ZYWNOSC

Nauka Technologia Jakos¢

FOOD

Science Technology Quality

Nr 5 (96)
Krakow 2014
Rok 21



Redaktor naczelny: prof. dr hab. Tadeusz Sikora; tel./fax. 12 293-50-54; e-mail: sikorat@uek.krakow.pl
Sekretarz redakcji (kontakt z autorami): dr Ewa Slawska; tel. 12 662-48-30; e-mail: wnpttz@wp.pl

Redaktorzy: prof dr hab. Wiodzimierz Grajek (biotechnologia), prof. dr hab. Grazyna Jaworska (zywnos$c¢
pochodzenia roslinnego), prof. dr hab. Danuta Kolozyn-Krajewska (mikrobiologia, bezpieczenstwo i higiena
zywnosci, zywnos$¢ pochodzenia zwierzecego), prof. dr hab. Bogustaw Krol (analiza i ocena zywnosci),
prof. dr hab. Krzysztof Krygier (technologia ttuszczéw, zywnos$¢ funkcjonalna), prof. dr hab. Mieczystaw
Patasinski (technologia weglowodanéw), prof. dr hab. Tadeusz Sikora (jako$¢ i bezpieczenstwo zywnosci,
zarzadzanie jakoscig, zywno$¢ pochodzenia zwierzecego i towaroznawstwo zywnosci), prof. dr hab. Stefan
Ziajka (technologia mleczarstwa, zarzgdzanie jakoscig)

Redaktor jezykowy (jezyk polski): dr Anna Piechnik-Debiec
Native speaker: Stanley Holt (Bolton, UK)
Redaktor statystyczny: dr Antoni Goryl

Stali wspoétpracownicy: dr Grazyna Morkis (Warszawa), dr inz. Magdalena Niewczas (Krakow), prof. dr hab.
Maria Soral-Smietana (Olsztyn)

Rada Naukowa: prof. dr Antoni Rutkowski (przewodniczacy), dr hab. Kazimierz Dabrowski (sekretarz),
prof. dr hab. Barbara Baraniak, prof. dr hab. Nina Barytko-Pikielna, prof. dr hab. Wtodzimierz Bednarski, prof.
dr hab. Jézefa Chrzanowska, prof. dr hab. Janusz Czapski, prof. dr hab. Zbigniew Czarnecki, prof. dr Henryk
Daun (USA), prof. dr hab. Teresa Fortuna, prof. dr hab. Mariola Friedrich, prof. dr hab. Jan Gawecki, prof. dr
hab. Stanistaw Gwiazda, prof. dr Jerzy Jankun (USA), prof. dr hab. Jézef Korolczuk (Francja), prof. dr hab.
Henryk Kostyra, prof. dr hab. Andrzej Lenart, prof. dr hab. Zdzistawa Libudzisz, prof. dr hab. Matgorzata
Nogala-Katucka, prof. dr hab. Jan Oszmianski, prof. dr Jan Pokorny (Czechy), prof. dr Roman Przybylski
(Kanada), prof. dr hab. Piotr Przybytowski, prof. dr hab. Bogustaw Staniewski, dr Alina Surmacka-Szczesniak
(USA), prof. dr hab. Krzysztof Suréwka, prof. dr hab. Zdzistaw E. Sikorski, dr Andrzej Sosnicki (USA), prof. dr
hab. Zdzistaw Targonski, prof. dr hab. Tadeusz Trziszka, prof. dr hab. Stanistaw Tyszkiewicz, prof. dr hab.
Erwin Wasowicz, prof. dr hab. Dorota Witrowa-Rajchert, dr John Wojciak (Kanada), prof. dr hab. Maria
Wojtatowicz

Konsultanci naukowi: prof. dr hab. Zbigniew Duda, prof. dr hab. Adolf Horubata, prof. dr hab. Jan Kisza,
prof. dr hab. Helena Oberman

WYDAWCA: POLSKIE TOWARZYSTWO TECHNOLOGOW ZYWNOSCI, WYDAWNICTWO NAUKOWE PTTZ

W latach 1994 - 1999 wydawcg kwartalnika byt Oddziat Matopolski PTTZ

© Copyright by Polskie Towarzystwo Technologéw Zywnosci, Krakéw 2014
Printed in Poland

Wydawanie publikacji dofinansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
ISSN 1425-6959

Czasopismo w postaci wydrukowanej jest wersjg gtéwng (pierwotna)

ADRES REDAKCJI: 30-149 KRAKOW, ul. Balicka 122

Projekt oktadki: Jolanta Czarnecka
Zdjecie na oktadce: © mikelaptev-Fotolia.com

Naktad: 550 egz.

SKLAD | DRUK:

Wydawnictwo Naukowe ,Akapit”, Krakéw

tel./fax (012) 280-71-51; kom. 608 024 572
e-mail: wn@akapit.krakow.pl; www.akapit.krakow.pl




ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakos$é

Organ naukowy PTTZ - dwumiesiecznik

Nr 5 (96) Krakow 2014 Rok 21
SPIS TRESCI

(@6 =Yoo TSSO S S PPPSPRTPOE 3
ANNA DOBOSZ, MAREK SIKORA, MAGDALENA KRYSTYJAN: Retrogradacja skrobi z dodatkiem i bez
dodatku nieskrobiowych hydrokoloidow polisacharydowych — metody pomiaru i ich zastosowanie................. 5
DANUTA JAWORSKA, WIESEAW PRZYBYLSKI: Wptyw wybranych czynnikéw warunkujgcych jako$¢
SENSONYCZING WIEPIZOWINY ... veeutetteueeate et eaeeate st saeeateeseeaseeees e eas et e es e e e e bt eee e e e b e eae e b e b e ea e e b e et e enb et e eb e et nseensenbeeneennes 21
DAGMARA GLOD, MAREK ADAMCZAK, Wt ODZIMIERZ BEDNARSKI: Wybrane aspekty zastosowania
nanotechnologii W ProdUKC]i ZYWNOSCI...........ciuiiuiiiiiiiiieie ittt ettt ettt anean 36

ZYGMUNT LITWINCZUK, MARIUSZ FLOREK, PIOTR DOMARADZKI, PAWEL ZOtKIEWSKI:
Wiasciwosci fizykochemiczne miesa buhajkow trzech rodzimych ras — polskiej czerwonej, biatogrzbietej

i polskiej czarno-biatej oraz simentalskiej i polskiej holsztynsko-fryzyjskie].........ccccooeveiiiiieiiiniiiiieeeeee 53
KRZYSZTOF SZKUCIK, MICHAL GONDEK, ZBIGNIEW BELKOT, KRYSTYNA KURSA: Zawarto$¢
selenu w migsniach i narzgdach wewnetrznych koni rzeznych w zaleznosci od ich wieku i piCi ...........cccceeueeee. 63

ANDRZEJ TYBURCY, IWONA SCIBISZ, EWELINA ROSTEK, ANNA PASIERBIEWICZ, TOMASZ
FLOROWSKI: Przeciwutleniajgce wiasciwosci sokow z zurawiny i z rozy w produktach z migsa rozmrozonego..72
KRYSTYNA GUTKOWSKA, PAWEL JANKOWSKI, MARTA SAJDAKOWSKA, SYLWIA ZAKOWSKA-
BIEMANS, IWONA KOWALCZUK: Kryteria roznicujace zachowania konsumentéw wobec produktow

zywnosciowych na przyktadzie miesa i przetworow mMieSNYCh...........ccoiiriiiiiiiiie s 85
MAGDALENA STANEK, ZBIGNIEW BOREJSZO, JANUSZ DABROWSKI, BOGDAN JANICKI: Wybrane
parametry jakosci miesa babki szczuptej (Neogobius fluviatilis pallas) odtowionej z Wisty ...........cccccevervenniens 101
TOMASZ KRZYWINSKI, ZDZISLAW DOMISZEWSKI, GRZEGORZ TOKARCZYK, GRZEGORZ
BIENKIEWICZ: Ocena przydatnosci miesa ryb matocennych do produkcji zywnosci przekaskowe............ 111
ELZBIETA GUJSKA, MARTA CZARNOWSKA, JOANNA MICHALAK: Zawarto$é folianéw w kefirach

i jogurtach $wiezych oraz chtodniCzo PrzeChOWYWaNYCH...........cciiiiiiiiiiieie e 124
JAROStAW KOWALIK, ADRIANA £t OBACZ, KAMIL ADAMCZEWSKI, ANNA S. TARCZYNSKA:
Zastosowanie alternatywnych metod oceny bezpieczenstwa mikrobiologicznego wybranych serow.............. 134
MARTA DZIUBA, DOROTA NALECZ, BARTLOMIEJ DZIUBA: Analiza in silico peptydow

immunoaktywnych pochodzacych z biatek zywnosci — badania z wykorzystaniem bazy BIOPEP .............. 144

BARBARA BORCZAK, ELZBIETA SIKORA, MAREK SIKORA, JOANNA KAPUSTA-DUCH, DIMITAR
HRUSAVOV: Wptyw odroczonego wypieku i dodatku zakwasu na indeks glikemiczny in vitro oraz

zawartos¢ skrobi i polifenoli ogétem w butkach pszennych ...........cocoiiiiiiiiiice 155
DOROTA LITWINEK, HALINA GAMBUS, GABRIELA ZIEC, FLORIAN GAMBUS: Poréwnanie indeksu

i tadunku glikemicznego herbatnikdw owsianych oraz pszennych............cccooooiiiiiiiiiiiiii e 168
JAKUB MACIERZYNSKI, MARIA BUCZEK, WOJCIECH ZAWERACZ, BOGUSEAW KROL: Skiad
polifenolowy OWOCOW JEZYNY RUDUS fIUHCOSUS. ........cc.eeieiiiieieeeee ettt ettt eeenneaaneas 183
LUBOMIRA BRONIARZ-PRESS, JACEK ROZANSKI, SYLWIA ROZANSKA: Wiasciwosci reologiczne
zatezonych kukurydzianych wywarow gorzelnianyCh ............ccoviiiiiiiiieiiee e 195
PRZEMYSEAW DMOWSKI, MARIA SMIECHOWSKA, ELZBIETA SAGAN: Wplyw czasu parzenia i stopnia
rozdrobnienia herbaty czarnej na barwe naparu i jego wtasciwosci przeciwutleniajgce ..........ccocceeeeeieiieennen. 206
MARTINA OSTADALOVA, BOHUSLAVA TREMLOVA, IVAN STRAKA, PAVEL BARTL: Wplyw
przechowywania na zawartos¢ teaflawin i tearubigin w herbatach typu oolong............cccoiiiiiiiiiiniiiiee, 217
HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA: Interakcje sktadnikOw ZyWNOSCi..........c..evuemvverioeresrisniisnens 228
GRAZYNA MORKIS: Problematyka zywnosciowa w ustawodawstwie polskim i unijnym..............ccc.cceveeuenee. 230

MAGDALENA NIEWCZAS: Nowe ksigzki
WSPOICZESNi tWOICY NAUKI O ZYWNOSCi......eeeeiiieiieiieitie ettt ettt et e st ee e te e aeeemeeeseeaneeanseeneeannaenseenseans
TeChNOIOG ZYWNOSCi...ueueureecrreesressresseenssesssseessssessssesssssssssssssnsanes

Zamieszczone artykuly sq recenzowane

Czasopismo jest referowane przez: Chemical Abstracts Service, IFIS, Scopus, Journal Citation Reports / Science
Edition, Citation Index Expanded, AGRO, BazEkon, Index Copernicus, PILA CrossRef



FOOD. Science. Technology. Quality

The Scientific Organ of Polish Food Technologists’ Society (PTTZ) — bimonthly

No 5 (96) Krakow 2014 Vol. 21
CONTENTS
L (0] 0T (AT =l 1 (o] TSP 3
ANNA DOBOSZ, MAREK SIKORA, MAGDALENA KRYSTYJAN: Retrogradation of starch with and without
non-starch polysaccharide hydrocolloids added — measurement methods and application thereof ..................... 5

DANUTA JAWORSKA, WIESEAW PRZYBYLSKI: The effect of selected factors on sensory quality of pork ...21
DAGMARA GLOD, MAREK ADAMCZAK, WLODZIMIERZ BEDNARSKI: Selected aspects of

nanotechnology applications in food ProdUCHON ............cooiiiiiiii e e 36
ZYGMUNT LITWINCZUK, MARIUSZ FLOREK, PIOTR DOMARADZKI, PAWEL ZOtKIEWSKI: Physico-
chemical properties of meat from young bulls of 3 native breeds: polish red, white-backed, and polish

black-and-white, as well as of simmental and polish holstein-fresian breeds...........cccceevveviieiiiiieeiiecie e 53
KRZYSZTOF SZKUCIK, MICHAL GONDEK, ZBIGNIEW BELKOT, KRYSTYNA KURSA: Content of
selenium in muscles and internal organs of slaughter horses depending on their age and sex..................... 63

ANDRZEJ TYBURCY, IWONA SCIBISZ, EWELINA ROSTEK, ANNA PASIERBIEWICZ, TOMASZ
FLOROWSKI: Antioxidative properties of cranberry and rose juices in meat products made of defrosted

KRYSTYNA GUTKOWSKA, PAWEL. JANKOWSKI, MARTA SAJDAKOWSKA, SYLWIA ZAKOWSKA-
BIEMANS, IWONA KOWALCZUK: Differentiation criteria of consumer behaviour towards food products

(=X Claal ol L1iT=Te W o) VA 49 1= = | SRS 85
MAGDALENA STANEK, ZBIGNIEW BOREJSZO, JANUSZ DABROWSKI, BOGDAN JANICKI: Selected

meat quality parameters of pontian monkey goby (Neogobius fluviatilis pallas) fished in the Vistula River......101
TOMASZ KRZYWINSKI, ZDZISLAW DOMISZEWSKI, GRZEGORZ TOKARCZYK, GRZEGORZ

BIENKIEWICZ: Assessing usefulness of low-value fish in producing snack foods............cccceeeiiriiienciienics 111
ELZBIETA GUJSKA, MARTA CZARNOWSKA, JOANNA MICHALAK: Content of folates in fresh and cold
stored Kefirs @nd YOGNUIS ... .ottt ettt e e et e e se e e nee e beeeneeennee s 124
JAROSEAW KOWALIK, ADRIANA LtOBACZ, KAMIL ADAMCZEWSKI, ANNA S. TARCZYNSKA:

Applying alternative methods to assess microbiological safety of selected cheeses..........c.cccoooiiiiiiiininnnene 134
MARTA DZIUBA, DOROTA NALECZ, BARTLOMIEJ DZIUBA: In silico analysis of immunoactive

peptides derived from food proteins — a study based on BIOPEP database ..............cccceoiriiiiiiiieiencieeee 144

BARBARA BORCZAK, ELZBIETA SIKORA, MAREK SIKORA, JOANNA KAPUSTA-DUCH, DIMITAR
HRUSAVOV: Effect of bake-off technology and added sourdough on in vitro glycemic index and on

content of total starch and polyphenols in wheat flour rolls ..o 155
DOROTA LITWINEK, HALINA GAMBUS, GABRIELA ZIEC, FLORIAN GAMBUS: Comparing glycaemic
index and glycaemic load of oat biscuits and wheat DISCUILS ............ccccooiroiiiiiiiiiii e 168
JAKUB MACIERZYNSKI, MARIA BUCZEK, WOJCIECH ZAWERACZ, BOGUSEAW KROL: Polyphenolic
composition of Rubus fruticosus blackberry frUItS ...........coooiiiiiiiiii e 183
LUBOMIRA BRONIARZ-PRESS, JACEK ROZANSKI, SYLWIA ROZANSKA: Rheological properties of
condensed corn diStillers SOIUDIES..............ouiiii s 195
PRZEMYSLAW DMOWSKI, MARIA SMIECHOWSKA, ELZBIETA SAGAN: Effect of brewing time and
fragmentation degree of black tea on colour of infusion and its antioxidant properties...........ccccooveererernenne. 206
MARTINA OSTADALOVA, BOHUSLAVA TREMLOVA, IVAN STRAKA, PAVEL BARTL: Effect of storage

on content of theaflavins and thearubigins in 00IONG tEAS ..........c.cceoiiiiiiiiiie e 217
HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA: Interactions among food components................cccccccceueunncn... 228
GRAZYNA MORKIS: Food problems in Polish and EU legislation.....................c........ ...230

MAGDALENA NIEWCZAS: BOOK reViews ..........ccccueeeueeeueeeeeennenns ...234
Modern creators of the PoliSh OO0 SCIENCE ..........cciiiieiieiieeeee et neeeneas 236
The Food Technologist...........ccuimrimiriinnnnnsnsssne s .239

Only reviewed papers are published

Covered by: Chemical Abstracts Service, IFIS, Scopus, Journal Citation Reports / Science Edition;
Citation Index Expanded, AGRO, BazEkon, Index Copernicus, PILA CrossRef



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2014, 5 (96)

OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Panstwu numer 5 (96) dwumiesiecznika Zywno$¢. Nauka. Tech-
nologia. Jako$¢, w ktorym zamiesciliSmy réznorodne tematycznie artykuly naukowe,
prezentujace dorobek kilku krajowych o$rodkéw nauki o zywnosci. Jak w kazdym
numerze, zamiescili$my takze interesujgce informacje w statych dziatach.

Index Copernicus opublikowal nowg ocene czasopism (IC Journals Master
List 2013), zgodnie z ktéra nasze czasopismo uzyskalo ocene¢ 10,85.

Mito nam poinformowaé, ze Thomson Reuters opublikowat w lipcu nowe warto-
sci Impact Factors ocenianych czasopism. Nowa warto$¢ IF naszego dwumiesieczni-
ka to 0,311, a IF5 = 0,295.

W ramach utatwiania dost¢gpu do publikacji, na stronie internetowej czasopisma
zamie$cilismy wyszukiwarke, ktora umozliwi odszukanie interesujgcych Panstwa arty-
kutow, opublikowanych w Zywnosci od 2004 r.

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

Krakoéw, pazdziernik 2014 r.
Redaktor Naczelny

e e
i

Tadeusz Sikora

ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$é: Wykaz czasopism punktowanych MNiSzW, grupa A, poz.
10804 — 15 pkt; Lista JCR — IF = 0,311; IF5 = 0,295
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ANNA DOBOSZ, MAREK SIKORA, MAGDALENA KRYSTYJAN

RETROGRADACJA SKROBI Z DODATKIEM I BEZ DODATKU
NIESKROBIOWYCH HYDROKOLOIDOW POLISACHARYDOWYCH
—METODY POMIARU I ICH ZASTOSOWANIE

Streszczenie

W pracy przedstawiono podzial metod pomiaru zjawiska retrogradacji skrobi z dodatkiem oraz bez
dodatku nieskrobiowych hydrokoloidéw polisacharydowych (NHP), wéréd ktorych wyrdzniono techniki
makroskopowe oraz molekularne. Scharakteryzowano metody makroskopowe, takie jak: skaningowa
kalorymetria ré6znicowa (DSC), pomiary tekstury, badania oscylacyjne, turbidymetria oraz pomiary syne-
rezy zeli, a takze podano przyktady dotychczasowego ich zastosowania. W grupie molekularnych technik
pomiaru retrogradacji szczegblng uwage zwrdcono na najczesciej stosowane metody, tzn. jadrowy rezo-
nans magnetyczny (NMR) oraz rentgenografi¢ proszkowa. Ponadto podano ograniczenia zastosowania
innych metod badania procesu retrogradacji skrobi.

Stowa kluczowe: retrogradacja, skrobia, nieskrobiowe hydrokoloidy polisacharydowe, metody pomiaru
retrogradacji skrobi, stabilno$¢ zeli skrobiowych

Wprowadzenie

Retrogradacja jest charakterystycznym procesem wodnych uktadow skrobi, pole-
gajgcym na reorganizacji jej czasteczek po skleikowaniu [8, 10, 24, 35, 38]. Uwaza si¢
ja za zjawisko krystalizacji, zardwno z udzialem amylozy, jak i amylopektyny obecnej
w ziarenkach skrobiowych, w czasie ktorego zachodzi powrot do postaci czgsciowo
uporzadkowanej [40]. Wyroznia si¢ retrogradacje krotko- 1 dtugoterminowsg [10]. Re-
trogradacja krotkoterminowa dotyczy czasteczek amylozy 1 polega na przeksztatcaniu
si¢ ich formy spiralnej w liniowg oraz porzadkowaniu wyprostowanych tancuchow
amylozowych w zwarte micele. Pozwala to na utworzenie mi¢dzy tancuchami miedzy-
czasteczkowych wigzan wodorowych, co prowadzi do krystalizacji amylozy [51]. Re-

Mgr inz. A. Dobosz, prof. dr hab. M. Sikora, dr inz. M. Krystyjan, Katedra Technologii Weglowodanow,
Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakéw. Kon-
takt: anna.dobosz88@gmail.com
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trogradacja amylozy konczy si¢ zwykle po kilku godzinach od przygotowania probki
[10], a najwickszym tempem retrogradacji odznaczajg si¢ czasteczki amylozy o malej
masie czasteczkowej [16, 52]. Ze wzgledu na wysoka temperaturg topnienia kryszta-
tow amylozy (powyzej 100 °C), w warunkach normalnych jest ona procesem nieod-
wracalnym [36]. Z kolei retrogradacja dtugoterminowa wigze si¢ z rekrystalizacjg ze-
wnetrznych odgalezien amylopektyny. Zachodzi znacznie wolniej niz retrogradacja
amylozy (nawet do kilku tygodni) [10, 21, 29] i jest zjawiskiem odwracalnym termicz-
nie [36]. Czasteczki amylopektyny o malej i $redniej dlugosci najbardziej zewngtrz-
nych, koncowych rozgalezien lancuchéw, biorgcych udzial w tworzeniu krysztatow
podczas retrogradacji, ulegaja temu procesowi wolniej niz te o wickszej dtugosci [38].

Zwykle retrogradacja jest procesem niepozadanym, gdyz prowadzi do pogorsze-
nia wlasciwosci produktow zawierajacych skrobig, m.in. konsystencji czy stopnia
zmetnienia kleikow 1 zeli. Ponadto tworzenie krysztalow amylozy i amylopektyny
przyczynia si¢ do stopniowego zwigkszania sztywnosci zeli oraz ich synerezy [25, 32,
40, 54]. Retrogradacja moze by¢ takze zjawiskiem korzystnym, poniewaz prowadzi do
powstania jednego z rodzajow tzw. skrobi opornej (ang. resistant starch), zaliczanej do
sktadnikow btonnika pokarmowego [9, 13]. W wyniku retrogradacji amylozy, zacho-
dzacej w trakcie schiadzania skleikowanej skrobi, tworzy si¢ bowiem frakcja skrobi
odpornej na dziatanie amylaz, nazywana skrobig oporng RS3 [9, 13].

Stabilnos¢ produktow spozywczych zawierajacych skrobig mozna zwigkszy¢, sto-
sujgc skrobie modyfikowane [51, 52]. Podejmuje si¢ tez proby poprawy trwalosci
uktadow poprzez dodatek nieskrobiowych hydrokoloidow polisacharydowych (NHP)
[2,3,4,6,7,10, 11, 12, 47, 48], gdyz zmieszanie skrobi z NHP wplywa na zelowanie
oraz na lepko$¢ wytworzonych zeli i ich podatnos$¢ na retrogradacje¢ [1, 3, 6, 10, 11, 27,
46].

Ze wzgledu na duze znaczenie retrogradacji skrobi, zarowno bez dodatku, jak
i z dodatkiem NHP, opracowano wiele metod badania tego zjawiska, a wybdr odpo-
wiedniej techniki pomiaru ma decydujgcy wptyw na uzyskanie poprawnych wynikow
(8, 21].

Podzial metod pomiaru retrogradacji skrobi

Zjawisko retrogradacji skrobi mozna bada¢ przy uzyciu wielu metod, ktorych
podstawe stanowig zmiany wihasciwosci fizycznych i chemicznych uktaddéw skrobio-
wych lub produktéw spozywczych na bazie skrobi, powstajace w trakcie ich starzenia
[21]. Wedhug Karima i wsp. [21] metody badania retrogradacji skrobi dzielg si¢ na
dwie grupy — techniki makroskopowe, analizujace zmiany wiasciwosci fizycznych
skrobi §wiadczacych o retrogradacji oraz techniki molekularne, ktore analizujg zmiany
zachodzace w konformacji skrobi, a takze mobilno$§¢ wody w utworzonych zelach
skrobiowych na poziomie czasteczkowym. Do technik makroskopowych Karim i wsp.
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[21] zaliczyli: skaningowg kalorymetri¢ roznicowg (DSC), analize tekstury, badania
reologiczne, turbidymetri¢ i pomiary synerezy zeli. Z kolei wsérdd technik molekular-
nych wyr6znili: jadrowy rezonans magnetyczny (NMR), dyfrakcje rentgenowska,
spektroskopi¢ ramanowska oraz spektroskopi¢ fourierowska (FTIR).

Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

W skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC) mierzy si¢ rdznice energii wpro-
wadzonej do probki i materiatu odniesienia, jako funkcje temperatury w czasie, pod-
czas zaprogramowanego ogrzewania lub chtodzenia obu materiatéw [20, 21]. Metode
te wykorzystuje si¢ gtownie do badania retrogradacji amylopektyny [10, 19, 39, 49,
55], ale mozna ja stosowa¢ takze w celu okre$lenia retrogradacji krotkoterminowej [17,
24,32, 35].

Do zalet DSC nalezg m.in. prosta procedura wykonywania pomiaréw, brak zmian
zawarto$ci wody w trakcie przechowywania zZeli (ze wzglgdu na stosowanie herme-
tycznych pojemnikow) oraz mozliwos¢ bezposredniego wyznaczenia energii potrzeb-
nej do stopienia zretrogradowanej skrobi. Wadami tej metody sg jednak wysokie kosz-
ty 1 problemy z pobraniem do analizy reprezentatywnych probek (z powodu ich matych
rozmiaréw) [21]. Ponadto, aby zbada¢ retrogradacjg, stezenie skrobi powinno by¢
wigksze niz 15 % (m/m) [21, 32], co uniemozliwia zastosowanie DSC do pomiaru
zjawiska retrogradacji typowych zeli skrobiowych, tzn. o mniejszej zawartosci skrobi.
Oznaczenie retrogradacji skrobi w zelach o mniejszym stezeniu jest jednak mozliwe,
gdy retrogradacje prowadzi si¢ poza urzadzeniem DSC i do badan stosuje si¢ skrobig
retrogradowang [18, 31].

Pomiary tekstury

Jednym z testow stosowanych do pomiaru retrogradacji zeli skrobi i ich miesza-
nin z NHP jest instrumentalna analiza profilu tekstury (fexture profile analysis — TPA).
Zaleta TPA jest mozliwo$¢ doboru réznych warunkéw eksperymentalnych, takich jak:
wielkos$¢ 1 ksztalt probek, stopien deformacji probki, predkos¢ gtowicy czy liczba po-
wtorzen. Istnieje tez mozliwo$¢ utworzenia programu pomiarowego oraz automatycz-
nego obliczania wynikow, co pozwala zaoszczedzi¢ czas i zmniejsza czgsto$¢ wyste-
powania btedow. Wadg tej metody jest brak normalizacji procedur i warunkow
prowadzenia badan, co utrudnia poréwnywanie wynikow otrzymanych przez réoznych
badaczy [21].

W literaturze nie ma zbyt wielu informacji na temat zastosowania analizy profilu
tekstury do badania zjawiska retrogradacji zeli skrobiowych z dodatkiem, jak rowniez
bez dodatku NHP. Prowadzone dotychczas pomiary dotyczyty przede wszystkim wia-
sciwosci teksturalnych Zeli mierzonych najpdzniej 24 h po ich wytworzeniu. Przykta-
dem mogg by¢ badania Huanga i wsp. [15], Sandhu i Singh [45] oraz Coronato i wsp.
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[7]. Huang i wsp. [15] analizowali tekstur¢ zeli roznych odmian skrobi ryzowej
(o stezeniu 35 % (m/m)) z dodatkiem gumy gellan, konjac albo karagenow po kilku
godzinach przechowywania probek w temp. 4 °C. Zaobserwowali duzg zalezno$¢ wy-
nikow twardosci, zujnosci i adhezyjnosci od odmiany ryzu i rodzaju dodanego hydro-
koloidu. Sandhu i1 Singh [45] stwierdzili wystgpowanie znacznych rdéznic pomigdzy
parametrami teksturalnymi 6-procentowych (m/m) Zeli skrobi réznych odmian kukury-
dzy. Z kolei Coronato i wsp. [7] na podstawie analizy profilu tekstury zeli zawieraja-
cych skrobie manioku oraz gume gellan, w ktorych faze rozpraszajacg stanowita woda
lub mleko, zauwazyli, ze dodatek nieskrobiowego hydrokoloidu w duzo wigkszym
stopniu zmienit wlasciwosci uktadéw na bazie mleka niz na bazie wody, potwierdzajac
koniecznos$¢ obecnosci kationow do wytworzenia zelu gumy gellan.

Badania retrogradacji dlugoterminowej zeli poprzez pomiar tekstury prowadzito
tylko kilka grup badaczy [19, 29, 55]. Nie stosowali oni jednak metody TPA, ale tzw.
test penetracji, na podstawie ktorego wyznaczali jedynie niektore parametry tekstural-
ne. Vandeputte i wsp. [55] badali wptyw struktury skrobi ryzowych (o okreslonej bez-
wzglednej zawartosci amylozy, niezawierajacych amylozy, o znanej zawartosci kom-
pleksow amylozowo-lipidowych i rozktadzie dtugosci tancuchow amylopektyny) na
retrogradacje amylopektyny i wtasciwosci teksturalne zeli. Stwierdzili, ze Zele skrobi
woskowych po 2 dniach i po 2 tygodniach przechowywania charakteryzowaty si¢ po-
dobnymi parametrami teksturalnymi. Z kolei Zele z normalnych skrobi ryzowych prze-
chowywane przez 2 tygodnie odznaczaty si¢ wigksza twardoscig (ang. firmness) 1 silg
po relaksacji (ang. force after-relaxation) niz zele przechowywane przez 2 dni. Nie
zaobserwowano natomiast zwigzku wtasciwosci teksturalnych z zawartoscig komplek-
sow amylozowo-lipidowych i rozktadem dlugosci tancuchéw amylopektyny. Karam
1 wsp. [19], badajac retrogradacje 6-procentowych (m/v) mieszanych zeli skrobi kuku-
rydzianej, manioku i pochrzynu skrzydlastego (tac. Dioscorea alata), nie stwierdzili
istotnych zmian warto$ci parametrow tekstury zeli przechowywanych w temp. 4 °C
przez 7 dni. Zasugerowali oni, ze gtownym czynnikiem wplywajacym na wlasciwosci
zeli byta retrogradacja amylozy, wystepujaca przed rozpoczgciem pomiaréw tekstury.
Krystyjan 1 wsp. [29] prowadzili badania tekstury zeli skrobi ziemniaczanej oraz zeli
tej skrobi z dodatkiem k-karagenu oraz gum: guarowej lub ksantanowej, przechowy-
wanych w temp. 5 °C przez 30 dni. Stwierdzili, ze dodatek hydrokoloidéw wptywat
jedynie na site zelu (ang. strength) 3-procentowych (m/m) mieszanych ukltadow. Po-
nadto zaobserwowali nieznaczny wplyw stezenia i rodzaju dodanego hydrokoloidu na
kruchos¢ zeli.
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Pomiary reologiczne

Wsréd pomiaréw reologicznych, ktore mozna zastosowaé do opisu zjawiska re-
trogradacji skrobi wyrdznia si¢ m.in. jednoosiowe Sciskanie, badania oscylacyjne, test
pelzania i powrotu oraz test relaksacji naprezen [21, 40].

7 wymienionych wyzej metod najczesciej stosowane sg badania oscylacyjne.
Mozna je stosowaé¢ do pomiaru retrogradacji, zarowno krotko-, jak 1 dlugoterminowe;j
[21]. Polegaja na poddaniu probki zelu dziataniu okresowego, sinusoidalnego momen-
tu obrotowego (naprezenia) o malej amplitudzie. Przylozone napr¢zenie zmienia si¢
przy danej czestotliwosci. Jesli zachowanie materiatu lepkosprezystego jest liniowe,
w wyniku pomiaréw otrzymuje si¢ sinusoidalnie zmienne naprezenie, ktore jest prze-
sunigte w fazie o kat 8. W przypadku ciat doskonale lepkich, kat przesunigcia fazowe-
go jest rowny 90°. Z kolei, jesli kat 6 wynosi 0°, badang substancja jest ciecz doskonale
sprezysta. Natomiast gdy wartos¢ kata przesunigcia fazowego miesci si¢ pomigdzy 0
a 90°, probka wykazuje wilasciwosci lepkosprezyste [21, 37, 40]. Na podstawie kata
przesunigcia fazowego mozna wyznaczy¢ rowniez tzw. modut zespolony przy $cina-
niu. Ma on dwie sktadowe G’ i G’ [37]. G’ jest nazywany modulem spre¢zystosci,
okreslajacym energie elastyczna, ktora jest zmagazynowana w probce. Modut ten jest
wskaznikiem stalego lub elastycznego charakteru materiatu — gdy G’ jest wysoki, ma-
terial odznacza si¢ wysokim stopniem spr¢zystosci. Natomiast G jest to tzw. dyna-
miczny modul lepkosci, zwany takze modutem strat. Okres$la on energi¢ probki zamie-
niong na ciepto i jest wskaznikiem zachowania lepkiego lub ciektego [21, 35, 37].
W czasie chlodzenia probek i przechowywania zeli obserwuje si¢ zwigkszanie wartosci
obu modulow, przy czym wzrost modulu spr¢zystosci jest znacznie wigkszy [23, 29]
ito wlasnie wyniki pomiaréw G’ najczgséciej wykorzystuje si¢ w celu okreslenia ten-
dencji zeli do retrogradacji [5, 10, 11, 23, 32, 33, 35]. Zaobserwowano, ze modut spre-
zystosci zwigksza si¢ gwattowanie w czasie chlodzenia uktadow i na poczatku okresu
przechowywania probek, co jest zwigzane z tworzeniem zelu i retrogradacjg amylozy
[5, 10, 11, 23, 29, 32]. Natomiast podczas dluzszego przechowywania probek obserwu-
je si¢ powolny wzrost wartosci G’, §wiadczacy o retrogradacji amylopektyny [29, 32,
35].

Jedng z zalet pomiaréw oscylacyjnych jest mozliwo$¢ badania rozwoju struktury
zelu w czasie jego tworzenia, a takze podczas przechowywania. Badania te pozwalaja
bowiem na stalg oceng moduléw dynamicznych bez niszczenia struktury probki wy-
tworzonej w czasie starzenia. Ponadto uzyskiwane wyniki wyrazone sa w jednostkach
absolutnych, co umozliwia poréwnywanie danych otrzymanych przez r6znych badaczy
oraz przy uzyciu réznych urzadzen pomiarowych [21]. Wada badan oscylacyjnych jest
konieczno$¢ wyznaczenia zakresu liniowej lepkosprezystosci przed rozpoczeciem po-
miarow, czyli obszaru, w ktorym odksztatcenie jest mierzone bezposrednio i jest ono
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proporcjonalne do przytozonego napre¢zenia (tj. zakresu, w ktorym moduty nie zalezg
od odksztalcenia) [21, 32].

Prowadzone dotychczas badania oscylacyjne dotyczyty gldéwnie wlasciwosci lep-
kosprezystych uktadow skrobiowych bezposrednio po przygotowaniu probek lub po
24 h od ich sporzadzenia. Pomiary takie wykonywali m.in. Singh i Singh [50] oraz
Kaur i wsp. [23], ktorzy badali wlasciwosci lepkosprezyste kleikow 1 Zeli skrobi ziem-
niaczanej. Z kolei Sandhu i wsp. [44] analizowali wiasciwosci zeli skrobi kukurydzia-
nej, a Lu 1 wsp. [33] — skrobi réznych odmian ryzu. Closs 1 wsp. [6] badali wlasciwosci
zeli skrobi kukurydzianej (natywnej, woskowej i czystej amylopektyny) z dodatkiem
gumy guarowej. Natomiast Chaisawang i Suphantharika [3, 4] zajmowali si¢ badaniem
wiasciwosci mieszanych zeli natywnej, anionowej (fosforylowanej tripolifosforanem
sodu) i kationowej skrobi tapiokowej z guma guarowa lub ksantanowa. Wtasciwosci
mieszanych zeli skrobi tapiokowej badali tez Pongsawatmanit i wsp. [42], a Choi i Yoo
[5] wykonywali pomiary wiasciwos$ci lepkosprezystych kleikow i zeli skrobi batatow
z dodatkiem gumy ksantanowe;j.

Badania krotkoterminowej retrogradacji skrobi (24 h od momentu przygotowania
probek) z zastosowaniem pomiaréw oscylacyjnych prowadzili m.in. Funami 1 wsp.
[10], ktorzy stwierdzili, ze dodatek niejonowych polisacharydow (gumy guarowej,
tara, konjac, maczki chleba $wigtojanskiego) zmieniat podatnos¢ zeli skrobi pszennej
na retrogradacj¢ we wczesnym etapie przechowywania i hamowat proces retrogradacji
amylozy. Z kolei Funami i wsp. [11] zauwazyli, ze wptyw dodatku gumy guarowej na
retrogradacje skrobi kukurydzianej zalezat od masy czasteczkowej NHP. Natomiast
dodatek gumy arabskiej przyspieszal rozwoj struktury mieszanego zelu skrobi ryzowej
[12]. Badania retrogradacji mieszanych zeli skrobi w ciagu 24 h, przy uzyciu pomia-
row oscylacyjnych, prowadzili takze Krystyjan i wsp. [30]. Stwierdzili, ze dodatek
gumy ksantanowej powodowat zmniejszenie wlasciwosci lepkosprezystych i opdznie-
nie procesu retrogradacji zeli skrobi zbozowych (kukurydzianej i owsianej), natomiast
wplywal na zwigkszenie lepkosprezystosci i przyspieszenie retrogradacji uktadow
skrobi z roslin bulwiastych (ziemniaczanej i tapiokowej). Lewen i wsp. [32] stosowali
badania oscylacyjne w celu okreslenia retrogradacji zeli skrobi kukurydzianej o st¢ze-
niu 5, 10, 15 1 25 %, w ciagu 48 h od ich wytworzenia. Zaobserwowali dwuetapowy
przebieg procesu retrogradacji skrobi jedynie w przypadku zeli o najwigkszej zawarto-
$ci skrobi (25 %). Matalanis i wsp. [35], badajac retrogradacj¢ zeli skrobi kukurydzia-
nej, ryzowej i sorgo, po 0, 1, 3, 51 7 dniach przechowywania w temp. 4 °C, stwierdzili,
ze szybko$¢ oraz stopien retrogradacji skrobi zalezaly od pochodzenia botanicznego
skrobi, a retrogradacja przebiegata w dwoch etapach: retrogradacja amylozy (krétko-
terminowa), obserwowana w §wiezych zelach i retrogradacja dlugoterminowa, wi-
doczna w czasie przechowywania. Natomiast Krystyjan i wsp. [29] zauwazyli, ze sta-
bilnos$¢ zeli skrobi ziemniaczanej z dodatkiem k-karagenu, gumy guarowej lub gumy
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ksantanowej, przechowywanych przez 30 dni, zalezata od ich stezenia oraz rodzaju
dodanego hydrokoloidu, a zmiany wartosci modutéw G’ 1 G” swiadczyly o wystepo-
waniu krotko- i dlugoterminowej retrogradacji skrobi.

Pomiary turbidymetryczne

Pomiary turbidymetryczne to kolejna metoda, na podstawie ktorej mozliwe jest
okreslenie retrogradacji zeli skrobiowych, zaréwno krotko-, jak i dtugoterminowe;.
W metodzie tej wykorzystuje si¢ zjawisko zwigkszania zmgtnienia zeli w czasie ich
starzenia, spowodowane taczeniem si¢ czasteczek skrobi i zmianami w rozktadzie ge-
sto$ci, wynikajacymi z rozdzielania si¢ faz [21, 40].

Badania retrogradacji skrobi z wykorzystaniem metod turbidymetrycznych pro-
wadzili m.in. Perera i Hoover [39]. Autorzy ci badajac zmetnienie zeli skrobi ziemnia-
czanej (natywnej, odtluszczonej i modyfikowanej metoda hydrotermiczng), przecho-
wywanych przez 35 dni, stwierdzili, ze najwickszym poczatkowym zmetnieniem
charakteryzowaty si¢ zele skrobi poddanej modyfikacji hydrotermicznej, a najmniej-
szym — zele skrobi natywnej. Zmetnienie badanych zeli zwickszato si¢ w trakcie prze-
chowywania, przy czym najwigkszy wzrost zmg¢tnienia zaobserwowano po jednym
dniu, co sugerowalo, Zze najbardziej intensywnym procesem byla retrogradacja amylo-
zy (krotkoterminowa). Singh i Singh [50], stosujac pomiary turbidymetryczne w celu
okreslenia retrogradacji zeli skrobi ziemniaczanej, przechowywanych w temp. 4 °C
przez 5 dni, stwierdzili, ze mniejsze zmetnienie wykazaly zele skrobi o wickszych
rozmiarach ziarenek, a tym samym charakteryzowaty si¢ one mniejsza podatnoscig na
retrogradacje. Kaur i wsp. [23], badajac retrogradacje zeli skrobi pochodzacej z r6z-
nych odmian ziemniakdéw zaobserwowali, ze zarowno zmgtnienie, jak i procent prze-
puszczalnosci §wiatta poszczegdlnych uktadéw skrobiowych réznily si¢ w sposob
istotny. Ponadto w przypadku wszystkich zZeli odnotowali zmniejszanie si¢ przepusz-
czalno$ci $wiatta i zwickszanie zmgtnienia w trakcie ich przechowywania. Sandhu
i wsp. [44] oraz Sandhu i Singh [45] zaobserwowali roznice zmgtnienia zeli skrobi
kukurydzianej z réznych odmian kukurydzy, a takze powolne zachodzenie procesu
retrogradacji skrobi podczas przechowywania zeli. Z kolei Jambrak i wsp. [17], bada-
jac retrogradacje zeli skrobi kukurydzianej modyfikowanej dziataniem ultradzwigkow,
nie stwierdzili istotnych rdéznic pomig¢dzy zmetnieniem $wiezych Zeli skrobi modyfi-
kowanych i zelu skrobi natywnej. Zauwazyli jednak zmniejszanie si¢ zmgtnienia zeli
skrobi modyfikowanych w czasie przechowywania, przy czym spadek byt tym wigk-
szy, im wigksza byla intensywno$¢ dziatania ultradzwickow. Natomiast Pietrzyk
i1 Fortuna [41], badajac zmgtnienie zeli ze skrobi réznego pochodzenia botanicznego
(natywnych i utlenionych przy uzyciu ré6znych utleniaczy), przechowywanych przez 21
dni w temp. 8 °C, stwierdzili, ze najwigkszg podatnos$cig na retrogradacj¢ charaktery-
zowaty si¢ zele skrobi pszennej 1 kukurydzianej, a najmniejszg — uktady skrobi kuku-
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rydzianej woskowej. Podatnos$¢ na retrogradacje zeli skrobi modyfikowanych zalezata
od rodzaju zastosowanego czynnika utleniajgcego. Wyjatek stanowily zele utlenionej
skrobi kukurydzianej woskowej, ktore nie wykazywaly retrogradacji w trakcie prze-
chowywania. Zjawiska retrogradacji nie zaobserwowali takze Krysinska i wsp. [28],
ktorzy prowadzili pomiary zmetnienia zeli skrobi modyfikowanych (hydroksypropy-
lowanego fosforanu diskrobiowego, acetylowanego adypinianu diskrobiowego oraz
mieszanin tych skrobi), otrzymanych z kukurydzy woskowej, przechowywanych przez
21 dni, w temp. 6 °C. Podobne wyniki uzyskali Sitkiewicz i Denoch [51]. Badali oni
retrogradacje zeli ze skrobi kukurydzianych woskowych (natywnej i skrobi modyfiko-
wanych), przechowywanych przez 9 dni w temp. 4 °C. Zauwazyli, ze zele skrobi mo-
dyfikowanych charakteryzowaty si¢ mniejsza przejrzystoscia niz zel skrobi natywne;j.
Ponadto nie wykazywaty one zjawiska retrogradacji w trakcie przechowywania.

Pomiary synerezy

Pomiary synerezy zeli nalezg do makroskopowych technik opisu zjawiska retro-
gradacji skrobi, pozwalajacych na okreslenie krotko- i dlugoterminowej retrogradacji.
Badania te stosowano przede wszystkim do okreslania stabilnosci Zeli skrobiowych na
zamrazanie i rozmrazanie [21, 35, 43].

Badania stabilnos$ci zamrazalniczej zeli skrobiowych poprzez pomiar synerezy
polegaja na poddaniu probki wielokrotnemu zamrazaniu i rozmrazaniu do temperatury
pokojowej, a nastgpnie na oddzieleniu (zwykle przez odwirowanie) uwolnionej fazy
ciektej 1 jej zwazeniu [21, 35, 43]. Pomiary te mozna stosowac jako wskaznik tendencji
skrobi do retrogradacji, poniewaz po wymrozeniu wody zachodzi proces retrogradacji
amylopektyny. Im wicksza jest liczba cykli zamrazanie — rozmrazanie, tym wigksza
jest retrogradacja amylopektyny (wigksza synereza zeli). Zastosowanie tej metody
moze jednak prowadzi¢ do otrzymania nieprawidtowych wynikow, poniewaz pozosta-
wienie kleikow skrobiowych w temperaturze pokojowej przez 1 h powoduje, ze reab-
sorbuja one wigkszos¢ oddzielonej cieczy [21].

Pomiary synerezy stosowano takze do badania retrogradacji zeli skrobiowych
przechowywanych w warunkach chtodniczych, niepoddanych zamrazaniu. Pomiary
takie wykonywali m.in. Kaur i wsp. [23]. Badali oni retrogradacj¢ zeli skrobi ziemnia-
czanej z réznych odmian ziemniakéw, przechowywanych przez 24, 48 i 120 h w temp.
4 °C. Zaobserwowali, ze podatnos¢ zeli miata zwigzek z zawarto$cig amylozy i struktu-
ra ziarenek skrobiowych. Najwigksza synereze stwierdzili w przypadku zeli skrobi
z odmian ziemniakdéw, z ktorych skrobia charakteryzowala si¢ mniejsza zawartoscia
amylozy 1 wigkszym udziatem matych ziarenek. Ponadto zaobserwowali, ze wigksza
podatnoscig na retrogradacje odznaczaty si¢ zele skrobi wyizolowanej ze skrobiowych
odmian ziemniakéw. Podobne badania wykonywali Sandhu i wsp. [44]. Badali retro-
gradacje zeli skrobi roznych odmian kukurydzy, przechowywanych przez 24, 48
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1 120 h w temp. 4 °C. Stwierdzili, ze retrogradacja wszystkich badanych zeli zwigksza-
ta si¢ wraz ze wzrostem okresu przechowywania, a najwigkszg podatno$cig na retro-
gradacje¢ odznaczaty si¢ Zele skrobi z odmian kukurydzy zawierajacych skrobi¢ o du-
zych oraz podtuznych ziarenkach. Funami i wsp. [10, 11, 12] stosowali pomiary
synerezy do badania stabilno$ci mieszanych zeli przechowywanych w warunkach
chlodniczych. Stwierdzili, ze dodatek niejonowych polisacharydow (gum guarowe;j,
tara, konjac i maczki chleba $wigtojanskiego) zmniejszat podatno$¢ na retrogradacje
zeli skrobi pszennej, przechowywanych przez 7 i 14 dni w temp. 4 °C [10]. Zauwazyli
takze, ze wptyw dodatku gumy guarowej na retrogradacj¢ zeli skrobi kukurydziane;j,
przechowywanych przez 7 i 14 dni w temp. 4 °C, zalezal od masy czasteczkowej nie-
skrobiowego hydrokoloidu (im masa czasteczkowa gumy guarowej byla wigksza, tym
wolniej zachodzita dlugoterminowa retrogradacja) [11]. Z kolei obecno$¢ gumy gua-
rowej powodowata zwickszenie synerezy mieszanych Zeli skrobi pszennej, przecho-
wywanych przez 24 h w temp. 4 °C [12]. Natomiast Krysinska i wsp. [28] wykorzy-
stywali pomiary synerezy do badania dlugoterminowej retrogradacji zeli skrobi
modyfikowanych (hydroksypropylowanego fosforanu diskrobiowego, acetylowanego
adypinianu diskrobiowego oraz mieszanin tych skrobi), z kukurydzy woskowej, prze-
chowywanych przez 1 + 9 dni, w temp. 6 °C. Nie zaobserwowali oni zjawiska synerezy
zeli badanych skrobi, a odpornos$¢ skrobi na retrogradacje thumaczyli wptywem obec-
nos$ci grup acetylowych i hydroksypropylowych na zatrzymywanie wody w czastecz-
kach skrobi i opdznianie krystalizacji amylopektyny.

Rentgenografia proszkowa

Dyfrakcja rentgenowska jest jedng z molekularnych technik pomiaru retrogradacji
skrobi, ktorg mozna zastosowa¢ do badania wtasciwosci zeli przechowywanych przez
dhuzszy czas. W metodzie tej wykorzystuje si¢ zmiang¢ stopnia krystaliczno$ci skrobi
w czasie kleikowania i zelowania. Skrobie natywne wystepuja bowiem w formie ziare-
nek, ktore mozna traktowac jako czgsciowo krystaliczne, a czgsciowo amorficzne
uktady. Obszary krystaliczne zbudowane sg gtoéwnie z uporzadkowanych promieniscie
w ziarenku skrobiowym liniowych fragmentow amylopektyny. Sa one poprzedzielane
warstwami amorficznymi, ktore sktadajg si¢ z czasteczek amylozy i miejsc rozgalezien
amylopektyny [21, 24, 53]. W wyniku ogrzewania zawiesin, ziarenka skrobi pecznieja
lub nawet dochodzi do ich rozpadu (w zaleznosci od stezenia skrobi i zastosowanej
obrobki), na skutek czego traca one swodj semikrystaliczny charakter [21, 24, 35]. Czg-
sciowo uporzadkowana struktura skrobi odtwarza si¢ w czasie przechowywania zeli,
tzn. w trakcie ich retrogradacji [21, 24]. Zastosowanie dyfrakcji rentgenowskiej, po
uwzglednieniu wynikow pomiaru retrogradacji przy uzyciu innych technik, pozwala
stwierdzi¢, ze krystalizacja starzejacych si¢ zeli skrobiowych jest procesem dwufazo-
wym [21].
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W wyniku pomiaréw krystalicznosci skrobi za pomoca proszkowych widm rent-
genowskich uzyskuje si¢ dyfraktogramy, ktorych wyglad jest charakterystyczny dla
danej postaci skrobi. Na podstawie przebiegu widm rentgenograficznych skrobie dzieli
si¢ na typy: A, B, C oraz V [54]. Typ A wykazuja natywne skrobie zbozowe (pszenna,
ryzowa, kukurydziana). Typ B jest charakterystyczny dla skrobi z roslin bulwiastych,
a takze owocow, skrobi wysokoamylozowej i niektdrych skrobi zretrogradowanych.
Z kolei typ C jest typem posrednim pomiedzy typem A i B, wykazywanym przez skro-
bie nasion roslin stragczkowych, a typ V jest przypisany kompleksom amylozowo-
lipidowym, wystepujagcym w starych zelach skrobi zbozowych o duzej zawarto$ci
thuszezow [21, 38, 54].

Kim i wsp. [25] badali wptyw stezenia (10 1 50 % (m/m)) i temperatury (-18, 2
i 18 °C) na retrogradacje zeli normalnej i woskowej skrobi ryzowej, przechowywanych
przez 6 dni. Zauwazyli, ze stezone zele przechowywane w wyzszych temperaturach
(21 18 °C) odznaczaty si¢ wystepowaniem piku charakterystycznego dla skrobi typu B.
Natomiast dyfraktogramy pozostalych zeli wskazywaty na ich amorficzny charakter.
Retrogradacj¢ zeli skrobiowych z zastosowaniem dyfrakcji rentgenograficznej badali
tez Perera i Hoover [39]. Stwierdzili, ze Swieze zele natywnej, odtluszczonej oraz mo-
dyfikowanej metoda termiczna skrobi ziemniaczanej miaty charakter amorficzny.
Z kolei uktady tych skrobi pod koniec okresu przechowywania (30 dni) charakteryzo-
waty si¢ wystepowaniem piku, obserwowanego w przypadku natywnych skrobi z ro-
slin bulwiastych.

Krystyjan 1 wsp. [30] zaobserwowali, ze kleiki skrobi ziemniaczanej i tapiokowej,
bezposrednio po skleikowaniu, a takze zele skrobi tapiokowej (z dodatkiem i bez do-
datku gumy ksantanowej) przechowywane przez 72 h nie wykazywaly obecnosci
struktur uporzadkowanych. Niewielkim uporzadkowaniem struktury charakteryzowaty
si¢ natomiast mieszane zele skrobi ziemniaczanej po 12 h przechowywania, co suge-
rowato, ze obecno$s¢ NHP mogla przyspiesza¢ retrogradacj¢. Z kolei zele skrobi zbo-
zowych odznaczaly si¢ wystepowaniem uporzadkowanej struktury juz bezposrednio po
ich wytworzeniu, a dodatek gumy ksantanowej miat znaczenie jedynie w odniesieniu
do skrobi owsianej.

Jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)

Inng molekularng technikg, ktérg mozna wykorzysta¢ do pomiaru krotko- i dtugo-
terminowej retrogradacji skrobi, jest jadrowy rezonans magnetyczny (NMR) [2, 21].
W metodzie tej bada si¢ struktury molekularne poprzez pomiary interakcji oscylujace-
go pola elektromagnetycznego o czestotliwosci radiowej ze zbiorem jader atomowych,
bedacych czegscig atomow tworzacych czasteczki, zanurzonych w silnym zewngtrznym
polu magnetycznym [34]. Najczesciej stosowang technika badania systemow zywno-
sciowych, pozwalajgcg okreslic¢ ich strukturg fizyczng poprzez analizg zaniku sygnatu
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NMR, jest technika niskiej rozdzielczosci (‘"H NMR) [21]. W badaniu retrogradacji
skrobi przy uzyciu 'H NMR wykorzystuje si¢ tendencje, ze wraz z postepem tego pro-
cesu zmniejsza si¢ sygnal pochodzacy od fazy ptynnej i rownocze$nie zwigksza sig¢
sygnal przypisywany protonom fazy stalej [2]. Podstawe do rozroznienia pomig¢dzy
czgsteczkami skrobi w stanie ciektym 1 w stanie statym (zretrogradowanym) stanowi
roznica czasu relaksacji spin-spin (T), ktora jest szczegdlnie wrazliwa na zmiany mo-
lekularnej mobilnosci [21].

Zastosowanie NMR do badania dlugoterminowej retrogradacji skrobi ma wiele
zalet, m.in. nieinwazyjny i nieniszczacy charakter metody, pozwalajgcy na prowadze-
nie pomiarO6w przy uzyciu tej samej probki, przez caty czas trwania doswiadczenia [2,
21]. Ponadto pomiary mozna prowadzi¢ w szerokim zakresie temperatur i stezen zeli
skrobiowych [21].

Dotychczas pomiary z zastosowaniem niskiej rozdzielczosci 'H NMR stosowano
glownie w celu okreslania stabilno$ci zeli skrobiowych na zamrazanie i rozmrazanie
[22, 26] lub pomiarow czasu relaksacji spin-sie¢ (T;) oraz spin-spin (T,) w trakcie
kleikowania i zelowania uktadow skrobi pszennej [14] oraz ziemniaczanej z dodatkiem
NHP [1].

Badania stabilno$ci mieszanych zeli prowadzili Baranowska i wsp. [2]. Badali
mobilno$¢ czasteczek wody w trakcie 94 h przechowywania mieszanych Zeli skrobi
ziemniaczanej, manioku, kukurydzianej i owsianej z dodatkiem lub bez dodatku gumy
ksantanowej, guarowej i k-karagenu. Zaobserwowali, ze skrobie zbozowe tworzyly
sztywniejsze zele niz skrobie z roslin bulwiastych, a stabilnos¢ dwusktadnikowych zZeli
zalezata od rodzaju dodanego NHP, rodzaju skrobi oraz temperatury przechowywania.
Najwigksza stabilno$cig odznaczaly si¢ zele skrobi ziemniaczanej z dodatkiem gumy
ksantanowej, przechowywane w temperaturze pokojowej oraz mieszane zele skrobi
manioku z gumg guarowg, zarowno w trakcie przechowywania w temp. otoczenia, jak
iw4°C.

Inne metody pomiaru zjawiska retrogradacji

W literaturze opisywane sg takze inne metody pomiaru retrogradacji skrobi. Nale-
73 do nich m.in. spektroskopia w podczerwieni, ktérej odmiang jest spektroskopia fou-
rierowska (FTIR) oraz spektroskopia ramanowska [8, 21, 40]. Chociaz ich uzycie
umozliwia ciggly pomiar retrogradacji na poziomie molekularnym, to jednak nie zna-
lazty one powszechnego zastosowania do badania tego zjawiska [21].

Duza grupe metod, ktére mozna stosowac¢ do pomiaru procesu retrogradacji skro-
bi, stanowig takze techniki wykorzystujace barwng reakcje skrobi z jodem [21]. Zaob-
serwowano bowiem, ze amyloza w czasie retrogradacji traci zdolno$¢ do tworzenia
niebieskiego kompleksu z jodem, co jest spowodowane tworzeniem przez ten polimer
podwojnych helis, ktore nie mogg pomiesci¢ jonow polijodkowych [21, 24]. Zastoso-
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wanie tych metod jest jednak ograniczone, gdyz odzwierciedlajg one tylko retrograda-
cje krotkoterminows (retrogradacj¢ amylozy) [21].

Retrogradacje, a szczegdlnie jej szybko$¢ we wezesnych etapach procesu, mozna
okresli¢ takze poprzez pomiar odpornosci skrobi na hydrolize [21, 53]. W metodzie tej
wykorzystuje si¢ zjawisko, ze retrogradacja w duzym stopniu ogranicza dostgpnosé
skrobi dla enzyméw amylolitycznych, a tym samym zmniejsza stopien hydrolizy [53].
Nie znalazta ona jednak szerszego zastosowania z uwagi na konieczno$¢ zapewnienia
odpowiednich warunkéw ogrzewania i przechowywania probek, w celu wywotania
krystalizacji amylozy lub amylopektyny, a jednoczesnie optymalnych warunkoéw dzia-
fania enzymow. Wykorzystanie tej metody utrudnia réwniez obecnos¢ innych sktadni-
kéw zywnoscei [21].

Podsumowanie

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze retrogradacje skrobi z dodat-
kiem i bez dodatku NHP bada si¢ przede wszystkim poprzez zastosowanie makrosko-
powych metod pomiaru tego zjawiska. Natomiast wykorzystanie metod molekularnych
jest niewielkie. Wyjatek stanowig rentgenografia proszkowa oraz jadrowy rezonans
magnetyczny, przy czym jak dotad NMR stosowano gtownie do okreslenia stabilno$ci
zeli skrobiowych na zamrazanie oraz rozmrazanie.

Dotychczas prowadzono przewaznie badania retrogradacji krotkoterminowej zeli
skrobiowych bez dodatkow nieskrobiowych hydrokoloidow polisacharydowych lub do
badan stosowano tylko jedng technike pomiaréw. Wigkszo$¢ badan dotyczyta retrogra-
dacji zeli skrobi ryzowej oraz mieszanych uktadow tej skrobi, z uwzglednieniem takich
NHP, jak gumy: gellanowa, konjac i arabska oraz karageny. Do$¢ czgsto badano takze
krotkoterminowa retrogradacje naturalnej i modyfikowanej skrobi kukurydzianej, ta-
piokowej oraz batatow, z/lub bez dodatku gum: guarowej i ksantanowej. Badania te
wykonywano do 24 h od momentu wytworzenia zeli, z zastosowaniem pomiarOw oscy-
lacyjnych oraz pomiarow tekstury. Natomiast dlugoterminowg retrogradacj¢ badano
przede wszystkim w odniesieniu do zeli skrobi: ryzowej — z zastosowaniem pomiaréw
tekstury, badan oscylacyjnych oraz rentgenografii proszkowej, kukurydzianej — po-
przez pomiar zmetnienia zeli, pomiary synerezy, analiz¢ tekstury i1 badania oscylacyj-
ne, a takze pomiar '"H NMR, ziemniaczanej — przy uzyciu badan turbidymetrycznych,
pomiardéw oscylacyjnych, analizy tekstury i rentgenografii proszkowej, pomiarow sy-
nerezy oraz 'H NMR, pszennej — poprzez pomiar zmetnienia zeli, pomiary synerezy
i dyfrakcje rentgenowska, owsianej — z wykorzystaniem techniki '"H NMR i pomiarow
rentgenograficznych, oraz maniokowej — z zastosowaniem analizy tekstury i '"H NMR.
Z kolei wptyw dodatku NHP na dtugoterminowa retrogradacje mieszanych uktadow
dotyczyt jedynie skrobi: ziemniaczanej z dodatkiem k-karagenu, gumy guarowej
lub gumy ksantanowej — poprzez pomiar tekstury 1 badania oscylacyjne,
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'H NMR oraz pomiary rentgenograficzne (tylko z guma ksantanowa); a takze skrobi
maniokowej, kukurydzianej i owsianej, zawierajagcych wyzej wymienione hydrokoloi-
dy — technika 'H NMR. Badano réwniez dlugoterminowa retrogradacje poprzez po-
miary synerezy zeli skrobi pszennej z dodatkiem gum: guarowej, konjac i tara, a takze
maczki chleba $wigtojanskiego.

Projekt zrealizowano ze srodkow Narodowego Centrum Nauki, umowa nr UMO-
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RETROGRADATION OF STARCH WITH AND WITHOUT NON-STARCH
POLYSACCHARIDE HYDROCOLLOIDS ADDED - MEASUREMENT METHODS
AND APPLICATION THEREOF

Summary

In the paper, the classification of those measurement methods was presented, which were applied to
measure a retrogradation phenomenon of starch with and without non-starch polysaccharide hydrocolloids
(NHP) added;, among those methods, some macroscopic and molecular techniques were highlighted. The
following macroscopic methods were characterised: differential scanning calorimetry (DSC), texture
profile analysis, oscillatory measurements, turbidimetry, and measurements of gel syneresis; also, some
examples of their current applications were given. Of all the molecular techniques used to study the retro-
gradation, the most frequently used methods were specifically pointed out: a nuclear magnetic resonance
(NMR) and an X-ray diffractometry. Furthermore, there were specified limitations of applying other
methods to study the process of starch retrogradation.

Key words: retrogradation, starch, non-starch polysaccharide hydrocolloids, methods to study starch
retrogradation, starch gel stability
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THE EFFECT OF SELECTED FACTORS ON SENSORY
QUALITY OF PORK

Summary

This manuscript presents results of authors’ research regarding selected factors influencing sensory
pork quality. In the manuscript the role of breed, genes (RYR1", RN", CAST), slaughter weight as well as
meatiness is comprised. Additionally, the role of intramuscular fat, ultimate pH and heat treatment on pork
quality is discussed. It was stated that the optimization of the sensory aspects of the pork quality should
not be limited to one aspect only but it should include the practical use of a number of dependent determi-
nants. Obtaining high eating quality depends also on the quality of the raw material and the way of thermal
processes (temperature, time, method of thermal process).

Key words: pork, sensory quality, determinants

Introduction

According to the data concerning meat consumption in Europe, pork is the domi-
nant kind of meat and half of the amount is purchased by consumers as a culinary meat
and then processed in households. Therefore it is essential to produce the high quality
fresh meat which complies with the consumers’ requirements. Intensification of meat
production could cause the decrease of pork quality because of using breeds with high
lean meat content in crossbreeding [14]. Pork quality is a complex property, which is
influenced by multiple factors interacting with each other. The factors include breed,
genotype, feeding, pre-slaughter handling, stunning, and slaughter method, chilling as
well as meat aging [33].

The pork industry faces the dilemma of producing meat with a minimal amount of
visible fat in order to take into consideration the consumers™ health [29]. However, at
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the same time, sufficient intramuscular fat — IMF (fat located throughout skeletal mus-
cle and responsible for the marbling) should be guaranteed so as to meet consumer
expectation as for eating quality. Special attention should be paid to attributes such as
tenderness and flavour [13, 49], which are connected with the amount of fat in meat
[47]. In case of raw meat the share of different tissues is important and the most signif-
icant features of visual quality are colour (tone and its homogeneity), visible fat
amount and drip loss [34] whereas in case of processed meat such features as water
holding capacity, emulsifying capacity, ability to protein gellification, flavour and tex-
ture determine the quality [20, 43]. Meat features are strongly related to post mortem
changes which depend indirectly on its glicolytic potential and level and degradation
tempo in the glycolysis process. The ultimate pH has a great impact on numerous meat
attributes such as juiciness, tenderness and water holding capacity (WHC) [15]. The
aim of the review was to present and discuss results of authors’ research regarding
selected factors influencing sensory quality of pork.

Genetic factors
Breed

Proper breed selection is a very important part of pork production in relation to
economics. Depending on the demanded proportions of the two major components of
the carcass - meat and fat. Palka et al. [31] stated that the breed selection is connected
with aspects such as ratio and diameter of muscle fibers, the content of intramuscular
fat and the ability of water absorption, which is related to the quality traits such as
palatability, juiciness and tenderness. The examples of a popular breeds in Poland are
Large White and Polish Landrace. Pigs of both races provide good quality meat. Car-
casses are well-muscled. Breed Ztotnicka and Putawska are the examples of types with
higher level of fat [37]. Another example is the Pietrain, which as a pure-breed, is rare-
ly slaughtered due to inappropriate meat qualities - susceptibility to stress associated
with the presence of the halotate gene (RYR,"), significant acidification and conse-
quences in unfavorable colour and high drip loss. However, there are also some ad-
vantages — this breed has not the biggest daily gains but it achieves the highest meat
percentage in the carcass and the largest dorsi muscle [33]. The comparison of sensory
quality of meat from the Neckar and P76 lines indicates a higher quality of meat from
Neckar line, which is characterized by significantly higher tenderness and juiciness and
higher intensity of positive flavour attributes in the tested samples (Fig. 1). The result
was probably associated with significantly higher levels of marbling in comparison
with meat coming from P76 line. Numerous studies have confirmed a significant and
positive impact of the increased marbling on sensory attributes such as tenderness,
juiciness and flavour [11, 13, 19, 20].
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Fig. 1.  Sensory pork quality of two different genetic lines- prepared on the basis of [21].
Rys. 1. Jako$¢ sensoryczna migsa tucznikow dwoch linii genetycznych - opracowano na podstawie
[21].

Many reports present the meat from Duroc pigs in a favorable light. In a study
comparing 10 breeds, Duroc had high scores for texture, juiciness, and flavor and the
highest scores for overall liking [46]. Other studies have found that compared to Land-
race and Large White pork from Duroc pigs is also more palatable [48]. The occur-
rence of differences in meat quality among breeds could be explained by differences in
pork characteristics, particularly in the high IMF content [48].

Genes

The genetic influence on pork quality comprises differences among breeds as well
as differences among animals within the same breed. These differences can be caused
by a large number of genes triggering small effects, known as polygenic effects, and in
principle most traits of interest for pork quality have a multifactorial background [2].
However, pork quality attributes can also be associated with large monogenic effects.
A gene can be considered a major one, when the difference between the mean value of
the individuals homozygous for the gene and that of individuals not carrying this gene
is equal to or greater than one phenotypic standard deviation of the trait of interest [39].
The proper selection of breeds is mainly determined by carcass structure, proportions
and diameter of the fibers in the muscles, intramuscular fat, the degree of acidification
of muscle tissue and losses in thermal processes. These features depend on the breed
and influence of main genes which adversely affect meat quality, causing the occur-
rence of defective meat [39].
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Most evidence points to the calpains as the main proteomes involved in post-
mortem tenderization [9]. Although their precise actions remain uncertain it is thought
that calpains act by degrading strategical and structural proteins of the cytoskeletal
network such as titin, nebulin and desmin. The rate of calpastatin degradation and inac-
tivation is related to the rate of proteolysis and tenderization observed in meat and af-
fects meat quality in a direct way. However, the exact factors or sets of conditions that
regulate the degradation of calpastatin by calpain are not known [16].

The results of presented study regarding the impact of gene calpastatyne
(CAST/Rsal) on the pork quality show that the gene calpastatin (CAST/Rsal) affected
the eating quality. Pork obtained from variants of polymorphic gene CAST: CC, CD
and DD differed in tenderness (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of polymorphic calpastatin gene CAST variants: CC, CD and DD on pork quality (un-
published data).

Rys. 2.  Wplyw wariantéw genetycznych CC, CD, DD genu kalpastatyny na jako$¢ wieprzowiny (dane
niepublikowane).

The main defect decreasing the sensory meat quality is PSE (pale, soft, exuda-
tive). This defect is related to gene RYR," responsible for higher susceptibility to
stress. It occurs most commonly in meat breeds and their meat is affected by low pH in
the initial period of post-mortem changes and 24 hours after slaughter.

The biggest problem for the sensory quality of PSE meat is significant liquid loss
during heat treatment and unfavorable light color [35]. It should be noted that the prob-
lem of excessive drip loss also applies to the type of ASE meat (acid, soft, exudative)
as well as RSE (reddish, soft, exudative). Glycolytic metabolism in ASE meat is slower
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than in the PSE type, however, it also leads to the bright colour composition and soft
consistency with the excessive drip loss [25].

Acid meat after cooking is characterized by the lowest level of juiciness, marbling
and palatability. RSE meat is also watery, but its colour is not changed as much as in
case of ASE or PSE meat. Faulty ASE meat connected with gene RN has a low level
of juiciness and palatability. DFD meat (dark, firm, dry) rarely occurs as far as pork is
concerned, but its appearance always disqualifies the meat as the culinary one [25].

DFD meat also has a very high susceptibility to changes determined microbiolog-
ically; a significant relationship between pHyg after 12 days of storage and the total
number of bacteria (r = 0.74) in the study of [22] was demonstrated.

Different characteristics of faulty meat quality is presented in Fig. 3.
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Fig. 3. Characteristic of pork characterized by different quality - prepared on the basis of [34].
Rys. 3. Charakterystyka migsa wieprzowego roznej jakosci - opracowano na podstawie [34].

The DFD raw meat was the least acceptable before heating but after heat treat-
ment it was evaluated as tender and juicy. PSE meat was characterized by the lowest
quality due to the lowest tenderness and juiciness. However, heat-treated meat of the
RFN and partially DFD type was characterized by favorable values of sensory quality.
ASE meat was characterized by high intensity of colour, low intensity of meat flavour,
low juiciness and tenderness (Fig. 4). Another study [50] also confirms a lower techno-
logical quality of PSE and acid meat. The muscle protein profile showed significantly
higher quantity of p-calpain in PSE and acid meat compared to normal meat. Addition-
ally, lower quantity of polypeptides with molecular sizes 31 and 29 kDa, which were
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products of CK (creatinine kinaze) degradation, was observed in faulty meat. The low-
er quantity of myofibrillar proteins (myosin LC1, TnT, and TnC) in meat with higher
glycogen levels and lower pH showed higher rates of proteolysis.

Meatiness

In accordance with the requirements of the market, in recent years (2005 - 2011),
the average meatiness of carcass has increased (from 52.5 to 55.0 %) [38]. Nowadays
breeding is focused on meatiness increase and fat tissue decrease, which resulted in
many cases in IMF reduction [26, 45]. Greater efficiency in meat has increased the
efficiency of the most valuable elements of lean meat, which are most preferred by
consumers. The rate of weight gain has a direct impact on reducing the period of fat-
tening pigs. Muscle growth is dependent on the rate of deposition of protein and fat,
which is determined by genotype and environmental factors. Increasing slaughter
weight of pigs results in a more intense color of meat, higher intramuscular fat content,
lower drip loss. However, production of heavier carcasses is required for numerous
meat products, such as raw sausages, fermented hams or the products intended for the
Japanese market, where marbled meat is more preferable.

In the study of [40] it was stated that meat obtained from the carcasses classified
into class S (according to EUROP) characterized by lower IMF in comparison to class
U. However, in the content of dry matter, total protein and ash in meat coming from
the carcasses classified into S, E and U. Meat from the carcasses classified into class S
was characterized by a significantly higher drip loss than the one from the carcasses
classified into class E but no significant differences were observed between mean val-
ues of pHy, and pHys, WHC, thermal drip, water-soluble protein content and meat col-
our parameters. There was a significantly higher frequency in occurrence of PSE and
partly PSE meat in carcasses qualified for the class S [40]. Other authors [12] indicated
that meat obtained from carcasses of class S and E did not differ in colour and techno-
logical value, also sensory attributes were not different. They claimed that meat ob-
tained from carcasses with meatiness above 60 % characterized higher frequency of
PSE occurrence. The value of culinary meat depends to a great extent on the decrease
of intramuscular fat, which is responsible for sensory quality formation especially ten-
derness, juiciness sensation as well as meat palatability. Meat from class U was charac-
terized by lower visual quality of raw meat in comparison to the class S (although the
difference was not statistically significant). However, the quality of the meat after heat
treatment of the U class was characterized by a significantly higher overall quality
associated with a significantly higher tenderness and higher juiciness (Fig. 4).
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Fig. 4. Sensory pork ork quality obtained from different meatiness classes - prepared on the basis of

[18].
Rys. 4. Jakos¢ sensoryczna wieprzowiny z réznych klas migsnosci - opracowano na podstawie [18].

Intramuscular fat

The amount of visible fat is the strongest visual discriminative stimulus determin-
ing the consumer’ decision and therefore loin chops with a low or medium amount of
marbling received higher acceptability [13]. The level of IMF is dependent on breed,
MI’ gene, meatiness, slaughter weight and also feeding of animals in the growing
period [39]. The relationship between IMF and pork tenderness is controversial — some
researchers report a positive relationship [11, 13], whereas others did not find it [14].
IMF in pork has been reported to positively influence juiciness, tenderness and flavour
[4]. Presently improvement of pork quality by increasing IMF level in muscles is one
of main breeders’ purposes in European countries [39] as improvement of meatiness
has caused decreasing its sensory quality. The results presented in this paper indicated
that the level of IMF has a significant effect on sensory acceptance in visual quality
and eating quality (Fig. 5).

The acceptability of pork at the purchase stage was significantly higher if the
level of IMF was below 2.0 %, whereas tenderness, juiciness, meat flavour and overall
quality in cooked meat were higher if IMF was above 2.0 %. According to [44]
recommended IMF contents for acceptable palatability in pork range from 2 % to 4 %,
other researchers [4, 8] suggest that acceptable pork eating quality requires a minimum
IMF of 2.5 % to 3.0 %. Higher values are associated with a risk of pork rejection by




28 Danuta Jaworska, Wiestaw Przybylski

consumers. The minimum level of 1.5 % IMF was found as necessary to ensure a
pleasing eating experience [13].
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Fig. 5. Sensory pork characteristic in relation to different IMF level - prepared on the basis of [5].
Rys. 5. Jako$¢ sensoryczna wieprzowiny o réznym poziomie thuszczu $rodmigéniowego — opracowano
na podstawie [5].

pH value

To monitor changes in muscle tissue after slaughter, a good indicator is the meas-
urement of pH. The pH of the meat measured after slaughter enables to follow all
changes in the muscle tissue after slaughter and diagnose any defects. Additionally, pH
is one of the main determinants of the sensory meat quality. Achieving an appropriate
pH value of slaughtered meat ensures proper water absorption, the formation of favor-
able colour, tenderness and flavour [17, 20]. According to [26], pH is the most im-
portant parameter which determines the sensory quality and technological value of
meat. As it was mentioned by many authors [5, 11, 36] the technological traits are
characterized by adequate technological value (described by pH, WHC, technological
yield, drip loss), as well as appropriate sensory quality- light red colour, with a little fat
cover, without visible marbling and a low level of drip loss [4, 21]. These authors indi-
cated that a high intramuscular fat content, a high level of pH after slaughter and
minimum losses during heat treatment result in appropriate tenderness, juiciness and
flavour.
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In order to guarantee a high sensory quality culinary meat should have pH,; and
pHas in the range >5.50 to 5.80 [36].
The relationship between pH value and sensory quality is presented on Fig. 6.
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Fig. 6.  Sensory pork characteristic characterized by different ultimate pH level (unpublished data).
Rys. 6. Jakos¢ sensoryczna wieprzowiny o réznym poziomie pH koncowego (dane niepublikowane).

