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OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Panstwu numer 1 (92) dwumiesiecznika Zywno$é. Nauka. Tech-
nologia. Jako$¢, w ktorym zamiesciliSmy roéznorodne tematycznie artykuly naukowe,
prezentujace dorobek kilku krajowych osrodkow nauki o zywnosci. Jak w kazdym
numerze, zamiescili$my takze interesujace informacje w statych dziatach.

Biorac do reki ten numer naszego czasopisma zauwazyliScie Panstwo nowa szate
graficzna oktadki. Mam nadziej¢, Ze bedzie zaakceptowana przez naszych Czytelni-
kow.

W ramach utatwiania dost¢pu do publikacji, na stronie internetowej czasopisma
zamiesciliSmy wyszukiwarke, ktora umozliwi odszukanie interesujacych Panstwa arty-
kutéw, opublikowanych w Zywnosei od 2004 r.

Informujemy réwniez, ze podjelismy kolejne dziatania nad zwigkszeniem zasiggu
naszego czasopisma. Od biezacego roku wprowadzilismy Zywnos$é do bazy Publisher
International Linking Association/CrossRef (USA), dzigki czemu artykuty beda miaty
nadawany identyfikator dokumentu elektronicznego tzw. DOL

Powtarzamy apel, w dobrze pojetym naszym wspdlnym interesie: cytujmy pol-
skich autoréw publikujacych w Zywnosci w artykutach kierowanych do czasopism
zagranicznych! Zwracajmy takze wigksza uwage na cytowanie artykutdéw wczesniej
opublikowanych w Zywnosci, w opracowaniach nadsytanych do redakcji.

Krakow, luty 2014 r.

Redaktor Naczelny

i

Tadeusz Sikora

ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$é: Wykaz czasopism punktowanych MNiSzW, grupa A, poz.
10804 — 15 pkt; Lista JCR — IF = 0,190.
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ANNA WLAZLY, ZDZISEAW TARGONSKI

WYKORZYSTANIE OZNACZEN STOSUNKOW STABILNYCH
IZOTOPOW WYBRANYCH PIERWIASTKOW W OCENIE
AUTENTYCZNOSCI PRODUKTOW POCHODZACYCH Z UPRAW
EKOLOGICZNYCH

Streszczenie

W artykule przedstawiono stan badan dotyczacy stosunkéw stabilnych izotopow wegla i azotu
w roznych artykutach spozywczych (warzywach, owocach, migsie, mleku), ktore bylty produkowane me-
todami tradycyjnymi i ekologicznymi. Miara ilosci cigzkiego i lekkiego izotopu w probce oznaczana jest
jako warto$¢ 8. Na wartos¢ 6'°N w warzywach i owocach ma wptyw miedzy innymi rodzaj gleby, rodzaj
nawozenia, poprzedni sposob uzytkowania pola. Metody polegajace na oznaczaniu wartosci 6'°N lub 6"°C
moga by¢ przydatne do odrozniania zywnosci ekologicznej i tradycyjnej, nie jest to jednak zasada, ktora
dotyczy wszystkich produktow.

Stowa kluczowe: izotopy, "N, "*C, uprawa ekologiczna, autentyczno$¢ produktow

Wprowadzenie

Wazrasta zainteresowanie zywnos$cia ekologiczna, uznawang za bardziej bezpiecz-
na dla zdrowia cztowieka [5, 12, 25]. Produkcja zywnosci ekologicznej wyklucza moz-
liwo$¢ stosowania pestycydow i nawozow mineralnych, a dopuszcza stosowanie na-
wozow organicznych [20]. Poszukuje si¢ wigc bardziej nowoczesnych metod
umozliwiajacych sprawdzanie autentycznosci produktow zywnos$ciowych deklarowa-
nych jako ekologiczne. Coraz wigksze zastosowanie zyskuja metody bazujace na wy-
znaczeniu stosunkow statych izotopoéw pierwiastkdéw w celu m.in. kontroli autentycz-
nosci produktow spozywczych, w tym takze ich pochodzenia [24]. Wyznaczanie
stosunkow stabilnych izotopow wegla 1 azotu w réznych warzywach, migsie i mleku
jest réwniez wykorzystywane do odrdéznienia zywnos$ci produkowanej w warunkach
ekologicznych od produkowanej metodami tradycyjnymi.

Mgr inz. A. Wlazty, prof. dr hab. Z. Targonski, Katedra Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaro-
znawstwa Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul.
Skromna 8, 20-950 Lublin. Kontakt: a.wlazly75@wp.eu
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W przedstawionym przegladzie piSmiennictwa omowiono stan badan nad ozna-
czeniami stosunkow stabilnych izotopow wegla i azotu w artykutach zywno$ciowych,
ktére byly produkowane w réznych warunkach $rodowiska. Ponadto oceniono przy-
datno$¢ wyznaczania stosunkow stabilnych izotopow pierwiastkow do odrdzniania
zywnosci ekologicznej od tradycyjne;.

Izotopy to odmiany pierwiastka chemicznego, ktore roéznig si¢ liczba neutrondéw
w jadrze atomu, natomiast liczba protonéw pozostaje taka sama, co powoduje réznice
w wartos$ci liczby masowej. Izotopy danego pierwiastka chemicznego zazwyczaj maja
podobne wiasciwosci fizyczne i chemiczne. Ze wzgledu na stabilno$¢ izotopy dzieli sig
na trwate (stabilne) i nietrwale (niestabilne). Izotopy trwate nie beda ulegaty samorzut-
nej przemianie do izotopdéw innego pierwiastka lub tego samego, natomiast izotopy
nietrwate (promieniotworcze) ulegaja przemianie do innych izotopow. Do najczgsciej
wykorzystywanych izotopoéw pierwiastkow w badaniach zywno$ci naleza izotopy wo-
doru (H), tlenu (O), azotu (N), wegla (C) i siarki (S). Pierwiastki te maja nastgpujace
izotopy : 'H, ?H, *H, 10, 10, 0, *N, 15N, 12C, 13C,*C, 28,8, M3, 353 [10].

Pierwiastki i ich izotopy wystgpuja w réznych stezeniach zarowno w biosferze,
jak rowniez w roslinach, zwierzgtach i w glebie [13]. W badaniach nad rozktadem
izotopow w przyrodzie waznym pojgciem jest ich frakcjonowanie. Kazda roslina ma
swoj jedyny uktad naturalnie wystgpujacych izotopéw wegla, azotu, wodoru i tlenu, na
ktorego rozmieszczenie wptywaja fizyczne i biochemiczne wlasciwosci oraz warunki
klimatyczne [19]. Ze wzgledu na niewielkie roznice stosunkow izotopéw w analizo-
wanych probkach materiatu organicznego, zamiast prostych stosunkow wprowadzono
okreslenie zaleznosci w stosunku do migdzynarodowego standardu tzw. PDB — stan-
dard otrzymany z probki Belemnitella american, pochodzacy z okresu kredy z Potu-
dniowej Karoliny (USA). Poniewaz oryginalna probka nie jest dostgpna, zastapiono ja
probka wiedenska VPDB.

Warto$é 0'°N (%) oblicza si¢ z rownania [1]:

R ...
SN, = | —2Z 111000
(40 ) R standardu
. SN . ] 15N
gdzie: R oznacza @ standardem jest azot atmosferyczny ze stosunkiem STl
N N

0,00368 i §"°N = 0 %o
13
Warto$é 6"°C (%o) obliczana jest rowniez z tego rownania, przy czym R = ST
C
a standardem jest VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite).
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Wartosci 6 sq miarg zawartosci cigzkiego 1 lekkiego izotopu w probce. Wzrost tej
warto$ci oznacza wzrost ilosci cigzkiego izotopu, natomiast obnizenie warto$ci
d oznacza zmniejszenie zawartosci cigzkiego izotopu. Wiele czynnikéw ma wpltyw na
stosunki cigzkiego do lekkiego izotopu, sa to na ogdt zmiany mate, rzedu kilku promili,
chociaz mozliwe sa tez duze zmiany rzedu 100 %o. Do wyznaczania warto$ci 6 wyko-
rzystywane sa spektrometry masowe, a probki trzeba przeprowadzi¢ w stan gazowy.

Wyznaczenie 6N i 6”C w produktach z upraw ekologicznych i tradycyjnych

Wyznaczanie stosunkow stabilnych izotopow wegla tj. *C i °C wykorzystuje sie
do odroznienia sktadnikow roslin C-3 od roslin C-4. Ros$liny C-4 charakteryzuja si¢
warto$ciami 0°C mieszczacymi si¢ w przedziale 9 - 14 %o, za$ rosliny C-3 w zakresie
20 - 35 %o. Do pierwszej grupy roslin zalicza si¢ m.in. kukurydzg i trzcing cukrowa,
a do drugiej m.in. pszenicg i buraki cukrowe.

Stosunek izotopow azotu w atmosferze przyjgto jako rowny 0 %o. Jest on jednak
rozny dla roznych roslin. Rosliny nasion straczkowych zyjace w symbiozie z bakteria-
mi wigzacymi azot atmosferyczny charakteryzuje nizszy stosunek izotopow azotu niz
rosliny wykorzystujace nieorganiczne zwiazki azotowe. Zrdznicowane zawartosci izo-
topéw w tych roslinach przekladaja si¢ na odmienne zawartosci izotopoéw azotu
u zwierzat spozywajacych pasze skladajace si¢ w glownej mierze z nasion ro$lin
straczkowych w stosunku do pasz zbozowych.

Istnieje wiele czynnikow, ktore moga wptywaé na wartoéé 8'°N w warzywach czy
owocach, naleza do nich m.in. rodzaj gleby, sposoéb poprzedniego uzytkowania pola,
zmiany w praktykach rolniczych [2]. Na wartos¢ 8'°N w glebie ma takze wpltyw po-
ziom jej wilgotno$ci, o czym informuja Choi i wsp. [9].

W przypadku produkcji ro$lin metodami konwencjonalnymi najczgsciej stosuje
si¢ nawozy mineralne, ktore nie sa uzywane w produkcji ekologicznej. Nawozy te cha-
rakteryzuja si¢ warto$cia 8'°N bliska zeru, zazwyczaj sa to wartoéci pomiedzy -2 a 2 %o
[2]. Natomiast w produkcji organicznej stosuje si¢ kompost, nawodz pochodzacy od
zwierzat, nawoz zielony, ktory jest bardziej zasobny w '°N i wyznaczone wartoéci 8'°N
najczesciej wahaja si¢ pomigdzy 6 a 15 %o [8, 15]. Ze wzgledu na te réznice w wielu
krajach podjgto badania w celu odpowiedzi na pytanie, czy rodzaj zastosowanego na-
wozu (0 réznym poziomie 8'°N) bedzie przenosit si¢ na wartosci 8'°N w roslinach.

Bateman i wsp. [2] oznaczyli zawarto$ci 8'°N w pomidorach, satacie i marchwi
pochodzacych z komercyjnych upraw konwencjonalnych, jak i z upraw, w ktorych
stosowano tylko nawozy organiczne. Salata, ktéra rosta w warunkach konwencjonal-
nych wykazywala nizszy poziom 8'°N w poréwnaniu z satata nawozona organicznie,
dla ktorej najnizsza warto$¢ wynosita 0,8 %o0. W 30 % sataty produkowanej w sposob
konwencjonalny wyznaczone wartosci 8'°N byly ponizej tej wartosci. 8'°N w przypad-
ku sataty nawozonej nawozami organicznymi wynosit 7,6 %o, a nawozonej chemicznie
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— 2,9 %o. Natomiast pomidory pochodzace z upraw nawozonych nawozami organicz-
nymi charakteryzowaty si¢ wicksza warto$cia 8'°N = 8,1 %o niz produkowane meto-
dami tradycyjnymi, gdzie $rednia warto§¢ wynosita -0,1 %o. Pomimo r6znic w $rednich
wartosciach 8N w uprawach pomidoréw i sataty w odmiennych systemach, wyste-
powata zgodno$¢ w poziomie wartosci 8'°N zaréwno w przypadku upraw konwencjo-
nalnych, jak i organicznych. W przypadku marchwi z upraw nawozonych organicznie,
W porownaniu z nawozonymi konwencjonalnie, nie stwierdzono rdéznic w wartosci
8" N. Wyniki te uzasadniano wyzszym zapotrzebowaniem marchwi na azot [2, 16] w
porownaniu z satata i pomidorami oraz réznicami w uprawie, gdyz satata i pomidory
byly najpierw kielkowane i flancowane, zanim zostaly przesadzone do uprawy wlasci-
wej.

Sturm i wsp. [23] oceniali, jak rodzaj nawozenia wplywa na poziom 6N
w warzywach. Poletka z satata nawozono ré6znymi sposobami, uzywajac: tylko nawozu
organicznego (O) w jednej dawce, tylko nawozu mineralnego (S) w jednej dawce oraz
rozdzielono podanie nawozu na dwie czg$ci w konfiguracjach — S+S, O+0, S+0O, O+S.
Najwyzsza warto$¢ 6N (po 50 dniach wzrostu) stwierdzono w probce sataty, do
uprawy ktorej zastosowano tylko pojedyncza dawke nawozu organicznego, a najnizsza
w probce z zastosowaniem nawozu mineralnego podzielonego na dwie dawki (S+S)
i podobnie, gdy uzyto pojedynczej dawki nawozu mineralnego. Uzyskano wigc wynik
potwierdzajacy teze, ze rodzaj nawozenia ma wpltyw na warto$é 8'°N. Zainteresowanie
naukowcoéw zostalo rowniez skierowane na problematyke poziomu 5N w zaleznosci
od czasu, jaki uptynal od momentu posadzenia sataty do jej zbioru. Okreslono wartosci
5N po 20, 30 i 50 dniach od przesadzenia sataty. Zauwazono, ze czas zbioru rowniez
wptywa na §"°N, gdyz probki sataty nawozone w uktadach O, O+0, O+S wykazywaty
nizsze wartosci z uptywem czasu, natomiast w uktadach S, S+S, S+O warto$é 8N
byta na zblizonym poziomie. Wnioski te po czg$ci sa zbiezne z obserwacjami Rogersa
[21], ktory okreslat wartosci 6°N w o$miu warzywach (ziemniakach, ogorkach, cuki-
nii, pomidorach, groszku, brokutach, dyni, baktazanach) pochodzacych ze sklepow
z zywno$cia produkowang z zastosowaniem nawozow organicznych i ich odpowiedni-
kami z upraw konwencjonalnych, pochodzacych z masowej produkcji. Obliczone war-
tosci AISN[Org_meorg] wahaty si¢ w przedziale od 0,1 do 9,6 %o. Najnizsza wartoscia APN
charakteryzowat si¢ groszek, za§ najwyzsza — ogorek. Na tej podstawie sformutowano
whniosek, ze rdznice te maja zwiazek z zastosowanym nawozem [21, 26]. Podczas pro-
wadzonych analiz zauwazono tez, ze rosliny, ktore maja krotszy okres wegetacji cha-
rakteryzuja si¢ wyzsza wartoscia AISN[Org_meorg] (z wylaczeniem groszku), co wynika
z tego, ze rosliny te szybko przyswajaja azot z podtoza. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, Ze oznaczenie stabilnego izotopu azotu moze stuzy¢ do rozroz-
nienia warzyw z plantacji organicznych i konwencjonalnych, jezeli nie sa to rosliny
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wiazace azot atmosferyczny (np. groszek), bo czerpia one azot bardziej z powietrza niz
z gleby.

Na zawarto$¢ azotu w roslinie wptywa zawarto$¢ azotu w glebie, a ta z kolei jest
powiazana z zastosowanym nawozeniem [8, 23, 27, 28]. Ilo$¢ zastosowanego nawozu
rowniez wplywala na wartos¢ 0°°N, co wykazali Georgi i wsp. [14]. Skupili si¢ oni na
oznaczeniu warto$ci 0°N i 0"°C w warzywach (satacie, cebuli, kapuscie), stosujac op-
tymalne i1 zredukowane (stanowiace 65 % optymalnej wartosci) dawki nawozu. Planta-
cje organiczne nawozone byly nawozem zielonym i1 maczka z rogow zwierzat, nato-
miast plantacje zintegrowane nawozone byly azotanem(V) amonu, zwiazkami fosforu
i potasu. Warzywa z produkcji organicznej charakteryzowaty si¢ wyzszymi warto$ci
0"N, a réznica ta byta najwicksza, gdy zastosowano optymalna dawke nawozu, jezeli
za$ dawka azotu byla obnizona, roznice te byly mniejsze. W przypadku kapusty chin-
skiej nie wykazano roznic. Po przeanalizowaniu wartosci 0"°C poszczegolnych warzyw
zauwazono, ze sposob produkcji nie wplywat znaczaco na oznaczanie wartosci 6°C,
chociaz warzywa z produkcji organicznej charakteryzowaly si¢ nieznacznie nizszymi
warto$ciami.

Choi i wsp. [8] potwierdzaja rowniez wicksza zawartosé "N w warzywach na-
wozonych nawozami organicznymi. Byty to réznice rzedu 3,85 - 10,1 %o w zaleznosci
od warzywa. Oznaczenia przeprowadzono w salacie, kapuscie, baktazanach, papryce,
szpinaku i ogérkach. Wartosci 0"°N papryki z produkcji organicznej zawieraty sig
w zakresie 13,6 - 15,3 %o, a nawozonej nawozami mineralnymi — od 3,7 do 5,3 %o.
Roéznice te thumaczono wyzsza wartoscia 0 °N w glebie nawozonej organicznie.

Nakano i wsp. [18] nawozili pomidory trzema sposobami, przy uzyciu: 1) tylko
nawozu mineralnego granulowanego, 2) tylko ptynnego nawozu nieorganicznego, 3)
organicznego nawozu otrzymanego z kukurydzy (CLS-corn step liquor). Rodzaj zasto-
sowanego nawozu nie miat znaczacego wptywu na wielkos¢ plonu, gdyz na kazdym
z p6l uzyskano zblizona mase warzyw. Natomiast warto$¢ 5 "N w owocach pomidoréw
rosnacych w warunkach nawozenia nawozami organicznymi byla najwyzsza i wynosi-
ta 7 %o. Wartosci 6"°C oznaczone w pomidorach we wszystkich przypadkach byty bar-
dzo zblizone do siebie. Na tej podstawie sformulowano wnioski, ze roslina czerpie
wegiel z wegla atmosferycznego, a nie z gleby czy z zastosowanego nawozu, a wartos¢
5"°N moze by¢ wskaznikiem do odrézniania rodzaju produkcji warzyw.

Oznaczen izotopow N, i C podijeli si¢ rowniez Camin i wsp. [6] oraz Flores
iwsp. [11]. W pierwszym przypadku oznaczeniom poddano ziemniaki pochodzace
z profesjonalnych upraw organicznych wedlug okreslonych zasad (rozporzadzenie
Rady UE 2092/91) i upraw konwencjonalnych, ale takich, w produkcji ktérych
uwzgledniano przestrzeganie okreSlonych procedur (rozporzadzenie Rady WE
nr 2200/96). Ziemniaki z upraw organicznych zawsze charakteryzowaly si¢ wyzszymi
wartosciami 8'"°N niz z upraw konwencjonalnych. Réznice te wynosity od 1,57 do
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6,58 %o w zalezno$ci od odmiany i roku badan. Warto$é 6"°C nie byta natomiast uza-
lezniona od rodzaju uprawy. W drugim przypadku przeprowadzono eksperyment pole-
gajacy na nawozeniu jednej czgsci papryki tylko nawozami organicznymi, a drugiej
tylko nawozami mineralnymi, przy czym obie czgsci byly tak samo podlewane. Owoce
papryki nawozone chemicznie wykazywaly nizsze warto$ci 8'°N niz nawozone orga-
nicznie, co koreluje z wartosciami 8'°N w nawozie, wyzszymi w przypadku nawozu
organicznego niz syntetycznego.

Na warto$ci 6"°N wyznaczone w warzywach wplyw miat rodzaj wody uzytej do
podlewania, a takze rodzaj podtoza, na ktoérym rosty warzywa, co wykazali Bateman
i wsp. [1]. Zbadano wplyw rodzaju podtoza do uprawy (torf lub kora przerobiona na
kompost) na warto$é¢ 0°°N. Stwierdzono, ze rodzaj podtoza miatl wpltyw na wartosci
8"N, gdyz w przypadku braku nawozenia pomidory uprawiane w torfie miaty wartos¢
8N przecigtnie o 5 %o nizsze niz uprawiane w korze przerobionej na kompost. Row-
niez rodzaj zastosowanego nawozu wplywal na wielko$¢ 6N, ktora byta wyzsza
w przypadku nawozenia nawozami organicznymi, niezaleznie od tego, na jakim podto-
zu rosty pomidory, przy czym roéznica ta byla wyzsza w przypadku upraw w podtozu
z kompostowane] kory. Rodzaj wody (wodociagowa i dejonizowana) miat wptyw na
poziom 8N w przypadku, gdy do uprawy sataty nie uzyto zadnego nawozu lub gdy
stosowano nawoOz organiczny, €zego nie zauwazono przy zastosowaniu nawozu
sztucznego. Potwierdzeniem roznic pod wzgledem wartosci 0°N w zaleznosci od za-
stosowanego nawozenia byty wyniki uzyskane w przypadku marchwi, gdzie 5"°N byla
nizsza o od 3,2 do 4 %o w marchwi z uprawy nawozonej azotanem(V) amonu, W po-
rownaniu z marchwia nawozona organicznie (pelleted chicken manure).

We Wiloszech podjgto badania majace na celu charakterystyke sktadu izotopowe-
go azotu owocow z produkcji organicznych [7, 20]. Prace te dotyczyly pomaranczy [7,
20] oraz truskawek, mandarynek i brzoskwin [7]. Wartoéci 8'°N oznaczono w biatku
z miazszu owocow i w aminokwasach w soku [20]. Prace prowadzono przez 3 lata.
Gospodarstwa dobrano tak, aby warunki $rodowiskowe byly takie same zaréwno
w przypadku upraw organicznych, jak i konwencjonalnych. We wszystkich wariantach
8N byla statystycznie wyzsza w owocach pochodzacych z upraw nawozonych orga-
nicznie. Stwierdzono, ze takie wyniki badan zwiazane sa z tym, Ze nawozy organiczne
powoduja zwigkszenie poziomu °N w glebie, a to sprzyja wzrostowi "°N w owocach.
Roéznice 8N w przypadku pomaranczy wahaly si¢ w zakresie od 1,06 do 1,78 %o
w zalezno$ci od odmiany oraz oznaczania 0N w soku czy tez w miazszu. Po prze-
prowadzeniu analiz sktadu izotopowego azotu truskawek, pomaranczy, brzoskwin
i mandarynek w latach 2006 - 2008 we Wtoszech [7] sformulowano wniosek, ze war-
to$¢ 6"°N moze by¢ wykorzystana przy ocenie ww. owocow z gospodarstw ekologicz-
nych oraz tradycyjnych i Ze jest najmniej zalezna od roku produkcji i miejsca potoze-
nia upraw. Wskaznik ten moze by¢ jednak uzywany, jezeli do upraw konwencjo-
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nalnych nie bedzie stosowany nawo6z organiczny (co nie jest zabronione), a uprawy
organiczne nie beda nawozone nawozem uzyskanym z roslin straczkowych. Na pod-
stawie wartosci 6°C mozna bylo rozrézniaé¢ jedynie uprawy brzoskwin i truskawek,
gdzie znaczaco nizsze warto$ci uzyskano tylko w przypadku brzoskwin w 2007 i 2008
roku z upraw organicznych. Przyczyne nizszej wartoSci wyjasniano tym, ze gleby
w uprawach organicznych maja wyzsza aktywno$¢ mikrobiologiczna, co opisywano
wezesniej w literaturze [14]. Ostatecznie stwierdzono, ze warto$é 0"°C nie jest dobrym
wskaznikiem odrdzniajacym owoce z produkcji organicznej od tradycyjnej, a w duzej
mierze zalezy ona od miejsca produkcji.

Oznaczenia izotopowe mleka

Oznaczanie stabilnych izotopow wegla i azotu wcelu odroznienia mleka
z hodowli konwencjonalnej i ekologicznej zostaly przeprowadzone przez Molkentina
i wsp. [17]. Oznaczone wartosci "°C w probkach mleka ze sprzedazy detalicznej wy-
kazywaly roznice w zaleznosci od rodzaju mleka. Wartosci 8"°C mleka pochodzacego
z produkcji konwencjonalnej wynosity -26,6 %o lub wyzej, natomiast z produkcji orga-
nicznej 0"°C byla nizsza, a maksimum byto réwne -28 %o. Roznice te wynikaja z pro-
porcji roslin typu Cs i C, w karmie dla krow. W konwencjonalnej produkcji podstawo-
wa pasza dla krow sklada sie¢ w 60 % zkukurydzy (ktéra jest rosling typu C,),
natomiast w organicznej produkcji uzywa si¢ jedynie niewielkiej ilosci kukurydzy.
Dlatego tez oznaczenie wartosci 8'°C moze stanowi¢ podstawe dla odréznienia pocho-
dzenia mleka.

Wartosci 6'°N mleka pochodzacego od kréw karmionych pasza z upraw konwen-
cjonalnych i z produkcji organicznej pokrywaty sig, chociaz spodziewano sig, ze mleko
z produkcji organicznej bedzie wykazywato wyzsze wartosci 6N ze wzgledu na uzy-
te nawozy do produkcji paszy. W mleku tym zaobserwowano jednak nizsza wartos¢
0"N, co thumaczono spozywaniem przez krowy wigkszej ilosci roslin straczkowych
czy koniczyny, a rosliny te wiaza azot atmosferyczny, w ktérym wartos¢ 6"°N = 0,
natomiast inne roéliny wiaza azot z gleby. Dlatego tez sama warto$¢ ¢'°N nie umozli-
wia odroznienia mleka z produkcji konwencjonalnej od mleka z produkcji organiczne;.

Oznaczenia izotopowe mig¢sa

Oznaczenia stabilnych izotopow wegla, azotu i siarki dokonano w celu sprawdze-
nia przydatnosci tej metody do odroznienia wotowiny pochodzacej z produkcji orga-
nicznej od konwencjonalnej [4, 22], a takze okreSlenia pochodzenia geograficznego
[22]. Poréwnujac wolowing amerykanska i europejska zauwazono duze roznice w war-
tosci 6"°C. Wotowina pochodzaca z Irlandii miata warto$é 6"°C = -24,5 %o, a pozostata
europejska wotowina — 0"°C = -21,6 %o. Natomiast wotowina pochodzaca ze Standéw
Zjednoczonych wykazywata wartosé 0°C = -12,3 %o, a z Brazylii 6"°C = -10 %o. R6z-
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nice te wynikaja z rodzaju paszy, ktora byly karmione zwierzeta. W Europie pasza
zawierala wigcej roslin typu C;, natomiast w Ameryce wigcej bylo w paszy roslin typu
C4 (np. kukurydzy). Schmidt i wsp. [22] zbadali mozliwosci odrdznienia woltowiny

Tabela 1. Wartosci 8'°N i 8'°C wybranych produktéw z produkcji organicznej i konwencjonalne;.
Table 1. Values of 3°N and 8"°C in some products from organic and conventional production.

5N [%] 5"C [%o]
Produkt Proqucja Produkc?ja nieor- Produ'kcja Produkgja nieor- 7rodio
Product organiczna ganiczna organiczna ganiczna Reference
Organic pro- Non-organic Organic pro- Non-organic
duction production duction production
Ogorek 12,3 2,7 -26 -28,1 [21]
Cucumber 13,3 3,25 - - [8]
Groszek 0,3 0,2 25,7 28,1 [21]
Peas
Ziemniak 4,3 0,9 -27,0 -24.5 [21]
Potato 5,68 - 10,34 2,23-4,13 - - [6]
Brokut
Broceoli 12,2 43 27,3 -28,6 [21]
Cebula
Onion 7,0 6,4 -26,1 -26,1 [14]
Satata 6,7 6,7 -26,0 -26,2 [14]
Lettuce 13,4 3,25 - - [8]
Kapusta
Cabbage 6,7 6,4 =253 -26,4 [14]
Papryka 14,45 4,7 - - [8]
Pepper 11,3 6,7 -27,49 -26,8 [11]
Szpinak
Spinach 93 36 ) ) (8]
Pomidor
Tomato 7,09 0.3 - - [18]
Pomarancza 8,0 7,1 26,4 263 [7]
Orange
Brzoskwinia
Peach 2,4 0,9 25,9 25,6 [7]
Truskawka 12 0.6 244 24,6 [7]
Strawberry
Mleko
Milk - - -28 -26,6 [17]
Wolowina 6,6 7.8 26,0 245 [22]

Beef
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z produkcji konwencjonalnej od wotowiny z produkcji organicznej na podstawie ozna-
czen stosunku stabilnych izotopow C, N, i S. Wartoéé 6"°C byta nizsza w przypadku
wotowiny z produkcji organicznej (wynosita -26 %o) niz z produkcji konwencjonalnej
(6"C = -24,5 %o). Na podstawie tych wynikow mozna stwierdzi¢, ze w hodowli orga-
nicznej stosowano wigcej trawy jako paszy, ktéra ma nizsza warto$é¢ 6"°C niz inna pa-
sza. Natomiast warto$¢ 8'"°N byla rowniez nizsza w przypadku wolowiny z produkcji
organicznej i wynosita 6,6 %o, podczas gdy wolowina pochodzaca z produkcji kon-
wencjonalnej miata warto$é 6"°N = 7,8 %o. Roznice w wartoéci 0°'S byty bardzo nie-
wielkie. Wotowina produkowana organicznie miata warto$é 8**S = 7,9 %o, a produko-
wana konwencjonalnie — 7,2 %eo.

Oznaczenia przeprowadzane przez Bonera i wsp. [4] potwierdzaja, ze warto$¢
6"C moze shuzy¢ do odréznienia migsa z hodowli ekologicznych od migsa z hodowli
konwencjonalnych. Rolnictwo konwencjonalne stosuje gtownie kukurydzg jako paszg
dla zwierzat, aby uzyska¢ szybszy wzrost, natomiast w rolnictwie organicznym kuku-
rydzg stosuje si¢ bardzo rzadko Iub nie stosuje jej si¢ wcale. Dlatego tez migso ekolo-
giczne wykazuje nizsza warto$¢ 0°C niz migso konwencjonalne.

Uzyskane dotychczas wybrane wyniki oznaczen izotopowych na $wiecie przed-
stawiono w tab. 1.

Podsumowanie

Na podstawie przegladu pisSmiennictwa mozna stwierdzi¢, ze metody pomiaru
stosunkow stabilnych izotopow wegla i azotu w zywno$ci moga by¢ wykorzystane do
odréznienia zywnosci pochodzacej z gospodarstw ekologicznych od zywnosci pocho-
dzacej z upraw tradycyjnych. Nie jest to jednak zasada dotyczaca wszystkich warzyw
i owocow. Dlatego tez sa konieczne szczegdtowe badania kazdego produktu w réznych
warunkach uprawy, by dokona¢ oceny przydatno$ci ww. metody do sprawdzenia czy
zywnos$¢ deklarowana jako ekologiczna rzeczywiscie nig jest. Istnieje potrzeba dal-
szych badan potwierdzajacych uzyskane dotychczas wyniki. W Polsce zostaty wdrozo-
ne uznane metody izotopowej kontroli win, miodow i sokow [3], natomiast brakuje
badan nad oznaczeniami izotopéw N i C w warzywach czy owocach.
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APPLYING DETERMINED RATIOS OF STABLE ISOTOPES RATIOS
IN SELECTED ELEMENTS TO EVALUATE AUTHENTICITY OF ORGANICALLY
GROWN PRODUCTS

Summary

In the paper, the current state of research is presented with reference to carbon and nitrogen stable iso-
topes ratios () in various food products (vegetables, fruits, meat, and milk) produced using conventional
and organic farming methods. The ¢ value denotes an amount of heavy and light isotopes in a sample. The
0"N value in vegetables and fruits is affected, among other thing, by a soil and fertigation type, as well as
by a farming method used previously in the field. The methods consisting in the determination of 6'°N or
6"C values can be a useful tool to distinguish between organic and conventional food products; though,
this principle does not involve all food products.

Key words: isotopes, °N, °C, organic farming, and authenticity of products
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WARTOSC ODZYWCZA I PROZDROWOTNA GRZYBOW

Streszczenie

Warto$¢ odzywcza grzybéw wynika z zawartosci w nich biatek o duzej przyswajalnosci, polisachary-
déw, niezbednych nienasyconych kwasow thuszczowych, a takze sktadnikéw mineralnych oraz witamin.
Wiele gatunkéw uprawnych oraz dziko rosnacych wykazuje rowniez wlasciwosci prozdrowotne. Zwigza-
ne sa one z obecnoscia sktadnikow bioaktywnych, gtéwnie polisacharydéw, triterpenoidéow oraz zwiaz-
kow fenolowych. Udokumentowano dziatanie immunostymulujace, antybakteryjne, antywirusowe, prze-
ciwzapalne, przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe oraz przeciwalergiczne réznych gatunkéw
grzybow. Substancje pozyskiwane z grzybéw maja rowniez zdolno$¢ obnizania poziomu cholesterolu
i triacylogliceroli we krwi, normalizuja ci$nienie, a takze dzialaja ochronnie na watrobg. Obecnie grzyby
uznawane s za zywno$¢ funkcjonalna. Pozytywny wplyw na zdrowie mozna uzyskac¢ poprzez bezposred-
nie spozywanie owocnikow lub stosowanie suplementow diety w postaci preparatow zawierajacych eks-
trakty grzybowe.

Stowa Kkluczowe: grzyby dziko rosnace, grzyby uprawne, sktadniki odzywcze, substancje bioaktywne,
zywno$¢ funkcjonalna

Wprowadzenie

Grzyby ceniono gtownie za smak 1 aromat, wykorzystywano rowniez w medycy-
nie ludowej [88]. Jednak swiadomos¢, ze grzyby sa Zywnoscia prozdrowotna, zawiera-
jaca wiele substancji bioaktywnych, jest stosunkowo nowa [93]. Publikacje naukowe
poswigcone wartosci odzywcezej 1 wlasciwosciom prozdrowotnym grzyboéw pochodza
glownie z ostatniego dwudziestolecia [19, 25]. Obecnie grzyby uznawane sa za Zyw-
no$¢ funkcjonalna, gdyz wykazuja udokumentowany korzystny wplyw na zdrowie
cztowieka [1, 63].

Do krolestwa Fungi zaliczanych jest okoto 14 000 gatunkow grzybow wielkoo-
wocnikowych [42], spos$rod ktorych co najmniej 2 000 to gatunki jadalne [11]. Szacuje
sig, ze na $wiecie wystepuje obecnie 150 000 gatunkow grzybow wyzszych, z ktorych

Dr hab. M. Siwulski, prof. nadzw., dr hab. K. Sobieralski, mgr inz. 1. Sas-Golak, Katedra Warzywnictwa,
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opisano mniej niz 10 %. Okoto 700 gatunkow grzyboéw wykazuje wiasciwosci proz-
drowotne [66]. Okoto 200 gatunkoéw grzybodw pozyskiwanych jest ze stanowisk natu-
ralnych, gléwnie w krajach Dalekiego Wschodu i wykorzystywanych do celow kuli-
narnych oraz leczniczych [70]. W Europie grzyby sa zbierane najczgsciej przez narody
stowianskie [38].

Uprawa grzybow ma wiclowieckowa tradycje w krajach azjatyckich, gtownie
w Chinach. W Europie uprawa pieczarki zostala zapoczatkowana w pierwszej potowie
XVII w. we Francji. Obecnie uprawianych jest okoto 35 gatunkow grzybow, z czego
20 na skale przemystowa. Do gtéwnych gatunkow uprawnych nalezy pieczarka dwuza-
rodnikowa (Agaricus bisporus), twardziak jadalny (Lentinula edodes), boczniak (Pleu-
rotus spp.), uszak bzowy (Auricularia auricula), zimoéwka aksamitnotrzonowa (Flam-
mulina velutipes) oraz pochwiak pochwiasty (Volvariella volvacea). Najwigkszym
producentem grzybow na $wiecie sa Chiny, gdzie produkcja w 2007 roku wyniosta
1,6 min ton [24].

Celem pracy byta charakterystyka wartosci odzywczej grzybow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem substancji bioaktywnych decydujacych o wiasciwosciach prozdro-
wotnych poszczegolnych gatunkow, na podstawie wynikow najnowszych badan nau-
kowych.

Wartos$¢ odzywcza grzybow

Warto$¢ odzywcza grzyboéw wynika z wystgpowania w owocnikach bialek, sa-
charydow, kwasow thuszczowych, witamin i sktadnikow mineralnych oraz btonnika
pokarmowego [5, 61, 62]. Zawartos$¢ biatka w grzybach jest duza i zalezna od gatunku
oraz stadium rozwoju owocnika [2]. Powszechnie spozywane gatunki zawieraja ok. 1,5
- 3,6 % biatka w $w.m., co odpowiada 10 - 40 % w przeliczeniu na sucha maseg [5].
Biatko grzybow charakteryzuje si¢ dobra przyswajalnoscia, siggajaca 90 %. Niektore
gatunki wystgpujace dziko, np. borowik szlachetny (Boletus edulis) oraz kozlarz czer-
wony (Leccinum rufum), przewyzszaja zawartoscia biatka gatunki uprawne, takie jak
pieczarka dwuzarodnikowa i boczniak ostrygowaty (P. ostreatus) [39, 62].

O wartosci biatek pochodzacych z grzybow decyduje zestaw aminokwasow, w
tym obecno$¢ wszystkich aminokwasow egzogennych tj. lizyny, metioniny, tryptofanu,
treoniny, waliny, leucyny, izoleucyny, i fenyloalaniny oraz wzglednie egzogennej hi-
stydyny [6, 9, 10]. Zawarto$¢ w grzybach takich aminokwasdw, jak: treonina, arginina
1 tyrozyna jest wyzsza niz w warzywach, takich jak kalafior i marchew [53].

Owocniki grzybow zawieraja 4,7 - 6,9 % sacharydow ogotem (okoto 50 % s. m.),
z czego 2,7 - 3,9 % stanowi blonnik pokarmowy [62]. NajczgSciej wystepuja monosa-
charydy, disacharydy, polisacharydy oraz kompleksy polisacharydowo-biatkowe.
Szczegdlna rola przypisywana jest polisacharydom, ktére wykazuja silng aktywnosé
biologiczng. W sktad btonnika pokarmowego wchodza witdkna nierozpuszczalne
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w wodzie, w tym chityna, celuloza i ligniny oraz widkna rozpuszczalne w wodzie,
gtownie B-glukany [50].

Zawartos¢ kwasow thuszczowych w owocnikach grzybow jest niewielka i wynosi
2 - 8 % s.m. Korzystny jest jednak stosunek kwasow ttuszczowych wielonienasyco-
nych do kwasow nasyconych. Okoto 75 % catkowitej zawartosci kwasow tluszczo-
wych stanowia niezbgdne nienasycone kwasy tluszczowe, wsrod ktorych najwigksze
znaczenie majg kwasy oleinowy i linolenowy. Gtownym kwasem ttuszczowym nasy-
conym jest kwas palmitynowy [67].

Grzyby sa dobrym zrodtem sktadnikow mineralnych, gtéwnie potasu, fosforu,
wapnia i magnezu [52, 64]. Szczegdlnie zasobnym w wapn gatunkiem jest twardziak
jadalny. W owocnikach réznych gatunkow grzybow stwierdzono réwniez obecno$é
pierwiastkow $ladowych, takich jak: miedz, cynk, zelazo, mangan, molibden i selen.
Grzyby z rodzaju boczniaka przewyzszaja pod wzgledem zawartosci miedzi inne ga-
tunki uprawne. Sposrod gatunkow wystepujacych dziko najwigksza zawartoscia potasu
charakteryzuja si¢: borowik szlachetny, kozlarz babka (L. scabrum) oraz pieprznik
jadalny (Cantharellus cibarius) [5].

Grzyby stanowia dobre zrodto wielu witamin, zwtaszcza ryboflawiny (B,), niacy-
ny (B;) i folacyny (By). Zawarto$¢ witaminy B, w grzybach jest wigksza niz w warzy-
wach. Ponadto grzyby zawieraja niewielkie ilosci witaminy C, By, a takze $ladowe
ilosci witaminy By,, D, oraz E [31, 65]. Niektore gatunki o zabarwieniu pomaranczo-
wym, np. pieprznik jadalny, sa zrodtem prowitaminy A [52]. Sposrod gatunkow
uprawnych szczegdlnie zasobna w witaminy z grupy B jest pieczarka dwuzarodniko-
wa, boczniak ostrygowaty, zimoéwka aksamitnotrzonowa i twardziak jadalny [27].
Wisréd gatunkow dziko rosnacych duza zawartoScia witamin wyroznia si¢ maslak zwy-
czajny (Suillus luteus) [72].

Grzyby jako Zrodlo substancji bioaktywnych

Najliczniejsza grupe zwiazkow zawartych w Scianie komérkowej grzybow sta-
nowia polisacharydy oraz kompleksy biatkowo-cukrowe. Pozostate biologicznie ak-
tywne substancje wystepujace w grzybach dziela si¢ na zwiazki o wysokiej masie cza-
steczkowej, gldwnie ligniny oraz o niskiej masie czasteczkowej, w tym triterpenoidy
i fenole [16].

Polisacharydom zawartym w $cianie komorkowej grzybow przypisuje si¢ dziata-
nia prozdrowotne, w tym immunostymulujace, przeciwnowotworowe, hipoglikemiczne
1 antyoksydacyjne [59, 77, 88, 94]. Mechanizm dzialania tych zwiazkéw nie jest
w peti poznany. Polisacharydy to bardzo liczna grupa zwiazkow, w ktorej szczegdlne
miejsce zajmuja B-glukany. Lakownica 1$niaca (Ganoderma lucidum) jest wyjatkowo
zasobna w polisacharydy, ktore stanowig od 10 do 50 % s.m. owocnikow [74]. Z tego
gatunku wyizolowano ponad 200 r6éznych polisacharydow [89]. Liczne badania wska-
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zuja na obecno$¢ B-glukanow takze w innych gatunkach grzybow, np. w borowiku
szlachetnym [51].

B-glukany zawarte w grzybach roznig si¢ budowa, rozpuszczalno$cia w wodzie,
wielko$cia czasteczki i masa czasteczkowa. Wymienione cechy powoduja, ze poszcze-
golne B-glukany rdznia si¢ dziataniem prozdrowotnym [14]. Jak podaje Wasser [88],
najsilniejszy efekt prozdrowotny wywotuja -glukany o wigkszej masie czasteczkowe;.
Do najwazniejszych polisacharydow pochodzenia grzybowego naleza: lentinan wyizo-
lowany z twardziaka jadalnego, pleuran (boczniak ostrygowaty), schizofilan (rozsz-
czepka pospolita Schizophyllum commune), skleroglukan (grzyby z rodzaju Sclero-
tium) 1 grifolan (zagwica listkowata Grifola frondosa). Do komplekséw
polisacharydowo-biatkowych zaliczany jest krestin, wyekstrahowany z wro$niaka réz-
nobarwnego (Coriolus versicolor) oraz ganoderan (lakownica I$niaca) [90].

Bardzo wazna grupa substancji aktywnych pochodzenia grzybowego sa triterpe-
noidy. Stwierdzono, ze wykazuja one dziatanie przeciwko wirusowi HIV1 oraz wiru-
sowi opryszczki [57]. Inne badania potwierdzity zdolno$¢ triterpenoidow do hamowa-
nia syntezy cholesterolu, obnizania ci$nienia krwi oraz zmniejszania agregacji ptytek
krwi, przez co wplywaja na zmniejszenie ryzyka chorob sercowo-naczyniowych [8].
Bogatym zrédiem tych zwiazkow jest lakownica I$nigca, z ktérej wyizolowano ponad
120 réznych terpenoidow, m.in. kwas ganodermowy, kwas ganodermadowy, ganoder-
madiol [47]. Triterpenoidy z lakownicy I$niacej hamuja bezposrednio wzrost komorek
rakowych 1 zmniejszaja ich inwazyjnosc¢ [75].

Zwiazki fenolowe zawarte w owocnikach grzybow decyduja o ich wtasciwo-
sciach antyoksydacyjnych. Kwasy fenolowe, w tym hydroksybenzoesowy, protokate-
chinowy i kawowy wyizolowano z pieczarki dwuzarodnikowej i twardziaka jadalnego
[52]. Ekstrakty z roznych gatunkoéw grzybow, m.in. zimowki aksamitnotrzonowe;j,
zagwicy listkowatej, soplowki jezowatej, twardziaka jadalnego oraz boczniaka ostry-
gowatego sa bogate w zwiazki fenolowe o silnej aktywnosci przeciwutleniajacej [15,
22]. Zwiazki fenolowe zawarte w grzybach wykazuja rowniez dziatanie przeciwzapal-
ne i przeciwnowotworowe [60].

Do biologicznie aktywnych zwiazkow o wysokiej masie czasteczkowej naleza
lektyny, czyli potaczenia biatkowo-cukrowe. Maja one zdolno$¢ wptywania na uktad
immunologiczny czlowieka poprzez stymulowanie dojrzewania komorek odporno-
sciowych [46].

Prozdrowotne dzialanie grzybow

W wielu osrodkach naukowych prowadzono badania dotyczace wlasciwosci
prozdrowotnych zaré6wno uprawnych, jak i dzikich gatunkéw grzybow [30, 85]. Opi-
sano szczegotowo ich dziatanie przeciwnowotworowe, immunostymulujace, przeciw-
oksydacyjne, ochronne dla serca i naczyn, obnizajace poziom cholesterolu we krwi,
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przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwcukrzycowe oraz ochraniajace watrobg
[18, 63, 90].

Do najlepiej udokumentowanych i najbardziej obiecujacych nalezy przeciwnowo-
tworowe dzialanie grzybow. W tradycyjnej medycynie chinskiej przez dlugi czas do
leczenia pacjentow z nowotworami stosowano jeden gatunek, maczuznik bojowy
(Cordyceps militaria). W medycynie ludowej wschodniej Europy juz w XVI - XVII w.
w terapii nowotwordw wykorzystywano owocniki widknouszka ukosnego (/nonotus
obliguus). Antynowotworowe wlasciwos$ci borowika szlachetnego potwierdzono
w potowie XX w. [49]. Wedlug Wassera [88] istnieje okoto 650 gatunkéw grzybow
wyzszych wykazujacych potencjat przeciwnowotworowy. Thekkuttuparambil i wsp.
[80] wykazali wlasciwosci przeciwnowotworowe lakownicy I$niacej, czyrenia (Phelli-
nus rimosus), boczniaka florydzkiego (P. florida) i boczniaka tyzkowatego (P. pulmo-
narius). Obecnie potwierdzono naukowo aktywnos$¢ przeciwnowotworowa ponad 30
gatunkow grzybow leczniczych [90].

Grzyby lecznicze sa nie tylko zrodtem bezposrednio dziatajacych czynnikoéw
przeciwnowotworowych, lecz petnia rolg tzw. immunomodulatorow, ktore stymuluja
uktad odpornosciowy cztowieka do zwalczania komorek nowotworowych [19]. Ak-
tywne substancje zawarte w grzybach pobudzajaq makrofagi, limfocyty T oraz komoérki
NK do produkgji cytokin, m.in. TNF-a, IFN-g, 1l-1b, ktore hamuja proliferacj¢ komo-
rek nowotworowych, a takze indukuja ich apoptozg¢ [66]. Lentinan, schizophyllan,
frakcja MD z zagwicy listkowatej oraz PSK i PSP z wrosniaka roznobarwnego stoso-
wane sa w Japonii i Chinach w immunoterapii nowotworow zotadka, jelita grubego
oraz piersi [63]. Ww. zwiazki stosowane sa rownolegle z tradycyjna terapia nowotwo-
row. Pozwala to wydluzy¢ czas przezycia oraz poprawi¢ jako$¢ zycia pacjentow
w pordéwnaniu z samym leczeniem konwencjonalnym.

Antyoksydacyjne wtasciwosci grzybow sa bardzo dobrze udokumentowane |3,
43, 60, 83]. Etanolowe ekstrakty ze 150 gatunkow grzyboéw wykazuja aktywnos¢ prze-
ciwutleniajaca [12]. Potwierdzono antyoksydacyjne dziatanie ekstraktéw z: zagwicy
listkowatej, soplowki jezowatej (Hericium erinaceus), ziméwki aksamitnotrzonowej,
twardziaka jadalnego, boczniaka ostrygowatego [86], polowki wiazkowej (Agrocybe
aegerita), pieczarki brazylijskiej (Agaricus blazei), borowika szlachetnego i czernidla-
ka kotpakowatego (Coprinus comatus) [54, 81, 82, 84]. Stwierdzono réwniez, ze meta-
nolowe i wodne ekstrakty z twardziaka jadalnego, boczniaka (P. tuber-regium), po-
chwiaka pochwiastego i z polowki wiazkowe] wykazuja potencjal antyoksydacyjny
[45]. Lo i Cheung [48] okreslili aktywnos$¢ antyoksydacyja metanolowych ekstraktow
z siedmiu gatunkow grzyboéw dziko rosnacych, wynikajaca z zawartosci fenoli,
[B-tokoferolu i B-karotenu. Potwierdzono, ze aktywnos$¢ antyoksydacyjna jest skorelo-
wana z ogolna zawartos$cia zwiazkow fenolowych w ekstraktach grzybowych [63].
Cheung i wsp. [17] wykazali rowniez, ze aktywnos¢ antyoksydacyjna kompleksow
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polisacharydowo-biatkowych z grzybow zalezy od zastosowanej metody ekstrakcji
tych zwiazkow.

7 uwagi na duza zawarto$¢ blonnika oraz mata zawartos$¢ ttuszczu grzyby moga
stanowi¢ element diety przeciwdziatajacej miazdzycy [63]. Dodatkowo, sa one zro-
dlem substancji wykazujacych zdolno$¢ zmniejszania syntezy cholesterolu LDL oraz
triacylogliceroli, nie wptywajac na st¢zenie frakcji HDL [32]. Do takich substancji
naleza eritadenina wyizolowana z twardziaka jadalnego oraz lowastatyna obecna
w gatunkach boczniaka [73]. Eritadenina wykazuje takze zdolno$¢ zmniejszania pro-
dukcji homocysteiny, bedacej czynnikiem ryzyka choréb serca [26]. Ekstrakty z twar-
dziaka jadalnego oraz boczniaka florydzkiego zapobiegaja rowniez agregacji plytek
krwi [37]. Zdolnos$¢ obnizania ci$nienia krwi wykazuje wiele gatunkow, m.in. twar-
dziak jadalny, lakownica I$niaca, boczniak (P. nebrodensis) oraz zagwica listkowata
[56, 79]. Wymienione wyzej wlasciwosci grzybow decyduja o mozliwosci ich zasto-
sowania w profilaktyce oraz leczeniu chordéb sercowo-naczyniowych.

Grzyby zawieraja substancje o dziataniu hipoglikemicznym, w tym polisacharydy
i lektyny [34, 40]. Wykazano zdolno$¢ do obnizania poziomu glukozy we krwi przez
zagwicg listkowata [44], lakownicg 1$niaca [29] oraz maczuznika [35]. Udokumento-
wano dziatanie hipoglikemiczne czernidtaka kolpakowatego [33]. Dziatanie hipogli-
kemiczne wykazuje komatyna wyizolowana z kultury plynnej czernidtaka kolpakowa-
tego [20]. Stwierdzono, ze czernidlak kotpakowaty dziata ostaniajaco na komorki
trzustki i moze by¢ stosowany w zapobieganiu powiktaniom cukrzycowym.

Grzyby stanowia bogate zrodlto naturalnych antybiotykow. Zwiazki wyizolowane
z grzybow wykazuja dziatanie przeciwgrzybowe i przeciwbakteryjne, zwalczajac Sta-
phylococcus aureus, Bacillus subtilis 1 Escherichia coli. Hamuja rowniez wzrost mi-
kroorganizmow odpowiedzialnych za problemy skorne, m.in. Pityrosporum ovale,
Staphylococcus epidermidis 1 Propionibacterium acnes [63]. Wzrost S. aureus i innych
opornych bakterii jest hamowany przez zwiazek o budowie seskwiterpenowej zawarty
w ganodermie czerwonawej (G. pfeifferi) [S57]. Steroidy wyizolowane z ganodermy
sptaszczonej (G. applanatum) wykazuja aktywno$¢ przeciwko wielu bakteriom
gram(+) 1 gram(-) [76]. Kwas oksalowy odpowiada za antybakteryjny efekt twardziaka
jadalnego przeciwko S. aureus 1 innym bakteriom [7]. Bialka pochodzace z grzybow,
np. pleurostrina z boczniaka ostrygowatego, agrocybina z polowki wiazkowej, eryngi-
na z boczniaka mikotajkowego (P. eryngii) oraz ganodermina z lakownicy l$niacej
wykazuja aktywnos$¢ przeciwgrzybiczna. Pleurostrina hamuje wzrost grzybni Fusarium
oxysporum, Mycosphaerella arachidicola oraz Physalospora pyricola. Inhibitorem F.
oxysporum jest rGwniez eryngina i ganodermina [92].

W literaturze szeroko opisano antywirusowe dziatanie ekstraktow z catych grzy-
bow, jak rowniez wyizolowanych z nich zwiazkow. Efekt przeciwwirusowy wykazuja
substancje o matej masie czasteczkowej, np. triterpeny. Ganoderiol, ganodermanontriol
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i kwas ganodermowy z lakownicy l$niacej sa aktywne przeciwko wirusowi HIV-1
[23], natomiast ganodermadiol i lucidadiol otrzymane z ganodermy czerwonawej wy-
kazuja efekt przeciwko wirusowi grypy typu A. Ganodermadiol zwalcza rowniez wiru-
sa opryszczki HSV-1 [58]. Zwiazki fenolowe z widknouszka szczotkowatego (1. hispi-
dus) wykazuja aktywnos$¢ przeciwko wirusom grypy typu A i B [4].

Grzyby dziataja rowniez przeciwalergicznie. Kwasy ganodermowe C i D otrzy-
mane z lakownicy I$niacej hamuja reakcje histaminowa. Dziatanie antyalergiczne wy-
kazywaly rowniez etanolowe ekstrakty z Hypsizygus marmoreus, ziméwki aksamitno-
trzonowej, tuskwiaka nameko (Pholiota nameko) i boczniaka mikotajkowego [71].

Wiele gatunkow grzybow charakteryzuje si¢ dziataniem przeciwzapalnym, np.
w zapaleniu stawow [41]. Kwasy ganodermowe A, B, H z G. lucidum wykazuja sil-
niejsze dzialanie przeciwzapalne w poroéwnaniu z kwasem acetylosalicylowym, nato-
miast metanolowe ekstrakty z boczniaka tyzkowatego wywotuja efekt podobny do
diklofenaku [36]. Metanolowy ekstrakt z boczniaka florydzkiego hamuje stan zapalny
naczyn krwionosnych [37].

Ekstrakty z grzybow dziataja ochronnie na watrobe. Etanolowy ekstrakt z lakow-
nicy l$niacej zawierajacy trieterpenoidy zapobiegal niszczeniu hepatocytow przez chlo-
roform. Efekt ochronny byt zwiazany ze zdolnoscia wygaszania wolnych rodnikow
w watrobie [87]. Preparat z lakownicy I$niacej zawierajacy frakcje¢ polisacharydowa,
testowany w badaniach klinicznych z udziatem pacjentéw z przewlektym wirusowym
zapaleniem watroby typu B, powodowat normalizacj¢ poziomu aminotransferaz [28].

Ekstrakty grzybowe oraz wyizolowane z nich zwiazki wywieraja wptyw na cen-
tralny uktad nerwowy. Zwiazki fenolowe otrzymane z soplowki jezowatej (hericenony
C, D, E, F, Gi H) indukuja syntezg czynnika wzrostu nerwu (NGF), co umozliwia ich
wykorzystanie w leczeniu choroby Alzheimera [55]. Erinacina E wyizolowana
z soplowki gatezistej (H. coralloides) wykazywata znaczacy efekt przeciwbolowy, nie
wywotujac skutkéw ubocznych, charakterystycznych dla morfiny [69].

Grzyby jako element Zywnos$ci funkcjonalnej

Obecnie istnieje wiele definicji zywnosci funkcjonalnej. Wedlug koncepcji za-
proponowanej przez amerykanskich i europejskich ekspertow, powinna ona by¢ ele-
mentem normalnej diety, czyli by¢ spozywana regularnie i w normalnych ilosciach,
a poza tym obnizac ryzyko konkretnych chorob lub wykazywaé dodatkowy korzystny
efekt poza podstawowa warto$cia odzywcza [21]. Na rynku znajduje si¢ wiele produk-
tow zaliczanych do zywnosci funkcjonalnej [68].

Prebiotyki sa definiowane jako sktadniki Zywno$ci nieulegajace trawieniu
w przewodzie pokarmowym, a majace zdolno$¢ stymulowania wzrostu i aktywnosci
pozytecznych bakterii w przewodzie pokarmowym, gtownie w jelicie grubym. Owoc-
niki grzybow moga spetniaé te kryteria ze wzgledu na zawartos¢ polisacharydow, ta-
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kich jak: chityna, hemiceluloza, o- i B-glukany, mannany, ksylany oraz galaktany [1].
Synytsya i wsp. [78] wykazali, ze ekstrakty z boczniaka ostrygowatego oraz mikotaj-
kowego stymuluja wzrost bakterii probiotycznych — Lactobacillus ssp., Bifidobacte-
rium ssp. oraz Enterococcus faecium.

Grzyby moga by¢ spozywane bezposrednio i traktowane jako element zywnosci
funkcjonalnej [13]. Pozytywny efekt ich stosowania wynika wowczas ze wspotdziata-
nia roznych sktadnikéw aktywnych zawartych w owocnikach. Profilaktycznie mozna
rowniez stosowac gotowe preparaty pochodzenia grzybowego w postaci kapsutek lub
tabletek. Zawieraja one oczyszczone ekstrakty grzybowe i sa traktowane jako suple-
menty diety [91]. Najczgsciej sa stosowane jako preparaty wzmacniajace uktad odpor-
nosciowy oraz przeciwdziatajace nowotworom [89]. Preparaty produkowane sa przede
wszystkim z takich gatunkow grzybow leczniczych, jak: lakownica I$niaca, twardziak
jadalny, zagwica listkowata, wrosniak réznobarwny, maczuznik chinski. Dostgpne sa
takze preparaty zawierajace ekstrakty z roznych gatunkow grzybow [19].

Podsumowanie

Mechanizm wptywu réznych gatunkow grzybdw oraz poszczeg6lnych substancji
w nich zawartych na organizm cztowieka nie jest do konca wyjasniony. Istnieje po-
trzeba prowadzenia dalszych badan ze szczegdlnym uwzglednieniem nowych gatun-
kow oraz izolowanych z nich sktadnikow aktywnych. Nalezatoby szczegdtowo okre-
$li¢, ktore z ekstraktow grzybowych lub aktywnych sktadnikow sa rekomendowane
w celu osiagnigcia okreslonego efektu prozdrowotnego. Niezbedna jest takze edukacja
konsumentéw w dziedzinie korzysci zdrowotnych, ktore mozna uzyska¢ poprzez spo-
zywanie grzybow.
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NUTRITIVE AND HEALTH-PROMOTING VALUE OF MUSHROOMS
Summary

Health-promoting value of mushrooms is the effect of readily available proteins, carbohydrates, essen-
tial unsaturated fatty acids, as well as minerals and vitamins contained in them. Many cultivated and wild-
growing species also exhibit salutogenic properties. They are to be attributed to the presence of bioactive
substances, mainly polysaccharides, triterpenoids, and phenolic compounds. The immunostimulatory,
antibacterial, antiviral, anti-inflammatory, anticarcinogenic, antidiabetic, and antiallergenic actions were
documented for different mushroom species. Substances obtained from fungi are also capable of reducing
blood cholesterol and triglyceride levels, they normalise blood pressure and protect the liver. At present,
mushrooms are considered to be functional food. Beneficial health effects may be achieved through the
direct consumption of fruiting bodies or the use of dietary supplements in the form of ready-to-use prepa-
rations containing mushroom extracts.

Key words: wild-growing mushrooms, cultivated mushrooms, bioactive substances, functional food
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Streszczenie

Wozrastajaca liczba przypadkow alergii na mleko krowie wérdd niemowlat wywotata zainteresowanie
mlekiem koniowatych (klaczy koni i ostow) z powodu podobienstwa sktadu tego mleka do mleka kobie-
cego. W badaniach klinicznych wykazano bardzo dobre tolerowanie tego rodzaju mleka przez organizm
niemowlat i matych dzieci. Mleko osle uwazane jest za uzyteczne w zapobieganiu arteriosklerozie
i w regulowaniu reakcji immunologicznych ludzi w starszym wieku. Mimo podobienstwa do mleka koby-
lego wyrdznia si¢ ono szczegdlnie duza zawarto$cia lizozymu, dzigki ktoremu charakteryzuje si¢ wlasci-
wosciami antybakteryjnymi nawet po pasteryzacji, co miedzy innymi sprawia, ze jest szczegdlne przydat-
ne do produkcji napojow probiotycznych.

Stowa kluczowe: mleko osle, lizozym, wiasciwosci antyalergiczne, cechy funkcjonalne

Wprowadzenie

W ostatniej dekadzie wzrosto zainteresowanie mlekiem o$lim ze wzgledu na jego
wlasciwosci immunologiczne i podobienstwo do mleka kobiecego. Mleko to cechuje
charakterystyczny sktad chemiczny i1 unikatowe wtasciwosci funkcjonalne oraz mozli-
wos¢ wykorzystania jako naturalnego substytutu mleka matki w zywieniu dzieci
z CMPA (cow’s milk protein allergy) [4, 19, 24, 31, 33]. Obecnie w niektérych kra-
jach, zwlaszcza w Europie, mleko os$le dostgpne jest na rynku i przeznaczone
gtownie dla noworodkow oraz dla osob starszych i rekonwalescentow.

Sklad chemiczny i warto$é Zzywieniowa mleka oSlego

Mleko osle charakteryzuje si¢ duza zawartoscia laktozy i mata zawartoscia biatka.
Laktoza przekracza czgsto 7 % i stanowi sktadnik charakterystyczny dla tego rodzaju
mleka. Frakcja biatek mleka jest szczegdlnie bogata w bialka serwatkowe, ktore moga
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tworstwa Produktow Zwierzecych, Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul.
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stanowi¢ nawet 70 % catkowitej zawarto$ci biatka [23]. Te sktadniki mleka oslego
najbardziej upodobniaja je do mleka kobiecego.

Tabela 1. Podstawowe sktadniki mleka oslego, kobylego, krowiego i kobiecego.
Table 1. Basic components of donkey’s, female horse’s, cow’s and human milk.

Sktadniki [g/100 g]
Components [g/100 g]
Gatunek mleka /}IZOt , .
. . X . . .
Variety of milk Sucha masa | Laktoza | Tluszcz ogofem £W. minet Zrodlo
D . I F 6,38 jako popidt S
ry matter actose at Total nitro- Ash ource
gen
Micko o8l
ero osie 8,86 7,14 0,30 1,46 0,34 [23, 32]
Donkey’s milk
Micko kobyl
cRo ROBYIE 11,00 6,10 1,40 2,14 0,45 [16, 31]
Female horse‘s milk
Micko krowi
cho Krowie 12,50 4,80 3,70 3,20 0,70 [32]
Cow’s milk
Micko kobi
ero Roblece 12,50 6,44 3,46 1,25 0,19 [21]
Human milk

Przydatnos¢ technologiczna mleka i jego wartos¢ odzywcza oceniana jest na pod-
stawie zawarto$ci gldownego biatka mleka, jakim jest kazeina. Pod tym wzgledem naj-
wyzej oceniane jest mleko bawole, owcze 1 krowie, chociaz wykorzystywane jest rOw-
niez mleko kozie, mimo tego ze przy jego przerobie wystgpuja juz pewne trudnosci
[39, 40], Mleko i produkty z niego wyprodukowane maja wprawdzie wysoka wartos¢
odzywcza, ale sa trudniej strawne dla 0séb z niewydolnym uktadem trawiennym, oséb
starszych, osob z nietolerancja pokarmowa, czy tez z alergiami na niektore frakcje
biatkowe, a przede wszystkim dla niemowlat i matych dzieci.

