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OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Panstwu nr 1 (98) dwumiesiecznika Zywno$é. Nauka. Technologia.
Jako$¢, w ktoérym zamie$ciliSmy roznorodne tematycznie artykuly naukowe, prezentu-
jace dorobek kilku krajowych srodowisk nauki o zywnosci. Jak w kazdym numerze,
zamies$cilismy takze interesujgce informacje w statych dziatach.

W zwiazku z zawieszeniem indeksowania w bazie JCR artykutow ukazujacych
sie¢ w ZywnoSci, zwracamy uwage Autordw na zwickszenie cytowania artykuléw
opublikowanych w naszym dwumiesieczniku w artykulach kierowanych do cza-
sopism bedacych na tzw. liscie filadelfijskiej. Odpowiednio liczne cytowania pozwo-
la na ponowne indeksowanie publikowanych u nas artykuléw. Jednoczesnie prosimy
Autoréw o maksymalne ograniczenie cytowan artykutéw pochodzacych z ZywnoSci
w pracach kierowanych do nas do opublikowania — jestesmy zmuszeni obnizy¢ liczbe
autocytowan, gdyz negatywnie wplywajg na obliczany IF.

Krakéw, luty 2015 .
Redaktor Naczelny

STV
-

Tadeusz Sikora

ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$é — liczba punktow 15 — Wykaz czasopism punktowanych
MNiSzW, grupa A, poz. 10995; IF = 0,311; IF 5 = 0,295.
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EWA MAJEWSKA

CIECZE JONOWE W PROCESACH EKSTRAKCJI METALI
1 ZWIAZKOW ORGANICZNYCH Z PRODUKTOW SPOZYWCZYCH

Streszczenie

Ciecze jonowe sg nowymi rozpuszczalnikami o unikatowych wiasciwosciach fizykochemicznych.
Charakteryzuja si¢ szerokim zakresem temperatury, w ktorej wystepuja w stanie ciektym, potaczonym
z wysoka stabilnoscia termiczna. Wykazuja zdolnos¢ rozpuszczania substancji organicznych, nieorganicz-
nych, a nawet niektorych polimerow. Bardzo niska preznos¢ par tych zwiazkow, nawet w podwyzszonej
temperaturze i pod obnizonym ci$nieniem, oraz mozliwo$¢ wielokrotnego wykorzystania poprzez recy-
kling powoduje, ze stanowia ,,zielong” alternatywe dla tradycyjnych rozpuszczalnikow.

Ciecze jonowe sg stosowane gtdwnie w procesach ekstrakceji, zarowno z fazy wodnej, jak i z bardziej
zlozonych mieszanin, jakimi sg produkty spozywcze. Ekstrakcja z fazy wodnej w wielu przypadkach
polega jedynie na zastgpieniu rozpuszczalnika organicznego ciecza jonowa, z kolei ekstrakcja z probek
zywno$ci wymaga ich wstgpnego przygotowania, np. poprzez trawienie. Cieczami jonowymi mozna
skutecznie ekstrahowac jony metali, kwasy karboksylowe, barwniki, pestycydy oraz zwigzki biologicznie
aktywne z roélin leczniczych.

Stowa kluczowe: ciecze jonowe, ,,zielone rozpuszczalniki”, procesy ekstrakeji, produkty spozywcze

Wprowadzenie

Wymagania dotyczace ochrony $rodowiska, formutowane zgodnie z koncepcja
»zielonej chemii”, powoduja konieczno$¢ zastgpowania dotychczas stosowanych lot-
nych rozpuszczalnikow organicznych (VOC — volatile organic compounds) takimi,
ktére nie stanowig zagrozenia dla Srodowiska i zdrowia cztowieka [5, 23]. Rozpusz-
czalnikiem spetniajgcym te wymagania jest woda. Niestety, niewielka liczba substancji
organicznych rozpuszczalnych w wodzie znacznie ogranicza jej zastosowanie. Ponad-
to, w przypadku ekstrakcji zwigzkéw chemicznych z produktow spozywczych zawiera-
jacych znaczne jej ilo$ci, woda nie spetnia swojej roli. ,,Zielonymi” rozpuszczalnikami

Dr E. Majewska, Katedra Chemii, Wydz. Nauk o Zywnosci, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa. Kontakt: ewa_majewska@sggw.pl
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wykorzystywanymi w procesach ekstrakcji sg rowniez ptyny w stanie nadkrytycznym,
takie jak nadkrytyczny ditlenek wegla. Proces ekstrakcji nadkrytycznej jest jednak
zwigzany z kosztowng technologia, co ogranicza mozliwosci jego stosowania. Wynika
to przede wszystkim z konieczno$ci instalowania aparatury wysokoci$nieniowej [16].
Nowa grupg substancji, ktore potencjalnic moga by¢ rozpuszczalnikami bardziej uni-
wersalnymi, nie stanowigc przy tym zagrozenia dla srodowiska, sg ciecze jonowe (ang.
ionic liquids, liquid electrolytes, ionic melts, ionic fluids, fused salts, liquid salts, ionic
glasses).

Ciecze jonowe zaliczane s3 do nowej klasy rozpuszczalnikow (tzw. neoteric
solvents) o niespotykanych dotychczas wilasciwosciach. Charakteryzujg si¢ duzg sta-
bilnoscig termiczna, malg preznoscig par, a tym samym matg lotnoscig. Wigkszos¢
cieczy jonowych nie wykazuje toksycznos$ci, aczkolwiek nie wszystkie zwigzki tego
typu zostaly przebadane. W obecnosci cieczy jonowych zachodza liczne reakcje che-
miczne, w ktorych moga one zaréwno pemic funkcje katalizatora, jak i stanowi¢ $ro-
dowisko reakcji [7, 24, 29]. W cieczach jonowych z powodzeniem przebiegaja reakcje
enzymatyczne, czgsto z wigksza selektywnoscia i wydajnoscia niz w uktadach bez ich
udziatu [27, 28].

W badaniach zywnos$ci obserwuje si¢ stale rosnace zainteresowanie cieczami jo-
nowymi. Niewatpliwie najwazniejszym zastosowaniem tych zwigzkow jest uzycie ich
jako rozpuszczalnikow, przede wszystkim w procesach ekstrakcji i mikroekstrakeji,
zastepujgc toksyczne i palne klasyczne rozpuszczalniki [21].

Charakterystyka cieczy jonowych

Ciecze jonowe s3 zwigzkami o budowie soli, w ktorych kation zawsze ma charak-
ter organiczny, a anion zwykle nieorganiczny. W temperaturze pokojowej sg cieczami
przypominajacymi wode. Zazwyczaj w sklad czasteczki cieczy jonowej wchodzg roz-
budowane przestrzennie kationy tetraalkiloamoniowe, tetraalkilofosfoniowe, pirydy-
niowe, imidazoliowe badz pirolidyniowe oraz aniony, takie jak: tetrafluoroboranowy
(BF,), heksafluorofosforanowy (PF¢), tetrachloroglinianowy (AICly) (rys. 1). Duza
liczba wystepujacych kationdw organicznych i nieorganicznych anionéw stwarza moz-
liwo$¢ wielkiej liczby ich kombinacji (10" mozliwoséci). Nalezy podkreslié, Ze nie
kazde potaczenie kation-anion prowadzi do otrzymania cieczy jonowe;.

Pierwszym zwigzkiem tego typu, opisanym przez Waldena w 1914 roku, byt azo-
tan etyloamoniowy, [C,HsNH;] [NOs], ale szersze zainteresowanie cieczami jonowy-
mi datuje si¢ od 1990 roku, kiedy odkryto mozliwosci ich wykorzystania jako srodowi-
ska reakcji [27, 28].

Wiasciwoscei fizyczne i chemiczne cieczy jonowych mogg si¢ zmieniaé w szero-
kim zakresie, w zaleznosci od budowy kationu oraz anionu. Istnieje wigc mozliwos¢
dobrania takich jondéw, ktore pozwolg uzyskac ciecz jonowa o pozadanych specyficz-
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nych wlasciwosciach. Mozna sterowa¢ takimi wlasciwosciami cieczy, jak: temperatura
topnienia, lepkos¢, gestos¢, mieszalnos¢ z woda lub rozpuszczalnikami organicznymi.
Z tego powodu ciecze jonowe czgsto sg nazywane projektowanymi rozpuszczalnikami
[15].

2 [ RaNHy_x |7 v© 0 Z 5

!
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Rys. 1.  Przyktady cieczy jonowych: a) czwartorzedowe sole amoniowe, b) sole 1,3- dialkiloimidazolio-
we, ¢) sole 1-alkilopirydyniowe, d) sole fosfoniowe

Fig. 1. Examples of ionic liquids: a) quaternary ammonium salt, b) 1, 3-dialkylimidazolium salts,
¢) l-alkylpyridinium salts, d) phosphonium salts

Ciecze jonowe sg bardzo dobrymi rozpuszczalnikami wielu zwigzkéw organicz-
nych, a takze polimerow. Charakteryzujg si¢ duzg stabilno$cig termiczng i elektroche-
miczng oraz matg preznoscig par, co jest szczegélnie istotne ze wzgledow ekologicz-
nych, poniewaz nie przedostajg si¢ do atmosfery. Dzigki matej lotnosci stanowia
,zielong” alternatywe dla konwencjonalnych rozpuszczalnikéw. Jednak nie wszystkie
ciecze jonowe stanowig proekologiczny substytut tradycyjnych rozpuszczalnikoéw.
Cze¢$¢ z nich prawdopodobnie stanowi zagrozenie dla organizméw zyjacych w $rodo-
wisku wodnym [22, 26, 35].

Ciecze jonowe nie mieszajg si¢ z wieloma rozpuszczalnikami organicznymi ani
z woda (w przypadku hydrofobowych cieczy jonowych). Ich polarno$¢ zblizona jest do
polarnosci nizszych alkoholi, lecz, w przeciwienstwie do nich i innych polarnych roz-
puszczalnikdéw, nie ulegajg one kompleksowaniu.

Ze wzgledu na duza polarno$¢ oraz praktycznie zerowa preznos¢ par, ciecze jo-
nowe zastepuja fazy polarne w chromatografii gazowej, tj. poliglikole czy 1,2,3-tris-(2-
cyjanoetoksy)propan. Fazy stacjonarne w postaci cieczy jonowych sg rOwniez odporne
na dziatanie pary wodnej i tlenu. Przy porownywalnej selektywnos$ci oraz niekiedy
wyzszej polarno$ci, charakteryzuja si¢ wigksza stabilnoscig termiczng, co pozwala na
stosowanie szerszego zakresu temperatury pracy [6].
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Procesy ekstrakcji

Zywno$é stanowi mieszanine roznych zwigzkow chemicznych, bardzo czesto za-
wiera rowniez duzo tluszczu. Z tego wzgledu przygotowanie probek do dalszej analizy
jest waznym etapem w oznaczaniu sktadnikow zywnosci, czegsto bardzo czasochton-
nym i wymagajacym uzycia duzej ilosci rozpuszczalnikow organicznych i innych sub-
stancji chemicznych. Jedng z metod wyodrebniania sktadnikdéw jest proces ekstrakcji.
Do ekstrakcji analitow ciaggle poszukuje si¢ takich substancji lub sposobdw, ktore se-
lektywnie ekstrahowatyby pozadane zwigzki chemicznie i jednocze$nie nie generowa-
lyby toksycznych produktéw. Obecnie wymaga si¢, aby techniki ekstrakcji spetniaty
wymagania ,,zielonej chemii”. Dlatego tez rozwijaja si¢ badania nad zastosowaniem
»zielonych rozpuszczalnikow”, jakimi sg ciecze jonowe, w procesach ekstrakcji roz-
nych zwigzkdéw chemicznych z probek zywnosci.

Ekstrakcja jonéw metali

Metale cigzkie wystepujace w zywno$ci 1 w wodzie pitnej stanowia zagrozenie
zdrowotne dla organizmu cztowieka. Najwigcej metali cigzkich moze by¢ dostarcza-
nych do organizmu z pozywieniem pochodzenia roslinnego. Z tego wzgledu ich ozna-
czanie jest niezwykle istotne. Dotychczas tylko trzy ciecze jonowe zostaly wykorzy-
stane w ekstrakcji jonow metali z zywnosci, zardbwno z probek cieklych, jak i o stalej
konsystencji, tj. tetrafluoroboran 1-heksylo-3-metyloimidazoliowy, heksafluorofosfo-
ran 1-butylo-3-metyloimidazoliowy oraz heksafluorofosforan 1-heksylopirydyniowy
[21].

Metody ekstrakcji jonow metali cieczami jonowymi byly porownywane z kon-
wencjonalnymi technikami ekstrakcji. Tradycyjna procedura ekstrakcji jonow metali
obejmuje ich kompleksowanie z uzyciem odczynnikow chelatujacych, takich jak
8-hydroksychinolina czy tioketon Michlera, a nast¢pnie ekstrakcje utworzonego kom-
pleksu rozpuszczalnikiem organicznym. Taki rozdziat jest mozliwy jedynie w przy-
padku uzycia rozpuszczalnikow niemieszajacych si¢ z wodg 1 charakteryzujacych sie
duzg lepkoscia. Ekstrakcja jonow metali za pomocg cieczy jonowych polega jedynie na
zastgpieniu rozpuszczalnika organicznego ciecza jonowa. Odczynnik kompleksujacy
jony metalu moze by¢ zmieszany z analizowang probka przed ekstrakcjg ciecza jonowa
lub w niej rozpuszczony, a utworzona mieszanina jest nastepnie uzywana do ekstrakcji,
w czasie ktorej zachodzi jednoczes$nie kompleksowanie i ekstrakcja [21].

W ekstrakcji jonéw metali coraz wigksze znaczenie majg ciecze jonowe specjal-
nie do tego celu zaprojektowane (tzw. task-specific ionic liquids TSILs). Ich czgsteczki
zawieraja w swojej strukturze fragment chelatujacy, np. o budowie eteréw koronowych
czy kaliksarenéw. Wprowadzenie do struktury cieczy jonowych fragmentu tiomoczni-
ka lub tioeteru i tiomocznika pozwala na skuteczna ekstrakcje jonow Hg*" oraz Cd**
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z fazy wodnej [17]. Jony Cd*" moga by¢ réwniez ekstrahowane za pomoca specjalnej
cieczy jonowej, bedacej pochodng 2-merkaptobenzotiazolu [17]. Zastosowanie TSILs
w procesach ekstrakcji jonéw metali umozliwia zmniejszenie liczby uzywanych rea-
gentow, jak rowniez pozwala na pominigcie trudnego etapu usuwania odczynnika che-
latujacego z cieczy jonowej w przypadku, kiedy ma ona by¢ poddana recyklingowi
[21].

W procesach ekstrakcji jonow metali z ciektych probek zywnosci, ciecze jonowe
stosowano do ekstrakcji jonow Zn>" oraz AI’* z odttuszczonego mleka krowiego i so-
kéw owocowych (m.in. pomaranczowego, wisniowego oraz grejpfrutowego) [1, 2].
Przed ekstrakcjg probki trawiono z uzyciem mieszaniny kwasu azotowego(V) oraz
nadtlenku wodoru. Jako odczynnika chelatujacego uzywano 8-hydroksychinoliny.
Zaréwno jony Zn®, jak i AI’" ekstrahowano za pomoca heksafluorofosforanu
1-heksylopirydyniowego, nastepnie jony Zn>" oznaczano metoda absorpcyjnej spek-
trometrii atomowej, a jony AI’" — metoda spektrofluorometryczna. Wydajnos¢ ekstrak-
cji jonéw Zn>" wahata si¢ w przedziale 97,0 + 98,4 %, a jonow AI’" — 92,7 + 98 %.
W obu przypadkach zalezaty one od rodzaju badanego soku.

Martin-Calero i wsp. [21] opisali ekstrakcj¢ metali cieczami jonowymi z takich
produktow zywnosciowych, jak: maka ryzowa, maka pszenna, herbata, mleko
w proszku, §wieza watroba i nerki wieprzowe. Przed ekstrakcja zywno$¢ poddawano
dziataniu mieszaniny kwaséw: azotowego(V) i chlorowego(VII). Jako odczynnikow
chelatujacych jony metali uzywano tioketonu Michlera oraz 1-(2-pirydylazo)-2-
naftolu. W procedurach ekstrakcji jonéw metali cieczami jonowymi postugiwano si¢
réznymi technikami mikroekstrakeji [4, 34]. Do ekstrakcji jonéw AI’" z maki pszennej
oraz jonow Zn”" z mleka w proszku zastosowano dyspersyjna mikroekstrakcje ciecz —
ciecz (ang. dispersive liquid-liquid microextraction DLLME) [1, 2], z kolei ekstrakcje
jonow Cd*" ze $wiezej watroby i nerek oraz herbaty przeprowadzono metoda homoge-
nicznej mikroekstrakcji ciecz — ciecz (ang. homogeneous liquid-liquid microextraction
HLLME) [17]. Zastosowanie mikroekstrakcji pozwala na znaczne zmniejszenie ilosci
cieczy jonowej, nawet do 7 ul w przypadku mikroekstrakcji do pojedynczej kropli
(ang. single-drop microextraction SDME), jak rowniez na ograniczenie ilosci probki
zywnosci (do 1,75 ml w technice SDME) [20]. Przed oznaczeniem analitycznym do
otrzymanego roztworu ciecz jonowa — kationy metalu dodaje si¢ metanol lub acetoni-
tryl w celu zmniejszenia jego lepkosci, czasami przeprowadza si¢ ponowng ekstrakcje
jonoéw metali do rozpuszczalnika organicznego. Technika SDME jest jedyna, ktéra
umozliwia bezposredni nastrzyk mieszaniny ciecz jonowa — kationy metalu do grafi-
towego pieca absorpcyjnego spektrometru atomowego. Nalezy podkresli¢, ze w ozna-
czaniu spektrofluorometrycznym heksafluorofosforan 1-heksylopirydyniowy charakte-
ryzuje si¢ znikomym sygnatem.
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Selektywnos¢ ekstrakcji cieczami jonowymi roznych jonow metali jest badana
w wielu osrodkach naukowych. Trwajg takze prace nad wykorzystaniem cieczy jono-
wych w oznaczaniu ultrasladowych ilosci metali cigzkich w produktach spozywczych
[9, 20].

Ekstrakcja zwigzkow organicznych

Ekstrakcja zwigzkdéw organicznych z fazy wodnej cieczami jonowymi przebiega
w taki sam sposob, jak w przypadku uzycia tradycyjnych rozpuszczalnikow. Mozna
ekstrahowac¢ z fazy wodnej takie zwigzki organiczne, jak: kwasy karboksylowe, fenole,
aminy czy rozpuszczalniki organiczne. Najczg$ciej uzywanym ekstrahentem jest hek-
safluorofosforan(V) 1-butylo-3-metyloimidazoliowy, ktéry wykazuje podobne wtasci-
wosci do powszechnie stosowanego oktanolu [3].

Ekstrakcja kwasow karboksylowych z fazy wodnej za pomoca cieczy jonowych
w zdecydowany sposob zalezy od pH roztworu. Przy niskim pH kwasy sa ekstrahowa-
ne przez ciecz jonowa, a przy wysokim — pozostaja w warstwie wodnej. W badaniach
nad ekstrakcjg kwasu ferulowego i kawowego z fazy wodnej za pomoca heksafluoro-
fosforanu(V)  1-butylo-3-metyloimidazoliowego oraz  heksafluorofosforanu(V)
1-heksylo-3-metyloimidazoliowego rowniez stwierdzono, ze najwigkszy wplyw na
wydajno$¢ ekstrakcji tych antyoksydantow ma pH roztworu. Najwickszg wydajnos¢
ekstrakcji kwasu ferulowego zaobserwowano przy pH = 3,67, a ekstrakcji kwasu ka-
wowego — przy pH ponizej 3,79 [37].

Ciecze jonowe moga by¢ rowniez wykorzystywane jako ekstrahenty barwnikow
spozywczych z roztwordw wodnych lub probek o statej konsystencji. Dowiedziono, ze
tetrafluoroboran  1-metylo-3-oktyloksymetyloimidazoliowy skutecznie ekstrahuje
barwniki, takie jak: chlorofil, Zotcien pomaranczowa i bigkit brylantowy z roztworow
wodnych o roznych wartosciach pH [8]. W tym przypadku najwigcksza wydajnos¢ eks-
trakcji (ok. 95 %) zaobserwowano w przypadku roztworoéw obojetnych.

W przypadku ekstrakcji roznych zwigzkéw organicznych z produktow spozyw-
czych o konsystencji ciektej lub zelowej, zywnos¢ nie byta specjalnie przygotowywana
przed ekstrakcja — probki bezposrednio wytrzasano z odpowiednig cieczg jonowa. Na-
tomiast zywno$c¢ o statej konsystencji, po odpowiedniej obrobce, poddawano najpierw
kilkukrotnej ekstrakcji tradycyjnymi rozpuszczalnikami, a nastgpnie z otrzymanych
roztworow ekstrahowano cieczami jonowymi zwigzki organiczne. Ekstrakcje roznych
zwigzkéw organicznych cieczami jonowymi z probek zywnosci przeprowadzano
z takich produktow, jak: jaja, ketchup, miod, wino, mleko, lody, soki owocowe, czeko-
lada, krewetki, banany [21].

Ekstrakcj¢ cieczami jonowymi stosowano do ekstrakeji barwnikow z grupy sudan
(I, 1L, IIT 1 IV) oraz czerwieni para ze sproszkowanej papryki chili, oleju chili oraz roz-
nych dodatkéw do zywnosci [11]. Z powodu udowodnionego rakotworczego dziatania
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sudanu oraz czerwieni para, stosowanie ich w przemysle spozywczym jest zabronione.
Jednak produkty spozywcze pochodzace od producentow, ktorzy dawniej przez diugi
czas stosowali te barwniki, moga by¢ jeszcze zanieczyszczone tymi zwigzkami. Eks-
trakcje sudanu i czerwieni para prowadzono z uzyciem heksafluorofosforanu 1-butylo-
3-metyloimidazoliowego oraz heksafluorofosforanu 1-oktylo-3-metylo-
imidazoliowego. Zawarto$¢ ekstraktow analizowano za pomoca techniki HPLC sprze-
zonej z detektorem masowym. Wydajnos$¢ ekstrakcji z zastosowaniem cieczy jono-
wych byta dwukrotnie wigksza w porownaniu =z ekstrakcjg tradycyjnym
rozpuszczalnikiem, tj. acetonitrylem.

Stosujac ciecze jonowe przeprowadzono takze selektywny rozdziat homologow
tokoferoli w procesie ekstrakcji ciecz — ciecz [36]. Porownywano skutecznos$¢ rozdzia-
tu trzech cieczy jonowych zawierajacych w sktadzie ten sam kation 1-butylo-3-
metyloimidazoliowy, ale r6znigcych si¢ anionem. Uzyto chlorku, trifluorometylosulfo-
nianu oraz tetrafluoroboranu 1-butylo-3-metyloimidazoliowego. Najwigkszg selektyw-
no$cig ekstrakcji charakteryzowat si¢ chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy, ktory
ekstrahowat gtownie d-tokoferol. Rozdziat tokoferoli w tym procesie jest prawdopo-
dobnie zwigzany z tworzeniem si¢ wigzan wodorowych migdzy anionem cieczy jono-
wej a grupg -OH w czasteczce tokoferoli, poniewaz ekstrakcja z udziatem tetrafluoro-
boranu 1-butylo-3-metyloimidazoliowego przebiegata nieselektywnie.

Dialkiloimidazoliowe ciecze jonowe zastosowano w rozdziale mieszaniny taury-
ny 1 siarczanu(VI) sodu [13]. Tauryna to aminokwas uczestniczacy w wielu procesach
fizjologicznych. Tauryna syntetyczna jest skladnikiem napojow energetyzujacych,
mleka modyfikowanego w proszku dla dzieci, karmy dla zwierzat oraz odzywek dla
sportowcow. W produkcji przemystowej tauryna powstaje w dwuetapowej syntezie
z 2-aminoetanolu oraz tritlenku siarki. Produktem tego procesu jest stata mieszanina
tauryny 1 siarczanu(VI) sodu, ktérg nastgpnie rozdziela si¢ w procesie wielokrotnej
krystalizacji z wody lub wielokrotnej dializy, niestety w obu przypadkach raczej
z przeci¢tng wydajnoscig. Zaproponowany nowy sposob rozdziatlu tauryny od siarcza-
nu(VI) sodu obejmuje ekstrakcje aminokwasu za pomoca cieczy jonowej, odsaczenie
nierozpuszczalnego w niej siarczanu(VI) sodu, a nastepnie wytracenie tauryny z cieczy
jonowej za pomocg metanolu. Wydajnos¢ ekstrakcji zalezy od rodzaju uzytej cieczy
jonowej, a w szczegolnosci od rodzaju anionu. Najlepsze rezultaty zaobserwowano
w przypadku chlorku 1-butylo-3-metyloimidazoliowego, co w tym przypadku prawdo-
podobnie jest réwniez zwigzane z tworzeniem wigzania wodorowego migdzy anionami
chlorkowymi a grupa N-H w taurynie.

Z uzyciem soli imidazoliowych i techniki DLLME skutecznie ekstrahowano pe-
stycydy organofosforanowe z soku gruszkowego i bananow [14, 25]. Dzigki technice
MAE (ang. Microwave-assisted extraction) i soli imidazoliowych przeprowadzono
ekstrakcje fenylomocznika i herbicydow z grupy triazyn z mleka [12].
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Ekstrakcja zwigzkow biologicznie czynnych z surowcow zielarskich

Rozwijajg si¢ techniki analityczne, ktore umozliwityby skuteczng ekstrakcje
zwigzkow biologicznie czynnych z bardzo ztozonego materiatu roslinnego. Komorki
ros$linne zbudowane sg gtdownie z celulozy, ktéra stanowi barierg przed uwolnieniem
analitow. Najczesciej do ekstrakcji substancji chemicznych z zidt uzywa si¢ takich
technik, jak: MAE, SPE (ang._solid-phase extraction), PLE (ang. pressurized liquid-
extraction), SFE (ang. supercritical fluid extraction) czy HRE (ang. heating reflux
extraction). Ostatnig modyfikacja wymienionych technik ekstrakcyjnych jest jednocze-
sne uzycie cieczy jonowych oraz ekstrakcji mikrofalowej MAE w celu zniszczenia
sciany komorkowej rosliny lub zwigkszenia jej przepuszczalnoscei [10, 21]. Tym spo-
sobem skutecznie wyekstrahowano zwigzki polifenolowe z lisci gujawy pospolitej
(Psidium guajava Linn.) [10] oraz bulwy Smilax china, jak rowniez alkaloidy fenolowe
z lotosu orzechodajnego (Nelumbo nucifera Gaertn.) [19] i topianu wickszego (Arctium
lappa L.) [18]. Innym podejs$ciem jest solubilizacja materiatu ro§linnego, a nastgpnie
ekstrakcja substancji biologicznie czynnych z uzyskanego roztworu za pomoca cieczy
jonowych i takich technik, jak DLLME oraz SPE. W taki sposob ekstrahowano
B-sitosterol z solirodu (Salicornia herbacea L.) [38], likwirytyng oraz kwas glicyryzy-
nowy z lukrecji gtadkiej (Glycyrrhiza glabra) [32], a takze tanszinony z szatwii czer-
wonej (Salvia miltiorrhiza) [31, 33].