In Fig. 6 the meat quality with pH value below 5.5 was characterized by lower
tenderness, juiciness and flavor in comparison to meat where the ultimate pH was
higher than in case of pH above 5.5.

The other authors [30] claimed that the ultimate pH is a meat characteristic diffi-
cult to control with precision. However, contradictory findings in juiciness and tender-
ness results, also need to be clarified.

Processed meat — eating quality

It is well known that different cooking methods, core temperatures and types of
muscle result in different eating qualities of pork. Physicochemical processes that oc-
cur in the meat tissue during heating cause significant changes and influence texture,
colour, flavour and the final properties of the heated meat. The method of heating has
an important effect on the eating quality of meat. Meat is heated using different media
for heat transfer, such as dry heat methods (roasting, broiling or pan frying), moist
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heating methods (boiling or braising) or microwave cooking. The heating method
should be chosen to be appropriate for the type of meat (the amount of connective tis-
sue, size). The temperature gradient influences the rate and extent of the changes of
protein structure in the meat, whereas the method of heat transfer influences the odour,
flavour and colour. Colour is influenced by heat treatment and endpoint temperature.
Increase of endpoint temperature will increase the brown colour on the surface. Dry
heat methods, especially pan-frying, influence the surface colour: a brownish colour is
achieved. Flavour is a combination of taste and aroma. Flavour comprises
a combination of nonvolatile and volatile compounds. Flavour is generated from reac-
tions of various flavour precursors, including reducing monosaccharides and inosine
monophosphate (IMP), during heating. Several odours and flavours are produced
through the heat-induced changes in amino acids, carbohydrates and fat. Dry heat
methods, especially pan-frying, increase the amount of Maillard reaction, and moist
heat methods prevent the reactions from taking place [27]. In addition to the Maillard
reaction, lipid degradation products are responsible for developing meat flavour during
heating. In study of [49] it is showed that pork flavour increased as the core tempera-
ture increased from 65 to 80 °C while both juiciness and tenderness decreased. Texture
consists of many features out of which the most important ones are tenderness and
juiciness. The effect of core temperature on tenderness depends on the pork cut (con-
tent of meat and connective tissue). In selecting the optimal core temperature, special
attention must be paid to the muscle and the cooking method. Generally the tenderness
decreases when the core temperature increases from 65 to 75 °C. Heating at low tem-
peratures in an oven increases the overall tenderness of the meat compared with the use
of medium and high oven temperatures [3].

The effect of core temperature on juiciness depends more on the cooking method
than on the amount of connective tissue in the meat. The cooking loss is generally
larger when roasting compared to pan-frying because of the longer cooking time.
Increasing the oven temperature results in less juicy meat at the same core temperature.
At 65 °C core temperature there is no difference between roasting and frying. With
increasing core temperature, the decrease in juiciness is faster when the meat is pre-
pared in an oven compared with frying, irrespectively of the portion size [1, 3].

In general, optimal tenderness and juiciness and minimum cooking loss in meat
are achieved when it is heated from low to moderate temperatures.

The characteristic of two roasted pork samples up to different end temperatures is
presented on Fig. 7. The roasted meat up to 80 °C is characterized by higher intensity
of odour and flavour meat notes in comparison to sample roasted to lower temperature.
With increasing core temperature, the decrease in juiciness was observed. The
differences in tenderness were not significant.
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Fig. 7. Sensory pork quality of roasted samples; 0. — odour, f. — flavour, t. — taste (unpublished data).
Rys. 7. Jakos¢ sensoryczna pieczonej wieprzowiny; z. — zapach, s. — smak (dane niepublikowane).

On the one hand thermal changes affect loss ps in solubility due to aggregation of
the myofibrillar proteins, and on the other hand lead to an increase in solubility as
a result of the degradation of tertiary protein structures of intramuscular collagen. Fur-
ther effects of heating are gel formation in most meat products, hydrolytic changes,
alteration in the rate of proteolysis, and modification of the nutritive value. As the end-
point temperature increases, there is a significant reduction in fibre diameter. As the
heating temperature is raised, the sarcomere length decreases. There is a high negative
correlation between changes in cooking losses and sarcomere length during heating of
meat [32]. Oxidative processes are known to be the major cause of meat quality deteri-
oration, affecting nutritional composition [7]. The Maillard reaction is important to
obtain a browning surface of meat during frying and roasting. Yet it also induces the
formation of several carcinogenic heterocyclic amines. High heated proteins could also
cause aggregation which has an influence on protein digestion and their nutritional
value [41, 42].

However, for experimental purposes, the method must be standardized, strictly
controlled and must not overshadow the treatment effects [32].

Final remarks

Different genes can affect the appearance of defective meat. It occurs most com-
monly in animals of special breeds or genotype and its meat affected by low pH in the
initial period of post-mortem changes and 24 hours after slaughter. It is claimed that
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pHa4 and pHyg ranging from 5.50 to 5.80 and the carcass meatiness in the range of 55 -
58 % is related to higher eating quality. The IMF level of 2 - 3 % guarantees higher
juiciness and tenderness. Numerous studies indicate that several aspects of the thermal
processes of raw material (temperature, time, method of thermal process) have a criti-
cal influence on the eating quality of pork. However, the optimization of sensory pork
quality should be considered as a complex issue as is determined by a set of connected
factors depending on unstable consumers’™ expectation. Factors to be considered de-
pend on the end use of the meat and the way meat is heat treated.
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WPLYW WYBRANYCH CZYNNIKOW WARUNKUJACYCH JAKOSC SENSORYCZNA
WIEPRZOWINY

Streszczenie

W pracy przedstawiono wybrane wyniki badan autorow pracy w zakresie wybranych czynnikow de-
terminujacych sensoryczna jako$¢ wieprzowiny. Zamieszczono charakterystyke wplywu rasy, genow
(RYRIT, RN- i CAST), masy tuszy, migsnosci w odniesieniu do jakosci sensorycznej migsa. Omoéwiono
wplyw zawartosci thuszczu srodmig$niowego, wartosci pH, warunkow obrobki cieplnej na jako$¢ migsa.
Stwierdzono, ze optymalizacja sensorycznych cech jakosci migsa nie powinna by¢ traktowana jednokie-
runkowo, powinna obejmowaé praktyczne wykorzystanie szeregu wzajemnie powigzanych determinan-
tow. Otrzymanie migsa kulinarnego wysokiej jakosci jest uzaleznione takze od jakosci surowca oraz od
sposobu prowadzenia procesow cieplnych (temperatura, czas, metoda).

Stowa kluczowe: wieprzowina, jako$¢ sensoryczna, determinanty
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Streszczenie

Nanotechnologia to jedna z nowatorskich technologii obejmujaca charakterystyke, wytwarzanie i/lub
sterowanie strukturami, urzadzeniami lub materiatami, w ktorych co najmniej jeden wymiar wynosi od
1 do 100 nanometréw [12].

W pracy przedstawiono osiggnigcia nanotechnologii i mozliwosci jej zastosowania w przemysle spo-
zywezym. Omoéwiono zagadnienia zwigzane glownie z podwyzszaniem jako$ci zywnosci, rozwojem
inteligentnej zywnosci i opakowan, jak rowniez wykorzystaniem nanosensoréw do wykrywania zanie-
czyszczen bakteryjnych i obecnosci pestycydow. Zasygnalizowano ryzyko stosowania nanomateriatow dla
zdrowia cztowieka i srodowiska. Przedstawiono takze regulacje prawne i wskazano na konieczno$¢ ich
dostosowania do specyfiki nanomateriatow.

Stowa kluczowe: nanotechnologia, nanozywno$¢, nanostruktury, biosensory

Wprowadzenie

Nanotechnologia to nowoczesna i innowacyjna dziedzina nauki, w ktorej poznaje
si¢ mozliwosci oddziatywania na wlasciwosci atomow, molekut i struktur molekular-
nych o rozmiarach nanometrycznych [59]. Struktury wytwarzane w skali nano produ-
kowane sg na wzor nanostruktur wystepujacych w przyrodzie, takich jak: biatka, DNA,
membrany i inne naturalne biomolekuty [51]. Gdy wielkos$¢ czastek zmniejsza si¢ po-
nizej ich warto$ci progowej, uzyskany materiat wykazuje fizyczne i chemiczne wia-
Sciwos$ci znacznie odmienne od tych, ktére cechujg ich odpowiedniki makroskopowe
[59]. Z powodu korzystnego stosunku powierzchni do jednostki masy oczekuje sig, ze
nanoczastki bedg bardziej aktywne biologicznie niz makroczgstki o tym samym skta-
dzie chemicznym. Wiele elementow zachowuje si¢ odmiennie w skali molekularnej
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w poréwnaniu ze skalag makroskopowa. Wazne jest, aby odrozni¢ wlasciwosci zmienia-
jace sie ,,gtadko” podczas serii redukcji wielkosci od wtasciwosci zmieniajacych sig
drastycznie ponizej wielkosci krytycznej. Wtasciwos¢ ta jest zrodtem mozliwosci apli-
kacyjnych w przemysle spozywczym, a zmiana wlasciwosci to podstawa nowoczesnej
nanotechnologii. Krytyczna wielkos$¢ zalezna jest od wtasciwosci materiatu, stad trud-
no$¢ w definiowaniu goérnego zakresu wielkosci nanostruktur [13]. Udoskonalenie
technologii mikromacierzy DNA, systemow mikroelektromechanicznych i mikroflui-
dowych przyczynito si¢ do rozwoju sektorow przemystowych i konsumenckich, ktore
staty si¢ niszg nowej ,,rewolucji przemystowej” [7, 57]. Postgp w takich dziedzinach
nauki, jak elektronika i informatyka oraz rosngce zastosowanie zintegrowanych urza-
dzen moze bezposrednio wplyngé na przemyst spozywczy w obszarach bezpieczen-
stwa zywnosci, jej autentycznosci i redukeji zanieczyszczen [13].
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Rys. 1. Kierunki zastosowan nanotechnologii w przemysle spozywczym.
Fig. 1.  Areas of nanotechnology applications in food industry.
Zrédlo: / Source: opracowano na podstawie [12] / elaborated based on [12].

Zastosowanie nanotechnologii w produkcji zywnosci jest przedsigwzigciem no-
wym w porownaniu z jej aplikacjami m.in. w medycynie, farmaceutyce i elektronice.
Ze wzgledow ekonomicznych jej wdrazanie w przemysle spozywczym jest duzo wol-
niejsze niz np. w przemysle zbrojeniowym [59]. Warto$¢ §wiatowej produkceji sektora
spozywczego szacowana jest na ponad 4 tryliony dolarow rocznie [10]. Gloéwnym ce-
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lem badan jest mozliwo$¢ zmniejszenia uzycia konserwantow, soli, thuszczoéw 1 Srod-
kéw powierzchniowo czynnych w produktach zywnos$ciowych, a takze opracowanie
nowych lub ulepszonych smakow i tekstury poprzez przetwarzanie surowcow w skali
nano.

Wazng dziedzing nauki o zywnosci sg badania dotyczace doskonalenia opakowan
nowej generacji. Globalny rynek opakowan zywno$ci wyprodukowanych z wykorzy-
staniem nanoczgstek i nanotechnologii wyniost 5,8 mld USD w 2012 r., [21],
a w 2014 r. szacowany jest na poziomie 7,3 mld USD [24]. Jest to prawdopodobnie
zwigzane z wigkszg akceptacjg badan, w ktorych nanoczastki nie sg dodawane bezpo-
srednio do zywnos$ci [24]. Nanotechnologia ukierunkowana jest takze na produkcj¢
zywnosci funkcjonalnej [34]. Obecny poziom zastosowan nanotechnologii w Zywnos$ci
i w sektorach pokrewnych jest jednak wcigz na etapie prac badawczo-rozwojowych
[24]. Zastosowania nanotechnologii wskazywane sg niemal w kazdym segmencie
przemystu rolno-spozywczego, np. w rolnictwie (produkcja pestycydow, nawozow,
wykrywanie patogendw roslin i zwierzat), w przetworstwie zywnosci (np. enkapsulacja
sktadnikow smaku, polepszenie zapachu, zmiana cech reologicznych i poprawa jako-
$ci) i doskonaleniu opakowan (sensory, nanourzadzenia, ochrona przed promieniowa-
niem UV, silniejsze i nieprzepuszczalne powtoki polimerowe), a takze w produkcji
suplementow diety (np. nutraceutyki o wyzszej stabilnosci i biodostepnosci) oraz ukie-
runkowanej inzynierii genetycznej [12]. Wybrane kierunki zastosowania nanotechno-
logii w przemysle spozywczym przedstawiono narys. 1.

Chociaz mozliwosci zastosowania nanotechnologii sg duze, to jej akceptacja mo-
ze zaleze¢ od okreslenia ewentualnej akumulacji nanoczasteczek w organizmie oraz
poznania zagrozen dla zdrowia czlowieka i srodowiska naturalnego [13].

Nanomaterialy oraz metody ich produkcji

Zgodnie z definicja Komisji Europejskiej [66] termin nanomateriat oznacza natu-
ralny, powstaly przypadkowo lub wytworzony materiat zawierajacy czastki w stanie
swobodnym lub w formie agregatu badz aglomeratu, w ktorym co najmniej 50 % lub
wigcej czastek w liczbowym rozktadzie wielkos$ci czastek ma jeden lub wigcej wymia-
row w zakresie 1 nm- 100 nm. W okres$lonych przypadkach, uzasadnionych wzgledami
ochrony $rodowiska, zdrowia, bezpieczenstwa lub konkurencyjnos$ci, zamiast wartosci
progowej liczbowego rozktadu wielkos$ci czastek wynoszacej 50 % mozna przyjac
warto$¢ z zakresu 1 - 50 %. Na zasadzie odstepstwa, za nanomateriaty nalezy uznaé
fulereny, ptatki grafenowe oraz jednoscienne nanorurki weglowe o co najmniej jednym
wymiarze ponizej 1 nm [66].

Znane sg dwie gtowne metody produkcji nanomateriatow: ,,z gory w dot” (ang.
top down) 1 ,,z dotu do goéry” (ang. bottom up) [59]. Wytwarzanie materialow metoda
,Z gory w dot” polega na miniaturyzacji istniejagcych materialdow do wymiaréw nano-
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metrycznych za pomocg metod fizycznych lub chemicznych. Przyktadem procedury
,Z gory w dot” jest obrobka mechaniczna [13] np. technologia suchego mielenia sto-
sowana m.in. w celu uzyskania maki pszennej charakteryzujacej si¢ malg wielkoscia
czastek, a tym samym duzg zdolno$cig wigzania wody [53]. Suche mielenie stosowane
jest roéwniez w produkcji otrgb pszennych jako potencjalnie bioaktywnego sktadnika
zywnos$ci, cho¢ nie jest ono obecnie szeroko stosowane. Przyczyng braku rozwoju
technologii suchego mielenia jest charakter polimeru i niedostateczny rozwdj urzadzen.
Dzialanie antyoksydacyjne zielonej herbaty zostato rowniez udoskonalone za pomoca
technologii umozliwiajacej redukcje wymiardw czastek [5]. Innym procesem redukcji
wielkos$ci czastek metodg ,,z gory w dob” jest homogenizacja. Jest to dobrze poznany
proces stosowany w przemysle mleczarskim w celu zmniejszenia rozmiaru wielkosci
kuleczek thuszezu [27].

Alternatywng metoda produkcji nanomateriatdéw jest sposob ,,z dotu do gory”,
ktory mozna podzieli¢ na dwie grupy ze wzgledu na proces syntezy, tj. (1) powstate
w reakcji chemicznej w fazie gazowej, cieklej lub stalej oraz (2) w procesie osadzania
1 wzrostu nanoczastek w $cisle kontrolowanych warunkach. Proces ten polega na cig-
glym kontakcie reagentow z rownoczesnym podgrzewaniem uktadu w celu fatwiejszej
dyfuzji atomow. Podejscie ,,z dotu do gory” pozwala na wytwarzanie bardziej skom-
plikowanych struktur na podstawie samoorganizacji zwigzkoéw biologicznych i polega
na organizowaniu czastek krok po kroku do uzyskania czastek o specyficznych ce-
chach. Wsréd metod ,,z dotu do gory” wyrdzniono krystalizacje, osadzanie warstwa po
warstwie, ekstrakcje rozpuszczalnikami, tzw. samodzielny montaz (ang. self- as-
sembly), synteze mikrobiologiczng i reakcje z zastosowaniem biomasy. Przyktadem
samodzielnego montazu biologicznych jednostek prowadzacego do wytworzenia sta-
bilnego nanomaterialu s3: micela kazeinowa [57], a takze procesy zwijania biatek glo-
bularnych i agregatow biatek. Samoorganizacj¢ w skali nanometrycznej mozna osia-
gna¢ takze przez ustalenie rownowagi mi¢dzy réznymi sitami niekowalencyjnymi [53].

Szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym majg nanoemulsje, otrzymywa-
ne metodami mechanicznymi (homogenizacja wysokocisnieniowa, mikrofluidyzacja,
ultradzwigki) i niemechanicznymi [2, 60]. Niewielki rozmiar kropel, w ktorych stopien
rozdrobnienia fazy wewnetrznej wynosi mniej niz 100 - 500 nm, nadaje nanoemulsjom
unikatowe wilasciwosci reologiczne [56]. Stosowanie nanoemulsji umozliwia otrzyma-
nie produktow charakteryzujgcych si¢ mniejsza zawartoscig thuszczu i stabilizatorow
oraz dobrg kremowoscig. Przyktadami produktéw tego typu sg: niskottuszczowy i na-
nostrukturyzowany majonez oraz lody [8].

Nanotechnologia umozliwia redukcj¢ rozmiarow czastek bioaktywnych sktadni-
kéw, zwigkszajace ich dostgpnosé, utatwiajac transport i rozpuszczalnosé. Dzigki temu
obserwowane jest zwigkszenie aktywnos$ci biologicznej, ktora zalezy od zdolnosci
transportu substancji z bton jelitowych do krwi [9, 52].
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Postepy technologii w skali nano umozliwiajg zwigkszanie stabilnosci mikroele-
mentow podczas ich przetwarzania, przechowywania i dystrybucji [9], co uzyskano
w przypadku kwasow tluszczowych omega-3, niektdrych gatunkow bakterii probio-
tycznych, likopenu, witaminy D, i1 B-karotenu [40].

Nanokapsutkowanie sktadnikow zywnosci stosowane jest w celu zapewnienia ba-
riery ochronnej, maskowania smaku i zapachu, podwyzszenia dostgpnosci biologicz-
nej, kontrolowania uwalniania oraz lepszej dyspersji w systemach wodnych nieroz-
puszczalnych w wodzie sktadnikow i dodatkéw do zywnosci [8, 37]. Proces ten
stosowany jest w przemysle piekarskim do kapsutkowania oleju rybnego (zrodta kwasu
thuszczowego omega-3) w celu zamaskowania jego nieprzyjemnego smaku [8]. Bial-
kiem uzywanym w nanotechnologii jest izolowana z kukurydzy zeina. Nanomateriaty
uzyskiwane z zeiny maja zdolnos¢ tworzenia sieci rurek odpornych na dziatanie mi-
kroorganizmow [57]. Innym przyktadem sg nanorurki zbudowane z a-laktoalbuminy,
ktore moga umozliwi¢ wigzanie takich sktadnikéw zywnosci, jak witaminy 1 enzymy
[58]. W powszechnym uzyciu sg liposomy, umozliwiajace m.in. zamykanie i uwalnia-
nie naturalnych sktadnikéw rozpuszczalnych w wodzie, thuszczach oraz sktadnikow
amfifilowych [35]. Podobnie jak nanoemulsje, liposomy to kinetycznie stabilne struk-
tury, ktore moga by¢ produkowane na skale przemyslowa przy uzyciu naturalnych
sktadnikow. Pecherzyki lipidowe charakteryzujg si¢ zdolnoscig do wychwytywania
substancji z rézna rozpuszczalnoscig [36], a ich zawartos¢ moze by¢ regulowana
w miejscu docelowym na zewnatrz i wewnatrz ciata [37].

Kierunki zastosowania nanotechnologii w przemysle spozywczym

Wigkszos¢ badan z zakresu nanotechnologii koncentruje si¢ na ocenie mozliwosci
zastosowania w produkcji materiatdw opakowaniowych oraz kontroli jakosci i bezpie-
czenstwa zywnosci [57].

W niniejszym opracowaniu omowiono przyklady stosowania nanotechnologii
w doskonaleniu i ocenie jakos$ci zywno$ci oraz w produkcji opakowan. Przyblizono
takze problematyke zastosowania biosensorow, materiatéw i biorobotéw w skali nano
do wykrywania obecnos$ci mikroorganizmow i pestycydéw oraz do sterowania proce-
sami wewngtrzkomorkowymi i do kontroli nad nimi.

Biosensory

Kontrola i monitorowanie jakosci zywnos$ci odnosi si¢ przede wszystkim do za-
stosowania miniaturowych biosensorow stuzgcych m in. do identyfikacji obcego DNA
(np. GMO), bialek, metabolitow i skazen biologiczno-chemicznych. Ze wzgledu na
mozliwos$¢ skrocenia czasu pomiaru z dni do minut lub sekund nanobiosensory moga
by¢ z powodzeniem stosowane w przemysle rolno-spozywczym do monitorowania
procesow chemicznych, biochemicznych, mikrobiologicznych i genetycznych [4].
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Zanieczyszczenia zywnosci mozna identyfikowaé za pomocg macierzy sktadaja-
cych si¢ z tysigcy nanoczgstek emitujgcych promieniowanie fluorescencyjne podczas
kontaktu z okreslonymi patogenami zywnos$ci. Takie nanosensory wprowadza si¢ bez-
posrednio do materiatu opakowaniowego, w ktorym stuzg jako elektroniczny jezyk lub
nos do detekcji zwigzkéw chemicznych uwalnianych podczas psucia si¢ zywnos$ci [19,
27].

Nanosensory moga by¢ stosowane do okreslania jakosci takich produktéw spo-
zywczych, jak: kawa, soki, mleko i wino. Urzadzenia sktadajg si¢ z makroczastek uto-
zonych warstwa po warstwie, o duzej powierzchni aktywnej, powodujac 10 000-krotny
wzrost czutosci detekcji w porownaniu z ludzkim jezykiem [13]. Ghasemi-
Varnamkhastia i wsp. [20] przedstawili mozliwo$¢ uzycia elektronicznego nosa i jezy-
ka w browarnictwie do oceny jakoS$ci piwa, szczegdlnie na etapie fermentacji. Elektro-
niczny nos zastosowano do identyfikacji zanieczyszczenia ziarna zb6z grzybami, wy-
krywania zywnosci zepsutej i obecnosci Ganoderma boninense na pniach palmy
olejowej [1].

Typ nanosensorow polegajacy na zintegrowanych systemach mikrofluidowych
umozliwia skonstruowanie nanomikrofluidowych czujnikow (chipéw) do detekcji pa-
togenow w czasie rzeczywistym [3]. Glowng zaleta tych systemow jest przede wszyst-
kim miniaturowy rozmiar i zdolno$¢ do wykrywania w badanym materiale obecno$ci
substancji rzgdu nawet pikolitra [32], dzi¢ki czemu znalazly powszechne zastosowane
w medycynie, biologii i chemii [33, 63]. Technologia mikro- i nanomacierzy pozwala
na miniaturyzacj¢ wickszej liczby analiz w jednym elemencie (tzw. ,,Lab- on- a-
chip”), tj. od etapu izolacji DNA poprzez reakcje sekwencjonowania az do analizy
danych. System ten ma zastosowanie w biotechnologii ,,czerwonej” (medycyna), ,,zie-
lonej” (rolnictwo) i,,biatej” (produkcja zywnosci i ochrona $rodowiska) [17, 32].

Miniaturyzacja urzadzen i automatyzacja metod pomiarowych pozwolita na za-
stosowanie genomiki, proteomiki i metabolomiki w systemach nanoelektromechanicz-
nych (NEMS). System NEMS polega na tworzeniu nanowtokien, nanopordéw i bioak-
tywnych powierzchni o grubosci nanometrow. Rozwigzanie to moze mieé
zastosowanie w monitorowaniu bezpieczenstwa zywnosci w zakresie ,,bialej” biotech-
nologii, a takze stuzy¢ przy opracowywaniu metod utrwalania zywnosci i kontroli wa-
runkow przechowywania. Przyktadem urzadzenia do detekcji trans kwasow thuszczo-
wych w zywnosci jest DTS (ang. Digital Transform Spectrometer) produkowany przez
Polychromix (Wilmington, MA, USA) [48].

Nanowsporniki (ang. nanocantilevers) sa przyktadem innowacyjnych biosenso-
row, w ktorych detekcja polega na rozpoznawaniu specyficznych interakcji antygen -
przeciwciato, enzym - substrat lub kofaktor — receptor - ligand [22]. Biosensory te
charakteryzujg si¢ zdolnoscig rozpoznawania biatek i patogennych bakterii oraz wiru-
sOw [26]. Stosowane sg w badaniach oddziatywan migdzyczasteczkowych, wykrywa-
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nia zanieczyszczen chemicznych i toksyn, a takze pozostatosci antybiotykéw w pro-
duktach spozywczych [47].

Innymi przyktadem nanourzadzen sg bardzo czute i specyficzne immunosensory
z nanodrutu polipirolowego do detekcji wirusow. Zastosowanie tych sensorow w wy-
krywaniu bakteriofagow stwarza szerokie mozliwo$ci w ochronie zdrowia, ze szcze-
golnym uwzglednieniem bezpieczenstwa zywnosci [54].

Nanosensory moga by¢ stosowane takze do wykrywania obecnosci pestycydow.
Ze wzgledu na ich dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie, wysoka toksyczno$¢ i szerokie
zastosowanie w rolnictwie, istnieje zapotrzebowanie na czute metody analityczne do
okreslania pozostatosci srodkéw ochrony roslin [62]. Uzycie materiatow w skali nano,
takich jak nanoczateczki metali, potprzewodnikow czy nanorurek weglowych, charak-
teryzujacych si¢ doskonalymi wiasciwosciami optycznymi i elektrycznymi, pozwala na
czulg detekcje pestycydow [30].

Typy nanosensorow i przyktady ich zastosowania w produkcji zywno$ci przed-
stawiono na rys. 2.

wElektroniczny nos™/ Electronic nose Systemy mikrofluidyzacyjne/
Dyskrymmacja wma' Wme discrimmation Microfluidic devices
.Lab-on-a-chip”
Nanobiosensory
Nanobiosensors
NEMS Bazujace na weglowych
Detekcja patogenow nanorurkach/
Detection of pathogens Carbon nanotube based
sensors

Bazujace na technice mikromacierzy/ Array biosensors
Wykrywanie zanieczyszezen przenoszonych przez zywnosc
Detection of foodbome contammants

Rys. 2. Typy nanosensorow i przyktady ich zastosowania w przemysle spozywczym.
Fig. 2.  Types of nano-sensors and examples of their applications to food industry.
Zrédlo: / Source: opracowano na podstawie [57] / elaborated based on [57].

Wsrod polskich osiagnie¢ w dziedzinie nanotechnologii na uwage zastuguje pa-
tent autorstwa Oczkowskiego i Filipiaka [41] pt. ,,Startery, elektrochemiczny biosensor
DNA oraz sposob wykrywania mikroorganizmu Listeria monocytogenes w substan-
cjach organicznych, zwlaszcza w zywnosci”. Opracowany biosensor sktada si¢ z elek-
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trody roboczej, na powierzchni ktérej osadzono jednoniciowy oligonukleotyd DNA,
elektrody referencyjnej oraz elektrody odnos$nikowej. Przedmiotem zgloszenia paten-
towego jest takze elektrochemiczny biosensor DNA do wykrywania specyficznych
fragmentéw kwaséw DNA. Zastrzezony patentem, autorstwa Ligaja, Filipiaka i Ticho-
niuka [29], sposob postuzyt do wykrywania fragmentow kwasoéw nukleinowych odpo-
wiedzialnych za zdolno$¢ tolerancji na herbicydy fosfinotricynowe w genetycznie
zmodyfikowanych roslinach oraz zywno$ci uzyskanej z przetworzenia tych roslin.

Opakowania Zywnosci

Najwigkszy postgp w zastosowaniu nanotechnologii nastapil w produkcji nowo-
czesnych opakowan zywnosci [6]. Znaczna cz¢$¢ tradycyjnych opakowan wytwarzana
jest z niedegradowalnych materialow, ktore przyczyniaja si¢ do zanieczyszczenia $ro-
dowiska, a do ich produkcji zuzywane sa paliwa kopalne. Jednak obecne na rynku folie
biodegradowalne stanowig stabg barier¢ przed zanieczyszczeniami i charakteryzujg si¢
niewystarczajagcymi wlasciwosciami mechanicznymi, stad poszukiwane sg materiaty
mogace zastapi¢ tradycyjne tworzywa sztuczne [6, 61].

Opisano dwa gtéwne sposoby produkcji nanomateriatdw polimerowych, tj. wy-
twarzanie materialow polimerowych w nanoskali i umieszczanie nanomaterialow
w matrycy polimerowej w celu uzyskania bionanokompozytow [16, 25].

Bionanokompozyty sg to biodegradowalne nanostruktury, ktére charakteryzuja
si¢ korzystniejszymi wlasciwosciami mechanicznymi i termicznymi niz klasyczne
materiaty opakowaniowe [25]. Chronig zywnos¢ i przedtuzaja okres jej przydatnosci
do spozycia, a zarazem przyczyniaja si¢ do ochrony $rodowiska naturalnego poprzez
zmniejszenie zuzycia sztucznych materiatow opakowaniowych oraz mniejsze zuzycie
paliw kopalnych [57]. Stosowanie nanokompozytow polimerowych zawierajacych np.
krzemiany warstwowe wyeliminowato jedng z gtownych wad opakowan polietyleno-
wych i polipropylenowych tj. przepuszczalno$¢ gazow, w tym tlenu, ktéry odpowiada
za utlenianie sktadnikow zywnosci [31]. Wérod nanomateriatow stosowanych najcze-
$ciej w opakowaniach zywnosciowych, wyr6znia si¢ metale i ich tlenki. Nanoczastki
glinu znalazty zastosowanie w kompozytach polimerowych w celu uzyskania bariery
gazowej, nanoczastki ditlenku tytanu — w ochronie przed promieniowaniem UV, za$
nanoczastki azotku tytanu — w zwigkszeniu wytrzymatosci mechanicznej. Istotnym
kierunkiem poszukiwan jest zastosowanie nanoczastek srebra w produkcji materialow
opakowaniowych do zywnosci w celu inaktywacji drobnoustrojow [35]. Zastosowanie
nanosrebra jako dodatku antybakteryjnego do maki pszennej zostato opatentowane
[43]. Na powierzchniach majacych kontakt z zywno$cig i w zastosowaniu do jej pako-
wania uzyto nanokrzemionki. Wskazuje si¢ tez jej przydatnos¢ w procesie klarowania
piwa lub wina [7]. Do zwickszenia biodegradowalnosci opakowan wykorzystuje si¢
hybrydowe systemy organiczno-nieorganiczne, osadzone w matrycy polimerowe;.
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Stosujac rézne ilosci rozpuszczalnikow mozna zrownowazy¢ stabilno$¢ i biodegrado-
walno$¢ opakowan, a ponadto poszerzy¢ zakres stosowania jadalnych i biodegrado-
walnych folii [28].

Wazng cechg opakowan do zywnosci jest ich zdolno$¢ przeciwdziatania przepty-
wowi masy w produktach spozywczych. Sktadnikami biodegradowalnych folii o takich
wlasciwosciach sg zazwyczaj polisacharydy i/lub lipidy [44].

Materialy opakowaniowe, ktére zdolne sa do uwalniania w nanoskali zwigzkéw
przeciwbakteryjnych, przeciwutleniaczy i/lub §rodkow smakowo-zapachowych w celu
poprawy trwatosci lub wlasciwosci sensorycznych zywnosci, okresla si¢ mianem ak-
tywnych. Polaczenie materiatow stosowanych do opakowan zywno$ci i substancji
czynnych jest nowym sposobem ograniczania zanieczyszczen mikrobiologicznych na
powierzchni zywnosci, dzigki czemu wzrasta jej bezpieczenstwo i trwalos¢, co wplywa
na zmniejszenia ilo$ci odpadow przemystu spozywczego.

Znane sg opakowania inteligentne, majagce w swojej matrycy nanobiosensory stu-
zace identyfikacji mikroorganizméw i/lub zanieczyszczen chemicznych [40]. Koncern
Kraft Foods opracowat elektroniczny jezyk sktadajacy si¢ z szeregu nanosensorow
wrazliwych na dziatanie gazé6w uwalnianych przez psujacg si¢ zywnos$¢, a zmiana bar-
wy paska wskazuje na przydatnos¢ produktu do spozycia. Stosowanie biosensorow
umozliwia takze rejestracj¢ zmiany warunkow przechowywania zywnosci w odpowie-
dzi na bodziec, ktérym moze by¢ zmiana wartosci pH lub ci$nienia, obecno$¢ gazow,
cieczy lub produktéw metabolizmu drobnoustrojow, zmiana temperatury czy natezenia
$wiatta [42]. Inteligentne nanomaterialy stosowane sg wigc do monitorowania biolo-
gicznego bezpieczenstwa produktow. Zgodnie z zatozeniem terminu przydatnosci do
spozycia zaklada sig, ze produkt bedzie sktadowany w odpowiednich warunkach $ro-
dowiska w calym okresie przechowywania w lancuchu dystrybucji. Odchylenia od
zalecanych warunkow mogg prowadzi¢ do przedwczesnego obnizenia jako$ci zywno-
$ci, w tym jego bezpieczenstwa mikrobiologicznego. Do kontroli stosuje si¢ nanoczuj-
niki wykrywajace specyficzne wskazniki metabolizmu patogenow i informujgce kon-
sumenta o historii produktu ze wszystkimi niezbednymi parametrami. W niektorych
przypadkach, mozliwe jest zatem wyeliminowanie potrzeby stosowania terminow
przydatno$ci do spozycia na rzecz doktadniejszej oceny jakosci spozywanej ZywnoSci.
Stosowanie nanoczujnikéw tego typu nie jest powszechne w Europie ze wzgledu na
wysokie koszty i ograniczenia prawne zwigzane ze zwigzkami chemicznymi (np.
barwnikami) uzywanymi w nanoczujnikach, ktére nie sg dopuszczone do kontaktu
z zywnoscig [11].

Wprowadzone do produktéw zywnosciowych nanosensory mogg dziata¢ rowniez
jako elektroniczne kody kreskowe okreslajgce autentyczno$¢ spozywanych produktow
[6]. Emitowany przez nie sygnat pozwala kontrolowaé jakos¢ zywnosci od pola do
konsumenta. Z kolei amerykanscy naukowcy zastosowali foli¢ fotosensoryczng wy-
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tworzong z nanoskalowych warstw hydrofobowego polistyrenu oraz hydrofilowej poli-
2-winylopirydyny. Poddanie przezroczystej folii wplywom réznych substancji powo-
dowato zmiang jej barwy na niebieska (pod wpltywem tiocyjanianu), zielong (jodu),
70Mtg (azotanu), pomaranczowg (bromu) oraz czerwong (chloru), co moze mie¢ zasto-
sowanie w produkcji etykiet kontrolujacych swiezo$¢ produktow spozywcezych [38].

Oddziat Szkta i Materiatow Budowlanych w Krakowie we wspotpracy z Vitrosi-
licon S.A opatentowal sposdb nanoszenia nanostrukturalnych, refleksyjnych, barwnych
i/lub neutralnych powlok na szkto uzytkowe (nr zgloszenia patentowego 394566,
Urzad Patentowy RP). Nowoscig tego projektu jest modyfikacja wlasciwosci i funkcji
uzytkowych opakowan szklanych dzigki zastosowaniu nanopowlok z tlenkow metali
na trwate zwiazanych z podtozem. Zastosowanie metody pirolizy z uzyciem roztwo-
row soli kompleksowych w postaci acetyloacetonianéw metali pozwolilo na modyfika-
cje wlasciwosci optycznych, tj. mniejszg przenikalnos$¢ promieniowania UV i NIR oraz
poprawe odpornosci chemicznej i odpornosci na zarysowanie powierzchni wyrobow
szklanych [67].

Zalety oraz zagrozenia towarzyszace nanotechnologii

Zaletg wynikajacg z wdrazania nanotechnologii jest mozliwo$¢ stosowania bar-
dziej wydajnych metod produkcji zywnos$ci poprzez mniejsze zuzycie srodkow agro-
chemicznych (np. pestycydow, biocydow, antybiotykow, lekow weterynaryjnych).
Nanotechnologia umozliwia produkcje zywnosci i pasz charakteryzujacych si¢ wysoka
jakoscig poprzez wzbogacanie materiatlami i dodatkami w skali nano, m.in. przeciw-
bakteryjnymi i odtruwajacymi. Dodatkowo, cechuja si¢ one bezpieczenstwem stoso-
wania poprzez ograniczenie chordb przenoszonych droga pokarmowa, a stosowanie
nanobiosensoréw umozliwia szybka diagnostyke chorob zwierzecych. Przyktadowo,
nanoczastki polistyrenu polaczone z glikolem polietylenowym i mannoza moga wigzac
1 usuwac patogeny przenoszone w paszach dla zwierzat [46].

Zastosowanie m.in. nanoporowatych materialéw do filtracji i usuwania niepoza-
danych smakow, aromatow i alergendow umozliwia produkcje zywnosci o korzystniej-
szych cechach sensorycznych. Zelazo jest przykladem nanomateriatu, ktéry badany
jest w kierunku przydatnosci do odkazania wody. Nanotechnologia umozliwia wydtu-
zenie okresu przechowywania produktow spozywczych, przyczyniajac si¢ do zmniej-
szania strat zywnos$ci, za$ stosowanie inteligentnych etykiet zapewnia produktom au-
tentycznos$¢ 1 bezpieczenstwo [7].

Foltynowicz i wsp. [15] opatentowali pochtaniacz tlenu, ktory moze zapobiegaé
szybkiemu psuciu si¢ zywnos$ci. Istota wynalazku polega na uwalnianiu nanozelaza
w reakcji redukeji soli tetraborowodorku sodu, ktére wykazuje wlasciwosci wigzania
tlenu w kazdym $rodowisku, takze bezwodnym. Taki typ pochtaniacza moze by¢ sto-
sowany do usuwania tlenu z opakowan oraz stabilizowania atmosfery wewnatrz opa-
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kowania, wigzgc tlen przenikajgcy przez material opakowaniowy do jego wngtrza.

Z kolei Spotka Stella Pack, specjalizujaca si¢ w produkcji opakowan i wyrobow z two-

rzyw sztucznych, zaprojektowata produkty, w ktorych stosowane sg m.in. czgstki na-

nosrebra skutecznie hamujgce rozwdj mikroorganizmoéw i redukujgce nieprzyjemny
zapach [65]. Innym przyktadem sa szczepionki dla ro§lin NANO-GRO®™ (Agrarius).

Zasada ich dzialania polega na zamkni¢ciu w oligosacharydowej granulce siarczanow

pierwiastkow: zelaza, kobaltu, glinu, magnezu, niklu i srebra wystepujacych w stezeniu

nanomolowym, ktore po rozpuszczeniu w wodzie 1 przyswojeniu przez rosling aktywu-

ja jej przeciwstresowy mechanizm obronny, przyczyniajgc si¢ m.in. do 30-

procentowego zwigkszenia plondw i odpornosci roslin na choroby [64].

Stosowanie nanomateriatdw ma wiele zalet, jednak nie mozna wykluczy¢ ewen-
tualnos$ci narazenia zdrowia konsumentow zywnosci i napojow zawierajacych niektore
nierozpuszczalne i niepodlegajace rozktadowi nanoczastki (okreslane jako ,twarde”
nanomateriaty). Komitet Naukowy Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywno-
sci (EFSA) wskazal na dwie gléwne przeszkody w okresleniu ryzyka stosowania na-
nomateriatow, tj. trudnosci w charakterystyce i detekcji oraz niedostateczne informacje
o ich toksycznosci [14]. Obawy dotyczace bezpieczenstwa konsumentéw dotycza za-
grozen dlugoterminowych lub nowych i nieprzewidywalnych skutkow stosowania
nanomateriatow, np. nagromadzone w organizmie reaktywne nanoczastki o duzej po-
wierzchni mogg przekroczy¢ bariery, takie jak nabtonek jelita, przenikng¢ do krwio-
obiegu, a nastgpnie dotrze¢ do organow docelowych i tam si¢ gromadzi¢ [18]. Nano-
dodatki mogg takze ulega¢ transformacjom w Zywnosci i w przewodzie pokarmowym
z powodu procesow aglomeracji, agregacji, wigzania z innymi sktadnikami zywnosci,
reakcji z kwasem zotadkowym czy enzymami. Takie przemiany mogg prowadzi¢ do
utraty ich wtasciwosci nano. Z powodu braku szczegotowej wiedzy na temat wchta-
niania, rozprowadzania i wydalania z organizmu nanoczgstek, niezmiernie waznym
aspektem jest opracowanie szczegotowej charakterystyki i przeprowadzenie indywidu-
alnej oceny ryzyka stosowania nanomateriatow [18].

W zaleznosci od stopnia bezpieczenstwa nanozywnos¢ podzielono na trzy grupy:
— 0 najmniejszym niebezpieczenstwie — czyli produkty spozywcze, ktore zawierajg

przetworzone nanostruktury, trawione lub rozpuszczane w przewodzie pokarmo-
wym; nie sg biotrwate,

— o umiarkowanym niebezpieczenstwie — czyli nanokapsulkowane dodatki, ktdore
majg zdolno$¢ migracji w przewodzie pokarmowym,

— 0 szczegolnym niebezpieczenstwie — czyli produkty spozywcze zawierajace nie-
rozpuszczalne, nietrawione i biotrwale nanododatki (np. metale i ich tlenki) lub
funkcyjne nanomateriaty.

Opakowania do zywnosci produkowane w nanotechnologii s3 waznym kierun-
kiem ich wykorzystania w sektorze spozywczym. Simon i wsp. [39] przedstawili mo-
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del, ktéry przewiduje i wylicza migracj¢ nanoczgstek z opakowan. Stwierdzono, ze
szybko$¢ migracji zwigksza si¢ wraz ze zmniejszaniem lepkosci dynamicznej polime-
row 1 redukcjg wielkosci nanoczastek [55]. Wyniki te wskazujg na potencjat migracji
nanoczastek z opakowan i koniecznos$¢ ilosciowej oceny ryzyka. W 2008 r. EFSA wy-
data pozytywng opini¢ o bezpieczenstwie stosowania nanoczastek azotku tytanu
w ilosci 20 mg/kg w butelkach typu PET [39]. Z drugiej strony, badania nad przydat-
noscig komercyjnie dostepnych torebek polietylenowych, w ktorych zastosowano m.in.
skaningowa mikroskopi¢ elektronowa potaczong z dyspersja energii promieniowania
rentgenowskiego, potwierdzity migracj¢ czastek nanosrebra do zywnosci, ktora zwigk-
szala si¢ wraz z czasem przechowywania i temperaturg [23]. Wynik ten moze mieé
negatywny wplyw na upowszechnianie tego rodzaju opakowan.

Regulacje prawne

W Migdzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej ISO opracowano przepisy
prawne dotyczace stosowania urzadzen i uktadéw elektrycznych oraz elektronicznych
w nanotechnologii. W Polsce do 30 grudnia 2011 r. problemami normalizacji nano-
technologii zajmowaly si¢ dwa komitety techniczne: KT 207 Obrobki Ubytkowej
i Przyrostowej oraz KT 60 Energoelektroniki i Przyrzadéw Potprzewodnikowych.
Wraz ze wzrastajacg liczba prac normalizacyjnych w grudniu 2011 r. powotano KT
314 Nanotechnologii, ktory przejat obowigzki prowadzone w KT 207 odno$nie do
nanotechnologii. Zakres tematyczny KT 314 obejmuje m.in. zastosowanie i wtasciwo-
$ci materiatow w nanoskali do wytwarzania ulepszonych materialow, urzadzen i sys-
temow, terminologi¢ i nomenklature oraz metrologi¢ i oprzyrzadowanie [45].

Nanomaterialy spetiajg definicj¢ zawarta w rozporzadzeniu REACH (WE) Nr
1907/2006 [50] w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ogra-
niczen w zakresie chemikaliow [50]. Podlegaja réwniez przepisom rozporzadzenia
(WE) 1272/2008 [49] w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji
1 mieszanin.

Rozporzadzenie REACH nr 1907/2006, obowigzujace od 1 czerwca 2007 r.,
uwzglednia problem ekotoksycznosci, ale dotyczy substancji produkowanych i przy-
wozonych w ilosci ponad 10 ton rocznie. Biorge pod uwage rozmiar nanomateriatow,
jest bardzo prawdopodobne, Ze nie przekroczg one progu tonazu wymaganego w roz-
porzadzeniu. Innym przyktadem niejasnosci jest przepis o wymogu zglaszania substan-
¢ji wzbudzajgcych szczegbdlnie duze obawy i znajdujgcych si¢ na liscie substancji kwa-
lifikujacych sie jako niebezpieczne i wystepujacych w stezeniach powyzej 0,1 %
(m/m) w produkcie, w catkowitej masie stanowigcej ponad jedng tong w tych produk-
tach na producenta rocznie. Obecnie zaden materiat w skali nano nie kwalifikuje si¢ na
tak sformutowang liste substancji niebezpiecznych [34]. W rezolucji przyjetej
w kwietniu 2009 r., Parlament Europejski zwrécil si¢ o zwigkszenie kontroli nad nano-
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technologig, szczegolnie w zagadnieniach dotyczacych produkcji kosmetykow i zyw-
nosci, a takze bezpieczenstwa pracy, ochrony zdrowia pracownikdéw oraz bezpieczen-
stwa srodowiska 1 odpadow. Od grudnia 2014 r. obowigzywaé bedzie rozporzadzenie
taczace dwie poprzednie dyrektywy w sprawie ,.etykietowania, prezentacji i reklamy
srodkow spozywczych” (2000/13/EC) i ,,etykietowania dotyczacego warto$ci odzyw-
czej produktow spozywczych” (90/496/EEC). Rozporzadzenie to bedzie regulowac
wymoég etykietowania sktadnikéw w postaci nanomateriatow (materiat oraz stowo
nano w nawiasie). Zgodnie z REACH producenci, importerzy i uzytkownicy musza
zapewni¢, ze nanomateriaty nie wplyna negatywnie na zdrowie cztowieka oraz srodo-
wisko naturalne. W zwigzku z tym, duzym wyzwaniem jest wdrozenie metod i przy-
rzadow stuzacych wykrywaniu, charakteryzowaniu i analizie nanomateriatow, a takze
opracowanie metod oceny stopnia zagrozenia.

Wedtug raportu CIEL (ang. The Center for International Environmental Law)
REACH nie jest w stanie zapewni¢ odpowiedniej ochrony ze wzgledu na niedostoso-
wanie wielu przepisow do zapewnienia skutecznej kontroli prawnej nanomaterialow.
Europejska Agencja Chemikaliow opracowata projekt strategii badawczych w celu
okreslenia whasciwosci fizykochemicznych, w przypadku ktorych nie moga by¢ stoso-
wane standardowe metody badawcze oraz zalecenia dotyczace informacji toksykolo-
gicznych. W 2012 r. projekt ten uzupeliono o oceng bezpieczenstwa chemicznego, tj.
wplywu dawki nanomateriatow na ludzkie zdrowie oraz na srodowisko.

Podsumowanie

Postep w dziedzinie nanotechnologii jest zrédlem wielu korzysci w zakresie no-
wych, innowacyjnych produktow, m.in. przez zmniejszenie zawartosci thuszczu, soli
iinnych dodatkéw oraz podwyzszenie jakosSci, higieny i bezpieczenstwa produktow
zywnosciowych. Wdrazanie nowych rozwigzan w produkcji zywnosci jest trudne
z uwagi na to, ze wigkszo$¢ propozycji jest wciaz na etapie badan. Gtownym czynni-
kiem hamujacym rozwoj tej technologii jest niepelna wiedza o wtasciwosciach, me-
chanizmach dziatania i skutkach stosowania nanomateriatow, gldwnie nierozpuszczal-
nych i potencjalnie biotrwatych. W zwigzku z tym szczego6lng uwage nalezy zwrocic
na rzetelne metody analizy nanozywnosci z uwzglednieniem problematyki bezpieczen-
stwa, zdrowia konsumentow i ochrony $rodowiska naturalnego poprzez precyzyjnie
sformutowane rozporzadzenia i skuteczny nadzor prawny. Dodatkowo, niezbg¢dna jest
edukacja spoteczenstwa uwzgledniajgca korzysci i ewentualne ryzyko stosowania na-
notechnologii w produkcji zywnosci.
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SELECTED ASPECTS OF NANOTECHNOLOGY APPLICATIONS IN FOOD PRODUCTTION
Summary

Nanotechnology is one of the innovative technologies, which includes the characterization and fabrica-
tion of, and/or manipulation with structures, devices, or materials that have at least one dimension of
approximately 1 - 100 nm in length.

In the paper, the achievements of nanotechnology are presented as are its possible applications to the
food industry. There are discussed issues connected, mainly, with increasing the food quality, developing
intelligent food and packaging, as well as with using nano-sensors to detect the bacterial contamination
and the presence of pesticides. Potential human health and environmental risks are shown, which are
involved in using nano-materials. Moreover, pertinent legal provisions are described; it is stressed that
those provisions must be adjusted to the specificity of nano-materials.

Key words: nanotechnology, nano-food, nanostructures, biosensors
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SIMENTALSKIEJ I POLSKIEJ HOLSZTYNSKO-FRYZYJSKIEJ

Streszczenie

Celem badan byta ocena wlasciwosci fizykochemicznych migsa buhajkéw trzech rodzimych ras: pol-
skiej czerwonej (PC), biatogrzbietej (BG) i polskiej czarno-biatej (PCB) i ich poréwnanie z cechami migsa
buhajkéw ras: simentalskiej (SIM) i polskiej holsztynsko-fryzyjskiej (PHF). Zwierzgta opasano w tych
samych gospodarstwach systemem poétintensywnym, gtownie paszami z trwatych uzytkow zielonych.
W préobach migsa pobranych z péttusz 50 buhajkow (po 10 z kazdej rasy), w 2. i 7. dniu post mortem
wykonano pomiary pH, przewodnosci elektrycznej wlasciwej, barwy (wg CIE L*a*b*), sity i energii
cigcia oraz oceniono wodochtonno$é migsa (wyciek naturalny i termiczny oraz wodg wolng), okreslono
warto$¢ TBARS i zawarto§¢ barwnikow hemowych.

Stwierdzono istotnie wyzsze pH migsa buhajkéw rasy PC w 2. dniu p.m. w poréwnaniu z BG i PCB
(5,73 vs. 5,51 1 5,52), a w 7. dniu — w pordwnaniu ze wszystkimi pozostatymi rasami (5,79 vs. 5,57 -
5,62). Istotnie wigksze ubytki cieplne wystapity w migsie buhajkow rasy SIM i PHF 7. dnia p.m. (31,6
i31,8 %) w poréwnaniu z 3 polskimi rasami rodzimymi (28,1 - 28,9 %). Najmniejsza sil¢ i energi¢ cigcia
stwierdzono w migsie buhajkéw rasy PHF i PCB 2. dnia (84,9 N'i 0,31 J oraz 89,0 N 10,34 J) i 7. dnia
p-m. (58,8 N10,23 J oraz 58,3 N i 0,27 J). Migso buhajkoéw rasy PHF i SIM charakteryzowato si¢ istotnie
(p < 0,01) mniejsza koncentracja barwnikow hemowych (133 i 149 ppm) i wigksza jasnoscia 2. dnia p.m.
(L* =40,8142,8)1 7. dnia p.m. (L* = 41,9 1 42,9). Migso buhajkow rasy PC charakteryzowato si¢ nato-
miast 2. i 7. dnia p.m. istotnie (p < 0,01) najwyzszym udzialem barwy czerwonej (a* = 24,8 1 27,1) i naj-
nizszym udzialem barwy zottej (b* = 0,9 i 2,6). Najwieksza stabilnos¢ oksydacyjng tluszczu $rédmigsnio-
wego stwierdzono 2. i 7. dnia p.m. w miesie buhajkow rasy SIM (0,24 i 0,25 mg MDA kg") i rodzimej
rasy PC (0,24 1 0,27 mg MDA kg™).
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Wstep

Réznice rasowe w obrebie cech produkcyjnych bydta sg istotnym elementem ge-
netycznego doskonalenia efektywnosci produkcji migsa wotowego oraz jego jakosci
[6]. Najbardziej widoczne réznice wartosci rzeznej bydla sg obserwowane migdzy
rasami mlecznymi i migsnymi. W wielu krajach $wiata, szczegdlnie w Europie $rod-
kowej, wickszo$¢ migsa wotowego pozyskuje si¢ z bydla ras ogolnouzytkowych
(w typie kombinowanym), ktore utrzymuje si¢ przede wszystkim w celu produkcji
mleka. W Polsce do takiego typu zalicza si¢ 4 rasy rodzime tj. polska czerwong, biato-
grzbieta, polska czarno-biatg i polska czerwono-biala, ktore objete sg programem
ochrony zasoboéw genetycznych oraz rase simentalska [19]. Badania Zurkowskiego
i wsp. [26] oraz Litwinczuka i wsp. [13] wskazujg, ze w obrgbie rodzimych ras, np.
polskiej czerwonej i biatogrzbietej, wystepuje wigksza zmiennos$¢ genetyczna zwigza-
na m.in. z wystgpowaniem u tych zwierzat tzw. gendw specyficznych. Ze wszystkich
krajowych ras bydto rasy polskiej czerwonej ma najstabiej zaznaczone cechy uzytko-
wosci migsnej, jakkolwiek w niektorych badaniach z lat 70. XX w. wskazywano na
dobrg jakos$¢ migsa zwierzat tej rasy [23]. Rasa bialogrzbieta to druga, obok polskiej
czerwonej, rodzima rasa bydla utrzymywana od wiekoéw na terenach Polski, glownie
w dorzeczu Wisty i Bugu. W dostgpnym pismiennictwie brak jest informacji dotycza-
cych jakosci migsa pozyskiwanego ze zwierzat tej rasy [14].

Ocena tuszy i jakosci migsa bydta rodzimych ras lub mieszancoéw z ich udziatem
moglaby dostarczy¢ cennych informacji na temat ich potencjalnej przydatnosci do
produkcji migsa wotowego [24].

Celem pracy bylo poréwnanie wybranych wtasciwosci fizykochemicznych migsa
buhajkéw trzech rodzimych ras — polskiej czerwonej, bialogrzbietej, polskiej czarno-
biatej z cechami migsa buhajkéw ras: simentalskiej i polskiej holsztynsko-fryzyjskie;j,
utrzymywanych w gospodarstwach niskonaktadowych s$rodkowo- i potudniowo-
wschodniej Polski.

Material i metody badan

Badaniami objeto 50 buhajkow pieciu ras bydta (po 10 osobnikéw), utrzymywa-
nych w dwoch gospodarstwach poludniowo-wschodniej Polski. W pierwszym utrzy-
mywano zwierz¢ta rasy polskiej czerwonej (PC), simentalskiej (SIM) i polskiej holsz-
tynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej (PHF), a w drugim — rasy bialogrzbietej (BG)
1 polskiej czarno-biatej (PCB). Buhajki po okresie odchowu (do wieku ok. 6 miesiecy)
kierowano na okoto 12-miesi¢czny opas kontrolny, a nastepnie poddawano ubojowi.
Zwierzgta w obu gospodarstwach utrzymywano na uwi¢zi i Zywiono paszami gospo-
darskimi, tzn. w lecie zielonkg z traw 1 kiszonka z kukurydzy, a w zimie sianokiszonka
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1 kiszonkg z kukurydzy. W ostatnim okresie opasu dawki pokarmowe uzupetniano
dodatkiem wiasnej paszy treSciwej (Sruty zbozowej).

W dniu uboju buhajki przewozono do zaktadéw migsnych pojazdami przystoso-
wanymi do przewozu bydla z zachowaniem dobrostanu zwierzat. Catkowity czas
czynnosci zwigzanych z zatadunkiem, transportem 1 wytadunkiem zwierzat nie prze-
kraczat 90 min. W trakcie rozbioru technologicznego 50 wychtodzonych (24 h, 2 °C)
prawych poéltusz wycinano migsien najdhuzszy z odcinka ledzwiowego — MLL (muscu-
lus longissimus lumborum) oraz migsien poél§ciggnisty — MST (musculus semitendino-
sus). Z kazdego mig$nia pobierano 2 odcinki rownej dlugo$ci, ktére wazono, a nastep-
nie pakowano prézniowo w worki z folii PA/PE. Ogélem pobrano 100 probek, ktore
przechowywano w temp. 2 °C do momentu wykonania oceny wtasciwosci fizykoche-
micznych migsa w 2. 1 7. dniu post mortem (p.m.).

Za pomocg aparatu PQM [-KOMBI, firmy INTEK GmbH, oznaczano pH i prze-
wodno$¢ elektryczng whasciwa — EC [mS-em™] bezposrednio w tkance mie$niowe;.
Pomiaréow barwy dokonywano na $wiezym przekroju probek migsa, przecigtych
w poprzek wiokien migsniowych i poddanych 30-minutowej ekspozycji na tlen atmos-
feryczny w temp. 4°C. Pomiary wykonywano miernikiem nasycenia barwy Minolta
CR-310 (iluminacja/projekcja D65/10°). Wyniki podano w systemie barw CIE L*a*b*
[2], gdzie: L* — jasno$¢ metryczna, a* — barwa czerwona, b* — barwa zotta.

Wyciek naturalny okreslano na podstawie réznicy masy probki przed 24-
godzinnym przechowywaniu w temp. 4 °C i po nim. Wyciek termiczny okre$lano na
podstawie roznicy masy probki przed 60-minutowg obrobka termiczng w tazni wodnej
w temp. 70 °C i po niej. Zawartos¢ wody wolnej [mg] oznaczano metoda bibutowa [8]
na podstawie pomiaréw powierzchni [cm’] zeskanowanych obrazéw nawazki miesa
i catkowitego wycieku za pomoca programu komputerowej analizy obrazu MultiScan
Base ver. 14.

Pomiar maksymalnej sily cigcia [N] i energii cigcia [J] probek migsa poddanego
obrobcee termicznej wykonywano za pomocg jednokolumnowej maszyny wytrzymato-
sciowej Zwick/Roell Proline B0.5 przy uzyciu noza szerometrycznego Warner-
Bratzlera (V-blade). Przygotowanie probek migsa do badan polegato na ich obrobce
termicznej w tazni wodnej w temp. 70 °C przez 1 h. Nastgpnie probki chlodzono
w biezacej wodzie przez 1 h i przechowywano w temp. 4 °C przez 24 h. Cigcie probek
o wym. 10x10x50 mm wykonywano poprzecznie do przebiegu wiokien. Za wynik
koncowy pomiaru sily cigcia i1 energii cigcia przyjmowano Srednig warto$¢ obliczong
z 8 pomiarow.

Og6lng zawarto$¢ barwnikéw hemowych [ppm] oznaczano metoda Hornseya [9]
przy dhugosci fali A = 640 nm za pomocg spektrofotometru Varian Cary 300 Bio. Sta-
bilno$¢ oksydacyjng lipidéw (wartos¢ TBARS) okreslano metodg Witte’a i wsp. [25]
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przy dtugosci fali A = 530 nm za pomocg spektrofotometru Varian Cary 300 Bio. Wy-
niki wyrazano w mg dialdehydu malonowego (MDA) w kg migsa.

Uzyskane wyniki oceny wilasciwosci fizykochemicznych migsa buhajkéw (jako
wartosci $rednie z dwdch mig$ni) opracowano statystycznie w programie Statistica ver.
6 [22]. Wplyw rasy weryfikowano jednoczynnikowg analizg wariancji, a istotno$c¢
roéznic pomigdzy $rednimi grup wyznaczano testem Tukeya (p < 0,051 p <0,01).

Wiyniki i dyskusja

Wykazano istotne (p < 0,01) zroznicowanie wartosci pH miesa buhajkow ocenia-
nych ras w 2. 1 7. dniu post mortem (tab. 1). Wyzsza wartos¢ pH stwierdzono w migsie
buhajkéw rasy PC 2. dnia p.m. w poréwnaniu z migsem buhajkéw ras BG i PCB (od-
powiednio: 5,73 vs. 5,51 15,52), aw 7. dniu — w porownaniu ze wszystkimi pozosta-
tymi rasami (odpowiednio 5,79 vs. 5,57-5,62).

Przewodnosc¢ elektryczna wlasciwa (EC) moze posrednio wskazywac na wielkos¢
wycieku naturalnego (WN) soku migsniowego. Tkanka mi¢sniowa o nienaruszonych
btonach komérkowych wykazuje niska EC. Wartos¢ EC natomiast wzrasta wraz ze
zwigkszaniem si¢ ilo$ci wolnej wody wewnatrz migsnia, co zwigzane jest ze zjawi-
skiem ostabienia bton strukturalnych w trakcie zaawansowanych przemian poubojo-
wych. Istnieje wigc mozliwo$¢ wykorzystania tego parametru do oceny jakosci migsa
i diagnozowania wad, zwlaszcza wodnistosci [4]. Istotnie (p < 0,01) najwickszg EC
1 wielko$¢ WN, zarowno w 2. (12,3 mS em’'i2,1 %), jak 1w 7. (15,4 mS cem’'i4,2 %)
dniu p.m. stwierdzono w mig¢sie buhajkdéw rasy PCB w porownaniu z migsem zwierzat
pozostatych ras (tab. 1). Najmniejszg EC 1 WN stwierdzono natomiast w migsie buhaj-
kow rasy PHF, odpowiednio w 2. dniu 6,5 mS cm™ i 1,2 % oraz w 7. dniu 10,0 mS cm”
12,5 %.

Najmniejszy wyciek termiczny (WT) 2. dnia p.m. stwierdzono w przypadku mig-
sa buhajkow rasy PHF (26,9 %), przy czym istotnie (p < 0,05) r6znit si¢ on jedynie od
wielko$ci wycieku z migsa zwierzat rasy SIM (30,5 %). Z kolei 7. dnia p.m. wykazano
wicksze ubytki masy po obrobce termicznej z migsa buhajkow rasy SIM i PHF (31,6
131,8 %) w poréwnaniu z trzema rasami rodzimymi (28,1 + 28,9 %).

Najmniejszg sil¢ i energi¢ cigcia stwierdzono w migsie buhajkow rasy PHF i PCB
zaréwno 2. (odpowiednio: 84,9 N i 0,31 J oraz 89,0 N i 0,34 J), jak i 7. dnia p.m. (od-
powiednio: 58,8 N1 0,23 J oraz 58,3 N i 0,27 J). Najwyzsze wartosci tych parametrow
stwierdzono 2. i 7. dnia p.m. w migsie buhajkow BG (odpowiednio: 108,9 N'i 0,39 J
oraz 73,4 N 10,33 J) (tab. 1). Wedlug Destefanisa i wsp. [3] instrumentalna sita cigcia
»kruchego” miesa wolowego nie moze by¢ wicksza niz 42,9 N. Podobnie Shackelford
iwsp. [21] proponuja warto$¢ progowa sity ciecia wotowiny wynoszaca 45,1 N.
W badaniach wlasnych stwierdzona sita cigcia w 7. dniu p.m. wskazuje, ze badane
migso mozna okresli¢ jako posrednie lub twarde. Jakkolwiek przy dalszym przecho-



WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE MIESA BUHAJKOW TRZECH RODZIMYCH RAS... 57

wywaniu (dojrzewaniu) migsa, np. przez kolejne 7 dni, mozna zalozy¢ poprawe jego
kruchosci. Wyniki badan innych autoréw [1, 7, 15, 20] wskazujg bowiem na zmniej-
szenie sily cigcia roznych migsni szkieletowych bydta po prézniowym chtodniczym
przechowywaniu.

Tabela 1. Wartoséci pH, przewodnosci elektrycznej whasciwej, wyréznikow wodochtonnoscei i tekstury
migsa buhajkéw w zaleznos$ci od rasy w 2. i 7. dniu post mortem.

Table 1.  Breed-dependent mean values of pH, electrical conductivity, water holding capacity and tex-
ture parameters of young bulls meat on 2™ and 7" day post mortem.

W (e Rasy rodzime Grupy odniesienia Ogdtem
}észcz;go tr.neme Native breeds Reference groups Total
pecitication _
pc | BG | PcB PHF SIM X+s/SD
2. dzien / 2™ day
pH 5,738 5,514 5,524 5,6048 5,548 5,57 £0,22
EC [mS-cm’] 6,64 8,54 12,38 6,5% 7,44 8,5+4.22
Wyciek naturalny [%] 1,68 1,88 2,1® 1,24 1,748 1,7+0,80
Natural drip
Wyciek termiczny [%] 28,8 28,0 28,87 26,9 30,5" 28,5 +4,15
Thermal drip
Woda wolna [mg] 63,6° 53,94 50,3 62,38 77,3¢ 59,3 +12,57
Free water
Sita cigcia W-B [N] 92,270 108,9" 89,0? 84,9* 97,7% 96,0 + 33,44
Shear force
Energia cigcia [J] 0,35% 0,39" 0,34 0,31* 0,36™ 0,36 +0,13

Shear energy

7. dzien / 7™ day

pH 5,798 5,584 5,624 5,60* 5,574 5,62+ 0,20
EC [mS cm™'] 11,6* 10,84 15,48 10,04 12,44 11,9+ 3,98
Wyciek naturalny [%)] 3,548 3,98 4,28 2,54 3,88 3,6+1,77
Natural drip
Wyciek termiczny [%)] 28,1* 28,7% 28,9% 31,8 31,6™ 29,8 +5,08
Thermal drip
Woda wolna [mg] 65,9¢ 46,64 44 47 58,08 54,58 52,4+12,78
Free water
Sifa cigcia W-B [N] 72,9% 73,40 58,3" 58,8" 72,9 66,8 25,56
Shear force
Energia ciecia [J] 0,29 0,33" 0,27 0,23* 0,28 0,29 +0,11

Shear energy
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Objasnienia: / Explanatory notes:

PC — migso buhajkow rasy polskiej czerwonej / PR - meat from young bulls of Polish Red breed; BG —
mig¢so buhajkow rasy bialogrzbietej / WB - meat from young bulls of White-Backed breed; PCB — migso
buhajkow rasy czarno-biatej / PBW — meat from young bulls of Polish Black-White breed; PHF - migso
buhajkow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej / PHF — meat from young bulls of
Polish Holstein-Fresian, Black-White breed; SIM — migso buhajkéw rasy simentalskiej / SIM — meat from

young bulls of Simmental breed; X =+ s / SD — warto$é $rednia + odchylenie standardowe / mean value +
standard deviation; n = 100; warto$ci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszach roznig si¢ staty-
stycznie istotnie: a, b, ¢ — p < 0,05; A, B, C — p £ 0,01 / mean values in rows and denoted by different
letters differ statistically significantly: a, b, c —p <0.05; A, B, C—p <0.01.

Wykazano istotny wplyw rasy buhajkow na zawarto$¢ barwnikéw hemowych
i parametry barwy migsa (tab. 2). Istotnie (p < 0,01) nizsza koncentracj¢ barwnikow
hemowych oznaczono w migsie buhajkow rasy PHF i1 SIM (odpowiednio 133
1 149 ppm) w porownaniu z migsem zwierzat rasy PCB (179 ppm). Mniejsza koncen-
tracja barwnikow migsniowych mogta wplyng¢ na istotnie (p < 0,01) wigksza jasnos¢
mig¢sa buhajkéw rasy PHF i SIM zarowno 2. dnia p.m. (odpowiednio L* = 40,8 i 42,8),
jak 1 7. dnia p.m. (odpowiednio L* = 41,9 1 42,9). W przypadku rasy PHF stwierdzono
takze istotnie (p < 0,01) najnizszy udzial barwy czerwonej w kolejnych dniach ozna-
czen (odpowiednio a* = 21,4 1 21,5). Nalezy réwniez podkresli¢, ze mieso buhajkow
rasy PC charakteryzowato si¢ 2. i 7. dnia p.m. istotnie (p < 0,01) najwigkszym udzia-
tem barwy czerwonej (odpowiednio a* = 24,8 i 27,1) i najmniejszym udziatem barwy
z6Mtej (odpowiednio b* = 0,9 i1 2,6), co wyraznie odrozniata migso zwierzat tej rasy od
migsa buhajkéw pozostatych ras. Mogto to by¢ rowniez posrednio zwigzane z wyso-
kim pH tkanki mig$niowej lub z mniejszg zawartos$cig thuszczu Srodmigsniowego
(marmurkowatoscig) zwierzat tej rasy [16]. Faustman i Cassens [5] oraz Insausti 1 wsp.
[10] podaja, ze migso bydta ras mlecznych ma mniej stabilng barwg¢ w porownaniu
z migsem zwierzat typu migsnego. Jednak pdzniejsze badania McKenna i wsp. [17]
oraz Jeonga i wsp. [12] dowodza, Zze o stabilno$ci barwy mig$ni wotowych decyduje
raczej typ wiokien mig$niowych, zawartos¢ mioglobiny, pH, czy koncentracja endo-
gennych anty- 1 prooksydantéw modyfikujacych stopien oksydacji mioglobiny i lipi-
dow.

Oksydacja mioglobiny i tworzenie si¢ metmioglobiny w czasie przechowywania
migsa sg bezposrednio zwigzane z oksydacjg lipidéw migsniowych, ktorg mozna okre-
sli¢ za pomocg wartosci TBARS [11]. McKenna i wsp. [17] wykazali ujemng korelacjg
pomigdzy wartoscig a* 1 wartoScig TBARS. Rowniez w badaniach wlasnych migso
buhajkow rasy PHF charakteryzowato si¢ istotnie najnizszym udzialem barwy czerwo-
nej (a*) przy jednoczesnie istotnie najwyzszej wartosci TBARS. Najwicksza stabilnos¢
oksydacyjng thuszczu $rdédmigsniowego (najnizsza wartos¢ TBARS) stwierdzono 2.1 7.
dnia p.m. w miesie buhajkéw rasy SIM (0,24 i 0,25 mg MDA kg') i rodzimej rasy PC
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(0,24 1 0,27 mg MDA kg ). McKenna i wsp. [17] podaja warto§¢ TBARS migsa wo-
towego (m. longissimus lumborum i semitendinosus) w zakresie od 0,3 do 0,4.

Tabela 2. Zawarto$¢ barwnikéw hemowych, parametry barwy wg CIE L*a*b* i warto§¢ TBARS migsa
buhajkéw w zaleznos$ci od rasy w 2. i 7. dniu post mortem.

Table 2.  Content of haem pigments, colour indices acc. to CIE L*a*b. and breed-dependent TBARS
values of meat from young bulls on 2™ and 7" day post mortem

L Rasy rodzime Grupy odniesienia Ogotem
Wyszezegdlnienie Native breeds Reference groups Total
Specification B

PC BG PCB PHF SIM X+s
B amﬁ;tfzzmt[fpm] 15048 | 15648 | 1798 | 1334 1494 154 +33,9
2. dzien / 2™ day
CIE
L* 39,648 | 3834 | 37,54 | 40,8%¢ 42,8 39,4 +3,87
a* 24.8¢ | 23,78 | 24,08 21,44 24,48¢€ 23,5+2,12
b* 0,9* 4,6° 4,8" 3,6° 48" 4,0+226
TBARS [mg MDA kg'] | 0,24* | 036" | 0,35 0,53¢ 0,24 0,36 = 0,20
7. dzien / 7™ day
CIE
L* 40,4*8 | 38,74 | 383 | 419® 42,9® 40,1 + 3,88
a* 27,1€ | 2528 | 25,78 21,54 25,48 24,7 +2,62
b* 2,64 5,8€ 6,1¢ 4,38 5,28€C 5,03 + 2,00
TBARS [mg MDA kg'] | 0,27* | 0,42* | 0,39 0,79¢ 0,25* 0,46 + 0,29

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

Min i wsp. [18] do najwazniejszych czynnikow wptywajacych na wzrost wartosci
TBARS surowego migsa wotowego zaliczajg ilo§¢ mioglobiny (zwlaszcza formy fer-
rylmioglobiny), w mniejszym zakresie natomiast zelazo nichemowe czy sktad kwasow
thuszczowych. W badaniach witasnych wszystkie oznaczone wartosci byty ponizej
przyjetego poziomu progowego (rownego 1), stuzacego do stwierdzenia wystepowania
odchylen zapachoéw zwigzanych z jelczeniem oksydacyjnym [17].

Whioski

1. Rasa buhajkéw istotnie roznicowata wszystkie oceniane wiasciwosci fizykoche-
miczne tkanki migsniowej w 2. 1 7. dniu od uboju.

2. Najnizsza sile ciecia wykazywato migso buhajkow rasy polskiej czarno-bialej
1 polskiej holsztynsko-fryzyjskie;j.
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Istotnie najmniejszg stabilnos¢ oksydacyjng lipidéw migsniowych stwierdzono
w migsie buhajkéw rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej.

W zakresie wybranych wiasciwosci fizykochemicznych migsa stwierdzono ich
zblizone wartosci w przypadku migsa buhajkow rasy biatogrzbietej i polskiej czar-
no-bialej. Migso buhajkow rasy polskiej czerwonej istotnie odrozniato si¢ od migsa
zwierzat pozostatych ras w zakresie pH 1 barwy, co mozna wigza¢ z innym pocho-
dzeniem filogenetycznym tej rasy.

Badania zrealizowano w ramach projektu ”"BIOZYWNOSC — innowacyjne, funk-

cjonalne produkty pochodzenia zwierzecego” nr POIG.01.01.02-014-090/09 wspolfi-
nansowanego przez Unie Europejskq ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju

Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007 —
2013.

(1]

(2]
(3]

(3]
(6]

[10]

(1]

[12]
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PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF MEAT FROM YOUNG BULLS OF 3 NATIVE
BREEDS: POLISH RED, WHITE-BACKED, AND POLISH BLACK-AND-WHITE,
AS WELL AS OF SIMMENTAL AND POLISH HOLSTEIN-FRESIAN BREEDS

Summary

The objective of the study was to assess the physicochemical properties of meat from young bulls of
three native breeds: Polish Red (PR), White-Backed (WB), Polish Black-and-White (PBW) and to com-
pare them with the properties of meat from young Simmental (SIM) and Polish Holstein-Fresian (PHF)
breed bulls. The animals were fed in the same farms using a semi-intensive system, the feed consisted
primarily of plants grown on permanent grasslands. The following parameters of the meat samples taken
from carcasses of 50 young bulls (10 samples of each breed) were measured or assessed on the 2™ and 7™
day post mortem: pH, electrical conductivity, colour (CIE L*a*b*), shear force and shear energy, water
holding capacity (natural drip and thermal drip), TBARS values and content of haem pigments.
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Significantly higher pH values of the meat from the young bulls of PR breed were reported on the 2™
day post mortem compared to the WB and PBW breed bulls, and on the 7" day post mortem compared to
all other breeds analyzed (5.73 vs. 5.51 - 5.52). The meat of young bulls of SIM and PHF breeds showed
significantly higher cooking losses on the 7" day post mortem. (31.6 % and 31.8 %) compared to the 3
native breeds (28.1 - 28.9 %). The lowest shear force and shear energy were reported in the meat from
young bulls of PHF and PBW breeds on the 2™ day post mortem (84.9 N and 0.31 J; 89.0 N and 0.34 J)
and on the 7" day post mortem (58.8 N and 0.23 J; 58.3 N and 0.27 J). The meat of PHF and SIM young
bulls was characterized by a significantly (P<0.01) lower content of haem pigments (133 and 149 ppm)
and a higher lightness on the 2™ day post mortem (L* = 40.8 and 42.8) and on the 7" day post mortem
(L* = 41.9 and 42.9). On the 2™ and 7™ day post mortem, the colour of the meat of young bulls of PR
breed was characterized by the significantly (p < 0.01) highest percent content of redness (a* = 24.8 and
27.1) and the significantly lowest percent content of yellowness (b* = 0.9 and 2.6). The highest oxidative
stability of intramuscular fat was found on the 2™ and 7" day post mortem in the meat of young bulls of
SIM breed (0.24 and 0.25 mg MDA kg™') and of the native PR breed (0.24 and 0.27 mg MDA kg'™).

