrost zawartosci tego sktadnika w ziarnie przyczynia si¢ do zmniejszenia wy-
dajnosci procesu, a takze utrudnia sam przebieg uzyskiwania preparatu na etapach saczenia i dekantacji.

Stowa kluczowe: owies, hydrolizat owsiany, wtasciwosci hipocholesterolemiczne, 3-glukany

Wprowadzenie

Ziarno owsa charakteryzuje si¢ bogactwem zwiazkow, na ktére sktadaja si¢: biat-
ka, aminokwasy egzogenne, sacharydy, frakcja nienasyconych kwaséw ttuszczowych
(NNKT), btonnik z rozpuszczalna frakcja B-glukanow, tokoferole i witaminy z grupy
B oraz antyoksydanty, przy niskiej zawartosci sodu. Szereg tych zwiazkdéw odgrywa
istotng rolg zywieniowa, w tym budulcowa oraz wspomagajaca i oczyszczajaca, budzi
wigc duze zainteresowanie wsrod zywieniowcow, konsumentow i lekarzy [8]. Prowa-

Dr inz. M. Gibinski, Katedra Technologii Weglowodanow, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balic-
ka 122, 30-149 Krakow
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dzone sa liczne prace nad wykorzystaniem i zastosowaniem ziarna owsa jako surowca
w technologii produktow spozywczych [3, 20, 32]. Zawartos¢ skrobi (ok. 45 — 55 %)
oraz szczegodlnie wysoka zawarto$¢ rozpuszczalnej frakceji btonnika — B-glukanow (3,5
— 5,5 %) umozliwita uzyskanie hydrolizatu owsianego [6, 12, 13], stwarzajacego moz-
liwos¢ substytucji thuszczu, a takze dostarczania do organizmu tych zwiazkoéw, ktérych
wlasciwosci zdrowotne byty szczegdtowo opisane [3, 7, 8, 17, 20, 31, 32].

Wprowadzenie do zywnosci nowego sktadnika wymusza okreslenie jego podsta-
wowych wlasciwosci gwarantujacych bezpieczne stosowanie. Wprawdzie zgodnie
z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia [30] hydrolizaty skrobiowe uzyskane na drodze
enzymatycznej moga by¢ stosowane w produktach spozywczych bez ograniczen, ale
mimo tego postanowiono przebada¢ uzyskane preparaty, oceniajac ich wyrézniki sen-
soryczne, wskazniki fizykochemiczne a takze walory zywieniowe.

Celem pracy byto okres$lenie przydatnosci polskich odmian owsa do otrzymywa-
nia hydrolizatow, majacych zastosowanie w produkcji zywnosci, na podstawie okre-
$lenia ich wtasciwos$ci chemicznych, sensorycznych, i zywieniowych oraz poréwnania
z analogicznymi wtlasciwosciami handlowego preparatu hydrolizatu owsianego
OATRIM 5, jak rowniez zbadanie wptywu uzytego surowca zbozowego na przebieg
procesu otrzymywania i wlasciwos$ci uzyskanego hydrolizatu.

Material i metody badan

Hydrolizaty owsiane otrzymywano metoda Ingletta [12, 13], zmodyfikowanej
przez Gibinskiego [6]. Materialem wyj$ciowym bylo obtuszczone ziarno owsa odmian
Chwat, Sam (SHR Strzelce k. Kutna), Cwal (SHR w Choryniu) oraz ziarno owsa na-
giego odmiany Akt (SHR Strzelce k/Kutna). Zesrutowane w mitynku Tecator, firmy
FOSS, ziarno owsa przesiewano przez sito o wielkosci oczek 0,5 mm. Tak otrzymany
z czterech odmian owsa materiat badawczy postuzyl do otrzymania hydrolizatow
owsianych [6]. Zastosowano hydroliz¢ enzymatyczna z udzialem termostabilnej
a-amylazy bakteryjnej (Bacillus licheniformis) NERVANAZE - T (firmy Ubichem)
o optimum dziatania: temp. 95 — 105 °C, pH = 5,8 - 6,2, aktywnosci preparatu 800 -
850 jednostek/cm’ oznaczonych wg SKB. Inaktywacje enzymu prowadzono metoda
kwasowa. Eluat odsaczano i zamrazano po czym suszono liofilizacyjnie w suszarce
Ralpha 1-4 LSC firmy Christ. Po wysuszeniu okreslano wydajno$¢ hydrolizatu z kaz-
dej badanej odmiany owsa W celu poréwnania wlasciwosci uzyskanych preparatow
hydrolizatow jako probke odniesienia uzyto preparatu OATRIM 5, wyprodukowanego
przez Meyhall Chemical AG (Kreuzlingen, Holandia).

Wykonywano nast¢pujace analizy:

a) w probkach owsa oznaczano zawartos¢:
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— biatka ogétem (Nx6,25) metoda Kjeldahla [26], Mineralizacje 1 destylacjg prowa-
dzono w aparatach Digestion Unit B-426 oraz Destillation Unit B-342 firmy Bii-
chi;

— thuszczu surowego metoda Soxhleta [27],

— skrobi metoda Clendenninga wg ICC Standard no. 122/1 [14],

— cukrow redukujacych metoda Luffa—Schoorla wg Kirk, Sawyer [19],

—  B-glukanéw wg ICC Standard no. 168 [15],

— wiokna pokarmowego wg AOAC Standard no. 985. 29 [2],

— zwiazkow mineralnych w postaci popiotu ogotem wg PN ISO 2171:1994 [25],

b) w hydrolizatach owsianych oznaczano:

— zawarto$¢ btonnika, biatka, thuszczu, skrobi, B-glukanow, popiotu, jak w podpunk-
cie a,

— zawarto$¢ oligomerow glukozy w zakresie G,—Gg metoda chromatografii HPLC
(Brookes, Griffin 1987) [4],

— zawarto$¢ metali cigzkich: (Hg, Cd, Cu) — [20], (Pb) [33],

— zawarto$¢ chlorkow — wg PN-90/A-75101/10 [11],

— warto$¢ rownowaznika glukozowego — DE, zgodnie z PN-EN ISO 5377:2001 [28],

— pH przy uzyciu pehametru CPC 551, firmy Elmetron.

W gotowych hydrolizatach w sposéb opisowy oceniano organoleptycznie: barwe,
smak, zapach i1 konsystencje. Przeprowadzano takze, zgodnie z wymaganiami etycz-
nymi, laboratoryjne proby zywieniowe w celu stwierdzenia czy otrzymany hydrolizat
wykazuje hipocholesterolemiczne oddzialywanie. Badania prowadzono na 16 albino-
tycznych samcach szczuréw do$wiadczalnych odmiany Vistar, o sredniej poczatkowe;j
masie ciata 112 - 115 g, przez 18 dni. Sklad diety dla poszczegolnych grup byt naste-
pujacy:

e grupa |1 — kontrolna — skrobia kukurydziana oraz dodatki wywotujace hipochole-
sterolemig: 0,5 % kwasu cholowego, 1 % cholesterolu, 7 % smalcu;

e grupa 2 — badana - skrobia kukurydziana z 10 % dodatkiem badanego hydrolizatu
oraz dieta wywotujaca hipocholesterolemi¢ w sktadzie jw.

Wodg podawano w ilo$ciach nieograniczonych. Po zakonczeniu do$wiadczenia
szczury usypiano chloroformem, podawano tiopental rozkurczajacy migénie i pobiera-
no krew bezposrednio z serca. Probki analizowano w Medycznym Centrum Diagno-
stycznym w Krakowie, w ktorym metodami enzymatycznymi, wg zestawow firmy
Human [16], oznaczano: zawartos$¢ triacylogliceroli (TG), cholesterolu catkowitego
oraz jego frakcji HDL i LDL.

Przedstawione we wszystkich umieszczonych w pracy tabelach dane, przeliczone
zostaly na sucha mase i stanowia $rednie arytmetyczne z co najmniej dwoch réwnole-
glych, nie rdzniacych si¢ od siebie w sposob istotny powtdrzen. Metoda jednoczynni-
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kowej analizy wariancji z zastosowaniem programu STAT Skierniewice 1998, obli-
czano wspotczynnik NIR przy poziomie istotnosci a = 0,05.

Wryniki i analiza

Do badan uzyto czterech odmian owsa, w tym trzech odmian owsa oplewionego
(Cwal, Chwat, Sam) i jednej odmiany owsa nieoplewionego (nagiego) — Akt.

W tab. 1. przedstawiono sktad chemiczny ziarna owsa, z ktdrego otrzymano hy-
drolizaty.

Tabela 1
Sktad chemiczny ziarna owsa przeznaczonego do otrzymywania hydrolizatu owsianego [% s.m.].
Chemical composition of oat grain to be used in the production of oat hydrolysate [% d.m.]

Sktadnik Odmiana owsa / Oat variety
Compound Cwat Chwat Sam Akt
Skrobia . . . b
47,5 43,6 45,6 64,2
Starch
Btonnik b
. 26,1* 30,4° 28,8% 11,4
Dietary fibre
Biatko b
_ 12,2° 12,5 11,6 15,8
Protein
Thuszcz a a b .
4,8 5,1 7,2 9,9
Fat
-gluk
P-glukany 3,7 4,5 4,40 4,9°
B-glucans
Popiot
opIo 2,7° 2,8° 2,7° 2,0°
Ash

Objasnienia: / Explanatory notes:

* - najmniejsza istotna roznica (NIR) / The Least Significant Difference.

Wartosci $rednie w wierszach oznaczone tym samym indeksem literowym nie réznia si¢ statystycznie
istotnie na poziomie o = 0,05. / Mean values in the lines, and denoted by the same superscript letter, are
not statistically significantly different at oo = 0.05.

Brak okrywy nasiennej na ziarnie owsa odmiany Akt wptynat na zdecydowanie
mniejsza w nim zawarto$¢ btonnika (11,4 %) w stosunku do odmian oplewionych:
Cwat (26,1 %), Sam (28,8 %) i Chwat (30,4 %), a takze na, powiazang z obecnoscia
btonnika, zawarto$¢ zwiazkow mineralnych w postaci popiolu. Réwnoczesnie w ziar-
nie odmiany Akt odnotowano wigksza zawarto$¢ pozostalych glownych sktadnikow
chemicznych, a mianowicie skrobi (64,2 %), biatka (15,8 %), thuszczu (9,9 %), a takze
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B-glukanow (4,9 %). Zaleznos¢ ta byla juz sygnalizowana we wczesniejszej pracy Gi-
binskiego i Berskiego [9]. Sktad chemiczny pozostatych badanych trzech odmian owsa
oplewionego nie wykazat statystycznie istotnych roéznic pod wzgledem zawartosci
poszczegolnych sktadnikow chemicznych, za wyjatkiem zawartosci B-glukanow. Za-
warto$¢ tego sktadnika w odmianie Cwatl byla najmniejsza i wynosita 3,7 % — o 0,7
10,8 % mniej w stosunku do pozostaltych form oplewionych Sam i Chwat, a takze
o 1,2 % mniej od nagoziarnistej odmiany Akt, co stanowi zmniejszenie jego ilosci az
o 1/3. Zréznicowanie to potwierdzono takze wczesniej w badaniach nad zawarto$cia
B-glukanéw w ziarnie oplewionych odmian i rodow owsa, w ktorych wykazano, ze
ilos¢ B-glukanow jest cecha odmianowa, najczesciej mieszczaca si¢ w przedziale od
3,3do 4,5 % [9].

Gotowe hydrolizaty poddano ocenie organoleptycznej, chemicznej oraz badaniom
zywieniowym. Wyniki oceny organoleptycznej hydrolizatoéw przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2
Ocena organoleptyczna hydrolizatéw owsianych .
Organoleptic assessment of oat hydrolysates.
Hydrolizat / Hydrolysate
Cecha
Feature
Oatrim 5 Sam Chwat Akt Cwal
Proszek
Konsystencja | Proszek, sypki, Prolszek, Proszek, sypki, P us.zysty. Proszek, sypki,
Consistenc brak zbrylen sypki, brak brak zbrylen 2 delikatnie brak zbrylen
Y Yy zbrylen Yy mienigcymi si¢ 4
malymi ptatkami
Barwa Biata Jasnokremowa o
Colour z odcieniem Kremowa Jasnokremowa | jasniejszym od- | Jasnokremowa
kremowym cieniu
¢
Stabo Stabo Stabo Stabo Stabo
Zapach wyczuwalny,
wyczuwalny, wyczuwalny wyczuwalny, wyczuwalny,
Smell . stodkawo- . . .
zbozowy . stodki zbozowy stodki
zbozowy
Smak
Taste Bez smaku Bez smaku Bez smaku Bez smaku Bez smaku

Przeprowadzona ocena organoleptyczna nie wykazala zréznicowania pomigdzy
preparatem Oatrim 5, a otrzymanymi w pracy hydrolizatami owsianymi. Wszystkie
probki byly bez smaku, o jasno kremowej badz kremowej barwie, na ktora wplyw
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prawdopodobnie wywierat stopien zaawansowania procesu technologicznego (Oatrim
5) czy tez mniejsza o ponad potoweg w stosunku do odmian Chwat, Cwat i Sam ilo$¢
btonnika w odmianie Akt, delikatnym stodkawo-zbozowym zapachu i proszkowe;j,
pozbawionej zbrylen konsystencji.

Wyniki analiz chemicznych przedstawiono w tab. 3.

W chromatograficznej analizie rozktadu oligomeréw glukozy w zakresie G1 — G8
w probkach hydrolizatow laboratoryjnych, w poréwnaniu z probka Oatrim 5, stwier-
dzono wicksza zawarto$¢ fruktozy (Chwat o 50 %, Cwat o 40 %, Sam o 25 %) przy
tym samym poziomie w preparacie uzyskanym z odmiany Akt, i jednocze$nie mniejsza
maltotriozy, maltotetraozy, maltopentaozy, maltoheptozy i maltooktaozy [6]. Na wy-
stepujace zroznicowanie moze zdaniem Ingleta [12, 13] wywiera¢ wplyw rodzaj uzy-
tego do hydrolizy enzymu. Podwyzszony, w stosunku do preparatu Oatrim 5, poziom
fruktozy w preparatach laboratoryjnych wywolany zostat takze sposobem przeprowa-
dzenia inaktywacji enzymu. Uzycie kwasu spowodowato krotkotrwata hydrolizg,
w wyniku ktorej mogta nieznacznie wzrosnac ilos¢ cukrow prostych [ 6].

Zawarto$¢ biatka w ziarnie jest cecha dziedziczna, charakterystyczna dla danej
odmiany 1 w krajowych odmianach owsa miesci si¢ w przedziale od 12,0 do 16 % [5].
W uzyskanych hydrolizatach stwierdzono 2,8 — 3,3 % bialtka, przy czym wiadomo, ze
zawarto$¢ biatka jest wprost proporcjonalnie skorelowana z zawartoscia biatka w ziar-
niaku. Dwukrotnie wigksza zawarto$¢ biatka w preparacie Oatrim 5 sugeruje, ze do
jego produkcji uzyto wysokobiatkowej odmiany owsa. Tego rodzaju odmiany sa typo-
we na rynku amerykanskim i kanadyjskim, czgsto uzyskujac 18 — 24 % zawarto$¢ biat-
ka [5].

Wigksza 0 0,3 — 0,8 % zawarto$¢ popiotu w hydrolizatach laboratoryjnych, w sto-
sunku do preparatu Oatrim 5, zwiazana jest ze zwigkszona w nich obecnos$cia jonow
chlorkowych, wystepujacych jako efekt zoboj¢tniania nadmiaru kwasu uzytego do
inaktywacji enzymu.

Mimo znacznych réznic zawartosci btonnika i thuszczu w ziarnie odmian owsa
uzytych do badan, ich obecno$¢ w gotowych preparatach byla §ladowa, na granicy
czutosci stosowanych metod, co §wiadczy o dobrze przeprowadzonym procesie od-
dzielenia frakcji statej od hydrolizatu.

Wyniki analizy rownowaznika glukozowego w hydrolizatach laboratoryjnych
wahaly si¢ w przedziale (od 3,3 % — Akt do 5,9 % — Chwat) przy 2,8 % poziomie
w preparacie handlowym Oatrim 5. Swiadczy to o wigkszej ilo$ci powstalych cukrow
redukujacych w preparatach laboratoryjnych anizeli w preparacie handlowym. Powo-
dem tego mogl by¢ zastosowany enzym, cho¢ bardziej prawdopodobne wydaje si¢
zastosowanie kwasu solnego jako czynnika inaktywujacego enzym, ale rownocze$nie
sprzyjajacego dalszej, tym razem kwasowej hydrolizie blokowanej neutralizacja zasa-
dowa.
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Tabela 3
Charakterystyka chemiczna hydrolizatow owsianych.
Chemical profile of oat hydrolysates.

Badana probka / Sample under investigation
Zakres

Sktad chemiczny / Cecha Wartc?sc1

Chemical Profile / Feature Sam | Chwat | Cwat Akt odmian Oatrim 5
Range of
values for
varieties

Oligomery glukozy* w zakresie G| — Gg:

Glucose olygomers in the range of G; — Gg: 1,4 1,7 1,6 1,1 1,1-1,7 1,1
fruktoza / fructose 1,5 1,6 1,3 1,5 1,3-1,6 1,4
glukoza / glucose - - - - - -
maltoza / maltose 3,6 32 34 3,7 3,2-3,7 4.5

maltotrioza / maltotriose 4.6 4,6 4,1 4.5 4,1-4,6 5,4
maltotetraoza / maltotetraose 3,8 34 3,7 32 3,2-3,8 4,1
maltopentaoza / maltopentose 42 3,9 4.0 4.4 3,9-4,4 4.8
maltoheptaoza / maltoheptose 5,4 5,1 5,6 5,3 5,1-5,6 6,1

maltooktaoza / maltooktose 65,5 66,3 67,1 66,8 | 65,5-67,1 61,5
cukry wyzsze™/ higher sugers 2,7 2,5 2,6 2,2 2,2-2,7 2,7
32 3,1 34 3,0 3,0-3,4 3,5
4.2 3,8 4,1 42 3,8-4,2 49
Bialko ogotem / Total protein [%)] 3,0° 2,81 2,6 3,3 2,8-3,3 5,3¢
Popidt / Ash [%] 2,1° 2,6° 25° | 2,1° | 2,126 1,8
Btonnik / Dietary fibre [%] 0,0 0,1° 0,2° 0,1° 0.0-0,2 0,1°
Thuszez / Fat [%] 0,1* | 0,1° 0,1* | 0,1° 0,1° 0,0°
DE 3,8 | 59° 4,7° | 33" | 3359 2,8
B-glukany / p-glucans [%)] 53° | 5,1° 44 | 53° | 44-53 4,7°
Metal;cglfzckfés f?:l/y 1ons Nie stwierdzono / Not found
Chlorki / Chlorides [%] 0,7° | 07° 09° | 08 | 0,7-09 0,0
pH 6,0° | 6,1° 6,7 | 65 | 6,067 6,5
Rozpuszczalnosé / Solubility Catkowita do 50 °C / Total to 50 °C
Ilos¢ hydrolizatu [g] uzyskanego z 75 g Brak
$ruty /Amount of preparations obtained from | 23,0° | 26,0° 27,0° | 22,0° | 22,0-27,0 danveh
75 g of groat No c}llata
Wydajnosé¢ / Productivity [%] 30 34 36 29 29-36

Objasnienia: / Explanatory notes:

*/ - procentowa wielko$¢ powierzchni piku kazdego monomeru / percentage share of peak surface of each
monomer;

*/ - podane warto$ci dotycza niezidentyfikowanych pikéw cukrow wyzszych / the given values refer to
unidentified peaks of higher sugars;

* - najmniejsza istotna roznica (NIR) / The Least Significant Difference;

Wartosci $rednie w wierszach oznaczone tym samym indeksem literowym nie réznia si¢ statystycznie
istotnie na poziomie o = 0,05 / Mean values in the line, and denoted by the same superscript letter are not
statistically significantly different at o = 0.05.
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B-glukany sa rozpuszczalnymi frakcjami blonnika, tworzac w potaczeniu z woda
zele. Nadaja one pozadana konsystencj¢ produktom, wiarygodnie zastgpujac tluszcz.
Ich zawarto$¢ w ziarnie jest cecha odmianowa. W uzyskanych hydrolizatach zawarto$¢
B-glukanow miescita si¢ w przedziale od 4,4 % (Cwat) do 5,3 % (Akt, Sam) i byta
wigksza od zawartosci B-glukanow w wyjsciowych probkach owsa o okoto 0,7 %.
Zawarto$¢ B-glukanow w preparacie Oatrim 5 oznaczono na poziomie 4,7 % i wsrod
badanych preparatow nalezat on do preparatow o malej ich zawartosci. W zadnym
z preparatow nie stwierdzono obecno$ci metali cigzkich.

Obecnos¢ chlorkow na poziomie 0,7 — 0,9 % wykazano tylko w preparatach labo-
ratoryjnych, a zréznicowanie to bylo statystycznie nieistotne. Ich obecno$¢ spowodo-
wana byta tylko przeprowadzona reakcja zobojg¢tniania kwasu uzytego do inaktywacji
enzymu. W preparacie Oatrim 5, w ktorym proces inaktywacji przebiega z wykorzy-
staniem pary przegrzanej [12, 13] nie stwierdzono ich obecnosci.

Odmiany owsa o duzej zawarto$ci tluszczu (Sam, Akt) charakteryzowaly sig¢
mniejsza wydajnoscia otrzymanego preparatu, a w procedurze uzyskiwania z nich hy-
drolizatu napotkano na trudnosci. Najwigksza bylo zbrylanie sig $ruty w trakcie jej
przesiewania, a takze zdecydowanie mniejsza sedymentacja osadu podczas wirowania,
przez co tracono cze$¢ eluatu, zmniejszajac tym samym wydajnos$¢ procesu otrzymy-
wania hydrolizatu.

W przeprowadzonych zywieniowych badaniach laboratoryjnych wszystkie szczu-
ry wykazaly stata wzrostowa tendencj¢ przyrostu masy ciata, osiagajac na koncu do-
$wiadczenia dwukrotny jej przyrost.

Najwigksze stezenie cholesterolu oraz frakcji LDL, stwierdzono w grupie zwie-
rzat kontrolnych karmionych mieszanka paszowa bez dodatku hydrolizatow (tab. 4).

Zawarto$¢ cholesterolu catkowitego w grupie kontrolnej mies$cita si¢ w przedziale
od 9,40 do 12,96 mmol/dm’ przy $redniej 11,19 mmol/dm’. Podobnie byt wysoki po-
ziom cholesterolu frakcji LDL — od 8,65 do 12,52 mmol/dm’, przy s$redniej
10,53 mmol/dm’. W grupie szczuréw karmionych karma z dodatkiem preparatu hydro-
lizatu owsianego zawartos¢ cholesterolu catkowitego miescila si¢ w przedziale od 2,04
do 1,51 mmol/ dm’ przy sredniej 1,68 mmol/ dm’, a jego frakcji LDL od 0,36 do
0,56 mmol/ dm’ przy $redniej 0,46 mmol/ dm’, co odpowiada ponad 6- i 23-krotnemu
obnizeniu zawartos$ci cholesterolu (wartosci $rednie z poszczegdlnych grup badaw-
czych). Jednoczes$nie zauwazono prawie dwukrotny wzrost poziomu cholesterolu frak-
cji HDL ($rednio z poziomu 0,65 do 1,22 mmol/ dm’) Uzyskane wyniki wyraznie
wskazuja na wysoce efektywny wptyw dodatku preparatu hydrolizatu owsianego do
spozywanej diety, wywotujacy obnizenie poziomu cholesterolu calkowitego i jego
frakcji LDL we krwi szczurow. Wielkos¢ tych zmian spowodowana byta niewatpliwie
obecnoscia w sktadzie hydrolizatu B-glukanow, ktorych szczegolne wiasciwosci hipo-
cholesterolemiczne zostaty wielokrotnie udowodnione m.in. przez Hallfrischa i wsp.
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[11] Kahlona i Chow [18], Malkkiego i Virtanena [24], Maki i wsp. [22, 23]. Jedno-
cze$nie we wszystkich przypadkach zmniejszenie (Srednio o potowg) zawartosci tria-
cylogliceroli wynikato ze stosowania diety, do ktorej wprowadzono preparat hydroliza-
tu owsianego, przy czym zakres tych zmian byt do$¢ znacznie zréznicowany.

Tabela 4
Zawarto$¢ cholesterolu i triacylogliceroli w surowicy krwi szczurdw grupy kontrolnej i testowanej.
Contents of cholesterol and triglycerides in blood serum of rats in the control and test groups.