Nalezy podkresli¢, ze zdecydowana wigkszo$¢ ekstrakeji cieczami jonowymi sub-
stancji biologicznie aktywnych z surowcéw zielarskich byta porownywana ekspery-
mentalnie z tradycyjnymi technikami ekstrakcji. Ekstrakcja cieczami jonowymi okaza-
fa si¢ rownie skuteczna, a w niektorych przypadkach efektywniejsza niz ekstrakcja bez
ich udziatu.

Podsumowanie

Ekstrakcja analitow cieczami jonowymi stanowi nowy, proekologiczny sposob
przygotowania probek do dalszej analizy. Stwierdzono, ze ciecze jonowe w wielu
przypadkach moga zastgpi¢ tradycyjne rozpuszczalniki, ograniczajgc tym samym uzy-
cie tych toksycznych substancji. W ekstrakcji metali istotne znaczenie majg ciecze
jonowe specjalnie do tego celu zaprojektowane tzw. TSILs, ktorych uzycie eliminuje
dodatek odczynnikow chelatujgcych. Zastosowanie cieczy jonowych jest kosztowne.
Pewna rekompensata moga by¢ mniejsze ilosci tych cieczy stosowanych do procesu
ekstrakcji niz tradycyjnych rozpuszczalnikéw. Problemem w zastosowaniu cieczy jo-
nowych moze by¢ sposob ich utylizacji oraz prawdopodobnie negatywny wptyw, jaki
wywieraja na organizmy wodne — badania w tym zakresie ciggle trwaja. Obecnie syn-
teza cieczy jonowych zmierza w kierunku projektowania takich zwigzkoéw (ciecze jo-
nowe trzeciej generacji), ktére charakteryzowalyby si¢ zaréwno pozadanymi wiasci-
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wosciami biologicznymi, jak i odpowiednimi wilasciwosciami fizykochemicznymi,
z mozliwos$cig ich zastosowania w przemysle.
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IONIC LIQUIDS IN EXTRACTION PROCESSES OF METALS AND ORGANIC COMPOUNDS
FROM FOOD PRODUCTS

Summary

Tonic liquids are new solvents showing unique physical-chemical properties. They are characterized by
a wide range of temperatures, in which they are in a liquid form and where they exhibit high thermal
stability. They are able to dissolve organic and inorganic substances as well as some polymers. They are
a ‘green’ alternative to conventional solvents as their vapour pressure is very low even at a raised tempera-
ture and under a decreased pressure, and because it is possible to use them multiple times through recy-
cling.

Ionic liquids are mainly used in extraction processes from both the aqueous phase and the more com-
plex mixtures such as food products. In many cases, the extraction from an aqueous phase consists solely
in replacing an organic solvent by a ionic liquid, whereas the extraction from food samples requires that
those samples are pre-treated, e.g. through etching. Ionic liquids are successfully applied to extracting
metal ions, carboxylic acids, colourants, pesticides, and biologically active substances from medicinal
plants.

Key words: ionic liquids, “green solvents”, extraction processes, food products
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HETEROCYKLICZNE AMINY AROMATYCZNE JAKO
ZAGROZENIE CHEMICZNE W PRODUKTACH MIESNYCH
PODDAWANYCH OBROBCE TERMICZNEJ

Streszczenie

Niektore sposoby przetwarzania zywnosci moga powodowaé powstawanie w niej szkodliwych
zwiazkéw chemicznych, w tym mutagennych i kancerogennych heterocyklicznych amin aromatycznych
(HCA). Substancje te tworza si¢ podczas obrobki termicznej produktow o duzej zawartosci biatka, przy
czym ich ilo$¢ i1 rodzaj sa warunkowane gtéwnie temperatura, czasem i rodzajem tego procesu. W niniej-
szej pracy przedstawiono ogodlng charakterystyke oraz podziat HCA, z uwzglgdnieniem ich budowy che-
micznej i warunkow powstawania. Omowiono réwniez metody obrobki termicznej migsa pod wzgledem
tworzenia si¢ heterocyklicznych amin aromatycznych oraz hamowania proceséw ich powstawania. Istnieje
bowiem zwigzek pomigdzy czgstym spozywaniem przetworzonego migsa a czgstotliwoscia wystepowania
nowotwordw u ludzi. Ostatnia cze$¢ pracy stanowi przeglad technik analitycznych oczyszczania i ekstrak-
cji probek zawierajacych wymienione zwigzki, a takze metod ich analizy jako$ciowej i ilosciowe;.

Stowa kluczowe: heterocykliczne aminy aromatyczne (HCA), obrobka termiczna zywnosci, przetwory
migsne, zwiazki mutagenne, zwiazki kancerogenne

Wprowadzenie

Dane epidemiologiczne wskazuja na wyrazny zwigzek pomie¢dzy niektorymi
sktadnikami zywnosci a wystgpowaniem okreslonych chordb, np. nowotworowych [4].
Do najbardziej szkodliwych zwigzkéw wyizolowanych z artykutow spozywczych na-
lezag m.in. heterocykliczne aminy aromatyczne (HCA), wiclopier§cieniowe weglowo-
dory aromatyczne (WWA), nitrozoaminy oraz niektore produkty reakcji Maillarda [1,
34, 41]. Zwiazki te mogg powstawac¢ podczas przygotowywania zywnosci badz jej
przechowywania. Heterocykliczne aminy aromatyczne, bedace przedmiotem tej pracy,

Dr J. Majcherczyk, prof. dr hab. inz. K. Surowka, Katedra Chlodnictwa i Koncentratow Spozywczych,
Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie. ul. Balicka 122, 30-149 Krakéw.
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HETEROCYKLICZNE AMINY AROMATYCZNE JAKO ZAGROZENIE CHEMICZNE W PRODUKTACH.... 17

nalezg do najbardziej mutagennych i najprawdopodobniej kancerogennych zwigzkow
chemicznych powstajacych w produktach spozywczych podczas obrobki termiczne;j.
Ich wystepowanie stwierdzono réwniez w dymie tytoniowym i spalinach samochodo-
wych. W zywnosci zostaly wykryte po raz pierwszy w latach 70. XX wieku, a ich mu-
tagenno$¢ potwierdzono dwie dekady pdzniej [32]. Obecnie w przetworzonej Zywnosci
wysokobiatkowej zidentyfikowano ponad dwadzieScia pig¢ rdéznych heterocyklicznych
amin aromatycznych. Dziewi¢¢ z nich Migdzynarodowa Agencja Badania Raka (ang.
International Agency for Research on Cancer, IARC) zaklasyfikowala jako substancje
mozliwie rakotwoércze dla cztowieka (grupa 2B), sa to: MelQ, MelQx, PhIP (polarne)
oraz AaC, MeAoC, Glu-P-1, Glu-P-2, Trp-P-1, Trp-P-2 (niepolarne), natomiast zwig-
zek IQ — jako substancj¢ prawdopodobnie rakotworcza (grupa 2A) [19, 39, 49].
W zwigzku z powyzszym wydano zalecenie ograniczenia ich spozycia. W 2004 r.
zwigzki 1Q, MelQ, 8-MelQx oraz PhIP zostaly wyszczegolnione w Narodowym Pro-
gramie Toksykologicznym (ang. National Toxicology Program) w USA [35] jako sub-
stancje rakotworcze dla ludzi. Brak jest innych regulacji prawnych na temat dopusz-
czalnych zawartosci HCA w zywnosci.

Charakterystyka chemiczna HCA

Heterocykliczne aminy aromatyczne naleza do grupy zwiazkéw zbudowanych
z uktadow pierscieniowych, w sktad ktorych wchodzg atomy azotu oraz przytaczone
do nich wolne grupy aminowe. Do ww. grupy zwiazkow zalicza si¢ rowniez 1-metylo-
9H-pirydo[4,3-b]indol (harman) oraz 9H-pirydo[4,3-b]indol (norharman), pomimo zZe
nie zawierajg wolnych grup aminowych [5, 6]. Z zywnosci poddawanej obrobce ter-
micznej wyizolowano i zidentyfikowano ponad dwadziescia pigc¢ tego typu zwigzkow,
przy czym wiele z nich moze dodatkowo wystgpowac w postaci izomeréw roéznigcych
si¢ liczba 1 potozeniem grup metylowych. W tab. 1. zamieszczono wzory strukturalne
oraz podstawowe wtasciwosci fizykochemiczne najczesciej wystepujacych HCA wraz
ze skrotami ich nazw systematycznych.

Oznaczane aminy mozna podzieli¢ ze wzgledu na ich polarnos¢ [33]. Do grupy
polarnych heterocyklicznych amin aromatycznych zalicza si¢ amino-imidazo-azareny
(tzw. grupa ,,IQ”). Zwiazki te powstaja podczas przygotowywania potraw w zakresie
temperatury 100 + 300 °C (gotowanie, pieczenie, wedzenie), dlatego nazywa si¢ je
rowniez aminami termicznymi. Wszystkie aminy nalezace do tej klasy w swojej struk-
turze zawierajg fragment 2-amino-N-metyloimidazolu. Ten ostatni pochodzi od krea-
tyniny i w wyniku reakcji Maillarda przytacza si¢ do chinoliny, w wyniku czego po-
wstajg: 1Q 1 MelQ, chinoksaliny — 1Qx, MelQx, DiMelQx 1 TriMelQx lub pirydyny —
PhIP, 4’-OH-PhIP, DMIP i TMIP [13].
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Z kolei niepolarne heterocykliczne aminy aromatyczne to piroindole i piroimida-
zole (tzw. grupa ,,nie-1Q”). Zwiazki te, podobnie jak aminy polarne, tworza si¢ w Zyw-
nosci podczas obrobki termicznej, jednak dopiero powyzej 300 °C — z tego powodu sa
nazywane aminami pirolitycznymi. Charakterystyczng czg¢scig budowy amin niepolar-
nych (z wyjatkiem harmanu i norharmanu) jest egzocykliczna grupa aminowa i czasem
rowniez egzocykliczna grupa metylowa przytaczona do pierscienia pirydynowego po-
laczonego z fragmentem indolu lub imidazolu [21].

Wystepowanie i powstawanie HCA w produktach miesnych

Obecnos¢ HCA stwierdza si¢ gldwnie w przetworzonych termicznie produktach
biatkowych pochodzenia zwierzgcego, m.in. w migsie wieprzowym, wolowym, dro-
biowym, baranim oraz w rybach [11, 16, 30, 41]. Wykryto je rowniez w wedzonym
wtoskim serze [33], produktach sojowych [52] i w kostkach rosotowych [22]. Zawar-
tos¢ HCA w wymienionych produktach nie jest stata i w zalezno$ci od warunkéw mo-
ze zmienia¢ si¢ nawet 100-krotnie [56]. Parametrem majacym najwigkszy wpltyw na
ich powstawanie jest temperatura obrobki termicznej. Zwigzki kancerogenne zaczynajg
si¢ bowiem tworzy¢ juz podczas pierwszych 5 - 10 min termicznej obrobki w temp.
100 + 300 °C, z surowcow zawierajacych odpowiednie prekursory [48]. Wazng rolg
odgrywa metoda obrobki i rodzaj migsa. Stwierdzono, ze najwigcej HCA tworzy si¢
podczas grillowania lub smazenia, zwlaszcza migsa czerwonego. W wigkszosci prac
traktujacych o wplywie pieczenia i grillowania na poziom HCA, stezenie MelQx wy-
nosito ponizej 4 ng/g, a poziom PhIP byt nizszy od 40 ng/g. Bardzo duzg zawartos¢
MelQx, okoto 100 ng/g, oznaczono w migsie z piersi kurczgcia opiekanego przez 6
min bezposrednio nad ogniem [18]. W pracach zajmujacych si¢ tym rodzajem obrobki
termicznej migsa odnotowano rowniez bardzo duze stezenia PhIP. Przyktadem moze
by¢ pieczone na ruszcie migso z kurczecia, w ktorym PhIP byto 480 ng/g (w temp. 177
+ 260 °C) [44] oraz 330 ng/g (w temp. 339 + 365 °C) [42]. Nalezy podkresli¢, ze tem-
peratura powyzej 300 °C powoduje tworzenie si¢ pirolitycznych HCA. W migsie kur-
czecia grillowanym w 350 °C zidentyfikowano duze, bo wynoszace 170 ng/g, stezenie
AaC [28]. Dodatkowo takie czynniki, jak: obecnos¢ katalizatorow i inhibitoréw reak-
cji tworzenia poszczegolnych HCA, zawarto$¢ thuszezu, przeciwutleniaczy, aktywno$c¢
wody i pH wptywaja na poziom omawianych zwigzkéw w zywnosci [21, 50].

Duszenie 1 gotowanie w wodzie czy tez ogrzewanie z wykorzystaniem techniki
mikrofalowej odbywa si¢ zwykle w temperaturze nieprzekraczajacej 100 °C. W tej
temperaturze tworzenie HCA jest niewielkie, a ich st¢Zenie zazwyczaj nie przekracza
limitu detekcji [51]. Tym niemniej dane literaturowe wskazuja na wystgpowanie
Trp-P-1, Trp-P-2, AaC, MeAoC oraz harmanu i norharmanu w udkach z kurczat przy-
rzagdzonych w kuchence mikrofalowej [10], a takze tych dwoch ostatnich zwigzkow na
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poziomie 0,5 ng/g w gotowanym migsie z kurczat i bulionie pochodzacym z tego
migsa.

Wraz ze wzrostem temperatury obrobki zwigksza si¢ szybkos$¢ powstawania hete-
rocyklicznych amin aromatycznych [55]. W zakresie temperatur 100 + 200 °C (np.
glebokie smazenie, pieczenie) powstajg Sladowe ilosci HCA, glownie MelQx,
4,8-DiMelQx oraz PhIP, a takze harman i norharman w ilosciach ponizej 1 ng/g [51].
Chiu i wsp. [10] zidentyfikowali 12 réznych kancerogennych amin w smazonych
w glebokim thuszczu udkach z kurczat, jednak ich stezenia byty niewielkie i utrzymy-
waly si¢ w granicach 1 - 3 ng/g.

Podczas ptytkiego smazenia surowcdéw migsnych na patelni temperatura waha si¢
od okoto 150 do 250 °C. W filecie z kurczgcia przygotowywanym tym sposobem
oznaczono wigkszo$¢ tych samych HCA, ktore powstawaly juz podczas obrobki
w nizszych temperaturach, a ich stezenia byty podobne [9, 42]. Jak na omawiane wa-
runki obrobki termicznej, stwierdzono wyjatkowo duze stezenie MelQx w filecie
z kurczecia smazonym 15 min w temp. 220 °C — wynosito ono 10,4 ng/g [29]. Z in-
nych danych literaturowych wynika, ze sposrod amin tworzacych sie podczas plytkie-
g0 smazenia, stezenie PhIP jest najwicksze [44, 46, 51]. Przykladem moze by¢ analiza
filetu z kurczecia, w ktorym zawarto$¢ PhIP wynosita okoto 30 ng/g (po obrobce
w 190 °C) i 38 ng/g (po obrobce w 220 °C) [51]. Duze stezenie tej aminy, wynoszace
64,9 ng/g, oznaczono rowniez w smazonym na patelni w 190 °C filecie z indyka [9].
Powyzsze dane wskazujg na rosngcg tendencj¢ do powstawania wymienionych amin
wraz ze zwickszaniem si¢ temperatury i czasu obrobki termicznej. Obserwacje te po-
twierdza rowniez analiza zawartosci amin w filetach z kurczecia smazonych do trzech
roznych stopni wysmazenia: pierwszy — Just until done, drugi — Well done oraz trzeci —
Very well done [44]. Wzrost zawarto$ci kancerogennych zwigzkéw mozna szczeg6lnie
zauwazy¢ na przykladzie PhIP, ktorego koncentracja zwigksza si¢ od 12 ng/g do
70 ng/g przy zmianie stopnia wysmazenia z pierwszego na trzeci. Interesujace okazato
si¢ porownanie poddanych identycznej obrobce termicznej (smazeniu w temp. 204 °C)
roznych rodzajow surowcow miesnych (wotowiny, wieprzowiny i migsa drobiowego)
w aspekcie generowania si¢ w nich HCA [39]. Wystgpitly wyrazne rdznice pomig¢dzy
catkowitg zawartoscig tych zwigzkéw w produktach. W smazonej wieprzowinie ich
poziom byt znacznie wyzszy niz w pozostatych produktach. Badania te zostaly po-
twierdzone przez Skoga i wsp. [47], wedtug ktorych laczne stezenie kancerogennych
amin w smazonej w 225 °C wieprzowinie byto ponad dwukrotnie wigksze niz w iden-
tycznie przygotowanym mi¢sie drobiowym [47].

Oprécz migsa zwierzat statocieplnych popularne jest takze grillowanie ryb. Ana-
liza jakosciowa przygotowanych w ten sposéb sardynek i lososia atlantyckiego row-
niez wykazata tworzenie si¢ HCA [11]. Grup¢ amin pirolitycznych zidentyfikowano
1 oznaczono w sardynkach z rusztu opickanych w temp. 180 + 200 °C. Wsrod tych
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zwigzkow najwigcej bylo AoC i MeAaC (odpowiednio: 17,7 1 10,6 ng/g). Z kolei
grillowane w tych samych warunkach migso tososia charakteryzowato si¢ obecnoscia
Glu-P-1, MelQx, PhIP, AoC oraz MeAaC, wsrod ktorych najwigeej byto Glu-P-1
i PhIP (odpowiednio: 13,18 i 13,0 ng/g). Wplyw marynaty oraz obecno$ci skory na
powstawanie HCA w migsie tososia badali Iwasaki i wsp. [20]. Mieso to analizowano
w dwoch wariantach: ze skorg 1 bez, dodatkowo kazdy z wariantow zostat podzielony
na probki z marynatg i bez jej dodatku, ktore kolejno usmazono na patelni do trzech
roznych stopni wysmazenia (medium — temp. wew. 70 °C, well-done— temp. wew.
80 °C, very well-done — temp. wew. 90 °C) i poddano grillowaniu (tylko probki bez
marynaty). Otrzymane wyniki po raz kolejny dowodza wptywu temperatury obrobki
termicznej na ilos¢ tworzacych si¢ HCA. Catkowite stezenie analitow w probkach
poddawanych grillowaniu byto okoto 4,5-krotnie wyzsze od oznaczonego w probkach
smazonych na patelni. Wzrost zawartosci amin mozna takze zauwazy¢ analizujac stop-
nie wysmazenia mig¢sa, zakres ten zmienial si¢ od stezen ponizej granicy detekcji
w przypadku probek przyrzadzanych w najnizszej temperaturze do prawie 30 ng/g przy
smazeniu very well-done. Niewiclkie roéznice zawarto$ci analizowanych zwigzkow
wystepowaly natomiast pomigdzy probkami poddanymi marynowaniu i bez maryno-
wania oraz mi¢dzy probkami migsa ze skorg i bez niej.

W tab. 2. przedstawiono wyniki oznaczen najczgsciej wystepujacych HCA
w produktach migsnych poddawanych réznym rodzajom obrébki cieplnej. Stezenia
wymienionych w niej amin (MelQ, 4,8-DiMelQx, PhIP, IQ, harman, norharman) sg
przewaznie wigksze od stgzen pozostatych HCA powstajacych w zywnosci.

Poza analiza HCA w przetworzonych termicznie produktach miesnych prowa-
dzono réwniez identyfikacje tych zwigzkow w tluszczu oraz w bulionie, powstajgcych
podczas okreslonych rodzajow obrébki cieplnej. W tluszczu pozostaltym po smazeniu
w temp. 225 °C wykazano sumaryczng ilo§¢ HCA (MelQx, DiMelQx i PhIP) na po-
ziomie zblizonym do limitéw detekcji, natomiast najwigksza sumaryczng zawarto$¢
powyzszych analitbw oznaczono w pozostato$ci po smazeniu migsa wieprzowego —
41,8 ng/g [47]. W bulionach drobiowych nie stwierdzono wystgpowania amin powyzej
poziomoéw detekcji z wyjatkiem harmanu i norharmanu, ktérych stezenia wynosity
odpowiednio: 8,41 8,0 ng/g [51].

Swiadomo$¢ zagrozen wynikajacych z wysokotemperaturowego przygotowywa-
nia potraw spowodowala, ze podjeto badania nad sposobami inhibicji tworzenia si¢
amin. Uwzgledniajagc mechanizmy powstawania tych zwigzkéw, do zahamowania ich
syntezy zaproponowano zastosowanie przeciwutleniaczy syntetycznych, takich jak:
butylohydroksyanizol — BHA, butylohydroksytoluen — BHT, galusan propylu — PG
i naturalnych, jak: flowonoidy, witamina E i C oraz produkty roslinne o duzej zawarto-
sci tych ostatnich [7, 13, 23, 37, 40, 41, 42]. Otrzymane wyniki nie pozwolity jedno-
znacznie okresli¢ hamujacego wptywu przeciwutleniaczy syntetycznych na powstawa-
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nie heterocyklicznych amin aromatycznych. O ile w uktadzie modelowym, zastosowa-
nym przez Kato i wsp. [27], zaobserwowano zmniejszenie st¢zenia amin z grupy imi-
dazochinoksalin pod wptywem BHA i PG, to Johansson i wsp. [26] stwierdzili znacz-
ny wzrost zawartosci MelQx, IQx oaz 7,8-DiMelQx w ich obecnosci. Zadowalajgce
wyniki otrzymano po zastosowaniu przeciwutleniaczy naturalnych oraz produktow
pochodzenia ro$linnego zawierajacych przeciwutleniacze. Przyktadem mogg by¢ bada-
nia Ogumiego i wsp. [36] z 14 réznymi zwigzkami o wlasciwosciach przeciwutleniajg-
cych. Sposrod przetestowanych przez nich substancji katechiny, flawonoidy (luteolina
1 kwercetyna) oraz kwas kawowy powodowaty redukcje stezen wybranych HCA nawet
097 %.

Tabela 2. Zawarto$¢ wybranych heterocyklicznych amin aromatycznych (HCA) w produktach migsnych
poddawanych obrobce termicznej [ng/g $.m.]

Table 2.  Content of selected heterocyclic aromatic amines (HCAs) in thermally processed meat prod-
ucts [ng/g f.m.]

Rodzaj
. Czas 4.8- .
obrobki/Probka | Temp. . o Norhar | Zrodio
T Mel DiMel PhIP I H
Method of [°C] H,ne elQ ' Xe Q Q aman |- an Source
processing/Sample [min]
Mikrofalowanie / Microwaving
Bekon <0,2 do [15]
- 3 <0,2 <0,2 ’ <0,2 d 33
Bacon 3,1 " [45]
Gotowanie / Cooking
Piers z kurczgcia
100 23 - - .d. - 0,1 18
Chicken breast nd ’ nd [18]
Glebokie smazenie / Deep-frying
Udko z kurczgcia | 100 + 515 nd- nd- nd- 0,09 - nd - nd - [10]
Chicken legs 200 ’ 0,51%* 0,78% 2,81* |1 0,51*% [ 2,11* 1,31%
Pier$ z kurczgcia 160 1 i $ladowe | §ladowe i 0.5 03 [51]
Chicken breast traces traces
Smazenie na patelni / Pan-frying
Stek 1 = d- - -
ek wotowy 190 10+ 15 i ) n ) 0,15 0,50 2]
Beef steak 230 1,09 0,83 2,60
Stek wotowy 180 +
4 d 1,27 6,99 d 5,9 21,2 53
Beef steak 210 n ’ ; n ; ; [53]
Piers$ z indyk
2R 90 |12 44 ; nd ; 120 | 165 [9]
Turkey breast
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c.d. Tab. 2.

Kielbasa
wieprzowa 160 6 0,2 0,2 0,1 0,1 - - [25]
Pork sausage

Pieczenie w piekarniku / Oven-broiling

Wotowina 175 = ]
oot los [4724| - - - - 4,03 50 [54]
Poledwica wot
OIAWICA WOIOWA | 200 | 40 ng 036 | 1,04 | nq - ; [15]

Beef sirloin

Grillowanie / Grilling

Bekon
230 15 - 0,94 497 | 042 - - [17]
Bacon
Kietbasa
. 200 + ) 0,10+ | 0,57+
WiEprzOwa a0 |72 - ; - " e | 420 | P
Pork sausage
Kotlet schabowy 190 ~
15 1,8 75 2,1 1,1 - - 57
Pork chop 200 [57]
Stek barani 175 =
11 <0,04 1,8 58 | <0,04| 72 9,1 8
Mutton steak 200 [8]

nd — niewykrywalne / non-detectable; nq — wykryty, ale ponizej log/ detected, but below loq

Identyfikacja i oznaczanie wybranych HCA w produktach spozywczych

Pierwsze prace dotyczace iloSciowej analizy HCA w produktach migsnych i ry-
bach, najczgsciej wykonywane technikami chromatograficznymi, pochodza z lat 80.
XX w. Wczesniejsze informacje na ten temat dotycza gtownie aktywnos$ci mutagennej
wynikajacej z testu Amesa [3]. Wykonanie oznaczenia HCA jest trudne z uwagi na
skomplikowang matryce¢ biologiczng, jakg stanowi zywnosc¢, niewielkie stezenia HCA
oraz koniecznos¢ wykonywania wicloetapowej eckstrakcji omawianych zwigzkow.
Opracowuje si¢ wigc nowe lub modyfikuje juz istniejgce metody izolacji, oczyszczania
1 analizy HCA w produktach spozywczych. Nadal powszechna technikg oznaczania
omawianych zwigzkéw chemicznych w zywnosci jest wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) z detekcja UV, fluorescencyjng, DAD (ang. Diode Array Detector),
elektrochemiczng lub w potaczeniu ze spektrometrig masowg (MS), a takze chromato-
grafia gazowa (GC) sprzezona z detektorem MS. Wykonano rowniez prace, w ktorych
do analizy HCA zastosowano elektroforez¢ kapilarng (CE), a takze metody immuno-
enzymatyczne (np. ELISA) [5, 38].