Mileko ssakow koniowatych (klaczy ostéw i koni) charakteryzuje si¢ mata zawar-
toscia kazeiny. Najwazniejsze biatka serwatkowe to a-laktoalbumina, -laktoglobulina
i lizozym. Mleko osle zawiera mniej B-laktoglobuliny i wigcej a-laktoalbuminy niz
mleko krowie. Frakcja proteoz i peptonow jest obecna w mleku oslim w wigkszych
ilosciach niz w mleku krowim. Wedtug Guo i wsp. [19] zawarto$¢ bialek serwatko-
wych w mleku o$lim wynosi od 0,49 do 0,80 g/100 g. Mleko to charakteryzuje sig
mata zawarto$cia kazeiny: od 0,64 do 1,03 g/100 g. Wedtug Innocente i wsp. [23]
zawarto$¢ kazeiny jest jeszcze mniejsza i wynosi 0,53 %. Sposrod mleka roznych ga-
tunkow ssakéw mleko osle jest najbardziej podobne do mleka kobiecego pod
wzgledem sktadu frakcji biatkowych, zawiera niewiele kazeiny i stosunkowo duzo
biatek serwatkowych (35 do 57 % catkowitej ilosci biatka), podczas gdy w mleku
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krowim wnosi on okoto 20 % [38]. Ponadto charakteryzuje go brak as;-kazeiny,
inna struktura B-laktoglobuliny i wysoki poziom lizozymu. W mleku zwierzat z ro-
dziny jednokopytnych B-laktoglobulina wystepuje w postaci monomeru bez wolnej
grupy -SH nawet przy pH oboj¢tnym, natomiast w mleku krowim B-laktoglobulina
wystepuje w formie dimerycznej przy obojetnym pH i wolnej grupie -SH [2].

Tabela 2. Sktad biatek serwatkowych w mleku oslim, kobylim, krowim i kobiecym.
Table 2. Composition of whey protein in donkey’s, female horse’s, cow's, and human milk.

Rodzaj biatek serwatkowych [mg/ml]
Type of whey proteins [mg/ml]
< < ? Q
Gatunek mleka s .5 § £ g .8 8 g <
Variety of milk s 2 2 2 3 2 o 2z E £ e 3
o = < = °c = o 5 0 S 5 8
TS ET | ™S s | €% S Z | ¥ 3
o 8 = o o > @ o 2 N = O
£ 3 £ E g 5 g o £ 3 = 2 N @
s = 2 E = S g 2 < 5 = A
P23 |22 Lk |
~
Mileko 0§l
¢ o’ose. 1,543 0,423 2,034 2,270 0,306 1,434 [23, 32]
Donkey’s milk
Mileko kobyl
CROFOBYEE 15370 - 2,552 ; 0,821 | 0,547 | [30]
Female horse‘s milk
Mleko krowi Slad
cro krowie 1,003 | 0381 | 4432 | 1221 | o101 | T | [23,32]
Cow’s milk traces
Mileko kobi
cro o 1.ece 2,490 0,486 0 - 1,646 0,340 [33]
Human milk

Roéznice pod wzgledem zawartosci poszczegdlnych aminokwaséw zwigzane sa
z inng zawarto$cia biatka w mleku poszczegdlnych gatunkow zwierzat, jednak gdy
warto$ci sa wyrazane w gramach aminokwasoéw na 100 g biatka mleka roznice nie sg
duze. Odnotowano wigksza zawarto$¢ seryny, kwasu glutaminowego, argininy i waliny
oraz nizszy poziom cysteiny w mleku oslim. Biorac pod uwagg poziom 8 niezbgdnych
aminokwasow w biatku mleka o$lego jest on wyzszy w porownaniu z mlekiem koby-
lim i krowim. Taka kompozycja aminokwasoéw sprawia, ze mleko o$le jest lepiej przy-
swajalne przez cztowieka niz mleko innych ssakéw [6].
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Tabela 3. Sredni sktad aminokwaséw w czterech gatunkach mleka.
Table 3. Average composition of amino acids in four different milk varieties.

Zawarto$é aminokwasow Gatunek mleka
[g AA/100 g biatka] Variety of milk
Amino acid concentr?tion Mleko osle Mileko kobyle Mleko krowie | Mleko kobiece
[g AA/100 g protein] Donkey’s milk | Female horse’s milk | Cow’s milk Human milk
K .
was aspa?ragu.mwy 8.9 104 78 9
Aspartic acid
Seryna / Serine 6,2 6,2 4.8 5,0
Kwas glutaminowy
o 22,8 20,1 23,2 18,4
Glutamic acid
Glicyna / Glicine 1,2 1,9 1,8 2,3
Histydyna / Histidine 2,3 2,4 3,0 2,3
Arginina / Arginine 4,6 5,2 3,3 4.0
Treonina / Treonine 3,6 43 4.5 4,7
Alanina / Alanine 3,5 32 3,0 3,8
Prolina / Proline 8,8 8,4 9,6 8,5
Cysteina / Cysteine 0,4 0,6 0,6 2,2
Tyrozyna / Thyrosine 3,7 43 4,5 42
Walina / Valine 6,5 4,1 4.8 6,4
Metionina / Methionine 1,8 1,5 1,8 1,6
Lizyna / Lisine 7,3 8,0 8,1 6,8
Izoleucyna / Isoleucine 5,5 3,8 4,2 59
Leucyna / Leucine 8,6 9,7 8,7 9,7
Fenyloalanina
. 4,3 4,7 4,8 3,9
Phenyloalanine
Tryptofan / Tryptophan - 1,2 1,5 1,8
Niezbedne aminokwasy
. . . 38,2 36,7 37,5 41,1
Essential amino acids
Zrédlo: / Source [19] [6] [14]

Zawarto$¢ thuszczu w mleku os$lim jest najmniejsza ze wszystkich gatunkow mle-
ka 1 wynosi 0,3 %, ale jego frakcje sa porownywalne do frakcji thuszczu mleka kobie-
cego. Blasi 1 wsp. [3] twierdza, Ze struktura triacylogliceroli wptywa na fizyczne i od-
zyweze wlasciwosci thuszczu mleka. W mleku krowim i kozim nasycone kwasy
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thuszczowe o krotkich tancuchach najczesciej sa zestryfikowane w pozycji sn-3-
triacylogliceroli, natomiast w mleku oslim kwas kapronowy wystepuje w pozycji sn-1-,
kwas mirystynowy za§ w pozycji sn-2-. Jednonienasycony kwas ttuszczowy — oleino-
wy w mleku oslim, krowim i kozim jest podobnie rozmieszczony w pozycji sn-1,
w pozycji sn-2- ulega estryfikacji najcze$ciej w mleku kozim i owczym, a w sn-3- —we
wszystkich trzech rodzajach mleka. Sposrod wielonienasyconych kwasow thuszczo-
wych kwas linolowy najcze¢$ciej ulega estryfikacji w pozycji sn-2-, a w mleku krowim
w sn-3-. Ponadto mleko o$le charakteryzuje si¢ wicksza zawartoscia podstawowych
kwasow tluszczowych w pozycji sn-2- w poroéwnaniu z innymi rodzajami mleka, co
jest niezwykle wazne ze wzgledu na to, ze thuszcze wystepujace w diecie sa wchiania-
ne gtownie, jako sn-2 monoacyloglicerole i wolne kwasy thuszczowe.

Wykazano, ze mleko przezuwaczy odznacza si¢ duza zawarto$cia nasyconych
kwasow ttuszczowych (ponad 70 %) w porownaniu z mlekiem o$lim (59,6 %). Ponad-
to mleko o$le cechuje wigksza zawarto$¢ nienasyconych kwasow thuszczowych
(14,6 %) w poréwnaniu z innymi gatunkami mleka. W mleku krowim wynosi 2,3%,
w bawolim, kozim i owczym — do 3,9%. Nienasycone kwasy tluszczowe sa skuteczne
w zapobieganiu chorobom serca i stanom zapalnym, dlatego tluszcz mleka oslego jest
bardziej korzystny dla zdrowia cztowieka w stosunku do ttuszczu innych gatunkow
mleka. Do nasyconych krétkotancuchowych kwasow thuszczowych wchodzacych
w sktad thuszczu mleka o$lego naleza glownie: kwas mastowy w ilosci 2,1 % i kwas
kapronowy w ilosci 0,5 % [3]. Zawartos¢ tych kwasow w mleku oslic jest najmniejsza,
natomiast w mleku owczym ksztattuje si¢ na poziomie trzykrotnie wyzszym. Z drugiej
strony krotkotancuchowe kwasy tluszczowe petnia szereg istotnych funkcji biologicz-
nych, w tym reguluja syntezg cholesterolu i triacylogliceroli w komorkach watroby
oraz wykazuja terapeutyczne dzialanie na nabtonek jelita grubego [12]. Wsréd dlugo-
tancuchowych kwasow tluszczowych wystepujacych w thuszczu mleka oslego wyr6z-
nia si¢ przede wszystkim: kwas palmitynowy i kwas stearynowy. Kwas palmitynowy
wystepuje w najwigkszej ilosci zarowno w thuszczach zwierzecych, jak i roslinnych.
Zawartos¢ tego kwasu w mleku oslim jest o 10 % mniejsza niz w mleku krowim.
Z kolei kwas stearynowy w mleku o$lim ksztaltuje si¢ na niskim poziomie (1,5 %),
w mleku krowim jego udziat jest czterokrotnie wigkszy (6 %) a w pozostatych gatun-
kach mleka najwigkszy (10 %) [3].

W mleku o$lim najcze$ciej wystepujacym kwasem jednonienasyconym jest kwas
oleinowy, a jego udzial wynosi ok. 20 %, podobnie jak w innych gatunkach mleka.
Kwas ten w organizmie cztowieka obniza poziom LDL cholesterolu, wptywa na obni-
zenie ci$nienia krwi oraz blokuje wchianianie cholesterolu pokarmowego [12]. Chiofa-
lo i wsp. [10] wykazali, ze mleko o$le moze by¢ efektywnie stosowane w terapii anty-
miazdzycowej, w czasie rehabilitacji pacjentdow z choroba niedokrwienna serca oraz
w diecie antycholesterolowej. Ttuszcz mleka oslego charakteryzuje si¢ najwigkszym
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udzialem kwasu palmitooleinowego. Jest on 3 razy wigkszy niz w mleku krowim oraz
ponad 10 razy wigkszy niz w mleku kozim.

Pod wzgledem zywieniowym najwazniejsze sa kwasy tluszczowe wielonienasy-
cone zwane niezb¢dnymi nienasyconymi kwasami ttuszczowymi (NNKT). Zalicza si¢
do nich kwas linolowy, a-linolenowy oraz zwiazki nalezace do ich rodzin, np. kwas
arachidonowy, kwas eikozapentaecnowy (EPA) i kwas dokozaheksaecnowy (DHA) [18].
Mileko osle charakteryzuje si¢ najwigkszym udziatem kwaséw: linolowego i linoleno-
wego (odpowiednio 9 i 5 %) w poroOwnaniu z innymi gatunkami mleka, w ktorych
wynosi on §rednio mniej niz 3 % i 1 %. Ponadto, mleko to pomimo bardzo matej za-
warto$ci thuszczu charakteryzuje si¢ zblizong zawarto$cia kwasu linolenowego do wy-
sokotluszczowego mleka bawolego [3, 33]. Badania wykazaly, ze dodanie do diety
kwasu linolowego moze by¢ pomocne w leczeniu niektorych atopowych zapalen sko-
ry, a mleko os$le moze by¢ doskonatym jego zrédlem [20, 38]. Na uwage zastuguje
rowniez sktad triacylogriceroli (TAG) w mleku o$lim, z 30 do 54 atomami wegla. Naj-
czesdciej wystgpujacymi kwasami thuszczowymi w czasteczce TAG sg palmitynowy-
oleinowy-linolowy (6,69 %), palmitynowy-oleinowy-oleinowy (6,62 %), palmityno-
wy-palmitynowy-oleinowy (5,25 %), kaprynowy-palmitynowy-oleinowy (4,63 %),
palmitynowy-oleinowy-linolowy (4,48 %), 1 palmitynowy-palmitooleinowy-oleinowy
(4,18 %) [9]. Mleko osle wykazuje pewne podobienstwo jakosciowe we frakcjach
TAG do mleka kobiecego, w ktorym wystepuje przewaga TAG palmitynowy-
oleinowy-oleinowy (okoto 24 %), i palmitynowy-oleinowy-linolowy (okoto 19 %),
nastgpnie palmitynowy-palmitynowy-oleinowy, oleinowy-oleinowy-oleinowy, palmi-
tynowy-palmitooleinowy-oleinowy, linolowy-oleinowy-oleinowy [26]. W poréwnaniu
z mlekiem krowim w TAG, ktore wystgpuja najliczniej, nie ma wielonienasyconych
kwasow  tluszczowych, a w wickszosci wystgpuja mastowy-mirystynowy-
palmitynowy,  mastowy-palmitynowy-palmitynowy i  mastowy-mirystynowy-
palmitynowy [9].

W thuszczu mleka oslego stosunek kwaséw omega 6 : omega 3 wynosi 1,8 : 1, co
jest bardzo korzystne dla warto$ci odzywczej tego mleka. Nalezy dodaé, ze proporcja
ta jest od 2 do 6 razy mniejsza niz w mleku innych ssakéw. W zwiazku z tym, Ze poza-
dany stosunek tych kwasow w diecie wynosi 4 : 1, podczas gdy obecnie wynosi on 10 :
1, poszukuje si¢ nowych sktadnikow diety w celu podwyzszenia jej wartosci odzyw-
czej. Takim sktadnikiem moze by¢ mleko osle [3].

Sole mineralne i witaminy

Mleko jest bardzo waznym zrodlem substancji mineralnych, zwtaszcza wapnia,
fosforu, potasu, sodu i jodu [1]. Najwigksza zawartoScia sktadnikow mineralnych cha-
rakteryzuje si¢ mleko owcze, natomiast mleko o$le i1 ludzkie zawiera ich najmniej [2].
Zawarto$¢ sktadnikéw mineralnych w postaci popiolu mleka o$lego zmniejsza si¢
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w czasie laktacji — systematyczny spadek mozna ttumaczy¢ tym, ze mleko w poczat-
kowym stadium laktacji, bedace jedynym pokarmem Zrebigcia, jest bardziej zasobne
w zwiazki mineralne niz pdzniej, gdy pobiera ono roéwniez inne pozywienie [19].

Tabela 4. Najwazniejsze mikro- i makroelementy oraz witaminy w mleku oslim, kobylim, krowim i ko-
biecym.

Table 4. Essential micro-, macro-minerals, and vitamins in donkey’s, female horse’s, cow’s, and human
milk.

Gatunek mleka
Skladnik [mg/] Variety of milk
Component [mg/1] Mleko osle Mieko kObyI? Mleko krowie Mileko kobiece
Donkey’s milk Femarlsiiiko rses Cow’s milk Human milk
Ca 330-1140 500 - 1300 1120 278
P 320 - 650 2001200 890 140
K 240 - 747 300 - 800 1360 530
Na 100 - 268 167 - 200 530 180
Mg 40 - 83 40-110 110 35
Ca/P 0,93 -2,37 1,72 1,26 1,70
Fe 0,43 - 2,64 0,22 -1,46 0,9 0,72
Zn 1,23-3,19 0,9-64 4,6 1-3
Cu 0,08 - 0,30 0,2-1,0 0,14 0,2-0,44
Mn $lady / traces 0,010 - 0,050 0,030 0,003 - 0,006
Witamina / Vitamin A 0,017 0,093 - 0,34 0,38 0,30-0,70
Witamina / Vitamin D 0,003 0,0005 0,0004
Witamina / Vitamin E 0,051 0,26 - 1,13 1,0 3,0-8,0
Witamina / Vitamin K 0,029 0,035 0,003 - 0,015
Witamina / Vitamin C 17,2 - 147 15,0 50 -100
Witamina/ Vitamin B, 0,37 1,8 0,4-0,6
Zrédlo / Source: [33] [7, 34, 36] [33]

Zawarto$¢ zwiazkow mineralnych w oslim mleku jest bardzo zblizona do mleka
ludzkiego 1 mleka klaczy, z wyjatkiem wigkszej zawarto$ci wapnia i potasu, ale stosu-
nek Ca : P (0,93 - 2,37) [31] mleka oslego zawiera si¢ w granicach miedzy najnizsza
warto$cig charakterystyczna dla mleka krowiego, a najwyzsza — odpowiadajaca mleku
ludzkiemu [28]. W poréownaniu z mlekiem krowim (1340 mg/kg) i kozim
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(1220 mg/kg) [29] mleko osle charakteryzuje si¢ mniejsza zawarto$cia wapnia (330 -
1140 mg/kg) [33]. Duza zawarto$¢ laktozy odpowiedzialna jest za smakowito$¢ tego
rodzaju mleka oraz za poprawg wchtaniania wapnia w jelitach, co jest niezbedne
w procesie mineralizacji kosci noworodkéw [35]. Nalezy podkresli¢, ze obciazenie
nerek niemowlat zalezy gtdéwnie od zawartosci bialka 1 soli mineralnych w diecie i jest
ono takie samo przy karmieniu mlekiem matki, jak i przy karmieniu mlekiem o$lim.

Wiasciwosci antybakteryjne

Mileko, ze wzgledu na duza zawarto$¢ sktadnikoéw odzywczych, jest bardzo dobra
pozywka sprzyjajaca rozwojowi mikroorganizmow.

W mleku wystepuje ok. 60 rodzimych enzymow, ktorych zrodlem sa leukocyty,
osocze krwi oraz komorki gruczotu mlecznego. Ich rozmieszczenie jest nierbwnomier-
ne i zalezne od takich czynnikow, jak: gatunek ssaka, od ktérego pochodzi mleko, jego
rasa, wiek, liczba i okres laktacji, stan zdrowotny oraz czynniki zywieniowe [17]. En-
zymy mleka o$lego charakteryzuja unikatowe wtasciwosci bakteriobdjcze, ktore wy-
rozniaja je sposrod mleka innych ssakow [25]. Badania Zhanga i wsp. [41] dotyczace
bezpieczenstwa zywnos$ci prowadzone wstgpnie na 9 roéznych mikroorganizmach
w testach dyfuzyjnych, a nastepnie w badaniach in situ, gdy do mleka oslego wprowa-
dzano Salmonella choleraesuis (CGMCC 1.1859) i Shigella dysenteriae (CGMCC
1.1869) oraz badano ich liczb¢ w czasie przechowywania w temp. 4 1 20 °C. Wyniki
badania testow dyfuzyjnych wykazaty, ze bakterie Salmonella choleraesuis 1 Shigella
dysenteriae sa szczegolnie wrazliwe na oddziatlywanie antybakteryjne mleka oslego,
natomiast badania in situ wykazaly szczegdlne dziatanie na Shigella dysenteriae, gdyz
po przechowywaniu mleka w 20 °C nie wykryto obecnosci tych bakterii.

Lizozym znany jest jako naturalny $rodek antybakteryjny, poniewaz katalizuje
hydrolize¢ wiazan f-1,4-glikozydowych pomigdzy czasteczkami kwasu N-acetylo-
muraminowego i N-glukozoaming w $cianach komoérkowych bakterii [8], w tym czg-
stych patogenow zywnosci, jak Staphylococcus 1 Streptococcus. Enzym ten wraz
z immunoglobulinami, laktorefyna i laktoperoksydaza moze wspomaga¢ uktad pokar-
mowy, zmniejszajac ryzyko wystgpowania infekcji zapalnych zotadka 1 jelit
uniemowlat [4]. W organizmie czlowieka stanowi ponadto jeden z mechanizmow
nieswoistej, humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Przypuszcza sig, ze stymuluje
gtéwnie produkcje limfocytow T, obecnych w tkankach limfoidalnych zwiazanych
z uktadem pokarmowym [cyt. za 15].

Jak podaje Malacarne i wsp. [25], zawartos¢ laktoferyny w mleku os$lim jest dwu-
krotnie wigksza niz w mleku krowim. Srednia zawarto$¢ lizozymu w mleku o$lim
(1 mg/ml) jest wicksza w stosunku do mleka kobiecego (0,12 mg/ml), krowiego i ko-
ziego, gdzie wystepuja jego $ladowe ilosci. Jednakze zawarto$¢ lizozymu w mleku
o$lim jest zblizona do zawarto$ci tego zwiazku w mleku klaczy (0,79 mg/ml) [37]. Tak
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duza zawarto$¢ lizozymu w mleku oslim wptywa pozytywnie na efekty konserwacji
surowego mleka i produktow z niego otrzymywanych, co potwierdzaja Xiao-Ying
Zhang i wsp. [41], ktorzy oznaczyli ogdlna liczbg drobnoustrojow (OLD) surowego
mleka oslego na poziomie 4,34 log jtk/ml, podczas gdy OLD w przypadku mleka kro-
wiego czy owczego w przyblizeniu wynosi odpowiednio 1071 10° - 107 jtk/ml [11, 27].

Niektorzy autorzy sugeruja uzycie mleka oslego do celow probiotycznych, po-
niewaz jest dobrym medium do wzrostu probiotycznych szczepdw Lactobacillus
z uwagi na duza zawarto$¢ lizozymu oraz laktozy [13].

Ponadto Chiavari i wsp. [8] wykazali, Ze w napojach z mleka oslego pasteryzo-
wanego w temp. 63 °C przez 30 min, fermentowanego przez pateczki z rodzaju Lacto-
bacillus, aktywnosc¢ lizozymu pozostala praktycznie bez zmian w stosunku do poczat-
kowej wartos$ci, nawet po 30 dniach chlodniczego przechowywania.

Inne kierunki wykorzystania mleka oslego

Mleko o$le z uwagi na sktad chemiczny zblizony do mleka kobiecego moze by¢
rozwazane jako surowiec do produkcji proszku mlecznego begdacego alternatywa
w systemie zywienia noworodkow, u ktorych wystgpuje alergia pokarmowa. Zwraca
si¢ uwage zwlaszcza na duze podobienstwo w profilu lipidowym i sktadzie biatkowym
tych rodzajow mleka. Badania kliniczne dowodza, ze odzywki dla niemowlat, ktore
bazuja na mleku krowim, sa mniej akceptowane niz mleko osle w przypadku zywienia
0s6b cierpiacych z powodu CMPA (cow’s milk protein allergy) [5].

W krajach Europy Zachodniej, zarowno w Szwajcarii jak i Belgii, a takze
w Stanach Zjednoczonych osle mleko jest butelkowane i sprzedawane, przy czym
blisko potowa produkcji stanowi baze do produkeji kosmetykow [22].

Podsumowanie

Najnowsze dowody badan klinicznych dotyczace tolerancji mleka oslego przez
niemowleta w przypadku alergii na biatka mleka krowiego odnowity zainteresowanie
mlekiem koniowatych. Wprawdzie zostaty dobrze dopracowane odzywki z biatek wy-
soko zhydrolizowanych lub sojowych, lecz zywno$¢ alternatywna, w szczegolnie trud-
nych przypadkach alergii, jest bardzo ceniona. Mleko osle ze wzgledu na podobien-
stwo sktadu do mleka kobiecego i jego szczeg6lna smakowito$¢ odgrywa duza role
w Europie Zachodniej i w USA, chociaz zwraca uwage konieczno$¢ uzupelnienia
thuszczu w diecie z tego mleka. Z kolei dzicki niewielkiej zawartosci tluszczu
1 unikalnemu sktadowi kwaséw tluszczowych mleko to i jego pochodne staja si¢ war-
tosciowym Srodkiem spozywczym dla starszych konsumentow.
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COMPOSITION AND PROPERTIES OF DONKEY’S MILK
Summary

An increasing number of cases of cow’s milk allergy in infants evoked interest in equine milk (milk
from female horses and donkeys) owing to its composition similar to that of human milk. Clinical studies
proved a very good tolerance of this kind of milk by the body of infants and young children. Milk is con-
sidered useful in preventing atherosclerosis and in controlling immune responses in elderly people. Alt-
hough similar to mare's milk, donkey’s milk has one distinctive characteristic: it contains a particularly
high content of lysozyme. For that reason, it is characterized by antibacterial properties even after pasteur-
ization and, therefore, among other things, it is particularly useable in the production of probiotic beverag-
es.

Key words: donkey’s milk, lysozyme, anti-allergic properties, functional characteristics
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SKEAD KWASOW TLUSZCZOWYCH, ZE SZCZEGOLNYM
UWZGLEDNIENIEM ZAWARTOSCI KWASU cis9trans11 C18:2 (CLA)
ORAZ IZOMEROW TRANS KWASU C18:1 1 C18:2 W MLEKU ORAZ

WYPRODUKOWANYCH Z NIEGO KEFIRACH I JOGURTACH

Streszczenie

Przedmiotem badan bylo porownanie sktadu kwasow tluszczowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zawarto$ci sprzgzonego kwasu linolowego (cis9transll C18:2) oraz izomeréw trans kwasu C18:1
i C18:2, w mleku oraz wyprodukowanych z niego kefirach i jogurtach. Analizie poddano mleko surowe,
mleko znormalizowane oraz wyprodukowane z niego kefiry i jogurty. Oznaczenia przeprowadzono meto-
da GC w 100-metrowej kolumnie kapilarnej z faza CP Sil 88.

Zastosowany w doswiadczeniu proces technologiczny produkcji kefirow i jogurtow nie wptynat na
profil kwasow ttuszczowych ocenianych mlecznych napojow fermentowanych. Sktad kwasow ttuszczo-
wych tluszezu kefiru i jogurtu byt zblizony do sktadu kwasow thuszczowych tluszczu mleka. Zawartosé
sprzgzonego kwasu linolowego cis9trans11 C18:2 (CLA) oraz izomeroéw trans kwasu C18:1 i C18:2
w badanych napojach fermentowanych zalezata od ich koncentracji w surowcu, z ktorego zostaly wytwo-
rzone.

Stowa kluczowe: jogurt, kefir, kwasy ttuszczowe, izomery trans-kwaséw thuszczowych, CLA

Wprowadzenie

Mleko oraz fermentowane produkty mleczarskie, glownie kefiry i jogurty, a takze
sery, sa waznymi sktadnikami diety cztlowieka. Mleczne napoje fermentowane poleca-
ne sa rowniez osobom o stabej aktywnos$ci enzymatycznej uktadu trawiennego i 0so-
bom z zaburzeniami pracy narzadow uktadu trawiennego [26]. Gtéwnym sktadnikiem
energetycznym mleka jest thuszcz. Thuszcz mlekowy nalezy do najbardziej skompliko-
wanych thuszczow naturalnych [7]. Dzigki specyficznemu sktadowi kwasoéw thuszczo-
wych jest jednym z najlepiej przyswajalnych thuszczéw jadalnych [12]. Charaktery-
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styczna cecha tluszczu mlekowego jest bardzo duze zrdéznicowanie sktadu kwasow
thuszczowych oraz wysoka zawarto$¢ krotkotancuchowych kwasow tluszczowych.
Thuszcz mlekowy jest bogaty w kwasy nasycone. W sktad nienasyconych kwasow
thuszczowych tluszczu mlekowego wchodza kwasy monoenowe i polienowe, ktore
wystepuja gtownie w formie cis. W mniejszych ilosciach spotykane sa formy trans
tych kwasow. W sktadzie kwasow thuszczowych tluszczu mlekowego wystepuja kwa-
sy, ktorym przypisuje si¢ dzialanie biologicznie korzystne dla zdrowia cztowieka, m.in.
kwas mastowy, ktory charakteryzuje si¢ wiasciwosciami przeciwnowotworowymi,
kwas oleinowy wykazujacy wlasciwosci przeciwmiazdzycowe, kwas wakcenowy
(trans11 C18:1) o wlasciwo$ciach przeciwnowotworowych i1 przeciwmiazdzycowych
czy kwas linolowy ze sprzezonym uktadem podwojnych wiazan (CLA) o wielokierun-
kowym dziataniu prozdrowotnym [3, 22, 23, 26]. W grupie sprz¢znych dienow tlusz-
czu mlekowego najbardziej aktywny biologicznie i dominujacy jest kwas cis9trans11
C18:2 — stanowi on od 83 do 93 % wszystkich izomerow CLA [2, 9, 13]. Przypisuje
mu si¢ m.in. wlasciwos$ci przeciwutleniajace, antykancerogenne, antyaterogenne i an-
tymutagenne [17, 18, 19, 20, 22].

llosciowy sktad kwasow ttuszczowych tluszczu mlekowego ulega zmianom pod
wptywem réznych czynnikéw, do ktorych naleza m.in. sposob zywienia zwierzat, rasa
krow 1 cechy osobnicze, okres laktacji, warunki klimatyczne chowu, stan zdrowia
i wiek bydta. Z wymienionych czynnikéw najistotniejszy wpltyw wywiera sposob zy-
wienia. W sezonie zywienia krow pasza zielona tluszcz mlekowy zawiera znacznie
wigcej kwasow z grupy C18, w tym gltownie kwasu C18:1 oraz znacznie mniej kwasu
palmitynowego (C16:0) i mirystynowego (C14:0) niz w sezonie zZywienia oborowego
[8, 27]. Wedtug Zegarskiej i wsp. [30] sumaryczna zawarto$é izomerdw trans kwasu
C18:1 w mleku pochodzacym z sezonu letniego ksztattowata si¢ w przedziale od 3,57
do 5,37 % w og6lnym sktadzie kwasow ttuszczowych, w mleku pozyskiwanym zima
w przedziale od 1,26 do 1,84 %. Udziat kwasu cis9trans11 C18:2 (CLA) w tluszczu
mlekowym z okresu letniego ksztaltowal si¢ na poziomie od 1,06 do 1,76 %, przy
sredniej 1,40 % ogolnego sktadu kwasow thuszczowych, a w thuszczu mlekowym
z okresu zimowego od 0,29 do 0,61 % ($rednia 0,40 %).

Mleko i jego przetwory sa bogatym zrodtem kwasu cis9trans11 C18:2 w diecie
cztowieka. Na poziom CLA w produktach mleczarskich, tj. serach czy napojach fer-
mentowanych, poza dieta zwierzecia, a wigc koncentracjia CLA w surowcu, moga
wpltywaé takze warunki panujace podczas prowadzenia procesOw technologicznych
oraz aktywno$¢ dodawanych kultur bakterii fermentacji mlekowe;j [1, 4, 10, 11, 14, 15,
24, 25].

Celem pracy bylo poréwnanie sktadu kwaséw thuszczowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zawartosci sprzezonego kwasu linolowego (cis9trans11 C18:2) oraz
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izomerow trans kwasu C18:1 1 C18:2 w mleku oraz wyprodukowanych z niego kefi-
rach 1 jogurtach.

Material i metody badan

Material doswiadczalny stanowilo surowe mleko zbiorcze, znormalizowane mle-
ko spasteryzowane, przygotowane do produkcji napojow fermentowanych oraz pro-
dukty finalne — kefir i jogurt. Napoje fermentowane zostaly wyprodukowane w skali
pottechnicznej w Centrum Edukacyjno-Badawczym Wydzialu Nauki o Zywnosci
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Surowcem do ich produkeji byto
mleko zbiorcze, pochodzace z rejonu Olsztyna, dostarczone cysterna do hali technolo-
gicznej w kwietniu 2012 roku. Kefiry 1 jogurty produkowano metoda termostatowa. Do
produkcji jogurtu stosowano kulturg starterowa firmy Chr. Hansen YC-X11 Yo-flex,
zawierajaca termofilne bakterie Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus oraz Strep-
tococcus thermophilus. Z kolei do produkcji kefiru wykorzystano kulturg starterowa
firmy Danisco Kefir D, zawierajacq grzybki kefirowe, bgdace zooglea bakterii fermen-
tacji mlekowej i drozdzy.

Proces produkcyjny mlecznych napojow fermentowanych przebiegal zgodnie
z ponizej opisanymi czynnosciami technologicznymi. Po przyjeciu mleka surowego,
ochtadzano je do temp. 6 °C i magazynowano przez 4 h, a nastgpnie po ogrzaniu do
temp. 45 °C poddawano wirowaniu i odgazowaniu (80-10° Pa; 60 °C) oraz pasteryzacji
HTST (72 °C/15 s), po czym chtodzono do temp. 6 °C i sktadowano w tych warunkach
24 h. Mleko do produkcji jogurtu normalizowano do zawartosci tluszczu okoto 2 %
(dodatek $mietanki spasteryzowanej) oraz do 15 % suchej masy (dodatek odttuszczo-
nego mleka w proszku — blender, temp. 55 °C, 1 h). Mleko przeznaczone do produkcji
kefiru normalizowano do zawartosci thuszczu ok. 2 % (dodatek $mietanki spasteryzo-
wanej). Znormalizowane mleko poddawano homogenizacji dwustopniowej (18/5 MPa,
temp. 65 °C) i dlugotrwatej pasteryzacji VHT (90 °C/5 min), a po ochtodzeniu do od-
powiedniej temperatury (jogurt do 45 °C; kefir do 22 °C) — zaszczepiano. Po napetnie-
niu opakowan jednostkowych (kubeczki z PP o obj. 0,5 dm’ zamykane wieczkiem
aluminiowym za pomoca poOlautomatycznej zgrzewarki) prowadzono dojrzewanie
w termostatach — jogurt w temp. 43,5 °C przez okoto 4,5 h, kefir w temp. 21 °C przez
okoto 12 h — do osiagnigcia przez produkt pH rownego 4,65. Nastgpnie napoje chto-
dzono i analizowano. Wyprodukowano dwie partie kefiru i jedna jogurtu, kazda po
80 dm’. Z kazdej partii produkcyjnej pobierano po dwie probki do badan analitycz-
nych. Wszystkie oznaczenia wykonywano w dwoch rownoleglych powtdrzeniach.

Ttuszcz z mleka oraz badanych jogurtow i kefirow wydzielano za pomoca metody
Rose-Gottlieba [21]. Estry metylowe kwasow tluszczowych przygotowywano wedtug
metody IDF, stosujac metanolowy roztwor KOH [6]. Rozdzielanie estrow metylowych
kwasoéw thuszczowych wydzielonego tluszczu prowadzono metoda chromatografii
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gazowej (GC), przy uzyciu chromatografu gazowego firmy HP 6890 z detektorem
ptomieniowo jonizacyjnym, kolumna kapilarna (producent Chrompack) dt. 100 m, @ =
0,25 mm, grubos¢ filmu 0,20 um, faza stacjonarna CP Sil 88. Oznaczenia prowadzono
w nastepujacych warunkach: temp. kolumny 60 °C (1 min) — 180 °C, At = 5 °C/min,
temp. detektora i dozownika odpowiednio 250 °C i 225 °C, gaz nosny: hel, przeptyw
1,5 cm’/min, split: 50 : 1.

Identyfikacj¢ pikow kwasow thuszczowych 1 izomerdw trans kwasow thuszczo-
wych prowadzono przez poréwnanie z czasem retencji wzorcow estrow metylowych
kwasoéw thuszczowych firmy Sigma i Supelco oraz na podstawie danych literaturo-
wych. Obliczenia statystyczne wykonano w programie Statistica PL, ver. 10.

Wiyniki i dyskusja

Ogolny sktad kwasow tluszczowych tluszczu wydzielonego z mleka surowego
i znormalizowanego oraz wyprodukowanych z niego kefirow i jogurtoéw przedstawio-
no w tab. 1. Obok zawartosci poszczegdlnych oznaczonych kwasow tluszczowych
przedstawiono sumaryczng zawarto$¢ wybranych grup kwasow tluszczowych (lotnych
od C4 do C10), wyzszych nasyconych, monoenowych i polienowych).

W tluszczu wydzielonym z mleka oraz z jogurtéw i kefirow w najwigkszej ilosci
wystgpowaty nasycone kwasy tluszczowe. W mleku surowym sumaryczna zawartos$¢
tych kwasow wynosita 63,51 % ogolnego sktadu kwasow ttuszczowych. Zblizone ilo-
$ci nasyconych kwasow tluszczowych stwierdzono w mleku znormalizowanym
(63,19 %), przygotowanym do produkcji kefirow, w mleku znormalizowanym
(63,86 %), przygotowanym do produkcji jogurtdow oraz w thuszczu wydzielonym
z jogurtow (63,53 %) — w ogdlnym sktadzie kwasow thuszczowych. Thuszcz wydzielo-
ny z kefirow charakteryzowat si¢ istotnie nizszym (p < 0,05) udzialem kwasow nasy-
conych, wynoszacym 62,57 % ogo6lnego sktadu kwasow ttuszczowych (tab. 1). W tej
grupie kwasow tluszczowych zarowno w thuszczu mleka, jak i w thuszczu wydzielo-
nym z objetych badaniami mlecznych napojow fermentowanych wystgpowaty: kwas
palmitynowy (C16:0) i stearynowy (C18:0). Kwas palmitynowy w mleku oraz jogur-
tach stanowit ponad 34 % ogolnego sktadu kwasow thuszczowych. Nieznacznie mniej-
sza zawarto$¢ tego kwasu stwierdzono w kefirach (33,80 %). Kwas stearynowy w mle-
ku surowym wystepowat w ilosci 9,34 % ogodlnego sktadu kwasow tluszczowych.
W mleku znormalizowanym oraz jogurtach i kefirach udzial tego kwasu byl nizszy
(tab. 1). Zawarto$¢ lotnych kwaséw thuszczowych w thuszczu wydzielonym z mleka
surowego byta na poziomie 9,92 % ogolnego sktadu kwasow tluszczowych. W mleku
znormalizowanym przygotowanym do produkcji kefiréw lotne kwasy thuszczowe sta-
nowily 9,84 % ogolnego sktadu kwaséw ttuszczowych, a w mleku znormalizowanym
przygotowanym do produkcji jogurtow — 10,48 %. Istotnie wigksze ilo$ci tych kwasow
niz w mleku stwierdzono w kefirach i jogurtach. W tluszczu wydzielonym z kefirow
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taczna ilos¢ lotnych kwasow thuszczowych wynosita 10,72 %, a w tluszczu pozyska-
nym z jogurtow 10,76 % ogolnego sktadu kwasow tluszczowych (tab. 1). Sumaryczna
zawarto$¢ monoenowych oraz polienowych kwasow tluszczowych w thuszczu wydzie-
lonym z mleka i z jogurtéw czy kefirow byta na zblizonym poziomie. Monoenowe
kwasy thuszczowe w thuszczu mleka oraz wyprodukowanych z niego jogurtow czy
kefirow stanowily ponad 23 % ogo6lnego sktadu kwasow thuszczowych. Laczna zawar-
to$¢ polienowych kwaséw thuszczowych w thuszczu mleka i thuszczu wydzielonym
z mlecznych napojéw fermentowanych ulegata niewielkim wahaniom (tab. 1).

W badaniach szczeg6lng uwage zwrocono na zawarto$¢ sprzezonego kwasu lino-
lowego oraz izomerdéw trans kwasu C18:1 i C18:2 w mleku oraz w kefirach i jogur-
tach. Udziat kwasu cis9trans11 C18:2 (CLA) oraz izomerdw trans kwasu C18:1
1 C18:2 w thuszczu wydzielonym z mleka surowego, mleka znormalizowanego oraz
wyprodukowanych z niego kefirow i jogurtow przedstawiono w tab. 2.

Zawartos¢ sprzezonego kwasu linolowego (cis9trans11) C18:2 w tluszczu wy-
dzielonym z mleka surowego oraz mleka znormalizowanego wynosita 0,28 % w o0g6l-
nym sktadzie kwasow ttuszczowych. Udzial tego kwasu w tluszczu wydzielonym
z badanych kefirow i jogurtow byt na tym samym poziomie (tab. 1 i 2). Wedlug badan
Zegarskiej i wsp. [29] zawarto$¢ sprzezonego kwasu linolowego w mleku pozyskiwa-
nym zima ksztattowata si¢ w przedziale od 0,22 do 0,44 % w og6lnym sktadzie kwa-
sow thuszczowych. Z badan opublikowanych przez Zegarska i wsp. [30] w 2006 roku
wynika, ze poziom CLA w mleku ksztattowat si¢ w przedziale od 0,30 do 0,52 %
w ogblnym skladzie kwasow ttuszczowych. Z kolei Lipinski i wsp. [16] podaja, ze
udziat tego kwasu w thuszczu mlekowym pochodzacym z kwietnia wynosit 0,38 %
w ogo6lnym sktadzie kwasow thuszczowych.

Analiza sktadu kwaséw tluszczowych handlowych napojow fermentowanych
przeprowadzona przez Zegarska i wsp. [28] wykazata, Zze zawarto$¢ sprzezonego kwa-
su linolowego w probkach kefiru i jogurtu jest zréznicowana i zalezy od okresu roku,
z jakiego one pochodza. W kefirach i jogurtach zakupionych w styczniu i lutym zawar-
tos¢ CLA byta mniejsza (kefiry zawieraly od 0,39 % do 0,52 %, jogurty od 0,37 % do
0,49 % CLA w ogolnym skladzie kwasow thuszczowych). Fermentowane produkty
mleczarskie badane przez wymienionych autoréw w czerwcu i lipcu charakteryzowaly
si¢ wigksza zawarto$cia CLA (odpowiednio kefiry od 0,55 do 0,86 %, a jogurty od
0,66 do 0,80 %). Wyzszy poziom sprzgzonego kwasu linolowego w jogurtach stwier-
dzili Fritsche i1 Steinhart [5]. W badanych przez autoréw jogurtach $rednia zawarto$¢
CLA wynosita 0,69 %, a w jogurtach probiotycznych 1,05 % w ogdlnym sktadzie kwa-
sow tluszczowych. Autorzy badali produkty znajdujace si¢ na rynku w okresie od
kwietnia do grudnia i nie podali, z jakich miesi¢cy pochodzity jogurty.
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Tabela 2. Zawarto$¢ CLA oraz izomerdw trans kwasu C18:1 i C18:2 w tluszczu mlekowym i wyprodu-
kowanych kefirach i jogurtach [% sumy kwaséw tluszczowych].
Table 2. Content of CLA and #rans C18:1 and C18:2 isomers in milk fat and in kefirs and yogurts pro-
duced [% of total fatty acids].

Mileko normalizo- Mieko normali-
wane do produkcji zowane do pro-
Izomery trans | Mleko surowe Kefirbw Kefir dukcji jogurtow Jogurt
Trans Raw milk . . Kefir Normalized milk Yoghurt
_ Normalized milk to | _ _
Isomers X+s/SD X+s/SD to produce X+s/SD
produce kefirs
<+s/SD yoghurt
X8 X+s/SD
cis9trans11
:t a :t a :t a :t a :t a
C18:2(CLA) 0,28 £0,02 0,28 + 0,00 0,28 £0,02 0,28 + 0,00 0,28 £0,01
16-19 0,34+0,09° 0,30 +0,02*°  0,29+0,02*°| 0,27+0,01° 0,27 0,02 °
110 +£11 0,71 0,02 ° 0,79 0,04 0,78+0,05*| 0,76=0,01*° [0,75+0,04 **
t12 C18:1 0,17+0,01% 0,17+0,01% 0,16 £0,01% 0,16 £0,01% 0,15+0,01°
t16 C18:1 0,23 +0,02* 0,25+0,01° 0,23 +0,03* 0,22+0,01* 0,21 +0,01°
Y trans C18:1 | 1,45+0,09*° 1,51 £0,06 % 1,46 £0,11° 1,41 £0,01° 1,38+£0,07%
c9tl3 0,10 £0,01 % 0,10 £0,03 * 0,11 +£0,02 % 0,10 £0,00 * 0,11+0,02°
c9ti12 0,24 £0,01 * 0,22 £0,02 * 0,23 £0,01* 0,22 £0,00 * 0,23 +£0,01°
t9cl2 0,06 £0,03 ¢ 0,07 £0,04 * 0,09 £0,03 * 0,06 £0,01 * 0,06 £0,01°?
tllcls 0,03+ 0,02 0,05+ 0,02 0,04+002%| 004+0,01° | 0,04+0,01°
Y trans C18:2 | 0,43 £0,04 ¢ 0,44 £0,07 * 0,46 £0,07 * 0,42 +0,01% 0,44 +£0,03 °

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

Sumaryczna zawarto$¢ izomerdw trans kwasu C18:1 w mleku surowym wynosita
1,45 % i nie roznila si¢ istotnie od sumarycznej zawartosci tych izomeréw w mleku
znormalizowanym oraz w objetych badaniem mlecznych napojach fermentowanych
(tab. 2). W mleku znormalizowanym przygotowanym do produkcji kefirow udziat
izomeroéw trans kwasu C18:1 wynosit 1,51 %, a w mleku przygotowanym do produk-
cji jogurtow — 1,41 % ogolnego sktadu kwasoéw thuszczowych. Zblizony poziom tych
izomeréw w mleku pochodzacym z okresu zimowego stwierdzili Zegarska i wsp. [30].
Laczna zawarto$¢ izomerdw trans kwasu C18:1 w thuszczu mlekowym pochodzacym
z okresu zywienia oborowego badanym przez tych autoréw byla w przedziale od 1,26
do 1,84 %, przy $redniej 1,43 %.

W thuszczu wydzielonym z kefiréw i jogurtOw sumaryczna zawarto$¢ izomerow
trans kwasu C18:1 byta nieznacznie mniejsza niz w mleku uzytym do ich produkc;ji.
W thuszezu kefirow poziom tych izomeréw wynosit 1,46 %, a w thuszczu wydzielonym
z jogurtow — 1,38 % ogdlnego sktadu kwasow thuszczowych (tab. 2).
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W grupie izomeroéw trans kwasu C18 : 1 zaréwno w mleku, jak i wyprodukowa-
nych z niego kefirach i jogurtach, w najwigkszej ilosci wystepowaty izomery trans 10
+ trans 11 C18 : 1. Udziatl sumy tych izomeréw w ogolnym sktadzie kwasoéw tlusz-
czowych mleka surowego wynosit 0,71 %. Zawarto§¢ sumy tych izomeréw w mleku
znormalizowanym przygotowanym do produkcji jogurtow oraz w wyprodukowanych
jogurtach byta zblizona do poziomu stwierdzonego w mleku surowym (tab. 1 i 2).
Istotnie wigksza zawarto$¢ tych izomeréw niz w mleku surowym stwierdzono w mleku
znormalizowanym, przygotowanym do produkcji kefirow oraz w wyprodukowanych
kefirach (tab. 2).

Sumaryczna zawarto$¢ oznaczonych izomerdéw trans kwasu C18:2 w mleku su-
rowym, w mleku znormalizowanym oraz w wyprodukowanych kefirach i jogurtach
ksztaltowata si¢ na zblizonym poziomie (tab. 2). W tluszczu wydzielonym z mleka
surowego zawartos¢ sumy tych izomeréw wynosita 0,43 %, w mleku znormalizowa-
nym przygotowanym do produkcji kefirow — 0,44 %, a w mleku znormalizowanym do
produkcji jogurtu — 0,42 % ogodlnego sktadu kwasow ttuszczowych. W thuszczu bada-
nych kefirow izomery trans kwasu C18 : 2 stanowity 0,46 %, a w tluszczu jogurtow
0,44 % ogoblnego sktadu kwasow thuszczowych.

Zegarska i wsp. [30] po przebadaniu mleka z okresu zimowego stwierdzili zbli-
zone zawartosci izomerow trans kwasu C18 : 2. Zawierato ono od 0,29 do 0,61 % su-
my tych izomerow. Podobnie udziat izomerow trans kwasu C18 : 2 w handlowych
kefirach i jogurtach zakupionych zima, badanych przez Zegarska i wsp. [28], byl na
zblizonym poziomie. W tluszczu wydzielonym z jogurtéw poziom izomerdéw trans
kwasu C18 : 2 ksztattowal si¢ w przedziale od 0,38 do 0,51 % ($rednia 0,47 %),
a w tluszczu wydzielonym z kefirow: od 0,39 do 0,52 % ($rednio 0,47 %). Wigksze
zawarto$ci tych izomeréw wymienieni autorzy oznaczyli w mlecznych napojach fer-
mentowanych zakupionych w czerwcu i lipcu. W thuszczu wydzielonym z kefirow
izomery trans kwasu C18 : 2 stanowity srednio 0,74 %, a w tluszczu wydzielonym
z jogurtow — 0,72 % w ogolnym sktadzie kwasow thuszczowych.

Whioski

1. Sktad kwasow ttuszczowych thuszczu kefiru i jogurtu byt zblizony do sktadu kwa-
sow thuszczowych w mleku stanowiacym surowiec do ich produkc;ji.

2. Zawarto$¢ sprzezonego kwasu linolowego cis9trans11 C18:2 (CLA) oraz izome-
row trans kwasu C18 : 11 C18 : 2 w badanych kefirach i jogurtach zalezata od za-
warto$ci tych izomerdéw w surowcu, z ktorego zostaty one wytworzone.
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FATTY ACID COMPOSITION, WITH PARTICULAR FOCUS ON CONTENT OF
cis9tranS11 C18:2 ACID (CLA) AND TRANS ISOMERS OF C18:1 1 C18:2 ACID, IN
MILK AND KEFIRS & YOGHURTS PRODUCED FROM IT

Summary

The objective of the research study was to compare the composition of fatty acids, with particular fo-
cus on the content of conjugated linoleic acid (cis9trans11 C18: 2) acid and trans C18:1 and C18:2, in
milk as well as in kefirs and yoghurts produced from it. The analysis performed comprised raw milk,
normalized milk as well as kefirs and yoghurts produced from it. A fatty acid profile was determined by
a GC method using a 100-m capillary column with a CP Sil 88 phase.

The technological process of producing kefirs and yogurts as applied to this experiment did not affect
the profile of fatty acids in the fermented milk drinks under analysis. The composition of fatty acids in
kefirs and yoghurts was similar to the composition of fatty acids in milk fat. In the fermented drinks exam-
ined, the content of conjugated linoleic acid cis9trans11 C18:2 (CLA) and trans isomers of C18:1 and
C18:2 depended on their concentration in the raw material they were made of.

Key words: yoghurt, kefir, fatty acids, trans isomers — fatty acids, CLA
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Streszczenie

Celem pracy bylo wyprodukowanie analogéw seréw topionych, w ktoérych kazeing kwasowa czgscio-
wo zastapiono modyfikowana skrobia z kukurydzy woskowej (CH20) lub skrobig modyfikowana z tapioki
(V60T i VABST) oraz okreslenie tekstury i topliwosci otrzymanych produktéw. Teksturg analogoéw serow
topionych oznaczono za pomoca analizatora tekstury TA-XT2i. Przy uzyciu probnika cylindrycznego
o $rednicy 15 mm wykonano profilowa analiz¢ tekstury (TPA), w ktorej zmierzono przylegalnosé, spoj-
nos¢ i sprezystos¢ analogéw serowych. Natomiast w tescie przebijania analogéw serow topionych zasto-
sowano probnik cylindryczny o $rednicy 10 mm. Pomiary lepkosci analogéw wykonano za pomoca reo-
metru rotacyjnego Brookfield DV II+ przy uzyciu przystawki Helipath (F). Topliwos¢ okreslono
zmodyfikowanym testem Schreibera.

Zastosowanie skrobi modyfikowanych wptyngto na teksturg i topliwos¢ analogéw seréw topionych.
Zwigkszenie dodatku skrobi powodowato zwigkszenie twardo$ci oraz zmniejszenie topliwosci w porow-
naniu z probkami kontrolnymi. Nie zaobserwowano istotnych réznic w spdjnosci i sprezystosci pomigdzy
probkami kontrolnymi a probkami zawierajacymi modyfikowana skrobi¢ z kukurydzy woskowej CH20
oraz probkami z dodatkiem skrobi modyfikowanych z tapioki (z wyjatkiem analogu z 5-procentowym
dodatkiem skrobi modyfikowanej z tapioki VA85T). Zdecydowanie najwigksza lepkoscia sposrod wszyst-
kich analogdéw charakteryzowaty si¢ probki otrzymane z dodatkiem modyfikowanej skrobi z kukurydzy
woskowej CH20, a w szczegdlnosci analogi z 3- i 4-procentowa zawartoscia tej skrobi. Lepkosé probek
z dodatkiem skrobi z tapioki VA8S5T zmniejszala si¢ w miarg zwigkszania w nich zawartos$ci skrobi.

Stowa kluczowe: analog sera topionego, kazeina kwasowa, skrobia modyfikowana, tekstura, topliwos¢

Wprowadzenie

Zwigkszone spozycie produktow przetworzonych, w tym seréw topionych, zwia-
zane jest przede wszystkim ze zmiang nawykow zywieniowych konsumentow (m.in.

Dr inz. B. Solowiej, mgr inz. A. Dylewska, prof. dr hab. S. Mleko, Katedra Biotechnologii, Zywienia
Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, ul. Skromna 8,
dr M. Tomczynska-Mleko, Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, ul. Akademicka 15, Uni-
wersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin.

Kontakt: bartosz.solowiej@up.lublin.pl



WPLYW SKROBI MODYFIKOWANYCH NA TEKSTURE I TOPLIWOSC ANALOGOW SEROW TOPIONYCH 53

z popularnoscia zywnosci typu ,,fast food”). Ponadto, sery topione sa bardziej akcep-
towane przez mtodych konsumentdéw ze wzgledu na ich tagodniejszy smak w porow-
naniu z tradycyjnymi serami dojrzewajacymi. W zwiazku z ré6znorodnoS$cia zastosowan
oraz mozliwo$cia modyfikacji wlasciwosci funkcjonalnych sery topione naleza do
produktéw mleczarskich o szerokim zastosowaniu [7, 28]. Preferencjom i zapotrzebo-
waniu konsumentow odpowiadaja takze analogi serowe [17]. Produkcja analogow
serowych polega na zastapieniu naturalnych seré6w preparatami biatkowymi oraz thusz-
czami pochodzacymi z mleka i z innych zrodel, zachowujac przy tym smak produktu
oryginalnego. Zmieniajac sktad i parametry procesu produkcyjnego mozna otrzymaé
produkt atrakcyjny pod wzgledem konsumenckim, o pozadanej teksturze i cechach
sensorycznych. Zrédla biatka stosowane w produkcji analogdéw seréw topionych sta-
nowia gtownie kazeiniany, kazeina podpuszczkowa oraz kwasowa, a takze preparaty
biatek serwatkowych [9, 12, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 29]. Kazeina, poza ksztatltowaniem
odpowiedniej struktury i konsystencji produktow, jest zrédlem aminokwaséw egzo-
gennych i kwasu glutaminowego [16]. Ttuszcz mlekowy jest natomiast zrodlem bioak-
tywnych sktadnikow, ktore intensyfikuja metabolizm cholesterolu (kwas oleinowy n-9,
WNKT n-6 i n-3 oraz fosfolipidy) i jednocze$nie hamuja syntez¢ cholesterolu endo-
gennego w watrobie cztowieka [4]. Wyzsze nienasycone kwasy tluszczowe i kwas
mastowy to najcenniejsze kwasy tluszczowe w mleku o wlasciwosciach prozdrowot-
nych [11]. Skrobia z kolei, jako szeroko dostepny sktadnik pozywienia cztowieka, ma
zastosowanie jako zagestnik, srodek stabilizujacy i teksturotworczy w przemysle spo-
zywczym. Otrzymywana jest gtownie z kukurydzy, tapioki, ziemniakoéw, pszenicy
i ryzu [8]. Skrobia jest poddawana réoznorodnym modyfikacjom w celu polepszenia jej
wiasciwosci reologicznych [19] i w konsekwencji zyskuje nowe wlasciwosci fizyko-
chemiczne oraz funkcjonalne, jakich natywne skrobie nie maja [20].

Celem pracy bylo wyprodukowanie analogéw serow topionych, w ktorych kazei-
ng kwasowa czegsciowo zastapiono modyfikowana skrobia z kukurydzy woskowe;j
CH20 i skrobia modyfikowang z tapioki oraz okre$lenie tekstury i topliwosci otrzyma-
nych produktow.

Material i metody badan

W badaniach zastosowano:

— kazeing kwasowa (KK) (83,41 %), (ZPK, Murowana Goslina),

— skrobi¢ modyfikowang z kukurydzy odmiany woskowej Pregeflo CH20 (E-1422 —
acetylowany adypinian diskrobiowy) (Roquette, Lestrem, Francja),

— skrobi¢ modyfikowana z tapioki — Farinex V60T (E-1442 — hydroksypropylofosfo-
ran diskrobiowy o duzej lepkosci) (Avebe, Veendam, Holandia),

— skrobig¢ modyfikowana z tapioki — Farinex VA85T (E-1442 — hydroksypropylofos-
foran diskrobiowy o malej lepko$ci) (Avebe, Veendam, Holandia),
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— bezwodny ttuszcz mleczny (BTM) (SM Mlekovita, Wysokie Mazowieckie),
— bezwodny kwasny fosforan dwusodowy (topnik), kwas cytrynowy (P.P.H. POCH,
Gliwice).
Zawarto$¢ biatka w preparacie kazeiny kwasowej oznaczano metoda Kjeldahla

[].

Proces produkcji analogu sera topionego

Sporzadzano zawiesiny skrobi modyfikowanych (CH20, V60T i VAS5T) o 3- ,4-
i 5-procentowej zawarto$ci w wodzie destylowanej, przy uzyciu mieszadta magnetycz-
nego Heidolph MR 3002S (Schwabach, Niemcy). Nastgpnie dodawano bezwodny
thuszcz mleczny (30 %) roztopiony w temp. 45 °C i kazeing (10 % — stata ilo$¢ w kaz-
dego rodzaju wytwarzanym analogu sera). Mieszaning umieszczano w pojemniku ho-
mogenizatora H 500 (Pol-Eko Aparatura, Wodzistaw Slaski). Mieszano przez 2 min
przy 10000 obr./min. Nastgpnie dodawano roztwor bezwodnego kwasnego fosforanu
dwusodowego jako topnika (2 %), ustalano pH na poziomie 6,2 za pomoca kwasu cy-
trynowego przy uzyciu pH-metru CP-315 (Elmetron, Zabrze) i zanurzano w tazni
wodnej o temp. 80 °C. Cato§¢ homogenizowano przez 10 min przy 10000 obr./min.
Gotowe analogi sera topionego wylewano do zlewek o pojemnosci 50 ml w ilosci 40
ml oraz na ptytki Petriego na wysokos¢ 4,8 mm. Produkt pozostawiano do ostygnigcia
w temp. 20 = 2 °C przez 30 min, a nast¢pnie przechowywano przez 24 h w temp. 5 °C.
Po tym czasie probki wyjmowano z chtodziarki na 1 h przed pomiarem, w celu dopro-
wadzenia analogu sera do temp. 20 °C. Z uwagi na konsystencje probek pomiarow
tekstury dokonywano w zlewkach. W analogiczny sposéb przygotowano probki kon-
trolne (wzorcowe) z samej 13-, 14- 1 15-procentowej kazeiny kwasowe;.

Test przebijania (puncture test)

Pomiaréow dokonywano za pomoca teksturometru TA-XT2i (Stable Micro Sys-
tems, Surrey, Wielka Brytania). Otrzymane probki (ksztatt cylindryczny, wymiary
40x40 mm) badano za pomoca probnika cylindrycznego o @ 10 mm, przy predkosci
przesuwu glowicy 1 mm's™ (okres przerw pomiedzy ruchami probnika — 5 s), w temp.
20 °C. Uzyskane wyniki (z 3 pomiarow dla kazdego z 3 powtorzen) rejestrowano kom-
puterowo w programie Texture Expert version 1.22. W punktowym badaniu tekstury
okreslano site potrzebna do zaglebienia probnika w probke analogu sera na 20 mm.

Profilowa analiza tekstury (TPA)

Pomiaréow dokonywano za pomoca teksturometru TA-XT2i (Stable Micro Sys-
tems, Surrey, Wielka Brytania). Otrzymane probki (ksztatt cylindryczny, wymiary
40x40 mm) badano za pomoca probnika cylindrycznego o ©@ 15 mm, przy predkosci
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przesuwu glowicy mm-s™ (stopien zanurzenia probnika — 20 mm, okres przerw pomig-
dzy ruchami prébnika — 5 s), w temp. 20 °C. Uzyskane wyniki (z 3 pomiaréw dla kaz-
dego z 6 powtdrzen) rejestrowano komputerowo w programie Texture Expert version
1.22. W profilowej analizie tekstury (TPA) okreslano przylegalnosé, spojnos¢ i sprezy-
sto$¢ analogow seréw topionych.

Reometria rotacyjna

Lepkos$¢ analogdéw serow topionych mierzono za pomoca reometru rotacyjnego
Brookfield DV II+ (Stoughton, MA, USA) przy uzyciu przystawki Helipath (F). Pod-
czas pomiaru wrzeciono bylo zanurzane w badanej probce. Probki analogu sera badano
w statej temp. 20 °C, przy statej predkosci wrzeciona V = 0,5 obr./min. Wyniki (z 3
pomiaréw dla kazdego z 3 powtoérzen) rejestrowano komputerowo w programie Win
Gather V 1,0.

Pomiar topliwosci (zmodyfikowany test Schreibera)

Metoda polega na roztopieniu probki analogu sera topionego w postaci krazka
o $rednicy 41 mm i wysokosci 4,8 mm na plytce Petriego w kuchence mikrofalowe;j
o mocy 300 W, poprzez 30-sekundowe ogrzewanie. Roztopiona probke przyktadano
do wzorca, zliczano punkty w 6 miejscach (A-F) oznaczonych na tescie Schreibera,
sumowano je i dzielac przez 6 otrzymywano $rednig topliwos¢ [12]. Wykonano 3 po-
miary dla kazdego z 3 powtdrzen. Zakres skali testu Schreibera wynosi od 0 do 10
jednostek. Wynik powyzej 4 oznacza dobra topliwos¢, natomiast ponizej 4 — nieodpo-
wiednia.

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki poddawano analizie statystycznej przy uzyciu programu Stati-
stica 10.0 PL (StatSoft Polska Sp z o. 0., Krakow). W celu okreslenia wplywu rodzaju
nych zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc
Tukeya na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Pierwszy etap badan miat na celu okreslenie cech tekstury analogow serow topio-
nych za pomoca testu przebijania (puncture test), w ktorym okreslano twardos¢ bada-
nych probek oraz analizy profilowej tekstury (TPA), za pomoca ktorej okreslano przy-
legalno$¢, spojnosé i sprezystos¢ analogdw seroOw topionych.

Na rys. 1. przedstawiono wptyw dodatku i rodzaju skrobi na twardo$¢ analogow
serow topionych w odniesieniu do probek kontrolnych (z samej kazeiny). W przypadku
analogow serow topionych otrzymywanych z kazeiny i réznych rodzajow skrobi ich
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twardos¢ zwicgkszala si¢ wraz ze zwigkszaniem dodatku skrobi. Najwicksza twardoscia
charakteryzowaty si¢ probki z 5-procentowym dodatkiem skrobi VASST (6,21 N) oraz
V60T (6,17 N). Probki z dodatkiem skrobi modyfikowanych byty twardsze niz probki
kontrolne otrzymane z samej kazeiny (KK), z wyjatkiem probki z 3-procentowym do-
datkiem skrobi CH20, w przypadku ktorej sita potrzebna do przebicia wynosita 1,67 N,
tj. najmniej sposrdd badanych probek (p < 0,05). W przypadku analogdw kontrolnych
KK najwigksza twardo$cia charakteryzowaty si¢ probki o zawartosci kazeiny na po-
ziomie 15 1 14 % (do przebicia probek analogdéw sera topionego o ww. st¢zeniu po-
trzebna byta sita odpowiednio: 3,18 Ni2,9 N).
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Rys. 1.  Wplyw rodzaju i dodatku skrobi na twardo$¢ analogéw serow topionych w poréwnaniu z twar-
doscia analogow wyprodukowanych z samej kazeiny.

Fig. 1.  Effect of type and addition of starch on hardness of processed cheese analogues compared to
hardness of analogues produced from casein only.

Mounsey i O’Riordan [15] analizowali imitacje serowe z 3-procentowym (m/m)
dodatkiem skrobi pochodzacych z kukurydzy natywnej i woskowej, pszenicy, ziem-
niakow oraz z ryzu i rowniez otrzymali probki zroznicowane pod wzgledem twardosci.
Dodatek natywnej skrobi z kukurydzy wplynat na zwigkszenie twardosci probek do-
$wiadczalnych (116,4 N) w porownaniu z probka kontrolna (110,2 N). Z kolei imitacje
zawierajace skrobi¢ z kukurydzy woskowej charakteryzowaty si¢ mniejsza twardoscia
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(75,2 N) w poréwnaniu z probka kontrolna. Sotowiej i wsp. [24] badali teksturg analo-
gow serOw topionych z dodatkiem koncentratu bialek serwatkowych i takze stwierdzili
wigksza twardos¢ produktow zawierajacych koncentraty biatek serwatkowych (WPC
351 65) w porownaniu z probkami otrzymanymi z samej kazeiny kwasowej. Inne ba-
dania cech tekstury wykazaly, ze analogi z 1-procentowym dodatkiem serwatki zdemi-
neralizowanej charakteryzowaly si¢ znacznie wigksza twardo$cia niz probki z sama
kazeing kwasowa [25]. Mounsey i O’Riordan [14, 15] badali skrobie modyfikowane
roznego pochodzenia botanicznego oraz skrobie natywne i stwierdzili, ze na wtasciwo-
sci fizykochemiczne otrzymanych imitacji serowych wpltyw miata m.in. zawarto$§¢
amylozy, zdolno$¢ pecznienia oraz zawarto$¢ skrobi. Wymienieni autorzy stwierdzili,
ze wigksza zawarto$¢ amylozy w skrobi wplywa na zwigkszenie twardosci produktu
koncowego, co ma réowniez zwiazek z procesem jej retrogradacji. Autorzy niniejszej
pracy potwierdzili te spostrzezenia. Skrobia pochodzaca z tapioki zawiera naturalnie
wigcej amylozy w stosunku do skrobi kukurydzianej woskowej, ktora jej nie zawiera.
Tym samym dodatki preparatow VASST oraz V60T spowodowaty znaczne zwigksze-
nie twardo$ci analogdw serow topionych w poréwnaniu z preparatem CH20.