Cholesterol Cholesterol Cholesterol
. HDL/HDL LDL/LDL Triacyloglicerole
catkowity . .
Grupa / Group Cholesterol (frac- Cholesterol Triacylglicerol
Total cholesterol . . 3
[mmol/dm’[ tion) (fraction) [mmol/dm™]
[mmol/dm?] [mmol/dm’]
3 = 12,32 0,36 11,96 1,01
s £ § = 10,44 0,87 9,57 0,95
©n N Q
£_%53% 12,50 0,59 11,91 1,00
EE3<e 11,21 0,63 10,58 0,53
=
EEE22 12,96 0,44 12,52 0,86
S 225 9,40 0,75 8,65 0,75
g g&2 10,12 0,82 9,30 1,14
5 3 10,59 0,73 9,86 0,93
Wartos¢ $rednia 11,19 0,65 10,53 0,89
Mean value
s 53 1,66 1,28 0,38 0,24
- g 5T 1,56 1,05 0,51 0,59
S5 ¢ 1,51 1,13 0.38 031
) 1%
22273 1,60 1,15 0,45 0,31
Q
S35 1,87 1,40 0,47 0,49
g835 2
g NS5 2,04 1,47 0,7 0,37
SEE 1,73 1,17 0,56 0,45
<S5
aEQL 1,53 1,17 0,36 0,51
Wartos¢ srednia 1,68 122 0.46 0.40
Mean value

Przeprowadzone z zastosowaniem ziarna owsa, j¢czmienia i szartatu podobne ba-
dania wskazaty [10, 18, 22, 23, 30, 31] na korzystny wptyw rozpuszczalnej frakcji
btonnika pokarmowego, obecnej w tych roslinach, na obnizenie zawartosci cholestero-
lu w surowicy krwi, jak i w watrobie szczurow. W przypadku ziarna owsa i jgczmienia
za t¢ wlasciwo$¢ odpowiedzialne sa w glownej mierze B-glukany [18, 22, 23, 30, 31].
Ich obecnos¢ w hydrolizacie moze wywotywaé¢ podobne zjawisko.
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Wiasciwos$ci otrzymanego na drodze hydrolizy enzymatycznej preparatu hydroli-
zatu owsianego wskazuja, ze na rynku zywnosci funkcjonalnej moga pojawic si¢ nowe
produkty zywnosciowe zawierajace w swym sktadzie f-glukany. Ich obecno$¢ w pro-
duktach spozywczych bedzie cennym sktadnikiem przyczyniajacym si¢ do obnizenie
poziomu cholesterolu. Ponadto niska warto$¢ rownowaznika glukozowego (DE) uzy-
skanego preparatu, wskazujacego na wlasciwosci typowe dla maltodekstryn o niskim
stopniu scukrzenia stwarza mozliwosci zastosowania go jako zamiennika tluszczu
w produktach o obnizonej kalorycznosci.

Whioski

1. Ocena organoleptyczna nie wykazata istotnych rdznic migdzy preparatami hydroli-
zatow otrzymanych na bazie polskich odmian owsa oraz handlowego preparatu
Oatrim 5.

2. Badanie sktadu chemicznego i wydajnosci hydrolizatu wykazato niewielkie zrozni-
cowanie ilosci uzyskanego materiatu. Zauwazono, ze wigcej preparatu uzyskuje si¢
w przypadku uzycia odmian o nizszej zawartosci thuszczu.

3. Rozklad oligomeréw glukozy w preparacie handlowym Oatrim 5 wykazal nizsze
zawarto$ci cukrow prostych — szczegdlnie fruktozy, a takze wskaznika DE, w sto-
sunku do preparatéw wiasnych (efekt hydrolizy kwasowej).

4. Nie stwierdzono istotnego wptywu pozostatych sktadnikdéw ziarna owsa na roznice
wlasciwosci hydrolizatow. Podwyzszona zawarto$¢ chlorkéw w laboratoryjnych
preparatach hydrolizatow (i jednoczes$nie wyzsza zawartos¢ popiotu) byla spowo-
dowana sposobem ich otrzymywania (inaktywacja kwasowa potaczona ze zobojet-
nieniem uzytego kwasu).

5. Dobor odmian ziarna owsa jako surowca do otrzymywania preparatu hydrolizatu
istotnie nie wptywa na sktad koncowy produktu i jego wlasciwosci, jednak odgrywa
role w procesie uzyskiwania preparatu. Wysoka zawarto$¢ ttuszczu w ziarniakach
niektérych odmian owsa utrudnia procesy saczenia, i dekantacji zwalniajac prze-
bieg otrzymywania preparatu, a takze zmniejszajac wydajnos¢ produktu koncowe-
go.

6. W przeprowadzonym do§wiadczeniu zywieniowym stwierdzono korzystne oddzia-
lywanie hydrolizatu owsianego, zawierajacego B-glukany, na niektore wybrane
wskazniki surowicy krwi. Zdecydowanemu, wielokrotnemu obnizeniu ulegla za-
warto$¢ cholesterolu catkowitego i jego frakcji LDL, przy dwukrotnym wzro$cie
frakcji HDL.

7. Potwierdzono przydatno$¢ ziarna polskich odmian owsa do produkcji preparatu
hydrolizatu owsianego o niskim stopniu scukrzenia, szczegolnie w kontekscie jego
znacznych wlasciwosci hipocholesterolemicznych.
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(18]
[19]
(20]
(21]

[22]
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CHEMICAL AND NUTRITIONAL PROFILES OF OAT HYDROLYSATES WITH LOW
CRYSTALLIZATION LEVEL

Summary

Grains of four oat varieties were enzymatically hydrolyzed, and the preparations produced thereof
were chemically, sensory, and nutritionally assessed. Those preparations were also compared with ‘Oatrim
5’, a commercial preparation of hydrolysate, manufactured by a Meyhall Chemical AG Company in
Kreuzlingen (The Netherlands). Furthermore, the effect of oat variety on the process of producing hydro-
lysate was assessed, as was its effect on the final product productivity.

The organoleptic assessment did not prove significant differences to exist among the samples. How-
ever, it was found that the content of mineral compounds in the form of ash was higher in the preparations
investigated compared to the ‘Qatrim 5’ preparation. This fact was attributed to the occurrence of chloride
ions, higher DE value, and to a higher content of simple sugars (monosaccharides). The increase in the
values of those indicators was caused by a method, different than the original one, of enzyme inactivation
applied to manufacturing a commercial preparation. Particularly worth highlighting was the ability of
preparations, used in the diet, to lower the total cholesterol and LDL fraction levels, and to simultaneously
increase the HDL fraction level (the investigations were carried out on rats). This confirmed a well known
fact of beta-glucans in oats to have high hypocholesterolemic abilities. It was also proved that amounts of
the preparation produced were connected with the presence of lipids in the oat grain. The increase in the
amount level of this compound contributed to the decrease in the process productivity, and, also, ob-
structed the production process of preparation during the filtration and decantation phases.

Key words: oats, oat hydrolysate, hypocholesterolemic properties, B-glucans
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ZAWARTOSC WYBRANYCH ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE
AKTYWNYCH W EKSTRAKTACH Z SUSZONYCH MORELI ORAZ
ICH WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE

Streszczenie

Celem pracy bylo oznaczenie zawarto$ci wybranych zwiazkow biologicznie aktywnych oraz okresle-
nie wlasciwosci przeciwutleniajacych ekstraktow uzyskanych z suszonych moreli. W owocach oznaczono
zawarto$¢ suchej masy, natomiast w ekstraktach zawarto§¢ polifenoli ogétem, katechin, witaminy C
i karotenoidow. Wlasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow z suszonych owocow zbadano metoda
z wykorzystaniem rodnikéw DPPH’, kationorodnikéw ABTS™ oraz oznaczono ich zdolno$¢ do chelato-
wania jonéw zelaza(Il). Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze suszone morele sq cennym,
lecz ciagle niedocenianym zrédtem waznych dla organizmu czlowieka sktadnikow. Wszystkie ekstrakty
wykazaty silne wlasciwosci przeciwutleniajace wobec syntetycznych rodnikow oraz zdolnos$¢ do chelato-
wania jonow zelaza(Il).

Stowa kluczowe: zwiazki biologicznie aktywne, wlasciwosci przeciwutleniajace, suszone morele

Wprowadzenie

W ostatnich latach znaczaco wzrosto zainteresowanie konsumentéw sktadnikami
biologicznie aktywnymi wystepujacymi w roslinach z uwagi na ich potencjalnie ko-
rzystny wplyw na zdrowie czlowieka. Dieta bogata w owoce 1 warzywa pomaga m.in.
w zmniejszaniu ryzyka zachorowalnosci na chorobe wiencowa serca czy tez okreslone
typy nowotwordéw [5]. Te efekty ochronne diety zostaly przypisane, w duzej czegsci,
naturalnym przeciwutleniaczom wystepujacym w owocach i warzywach, do ktorych
zalicza si¢ m.in. witaming C i B-karoten, jak rowniez polifenole roslinne, takie jak fla-
wonoidy czy kwasy fenolowe [2]. Jednoczesnie wsrdd konsumentdéw wzrasta niepokoj
zwigzany ze stosowaniem przeciwutleniaczy otrzymywanych na drodze syntezy che-

Dr inz. B. Druzynska, mgr inz': I. Strzecha, dr inz. R. Wol(_)siak, dr inz. E. Worobiej, Katedra Biotechno-
logii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywnosci, Szkota Glowna Gospodarstwa Wiej-
skiego, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa
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micznej. Istnieja badania, przeprowadzone in vivo, potwierdzajace negatywny wpltyw
m.in. suplementacji B-karotenem na zdrowie palaczy [14]. Dlatego tez wazne staje si¢
popularyzowanie produktéw naturalnie bogatych w przeciwutleniacze, jakimi sa m.in.
susze owocowe, w tym suszone morele. Niestety, susze owocowe, pomimo wlasciwo-
$ci prozdrowotnych nie sa zwyczajowym elementem naszej codziennej diety [20].

Celem pracy bylo oznaczenie zawarto$ci wybranych zwiazkoéw biologicznie ak-
tywnych 1 okreslenie wlasciwosci przeciwutleniajacych ekstraktow uzyskanych z su-
szonych moreli. W pracy oznaczono zawarto$¢ polifenoli, katechin, witaminy C i karo-
tenoidow w ekstraktach z suszonych owocow. Wiasciwosci przeciwutleniajace zbada-
no metodami z wykorzystaniem stabilnych rodnikéw DPPH’, kationorodnikéw ABTS™
oraz oznaczono zdolno$¢ do chelatowania jonéw zelaza(Il).

Material i metody badan

Materialem doswiadczalnym byly suszone morele — trzy rodzaje pochodzace bez-
posrednio od réznych producentow z Turcji: I, 11, III; oraz trzy rodzaje zakupione
w sklepie: A (firmy Bakalland), B (firmy Makar), C (firmy Kresto). Z suszu przygoto-
wywano ekstrakty odpowiednie do metod oznaczania poszczegdlnych wyrdznikow.

Charakterystyka chemiczna obejmowala okreslenie zawartosci polifenoli ogotem
metoda Folina-Ciocalteu’a (wynik wyrazano w przeliczeniu na kwas galusowy) [18,
19], katechin metoda wanilinowa (wynik wyrazano w przeliczeniu na (-)epikateching
[21], karotenoidéw [22] oraz witaminy C metoda spektrofluorymetryczna [1]. Ozna-
czanie polifenoli ogotem, katechin i wiasciwosci przeciwrodnikowych wykonywano
w ekstraktach acetonowych (70 % v/v, stosunek materiatu do odczynnika ekstrahuja-
cego 1:10), karotenoidy ogétem w ekstraktach heksanowych (stosunek materiatu do
odczynnika ekstrahujacego 1:10), natomiast do ekstrakcji witaminy C stosowano roz-
twor ekstrahujacy mieszaniny kwasu metafosforowego i octowego 1:2,5 (m/v), (stosu-
nek materialu do odczynnika ekstrahujacego 1:5). Dodatkowo w pracy wykonano tak-
ze oznaczenie zdolnosci do dezaktywacji rodnikow DPPH® w chloroformie [16].

Wtasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow oznaczano przez pomiar ich zdolno-
$ci do unieczynniania stabilnych, syntetycznych rodnikow DPPH. Metoda polega na
dodaniu zwiazkoéw przeciwrodnikowych do roztworu DPPH®, ktéry w formie rodniko-
wej wykazuje absorbancje przy 517 nm. Warto$¢ tej absorbancji obniza si¢ po dodaniu
zwiazku antyrodnikowego [16]. Z rdéznicy absorbancji roztworu rodnikow DPPH’
przed i po dodaniu potencjalnych przeciwutleniaczy oznacza sig¢ ich aktywnos¢ prze-
ciwrodnikowa [9, 16]. DPPH’ jest syntetycznym rodnikiem, ktory przyjmuje elektron
badz wodor tak, aby mogl by¢ przeksztalcony w stabilng molekut¢ DPPH. Oznaczenie
to jest czgsto wykorzystywane do oceny wlasciwosci przeciwutleniajacych zwiazkow
ze wzgledu na krotki czas jego trwania i stosunkowo wysoka czuto§¢ metody [4].
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Przeciwrodnikowe wlasciwosci ekstraktow oznaczano rowniez, badajac ich zdol-
noéci do dezaktywacji kationorodnikow ABTS™ [15]. Zasada metody polega na bezpo-
$rednim generowaniu ABTS™ w wyniku utleniania ABTS przez nadsiarczan potasu.
Dodatek przeciwutleniacza powoduje redukcje ABTS™ do ABTS i spadek intensywno-
$ci zabarwienia roztworu rodnikow. Stopien redukcji ABTS™ okreslany jest spektrofo-
tometrycznie przy dlugosci fali 734 nm.

Badanie zdolnosci chelatowania jonow zelaza(ll) przez zwiazki zawarte w eks-
traktach prowadzono dodajac do roztwordéw chlorek zelaza(Il) i ferrozyng. Absorban-
cj¢ barwnego kompleksu mierzono po 10 min od dodania ferrozyny przy dtugosci fali
562 nm [9].

Wszystkie oznaczenia wykonywano w pigciu powtorzeniach. Wartosci $rednie
i odchylenie standardowe obliczano korzystajac z programu Microsoft Office Excel
2003. Analizg statystyczna doswiadczenia dwuczynnikowego oraz wspotczynniki ko-
relacji wyliczano za pomoca programu Statgraphics Plus 4.1.

Wiyniki i dyskusja

W ekstraktach z suszonych moreli zawarto$¢ polifenoli ogotem wahata si¢ w gra-
nicach od 580 do 720 mg/100 g s.s. (tab. 1).

Analiza wariancji (ANOVA), w uktadzie jednoczynnikowym, wykazala istnienie
statystycznie istotnych roéznic pomigdzy warto§ciami $rednimi zawartosci polifenoli
w poszczegdlnych probach suszonych moreli (6 poziomdéw zmienno$ci) na poziomie
istotno$ci 95%. Przeprowadzony dodatkowo test Tukey’a na poziomie istotnosci o =
0,05 pozwolil na pogrupowanie poszczegodlnych prob w grupy jednorodne, w ktérych
nie wystepuja statystycznie istotne roznice.

Wedtug danych literaturowych $rednia zawarto$¢ polifenoli ogétem w suszonych
morelach wynosi 402 mg/100 g s.m. [23, 25]. Nalezy zauwazy¢, ze wiele czynnikow,
takich jak rodzaj zastosowanej ekstrakcji czy stopien rozdrobnienia materialu wptywa-
ja na ilo$¢ oznaczanych polifenoli. R6zny moze by¢ rowniez czas ekstrakcji (od 1 min
do 24 h) [12]. Zbyt dhugi czas ekstrakcji powoduje wzrost mozliwosci oksydacji poli-
fenoli, dopoki zwiazki redukujace nie zostana dodane do ukladu. Ponadto badacze
podkreslaja, ze stosunek masy analizowanego produktu do objgtosci zastosowanego
ekstrahenta takze wplywa na wynik oznaczenia, a zwigkszanie stosunku objetosci z 1:5
do 1:10 (m/v) powoduje wzrost skutecznosci ekstrakcji tanin skondensowanych
7 257,3 mg do 321 mg/100 g s.s. przy uzyciu 70 % (v/v) acetonu jako ekstrahenta.
Badacze ci udowodnili, ze skuteczno$¢ oznaczania zawartosci polifenoli w suszonej
fasoli jest silnie uzalezniona od stopnia rozdrobnienia analizowanego materiatu. Dra-
govic-Uzelac 1 wsp. [3] zauwazaja rowniez, ze roznice ilosciowe zawartosci polifenoli
ogbélem moga wystapi¢ w zaleznosci od gatunku owocu, stadium dojrzatosci oraz od
warunkow wzrostu i przechowywania.
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Tabela l
Zawartos¢ polifenoli ogotem i katechin w ekstraktach z suszonych moreli.
Content of total polyphenols and catechins in the extracts of dried apricots.
Polifenole ogotem
Suszone morele Katechiny / Catechins
) i Total polyphenols
Dried apricots [mg/100 g s.m. / d.m.]
[mg/100 g s.m / d.m.]
A 666,00 (£ 0,61) b 326,01 (£ 1,15)b
B 683,17 (£ 0,32) be 179,61 (£ 1,32) a
C 720,34 (£ 0,45) ¢ 256,11 (£ 1,14) ¢
I 637,87 (£ 0,65) b 44,92 (+ 1,35) b
1 580,28 (+ 0,64) a 137,35 (£ 1,07)d
1 589,99 (£ 0,37) a 174,37 (+0,95) a

Objasnienia: / Explanatory notes:
Wartosci $rednie oznaczone ta sama litera w kolumnach nie réznia si¢ statystycznie istotnie./ Mean values
in the same column and denoted by the same letter do not differ statistically significant.

Zawarto$¢ katechin ogotem w przebadanych ekstraktach z suszonych owocoéw
roznita si¢ znacznie. Najwigcej katechin stwierdzono w probce A (326,0 mg/100 g
s.s.), natomiast najmniej w probce I (44,9 mg/100 g s.s.).

Przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wynikoéw zawar-
tosci katechin ogotem wykazata istnienie statystycznie istotnych réznic pomigdzy war-
tosciami $rednimi w zalezno$ci od pochodzenia prob suszonych moreli (6 poziomow
zmiennos$ci). Przyczyn tak duzego zréznicowania zawartosci katechin ogétem mozna
si¢ dopatrywac¢ wsrod tych samych czynnikéw, ktére wplywaja na zawarto§¢ ogdlna
polifenoli. Warto§¢ odzywcza owocow zalezy przede wszystkim od gatunku oraz miej-
sca uprawy [8].

Wisréd badanych moreli najwigksza zawartoscia witaminy C charakteryzowata si¢
probka II — 16 mg%, natomiast najmniejsza probka B — 7 mg% (tab. 2). Wszystkie
probki moreli pochodzace bezposrednio od producenta (I, II, III) charakteryzowaty si¢
stosunkowo wysoka zawarto$cia tej witaminy (12 — 16 mg%). Jak wiadomo witamina
C jest wrazliwa m. in. na $wiatlo i tlen, dlatego mniejsza zawarto$¢ tej witaminy
w probkach B i C mozna tlumaczy¢ np. ekspozycja na swiatto w czasie przebywania
na potce sklepowej.

Przeprowadzona analiza wariancji (ANOVA) wykazata istnienie statystycznie
istotnych réznic pomigdzy warto$ciami §rednimi badanych prob na poziomie istotnosci
a = 0,05. Zastosowany test Tukey’a nie pozwolil na wyrdznienie zadnej grupy jedno-
rodnej sposrod przeanalizowanych.
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Tabela 2
Zawarto$¢ witaminy C i karotenoidow ogdtem w ekstraktach z suszonych moreli.
Content of vitamin C and total carotenoids in the extracts of dried apricots.

Suszone morele Witamina C / Vitamin C Karotenoidy og('?iem
Dried apricots [mg/100 g s.m. / d.m.] Total carotenoids
[mg/100 g s.m. / d.w.]
A 13,56 (£ 0,59) 3,21 (£ 0,76)
B 7,32 (£ 0,43) 5,21 (£0,87)
C 11,87 (£ 0,67) 3,35 (£ 0,45)
I 14,74 (£ 0,19) 3,56 (£ 0,56)
I 16,01 (£ 0,87) 4,75 (+0,69)
111 12,48 (+0,18) 3,33 (£ 0,44)

Roéwniez dane zrodlowe podaja zawartos¢ witaminy C w suszonych morelach na
roznym poziomie. Wg danych 1ZZ [7] zawarto$¢ witaminy C w 100 g czesci jadalnych
suszonych moreli wynosi 31,7 mg, natomiast w badaniach eksperymentalnych uzyska-
no 19,2 mg% witaminy C [11]. Przeprowadzone badania wskazuja, ze zawarto$¢ wi-
tamin oraz sktadnikéw mineralnych w owocach moze zmieniaé si¢ znaczaco w zalez-
nosci od miejsca uprawy i sktadu gleby. Ponadto wiadomo, ze réwniez stopien dojrza-
losci owocdw ma znaczacy wptyw na jakos¢ owocoéw i warzyw [11]. Owoce dojrzalsze
(badz przejrzate) charakteryzuja si¢ mniejsza zawarto$cia witaminy C niz owoce w
stadium dojrzatosci technologicznej [8]. Munzuroglu i wsp. [11] przeprowadzili po-
nadto badania, w ktorych stwierdzili, ze zabiegi pozbiorowe (jak np. fumigacja SO,)
nie wplywaja w sposob znaczacy na zawarto$¢ tej witaminy.

Suszone morele sa dobrym zrédlem karotenoidow, charakteryzuja si¢ ich stosun-
kowo wysoka zawartoscia, rzedu 3,2 — 5,2 mg% (tab. 2). Najwigksza zawarto$¢ ozna-
czono w morelach B (5,2 %) oraz II (4,7 %), najmniejsza w probece A (3,2 %). Wedlug
danych literaturowych zawartos¢ p-karotenu w suszonych morelach wynosi 7,8 mg%
[8]. Oznaczona zawarto$¢ w badanych probach byla mniejsze niz dane zrodtowe. Na-
lezy jednak wzia¢ pod uwagg fakt, ze wynik koncowy zalezy zawsze od sposobu eks-
trakcji i zastosowanej metody badawczej [26]. Jednoczynnikowa analiza wariancji
(ANOVA), na poziomie istotnosci a = 0,05, potwierdzila wystgpowanie statystycznie
istotnych roznic pomigdzy warto$ciami srednimi witaminy C w poszczegdlnych pro-
bach suszonych moreli (6 pozioméw zmiennosci). Test Tukey’a pozwolit na wyodrgb-
nienie nastgpujacych grup jednorodnych (a = 0,01): proby A, C i Il oraz proby 11 C.

Oznaczenie zdolno$ci ekstraktow do dezaktywacji stabilnych rodnikow DPPH" wy-
konano w dwoch uktadach ekstrahujacych. Zastosowano ekstrakcje acetonem oraz chlo-
roformem. Warunki ekstrakcji byly w obu przypadkach analogiczne, zmieniono jedynie
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rodzaj uzytego ekstrahenta. W przypadku zastosowania acetonu, ekstrakcji ulegly przede
wszystkim polifenole. Natomiast w przypadku zastosowania chloroformu jako ekstra-
henta, ekstrakcji ulegly zwiazki o charakterze lipofilnym, glownie karotenoidy.

Wszystkie przebadane ekstrakty acetonowe z suszonych moreli wykazaty zdol-
nos$¢ do dezaktywacji rodnikow DPPH’ na wyr6wnanym poziomie 95 — 96 % (rys. 1.).

Nalezy zauwazy¢, ze w wielu pracach badacze sugeruja, ze aktywnos$¢ przeciwu-
tleniajaca jest w znacznym stopniu zalezna od zastosowanej metody oznaczania oraz,
ze zaobserwowana aktywnos$¢ (pojemnosc) nie zawsze koreluje z zawartoscia polifeno-
li ogétem w ekstraktach roslinnych [6].
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Rys. 1. Aktywnos¢ ekstraktow z suszonych moreli wobec rodnikow DPPH” w acetonie [%].
Fig. 1  Activity of extracts of dried apricots against DPPH’ radicals in acetone [%].

Na podstawie danych literaturowych wiadomo, ze prawdopodobnie to taniny
skondensowane sa zwiazkami odpowiedzialnymi w najwigkszym stopniu za efekt wy-
gaszania stabilnych rodnikow DPPH' [16]. W niniejszej pracy nie oznaczano zawarto-
$ci tanin skondensowanych, dlatego tez niemozliwe jest sprawdzenie bezposrednio
istnienia korelacji pomiedzy zawarto$cia tych zawiazkéw a zdolnoscia wygaszania
rodnikow DPPH’. Natomiast przeprowadzona analiza regresji w 90 % przedziale ufno-
$ci potwierdzita istnienie dodatniej korelacji pomigdzy zawartoscia polifenoli ogdtem
a zdolnoscia do inhibicji rodnikow DPPH’ przez ekstrakty z suszonych moreli. Prze-
prowadzona analiza regresji wskazata z kolei na istnienie dodatniej korelacji (w 90%
przedziatu ufnosci) pomigdzy zawartoscia katechin ogotem w ekstraktach z suszonych
moreli a ich zdolno$cia do inhibicji rodnikow (p-Value = 0,057).
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Rys. 2. Aktywnos$c¢ ekstraktow z suszonych moreli wobec rodnikow DPPH” w chloroformie [%].
Fig. 2.  Activity of extracts of dried apricots against DPPH’ radicals in chloroform [%)].

Ekstrakty chloroformowe charakteryzowaly si¢ znacznie mniejsza zdolnoscia do
dezaktywacji stabilnych rodnikow DPPH' niz ekstrakty acetonowe. Ekstrakty z suszo-
nych moreli wygaszaty rodniki na poziomie zréznicowanym w zakresie 2,8 — 5,9 %,
przy czym probki B oraz Il wygaszaly je najmocniej na poziomie 5,9 %, natomiast
probka A dezaktywowata je najstabiej na poziomie tylko 2,8 % (rys. 2). Ekstrakty
chloroformowe zawieraly glownie karotenoidy (a wiadomo, ze to polifenole sa najsil-
niejszymi i najaktywniejszymi przeciwutleniaczami), dlatego tez mozna przypuszczac,
ze jest to powodem mniejszej zdolnosci tych ekstraktow do wygaszania rodnikow niz
ekstraktow acetonowych zawierajacych gtownie polifenole [7]. Analiza regresji wska-
zala na istnienie dodatniej korelacji pomigdzy zawartoscia karotenoidow ogodtem
a zdolnoscia do wygaszania rodnikéw DPPH’, na poziomie istotnosci a = 0,01
(p-Value = 0,002), przez analizowane proby suszonych moreli.