Key words: cattle, native breeds, young bulls, meat quality
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ZAWARTOSC SELENU W MIESNIACH I NARZADACH
WEWNETRZNYCH KONI RZEZNYCH W ZALEZNOSCI
OD ICH WIEKU I PLCI

Streszczenie

Celem pracy byto oznaczenie zawartosci selenu w wybranych tkankach koni rzeznych oraz okreslenie
jej zmiennosci w zaleznosci od wieku i plci zwierzat.

Materiat do badan stanowity trzy migs$nie oraz narzady wewnetrzne (nerki, ptuca i watroba) pochodza-
ce ze 117 tusz koni rzeznych zakwalifikowanych do drugiej klasy jakosciowej. W doborze materiatu
doswiadczalnego uwzgledniono zwierzgta obu pici oraz dwie grupy wiekowe: konie mtode (od 6 do 18
miesigey) i stare (od 10 do 13 lat). Pobrane probki po wstgpnym przygotowaniu poddano mineralizacji.
Zawarto$¢ selenu w uzyskanych mineralizatach oznaczono przy uzyciu spektrometru absorpcji atomowe;j
ze wzbudzeniem elektrotermicznym i deuterowa korekcja tta Zeeman, Spektra 220Z firmy Varian.

Wykazano statystycznie istotne (p < 0,01) réznice zawartosci selenu pomig¢dzy wszystkimi badanymi
tkankami. Najwigcej selenu stwierdzono w nerkach (0,487 ppm), istotnie (p < 0,01) mniejsza zawartos¢
tego pierwiastka oznaczono w watrobie (0,177 ppm), a jeszcze mniejsza — w plucach (0,062 ppm). Naj-
mniej badanego pierwiastka bylo w tkance migsniowej (0,039 ppm). Uwzgledniajac wiek koni, w nerkach
i migéniach zwierzat mtodych wykazano statystycznie wigksza (p<0,01) zawarto$¢ selenu. Ple¢ miata
niewielki wptyw na zawartos¢ selenu zarowno w narzadach wewnetrznych, jak i w migéniach. Istotne
(p £0,01) réznice dotyczyly jedynie nerek.

Z trzech badanych mig$ni najwigcej selenu oznaczono w migsniu nadgrzebieniowym (m. supraspina-
tus), a nieznacznie mniej, ale w wymiarze statystycznie istotnym (p < 0,01), w mig$niach: najdtuzszym
(m. longissimus pars thoracis) 1 potbloniastym (m. semimembranosus). Réznice te dotyczyly jedynie
migsni zwierzat mlodych. W grupie tej stwierdzono takze istotne (p < 0,01) rdznice pod wzgledem zawar-
tosci selenu w zaleznos$ci od rodzaju migsnia i ptei. Najmniej selenu zawieraly migénie zwierzat powyzej
10. roku zycia. W tej grupie zwierzat nie wykazano istotnych (p < 0,01) réznic pomig¢dzy badanymi mig-
$niami, a takze nie wykazano istotnego wplywu plci na zawartosc¢ selenu.

Stowa kluczowe: selen, konina, migsnie, watroba, ptuca, nerki
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Wprowadzenie

Selen jest mikroelementem niezbgednym do funkcjonowania organizmow zywych.
W odrdznieniu od innych mikroelementdéw selen jest pierwiastkiem o bardzo matym
zakresie ilosciowym migdzy niedoborem, stanem prawidtowym i dawka toksyczna,
stad wynika zainteresowanie nim.

Wigkszos¢ selenu obecnego w tkankach oraz we krwi wbudowana jest w seleno-
biatka, tylko niewielka ilos¢ selenu wystepuje w formie wolnej. Selenobiatka obecne
sg prawie w kazdej komorce organizmu. Najwazniejszym biatkiem jest selenozalezna
peroksydaza glutationowa, ktorej gléwnym zadaniem jest usuwanie toksycznych dla
tkanek nadtlenkéw organicznych i nadtlenku wodoru poprzez ich redukcje do zwigz-
kéw hydroksylowych — wody lub alkoholu [9]. Do selenozaleznych biatek nalezy tez
dejodynaza jodotyroninowa typu I i IIl. Gléwng funkcjg biatka typu I jest udzial
w syntezie hormonow tarczycowych, za$ typu Il — udziat w metabolizmie hormonow
tarczycy [5, 17].

Selen wykazuje takze zréznicowany wptyw na system immunologiczny. Dziata-
nie to zalezne jest od stezenia pierwiastka w organizmie: w duzych dawkach wykazuje
dziatanie immunosupresyjne, za§ w matych — immunostymulujace [2]. Selen, pelniacy
role ,,komoérkowego wygaszacza wolnych rodnikow”, posrednio chroni organizm przed
toksycznym dziataniem metali cigzkich: arsenu, kadmu, rteci i otowiu, jak rowniez
zelaza i cis-platyny, tworzac z nimi selenki, ktore charakteryzuja si¢ niska rozpusz-
czalno$cig 1 w zwigzku z tym zostajg wylaczone z proceséw biochemicznych i wyda-
lone z organizmu. Pierwiastek ten ma rowniez wlasciwosci przeciwbakteryjne i prze-
ciwwirusowe, tagodzi przebieg choroby u pacjentdow zarazonych wirusem HIV
1 wirusowym zapaleniem watroby, w tym réwniez zapaleniom watroby typu pokarmo-
wego HAV i HEV.

Niedobor selenu w organizmach zywych jest konsekwencja coraz wickszego zu-
bozenia §rodowiska naturalnego w zakresie wystepowania tego pierwiastka wskutek
stosowania nowoczesnych technologii w rolnictwie i przemysle spozywczym. Zmniej-
szona podaz wynika z poglebiajacej si¢ erozji gleb, zakwaszania zwigzkami siarki
iazotu (,,kwasne deszcze”) oraz z zanieczyszczenia metalami cigzkimi. Procesy te
thumacza zjawisko hamowania przyswajalnosci selenu przez rosliny. Ograniczony
transport selenu z gleby poprzez ro$liny i zwierzg¢ta do cztowieka objawia si¢ coraz
mniejszg jego zawartoscig w produktach spozywczych [18].

Deficyt selenu w Zzywieniu jest problemem w Chinach, Nepalu, Australii i Cen-
tralnej Afryce [16]. Niedobor selenu grozi zwyrodnieniem wielu narzadoéw i tkanek
cztowieka. Najbardziej znang chorobg spowodowang brakiem tego pierwiastka jest
choroba Keshan — kardiomiopatia mtodziencza — endemiczna choroba mig$nia serco-
wego [6, 10, 12, 19]. Druga, zwigzang z niedoborem selenu w srodowisku naturalnym,
jest choroba Kasin-Beck. Jest to endemiczna choroba uktadu kostno-stawowego, po-
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wodujaca zaburzenia w kostnieniu oraz deformacj¢ stawow [19]. Wskazuje si¢ row-
niez, ze deficyt selenu wystepuje w chorobie Friedreicha (FRDA), tzn. dziedzicznej
atazji (bezladzie) rdzeniowej [6]. Wykazano zwigzek migdzy niedoborem selenu
w organizmie a obnizeniem aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za czynnosci bton
komoérkowych, ostabienie odporno$ci 1 powstawanie nowotwordéw [7]. Brak selenu
prowadzi ponadto do martwicy watroby i trzustki, zmniejszenia ptodnosci [13] i dys-
trofii mig§niowej [20].

Zrédlem selenu sa zaréwno produkty pochodzenia roslinnego, jak i zwierzecego.
Podejmuje si¢ badania nad wzbogaceniem zywnosci w selen [15]. Selen w formie nie-
organicznej, czyli selenianow(IV) lub (VI), jest wchtaniany przez rosliny z gleby, na-
stepnie przeksztatcany do form organicznych, gtéwnie do selenometioniny oraz sele-
nocysteiny. Ta druga forma dominuje w produktach pochodzenia zwierzgcego. W tej
postaci selen jest spozywany przez ludzi [1, 16]. Zawarto$¢ selenu w organizmach
zwierzgcych jest zroznicowana i wynosi od setnych czesci do kilku mg/kg danej tkan-
ki. Najwiecej selenu gromadzi si¢ w warstwie korowej nerek, trzustce, przysadce
1 watrobie, rowniez w siersci, piorach i rogach [4]. Zwigzki selenu sg dobrze wchtania-
ne z przewodu pokarmowego (60 %) i poprzez uktad oddechowy, a chlorek selenylu —
przez skore.

Celem pracy byto oznaczenie zawartosci selenu w wybranych tkankach koni
rzeznych i okreslenie jego zmiennosci w zaleznosci od wieku oraz ptci. W badaniach
uwzgledniono trzy migsénie szkieletowe oraz narzady wewngtrzne, ktore zaliczane sg
do ubocznych surowcow jadalnych, takie jak: pluca, watroba i nerki.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono na 702 probkach migsa pochodzacych ze 117 tusz koni
rzeznych obu plci. Zwierzeta pochodzily z rejonu Polski potudniowo-wschodniej oraz
centralnej. Do badan przeznaczono konie rzezne zakwalifikowane do drugiej klasy
jakosciowej. Na podstawie sanitarno-weterynaryjnego badania przed- i poubojowego
zwierzat tusze i narzady wewnetrzne oceniono jako zdatne do spozycia. Klacze i samce
(watachy) nalezaty do dwoch grup wiekowych. Pierwsza grupe stanowily konie mtode
w wieku od 6 do 18 miesiecy. Druga grupa byty konie stare w wieku od 10 do 13 lat.
Z kazdej tuszy pobierano probki tkanki mi¢$niowej pochodzace z trzech migéni szkie-
letowych: najdtuzszego (m. longissimus pars thoracis), nadgrzebieniowego (m. supra-
spinatus) 1 potbloniastego (m. semimembranosus). Dodatkowo z kazdego zwierzecia
pobierano do badan probki watroby (ptat ogoniasty), ptuc (ptat przeponowy) i lewa
nerke (tab. 1).
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Tabela 1. Liczba probek migsni koni rzeznych i ich narzadéw wewngtrznych pobranych do badania.
Table 1.  Number of samples of muscles and internal organs of slaughter horses taken for analysis.

. . Zwierzgta miode Zwierzeta stare
Rodzaj tkanki . .
T fe Young animals Old animals
e of tissue
P 9 3 Q 3
Najdiuzszy , 30 29 30 28
longissimus pars thoracis
Migsnie Nadgrze.blemowy 30 29 30 23
Muscles supraspinatus
Poibionlasty 30 29 30 23
semimembranosus
Watroba / Liver 30 29 30 28
Phuca / Lungs 30 29 30 28
Nerki / Kidneys 30 29 30 28

Przed przystapieniem do analizy probki poddawano wstepnej obrobece (wazenie,
mycie pod biezaca woda, 3-krotne ptukanie wodg redestylowana, suszenie, suszenie
w wagosuszarce do uzyskania stalej masy), nastepnie prowadzono rozktad probek na
mokro z kwasng mieszaning utleniajacg w piecu mikrofalowym Multiwave 3000, firmy
Anton Paar. Zawarto$¢ selenu w mineralizatach oznaczano przy uzyciu spektrometru
absorpcji atomowej ze wzbudzeniem elektrotermicznym i deuterowa korekcja tta Zee-
man, Spektra 220Z firmy Varian.

Wyniki poddano analizie statystycznej, wyliczajac wartosci $rednie i odchylenia
standardowe. Istotno$¢ roznic pomigdzy badanymi parametrami i badanymi czynnika-
mi zmiennos$ci okreslono testem wielokrotnych przedziatow ufnosci t-Tukeya na po-
ziomie istotnosci p < 0,01.

Wyniki i dyskusja

Zawarto$¢ selenu w mig$niach koni byla statystycznie istotnie (p < 0,01) zrdzni-
cowana (tab. 2). Zdecydowanie wigkszg zawarto$¢ selenu stwierdzono w narzadach
wewngetrznych niz w tkance migsniowej. Podobne dane dotyczace akumulacji selenu
w organizmie podajg inni autorzy [8, 11, 21]. Najwiecej selenu oznaczono w nerkach —
srednio 0,487 ppm, ale wystapity duze wahania zawartosci — od 0,414 do 0,672 ppm
w zaleznosci od wieku 1 ptci koni. W porownaniu z nerkami blisko trzykrotnie mnigj
tego pierwiastka stwierdzono w watrobie, a jeszcze mniej — w ptucach (0,062 ppm).

Jak podajg Oh i wsp. [14], jagni¢ta zywione pasza uboga w selen mialy zawsze
wigcej selenu w nerkach niz w watrobie, podobnie w przypadku koni dieta o matej
zawartoSci selenu mogla wptyngé na ilo§¢ badanego pierwiastka w poszczegdlnych
narzadach.
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Tabela 2. Zawartos$¢ selenu w migsniach oraz w wybranych narzadach wewngtrznych koni, w zaleznosci
od ich wieku i ptei [mg/kg].

Table 2.  Content of selenium in muscles and selected internal organs of horses depending on their age
and sex [mg/kg].
: Zwierzeta mtode Zwierzeta stare
Rodza'J Razem 3 i Q.
tkanki Young animals Old animals
Typeof | _Mean (X+s/SD) (X+s/SD)
tissue (x+s/8D)
? 3 ? 3
Micni
1SIE 00399 40,006 | 0,042% +0,007 | 0,050 +0,006 | 0,031 0,004 | 0,032% +0,008
Muscles
thrOba c cA cA cA cA
Liver 0,177°+£ 0,010 | 0,193**+0,017 | 0,196°*£0,021 | 0,159“*+0,011 | 0,181°*+£0,015
v
Nerki d dA dB dB dB
. 0,487°+£0,039 | 0,672 +0,063 | 0,414 £0,052 | 0,455 +£0,041 | 0,427 £0,039
Kidneys
Pluca b bA bA bA bA
Lungs 0,062 + 0,009 [ 0,063>*+ 0,007 | 0,074>* 0,011 | 0,052°*+ 0,008 | 0,074 £ 0,009

Objasnienia: / Explanatory notes:

X + s / SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; a, b, ¢, d —
wartosci $rednie oznaczone réoznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie w pionie przy p < 0,01 /
mean values denoted by different letters differ statistically significantly in vertical direction at p < 0.01;
A, B — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie w poziomie przy
p < 0,01/ mean values denoted by different letters differ statistically significantly in horizontal direction at
p<0.01.

Najmniej selenu oznaczono w tkance mig$niowej (Srednio 0,039 ppm), ale jego
poziom wahat si¢ od 0,031 do 0,050 ppm. W grupach zwierzat rdznigcych si¢ wiekiem,
jak 1 ptcig, zaobserwowano zblizone tendencje w zakresie zawarto$ci selenu w bada-
nych tkankach. W przypadku klaczy, jak i osobnikoéw meskich najwickszag zawartos¢
selenu stwierdzono w nerkach, duzo mniejsza w watrobie, a najmniejsza — w ptucach
1 mig$niach.

Wykazano, ze wiek koni istotnie (p < 0,01) wptywat na poziom selenu w bada-
nych narzadach i mig$niach. W tkankach zwierzat mtodych oznaczono wigksza zawar-
tos¢ badanego pierwiastka, ale statystycznie istotne (p < 0,01) réznice dotyczyly selenu
zawartego w nerkach i migsniach klaczy. Najwigkszg $rednig zawarto$¢ selenu stwier-
dzono w nerkach zwierzat mtodych (0,543 ppm), rownie duzo tego pierwiastka byto
w nerkach zwierzat starych — $rednio 0,441 ppm. W tkance mig$niowej zwierzat sta-
rych zaobserwowano najmniejszg zawartos¢ badanego pierwiastka — 0,032 ppm,
a nieznacznie wickszg — 0,046 ppm — w migs$niach zwierzat mtodych. Porownujac po-
ziom selenu w ptucach zwierzat starych i mtodych stwierdzono, ze zawieraly one po-
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dobne ilo$ci tego pierwiastka. Trzykrotnie wigkszg zawarto$¢ selenu, w porownaniu
z plucami, wykazano w watrobie zwierzat mtodych.

Ple¢ miata niewielki wptyw na zawarto$¢ selenu zarowno w narzadach wewngtrz-
nych, jak 1 w mig$niach, bowiem statystycznie istotne (p < 0,01) roznice dotyczyly
jedynie nerek (tab. 2). Poziom selenu w nerkach osobnikow zenskich byt istotnie
(p <£0,01) wyzszy w poréownaniu z nerkami samcow. [stotny wptyw na to zréznicowa-
nie miala najwigksza (0,672 ppm) zawartos¢ selenu w nerkach samic miodych. Nie
wykazano wplywu plci na zawartos¢ badanego pierwiastka w watrobie i ptucach.
W tych narzgdach samcow wykazano nieznacznie wyzszy poziom selenu, ale nie byty
to rdznice statystycznie istotne (p < 0,01). Zawartos¢ selenu w tkance miesniowej kla-
czy byla nieznacznie mniejsza w poroOwnaniu z mig¢sniami watachoéw, ale w ocenie
sumarycznej nie wykazano istotnych (p < 0,01) réznic, pomimo zréznicowania w za-
lezno$ci od wieku.

W porownaniu z badanymi narzagdami zawarto$¢ selenu w tkance mi¢$niowej by-
fa najmniejsza. Ponadto wykazano zréznicowanie poziomu tego pierwiastka w zalez-
nos$ci od rodzaju migsnia. W ocenie ogdlnej trzech badanych migéni najwyzszy poziom
selenu stwierdzono w mig¢$niu nadgrzebieniowym, a mniejszy i statystycznie istotny
(p < 0,01) w mig$niach: najdluzszym i potbtoniastym. Nalezy podkresli¢, ze wigksza
zawarto$¢ selenu wykazano w migéniu nadgrzebieniowym zwierzat mtodych. Nie
stwierdzono réznic pod wzgledem zawartosci selenu w migsniach: najdtuzszym i pot-
btoniastym (tab. 3). Podobnie, w badaniach nad wptywem r6znych form selenu na jego
retencj¢ w tkankach jagniat, nie wykazano réznic zawartosci tegoz pierwiastka pomig-
dzy mig$niem najdtuzszym i potbtoniastym [3].

Tabela 3. Zawartos$¢ selenu w wybranych migs$niach koni, w zaleznosci od ich wieku i plci [mg/kg].
Table 3.  Content of selenium in selected muscles of horses depending on their age and sex [mg/kg].

Zwierz¢ta mtode Zwierzeta stare
Rodzaj migénia l?jzln Young animals Old animals
T f 1 X +s/SD X+s/SD
ype oI muscle (iiS/SD) ( ) ( )
? d ? 3
Najdtuzszy A 0,036 + 0,047 + 0,029°C + 0,031°C +
L"”%’ZZ’V’;’Z;W” 0,036™+ 0,0023 0,0023 0,0021 0,0017 0.0012
Nadgrzebieniowy | o o440, 0051 0,048 + 0,056 + 0,033 + 0,034 +
Supraspinatus ’ ’ 0,0051 0,0043 0,0039 0,0045
Potbloniasty " 0,038 + 0,049 + 0,031° + 0,033
Semimembranosus 0,037°+0,0023 0,0034 0,0067 0,0053 +0,0079

Objasnienia jak pod tab. 2 / Explanatory notes as in Tab. 2.
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W dostepnym pismiennictwie brak jest danych na temat wptywu wieku i ptci koni
na zawarto$¢ selenu w migsniach. W badaniach wlasnych wykazano, Ze najmniej sele-
nu bylo w migsniach zwierzat powyzej 10. roku zycia (0,029 do 0,033 ppm). W tej
grupie zwierzat nie wykazano istotnych (p < 0,01) réznic pomigdzy badanymi mig-
$niami. Nie wykazano réwniez istotnego wplywu plci na poziom selenu w tej grupie
zwierzat.

Zdecydowanie inaczej ksztattowata si¢ zawartos¢ selenu w migsniach zwierzat
mtodych, w wieku od 6 do 18 miesiecy. Wykazano istotne (p < 0,01) réznice w pozio-
mie tego pierwiastka w zaleznosci od rodzaju migsnia i pici. Istotnie (p < 0,01) wigkszg
zawartoscig selenu cechowat si¢ miesien nadgrzebieniowy (Srednio 0,052 ppm) w po-
rownaniu z miesniem najdtuzszym (Srednio 0,042 ppm) i poétbloniastym (Srednio
0,046 ppm). Nie wykazano istotnych (p < 0,01) r6éznic pod wzgledem zawartosci sele-
nu pomie¢dzy mig$niem najdtuzszym i potbloniastym. W grupie zwierzat mtodych wy-
kazano takze istotne (p < 0,01) réznice zawartosci selenu w zaleznos$ci od pici. Badania
wykazaty zarowno w ocenie ogoélnej, jak i w kazdym z badanych migséni istotnie
(p <0,01) wicksza zawartos$¢ selenu u osobnikow meskich.

Whioski

1. W tkankach koni rzeznych wystgpuje zréznicowana zawarto$¢ selenu. Zréznicowa-
nie to dotyczy zarowno narzadow wewnetrznych, jak 1 miesni.

2. Wiek i pte¢ w ograniczonym stopniu wplywaja na retencj¢ selenu w migsie koni.
W migsniach i nerkach zwierzat mtodych zawartos¢ tego pierwiastka jest wigksza.

3. W nerkach mtodych klaczy stwierdzono najwyzszy poziom selenu. Natomiast
w migsniach mtodych samcow stwierdzono wigksza zawartos¢ selenu w poréwna-
niu z mi¢$niami samic.
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CONTENT OF SELENIUM IN MUSCLES AND INTERNAL ORGANS OF SLAUGHTER
HORSES DEPENDING ON THEIR AGE AND SEX

Summary

The objective of the study was to determine the content of selenium in selected tissues of slaughter
horses and to define its variability depending on the age and sex of the animals.

The research material consisted of three muscles and internal organs (kidneys, lungs, and liver) from
117 carcasses of slaughter horses classified into the second quality class. The experimental material se-
lected comprised animals of two sexes and of two age groups: a group of young horses (6 to 18 month old)
and a group of old horses (aged between 10 and 13 years). The samples taken were initially prepared and,
next, mineralized. The content of selenium in the mineralisates produced was determined using an atomic
absorption spectrometer with inductively coupled electro-thermal and deuterium background correction
(Zeeman, Varian Spectra 220Z).

Significant differences in the contents of selenium were proved to exist among all the tissues tested.
The highest content of selenium was found in the kidneys (0.487 ppm), a significantly lower content of
that element was determined in the liver (0.177 ppm), and even lower in the lungs (0.062 ppm). The mus-
cle tissue contained the lowest amount of selenium (0.039 ppm). When considering the age of the horses,
a statistically significantly (p < 0.01) higher amount of selenium was found in the kidneys and muscles of
the young animals. The sex had a minor effect on the content of selenium both in the internal organs and
in the muscles. The statistically significant (p < 0.01) differences were found only in the kidneys.
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Of the three examined muscles, the highest levels of selenium were determined in the supraspinatus
muscle, a bit lower but statistically significant (p < 0.01) amounts in the longissimus and semimembra-
nosus muscles. Those differences were found only in the muscles of the young animals. Furthermore, in
that group, significant (p < 0.01) differences were found in the content of selenium depending on the type
of muscle and sex of the animals. The muscles of the animals aged more than 10 years contained the low-
est level of selenium. In that group of animals, no significant (p < 0.01) differences were found among the
muscles analyzed; no significant impact of the sex on the content of selenium was found either.

Key words: selenium, horse meat, muscles, liver, kidney, lungs



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2014, 5 (96), 72 — 84

DOI: 10.15193/ZNTJ/2014/96/072-084

ANDRZEJ TYBURCY, IWONA SCIBISZ, EWELINA ROSTEK,
ANNA PASIERBIEWICZ, TOMASZ FLOROWSKI

PRZECIWUTLENIAJACE WEASCIWOSCI SOKOW Z ZURAWINY
1Z ROZY W PRODUKTACH Z MIESA ROZMROZONEGO

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu dodatku soku z zurawiny btotnej (Oxycoccus palustris) 1 z r6zy
pomarszczonej (Rosa rugosa) oraz mieszaniny tych sokow do burgerow wieprzowych — poddanych ob-
rébee cieplnej, wychtadzanych jedng dobg, pakowanych prézniowo i przechowywanych w temp. 3 + 7 °C
przez 7 dob — na zachodzace w nich zmiany oksydacyjne. Do masy migsnej dodano 5 % soku z zurawiny
lub z rézy (w stosunku do masy migsa) lub 5 % mieszaniny (1 : 1) tych sokow. Okreslono takze wplyw
dodatku takich samych sokow do surowego farszu z migsa wotowego — po przechowywaniu w temp. 4 —
6 °C przez 3 lub 5 dob z rownoczesnym naswietlaniem $wiattem fluorescencyjnym o natgzeniu 600 lux —
na parametry jego barwy. Badane produkty przygotowano z migsa mielonego, zamrazalniczo sktadowane-
go nie dtuzej niz 3 miesiace, a nastepnie rozmrozonego. W burgerach oznaczano m.in. wskaznik TBARS,
parametry barwy i pH. Wykazano, ze sok z r6zy zawieral wigcej kwasu L-askorbinowego (200-krotnie)
1 substancji polifenolowych (o 13 %) niz sok z zurawiny. Dlatego bardziej efektywnie wptywal na hamo-
wanie procesu utleniania burgerow wieprzowych. Dodatek 5 % tego soku obnizal wskaznik TBARS bur-
gerow 9-krotnie w poréwnaniu z proba kontrolng, natomiast analogiczny dodatek soku z zurawiny tylko
2 - 3-krotnie. Zaleta soku z r6zy byta réwniez mniejsza kwasowos¢ niz soku z zurawiny, dzigki czemu nie
wptlywal on istotnie na obnizenie wydajnosci burgeréw po obrébce cieplnej (84,2 £ 1,0 % w pordwnaniu
z87,2 £ 1,9 % w probie kontrolnej). Sok ten wplywal jednak na pociemnienie barwy burgeréw. Sok
z r6zy byt stabszym stabilizatorem barwy farszu wotowego niz sok z zurawiny. Stwierdzono, ze mecha-
nizm stabilizacji barwy migsa przez sok z zurawiny jest zlozony, wykraczajacy poza jego dzialanie prze-
ciwutleniajace.
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Wprowadzenie

Dodatek ekstraktow roslinnych zawierajacych zwiazki przeciwutleniajgce do pro-
duktéw migsnych moze by¢ wykorzystany w celu zahamowania niekorzystnych zmian
przechowalniczych lipidow 1 barwnikéw mig$niowych. Bogatym Zrédtem naturalnych
przeciwutleniaczy sg m.in. zurawina i pseudoowoce rézy. W owocach zurawiny wy-
stepuja zwiazki polifenolowe: antocyjany, flawonole, kwasy fenolowe i proantocyjani-
dyny [10]. Pseudoowoce rozy obok zwigzkéw polifenolowych zawierajg rowniez
znaczne ilosci (nawet od 840 do 3500 mg/100 g) witaminy C [6]. Ekstrakty pochodza-
ce z obu roslin prébowano stosowaé jako przeciwutleniacze w produktach migsnych
[9, 15, 23]. Ekstrakt etanolowy z wytlokéw zurawinowych dodawano do mi¢sa odzy-
skanego mechanicznie z indyka [15], ekstrakt etanolowy z dzikiej r6zy (Rosa canina) —
do kotlecikow wieprzowych [9], a ekstrakt wodny z dzikiej rozy (Rosa canina) do
parowek wieprzowych niezawierajacych azotanu(Ill) [23]. Dodatek soku z Zurawiny
(Vaccinium macrocarpon) na poziomie 4,4 % do surowego farszu z migsa wolowego
zwickszat stabilno$¢ jego barwy podczas naswietlania i przechowywania chtodniczego
[22]. Dotychczas nie porownywano jednak efektywnos$ci przeciwutleniajacego oddzia-
tywania sokow pochodzacych z zurawiny btotnej (Oxycoccus palustris) i r6zy po-
marszczonej (Rosa rugosa) w produktach migsnych. Nie stosowano rowniez ich tacz-
nego dodatku. Interesujgce byto takze sprawdzenie oddziatywania dodatku tych sokow
na stabilno$¢ przechowalnicza barwy surowego produktu garmazeryjnego wytworzo-
nego z mielonego migsa wotowego (ang. meat preparation — rozdrobnione surowe
mig¢so z dodatkami).

Celem pracy bylo okreslenie: wptywu dodatku soku z zurawiny blotnej (Oxycoc-
cus palustris) lub z r6zy pomarszczonej (Rosa rugosa) oraz mieszaniny tych sokow do
burgeréw przygotowanych z rozmrozonego migsa wieprzowego na zachodzace w nich
zmiany oksydacyjne oraz wplywu dodatku takich samych sokow na parametry barwy
surowego farszu z mrozonego migsa wotowego, przechowywanego w warunkach
chlodniczych z dostepem $wiatta fluorescencyjnego o natgzeniu 600 lux.

Material i metody badan
Doswiadczenie technologiczne

W doswiadczeniach uzyto pasteryzowanych sokoéw z roézy pomarszczonej (Rosa
rugosa) 1 zurawiny btotnej (Oxycoccus palustris), firmy Polska R6za. Wedtug deklara-
c¢ji producenta nie zawieraly one zadnych dodatkow. Po otwarciu opakowania soki
mogly by¢ przechowywane tylko kilka dni w warunkach chtodniczych. Z tego wzgledu
rozlano je do stoikéw i zamrozono w porcjach po okoto 100 cm’. Surowcem miesnym
byly: karkéwka wieprzowa (do$wiadczenie 1) oraz drobne migso wolowe (doswiad-
czenie 2). Migso zakupiono w handlu detalicznym. Parti¢ karkéwki wieprzowej o ma-
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sie okoto 3 kg rozdrabniano w wilku z siatkg o otworach oczek 4,5 mm. Rozdrobnione
mig¢so mieszano 3 min i pakowano préozniowo w porcjach po 1 kg. Migso zamrazano
i przechowywano (-18 °C) nie dtuzej niz przez 3 miesigce. W drugim doswiadczeniu
uzyto drobnego migsa wolowego (3 kg) klasy 90/10, tj. zawierajacego okoto 10 %
thuszczu. Migso to rozdrabniano, nastepnie pakowano prézniowo w porcje po okoto
1 kg 1 zamrazano w identycznych warunkach jak migso wieprzowe. Uzycie migsa wo-
lowego byto uzasadnione tym, ze zmiany barwy tego gatunku mig¢sa podczas przecho-
wywania sg bardziej wyrazne niz migsa wieprzowego [1].

Doswiadczenie 1

Zapakowane prozniowo porcje rozdrobnionej wieprzowiny rozmrazano przez
okoto 0,5 h w strumieniu wody wodociagowej, a porcje soku w temp. 3 - 7 °C przez
16 h. Wytwarzano cztery warianty farszow (w trzech powtorzeniach do$§wiadczenia)
przeznaczonych do produkcji burgeréow: 1 — kontrolny (mig¢so z dodatkiem 10 % wo-
dy), 2 — mig¢so z dodatkiem 5 % soku z zurawiny i 5 % wody, 3 — mi¢so z dodatkiem
5 % soku z 167y i 5 % wody i 4 — migso z dodatkiem po 2,5 % obu sokow i 5 % wody.
llos¢ sktadnikéw suchej masy wprowadzanych do burgerow z sokiem Zzurawinowym
byta kilkakrotnie mniejsza niz dodawana przez Wu i wsp. [25]. Cytowani autorzy
stwierdzili, ze dodatek 2,5 - 5 % koncentratu soku zurawinowego (Vaccinium macro-
carpon) o zawarto$ci okoto 50 % s.m. [7] nie wptynat istotnie na wyglad, smak i za-
pach pieczonych burgeréw wolowych.

Masa migsa uzyta do przygotowania probek burgerow w kazdym wariancie do-
swiadczenia wynosita 200 g. Do kazdego farszu dodawano 1 % NaCl (bez dodatku
zwigzkow jodu). Sol rozpuszczano w wodzie lub mieszaninie sokéw z woda, a nastep-
nie mieszano z farszem w mieszarce Kenwood przez 5 min. Z kazdego wariantu far-
szu, na ptytkach Petriego wylozonych folig aluminiowg, formowano dwa burgery
o masie 90 g. Burgery owini¢te folig aluminiowa pieczono w dwoch turach (po jednym
burgerze z poszczegdlnych wariantow w kazdej) w piekarniku w temp. 180 °C przez
25 min do osiggnigcia w centrum geometrycznym wyrobu temp. 88,5 + 1,4 °C. Na-
stepnie burgery chtodzono przez 1 dobe w temp. 4 - 6 °C. Po tym czasie okreslano ich
wydajnos¢ (stosunek masy po 1 dobie sktadowania do masy poczatkowej). Nastepnie
w jednym burgerze z kazdego wariantu (i kazdego powtdrzenia do$wiadczenia) ozna-
czano parametry fizykochemiczne. Pozostale burgery pakowano proézniowo
1 przechowywano kolejne 7 dob w chlodziarce w temp. 3 - 7 °C. Po tym czasie (tgcznie
8 dob przechowywania — 1 doba bez opakowania i 7 w opakowaniu prézniowym)
oznaczano w nich wskaznik TBARS.
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Doswiadczenie 2

Migso wotowe i porcje sokdw rozmrazano w warunkach identycznych jak w do-
swiadczeniu 1. Z migsa wotowego wytwarzano cztery warianty farszu (w trzech po-
wtorzeniach doswiadczenia) o sktadzie analogicznym jak w do§wiadczeniu 1. Farszami
napetniano ptytki Petriego (50 g farszu na jednej ptytce, dwie ptytki z kazdego warian-
tu farszu) 1 mierzono parametry barwy w pigciu punktach na powierzchni kazdej prob-
ki. Nastegpnie ptytki owijano folig z PCV (Stella pack) o wysokiej przepuszczalnosci
tlenu (24600 cm’/m?/24h). Pomiedzy folia a powierzchnia farszu pozostawata wolna
przestrzen, co sprzyjato utlenianiu mioglobiny podczas przechowywania. Ptytki z far-
szami umieszczano w chtodni w temp. 4 - 6 °C 1 naswietlano $wiatlem fluorescencyj-
nym o nate¢zeniu 600 lux przez 3 lub 5 dob.

Metody badan

W sokach po rozmrozeniu oznaczano zawartos¢ ekstraktu przy uzyciu refrakto-
metru Abbego, kwasowos$¢ ogélng metoda potencjometryczng i pH [8]. Pomiaru barwy
dokonywano w systemie CIE L*a*b* (L* — jasno$¢, a*, b* — wartosci dodatnie odpo-
wiadaja odpowiednio barwie czerwonej i zottej) przy uzyciu kolorymetru Konica Mi-
nolta CM-3600d. Pomiar wykonywano w $wietle przechodzacym, umieszczajac bada-
ny sok w kuwetach szklanych o grubosci 2 mm, przy zrodle §wiatta D65 i ustawieniu
obserwatora pod katem 10 °.

Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego oraz antocyjanéw w sokach oznaczano meto-
da wysokosprawnej chromatografii cieczowej za pomoca zestawu chromatograficzne-
go firmy Shimadzu, wyposazonego w detektor UV-VIS, piec, degazer (odpowietrzacz)
oraz autosampler (automatyczny podajnik probek) wspotpracujacy z programem gro-
madzenia danych LCsolution. Do oznaczenia antocyjanow stosowano kolumng Luna
C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 pum). Faze ruchoma stanowity: woda/kwas mrowkowy
(90 : 10, v/v) — odczynnik A oraz mieszanina acetonitrylu/kwasu mrowkowego
(90 : 10, v/v) — odczynnik B. Analiz¢ wykonywano metodg gradientowa (1 min 6 % B,
7 min 10 % B, 14 min 30 % B, 15 min 6 % B, 25 min 6 % B) przy dlugosci fali A =
520 nm. Do oznaczenia zawarto$ci kwasu L-askorbinowego stosowano kolumne Co-
smosil 5C18-PAQ (4,6 mm x 250 mm). Faz¢ ruchomg stanowit roztwor kwasu fosfo-
rowego o stezeniu 20 mmol/dm’. Analize chromatograficzna prowadzono w temp.
30 °C, przy A = 245 nm. Og6lng zawartos¢ zwigzkow polifenolowych w sokach ozna-
czano przy uzyciu odczynnika Folina-Ciocalteu’a [14, 19]. Absorbancj¢ mierzono
spektrofotometrycznie przy A = 765 nm po 1 h od dodania odczynnika. Wynik wyraza-
no w przeliczeniu na kwas galusowy [mg kwasu galusowego/100 cm’ badanego soku].
Ze wzgledu na duzg zawarto$¢ kwasu askorbinowego w soku z rézy, podczas oznacza-
nia w nim zwigzkow polifenolowych odejmowano od ogodlnego odczytu warto$¢ ab-
sorbancji, ktorg uzyskiwano w wyniku reakcji tego kwasu z odczynnikiem Folina-
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Ciocalteu’a, przy stezeniu odpowiadajacym jego zawartosci w soku, okreslonej weze-
$niej metoda chromatograficzng. Analizy przeprowadzono w trzech réwnoleglych po-
wtorzeniach.

W burgerach poddanych obrébcee cieplnej, a nastepnie wychtodzonych oznacza-
no: zawartos¢ wody — metoda suszenia probki wymieszanej z piaskiem w temp. 105 °C
przez 3 h, zawarto$¢ thuszczu — metodg Soxhleta na podstawie ubytku masy wysuszo-
nej probki po ekstrakcji eterem naftowym [16]), parametry barwy (L*, a*, b*) — przy
uzyciu kolorymetru Minolta CR-200 oraz kwasowo$¢ czynna i wskaznik TBARS.
Kwasowo$¢ czynng mierzono przy uzyciu pH-metru po zmieszaniu 10 g rozdrobnio-
nego burgera z 30 g wody. Wskaznik TBARS oznaczano zmodyfikowang metodg Sha-
hidi [18] — probke 2 g rozdrobnionego burgera mieszano przez 2 min szklang bagietka
w probowce wirdwkowej z 5 cm’ 10-procentowego roztworu kwasu trichlorooctowe-
go. Nastepnie dodawano 5 cm® 0,02-molowego roztworu kwasu 2-tiobarbiturowego
1 wytrzasano probowki przez 2 min. Zawiesing wirowano przy przyspieszeniu 1717 g
i saczono do szklanych probowek. Zamknigte probowki przetrzymywano bez dostepu
$wiatta przez 24 h w temp. 20 + 2 °C. Absorbancj¢ roztwordw mierzono przy A =
532 nm. Zawartos¢ aldehydu malonowego (MDA) obliczano na podstawie krzywej
wzorcowej wykonanej przy uzyciu 1,1,3,3-tetrametoksypropanu. Na podstawie ekspe-
rymentu wstepnego ustalono, ze zaden z uzytych sokow dodany w ilosci 5 % masy
nawazki pobranej z wariantu kontrolnego burgeréw nie wplynat na warto$¢ absorbancji
przy oznaczaniu wskaznika TBARS. Zawarto$¢ wody i tluszczu oraz wskaznik
TBARS oznaczano w dwoch probkach, pH — w jednej probce, a parametry barwy —
w trzech punktach na przekroju kazdego burgera.

W celu scharakteryzowania rozmrozonego mig¢sa wotowego oznaczano w nim
zawarto$¢ wody 1 thuszczu (w dwoch probkach). W poszczegdlnych wariantach farszu
oznaczano kwasowos$¢ czynna. Jedng z ptytek zawierajacych poszczegdlne warianty
farszu wykorzystywano do oznaczen parametréw barwy po trzech dobach, a druga —
po pieciu. Podobny czas przechowywania w warunkach chtodniczych rozdrobnionego
miesa z dodatkiem substancji przeciwutleniajacych (5 - 6 dob) zastosowali w swoich
doswiadczeniach rowniez inni autorzy [3, 11]. Z pigciu pomiaréw wykonanych na
kazdej probce farszu obliczano wartos¢ Srednig poszczegdlnych parametréw barwy
oraz catkowita zmian¢ barwy (AE) po uptywie 3 lub 5 dob przechowywania, w stosun-
ku do barwy poczatkowej [22]. Po 3 i 5 dobach przechowywania dokonano takze se-
mikonsumenckiej oceny barwy farszow. Wykonano tgcznie 15 ocen kazdego wariantu
farszu (po 5 w kazdym z trzech powtdrzen do$wiadczenia) przy zmiennym sktadzie
zespolu oceniajgcego, ktory tworzyli studenci i pracownicy zwigzani z naukg o Zywno-
$ci. Przed oceng byli oni informowani o celu i zakresie dos§wiadczenia. Oceniano bar-
we w skali od 1 — barwa najbardziej odpowiadajaca oczekiwaniom w stosunku do
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Swiezego migsa, do 5 — barwa najbardziej zmieniona i odbiegajgca od barwy $wiezego
migsa.

Analiza statystyczna

W przypadku zmiennych o wigkszej licznosci wynikéw w poszczegdlnych gru-
pach, tj. wydajnosci (n = 6), parametrow barwy przed przechowywaniem (n = 6) i oce-
ny barwy (n = 15), przeprowadzono badanie normalno$ci rozktadu za pomocg testu
Shapiro-Wilka (program Statistica 10 PL) i jednorodno$ci wariancji przy uzyciu testow
Cochrana i Barletta (program Statgrahics Plus 4.1). Liczba n odnoszaca si¢ do wydaj-
nosci wynikata z tego, ze burgery w kazdym powtdrzeniu do§wiadczenia 1. pieczono
w dwoch turach, a kazdy burger potraktowano jako jednostke statystyczng. W przy-
padku parametrow barwy przed przechowywaniem jako jednostke statystyczng przyje-
to porcje farszu na jednej ptytce. W przypadku spetnienia zatozen o normalnosci roz-
ktadu i jednorodnos$ci wariancji zastosowano jednoczynnikowa analize¢ wariancji i test
Tukeya HSD. Przy stwierdzeniu braku zgodnosci z rozktadem normalnym postuzono
si¢ nieparametrycznym testem Kruskala-Wallisa (program Statgrahics Plus 4.1).
W przypadku pozostatych zmiennych, gdy n = 3, obliczono tylko wartosci $rednie
i odchylenia standardowe.

Wiyniki i dyskusja
Charakterystyka sokow

Soki z zurawiny i z r6zy roznily si¢ pod wzgledem barwy, kwasowosci i sktadu
chemicznego (tab. 1). Sok z r6zy charakteryzowat si¢ wigksza jasnoscig barwy L*,
mniejszg warto$cig parametru a* oraz wigksza wartoscig parametru b* niz sok z zura-
winy. Na barwe owocow 10zy (Rosa rugosa) wplywaja glownie likopen i B-karoten,
a w mniejszym stopniu ksantofile [5, 17]. Barwe soku z zurawiny ksztattujg glownie
antocyjany. Ich ilo$¢ oraz wzajemne proporcje oznaczone w badaniach wlasnych byly
zblizone do okreslonych przez Bazinet i wsp. [4] w 100-procentowym pasteryzowa-
nym soku z zurawiny. Sok z zurawiny charakteryzowat si¢ wicksza kwasowoscig mia-
reczkowg niz sok z r6zy. Kwasowos$¢ czynna (pH) soku z zurawiny byta zblizona do
warto$ci 2,6, oznaczonej przez Bazinet i wsp. [4].

Wicksza zawartos¢ ekstraktu w soku z r6zy wynikata prawdopodobnie z wickszej
zawarto$ci cukrow. Mikulic-Petkovsek 1 wsp. [13] stwierdzili, ze pseudoowoce Rosa
canina, przy podobnej zawartosci sacharozy, zawieraly wigcej glukozy i fruktozy niz
owoce zurawiny wielkoowocowej. Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego byla prawie
200-krotnie wigksza w soku z r6zy niz w soku z zurawiny. Wedtug Babis i Kucharskiej
[2] zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w owocach Rosa rugosa moze wynosi¢ nawet
444 mg/100 g §.m., podczas gdy w owocach zurawiny btotnej tylko 19 mg/100 g $.m.
[10].
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Tabela 1. Wybrane cechy fizykochemiczne sokow.
Table 1. Selected physical and chemical properties of juices.

Badana cecha Sok z zurawiny Sok z rozy
Analyzed feature Cranberry juice Rose juice
Zawarto$¢ ekstraktu [ ]?rlx] ‘ 8.9+0.8 162409
Content of Soluble Solids [°Brix]
K $¢ miareczk k /100 cm®
.wasowoshc Tnlarecz o.w? [g . wasu cytgynowego cm’] 20402 L1402
Titrable acidity [g of citric acid/100 cm’]
pH 3,82+0,2 2,49 £0,2
L* 47,63 £0,6 76,50 £ 1,4
P try b.
Arametty barwy a* 5446+ 12 10,54 42,2
Colour parameters
b* 22,01 £0,9 58,39 +£2,7
jani -3-galakt
cyjar?lc?yno gala .ozyd 41405
cyanidin-3-galactoside
janidyno-3-glukozyd
. charfl 'yno glu 'ozy 0.55 0.1
Zawarto$¢ antocyjanow cyanidin-3-glucoside
[mg cyjanidyno-3- cyjanidyno-3-arabinozyd
glukozydu/100 cm’] YJATICY RO oaTabInozy 23104 ,
o cyanidin-3-arabinose Nie oznaczano
Content of individual - Not determined
anthocyanins [mg cya- peonidyno-3-galaktozyd 6.05 407
nidin-3-glucoside /100 peonidin-3-galactoside ’ ’
3
cm’] i 3-
peon%d.yno 3 gluk(.)zyd 0.96 + 0,1
peonidin-3-glucoside
peon}dyno-S-ara}.nnozyd 203404
peonidin-3- arabinose
Zawarto$é kwasu L-askorbinowego [mg/100 cnr’]
o S 1,3+0,8 2592+ 1,9
Content of L-ascorbic acid [mg/100 cm’]
Zawarto$¢ polifenoli ogétem [mg kwasu galusowego/100
cm’] 373,6+2,8 423,7+32
Total phenol content [mg of gallic acid /100 cm’]

Objasnienie: / Explanatory note:
W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations.

Zawarto$¢ polifenoli ogétem w soku z rézy byta o okoto 13 % wicksza niz
w soku z zurawiny. Podobng tendencj¢ obserwowali rowniez Mikulic-Petkovsek
1 wsp. [13], ktorzy w owocach dzikiej rozy (Rosa canina) oznaczyli zwigzki polifeno-
lowe w ilosci 477,3 mg/100 g $.m., a w owocach zurawiny wielkoowocowej —
452,2 mg/100 g $.m. Witkowska i Zujko [24] oznaczyly 322 mg/100 g $S.m. tych
zwiazkéw w owocach zurawiny btotne;.
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Dos$wiadczenie 1

W burgerach z dodatkiem soku z zurawiny lub mieszaniny obu sokow obserwo-
wano wigkszy wzrost kwasowosci (zmniejszenie wartosci pH) w poréwnaniu z probg
kontrolng (bez dodatku sokéw) niz w przypadku dodatku samego soku z rozy (tab. 2).
Wzrost kwasowosci burgeréw wptywat na zmniejszenie zdolnosci biatek migsniowych
do utrzymywania wody, co powodowato zmniejszenie wydajnosci i zawartosci wody
w produkcie oraz zwigkszenie zawartosci thuszczu. W wariantach burgerow z dodat-
kiem soku z zurawiny i mieszaniny (1 : 1) obu sokéw wydajnos¢ byla istotnie
(p <0,05) mniejsza niz w probie kontrolnej (tab. 2).

Tabela 2. Wybrane cechy burgeréw wieprzowych z dodatkiem sokow z zurawiny i z 16zy.
Table 2.  Selected properties of pork burgers with cranberry and rose juices added.

Cecha / Feature K 7 R RZ
pH 6,56 £ 0,06 6,29 £0,07 | 6,40 £0,07 6,36 +0,09
Wydajno$é / Yield [%)] 87,2°+ 1,9 78,6°+2,5 | 842°+ 1,0 80,3°+2,7
Woda / Moisture [%] 66,8 +£0,6 64,0+1,6 65,5+£0,6 64,5 £0,8
Thuszcz / Fat [%)] 12,1 £0,4 13,1+1,7 12,5+1,3 129+1,2
Jasnos¢ barwy L* / L* colour lightness 61,6 1,2 62,5+1,2 59,0+ 1,6 60,2 £0,8
Parametr a* barwy / a* colour value 10,9 £2,5 9,8 +0,7 8,6 0,6 8,2+0,3
Parametr b* barwy / b* colour value 8,609 8,5+0,5 8,2+0,6 79+0,3
Wskaznik TBARS po 1 dobie
[mg MDA*/kg produktu] 4,87 £0,74

+ + +

TBARS level after 1 day 1,44 +0,15 0,51 +0,16 0,44 +£0,07
[mg MDA*/kg of product]
Wskaznik TBARS po 8 dobach
[mg MDA*/kg produktu] 3514084 | 1474030 | 0404001 | 0,61£0,14
TBARS level after 8 days e T T T
[mg MDA*/kg of product]

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; n = 3 z wyjatkiem wydajnosci, gdzie n = 6 / n = 3 except for yield, where n = 6).

Warianty burgeréw: / Burger formulation: K — kontrolny / control; Z — z sokiem z zurawiny (5 %) / with
cranberry juice (5 %); R — z sokiem z rézy (5 %) / with rose juice (5 %); RZ — z mieszaning sokow z
zurawiny (2,5 %) i z rozy (2,5 %) / with mixture of cranberry (2.5 %) and rose (2.5 %) juices;

*MDA — aldehyd malonowy / malon aldehyde.

a, b — wartosci $rednie wydajnosci oznaczone tg samg litera wskazuja na grupy homogenne wyznaczone za
pomoca analizy wariancji (ANOVA) i testu Tukeya HSD (p > 0,05) / — mean values of yield denoted by
the same letter indicate homogeneous groups separated by analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s
HSD test (p > 0.05).




80 Andrzej Tyburcy, Iwona .S"cibisz, Ewelina Rostek, Anna Pasierbiewicz, Tomasz Florowski

Barwa burgeréw z dodatkiem soku z rézy charakteryzowala si¢ mniejszg jasno-
$cig 1 warto$cig parametru a* niz barwa proby kontrolnej (tab. 2). Prawdopodobnie
bylo to wynikiem reakcji nieenzymatycznego brunatnienia, ktore mogly zachodzic¢
w obecnosci cukréw redukujgcych zawartych w soku z rozy. Mikulic-Petkovsek 1 wsp.
[13] stwierdzili, ze ich zawarto$¢ jest wigksza w owocach dzikiej r6ézy niz w owocach
Zurawiny.

Zaréwno po 1 jak i po 8 dobach przechowywania warto§¢ wskaznika TBARS
burgeréw byla wyraznie mniejsza w przypadku produktow zawierajacych soki niz
w wariancie kontrolnym (w przypadku burgerow z dodatkiem 5 % soku z zurawiny lub
5 % soku z rdzy, odpowiednio: okoto 2-3-krotnie lub 9-krotnie) — tab. 2. Sok z rézy
charakteryzowat si¢ wigkszg efektywnoscig przeciwutleniajacg w pordwnaniu z sokiem
z zurawiny, co zwigzane bylo prawdopodobnie z silnym zréznicowaniem zawartosci
kwasu L-askorbinowego w porownywanych sokach. Sok z r6zy zawieral ponadto wig-
cej zwigzkow polifenolowych (tab. 1). Zastosowanie mieszaniny (1 : 1) obu sokéw
powodowato obnizenie wartosci TBARS burgeréw do podobnego poziomu (0,44 +
0,61 mg/kg) jak dodatek samego soku z rozy (0,40 +~ 0,51 mg/kg).

Warto$¢ wskaznika TBARS burgerow wariantu kontrolnego byla wyraznie
mniejsza po 8 dobach przechowywania niz po 1 dobie (tab. 2). Prawdopodobnie wyni-
kato to z wptywu pakowania prozniowego. Podczas redukcji cisnienia mogta nastepo-
wac desorpcja z produktu lotnych produktow oksydacji, co powodowalo zmniejszenie
warto$ci TBARS. Kwas 2-tiobarbiturowy reaguje m.in. z tworzacymi si¢ w wyniku
oksydacji lipidow 2,4-heksadienem i 2,4-heptadienem [21]. Sg to zwiazki lotne. Ozna-
czano je w fazie nadpowierzchniowej probki po inkubacji w temp. 40 °C [12].

Doswiadczenie 2

Wolowina uzyta w do$wiadczeniu zawierata $rednio 69,5 + 2,2 % wody i 10,3 +
1,2 % thuszczu. Dodatek sokéw nie wptynat istotnie (p > 0,05) na parametry barwy
farszow przed przechowywaniem (tab. 3). Soki charakteryzowaty si¢ intensywnym
zabarwieniem, ale ich dodatek w stosunku do migsa byt niewielki. Ponadto Xi 1 wsp.
[26] zwrocili uwage, ze barwniki antocyjanowe obecne w zurawinie, ktore w kwasnym
srodowisku majg wyrazne czerwone zabarwienie, mogg przy przesuni¢ciu pH w kie-
runku wyzszych wartos$ci (co miato miejsce po zmieszaniu soku z migsem) ulegaé
odbarwieniu. Zatem na barwe farszu wptywata przede wszystkim zawarta w migsie
mioglobina.

Uwaza si¢, ze mechanizm zmiany barwy surowego rozdrobnionego mig¢sa polega
m.in. na utlenianiu zelaza hemowego (ze stopnia utlenienia Fe*" do stopnia Fe*") przy
udziale produktow utlenienia lipidow. Nastgpuje przy tym przemiana jasnoczerwonej
oksymioglobiny do bragzowej metmioblobiny [9]. Zjawisku temu towarzyszy obnizanie
parametru a* barwy. Substancje o dziataniu przeciwutleniajgcym hamuja ten proces
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[11]. Po 3 i 5 dobach przechowywania zaobserwowano tendencje¢ do wigkszej wartosci
parametru a* farszow z dodatkiem sokdéw (tab. 4) w pordwnaniu z probami kontrolny-
mi. Po obu okresach przechowywania najwigksza srednig wartos$cig tego parametru
charakteryzowaty si¢ proby z dodatkiem 5 % soku z zurawiny.

Tabela 3. Parametry barwy i kwasowos¢ czynna (pH) farszoéw wolowych z dodatkiem sokow z zurawiny
iz 162y, przed przechowywaniem.

Table 3.  Colour parameters and active acidity (pH) of beef stuffing with cranberry and rose juices
added, prior to storage.

FO‘:E:;;TIOH L* (n=6) a* (n = 6) b* (n = 6) pH (n=3)
K 42.14+23 20,0'+3,1 5.7°+£0.9 5,78 + 0,02
7 43,64 +2.5 27,0°+2,9 5,5°+0,9 5,53 +0,02
R 42,723 259°%2.1 500414 5.69 + 0,04
RZ 428°+35 25.0°+ 3.4 52013 5.61+0,06

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, A — warto$ci $rednie oznaczone tg samg litera w tej samej kolumnie wskazuja na grupy homogenne
wyznaczone za pomocg analizy wariancji (ANOVA) i testu Tukeya HSD lub testu Kruskala-Wallisa,
odpowiednio duza lub mata litera (p > 0,05) / mean values in the same column and denoted by the same
letter indicate homogeneous groups separated by analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s HSD test or
Kruskal-Wallis test, capital or small letter, respectively (p > 0.05)

Pozostate objasnienia jak pod tab. 2. / Other explanatory notes as in Tab. 2.

Stabilizujacego wptywu sokéw na barwe farszow dowodzita catkowita zmiana
barwy (AE), ktéra w przypadku prob z ich dodatkiem byta okolo 2-krotnie mniejsza niz
w przypadku wariantu kontrolnego zaré6wno po 3, jak i po 5 dobach przechowywania.
Hamowanie zmian barwy farszow przez dodatek sokow zostato rowniez potwierdzone
w ocenie semikonsumenckiej. Oceniajacy zaobserwowali, ze najwigksza efektywno-
$cig pod tym wzgledem, zaréwno po 3, jak i 5 dobach przechowywania, charakteryzo-
wat si¢ sok z zurawiny dodany w ilosci 5 % (tab. 4).

Sok z rdzy, ktory efektywniej zmniejszat warto§¢ wskaznika TBARS w burgerach
wieprzowych (doswiadczenie 1), okazal si¢ stabszym stabilizatorem barwy surowego
farszu wolowego niz sok z zurawiny. Moglo to wynika¢ ze sktadu obu dodatkow.
W soku z zurawiny, oprocz substancji przeciwutleniajacych, zawarte sg sktadniki ma-
jace dziatanie przeciwbakteryjne, np. kwasy organiczne (w tym benzoesowy), myryce-
tyna, kwercetyna i procyjanidyny [20]. Ponadto 5-procentowy dodatek soku z zurawi-
ny najsilniej zwigkszat kwasowos¢ farszu w poréwnaniu z probami kontrolnymi
(zmniejszat warto$¢ pH o 0,25 jednostki — tab. 3). Mikroorganizmy mogg zuzywac tlen
1 wplywaé na jego stezenie w powierzchniowych warstwach migsa oraz wytwarzaé
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metabolity tgczace si¢ z grupg hemowa mioglobiny. Wplywaja wigc na zmiany barwy
migsa [3].

Tabela 4. Parametr barwy a*, catkowita zmiana barwy (AE) i ocena barwy po 3 i 5 dobach przechowy-
wania farszow wolowych z dodatkiem sokow z Zzurawiny i z rozy.

Table 4.  a* colour parameter, total change in colour (AE), and discoloration score after 3 and 5 days of
storing beef stuffing, with cranberry and rose juice added.

Po 3 dobach / After 3 days Po 5 dobach / After 5 days
AE Ocena AE
Wariant a* barwy a* Ocena barwy
: colour Total . colour pa- Total Discolouration
Formulation change in Discolour- p change in
parameter . rameter score
(n=3) colour ation score n=3) colour (n=15)
(n=3) (n=15) (n=3)
K 18,9+1,7 10,5+ 1,8 3,9°+0,5 132+2,6 16,1 +3,0 4,7°+£0,4
Z 22,8+1,7 44+19 1,7°+0,7 18,9+2,5 8,7+22 1,7°+0,6
R 21,1 £ 1,8 5,0+0,9 2,9°+0,8 17,4+0,8 9,014 3,0°£0,9
RZ 222+0,8 | 4,0+27 1,9+ 0,6 17,8+ 1,0 8,3+3,5 2,4°+09

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b, ¢ — $rednie oceny barwy w tej samej kolumnie oznaczone tg samg litera wskazuja na grupy ho-
mogenne wyznaczone za pomoca testu Kruskala-Wallisa (p > 0,05) / mean discoloration scores thin the
same column and denoted by the same letter indicate homogeneous groups separated by Kruskal-Wallis
test (p > 0.05).

Pozostate objasnienia jak pod tab. 2. / Other explanatory notes as in Tab. 2.

Whioski

1. Dodatki soku z r6ézy lub mieszaniny soku z rézy i z zurawiny do burgerow wie-
przowych wplywaty na hamowanie w nich zmian oksydacyjnych bardziej efektyw-
nie niz dodatek soku z zurawiny. Wynikalo to z wigkszej zawartoSci kwasu
L-askorbinowego i zwigzkow polifenolowych w soku z rozy.

2. Zaleta soku z rozy jako dodatku do burgerow byt brak wptywu na wydajnos¢ po
obrébcee cieplnej, natomiast wadg to, ze powodowat ciemnienie barwy wyrobow.

3. Sok z zurawiny uznano za lepszy stabilizator barwy surowego farszu z mig¢sa wo-
lowego niz sok z r6zy. Wskazuje to, ze mechanizm stabilizacji barwy w przypadku
tego soku obejmuje nie tylko dziatanie przeciwutleniajace.
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ANTIOXIDATIVE PROPERTIES OF CRANBERRY AND ROSE JUICES IN MEAT PRODUCTS
MADE OF DEFROSTED MEAT

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of cranberry (Oxycoccus palustris) and
rose (Rosa rugosa) juices, and the mixture thereof added to pork burgers, which were thermally processed,
chilled for 1 day, vacuum packed, and stored for 7 days at a temperature of 3 to 7 °C, on oxidative changes
occurring in those products. To the meat mass, either a cranberry or a rose juice was added in the amount
of 5 % (of the meat weight) or a mixture thereof (1:1), also in the amount of 5%. Furthermore, the effect
was determined of the similar juices added to a raw beef stuffing and, then, stored at a temperature of 4 to
6 °C for 3 to 5 days under 600 lux fluorescent lighting, on the colour parameters of the stuffing. The prod-
ucts analyzed were made of minced meat that was previously frozen and stored for a period not exceeding
3 months, and, next, defrosted. In the burgers, there were determined, among other things: TBARS, colour
parameters, and pH. It was proved that the rose juice contained more L-ascorbic acid (by 200-fold more)
and more phenolics (by 13 %) than the cranberry juice. Therefore, its effect on the process of inhibiting
oxidative changes in the pork burgers was stronger. A 5% addition of the rose juice caused TBARS of
burgers to decrease by 9 times the value of the control sample, whereas the same amount of the cranberry
juice added caused TBARS to decrease only twice or by 3 times the value of the control sample . A higher
pH was also a plus point of the rose juice compared to the cranberry juice; owing to this fact, the rose juice
did not significantly affect the yield of burgers after their thermal treatment (84.2 £ 1.0 % vs. 87.2 £ 1.9 %
of the control sample). However, the rose juice caused the colour of the burgers to turn darker. The rose
juice proved to be a weaker colour stabilizer of the raw beef stuffing than the cranberry juice. It was found
that the meat colour stabilization mechanism in the case of cranberry juice was complex and covered more
than only its antioxidative activity.

Key words: rose juice, cranberry juice, pork burgers, beef stuffing, colour parameters, TBARS



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2014, 5 (96), 85 — 100

DOI: 10.15193/ZNTJ/2014/96/085-100

KRYSTYNA GUTKOWSKA, PAWEL JANKOWSKI, MARTA SAJDAKOWSKA,
SYLWIA ZAKOWSKA-BIEMANS, IWONA KOWALCZUK

KRYTERIA ROZNICUJACE ZACHOWANIA KONSUMENTOW
WOBEC PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH NA PRZYKEADZIE
MIESA I PRZETWOROW MIESNYCH

Streszczenie

Konsumenci zachowuja si¢ w sposob zroznicowany wobec poszczegdlnych produktow spozywezych.
Zywnoé¢ stanowi bowiem $rodek do zaspokajania nie tylko potrzeb podstawowych, ale rowniez wtérnych,
warunkowanych m.in. uznawanymi warto$ciami i stylem zycia. W celu okreslenia kryteriow zr6znicowa-
nia zachowan konsumentow wobec produktéw zywnosciowych, na przyktadzie migsa i przetworoéw mig-
snych, przeprowadzono badanie wsrod 1000 mieszkancow Polski w wieku od 15 lat, o zréznicowanej
charakterystyce socjodemograficzne;j.

Badanie wykonano z uzyciem zmodyfikowanego kwestionariusza wyboru zywnosci (FCQ - Food
Choice Questionnaire), zawierajacego zestaw stwierdzen odzwierciedlajacych mozliwe motywy wyboru
zywnosci. Po przeprowadzeniu statystycznej analizy wynikow stwierdzono, ze udzielone w ramach kwe-
stionariusza FCQ odpowiedzi polskich konsumentow nie pozwalaja wyodrebni¢ istotnie zréznicowanych
skupien konsumentow, dowodzac tym samym, ze w polskich realiach narzgdzie to w zastosowanej wersji
nie pozwala wyodrebni¢ dostatecznie zréznicowanych segmentéw konsumentéw w odniesieniu do migsa
i przetworéw migsnych. Wykazano natomiast, ze kryterium réznicujacym postawy polskich konsumentow
wobec migsa i produktéw migsnych jest deklarowana przez nich czgsto$¢ spozycia wybranych gatunkow
migsa i jego przetworow. Wyodrebnione na tej podstawie skupienia konsumentow poddano socjodemo-
graficznej charakterystyce. Wykazano zwiazki miedzy poziomem i strukturg spozycia migsa a plcia, wie-
kiem, wyksztalceniem, dochodami i miejscem zamieszkania konsumentow, jak rowniez poziomem inno-
wacyjnosci konsumentéw oraz ich sklonnoscia do ptacenia wyzszej ceny za migso i produkty migsne
wysokiej jakosci. Relatywnie najwigksze nasilenie postaw innowacyjnych stwierdzono wsrod skupien
konsumentow deklarujacych ogélnie rzadkie spozycie migsa, pardwek, kietbas oraz srednie — wedlin
luksusowych.
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Stowa kluczowe: kwestionariusz wyboru zywnosci (FCQ), czgsto$¢ spozycia, innowacyjno$¢ konsumen-
tow, migso i przetwory miesne, sktonnos¢ do zaptacenia wyzszej ceny

Wprowadzenie

Wybdr zywnosci jest wynikiem interakcji pomigdzy takimi czynnikami, jak: cha-
rakterystyka towaroznawcza produktow zywnos$ciowych, w tym zwlaszcza cechy sen-
soryczne, charakterystyka socjoekonomiczna i demograficzna konsumentdéw i ich pre-
ferencje wobec okre$lonych produktow zywnosciowych, charakterystyka otoczenia
spoleczno-gospodarczego, w tym czynniki Srodowiskowe, kulturowe i tzw. czynniki tta
[7, 24]. W coraz wickszym stopniu na wybory dotyczace zywnosci wptywa osobowos¢
konsumenta, wlasciwy mu system wartosci i styl zycia [1, 11, 16], co tworzy motywy
wyboru okres$lonej zywnosci. Kryteria te maja swoje odpowiedniki w semantycznym
profilowaniu okreslonych typow czy segmentow konsumentéw (np. segmentacja
VALS) [18, 21]. Rozpoznanie motywow wyboru zywnosci jest wazne zaréwno do
skutecznego planowania dziatan z zakresu komunikacji rynkowej, jak rowniez ma
znaczenie ogolnospoleczne w kreowaniu polityki z zakresu zywnosci i zywienia.

Badania nad motywami wyboru zywnos$ci stanowig przedmiot zainteresowania
wielu badaczy, ale niewiele jest narz¢dzi, ktore miatyby wymiar uniwersalny, czyli
pozwalatyby na adekwatna diagnozg determinant wyboru zywno$ci w réznych kontek-
stach kulturowych. Jedng z prob stworzenia takiego narzedzia badawczego o wymiarze
ponadkulturowym podjeli Steptoe, Pollard i Wardle [24]. Opracowali oni tzw. kwe-
stionariusz wyboru zywnosci (Food Choice Questionnaire — FCQ) stuzacy do okresle-
nia hierarchii motywow wyboru zywnosci. W pierwotnej wersji obejmowat on 68
czynnikow. W wyniku analiz statystycznych wybrano 36 stwierdzen, wobec ktoérych
badani wyrazajg okreslony stopien zgodnosci co do ich waznoS$ci przy zakupie zywno-
$ci. Stwierdzenia te mozna pogrupowaé¢ w 9 gtownych motywow: zdrowie, wygoda,
cena, nastrdj, atrybuty sensoryczne, naturalno$¢ sktadu, kontrolowanie masy ciata,
znajomos$¢ produktu, atrybuty etyczne. Narzedzie to wykorzystywane byto w bada-
niach w roznych krajach i pozwolito na uzyskanie satysfakcjonujacych rezultatow [5,
12, 19, 20, 24]. Dzigki zastosowaniu tego narzedzia w badaniach miedzykulturowych
mozna m.in. dowies¢ uniwersalnych wartosci zwigzanych z zywnoscig lub tez wlasci-
wych dla danej kultury i uwarunkowan spoleczno-gospodarczych danego kraju czy
regionu, motywujac zamieszkatych tam konsumentow do wyboru jednych produktow
1 odrzucenia innych. Zaktada si¢ jednoczes$nie, ze wazno$¢ nadawana przez konsumen-
tow poszczegdlnym warto$ciom zwigzanym z zywnos$cig odzwierciedla si¢ w ich pre-
ferencjach wobec konkretnych produktow zywnosciowych, wybieranych np. ze wzgle-
du na kryteria zdrowotne, podazanie za okre$long moda, ekonomiczng racjonalno$¢
konsumentdw, ich przywigzanie do wygody czy przyzwyczajenie do produktu [20].
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Celem pracy bylo okreslenie przydatno$ci kwestionariusza wyboru zywnosci
(FCQ) w wyodrebnieniu zréznicowanych segmentow konsumentow migsa i jego prze-
tworow.

Material i metody badan

Badania realizowano z zastosowaniem metody wywiadu bezposredniego wsrod
1000 mieszkancow Polski w wieku od 15 lat, o zroznicowanej strukturze socjodemo-
graficznej, reprezentatywnej dla populacji Polski. Jednak do opracowania uwzglednio-
no wyniki uzyskane od konsumentéw w wieku 19 lat i wigcej (n = 917), uznajac ich za
osoby bardziej predysponowane do bycia konsumentami odpowiedzialnymi lub wspot-
odpowiedzialnymi za zakup i1 przygotowywanie zywnos$ci w ramach gospodarstwa
domowego (tab. 1).

Tabela 1. Struktura socjodemograficzna respondentow [%].
Table 1. Socio-demographic structure of respondents [%].

Wyszczegolnienie / Specification

Ple¢: / Gender: Wiek: / Age:
kobiety / women 50,9 19 - 24 lata / years 10,7
mezczyzni / men 49,1 25 -29 lat / years 12,2
Wyksztatcenie: / Education: 30 - 39 lat / years 21,9
podstawowe / primary 10,3 40 - 49 lat / years 18,3
zasadnicze zawodowe 19,5 50 - 59 lat / years 14,7
lower vocational education
$rednie / secondary education 40,3
wyzsze / higher education 29.9 ponad 60 lat / more than 60 years 22,1

Miesi¢czny dochod gospodarstwa domowego:

Monthly income per household: Miejsce zamieszkania: / Place of residence:

brak dochodu / no income 9,7 wies / rural areas 31,3

do / t0 1000 24 245 miasto do / city up to 20 tys./ 13.6
thousand

1001 - 1600 zt 38,8 20 - 100 tys. / thousand 20,7

1601 - 2500 zt 16,0 100 - 500 tys. / thousand 13,8

ponad 2500 zt / more than 2500 zt 11,1 ponad 500 tys. / more than 500 20,6
thousand

Region:

poinocny / northern 16,7

wschodni / eastern 15,3

zachodni / western 10,4

centralny / central 22,9

potudniowy / southern 34,6

W celu okreslenia kryteriow zroznicowania zachowan polskich konsumentow
wobec produktéw pochodzenia zwierzgcego, spelniajacych przyjete w badaniach kry-
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teria, zalozono wykorzystanie 22 stwierdzen z narzedzia badawczego Food Choice
Questionnaire, ktore wzglednie adekwatnie odzwierciedlajg uwarunkowania wyboru
zywnosci wsrdd polskich konsumentow.

Pierwszym etapem analizy byto wyznaczenie grup stwierdzen podobnie ocenia-
nych przez konsumentow. W tym celu uwzglgdniono dwa podejscia. W pierwszym —
grupy powigzanych stwierdzen wyznaczano za pomocg analizy czynnikowej metodg
sktadowych gléwnych (Principal Component Analysis — PCA). W drugim podej$ciu
dokonywano podziatu stwierdzen na grupy odpowiadajace 6 motywom dotyczacym
wyboru zywnos$ci, a mianowicie: dbalosci o mase ciata, trosce o zdrowie, stosunkowi
do ceny, sktonnosci do wygody, ocenie sensorycznej zywnosci, stosunkowi do etycz-
nych aspektow produkeji zywnosci. Kolejnym etapem analizy byta weryfikacja spoj-
nosci grup pytan za pomoca wspotczynnika alfa Cronbacha [2].

W Zadnym z zastosowanych podej$¢ wyznaczone lub z goéry zatozone grupy
stwierdzen nie wykazatly dostatecznej spojnosci odpowiedzi konsumentéw. W przy-
padku kazdej z grup warto$¢ wspotczynnika alfa Cronbacha wynosita, zgodnie z kryte-
rium Nunnally’ego, powyzej wymaganej minimalnej wartosci 0,7 [19].

Stwierdzono, ze zastosowana S-punktowa skala zgodno$ci byla zbyt waska,
a 10 % respondentow wyrazito ten sam poziom zgodno$ci ze wszystkimi stwierdze-
niami. Jedynie 30 % badanych uzylo wigcej niz 3 mozliwych odpowiedzi. Odzwiercie-
dlono tym samym bardziej zréznicowane rangowanie poszczegdlnych wartosci zwig-
zanych z zywnos$cig. Ponadto wykazano maly zakres $rednich pozioméw zgodnosci
z poszczegolnymi stwierdzeniami — od 3,95 do 4,30 oraz istotna, chociaz niskg korela-
cj¢ kazdego stwierdzenia z kazdym [15]. W zwigzku z tym Zadna z grup stwierdzen nie
byta wyrézniona w stosunku do pozostatych. Swiadczy¢ to moze o relatywnie wyso-
kim poziomie deklaratywizmu polskich konsumentéw, co laczy si¢ ze stwierdzanymi
w odniesieniu do wynikow roznych badan niewspotmiernymi skalami wartosci. Zjawi-
sko to dowodzi istnienia rozbieznosci migdzy wartosciami tzw. uroczystymi, a wiec
tymi, ktore Polacy zwykli traktowaé jako wazne w ich zyciu ze wzgledu na przyjete
normy spoleczne a warto$ciami realizowanymi, czyli tymi, ktore faktycznie determinu-
ja zachowania czlowieka. Ujete w sekwencji stwierdzen warto$ci miaty charakter war-
tosci uroczystych, ktorych waznosci Polacy nie rdéznicujg. Zdecydowano, ze na pod-
stawie materialu empirycznego nalezy, w celu realizacji zalozonych celow
badawczych, okresli¢ inne adekwatne kryterium wyodrebniania skupien konsumentow.
W wyniku kolejnych analiz wynikéw uznano, ze takim kryterium bedzie deklarowana
czgstos¢ spozycia migsa i przetworoOw migsnych.

Wykorzystano odpowiedzi z trzech zestawoéw pytan. Pierwszy z nich opisywat
czestos$¢ spozycia trzech gatunkdw migsa: wotowego, wieprzowego i drobiowego oraz
ich przetworow: parowek, kietbas i wedlin luksusowych (m.in. szynki i poledwicy).
Czestos¢ spozycia oceniano w S-punktowej skali, w ktérej 1 pkt oznaczat ,,bardzo
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rzadko” a 5 pkt — ,,bardzo czesto”. Drugi zestaw pytan opisywal postawy konsumen-
tow wobec produktow migsnych spetniajacych kryteria Zzywnosci wysokiej jakosci,
o walorach prozdrowotnych i funkcjonalnych. Ponownie uzyto 5-punktowej skali,
w ktorej 1 pkt oznaczat: ,,catkowicie si¢ nie zgadzam”, a 5 — ,,catkowicie si¢ zgadzam”.
Ostatni zestaw pytan opisywal innowacyjnos¢ konsumentow oraz ich sktonno$¢ do
zaplacenia wyzszej ceny za produkty o wysokiej jakosci, charakteryzujace si¢ walora-
mi prozdrowotnymi lub podwyzszong wartoscig odzywczg. Innowacyjnos$¢ konsumen-
tow badano z uzyciem skali 5-punktowej. W przypadku badania sktonnosci do zapta-
cenia wyzszej ceny za produkt charakteryzujacy sie specyficznymi atrybutami
zatozonymi w projekcie konsument moégt zadeklarowaé sktonnos¢ do zaptaty ceny
porownywalnej do obecnej badz ceny o okoto 25 lub 50 % wyzszej niz obecna.