Przylegalno$¢ wplywa na smarowno$¢, a wige zdolnos¢ produktu do przylegania
do noza oraz tatwosci jego rozsmarowania [6]. W przypadku serow topionych, jak
rowniez ich analogow, cecha jaka jest przylegalnos¢ nie jest pozadana przez konsu-
mentow, ktorzy preferuja wyroby tatwo oddzielajace si¢ od opakowania [27].

Wykazano, ze analogi z dodatkiem skrobi modyfikowanych na poziomie 4 i 5 %
charakteryzowaty si¢ o wiele wigksza przylegalnoscia niz probki kontrolne zawierajace
sama kazeing kwasowa, ktore wykazywaty statystycznie nizsze wartosci przylegalno-
Sci (rys. 2). Zwigkszenie dodatku skrobi modyfikowanych powodowato zwigkszenie
przylegalno$ci probek. Nie stwierdzono statystycznie istotnych roéznic (p > 0,05) po-
migdzy przylegalnoscia analogéw z 4- 1 5-procentowym dodatkiem skrobi modyfiko-
wanej z kukurydzy woskowej CH20 oraz analogow z S5-procentowym dodatkiem skro-
bi modyfikowanej z tapioki V60T (odpowiednio: 1840,7, 1619,0 i 1609,0 J).
W przypadku analogow kontrolnych najmniejsza przylegalnoscia charakteryzowaty si¢
probki o zawartosci kazeiny kwasowej na poziomie 15 % (696,9 J) (p < 0,05).

Thapa 1 Gupta [29] badali analogi seréw topionych otrzymane na bazie kazeiny
podpuszczkowej 1 dowiedli, ze dodatek koncentratu bialek serwatkowych rowniez
zwigkszal ich przylegalnos$¢. We wcezesniejszej pracy Sotowiej [27] analizowat teksture
analogow seréw topionych z dodatkiem preparatéw serwatkowych i wykazat, ze przy-
legalno$¢ badanych probek zwigkszata si¢ w miar¢ zwigkszania zawartosci serwatki o
zmniejszonej zawartosci laktozy i1 serwatki zdemineralizowane;.
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Rys. 2.  Wplyw rodzaju i dodatku skrobi na przylegalno$¢ analogéw seréw topionych w poréwnaniu
z przylegalnoscia analogéw wyprodukowanych z samej kazeiny.

Fig. 2.  Effect of type and addition of starch on adhesiveness of processed cheese analogues compared to
adhesiveness of analogues produced from casein only.

Zmiany spdjnosci w zaleznosci od dodatku i rodzaju uzytych skrobi w analogach
seréOw topionych przedstawiono na rys. 3. Wykazano, ze analogi z 4-procentowym
dodatkiem skrobi modyfikowanej z kukurydzy woskowej CH20 charakteryzowaly si¢
najwigksza spdjnoscia (0,61), natomiast najmniejsza — analogi otrzymane z 3-procen-
towym dodatkiem skrobi modyfikowanej z tapioki V60T (0,37) (p < 0,05). W przy-
padku probek kontrolnych, najmniejsza spdjnoscia charakteryzowaty si¢ analogi za-
wierajace 15 % kazeiny kwasowej (0,37), lecz nie zaobserwowano istotnych ro6znic
migdzy wszystkimi probkami kontrolnymi (p > 0,05).

Mounsey i O’Riordan [15] stwierdzili, ze imitacje serowe z dodatkiem skrobi po-
chodzacej z kukurydzy natywnej i woskowej, pszenicy oraz z ziemniakdéw charaktery-
zowaly sig istotnie mniejsza spojnoscia w poréwnaniu z probkami kontrolnymi nieza-
wierajacymi skrobi (p < 0,05), prawdopodobnie ze wzgledu na mniejsza zawartos¢
biatka. Tylko imitacje z dodatkiem skrobi pochodzacej z ryzu nie wykazywaty istot-
nych roéznic w spdjnosci w poroéwnaniu z probkami kontrolnymi. Bhaskaracharya
i Shah [2] odnotowali z kolei statystycznie istotna, dodatnia korelacj¢ pomi¢dzy zawar-
toscia biatka i spojnoscia seréw mozzarella. Mounsey i O’Riordan [15] zasugerowali,
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ze w przeciwienstwie do sieci para-kazeiny, ktorej wiazania migdzy- 1 wewnatrzcza-
steczkowe sa przerywane i1 tworzone na nowo wskutek powtarzanego napre¢zania, na-
peczniate czasteczki skrobi nie przyczynia si¢ do zwigkszenia spdjnosci imitacji sero-
wych. Wymienieni autorzy stwierdzili rowniez, ze duze czasteczki skrobi (20 - 50 mm)
w polaczeniu ze zdolnoscia pecznienia skrobi kukurydzianej i ziemniaczanej mogly
wplynac na przerwanie matrycy imitacji serowych i nastepnie rozpad biatkowych wia-
zan w probkach. W niniejszej pracy nie zaobserwowano istotnych roéznic (p > 0.05)
w spdjnosci pomiedzy probkami kontrolnymi a probkami zawierajacymi skrobi¢ kuku-
rydziang woskowa CH20 oraz probkami z dodatkiem skrobi modyfikowanych z tapioki
(z wyjatkiem analogu z 5-procentowym dodatkiem skrobi modyfikowanej z tapioki
VAS5T).
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Rys. 3. Wplyw rodzaju i dodatku skrobi na sp6jnos¢ analogéw serow topionych w poréwnaniu ze spoj-
noscia analogdw wyprodukowanych z samej kazeiny.

Fig. 3.  Effect of type and addition of starch on cohesiveness of processed cheese analogues compared to
cohesiveness of analogues produced from casein only.

Na rys. 4. przedstawiono wplyw rodzaju i dodatku skrobi, a takze zawartosci sa-
mej kazeiny na sprezysto$¢ analogdéw serow topionych. Wszystkie badane probki
z dodatkiem skrobi modyfikowanych oraz probki kontrolne charakteryzowaty si¢ bar-
dzo wysoka sprezystoscia w granicach od 0,837 do 0,997. Jedynie analogi
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z 5-procentowym dodatkiem skrobi modyfikowanej z tapioki VA8S5T charakteryzowa-
ly si¢ mniejsza sprezystoscia w stosunku do analogdw wzorcowych (0,837) (p < 0,05).
W badaniach wlasnych dotyczacych zastosowania preparatow serwatkowych do pro-
dukcji analogow serow topionych na bazie kazeiny kwasowej stwierdzono, ze sprezy-
stos¢ nie zalezata od zawartosci biatka w produkcie 1 byta cecha niezalezna od twardo-
$ci czy innych cech tekstury [27].
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Rys. 4.  Wplyw rodzaju i dodatku skrobi na spr¢zystos¢ analogéw ser6w topionych w poréwnaniu ze
sprezystoscia analogow wyprodukowanych z samej kazeiny.

Fig. 4.  Effect of type and addition of starch on springiness of processed cheese analogues compared to
springiness of analogues produced from casein only.

Drugi etap badan mial na celu okreslenie lepkosci i topliwosci analogow serow
topionych za pomoca reometrii rotacyjnej oraz zmodyfikowanego testu Schreibera.

Na rys. 5. przedstawiono wptyw rodzaju i dodatku skrobi, a takze zawartosci sa-
mej kazeiny na lepko$¢ analogow seréw topionych. Zdecydowanie najwigksza lepko-
$cig sposrod wszystkich analogow charakteryzowaty si¢ probki otrzymane z dodatkiem
skrobi modyfikowanej z kukurydzy woskowej CH20, a w szczegodlnosci analogi o 3-
procentowym dodatku skrobi (16526 Pa-s) i 4-jej procentowym dodatku (14633 Pa-s)
(p <0,05). W przypadku probek z dodatkiem skrobi z tapioki VASST lepkos$¢ zmniej-
szala si¢ w miar¢ zwigkszania si¢ zawartosci skrobi (p < 0,05). Probki kontrolne nie-



WPLYW SKROBI MODYFIKOWANYCH NA TEKSTURE I TOPLIWOSC ANALOGOW SEROW TOPIONYCH 61

zawierajace skrobi wykazywaly mniejsza lepkos¢ wraz ze zwigkszaniem si¢ zawartosci
kazeiny kwasowej (p < 0,05).

BV60T 0OVASST 0OCH20 B8KK

- 18000 - I of
£ 16000 - * T e
2 14000 - | T
S 12000 - q g |
Z 10000 - q
2 8000 - ¢ =
-~
& 6000 -
3 b b b

4000 -

ab
o ; =
0 T T
3 4 5

Zawarto$¢ preparatow / Content of preparations [%]

a - f — réznice pomigdzy wartosciami $rednimi oznaczonymi roéznymi literami sa statystycznie istotne
(p < 0,05) / differences among mean values denoted using different letters are statistically significant
(p <0.05).

Rys. 5.  Wplyw rodzaju i dodatku skrobi na lepkos¢ analogdw seréw topionych w porownaniu z lepko-
$cig analogéw wyprodukowanych z samej kazeiny.

Fig. 5. Effect of type and addition of starch on viscosity of processed cheese analogues compared to
viscosity of analogues produced from casein only.

W badaniach przeprowadzonych przez Plute i wsp. [18], dotyczacych wplywu
hydrokoloidow na otrzymywanie seréw topionych, zastosowanie 3 % skrobi modyfi-
kowanej E-1450 (s6l sodowa oktenylobursztynianu skrobiowego — N-Creamer) spo-
wodowato znaczne zwigkszenie lepkosci w porownaniu z probkami kontrolnymi spo-
rzadzonymi bez dodatku ww. skrobi. Mounsey i O’Riordan [14] badali wtasciwosci
reologiczne imitacji serowych zawierajacych 3 % wstegpnie skleikowanych skrobi po-
chodzacych z kukurydzy, pszenicy, ziemniakow i ryzu i zauwazyli, ze dyspersje skrobi
z ryzu czy kukurydzy woskowej w potaczeniu z kazeing charakteryzowaty si¢ najwyz-
szymi wartosciami lepkosci po ogrzewaniu do temp. 80 °C w porownaniu z kazeina
podpuszczkowa ogrzewana bez dodatku skrobi czy w potaczeniu ze skrobia innego
pochodzenia. Autorzy sugeruja, ze prawdopodobnie w czasie przetwarzania wstgpnie
skleikowana skrobia konkurowata z kazeina podpuszczkowa o wodg, przyczyniajac si¢
do ostabienia hydratacji kazeiny 1 w konsekwencji powodowata konwersje¢ do bardziej
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rozpuszczalnego parakazeinianu sodowo-fosforanowego. To z kolei moglo wptynaé na
ostabienie zdolnosci biatka do emulgacji thuszczu, skutkujac wigkszymi, mniej zemul-
gowanymi czasteczkami tluszczu 1 mniej uwodniona matryca biatkowa. Doublier
iwsp. [5] dowiedli, ze dodatek kazeinianu sodu do skrobi pochodzacej z tapioki
zmnigjszal lepko$¢ otrzymanej mieszaniny w porOwnaniu ze skrobig ziemniaczang
oraz skrobia pochodzaca z pszenicy. Uwazaja oni, ze moze by¢ to zwiazane z réznica-
mi termodynamicznymi. Lelievre i Husbands [10] stwierdzili natomiast zwigkszenie
lepkosci otrzymanej mieszaniny po dodaniu kazeinianu sodu w przypadku skleikowa-
nej skrobi kukurydzianej. Prawdopodobnie kazeinian sodu zmienit objeto$¢ pecznienia
skrobi, wplywajac w ten sposéb na wiasciwosci reologiczne koncowego produktu.
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Rys 6.  Wplyw rodzaju i dodatku skrobi na topliwo$¢ analogéw serdw topionych w poréwnaniu z topli-
woscig analogéw wyprodukowanych z samej kazeiny.

Fig. 6.  Effect of type and addition of starch on meltability of processed cheese analogues compared to
meltability of analogues produced from casein only.

W przypadku badanych analogéow wraz ze zwigkszaniem si¢ zawartosci kazeiny
zmnigjszala si¢ ich topliwos$¢. Dodatek skrobi modyfikowanych, jak réwniez zwigk-
szenie ich dodatku w gotowym produkcie, powodowaly znaczne zmniejszanie topliwo-
$ci w porownaniu z probkami kontrolnymi (rys. 6). Probki kontrolne wykazywaty
znacznie wigksze wartosci topliwosci w poréwnaniu z probkami ze skrobia (p < 0,05).
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Najwigksza topliwo$cia charakteryzowaty si¢ probki z 13-procentowym dodatkiem
kazeiny kwasowej (8,7). Sposrod probek zawierajacych skrobi¢ modyfikowana, naj-
wigksza topliwoscia charakteryzowaty si¢ analogi otrzymane z 3-procentowym dodat-
kiem skrobi z tapioki VA8ST 1 V60T (odpowiednio: 3,9 i 3,8) oraz skrobi modyfiko-
wanej z kukurydzy woskowej CH20 (3.,4) (p < 0,05).

Chevanan i1 wsp. [3] stwierdzili, Zze topliwo$¢ sera jest odwrotnie proporcjonalna
do jego twardo$ci. Ser o mniejszej twardosci charakteryzowat si¢ wigksza topliwoscia,
co potwierdzaja przeprowadzone badania (rys. 1 1 6). Topliwo$¢ poszczegodlnych imi-
tacji serowych zawierajacych ro6znego rodzaju skrobie w badaniach Mounsey
1 O’Riordan [15] zmniejszala si¢ w sposob nastepujacy: imitacje z dodatkiem skrobi
kukurydzianej > ziemniakow > kukurydzy woskowej > pszenicy > ryzu. Stan uwod-
nienia matrycy biatkowej ma istotne znaczenie w kontroli topliwosci imitacji serowych
[30]. Unieruchomienie wody przez ziarna skrobi lub skleikowana skrobi¢ moze pro-
wadzi¢ do odwodnienia matrycy biatkowej, powodujac zwigkszenie hydrofobowych
interakcji biatko-biatko, a w konsekwencji zmniejszenie topliwosci [14], co ma po-
twierdzenie w niniejszej pracy. W innych badaniach dotyczacych wtasciwosci struktu-
ry i topliwosci imitacji serowych zawierajacych 3 % skrobi pszennej (m/m) Mounsey
i O’Riordan [13] otrzymali statystycznie mniejsze wartosci topliwosci w poréwnaniu
z probkami kontrolnymi (p < 0,05). Stwierdzili rdbwniez, ze zwigkszenie dodatku skrobi
do poziomu 7 - 9 % (m/m) nie skutkowalo dalszymi istotnymi zmianami topliwo$ci
imitacji serowych. Jednak produkty z 5-procentowym dodatkiem skrobi pszennej cha-
rakteryzowaty si¢ mniejsza topliwoscig niz inne produkty zawierajace skrobig.

Whioski

1. Zastosowanie skrobi roznego pochodzenia botanicznego oraz o odmiennym typie
modyfikacji chemicznej miato zréznicowany wplyw na teksturg i topliwo$¢ analo-
gow seréw topionych.

2. W przypadku badanych analogéw zwigkszenie dodatku skrobi powodowato
zwigkszenie twardo$ci oraz zmniejszenie topliwosci w porownaniu z probkami
kontrolnymi.

3. Nie zaobserwowano istotnych réznic w spdjnosci i sprezystosci pomiedzy prob-
kami kontrolnymi a probkami zawierajacymi skrobi¢ kukurydziana woskowa
CH20 oraz probkami z dodatkiem skrobi modyfikowanych z tapioki (z wyjatkiem
analogu z 5-procentowym dodatkiem skrobi modyfikowanej z tapioki VA8ST).

4. Zdecydowanie najwigksza lepkoscia sposrdd wszystkich analogdw charakteryzo-
waly si¢ probki otrzymane z dodatkiem skrobi modyfikowanej z kukurydzy wo-
skowej CH20, a w szczegoblnosci analogi o 3- i1 4-procentowej zawartosci skrobi.
W przypadku probek z dodatkiem skrobi z tapioki VASST lepko$¢ zmniejszata si¢
w miar¢ zwigkszania si¢ zawartosci skrobi.
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EFFECT OF MODIFIED STARCHES ON TEXTURE AND MELTABILITY OF
PROCESSED CHEESE ANALOGUES

Summary

The objective of this study was to manufacture processed cheese analogues, in which acid casein was
partially replaced by a modified waxy maize starch (CH20) or a modified tapioca starch (V60T and
VAS85T), and to determine the texture and meltability of the products manufactured. The texture of pro-
cessed cheese analogues was analysed using a TA-XT2i Texture Analyser. With a cylindrical sampler of
15 mm diameter, a Texture Profile Analysis (TPA) was performed and the adhesiveness, cohesiveness,
and springiness of processed cheese analogues were measured. In the puncture test used to analyze the
processed cheese analogues, a 10 mm dia cylindrical sampler was applied. The viscosity of the processed
cheese analogues was measured using a Brookfield DV II+ rotational viscometer with a Helipath Stand
(F). The meltability of the processed cheese analogues was determined using a modified Schreiber test.

The application of modified starches impacted the textural properties and meltability of processed
cheese analogues. The addition of an increased amount of starch caused the hardness to increase and the
meltability to decrease compared to the control samples. No significant differences were reported in the
cohesiveness and springiness of the control samples, samples containing the modified waxy-maize starch
CH20, and samples with the addition of the modified tapioca starch (except for the analogue with the
added 5 % of the modified tapioca starch VA85T). The samples obtained with the addition of the modified
waxy-maize starch CH20 were characterized by definitely the highest viscosity of all the analogues, in
particular the analogues containing 3 and 4 % of that starch. The viscosity of the samples with the addition
of VASST tapioca starch decreased along with the increasing content of starch therein.

Key words: processed cheese analogue, acid casein, modified starch, texture, meltability
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SZACOWANIE WZROSTU LICZBY KOMOREK LISTERIA
MONOCYTOGENES W SERZE MOZZARELLA
Z. WYKORZYSTANIEM URZADZENIA IMPEDYMETRYCZNEGO

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie liczby paleczek Listeria monocytogenes, ktérymi zanieczyszczono prob-
ki sera typu mozzarella i przechowywano je w temperaturze: 3, 6, 9, 12, 15 21 i 37 °C. Pomiaru wzrostu
liczby komorek L. monocytogenes dokonano za pomoca urzadzenia Bactometer M64 (bioMérieux), stosu-
jac zmodyfikowane, selektywne podtoze mikrobiologiczne. Do podtoza BHI (bioMérieux) wprowadzono
dodatek wybiodrczy do bulionu Frasera i dodatek wybiorczy amonowo-zelazowy(Ill) dla Listeria (Merck).
Otrzymane wyniki dopasowano do réwnania Baranyi’a i Robertsa i pordéwnano z modelami prognostycz-
nymi w programie ComBase Predictor. W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze wraz ze
wzrostem temperatury przechowywania tempo namnazania patogenu byto wigksze, a wzrost liczby drob-
noustroju nastgpowal takze w warunkach chtodniczych. Zmodyfikowana pozywka mikrobiologiczna
umozliwita ilosciowe okre$lanie liczby komorek Listeria z wykorzystaniem urzadzenia impedymetrycz-
nego.

Stowa kluczowe: mozzarella, Listeria monocytogenes, bezpieczenstwo zywnosci, mikrobiologia progno-
styczna

Wprowadzenie

Listeria monocytogenes to Gram-dodatnia pateczka nalezaca wraz z L. grayi, L.
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. murrayi oraz L. welshimeri do rodziny Enterobac-
teriaceae. Pateczka ta nazywana jest czesto ,,bakteria lodowkowa”, gdyz patogen moze
rozwija¢ si¢ w warunkach chtodniczych (w zalezno$ci od sktadu fizykochemicznego
srodowiska), pomimo ze jej optimum temperaturowe wynosi 30 - 37 °C [2, 5, 6, 18,
29, 31]. Pateczki Listeria wywotuja chorobe zwana listerioza. Na listerioz¢ narazone sa
gtownie osoby majace nieprawidtowo funkcjonujacy uktad odpornosciowy, osoby
starsze, z chorobami nowotworowymi, z cukrzyca, marskoscia watroby, alkoholicy,

Drinz. J. Kowalik, mgr inz. K. Adamczewski, prof. dr hab. inz. S. Ziajka, Katedra Mleczarstwa i Zarzg-
dzania Jakoscig, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapow-
skiego 7, 10-719 Olsztyn. Kontakt: j.kowalik@uwm.edu.pl
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kobiety cigzarne oraz noworodki, wsrod ktorych $§miertelnos¢ wynosi 40 % w przy-

padku zakazen wewnatrztonowych oraz 10 % w przypadku zakazen okotoporodowych

[4, 5,13, 16, 24, 30].

W 2011 roku na terenie UE zarejestrowano 107 zgloszen stwierdzajacych prze-
kroczenie dopuszczalnego poziomu Listeria w produktach spozywczych. Przekrocze-
nie dotyczylo m.in. ryb (61 razy, w tym 20 z Polski), seréw réznego typu z Francji
1 Wiloch (23 razy), pasztetow z Belgii, szynki i salami z Wtoch [21].

W wykrywaniu obecno$ci tego patogenu stosuje si¢, oprocz klasycznej metody
ptytkowej, metody alternatywne, wykorzystujace zmiang wlasciwosci fizykochemicz-
nych 1 biologicznych srodowiska rozwoju mikroorganizméw. Wsrod nich sa metody:
turbidymetryczne, filtracyjne, immunologiczne oraz wykorzystujace pomiar aktywno-
sci metabolicznej (impedymetria) [17]. Metoda impedymetryczna pozwala na wykry-
cie obecnosci oraz liczby mikroorganizmow w produkcie spozywczym, wykorzystujac
zmiang wlasciwosci elektrycznych podtoza [3]. Rozporzadzenie WE nr 178/2002 [22]
wprowadzito pojecie analizy ryzyka, w ktorym jednym z elementéw skladowych jest
ocena ryzyka mikrobiologicznego. Ocenie ryzyka mikrobiologicznego moze stuzy¢
mikrobiologia prognostyczna, ktora dostarcza informacji przydatnych w szacowaniu
ryzyka narazenia na niebezpieczenstwo konsumentow w przypadku produktu zanie-
czyszczonego, ktory mogh lub moze trafi¢ do obrotu [12, 28]. Wykorzystanie mikro-
biologii prognostycznej umozliwia ilosciowe prognozowanie wzrostu lub przezywal-
nos$ci drobnoustrojow [28].

Celem badan byto:

— okreslenie tempa wzrostu Listeria monocytogenes w serze typu mozzarella podczas
przechowywania w temp. 3 - 37 °C z wykorzystaniem alternatywnej metody po-
miaru,

— zbadanie mozliwo$ci przystosowania metody impedymetrycznej do szybkiej mi-
krobiologicznej analizy ilosciowe;,

— wykorzystanie uzyskanych wynikéw w mikrobiologii prognostyczne;j.

Material i metody badan

Ser typu mozzarella, zakupiony w sklepie detalicznym, pochodzit z trzech roz-
nych partii produkcyjnych. Probki sera przebadano na obecno$¢ L. monocytogenes
(zgodnie z norma PN-EN ISO 11290-1:1999/A1) [19]. Podzielono go na probki o ma-
sie 25 g, a nastgpnie zanieczyszczano hodowla Listeria monocytogenes (szczepy 3
i 38) pozyskanych z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci (Wydzial Nauki
o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie). Probki sera zanieczysz-
czono dziesigciokrotnym rozcienczeniem (trzykrotny pasaz hodowli bulionowej) L.
monocytogenes zapewniajacym liczbe¢ komorek na poziomie ok. 3 log jtk/g. Przygoto-
wano po 15 probek produktu dla 7 wariantdw temperatury. Zanieczyszczone probki
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przechowywano w inkubatorach precyzyjnych z chtodzeniem ICP 500 (Memmert)
wtemp. 3, 6,9, 12,15,21137°C.

Bactometer (bioMérieux) wykorzystuje zjawisko impedancji (zmiana przewodno-
sci elektrycznej pozywki podczas namnazania bakterii w zatozonej temperaturze wzro-
stu) [33]. W celu okres$lania liczby komorek Listeria monocytogenes w produkcie do-
konano kalibracji bactometru w odniesieniu do klasycznej metody plytkowej (wedtug
zalecen instrukcji obstugi urzadzenia). W metodzie ptytkowej uzywano podtoza Chro-
mocult Agar (Merck) wedlug Ottavianiego i Agostiego (ALOA) do wykrywania
1 oznaczania liczby Listeria monocytogenes (wg ISO 11290-2:1998/Amd 1:2004) [9],
za$§ w systemie impedymetrycznym zmodyfikowana pozywke BHI (ang. Brain Heart
Infusion, bioMérieux). Pozywke te celowo wzbogacono w dodatek selektywny Frasera
(Merck), zawierajacy akryflawing i kwas nalidiksowy (inhibitory wzrostu innych ga-
tunkéw drobnoustrojow) oraz dodatek wzbogacajacy z cytrynianem zelazowo-
amonowym (Merck) (stymulujacy wzrost liczby komorek Listeria) [11, 14, 32].
W celu okreslenia selektywno$ci zmodyfikowanej pozywki przebadano probki sera
niezanieczyszczonego pateczkami L. monocytogenes. Bactometr nie wykryt zmian
w impedancji podioza.

Pomiarow impedymetrycznych dokonywano za pomoca modutéw baktometrycz-
nych skladajacych si¢ z 16 wyposazonych w elektrody celek. Do kazdej z nich doda-
wano 1 ml zmodyfikowanej, sterylnej pozywki BHI oraz 1 ml homogenatu badanego
produktu, ktéry otrzymano poprzez dodanie 225 ml wody peptonowej (Merck) do 25 g
przechowywanej probki (homogenizator typu Stomacher, Interscience). Czas, po kto-
rym dokonywano pomiaru liczby komoérek zalezal od dynamiki wzrostu patogenu
w poszczegolnych temperaturach przechowywania. Z kazdej probki wykonywano ana-
liz¢ mikrobiologiczna w trzech powtdrzeniach, za wynik przyjmujac $rednia arytme-
tyczna z poszczegolnych pomiardw.

Wiyniki i dyskusja

Na rys. 1. przedstawiono krzywa kalibracji uzyskana w programie komputero-
wym obstugujacym system impedymetryczny. Wykreslono ja poprzez przypisanie
uzyskanym czasom detekcji DT (czas, po ktorym nastgpuje istotna zmiana impedancji
pozywki w wyniku namnazania drobnoustroju), otrzymanych z kolejnych 10-krotnych
rozcienczen hodowli Listeria monocytogenes, liczby jednostek tworzacych kolonie
(odczytanych z ptytek Petriego z podtozem ALOA). Program komputerowy obstuguja-
cy urzadzenie wyznaczyt rdwnanie regresji liniowej. Réwnanie mialo postac:

log jtk/g =-0,45 x DT + 10,34
(gdzie: DT — czas detekcji), a wspotezynnik determinacji R* = 0,98.
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Rys. 1. Krzywa kalibracji umozliwiajaca okreslanie liczby komorek Listeria monocytogenes w serze
typu mozarella.

Fig. 1. Calibration curve to determine the number of cells of Listeria monocytogenes in mozzarella
cheese.

Oprocz monitorowania liczby drobnoustrojéw w produkcie finalnym, istnieje
mozliwos¢ prognozowania matematycznego wzrostu/przezywalnosci badanych bakte-
rii. Model prognostyczny w aplikacji ComBase Predictor (CP) (wykorzystujacy réw-
nanie Baranyi’a i Robertsa) umozliwial symulacje wzrostu liczby drobnoustrojow
w okreslonych warunkach srodowiska. Modele prognostyczne (zawarte w programach
typu CP) tworzone sa na podstawie wynikéw badan prowadzonych na zmodyfikowa-
nych (zréznicowanych pod wzgledem sktadu fizykochemicznego) pozywkach synte-
tycznych. Wykorzystanie tego typu aplikacji pozwala na poréwnanie wygenerowanych
modeli prognostycznych w CP z wynikami uzyskanymi w badaniach na produktach
spozywczych. Zaobserwowano réznice w dynamice wzrostu liczby komorek Listeria
miedzy wygenerowanymi w CP a uzyskanymi podczas badan eksperymentalnych.

Aplikacja komputerowa wspomagajaca oceng ryzyka mikrobiologicznego jest
ComBase DMFit (ang. Dynamic Modelling Fit). Wykorzystuje ona réwniez rdwnanie
Baranyi’a i Robertsa [1, 10]. Program umozliwia dopasowanie modelu prognostyczne-
go do wynikéw otrzymanych w badaniach. Ponadto wyznacza parametry takie, jak:
czas trwania lagfazy oraz maksymalne tempo wzrostu liczby bakterii.

Wyniki badan wlasnych wprowadzono do aplikacji DMFit i otrzymano krzywe
i parametry wzrostu L. monocytogenes. Uzyskane krzywe wzrostu poréwnano z krzy-
wymi wygenerowanymi w programie CP. Program CP generowat prognozy na pod-
stawie wynikow badan pochodzacych z zanieczyszczonych Listeria zmodyfikowanych
pozywek (z uwzglednieniem pH, zawartosci NaCl), podobnych do parametrow fizyko-
chemicznych sera typu mozzarella uzytego w badaniach.

Podczas przechowywania zanieczyszczonych probek sera w temp. 3 °C, wzrost
liczby drobnoustrojow (rys. 2A) z poziomu poczatkowego — 3 log jtk/g do poziomu
najwyzszego — 7 log jtk/g nastapil po 408 h (tab. 1). Przyrost liczby komorek w po-
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czatkowej fazie przechowywania probek byt bardzo powolny, dopiero po ok. 200 h
zaobserwowano wzrost logarytmiczny. Wyniki badan byly podobne do przebiegu
krzywych wzrostu wyznaczonych w CP. Maksymalne tempo wzrostu liczby komorek
w temp. 3 °C wyniosto 0,0112 1/h (wyliczone w aplikacji DMFit). W DMFit wyliczo-
no réwniez czas trwania lagfazy (130 h). W temp. 6 °C zaobserwowano szybsze tempo
wzrostu niz w temp. 3 °C (0,0159 1/h) (rys. 2B). W tej temperaturze faze logarytmicz-
nego wzrostu stwierdzono rowniez po ok. 200 h. Maksymalny poziom populacji we-
dhug wyliczenh w DMFit na podstawie uzyskanych wynikéw osiagni¢to po 360 h (tab.
1). Podobna tendencj¢ zaobserwowano w programie CP.

W temp. 9 °C (rys. 2C) maksymalny wzrost liczby komorek L. monocytogenes
zaobserwowano po 144 h przechowywania (z poziomu 3 log jtk/g do 5 log jtk/g).
Maksymalne tempo wzrostu wyniosto 0,0236 1/h, za$ lagfaza — 30 h (wyliczenia
w ComBase DMFit). Podobny poziom L. monocytogenes w CP uzyskano po 200 h
przechowywania w temp. 12 °C (rys. 2D). Wzrost liczby komorek L. monocytogenes
nastgpowat bezposrednio po zanieczyszczeniu materiatu badawczego. Maksymalne
tempo wzrostu wynosito 0,0326 1/h (DMFit), a faze stacjonarng osiagnigto po ok.
100 h przechowywania. Lagfazy nie zaobserwowano rowniez podczas przechowywa-
nia probek w temp. 15, 21 1 37 °C (rys. 2E, F, G). Maksymalne tempa wzrostu wynio-
sty odpowiednio: 0,0586, 0,0216 i 0,5635 1/h (DMFit) w temp. 15, 21 i 37 °C. Uzy-
skane wyniki z poszczegoélnych temperatur eksperymentalnych wprowadzono do
aplikacji DMFit, uzyskujac wspotczynniki determinacji R* éwiadczacy o jakosci dopa-
sowania uzyskanych rezultatow do modelu Baranyi’a i Robertsa. Najnizsze wartosci
wspolczynnika uzyskano w przypadku danych pochodzacych z badan prowadzonych
w temp. 3 i 6 °C (R*= odpowiednio: 0,68 i 0,78). Lepszym dopasowaniem do modelu
prognostycznego charakteryzowaly si¢ wyniki z temp. 9, 12, 15, 21 i 37 °C (R* = od-
powiednio: 0,84, 1,0, 0,86, 0,93 1 0,94).

Na przezywalno$¢ L. monocytogenes w okreslonym produkcie spozywczym moze
mie¢ wptyw wiele czynnikow. Bakterie te wykorzystuja jako zrédlo energii: alkohole,
kwasy organiczne, ttuszcze 1 inne substancje organiczne. Ser mozzarella stanowi dobre
srodowisko rozwoju L. monocytogenes ze wzgledu na parametry fizykochemiczne.
Zaobserwowany w badaniach wlasnych, w niskich temperaturach przechowywania,
dhuzszy czas trwania lag fazy niz w CP moégt wynika¢ ze wspotzawodnictwa bakterii
fermentacji mlekowej (mikroflora technologiczna). Dominujacym czynnikiem wpty-
wajacym na tempo namnazania patogenu byla temperatura, o czym $wiadczy brak fazy
adaptacyjnej w przypadku zanieczyszczonych probek przechowywanych w temp. 15,
21137 °C [25, 26]. Stecchini 1 wsp. [27] badali zachowanie L. monocytogenes w temp.
5 °C w serze typu mozzarella oraz w obecnosci bakterii z gatunku Lactocococcus lac-
tis. Badacze ustalili czas trwania lagfazy na poziomie 91 h oraz maksymalne tempo
wzrostu wynoszace 0,0314 1/h (wyliczenie w aplikacji ComBase DMFit). Wzrost licz-
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by drobnoustrojéw nastgpowal przez ok. 270 h z poziomu 2 log jtk/g do 5 log jtk/g.
Wymienieni autorzy uzyskali dwukrotnie szybsze tempo wzrostu patogenu w porow-
naniu z badaniami wlasnymi w temp. 6 °C, podczas podobnego czasu przechowywa-
nia. Menon i Garg [15], ktérzy badali wptyw olejku gozdzikowego na L. monocytoge-
nes w serze w temp. 7 °C, rdbwniez zaobserwowali wzrost liczby komoérek patogenu.
Wykazali oni maksymalne tempo wzrostu na poziomie 0,0365 1/h i czas trwania lagfa-
zy — 11 h. Wzrost liczby komérek z poziomu poczatkowego 4 log jtk/g do poziomu
6 log jtk/g trwat ok. 80 h. Zaobserwowali dwukrotnie szybsze maksymalne tempo
wzrostu, krotsza lagfaze oraz mniejszy przyrost liczby komoérek w poréwnaniu z bada-
niami wlasnymi w temp. 6 °C.

Tabela 1. Zestawienie wyznaczonych parametrow (ComBase DMFit) opisujacych zachowanie L. monocy-
togenes w serze mozzarella.

Table 1. Compilation of calculated parameters (ComBase DMFit)describing the behaviour of L. mono-
cytogenes in mozzarella cheese.

Parametry Temperatura / Temperature [°C]
Parameters 3 6 9 12 15 21 37
Lagfaza

200 200 30 0 0 0 0
Lag phase [h]

Maksymalne tempo wzrostu
i 1 0,0112 | 0,0159 | 0,0236 | 0,0326 | 0,0586 | 0,0216 | 0,5635
Maximum growth rate [h™']

Maksymalna ggsto$¢
populacji [log jtk/g]
i } ) 6,72 6,29 7,21 6,91 7,32 7,61 7,09
Maximum population density

[log cfu/g]

Czas uzyskania maksimum
populacji

. i i 408 360 192 216 168 168 48

Time to achieve maximum

population [h]

Czas generacji
89,3 62,9 424 30,7 17,1 46,3 1,8

Generation time [h]
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Zestawienie otrzymanych wynikow (oraz dopasowanych w aplikacji DMFit) wzrostu liczby
paleczek Listeria monocytogenes w serze mozzarella podczas przechowywania w temp.: 3 °C
(A), 6 °C (B), 9 °C (C), 12 °C (D), 15 °C (E), 21 °C (F) 1 37 °C (G) z modelem prognostycznym
CP.

Comparison of obtained results (that match DMFit application) of growth of Listeria monocyto-
genes in mozzarella cheese during storage at: 3 °C (A), 6 °C (B), 9 °C (C), 12 °C (D), 15 °C (E),
21 °C (F) and 37 °C (G) with CP predictive model.
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Okreslenie obecnosci, a w szczegdlnych przypadkach rowniez liczby komorek L.
monocytogenes w produktach spozywczych nalezy do producenta zywnos$ci. Zgodnie
z rozporzadzeniem Komisji Europejskiej nr 2073 z 2005 roku [23] dla zywnosci goto-
wej do spozycia, w ktorej mozliwy jest wzrost L. monocytogenes, niebedacej zywno-
$cig przeznaczong dla niemowlat ani zywnos$cia specjalnego medycznego przeznacze-
nia, okreslono warto$¢ maksymalna liczby komorek L. monocytogenes — 100 jtk/g.
W rozporzadzeniu zaproponowano referencyjna metode okreslania liczby Listeria
monocytogenes w produktach spozywczych (ISO 11290-2) [20]. Metoda klasyczna
(ptytkowa) jest czasochtonna, dlatego po walidacji metody alternatywnej w stosunku
do metody referencyjnej ilosSciowe okreslanie liczby komoérek drobnoustroju mozna
dokona¢ w znacznie krotszym czasie. Ma to duze znaczenie w przypadku produktow
o krotkim terminie przydatnosci do spozycia, a begdacych juz w tancuchu
dystrybucyjnym. Obecnie istnieja na rynku nowsze aparaty wykorzystujace zjawisko
impedymetrii, ktore po wlasciwym przystosowaniu z powodzeniem mozna zastosowac
do ilosciowego okreslania ryzyka rozwoju wielu grup patogendéw w réznych produk-
tach spozywczych. W celu zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego zywnoS$ci
i przewidywania zagrozen mozna wykorzysta¢ bazg danych ComBase. Baza danych
dziata w systemie online, zawiera wyniki badan oraz programy komputerowe, ktore
umozliwiaja prognozowanie wzrostu liczby drobnoustrojow przy uwzglednieniu roz-
nych czynnikow $rodowiska. Po walidacji na podstawie wtasnych danych eksperymen-
talnych, aplikacja moze by¢ uzyteczna w prognozowaniu zachowania réznych gatun-
kéw drobnoustrojow (w tym patogenow) [7]. Programy tego typu mozna wykorzystac
w zaktadach przemystowych na etapie analizy zagrozen, szacowania ryzyka mikrobio-
logicznego czy weryfikacji wynikow badan prowadzonych przez przyzaktadowe labo-
ratoria i instytucje publiczne zajmujace si¢ nadzorem sanitarnym. Obecnie powstaja
bazy danych zawierajace modele wzrostu drobnoustrojow na podstawie wynikow ba-
dan konkretnych produktow spozywczych. Przyktadem moze by¢ portal internetowy
Wama Predictor, w ktérym znajduja si¢ modele wzrostu/przezywalno$ci roznych pato-
gendw w wybranych produktach mleczarskich i migsnych [8].

Whioski

1. Alternatywne metody pomiaru liczby komoérek wykorzystujace zjawisko impedy-
metrii po wykalibrowaniu urzadzenia i zmodyfikowaniu pozywki moga by¢ przy-
datne do szybkiego ilosciowego okreslania bakterii Listeria monocytogenes w serze
typu mozzarella.

2. Wyniki badan pozyskane podczas przechowywania Listeria monocytogenes w serze
typu mozzarella i dopasowane do modelu Baranyi’a w ComBase DMFit sa zblizone
do prognoz wygenerowanych w CP.
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3.

Program CP generuje krzywe wzrostu liczby komorek Listeria monocytogenes za-
pewniajace margines bezpieczenstwa prognoz w zakresie danych eksperymental-
nych w temp. 3 - 37 °C, co pozwala na korzystanie z niego podczas szacowania ry-
zyka mikrobiologicznego produktow o podobnych parametrach fizykochemicznych.

Praca naukowa finansowana ze sSrodkow Narodowego Centrum Badan

i Rozwoju w ramach projektu badawczego pt. ,,Zastosowanie mikrobiologii progno-
stycznej do modelowania bezpieczenstwa zZywnosci” (N R12 0097 06).
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ESTIMATING CELL GROWTH OF LISTERIA MONOCYTOGENES
IN MOZZARELLA CHEESE USING IMPEDIMETRIC DEVICE

Summary

The objective of the research study was to determine the count of Listeria monocytogenes, used to
contaminate the samples of mozzarella cheese that were stored at a temperature of 3, 6, 9, 12, 15, 21, and
37 °C. The L. monocytogenes cell growth was measured by a M64 Bactometer device (bioMerieux) using
a modified, selective microbiological culture medium. Into the BHI medium (bioMérieux) were added:
a selective additive to a Fraser broth and a selective iron (III) ammonium additive for Listeria (Merck).
The results obtained were adjusted to match the Baranyi and Roberts equation and compared with the
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predictive models in ComBase Predictor. Based on the research results obtained, it was found that, along
with the increasing storage temperature the rate of proliferation of the pathogen increased, and, also, re-
ported was the increase in the count of organisms under the cooling conditions. The modified culture
medium made it possible to determine quantitatively the count of Listeria cells with the use of an impedi-
metric device.

Key words: mozzarella cheese, Listeria monocytogenes, food safety, predictive microbiology
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WPLYW ILOSCI LECYTYNY SLONECZNIKOWEJ I CZASU
HOMOGENIZACJI NA STABILNOSC EMULSJI SPOZYWCZEJ
ZAWIERAJACEJ OLEJ Z ORZECHOW WLOSKICH

Streszczenie

W pracy dokonano oceny wptywu dodatku emulgatora oraz czasu homogenizacji na stabilnos¢ emul-
syjnych uktadow dyspersyjnych. Do wytypowania parametrow stabilnych uktadéw dyspersyjnych postu-
zono sig¢ programem komputerowym Kateskor. Na podstawie zalozonych wartosci parametrow wyjscio-
wych charakteryzujacych stabilna emulsje (wielko$¢ czastek zdyspergowanych, lepkos¢ i liczba faz)
otrzymano kompromisowe optimum parametrow wejsciowych: ilo§¢ emulgatora 5,87 - 6,52 g i czas ho-
mogenizacji 1,52 - 4,78 min. Do$wiadczalna ocena $redniej wielkosci czastek, lepkosci oraz obrazu mi-
kroskopowego uktadu dyspersyjnego wykazata, ze najbardziej stabilna byta emulsja w wariancie III,
zawierajaca 5 g emulgatora i homogenizowana 3 min. Empirycznie ustalone parametry tej emulsji byty
zblizone do zakresu kompromisowego optimum wyznaczonego przez program Kateskor.

Stowa kluczowe: olej z orzechow wioskich, lecytyna stonecznikowa, optymalizacja parametrow, wielkos¢
czastek emulsji, stabilno$¢ emulsji

Wprowadzenie

Pod wzgledem termodynamicznym emulsje sa uktadami dynamicznymi, ktore
zmieniaja swoje wlasciwosci reologiczne w funkcji czasu. Ciagly ruch czastek fazy
wewngtrznej moze prowadzi¢ do niekorzystnych zmian, majacych wptyw na stabilnosc¢
emulsji [8, 16]. Wsrod tych zmian nalezy wymieni¢ procesy takie, jak: sedymentacja,
$mietanowanie, flokulacja, koalescencja [2, 20] i dojrzewanie Ostwaldowskie [3, 4, 5,
10, 12].
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twa, Uniwersytet Technologiczno-Humanistyczny, ul. Chrobrego 27, 26-600 Radom, dr hab. inz. A. Zbi-
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Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa. Kon-
takt: mkowalska7@vp.pl
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W celu zwigkszenia stabilnosci emulsji do ukladu wprowadza si¢ substancje
przeciwdziatajace taczeniu si¢ czastek fazy rozproszonej [24, 28], wzglednie pozwala-
jace zwigkszy¢ lepko$é uktadu [9], a tym samym spowolni¢ ruch fazy wewngtrznej
[15]. Czynnikami, ktoére maja wptyw na otrzymanie stabilnego uktadu emulsyjnego sa:
wielko$¢ czastek fazy rozproszonej, lepkos¢ uktadu rozumiana jako suma lepkosci fazy
zewnetrznej 1 wewngtrznej [1] 1 sktad recepturowy emulsji (ilo$¢ i rodzaj emulgatora,
stosunek faz, ilo§¢ zagestnika) [7, 19]. Nie bez znaczenia sa roOwniez parametry proce-
su homogenizacji, takie jak czas, czy liczba obrotow, a takze sposdb prowadzenia ho-
mogenizacji (na zimno czy na goraco) [12]. Tak wiec, aby otrzymac¢ trwaty uktad jed-
nofrakcyjny (monodyspersyjny), nalezy bra¢ pod uwage wszystkie wczesniej
wymienione czynniki. Sktad recepturowy i parametry technologiczne wytwarzania
stabilnej emulsji mozna dobra¢ w sposob empiryczny [21, 25] lub wykorzystujac kom-
puterowe programy optymalizacji. Pierwszy sposob jest zmudny i dlugotrwatly, drugi
wydaje si¢ bardziej korzystny.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu warunkoéw przygotowania emulsji spozyw-
czej zawierajacej jako bazg thuszczowa olej z orzechéw wioskich na jej stabilnosé
i charakterystyke fizykochemiczna przy uzyciu programu komputerowego do optyma-
lizacji ,,Kateskor” (program zostal opracowany na potrzeby Katedry Technologii
Obuwia i Garbarstwa — Wydzialu Materialoznawstwa, Technologii i Wzornictwa,
Uniwersytetu Techniczno-Humanistycznego w Radomiu) [26].

Material i metody badan

Do wytworzenia uktadow dyspersyjnych uzyto oleju z orzechéw wtoskich (Oleo-
farm s. c.). Sktad kwasoéw tluszczowych oleju, okreslony technikgq chromatografii
gazowej wedlug PN-EN ISO 5508 [22] i PN-EN ISO 5509 [23], byl nastgpujacy:
7,89 % kwasow nasyconych (palmitynowego i stearynowego), 17,63 % kwasu oleino-
wego, 59,5 % kwasu linolowego, 14,98 % kwasu a-linolenowego. W roli emulgatora
zastosowano lecytyng stonecznikowa (RF Solutions) naturalnego pochodzenia, o wia-
sciwosciach powierzchniowo czynnych i poprawiajacych struktur¢ emulsji [17]. Kar-
boksymetyloceluoza (Barentz) zostala wykorzystana jako zagestnik poprawiajacy ce-
chy reologiczne emulsji. Ponadto wykorzystano: cukier biaty (Cukrownia Glinojeck),
musztarde kremowa (Develey Polska Sp z o. 0.), s61 jodowana Solino (Inowroctawskie
Kopalnie Soli), ocet spirytusowy 10-procentowy (Spotem Kielce), wodg pitna i benzo-
esan sodu (ORffa Food Eastern Europe).

Sktad recepturowy i technologia otrzymywania emulsji

Receptury emulsji opracowano na podstawie wlasnej specyfikacji. Sporzadzono
sze$¢ uktadow emulsyjnych réznigcych sie zawarto$cia emulgatora oraz czasem ho-
mogenizacji (tab. 1). W badaniach przyj¢to uproszczenie — nie uwzgledniono minimal-
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nych zmian zawarto$ci wody w réznych wariantach emulsji (rzedu kilku procent).
Emulsje wytwarzano na ciepto, podgrzewajac obie fazy (olejowa i wodna) do temp.
40 °C. Nastepnie zmieszane fazy homogenizowano za pomoca homogenizatora
SILVERSON LA4R, przy 3000 rpm. Czas homogenizowania byl jednym z czynnikoéw
zmiennych i1 zmienial si¢ w przedziale od 1 do 5 min. Ostudzone emulsje doprowadza-
no do pH = 6, stosujac krystaliczny NaHCO; 1 mieszajac za pomoca mieszadta magne-
tycznego. Emulsje przechowywano w temp. 22 °C, w zamkni¢tym opakowaniu ze
szkta biatego.

Tabela 1. Sktad recepturowy i czas homogenizacji emulsji.
Table 1. Composition of emulsion and homogenization time thereof.

Wariant emulsji / Variant of emulsion
I n | m | v [ v [V

Stale sktadniki emulsji / Constant components of emulsion

Sktadniki / Ingredients

Olej z orzechdéw wioskich [g] 30,0
Cukier [g] 2,5
Musztarda [g] 2,0
Sol [g] 1,7
Karboksymetyloceluloza [g] 1,0
Ocet [g] 1,0
Benzoesan sodu [g] 0,25
Zmienne parametry emulsji / Variable parameters of emulsion
Emulgator [g] 2,5 2,5 5,0 7,5 10,0 10,0
Czas homogenizacji [min] 1,0 5,0 3,0 3,0 5,0 1,0
Woda [g] Uzupehienie do 100 g/ water added to make 100g

Dobor ilosci emulgatora i czasu homogenizacji

Optymalizacj¢ iloSci emulgatora w emulsji oraz dobdr czasu homogenizacji prze-
prowadzano za pomoca programu Kateskor. Program zostal opracowany na podstawie
metody Kleemana [14], pozwalajacej na minimalizacj¢ ilo$ci przeprowadzanych eks-
perymentéw do 6 roznych probek. Wybor kompromisowego optimum zalezy od ocze-
kiwan badaczy, ktorzy wybieraja warto$ci graniczne zmierzonych parametréw i na tej
postawie program opracowuje zakres zadanych parametrow, dla ktérych emulsja po-
winna wykazywac charakter stabilny. W przedstawionych badaniach przyjety model
stabilnego uktadu emulsyjnego charakteryzowal si¢ nast¢pujacymi parametrami: lep-
ko$¢ — 21 Pa-s, liczba frakcji — 1,5, wspotczynnik dyspersyjnosci — 1,06, srednia wiel-
ko$¢ czastek emulsji — 3,3 pum, wartos¢ wspotczynnika Koo, — 4,8. Zmierzone oraz
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obliczone parametry zostaly wykorzystane do przeprowadzenia optymalizacji czasu
homogenizacji i dodatku emulgatora, przy ktérych emulsja wykazuje najlepsza stabil-
nos¢.

Metody badan

Lepkos$¢, srednia wielko$¢ oraz rozktad czastek emulsji oznaczano po 24 h od ich
wytworzenia. Badania lepkosci oraz $redniej wielko$ci czastek powtorzono po dwoch
tygodniach przechowywania emulsji. Pomiar lepko$ci pozornej wykonywano przy
uzyciu reometru Rheotest-2 Typ RV2 zgodnie z instrukcja urzadzenia (1978). Pomiar
przeprowadzano w temp. probki 20 + 1 °C. Lepko$¢ emulsji obliczano z rownania:

n=Zwo/10Dr

gdzie:

n — lepkos¢ [Pa-s],

o — wspofczynnik katowy,
Dr — szybko$¢ $cinania [s],
Z — stata aparatu 2,4428 [Pa].

Wielko$¢ czastek fazy zdyspergowanej oznaczano metoda dyfrakcji laserowej
przy uzyciu spektrometru laserowego Microtrac FRA/UPA (Leed’s & Northrup, USA)
zgodnie z instrukcja urzadzenia. Wielko$¢ czastek oznaczano trzykrotnie w ciagu 30 s.
Wspotczynnik dyspersyjnosci k obliczano z rownania:

k = (Koo, — Ki0%)/ Ksoos

gdzie: Kooy, Kiou, Ksoo, — $TEdnice czastek [um] odczytywane z krzywej skumulowanej
rozktadu (odpowiednio 90, 50, 10 % czastek ma $rednice nie wigksze od tych warto-
sci).

Stabilno$¢ emulsji okreslano testem wirdéwkowym przy uzyciu wiréwki Nahita
Centrifuges Model 2652 (Auxilab, S.L. Hiszpania), stosujac parametry: 3000 rpm
i czas 30 min. Dodatkowo, w piatej dobie po wytworzeniu emulsji, obserwowano roz-
mieszczenie jej czastek za pomoca mikroskopu optycznego firmy NIKON (powigksze-
nie 40-krotne).

Analizy powtarzano trzykrotnie, a wyniki opracowano statystycznie z wykorzy-
staniem analizy wariancji przy uzyciu programu komputerowego Statgraphics plus 4.1.
Oceng istotnosci réznic pomiedzy $rednimi wykonano testem Duncana, na poziomie
istotnosci p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

Wielko$¢ czastek fazy zdyspergowanej zalezy od wielu czynnikow, m.in. od cza-
su i predkosci homogenizacji, rodzaju i dodatku emulgatora oraz ilo$ci i1 rodzaju za-
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gestnika [4, 15, 27]. Wlasciwy dobér tych parametrow gwarantuje ,,ustabilizowanie
czastek” fazy zdyspergowanej, ktore pod wzgledem termodynamicznym ciagle pozo-

staja w ruchu, dazac do zmian w strukturze uktadu dyspersyjnego.

Tabela 2. Charakterystyka emulsji po 24 h od wytworzenia i po 2 tygodniach przechowywania.
Table 2. Profile of emulsion 24h after it was manufactured and after 2 week storage.

Udziat
Srednia i . poszczegdlnych .
Lepk
wiclkosé czastki | Y SPORAYINK |1 e frakeii frakeji epiose
dyspersji T o [Pa-s]
. [pm] . Number of | w emulsji [%] . 2
Rodzaj . Coefficient of . Viscosity s 8
J | Average size of dispersion fractions Percentage of P Z =
er'nu15J1 particle [pm] Spetsio each fraction in [Pas] ~§ q%"
Kind of emulsion [%] ® E
emulsion 2 £
Po Po Po Po Po Po Po Po Po Po & o
24h | 2tye | 24h | 2tyg | 24h | O | 24h | 2tyg | 24D | 21yg.
After | After | After | After | After 5 ei{ After | After | After | After
24h |2 weeks| 24h [2weeks| 24h [“ V| 24h |2 weeks| 24h |2 weeks
rozwar-
Wariant 1-73 1-73 twieni
A 384 | 405¢ | 1,10 | 1,13 | 2 2 ! B is1a | 149a |STVienie
1 11-27 | 1I-27 delamin
-ation
Wariant 1-74 stabilna
3,59d - 1,22 - 2 - - 14,5 -
11 : : 11-26 ~8 stable
Wariant | 20| 283 | 094 | 102 | 1 1 {1100 12100 | 19.4b | 1876 | St2PilNa
111 stable
i tabil
Warlant | g6p | 3.08b | 1,03 | 122 | 1 1 [1-100] 1-100 | 24,1¢ | 18,55 | S20ina
v stable
Wariant 1-91 stabilna
3,32 - 1,15 - 2 - - 26,1 -
\% e : 11-9 »led stable
Wariant stabilna
3,17 - 1,14 - 1 1 1-100 - 24,6 -
VI ,17¢ > ¢ stable

Objasnienia: / Explanatory notes:
a, b, c — wartosci $rednie przy tym samym parametrze oznaczone réznymi indeksami rdznia si¢ migdzy
soba statystycznie istotnie (p = 0,05) / mean values ref. to the same parameter and denoted by different
indexes differ statistically significantly among themselves (p = 0,05).

Wyniki przeprowadzonych badan (tab. 2) wskazuja, ze po 24 h przechowywania
emulsji najmniejsza $rednia wielkoScia czastek oraz najmniejsza wartoscia wspotczyn-
nika dyspersyjnosci charakteryzowaty si¢ emulsje z dodatkiem 5 i 7,5 g emulgatora,
homogenizowane przez 3 min (wariant III 1 IV). Rozktad czastek tych emulsji (rys. la
1 b) $wiadczyl, Ze miaty one najbardziej monodyspersyjny charakter.
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Rys. 1. Rozklady wielkosci czastek: a) emulsji III; b) emulsji IV po 24 h od wytworzenia oraz po 2
tygodniach przechowywania.

Fig. 1. Distributions of particle sizes in: a) emulsions of Variant III; b) emulsions of Variant IV 24h
after manufacturing them and after 2 week-storage.

Srednia wielko$¢ czastek w emulsjach I i II oraz V i VI wynosita od 3,17 do
3,84 um (tab. 2). Ich wspdtczynniki dyspersyjnosci utrzymywaty si¢ na podobnym
poziomie (od 1,10 do 1,22). Nalezy zaznaczy¢, ze emulsja z wariantu VI réwniez wy-
kazywata stabilny charakter po 24 h od wytworzenia (uktad jednofrakcyjny), mimo ze
srednia wielko$¢ czastki byta wigksza niz w wariantach III i IV (rys. 3b). Pojawienie
si¢ dodatkowej frakcji zaobserwowano natomiast w emulsjach w wariantach I, I1 1 V
(rys. 2a i b, 3a). W emulsji z wariantu V proces rozfrakcjonowania byt najmniej wi-
doczny, gdyz tylko 9 % stanowita dodatkowa druga frakcja (rys. 3a). W pozostatych
przypadkach udziat frakcji w uktadzie emulsyjnym pozostawat na zblizonym pozio-
mie: 73 — 74 % — pierwsza frakcja i 26 - 27 % — druga frakcja (rys. 2a i b). Depree
1 wsp. [6] wykazali, ze mniejsze krople emuls;ji, $cisle upakowane z wigkszymi, moga
tworzy¢ strukture siatki przestrzennej stabilizujacej uktad emulsyjny. Obecnos¢ takich
dwoch wyraznie zarysowanych frakcji w emulsji w wariancie I moze $wiadczy¢ o za-
istnieniu takiego zjawiska.

Po dwoch tygodniach dokonano kolejnego pomiaru $redniej wielko$ci oraz roz-
ktadu czastek olejowych. Stwierdzono, ze w trzech najbardziej stabilnych emulsjach
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(warianty I, III i IV) $rednia wielko$¢ czastek rozproszonych nieznacznie wzrosta,
jednak liczba frakcji pozostata taka sama (rys. l1a i b, 2a, tab. 2). W przypadku emulsji
VI, mimo stabilnego uktadu po 24 h, po kolejnych dwoch tygodniach przestata wyka-
zywaé charakter uktadu dyspersyjnego (zaobserwowano catkowite rozwarstwienie).
Gruczynska 1 wsp. [11] wykazali, Ze na rozktad oraz $rednia wielko$¢ czastek rozpro-
szonej fazy emulsji wplyw maja warunki przechowywania. Podczas przechowywania
emulsji, niezaleznie od temperatury (pokojowej lub chtodniczej), obserwuje si¢ zwykle
wzrost $redniej wielkosSci czastek.

4 N a

24h
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Y
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I
k
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¥\
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Percentage of particles of a given...
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Rys. 2. Rozklady wielkosci czastek: a) emulsji I po 24 h od wytworzenia emulsji oraz po 2 tygodniach
przechowywania; b) emulsji I po 24 h od wytworzenia emulsji.

Fig. 2. Distributions of particle sizes in: a) emulsions of Variant I 24 h after manufacturing them and
after 2 week-storage; b) emulsions of Variant II 24 h after manufacturing them.

Stopien dyspersji, jak rowniez wielkos¢ czastek fazy rozproszonej, sa skorelowa-
ne z lepkoscia fazy ciaglej uktadu emulsyjnego [18]. Badane emulsje charakteryzowaty
si¢ zroznicowana lepkoscia od 14,5 do 26,1 [Pa-s] (tab. 2). Emulsje ze $rednim dodat-
kiem emulgatora (5 i 7,5 g) homogenizowane przez 3 min (wariant Il i IV) wykazy-
waly optymalng warto$¢ lepkosci. Pomiar lepkosci tych emulsji po 2 tygodniach wy-
kazal nieznaczne zmniejszenie warto$ci tego parametru, natomiast lepkos¢ emuls;ji I
praktycznie si¢ nie zmienita. Uwzgledniajac rézna zawartos¢ wody w emulsjach
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stwierdzono, ze emulsje z wigksza iloscia wody charakteryzowaly si¢ mniejsza lepko-
$cia. Zdaniem Huanga i wsp. [13] lepko$¢ fazy wodnej istotnie wpltywa na stopien
dyspersji oleju: im ma ona wyzsza wartos¢, tym trudniej uzyska¢ odpowiednia dysper-
sj¢ oleju. Biorac pod uwage te zaleznos¢ mozna stwierdzi¢, ze emulsje V i VI byly
niewlasciwie zdyspergowane.
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Rys. 3. Rozktady wielkosci czastek: a) emulsji V, b) emulsji VI po 24 h od wytworzenia emulsji.
Fig. 3. Distributions of particle sizes in: a) emulsions of Variant V, b) emulsions of Variant VI 24 h
after manufacturing them.

Przeprowadzony test wirowkowy wykazal, Ze najmniej stabilna byla emulsja I,
z najmniejszym dodatkiem emulgatora, za to z najwigksza zawarto$cia wody oraz naj-
wigkszym zroznicowaniem czastek fazy zdyspergowanej. Analiza zaleznos$ci pomigdzy
parametrami zmiennymi procesu a lepkoscia emulsji wykazata, ze na wzrost lepkosci
wpltywata gtownie ilos¢ emulgatora (czas homogenizacji nie powodowat znaczacych
zmian w warto$ciach tego parametru) (rys. 4a). Zaobserwowano, ze w zakresie dodat-
ku emulgatora od 5 do 10 g uktad byt monodyspersyjny. W tym obszarze optimum
stabilnosci zaobserwowano w przypadku 3 min homogenizacji (rys. 4b).
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Rys. 4.  Wplyw parametréw wejsciowych na: a) lepkos¢ emulsji i b) ilosci frakcji w emulsji.
Fig. 4. Effect of input parameters on: a) viscosity of emulsions and b) amount of fractions in emulsion.
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Rys. 5. Wplyw parametrow wejsciowych na: a) wspotczynnik dyspersyjnosci i b) $rednia wielkosé
czastek emulsji.
Fig. 5.  Effect of input parameters on: a) coefficient of dispersion and b) average size of emulsion particle.

Analiza wspotczynnika dyspersyjnosci z warto$ciami od 0,88 do 1,24 pozwolita
na zaobserwowanie optimum czasu homogenizacji bliskiego 3 min i ilosci emulgatora
w granicach 3 - 4 g. Wskazuje to, ze emulsja o tak zadanych parametrach wejsciowych
bedzie dazyta do uktadu monodyspersyjnego (rys. 5a). Z kolei analiza $redniej wielko-
$ci czastek wskazuje na wystgpowanie optimum przy czasie homogenizacji w grani-
cach 3 min i ilosci emulgatora w zakresie 5 - 6 g. Srednia wielko$¢ czastek bytaby
wtedy najmniejsza i wynosita 2,8 um (rys. 5b). Wydtuzanie czasu homogenizacji nie
doprowadzi do zmniejszenia wielkos$ci czastki w uktadzie dyspersyjnym. Bezzasadne
byloby rowniez zwigkszanie wielkosci dodatku emulgatora.
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Analizujac wptyw parametrow wejsciowych na wartos¢ Koo, mozna zauwazy¢
takie same prawidtowosci, jak w przypadku $redniej wielkosci czastek. Optimum w
przypadku najmniejszej wartosci Kog, = 4 um wystapito przy czasie homogenizacji
wynoszacym okoto 3 min oraz dodatku emulgatora okoto 4,5 g (rys. 6).
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Rys. 6.  Wplyw parametrow wejsciowych na warto$¢ Kogo,
Fig. 6.  Effect of input parameters on Ko, value.
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Fig. 7.

Compromise optimum of parameters.
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Emulsja I/ Emulsion I Emulsja II/ Emulsion II

Emulsja I1I/ Emulsion III Emulsja IV/ Emulsion IV

Emulsja VI/Emulsion VI

Emulsja V/ Emulsion V

Powigkszenie okulara 40x/ 40X Eyepiece

Fot. 1. Obraz mikroskopowy emulsji (wraz ze skala) przy powigkszeniu 40x.
Phot. 1. Microscopic images of emulsions (I-VI) magnified 40 x.
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Z przeprowadzonej analizy optymalizacji parametrow stabilno$ci emulsji (rys. 7)
wynika, ze w przypadku wytworzonych emulsji, o zadanych na poczatku doswiadcze-
nia parametrach, optymalna ilo§¢ emulgatora miesci si¢ w przedziale od 5,87 do
6,52 g, a optymalny czas homogenizacji w zakresie od 1,5 do 4,8 min.