Pierwszym etapem analizy HCA w zywnos$ci jest oczyszczenie, a nastepnie izola-
cja analitow. Zwykle niezbedne jest wytrgcenie biatek podczas homogenizacji np.
z metanolem albo dichlorometanem lub poprzez regulacje pH. Mozna je rowniez zhy-
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drolizowaé, wykorzystujac do tego celu preparaty enzymow proteolitycznych [12, 38].
Pierwszg ekstrakcj¢ przeprowadza si¢ w uktadzie ciecz — ciecz z wykorzystaniem jako
ckstrahenta dichlorometanu, eteru etylowego lub octanu etylu. Ekstrakcj¢ ciecz — ciato
state mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu zywicy XAD-2 (kopolimer styrenu i diwinylo-
benzenu) albo wykorzystujac do tego celu widkna bawelniane lub ze sztucznego
jedwabiu [43]. Zwyczajowo stosuje si¢ jednak procedure zaproponowang przez Grossa
1 Griitera [14], wykorzystujacg kolumienki wypelnione ziemig okrzemkowa, a dalsze
oczyszczanie prowadzi si¢ w kolumienkach z kwasem propylosulfonowym (PRS),
krzemionkg (C18) lub wymiennikami jonowymi (SCX). Metoda ta jest najczesciej
wybierana do izolacji HCA z zywnosci. Stosuje si¢ rowniez bardziej zaawansowane
metody izolacji, np. potaczenie ekstrakcji wspomaganej mikrofalami z mikroekstrakcja
ciecz — ciecz [31], jednak technika ta wymaga specjalistycznej aparatury i jest droga.

Najbardziej popularng technikg analizy jakosciowej i iloSciowej jest wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa z detekcja spektrofotometryczng i fluorescencyjng
[5, 24, 28, 38]. Przyktadem wykorzystania uktadu HPLC-DAD do oznaczania szesciu
zwigzkow z grupy polarnych HCA (DMIP, 1Q, 8-MelQx, MelQ, 4,8-DiMelQx, PhIP)
w migsie jest praca Janoszki i wsp. [24]. Analizie poddano migso wieprzowe usmazone
na patelni bez dodatku thuszczu w temp. 170 °C, do ktérego dodano nastgpnie wodg
i duszono w temp. 95 + 98 °C. Sprawdzono tez zawarto$¢ amin w pozostatosci po
przygotowywanym migsie. Do ekstrakcji analitow zastosowano zmodyfikowang meto-
de Grossa i Griitera, a separacje prowadzono za pomoca kolumny TSK-gel ODS
80-Ty;, uzywajac jako eluenta mieszaniny buforu fosforanowego o pH 3,3 z dodatkiem
trietyloaminy oraz acetonitrylu. Chromatogramy rejestrowano przy wybranych dtugo-
$ciach fal: 227, 253, 263 1 321 nm. Wyznaczone limity wykrywalno$ci aminoazarenow
wynosity od 0,4 do 4 ng/g, natomiast wynik oznaczania wszystkich HCA w migsie
i powstalym podczas przygotowywania sosie wynosit odpowiednio: 18,00 i 15,08 ng/g.

Chromatografi¢ cieczowa sprz¢zong z detektorem mas zastosowano z kolei do
rozdzielenia i analizy wybranych HCA (AoC, MeAoC, PhIP, harman i norharman)
wyekstrahowanych ze skory roznych migs grillowanych przez dunskich konsumentéw
w warunkach domowych [1]. Anality wyizolowane z probek za pomocg wtokna szkla-
nego rozdzielono w kolumnie SB-Phenyl uktadu LC-MS/MS. Do separacji oznacza-
nych zwigzkéw uzyto mieszaniny octanu amonu i acetonitrylu w przepltywie gradien-
towym. W wyniku przeprowadzonej analizy oznaczono tylko PhIP, harman
1 norharman, natomiast stezenia AoC i MeAaC byly ponizej granic wykrywalnosci.

W niniejszej pracy przedstawiono tylko przyktadowe techniki analityczne, z kto-
rych proponowana przez Janoszke i wsp. [24] jest obecnie najczesciej stosowana
w badaniach naukowych.
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Podsumowanie

Produkty migsne stanowig istotny sktadnik diety cztowieka. Oprocz oczywistych
waloréw smakowo-odzywczych, jakie wiaza si¢ z konsumpcjg migsa, moze ono sta-
nowi¢ zrodlo wielu potencjalnych zagrozen, w tym takze o charakterze mutagennym
1 kancerogennym. Heterocykliczne aminy aromatyczne zaliczy¢ mozna do zwigzkow
o takim dziataniu, w zwigzku z tym celowe jest zglebianie wiedzy nad wplywem ob-
robki termicznej na ich zawarto$¢. Dotychczasowe badania pozwolity stwierdzi¢, ze
w standardowo przyrzadzanych produktach migsnych stezenie heterocyklicznych amin
aromatycznych miesci si¢ w zakresie 1 + 500 ng/g, lecz z reguly nie przekracza
100 ng/g [34]. Zawartos¢ tych szkodliwych zwigzkoéw jest bardzo niewielka w produk-
tach powstajacych podczas niskotemperaturowej obrobki termicznej, a zwigksza si¢ ze
wzrostem temperatury przygotowywania positkow.

Niniejsza praca powstata w ramach dotacji celowej na prowadzenie badan nau-
kowych lub prac rozwojowych oraz zadan z nimi zwigzanych, stuzgcych rozwojowi
mitodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich finansowanych w trybie
konkursowym Wydziatu Technologii Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego im. H.
Kotlgtaja w Krakowie
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HETEROCYCLIC AROMATIC AMINES AS CHEMICAL HAZARD IN THERMALLY
PROCESSED MEAT PRODUCTS

Summary

Some food processing methods can cause many chemical compounds to form in food, including muta-
genic and carcinogenic heterocyclic aromatic amines (HAA). Those substances are formed during the
thermal treatment of products with a high content of protein, whereby the quantity and the type thereof are
mainly dependent on the temperature and, sometimes, on the type of process. The paper presents the gen-
eral profile of HCAs and classes they are divided into based on their chemical structure and formation
conditions. Furthermore, various thermal processing methods of meat were discussed in terms of the for-
mation of heterocyclic aromatic amines and methods to inhibit those formation processes, because there is
a correlation between frequent consumption of processed meat and cancer incidences in humans. The last
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part of the paper is a review of analytical techniques used to purify and extract samples containing the
compounds listed as well as the most popular techniques used to qualitatively and quantitatively analyze
them.

Key words: Heterocyclic Aromatic Amines (HAA), thermal processing of food, meat preserves, muta-
gens, carcinogens
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Streszczenie

Wystepowanie migsa wadliwego jest przyczyna strat ekonomicznych w branzy migsnej. Poubojowe
przemiany biochemiczne zachodzace w mig$niach zaleza w duzej mierze od zawartosci glikogenu. Nie-
roztozona post mortem czes¢ glikogenu, ktora pozostaje w migsniach, nosi nazwe glikogenu resztkowego.
Glikogen ten oddziatuje na jako$¢ migsa. W pracy przedstawiono wpltyw wybranych czynnikow srodowi-
skowych na zasoby glikogenu w mig$niach zwierzat rzeznych. Omoéwiono budowe i role glikogenu
w ksztaltowaniu si¢ jakosci migsa. Opisano czynniki wptywajace na przebieg glikogenolizy post mortem.
Szczegotowo omowiono wpltyw aktywnosci fizycznej, zywienia, gtodowki przedubojowej, transportu
i postepowania ze zwierzetami przed ubojem na poziom glikogenu w migsniach. Uwzgledniono zagadnie-
nia dotyczace stresu psychicznego i fizycznego na réznych etapach postgpowania przedubojowego i ich
oddzialywanie na metabolizm migéni i zapasy glikogenu. Dodatkowo przedstawiono wpltyw szybkosci
schtadzania tusz po uboju na przebieg i zasieg poubojowej glikogenolizy. Osiagniecie wyzszej jakosci
migsa wymaga wielokierunkowych dziatan w zakresie doboru genetycznego, optymalizacji warunkow
hodowli i przedubojowego obrotu zwierzat.

Stowa kluczowe: przemiany poubojowe, glikogenoliza, glikogen resztkowy, pH, jako$¢ migsa

Wprowadzenie

Rozwo6j genetyki i1 technik hodowlanych przyczynit si¢ do wzrostu migsnosci
zwierzat rzeznych, co nie zawsze sprzyja zachowaniu wysokiej jakosci surowca. Pro-
wadzone sg prace w kierunku wyeliminowania migsa wadliwego, ale rownoczes$nie
utrzymania lub podniesienia migsnosci. Duzg warto$¢ majg badania, ktorych celem jest
okreslenie czynnikow srodowiskowych i ocena ich wplywu na jako$¢ migsa.
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O jakosci wieprzowiny w 25 + 45 % decyduja czynniki genetyczne [28], nato-
miast wpltyw czynnikéw Srodowiskowych ocenia si¢ na 55 + 75 % [26]. Sposrdd tych
drugich najwigksze znaczenie majg takie czynniki, jak: aktywno$¢ fizyczna, zywienie,
glodéwka przedubojowa, transport, ubdj i szybko$¢ wychtadzania péttusz po uboju.
Dziatania majace na celu podwyzszenie jako$ci migsa powinny uwzglednia¢ odpo-
wiedni dobdr genetyczny zwierzat oraz poprawe warunkdéw hodowli i postgpowania
przedubojowego. Pozadany wzrost migsnosci niejednokrotnie zwigzany jest z obnize-
niem jako$ci migsa. Wystepowanie migsa bladego, migkkiego i wodnistego, klasyfi-
kowanego jako PSE (ang. pale, soft, exudative) lub o ciemnej barwie, twardej konsy-
stencji 1 suchego, klasyfikowanego jako DFD (ang. dark, firm, dry) oraz migsa
kwasnego stanowi istotny problem ekonomiczny. Zwtaszcza, ze wady jakosciowe do-
tycza glownie najbardziej warto§ciowych migéni [27]. W badaniach Przybylskiego
1 wsp. [40], przeprowadzonych na 390 tuszach wieprzowych, stwierdzono, ze w Polsce
czestotliwos¢ wystepowania migsa wadliwego wynosita odpowiednio: PSE — 2,31 %,
czesciowe PSE — 5,13 %, migso kwasne — 5,38 % 1 DFD — 2,56 % [40].

Poubojowe przemiany biochemiczne migsa wynikajg z rozpadu zwigzkéw ener-
getycznych, gtownie glikogenu. Analiza zawartosci glikogenu w migé$niach, poznanie
czynnikdéw modyfikujacych jego poziom zaréwno w okresie przedubojowym, jak
1 post mortem, moga przyczyni¢ si¢ do ograniczenia wptywu niekorzystnych czynni-
kéw. Waznym i obiecujgcym kierunkiem jest okre$lenie znaczenia glikogenu resztko-
wego dla jakos$ci migsa i wyrobow z niego wyprodukowanych.

Na podstawie literatury przedmiotu dokonano analizy i oceny gtownych czynni-
kow srodowiskowych wptywajgcych na poziom glikogenu w migsie zwierzat rzeznych.

Znaczenie glikogenu

Glikogen jest gtownym materialem zapasowym wystepujacym w migé$niach
1 w watrobie organizméw zwierzecych [41]. Jego zawartos¢ waha si¢ od 0,3 do 2 %
[35]. Glikogen wystepuje w dwoch formach jako: proglikogen i makroglikogen. Ma-
kroglikogen jest rozgatezionym polimerem glukozy o masie czasteczkowej 10’ Da,
zawierajagcym mato biatka (ok. 1 %), rozpuszczalnym w kwasach. Proglikogen ma
mase czasteczkowa 400 000 Da, zawiera ok. 10 % biatka, nie rozpuszcza si¢ w kwa-
sach [1]. Jego rozpad zachodzi w warunkach beztlenowych, np. post mortem [43].
W migsniach $win proglikogen i makroglikogen wystepuja w rdéznych proporcjach.
Przyczynami zroéznicowania sg: genotyp, typ wiokien migsniowych, wysitek fizyczny
[10]. Proglikogen jest tatwo dostepnym zrodtem glikogenu, natomiast makroglikogen
stanowi pule rezerwowa.

Przedubojowa zawartos¢ glikogenu ma wplyw zaréwno na cechy mig¢sa kulinar-
nego, jak réwniez przeznaczonego do przetworstwa. Podstawowymi parametrami mig-
sa, bedacymi konsekwencjg przemian poubojowych s3a: dynamika i zakres zmian war-
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tosci pH oraz okreslona zdolno$¢ wigzania wody (wodochtonnos¢). Intensywnosé
przemian glikolitycznych zalezy od poczatkowego poziomu glikogenu w tkance mig-
$niowej in vivo oraz zasobow glikolityczno-energetycznych po uboju [30]. Dobrym
1 prostym wskaznikiem jakos$ci mi¢sa jest pomiar pH po 45 min i po 24 h post mortem,
poniewaz umozliwia on wyodrgbnienie migsa wadliwego. Wartos¢ pH okresla posred-
nio stopien i zakres przemian glikolitycznych.

Ocena zawartosci glikogenu w mig¢sniach in vivo oraz post mortem nastrecza wie-
le trudno$ci. W 1985 roku Monin i Sellier [33] zaproponowali metod¢ okreslenia za-
warto$ci glikogenu w migéniach jako sume wszystkich komponentow, z ktérych po
uboju powstaje kwas mlekowy. Wprowadzono termin ,,potencjat glikolityczny” (ang.
glycolytic potential, GP), ktory jest wyrazany w mikromolach kwasu mlekowego na
1 g tkanki mig$niowe;j. Potencjat glikolityczny wyliczany jest z rownania:

Potencjat glikolityczny = 2 x ([glikogen] + [glukozo-6-fosforan] + [glukoza]) +
kwas mlekowy.

Zawarto$¢ migsniowego glikogenu zalezy od czynnikow $rodowiskowych, ktore
mozna podzieli¢ na przedubojowe i poubojowe. Do przedubojowych nalezg: zywienie,
warunki hodowlane, aktywno$¢ fizyczna, warunki transportu, czas i warunki przeby-
wania w magazynie zywca, przedubojowa gtodowka i sposob uboju. Do czynnikow
poubojowych nalezg m.in. szybko$¢ schtadzania tusz, temperatura ich przechowywa-
nia. Wplyw czynnikow $rodowiskowych na poziom glikogenu mig¢éniowego zwierzat
rzeznych zostalt oméwiony w kolejnych czesciach pracy.

Glikogen resztkowy

Nieroztozona post mortem cze$¢ glikogenu, ktora pozostaje w mig¢sniach nosi na-
zwe¢ glikogenu resztkowego (ang. residual glycogen). Wystepowanie glikogenu reszt-
kowego jest wynikiem spowolnienia, a nastepnie zatrzymania procesu glikogenolizy
beztlenowej. Fernandez i wsp. [15] oznaczyli zawartos¢ glikogenu resztkowego
w mig$niach §win na poziomie 0 + 78 umol/g, a Przybylski i wsp. [40] na poziomie 0 +
50 umol/g. Immonen i Puolanne [22] stwierdzili, ze w migsie wotowym, ktérego pHy,
jest nizsze niz 5,75, pozostaje zawsze glikogen resztkowy, ktorego zawarto$¢ waha si¢
od 10 do 85 mmol/kg migsa. Obecno$¢ glikogenu resztkowego ma negatywny wptyw
na jako$¢ technologiczng migsa [40].

Zawarto$¢ glikogenu resztkowego w migsie zostala oznaczona przez Bee i wsp.
[5] po 24 h od uboju, na podstawie zawartosci glikogenu, glukozy i glukozo-6-
fosforanu. W miesniu najdtuzszym grzbietu (LD — m. longissimus dorsi) stwierdzono o
13 umol/g wigcej glikogenu resztkowego w poréwnaniu z migsniem potsciggnistym.
Autorzy thumacza zaobserwowane roznice inaktywacja GDE, spowodowang spadkiem
temperatury mig$ni w 60. minucie po uboju ponizej 35 °C i w 330. minucie ponizej
15 °C [5].
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Zasieg glikogenolizy post mortem zalezy od zapasow glikogenu w momencie
uboju [54]. Czynniki hamujace przebieg tego procesu przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Czynniki majace wptyw na glikogenolizg post mortem
Table 1.  Factors to impact post- mortem glycolysis

Czynnik Zakres oddzialywania Zrodlo
Factor Scope of effects Source

Zanik aktywnosci enzymow glikolitycznych
pH <54 ASTIIONS Srymow BT Ty [44]
Activity of glycolytic enzymes disappears

Obnizenie aktywnosci enzymu usuwajacego rozgalezienia
Spadek temperatury (GDE —transferazy alfa-1,6-glukozydowej) 531]
Temperature drop Activity of debranching enzyme (GDE - transferase a-1,6-

glucosidase) is reduced

Obnizenie aktywnosci GDE jest szybsze w migéniach czerwonych niz
Rodzaj mig$ni w biatych ;31]
Type of muscle Decrease in GDE activity is more pronounced in red muscles than in

white muscles

AMP jest kofaktorem enzymow glikolitycznych i glikogenolitycznych

Brak AMP w miegsniach post mortem [47]
Lack of AMP AMP is a cofactor of glycolytic and glycogenolytic enzymes in
post-mortem muscles
Struktura czasteczki Limitowanie rozkladu przez fosforylazg na skutek duzego upakowania
glikogenu glukozy 22]
Structure of glycogen Degradation by phosphorylase is limited owing to densely packed
molecule glucose

Rozpad glikogenu jest procesem zaleznym gtownie od dwoch enzymow: fosfory-
lazy glikogenowej i transferazy a-1,6-glukozydowej, nazywanej enzymem usuwajg-
cym rozgatezienia (ang. glycogen debranching enzyme, GDE). W poczatkowej fazie po
uboju glikogen ulega szybkiemu rozpadowi, pozniej procesy stajg si¢ wolniejsze, co
spowodowane jest m.in. zmieniajgcg si¢ aktywnoscig enzymow glikogenolitycznych.
Aktywnos¢ GDE obniza si¢ znacznie, gdy temperatura migsni wynosi ponizej 35 °C
1w temp. 15 °C enzym ten jest praktycznie nieaktywny [31].

Aktywno$¢ fizyczna

Aktywnos$¢ fizyczna §win przyczynia si¢ do zwigkszenia zawartosci glikogenu
migsniowego. Wzrost ten jest obserwowany gldéwnie w mi¢sniach intensywnie pracu-
jacych. Porownanie zwierzat poddanych regularnej aktywnosci fizycznej z pozostalymi
wykazato niewielkie réznice w zakresie pH,, tkanki migsniowej i pozostatych cech
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jako$ci migsa. Brak efektu zostal wyjasniony dominujagcym oddziatywaniem stresu
przedubojowego, ktory zniwelowat wplyw ¢wiczen na zapasy glikogenu [32]. Zwigza-
ny z wysitkiem wzrost temperatury w odpowiednich grupach migsniowych prowadzi
do szybkiego obnizenia pH po uboju i do zwigkszenia ilo$ci wycieku naturalnego [53].
W badaniach Younga i wsp. [56] oceniono wptyw wysitku na zawarto$¢ glikogenu
w miesie wieprzowym. Swinie poddano 27-minutowemu wysitkowi na biezni.
W pierwszej grupie nie zastosowano odpoczynku przed ubojem, w grupie drugiej
1 trzeciej zastosowano odpoczynek trwajacy odpowiednio: 1 i 3 h. W poréwnaniu
z grupa kontrolng (bez wysitku) w migsie §win poddanych wysitkowi stwierdzono
zmniejszenie catkowitego poziomu glikogenu. Zawartos¢ proglikogenu w migsie $win,
ktérym zaaplikowano odpoczynek, w pierwszej godzinie post mortem ulegta zmniej-
szeniu o 17 + 20 % w mie¢$niu najdtuzszym grzbietu i o 25 + 31 % w mig¢$niu dwugto-
wym uda, w porownaniu z grupa kontrolng. W takich samych mig¢sniach $win z grupy
kontrolnej poziom glikogenu zmniejszyt si¢ odpowiednio: o 4 1 12 %. Wyniki te wska-
zuja na wykorzystywanie proglikogenu w czasie wysitku i w pierwszej godzinie post
mortem, jako gtownego zrodta energii [56].

Zywienie

Zawarto$¢ glikogenu w momencie uboju zalezy od wczes$niejszego zywienia
zwierzat [43]. Juz w latach 60. XX w. Sayre i wsp. [45] zaobserwowali zaleznos$¢ po-
migdzy zawarto$cig cukrow prostych w diecie a poziomem glikogenu w wieprzowinie
po uboju zwierzat. Rosenvold i wsp. [43] porownali tradycyjne zywienie §win z zasto-
sowaniem na trzy tygodnie przed ubojem diety z matg zawartoscig tatwo przyswajal-
nych weglowodanow. Stwierdzili, ze modyfikacja diety polegajaca na zmniejszeniu
zawarto$ci tatwo strawnych weglowodanow 1 zwigckszeniu biatka i/lub thuszezéw spo-
wodowata obnizenie poziomu glikogenu, nie wptywajac jednoczesnie na przyrost masy
ciata zwierzat [43].

Zywienie ma wplyw nie tylko na catkowitg zawarto$¢ glikogenu, ale tez na pulg
makroglikogenu i proglikogenu. Rosenvold 1 wsp. [42] badali zalezno$¢ mig¢dzy zy-
wieniem $§win a zawarto$cig makroglikogenu i proglikogenu w mig$niu najdtuzszym
grzbietu. Trzy tygodnie przed ubojem zastosowali diet¢ o matej zawartosci strawnych
weglowodanow (5 %) 1 duzej — thuszczu (18 %), tzw. GLYRED i poréwnali jg z dietg
standardowg (49 % strawnych weglowodanow i1 5 % tluszczu). Oznaczenia wykony-
wano w 1., 21., 22. dniu stosowania diety oraz 45 min po uboju. W 21. dniu w grupie
swin zywionych dieta GLYRED, w poréwnaniu z grupg kontrolna, catkowita zawar-
tos¢ glikogenu ulegla zmniejszeniu, przy czym znaczaca redukcja dotyczyta puli ma-
kroglikogenu. W 45. minucie po uboju w obu badanych grupach zwierzat stwierdzono
zmnigjszenie catkowitej zawartosci glikogenu, przy czym znaczgca redukcja dotyczyta
puli proglikogenu [42]. Nieznacznie odmienne wyniki uzyskali Bee i wsp. [5], ktorzy
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rowniez badali wpltyw zrdznicowanej zawarto$ci weglowodanéow w dawce pokarmo-
wej na poziom glikogenu. Stwierdzili, Ze poziom makroglikogenu mierzony po 25 min
od zakonczenia uboju byl nizszy w migsie swin zywionych dieta niskoweglowodano-
wa, natomiast w okresie od 25. minuty do 24. godziny post mortem obie pule glikoge-
nu ulegly zmniejszeniu [5]. Mozna stwierdzi¢, ze przy duzej zawarto$ci proglikogenu
jego katabolizm dominuje, a przy niskim poziomie katabolizmowi ulega rowniez ma-
kroglikogen. Ponadto wyniki omowionych badan wskazujg na istotny wptyw zywienia
nie tylko na catkowitg zawarto$¢ glikogenu, ale tez na jego dwie frakcje. Post mortem
w mig¢sniach dominuje rozpad proglikogenu. Makroglikogen jest natomiast frakcja
zapasowq. Potwierdzaja to badania na szczurach przeprowadzone przez Hansena i wsp.
[20], ktorzy wykazali, ze przy wzroscie zapasow catkowitego glikogenu dominujaca
formg jest makroglikogen, podczas gdy przy matej ilosci glikogenu przewaza progli-
kogen [20].

W przypadku bydta i innych przezuwaczy opracowanie diety zwigkszajacej po-
ziom glikogenu stanowi istotny problem [23]. Trudno jest przewidzie¢ efekt takiej
diety, gdyz poziom glukozy we krwi jest zalezny od watrobowej glukoneogenezy i nie
stwierdza si¢ popositkowej glikemii. Immonen i wsp. [23] stosowali w zywieniu bydta
dieta wysoko- i niskoenergetyczng. Stwierdzili, ze dieta wysokoenergetyczna przyczy-
nia si¢ do niewielkiego wzrostu poziomu glikogenu. Efekt ten szczegdlnie ujawnit si¢
w postaci ochrony przed drastycznym zmniejszeniem poziomu glikogenu migsniowego
przez czynniki stresogenne, takie jak: wysoka temperatura i transport. Wykazano row-
niez, ze z bydta zywionego dieta o wysokim poziomie energii (dwa tygodnie przed
ubojem) uzyskuje si¢ mieso o korzystnej wartosci pH. Umozliwia to ograniczenie cze-
stosci uzyskiwania wadliwej wotowiny (ang. dark-cutting) charakteryzujacej si¢ ciem-
nym zabarwieniem, obnizonymi walorami smakowymi, skrocona przydatnoscia do
spozycia [23].

Glodéwka przedubojowa

Przed ubojem poleca si¢ glodzenie zwierzat trwajace od 16 do 24 h. Powoduje to
zmniejszenie stopnia wypehienia przewodu pokarmowego, co sprzyja zmniejszeniu
ryzyka mikrobiologicznego zakazenia w czasie wykonywania czynnosci ubojowych
[13]. Gtodzenie zmniegjsza zapasy glikogenu niezbednego do prawidlowego przebiegu
procesu posmiertnego stezenia i procesu dojrzewania migsa. Z tego powodu nie do-
chodzi do odpowiedniego zakwaszenia migsa, powstajg mate iloSci kwasu mlekowego,
pH przyjmuje wartos¢ 5,8 1 powyzej. Niskie zakwaszenie tkanki migsniowej w okresie
dojrzewania wplywa na barwg, strukture, smak i kruchos¢. W takich warunkach moze
powsta¢ w migsie wotowym wada DFD [25].

Po 40 dniach diety restrykcyjnej Chaosap i wsp. [10] stwierdzili w mig¢sniach
Swin wyzszy poziom zaréwno makroglikogenu, jak i proglikogenu, w stosunku do
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swin zywionych bez ograniczen [10]. Powrdt do pelnego zywienia po dwodch dniach
skutkowat wzrostem poziomu makroglikogenu, bez istotnej zmiany poziomu progliko-
genu. Zastanawiajacy jest wzrost zawarto$ci obu typow glikogenu w wyniku stosowa-
nia diety restrykcyjnej, co zostato wyjasnione przez autoréw metaboliczng adaptacja,
polegajaca na zwigkszonej absorpcji jelitowej, wzroscie glikemii oraz poziomu insuli-
ny, zwigkszeniu zapasow glikogenu z ograniczeniem jego katabolizmu [10].