Do klasyfikacji konsumentéw ze wzgledu na ich preferencje zwigzane z czgsto-
tliwoscig spozycia uwzglednionych w badaniu gatunkdéw migsa i przetwordw zastoso-
wano hierarchiczng analiz¢ skupien, z uzyciem metody Warda z metrykg euklidesowa.
Do oceny poprawnosci podzialu konsumentéw na skupienia postuzono si¢ wykresem
sylwetkowym ( ang. silhouette plot) [23]. Do oceny r6znic miedzy wydzielonymi sku-
pieniami zastosowano analiz¢ ANOVA z testem wielokrotnego poréwnania metoda
Tukeya, tablice krzyzowe oraz test y>. Wszystkie obliczenia wykonano w programie
Matlab wersja 6.5.0 (The MathWorks, Inc. 1998 - 2002).

Wiyniki i dyskusja

Analiza skupien pozwolita wyr6zni¢ 6 grup konsumentow (tab. 2). Po przepro-
wadzeniu analizy ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan oraz testem y* wykaza-
no, ze w przypadku kazdego produktu migsnego réznice mi¢dzy deklarowang czesto-
$Scig spozycia tego produktu przez konsumentéw nalezacych do réznych skupien byty
statystycznie istotne (p < 0,001). Skupieniom mozna przypisac¢ nastepujace cechy za-
chowan konsumentow (tab. 2):

— skupienie 1. (4,7 % proby): bardzo rzadkie spozycie migsa,

— skupienie 2. (15,2 % proby): rzadkie spozycie mig¢sa,

— skupienie 3. (27,4 % proby): czeste spozycie migsa,

— skupienie 4. (36,2 % proby): bardzo czeste spozycie migsa,

— skupienie 5. (11,4 % proby): bardzo rzadkie spozycie migsa, rzadkie — parowek
1 kietbas, §rednie — wedlin luksusowych,

— skupienie 6. (5,2 % proby): bardzo rzadkie spozycie wolowiny, bardzo czeste po-
zostalych migs.

Stwierdzona struktura socjodemograficzna i ekonomiczna wyodrgbnionych sku-
pien dobrze odzwierciedla przedstawiane w innych badaniach, rowniez tych wykorzy-
stujgcych indywidualne wyniki z badan budzetow gospodarstw domowych, powszech-
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ne spozycie mi¢sa wieprzowego i drobiowego, co wynika m.in. z przekonania polskich
konsumentow o nieodzownosci migsa w codziennej diecie [8].

Tabela 2. Srednia czesto$é spozycia migsa i wybranych produktéw miesnych w poszczeg6lnych skupie-
niach konsumentow.
Table2.  Average consumption frequency of meat and selected meat products in individual clusters of

consumers.
Produkt migsny Ogobtem Skupienie / Cluster
Meat product Total 1 2 3 4 5 6
Mieso wolowe / Beef meat 3,04 1,56¢ | 2,96° | 3,70° | 4,20° | 1,509 | 1,44¢
Mieso wieprzowe / Pork meat 323 1,51¢ | 3,38 | 3,61° | 4,32% | 1,45° | 4,00°
Mieso drobiowe / Poultry meat 3,34 2,024 | 3,38° | 3,65° | 4,31° | 2,099 | 4,19°

Parowki wieprzowe

i 3,32 1,914 | 2,96° | 3,84° | 4,14 | 2,68° | 4,194°
Vienna pork sausages

Parowki drobi
arowki drobiowe 321 1,65 | 2,86° | 3.83° | 4,08 | 2219 | 3,834
Vienna poultry sausages

Kietbasy wotowe / Beef sausages 3,32 1,65° | 3,21° | 3,79° | 4,14° | 2,719 | 3,75°
Kietbasy wieprzowe / Pork sausages 3,05 1,674 | 2,51° | 3,71° | 4,13* | 2.46° | 1,19¢
Kietbasy drobiowe / Poultry sausages 3,31 2,21d | 2,55d | 3,67b | 4,23a | 3,11c 4,08a
*Wedliny luksusowe wotowe

Luxury processed beef meat (cold) 3,37 | 2,05° | 3,114 | 342° | 4.22° | 3,69 | 3,98
products

*Wedliny luksusowe wieprzowe

Luxury processed pork meat (cold) 3,13 1,499 | 2,75° | 3,39° | 4,23* | 3,41° 1,274
products

*Wedliny luksusowe drobiowe

Luxury processed poultry meat (cold) 340 | 1,74° | 2,99° | 3,55" | 426" | 3,79" | 4,17
products

Objasnienia: / Explanatory notes:

* Wedliny luksusowe: szynka, poledwica / Luxury processed meat (cold) products: ham, tenderloin.
Objasnienie skupien: / Cluster explanation: 1 — bardzo rzadkie spozycie migsa / very rare meat consump-
tion; 2 — rzadkie spozycie migsa / rare meat consumption; 3 — czgste spozycie migsa / frequent meat con-
sumption; 4 — bardzo czgste spozycie migsa / very frequent meat consumption; 5 — bardzo rzadkie
spozycie migsa, rzadkie spozycie parowek i kietbas, $rednie spozycie wedlin luksusowych / very rare meat
consumption, rare consumption of Vienna sausages and other, average consumption level of luxury pro-
cessed (cold) meats; 6 — bardzo rzadkie spozycie wotowiny, bardzo czgste spozycie pozostatych mies /
very rare beef consumption, very frequent consumption of other meats.

Indeksy literowe oznaczaja podziat skupien na grupy jednorodne metoda Tukeya, niezalezny dla kazdego
z produktéw / Letter designations mean that clusters are divided, independently for each product, into
homogenous groups using Tukey method.
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Charakterystyke socjodemograficzng wyodrgbnionych skupien konsumentow

przedstawiono w tab. 3.

Tabela 3. Charakterystyka socjodemograficzna skupien [%)].

Table 3.  Socio-demographic profile of clusters [%)].

Istotnos¢ Skupienie/Cluster
Wyszczegolnienie testu y2 Ogodtem
Specification Significance Total 1 2 3 4 5 6
of 2 test
Pte¢: / Gender:
kobiety / women 0.089 51 67 | 47 | 53 | 48 | 57 | 44
mezczyzni / men > 49 33 | 53 | 47 | 52 | 43 | 56
Wyksztatcenie: / Education:
podstawowe / primary 10 5 8 | 13| 11| 6 | 10
zasadnicze / lower vocational education 0.050 19 21 (20| 17 | 22| 13|29
$rednie / secondary education ? 40 30 139 [ 43 |38 | 5 | 46
wyzsze / higher education 30 44 1 34 | 27 |1 29 | 36 | 15
Wiek: /Age:
19 - 24 lata / years 11 16 |19 7 5128 6
25 -29 lat/ years 12 7 11 (12114 | 10| 17
30 -39 lat / years 5.9E-6 22 14 1 18 |24 | 24 | 19 | 25
40 - 49 lat / years ’ 18 1912119 | 18| 15| 13
50 - 59 lat / years 15 16 | 13| 15|14 | 15| 15
ponad 60 lat / more than 60 years 22 28 | 19 | 22 | 26 | 13| 25
Dochéd: / Income:
nie ma dochodéw / no income 10 19141 7 6 | 16 | 15
do 1000 zt 25 21 | 21 | 26 | 24 | 25 | 31
1001 - 1600 zt 0,011 39 30 | 38 | 41 | 42| 30 | 31
1601 - 2500 zt 16 1211|1716 |22 13
2501 i wigcej / and more zt 11 19116 9 | 11| 7 | 10
Miejsce zamieszkania: / Place of residence:
wies / rural areas
miasto do 20 tys. / city with max
20 thousand residents 31 33 126 |32]32|31]38
miasto 20 - 100 tys. / city with 20 to 14 191131139 [23]23
100 thousand residents 3,6E-9 21 23 1 14 |1 19| 26 | 12 | 27
miasto 100 - 499 tys. / city with 100 to 14 21122110 9 | 24|13
499 thousand residents 21 5124125125110 ] 0
miasta ponad 500 tys. / cities with over
500 thousand residents
Region: / Region:
potnocny / northern 17 12 (15|16 {20 [ 19 |6
wschodni / eastern 15 28 126 [ 14 |5 28 | 27
zachodni / western 0,00 10 0 6 151152 0
centralny / central 23 9 20 [ 21 [ 26 | 12 | 58
poludniowy / southern 35 51 (34 (3535 (39 (8
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Zaobserwowano réznice migdzy skupieniami w proporcjach 0soéb z roznym wy-
ksztalceniem (p < 0,05). Skupienie: ,,bardzo rzadkie spozycie migsa” charakteryzuje
si¢ mniejszym niz badana populacja udziatem osob z wyksztatceniem podstawowym
i $rednim, a wigkszym udziatem o0sob z wyksztalceniem wyzszym. Wykazana zalez-
no$¢ migdzy deklarowang przez badanych konsumentow czgstotliwo$cig spozywania
migsa a poziomem ich wyksztatcenia znajduje potwierdzenie w opiniach tych badaczy,
ktorzy twierdza, ze poziom wiedzy zywieniowej zalezy wprost proporcjonalnie od
poziomu wyksztatcenia [4, 6]. Mozna wi¢c sadzi¢, ze wyzszy poziom wyksztalcenia
1 towarzyszacy mu wyzszy poziom wiedzy zywieniowe] sprzyjaja mozliwosci substy-
tuowania réznych kategorii produktow zywnosciowych i uzyskiwania podobnej poda-
zy sktadnikéw odzywczych.

Skupienie 5. wyrdznia si¢ mniejszym niz badana populacja udziatem osob o wy-
ksztalceniu podstawowym i zawodowym, przy dominacji 0sob o wyksztatceniu $red-
nim i wyzszym. Z kolei skupienie 6., sktadajace si¢ z oséb bardzo rzadko spozywaja-
cych wolowing, obejmuje znacznie mniejszg liczbe 0sob z wyzszym wyksztatceniem
niz proba przy nieznacznie zwigkszonym udziale oséb z wyksztatlceniem s$rednim
i znacznie wigkszym udziale osob z wyksztatlceniem zawodowym, co potwierdza wy-
niki analiz indywidualnych danych z badan budzetow gospodarstw domowych na te-
mat struktury i poziomu spozycia poszczegdlnych rodzajow migsa w rdznych typach
gospodarstw domowych [8].

Roéznice w strukturze wiekowej wyodrgbnionych skupien konsumentow wystapity
na poziomie istotnosci p < 0,001. Najsilniejszymi, wyraznie ukierunkowanymi prefe-
rencjami charakteryzowaty si¢ osoby najmtodsze (wiek 19 - 24 lata). Osoby te miaty
najliczniejszy udziat w skupieniu 5. T¢ postempiryczng konkluzj¢ potwierdzajg wyniki
innych badan przeprowadzonych wsérdéd mtodych konsumentéw na temat ich postaw
wobec zywnosci. Z badan tych wynika umiarkowane zainteresowanie tej grupy kon-
sumentow ofertg migs i wedlin, przy czym zauwaza si¢, ze im starsi konsumenci z tego
segmentu, tym wigksze zainteresowanie wyzsza jakoscig produktow zywnosciowych,
co odzwierciedla si¢ w badanym przypadku w postaci wyzszej czestotliwosci spozy-
wania tzw. wedlin luksusowych [10, 25]. Rowniez skupienia 1. i 2. charakteryzowaty
sic wickszym udzialem o0s6b najmtodszych niz badana populacja konsumentow.
Z drugiej strony, skupienia 3., 4. i 6. charakteryzowaly si¢ mniejszym niz badana popu-
lacja udziatem o0s6b w wieku 19 - 24 lat. Osoby najstarsze (wiek powyzej 60 lat) cha-
rakteryzowaty si¢ wigkszym niz przecigtnie udziatem w skupieniu 1., a wigc obejmujg-
cym konsumentow o najrzadszym spozyciu mi¢sa i zmniejszonym udziale w skupieniu
5., awigc obejmujagcym konsumentdw spozywajacych gtownie wedliny luksusowe.
Ponadto osoby w wieku 25 - 39 lat miaty nizszy niz przecig¢tny udziat w skupieniu 1.,
natomiast konsumenci w wieku 25 - 29 dominowali w skupieniu 6.
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Zaobserwowane roznice w strukturze dochoddéw reprezentantow poszczegdlnych
skupien charakteryzujg si¢ statystyczng istotnoscig na poziomie p < 0,05. Osoby niepo-
siadajgce dochodow dominowaly wyraznie w skupieniach 1., 2. i 5. (charakteryzujacych
si¢ relatywnie niskg czestoscig spozycia migsa) oraz w skupieniu 6. charakteryzujacym
si¢ rzadkim spozyciem wotowiny. Niedobdr tych konsumentéw w poréwnaniu z badang
populacja zaobserwowano w skupieniach 3. i 4., charakteryzujacych si¢ relatywnie cze-
stym spozyciem mig¢sa. Rowniez osoby o najwyzszych dochodach tj. powyzej 2500 zt na
osob¢ dominowaty w skupieniach 1. i 2. Skupienie 1. wyrdznialo si¢ natomiast mniej-
szym relatywnie udziatem konsumentéw o dochodach do 2500 zt. Skupienie 2. charakte-
ryzowato si¢ niewielkim udzialem oséb o dochodach do 1000 zt i w przedziale 1600 -
2500 zt. Konsumenci uzyskujacy dochod w przedziale 1000 do 1600 zt w niewielkim
stopniu wystepowali w skupieniach 5. i 6. Stwierdzono dominacj¢ oséb o dochodach do
1000 zt w skupieniu 6., a 0s6b 0 dochodach miedzy 1600 a 2500 zt w skupieniu 5. Zaob-
serwowane roznice w wystepowaniu w poszczegolnych skupieniach badanych konsu-
mentow deklarujacych okreslong czestotliwos$¢ spozycia migsa i przetwordw w zalezno-
sci od ich sytuacji finansowej wynikaja z odmiennych powodéw. Mozna przypuszczac,
ze mniej zasobni konsumenci rezygnujg z czgstego spozywania mi¢sa, a zwlaszcza droz-
szych jego rodzajow, ze wzgledu na odczuwane ograniczenia finansowe, tymczasem
bardziej zasobni poszukujg czgsto ekskluzywnych, a wige oryginalnych i drozszych pro-
duktoéw nie tylko, by dostarczy¢ organizmowi podstawowych sktadnikow odzywczych,
ale rowniez dla podkreslenia swojego spotecznego statusu [9].

Réznice w strukturze skupien pod wzglgdem proporcji konsumentéw zamieszku-
jacych na wsi lub w miastach r6znych wielkosci okazaly si¢ takze bardzo silne, na
poziomie istotnosci p < 0,001. Kierunek zauwazonych prawidtowosci wykazatl pewne
analogie w stosunku do wynikow analizy indywidualnych danych z badan budzetow
gospodarstw domowych, wskazujacych na fakt, ze mieszkancy wsi oraz mniejszych
miast rzadziej niz przeci¢tnie spozywali mi¢gso wotowe, a mieszkancy aglomeracji -
relatywnie cze¢$ciej. W duzej mierze mozna to thumaczy¢ maltym samozaopatrzeniem w
wiejskich gospodarstwach domowych w zakresie wotowiny, ktorej zakup jest rzadki
roOwniez z uwagi na ograniczenia finansowe znacznie czeSciej wystepujace wsrod
mieszkancdéw wsi 1 matych miast niz wsrod mieszkancdéw aglomeracji.

Zaobserwowano rowniez istotne réznice (p < 0,001) miedzy skupieniami w pro-
porcjach 0s6b zamieszkujacych rdzne regiony kraju. Skupienie 1., 0sdb spozywajacych
migso najrzadziej, miato znaczny udziat konsumentéw ze wschodu i potudnia Polski.
Udziat konsumentéw z zachodu kraju wyniést w tym skupieniu 0 %. Skupienie 2.,
0sOb spozywajacych migso rzadko, charakteryzowato si¢ zwigkszonym udzialem kon-
sumentéw z regionu wschodniego. Wigkszy udzial konsumentow z zachodu kraju od-
notowano w skupieniach 3. i 4., o czestym spozyciu mig¢sa. Ponadto w skupieniu 4.,
0 najczestszym spozyciu produktéw migsnych, wykazano nizszy niz Srednio udziat



94 Krystyna Gutkowska, Pawel Jankowski, Marta Sajdakowska, Sylwia Zakowska-Biemans, Iwona Kowalczuk

mieszkancéw wschodniego regionu. Skupienie 5., 0sob rzadko spozywajacych produk-
ty miegsne, ale siggajacych zwlaszcza po wedliny luksusowe, charakteryzowato sig
wigkszym udzialem konsumentéw z regionu wschodniego i mniejszym niz badana
populacja udziatem o0séb z zachodu kraju. W skupieniu 6., 0s6b unikajgcych wotowi-
ny, stwierdzono wigkszy udziatl konsumentéw zamieszkujacych centralng i wschodnia
Polske. Udziat w tym skupieniu 0s6b z pozostatych regiondw byt bardzo ograniczony,
a w przypadku konsumentéw z zachodu kraju wyniost 0 %. Zauwazone réznice moga
mie¢ réznorakie zrddta, ktore najogolniej mozna przyporzadkowac regionalnym zwy-
czajom zywieniowym, determinowanym lokalnymi wzorami zachowan zywieniowych,
dodatkowo wzmacnianym lub ostabianym makroekonomicznymi wskaznikami dla
tych regionow kraju.

Pod wzgledem poziomu innowacyjnosci konsumentow dowiedziono, ze najbar-
dziej innowacyjni respondenci znalezli si¢ w skupieniach 2. 1 5. (tab. 4), co potwierdza
znane z literatury przedmiotu opinie odno$nie do socjodemograficznych uwarunkowan
innowacyjnosci [13, 14, 17, 22]. Konsumenci w skupieniu 2. wyrdzniali si¢ innowa-
cyjnosciag w stosunku do zakupu migsa oraz wedlin luksusowych za§ konsumenci
w skupieniu 5. byli najbardziej innowacyjni w stosunku do kietbas. Najmniej innowa-
cyjni byli natomiast konsumenci w skupieniu 6., ktorych charakterystyka socjoekono-
miczna i demograficzna wykazywata typowe cechy ,,maruderéw” i nie predysponowa-
ta do zachowan innowacyjnych [13, 14].

Zaobserwowano rowniez, ze respondenci z wyodrebnionych skupien réznili si¢
statystycznie istotnie pod wzgledem sktonnosci do zaptacenia wyzszej ceny za produk-
ty migsne charakteryzujgce si¢ uwzglednionymi w badaniu atrybutami. Najmniej
sktonni do ponoszenia wigkszych kosztow za produkty migsne o wysokiej jakosci oraz
podwyzszonej wartosci odzywczej byli konsumenci ze skupien 4. i 6. Nie zaobserwo-
wano natomiast réznicy mi¢dzy skupieniami w checi ptacenia wyzszej ceny za produk-
ty o wysokich walorach zdrowotnych (tab. 5), co moze wynika¢ z tendencji Polakow
do postrzegania zdrowia jako naczelnej wartosci [3]. Sadzi¢ mozna, ze zauwazone
roznice, a w zasadzie swoista ambiwalencja w deklarowanej sklonnosci do ptacenia
wyzszej ceny za innowacyjne, funkcjonalne produkty Zzywnosciowe pochodzenia zwie-
rzgcego, spetniajgce kryteria Zzywnosci o podwyzszonej jako$ci, wartosci odzywczej
i walorach prozdrowotnych, wynika¢ moze z kilku przyczyn. Jednym z mozliwych
wyjasnien jest wczesniej zauwazona dominujgca ranga zdrowia w hierarchii wartosci
Polakow, przy jednoczes$nie niskiej Swiadomos$ci znaczenia i rozumienia wartosci od-
zywcezej. Stad tez wicksza sktonno$¢ do ptacenia wyzszej ceny za konkretng i wazna
,.korzys¢”, zgodnie z istotg marketingu mix w zmodyfikowanej wersji 4C zamiast 4P.
W marketingu 4C cena jest rozumiana jako ekwiwalent korzysci dla konsumenta, pod-
czas gdy w klasycznej wersji 4P — jako ekwiwalent korzysci dla producenta, generuja-
cy jego zysk [8].
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Whioski

1. Food Choice Questionnaire, jako narz¢dzie okreslania zréznicowanych typow kon-
sumentéw w zastosowanej w badaniu wersji, nie spetnit funkcji kryterium rézni-
cowania zachowan konsumentow wobec migsa i jego przetworow.

2. Uznano, ze kryterium réznicujagcym zachowania nabywcze konsumentow w sto-
sunku do migsa i jego przetworéw moze by¢ czestotliwo$¢ spozycia wymienio-
nych produktéw, stluzaca do wyodrebniania skupien konsumentow, charakteryzo-
wanych czynnikami socjodemograficznymi.

3. Wykazano zwigzki miedzy poziomem i strukturg spozycia mig¢sa a picig, wiekiem,
wyksztatceniem, dochodami i miejscem zamieszkania konsumentéw, potwierdza-
jac wyniki analiz indywidualnych danych z badan budzetéw gospodarstw domo-
wych w odniesieniu do poziomu i struktury spozycia mi¢sa w réoznych typach pol-
skich gospodarstwach domowych.

4. Stwierdzono, ze wyodrebnione skupienia r6znig si¢ mi¢dzy sobg deklarowang
sktonnos$cig do placenia wyzszej ceny za produkty spekniajgce kryteria Zywnos$ci
wyzszej jakosci, o cechach funkcjonalnych i podwyzszonej wartosci odzywczej
oraz walorach prozdrowotnych. Najwieksza i wzglednie powszechng sklonno$¢ do
wyrazania takiej opinii konsumenci deklarowali w odniesieniu do produktow
o podwyzszonych walorach zdrowotnych, co potwierdza wazno$¢ wartosci zdro-
wia w hierarchii wartosci polskich konsumentow.

5. Deklarowana czestotliwos¢ spozycia poszczegolnych rodzajow migsa i jego prze-
twordéw stanowi dobre kryterium réznicowania zachowan konsumentow wobec in-
nowacyjnych produktow migsnych.

Badania zrealizowano w ramach projektu ”BIOZYWNOSC — innowacyjne, funk-
cjonalne produkty pochodzenia zwierzecego” nr POIG.01.01.02-014-090/09 wspolfi-
nansowanego przez Unie Europejskq ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007 -
2013.

The research study was realized under the “BIOFOOD — innovative, functional
products of animal origin” Project No. POIG.01.01.02-014-090/09 that was co-
financed by the European Union from the European Regional Development Fund with-
in the Innovative Economy Operational Programme 2007 - 2013.
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DIFFERENTIATION CRITERIA OF CONSUMER BEHAVIOUR TOWARDS FOOD
PRODUCTS EXEMPLIFIED BY MEAT

Summary

Consumer behaviour towards individual food products varies. Food constitutes a means of meeting not
only fundamental needs, but, also, secondary needs determined by, among other things, commonly ac-
cepted values and lifestyle. In order to set down the differentiation criteria of consumer behaviour towards
food products, exemplified by meat and meat products, a survey research was carried out among 1,000
Polish residents aged 15 and more, who showed diverse socio-demographic characteristics.

The survey research was performed using a modified Food Choice Questionnaire (FCQ) comprising
a set of statements, which reflected possible food selection motivations. Based on the statistical analysis of
the results obtained, it was found that the responses given by the Polish consumers in FCQs did not make
it possible to make out significantly differentiated clusters of consumers, and, at the same time, this fact
provided evidence that, under the present reality of Poland, it was impossible to identify satisfactorily
differentiated segments of consumers as regards meat and meat products. However, it was confirmed that
the consumption frequency of selected types of meat and meat products as declared by the respondents
was a criterion to differentiate the attitudes of Polish consumers towards meat and meat products. Identi-
fied on this basis consumer clusters were socio-demographically characterized. It was proved that the level
and structure of meat consumption correlated with the gender, age, education level, income, and place of
residence of the consumers surveyed, as well as with their level of innovativeness and their willingness to
pay higher prices for high quality meat and meat products. The relatively highest intensification of innova-
tive attitudes was found within the clusters of consumers who declared to usually rarely eat meat, Vienna
sausages, and other sausages, and to eat luxury processed meat products moderately often.

Key words: food choice questionnaire (FCQ), consumption frequency, consumer innovativeness, meat
and meat products, willingness to pay higher price
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WYBRANE PARAMETRY JAKOSCI MIESA BABKI SZCZUPLEJ
(NEOGOBIUS FLUVIATILIS PALLAS) ODLOWIONEJ Z WISLY

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wybranych parametrow jako$ci migsa babki szczuptej (Neogobius flu-
viatilis Pallas) — gatunku ryb obcych dla polskiej ichtiofauny — odtowionej z Wisty. Ryby podzielono na
trzy grupy wiekowe. Do badan pobrano nadosiowa cz¢$¢ mig$nia bocznego wielkiego ze srodkowej czesci
tutowia wraz ze skorg. W migsie oznaczono zawartos$¢: biatka, thuszczu, kwasoéw thuszczowych, wody oraz
cholesterolu catkowitego. Srednia zawarto§¢ thuszczu wahala si¢ od 1,04 do 1,13 %, a cholesterolu — od
74,28 do 79,94 mg-100 g'. W przypadku tych dwoch parametrow nie stwierdzono statystycznie istotnych
(p £0,05) rdéznic pomigdzy osobnikami o réznej dlugosei ciata. Roznice statystycznie istotne (p < 0,05)
wystapity pomigdzy $rednimi zawarto$ciami biatka (18,52 + 21,06 %) oraz wody (77,98 + 78,74 %)
w migsie ryb o réznych dlugosciach ciala. Najwigkszy udziat stanowity kwasy PUFA (od 39,90 do
40,80 % wszystkich kwasow thuszczowych), za§ w najmniejszych ilosciach oznaczono MUFA (od 25,98
do 28,78 %). W grupie SFA najwigkszy udzial miat kwas C16:0, wérod MUFA — C18:1 n-9, a sposrod
PUFA w najwigkszych ilosciach oznaczono kwas C20:5 n-3. Wspoétczynnik n-3/n-6 wynosit od 1,33 do
1,44 i nie stwierdzono rdznic statystycznie istotnych (przy p < 0,05) pomigedzy osobnikami o réznej dugo-
$ci ciata. Warto$ci Al i TI wynosity odpowiednio: od 0,39 do 0,42 i od 0,31 do 0,32.

Stowa kluczowe: babka szczupta, cechy morfologiczne, mig¢so, biatko, thuszcz, kwasy thuszczowe, chole-
sterol

Wprowadzenie

Sposrod okoto 80 gatunkow ryb opisanych w atlasie ,,Ryby stodkowodne w Pol-
sce” prawie 35 % stanowia gatunki obce dla krajowej ichtiofauny [2]. Szczegdlnie

Dr inz. M. Stanek, prof. dr hab. inz. B. Janicki, Zaklad Biochemii i Toksykologii Srodowiska, dr hab. inz.
J. Dgbrowski, prof. nadzw., Zaktad Ekologii, Wydz. Hodowli i Biologii Zwierzqt, Uniwersytet Technolo-
giczno-Przyrodniczy, ul. Ks. A. Kordeckiego 20, 85-225 Bydgoszcz, dr inz. Z. Borejszo, Katedra Towa-
roznawstwa i Badan Zywnosci, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warmirnsko-Mazurski w Olsztynie,
ul. Heweliusza 6, 10-957 Olsztyn. Kontakt: janicki@utp.edu.pl
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dominujace sg gatunki pochodzace ze zlewisk innych morz, takie jak trawianka (Per-
cottus glenii) oraz ryby z rodziny Gobiidae (ryby babkowate z rodzaju Neogobius),
ktorych ekspansje obserwuje si¢ w polskich rzekach od lat 90. XX w. [13]. Jedna
z przyczyn rozprzestrzeniania si¢ ryb babkowatych jest ich znaczna tolerancja na
czynniki $rodowiska, co zwigzane jest ze specyficzng historig geologiczng regionu
pontokaspijskiego, w ktorym w okresie zlodowacen czeste byly transgresje i regresje
morza, a okresowo stone wody morskie mieszaty si¢ ze stodkimi wodami z topnieja-
cych lodowcow [12]. W Polsce babka szczupta wystepuje od 1997 r. Wowczas w Bugu
na odcinku Terespol — Mezenin ztowiono okoto 50 osobnikow réznej wielkoSci.
W maju 2002 r. stwierdzono obecnos$¢ tych ryb w Zbiorniku Wioctawskim, wiosng
2003 r. w Bugu ponizej Wtodawy i w Zalewie Zegrzynskim, a w roku 2004 gatunek
ten dotart w Wisle na wysoko$¢ 15 km od ujscia do Battyku [6, 10]. Niewatpliwie bab-
ki w Wisle 1 jej doptywach sg gatunkami inwazyjnymi. Odzywiajg si¢ gtownie migcza-
kami i skorupiakami, ale nie wyklucza si¢, ze zjadajg takze ikre, wyleg 1 narybek ro-
dzimych gatunkow. Babka szczupta zywi si¢ pokarmem glownie z dna. Nie jest ona
ostatnim ogniwem tancucha pokarmowego, gdyz zjadana jest przez ryby drapiezne
[33].

W kuchniach niektorych krajow europejskich za przysmak uznaje si¢ gatunki ma-
tych ryb, jak: stonecznica, stynka czy kietb. W warunkach polskich taka ryba moze
sta¢ si¢ babka szczupta. Niewatpliwie jest to ryba mata, nie przekracza kilkunastu cen-
tymetrow, lecz tatwo ja oczysci¢ z tusek 1 sprawnie wypatroszy¢. Rownoczes$nie, majac
na uwadze koniecznos$¢ ochrony rodzimej ichtiofauny w rzekach, nalezy dazy¢ do sen-
sownej redukcji obcego gatunku. Efektem zrealizowania tych zamierzen bedzie opra-
cowanie sposobu pozyskiwania (potawiania) babki szczuptej oraz opracowanie techno-
logii jej przetwarzania. Prace technologiczne powinny by¢ jednak poprzedzone
okresleniem cech morfologicznych ryb i wiasciwosci fizykochemicznych migsa tego
gatunku.

Celem pracy bylo okreslenie wybranych parametréw jakosci babki szczuptej
(Neogobius fluviatilis Pallas) — gatunku ryb obcych dla polskiej ichtiofauny.

Material i metody badan

Babki szczupte odtawiano na wedke w pierwszej i drugiej dekadzie sierpnia 2012
r., po prawobrzeznej stronie Wisly w okolicach Torunia, na wysoko$ci Portu Drzewne-
go, przy niskim stanie wody w rzece. Tarto babki szczuptej trwa od maja do lipca [33].
Ryby pobrane do badan w 80 % stanowity samice, u ktorych spotykano w jajnikach
jeszcze od kilku do kilkunastu jaj. Badaniom poddano tacznie 84 ryby. Kazdego osob-
nika mierzono, uzyskujac: dtugos¢ catkowita (total length, TL), dlugo$¢ standardowa
(standard length, SL) — z doktadnos$cig do £ 0,1 cm oraz mase ciata (BW) — z doktad-
noscig do £ 0,01 g.
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Do badan fizykochemicznych pobierano nadosiowsg cz¢$¢ migsnia bocznego
wielkiego ze srodkowej czesci tutowia wraz ze skora. Ze wzgledu na mate iloSci migsa
uzyskiwanego z pojedynczych ryb, material pochodzacy z 3 - 8 sztuk (o zblizonej dtu-
gosci ciata) taczono w jedng probke. Migso liofilizowano w liofilizatorze typu GT2
(firmy Finn-Aqua, Finlandia) w ciggu 48 h, w temp. -40°C i przy cisnieniu
6-10” mbar, a nastgpnie oznaczano w nim zawarto$é: wody, biatka ogodtem, thuszczu
i cholesterolu catkowitego oraz profil kwasow tluszczowych.

Zawarto$¢ wody oznaczono zgodnie z normg PN-ISO 1442:2000 [21].

Zawarto$¢ biatka oznaczano metodg Kjeldahla zgodnie z normg PN-EN ISO
5983-1 [22].

Zawarto$¢ ttuszczu oznaczano zmodyfikowang metodg Folcha i wsp. [4]. W tym
celu odwazano okoto 2 g zliofilizowanej probki, z ktorej ekstrahowano ttuszez, uzywa-
jac 30 cm® mieszaniny o sktadzie chloroform — metanol (2 : 1). Po wytrzasaniu, prze-
saczeniu 1 odparowaniu probki obliczano procentowsa zawarto$¢ thuszczu w $Swiezej
masie.

Zawartos¢ cholesterolu oznaczano zmodyfikowang metoda kolorymetryczng Lie-
bermanna-Burchardta [29] przy uzyciu spektrofotometru Shimadzu (Japonia). Odwa-
zano ok. 0,25 g zliofilizowanej probki, dodawano 15 cm® chloroformu i ekstrahowano
cholesterol. Po przesaczeniu roztwor uzupehiano chloroformem w kolbie miarowej do
objetosci 25 cm’. Do 2 cm’ uzyskanego przesaczu dodawano 1 cm® bezwodnika octo-
wego i 0,25 cm’® kwasu siarkowego(VI). Po 5 min mierzono warto$¢ absorbancji i wo-
bec proby zerowej, przy dhugosci fali A = 620 nm. Wyniki podano w mg-100 g $wie-
Zej masy.

Analize kwasow thuszczowych w postaci estrow metylowych wykonywano meto-
dg kapilarnej chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (He-
wlett-Packard, USA). Temperatura dozownika wynosita 225 °C, detektora — 250 °C,
a w kolumnie chromatograficznej — 180 °C. Objetos¢ dozowanej probki wynosita 1 pl
(split 1 : 50). Oznaczenia prowadzono z uzyciem kolumny Supelcowax10 (30 m x
0,32 mm x 0,25 pum). Gazem noénym byt hel o predkosci przeptywu 1 cm® min™.
Thtuszcz pochodzit z ekstrakcji metoda Folcha i wsp. [4]. Estry metylowe kwasow
thuszczowych wykonywano zgodnie z metodg Peiskera [32] z uzyciem mieszaniny
chloroform : metanol : kwas siarkowy (100 : 100 : 1 v/v). Estry metylowe kwasow
thuszczowych identyfikowano za pomocg wzorca Supelco 37 component FAME Mix
(Supelco, USA).

Obliczano wartosci $rednie 1 odchylenia standardowe (s) analizowanych cech.
Istotno$¢ réznic migdzy warto$ciami Srednimi zawartosci thuszczu i cholesterolu cat-
kowitego w migsie weryfikowano jednoczynnikowa analiza wariancji. Zastosowano
test Tukeya (Statistica 8.0, StatSoft, USA), a rdznice statystycznie istotne szacowano
przy p < 0,05.
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Wyniki i dyskusja

Wyniki pomiaréw morfologicznych babki szczuptej przedstawiono w tab. 1. Ze
wzgledu na brak statystycznie istotnych réznic (przy p < 0,05) pod wzgledem zawarto-
$ci oznaczanych sktadnikoéw pomigdzy osobnikami réznej plci, dokonano podziatu
analizowanych ryb tylko na trzy grupy wiekowe (tab. 1).

Tabela 1.  Wyniki pomiarow morfologicznych ryb — babki szczuplej (Neogobius fluviatilis Pallas) —
odlowionych z Wisty.
Table 1.  Results of morphological measurements of pontian monkey goby (Neogobius fluviatilis Pallas)
fish fished in the Vistula River.
Dlugos[ccrclil]ikowna Dlugosc[sctigdardowa Masa ciata [¢]
Numer grupy 1 n Total length [cm] Standard length [cm] Body weight [¢]
Group number '
Zakres / Range
Warto$¢ srednia / Mean value
Grupa I a1 | 4 7,5-9,0 6,4-79 4,4-90
Group 1 8,72 7,58 6,85
Grupa II 41 4 9,2-11.2 8,1-99 9,1-153
Group IT 10,11 8,84 10,89
Grupa III 12 4 11.9-13,6 10,4-11,9 19,8 - 30,7
Group III 12,57 10,98 23,67

Objasnienia: / Explanatory notes:
n; — liczba analizowanych osobnikéw / quantity of individuals analyzed; n — liczba analizowanych prob /
number of samples analyzed.

Zawarto$¢ thuszczu i1 kwasow tluszczowych w migsie ryb jest r6ézna i zalezna
m.in. od gatunku ryby, sposobu odzywiania, miejsca oraz sezonu odtowu, wieku
i rozmiaru ryb oraz warunkow srodowiskowych, tj. lokalizacji geograficznej zbiornika,
temperatury, zasolenia oraz stanu czystosci wody [11].

Migso zwierzat rzeznych zawiera okoto 18,5 % biatka, a w $wiezym migsie ryb
zawarto$¢ biatka jest zroznicowana i waha si¢ od 13 do 24 %. Wartosci te zaleza od
gatunku, wieku, ptci, stanu odzywienia oraz rodzaju tkanki poddanej analizie [24].
W migsie babki szczuplej stwierdzono réznice statystycznie istotne (przy p < 0,05) pod
wzgledem zawarto$ci biatka pomiedzy osobnikami o réznej dtugosci ciala. Wartosci te
zawieraly si¢ w zakresie od 18,52 do 21,06 % (tab. 2). Zblizone wartosci (18,01 %)
uzyskali Jankowska i wsp. [8] w migsie sandacza (Sander lucioperca L.) pozyskanego
z jeziora Talty-Rynskiego.
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Tabela 2. Zawarto$¢ tluszczu, cholesterolu, biatka oraz wody w migsie babki szczuplej (Neogobius
Sfluviatilis Pallas) odtowionej z Wisly.

Table2.  Content of fat, cholesterol, protein, and water in meat of pontian monkey goby (Neogobius
Sfluviatilis Pallas) fished in the Vistula River.

Migso babki szczuplej (Neogobius fluviatilis Pallas)
) Meat of pontian monkey goby (Neogobius fluviatilis Pallas)
Sktadniki
Components grupa I grupa Il grupa III
group I group II group III
(n=4) (n=4) (n=4)
Thuszcz / Fat [%] 1,04* £ 0,07 1,13+ 0,06 1,05+ 0,15
Cholesterol / Cholesterol [mg-100g™] 79,94* +£ 6,63 74,28 +£ 2,88 79,46 + 4,68
Biatko / Protein [%)] 21,06+ 1,18 19,58**+ 1,21 18,52°+ 0,31
Woda / Water [%)] 78,10%° £ 0,12 77,98 + 0,34 78,74° £ 0,50

Objasnienia: / Explanatory notes:

warto$¢ srednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation;

n — liczba analizowanych prob / number of samples analyzed; warto$ci zaznaczone w jednym wierszu
réznymi literami rdznig sig statystycznie istotnie na poziomie p < 0,05 / mean values in the same row and
denoted by different letters differ statistically significantly at p< 0.05.

Zawarto$¢ thuszczu w migsie ryb zalezy w duzym stopniu od gatunku, sezonu ich
odtowu oraz dostgpnosci pokarmu, a réznice pod wzgledem ilosci ttuszczu w migsie
ryb odtowionych w roznych sezonach moga wynosi¢ nawet 10 % [14]. Migso okonia
moze zawiera¢ od 0,7 do 2,6 % tluszczu [23]. W migsie badanej babki szczuptej
thuszez stanowit od 1,04 do 1,13 % (tab. 2) i nie stwierdzono rdéznic statystycznie istot-
nych (przy p < 0,05) pomiedzy osobnikami o réznej dtugosci ciata. Zblizone wyniki
w migsie okonia uzyskali Gonzalez i wsp. [5] (1,39 %), Stanek i wsp. [25] (od 1,06 %
wiosng do 1,36 % jesienig). Stanek [27] wykazala, Ze w migsie okonia ze Zbiornika
Wioctawskiego ttuszez stanowit 0,45 % (samice) 1 0,42 % (samce), a w migsie osobni-
kow z jeziora Gopto — 0,40 % (samice) i 0,37 % (samce). Podobne wyniki uzyskano
w migsie okonia odtowionego z jeziora Gopto w 2006 roku [26]. Z kolei w migsie san-
dacza z jeziora Talty-Rynskiego tluszcz stanowit 0,96 % [8], a w migsie sandacza
odtowionego z jeziora Beysehir (Turcja) zawarto$¢ thuszczu wahata od 0,58 do 1,26 %
[7].

Zawarto$¢ cholesterolu w migsie ryb jest cechg zalezng od gatunku [18], ale nie-
zalezng od zawartos$ci ttuszczu [20]. W migsie ryb zalezy od wieku, ptci, sezonu odto-
wu [3]. Zawarto$¢ cholesterolu w migsie okonia wynosi 92 mg-100 g™ (przy zawartosci
thuszczu 1,4 %), za$ w migsie pstraga teczowego — 58,6 + 65,0 mg-100 g (przy zawar-
tosci thuszczu 12,6 +~ 14,3 %) [20]. Wedlug Luzia i wsp. [14] ilos¢ cholesterolu w mig-
sie ryb waha si¢ od 66,8 do 165 mg-100 g"'. W migsie babki szczuptej zawartos$é chole-
sterolu catkowitego wynosita od 74,28 do 79,94 mg-100 g (tab. 2) i nie stwierdzono
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roéznic statystycznie istotnych (przy p < 0,05) pomiedzy osobnikami o réznej dtugosci
ciata. W migsie okonia ze Zbiornika Wtoctawskiego zawarto$¢ cholesterolu wynosita
od 33,34 mg100 g wiosna do 43,00 mg-100 g jesienia [25] i od 46,60 mg-100 g
(samce) do 49,60 mg-100 g (samice) [27]. Stanek i wsp. [26] wykazali, ze zawartos¢
cholesterolu wahata sie od 49,63 mg-100 g (samce) do 57,44 mg-100 g™ (samice).

Thuszcz ryb jest bogatym zrodtem wielonienasyconych kwasow tluszczowych,
w tym gléwnie kwasu eikozapentaenowego (EPA) i dokozaheksaenowego (DHA) [15,
17]. Kwasy te, w przeciwienstwie do kwasow tluszczowych nasyconych i jednoniena-
syconych, nie sg syntetyzowane w organizmie czlowieka i wigkszosci zwierzat. Od-
grywaja one bardzo wazng rol¢ w wielu procesach biochemicznych, tj. w syntezie pro-
staglandyn, prostacyklin, w transporcie i utlenianiu cholesterolu [1]. Migso ryb
stodkowodnych zawiera duze ilosci C18 PUFA i mniejsze ilo$ci n-3 PUFA oraz DHA
W poroéwnaniu z organizmami morskimi. Ryby stodkowodne sg bogatym zrodtem kwa-
sow PUFA z szeregu n-6, szczegdlnie kwasu linolowego (C18:2 n-6) oraz arachidono-
wego (C20:4 n-6) [16, 19].

W badaniach wtasnych, wéroéd oznaczonych kwasow thuszczowych w migsie bab-
ki stwierdzono obecnos¢ kwasow: nasyconych (SFA) (C12:0, C14:0, C15:0, C16:0,
C17:0, C18:0, C20:0), jednonienasyconych (MUFA) (C14:1 n-5, Cl16:1 n-7, C18:1
n-9, C18:1 n-7, C20:1 n-9, C20:1 n-7) oraz wielonienasyconych (PUFA) (C18:2 n-6,
C18:3 n-3, C18:3 n-6, C18:4 n-3, C20:2 n-6, C20:4 n-6, C20:5 n-3-EPA, C22:5 n-3,
C22:6 n-3-DHA).

W migsie babki szczuplej najwickszy udzial miaty kwasy PUFA (od 39,90 do
40,80 % wszystkich kwasoéw thuszczowych), za§ najmniejszy — MUFA (od 25,98 do
28,78 %) (tab. 3). Najwickszy udziat w grupie SFA stanowit kwas C16:0, wsrod
MUFA C18:1 n-9, a sposrod PUFA w najwigkszych ilo$ciach oznaczono kwas C20:5
n-3. Byly to wyniki zblizone do rezultatow analizy mig¢sa okonia pozyskanego z roz-
nych zbiornikéw. W migsie okonia (Perca fluviatilis) odtowionego z jeziora Dgal
Wielki (Pojezierze Mazurskie) zawartos¢ SFA, MUFA i PUFA wynosily odpowiednio:
27,78, 29,29 1 42,02 % [9]. Podobnie jak w migsie babki szczuptej, w najwigkszych
ilosciach oznaczono kwas C16:0 (20,13 %), C18:1 n-9 (13,74 %) 1 C20:5 n-3 (7,29 %).
Gonzélez 1 wsp. [5] badali jako$¢ migsa okonia zottego (Perca flavescens) odlowione-
go z Wielkich Jezior (USA). Wykazali, ze gtbwnym kwasem tluszczowym byt kwas
DHA, ktory stanowit 32,3 % sumy kwasow thuszczowych. Ryby stodkowodne wyka-
zujg zdolno$¢ syntezy kwasu arachidonowego (C20:4 n-6) i dokozaheksaenowego
(C22:6 n-3) w procesie enzymatycznej desaturacji i elongacji odpowiednio kwasu lino-
lowego (C18:2 n-6) i a-linolenowego (C18:3 n-3) [28].
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Tabela 3. Zawarto$¢ kwasow tluszczowych w miegsie babki szczuptej (Neogobius fluviatilis Pallas)
odlowionej z Wisty [% sumy kwasow ttuszczowych].

Table 3.

Content of fatty acids in meat of pontian monkey goby (Neogobius fluviatilis Pallas) fished in
the Vistula River [% of total acids].

Kwasy tluszczowe

Migso babki szczuptej (Neogobius fluviatilis Pallas)
Meat of pontian monkey goby (Neogobius fluviatilis Pallas)

Fatty acids grupa [ grupa IT grupa III
group [ group 11 group 111
SFA (X +s/SD)
C12:0 0,14* + 0,06 0,10° + 0,04 0,11* + 0,03
C14:0 2,02* + 0,09 2,34*°+ 0,23 2,48°+0.32
C15:0 0,59 + 0,05 0,77° + 0,21 0,76" £ 0,07
C16:0 19,34* £ 0,60 19,07* + 0,45 18,58 + 0,69
C17:0 0,85+ 0,09 0,88 + 0,09 0,84* + 0,06
C18:0 7,16% + 0,40 6,76 + 0,01 6,83+ 0,19
C20:0 0,35+ 0,09 0,34 + 0,08 0,27° + 0,04
¥ SFA 30,42% £ 0,94 33,98 £4.29 31,66 £2,91
MUFA (X +s/SD)
Cl4:1 n-5 0,25+ 0,10 0,15+ 0,07 0,70% + 0,49
C16:1 n-7 6,71%+ 0,44 7,57°+ 1,16 821+ 0,95
Cl18:1 n-9 13,78 £ 0,70 13,29* £ 0,30 13,24* £ 1,08
C18:1 n-7 7.16* + 0,70 7,86 + 0,20 7,35+ 0,21
C20:1 n-9 0,32% + 0,08 0,34 + 0,08 0,31+ 0,12
C20:1 n-11 0,51°+0,12 0,52° 0,11 0,42+ 0,18
¥ MUFA 28,78 £ 1,22 2598 +£4,72 28,45 £ 4,89
PUFA (X +s/SD)
C18:2 n-6 7,34+ 0,92 7,68+ 0,49 7,17+ 0,56
C18:3 n-3 0,53+ 0,07 0,54" + 0,07 0,51+ 0,04
C18:3 n-6 4,02° + 0,52 4,50° + 0,30 434+ 0,87
C18:4 n-3 1,07* + 0,08 1,38°+0,18 1,52°+0,13
C20:2 n-6 0,31* + 0,06 0,10°+ 0,01 0,09° + 0,03
C20:4 n-6 5,07°+ 0,79 4,95+ 1,32 5,39+ 1,05
C20:5 n-3 16,30* = 0,63 14,39*° + 0,66 14,03° + 1,43
C22:5 n-3 3,29+ 0,25 3,53*+ 0,49 321+ 0,57
C22:6 n-3 2,88+ 0,51 2,99 + 1,58 3,64+ 0,82
¥ PUFA 40,80° £ 1,66 40,05 + 1,97 39,90° £2,30
(X +s/SD)
2 n-3 24,07° + 0,97 22,83+ 1,88 22.91°+2,13
2 n-6 16,73+ 0,69 17,23% + 1,43 16,98+ 0,27
n-3/n-6 1,44* + 0,03 1,33°+0,18 1,35°+0,11
(X +s/SD)
Al 0,39° + 0,02 0,43* + 0,02 0,42% + 0,02
TI 0,31%+ 0,02 0,32% + 0,02 0,32% + 0,03

Objasnienia: / Explanatory notes:
X s/ SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation;
wartosci $rednie zaznaczone w jednym wierszu roznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie przy
poziomie istotnosci p < 0,05 / mean values in the same row and denoted by different letters differ statisti-

cally significantly at p < 0.05.
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W analizie wlasciwosci prozdrowotnych migsa ryb wazne jest okreslenie stosun-
ku n-3 PUFA do n-6 PUFA. Zazwyczaj w przypadku ryb stodkowodnych proporcja
n-3/n-6 miesci si¢ w zakresie od 1 do 4 [28]. W migsie babki szczuptej wspotczynnik
zawieral si¢ w zakresie od 1,33 do 1,44 (tab. 3) i nie stwierdzono rdznic statystycznie
istotnych (przy p < 0,05) w poziomie tego wskaznika pomigdzy osobnikami o rdéznej
dlugosci ciata. Stosunek n-3/n-6 w migsie okonia ze Zbiornika Wtloctawskiego,
z Wielkich Jezior Mazurskich, z jeziora Dgat Wielki oraz Wielkich Jezior (USA) wy-
nosit odpowiednio: od 0,57 do 0,62 [25], 2,75 [15], od 2,22 do 4,56 [9] i 2,72 [5].
W migsie sandacza odtowionego z jeziora Beysehir (Turcja) warto$¢ tego wskaznika
wahata si¢ od 1,49 (wiosng) do 0,72 (latem) [7]. W migsie sandacza z jeziora Talty-
Rynskiego stosunek 7-3/n-6 wynosit 3,25 [8].

Jako$¢ tluszczu okreslaja rowniez dwa dodatkowe indeksy: aterogeniczny (Al)
oraz trombogeniczny (TI). Ich warto$¢ wynika z zawarto$ci poszczegdlnych grup kwa-
sow ttuszczowych 1 wskazujg na wartos¢ dietetyczng lipidow i ich potencjalny wptyw
na powstawanie choroby wiencowej u cztowieka [30]. W probach pobranych z migsa
babki szczuptej wartosci Al i TI wynosity odpowiednio: od 0,39 do 0,42 i od 0,31 do
0,32 (tab. 3). W przypadku obu tych parametréw nie stwierdzono statystycznie istot-
nych roznic (przy p < 0,05) pomigdzy osobnikami o réznych dlugosciach ciata.
W migsie dziko zyjacego okonia z jeziora Dgal Wielki (Pojezierze Mazurskie) indeks
Al wynosit 0,38, zas wskaznik TI byt nizszy (0,24) [31].

Wyniki analiz migsa babki szczuplej wykazaty jego cenne walory odzywcze ze
wzgledu na matg zawarto$¢ thuszczu i cholesterolu oraz duzy udziat kwasoéw wielonie-
nasyconych, w tym korzystnego dla zdrowia kwasu EPA. Wstepne badania potwierdzi-
ly zalozZenie, Ze gatunek ten moze by¢ pozyskiwany na szerszg skalg ze wzgledu na
wartosciowe sktadniki odzywcze migsa.

Whioski

1. Migso babki szczuptej (Neogobius fluviatilis), bedace przedmiotem badan, byto
bardzo zblizone pod wzgledem odzywczym do innych gatunkéw ryb drapieznych
powszechnie spozywanych w Polsce, np. okoni (Perca fluviatilis i Perca flave-
scens) czy sandacza (Sander lucioperca L.).

2. Pomimo drobnych rozmiaréw i niewielkiej zawartosci ttuszczu (ok. 1 %) migso
babki szczuptej moze stanowi¢ wartosciowy sktadnik diety, gdyz wsrod oznaczo-
nych kwasow tluszczowych najwigkszy udziat stanowity cenne dla zdrowia kwasy
PUFA (w tym kwas eikozapentaenowy — C20:5 n-3).

Praca badawcza finansowana ze srodkow na badania statutowe Zaktadu Bioche-
mii i Toksykologii Srodowiska Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Byd-
goszczy.
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SELECTED MEAT QUALITY PARAMETERS OF PONTIAN MONKEY GOBY (NEOGOBIUS
FLUVIATILIS PALLAS) FISHED IN THE VISTULA RIVER

Summary

The objective of the study was to determine some parameters of the meat quality of pontian monkey
goby (Neogobius fluviatilis Pallas), an alien fish species in the Polish ichthyofauna, fished in the Vistula
River. The fish were divided into age-based groups. Muscle samples (flesh and skin) for analyses were
taken from the large side muscle of the fish body above the lateral line. The content of protein, fat, fatty
acids, cholesterol, and water were determined in the meat. The mean content of fat was between 1. and
1.13 % and that of total cholesterol between 74.28 and 79.94 mg-100 g, In the case of those two parame-
ters, no statistically significant differences (p < 0.05) were reported among the fish individuals showing
different body length. Statistically significant differences (p < 0.05) were determined in the mean content
values of protein (18.52 - 21.06 %) and water (77.98 - 78.74 %) in the meat of fish of different body
length. The percent content of PUFA was the highest (from 39.90 to 40.80 % of all the fatty acids); the
content of the MUFA determined was the lowest (from 25.98 to 28.78 %). In the group of SFA, the con-
tent of C16:0 acid was the highest, in the group of MUFA, the highest content was that of C18:1 n-9, and
in the group of PUFA that of C20:5 n-3. The n-3 / n-6 ratio ranged from 1.33 and 1.44 and no statistically
significant differences (at p < 0.05) were found between the individuals of different body length. The Al
and TI values ranged from 0.39 to 0.42 and from 0.31 to 0.32, respectively.

Key words: pontian monkey goby, morphological characteristics, meat, protein, fat, fatty acids,
cholesterol
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Streszczenie

Pto¢ (Rutilus rutilus) jest marginalnie wykorzystywana w przemysle rybnym. Gospodarczo zaliczana
jest do ryb matocennych pomimo wartosci odzywczej jaka charakteryzuje si¢ jej migso. Celem niniejszej
pracy bylo okreslenie wptywu dodatku 10 i 20 % migsa z ptoci odkostnionego mechanicznie (MOM),
surowego i przemywanego, do ciasta pszennego, na jego przydatno$¢ do produkeji przekaski przypomina-
jacej tradycyjne solone paluszki.

W paluszkach oznaczono zawartos¢ biatka i thuszczu, profil kwasow ttuszczowych, zawarto$¢ btonni-
ka pokarmowego rozpuszczalnego (SDF) i nierozpuszczalnego (IDF) oraz skrobi opornej. Oznaczono
rowniez twardos¢ i kruchos$¢ paluszkow po wypieku. Dodatek MOM z ploci do ciasta wptynat na zwigk-
szenie zawartosci biatka ogdlnego w paluszkach od okoto 15 do 30 % (w zaleznosci od wariantu doswiad-
czenia) w poroéwnaniu z proba kontrolna. Spowodowatl on réowniez zwigkszenie zawartosci thuszczu
w produkcie przekaskowym, przy czym najwigcej thuszczu bylo w wariantach paluszkow z udzialem
surowego MOM (odpowiednio: 16,7 1 16,4 %). Zaréwno dodatek surowego, jak i przemywanego MOM
wplynal na wzbogacenie paluszkow w kwasy thuszczowe z rodziny n-3 i n-6. We frakeji lipidowej palusz-
kow dominowaty gltéwnie kwasy: oleinowy (C 18:1 n-9) — $rednio 56 %, linolowy (C 18:2 n-6) — $rednio
20 % oraz o-linolenowy (C 18:3 n-3) — $rednio 10 %. Podczas wypieku paluszkéw nastapit przyrost za-
warto$ci skrobi opornej od 7,7 do 17,0 % (w zaleznos$ci od wariantu do§wiadczenia). Paluszki o wyzszej
jakosci (zwlaszcza pod wzgledem tekstury) uzyskano z przemywanego MOM, jednak zaréwno surowe,
jak i przemywane migso odkostnione mechanicznie z ptoci stanowi dobry surowiec do produkcji wyrobow
przekaskowych o duzej zawartosci biatka i korzystnym profilu kwasow thuszczowych.

Stowa kluczowe: ryby matocenne, ptoé, zywnos$¢ przekaskowa, kwasy thuszczowe n-3 i1 n-6, skrobia
oporna, btonnik pokarmowy, kruchos¢, twardos¢

Dr inz. T. Krzywinski, dr inz. G. Tokarczyk, Katedra Technologii Zywnos’ci, dr inz. Z. Domiszewski,
dr inz. G Bienkiewicz, Zaktad Towaroznawstwa i Oceny Jakosci, Wydz. Nauk o Zywnosci i Rybactwa,
Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, ul. Papieza Pawta VI 3, 71-459 Szczecin.
Kontakt: krzywy-t@o2.pl



112 Tomasz Krzywinski, Zdzistaw Domiszewski, Grzegorz Tokarczyk, Grzegorz Bienkiewicz

Wprowadzenie

Spozywanie ryb w poszczegdlnych krajach uwarunkowane jest wzgledami kultu-
rowymi, dietg oraz zwyczajami i tradycjami konsumenckimi [22, 25]. W Polsce ryby
spozywa si¢ nadal okazjonalnie i sg to gldwnie ryby morskie. Wyjatkowo mata jest
konsumpcja ryb stodkowodnych. Najczegsciej jest to karp spozywany gtéwnie w okre-
sie $wigt Bozego Narodzenia [31]. Ryby stodkowodne odtawiane z zalewow sg jednak
atrakcyjnym produktem, mogacym poszerzy¢ asortyment wyrobdw przemystu rybne-
go. Polowy ryb stodkowodnych rozktadajg si¢ dos¢ rownomiernie w cyklu rocznym,
chociaz wystepuja okresowe zakazy polowow, zwlaszcza w czasie tarta. Nie dotyczy
to jednak ryb gatunkéw uznawanych za mato wartosciowe pod wzgledem technolo-
gicznym lub przemystowym, ktore okreslane sg jako ,,matocenne” lub jako ,,chwast
rybny” [35]. Juz w latach 90. XX w. FAO podejmowalo temat wykorzystywania przez
przetworstwo rybne mniej cennych gatunkéw ryb i zastgpowania nimi gatunkéw trady-
cyjnych, dzis mato juz dostepnych [9].

Gatunki takich ryb, jak: pto¢ (Rutilus rutilus), krap (Blicca bjoerkna), rozpior
(Abramis ballerus), jazgarz (Gymnocephalus cernuus) czy ukleja (Alburnus alburnus),
okreslane potocznie ,,drobnicg”, stanowia od 25 do 40 % masy odlowoéw catkowitych
w polskich jeziorach przez gospodarstwa rybackie. Dotychczas nie ma technologii
racjonalnego wykorzystania tego rodzaju surowca w Polsce [21].

Migso ptoci charakteryzuje si¢ duza zawartoscig biatka (ok. 20 g/100 g migsa)
oraz niska kalorycznoscia (ok. 94 kcal/100 g migsa), co wiaze si¢ z mala iloscig thusz-
czu ($rednio 1,5 g/100 g migsa). Dodatkowo zawiera duzo potasu (330 mg/100 g mig-
sa), fosforu (252 mg/100 g migsa) oraz wapnia (96 mg/100 g migsa) [4]. Sktad i profil
kwasow tluszczowych rowniez moze decydowac o jej przydatnosci. Frakcja lipidowa
migsa ploci zawiera ok. 30 % PUFA, w tym ok. 11 % to DHA (kwas dokozaheksae-
nowy), a ok. 8 % to EPA (kwas eikozapentaenowy). W przeliczeniu na 100 g migsa
ilos¢ kwasu DHA wynosi ok. 150 mg, a kwasu EPA ok. 110 mg, jakkolwiek przed
okresem tarta moze wynies¢ odpowiednio: ok. 400 mg i 250 mg [2]. Dodatkowo za
wykorzystaniem ptoci przemawia powszechna dostepnos¢ w wodach stodkich (jeziora,
stawy, rzeki), fatwo$¢ w dostawie w zaleznos$ci od regionu kraju, niska cena, brak limi-
tow polowowych oraz brak okreséw ochronnych podczas tarta. Jednym ze sposobow
wykorzystania ptoci moze by¢ produkcja farszu otrzymywanego metoda mechanicznej
separacji (MOM), umozliwiajacej doktadne oddzielenie mi¢sa od skory, kosci 1 osci
z dalszym przeznaczeniem do wykorzystania w przemysle rybnym. Pto¢ (sortyment S
1 M) charakteryzuje si¢ duzg wydajnos$cia tusz wynoszaca ponad 70 % w stosunku do
masy calej ryby. Po separacji tusz wydajnos¢ farszu siega ok. 65 %, co stanowi 48 % w
stosunku do catej masy ryby [15]. Uzyskane MOM mozna poddawaé¢ roznym modyfi-
kacjom fizycznym np. przemywaniu, dzigki czemu usuwa si¢ biatka sarkoplazmatycz-
ne, hemoglobing oraz enzymy wlasne. Zabieg ten w znacznym stopniu poprawia barwe
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farszu, ktory moze by¢ wykorzystany do produkcji wyrobow przekaskowych. Do naj-
czesciej spozywanych i lubianych przekasek zaliczy¢é mozna chipsy ziemniaczane,
chrupki oraz solone paluszki [17].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu dodatku 10 i 20 % MOM surowego i prze-
mywanego z ptoci do ciasta drozdzowego na jego przydatno$¢ do produkceji przekaski
przypominajgcej tradycyjne solone paluszki.

Materialy i metody badan

Plocie (Rutilus rutilus L.) odlowiono w Zalewie Szczecinskim i dostarczono do la-
boratorium w stanie zalodowanym, w skrzynkach ze spienionego polistyrenu (Atlantic
Styro A/S) o pojemnosci 25 kg, zgodnie z normg PN-74/A-86761 [26], w ciagu 7 godzin
od momentu wytowienia. Po odlodowaniu i odrzuceniu osobnikow niewymiarowych lub
uszkodzonych mechanicznie, pto¢ odgtawiano cigciem prostym, patroszono i myto. Po
oplukaniu w biezacej wodzie tusze uktadano na perforowanych tacach grzbietem do gory
1 pozostawiano na 20 min w celu odcieknigcia. Po wykonaniu tych czynnosci tusze prze-
puszczano przez separator bebnowy typu NF 13DX (Bibun, Japonia) o $rednicy otworow
w bebnie 4 mm, a nastepnie poddawano doczyszczaniu w separatorze Slimakowym (Ste-
inerze) typu SUM 420 (Bibun, Japonia) o srednicy otworéw w sicie 2,5 mm. W ten spo-
sOb otrzymano czyste mechanicznie odkostnione migso (MOM). Przemywanie MOM
wykonywano dwukrotnie woda wodociggowa o temp. 5 + 7 °C w stosunku wagowym
1:3 (MOM : woda) w ciggu 10 min, a nastgpnie w celu usuni¢cia nadmiaru wody wiro-
wano w wirowce koszowej typu 16 x 10 KEW (Bibun, Japonia).

Przekaske otrzymywano poprzez polgczenie surowego lub przemywanego MOM
z ploci (w ilosci 10 1 20 %) z maka pszenng (cz¢$¢ maki pszennej w zaleznosci od wa-
riantu zastgpiono odpowiednig iloscia MOM) oraz dodatkiem drozdzy (2 %), proszku
do pieczenia (2 %), soli (1,5 %) i oleju (13 %). W celu uzyskania odpowiedniej konsy-
stencji do produktu dodawano wode. Wszystkie sktadniki mieszano i wyttaczano
w wyttaczarce do makaronoéw typu P3 (La Monferrina, Wtochy), ze zmodyfikowana
matryca do wytlaczania. Po wyttoczeniu paluszkoéw ciasto poddawano rozrostowi
w temp. 32 °C przez 15 min, w komorze Unox S.P.A., typ XL 091 (Wtochy), a nastep-
nie wypiekano w piecu elektrycznym Unox S.P.A., typ XF (Wlochy) w temp. 220 °C
przez 7 min. Wykonano 5 wariantdéw modelowych paluszkéw.

W paluszkach oznaczano zawartos¢: wody metoda suszarkows, azotu ogolnego —
metodg Kjeldahla oraz tluszczu catkowitego — metodg ekstrakcji eterem wg AOAC
1990 [1]. Zawarto$¢ btonnika pokarmowego oznaczano zgodnie z PN-A-79011-15
[27], natomiast skrobi opornej — jako frakcj¢ btonnika pokarmowego nierozpuszczal-
nego wedlug metody Champa [3]. Okreslano réwniez sktad i profil kwasow thuszczo-
wych w wypieczonych paluszkach metodg chromatografii gazowej wedlug metodyki
opisanej przez Domiszewskiego i Bienkiewicza [6]. Interpretacje jakosciowag chroma-
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togramow prowadzono poréwnujac czas retencji poszczegélnych estrow metylowych
kwasow tluszczowych (EMKT) badanej probki z czasem retencji analogicznych wzor-
coOw EMKT firmy Sigma (Lipid Standard). Wszystkie analizy fizykochemiczne wyko-
nywano w trzech powtorzeniach. Twardosci 1 krucho$¢ otrzymanych przekgsek ozna-
czano za pomoca aparatu Texture Analyser — XT2/25" firmy Stable Micro Systems”
(Anglia), sprzezonego z komputerem PC za pomoca wlasnej karty rozszerzen. Zasto-
sowano test tamliwosci przekgsek o nastgpujgcych warunkach: predkosé trzpienia
w czasie testu: 1,0 mms™, dystans pracy trzpienia: 5 mm, warto$¢ progowa: 0,005 N,
probkowanie: 200 pkts”. Wykonano 8 - 10 pomiaréw kazdej proby. Twardos¢ okre-
slano jako maksymalng sit¢ potrzebng do ztamania produktu (wierzchotek piku), nato-
miast krucho$¢ jako pierwszy gorny wierzchotek obcigzenia podczas $ciskania proby
W momencie naruszania jej struktury [19, 34].

Wyniki opracowano statystycznie za pomocg programu Statistica 9.0, testem
Tukeya HSD, na poziomie istotnosci p < 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Dodatek surowego MOM znaczaco wplynat na zwigkszenie zawartosci bialka
w wypieczonych paluszkach w poréwnaniu z probg kontrolng (tab. 1). Natomiast palusz-
ki z dodatkiem przemywanego MOM charakteryzowaly si¢ nieznacznie mniejszg zawar-
toscig biatka w gotowym produkcie w poréwnaniu z pozostatymi probami z dodatkiem
MOM. Spowodowane to bylo usuni¢ciem bialek sarkoplazmatycznych w czasie prze-
mywania MOM z ptoci [16]. Najwigksza zawartoscig biatka charakteryzowat si¢ wariant
C (13,75 %) oraz E (13,69 %). Dodatek 20 % surowego oraz przemywanego MOM (wa-
riant C i E) zwickszyl zawarto$¢ biatka o ponad 30 % w poréwnaniu z proba kontrolng.
Z kolei dodatek 10 % surowego MOM (wariant B) do ciasta zwickszyt zawarto$¢ biatka
w paluszkach o ok. 20 %, a 10-procentowy dodatek przemywanego MOM (wariant D) —
o ponad 15 %. Yu i Kaur [36] wykorzystywali mi¢so trzogona indyjskiego (Decapterus
russelli Rupp) w ilosci 16 % do wytwarzania biszkoptow rybnych. Tak wzbogacone
biszkopty charakteryzowaty si¢ duzg zawartos$cig biatka (21,5 %) oraz thuszczu (23,9 %).
Z kolei Wianecki [33] wytwarzat przekaski skrobiowe wzbogacone w migso ryb, wyko-
rzystujac ekstruzje ciepta (posrednig). Stosowal MOM z ploci, leszcza oraz dorsza
w ilo$ci 30 % z no$nikami skrobiowymi. Autor stwierdzil, ze dodatek migsa ryb powo-
dowat wzrost zawartosci biatka w gotowych ekstrudatach od kilku do kilkudziesigciu
procent. Gotowe ekstrudaty z dodatkiem MOM z ptoci zawieraty 10,42 % bialka,
zZMOM z leszcza — 9,80 % a z MOM dorsza — 9,73 %. Kotakowska 1 Kotakowski [14]
sugeruja, ze biatko ryb z powodzeniem moze by¢ wykorzystywane do uzupetniania skta-
du biatek mniej wartoSciowych, np. roslinnych. King [12] podkresla szerokie zastosowa-
nie migsa odkostnionego z ryb matocennych do produkeji ciasteczek rybnych jako prze-
kaski zawierajgcej pelnowarto$ciowe biatko.
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Dodatek MOM spowodowat zwigkszenie zawartosci thuszczu w produkcie, stad
najwiecej byto go w wariantach B 1 C (odpowiednio: 16,7 1 16,4 %). Proces przemy-
wania migsa wplyngl natomiast na zmniejszenie zawartosci thuszczu w porownaniu
z innymi wariantami oraz proba kontrolng (wariant A) (tab. 1).

Tabela 2. Zawartos¢ kwasow tluszczowych we frakeji lipidowej paluszkéw wypieczonych z ciasta
pszennego z dodatkiem MOM [g/100 g lipidow].

Table 2.  Contents of fatty acids in lipid fraction of sticks baked from wheat flour dough with MSR
added [g/100 g of lipids].

Kwasy thiszczowe Warianty préb / Sample variants
Fatty acids A B C D E
C 14:0 0,040 0,070° 0,070° 0,055 0,071°
C16:0 5,170 5,412° 5,412° 5,405 5,534
C 16:1 0,210 0,469 0,469 0,335 0,541
C18:0 1,615 1,607 1,607 1,580° 1,582°
C18:1n-9 56,640 56,181° 56,181% 56,335 56,097°
C18:1n-11 3,840 4,121° 4,121° 4,115 4,146
C18:2n-6 21,015 20,795° 20,795° 20,960 20,767
C20:0 0,590 0,545° 0,545° 0,530° 0,533°
C18:3n-3 10,220° 10,218° 10,218° 10,120 10,081
C22:0 0,335 0,307° 0,307° 0,290° 0,294°
C22:1 0,330 0,303* 0,303* 0,280° 0,278°
EPA n-3 - 0,027 0,027 0,027 0,020
DHA -3 - 0,024 0,024 0,024 0,057
n-6 PUFA 21,015 20,795° 20,795° 20,96 20,77°
n-3 PUFA 10,22 10,27 10,27 10,12 10,16
n-6/n-3 0,486 0,493° 0,493° 0,482 0,489

Objasnienie: / Explanatory note:

a, b, c— wartosci Srednie w wierszu oznaczone tymi samymi literami nie r6znia si¢ statystycznie istotnie
przy p < 0,05 / mean values in row and denoted with the same letters do not differ statistically significantly
atp <0.05.

We frakcji lipidowej paluszkow dominowaty gtoéwnie kwasy: oleinowy (C 18:1
n-9) — §rednio 56 %, linolowy (C 18:2 n-6) — srednio 20 % oraz a-linolenowy (C 18:3
n-3) — §rednio 10 % (tab. 2). Tavella i wsp. [32] oznaczyli zawarto§¢ kwasow thuszczo-
nych w paluszkach o smaku serowym, krakersach, ciastkach, chrupkach kukurydzia-
nych oraz chipsach ziemniaczanych i stwierdzili podobng tendencj¢. Dodatek kompo-
nentu w postaci migsa rybnego wptynat rowniez na koncowa zawartos¢ EPA i DHA
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w przekaskach. Najwicksza zawartos¢ EPA oznaczono w wariantach B, C oraz D (po
0,027 g/100 g lipidow). Z kolei najwicksza zawarto§¢ DHA stwierdzono w wariancie E
(0,057 g/100 g lipidoéw) (tab. 2).

W wypieczonych paluszkach stwierdzono korzystny stosunek kwasoéw thuszczo-
wych n-6 do n-3, wynoszacy od 0,482 do 0,493 (tab. 2). Radzyminska i wsp. [28] ba-
dali stosunek kwasow ttuszczowych z rodziny #n-6 do n-3 oraz udziat poszczegdlnych
grup kwasow tluszczowych w tluszczu catodziennych positkow dzieci (wiek 10 - 12
lat), uczniow (wiek 13 - 15 lat) i studentéw (wiek 19 - 25 lat), w zalezno$ci od rodzaju
diety (wiosenna lub jesienna). Autorzy stwierdzili w positkach nieprawidtowy stosunek
kwasow z rodziny 18:2 n-6 do 18:3 n-3, co moze by¢ przyczyna niedoborow, jak row-
niez zaproponowali wzbogacanie catodziennych positkow dzieci i mlodziezy w ryby,
bedace zrodlem wielonienasyconych kwaséw z rodziny n-3.
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Rys. 1. Udzial poszczegdlnych grup kwasow tluszczowych we frakeji lipidowej paluszkow wypieczo-
nych z ciasta pszennego z dodatkiem MOM.

Fig. 1.  Percent content of individual groups of fatty acids in the lipid fraction of sticks made from wheat
flour dough with MSR added.

Paluszki charakteryzowaty si¢ mata zawartoscig SFA (nasyconych kwasow thusz-
czowych) we frakcji thuszczowej, wynoszaca srednio 7,9 = 0,1 %, natomiast duza za-
wartoscig MUFA (jednonienasyconych kwasow tluszczowych) — ok. 61 £ 0,03 %.
Zawarto§¢ PUFA (wielonienasyconych kwasow tluszczowych) wynosita ok. 31 +
0,1 % (rys. 1). Daniewski i wsp. [5] wykazali, ze zawarto§¢ SFA w wyrobach ciastkar-
skich ksztattowala si¢ w granicach 24,5 ~ 72,4 %, MUFA — 16,3 + 64,7 %, a PUFA —
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2,60 + 40,4 %. Parcerisa i wsp. [23] badali sktad kwasow ttluszczowych w przekasko-
wych produktach cukierniczych (paczki, paczki z czekolads, herbatniki czekoladowe
i ciastka czekoladowe) 1 stwierdzili duzg zawartos¢ SFA, wynoszaca od 45,65 %
(paczki) do 74,54 % (herbatniki czekoladowe). Zawartos¢ MUFA ksztattowata si¢ od
11,67 % (herbatniki czekoladowe) do 34,97 % (paczki), natomiast zawartos¢ PUFA od
6,58 % (paczki nadziewane czekolada) do 11,11 % (paczki). Z kolei San Juan [29]
poddat analizie chipsy ziemniaczane, chrupki serowe, popcorn, ciastka i herbatniki.
Oznaczona przez niego zawarto§¢ SFA w chipsach ziemniaczanych wynosita 24 %,
w chrupkach serowych — 51 %, w popcornie — 12 %, a w herbatnikach i ciastkach —
ponad 60 %. Udzial MUFA we frakcji tluszczowej badanych produktow wynosit:
w chipsach ziemniaczanych — 29 %, w chrupkach serowych — 23 %, w popcornie —
36 %, w ciastkach — 31 %, herbatniki — 28 %. Zawarto§¢ PUFA stanowita odpowiednio
[%]: 45, 24, 51, 25 oraz ponad 8.