Koncowy etap pracy polegal na analizie obrazow mikroskopowych badanych
emulsji (fot. 1). Stwierdzono, ze emulsje ze $rednia wielkoScia dodatku emulgatora
(5,017,5 g), homogenizowane przez 3 min (warianty III i IV) wykazywaly najbardziej
jednorodny charakter. W emulsji z najwigkszym dodatkiem emulgatora i po najdtuz-
szym czasie homogenizacji (wariant V) zaobserwowano poczatek procesu koagulacji.
Emulsje z najmniejsza iloscia emulgatora, rdzniace si¢ czasem homogenizacji (warian-
ty 1 II) cechowata porownywalna lepkos¢. Jednak w obrazie mikroskopowym zaob-
serwowano niejednorodno$¢ emulsji z wariantu Il — widoczne byty duze krople po-
wstale w wyniku potaczenia mniejszych kuleczek. W obrazie mikroskopowym emuls;ji
z wariantu I widoczne byly natomiast pojedyncze, wigksze krople, co potwierdzito
weczesniej opisane wyniki (obecno$¢ kolejnej frakcji) — rys. 3a i tab. 2.

Whioski

1. Za optymalng emulsj¢ uznano wariat III, charakteryzujacy si¢ dodatkiem emulga-
tora na poziomie 5 g i 3-minutowym czasem homogenizacji. Uklad ten charaktery-
zowal si¢ zar6wno najmniejsza wielkoScia czastek, jak i wspotczynnikiem dysper-
syjno$ci. Emulsja miata charakter monodyspersyjny, a obraz mikroskopowy
potwierdzit jednorodnos¢ uktadu.

2. Parametry emulsji III byly zblizone od zakresu wyznaczonego przez kompromiso-
we optimum parametrow emulsji wyznaczone przez program Kateskor. Analiza
komputerowa wykazata, ze dodatek emulgatora powinien si¢ zawiera¢ w przedzia-
le od 5,87 do 6,52 g, a czas homogenizacji od 1,52 do 4,78 min.

3. Oftrzymane wyniki potwierdzaja przydatnos¢ komputerowej optymalizacji do usta-
lania wlasciwego sktadu i dobierania parametrow technologicznych stabilnych
uktadéw emulsyjnych.
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EFFECT OF SUNFLOWER LECITHIN QUANTITY AND HOMOGENIZATION
TIME ON STABILITY OF FOOD EMULSION CONTAINING WALNUT OIL

Summary

In the research study assessed was the effect of adding an emulsifier and the impact of homogenization
time on the stability of emulsion dispersion systems. A Kateskor software was used to choose parameters
of stable dispersion systems. Based on the preset initial values of output parameters characterizing the
stable emulsion (size of dispersed particles, viscosity, and number of phases), a compromise optimum of
input parameters was obtained: the quantity of emulsifier in the emulsion amounting from 5.87 to 6.52 g
and the homogenization time between 1.52 and 4.78 min.

The experimental evaluation of the average size of particles, viscosity, and microscopic image of the
dispersion system proved that the most stable was the emulsion of Variant III; it contained 5 g of the
emulsifier and was homogenized for 3 minutes. The empirically determined parameters of that emulsion
were close to the range of the compromise optimum as determined by the Kateskor software.

Key words: walnut oil, sunflower lecithin, optimization of parameters, size of emulsion particles, emul-
sion stability
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ALTERNATYWNA METODA OZNACZANIA OBECNOSCI
PALECZEK SALMONELLA SP. W MIESIE DROBIOWYM

Streszczenie

Salmonella sp. jest jedna z gléwnych przyczyn zatru¢ pokarmowych. Z uwagi na czasochtonnos¢
standardowej metody wykrywania tego patogenu w zywnosci istnieje potrzeba doskonalenia metod alter-
natywnych. W badaniach zastosowano fluorescencyjnag hybrydyzacjg in situ (FISH) z uzyciem sondy Sal3
do wykrywania obecno$ci Salmonella sp. w migsie drobiowym (zaszczepionym Salmonella sp. oraz in-
nymi paleczkami z rodziny Enterobacteriaceae) i pordwnano ja z immunodiagnostyczng metoda enzymo-
immunofluorescencyjna (VIDAS® SLMX) oraz metoda wg PN-ISO-6579. Metodami: FISH i VIDAS nie
otrzymano wynikow falszywie negatywnych. Metoda VIDAS uzyskano jednak kilka wynikow falszywie
pozytywnych. W metodzie FISH nie zaobserwowano hybrydyzacji ze szczepami innymi niz Salmonella
sp. Wyniki wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania FISH jako szybkiej metody wykrywania Salmonella sp.
w migsie drobiowym.

Stowa kluczowe: migso drobiowe, Salmonella sp., FISH, VIDAS, PN-ISO-6579

Wprowadzenie

Paleczki Salmonella sp., bedace gltowna przyczyna zatru¢ pokarmowych, sa
wskaznikiem bezpieczenstwa zywno$ci. Wymieniane sa w corocznych raportach
EFSA — European Food Safety Authority jako gtéwny enteropatogen odpowiedzialny
za epidemie zatru¢ pokarmowych. Gtéwne Zrodio tych bakterii stanowia: migso dro-
biowe, migso wieprzowe, jaja, produkty mleczarskie, a w mniejszym stopniu: owoce
1 warzywa [6, 21]. Sprostanie standardom z zakresu zapewnienia bezpieczenstwa zyw-
nosci oraz zarzadzania ryzykiem w tancuchu zywno$ciowym zmusza do opracowywa-
nia nowych, szybkich i pewnych metod identyfikacji zagrozen mikrobiologicznych.
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Standardowe metody hodowlane wykrywania Salmonella sp. w zywnosci uwaza si¢ za
dobrze opracowane, ale sa one wicloetapowe i wymagaja od 4 do 5 dni analizy w celu
uzyskania wstepnych pozytywnych lub negatywnych wynikow. Niezbedne jest takze
wykonanie szeregu potwierdzen biochemicznych, co znacznie wydluza czas analizy
iw konsekwencji wynik ostateczny otrzymuje si¢ po 7 dniach. Wszystko to moze
sprzyja¢ popehianiu bledéw w interpretacji wynikow [15]. Dtugi czas oznaczen jest
ponadto znacznym utrudnieniem w obrocie zywno$cia. Ro6wniez mozliwo$¢ zachowa-
nia aktywnos$ci metabolicznej drobnoustrojéw, mimo utraty zdolnosci do tworzenia
kolonii na podtozach statych w wyniku np. warunkéw stresowych — tzw. stan VBNC
(viable but nonculturable), przemawia za koniecznoscia doskonalenia metod diagno-
stycznych [5]. Problemem jest réwniez mozliwos¢ wystepowania w produktach komo-
rek subletalnie uszkodzonych podczas przeprowadzanych procesow technologicznych
[8]. Alternatywa dla analiz tradycyjnych sa techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH), polegajace na zastosowaniu sond stanowiacych krotkie sekwencje oligo-
nukleotydow, aczacych si¢ z kwasami nukleinowymi komorki [10]. Sondy sa znako-
wane markerami fluorescencyjnymi, tacza si¢ z materialem genetycznym bakterii
o sekwencji komplementarnej do sondy. Z uwagi na to, ze sondy zawieraja znaczniki
fluorescencyjne, polaczenie materialu zawartego w probce z komplementarna sonda
obserwuje si¢ w mikroskopie epifluorescencyjnym. Technika ta jest do$¢ powszechnie
wykorzystywana w medycynie i w badaniach srodowiskowych [13]. Jest roéwniez sto-
sowana w badaniach ztozonych uktadow populacji mikroorganizméw, jakimi sa bio-
filmy [2].

Niezbgdnym warunkiem zastosowania techniki FISH do skutecznego wykrywania
drobnoustrojow chorobotwoérczych w zywnosci jest dobranie optymalnych warunkow
przygotowania prob z uwagi na bardzo zr6znicowana matryce, tj. sktad chemiczny
zywnosci oraz mikroflorg¢ towarzyszaca, ktore moga prowadzi¢ do odczytéw obarczo-
nych duzym btedem. Jesli w zywnosci znajduja si¢ pateczki Salmonella sp., to najcze-
$ciej zywno$¢ ta jest znacznie zanieczyszczona innymi drobnoustrojami w tym patecz-
kami Gram-ujemnymi. Dlatego do stosunkowo szybkiej oceny jakosci
1 bezpieczenstwa zywnosci konieczny wydaje si¢ dobor nie tylko sond dla poszczegol-
nych gatunkéw drobnoustrojow, ale przede wszystkim zoptymalizowanie przygotowa-
nia prob zywnosci do badan w zaleznosci od matrycy [4].

Celem pracy byla ocena mozliwosci zastosowania techniki fluorescencyjnej hy-
brydyzacji in situ (FISH) do wykrywania obecnos$ci pateczek Salmonella sp. w migsie
drobiowym oraz poréwnanie tej metody z technika immunoenzymatyczna (VIDAS®
SLMX) oraz standardowa metoda wg PN-ISO-6579:2003.
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Material i metody badan
Szczepy

Podczas badan stosowano monokultury i kultury mieszane szczepow: Salmonella
bongori ATCC® 43975, Salmonella enterica subsp. anatum ATCC® 9270, Salmo-
nella Typhimurium ATCC" 14028, Salmonella Enteritidis ATCC® 13076, Escherichia
coli ATCC® 11229, Escherichia coli ATCC® 14169, Escherichia coli ATCC" 23848,
Proteus mirabilis ATCC® 25933, Proteus vulgaris ATCC® 33420, Klebsiella pneumo-
niae NCTC® 9633, Citrobacter freundii NCTC® 9750, Enterobacter aerogenes
ATCC® 13048, Enterobacter cloacae ATCC® 35030. Ponadto badaniom poddano 3
szczepy Salmonella sp. wyizolowane z migsa drobiowego i zidentyfikowane w Kate-
drze Mikrobiologii Przemyslowej i Zywnosci, WNoZ, Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego. Szczepy uaktywniano na podtozu bulionowym (Merck)/37 °C/24 h.

Sondy

W badaniach zastosowano sondy oligonukleotydowe, syntetyzowane na zamo-
wienie w firmie Bionovo (tab. 1). Wszystkie sondy znakowane byly barwnikami fluo-
rescencyjnymi (Cy5, Cy3) na koncach 5’ odpowiednio: EUBs33 — Cy5, NONj3g — CyS5,
Sal3 — Cy3.

Tabela 1. Sondy oligonukleotydowe zastosowane w badaniach.
Table 1. Oligonucleotide probes used in research.

Sonda Specyficznos¢ Sekwencja nukleotydow (5'-3") Pozycja IRNA Literatura

Probe Specificity Nucleotide sequence (5'-3") rRNA position | Literature
EUB;35 Eubacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT 16S (338-355) [1]
NONj35 - ACT CCT ACG GGA GGC AGC - [20]
Sal3 Salmonella enterica | AAT CAC TTC ACC TAC GTG | 23S (1713-1730) [11]

Etapy badan

Badania prowadzono w dwoch etapach. W pierwszym material badawczy stano-
wily namnozone hodowle szczepow. Stosowano 24-godzinne hodowle w bulionie od-
zywczym (Merck) szczepoéw izolowanych z zywnosci 1 szczepow referencyjnych wy-
mienionych w punkcie 2.1. Kolejny etap obejmowat badania zainfekowanego migsa
drobiowego zakupionego w sklepie na terenie Olsztyna (wykluczono w nim wystgpo-
wanie pateczek Salmonella sp. zgodnie z PN-ISO-6579:2003 [12]). Procedura obej-
mowala jatlowe przygotowanie 25-gramowej nawazki migsa w worku do Stomachera
i zaszczepianie migsa bakteriami w liczbie 100 - 500 jtk/g (stosujac dziesigciokrotne
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rozcienczenia hodowli). Nast¢pnie dodawano 225 ml zbuforowanej wody peptonowe;j
(Merck), przednamnazanie prowadzono w temp. 41,5 °C/24 h. Po tym czasie wykony-
wano dalsze analizy zgodnie z PN-ISO-6579:2003 [12], immunoanalizatorem miniVi-
das oraz technika FISH.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

Pobierano 1000 ul 24-godzinnej hodowli szczepow lub przednamnozonej proby,
wirowano — 12000 obr./10 min. Zlewano supernatant, osad dwukrotnie przemywano
1000 ul PBS (Sigma). Tak przygotowane komorki zawieszano w 4-procentowym para-
formaldehydzie (Sigma) i przetrzymywano w temp. 4 °C przez 4 h, a nast¢pnie prze-
mywano dwukrotnie w roztworze etanolu i PBS (1 : 1). Komorki zawieszano w 500 pl
mieszaniny etanol-PBS, nanoszono 10 pl tej mieszaniny na o$miodotkowe szkietka
teflonowe (Thermo Scientific) i suszono. Przeplukiwano je w barwiaczu typu Hellend-
hala przez 3 min, w roztworze o stezeniu 50, 80, i 96 % etanolu. Na wysuszone prepa-
raty nanoszono 10 ul buforu hybrydyzacyjnego (0,9 M NaCl, 20 mM Tris/HCI,
ddH,0, 0,01 % SDS), zawierajacego 5 ng/ul sondy Sal3 oraz 5 ng/ul sondy EUB;3s.
Hybrydyzacje prowadzono w wilgotnych komorach, w piecu hybrydyzacyjnym przez
3h/45 °C. Po inkubacji szkietka przemywano w buforze ptuczacym (0,9 M NaCl,
20 mM Tris/HCI, ddH,0, 0,01 % SDS) — 45 °C/15 min. Nastgpnie nanoszono olejek
Vectashield HardSet Mounting Medium z 4',6-diamidyno-2-fenyloindolem — DAPI
(Vector) 1 przetrzymywano w temp. 4 °C/15 min. W badaniach zastosowano metode
FISH wg Vieira-Pinto 1 wsp. [16] w modyfikacji wtasnej. Preparaty analizowano przy
uzyciu mikroskopu epifluorescencyjnego OLYMPUS BX51, wyposazonego w 100-
watowy palnik rtgciowy, kolorowa kamer¢ cyfrowa XC10 do obserwacji w IR, chlo-
dzona uktadem Peltiera z elementem swiattoczutym CCD oraz odpowiednie zestawy
filtréw dla fluorochroméw: Cy3 (U-M41007 w zakresie 530 — 560 nm), Cy5
(U-M41008 w zakresie 590 - 650 nm), DAPI (U-MNU2 w zakresie 360 - 370 nm).
Analize obrazu prowadzono z wykorzystaniem oprogramowania wersji CellSens Di-
mension plus Solution Multi Channel 5D. Zdjecia preparatéw wykonywano przy sta-
tym czasie nas§wietlania.

Analiza z uzyciem immunoanalizatora miniVIDAS

Salmonella Xpress (SLMX) jest testem immunoenzymatycznym polegajacym na
wykrywaniu w badanej probce specyficznych antygendow. Zasada testu polega na zdol-
nosci do tworzenia kompleksow migdzy przeciwcialami a antygenami obecnymi
w probee, ktore nastgpnie znakowane sa fosfataza alkaliczng. Aparat odczytuje wyniki
na podstawie intensywnosci fluorescencji (ELFA) powstatej w trakcie reakcji. Po-
szczegdlne etapy analizy wykonywano analogicznie jak w poprzednim opracowaniu

[3].
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Wiyniki i dyskusja

Oznaczanie Salmonella sp. w zywnosci polega na wykrywaniu obecnosci tych pa-
teczek w okreslonej ilosci produktu — z reguty w 25 g (25 ml) [7]. Nie przeprowadza
si¢ natomiast oznaczania liczby tych drobnoustrojow w zywnos$ci. Zarowno w meto-
dzie klasycznej (PN-ISO-6579:2003), jak i jej modyfikacjach, pierwszym etapem
oznaczenia jest etap nieselektywnego namnazania. Jest on niezmiernie wazny, ponie-
waz produkcja zywnosci wiaze si¢ z jej obrobka technologiczna np. ogrzewaniem, co
moze spowodowac §mieré wigkszosci komorek lub ich subletalne uszkodzenie [14].
Ponadto, zywno$¢ jest specyficznym srodowiskiem rozwoju dla mikroorganizmow ze
wzgledu na zrédznicowana zawartos¢ soli, konserwantow, pH itp. Pominigcie etapu
przednamnazania probki i posiew materiatu bezposrednio na podloze stale moze wpty-
na¢ na uzyskanie wynikow fatszywie negatywnych. Rowniez podczas badan technika
FISH wskazany jest ten etap z uwagi na prog wykrywalnosci metody tj. okoto 10°
jtk/g. Czulos¢ metody tradycyjnej, jak i techniki FISH jest znacznie wigksza, jesli sto-
sowany jest etap przednamnazania, co potwierdzaja badania [12].

W technice FISH niezwykle istotnym etapem jest dobor parametrow permeabili-
zacji komorek. Sondy sa duzymi czasteczkami, a zatem trudno przenikaja do wngtrza
komorki bakteryjnej. Penetracje sond moze dodatkowo utrudnia¢ etap utrwalania ko-
morek. Wazny jest zatem odpowiedni dobor procedury permeabilizacji, ktéra ma na
celu tatwiejsze wnikanie sondy do komorki poprzez zwigkszenie jej ,,porowatosci”.
W przeprowadzonych badaniach monokultur Salmonella sp. obserwowano catkowite
pokrycie sygnatu komoérek wizualizowanych z zastosowaniem sondy specyficznej zna-
kowanej fluorescencyjnie Cy3 i sondy uniwersalnej EUBj33 znakowanej Cy5 oraz
z DAPI. Interkalator DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol), to fluorochrom wiazacy si¢
selektywnie z parami zasad adenina-tymina [9]. Jest to barwnik stosowany do ozna-
czania ogoélnej liczby drobnoustrojow. Obserwowane pokrycie wszystkich sygnatow
wskazuje na prawidlowo przeprowadzona permeabilizacj¢ komorek Salmonella sp.
I zwigzanie si¢ wszystkich obecnych w preparacie komorek z sonda Sal3. Natomiast
specyficznos$¢ sondy Sal3 potwierdzono w badaniach kultur mieszanych, gdzie obser-
wowano catkowite pokrycie si¢ sygnatow komorek zwigzanych z EUB;351 DAPI oraz
fluorescencje wybranych komorek (Salmonella sp.) znakowanych sonda Sal3 (fot. 1).
Niespecyficzne wiazania sond oligonukleotydowych zweryfikowano sonda NONjsg,
stanowiaca kontrole negatywna. Dodatkowo potwierdzono pokrywanie si¢ sygnatow
pochodzacych od fluorochroméw: Cy3 i Cy5 z fluorochromem DAPIL.
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Fot. 1.  Wykrywanie Salmonella sp. w hodowlach bulionowych z uzyciem sondy Sal3. Niebieska fluo-
rescencja (DAPI) — mieszanina pateczek Enterobacteriaceae; z6tta fluorescencja (Sal3-Cy3) —
Salmonella sp.; czerwona fluorescencja (EUB338-Cy5) — mieszanina paleczek Enterobacteria-
ceae; natozony obraz (Sal3-Cy3 oraz Eub338).

Phot. 1. Detection of Salmonella sp. in broth culture samples using Sal3 probe. Blue fluorescence
(DAPI) — mixed Enterobacteriaceae rods; yellow fluorescence (Sal3-Cy3) — Salmonella sp.; red
fluorescence (EUB338-CyS) - mixed Enterobacteriaceae rods; imposed image (Sal3-Cy3 and
Eub338).

Aplikacja techniki FISH do badan zywnosci jest mozliwa po odpowiednim przy-
gotowaniu proby [4]. W zwiazku z tym przed rozpoczeciem badan wiasciwych prowa-
dzono analizy wstepne majace na celu optymalizacj¢ kazdego z etapéw przygotowania
proby do analizy technika FISH (dane niepublikowane). Niezwykle istotnymi parame-
trami okazaty si¢: dobdr odpowiedniej membrany do saczenia proby po procesie ho-
mogenizacji (worki z perforowanym filtrem bocznym — Interscience), czas i predkosé
wirowania, etap oplukiwania komorek oraz czas i temperatura ich utrwalania. Takie
podejécie pozwolito na oddzielenie komorek od wystepujacych w migsie czasteczek
biatek, thuszczow itp. Efektem byto uzyskanie obrazu mikroskopowego bez elementdéw



98 Anna Zadernowska, Wioleta Chajecka-Wierzchowska, Lucyna Kigbukowska

wykazujacych autofluorescencje, co ulatwilo obserwacje i interpretacj¢ obrazu mikro-
skopowego.

Tabela 2. Wyniki analiz otrzymane metodami FISH, VIDAS i ISO w hodowlach na bulionie.
Table 2. Results of FISH, VIDAS, and ISO analyses obtained in broth cultures.

Hodowle na bulionie
Broth cultures

Uktad szczepoéw Liczba prob / Quantity of samples
Composition of strains ogbtem pozytywnych negatywnych
total positive negative
FISH | ISO | VIDAS | FISH | ISO | VIDAS
Monokultury / Monocultures
- Salmonella sp. 7 7 7 7 0
-ENT 9 0 0
Kultury mieszane / Mixed cultures
- S+ENT 32 32 32 32 0 0 0
- ENT+ENT 36 0 0 0 36 36 36
Razem / Total 84 39 39 39 45 45 45

Objasnienia: / Explanatory notes:

ENT — pozostate pateczki z rodziny Enterobacteriaceae / other Enterobacteriaceae rods; StENT- Salmo-
nella sp. 1 dwie inne paleczki z rodziny Enterobacteriaceae / Salmonella sp. and two other rods from
Enterobacteriaceae family; ENT+ENT — pozostate pateczki z rodziny Enterobacteriaceae w uktadach po
dwie / other Enterobacteriaceae rods arranged in twos.

W pierwszym etapie badan, prowadzonym w hodowlach na bulionie, wyniki uzy-
skane trzema metodami (FISH, SLMX, ISO) catkowicie si¢ pokrywaty (tab. 2). Po-
twierdza to wysoka specyficzno$¢ metod alternatywnych. W badaniach kontaminowa-
nego migsa obserwowano pewne rozbieznosci w  wynikach uzyskanych
poszczegdlnymi metodami (tab. 3). Dotyczyly one probek migsa kontaminowanego
mieszaning pateczek Salmonella sp. 1 innych z rodziny Enterobacteriaceae. Zardbwno
technika FISH, jak i immunoenzymatyczna wykryto obecnos¢ pateczek Salmonella sp.
we wszystkich probach, do ktorych zostata dodana. Technika FISH nie uzyskano wy-
nikdw pozytywnych w probach kontaminowanych innymi niz Salmonella sp. patecz-
kami z rodziny Enterobacteriaceae, podczas gdy testy SLMX wykazaty 5 wynikow
fatszywie pozytywnych. Na mozliwo$¢ otrzymania wynikéw falszywie pozytywnych
przez immunoanalizator VIDAS wskazywano takze w innych badaniach [3, 18]. Moze
to by¢ spowodowane reakcjami krzyzowymi z innymi pateczkami z rodziny Enterobc-
teriaceae znajdujacymi si¢ w matrycy (migsie). Z uwagi na sktad oraz pH migso dro-
biowe z reguly jest wysoko obciazone rdéznorodnag mikroflora [19].
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Tabela 3. Wyniki analiz otrzymane metodami FISH, VIDAS i ISO w kontaminowanym migsie.
Table 3. Results of FISH, VIDAS, and ISO analyses obtained in inoculated meat.

Zaszczepione migso
Inoculated meat

Uktad szczepow Liczba prob / Quantity of samples
Composition of strains ogdtem pozytywnych negatywnych
total positive negative

FISH | ISO | VIDAS | FISH | ISO | VIDAS

Monokultury / Monocultures

- Salmonella sp.

-ENT 9 0 0
Kultury mieszane / Mixed cultures
- S+ENT 32 32 31 32 0 1* 0
- ENT+ENT 36 0 0 5 36 36 31
Razem / Total 84 39 38 44 45 46 40

Objasnienia jak pod tab. 2: / Explanatory notes as in Tab. 2.
*Wynik falszywie negatywny w mieszaninie Salmonella enteritidis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilit /
False negative result in Salmonella enteritidis, Proteus vulgaris, and Proteus mirabilit mixture

Sposrod 39 probek migsa kontaminowanych pateczkami Salmonella sp. zard6wno
technika FISH, jak i testem SLMX, wszystkie probki oznaczono jako pozytywne. Me-
toda standardowa otrzymano natomiast jeden wynik fatszywie negatywny. Jego przy-
czyna byta prawdopodobnie duza liczba mikroflory towarzyszacej, ktorej obfity wzrost
na plytkach z podtozami wybidrczymi utrudnial interpretacje wynikow. Na podtozu
XLD niektore pateczki z rodzaju Proteus sp. rosna w postaci kolonii charakterystycz-
nych dla Salmonella sp. Bledny wybér kolonii do dalszych potwierdzen moze by¢
przyczyna wynikow fatszywie negatywnych.

Zastosowanie sondy oligonukleotydowej w oznaczaniu pateczek Salmonella sp.
W migsie pozwolito na otrzymanie wiarygodnych wynikow. Porownujac FISH oraz
testy SLMX z metoda standardowa uwage zwraca czas analizy. Zarowno w technice
FISH, jak i w metodzie immunoenzymatycznej mozna wykluczy¢ wystepowanie pate-
czek Salmonella sp. w ciagu 20 - 26 h, podczas gdy metoda standardowa etap ten zaj-
muje okoto 70 h. Niewatpliwa zaleta obu metod alternatywnych jest brak wynikow
fatszywie negatywnych, jednak otrzymywanie wynikoéw falszywie pozytywnych meto-
da immunoenzymatyczna wydtuza czas i generuje koszty.

Vieira-Pinto i wsp. [17] badali probki naturalnie kontaminowanej wieprzowiny
technika FISH oraz metoda standardowa. Technika FISH wykryli pateczki Salmonella
sp. w 16 (34 %) na 47 badanych probek, podczas gdy metoda plytkowa zaledwie w 6
probkach — przy czym w jednej z prébek pozytywnych oznaczonych metoda standar-
dowa nie wykryto obecnosci tych pateczek, stosujac technike FISH. Znaczace rdznice
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w liczbie probek pozytywnych otrzymanych stosowanymi metodami autorzy thumacza
mozliwoscia wystgpowania komorek subletalnie uszkodzonych badz komoérek w stanie
VBNC, ktore byly ,,nichodowalne” na podlozach statych, ale zawieraty odpowiednia
ilo$¢ rRNA niezbednego do zwiazania z sonda. Jest to jednak domniemanie autorow,
ktore nie zostato potwierdzone empirycznie. Z uwagi na to, ze badaniom poddano mig-
so naturalnie kontaminowane, by¢ moze uzyskiwali oni wyniki falszywie pozytywne
na skutek niespecyficznego wiazania sondy, co nie zostalo przez cytowanych autorow
sprawdzone. W badaniach wilasnych stworzono warunki modelowe — migso zaszcze-
piano zywymi, aktywnymi i hodowlanymi komoérkami Salmonella sp. Zatem powodem
wigkszej liczby wynikéw pozytywnych otrzymanych metoda FISH w poréwnaniu
z metoda ISO moze by¢ raczej wigksza specyficzno$¢ metody, anizeli zdolnos¢ do
wykrywania komoérek w stadium VBNC.

Whioski

1. Technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) z zastosowaniem sondy
Sal3 do wykrywania pateczek Salmonella sp. w migsie drobiowym, przy odpo-
wiednim przygotowaniu probki oraz doborze warunkéw hybrydyzacji, moze by¢
stosowana jako specyficzna metoda alternatywna.

2. Zastosowanie techniki FISH pozwala na skrocenie czasu oczekiwania na wyniki,
co ma szczegolne znaczenie podczas badan surowcow i produktéw o krotkim ter-
minie przydatnosci do spozycia.

3. Zardéwno analiza zywnosci technika FISH, jak i z zastosowaniem urzadzenia mi-
niVIDAS wymaga naktadéw finansowych na niezbgdny sprzgt. Po odpowiednim
wyposazeniu laboratorium, koszty pojedynczych analiz metoda standardowa (ISO-
6579), FISH 1 miniVIDAS sa poréwnywalne.

Praca badawcza finansowana ze srodkow Narodowego Centrum Nauki w ramach
projektu nr N N 312 491340.
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FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION AS ALTERNATIVE SCREENING
METHOD FOR DETERMINING PRESENCE OF SALMONELLA SP.
IN CHICKEN MEAT

Summary

Salmonella sp. is one of the main causes of food poisoning. Since the standard method for detecting
that pathogen in food is time-consuming, it is necessary to perfect alternative methods. In the research
study, a fluorescent in situ hybridization method (FISH) was utilized with the use of a Sal3 probe to detect
Salmonella sp. in chicken meat (inoculated with Salmonella sp. and with other Enterobacteriaceae rods)
and compared with an Enzyme-Linked Fluorescent Immunoassay-Based Method (VIDAS® SLMX) and
with an ISO method. While using the FISH and VIDAS methods, no false negative results were obtained.
With the use of the VIDAS method, several false positive results were obtained. In the FISH method, no
hybridization was reported to any strains other than Sa/monella sp. The results obtained indicate that the
FISH method could, possibly, be utilized as a rapid screening method for detecting Sa/monella sp. in
chicken meat.

Key words: chicken meat, Salmonella sp., FISH, VIDAS, ISO-6579
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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wzrostu i przezywalnos$ci trzech szczepdéw bakterii probiotycznych
w czasie dlugiego przechowywania chlodniczego oraz ocena wptywu tych bakterii na jako$¢ sensoryczna
kietbasy wieprzowej surowo dojrzewajacej. Przygotowano trzy warianty kietbas, kazdy z dodatkiem inne-
go szczepu bakterii fermentacji mlekowej. Zastosowano szczep probiotyczny Lactobacillus casei EOCK
0900 oraz dwa szczepy potencjalnie probiotyczne: Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr.
Hansen) i Lactobacillus acidophilus Bauer. Kielbasy przechowywane przez 230 dni w temperaturze 4 —
6 °C poddano ocenie mikrobiologicznej i sensorycznej. Liczbg bakterii mlekowych (LAB) oznaczano po
fermentacji i po 30, 60, 90, 150, 180 i 230 dniach. Oceng sensoryczna przeprowadzono metoda Ilosciowej
Analizy Opisowej (QDA).

Liczba bakterii kwasu mlekowego w badanych kietbasach wynosita od 10° do 10 jtk/g. Probki kietbas
z dodatkiem szczepu Lb. casei LOCK 0900 i B. animalis ssp. lactis Bb-12 po fermentacji i po 230 dniach
przechowywania charakteryzowaly si¢ wysoka liczba bakterii kwasu mlekowego. Po 90 dniach zaobser-
wowano znaczace (0 3 rzedy logarytmiczne) zmniejszenie liczby bakterii w przypadku kietbasy z dodat-
kiem szczepu Lb. acidophilus Bauer. Przezywalno$¢ tych bakterii w kietbasach zalezata od czasu prze-
chowywania. Badane kietbasy charakteryzowaty si¢ wysoka jakoscia sensoryczna w catym okresie
przechowywania. We wszystkich probkach, po 230 dniach przechowywania populacja bakterii mleko-
wych wynosita ponad 10° jtk/g, co wskazuje na ich przydatnosé¢ do proceséw technologicznych i prze-
chowywania. Najnizsza przezywalnoscia w okresie przechowywania charakteryzowal si¢ szczep Lb.
acidophilus Bauer, natomiast przezywalno$¢ dwoch pozostatych szczepdw byta podobna, utrzymywata sig
na poziomie 10® jtk/g kietbasy.

Stowa kluczowe: probiotyki, kietbasy surowo dojrzewajace, Lactobacillus, Bifidobacterium, przechowy-
wanie, przezywalno$é
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Wprowadzenie

Produkty fermentowane sa poszukiwanym rodzajem zywnos$ci z uwagi na ich wa-
lory prozdrowotne i smakowe. Wzrastajaca $wiadomo$¢ konsumencka wyraza sig
m.in. poszukiwaniem produktow zywnosciowych naturalnych, bezpiecznych, o wia-
sciwosciach prozdrowotnych, zredukowanej zawartosci soli, azotyndw i azotandw |[6,
20, 23]. Obecnie coraz wigksza uwage zwraca si¢ na rolg i znaczenie bakterii probio-
tycznych, ktore stanowia naturalna mikroflorg jelitowa i wywieraja korzystny wpltyw
na organizm. Dodatek bakterii probiotycznych do produktow zywnos$ciowych wptywa
korzystnie na organizm cztowieka poprzez stymulacj¢ systemu immunologicznego,
dziatanie antybakteryjne na szczepy chorobotwdrcze, obnizanie poziomu cholesterolu,
[16]. Wtasciwosci probiotyczne moga by¢ przypisane do okreslonego szczepu danego
gatunku [18]. Bakterie probiotyczne hamuja rozwo6j flory patogennej i ograniczajq
procesy psucia si¢ zywnosci. Zapewniaja w ten sposob stabilizacj¢ biologiczna produk-
tu w czasie procesow technologicznych, jak i podczas przechowywania. Efekty proz-
drowotne zywnoS$ci probiotycznej wynikaja ze zmiany mikroflory przewodu pokar-
mowego, dlatego podstawowym zagadnieniem jest ich przezywalno$¢ w czasie pasazu
przez uktad pokarmowy [3]. Czynnikami, ktére wptywaja na przezywalno$¢ bakterii
w srodowisku sa: pH, temperatura przechowywania, obecno$¢ konkurencyjnych mi-
kroorganizmoéw, inhibitory wzrostu (np. NaCl) [20].

Jako probiotyki najczgsciej stosowane sa w przemysle spozywczym bakterie z ro-
dzajow Lactobacillus i Bifidobacterium, izolowane z przewodu pokarmowego czto-
wieka [3]. Bakterie kwasu mlekowego (LAB, ang. Lactic Acid Bacteria) petnia pod-
stawowa rolg w procesie fermentacji migsa. Chronia one produkt przed rozwojem
niepozadanej mikroflory i przyczyniaja si¢ do zwigkszenia jego trwatosci. Gtownym
produktem fermentacji mlekowej jest kwas mlekowy. Bakterie kwasu mlekowego sa
w wigkszosci wzglednymi beztlenowcami, cho¢ szczepy Bifidobacterium sa wrazliwe
na obecnos¢ tlenu w $rodowisku. Zaleznie od szczepu, bakterie kwasu mlekowego
naleza do mezo- lub termofili [4]. Optymalne pH dla ich rozwoju wynosi 4,0 - 4,5.
Zastosowanie bakterii probiotycznych w fermentowanych wyrobach migsnych przy-
czynia si¢ do tworzenia korzystnego smaku i zapachu oraz stabilizacji barwy [22].

W przypadku produktow migsnych proces fermentacji i dojrzewania jest utrud-
niony. Wynika to z matej zawartosci glukozy, niskiego pH i1 aktywnosci wody oraz
wysokiej zawartosci NaCl [7]. Ponadto, w przypadku migsa nierozdrobnionego proce-
sy dyfuzji sq zréznicowane, a zaszczepienie kulturami bakterii moze by¢ nieréwno-
mierne. Dodatkowym utrudnieniem jest dobor odpowiednich warunkéw fermentacii.
Wyzsza temperatura sprzyja rozwojowi drobnoustrojéw probiotycznych, natomiast
nizsza temperatura i wydtuzony czas fermentacji korzystnie wptywaja na walory sma-
kowe. Produkty migsne z dodatkiem probiotykow pojawity si¢ na rynku niemieckim
1 japonskim w roku 1998 [2]. Do tej pory brak jest standardow oraz zasad dotyczacych
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fermentacji 1 dojrzewania wedlin surowych z dodatkiem drobnoustrojow probiotycz-
nych. Podstawowe zagadnienia obejmuja charakterystyke i przygotowanie surowcow
migsnych oraz wybor odpowiednich szczepdw bakterii probiotycznych, a takze oceng
wplywu probiotykow na jakos¢ produktu i jego walory zdrowotne. Innym problemem
jest wspotwystepowanie innych szczepoéw bakterii w produktach migsnych. Z tego
powodu do oceny przezywalnosci drobnoustrojow probiotycznych konieczna jest petna
identyfikacja szczepdw bakterii kwasu mlekowego [8]. Wedlug wytycznych
FAO/WHO szczepy bakterii moga by¢ uznane za probiotyczne, gdy podczas badan
klinicznych udowodniony zostanie korzystny wptyw na zdrowie oraz gdy ich liczba
w 100 g porcji zywnosci bedzie wynosié co najmniej 10° jtk/g [10]. Wedlug niektérych
autorow, w celu uzyskania efektu prozdrowotnego produktu zywnosciowego koniecz-
na jest liczba bakterii na poziomie 10°- 10" komorek w 1 g produktu [11, 16].

Celem pracy byta ocena wzrostu i przezywalnosci trzech szczepow bakterii pro-
biotycznych i potencjalnie probiotycznych oraz okreslenie ich wplywu na jako$¢ sen-
soryczna kietbasy wieprzowej surowo dojrzewajacej w czasie dlugotrwatego przecho-
wywania (230 dni) w temperaturze 4 °C.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily kietbasy wieprzowe surowo dojrzewajace z dodat-
kiem bakterii fermentacji mlekowej. Zastosowano szczep probiotyczny Lactobacillus
casei LOCK 0900 (zgtoszenie patentowe nr P-382760) oraz dwa potencjalnie probio-
tyczne: Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen) i Lactobacillus
acidophilus Bauer, pochodzacy z kolekcji Instytutu Technologii Fermentacji i Mikro-
biologii Politechniki £.odzkiej (zdeponowany w Instytucie Immunologii i Terapii Do-
$wiadczalnej PAN we Wroctawiu pod numerem B/00019). Probiotyczne szczepy bak-
terii powinny spelnia¢ aspekty bezpieczenstwa, wykazywaé zdolno$¢ do przezycia
i namnazania w przewodzie pokarmowym, charakteryzowac sig przydatnoscia do pro-
cesOw technologicznych i przechowywania. Istotnym zagadnieniem jest wykazanie
korzystnego wptywu na zdrowie cztowieka [6, 18].

Liczba bakterii probiotycznych w hodowli wyjsciowej, ktora stuzyta do zaszcze-
pienia badanych prob kietbasy wieprzowej, wynosita okoto 10° jtk/em® w zaleznosci
od zastosowanego szczepu.

Proces produkcji kielbas surowo dojrzewajacych przeprowadzano w Katedrze
Technologii Migsa 1 Zarzadzania Jakoscia Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
Surowiec stanowity poledwice wieprzowe (80 %) oraz stonina (20 %). Migso peklo-
wano na sucho 24 h w temp. 2 °C mieszanka peklujaca o sktadzie: 20 g soli morskiej,
9,7 g peklosoli, 0,3 g azotanu(V) sodu w stezeniu 2,8 % w stosunku do masy migsa.
Nastepnie migso byto rozdrabniane w wilku laboratoryjnym i mieszane z wczesniej
pokrojona i zamrozona (-19 °C) stonina. Do zapeklowanego farszu dodawano 0,6 %
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glukozy, po czym dodano zawiesing odpowiedniego szczepu bakterii probiotycznych.
W ten sposob otrzymano trzy warianty kietbas, kazdy z dodatkiem innego szczepu
bakterii fermentacji mlekowe;j.

Kielbasy poddawano fermentacji w temp. 16 °C i wilgotnosci wzglednej powie-
trza 75 - 85 % przez trzy dni. Po tym czasie produkt wedzono w temp. 27 - 30 °C,
a nastgpnie poddawano dojrzewaniu wlasciwemu przez 3 tygodnie w temp. 16 °C.
Zapakowane prozniowo kietbasy przechowywano przez 230 dni bez dostgpu Swiatta
w temp. 4 °C.

W probkach kietbas monitorowano wzrost i przezywalno$¢ bakterii fermentacji
mlekowej, a kietbasy poddawano analizie sensorycznej z zastosowaniem metody Ilo-
sciowej Analizy Opisowej (QDA).

Oceng liczby bakterii przeprowadzano po zakonczonym dojrzewaniu (dzien 0)
oraz podczas przechowywania po 30, 60, 90, 150, 180 i 230 dniach. Liczbg bakterii po
zakonczeniu inkubacji oznaczano metoda ptytkowa przez posiew wglebny na podtozu
MRS (Biokar Diagnostics, Francja) lub BSM (Sigma Aldrich, Niemcy) w zalezno$ci
od stosowanego szczepu bakterii. Wyniki podano w jednostkach tworzacych kolonie
w 1g produktu (jtk/g). Posiewy inkubowano w temp. 37 °C przez 48 h.

Analize sensoryczna metoda QDA wykonywal zespot przeszkolony zgodnie
z wymaganiami normy PN-EN ISO 8586-2:2008 [19]. Wybrano 14 wyr6znikow jako-
$ci sensorycznej i oceny ich intensywnos$ci nanoszono na niestrukturyzowana skale
graficzna (0-10 j.u.). Oceng przeprowadzano po 30, 60, 150, 180 i 230 dniach. Ocenia-
ne wyrozniki to: intensywnos¢ zapachu wedzonkowego, intensywnos¢ zapachu thusz-
czowego, intensywnos¢ zapachu ostrego, intensywnos$¢ zapachu innego, rozdrobnienie
tkanki migsnej, zwigztos¢ (wsad), thuszcz "widoczny", soczystos¢, intensywnos¢ sma-
ku wedzonkowego, intensywno$¢ smaku thuszczu, intensywno$¢ smaku stonego, inten-
sywnos$¢ smaku kwasnego, intensywno$¢ smaku innego, jakos¢ ogodlna.

Analize statystyczna przeprowadzono w celu oceny zalezno$ci migdzy czasem
przechowywania a przezywalnos$cia badanego szczepu bakterii. Zastosowano analizg
korelacji i regresji liniowej. Opracowanie statystyczne wynikow oznaczen mikrobiolo-
gicznych wykonano w programie Microsoft Excel oraz Statgraphics v. 5.1.

Wyniki i dyskusja

Kietbasy surowo dojrzewajace moga stanowi¢ dostateczny nos$nik drobnoustro-
jow probiotycznych, mimo tego ze wyroby migsne nie sa tak dobrym srodowiskiem dla
ich rozwoju jak mleko. Z drugiej jednak strony migso w czasie pasazu przez ukltad
pokarmowy peti funkcje protekcyjna dla bakterii probiotycznych. Twierdzi sig, ze
chroni bakterie probiotyczne przed wptywem zéici [9, 14]. Bakterie probiotyczne do-
dane w procesie produkcji wedlin fermentowanych powinny wykazywaé zdolnosé do
przetrwania w warunkach procesu technologicznego [23].
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Aby zwigkszy¢ namnazanie i przezywalno$¢ bakterii probiotycznych, do produk-
tow migsnych dodaje si¢ mono- i polisacharydy na poziomie 0,4 - 0,8 % [16, 21].
W badanych prébkach kietbas z dodatkiem 0,6 % glukozy, po procesie dojrzewania
w temp. 16 °C przez 21 dni liczba bakterii kwasu mlekowego byta duza i wynosita:
9,20, 9,22 i 8,70 log jtk/cm® odpowiednio w probkach z dodatkiem szczepow: Lacto-
bacillus acidophilus Bauer, Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 1 L. casei
LOCK 0900 (tab. 1). Podobne wyniki liczby bakterii probiotycznych w poledwicach
surowo dojrzewajacych uzyskaty Neffe i Kotozyn-Krajewska [17]. Wykazano, ze do-
datek glukozy do poledwic wieprzowych przed procesem fermentacji korzystnie
wplywal na wzrost i rozwdj bakterii kwasu mlekowego, w tym szczepu Lb. casei
LOCK 0900 i Lb. casei LOCK 0908. Liczba bakterii kwasu mlekowego w probkach
z dodatkiem 0,2 % glukozy wynosita 10° jtk/g i byta wyzsza o jeden rzad logarytmicz-
ny w poréwnaniu z probami bez glukozy [17].

Procesy fermentacji i dojrzewania produktow migsnych pozwalaja na uniknigcie
wysokotemperaturowej obrobki cieplnej, co umozliwia dobra przezywalnos¢ bakterii
w farszu kielbas surowych [5]. Zastosowana temperatura procesu dojrzewania (16 °C)
mogla stwarza¢ dobre warunki rozwoju bakterii mlekowych, w tym szczepow probio-
tycznych [1, 2]. Probki kietbas po zakonczeniu dojrzewania i 7,5 miesiaca (230 dni)
przechowywania, w warunkach beztlenowych, w temp. 4 °C, z dodatkiem szczepu
Lactobacillus casei LOCK 0900, Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 cha-
rakteryzowaly si¢ duza ogodlna liczba bakterii kwasu mlekowego (tab. 1). Podobnie
w pracy Neffe i Kotozyn-Krajewskiej [17] wykazano, ze bakterie probiotyczne Lacto-
bacillus casei LOCK 0900 i L. casei LOCK 0908 rozmnazaja si¢ i przezywaja w po-
ledwicach przechowywanych w temp. 4 °C w opakowaniach proézniowych przez 6
miesigcy.

Podczas przechowywania przezywalno$¢ szczepow Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb-12 1 Lactobacillus casei LOCK 0900 byla na podobnym poziomie
okoto 107-10% jtk/g (tab. 1). W przypadku szczepu B. animalis subsp. lactis Bb-12 oraz
L. casei LOCK 0900 nie byto istotnej zaleznos$ci liniowej migdzy liczba przezywaja-
cych bakterii a czasem przechowywania (p > 0,05). Wspotczynnik korelacji liniowej
pomigdzy czasem przechowywania a przezywalno$cia: r = -0,53, zaréwno dla B. ani-
malis subsp. lactis Bb-12, jak 1 L. casei LOCK 0900, wskazuje, ze zaleznosci te byly
umiarkowane.

Jedynie w przypadku szczepu Lactobacillus acidophilus Bauer po 90 dniach za-
obserwowano znaczace (o 3 rzedy logarytmiczne), w poréwnaniu z warto$cia po fer-
mentacji, zmniejszenie liczby bakterii. Wspotczynnik korelacji r = -0,95 wskazuje na
stosunkowo mocna i istotna (p < 0,01) zalezno$¢ liniowa migdzy czasem przechowy-
wania a przezywalnos$cia szczepu Lactobacillus acidophilus Bauer. Warto$¢ p-value
wyniosta 0,0012, co $wiadczy o statystycznie istotnym obnizeniu liczby bakterii L.
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acidophilus Bauer w czasie przechowywania. Jaworska i wsp. [13] takze wykazali
nieznaczne obnizenie liczby bakterii kwasu mlekowego w tym L. acidophilus. Bauer
w poledwicach fermentowanych po 180 dniach przechowywania z 7,95 do 7,00 log
jtk/g w probach bez dodatku glukozy i z 7,69 do 7,53 log jtk/g w probach z dodatkiem
0,3 % glukozy [13]. Obnizenie liczby bakterii mogto by¢ spowodowane nagromadze-
niem kwasu mlekowego, ktory hamowat rozwdj bakterii mlekowych. Poszczegdlne
szczepy bakterii mlekowych wytwarzaja rézne ilosci kwasu mlekowego, co powinno
by¢ uwzgledniane przy ich wyborze [15]. Ponadto, wytwarzanie kwasu mlekowego
przez bakterie mlekowe zalezy od $rednicy kietbasy, co zwiazane jest z dostepnoscia
tlenu [12].

Tabela 1. Liczba bakterii kwasu mlekowego w probkach kietbas surowo dojrzewajacych po procesie
dojrzewania i przechowywaniu [log jtk/g].

Table 1. Count of lactic acid bacteria in samples of dry fermented sausages after ripening and during
storage [log cfu/g].

Kielbasy z dodatkiem szczepow probiotycznych
Czas przechowywania [dni] Sausages with probiotic strains added
Storage period [days] Lactobacillus Bifidobacterium Lactobacillus casei

acidophilus Bauer animalis subsp. Bb-12 £OCK 0900
0 9,20 £ 0,62 9,22 +1,15 8,70 £1,19
30 8,93 + 1,08 8,40 + 0,68 8,39+0,13
60 8,35+ 0,68 8,08 £ 0,27 8,17+0,0
90 8,51+0,32 8,41+ 0,48 8,65+ 0,63
150 6,89 +0,13 8,09 +£0,02 7,22 +£0,04
180 6,63 +0,04 7,67 +£0,14 8,08 + 0,09
230 6,82 +0,26 8,49+ 0,10 8,15 +0,08

p <0,01 >0,10 >0,10

Comelaioncoefiont 095 053 053

Objasnienia: / Explanatory notes:
warto§¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation ; * warto$é zatozonego po-
ziomu istotnosci p = 0,01; n = 10.
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Badane probki kietbas po okresie przechowywania spelialy kryterium minimum
probiotycznego (populacja probiotykéw ponad 10° jtk/g). Wszystkie badane szczepy
bakterii wykazaly zdolno$é¢ do przezywania do ostatniego dnia badan w liczbie 10°-
10%jtk/g.
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Objasnienia: / Explanatory notes:

Zapach / Smell: 1 — wedzonkowy / like smoked bacon; 2 — zjelczaly / rancid; 3 — ostry / pungent; 4 — inny
/ other; 5 — rozdrobnienie tkanki migsnej / finely chopping of muscle tissue; 6 — zwigzto$¢ / compactness;
7 — thuszcz "widoczny"/ “visible” fat; 8 — soczystos¢ / juiciness; Smak / Flavour: 9 — wedzonkowy / like
smoked bacon; 10 — zjetczaty / rancid; 11 — stony / salty; 12 — kwasny / sour; 13 — inny / other; 14 — jako$¢
ogolna / overall quality.

Rys. 1.  Wplyw czasu przechowywania na jako$¢ sensoryczna kietbasy surowo dojrzewajacej z dodat-
kiem szczepu Lactobacillus casei LOCK 0900.

Fig. 1.  Effect of storage time duration on sensory quality of raw (dry) fermented sausages with added
Lactobacillus casei LOCK 0900.

Prawidlowo przeprowadzony proces produkcji pozwala na uzyskanie wyrobow
migsnych charakteryzujacych si¢ korzystnymi cechami sensorycznymi. We wszystkich
badanych kietbasach wysoko oceniono smak i zapach wedzonkowy. Moze to by¢ wy-
nikiem zastosowanej temperatury dojrzewania i dodatku bakterii probiotycznych. Naj-
wigksze zmiany w wyczuwalnym zapachu wedzonkowym odnotowano w przypadku
kietbas z dodatkiem Lactobacillus casei LOCK 0900 (rys. 1). Wyr6zniki uznane za
negatywne, czyli: smak gorzki, zapach ostry, zapach inny, byly stabo wyczuwalne we
wszystkich badanych probkach. Intensywnos$¢ smaku kwasnego zostata oceniona jako
nisko wyczuwalna. Warto zauwazy¢, ze w 180. dniu przechowywania stwierdzono
gwattowne zmniejszenie intensywnosci smaku kwasnego we wszystkich badanych
probkach (rys. 1,21 3).
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Objasnienia jak pod rys. 1 / Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2.

Wplyw czasu przechowywania na jako$¢ sensoryczna kietbasy surowo dojrzewajacej z dodat-

kiem szczepu Lactobacillus acidophilus Bauer.

Fig. 2.

Effect of storage time duration on sensory quality of raw (dry) fermented sausages with added

Lactobacillus acidophilus Bauer.
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Objasnienia jak pod rys. 1 / Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 3.

Wplyw czasu przechowywania na jakos$¢ sensoryczna kietbasy surowo dojrzewajacej z dodat-

kiem szczepu Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12.

Fig. 3.
Bb-12 during storage.

Results of sensory analysis of fermented sausages with Bifidobacterium animalis subsp. lactis



PRZEZYWALNOSC BAKTERII O WEASCIWOSCIACH PROBIOTYCZNYCH W KIEEBASACH SUROWO... 111

Wszystkie badane probki kietbas charakteryzowaly si¢ wysoka jako$cia ogdlna,

co wiegcej, wyrdznik ten ksztaltowat si¢ na podobnym poziomie w catym okresie prze-
chowywania. Mozna wnioskowaé, ze dodatek szczepow probiotycznych i potencjalnie
probiotycznych pozytywnie wptywa na jakos¢ ogdlng wyrobu migsnego.

Whioski

1.

Liczba bakterii trzech zastosowanych szczepoéw bakterii probiotycznych i poten-
cjalnie probiotycznych w kietbasach wieprzowych przechowywanych w temp. 4 -
6 °C przez 230 dni byta powyzej minimum potrzebnego do uznania produktu za
probiotyczny (10° jtk/g) zgodnie z wymaganiami FAO/WHO, co wskazuje na ich
przydatnos$¢ do proceséw technologicznych i przechowalniczych.

Najmniejsza przezywalnoscia w czasie przechowywania charakteryzowal sig
szczep potencjalnie probiotyczny Lactobacillus acidophilus Bauer, natomiast prze-
zywalnos¢ dwoch pozostatych szczepdw: Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb-12 i Lactobacillus casei EOCK 0900 byta podobna (10° jtk/g kietbasy).

Badane proby kietbas z dodatkiem bakterii probiotycznych charakteryzowaty sig
wysoka jako$cig sensoryczng zard6wno po fermentacji, jak i w ciagu 230 dni prze-
chowywania chtodniczego.

Wieprzowa kietbasa dojrzewajaca z dodatkiem bakterii o wtasciwos$ciach probio-
tycznych jest ich dobrym no$nikiem przez caty okres przechowywania (230 dni)
w temp. 4 - 6 °C, a szczepami szczego6lnie przydatnymi do produkcji sa: Lactoba-
cillus casei LOCK 0900 i Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12.
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SURVIVAL OF BACTERIA WITH PROBIOTIC PROPERTIES IN DRY FERMENTED
SAUSAGES DURING REFRIGERATED STORAGE

Summary

The objective of the study was to determine the growth and survival of three probiotic bacteria strains
during long-term refrigerated storage and to assess the impact of those bacteria on the sensory quality of
dry fermented pork sausages. Three variants of sausages were prepared, each type with a different strain of
milk fermentation bacteria. There were applied: a Lactobacillus casei LOCK 0900 probiotic strain and two
potentially probiotic strains: Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Chr. Hansen) and Lactobacil-
lus acidophilus Bauer. the scope of the research experiment, it was planned to analyze three types of sau-
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sage samples, each type with one of the three probiotic strains added: Lactobacillus casei LOCK 0900
(Patent Claim No P-382760), Bifidobacterium animalis subsp. Bb-12 (Chr. Hansen), and Lactobacillus
acidophilus Bauer. The sausages stored for 230 days at a temperature between 4 and 6 °C were microbio-
logically and sensory analyzed. The count of lactic acid bacteria (LAB) was determined immediately after
the fermentation and 30, 60, 90, 150, 180, and 230 days thereafter. The sensory quality was performed
using a method of Quantitative Descriptive Analysis (QDA).

The count of lactic acid bacteria in the sausages studied was between 10® and 10° CFU/g. The samples
of sausages with the added strains of Lb. casei LOCK 0900 and B. animalis ssp.lactis Bb-12, after fermen-
tation and after the 230 day-storage period were characterized by a high count of lactic acid bacteria. On
the 90" day, a significant decrease (by 3 logarithmic orders) was reported in the count of those bacteria in
the case of the sausages with the Lb. acidophilus Bauer strain added. The survival rate of those bacteria in
the sausages depended on the storage time. The sausages analyzed were characterized by a high sensory
quality over the entire period of storage. After the 230-day storage, in all the samples analyzed, the count
of lactic acid bacteria was above 10° CFU/g; this confirms the usefulness of those bacteria in technological
processes and long-term storage. The Lb. acidophilus Bauer strain was characterized by the lowest surviv-
al rate during storage while the survival rates of the two other strains was similar and remained at a level
10® CFU/g of sausage.

Key words: probiotics, dry fermented sausages, Lactobacillus, Bifidobacterium, storage, survival
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OCENA PRZYDATNOSCI TECHNOLOGICZNEJ WYBRANYCH
ODMIAN JABLEK POD WZGLEDEM POTENCJALU BRAZOWIENIA

Streszczenie

Celem pracy byta ocena przydatnosci do przetworstwa wybranych odmian jabtek deserowych pod
wzgledem potencjatu brazowienia. Materiatem do badan bylo 8 popularnych na rynku krajowym odmian
jabtek: ‘Alwa’, ‘Boskoop’, ‘Cortland’, ‘Golden Delicious’, ‘Jonagold’, ‘Ligol’, ‘Lobo’ oraz ‘Szampion’.
Potencjal brazowienia okre§lano za pomoca roznic parametrow barwy miazszu jabtek (AL*, Aa*, Ab*,
AE*) oraz zmian absorbancji ekstraktu miazszu jabtek (AA449) W czasie. Badania wykazaty duze zr6zni-
cowanie odmianowe pod wzgledem potencjatu brazowienia. Sklonno§¢ do ciemnienia zwigzana jest
z zawartoscia polifenoli, ale bardziej uzalezniona jest od zawarto$ci kwasu askorbinowego w migzszu
owocow. Najmniejszym potencjalem brazowienia charakteryzowaly si¢ owoce odmiany ‘Szampion’.
W préobkach owocow tej odmiany réznice poszczegdlnych parametrow barwy po 24 h przechowywania
byty najmniejsze (AL* = 1,9; Aa* = 1,5; Ab* = 2.5; AE* = 3,5), a zmiana absorbancji ekstraktu miazszu
jabtek byta minimalna. Uznano wigc, ze owoce tej odmiany moga by¢ zalecane do produkcji sokow natu-
ralnie megtnych oraz produktéw przecierowych bez koniecznosci stosowania w procesie technologicznym
dodatku kwasu askorbinowego.

Slowa kluczowe: jabika, sok naturalnie mgtny, przecier, potencjat brazowienia

Wprowadzenie

Czgs¢ jabtek deserowych kierowana jest do przetworstwa z uwagi na ich niska ja-
kos¢. Szacuje sig, ze 30 - 35 % jablek deserowych jest wysokiej jakosci, 30 - 40 %
$redniej 1 30 - 35 % niskiej [11]. Glownym kierunkiem przetwarzania jabtek jest pro-
dukcja klarownego soku i koncentratu. Wraz ze wzrostem $wiadomos$ci konsumentow
w zakresie walorow prozdrowotnych sokéw naturalnie me¢tnych i przecierowych wzra-
sta zainteresowanie tymi produktami. Soki te, w poréwnaniu z sokami klarownymi,
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w znacznie wigkszym stopniu zapewniaja zachowanie cennych sktadnikow jablek,
jakimi sa substancje polifenolowe [13, 16].

Istotnym problemem w produkcji sokéw naturalnie metnych, przecieréw i kre-
mogenow jest niekorzystna zmiana ich barwy, zwiazana z ciemnieniem enzymatycz-
nym, czyli utlenianiem zwiazkow polifenolowych. Aby uzyska¢ produkt o wysokiej
jakosci, zardwno pod wzgledem sktadu chemicznego (zachowanie zwiazkow polifeno-
lowych), jak 1 barwy, czgsto stosuje si¢ dodatek kwasu askorbinowego do miazgi [8].
Wazne jest réwniez skrdcenie czasu trwania procesu technologicznego do niezbednego
minimum oraz ograniczenie kontaktu rozdrobnionego surowca z tlenem atmosferycz-
nym. Nie bez znaczenia jest tez czynnik odmianowy, czyli sktonno$¢ danej odmiany
jablek do ciemnienia, okreslana tez mianem potencjatu brazowienia.

Obecnie na rynku pojawiaja si¢ oferty sokow owocowych niewzbogacanych
w zadne substancje dodatkowe, w tym nawet w kwas askorbinowy. Wysoka jakos$¢
takich sokéw jest uwarunkowana nie tylko prawidlowym przebiegiem procesu techno-
logicznego, ale przede wszystkim odpowiednim doborem surowca.

Do okreslania potencjatu brazowienia moga by¢ stosowane rézne metody. Naj-
prostsza jest metoda wizualna, w ktorej stopien ciemnienia probki jest oceniany wzro-
kowo wg skali 3-stopniowej [5] lub 5-stopniowej [3]. Szersze zastosowanie maja me-
tody instrumentalne, pozwalajace okresli¢ roznicg poszczegolnych parametrow barwy:
AE*, AL*, Aa*, Ab* oraz pomiary zmian absorbancji klarownego ekstraktu z badanej
probki przy okreslonej dtugosci fali. W pomiarach najczg$ciej stosuje si¢ A = 440 nm
[1, 3, 4, 10], nieliczne badania przeprowadzano przy dtugosci fali od 320 do 400 nm
[12, 17].

Celem pracy byla ocena przydatnosci do przetworczego zagospodarowania wy-
branych odmian jabtek deserowych, uwzgledniajaca potencjat brazowienia.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowilo 8 popularnych odmian jablek deserowych: ‘Alwa’,
‘Boskoop’, ‘Cortland’, ‘Golden Delicious’, ‘Jonagold’, ‘Ligol’, ‘Lobo’ oraz ‘Szam-
pion’. Jabtka pochodzitly z prywatnego gospodarstwa sadowniczego, potozonego
w wojewodztwie lubelskim.

Potencjat brazowienia okre$lano za pomoca roéznic poszczegodlnych parametrow
barwy miazszu jabtek (AE*, AL*, Aa*, Ab*) oraz absorbancji ekstraktu miazszu jabtek
(AA44) W czasie. Dodatkowo wykonano analize¢ zawartos$ci zwiazkéw polifenolowych
metoda Folina-Ciocalteu’a oraz kwasu askorbinowego.

Do pomiaru parametrow barwy pobierano po 3 owoce z kazdej odmiany. Jabtka
przecinano wzdtuz z boku gniazda nasiennego, odstaniajac powierzchni¢ miazszu
o $rednicy okoto 5 cm. Mierzono barwe migzszu bezposrednio po przecigciu OwocoOw
oraz po 0,5, 2,0, 3,5 i 24 h. Barw¢ mierzono metoda odbiciowa przy uzyciu koloryme-
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tru sferycznego 8200 Series firmy X-Rite. Pomiary prowadzono przy uzyciu zrddta
swiatla D65 1 standardowego obserwatora kolorymetrycznego o polu widzenia 10°.
Kolorymetr kalibrowano w odniesieniu do wzorca bieli. Wyniki wyrazano w systemie
CIE L*a*b*, gdzie L* okresSla jasno$¢ barwy, a* — sktadowa barwy w zakresie czer-
wono-zielonym i b* — w zakresie zotto-niebieskim. Roznicg parametrow barwy, wyra-
zang jako AL*, Aa*, Ab*, obliczano po 24 h przechowywania w temp. 20 £+ 2 °C. Bez-
wzgledna roznice barwy (AE*) wyliczano z rOwnania [19]:

E* = /(AL*)? + (Aa%)2 + (Ab%)?

Oznaczenia wykonywano w 15 powtdrzeniach kazdej z odmian jablek.

Oznaczanie potencjatu brazowienia wykonywano w wodnych ekstraktach [3]
z miazszu 3 owocow kazdej z odmian. W tym celu 50 g migzszu z jablek bez skorek
1 gniazd nasiennych homogenizowano przez 1 min z 50 g wody destylowanej i kwasem
askorbinowym (1 %), jako inhibitorem brazowienia [20]. Ekstrakty otrzymywano row-
niez poprzez dodatek wody po uptywie 0,5 1 2 h do przechowywanego w temp. 20 +
2°C zhomogenizowanego miazszu (bez dodatku kwasu askorbinowego). Otrzymane
homogenizaty wirowano przez 5 min w temp. 4 °C przy 1500 obr., nast¢pnie do 2 ml
supernatantu dodawano 4 ml 96-procentowego etanolu. Po wymieszaniu préobki zosta-
wiano na 15 min w celu depektynizacji i wirowano ponownie w warunkach jak wyze;j.
Za pomoca spektrofotometru Helios UV Visible w ekstraktach mierzono absorbancije
przy dhugosci fali A = 440 nm. Oznaczenie wykonano w trzech powtdrzeniach kazdej
z odmian jabtek.

Do oznaczenia zawartosci polifenoli odwazano 50 g miazszu z trzech owocow
kazdej z odmian, bez skorek i gniazd nasiennych, homogenizowano przez 1 min z 50 g
mieszaniny aceton : woda (70 : 30, m/m). Zaréwno jabtka, jak i mieszaniny do eks-
trakcji, byly chtodzone do temp. okoto 4 °C w celu zahamowania reakcji utleniania
[22]. Homogenizat wirowano przez 5 min w temp. 4 °C przy 1500 obr. Zawartos¢
zwiazkow fenolowych w supernatancie oznaczano wg metody opisanej przez Khaniza-
deha i wsp. [7]. Wyniki podawano w mg/kg Swiezego miazszu, w przeliczeniu na kwas
galusowy.

Oznaczenie zawarto$ci kwasu askorbinowego wykonywano metoda miareczkowa
zgodnie z PN-A-04019:1998 [15].