Analiza wplywu glodéwki przedubojowej powinna dotyczy¢ poziomu progliko-
genu i makroglikogenu. Sterten i wsp. [50] wykazali, Ze najnizszy poziom proglikoge-
nu wystepowal w mig¢sniach §win poddanych 26,5-godzinnej gtodéwce, w porownaniu
z mig¢sniami $win gtodzonymi 17,5 1 4 h [50]. Ocena znaczenia gtodoéwki przedubojo-
wej na zawarto$¢ glikogenu i jako$¢ miesa jest utrudniona rowniez z powodu wptywu
innych wystepujacych czynnikow. Zmiany Srodowiska, wymieszanie zwierzat z roz-
nych stad w transporcie i w zaktadzie ubojowym oraz spowodowany tym stres, agresja
oraz walki zwierzat aktywuja kor¢ nadnerczy i wspotczulny uktad nerwowy (wzrost
poziomu noradrenaliny i adrenaliny w osoczu krwi). W tym kontekscie przedubojowa
glodowka ma mniejsze znaczenie i ograniczony wplyw na migsniowe zapasy glikoge-
nu [34].

Transport

Transport jest nieuniknionym elementem gospodarki migsnej. Warunki transportu
wplywaja na dobrostan zwierzat i jako$¢ migsa. Problemy dotyczace przewozenia
zwierzat z gospodarstw do miejsc uboju, w tym humanitarnego postepowania z nimi,
stanowig istotne zagadnienia, bedace przedmiotem wielu prac badawczych. Czynniki
stresowe wystepuja w czasie zatadunku, transportu i roztadunku. Sa to: strach, obce
zapachy, halas, wibracje, toksyny, gtodzenie, brak wody, zmiany temperatury i wilgot-
nosci, przeptyw powietrza w §rodkach transportu, kontakt z obcymi osobami. Wymie-
szanie zwierzat z réznych stad prowadzi do agresji i walk o przywodztwo lub przezy-
cie, ktore skutkuja duzymi wysitkami mi¢sniowymi. Perez i wsp. [37] stwierdzili, ze
transport ma niekiedy wicksze znaczenie dla jakosci migsa niz genotyp i pte¢ zwierzat.
Niekorzystne czynniki zwigzane z transportem, poza ubytkiem masy, przyczyniaja si¢
do uzyskiwania migsa o obnizonej jakosci, klasyfikowanego jako DFD lub PSE [49].

Zatadunek 1 rozladunek zwierzat nalezy do czynnosci szczeg6lnie stresujgcych
[54]. Correa i wsp. [11] wykazali, ze traktowanie $win elektrycznymi zaganiaczami
w czasie zatadunku skutkowato, oprocz obrazen, utratg glikogenu post mortem, co byto
przyczyng wzrostu pH wieprzowiny [11]. Perez i wsp. [37] pordéwnali jakos¢ migsa
$win transportowanych 15 min i 3 h. W migsie §win transportowanych 15 min stwier-
dzono istotny wzrost poziomu kortyzolu i mleczanéw. Warto$¢ pH,, migsnia najdtuz-
szego klatki piersiowej (m. longissimus thoracis) oraz pH,y migénia pol§ciggnistego
(m. semimembranosus) $win transportowanych 15 min byla istotnie nizsza, a mi¢so
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charakteryzowato si¢ nizszg jakoscig. Wskazuje to na szybszy spadek pH post mortem
1 wigkszg tendencj¢ do powstawania migsa PSE u $win transportowanych krocej. Prze-
dtuzony transport mozna poréwnac i zaliczy¢ do czasu odpoczynku w zaktadzie ubo-
jowym. W tym kontekscie $winie przewozone krocej wymagaja dtuzszego odpoczynku
[37].

Kocwin-Podsiadta i wsp. [28, 29] wykazali, ze podczas transportu $win do zakta-
doéw miesnych na odlegto$¢ 50 km, rezerwy glikogenu mi¢$niowego ulegajg zmniej-
szeniu o okoto 36 + 43 pumol/g. W badaniach tych nie stwierdzono istotnych réznic
migdzy $winiami odpornymi na stres a nosicielami genu wrazliwo$ci na stres, co
wskazuje na ich zblizony metabolizm w warunkach stresogennych [29]. Z kolei Fer-
nandez i wsp. [16] stwierdzili istotnie wigksze zuzycie glikogenu w mig$niach swin
wrazliwych na stres podczas obrotu przedubojowego (60 pmol/g) w porownaniu
z mig$niami §win odpornych na stres (40 pmol/g) [16].

Istotnym czynnikiem oddzialujagcym na stan przewozonych zwierzat i jako$¢ mig-
sa jest gesto$é zatadunku. Okresla si¢ ja w m” na 100 kg masy zywca. Guardia i wsp.
[18] porownali godzinny przewdz §win. W migsie zwierzat transportowanych z zasto-
sowaniem wskaznika gesto$ci zatadunku 0,25 m*/100 kg stwierdzono istotny wzrost
udziatu wieprzowiny z wadg PSE w poréwnaniu z grupa, w ktérej zastosowano
wskaznik 0,5 m%/100 kg. W Unii Europejskiej zgodnie z rozporzadzeniem Rady (WE)
1/2005 [58], w przypadku przewozu zwierzat trwajacego ponad 3 h zalecany jest
wskaznik gestosci zatadunku rowny 0,425 m*/100 kg zyweca.

Postepowanie przedubojowe, ubdj

W postepowaniu przedubojowym wystepuja czynniki, ktére mogg przyczyniac si¢
do obnizenia jako$ci migsa. Zwierzeta podlegaja stresowi psychicznemu (traktowanie
przez ludzi, zmiana otoczenia, strach) i fizycznemu (gtod, pragnienie, zmgczenie, oka-
leczenia, temperatura, wilgotno$¢ otoczenia). Wptyw czynnikow stresowych zwigzany
jest z pobytem w rzezni i warunkami uboju [17]. Trudno rozdzieli¢ oba typy stresu
i precyzyjnie oceni¢ ich wplyw na jako$¢ migsa [38]. Stres zwigzany z postegpowaniem
przedubojowym ma istotny wptyw na metabolizm mig¢$ni i powoduje redukcje zapa-
sow glikogenu. Bertol i wsp. [6] w migsie $§win gtodzonych 24 h przed ubojem, podda-
nych oddziatywaniu czynnikéw stresowych, stwierdzili obnizony poziom glikogenu
w poréwnaniu z mig¢sem $win niepoddanych gltodéwce, a traktowanych w ten sam
sposob. Przybylski i wsp. [41] wykazali, ze $rednio ok. 20 + 30 % glikogenu migsnio-
wego jest zuzywane podczas stresu zwigzanego z postepowaniem przedubojowym.

Wzajemny kontakt zwierzat pochodzacych z réznych stad prowadzi do walk, kto-
re wplywajg na zmniejszenie glikogenu i wzrost pH,4 w migs$niach. Ubdj bezposrednio
po przyjezdzie do rzezni prowadzi do zwigkszonej czgstosci wystgpowania migsa PSE
[13]. Stres wywotany krotkotrwatym przebywaniem w rzezni powoduje wzrost tempe-
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ratury ciata i obnizenie pH migéni jeszcze zywych zwierzat [12]. Mozna korzystnie
wplynac¢ na jakos$¢ migsa poprzez zastosowanie odpowiedniego wypoczynku przedubo-
jowego zywca. Wydtuzenie tego czasu ponad 30 min do 1,5 h wigzato si¢ ze wzrostem
pHa4 z 5,6 do 5,75 [5]. W mig$niach $win poddanych gloddéwce i przetrzymywanych
w pomieszczeniach rzezni przez 23 h Sterten 1 wsp. [50] stwierdzili wyzszy poziom
glikogenu w pordéwnaniu z grupa, ktorej czas pobytu wynosit 1,5 h. Pobyt zwierzat
w magazynie zywca mozna traktowa¢ jako odpoczynek po stresie zwigzanym z trans-
portem, umozliwiajagcy uzyskanie rownowagi metaboliczne;.

W uboju $win stosuje si¢ dwie metody: oszotomienie pradem elektrycznym i za-
stosowanie CO,. Obydwie metody przyczyniaja si¢ do wystapienia stresu u zwierzat.
Oszotomienie za pomocg pradu elektrycznego wptywa na wzrost poziomu katechola-
min i zwigkszong aktywno$¢ miesniowa [51, 52]. W przypadku oszotomienia za po-
moca CO, obserwuje si¢ szybsze obnizenie pH i zmniejszong zdolnos¢ wigzania wody
w migsie. Natomiast nie wykazano réznic pod wzgledem pH,, pomigdzy obiema me-
todami [8, 9].

W przypadku bydta, w wyniku stresu zwigzanego z postgpowaniem w rzezni do-
chodzi do wzrostu poziomu glikokortykosteroidow i katecholamin, co jest przyczyna
intensywnej glikogenolizy powodujacej wzrost poziomu glukozy i mleczanéw we krwi
[21, 48]. Poziom mleczanow zostal zaproponowany przez Brooma [7] jako kryterium
fizycznego stresu i zmgczenia transportowanych zwierzat, a poziom glukozy — jako
parametr wskazujacy na obecno$¢ czynnikow stresowych [2, 3, 7]. Innymi wskazni-
kami odzwierciedlajgcymi wptyw stresu przedubojowego s3: obnizona zdolnos$¢ wig-
zania wody 1 mniejsza krucho$¢ miesa [14]. Interwencje ograniczajace poziom stresu
u zwierzat mogg przyczynic si¢ do poprawy jakosci migsa [38].

Szybko$¢ schiadzania tusz po uboju

Szybkos¢ schtadzania migsa po uboju jest czynnikiem wplywajacym na proces
glikolizy post mortem. Hannula i wsp. [19] stwierdzili mozliwo$¢ wystapienia skurczu
wlokien migsniowych, powodujgcego niekorzystny wzrost twardo$ci migsa, tzw.
skurcz chtodniczy. Obserwowany jest wtedy, gdy temperatura mig¢$ni wyniesie ponizej
7 °C, przy zachowanym ATP w migsie. Moze to mie¢ miejsce, gdy pH bedzie si¢
utrzymywato na poziomie wyzszym anizeli 5,7. Obnizenie temperatury z 40 do 4 °C
wywotuje istotne obnizenie aktywnosci GDE 1i jest przyczyng spowolnienia glikogeno-
lizy i glikolizy [55]. Potwierdzaja to badania Zyberta i wsp. [57], ktorzy wykazali
wplyw szokowego wychtadzania pottusz wieprzowych na spowolnienie poubojowej
glikogenolizy, co znalazto swoje odzwierciedlenie w wyzszej wartosci koncowego pH
[57]. Podobne wyniki w odniesieniu do wyzszego pH w migsie szokowo wychtadza-
nych péltusz wieprzowych uzyskali Josel i wsp. [24]. Ponadto szybkie schiadzanie
moze powodowaé wystapienie ciemnej obwodki ,,heat ring”, gdyz w pierwszej kolej-
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nosci ozigbianiu ulegajg powierzchowne warstwy migsa [36]. Beecher 1 wsp. [4]
stwierdzili nizsze pH mig$nia potsciggnistego, gdy temperatura przechowywania wy-
nosita 37 °C w poréwnaniu z 4 °C. Podobne rezultaty uzyskali Kyla-Puhju i wsp. [31],
ktorzy stwierdzili brak aktywnosci GDE w temp. 25 °C w m. masseter, podczas gdy
w m. longissimus dorsi obserwowano aktywno$é GDE. Swiadczy¢ to moze o tym, ze
w czerwonym migéniu obniZzenie temperatury wczesniej inaktywuje GDE, hamujgc
tym samym glikogenolizg.

Podsumowanie

Na poziom glikogenu migsniowego wplywajg czynniki srodowiskowe, takie jak:
zywienie, warunki hodowlane, aktywno$¢ fizyczna, warunki transportu, czas i warunki
przebywania w magazynie zywca, przedubojowa gltodowka i sposob uboju. Do zwigk-
szenia zawartosci glikogenu mig§niowego przyczynia si¢ regularna aktywnos$¢ fizyczna
zwierzat rzeznych. Natomiast wysitek przed ubojem wywoluje obnizenie catkowitego
poziomu glikogenu. Zmniejszenie zapasow glikogenu mozna osiaggng¢ réwniez po-
przez glodzenie przedubojowe lub zastosowanie diety polegajacej na zmniejszeniu
zawartos$ci tatwo strawnych weglowodandow. Podobny efekt redukcji zapasoéw glikoge-
nu jest wynikiem stresu spowodowanego postepowaniem przedubojowym. Istotnym
problemem jest wystgpowanie wadliwego mig¢sa klasyfikowanego jako DFD i PSE. Na
uzyskanie mig¢sa o obnizonej jakosci wplyw maja niekorzystne czynniki zwigzane
z transportem, m.in. gestos¢ zatadunku oraz uboj bezposrednio po przyjezdzie.

Wiedza dotyczaca mozliwosci ksztaltowania poziomu glikogenu umozliwia row-
niez ksztattowanie jako$ci migsa. Jak wykazano w pracy, modyfikacja niekorzystnych
czynnikow $rodowiskowych przyczynia si¢ do poprawy jakosci konsumenckiej i tech-
nologicznej migsa oraz ogranicza straty zwigzane z wystepowaniem mi¢sa wadliwego.
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Rozporzadzenie Rady (WE) nr 1/2005 z dnia 22 grudnia 2004 r. w sprawie ochrony zwierzat pod-
czas transportu 1 zwigzanych z tym dzialan oraz zmieniajace dyrektywy 64/432/EWG i 93/119/WE
oraz rozporzadzenie (WE) nr 1255/97.

IMPACT OF ENVIRONMENTAL FACTORS ON GLYCOGEN CONCENTRATION
IN MUSCLES OF SLAUGHTER ANIMALS

Summary

Defective meat causes economic losses for the meat industries. Biochemical changes occurring post
mortem in meat depend, mainly, on the glycogen content. A post mortem non-converted part of glycogen
that remains in muscles is called a residual glycogen. The residual glycogen affects the quality of meat. In
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the paper, the impact is presented of selected environmental factors on the glycogen content in muscles of
slaughter animals. The structure of glycogen and its role in shaping up the meat quality are discussed. The
factors are described, which impact the post mortem glycogenolysis. The effect is comprehensively dis-
cussed of physical activity, nutrition, pre-slaughter fasting, transport as well as of the treatment of animals
prior to slaughter on the glycogen concentration in muscles. Those issues are included that refer to mental
and physical stresses at various steps of pre-slaughter proceedings as is their effect on the metabolism of
muscles and the reserves of glycogen in muscles. Furthermore, the effect is shown of chilling rate of car-
casses after slaughter on the course and extent of post mortem glycogenolysis. In order to achieve a higher
meat quality, it is required to take multidirectional actions in the domain of genetic selection, optimization
of breeding conditions, and ante mortem treatment of animals.

Key words: post mortem changes, glycogenolysis, glycogen, residual glycogen, pH, meat quality



ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2015, 1 (98), 49 — 57

DOI: 10.15193/zntj/2015/98/004

KINGA KROPIWIEC, MAREK BABICZ, EWA SKRZYPCZAK

CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA PODROBOW
WIEPRZOWYCH UZYSKANYCH Z TUCZNIKOW
0 ZROZNICOWANYM GENOTYPIE RYRI

Streszczenie

Podroby wieprzowe zaliczane s3 do grupy jadalnych ubocznych surowcow rzeznych. Ze wzgledu na
duza zawarto$¢ zelaza, witamin oraz wysokowartosciowego biatka moga by¢ cennymi sktadnikami potraw
kulinarnych. Celem pracy byto okreslenie wplywu genetycznie uwarunkowanej podatnosci/odpornosci na
stres tucznikow rasy putawskiej na wybrane parametry fizyczne i chemiczne wybranych podrobow: ozora,
nerek, ptuc, watroby oraz serca.

Badania przeprowadzono na grupie 80 tucznikow rasy putawskiej (40 osobnikéow o genotypie C/C
w locus RYRI, 40 osobnikéw o genotypie C/T w locus RYRI). Polimorfizm genu RYRI okreslono metoda
PCR-RLFP. W podrobach oznaczono: pH (pHys, pHa,4), udzialt wody wolnej oraz zawartos$é: biatka, thusz-
czu 1 zwigzkéw mineralnych w postaci popiotu.

Najnizszym pHys (6,10) charakteryzowata si¢ watroba pochodzaca z tusz o genotypie C/T, natomiast
najwyzszym — (6,52) ptuca uzyskane z tusz tucznikow homozygot niepodatnych na stres (RYRI C/C). Po
24 h od uboju pH podrobdéw ulegto obnizeniu i zawieralo si¢ w zakresie: 5,68 + 6,10. Zawartos¢ biatka
w badanych elementach wynosita od 12,97 % w plucach — genotyp C/C do 19,73 % w watrobie — genotyp
C/T. Wykazano istotne réznice (p < 0,05) pomigedzy genotypami zwierzat pod wzgledem zawartosci thusz-
czu w sercu, plucach i nerkach. W wymienionych podrobach tucznikow o genotypie C/T stwierdzono
istotnie mniej (p < 0,05) tluszczu w poréwnaniu z genotypem C/C. Réznice zawartosci thuszczu w watro-
bie zwierzat o genotypie C/C (8,11 %) oraz C/T (5,62 %) byly istotne na poziomie p < 0,01.
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Wprowadzenie

Zgodnie z Polskg Normga [18, 20] podroby sg to jadalne narzady wewnetrzne oraz
inne czesci ciata zwierzat rzeznych niewchodzace w sktad tusz, pottusz i ¢wierctusz.
Cechy sensoryczne i fizykochemiczne podrobow sa odmienne.

Duzg wartoscig odzywczg charakteryzuje si¢ watroba. Jak podaja Florek 1 wsp.
[7], watroba cieleca oraz wotowa zawierajg wigcej niektorych sktadnikow mineral-
nych, np. zelaza, cynku, magnezu i wapnia niz tkanka mig$niowa. Jest ona roéwniez
cennym zrodtem witaminy A i witamin z grupy B [3]. Podrobami o korzystnym skta-
dzie zwiazkéw mineralnych i witamin sa takze: mozg, ozor, serce i nerki [16]. Sledzio-
na oraz ptuca majg nizsza warto$¢ konsumpceyjng i handlowa ze wzgledu na budowg
histologiczna.

Na jakos¢ surowca wieprzowego wplywajg zarowno czynniki srodowiskowe (wa-
runki zoohigienicze, zywienie, czynno$ci zwigzane z ubojem) [24, 28], jak rowniez
genetyczne (rasa, pte¢, typ uzytkowy) [12, 10]. Migso i tlhuszcz o wysokiej jakosci
technologicznej oraz konsumpcyjnej uzyskuje si¢ ze $win rasy putawskiej [29], dlatego
sa one wykorzystywane do produkcji wieprzowiny o pozadanych cechach sensorycz-
nych [2]. W odniesieniu do uwarunkowan genetycznych jednym z genow o istotnym
oddziatywaniu na jako$¢ migsa wieprzowego (szczeg6lnie wygladu ogodlnego, krucho-
$ci 1 soczystosci) jest gen receptora ryanodiny (RYRI) [17]. Gen RYRI zlokalizowany
jest na 6 chromosomie $wini domowej. W przypadku rasy pulawskiej wystepuja dwa
allele genu RYR1: Ci T [1]. U $win o genotypie RYRI C/T (heterozygotyczne nosiciele
mutacji genu) moga wystapi¢ klasyczne objawy stresu (PSS) przy silnym dziataniu
czynnikow stresogennych, np. w czasie zaladunku lub transportu [4]. Uwaza sie, ze
indywidualna odpowiedz immunologiczna i neuroendokrynna osobnika na stres moze
wplywac¢ na homeostaze oraz procesy metaboliczne. Dowiedziono bowiem, ze poli-
morfizm w locus RYRI wplywa na zawarto$¢ migsa w tuszy oraz ksztattuje jego jakosc
konsumpcyjna i technologiczng [13] Pojawienie si¢ u osobnikow ze zmutowanym alle-
lem genu RYRI ujemnie natadowanej cysteiny w miejsce argininy o tadunku dodatnim
powoduje przyciaganie jonéw Ca’” w okolicy kanatu wapniowego i sprzyja wydosta-
niu si¢ ich z retikulum sarkoplazmatycznego. Nadmierny wyplyw jonow Ca®* do cyto-
zolu stwarza koniecznos$¢ przemieszczania ich powrotnie do retikulum metodg tzw.
pompy wapniowej. Jest to proces wymagajacy dostarczenia energii, co powoduje
zmniejszenie zasobow ATP w komorce, a to w konsekwencji prowadzi do intensywne-
go skurczu migéni [25]. Wyzej wymienione procesy fizjologiczne majg zatem wplyw
na jakos¢ tkanki mig¢$niowej [14]. Brak jest natomiast danych dotyczacych asocjacji
polimorfizmu genu RYRI z parametrami narzadow wewnetrznych tucznikow.

Celem pracy byto okreslenie wptywu genotypu RYRI C/C 1 RYRI C/T tucznikdéw
rasy putawskiej na wybrane parametry fizyczne i chemiczne wybranych podrobow, tj.
ozora, nerek, ptuc, watroby oraz serca.
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Material i metody badan

Badaniom poddano 80 tucznikow rasy pulawskiej utrzymywanych
w gospodarstwie indywidualnym, realizujagcym Program Ochrony Zasoboéw Genetycz-
nych Swin Rasy Pulawskiej. Tuczniki (po 10 szt.) utrzymywano zgodnie
z wymaganiami dobrostanu w kojcach $ciétkowych o powierzchni 1,1 m?*/szt. Osobniki
zywione byly mieszanka peloporcjowg zawierajaca 15 % biatka, 2,2 % thuszczu,
5,5 % wilokna oraz 12,7 MJ energii metabolicznej. Do badan wytypowano tuczniki
o zidentyfikowanych genotypach w locus RYRI: C/C — osobniki niepodatne na stres
(40 szt.), C/T — osobniki czgsciowo wykazujace podatnos¢ na stres przy dziataniu sil-
nych czynnikow stresogennych (40 szt.). Liczba genotypow RYRI C/C i RYRI C/T
oraz rozktad ptci w kazdej grupie wynosity 1 : 1. Materiat biologiczny do izolacji DNA
stanowily cebulki wlosowe tucznikow. Izolacja DNA zostata przeprowadzona przy
uzyciu zestawu Sherlock AX (A&A Biotechnology) zgodnie z procedurg podang przez
producenta. Polimorfizm w locus RYRI okreslano metoda PCR-RLFP [8]. Do reakcji
PCR wykorzystano termocykler Engine MJ Research (PTC-200 Peltier Thermal
Cycler).

Tuczniki poddano ubojowi w zaktadach migsnych. Masa ciata tucznikow wynosi-
fa od 104,6 do 109,3 kg. Do badan laboratoryjnych pobierano: ozory, nerki, ptuca,
watroby i serca. Okreslano mase tych podrobow.

W probkach podrobow oznaczano: pHys 1 pH,s — pomiary wykonywano za pomo-
cg aparatu PH-STAR CPU, udziat wody wolnej metodg Grau’a i Hamma [9] w mody-
fikacji Pohji i Niinivaary [23] oraz zawarto$¢ sktadnikow chemicznych: biatka — meto-
da Kjeldahla w aparacie Kjeltec 2100 Foss Tecator zgodnie z PN-75/A-04018 [19],
thuszczu — metodg Soxhleta wedtug PN-ISO 1444:2000 [22] oraz zwigzkow mineral-
nych w postaci popiotu zgodnie z PN-ISO 936:2000 [21].

Za pomocg analizy statystycznej ustalono asocjacj¢ polimorfizmu w locus RYRI
z wybranymi parametrami narzadéw wewnetrznych tucznikow. Poszczegdlne genoty-
py genu RYRI odniesiono do wyzej wymienionych cech fizycznych i chemicznych
charakteryzujgcych wybrane narzady wewngtrzne.

Obliczenia w odniesieniu do genotypow i cech wybranych narzadow wewngtrz-
nych przeprowadzono, wykorzystujac pakiet statystyczny SAS. Poziom analizowanych
cech przedstawiono jako $rednie najmniejszych kwadratow (LSM), podajac jednocze-
$nie warto$¢ bledow standardowych (SE) okreslajacych wiarygodnos¢ szacunkow.

Wyniki i dyskusja

W badaniach wilasnych nie zaobserwowano statystycznie istotnego (p < 0,05;
p < 0,01) zwigzku pomigdzy polimorfizmem w locus RYR/ a masg wybranych podro-
bow wieprzowych. Jakkolwiek stwierdzono, ze $rednia masa poszczegdlnych podro-
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bow uzyskanych z osobnikéw o genotypie C/T w locus RYRI byla mniejsza niz masa
analogicznych elementéw pozyskanych z tucznikow o genotypie C/C (tab. 1).

Tabela 1. Masa podroboéw wieprzowych w zaleznosci od genotypu genu RYRI
Table 1.  Weight of pork offal depending on the genotype of RYRI gene

Podroby wieprzowe Genotyp Masa / Weight [g]

Pork offal Genotype LSM SE
Ozor C/T 279.,8 4,5
Tongue c/C 291,5 5,6
Serce C/T 391,3 6,3
Heart c/C 407,2 7,1
Pluca C/T 997,4 48
Lungs C/C 1012,7 63
Watroba C/T 1830,5 45,1
Liver c/C 2119,7 51,2
Nerki C/T 200,1 5,9
Kidneys c/C 202.9 6,1

Objasnienia: / Explanatory notes:
LSM - $rednia najmniejszych kwadratow / least squares mean; SE — btad standardowy / standard error.

Babicz 1 wsp. [2] nie wykazali istotnych réznic w zakresie jakosci poledwicy oraz
szynki uzyskanych z tusz tucznikdéw rasy putawskiej o odmiennej podatnosci na czyn-
niki stresogenne, chociaz migso tucznikow o genotypie C/T charakteryzowato si¢ niz-
szym pHys 1 pHy4 oraz wigkszg zawartoscig wody wolnej [2].

W badaniach wtasnych podje¢to probe okreslenia wpltywu podatnosci §win na
stres, na wartosci wyzej wymienionych parametrow wybranych podrobow wieprzo-
wych (tab. 2).

W Zadnym z badanych podrobow nie stwierdzono rdznic statystycznie istotnych
pomigdzy warto$ciami pH (mierzonymi 45 min i 24 h po uboju). Najnizszym pHys,
rownym 6,0 charakteryzowatla si¢ watroba pochodzgca z tusz o genotypie C/T, najwyz-
szym za$ (pH = 6,52) — ptuca uzyskane z tucznikow z grupy homozygot niepodatnych
na stres (RYR! C/C). Pomiary dokonane dobe¢ po uboju wykazaly obnizenie pH. Uzy-
skane wyniki zawieraty si¢ w granicach od 5,68 (0zor tucznikow o genotypie C/T) do
6,10 (nerki tucznikow o genotypie C/C).



CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA PODROBOW WIEPRZOWYCH UZYSKANYCH... 53

Tabela 2. Cechy fizykochemiczne podroboéw wieprzowych w zaleznosci od genotypu genu RYRI
Table 2.  Physicochemical parameters of pork offal depending on genotype of RYRI gene

Woda wolna [%]

Podroby wieprzowe Genotyp PHas pHz4 Free water [%)]

Pork offal Genotype

LSM SE LSM SE LSM SE
Oz6r C/IT 6,31 0,12 5,68 0,11 17,6 0,46
Tongue C/C 6,46 0,17 5,83 0,15 16,7 0,48
Serce C/T 6,13 | 014 | 5,71 0,19 17,22 0,29
Heart c/C 6,20 | 0,15 5,83 0,18 15,5° 0,32
Phuca C/T 6,31 0,29 5,86 0,25 18,8* 0,31
Lungs Cc/C 6,52 0,22 5,98 0,30 16,6b 0,34
Watroba C/T 6,10 0,19 5,61 0,14 19,5 0,38
Liver C/C 6,35 0,18 5,89 0,20 17,9 0,47
Nerki C/T 6,30 0,25 5,97 0,16 13,47 0,21
Kidneys c/C 6,41 | 035 | 6,10 | 0,21 11,4° 0,19

Objasnienia: / Explanatory notes:

LSM - $rednia najmniejszych kwadratéw / least squares mean; SE — btad standardowy / standard error

a, b — rozne litery oznaczaja roznice statystycznie istotne w obrebie analizowanego parametru charaktery-
zujacego wybrane podroby (p < 0,05) / different letters mean statistically significant differences within the
parameter analyzed selected pork offal (p < 0.05).

Wedtug Dolatowskiego i wsp. [6] pH wptywa na zdolnos¢ wigzania wody przez
dany migsien. Wyniki badan wilasnych (tab. 2) dowiodty, ze zawartos¢ wody wolnej
byta ksztattowana rowniez przez genotyp genu RYRI. We wszystkich elementach po-
chodzacych z tucznikow rasy putawskiej o genotypie C/C, w poroéwnaniu z podrobami
tucznikéw o ukladzie alleli C/T stwierdzono zmniejszenie zawarto$ci wody wolnej, co
jest zbiezne z wynikami Silveiry i wsp. [27]. Istotne roznice statystyczne (p < 0,05)
stwierdzono w przypadku pluc, nerek oraz serca. Roznice zawartosci wody wynosity
odpowiednio [%]: 2,2, 2,0 oraz 1,7, z korzyscia dla podrobow uzyskanych z tusz tucz-
nikow homozygotycznych RYRI C/C.

Atrakcyjnos¢ konsumpcyjna wyrobu ksztalttowana jest przez udzial w nim pod-
stawowych sktadnikow chemicznych [26]. Zawarto$¢ biatka, tluszczu oraz popiotu
wpltywa jednoczesnie na jakos$¢ technologiczng surowcow zwierzecych [5]. Jak wyka-
zali Jankowiak i wsp. [11], mutacja w genie RYRI oddziatywata na zawartos¢ thuszczu
w migsie $§win rasy zlotnickiej pstrej. Migso z tusz tucznikéw o genotypie RYRI C/T
zawieralo ok. 2,31 % thuszczu, natomiast migso tucznikéw o genotypie RYR1 C/C za-
wierato mniej tego sktadnika, tj. ok. 2,17 %. Z badan wtasnych wynika, ze polimor-
fizm w locus RYRI oddziatywal na zawarto$¢ ttuszczu w podrobach tucznikdéw rasy
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putawskiej (tab. 3). Istotne roznice statystyczne (p < 0,05) zaobserwowano w odniesie-
niu do serca, pluc oraz nerek. Pomiedzy genotypami C/T a C/C stwierdzone roznice
wynosity odpowiednio [%]: 0,72, 1,56 i 1,01. Statystyczne réznice (p < 0,01) pod
wzgledem zawarto$ci thuszczu zaobserwowano w przypadku watroby. W watrobie
7z tucznikow o genotypie C/C (8,11 % tluszczu) stwierdzono o 2,49 % wiecej thuszezu
w poréwnaniu z analogicznym elementem z tucznikéw o genotypie C/T. W odniesie-
niu do udzialu bialka oraz zawarto$ci zawigzkéw mineralnych w postaci popiotu nie
zaobserwowano réznic statystycznie istotnych. Udziat biatka w badanych elementach
wynosit od 12,97 % (phuca — genotyp C/C) do 19,73 % (watroba — genotyp C/T). Za-
warto$¢ popiotu wahata si¢ od 0,98 % (0zor z tusz tucznikow o genotypie C/T w locus
RYRI) do 1,67 % (watroba — genotyp C/C). Nalezy zaznaczy¢, ze zawartos¢ biatka
i popiolu w badanych podrobach byta zblizona do danych literaturowych, podczas gdy
zawarto$¢ thuszczu byta nieznacznie wigksza [30].

Tabela 3. Sklad chemiczny podrobdéw wieprzowych w zalezno$ci od genotypu genu RYRI
Table 3.  Chemical composition of pork offal depending on genotype of RYRI gene

Zw. miner. jako
Biatko Thuszcz popidt
?odroby Genotyp Protein Fat Mineral components
wieprzowe Genotype [%] [%] in the form of ash
Pork offal [%]
LSM SE LSM SE LSM SE
Oz6r C/T 15,13 0,51 11,18 0,29 0,95 0,01
Tongue c/C 14,79 0,46 11,85 0,30 1,01 0,03
Serce C/T 17,24 0,38 2,69 0,17 0,98 0,03
Heart c/C 16,74 0,41 3,41° 0,21 1,02 0,03
Pluca C/T 13,48 0,32 4,55% 0,15 1,05 0,04
Lungs c/C 12,97 0,42 6,11° 0,17 1,12 0,07
Watroba C/T 19,73 0,47 5,624 0,21 1,30 0,04
Liver c/C 19,58 0,45 8,118 0,25 1,67 0,06
Nerki C/T 16,35 0,41 3,30° 0,12 1,13 0,02
Kidneys c/C 16,10 0,38 431° 0,16 1,08 0,03

Objasnienia: / Explanatory notes:

LSM - $rednia najmniejszych kwadratéw / least squares mean; SE — btad standardowy / standard error

a, b; A, B — rozne litery oznaczaja roznice statystycznie istotne w obrebie analizowanego parametru cha-
rakteryzujacego wybrane podroby (p < 0,05; p < 0,01) / different letters mean statistically significant
differences within the parameter analyzed selected porc offal (p <0.05;p <0.01).
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Whioski

1.

(3]

(6]
(7]

(9]

(10]

(1]

[12]

Nie zaobserwowano zalezno$ci pomiedzy genotypem genu RYR! a masg wybra-
nych podrobdw uzyskanych ze swin rasy putawskiej.

Wartosci pHys 1 pH,4 w badanych podrobach wieprzowych nie wykazywaty istot-
nych zwigzkow z genotypami RYRI C/C i RYRI C/T.

Wykazano istotne asocjacje miedzy polimorfizmem w locus RYR/ a zawartoScia
wody wolnej w sercu, plucach i nerkach oraz zawartoscig tluszczu w sercu, ptu-
cach, nerkach (p < 0,05) i watrobie (p < 0,01).

Badane podroby tucznikow o genotypie C/T charakteryzowaly si¢ istotnie wigkszg
zawartoscig wody wolnej oraz mniejszg zawartoscia thuszczu.
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PHYSICOCHEMICAL PROFILE OF PORK OFFAL DERIVED FROM FATTENERS WITH
DIFFERENT RYR1 GENOTYPE

Summary

Pork offal are classified as edible by-products of meat derived from slaughtered animals. Owing to
a high content of iron, vitamins, and high-valued proteins, pork offal may also be valuable components of
food dishes.

The objective of the research study was to determine the effect of genetically determined stress sus-
ceptibility/resistance of Pulawska breed fatteners on some physical and chemical parameters of the select-
ed offal: tongue, kidneys, lungs, liver, and heart.

The analyses were conducted on a group of 80 Pulawska breed fatteners (40 fatteners of C/C genotype
at RYRI locus and 40 fatteners of C/T genotype at RYRI locus). The polymorphism of RYRI gene was
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determined using a PCR-RLFP method. In the offal, the following was determined: pH (pHys, pHy,);
percent content of free water as well as the contents of protein, fat, and mineral compounds in the form of
ash.

The liver derived from the carcasses of fatteners with the C/T genotype was characterized by the low-
est value of pHys (6, 10) whereas the lungs derived from the fatteners in the group of homozygotes that
were not stress-sensitive (RYR1 C/C) were characterized by the highest pHys value (6.52). 24 hours after
slaughter, pH of offal decreased and ranged from 5.68 to 6.10. The content of protein in the elements
analyzed was from 12.97 % in the lungs of fatteners with the C/C genotype to 19.73 % in the liver of the
C/T genotype). Statistically significant differences (p < 0.05) were reported between the genotypes of the
animals as regards the content of fat in the heart, lungs, and kidneys. In the above listed offal of the fatten-
ers with the C/T genotype, the content of fat was found to be significantly (p < 0.05) lower compared to
the fatteners having the C/C genotype. Differences (p < 0.01) in the fat content in livers of animals with
the C/C genotype (8.11 % ) and C/T genotype (5.62 %) were significant at (p < 0.05).

Key words: pigs, Pulawska breed, RYRIgenotype, pork offal
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WPLYW METODY PAKOWANIA I PRZECHOWYWANIA
NA WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE MIESA KROLIKOW
ZYWIONYCH MIESZANKAMI PASZOWYMI WZBOGACONYMI
OLEJEM RYBNYM I WITAMINA E

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu zréznicowanego dodatku octanu a-tokoferolu w mieszankach
paszowych nattuszczonych olejem rybnym (2 %) na sktad kwasow tluszczowych, zawarto$¢ witamin A
i E, cholesterolu catkowitego i substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym w mig$niu najdtuzszym
grzbietu krolikéw, przechowywanym zamrazalniczo 14 1 90 dni oraz pordéwnanie sensorycznej jakosci
migsa kroliczego w zalezno$ci od metody pakowania i przechowywania. Kroliki rasy nowozelandzkiej
bialej (120 szt.) zywiono ad libitum od 35. do 90. dnia zycia granulowanymi mieszankami petnoporcjo-
wymi z udziatem: oleju rybnego (2 %) i octanu a-tokoferolu (0, 40 lub 100 mg/kg paszy). Utworzono trzy
grupy zywieniowe zwierzat. W wieku 90 dni ubojowi poddano 10 krélikow z kazdej grupy. Wykazano, ze
zawarto$¢ biatka w mie$niu najdtuzszym grzbietu byta podobna we wszystkich grupach (19,9 + 20,4 %).
Nie stwierdzono réznic pod wzglgdem zawartosci wody, ttuszczu i sktadnikow mineralnych w postaci
popiotu. Po 14 dniach zamrazalniczego przechowywania mig¢sa najmniejsza zawarto$¢ witaminy E
(3,00 pg/g) stwierdzono w migsie krolikow, ktore byly karmione mieszanka bez jej dodatku. W grupach
karmionych mieszanka z dodatkiem witaminy E jej zawarto$¢ w migsie zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem
jej zawartosci w paszy (od 4,13 do 5,14 ng/g). Zblizone tendencje utrzymywaty si¢ po 90 dniach zamra-
zalniczego przechowywania migsa. Wzbogacenie paszy w witaming E w ilosci 100 mg/kg paszy wptyngto
istotnie na zmniejszenie wartosci wskaznika TBARS w migsie po 90 dniach zamrazalniczego przechowy-
wania (0 59 %). Swiadczyto to o wolniejszym tempie utleniania lipidow miesa. Po 14 i 90 dniach prze-
chowywania stwierdzono najmniejsza zawarto$¢ cholesterolu (odpowiednio: 52,3 i 52,7 mg/100 g)
w migsie krolikow otrzymujacych w paszy 100 mg witaminy E. Wykazano, Ze ocena poszczegdlnych
wyr6znikow jakosci sensorycznej migsa byla rézna w zaleznosci od sposobu przechowywania migsa
(proznia — chtodzenie, 14 dni lub zamrazanie w woreczkach strunowych, 14 dni) i ilosci witaminy E po-
dawanej w paszy. Wyzej oceniono smak, zapach i soczysto$¢ migsa pakowanego prozniowo.

Dr hab. D. Kowalska prof. IZ, Dzial Ochrony Zasobéw Genetycznych Zwierzqt Instytut Zootechniki
Panstwowy Instytut Badawczy, ul. Krakowska 1, 32-083 Balice, prof. dr hab. A. Gugolek, Katedra Zwie-
rzqt Futerkowych i Lowiectwa, Wydz. Bioinzynierii Zwierzqt, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsz-
tynie, ul. Oczapowskiego 5, 10-719 Olsztyn, dr wet. P. Kobylarz, Powiatowy Inspektorat Weterynarii
w Siedlcach, ul. Kazimierzowska 29, 08-110 Siedlce. Kontakt.dorota.kowalska@jizoo.krakow.pl
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Stowa kluczowe: migso kroélicze, olej rybny, witamina E, przechowywanie chtodnicze i zamrazalnicze,
ocena sensoryczna

Wprowadzenie

Migso kroélicze jest wartosciowym surowcem spozywczym o cechach produktu
dietetycznego, nieobcigzonego odczynem alergicznym dla konsumenta. Material rzez-
ny w skupie w 80 % pochodzi z produkcji tradycyjnej — przyzagrodowej, wykorzystu-
jacej gtownie pasze gospodarskie.

Warto$¢ dietetyczng migsa kroliczego mozna zwigkszy¢, wzbogacajac je w sktad-
niki korzystnie oddzialujagce na organizm czlowieka, takie jak: witaminy, mikroele-
menty czy diugotancuchowe kwasy ttuszczowe (LC PUFA), gltéwnie z rodziny n-3.
Potrzeba wprowadzania tych sktadnikow do Zzywnosci wynika z czgstego ich niedoboru
w pokarmie cztowieka. Jednym ze sposobow wzbogacania migsa w wielonienasycone
kwasy tluszczowe (PUFA) z rodziny n-3 jest dodawanie do mieszanek paszowych
olejow roslinnych lub oleju rybnego [15, 18]. Wazne jest jednak utrzymanie odpo-
wiedniego wzajemnego stosunku iloSciowego pomiedzy poszczegdlnymi grupami
kwasow ttuszczowych. Wykazano bowiem, ze nadmierne spozycie kwasoéw ttuszczo-
wych z rodziny 7n-6 nie jest korzystne dla organizmu, szczeg6lnie przy matym spozyciu
kwasow z rodziny n-3 [1]. Modyfikowanie sktadu kwasow tluszczowych w kierunku
zwickszenia udziatu wielonienasyconych kwasow tluszczowych moze jednak nieko-
rzystnie wptyng¢ na jako$¢ sensoryczna, stabilno$¢ oksydacyjng i przydatnos¢ techno-
logiczng migsa. W wyniku utleniania lipidow migsa powstaje wiele zwiazkow, ktore sg
odpowiedzialne za powstawanie zjetczatego, niepozadanego zapachu i smaku, nieak-
ceptowanego przez konsumentdéw [21]. Utlenianie lipidow migsa ma takze niekorzyst-
ny wplyw na jego barwe, teksture i warto$¢ odzywcza, gdyz degradacji ulegajg NNKT
i witaminy. Badania prowadzone w kierunku mozliwosci przedtuzenia trwatosci pro-
duktéw miesnych wskazuja na koniecznos$¢ zabezpieczenia thuszczu przed utlenianiem.
Do tego celu mozna wykorzysta¢ przeciwutleniacze syntetyczne lub naturalne, do kto-
rych nalezg mig¢dzy innymi a-tokoferole, kwas askorbinowy, karotenoidy, zwigzki
fenolowe i nicktore kwasy organiczne [8].

Witamina E (tokoferol) uwazana jest za jeden z najlepszych biologicznych prze-
ciwutleniaczy. Funkcje t¢ spelnia razem z witaminami: A, C i D, bioflawonoidami oraz
selenem. Tokoferol niweluje wolne rodniki nadtlenowe, ktore odpowiadaja za uszko-
dzenie struktur komoérkowych i DNA oraz oksydacje lipidow [2, 27].

Istotny wplyw na szybko$¢ utleniania lipidow migsa majg takze czynniki ze-
wngtrzne, m.in. $wiatlo, tlen i temperatura. Energia promieniowania $wietlnego znacz-
nie skraca indukcyjny okres utleniania thuszczoéw i jest zaliczana do najsilniejszych
aktywatoroOw powstawania wolnych rodnikow. Temperatura, podobnie jak energia
swietlna, w istotnym stopniu determinuje utlenianie lipidow w wyniku stymulowania
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reakcji tworzenia si¢ wolnych rodnikow. Niskie dodatnie (4 °C) i ujemne (-10 °C) tem-
peratury przechowywania thuszczu i migsa umozliwiajag wydtuzenie okresu indukcyj-
nego, co nie oznacza jednak, ze takie zmiany nie zachodzg [10, 24].

Celem pracy bylo okreslenie wplywu 2-procentowego udziatu oleju rybnego oraz
zréznicowanego dodatku octanu o-tokoferolu (0, 40, 100 mg/kg) w mieszance paszo-
wej na sktad kwasow tluszczowych, zawartos¢ witamin A i E, cholesterolu catkowite-
g0 1 substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym w zamrozonym mig¢s$niu naj-
dhuzszym grzbietu krolikéw, po krotkim i wzglednie dlugim okresie zamrazalniczego
przechowywania oraz pordwnanie sensorycznej jakosci migsa w zaleznosci od metody
pakowania i przechowywania.

Material i metody badan

Doswiadczenie hodowlane przeprowadzono w latach 2011 - 2012 w prywatnej
fermie krolikow na terenie wojewodztwa podkarpackiego. Analizy migsa wykonywano
w Centralnym Laboratorium Instytutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badawcze-
20.

Materiat doswiadczalny stanowity kroliki nowozelandzkie biate (NB), jako rasa
typowo migsna, polecana do hodowli fermowej. Badaniami objeto 120 sztuk zwierzat
o rownym udziale plci (603 i 609). Kroliki utrzymywane byly w klatkach pigtrowych
wykonanych z siatki metalowej, po 4 sztuki jednej ptci w kazdej, w pomieszczeniu
zamknigtym, ogrzewanym. Zwierzgta odsadzane od matek w wieku 35 dni i po identy-
fikacji ptci, zwazeniu oraz indywidualnym oznakowaniu (tatuaz z oznaczeniem mie-
sigca, roku urodzenia, kolejnego numeru i grupy) umieszczano w klatkach dwukondy-
gnacyjnych. Warunki zoohigieniczne i technologiczne byly zgodne z ogdlnymi
zatozeniami dla tego rodzaju produkcji. Zwierzgta objete byty programem profilaktyki
weterynaryjnej przewidzianej dla tej grupy zwierzat.

Od 35. do 90. dnia zycia kroliki (po 40 sztuk w kazdej grupie) zywione byly ad
libitum granulowanymi mieszankami pelnoporcjowymi z 2-procentowym udziatem
oleju rybnego, wzbogaconymi witaming E, wprowadzanag w postaci octanu
a-tokoferolu wedlug ponizszego schematu:

— grupa [ — mieszanka paszowa nattuszczana olejem rybnym (2 %) + 0 mg/kg wita-
miny E,

— grupa Il — mieszanka paszowa natluszczana olejem rybnym (2 %) + 40 mg/kg wi-
taminy E,

— grupa III — mieszanka paszowa nattuszczana olejem rybnym (2 %) + 100 mg/kg
witaminy E.

Mieszanka paszowa, ktora zywione byly kroliki zawierata: susz z lucerny (25 %),
otrgby pszenne (18,6 %), Srute jeczmienna (22 %), srutg¢ kukurydziang (14 %), Srute
sojowg poekstrakcyjng (14 %), mieszanke mlekozastepcza (2 %, Pollac), olej rybny
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(2 %), fosforan paszowy (1 %), NaCl (0,4 %) oraz dodatek mineralno-witaminowy —
premiks dla krolikow (1 %) wraz z kokcydiostatykiem (robenidyna).

Wykonany na potrzeby doswiadczenia dodatek mineralno-witaminowy dla kroli-
kéw zawierat witaminy: A — 1 000 000 j.m./kg, D; — 150 000 j.m./kg, K53 — 52 mg/kg,
B, -50 mg/kg, B, — 400 mg/kg, B; — 2000 mg/kg, Bs — 786 mg/kg, Bs — 50 mg/kg, By, —
1 500 mcg/kg, biotyng — 10 000 mcg/kg, chlorek choliny — 12 500 mg/kg, kwas folio-
wy — 57 mg/kg, pierwiastki: Fe — 5 000 mg/kg, Mn — 7 500 mg/kg, Cu — 750 mg/kg,
Zn — 5000 mg/kg, I — 100 mg/kg, Co — 100 mg/kg, Se — 20 mg/kg, Ca— 33,2 %.

Olej rybny pochodzit z firmy Agro-fish Sp. z 0.0 w Gniewinie i byt otrzymywany
jako produkt uboczny o zawartosci kwasoéw thuszczowych: C18:3 n-3 — 3,9 %, C20:5
n-3—8,4 %, C 22:6 n-3 - 13,6 %, C22:5 n-3 - 0,9 %.

Mieszanki paszowe zbilansowano wedtug procedur do§wiadczalnych, a zawartos¢
sktadnikow pokarmowych obliczano na podstawie ,,Zalecen zywieniowych i wartosci
pokarmowej pasz” [33]. Utrzymano na statym poziomie ilo$¢ biatka i widkna, thuszcz
pozostawiono wynikowo. Mieszanki zbilansowano réwniez pod wzglgdem poziomu
aminokwasow i sktadnikow mineralnych wedtug zalecen podanych przez Lebasa [17]
dla tej grupy zwierzat. Zawarto$¢ witaminy E w probkach gotowych pemoporcjowych
mieszanek paszowych wynosita odpowiednio w grupach: 23,12, 49,14 i 103,62 mg/kg.

Wiyniki produkcyjne okreslano na podstawie: masy ciata kazdego krolika w wie-
ku 35 1 90 dni, przyrostow masy od 35. do 90. dnia Zycia oraz zuzycia paszy na 1 kg
przyrostu masy ciala. Na ich podstawie okreslano wskaznik wydajnosci krolikow ras
miesnych, ktory pozwolit na poréwnanie wynikow produkcyjnych w poszczegdlnych
grupach zwierzat [13].

P X PC
WWPK = x100
D X ZP

gdzie:
WWPK — wskaznik wydajnosci produkcyjnej krolikdw ras migsnych,
P — przezywalno$¢ wyrazona w procentach,
PC — przyrost masy ciata od odsadzenia do konca tuczu — $rednia/l sztuke [kg],
D — okres odchowu [dni],
ZP — zuzycie paszy ogotem na 1 krélika — srednia od odsadzenia do konca tuczu [kg].
Po zakonczeniu odchowu doswiadczalnego, z kazdej grupy krolikow wybierano
losowo po 10 sztuk. Zwierzgta byty gtodzone przez 24 h, a nastgpnie poddawane ubo-
jowi. Ubdj przeprowadzano zgodnie z obowigzujgca metodyka dla krolikéw, w jedna-
kowych dla wszystkich grup warunkach technologicznych.
Po 24-godzinnym wychtadzaniu (temp. 4 °C) z tusz kréliczych wycinano mig$nie
najdtuzsze grzbietu (musculus longissimus dorsi), ktore poddawano dalszym bada-
niom, po uprzednim podzieleniu ich na pig¢ probek o tej samej masie.
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W pierwszej probce oznaczano kwasowos¢ czynng — pH po 45 min od uboju
(pHys) 1 pH po 24-godzinnym wychtodzeniu (pHy,) oraz zawartos¢: wody, bialka,
thuszczu i sktadnikéw mineralnych w postaci popiotu. Drugg probke migséni, po szczel-
nym ich zapakowaniu w strunowe torebki foliowe z folii HDPE 14/4/32, przeznaczonej
do przechowywania zywnosci, przechowywano zamrazalniczo przez 14 dni, a trzecig —
przez 90 dni w temp. -20 °C. Po okresie zamrazalniczego przechowywania w lipidach
migsa oznaczano: sktad wyzszych kwasdéw tluszczowych oraz zawarto$¢ witamin A
1 E, cholesterolu catkowitego i substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym
TBARS. Czwartg probke migéni przeznaczano do glebokiego mrozenia przez 14 dni.
Migs$nie pakowano rowniez do torebek foliowych (identycznych, jak wyzej), a nastgp-
nie umieszczano w komorze zamrazalniczej typu Minsk 15M zasilanej agregatem fre-
onowym (temp. -20 °C). Pozostate migsnie pakowano prozniowo do opakowan termo-
kurczliwych typu laminat PET PVdC/CPP firmy PABEX o wymiarach 200 x 130 mm
wykonanych z folii poliestrowej i nieorientowanej polipropylenowej o wysokiej barie-
rowosci dla gazow (przenikalnos¢ O, = 8,73 cm’/m*/24 h/0,1 MPa, C0, =
23,89 cm’/m*/24 h/0,1 MPa, H,O = 4,25 g/m*/24 h). Pakowanie prozniowe wykony-
wano w maszynie komorowej stotowej — model PP-SMG (0,15) firmy TEPRO, a na-
stepnie umieszczano w komorze chtodniczej typu Minsk 15M zasilanej agregatem
freonowym w $rodowisku powietrza atmosferycznego. Temperature (4 °C) utrzymy-
wano automatycznie za pomocg termostatu przez 14 dni przechowywania. Wilgotnos¢
wzgledna powietrza w komorze wynosita od 40 do 50 %. Po zakonczeniu okresu
chtodniczego 1 zamrazalniczego przechowywania mig¢so poddawano analizom, przy
czym mig¢so zamrozone rozmrazano przed badaniami w temp. 1 °C przez 24 h.

Pomiary pH migsa wykonywano zawsze w $rodkowej czegsci migsnia najdtuzszego
grzbietu (m. longissimus dorsi) za pomoca mikroprocesorowego pH-metru CyberScan
PH 10 PMMV METER.

Zawarto$¢ wody oznaczano zgodnie z PN-ISO 1442:2000 [37], ttuszczu — metoda
Soxhleta wg PN-ISO 1444:2000 [38], biatka — metodg Kjeldahla wg PN-75/A-04018
[35], natomiast zawarto$¢ popiotu catkowitego — wg PN-ISO 936:2000 [36].