W pracy oznaczano rowniez zdolno$¢ badanych ekstraktow do dezaktywacji ka-
tionorodnikéw ABTS™. Oznaczenie wykonano wg zmodyfikowanej metody opisanej
przez Re i wsp. [15]. Przewaga metody zmodyfikowanej nad tradycyjna polega na tym,
ze rodniki ABTS™ powstaja w ukladzie bezposrednio, bez udzialu rodnikéw posred-
nich, a zwiazek antyrodnikowy dodawany jest do roztworu juz po wytworzeniu katio-
norodnikéw. Eliminowane jest w ten sposob ryzyko zafalszowania na skutek reakcji
badanego zwiazku z rodnikami posrednimi. Stwierdzono, ze wszystkie przebadane
ekstrakty wykazywatly zdolno$¢ do wygaszania syntetycznych kationorodnikow
ABTS™ (rys. 3). Wéréd badanych suszonych moreli zdolno$é do wygaszania rodni-
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kow uksztaltowana byla na poziomie 40 — 63,4 %, przy czym najwyzsza zdolnoscia
charakteryzowala si¢ probka I, a najnizsza probka A.

Badania wykazuja, ze istnieje zaleznos¢ pomiedzy zawartoscia katechin a zdolno-
$cia zwiazkow do dezaktywacji kationorodnikow ABTS™. W przeprowadzonych bada-
niach stwierdzono, ze najbardziej aktywne pod tym wzgledem byly galusany katechin,
a zwlaszcza galusan epigalokatechiny i galusan epikatechiny [13]. W niniejszej pracy
nie stwierdzono takiej korelacji.
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Rys. 3. Aktywno$¢ ekstraktow z suszonych moreli wobec rodnikéw ABTS™ [%].
Fig. 3.  Activity of extracts of dried apricots against ABTS"" radicals [%].

W pracy oznaczono rowniez zdolnos¢ acetonowych ekstraktow do chelatowania
jonéw zelaza. Stwierdzono, ze wszystkie analizowane ekstrakty wykazywaly zdolnos¢
do chelatowania jonoéw zelaza (rys. 4.).

Ekstrakty suszonych moreli wiazaty jony przejsciowe zelaza(Il) od 60 do 83 %.
Najskuteczniej dziatat ekstrakt moreli III (83,1 %), a najstabiej I (60 %). Wedlug nie-
ktorych badan naukowych zwiazkami majacymi zdolno$¢ do wiazania jonow metali
przejsciowych sa przede wszystkim polifenole [17]. Analiza regresji wykazata istnie-
nie dodatniej korelacji na poziomie istotnosci a = 0,05 (p-Value = 0,027) pomigdzy
zawartos$cia polifenoli ogétem a zdolnoscia do chelatowania jonow zelaza(Il) w bada-
nych ekstraktach suszonych moreli.
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Rys. 4. Zdolnos¢ do chelatowania jonow zelaza(Il) [%].
Fig. 4.  Ability to chelate iron ions (IT) [%].

Whioski

1.

Polifenole sa dominujaca grupa zwiazkéw wykazujacych aktywnos¢ biologiczna
wsrod przebadanych prob suszonych moreli. Zawarto$¢ katechin w analizowanych
probach ksztaltowata sig¢ na zréznicowanym, jednak istotnym ilo§ciowo poziomie.
Zawarto$¢ witaminy C ksztattowata si¢ rdwniez na zrdéznicowanym poziomie,
jednak w trzech probach pochodzacych bezposrednio od producenta jej zawartosé¢
byla na wyzszym poziomie niz w pozostatych.

Oznaczone zawarto$ci karotenoidow ogdtem wskazuja, ze suszone morele zawie-
raja ich znaczne ilo$ci.

Wszystkie przebadane ekstrakty wykazywatly zdolno$¢ wygaszania stabilnych
rodnikéw DPPH" i kationorodnikdw ABTS™. Wszystkie ekstrakty wykazywaly
rowniez zdolnos¢ do chelatowania jonow zelaza(Il).
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CONTENT OF SOME SELECTED BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS IN THE
EXTRACTS OF DRIED APRICOTS AND THEIR ANTIOXIDANT PROPERTIES

Summary

The objective of this paper was to determine the contents of some selected biologically active com-
pounds in the extracts produced of dried apricots and their antioxidant properties. The value of dry mass
was determined in dried fruit whereas in the extracts - the contents of: polyphenols, catechins, vitamin C,
and carotenoids. Antioxidant properties of extracts were investigated using DPPH' radicals and ABTS™"
cation radicals; the ability of those extracts to chelate iron ions was also determined. Based on the results
obtained, it was concluded that dried apricots were a valuable, but still underestimated source of food
compounds appearing important for human organisms. All the extracts showed strong antioxidant proper-
ties towards synthetic radicals as well as the ability to chelate iron ions.

Key words: biologically active compounds, antioxidant properties, dried apricots



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2008, 6 (61), 88 — 94
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WPLYW CZASU I TEMPERATURY EKSTRAKCJI NA ZAWARTOSC
KATECHIN W WODNYCH EKSTRAKTACH HERBATY BIALEJ

Streszczenie

Herbata niefermentowana jest zrodtem flawan-3-oli, ktore wykazuja wlasciwosci przeciwutleniajace.
W ostatnich latach wykazano, ze katechiny zawierajace w czasteczce reszt¢ kwasu galusowego moga
zmniejsza¢ absorpcje jelitowa cholesterolu i lipidéw z pokarmu. Zrdéznicowana efektywnos$¢ dziatania
galusanow katechin wynika z ich stereoizomerii. Najskuteczniej eliminujg cholesterol z miceli kwasow
z6lciowych galusany katechin nalezace do (-) form (25, 3R). Wysoka temperatura powoduje epimeryzacj¢
flawon-3-oli 1 wzrost ilosci (-) form (2S, 3R). W pracy zbadano wptyw temperatury i czasu ekstrakcji
suchych lisci herbaty bialej na sumaryczng ilo§¢ flawan-3-oli, procentowy udzial frakcji (-) form (2S, 3R)
i procentowy udziat katechin zawierajacych w czasteczce resztg kwasu galusowego. Wykazano, ze po-
przez zmiang warunkow ekstrakcji mozna modelowac sktad otrzymywanych preparatow katechinowych.

Slowa kluczowe: flawan-3-ole, ekstrakcja, herbata biata, galusany katechin

Wstep

Liscie herbaty zawieraja duzo polifenoli (do 36 % s.m.) i metyloksantyn (do
9,5 % s.m.). Glowna grupa polifenoli li§ci herbaty sa flawan-3-ole (katechiny), ktore
stanowig migdzy 20 — 30 % s.m. lisci. Ze wzgledu na stereoizomeri¢ naturalnie wyste-
pujace katechiny dzieli si¢ na dwie grupy: (-) epi-formy (2R, 3R) i (-) formy (2S, 3R)
[17]. (-) Epi-formy (25, 3R) stanowia okoto 90 % naturalnie wystepujacych w lisciach
herbaty katechin. Wigkszo$¢ flawan-3-oli herbaty to estry kwasu galusowego. Gtowna
kateching wystepujaca w lisciach herbaty niefermentowanej jest galusan epigalokate-
chiny (EGCQ), stanowi on od 5 do 18 % s.m. lisci. Zawarto$¢ pozostalych katechin
w suchej masie liSci wynosi 0,1 — 1,2 % epigalokatechiny (EGC), 1 — 5 % galusanu
epikatechiny (ECQG), 0,2 — 1,2 % epikatechiny (EC), 0,2 — 1,5 % galusanu galokatechi-
ny (GCG), ponizej 0,1 % katechiny (C) [10]. Sumaryczna ilo§¢ flawan-3-oli oraz ich
wzajemne proporcje w liSciu §wiezej herbaty zaleza od okresu zbioru [11], wieku lisci
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[8] i warunkéw uprawy [18]. Na ilos¢ uwolnionych do ekstraktu katechin oczywisty
wplyw maja warunki przygotowania roztworéw: rodzaj rozpuszczalnika [14, 16] sto-
sunek masy herbaty do ilo$ci rozpuszczalnika, stopien rozdrobnienia lisci, czyli po-
wierzchnia kontaktu herbata - rozpuszczalnik [15], czas i temperatura ekstrakcji. Fla-
wan-3-ole herbaty ze wzgledu na wlasciwosci przeciwutleniajace [5, 13] znalazty za-
stosowanie w przemys$le farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym [19].
W ostatnich latach wykazano, ze galusany katechin moga ogranicza¢ absorpcjeg jelito-
wa cholesterolu [2, 3] i produktow hydrolizy lipidow [1, 4, 7]. Najskuteczniej eliminu-
ja cholesterol z miceli kwasow zotciowych galusany katechin nalezace do (-) form (2S,
3R) [3]. Preparaty katechinowe bogate w galusany katechin nalezace do (-) form (2S,
3R) mogtyby znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako stabilizatory zyw-
nosci wysokotluszczowej bogatej w cholesterol.

Celem pracy byto okreslenie wptywu warunkéw ekstrakcji wodnej lisci herbaty
biatej na ilo$¢ i procentowy udzial poszczegdlnych frakcji flawan-3-oli.

Materialy i metody badan

W badaniach uzyto bialej herbaty lisciastej zakupionej w lokalnym sklepie
z herbatami. Zostata ona wybrana sposrdd pigciu herbat niefermentowanych. Jako kry-
terium wyboru przyjeto skuteczno$¢ w ograniczaniu dostgpnosci lipidow w procesie
trawienia in vitro [12]. Ekstrakty wodne herbaty sporzadzano poprzez odwazenie 0,3 +
0,0001 g suchych, rozdrobnionych lisci i dodanie 15 ml wody redestylowanej o tempe-
raturze: 40, 60, 70, 80 i 100°C i w kazdej z nich prowadzono ekstrakcje przez 2, 5, 15,
30, 60 1 120 min przy stalym wytrzasaniu. Uzyskane probki saczono przez twarda bi-
bule filtracyjna. Otrzymane ekstrakty ptukano gazowym azotem i przechowywano
w temp. -20 °C.

Oznaczanie zawartosci katechin w ekstraktach herbaty wykonywano metoda wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej opisana przez Lin i wsp. [10]. Do oznaczen
uzyto chromatografu cieczowego (Biorad Lab., Herkules, CA. USA), detektor spektro-
fotometryczny A=280 nm; kolumng LUNA C18(2) (250x4,6 mm). Wzorce flawan-3-
oli oraz napary herbat przed analiza przesaczano przez filtry o $rednicy poréw
0,45 um. Stosowano przeptyw fazy ruchomej réwny 1 ml/min i elucj¢ gradientowa (0 -
10 min — 100 % fazy A - elucja izokratyczna; 10 - 25 min — 100 % — 90 % fazy A,
0% — 10 % fazy B - gradient liniowy; 25 - 60 min — 90 % — 70 % fazy A, 10 % —
30 % fazy B - gradient liniowy). Jako fazg A zastosowano metanol/kwas mrowko-
wy/wode redestylowana (20:0,3:79,7 v/v/v), a jako faz¢ B zastosowano metanol/kwas
mréwkowy (99,7:0,3 v/v).

Do poréwnania ilosci oznaczonych zwigzkow zastosowano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji ANOVA. Istotno$¢ réznic pomigdzy wartosciami $rednimi weryfi-
kowano testem LSD Fishera przy poziomie istotnosci p < 0,05.
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Wiyniki i dyskusja

Ilo$ci uwolnionych do roztworu katechin:(-)-galusanu epigalokatechiny EGCG,
(-)-galusanu epikatechiny ECG, (-)-epikatechiny EC, (-)-galusanu galokatechiny GCG,
(-)-galusanu katechiny CG 1 (-)-katechiny C przedstawiono w tab. 1. Ekstrakcje pro-
wadzono w warunkach beztlenowych, w celu wyeliminowania proceséw oksydacyj-
nych i polimeryzacyjnych katechin, ktére mogtyby powodowaé spadek sumarycznej
ilosci polifenoli [8, 9,14]. Zawartos¢ oznaczonych zwiazkéw i ich wzajemne proporcje
byly zalezne od warunkéw przygotowania ekstraktow. Maksymalng sumaryczng za-
warto$¢ katechin w roztworze oznaczono po 2-godzinnej ekstrakcji w temp. 100 °C,
wynosila ona 24,88 % s.m. lisci. Natomiast najmniejsza ilos¢ flawan-3-oli oznaczono
w ekstraktach przygotowanych w temperaturze 20 °C. Ilo$¢ uwolnionych katechin
w tej temperaturze, w zalezno$ci od czasu ekstrakcji, miescita si¢ w zakresie od 3,49
do 8,15 % s.m. lisci. Na rys. 1A przedstawiono wptyw temperatury i czasu ekstrakcji
na sumaryczna ilos¢ flawan-3-oli.

Tabela l
Tlos¢ flawan-3-oli (EGCG, ECG, EC, GCG, CG, C) uwolniona z lisci herbaty do ekstraktow przygotowa-
nych w réznych warunkach [% s.m. lisci].

Amounts of flawan-3-ols (EGCG, ECG, EC, GCG, CG, C) released from tea leaves into extracts prepared
under different conditions [% d.m. of leaves].

Temperatura ['C] | Czas[min] | poos | peg EC GCG CG C
Temperature[°C] Time[min]

2 1,94° 0,89* 0,30° 0,18° 0,01° 0,17

5 2,36 1,01° 0,38° 0,23% 0,00° 0,24°

20 15 2,61% 1,16 0,48% 0,35 0,01° 0,29
30 2,96° 1,25 0,51 0,39°% 0,01° 0,33%%

60 4,47 1,83 0,56" | 0,51 | 0,01° 0,45

120 4,56° 1,86°¢ | 0,68" 0,60 0,01° 0,44

2 3,02° 1,64% 0,39° 0,29%¢ 0,00° 0,26°

5 3,874 1,86% 0,42% 0,35 0,01° 0,36%

40 15 5,551 2,40 | 0,719 | 0,48%% | 0,01° 0,44
30 5,58 2,42° 0,30" 0,53°" | 0,01° 0,48

60 5,828 | 2,50f 0,86° 0,60 0,01° 0,51¢"

120 6,89 2,69 0,96° 0,628 0,01° 0,57"

2 5,66 1,77 | 0,43%¢ | 0,32% 0,01° 0,32%

5 6,17" 2,78" 0,54 0,42°% | 0,01° 0,38°

60 15 7,49{ 3,42_*1_ 0,77 0,57@ 0,02 0,47“%

30 7,79 3,981 0,78™ | 0,598 | 0,03%¢ | 0,53"

60 9,69 | 4,41M™ | 0,96 0,71 0,02% 0,60’

120 9,71 4,47 0,99 0,74% | 0,03% 0,60/
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c.d. Tab. 1
531" 2,09% | 0,47 | 0,33% | 0,02% 0,32
5 6,17" 2,888 0,655 | 0,44% | 0,02 0,38°
70 15 9,69 4,047k 0,86° 0,68" 0,03% | 0,53"
30 10,22" | 4414™ | 0,96% 0,75 0,05 0,60’
60 10,80™ | 4,95 | 0,95™ 0,874 0,06 | 0,714
120 10,52!™ | 4,85" | 0,93 0,98 0,08 0,77™
2 5,27 2,78 0,628 0,42°% | 0,07% 0,36%
5 7,89 3,891 0,754 | 0,56 | 0,09 | 0,47%
%0 15 9,44k 4,28 0,87° 0,74 0,11% 0,518
30 11,36" 5,04° 0,99' 1,05™ 0,15" 0,714
60 10,91™ | 4,73™ | 0,86° 1,43" 0,31* 0,75™
120 9,24% 4.47™ | 0,90%" 1,80° 0,42" 1,08°
2 527 2,63% | 0,665 | 0,50%% | 0,12 0,38°
5 7,89 3,63 0,72 0,66" 0,21! 0,44
100 15 9,44* 4.46™ | 0,74%mn 1,02' 0,27 0,66
30 11,16" | 4,61™ | 0,75K™ | 215P 0,34 0,89"
60 10,91™ | 5,06° 0,80 3,87 0,67™ 1,20°
120 9,24% 5,637 0,89 6,41° 0,98" 1,73

Objasnienia: / Explanatory notes:
Rozne litery superskryptu oznaczaja roznice statystycznie istotne migdzy warto$ciami $rednimi.
Different superscript letters express statistically significant differences among mean values.

Najwigkszy procentowy udzial flawan-3-oli we wszystkich ekstraktach stanowit
(-)-galusan epigalokatechiny. Udziat tej glownej katechiny w catkowitej ilosci flawan-
3-oli, uwolnionych do roztworu, wynosit od 37 do 60 %. Druga co do ilosci kateching
byt (-)-galusan epikatechiny, ktorego procentowy udziat zawierat si¢ w zakresie od 22
do 29 %.

Wyjatek stanowit ekstrakt otrzymany po 2-godzinnej inkubacji w temp. 100 °C,
w ktorym druga co do ilosci kateching byt (-)-galusan katechiny, ktérego udziat stano-
wit 26 % wszystkich flawan-3-oli. W pozostatych roztworach udziat (-)-galusanu kate-
chiny mies$cit si¢ w przedziale od 4 do17 %. Wzrost procentowej zawartosci flawan-3-
oli, nalezacych do (-) form (2S, 3R): (-)-galusanu katechiny i (-)-katechiny, w ekstrak-
tach przygotowanych w wysokiej temperaturze wynikat z procesu epimeryzacji [6,
17].

Waznym parametrem opisujacym preparaty katechinowe jest procentowy udziat
(-) form (2S, 3R) (rys. 1 B). W temperaturze ekstrakcji 20 °C procentowy udzial (-)
form (285, 3R) zawierat si¢ w przedziale od 10,3 do 13,4 %. Ze wzrostem temperatury
obserwowano zmniejszenie udziatu tej frakcji. Najmniejszy procentowy udzial (-) form
(28, 3R) wynoszacy od 7 do10 % oznaczono w ekstraktach przygotowanych w tempe-
raturze 60 1 70 °C. W ekstraktach przygotowanych w temperaturze z przedzialu 20 —



92 Magdalena Mika, Agnieszka Wikiera, Krzysztof Zyta

70 °C nie obserwowano wptywu czasu inkubacji na procentowy udziat poszczegdlnych
stereoizomerow. Wzrost temperatury do 80 °C zwlaszcza przy dluzszym czasie inku-
bacji wplywat istotnie na przyrost udziatu (-) form (2S, 3R). Zaobserwowano, ze pro-
ces epimeryzacji katechin zachodzit juz przy 15-minutowej inkubacji w temp. 80 °C.
Maksymalng zawarto$¢ (-) form (2S, 3R) wynoszaca 36,7 % oznaczono w ekstraktach
przygotowanych po 2-godzinnej ekstrakcji w temp. 100 °C. Wang wykazat, ze w obec-
nosci jonéw metali proces epimeryzacji moze zachodzi¢ juz w temp. 40 °C, jednak
obecno$¢ jonow katalizowala takze procesy utlenienia i polimeryzacji flawan-3-oli
[17].

Zanalizowano réwniez wptyw parametrow ekstrakcji na procentowy udziat wol-
nych katechin (katechin niezawierajacych w czasteczce reszty kwasu galusowego) (rys.
1 C). Wolne katechiny (EC i C) stanowity od 8 do 16 % wszystkich flawan-3-oli. Od-
znaczaja si¢ one najmniejszymi masami sposrod flawan-3-oli, dlatego w niskiej tempe-
raturze byly tatwiej uwalniane z liSci herbaty. W ekstraktach przygotowanych w temp.
20 °C procentowy udziat flawan-3-oli niezawierajacych w czasteczce reszty kwasu
galusowego byt najwigkszy (do 16 %). Natomiast najmniejszym procentowym udzia-
fem wolnych katechin (8 — 9 %) charakteryzowaty si¢ ekstrakty przygotowane w wy-
sokiej temperaturze (80 — 100 °C) i w krotkim czasie (2 — 60 min). Wydhuzenie czasu
ekstrakcji do 120 min powodowalo zwigkszenie procentowego udziatu wolnych kate-
chin do 11 %, czyli najwigkszy procentowy udziat galusanow katechin byl w roztwo-
rach przygotowanych przez traktowanie liSci herbaty woda o temp. powyzej 80 °C
przez maksymalnie 60 min.

Zmniegjszenie procentowego udziatu galusandéw katechin przy dtugim czasie eks-
trakcji wynikat z procesu ich hydrolizy do wolnych katechin i kwasu galusowego. Ito
iwsp. [6] wykazali, ze na hydrolize zwiazké6w majacych w swojej strukturze kwas
galusowy wptywa gtownie czas przechowywania roztworéw galusanéw katechin, na-
tomiast dziatanie wysoka temperatura nie powodowato istotnych zmian.

Whioski

1. Wzrost temperatury i wydtuzenie czasu wodnej ekstrakcji herbaty biatej powodo-
waty wzrost ilosci uwalnianych do roztworu flawan-3-oli. Najwigksza sumaryczna
zawarto$¢ katechin oznaczono w roztworze przygotowanym po 2-godzinnej eks-
trakcji w temperaturze 100 °C.

2. Najwyzszy procentowy udzial stereoizomeréw nalezacych do (-) form (2S, 3R)
0zZnaczono w roztworze przygotowanym po 2-godzinnej ekstrakcji w temperaturze
100 °C. Udziat ten stanowit 36,7 % wszystkich flawan-3-oli.

3. Proces epimeryzacji katechin zachodzit juz przy 15-minutowej inkubacji w temp.
80 °C. W nizszych temperaturach proces epimeryzacji nie zachodzit.
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4.

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Procentowy udziat katechin zawierajacych w czasteczce reszt¢ kwasu galusowego
byt najwyzszy w roztworach przygotowanych przez traktowanie li§ci herbaty woda
o temp. powyzej 80 °C przez maksymalnie 60 min.
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EFFECT OF EXTRACTION TIME AND TEMPERATURE ON THE CONTENT OF
CATECHINS IN WHITE TEA WATER EXTRACTS

Summary

Non-fermented tea is a rich source of flavan-3-ols that have antioxidative properties. Recently, it has
been proved that catechins containing gallic acid radical in their molecule are able to reduce intestinal
absorbance of cholesterol and lipids from foods. The varying efficiency of the activity of catechin gallates
is a consequence of their stereochemical structure. Catechin gallates, which belong to the (-) forms (2S,
3R) eliminate cholesterol from the micelles formed by bile acids in the most effective way. High tempera-
ture causes the epimerization of flavan-3-ols and the increase in the amounts of the (-) forms (2S, 3R). In
this paper, the effect of temperature and time of extraction of dried white tea leaves was investigated on
the total amount of flawan-3-ol, on the percent share of the (-) fraction of the forms (2S, 3R), and the
percent share of catechins containing gallic acid radical in their molecule. It was showed that the composi-
tion of catechin preparations could be moulded by changing the conditions of tea extraction.

Key words: flawan-3-ols, extraction, white tea, catechin gallates
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TEMPERATURA CIEPLNEJ KOAGULACJI BIALEK MIESNIOWYCH
RYB I ZWIERZAT RZEZNYCH WYBRANYCH GATUNKOW

Streszczenie

Poslugujac si¢ wczesniej opracowana metoda termomechaniczng wyznaczono zakresy temperatury
cieplnej koagulacji biatek miofibrylarnych i sarkoplazmatycznych migsa 5 gatunkow ryb (12 partii surow-
ca) oraz wolowiny i wieprzowiny, a takze graniczng temperatur¢ denaturacji wszystkich biatek mig$nio-
wych. Wykazano, ze pomimo podobnej temperatury dogrzania migsa (ok. 77°C), potrzebnej do petnego
zdenaturowania wszystkich biatek, temperatura peilnej koagulacji bialek miofibrylarnych (bez wolnej
aktyny, ktora wystgpowata sporadycznie w badanych prébach) byla rézna i wynosita: w przypadku ryb
morskich ok. 48 °C, ryb stodkowodnych ok. 51 °C, a zwierzat rzeznych ok. 56 °C. Okres tarta ryb nie miat
istotnego wptywu na zakresy temperatury koagulacji poszczegdlnych frakcji biatek, natomiast powodowat
zmniejszenie wielkosci piku frakceji biatek sarkoplazmatycznych.

Stowa kluczowe: temperatura, denaturacja, migso, ryby, zwierze¢ta rzezne

Wstep

Obroébka cieplna jest jednym z podstawowych proceséw jednostkowych stosowa-
nych w przetworstwie rybnym. Stuzy ona zaréwno do utrwalenia zywnosci, jej kuli-
narnego przygotowania, restytucji, jak rowniez do uszlachetniania surowcow przed ich
dalszym przerobem na gotowe wyroby [7, 8]. Na przyktad w produkcji konserw ryb-
nych w zalewach olejowych wstepna obrébka cieplna (WOC: parowanie, podsuszanie,
podwedzanie lub inne) powinna zagwarantowaé usunigcie z surowca tyle wody, aby
podczas sterylizacji nie nastgpowato jej dalsze uwalnianie si¢ i mieszanie z olejem.
Jednak nadmierne usunigcie wody podczas WOC bardzo pogarsza teksturg migsa ste-
rylizowanych ryb. Usuwanie nadmiaru wody z migsa ryb podczas WOC jest z kolei
Scisle zwiazane z przebiegiem denaturacji biatek migsniowych [7, 8].