Maka uzyta w doswiadczeniu zawierata 3,27 g btonnika pokarmowego catkowi-
tego w 100 g produktu, z czego 2,35 g/100 g produktu stanowita frakcja nierozpusz-
czalna, a 0,68 g/100 g frakcja rozpuszczalna, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi
przez innych badaczy [11]. Maka pszenna, poza blonnikiem, zawierata sladowe ilo$ci
skrobi opornej (0,24 g/100 g produktu). Podobng zawartos¢ skrobi opornej w mace
pszennej oznaczyli m.in. Goii i wsp. [10] oraz Piecyk i wsp. [24]. Obecnie za skrobi¢
oporng uwaza si¢ t¢ frakcje, ktora nie ulega strawieniu przez enzymy amylolityczne
w ciggu 16 h. Skrobia oporna ma wiasciwosci fizjologiczne podobne do btonnika po-
karmowego, tj. zwigksza mas¢ i objetos¢ katu, skraca czas przejscia tre$ci przez prze-
wod pokarmowy i obniza poziom glukozy we krwi [8]. Czynniki sprzyjajace powsta-
waniu skrobi opornej to rodzaj obrobki termicznej (pieczenie, smazenie, goraca
ekstruzja) oraz czas i cykle ogrzewania [18]. Najwickszg zawarto$¢ skrobi opornej
zaobserwowano w probie kontrolnej A (0,32 g/100 g produktu). W pozostatych wa-
riantach jej ilo$¢ byta zblizona i wynosita od 0,26 g/100 g produktu (wariant C i E) do
0,28 g/100 g produktu (wariant D). Wariant B zawierat 0,27 g/100 g produktu skrobi
opornej. Znacznie wigksze ilosci skrobi opornej oznaczyli Marlett i Longacre [20]
w ciastkach, herbatnikach i babeczkach (muffinkach). Zawarto$¢ tego sktadnika
w herbatnikach i babeczkach wyniosta ok 1g/100 g produktu, natomiast w ciastkach —
ok. 1,79 g/100 g produktu.

We wszystkich wariantach po wypieku zaobserwowano zwigkszenie skrobi opor-
nej w ilosci od kilku do kilkunastu procent w porownaniu z maka pszenng (rys. 2).
Najwigkszy przyrost skrobi opornej zaobserwowano w wariancie A (25 %). W pozo-
statych wariantach jej przyrost byt mniejszy i wyniost od 7,7 % (wariant C), 11,1 %
(wariant B), 14,3 % (wariant D) do ponad 17 % (wariant E). Warianty B i C charakte-
ryzowaly si¢ najmniejszym przyrostem skrobi opornej. Mozna to thumaczyc
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Rys. 2. Przyrost skrobi opornej w paluszkach wypieczonych z ciasta pszennego z dodatkiem MOM.
Fig. 2. Increase in content of resistant starch in sticks baked from wheat flour dough with MSR added.

obecnoscig lipidow. Dodatek thuszczu do maki wplywa na hamowanie przyrostu skrobi
opornej po wypieku produktu [7]. Warianty B 1 C, w ktorych wystapit najmniejszy
przyrost skrobi opornej, charakteryzowaty si¢ najwigkszg zawartoscia thuszczu po wy-
pieku w poréwnaniu z pozostatymi wariantami.

Twardos$¢ jest parametrem bardzo czesto oznaczanym w badaniach produktow
spozywczych, a przy ocenie wyrobow przekaskowych jest jedng z najwazniejszych
cech, okreslajacych ich przydatno$¢ konsumpcyjng. Twardos¢ produktow przekasko-
wych powinna by¢ jak najmniejsza, poniewaz wptywa ona na wysoka krucho$¢ wyro-
bow [30]. Wigkszy dodatek surowego MOM wplynat na zmniejszenie twardosci pa-
luszkow, przez co byly one bardziej kruche w poréwnaniu z innymi probami (rys. 3).
Najwigksza twardoscig charakteryzowal si¢ wariant D (2,45 N), a najmniejszg — C
(2,00 N). Z kolei warianty A, B oraz E charakteryzowaty si¢ podobng twardoscia, wy-
noszacg odpowiednio [N]: 2,32, 2,211 2,29.

Dodatek surowego MOM powodowatl zmniejszenie kruchos$ci w porownaniu
z pozostatymi wariantami (rys. 3). Wariant C i B charakteryzowaty si¢ najmniejsza
kruchoscig (odpowiednio: 0,05 i 0,08 N). Wartosci kruchosci pozostatych wariantow
byty zblizone i wyniosty: A—0,13N,D—-0,14 Ni E—-0,12 N.
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Rys. 3. Twardos¢ i krucho$¢ paluszkow wypieczonych z ciasta pszennego z dodatkiem MOM.
Fig. 3. Hardness and crispness of sticks baked from wheat flour dough with MSR added.

Mata krucho$¢ paluszkéw z dodatkiem surowego MOM moze wynikaé z szybszej
denaturacji biatek migsa ryb w stosunku do szybkosci kleikowania skrobi. Temperatura
kleikowania skrobi pszennej wynosi ok. 57 °C [13], natomiast denaturacja biatek mig-
sniowych ryb zachodzi w temp. 35 + 55 °C [16]. MOM denaturuje szybciej, w zwigzku
z czym nie jest mozliwa interakcja i ,,wytworzenie” si¢ wigzan mi¢dzy skrobig a biat-
kami zawartymi w MOM.

Whioski

1. Dodatek migsa odkostnionego mechanicznie (MOM) z ptoci do ciasta pszennego
wplynat na zwigkszenie zawarto$ci biatka ogdlnego w paluszkach — od ok. 15 do
30 % w porownaniu z proba kontrolna.

2. Dodatek surowego i przemywanego MOM wplynat na zwigkszenie profilu kwa-
sow tluszczowych paluszkow, wzbogacajac je w kwasy z rodziny n-3 oraz n-6.

3. Przyrost zawartosci skrobi opornej podczas wypieku paluszkow wyniost od kilku
do kilkunastu procent.

4. Dodatek surowego MOM przyczynit si¢ do zmniejszenia twardosci oraz kruchosci
paluszkow w poréwnaniu z pozostalymi probami, natomiast MOM poddany ptu-
kaniu zwigkszyt twardos¢, ale wptynat na poprawe kruchosci paluszkow.
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5. MOM z ploci stanowi dobry surowiec do produkcji wyrobow przekaskowych.
Paluszki o wyzszej jakosci mozna uzyskac z przemywanego MOM.

Czes¢ wynikow prezentowana byla podczas Konferencji Naukowej ,, Wspoiczesne
trendy w technologii zywnosci. Od zywnosci tradycyjnej do prozdrowotnej”, Poznan
26 - 27 wrzesnia 2012 r.

Praca naukowa wspotfinansowana z Europejskiego Funduszu Spotecznego i Bu-
dzetu Panstwa Poddziatanie 8.2.2 Programu Operacyjnego Kapital Ludzki 2007 -
2013 w ramach projektu ,,Inwestycja w wiedze motorem rozwoju innowacyjnosci w
regionie”.
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ASSESSING USEFULNESS OF LOW-VALUE FISH IN PRODUCING SNACK FOODS
Summary

Roach (Rutilus rutilus) is marginally utilized in the fish industry. Despite its nutritional val-
ue, from the economic point of view, it is classified into a low-value fish group. The objective
of the research study was to determine the effect of a 10 and 20 % addition of mechanically
separated roach (MSR), both raw and washed and added to the wheat flour dough, on the use-
fulness of that dough when manufacturing snacks resembling traditional salty sticks. In the fish
sticks produced, the following was determined: contents of protein and fat, profile of fatty ac-
ids, content of soluble dietary fibre (SDF) and insoluble dietary fibre (IDF), and resistant starch.
The hardness and crispness of the sticks baked were also determined. The addition of MSR to
the dough caused the content of total protein in the sticks to increase by ca. 15 to 30 % (de-
pending of the experiment variant) compared to the control sample. Furthermore, it caused the
content of fat in the snack product to increase; the highest amount of fat was determined in the
stick variants produced using the raw MSR ( 16.7 and 16.4, respectively). The addition of both
the raw and the washed MSR enriched the sticks with n-3 and -6 fatty acids. In the lipid frac-
tion of the sticks, the mainly prevailing acids were: oleic acid (C18:1 n-9), 56 % on average;
linoleic acid (C18:2, n-6), 20 % on average; and a-linoleic acid (C18:3 n-3), 10 % on average.
While the sticks were baked, the content of resistant starch increased from 7.7 to 17.0 % (de-
pending on the experiment variant). The quality of the sticks produced from the washed MSR
was higher (especially as regards their texture); however, both the raw and the deboned roach
fish constitutes a good raw material for manufacturing snack foods with a high content of pro-
tein and a beneficial profile of fatty acids.

Key words: low-value fish, roach, snack food, n-3 and n-6 fatty acids, resistant starch, dietary fibre, hard-
ness, crispness
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Streszczenie

Celem pracy byla ocena zawartoéci folianow w mleku towarowym, kefirach i jogurtach §wiezych
i przechowywanych do 34 dni w temperaturze chtodniczej. Kefir i jogurt wyprodukowano metoda termo-
statowa. W badanych probkach zidentyfikowano tylko form¢ metylowa folianow, tj. SCH;FH,. W zbior-
czym $wiezym mleku zawartos¢ SCH3FH, wynosita ok. 4,0 ng/100 g. Proces pasteryzacji nie wptynal na
istotne (p = 0,05) zmniejszenie zawartosci tej formy folianow. W probkach kefiru nie stwierdzono zmian
zawarto$ci SCH3FH4 w porownaniu z mlekiem wyjsciowym, natomiast w jogurcie miata miejsce istotna
(p = 0,05) jego redukcja. Czas przechowywania wplynal na zawartos¢ SCH;FH, w kefirach w sposob
zroznicowany. W jednej serii kefirow nie nastapilo istotne zmniejszenie zawartosci SCH;FH,, natomiast
w drugiej serii stwierdzono istotne zwickszenie zawartosci folianow po 19 dniach przechowywania,
a nastgpnie istotne zmniejszenie po 21 dniach. W obydwu seriach jogurtéw stwierdzono zmniejszenie
zawartos$ci folianow w czasie przechowywania w warunkach chtodniczych.

Stowa kluczowe: foliany, kefir, jogurt, HPLC, przechowywanie

Wprowadzenie

Foliany naturalnie wyst¢pujace w zywnosci (zarowno pochodzenia ro$linnego,
jak 1 zwierzecego), to zredukowane pochodne kwasu foliowego, tzw. poliglutaminiany.
Zwiazki te naleza do rodziny rozpuszczalnych w wodzie witamin z grupy B i sg nie-
zbednymi sktadnikami diety cztowicka. Nazwa kwas foliowy odnosi si¢ jedynie do
syntetycznej formy witaminy [24, 25].

Foliany sg niezbedne do przebiegu reakcji grup jednoweglowych, szczegdlnie re-
akcji syntezy komponentow DNA, RNA i bialek. Stanowia zroédto grup metylowych,
wykorzystywanych w procesie remetylacji homocysteiny do metioniny [24]. Pomimo
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tak waznej roli, na calym $wiecie stwierdza si¢ hipowitaminoz¢ na tle niedoboru
w diecie folianéw [21]. Zbyt mate, przedtuzajace si¢ w czasie spozywanie folianow
[19] sprzyja m.in. procesom miazdzycowym, wpltywa na zwigkszenie ryzyka rozwoju
chordb sercowo-naczyniowych (np. choroby niedokrwiennej serca, udaru mozgu, cho-
roby zakrzepowo-zatorowej), choréb neurodegeneracyjnych (np. choroby Alzheimera,
Parkinsona), zwigksza podatno$¢ komoérek na zmiany nowotworowe (raka jelita grube-
go, piersi, szyjki macicy, ptuc, trzustki), a nawet zwigksza ryzyko zaburzen psychicz-
nych o charakterze depresyjnym i wystepowania niedokrwistosci makrocytarnej [20,
29]. Grupa szczegolnie narazong na niedobory tej witaminy sg mtode kobiety w wieku
rozrodczym. Wyniki badan epidemiologicznych, prowadzonych na catym s$wiecie
wskazujg, ze przy niedostatecznym wysyceniu folianami organizmu przysztych matek,
zwicksza si¢ prawdopodobienstwo wystapienia wrodzonych wad serca, nieprawidlo-
wosci drog moczowych, rozszczepow podniebienia, defektow konczyn, a ponadto wad
cewy nerwowej (WCN) u noworodkow [2, 28].

Niedoborom tym mozna skutecznie zapobiega¢ poprzez dostarczenie do organi-
zmu odpowiedniej dawki kwasu foliowego, na poziomie 400 pg/dobe. Pokrycie zapo-
trzebowania na takg ilo$¢ tej witaminy ze Zrodet naturalnych jest bardzo trudne, dlate-
go zaleca si¢ stosowanie suplementow diety lub produktow wzbogaconych [30].
Suplementacja diety kwasem foliowym, podobnie jak wzbogacanie nim produktow
spozywczych, np. sokow, platkow $niadaniowych, pieczywa, maki wywoluje wiele
kontrowersji. Coraz czg$ciej podkresla si¢ problem zbyt wysokiej koncentracji w die-
cie danego sktadnika odzywczego, co w przypadku kwasu foliowego moze prowadzi¢
do niekorzystnego efektu maskowania anemii na tle niedoborow witaminy By,, przy-
spieszenia rozwoju chorob nowotworowych w przypadku wczesnych ich stadiow,
a takze moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu czgstosci wystapienia cigz blizniaczych. Ze
wzgledu na niejednoznaczne doniesienia, dotyczace skutkow zdrowotnych zwigzanych
ze zwigkszonym pobraniem omawianej witaminy, zaleca si¢ szczegdlng ostrozno$¢
przy podejmowaniu decyzji o wprowadzeniu obligatoryjnego wzbogacania zywnos$ci
4, 7].

W okresie zwigkszonego zainteresowania tzw. zdrowa zywno$¢ zaleca si¢ zwigk-
szenie spozycia produktow naturalnie bogatych w foliany, ktérych nawet nadmierna
konsumpcja nie wigze si¢ z ryzykiem przekroczenia gérnego tolerowanego poziomu
spozycia, wynoszacego 1 mg/dobe. Przyktadem produktéw popularnych wsréd kon-
sumentdéw, bedacych naturalnym zrédiem substancji bioaktywnych, w tym folianow,
jest mleko 1 jego przetwory. Chociaz zawarto$¢ naturalnych folianow w mleku jest
mata (5 + 10 pg/100 g), to, ze wzgledu na duze spozycie produktow mlecznych, moga
one stanowi¢ znaczace zrodlo tej witaminy w codziennej diecie [8, 26]. Wiele produk-
tow jest takze wytwarzanych z zastosowaniem réznych bakterii fermentacji mlekowej,
majgcych zdolnos¢ do syntetyzowania foliandw. Mleko i1 fermentowane napoje mlecz-
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ne pokrywaja ok. 10 + 15 % dziennego zapotrzebowania na foliany, szczegolnie wsrod
mtodej populacji [8] oraz w krajach o duzej konsumpcji tych produktow, tj. w Holandii
[15] 1 Szwecji [1]. Wlasciwy udzial mleka i jego przetwordw w diecie przyczynia si¢
do zwigkszenia przyswajalnosci folianow w poréwnaniu z dieta uboga w te produkty
[23, 27]. Jednak naturalne foliany sg zwigzkami bardzo niestabilnymi, a ich zawartos¢
w fermentowanych produktach mlecznych zalezy od takich czynnikow, jak: jakos$c
mleka, sposdb jego przetwarzania, gatunek i rodzaj bakterii starterowych, czas inkuba-
¢ji oraz warunki przechowywania.

Celem pracy byla ocena zawarto$ci foliandw w mleku towarowym oraz w jogur-
tach i1 kefirach z niego wyprodukowanych metoda tradycyjng i przechowywanych
w temperaturze chtodnicze;j.

Material i metody badan

Materiatem doswiadczalnym byly: kefir i jogurt, wyprodukowane zgodnie z tra-
dycyjna technologia z mleka krowiego, metoda termostatows. Uzyto mleka zbiorcze-
g0, ktore przed zaszczepieniem poddawano procesom: normalizacji (zawarto$¢ thusz-
czu 2,0 %), homogenizacji (I stopien 18 MPa, II stopien 5 MPa) i pasteryzacji (temp.
90 °C/5 min). Mleko do produkcji jogurtu normalizowano do 15 % suchej masy (doda-
tek mleka w proszku, blender, temp. 55 °C, 1 h). Do produkcji jogurtu uzywano szcze-
pionki firmy DaniscoBiolacta sp. z 0.0. 0 nazwie — Jogurtowa YC11 (Streptococcus
thermophilus 1 Lactobacillus delbruecki ssp. bulgaricus). Mleko do produkcji kefiru
inkubowano ziarnem kefirowym w formie liofilizowanej — Kefir C3 LYO 200DCC.
Warunki dojrzewania jogurtu byty nastepujace: temp. 43,5 °C/4,5 h, pH = 6,5, a kefiru:
temp. 21 °C przez ok. 12 h, pH = 4,65. Produkty wychtadzano i magazynowano
wtemp. 5 - 6 °C. Zawarto$¢ foliandw oznaczano w mleku surowym, w mleku po
pasteryzacji i normalizacji, bezposrednio po okresie dojrzewania jogurtu i kefiru oraz
po kilku i kilkunastu dniach przechowywania w temperaturze chtodniczej (dane w tab.
112).

Foliany: 5-metylotetrahydrofolian (SCH;FH,) i tetrahydrofolian (FH,4) zakupiono
w firmie Sigma Aldrich i przygotowano wedlug metody opisanej przez Koningsa [15].
Stezenie standardow obliczano przy uzyciu wspolczynnikow absorpcji molarnej, poda-
nych przez Blakleya [3].

Proteaze (EC 3.4.24.31, Sigma-Aldrich P-5147) rozpuszczano w 0,1 M buforze
fosforanowym o pH = 7,0 w ilosci 4 mg/ml, bezposrednio przed analizg, aby unikng¢
zanieczyszczenia bakteriami, ktore moga syntetyzowac foliany w czasie inkubacji.

Hydrolaze y-glutamylowa z plazmy krwi szczura zakupiono w firmie Europa
Bioproducts Ltd., Cambridge i przygotowano w sposdb opisany wczesniej [9].

Wszystkie probki przygotowywano w przyciemnionym pomieszczeniu. Do pro-
bowek wirowniczych OakRidge PPCO (Nalgene Co.) o pojemnosci 50 ml odwazano
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10 g probki. Dodawano 25 ml 0,1M buforu fosforanowego (pH = 7,0) z dodatkami 2 %
(m/v) kwasu askorbinowego i 0,2 % (v/v) 2-merkaptoetanolu, intensywnie wytrzasano
1 ogrzewano w tazni wodnej w temp. 100 °C przez 15 min, od czasu do czasu wstrzgsa-
jac. Nastepnie probki schtadzano w tazni lodowej do temp. 20 °C, dodawano 0,25 ml
hydrolazy y-glutamylowej i 1 ml proteazy. Probki inkubowano w temp. 37 °C przez
4 h. Nastepnie, w celu inaktywacji enzymow, ogrzewano probki przez 5 min w temp.
100 °C 1 chtodzono w tazni lodowej. Probki wirowano przez 20 min (12000 rpm)
w 4 °C. Po odwirowaniu supernatant znad osadu zlewano do kolbek miarowych
z ciemnego szkla o pojemnosci 50 ml. Do pozostatego w probéwkach osadu dodawano
10 ml 0,1 M buforu fosforanowego, wstrzgsano i ponownie wirowano. Uzyskany su-
pernatant zlewano do tych samych kolbek miarowych. Objetos¢ kolbek uzupetniano
0,1-molowym buforem fosforanowym i calo$¢ saczono przez saczki karbowane do
buteleczek o pojemnosci 25 ml.

Oczyszczanie probek przeprowadzano w kolumnach Bakerbondspe J. T. (Baker
7091-03, czwartorzedowa amina), a rozdzial folianéw w kolumnie chromatograficznej
PhenomenexSynergi 4a Hydro-RP80A (4 um, 250 x 4,6 mm), wedlug metody opisanej
przez Jastrebowa i wsp. [13], przy uzyciu chromatografu cieczowego Shimadzu seria
LC-10A. Identyfikacj¢ i obliczanie zawartosci folianow wykonywano na podstawie
wzorca ze znang zawartoscig folianow. Wzorzec nanoszono kilkakrotnie na szczyt
kolumny chromatograficznej podczas catej serii oznaczen.

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie z trzech powtorzen. Istotno$¢ roéznic
pomigdzy $rednimi oceniono testem Duncana, na poziomie istotnosci p = 0,05, przy
uzyciu programu Statistica 2010.

Wyniki i dyskusja

W probkach mleka i fermentowanych napojow mlecznych zidentyfikowano tylko
jedng forme folianow, tj. 5-metylotetrahydrofolian (SCH3FH,). Wyniki uzyskane przez
Wigertz i Jagerstad [26] potwierdzajg, ze w produktach mlecznych forma SCH3;FH,
jest dominujgca. Badajac zawarto$¢ folianow w mleku konsumpcyjnym o zawartosci
0,5 % thuszczu, wymienieni autorzy stwierdzili wystepowanie jedynie formy metylo-
wej. Potwierdzajg to takze wczesniejsze badania przeprowadzone przez Selhub [22]
oraz Karlin [14]. Wyniki oznaczen zawartosci SCH;FH,; w ocenianych produktach
przedstawiono w tab. 1.1 2.

W zbiorczym mleku §wiezym, stanowigcym surowiec do produkcji jogurtu i kefi-
ru, zawarto$¢ SCH;FH, wynosita okoto 4,0 ug/100 g. Na tak matg zawartos¢ natural-
nych folianéw w mleku istotny wptyw mogly mie¢ warunki jego transportu i przecho-
wywania, na co zwrocili uwage Hawkes 1 Villota [10]. Straty folianéw powodujg takie
czynniki, jak: traktowanie temperaturg wyzszg od optymalnej dla danego rodzaju pro-
duktoéw, promieniowanie stoneczne oraz kwasowos$¢ ponizej neutralnej. Mleko narazo-
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ne na dziatanie $wiatta moze traci¢ znaczne ilosci folianow, co potwierdzajg Krum-
dieck i Baugh [16].

Tabela 1. Zawarto$¢ 5-metylotetrahydrofolianu w mleku i w kefirach przechowywanych chtodniczo,
w zaleznosci od czasu przechowywania kefirow [ug/100 g].
Table 1. Content of 5-methyltetrahydrofolate in milk and in cold stored kefirs depending on storage

time of kefir [png/100 g].
Czas przechowywania kefiru w temp. 5 - 6 °C
) Mleko Mleko po Time period of storing kefir at temp. of 5 - 6 °C
c?e’rla surowe pasteryzacji
o$w. .
Bxp, | wpulle | MIkafter - zien | 9 dni 19dni | 20dni | 34dni
series pasteutz 1 day 9days | 19days | 2ldays | 34days

X +s/SD X +s/SD X+s/SD | X+s/SD | x+s/SD | X+s/SD| X+s/SD

I |3,61%+0,10| 3,52°+0,04 |[3,67%+0,29]3,83%+0,36(4,91°+0,10] 3,21%0,17 -

M |[3,93°+0,31 | 3,86°+£025 [3,92°+£0,39 [3,81°+0,35|3,47°£0,18 . 3,54%£0,04

Objasnienia: / Explanatory notes:

X + s/ SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe /mean value + standard deviation; n = 3; wartosci
$rednie oznaczone ta sama litera w wierszach nie roznig si¢ statystycznie istotnie (p = 0,05) / mean values
in rows and denoted by the same letter do not differ statistically significantly (p = 0.05).

Zastosowany proces pasteryzacji mleka nie spowodowatl istotnego (p < 0,05)
zmniegjszenia zawarto$ci omawiane] formy foliandéw. Drewek 1 Czarnocka-
Roczniakowa [6] podaja natomiast, ze pasteryzacja mleka powoduje straty folianow
$rednio o 20 %. W badaniach wtasnych, w probkach kefiru nie stwierdzono zmian
ilosci SCH;FH, w poréwnaniu z mlekiem wyjsciowym (tab. 1), natomiast w probkach
jogurtu nastapilo statystycznie istotne (p < 0,05) zmniejszenie zawartosci tej formy
folianow (tab. 2). Wedtug Patringa i wsp. [18] oraz Holasovej [12], fermentowane
napoje mleczne odznaczajg si¢ wicksza zawartoscig tych zwigzkéw w poréwnaniu
z mlekiem $wiezym dzigki zdolnosci kultur bakterii fermentacji mlekowej do syntety-
zowania folianow.

Czas przechowywania nie wptynat na istotne (p < 0,05) zmniejszenie zawarto$ci
SCH;FH4 w drugiej serii kefirow, badanych po 34 dniach przechowywania, natomiast
W pierwszej serii zaobserwowano istotny (p < 0,05) wzrost zawartosci folianow po 19
dniach przechowywania, a nastepnie istotne (p < 0,05) ich zmniejszenie po 21 dniach
(tab. 1). W obu seriach zastosowano te same parametry obrobki mleka i inkubacji tym
samym ziarnem kefirowym, r6zna natomiast mogta by¢ jako$¢ wyjsciowa mleka prze-
robowego.
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Tabela 2. Zawarto$¢ 5-metylotetrahydrofolianu w mleku i w jogurtach przechowywanych chtodniczo,
w zaleznosci od czasu przechowywania jogurtow [pg/100 g].
Table 2.  Content of 5-methyltetrahydrofolate in milk and in cold stored yoghurts depending on storage
time of yoghurts [png/100 g].
Mieko Micko po 'Czas pr.zechowyvyama jogurtu w temp. 5 - 6 CO
Seria surowe pasteryzacji Time period of storing yoghurts at temp. of 5 - 6 °C
dosw. Raw.}’lflk Niﬂk ?ftsr I dzieh | 8dni | 16dni | 21dni | 34 dni
Exp. m pasteufization 1 day 8 days 16 days | 21 days | 34 days
series
_ _ X=*s/ X=£s/ X=*s/ X+s/ X+s/
x#£s/SD | X+s/SD SD SD SD SD SD
! 3,937 4,19* 3,48 2,34° 1L11¢ 0,26° 0,46°
+0,31 +0,03 +0,24 +0,22 +0,07 +0,02 +0,03
I 4,14° 3,98° 2,74 2,65° 2,64° 1,34° 0,52¢
+0,17 +0,27 +0,21 +0,18 +0,17 +0,03 +0,11

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

Nie stwierdzono takze istotnego (p < 0,05) zwickszenia zawarto$ci folianow
w stosunku do ich zawartosci w mleku wyjsciowym w obydwu seriach wyprodukowa-
nych jogurtéw, a miato miejsce istotne (p < 0,05) zmniejszenie zawarto$ci tej witaminy
juz w pierwszym dniu po okresie dojrzewania oraz dalsza istotna (p < 0,05) redukcja
jej ilosci w czasie przechowywania w warunkach chlodniczych (tab. 2).

Uzyskane rézne, ale mate zawartosci SCH;FH, w kefirach moga by¢ konsekwen-
cja zastosowania nieodpowiednio dobranej szczepionki kefirowej oraz wyjsSciowej
jakos$ci mleka, co w czasie przechowywania mogto doprowadzi¢ do strat folianow badz
przemian oznaczanej formy folianow w inne formy. Zwracajg na to uwage Lin i Young
[17], ktorzy podaja, ze niektore rodzaje bakterii fermentacji mlekowej zamiast syntety-
zowac¢ foliany, wrecz moga je utylizowaé, co w efekcie prowadzi do zmniejszenia za-
warto$ci tych witamin w gotowym produkcie. Mozna wnioskowacé, ze istotnym czyn-
nikiem, decydujacym o zawarto$ci folianow w fermentowanych napojach mlecznych
jest zastosowanie w procesie produkcyjnym odpowiednich kultur bakterii fermentacji
mlekowej. Jak podaja Crittendeni 1 wsp. [5], sposroéd badanych mikroorganizméw naj-
wigkszymi zdolnosciami do syntezy folianow odznaczaty si¢ bakterie z gatunku Strep-
tococcus thermophilus. Bakterie te byly w stanie zwigkszy¢ 4-krotnie zawartos$¢ folia-
noéw, w porownaniu z mlekiem wyjsciowym. Szereg szczepow bakterii z rodzaju
Bifidobacterium wykazuje si¢ takze zdolnoscig syntetyzowania folianow. Prowadzac
fermentacj¢ przy uzyciu kombinacji Streptococcus thermophilus i Bifidobacterium
animalis, uzyskano 6-krotne zwickszenie zawartosci folianow w produkcie [5]. Podob-
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ne badania, majace na celu okreslenie, ktdre szczepy bakterii stosowane do fermentacji
produktéw mleczarskich wptywajg na zawartos¢ folianow, prowadzita Holasova [12].
Najwickszy wzrost zawartosci foliandw zaobserwowata w probkach fermentowanych
z zastosowaniem bakterii z gatunkoéw Streptococcuss alivarius, Streptococcus thermo-
philus 1 Bifidobacterium longum. Natomiast zwigkszenie zawartosci folianow w kefi-
rze, na co wskazuja Drewek i Czarnocka-Roczniakowa [6], mozna uzyska¢ rowniez
poprzez zastosowanie odpowiednich drozdzy. Ziarno kefirowe jest to symbiotyczny
zespot bakterii fermentacji mlekowej oraz drozdzy, ktore nawzajem stymulujg swoj
rozwdj. Autorki wykazaty, ze gdy zawartos¢ komorek drozdzy w stosunku do komérek
bakterii kwasu mlekowego w grzybkach kefirowych zwigkszata si¢, wowczas ogdlna
zawarto$¢ folianow w kefirze zwigkszala si¢ od 4,3 ug/100 g do 6,4 pug/100 g. Bardzo
istotny wptyw na zawarto$¢ folianow w kefirze majg takze warunki przechowywania.
Wykazano, ze bezposrednio wyprodukowany kefir zawieral $rednio 4,3 pg folia-
noéw/100 g, a przechowywanie przez 24 h w temp. pokojowej spowodowato zwigksze-
nie zawartosci folianow do 6,3 pg/100 g. Kefir przechowywany w warunkach chtodni-
czych (4 °C) zawieral zdecydowanie wigcej tej witaminy: 8,2 pg/100 g po 24 h
19,3 ug/100 g po 48 h przechowywania. Warunki chtodnicze wplywaty réwniez bar-
dzo korzystnie na cechy smakowe produktu [6]. PowyzZsze rezultaty potwierdzajg takze
badania Patringa i wsp. [18], ktérzy oznaczajac foliany w szczepach drozdzy wyizolo-
wanych z rosyjskich grzybkow kefirowych wykazali, ze forma SCH;FH, byta w nich
dominujaca. W duzo mniejszej ilosci wystepowaty formy SCHOFH, (5-formylo-
tetrahydrofolian) i FH, (tetrahydrofolian). Srednia zawarto$¢ sumy folianow w o$miu
przebadanych szczepach wynosita 10,780 = 550 pg/100 g suchej masy, chociaz byly
roznice w dystrybucji wymienionych trzech form tej witaminy pomi¢dzy szczepami.
Autorzy potwierdzaja, ze poprzez odpowiedni dobdr szczepéw mozna wplywac na
produkcj¢ pozadanych form folianow w kefirze. Wykazali, ze wybierajac grzybki kefi-
rowe, zawierajace szczepy produkujace bardziej stabilne formy folianow, ftj.
SCHOFH,, istnieje mozliwo$¢ poprawienia stabilnosci folianoéw podczas fermentacji
1 przechowywania, co przyczynia si¢ do zwigkszenia ich zawartosci w kefirach.

W badaniach wilasnych stwierdzono, ze jedynie w przypadku produkcji kefiru,
w jednej tylko serii miato miejsce niewielkie, ale istotne (p < 0,05) zwigkszenie zawar-
tosci SCH3FH, w czasie przechowywania. Moze to §wiadczy¢ o zastosowaniu nieod-
powiednich gatunkéw bakterii fermentacji mlekowej, zarbwno w szczepionce kefiro-
wej, jak 1 jogurtowej. Wezesniejsze badania, dotyczace zawartosci folianow w réznych
szczepach S. cerevisiae [11] wykazaty, ze dobor odpowiednich kultur starterowych jest
bardzo wazny w przypadku dazenia do uzyskania zwigkszenia zawartosci folianow
w zywnos$ci produkowanej przy uzyciu drozdzy. W zwigzku z tym wydaje si¢, ze pro-
ducenci fermentowanych napojow mlecznych powinni bada¢ swoje produkty pod
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wzgledem zawartosci foliandw. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, jak
wazne staje si¢ prowadzenie tego typu analiz.

Whioski

1.

(1]
(2]

(3]
(4]

(10]

(1]

W probkach kefiru i jogurtu zidentyfikowano tylko forme metylowa folianow tj.
S-metylotetrahydrofolian.

W probkach $wiezego kefiru nie stwierdzono zmian ilo$ci 5-metylo-
tetrahydrofolianu w poréwnaniu z mlekiem wyjsciowym, natomiast w trakcie wy-
twarzania jogurtu miata miejsce istotna (p < 0,05) jego redukcja.

Czas chtodniczego przechowywania kefiru (19 dni) nie wptynat na zmniejszenie
zawartosci SCH3FH,, w jogurcie natomiast stwierdzono istotne (p < 0,05) zmniej-
szenie ilosci tej formy foliandw w jednej serii juz po 8 dniach przechowywania,
a w drugiej — po 21 dniach.
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CONTENT OF FOLATES IN FRESH AND COLD STORED KEFIRS AND YOGHURTS

Summary

The objective of the research study was to assess the content of folates in commercial milk and fresh
kefirs and yoghurts as well as in kefirs and yoghurts that were stored at a refrigeration temperature for max
34 days. Kefirs and yoghurts were produced using a thermostatic method. In the samples tested, only



ZAWARTOSC FOLIANOW W KEFIRACH I JOGURTACH SWIEZYCH ORAZ CHEODNICZO... 133

a methyl form of folate (SCH;FH,) was identified. In the raw bulk milk, the content of SCH;FH, was ca.
4.0 ng/100 g. The process of milk pasteurization do not cause decreasing of the folate content. In the kefir
samples, no changes were reported in the amount of SCH3;FH4 compared to the raw bulk milk; however,
a significant decrease (p < 0.05) was found in the content of folate in the yoghurts. The storage time had
a different effect on the content of SCH3;FH, in the kefirs. In one series of the kefirs, no significant de-
crease occurred in the content of SCH3FH,; however, in the second series, a significant increase was found
in the content of folates after a 19 day storage, then, it was followed by a significant decrease after a stor-
age period of 21 days. In the two series of yoghurts, a content of folates was found to decrease during
refrigeration storage.

Key words: folates, kefir, yoghurt, HPLC, storage
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Streszczenie

Obserwuje si¢ wzrost zachorowan wynikajacy z obecnosci drobnoustrojow chorobotworczych w pro-
duktach spozywczych. Proces szacowania ryzyka umozliwia ocen¢ narazenia zdrowia czlowieka na mi-
kroorganizmy obecne w zywnosci. Narzedziem do ilo$ciowej oceny zachowania drobnoustrojow w zyw-
nosci s modele prognostyczne.

Celem pracy byla ocena przezywalnos$ci bakterii Bacillus cereus w serach typu feta i mozzarella pod-
czas przechowywania w temperaturze 3 - 15 °C, przy uzyciu impedymetrycznego systemu Bactrac oraz
opracowanie wynikow metoda mikrobiologii prognostyczne;.

Zastosowano aplikacjg DMFit i porownano parametry wzrostu z danymi uzyskanymi w programie
prognostycznym ComBase Predictor (CP). Prognozy w CP pochodza z danych uzyskanych na pozywkach
mikrobiologicznych (zmodyfikowanych pod wzgledem sktadu).

Stwierdzono, ze sery typu feta i mozzarella w przyjetych warunkach do$wiadczenia stanowity dobra
pozywke do rozwoju bakterii B. cereus. Uzyskane z do§wiadczen oraz wyliczen matematycznych modele
wzrostu B. cereus podczas przechowywania serow typu feta i mozzarella roznity si¢ od prognoz uzyska-
nych w programie CP. Parametrem wzrostu okreslajacym bezpieczenstwo mikrobiologiczne serow typu
feta i mozzarella byt czas trwania lag fazy.

Stowa kluczowe: mikrobiologia prognostyczna, Bacillus cereus, feta, mozzarella, bezpieczenstwo zywnosci

Wprowadzenie

Odnotowuje si¢ coraz wigcej przypadkdw zachorowan bedgcych skutkiem spozy-
cia zywnosci zanieczyszczonej mikroorganizmami chorobotworczymi. Dzigki poste-
powi wiedzy w zakresie mikrobiologii i biotechnologii istnieje mozliwo$¢ skuteczniej-
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szej diagnozy patogenow wystepujacych w zywnosci i1 nastgpuje doktadniejsza reje-
stracja chorob odzywnosciowych [9,12].

Wedhug zalecen Kodeksu Zywnosciowego [16], rozporzadzenia WE 178/2002
[18] i obowigzujacej ustawy o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia z 2006 r. [21]
nalezy prowadzi¢ proces oceny ryzyka. Proces ten powinien laczyé cele zwigzane
z zapewnieniem bezpieczenstwa produkciji zywnos$ci 1 zdrowia publicznego. Rezulta-
tem tego procesu jest mozliwo$¢ oceny niebezpieczenstwa narazenia zdrowia ludzkie-
g0 na drobnoustroje oraz stworzenie wytycznych do minimalizowania ryzyka ich wy-
stepowania [11, 15]. W celu zmniejszenia ryzyka zanieczyszczenia mikro-
biologicznego zywnosci wazny jest jej staty monitoring. Przydatne w tym zakresie sg
automatyczne systemy kontroli czystosci mikrobiologicznej. Pozwalajg one na jako-
sciowe lub ilosciowe oznaczanie réznych grup drobnoustrojow. Alternatywne metody
okreslania stanu mikrobiologicznego zywno$ci umozliwiaja uzyskanie wynikow
w znacznie krotszym czasie niz tradycyjne. Koszty takich analiz s duzo nizsze niz
metod tradycyjnych (np. klasycznej metody ptytkowej). Do automatycznych metod
monitorowania jakosci mikrobiologicznej zywnosci nalezy pomiar impedymetryczny.
Analiza polega na pomiarze przewodnosci elektrycznej w ukladzie: selektywna po-
zywka hodowlana — mikroorganizmy zawarte w badanej probce. System wskazuje
pomiar czasu detekcji, czyli momentu uzyskania okreslonego poziomu namnozenia
liczby komorek bakterii (zazwyczaj jest to detekcja zwigzana z przej$ciem z poziomu
lag fazy do fazy maksymalnego tempa wzrostu). Istnieje zalezno$¢, ze im wyzsza licz-
ba komorek bakterii w badanej probee, tym krétszy jest czas detekcji. Do ilosciowego
okreslania danego gatunku drobnoustroju niezbedne jest skorelowanie czasu detekcji
z liczbg mikroorganizmow wprowadzonych do celek pomiarowych. W celu zachowa-
nia porownywalnosci wynikow metody ptytkowej i pomiaru impedymetrycznego ko-
nieczne jest przeprowadzenie kalibracji urzadzenia, podczas ktorej opracowywane sg
krzywe kalibracyjne w odniesieniu do rezultatow uzyskanych klasyczng metoda ptyt-
kowa. Szybkiej analizie mikrobiologicznej stuza tez stosowane w przemysle spozyw-
czym urzadzenia wykorzystujgce zjawiska: pomiaru fotometrycznego, sygnatu fluore-
scencyjnego, reflaktancji, cytometrii przeplywowej oraz filtracji membranowej
z pomiarem bioluminescencji ATP [10, 12, 14].

Przydatnym narzedziem do szacowania ryzyka mikrobiologicznego jest mikrobio-
logia prognostyczna, ktdéra wykorzystuje modele matematyczne opisujgce przezywal-
no$¢ drobnoustrojow w zywnosci na podstawie wykonanych badan laboratoryjnych.
Ulatwieniem w wykorzystaniu tego narzedzia sg istnicjgce bazy danych i zawarte
w nich programy komputerowe (np. ComBase Predictor, WaMa Predictor) [4, 5, 17].

Celem pracy byta ocena przezywalnosci bakterii Bacillus cereus w serach typu fe-
ta i mozzarella podczas przechowywania w temperaturze 3 - 15 °C, przy uzyciu impe-
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dymetrycznego systemu Bactrac oraz opracowanie wynikow w aspekcie mikrobiologii
prognostyczne;.

Material i metody badan

Do badan przezywalno$ci B. cereus uzyto serow migkkich solankowych typu feta
(o zawartosci: 18 % tluszczu, 10 % biatka, 4 % NaCl) oraz seréw typu mozzarella
(o zawartosci: 19 % thuszezu, 17 % biatka, 1,5 % NaCl), wyprodukowanych przez
polskiego producenta. Sery pochodzily z handlu detalicznego, termin przydatnosci do
spozycia wynosil 6 miesiecy w przypadku fety oraz 21 dni — mozzarelli. Do badan
uzyto 5 réznych partii produkcyjnych seréw (5 powtdrzen do§wiadczenia).

Sery podzielono na 25-gramowe porcje i umieszczono w jatowych workach
umozliwiajacych homogenizacj¢ probek z ptynem do rozcienczen w urzadzeniu typu
Stomacher (Interscience).

W serach oznaczano kwasowo$¢ czynng (pehametr Lab 860, SI Analytics
GmbH).

Do kalibracji systemu Bactrac i zanieczyszczenia probek uzyto hodowli szczepow
B. cereus pochodzacych z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci UWM
w Olsztynie. Szczepy wyizolowano z serow twarogowych.

W celu okres$lania liczby komoérek Bacillus cereus w serach feta i mozzarella do-
konano kalibracji urzadzenia w odniesieniu do klasycznej metody ptytkowej. Wykona-
no szereg dziesigciokrotnych rozcienczen hodowli Bacillus cereus, ktore posiewano
jednoczesnie na ptytki Petriego z wybidrczym podtozem Mossela MYP (Merck) oraz
do specjalnych probowek z elektrodami i bulionem z dodatkiem selektywnym Bimedia
610 (Sy-Lab).

Uzyskane wyniki analiz w systemie Bactrac z szeregu kolejnych dziesigciokrot-
nych rozcienczen (w postaci czasu detekcji DT) wprowadzano do arkusza kalibracyj-
nego w oprogramowaniu obstugujacym urzadzenie. Kolejne etapy obejmowaty zdefi-
niowanie funkcji regresji liniowej, rodzaju testu oraz wprowadzenie wartosci
odczytanych w metodzie ptytkowej. System Bactrac analizowat inkubowane probki w
temperaturze optymalnego wzrostu liczby komorek B. cereus tj. 37 °C. W tej samej
temperaturze przechowywano ptytki Petriego w ciagu 48 h.

Probki zanieczyszczano patogenami (pasaz uaktywnionych szczepéw prowadzo-
ny na bulionie wzbogaconym) na poziomie ok. 3 log jtk/g i przetrzymywano w inkuba-
torach precyzyjnych z chtodzeniem (Memmert) w temp.: 3, 6, 9, 121 15 °C. W trakcie
przechowywania probek prowadzono oznaczenie liczby B. cereus systemem Bactrac.
Czas przechowywania uzalezniony byt od zastosowanej temperatury inkubacji, ktora
bezposrednio wplywala na tempo wzrostu B. cereus. Przygotowano po 15 zanieczysz-
czonych probek z kazdej partii sera i z kazdego wariantu temperatury przechowywania.
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Z uzyskanych wynikéw obliczano wartosci Srednie, ktére po zlogarytmowaniu
wprowadzano do aplikacji DMFit (dodatek (add in) do excela (MS Office)). DMFit
umozliwial dopasowanie modelu matematycznego Baranyi’ego i Robertsa do danych
cksperymentalnych. W celu wyznaczenia doktadno$ci modelu trzeciorzedowego
ComBase Predictor (CP) wygenerowane symulacje porownywano z otrzymanymi w
aplikacji DMFit modelami wzrostu B. cereus w serach typu feta i mozzarella. Program
CP jest jednym z narzg¢dzi internetowej bazy danych ComBase. Prognozy generowane
przez CP bazuja na wynikach uzyskanych z badan w zmodyfikowanych pod wzgledem
sktadu pozywkach mikrobiologicznych [1, 2, 3, 4].

Program umozliwiat ustawienie poziomu poczatkowej liczby komodrek roéznych
gatunkow bakterii, pH, aktywnosci wody, zawarto$ci kwasoéw organicznych, NaCl,
temperatury oraz czasu przechowywania. W programach DMFit (wartosci obserwowa-
ne w doswiadczeniu) i CP (wartosci prognozowane) oszacowano specyficzne tempo
wzrostu p [log jtk/h/g] oraz czas trwania lag fazy. Na podstawie tempa wzrostu (p)
w poszczegdlnych temperaturach przechowywania zanieczyszczonych produktow
przeprowadzono graficzng walidacj¢ otrzymanych modeli na podstawie rozlozenia
obserwowanych i prognozowanych wartosci wokot linii rownosci na wykresie.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie wynikow z kalibracji urzadzenia Bactrac oszacowano rownanie re-
gresji liniowej (R* = 0,98) o postaci:

log jtk/g =-0,3363 DT + 10,933, gdzie: DT — czas detekcji [h].

Réwnanie umozliwito ilosciowe okreslenie liczby komorek B. cereus w serach
typu feta i mozzarella w zaleznos$ci od czasu detekcji.

Badania prowadzono do momentu uzyskania pelnej krzywej wzrostu bakterii B.
cereus. W temp. 3, 6 1 9 °C czas ten wynosit 624 h i dotyczyl obydwu serow. W 12
i 15 °C wzrost bakterii w serze typu feta wynosit 220 h, a w serze typu mozzarella —
288 h. Dzigki aplikacji DMFit wyliczono wspotczynniki determinacji R* w poszcze-
golnych temperaturach eksperymentu (tab. 1). Wysokie wartosci wspotczynnikow R?
$wiadczg o dobrym dopasowaniu pierwszorzedowego modelu wzrostu wg Baranyi’ego
i Robertsa do danych eksperymentalnych

W programie CP wprowadzono wielko$ci parametréw zblizone do wihasciwosci
fizykochemicznych badanych seréw. W przypadku sera typu feta byly to wielkosci: pH
— 4.9, zawartos¢ NaCl — 4 %. Warto§¢ poczatkowej liczby bakterii w obydwu serach
ustawiono na poziomie 3 log jtk/g, natomiast czas przechowywania probek uzaleznio-
ny byt od trwania do§wiadczenia. W badaniach eksperymentalnych pH sera typu feta
wynosito 4,7 + 4,8 podczas catego okresu przechowywania. Program CP umozliwiat
wprowadzenie wartosci minimalnych pH 4,9 oraz 5 °C i takie wartosci przyjeto w celu
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porownania prognoz CP z wynikami uzyskanymi w do$wiadczeniu (temp. 3 °C).
W przypadku sera typu mozzarella w programie CP przyjeto wielkosci parametrow
fizykochemicznych: pH — 5,4 (podczas przechowywania 5,4 = 5,5), zawartos¢ NaCl —
1,5 %. Najnizsza temperatura mozliwa do ustawienia w CP wynosita, podobnie jak
w przypadku sera feta, 5 °C.

Tabela 1. Wspbtezynniki determinacji (R?) miedzy liczbg bakterii B. cereus a czasem detekcji, w zalez-
nosci od temperatury ich wzrostu — wyliczone w aplikacji DMFit.

Table 1. Coefficients of determination (R?) between B. cereus count and detection time depending on
temperature of their growth — as calculated using DMFit application.

Temperatura / Temperature [°C]
Ser / Cheese
3 6 9 12 15
Feta 0,99 0,95 0,98 0,96 0,98
Mozzarella 0,98 0,98 0,97 0,97 0,97

Na rys. 1 a-e. przedstawiono krzywe wzrostu B. cereus uzyskane po dopasowaniu
modelu Baranyi’ego i Robertsa do danych eksperymentalnych (w aplikacji DMFit)
oraz wygenerowane przez program CP. Zaobserwowano roznice miedzy modelami
opracowanymi na podstawie danych eksperymentalnych i uzyskanych w programie
CP. W przypadku probek sera typu feta, czas przej$cia bakterii z lag fazy do fazy
wzrostu logarytmicznego byt krotszy w stosunku do prognoz uzyskanych w CP w kaz-
dej temperaturze przechowywania. Swiadczyt o tym wyliczony w DMFit czas trwania
lag fazy w przypadku danych eksperymentalnych i tych uzyskanych z programu CP
(tab. 2). Program CP nie generowal bezpiecznych prognoz wzrostu B. cereus mimo
ustawienia warto$ci pH wyzszej niz w produkcie (nizsze pH wplywa na zahamowanie
rozwoju drobnoustrojow). W temp. 15 °C w zakresie danych eksperymentalnych
(DMFit) nie zaobserwowano lag fazy, a faza logarytmicznego wzrostu nastgpila
w bardzo krotkim czasie po zanieczyszczeniu produktu (rys. le, tab. 2).

W przypadku badan z uzyciem sera typu mozzarella, prognozy wygenerowane
w programie CP zapewnialy margines bezpieczenstwa, szczegodlnie w temp. 9, 12
115°C (rys. 1 ¢, d, e).

Little i Knechel [13] badali przezywalnos$¢ B. cereus w temp. 4, 8 1 20 °C w serze
z porostem plesni typu brie. Badacze zaobserwowali, ze podczas przechowywania w
temp. 4 1 8 °C utrzymywat si¢ poziom poczatkowy — 4 log jtk/g, a w 20 °C po ok. 50 h
przechowywania nastgpit przyrost liczby komorek do 7 log jtk/g. Maksymalne tempo
wzrostu wynosito 0,083 log jtk/g/h. W badaniach wtasnych stwierdzono natomiast, ze
maksymalne tempo wzrostu B. cereus w najwyzszej temp. 15 °C wynosito: w serze
typu feta — 0,022 log jtk/g/h, a w serze typu mozzarella — 0,026 log jtk/g/h (rys. 2).
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Rys. 1. Wyniki modelowania pierwszorzedowego opisujace wzrost liczby Bacillus cereus w temp.: 3, 6,
9,121 15 °C (odpowiednio rys. a, b, ¢, d, ) w serach typu feta i mozzarella.
Fig. 1.  Results of primary modelling that represent the growth of Bacillus cereus at temperatures of 3, 6, 9,

12, and 15 °C (Fig. Fig. a), b, c, d, and e, respectively) in feta and mozzarella types of cheese.
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Rukure i1 Bester [19] analizowali mozliwos¢ rozwoju B. cereus podczas produkcji
sera gouda. W tym celu mleko kotlowe w trakcie dodatku podpuszczki zanieczyszczo-
no tymi bakteriami. Wymienieni autorzy obserwowali kietkowanie przetrwalnikow,
ktére namnozyty si¢ do poziomu 4,4 log jtk/g (do etapu prasowania i solenia sera).
Jednak po 6 tygodniach dojrzewania autorzy zaobserwowali redukcj¢ B. cereus do
poziomu ponizej 2 log jtk/g. Na wymieranie komorek B. cereus wptyw mogta mieé,
oprécz soli, obecnos$¢ bakterii fermentacji mlekowej wykorzystywanych w procesie
technologicznym [7, 8]. Odmienne technologie produkcji moglty wplynaé na przezy-
walno$¢ tego patogenu.

Tabela 2. Czas trwania lag fazy Bacillus cereus w serach typu feta i mozzarella podczas przechowywa-
nia w temperaturze od 3 do 15 °C.

Table 2.  Lag phase duration of Bacillus cereus in feta and mozzarella cheeses during storage at a tem-
perature from 3 to 15 °C.

Ser typu feta Ser typu mozzarella
Temperatura Feta type of cheese Mozzarella type of cheese
Temperature lag faza (CP
I?, lag faza (DMFIT) lag faza (CP) lag faza (DMFIT) ag faza (CP)
[°Cl lag phase [h]
lag phase [h] lag phase [h] lag phase [h]
3 (5°C-CP) 206,16 324,42 359,68 184,25
6 201,50 282,52 345,67 154,63
9 160,37 181,63 159,38 93,28
12 81,72 115,97 93,76 58,43
15 0,00 81,68 79,84 37,94

Na rys. 2. przedstawiono walidacj¢ graficzng modeli pierwszorzgdowych poprzez
poréwnanie obserwowanego (DMFit — badania wlasne) i prognozowanego (CP) tempa
wzrostu. Punkty lezace powyzej linii rownosci stanowia o wysokim marginesie bez-
pieczenstwa prognoz uzyskanych w programie CP, za$ ponizej tej linii $wiadczg
0 mozliwosci szybszego namnazania si¢ B. cereus w badanych produktach niz przewi-
dywat CP [9]. Parametr p w przypadku sera typu feta w zakresie temp. 3 + 15 °C miat
podobnag wartos¢ (pomiedzy 0,017 a 0,021 log/jtk/g/h), za§ wartosci uzyskane w CP
zwigkszaly si¢ wraz ze wzrostem temperatury (od 0,009 do 0,040 log/jtk/g/h). W przy-
padku sera typu mozzarella wartosci u wyniosty od 0,019 do 0,026 log/jtk/g/h, a pro-
gnozowane w CP od 0,017 do 0,087 log/jtk/g/h. Optymalna temperaturg wzrostu wege-
tatywnych form bakterii B. cereus jest zakres 30 + 40 °C, stad tez wartosci 1 uzyskane
podczas doswiadczenia nie wykazywaty duzej r6znicy [19].
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Rys. 2. Obserwowane (DMFit) i Prognozowane (CP) tempo wzrostu [u] Bacillus cereus w serach typu
feta (#) i mozzarella (x) podczas przechowywania (3, 6, 9, 1211 15 °C).

Fig. 2. Observed (DMFit) and Predicted (CP) growth rate [p] of Bacillus cereus in feta (¢) and mozza-
rella (x).

Znaczacym parametrem wzrostu dotyczgcym stabilno$ci mikrobiologicznej pro-
duktu w przypadku obydwu serow byt czas trwania lag fazy (im wyzsza temperatura
przechowywania, tym krotszy czas).

Nalezy zauwazy¢, ze sporotworcze bakterie B. cereus sg rozpowszechnione w na-
turze i sg tez obecne w srodowisku zwigzanym z produkcjg i przetworstwem Zywnosci.
Generalnie wystepuja one w Srodowisku o niskiej aktywnosci wody, lecz w wyniku
przetrwania obrobki cieplnej w produkcji serow ich toksyny mogg stanowi¢ potencjal-
ne zrédlo zatru¢ pokarmowych. Liczba komoérek juz na poziomie 3 log jtk/g (lub
spor/g) w produkcie spozywczym moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zdrowia
konsumenta [6].

Whioski

1. W zakresie temperatur od 3 do 15 °C sery typu feta i mozzarella uzyte w doswiad-
czeniu stanowity dobrg pozywke do rozwoju bakterii B. cereus.

2. Prognozy przezywalnosci B. cereus uzyskane w programie CP rdznig si¢ od za-
chowania tych patogendéw w przeprowadzonych badaniach.

3. System Bactrac stanowi przydatng metod¢ w szacowaniu ryzyka mikrobiologicz-
nego dla tego typu produktow mleczarskich.

4. Parametrem wzrostu okres$lajacym bezpieczenstwo mikrobiologiczne serow typu
feta i mozzarella byl czas trwania lag fazy.
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APPLYING ALTERNATIVE METHODS TO ASSESS MICROBIOLOGICAL SAFETY
OF SELECTED CHEESES

Summary

The increase has been reported in the incidence of foodborne diseases caused by pathogens in food-
stuffs. A risk assessment process makes it possible to assess consumer health risks associated with those
pathogens in food. Predictive models constitute a tool to quantitatively evaluate the behaviours of micro-
organisms in food.

The objective of the research study was to assess the viability of Bacillus cereus rods in feta and moz-
zarella types of cheese during storage at a temperature from 3 to 15 °C with the use of an impedimetric
system Bactrac, and to study the results obtained using a method in predictive microbiology.

A |DMFit application was utilized and the growth parameters were compared with the data acquired
through a predictive ComBase Predictor software (CP). The CP predictions were derived from the data
obtained using microbiological media (modified in terms of composition).

It was found that, under the prearranged experimental conditions, the feta and mozzarella cheeses were
a good culture medium for the Bacillus cereus bacteria to develop. The models, produced on the basis of
the experiments and mathematical calculations, of the B. cereus growth during storage differed from the
models that were predicted by the CP software. The duration of the lag phase was a growth parameter that
determined the bacterial safety of feta and mozzarella types of cheese.

Key words: predictive microbiology, Bacillus cereus, feta, mozzarella, food safety
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ANALIZA IN SILICO PEPTYDOW IMMUNOAKTYWNYCH
POCHODZACYCH Z BIALEK ZYWNOSCI — BADANIA
Z WYKORZYSTANIEM BAZY BIOPEP

Streszczenie

Analizie bioinformatycznej poddano 89 peptydéow immunoaktywnych dostgpnych w bazie BIOPEP.
Obecnos¢ fragmentdw potencjalnie immunoaktywnych stwierdzono w 90 ze 150 sekwencji analizowa-
nych biatek. Sekwencje aminokwasowe badanych peptydéw analizowano z uwzglednieniem: dlugosci
fancucha, udziatu procentowego poszczegdlnych aminokwaséw, pl, molowego wspolczynnika ekstynkeji,
indeksu hydropatii i tadunku wypadkowego. Ponadto okreslono mozliwosci ich uwalniania in silico przez
enzymy proteolityczne. Na podstawie komputerowej analizy z zastosowaniem programu ProtParam
stwierdzono, ze immunoaktywne peptydy to glownie fragmenty hydrofilowe, w sekwencji ktérych prze-
wazaja takie aminokwasy, jak: Lys, Arg i Pro, obdarzone fadunkiem dodatnim w neutralnym pH. W kom-
puterowej symulacji proteolizy in silico wybranych 11 biatek Zywnos$ci o najwigkszej czgstosci wystepo-
wania peptydow immunoaktywnych (parametr A > 0,02) wykazano, ze tylko trzy enzymy: chymaza (EC
3.4.21.39), elastaza trzustkowa (EC 3.4.21.36) i endopeptydaza glicylowa (EC 3.4.22.25), sposrod dostep-
nych w bazie BIOPEP, wykazywatly specyficzno$¢ pozwalajaca na uwalnianie peptydow immunoaktyw-
nych w uktadzie jednego enzymu. Produktami hydrolizy analizowanych biatek, przy uzyciu wybranych
enzymow proteolitycznych, byly glownie 2 - 3 aminokwasowe fragmenty peptydowe.

Stowa kluczowe: peptydy immunoaktywne, baza BIOPEP, analiza bioinformatyczna, proteoliza in silico

Wprowadzenie

Bialka sg podstawowymi sktadnikami zywnosci zarowno pod wzgledem zywie-
niowym, jak i funkcjonalnym. Sg Zzrodtem energii, ale przede wszystkim — aminokwa-
soOw niezbednych do syntezy biatek ustrojowych. Dodatkowo wiele bialek wykazuje
specyficzng aktywno$¢ biologiczna, ktéra moze ksztattowaé funkcjonalne czy tez
prozdrowotne wilasciwosci produktow zywnosciowych. Biatka te, jak i1 produkty ich

Drinz. M. Dziuba, dr inz. D. Nafecz, Katedra Biochemii Zywnos’ci, dr inz. B. Dziuba, Katedra Mikrobio-
logii Przemystowej i Zywnosci, Wydz. Nauki o Zywnosci, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Pl. Cieszynski 1, 10-726 Olsztyn. Kontakt: dziuba.uwm.edu.pl
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hydrolizy — peptydy, moga rowniez wptywac na wlasciwosci zywnos$ci oraz oddziaty-
waé na organizm cztowieka. To oddzialywanie zwigzane jest z mozliwo$cig wzboga-
cania endogennego systemu peptydow bioaktywnych [5, 7, 9, 24].

W wyniku prac badawczych poznano i scharakteryzowano peptydy biologicznie
aktywne [2, 3, 8]. Podjeto si¢ tez opracowania i zastosowania bazy biatek i bioaktyw-
nych peptydow BIOPEP [1], ktorg udostgpniono na stronie internetowej
[www.uwm.edu.pl/biochemia]. Zawiera ona podstawowe informacje na temat biolo-
gicznej aktywnosci peptydéw, masy chemicznej i monoizotopowe;j, dlugosci tancucha,
wartosci ECsq 1 dane bibliograficzne. Komputerowa ocena biatka jako prekursora bio-
aktywnych peptydoéw przeprowadzana jest na podstawie zaproponowanych kryteriow,
a mianowicie: profilu potencjalnej aktywnosci biatka, czgstosci wystepowania bioak-
tywnych fragmentoéw oraz ich potencjalnej aktywnosci. W bazie BIOPEP znajduje si¢
2609 peptydow bioaktywnych, wykazujacych czterdziesci cztery rodzaje aktywnosci,
w tym peptydy o aktywno$ci immunomodulacyjnej i immunonostymulacyjnej. Pepty-
dy te moga wzmagac¢ takie funkcje uktadu immunologicznego, jak: proliferacja limfo-
cytow, aktywnos¢ komorek NK (,,naturalni zabdjcy”), synteza przeciwciat i dziatanie
cytokin. Ponadto peptydy immunoaktywne moga redukowac¢ reakcje alergiczne u oso6b
sktonnych do atopii i wzmacniac jelitowa odporno$¢ w przewodzie pokarmowym [20].
Jest wiele przyktadow wzmacniania lub ostabiania uktadu odpornosciowego przez
peptydy pochodzace z bialek zywnosci [13, 14].

Celem przeprowadzonych badan byta bioinformatyczna analiza peptydow immu-
noaktywnych oraz biatek zywnosci, jako prekursoréw tych peptydow z wykorzysta-
niem bazy BIOPEP.

Materialy i metody badan

Bioinformatyczna oceng bialek zywnosci jako prekursoréw peptydow immunoak-
tywnych oraz ich fizykochemiczng charakterystyke przeprowadzono korzystajac
z bazy danych bialek i bioaktywnych peptydow BIOPEP [1]. Analizowano sekwencje
aminokwasowe 89 dostgpnych w bazie peptydow immunoaktywnych oraz wybranych
150 biatek.

Sekwencje aminokwasowe badanych peptydéw analizowano z uwzglednieniem:
dtugosci tancucha, udziatu procentowego poszczegdlnych aminokwasow, pl, molowe-
go wspotczynnika ekstynkeji, indeksu hydropatii i tadunku wypadkowego. Masa cza-
steczkowa peptydow byta wyliczana automatycznie po wybraniu sekwencji aminokwa-
sowej w bazie BIOPEP. Ladunek wypadkowy okreslano na podstawie wartosci pK
grup jonizujacych w tancuchach bocznych aminokwaséw: Lys, Arg, His, Glu i Asp
w neutralnym pH. Obliczenia pozostalych parametrow wykonywano z wykorzysta-
niem programu Protparam [25]. Obliczenia wszystkich parametréw w odniesieniu do
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sekwencji zawierajgcych mniej niz 5 reszt aminokwasowych wykonywano samodziel-
nie, wykorzystujac zdefiniowane algorytmy [12].

W bazie BIOPEP znajduje si¢ panel ,,Analysis”, w ktorym automatycznie, po wy-
braniu sekwencji biatka, wyznaczany jest profil jego potencjalnej biologicznej aktyw-
nosci (zaktadka ,,Profiles of proteins biological activity”) oraz obliczana jest czgstos¢
wystepowania motywow o okreslonej aktywnosci w tancuchu polipeptydowym biatka
(zaktadka ,,A, B, Y Calculation). Profil potencjalnej aktywnosci biologicznej biatka
okresla rodzaj, ilos¢ i potozenie wystepujacych w biatku fragmentow aktywnych. Cze-
sto$¢ wystepowania fragmentdw o okreslonej aktywnos$ci biologicznej w tancuchu
biatkowym (parametr A) opisana jest rownaniem:

A =a/N,

gdzie: a — liczba fragmentow o danej aktywnosci w tancuchu biatka, N — liczba reszt
aminokwasowych w tancuchu polipeptydowym.

Bialka zywno$ci o najwyzszej wartosci parametru A (czgstoSci wystepowania
peptydow immunoaktywnych) poddano proteolizie in silico w bazie BIOPEP [1].
W celu okreslenia mozliwo$ci uwalniania peptydow immunoaktywnych z biatek pre-
kursorowych zastosowano aplikacj¢ ,,Enzyme(s) action”. Pozwala ona na hydrolize
biatek jednym lub maksymalnie trzema dowolnie wybranymi enzymami proteolitycz-
nymi sposrod 28 dostepnych w bazie. W pracy wykorzystano 2 opcje hydrolizy bialek:
jednym i dwoma enzymami.

Wiyniki i dyskusja

Analizie bioinformatycznej poddano 89 peptydow immunoaktywnych dostepnych
w bazie BIOPEP. Wsrod peptydow immunoaktywnych przewazaty fragmenty zawiera-
jace w tancuchu od czterech do sze$ciu reszt aminokwasowych (51 peptydow).

Wyniki komputerowej analizy skladu aminokwasowego i witasciwosci fizyko-
chemicznych peptydow immunoaktywnych zestawiono w tab. 1. i 2. Ponad 56 %
wszystkich peptydéw zawierato aminokwasy: Lys, Arg i Pro. W co najmniej dwudzie-
stu peptydach wystepowaly reszty: Gln, Glu, Gly, Ile, Leu, Phe, Tre, Tyr i Val. Najrza-
dziej w analizowanych peptydach wystepowaty: Ala, His, Trp i Cys. Udziat procento-
wy aminokwasow w sekwencjach peptydow immunoaktywnych obliczono
w odniesieniu do wszystkich badanych peptydéw. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
pewne aminokwasy wystepuja czesciej w tancuchach i mogg wplywaé na immunoak-
tywnos¢ peptydow. W sekwencji biologicznie aktywnych peptyddéw i w zaleznosSci od
rodzaju tej aktywnos$ci mogg dominowaé aminokwasy: Val, Leu, Pro, His, Tyr, Glu
1 Asp [17]. Maksymalne wartosci sredniego udziatu aminokwasow we wszystkich ana-
lizowanych peptydach immunoaktywnych uzyskano w przypadku Lys, Arg i Pro,
a minimalne — w Cys, Trp i His. Warto$ci $redniego udzialu aminokwasow w sekwen-
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cjach, w ktérych dany aminokwas byt obecny, wskazuja, ze oprocz tych trzech domi-
nujacych aminokwasoéw pewne znaczenie moze mie¢ obecnosé: Glu, Gly, Phe czy Tyr.
Np. oryzatensyna, znany peptyd wielofunkcyjny wykazujacy aktywno$¢ imunomodu-
lacyjnag powodujaca skurcze mig$ni gtadkich i antagonistyczng do opioidowej, oraz
peptydy jej pokrewne o takiej samej aktywnosci zawierajg reszte Arg jako C-koncowy
aminokwas, reszt¢ Leu w pozycji trzeciej i reszte hydrofobowa (Leu lub Tyr) w pozy-
cji piatej od C-konca [29]. Ponadto w sekwencji oryzatensyny wystepuja reszty Pro.
Znaczenie Pro w ksztattowaniu biologicznej aktywnosci omawiano w literaturze

Tabela 1. Zawarto$¢ aminokwasow w analizowanych peptydach immunoaktywnych.
Table 1.  Content of amino acids in immunoactive peptides analysed.

Srednia zawartos¢ i 5
aminokwaséw z:vlvcizlr):jgce}?ctﬁd;azy Min. — mgks. zawartos¢ reszt
. : aminokwasowych
Aminokwasy Average content of aminokwas Min - max content of amino
Amino acids ammoo acids Number of peptidqs acid residues
[%o] containing given amino o
a b acid (%]

Ala 1,68 16,61 9 3,10-33,30
Arg 11,79 20,58 51 5,30 - 50,00
Asn 2,31 12,08 17 4,00 - 20,00
Asp 3,77 17,65 19 4,50 - 40,00
Cys 0,47 13,80 3 8,00 - 16,70
Gln 3,05 13,58 20 4,00 - 25,00
Glu 4,80 21,37 20 5,30 - 66,70
Gly 5,90 18,77 28 3,60 - 66,70
His 0,54 9,54 5 3,10- 16,70
Tle 4,94 15,16 29 4,00 - 33,30
Leu 5,92 16,33 32 5,60 - 66,70
Lys 12,91 22,98 50 3,60 - 50,00
Met 1,40 12,44 10 4,00 - 33,30
Phe 4,30 18,22 21 4,30 - 33,33
Pro 12,18 20,46 53 3,10 - 50,00
Ser 3,52 16,47 19 4,00 - 40,00
Thr 6,61 17,30 34 3,60 - 33,30
Trp 0,47 13,80 3 8,00 - 16,70
Tyr 6,05 18,56 29 3,10 - 50,00
Val 6,91 17,76 35 3,10 - 40,00

Objasnienia: Explanatory notes:
a — wszystkie peptydy immunoaktywne / all immunoactive peptides;
b — peptydy zawierajace dany aminokwas / peptides that contain given amino acid.
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Tabela 2. Fizykochemiczne wlasciwosci peptydow immunoaktywnych.
Table 2.  Physical-chemical properties of immunoactive peptides.

Wyréznik Srednia warto$¢ Min. warto$¢ Maks. wartos¢
Index Mean value Min value Max value

Masa czgsteczkowa

Molecular mass 928,37 238,26 3669
[Da]
pl 8,2 3,61 12,6

Wspotczynnik molowej ekstynkcji

L . 2261,25 1490 11000
Molar extinction coefficient
Indeks n¥e‘stal.)11nosm 36,87 5143 179.53
Instability index
Indeks alifat Sci
nde .sal'a}./cznosm 6431 0.00 260
Aliphatic index
Indeks h tii
ndeks ydr(?pa il 0.92 3,97 2,68
Hydropathy index
L k nett
adunek netto ! 5 g

Net charge

przedmiotu [10, 27, 31]. Wyniki analizy sktadu aminokwasowego peptydéw immuno-
modulacyjnych wskazuja, ze wiele z nich to fragmenty, w ktorych sekwencji dominuje
jeden lub kilka aminokwaséw [10, 17].

Konsekwencjg sktadu aminokwasowego sg okreslone wtasciwosci struktury pep-
tydow. W tab. 2. przedstawiono minimalne, $rednie i maksymalne warto$ci wybranych
parametrow fizykochemicznych analizowanych peptydéw immunoaktywnych. Przy-
ktadowo, zakres mas czasteczkowych peptydow wynosit od 238 do 3669 Da, a §rednia
masa czasteczkowa — ok. 930 Da. Wsrdd peptyddéw przewazaty te o masie 500 +
700 Da (okoto 50 % wszystkich peptydow). Sposrdd 89 analizowanych peptydow 38
miato wartos¢ pl < pH 7, a 51 — pl > pH 7. Ta obserwacja taczy si¢ z analizag wypad-
kowych tadunkéw peptydow obliczonych w neutralnym pH oraz analizowang powyzej
zawartos$cig poszczegdlnych aminokwaséw: 18 peptydow miato tadunek ujemny, 53 —
dodatni, pozostale peptydy byty obojetne (rys. 1). Wiele znanych peptydéw obronnych,
naturalnie wytwarzanych w ukladzie immunologicznym, ma czasteczki obdarzone
fadunkiem dodatnim, co wynika z obecnos$ci w ich sktadzie aminokwasdéw zasadowych
[17, 28]. Molowy wspotczynnik ekstynkcji obliczono tylko fragmentom, w sekwencji
ktorych wystepowal co najmniej jeden z aminokwasow absorbujacych swiatlo przy
dtugosci fali A = 280 nm, to znaczy Tyr, Trp i Cys (32 peptydy). Wartos¢ molowego
wspotczynnika ekstynkcji wigckszosci peptydow byla niska i wynosita 1490, co jest
zbiezne z matg zawartoscig gtownie Trp i Cys. Okoto 54 % analizowanych peptydow
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(48) miato warto$¢ indeksu niestabilnosci ponizej czterdziestu, co znaczy, ze byly sta-
bilne [16]. Indeks alifatycznosci, dodatnio skorelowany z termostabilnoscia, jest defi-
niowany jako wzgledna objeto$¢ zajmowana przez tancuchy boczne Ala, Val, Ile i Leu.
W przypadku 22 analizowanych fragmentow indeks alifatycznosci wynosit zero, co
znaczy, ze peptydy nie zawieraly zadnego z wymienionych aminokwasow. Warto$¢
indeksu alifatycznos$ci w granicach 50 + 80 uzyskato okoto 30 % wszystkich pepty-
doéw. Warto$¢ indeksu hydropatii, wskazujacego na stopien rozpuszczalnosci pepty-
dow, byla ujemna w przypadku 64 sposrdd analizowanych peptydow. Swiadczy to
o ich hydrofilowym charakterze [25].

Ladunek wypadkowy/Netcharge:H -5 B4 B3 B2 @B-1 0001 B2 833 B4 B5 86 08

Rys. 1. Rozktad tadunku netto peptydow immunoaktywnych [%].
Fig. 1. Immunoactive peptides net charge distribution [%].

Obecnos¢ fragmentéw potencjalnie immunoaktywnych stwierdzono w 90 ze 150
sekwencji analizowanych biatek. Parametr A analizowanych bialek przyjmowat warto-
$ci od 0,0013 do 0,0287. Najbogatszym potencjalnym zrodtem peptydow immunoak-
tywnych (parametr A > 0,02) okazaty si¢ biatka: warianty genetyczne krowiej kazeiny-
B, laktoalbumina-a pochodzaca z roznych gatunkow, mioglobina, flawodoksyna, pro-
lamina ryzu, inhibitor trypsyny i monelina. W tancuchach polipeptydowych wariantow
genetycznych kazeiny-B wystgpowato od 4 do 6 peptydow immunoaktywnych, w lak-
toalbuminie-a — 3, we flawodoksynie — 2, a w pozostatych biatkach po jednym poten-
cjalnie immunoaktywnym fragmencie. Motywy o potencjalnej aktywno$ci immuno-
modulacyjnej wystepuja w hydrofilowych fragmentach czasteczek biatkowych, o czym
$wiadczy ujemna wartos¢ indeksu hydropatii (Srednia warto$¢ indeksu hydropatii
fragmentoéw potencjalnie immunoaktywnych wyniosta -0,92).
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Fragmenty biatka, odpowiadajace sekwencjom bioaktywnych peptydow, wykazu-
ja aktywno$¢ po ich uwolnieniu ze struktury prekursora. Aby uzyskaé¢ odpowiedz na
pytanie o mozliwo$¢ uwalniania peptydow immunoaktywnych, przeprowadzono prote-
oliz¢ in silico wybranych 11 biatek Zywnosci o najwigkszej czestoSci wystepowania
peptydow immunoaktywnych (parametr A > 0,02). Uzyskane wyniki przedstawiono
w tab. 3. Tylko trzy enzymy proteolityczne, sposrdéd 28 zgromadzonych w bazie
BIOPEP, wykazywaty specyficzno$¢, pozwalajaca na uwalnianie peptydéw immuno-
aktywnych w ukltadzie jednego enzymu. Enzymami tymi byly: chymaza (EC
3.4.21.39), clastaza trzustkowa (EC 3.4.21.36) i endopeptydaza glicylowa (EC
3.4.22.25). Pozostate bioaktywne fragmenty otrzymano stosujac trzy kombinacje
dwoch roznych enzymow proteolitycznych. Produktami hydrolizy analizowanych bia-
tek, przy uzyciu wybranych enzyméw proteolitycznych, byly glownie 2-, 3-
aminokwasowe fragmenty peptydowe. Wyjatek stanowit heksapeptyd PGPIPN, uwal-
niany wraz z peptydem LLY, w wyniku dziatania nastepczego chymazy (EC 3.4.21.39)
i endopeptydazy glutamylowej II (EC 3.4.21.82) z krowiej kazeiny-f3, wariantow gene-
tycznych A2 i E (biatka, ID 1098 i 1102). W wyniku hydrolizy krowiej kazeiny-f,
wariantu genetycznego Al (biatko, ID 1097), przy zastosowanej kombinacji wymie-
nionych enzymoéw otrzymano tylko jeden produkt hydrolizy — peptyd LLY. Peptyd
LLY byt uwalniany rowniez pod wpltywem samoistnego dziatania chymazy (EC
3.4.21.39) i byt jedynym produktem hydrolizy krowiej kazeiny-p (wszystkich trzech
analizowanych wariantéw genetycznych). Swiadczy to o niewielkich réznicach
w uwalnianiu produktow proteolizy w warunkach in silico, w zaleznosci od wariantu
genetycznego danego biatka. Wskazuje jednak na mozliwos¢ uwalniania nowych, in-
nych produktow hydrolizy. Niewielkie roéznice ilosciowe w produktach komputerowe;
symulacji proteolizy stwierdzono w zalezno$ci od gatunku na przyktadzie laktoalbu-
miny-o. W przypadku krowiej i ludzkiej laktoalbuminy-a (biatka, ID 1077 i 1115)
w kombinacji 2 enzymow proteolitycznych: elastazy trzustkowej (EC 3.4.21.36) i pro-
teazy V8 (EC 3.4.21.19) byty uwolnione 2 immunoaktywne fragmenty peptydowe YG,
natomiast z owczej laktoalbuminy-ao (biatko, ID 1082) tylko jeden peptyd YG (tab. 3).
W uktadzie dziatania jednego enzymu, z fancuchow krowiej i ludzkiej laktoalbuminy-
o, enzymy: eclastaza trzustkowa (EC 3.4.21.36) i endopeptydaza glicylowa (EC
3.4.22.25) uwolnity po 1 fragmencie peptydowym YG. Z owczej laktoalbuminy-o nie
zostal za$ uwolniony zaden peptyd immunoaktywny. Ponadto w tab. 3. przedstawiono
wyniki proteolizy in silico mioglobiny (ID 1125) oraz inhibitora trypsyny (ID 1232).
Nie uwolniono zadnego dluzszego, znanego fragmentu immunoaktywnego. W literatu-
rze szeroko oméwiono pozyskiwanie peptydéw w procesie enzymatycznej hydrolizy
[4, 13, 26, 30]. Przykladem sg immunopeptydy otrzymane z kazeiny-og;, - 1 -k oraz
laktoalbuminy-a, ktére moga zaréwno tlumi¢, jak i wzmagaé¢ odpowiedZz immunolo-
giczng. Otrzymywany w wyniku enzymatycznej hydrolizy krowiej kazeiny-f3 peptyd
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B-kazomorfina wzmaga proliferacj¢ limfocytow i komdrek NK [23]. Kazocydyna
i isracydyna, peptydy otrzymywane z kazeiny-ag;, stymulujg fagocytoze i odpowiedz
immunologiczng wywotang infekcjag bakteryjng [22]. Peptydy powstate w wyniku hy-
drolizy kazeiny-k przez trypsyng inhibujg agregacje ptytek krwi i wigzanie fibrynogenu
z ptytkami krwi [11].