Zawartos¢ lipidow oznaczano po ekstrakcji roztworem chloroformu i metanolu
zgodnie z metodg Folcha i wsp. [9]. Estry metylowe kwasow tluszczowych przygoto-
wywano wg procedury PN-EN ISO 12966-2:2011 [39]. Rozdziat i oznaczanie kwasow
thuszczowych prowadzano przy uzyciu chromatografu gazowego VARIAN 3400,
z wykorzystaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID), stosujac kolumng kapi-
larng Rtx 2330 o wymiarach 105 m X 0,32 mm x 0,2 p. Warunki analizy: temperatura
kolumny programowania w zakresie 140 - 210 °C, temp. dozownika 250 °C, gaz no$ny
hel (przeptyw 3 ml/min), nastrzyk 0,7 mcl. Do oznaczenia CLA uzyto wzorcow kwa-
sow firmy Lardon Fine Chemicals AB, a do pozostatych kwaséw — wzorcow firmy
Sigma-Aldrich.
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Stopien oksydacji thuszczu (TBARS) oznaczano metodg P 025:2001 [41] wedtug
Pikula w mg aldehydu malonowego na 1 kg migsa.

Zawarto$¢ witamin A i E oznaczano metodg chromatografii cieczowej przy uzy-
ciu aparatu firmy Merck-Hitachi, w kolumnie LiChroCART™ 250-4 Superspher™'100
RP-18 (4 mikrony), cholesterolu catkowitego — metodg kolorymetryczng [12].

Probki do oceny sensorycznej ogrzewano w wodzie zawierajacej 0,6 % chlorku
sodu (proporcja woda : migso = 1 : 2) do osiggnigcia w centrum probki temp. 85 °C. Po
obrébce termicznej probki studzono do temp. 20 £2 °C, krojono w plastry (ok. 20 g)
1 umieszczano w plastikowych pudetkach. Probki kodowano i podawano do oceny
w kolejnosci losowej. Ocene sensoryczng przeprowadzal zespot sktadajacy sie z 5 osob
o sprawdzonej wrazliwosci sensorycznej, przeszkolony zgodnie z normg PN-EN ISO
8586-2:1996 [40]. Oceniano: zapach, soczystos¢, krucho$¢, smak migsa i przeprowa-
dzano oceng ogo6lna. Zastosowano 4-punktowa skalg ocen, o nastepujacych okresle-
niach brzegowych: 5 — migso bardzo dobrej jakosci, 4 — migso dobrej jakosci, 3 — mig-
so dostatecznej jakosci, 2 punkty — mig¢so ztej jakosci.

Badania prowadzono w pomieszczeniu o temp. 20 °C, przy $wietle dziennym.
Kazdy oceniajacy otrzymywatl pomiedzy ocenami kolejnych probek gorgcg herbate bez
cukru w celu neutralizacji smaku.

Wyciek termiczny podczas gotowania okreslano z réwnania:

masa probki przed gotowaniem — masa prébki po gotowaniu x 100

Wyciek termi %] =
yciek termiczny [%] masa probki przed gotowaniem

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie w uktadzie jedno- i dwuczynniko-
wym, stosujac analize¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ roéznic pomigdzy warto$ciami
srednimi w grupach szacowano wielokrotnym testem rozstepu Duncana na poziomie
istotno$ci p < 0,05 i p < 0,01. Obliczenia wykonywano za pomocg pakietu statystycz-
nego Statistica 7.1 PL.

Wiyniki i dyskusja

Wskaznik wydajnosci produkcyjnej krolikow (WWPK) przedstawiono w tab. 1.

Wartosci wskaznika WWPK byty zblizone we wszystkich badanych grupach i nie
stwierdzono pomiedzy nimi réznic statystycznie istotnych (p < 0,05). Wskazuje to na
brak wplywu czynnika zywieniowego na przezywalnos$¢, przyrosty dzienne i zuzycie
paszy w poszczegbdlnych grupach zwierzat.

Kwasowo$¢ czynna (pH) jako wskaznik jakosci migsa jest m.in. wyznacznikiem
ksztaltowania si¢ zmian poubojowych. W przypadku migsa kroliczego po 45 min od
uboju srednia warto$¢ pH powinna miesci¢ si¢ w granicach 6,1 + 6,8, a po 24 h 5,4 +
5,8 [15, 16]. Tempo zmniejszania wartosci pH zalezy od stanu zwierzecia w chwili
uboju — obniza si¢ szybciej, gdy zwierzg bylo zdrowe, wypoczgte, niezestresowane.
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Tabela 1. Wskaznik wydajnosci produkcyjnej (WWPK) krolikéw nowozelandzkich biatych, zywionych
zréznicowanymi paszami
Table 1.  Specific Performance Ratio (SPR) of meat of New Zealand White rabbits fed diversified feeds

Grupa zywieniowa / Diet type-based group WWPK / WWPK
1 55,1 +£6,01
2 56,9 +5,08
3 56,8 £5,55

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 40.

W prowadzonych badaniach warto$ci pHas 1 pHas migsa badanych grup miescity
si¢ w granicach przyjetych dla migsa normalnego, pozbawionego objawdw nienatural-
nej konwersji migsni do migsa (tab. 2). Podobne warto$ci pH poczatkowego migsni
krolikow rasy NB, mierzonego po 45 min od uboju, wykazali Kowalska 1 Bielanski
[14] — 6,57, Kowalska 1 wsp. [15] — 6,60 oraz Szkucik i Pyz-Lukasik [29] — 6,21. Ca-
vani i wsp. [4] oznaczyli w mig¢$niach krolikow pHa, = 5,79, Kowalska i Bielanski [14]
— 5,70, a Szkucik i Pyz-Lukasik [29] — 5,71. Zgodnie z obserwacjami Szkucika i Pyz-
Lukasik [29], tkanka mig$niowa krolikow uzyskuje pelne zakwaszenie po 12 h od ubo-
ju. Proces ten przebiega znacznie szybciej w mig$niach krolikéw niz bydta czy Swin,
ale wolniej niz kurczat brojlerow [22, 25].

Zawarto$¢ biatka w migsniu najdtuzszym grzbietu byla zblizona we wszystkich
grupach i wynosita 19,88 + 20,35 % (tab. 2). Otrzymane wyniki sa nizsze niz wartosci
podane przez Szkucika i Libelta [30] — 23,91 %, Szkucika i Pyz-Lukasik [31] - 23,9 %,
Kowalska i1 Bielanskiego [14] — 25,43 %, Cygan-Szczegielniak i wsp. [7] — 23,6 %, czy
Pla i wsp. [26] — 22,1 %. Z kolei Xiccato [32], uwzgledniajac badania réznych auto-
row, podaje, ze poziom biatka w migsie kroliczym moze ksztattowac si¢ na poziomie
18,6 + 21,9 %. Rdznice zawartosci biatka w miesie kroliczym zaleza od rasy, wieku
ubijanych zwierzat, sktadu mieszanki paszowej, czgsci anatomicznej tuszki czy same-
g0 przygotowania do uboju.

Jednym z gtownych czynnikéw decydujacych o sensorycznej jakosci migsa jest
thuszez $rodmigsniowy, ktory w przypadku krolikow sktada sie w 47,3 % z kwasow
thuszczowych nasyconych (SFA), w 35,5 % — z kwasow tluszczowych jednonienasy-
conych (MUFA) i w 17,2 % — z kwasow tluszczowych wielonienasyconych [15].
W badaniach wtasnych takze zawarto$¢ tego skladnika nie roznita si¢ istotnie
(p < 0,05) pomiedzy grupami objetymi do$wiadczeniem i wynosita 1,89 = 2,04 %.
Uzyskane wyniki wskazujg na brak wplywu witaminy E na zawarto$¢ biatka i thuszczu
w tkankach mig$ni kroliczych. Mniejsza, niz w niniejszych badaniach, zawartosc¢ thusz-
czu $rédmigsniowego w migsniu najdtuzszym grzbietu oznaczyli Pla i wsp. [26] —
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1,20 %, Lapa [19] — 1,71 %, Maj i wsp. [20] — 1,60 %, Szkucik i Libelt [30] — 1,12 %,
a wicksza jedynie Kowalska i Bielanski [14] — 2,11 %.

W poszczegolnych grupach zawarto$¢ wody w migsniu najdhuzszym grzbietu nie
roznita si¢ istotnie (p < 0,05) i zawierala si¢ w przedziale 73,40 + 74,91 %, korespon-
dujac z wynikami podawanymi przez Lape [19], Szkucika i Libelta [30] oraz Kowalska
[13].

Tabela 2. Wlasciwosci fizykochemiczne miesni (m. longissimus dorsi) krolikow nowozelandzkich bia-
tych, zywionych zréznicowanymi paszami

Table 2.  Physicochemical properties of rabbit muscles (musculus longissimus dorsi) of New Zealand
White rabbits fed diversified feeds

Cecha Grupa zywieniowa / Diet type-based group
Parameter 1 11 111
0,
Sucha masa [%] 27,140,07 27,7+0,19 27.4+0,14
Dry matter [%]
Biatko [%
iatko [%] 20,0 £0,18 19,9+ 0,12 20,4 +0,20
Protein [%]
Woda [%]
74,9 +2,38 73,4 41,43 73,7+ 1,46
Water [%]
Tt %
uszez [%] 2,04+0,11 1,95+0,12 1,89 + 0,09
Fat [%]
H
PHas 6,52 +0,18 6,59 0,12 6,62 +0,16
pHas
H
Pt 5,62 +0,12 5,73+0,17 5,69+0,11
pHay

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 10.

Po przeprowadzeniu dwuczynnikowej analizy wariancji stwierdzono wplyw
dwodch czynnikdéw: wielkosci dodatku witaminy E i czasu przechowywania migsni (14
1 90 dni) na zawarto$¢ wybranych kwasoéw tluszczowych (tab. 3). Biorgc pod uwage
wplyw wielkosci dodatku witaminy E, istotne réznice (p < 0,01) pomigdzy grupami
dotyczyty kwasow: oleinowego (C18:1) oraz (p < 0,05) linolenowego (C18:3), arachi-
donowego (C20:4), EPA (C20:5), DHA (C22:6) i stosunku kwasow PUFA n-6/n-3. Za
korzystne nalezy uzna¢ istotne (p < 0,05) zmniejszenie wartosci stosunku kwasow
PUFA n-6/n-3 w migéniach krolikow otrzymujacych w mieszance paszowej 100 mg/kg
witaminy E. Czas przechowywania mi¢$ni rowniez modyfikowal zawartos¢ niektorych
kwasow. Miat istotny (p < 0,01) wptyw na poziom kwasow: palmitynowego (C16:0),
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oleinowego (C18:1), linolowego (C18:2), arachidonowego (C20:4), EPA (C20:5),
SFA, UFA/SFA, PUFA, PUFA n-6, PUFA/SFA i PUFA n-6/n-3. Istotng (p < 0,05)
interakcje — wielko$¢ dodatku witaminy E x czas przechowywania — stwierdzono
w przypadku kwasu stearynowego (C18:0) zaliczanego do tzw. kwasow hipercholeste-
rolemicznych.

Pieszka i wsp. [23] w badaniach dotyczacych drobiu wykazali, Zze nawet przy za-
wartosci witaminy E réwnej 240 mg/kg paszy, niezaleznie od rodzaju uzytego thuszczu
w mieszance (smalec — 5 % lub olej stonecznikowy — 5 %), w migsniach piersiowych
kurczat obserwuje si¢ istotny wzrost zawartosci kwasu stearynowego (C18:0). Korele-
ski i Swiatkiewicz [11] stwierdzili, niezaleznie od rodzaju przeciwutleniacza uzytego
do mieszanek, zwickszenie zawartos$ci tego kwasu (p < 0,05) w mig¢$niach piersiowych
kurczat przechowywanych w zamrozeniu przez 6 miesigcy.

Zhang i1 wsp. [34] za optymalny poziom suplementacji pasz octanem a-tokoferolu
uznali 80 mg/kg, juz bowiem ta ilo$¢ istotnie poprawiata krucho$¢ migsa i znaczaco
opo6zniata utlenianie lipidow migsa. Selim 1 wsp. [28] badali straty witamin oraz zmia-
ny profilu wyzszych kwasow tluszczowych przy réznych dodatkach w paszy: witaminy
E (0, 40, 80 mg/kg) i C (0, 200, 400 mg/kg) lub zwickszonej ilosci obu witamin (40 E
1200 C, 80 E 1400 C), podczas przechowywania migsa w temp. -20 °C przez 10 lub 20
dni. Stwierdzili oni istotny (p < 0,01) wpltyw witaminy E na zawarto$§¢ kwasow PUFA,
zwlaszcza linolowego 1 linolenowego, ktorych ilo$¢ zaréwno po 10, jak i po 20 dniach
zamrazalniczego przechowywania wzrosta w stosunku do grupy kontrolnej (bez dodat-
ku witamin). Corino i wsp. [6] wykazali przy zwi¢ckszonej suplementacji pasz witami-
ng E (z 60 do 240 mg/kg) istotny (p < 0,01) wzrost zawartosci kwasu oleinowego i tym
samym sumy kwasoéw jednonienasyconych, natomiast nizszy poziom kwasow wielo-
nienasyconych.

Najnizsze wartosci TBARS po 90 dniach zamrazalniczego przechowywania mig-
sa stwierdzono w grupie III (0,41), w ktorej zwierzeta otrzymywaty 100 mg witaminy
E na kg w paszy, najwyzsze za§ w grupie 1 (0,72), w ktorej nie byta ona podawana
(tab. 4). Pomiedzy grupg III a I réznice byly statystycznie istotne (p < 0,01). Niska
warto$¢ wskaznika TBARS w grupie III, po 90 dniach przechowywania mozna wigzac¢
z wysokim poziomem witaminy E w migsie, ktéra jest naturalnym przeciwutleniaczem
chronigcym lipidy mig¢sa przed procesami utleniania. Podobne wyniki uzyskali Kowal-
ska 1 wsp. [15], badajac wplyw 3-procentowego dodatku oleju rybnego i zréznicowa-
nego poziomu witaminy E na jako$¢ migsa kroliczego. W grupie otrzymujacej zwick-
szony do 60 mg/kg dodatek witaminy E w mieszance paszowej, wskaznik TBARS
zardbwno po 14, jak i 90 dniach zamrazalniczego przechowywania migsa przyjmowat
najnizsze wartosci (odpowiednio: 0,48 1 0,66 mg/kg).
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W grupie I, w poréwnaniu z II i III, zardbwno po 14, jak i po 90 dniach przecho-
wywania mi¢sa w komorze zamrazalniczej oznaczono mniej witaminy A (p < 0,01).
Miato to zwigzek z niskim poziomem witaminy E, ktora zapobiega utlenianiu witami-
ny A.

Ilo$¢ witaminy E zgromadzonej w tkankach jest determinowana jej zawarto$cig
w paszy. W doswiadczeniu, wzrastajacy dodatek witaminy E do paszy wptywal na
zwigkszenie jej zawartosci w migsie. Po 14 dniach zamrazalniczego przechowywania
migsa istotne roznice (p < 0,01) wykazano pomigdzy grupa I a III oraz pomiedzy II
alll (p < 0,05). Po 90 dniach réznice pomiedzy wszystkimi grupami byly istotne
(p<0,01).

Tabela 4. Wskaznik TBARS w migsie krolikow nowozelandzkich biatych, zywionych zréznicowanymi
paszami, po 14 i 90 dniach zamrazalniczego przechowywania [mg aldehydu malonowego/kg
probki], zawarto$¢ cholesterolu [mg/100g] oraz witamin A [ug/g] i E [ug/g]

Table 4. TBARS indicator in meat of New Zealand White rabbits fed diversified feeds after 14 and 90
days of frozen storage [mg of malonaldehyde/kg of sample], contents of cholesterol [mg/100
g] and vitamins A [pg/g] and E [ug/g]

Cecha DGrupa zywieniowa
Parameter iet type-based group
i 11 11

TBARS | 4inidavs 0,32 + 0,04 0,27 + 0,06 0,27 + 0,07
TBA-RSo0dui/days 0,69 + 0,34 0,56+ 0,15 0,41%°+ 0,10
Cholesterol catkowity* 60,8* £ 0,91 57,48 +£334 533%+1,63
Total cholesterol

Cholesterol catkowity** 61,34 +0,85 56,48 + 328 52,78+ 1,56
Total cholesterol

Witamina A*/Vitamin A 0,09% + 0,01 0,16%¢ + 0,05 0,19+ 0,01
Witamina A**/Vitamin A 0,09% + 0,01 0,16°C + 0,05 0,18+ 0,01
Witamina E*/Vitamin E 3,00% + 0,33 4,13B“* + 0,37 5,14 + 0,55
Witamina E**/Vitamin E 2,624+ 0,26 3,855+ 0,30 5,14+ 0,52

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stand-
ard deviations; n = 10; Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w wierszach rdznig si¢ statystycznie
istotnie na poziomie: A, B—p <0,01; a, b—p < 0,05/ mean values in lines and denoted by different letters
differ statistically significantly at: A, B—p <0.01; a, b—p <0.05;

* — zawarto$¢ cholesterolu oraz witamin A i E w tkance migéniowej po 14 dniach zamrazalniczego
przechowywania / contents of cholesterol and vitamin A and E in muscle tissue after 14 days of frozen
storage

** — zawarto$¢ cholesterolu oraz witamin A i E w tkance mig$niowej po 90 dniach zamrazalniczego prze-
chowywania / content of cholesterol and vitamin A and E in muscle tissue after 90 days of frozen storage.

Najmniejszg zawarto$¢ cholesterolu zarowno po 14, jak i 90 dniach zamrazalni-
czego przechowywania migsa (odpowiednio: 53,3 i 52,7 mg/100 g) stwierdzono
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w migsie krolikow otrzymujacych w paszy 2-procentowy dodatek oleju rybnego
1 100 mg witaminy E/kg paszy, najwigksza — w grupie otrzymujacej olej rybny bez
dodatku witaminy E (odpowiednio: 60,8 i 61,3 mg/100 g). Wskazuje to na dodatni
wplyw zwigkszonego dodatku witaminy E na poziom cholesterolu w migsie tych zwie-
rzat. Badania nad zawartoScig cholesterolu catkowitego prowadzone przez Szkucika
1 Pyz-Lukasik [31], Bielanskiego i wsp. [3] oraz Kowalska [13] wskazujg na dos¢ duze
roznice pod wzgledem jego zawarto$ci w migsie kroliczym, a jego poziom moze by¢
determinowany wieloma czynnikami (m.in. rasg, rodzajem migénia czy masg prze-
dubojowg zwierzat).

Tabela 5. Wyciek termiczny i wyniki oceny sensorycznej migsa krolikow nowozelandzkich biatych,
zywionych zréznicowanymi paszami, determinowane zawarto$ciag witaminy E w dawce po-
karmowej oraz sposobem pakowania i przechowywania probek

Table 5. Thermal loss and results of sensory evaluation of meat of New Zealand White rabbits fed
diversified feeds depending on vitamin E content and methods of packaging and storing sam-
ples

Wyciek Wskaz’r‘ﬂ‘k L.

Czynnik termiczny Zapach Smak Soczystos¢ Kruchos¢ Sensoryezng) Ja'kosm

Factor Thermal loss | Aroma | Flavour Juiciness Tenderness . catkowitcj
(%] Indicator of OVFrall
sensory quality
Dodatek witaminy E (A) / Vitamin E supplement (A) [mg/kg]
0 27,6a 4,10 4,00 4,25™ 4,50" 4,21%
+2,77 +0,23 +0,53 +0,28 +0,07 +0,25
40 26,5 4,45% | 445° 435° 4,40° 441"
+2,18 +0,28 +0,28 +0,16 +0,13 +0,21
100 26,7% 4,55% | 4,58¢ 4,45% 4,50* 4,52¢
+2,44 +0,14 +0,13 +0,28 +0,06 +0,12
Sposdb pakowania i przechowywania: (B) / Packaging and storage method: (B)
A 29,0 420" 4,06" 4,13% 4,43° 4,21%
+0,96 +0,25 +0,44 +0,14 +0,12 +0,19
AA 24,88 4,538 4,628 4,578 4,50 4,558
+1,42 +0,22 +0,14 +0,13 +0,06 +0,12
Istotno$¢ efektow gtéwnych i interakeji (P) / Significance of effects and interaction (P)

A 0,055 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AxB 0,834 0,000 0,000 0,042 0,000 0,000

Objasnienia: / Explanatory notes:

A — mrozenie w strunowych torebkach foliowych / freezing in plastic zip lock bags; AA — pakowanie
prozniowe / vacuum packaging; W tabeli przedstawiono wartoséci $rednie + odchylenia standardowe /
Table shows mean values and standard deviations; n = 10; Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami
w kolumnach rdznig si¢ statystycznie istotnie na poziomie: A, B — p <0,01; a, b — p < 0,05 / mean values
in lines and denoted by different letters differ statistically significantly at: A, B—p<0.01;a,b—p <0.05.



70 Dorota Kowalska, Andrzej Gugotek, Pawet Kobylarz

Po przeprowadzeniu dwuczynnikowej analizy wariancji wykazano wpltyw czyn-
nikow: dodatek witaminy E i sposob pakowania oraz przechowywania migsni na oceng
jako$ci sensorycznej migsa i wyciek termiczny (tab. 5). Zréznicowany dodatek wita-
miny E w dawce pokarmowej mial istotny (p < 0,01) wptyw na zapach, smak, soczy-
stos¢, kruchos¢ 1 wskaznik sensorycznej jakosci catkowitej migsa oraz ubytek cieplny
(p < 0,05). Natomiast sposob pakowania i przechowywania miat istotny (p < 0,01)
wplyw na wyciek termiczny, zapach, smak, soczystos$¢ i wskaznik sensorycznej jakosci
catkowitej oraz na krucho$¢ migsa (p < 0,05). Istotne interakcje (p < 0,01): wielko$¢
dodatku witaminy E X sposdb pakowania i przechowywania) stwierdzono w przypadku
zapachu, smaku, kruchosci 1 wskaznika sensorycznej jakosci calkowitej, natomiast na
poziomie p < 0,05 w przypadku soczystosci.

Wyniki badan pozwalaja na stwierdzenie, ze obydwa badane czynniki (wielkos¢
dodatku witaminy E oraz sposob pakowania i przechowywania) mialy istotny wptyw
na koncowa ocene migsa kroliczego. Najwyzej oceniono probki migsa pochodzace
z krolikow NB otrzymujacych w mieszance paszowej 100 mg/kg witaminy E, pakowa-
ne prozniowo. Wyniki te sg potwierdzeniem wielu badan wskazujacych, ze zmiany
oksydacyjne i hydrolityczne lipidow zachodzace podczas przechowywania niewtasci-
wego dla danego gatunku mig¢sa oddziatujg w niekorzystny sposob na jego cechy sma-
kowo-zapachowe.

Chwastowska-Siwiecka i wsp. [5] stwierdzili, ze mi¢$nie ud kroéliczych pakowane
prézniowo i przechowywane chtodniczo przez 10 dni sensorycznie oceniono wyzej za
zapach, soczysto$¢, krucho$¢ i smakowito§¢ w porownaniu z migsem pakowanym
w atmosferze gazow ochronnych oraz z mi¢gsem mrozonym.

Istotnym problemem w przypadku mig¢sa przechowywanego w warunkach chtod-
niczych i zamrazalniczych, a nastgpnie poddanego dziataniu wysokiej temperatury, sg
ubytki jego masy spowodowane wyciekiem soku (w trakcie przechowywania, jak
1 obrobki termicznej). Jest to bardzo wazny parametr, poniewaz produkty wytworzone
z mi¢sa wodnistego cechujg si¢ mniejszg soczystoscig, niekorzystnymi cechami tekstu-
ry oraz gorszg smakowito$cig. Wraz z wyciekiem tracone sa roéwniez witaminy, wolne
aminokwasy oraz niskoczasteczkowe peptydy bedace prekursorami smakowitosci.
W niniejszych badaniach stwierdzono istotnie mniejszy (p < 0,01) wyciek termiczny
migsa pakowanego prézniowo w poroOwnaniu z mi¢gsem przechowywanym zamrazalni-
czo. Moze to $§wiadczy¢ o mniejszym naruszeniu integralnosci bton komodrkowych
1 ostabieniu utrzymywania wody przez miofilamenty w trakcie takiego przechowywa-
nia.
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Whioski

1.

(1]

(3]

(6]

(7]

W migsie krolikow nowozelandzkich Zzywionych zrdéznicowanymi paszami nie
stwierdzono potwierdzonych réznic pod wzgledem zawartosci biatka, wody, thusz-
czu i sktadnikow mineralnych w postaci popiotu.

Po 14 dniach przechowywania migsa kroliczego w warunkach zamrazalniczych
najmniejszg zawartos¢ witaminy E stwierdzono w migsie zwierzat nicotrzymuja-
cych jej dodatku w paszy, w pozostatych wzrost byt zalezny od jej dawki w mie-
szance. Zblizone tendencje utrzymywaty si¢ po 90 dniach zamrazalniczego prze-
chowywania.

Najnizsze wartosci TBARS po 90 dniach zamrazalniczego przechowywania mig¢sa
kroéliczego stwierdzono w grupie zwierzat otrzymujacych 100 mg/kg witaminy E
w paszy, ktora jako naturalny przeciwutleniacz chronita lipidy mig¢sa przed proce-
sami utleniania.

Najmniejszg zawartos¢ cholesterolu po 14 i 90 dniach zamrazalniczego przecho-
wywania (odpowiednio: 52,3 i 52,7 mg/100 g) wykazano w migsie krolikow
otrzymujacych w paszy 100 mg witaminy E.

Ocena poszczegdlnych wyroznikow jakosci sensorycznej migsa (zapach, smak,
soczystos¢, kruchos¢) roznita sie¢ w zaleznosci od ilosci witaminy E podawanej
W paszy oraz sposobu pakowania i przechowywania probek. Wyzej oceniono mig-
sa pakowanego prézniowo.
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EFFECT OF PACKAGING AND STORAGE METHOD ON PHYSICOCHEMICAL
PROPERTIES OF MEAT OF RABBITS FED FEED MIXTURES ENRICHED WITH FISH OIL
AND VITAMIN E

Summary

The objective of the study was to determine the effect of diversified alpha-tocopherol acetate supple-
ment in fish oil-enriched (2 %) feed mixtures on fatty acid composition, content of vitamins A and E, total
cholesterol, and thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) in the rabbit longissimus dorsi muscle
frozen-stored for 14 days and 90 days as well as to compare the sensory quality of rabbit meat depending
on the packaging and storage method. From 35 to 90 days of their age, New Zealand White rabbits (40
animals per group) were fed ad libitum complete pelleted feed mixtures that contained 2 % of fish oil and
alpha-tocopherol acetate (0.40 or 100 mg/kg). Three groups of fed animals were made. At 90 days of age,
10 rabbits from every group were slaughtered. It was proved that the content of protein in the longissimus
dorsi muscle was similar in all the groups (19.9 + 20.4 %). There were reported no differences in the
contents of water, fat, and mineral components in the form ash. After 14 days of frozen storage of meat,
the level of vitamin E (3.00 pg/g) was the lowest in the meat of rabbits fed the unsupplemented feed
mixture. In the groups of rabbits fed the feed supplemented with vitamin E, its content in the meat in-
creased with the increasing supplementation of vitamin E in the diet (from 4.13 to 5.14 ug/g). Similar
trends remained after 90 days of the frozen storage of meat. Enriching the feed with 100 mg/kg of vitamin
E had a significant (p < 0,05) effect on the decreased value of TBA-RS indicator of meat after 90 days of
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frozen storage (by 59 %). This fact was proof of a slower lipid oxidation rate in meat. After 14 and 90
days of storage, the cholesterol value was reported to be the lowest (52.3 and 52.7 mg/100 g, respectively)
in the meat of rabbits fed the feed supplemented with 100 mg of vitamin E. It was proved that the individ-
ual scores of the meat sensory quality differed depending on the storage method (vacuum packaging -
refrigeration for 14 days or freezing in zip lock bags for 14 days) and on the amount of vitamin E adminis-
tered in the feed. The flavour, aroma, and juiciness of vacuum packed meat were rated with higher scores.