Prof. cfr hab. Edward Kolakow;ki, dr inz. Marek Wianecki, Mgr inz. Iwona Milewska, Katedra Techno-
logii Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Rybactwa, Akademia Rolnicza w Szczecinie, 71-459 Szczecin,
ul. Papieza Pawla VI 3
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Przyjete w instrukcjach technologicznych parametry WOC nie zawsze sa opty-
malne. Zwykle sa one bardziej dostosowane do zachowania bezpieczenstwa zywnosci
niz do celéw technologicznych [8]. Nieuzasadnione zawyzanie parametrow WOC po-
woduje niepotrzebne straty sktadnikow odzywczych migsa ryb.

Markowski 1 wsp. [11] wykazali, ze wptyw temperatury na proces denaturacji
biatka migsa ryb jest wigkszy niz wptyw czasu. Przy stosowaniu odpowiednio wyso-
kiej temperatury dogrzania czas obrobki jest na tyle krotki, ze moze by¢ pominigty
przy wyznaczaniu zaleznosci.

Odporno$¢ biatek migéniowych na ogrzewanie rézni si¢ w zaleznosci od gatunku
ryby. Na przyklad oczyszczona miozyna dorsza jest szczeg6lnie niestabilna termicznie,
tworzac szybko agregaty [2], podczas gdy miozyna ryb pochodzacych z wod cieptych
(np. Lutianus seabae) jest bardziej stabilna, chociaz mniej niz miozyna ssakow [3].
Miozyna migsa ryb podlega szybszym i gigbszym zmianom denaturacyjnym podczas
obrobki cieplnej niz miozyna zwierzat rzeznych [3]. Wigkszo$¢ badaczy uzasadnia tg
réznicg inng temperaturg ciata in vivo zwierzat zmienno- i statocieplnych [5]. Ogawa
iwsp. [13] stosujac DSC wykazali, ze denaturacja miozyny karpia rozpoczyna si¢
w temp. 30 °C, podczas gdy miozyny krolika w temp. 40 °C. Ponadto miozyna krélika
wykazywala tylko jeden pik denaturacyjny, a miozyna karpia dwa piki, odpowiadajace
prawdopodobnie denaturacji subfragmentu S-1 i lekkiej meromiozyny (LMM), co po-
twierdza wysoka niestabilno§¢ miozyny ryb.

Do blizszego poznania temperatury denaturacji bialek znacznie przyczynito si¢
wprowadzenie rdznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC), ktéra pozwala bada¢ biat-
ka migsniowe bez potrzeby ich izolowania z migsa [4]. Aparatura ta jest bardzo kosz-
towna, co przekracza mozliwosci finansowe wielu laboratoriow badawczych. Ponadto,
powazng wada tej metody jest mata wielko$¢ probki pobieranej do badan, nieprzekra-
czajaca kilkudziesieciu miligraméw. Pobranie takiej probki z tkanki migsniowej tak,
aby byla ona reprezentatywna, nastr¢cza powazne trudnosci. Zastosowanie elektrofore-
zy bialek do wyznaczania koncowe;j (,,end-point”) temperatury ogrzewania mig¢sa ryb
[16] jest réwniez ktopotliwe 1 czasochtonne. Kotakowski i Wianecki [9] opracowali
metod¢ wyznaczania temperatury koagulacji podstawowych frakcji biatek migsnio-
wych ryb bezpos$rednio w migsie bez potrzeby ich wstepnej izolacji, polegajaca na
dogrzewaniu duzej proby migsa (ok. 1 kg) z szybkoscia ok. 1 °C/min do ok. 90 °C.
Metode te nazwano termomechaniczna.

Celem niniejszej pracy byto wyznaczenia temperatury cieplnej koagulacji frakcji
biatkowych migsa ryb wybranych gatunkéw metoda termomechaniczna i poréwnanie
z wynikami temperatury koagulacji biatek wieprzowiny i wotowiny.
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Materialy i metody badan

Badania wykonano na 12 partiach ryb §wiezych (nie mrozonych), obejmujacych 5
gatunkow (pto¢, leszcz, karp, §ledz battycki i dorsz battycki) i 2 partiach migsa zwie-
rzat rzeznych, obejmujacych: udziec wotowy bez kosci i thuszcz, schab wieprzowy bez
kosci i thuszez. Wszystkie partie ryb, a szczegolnie leszcza, byly celowo zrdéznicowane
pod wzgledem daty polowow i stopnia dojrzatosci gonad (tab. 1).

Ryby pochodzily z Zatoki Pomorskiej ($ledz, dorsz), Jeziora Dabskiego, (ptoc,
leszcz), 1 stawow hodowlanych k/Chociwla (karp), a migso zwierzat rzeznych z Zakta-
dow Migsnych w Szczecinie-Dabiu.

Ryby, po dostarczeniu do laboratorium i oddzieleniu lodu, oprawiono recznie do
postaci tusz, ptukano w biezacej wodzie wodociagowej 1 pozostawiano do ocieknigcia
(ok. 20 min). Tusze przepuszczano przez separator bgbnowy typu NF 13X (Bibun, Japo-
nia) o $rednicy otworéw w bebnie 4 mm, a otrzymane mechanicznie odkostnione migso
(MOM) doczyszczano na separatorze $limakowym (streinerze) typu SUB 420 (Bibun,
Japonia) o $rednicy otworow w siatce 2,7 mm w celu usunigcia resztek osci i skory.

Migso zwierzat rzeznych rozdrabniano w wilku o §rednicy oczek siatki 4 mm. Po
wymieszaniu, poszczegdlne proby migsa pobierano bezzwlocznie do badan.

Ogrzewanie migsa w celu wyznaczenia krzywych termomechanicznych prowadzo-
no wg metody wlasnej, opisanej wczesniej [9]. Probe rozdrobnionego migsa (1000 g)
mieszano ze stata predkoscia 66,5 obr./min i ogrzewano w sposob ciagly do temp. ok. 85
°C z szybkoscia 1 °C/min, w mieszadle planetarnym typu P 600, stosujac zestaw firmy
Brabender, (Niemcy) umozliwiajacy rejestracj¢ temperatury i momentu obrotowego.
Temp. poczatkowa migsa wynosita 15 — 18 °C, a koncowa temp. dogrzania 83 — 85 °C.

Istotno$¢ réznic na poziomie p < 0,05 pomig¢dzy warto$ciami temperatury denatu-
racji bialek mig$niowych leszcza w zalezno$ci od stopnia dojrzatosci gonad weryfiko-
wano testem Tukey’a korzystajac z programu Statistica 7.0

Wyniki badan i dyskusja

Stosujac termomechaniczng metodg ogrzewania migsa, uzyskano trzy podstawo-
we piki momentu obrotowego, odpowiadajace kolejno: 1)— biatkom miofibrylarnym,
2) biatkom sarkoplazmatycznym, 3) wolnej aktynie (rys. 1).

Zakres temperatury koagulacji frakcji 1., az do punktu przegigcia krzywej i przej-
$cia we frakcje¢ 2., wynosit w przypadku ryb morskich 26 — 50 °C (dorsz 26 — 43 °C),
ryb stodkowodnych 30 — 52 °C, a w przypadku migsa zwierzat rzeznych 44 — 54 °C.
Ponadto, w obrgbie frakcji 1. wyodrgbniono podfrakcje la, w ktorej temperatura ko-
agulacji migsa ryb morskich, stodkowodnych i zwierzat rzeznych miescita si¢ w zakre-
sie odpowiednio: 36 — 46, 44 — 45 1 50 — 54 °C. Wyznaczone zakresy temperatury ko-
agulacji frakcji 1. sg bardzo zbiezne z wartosciami temperatury koagulacji biatek migsa
ryb, oznaczonymi metoda DSC [4, 13].
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Rys. 1. Zmiany momentu obrotowego mieszadta (M) podczas ogrzewania (T) rozdrobnionego migsa.
(A - migso wieprzowe (schab), B - wotowina (udziec), C - leszcz, D - dorsz).

Fig. 1.  Changes in the mixer torque (M) while heating up (T) the minced meat. (A - pork (pork loin),
B - beef (leg), C - bream, D - cod).
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Temperatura koagulacji frakcji 2. migsa ryb morskich, stodkowodnych i zwierzat
rzeznych miescita si¢ w zakresie, odpowiednio: 47 — 78, 60 — 77 i 61-76 °C, a maksi-
mum pikoéw przypadalo w obszarze, odpowiednio: 47 — 55, 60 — 64 1 61 — 64 °C. Ozna-
cza to, ze podstawowe biatka frakcji 2. koagulowaly stosunkowo szybko, natomiast
biatka bardziej termooporne powodowaty wydtuzenie piku, czyli zakresu temperatury
koagulacji. Wynikato to prawdopodobnie z duzej ztozonosci biatek frakcji 2., ktéra
zawierata od 50 do 100 bialek o bardzo zréznicowanej masie czasteczkowej (20-10° —
100-10° Da) i punkcie izoelektrycznym pomiedzy pH 6,0 i 7,0 [6, 12]. Uddin i wsp.
[17] wykazali, ze podczas ogrzewania najtrudniej koagulujaca frakcja biatek sarkopla-
zmatycznych migsa marlina byta dehydrogenaza mleczanowa; jej stracanie nastgpowa-
to dopiero w temp. 67 °C.

Caly przedzial temperaturowy, jak i zakres odpowiadajacy maksimum koagulacji
frakcji 2. ryb stodkowodnych i zwierzat rzeznych byty zblizone. Natomiast biatka mig-
$ni ryb morskich tej frakcji, a szczegolnie dorsza, koagulowaly w zakresie nizszym
o ok. 10 °C niz biatka migsa wieprzowego i wolowego. Prawdopodobnie jest to zwia-
zane z niska temperatura srodowiska, w ktorym przebywaja glebinowe ryby morskie
[14]. Pewien wpltyw na nizsza temperature koagulacji tej frakcji migsa dorsza moze
mie¢ roéwniez mata w nim zawarto$¢ thuszczu. Dziatanie ochronne triacylogliceroli na
denaturacje cieplna bialek jest znane w piSmiennictwie naukowym [15].

Tabela 1
Wartos$ci temperatury denaturacji frakcji biatek mig$niowych leszcza determinowane stopniem dojrzatosci
gonad.
Temperature values of denaturation of bream muscle protein fractions as determined by the gonad maturi-
ty index.

Stopien Temperatura denaturacji frakcji biatkowych [°C]
Partia Data dojrzatosci Coagulation temperature of protein fractions [°C]
ryb potowu gonad
S;I:’ls[})lle D::tec}(l)f nil(t)lrllfi(tiy 1 la Tpp 2 2a 2b tpp 3
index
A 0311 1l 30°°" | 41 | 50 | 60 - - | 74® | 75B
B 08 111 - 1v 30 | 41 | 2P| 60 | 65 | 70 | 77 | 79*P
C 28 11 V-V 334801 41 | 2P | 62 - 72 | 76 -
D 11V VL VILIL | 36°%C | 41 | 49°¢| 60 - - 75 | 76

Objasnienia / Explanatory notes:
- r0znice migdzy partiami ryb statystycznie istotne na poziomie p < 0,05 / differences among fish samples
that are statistically significant at p < 0,05; Brak indeksu *?<P

ABCD index mean that the differences are insignificant.

oznacza roznice nieistotne / Values with no
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Wpltyw stopnia dojrzatosci gonad na temperatur¢ koagulacji frakcji biatkowych
migsa ryb zbadano na tkance leszcza, odlowionego w okresie przedtartowym (partie A,
B, C) ina poczatku okresu tartowego (D). Wykazano, ze pomimo znacznych roznic,
szczegblnie u samic, we wskaznikach SDG 1 GSI, temperatura koagulacji frakcji bial-
kowych nie rdoznila si¢ istotnie (tab. 1), natomiast w okresie tarta znacznie zmalata
wielko$¢ piku drugiej frakcji. Moze to $wiadczy¢ o mniejszej ekstraktywnosci biatek
mig$niowych leszcza w okresie tarta [1]. Nie mialo to jednak istotnego wptywu na
zakresy temperatury koagulacji bialek mig§niowych pod wplywem ogrzewania.

Tabela 2
Zakresy temperatury i $rednie wartosci temperatury denaturacji poszczegodlnych frakcji biatek migsa ryb
morskich, ryb stodkowodnych i zwierzat rzeznych.
Temperature ranges and average values of coagulation temperatures of protein fractions of fish and
slaughter animal-derived meat.

Temperatura [°C]
Frakcja (pik) Temperature [°C]
Fraction (peak) Ryby morskie Ryby stodkowodne Zwierzeta rzezne
Saltwater fish Freshwater fish Slaughter animals

! 26 +36 30+36 44 + 46
32453 32429 45+ 1,4
la 36 +46 41 +45 50 +54
41£50 42+15 52428
Tor s 43 +50 49 + 52 54 + 58
’ 48 +£4,0 51+1,2 56+2,8
5 47 +55 60 + 64 61 + 64
52446 61+1,8 63+2,1
93 55+61 64 + 65 ok. 64

59+3,5 65+0,7 -

% 63 +74 70 +73 ok. 71

70+ 6,1 71+ 1,0 -
Torss 64+ 178 73 +717 71+176
’ 73+7,6 75416 74435

3 ok. 66 74 + 80 -

- 77+24

Objasnienie / Explanatory note:
T,, — temp. punktu przegigcia / inflection point temperature.

Frakcja 3. wystgpowata tylko w migsie ryb stodkowodnych oraz dorsza pobrane-
go do badan w okresie ,,pre-rigor-mortis”. Posrednio, potwierdza to jej identyfikacje
jako aktyny. W wigkszo$ci prob frakcja ta nie wystgpowata lub tworzyta bardzo maty
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pik, co moze $wiadczy¢, ze aktyna jest szybko wlaczana w okresie posmiertnym
w kompleks aktomiozynowy. Przedstawione warto$ci usrednione (tab. 2) $wiadcza, ze
graniczna temperatura koagulacji wszystkich biatek migsniowych wynosita ok. 77 °C
niezaleznie od rodzaju surowca.

Pomijajac sporadycznie wystepujaca frakcje 3., mozna przyjac, ze graniczna tempe-
ratura koagulacji biatek mig§niowych ryb morskich, ryb stodkowodnych i zwierzat rzez-
nych wyniosta, odpowiednio ok. 73, 75 1 74 °C. W celu petnego skoagulowania wszyst-
kich bialek miofibrylarnych (frakcja 1.) w okresie ,,post-rigor-mortis” niezbgdna tempe-
ratura dogrzania migsa ryb morskich wyniosta ok. 48 °C, ryb stodkowodnych ok. 51 °C,
a zwierzat rzeznych ok. 56 °C. Wartosci te sg o kilka stopni nizsze od temperatur wyzna-
czonych metoda denaturacji frakcjonowanej bialek sokow tkankowych migsa ryb, roz-
puszczalnych w 0,9 % roztworze chlorku sodu [10, 11]. Moze to $wiadczy¢, ze tempera-
tura denaturacji biatek rozpuszczonych w roztworze soli jest nieco wyzsza niz biatek
ogrzewanych bezposrednio w migsie. Fakt ten przemawia na korzy$¢ metody termome-
chanicznej, jako bardziej doktadnej. Ponadto metoda ta pozwala wyznaczy¢ takze czas
ogrzewania niezbg¢dny do petnego zdenaturowania danej grupy biatek (rys. 1).

Whioski

1. Analiza krzywych termomechanicznych, uzyskanych na podstawie pomiaru mo-
mentu obrotowego podczas dogrzewania probek rozdrobnionego migsa do temp.
ok. 85 °C, umozliwita wyznaczenie zakresu temperatury koagulacji przynajmniej
trzech frakcji biatek migsniowych: miofibrylarnych, sarkoplazmatycznych i wolnej
aktyny oraz koncowej temperatury dogrzania, niezbednej do zdenaturowania
wszystkich biatek.

2. Graniczna temperatura koagulacji wszystkich biatek migsniowych badanych ryb
i zwierzat rzeznych wyniosta ok. 77 °C.

3. Graniczna temperatura koagulacji biatek migsniowych, z pominigciem sporadycz-
nie wystepujacej frakcji 3. (wolna aktyna), wyniosta: ok. 73 °C w przypadku ryb
morskich, ok. 75 °C ryb stodkowodnych i ok. 74 °C w przypadku zwierzat rzez-
nych.

4. Koagulacja bialek miofibrylarnych (frakcja 1.) nastapita po dogrzaniu migsa do
temperatury: ryby morskie ok. 48 °C, ryby stodkowodne ok. 51 °C i zwierzgta
rzezne ok. 56 °C.

5. Okres tarta ryb nie miat istotnego wplywu na zakresy temperatury koagulacji po-
szczegolnych frakcji biatkowych, natomiast spowodowal zmniejszenie wielko$ci
pikow, szczegdlnie frakcji 2.
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THERMAL COAGULATION TEMPERATURE OF MUSCLE PROTEINS IN FISH AND
SLAUGHTER ANIMALS FROM SOME SELECTED SPECIES

Summary

Using an already developed thermo-mechanical method, temperature ranges were determined of ther-
mal coagulation of myofibrillar and sarcoplasmic meat proteins. Those proteins as indicated in the first
sentence were determined in meat of 5 fish species (12 samples of raw material) and in beef and pork [9].
Moreover, a limiting temperature of denaturation of all muscle proteins was determined. Temperatures
necessary to heat up meat (ca. 77°C) so as to get complete denaturation of all the meat proteins were simi-
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lar. However, despite this fact, it was proved that the temperature of complete coagulation of myofibrillar
proteins (without free actin that sporadically occurred in the samples tested) varied and was ca. 48°C as for
saltwater fish, ca. 51°C as for freshwater fish, and ca. 56°C as for slaughter animal meat. The period of fish
spawning produced no significant effect on the temperature range of individual protein fractions coagula-
tion, but it depressed peaks of the sarcoplasmic protein fraction.

Key words: temperature, denaturation, meat, fish, slaughter animals
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MAREK ADAMCZAK, WLODZIMIERZ BEDNARSKI

ENZYMATYCZNA SYNTEZA GALAKTOOLIGOSACHARYDOW
I LAKTULOZY W PERMEACIE PO ULTRAFILTRACJI SERWATKI

Streszczenie

Przedstawiono wyniki badan dotyczace technologicznych mozliwos$ci sterowania procesem transga-
laktozylacji laktozy, katalizowanym przez handlowe preparaty -galaktozydazy, w permeacie po ultrafil-
tracji serwatki, w celu poprawy wydajnosci syntezy galaktooligosacharydow (GOS) i/lub laktulozy. Wy-
kazano, ze o wydajnosci procesu decyduje dobor preparatu B-galaktozydazy, st¢zenie substratu, a w synte-
zie laktulozy proporcja laktozy i fruktozy dodawanej do mieszaniny reakcyjnej. Uzyskana wydajnosé
syntezy GOS, a przede wszystkim laktulozy w iloci 65 g/dm®, mozna uznaé jako zadowalajaca. Korzyst-
na zawarto§¢ GOS, tj. 13,7 %, w sacharydach uzyskano po procesie prowadzonym w 10 % roztworze
laktozy, w reakcji katalizowanej przez Ha-Lactase. Efektem przeprowadzonych badan jest propozycja
technologii koncentratow GOS lub laktulozy (zaggszczonych lub suszonych) z wykorzystaniem (jako
zrédia laktozy) permeatu po ultrafiltracji mleka lub serwatki. Otrzymane koncentraty galaktooligosacha-
rydow mozna stosowac jako zrodlo prebiotykow do produkcji prozdrowotnej zywnosci, pasz lub prepara-
tow farmaceutycznych. Zaproponowana technologia pozwala na bezodpadowe zagospodarowania perme-
atow po UF mleka lub serwatki.

W dalszych pracach z tego zakresu planowane sa do§wiadczenia majace na celu oceng warunkow cia-
glej syntezy GOS i/lub laktulozy z uzyciem immobilizowanych enzymow.

Stowa kluczowe: B-galaktozydaza, permeat serwatki, transgalaktozylacja, galaktooligosacharydy (GOS),
laktuloza

Wprowadzenie

Galaktooligosacharydy (GOS) sa naturalnymi sktadnikami mleka, a takze niekto-
rych owocow 1 warzyw. GOS traktowano jako mato wazne sktadniki zywnosci, m.in.
ze wzgledu na niewielka stodkos$é, staba rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 mala strawnos¢.
Obecnie GOS zalicza si¢ do prebiotykow, tj. skladnikow Zzywnos$ci nieulegajacych
trawieniu w gornych odcinkach przewodu pokarmowego i bedacych sktadnikiem od-
zywcezym dla pozytecznych bakterii bytujacych w okreznicy, gtéwnie z rodzaju Bifido-

Dr inz. M. Adamczak, prof. dr hab. W. Bednarski, Katedra Biotechnologii Zywnosci, Wydz. Nauki
o0 Zywnosci, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie, ul. J. Heweliusza 1, 10-718 Olsztyn
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bacterium 1 Lactobacillus. Zaleca si¢ spozywanie GOS w dawce okolo 3 g dziennie,
a produkty zawierajace GOS zalicza si¢ do zywnosci prozdrowotnej. Znajduja zasto-
sowanie jako zamienniki sacharozy m.in. do produkcji gumy do Zucia oraz zywnosci
funkcjonalnej dla diabetykow i oséb starszych. Preparaty galaktooligosacharydow
stosowane sa w produkcji odzywek dla dzieci, jogurtow, deserow, mleka lub maslanki
w proszku [6].

GOS stosowane sg takze do produkcji farmaceutykow wspomagajacych przyswa-
janie wapnia, srodkow przeciwprochniczych, lekow przeciw zaparciom [21, 23, 25].

Reakcje syntezy galaktooligosacharydéw katalizuja glikozydazy (EC 3.2.1.X),
a najpowszechniej stosowane sa B-galaktozydazy (EC 3.2.1.23). Enzymy te katalizuja
hydrolize¢ wiazan O-glikozydowych w [-D-galaktozydach, np. wigzania [-1,4-
glikozydowego w laktozie, ale rowniez reakcj¢ transgalaktozylacji. W zaleznos$ci od
warunkow reakcji enzymatycznej reszta cukrowa tworzaca glikonowa czg$¢ laktozy
moze by¢ przenoszona na rozne akceptory. Jesli akceptorem donoréw bedzie woda to
prowadzona jest hydroliza sacharydow, a jesli bedzie nim inny cukier, np. D-galaktoza
to powstaja GOS [29].

Laktoza, jeden z gléwnych sktadnikow mleka, jest waznym substratem reakcji

chemicznych, ktorych celem jest zwigkszenie jej wartosci uzytkowej i funkcjonalnej
[8] (rys. 1). Laktoza moze by¢ substratem w reakcjach hydrolizy, fruktozylotransferu,
transgalaktozylacji, izomeryzacji, oksydacji i redukcji, w wyniku ktérych powstaja
odpowiednio: glukoza i galaktoza, laktosacharoza, galaktooligosacharydy, laktuloza,
kwas laktobionowy i laktikol.
Zastosowanie powszechnie znanej reakcji hydrolizy laktozy w przemys$le mleczarskim
moze wspomagaé przetworstwo mleka i produktéw ubocznych w celu: usunigcia lak-
tozy z mleka, kontroli krystalizacji laktozy w koncentratach mleczarskich, pelnego
wykorzystania serwatki i jej permeatu, produkcji karmy dla zwierzat, syntezy oligosa-
charydoéw i egzopolisacharydow, intensyfikacji syntezy kultur starterowych, poprawy
i zwigkszenia syntezy zwiazkow smakowo-zapachowych, otrzymania nowych, mody-
fikowanych produktow, np. seréw serwatkowych, seréw o nowych cechach smakowo-
zapachowych, produktéw do smarowania pieczywa.

Obecnie duze zainteresowanie towarzyszy zastosowaniu laktozy jako substratu
w reakcjach enzymatycznej syntezy prebiotycznych galaktooligosacharydow [26].
Kataliza reakcji transgalaktozylacji prowadzona jest z udzialem enzymow o rdéznym
stopniu oczyszczenia oraz katalizatorow niewydzielonych ze struktur komérkowych
(catokomorkowe, ang. whole-cell system) [10, 17, 20, 27].

W technologicznym sterowaniu reakcja syntezy galaktooligosacharydow wazny
jest dobor parametréw decydujacych o wydajnosci procesu, np. st¢zenie substratu,
czas, temperatura i kwasowos¢ Srodowiska reakcji, wtasciwosci, pochodzenie
B-galaktozydazy, a nawet zrédto laktozy.
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Rys. 1. Mozliwosci otrzymywania wartosciowych produktow w wyniku modyfikacji laktozy.
Fig. 1. Possibilities of producing valuable products by modifying lactose.