Hydroliza biatek zywnosci in silico (baza BIOPEP) przeprowadzana jest wytacz-
nie na podstawie rozpoznania w strukturze pierwszorzedowej okreslonej resz-
ty/okreslonych reszt aminokwasowych w ancuchu substratu, zgodnie ze zdefiniowang
specyficznoscig danego enzymu. Program nie uwzglednia takich czynnikéw, jak
wplyw warunkéw fizykochemicznych (temperatura, pH) srodowiska czy struktury
wtornej biatek, ktore znaczaco moga wptywac na efektywnos$¢ proteolizy [6].

Analizujac mozliwo$¢ uwalniania bioaktywnych peptydow z biatek prekursoro-
wych przez enzymy proteolityczne, nalezy podkresli¢, ze specyficzne oddzialywanie
fizjologiczne nie musi przejawiac si¢ po doustnym podaniu peptydu lub w wyniku jego
uwolnienia przez enzymy przewodu pokarmowego. Peptydy o wlasciwosciach fizjolo-
gicznych, takich jak opioidowe czy immunostymulacyjne, na przyktad pochodzace
z biatek mleka, ulegaja najprawdopodobniej dalszej hydrolizie w organizmie [15].

Whioski

1. Baza bialek i peptydow bioaktywnych BIOPEP jest przydatnym narz¢dziem analizy
immunoaktywnych peptydow pochodzacych z biatek prekursorowych w modelo-
wych badaniach in silico. Pozwala ona w szybki i prosty sposob znalez¢ sekwencje
biatka najbogatsze w elementy immunoaktywne.

2. Wyniki analizy z zastosowaniem programu ProtParam wskazuja, ze immunoaktyw-
ne peptydy to gtoéwnie fragmenty hydrofilowe, w sekwencji ktorych przewazajg ta-
kie aminokwasy, jak: Lys, Arg i Pro, obdarzone fadunkiem dodatnim w neutralnym
pH.

3. Badania in silico moga mie¢ znaczenie w poszukiwaniu zrodet i otrzymywaniu
peptydéw immunoaktywnych, a tym samym w opracowywaniu diet pacjentow,
produkcji zywnosci funkcjonalnej 1 nutraceutykow.

Praca badawcza finansowana ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyz-
szego, projekt nr NN312484240 oraz Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olszty-
nie, projekty nr: 528-0713-0819 i 528-0712-809
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IN SILICO ANALYSIS OF IMMUNOACTIVE PEPTIDES DERIVED FROM FOOD PROTEINS —
A STUDY BASED ON BIOPEP DATABASE

Summary

89 immunoactive peptides available in the BIOPEP Database were bioinformatically analyzed. It
was determined that potentially immunoactive peptide fragments were present in 90 of 150 sequences of
the proteins analysed. In the sequences of immunoactive peptides studied, the following was analysed:
peptide chain length, percent content of individual amino acids, pl, molar extinction coefficient, hydropa-
thy index, and net charge. Furthermore, it was determined whether it was possible to in silico release
those peptides using specific proteolytic enzymes. Based on the results of the computer analysis performed
using a ProtParam software, it was confirmed that the immunoactive peptides were, mainly, hydrophilic
fragments and in their sequence, the alkaline amino acids prevailed, such as: Arg, Lys, and Pro, with
a positive net charge in neutral pH. A computer simulation of in silico proteolysis of 11 selected food
proteins showing the highest occurrence frequency of immunoactive peptides (parameter A > 0.02) was
performed and based thereon, it was proved that of all the enzymes available in the BIOPEP Database,
only three proteolytic enzymes , i.e.: chymase (EC 3.4.21.39), pancreatic elastase (EC 3.4.21.36), and
glycyl endopeptidase (EC 3.4.22.25) were able to release immunoactive peptides in one enzyme setup.
The 2-3 amino acid peptide fragments were, mainly, produced during the hydrolysis of the analyzed pro-
teins performed using proteolytic enzymes.

Key words: immunoactive peptides, BIOPEP Database, bioinformatic analysis, in silico proteolysis
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WPLYW ODROCZONEGO WYPIEKU I DODATKU ZAKWASU NA
INDEKS GLIKEMICZNY IN VITRO ORAZ ZAWARTOSC SKROBI
I POLIFENOLI OGOLEM W BULKACH PSZENNYCH

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie wptywu dodatku zakwasu do ciasta pszennego i sposobu wypieku (trady-
cyjnego oraz odroczonego, z zastosowaniem procesu zamrazania i zamrazalniczego przechowywania) na
zawarto$¢ w bulkach skrobi i polifenoli ogdtem oraz wartos¢ indeksu glikemicznego, oznaczonego metoda
in vitro. Badano cztery warianty butek pszennych: 1) wypieczone w sposob tradycyjny (TRAD), jako
proba kontrolna, 2) z 3-procentowym dodatkiem zakwasu (TRAD+Z) wypieczone w sposob tradycyjny, 3)
czesciowo podpiekane i zamrozone, a nastepnie dopiekane (ODR), 4) z 3-procentowym dodatkiem zakwa-
su (ODR+Z) czgéciowo podpiekane i zamrozone, a nast¢pnie dopiekane.

Zastosowanie technologii odroczonego wypieku wptynglo na zmniejszenie zawartosci suchej masy
w badanych bulkach (p<0,05) z ok. 74 do ok. 65 - 66 %. Dodatek zakwasu oraz zastosowanie mrozenia
i zamrazalniczego przechowywania przyczynily si¢ do istotnego (p<0,05) zwigkszenia zawartosci skrobi
wolno trawionej (SDS) w butkach pochodzacych z odroczonego wypieku (ODR — 12,6 % s.m, ODR+Z —
16,10 % s.m) w stosunku do butek wypiekanych tradycyjnie (TRAD — 7,4 % s.m., TRAD+Z — 7,5 % s.m.
Zawarto$¢ skrobi szybko trawionej (RDS) byta istotnie mniejsza (p < 0,05) w butkach z dodatkiem zakwa-
su: ODR+Z — 27,4 % s.m. i TRAD+Z — 27,3 % s.m. w poréwnaniu z bulkami kontrolnymi TRAD —
30,8 % s.m., jak rowniez z butkami wypiekanymi w sposob odroczony, ale bez dodatku zakwasu ODR —
29,1 % s.m. Zastosowanie procesu mrozenia i zamrazalniczego przechowywania przyczynity si¢ do istot-
nego (p<0,05) zwigkszenia zawarto$ci polifenoli ogotem w badanych butkach [mg kwasu galusowego
w 100 g s.m.]: ODR+Z — 105,2 i ODR - 105,7 vs. TRAD — 60,2 i TRAD+Z — 57,7. Natomiast dodatek
zakwasu nie wplynat na wzrost zawartosci polifenoli ogétem w badanych bulkach (p < 0,05). Dodatek
zakwasu oraz zastosowanie mrozenia i zamrazalniczego przechowywania spowodowaty istotne (p<0,05)
zmniejszenie wartosci indeksu glikemicznego, oznaczonego metoda in vitro, a wyrazonego wskaznikiem
trawienia skrobi (SDI). Najwigksza wartoscia SDI charakteryzowaty si¢ butki TRAD — 76,4 % s.m.,
a najmniejsza — butki ODR+Z — 53,2 % s.m. Dodatek zakwasu w proszku do ciasta z maki pszennej jasnej
i technologia odroczonego wypieku z zastosowaniem zamrazalniczego przechowywania potproduktu
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umozliwiaja otrzymanie bultek pszennych o niskim indeksie glikemicznym oraz o zwigkszonej zawartos$ci
polifenoli.

Stowa kluczowe: bulki pszenne, metoda wypieku, skrobia, indeks glikemiczny, polifenole

Wprowadzenie

Pieczywo stanowi okoto 80 % przetwordéw zbozowych produkowanych w Polsce
i pod wzgledem ilosciowym jest druga grupa produktow wchodzacych w sktad cato-
dziennej racji pokarmowej [19]. Wedtug zasad prawidtowego zywienia produkty zbo-
zowe powinny stanowi¢ od 5 do 11 porcji w codziennej diecie, przy czym zaleca si¢
spozywanie gldwnie przetworéw zbozowych pelnoziarnistych, bogatych w blonnik
pokarmowy [3, 7, 28].

Obecnie zwraca si¢ uwage na warto$¢ indeksu glikemicznego spozywanej zywno-
$ci. Konsumpcja produktow o niskim indeksie glikemicznym, bogatych w blonnik
pokarmowy, jest rekomendowana w profilaktyce chronicznych choréb dietozaleznych,
takich jak: cukrzyca typu 2, otylos¢, choroby serca czy nowotwory [6]. Zbozem naj-
czesciej wykorzystywanym do produkcji pieczywa jest pszenica. Niestety, pieczywo
pszenne charakteryzuje si¢ wysokim indeksem glikemicznym, niezaleznie od stopnia
wyciagu maki uzytej do wypieku. W zwigzku ze wspolczesnymi tendencjami dazy sig
do wyprodukowania takiego pieczywa, ktore bedzie charakteryzowato si¢ niskg odpo-
wiedzig glikemiczng, dobra wartoscia odzywcza i jednocze$nie odpowiednia jakosScia,
akceptowang przez konsumentow. Ten cel mozna osiaggnag¢ m.in. poprzez dodatek ta-
kich sktadnikow, ktore beda wzbogacaé wartos¢ odzywcza pieczywa, zwicksza¢ w nim
zawarto$¢ btonnika i jednoczes$nie obniza¢ indeks glikemiczny. Nie bez znaczenia
pozostaje sama technologia wypieku. Wprowadzenie w latach 80. XX w. pieczywa
mrozonego, pochodzacego z odroczonego wypieku, nie pozostaje bez wplywu na nie-
ktore parametry jego warto$ci odzywczej, w tym na warto$¢ indeksu glikemicznego.

Celem pracy byto okreslenie wptywu dodatku zakwasu do ciasta pszennego i spo-
sobu wypieku (tradycyjnego lub odroczonego, z zastosowaniem procesu zamrazania
1 zamrazalniczego przechowywania), na zawarto$¢ w butkach skrobi i polifenoli ogo-
tem oraz warto$¢ indeksu glikemicznego mierzong metodg in vitro.

Material i metody badan
Doswiadczenie technologiczne

Materialem do$wiadczalnym byty cztery rodzaje bulek z maki pszennej (typu
550) wypiekane metoda tradycyjng i odroczong:
1) TRAD — bez zakwasu, tradycyjnie wypiekane (butki kontrolne),
2) TRAD+Z — z 3-procentowym dodatkiem zakwasu w proszku, tradycyjnie wypieka-
ne,
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3) ODR — bez zakwasu, cze¢$ciowo podpiekane i zamrazane, a nast¢pnie dopiekane,
4) ODR+Z — z 3-procentowym dodatkiem zakwasu w proszku, czgsciowo podpiekane
1 zamrazane, a nast¢pnie dopickane.

Bulki przygotowywano zgodnie z recepturami opracowanymi przez firme piekar-
skg Puratos (Belgia). Sktadniki ciasta: 250 g maki pszennej typu 550 (Moulins Souf-
flet, Pornic, Francja), 2,5 g drozdzy liofilizowanych (Saf — Instant Red — Lesaffre Gro-
up, Strasbourg, Francja), 4,5 g soli (Janikosoda S.A., Janikowo, Polska), polepszacz
Freshbake — 2,5 g w butkach TRAD, TRAD+Z i ODR oraz 7,5 g w bulkach ODR+Z)
(Puratos, Belgia), 145 cm® wody wodociagowej, 7,5 g zakwasu (Medea PW 145, Pura-
tos, Belgia) — w bulkach TRAD+Z i ODR+Z. W kazdym wariancie doswiadczenia
wypiekano po szes$¢ butek.

Przygotowanie butek wypiekanych tradycyjnie (TRAD, TRAD+Z7)

Po odwazeniu sktadnikow ciasta na wadze (WPS1200/C/2, DANLAB, Bialystok,
Polska) i wymieszaniu w mieszarce (Diosna SP-12, GETH, Niemcy) przez 2 min wol-
no i 7 min szybko, ciasto poddawano wstepnej fermentacji (10 min) w temp. 20 £ 2 °C
pod przykryciem. Nastepnie odwazano ke¢sy ciasta o masie 70 g i formowano bulki, po
czym poddawano fermentacji w garowni (temp. 30 °C, ~105 min) i wypiekano w pie-
cu elektrycznym (MIWE condo, typ CO 2.0608, Michael Wentz GmbH, Arnstein,
Niemcy), w temp. 230 °C, przez 20 min.

Przygotowanie butek wypiekanych metodg odroczong (ODR, ODR+Z)

Przygotowanie butek w tym wariancie bylo identyczne jak butek tradycyjnych do
momentu zakonczenia fermentacji. Po fermentacji bulki poddawano wypieckowi
(w temp. 190 °C przez 30 s, po czym w 180 °C przez 16 min i 30 s), a nastgpnie stu-
dzeniu i mrozeniu w zamrazarce szokowej (Frigor TLM 300, Biogenet, Dania) w ciagu
okoto 30 min, w temp. -35 °C az do uzyskania wewnatrz butki temp. -18 °C. Zamrozo-
ne butki pakowano w torebki foliowe i przechowywano w zamrazarce (-18 °C) przez
14 dni. W dniu przeprowadzania badan butki odmrazano w temp. 20 + 2 °C przez
10 min i dopiekano (220 °C) przez 8 min.

Metody badan

W $wiezo upieczonych butkach oznaczano zawartos¢: suchej masy [25], polifeno-
li ogétem [30], skrobi catkowitej (TS), wolnej glukozy (FG), skrobi wolno trawionej
(SDS) 1 szybko trawionej (RDS) oraz wartos¢ indeksu glikemicznego in vitro (SDI) [5,
9]. W celu otrzymania jednolitej proby do oznaczen laboratoryjnych bulki mielono
w maszynce do migsa (MM1000.88, Zelmer, Rogoznica, Polska).

Indeks glikemiczny bulek pszennych oznaczano wedlug Englysta i wsp. [9],
w modyfikacji Chunga [5], przy uzyciu roztworow enzymoéw: o-amylazy z trzustki
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wieprzowej (P-7545, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA), amyloglukozydazy
(3300 U/ml, Megazyme International, Irlandia Ltd., Bray, Irlandia) oraz inwertazy
(14504, 300 U/mg, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA). Poziom glukozy oznaczano
metodg kolorymetryczng przy uzyciu reagentu zawierajagcego enzymy: oksydaze glu-
kozowg 1 peroksydaze¢ (K-GLOX 09/12, Megazyme International, Irlandia Ltd., Bray,
Irlandia). Zawartos¢ skrobi catkowitej (TS) obliczano na podstawie sumy zawartosSci
skrobi opornej (RS) i skrobi rozpuszczalnej (SS) przy uzyciu zestawu enzymatycznego
(K-RSTAR 08/11, Megazyme International, Irlandia Ltd., Bray, Irlandia). Oznaczano
takze zawarto$¢ wolnej glukozy (FG) oraz glukozy zhydrolizowanej po 20 min (Gag)
1 120 min (Giy) trawienia. Na podstawie powyzszych wynikow obliczano parametry:
RDS = (G- FG) x 0,9, SDS = (G - Gy9) % 0,9 1 SDI = RDS/TS x 100).

Statystyczna analiza danych

Do oceny wptywu sposobu wypieku i dodatku zakwasu na zawarto$¢ catkowitej
skrobi, frakcji RDS, SDS, polifenoli ogotem i suchej masy oraz wskaznika SDI w bul-
kach pszennych zastosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA z interpreta-
cjg interakcji (zamrazanie vs. dodatek zakwasu). Istotno$¢ roznic weryfikowano testem
Duncana na poziomie p < 0,05. Analizowane parametry oznaczano w trzech powtorze-
niach. Wszystkie obliczenia wykonywano w programie Statistica v. 8.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki przeprowadzonych analiz przedstawiono w tab. 1.

Srednia zawarto$¢ suchej masy w butkach wahata si¢ od 65,6 do 74,7 %, co od-
powiada jej iloSci w pieczywie pszennym, podawanej przez innych autorow (50 +
86,3 %) [3, 7, 28]. Najwiecej suchej masy byto w butkach TRAD+Z z dodatkiem za-
kwasu, wypiekanych tradycyjnie (74,7 %) oraz w butkach TRAD (kontrolnych) —
74,0 %. W butkach pochodzacych z odroczonego wypieku zawarto$¢ suchej masy
ksztaltowata si¢ na zblizonym poziomie: ODR+Z — 66,6 % i ODR — 65,6 %, a otrzy-
mane warto$ci byly istotnie mniejsze (p < 0,05) od ilosci oznaczonych w butkach wy-
piekanych w sposob tradycyjny. Wpltyw procesu mrozenia na zawarto$¢ wody w pro-
duktach spozywczych jest dobrze znany i opisany w literaturze [8, 11, 29]. Przyczyna
powstawania zmian fizycznych jest przemiana fazowa wody w 16d. Tej przemianie
towarzyszg zmiany strukturalne, ubytki masy produktow, czyli ususzka, ponadto opa-
rzelina mrozeniowa oraz rekrystalizacja. Zmiany strukturalne zamrozonych produktow
powodujg takze inne nieckorzystne zmiany pochodne, m.in. utratg turgoru, zmiany kon-
systencji produktow, ograniczenie zdolno$ci utrzymania wody, a w skrajnych przypad-
kach mechaniczne uszkodzenia tkanek lub zanik pierwotnego ksztattu [29].

Zawarto$¢ weglowodanow w produktach zbozowych wynosi 50 + 80 % [7, 9, 28],
przy czym w przewazajacej ilosci wystepuje skrobia. Wyniki badan wtasnych potwier-
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dzaja te dane. Zaréwno dodatek zakwasu, jak i zastosowanie odroczonej metody wy-
pieku butek wplynely istotnie (p < 0,05) na catkowitg zawarto$¢ skrobi TS. Najwigcej
skrobi TS byto w butkach wypiekanych metoda odroczong (ODR) — 67,4 % s.m.).
Mniejszg zawartos¢ analizowanego parametru stwierdzono w butkach ODR+Z (66,4 %
s.m.). Z kolei w butkach pochodzacych z tradycyjnego wypieku zawarto$¢ TS ksztat-
towata si¢ na nizszym poziomie niz w bulkach z wypieku odroczonego [% s.m.]:
TRAD — 59,8, a TRAD+Z — 59,2.

Tabela 1  Wartosci $rednie wybranych parametrow bulek pszennych bez zakwasu i z jego dodatkiem,
wypiekanych tradycyjnie i metoda odroczona.
Table 1.  Mean values of selected parameters of wheat flour rolls without and with sourdough added and
baked using a traditional and bake-off technology method.
. Skrobla. Skrobia szybko Wskaznik .
Skrobia | wolno trawiona . . .| Polifenole
. Sucha masa . trawiona trawienia skrobi i
Wariant catkowita Slowly . L ogblem
Dry matter . . Rapidly Starch digestion
butek Total starch digestible N . Total
. (DM) digestible starch index
Version of (TS) starch (RDS) (SDI) polyphenols
rolls (SDS)
[mg/100 g
0, 0, 0,
[%] [% s.m.]/[% dm] sm./dm]
TRAD 74,0° +£0,6 | 59,8°+0,0 7,4°+0,4 30,8"+ 1,9 76,4+ 4.5 60,2°+ 1,3
TRAD+Z a d c b b b
+ + + + + +
TRAD:S 74,7 0,1 | 59,2°+0,1 7,5°+£0,5 27,3+ 1,1 65,8°+0,6 57,7+ 1,0
ODR b a b ab c a
PBF 65,6°+0,0 | 67,4°+0,0 12,6° +0,4 29,17 £ 1,0 56,4°+2,3 105,7*+0,5
ODR+Z b b a b d a
+ + + + + +
PBF4SD 66,6°+2,2 | 66,4°+0,2 16,1 0,8 274° + 1,4 53,29+0,8 105,2*+0,8

Objasnienia: Explanatory notes:

TRAD - bez zakwasu, tradycyjnie wypiekane (kontrolne) / TRAD — without sourdough, baked traditional-
ly (sample); TRAD+Z — z dodatkiem zakwasu, tradycyjnie wypieckane / TRAD+SD — with added sour-
dough, baked traditionally; ODR — bez zakwasu, czgsciowo podpiekane i zamrazane, a nastgpnie dop-
iekane / PBF — without sourdough, partially baked and frozen, and, next, finally baked; ODR+Z —
z dodatkiem zakwasu, czgsciowo podpiekane i zamrazane, a nastgpnie dopiekane / PBF+SD — with sour-
dough, partially baked and frozen, and, next, finally baked.

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; warto$ci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi indeksami literowymi sg statystycznie
istotnie rézne przy p < 0,05 / mean values in columns and denoted by different letter superscripts are
statistically significantly different at p <0.05.

Butki wypiekane metoda odroczong charakteryzowaly si¢ istotnie wigksza
(p < 0,05) zawartoscig skrobi wolno trawionej (SDS) niz wypieczone tradycyjnie.
W butkach ODR+Z zawartos¢ SDS wynosita 16,10 % s.m., a w ODR — 12,6 % s.m.
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Z kolei, w butkach wypiekanych tradycyjnie zawarto§¢ SDS wynosita: w butkach
TRAD — 7,4 % s.m., aw TRAD+Z — 7,5 % s.m.

Zawarto$¢ skrobi szybko trawionej (RDS) byla istotnie mniejsza (p < 0,05)
w butkach z dodatkiem zakwasu: ODR+Z — 27,4 % s.m. i TRAD+Z — 27,3 % s.m.
w porownaniu z butkami kontrolnymi TRAD — 30,8 % s.m. W butkach wypiekanych
w sposOb odroczony, bez dodatku zakwasu (ODR) zawartos¢ skrobi RDS wynosita
29,1 % s.m.

Skrobia szybko trawiona powstaje podczas tradycyjnego wypieku pieczywa.
W warunkach podwyzszonej temperatury i w obecnosci wody dochodzi do jej kleiko-
wania i tworzenia skrobi szybko ulegajacej trawieniu i absorpcji w jelicie cienkim [29].
Jednoczesnie zbyt czeste spozycie produktow zywnosciowych zawierajacych duze
ilosci frakcji RDS moze prowadzi¢ do zwigkszonego stgzenia glukozy we krwi, powy-
zej 180 mg/dl (tzw. hiperglikemii), oraz zwigkszonego st¢zenia insuliny we krwi (tzw.
hiperinsulinemii) i w konsekwencji sta¢ si¢ przyczyng insulinoopornosci, czyli stanu
bezposrednio poprzedzajacego pojawienie si¢ cukrzycy typu 2 [26, 28].

Proces zamrazania powoduje zmniejszenie zawartosci skrobi RDS 1 jednoczesne
zwigkszenie zawartosci frakcji SDS [9, 28]. Englyst i wsp. [9] oznaczyli RDS na po-
ziomie 41 % s.m., natomiast po schtodzeniu skrobi — 33 % s.m. Wyniki uzyskane
w badaniach wtasnych nie potwierdzity jednoznacznie wptywu zamrazalniczego prze-
chowywania na zmniejszenie zawarto§ci RDS. Pomie¢dzy butkami TRAD i ODR nie
stwierdzono statystycznie istotnej roznicy (p < 0,05) pod wzgledem zawartosci RDS,
ale zaobserwowano pewng tendencje zmniejszenia ilosci tego sktadnika. Istotne ro6zni-
ce (p < 0,05) zawartosci RDS stwierdzono pomig¢dzy bulkami TRAD a ODR+Z
i TRD+Z, co $wiadczy o wigkszym wplywie zakwasu na zmniejszenie zawartosci
frakcji RDS. Jednoczesnie stwierdzono wptyw dodatku zakwasu na wzrost zawartosci
frakcji SDS w butkach wypiekanych metoda odroczong (ODR+Z) w poréwnaniu
z bulkami wypiekanymi w tej samej technologii, lecz bez dodatku zakwasu (ODR).
Kwas mlekowy wytworzony przez bakterie zawarte w zakwasie moze sprzyja¢ po-
wstawaniu wigzan pomi¢dzy skrobig a glutenem, czynigc skrobi¢ trudno dostepna dla
enzymow trawiennych cztowieka [10, 13, 18]. Innym dziataniem kwasu mlekowego
jest obnizanie pH s$rodowiska, wptywajacego na zmian¢ aktywnos$ci enzymow tra-
wiennych, co moze doprowadza¢ do zmniejszenia strawnosci skrobi [10].

Zawartos¢ frakcji SDS w butkach przechowywanych zamrazalniczo byla istotnie
wigksza (p < 0,05) od ilosci tego sktadnika w butkach wypiekanych tradycyjnie. En-
glyst 1 wsp. [9] rowniez stwierdzili zwigkszenie ilo$ci skrobi wolno trawionej po mro-
zeniu gotowanych ziemniakéw 1 makaronu. W $wiezo gotowanych ziemniakach cyto-
wani autorzy oznaczyli zawarto$¢ SDS na poziomie 5 % s.m., a po ich schtodzeniu —
11 % s.m. Natomiast w §wiezo ugotowanym spaghetti zawarto$¢ frakcji SDS wynosita
33 % s.m., a w makaronie schtodzonym zwigkszyta si¢ do 42 % s.m. Z kolei Ronda
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1 wsp. [28], w pieczywie poddanym zamrazalniczemu przechowywaniu (-18 °C) przez
221 63 dni uzyskali zawarto$¢ SDS na poziomie odpowiednio: 26,0 1 29,9 % s.m. War-
tosci te byty istotnie wigksze (p < 0,05) od zawartosci SDS w pieczywie niepoddanym
zamrazalniczemu przechowywaniu (18,8 % s.m.). Natomiast zawarto$¢ frakcji RDS
w cytowanych badaniach [28] zmniejszyta si¢ z 51,9 % s.m. w pieczywie nieprzecho-
wywanym zamrazalniczo poprzez 48,8 % s.m. w przechowanym przez 21 dni do
42,7 % s.m. w 63. dniu zamrazalniczego przechowywania.

Podczas mrozenia dochodzi do retrogradacji skleikowanej uprzednio skrobi, po-
przedzonej powstawaniem wigzan wodorowych pomigdzy czasteczkami amylozy.
W tej postaci skrobia tworzy uporzadkowana, zwartg strukture, oporng na dziatanie
enzymow trawiennych cztowieka [29].

Zwigzki fenolowe w zbozach wystepuja glownie w postaci kwasow fenolowych:
wolnych, rozpuszczalnych ich frakcji, nastgpnie rozpuszczalnych, ale sprzezonych
poprzez wigzanie estrowe z cukrami i innymi niskoczasteczkowymi sktadnikami ro-
$lin. Trzeci rodzaj to nierozpuszczalna frakcja kwasow fenolowych, zwigzanych
z komponentami $cian komoérkowych, takimi jak: polisacharydy, biatka, ligniny, kuty-
na czy suberyna [21]. Ogdlng pule kwasow fenolowych w ziarniakach zb6z tworza
kwasy fenylokarboksylowe (p-hydroksybenzoesowy, salicylowy, protokatechowy,
wanilinowy, galusowy i elagowy) i kwasy fenylopropenowe (kawowy, p-kumarowy,
ferulowy, synapinowy), tworzace tzw. fenolokwasy. W ziarniakach zbdz dominujacym
kwasem fenolowym jest kwas trans-ferulowy [20]. W pszenicy najpowszechniej wy-
stepuja zwigzane i nierozpuszczalne frakcje kwasow fenolowych (77 %), nastepnie —
zwigzane kwasy rozpuszczalne (22 %), a w najmniejszej ilosci wystgpuje frakcja wol-
nych i rozpuszczalnych kwasoéw fenolowych (0,5 + 1 %) [16]. Oprocz kwasoéw feno-
lowych, w pszenicy oznaczono znaczne ilosci alkilorezorcynoli, ktore sg stabilne pod-
czas procesu przetwarzania ziarna [21]. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w mace
pszennej i w pieczywie wynosi 28,3 + 344 mg/100 g s.m., w przeliczeniu na kwas ga-
lusowy [1, 2, 24]. Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych zawierajg si¢ w powyzszym
zakresie. Najwicksza zawarto$¢ polifenoli ogolem stwierdzono w butkach [mg kwasu
galusowego w 100 g s.m.]: ODR+Z — 105,2 i ODR — 105,7. W butkach wypiekanych
tradycyjnie wykazano istotnie mniejszg (p < 0,05) zawartos¢ tych zwigzkéw [mg kwa-
su galusowego w 100 g s.m.]: 60,2 — w butkach TRAD i 57,7 — w butkach TRAD+Z.
Dowodzi to, ze proces zamrazania istotnie (p < 0,05) wptynal na zwickszenie zawarto-
Sci polifenoli ogdétem w butkach pszennych. W literaturze brak jest danych na temat
wplywu procesu zamrazania pieczywa na zawartos¢ polifenoli ogétem. Badania prze-
prowadzone przez Kolniak [14] dotyczyly zawartosci polifenoli ogotem w przecho-
wywanych zamrazalniczo truskawkach. Stwierdzono, ze w wyniki zastosowania proce-
su mrozenia zawarto$¢ polifenoli ogétem w tych owocach wzrosta o 17 do 18,5 %,
w zaleznosci od odmiany truskawek. Zjawisko tlumaczono efektem uwolnienia si¢
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zwigzkow polifenolowych z uszkodzonych komoérek migzszu owocoéw badz tez obec-
noscig zwigzkdéw krioochronnych, do ktorych nalezg m.in. skrobia i pektyny [29].
W badaniach wtasnych, zastosowany proces mrozenia i zamrazalniczego przechowy-
wania butek pszennych mogt przyczyni¢ si¢ do uwolnienia zwigzanych ze strukturami
scian komorkowych frakcji polifenoli i to moglo przyczynic¢ si¢ do istotnego (p < 0,05)
wzrostu zawartosci polifenoli ogétem w butkach pochodzacych z odroczonego wypie-
ku. Innym wyjasnieniem jest zastosowanie odczynnika Folina-Ciocalteu’a, ktory moze
reagowa¢ takze z cukrami, kwasem askorbinowym, bialkami, aminokwasami, jonami
miedzi i zelaza [14]. Butki ODR+Z charakteryzowaly si¢ najwickszym dodatkiem
polepszacza (3 g/100 g maki), ktory zawierat m.in. kwas askorbinowy.

Dodatek zakwasu nie wplynat na wzrost zawartosci polifenoli ogétem w bada-
nych bulkach (p < 0,05). Polifenole, w tym kwasy fenolowe oraz alkilorezorcynole, sa
klasg zwigzkow okreslanych mianem sktadnikow fitochemicznych [12]. Wlasciwosci
antyoksydacyjne produktéw spozywczych determinowane sg ich zawartoscig i biodo-
stepnoscig [17, 20]. W przypadku produktow piekarskich ich ilos¢ zaleze¢ bedzie od
procesow przemiatu maki oraz technologii wypieku [7]. Fermentacja zakwasu przy-
czynia si¢ do wzrostu tatwo ekstrahowalnych zwiagzkow fenolowych [12, 17]. Z drugiej
strony wiadomo jest, ze poziom fitynianow, alkilorezorcynoli i tokoferoli ulega
zmniejszeniu w pieczywie wypiekanym na zakwasie [12]. Stad prawdopodobnie wyni-
ka brak wplywu dodatku zakwasu na poziom polifenoli ogétem w badanych butkach.

Indeks glikemiczny oznaczono metoda in vitro i wyrazono jako wskaznik trawie-
nia skrobi (SDI). Istotnie (p < 0,05) najwickszg warto$cig SDI [% s.m.] charakteryzo-
waly si¢ butki TRAD — 76,4, a najmniejsza — butki ODR+Z — 53,2. Wartos¢ SDI bulek
TRAD+Z oraz ODR ksztattowata si¢ na poziomie odpowiednio [% s.m.]: 65,8 i 56,4.
Pomig¢dzy wszystkimi rodzajami butek wystapity statystycznie istotne (p < 0,05) r6zni-
ce wartosci SDI.

Produkty spozywcze zawierajace weglowodany mozna podzieli¢ na trzy grupy: 1)
o niskim indeksie glikemicznym (IG) (<55 %), 2) o $rednim indeksie glikemicznym
(55 + 69 %), 3) o wysokim IG (>70%) [26]. Pieczywo pszenne, niezaleznie od stopnia
przemiatu maki uzytej do wypieku, charakteryzuje si¢ wysoka odpowiedzig glikemicz-
ng. Podczas wypieku pieczywa pszennego dochodzi do prawie catkowitego skleikowa-
nia skrobi i jej przejscia w forme tatwo trawiona, przyswajalng w przewodzie pokar-
mowym cztowieka, co jest jedna z przyczyn wysokiego IG. SDI bulek TRAD
znajdowat si¢ w przedziale powyzej 70 % s.m., tym samym zostaly one zaklasyfiko-
wane do produktéw o wysokim IG. Dodatek zakwasu oraz zmiana technologii wypieku
poprzez zastosowanie procesu zamrazania i zamrazalniczego przechowywania wplyne-
ly istotnie na obnizenie wartosci SDI, dzi¢ki czemu butki TRAD+Z oraz ODR zaklasy-
fikowano do produktéw o Srednim indeksie glikemicznym (55 + 69 % s.m.), a butki
ODR+Z do produktéw o niskiej odpowiedzi glikemicznej (ponizej 55 % s.m.).
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Wplyw procesu zamrazania na obnizenie odpowiedzi glikemicznej w pieczywie
pszennym zaobserwowano w badaniach in vitro [9, 28] oraz in vivo [3, 4, 23]. Podczas
zamrazalniczego przechowywania dochodzi do powstania m.in. skrobi opornej [3, 23,
28]. Nie jest ona trawiona przez enzymy uktadu pokarmowego cztowieka, tym samym
produkty jg zawierajace charakteryzujg si¢ obnizong warto$cig indeksu glikemicznego
[22].

W badaniach Englysta i wsp. [9], w $wiezo ugotowanym spaghetti, warto$¢ in-
deksu glikemicznego wyniosta 52 %, a po ochtodzeniu zmniejszyta si¢ do 42 %. Bada-
niom poddano réwniez ziemniaki, ktore, podobnie jak pieczywo pszenne, mozna za-
kwalifikowaé¢ do produktéw o wysokim IG. W $wiezo ugotowanych ziemniakach
warto$¢ indeksu glikemicznego ksztattowata si¢ na poziomie 98 %, a po ich ostudzeniu
— 87 %. Dziatanie naprzemiennych cykli niskiej i wysokiej temperatury (gotowanie
i chtodzenie) doprowadzito do zmniejszenia przyswajalnosci skrobi zawartej w bada-
nych produktach skrobiowych, co istotnie obnizyto ich odpowiedz glikemiczna.

W badaniach wtasnych butki z dodatkiem zakwasu (TRAD+Z, ODR+Z) osiagne-
ty istotnie mniejszg (p < 0,05) warto§¢ SDI, w poréwnaniu z butkami kontrolnymi,
wypiekanymi bez dodatku zakwasu (TRAD, ODR). Wptyw dodatku zakwasu na war-
tos$¢ indeksu glikemicznego pieczywa pszennego badali wczesdniej inni autorzy [3, 15,
23], wykazujac wplyw dodatku zakwasu na zmniejszenie odpowiedzi glikemicznej. De
Angelis 1 wsp. [6] w badaniach in vitro sprawdzili wptyw dodatku zakwasu i btonnika
z owsa na warto$¢ indeksu glikemicznego. Wartos¢ ta w pieczywie pszennym wyniosta
72 %, natomiast w pieczywie z dodatkiem zakwasu i blonnika byta znacznie mniejsza
i wyniosta 53,7 %. Z kolei w badaniach przeprowadzonych z udziatem zdrowych
ochotnikéw [3] uzyskano wartos¢ wskaznika glikemicznego na poziomie 87 % w pie-
czywie wypiekanym tradycyjnie, natomiast w pieczywie wypiekanym w ten sam spo-
sob, lecz z dodatkiem zakwasu — na nizszym poziomie (63 %). Podobng zalezno$¢
zaobserwowano takze w przypadku pieczywa wypiekanego metoda odroczonego wy-
pieku [3, 23].

Wyjasnieniem moga by¢ kwasy organiczne (np. kwas mlekowy) zawarte w za-
kwasie, ktore spowalniaja rozktad weglowodandéw pieczywa i opdzniajg absorpcje
w jelitach, poprzez obnizanie pH $rodowiska i tym samym optimum pH dziatania en-
zymow amylolitycznych [18]. Ponadto kwas mlekowy stwarza dobre warunki do reak-
cji pomig¢dzy skrobig a glutenem, a powstale polgczenie zmniejsza ilo$¢ skrobi dostep-
nej do trawienia enzymatycznego [13]. Do najmniejszej wartosci wskaznika SDI bulek
ODR+Z mogta si¢ rOwniez przyczyni¢ najwigksza zawartos¢ w nich polifenoli ogdtem,
sposrod wszystkich badanych bulek. Zwiazki polifenolowe mogg, podobnie jak zawar-
te w zakwasie kwasy organiczne, opdznia¢ pasaz zotgdkowy 1 tym samym zmniejszac
odpowiedz glikemiczng produktéw zbozowych [23].
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Wyniki niniejszej pracy ksztattuja si¢ na poziomie bardzo zblizonym do rezulta-
tow uzyskanych w warunkach in vivo przez innych autoréw [3, 23] i wskazuja na po-
dobng tendencj¢ w obnizaniu indeksu glikemicznego pod wplywem zastosowanych
modyfikacji recepturowych (zakwas) i1 technologicznych (technologii wypieku pie-
czywa z zastosowaniem mrozenia i zamrazalniczego przechowywania). Tym samym
mozna stwierdzié, ze zastosowana metoda in vitro umozliwia uzyskanie porownywal-
nych, powtarzalnych i wiarygodnych wynikdéw oraz jest tansza i tatwiejsza w przepro-
wadzeniu.

Roéwnoczesne zastosowanie zamrazalniczego przechowywania, realizowanego
w ramach technologii odroczonego wypieku oraz dodatku zakwasu w proszku do cia-
sta z maki pszennej jasnej doprowadzito do uzyskania produktu piekarskiego o niskiej
odpowiedzi glikemicznej in vitro oraz zawierajacego wigcej substancji przeciwutlenia-
jacych, co moze by¢ korzystne pod wzgledem zywieniowym.

Whioski

1. Zastosowanie technologii odroczonego wypieku przyczynito si¢ do zmniejszenia
zawartos$ci suchej masy w badanych butkach (p < 0,05).

2. Dodatek zakwasu istotnie (p < 0,05) wptynat na zmniejszenie zawarto$ci frakcji
RDS w badanych butkach, niezaleznie od zastosowanej technologii wypieku
(TRAD+Z, ODR+Z). Dodatek zakwasu oraz zastosowanie mrozenia i zamrazalni-
czego przechowywania wptyngta na zwigkszenie zawartosci frakeji SDS
w butkach pochodzacych z odroczonego wypieku (ODR, ODR+Z).

3. Zastosowanie procesu mrozenia i zamrazalniczego przechowywania przyczynilty
si¢ do istotnego (p < 0,05) zwigkszenia zawartosci polifenoli ogotem w badanych
butkach.

4. Dodatek zakwasu oraz zastosowanie mrozenia i zamrazalniczego przechowywania
spowodowaly istotne (p < 0,05) zmniejszenie wartosci indeksu glikemicznego
oznaczonego metoda in vitro.

Prace wykonano w ramach grantu BM-4736/KZCz/2013 finansowanego przez
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie z dotacji celowej na prowadzenie badan naukowych
lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzgcych rozwojowi miodych
naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich
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EFFECT OF BAKE-OFF TECHNOLOGY AND ADDED SOURDOUGH ON IN VITRO
GLYCEMIC INDEX AND ON CONTENT OF TOTAL STARCH AND POLYPHENOLS
IN WHEAT FLOUR ROLLS

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of the sourdough added into the wheat
flour dough and the baking method (traditional baking method and bake-off technology with the applica-
tion of freezing and frozen storage processes) on the content of starch and total polyphenols in rolls, as
well as on the value of glycemic index that was measured in vitro.

Four types of wheat flour rolls were analyzed: 1) traditionally baked rolls (TRAD) as a control sample;
2) traditionally baked rolls with 3 % of sourdough (TRAD+SD) added; 3) rolls that were partially baked,
frozen, and, next, finally baked (PBF); 4) rolls that were partially baked and frozen, and, next, finally
baked with 3 % of sourdough added (PBF+SD).

The application of bake-off technology contributed to a reduction in the content of dry matter (DM)
(p <0.05) in the rolls studied from ca. 74 to 65-66 %. The sourdough added and the application of freezing
and frozen storage processes caused the content of slowly digestible starch (SDS) to significantly (p <
0.05) increase in the rolls baked using BOT (in PBF rolls by 12.6 % of dry matter; in PBF+SD rolls by
16.10 % of dry matter (DM)) compared to the traditionally baked rolls (in TRAD rolls: 7.4 % of DM; in
TRAD+SD rolls: 7.5 % of DM). The content of rapidly digestible starch (RDS) was significantly lower
(p < 0.05) in the rolls with the sourdough added: in PBF+SD rolls: 27.4 % of DM and in TRAD+SD rolls:
27.3 % of DM compared to the traditionally baked rolls: 30.8 % of DM, and to the PBF rolls: 29.1 % of
DM. The applied freezing and frozen storage processes caused the content of total polyphenols in the rolls
studied to significantly increase [mg of gallic acid in 100 g of DM]: in PBF + SD rolls: 105.2 and in PBF
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rolls: 105.7 vs. in TRAD rolls: 60.2 and in TRAD+SD rolls: 57.7. However, the sourdough added had no
impact on the increase in the content of total polyphenols in the rolls studied (p < 0.05). The sourdough
added and the freezing and frozen storage processes applied caused the in vitro measured value of glyce-
mic index, expressed as a starch digestibility index (SDI), to decrease. The TRAD rolls were characterized
by the highest value of SDI: 76.4 % of DM; and the PBF+SD rolls by the lowest SDI value: 53.2 % of
DM.

The powdered sourdough added into the white wheat flour and the BOT method with storing the par-
tially baked products under the frozen conditions make it possible to produce wheat flour rolls showing
a low value of glycemic index and an increased content of polyphenols.

Key words: wheat rolls, method of baking, starch, glycemic index, polyphenols
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Streszczenie

Celem pracy byto pordéwnanie indeksu oraz tadunku glikemicznego herbatnikow wypieczonych ze
100-procentowej maki pszennej typu 650 i 100-procentowych mak owsianych: handlowej oraz resztkowe;j
(uzyskanej po produkcji preparatu btonnikowego).

Herbatniki poddano ocenie organoleptycznie przez panel oceniajacy. Analizowano tez twardos¢ her-
batnikéw teksturometrem TA-XT Plus, stosujac test penetracji i przecigecia. Metodami AOAC oznaczono
w herbatnikach wilgotno$¢ oraz zawarto$¢: biatka ogoélem, tluszczu surowego, zwigzkéw mineralnych
w postaci popiotu catkowitego, widkna pokarmowego ogotem, w tym frakcji rozpuszczalnej i nierozpusz-
czalnej oraz B-D-glukanow. Wedtug zalecen FAO/WHO obliczono takze zawarto$¢ weglowodanow przy-
swajalnych w herbatnikach. Zgodnie z metoda rekomendowana przez FAO, uwzgledniajaca sktad produk-
tow 1 rownowazniki energetyczne Atwatera, obliczono warto$¢ energetyczng herbatnikow. Oznaczenie
indeksu glikemicznego przeprowadzono w grupie 15 ochotnikéw metoda zalecang przez ISO 26642:2010.
Zarowno herbatniki pszenne, jak i owsiane zostaty bardzo dobrze ocenione pod wzgledem cech organolep-
tycznych, przy czym herbatniki z mak owsianych (resztkowej i handlowej) charakteryzowaty si¢ wicksza
kruchoscia. Zastosowanie mak owsianych do produkcji, w miejsce maki pszennej, spowodowato staty-
stycznie istotny (p < 0,05) wzrost zawartosci ttuszczu surowego, popiotu catkowitego, wtdkna pokarmo-
wego (frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej), w tym B-glukandow, w tych herbatnikach. Wszystkie
herbatniki charakteryzowaty si¢ niskim indeksem glikemicznym, w granicach 46 + 50, a takze niskim
tadunkiem glikemicznym — ponizej 10, co wynikato gtownie z matej zawartosci weglowodandw przyswa-
jalnych (57 + 61 %) i duzej zawartosci ttuszczu (19 + 24 %) w tych produktach.

Stowa kluczowe: herbatniki pszenne, herbatniki owsiane, indeks glikemiczny, tadunek glikemiczny
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Wprowadzenie

Konsumenci poszukuja czgsto zywno$ci o odpowiedniej wartosci odzywczej
1 matej kalorycznosci. Uwaza si¢, ze cechg zywnos$ci wazniejszg niz wartos¢ kalorycz-
na jest jej indeks glikemiczny, ktorego uwzglednianie moze uchronié¢ przed niektoérymi
chorobami o podtozu metabolicznym [3, 22].

Produkty spozywcze zawierajace weglowodany klasyfikuje sie wedlug indeksu
glikemicznego (GI) w zaleznosci od tego, jak zmienia si¢ st¢zenie glukozy we krwi po
ich spozyciu [19]. Produkty, po spozyciu ktorych obserwuje si¢ niewielki i powolny
wzrost stezenia glukozy we krwi, zalicza si¢ do produktow o niskim indeksie glike-
micznym (GI < 55), natomiast te, po spozyciu ktorych nastepuje szybkie trawienie
i wchtanianie, a tym samym szybki wzrost stezenia glukozy, klasyfikuje si¢ jako arty-
kuly o wysokim GI (GI > 70) [15, 19].

Nieprawidtowo zbilansowana dieta, m.in. bogata w produkty o wysokim indeksie
glikemicznym, jest czynnikiem etiologicznym zaburzen metabolizmu i przyczynia si¢
w duzej mierze do rozwoju choréb o tym podtozu. Zostaty one nazwane przewlektymi
chorobami niezakaznymi, do niedawna zwanymi ,,chorobami cywilizacyjnymi”. Wsréd
nich wyro6znia si¢: cukrzyce, miazdzyce, otylo$¢ czy nowotwory. W celu ograniczenia
ryzyka tych schorzen promuje si¢ produkty prozdrowotne, m.in. produkty zbozowe
wzbogacane przetworami zb6z niechlebowych (w tym owsianymi), z pseudozbozami
lub nasionami roslin oleistych [11, 20].

Od wielu lat eksperci ds. zywienia cztowieka zwracaja uwage, ze w dziennej racji
pokarmowej spozywanej w Polsce nalezy zwigkszy¢ udzial produktow z owsa. Ziarno
owsa jest bowiem bogate w rozpuszczalne w wodzie B-glukany, zwigzki o wlasciwo-
Sciach przeciwutleniajacych (m.in. tokochromanole, awentramidy, kwasy polifenolo-
we, kwas fitynowy), wielonienasycone kwasy tluszczowe, w tym kwas a-linolenowy
oraz fitosterole (m.in. B-sitosterol, AS-awenasterol) [3, 26, 28]. Coraz czg$ciej promuje
si¢ rowniez produkty weglowodanowe (pieczywo, stodycze) o obnizonym indeksie
glikemicznym [8, 16]. Niska wartos¢ indeksu glikemicznego przetworéw owsianych
wskazuje na zasadno$¢ wilaczania ich do diety osob zdrowych, w celu profilaktyki
cukrzycy insulinoniezaleznej, a do diety diabetykéw — w celach wspomagajacych le-
czenie [4, 23, 28].

Celem pracy bylo poréwnanie indeksu oraz tadunku glikemicznego, a dodatkowo
wlasciwosci organoleptycznych, podstawowego sktadu chemicznego i wartosci energe-
tycznej herbatnikow owsianych — wypieczonych ze 100-procentowej handlowej maki
owsianej lub z maki owsianej, tzw. resztkowej, uzyskanej po produkcji preparatu bton-
nikowego — z herbatnikami pszennymi.
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Material i metody badan

Material badawczy stanowily herbatniki z maki pszennej (HMP), z handlowej
maki owsianej (HMOH) oraz z maki owsianej resztkowej (HMOR), wypiekane wedtug
zmodyfikowanej receptury AACC (2006 — metoda nr 10-54) [1] — tab. 1.

Tabela 1.  Sktad recepturowy badanych herbatnikow.
Table 1.  Recipe-based composition of biscuits tested.

Herbatniki pszenne Herbatpiki owsian.e Herbatpiki owsian'e
Sktad surowcowy [g] Wheat biscuits z maki handlowej z maki resztkowej
Raw materials [g] HMP Commercial oat flour Residual oat flour
(HMP) biscuits (HMOH) biscuits (HMOR)
Maka pszenna typu 650 600
Wheat flour type 650 i i
Maka owsiana handlowa
. - 600 -
Commercial oat flour
Maka owsiana resztkowa
) - - 600
Residual oat flour
M
aratyna 270 270 270
Margarine
W
Cukier puder 160 160 160
Sugar powder
Tai
EZJ; 85 (2 szt.) 85 (2 szt.) 85 (2 szt.)
P k do pi i
rosze. o0 pieczenia 4 4 4
Baking powder
ki ili
Cukier .wam mnowy 1 1 1
Vanilla sugar

Warunki przygotowania ciasta i wypieku herbatnikow: ciasto sporzadzano recznie
ze sktadnikoéw przewidzianych recepturg i odstawiano do chtodziarki na 30 min. Po
tym czasie ciasto watkowano na papierze do wypieku do grubosci 5 mm i wykrawano
okragte ciastka o $rednicy 6 cm. Herbatniki wypiekano w temp. 200 °C przez 13 min.

Oceng organoleptyczng herbatnikéw po ich ostudzeniu przeprowadzit panel oce-
niajacy, zgodnie z PN-A-74252 [27]. Twardo$¢ herbatnikéw oznaczano teksturome-
trem TA-XT Plus w tescie penetracji (pomiar sily przebicia herbatnika sondg P6) oraz
w tescie przeciecia herbatnika w komorze Kramera, z centralnie zamontowanym jed-
nym nozem.

Probki przeznaczone do analiz chemicznych rozdrabniano w miynku bijakowym.
W herbatnikach, metodami AOAC [2], oznaczano zawarto$¢: suchej masy (met.
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925.10), bialka ogotem (met. 950.36), wtokna pokarmowego ogodtem (w tym frakcji
rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej w wodzie — met. 935.38), ttuszczu surowego (met.
930.05), a takze zwigzkow mineralnych w postaci popiotu catkowitego (met. 930.05).
Ponadto szacowano zawarto$¢ dostepnych weglowodanéw wg FAO/WHO [13] oraz
obliczano warto$¢ energetyczng herbatnikow na podstawie oznaczonego sktadu che-
micznego, wg FAO [12], stosujac $rednie rOwnowazniki energetyczne Atwatera.

Po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej
w Krakowie (Nr 90/KBL/OIL/2010) oznaczano indeks glikemiczny badanych herbat-
nikdw wg ISO 26642:2010 [18]. Analize prowadzono w grupie 15 ochotnikéw — ko-
biet w wieku 23 - 24 lat, o srednim wskazniku masy ciata (BMI) wynoszacym 21,8 £
1,9 kg/m’. Kobietom podawano 3 rodzaje herbatnikow wypiekanych 20 h przed pla-
nowanym badaniem, w ilosci dostarczajacej 50 g dostepnych weglowodanow (tab. 2).
Podczas trzech spotkan uczestnicy otrzymywali, oprocz herbatnikow, 200 cm® wodne-
go roztworu glukozy zawierajacego 50 g czystej glukozy. Grupa ochotnikow zglaszata
si¢ na badania rano, na czczo, 2 razy w tygodniu, mi¢dzy kolejnymi badaniami zacho-
wywano minimum 2-dniowg przerwe. Dwa pierwsze pomiary stezenia glukozy we
krwi, ktérych $rednia stanowita punkt odniesienia na krzywej glikemicznej (wartos¢ 0),
dokonywano na czczo. Kolejne pomiary przeprowadzano po: 15, 30, 45, 60, 90 i 120
min, liczonych od momentu rozpoczgcia spozywania badanego produktu (glukozy lub
herbatnikow). Pomiary stezenia glukozy wykonywano we krwi kapilarnej (pobierane;
przez pielegniarzy mikropipetg). Analizy te wykonywano w laboratorium medycznym
Diagnostyka w Krakowie przy uzyciu metody enzymatycznej z heksokinaza, stosujac
zestaw odczynnikow Abbott Ur. 3L82-41. Jako inhibitora glikolizy uzywano fluorku
sodu. Pomiary wykonywano metodg absorpcyjna przy A = 340 nm w aparacie Archi-
tect CI 8200 (Abbott laboratories, Abbott Park, Ilinois, USA). Wyniki wyrazano
w mmol/l. Nast¢pnie sporzadzano krzywe odpowiedzi glikemicznej kazdego produktu
i dla kazdej osoby oddzielnie. Na ich podstawie obliczano pole powierzchni pod krzy-
wa glikemiczng (IAUC), wykorzystujac metode trapezoidalng, zgodnie z wymogami
ISO 26642:2010 i wykluczajac wartosci ponizej punktu odniesienia (st¢zenia glukozy
na czczo). Jako wartos¢ indeksu glikemicznego przyjmowano stosunek pola po-
wierzchni pod krzywa glikemii po spozyciu badanego produktu (IAUC) do pola po-
wierzchni pod krzywa glikemii po spozyciu positku referencyjnego — glukozy (wartos¢
$rednia z 3 pomiarow po spozyciu glukozy = IAUC,). Wynik wyrazano w procentach.
Obliczano takze tadunek glikemiczny herbatnikow. Jako porcje¢ produktu jednorazowo
spozywang przyjeto dwa herbatniki o masie ok. 30 g.

Wyniki przedstawiono w postaci warto$ci srednich i odchylen standardowych,
aw przypadku indeksu i tadunku glikemicznego dodatkowo obliczono $redni btad
standardowy (SEM). Zastosowano jednoczynnikowg analizie wariancji (ANOVA)
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w programie Statistica 10. Istotno$¢ rdéznic miedzy wartosciami Srednimi weryfikowa-
no testem Duncana przy p = 0,05.

Tabela 2. Wielkos$¢ porcji badanych herbatnikéw podawanej uczestnikom, obliczona na podstawie za-
warto$ci w nich dostgpnych weglowodandw.
Table 2.  Portion size of tested biscuits given to participants and calculated on the basis of content of
available carbohydrates therein.
. Dostepne weglowodany Porcja herbatnikéw dostarczajaca 50 g
ROdZ.aJ [g/100 g herbatnikow] dostepnych weglowodanow [g]
herbatnikow ) ) o i
Type of biscuits Available carbohydrates Portion of biscuits to provide 50 g of
P [g/ 100 g of biscuits] available carbohydrates [g]
HMOR 51,3 85,2
HMOH 48,9 87,2
HMP 51,9 81,5

Znaczenie symboli jak w tab. 1. / Meaning of the symbols as in Tab. 1.

Wiyniki i dyskusja

Nowy produkt, niezaleznie od wartosci odzywczej i1 dietetycznej, powinien uzy-
ska¢ akceptacje konsumentéw przed wprowadzeniem na rynek. Cechy organoleptycz-
ne kruchych herbatnikéw, a zwlaszcza ich tekstura, mogg przesadzic¢ o tej akceptacji.
Dlatego celowe jest stosowanie metod analizy sensorycznej [6, 31]. Wykazano, ze
zamiana standardowej maki pszennej do produkcji herbatnikow na make owsiang
(handlowg i resztkowa) nie wplyneta znaczaco na jako$¢ wyrobu, o czym $wiadczy
suma przyznanych punktow (tab. 3).

Tabela 3.
Table 3.

Wiyniki oceny organoleptycznej herbatnikow.
Results of organoleptic assessment of biscuits.

Rodzaj herbatnikow

Suma punktow

Poziom jako$ci*

Type of biscuits Total scores Quality grade
HMOR 19°+0,05 I
HMOH 17°+£0,31 I

HMP 18°+0,08 I

Objasnienia: / Explanatory notes:

Znaczenie symboli jak w tab. 1. / Meaning of the symbols as in Tab. 1. W tabeli przedstawiono warto$ci
$rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and standard deviation; n = 15; a, b —
wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w kolumnie réznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 /
mean values in column and denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05; * zgod-
nie z norma PN-A-74252 [4] / pursuant to PN-A-74252 [4].
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Jednolitos¢ partii —&— HMOR
L'nifogmity of party

—&— HMOH
Smak1 zapach Wyglad zewnetrmy
Taste and aroma Appearance

Struktura 1 tekstura
Structure and texture

Rys. 1. Wyniki czastkowej oceny organoleptycznej badanych herbatnikow.
Fig. 1.  Results of partial organoleptic assessment of tested biscuits.

Panel konsumencki przyznat herbatnikom z maki owsianej resztkowej najwyzsze
oceny za kazda z cech (rys. 1), stad zostaly one zakwalifikowane do I poziomu jakosci
— 19 pkt. Nieznacznie nizej (18 pkt) oceniono herbatniki pszenne (I poziom jakos$ci),
a herbatniki z handlowej maki owsianej oceniono na 17 pkt, co pozwolito na zakwali-
fikowanie ich do II poziomu jakosci (tab. 3).

Czlonkowie panelu oceniajgcego wskazali na réznice w strukturze i teksturze,
przyznajac wigcej punktow za t¢ ceche herbatnikom wypieczonym z maki owsianej
resztkowej (HMOR) (rys. 1). Ocena ta zostala potwierdzona instrumentalnym pomia-
rem twardoS$ci (testem penetracji i przecigcia) herbatnikow, wykonanym teksturome-
trem TA.XT Plus (tab. 4). Okreslono sit¢ potrzebng do rozkruszenia herbatnikow. War-
tos¢ sity powinna odzwierciedla¢ krucho$¢ produktu oraz wysilek niezbedny do
rozdrobnienia go w jamie ustnej tak, aby nadawat si¢ do przetknigcia [29, 30]. W przy-
padku herbatnikéw kruchos¢ jest niezwykle istotna. Produkty takie nie mogg si¢ rozsy-
pywac ani tez odznacza¢ zbyt duzg twardo$cig — im twardsze sg ciastka, tym sg mniej
kruche [6, 25, 31].

Herbatniki z maki owsianej, zarowno resztkowej, jak i handlowej (HMOR
i HMOH) charakteryzowaty si¢ istotnie mniejsza (p < 0,05) twardos$cia, niezaleznie od
zastosowanego testu instrumentalnego, w poréwnaniu z herbatnikami z maki pszennej
(tab. 4). Wigksza krucho$¢ herbatnikow owsianych jest wynikiem stosowania maki,
ktora zawiera wigcej thuszczu [5], a rOwnoczesnie mniej biatek glutenowych, w poréw-
naniu z maka pszenng. Tluszcz nadaje ciastu plastycznos$¢ i sprawia, ze gotowe pro-
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dukty sg odpowiednio kruche [7]. Modyfikuje on cechy organoleptyczne, jak rowniez
wlasciwosci fizyczne ciasta i w efekcie teksturotworcze cechy gotowego produktu [7,
31].

Tabela 4. Twardo$¢ herbatnikow oznaczona teksturometrem TA.XT Plus.
Table 4.  Hardness of biscuits evaluated using TA.XT Plus Texture Analyzer.

) ) Twardo$¢ herbatnikow [N] / Hardness of biscuits [N]
Rodzaj herbatnikow — —
Type of biscuits type Test per%etracp Test prz'ecm;ma

Penetration test Intersection test

HMOR 18,5%+2,2 454°+ 13

HMOH 21,022 47,8+ 0,7

HMP 28,4+ 0,5 63,3+ 7,2

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w kolumnach roznig si¢ statystycznie istotnie przy
p < 0,05 / mean values in columns and denoted by different letters differ statistically significantly at
p=<0.05.

Pozostate objasnienia jak pod tab. 3./ Other explanatory notes as in Tab. 3.

7 porownania sktadu podstawowego wynika, ze herbatniki owsiane HMOR
1 HMOH charakteryzowaty si¢ istotnie wicksza (p < 0,05) zawarto$cig thuszczu, zwigz-
kéw mineralnych w postaci popiotu catkowitego 1 wtdkna pokarmowego (frakcji roz-
puszczalnej i nierozpuszczalnej), w porownaniu z herbatnikami pszennymi. Natomiast
zastapienie maki pszennej maka owsiang nie wptyneto na zmiany zawartosci biatka —
tab. 5.

Badane herbatniki charakteryzowaty si¢ duza zawarto$cig weglowodanow przy-
swajalnych ze wzgledu na sktad maki o duzej zawartosci skrobi i znaczng ilo$¢ sacha-
rozy dodanych do ciasta, przewidzianych recepturg.

Wigkszy udziat thuszczu, btonnika i popiotu, a mniejszy skrobi w herbatnikach
owsianych HMOR 1 HMOH wptynat na istotnie mniejsza (p < 0,05) zawarto$¢ dostep-
nych weglowodanow, w porownaniu z herbatnikami pszennymi HMP, odpowiednio
02,614 % (tab. 5).

Swiadomi konsumenci coraz czesciej sprawdzajg walory zywieniowe artykutow
spozywczych, dlatego konieczne jest m.in. obliczenie wartosci energetycznej nowych
produktow. Na podstawie zawartosci sktadnikow podstawowych 1 przy uzyciu wspot-
czynnikdw Atwatera obliczono warto$¢ energetyczng 100 g herbatnikow, a takze do-
starczang wraz z jedng przecigtnie spozywang porcja, za ktora przyjeto 2 ciastka o ma-
sie ok. 30 g (tab. 6).
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Tabela 5. Zawartos$¢ sktadnikow pokarmowych w badanych herbatnikach.
Table 5.  Content of nutrients in biscuits tested.
o Rodzaj herbatnikéw / Type of biscuits
Wyszczegblnienie / Item
HMOR HMOH HMP
Wilgotnoé¢
1E0tnose 4,03°+£0,40 | 543°+028 | 842°+0,40
Moisture
Biatk Ot
1o ogotem 7,59°+£0,01 | 7.52%°+0,02 | 7,52°+0,03
Total protein
Th
uszez surowy _ 242+ 0,15 | 24,6°+0,15 | 19,8°+0,03
Crude fat = =
Popiot catkowit Z 3
Oplof catkowtly T2 | 1,00°4001 | 1,07°£0,01 | 0,57°=0,02
Total ash 2 &
)
Frakcja rozpuszczalna gﬁ 4] . b a
. N E 1,93+ 0,02 1,61° £ 0,06 1,06" £ 0,01
Soluble fraction § 5
) Frakcja nierozpuszczlna :o cbf 2571 0.01 2 46°+ 0.01 1324+ 0.01
Wiékno Insoluble fraction g = ’ ’ ’ ’ ’ ’
pokarmowe = &
. 3 &n
Dietary fibre Ogolem = 4,50°+£0,01 | 4,07°£0,06 | 2,38+ 0,02
Total
-D-gluk
B-D-glukany 126°£0,01 | 125°£0.,01 | 0,13°+0,01
B-D-glucans
Weglowodany przyswajalne 58,7°+0.28 | 574°+£0,13 | 614°+0,14
Digestible carbohydrates

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b, c — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszach roznig si¢ statystycznie istotnie przy
p < 0,05 / mean values in rows and denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05.
Pozostate objasnienia jak pod tab. 3./ Other explanatory notes as in Tab. 3.

Tabela 6. Wartos$¢ energetyczna 100 g herbatnikow oraz ich jednej porcji (2 ciastka — 30 g herbatnikow).
Table 6.  Food energy provided by 100 g of biscuits and by one portion thereof (2 biscuits — 30 g of
biscuits).
) ) Warto$¢ energetyczna / Food energy
Rodzaj herbatnikow [kcall2 ciastkal] (1172 ciastial
Lo tka clastka
Type of biscuits kcal/100 kJ/100 calz cias
P [keal/100 ] [ el [kcal/2 biscuits] [kJ/2 biscuits]
HMOR 491,7 2057,1 147,5 617,1
HMOH 488,7 2044,1 146,6 613,2
HMP 458,1 1920,9 137,4 576,3

Znaczenie symboli jak w tab. 1. / Meaning of the symbols as in Tab. 1.
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Jedna porcja herbatnikow owsianych HMOR czy HMOH charakteryzowata si¢
wartos$cig energetyczng wigksza o ok. 10 kcal/30 g od takiej samej porcji herbatnikow
pszennych HMP (tab. 6). Wigksza kaloryczno$¢ tych herbatnikow wynikata gtownie
z wigkszej zawartosci thuszczu niz w herbatnikach pszennych (tab. 5), mimo ze zawie-
raty one znacznie wigcej wtokna pokarmowego, co czg¢sciowo ograniczato ich warto$¢
energetyczng [21]. Nie zaobserwowano natomiast roznicy pomiedzy wartosciag energe-
tyczng herbatnikoéw owsianych HMOR i HMOH.

43 o Ghikoz
c [Glucose]
4
R --m--HMOR
33 e —b
. —&—HMOH

Zmiany steZenia glukozy [mmoVl)
Changes inblood glucose kevel [mmol1]
Lo

Czas [min)/ Time [min]

Objasnienia / Explanatory notes:

Znaczenie symboli jak w tab. 1: / Meaning of the symbols as in Tab. 1.; a, b, ¢ — wartosci $rednie ozna-
czone roznymi literami w badanym czasie rdznig si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05/ mean values
denoted by different letters during time period tested differ statistically significantly at p < 0.05.

Rys. 2. Zmiany ste¢zenia glukozy we krwi uczestnikow badania po spozyciu herbatnikow oraz glukozy
uzytej jako produkt wzorcowy.

Fig. 2. Changes in glucose levels in blood of test participants after they ate biscuits and glucose used as
standard product.

Stezenie glukozy oznaczone we krwi ochotnikow na czczo miescito si¢ najcze-
$ciej w normie (3,9 + 5,5 mmol/l), wynosilo bowiem 3,69 + 5,48 mmol/l. Najwi¢kszy
1 najszybszy wzrost stezenia glukozy we krwi ochotnikéw nastapit po spozyciu roztwo-
ru wzorcowego (rys. 2), ze wzgledu na duza przyswajalnos$¢ czystej glukozy. Juz po
15 min st¢zenie glukozy we krwi bylo istotnie wigksze (p < 0,05) niz po spozyciu ba-
danych herbatnikow, natomiast maksymalne stezenie po konsumpcji wszystkich anali-
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zowanych produktéw nastgpito po 30 min od rozpoczecia pomiaréw. Podobne wyniki
uzyskiwano juz we wczesniejszych badaniach innych autoréw [10, 24]. Po przeanali-
zowaniu wykresu krzywych glikemicznych po spozyciu roztworu czystej glukozy
1 badanych herbatnikdéw (rys. 2) stwierdzono znaczng réznicg w tempie wzrostu i obni-
zenia poziomu glukozy we krwi, a takze w jej maksymalnym stezeniu w przypadku
réznych produktow. Po spozyciu roztworu czystej glukozy zaréwno wzrost, jak
1 zmniejszenie st¢zenia glukozy we krwi, byty bardzo szybkie i gwaltowne, a po spo-
zyciu wszystkich rodzajow herbatnikéw znacznie wolniejsze i bardziej rGwnomierne
podczas calego badania.

Zmniejszanie stezenia glukozy we krwi po spozyciu herbatnikéw, do wartosci ok.
0,5 mmol/l, wystgpowato od 30. do 60. min, natomiast po spozyciu roztworu glukozy
zmniejszalo si¢ sukcesywnie od 30. min do konca monitorowania badania, tj. do 120.
min, czyli przez 90 min, przy czym do najwigkszego zmniejszenia glikemii dochodzito
w 2. h badania, co jest zgodne z wynikami Ciok i wsp. [16]. Ponadto po spozyciu glu-
kozy wystapilo zjawisko hipoglikemii, czyli nadmiernego obnizenia poziomu glukozy
we krwi (rys. 2). Zaobserwowano znaczne rdznice pomi¢dzy maksymalnymi warto-
$ciami stezenia glukozy we krwi ochotnikoéw po spozyciu glukozy i herbatnikéw, wy-
noszacymi odpowiednio 3,9 mmol/l oraz 1,5 +2 mmol/l.

W przypadku herbatnikow najwicksze, statystycznie istotne (p < 0,05) stgzenie
glukozy we krwi wystapilo po spozyciu ciastek z maki owsianej handlowej (HOMH),
nie wykazano natomiast r6znicy w maksymalnym stezeniu glukozy po spozyciu her-
batnikow pszennych (HMP) i z maki owsianej resztkowej (HMOR). Ponadto kon-
sumpcja herbatnikoéw owsianych HMOR skutkowata najmniejszym stezeniem glukozy
we krwi przez caty okres badania, w odniesieniu do pozostatych herbatnikow (rys. 2).

Na przebieg krzywych glikemicznych, a tym samym na warto$¢ indeksu gli-
kemicznego, wptyw wywiera nie tylko sktad chemiczny produktu, ale takze jego struk-
tura [14]. Herbatniki owsiane HMOH zawieraty istotnie mniej (p < 0,05) widkna po-
karmowego, w tym jego frakcji rozpuszczalnej, niz herbatniki HOMR (tab. 5.)
Rozpuszczalna frakcja wlokna pokarmowego odpowiedzialna jest za obnizanie pozio-
mu glukozy we krwi, poprzez tworzenie lepkich roztwordéw, ktore opdzniaja wchtania-
nie weglowodandéw oraz ograniczajg hydroliz¢ enzymatyczng cukréw w jelicie cienkim
[14]. Zatem tendencja do wigkszej popositkowej glikemii stwierdzona po spozyciu
herbatnikéw HOMH w odniesieniu do herbatnikow HOMR wynika prawdopodobnie
z mniejszej zawartoSci w nich wiokna pokarmowego (tab. 5). Wydaje si¢, ze w tym
przypadku mniejsze znaczenie majg zawartos¢ thuszczu i biatka, ktore w herbatnikach
owsianych ksztattowaty si¢ na podobnym poziomie, a takze struktura produktu, bo-
wiem nie zaobserwowano roéznicy w kruchos$ci herbatnikow.

Ze wzglgdu na okoto dwukrotnie mniejszg zawartos¢ widkna pokarmowego
w herbatnikach pszennych, w porownaniu z owsianymi, spodziewano si¢, ze po ich
spozyciu we krwi ochotnikow wystapi najwicksze sposrod wszystkich wypiekow mak-
symalne stezenie glukozy. Jednak ze wzgledu na najwigkszg twardo$¢ (tym samym
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najmniejszg kruchos¢) tych herbatnikow (tab. 4), hydroliza cukrow w nich zawartych
mogla przebiega¢ znacznie wolniej niz w herbatnikach owsianych. Ponadto inna struk-
tura biatek maki pszennej (biatka glutenowe) mogla ogranicza¢ dostepnos¢ skrobi do
dziatania a-amylazy przez catkowite lub czgéciowe ,,zamknigcie” jej w ustrukturyzo-
wanym biatku wokot ziarenek skrobiowych [14].

Indywidualne wyniki krzywych glikemii po spozyciu badanych produktow
dowiodty, ze spozycie tych samych produktéw powodowato wystapienie znacznych
roznic w wartosciach pola powierzchni pod krzywa glikemiczng u poszczegélnych
ochotnikéw. Moglo to by¢ spowodowane roznicami w przebiegu procesow trawienia
1 wchianiania. Uwzglednienie krzywej wzorcowej (sporzadzonej po spozyciu glukozy)
kazdego z uczestnikow umozliwia zniwelowanie roéznic osobniczych, ktére moglyby
wplyna¢ na oznaczenie indeksu glikemicznego [10]. Jednak mimo takiego postgpowa-
nia wystgpily duze roéznice w warto$ciach GI, obliczanego dla poszczegdlnych osdb
spozywajacych ten sam rodzaj herbatnikoéw, o czym $§wiadcza wysokie wartosci odchy-
lenia standardowego (s) oraz sredniego btedu standardowego (SEM) — tab. 7. Podobne
rozbieznosci uzyskiwano w réznych osrodkach badawczych, w ktorych postugiwano
si¢ takimi samymi metodami pomiarowymi [9, 15, 17].

Tabela 7. Indeks i tadunek glikemiczny badanych herbatnikow.
Table 7. Glycaemic index and glycaemic load of tested biscuits.
Rodzaj Indeks Ladunek
herbatnikow glikemiczny s/SD SEM glikemiczny s/SD SEM
Type of biscuits | Glycaemic index Glycaemic load
HMOR 46,5 ¢ +10,8 +4,0 8,5 +4,1 +0,7
HMOH 49,7° +9,0 +2,8 8,6° +3,4 +0,5
HMP 46,2 ° +13,4 +3,4 8,3% +3,7 +0,6

Objasnienia: / Explanatory notes:

Znaczenie symboli jak w tab. 1. / Meaning of the symbols as in Tab. 1.

s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation; SEM — $redni blad standardowy / standard error of
the mean; a — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone tg sama litera nie roznig si¢ statystycznie istotnie
przy p < 0,05 / mean values in columns and denoted by the same letter do not differ statistically signifi-
cantly at p < 0.05.