Key words: rabbit meat, fish oil, vitamin E, refrigerated and frozen storage, sensory evaluation
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WARTOSC UZYTKOWA 1 JAKOSC FILETOW RYB
KARPIOWATYCH (CYPRINIDAE) UTRZYMYWANYCH
W POLIKULTURZE

Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie wartosci uzytkowej i jakosci filetow trzech gatunkéw ryb karpiowa-
tych: karpia zwyczajnego (Cyprinus carpio L.), amura biatego (Ctenopharyngodon iddela Val.) i tolpygi
pstrej (Aristichtys nobilis Rich.), utrzymywanych w polikulturze. Ryby pozyskano ze stawow rybackich
w woj. lubelskim. Analizowano wymiary morfometryczne, mas¢ i udziat elementéw ciata, wtasciwosci
fizykochemiczne (pH, przewodnos$¢ elektryczng wlasciwa, barwe) oraz chemiczne migsa (woda, zwiazki
mineralne jako popiol, biatko, thuszcz, wybrane makro- i mikroelementy, TBARS), jak rowniez warto$¢
kaloryczng i wskaznik INQ. Ryby trzech ocenianych gatunkéw o zblizonej masie ciata (ok. 1000 g) rozni-
ty sig istotnie (p < 0,05) wymiarami (dtugoscia, wysokoscia i szeroko$cia), nie roznily si¢ natomiast masa
tuszy i filetu. Najwiekszy udziat tuszy i filetu (p < 0,05) stwierdzono w przypadku amura biatego (odpo-
wiednio: 66,5 1 48,8 %). Filet karpia zwyczajnego 24 h post mortem wykazywat istotnie (p < 0,05) najniz-
sze pH (6,69) i najwyzsza przewodno$é elektryczng (91,88 mS-cm’™") oraz byt najjasniejszy (najwyzsze L*
= 55,51), w porownaniu z filetami tolpygi pstrej (odpowiednio: pHpy = 7,31, ECoy = 2,10 mS-cm™’, L* =
52,58) i amura biatego (odpowiednio: pH,, = 7,08, EC,, = 1,33 mS-cm™, L* = 54,86). W tkance migénio-
wej amura bialego zmierzono najmniejszg warto$¢ parametru b* (-1,09). Filet tolpygi pstrej zawierat
istotnie (p < 0,01) najwiecej tluszczu (9,60 %) o najwyzszym INQ (1,45), ale jednocze$nie wykazywat
najmniejsza stabilno$é oksydacyjng lipidow (najwyzszy TBARS = 0,43 mg MDA kg tkanki mie$niowej),
w porownaniu z filetami karpia zwyczajnego i amura biatego. Istotnie (p < 0,05) najwigcej Fe
(9,97 mg'kg) i najmniej Cu (0,15 mg-kg™") stwierdzono w filecie karpia.

Stowa kluczowe: karp, amur, tolpyga, polikultura, warto$¢ uzytkowa, filet, jakosé
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Wprowadzenie

Ryby mogg by¢ istotnym elementem zbilansowanej diety cztowieka, gdyz dostar-
czajg m.in. niezb¢dnych nienasyconych kwasow thuszczowych, pelnowarto$ciowego
biatka oraz sktadnikow mineralnych [31]. W opinii konsumentdéw spozycie ryb i prze-
tworow rybnych pozytywnie wplywa na zdrowie [30], ale w Polsce wystepuje zmniej-
szenie spozycia tej grupy produktow. W 2012 roku przeci¢tna konsumpcja ryb, prze-
tworow rybnych i owocdéw morza wynosita 11,48 kg masy zywej/osobe, podczas gdy
na $wiecie spozycie to przekraczato 19 kg masy zywej/osobe [24]. Polacy najczesciej
wybieraja ryby mrozone, wedzone oraz przetwory rybne (odpowiednio: 90, 86, 85 %
wskazan) [9], chociaz obserwuje si¢ zainteresowanie konsumentow rybami §wiezymi.
W 2011 roku 39 % przebadanych osob zadeklarowato zakup $wiezych karpi, dorszy,
pstragéw, $ledzi i tososi (odpowiednio: 34, 32, 31, 17, 14 % wskazan). Klienci kupo-
wali takze sandacze, szczupaki, tolpygi, ptocie i okonie [16]. Z uwagi na tatwiejszy
dostep do swiezych ryb stodkowodnych, w porownaniu z rybami morskimi najczesciej
oferowanymi w stanie zamrozonym, powinny one stanowi¢ wigkszy udzial w diecie
Polakow [15].

Krajowa produkcja ryb stodkowodnych obejmuje gtownie dwa gatunki: karpia
1 pstraga. Wzrost zainteresowania konsumentow innymi gatunkami wptynat na zwigk-
szenie produkcji ryb utrzymywanych w polikulturze [24]. W przypadku stawow kar-
piowych umieszcza si¢ (obok karpia) inne gatunki roslinozerne, jak: tolpyga biata,
tolpyga pstra, amur. Gatunki te sg dobrze przystosowane do hodowli bazujacej na natu-
ralnym pokarmie [10].

Celem pracy byto poréwnanie wartosci uzytkowej i jako$ci migsa trzech gatun-
kow ryb karpiowatych utrzymywanych w polikulturze.

Material i metody badan

Ryby pochodzity z gospodarstwa rybackiego o najwigkszym kompleksie stawow
w woj. lubelskim. Laczny areat gospodarstwa wynosi ponad 1 020 ha, a najwigkszy
staw zajmuje powierzchni¢ 830 ha. Badaniami objeto trzy gatunki ryb karpiowatych:
karpia zwyczajnego odmiany bezluskiej (Cyprinus carpio L.), amura biatego (Cte-
nopharyngodon iddela Val.) i tolpyge pstra (Aristichtys nobilis Rich.). Ryby utrzy-
mywano w tym samym stawie ziemnym (w systemie nisko intensywnym). Pokarm
naturalny uzupetliano paszg sktadajgcg si¢ z mieszanki zboz z przewaga pszenicy
i zyta. Ryby, po 12 osobnikow kazdego gatunku, odtowiono w sezonie zimowym
w 2013 roku. Osobniki wszystkich gatunkow zostaty zakwalifikowane jako tzw. lekka
handlowka, w wieku 2+. Po odlowieniu z magazynoéw ryby ogluszano mechanicznie
1 u$miercano (przez przecigcie rdzenia krggowego), a nastepnie okreslano ich mase [g].
Za pomocg linialu mierniczego mierzono[cm] dlugo$¢ catkowita ryby, dtugosé ciata
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1 dlugos¢ boczng glowy. Wysoko$¢ glowy, najwigkszg i najmniejszg wysoko$¢ ciata
oraz szerokos$¢ ciata mierzono przy uzyciu suwaka metrycznego (w cm). Po wykonaniu
wstepnej obrobki ryb (odtuszczanie, patroszenie, odgltawianie i odptetwianie) okresla-
no mas¢ gtowy, wnetrznosci i ptetw. Z uzyskanej tuszy wydzielano ko$ci i filet (tkanka
migéniowa i skora). Na podstawie masy ww. elementéw okre$lano ich udziat w ciele
ryby. Nastepnie filety przechowywano chtodniczo (w temp. 4 °C) przez 3 dni.

Ocena jakos$ci fizykochemicznej filetow obejmowata pomiar pH za pomocg pe-
hametru CP-401 z elektroda szklang (Elmetron, Polska) i przewodnos$ci elektrycznej
wlasciwej — EC [mS-cm™'] za pomoca aparatu PQM I/Kombi (GmbH Aichach, Germa-
ny). Pomiary wykonywano bezposrednio po wykrojeniu filetow i po 24-godzinnym ich
przechowywaniu w temp. 4 °C (odpowiednio: pH; i EC; oraz pH,4 i ECy,). Barwg
$wiezej powierzchni filetu oznaczano w systemie CIE Lab za pomoca kolorymetru
Minolta CR-310, po 30-minutowej ekspozycji na tlen atmosferyczny, rejestrujac war-
to$¢ parametrow L*, a* i b* [4].

Oznaczenia chemiczne wykonywano w probkach filetow. Zawarto$¢ podstawo-
wych sktadnikow chemicznych oznaczano metodami referencyjnymi: wody — metoda
suszenia (w temp.103 °C) wg PN-ISO 1442:2000 [34], sktadnikow mineralnych w
postaci popiolu — metoda spopielania w piecu muflowym (temp. 550 °C) wg PN-ISO
936:2000 [35], biatka ogoélnego — metodg Kjeldahla przy uzyciu aparatu Biichi B-324
wg PN-75/A-04018 [36], thuszczu — metoda Soxhleta (stosujac n-heksan jako rozpusz-
czalnik) przy uzyciu aparatu Biichi B-811 wg PN-A-86734:1967 [37]. Warto$¢ kalo-
ryczng brutto [kJ 10-g™'] obliczano na podstawie zawartosci biatka ogdlnego i thiszczu,
stosujac rownowazniki energetyczne: 1g biatka = 23,64 kJ, a 1 g thuszczu = 39,54 kJ.
Okreslano takze wskaznik INQ biatka i thuszczu wg Hansena i wsp. [11], przyjmujac
do obliczen referencyjne wartosci spozycia energii i sktadnikow odzywczych zgodnie z
rozporzadzeniem PEiR (UE) Nr 1169/2011 z dnia 25.10.2011 r. Dz. Urz. L 304 z
22.11.2011, str. 18). Ponadto oznaczano zawarto$§¢ wybranych makroelementow: pota-
su, sodu, wapnia, magnezu oraz mikroelementéw: cynku, zelaza, manganu i miedzi.
Probki filetow mineralizowano w HNO;, w systemie mikrofalowym, przy uzyciu pieca
mikrofalowego MarsXpress (CEM Corporation, Mattews, NC, USA). Oznaczenia wy-
konywano za pomocg spektrometru Spectra 240FS (Varian), stosujac atomizacje w
ptomieniu (FAAS, ptomien powietrze — acetylen). Doktadnos$¢ oznaczen weryfikowa-
no przy uzyciu certyfikowanych materiatdw odniesienia — DORM-3 oraz Standard
Reference Material 1577¢ Bovine Liver, uwzgledniajac limity wykrywalno$ci (LOD) i
oznaczalnosci (LOQ). Ilosciowego okreslenia zwigzkéw mineralnych dokonywano na
podstawie krzywej wzorcowej, a otrzymane wyniki wyrazano w mg-kg™' $wiezej masy.

Stabilnos¢ oksydacyjng lipidow oznaczano metodg Witte’a 1 wsp. [32], przy uzy-
ciu spektrofotometru Varian Cary 300 Bio przy dtugosci fali A = 530 nm. Warto$¢
TBARS wyrazano w mg aldehydu malonowego (MDA) w 1 kg migsa.
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Wyniki opracowano statystycznie w programie Statistica ver.6.0. Obliczano war-
tosci $rednie i odchylenia standardowe. Zastosowano jednoczynnikowg analize wa-
riancji [28]. Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami srednimi wyznaczano testem Tukeya
(p=<0,05ip<0,01).

Wyniki i dyskusja

Wartos¢ uzytkowa ryb, jako artykutow spozywczych, zalezy od ich gatunku,
udziatu cze$ci jadalnych oraz cech jakosciowych i ilosciowych.

Tabela 1. Cechy morfometryczne wybranych ryb karpiowatych
Table 1. Morphometric features of selected carp fish

Karp zwyczajny Tolpyga pstra Amur biaty
Cecha .
Common carp Bighead carp Grass carp
Feature
X+s/SD X+s/SD X+s/SD
M tkowit
asa ca . owita [g] 1020,14 + 136,60 981,79 + 226,79 1013,10 + 77,63
Total weight
Dhugo$¢ catkowit:
ugosc calkowita [em] 3925 £ 1,70 42,50°+ 2,61 46,75+ 2,06
Total length
Diugosc ciata [em] 32,2544 1,50 35,755 + 1,44 40,00+ 0,81
Body length
Dhugo$é b 1
ugost boczna glowy [cm] 9,50"+ 0,96 10,55°+ 0,75 9,10°+ 0,34
Lateral length of head
Wysoko$¢ gt
ysokosc glowy em] 5,900+ 0,35 6,22°+ 0,35 535+ 0,30
Head height
Najw1.e;ksza wysokosg ciata [cm] 1232C+ 0,64 10.40°+ 1,21 8.40* = 0,40
The highest body height
Najmniej ko$¢ ciat
ajmniejsza wyso ?SC ciata [cm] 4,73"1 0.38 40244026 428°+0,13
The lowest body height
ko$¢ ciat
Szerokos¢ ciala [em] 4.40°+ 0,28 4,58"+0,53 5,85 £ 0,25
Body width

Objasnienia: / Explanatory notes:

X £ s/ SD — warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation; warto$ci $red-
nie oznaczone réoznymi literami w wierszach réznig si¢ statystycznie istotnie istotnie: a, b, c — p < 0,05, A,
B, C—-p<0,01/means in rows and denoted using different letters differ statistically significantly: a, b, ¢ —
p<0.05,A,B,C-p<0.01.

W tab. 1 przedstawiono charakterystyke morfometryczng ryb, a w tab. 2 mase
iudziat poszczegdlnych czesci ciata. Konsumenci przy zakupie ryb $wiezych najczg-
Sciej preferuja osobniki o masie od 1 do 2 kg [18]. Réwniez w przypadku karpia za
ryby handlowe uwaza si¢ osobniki w ww. zakresie masy (przy stosowanym dwu- lub
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trzyletnim systemie chowu). Masa ryb ocenianych gatunkow nie byta istotnie zrozni-
cowana 1 wahata si¢ od 981,8 g w przypadku totpygi pstrej do 1020,1 g — karpia zwy-
czajnego. Gatunek istotnie réznicowal natomiast wszystkie wymiary morfometryczne
ciala ryb. Istotnie najwicksza dhugoscig ciata (p < 0,01) i szerokoscia ciata (p < 0,05)
charakteryzowat si¢ amur bialy w pordwnaniu z pozostalymi gatunkami. Istotnie
(p < 0,05) najwicksze wartosci pomiarow morfometrycznych glowy (dhugos$¢ boczna
1 wysokos$¢) stwierdzono w przypadku totpygi pstrej, natomiast najwickszymi warto-
Sciami obu wysokosci ciata charakteryzowat si¢ karp zwyczajny.

Tabela 2. Masa i udziat poszczegdlnych czesci ciala wybranych ryb karpiowatych
Table 2. Weight and percent content of body parts of selected carp fish

Karp zwyczajny Tolpyga pstra Amur bialy
Element ciata Common carp Bighead carp Grass carp
Body part — — —
X+s/SD Xx*s/SD Xx*s/SD
Masa / Weight [g]
Tusza / Carcass 580,29 + 162,76 540,04 + 134,27 672,81 +41,18
Filet / Fillet 378,30 + 140,59 395,58 + 114,86 494,23 +39,35
Gtowa / Head 281,15+ 44,14 311,49°+ 47,80 223,99*+ 18,05
Szkielet / Bones 148,93°+ 27,46 108,46+ 20,22 148,49°+ 15,80
Wnetrznoscei / Viscera 92,75 £ 13,30 78,95 £ 35,21 72,89 + 14,51
Skora / Skin 95,53 +£27,30 75,03 +£4,97 100,05 £ 18,40
Pletwy / Fins 53,06°+ 10,87 36,00+ 4,82 30,10°+ 2,35
Udziat / Percent content [%]
Tusza / Carcass 56,44+ 11,07 54,86°+ 4,64 66,50°+ 2,30
Filet / Fillet 36,74*+ 11,51 39,94+ 537 48,84+ 1,44
Gtowa / Head 27,62+ 3,44 32,43°+ 6,15 22,11°£ 0,65
Szkielet / Bones 14,545+ 1,12 11,12%+ 0,44 14,685+ 1,38
Wnetrznosci / Viscera 9,09 £ 0,66 7,81 £2,59 7,15 £ 1,00
Skora / Skin 9,23 +1,34 7,89 +£1,55 9,93 +1,97
Ptetwy / Fins 5,17°+ 0,41 3,79*+ 0,93 2,98'+£0,22

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

Najwigksza mas¢ glowy miata totpyga pstra, a najmniejszg — amur bialy (tab. 2),
co wynika z budowy anatomicznej tych gatunkow (tab. 1). Tolpyga pstra charaktery-
zowala si¢ natomiast istotnie (p < 0,05) najmniejszg masa szkieletu, w poréwnaniu
z amurem biatym 1 karpiem zwyczajnym. Ten ostatni gatunek miat istotnie (p < 0,05)
wigkszg mase¢ pletw niz tolpyga pstra i amur bialy. Nie stwierdzono istotnych roéznic
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pomigdzy ocenianymi gatunkami w odniesieniu do masy pozostatych cze$ci, w tym
najcenniejszych elementow tzn. tuszy i filetu, jak rowniez skory i wnetrznosci (tab. 2).

Z uwagi na zblizong masg¢ ciata ocenianych gatunkow ryb udzial poszczegolnych
czesci byt proporcjonalny. Potwierdzeniem tych obserwacji byt udziat glowy, szkieletu
i ptetw. Stwierdzono natomiast istotnie (p < 0,05) najwigkszy udzial tuszy i filetu
w przypadku amura biatego, w poréwnaniu z totpyga pstrg i karpiem zwyczajnym.

Udziat wnetrznosci i1 skory byt zblizony i nie ro6znit si¢ istotnie pomigdzy gatun-
kami. Przecietna wydajnos¢ rzezna karpi (udziat tuszy w masie ryby) w Polsce waha
si¢ od 51,2 do 59,4 % [29]. Marcu i wsp. [21] obserwowali zwickszenie udziatu tuszy
karpi z 50,68 do 60,28 % wraz ze wzrostem masy ryb z 785 do 2010 g.

Tabela 3. Cechy fizykochemiczne filetow wybranych ryb karpiowatych
Table 3. Physical-chemical characteristics of fillets of selected carp fish

Karp zwyczajny Tolpyga pstra Amur biaty
Cecha .
Common carp Bighead carp Grass carp
Feature — — —
X+s/SD X+s/SD X+ts/SD
pH, 7,36+ 0,14 7,33%+ 0,09 7,58+ 0,08
pHyy 6,69*+ 0,21 7,31+ 0,16 7,08+ 0,31
EC, [mS cm™
o1 [mS em”] 1,87+ 0,15 2,100+ 0,61 1,37+ 0,10
Electrical conductivity
EC,;[mS cm’!
24 [mS em”] 1,88" +0,12 1,43+ 0,51 1,33'£0,10
Electrical conductivity
CIE
L* 55,51 +£2,77 52,58 +7,98 54,86+ 0,43
a* 16,31+ 1,47 14,19°+ 0,91 10,54+ 1,28
b* 3,68°+2,12 0,95+ 0,36 -1,09*+ 0,96

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

Istotnie najnizsze poczatkowe pH oznaczono w filecie tolpygi pstrej, a najwyzsze
— w filecie amura biatego (tab. 3). Po 24-godzinnym przechowywaniu istotnie najniz-
sze pH,4 0znaczono w filecie karpia zwyczajnego w poroOwnaniu z pozostaltymi gatun-
kami. Warto nadmienié, ze stopien zakwaszenia filetu tolpygi pstrej nie zmienit sig,
a amura biatego — zmniejszyt si¢ o 0,5 jedn., przy czym oba gatunki nie przekroczyty
warto$ci pH ponizej 7,0. Brak zwigzku pomigdzy tempem i zakresem obnizania pH;
w filetach pstragow teczowych El Rammouz i wsp. [5] tlumaczg odmiennym uwarun-
kowaniem tych dwoch parametrow, tzn. iloscig glikogenu mie$niowego bezposrednio
post mortem 1 tempem hydrolizy ATP. Tkanka mig$niowa ryb zawiera bardzo mato
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glikogenu (0,3 %), dlatego zakwasza si¢ do pH ponizej 6,0 tylko w wyjatkowych przy-
padkach [7].

Na tempo przemian posmiertnych tkanki mi¢§niowej (zakwaszenie i czas wystg-
pienia rigor mortis) istotnie wptywa sposob pozyskania ryb. Erikson i Misimi [6] wy-
kazali, ze tkanka mig¢$niowa tososia atlantyckiego uzyskana po uspieniu ryb charakte-
ryzowala si¢ wyzszym pH (ok. 7,5) w porownaniu z pH tkanki ryb wyczerpanych (ok.
6,7).

Pomiar przewodno$ci elektrycznej jest wykorzystywany do okreslania zaréwno
jakosci produktéw zywnos$ciowych, w tym $wiezo$ci ryb [22], jak i kontroli procesow
przetworczych [8]. Yao i wsp. [33] oraz Bao i wsp. [2] potwierdzili (na podstawie ana-
lizy modeli kinetycznych) przydatno$¢ pomiaru przewodnosci elektrycznej do doktad-
nego prognozowania zmian $wiezosci podczas przechowywania chtodniczego ryb kar-
piowatych. Przewodno$¢ elektryczna wtasciwa filetow ocenianych gatunkow ryb
roznita si¢ istotnie (p < 0,05) tuz po ich wykrojeniu i byta najnizsza w tkance amura
biatego, a najwyzsza — w tkance tolpygi pstrej. Filet amura bialego po 24 h nadal wy-
kazywat istotnie (p < 0,05) najnizsza przewodnos¢ elektryczng (EC,4), natomiast naj-
wyzszg — filet karpia zwyczajnego (tab. 3). Nalezy nadmienié, Ze obnizenie wartosci
EC obserwowano jedynie w przypadku totpygi pstrej, natomiast w tkance mig¢$niowe;j
pozostatych gatunkéw wartosé EC,4 praktycznie nie zmieniata sig.

Jedng z najwazniejszych cech ocenianych przez konsumentdéw preferujacych file-
ty biate jest ich barwa. Do oceny barwy skory i migsa ryb wykorzystywane sg zarowno
parametry achromatyczne (np. jasnos¢), jak i chromatyczne (warto$¢ a* i b* oraz nasy-
cenie C* i odcien h®) [23, 25]. Jasnos¢ (L*) filetow ocenianych gatunkéw ryb nie rdz-
nita si¢ istotnie, jakkolwiek duzg zmiennos¢ tej wlasciwosci obserwowano w przypad-
ku tolpygi pstrej. Istotne zréznicowanie pomig¢dzy gatunkami stwierdzono natomiast
w przypadku parametréw chromatycznych a* i b*. Filet karpia zwyczajnego wykazy-
wal najwyzszy udziat barwy czerwonej i1 zottej. Najnizszg warto$¢ a* wykazano
w filecie amura biatego, a parametr b* w przypadku tolpygi pstrej i amura biatego
przyjmowat wartosci ujemne, co $wiadczy o przewadze barwy niebieskie;j.

Warto podkresli¢, ze filet karpia zwyczajnego 24 h post mortem wykazywat istot-
nie (p < 0,05) najwyzsza przewodnos¢ elektryczna, najnizsze pH, najwickszy udziat
barwy zo6ttej (b*) oraz byl najjasniejszy. Zblizone tendencje wykazali wczesniej Li-
twinczuk 1 wsp. [19], oceniajac karasie srebrzyste, ktorych tkanka migsniowa o istotnie
wiekszej przewodnosci elektrycznej wlasciwej wykazywala istotnie wicksza jasnosc
(wyzsze L*) oraz wyzszy udzial barwy z6ltej (b*). Erikson i Misimi [6] obserwowali
zmiang barwy filetow tososi uspionych lub wyczerpanych, zarowno w fazie prerigor,
jak i w trakcie rozwoju rigor mortis. Kierunek tych zmian byl uzalezniony poczatkowo
od obnizenia pH, a pdézniej od momentu wystapienia i rozwoju wtasciwego rigor. We
wczesnej fazie post mortem jasnosc¢ filetow z ryb znieczulonych zmniejszata si¢ wraz
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z obnizaniem pH, natomiast po osiggnigciu fazy rigor warto§¢ L* zwigkszata si¢ nieza-
leznie od zmian pH.

Na rys. 1. przedstawiono udziat thuszczu 1 zmiang wartosci TBARS w kolejnych 3
dniach chlodniczego przechowywania tusz ocenianych gatunkow ryb. Istotnie
(p <0,05) najwyzszg wartos¢ TBARS w 1. dniu przechowywania stwierdzono w file-
tach karpia zwyczajnego (0,16 mg MDA-kg™ tkanki mig$niowej) w pordwnaniu z po-
zostalymi gatunkami (0,06 = 0,09 mg MDA kg tkanki migéniowej). W drugim dniu
obserwowano jedynie wzrost wartosci TBARS w filecie tolpygi pstrej i taka tendencja
utrzymywata si¢ rowniez w 3. dniu przechowywania tego gatunku — poziom TBARS
osiggnat istotnie (p < 0,05) najwyzsza wartos¢ (0,43 mg MDA-kg™ tkanki migsniowej).
W filetach amura biatego i karpia zwyczajnego koncowa warto$¢ tego wskaznika wy-
nosita odpowiednio: 0,17 i 0,19 mg MDA-kg " tkanki miesniowej.