Do sacharydoéw o wilasciwosciach prebiotycznych zalicza si¢ takze laktuloze, tj.
4-0O-B-D-galaktopyranozyl-D-fruktoze, ktora jest produktem izomeryzacji laktozy [1].
Laktuloza dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie i jest 1,5-raza stodsza niz laktoza, a jej
stodko$¢ wobec sacharozy wynosi 0,6. Cukier ten wystgpuje w formie 5 izomerow,
z ktorych dominujaca jest B-D-fruktofuranoza. Z dostgpnych informacji wynika, ze
spozywanie okreslonych dawek laktulozy sprzyja poprawie przyswajalnosci wapnia,
hamuje tzw. wtorne tworzenie kwasow zotciowych, stymuluje uktad odpornosciowy
organizméw dotknigtych marskoscia watroby, stosowana jest w leczeniu chronicznej
encefalopatii watrobowej i zapar¢ [2, 11, 24, 26].

Laktuloza powstaje w niewielkich ilosciach takze podczas ogrzewania mleka
1 jest wskaznikiem zakresu jego obrobki termicznej [7]. Powszechnie dostgpne prepara-
ty laktulozy sa otrzymywane po chemicznej izomeryzacji laktozy w srodowisku alka-
licznym, z dodatkiem kwasu borowego, ktory korzystnie przesuwa rownowage reakceji
w kierunku syntezy laktulozy i przeciwdziala rekcjom ubocznym. Charakteryzuja si¢
one stodkim smakiem, ale z wyczuwalnym obcym posmakiem i zapachem, nie zawsze
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tolerowanym przez konsumentow. W poszukiwaniu alternatywnych metod izomeryza-
cji laktozy zwraca si¢ uwagg na zastosowanie w tym celu preparatéw p-galaktozydazy.

Otrzymywanie oligosacharydow z udziatem glikozydaz, w tym [-D-galakto-
zydazy jest mozliwe dzigki termodynamicznie kontrolowanym reakcjom syntezy, tj.
odwroconej hydrolizie, badz dzigki kinetycznie kontrolowanym reakcjom transferu,
tzw. transgalaktozylacji (rys. 2). W $rodowisku wodnym reakcja transgalaktozylacji
konkuruje z reakcja hydrolizy [14]. Czgsto reakcja prowadzona jest w uktadach hetero-
gennych preferujacych transgalaktozylacjg, np. w $rodowisku dwufazowym [3]. Pro-
blemem jest stabilno$¢ P-galaktozydazy w reakcji transgalaktozylacji w $rodowisku
o subkrytycznie matym wspotczynniku aktywnosci wody (a,,). Synteza w srodowisku
o malej wartosci a,, nie jest zagadnieniem nowym, jednak najbardziej preferowane do
tego typu zastosowan lipazy sa aktywne w s$rodowisku o wartosci a@,=4x107,
a P-galaktozydaza z migdalow wymaga do swojej aktywnosci srodowiska o wartosci
a,, 0d 0,4 do 0,8 [30]. W celu zapewnienia korzystnej aktywnosci B-galaktozydazy ko-
nieczne jest zastosowanie metod pozwalajacych zwigkszy¢ ich stabilnos¢ w srodowi-
skach o matej warto$ci wspotczynnika a,,, np. immobilizacji enzymu [18, 22].
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Rys. 2. Reakcja enzymatycznej syntezy laktulozy w wyniku transgalaktozylacji (B-GAL —
B-galaktozydaza).

Fig. 2.  Enzymatic reaction of lactulose synthesis resulting from the transgalactosylation catalyzed by
B-galactosidase (B-GAL — B-galactosidase).

Intensyfikacji badan w tym zakresie sprzyja wzrastajace zainteresowanie laktulo-
za stosowana jako sktadnik bifidogenny (prebiotyczny) dodawany do zywnosci lub
farmaceutykow, cho¢ jej wlasciwos$ci prebiotyczne sa mniejsze niz frukto- lub galakto-
oligosacharydéw [26]. O oplacalnosci metody otrzymywania laktulozy decyduje takze
cena substratu. Mozna w tym celu zastosowa¢ koncentraty serwatki lub permeatu po
jej ultrafiltracji.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki badan, ktérych celem byto
ustalenie warunkow syntezy GOS i/lub laktulozy w roztworach permeatu po ultrafiltra-
cji serwatki z uzyciem handlowych preparatow p-galaktozydazy. Podczas ustalania
parametrow technologicznych zwrocono uwage na zaleznos¢ wydajnosci syntezy GOS
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i/lub laktulozy od: rodzaju stosowanego preparatu (-galaktozydazy, st¢zenia laktozy
i fruktozy w $rodowisku reakcji, a takze czasu procesu.

Materialy i metody badan

W doswiadczeniach stosowano nastgpujace preparaty B-D-galaktozydazy: Maxi-
lact 2000 z Kluyveromyces lactis (DSM, Warszawa, Polska), Lactozym 2000L z Kluy-
veromyces fragilis (Novozymes, Polska), Ha-Lactase z Aspergillus oryzae (Chr. Han-
sen, Chorwacja), o aktywnosci enzymatycznej odpowiednio: 500, 780, 600 GAU. Ak-
tywnos$¢ preparatow enzymatycznych oznaczano z uzyciem, jako substratu, roztworu
O-nitrofenylo-f-D-galaktopyranozydu (ONPG). Jednostke aktywnosci B-galaktozydazy
(GAU) definiowano jako dawke enzymu, ktéra w warunkach oznaczenia (T = 40 °C,
pH = 6,5, t = 10 min) uwalnia 1 gmol O-nitrofenolu w ciagu 1 min [13]. W badaniach
stosowano suszony permeat po ultrafiltracji serwatki, produkowany przez Zaktad Mle-
czarski Ostrowia (Ostrow Mazowiecki), o zawartosci suchej masy 97 %, w tym 75 %
laktozy.

Reakcje hydrolizy laktozy z rownoczesna transgalaktozylacja byly prowadzone
w roztworach wodnych permeatu po ultrafiltracji serwatki zawierajacych: 10, 20 lub
30 % laktozy, w temperaturze 40 °C. Syntez¢ laktulozy prowadzono w roztworze
permeatu o zawartosci laktozy 20 % (pH = 6,5), wzbogacanym dodatkiem 5, 10 lub
15 % fruktozy.

Reakcje katalizowana przez preparaty B-galaktozydazy dodawane w dawce od-
powiadajacej 40 GAU na 1 g laktozy prowadzono w tazni wodnej o temp. 40 °C przez
1 godzing. Przebieg reakcji kontrolowano pobierajac co 5 min probki, ktore w celu
inaktywacji enzymu ogrzewano w temp. 100 °C przez 10 min, odwirowywano
(2000xg, 10 min, 4 °C), filtrowano przez filtr o porowatosci 0,45 um i poddawano
analizie chromatograficzne;.

Oznaczenie chromatograficzne sktadu sacharydow prowadzono metoda HPLC,
z zastosowaniem systemu 1100 (Agilent). Faza ruchoma byta mieszanina: acetonitryl :
woda dejonizowana, 75 : 25 (v:v) (1 cm?*/min). Stosowano kolumn¢ Luna NH, (Phe-
nomenex; 250 mm, 4,6 mm, 5 pm, 1001&), termostatowana w 40 °C oraz detektor lase-
rowy $wiatta rozproszonego, PL-ELS 1000 (Polymer Laboratories, UK). Temperatura
odparowania i rozpylacza wynosita odpowiednio: 90 i 80 °C, a natgzenie przeptyw
azotu 1,5 SLPM (standardowe litry/ min). Probki o objetosci 1pl nanoszono do kolum-
ny z uzyciem automatycznego podajnika probek G1313A (Agilent). Analiz¢ chroma-
togramow prowadzono za pomoca oprogramowania Chem Station (Hewlett Packard).

Stosowano wzorce: fruktozy, laktozy, glukozy (POCh S.A. Gliwice), galaktozy
(Merck, Polska), laktulozy, 6-O-B-D-galaktopyranozyl-D-galaktopyranozydu (GOS-2),
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i 4-0O-(3-0-0-D-galaktopyranozyl-a-D-galaktopyranozyl)-D-galaktopyranozydu (GOS-
3) (Sigma, Poznan).

Zawarto$¢ poszczegolnych sacharydow (zawartos¢ glukozy i galaktozy oznacza-
no tacznie) w probkach wyrazano procentowo w stosunku do catkowitej ich zawartosci
we frakcji sacharydow.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw obliczano takze: stopien hydrolizy laktozy
(DLH) (1), wydajno$¢ uwalniania monosacharydéw (MY) (2) oraz wydajnos¢ syntezy
laktulozy wyrazana w procentach poczatkowej zawartosci laktozy w mieszaninie reak-
cyjnej.

RL
DLH =(1-—)x100% 1
( IL)X 0 (1)

gdzie:
RL — koncowe stezenie laktozy [g/dm’],
IL — poczatkowe stezenie laktozy [g/dm’],
GLU, GAL — stezenie glukozy i galaktozy [g/dm’].
Wyniki wszystkich do§wiadczen przedstawiono jako $rednie z 3 powtorzen. War-
to$¢ odchylenia standardowego uzyskanych wynikoéw nie przekraczata 3 %.

Wyniki i dyskusja

Korzystng aktywno$¢ badanych preparatéw B-galaktozydazy uzyskano w $rodo-
wisku o pH 6,5 i temp. 40 °C. Po zwigkszeniu temp. powyzej 40 °C nastgpowalo gwal-
towne zmniejszenie aktywnosci wszystkich badanych enzymow. Stopien hydrolizy
laktozy, w roztworze permeatu po ultrafiltracji (UF) serwatki (10 % laktozy), przepro-
wadzonej w temp. 40 °C przez 60 min wynosit: 61, 64 i 77 %, odpowiednio w reakcji
katalizowanej przez Lactozym, Ha-Lactase 1 Maxilact. W 30 % roztworach laktozy
z permeatu jej stopien hydrolizy wynosit odpowiednio: 86, 88 1 91 %.

W kolejnym etapie badan oceniano wlasciwosci transgalaktozylacyjne stosowa-
nych preparatow [-galaktozydazy. Wydajnos¢ syntezy GOS oceniano w zalezno$ci od
poczatkowego stezenia laktozy w roztworach permeatu po UF serwatki (rys. 3). Naj-
wigksze zawartosci GOS, w danych warunkach procesu i z danym rodzajem enzymu,
uzyskano najczesciej po 20 min jego prowadzenia.

Wykazano takze, ze wydajnos¢ syntezy GOS oraz ich sktad zalezy od stezenia
laktozy, czasu reakcji oraz wlasciwosci stosowanego preparatu enzymatycznego.
W procesie prowadzonym z uzyciem preparatu Maxilact stwierdzono, ze poczatkowe
stezenie laktozy w roztworze permeatu decydowato o sktadzie chemicznym syntety-
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zowanych galaktooligosacharydéw. W roztworze permeatu z 10 % zawartoscia laktozy
syntetyzowane byly wytacznie GOS-2, w mieszaninie reakcyjnej o poczatkowej zawar-
tosci laktozy 20 % od 20. min syntetyzowane byly GOS-3, a w reakcji transgalaktozy-
lacji w 30 % roztworze laktozy stwierdzono réwniez obecno$¢ GOS-4 (rys. 3). Podob-
ne zaleznosci wykazali Cheng i wsp. [5], ktorzy w reakcji laktozy z preparatem Maxi-
lact 2000 otrzymali galaktooligosacharydy o sktadzie GOS-2 : GOS-3, w proporcji
ilosciowej 2 : 1. Z badan Boon i wsp. [4] wynika, Ze preparaty B-galaktozydazy z Bacil-
lus cirulans, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis syntetyzuja rézne ilosci i rodzaje
GOS, np. enzymy z Kluyveromyces spp. syntetyzuja glownie trioligosacharydy.

GOS [%]
GOS [%]

Zawartos¢
Content of

H-L-10
GOS5 L-10
Rys. 3.  Wydajnos$¢ syntezy GOS w zaleznos$ci od: poczatkowego stezenia laktozy w mieszaninie reak-
cyjnej oraz rodzaju enzymu (L - Lactozym, H-L — Ha-Lactase, M — Maxilact; 10, 20, 30 % — po-
czatkowe st¢zenie laktozy w mieszaninie reakcyjne;j).
Fig. 3.

GOS synthesis yield depending on the initial concentration of lactose in the reaction mixture and
on the type of enzyme (L - Lactozym, H-L — Ha-Lactase, M — Maxilact; 10, 20, 30 % - initial
concentration of lactose in the reaction mixture).

Najkorzystniejsza zawartos¢ GOS (% udzialu w sacharydach ogoétem) uzyskano

w procesie prowadzonym w roztworze permeatu o 10 % zawartos$ci laktozy z zastoso-
waniem preparatu Ha-Lactase — 13,7 % (rys. 3 1 4). Wyjatkowo w reakcji z uzyciem
tego preparatu enzymatycznego korzystng zawartos¢ GOS uzyskano po 10 min reakc;ji,
gdy stopien hydrolizy laktozy wynosit 43 %, a wydajno$¢ syntezy monosacharydow
wynosita 50 %. Po zastosowaniu immobilizowane] B-galaktozydazy z Penicillium
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expansum F3 w 38 % roztworze laktozy dopiero po 60 h reakcji uzyskano 28,7 % GOS
[16].

Zheng 1 wsp. [31] wykazali natomiast, ze wydajno$¢ syntezy GOS katalizowana
przez B-galaktozydaze z Aspergillus candidus CGMCC3.2919 jest tym wigksza, im
wyzsze jest poczatkowe stezenie laktozy w mieszaninie reakcyjnej. Zastosowanie bio-
masy Bifidocaterium bifidum NCIMB 41171, jako zrodta B-galaktozydazy, umozliwito
uzyskanie 20 % GOS w ogoélnej zawarto$ci sacharydow, gdy stezenie poczatkowe lak-
tozy wynosito az 50 % [28]. Warunki tego procesu zostaty nastgpnie udoskonalone, co
umozliwito zwigkszenie zawartosci GOS do 36 — 43 % [9].

—@— Lactozym
o Ha-Lactase
o —w¥— Maxilact

2

Zawarto$¢ GOS w sacharydach ogétem [%]
<«

GOS content in total saccharides [%]

0 10 20 30 40 50 60
Czas [min] / Time [min]
Rys. 4. Kinetyka syntezy GOS w reakcji katalizowanej przez enzymy w 10 % roztworze laktozy z per-
meatu po ultrafiltracji serwatki.

Fig. 4. Kinetics of GOS synthesis in the reaction catalyzed by enzymes in a 10 % solution of lactose
prepared from permeate upon the ultrafiltration of whey.

Z uwagi na ograniczona rozpuszczalno$¢ sacharydow w temp. 40 °C sktad mie-
szaniny reakcyjnej podczas syntezy laktulozy byt nastgpujacy: 20 % laktozy i od 5 do
15 % fruktozy. W badanych preparatach enzymatycznych nie stwierdzono aktywnosci
izomerazy glukozowej (EC 5.3.1.5), dlatego do syntezy laktulozy konieczny byt doda-
tek fruktozy. Laktuloza moze by¢ syntetyzowana przez B-galaktozydaze w roztworze
zawierajacym laktozg¢ i fruktoz¢ lub w reakcji z uzyciem galaktozy i fruktozy. Prze-
prowadzono proby syntezy laktulozy w 15 % roztworze fruktozy z dodatkiem 5, 10 lub
15 % galaktozy w temp. 40 °C i pH 6,5. Analiza chromatograficzna probek pobiera-
nych co 10 min wykazala, ze B-galaktozydaza z Kluyveromyces lactis nie syntetyzuje
laktulozy bezposrednio z produktéw jej hydrolizy.
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Rys. 5.  Wplyw wielkosci dodatku fruktozy do roztworu permeatu serwatki na syntezg laktulozy w reak-
cji katalizowanej przez preparaty enzymatyczne: a) Maxilact, b) Lactozym, c) Ha-Lactase.
Fig. 5.

Effect of the amount of fructose added to whey permeate solution on the synthesis of lactulose in
the reaction catalyzed by: a) Maxilact, b) Lactozym, c) Ha-Lactase.

Wykazano jednocze$nie, ze nie ma zalezno$ci pomigdzy aktywnoscia hydroli-
tyczna analizowanych preparatow [-galaktozydazy wobec laktulozy i aktywnoscia
transgalaktozylacyjna, ktorej wynikiem moze by¢ np. synteza laktulozy. Wysoka ak-

tywnos$¢ hydrolityczna w stosunku do laktulozy wykazywal preparat Maxilact, nato-
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miast korzystne jej stgzenie uzyskano w reakcji katalizowanej przez preparat
B-galaktozydazy, Ha-Lactase (st¢zenie poczatkowe laktozy i fruktozy, odpowiednio 20
115 %).

Stopien hydrolizy laktozy w reakcjach syntezy laktulozy wynosit od 80 do ponad
99 %. Korzystna zawarto$¢ laktulozy, po 40 - 60 min reakcji, uzyskano w roztworze
permeatu po ultrafiltracji serwatki, z najwigkszym, 15 % dodatkiem fruktozy, w reakcji
katalizowanej przez Maxilact — 31,9 g/dm? (rys. 5a); Lactozym — 37,9 g/dm? (rys. 5b);
Ha-Lactase — 65,5 g/dm? (rys. 5¢). Podobne stgzenie laktulozy (50 g/1) uzyskano po 6 h
reakcji katalizowanej przez B-galaktozydaze z Sulfolobus solfataricus [12].

W sktad mieszaniny sacharyddéw po reakcji syntezy laktulozy wchodzity galakto-
oligosacharydy (GOS) (~11 %), allolaktoza (~7 %), glukoza, galaktoza, fruktoza i co
wazne tylko §ladowe ilosci laktozy. Wymagane jest jednak przeprowadzenie analizy
spektrometrycznej, NMR, w celu potwierdzenia obecnosci allolaktozy w mieszaninie
reakcyjnej. Dodatek fruktozy nie wpltywat znaczaco na zawarto$¢ i stopien polimery-
zacji GOS otrzymywanych w wyniku reakcji transgalaktozylacji. Podobnie, jak po
reakcji w roztworze laktozy z permeatu serwatki, glownym produktem byt galaktooli-
gosacharyd o stopniu polimeryzacji wynoszacym 2 (GOS-2).

Niewiele jest dostgpnych informacji na temat enzymatycznej syntezy laktulozy,
np. Mayer i wsp. [19] wskazali, ze dodatek fruktozy w dawce 0,1-1,5 mol/l zwigksza
aktywno$¢ badanego enzymu w kierunku syntezy laktulozy, a struktur¢ chemiczna
produktu potwierdzono w badaniu spektroskopii ?C NMR. Zastosowanie permeabili-
zowanych komorek Kluyveromyces lactis umozliwito uzyskanie okoto 20 g/dm? laktu-
lozy po 3 h reakcji (40 % laktoza, 20 % fruktoza, temp. 60 °C), a wspotczynnik pro-
duktywnos$ci wynosit 6,8 g/l x h [15].

Whioski

1. Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja technologiczne mozliwos$ci stero-
wania enzymatyczng transgalaktozylacja laktozy w roztworach permeatu po ultra-
filtracji serwatki w celu poprawy wydajnos$ci reakcji syntezy GOS i laktulozy.

2. Wpykazano, ze o wydajnosci procesu decyduje dobor preparatu B-galaktozydazy,
stezenie laktozy, proporcja laktozy i fruktozy w mieszaninie reakcyjne;.

3. Efektem przeprowadzonych badan jest propozycja technologiczna produkcji kon-
centratow GOS 1 laktulozy z wykorzystaniem jako Zrodta laktozy permeatu po ul-
trafiltracji mleka lub serwatki. Otrzymane koncentraty GOS i laktulozy mozna sto-
sowac jako dodatki prebiotyczne w produkcji prozdrowotnej zywnosci (wzbogaca-
nia produktéw mleczarskich, owocowo-warzywnych, cukierniczych i piekarskich),
pasz lub preparatow farmaceutycznych.
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(10]

[11]

[12]
[13]
[14]
[15]

[16]
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ENZYMATIC SYNTHESIS OF GALACTOOLIGOSACCHARIDES AND LACTULOSE IN
WHEY-PERMEATE AFTER THE ULTRAFILTRATION OF WHEY

Summary

The results are presented of a research into technological possibilities of controlling the transgalacto-
sylation process of lactose, catalyzed by the commercially available B-galacosidases, in a permeate ob-
tained after the ultrafiltration of whey, in order to improve the efficiency of GOS and/or of lactulose syn-
thesis. It was proved that the selected -galactosidase and the substrate concentration decided on the effi-
ciency of synthesis, and, in the case of the synthesis of lactulose, the ratio of lactose and fructose amounts
as added to the reaction mixture. The efficiency of GOS synthesis and, first of all, of lactulose (65 % m/V
in total saccharides) is found acceptable. A favourable content of GOS, i.e. 13.7 %, in saccharides was
recorded after the process run in a solution of permeate with 10 % (m/V) of lactose using Ha-Lactase\to
catalyze the reaction. Based on the research conducted, a special technology of GOS and/or lactulose
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synthesis is suggested with a permeate after the ultrafiltration of milk or whey applied (as a source of
lactose). The obtained concentrates of GOS can be applied as a source of prebiotics in the production of
health-promoting food, feedstuffs or pharmaceuticals. The postulated technology provides an opportunity
for attractive, waste-free management of permeates after the ultrafiltration of milk or whey.

The subsequent investigations in this field will address experiments aiming at evaluating the condi-
tions of continuous synthesis of GOS and/or lactulose with the use of immobilized enzymes.

Key words: B-galactosidase, whey-permeate, transgalactosylation, galactooligosaccharides (GOS), lactu-
lose
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WPLYW SPOSOBU ZAGESZCZANIA ORAZ RODZAJU
SZCZEPIONKI NA TEKSTURE I PODATNOSC NA SYNEREZE
JOGURTU I BIOJOGURTOW Z MLEKA KOZIEGO

Streszczenie

Badano zmiany tekstury i podatno$¢ na synerezg jogurtu i biojogurtow produkowanych z mleka ko-
ziego niezaggszczonego, zageszezonego technika ultrafiltracji oraz z mleka zaggszczonego przez dodatek
koziego mleka w proszku. Do produkcji jogurtu stosowano szczepionkg YC-180, a do produkcji biojogur-
tow szczepionki ABY-2 i ABT-1. Zageszczanie mleka technika ultrafiltracji, w poréwnaniu z zaggszcza-
niem poprzez dodatek mleka w proszku, pozwolito uzyska¢ produkt o pozadanych cechach sensorycznych
i dobrych parametrach tekstury, a zarazem mniejszej podatno$ci na synerezg. Dodatek mleka koziego
w proszku wptywal tylko nieznacznie na poprawg tekstury jogurtu i biojogurtéw, powodujac jednoczes$nie
pogorszenie ich smaku i zapachu. Sposrod badanych produktow najlepszymi cechami sensorycznymi oraz
dobra tekstura charakteryzowal si¢ jogurt z mleka zaggszczonego technika ultrafiltracji uzyskany przy
uzyciu szczepionki YC-180.

Stowa kluczowe: jogurt i biojogurt z mleka koziego, rodzaj szczepionki, ultrafiltracja, tekstura, synereza

Wprowadzenie

Tekstura, obok smaku i zapachu, nalezy do najwazniejszych wyr6znikoéw jakosci
mlecznych napojow fermentowanych, w tym takze jogurtu [4, 12, 18, 23]. To wlasnie
wady tekstury jogurtu stanowia, obok wad smaku i zapachu, gtowna przyczyng mniej-
szej akceptacji konsumenckiej tej grupy produktow mleczarskich. Do najczgsciej wy-
stgpujacych wad tekstury naleza: zbyt luzna konsystencja jogurtu produkowanego me-
toda termostatowa oraz zbyt ptynna konsystencja i mata lepkos¢ jogurtu produkowane-
go metoda zbiornikowa [1, 2, 13]. Jogurty z mleka koziego sa szczegodlnie narazone na
wystgpowanie wad tekstury, poniewaz skrzep kwasowy z mleka koziego charakteryzu-
je si¢ mniejsza zwigzloscia i lepkoscia niz skrzep z mleka krowiego [20, 24]. Czynni-

Dr hab. inz. J. Domggaia, dr hab. inz. M. Wszolek, Katedra Przetworstwa Produktow Zwierzecych,
Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. H. Kotlqtaja w Krakowie, ul. Balicka 122,
30-149 Krakow
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kiem dodatkowym jest duza sezonowa zmiennos$¢ sktadu mleka koziego, ktéra sprzyja
wystepowaniu wad tekstury szczegolnie w $§rodkowym okresie laktacji oraz utrudnia
otrzymanie produktu o standardowych cechach jako$ciowych w ciagu catej laktacji [9].
Jedna z mozliwos$ci przeciwdziatania wystapieniu tych wad w jogurcie jest wzbogaca-
nie mleka przerobowego w sktadniki suchej masy. Mozna to robi¢ przez odparowanie
wody z mleka, dodatek mleka zaggszczonego, mleka w proszku albo innych produk-
tow mleczarskich sproszkowanych, zaggszczanie mleka technika ultrafiltracji lub od-
wroconej osmozy oraz przez dodatek stabilizatorow [22, 23]. Wybdr sposobu wzboga-
cania mleka przeznaczonego na jogurt nie pozostaje bez wplywu na tekstur¢ gotowego
produktu i jego podatnos$¢ na synerezg. Innym istotnym czynnikiem wplywajacym na
wlasciwosci jakosciowe mlecznych napojow fermentowanych jest odpowiedni dobor
kultur startowych. Rodzaj szczepionki i jej sktad moga zmieni¢ fizyczna charaktery-
styke gotowego produktu, wptywajac na jego teksture i wyglad. Niektore bakterie maja
zdolno$¢ produkowania zewnatrzkomorkowych polisacharydéw, ktére moga popra-
wia¢ stabilnosc¢ fizyczna mlecznych napojow fermentowanych [6, 7, 10].