Analizy chemiczne wykonano w trzech powtorzeniach, wyniki opracowano staty-
stycznie testem Tukeya na poziomie istotnosci p < 0,05, przy uzyciu programu Statisti-
ca 9. Przy okreslaniu istotnosci wspotczynnikoéw korelacji przyjeto nastepujaca skalg:
r= 0 — brak korelacji, 0 <r < 0,1 — korelacja nikta, 0,1 <r < 0,3 — korelacja staba,
0,3 <r < 0,5 — korelacja przecigtna, 0,5 <r < 0,7 — korelacja wysoka, 0,7 <r < 0,9 —
korelacja bardzo wysoka, 0,9 <r < 1 — korelacja prawie petna [18].
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Wiyniki i dyskusja

Badane odmiany jablek charakteryzowatly si¢ zroznicowana jasnoscia $wiezego
miazszu. Najwyzsza wartos¢ parametru L* stwierdzono w probkach odmiany ‘Szam-
pion’ (89,2), najnizsza — w jabtkach ‘Jonagold’ (79,8). Zmiany parametru L* w czasie
przechowywania probek w temp. 20 £ 2 °C przedstawiono na rys. 1. Warto$¢ tego
parametru, mierzona po 24 h, miescita si¢ w zakresie od 62,4 (‘Boskoop’) do 87,2
(‘Szampion’). Najmniejsze sktonnos$ci do ciemnienia, wyrazone jako AL*, stwierdzono
w odmianach ‘Szampion’ oraz ‘Cortland’, odpowiednio: 1,9 i 4,0, za$ najwicksza r6z-
nice jasnosci (19,4) zaobserwowano w probkach odmiany ‘Boskoop’ (tab. 1).
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Rys. 1. Zmiany warto$ci parametru L* miazszu jablek w ciagu 24-godzinnego przechowywania.
Fig. 1.  Changes in value of L* parameter of apple flesh during 24 h storage.

Wartoséci parametru a* $wiezego miazszu jabtek, okreslajace barwe w zakresie
czerwono-zielonym, wykazaty rowniez duzy rozrzut w zaleznosci od odmiany owocow
(rys. 2). Warto$ci ujemne $wiadcza o udziale barwy zielonej w migzszu jabtek, a na
poziomie 10 — $wiadcza o znacznym zbrunatnieniu [2]. Poczatkowo zawieraty si¢ one
w zakresie od -2,3 (‘Lobo’) do 1,3 (‘Jonagold’). Miazsz stopniowo ciemnial, a proce-
sowi temu towarzyszyt wzrost wartosci parametru a*, ktory po 24 h wynosit od 0,3
(‘Szampion’) do 13,6 (‘Boskoop’). Najmniegjsze sktonnosci do ciemnienia, wyrazone
jako Aa*, stwierdzono w jabtkach ‘Szampion’ oraz ‘Cortland’, odpowiednio: 1,8 i 2,7,
za$ najwigksza rdznicg parametru a* (14,5) zaobserwowano w probkach odmiany ‘Bo-
skoop’ (tab. 1).
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Rys. 2. Zmiany warto$ci parametru a* migzszu jablek w ciagu 24-godzinnego przechowywania.
Fig. 2. Changes in value of a* parameter of apple flesh during 24 h storage.

Tabela 1. Réznice parametréw barwy miazszu jabltek po 24 h przechowywania.

Table 1. Differences in colour parameters of apple flesh after 24 h of storage.

O:E;j&“j ;ﬁzi;k Aa* Ab* AL* AE*
‘Alwa’ 6,2 18,4 7,5 20,8
‘Boskoop’ 14,5 11,3 19,4 26,7
‘Cortland’ 2,7 9,9 4,0 11,0
‘Golden Delicious’ 7,0 8,5 11,9 16,2
‘Jonagold’ 4,1 5,9 7,1 10,1
‘Ligol’ 46 9,2 8,5 13,4
‘Lobo’ 8,3 13,1 11,9 19,5
‘Szampion’ 1,5 2,5 1,9 3,5

Bezwzgledna roznica barwy, wyrazana jako AE*, przyjmowata rdzne wartoSci
w zaleznosci od odmiany jabtek (tab. 1). Podobnie, jak w przypadku analizy parame-
trow AL* 1 Aa*, najmniejsze zmiany barwy nastapily w probkach miazszu odmiany
‘Szampion’. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi przez Zarembe i wsp. [23] oraz
Biller 1 wsp. [2], ktérzy oceniali zmiany poszczegdlnych wyréznikow barwy jablek
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podczas ich suszenia. Sposrod trzech analizowanych odmian jablek ‘Szampion’ wyka-
zywal najmniejsza tendencje¢ do ciemnienia.

Inne tendencje odmianowe zauwazono po oznaczeniu potencjatu brazowienia ja-
ko zmiany absorbancji ekstraktow miazszu. Poczatkowo warto$ci nie byly zrdznico-
wane 1 wynosity od 0,011 (‘Alwa’) do 0,024 (‘Golden Delicious’). Stosujac t¢ metode
potwierdzono, ze najmniejszym potencjatem brazowienia charakteryzowaty si¢ owoce
odmiany ‘Szampion’, w przypadku ktéorych zmiana absorbancji byla minimalna.
W przypadku pozostatych odmian obserwowano wzrost absorbancji po 0,5 h, najwigk-
szy w jabtkach ‘Alwa’ oraz ‘Golden Delicious’, a nast¢pnie stabilizacje jej wartosci
(rys. 3). Miazsz jabtek odmiany ‘Boskoop’ wykazywal przeci¢tny potencjat brazowie-
nia, pomimo uzyskania w probkach tej odmiany najwigkszych warto$ci parametrow
AE*, AL* i Aa* (tab. 1).
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Rys. 3. Zmiany absorbancji ekstraktow miazszu jabtek przy dlugosci fali A = 440 nm.
Fig. 3. Changes in absorbance of apple flesh extracts at A = 440 nm.

Sktonnos$¢ do ciemnienia miazszu jablek jest zwiazana ze sktadem chemicznym,
gléwnie z zawartoscia polifenoli oraz kwasu askorbinowego. Badane odmiany roznity
si¢ istotnie pod tym wzgledem (tab. 2). Najwigksza zawartos¢ polifenoli ogdélem ozna-
czono w miazszu jabtek ‘Boskoop’ i ‘Alwa’, odpowiednio: 554,5 i 505,5 mg/kg, naj-
mniejsza w miazszu ‘Lobo’, ‘Ligol’ i ‘Szampion’, odpowiednio: 263,0, 272,2 oraz
306,8 mg/kg. Podobne wyniki dotyczace zawarto$ci polifenoli w jabtkach réznych
odmian uzyskali Kosmala i Kotodziejczyk [9] (od 258 do 631 mg/kg) oraz Khanizadeh
1 wsp. [7] (od 228 do 522 mg/kg). Znacznie wigksze ilosci podaja Vrhovsek i wsp. [22]
(od 662 do 2119 mg/kg). Nalezy jednak nadmienié, ze dane te odnosza si¢ do catych
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jabtek, a nie jedynie do frakcji miazszu [22]. Najwigcej tych zwiazkow znajduje sie
bowiem w skorce [21].

Tabela 2. Zawartos¢ polifenoli oraz kwasu askorbinowego w miazszu badanych odmian jablek (wartos§é
srednia + odchylenie standardowe).

Table 2. Content of polyphenols and ascorbic acid in flesh of analyzed apple varieties (mean value +
standard deviation).

Zawarto$¢ badanych zwiazkéw / Content of compounds analyzed
ey || ol Fophenl S
[mg/ke] [mg/100 g]
‘Alwa’ 505,54+ 16,9 8,8°+0,5
“‘Boskoop’ 554,59+ 285 6,0 %+ 0,9
‘Cortland’ 397,6 °+ 20,1 11,99+0,9
‘Golden Delicious’ 350,6°£ 15,0 9,4°°£0,9
‘Jonagold’ 359,7%°+26,3 10,8%+0,5
“Ligol’ 272244259 10,5>%4940,5
‘Lobo’ 263,0%+22,2 6,5%+0,5
‘Szampion’ 306,8 %%+ 11,1 14,5°+0,9
X 376,2 9,8

Objasnienia: / Explanatory notes:
wartos$ci $rednie oznaczone réoznymi literami w kolumnach rdznig sig statystycznie istotnie (p < 0,05) /
mean values denoted by different letters in the columns differ statistically significantly (p < 0.05).

Odmiany jablek o najwigkszej zawartosci polifenoli w migzszu charakteryzowatly
si¢ jednoczesnie najwigksza catkowita roznicq barwy (AE*). Wspolczynniki korelacji
pomigdzy zawarto$cia polifenoli ogélem a wartoscig parametrow okreslajacych poten-
cjat brazowienia byly najwyzsze w przypadku AAu4 oraz AE* i wynosity odpowied-
nio: 0,747 1 0,608 (tab. 3).

Jabtka nie naleza do owocoéw zasobnych w witaming C. Planchon i wsp. [14] po-
daja, ze w zaleznosci od odmiany owoce te zawieraja od 8,7 do 24 mg kwasu askorbi-
nowego w 100 g, przy czym ilosci te maleja w trakcie przechowywania nawet pigcio-
krotnie [6]. Kwas askorbinowy jest jednym z czynnikow hamujacych przemiany
oksydacyjne zwiazkéw polifenolowych, decydujacym o barwie sokow jabtkowych
naturalnie metnych. W procesie technologicznym zaleca si¢ stosowanie dodatku kwasu
askorbinowego w celu stabilizacji barwy w ilo$ciach nieprzekraczajacych 250 mg/kg
surowca [13]. W przeprowadzonym doswiadczeniu najwicksza zawarto§¢ kwasu
askorbinowego (14,5 mg/100 g) stwierdzono w probkach miazszu jabtek ‘Szampion’,
za$§ najmniejsza — w probkach odmian ‘Boskoop’ 1 ‘Lobo’, odpowiednio: 6,0
16,5 mg/100 g (tab. 2).
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Tabela 3. Wspoélczynniki korelacji migdzy zawartoscia polifenoli i kwasu askorbinowego w miazszu
jabtek a parametrami okreslajacymi potencjat brazowienia.

Table 3. Coefficients of correlation between content of polyphenols and ascorbic acid in apple flesh, and
parameters to define browning potential.

Pot\eﬁ;lci:zl:;a(z.(g(v;.ema Polifenole Kwas askorbinowy
Y 1Y JaXO: Polyphenols Ascorbic acid
Browning potential expressed as:
AAygg 0,747* - 0,451
AE* 0,608 - 0,949*
AL¥* 0,427 - 0,896*
Aa* 0,559 - 0,904*
Ab* 0,476 - 0,676

Objasnienia: / Explanatory notes:
(*) — wspotczynniki korelacji statystycznie istotne na poziomie p < 0,05 / Statistically significant coeffi-
cients of correlation at p < 0.05.

Wykazano bardzo wysoka ujemng korelacj¢ pomigdzy zawartoscia kwasu askor-
binowego w miazszu jabtek a potencjalem brazowienia, gtdéwnie wyrazanym jako pa-
rametr AE*, AL* oraz Aa* (tab. 3). Moze to dowodzi¢, ze nawet mala rodzima zawar-
tos¢ kwasu askorbinowego w migzszu jabtek ma istotny wptyw na stabilizacje barwy
uzyskanego z nich soku.

Whioski

1. Jablka cechuje duze zréznicowanie pod wzgledem potencjatu brazowienia w za-
lezno$ci od odmiany, co moze determinowac kierunek ich zagospodarowania prze-
twdrczego.

2. Potencjal brazowienia jest dodatnio skorelowany z zawartoscia polifenoli ogoétem,
jednak wigksze wspotczynniki korelacji (lecz o ujemnym kierunku) zaobserwowa-
no w odniesieniu do zalezno$ci zawartosci kwasu askorbinowego w miazszu owo-
cOw i1 parametrow AE*, AL* oraz Aa*.

3. Sposrod analizowanych odmian jabtek deserowych najmniejszym potencjatem
brazowienia charakteryzowaty si¢ owoce odmiany ‘Szampion’. Z tego wzgledu
moga by¢ one zalecane do produkcji sokéw naturalnie metnych czy produktow
przecierowych.
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ASSESSING TECHNOLOGICAL USEFULNESS OF SELECTED APPLES
VARIETIES IN TERMS OF BROWNING POTENTIAL

Summary

The objective of the research study was to assess the processing usefulness of selected varieties of des-
sert apples in terms of browning potential. The research material constituted 8 varieties of apples that were
popular in the home market: ‘Alwa’, ‘Boskoop’, ‘Cortland’, ‘Golden Delicious’, ‘Jonagold’, ‘Ligol’,
‘Lobo’, and ‘Szampion’. The browning potential was determined based on the changes in colour parame-
ters of the apple flesh (AE*, AL*, Aa*, Ab*) and the changes in absorbance of the apple flesh extract
(AA440) over time. The research showed high varietal differences in terms of the browning potential. The
tendency to darken is connected with the content of polyphenols; however, it depends much more on the
content of ascorbic acid in the flesh of fruits. The fruits of the ‘Szampion’ variety were characterized by
the smallest browning potential. In the samples of this variety, the differences in the individual colour
parameters after 24 h of storage were the lowest (AL* = 1.9; Aa* = 1.5; Ab* = 2.5; AE* = 3.5) and the
change in the absorbance of apple flesh extract was minimal. Therefore, it was concluded that the fruits of
this particular variety could be recommended to manufacture naturally cloudy juices and apple pulp prod-
ucts and adding ascorbic acid to the technological process would be not necessary.

Key words: apples, naturally cloudy juice, puree, browning potential
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Streszczenie

Celem pracy byla ocena konsumencka przecierow aroniowych, w ktérych skorygowano smak cierpki
za pomoca wytlokow z Inu i suszonych lisci stewii. Produktem najbardziej akceptowanym przez zespot
oceniajacy byt przecier zawierajacy 470 g aronii z dodatkiem 30 g wytlokéw z Inu i 0,3 g stewii (nota
ogolna 6,7). Dodatkowo wyznaczono wartosci Indekséw Glikemicznych (IG) 100-procentowego przecieru
aroniowego oraz najbardziej akceptowanego przecieru z dodatkiem Inu i stewii, aby oceni¢ walory proz-
drowotne proponowanego produktu. Wzorzec (IG = 100) stanowila czysta glukoza. IG przecieru aronio-
wego osiagnat warto$¢ $rednia na poziomie 27,3, przecieru aroniowego z dodatkiem Inu i stewii — 20,3,
a roztworu glukozy z dodatkiem Inu i stewii — 56,8.

Dowiedziono zatem, ze dodatek Inu w znacznym stopniu moze redukowac cierpko$¢ produktéw aro-
niowych, a dodatek stewii nadaje produktom finalnym lekko stodki smak. Ponadto wykazano, ze analizo-
wane produkty moga by¢ stosowane w profilaktyce cukrzycy, poniewaz ich spozycie powoduje niewielki
wzrost stgzenia glukozy we krwi.

Stowa kluczowe: aronia, stewia, wytloki z Inu, ocena sensoryczna, Indeks Glikemiczny

Wprowadzenie

Coraz wigksza $wiadomos$¢ konsumentow dotyczaca zdrowego odzywiania wy-
maga projektowania i tworzenia nowych produktéw spozywczych, atrakcyjnych za-
rowno pod wzgledem cech sensorycznych, jak i warto$ci odzywczej. Nie zawsze bo-
wiem potaczenie korzystnie oddzialujacych na zdrowie cztowicka sktadnikow wiaze
si¢ ze spelnieniem oczekiwan potencjalnego nabywcy. Nalezy wigc analizowaé zyw-
no$¢ nie tylko pod wzgledem sktadu chemicznego czy wartosci zdrowotnej, ale takze
oceniac ja sensorycznie, aby pozna¢ preferencje konsumentow.
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Technologii Owocéw, Warzyw i Zboz, Wydz. Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocta-
wiu, ul. Chelmonskiego 37/41, 51-630 Wroctaw. Kontakt: paulina.nowicka@up.wroc.pl
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Aronia czarnoowocowa (Aronia melanocarpa Eliot) to atrakcyjny surowiec za-
roOwno przetworczy, jak i prozdrowotny. Wykorzystuje si¢ go do produkcji sokow,
syropow 1 dzemow, ale jego cierpki smak nie zawsze jest akceptowany przez konsu-
mentow, pomimo znaczacej zawartosci sktadnikow biologicznie aktywnych. Ciemno-
purpurowe owoce aronii sa bogatym zrodlem polifenoli, a w szczegolnosci antocyja-
néw 1 procyjanidyn, stad tez w badaniach in vitro 1 in vivo wykazuja silne dzialanie
przeciwutleniajace. Ponadto jagody te cechuja si¢ wtasciwosciami przeciwmiazdzyco-
wymi, przeciwzapalnymi i przeciwcukrzycowymi [12, 18, 22, 31].

Stevia rebaudiana jest wieloletnim krzewem nalezacym do rodziny astrowatych.
Coraz czeSciej stosuje si¢ ja jako substancj¢ stodzaca. Stodki smak stewii wynika
z obecnosci w jej sktadzie glikozydow diterpenowych, glownie stewiozydow, a takze
w mniejszych ilosciach rebaudiozydow i stewiolbiozydow. Ekstrakty z tej rosliny, 300
razy stodsze od cukru, sa niskokaloryczne. Dodatkowo maja niewielki wptyw na ste-
zenie glukozy we krwi, przez co moga by¢ atrakcyjnym zamiennikiem cukru dla diabe-
tykow [17, 21, 36].

Wyttoki z Inu (Linum L.), zwane inaczej maczka Iniana, sa surowcem odpado-
wym, powstajacym w wyniku tloczenia oleju z nasion Inu. Zawieraja one wtokno po-
karmowe oraz $luzy, wykazujace dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotworowe oraz
przeciwcukrzycowe [10].

Cukrzyca (diabetes mellitus) jest przewlekla choroba niezakazna, wynikajaca
z zaburzen wydzielania insuliny przez trzustkg. Niedobor tego hormonu w organizmie
czlowieka powoduje niemozno$¢ wykorzystania glukozy przez komorki organizmu,
czego konsekwencja jest nadmierne stezenie glukozy we krwi, wydalanie glukozy
wraz z moczem oraz niewlasciwy metabolizm wegglowodanow, biatek i tluszczow.
Wraz z wystapieniem cukrzycy nastgpuja liczne zmiany w organizmie czlowieka,
zwiazane m.in. ze zwigkszeniem stresu oksydacyjnego czy z zaburzeniami metaboli-
zmu [11, 14]. Liczne badania dowodza jednak, ze spozywanie owocow charakteryzu-
jacych si¢ wysokim potencjatem antyoksydacyjnym obniza poziom stgzenia glukozy
we krwi przez hamowanie aktywnosci a-glukozydazy jelitowej. Ponadto stymuluje ono
wydzielanie insuliny i zmniejsza wchianianie lipidow. Frakcje zwiazkow biologicznie
aktywnych, np. aronii, chronig takze przed uszkodzeniem komorek B, obnizaja ci$nie-
nie tetnicze krwi oraz st¢zenie cholesterolu i triacylogliceroli [16, 27, 30]. Spozycie
owocow ksztaltuje rdwniez niska odpowiedz glikemiczng w organizmie cztowieka.
Odpowiedz te definiuje wartos¢ Indeksu Glikemicznego (IG), ktory okresla zdolno$¢
weglowodanow zawartych w produkcie do podnoszenia stezenia glukozy we krwi.
Kallergis i wsp. [20] dowodza, Zze po spozyciu §wiezych owocow wartos¢ tego wspot-
czynnika jest niska badz $rednia, co jest rownoznaczne z niewielkim wzrostem st¢zenia
cukru w osoczu oraz ze znacznym ograniczeniem ilosci wydzielanej insuliny. Spozy-
wanie produktéw o niskim IG sprzyja korzySciom prozdrowotnym, takim jak: mozli-
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wos¢ regulowania glikemii popositkowej, zmniejszenie ryzyka wystapienia cukrzycy,
wysokiego cholesterolu oraz chordb serca. Dieta niskoglikemiczna pomaga rowniez
W zmnigjszaniu masy ciata oraz w normowaniu apetytu i taknienia, dlatego zalecana
jest w leczeniu cukrzycy [5, 20].

Celem pracy byta ocena stopnia pozadalnos$ci przecierow aroniowych, w ktorych
skorygowano smak cierpki za pomoca dodatku wyttokow z Inu i1 suszonych lisci stewii.
Ponadto wyznaczono Indeksy Glikemiczne (IG) wybranych kompozycji aroniowych.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono w Zaktadzie Technologii Owocéw 1 Warzyw Uniwersy-
tetu Przyrodniczego we Wroctawiu w okresie od pazdziernika 2011 do stycznia 2012
roku. Material badawczy stanowily: owoce aronii czarnoowocowej odmiany ‘Gali-
cjanka’ (Sady Trzebnica), suszone i odtluszczone wyttoki Iniane (Oleofarm, Pietrzy-
kowice) oraz suszone liscie stewii i glukoza zakupione w handlu detalicznym. W aronii
oznaczano zawarto$¢ cukrow ogolem [32], a wynik tej analizy podano jako $rednig
z trzech powtérzen nier6zniacych sig¢ od siebie istotnie, uwzgledniajac odchylenie
standardowe.

Do produkcji przecieréow uzyto sktadnikow w nastgpujacych proporcjach:
- P1 —500 g aronii (probka kontrolna),
- P2 — 460 g aronii, 0,2 g stewii, 40 g Inu,
- P3 — 465 g aronii, 0,2 g stewii, 35 g Inu,
- P4 — 470 g aronii, 0,2 g stewii, 30 g Inu,
- P5—460 g aronii, 0,3 g stewii, 40 g Inu,
- P6 — 465 g aronii, 0,3 g stewii, 35 g Inu,
- P7-470 g aronii, 0,3 g stewii, 30 g Inu.

Owoce aronii homogenizowano bez dodatku lub z dodatkiem wyttokoéw Inianych
i suszonych lisci stewii w urzadzeniu Thermomix (Vorwerk, Niemcy), doprowadzajac
mieszaning sktadnikow do temp. 100 °C. Goracy produkt rozlewano do szklanych
stoiczkow i1 pozostawiano do pasteryzacji (10 min), po czym schladzano do 20 °C.

Oceng konsumencka przecierow aroniowych przeprowadzano z wykorzystaniem
9-stopniowej skali hedonicznej z oznaczeniami brzegowymi, tj. ,,bardzo nie lubi¢” (1)
— ,,bardzo lubi¢” (9) [2]. Ocenie podlegaty nastepujace wyrdzniki jakosciowe produk-
tow: barwa, smak, zapach, konsystencja oraz struktura. Badania przeprowadzita grupa
osmiu 0séb w wieku: 22 - 60 lat, wybranych losowo sposrod studentéw i pracownikow
Katedry Technologii Owocéw, Warzyw i Zb6z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wro-
ctawiu. Zakodowane probki podawano konsumentom do analizy w temp. ok. 20 °C
w jednolitych, szklanych pojemnikach o pojemnosci 130 ml zgodnie z wytycznymi
normy PN-ISO 6658:1998 [33]. Otrzymane wyniki przedstawiono w formie stabelary-
zowanej, podano wartosci srednie oraz odchylenia standardowe.
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Wartos¢ IG 100-procentowego przecieru aroniowego, przecieru aroniowego z do-
datkiem stewii 1 wytlokdw z Inu oraz roztworu glukozy z dodatkiem stewii 1 wyttokow
z Inu oznaczono wedtug Brounsa i wsp. [6]. Zasada metody polega na pomiarze st¢ze-
nia glukozy we krwi po spozyciu produktu, w ktérym znajduje si¢ 25 g cukrow ogdtem
1 porownanie wyniku ze standardem, czyli roztworem glukozy (25 g w 250 ml wody).
Pomiarow glikemii dokonuje si¢ kolejno po 15, 30, 45, 60, 90 1 120 min od rozpoczg-
cia spozywania produktu. W badaniu wzigto udzial 6 oséb, w wieku od 24 do 60 lat,
ktore w chwili rozpoczecia pomiaréw byly na czczo. Analizy przeprowadzano w go-
dzinach porannych przez cztery kolejne dni.

Oznaczona zawarto$¢ cukréw ogotem w przecierze aroniowym (total sugars in
chokeberry (X+ s / SD)) wyniosta 9,08 + 0,10 %. W tab. 1 przedstawiono warianty
produktow, w ktorych oznaczono IG w kolejnych dniach.

Tabela 1. Produkty, w ktorych oznaczono IG w kolejnych dniach.
Table 1. Products, in which IG was determined on subsequent days.

Warianty produktow w ktorych oznaczono IG / Variants of products, in which IG was determined

., Dzien 4
., ., Dzien 3 , .
Dzien 1 Dzien 2 recier aronio Inem i roztwor glukozy z Inem i
roztwor glukozy 100-procentowy prz . Wy z e stewig (25,00 g glukozy +
. . stewig (275,30 g aronii +
(25,00 g glukozy + | przecier aroniowy 1755 o Inu + 175.00 m 17,50 g Inu + 175,00 mg
250,00 ml wody) | (275,30 g aronii) 00 EIUT LUTME | gowii + 250,00 ml wody)
. stewii) / chokeberry puree . .
glucose solution 100 % chokeberry . . glucose solution with flax
with flax and stevia (275,30 .
(25,00 g glucose + puree (275,30 g and stevia (25,00 g glucose +
g chokeberry + 17,50 g flax
250,00 ml water) chokeberry) . 17,50 g flax + 175,00 mg
+ 175,00 mg stevia) .
stevia + 250,00 ml water)

Indeks Glikemiczny danego produktu obliczano jako warto$¢ usredniona z indy-
widualnych pomiaréw, wedtlug ponizszego roéwnania:

IG = (Pk,/Pk,) 100

gdzie: Pk, — powierzchnia pierwotna pod krzywa, ktora powstata po spozyciu badane-
go produktu, Pk, — powierzchnia pod krzywa sporzadzona po spozyciu glukozy.

Naklucia w celu pobrania probki krwi wykonywane byly za pomoca nakluwacza
Accu-Chek Multiclix (Roche Diagnostics, Niemcy), ktory zatadowany byt begbenkami
z sze$cioma lancetami. Odczyt glikemii przeprowadzano z wykorzystaniem glukome-
tru Accu-Chek Active (Roche Diagnostics, Niemcy), do ktérego wkladano pasek te-
stowy z pobrana probka krwi.
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Obliczen i analiz statystycznych dokonywano za pomoca programow: Microsoft
Exel 2007 oraz Statistica 2012, w ktorym istotno$¢ roéznic okreslano testem Duncana,
na poziomie p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

W tab. 2. przedstawiono wyniki oceny konsumenckiej przecierOw aroniowych
z dodatkami stewii 1 wytlokow z Inu. Wartosci IG wybranych przecierowych produk-
tow aroniowych przedstawiono w tab. 3 i na rys. 1.

Tabela 2. Wyniki oceny konsumenckiej poszczegdlnych wariantéw przecierdw aroniowych.
Table 2. Results of consumer assessment of individual variants of chokeberry purees.

Wyrdznik jakosciowy Przeciery/ Purees (X + s/ SD)
Qualitative characteristic
Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7

Barwa / Colour 7,5 +£1,9[6,6"°+1,7]5,1°£1,06,8°+0,9[6,1°+1,7|64°+1,8]|7,5+0,8
Zapach / Flavour 6,8°+£2,5[60°+£2,8|6,1"+24|56°+1,5[58+1,8|53+24(4,8+24
Smak / Taste 5,8°+3,0[4,0°42,0|44°+1,8[48+1,9]6,5°+14[6,5°+1,6]7,3*+£2,0
Konsystencja 43°£2416,1°%1,7 | 3,827 (599 1,8] 631,566+ 1,6 | 7,4°£1,2
Consistency

Struktura / Structure | 3,8°£2,4 [4,9°+ 1,8 4,1°41,7 6,8 13| 6,8° 12| 6,525 | 6,6°+ 1,3

Ocena ogdlna / Total | 5,6°+1,6(5,59+1,1|4,7°+0,9 [6,0°+£0,8|6,3°+0,4|6,3°+0,6 [ 6,7°+1,1

Objasnienia: / Explanatory notes:

X — wartos$¢ $rednia / mean value; s / SD — odchylenie standardowe / standard deviation; n = 8

a - f — wartosci $rednie oznaczone roéznymi literami w kolumnie oznaczaja réznice statystycznie istotne
(p < 0,05) / mean values in columns and denoted by different letters differ statistically significantly at
(p <0.05).

Przetworami o najbardziej atrakcyjnej barwie w ocenie konsumenckiej byty: 100-
procentowy przecier aroniowy (P1) i przecier aroniowy z dodatkiem 30 g Inui 0,3 g
stewii (P7), ktorym przypisano oceng ogélng réwna 7,5. Wigkszy dodatek wyttokow
Inianych (35 i 40 g) niekorzystnie wptynat na akceptacjg¢ barwy analizowanych pro-
duktoéw, przy czym najnizsza nota ogdlna (5,1) oceniono przecier z dodatkiem 0,2 g
suszonych lisci stewii 1 35 g wytlokéw Inianych (P3). Prawdopodobnie wynika to
z charakterystycznej ciemnozielonej barwy dodatku stodzacego, ktéry w polaczeniu
z ciemnopurpurowym kolorem aronii nie byt atrakcyjny w opinii konsumentéw. Ocena
barwy przetworéw w duzym stopniu wplywa na pozadalno$¢ produktu przez konsu-
menta, poniewaz wizualna ocena produktu bardzo czgsto decyduje o jego zakupie [26].

Przecier aroniowy bez dodatku stewii i Inu (P1) uzyskal najwyzsze noty pod
wzgledem zapachu (6,8). Dodatkowo zaobserwowano, ze produkty zawierajace 0,2 g
suszonych lisci stewii oceniano wyzej anizeli produkty ze zwigkszonym dodatkiem
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suszonych lisci stewii (0,3 g). Zdaniem panelu sensorycznego najmniej atrakcyjnym
zapachem charakteryzowata si¢ probka P7 (4,7). Wynika to prawdopodobnie z inten-
sywnego i trawiastego aromatu suszonych lisci stewii, ktory podany w wigkszej dawce
sprawial, ze w produkcie pojawiat si¢ zapach obcy, nieakceptowany przez konsumen-
tow. Przypuszczenia te potwierdzaja badania prowadzone przez Lysoniewska i wsp.
[26], ktorzy podaja, Zze im wigksza intensywnos¢ 1 typowos¢ zapachu surowca podsta-
wowego, tym jako$¢ sensoryczna oceniana jest wyzej. W momencie, gdy pojawiaja si¢
,,obce” aromaty, produkt uwazany jest za gorszy jakosciowo [26, 34].

Smak 100-procentowego przecieru aroniowego (P1) zostal oceniony na poziomie
5,8 (3 = 9). Nizsze oceny, od 4,0 do 4,8, przypisano przecierom z mniejszym dodat-
kiem suszonych lisci stewii, natomiast za bardziej pozadane pod wzglgdem smaku
konsumenci uznali produkty z 0,3-gramowym dodatkiem tych lici. W tych przetwo-
rach oceny ksztattowatly si¢ na poziomie 6,5 w przypadku wariantu P5 i P6 oraz 7,3
w przecierze z dodatkiem 30 g wytlokow z Inu i 0,3 g stewii (P7). Pod wzgledem sma-
ku oceniajacy preferowali produkty przecierowe z wickszym dodatkiem stewii oraz
najmniejszym przewidzianym receptura dodatkiem wyttokéw Inianych (30 g).

Stosunkowo niska ocena wzorcowego produktu przecierowego (P1) wynika
z cierpkiego smaku i $ciagajacego wrazenia odczuwanego podczas spozywania owo-
cOow z aronii [3]. Jak podaja Szajdek i wsp. [35], uczucie $ciagania i trudnosci w prze-
tykaniu owocow i produktow z aronii wynikaja z interakcji tanin z biatkami btony
$luzowej i receptorami smakowymi j¢zyka. Stad tez charakterystyczna $luzowata za-
wiesina, jaka zostata utworzona w produktach z dodatkiem Inu, spowodowata zarowno
ztagodzenie cierpkos$ci probek, jak rowniez wzrost ich lepkosci, co przetozyto sig bez-
posrednio na lepsze oceny produktéw finalnych. Powstanie lepkiego i $luzowatego
produktu bylo mozliwe dzigki zawartosci w wyttokach Inu duzej ilosci btonnika po-
karmowego, a w szczegolnosci frakeji lepkich, takich jak: sluzy, neutralne arabinoksy-
lany czy kwasne ramnozy, zawierajace polisacharydy o bardzo duzej lepkosci [4, 19].
Substancje te, otaczajac czastki homogenizatu aroniowego, poprawialy strukturg¢ same-
go produktu i utatwialy jego przetykanie. Pomimo tego wyniki wskazuja, ze gtdéwnym
determinantem decydujacym o pozadalnosci produktu przecierowego byt srodek sto-
dzacy. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze 0,3-gramowy dodatek suszonych lisci
stewii znacznie zwigkszyt atrakcyjno$¢ produktu. Korzystny wpltyw stewii na smak
koncowego produktu potwierdzaja Lemus-Mondaca i wsp. [24] oraz Caracostas i wsp.
[8], ktorzy uwazaja, ze stodki smak tej rosliny, pomimo nutki goryczy, bardzo dobrze
komponuje si¢ z wieloma produktami spozywczymi i jest w peini akceptowany przez
konsumentdéw. Ponadto substancja ta jest alternatywa dla cukru, przez co coraz po-
wszechniej bywa stosowana na calym §wiecie 8, 24].

Oceniajacy uznali rowniez za korzystny wplyw dodatku suszu Inianego na konsy-
stencj¢ 1 strukture produktu. Wynika to ze zdolnosci wyttokéw Inu do tworzenia pro-
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duktu o zdecydowanie wigkszej lepkosci i1 Sluzowatej konsystencji. W przypadku prze-
twordow aroniowych powoduje to otrzymanie produktow delikatniejszych, o zachowa-
nym smaku i aromacie.

Ogolna ocena konsumencka potwierdzita zalozenia postawione w pracy, ze doda-
tek Inu 1 stewii wplynie korzystnie na smakowito$¢ produktu finalnego. Za najbardziej
atrakcyjne przetwory aroniowe zostaly uznane przeciery z 0,3-gramowa dawka stewii
oraz najmniejszym dodatkiem wyttokow Inianych (30 g). Sposrdd tych przetwordw
najwyzej oceniono (6,7) produkt przecierowy oznaczony symbolem P7, ktéry cecho-
wat si¢ takze najkorzystniejszymi: smakiem, barwa i konsystencja. To wlasnie ten
wariant, wybrano do dalszej czesci analiz, ktore polegaly na wyznaczeniu IG przetwo-
ru aroniowego.

Oznaczenie zawarto$¢ cukréw ogotem w owocach aronii byto niezbgdne do pra-
widlowego oznaczenia IG, gdyz stanowilo to warto$¢ wyjsciowa, wzgledem ktorej
przeliczono wilasciwe dawki produktu poddawanego analizie. Obliczono, ze przy za-
warto$ci 9,08 % cukrow ogodtem iloscia niezbedna do okreslenia IG w 100-
procentowym przecierze aroniowym jest 275,3 g (w takiej nawazce znajduje si¢ 25 g
cukrow ogotem). Nastepnie kolejne warianty produktow okreslono w odniesieniu do
najwyzej ocenionego przez konsumentow przecieru aroniowego — P7 (470 g aronii,
30 gInui 0,3 g stewii). W ten sposoéb skomponowano produkt, w sktad ktérego wcho-
dzily: przecier aroniowy w ilosci 275,3 g oraz proporcjonalnie przeliczony wzglgdem
produktu P7 dodatek wyttokéw Inu i suszonych lisci stewii. Analogicznie przygotowa-
no ostatni produkt z dodatkiem roztworu glukozy, ktory stanowil probke kontrolna,
weryfikujaca zatozenie doswiadczenia, ze dodatek Inu i stewii bedzie zmniejszal war-
tos¢ 1G.

W tab. 3. przedstawiono wyniki pomiaréw 1G oraz $rednie poziomy stgzenia glu-
kozy we krwi w poszczeg6lnych okresach po spozyciu wybranych produktow. Gra-
ficzna prezentacja wynikow przedstawiona na rys. 1. Pozwala ona na oceng pola po-
wierzchni pod kazda krzywa, a tym samym na obliczenie warto$ci badanego
parametru.

Najwigkszy poziom stgzenia glukozy we krwi wystgpowat po spozyciu roztworu
czystej glukozy. Przyjeto go jako wzorzec (IG = 100), do ktérego poréwnywano pozo-
state wyniki. Foster-Powell i wsp. [15] proponuja przyjecie za wzorzec bialego pie-
czywa, ale jak twierdza Brouns i wsp. [6], zmienno$¢ sktadu chemicznego biatego
pieczywa pochodzacego z réznych wypiekow moze powodowac trudnosci w porow-
nywaniu wynikéw roéznych eksperymentdw.

W badanych czterech wariantach najwyzszy poziom glikemii byt osiagany po
45 min od spozycia produktu. Po tym czasie zainicjowana zostata reakcja insulinowa,
ktorej zadaniem bylo obnizenie krzywej stezenia cukru w organizmie do poziomu wyj-
sciowego [29]. W przypadku roztworu glukozy najwyzsze stezenie cukru we krwi wy-
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niosto 177,2 mg/ml krwi, po spozyciu 100-procentowego przecieru aroniowego mak-
symalna warto$¢ ksztaltowata si¢ na poziomie 113,5 mg/ml krwi, przecieru aroniowe-
g0 z dodatkiem wytlokéw Inu i liSci stewii osiagneta wartos¢ 107,8 mg/ml, a w przy-
padku roztworu glukozy z dodatkiem wyttokow z Inu i lisci stewii: 137,8 mg/ml krwi.

Tabela 3. Srednie stezenie glukozy we krwi badanych po spozyciu przetwordéw aroniowych oraz wartosci
IG tych przetworow.

Table 3. Mean level of glucose in blood of the examined after they consumed chokeberry products, and GI
values of chokeberry products.

Proba / Sample (X £ s/ SD)
Czas [min] ' . Przecier z.;lronio.wy z Inem Roztwc')r. gluquy
Time [min] Glukoza Przecier aroniowy 1 stewia . z lnem i stevv.m‘
Glucose Chokeberry puree Chokeberry puree with Glucose solution
flax and stevia with flax and stevia
0 89,2 £27,1 96,5+ 14,2 92,5+38,0 93,5+5,3
15 120,2 £ 17,6 104,7 £ 13,1 94,5+6,2 117,0£11,9
30 1552+ 16,4 109,0 + 14,9 102,8 +8,5 131,3+223
45 177,2 £43,7 113,5+ 134 107,8 £ 14,1 137,8 £22,7
60 126,8 £26,3 105,5+9,1 102,5+10,5 118,3 +18,2
90 96,4 + 14,1 103,8 £ 10,1 97,5+13,6 97,0+ 15,2
120 85,4+ 10,7 98,0 £9,7 98,3 +83 91,0£8,2
“é"}“v‘;slzf 100,0 £ 0.0 273+28 203+6,9 56,8+ 18,1

Objasnienia: / Explanatory notes:
X - warto$¢ $rednia / mean value; s / SD- odchylenie standardowe / standard deviation; n = 6.

Krzywe sporzadzone na podstawie otrzymanych wynikow wskazuja, ze po spo-
zyciu przecierow aroniowych oraz roztworu glukozy z dodatkiem Inu i stewii nastgpo-
waly tagodne i stopniowe zmiany glikemii. W przypadku roztworu glukozy widoczny
byt gwattowny wzrost i spadek poziomu cukru. Jak podaja Flint i wsp. [13], gwattowne
zmiany st¢zenia glukozy we krwi moga przyczynia¢ si¢ do czgstego pojawiania si¢
uczucia glodu i zmian apetytu oraz zaburzen glikemii popositkowej. Zaburzenia te
wiaza si¢ bezposrednio z ryzykiem wystgpienia cukrzycy typu 2 czy choréb uktadu
krazenia [28].

Koncowym rezultatem przeprowadzonej analizy bylo wyznaczenie wartosci 1G
badanych przetworéw. W zaleznosci od otrzymanej wartosci produkt moze by¢ defi-
niowany jako: zywnos¢ o bardzo niskim IG (IG < 35), o niskim IG (35 < IG < 55),
o $rednim IG (55 < IG < 70) oraz o wysokim IG (IG > 70) [29, 15, 25]. W przypadku
100-procentowego przecieru aroniowego wspotczynnik ten przyjat warto$¢ 27,3, ktory
kwalifikuje go do grupy produktow o niskim IG. Przecier aroniowy z dodatkiem
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Rys. 1. Zalezno$¢ stgzenia glukozy we krwi [mg/ml] od czasu [min] po spozyciu produktow: roztworu
glukozy, przecieru aroniowego, przecieru aroniowego z dodatkiem Inu i stewii oraz roztworu
glukozy z dodatkiem Inu i stewii.

Fig. 1.  Correlation between glucose level in blood [mg/ml] and time [min] after consuming products:
glucose solution, chokeberry puree, chokeberry puree with flax and stevia added, and glucose
solution with flax and stevia added.

Inu i stewii cechowat si¢ IG rownym 20,3 i, analogicznie jak w przypadku czystego
przecieru aroniowego, mozna go zaliczy¢ do produktow o niskim IG. Indeks aronii jest
wigc zblizony do tego, jaki ksztaltuje si¢ w owocach: truskawki, porzeczki, wisni, czy
zurawiny (IG = 25), natomiast przetwory aronii wzbogacone Inem i stewia miaty
wspotczynnik glikemiczny podobny do owocow cytryny, czy pedow bambusa [29].
Roztwor glukozy z dodatkiem wyttokow Inianych i suszonych lisci stewii cechowat sig
indeksem wynoszacym 56,8 ($redni IG). Dodatek Inu i stewii do roztworu glukozy
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spowodowal zmniejszenie wchtaniania cukru do krwi o 43 %. Mniejsza glikemia po-
positkowa wystapita takze po spozyciu przecieru z dodatkiem Inu i substancji stodzacej
anizeli po spozyciu 100-procentowego przecieru aroniowego. W tym przypadku rézni-
ca wynosita 25 %. Przeprowadzone analizy wskazuja, ze dodatek Inu wptywa na meta-
bolizm glukozy, poprzez regulacje jej wchtaniania w organizmie cztowieka. Spostrze-
zenia te potwierdzaja badania Bleodona i wsp. [4], Cunnane’a i wsp. [9], Ibruggera
1 wsp. [19] oraz Lermaya i wsp. [23]. Dodatek zar6wno zmielonego siemienia Iniane-
g0, jak 1 wyttokow Inianych poprawia homeostaz¢ glukozy, zmniejszajac wchianianie
glukozy do krwi, obnizajac poziom insuliny i poprawiajac wrazliwo$¢ organizmu na
ten hormon. Szereg korzystnych oddziatywan Inu na organizm czltowieka przypisuje
si¢ rozpuszczalnym wioknom, ktore stanowia gtowny sktadnik tej rosliny. Powoduja
one zwigkszenie lepkosci pozywienia, dzigki czemu stezenie glukozy utrzymuje si¢
w odpowiednim przedziale [4, 19].

Warto tez zwroci¢ uwagg na korzystne oddzialywanie stewii, ktora nadata pro-
duktom aroniowym stodki smak, nie powodujac przy tym po ich spozyciu wzrostu
stezenia glukozy we krwi. Liczne badania [1, 7, 24] potwierdzaja, ze stewia moze by¢
stosowana jako substytut sacharozy, szczegoélnie w leczeniu cukrzycy, otytosci, czy
nadcis$nienia tetniczego. Poza silnymi wilasciwosciami stodzacymi, przypisuje si¢ jej
rowniez dziatanie: przeciwcukrzycowe, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe [1,
7, 24].

Przeprowadzone badania dowodza, ze dodatek do przecieru z aronii wyttokow
Inianych i suszonych lisci stewii na ogot korzystnie wplywa na poprawg waloréw sma-
kowych oraz warto$¢ prozdrowotna produktu finalnego.

Whioski

1. Dodatek wyttokoéw z Inu i suszonych lisci stewii korzystnie wptywa na smakowi-
to$¢ produktu finalnego. Za przetwor aroniowy najbardziej atrakcyjny sensorycz-
nie uznana zostata probka zawierajaca 470 g przecieru, 0,3 g stewii oraz 30 g wy-
tlokow Inianych.

2. Mniejszy dodatek suszonych lisci stewii (0,2 g) korzystniej wplywa na zapach
i barwe finalnego produktu. Natomiast smak przecieréw aroniowych oceniany jest
wyzej w przypadku wigkszego dodatku tej rosliny (0,3 g na 500 g produktu).

3. Warto$¢ Indeksu Glikemicznego roztworu glukozy z dodatkiem Inu i stewii wy-
niosta 56,8, 100-procentowego przecieru aroniowego: 27,3, a przecieru z aronii
wzbogaconego dodatkiem zmielonych wyttokéw Inu 1 lisci stewii: 20,3.

4. Dodatek zmielonych wytlokow Inu do produktéw przecierowych zmniejsza glike-
mi¢ popositkowa oraz powoduje stopniowy i niewielki wzrost st¢zenia glukozy
W organizmie.
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5. Wytloki Iniane i suszone liscie stewii dodane do przecieru z aronii poprawiaja
walory smakowe, niweluja cierpko-gorzki posmak oraz zwigkszaja jego wartos¢
prozdrowotna.

Dziekujemy Paniom: mgr inz. Aleksandrze Mqczce, mgr inz. Agacie Banaszak
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ASSESSMENT OF SENSORY QUALITIES AND NUTRITIONAL VALUE
OF CHOKEBERRY PUREE WITH ADDED FLAX POMACE AND
DRIED LEAVES OF STEVIA

Summary

The objective of the research study was the consumer assessment of chokeberry purees the astringent
taste of which was improved by adding flax pomace and dried leaves of stevia. The most accepted product
by the assessment panel was the one containing 470 g of chokeberry, 30 g of added flax pomace, and 0.3 g
of added stevia (total score of 6.70). Additionally, in order to assess pro-health qualities of the suggested
product, the Glycemic Index (IG) values were determined of the 100 % chokeberry puree and of the most
accepted puree. Pure glucose constituted a model (IG = 100). The determined mean IG values of individu-
al products were as follows: chokeberry puree: 27.3; chokeberry puree with the added flax pomace and
stevia: 20.3; glucose solution with the added flax and stevia: 56.8.

As a result, it was proved that the addition of flax could considerably decrease the astringent taste of
chokeberry products, and the addition of stevia made the final products taste slightly sweet. Furthermore,
it was confirmed that the products analyzed could be used in the prevention of diabetes, because they
caused the blood glucose level to increase only slightly.

Key words: chokeberry, stevia, flax pomace, organoleptic assessment, Glycemic Index
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WPLYW ODWADNIANIA OSMOTYCZNEGO
1 ZAMRAZALNICZEGO PRZECHOWYWANIA NA STAN
MIKROBIOLOGICZNY SLIWEK ROZMRAZANYCH
W KOMORZE PROZNIOWO-PAROWEJ

Streszczenie

Celem pracy byla ocena stanu mikrobiologicznego $liwek odmiany ‘wegierka zwykta’, ktore odwod-
niono osmotycznie w roztworach sacharozy, a nastgpnie przechowywano w formie zamrozonej przez 6
miesigcy. W odstgpach czterotygodniowych, w owocach poddanych rozmrozeniu w komorze prézniowo-
parowej oznaczano ogélna liczbg bakterii mezofilnych, psychrofilnych oraz grzybow. Wraz z wydtuza-
niem czasu zamrazalniczego przechowywania stwierdzono zmniejszanie liczby bakterii mezofilnych
i psychrofilnych w badanych probkach owocoéw. Najmniejsza liczbe drobnoustrojow zawieraty $liwki
odwadniane w 65-procentowym roztworze sacharozy przez 1,5 i 3,0 h. Najwigcej tych bakterii po pot-
rocznym przechowywaniu oznaczono w probkach owocoéw niepoddanych wstgpnej obrobee osmotycznej
(préba kontrolna). Zaobserwowano réwniez, ze w owocach poddanych tagodnej obrobce osmotycznej
(niskie stezenia sacharozy) liczba drobnoustrojow byta zblizona do oznaczonej w §liwkach zamrozonych
konwencjonalnie. Ogolna liczba grzybow plesniowych i drozdzy w badanym materiale podczas zamrazal-
niczego przechowywania ulegta redukcji. Pod koniec okresu zamrazalniczego przechowywania nie
stwierdzono obecnosci grzybow plesniowych w owocach odwadnianych w roztworach o stgzeniach od 55
do 65 %, bez wzglgdu na czas obrobki. Dominujaca mikroflorg sliwek (okoto 75 % ogdlnej liczby bakte-
rii) stanowity bakterie z rodzaju Bacillus. Wérod zidentyfikowanych plesni dominowaty rodzaje Alterna-
ria, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Fusarium i Cladosporium.

Stowa kluczowe: sliwki, odwadnianie osmotyczne, rozmrazanie préozniowo-parowe, czystos¢ mikrobiolo-
giczna

Wprowadzenie

Wzbogacenie rynku produktow spozywczych w nowe wyroby zwigzane jest
z rozwojem badan nad skutecznoscia metod utrwalania [13, 15]. Zamrazanie owocow
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nalezy do stosunkowo drogich metod utrwalania ze wzgledu na to, ze zawieraja one
znaczne ilo$ci wody [19]. Pod wzgledem ekonomicznym usuwanie wody przed zamro-
zeniem produktu podczas odwadniania osmotycznego (metoda dehydrofreezing) jest
dobrym rozwiazaniem, powodujacym minimalizowanie zmian cech fizykochemicz-
nych owocoéw [14]. Waznym aspektem utrwalania jest zachowanie wysokiej jakosci
produktu, ktora jest $cisle powiazana z technika mrozenia oraz rozmrazania [4, 14, 20].
Niewtasciwe postgpowanie podczas rozmrazania moze doprowadzi¢ do znacznego
obnizenia jakos$ci rozmrazanych owocoéw i1 warzyw [1, 6, 10].

Rozmrazanie prézniowo-parowe zywnos$ci, wedtug metody opracowanej przez
firm¢ APV Clark Built i Stacje Badawcza Torry w Aberdeen [17], odbywa si¢ w at-
mosferze pary wodnej, w warunkach obnizonego ci$nienia. Rozmrazany produkt
umieszcza si¢ w komorze prozniowej, z ktorej odpompowuje si¢ powietrze. Komora
jest potaczona z zewngtrznym zbiornikiem wypelionym woda. W wyniku powstajace;
prézni woda zaczyna wrze¢ w temperaturze otoczenia. Powstajaca para wodna wypet-
nia komorg rozmrazalnicza i kondensuje na powierzchni produktu. Ciepto kondensacji
jest przejmowane przez zamrozony produkt, powodujac jego szybkie rozmrazanie [7,
10, 11, 16, 17].

Charakterystyczna cecha surowcow i produktow spozywczych jest ich stosunko-
wo niska trwato$¢ oraz podatno$¢ na dzialanie mikroorganizméw [12, 22]. Przezywal-
no$¢ drobnoustrojow zalezy w duzym stopniu od sktadu chemicznego zamrozonej
zywnoS$ci. Redukcja liczby zywych komorek drobnoustrojow szybceiej przebiega pod-
czas zamrazania i w poczatkowym okresie przechowywania produktow, gdyz wtedy
ging mikroorganizmy wrazliwe na niskg temperatur¢. Podczas przechowywania pro-
duktow mrozonych nastgpuje stopniowe zamieranie mikroflory psychrofilnej [23].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu odwadniania osmotycznego w roztworach
sacharozy i1 zamrazalniczego przechowywania przez 6 miesigcy na stan mikrobiolo-
giczny S$liwek odmiany ‘wegierka zwykta’ rozmrazanych w komorze prézniowo-
parowej.

Material i metody badan

Materiatem badawczym byly $liwki odmiany ‘wegierka zwykla’ (Prunus do-
mestica L.). Badana odmiana $liwek pochodzita z sadu owocowego ze Skierniewic,
w ktérym jest stosowana dobra praktyka sadownicza (metoda integrowanej produkcji).
Zbior owocoOw odbywat si¢ w latach: 2008, 2009 i 2010 pod koniec wrzesnia. Do ba-
dan przeznaczono surowiec dojrzaty konsumpcyjnie, zdrowy, o zblizonych wymiarach.
Owoce oceniono pod wzgledem jednorodnosci odmianowej. Cechami catkowicie dys-
kwalifikujacymi byty oznaki sple$nienia, sfermentowania, porazenia, a takze nadgnicia
lub zgnicia. Surowiec wstepnie umyto w celu usunigcia zanieczyszczen organicznych
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oraz mineralnych, a w pewnym stopniu réwniez i mikroflory powierzchniowej. Ze
sliwek usunigto szyputki oraz pestki poprzez r¢czne drylowanie.

Odwadnianie osmotyczne potowek Sliwek przeprowadzano w roztworach sacha-
rozy o st¢zeniach: 35, 45, 551 65 %, w ciagu 1,51 3,0 h, w temp. 20 °C. Stosunek ma-
sy surowca do masy roztworu osmotycznego wynosit 1 : 4. Kontrolg stanowily swieze
owoce poddane zamrozeniu bez wstepnej obrobki osmotycznej (proba ,,0” w tabelach
z wynikami). Odwadnianie przeprowadzano w tazni wodnej z wytrzasaniem typu Elpin
+ typ 357. Odwodnione owoce oraz §liwki stanowigce probeg kontrolna wazono i pa-
kowano w woreczki wykonane z PE, a nastgpnie zamrazano w warunkach konwekcji
swobodnej. Masa pojedynczej probki wynosita 100 £ 2 g. Owoce zamrazano do -18 °C
i przechowywano przez 6 miesigcy w zamrazarce Gorenje F 61300 DW. W odstgpach
czterotygodniowych produkt byt rozmrazany metoda préozniowo-parowa, z zastosowa-
niem komory s-p-p, do momentu wskazania przez termopar¢ temp. 4 °C w centrum
termicznym probki.

Sliwki poddane utrwalaniu metoda dehydrofreezing oraz probki kontrolne tuz po
rozmrozeniu w komorze homogenizowano, a nastgpnie wykonywano rozcienczenia
(metoda dziesigciokrotna). Oceng stanu mikrobiologicznego sliwek zhomogenizowa-
nych wykonywano stosujac posiewy rozcienczonych probek metoda wgtebna Kocha.
Z kazdego rozcienczenia wykonywano posiewy w trzech powtorzeniach. Ogolna liczbe
drobnoustrojow w badanej probce wyznaczano jako $rednia wazona, uwzgledniajaca
dwa kolejne rozcienczenia. Identyfikacje wyhodowanych gatunkéw bakterii wykony-
wano za pomocg analizatora mini API firmy bioMerieux, stosujac testy API 50 CHB,
ID 32 STAPH, ID 32 GN. Identyfikacj¢ grzybow plesniowych wykonywano na pod-
stawie cech makro- i mikroskopowych. Przy identyfikacji wyhodowanych drozdzy
zastosowano test firmy bioMerieux ID 32 C. Oceniajac jako$¢ mikrobiologiczng $li-
wek, wartosci uzyskanych wynikéw odnoszono do kryteriow mikrobiologicznych za-
wartych w rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 r.
w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczqcych srodkow spozywczych [27].

Ogo6lna liczbe bakterii i grzybow w kazdej z trzech prob wyznaczano jako $rednie
warto$ci pomiarow zestawione w formie tabelarycznej, a uzyskane wyniki poddano
analizie statystycznej w programie Statistica (wersja 10.0) oraz programie Analiza
Wariancji Doswiadczen Wersja 2.1 (Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
w Bydgoszczy).

Wyniki i dyskusja

Zastosowana metoda dehydrofreezing i rozmrazanie $liwek w komorze proznio-
wo-parowej mialy wplyw na ograniczenie wzrostu ogdlnej liczby drobnoustrojow
w stosunku do $liwek, ktore stanowily probeg kontrolna (niepoddanych osmotycznemu
odwadnianiu i rozmrazanych w powietrzu).
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Ogolna liczba bakterii mezofilnych w badanych probkach owocow byta nizsza
niz w probce kontrolnej ,,0” w czasie zamrazalniczego przechowywania (tab. 1).

Tabela 1. Ogolna liczba bakterii mezofilnych w 1 g $liwek utrwalonych metoda dehydrofreezing, rozmra-
zanych prézniowo-parowo, w okresie przechowywania.

Table 1. Total number of mesophilic bacteria in 1 g of plums preserved using dehydrofreezing method and
vacuum-steam thawed, during their storage.

Rodzaj Ogolna liczba bakterii mezofilnych [log jtk/g]
proby Total number of mesophilic bacteria [log cfu/g] _
Type of Czas przechowywania [tygodnie] / Storage time [weeks] X
sample 4 8 12 16 20 24
0 2,56 2,29 2,24 2,20 2,05 1,99 2,22
35%,1,5h 2,43 2,11 2,14 2,10 2,00 1,92 2,12
35%,3h 2,29 2,15 2,15 2,05 1,96 1,89 2,08
45%,1,5h 2,18 2,12 2,11 2,00 1,93 1,79 2,02
45%,3 h 2,15 2,08 2,08 1,96 1,89 1,78 1,99
55%,1,5h 2,09 2,00 2,02 1,94 1,79 1,72 1,93
55%,3h 1,96 1,90 1,94 1,86 1,75 1,67 1,85
65 %, 1,5h 2,00 1,80 1,87 1,79 1,6 1,59 1,78
65 %,3h 1,94 1,72 1,83 1,74 1,63 1,56 1,74
X 2,18 2,02 2,04 1,96 1,84 1,77 1,97
NIR ¢zastime 0,1135 NIRgz‘ibg/;ample
NIR roba x czas / sample x time 0,3404

Objasnienia: / Explanatory notes:
X - warto$¢ $rednia / mean value; NIR — najmniejsza istotna réznica przy p = 0,05 / least significant
difference at p = 0.05.

Najmniejsza liczbg drobnoustrojow zawieraty $liwki odwadniane w  65-
procentowym roztworze sacharozy przez 1,5 i 3,0 h. Najwigcej bakterii po pétrocznym
przechowywaniu oznaczono w probkach owocoéw niepoddanych wstepnej obrobce
osmotycznej (proba kontrolna ,,0”). Sliwki te odznaczaty si¢ trzykrotnie wigksza liczba
bakterii po poétrocznym przechowywaniu w stosunku do owocow wstepnie odwodnio-
nych w 65-procentowym roztworze sacharozy. Stwierdzono rowniez, ze w owocach
poddanych tagodnej obrébce osmotycznej liczba drobnoustrojow byla zblizona do
obserwowanej w $liwkach zamrozonych. Czas odwadniania nie wptywat w znaczacy
sposob na roéznice w liczbie bakterii w rozmrazanych owocach, tak jak dtugo$¢ zamra-
zalniczego przechowywania czy st¢zenie zastosowanych roztworoéw osmotycznych.
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Ogodlna liczba bakterii psychrofilnych w badanych owocach po szeSciomiesigcz-
nym zamrazalniczym przechowywaniu ulegta redukcji (tab. 2). Najwyzsza liczbe
drobnoustrojow psychrofilnych stwierdzono w §liwkach mrozonych bez przeprowa-
dzonego procesu odwadniania osmotycznego i poddanych badaniu po rozmrozeniu
proézniowo-parowym.

Tabela 2. Ogolna liczba bakterii psychrofilnych w 1 g §liwek utrwalonych metoda dehydrofreezing, roz-
mrazanych prézniowo-parowo, w okresie przechowywania.

Table 2. Total number of psychrophilic bacteria in 1 g of plums preserved by dehydrofreezing method and
vacuum-steam thawed, during their storage.

Rodzaj Ogodlna liczba bakterii psychrofilnych [log jtk/g]
proby Total number of psychrophilic bacteria [log cfu/g] B
Type of Czas przechowywania [tygodnie] / Storage time [weeks] *
sample 4 8 12 16 20 24
0 2,47 2,38 2,32 2,15 2,20 2,15 2,28
35%,1,5h 2,31 2,28 2,26 2,10 1,88 1,85 2,11
35%,3h 2,26 2,18 2,14 2,05 1,88 1,76 2,05
45%,1,5h 2,19 2,09 2,08 2,07 1,88 1,75 2,01
45%,3h 2,07 2,00 2,00 1,96 1,85 1,73 1,94
55%,1,5h 1,97 1,99 1,90 1,90 1,79 1,67 1,84
55%,3h 1,79 1,91 1,88 1,83 1,60 1,41 1,74
65 %, 1,5h 1,61 1,73 1,67 1,62 1,46 1,28 1,56
65 %, 3 h 1,54 1,48 1,63 1,52 1,36 1,20 1,46
X 2,02 2,00 1,99 1,91 1,71 1,64 1,89
NIRutime 0,1024 NIRb05ampic0 1211
NIRr6ba x czasitime x sample 0,3211

Objasnienia jak pod tab. 1./ Explanatory notes as in Tab. 1.

W sliwkach odwadnianych w roztworze o stgzeniu 65 % przez 3 h nastapito po-
nad dwukrotne zmniejszenie liczby drobnoustrojow po catym cyklu przechowalni-
czym. Czysto$¢ mikrobiologiczna §liwek zamrozonych bez wstgpnego usuwania wody
oraz owocow odwodnionych w roztworach o najnizszym, 35-procentowym stg¢zeniu,
byla zblizona. Wydtuzenie czasu odwadniania osmotycznego i zwigkszenie stezenia
syropow skutkowalo zmniejszona liczba bakterii psychrofilnych po rozmrozeniu.

Ogoélna liczba grzybow plesniowych i drozdzy w badanym materiale podczas za-
mrazalniczego przechowywania ulegta redukcji (tab. 3). Nie zaobserwowano grzybow
w §liwkach, w ktorych wstepnie usunigto wode podczas odwadniania w roztworach
o stezeniu 65 %, bez wzgledu na czas obrobki. Natomiast w probie kontrolnej wystapi-
fa prawie 10-krotna redukcja liczby grzybdéw. Liczba grzybow w probach §liwek byta
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na zblizonym i bardzo niskim poziomie. Stwierdzono réwniez, ze owoce odwadniane
w roztworach o duzych stezeniach cechowat brak wzrostu grzyboéw juz po drugim lub
trzecim terminie zamrazalniczego przechowywania.

Tabela 3. Ogdlna liczba grzyboéw plesniowych w 1 g §liwek utrwalonych metoda dehydrofreezing, roz-
mrazanych proézniowo-parowo, w okresie przechowywania.

Table 3. Total number of moulds in 1 g of fruits fixed by dehydrofreezing, vacuum-steam thawed during
storage.

Rodzaj Ogolna liczba grzyboéw plesniowych [log jtk/g]

proby Total number of moulds [log cfu/g] _

Type of Czas przechowywania [tygodnie] / Storage time [weeks] X

sample 4 8 12 16 20 24

0 2,43 2,02 2,11 1,88 1,85 1,46 1,96
35%,1,5h| 2,30 2,00 1,81 1,77 0,95 0,90 1,62
35%,3h | 225 1,96 1,71 1,67 0,78 0,90 1,55
45%,15h| 2,18 1,95 1,68 1,49 0,78 0,78 1,48
45%,3 h 2,14 1,91 1,59 1,43 0,7 0,78 1,43
55%, 15h| 2,12 | 1,89 brak 0,30 0,85 0,70 0,98
wzrostu
brak
55%,3h 2,05 1,79 1,15 0,70 0,70 1,07
wzrostu
65%,1,5h| 2,00 1,74 0,70 brak 0,30 brak 0,79
wzrostu wzrostu
65%.3 h 1.87 138 brak brak brak brak 0.54
wzrostu wzrostu wzrostu wzrostu
X 2,15 1,85 1,19 0,95 0,77 0,69 1,27
Nchzas/time 0,21 19 NlRpr()ba/sample 093987
NlRpréba x czas /sample x tim6095789

Objasnienia jak pod tab. 1. / Explanatory notes as in Tab. 1.