Ze wzgledu na duzg zmienno$¢ indywidualnych wynikow w obrebie jednego ro-
dzaju badanych herbatnikéw nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic (p < 0,05)
pomiedzy indeksem glikemicznym tych produktow (tab. 7). Jednak zaobserwowano
pewne trendy widoczne juz podczas analizy krzywych glikemicznych, wykreslonych
po spozyciu herbatnikow (rys. 2). Mozna sadzi¢, ze tendencja do wywolywania naj-
wiekszej odpowiedzi glikemicznej, a zarazem najwigkszej wartosci indeksu glikemicz-
nego, charakteryzowaly si¢ herbatniki z maki owsianej handlowej (HMOH), natomiast
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herbatniki z maki resztkowej (HMOR) i pszennej (HMP) nie rdznity si¢ wartoSciami
tego parametru (tab. 7).

Na wartos¢ indeksu glikemicznego herbatnikow z pewnoscig wywarta wpltyw
znaczna zawartos¢ thuszczu, w tym tluszczu dodanego (margaryny) oraz widkna po-
karmowego (tab. 5), gdyz oba te sktadniki znacznie spowalniajg tempo absorpcji glu-
kozy po spozyciu positku bogatego w te zwigzki [22, 29]. Substancje te opdzniajg pro-
ces oprozniania zoladka i spowalniajg tempo trawienia i wchianiania weglowodanow.
Produkty bogate w thuszcz odznaczajg si¢ wigc mniejszg wartoscig GI w stosunku do
produktoéw ubogich w thuszez [10, 14]. Zatem duza zawarto$¢ thuszczu we wszystkich
badanych herbatnikach (ponad 20 %) byta gléwng przyczyna ich niskiego GI, a wigk-
sza zawarto$¢ wtokna pokarmowego w herbatnikach owsianych czy tez réznice w tek-
sturze (herbatniki pszenne) byly mniej znaczace.

Zgodnie z klasyfikacjg produktow FAO/WHO [13] i ISO 26642:2010 [18] ze
wzgledu na warto$¢ indeksu glikemicznego wszystkie badane herbatniki, takze z maki
pszennej, wykazaty indeks glikemiczny mniejszy niz 50, co klasyfikuje je do grupy
produktow o niskim GI (tab. 7).

Uwaza si¢, ze produkty owsiane odznaczajg si¢ niskim indeksem glikemicznym
dzigki obecnosci B-glukanow [3, 22, 23]. Jednak zgodnie z rozporzadzeniem Komisji
UE nr 432/2012 B-glukany obnizajg poziom glukozy we krwi, jezeli zywno$¢ zawiera
ich co najmniej 4 g na kazde 30 g przyswajalnych weglowodanow w okreslonej porcji.
Tego zalozenia nie spetiajg badane herbatniki owsiane, gdyz na 30 g przyswajalnych
weglowodanow przypada jedynie 0,6 g B-glukandéw. Ponadto w recepturze herbatni-
kow przewidziany byt znaczny dodatek sacharozy, ktory bardzo szybko podnosi po-
ziom glukozy we krwi, stad produkty bogate w sacharoz¢ na ogdt odznaczajg si¢ wy-
soka wartoscig GI [15].

Warto$¢ GI $wiadczy tylko o jakosci i szybkosci wchtaniania weglowodanow
zawartych w produkcie. Nie odzwierciedla natomiast, ile przyswajalnych weglowoda-
noéw jest dostarczanych wraz z porcja okreslonego produktu. W celu kontroli poziomu
glukozy we krwi niezbegdne jest zatem oznaczenie zarowno indeksu glikemicznego jak
i fadunku glikemicznego (GL — glycemic load). Przyjmuje si¢, Ze niski fadunek glike-
miczny to ten ponizej 10, Sredni 11 + 19, wysoki natomiast wynosi 20 i wigcej. Badane
herbatniki oprocz niskiego indeksu glikemicznego wykazaly réwniez niski tadunek
glikemiczny (tab. 7), bowiem wszystkie wyniki oscylowaly wokoét 8,5. Niskie wartosci
tych wskaznikéw w przypadku produktéw z duzg zawartoscig B-D-glukanow oraz cia-
steczek owsianych lub z ptatkami owsianymi wykazali rdwniez inni autorzy [10, 15,
24]. Dotychczas nie porownano wartosci GI i GL produktow owsianych i1 pszennych,
sporzadzonych wedtug tych samych receptur.

Jak wynika z niniejszych badan, spozycie herbatnikow z maki owsianej nie wpty-
n¢to znaczaco na zmiany przebiegu krzywych glikemicznych. Zastgpienie produktu
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pszennego produktami z maki owsianej nie pozwolito na uzyskanie znaczacych réznic
wartosci indeksu glikemicznego. Nalezy podkresli¢, ze w celu zmniejszenia GI w pro-
cesie produkcji wyroboéw pszennych (najczgsciej o wysokim wskazniku) stosuje sig¢
jednak dodatek maki owsianej. Sa to najczesciej produkty o niewielkiej zawartosci
thuszczu i cukrow prostych, jak np. chleb [3, 22, 23].

‘Whioski

1. Zarowno herbatniki pszenne, jak i owsiane zostaly bardzo dobrze ocenione pod
wzgledem cech sensorycznych, co §wiadczy o ich wysokiej akceptacji konsu-
menckiej, przy czym herbatniki z mak owsianych (handlowej i resztkowej) charak-
teryzowaly si¢ mniejszg twardoscia, co $wiadczy o ich wigkszej krucho$ci.

2. Zastosowanie mak owsianych do produkcji herbatnikéw, w miejsce maki pszennej,
spowodowalo statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost zawarto$ci thuszczu surowe-
go, zwigzkéw mineralnych w postaci popiotu catkowitego, widkna pokarmowego
(frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej), w tym B-glukanéw w tych herbatni-
kach.

3. Maksymalne st¢zenie glukozy we krwi wystapito po 30 min od spozycia herbatni-
koéw, jednoczesnie najwigksze stezenie glukozy zaobserwowano w przypadku her-
batnikow owsianych z maki handlowe;.

4. Wszystkie herbatniki odznaczaty si¢ niskim indeksem glikemicznym w zakresie 46
+ 50 oraz tadunkiem glikemicznym ponizej 10, co zwigzane jest z niewielka za-
wartoscig weglowodanoéw przyswajalnych (57 + 61 %) i znaczng zawartoScia
thuszczu (19 + 24%) w tych produktach.

5. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic (p < 0,05) pomigdzy indeksem
i tadunkiem glikemicznym herbatnikow sporzadzonych z maki pszennej oraz mak
owsianych: handlowe;j i resztkowe;.

Projekt sfinansowano ze srodkow Narodowego Centrum Nauki (NN 312331640).
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COMPARING GLYCAEMIC INDEX AND GLYCAEMIC LOAD OF OAT BISCUITS
AND WHEAT BISCUITS

Summary

The objective of the study was to compare the glycaemic index and glycaemic load of biscuits made
with 100 % wheat flour type 650 and with two 100 % oat flours: commercial oat flour and residual oat
flour (obtained after the production of fibre preparation).

The biscuits were organoleptically assessed by a panel of assessors. The hardness of the biscuits was
analyzed using a TA-XT Plus Texture Analyzer along with penetration and intersection tests. AOAC
methods were applied to determine the moisture and the content of the following components in the bis-
cuits: total protein, crude fat, mineral compounds in the form of total ash, total dietary fibre including
soluble and insoluble fractions, and B-D-glucans. The content of available carbohydrates in the biscuits
was calculated according to the FAO/WHO recommendations. The food energy provided by the biscuits
was calculated based on a method recommended by FAO that included the composition of the biscuits and
the Atwater energy equivalents. The determination of the glycaemic index was carried out in a group of 15
volunteers using a method recommended by ISO 26642:2010. The organoleptic characteristics of both the
wheat and the oat biscuits were assessed as very good; however, the biscuits made with oat flours (residual
and commercial) were characterized by a better crispness. Replacing wheat flour with oat flours to make
the biscuits caused the content of crude fat, total ash, dietary fibre (soluble and insoluble fractions) includ-
ing B-glucan in those biscuits to increase statistically significantly. All the biscuits tested were character-
ized by a low glycemic index ranging from 46 to 50 and a low glycemic load, less than 10, and this result-
ed, mainly, from a small content of digestible carbohydrates (57 - 61 %) and a high content of fat (19 —
24 %) in those products.

Key words: wheat biscuits, oat biscuits, glycaemic index, glycaemic load
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Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie sktadu polifenolowego owocow szeSciu odmian jezyny uprawnej, w tym
rozpowszechnionych w uzytkowaniu: ‘Orkan’ i ‘Gaj’ oraz czterech nowych: ‘Ruczaj’, ‘Polar’, ‘Brzezina’,
‘Lesniczanka’ oraz wyznaczenie zmienno$ci zawartych w nich gtownych grup polifenoli.

Materiatem do badan byly owoce jezyny wymienionych odmian, ktdre pozyskano z Sadowniczego
Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Ogrodnictwa w Brzeznej. W owocach oznaczono zawarto$¢ podsta-
wowych grup polifenoli: antocyjanow, elagotanin i flawan-3-oli z zastosowaniem metody HPLC. W jezy-
nach stwierdzono zawarto$¢: antocyjandw — 210 + 465 mg/100 g §.m., elagotanin — 53 + 320 mg/100 g
$.m. i flawan-3-oli — 121 + 282 mg/100 g §.m., a suma polifenoli wynosita 556 + 898 mg/100 g §.m. Istot-
nie wigksza zawartos$cig antocyjanéw cechowaly sie owoce odmiany ‘Ruczaj’ (465 mg/100 g $.m.),
a istotnie mniejsza jezyny ‘Polar’ (210 mg/100 g $.m.), jednak ta odmiana charakteryzowata si¢ istotnie
wigksza zawartos$cig elagotanin (319 mg/100 g §.m.). Gléwnym antocyjanem owocodw wszystkich odmian
byt cyjanidynyno-3-O-glikozyd (79 + 91 % sumy antocyjandw). Suma zawarto$ci 1 wzajemne udziaty
elagotanin: lambertianiny C i sanguiny H-6 w owocach jezyny byty istotnie zr6znicowane w zaleznosci od
odmiany i moga by¢ rozwazane jako kryterium podobienstwa. Duza zawarto$¢ sumy polifenoli w jezy-
nach odmian ‘Ruczaj’, ‘Polar’ i ‘Gaj’ moze by¢ dodatkowym czynnikiem wplywajacym na upowszech-
nianie tych odmian w uprawie.

Stowa kluczowe: jezyny, zmienno$¢ odmianowa, elagotaniny, antocyjany, flawan-3-ole

Wprowadzenie

Jezyna, podobnie jak malina, nalezy do rodzaju Rubus z rodziny ré6zowatych Ro-
saceae. Jezyna Rubus fruticosus jest krzewem o duzej zmiennosci gatunkowej, tworza-
cym zarosla i poszycia lasow [3]. LiScie oraz owoce jezyn i malin od dawna stosowane
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sg w ziotolecznictwie [32]. Krzewy obydwu gatunkéw sa ro§linami uprawowymi, lecz
tylko malina stata si¢ rosling sadowniczg, a jezyna pozostaje w uprawie amatorskie;j.
Wynika to gtownie z podatnosci jezyny na przemarzanie oraz ze wzgledu na bardziej
czasochtonna pielegnacije roslin w pordwnaniu z maling [3]. Swiatowa produkcja jezyn
wynosi okoto 155 tys. ton rocznie [29]. Owoce pochodza z plantacji towarowych
1 stanowisk roslin dziko rosngcych przede wszystkim w Ameryce Poinocnej, Europie
1 Azji [30]. Gtownym producentem jezyn w Europie jest Serbia ze zbiorami 8 + 10 tys.
ton rocznie [33]. Produkcja towarowa owocoOw jezyny w Polsce, oceniana na kilkaset
ton, skupiona jest gtdwnie w rejonie Gdanska, Poznania i Wroctawia. Owoce przezna-
cza si¢ przede wszystkim na mrozonki [33]. W tej postaci kierowane sg na eksport do
UE oraz na rynek krajowy jako komponent gastronomiczny i winiarski [1].

Od 1979 r. w Sadowniczym Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Sadownictwa
w Brzeznej prowadzone sg prace hodowlane nad zwigkszeniem produkcji jezyny
w Polsce. Podstawowym celem jest uzyskanie odmian jezyny o wysokiej jakosci dese-
rowej lub przetworczej owocoOw oraz uzyskanie odmian mrozoodpornych i przydat-
nych do zbioru maszynowego [22]. Badaniem obje¢to odmiany: ‘Gazda’, ‘Orkan’,
‘Gaj’, ‘Polar’ 1 ‘Ruczaj’. Na podstawie kilkuletnich obserwacji wykazano duza przy-
datno$¢ odmian jezyny ‘Gaj’, ‘Polar’ i ‘Ruczaj’ do uprawy towarowej oraz amatorskiej
w warunkach klimatycznych Polski poludniowej [22].

Owoce jezyny sg bogatym zrédlem polifenoli, a zwtaszcza antocyjandw. Moga
zawiera¢ [mg/100 g $.m.]: 31 + 326 mg antocyjandw [16], 51 + 68 mg elagotanin [25]
1 27 mg flawan-3-oli [9]. Sg one rowniez zrodlem takich polifenoli, jak flawonole — 4 +
30 mg/100 g §.m. oraz kwasy fenolowe — 7 = 64 mg/100g $.m. [16].

Zawarto$¢ wymienionych zwigzkow jest wazna ze wzgledow prozdrowotnych.
Flawonoidy, w tym antocyjany, moga zmniejsza¢ ryzyko powstania otytosci [15], cho-
roby wiencowej serca [13], roznych typow raka [19, 31] czy tez wptywac na poprawe
pamigci u 0sob starszych [20]. Obserwowano korzystne oddzialywanie elagotanin na
hamowanie rozwoju komorek raka prostaty [12]. Elagotaniny sg estrami kwasu
3,4,5,3°,4°,5’-heksahydroksydifenylowego (kwas HHDP) i alkoholu wielowodorotle-
nowego (monosacharydu), zwykle B-D-glukozy (lub jej oligomerow). Uwaza sig, ze
niektore prozdrowotne wlasciwosci elagotanin zwigzane sg ze zdolno$cig do uwalnia-
nia z ich czasteczek wolnego kwasu elagowego i jego dalszego metabolizmu w organi-
zmach ludzi i zwierzat. Nastgpstwem metabolizmu elagotanin przez flore bakteryjna
przewodu pokarmowego jest wydtuzone uwalnianie kwasu elagowego do krwi [8].
Cennym zrodlem elagotanin jest m.in. jezyna. Udokumentowano posredni efekt obni-
zania ci$nienia krwi u szczurdw cierpigcych na nadci$nienie dzigki diecie bogatej we
flawan-3-ole [6].
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Wiasciwos$ci prozdrowotne jezyn sktonity do podjecia badan, ktorych celem byto
okreslenie sktadu polifenolowego owocow pochodzacych z szesciu odmian jezyny
uprawnej oraz wyznaczenie zmienno$ci gtdwnych grup polifenoli w nich zawartych.

Material i metody badan

Material do badan stanowily swieze owoce sze$ciu odmian jezyny: ‘Gaj’, ‘Ru-
czaj’ ‘Orkan’, ‘Polar’, ‘Brzezina’ i ‘Le$niczanka’. Owoce pochodzily z plantacji do-
swiadczalnych Sadowniczego Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Ogrodnictwa
w Brzeznej, z sezonu 2012. Jezyny w ilo$ci 2 = 4 kg zebrano w stanie dojrzatosci
zbiorczej, zamrozono w temp. -18 °C 1 utrzymywano w tej temperaturze do czasu wy-
konania badan przez 6 miesigcy. Zamrozone probki owocow, w ilosci po okoto 200 g,
pobierano z kazdej odmiany jezyny, rozdrabniano w miynku IKA A11B przez kilka
minut, a nast¢pnie uzywano do oznaczen antocyjanow, elagotanin i flawanoli.

Oznaczenie zawarto$ci antocyjanéw prowadzono metoda opracowang przez Sojke
i wsp. [26]. Postepowanie analityczne wykonywano w dwoch powtorzeniach w kazdej
badanej probce materiatu.

Elagotaniny w owocach oznaczano zgodnie z Klimczak i wsp. [18]. Substancjami
wzorcowymi byly: kwas elagowy (Extrasynthese, Genay, Francja), sanguina H-6
o czystosci wynoszacej 90 % (wyznaczona na podstawie analizy HPLC), lambertianina
C o czystosci 95-procentowej (wyznaczona na podstawie analizy HPLC) wyekstraho-
wane z owocow malin i wyodrgbnione metoda chromatografii preparatywnej wedtug
postgpowania opisanego przez Sojke i wsp. [27]. Materiatem do wyodrebniania lam-
bertianiny C i sanguiny H6 byl acetonowy ekstrakt z wyttokow malinowych.

Do ilosciowego oznaczenia flawan-3-oli w jezynach zastosowano metode katali-
zowanej kwasowej hydrolizy z nadmiarem floroglucinolu. Reakcje¢ floroglucinolizy
prowadzono zgodnie z procedurg opisang przez Kennedy’ego i wsp. [17] w modyfika-
cji wlasnej. Nawazke 40 mg liofilizowanych i zmielonych w ciektym azocie owocoéw
odwazano do plastikowych probowek o poj. 2 ml (Eppendorf), a nast¢gpnie dodawano
do niej 800 pl roztworu floroglucinolu (75 g/1) i kwasu askorbinowego (15 g/I) w od-
wodnionym metanolu. Reakcje rozpoczynano po dodaniu 400 pl 0,4 M roztworu kwa-
su solnego w odwodnionym metanolu. Tak przygotowane probki wstawiano do tazni
wodnej o temp. 50 °C na 30 min. Po tym czasie probki natychmiast umieszczano
w lazni z lodem na 3 min, a nastgpnie dodawano do probek po 600 ul 40 mM wodnego
roztworu octanu sodu w celu zatrzymania reakcji. Po zatrzymaniu reakcji probki roz-
cienczano dwukrotnie 40 mM octanu sodu. Powyzsze postgpowanie analityczne wyko-
nywano w dwoch powtorzeniach w kazdej badanej probce. Produkty kwasowej degra-
dacji flawan-3-oli rozdzielano przy uzyciu chromatografu Knauer (Berlin, Niemcy)
ztozonego z dwu pomp (K-501) dziatajacych w uktadzie gradientowym i sprzezonego
z detektorem fluorescencyjnym (FD), ktéry skonfigurowano tak, by dlugos¢ fali wzbu-
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dzenia A = 278 nm, a dlugos¢ fali emisji A = 360 nm. Rozdzial wykonywano w kolum-
nie Phenomenex Gemini 5u C18 110A (250 x 4,6 mm, 5 pum). Kolumne termostatowa-
no w temp. 25 °C. Przeptyw fazy ruchomej wynosit 1 ml/min. Faze¢ A stanowit
2,5-procentowy wodny roztwor kwasu octowego, faze B stanowila mieszanina acetoni-
trylu i wody w stosunku objetosciowym 4 : 1. Program rozdziatu: 0 - 10 min 4 + 7 %
fazy B; 10 - 27 min 7 + 30 % fazy B; 27 - 29 min 30 + 70 % fazy B; 29 - 34 min 70 %
fazy B; 34 - 35 min 70 + 4 % fazy B; 35 - 40 min 4 % fazy B. Dane rejestrowano za
pomoca programu do rejestracji i obrobki danych chromatograficznych Eurochrom
2000. Substancjami wzorcowymi byly: (+)-katechina, (-)-epikatechina (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Niemcy) oraz procyjanidyna B2 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy) po
przeprowadzonej florogluzinolizie wedtug procedury zastosowanej do badanych pro-
bek.

Zawarto$¢ wolnej (+)-katechiny i (-)-epikatechiny oznaczano w ekstraktach sto-
sowanych wczesniej do analizy antocyjanow. Stosowano identyczny uktad chromato-
graficzny oraz program rozdziatu jak w przypadku oznaczania sumy flawan-3-oli.
Sredni stopief polimeryzacji wyznaczano na podstawie stosunku molowego wszyst-
kich jednostek flawan-3-oli, tj. adduktow floroglucinolu i jednostek terminalnych do
sumy jednostek terminalnych. Przy czym za jednostki terminalne uznaje si¢
(+)-kateching i (-)-epikateching, uwolnione z procyjanidyn [11].

Wyniki badan poddano analizie statystycznej, stosujac jednoczynnikowg analize
wariancji oraz test Duncana na poziomie istotnos$ci p < 0,05. Obliczenia wykonano
w programie Statistica 9.

Wiyniki i dyskusja

We wszystkich jezynach stwierdzono wystepowanie pieciu antocyjandow, z kto-
rych dwa zidentyfikowano na podstawie wzorcéw jako cyjanidyno-3-O-glukozyd oraz
cyjanidyno-3-O-rutynozyd (rys. 1). Na podstawie danych literaturowych [14],
uwzgledniajac kolejnos¢ poszczegolnych pikow i czasy retencji, pozostate trzy antocy-
jany zidentyfikowano jako: cyjanidyno-3-ksylozyd, cyjanidyno-3-(6”-malonylo-
glukozyd) oraz cyjanidyno-3-(6"-(3-hydroksy-3-metyloglutaro)glukozyd). Zgodnie
z tymi danymi zawarto$¢ cyjanidyno-3-O-glukozydu stanowita 77 % sumy antocyja-
néw zawartych w owocach jezyny. Wedlug Kaume’go i wsp. [16] oraz autoréw innych
prac dotyczacych antocyjanéw jezynowych [2, 14], w owocach tych wystepujg takze
glikozydy, takie jak: cyjanidyno-3-arabinozyd, cyjanidyno-3-galaktozyd, cyjanidyno-
3-soforozyd, malwidyno-3-arabinozyd, pelargonidyno-3-glukozyd, lecz gléwnym
sktadnikiem antocyjanowym, niezaleznie od pochodzenia owocdw, zawsze pozostaje
cyjanidyno-3-O-glukozyd. W tab. 1. przedstawiono wyniki zawarto$ci antocyjanoéw,
cyjanidyno-3-0O-glukozydu, cyjanidyno-3-O-rutynozydu oraz pozostatych antocyjanéw
w owocach sze$ciu odmian jezyny.
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Rys. 1. Chromatogram UV-VIS przy dlugosci fali 520 nm, przedstawiajacy obecno$¢ antocyjanéow w
swiezych owocach jezyny odmiany ‘Brzezina’, gdzie: Al — cyjanidyno-3-O-glukozyd, A2 —
cyjanidyno-3-O-rutynozyd, A3 — cyjanidyno-3-ksylozyd, A4 - cyjanidyno-3-(6"-
malonyloglukozyd) i A5 — cyjanidyno-3-(6"-(3-hydroksy-3-metyloglutaro)glukozyd).

Fig. 1. UV-VIS chromatogram at 520 nm wavelength showing occurrence of anthocyanins in fresh
fruits of Brzezina cultivar, where: Al — cyanidin-3-O-glucoside, A2 — cyanidin-3-O-rutinoside,
A3 — cyanidin-3-xyloside, A4 — cyanidin-3-(6"-malonyloglucoside) to AS — cyanidin-3-(6"-(3-
hydroxy-3-methylglutaroyl) glucoside).

Zawarto$¢ sumy antocyjanéw w badanych owocach wahala si¢ w granicach 210 +
465 mg/100 g $.m. Jednoczesnie zwarto$¢ cyjanidyno-3-O-glukozydu wynosita 177 +
404 mg/100 g §.m., a jego udzial w sumie antocyjanow zmieniat si¢ od 79 do 91 %.
Jest to znacznie wigcej niz w innych owocach jagodowych, np. w malinach wynosi on
okoto 30 % [5], a w truskawkach — okoto 10 % [4]. Wyniki wlasne sg wyzsze od za-
warto$ci sumy antocyjanéw w jezynach z plantacji towarowych stanu Georgia w USA
(110,5 = 122,7 mg/100 g §.m.) [24] i1 jezynach dziko rosngcych w Norwegii (323
mg/100 g §.m.) [14]. Warunki §rodowiska mogg wigc mie¢ wptyw na sume¢ zawartosci
antocyjanoéw, co wykazano tez na przyktadzie szartatu (Amaranthus spp.) [28].

Pod wzgledem zawarto$ci antocyjanow w owocach poszczegdlnych odmian wy-
rozniono trzy grupy homogenne. Odmiany ‘Ruczaj’, ‘Gaj’ 1 ‘Le$niczanka’ cechowaty
si¢ istotnie wyzsza (p < 0,05) zawartoscig antocyjanow ($Srednio 429 mg/100 g §.m.),
a odmiana ‘Polar’ istotnie nizszg (210 mg/100 g $.m.) (p < 0,05) w porownaniu z pozo-
statymi dwoma odmianami tj. ‘Orkanem’ i ‘Brzezing’ ($rednio 341 mg/100 g $.m.).

We wszystkich badanych owocach jezyn stwierdzono wystepowanie dwoch ela-
gotanin: lambertianiny C oraz sanguiny H-6 (rys. 2). Hager i wsp. [10] podaja, ze
w migzszu jezyn pochodzacych z USA (Arkansas) wystepuja tylko dwie wyzej wy-
mienione elagotaniny. Natomiast nasiona oraz torus (rozro$ni¢te dno kwiatowe) zawie-
rajag oprocz wymienionych elagotanin rowniez monomery, takie jak pedunkulaging,
kastalaging/weskalagine oraz tetramer lambertianing D.
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Tabela 1. Zawarto$¢ sumy antocyjandw oraz cyjanidyno-3-O-glukozydu, cyjanidyno-3-O-rutynozydu
oraz pozostatych antocyjandéw w owocach jezyny w zaleznosci od odmiany i pochodzenia
[mg/100 g $.m.].
Table 1.  Content of total anthocyanins, cyanidin-3-O-glucoside, cyaniding-3-O-rutinoside, and of other
anthocyanins in blackberry fruits depending on cultivar type and origin [mg/100 g FW]
i Suma Pozostate
Ofir{llana antocyjanéw | Cyjanidyno-3-O-glukozyd | Cyjanidyno-3-O-rutynozyd* | antocyjany*
jezyn Total Cyanidin-3-O-glucoside | Cyanidin-3-O-rutinoside* Other
Blackberry anthocyanins anthocyanins™®
cultivar
[mg/100 g $.m.] / [mg/100 g FW]

‘Gaj’ 415,70 + 39,1 346,94+ 32,6 1,402 67,5°+6,3
‘Ruczaj’ 465,44+ 27 403,94+ 24,1 1,8¢+0,1 59,8°+3.,6
‘Orkan’ 334,0°£17.5 262,5°+9,5 0,9°+0,1 70,6+ 7,9

‘Polar’ 209,5*+ 13,0 177,2*+ 11,0 0,6+ 0,1 31,7+ 1,9
‘Brzezin® | 3472 +54 315349 1,0°+0,1 30,9°+ 0,6
‘Lesniczanka’ | 407,3" + 15,2 364,3 + 10,4 0,6 +0,2 42,5+ 4,7

Objasnienia: / Explanatory notes:

warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; n = 2;

a, b, c — wartosci w kolumnie oznaczone ta sama litera nie r6znia si¢ statystycznie istotnie na poziomie
p < 0,05 / values in the same column and denoted by the same letter do not differ statistically significantly
at p <0.05;

* — przeliczono na cyjanidyno-3-O-glukozyd / calculated as cyanidin-3-O-glucoside equivalents.

Zawarto$¢ sumy elagotanin w badanych owocach wynosita od 53 (odmiana
‘Brzezina’) do 320 mg/100 g $.m (odmiana ‘Polar”) (tab. 2). Pod wzglgdem zawartosci
elagotanin wykazano statystycznie istotna (p < 0,05) homogenno$¢ wynikéw odnosza-
cych si¢ do odmian ‘Orkan’ i ‘Polar’ (odpowiednio: 282 i 320 mg/100 g $.m.). Odmia-
ny ‘Ruczaj’ i ‘Les$niczanka’ rowniez stanowity grupe homogennag o istotnie mniejszej
(p < 0,50) zawartosci elagotanin ($rednio zawieraty ich o 55 % mniej w poréwnaniu
z odmianami wyzej wymienionymi). Dane te sg zblizone do wynikéw zawartosci ela-
gotanin w jezynach z plantacji towarowych Ameryki Srodkowej i Potudniowej (Kosta-
ryka, Ekwador), ktére wynosza od 168,0 do 549,4 mg/100 g §.m. [21]. Wedtug innych
zrodet [7] jezyny odmian ‘Apache’, ‘Chesapeake’, ‘Loch Ness Thornfree’ i ‘Triple
Crown’, uprawiane we Wloszech, charakteryzuja si¢ mniejszg zawartoscig elagotanin
(70,4 do 155,6 mg/100 g $.m.). Oprocz lambertianiny C i sanguiny H-6 Gasperotti
1 wsp. [7] zidentyfikowali rowniez inne elagotaniny, takie jak: trzy izomery sanguiny
H-10, sanguing H-6 bez reszty kwasu galusowego, sanguing H-2, lambertianing C bez
reszty kwasu elgowego, lambertianing C z dodatkowa resztg kwasu galusowego, ktd-
rych w niniejszych badaniach nie wykryto. Jednocze$nie autorzy ci stwierdzili, ze za-
warto$¢ lambertianiny C i sanguiny H-6 stanowi $rednio 67 % sumy elagotanin.
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Rys. 2. Chromatogram UV-VIS przy dlugosci fali 210 nm przedstawiajacy obecnos$¢ elagotaniny
w owocach jezyn, gdzie: ET1 — lambertianina C, ET2 — sanguina H-6.

Fig.2.  UV-VIS chromatogram at 210 nm wavelength showing occurrence of ellagitannins, where: ET1
— C lambertianin C, ET2 —H-6 sanguiin.

Tabela 2. Zawarto$¢ lambertianiny C, sanguiny H-6 oraz ich sumy w badanych owocach jezyny; stosu-
nek zawartos$ci sanguiny H-6 do lambertianiny C w owocach poszczegolnych odmian jezyn.

Table 2.  Content of C lambertianin, H-6 sanguiin, and of their total in blackberry fruits studied; ratio of
H-6 sanguin content to C lambertianin content in fruits of individual blackberry cultivars.

Stosunek zawartosci
lambertianiny C do

OQmiana Lambertianina C | Sanguina H-6 | Suma elagotanin sanguiny H-6
Jjezyn C Lambertianin H-6 Sanguiin | Total ellagitannins | Ratio of C Lambertianin
Blackberry content to H-6 Sanguiin
cultivar content

[mg/100 g $.m.] / [mg/100 g FM]

‘Gaj’ 98,3°+ 8,3 98,8°+ 7,5 197,1°+15,8 1,00
‘Ruczaj’ 61,8°+4.4 60,3°+ 5,0 122,1°+9.4 1,02
‘Orkan’ 120,04+ 11,4 162,24+ 13,3 282,24+ 24,6 0,74

‘Polar’ 163,15+ 6,6 156,44+ 12,7 319,59+ 19,3 1,04
‘Brzezina’ 32,19+ 54 21,19+ 0,5 532%+59 1,52
‘Lesniczanka’ 58,7°+0,2 89,5+ 2,3 148,2°+2.5 0,66

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

Stosunek zawartosci lambertianiny C do sanguiny H-6 w owocach sze$ciu bada-
nych odmian jezyny byl zmienny: od 0,66 do 1,52 ($rednio 1,00) (tab. 2). Wartos¢
zblizong do jednosci osiggnety odmiany ‘Gaj’, ‘Ruczaj’ 1 ‘Polar’, co moze by¢ wskaz-
nikiem ich podobienstwa biologicznego. Wartoscig stosunku lamberianiny C do sangu-
iny H-6 powyzej jednosci (1,52) charakteryzowata si¢ tylko odmiana ‘Brzezina’. Sto-
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sunek zawartosci lambertianiny C do sanguiny H-6 w jezynach uprawianych we Wto-
szech byl wyzszy niz w odmianach polskich i miescit si¢ w przedziale 0,9 + 3,4 ($red-
nio 1,7) [7].

Zawartos¢ flawan-3-oli w badanych jezynach wynosita od 121 do 282 mg/100 g
$.m. (tab. 3). Wykazano statystyczng istotnos¢ roznic (p < 0,05) pod wzgledem zawar-
tosci flawan-3-oli oraz wolnych katechin. Zawarto$¢ procyjanidyn miescita si¢ w prze-
dziale od 27 mg/100 g §.m. (odmiana ‘Gaj’) do 60 mg/100 g §.m. (odmiana ‘Le$ni-
czanka’) — §rednio 51 mg/100 g $.m. i w pordwnaniu z zawartoscig wolnych katechin
byta okoto trzykrotnie mniejsza (§rednia zawartos¢ wolnych katechin to 154 mg/100 g
$.m.). Owoce odmiany ‘Gaj’ cechowaly si¢ istotnie mniejsza (p < 0,05) zawartoscig
procyjanidyn w porownaniu z pozostatymi odmianami. Dane literaturowe dotyczace
zawarto$ci flawan-3-oli w jezynach sg nieliczne i rozbiezne. Jezyny z Niemiec zawie-
raty flawan-3-oli $rednio 40,9 mg/100 g §.m. [23], wobec 312,9 mg/100 g §.m. samej
katechiny w jezynach pochodzacych ze stanu Georgia w USA [24]. Odmiana ‘Orkan’
charakteryzowata si¢ istotnie wyzszym stopniem polimeryzacji procyjanidyn (n = 6,4,
gdzie n oznacza stopien polimeryzacji). Reszta odmian wykazywata stopien polimery-
zacji procyjanidyn bliski 3, z wyjatkiem odmiany ‘Gaj’ (n = 2). Wedtug Gu i wsp. [9],
sredni stopien polimeryzacji flawan-3-oli w jezynie wynosi 3,2, a dominujgcg jednost-
ka jest (-)-epikatechina.

Tabela 3. Zawarto$¢ wolnych katechin, procyjanidyn, flawan-3-oli (suma wolnych katechin i procyjani-
dyn) oraz stopien polimeryzacji procyjanidyn w owocach poszczegdlnych odmian jezyn.

Table 3.  Content of free catechins, procyanidins, flavan-3-ols (total of free catechins and procyanidins),
and polymerization degree of procyanidins in fruits of individual blackberry fruits.

Odmiana Surll{lztzgll;yc}l Procyjanidyny | Flawan-3-ole Stopien polimeryzacji
jezyn Total free catechins Procyanidins Flavan-3-ols Polymerization degree
Blackbeny , [jedn. monomerdéw]
cultivar [mg/100 g §.m.] / [mg/100 g FM] [Utits of monomers]
‘Gaj’ 93,7 +0,1* 27,3*+ 1,0 121,00+ 1,1 2,0°+0,0
‘Ruczaj’ 216,34+ 0,1* 59,5+ 2.8 2758 +2.7 2,7°+0,1
‘Orkan’ 235.8°+0,3* 46,2°+0,1 281,9'+0,2 6,4°+0,3
‘Polar’ 173,9+2,7* 56,5°+3,9 230,44+ 6,7 2,0°+0,1
‘Brzezina’ 98,4% + 2, 4% 56,7°+0,3 155,1°+2,7 2,0°£0,0
“Le$niczanka’ 108,2° + 1,3* 59,6°+ 1,0 167,8°+2,3 2,8°+0,1

Objasnienia: / Explanatory notes:

* — udzial wolnych katechin w sumie flawan-3-oli w owocach poszczegdlnych odmian jezyn [%]: 77,4;
78.4; 83,6; 75,5; 63,4; 64,5 / percent content of free catechins in total flavan-3-ols in fruits of individual
blackberry cultivars: 77,4; 78.4; 83,6; 75,5; 63,4; 64,5.

Pozostale objasnienia jak pod tab. 1 / Other explanatory notes as in Tab. 1.
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Lesniczanka Ruczaj
723* 860*
----- Antocyjany
— — Elagotaniny
Flawan-3-ole
B Orkan 898*
556*

Polar 759*

Objasnienia: / Explanatory notes:

w jasnoszarych polach wartoséci na osi / values on axis in light grey fields

* - suma zawarto$ci badanych polifenoli w owocach poszczegdlnych odmian jezyn (ciemnoszare pola) /
Total content of polyphenols analyzed in fruits of individual blackberry cultivars (dark grey fields).

Rys. 3.  Wykres radarowy obrazujacy zawarto$¢ badanych grup polifenoli w owocach poszczegdlnych
odmian jezyn [mg/100 g §.m.].

Fig. 3. Radar chart showing content of polyphenol groups analyzed in individual cultivars of blackberry
fruits [mg/100 g FM].

Na rys. 3. przedstawiono sumaryczng zawarto$¢ antocyjanow, elagotanin i fla-
wan-3-oli na jednej osi dla owocoéw poszczegdlnych odmian. Jezyny odmiany ‘Orkan’
1 ‘Ruczaj’ zawieraty po ok. 900 mg polifenoli w przeliczeniu na 100 g owocow. Owoce
trzech nastgpnych odmian ‘Gaj’, ‘Polar’ 1 ‘Les$niczanka’ zawieraly badane zwigzki
w tacznej ilosci po okoto 740 mg/100 g §.m., za$ odmiana ‘Brzezina’ nieznacznie po-
wyzej 500 mg polifenoli w 100 g §.m. Antocyjany byly dominujacymi sktadnikami
polifenolowymi w owocach odmiany ‘Ruczaj’, ‘Gaj’, ‘Le$niczanka’ i ‘Brzezina’. Od-
mian¢ ‘Orkan’ charakteryzowata podobna zawarto$¢ wszystkich trzech grup badanych
polifenoli. Natomiast w owocach odmiany ‘Polar’ elagotaniny byty iloSciowo najwick-
sza grupa polifenoli. Z przedstawionych danych wynika, ze jezyny, mimo zblizonej
sumarycznej zawartosci polifenoli wsrod odmian uprawnych, wyraznie rdznig si¢
udziatem poszczegdlnych ich grup. Odmiany ‘Gaj’, ‘Polar’ i ‘Ruczaj’ sg zalecane do
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upraw towarowych i amatorskich [22]. W tym konteks$cie mozna zwrdci¢ uwage, ze
szczegolnie duza zawarto$¢ prozdrowotnych elagotanin w owocach odmiany ‘Polar’
moze stanowi¢ dodatkowe kryterium preferencji w upowszechnianiu jej uprawy.

Whioski

1.

Odmiana jezyn réznicowala je pod wzgledem zawartosci zwigzkoéw polifenolowych
w owocach. Laczna zawartos¢ antocyjandw, elagotanin i flawan-3-oli wynosita od
556 do 898 mg /100 g $.m (odpowiednio w odmianach ‘Brzezina’ i ‘Orkan’).

Suma zawarto$ci 1 wzajemne udziaty lambertianiny C i sanguiny H-6 w owocach
jezyny byly istotnie zrdznicowane (p < 0,05) w zalezno$ci od odmiany i moga by¢
rozwazane jako kryterium podobienstwa.

. Duza zawarto$¢ sumy polifenoli w owocach jezyny odmian ‘Ruczaj’, Polar’ i ‘Gaj’

moze by¢ uwzgledniana jako dodatkowa zaleta przy upowszechnianiu ich uprawy.
Duza zawarto$¢ elagotanin w jezynach odmiany ‘Polar’, z uwagi na znang aktyw-
no$¢ biologiczna 1 wlasciwosci prozdrowotne tych zwigzkdéw, mozna uzna¢ za do-
datkowe kryterium jej upowszechniania we wszystkich typach uprawy.

Praca naukowa finansowana ze srodkow budzetowych na nauke w latach 2010-

2013 jako projekt naukowy NN 312 360 139.
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POLYPHENOLIC COMPOSITION OF RUBUS FRUTICOSUS BLACKBERRY FRUITS
Summary

The objective of the study was to determine the polyphenolic composition of six blackberry cultivars,
including the prevalently used Orkan and Gaj, and of four novel cultivars: Ruczaj, Polar, Brzezina, and
Lesniczanka, as well as to determine the variability of main groups of polyphenols contained therein.

Fruits of the above named cultivars constituted the research material; they were acquired from
a Sadowniczy Zaklad Doswiadczalny Instytut Ogrodnictwa in Brzezna (Experimental Station for Fruit
Growing, Institute of Horticulture in Brzezna, Poland). In the fruits, the basic groups of polyphenols were
determined using a HPLC method: anthocyanins, ellagitannins, and flavan-3-ols. It was found that
the contents of those polyphenols in blackberries were as follows: anthocyanins between 210 and
465 mg/100 g FW, ellagitannins between 53 and 320 mg/100 g FW, and flavan-3-ols between
121 - 282 mg/100 g FW; the total polyphenols were between 556 and 898 mg/100 g FW. The fruits of the
Ruczaj cultivar were characterized by a significantly higher amount of anthocyanins (465 mg/100 g FW)
and the Polar blackberries by a significantly lower amount of anthocyanins (210 mg/100 g FW.); however,
the latter cultivar was characterized by a significantly higher amount of ellagitannins (319 mg/100 g FW).
In the fruits of all the cultivars, cyanidin-3-O-glucoside was the main anthocyanin (79 - 91 % of total
anthocyanins). In the blackberry fruits, the total contents of two ellagitannins: lambertianin C and sangui-
in H-6, and their reciprocal percent contents were significantly different depending on the type of cultivar;
thus, they could be considered to be a criterion for similarity. A high content of total polyphenols in the
Ruczaj, Polar, and Gaj cultivars could be a further factor when popularizing the cultivation of those culti-
vars.

Key words: blackberries, cultivar variability, ellagitannins, anthocyanins, flavan-3-ols
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WLASCIWOSCI REOLOGICZNE ZATEZONYCH
KUKURYDZIANYCH WYWAROW GORZELNIANYCH

Streszczenie

W pracy przedstawiono wlasciwosci reologiczne zatezonej frakcji rozpuszczalnych sktadnikéw kuku-
rydzianego wywaru gorzelnianego (CDS) powstatego przy produkcji etanolu. Analizowane probki zawie-
raty od 10 do 40 % suchej masy sktadnikow CDS. Pomiary zostaty przeprowadzone w przeptywie ustalo-
nym i oscylacyjnym. Wykazano, ze zawiesiny CDS sa plynami o zlozonych wlasciwosciach
reologicznych. Maja one cechy ptynéw tiksotropowych, a w zakresie stgzen od 25 do 40 % wystgpuje
granica plyniecia. Do opisu krzywych ptynigcia przy wzrastajacej i malejacej szybkosci $cinania zastoso-
wano model Herschela-Bulkleya. Warto$¢ granicy ptynigcia $wiezych zawiesin miescita si¢ w zakresie od
3,2 Pa dla CDS o stegzeniu 25 % do 46,7 Pa dla CDS o stgzeniu 40 %. Zniszczenie w przeplywie $cinaja-
cym mikrostruktury CDS prowadzito do okoto czterokrotnego obnizenia granicy ptynigcia. Na podstawie
badan oscylacyjnych stwierdzono, ze w plynie w stanie spoczynku powstaje mikrostruktura zelu. Mikro-
struktura ta ulega zniszczeniu w $cinajacym przeptywie rotacyjnym, ktory jednoczesnie przeciwdziata jej
pelnej odbudowie. Odbudowe mikrostruktury zaobserwowano natomiast w przeplywie oscylacyjnym.
Czas odbudowy mikrostruktury silnie zalezat od st¢zenia CDS. W przypadku stgzen 25 i 30 % pelna od-
budowa mikrostruktury nastapita po 8060 s i 10350 s. W przypadku CDS o stezeniu 35 i 40 % w czasie
trwania eksperymentu (10800 s) mikrostruktura ptynu ulegta odbudowie w 54 i 45 %.

Stowa kluczowe: wywar gorzelniany, reologia, tiksotropia, granica ptynigcia, kukurydza, zel

Wprowadzenie

Wywar gorzelniany jest odpadem powstajacym podczas produkcji alkoholu ety-
lowego. Znajduje zastosowanie jako nawoéz, pasza dla trzody chlewnej i bydia oraz
surowiec do produkcji biogazu [4, 7]. Przy masowej produkcji spirytusu ilo$¢ powsta-
jacego wywaru gorzelnianego jest na tyle znaczna, ze musi by¢ on przetworzony. Naj-
bardziej rozpowszechniong formg przetworzenia jest suszony wywar gorzelniany
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z substancjami rozpuszczalnymi (ang. DDGS - dried distillers grains with solubles) |2,
10].

W celu otrzymania DDGS surowy wywar gorzelniany poddaje si¢ odwirowaniu
w celu oddzielenia czgsci statych. Powstaje w ten sposob frakcja stata i frakcja ciekta,
tzw. odciek zawierajacy od 5 do 10 % suchej masy. Frakcje ciekla poddaje si¢ zagesz-
czaniu w wyparkach prézniowych do konsystencji syropu. Powstaje w ten sposob zate-
zona frakcja rozpuszczalnych sktadnikéw wywaru gorzelnianego (ang. condensed di-
stillers’ solubles, CDS). Ostatecznie frakcja stala i zatezona frakcja sktadnikow
rozpuszczalnych sa mieszane i poddawane suszeniu [10].

Na temat wlasciwosci reologicznych wywardéw gorzelnianych opublikowano nie-
wiele informacji. Thampi i Pandit [15] stwierdzili, ze w przypadku stezonych wywa-
row gorzelnianych do opisu krzywej ptynigcia mozna zastosowa¢ model Binghama.
Brossard Perez i wsp. [3] przedstawili zaleznos$¢ lepkosci od temperatury i predkosci
obrotowej wrzeciona w odniesieniu do wywaru gorzelnianego uzyskanego podczas
fermentacji alkoholu etylowego z melasy trzciny cukrowej. Houchin i Hanley [9] prze-
prowadzili natomiast badania zat¢zonych zawiesin wywaréw gorzelnianych (21
125 %) przy uzyciu wiskozymetru zaopatrzonego w mieszadto wstggowe. Autorzy ci
stwierdzili, ze w zaleznosci od stgzenia zawiesiny do opisu krzywych ptynigcia mozna
zastosowa¢ model potegowy Ostwalda de Waele’a lub model Cassona.

Celem pracy bylo okreslenie wlasciwosci reologicznych zatezonej frakcji roz-
puszczalnych sktadnikow wywaru gorzelnianego (CDS). Wyniki takich badan moga
by¢ przydatne podczas projektowania instalacji do przetwarzania wywarow gorzelnia-
nych.

Material i metody badan

Materiatem dos$wiadczalnym byta frakcja wywaru gorzelnianego otrzymana
w wyniku odwirowania czg$ci statych. Frakcja ta powstata podczas produkcji etanolu
z kukurydzy zwyczajnej w gorzelni nalezacej do Wielobranzowego Przedsigbiorstwa
Handlowego BGW. Stezenie suchej masy C, w produkcie wyjsciowym wynosito
5,4 %. Roztwor wyjsSciowy zostat zatezony w wyparce laboratoryjnej do stezenia su-
chej masy od 10 do 40 % (stgzenie okreslono z doktadnoscia do 0,3 %).

Pomiary reologiczne przeprowadzano przy uzyciu reometru rotacyjnego Physica
MCR 501 w temp. 20 °C, zaopatrzonego w uktad pomiarowy plytka-ptytka o $rednicy
50 mm. Ze wzgledu na wystgpowanie efektu poslizgu przySciennego uzywano plytki
o chropowatej powierzchni. Przed pomiarem probki pozostawiano w spoczynku przez
48 h. Po wprowadzeniu ich do uktadu pomiarowego byly poddawane wstepnemu $ci-
naniu przy wartosci y = 0,01 s” przez 120 s, a nastepnie pozostawiane w spoczynku

przez 300 s.
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Uzywana w badaniach frakcja cienka wywaru gorzelnianego zawierala gtéwnie
sktadniki rozpuszczalne, jednak nadal obecne w niej byly czastki ciat statych. Ich cha-
rakterystyke okreslano przy uzyciu analizatora Zetasizer Nano ZS, (zakres pomiarowy
od 0,6 do 6000 nm) i analizatora Mastersizer 2000 (zakres pomiarowy od 0,02 do
2000 um). Wykonywano takze zdjecia czastek przy uzyciu mikroskopu optycznego
(Nikon Eclipse ES50i). Uzycie programu Image ProPlus pozwolito zmierzy¢ po-
wierzchni¢ rzutu czastki, a nastgpnie obliczy¢ zastgpcza $rednice rzutowa. Wykony-
wano pomiary $rednic czastek frakcji CDS o stezeniu 15 %.

Wryniki i dyskusja

Na rys. 1. przedstawiono rozktad zastepczej Srednicy rzutowej uzyskanej na pod-
stawie zdje¢ mikroskopowych. W analizowanych zawiesinach przewazaty czastki
o $rednicy do 2 um. Nie zaobserwowano czastek wigkszych od 30 um. Rozktady cza-
stek uzyskane przy uzyciu analizatorow Mastersizer 2000 1 Zetasizer Nano ZS przed-
stawiono na rys. 2. Wynika z nich, ze probka zawierata 90 % czastek o wymiarach nie
przekraczajacych 117,2 um, 50 % mniejszych od 40,9 pm, a 10 % o $rednicach ponizej
6,6 um (rys. 2a) oraz trzech zespotdw czastek w zakresie Srednic: 0,621 + 0,719 nm;
28,2 +43,8 nmi 106 + 142 nm (rys. 2b).
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Rys. 1. Rozklad $rednicy zastepczej rzutowej.
Fig. 1.  Distribution of equivalent projective diameter.

Probka CDS zawierala stosunkowo mate czastki, ktore tworzyly agregaty, a te
mogly si¢ taczy¢ w duze aglomeraty. Struktury te nie byty widoczne na zdjgciach mi-
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kroskopowych, co moze $wiadczy¢ o ich niestabilnosci. Najprawdopodobniej ulegty
one rozpadowi podczas osadzania probek na szkietku mikroskopowym.
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Rys. 2. Rozklady $rednic czastek uzyskane przy uzyciu Mastersizer 2000 (a) i Zetasizer Nano ZS (b).
Fig. 2. Distribution of particle diameters obtained with the use of Mastersizer 2000 (a) and Zetasizer
Nano ZS (b).

Na rys. 3. przedstawiono wyniki testu petli histerezy frakcji CDS o réznych ste-
zeniach, przeprowadzonego w trzech krokach. Rejestrowano zmiany naprezenia $cina-
jacego co 1's przy wzrastajacej szybkosci $cinania od 0,01 do 10’ s™, nastepnie pod-
dawano probke $cinaniu przy stalej wartosci y = 10°s" przez 5400s, po czym
ponownie rejestrowano zmiany naprgzenia Scinajgcego przy malejacej szybkosci Sci-
nania. Wlasciwosci reologiczne probki CDS silnie zalezaly od czasu Scinania. Nie
uzyskano jednak odpowiedzi, czy zawiesiny CDS byly plynami tiksotropowymi,
a wigc czy moze nastgpi¢ odbudowa mikrostruktury wewngtrznej ptynu [1]. Przykta-
dowo w przypadku zawiesiny o st¢zeniu 20 % (rys. 3a) bezposrednio po zakonczeniu
testu petli histerezy ponownie wyznaczono krzywe ptyni¢cia przy wzrastajacej i male-
jacej szybkosci $cinania. Krzywe ptynigcia pokryty sie, co wskazuje, ze struktura ptynu
podczas tego eksperymentu nie ulegta zmianie.

Ksztatt krzywych ptynigcia (rys. 3) wskazuje, ze uzyte w badaniach zawiesiny by-
ly ptynami z granica ptynigcia. Granice ptynigcia 1, oszacowano metoda ekstrapolacji,
wykorzystujac zaleznosci lepkosci od naprezenia $cinajacego uzyskane w eksperymen-
cie przeprowadzonym przy kontrolowanym napr¢zeniu (tab. 1) [14]. W przypadku
zawiesin $wiezych o stezeniu mniejszym od 25 % i poddanych $cinaniu o stezeniu
mniejszym od 30 %, granicy ptynigcia 1, nie zarejestrowano.

Krzywe ptynigcia przedstawione na rys. 3b zostaly roéwniez opisane modelem
Herschela-Bulkleya:
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Rys. 3. Wyniki testu petli histerezy CDS o stezeniach od 10 do 20 % (a) oraz od 25 do 40 % (b).
Fig. 3. Hysteresis loop test results for CCDS of concentration rates from 10 to 20 % (a) and from 25 to
40 % (b).

W tab. 1. przedstawiono parametry reologiczne toup, k 1 n oszacowane metoda
najmniejszych kwadratow dla punktéw doswiadczalnych spetniajacych warunek t > 1.
Przedzialy ufno$ci wyznaczono przy zatozonej wartosci 1-o = 0,95. Obliczenia
wspotczynnikow regresji oraz srednich bledow szacunku przeprowadzono w programie
Statistica wykorzystujac modut — estymacje nieliniowe. Przy wyzszych stezeniach
wywaru gorzelnianego warto$¢ T yp znaczaco wzrastala, osiagajac 46,7 Pa w odniesie-
niu do ptynu o stezeniu 40 %. Jednoczesnie w przypadku ptynu o zniszczonej mikro-
strukturze miata ona warto$¢ prawie czterokrotnie nizszg.

Omowiony test petli histerezy bardzo ogélnie informuje o wtasciwosciach reolo-
gicznych wywardéw gorzelnianych. Wiecej praktycznych informacji wynika z ekspe-
rymentu ze skokowg zmiang szybkos$ci $cinania [6]. Przyktadowo na rys. 4. przedsta-
wiono wyniki badan wywaru gorzelnianego o stezeniu 35 %. W tym przypadku
naprezenie $cinajgce osiggato warto$¢ rownowagowa 47 Pa przy szybko$ci $cinania
1s' w éwiezej probee i 21,4 Pa, gdy ta sama probka byla wczeéniej $cinana przy
¥ =10’ s". Dodatkowo zaobserwowano, ze wzrost naprezenia $cinajacego po skoko-
wym obnizeniu szybkosci $cinania wystepowat jedynie przez 6 s, nastgpnie napr¢zenie
stabilizowato sie.
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Tabela 1. Wartosci granicy ptyniecia 1, 1 parametrow reologicznych rownania (1).
Table 1. 1 yield stress values and values of rheological parameters in equation (1).
C, [%] 79 [Pa] Tous [Pa] k [Pa-s"] n R’
Swieze CDS / Fresh CCDS
25 3,7 32+04 4,52£0,24 | 0,411 £0,008 0,998
30 8,7 84+1,8 15,16 £ 1,35 | 0,310£0,012 0,998
35 233 23,1£29 37,92+£2,18 | 0,311 £0,012 0,998
40 434 46,7£3,3 40,64 £2,25 | 0,351 £0,015 0,994
Po $cinaniu / After shear
30 22 3,1£04 1,34+£0,10 | 0,600£0,011 0,997
35 5,6 6,1 +0,8 3,43+0,23 | 0,583 +0,010 0,994
40 7,1 10,7 0,9 4,39+£0,26 | 0,609 £0,010 0,998
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Rys. 4. Zalezno$¢ naprezenia $cinajacego od czasu uzyskania w eksperymencie skokowej zmiany szyb-
koéci $cinania (C, = 35 %).
Fig. 4.  Correlation between shear stress and time necessary to obtain step change in shear rate during

experiment (C, = 35 %).

Podobne eksperymenty przeprowadzono takze z wywarami gorzelnianymi o in-
nych stezeniach i przy innych wartosciach szybkosci $cinania. We wszystkich przy-
padkach rownowagowa warto$¢ napr¢zenia $cinajgcego w probee §wiezej byta wyzsza
niz w probce poddanej wezesniej odksztalceniu w warunkach wyzszej szybkosci $ci-
nania. Swiadczy to, ze ustalony przeplyw, nawet przy ¥ =0,1 s, przeciwdziala odbu-
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dowie mikrostruktury wewnetrznej ptynu. Informacja ta moze mie¢ praktyczne zna-
czenie, gdyz oznacza, ze zachowanie nawet nieznacznego przeptywu wywaru gorzel-
nianego w instalacji moze zapobiec wzrostowi jego lepkosci.

Omowione poprzednio wyniki badan doswiadczalnych dotyczyty przeptywu usta-
lonego. Celem sprawdzenia, czy mikrostruktura wewngetrzna zawiesin CDS zostanie
odbudowana w warunkach zblizonych do spoczynku, przeprowadzono badania
w przeptywie oscylacyjnym.

Zakres lepkosprezystosci liniowej zostat okreslony na podstawie pomiaru zmian
modutéw zachowawczego G’ i stratno$ci G’> w funkcji amplitudy odksztatcenia v,
przy czestotliwosci 1 Hz. W przypadku wszystkich uzytych w badaniach syropéw CDS
moduly G’ i G’ byly niezalezne od wartosci amplitudy odksztalcenia mniejszej lub
rownej 0,1; dlatego przy tej wartosci y, przeprowadzono pozostale pomiary oscylacyj-
ne.

Na rys. 5. przedstawiono spektra mechaniczne CDS o zawarto$ci suchej masy 25
i 40 %. Modut zachowawczy G’ jest znacznie wigkszy od modutu stratnosci G’. Do-
datkowo, modut G’ jedynie nieznacznie wzrasta ze wzrostem predkosci katowej,

a zaleznos$¢ ta ma charakter potegowy (G’ o« ©”'?).
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Rys. 5. Spektra mechaniczne CDS.
Fig. 5. Mechanical spectra of CCDS.

Modut stratno$ci poczatkowo maleje (o < 0,1 rad/s), osigga minimum, po czym
wzrasta. Przy predkosciach katowych o > 8 rad/s punkty do§wiadczalne takze spetnia-
ja rownanie potegowe (G** oc ©”*). W zastosowanym zakresie zmian predkosci kato-



202 Lubomira Broniarz-Press, Jacek Rozanski, Sylwia Rozanska

wej nie nastgpito przecigcie zaleznosci G” = f(w) 1 G*’= f(®w) obu uzytych w badaniach
probek. Wystepowanie minimum na krzywej G’’ = f(w) moze sugerowaé, ze takie
przecigcie nastapi przy bardzo niskich wartosciach . Oméwione przebiegi zalezno$ci
G’ 1 G’ w funkcji ® przypominajg tego typu zaleznosci odnoszace si¢ do zeli, ktore
charakteryzuja si¢ bardzo dtugim czasem relaksacji [5].

Wydaje si¢, ze sposrod sktadnikéw wywardw gorzelnianych za powstanie zelu
odpowiadaja proteiny. W wywarze gorzelnianym pochodza one z drozdzy i z kukury-
dzy. Stosunek protein pochodzacych z drozdzy do protein pochodzacych z kukurydzy
miesci si¢ w przedziale od 0,45 do 0,7 [10]. Biatka pochodzace z drozdzy to gtdownie
aktyny i tubuliny pochodzace z cytoszkieletu, histony oraz biatka btonowe [16]. Infor-
macje w literaturze na temat formowania struktury zelowej i agregacji mieszanin prote-
in sg bardzo ograniczone [8, 12]. Przedstawione na rys. 5. spektra mechaniczne sg cha-
rakterystyczne dla roztworow aktyn [5], jednak réznorodno$¢ zawartych w wywarze
gorzelnianym biatek, a takze innych sktadnikow, wskazuje na mozliwo$¢ powstawania
agregatow o ztozonej strukturze [13].

W celu sprawdzenia, czy struktura uzytych w badaniach syropéw ulega odbudo-
wie w przeptywie oscylacyjnym, przeprowadzono eksperyment w trzech krokach. Naj-
pierw w $wiezej probce wykonywano pomiar modutu zachowawczego G’ w przepty-
wie oscylacyjnym (czgstotliwos¢ 1 Hz, yo= 0,1 %), nastepnie niszczono mikrostrukture
ptynu w przeptywie ustalonym przez 7200 s (Y = 10’ s™), po czym ponownie rejestro-
wano zmiany modutu G” w przeplywie oscylacyjnym. Po przerwaniu ustalonego prze-
plywu z czasem nastgpowat wzrost modutu G’, co dowodzi, ze w warunkach zblizo-
nych do spoczynku mikrostruktura wewnetrzna ptynow ulegta odbudowie (rys. 6).
Obserwacja ta pozwala zaliczy¢ wywary gorzelniane do ptynow tiksotropowych [6].

Przebieg zaleznosci modutu G’ w funkcji czasu (rys. 6) od wartosci poczatkowej

G; do warto$ci rownowagowej G, mozna opisa¢ rownaniem zaproponowanym przez
Mobuchona i wsp. [11]:
G'=G; +(G., — Gl —exp(~(t/t)™)] (3)
Parametry reologiczne t. i m modelu (3) oraz srednie btedy ich oszacowan zostaty

obliczone w programie Statistica z wykorzystaniem modutu estymacje nieliniowe.
Wspolezynniki regresji oszacowano metodg najmniejszych kwadratow. Obliczenia

przeprowadzono przy zatozeniu, ze warto$¢ rownowagowa modutu G bedzie rowna

warto$ci modutu zachowawczego zmierzonego w probce §wiezej.
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Rys. 6.  Modul zachowawczy G” w funkcji czasu t syropéw CDS po zatrzymaniu ustalonego przeptywu.
Fig. 6.  Storage modulus G’ as a function of ‘t” time of CCDS syrups after steady flow stopped.

Zatozenie to jest potwierdzone danymi eksperymentalnymi syropéw CDS o ste-
zeniach 25 1 30 %, w ktorych do pelnej odbudowy mikrostruktury ptynu doszto odpo-
wiednio: po 8060 i 10350 s. W przypadku syropéw o stezeniu 35 i 40 % w czasie
trwania eksperymentu (10800 s) mikrostruktura ptynu ulegta odbudowie w 54 1 45 %.

Tabela 2. Wartosci parametrow reologicznych réwnania (3).
Table 2.  Values of rheological parameters in equation (3).

C, [%] G, [Pa] G., [Pa] t. [s] m R?
25 16,7 67,8 0,1 758 £22 0,519 0,021 0,966
30 41,7 175,0 £0,3 1007 + 184 0,462 0,012 0,964
35 90,5 673,4+0,2 26189 +271 0,311 +0,004 0,994
40 120,5 1032,0£03 | 7151141609 | 0,280+0,010 0,992

Wystepujacy w rownaniu (3) parametr reologiczny t. okresla czas, po ktérym mi-
krostruktura ptynu bedzie odbudowana w 63,2 %. Jego wartos¢ silnie zalezy od steze-
nia sktadnikow CDS. W przypadku zawiesiny 30-procentowej wynosi on 1060 s, na-
tomiast 35-procentowej — 27112 s.

Przyczyny zaobserwowanych zmian mogg by¢ zwigzane ze wzrostem stgzenia
rozpuszczalnych sktadnikow wywaru gorzelnianego w wodzie, co prowadzi do znacz-
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nego wzrostu lepkosci fazy cigglej. Tym samym utrudnione sg ruch i odbudowa aglo-
meratow rozbitych podczas przeplywu Scinajacego.

‘Whioski

1.

Zatgzone zawiesiny CDS sg ptynami tiksotropowymi, przy czym odbudowa ich
mikrostruktury nast¢puje jedynie w warunkach zblizonych do spoczynku.

. Czas odbudowy mikrostruktury zawiesin CDS silnie zalezy od st¢zenia ich sktadni-

kéw; zaobserwowano gwaltowne jego wydluzenie przy stezeniach wigkszych
od 30 %.

. Zalezno$¢ modutu zachowawczego G' w funkcji czasu t, ktéra charakteryzuje kine-

tyke odbudowy mikrostruktury zawiesin CDS, moze by¢ opisana modelem wyktad-
niczym zaproponowanym przez Mobuchona i wsp.

W zakresie stezen zawiesin CDS od 25 do 40 % zaobserwowano wystepowanie
granicy ptynigcia, jej warto$¢ wynikajaca z modelu Herschela-Bulkleya w przypad-
ku ptynu o zniszczonej mikrostrukturze jest nawet czterokrotnie nizsza niz §wiezej
probki ptynu.

Praca finansowana z dotacji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na dzia-

talnos¢  statutowq Wydziatu Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej (nr
32/442/2014).
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RHEOLOGICAL PROPERTIES OF CONDENSED CORN DISTILLERS SOLUBLES
Summary

In the paper, the rheological properties were presented of condensed fraction of corn distillers solubles
(CCDS) originating from the production of ethanol. In the samples analyzed, the content of dry matter
ranged from 10 to 40 % of CCDS. The measurements were performed using a rotational and oscillatory
shear flow. It was proved that the CCDS suspensions were fluids showing complex rheological properties.
Their characteristics were that of thixotropic fluids, and, within the concentration range from 25 to 40 %,
the yield stress was present. To describe the flow curves at an increasing and decreasing shear rate,
a Herschel-Bulkley model was applied. The yield stress values of fresh suspensions varied in the range
from 3.2 Pa for CCDS of a 25% concentration rate to 46.7 Pa for CCDS of a 40 % concentration rate. The
destruction of CCDS microstructure in the shear flow caused the yield stress values to decrease fourfold.
Based on the oscillation tests, it was confirmed that a gel microstructure was formed in the fluid at rest.
That microstructure was destroyed in a rotational shear flow, which, at the same time, prevented its com-
plete reconstruction. On the other hand, the reconstruction of that microstructure was observed in the
oscillatory flow. The microstructure reconstruction time was strongly dependent on the CCDS concentra-
tion rate. For the concentrations rates of 25 % and 30 %, the complete reconstruction of the microstructure
occurred after 8060 and 10350 s. In the case of the CCDS concentration rates of 35 and 40 %, 54 and 45 %
of the fluid microstructure was reconstructed during the ongoing experiment (10 800 s).

Key words: distillery grains, rheology, thixotropy, yield stress, corn, gel
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Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wplywu czasu parzenia, stopnia rozdrobnienia oraz marki herbaty czar-
nej na barwe naparu i jego wlasciwosci przeciwutleniajace. Oznaczono catkowita zawarto$¢ polifenoli,
aktywno$¢ przeciwutleniajaca oraz parametry barwy L*, a*, b* w systemie CIE Lab w naparach herbat
czarnych (liSciowych, granulowanych oraz ekspresowych), zakupionych na terenie Trojmiasta i w Anglii.
Wykorzystujac wyniki analizy gtéwnych skladowych podjeto probe klasyfikacji jakosciowej badanych
herbat.

Stwierdzono, ze czas parzenia byl istotnym czynnikiem decydujacym o zawartosci polifenoli w bada-
nych naparach z herbat. Srednia zawarto¢ polifenoli w badanych probkach naparéw z herbat miescita sig
w zakresie od 67,70 mg GAE/100 ml (napary 3-minutowe) do 239,57 mg GAE/100 ml (napary
15-minutowe). Waznym czynnikiem decydujacym o akceptacji naparu herbaty jest jego barwa. Napary
uzyskane z herbat liSciowych zaparzanych przez 3 min charakteryzowaly si¢ wigksza jasnoscia (36,15 +
37,85) niz napary uzyskane z herbat granulowanych (32,68 + 34,32) i ekspresowych (29,95 + 36,73).
Podobna tendencjg¢ zaobserwowano w przypadku napardw zaparzanych przez 15 min. Stwierdzono réw-
niez, ze stosunek bezwzglednej wartosci parametrow barwy a* i b* ulega zmianie w trakcie wydluzenia
okresu zaparzania. Nie wykazano istotnego (p < 0,05) wptywu stopnia rozdrobnienia oraz marki herbaty
na warto$ci analizowanych parametrow. Po zastosowaniu analizy gtéwnych sktadowych nie wykazano
jednoznacznych réznic jakosci badanych herbat, co moze §wiadczyé o porownywalnych cechach jakosci
surowcow wykorzystanych do ich produkc;ji.

Wiyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze parametry barwy moga by¢ istotnymi parametrami fi-
zykochemicznymi do analizy dyskryminacyjnej i okre$lania jakos$ci herbaty.

Stowa kluczowe: herbata czarna, napar, polifenole, aktywno$¢ przeciwutleniajagca, barwa, jakos¢
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Wprowadzenie

O jakosci herbaty, oprocz aspektow zwigzanych z zapewnieniem bezpieczenstwa
1 jakoscig sensoryczna, decyduje jej warto§¢ prozdrowotna mierzona m.in. zawartoscig
zwigzkow bioaktywnych 1 ich biodostgpnos$cig [24]. Szczegolnie duzo uwagi poswigca
si¢ sktadnikom biologicznie aktywnym, m.in. flawonoidom oraz katechinom, ktore
stanowig zroéznicowang grupe¢ substancji organicznych bedacych pochodnymi weglo-
wodordéw aromatycznych. Zwigzki te dostarczane do organizmu czlowieka wraz
Z pozywieniem majg znaczenie prewencyjne, zwlaszcza w ochronie przed wolnymi
rodnikami [3, 16].

Herbata zawiera znaczace ilosci sktadnikéw bioaktywnych decydujacych o jako-
$ci otrzymywanych naparow [19]. Chemiczny sktad herbaty zalezy od wielu czynni-
kow. Ktodka 1 wsp. [10] wykazali wptyw stopnia fermentacji oraz stopnia rozdrobnie-
nia na zawarto$¢ kofeiny, kwasu galusowego oraz kwercetyny. Istotne sg réwniez
czynniki §rodowiskowe, do ktorych nalezg metody uprawy i produkcji, warunki at-
mosferyczne oraz okres zbioru [14]. Ponadto na jako$¢ naparéw herbaty bez watpienia
maja wplyw wystepujace w niej zanieczyszczenia (metale cigzkie, pozostatosci pesty-
cydow) oraz sktadniki natywne, jak szczawiany decydujgce o negatywnym wplywie
herbaty na organizm cztowieka [8, 20]. Jednak to zwigzki polifenolowe zawarte
w herbacie czarnej, przede wszystkim teaflawiny i tearubiginy, powstate w wyniku
procesu fermentacji herbaty, wykazuja silne dziatanie przeciwmiazdzycowe, przeciw-
nowotworowe, przeciwzapalne oraz antybakteryjne, przez co odgrywajg istotng role
w ochronie organizmu, decydujac jednoczesnie w znaczacym stopniu o jakosci pro-
duktu [5, 9, 11, 15, 17, 21]. W dotychczasowych badaniach wykazano m.in. wplyw
wybranych parametrow fizykochemicznych na jako$¢, w tym rowniez na jakos¢ senso-
ryczng herbat o ré6znym stopniu fermentacji oraz rozdrobnienia, pochodzacych z r6z-
nych rejonow uprawy [1, 18].

Celem pracy bylto okreslenie wptywu stopnia rozdrobnienia, czasu parzenia oraz
marki herbaty czarnej na wlasciwosci przeciwutleniajace oraz barwe naparu.

Material i metody badan

Do badan uzyto herbat zakupionych na terenie Trdjmiasta, dwoch wiodacych ma-
rek, oznaczonych jako L i T oraz herbat pochodzacych z rynku angielskiego, oznaczo-
nych jako PG. Analizowane herbaty charakteryzowatly si¢ réznym stopniem rozdrob-
nienia: lisciowe (Li), granulowane — czyli CTC (G) oraz ekspresowe (E). Oznaczenie
zawarto$ci polifenoli, parametry barwy oraz aktywno$¢ przeciwutleniajacg kazdej
proby wykonano w trzech powtdrzeniach.

W celu przygotowania wodnych ekstraktow nawazano 2 g suchych lisci herbaty,
ktore nastgpnie zalewano do objetosci 100 ml demineralizowang wodg o temp. 90 °C.
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Z kazdego naparu pobierano 10 ml probki kolejno po 3 i 15 min. Nast¢pnie otrzymane
napary filtrowano.

Calkowitg zawarto$¢ zwigzkoéw polifenolowych metoda Folina-Ciocalteu’a ozna-
czano zgodnie z normg ISO 14502-1:2005 [7]. Z odpowiednio rozcienczonych eks-
traktow herbat pobierano po 1 ml naparu i dodawano 5 ml odczynnika Folina-
Ciocalteu’a (Sigma-Aldrich) oraz 4 ml roztworu Na,CO; (POCH S.A.). Po uptywie
60 min mierzono absorbancj¢ roztworéw (A = 765 nm). Calkowitg zawarto$¢
zwigzkow polifenolowych wyrazono w rownowaznikach kwasu galusowego
(mg GAE/100 ml naparu). Z kazdego ekstraktu wykonano trzy niezalezne pomiary.

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg oznaczano jako zdolno$¢ wygaszania rodnika
DPPH’, wyrazong jako procent inhibicji badanego roztworu. Do 3 ml odpowiednio
przygotowanego ekstraktu herbaty dodawano 2 ml metanolowego roztworu DPPH"
(Sigma-Aldrich). Po inkubacji dokonywano pomiaru absorbancji (A = 515 nm) wobec
metanolu jako proby zerowej. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca (AA) wyrazono jako
procent redukcji DPPH" i obliczano z réwnania:

(A szero B AbS probka )
Abs

zero

AA[%] = x100%

gdzie: A4 — stopien inhibicji DPPH’, Abs..ro — absorbancja proby zerowej, 4bs,,5pka —
absorbancja proby wiasciwej. Z kazdego ekstraktu wykonano trzy niezalezne oznacze-
nia.

Parametry barwy naparu herbat okreslano przy uzyciu kolorymetru Konica Mi-
nolta CR-400 w systemie CIE Lab, mierzac sktadowe trojchromatyczne L*, a* i b*.

Analizg statystyczna uzyskanych wynikow wykonano w programie Statistica 10.0
MRI. Do okreslenia wptywu czasu parzenia, marki herbaty oraz stopnia rozdrobnienia
na analizowane parametry przeprowadzono analiz¢ wariancji ANOVA. W przypadku
niespelnienia zalozen analizy wariancji podstawa wnioskowania byty wyniki jedno-
wymiarowego testu ANOVA Kruskala-Wallisa. W celu zweryfikowania istotno$ci
roznic pomi¢dzy poszczegdlnymi grupami przeprowadzono testy post-hoc. Silg po-
wigzan pomigdzy wybranymi parametrami wyrazono wspotczynnikami korelacji (r).
Testowania prowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05. W celu zr6znicowania bada-
nych naparéw herbaty zastosowano analiz¢ gtownych sktadowych.

Wyniki i dyskusja

Wyniki oznaczen calkowitej zawarto$ci polifenoli przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w naparach wybranych herbat, w zaleznosci od marki, stopnia
rozdrobnienia oraz czasu parzenia.

Fig. 1.  Content of total polyphenols in infusions of selected teas depending on tea brand, fragmentation
degree, and brewing time.

Zawartos¢ polifenoli w badanych naparach herbaty wynosita od 63,70 mg
GAE/100 ml naparu (napary sporzadzane przez 3 min) do 239,57 mg GAE/100 ml
(napary 15-minutowe), co dowodzi, ze dluzsze zaparzanie istotnic wptywato na zwigk-
szenie stopnia wyekstrahowania polifenoli z czarnej herbaty, a tym samym na jej ja-
ko$¢, m.in. w aspekcie prozdrowotnym. Napary 3-minutowe z lisciowej herbaty
L  charakteryzowaty si¢  mniejsza  zawartosciag  zwigzkéw  fenolowych
(73,62 mg GAE/100 ml) niz napary otrzymane z herbat ekspresowych
(91,92 mg GAE/100 ml). Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnej zaleznosci
pomiedzy stopniem rozdrobnienia a wartoscig tego parametru (H (2;27) = 0,92;
p = 0,63). W herbatach marki T, pochodzacych z rynku krajowego, najwigksza zawar-
tos¢ polifenoli oznaczono w naparach z herbaty lisciowej (95,87 mg GAE/100 ml),
natomiast najmniejszg — w naparach z herbaty ekspresowej (86,72 mg GAE/100 ml).
Dodatkowo wykazano, ze napary z herbaty lisciowej oraz granulowanej tej marki za-
wieraly statystycznie istotnie wigcej zwigzkéw polifenolowych niz napary z herbat
pozostatych dwoch marek (H (2;27) = 12,55; p = 0,0019).