Celem niniejszej pracy bylo porownanie cech tekstury oraz podatnosci na synere-
zg jogurtu i biojogurtéw z mleka koziego niezaggszczonego, zagegszczonego technika
ultrafiltracji oraz wzbogaconego przez dodatek koziego mleka w proszku.

Material i metody badan

Material badawczy stanowito mleko zbiorcze, pochodzace od 10 kéz rasy ‘polska
biata uszlachetniona’ pobierane trzykrotnie w $rodkowym okresie laktacji (czerwiec -
wrzesien). Do produkcji jogurtu przeznaczano mleko niezaggszczone, poddane 1,5-
krotnemu (v/v) zaggszczeniu technika ultrafiltracji oraz mleko z dodatkiem koziego
mleka w proszku firmy Danmis (Polska). Mleko w proszku dodawano w takiej ilosci,
aby zawarto$¢ suchej masy w mleku przerobowym byta zblizona do zawartosci suchej
masy w mleku zageszczonym technika ultrafiltracji. Proces ultrafiltracji prowadzono w
temp. 50 °C przy uzyciu urzadzenia CH2A z filtrem wtokienkowym Hollow Fiber
H1P30-20 o wielkosci por 30-10° Da firmy Amicon (Szwajcaria). Mleko przeznaczone
do produkcji jogurtu (niezageszczone 1 zaggszczone) pasteryzowano w temp. 85 °C
przez 15 min, schtadzano i zaszczepiano trzema réznymi kulturami startowymi: jogur-
towa YC-180 oraz biojogurtowymi ABY-2 i ABT-1 firmy Chr. Hansen (Dania),
w ilo$ci 2 % zakwasu roboczego. Temp. zaszczepiania i inkubacji szczepionki YC-180
wynosila 44 °C, a szczepionek ABY-2 i ABT-1 37 °C Inkubacj¢ prowadzono do uzy-
skania pH 4,8. Po uzyskaniu zadanego pH produkty schtadzano do temp. 5 °C. W tej
temperaturze produkty przetrzymywano do dnia nastgpnego (okoto 14 h) i poddawano
analizie. W mleku przeznaczonym na jogurt oznaczano zawarto$¢: suchej masy, biatka
ogbélem, azotowych zwiazkow niebiatkowych, tluszczu, laktozy i zwiazkéw mineral-
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nych oraz gestos¢, lepkosé, kwasowos¢ potencjalna i kwasowos$¢ czynna [3, 15]. Ana-

liza jogurtu obejmowata:

— oceng sensoryczna wedhug skali 5-punktowej; oceng prowadzit odpowiednio prze-
szkolony zespotl skladajacy si¢ z 5 0sob, ocenie podlegaty nastepujace wyrozniki
jakosci: smak, zapach, barwa, konsystencja i optyw serwatki (synereza);

— pomiar lepko$ci przy uzyciu wiskozymetru rotacyjnego Rheotest 2 firmy VEB
MLW Medingen (Niemcy) o kontrolowanej szybkosci $cinania w ukladzie cylin-
drow wspotosiowych typu s/s; i stosunku $rednic cylindra wewngtrznego do ze-
wnetrznego 0,94. Temp. pomiarow wynosita 15 °C. Lepkos$¢ pozorna wyliczano
przy szybkoéci $cinania 9 s (piaty punkt pomiarowy w zakresie Ia) na krzywej
WZnoszacej;

— analizg profilu tekstury — przy uzyciu analizatora tekstury TA-XT2 firmy Stable
Micro Systems (Wielka Brytania). Stosowano test penetrometryczny przy uzyciu
walca o srednicy 20 mm, szybkosci penetracji 1 mm/s i glebokosci penetracji
25 mm. Z kazdej probki otrzymywano wykresy analizy tekstury, ktoére analizowano
przy uzyciu programu Texture Expert for Windows, v.1,05 firmy Stable Micro Sys-
tem, stosujac algorytm Fracture TPA, pozwalajacy wyznaczy¢ twardo$¢ i adhezyj-
no$¢ skrzepu jogurtowego [16];

— oznaczenia synerezy metoda saczenia na siatce [11] oraz metoda wirdwkowa [14].

Doswiadczenie przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach. Wyniki
opracowano statystycznie. Przeprowadzono jedno- i dwuczynnikowa analize wariancji,

a istotnos¢ roznic migdzy $rednimi oszacowano testem Duncana.

Wiyniki i dyskusja

Podstawowy sktad chemiczny i wlasciwos$ci fizykochemiczne mleka przeznaczo-
nego do produkcji jogurtu i biojogurtdw (niezaggszczonego i zaggszczonego) przed-
stawiono w tab. 1. Wzbogacanie mleka zaréwno przy uzyciu techniki ultrafiltracji, jak
i przez dodatek koziego mleka w proszku istotnie zmieniato zawartos¢ gtéwnych
sktadnikow oraz podstawowe parametry fizykochemiczne mleka wzbogaconego w
poréwnaniu ze sktadem i wiasciwosciami mleka niewzbogaconego. Zgodnie z zaloze-
niem do$wiadczenia nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy miedzy wynikami
zawarto$ci suchej masy mleka zageszczonego technika ultrafiltracji i mleka z dodat-
kiem proszku mlecznego. Sposéb wzbogacania mleka istotnie wptywat natomiast na
zawarto$¢ biatka, thuszczu, laktozy, zwiazkow azotowych niebiatkowych, a takze ge-
stos¢ 1 lepko$¢ mleka przerobowego. Zaggszczanie mleka technika ultrafiltracji spo-
wodowato zwigkszenie zawartosci suchej masy, bialka, thuszczu i zwiazkow mineral-
nych, a zmniejszenie zawartosci laktozy i zwiazkdéw azotowych niebiatkowych. Wzro-
sta takze gestosé, lepkosé 1 kwasowos¢ potencjalna uzyskanego koncentratu w porow-
naniu z wartoécig tych parametrow w mleku niezaggszczonym. Mleko z dodatkiem
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koziego mleka w proszku charakteryzowato si¢ wigksza zawartoscia wszystkich gtow-
nych sktadnikow, wigksza gestoscia, lepkoscia i kwasowoscia potencjalna w porowna-
niu z mlekiem bez dodatku mleka w proszku.

Tabela l
Sktad i wlasciwosci fizykochemiczne mleka koziego przeznaczonego na jogurt i biojogurty (wartoSci
srednie z 3 serii + btad standardowy $redniej).
Composition and physicochemical properties of goat’s milk used for preparing yoghurt and bio-yoghurt
(mean values from 3 series + standard error of the mean).

Component or eature N uF P
Sucha masa / Total solids [%] 12,07°B+ 0,15 14,674+0,15 14,595+ 0,10
Biatko ogdtem / Total protein [%] 3,078+ 0,09 4,48%C+ 0,05 3,755+ 0,07
N niebiatkowy / NPN  [%] 0,44* + 0,01 0,38* £ 0,01 0,474+ 0,01
Thuszez / Fat [%] 3,63*B+0,16 527°¢+0,15 4,265 + 0,07
Laktoza / Lactose [%)] 4,54%8 £ 0,06 4,07%¢ + 0,06 5,505¢ +0,14
Popidt / Ash [%] 0,748 + 0,00 0,92+ 0,03 0,928+ 0,01

Gesto$é / Density [g/cm3] 1,0297* £0,0006 | 1,0321*+0,0006 | 1,0353**+0,0010

Lepkos¢ / Viscosity [mPa-s] 1,998 + 0,00 2,804€ £0,08 2,238¢ 10,00
Kwasowo$¢ potencjalna / Acidity [°SH] 6,6 £ 0,01 7,74 40,01 8,15+ 0,01
pH/pH 6,51 + 0,06 6,50 + 0,07 6,35 + 0,03

Objasnienia: / Explanatory notes:

N - mleko niezaggszczone / non-concentrated milk; UF - mleko zageszczone technika ultrafiltracji / milk
concentrated using ultrafiltration method; P - mleko z dodatkiem koziego mleka w proszku / milk with
addition of goat’s milk powder;

A-C _ roznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01) oznaczone takimi samymi literami w rzedach / statis-
tically highly significant differences (p < 0.01) denoted by the same letter in the rows;

- roznice statystycznie istotne (p < 0,05) oznaczone taka sama litera w rzedach / statistically significant

differences (p < 0.05) denoted by the same letter in the rows.

Podobne tendencje zmian zawarto$ci sktadnikow mleka krowiego poddanego ul-
trafiltracji odnotowali Biliaderis i wsp. [5] oraz Domagata i Kupiec [8]. Niektorzy au-
torzy, prowadzac ultrafiltracje mleka koziego lub krowiego [2, 4], stwierdzili jednak
wzrost zawartos$ci laktozy po ultrafiltracji, podczas gdy w niniejszych badaniach ilo$¢
laktozy w koncentratach UF byta mniejsza niz w mleku przed ultrafiltracja. Zmiany
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zawartosci wszystkich skladnikéw suchej masy oraz kwasowosci mleka koziego
wzbogaconego proszkiem mlecznym uzyskane w niniejszej pracy byly podobne do
tych, jakie wykazali Abrahamsen i Holmen [2].

Srednie wyniki oceny sensorycznej, parametrow tekstury oraz analizy synerezy
produkowanego jogurtu i biojogurtow przedstawiono w tab. 2. W tab. 3. i 4 przedsta-
wiono wyniki analizy wariancji dotyczacej wptywu sposobu wzbogacania i rodzaju
stosowanej szczepionki na badane wyr6zniki jakosci jogurtu i biojogurtow. Stwierdzo-
no statystycznie wysoko istotny wplyw sposobu zwigkszenia zawartosci suchej masy
w mleku na lepkos¢ pozorna, twardos¢, adhezyjnosc, site ekstruzji i synerezg jogurtu
i biojogurtow oraz statystycznie istotny wplyw na wyniki oceny sensorycznej. Rodzaj
zastosowanej szczepionki istotnie zmieniatl wyniki oceny sensorycznej jogurtu i biojo-
gurtdow oraz ich lepko$¢ pozorna, adhezyjnosé, silg ekstruzji oraz synerez¢ oznaczana
metoda saczenia. Stwierdzono takze istotne interakcje obu badanych czynnikow
w odniesieniu do lepkosci pozornej, adhezyjnosci i synerezy jogurtu i biojogutow.
Najwyzsza notg¢ w ocenie sensorycznej uzyskat jogurt z mleka zaggszczonego technika
ultrafiltracji produkowany przy uzyciu szczepionki YC-180. Jogurt ten charakteryzo-
wat si¢ wigksza lepkos$cia, twardoscia i adhezyjnos$cia niz jogurty produkowane przy
uzyciu szczepionek biojogurtowych. Nizsza ocena sensoryczna jogurtu i biojogurtow
produkowanych z mleka wzbogaconego kozim mlekiem w proszku wynikata nie tylko
z mniejszej lepkosci i twardo$ci, a wigkszej synerezy tych produktéw w poréwnaniu
z produktami z mleka ultrafiltrowanego, ale takze z pojawiajacych si¢ wyraznie wad
smaku i zapachu, okres§lanych jako zapach i posmak kozi. Najmniej punktow w ocenie
sensorycznej uzyskaty biojogurty produkowane przy uzyciu szczepionki ABT-1 za-
rowno z mleka niezaggszczonego, jak i zaggszczanego obiema metodami. Jogurty te
charakteryzowaty si¢ istotnie mniejsza lepkos$cia niz jogurt produkowany przy uzyciu
szczepionki YC-180, jak 1 biojogurt produkowany przy uzyciu szczepionki ABY-2.
Z kolei adhezyjno$¢ i sita ekstruzji biojogurtu produkowanego przy uzyciu szczepionki
ABT-1 byly generalnie wigksze od wartosci tych parametrow biojogurtu produkowa-
nego przy uzyciu szczepionki ABY-2. Nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian
kwasowosci 1 twardo$ci skrzepu jogurtowego w zaleznosci od rodzaju uzytej szcze-
pionki. Jogurt i biojogurty z mleka niezaggszczonego charakteryzowaly si¢ ogolnie
wigksza podatnoscia na synerezg¢ niz jogurt i biojogurty z mleka zaggszczanego obiema
metodami, przy czym zageszczanie mleka technika ultrafiltracji w wigkszym stopniu
ograniczato synerez¢ niz wzbogacanie przez dodatek mleka koziego w proszku. Jedy-
nie w przypadku synerezy oznaczanej metoda saczenia na siatce jogurt zar6wno z mle-
ka niezaggszczonego, jak i z mleka zageszczanego charakteryzowat si¢ wigksza podat-
nos$cia na synereze¢ niz biojogurty produkowane przy uzyciu obu szczepionek.
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Tabela 4
Wartos$ci $rednie najmniejszych kwadratow dotyczace wpltywu sposobu zaggszczania mleka i rodzaju
szczepionki na teksturg jogurtu z mleka koziego.
Mean values of the smallest squares referring to the effect of concentration method and starter culture type
on the texture of goat’s milk yoghurt.

Sposob zaggszczania Rodzaj szczepionki
Cecha Method of concentration Type of starter culture
Feature
N UF P YC-180 ABY-2 ABT-1

Ocena sensoryczna
Sensory evaluation 428" 4,63® 4,28° 4,65 4,478 4,06"P
[pkt] / [scores]
pH /pH 421 4,41 4,14 4,24 4,15 4,37
Lepkos¢ pozorna
Apparent viscosity 197,09% | 471,91°% | 295,63"® | 492,75%® | 312,68 | 159,195¢
[mPa-s]

Twardo$¢é
Hardness 16,43% | 27,0948 19,428 24,232 20,62 18,09°
[G]

Adhezyjnosé
Adhesiveness 17,3248 | 50,644C | 25285€ | 40,01 | 24,09* 29,148
[IG-sl]

Sita ekstruzji
Extrusion force 83,89%% | 198,258 | 120,69* | 181,62%8 | 96,87" 124,348
[G]

Synereza I*
Syneresis 214 1148 238 2748 134 158
(%]

Synereza I1**
Syneresis 11 5548 214¢ 318 3280 37° 37°
[%]

Objasnienia: / Explanatory notes:

N - mleko niezaggszczone / non-concentrated milk; UF - mleko zaggszczone technika ultrafiltracji / milk
concentrated using ultrafiltration method; P - mleko z dodatkiem koziego mleka w proszku / milk with
addition of goat’s milk powder;

AB _ roznice statystycznie wysoko istotne (p < 0,01) oznaczone takimi samymi literami w rzedach / statis-
tically highly significant differences (p < 0.01) denoted by the same letter in the rows;

*_ roznice statystycznie istotne (p < 0,05) oznaczone taka sama litera w rzedach / statistically signifficant
diferences (p < 0.05) denoted by the same letter in the rows.
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Pazakova i wsp. [13] poréwnali wyniki oceny sensorycznej jogurtow z niezaggsz-
czonego mleka koziego, krowiego 1 owczego. Jogurty z mleka koziego otrzymaly naj-
mniejsza ilo$¢ punktow, przy czym konsystencja jogurtu w najwigkszym stopniu
wplywala na obnizenie ogodlnej oceny sensorycznej. Oceniane przez nich jogurty
z mleka koziego charakteryzowaly sig¢ zbyt luzna konsystencja i miaty wyraznie wy-
czuwalny kozi posmak. Wedtug Tamime i wsp. [21, 22, 23] o wtasciwos$ciach tekstu-
ralnych i strukturze skrzepu jogurtowego decyduje w gltdéwnej mierze zawarto$¢ suchej
masy, a szczegolnie biatka. W niniejszych badaniach mleko zaggszczone technika ul-
trafiltracji charakteryzowalo si¢ tylko o 0,08 % wigksza zawartoscia suchej masy
w porownaniu z mlekiem z dodatkiem proszku mlecznego. Jednak zawarto$¢ w nich
biatka roznita sig¢ o 0,73 %. W porownaniu z zawartoscia biatka w mleku niezaggsz-
czonym, zawarto$¢ biatka w mleku ultrafiltrowanym zwigkszyta si¢ o 1,41 %. Ttuma-
czy¢ to moze stwierdzone roznice w parametrach tekstury produkowanych jogurtow.

Rohm i Kovac [17] badali wptyw réznych szczepionek jogurtowych i jednej bio-
jogurtowej na lepkos¢ i wlasciwosci fizyczne jogurtu. Sposrod przebadanych przez
nich szczepionek 10 byto tradycyjnie jogurtowywch, a jedna zawierala w swym skla-
dzie obok S. thermophilus takze L. acidophilus oraz Bifidobacterium. Jogurt produko-
wany przy uzyciu tej zmodyfikowanej szczepionki charakteryzowal si¢ stosunkowo
mata twardos$cia skrzepu i dosy¢ duza synereza. Wyniki biojogurtu produkowanego
przy uzyciu szczepionki ABT-1, uzyskane w niniejszej pracy, zblizone sa do wynikow
tych autorow [17] w przypadku szczepionki zmodyfikowanej. Domagata [6], badajac
wplyw rodzaju szczepionki na teksturg¢ jogurtow i biojogurtow z niezaggszczonego
mleka koziego, stwierdzit, ze rodzaj szczepionki nie wplywat istotnie na zmiany jako-
$ci sensorycznej, lepkos$ci pozornej i parametréw tekstury w obrebie samych jogurtow
czy biojogurtow, ale istotne roznice wartosci tych parametréw wystapity miedzy jogur-
tami i biojogurtami. Podobny wptyw rodzaju szczepionki na wtasciwosci reologiczne
jogurtdow 1 biojogurtow z niezaggszczonego mleka koziego stwierdzili wezesniej Do-
magata i Juszczak [7].

Znaczng poprawe wiasciwosci teksturalnych oraz zmniejszenie podatnos$ci na sy-
nerez¢ jogurtu produkowanego z mleka zaggszczonego przez ultrafiltracje stwierdzito
wielu autoréw [1, 2, 4, 5, 8, 18, 19, 21]. Wedlug Abrahamsena i Holmena [2] jogurty
produkowane zarowno metoda termostatowa, jak i zbiornikowa z mleka koziego pod-
danego ultrafiltracji otrzymywaly w ocenie sensorycznej wigcej punktow za konsy-
stencje niz jogurty produkowane z mleka zaggszczanego innymi metodami tj. przez
odparowanie wody, dodatek mleka w proszku czy zageszczanie technika odwroconej
osmozy. Jogurty z mleka krowiego poddanego ultrafiltracji produkowane przez tych
samych autorow [1] charakteryzowaly si¢ najwigksza twardoscia zelu i lepkoscia
w poréwnaniu z jogurtami otrzymanymi z mleka wzbogaconego innymi metodami,
a takze z mleka niezageszczonego. Biliaderis i wsp. [5], Becker i Puhan [4], a takze
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Savello i Dargan [18, 19] stwierdzili, Ze jogurty produkowane z mleka zaggszczonego
technika ultrafiltracji wykazywatly wigksza twardo$¢ zelu i wigksza lepkos¢ po wymie-
szaniu niz jogurty produkowane z mleka wzbogaconego mlekiem w proszku. Lankes
i wsp. [12] zaobserwowali podobne zaleznosci w odniesieniu do jogurtu z mleka ultra-
filtrowanego, zaggszczanego na wyparce i wzbogaconego przez dodatek odttuszczo-
nego mleka w proszku do zawartosci 16 % suchej masy. Obserwacje swoje potwierdzi-
li oni zarowno testami penetrometrycznymi oraz pomiarami reologicznymi, takze przy
uzyciu testow dynamicznych. Savello i Dargan [18, 19] podkreslili takze, ze zaggsz-
czanie mleka przeznaczonego do produkcji jogurtu technika ultrafiltracji znacznie
zmnigjsza podatnos$¢ jogurtu na synerezeg.

Whioski

1. Wzbogacanie mleka koziego, przeznaczonego do produkcji jogurtu, w sktadniki
suchej masy oraz sposob jego przeprowadzenia istotnie zmienia sktad i wlasciwosci
mleka oraz istotnie wptywa na teksture i podatnos¢ na synereze produktu gotowego.

2. Zageszczanie mleka technika ultrafiltracji pozwala uzyskaé produkt o znacznie
lepszych cechach sensorycznych, dobrych parametrach tekstury i mniejszej podat-
no$ci na synereze niz wzbogacanie przez dodatek mleka w proszku, ktory tylko
nieznacznie poprawia wlasciwosci teksturalne jogurtu i biojogurtow, niekorzystnie
wplywajac jednocze$nie na ich smak i zapach.

3. Rodzaj stosowanej szczepionki istotnie wptywa na jakos$¢ produktéw fermentowa-
nych z mleka koziego. Jogurt uzyskany przy uzyciu szczepionki YC-180 charakte-
ryzowal si¢ bardziej pozadang tekstura i og6lna jako$cia sensoryczng przy nieco
wigkszej podatnosci na synerez¢ niz biojogurty uzyskane przy uzyciu szczepionek
ABT-11ABY-2.
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EFFECT OF CONCENTRATION METHOD AND STARTER CULTURE TYPE ON THE
TEXTURE AND SUSCEPTIBILITY TO SYNERESIS OF YOGHURT AND BIO-YOGHURTS
MADE OF GOAT’S MILK

Summary

There were investigated changes in texture and susceptibility to syneresis of yoghurt and bio-yoghurts
made of goat’s milk that was non-concentrated, ultrafiltrated, and concentrated using powdered milk. YC-
180 starter culture was used to make yoghurt, and ABY-2 and ABT-1 starter cultures to make bio-
yoghurts. When milk was concentrated using an ultrafiltration method, the final product received showed
desirable sensory properties, good texture parameters, and a lower susceptibility to syneresis compared to
the final product received using milk concentrated by the addition of powdered milk. The addition of
powdered milk insignificantly improved the texture of yoghurt and bio-yoghurts, but, on the other hand, it
caused the deterioration of their smell and taste. Among the products studied, the yoghurt of goat’s milk
concentrated by the ultrafiltration method and made using YC-180 starter culture had the best sensory
properties and a good texture.

Key words: goat’s milk yoghurt and bio-yoghurt, starter culture type, ultrafiltration, texture, syneresis
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EWA CZARNIECKA-SKUBINA, IWONA NAMYSLAW

WYBRANE ELEMENTY ZACHOWAN ZYWIENIOWYCH UCZNIOW
SZKOL SREDNICH

Streszczenie

Celem badan ankietowych byta ocena wybranych elementéw zachowan zywieniowych 1015 uczniéw
warszawskich szkot §rednich. Znaczna czg$¢ badanych uczniéw nie potrafita ocenié, czy odzywia sig
zgodnie z zasadami racjonalnego zywienia lub uznawata swoje nawyki zywieniowe za nieprawidtowe.
Uczniowie zazwyczaj spozywali 3 — 4 positki, przy czym dziewczgta istotnie czgsciej ograniczaty liczbg
positkow w ciagu dnia. Stwierdzono wiele nieprawidlowych zachowan zywieniowych mtodziezy. Ponad
80 % ogohu respondentéw spozywato przekaski pomigdzy gtdéwnymi positkami. Warzywa byly gltéwnie
spozywane jako dodatek do obiadu, nieliczna grupa mlodziezy (okoto 10 %) spozywata je w czasie pod-
wieczorku 1 kolacji. Wielu uczniéw w ogole nie spozywato pierwszego i drugiego $niadania, a na drugie
$niadanie spozywato batony. Udzial szkoly w ksztattowaniu zachowan zywieniowych jest do§¢ znaczny,
okoto 30 % milodziezy deklarowato, ze wiedzg na temat racjonalnego odzywiania zdobylo w szkole.
Wyniki badan ankietowych wskazuja, ze niezbgdne jest prowadzenie edukacji zywieniowej wsrod mto-
dziezy i ich rodzicow, w celu ksztattowania prawidlowych nawykow zywieniowych i korygowania popet-
nianych w tym zakresie btedow.

Stowa kluczowe: zachowania zywieniowe, mtodziez szkot Srednich, badania ankietowe

Wprowadzenie

Dowiedziony jest zwigzek pomigdzy odzywianiem si¢ a zdrowiem. Zachowania
zywieniowe nabyte w dziecinstwie 1 mtodosci zazwyczaj powielane sa w zyciu doro-
stym. Zaleza one od wielu réznorodnych aspektéw: ekonomicznych, politycznych,
kulturowych, spotecznych, geograficznych czy religijnych [8, 16, 29]. Stwierdzono ich
$cisty zwiazek z nawykami wyniesionymi i utrwalonymi w domu. Wszelkie nieprawi-
dtowosci w tym zakresie nalezy korygowaé juz u mlodziezy szkolnej, gdyz wadliwy
sposob zywienia powoduje opdznienia w rozwoju fizjologicznym, ogranicza aktyw-
no$¢ psychofizyczng ucznia, obniza zdolno$¢ uczenia si¢ i koncentracji uwagi [25].

Dr inz. E. Czarniecka-Skubina, mgr inz. 1. Namystaw, Katedra Techniki i Technologii Gastronomicznej,
Wydz. Nauk o Zywieniu Czlowieka i Konsumpcji, Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowo-
ursynowska 159 C, 02-776 Warszawa
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Nieprawidtowe zachowania zywieniowe sa rowniez gtdéwna przyczyna nadwagi i oty-
tosci prostej u mtodziezy [7]. Istotng rolg¢ w prewencji otylosci u dzieci i mtodziezy
odgrywa wiedza rodzicow, dlatego edukacja rodzicow powinna by¢ ukierunkowana na
wzmocnienie postawy $wiadomos$ci i odpowiedzialno$ci za ksztaltowanie zachowan
zywieniowych 1 wzorcow aktywnosci ruchowej dzieci [16].