Redukcja liczby komorek drobnoustrojow podczas zamrazalniczego przechowy-
wania jest charakterystyczna dla tego procesu. Zblizone wyniki uzyskali Majczyna
i Biatasiewicz [23], ktorzy zaobserwowali, ze podczas przechowywania produktow
mrozonych nastgpuje zamieranie drobnoustrojow. Takze Beales [2] wykazal, ze owo-
ce, w ktorych wstepnie zredukowano zawarto$¢ wody podczas odwadniania osmotycz-
nego, charakteryzuja si¢ mniejsza liczba mikroorganizmoéw, czyli ilos¢ wody wystepu-
jaca w zamrozonym produkcie determinuje mozliwos¢ przezycia drobnoustrojow.
W opinii Bealesa [2], w produktach mrozonych komorki drobnoustrojow moga ulega¢
tzw. subletalnemu uszkodzeniu i w zalezno$ci od sposobu i warunkéw prowadzenia
procesu rozmrozenia zywno$ci powraca ich aktywno$¢ metaboliczna. W badaniach
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wlasnych, w odwodnionych i zamrozonych Sliwkach ogdlna liczba bakterii byla na
bardzo niskim poziomie w poréwnaniu z wynikami Mulyawanti i wsp. [25], ktorzy
badali czystos¢ mikrobiologiczna owocow mango, zamrozonych w cieklym azocie
1 przechowywanych przez 3 miesiace w temp. -30 °C i stwierdzili obecnos¢ mikroflo-
ry, pomimo zastosowanych parametrow przechowywania [25]. Wykonane badania
dowiodty réwniez, ze proces rozmrazania miat istotny wptyw na liczbg przezywaja-
cych w produkcie bakterii. Podobnie, jak w przypadku analiz wykonanych przez Ku-
malaningsiha 1 Hidayata [21], stwierdzono, ze szybkie rozmrazanie ogranicza liczbe
drobnoustrojéw [21]. Natomiast wyniki badan wtasnych byly sprzeczne z uzyskanymi
przez Skupien i Wojcik-Stopczynska [28], ktore w badaniach nad jakos$cia mrozonych
przecierow z truskawek odmiany ‘Elsanta’ wykazaly, ze zmniejszenie liczby bakterii
1 grzybow byto zréznicowane, ale bardziej efektywne w przecierach niestodzonych. Po
calym cyklu zamrazalniczego przechowywania Skupien i Wojcik-Stopczynska [28]
stwierdzity, ze we wszystkich zamrozonych homogenatach ogolna liczba bakterii byta
zblizona i ksztaltowata si¢ na poziomie 10°jtk/g. Uzyskane wyniki badan dotyczace
liczby grzyboéw réwniez nie znajduja odzwierciedlenia w badaniach wymienionych
autorek. Odnotowaty one bowiem, ze po rocznym sktadowaniu zamrozonych przecie-
row pojedyncze grzyby plesniowe pozostaly tylko w homogenatach stodzonych [28].
W dostepnej literaturze zaznacza sig, ze jakos¢ mikrobiologiczna mrozonek i przezy-
walnos¢ drobnoustrojow zaleza od wielu czynnikow, a mechanizm ich oddziatywania
nie zawsze jest do konca poznany. Dlatego wyniki otrzymywane przez badaczy sa
zréznicowane, a niekiedy sprzeczne. Stwierdzona przez Skupien i Wojcik-Stopczynska
[28] redukcja liczby bakterii w zamrozonych homogenatach truskawkowych byla
mniejsza niz zaobserwowana w przedstawionych badaniach i w badaniach przeprowa-
dzonych przez Steinke i Stankiewicz [29] w zamrazanych homogenatach aloesowych.
Redukcja liczby bakterii i grzybow w sliwkach niepoddanych wstgpnemu odwadnianiu
osmotycznemu byla na poziomie zblizonym do wartosci podawanych przez Grude
i Postolskiego [10] w odniesieniu do zamrazanych malin, jagdd i czarnych porzeczek
oraz truskawek [10]. Zaobserwowane zmniegjszenie liczby mikroorganizmow w czasie
zamrazalniczego skladowania odwodnionych osmotycznie owocow potwierdzaja do-
niesienia tych badaczy, ze w mrozonych owocach, po kilku miesiacach sktadowania,
liczba bakterii, drozdzy i plesni nie przekracza 1,5 % wartosci wyjsciowych. Natomiast
przedstawione wyniki badan sa sprzeczne z opinia tych badaczy, ktorzy wykazali
wigksza przezywalnos$¢ bakterii i grzybéw w homogenatach z dodatkiem cukru [28].
Przeprowadzone badania jakosciowe mikroflory $liwek wykazaly obecno$¢ prze-
de wszystkim bakterii z rodzaju Bacillus. W niemal wszystkich przypadkach stanowily
one okoto 75 % ogo6lnej liczby bakterii. W przypadku prob kontrolnych, ktére zostaty
zamrozone bez wstepnego usuni¢cia wody, w ostatnim, szostym miesiacu przechowy-
wania stwierdzono obecnos$¢ bakterii z rodzaju Bacillus cereus. Bakterie te wytwarzaja
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dwa typy toksyn odpowiedzialnych za wymioty i biegunki [9]. W przeprowadzonych
badaniach laseczke t¢ wykryto jedynie w probkach kontrolnych, a jej liczba na pozio-
mie 2 - 5 jtk/g nie stanowi zagrozenia dla konsumentéw, gdyz udowodniono, ze takie
zagrozenie stanowi dopiero zanieczyszczenie rzedu 10° jtk/g [9]. Kordowska-Wiater
1 wsp. [18] przeprowadzili oceng jakoSciowa drobnoustrojow w zamrozonych warzy-
wach 1 nie wykryli obecnosci pateczek Salmonella spp., natomiast bakterie B. cereus
i S. aureus wystepowaly w wigkszej liczbie niz w owocach, tj. $rednio na poziomie 10’
- 10%jtk/g [18].

Wsréd mikroorganizméw, ktore zanieczyszcezaja surowce 1 produkty przeznaczo-
ne do zamrazania, sq drobnoustroje okreslane umownie jako psychrofile (zimnolubne)
i psychrotrofy (zimnotolerancyjne), ktore preferuja warunki obnizonej temperatury
[26]. Sa to zar6wno drobnoustroje chorobotworcze odpowiadajace za jako$¢ zdrowotna
zywnosci, jak i saprofityczne, rozktadajace podstawowe sktadniki zywnosci — odpo-
wiedzialne za jako$¢ sensoryczna produktow.

We wszystkich wariantach do$wiadczalnych, w §liwkach stwierdzono obecnosé¢
bakterii Staphylococcus xylosus. Sposrod streptokokow zidentyfikowano Streptococcus
mitis. Wykryto rowniez naturalnie wystgpujaca na surowcach roslinnych mikroflore,
a mianowicie Leuconostoc sp., Lactobaccilus sp. Zidentyfikowano takze Micrococcus
luteus, nalezace do grupy bakterii Gram-dodatnich. Jednak powszechnie bakterie te
uwazane sg za niechorobotworcze. Obecnos¢ tych drobnoustrojoéw wyjasniali Beales
[2] 1 Geiges [8]. Stwierdzili oni, ze bakterie Gram-dodatnie naleza do grupy drobnou-
strojow o szczegodlnej opornosci na ujemna temperaturg i sa zdolne do przezycia kilku
miesigcy w zywnosci gleboko zamrozonej [2, 8]. Wsrod zidentyfikowanych plesni
dominowaty rodzaje Alternaria, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor oraz Fusa-
rium i Cladosporium. Mikroorganizmy te stanowia najliczniejsza grupg w atmosferze
(nawet do 2x10* jtk/m®) [30]. Uzyskane wyniki mozna réwniez odnie$é¢ do badan Bea-
lesa [2] i Geigesa [8], ktorzy potwierdzili, Ze najbardziej oporne na zamrazanie sg za-
rodniki grzybow, a takze drozdze. Wymienieni autorzy izolowali z mrozonych produk-
tow psychrotrofowe plesnie nalezace do rodzajow: Aureobasidium, Geotrichum,
Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Mucor oraz drozdze Candida i Saccharomy-
ces [2, 8]. Podobne rodzaje mikroorganizmow zidentyfikowali Mulyawanti i wsp. [25]
w owocach mango. Pomimo niskiej temperatury wykryto w nich obecno$¢ Cladospo-
rium, Sporotrichum, Penicillium, Monilia [25], co potwierdza opini¢ Kumalaningsiha
1 wsp. [21] o mozliwej przezywalnosci drobnoustrojow nawet w temperaturze -34 °C
[21].

Sktad mikroflory wystepujacej na powierzchni owocdéw uzalezniony jest od mi-
kroflory powietrza w sadzie oraz gatunku badanej rosliny. Generalnie przewazaja
grzyby strzepkowe (rodzaje: Cladosporium, Alternaria, Fusarium, Epicoccum) i orga-
nizmy drozdzopodobne (rodzaj Aureobasidium), a ich liczba ksztaltuje si¢ w granicach
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5x10* - 10* jtk na cm® powierzchni [3, 5]. Czgsto w posiewach pojawiaja si¢ rowniez
szczepy drozdzowe, zardwno niefermentujace (rodzaj Rhodotorula), jak i fermentuja-
ce. Gtownym zrédlem zanieczyszczen mikrobiologicznych owocoéw $liwy moga by¢
warunki panujace w sadzie, miejsce lokalizacji, sktad powietrza i wody, a takze obec-
no$¢ owadow przenoszacych drobnoustroje (w ich organizmie petnia rolg symbiontow)
[24]. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne owocow nastepuje takze podczas ich bezpo-
sredniego kontaktu z podlozem w czasie zbiorow. Przeprowadzone badania dowiodty
jednak, ze znaczna cz¢$¢ mikroflory znajdujacej si¢ na owocach moze zosta¢ usunigta
w wyniku prawidtowej obrébki wstepnej.

W badaniach wtasnych wykazano réwniez obecno$¢ drozdzy, wsrod ktérych do-
minowaty rodzaje Saccharomyces, Rhodotorula, Zygosaccharomyces. Nie stwierdzono
obecnosci drozdzy z rodzajow Pichia i Candida, ktérych rozwdj prowadzi¢ moze do
zmian sensorycznych gotowego produktu. Wsrdd zidentyfikowanych drozdzy na
szczegolna uwage zastuguje rodzaj Zygosaccharomyces, nalezacy do grupy osmofil-
nych, ktore rozwijaja si¢ szybciej w srodowisku o wysokich stezeniach cukrow. Obec-
no$¢ ich w sliwkach odwadnianych w roztworach sacharozy o 65-procentowym stgze-
niu jest na to dowodem, ale potaczenie odwadniania osmotycznego z zamrazaniem
wplyngto na ograniczenie ich liczby.

Whioski

1. Zastosowane metody dehydrofreezing i rozmrazanie sliwek w komorze proznio-
wo-parowej miaty wptyw na ograniczenie wzrostu ogolnej liczby drobnoustrojow
w porownaniu ze sliwkami, ktore stanowily probg kontrolng (i nie byly poddawane
osmotycznemu odwadnianiu przed zamrozeniem).

2. Wpykazano, ze stan mikrobiologiczny sliwek zalezat od: st¢zenia roztworu sacharo-
zy, czasu obrobki osmotycznej oraz czasu zamrazalniczego przechowywania.
Najwigksza redukcja liczby drobnoustrojow nastapita w §liwkach po odwodnieniu
osmotycznym w roztworze o stgzeniu 65 %, po 3 h procesu. Wydhuzenie czasu
zamrazalniczego przechowywania powodowato obnizenie ogolnej liczby bakterii
psychrofilnych, mezofilnych, grzybow i drozdzy.

3. W owocach utrwalonych metoda dehydrofreezing i rozmrazanych w komorze
prozniowo-parowej nie stwierdzono obecno$ci drobnoustrojow chorobotworczych,
a wsrdd oznaczonej mikroflory dominowaty bakterie z rodzaju Bacillus oraz grzy-
by z rodzaju Alternaria i Saccharomyces.
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EFFECT OF OSMOTIC DEHYDRATION AND FROZEN STORAGE
ON MICROBIOLOGICAL CONDITION OF PLUMS DEFROSTED
IN VACUUM-STEAM CHAMBER

Summary

The objective of the paper was to assess the microbiological condition of plums of ‘Wggierka’ variety
that were osmotically dehydrated in sucrose solutions and, then, stored frozen during a period of 6 months.
At 4-week intervals, in the fruit thawed in a vacuum-steam chamber, determined were total amounts of
mesophilic and psychrophilic bacteria, as well as of fungi. It was found that along with extending the
frozen storage time, the count of mesophilic and psychrophilic bacteria in the fruit samples analyzed de-
creased. The plums dehydrated in a 65 % sucrose solution for 1.5 and 3.0 hours had the least count of the
microorganisms. In the fruit samples, which were not osmotically pre-treated (control sample) and which
were stored frozen for half a year, the highest count of those bacteria was reported. It is also found that in
the fruit dehydrated in the solutions showing a low concentration of sucrose, the amount of microbes was
similar to that found in the conventionally frozen plums. The total quantity of mould and yeast in the
material analyzed was reduced during their frozen storage. Regardless of the processing time, by the end
of the period of frozen storage, no moulds were found in the fruit dehydrated in the solutions the concen-
tration rate of which ranged from 55 to 65 %. The Bacillus genus bacteria were a prevailing micro-flora
found in plums (about 75 % of the total count of bacteria). Amidst the identified moulds, the dominant
types were Alternaria, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Mucor, as well as Fusarium and Cladosporium.

Key words: plums, osmotic dehydration, vacuum-steam thawing, microbiological purity
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Streszczenie

Liscie morwy zawieraja polifenole, alkaloidy, terpenoidy oraz steroidy. Ich ekstrakty moga by¢ cen-
nym sktadnikiem zywnosci prozdrowotne;.

Celem pracy byta optymalizacja procesu ekstrakcji zwiazkéw fenolowych z lisci morwy oraz ocena
aktywnos$ci przeciwrodnikowej uzyskanych ekstraktow testem DPPH, z wykorzystaniem metody po-
wierzchni odpowiedzi (Response Surface Methodology).

Na podstawie RSM, w wybranych zakresach stezenia etanolu w wodzie i w wybranej temperaturze
procesu ekstrakeji, uzyskano najwigksze zawartosci polifenoli i najwyzsza aktywno$¢ przeciwrodnikowa.
Wartosci przewidywane nie roznily sig istotnie od wartos$ci oznaczonych eksperymentalnie (p < 0,001).
Stezenie etanolu w wybranym ekstrakcie wyniosto 65 %, a temperatura procesu ekstrakcji: 63 °C.

Stowa kluczowe: liscie morwy biatej, proces ekstrakcji, polifenole ogoltem, aktywnos¢ przeciwrodnikowa,
Response Surface Methodology

Wprowadzenie

Ekstrakty z lisci morwy, ze wzgledu na wlasciwosci biologiczne, sa cennym su-
rowcem do produkcji prozdrowotnych produktow wspomagajacych uktad krazenia
i aktywno$¢ przeciwcukrzycowq. LiScie morwy sa zasobne w zwiazki bioaktywne,
takie jak: polifenole, alkaloidy, steroidy oraz terpeny. Glownymi substancjami o wta-
$ciwos$ciach przeciwutleniajacych w lisciach sa: glikozydy flawonoli (3-(6-malonylo-
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glikozyd) kwercetyny, 3-(6-malonyloglikozyd) kemferolu, rutyna, izokwercytryna),
kumaryny (skopolina, skimina) oraz fenolokwasy (kwas chlorogenowy i kwas kawo-
wy) [11, 13, 15, 17]. Liscie zawieraja takze alkaloidy, w tym pochodne piperydynowe:
(1,5-dideoksy-1,5-imino-D-sorbitol (DNJ) oraz fagomina), polihydroksylowane po-
chodne pirolidyny i alkaloidy nortropanowe [4]. Zwiazki te wykazuja udokumentowa-
na aktywnos$¢ przeciwmiazdzycowa i1 przeciwcukrzycowa [6, 13, 18]. Roéwniez owoce
morwy maja wysoki potencjat przeciwutleniajacy [3].

Dotychczas nie optymalizowano procesu ekstrakcji zwiazkow fenolowych z lisci
morwy polskiej odmiany wielkolistnej zotwinskiej. Na podstawie wczesniejszych ana-
liz ekstraktow do niniejszej pracy wybrano ekstrakt etanolowy, poniewaz zawierat
istotnie wigcej polifenoli ogolem oraz charakteryzowat si¢ wyzsza aktywnoS$cia prze-
ciwrodnikowa niz ekstrakt acetonowy czy wodny pozyskany z lisci morwy [12].

W celu optymalizacji warunkoéw ekstrakcji zastosowano metodg ptaszczyzny od-
powiedzi (ang. Response Surface Methodology - RSM), ktéra wykorzystuje metody
analizy matematycznej oraz statystycznej do okreslenia interakcji migdzy badanymi
zmiennymi pozwalajacymi na wyznaczenie wilasciwej odpowiedzi przy minimalne;
liczbie doswiadczen [5]. Plan centralny kompozycyjny jest jednym z najpopularniej-
szych form RSM, stosowany w celu optymalizacji r6znych procesow zwiazanych
z zywno$cia 1 roslinami, takimi jak: proces ekstrakcji zwiazkow bioaktywnych [10, 20,
23], mielenie [9], procesy fermentacji roslin [8] czy produkcja dietetycznych produk-
tow skrobiowych [19].

Celem pracy byla optymalizacja procesu ekstrakcji zwiazkow fenolowych oraz
aktywnosci przeciwrodnikowej z lisci morwy biatej za pomoca mieszaniny etanolu
i wody, na podstawie zastosowanego planowania do$wiadczen metoda powierzchni
odpowiedzi (RSM). W pracy postawiono hipotezg, ze metoda RSM pozwoli uzyskac
optymalne warunki ekstrakcji przy stosunkowo niskich naktadach surowcowych i od-
czynnikowych.

Material i metody badan

Liscie morwy biatej (Morus alba L.) odmiany wielkolistnej zotwinskiej zebrano
na poczatku sierpnia 2009 roku na plantacji Instytutu Wilokien Naturalnych i Roslin
Zielarskich w Poznaniu, w Zaktadzie Doswiadczalnym Pe¢tkowo. Liscie wraz z szyput-
kami wysuszono w temperaturze 60 = 1 °C i zmielono do postaci proszku o stopniu
rozdrobnienia 0,8 - 0,08 mm [16]. Susz z li$ci przechowywano w pojemnikach (PE)
bez dostepu swiatla w temp. 4,0 = 0,5 °C.

Do uzyskania zwiazkdéw fenolowych z lisci morwy zastosowano trzykrotna eks-
trakcje. W pierwszym etapie 2 g proszku z lisci morwy zalewano 40 ml mieszaniny
rozpuszczalnikow etanolu z woda. Zakres temperatur oraz stezenie etanolu w wodzie
przyjete w doswiadczeniu przedstawiono w tab. 1. i 2. Cato$¢ wytrzasano w tazni
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wodnej w okreslonej temperaturze przez 15 min i statej amplitudzie, a supernatant
dekantowano. W drugim i trzecim etapie ekstrakcji liscie ponownie zalewano rozpusz-
czalnikiem w ilosci 30 ml i wytrzasano przez 15 min. Roztwory z trzech etapow taczo-
no, filtrowano (Whatman 1 : 11 um) i uzyskiwano 100 ml ekstraktu. Stalymi parame-
trami procesu ekstrakcji we wszystkich doswiadczeniach byty: stopien rozdrobnienia
liSci, stosunek masy surowca do ilo$ci rozpuszczalnika, wytrzasanie z taka sama ampli-
tuda oraz czas ekstrakcji. W zaplanowanych doswiadczeniach sumaryczny czas eks-
trakcji wyniost 45 min. Wykonano trzykrotna ekstrakcj¢ po 15 min [2]. Wydajnos¢
procesu ekstrakcji wyniosta 27,55 + 0,22 %.

Ogoblna zawartos¢ polifenoli w $wiezych ekstraktach z liSci morwy oznaczano
przy uzyciu odczynnika Folina-Ciocalteu’a [7]. Metoda polegata na pomiarze zmiany
barwy zo6ttego odczynnika Folina-Ciocalteu’a zredukowanego grupami hydroksylo-
wymi zwiazkow fenolowych w srodowisku weglanu sodu na barwe niebieska. Absor-
bancj¢ probek mierzono przy uzyciu spektrofotometru firmy Metertek SP-830 (Taj-
wan), przy dlugosci fali A = 765 nm). Do wykreslenia krzywej kalibracyjnej uzyto
roztworow alkoholowych kwasu galusowego jako wzorca (r = 0,99). Wyniki wyrazano
jako rownowaznik kwasu galusowego (GAE) w mg-g"' suchej masy ekstraktu. W celu
obliczenia suchej masy ekstraktu swieze ekstrakty pozyskane z lisci morwy zaggszcza-
no do sucha.

Oznaczenie aktywnos$ci przeciwrodnikowej $wiezych ekstraktow z lisSci morwy
wykonywano metoda spektrofotometryczna z uzyciem stabilnego rodnika
2,2’-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) [1]. Polegalo ono na okresleniu stopnia wy-
gaszania rodnikow DPPH przez zawarte w ekstraktach przeciwutleniacze, czemu towa-
rzyszyto zmniejszenie intensywnosci barwy purpurowej i przejscie w barwe zolta.
Absorbancjg probek, po uptywie 30-minutowej inkubacji w temp. 20 £ 2 °C bez doste-
pu $wiatla, mierzono przy dtugosci A = 517 nm (Metertek SP-830, Tajwan).

Zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikow DPPH obliczano z rownania:

(EW_EO)
AA=100—— 100 %,

Ex

gdzie:
AA — zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikow DPPH [%],
E,, — absorbancja probki wlasciwej (ekstrakt z lisci morwy) z roztworem DPPH,
E,— absorbancja probki wtasciwej bez dodatku roztworu DPPH,
Ey — absorbancja probki kontrolnej (alkoholowy roztwér DPPH).

Jednoczesnie wyznaczano badana aktywnos$¢ przeciwrodnikowa w  mM
Trolox/100 g suchej masy ekstraktu. Testy wykonano w trzech powtdrzeniach.

Wyboru odpowiedniego modelu (powierzchni), stuzacego do okreslenia pozio-
méw zmiennych (temperatura, st¢zenie etanolu), przy ktorych proces ekstrakeji osiaga
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wartosci ekstremalne (optymalne) przy przyjetych ograniczeniach, kierowano si¢ war-
tosciami wspotczynnika determinacji (R?) oraz skorygowanego wspotczynnika deter-
minacji (Adj R?). Kierowano si¢ rowniez rezultatem testu braku dopasowania (Lack of
fit) (p > 0,05) oraz warto$cia wspotczynnika dopasowania modelu (Desirability) [14].
Pozostate wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji (ANOVA). Istotnos¢
roéznic pomigdzy wartosciami §rednimi analizowano za pomoca testu Tukeya. Do okre-
$lenia stopnia wzajemnych powiazan pomig¢dzy poszczegdlnymi parametrami oblicza-
no wspoétczynnik korelacji Pearsona (r). Testowanie prowadzono na poziomie istotno-
sci p < 0,05. Wszystkie analizy wykonano w programie Statistica 10,0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, USA).

Wiyniki i dyskusja

W pracy przeanalizowano wplyw stgzenia rozpuszczalnikow (etanolu z woda)
oraz wplyw temperatury procesu ekstrakcji na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych i po-
tencjat przeciwrodnikowy, mierzony testem DPPH w ekstrakcie etanolowym z lisci
morwy biatej odmiany wielkolistna zotwinska (tab. 1).

Tabela 1. Wybrane parametry wstgpne RSM ekstraktu etanolowego z lisci morwy.
Table 1. Selected preliminary RSM parameters of ethanol extract from mulberry leaves.

Najnizszy poziom | Najwyzszy poziom
Czynnik Nazwa czynnika Jednostka Typ czynnika czynnika
Factor Name of Factor Unit Type The lowest level The highest level
of Factor of Factor
X, Stezenie etanolu. [%] 60 96
Ethanol concentration Numeryczny
X, Temperatura ekstrakgji [°C] Numeric 20 70
Temperature of extraction

Sumaryczny czas ekstrakcji wszystkich doswiadczen byt jednakowy i wynosit
45 min. Na podstawie powyzszych danych program wyznaczyt 13 do$wiadczen, ktore
obejmowaty pig¢ powtorzen dla punktu centralnego (tab. 2).

Po wykonaniu analiz empirycznych, czyli po oznaczeniu st¢zenia polifenoli i ak-
tywnosci przeciwutleniajacej badanych ekstraktow oraz estymacji z wykorzystaniem
zgromadzonych danych, wybrano na podstawie warto$ci wspdtczynnika determinacji
(R?) oraz poprawionego wspolczynnika determinacji (Adj R*) odpowiedni zredukowa-
ny model kwadratowy, a program wyznaczyt optymalne poziomy czynnikow X; (roz-
puszczalnika — etanolu) oraz X, (temperatury). Wyniki te zweryfikowano, oznaczajac
w kolejno wyznaczonym ekstrakcie rzeczywista zawartos¢ polifenoli ogotem oraz
aktywnos¢ przeciwrodnikowa testem DPPH.
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Tabela 2. Plan centralny kompozycyjny oraz wyniki do§wiadczen obejmujace odpowiedzi odnoszace si¢
do ekstraktow etanolowych z lisci morwy.
Table 2. Central composition plan and experimental results to comprise responses referring to ethanol
extracts of mulberry leaves.

enic | Coymik X, | Polienole |  Odpovied2
Kolejnosé Kolejnosé N i 2 DPPH Response 2
L. L .. i etanolu Temperatura Response 1
doswiadczen | doswiadczen Typ . [mM Trolox/
Factor X Factor X, Phenolics
Sequence of | Sequence of | Type 100 g s.m.
. . Ethanol Temperature | [mg GAE/g s.m.
experiments | experiments . ekstraktu/dry mass
concentration [°C] ekstraktu/dry
of extract]
[%] mass of extract]
1 13 Fact 65,00 28,00 99,37 +8,91 24,54 £ 0,99
2 10 Fact 91,00 28,00 34,92 +£4,49 8,29+ 0,31
3 8 Fact 65,00 63,00 116,40 £+ 6,59 33,02+0,59
4 1 Fact 91,00 63,00 68,78 £2,60 15,38 £ 0,35
5 3 Axial 59,62 45,50 93,38 £6,24 28,20 +0,28
6 5 Axial 96,38 45,50 29,09 + 3,68 2,43 +£0,54
7 2 Axial 78,00 20,75 70,92 +2,89 17,00 £ 0,60
8 11 Axial 78,00 70,25 112,8 £5,26 40,51 £ 0,64
9 7 Center 78,00 45,50 97,66 + 0,01 23,33 +£0,27
10 9 Center 78,00 45,50 94,13 £ 1,33 23,75+ 1,10
11 1 Center 78,00 45,50 86,11 £1,70 20,65 + 0,60
12 6 Center 78,00 45,50 82,90 +4,01 21,61 £0,74
13 4 Center 78,00 45,50 94,45 +2,31 18,82 £ 0,45

Objasnienia / Explanatory notes:
* - kolejnos$¢ nierandomizowana / non-randomized sequence; ** - kolejno$¢ randomizowana / randomized
sequence; DPPH — 2,2’-difenylo-1-pikrylohydrazyl

Zawarto$¢ polifenoli w etanolowych ekstraktach z lisci morwy wynosita od 34,92
do 116,40 mg GAE/g s.m. ekstraktu, natomiast aktywnos$¢ przeciwrodnikowa miescita
si¢ w przedziale: 2,43 - 40,51 mM Trolox/100 g s.m. ekstraktu (tab. 2).

Wyniki analizy wariancji zredukowanego modelu kwadratowego przestawiono

w tab. 3. Test braku dopasowania (Lack of Fit) okazal si¢ nieistotny w porownaniu
z bledem czystym (Pure Error). Jednoczes$nie test braku dopasowania zostatl potwier-
dzony wysokimi wspdtczynnikami determinacji oraz skorygowanego wspdtczynnika
determinacji, ktore wyniosty odpowiednio: R* = 96,16 %, Adj. R* = 94,88 % (polifeno-
le ogdtem) oraz R” = 94,61 %, Adj. R* = 91,91 % (aktywnos¢ przeciwrodnikowa bada-
na testem DPPH).
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Tabela 3. Wyniki analizy wariancji zredukowanego modelu kwadratowego.
Table 3. Analysis of variance results of reduced quadratic model.

. Polifenole ogotem Aktywno$¢ przeciwrodnikowa (DPPH)
Wyszczeg6l- . . .
. Total phenolic content DPPH scavenging activity
nienie
Item SS DF MS F Prob SS DF MS F Prob
Model 8101,09 | 3 |2700,36 | 75,09 | <0,0001 | 1097,55| 4 | 274,39 | 35,08 | <0,0001
A - stgzenie
etanolu 1 5150 61| 1 | s150.61 | 143,23 | <0,0001 | 61836 | 1 | 61836 | 79.06 | <0,0001
A - ethanol
concentration
B-temp. | 5593 1 | 151573 | 42,15 | 00001 | 297.90 | 1 |297.90 | 38.09 | 0.0003
B - temp.
A’ 143476 | 1 | 1434,76 | 39,90 | 0,0001 89,68 1 89,68 | 11,47 | 0,0096
B? 68,14 1 68,14 | 8,71 | 0,0184
Reszta 32364 | 9 | 3596 6257 | 8 | 7,82
Residue
Brak
dopasowania 168,07 5 33,61 0,86 0,5721 46,33 4 11,58 2,85 0,1671
Lack of Fit
Coystyblad 15556 | 4 | 3889 1624 | 4 | 406
Pure Error

Objasnienia: / Explanatory notes:
SS - suma kwadratow / sum of squares; DF - stopnie swobody / degrees of freedom; F - wartos¢ F / F
value; MS - $redni kwadrat / mean square; Prob - prawdopodobienstwo / probability.

Na podstawie powyzszych wynikoéw i wybranego modelu pogram wyznaczyt
przewidywane wartosci polifenoli oraz aktywno$¢ przeciwrodnikowa (tab. 4). Ilosci
polifenoli oznaczone do$wiadczalnie nie roznily sig statystycznie istotnie od wartosci
przewidywanych (p < 0,001) i zawarte byty w przedziale ufnosci 95 % $rednie;.

Po analizie wplywu stezenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na zawar-
tos¢ polifenoli w ekstrakcie etanolowym z lisci morwy stwierdzono, ze wraz ze wzro-
stem temperatury tego procesu wzrastala zawarto$¢ polifenoli w badanym ekstrakcie
(rys. 1). Z kolei, im stezenie etanolu w uktadzie ekstrakcyjnym wzrastato, tym zawar-
tos¢ polifenoli malata.

W badaniach ustalono empirycznie, ze stezenie rozpuszczalnikow miato decydu-
jacy wpltyw na pozyskanie wigkszej ilosci polifenoli, przy czym ekstrakcja trzykrotna
w sumarycznym czasie 45 min umozliwita uzyskanie najwigkszej zawartosci zwiaz-
kow fenolowych. Podobne zaleznosci uzyskali Katsube i wsp. [15], ktorzy analizowali
parametry procesu ekstrakcji glikozydow flawonoli z lisci morwy za pomoca etanolu
o réznym stgzeniu.
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Tabela 4. Wartosci przewidywane oraz oznaczone doswiadczalnie w ekstrakcie etanolowym z lisci mor-
wy.
Table 4. Predicted and experimentally determined values in ethanol extract from mulberry leaves.

Wartosci
Wartosci Przewidywany 95 oznaczone
Odpowiedz przewidywane | blad standardowy 95 % ° doswiadczalnie
. . . maksimum .
Response Predicted Predicted standard | minimum . Experimentally
maximum .
values error determined
values
1 *
Polifenole 116,81° 3,54 108,81 124,81 116,91 + 0,01
Phenolics
Aktywno$¢
przeciwrodnikowa
DPPH** 36,06* 1,71 32,12 40,01 38,814 £0,02
DPPH scavenging
activity

Objasnienia: / Explanatory notes:

rézne litery w wierszach wskazuja statystyczna istotno$¢ roznic w tescie Tukeya przy p < 0,001 / different
letters in rows point out statistical significance of differences in Tukey’s test at p < 0.001; * mg GAE/g
s.m. ekstraktu / mg GAE/g of dry mass of extract; ** mM Trolox /100 g s.m. ekstraktu / mM Trolox
/100 g of dry mass of extract.

Na wyniki procesu ekstrakeji, rozumiane jako najwigksza ilos¢ wyekstrahowa-
nych polifenoli i najwyzsza aktywnos$¢ przeciwrodnikowa, wptywata rowniez tempera-
tura ekstrakcji. Na ogol przyjmuje sig, ze wraz ze wzrostem temperatury wzrasta ilos¢
ekstrahowanych zwiazkoéw. Jednakze zbyt wysoka temperatura moze powodowac roz-
ktad zwiazkoéw termolabilnych i zmiany w sktadzie zwiazkow bioaktywnych. Dlatego
w przeprowadzonych doswiadczeniach, w ktorych badano zakres temp. 20 - 70 °C,
optymalna temperatura ekstrakcji roztworem etanolowo-wodnym wyniosta 63 °C.

Jednoczes$nie po przeanalizowaniu wplywu stezenia etanolu i temperatury procesu
ekstrakcji na aktywno$¢ przeciwrodnikowa (DPPH) ekstraktu etanolowego z lisci
morwy stwierdzono, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca badanych ekstraktow wzrastata
wraz ze zmniejszaniem si¢ stezenia etanolu w wodzie (od 99 do 65 % etanolu) (rys. 2).
Aktywnos$¢ przeciwrodnikowa ekstraktu o st¢zenia etanolu wynoszacym 65 % wynio-
sta powyzej 37 mM Trolox/100 g s.m. ekstraktu. Natomiast powyzej stezenia 78 %
etanolu aktywno$¢ przeciwrodnikowa ekstraktu stopniowo obnizata si¢. Temperatura
ckstrakcji rowniez miala istotny wptyw na aktywno$¢ badanych ekstraktow i wraz z jej
zwigkszaniem wzrastata aktywno$¢ ekstraktow mierzona testem DPPH. Natomiast
w zakresie temperatur 28,0 - 45,5 °C aktywnos$¢ przeciwrodnikowa wynosita od 2 do
8 mM Trolox/100 g s.m.
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Rys. 1.  Wplyw stezenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na zawarto$¢ polifenoli w ekstrakcie

etanolowym z lisci morwy.
Fig. 1.  Effect of ethanol concentration and temperature of extraction process on content of phenolics in

ethanol extract from mulberry leaves.
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Rys.2. Wplyw stezenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na aktywno$¢ przeciwrodnikowa
(DPPH) ekstraktu etanolowego z lisci morwy.
Fig. 2.  Effect of concentration of ethanol and temperature of extraction process on antiradical activity

(DPPH) of ethanol extract from mulberry leaves.
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Dopasowanie modelu bylo najwyzsze przy 65-procentowym stgzeniu etanolu
w wodzie, natomiast malato wraz z jego wzrostem (rys. 3). Zaobserwowano takze, ze
temperatura procesu ekstrakcji w zadanym zakresie, czyli od 28 do 63 °C wplywata
istotnie na dopasowanie modelu. W temperaturze ponizej 63 °C istotnie obnizato si¢
dopasowanie modelu, w szczegolnosci, gdy stezenie rozpuszczalnika wyniosto 91 %,
to warto$¢ dopasowania modelu byta roéwna 0.

Program wyliczyt optymalne poziomy st¢zenia etanolu w wodzie i temperatury
procesu ekstrakcji tj. odpowiednio: 65 % oraz 63 °C. Stosujac powyzsze parametry
procesu ekstrakcji uzyskano najwicksze stgzenie polifenoli i najwyzsza aktywnos$¢
przeciwrodnikowa oznaczona testem DPPH o dopasowaniu modelu wynoszacym 0,94.
Optymalny proces wydobycia zwiazkow o aktywnosci przeciwutleniajacej z lisci
morwy biatej odmiany wielkolistnej zoétwinskiej pozwolil na zastosowanie stosunkowo
niskich naktadow surowcowych, odczynnikowych i czasowych.

Dopasowanie modelu

Desirability
0.940
0.730
0.520
0310
0.100
63.00
65.00 ; ;
71.50 " 45.50
78.00 = i
A: Stezenie etanolu 84.50 e gj $gmggg}dz
A: Concetration of ethanol 91.00 28.00 .

Rys. 3.  Wplyw stgzenia etanolu i temperatury procesu ekstrakcji na dopasowanie modelu.
Fig. 3.  Effect of concentration of ethanol and temperature of extraction process on Desirability of
model.

Zastosowane w modelu RSM odpowiedzi pozwolity okresli¢ wspotzaleznosé li-
niowa pomigdzy zawartos$cia polifenoli ogétem oraz aktywnos$cia przeciwrodnikowa
z rodnikiem DPPH. Wysoka warto$¢ wspotczynnika korelacji Pearsona (r = 0,92; przy
p <0,001) potwierdzita wystapienie istotnych zaleznosci liniowych, co znaczy, ze wraz
ze wzrostem zawartosci polifenoli wzrastala aktywnos$¢ przeciwrodnikowa mierzona
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testem DPPH. Podobne zalezno$ci w roznych surowcach zielarskich przedstawili Sier-
zant 1 wsp. [22]. Karacabey i Mazza [14] okre$lili, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
ekstraktow etanolowych z moszczu winogron mierzona testami TEAC oraz ORAC
byla wysoko skorelowana z zawarto$cia polifenoli w badanych ekstraktach, odpowied-
nio r = 0,95 oraz r = 0,89 przy p < 0,001. Rowniez Sielicka i wsp. [21] stwierdzili do-
datnia korelacje pomigdzy zawartoScia polifenoli a aktywnos$cia przeciwutleniajaca
oznaczong testem DPPH w herbatkach ziotowych i ziotowo-owocowych (r = 0,70).
Dodatnia korelacja pomigdzy aktywno$cia przeciwrodnikowa i zawarto$cia zwiazkow
fenolowych wskazuje, ze mechanizm dziatania przeciwutleniajacego zwiazkow zawar-
tych w ekstrakcie polega na neutralizacji wolnych rodnikow. Tak wigc otrzymany eks-
trakt alkoholowy, jako bioaktywny komponent, moze by¢ szeroko stosowany w zyw-
nos$ci o znaczeniu prozdrowotnym.

Whioski

1. Zastosowanie modelu RSM w celu optymalizacji procesu ekstrakcji lisci z morwy
pozwolito okresli¢ optymalne warunki procesu ekstrakcji zwiazkow bioaktywnych
przy wykonaniu minimalnej liczby doswiadczen.

2. Stwierdzono wysoka wspolzalezno$¢ liniowa pomigdzy zawartoscig polifenoli
ogotem a aktywnoscia przeciwrodnikowa mierzona testem DPPH.

3. Wybrany ekstrakt moéglby by¢ komponentem wielosktadnikowych produktow bio-
aktywnych.

Praca zostata wykonana w ramach projektow nr N N312 209138 oraz PO IG
01.01.02-00-061/09 ,, Nowa zywnos¢ bioaktywna o zaprogramowanych wtasciwosciach
prozdrowotnych”.
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OPTIMIZING PROCESS OF EXTRACTING PHENOLIC COMPOUNDS HAVING
ANTIRADICAL ACTIVITY FROM WHITE MULBERRY LEAVES BY MEANS
OF RESPONSE SURFACE METHODOLOGY (RSM)

Summary

Mulberry leaves contain polyphenols, alkaloids, terpenoids, and steroids. Their extracts can be a valu-
able component of the pro health food.

The objective of the research study was to optimize the process of extracting phenolic compounds
from mulberry leaves and to assess the antiradical activity of derived extracts by a DPPH test, with the use
of a response surface methodology (RSM).

Based on RSM, the highest contents of polyphenols and the highest antioxidant activity were obtained
within the selected ranges of the ethanol concentration in water and at a selected temperature of the extrac-
tion process. The predicted values did not differ significantly from the experimentally determined values
(p < 0.001). The rate of ethanol concentration in the selected extract was 65 %, and the temperature of
extraction process was 63 °C.

Key words: white mulberry leaves, extraction process, total phenolics, antiradical activity, Response
Surface Methodology
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Streszczenie

Celem pracy byla ocena mozliwosci uzyskania proszkéw miodowych metoda suszenia rozpytowego
roztworé6w pofermentacyjnych miodu gryczanego o réznej zawartosci ekstraktu ogdlnego. Zalozeniem
byto uzyskanie proszkéw miodowych o wtasciwosciach biologicznych zblizonych do wiasciwosci mate-
riatu wyjsciowego.

Sporzadzono brzeczke miodowa, ktora poddano fermentacji. Roztwory o zadanym ekstrakcie ogdlnym
po dodaniu nosnika poddano suszeniu rozpylowemu. W miodzie, roztworach pofermentacyjnych oraz
w proszkach miodowych oznaczono liczbg diastazowa, zawartos¢ HMF, pH, kwasowo$¢ ogolna oraz
og0dlna zawartos¢ polifenoli.

Stwierdzono, ze analizowany miod gryczany charakteryzowat si¢ dobra jakos$cia. Zawarto$¢ polifenoli
wynosita 40,86 mg kwasu galusowego/100 g. Roztwory pofermentacyjne cechowaty si¢ wysokim pH,
brakiem obecnosci HMF i prawie dwukrotng zawartoscia polifenoli w poréwnaniu z miodem. Uzyskano
proszki, w ktorych okoto 50 % suchej substancji stanowity sktadniki miodu. Charakteryzowaty si¢ one
duza zawarto$cia polifenoli (36,62 - 51,30 mg kwasu galusowego/100 g miodu) oraz poziomem HMF
zgodnym ze standardem Codex Alimentarius lub w niewielkim stropniu przekraczajacym ten limit.
Otrzymane proszki nie utracity aktywnosci enzymatycznej (liczba diastazowa okoto 5,0).

Stowa kluczowe: miod, fermentacja nastawu, suszenie rozpytowe, proszki miodowe, polifenole, hydrok-
symetylofurfural, liczba diastazowa

Wprowadzenie

Parametry, jakie powinien wykazywa¢ miod pszczeli, okre$lone zostaly na szcze-
blu miedzynarodowym w Kodeksie Zywnos$ciowym [3], na szczeblu europejskim —
w dyrektywie 2001/110/EC [4] oraz polskimi aktami prawa zywnos$ciowego w rozpo-
rzadzeniach Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi [18, 19]. Z dniem 1 stycznia 2003 roku
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przestata obowigzywac¢ Polska Norma dotyczaca miodu pszczelego [16]. Jednak
w wielu punktach byta ona bardziej restrykcyjna od unijne;.

Miod gryczany nalezy do grupy miodéw nektarowych. Jest uznawany za jeden
z najbardziej warto$ciowych rodzajéw miodu pod wzgledem odzywczym [8]. Charak-
teryzuje si¢ ciemnobrazowa barwa, ostrym, ,,drapiacym” i stodkim smakiem oraz bar-
dzo intensywnym zapachem kwiatow gryki. W jego sktadzie chemicznym wystepuje
duzo fruktozy w stosunku do glukozy (F/G okoto 1,8), a takze znaczne ilo$ci magnezu,
zelaza i innych pierwiastkow. Odznacza si¢ znaczna kwasowoscia i wyjatkowo duza
zawartoscia bialka. Jako midd letni bogaty jest w liczne enzymy, olejki eteryczne
i flawonoidy. Badania przeprowadzone w Oddziale Pszczelnictwa Instytutu Ogrodnic-
twa w Pulawach [20] wskazuja, ze nawet po roku przechowywania tego produktu
w temperaturze pokojowej aktywno$¢ diastazy ksztattuje sig¢ znacznie powyzej normy.
Jedna z niepozadanych substancji w miodach, wplywajaca szkodliwie na organizm
czlowieka jest 5-hydroksymetylofurfural (HMF).

Polska nalezy do europejskiej czotowki producentow miodu — ponad 23 tysiace
ton w 2011 roku (17,2 tys. ton w 2012). Tylko 1 % wyprodukowanego w Polsce miodu
zuzywa przemyst farmaceutyczny, kosmetyczny i spozywczy, w tym fermentacyjny
[17]. Powodem, dla ktérego wykorzystanie miodu jako surowca w przemysle spozyw-
czym jest bardzo male, sa jego wlasciwosci fizykochemiczne. Szczegodlnie zwiazane
jest to z jego wysoka gestoscia i lepkoscia, utrudniajaca dozowanie oraz z konieczno-
$cia uplynniania po krystalizacji. Dobrym rozwigzaniem problemu moze by¢ miod
w proszku. Moze on by¢ swobodnie mieszany z innymi surowcami, a ponadto wcho-
dzi¢ w sklad suplementow diety, przekasek, batonow czy stanowi¢ $rodek stodzacy
w produktach dietetycznych [22]. Jednak duza zawarto$¢ glukozy i fruktozy (okoto
74 % s$wiezej masy), ktore charakteryzuja si¢ niska temperatura przemiany szklistej,
uniemozliwia otrzymanie produktu w postaci sypkiego proszku. Trudno jest uzyskac
informacje na temat rozwigzan technologicznych suszenia miodéw. Prace poswigcone
temu zagadnieniu pojawiaja si¢ niezwykle rzadko. Co wigcej, wigkszos¢ wynikow
badan objgta jest ochrona patentowa. Patenty dotycza glownie aspektéw suszenia roz-
pytowego — zastosowanych mieszanin no$nikow, parametrow procesu, poczatkowych
stezen roztworéw oraz rozwiazan konstrukcyjnych urzadzen [9]. Midd w proszku pro-
bowano otrzymywaé metoda suszenia rozpytowego, tunelowego, prézniowego, beb-
nowego, mikrofalowego i liofilizacyjnego [7, 21, 22, 29]. Najczesciej stosowana meto-
da jest suszenie rozpytowe. Temperaturg przemiany szklistej podwyzszano dotychczas
poprzez dodatek wysokoczasteczkowych substancji no§nikowych lub obnizenie tempe-
ratury suszenia [9].

Innym, nowym sposobem umozliwienia suszenia miodu proponowanym w niniej-
szej publikacji, jest redukcja zawartosci cukréw poprzez poddanie go fermentacji alko-
holowej do zadanej zawartosci ekstraktu ogdlnego. Jednakze fermentacja miodu po-
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woduje pewne zmiany w sktadzie substancji biologicznie aktywnych i znicksztalca
wrazenia sensoryczne (smak, zapach). Z drugiej strony, oprocz zmniejszenia zawarto-
sci cukréow podczas fermentacji powstaje alkohol, ktory dodatkowo poprawia zdolnos¢
miodu do suszenia rozpytowego, odparowujac catkowicie podczas tego procesu.

Celem pracy byta ocena mozliwosci uzyskania proszkéw miodowych metoda su-
szenia rozpylowego roztworow pofermentacyjnych miodu gryczanego. Zatozono
otrzymanie proszkéw miodowych o wlasciwosciach biologicznych zblizonych do wta-
Sciwo$ci materiatu wyjsciowego.

Material i metody badan

Podstawowy materiat do badan stanowit miéd gryczany, pochodzacy z niewiel-
kiej pasieki w Supraslu (10 rodzin pszczelich), ktorej produkcja zaspokaja gtownie
wlasne potrzeby producenta. Midd z pasieki o masie 10 kg, stanowiacy mieszaning
rownych czgéci miodu pozyskanego od kazdej pszczelej rodziny, zostal pobrany
w sierpniu 2011 roku do jednego sterylnego pojemnika. Do czasu pobrania probek
midd przechowywano w chlodni w temp. 7 = 1 °C 1 wilgotnosci wzglgdnej powietrza
70 %, bez dostgpu $wiatta. W celu poddania fermentacji i dalszego przetworzenia,
pobrano osiem probek miodu z kilku miejsc pojemnika po uprzednim uptynnieniu,
przy ciagtym mieszaniu w temp. okoto 30 °C.

Fermentacjg rozcienczanych miodéw prowadzono przy uzyciu szczepu drozdzy
Saccharomyces cerevisiae nr 33, pochodzacego z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci Wydziatu Nauk o Zywno$ci SGGW w War-
szawie. ,,Matki drozdzowe” namnazano na podtozu przygotowanym z miodu rozcien-
czonego woda 1 : 2. Hodowlg inokulum prowadzono w wytrzasarce laboratoryjnej
Biihler SM 30C Control (Niemcy) przy 200 rpm w temp. 28 °C przez 48 h. Proces
fermentacji kazdego nastawu rozpoczynano od dodatku inokulum do przygotowanych
wodnych roztworé6w miodu. Nastawy przygotowywano, rozcienczajac miod woda do
uzyskania 30-procentowego ekstraktu i szczepiono je inokulum w ilosci 10 % (v/v).
Miod dodawano w czasie fermentacji w trzech porcjach — pierwsza na etapie tworzenia
nastawu, nast¢pnie kolejne po 7 i 12 dniach od zadania kultury starterowej. Sktad
przygotowywanych roztworéw fermentacyjnych przedstawiono na rys. 1.

Przygotowano rownolegle 8 identycznych nastawoéw, a ich fermentacja w temp.
28 °C trwata maksymalnie 48 dni. W czasie fermentacji dokonywano oznaczenia eks-
traktu pozornego metoda refraktometryczna (przed i po dodatku kazdej porcji miodu)
oraz ubytku masy nastawow (préby wazono w regularnych odstepach czasu co 24 h).
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Poczathowy skizd nastawn’ Initial Calkowity sklad nastawn’ Total
composition of fermentation batch composition of fermentation batch
Inokulim/Inoculum [g] 100 & A > Inokulim/Inoculum [g] 100
Micd! Honey [g] 150 Miod/ Honey [g] 400
Woda/ Water [g] 400 Woda/ Water [g] 400

7 dzieti fermentacji’ Tth day 12 dzieti fermentacji/ 12th day

of fermentation of fermentztion

Dodatek 125 g miodu/ Dodatek 125 g miodu/

Addition of 125 g of honey Addition of 125 g of honey

Rys. 1. Etapy dodawania miodu w czasie fermentacji.
Fig. 1. Stages of adding honey during fermentation.

Po osiagnigciu okreslonej zawarto$ci suchej substancji (odpowiednio: 30, 27,
24 %) dwie wybrane proby rozcienczano do 20 %, dodawano nosnik do zawartosci
suchej substancji 33 % 1 kazda suszono rozpylowo w dwoch powtorzeniach. Nosnik
stanowily: guma arabska instant (,,Nexira food”, Francja) i skrobia tapiokowa typu
OSA (Niemcy) w stosunku wagowym 2 : 1. Sktad roztworéw poddawanych suszeniu
byl nastgpujacy: 300 g 20-procentowego roztworu pofermentacyjnego miodu, 60 g
no$nika. Mieszaniny homogenizowano przy uzyciu homogenizatora MPW-120 (Pol-
ska) przez 5 min, przy 15000 obr./min. Podczas suszenia rozpylowego w suszarce la-
boratoryjnej Biichi Mini Spray Dryer B-290 (Szwajcaria) na stalym poziomie utrzy-
mywano nastgpujace parametry: temp. powietrza wlotowego — 180 °C, strumien
podawania surowca — 5,55-107* cm’/s, strumien rozpylanego surowca — 230,77 cm’/s,
przeptyw powietrza — 9,72-10° cm’/s. Po suszeniu oddzielnie zbierano proszki z komo-
ry 1 odbieralnika.

W miodzie, roztworach pofermentacyjnych oraz w otrzymanych proszkach ozna-
czano wg PN-88/A-77626 [16]: zawartos¢ wody, liczbe diastazowa, zawartos¢ HMF,
pH, kwasowo$¢ ogo6lna. Analiz¢ ogdlnej zawartosci polifenoli wykonano metoda
z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a przy maksimum absorbancji wyznaczonej przy
dhugosci fali A = 735 nm, w spektrofotometrze Helios Omega firmy Thermo Scientific.
Calkowita zawarto$¢ polifenoli wyrazano w przeliczeniu na kwas galusowy, dlatego
tez z jego uzyciem wykonano krzywa wzorcowa w zakresie stezen 0 - 100 mg/dm’
[11]. Oznaczenia analityczne wykonywano w czterech powtdrzeniach z kazdej proby.
Nalezy pamigta¢, ze wykonane analizy chemiczne materialu badanego odnosza si¢
szczegolnie do dnia ich wykonania i ewentualnie krétkiego okresu po analizach [24].
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Otrzymane wyniki opracowano statystycznie za pomoca programu Statgraphics
15.1, wykonujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji, a do szacowania istotno$ci rdznic
migdzy wartosciami $rednimi zastosowano test Tukeya HSD na poziomie istotnosci
p=0,05.

Wyniki i dyskusja

Doniesienia naukowe o suszeniu miodu traktuja tylko o wlasciwosciach fizycz-
nych pozyskiwanych proszkow miodowych, natomiast aspekt warto$ci odzywczej jest
pomijany. Dlatego wyniki badan odniesiono jedynie do miodu gryczanego, stanowia-
cego surowiec wyjsciowy.

Midd gryczany charakteryzowat si¢ dobra jakoscia i odpowiadat wymaganiom
okreslonym w odpowiednich normach (tab. 1).

Tabela 1. Wiasciwoscei fizykochemiczne miodu gryczanego (X = s/ SD).
Table 1. Physicochemical properties of buckwheat honey ( X £ s/ SD).

Liczba . Zawarto$¢ .
. Kwasowos$¢ ogdlna Polifenole
diastazowa HMF o wody
Diastase [mg/100 g] pH Total acidity Water Polyphenols
number [ml 1M NaOH/100 g] content [%] [mg/100 g]
50,0 0,42+0,08 | 3,81 +0,04 5,0+0,1 17,3+0,1 40,86 £ 0,73

Objasnienie: / Explanatory note:
X s/ SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation.

Liczba diastazowa, czyli aktywnos¢ gtownie alfa-amylazy w miodzie wynosila
50,0 (zakres normy 41,6 - 73,8), co $wiadczy o tym, ze midd nie zostat przegrzany oraz
o braku ewentualnego zafatszowania syropem cukrowym.

W badanym miodzie pH osiagngto wartos$¢ 3,81, a wigc dolna granicg prawidto-
wego zakresu. Natomiast kwasowos$¢ oznaczona za pomoca miareczkowania poten-
cjometrycznego do pH 8,3 wyniosta 5 ml 1M NaOH/ 100 g miodu, czyli 50 mval/kg.
Wynik ten jest bardzo zblizony do wartosci $redniej polskich miodéw gryczanych,
uzyskanej przez Oddziat Pszczelnictwa Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Pu-
tawach [20] oraz wynikéw badan Majewskiej [12, 14].Wysoka kwasowo$¢ miodu
uniemozliwia jego dhugie przechowywanie oraz przyspiesza powstawanie hydroksy-
metylofurfuralu (HMF) [5].

W $wiezym miodzie HMF nie wystepuje wcale lub jest go mato. Oznaczona za-
warto$¢ wynosita 0,42 mg/100 g (limit < 3 mg/100 g). Tak mala zawarto§¢ HMF
$wiadczy o prawidlowym pozyskiwaniu i przechowywaniu miodu [12, 13].
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Na podstawie refraktometrycznego wspdtczynnika zalamania $wiatla okreslono
zawarto$¢ wody w badanym miodzie, ktéra wynosita 17,3 %, co mozna uznaé za wy-
nik prawidtlowy. Dozwolona maksymalna warto$¢ wynosi 20 %.

Srednia zawarto$é¢ polifenoli ogdtem wynosita 40,86 mg kwasu galusowego
w 100 g miodu. Meda i wsp. [15] oznaczyli od 32,49 do 93,66 mg kwasu galusowego
w 100 g miodoéw nektarowych, przy czym najwyzsze wartosci dotyczyty miodow gry-
czanych. Potwierdzaja to rowniez Gheldof i Engeseth [6], ktorzy wykazali $rednia
zawarto$¢ polifenoli ogoélem w miodach gryczanych na poziomie 79,5 mg w 100 g.
Mozna wigc stwierdzi¢, ze badany gatunek miodu charakteryzowal si¢ mala zawarto-
Scig polifenoli. Nie musi to jednak oznaczaé, ze aktywnos$¢ przeciwutleniajaca miodu
byta mata, gdyz oprocz polifenoli duzy wptyw na nia maja peptydy, kwasy organiczne,
enzymy, produkty reakcji Maillarda, takie jak melanoidyny oraz inne zwiazki [1, 10].

Na podstawie wagowej zmiany masy fermentowanych miodow okreslano taczng
ilos¢ wydzielanego dwutlenku wegla, pary wodnej i lotnych metabolitow [2]. Monito-
ring tych zmian przedstawiono na rys. 2. W czasie calego przebiegu fermentacji zaob-
serwowano ciagte zwigkszanie si¢ masy wydzielanych gazéw. Tylko w 27. dniu nasta-
pit niewielki ubytek ich masy, co mogto by¢ spowodowane rozszczelnieniem korka lub
nadmiernym mieszaniem roztworu.
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Rys. 2. Ubytek masy nastawow miodowych w czasie fermentacji.
Fig. 2. Weight loss of honey batches during fermentation.

Zmiany ekstraktu w nastawie w czasie fermentacji przedstawiono na rys. 3. Naj-
wigkszy ubytek zawartosci suchej substancji z 35 do 21,4 g/100 g zaobserwowano
pomigdzy 1. a 7. dniem fermentacji. Swiadczy to o przebiegu fermentacji burzliwej. Po
kazdym dodatku kolejnych porcji miodu do nastawdéw zmniejszanie zawartosci suchej
substancji nie byto juz tak szybkie. Spowodowane jest to obnizeniem liczby aktywnych
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komorek drozdzy, z uwagi na brak suplementacji podtoza. Dodatkowo, Wzorek i Po-
gorzelski [28] sugeruja, ze fermentacja w srodowisku o duzej zawartosci cukru moze
by¢ zaktocona, ze wzgledu na niezbyt korzystne wysokie ci$nienie osmotyczne.
W celu poprawy procesu fermentacji sugerowane jest dodawanie miodu w dwoch,
anie w trzech porcjach oraz suplementacja podtoza i zachowanie prawidtowego bilan-
suC:N:P.

40
Porcja miodu/ Portion of honey

B r/\?),&

. L WT
N Y N
N i

=

= Srednia/ Average

Ekstrakt pozorny [g/100 g]
Apparent extract[g/100 g]

15 T T T T T T T T T T T T
0 7 8 8 12 12(1:1) 15 19 20 22 26 33 48
(1:2.25) (1:1.38)
Dni fermentacji/ Days of fermentation

W nawiasach podano stosunek miodu do wody w dniach dodawania porcji miodu/
Honey to water ratio on days when adding honey portions are shown in parentheses

Rys. 3. Zmiany zawarto$ci suchej substancji rozpuszczalnej w wodzie w nastawie w czasie fermentacji.
Fig. 3. Changes in content of water soluble dry matter in batch during fermentation.

Roztwory pofermentacyjne miodu gryczanego przed przygotowaniem do suszenia
rozpylowego zbadano pod wzgledem sktadu i wlasciwosci. Metody podane w PN-
88/A-77626 [16] odpowiednio zaadaptowano, aby poréwnac¢ uzyskane wyniki z warto-
sciami miodu wyj$ciowego.

Mozna stwierdzi¢, ze postgpujacy proces fermentacji wptynat na obnizenie pH
i wzrost kwasowos$ci ogodlnej (tab. 2). Roznica pH migdzy roztworem 30- a 27-
procentowym bylta znacznie mniejsza (0,06) niz miedzy 27- a 24-procentowym (0,17).
Przyczyna takiej rdznicy byta $cisle zwiazana z czasem trwania fermentacji. Roztwor
o stezeniu 27 % suchej substancji otrzymano w 33. dniu fermentacji, podczas gdy roz-
twoér 24-procentowy — w 48. dniu. Korelacja miedzy pH a kwasowo$cia ogolna byta
bardzo duza —r= 0,99.
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Tabela 2. Whasciwosci fizykochemiczne roztwordw pofermentacyjnych (X £ s/ SD).
Table 2. Physicochemical properties of post-fermentation solutions (X + s / SD).

Zawarto$¢ Liczba e .
. Kwasowos$¢ ogolna Polifenole
ekstraktu diastazowa . HMF
Extract Diastase pH Total acidity Polyphenols [mg/100 g]
3
content [%] number [ml 1M NaOH/100 g] | [mg/100 cm’]
30 385° 3,27%+0,03 34,0%+0,8 74,26 *+ 1,39 *
27 50,0° 3,21%+0,03 38,0°+0,9 77,16 *£ 1,05 *
poza gérna
24 skala 3,04 £ 0,02 56,0+ 1,1 87.49 "+ 1,44 *
beyond
upper limit

Objasnienia: / Explanatory notes:

X s/ SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value =+ standard deviation; n =4

*nie wykryto/ not detected; wartosci srednie w kolumnach oznaczone réznymi literami roznia sig stat-
ystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in columns and denoted by different letters are statistically
significantly different at (p < 0.05).

Liczba diastazowa oraz zawarto$¢ polifenoli w badanych roztworach zwigkszaty
si¢ wraz z malejaca zawartoscia ekstraktu. Jest to skutek postgpujacego procesu fer-
mentacji — nagromadzenia enzymow w roztworze przy jednoczesnym wyczerpaniu si¢
substratow, a takze syntezy produktow innych szlakéw metabolicznych niz fermentacja
alkoholowa. Stwierdzono prawie dwukrotny wzrost st¢zenia polifenoli w roztworach
w poréwnaniu z miodem. Podobne wyniki uzyskali Wantusiak i wsp. [26], ktorzy ba-
dali wlasciwosci przeciwutleniajace miodow pszczelich 1 miodéw pitnych. Wykazali,
ze catkowity potencjat antyoksydacyjny (CPA) miodu i fermentowanych produktow
miodowych zalezal gtownie od steZenia polifenoli. Natomiast CPA miodow pitnych
byto tym wigksze, im wigksza byta proporcja miodu w stosunku do wody.

W Zadnym z trzech analizowanych roztworéw pofermentacyjnych (24, 27, 30 %)
nie wykryto HMF. Podczas fermentacji nie powinny zachodzi¢ Zzadne procesy syntezy
tego zwiazku. Natomiast ilos¢ HMF wniesiona wraz z miodem zostata bardzo rozcien-
czona — ponizej progu oznaczalnos$ci zastosowanej metody.

Otrzymano proszki tylko z dwoch roztworéw pofermentacyjnych — 30- i 27-
procentowego. Zrezygnowano z suszenia roztworow o 24-procentowym ekstrakcie
pozornym (oblepianie wngtrza suszarki). Przyczyna zaktocenia procesu suszenia byto
za duze stezenie ubocznych metabolitow procesu fermentacji [2]. Znajac zawarto$¢
suchej substancji miodu w proszkach ($rednio 48,29 + 0,24 %), przeliczano uzyskane
wyniki na masg Swiezego miodu obecnego w proszkach (tab. 3).
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Proces suszenia roztworow pofermentacyjnych o stgzeniu 30 i 27 % spowodowat
obnizenie kwasowos$ci ogdlnej odpowiednio o 27 i 34 %. Spowodowane to zostato
odparowaniem tej czgs$ci zakwaszajacej roztworu, ktora stanowita frakcje najbardziej
lotng. Potwierdzeniem tego zjawiska jest podwyzszone pH proszkdéw. Zaréwno pod
wzgledem kwasowosci ogolnej, jak i pH nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic
(p = 0,05) pomigdzy proszkami z odbieralnika i komory oraz proszkami uzyskanymi
z roztworoéw o réznym stgzeniu.

Tabela 3. Wtasciwosci fizykochemiczne proszkéw miodowych, wyrazane na 100 g miodu (X £s/ SD).
Table 3. Physicochemical properties of honey powders expressed per 100 g of honey ( X + s/ SD).

Proszek KW&SOWOSC. qgolna Polifenole 'Llczba HMF
Powder pH Total acidity Polyphenols diastazowa [(mg/100 g]
[ml 1M NaOH/100 g] [mg/100 g] Diastase number & g

030 3,88 ay 0,02 24’8 a4 ()’3 36’62 ag 0,61 2753 4,64a

k30 ] 3.89%+0,02 24,704 51,30 °+ 0,88 5,0° 4,52°

027 3,86 £ 0,02 25,0%+£0,3 40,03 °+ 0,74 5,00 3.40°

k27 1 3,837+£0,02 254504 43,58°+0,75 6,5° 3,21°

Objasnienia: / Explanatory notes:

X + 8/ SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n = 4;

o — odbieralnik / receptacle; k — komora / chamber; 30, 27 — st¢zenia roztworéw / concentration of solu-
tions; wartosci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami roznia si¢ statystycznie istotnie
(p <0,05) / mean values in columns and denoted by different letters are statistically significantly different
at (p <0.05).

Pod wzgledem liczby diastazowej uzyskanych proszkéw mozna zauwazy¢ zna-
czace zmniejszenie jej wartosci do zakresu 2,5 do 6,5. Samborska [23] wskazuje przy-
czyny inaktywacji enzymoéw w czasie suszenia rozpylowego. Obnizenie liczby diasta-
zowej moze by¢ spowodowane nie tyle dziataniem podwyzszonej temperatury
(180 °C), co zbyt mocnym wysuszeniem roztworow, tzn. usuni¢ciem nie tylko wody
wolnej, ale takze wody strukturalnej, odpowiedzialnej za utrzymanie natywnej struktu-
ry. Niekorzystnym czynnikiem jest rowniez dziatanie naprg¢zen $cinajacych podczas
procesu rozpylania. Zbyt duza intensywnos$¢ naprgzen niszezy struktury czasteczek.
Innymi slowy wielko$¢ liczby diastazowej moze by¢ swoistym markerem poprawnos$ci
ustawienia parametréw suszenia miodu. Liczba diastazowa pozyskanych w doswiad-
czeniu proszkéw wskazuje wigc na potrzebg regulacji zastosowanych parametréw pro-
cesu suszenia. Otrzymane proszki maja aktywnos$¢ enzymatyczng i w zaleznosci od
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potrzeb, moze by¢ to niepozadane lub dodatkowo przemawiac za ich zastosowaniem.
Proszki pobrane z komory, niezaleznie od stezenia uzytych roztwordéw, wykazywaty
statystycznie istotnie wigksza liczbe diastazowa niz te z odbieralnika.