Analogiczne zaleznosci zaobserwowano w przypadku naparéw 15-minutowych.
Wydtuzenie czasu parzenia powodowato wzrost zawartosci zwigzkoéw polifenolowych
w stosunku do zawarto$ci tych zwigzkéw w naparach 3-minutowych, co moze wska-
zywac, ze surowiec pochodzi ze starszych lisci charakteryzujacych si¢ wigkszg zawar-
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toscig wiokna surowego. Autorzy wykazali istnienie zalezno$ci pomiedzy zawarto$cia
wlokna surowego a zawartos$cig garbnikow w liSciach herbaty, co moze stanowi¢ pod-
stawe do okreslenia jako$ci surowca [18]. Napary przygotowane z herbat L zawieraty
znaczgco wigcej zwigzkow polifenolowych niz napary z herbat dwoch pozostatych
marek (H (2;27) = 15,35; p = 0,0005). Podobnie jak przy naparach trzyminutowych,
nie stwierdzono statystycznie istotnego wplywu stopnia rozdrobnienia na calkowitg
zawartos¢ zwigzkoéw polifenolowych (H (2;27) =4,35; p=0,11).

Z badan Yen i wsp. [25] wynika, ze najwiecej zwigzkow polifenolowych znajduje
si¢ w naparach 5-minutowych. Z kolei Wang i wsp. [23] stwierdzili, ze kazde kolejne
zaparzanie w istotny sposob zmniejszato zawarto$¢ katechin i zwigzkéw fenolowych
w naparach herbat.
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Rys. 2. Aktywno$¢ przeciwutleniajgca naparéw wybranych herbat, w zaleznosci od marki, stopnia
rozdrobnienia oraz czasu parzenia

Fig. 2.  Antioxidant activities in infusions of selected teas depending on tea brand, fragmentation de-
gree, and brewing time.

Zmieniajgca si¢ wraz w czasem parzenia zawartos¢ zwigzkow fenolowych wy-
stepujacych w naparach z lisci herbaty miata wptyw na aktywno$¢ przeciwutleniajaca
badanych herbat (rys. 2).

Stwierdzono, ze napary zawierajagce wigcej zwigzkow polifenolowych wykazy-
waly wigksza aktywno$¢ przeciwutleniajgcg. Wyniki analizy statystycznej nie po-
twierdzily wspodtzaleznosci pomigdzy markg herbaty a aktywnos$cig przeciwutleniaja-
ca. Obliczone wartos$ci statystyki wyniosly odpowiednio: H (2;27) = 5,6; (p = 0,61)
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w przypadku naparéw 3-minutowych oraz H (2;27) = 2,22; (p = 0,33) — napary
15-minutowe. Nie potwierdzono rowniez zaleznosci pomig¢dzy aktywnoscig przeciwu-
tleniajgcg badanych naparow herbaty a stopieniem rozdrobnienia surowca, odpowied-
nio: H (2;27) = 1,07; (p = 0,59) — napary 3-minutowe oraz H (2;27) = 5,6;
(p =0,06) w przypadku naparéw 15-minutowych.

Na poziomie istotnosci p < 0,05 nie stwierdzono statystycznie istotnego zwigzku
pomiedzy aktywnos$cig przeciwutleniajacg a catkowita zawartoscia polifenoli w napa-
rach 3- 1 15-minutowych, odpowiednio: r =-0,36 (p = 0,33) oraz r = 0,59 (p = 0,09).

Wedtug badan Horzi¢ i wsp. [6] na catkowitg zawarto$¢ polifenoli oraz aktyw-
nos¢ przeciwutleniajgcg istotnie wptywala temperatura wody i krotno$¢ parzenia. Na-
pary przygotowywane w wyzszej temperaturze wykazywaty wicksza zdolnos¢ do wy-
gaszania rodnika DPPH’.

Dostgpne dane literaturowe dotyczace zawartosci zwigzkow bioaktywnych
w herbatach sg bardzo rozbiezne i trudne do poréwnania, co jest uwarunkowane rozni-
cami w przygotowaniu naparow, zastosowanymi metodami analitycznymi oraz sposo-
bem prezentacji wynikow. Na jakos$¢ herbaty wptywaja ponadto takie czynniki, jak
czas transportu od portu zatadunku do Polski, ktéry wynosi okoto 3 miesiecy, z licz-
nymi pracami manipulacyjnymi w wielu portach. W trakcie transportu droga morska
herbaty narazone sa na wiele czynnikow (dobowe i strefowe fluktuacje temperatury,
zmienng wilgotno$¢ wzgledna powietrza itp.) mogacych istotnie wptywac na obnize-
nie jakos$ci surowca.

Jak podaja Dmowski i wsp. [2] oraz Sujith Kumar i wsp. [22], herbaty zawieraja-
ce wigcej zwigzkow bioaktywnych 1 wykazujace wickszg aktywno$¢ przeciwutleniajg-
ca charakteryzuja si¢ mniejsza zawartoscia zanieczyszczen (metale cigzkie, pozostato-
$ci pestycydow) oraz wyzszymi notami w ocenie sensorycznej.

Jako$¢ sensoryczna jest wazna sktadowa ogolnej jakosci herbaty i uzyskiwanego
z niej naparu. Czynnikiem decydujacym o akceptacji naparu herbaty jest, oprocz sma-
ku, jego barwa. W badaniach wilasnych stwierdzono, ze najwyzszg warto$cig parame-
tru L* charakteryzowaly si¢ herbaty liSciowe PG oraz T parzone w ciggu 3 min
(L* =37,85). W przypadku dluzszego czasu przygotowania naparu najwigkszg warto-
Scig L* charakteryzowala si¢ herbata lisciowa PG (L* = 36,46). W przypadku herbat
ekspresowych parzonych 3 min najwyzszg warto$¢ parametru L* oznaczono w herba-
cie PG (L* = 36,73). Wérdd naparow przygotowywanych przez 15 min, zardéwno
z herbat lisciowych, jak i granulowanych, najciemniejszym naparem charakteryzowata
si¢ herbata T (L* = 27,07). Dodatnie wartosci parametréw a* oraz b* sugerujg, ze
sporzadzone napary cechowaly si¢ czerwono-zottym zabarwieniem, ktore w wyniku
dtuzszego czasu parzenia stawato si¢ intensywniejsze dzigki zawartos$ci teaflawin
1 tearubigin, odpowiadajacych za charakterystyczng barwe napardéw herbaty. Wspot-
czynniki korelacji pomiedzy parametrem a* a catkowitg zawartoscig polifenoli w na-
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parach 3- i 15-minutowych wynosily odpowiednio: r = 0,20 (p = 0,60) oraz r = 0,85
(p =0,003).

Na rys. 3. 1 4. przedstawiono wyniki analizy gldéwnych sktadowych parametréw
barwy mierzonych w systemie CIE Lab analizowanych probek herbaty czarnej parzo-
nej odpowiednio przez 3 i 15 min, w zaleznosci od marki, stopnia rozdrobnienia oraz
czasu parzenia. Sktadnik glowny osi pierwszej stanowi 80,16 %, podczas gdy sktadnik
gtéwny osi drugiej stanowi 18,92 % wariancji danych (rys. 3). Lacznie dwa czynniki
gtéwne pozwalajg na uwidocznienie co najmniej 95 % calkowitej wariancji danych.
Analizujac dane przedstawione na rys. 3. trudno jest jednoznacznie pogrupowaé bada-
ne herbaty.
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Rys. 3. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych parametrow barwy, mierzonych w systemie CIE Lab,
naparéw wybranych herbat parzonych przez 3 min, w zaleznosci od marki i stopnia rozdrobnie-
nia.

Fig. 3. Analysis results of principal components of colour parameters, measured in CIE Lab system, of
infusions of selected teas brewed for 3 minutes depending on tea brand and fragmentation de-
gree.

Stwierdzono, ze napary z herbaty ekspresowej (ET, EPG) oraz z herbaty lisciowej
(LiL) charakteryzowatly si¢ jednakowymi warto$ciami parametrow barwy. Parametr
L* tych herbat zawierat si¢ w zakresie 36 + 37, parametr a* — 8 + 10, natomiast para-
metr b* — 24 + 26. Wszystkie pozostate probki rozmieszczone sg w innych obszarach
klasyfikacyjnych. Ponadto sg od siebie oddalone i nie tworza skupisk. Napar otrzyma-
ny z herbaty ekspresowej marki L (EL) w przeciwienstwie do innych naparéw z herbat
ekspresowych byl wyraznie ciemniejszy (L* = 29,95) oraz o bardziej czerwonym od-
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cieniu (a* = 13,86; b* = 16,42). Natomiast parametry barwy naparu herbaty lisciowej
marki PG (LiPG) $wiadczag o mniejszym nasyceniu barwy czerwonej (a* = 2,96) oraz
wigkszym nasyceniu sktadowej barwy zottej (b* =21,27).

Uzyskane wyniki byly dodatnio skorelowane z catkowitg zawartoscig polifenoli.
Napary LiL, ET, EPG zawieraty odpowiednio [mg GAE/100 ml naparu]: 73,62; 86,72
182,23 zwigzkéw polifenolowych, podczas gdy ciemniejszy napar EL zawierat
91,92 mg GAE/100 ml naparu.

W przypadku herbat parzonych przez 15 min zaobserwowano mniejszy rozrzut
wynikow (rys. 4). Suma dwoch czynnikow gtownych pozwala na uwidocznienie co
najmniej 95 % catkowitej wariancji danych.
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Rys. 4. Wyniki analizy gtéwnych skltadowych parametrow barwy, mierzonych w systemie CIE Lab,
naparéw wybranych herbat parzonych przez 15 min, w zalezno$ci od marki i stopnia rozdrob-
nienia.

Fig. 4.  Analysis results of principal components of colour parameters, measured in CIE Lab system, of
infusions of selected teas brewed for 15 minutes depending on tea brand and fragmentation de-
gree.

I w tym przypadku nie mozna jednoznacznie pogrupowac badanych herbat, po-
dobnie jak wcze$niej naparéw 3-minutowych. Do jednej grupy mozna zaliczy¢ napary
z herbat granulowanych (GT, GL) oraz z herbaty ekspresowej (ET). Te napary charak-
teryzowaly si¢ parametrami barwy: L* (27,7 = 29,2), a* (13,5 + 13,99) i b* (12,92 +
15,35). Natomiast do drugiej grupy zaliczono napary z herbat lisciowych (LiL, LiT),
granulowanej (GPG) oraz ekspresowej (EPG), ktorych parametry barwy wynosity: L*
(31,05 +32,17), a* (11,64 - 12,41), b* (18,44 - 20,12).
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W literaturze przedmiotu obserwuje si¢ rOwniez proby oszacowania jako$ci her-
baty poprzez korelowanie wynikow fizykochemicznych z wynikami oceny sensorycz-
nej, z wykorzystaniem analizy dyskryminacyjnej [4, 12, 13].

Bioragc pod uwage analize gtownych sktadowych, mozna sadzié, ze surowce
przeznaczone do produkcji poszczegdlnych herbat nie rdznity sie od siebie w znaczacy
sposdb. Na podstawie tej analizy nie uzyskano jednoznacznej odpowiedzi na pytanie
o roznice jakosci herbat konfekcjonowanych przez poszczegdlnych producentow. Na
podstawie wynikow przedstawionych na rys. 3. i 4. mozna przypuszczac, ze herbaty
z polskiego rynku (marka L) nieznacznie r6znig si¢ pod wzglegdem badanych wyr6zni-
kéw od herbat pochodzacych z rynku angielskiego (PG). Jednak nalezy zaznaczy¢, ze
byty to herbaty z porownywanego przedziatu cenowego.

Whioski

1. Czas parzenia byt istotnym czynnikiem wptywajagcym na zawartos¢ polifenoli.
W pigtnastominutowych naparach oznaczono nawet dwukrotnie wigcej zwigzkow
polifenolowych anizeli w naparach trzyminutowych.

2. Stopien rozdrobnienia surowca nie wptywatl istotnie na ogélng zawartos¢ polifeno-
li 1 aktywno$¢ przeciwutleniajgcg naparéw analizowanych herbat.

3. Napary przygotowane z herbat zakupionych na polskim rynku charakteryzowaty
si¢ zblizonymi warto$ciami parametréw barwy do naparéw pochodzacych z rynku
angielskiego.

4. Wyniki przeprowadzonej analizy glownych sktadowych wykazaty, ze herbaty
przygotowano z surowca o porownywalnych parametrach jakosci.

5. Wyniki badan wskazuja, ze istnieje mozliwos$¢ zastosowania parametrow barwy
w analizie dyskryminacyjnej i okreslaniu jakos$ci herbaty.
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EFFECT OF BREWING TIME AND FRAGMENTATION DEGREE OF BLACK TEA
ON COLOUR OF INFUSION AND ITS ANTIOXIDANT PROPERTIES

Summary

The objective of the paper was to determine the effect of brewing time, fragmentation degree, and
brand of black tea on the colour of infusion and its antioxidant properties. The content of total polyphe-
nols and antioxidant activity as well as the colour components using an CIE L*, a*, b* system were de-
termined in the infusions of black tea (leaf, granular, and dust tea - teabags) purchased in the area of Tri-
City (Poland) and in England. With the use of the analysis results of principal components, it was at-
tempted to qualitatively classify the teas analyzed. It was found that the brewing time was a significant
factor that determined the content of polyphenols in the studied samples of tea infusions. An average
content of polyphenols in all the samples of tea infusions ranged from 67.70 mg GAE / 100 ml (brewing
time of 3 minutes) to 239.57 mg GAE / 100 ml (brewing time of 15 minutes). An important factor to
determine whether or not the tea infusion would be accepted is its colour. The infusions made of leaf tea
brewed for 3 minutes are characterized by higher brightness (36.15 + 37.85) than the infusions made of
granulated tea (32.68 + 34.32) and of dust tea (29.95 + 36.73). A similar tendency was observed in the
case of the infusions brewed for 15 minutes. It was also found that the ratio between the absolute values of
a* and b* colour parameters changed along with the prolonged brewing time. No significant effect
(p £0.05) was proved of the fragmentation degree and tea brand on the values of the parameters analyzed.
The principal components were analyzed and the analysis results did not show any clear differences in
the quality of the tea samples analyzed; this fact could prove that the quality attributes of the raw materials
used to produce the teas analyzed were comparable.

The results of the research studies performed prove that the colour parameters could be significant
physical parameters for the discrimination analysis and the determination of tea quality.

Key words: black tea, infusion, polyphenols, antioxidant activities, colour, quality
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WPLYW PRZECHOWYWANIA NA ZAWARTOSC TEAFLAWIN
I TEARUBIGIN W HERBATACH TYPU OOLONG

Streszczenie

Teaflawiny i tearubiginy, nalezace do grupy barwnikow flawonoidowych, maja duzy wptyw na wta-
sciwosci smakowe i barwe herbat fermentowanych. Celem pracy byto okreslenie wptywu rodzaju opako-
wania, czasu, i warunkow przechowywania na zawarto$¢ teaflawin i tearubigin w herbatach typu oolong.
Herbaty przechowywano przez 12 miesigcy. Poczatkowa, S$rednia zawarto$¢ teaflawin wynosita
0,30 g/100 g herbaty oolong, a tearubigin — 5,30 g/100 g herbaty. Po 3 miesiacach przechowywania nasta-
pito statystycznie istotne (p < 0,05) [-] zmniejszenie zawartosci tearubigin ($rednio do 4,04 g/100 g herba-
ty), a po 4 miesiacach zaobserwowano ubytek teaflawin — §rednio do poziomu 0,20 g/100 g herbaty. Po 12
miesigcach przechowywania ubytek teaflawin wynidst 76,66 %, a tearubigin — 59,24 %. Wykazano, ze
zawarto$¢ tych substancji podlegala mniejszym wahaniom w przypadku herbat przechowywanych
w oryginalnych opakowaniach papierowych (torebka papierowa z wewnetrzna ochrona i folia na po-
wierzchni) i metalowych. Ze wzgledu na niestabilno$¢ barwnikow flawonoidowych najmniej korzystne
byty opakowania szklane i papierowe poddane dziataniu promieniowania rozproszonego. Stwierdzono, ze
podczas przechowywania herbat nastapita w nich degradacja barwnikéw, a czas i warunki przechowywa-
nia determinowaty barwg herbaty oolong.

Stowa kluczowe: herbata oolong, teaflawiny, tearubiginy, spektrofotometria UV-VIS

Wprowadzenie

Napar herbaty jest napojem spozywanym przez ponad dwie trzecie ludzi na $wie-
cie. Do najczesciej stosowanych gatunkow herbat naleza: czarna, zielona i oolong [3].
Herbaty: czarna i zielona sg do$¢ dobrze poznane, w przeciwienstwie do herbat typu
oolong (nazywanych takze wulong lub wulung), ktére sg potfermentowane w techno-
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logii zblizonej do produkcji herbat czarnych. Pochodzg zazwyczaj z Chin i Tajwanu.
Przygotowuje si¢ je przez podsuszenie (wigdnigcie) $wiezych lisci na stoncu, ktore po
skreceniu poddawane sg fermentacji. W poréwnaniu z herbatami czarnymi okres fer-
mentacji herbaty oolong jest krotszy i w zalezno$ci od jej intensywnosci powstaje ga-
ma produktow, ktdére mozna sklasyfikowac¢ pomiedzy herbatami zielonymi a czarnymi.
Laczag w sobie cechy herbat niefermentowanych i fermentowanych. W porownaniu
z zielonymi zawierajg mniej katechin, a wigcej barwnikow flawonoidowych. Liscie
herbaty oolong sg barwy zielonej, bragzowej do czarnej. Zawieraja substancje lotne (nie
w petni zidentyfikowane) 1 zwigzki polifenolowe, nadajgce naparom wyrazisty aromat
(3,21, 31].

W herbatach poddanych fermentacji duze, pod wzglgdem ilo§ciowym, frakcje po-
lifenoli tworzg teaflawiny (TFs) i tearubiginy (TRs).Wymienione frakcje majg istotny
wplyw na wlasciwosci sensoryczne herbat i naparéw herbacianych, w tym zwtaszcza
na barwe. Wyro6znik ten jest bowiem pierwsza cechg oceniang przez konsumenta [10,
13, 26, 27].

Pod wzgledem chemicznym TFs i TRs nalezag do grupy flawonoidow, ktore,
w odroznieniu od innych sktadnikow flawonoidowych, powstaja podczas fermentacji
W procesie enzymatycznego utlenienia katechin naturalnie wystepujacych w zielonych
lisciach herbacianych przy udziale enzymow: fenolooksydaz i peroksydaz. W trakcie
tego procesu nastepuje polimeryzacja do 75 % katechin. Wedlug Baileya i wsp. [2],
TFs powstaje w pierwszej fazie fermentacji, lecz rownoczesnie tworza si¢ inne produk-
ty utleniania katechin, takie jak bisflawonole i kwasy epiteaflawinowe. W nastgpnych
fazach dochodzi natomiast do przeksztatcenia produktow utleniania w formy TRs [6].

TFs zostaly okre$lone jako mieszanina teaflawin: 3’-galusanu teaflawiny, 30°'-
galusanu teaflawiny oraz 3,30’-galusanu teaflawiny [20, 29]. TFs to dobrze rozpusz-
czalne dimeryczne flawonoidy o barwie od ztotozoltej do czerwonej, a ich obecnosé
wplywa na jakos¢ herbaty, dlatego badania prowadzone sa czesto w kierunku zwigk-
szenia ich zawartosci w procesie produkcji herbat fermentowanych [2, 24].

TRs to fenolowe frakcje polimerowe, w duzym stopniu utlenione — trudne do zde-
finiowania i niestabilne substancje o r6znej masie czasteczkowej, ktore tworza hetero-
geniczng mieszaninge rozpuszczalnych i1 nierozpuszczalnych produktow utleniania.
Charakteryzujg si¢ barwa od czerwono-zottej do pomaranczowo-bragzowej. Nadaja
naparom herbacianym cierpki i wytrawny smak [4, 12, 24].

Termin ,,jako$¢ herbaty” obejmuje nie tylko jej aktywno$¢ biologiczng, ale przede
wszystkim wtasciwosci sensoryczne. TRs w reakcji z TFs i1 proteinami tworzg zespot
spolimeryzowanych substancji, ktore wptywajg zarowno na barwg, jak i na moc oraz
smak naparu herbacianego. Mata zawartos¢ TFs i TRs wplywa na obnizenie jakoSci
herbaty fermentowanej, zwlaszcza na zmniejszenie intensywnosci barwy 1 wyrazistosci
naparu herbacianego [16, 18, 19, 20]. Jak wspomniano, trudno jest okresli¢ poszcze-
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gblne frakcje barwnikow herbacianych. Zdaniem Owuora [19] nie mozna oceniaé ja-
kos$ci herbaty 1 naparéw herbacianych wytacznie na podstawie oznaczenia poszczegol-
nych frakcji, poniewaz kazda z nich odpowiada za inne wtasciwosci. Dlatego najcze-
Sciej oznacza si¢ zawartos¢ TFs 1 TRs w naparze herbacianym.

Celem pracy bylo okreSlenie wpltywu rodzaju opakowania, czasu, i warunkdéw
przechowywania na zawarto$¢ teaflawin i tearubigin w herbatach typu oolong.

Material i metody badan

Probki herbat oolong pobierano z oryginalnych opakowan transportowych na-
tychmiast po ich otwarciu u jednego z dystrybutoréw herbaty w Republice Czeskie;j.
Liscie herbaty byty przetworzone w klasycznej technologii cze$ciowej fermentacji.
Analizie poddano 6 probek herbat ze zbiorow jesiennych 2010 roku, pochodzacych
zroznych regionow Chin i Tajwanu. Wyszczeg6lnienie probek herbat handlowych
podano w tab. 1.

Tabela 1. Zestawienie herbat oolong przeznaczonych do badan.
Table 1. List of oolong teas to be analyzed.

Nr probki Rodzaj herbaty Kraj pochodz§n'ia Region
Sample No. Type of tea Country of origin

1. Ti Kuan Yin Chiny Fujian
2. Formosa Finest Oolong Tajwan Alishan
3. Formosa Oolong Tajwan Tung Ting
4. Bio oolong Chiny Guangxi
S. Milk Oolong Chiny Anxi
6. Mi Lan Xiang Dan Cong Chiny Guang Dong

Herbaty przechowywano przez 12 miesi¢cy (minimalny, zalecany okres trwatosci
herbat w Republice Czeskiej) w warunkach zblizonych do stosowanych w tancuchu
dystrybucji i sprzedazy detalicznej oraz przez konsumentow: temp. 20 °C, wilgotnos¢
wzgledna powietrza 55 %. Probki herbat przechowywano w opakowaniach: oryginal-
nych, metalowych zamykanych, papierowych i szklanych zamykanych. Opakowaniami
oryginalnymi byly torebki papierowe z wewnetrzng ochrong i folig zewnetrzng. Poto-
we probek poddawano dzialaniu promieniowania rozproszonego, drugg zas przecho-
wywano bez dostepu §wiatta.

Do oznaczania catkowitej zawarto$ci TFs i TRs zastosowano metod¢ opisang
przez Perkampusa [22], zmodyfikowana w Instytucie Higieny i Technologii Zywnosci
Pochodzenia Roslinnego w Brnie [17]. Zawarto$¢ TFs i TRs oznaczano technika spek-
trometrii UV-VIS, przy uzyciu analizatora typu Cecil CE 7210, w zakresie dlugosci
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fali 190 - 900 nm, z uwagi na wyrazne maksima absorbancji teaflawin i tearubigin.
W celu przygotowania naparu probke herbaty o masie 1,0 g zalewano wrzatkiem. Po
6 min napar sgczono przez sgczek ze szklanego mikrowtokna, a nastgpnie chtodzono
do temp. 20 °C. Absorbancje przesaczu w kierunku TFs mierzono przy A = 665 nm,
a TRs — A = 825 nm. Zawarto$¢ analizowanych frakcji obliczano, wykorzystujgc stan-
dardowe przeliczniki, w przypadku TRs — 38,7 a TFs — 1,4. Przeliczone warto$ci TFs
1 TRs wyrazano w g/100 g herbaty [22]. Z kazdej probki wykonywano po 3 pomiary,
a analizy prowadzono w terminie zerowym (bezposrednio po otwarciu opakowania
z herbatg), nast¢gpnie w odst¢gpach miesigcznych przez 6 kolejnych miesigcy oraz po
12 miesigcach przechowywania. Zmierzone wyniki poddano obliczeniom wedlug
przyktadow Melouna i Militkiego [15] i porownano z wynikami podanymi przez
Browna i wsp. [5].

Analize statystyczng wykonano w programie Unistat, wersja 5.6. Do poréwnania
wartoséci $rednich zastosowano test t-Studenta. Testowanie prowadzono na poziomie
istotnosci p < 0,05. Porownywano $rednie parametrow poszczego6lnych probek na po-
czatku przechowywania, jak i w poszczegolnych miesigcach przechowywania w sto-
sunku do okresu zerowego.

Wiyniki i dyskusja

Poczatkowa zawarto$¢ TFs w analizowanych herbatach byta zréznicowana i wy-
nosila od 0,22 do 0,44 g w 100 g herbaty (tab. 2). Najmniej TFs stwierdzono w herba-
tach nr 3 (Formosa Oolong) i nr 5 (Milk Oolong), a najwigcej — w herbatach nr 6 (Mi
Lan Xiang Dan Cong) i nr 1 (Ti Kuan Yin). Réznice zawarto$ci TFs migdzy powyz-
szymi probkami byly statystycznie istotne (p < 0,05). Takze pod wzgledem zawartosci
TRs najmniejsze i najwicksze, statystycznie istotne (p < 0,05), wartosci dotyczyty tych
samych herbat oolong. Ogoélnie zawartos¢ TRs wynosita od 3,64 do 6,34 g/100 g her-
baty (tab. 2).

Na zawarto$¢ barwnikow TFs i TRs w herbacie wptywaja m.in. region uprawy,
czynniki genetyczne, warunki $§rodowiskowe i klimatyczne, metody uprawy [16, 21,
22]. Jak podaja Bailey i wsp. [2] oraz Caballero [6], zawartos¢ TFs i TRs w herbacie
ksztaltowana jest w najwigkszym stopniu podczas fermentacji (czas trwania, tempera-
tura 1 wilgotno$¢). W badaniach witasnych wystepowaty jednak roznice zawarto$ci
teaflawin 1 tearubigin w probkach pochodzacych z bliskich regionéw upraw, co ozna-
cza, ze prawdopodobnie roéznice te mogly powsta¢ pod wpltywem zrdznicowanego
czasu trwania i sposobu fermentacji lisci herbacianych. Bailey 1 wsp. [2] oraz Ghosh
1 wsp. [7] podaja, ze w herbatach poddanych petnej fermentacji zawartos¢ TFs wynosi
srednio 2 g/100 g herbaty, a TRs — 10 + 15 g/100 g herbaty, dlatego mozna sadzi¢, ze
we wszystkich badanych herbatach przebiegta tylko cze$ciowa fermentacja. Takze
Zhao 1 wsp. [31] potwierdzajg, ze na jako$¢ herbat oolong wptywa poziom jakosci
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fermentacji lub stopien fermentacji, ktory jest wyrazany w procentach — najczesciej
wynosi 10 + 70 %. W zaleznosci od intensywno$ci fermentacji, a tym samym od za-
wartosci barwnikow flawonoidowych (TFs i TRs), mozna uzyska¢ herbaty od zielo-
nych do czarnych. Chociaz dystrybutorzy herbat w Republice Czeskiej nie podaja
stopnia fermentacji herbat oolong, to na podstawie zawartosci tych barwnikéw mozna
przyjac, ze w herbatach o wigkszej zawartosci barwnikow flawonoidowych przebiegta
glebsza fermentacja, a napary bedg mialy ciemniejszg barwe.

Tabela 2. Poczatkowa zawarto$¢ teaflawin (TFs) i tearubigin (TRs) w badanych herbatach oolong.
Table 2.  Initial content of theaflavins (TFs) and thearubigins (TRs) in oolong teas analyzed.

TFs TRs
Nr probki Rodzaj herbaty [g/100 g herbaty] [g/100 g herbaty]
Sample No. Type of tea [¢/100 g of tea] [g/100 g of tea]
X s/SD X s/SD
I. Ti Kuan Yin 0,40 0,01 6,28 0,01
2. Formosa Finest Oolong 0,25 0,01 5,15 0,01
3. Formosa Oolong 0,22 0,01 4,23 0,04
4. Bio Oolong 0,28 0,00 6,18 0,01
5. Milk Oolong 0,23 0,00 3,64 0,70
6. Mi Lan Xiang Dan Cong 0,44 0,02 6,34 0,01

Objasnienia: / Explanatory notes:
X — warto$¢ srednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation.

Poczatkowa $rednia zawartos¢ teaflawin w herbatach oolong (proba zerowa) wy-
nosita 0,30 g/100 g herbaty (tab. 3). Po jednym miesigcu przechowywania nastgpit
ubytek TFs do poziomu — 0,24 g/100 g herbaty. Natomiast po 2 miesigcach zaobser-
wowano statystycznie nieistotny (p < 0,05) wzrost TFs ($rednio do 0,41 g/100 g herba-
ty). Od 3. miesigca w sktadowanych herbatach oolong nastgpowat dalszy ubytek TFs
i po 4 miesigcach przechowywania byt juz statystycznie istotny (p < 0,05). Srednia
zawarto$¢ TFs zmniejszyta si¢ po tym czasie o0 33,33 % (do 0,20 g/100 g herbaty), a po
12 miesigcach — o 76,66 %, osiagajac srednio 0,07 g TFs/100 g herbaty.

W zaleznosci od rodzaju opakowania oraz warunkow przechowywania zawarto$¢
TFs w herbatach oolong zmieniata si¢ w ciggu 12 miesigcy przechowywania (tab. 3).
Roéznice wystapily juz po 2 miesigcach w przypadku herbat przechowywanych w opa-
kowaniach papierowych poddanych dziataniu $wiatta rozproszonego. Stwierdzono
statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost zawartosci TFs w tym opakowaniu — do
0,49 g/100 g herbaty. Po 3 miesigcach przechowywania zawartos¢ TFs w badanych
probkach réoznita sig¢ w niewielkim stopniu — od 0,35 g TFs/100 g herbaty przechowy-
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wanej w opakowaniach oryginalnych do 0,31 g TFs/100 g herbaty przechowywane;j
bez dostepu $swiatta w opakowaniach papierowych. Po 4 miesigcach sktadowania
stwierdzono statystycznie istotny ubytek TFs w herbatach oolong przechowywanych w
opakowaniach szklanych (oznaczono 0,12 g TFs/100 g herbaty) i papierowych prze-
chowywanych w $wietle rozproszonym (oznaczono 0,19 g TFs/100 g herbaty). Po 5
miesigcach przechowywania wykazano statystycznie istotny (p < 0,05) ubytek TFs we
wszystkich wariantach prébek, a po kolejnym miesigcu sktadowania zawarto$§¢ TFs
wynosita od 0,10 do 0,16 g/100 g herbaty. Po dwunastomiesi¢cznym przechowywaniu
ilos¢ TFs w probkach zawierata si¢ w granicach 0,06 ~ 0,10 g/100 g herbaty. Naj-
mniejsza degradacja teaflawin w herbatach oolong wystapila wiec w opakowaniach
oryginalnych i metalowych, natomiast najstabsza ochron¢ stanowity opakowania
szklane i papierowe poddane dzialaniu promieniowania rozproszonego.

Tabela 3. Zawartos¢ teaflawin (TFs) w badanych herbatach oolong w zaleznosci od rodzaju opakowania
oraz warunkow i czasu przechowywania.

Table 3.  Content of theaflavins (TFs) in oolong teas analyzed depending on packaging type as well as
on conditions and time of storage.

Rodzaj TFs [g/100 g herbaty] / [g /100 g of tea]
probki . .
Miesiace przechowywania / Months of storage

Type of

sample 0 1 2 3 4 5 6 12
K . 0,22+0,01]0,42+02(0,32+02]0,21+0,3{0,13+0,0|0,15+0,0|0,08%0,0
00 - 0,21 +0,03| 0,32 +0,1{0,35+0,1|0,25+0,1{0,18+0,1|0,16+0,1 |0,10+0,1
PS . 0,24+ 0,02 0,49 0,1 0,21 +0,1]0,12+0,0 [ 0,12+0,0|0,10+0,1 | 0,06 +0,1
PT . 0,23 £0,02| 0,38+ 0,1 | 0,31 +0,1 0,21 0,1 |0,13+0,1|0,11+0,1|0,07+0,0
SS - 0,32+0,1]0,42+0,3]0,23+0,1]0,19+0,1[0,11+0,1]0,12+0,1|0,060,0
ST . 0,24 +0,05 0,43 0,1 [0,29+0,1{0,24+0,4|0,13+0,1{0,13+0,1|0,07+0,2
X 0,30 +0,1 ]0,24 + 0,04/0,41 + 0,06/0,28 + 0,05|0,20 = 0,04|0,13 + 0,02{0,13 =+ 0,02{0,07 £ 0,01

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviation;

K — opakowanie metalowe / metal packaging; OO — opakowanie oryginalne / original packaging; PS —
opakowanie papierowe, probka przechowywana w §wietle rozproszonym / paper packaging; sample stored
in stray light; PT — opakowanie papierowe, probka przechowywana bez dostgpu swiatla / paper packaging;
sample stored under protection from light; SS — opakowanie szklane, probka przechowywana w $wietle
rozproszonym / glass packaging, sample stored in stray light; ST — opakowanie szklane, probka przecho-
wywana bez dostepu $wiatla / glass packaging, stored sample protected stray light.

Srednia zawarto$¢ tearubigin (TRs) w herbatach oolong wynosita w poczatko-
wym okresie (proba zerowa) 5,30 g/100 g herbaty (tab. 4). Po jednym miesigcu prze-
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chowywania nastgpito zwigkszenie ich zawarto$ci $rednio do 6,38 g/100 g herbaty. Po
2 miesigcach sktadowania zawarto$¢ TRs zmniejszyta si¢ ponizej warto$ci poczatko-
wych. Statystycznie istotny (p < 0,05) ubytek analizowanych zwigzkow stwierdzono
po 3 miesigcach przechowywania, wowczas zawartos¢ TRs zmniejszyta si¢ o 19,62 %
(do 4,04 g TRs/100 g herbaty). Po 6 miesigcach przechowywania probek $rednia za-
warto$¢ TRs w herbatach oolong byta najmniejsza 1 wynosita 1,74 g TRs/100 g herbaty
(ubytek 0 67,17 %). Po 12 miesigcach sktadowania $rednia zawarto$§¢ TRs, w stosunku
do 6-miesieccznego przechowywania, zwickszyta si¢ w niewielkim stopniu do
2,16 g TRs/100 g herbaty. W odniesieniu do poczatkowej zawarto$ci TRs w herbatach
oolong, ubytek tych zwigzkéw po 12 miesigcach przechowywania herbat wyniost
59,24 %.

Tabela 4. Zawartos$¢ tearubigin (TRs) w badanych herbatach oolong w zaleznosci od rodzaju opakowa-
nia oraz warunkow i czasu przechowywania.

Table. 4. Content of thearubigins (TRs) in oolong teas analyzed depending on type of packaging as well
as of conditions and time of storage.

Rodzaj TRs [g/100 g herbaty] / [¢/100 g of tea]
probki . .
Miesiace przechowywania / Months of storage

Type of

sample 0 1 2 3 4 5 6 12
K - 535404 (522+0,4|4,82+0,2|4,15+0,3[2,52+0,5[2,95+03 |1,68+0,5
00 - 501403562405 |425+0,4|4,12+02 [3,10£0,5|1,85+0,4 | 1,43£0,5
PS - 730+0,5|4,42+£02[3,15+0,5(3,51+0,5 | 1,75+03 | 1,15+0,5 | 2,67+0,4
PT - 6,20+0,5(4,33+0,3(4,75+0,3|13,98+0,4|2,32+0,3|1,85+0,5(2,44+04
SS - 7,30+0,4 (4,15+0,3 (3,11+0,3|2,10+0,4|1,96+0,3|1,08+0,4(2,82+0,4
ST - 500+0,3 522402 |4,15+0,5(2,12+04 |2,42+£02 | 1,56+0,5|1,92+0,
X 5,30+1,16(6,38 £ 0,83 (4,48 +£0,41(4,04 £ 0,75(3,33 £ 0,97|2,35 £ 0,47| 1,74 + 0,68|2,16 + 0,56

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

Uwzgledniajac rodzaj opakowania stwierdzono, ze za wyjatkiem pierwszego mie-
sigca, we wszystkich wariantach herbat nastapit ubytek zawartosci TRs w ciagu 12
miesiecy ich przechowywania (tab. 4). Tylko po pierwszym miesigcu sktadowania
probek zaobserwowano zwigkszenie zawartosci TRs, ktore bylo najbardziej wyrazne
1 statystycznie istotne (p < 0,05) w herbatach przechowywanych w opakowaniach pa-
pierowych, zarowno poddanych dziataniu $wiatla rozproszonego (oznaczono 7,30 g
TRs/100 g herbaty), jak 1 sktadowanych bez dostepu $wiatta (oznaczono
6,20 TRs/100 g herbaty) oraz w szklanych opakowaniach poddanych dziataniu pro-
mieniowania rozproszonego (oznaczono 7,30 g TRs/100 g herbaty). Po dwodch i po
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kolejnych miesigcach przechowywania obserwowano stopniowy ubytek TRs we
wszystkich wariantach herbat oolong, chociaz nie nastgpowat on w jednakowym stop-
niu w poszczegolnych probkach. W herbatach sktadowanych w opakowaniach papie-
rowych i szklanych, a przechowywanych w $wietle rozproszonym, stwierdzono staty-
stycznie istotny (p < 0,05) ubytek TRs po 4 miesigcach, odpowiednio o: 41,32
140,56 %. We wszystkich wariantach herbat wykazano statystycznie istotne (p < 0,05)
zmniejszenie zawartosci tearubigin po 5 miesigcach przechowywania. Po 6 miesigcach
— podobnie jak po 2 miesigcach — najmniej TRs bylo w prébkach przechowywanych
w §wietle rozproszonym, w opakowaniach papierowych (1,15 g TRs/100 g herbaty)
1 szklanych (1,08 g TRs/100 g herbaty). Po 12 miesigcach przechowywania najmniej
TRs oznaczono w herbatach oolong znajdujacych si¢ w opakowaniach oryginalnych
(1,43 g/100 g — strata 73,01 %) i metalowych (1,68 g/100 g — strata 68,30 %), jednak
w ciggu 6 miesiecy przechowywania opakowania te najlepiej chronity tearubiginy
przed degradacja (tab. 4).

Po poréwnaniu wielkosci ubytkéw TFs i TRs stwierdzono, ze w czasie przecho-
wywania herbat oolong wigksze zmiany dotyczyly zawarto$ci tearubigin. Niewielki
wzrost zawartosci monitorowanych barwnikéw po 2 miesigcach mogt by¢ spowodo-
wany przez oddziatywanie tlenu atmosferycznego. Jak podaja Halsam [11] oraz Yao
i wsp. [30], tlen prowadzi do czesSciowej aktywacji enzymow: fenolooksydaz i perok-
sydaz. Nastepuje reaktywacja fermentacji nieutlenionych katechin i powstaja dodatko-
we barwniki teaflawinowe. Ravichndran i Parthiban [23] oraz Owuor [19] dowodza, ze
w trakcie dtuzszego przechowywania herbat nastepuje degradacja teaflawin i powstaja
m.in. substancje o wysokiej masie czasteczkowej, ktore sg klasyfikowane jako tearubi-
giny. Glowng przyczyna opisanego zjawiska jest niepetna inaktywacja fenolooksydaz
przy termicznym przetwarzaniu lisci herbacianych, dlatego oddziatywanie tlenu na
gotowy produkt moze powodowac uaktywnienie enzymow [14, 25]. Utlenianie 1 uby-
tek barwnikow herbacianych dotyczy takze TRs, co wptywa na obnizenie jakosci her-
baty [24]. Stad tez Halder [9] oraz Su i wsp. [28] podaja, Ze obnizenie jakosci herbaty
moze zachodzi¢ w trakcie jej przechowywania i transportu.

Whioski

1. Rodzaj opakowania, warunki i czas przechowywania herbat oolong decydowaty
o zawartos$ci teaflawin i tearubigin w naparach herbacianych.

2. Opakowania oryginalne i metalowe zapewnialy stabilno$¢ teaflawin i tearubigin
w herbatach w wigkszym stopniu niz opakowania papierowe i szklane.

3. Ze wzgledu na niestabilno§¢ barwnikow flawonoidowych najmniej przydatne do
przechowywania herbat byly opakowania szklane i papierowe poddane dziataniu
promieniowania rozproszonego.
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4,

[10]

Wraz z wydtuzaniem czasu przechowywania herbat nastgpowaty straty barwnikow
flawonoidowych, przy czym ubytek teaflawin byl statystycznie istotny (p < 0,05)
po 4 miesigcach przechowywania, a tearubigin — po 3.

Praca zostata wykonana w ramach projektu IGA nr 75/2010/FVHE.
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EFFECT OF STORAGE ON CONTENT OF THEAFLAVINS AND THEARUBIGINS
IN OOLONG TEAS

Summary

Theaflavins and thearubigins, which belong to a group of flavonoid pigments, have a strong impact on
the gustatory properties and the colour of fermented teas. The objective of the research study was to de-
termine the effect of packaging type as well as storage time and conditions on the content of theaflavins
and thearubigins in oolong teas. The teas were stored for 12 months. The initial mean content of theafla-
vins was 0.30 g/100 g of oolong tea, and of thearubigins: 5.30 g/100 g of tea. After 3 months of storage,
a statistically significant (p < 0.05) decrease in the content of thearubigins occurred (to 4.04 g/100 g of tea
on average) and after 4 months, the reported level of the decreased content of theaflavins was 0.20 g/100 g
of tea on average. After 12 months of storage, the decreased level of theaflavins was 76.66 % and of
thearubigins: 59.24 %. It was proved that the content of those substances fluctuated less in the case of the
teas stored in original paper packaging (paper bag with an inner protective layer and a foil on its surface)
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and in packaging of metal boxes. The glass and paper packaging exposed to stray light were the least
beneficial owing to the instability of flavonoid pigments. It was found that during storage of the teas,
a degradation of pigments occurred, and the storage time and conditions determined the colour of the

oolong tea.

Key words: oolong tea, theaflavins, thearubigins, colour, UV-VIS spectrophotometry
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HENRYK KOSTYRA, ELZBIETA KOSTYRA

INTERAKCJE SKEADNIKOW ZYWNOSCI

Prezentujemy 23. cze$¢ cyklu nt.: ,Interakcje sktadnikow zywnos$ci”. Druk mate-
rialow z tego cyklu rozpoczelismy w Zywnosci nr 1 (74), 2011.

Artykul zaczynamy od pytania: co jest przyczyng toksycznej ,,stawy” grejpfruta?
Grejpfrut lub jego sok moze by¢ przyczyng naglego zgonu czlowicka, ostrej niewy-
dolno$ci nerek, niewydolnosci oddechowej, krwawienia z przewodu oddechowego,
zahamowania czynno$ci szpiku kostnego i immunosupresji oraz innych przypadtosci
chorobowych. Przypomnijmy, ze pod wzgledem klinicznym najwazniejsze sg dwie
reakcje lekow ze sktadnikami zywnosci, ktére powodujg zmiane jego biodostgpnosci
lub zmniejszaja badz zwickszajg jego stezenie. W przypadku zmniejszenia dostepnosci
leku mozna spowodowa¢ ograniczenie efektu leczniczego. Natomiast zmniejszajac lub
zwigkszajac jego terapeutyczne stezeniec w organizmie cztowieka, istnieje powazne
ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych, a nawet silnie toksycznych. Z dotychcza-
sowych badan wynika, ze sok grejpfrutowy wplywa na biotransformacje lekow.
Stwierdzono, ze obecne w nim furanokumaryny i flawonoidy wchodzg w interakcje
z wicloma lekami, wplywaja na dziatanie enzymu cytochromu 450, a gtéwnie jego
odmiany CYP 3A, powodujac wzrost st¢zenia takich lekdéw, jak: antagonisci wapnia,
lowastatyny (lek pomagajacy normalizowac stezenie lipidow we krwi) czy benzodia-
zepiny (lek o dzialaniu przeciwlgkowym, uspokajajagcym, nasennym itp.) Leki wcho-
dzace w interakcje ze sktadnikami grejpfruta charakteryzujg si¢ tym, ze: sag podawane
doustnie, niezmienne ich ilosci sg wchtaniane do krwioobiegu oraz sa metabolizowane
w przewodzie pokarmowym przez CYP 3A4. By lepiej zrozumie¢ te informacje, ko-
nieczne jest przypomnienie wiadomosci o cytochromie 450 oraz strukturze konforma-
cyjnej furanokumaryn i flawonoidow obecnych w grejpfrucie. Cytochrom 450 jest
enzymem z grupy monooksydaz. Istotg dziatania tych enzymow jest wbudowywanie
do substratu tylko jednego atomu tlenu, podczas gdy drugi jest redukowany do cza-
steczki wody. Ta druga reakcja wymaga udziatu dodatkowego reduktora, np. czastecz-

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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ki NADPH + H' lub tetrahydrofolianu. Mechanizm ten jest wykorzystywany do reak-
cji hydroksylacji r6znych metabolitow. Reakcja ta przebiega wg mechanizmu:

XH + O, + NADPH + HY ——> XOH + H,0 + NADP"

Rys. 1. Model budowy konformacyjnej cytochromu 450.

Cytochrom 450 jest waznym elementem w metabolizmie ksenobiotykow, zwlasz-
cza o charakterze hydrofobowym. Produkty metabolizmu sa zwykle bardziej hydrofi-
lowe od substratow, co sprzyja ich dalszemu metabolizowaniu i wydalaniu. Wigkszos¢
form cytochromu 450 wykazuje niska specyficzno$¢ substratowa, katalizujac wiele
roznych substancji, takze takich, z ktorymi organizm nie miat kontaktu w rozwoju
filogenetycznym, a wiec nie miat mozliwosci ewolucyjnego wyksztalcenia enzymow
o odpowiedniej specyficznosci. Fakt ten powoduje, ze cytochrom 450 jest ewolucyjnie
przystosowany do metabolizowania szerokiego spektrum ksenobiotykow.
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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, Monitorze Polskim oraz Dzienniku Urzedowym UE. Ponizsze zestawienie
zawiera akty prawne dotyczace szeroko omawianej problematyki zywno$ciowe] wg
stanu na dzien 30 wrzesnia 2014 1.

Polskie akty prawne

L.

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 22 lipca 2014 r. zmienia-
jace rozporzadzenie w sprawie wymagan weterynaryjnych przy produkcji migsa
przeznaczonego na uzytek wtasny (Dz. U. 2014 r., poz. 975).

Wprowadzono zmiany w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn.
21 pazdziernika 2010 r. w sprawie wymagan weterynaryjnych przy produkcji mig-
sa przeznaczonego na uzytek wtasny (Dz. U. Nr 207, poz. 1370 oraz z 2014 r. poz.
356).

Zostal dopuszczony ubdj na terenie gospodarstwa, w celu produkcji migsa, swin
utrzymywanych w gospodarstwie podlegajacym ograniczeniom, nakazom lub za-
kazom, a wydanym w zwigzku z wystgpieniem na terytorium Rzeczypospolitej
Polskiej afrykanskiego pomoru swin u dzikow lub wystgpieniem afrykanskiego
pomoru $win na terytorium panstwa trzeciego lub panstwa czlonkowskiego Unii
Europejskiej, graniczacych z terytorium Rzeczypospolitej Polskiej, pod warunkiem
ze byly one utrzymywane w tym gospodarstwie co najmniej przez 30 dni przed
ubojem.

Migso zwierzat poddanych ubojowi oraz mig¢so zwierzat townych odstrzelonych
w celu produkcji migsa, poddaje si¢ z urzedu i na koszt podmiotu prowadzacego

Dr G. Morkis, Instytut Ekonomiki Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowej — PIB w Warszawie, ul. Swie-
tokrzyska 20, 00-002 Warszawa
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gospodarstwo lub posiadacza migsa badaniu poubojowemu przeprowadzanemu
przez urzgdowego lekarza weterynarii.

2. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 23 lipca 2014 r. w spra-

wie wprowadzenia w 2014 r. na terytorium Rzeczypospolite] Polskiej "Programu
majacego na celu wezesne wykrycie zakazen wirusem wywotujacym afrykanski
pomér §win i poszerzenie wiedzy na temat tej choroby oraz jej zwalczanie” (Dz. U.
2014 r., poz. 996).
Na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej wprowadza si¢ "Program majacy na celu
wcezesne wykrycie zakazen wirusem wywotujacym afrykanski pomor §win i posze-
rzenie wiedzy na temat tej choroby oraz jej zwalczanie". Zatacznik do rozporza-
dzenia zawiera tre$¢ programu.

3. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 29 sierpnia 2014 r. zmie-

niajace rozporzadzenie w sprawie srodkow podejmowanych w zwiazku z wysta-
pieniem u dzikéw afrykanskiego pomoru swin (Dz. U. 2014 1., poz. 1205).
W rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 31 marca 2014 r.
w sprawie srodkow podejmowanych w zwigzku z wystapieniem u dzikow afrykan-
skiego pomoru $win (Dz. U. poz. 420) wprowadzono zmiany dotyczgce m.in. za-
kazu na obszarze chronionym oraz objetym ograniczeniami: wnoszenia i wwozenia
na teren gospodarstwa, w ktérym sg utrzymywane $winie, zwtok dzikow, tusz dzi-
koéw, czgscei tusz dzikow i1 produktow ubocznych pochodzenia zwierzgcego; wyko-
nywania czynnosci zwigzanych z obstuga §win przez osoby, ktore w ciggu ostat-
nich 72 godzin uczestniczyly w polowaniu na zwierze¢ta fowne lub odtowie takich
zwierzat; odlowow zwierzat townych, polowan indywidualnych na dziki i polowan
zbiorowych na zwierzgta fowne inne niz dziki, bez zgody powiatowego lekarza
weterynarii.

4. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 4 sierpnia 2014 r.
w sprawie wzorow formularzy deklaracji sktadanych Prezesowi Agencji Rynku
Rolnego w zakresie wyrobu, rozlewu i wprowadzania do obrotu wyrobow winiar-
skich z wina, winogron lub moszczéw winogronowych (Dz. U. 2014 r., poz. 1080).
Zostalty wprowadzone nowe wzory formularzy deklaracji sktadanej przez produ-
centow wpisanych do ewidencji producentow i przedsigbiorcéw wyrabiajacych
wino z winogron pozyskanych z upraw winoro$li potozonych na terytorium Rze-
czypospolitej Polskiej. Rozporzadzenie zawiera 16 nowych wzorow deklaracji.

5. Ustawa z dn. 12 maja 2011 r. o wyrobie i rozlewie wyrobow winiarskich, obrocie
tymi wyrobami i organizacji rynku wina (tekst jednolity) (Dz. U. 2014 r., poz.
1104).

Zostat ogloszony jednolity teks ustawy z dn. 12 maja 2011 r. o wyrobie i rozlewie
wyrobow winiarskich, obrocie tymi wyrobami i organizacji rynku wina.
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6. Rozporzadzeniec Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 6 kwietnia 2007 r.
w sprawie szczegotowych sposobow postepowania przy zwalczaniu i zapobieganiu
rozprzestrzeniania si¢ bakterii Clavibacter michiganensis ssp. Sepedonicus (tekst
jednolity) (Dz. U. 2014 r., poz. 1121). Zostat ogloszony jednolity tekst rozporza-
dzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 6 kwietnia 2007 r. w sprawie
szczegotowych sposoboéw postgpowania przy zwalczaniu i zapobieganiu rozprze-
strzeniania si¢ bakterii Clavibac termichiganensis ssp. Sepedonicus.

7. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 19 sierpnia 2014 r. zmie-

niajgce rozporzadzenie w sprawie sposobu i warunkéw wykorzystania ogélnej
kwoty potowowej (Dz. U. 2014 r., poz. 1123).
W rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 23 grudnia 2011 r.
W sprawie sposobu i warunkow wykorzystania ogdlnej kwoty potowowej (Dz. U.
Nr 282, poz. 1653 oraz z 2013 r. poz. 1544) wprowadzono zmiany dotyczace wa-
runkow wykorzystania ogolnej kwoty potowowej szprota okreslonej dla Morza
Baltyckiego oraz §ledzia okreslonej dla Morza Battyckiego.

8. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi dn. 25 sierpnia 2014 r. zmie-

niajgce rozporzadzenie w sprawie zawartosci substancji niepozadanych w paszach
(Dz. U. 2014 r., poz. 1213).
W rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 6 lutego 2012 r.
w sprawie zawarto$ci substancji niepozadanych w paszach (Dz. U. z 2014 r. poz.
206) zatacznik nr 1 otrzymal nowe brzmienie. Zatacznik ten, zatytulowany ,,Do-
puszczalne zawarto$ci substancji niepozadanych w paszach” zawiera wykaz: za-
nieczyszczenia nieorganiczne i zwigzki azotu; mikotoksyny; toksyny wilasciwe dla
roslin; zwiazki z grupy weglowodorow chlorowanych (z wyjatkiem dioksyn
i PCBs); dioksyny i PCB; szkodliwe zanieczyszczenia biologiczne; dodatki pa-
szowe, ktorych obecnos¢ wskutek nieuniknionego zanieczyszczenia krzyzowego
jest dozwolona w paszy, dla ktorej nie sg one przeznaczone.

9. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dn. 11 wrze$nia 2014 r. zmieniajace rozpo-

rzadzenie w sprawie sktadu oraz oznakowania suplementow diety (Dz. U. 2014 r.,
poz. 2014).
W rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 9 pazdziernika 2007 r. w sprawie skta-
du oraz oznakowania suplementow diety (Dz. U. z 2014 r. poz. 453) w zalaczniku
nr 2 do rozporzadzenia wprowadzono zmiany dotyczace drozdzy wzbogaconych
w chrom.

Unijne akty prawne

1. Rozporzadzenie Wykonawcze Komisji (UE) NR 844/2014 z dn. 23 lipca 2014 r.
rejestrujace w rejestrze chronionych nazw pochodzenia i chronionych oznaczen
geograficznych nazwe [Cebularz lubelski (ChOG)].
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Na wniosek Polski w rejestrze chronionych nazw i chronionych oznaczen geogra-
ficznych zostata dokonana rejestracja nazwy ,,Cebularz polski” (ChOG), a okresla
produkt nalezacy do klasy 2.3. Chleb, ciasto, ciastka, wyroby cukiernicze, herbat-
niki 1 inne wyroby piekarnicze (Dz. Urz. UE L, 2014 r., Nr 232, s. 2).

2. Rozporzadzenie Komisji (UE) NR 969/2014 z dn. 12 wrze$nia 2014 r. zmieniajace

zatacznik I do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr
1333/2008 w odniesieniu do stosowania askorbinianu wapnia (E 302) i alginianu
sodu (E 401) w niektérych nieprzetworzonych owocach i warzywach (Tekst majacy
znaczenie dla EOG) (Dz. Urz. UE L, 2014 r., Nr 272, s. 8).
Rozporzadzenie zezwala na stosowanie alginianu sodu (E 401) jako substancji gla-
zurujacej w kategorii zywnosci 04.1.2 ,,Owoce i warzywa obrane, krojone i roz-
drobnione” w zatgczniku II do rozporzadzenia (WE) nr 1333/2008 na maksymal-
nym poziomie wynoszacym 2 400 mg/kg oraz tylko w polgczeniu z askorbinianem
wapnia (E 302) na maksymalnym poziomie wynoszacym 800 mg/kg w celu uzy-
skania jadalnego zelu. W zwiazku z powyzszym wprowadzono odpowiednie zmia-
ny do zatacznika Il rozporzadzenia (WE) nr 1333/2008.
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NOWE KSIAZKI

Bezpieczenstwo zywnosci i Zywienia

Gawecki J., Krejpcio Z. (red.)

Wydawnictwo: Wyd. Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Poznan 2014,
ISBN 978-83-7160-741-7, stron 149, cena 22 zt

Zamowienia: http://www.wydawnictwo.up-poznan.net

W ksigzce zawarto najwazniejsze zagadnienia zwigzane z bezpieczenstwem zywnosci
1 zywienia. W pierwszej czesci omowiono podstawowe pojecia i klasyfikacje zagrozen
zdrowotnych zwigzanych z zywno$cia i zywieniem. Scharakteryzowano czynniki bio-
logiczne, fizyczne i chemiczne, ktére mogg stanowi¢ zagrozenie w zywnosci, jak row-
niez omowiono podstawowe sposoby zapobiegania zatruciom pokarmowym, w tym
rozwigzania instytucjonalne. W kolejnych rozdziatach podjeto tematyke zagrozenia,
jakie stanowi niezbilansowana dieta, indywidualna wrazliwo$¢ na niektére pokarmy
oraz zywno$¢ genetycznie zmodyfikowana. Omowiono réwniez systemy zarzadzania
bezpieczenstwem zywnosci w przemysle spozywczym i zaktadach gastronomicznych.
Podjeto temat prawnych 1 instytucjonalnych instrumentéw ochrony zdrowia konsumen-
tow.

Leksykon przyrodniczy polsko-angielski. Polish-English Dictionary

of Environmental Science

Zimny L.

Wydawnictwo: Wyd. Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, Wroctaw 2014,
ISBN 978-83-7717-170-7, stron 504, cena 34 zt

Zamoéwienia: http://wydawnictwo.ar.wroc.pl/

W Leksykonie zamieszczono ponad 3700 haset z zakresu: agroekologii, agrometeoro-
logii, agrotechniki, biologii, do§wiadczalnictwa, ekoinzynierii, fitosocjologii, glebo-
znawstwa, lakarstwa, melioracji, nawozenia, ochrony ro$lin, ochrony srodowiska rol-
niczego, ogrodnictwa, paszoznawstwa, rolnictwa ekologicznego, techniki rolniczej,
weterynarii, zootechniki. Hasta przettumaczono na jezyk angielski. Synonimy oraz
terminy o podobnym znaczeniu przedstawiono wedlug powszechnosci ich uzywania.
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Na uwage zastuguje zamieszczenie na koncu Leksykonu wykazu najczesciej popetnia-
nych btedow w thumaczeniu termindow przyrodniczych.

The Chemistry od Food [Chemia ZywnoSci]

Velisek J.

Wydawnictwo: Wiley-Blackwell, 2014, ISBN 978-1-118-38384-1, stron 1124,
cena 60,00 £

Zamowienia: www.wiley.com

Gtownym tematem podejmowanym w ksigzce jest sklad chemiczny oraz interakcje
biologicznych i niebiologicznych sktadnikow zywno$ci. W pierwszej czesci ksigzki
autor scharakteryzowal: aminokwasy, biatka, ttuszcze, weglowodany, witaminy, sktad-
niki mineralne oraz wod¢. W kolejnych rozdziatach — zwigzki odpowiedzialne za: za-
pach, smak i barwe, ktore determinujg jako$¢ sensoryczna zywnosci i jej sktadnikow.
Zawarto rowniez informacje o zwigzkach aktywnych biologicznie i toksycznych oraz
o dodatkach do Zzywnosci i zanieczyszczeniach.

Microbial Food Safety and Preservation Techniques

[Mikrobiologiczne bezpieczenstwo Zywnosci i techniki jej utrwalania]

Rai V. R., Bai J. A. (red.)

Wydawnictwo: CRC Press, 2014, ISBN 9781466593060, stron 542, cena 96,80 £
ZamoOwienia: WWWw.Crcpress.com

Autorzy dokonali charakterystyki mikrobiologicznych zagrozen bezpieczenstwa
w surowcach, zywno$ci nieprzetworzonej, minimalnie przetworzonej, przetworzonej
oraz w produktach gotowych do spozycia (ready to eat). Podjgte zostaty kwestie wy-
krywania obecnosci patogendow w zywnos$ci z wykorzystaniem zaawansowanych tech-
nik molekularnych, biosensoréw i nanotechnologii. W szczego6lnosci skupiono si¢ na:
inteligentnych 1 aktywnych opakowaniach, nanotechnologii, technologii z wykorzysta-
niem plazmy, zastosowaniu bakterii mlekowych, ekstraktow ziot.

Ksigzka jest przydatna dla studentow, pracownikdw nauki oraz oséb zajmujacych si¢
bezpieczenstwem zywnosci.

Opracowata: Magdalena Niewczas
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WSPOLCZESNI TWORCY POLSKIEJ NAUKI O ZYWNOSCI

PROF. DR HAB. IRENA HALINA TYSZKIEWICZ (1936 — 1998)

Irena Halina Tyszkiewicz urodzita si¢ 17 pazdziernika 1936 r. w Poznaniu. Z za-
wodu byta chemikiem. Studia ukonczyta na Uniwersytecie im. A. Mickiewicza w Po-
znaniu w 1959 r. 1 w tym samym roku, jeszcze przed uzyskaniem dyplomu, rozpoczgta
prace w poznanskim oddziale Instytutu Przemystu Migsnego w Warszawie. W 1961 r.
zostata przeniesiona stuzbowo do centrali Instytutu w Warszawie, do tworzgcego si¢
od podstaw Zaktadu Chemii Migsa. W Instytucie pracowata az do $mierci, tgcznie 39
lat, zaczynajac prac¢ na stanowisku pracownika inzynieryjno-technicznego, a konczac
na stanowisku profesora. W 1964 r. obronita doktorat na swojej macierzystej uczelni,
uzyskujac stopien doktora nauk przyrodniczych. Jej praca doktorska dotyczyta prze-
mian naturalnych barwnikow mi¢$niowych. Habilitowata si¢ w 1974 r. w Szkole
Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, uzyskujac stopien doktora habilito-
wanego nauk technicznych, a w 1992 r. zostala mianowana profesorem nauk rolni-
czych.

Pracujac w Instytucie zajmowata si¢ szerokim spektrum zagadnien badawczych.
Dziedziny badawcze, do ktorych wniosta najistotniejsze nowe elementy badawcze to:
chemia peklowania migsa, interakcje dodatkéw do zywnosci ze sktadnikami migsa
oraz mechanizmy dziatania tych dodatkow w srodowisku migsa, mechanizmy wy-
ksztatcenia si¢ cech jako$ciowych migsa badanych na poziomie komoérkowym, ultra-
1 mikrostruktura tkankowa mig¢sa oraz polidyspersyjnych uktadéw zawierajgcych zele
biatkowe 1 weglowodany. Opublikowata ponad 150 prac w czasopismach krajowych
i zagranicznych oraz wielokrotnie prezentowala referaty na konferencjach naukowych.
Byla $wietnym chemikiem analitykiem o migdzynarodowej stawie. Dziatajac jako
delegat naszego kraju w Miedzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej (ISO) prze-
wodniczyla m.in. pracom mi¢dzynarodowej grupy ekspertow opracowujacych norme
medyczng wykrywania i oznaczania barwnikow niemi¢$niowych w przetworach mig-
snych. Dziatalno§¢ naukowa prof. Ireny Tyszkiewicz byla ukierunkowana na zastoso-
wania praktyczne. Byla autorky i realizatorka licznych wdrozen przemystowych przed-
stawiajgcych oryginalne rozwigzania technologiczne. Szczegdlng warto§¢ mialy
wdrozenia uwzgledniajace zasady mechanicznego modyfikowania struktury migsa
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i interakcje czynnikdéw funkcyjnych z naturalnymi sktadnikami migsa. Szczegdlnie
wazng, ze wzgledow zywieniowych, praca z tego zakresu byto podstawowe i przygo-
towawcze wdrozenie produkcji przetworow migsnych niskotluszczowych. Duze zna-
czenie praktyczne miato przeprowadzenie pelnej charakterystyki polskich eksporto-
wych konserw migsnych — szynek i topatek wieprzowych, ze wzgledu na sktad
chemiczny i zwigzane z tym walory zywieniowe, ktore doprowadzito do zapropono-
wania i ustalenia tresci, a nast¢pnie uzyskania zatwierdzenia przez witadze Standw
Zjednoczonych specjalnych etykiet zywieniowych ,,Nutrition Facts” wymaganych na
rynku.

Nie do przecenienia byta rola prof. Ireny Tyszkiewicz jako nauczyciela i doradcy
fachowych kadr inzynieryjnych przemyslu migsnego, zreszta nie tylko krajowego.
Byta bowiem wyktadowca Europejskiego Konsorcjum dla Permanentnej Edukacji
i Postepu w Nauce i Technologii Migsa (ECCEAMST). Bylta rowniez promotorem 3
prac doktorskich oraz recenzentem szeregu prac doktorskich i habilitacyjnych.

Prof. Irena Tyszkiewicz dzialata aktywnie w wielu komitetach i organizacjach
naukowych oraz naukowo-technicznych. Byta czlonkiem Komitetu Technologii
i Chemii Zywnoéci PAN (1987 - 1990) oraz jego sekcji ds. Analityki, byla zalozycie-
lem i fundatorem (1993 r.) Fundacji na rzecz Postepu i Rozwoju w Polskim Przemysle
Migsnym, cztonkiem zalozycielem Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci
oraz cztonkiem Stowarzyszenia Naukowo-Technicznego Inzynieréw i Technikoéw
Przemystu Spozywczego (1960 - 1998).

Prowadzita rowniez aktywng dziatalnos¢ wydawnicza. Byla redaktorem naczel-
nym Rocznikow Instytutu Przemystu Miesnego i Ttuszczowego, wiceprzewodniczaca
Rady Programowej czasopisma Gospodarka Miegsna oraz w ramach swoich funkcji
w prezydium Rady Gtownej Jednostek Badawczo-Rozwojowych nadzorowata i wspot-
redagowala Biuletyn Informacyjny RGJBR. Byla wysoce ceniona jako skrupulatny,
a zarazem zyczliwy dla autoréw recenzent prac naukowych i wydawnictw dydaktycz-
nych przygotowywanych do druku.

W Instytucie Przemystu Migsnego i Ttuszczowego prof. Irena Tyszkiewicz miata
ogromny autorytet i cieszyla si¢ powszechna sympatig. Z natury pogodna i bezkonflik-
towa umiejetnie kierowala zespotami badawczymi, stawiajagc wysokie wymagania, ale
zarazem pozwalajagc swoim podwladnym i1 uczniom na samodzielne rozwigzywanie
probleméw. W latach 1991 - 1995 byla przewodniczaca Rady Naukowej Instytutu.
W ostatnich latach, m¢znie walczac z postepujacg nieuleczalng chorobg, pracowata
bardzo intensywnie, starajac si¢ by¢ pozyteczna do ostatniej chwili.

Prof. Irena Tyszkiewicz byla rowniez spolecznikiem — przez wiele lat aktywnie
dziatata w Radzie Zaktadowej Zwigzku Zawodowego Pracownikow Przemystu Spo-
zywczego przy Instytutach Przemyshu Spozywczego w Warszawie jako jej przewodni-
czaca, a ponadto w jej imieniu organizowata pomoc materialng dla dzieci specjalnej
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troski z rodzin rozbitych, bedacych pod nadzorem kuratora Sadu Rejonowego dla War-
szawy Mokotowa.

Prof. Irena Tyszkiewicz byla odznaczona Srebrnym Krzyzem Zastugi (1979),
Srebrng Odznakg ,,Zastluzony Pracownik Przemystu Spozywczego i Skupu” (1975),
Srebrng Odznakg Zastuzonego Dzialacza Zwigzku Zawodowego Przemystu Spozyw-
czego i Cukrownictwa (1979).

Prof. Irena Tyszkiewicz zmarta w pelni sit tworczych 4 czerwca 1998 r.

Redakcja
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INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 24 Nr 5 pazdziernik 2014

DZIALALNOSC TOWARZYSTWA

Zarzad Glowny

W dniu 20.11. 2014 r. w Warszawie odbyto si¢ zebranie Zarzagdu Gtéwnego PTTZ, na kto-
rym mie¢dzy innymi omowiono plany dzialalnosci Oddzialow w 2015 r. i przygotowan do ob-
chodow 25-lecia Towarzystwa w przysztym roku.

Rozstrzygnieto konkurs na najlepsza publikacje w 2013 roku w czasopi$mie Zywnos¢. Nau-
ka. Technologia. Jakos$¢. Jury wyrdznito nastgpujace artykuty:

W kategorii prac przegladowych:

— Emilia Janiszewska, Dorota Witrowa-Rajchert, Edward Roj: Metody 1 kierunki wykorzysta-
nia mikronizacji nadkrytycznej. Zywnosé. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2013, 6 (91), 5-15.

W kategorii prac oryginalnych:

— Ewelina Eckert, Aleksandra Bambrowicz, Marta Pokora, Anna Dabrowska, Marek Szolty-
sik, Jozefa Chrzanowska i Tadeusz Trziszka: Application of microbial proteases to obtain
egg yolk protein hydrolysates with antioxidant and antimicrobial activity. Zywnos¢. Nauka.
Technologia. Jakos¢, 2013, 1 (86), 105-118.

Gratulujemy!

WAZNIEJSZE MIEDZYNARODOWE I KRAJOWE
KONFERENCJE NAUKOWE W 2014 r.

Pazdziernik

16 — 17 GDYNIA = Zachowania konsumentow na rynku towaréw i ustug.
Organizatorzy: Katedra Handlu i Ustug, Wydziat Przedsigbiorczosci i Towaroznaw-
stwa Akademii Morskiej w Gdyni oraz Katedra Organizacji i Ekonomiki Konsumpcji,
Wydziat Nauk o Zywieniu Cztowieka i Konsumpcji SGGW.
Kontakt: e-mail: konsument@wpit.am.gdynia.pl
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20-21 POZNAN = Konferencja Naukowa nt. ,,Postepy w analityce lipidow Zywnosci”
Organizatorzy: Sekcja Chemii i Technologii Thuszczow PTTZ, Euro Fed Lipid, Wydz.
Nauk o Zywnosci i Zywieniu UP w Poznaniu, IBPRS — Oddziat Technologii Migsa
1 Thuszczu
Kontakt: e-mail: dorota.klensporf-pawlik@ue.poznan.pl

2015
Czerwiec

17 - 19 KRAKOW — NIEPOLOMICE = IX Krajowa Konferencja Naukowa i II Miedzy-
narodowa Konferencja Naukowa nt. ,,Funkcjonowanie i doskonalenie systemow
zarzadzania”.

Organizatorzy: Katedra Zarzadzania Jakosciag Uniwersytetu Ekonomicznego w Kra-
kowie przy wspdtudziale European Organization for Quality.

Informacje: www.quality.uek.krakow.pl

Kontakt: quality@uek.krakow.pl

25-26 LUBLIN = XLII Sesja Naukowa Komitetu Nauk o Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk ,,Zywno$é — zdrowie — przyszlo$¢”.
Organizatorzy: KNoZ PAN, Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, Polskie Towarzystwo Technologéw Zywnosci
Informacje: www.sesjapan.up.lublin.pl
Kontakt: sesjapan@up.lublin.pl

Wrzesien

20 —22 SOPOT — GDANSK = Miedzynarodowa Konferencja Naukowa nt. ,,Jako$¢ i jej
zastosowania”.
Organizatorzy: Politechnika Gdanska i Uniwersytet Gdanski.
Informacje: www.qualitygdansk.eu
Kontakt: qualitygdansk@zie.pg.gda.pl

CZELONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Glownym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z 0.0. 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.
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Materiat zawarty w Nr 5 (95)/2014 Biuletynu podano wedtug stanu informacji do 15 paz-

dziernika 2014 r. Materialy do Nr 6 (97)/2014 prosimy nadsyla¢ do 1 grudnia 2014 r. na adres
Redakcji Czasopisma.

KOMUNIKAT

Informujemy P.T. Autordw, ze Informacje dla Autoréw oraz wymagania redakcyjne publikujemy na
stronie http://www.pttz.org/zyw/index.html
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Adresy Zarzadu Glownego, Oddzialow i Sekcji
Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci

PREZES / ODDZIAL ADRES
Prof. dr hab. Edward Pospiech UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Prezes PTTZ Tel.: 61 848 72 60; e-mail: pospiech@up.poznan.pl

Dr hab. Dorota Piasecka-Kwiatkowska
Sekretarz PTTZ

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
e-mail: dorotapk@up.poznan.pl

Prof. dr hab. Maria Smiechowska
Oddziat Gdanski

AM, ul. Morska 81-87, 81-225 GDYNIA
Tel.: 58 690 15 62; e-mail: smiemari@am.gdynia.pl

Dr hab. inz. Joanna Stadnik

UP, ul. Skromna 8, 20-704 LUBLIN

Oddziat Lubelski Tel.: 81 462 33 41; e-mail: joanna.stadnik@up.lublin.pl

Dr hab. Joanna Leszczynska PL, ul. Stefanowskiego 4/10, 90-924 LODZ

Oddziat L.odzki e-mail: joanna.leszczynska@p.lodz.pl

Dr hab. inz. Lestaw Juszczak UR, ul. Balicka 122, 30-149 KRAKOW

Oddzial Matopolski Tel. 12 662 47 78; e-mail: rrjuszcz@cyf-kr.edu.pl

Dr inz. Janusz Pomianowski UWM, PL Cieszynski 1, 10-957 OLSZTYN

Oddzial Olsztynski Tel.: 89 523 36 17; e-mail: Pomian@uwm.edu.pl

Dr hab. Matgorzata Dzugan, prof. nadzw. | UR w Rzeszowie, ul. M. Cwiklinskiej 2, 35-601 RZESZOW
Oddzial Podkarpacki Tel. 17 872 17 22; e-mial: mdzugan@univ.rzeszow.pl

Dr inz. Arkadiusz Zych
Oddziat Szczecinski

ZUT, ul. Kazimierza Krolewicza 3, 71-550 SZCZECIN
Tel.: 91 449 66 00 wew. 6583;
e-mail: arkadiusz.zych@zut.edu.pl

Dr inz. Dorota Nowak

SGGW, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 WARSZAWA

Oddzial Warszawski Tel.: 22 593 75 62; e-mail: dorota_ nowak@sggw.pl

Dr hab. Dorota Piasecka-Kwiatkowska UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN

Oddzial Wielkopolski e-mail: dorotapk@up.poznan.pl

Prof. dr hab. inz. Agnieszka Kita UP, ul. Chetmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW

Oddziat Wroctawski Tel.: 71 320 50 38; e-mail: agnieszka.kita@wnoz.up.wroc.pl
SEKCJE

Dr Karol Krajewski WSIiZ, ul. Rakowiecka 32, 02-532 WARSZAWA

Ekonomiczna Tel.: 22 646 20 60; e-mail: krajewski@wsiiz.pl

Dr inz. Arkadiusz Zych
Technologii Migsa

ZUT, ul. Kazimierza Krolewicza 3, 71-550 SZCZECIN
Tel.: 91 449 66 00 wew. 6583;
e-mail: arkadiusz.zych@zut.edu.pl

Dr hab. Magdalena Rudzinska
Chemii i Technologii Ttuszczéw

UP. Ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
Tel.: 61 848 72 76; e-mail: magdar@up.poznan.pl

Prof. dr hab. Wactaw Leszczynski
Technologii Weglowodanow

UP, ul. Chelmonskiego 37/41, 51-630 WROCLAW
Tel.: 71 320 52 21; Fax: 71 320 52 21

Technologii Owocow i Warzyw

Dr hab. inz. Piotr Gegbczynski, prof. nadzw.

UR, ul. Balicka 122, 30-149 KRAKOW
e-mail: rrgebezy@cyf-kr.edu.pl

Mgr inz. Patrycja Komolka
Mtodej Kadry Naukowe;j

UP, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 POZNAN
e-mail: pkomolka@au.poznan.pl




	003_004_Od Redakcji nr 5_14
	005_020_Dobosz
	021_035_Jaworska
	036_052_Glod
	053_062_Litwinczuk
	063_071_Szkucik
	072_084_Tyburcy
	085_100_Gutkowska
	101_110_Stanek
	111_123_Krzywinski
	124_133_Gujska
	134_143_Kowalik
	144_154_Dziuba
	155_167_Borczak
	168_182_Litwinek
	183_194_Macierzynski
	195_205_Broniarz
	206_216_Dmowski
	217_227_Ostadalova
	228_229_Interakcje
	230_233_Akty prawne
	234_235_Nowe ksiazki
	236_238_Polscy uczeni
	239_242_Technolog zywnosci


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