Celem niniejszych badan byla ocena wybranych elementow zachowan zywienio-
wych uczniow warszawskich szkot Srednich, a w szczegolnosci liczby i rodzaju spo-
zywanych dan oraz napojow, jak rowniez zainteresowania prawidtowym odzywianiem.

Material i metody badan

Badania ankietowe przeprowadzono metoda wywiadu bezposredniego wsrod
uczniow losowo wybranych warszawskich szkét srednich. Uzyskano w sumie 1015
prawidlowo wypelionych ankiet. Przewazajaca liczbg¢ respondentow stanowili
uczniowie szkot ogolnoksztatcacych (93,8 %). Byty to glownie osoby w wieku 171 18
lat (67,7 %), w przewadze dziewczgta (56,6 % badanych) (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka badanej populacji.
Description of the population surveyed.
Cechy populacii Liczba respondentow | Procent respondentow
¥y pop ¢ hJ Grupa Number of Percentage of
F eaturesq the Group respondents respondents
population
[n] [ %]
Ot
Ogblem 1015 100
Total
Pleé Dziewczeta / Girls 573 56,5
Gender Chtopcy / Boys 442 43,5
16 lat / 16 years 259 25,5
Wiek 17 lat / 17 years 368 36,3
Age 18 lat / 18 years 319 31,4
19-21 lat / 19-21 years 69 6,8
Li 6lnoksztak
iceum ogdlnoksztalcace 952 93.8
Rodzaj szkoty Secondary School
Kind of school Technikum zawodowe 63 6.2
Vocational Engineering School ’

Kwestionariusz ankiety zawieral pytania dotyczace: samooceny sposobu odzy-
wiania przez mlodziez, zainteresowan mtodziezy prawidlowym zywieniem, rozumie-
nia pojgcia potrawa prozdrowotna, liczby i1 rodzaju spozywanych positkow w ciagu
dnia, spozywania przekasek pomigdzy gtdéwnymi positkami, zrédet zdobywania wie-
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dzy zywieniowej przez mtodziez, a takze charakterystyki respondentow. Pytania
w kwestionariuszu miaty charakter zamknigty.

Analize statystyczna uzyskanych wynikoéw przeprowadzono z wykorzystaniem
pakietu statystycznego ,,Statistica” PL dla Windows v.5.5. Do analizy zastosowano test

v’ z poprawka Yatesa. Wystepowanie roznic statystycznie istotnych badano przy po-
ziomie istotnosci p < 0,05.

Whiyniki i dyskusja

Samoocena sposobu zywienia uczniow

Znaczna czes$¢ badanych respondentow (42,3 %), niezaleznie od pici (brak istot-
nych roznic, p = 0,4249), uwazata, ze odzywia si¢ nieprawidtowo, natomiast 21,1 %
nie potrafito okresli¢ czy zywilo si¢ zgodnie z zasadami racjonalnego zywienia (rys. 1).
Tylko 36,7 % uczniow bylo przekonanych, ze odzywia si¢ prawidlowo. Istotnie czg-
sciej byty to osoby w wieku 17 1 18 lat (p = 0,01593).

45+
40—
s 35—
3 S
2=
E 5 30—
S 2
g E 25|
=
S 20 . .
3 é O Dziewczeta / Girls
g é 15 @ Chilopcy / Boys
@)

M Ogodlem / Total

Prawidlowy sposob  Nieprawidlowy Uczen nie potrafi

Zywienia sposob zywienia oceni¢ wlasnego
Proper diet Improper diet sposobu zywienia
Respondent cannot
judge his/her type
of diet

Rys. 1. Opinia ucznidw na temat wlasnego sposobu odzywiania (n = 1015).
Fig. 1.  Opinions of the secondary school children on their own eating habits (n = 1015).
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Podobne wyniki uzyskali Kowieska i wsp. [15], 30 % ankietowanej przez nich
mtlodziezy szkolnej uznato swdj sposob odzywiania jako zdrowy. Jednakze autorzy Ci
nie znalezli potwierdzenia tej opinii w odpowiedziach dotyczacych deklarowanych
przez mtodziez zachowan zywieniowych i stwierdzili znaczne braki wiedzy z zakresu
racjonalnego odzywiania.

Zainteresowanie prawidtowym odzywianiem wsrod respondentow

Okoto 41,5 % ogo6tu badanych respondentow wskazywato na zainteresowanie ra-
cjonalnym odzywianiem. Istotnie czg$ciej byly to dziewczgta (p = 0,000001). Tak
wskazywato, niezaleznie od wieku (p < 0,05), okoto 50 % dziewczat bioracych udziat
w badaniu. Uczniowie Ci podkreslali, ze prawidtowe zasady odzywiania realizuja po-
przez: spozywanie produktow prozdrowotnych wzbogacanych w witaminy, sktadniki
mineralne czy bifidobakterie (23,3 % odpowiedzi), regularnos¢ positkow (16,8 %),
czgste spozywanie owocow (16,1 %), jak rowniez spozywanie produktow z obnizona
zawartos$cia thuszczu, cukru, soli, czy kontrolowanie wartos$ci energetycznej produktow
(tab. 2). Mozna wigc powiedzie¢, ze ta grupa uczniow wykazywala poprawne zacho-
wania zywieniowe.

Babicz-Zielinska i wsp. [1], prowadzac badania wsrod dziewczat w wieku 13-15
lat, stwierdzili, ze mimo iz 85 % respondentek deklarowato zainteresowanie zdrowym
odzywianiem, to tylko 58 % spozywalo positki regularnie, a az 82 % dziewczat pojada-
o pomigdzy gtownymi positkami.

Osoby odpowiadajace, ze nie sa zainteresowane zdrowym odzywianiem (58,4 %
ogdtu badanych) jako przyczyng wskazywaly, ze nie jest to dla nich wazne (30,3 %
badanych). Istotnie czgéciej byli to chtopcy (p = 0,000001). Uczniowie podkreslali tez,
ze na rodzaj positkow nie maja wptywu, gdyz spozywaja to, co przygotuja im rodzice
lub dziadkowie (25,0 %). Uwazali tez, ze brak zainteresowania zdrowym odzywianiem
z ich strony jest spowodowany wzgledami sensorycznymi, gdyz wedtug nich te dania
sa niesmaczne (6,8 %).

Ucznidow pytano tez, czy znaja pojecie potrawa prozdrowotna i co pod tym okre-
$leniem rozumieja (rys. 2). Tylko 26,3 % badanej mtodziezy znato to okre$lenie. Ro-
zumieli je gtownie jako potrawy wzbogacane w roézne dodatki, takie jak: kietki, orze-
chy, otreby itp., jako zgodne z zaleceniami specjalistoéw do spraw zywienia czy potra-
wy urozmaicone z dodatkiem jarzyn, surdwek, sokdw oraz potrawy o matej zawartosci
thuszczu, cholesterolu, soli, cukru, wzbogacone w btonnik, z dodatkiem bifidobakterii.
Istotnie czesciej na to pytanie odpowiadaly dziewczegta (r = -0,11), ktore tez czesciej
interesowaty si¢ racjonalnym odzywianiem.
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Tabela 2
Sposoby realizacji racjonalnego odzywiania przez badanych respondentéw (n = 422).
Ways of how the polled carry out the rules of rational nutrition (n = 422).
Ogoétem Odpowiedzi Odpowiedzi
odpowiedzi dziewczat chlopcoéw
Total of answers | Girls’ answers Boys’ answers
Realizacja racjonalnego v & v & v & Poziom
Ja ragonaineg s E | 28 | oE| 28| oF £ = | istotnosci
odzywiania %8 g2 58 22 %3 " Lovel of
(] (5] (]
Carrying out the rules of | R = g 2| R= 8 3 R = g 5 evelo
. o S g S | 82 ¢8 S s L g S ¢ signifi-
rational nutrition = Z 27| =2 g2 7 oo g 7
5SS %| 33| 5%| 33 | 5& | cance
SE | 2| 88| 2 & S E 2 s
SEles|E2|E5| 52| g
= 3 =2 | = B s 2 = 3 s 2
z | B2 z | B2 z. = 8
Sprawdzanie warto$ci
energetycznej produktow | 50|y 4 o5 | 77 31 22,79 | 0,000001
Checking energy value of
food products
Stosowanie produktow
niskokalorycznych
. Y Z. Y 100 9,9 85 85,0 15 15,0 0,000001
Using low-calorie food
products

Stosowanie produktow

o obnizonej zawarto$ci

ttuszezu 150 14,8 107 71,3 43 28,7 0,00007

Using food products with
a reduced fat content

Ograniczanie zawartosci
cukru w potrawach

. 145 14,3 105 72,4 40 27,6 0,00003
Cutting down on sugar
content in dishes
Ograniczanie zawartosci
li t h
SO W potrawac 133 | 13,1 89 | 669 44 33,1 0,00903

Cutting down on salt
content in dishes

Stosowanie produktow

o obnizonej zawarto$ci
cholesterolu 82 8,1 57 69,5 25 30,5 0,01286

Using food products with
areduced cholesterol level
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c.d. Tab. 2

Spozywanie warzyw 4-5
dzienni

'razy ziennie 70 6.9 46 65,7 24 343 0,10532

Eating vegetables 4-5

times a day

Spozywanie owocow 4-5
 razy dziennie 163 | 161 | 112 | 687 51 313 0,00057
Eating fruit 4-5 times a

day

Spozywanie potraw
lekkostrawnych 144 14,2 104 72,2 40 27,8 0,00004
Eating light dishes

Spozywanie potraw wege-
tarianskich 60 59 51 85,0 9 15,0 0,000001
Eating vegetarian dishes

Stosowanie produktow

prozdrowotnych
Using pro-healthy food 236 233 155 65,7 81 343 0,00110
products
Regulamose positkow | 150 1 joe | g7 | 51 83 488 | 012424
Regularity of meals
Inne / Other 49 4.8 29 59,2 20 40,8 0,69274

p < 0,05 — rdéznice statystycznie istotne migdzy odsetkiem odpowiedzi udzielanych przez dziewczgta
i chtopcow,

p < 0.05 — statistically significant differences between the percentage share of responses given by the girls
and boys polled.

Liczba spozywanych positkow

Liczba spozywanych positkow w badanej grupie mlodziezy nie byta uzalezniona
od wieku uczniow (p = 0,30293), zalezata natomiast od ich plci. Najwigksza grupa
uczniow spozywata 3 — 4 positki dziennie (rys. 3). Dziewczeta statystycznie czesciej
uwzgledniaty w swojej diecie jedynie 2 positki (p = 0,00001), co prawdopodobnie
zwiazane jest z dazeniem do uzyskania szczuplej sylwetki. Chlopcy istotnie czgsciej
spozywali 6 1 wigcej positkow (p = 0,00001). Na podobne zaleznosci wskazuja inni
badacze tego problemu [5, 6, 15, 20, 22], wedlug ktérych mtodziez zazwyczaj spozywa
3 — 4 positki dziennie. Wielu autorow [13, 25, 26] podaje dos¢ znaczny odsetek mio-
dziezy (12-14 %) spozywajacej niewystarczajaca liczbg positkow (mniej niz 3) w ciagu
dnia, podkreslajac, ze dziewczgta czesciej spozywaja mniej niz trzy positki dziennie.
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O potrawy dietetyczne/ dietetics dishes

532

H

@ potrawy bazujace na produktach
nieprzetworzonych / dishes based on non-

O potrawy lekkostrawne / light (easily digestible)
dishes

8,97

B potrawy o specjalnej funkcji (np.
special function (e.g. low fat dishes, sugar fiee

dishes, etc.)
@ potrawy urozmaicone / varied dishes

O potrawy zgodne z zaleceniami specjalistow ds.
zywienia / dishes according to the
recommendations of nutrition specialists

Rozumienie pojecia potrawy prozdrowotne
Comprehending the phrase 'Pro-healthy dishe

O potrawy wzbogacone (kiekki, orzechy, otrgby
etc.) / enriched dishes (sprouts, nuts, bran etc.)
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=1

Procent odpowiedzi respondentéw [%]
Percentage share of respondents' answers [%o]

Rys. 2. Rozumienie pojgcia potrawa prozdrowotna przez respondentéw (n = 1015).
Fig. 2. The way the respondents comprehend the phrase ‘Pro-healthy dish’ (n =1015)

Asortyment spozywanych potraw i napojow

Asortyment potraw i napojow spozywanych przez badanych uczniéow przedsta-
wiono w tab. 3. Wigkszos¢ (84 %) badanej mlodziezy pomigdzy gtéwnymi positkami
spozywa przekaski. Nie stwierdzono istotnych réznic w procentowym udziale popula-
cji deklarujacej spozywanie przekasek migdzy gtdéwnymi positkami, zaréwno w zalez-
nosci od pici (p = 0,95496), jak i wieku badanych (p = 0,09983). Sikora i wsp. [22]
stwierdzili rowniez, ze 85 % ankietowanej przez nich mlodziezy pojada migdzy posil-
kami, spozywajac gtdéwnie owoce, kanapki i chipsy. Niektorzy autorzy [6, 26] podkre-
$laja, ze to chlopcy istotnie czgéciej pojadaja pomigdzy positkami. Z kolei Kolajtis-
Dotowy i Olechnowicz [12] stwierdzity nizszy udziat uczniow I i II klas szkot podsta-
wowych (58 %) pojadajacych pomigdzy positkami. Wsrod asortymentu przekasek
spozywanych przez uczniéw autorki te wymieniaja najczesciej kanapki i owoce (21 %
badanych dzieci), batony, jogurty oraz chipsy (po 8 %), jak réwniez czekolady, wa-
rzywa, kisiele, budynie, paluszki oraz frytki.
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Rys. 3. Deklarowana przez uczniéw liczba positkow spozywanych dziennie (n = 1015).
Fig. 3. Number of daily meals as declared by the secondary school children (n = 1015).

Wielu badanych uczniéw nie spozywalo pierwszego i drugiego $niadania (okoto
17 %), przy czym istotnie czgsciej tych positkdw nie uwzgledniaty dziewczgta (p <
0,05) (tab. 3), na co wskazuja rowniez inni autorzy [21]. Wedtug Suligi [23], w $rodo-
wisku wiejskim wyzszy odsetek dzieci (21,5 %) nie spozywa pierwszego $niadania,
podczas gdy drugiego $niadania tylko 12,6 %. Cytowana autorka podkres$la, ze cze-
sto$¢ 1 regularno$¢ spozywania $niadan przez dzieci zalezy od plci i od sytuacji eko-
nomiczno-spotecznej rodzin, co podaja réwniez Rampersaud i wsp. [21]. Wedtug tych
autoroOw $niadania nie spozywa 8 — 12 % dzieci w wieku do 10 lat, 20 % w wieku 11 —
14 latiaz 30 % w wieku 15 — 18 lat. Z kolei wedlug wynikéw Szczepaniak i wsp. [25],
pierwsze i drugie $niadania byty positkami najczesciej spozywanymi przez mlodziez w
wieku 16 — 19 lat. Szczepanska i wsp. [26], badajac mlodziez gimnazjalng ze szkoty
mistrzostwa sportowego, stwierdzili, ze 17 % ucznidw nie spozywato I $niadania, a 13
% spozywato je nieregularnie. Bylo to szczegdlnie niepokojace, z uwagi na niskie ste-
zenie glukozy we krwi po nocnej przerwie, co wptywa na samopoczucie, procesy po-
znawcze, ale rowniez na zdolno$¢ do wykonywania wysitku sportowego.
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Tabela 3

Asortyment potraw i napojow spozywanych przez respondentéw podczas poszczego6lnych positkow (n =

1015).

Assortment of dishes and drinks eaten & drunk by the respondents during the individual meals (n = 1015).

Rodzaj positku [% odpowiedzi]/poziom istotnosci

Kind of meals [% of answers]/level of significance

Asortyment W 11 $niadanie . Podwie- .
Assortment Sniadanie 21 breakfast lead czorek Kolacja
Breakfast (brunch) Dinner Afternoon Supper
snack
Nic nie spozywaja 17,5 16,7 33,2 15,9
Do not eat anything atall | p=0,00022 | p=0,04632 i NS p=0,00001
Jogurt 12,5 24.5
Yoghurt ) p = 0,00001 ] i NS
Zupa 31,4 62,3
Soup NS i NS i i
Serek homogenizowany 16,6 18,9
Cream Cheese NS ) i ) p=0,03147
Kanapka 64,1 72,4 19,9 68,2
Sandwich p=0,000001 NS i p=0,00002 | p=0,000001
Owoce 9,7 31,7 40,9 23,7
Fruit NS p = 0,000001 i p=0,00012 NS
Warzywa ) 8,4 11,9
Vegetables NS NS
Ziemniaki (frytki lub ryz), 69,6 (frytki
mieso, surowka 21,15
Potatoes (French fries or ) . lub ryz 36,6) ) i
rice), meat, salad p = 0,000001
Frytki, ryba, suréwka 16,4
French fries, fish, salad B ) p =0,00743 ) i
Dania jednogarnkowe 34,6
Hotpots ) ) NS ) i
Batony 24,8 23,1
Bars (chocolate) ) NS i NS i
Ciastka (drozdzowka) 22,4
Teacakes (buns) ) ) i p = 0,00002 i
Inne dania (np. pizza) 13,2 8,6 29,2 (19,4) 6,6 9,9
Other dishes (e.g. pizza) NS NS p =0,00220 NS NS
Herbata 56,4 9,2 31,6 25,4 47,6
Tea NS NS NS NS NS
Soki 14,1 28,5 38,4 21,9 19,1
Juices NS NS NS NS p =0,00500
Przekaski pomigdzy 84,3
positkami NS

Snacks between meals
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p < 0,05 — roznice statystycznie istotne migdzy odsetkiem odpowiedzi udzielanych przez dziewczgta i
chlopcow,

p < 0.05 — statistically significant differences between the percentage of girls” and boys’ answers;

NS - réznice statystycznie nieistotne migdzy odsetkiem odpowiedzi udzielanych przez dziewczgta i chtopcow,
NS — statistically insignificant differences between the percentage of girls’ and boys’ answers.

Niektorzy autorzy [14] wskazuja na mala skuteczno$¢ w Polsce kampanii na rzecz
upowszechniania $niadan szkolnych. Nalezy podkresli¢, Ze regularne spozywanie $nia-
dan przez mtodziez szkolna jest szczegolnie wazne. Prawidtowe wykorzystanie sktad-
nikow pokarmowych przez czlowieka ma miejsce wowczas, gdy positki sa wlasciwie
roztozone w ciagu dnia. Nie spozywanie przez mtodziez szkolng $niadan moze powo-
dowac¢ obnizenie wydolnosci fizycznej i umystowej oraz wptywaé na zle samopoczu-
cie. Sniadanie nalezy traktowa¢ bowiem jako cze$¢ zdrowej diety i stylu zycia [21].
Dzieci w wieku szkolnym, ktoére opuszczaty pierwsze $niadanie cechowato nizsze do-
bowe spozycie energii, biatka, witamin i sktadnikow mineralnych [2, 17].

Podczas $niadan uczniowie najczgsciej spozywali kanapki (okoto 64 — 70 % ba-
danych), przy czym istotnie czgsciej takie spozycie deklarowali chtopcy (p =
0,000001) (tab. 3). W czasie pierwszego $niadania uczniowie zazwyczaj pili herbatg
(56,4 %), a w czasie drugiego $niadania — soki (28,5 %), co prawdopodobnie zwigzane
jest z tym, ze nie we wszystkich szkotach mozna wypi¢ goracy napoj. Niepokojacy jest
fakt spozywania przez mtodziez batonéw na drugie $niadanie (24,8 % badanych), co
wiaze si¢ z ich tatwa dostgpnoscia w sklepikach szkolnych. Wedtug Suligi [23], dzieci
jako drugie $niadanie zazwyczaj spozywaja kanapki (51 %), drozdzowki (20 %), owo-
ce (15 %) 1 stodycze (12,8 %).

Jak wynika z deklaracji badanych uczniow, obiad byt jedynym positkiem w ciagu
dnia spozywanym przez wszystkich respondentow. Sktadat si¢ zazwyczaj z zupy (po-
nad 60 % badanych) i ziemniakéw, frytek lub ryzu z migsem (rzadziej z ryba) oraz
surowki (tab. 3). Niektorzy uczniowie deklarowali spozycie tzw. dan jednogarnkowych
(34,6 %), a okoto 20 % ucznidow pizzy. Podobnie podaja inni autorzy [20, 24, 26], we-
dlug ktorych obiad jest positkiem najczesciej spozywanym w ciagu dnia przez milo-
dziez w wieku 13 — 19 lat.

Okoto 1/3 badanych os6b nie spozywata podwieczorku. Respondenci, ktorzy
uwzgledniali ten positek w swoim Zzywieniu spozywali owoce (40,9 %), stodycze
(45,5 %), kanapki (19,9 %), rzadziej warzywa (8,4 %), a pili glownie herbatg i soki
(tab. 3). Jak wskazuja Pietruszka i wsp. [19], soki owocowe byly najbardziej popular-
nymi napojami spozywanymi przez miodziez w wieku 16 — 20 lat. Dzienne spozycie
napojow przez mtodziez wynosito 2,4 1, w tym herbata stanowita 0,5 1, soki ogdtem,
napoje owocowe i nektary — 0,5 1, mleko i1 napoje mleczne — 0,4 1, wody butelkowane —
0,4 1, gazowane napoje stodzone i napoje typu cola — 0,2 1. Wedlug Cisek 1 wsp. [4],
w grupie mtodziezy w wieku 13 — 15 lat, badanej przez te autorki, podwieczorek spo-
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zywalo jedynie co drugie dziecko. W niniejszych badaniach uczniowie deklarowali
spozywanie podczas kolacji kanapek i herbaty.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze niewielu uczniow spozywato 4 — 5 razy
dziennie owoce 1 warzywa. Najczgsciej stanowity one dodatek do drugiego $niadania
i podwieczorku. Warzywa byly zazwyczaj spozywane jako dodatek do obiadu. Nie-
liczna grupa mtodziezy (okolo 10 %) spozywata je na podwieczorek i kolacjg. Byly
takze sktadnikiem kanapek, ktére stanowily podstawowy positek pierwszego i drugie-
go $niadania oraz kolacji.

Jezewska-Zychowicz [8] wskazuje na niski poziom wiedzy zywieniowej wsrod
uczniow. Szczerbinski i Karczewski [24] rowniez wykazali wiele nieprawidtowos$ci
w zachowaniach zywieniowych badanej przez nich mtodziezy, w tym nieregularnosé¢
positkoéw, rzadkie spozywanie warzyw, owocow, mleka i jego przetwordw, czgste spo-
zycie stodyczy i napojow typu ,,soft drink™.

Zrédla wiedzy o Zywieniu

Badani uczniowie zadeklarowali, ze wiedzg z zakresu zywienia czerpia z r6zno-
rodnych zrodet (rys. 4), przede wszystkim z mediow (61 % badanych), z internetu
(30 %) oraz z domu (58 9%). Potwierdzaja to rowniez badania Berg i wsp. [2].
Uczniowie rzadziej podawali szkolg jako zrodlo wiedzy zywieniowej (29 %), w tym
nieliczni (0,8 %) pozalekcyjne kotka zainteresowan. Maty procent respondentow
(6,8 %), w tym osoby chore na cukrzyceg, deklarowaly tez inne zrodta wiedzy, takie
jak: lekarze i poradnie. Wedtug niektérych autorow [9, 18] rodzice sa dla dzieci najlep-
szym zrddltem wiedzy o zywieniu. Podkreslaja oni tez bardziej efektywny w tym za-
kresie wptyw nauczycieli na rodzicow niz na ucznioéw.

Wedtug Jezewskiej-Zychowicz [9, 10] sposéb zywienia mlodziezy szkolnej
w duzym stopniu uwarunkowany jest srodowiskiem rodzinnym, co wynika z odmien-
nych systeméw wartosci, stylu zycia, sposobu zaopatrywania si¢ w zywno$¢. Drugim,
poza rodzina, srodowiskiem wychowawczym jest szkota, w ktérej w ramach zajec
lekeyjnych i przekazywanej na nich wiedzy zywieniowej, a takze poprzez positki ofe-
rowane w stotowce szkolnej czy w internacie mozna oddziatywaé na zachowania zy-
wieniowe. Autorka ta dowiodta bardziej prawidlowego sposobu zywienia dziewczat
zamieszkatych w czasie roku szkolnego w internacie niz w domu.

Podsumowujac, zwyczaje zywieniowe miodziezy, jak wykazano w niniejszych
badaniach i na co wskazuje wielu autorow [4, 8, 9, 10, 20], nie w pelni sg prawidtowe.
Wielu uczniow popenia szereg btedow zywieniowych, takich jak: niedostateczna licz-
ba positkéw w ciagu dnia, a zwlaszcza nie spozywanie $niadan czy do$¢ monotonna
dieta, obejmujaca spozywanie kanapek podczas wigkszosci positkow. Cisek i wsp. [4]
zwracaja uwage na wzrost czestosci wystepowania nieprawidlowych zachowan zywie-
niowych w okresie dorastania mtodziezy, dlatego tez postuluja monitorowanie zacho-



140 Ewa Czarniecka-Skubina, Iwona Namystaw

wan zywieniowych dorastajacej mtodziezy. W tym okresie, zwlaszcza dziewczgta,
dodatkowo stosuja diety redukujace masg ciata, co moze powodowa¢ okreslone zabu-

rzenia zdrowotne [20].