Kolejna pozytywna wilasciwoscia proszkéw miodowych byla duza zawartosé po-
lifenoli. Obserwowano ich redukcj¢ o okoto 30 % w stosunku do zawarto$ci w roztwo-
rach, ale pomimo strat stgzenie w proszkach byto na poziomie rownym lub nawet wyz-
szym niz w miodzie gryczanym. Wintersteen i wsp. [27] ogrzewali w wysokiej
temperaturze gryczane miody pitne i zauwazyli brak zmian lub nawet wzrost st¢zenia
polifenoli. Zawarto$¢ polifenoli w proszkach roznita si¢ znaczaco tylko w przypadku,
gdy uzyto roztworu o 30-procentowym ekstrakcie. Pomimo zetknigcia si¢ z goracym
powietrzem, aktywnos¢ przeciwutleniajaca proszkéw moze by¢ wysoka nie tylko przez
wzglad na zawarto$¢ polifenoli, ale takze na obecnos$¢ innych substancji przejawiaja-
cych takie zdolno$ci. Turkmen i wsp. [25] dowiedli, Zze dziatanie podwyzszonej tempe-
ratury na miod spowodowalo przebieg proceséw syntezy substancji o wlasciwosciach
przeciwutleniajacych, glownie w reakcjach Maillarda, ktore zwigkszyly jego aktyw-
no$¢ przeciwutleniajaca.

Srednie zawartosci HMF w proszkach otrzymanych z roztworéw 30- i 27-
procentowego roznily si¢ od siebie statystycznie istotnie (p = 0,05). Dopuszczalne
stgzenie HMF w miodzie wedlug standardu Codex Alimentarius [3] wynosi
4 mg/100 g. Proszki otrzymane z 30-procentowego roztworu przekraczaty t¢ normg.
Nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic (p = 0,05) stezenia HMF w prosz-
kach pobranych z odbieralnika i komory suszarki.

W przedstawionej pracy zaproponowano nowag metod¢ otrzymywania proszkow
miodowych o zmniejszonej zawarto$ci cukrow prostych oraz okreslono wilasciwosci
fizykochemiczne i biologiczne materiatu badawczego na kazdym etapie postgpowania.
Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze jest to metoda obiecujaca, ale wymagajaca dalszych
badan i udoskonalen. Parametry procesu fermentacji alkoholowej nastawow miodo-
wych nalezy $cisle kontrolowa¢, w celu monitorowania zawartosci substancji stano-
wiacych zrodlo wegla, azotu i fosforu dla stosowanych kultur drozdzy — w celu zapew-
nienia optymalnych warunkow ich metabolizmu. Nalezy rowniez zwraca¢ uwagg, aby
stezenia zwiazkow utrudniajacych proces suszenia, jak na przyktad glicerol, byly jak
najmniejsze. Zmian wymagaja takze parametry suszenia rozpylowego roztworéw po-
fermentacyjnych, aby poprawi¢ jako$¢ otrzymywanych proszkéw. Wptyw procesu
suszenia na aktywno$¢ biologiczna miodu, oceniang na podstawie zawartosci polifeno-
li, byt poréwnywalny z wynikami uzyskiwanymi podczas suszenia innych surowcow.
Jednakze, aby w peini dokona¢ takiej oceny, nalezatoby zbada¢ zmiany zawarto$ci
innych substancji, takich jak: witaminy, poszczegodlne cukry czy aminokwasy oraz
przesledzi¢ zmiany aktywnos$ci przeciwutleniajace;.
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Whioski

1. Proponowana procedura fermentacji i suszenia pozwala na otrzymanie proszkoéw
miodowych dobrej jakosci i 0 50-procentowej zawartosci suchej substancji pocho-
dzacej z miodu.

2. Proces fermentacji alkoholowej zmniejszyt poziom cukrow prostych do wartosci
umozliwiajacych wysuszenie miodu, przy ograniczonym dodatku wysokoczastecz-
kowego nosnika.

3. Proszki miodowe charakteryzowaly si¢ wigksza kwasowoscia i zawarto$cia polife-
noli niz miéd uzyty do ich wytworzenia.

4. Suszenie rozpylowe znaczaco zmniejszyto aktywno$¢ enzymatyczna roztworow
miodowych, ale catkowicie ich jej nie pozbawito.

5. Ze wzgledu na wysoka zawarto§¢ HMF w otrzymanych proszkach, nalezy zopty-
malizowa¢ parametry suszenia roztworow miodu w celu zminimalizowania proce-
su jego powstawania.
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NOVEL METHOD OF PRODUCING HONEY POWDERS AND ASSESSMENT
OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITY

Summary

The objective of the research study was to assess the possibility of producing honey powders from
post-fermentation buckwheat honey solutions containing different amounts of total extract by means of
a spray drying method. The purpose was to produce honey powders having the biological properties simi-
lar to those of the baseline material.

Aqueous solutions of honey were made and fermented. A medium was added to the solutions contain-
ing a preset total extract, which, then, underwent a spray drying process. In the honey, post-fermentation
solutions, and honey powders determined were: diastase number, HMF content, pH, total acidity, and
content of total polyphenols.
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It was found that the buckwheat honey analyzed was characterized by a good quality. The content of
polyphenols was 40.86 mg gallic acid/100 g of honey. The post-fermentation solutions were characterized
by a high pH value, the absence of HMF, and almost a doubled amount of the polyphenols compared to
honey. There were produced powders, in which the honey ingredients constituted ca. 50 % of dry matter.
They were characterized by a high content of polyphenols (36.62-51.30 mg gal. acid/100 g of honey) and
a HMF content level as per the Codex Alimentarius standard or slightly exceeding this limit. The powders
produced did not lose enzymatic activity (diastase number ca. 5.0).

Key words: honey, fermentation batch, spray drying, honey powders, polyphenols, hydroxymethylfurfu-
ral, diastase number



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2014, 1 (92), 173 — 186

DOI: 10.15193/zntj/2014/92/173-186

MAGDALENA FUJARCZUK, ANNA CZUBASZEK,
AGATA WOJCIECHOWICZ-BUDZISZ, MIROSEAW ZMIJEWSKI

WPLYW PREPARATOW ENZYMATYCZNYCH I METODY
WYPIEKU NA WYBRANE CECHY CHLEBA PSZENNO-OWSIANEGO

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan byta ocena zmian cech jako$ciowych pieczywa, otrzymanego z mie-
szanek maki pszennej z réznym udziatem s$ruty owsianej, pod wptywem dodatku preparatow enzymatycz-
nych i metody wypieku. Do badan uzyto maki pszennej typu 650 oraz mieszanek maki pszennej i $ruty
owsianej. Udzial $ruty owsianej wynosit 10, 20 lub 30 %. Zastosowano dwa preparaty enzymatyczne:
Bakezyme GO 1500 BG i Gluzyme Mono 10 000 BG o dziataniu utleniajacym. Make pszenng i mieszanki
pszenno-owsiane oceniono pod wzgledem zawarto$ci biatka ogolem i skrobi, wydajnosci glutenu, wskaz-
nika sedymentacji i liczby opadania. Ciasto prowadzono metoda jednofazowa. Do wypieku stosowano
metodg tradycyjna oraz metod¢ odroczong z zamrazaniem k¢sow ciasta. Pieczywo oceniono pod wzgle-
dem wydajnosci i objgtosci. Whasciwosci migkiszu okreslono za pomoca aparatu typu INSTRON 5544
(test TPA). Wykazano, ze wzrost udzialu $ruty owsianej w mieszance z maka pszenng powodowat zwigk-
szenie zawarto$ci biatka ogdlem oraz zmniejszenie: zawartosci skrobi, wydajnosci glutenu i wskaznika
sedymentacji. Zastosowanie $ruty owsianej jako zamiennika maki pszennej w ilosci 20 i 30 % prowadzito
do znacznego zmniejszenia objgtosci pieczywa oraz wzrostu twardos$ci, gumowatosci i zuwalno$ci migki-
szu. Dodatek preparatow enzymatycznych nie spowodowal istotnych zmian w badanych parametrach
jakosci chlebow. Pieczywo z odroczonego wypieku charakteryzowato si¢ mniejsza: objgtoscia bochenka,
elastycznoscia i spoistoscia migkiszu oraz wigksza: wydajnoscia, twardo$cia, gumowatoscia i zuwalnoscia
W poréwnaniu z pieczywem otrzymanym w sposob tradycyjny.

Stowa kluczowe: chleb, sruta owsiana, preparaty enzymatyczne, odroczony wypiek, tekstura migkiszu

Wprowadzenie

Chleb uznawany jest za jeden z podstawowych artykutéw zywnosciowych. Wzra-
stajaca swiadomo$¢ konsumentow sprawia, ze coraz czgsciej wybieraja pieczywo za-
wierajace rozne dodatki podwyzszajace jego warto$¢ zywieniowa. Do takich dodatkow
naleza produkty owsiane, ktore wyrdzniaja si¢ duza zawartos$cia biatka o wysokiej
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tedra Technologii Owocéw, Warzyw i Zboz, Wydz. Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wro-
cltawiu, ul Chetmonskiego 37/41, 51-630 Wroctaw. Kontakt: anna.czubaszek@up.wroc.pl
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wartosci biologicznej, thuszczu o znacznym udziale nienasyconych kwasoéw thuszczo-
wych oraz btonnika pokarmowego bogatego w -glukany [5, 9, 21]. Cennym sktadni-
kiem ziarna owsa sg takze polifenole, tokoferole i fitosterole o dziataniu antyoksyda-
cyjnym [23]. Badania prowadzone przez rdéznych naukowcow [4, 21] dowodza, ze
spozywanie produktow owsianych przyczynia si¢ do obnizania poziomu cholesterolu
we krwi, podwyzszenia odporno$ci immunologicznej organizmu, efektywniejszego
leczenia standw zapalnych jelita i §luzéwki zotadka. Indeks glikemiczny produktéw
owsianych jest mniejszy niz innych produktéw zbozowych, co powoduje, ze zaleca si¢
je w diecie oséb chorych na cukrzyce [4, 21]. Czeg$ciowe zastapienie maki chlebowej
produktami owsianymi niejednokrotnie powoduje obnizenie jako$ci pieczywa [5, 6, 12,
14]. Z tego powodu poszukuje si¢ dodatkow technologicznych poprawiajacych jego
jakos$¢. Salmenkallio-Marttila 1 wsp. [33] wykazali, ze wlasciwosci migkiszu chleba
pszenno-owsianego moze poprawi¢ dodatek glutenu. Transglutaminaza, enzym stoso-
wany przez tych autorow w celu wzmocnienia siatki glutenowej, przyczyniat si¢ do
zwigkszenia twardo$ci i gumowato$ci migkiszu. Tym niemniej, enzymy moga pozy-
tywnie wplywac na objeto$¢ chleba, strukturg jego migkiszu czy tez swiezo$¢. Produ-
cenci pieczywa chetnie stosuja w technologii produkcji pieczywa enzymy, gdyz wigk-
szo$¢ z nich dziata w umiarkowanych warunkach $rodowiska, przede wszystkim
temperatury i pH, dzigki czemu mozliwe jest zachowanie naturalnych cech biologicz-
nych produktéw piekarskich. Wazne jest rowniez to, ze enzymy ulegaja degradacji
podczas proceséw termicznych i w koncowym wyrobie nie sg obecne. Nie sa zatem
traktowane przez ustawodawstwo jako dodatki do Zywnosci i nie powoduja negatyw-
nych reakcji wérdd konsumentow [7].

Dostgpne w handlu pieczywo z dodatkiem produktow owsianych otrzymuje si¢
wylacznie metoda tradycyjnego wypieku, podczas gdy inne rodzaje pieczywa wytwa-
rza si¢ takze z wykorzystaniem wypieku odroczonego. Metoda ta pozwala na rozdzie-
lenie procesu otrzymywania pieczywa na dwie fazy: wytwarzanie ciasta i jego zamro-
zenie oraz wypiek rozmrozonych kgsow. Umozliwia to racjonalne planowanie
produkcji w piekarni, w tym przeniesienie uciazliwej i kosztownej produkcji nocnej na
produkcje dzienna. Sprzedawcy, dzigki tej metodzie, maja mozliwo§¢ wypieku chleba
bezposrednio w miejscu sprzedazy i zgodnie z aktualnym zapotrzebowaniem, a kon-
sumenci — mozliwo$¢ samodzielnego wypieku w domu [13, 35]. Stosowanie tej meto-
dy wypieku daje wiele korzySci ekonomicznych, ale czgsto prowadzi do obnizenia
jakosci otrzymywanych produktow piekarskich [19, 34].

W celu poprawy jakosci produktu gotowego w przemystowej produkcji pieczywa
z zastosowaniem odroczonego wypieku wykorzystywane sa enzymy o dziataniu utle-
niajacym. Ich zadaniem jest wzmocnienie siatki glutenowej, ostabionej dziataniem
niskich temperatur. Najczesciej uzywana jest oksydaza glukozowa [15, 30]. W wyniku
dziatania tego enzymu w cie$cie powstaje nadtlenek wodoru, ktéry powoduje utlenia-
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nie wolnych grup hydrosulfidowych (-SH) cysteiny do mostkéw disulfidowych (-S-S-)
cystyny [1, 31]. Dzigki temu zwigksza si¢ liczba wigzan poprzecznych pomigdzy tan-
cuchami polipeptydowymi biatka, co wzmacnia strukture glutenu i powoduje wzrost
jego sprezystosci [29].

Celem podjetych badan byta ocena jakosSci pieczywa z mieszanek maki pszennej z
ré6znym udziatem $ruty owsianej pod wplywem dodatku preparatow enzymatycznych
zawierajacych glukooksydaze oraz ocena metody wypieku.

Material i metody badan

Material badawczy stanowity: maka pszenna typu 650 ,,Diamant” wyprodukowa-
na przez Mtyny Zbozowe Stanistawa Grygiera Sp. z 0.0. oraz rozdrobnione w mtynku
laboratoryjnym typu WZ-1 (Sadkiewicz Instruments) ziarno handlowej mieszanki
owsa nagiego pochodzace z Centrali Nasiennej w Glubczycach ($ruta owsiana). Z ma-
ki pszennej i $ruty owsianej sporzadzano mieszanki. Udziat $ruty owsianej w mieszan-
kach wynosit 10, 20 i 30 %. Préba kontrolna byta maka pszenna (bez udzialu Sruty
owsianej). W badaniach stosowano dwa preparaty enzymatyczne zawierajace oksydaze
glukozowa: Bakezyme GO 1500 BG (DSM Food Specialties B.V.) — w ilosci 50 ppm
(wagowo) i Gluzyme Mono 10 000 BG (Novozymes) — w ilosci 30 ppm (wagowo).
Preparaty enzymatyczne dodawano w ilosciach zgodnych z zaleceniami producentow.
Probe kontrolng w ocenie wptywu preparatoéw enzymatycznych na wlasciwosci wypie-
kowe badanych probek stanowily: maka pszenna i mieszanki pszenno-owsiane bez
dodatku preparatoéw enzymatycznych.

Chleby pszenne i pszenno-owsiane z dodatkiem preparatow enzymatycznych lub
bez nich wypiekano metoda tradycyjng oraz z zastosowaniem odroczonego wypieku
(24 warianty chleba). Wypiek tradycyjny wykonywano metoda Biskupskiego opisana
przez Karolini-Skaradzinska 1 wsp. [17]. Ciasto przeznaczone do mrozenia zarabiano
tak jak w metodzie tradycyjnej, zwigkszajac o 2 % dodatek drozdzy. Otrzymane ciasto
(kgsy 430 - 460-gramowe) wktadano do aluminiowych form, ktore po zawinigciu
w foli¢ polietylenowa umieszczano w zamrazarce Mors 122 (Polar) i przechowywano
w temp. -18°C przez 1 miesiac. Przed wypiekiem zamrozone ciasto umieszczano na
12 h w chiodziarce ERT1506FOW (ELECTROLUX) w temp. ok. 4 °C w celu powol-
nego rozmrozenia, a nastgpnie przenoszono do komory fermentacyjnej KL 864
(Tecnoeka) (temp. 32 °C) i poddawano 105-minutowej fermentacji. Podczas fermenta-
cji stosowano dwukrotne rgczne przegniatanie ciasta po 75 min i po kolejnych 30 min.
Po drugim przegniataniu ciasto umieszczano w komorze fermentacyjnej do osiagnigcia
dojrzatosci piecowej (Srednio okoto 45 min). Wypiek prowadzono w piecu laborato-
ryjnym (Brabender 0.H.) w temp. 230°C przez 30 min.

W mace pszennej i mieszankach pszenno-owsianych oznaczano: zawarto$¢ skrobi
metoda Lintnera [16], zawarto$¢ biatka ogoétem — metoda Kjeldahla wg PN-EN ISO
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20483:2007 [26], stosujac przelicznik Nx5,7, wydajno$¢ glutenu mokrego — wg PN-
77/A-74041 [25], wskaznik sedymentacji [3] oraz liczbg opadania — wg PN-EN ISO
3093:2010 [27].

Pieczywo oceniano pod wzgledem wydajnosci i objetosci chleba ze 100 g maki
po 3 h od wypieku. Objetos¢ bochenkdw mierzono w objgtosciomierzu Sa-Wy (Sad-
kiewicz Instruments) wypelnionym ziarnem prosa. Za pomoca aparatu typu INSTRON
5544 badano wtasciwosci tekstury migkiszu chleba (test TPA). Test polegat na dwu-
krotnym $ciskaniu do 50 % pierwotnej wysokosci probek migkiszu wycigtych ze §rod-
ka bochenka, w ksztatcie szeScianu o boku 10 mm. Elementem §ciskajacym byt trzpien
o wymiarach podstawy 42 x 42 mm i wysokosci 10 mm Predkos$¢ przesuwu trzpienia
wynosita 60 mm/min, a sita jego nacisku 0,20 N. Pomiary wykonano w 6 powtorze-
niach. Wynikiem tych pomiaréw byly wykresy w uktadzie sita — przemieszczenie
(program Merlin). Okreslano nastgpujace parametry migkiszu: twardos$¢ [N] — wielkosé
sity odpowiadajaca wysokosci pierwszego piku (po pierwszym S$ciskaniu), elastycz-
no$¢ [mm] — szeroko$¢ drugiego piku (po drugim $ciskaniu), spoisto$¢ — iloraz pol
powierzchni A2/A1 (Al i A2 [mm®] — pola powierzchni pod pierwszym i drugim pi-
kiem), gumowato$¢ [N] — iloczyn twardos$ci 1 spoistosci, zuwalno$¢ [N-mm] — iloczyn
gumowatosci i elastycznosci.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie. Wyniki charakterystyki materiatu
doswiadczalnego poddano analizie wariancji przy jednokierunkowej klasyfikacji dla
jednej zmiennej (udziat Sruty owsianej), a cechy jakoSciowe pieczywa — analizie wa-
riancji trzyczynnikowej (udzial $ruty owsianej w mieszankach, dodatek preparatu en-
zymatycznego, metoda wypieku chleba). Zréznicowanie wartosci $rednich oceniono
testem Duncana, wyznaczajac grupy jednorodne przy p > 0,05. Obliczenia wykonano
W programie statystycznym Statgraphics 6,0 plus.

Wiyniki i dyskusja

Warto$¢ wypiekowa maki zalezy od wielu czynnikow. Na podstawie przeprowa-
dzonych badan stwierdzono, ze wzrost udziatu $ruty owsianej w mieszance z maka
pszenna powodowal sukcesywne zmniejszanie zawartosci skrobi oraz wzrost zawarto-
$ci biatka ogotem (tab. 1). Zaleznos¢ taka byla oczekiwana, gdyz $ruta owsiana zawie-
rata mniej skrobi 1 wigcej biatka ogotem niz maka pszenna. Wydajnosé glutenu mokre-
go z maki pszennej wynosita 30 % (tab. 1). Zastapienie 10 % maki $ruta owsiang
spowodowalo zmniejszenie jego wydajnosci do 27 %, a w mieszankach z 20-
procentowym udziatem $ruty — do 23 %. Zgodnie z norma PN-A-74022 [24], taka ilos¢
glutenu jest zbyt mata w mace przeznaczonej do wypieku chleba. Oprocz zmniejszenia
wydajnosci glutenu obserwowano roéwniez obnizenie jego jako$ci, na co wskazuje
istotne zmniejszanie wskaznika sedymentacji przy rosnacym udziale Sruty owsiangj
w mieszance z maka pszenna (tab. 1). Pod wptywem dodatku $ruty owsianej liczba



WPLYW PREPARATOW ENZYMATYCZNYCH I METODY WYPIEKU NA WYBRANE... 177

opadania mieszanek pszenno-owsianych ulegata niewielkiemu obnizeniu (maksymal-
nie o 20 s), ale we wszystkich probkach byla na poziomie odpowiednim dla maki
o optymalnej aktywnosci amylolitycznej. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pozosta-
ja w zgodzie z uzyskanymi we wczesniejszych badaniach [5, 6].

Tabela 1. Charakterystyka materialu doswiadczalnego.
Table 1. Profile of the experimental material.

Zawarto$¢ Zavslartosc Wydajnos¢ Wskaznik Liczba
. biatka glutenu . .
Probki skrobi oadlem mokreeo sedymentacji opadania
Starch g . . & Sedimentation Falling
Samples Total protein | Yield of wet
content Sontent eluten value number
0, 3
[% s.m.] [% s.m.] [%] [em’] [s]
M\f}l}‘;:fle‘f)‘:;a 51,1a 12,0 ¢ 30a 84 a 310a
R}
28| g . o 10 50,7b 12,1 be 27b 76 b 300 ab
-85 |2 °ox
iz |5%¢
S8 |28 8|2 492 ¢ 12,4 ab 23¢ 72¢ 297 ab
527 |E5T
= § S ;:t gé nie wymyto
5 = R~ =
N
&= S 5130 48,8 d 12,6 a not eluted 58d 290 b
Sruta owsiana
Cracked oats 41,1 15,1 ) ) 288

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b, ¢, d — warto$ci $rednie oznaczone w kolumnach réznymi literami rdznia si¢ statystycznie istotnie
przy p < 0,05 / — mean values in columns and designated by different letters differ statistically significant-
ly at p <0.05.

W procesie produkcji pieczywa zwraca sig uwage na jego wydajnosc. Wedhug
Korusa i Achremowicza [20] wprowadzenie do receptury produktow, ktore charaktery-
zuja si¢ duza zawartoscia btonnika pokarmowego, zwigksza wodochtonno$¢ miesza-
nek, a przez to takze wydajno$¢ pieczywa. Gambus i wsp. [11] wykazali, ze 3- do 10-
procentowy dodatek maki i otrab uzyskanych z przemiatu laboratoryjnego ziarna owsa
nagiego nie wplywa na wydajno$¢ pieczywa pszennego. Czubaszek [5] wykazata na-
tomiast, ze wydajnos¢ pieczywa pszenno-owsianego zalezy od ilosci i1 rodzaju produk-
tu owsianego wprowadzanego do receptury. Dodatek otrab owsianych oddziatuje ko-
rzystnie na wydajno$¢ pieczywa, a $Sruta owsiana w ilosci 10 - 30 % nie zmienia
wartosci tej cechy. Wyniki badan wlasnych zamieszczone w tab. 2. wskazuja, ze chle-
by pszenne i pszenno-owsiane z udziatem 10 i 20 % $ruty miaty podobna wydajnosc,
mieszczaca si¢ w przedziale 153,0 - 153,7 %. Przy 30-procentowym udziale $ruty
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W mieszance obserwowano natomiast zmniejszenie wydajno$ci pieczywa do 149,3 %.
Przyczyna zmniejszenia wydajnosci chleba z 30-procentowym udzialem $ruty owsianej
moégl by¢ zbyt duzy udzial czeSci zewnetrznych ziarniaka w mace, przez co wolno
chlongla ona wodg, a ciasto w opisywanym doswiadczeniu zarabiano w miesiarce fari-
nografu, dodajac tyle wody, by jego konsystencja po 5 min mieszenia wynosita 250 jB.
By¢ moze taki czas mieszenia, przy zaktadanej konsystencji ciasta, byt zbyt krotki, aby
probka mogta zwiaza¢ taka ilos¢ wody, ktoéra pozwolitaby na uzyskanie wigkszej wy-
dajnosci pieczywa.

Preparaty enzymatyczne nie wplywaty istotnie (p < 0,05) na wydajnos¢ uzyska-
nego chleba (151,8 % — bez udziatu enzymow, 152,3 % — Bakezyme GO, 152,8 % —
Gluzyme Mono). Istotne zmiany (p < 0,05) obserwowano natomiast w zaleznosci od
metody wypieku. Chleby wypieczone metoda odroczona cechowaly si¢ istotnie wigk-
sza (p < 0,05) wydajnoscia (153,2 %) niz uzyskane metoda tradycyjna (151,4 %).
Mandala i wsp. [22] takze obserwowali zwigkszenie wydajnosci pieczywa pszenno-
owsianego pod wplywem mrozenia ciasta. Uwazaja oni, ze zwigkszenie wydajnosci
pieczywa po mrozeniu ciasta ma zwiazek z uszkodzeniem jego sktadnikow struktural-
nych przez krysztaty lodu powstajace podczas mrozenia.

W ocenie objgtosci pieczywa stwierdzono, ze najwigksza miaty chleby pszenne
(479 cm’) (tab. 2). Zastapienie 10 % maki pszennej $ruta owsiana powodowato zmniej-
szenie objeto$ci bochenka $rednio o 32 cn’, a chleby zawierajace 20 i 30 % sruty byly
jeszcze mniejsze ($rednia objeto$é wynosita odpowiednio 360 i 377 cm?). Niekorzyst-
ny wplyw produktow owsianych na wielko$¢ bochenkéw zaobserwowali réwniez inni
autorzy [5, 6, 11, 12, 14, 18]. Za przyczyng tego zjawiska uwaza si¢ zmiany w ilo$ci
i jakos$ci glutenu po zastapieniu czgsci maki pszennej produktami owsianymi. Dodatek
preparatow enzymatycznych nie wplywal na objgtos¢ chleba. Uzyskane wartosci $red-
nie wahaty si¢ w przedziale od 402 cm’ (Gluzyme Mono) do 428 cm’ (bez udziatu
enzymow). Nieznacznie mniejsza objgtos¢ chlebow zawierajacych preparaty enzyma-
tyczne moze wskazywac na niewielkie wzmocnienie struktury glutenu wskutek oksy-
dacyjnego dziatania glukooksydazy. Mrozenie ciasta powodowalo znaczne zmniejsze-
nie objetosci chlebéw (metoda tradycyjna — 478 cm’, metoda odroczona — 349 cm?).
Inni autorzy [19, 22, 34] takze wykazali nickorzystny wplyw stosowania metody odro-
czonego wypieku na objgtos¢ pieczywa.

Cechy tekstury spozywanych produktow maja ogromne znaczenie dla konsumen-
tow 1 bardzo czgsto sa jednym z wazniejszych czynnikéw decydujacych o wyborze
1 zakupie danego artykutu zywnosciowego. Gambus i wsp. [12] wykazali, ze uzycie do
wypieku chleba catoziarnowej maki owsianej w ilosci do 10 % nie zmienia istotnie
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Tabela 2. Cechy jakosciowe chleba wypiekanego z mieszanek maki pszennej z réznym udzialem $ruty
owsianej.

Table 2. Quality characteristics of bread baked of wheat flour blends with different amounts of cracked
oats.

Wydainoé chleba Objetos¢ chleba ze 100 g maki
Czynniki zmiennos$ci \};ielj d of bread Volume of bread made using
Factors of variation o 100g of flour
[%] fom]
Udziat $ruty owsiane;j 0 153,0° 479
W mieszance 10 153,7¢ 447°
Percentage of cracked
oats in blend 20 153,2° 360 ¢
(7] 30 149,3° 377°¢
b P
.ez enzyméw 151.8° 182
without enzymes
Preparat Bak Go
akezyme a a
t
enzma yczny . 1500BG 152,3 416
Enzymatic preparation
Gluzyme Mono a a
10 000 BG 152,8 402
tradycyj
, racyeyny 151,4° 483°
Metoda wypieku traditional
Method of baking odroczony 1532° 349 °
postponed

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b, ¢, — warto$ci §rednie oznaczone réznymi literami w kolumnie dla tego samego czynnika roéznig si¢
statystycznie istotnie przy p < 0,05 / mean values denoted by different letters and in the column ref. to the
same factor differ statistically significantly at p < 0.05.

twardosci migkiszu. W badaniach Gibinskiego i wsp. [14] nawet przy 25-procentowym
udziale maki owsianej (produktu ubocznego przy produkcji btonnika owsianego) pie-
czywo miato podobna twardo$¢ migkiszu, jak pieczywo pszenne. Wyniki badan wta-
snych wskazuja, ze migkisz chleba pszennego i pszenno-owsianego z udziatem 10 %
sruty owsianej miat podobna twardo$¢ (odpowiednio 1,3 1 1,1 N) (rys. 1). Zastapienie
maki pszennej $ruta owsiang w wigkszych ilosciach (20 i 30 %) powodowato natomiast
okoto dwukrotne zwigkszenie twardo$ci pieczywa w odniesieniu do chleba pszennego.
Dodatek preparatow enzymatycznych nie wplywat znaczaco na twardos¢ migkiszu.
Mozna bylo jednak zauwazy¢ tendencje¢ zwigkszenia wartosci tej cechy po ich zasto-
sowaniu. Istotnie ten wyr6znik tekstury chleba zmieniata metoda wypieku. Chleb wy-
piekany z ciasta poddanego mrozeniu miatl niemal sze$ciokrotnie wicksza twardos¢
migkiszu w porownaniu z chlebem otrzymanym metoda tradycyjna (0,6 N — chleb
wypiekany tradycyjnie i 3,3 N — chleb z wypieku odroczonego). Postolski i Gruda [28]
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uwazaja, ze duza twardo$¢ migkiszu chleba wypiekanego z ciasta mrozonego moze by¢
spowodowana zmianami, jakie zachodza w siatce glutenowej w czasie mrozenia i roz-
mrazania kesOw ciasta.

Wedtug Diowksz i wsp. [8] elastycznos¢ migkiszu jest uzalezniona od sktadu re-
cepturowego chleba, a przede wszystkim od wprowadzanych dodatkow. Dziki 1 wsp.
[10] wykazali niekorzystny wptyw maki sojowej na elastycznos¢ migkiszu chleba juz
przy zastosowaniu 2,5 % tego dodatku. W badaniach wtasnych obserwowano zmniej-
szenie elastycznosci migkiszu pod wptywem dodatku $ruty owsianej (rys. 2). Istotne
obnizenie wartosci tego parametru stwierdzono jednak dopiero przy 20- i 30-
procentowym jej udziale. Preparaty Bakezyme GO 1500 BG i1 Gluzyme Mono
10 000 BG nie wywieratly istotnego wplywu na elastycznos$¢ migkiszu pieczywa. Chle-
by wypieczone metoda tradycyjna mialy bardziej elastyczny migkisz w poréwnaniu
z chlebami pochodzacymi z odroczonego wypieku. Zmniejszenie elastyczno$ci ciasta,
juz na etapie jego rozmrazania, zauwazyli Asghar i wsp. [2], badajac ciasta z dodat-
kiem koncentratu biatka serwatkowego. Obserwowane przez nich zmiany sa potwier-
dzeniem zalozen o destrukcyjnym oddziatywaniu niskich temperatur na komponenty
tworzace ciasto oraz wypiekany z niego chleb.
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Rys. 1. Twardos¢ migkiszu chleba wypiekanego z mieszanek maki pszennej z r6znym udzialem $ruty
owsianej (a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami dla tego samego czynnika réznia
sig statystycznie istotnie przy p < 0,05).

Fig. 1.  Crumb hardness of bread baked from wheat flour blends with varying participation oat ground
(a-b — mean values denoted by different letters and ref. to the same factor differ statistically sig-
nificantly at p < 0.05).



WPLYW PREPARATOW ENZYMATYCZNYCH I METODY WYPIEKU NA WYBRANE... 181

Bread crumb elasticitv [mm]
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Rys. 2.

Fig. 2.

Elastyczno$¢ migkiszu chleba wypiekanego z mieszanek maki pszennej z r6znym udziatem $ruty
owsianej (a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami dla tego samego czynnika réznia
sig statystycznie istotnie przy p < 0,05).

Crumb elasticity of bread baked using wheat flour blends with varying amounts of cracked oats
(a, b — mean values denoted by different letters and ref. to the same factor differ statistically sig-
nificantly at p < 0.05).

Spoistos¢ migkiszu
Bread crumb cohesiveness

Rys. 3.

Fig. 3.
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Spoisto$¢ migkiszu chleba wypiekanego z mieszanek maki pszennej z réznym udzialem Sruty
owsianej (a, b — wartos$ci $rednie oznaczone r6znymi literami dla tego samego czynnika réznig
sig statystycznie istotnie przy p < 0,05).

Crumb cohesiveness of bread baked using wheat flour blends with varying amounts of cracked
oats (a, b — mean values denoted by different letters and ref. to the same factor differ statistically
significantly at p < 0.05).

Badania Rdzylo [32], z wykorzystaniem maki owsianej jako zamiennika maki
pszennej, wskazuja, ze produkt ten juz w ilosci 10 % wptywa na zmniejszenie spoisto-
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$ci migkiszu chleba. Na podstawie przeprowadzonych badan wlasnych stwierdzono, ze
wzrost ilosci $ruty owsianej takze wplynal na zmniejszenie spoistosci migkiszu chleba,
przy czym istotne zmiany zachodzily przy udziale wigkszym niz 10 % (rys. 3). Obser-
wowano takze niekorzystne oddzialywanie mrozenia ciasta na t¢ cechg. Preparaty en-
zymatyczne zawierajace oksydaze glukozowa nie zmieniaty tej cechy chleba w stosun-
ku do chleba bez preparatow.

Gumowato$¢ badanych chlebow zalezata od udzialu $ruty owsianej i metody ich
wypieku (rys. 4). Oceniajac wptyw udziatu $ruty owsianej w mieszance stwierdzono,
7ze najwyzsza warto$cia tego parametru charakteryzowat si¢ chleb z 20- 1 30-
procentowym udziatlem $ruty owsianej (odpowiednio: 1,7 N i 1,4 N). Gumowatos¢
migkiszu chleba pszennego i zawierajacego 10 % S$ruty wynosita odpowiednio: 0,8 N i
0,7 N. Wzrost gumowatosci migkiszu po zastapieniu maki pszennej maka lub Sruta
owsiang obserwowata takze Rozyto [32], ktora stwierdzita, Zze juz S-procentowy doda-
tek tych produktow prowadzi do zwigkszenia warto$ci tego parametru tekstury chleba.
Gumowatos¢ migkiszu chleba otrzymanego metoda odroczonego wypieku byta ponad
pigciokrotnie wyzsza niz chleba wypiekanego tradycyjnie (odpowiednio: 2,0 i 0,4 N)
(rys. 4). Pozostaje to w zgodzie z wynikami uzyskanymi przez Asghara i wsp. [2],
ktorzy zauwazyli, ze ujemne temperatury powoduja znaczny wzrost gumowatosci roz-
mrozonych kesow ciasta. W badaniach wlasnych stwierdzono ponadto, ze rdznice
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Rys. 4.  Gumowato$¢ migkiszu chleba wypiekanego z mieszanek maki pszennej z réznym udzialem
$ruty owsianej (a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami dla tego samego czynnika
rozniq si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05).

Fig. 4. Crumb gumminess of bread baked using wheat flour blends with varying amounts of cracked
oats (a, b — mean values dented by different letters and ref. to the same factor differ statistically
significantly at p < 0.05).
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pomigdzy gumowato$cia chleba bez preparatdéw enzymatycznych i z ich dodatkiem
byly statystycznie nieistotne (rys. 4). Widoczna byla jednak tendencja zwigkszania tej
cechy po ich dodaniu.

Po przeanalizowaniu wplywu udziatu $ruty owsianej na zuwalno$¢ migkiszu
stwierdzono, ze wielko$¢ tego parametru w chlebie pszennym oraz w chlebach
z 10-procentowym udzialem $ruty owsianej byta statystycznie nieistotna (p < 0,05)
(2,4 N'mm; 2,1 N-mm) (rys. 5). Najwigksza zuwalno$cia cechowato si¢ pieczywo
z 20-procentowym udzialem $ruty owsianej (4,3 N-mm). Nie stwierdzono istotnych
zmian zuwalno$ci migkiszu przy stosowaniu preparatow Bakezyme GO 1500 BG
1 Gluzyme Mono 10 000BG. Mrozenie ciasta przed wypiekiem przyczynito si¢ nato-
miast do znacznego wzrostu zuwalnosci migkiszu w poréwnaniu z chlebem wypieczo-
nym w sposob tradycyjny. Przecigtna wartos¢ tego wyrdznika tekstury chlebow z wy-
pieku odroczonego wynosita 5,0 N-mm, a chlebow wytworzonych tradycyjnie —
1,0 N-mm.
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Rys. 5. Zuwalno$é migkiszu chleba wypiekanego z mieszanek maki pszennej z réznym udziatem $ruty
owsianej (a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami dla tego samego czynnika réznia
sig statystycznie istotnie przy p < 0,05).

Fig. 5. Crumb chewiness of bread baked using wheat flour blends with varying amounts of cracked oats
(a, b — mean values denoted by different letters and ref. to the same factor differ statistically sig-
nificantly at p < 0.05).
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Whioski

1.

Maka pszenna cechowata si¢ dobrymi wlasciwosciami wypiekowymi. CzeSciowe
zastapienie jej $ruta owsiana spowodowato wzrost zawartosci biatka oraz zmniej-
szenie ilosci skrobi, wydajnosci glutenu i liczby sedymentacji w mieszankach.

. Zastosowanie Sruty owsianej z ziarna owsa nagiego jako zamiennika maki pszennej

wplyneto na zmniejszenie objetosci bochenkow, wzrost twardosci i gumowatosci
oraz obnizenie elastyczno$ci i spoistosci migkiszu chleba. Tylko migkisz chleba
z 10-procentowym udzialem $ruty owsianej miat podobne parametry tekstury jak
chleb pszenny.

. Nie stwierdzono istotnych zmian wydajnosci, obj¢tosci 1 wlasciwosci tekstury mig-

kiszu badanych chleboéw pod wptywem dodatku preparatow enzymatycznych Bake-
zyme GO 1500 BG oraz Gluzyme Mono 10 000 BG. Zauwazono tylko tendencje
wzrostu twardosci, gumowatosci i zuwalnos$ci migkiszu po ich zastosowaniu.

. Mrozenie ciasta stosowane w wypieku odroczonym poprawiato wydajnos¢ chleba,

natomiast bardzo niekorzystnie oddziatywato na jego objetos¢ i strukturg migkiszu.
Powodowato ono kilkukrotne zwigkszenie twardosci, gumowatosci i zuwalnosci
migkiszu oraz zmniejszenie jego elastycznosci i spoisto$ci w poréwnaniu z migki-
szem chleba uzyskanego metoda tradycyjna.

Badania i publikacja finansowana ze srodkow przyznanych na badania wtasne

prowadzone w Katedrze Technologii Owocow, Warzyw i Zboz Uniwersytetu Przyrod-
niczego we Wroctawiu — umowa NoZ/312/2012/SC).
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EFFECT OF ENZYMATIC PREPARATIONS AND BAKING METHODS
ON SELECTED PARAMETERS OF WHEAT-OAT BREAD

Summary

The objective of the study was to assess the changes in quality parameters of bread, produced of
blends of wheat flour with different amounts of cracked oats, which were induced by the addition of en-
zymatic preparations and the baking method. In the experiment, wheat flour of 650 type and the blends of
wheat flour and cracked oats were used. The percentage of cracked oats in the blend was 10, 20, or 30 %.
Two enzymatic preparations were applied: Bakezyme GO 1500 BG and Gluzyme Mono 10 000 BG with
oxidizing properties. In the wheat flour and wheat-oat blends, the following was determined: total content
of protein and starch, yield of wet gluten, sedimentation value, and falling number. The bread dough was
made using a single-phase method. The bread was baked using two methods: a traditional method and
a postponed baking method, where pieces of dough were frozen. The yield and volume of bread baked
were estimated. Mechanical properties of crumb were determined by an INSTRON 5544 apparatus (TPA
test). It was proved that the increase in the amount of cracked oats in the wheat flour caused the content of
total protein to increase, and the content of starch, the yield of gluten, and the sedimentation value to
decrease. The addition of cracked oats as a wheat flour supplement, its quantity being 20 and 30 %, caused
the loaf volume to decrease significantly, and the hardness, gumminess, and crumb cohesiveness to in-
crease. The addition of enzyme preparations did not result in any significant changes in the analyzed pa-
rameters of the bread quality. The bread baked acc. to the delayed baking method was characterized by
a lower loaf volume, a lower elasticity and cohesiveness of crump; however, this bread showed a higher
baking efficiency, and its hardness, gumminess, and chewiness were also higher compared to the bread
baked in a traditional way.

Key words: bread, cracked oats, enzymatic preparations, postponed baking, crumb texture
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WPLYW WARUNKOW WYPIEKU KRUCHYCH CIASTEK NA
POWSTAWANIE WYBRANYCH POCHODNYCH FURANOWYCH
ORAZ ZMIANE POTENCJALU ANTYOKSYDACYJNEGO

Streszczenie

Celem badan bylto okreslenie wptywu temperatury wypieku kruchych ciastek na powstawanie wybra-
nych pochodnych furanowych, takich jak 5-hydroksy-2-metylofurfural (HMF), alkohol (F,j) oraz aldehyd
furfurylowy (F,). Laboratoryjny wypiek ciastek przeprowadzono w temperaturach 200, 215, 230 oraz
245 °C. Zmiang temperatury wypiekanych ciastek monitorowano poprzez zastosowanie §wiattowodowego
czujnika temperatury umieszczonego w centralnej czgsci ciastka. Przeprowadzono rowniez analizg poten-
cjalu antyoksydacyjnego ciastek po wypieku. Stwierdzono, ze powstawanie pochodnych furanowych
w ciastkach jest uzaleznione od temperatury oraz od czasu wypieku, a najwigksza kumulacja tych zwiaz-
kow nastepuje po odparowaniu wody i zwigzanym z tym naglym zwigkszeniem temperatury wewnatrz
produktu. Wraz ze zwigkszeniem temperatury wypieku do 245 °C w analizowanym produkcie stezenie F
zwigkszyto si¢ do okolo 160 mg/kg, z kolei st¢zenie F, w tych samych warunkach nie przekroczyto
40 mg/kg. Niezaleznie od stosowanej temperatury, sposrod powstajacych pochodnych furanowych naj-
wigkszy udzial mial HMF, jego maksymalne st¢zenie w analizowanym materiale wynosito ponad
4,5x10° mg/kg. Dhuzszy czas wypieku skutkuje wzrostem potencjatu antyoksydacyjny produktu na skutek
powstawania produktow reakcji Maillarda.

Stowa kluczowe: kruche ciastka, hydroksymetylofurfural, furfural, furfurol, potencjat antyoksydacyjny

Wprowadzenie

Procesy termiczne stosowane w technologii zywnosci mozna zaklasyfikowa¢ jako
operacje jednostkowe np. w przypadku blanszowania, gotowania, smazenia czy pie-
czenia. W czasie ich przeprowadzania nast¢puje wzrost temperatury produktu do za-
ktadanego w danym procesie poziomu [29]. W czasie pieczenia zachodzi w produkcie
szereg zmian, prowadzacych m.in. do uzyskania pozadanych cech sensorycznych
1 teksturalnych. Ponadto, proces ten przyczynia si¢ do ograniczenia lub wyeliminowa-

Dr inz. S. Kowalski, dr inz. M. Lukasiewicz, Katedra Technologii Weglowodanow, Wydz. Technologii
Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakéw.
Kontakt: rrkowals@cyf-kr.edu.pl
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nia aktywnosci enzymatycznej produktu oraz wptywa na okres jego przydatnosci do
spozycia [30]. Produkty pieczone podlegaja intensywnej obrobce termicznej w czasie
ktorej zachodza zardwno procesy karmelizacji, jak i reakcje Maillarda, a intensywnos¢
tych przemian jest najwigksza na powierzchni produktu [25].

Cechy sensoryczne produktu, takie jak: aromat, smak czy barwa sa $cisle powia-
zane z procesami chemicznymi zachodzacymi w podwyzszonej temperaturze. Przykta-
dem sa reakcje Maillarda, w wyniku ktérych powstaja substancje nadajace cechy sen-
soryczne takim produktom, jak: chleb, czekolada, kawa, stdd czy grillowane produkty
migsne [18, 25].

Jednym z produktéw reakcji Maillarda, a takze karmelizacji, jest 5-hydroxy-
metylo-2-furfural (HMF). Synteza HMF przebiega szczeg6lnie efektywnie w srodowi-
sku kwasnym i w obecnosci cukréw prostych [6, 14, 24, 35]. Wptyw HMF na orga-
nizm czlowieka nie jest jednoznacznie ustalony. Na podstawie badan na szczurach
okreslono dawke¢ LDs, (powodujaca $mieré 50% badanej populacji) na poziomie
3,1 g/kg masy ciala [32]. Podkresla si¢ takze jego potencjalna kancerogennosc i cyto-
toksyczno$¢ [4, 9, 21]. Istnieja rowniez doniesienia podkreslajace korzystny wpltyw
HMF lub jego pochodnych w terapii raka lub zakazen wirusem A(HINT1) [8, 10, 28,
33, 34].

W wyniku degradacji HMF w wysokich temperaturach moze powstawaé inny
zwiazek z grupy furanow, czyli aldehyd furfurylowy (F,). Zwiazek ten, zwany potocz-
nie furfuralem, powstaje takze w wyniku degradacji kwasu askorbinowego, weglowo-
danéw oraz produktow Amadori, podczas reakcji Maillarda oraz w wyniku karmeliza-
cji cukrow [16, 27]. Pochodne furanowe (F,) powstajace w trakcie termicznego
przetwarzania zywno$ci moga by¢ tez wynikiem utleniania wielonienasyconych kwa-
sow tluszczowych w wysokiej temperaturze i rozktadu pochodnych kwasu askorbino-
wego [22].

Furfural nalezy do substancji drazniacych, uczulajacych i toksycznych dla osrod-
kowego ukladu nerwowego. Jest on metabolizowany w watrobie i szybko wydalany
z organizmu. W badaniach przeprowadzonych na gryzoniach zaobserwowano pewne
symptomy dziatania rakotworczego. Jednak w odniesieniu do ludzi furfural nie jest
klasyfikowany jako substancja kancerogenna [3].

Alkohol furfurylowy (F,) jest kolejnym waznym zwiazkiem zawierajacym hete-
rocykliczny pierScien furanowy. Wystgpuje w roznych artykutach spozywcezych,
zwlaszcza takich jak: kakao, kawa, chleb itp. Jest on bezbarwna ciecza o stabym zapa-
chu spalenizny i1 gorzkim smaku. Wykazuje dobra rozpuszczalno$¢ zarbwno w wodzie,
jaki i w wielu rozpuszczalnikach organicznych [22].

W badaniach przeprowadzonych na gryzoniach dowiedziono rakotwdrczosci fur-
furolu. Istnieja réwniez dowody $wiadczace o wpltywie furfurolu na zmiang struktury
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chromosoméw. Jednakze wedhug Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
alkohol furfurylowy nie stwarza genotoksycznego zagrozenia dla ludzi [19].

Pochodne furanowe sa wykorzystywane jako potencjalne wskazniki przegrzewa-
nia 1 nieodpowiedniego czasu przechowywania produktéw spozywczych, wérdd ktd-
rych nalezy wymieni¢: soki owocowe, produkty alkoholowe, ptatki Sniadaniowe, mio-
dy czy produkty mleczne dla dzieci. Wysokie stezenie furfuralu i hydroksy-
metylofurfuralu jest wynikiem wystapienia reakcji Maillarda lub degradacji cukrow
katalizowanej kwasami. Reakcje te sa glownym zrodiem brazowienia nieenzymatycz-
nego w przechowywanych $rodkach spozywczych i innych produktach naturalnych.
Wplywaja na zmiany smaku, zapachu, barwy oraz na teksturalne cechy produktow
[26].

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wptywu temperatury wypieku
kruchych ciastek na powstawanie wybranych pochodnych furanowych.

Material i metody badan
Procedura wypieku

Ciastka wypiekano w piecu laboratoryjnym (Miwe Condo, Niemcy) w temp.:
200, 215, 230 i 245 °C. Jako srodek stodzacy zastosowano fruktozg (Chempur Piekary
Slaskie) w ilosci 20 % (m/m). Do przygotowania ciasta uzywano maki pszennej typu
550 (PZZ Krakow) w ilosci 50 % (m/m) oraz thuszczu cukierniczego “Kasia” (Uni-
lever, Polska) w ilosci 30 % (m/m). Wszystkie ilosci sktadnikow podano w stosunku
do masy ciasta. Po odwazeniu sktadniki byty mieszane i zagniatane recznie az do uzy-
skania jednolitej masy ciasta. Przygotowane ciasto umieszczano na 30 min w temp.
4 °C. Po tym czasie formowano ciastka (5 mm wysoko$ci i 50 mm $rednicy). Po roz-
poczgciu pieczenia co minute pobierano parti¢ ciastek z komory wypiekowej
i kierowano do analizy na zawarto$¢ pochodnych furanowych (HMF, F, oraz F).
W czasie wypieku prowadzono pomiar temperatury wewnatrz ciastek za pomoca czuj-
nika $wiatlowodowego Reflex RFX-2 (Neoptix, Kanada).

Analiza chromatograficzna

Okoto 1 g zmielonych ciastek odwazano na wadze analitycznej (z doktadno$cia
do 0,1 mg) do naczyfka wirobwkowego o pojemnosci 25 cm’. Dodawano 20 cm® mie-
szaniny (3-procentowy roztwor acetonitrylu w 0,1-procentowym kwasie mrowkowym)
oraz po 1 cm’ roztworu Carreza I i Carreza II. Probki mieszano intensywnie przez
5 min. Otrzymana zawiesing wirowano przez 20 min przy 5000 x g (4 °C). Supernatant
zlewano do kolby miarowej o poj. 25 cm’ i dopetniano eluentem do objetosci. Bezpo-
srednio przed analiza chromatograficzng probke przesaczano przez filtr strzykawkowy
o $rednicy porow 0,45 pum.
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Analiz¢ pochodnych furanowych wykonywano za pomoca zestawu chromatogra-
ficznego firmy Knauer, wyposazonego w detektor UV-VIS (Knauer, Niemcy). Parame-
try rozdzialu chromatograficznego byly nastepujace: szybko$é przeptywu: 1 cm®/min,
A =285 nm (analiza HMF), A = 250 nm (analiza F,j), A = 215 nm (analiza F,;), kolumna
RP-18 Lichrosphere (250 x 4 mm, 5 um S$rednica czastek wypelnienia) (Knauer,
Niemcy), objetos¢ petli nastrzykowej: 20 ul, temp. kolumny: 30 °C. Pomiary wyko-
nywano w dwoch powtdrzeniach, a otrzymane wykresy chromatograficzne analizowa-
no za pomoca programu Eurochrom (Knauer, Niemcy).

Analiz¢ pochodnych furanowych poprzedzono wykonaniem krzywych kalibra-
cyjnych. Do oznaczania HMF wyznaczono krzywa opisana réwnaniem y = 0,3991x -
0,6899 (R* = 0,9997), w przypadku F, y = 0,493x + 0,1021 (R* = 0,9997), a F, y =
0,2547x - 0,0562 (R* = 0,9998). Kalibracje wykonano w zakresie stezen od 0,25 do
25,0 mg/dm’ (HMF), od 0,5 do 5,5 mg/dm’ (F,;) oraz od 0,6 do 6,0 mg/dm® (F,)).

Analiza aktywnosci antyoksydacyjnej wobec DPPH

Analize aktywnosci antyoksydacyjnej ciastek wykonywano wobec metanolowego
roztworu DPPH’ na podstawie pracy Turkmena i wsp. [31]. Sporzadzano ekstrakty
metanolowe ciastek poprzez zmieszanie zmielonej probki ciastek o masie okoto 1 g
z 10 cm’ metanolu. Probki wytrzasano okoto 5 min, a nastepnie wirowano 20 min przy
5000 x g). Supernatant przenoszono do kolby miarowej o poj. 25 cm’. Materiat eks-
trahowano dwukrotnie, a nastgpnie kolb¢ miarowa dopelniano metanolem. Z przygo-
towanych ekstraktow pobierano po 1 cm’® roztworu i dodawano do niego 1 cm® roztwo-
ru DPPH’ o stezeniu 0,18 mM. W probie zerowej ekstrakt zastgpowano metanolem.
Tak przygotowane probki inkubowano bez dostgpu $wiatla w temp. 20 + 2 °C przez
60 min, a nast¢pnie mierzono absorbancj¢ przy uzyciu spektrofotometru (Spectro
UV-VIS Dual Beam UVS-2800, Labomed, Inc. USA) przy dlugosci fali A = 517 nm.

Aktywnos¢ antyoksydacyjna (AA) wyrazano jako procent redukcji DPPH" i obli-
czano z rOwnania:

Abs,, — Abs,
S L
S

zero

gdzie: AA — stopien inhibicji DPPH’, Abs,, — absorbancja proby zerowej, Absspka —
absorbancja proby wlasciwej. Oznaczenie wykonano w trzech powtorzeniach.

Analogicznie przeprowadzano analize potencjalu antyoksydacyjnego wybranych
pochodnych furanowych (HMF, F,, F,), w stezeniach odpowiadajacych maksymal-
nym stgzeniom tych zwiazkéw obserwowanym w materiale badawczym. Oznaczenie
wykonano w trzech powtorzeniach.
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Analiza catkowitej pojemnosci redukcyjnej

Analiz¢ wykonywano z uzyciem odczynnika Folina-Ciocalteau’a [12]. Probki
ciastek (1 g) ekstrahowano 40 cm® 80-procentowego (v/v) wodnego roztworu metanolu
przez 60 min. Otrzymang zawiesing wirowano przez 5 min przy 800 x g. Po przesa-
czeniu supernatantu przez bibule filtracyjna, 5 cm® przesaczu pobierano ilosciowo do
kolby miarowej o poj. 50 cm’ i uzupelniano do kreski woda destylowana. Z otrzyma-
nego roztworu pobierano 5 cm’ i taczono z 0,25 cm® odczynnika Folina-Ciocalteau’a
(rozcienczonego woda dejonizowana w stosunku 1:1 (v/v)), nastepnie dodawano
0,5 cm® 7-procentowego roztworu weglanu sodu i cato$¢ mieszano. Po 30 min prze-
trzymywania probki bez dostepu $wiatta mierzono absorbancj¢ (Spectro UV-VIS Dual
Beam UVS-2800, Labomed, Inc. USA) przy dtugosci fali A = 760 nm. Do wykonania
krzywej kalibracyjnej uzyto katechiny w zakresie stezen od 2 do 250 mg/dm’. Wyzna-
czong krzywa opisuje rownanie y = 0,05601x + 0,0124 (R* = 0,9994). Wyniki wyraza-
no jako rownowaznik katechiny (mg) na 100 g kruchych ciastek. Analiz¢ wykonano
w trzech powtorzeniach.

Analiza statystyczna

Analizg statystyczna wykonywano za pomoca programu Statistica 10.0 (StatSoft,
Tulsa, USA). Przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA. Istotno$¢
roznic pomigdzy wartosciami $rednimi weryfikowano testem Tukeya na poziomie
istotnosci p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Podstawowymi czynnikami wplywajacymi na ilo$¢ tworzacych si¢ w czasie wy-
pieku pochodnych furanowych sg czas i temperatura wypieku. Niektorzy autorzy za-
ktadaja, ze synteza hydroksymetylofurfuralu przebiega zgodnie z kinetyka pierwszego
rzgdu [2, 5]. Jednakze nalezy zauwazy¢, ze synteza pochodnych furanowych, w tym
HMF, w produktach spozywczych jest wieloetapowa i nie powinna by¢ opisywana
prostymi roéwnaniami kinetycznymi [15]. Wedlug Gokmena i1 wsp. [11] synteza HMF
nastgpuje przy sredniej aktywnosci wody wynoszacej okoto 0,4 1 jest to warto$¢ nieza-
lezna od temperatury. Na wytworzenie jednego mola HMF z jednego mola heksozy
wymagane jest uwolnienie trzech moli wody, dlatego jej obecno$¢ w poczatkowej fazie
procesu pieczenia moze hamowac reakcje powstawania HMF (autoinhibicja). W czasie
wypieku, po poczatkowym wzroscie temperatury wewnatrz ciastek nastgpuje jej stabi-
lizacja przy wartosci okoto 100 °C (rys. 1). Jest to wynikiem wyrownywania si¢ szyb-
koSci procesow transportu ciepta do produktu z obnizeniem temperatury na skutek
odparowania wody (wysoka entalpia parowania wody). Po pewnym czasie w uktadzie
zaczyna dominowa¢ transport ciepta do produktu. Nastepuje wtedy, na skutek zmniej-
szenia zawartos$ci wody, gwattowny wzrost temperatury wewnatrz ciastka.
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Rys. 1. Profile zmiany temperatury wewnatrz ciastek w czasie wypieku.
Fig. 1.  Profiles of temperature changes inside the cookies during baking.
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Rys. 2. Zmiany zawartosci hydroksymetylofurfuralu w kruchych ciastkach w czasie wypieku.
Fig. 2.  Changes in the concentration of hydroxymethylfurfural while baking crispy buttery cookies

Wraz ze wzrostem temperatury nastgpuje zwigkszenie szybkosci syntezy pochod-
nych furanowych, a zwtaszcza HMF. Po 10 min wypieku zawarto§¢ HMF w ciastkach
wynosila okoto 1,0x107, 4,7x107, 8,0x107 i 60,0x10” g/kg, odpowiednio w temp. od
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200 do 245 °C. Z kolei po 15 min w tych samych temperaturach w ciastkach oznaczo-
no HMF: 0,015, 0,1, 0,6 1 1,5 g/kg (rys. 2).

Powyzsze obserwacje sa zgodne ze spostrzezeniami innych autorow, ktorzy row-
niez obserwowali wzrost zawartosci HMF o dwa rzedy wielkosci w czasie wypieku
produktéw ciastkarskich w temp. wyzszych niz 200 °C [1].

Istotny wptyw na powstawanie pochodnych furanowych ma ponadto czas obrobki
wysokotemperaturowej. W badaniach przeprowadzonych przez Ozolina i wsp. [23],
dotyczacych powstawania hydroksymetylofurfuralu w chlebie Zzytnim, stwierdzono
okoto pigciokrotny wzrost zawartosci HMF w czasie wypieku (75 min) przy stalej
temp. 250 °C. Mniejszy wzrost zawartosci HMF w tym przypadku nalezy wiazad
z wigksza zawarto$cig wody w pieczywie niz w produktach ciastkarskich.

Ciastka wypiekane w temp. 200 °C charakteryzowaly si¢ prawie trzykrotnie
mniejsza zawartoscia aldehydu niz alkoholu furfurylowego. W temp. 215 °C rowniez
stwierdzono poczatkowo wigksza zawartos¢ F, w porownaniu z F,, chociaz pod ko-
niec wypieku wartosci te byty do siebie zblizone (rys. 3). W temp. 2001 215 °C F, oraz
F, wykryto po jedenastej minucie wypieku. Natomiast w temp. 230 i 245 °C stwier-
dzono wigksza zawarto$¢ aldehydu anizeli alkoholu furfurylowego, a pod koniec wy-
pieku zaobserwowano ponad czterokrotnie wicksza zawartos¢ F,; w stosunku do F,,.
Jest to wynikiem intensywnego utleniania alkoholu do aldehydu w wyzszych tempera-
turach.
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Rys. 3. Zmiany zawartosci furfuralu i furfurolu w kruchych ciastkach czasie wypieku.
Fig. 3. Changes in the concentration of furfural and furfurol in crispy buttered cookies during baking.
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Aktywno$¢ antyoksydacyjna to jedna z wilasciwosci funkcjonalnych produktow
brazowienia nieenzymatycznego. Sadzi si¢, ze produkty reakcji Maillarda moga wpty-
waé na lepsza stabilno$¢ oksydacyjna produktow [20]. Z przeprowadzonej analizy
aktywnoS$ci antyoksydacyjnej wzgledem DPPH’ wynika, ze wraz z uplywem czasu
wypieku zwigkszal si¢ potencjal przeciwutleniajacy analizowanych ciastek (rys. 4).

W przypadku temp. 200 °C zaobserwowano wzrostowa tendencj¢ do wygaszania
wolnych rodnikow, jednak zmiany te nie byly statystycznie istotne. W wyzszych tem-
peraturach wypieku stwierdzono statystycznie istotny (p = 0,05) wzrost potencjatu
antyoksydacyjnego po 12, 11 i 8 min wypieku, odpowiednio w temp. 215, 230 i 245
°C. Rownoczesnie nie stwierdzono zdolnosci do wygaszania wolnych rodnikow przez
roztwory HMF, F, i F,, co wskazuje, ze catkowity wzrost wlasciwosci przeciwutlenia-
jacych ciastek w czasie wypieku jest zwigzany z powstawaniem melanoidyn oraz in-
nych produktéow syntezowanych, np. w reakcjach Maillarda. Odno$nie do zawarto$ci
hydroksymetylofurfuralu Morales i wsp. [20] stwierdzili, ze aktywno$¢ antyoksydacyj-
na w ciastkach nie jest zwiazana z jego tworzeniem.
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Rys. 4. Aktywno$¢ antyoksydacyjna ciastek wypiekanych w temp. 200, 215, 230 1 245 °C.
Fig. 4. Antioxidant activity of cookies baked at temperatures of 200, 215, 230 and 245 °C.
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Kolejnym etapem badan bylo wyznaczenie catkowitej aktywnosci redukcyjnej
wypieczonych ciastek w reakcji z odczynnikiem Folina-Ciocalteau’a. Na podstawie
badan mechanizmu reakcji stwierdzono, ze z odczynnikiem tym reaguje szeroka gama
zwiazkow, m.in. biatka i jony metali, ktére wykazuja wlasciwosci redukujace oraz
zwiazki z grupy polifenoli. Na tej podstawie w literaturze sugeruje si¢ odejécie od nie-
precyzyjnego okreslenia ,,0znaczenie zawartos$ci polifenoli ogdélem” na korzy$¢ bar-
dziej Scistego terminu: ,,0znaczenie catkowitej aktywnosci redukecyjnej” [13].

Oznaczenie catkowitej aktywnos$ci redukcyjnej w badanych ciastkach pozwolito
stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem temperatury i czasu jej dzialania zwigkszata si¢ ilo§¢
zwiazkoéw o charakterze wykazujacych dziatanie redukcyjne (rys. 5). Z kolei nie
stwierdzono, aby analizowane pochodne furanowe reagowaty z odczynnikiem Folina-
Ciocalteau’a.
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Rys. 5. Calkowita aktywno$¢ redukcyjna w ciastkach wypiekanych w temp.: 200, 215, 230 i 245 °C,
wyrazona jako ekwiwalent katechiny.

Fig. 5. Total reducing capacity in cookies baked at temperatures of 200, 215, 230 and 245 °C, and ex-
pressed as catechin equivalent.

Wraz ze wzrostem czasu wypieku wzrastata catkowita aktywno$¢ redukcyjna nie-
zaleznie od zastosowanej temperatury wypieku (rys. 5). Najwyzszy potencjat reduk-
cyjny wykazano w probkach ciastek wypiekanych w temp. 230 1 245 °C. Wyniki uzy-
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skane w 200 i 215 °C rowniez wykazuja podobna, cho¢ mniej znaczaca tendencje.
Réwniez inni autorzy stosowali t¢ sama metode i obserwowali wzrost zdolnosci redu-
kujacych pod wptywem dzialania temperatury [7]. Moze by¢ to zwiazane ze zwigksza-
niem si¢ dostgpnosci zwiazkow wchodzacych w reakcje z odczynnikiem
Folina-Ciocalteau’a poprzez uwalnianie si¢ lub degradacj¢ zwiazkéw z matrycy (ma-
ki). Mozliwa przyczyna moze by¢ takze powstawanie nowych zwiazkéw w reakcjach
Maillarda.

Wedlug Manzocco i wsp. [17] istnieje dodatnia korelacja liniowa pomiedzy ak-
tywnoscia przeciwutleniajaca a barwa produktu. Zauwazono réwniez spadek zdolnos$ci
antyoksydacyjnej we wczesnych etapach reakcji Maillarda, co mozna rowniez zaob-
serwowa¢ w badanych ciastkach wypiekanych w temp. 215 °C, chociaz zmiany te nie
byty statystycznie istotne (p = 0,05).

Morales i wsp. [20] stwierdzili, ze na aktywnos$¢ antyoksydacyjna produktow re-
akcji Maillarda wptywa wiele czynnikow, wsrdd ktorych nalezy wymienic: rodzaj
i proporcje zwiazkow aminowych do cukroéw, temperature, pH i aktywnos¢ wody. Poza
tym dowiedli, ze w ciastkach stodzonych glukoza wytworzyto si¢ wigcej zwiazkow
majacych zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikoéw anizeli w tych zawierajacych sacha-
rozg. Wedlug autorow zwiazane jest to z wyzsza reaktywno$cig cukréw prostych
w reakcjach Maillarda i karmelizacji.

Whioski

1. Synteza pochodnych furanowych w ciastkach jest uzalezniona od temperatury oraz
czasu wypieku. Najwigksza kumulacja tych zwiazkéw nastgpuje po odparowaniu
wody i naglym zwigkszeniu temperatury wewnatrz produktu.

2. Wraz ze zwigkszaniem si¢ temperatury wypieku zwigksza si¢ stezenie aldehydu
furfurylowego w analizowanych produktach. Niezaleznie od stosowanej tempera-
tury wypieku najwigkszy udziat wérdéd powstajacych pochodnych furanowych ma
hydroksymetylofurfural.

3. Dhuzszy czasu wypieku skutkuje wzrostem potencjatu antyoksydacyjnego ciastek
na skutek powstawania produktow reakcji Maillarda.

Badania zrealizowano w ramach DS. 3700/WTZ/2014
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EFFECT OF BAKING CONDITIONS OF SHORTBREAD-BISCUITS
ON FORMATION OF FURAN DERIVATIVES AND ON CHANGES
IN ANTIOXIDANT CAPACITY

Summary

The objective of the research study was to analyze the effect of temperature while baking crispy but-
tery cookies on the formation of some selected furan derivatives, such as 5-hydroxy-2-metylofurfural
(HMF), furfuryl alcohol (F,), and aldehyde (F,). Shortbread-biscuits were baked under the laboratory
conditions at a temperature of 200, 215, 230, and 245 °C. The changes in temperatures were monitored
using a fibre optic sensor situated in the core of the cake. The baked cookies were analyzed for their anti-
oxidant capacity. It was found that the formation of furan derivatives in cookies depended on the time and
temperature of baking, and the biggest accumulation of those compounds occurred after water was evapo-
rated and, as a result thereof, a sudden increase in the temperature inside the product occurred. The con-
centration of F,; in the product analyzed increased to ca. 160 mg/kg with the increase in the baking tem-
perature to 245 °C, whereas, under the same conditions, the concentration of F,; did not exceed 40 mg/kg.
Regardless of the baking temperature, HMF was the major part of furan derivatives formed, and its maxi-
mum concentration in the analyzed material was more than 4.5 x10° mg/kg. A longer baking time results
in the increase in antioxidant capacity of the product due to the formation of Maillard products.

Key words: shortbread-biscuits, hydroxymethylfurfural, furfural, furfurol, antioxidant capacity
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PROGNOZOWANIE SMAKU GORZKIEGO CHROMONOW
I FUROCHROMONOW NA PODSTAWIE PROSTEGO MODELU
FARMAKOFOROWEGO (SPM)

Streszczenie

Chromony i furochromony charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia biologiczna. Pochodne nalezace do
tych grup zwiazkow wykazuja zréznicowane dziatanie farmakologiczne. Smak gorzki jest jednym z waz-
niejszych wyréznikoéw sensorycznych determinujacych cechy jakosciowe zywnosci. Badania nad smakiem
gorzkim maja kluczowe znaczenie dla wyjasnienia ztozonej problematyki akceptacji i nieakceptowania
kompozycji smakowych wielu produktéow spozywczych. W celu wyznaczenia gorzkiej aktywnos$ci sma-
kowej badanych zwiazkdéw zastosowano tzw. 3D modele farmakoforowe. Przeanalizowano takie ,kla-
syczne” funkcje farmakoforowe, jak. akceptory i donory wigzan wodorowych (HBA i HBD) oraz obszary
grup halogenowych (HAL) i aromatyczno-hydrofobowych (AR/H). Uzyskane reprezentacje farmakoforo-
we badanych ligandow zawieraja obszary o cechach nukleofilowych, jak i aromatyczno-hydrofobowych.
Intensywno$¢ smaku gorzkiego (ISG) badanych zwiazkow jest bezposrednio zalezna od liczby reprezenta-
cji farmakoforowych. Stwierdzono, ze ligandy dysponujace kilkoma reprezentacjami farmakoforowymi
szybciej 1 efektywniej aktywuja biatko receptorowe. Dowiedziono rowniez, ze najistotniejsza dla stymula-
cji smakowej jest liczba obszaréw pobudzajacych receptor (LPI) oraz wyrdznik okreslajacy liczbg wpaso-
wan pojedynczego liganda w hipotetyczny obszar receptorowy (LIS). Parametry LIS i LPI to molekularne
deskryptory opisujace powinowactwo badanych zwiazkoéw do receptora. Deskryptory formutujace rowna-
nie smakowe umozliwily wyznaczenie wielko$ci prognozowanych gorzkiej aktywnosci smakowej (ISGp).
Prognozowane warto$ci intensywnosci smaku gorzkiego (ISGp) badanych zwiazkéw potwierdzono za
pomoca sensorycznych wartosci intensywnosci smaku gorzkiego (ISGs).

Stowa kluczowe: chromony, furochromony, percepcja smaku gorzkiego, gorzkie ligandy, prosty model
farmakoforowy (SPM)

Wprowadzenie

Zrdznicowanie percepcji smakowej u ludzi uwarunkowane jest zmianami w §ro-
dowisku naturalnym, dziedziczeniem zmystow smaku, a takze uzaleznione jest od ro-
dzaju dostgpnego pozywienia, akceptacji i preferencji smakowych oraz wieku i stanu

Dr D. Kikut-Ligaj, Katedra Przyrodniczych Podstaw Jakosci, Wydz. Towaroznawstwa, Uniwersytet
Ekonomiczny w Poznaniu, al. Niepodlegtosci 10, 61-875 Poznan. Kontakt: darek.kikut@ue.poznan.pl
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zdrowia [15, 27, 31]. Powszechnie przyjmuje si¢ pi¢¢ podstawowych wyrdéznikow
smaku tj. stodki, stony, umami, kwasny i gorzki [33]. Wymienione cechy sa wykorzy-
stywane do oceny sktadu kalorycznego zywnosci (stodki, umami), podazy elektrolitow
(stony), zagrozenia stwarzanego przez potencjalne zepsute lub niedojrzate produkty
(kwasny) oraz sktadnikow toksycznych (gorzki) [34]. Szczegodlna role w rozpoznawa-
niu walorow jakoSciowych spozywanej zywnos$ci pelni smak gorzki. Identyfikacja
gorzkich sktadnikéw pokarmowych przez system rozpoznania smakowego jest nie-
zbedna do przetrwania i prawidtowej egzystencji wielu gatunkéw zwierzat [2]. Rola
smaku gorzkiego jest przede wszystkim ochrona przed toksycznymi komponentami
zywnosci [34] oraz zapewnienie koniecznej ilosci naturalnych metabolitow, lekarstw
oraz neuro- i psychostymulantow [2, 34]. Konsekwencja tego jest akceptacja matych
stezen goryczy w pozywieniu oraz odrzucanie pokarmu wykazujacego silne jej natgze-
nie [28].

Smak gorzki identyfikuja wyspecjalizowane komorki smakowe. Subpopulacja
komorek receptorowych smaku gorzkiego tworzy odrgbna i odseparowana od innych
komoérek smakowych grupg komoérek chemosensorycznych [2]. Pojedyncza komorka
smaku gorzkiego rozpoznaje informacje smakowe pochodzace od wszystkich gorzkich
ligandow, poniewaz ma petna pule receptoréw identyfikujacych smak gorzki [1, 6].
Sygnaty pochodzace od wszystkich gorzkich receptoréw przekazywane sa do jednego
obszaru w moézgu, co sprawia, ze czuje si¢ wylacznie smak gorzki bez mozliwosci
odrézniania poszczegolnych substancji gorzkich (np. kofeiny od atropiny). W mozgu
impulsy smakowe sg usredniane, wytwarzajac w ten sposob obraz catkowitej inten-
sywnosci gorzkiej kompozycji smakowej. Intensywnos$¢ smaku gorzkiego umozliwia
rozroznienie zywnosci o akceptowanej kompozycji smakowej od potencjalnie toksycz-
nej. Kompozycje smakowe produktow spozywczych sa zroznicowane nie tylko pod
wzgledem ilosciowego udziatu poszczegélnych wyrdznikéw smakowych, ale takze
pod wzgledem sktadu jakosciowego. Odpowiednia domieszka smaku gorzkiego moze
zapewni¢ optymalne i pozadane cechy jako$ciowe zywnosci.

W rozpoznaniu smaku gorzkiego u ludzi posrednicza receptory sprz¢zone z biat-
kiem G, do ktorych zaliczana jest rodzina receptoréw smakowych TAS2R [36].
W ostatnich latach wiele prac po§wigcono charakterystyce TAS2R ssakdow, a w szcze-
gblnosci cztowieka. Ludzki genom koduje okoto 25 funkcjonalnych TAS2R, zalicza-
nych do glikoprotein [29], ktore maja zdolno$¢ do tworzenia homo- i heterooligome-
row [19]. Coraz lepiej poznane wlasciwosci biatek receptorowych TAS2R dostarczaja
informacji o ztozonosci percepcji smakowej zwigzanej z rozpoznawaniem smaku
gorzkiego. Najnowsze badania dowiodty, ze potowa gorzkich zwiazkoéw rozpoznawana
jest przez grupg trzech biatek receptorowych TAS2R10, TAS2R14 i TAS2R46 [22].
Waznym aspektem prac badawczych nad smakiem gorzkim sa badania obszaréw ak-
tywacji biatek receptorowych TAS2R przez rozne grupy gorzkich ligandow [3].



202 Dariusz Kikut-Ligaj

Przewidywanie gorzkiej aktywno$ci smakowej wymaga zastosowania wlasci-
wych technik modelowania komputerowego. W poszukiwaniu aktywnych biologicznie
zwiazkow chemicznych wykorzystywany jest tzw. wirtualny skrining (VS, ang. Virtual
Screening) [8]. Metody VS uwzgledniaja znana strukture receptora (SBVS, ang. Struc-
ture-Based oraz Target-Based virtual screening) lub bazuja wylacznie na strukturach
ligandoéw danego receptora (LBVS, ang. Ligand-Based Virtual Screening) [8]. Techni-
ki te polegaja na badaniach fizykochemicznych wtasciwos$ci (steryczno-strukturalnych
1 elektronowych) wirtualnych ligandéw.

Podstawowa technika stosowana do opisu interakcji maloczasteczkowych ligan-
doéw z dowolnym celem makromolekularnym jest technika 3D farmakoforowa [30].
Odszukanie wlasciwego modelu farmakoforowego jest zwiazane z rozpoznaniem prze-
strzennej reprezentacji tzw. funkcji farmakoforowych (grup funkcyjnych roézniacych
si¢ pod wzgledem np. wlasciwosci elektronowych), niezbednych do wygenerowania
lub zablokowania aktywnosci biologicznej [15, 21].

W rzeczywistosci farmakofor przedstawia przestrzenne ulokowanie wybranych
cech budowy czasteczki, jak np. gestos¢ tadunkéw, miejsca donorowe i akceptorowe
wiazan wodorowych, ugrupowania hydrofobowe lub obszary aromatyczne [30]. Far-
makofor stanowi poniekad ogolna 3D "form¢ molekularna", eksponujaca powtarzajace
si¢ wlasciwosci w okreslonym zbiorze aktywnych ligandow [4]. Istnieje szereg tech-
nik, takich jak: dokowanie molekularne (ang. Molecular Docking) [20], QSAR (ang.
Quantitative Structure-Activity Relationships) [14] czy analiza poréwnawcza pol
molekularnych CoMFA (ang. Comparative Molecular Field Analysis) [5], ktore uzu-
peniaja techniki farmakoforowe [35]. Zastosowanie w badaniach tzw. prostego mode-
lu farmakoforowego (SPM, ang. Simple Pharmacophore Model) [15] utatwia oceng
gorzkich ligandow pod wzgledem intensywnosci smaku gorzkiego. Technika 3D far-
makoforowa umozliwia wglad w interakcje ligandow z celami molekularnymi, co po-
zwala na wyznaczenie matematycznych deskryptorow kodujacych gorzka aktywnosé
smakowa.

Celem pracy bylo rozpoznanie parametrow strukturalnych kodujacych gorzka ak-
tywnos¢ smakowa serii badanych zwiazkéw chemicznych pochodzenia naturalnego.
Wyznaczone metodami modelowania komputerowego parametry strukturalne postuza
do matematycznego opisu réznic gorzkiej aktywnosci smakowej tych zwiazkow. Zro-
zumienie istoty réznic w aktywnosci gorzkich zwiazkéw chemicznych umozliwi pre-
cyzyjne sterowanie sktadem gorzkich kompozycji smakowych produktow spozyw-
czych.
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Material i metody badan
Badane zwiqgzki i ich wiasciwosci biologiczne

W badaniach uzyto przedstawicieli dwoch pokrewnych klas zwiazkdéw chemicz-
nych tj. pochodnych chromonowych oraz furochromonowych.

Chromony i ich furanowe pochodne (furochromony) odznaczaja si¢ zréznicowana
aktywnoscia biologiczna. Wyizolowano je z roslin i metabolitow grzybowych [7]. Fu-
rochromony wystepuja w aminku egipskim (Ammi visnaga), ktory jest rosling dziko
rosnaca w zachodniej Azji, poéinocnej Afryce oraz w potudniowej Europie. Owoce
1 todygi Ammi visnaga zawieraja: pochodne furochromonéw (keling — okoto 1 - 2 %,
wisnaging — do 0,1 %). Chromony i ich pochodne wykazuja zréznicowane funkcje
farmakologiczne [10].

Pod wzglgdem aktywnos$ci biologicznej najlepiej rozpoznana jest kelina. Ma ona
dziatanie przeciwbolowe, antyspastyczne, antyastmatyczne, bakteriobojcze, a ponadto
reguluje poziom VLDL i LDL cholesterolu [10]. Wszystkie uzyte w badaniach zwiazki
mialy czystos¢ HPLC. Przestawiono je w tab. 1.

Tabela 1. Struktury zwiazkéw uzytych w badaniach (1-9).
Table 1. Structures of compounds used in research study (1-9).

Chromony / Chromones

o

Nr zwiazku R
Compound number |
Ry ¢} Rz

R; R, R; R4
1 -H -H -H -
2 -CH;, -H -H -
3 -Cl -H -H -
4 -Br -H -H -
5 -Cl -CH;, -H -
6 -H -H -COOH -

Furochromony / Furochromones

o] ORF,
Nr zwigzku R | N\
Compound number R o S
RF,
7 -CH; -OCH; -CH; -H
8 -CH;, -OCH; -CH;, -CH;,
-CH; -H -H -H
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Struktura wyjSciowa, jaka jest chromon (1), zostata poddana chemicznej modyfika-
cji w obszarach R;-R, oraz R} i RY,. Chemiczna modyfikacja w wymienionych obsza-
rach prowadzi do zmian wlasciwosci nukleofilowych i elektofilowych tych regiondw.

Metody komputerowe stosowane w badaniach struktur zwigzkow 1-9

Modelowanie molekularne prowadzono przy uzyciu pakietu programowego Gaus-
sian 09W. Optymalizacj¢ geometrii struktur badanych ligandow (1-9) prowadzono stosu-
jac teori¢ funkcjonatow gestosci (DFT, ang. Density Functional Theory) z B3LYP funk-
cjonalem 1 6-31G(2d,p)) baza [16], stymulujac jednocze$nie obecnos¢ wody jako
rozpuszczalnika za pomoca modelu CPCM (ang. Conducting Polarized Continuum
Model) [23, 32, 37]. Gegstos¢ tadunkdéw potencjatu elektrostatycznego (ESP, ang. Elec-
trostatic Potential) byta kalkulowana i wizualizowana w pakiecie Gaussian 09W.

Funkcje farmakoforowe wyznaczono za pomoca programu LigandScout. Przeana-
lizowano “klasyczne” funkcje farmakoforowe, takie jak: ugrupowania bgdace akcepto-
rami i donorami wigzania wodorowego (HBA 1 HBD, ang. Hydrogen Bond Acceptors
(Donors)), obszary o wlasciwos$ciach aromatyczno-hydrofobowych (AR/H) oraz regio-
ny grup halogenowych (HAL). Wizualizacje prostego modelu farmakoforowego (SPM,
ang. Simple Pharmacophore Model) [15] przeprowadzono za pomoca pakietu progra-
mowego ChemBioOffice.

Badania sensoryczne

W badaniach sensorycznych stosowano technike przeptukiwania jamy ustnej (sip-
and-spit) [9, 18] wodnymi roztworami badanych zwiazkow (1-9) [11, 12, 13, 17].
Przedmiotem badan byty wodne roztwory chromonow i furochromonéw (1-9) w steze-
niach nadprogowych (0,002 g/100 ml wody dejonizowanej). Oceng sensoryczna roz-
tworow zwiazkow 1-9, przygotowanych metoda rozcienczen, przeprowadzit 15-
osobowy panel sensoryczny [24] tzw. ,,wybranych oceniajacych”. Zadaniem panelu
sensorycznego byto uporzadkowanie zwiazkow 1-9 pod wzglgdem intensywnos$ci wra-
zenia smaku gorzkiego [24, 25, 26]. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione za pomo-
ca skali liczbowej (0-100). Serie badawcze powtorzono trzykrotnie, a wyniki pomia-
rOw opracowano statystycznie.

Wiyniki i dyskusja
Otrzymywanie prostego modelu farmakoforowego (SPM) badanej grupy ligandow

Szczegbdlowa definicja precyzuje farmakofor jako zespdt cech sterycznych i elek-
tronowych niezbednych do uzyskania optymalnych oddzialywan supramolekularnych
z odpowiednig struktura biologiczna (celem molekularnym) [30]. Rozw6j metod wizu-
alizacji 1 modelowania komputerowego sprawil, ze ptaskie modele farmakoforowe
(2D) zastepowane sg modelami tréjwymiarowymi, tzw. 3D farmakoforami [30]. Tech-
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nika 3D farmakoforowa postuguje si¢ kryterium podobienstwa, co oznacza, ze podob-
ne strukturalnie ligandy powinny wykazywaé analogiczna aktywno$¢ biologiczna.
Aczkolwiek pelne kryterium podobienstwa (w obrebie jednego receptora) wykazywac
moga jedynie uktady multicentrowe. Reprezentacje trojcentrowe moga réznic si¢ mie-
dzy soba, poniewaz przedstawiaja jedna z kilku mozliwych aktywacji siedmiomembra-
nowego receptora. Rozpoznanie i wizualizacje funkcji farmakoforowych dla zwiazkow
(1-9) przeprowadzono za pomoca programu LigandScout (tab. 2). Wyjsciowa struktura
chromon (1) i jego strukturalne odpowiedniki (2-9) znaczaco si¢ rdznig. Chromony
i furochromony zawieraja obszary: nukleofilowe (HBA) (w wielu przypadkach po-
wstate na skutek rozprzezenia kilku blisko potozonych grup nukleofilowych — HBAg),
aromatyczno/hydrofobowe (AR/H) oraz regiony grup halogenowych (HAL — majace
mniej elektroujemne potencjaly od typowych regionow HBA).

Analiza funkcji farmakoforowych (tab. 2) umozliwita sprecyzowanie i pogrupo-
wanie og6lnych cech powinowactwa ligandéw (1-9) do receptora. Obszar grupy kar-
bonylowej C4=0 w przypadku struktur zwiazkéw 1-6 jest akceptorem wigzania wodo-
rowego (HBA), w przypadku struktur zwiazkow 7-9 obszar ten (HBAg;) jest rozmyty
pomigdzy grupa karbonylowa (C4=0) i blisko potozona grupa metoksylowa (O-CHj3).
Pozostate obszary HBAg tworza si¢ na skutek zmian konformacyjnych, powodujacych
naktadanie si¢ elektroujemnych obszaréw zawierajacych ugrupowania C=0, O-CHj;
i -O- (6a, 7, 8). Obszary nukleofilowe moduluja takze liczbg tworzacych si¢ obszarow
o charakterze aromatyczno-hydrofobowym (AR/H). W przypadku struktur 3-5 rozpo-
znano takze mniej elektroujemne od obszarow HBA regiony grup halogenowych
(HAL). Wizualizacjg przestrzennych relacji pomigdzy rozpoznanymi funkcjami farma-
koforowymi (tab. 2) zwiazkow 1-9 przedstawiono za pomoca tzw. prostego modelu
farmakoforowego (ang. SPM) (rys. 1).

Powyzsze proste modele farmakoforowe (A i B) precyzuja rozmieszczenie po-
szczegolnych obszaré6w powinowactwa do obszaru receptorowego. W przypadku po-
chodnych chromonowych (1-6) (rys. 1A) mozna wyrozni¢ trzy obszary powinowac-
twa: akceptorowy (HBA), rozmyty aromatyczno-hydrofobowy (AR/Hg) oraz region
o zréznicowanej elektroujemnosci (HBAg, HAL i NI). Reprezentacje farmakoforowe,
jakie tworza ligandy 7-9, sa kompilacja obszaréw bedacych akceptorami wigzan wodo-
rowych (HBAg;, HBAg, 1 HBAg3) oraz aromatyczno/hydrofobowych (AR;/H i AR,/H).
Prosty model farmakoforowy dla furochromonow (rys. 1B, tab. 2) zawiera trzy trojcen-
trowe reprezentacje farmakoforowe HBAg-AR;/H-HBAg;, HBAg-AR,/H-HBAg;
1 HBAg;-HBAg,-AR,/H. Reprezentacje farmakoforowe, takie jak: HBA-AR,/H-HAL,
(3-5) HBA-AR,/H -HBAg (6) i HBAg;-AR,/H-HBAg, (7-8) sa symetryczne, co ozna-
cza, ze aktywuja receptor takze reprezentacjami odwroconymi HAL-AR;/H-HBA, (3-
5) HBAs-AR,/H-HBA (6) i HBAg,-ARy/H-HBAg; (7-8). Odleglosci pomiedzy po-
szczegolnymi obszarami trojcentrowych formakoforéw podano w tab. 3.
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Tabela 2. Identyfikacja funkcji farmakoforowych badanych zwiazkéw (1-9).
Table 2. Identification of pharmacophoric features of compounds studied (1-9).

Funkcje farmakoforowe Rozklad potenciatu

(kolor zolty - AR/H; clektrostatycznego (ESP) Poszczeg(?lne
. czerwony - HBA; szary - . L reprezentacje far-
Nazwa/numer zwiazku S z rozpoznanymi funkcjami
HAL; niebieski - NI) ; makoforowe
Name/Compound . farmakoforowymi ..
Pharmacophoric features o . Individual
number Distribution of electrostatic
(yellow - AR/H; red - . o . pharmacophore
potential (ESP) with identified .
HBA; grey - HAL; blue - . representations
ND) pharmacophoric features
AR/Hg
Chromon/1
Chromone/1 HBA-AR/Hs
HBA
6-Metylochromon/2 HBA-AR/Hg

6-Methylchromone/2

HBA-AR,/H-HAL
HAL-AR /H-HBA
HBA-AR,/H-HAL

6-Chlorochromon/3
6-Chlorochromone/3

HBA-AR,/H-HAL
HAL-AR /H-HBA
HBA-AR,/H-HAL

6-Bromochromon/4
6-Bromochromone/4

HAL

HBA |
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o f-lChi:)rror;Z-n s HBA-AR,/H-HAL
¢ 6y Col:lor(; 7° HAL-AR,/H-HBA
methylchromone/5 HBA-AR,/H-HAL
Chromokarb/6a
Chromocarb/6a HBA-AR/H-NI
Chromokarb/6b HBA-AR,/H-HBAg
Chromocarb/6b HBAs-AR,/H-HBA
HBAg,-AR,/H-
HBAg;
HBAg,;-AR,/H-
Kellna/7 HBA53
Khellll’l/7 HBAsz-ARz/H-
HBAg;,
HBAg,-AR,/H-
HBAg,
HBAg,-AR,/H-
HBAg;
HBAg,-AR,/H-
3-Metylokelina/8 HBAg;
3-Metylkhellin/8 HBAg,-AR,/H-
HBAg;,
HBAg,;-AR,/H-
HBAs,
HBAg,;-AR,/H-
Wisnagina/9 HBA,
Visnagin/9 HBAg;-AR/H-

HBA,
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Rys. 1.  Proponowane trzypunktowe modele farmakoforowe dla receptora smaku gorzkiego.
Fig. 1. Suggested 3-point pharmacophore models for bitter taste receptor.
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Tabela 3. Odlegtosci pomigdzy obszarami aktywnymi badanych chromonéw i furochromondow.
Table 3. Distances amongst areas in chromones and furochromones under study.

Nr zwiazku Odlegtosci / Distances [nm]
Compound
number dl dz d3 dlA dZA d3A dlB dZB d3B
Chromony / Chromones
1 0,492 - - - - - - - -
2 0,493 - - - - - - - -
3 0,496 | 0,532 | 0,546 | 0,438 | 0,546 | 0,697 - - -
4 0,492 | 0,556 | 0,542 | 0,443 | 0,556 | 0,716 - - -
5 0,491 | 0,543 | 0,544 | 0,442 | 0,544 | 0,707 - - -
6 0,511 | 0,565 | 0,495 | 0,590 | 0,605 | 0,673 - - -
Srednia

odlegtosc 0,496 0,549 0,532 0,478 0,563 0,698 - - -
Mean distance

Furochromony / Furochromones

7 0,526 | 0,496 | 0,556 | 0436 | 0,544 | 0,591 | 0,367 | 0,544 | 0,525

8 0,544 | 0,495 | 0,562 | 0,449 | 0,551 | 0,608 | 0,378 | 0,551 | 0,544

9 - - - 0,451 | 0,545 | 0,701 | 0,417 | 0,545 | 0,487
Srednia

odlegtos¢ 0,535 0,496 | 0,559 | 0,445 | 0,547 | 0,633 0,388 0,547 | 0,519

Mean distance

Odleglosci przedstawione w tab. 3. odczytano w przypadku struktur zwiazkow 1-
9 zoptymalizowanych metoda DFT (B3LYP/6-31G (2d,p)) w wodzie. Wartosci $red-
nich odlegtosci (d---d,---d;) (tab. 3) potwierdzaja symetri¢ rozmieszczenia funkcji
farmakoforowych w reprezentacjach, takich jak: HBA-AR,/H-HAL, (3-5) HBA-
AR,/H-HBAg (6) i HBAg-AR,/JH-HBAg, (7-8). Pozostale reprezentacje wyrazone
odleglosciami djz---dyp---d3a 1 di---d;p---d3p nie wykazuja symetrycznego rozmiesz-
czenia obszaréw farmakoforowych.

Prognozowanie intensywnosci smaku gorzkiego ISG ligandow 1-9

Prognozowanie intensywnosci smaku gorzkiego (ISGp) badanych ligandow prze-
prowadzono na podstawie tzw. deskryptorow molekularnych. Wszystkie ligandy (1-9)
zostaly scharakteryzowane deskryptorami okreslajacymi liczbg miejsc aktywnych (LPI
— liczba punktowych interakcji) oraz liczbe mozliwych wpasowan (reprezentacji far-
makoforowych) w teoretyczny obszar receptorowy (LIS — liczba interaktywnych sty-
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mulacji). Prognozowany indeks smaku gorzkiego wyrazano jako sumeg deskryptorow
LIS i LPI (ISGp= (3.LPI + Y LIS) x 10).

Tabela 4. Warto$ci prognozowanych i sensorycznych intensywnosci smaku gorzkiego (ISG) zwiazkow
1-9.
Table 4. Predicted and sensory values of intensity of bitter taste (IBT) of 1-9 compounds.

Deskryptory Wartos$ci prognozowane Wartosci sensoryczne
Numer zwiazku molekularne intensywnos$ci smaku intensywnos$ci smaku
Compound Molecular descriptors gorzkiego (ISGp) gorzkiego (ISGg)
number Predicted values of intensi- | Sensory values of intensity

LPILIS LPIFLIS ty of bitter taste (IBTp) of bitter taste (IBTg)

1 2/0,5 2,5 25 20,9432

2 2/0,5 2,5 25 25,8+33

3 43 7 70 80,7 +42

4 4/3 7 70 68,0+3,9

5 43 7 70 74,0 + 4,1

6a 79,6 + 4,1

5/3 8 80

6b 79,6 4,1

7 5/4 9 90 97,8 +4,4

8 5/4 9 90 98,9+4.5

9 502 7 70 68,9 £3,9

Warto$ci prognozowanych i sensorycznych intensywno$ci smaku gorzkiego
(ISGp 1 ISG;y) ligandow 1-9 wykazuja poréwnywalne wartosci (tab. 4). Najwigksza
prognozowana i sensoryczng intensywno$¢ smaku gorzkiego maja ligandy 7 i 8, odpo-
wiednio: ISGp; =90 1 ISGg7 = 97,8 oraz ISGpg = 90 i ISGgg = 98,9. Najmniejsze warto-
$ci prognozowanej i sensorycznej intensywnosci smaku gorzkiego maja za$ ligandy 1
i 2, odpowiednio: ISGp; = 25 1 ISGg; = 20,9 oraz ISGp, = 25 1 ISGgg = 25,8. Struktury
zwiazkow 1 1 2 charakteryzuja sig¢ brakiem typowego ukladu trojcentrowego, a ich
stabilizacja w receptorze mozliwa jest dzigki rozmyciu obszaru AR/H. Uktady dwu-
centrowe wykazuja mniej stabilne kotwiczenie od ukladow trojcentrowych, co prze-
ktada sig¢ bezposrednio na site powstajacego wrazenia smakowego. Pozostale ligandy
(3-6 1 9) przedstawiaja wysokie wartosci prognozowanego ISGp w zakresie od 70 do
80 i odpowiednio sensoryczny ISGg w zakresie od 68,0 do 80,7. Porownanie wartosci
prognozowanej ISGyp i sensorycznej ISGg przedstawiono na rys. 2.



PROGNOZOWANIE SMAKU GORZKIEGO CHROMONOW I FUROCHROMONOW NA.... 211

1SG p
BN 1SG s

EN =} o -
=] S S o
=]

1SG

[N}
=]

1 2 3 4 5 8 7 8 9
Nr zwiazku / Compound number

Rys. 2. Obraz prognozowanych i sensorycznych wartosci intensywnosci smaku gorzkiego zwiazkow
1-9.

Fig. 2.  TIllustration of predicted and sensory values of the intensity of bitter taste (IBT) for compounds
1-9.

Zmiany prognozowanej intensywnosci smaku gorzkiego (ISG,) zwiazkow 1-9 sa
proporcjonalne do zmian warto$ci sensorycznych intensywnosci smaku gorzkiego
(ISGg).

Podsumowanie

Koncepcja prostego modelu farmakoforowego (SPM) umozliwita sprecyzowanie
lokalizacji kluczowych obszaréw powinowactwa serii pochodnych chromonow i furo-
chromonow do hipotetycznego receptora. Reprezentacje farmakoforowe wszystkich
badanych ligandow sa kombinacjami obszaréw o wlasciwosciach nukleofilowych
i aromatyczno-hydrofobowych. Intensywno$¢ smaku gorzkiego mozna bezposrednio
powiaza¢ z liczba reprezentacji farmakoforowych charakteryzujaca poszczegélne ba-
dane zwiazki. Ligandy dysponujace kilkoma reprezentacjami farmakoforowymi maja
zdolno$¢ do szybszej i efektywniejszej aktywacji biatka receptorowego bez wzgledu na
to, jakim fragmentem skierowane sa w obszar kieszeni receptorowe;.

Przeprowadzone badania pozwolily sformutowa¢ matematyczna zaleznos$¢ po-
migdzy strukturami badanych zwiazkow a ich gorzka aktywnoscia (ISG= ) LPI +
> LIS). Proste réwnanie smakowe umozliwia przetworzenie danych zawartych
w strukturze przestrzennej badanych ligandow w prognozowana wartos¢ intensywno-
$ci smaku gorzkiego. Zidentyfikowane reprezentacje farmakoforowe dowodza, ze naji-
stotniejsza dla stymulacji smakowej jest liczba obszaréw pobudzajacych receptor (LPI)
oraz wyroznik okreslajacy ilos¢ wpasowan pojedynczego liganda w hipotetyczny ob-
szar receptorowy (LIS). Intensywno$¢ smaku gorzkiego przewidywana za pomoca
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roOwnania smakowego potwierdzily wyniki analiz sensorycznych wodnych roztworow
badanych zwiazkow.

Zrozumienie istoty roznic aktywnosci gorzkich zwiazkow jest szczegdlnie istotne
do wyjasnienia zaleznos$ci pomig¢dzy sktadem a sensoryczng jakoscia gorzkich kompo-
zycji smakowych produktow spozywczych. Eliminacja zwiazkow o wysokim ISG
1 zastapienie ich mniej aktywnymi ligandami moze ograniczy¢ negatywny wplyw
gorzkich sktadnikéw na jako$¢ zywnosci oraz poprawi¢ akceptacj¢ smakowa takiej
Zywnosci.
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PREDICTING BITTER TASTE OF CHROMONES AND FUROCHROMONES
ON THE BASIS OF SIMPLE PHARMACOPHORE MODEL (SPM)

Summary

Chromones and furochromones are characterized by the high biological activity. Derivatives that be-
long to the groups of those chemical compounds show diverse pharmacological effects. Bitter taste is one
of the more important sensory indicators to determine qualitative properties of food. The studies on bitter
taste play a key role in accounting for complex issues involved in the acceptance (or non-acceptance) of
flavour compositions of many food products. In order to assess the bitter taste activity of the compounds
under study, the so-called 3D pharmacophore models were applied. A number of “conventional” pharma-
cophoric functions were analyzed, such as: acceptors and donors of hydrogen bonds (HBA and HBD),
areas of halogen groups (HAL), and aromatic/hydrophobic groups (AR/H). The pharmacophoric represen-
tations of the ligands studied have areas of both nucleophilic and aromatic/hydrophobic properties. The
intensity of bitter taste (IBT) of the compounds analyzed depends directly on the number of pharmaco-
phore representations. The ligands with several pharmacophore representations were found to activate the
receptor protein quicker and more effectively. It was also proved that the most significant for taste stimu-
lation were the number of areas stimulating the receptor (NPI- number of point interactions) and the indi-
cator to determine the number of possible alignments of a single ligand into a hypothetical receptor area
(NIS- number of interactive stimulations). The NPI and NIS parameters are molecular descriptors defining
the affinity of the compounds studied to the receptor. The descriptors formulating the taste equation made
it possible to determine the predicted values of bitter taste activity. The predicted values of the intensity of
bitter taste (IBT,) of the compounds under study were successfully verified by sensory analyses of aque-
ous solutions of the study compounds (IBTs).

Key words: chromones, furochromones, bitter taste perception, bitter ligands, simple pharmacophore
model (SPM) X
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INTERAKCJE SKEADNIKOW ZYWNOSCI

Prezentujemy 19. cz¢$¢ cyklu nt.: , Interakcje sktadnikow zywnos$ci”. Druk mate-
rialow z tego cyklu rozpoczelismy w Zywnosci nr 1 (74), 2011.

Dostgpnos¢ i1 przyjmowanie lekoéw wymaga starannej kontroli medycznej i edu-
kacji zdrowotnej spoleczenstwa. Dzigki lekom mozna wyzdrowie¢ — pod warunkiem
ich prawidtowego stosowania. W przeciwnym razie skutki zazywania lekdw moga by¢
powodem pogorszenia stanu zdrowia cztowieka. Dotyczy to tak waznego zjawiska,
jakim sa interakcje lekéw ze sktadnikami zywno$ci. Powstaje wigc istotne pytanie:
dlaczego interakcje lekéw z skladnikami zywnoSci sq niebezpieczne?

Wystepuja dwie przyczyny tego zjawiska. Po pierwsze, interakcje lekow ze
sktadnikami zywnosci moga powodowac ostabienie skutecznos$ci dziatania leku lub
jego nasilenie, co w konsekwencji powoduje zagrozenie zdrowia, a nawet zycia czto-
wieka. Tak wigc nawet prozdrowotna zywno$¢ w okreslonych warunkach jej spozy-
wania moze okaza¢ si¢ dla czlowieka czynnikiem przeciwzdrowotnym, a nawet tok-
sycznym. Z uwagi na to, kolejne czesci ,,interakcji sktadnikow zywnosci” beda po-
swigcone temu waznemu zagadnieniu. Pod wzgledem fizykochemicznym 1 bioche-
micznym interakcje sktadnikow zywnosci z lekami powstaja w takich procesach, jak:
adsorpcja, resorpcja, kompleksowanie, stracanie, zmiana pH, zmiana aktywnosci dzia-
fania enzymow czy zaktocenie funkcjonowania szlakow metabolicznych (rys. 1).

Mozna stwierdzi¢, ze interakcje sktadnikow zywnosci z aktywnymi sktadnikami
leku sa wynikiem oddziatywan fizycznych i reakcji chemicznych pomigdzy nimi. Od-
dziatywania te moga mie¢ roznorodny charakter uwarunkowany srodowiskiem prze-
wodu pokarmowego cztowieka. Z tego wzgledu warto przytoczy¢ ogdlne zasady funk-
cjonowania przewodu pokarmowego cztowieka z uwzglednieniem pH i czasu trans-
portu tresci pokarmowej. Poszczegolne odcinki przewodu pokarmowego przedstawio-
no narys. 2.

Prof. dr hab. H. Kostyra, Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci PAN, Oddziat Nauki o Zywnosci,
10-747 Olsztyn, ul. Tuwima 10, prof. dr hab. E. Kostyra, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet War-
minsko-Mazurski, ul. Oczapowskiego 7, 10-957 Olsztyn
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Rys. 1. Rodzaje i skutki interakcji sktadnikéw zywnosci z lekami.
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Rys. 2. Uktad pokarmowy cztowieka.

Etapy czynnosci motorycznych przewodu pokarmowego cztowieka sa nastgpuja-
ce: zucie pokarmu, mieszanie ze $ling i potykanie, rozdrabnianie i mieszanie tresci
pokarmowej w zotadku, transport przez odzwiernik do dwunastnicy, pasaz wzdhuz
jelita cienkiego pokarmu poddawanego dzialaniu enzymow trzustkowych, jelitowych
oraz z6tci, zachodzenie procesow absorpcyjno-wydzielniczych, pasaz resztek pokarmu
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wzdtuz jelita grubego, defekacja. Czas trwania etapdw czynno$ci motorycznej prze-
wodu pokarmowego oraz pH $rodowiska zalezy od metabolizmu oraz rodzaju, tempa
iilosci spozywanych pokarméw. Na przyktad woda przechodzi z zotadka bezposred-
nio do jelit; owoce przebywaja w zotadku od 15 - 40 min; warzywa od 15 - 60 min;
zboza i nasiona od 90 min - 3 h; produkty mleczne od 2 - 4 h; produkty migsne od
30 min - 4 h. Pasaz strawionego pokarmu przez jelita do momentu defekacji trwa od
1,5 — 2 h. Nalezy réwniez pamigtac, ze w jelicie istnieje roznorodny mikrobiologiczny
ekosystem (mikrobiota), ktory w znacznym stopniu wptywa na efektywnos$¢ trawienia
pokarmu. Majac na uwadze te réznorodne czynniki, ktore moga wptywac na interakcje
lekéw ze sktadnikami zywno$ci nalezy im poswigci¢ duzo wigksza uwage w naucza-
niu chemii i biochemii zywnosci oraz zywienia cztowieka zdrowego i chorego. Kolej-
ne artykuty beda przybliza¢ chemiczna i biochemiczna naturg tych zjawisk.
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GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE
POLSKIM I UNIJNYM

Publikujemy kolejny przeglad aktow prawnych, ktore ukazaly si¢ w Dzienniku
Ustaw RP i Dzienniku Urzgdowym UE Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne
dotyczace szeroko omawianej problematyki zywno$ciowej wg stanu na dzien 31 stycz-
nia 2014 r.

Polskie akty prawne

1. Ustawa z dn. 22 listopada 2013 r. 0 zmianie ustawy o wyrobie i rozlewie wyroboéw
winiarskich, obrocie tymi wyrobami i organizacji rynku wina (Dz. U. 2014 r., poz.
23).

W ustawie z dnia 12 maja 2011 r. o wyrobie i rozlewie wyrobéw winiarskich, obro-
cie tymi wyrobami i organizacji rynku wina (Dz. U. Nr 120, poz. 690 i Nr 171, poz.
1016) wprowadzono zmiany. Dotycza one m.in. wielko$ci wyrabianego wina, i tak
przedsigbiorca, ktory wyrabia w danym roku kalendarzowym z przeznaczeniem do
wprowadzenia do obrotu wino owocowe markowe albo cydr lub perry, uzyskane
z wlasnych upraw drzew lub krzewow owocowych, moze wyrobi¢ nie wigcej niz
5000 litrow wina owocowego markowego albo 10 000 litrow — w przypadku cydru
lub perry; middu pitnego markowego,.przedsigbiorca moze wyrobi¢ nie wigcej niz z
500 litréw miodu uzyskanego z wiasnej pasieki.

Producent wpisany do ewidencji sktada Prezesowi Agencji deklaracjg o ilosci win
biatych lub czerwonych wprowadzonych do obrotu w poprzednim roku gospodar-
czym (w terminie do dnia 31 sierpnia kazdego roku); szacowanej iloSci wina, jaka
bedzie wyrobiona w danym roku gospodarczym (w terminie do dnia 31 sierpnia
kazdego roku); szacowanej ilosci winogron lub moszczu winogronowego, ktore be-
da wykorzystane do wyrobu wina w danym roku gospodarczym (w terminie do dnia
30 pazdziernika kazdego roku).

Dr G. Morkis, Instytut Ekonomiki Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowej — PIB w Warszawie, ul. Swie-
tokrzyska 20, 00-002 Warszawa
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2. Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dn. 13 stycznia 2014 r. w sprawie dokumen-
tu potwierdzajacego unieszkodliwienie zakaznych odpadéw medycznych lub za-
kaznych odpadéw weterynaryjnych (Dz. U. 2014 r., poz. 107).

Rozporzadzenie okre$la m.in.:

— szczegdtowy sposob wydawania dokumentu potwierdzajacego unieszkodliwie-
nie zakaznych odpadow weterynaryjnych,

— terminy przekazywania dokumentu potwierdzajacego unieszkodliwienie zakaz-
nych odpadow weterynaryjnych,

— wzbr dokumentu potwierdzajacego unieszkodliwienie zakaznych odpadéw wete-
rynaryjnych.

Unijne akty prawne

1. Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) NR 1321/2013 z dn. 10 grudnia

2013 r. ustanawiajace unijny wykaz dozwolonych produktéw poczatkowych dla
srodkéw aromatyzujacych dymu wedzarniczego przeznaczonych do uzycia w takiej
postaci w $rodkach spozywczych lub na ich powierzchni lub do produkcji pochod-
nych $rodkéw aromatyzujacych dymu wedzarniczego (Dz. Urz. UE L, 2013 r., Nr
333, 5. 54).
Zalacznik do niniejszego rozporzadzenia zawiera wykaz dozwolonych w Unii pro-
duktow poczatkowych dla srodkéw aromatyzujacych dymu wedzarniczego, z wyta-
czeniem wszelkich pozostatych, stosowanych w $rodkach spozywczych lub na ich
powierzchni lub do produkcji pochodnych $rodkow aromatyzujacych dymu we-
dzarniczego, o ktorym mowa w art. 6 rozporzadzenia (WE) nr 2065/2003.

2. Rozporzadzenie Komisji (UE) NR 59/2014 z dn. 23 stycznia 2014 r. zmieniajace
zatacznik II do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr
1333/2008 w_odniesieniu do stosowania dwutlenku siarki — siarczynow (E 220-
228) w aromatyzowanych produktach na bazie wina (Dz. Urz. UE L, 2014 r., Nr
21.5.9).

W zataczniku II do rozporzadzenia (WE) nr 1333/2008 wprowadzone sa zmiany
dotycza ilo$ci dopuszczalnej zawartosci dwutlenku siarki — siarczanow (E 220-228)
w winach aromatyzowanych, aromatyzowanych napojach na bazie wina i aromaty-
zowanych koktajli na bazie wina.
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NOWE KSIAZKI

Food Safety Management Programs: Applications, Best Practices, and
Compliance

[Programy zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci: Zastosowanie, najlepsze praktyki
1 zgodnos¢]

Newslow D.

Wydawnictwo: CRC Press, 2013, ISBN 9781439826799, stron 389, cena 89 £
Zaméwienia: WWw.Crcpress.com

Autorka dokonata syntezy wiedzy na temat opracowywania, wdrazania i utrzymania
systemOw zarzadzania bezpieczenstwem zywnos$ci oraz systemu zarzadzania jakoScia
wg normy ISO 9001. Majac na uwadze réznorodnos¢ produktéw spozywczych oraz
waznos$¢ bezpieczenstwa zywnosci, przedstawita ona charakterystyke wielu systemow:
Global Food Safety Initiative (GFSI), ktora zawiera FSSC 22000, Safe Quality Food
Code (SQF), British Retail Consortium Global Standard for Food Safety (BRC), Inter-
national Featured Standards (IFS), Global Aquaculture Alliance (GAA) Seafood Pro-
cessing Standard, Global Red Meat Standard (GRMS), Kanada GAP i PrimusGFS.
Omoéwita wymagania odnoszace si¢ do kazdego z powyzszych systemow oraz mozli-
wosci integrowania tych systemow. Zawarta rowniez wiele informacji praktycznych na
temat systemow zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci.

Food Allergy: Adverse Reaction to Foods and Food Additives, Sth Edition

[Alergia pokarmowa: Reakcja niepozadana na zywno$¢ i dodatki do zywnosci Wyd.
5]

Metcalfe D. D., Sampson H. A., Simon R. A., Lack G.

Wydawnictwo: Wiley-Blackwell, 2014, ISBN: 978-0-470-67255-6, stron 624, cena
175 £

Zamowienia: http://eu.wiley.com

W opracowaniu monograficznym zawarto charakterystyke reakcji niepozadanych na
zywnos$¢ i na dodatki do zywnos$ci w przypadku dzieci i 0os6b dorostych. Materiat po-
dzielono na pig¢ rozdziatéw. Dwa rozdzialy w piatym wydaniu zostaly poswigcone
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biotechnologii i inzynierii genetycznej. Ksiazka stanowi warto$ciowy poradnik, ktory
moze by¢ przydatny dla lekarzy, dietetykdw, jak rowniez technologdéw zywnosci.

Doskonalenie zarzadzania jakoscia. Podstawy. Ocena. Perspektywy

Szczepanska K.

Wydawnictwo: Oficyna Wyd. Politechniki Warszawskiej, Warszawa 2013, ISBN 978-
83-7814-100-6, stron 492, cena 49 zt

Zamowienia: http://www.wydawnictwopw.pl

W ksiazce szczegdlowo scharakteryzowano zasady doskonalenia zarzadzania jakoscia.
Na podstawie literatury przedmiotu oraz wiasnych koncepcji autorka zaproponowata
mierniki i wskazniki. Omowione zostaty podstawy kompleksowego i normatywnego
zarzadzania jako$cia, rozw0j zasad zarzadzania jakos$cia, normatywne metody oceny
zarzadzania jakoscia. W ksiazce zawarto rowniez oceng realizacji zasad zarzadzania
jakoscia. Wskazano rowniez na mozliwosci zastosowania zasad zarzadzania jakos$cia
w praktyce. Ksigzka polecana jest dla studentow oraz praktykow z dziedziny zarzadza-
nia jakoscia.

Innowacyjno$¢ produktowa na przykladzie sektora piekarskiego

Borowska A., Kowrygo B.

Wydawnictwo: Wyd. SGGW, Warszawa 2013, ISBN 978-83-7583-516-8, stron 148,
cena 20 zt

Zamowienia: www.wydawnictwosggw.pl

W monografii w sposob calosciowy przedstawiono zagadnienie innowacyjnosci pro-
duktowej. Innowacyjno$¢ produktowa rozpatrywano na podstawie sektora piekarskie-
go. Scharakteryzowano nastgpujace zagadnienia: teoretyczne aspekty konkurencyjno-
sci przedsigbiorstw, innowacyjno$¢ produktowa w przetworstwie Zywnosci,
charakterystyke pieczywa oraz innowacyjno$¢ produktowa przemystu piekarskiego,
sektor piekarski w Polsce (analiza i ocena wg modelu SCP), spozycie przetworow zbo-
zowych i pieczywa, sektor piekarski w ocenie producentéw (badania pierwotne), za-
chowania konsumentéw na rynku pieczywa (badania pierwotne).

Opracowata: Magdalena Niewczas
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POLSCY UCZENI PO 11 WOJNIE SWIATOWEJ
PROF. DR STANISLAW BUJAK (1914 - 2003)

Prof. dr Stanistaw Bujak urodzit si¢ 31 sierpnia
1914 r. w Niemcach koto Lublina. W 1935 r. ukonczyt
lubelskie Liceum Ogolnoksztatcace im. Stefana Bato-
rego. Studia w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiej-
skiego w Warszawie rozpoczat w 1936 r., ktore prze-
rwatl wybuch II wojny $wiatowej. W okresie okupacji
prowadzil gospodarstwo rolne wraz z gorzelnia na
Podlasiu. Po zakonczeniu wojny ukonczyl wczesniej
rozpoczete studia, specjalizujac si¢ w zakresie techno-
logii przemystéw rolnych w Katedrze Mikrobiologii
1 Technologii Przemystéw Rolnych, kierowanej przez
prof. dr Wactawa Dabrowskiego. Po ukonczeniu stu-
diow podjal prace w Drozdzowni i Gorzelni Lublin na
stanowisku kierownika laboratorium, a nast¢pnie kierownika zaktadu. Réwnolegle
z praca w drozdzowni podjat prace w Katedrze Mikrobiologii i Technologii Przemy-
stéw Rolnych UMCS na stanowisku starszego asystenta. Od 1950 r. skoncentrowat si¢
wylacznie na pracy naukowej i dydaktyczne;.

Prof. Bujak uzyskal stopien naukowy doktora nauk rolniczych w 1951 r. na pod-
stawie rozprawy pt. ,,Przydatno$¢ wycierki ziemniaczanej i tugow posiarczynowych do
produkcji drozdzy paszowych”. Promotorem rozprawy byta prof. dr hab. Jadwiga Zie-
migcka.

W 1952 r. powotano Katedre Technologii Rolnej na Wydziale Rolnym UMCS,
ktorej kierownikiem zostat dr S. Bujak. W kolejnym roku zostat powotany na stanowi-
sko zastepcy profesora. Na podstawie uzyskanego dorobku naukowego i dydaktyczne-
go dr S. Bujak otrzymal w roku 1955 tytul naukowy docenta, natomiast Rada Panstwa
nadata Mu w 1963 r. tytut naukowy profesora nadzwyczajnego, a 10 lat pdzniej otrzy-
mat tytul profesora zwyczajnego.
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W badaniach naukowych Profesora z tamtego okresu mozna wyroznic trzy zasad-
nicze nurty — zagadnienia o charakterze mikrobiologicznym, biotechnologicznym
1 zwiagzane z planowaniem gospodarczym w zakresie rozwoju przemystu spozywczego.
Prace o charakterze mikrobiologicznym dotyczyly zanieczyszczen sokow owocowych
drozdzami rozszczepkowymi rozktadajacymi kwas jabtkowy. Zbadano fizjologi¢ tych
drozdzy i okre$lono warunki hamujace ich rozwdj. Kiedy zaczeto produkowac zagesz-
czone soki owocowe, pojawit si¢ problem drozdzy osmofilnych. Okre§lono ich przyna-
lezno$¢ systematyczng oraz stezenie ekstraktu hamujace rozwoj tych drozdzy. Prowa-
dzono réwniez prace nad kulturami starterowymi bakterii fermentacji mlekowe;j
w procesie kiszenia ogorkéw. Poszukujac drobnoustrojow przydatnych do syntezy
biatka na niekonwencjonalnych surowcach, zgromadzono kolekcjg szczepow wykorzy-
stujacych weglowodory alifatyczne jako zrodto wegla.

Z prac biotechnologicznych nalezy wymieni¢ poszukiwanie szczepow aktywnie
syntetyzujacych enzymy celulolityczne, pektynolityczne i ksylanolityczne. Doskonalo-
no réwniez metody wstepnej obrobki substratow lignocelulozowych i uboczne produk-
ty mechanicznej obrobki drewna w celu powigkszenia ich podatno$ci na enzymatycznag
hydrolizg. Zesp6t prof. Bujaka zajmowat si¢ rowniez biosynteza przez drozdze amino-
kwasow zawierajacych selenometioning, a innych zawierajacych -karoten.

Do wazniejszych osiagnig¢ mozna zaliczy¢ opracowanie technologii produkcji
przemystowej preparatow pektyny niskozestryfikowanej z wyttokow jabtkowych. Pet-
nym powodzeniem zakonczyly si¢ rowniez badania kierowane przez Profesora nad
technologia sporzadzania kiszonek ziemniaczanych wzbogaconych podczas zakiszania
witaming B, dzigki uzyciu bakterii propionowych. Opracowano technologi¢ scukrza-
nia gorzelniczych zacierow ziemniaczanych i zbozowych przy uzyciu preparatow amy-
lolitycznych zamiast stodu jgczmiennego.

W badaniach planistycznych Profesor okreslit zasadg, aby zaktady przemystu
spozywczego lokalizowa¢ w centrach baz surowcowych regionu srodkowowschodnie-
go.

Dalszy rozwdj badan, ich wysoki poziom naukowy i oryginalno$¢ proponowa-
nych rozwiazan doprowadzity do powstania szkoly naukowej liczacej si¢ w kraju. Pod
kierunkiem prof. Bujaka powstato 15 rozpraw doktorskich i 7 habilitacyjnych. Kilku
Jego wychowankéw uzyskato tytuty naukowe profesorow w roznych uczelniach na-
szego kraju. Profesor dokonywat oceny wielu rozpraw doktorskich i habilitacyjnych,
oceny dorobku naukowego do tytutu profesora oraz recenzji prac przeznaczonych do
druku 1 wynikéw badan prac zleconych.

Dorobek naukowy Profesora obejmuje tacznie 122 pozycje naukowe i opracowa-
nia dokumentacyjne.

Szeroki zaséb wiedzy profesora byl wykorzystywany w pracy dydaktycznej.
Prowadzit wyktady z przedmiotéw: technologia rolna, mikrobiologia rolna, towaro-
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znawstwo produktow pochodzenia zwierzgcego, przechowalnictwo owocow i warzyw
oraz wymagania surowcowe, bioinzynieria, mikrobiologia przemystowa oraz ogdlna
technologia Zzywnosci.

Profesor Bujak pehnit wiele funkcji organizacyjnych w uczelni. Oprocz tego, ze
byl kierownikiem Katedry Technologii Przemystéw Rolno-Spozywczych w latach
1955-1984, byt tez prodziekanem Wydz. Zootechnicznego, kierownikiem Rolniczych
Studiéw Zaocznych, prodziekanem, a nast¢pnie dziekanem Wydz. Rolniczego, prorek-
torem ds. nauki, pelnomocnikiem ds. organizacji Wydz. Ogrodniczego, a w latach
1976-82, w wyniku reorganizacji struktury Wydziatu, dyrektorem Instytutu Chemii
i Technologii Rolnej AR w Lublinie.

Profesor brat czynny udzial w pracach komisji wydziatowych i senackich, takich
jak: komisja dyscyplinarna dla studentow i pracownikéw naukowych. Petnit takze
funkcjg¢ rzecznika dyscyplinarnego i do roku 1984 byt cztonkiem Komisji dyscyplinar-
nej przy Radzie Gtéwnej Ministerstwa Szkolnictwa Wyzszego i Nauki. Byt tez aktyw-
nym cztonkiem innych pozauczelnianych organizacji naukowych, takich jak: Centralna
Komisja Kwalifikacyjna, Komitet Technologii i Chemii Zywnoéci PAN — jako czto-
nek, zastgpca przewodniczacego i przewodniczacy, byt cztonkiem honorowym: Komi-
tetu Mikrobiologii PAN, Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw, Komitet Biotechno-
logii przy Prezydium PAN. Od 1947 r. uczestniczyl w pracach Stowarzyszenia
Naukowo-Technicznego Inzynieréw i Technikow Przemystu Spozywczego NOT 1 byt
rowniez cztonkiem Zarzadu Glownego tego Stowarzyszenia.

Oproécz tego Profesor Bujak byt cztonkiem Rad Redakcyjnych czasopism: Prze-
myshu Fermentacyjnego i Owocowo-Warzywnego oraz Acta Alimentaria Polonica, jak
tez uczestniczyl w pracach Rad Naukowych wielu instytucji np. Centralnego Lab.
Przem. Paszowego, Zaktadu Badawczo-Rozwojowego ,,Polmos” w Koninie i innych.
Uczestniczyl réwniez w pracach branzowych zespotéw konsultacyjnych przemystu
piwowarsko-stodowniczego oraz zespolu preparatéw enzymatycznych.

Dorobek naukowy Profesora oraz udzial w rozwoju kadry naukowe;j stat si¢ pod-
stawa nadania Mu zaszczytnego tytulu doktora honoris causa przez Akademig¢ Rolni-
czo-Techniczna w Olsztynie (1988), Akademi¢ Rolnicza w Poznaniu (1989) oraz przez
Akademi¢ Rolnicza w Lublinie (1989). Za osiagni¢cia w pracy zawodowej i spotecznej
uhonorowany zostal m.in. Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski, Ztotym
Krzyzem Zastugi, wieloma Medalami (Polskiej Akademii Nauk im. M. Oczapowskie-
g0) za zastugi dla rozwoju nauki polskie;j.

Pomimo tego, ze w 1984 r. Pan Profesor przeszedt na emeryture, pozostawat na-
dal czynnym w pracy naukowej i dydaktycznej.

Zyciowym dazeniem Profesora bylo powotanie Wydziatu Nauk o Zywnosci
i Biotechnologii w Akademii Rolniczej w Lublinie, co nastapito 1 stycznia 2006 r.
Niestety, Profesor nie doczekat tego momentu, gdyz zmart 17 grudnia 2003 r. Jest
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tworca nauki o zywno$ci na obecnym Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie i ma
znaczace zashugi w rozwoju technologii zywnos$ci w Polsce w okresie powojennym.
Auli mieszczacej sie w budynku Wydzialu Nauk o Zywnosci i Biotechnologii UP
w Lublinie nadano imig¢ prof. dra Stanistawa Bujaka, a wmurowane popiersie upamigt-
nia Jego postac.

prof. dr hab. Zdzistaw Targonski
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TECHNOLOG ZYWNOSCI
INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 24 Nr 1 luty 2014

DZIALALNOSC TOWARZYSTWA
Zarzad Glowny

W dniu 18 lutego 2014 r. odbyto si¢ w Warszawie Nadzwyczajne Walne Zebranie Delegatéw
Towarzystwa, ktore zostatlo zwotane w celu dostosowania statutu Towarzystwa do obecnych
wymagan prawnych.

WAZNIEJSZE MIEDZYNARODOWE I KRAJOWE
KONFERENCJE NAUKOWE W 2014 r.

7-9 WARSZAWA = XIX Sesja Naukowa i III Miedzynarodowa Sekcji Mlodej Kadry
Naukowej PTTZ
Kontakt: Dr inz. Katarzyna Marciniak-Lukasiak,
mail: katarzyna_marciniak_lukasiak@sggw.pl

11-13 GDYNIA = Ogoélnopolska Konferencja Naukowa ,Jako$¢ towaréw i ushug
w innowacyjnej gospodarce”
Organizatorzy: Wydzial Przedsigbiorczosci i Towaroznawstwa Akademii Morskiej
w Gdyni; Polskie Towarzystwa Towaroznawcze — Oddziat Morski; Polskie Towarzy-
stwo Technologow Zywnosci — Oddziat Gdanski.
Kontakt: Dr inz. Agnieszka Palka; e-mail: jak2014@conferences.am.gdynia.pl

12 - 14 BRUNOW k. Lwéwka Slaskiego = VIII Ogélnopolska Konferencja nt. ,,Ziemniak
rosling uprawng XXI wieku. Terazniejszos¢ i perspektywy”
Organizatorzy: Wydzial Nauk o Zywnosci UP we Wroclawiu oraz Oddzial Wroctaw-
ski PTTZ
Informacje: http://wnoz.up.wroc.pl/ziemniak

22 —23 KRAGUIJEVAC, Serbia = 8th International Quality Conference (IQC 2014)
Kontakt: www.cqm.rs
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Czerwiec

5-6

16-17

26-27

Lipiec

17-21

CZESTOCHOWA = VI Ogoélnopolska Konferencja Naukowa z cyklu Turystyka —
Zywienie — Zywno$é nt. ,,Jako$¢ Zywnosci a Zywienie w turystyce”.

Organizatorzy: Wyzsza Szkota Hotelarstwa i Turystyki w Czgstochowie i Polskie
Towarzystwo Technologdéw Zywnosci.

Kontakt: e-mail: konferencja@wshit.edu.pl

KARPACZ =V Ogoélnopolska Konferencja z cyklu: Kryteria zarzadzania jako-
$cia wedlug Modelu Doskonalo$ci EFQM nt. ,,ZréwnowazZony rozwoj — odpowie-
dzialnos$¢ w relacjach z interesariuszami jako innowacyjne kryterium doskonalo-
Sci”.

Organizatorzy: Katedra Zarzadzania Jakoscia i Srodowiskiem, Uniwersytet Ekono-
miczny we Wroctawiu, Wydziatl Ekonomii Zarzadzania i Turystyki w Jeleniej Gorze.

Kontakt: e-mail: doskon14@gmail.com

WROCLAW = VI Miedzynarodowa Konferencja z cyklu: ”Quality and safety in
food production chain”/,,Jakos¢ i bezpieczenstwo zdrowotne w lancuchu produk-
cji zywnoSci”.

Informacje: http://wnoz.up.wroc.pl/quality/

Kontakt: e-mail: ktsz@wnoz.up.wroc.pl

WARSZAWA = IV Sympozjum Inzynierii Zywnosci

Organizatorzy: Wydzial Nauk o Zywnosci SGGW, PAN, Oddzial Warszawski PTTZ
oraz Oddzial Warszawski Polskiego Towarzystwa Agrofizycznego

Informacje: http://kizop.sggw.pl/siz2014/

Kontakt: kizopsiz@sggw.pl

MONTREAL, Kanada = 17 th World Food Congress
Kontakt: http://iufost.org/world-food-congress

Wrzesien

15-19

KRAKOW = 19th IGWT Symposium Commodity Science in research and prac-
tice — current achievements and future challenges.

Organizatorzy: Cracow University of Economics — Faculty of Commodity Science;
International Society of Commodity Science and Technology.

Informacje: www.igwt2014.uek krakow.pl

Kontakt: e-mail: igwt2014@uek.krakow.pl
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Pazdziernik

16 — 17 GDYNIA = Zachowania konsumentow na rynku towaroéw i ustug.
Organizatorzy: Katedra Handlu i Ustug, Wydziat Przedsigbiorczosci i Towaroznaw-
stwa Akademii Morskiej w Gdyni oraz Katedra Organizacji i Ekonomiki Konsumpcji,
Wydzial Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji SGGW.
Kontakt: e-mail: konsument@wpit.am.gdynia.pl

CZELONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Gtéwnym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z o.0. Marki, BUNGE POLSKA
Sp. z 0.0. Karczew, HORTIMEX Plus Spétka komandytowa Konin.

Przy Oddziale Matopolskim: ZAKEADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO BIELMAR
Sp. z o.0., Bielsko-Biala.

Materiat zawarty w Nr 1 (92)/2014 Biuletynu podano wedlug stanu informacji do 15 lute-
go 2014 r. Materialy do Nr 2 (93)/2014 prosimy nadsytac do 1 kwietnia 2014 r. na adres Re-
dakcji Czasopisma.

KOMUNIKAT

Informujemy P.T. Autorow, ze Informacje dla Autorow oraz wymagania redakcyjne
publikujemy na stronie http://www.pttz.org/zyw/index.html
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