Odpowiedzi respondentow [%]
Respondents' answers [%o]
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Rys. 4. Zrédta wiedzy uczniéw o prawidtowym zywieniu (n = 1015)

Fig. 4. Sources of school children’s knowledge about well-balanced diet (n = 1015)
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Nalezy postulowaé, aby szkota bardziej wlaczata si¢ w ksztattowanie prawidto-
wych nawykow zywieniowych, nie tylko poprzez edukacje mtodziezy, ale rowniez ich
rodzicow. Wazne jest zwrdcenie uwagi na to, co uczniowie spozywaja w szkole na
drugie $niadanie, a takze ksztaltowanie prawidtowych nawykow zywieniowych po-
przez poprawna organizacj¢ stotowki, gdyz jak wskazuja badania Klebaniuk [11] nie
zawsze oferowane w nich positki odpowiadaja zalecanym normom dla mtodziezy.
Niezbedna jest takze kontrola asortymentu produktow spozywczych w sklepiku szkol-
nym, gdyz jak wykazaly Urbanska i Czarniecka-Skubina [28], w sklepikach szkolnych
brak jest produktow prozdrowotnych, a jest duzo stodyczy, przekasek i dan typu fast-
food w niskich cenach, dostgpnych dla wigkszosci uczniow. Szponar i Turlejska [27]
uwazaja, ze positek szkolny powinien by¢ integralng czg$cia procesu nauczania i wy-
chowania.

Whioski

1. Badania ankietowe dowiodly, ze mtodziez najczgsciej spozywa 3 - 4 positki dzien-
nie. Rownoczesnie, przewazajaca czgs$¢ ankietowanych (84 %) pojada pomigdzy
positkami roznego rodzaju przekaski.

2. Znaczna czgs¢ badanych ucznidow nie potrafi oceni¢ czy odzywia si¢ zgodnie
z zasadami racjonalnego zywienia badz uznaje swoje nawyki zywieniowe za nie-
prawidlowe.

3. Informacje zywieniowe mtodziez zdobywa za posrednictwem mediéw oraz w do-
mach rodzinnych, rzadziej w szkotach czy w ramach pozalekcyjnych kotek zainte-
resowan.

4. Niezbednym wydaje si¢ prowadzenie edukacji zywieniowej wsréd mtodziezy i ich
rodzicéw, w celu ksztalttowania prawidlowych nawykow zywieniowych mlodziezy
i korygowania popelnianych w tym zakresie btgdow.
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SOME SELECTED ELEMENTS OF NUTRITIONAL BEHAVIOURS OF SECONDARY
SCHOOL CHILDREN

Summary

The objective of the questionnaire survey was to evaluate some selected elements of nutritional behav-
iours of 1015 secondary school children in Warsaw. The substantial number of the polled could not judge
whether or not they ate properly and in accordance with the principles of well-balanced diet or they found
their dietary habits to be improper. The secondary school children usually ate 3 - 4 meals a day; the girls
cut down, significantly more often than the boys, on the number of their meals per day. A lot of improper
dietary habits were found among the secondary school children. More than 80 % of all the respondents ate
snacks between main meals. Vegetables were eaten mainly as an addition to lunch/dinner, and only a few
children (about 10 %) had vegetables for their afternoon snack and dinner. Many secondary school chil-
dren did not have their first and second breakfast at all, or they had just bars (of chocolate) for their second
breakfast. The secondary schools contribute significantly to forming proper nutritional behaviours of their
students, and ca. 30 % of the secondary school children declared to have acquired their knowledge of
rational nutrition at school. The results of this questionnaire survey prove that it is indispensable to carry
out nutrition education among school children and their parents in order to develop proper diet habits and
to rectify mistakes made in this field.

Key words: nutritional behaviours, secondary school children, questionnaire survey
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GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE

POLSKIM I UNIJNYM

Publikujemy kolejny przeglad aktow prawnych, ktore ukazaty si¢ w Dzienniku

Ustaw RP oraz Dzienniku Urzgdowym UE. Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne

dotyczace szeroko omawianej problematyki zywno$ciowej wg stanu na dzien 31 grud-
nia 2008 r.

Polskie akty prawne

1. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dn. 13 listopada 2008 r. w sprawie grzybow
dopuszczonych do obrotu lub produkcji przetwordow grzybowych oraz srodkoéw

spozywczych zawierajacych grzyby oraz uprawnien klasyfikatora grzybow i grzy-

boznawcy (Dz. U. 2008 r. Nr 218, poz. 139).
Rozporzadzenie zawiera:

wykaz grzybow dopuszczonych do obrotu Iub produkcji przetworow grzybo-
wych oraz §rodkoéw spozywczych zawierajacych grzyby,

wykaz przetworéw grzybowych dopuszczonych do obrotu oraz cechy dyskwali-
fikujace,

warunki skupu, przechowywania i sprzedazy grzybéw oraz wymagania techno-
logiczne i warunki przetwarzania, wzory atestow na grzyby $wieze i grzyby su-
szone,

warunki 1 tryb uzyskiwania uprawnien klasyfikatora grzybow i grzyboznawcy,
w tym ramowe programy kursow specjalistycznych,

panstwowego wojewodzkiego inspektora sanitarnego wlasciwego do nadawania
1 pozbawiania uprawnien klasyfikatora grzybdw i grzyboznawcy,

wzory $wiadectw klasyfikatora grzybow i grzyboznawcy.

Dr G. Morkis, Instytut Ekonomiki Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowej — PIB w Warszawie, ul. Swie-
tokrzyska 20, 00-002 Warszawa
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Unijne akty prawne

1. Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 1249/2008 z dn. 10 grudnia 2008 r. ustanawia-
jace szczegotowe zasady wdrozenia wspolnotowych skal klasyfikacji tusz woto-
wych, wieprzowych i baranich oraz raportowania ich cen (Dz. Urz. UE L 2008 r. Nr
337, s. 3).

Niniejsze rozporzadzenie ustanawia m.in. szczegétowe zasady wdrozenia wspdlno-
towych skal klasyfikacji tusz wotowych, wieprzowych i baranich. Wspolnotowa
skala klasyfikacji tusz w sektorze wotowiny i cielgciny ma zastosowanie do tusz
dorostego bydta.

Klasyfikacji i identyfikacji nalezy dokona¢ w rzezni oraz powinna by¢ dokonywana
przez wykwalifikowanych rzeczoznawcow posiadajacych odpowiednia licencjg.

2. Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) NR 1332/2008 z dn. 16
grudnia 2008 r. w sprawie enzymdéw spozywczych, zmieniajace dyrektywe Rady
83/417/EWG, rozporzadzenie Rady (WE) nr 1493/1999, dyrektywe 2000/13/WE,
dyrektywe Rady 2001/112/WE oraz rozporzadzenie (WE) nr 258/97 (Dz. Urz. UE
L 2008 r., Nr 354, s. 7).

Rozporzadzenie dotyczy enzymow spozywczych stosowanych w §rodkach spozyw-
czych, w tym enzymow stosowanych jako substancje pomocnicze w przetworstwie,
w celu zapewnienia efektywnego funkcjonowania rynku wewnetrznego, zapewnia-
jac wysoki poziom ochrony zdrowia ludzkiego oraz wysoki poziom ochrony kon-
sumentow, z uwzglednieniem intereséw konsumentéw i uczciwych praktyk w han-
dlu zywnoscia, w stosownych przypadkach biorac pod uwage ochrong srodowiska.
Zostat ustanowiony:

— wspolnotowy wykaz dopuszczonych enzymdw spozywczych,

— warunki stosowania enzymow spozywczych w srodkach spozywczych,

— zasady etykietowania enzymdw spozywczych sprzedawanych jako takie.

3. Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) NR 1333/2008 z dn. 16
grudnia 2008 r. w sprawie dodatkéw do zywnosci (Dz. Urz. UE L 2008 r., Nr 354,
s. 16).

Zostaly ustanowione zasady dotyczace dodatkéw do zywnosci stosowanych
w $rodkach spozywczych w celu zapewnienia efektywnego funkcjonowania rynku
wewngtrznego oraz wysokiego poziomu ochrony zdrowia ludzi, w tym ochrony in-

teresow konsumentdéw i sprawiedliwych praktyk w handlu zywnoscia, z uwzgled-
nieniem — w odpowiednich przypadkach — ochrony §rodowiska.

Rozporzadzenie zawiera:

—  wspolnotowe wykazy dozwolonych dodatkéw do zywnosci,
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— warunki stosowania dodatkow do zywno$ci w $rodkach spozywczych, w tym
w dodatkach do zywnosci i w enzymach spozywczych objetych rozporzadzeniem
(WE) nr 1332/2008 w sprawie enzymow spozywczych oraz w §rodkach aromatyzu-
jacych objetych rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr
1334/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie srodkow aromatyzujacych i niekto-
rych sktadnikow zywnosci o wlasciwosciach aromatyzujacych stosowanych w i na
srodkach spozywczych,

—  zasady etykietowania dodatkéw do zywnosci sprzedawanych jako takie.

4. Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) NR 1334/2008 z dn. 16
grudnia 2008 r. w sprawie srodkow aromatyzujacych i niektorych sktadnikéw zyw-
nosci o wlasciwosciach aromatyzujacych do uzycia w oraz na $rodkach spozyw-
czych oraz zmieniajace rozporzadzenie Rady (EWG) nr 1601/91, rozporzadzenia
(WE) nr 2232/96 oraz (WE) nr 110/2008 oraz dyrektywe 2000/13/WE Dz. Urz. UE
L 2008 r., Nr 354, s. 34).

Niniejsze rozporzadzenie okres$la przepisy dotyczace $rodkdéw aromatyzujacych i

sktadnikow zywnosci o wlasciwosciach aromatyzujacych do uzycia w i na srodkach

spozywczych w celu zapewnienia skutecznego funkcjonowania rynku wewnetrzne-

g0 poprzez zapewnienie wysokiego poziomu ochrony zdrowia ludzi i wysokiego

poziomu ochrony konsumentéw, w tym ochrony intereséw konsumentéw oraz

uczciwych praktyk w handlu $rodkami spozywczymi z uwzglednieniem kwestii

ochrony $rodowiska.

Do tych celéw niniejsze rozporzadzenie ustanowiono:

— wspolnotowy wykaz Srodkow aromatyzujacych i materiatow zrédtowych za-
twierdzonych do uzycia w i na srodkach spozywczych,

— warunki stosowania $rodkéw aromatyzujacych i sktadnikéw zywnosci o wila-
sciwosciach aromatyzujacych w i na $rodkach spozywczych,

— przepisy w zakresie etykietowania srodkéw aromatyzujacych.

Rozporzadzenie ma zastosowanie do $rodkéw aromatyzujacych stosowanych lub

przeznaczonych do stosowania w i na srodkach spozywczych; sktadnikéw zywnosci

o wiasciwosciach aromatyzujacych; srodkéw spozywczych zawierajacych srodki
aromatyzujace lub sktadniki zywnos$ci o wiasciwosciach aromatyzujacych; mate-
riatow zroédtowych srodkdéw aromatyzujacych lub materiatdéw zrodtowych sktadni-
kéw zywnosci o whasciwos$ciach aromatyzujacych.
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HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA, ANNA WOCIOR

WSPOLCZESNY LEKSYKON WIEDZY O ZYWNOSCI

Prezentujemy 34. czg$¢ haset Wspolczesnego leksykonu wiedzy o Zywnosci. Druk
leksykonu rozpoczglismy w Zywnosci nr 3 (28), 2001.

ANOKSJA / ANOXIA - stan niedoboru tlenu w tkankach, co uniemozliwia procesy
zyciowe na poziomie komoérkowym, spowodowany anoksemia lub blokada
wymiany tlenu migdzy krwig a tkankami

BIALKA C-REAKTYWNE / C-REACTIVE PROTEINS - grupa biatek, ktérych
liczba we krwi gwaltownie wzrasta w zakazeniach. Utatwiaja one wiazanie
dopeiacza, wplywajac w ten sposob na niszczenie i usuwanie czynnika in-
fekcyjnego (fagocytoza). Proces ten nazywa si¢ opsonizacja

CRACK / CRACK - wysoce oczyszczona kokaina o szybkim i silnym dziataniu. Jest
zdecydowanie bardziej niebezpieczna niz postacie o0 mniejszym st¢zeniu, a jej
zazycie moze spowodowac zgon

HIPERALIMENTACJA / SUPERALIMENTATION - przyjmowanie pokarmow w
ilosciach przewyzszajacych norme; calkowite zywienie pozajelitowe (dozylne)

HIPOALBUMINEMIA / HYPOALBUMINAEMIA - stan nadmiernego rozpadu
biatek z niedozywienia powstaty np. wskutek rozleglych obrazen czy oparzen,
przy jednocze$nie na tyle niskiej podazy bialka, ze organizm nie jest w stanie
utrzymac¢ prawidlowego stezenia albumin we krwi. Stan ten nazywany jest
czasami kwashiorkorem dorostych

HYDROPATIA / HYDROPATHY - forma medycyny alternatywnej, w ktorej stosu-
je si¢ wode z przypisanymi jej zdolnosciami leczniczymi, zewngtrznie lub
wewngtrznie, z zamiarem leczenia chorob lub poprawy stanu zdrowia

Prof. dr hab. H. Kostyra, dr A. Wociér, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN, Oddziatl Na-
uki o Zywnosci, 10-747 Olsztyn, ul. Tuwima 10, prof. dr hab. E. Kostyra, Wydzial Nauk o Zywnosci,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski, 10-957 Olsztyn, ul. Oczapowskiego 7
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MEDIATOR / MEDIATOR - kompleks zlozony z okoto 20 biatek, ktory dziata jako
koaktywator transkrypcji u eukariontow. Biatka wchodzace w sktad tego kom-
pleksu moga wiazaé sig z r6znymi aktywatorami transkrypcji, stabilizuja wia-
zania biatka TBP do promotora, a takze oddzialuja z polimeraza RNA, ktéra
moga fosforyzowac dzigki swojej aktywnosci kinezy

NORMOKSJA / NORMOXIA - prawidtowa zawarto$¢ tlenu w tkankach ciata

SZOK ZYWIENIOWY / REFEEDING SYNDROME - szok zywieniowy powstaje
u chorych gleboko niedozywionych lub dtugotrwale gtodzonych. To powikla-
nie metaboliczne moze wystepowacé zarowno u chorych z zywieniem dojelito-
wym, jak i pozajelitowym

TRANSFEKCJA / TRANSFECTION - w genetyce wprowadzenie kwasu nukleino-
wego pochodzacego z wirusa (badz bakteriofagu) w wyniku czego powstaje
wiron, zdolny do wytworzenia wirusa w komoérkach organizmu
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NOWE KSIAZKI

Food Emulsifiers and their Applications

[Emulgatory zywnosci i ich zastosowania]

Hasenhuettl G.L., Hartel R.W., University of Wisconsin, USA

Wydawnictwo: Springer, 2008, ISBN 9780387752839, stron 430, cena 62,95 €
Zamowienia: www.springer.com

W ksiazce zawarto wiadomosci teoretyczne dotyczace emulgatorow zywnosci oraz
praktyczne aspekty ich stosowania w uktadach zywnosciowych. Oméwiono zagadnie-
nia z zakresu projektowania i produkcji emulgatoréw, ich analizy, wtasciwosci fizycz-
nych, interakcji z innymi sktadnikami zywnosci i zastosowan emulgatorow w przetwa-
rzanej zywnosci. Autorzy dokonali tez charakterystyki postgpu w produkcji zywnosci,
uwzgledniajacego nowoczesne techniki przetwarzania.

Omawiana pozycja przeznaczona jest glownie dla technologow zywnoS$ci oraz pra-
cownikow naukowych dzialow badawczo-rozwojowych i rozwoju produktu.

Food Materials Science

[Nauka o materiatach spozywczych]

Aguilera J.M., Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile
Lillford P.J., University of York, Heslington, UK

Wydawnictwo: Springer, 2008, ISBN 9780387719467, stron 622, cena 114,95 €
Zamowienia: www.springer.com

Produkcja zywnosci polega na wytwarzaniu miliardéw jednostek standaryzowanych
produktéw, ktore musza by¢ tanie, odzywcze, atrakcyjne i bezpieczne dla konsumenta.
Produkty spozywcze to ztozone, wielosktadnikowe i ustrukturowane jadalne materiaty,
ktére musza jednak spetnia¢ prawa fizyki i podstawy nauk technicznych. Autorzy pod-
jeli si¢ naukowego opracowania zagadnien zwiazanych z procesami strukturyzacji
materiatow spozywczych i zastosowaniami tych procesow w projektowaniu produktow
zywnosciowych. Strukturyzacja w przetworstwie zywnosci tworzy bowiem tzw. war-
to$¢ dodang do surowcoéw spozywcezych i stanowi podstawe nowoczesnego przemystu
spozywczego. Dodawanie warto$ci do artykuldw spozywczych wymaga wiedzy o tym,
czego chce konsument i tworzenia produktow, ktére zaspokajaja ten popyt. Jakos¢,
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wygoda i bezpieczenstwo, to glowne sily napedowe nowoczesnego przemystu spo-
zywczego. Ksigzka jest przeznaczona dla osob zainteresowanych postrzeganiem tech-
nologii zywnos$ci jako sposobu konserwowania, przeksztalcania i tworzenia struktur
w artykutach spozywczych oraz zwiazanymi z tym aspektami nauki o materiatach.

Wytwarzanie i zastosowanie rozpylonej cieczy

Orzechowski Z., Prywer J

Wydawnictwo: WNT, Warszawa 2008, ISBN 978-83-204-3416-3, stron 368, cena
34,20 zt

Rozpylanie cieczy jest jednym z najczgsciej realizowanych proceséw w réznych dzie-
dzinach zycia i gospodarki, w tym w technologii zywnosci. Autorzy przedstawili wie-
dzg dotyczaca sposobow wytwarzania rozpylonej cieczy, wykorzystywania jej w prak-
tyce oraz zastosowania nowoczesnych rozpylaczy i urzadzen rozpylajacych. Ze wzgle-
du na sposob ujecia tematu ksigzka stanowi unikatowa pozycje w pisSmiennictwie
z dziedziny rozpylania cieczy i konstrukcji rozpylaczy. Moze postuzy¢ studentom wie-
lu réznych kierunkéw studiow na uczelniach technicznych i rolniczych oraz pracowni-
kom naukowo-technicznym zajmujacym si¢ konstruowaniem rozpylaczy i kontrola
skuteczno$ci ich dziatania.

Technika ekstruzji w przemysle rolno-spozyweczym

Mitrus M., Moscicki L., Wojtowicz A.

Wydawnictwo: PWRIL, Warszawa 2008, ISBN 9788309010272, stron 222, cena
51,00 zt

Ekstruzja zdobywa coraz wigksza popularno$¢ w $swiatowym przetworstwie rolno-
spozywczym, zwtaszcza wsrod producentdow zywnosci i pasz. W podreczniku autorzy
przyblizyli czytelnikom zagadnienia tej stosunkowo nowej dziedziny produkcji, ze
szczegblnym uwzglednieniem aspektow praktycznych, to jest proceséw technologicz-
nych réznorodnych ekstrudatéw oraz maszyn i urzadzen niezbednych do ich wytwa-
rzania. Przedstawiono tez zalecenia o charakterze czysto eksploatacyjnym. Lektura
ksiazki pozwoli nie tylko na poznanie aspektow inzynieryjno-technologicznych wyro-
bow ekstrudowanych, ale takze utatwi producentom podjecie decyzji o ewentualnym
wdrozeniu tej techniki w swoich zaktadach przetworczych.

Podrecznik przeznaczony jest dla pracownikdéw naukowych, studentow, kadry inzynie-
ryjno-technicznej oraz technologéw studiujacych lub zajmujacych si¢ w swej pracy
zawodowej zagadnieniami z zakresu inzynierii rolniczej, technologii zywnosci, inzy-
nierii procesowej oraz dyscyplin pokrewnych.
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Zywnosé genetycznie zmodyfikowana. Aspekty prawne

Wrze$niewska-Wal 1.

Wydawnictwo: Wyd. Uniwersytetu Warszawskiego, Warszawa 2008, ISBN 978-83-
235-0561-7, stron 244, cena 37,00 zt

Ryzyko zwiazane z wprowadzaniem zywnos$ci GMO do obrotu stanowi wystarczajacy
argument przemawiajacy za stosowaniem rezimu prawnego w tym zakresie. Wprowa-
dzanie do obrotu zywnosci GMO jest objete prawem migdzynarodowym, wspolnoto-
wym i krajowym. Regulacje te maja na celu respektowanie praw podstawowych,
w tym prawa do ochrony zdrowia oraz innych dobr publicznych, takich jak ochrona
srodowiska, bezpieczenstwo obywateli oraz rzetelna informacja.

Autorka wskazuje, ze obowiazywanie obszernych, restrykcyjnych regulacji samo przez
si¢ nie wzmocni zaufania obywateli do instytucji wspolnotowych, a co za tym idzie, do
procedury wydawania zezwolef na wprowadzanie do obrotu zywnosci GMO. Dopiero
skutecznos$¢ regulacji minimalizujacych ryzyko, w szczegdlnosci dostgpnosc srodkow
dochodzenia swych praw przez uczestnikow rynku w praktyce stosowania prawa, mo-
ze przynies¢ oczekiwane i konkretne wyniki.

Opracowat: Stanistaw Popek
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TECHNOLOG ZYWNOSCI
INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 18 Nr 6 grudzien 2008

DZIALALNOSC TOWARZYSTWA

Zarzad Gtowny
1. Pod egida PTTZ zostal uruchomiony portal na temat zywnosci zmodyfikowanej genetycz-
nie. Portal mozna znalez¢ pod adresem: http://zywnosc-gmo.pl/

2. Trwaja prace nad przygotowaniem elektronicznego czasopisma propagujacego wiedzg na
temat zywnosci i zywienia.

WAZNIEJSZE MIEDZYNARODOWE I KRAJOWE
KONFERENCJE NAUKOWE W 2009 r.

1-3  ROMA, Italy = The 3" International IUPAC Symposium on Trace Elements in Food
(TEF-3)

www.tef3-2009.it
Contact: e-mail: lupac2009@fasiweb.com

Maj

21 -22 GDYNIA = XIV Sesja Naukowa SMKN PTTZ nt.: ,Jako$¢ i bezpieczenstwo
zywnoS$ci — wyzwania XXI wieku”. Organizatorzy: Sekcja Mtodej Kadry Naukowej
PTTZ, Wydzial Przedsigbiorczo$ci i Towaroznawstwa Akademii Morskiej w Gdyni,
Oddziat Gdanski PTTZ, Zarzad Gtowny PTTZ;
kontakt: http://wpit.am.gdynia.pl

Czerwiec

18-19 KRAKOW = IX Konferencja Naukowa z cyklu “Zywno$¢ XXI wieku” pt.: ,,Zyw-
no$¢ wzbogacona i nutraceutyki”. Organizator Oddzial Matopolski PTTZ.

25-26 POZNAN = XXXIX Sesja Naukowa Komitetu Nauk o Zywnos$ci PAN.
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Sierpien

16 —21 COPENHAGEN, Denmark = 55th International Congress of Meat Science and Tech-
nology “Meat — Muscle, Manufacturing and Meals”
www.JCoMST2009.dk
Contact: e-mail: congress@IMc.dk

Wrzesien

24 -25 WROCLAW, 1V Mie¢dzynarodowa Konferencja z cyklu” “Quality and safety in
food production chain”. Organizator: Katedra Technologii Surowcow Zwierz¢cych
i1 Zarzadzania Jako$ciag Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu.
Kontakt: tel./fax: 071/ 3205140; www.up.wroc.pl

CZELONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Gléwnym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z o.0. Marki, RAISIO
POLSKA FOODS Sp. z o.0. Karczew, FRITO — LAY POLAND Sp. z o.0. Grodzisk Ma-
zowiecki, HORTIMEX Sp. z o.0. Konin.

Przy Oddziale L.6dzkim: POLFARMEX S.A.

Przy Oddziale Malopolskim: ZAKELADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO
BIELMAR Sp. z o.0., Bielsko-Biala.

Przy Oddziale Szczecinskim: TECHNEX Sp. z o0.0., Szczecin.

Przy Oddziale Warszawskim: ZAKLADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO S.A.,
WARSZAWA.

Przy Oddziale Wielkopolskim: PRZEDSIEBIORSTWO PRZEMYSLU
FERMENTACYJNEGO ,,AKWAWIT” S.A., Leszno, HORTIMEX Sp. z o.0., Konin,
SEAWSKI ZAKEAD PRZETWORSTWA MIESA I DROBIU s.c. ,BALCERZAK I
SPOLKA”, Wrébléw k. Stawy, POZMET S.A., Poznan.

Przy Oddziale Wroctawskim: REGIS Wieliczka.

Material zawarty w Nr 6 (61)/2008 Biuletynu podano wedtug stanu informacji do 10
grudnia 2008 r. Materialy do Nr 1 (62) /2009 prosimy nadsytac do 1 lutego 2009 r. na adres
Redakcji Czasopisma.

KOMUNIKAT

Informujemy P.T. Autorow, ze aktualne Informacje dla Autorow oraz wymagania
redakcyjne publikujemy na stronie www.pttz.org
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