Najwyzszy wzrost TBARS (o 700 %) w czasie chlodniczego przechowywania
stwierdzono w filecie tolpygi pstrej w porownaniu z tkankg karpia zwyczajnego (19 %)
i amura biatego (89 %). Wyniki te mozna ttumaczy¢ istotnie (p < 0,01) wigkszg zawar-
toscig tluszczu w filecie tolpygi pstrej (9,60 %) w porownaniu z tkanka karpia zwy-
czajnego (3,70 %) 1 amura biatego (2,85 %). Kulawik i wsp. [16] stwierdzili istotne
zroznicowanie wartosci TBA w filecie tilapii (o zawarto$ci thuszezu — 1,16 %) prze-
chowywanych w lodzie przez 21 dni, jakkolwiek maksymalny poziom — 0,6 mg
MDA kg oznaczono w 4. dniu. Li i wsp. [17], oceniajac zmiang¢ TBA w catych kara-
siach (Carassius auratus) (o przecigtnej zawartosci thuszczu 3,22 %) przechowywa-
nych w temp. 4 °C przez 20 dni, stwierdzili stopniowy wzrost warto$ci tego parametru
2 0,19 do 0,84 mg MDA kg"'. Wyzsza wartos¢ TBA w filecie tolpygi bialej, przecho-
wywanej w podobnych jak wyzej warunkach przez 35 dni, uzyskali Fan i wsp. [7].
W 13. dniu ich obserwacji poziom TBA w tkance tego gatunku osiagnal graniczng
warto$é 2 mg MDA-kg"', wskazujaca na obecno$é niepozadanego smaku i zapachu.
Tak wysoki zakres oksydacji lipidow tkanki tego gatunku cytowani autorzy [7] ttuma-
czg czesciowa dehydratacja ryb, wigksza zawarto$cia thuszczu i zwickszong oksydacja
nienasyconych kwasow thuszczowych.

Istotnie (p < 0,01) najmniejszg zawarto$¢ wody 1 jednoczesnie najwigksza — thusz-
czu stwierdzono w filecie tolpygi pstrej w porownaniu z tkankg karpia zwyczajnego
i amura biatego (tab. 4). W konsekwencji filet totpygi pstrej charakteryzowat sig¢ istot-
nie (p < 0,01) najwieksza kalorycznoscia (energiag brutto) i warto$cig wskaznika INQ
thuszczu w poréwnaniu z pozostalymi gatunkami. Nie potwierdzono natomiast istotne-
go wpltywu gatunku na zawarto$¢ biatka w filetach ryb.
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Rys. 1. Zawarto$¢ ttuszczu w filetach wybranych ryb karpiowatych i zmiana wartosci TBARS w czasie
3-dniowego przechowywania
Fig. 1.  Fat content in fillets of selected carp fish and changes in TBARS value during 3 day storage

Poréwnywalng, z wynikami badan wtasnych, zawarto$¢ podstawowych sktadni-
kéw chemicznych w tkance karpi z réznych hodowli w Polsce podajag Tkaczewska
1 Migdat [29]. Wyniki badan innych autorow wskazujg na znaczne zrdznicowanie wy-
nikow, zwlaszcza pod wzgledem zawartosci thuszczu. Budi i wsp. [3] oznaczyli
w tkance karpi ponad dwa razy wigcej tluszczu (8,97 %), przy zblizonej zawartosci
biatka (16,60 %) i sktadnikow mineralnych oznaczonych w postaci popiotu (1,20 %)
oraz mniej wody (73,22 %). Blisko trzy razy mniej thuszczu w tkance totpygi pstrej,
w pordwnaniu z wynikami badan wtasnych, stwierdzili Hadjinikolova i wsp. [10] —
3,07 % oraz Hoseini i wsp. [12] — 3,40 %. Z kolei w tkance mig¢§niowej amura biatego
Hadjinikolova i wsp. [10] oznaczyli mniej thuszczu — 1,91 %, zblizong zawartos¢ —
2,52 % podaje Ashraf i wsp. [1], natomiast Romvari i wsp. [26] oznaczyli dwa razy
wiecej thuszczu — 5,50 %. Produkty rybne uznawane sa za lepsze zrodio biatka niz inne
produkty pochodzenia zwierzgcego, poniewaz dostarczajg duzo bialka i niewielkg ilos¢
energii. Kaloryczno$¢ przecigtnej porcji ryb (100 g) wynosi od ponizej 400 do ok.
1225 kJ [14]. Warto$¢ energetyczna nawet bardzo ttustych ryb jest mniejsza niz innych
produktéw pochodzenia zwierzecego [13]. W zalezno$ci od systemu chowu ryb kar-
piowatych (ekologiczny czy tradycyjny), Hadjinikolova i wsp. [10] uzyskali mniejsza,
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w poréwnaniu z wynikami badan witasnych, kaloryczno$¢ filetéw karpia zwyczajnego
(437,4 + 445,0 kJ-100 g"), amura biatego (456,6 + 486,3 kJ-100 g i tolpygi pstrej
(504,4 + 545,8 kJ-100 g ™).

Tabela 4. Podstawowy sktad chemiczny, warto$¢ energetyczna i indeksy INQ biatka i tluszczu filetow
wybranych ryb karpiowatych

Table 4. Basic chemical composition, energy value, and INQ indices for protein and fat in fillets of select-
ed carp fish

o Karp zwyczajny Tolpyga pstra Amur biaty
Wyszcz'eg(')h.neme Common carp Bighead carp Grass carp
Specification X+s/SD X+s/SD X+s/SD
Woda / Moisture [%] 78,388+ 0,44 72,354+ 0,61 78,348 + 0,64
Biatko / Protein [%] 16,83 +£0,22 17,24 £0.,56 17,07 £ 0,68
Thuszcz / Fat [%)] 3,704+ 0,96 9,605+ 3,15 2,854+ 1,24
Popiét / Ash [%] 1,01%+ 0,08 1,19%+ 0,36 1,60°+ 0,22
Energia / Energy [kJ 100 g''] 546,27 + 40,40 791,585 + 73,83 516,16"+ 47,27
INQ / Index of nutritive quality
Biatko / Protein 5,198+ 0,35 3,714+ 0,33 5,595+0,52
Thuszez / Fat 0,814+ 0,15 1,458+ 0,14 0,654+ 0,22

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

Wskaznik jakosci zywieniowej INQ ryb i ich przetworow wynosi przecigtnie
7,61. INQ migsa ryb przewyzsza nawet analogiczny indeks jaj i jest prawie dwa razy
wigkszy niz INQ produktéw migsnych i mleczarskich [14]. We wcze$niejszych bada-
niach autoréw [27], poréwnujacych tkanke mig$niowg karpi i pstragdw teczowych,
stwierdzono przecigtng warto$¢ INQ biatka w zakresie od 4,97 (karp) do 5,59 (pstrag
teczowy), a INQ thuszczu — od 0,74 (pstrag teczowy) do 0,91 (karp).

Po przeanalizowaniu zawartosci makroelementéw nie stwierdzono istotnych
(p <£0,05) réznic pod wzgledem tych sktadnikéw w filetach ocenianych gatunkow ryb
(tab. 5).

Istotne (p < 0,05) réznice stwierdzono w przypadku takich mikroelementoéw, jak
zelazo 1 miedz. Najwicksza zawarto$¢ Fe stwierdzono w filecie karpia zwyczajnego
(9,97 mg-kg™"), a najmniejsza w tkance amura biatego (5,49 mg-kg). Odwrotna relacje
wykazano w przypadku miedzi, tzn. filet amura bialego zawieral jej istotnie
(p < 0,05) najwiccej (0,242 mg-kg'), a filet karpia zwyczajnego — najmnicej
(0,150 mg-kg ™). Podobna tendencje, lecz niepotwierdzona statystycznie obserwowano
rowniez w przypadku Zn. Luczynska i wsp. [20] w migsniach karpia stwierdzili mniej-
sza zawartos¢ zelaza (2,31 mg-kg™), a wigksza miedzi (0,411 mg-kg™).

Tabela 5. Zawarto$¢ makro- i mikroelementow w filetach wybranych ryb karpiowatych.
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Table 5. Concentration of macro- and microelements in fillets of selected carp fish.

o r Karp zwyczajny Tolpyga pstra Amur biaty
Pierwiastek [mg-kg™] Common carp Bighead carp Grass carp
Element X+s/SD X+s/SD X+s/SD
Makroelementy / Macroelements
K 3720,25 + 430,88 4279,77 £ 510,15 4194,60 + 178,94
Na 259,75 +£ 46,97 207,35 +90,27 172,14 £31,82
Ca 281,28 + 86,45 212,40 + 64,77 371,50 + 160,30
Mg 265,84 £25.73 259,00 + 56,21 213,09 £ 57,01
Mikroelementy / Microelements
Fe 9,97°+ 1,95 8,080+ 2,42 5,49°+£2.75
Cu 0,150%+ 0,022 0,196+ 0,054 0,242°+ 0,071
Zn 0,465 +0,212 0,505 £ 0,200 0,931 +£ 0,546
Mn 0,191 £0,034 0,174 £ 0,027 0,196 £ 0,025

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

Whioski

1.

(1]

Poréwnywane gatunki ryb karpiowatych o zblizonej masie ciata (ok. 1000 g) r6z-
nity si¢ istotnie (p < 0,05) wymiarami (dlugos$cia, wysokos$cia i szerokos$cia). Nie
stwierdzono istotnego zroéznicowania w zakresic masy tuszy, filetu, wngtrznosci
1 skory. Amur biaty charakteryzowat si¢ istotnie (p < 0,05) wickszym udziatem tu-
szy 1 filetu w pordwnaniu z tolpyga pstra i karpiem zwyczajnym.

Filet karpia zwyczajnego wykazywal istotnie (p < 0,05) najnizsze pH koncowe,
najwyzszg przewodnos¢ elektryczng oraz byl najjasniejszy w poréwnaniu z filetem
totpygi pstrej i amura biatego.

W czasie chtodniczego przechowywania filetow stwierdzono najnizsza stabilnosé¢
oksydacyjng tkanki migSniowej tolpygi pstrej, ktoéra zawierata rOwnoczesnie istot-
nie (p < 0,01) wigcej thuszczu w poréwnaniu z tkankg karpia zwyczajnego i amura
biatego.

Filety karpia zwyczajnego i amura biatlego wykazywaty istotnie (p < 0,01) wyzszy
indeks warto$ci zywieniowej (INQ) biatka, a nizszy tluszczu w poréwnaniu z file-
tami totpygi pstrej.

Zawartos¢ makroelementow oraz Zn i Mn w filetach ocenianych ryb karpiowatych
byla zblizona.
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USE VALUE AND QUALITY OF FILLETS OF CARP FISH (CYPRINIDAE)
REARED IN POLYCULTURE

Summary

The research objective was to compare the use value and quality of fillets of three Cyprinidae fish spe-

cies:

common carp (Cyprinus carpio L.), grass carp (Ctenopharyngodon iddela Val.), and bighead carp

(Aristichtys nobilis Rich.) reared in a polyculture. Fish were captured from farm ponds to raise fish in the
Province of Lublin. The following was analyzed: morphometric dimensions, weight and percent content of
body parts, physical-chemical characteristics of the fillets (pH, electrical conductivity, colour), chemical
features of the fillets (water, mineral compounds as ash, protein, fat, selected macro- and microelements,
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TBARS), and, also, value of energy and INQ. Fish of the three assessed species that had a similar weight
(about 1000 g) differed significantly (p < 0.05) in their body dimensions (length, height, and width); how-
ever, they did not differ in the weight of carcass and fillet. It was found that the grass carp had the highest
percent content of carcass and fillet (66.5 and 48.8%, respectively). The pH value of the fillet of common
carp analyzed 24h post mortem was significantly (p < 0.05) the lowest (6.69) and its electrical conductivity
was significantly (p < 0.05) the highest (91.88 mS-cm™), and its colour was the brightest (the highest L* =
55.51) compared to the fillets of bighead carp (pH,4=7.31, EC4=2.10 mS-cm’!, L* = 52.58, respectively)
and of grass carp (pH,,=7.08, EC4=1.33 mS-cm’’, L* = 54.86, respectively). The lowest value of the b*
(-1.09) was measured in the tissue of grass carp. The content of fat (9.60%) in the fillet of bighead carp
was significantly (p < 0.01) the highest with the highest INQ; however, at the same time, the oxidative
stability of the lipids thereof was the lowest (the highest TBARS = 0.43 mg MDA kg of the muscle
tissue) compared to the fillets of common carp and grass carp. In the fillet of common carp, the concentra-
tion of Fe (9.97 mg-kg™") was found to be significantly (p < 0.05) the highest and the concentration of Cu
(9.97 mg-kg™) to be significantly (p < 0.05) the lowest.

Key words: common carp, grass carp, bighead carp, polyculture, use value, fillet, quality
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WELASCIWOSCI PIANOTWORCZE KONCENTRATOW BIALEK
SERWATKOWYCH O ZMNIEJSZONEJ ZAWARTOSCI TLUSZCZU

Streszczenie

Biatka serwatkowe majg znaczenie praktyczne ze wzgledu na ich wlasciwosci odzywcze oraz funkcjo-
nalne. Obecnos¢ thuszczu wptywa jednak negatywnie na ich smak oraz wlasciwosci pianotwoércze. Celem
pracy byto okreslenie wplywu zawartosci tluszczu na wlasciwos$ci pianotworcze koncentratow biatek
serwatkowych. Poréwnano pod wzgledem wilasciwosci pianotworczych koncentraty biatek serwatkowych
o deklarowanej zawartosci biatek: 35 % (WPC 35) i 80 % (WPC 80), zawierajace ttuszcz i odtluszczone
za pomocg chitozanu. Ponadto dokonano poréwnania ich z wlasciwosciami pianotworczymi albuminy
bialka jaja kurzego. Roztwory WPC po zastosowaniu chitozanu, czyli WPC 35 chitozan i WPC 80 chito-
zan, wykazywaty wyzsza wydajno$¢ pienienia (odpowiednio: 721,7 % i 776,7 %) niz WPC 35 i WPC 80
(odpowiednio: 338,3 i 588,3 %) oraz EWP i EWP-W (555,0 i 536,7 %). Roztwory WPC 35 chitozan
1 WPC 80 chitozan wykazywaty wyzsze wartosci spgcznienia pian (odpowiednio: 750,8 1 636,8 %) niz
WPC 351 WPC 80 (odpowiednio: 520,9 % i 568,0 %), rowniez w pordwnaniu z naturalng albuming biatka
jaja kurzego (EWP) i wysokopienista albuming biatka jaja kurzego (EWP-W) (odpowiednio: 572,6
1595,7 %). Stabilno$¢ pian otrzymanych z roztworow WPC 35 chitozan i WPC 80 chitozan byta wigksza
(odpowiednio: 93,6 i 98,1 %) w poréwnaniu z WPC 35 (32,5 %) i WPC 80 (87,1 %) i porownywalna
zEWP (97,63 %) oraz z EWP-W (100,0 %). Zastosowanie chitozanu przyczynito si¢ do znacznego
zmniejszenie m¢tnosci WPC.

Stowa kluczowe: koncentrat biatek serwatkowych (WPC), chitozan, wlasciwosci pianotworcze, albumina
bialka jaja kurzego

Wprowadzenie

Biatka serwatkowe stosowane sg do produkcji odzywek dla niemowlat, zywnosci
dla sportowcow, napojow energetycznych, produktow mleczarskich, migsnych, piekar-
niczych i in. [5].
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Do najczesciej produkowanych preparatow biatek serwatkowych naleza: proszek
serwatkowy — okoto 11 do 13 % biatka, koncentrat biatek serwatkowych (ang. whey
protein concentrate, WPC) — od 34 do 89 % biatka oraz izolat bialek serwatkowych
(ang. whey protein isolate, WPI) —>90 % biatka [5].

Szeroki zakres zastosowan bialek serwatkowych wynika z ich wlasciwosci funk-
cjonalnych, takich jak: bardzo dobra rozpuszczalnosé, zdolnos¢ wigzania wody, two-
rzenie pian, podatno$¢ na ubijanie, wiasciwosci emulgujace 1 zelujace oraz pojemnosé
buforowa [3, 12].

Aktualnie wzrasta zainteresowanie zastgpowaniem biatka jaja kurzego przez biat-
ka serwatkowe szczegdlnie wtedy, gdy wykorzystuje si¢ ich zdolno$¢ pienienia [6].
Gléwnym problemem przy zastosowaniu preparatow z serwatki jest otrzymanie piany
o statej, a jednoczesnie wysokiej jakosci. Produkowane w warunkach przemystowych
koncentraty biatek serwatkowych zawieraja od 1 do 7 % tluszczu [8], a jego obecnosc
ma negatywny wptyw na smak [13] oraz wlasciwosci pianotworcze [17]. Do redukceji
thuszczu w produktach wytwarzanych na bazie biatek serwatkowych stosuje si¢ rozne
metody. Najczesciej jest to wirowanie oraz techniki membranowe [4, 7, 22]. Stosun-
kowo nowym sposobem jest zastosowanie chitozanu, ktory wigze thuszcz i barwnik
(np. annato) z serwatki, co pozwala otrzymac¢ produkt o mniejszej zawartosci ttuszczu
(£0,5 %) oraz o zmniejszonej metnosci [2, 9, 10].

Chitozan jest polimerem otrzymywanym z chityny zawartej w skorupach skoru-
piakow (najczesciej krabow i krewetek). W srodowisku kwasnym tworzy kompleksy
z fosfolipidami i fosfolipoproteinami serwatki, ktére moga by¢ usuniete przez wirowa-
nie [2] lub mikrofiltracj¢ [10]. Supernatant czy permeat zawieraja wszystkie biatka
serwatkowe 1 moga stanowi¢ surowiec do produkcji WPC o zmniejszonej zawartosci
thuszczu. Kompleks thuszez — chitozan poddaje si¢ nastepnie ekstrakcji rozpuszczalni-
kiem organicznym, co pozwala na uwolnienie polimeru i ponowne jego uzycie. Proces
umozliwia usunigcie powyzej 92 % lipidow zawartych w serwatce [2].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu zawartosci ttuszczu na wiasciwosci piano-
tworcze koncentratow biatek serwatkowych o deklarowanej zawartosci biatek: 35 %
(WPC 35) 1 80 % (WPC 80). Ponadto dokonano poréwnania ich z wiasciwosciami
pianotworczymi albuminy bialka jaja kurzego.

Material i metody badan

Materiatem doswiadczalnym byly nastepujace preparaty:
— koncentrat biatek serwatkowych o zawarto$ci biatka 35 % (WPC 35),
— koncentrat biatek serwatkowych o zawartosci biatka 35 %, po zastosowaniu chito-
zanu (WPC 35 chitozan),
— koncentrat biatek serwatkowych o zawarto$ci biatka 80 % (WPC 80),
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— koncentrat biatek serwatkowych o zawartosci biatka 80 % po zastosowaniu chito-
zanu (WPC 80 chitozan),

— albumina bialka jaja kurzego naturalna (EWP),

— albumina bialka jaja kurzego wysokopienista (EWP-W).

Koncentraty biatek serwatkowych o zawartosci biatka 35 % (WPC 35) wyprodu-
kowano z serwatki podpuszczkowej po produkcji glownie sera gouda w Okregowe;j
Spoétdzielni Mleczarskiej w Lowiczu. Koncentraty biatek serwatkowych o zawartos$ci
biatka 80 % (WPC 80) wyprodukowano z serwatki po produkcji serow typu szwajcar-
sko-holenderskiego. WPC 80 pozyskano ze Spétdzielni Mleczarskiej Spomlek, zaktad
w Ostrowi Mazowieckiej. Albuming biatka jaja kurzego i albuming biatka jaja kurzego
wysokopienistg zakupiono w Zaktadach Jajczarskich Ovopol w Nowej Soli. W pro-
dukcji albuminy wysokopienistej jako srodek spieniajacy zastosowano cytrynian triety-
lowy (E1505). Wszystkie badane produkty pochodzity z trzech réznych partii produk-
cyjnych. Chitozan zakupiono w sklepie internetowym (www.pestki-moreli.pl).

Koncentraty biatek serwatkowych o zredukowanej zawartosci tluszczu otrzymy-
wano stosujgc dodatek chitozanu (rys. 1), wedlug zmodyfikowanej metody, ktora opra-
cowali Lucey i wsp. [10]. Na podstawie zawartosci ttuszczu w koncentratach biatek
serwatkowych obliczano dodatek chitozanu, przyjmujac, ze 1 g chitozanu wigze 4,5 g
thuszczu. Odmierzong ilos¢ chitozanu roztwarzano w 10 ml 10-procentowego kwasu
mlekowego (POCH S.A., Gliwice). Otrzymang mieszaning dodawano do roztworu
biatek serwatkowych, nastepnie doprowadzano pH roztworu do wartosci 4,5. Pomiar
pH wykonywano za pomocg pH-metru SevenMulti (Mettler-Toledo AG) wyposazone-
go w elektrod¢ LE427E (Mettler-Toledo AG, Greifensee, Szwajcaria), stosujac 10-
procentowy kwas mlekowy, po czym catos¢ mieszano przez 10 min za pomocg mie-
szadetka elektromagnetycznego. Nastepnie roztwor z dodatkiem chitozanu przetrzy-
mywano w tazni wodnej (model Lauda Alpha 24, Lauda-Brinkmann, Delran, NJ,
USA) o temp. 30 °C. Po 30 min roztwér poddawano wirowaniu przez 10 min w temp.
25 °C z przyspieszeniem 1100 x g (Heracusmegafuge 16R centrifuge, ThermoScienti-
fic, Waltham, MA, USA). Supernatant zlewano do zlewki i doprowadzano pH do war-
tosci 6,3, stosujac 1 M NaOH (POCH S.A.). Roztwor mieszano przez 10 min i pozo-
stawiano na kolejne 10 min. W celu usunigcia z roztworu niezwigzanego chitozanu
roztwor poddawano drugiemu wirowaniu, stosujac te same parametry jak poprzednio.
Supernatantu uzywano do badan wtasciwosci pianotwoérczych.

W materiale doswiadczalnym oznaczano zawarto$¢: biatka, thuszczu, laktozy i su-
chej masy. Okreslano takze: wlasciwos$ci pianotworcze, wydajnos¢ pienienia, stabil-
no$¢ piany, specznienie piany oraz udzial frakcji powietrza.

Sktad chemiczny roztworéw koncentratow biatek serwatkowych przed zastoso-
waniem chitozanu i po nim oznaczano za pomoca Milkoscanu (FT2, Foss, Hillerod,
Dania). Zawartos¢ thuszczu w probkach oznaczano metodg Gerbera [18], a biatka 0gd-
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tem — metodg Kjeldahla wg AOAC, metoda 991.20; 33.2.11 [1]. W przypadku WPC
zastosowano przelicznik biatkowy rowny 6,38, a EWP — 6,25.

10-procentowy kwas
mlekowy + chitozan
10 % lactic acid +
chitosan

|

WPC roztwor 10-procentowy (m/v)
WPC solutions 10 % (w/v)

/

A

Regulacja pH do 4,5
pH-adjustment to 4.5

v

Mieszanie 10 min
10 min mixing

v

Inkubacja 30 °C /30 min
Incubation at 30 °C /30 min

v

Wirowanie 1100 x g/10 min/25 °C
Centrifugation: 1100 x g/10 min/25 °C

Osad
Sediment

v

Supernatant

v

Regulacja pH do 6,3
pH adjustment to 6.3

v

Mieszanie 10 min
10 min mixing

v

Wirowanie 1100 x g/10 min/25 °C
Centrifugation:1100 x g/10 min/25 °C

Osad
Sediment

v

Supernatant do badan
Supernatant for analyses

Rys. 1. Schemat otrzymywania za pomocg chitozanu koncentratow biatek serwatkowych o zmniejszonej

zawartos$ci thuszczu

Fig. 1.  Production Flowchart of whey protein concentrate with reduced fat content

Okreslano whasciwosci pianotworcze 10-procentowych (m/v) roztworéw WPC 35
1 WPC 80 przed zastosowaniem chitozanu, w supernatancic WPC 35 1 WPC 80 przy-



WEASCIWOSCI PIANOTWORCZE KONCENTRATOW BIALEK SERWATKOWYCH O ZMNIEJSZONEJ... 93

gotowanym zgodnie ze schematem zamieszczonym na rys. 1. oraz w 5-procentowych
(m/v) roztworach EWP i EWP-W,

Badanie wydajnosci pienienia oraz stabilnosci piany przeprowadzano ubijajac
50 ml (B) badanego roztworu w ciggu 5 min za pomocg blendera Braun Multiquick 5
MR 540, typ 4191 (Braun GmbH, Kronberg, Niemcy) przy maksymalnych obrotach.
Uzyskang pian¢ przenoszono natychmiast do cylindra miarowego o pojemnosci 1000
cm’, uwazajac, aby nie powstaty dodatkowe pecherze powietrza. Objeto$¢ piany od-
czytywano po przeniesieniu jej do cylindra (A) oraz po 30 min (C). Oznaczenie wyko-
nano w czterech powtorzeniach. Wydajnosc i stabilnos$¢ piany (rownania 11 2) stanowi
srednig z dwunastu oznaczen (4 powtdrzenia z 3 partii produkcji).

w="100% )
B

gdzie:
W — wydajnos¢ piany [%],
A — objetoéé spienionego roztworu bezposrednio po zakonczeniu spieniania [cm’],
B — objetos¢ poczatkowa roztworu uzytego do spieniania [cm’],
St = g1 00 % 2)
A
gdzie:
St — stabilnos¢ piany [%],
A — objetos¢ spienionego roztworu bezposrednio po zakonczeniu spieniania [cm’],
C — objetosé catkowita piany po 30 min [cm’].
Specznienie piany (Sp) okreslano wedtug Davisa i Foegedinga [3]. W tym celu
100 ml roztworu bialek ubijano za pomocg blendera Braun Multiquick 5 MR 540, typ
4191 przez 10 min, a nast¢pnie wazono 100 ml piany umieszczonej w naczynku wa-
gowym. Powierzchni¢ piany wyréwnywano szpatutkg. Proces powtarzano trzykrotnie,
nie przekraczajac 5 min od zakonczenia ubijania piany. Srednie specznienie piany
(réwnanie 3) stanowi $rednig z trzydziestu szesciu powtdrzen (4 powtodrzenia kazdej
z 3 partii produkcji, przy czym wykonano 3 odczyty w kazdej analizie).
_ MR—-MP o
Sp WP 100 % 3)
gdzie:
Sp — specznienie piany [%],
MR — masa 100 ml roztworu uzytego do spieniania [g],
MP — masa 100 ml piany [g].
Udziat frakcji powietrza (¢) wedlug Davisa i Foegedinga [3] obliczano z rowna-
nia:
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p= L 4)
(Sp+100)
gdzie: Sp — specznienie piany.
W celu okreslenia roznic migdzy probkami, wszystkie dane analizowano testem
ANOVA przy uzyciu procedur Proc. GLM SAS (SAS ver. 9.3, 2002-2010; SAS Insti-

tute Inc., Cary, NC, USA).

Wiyniki i dyskusja

Wyprodukowane w warunkach przemystowych koncentraty WPC 35 powinny
zawiera¢ 33 = 37 % biatka, 43 + 51 % laktozy, 1 + 3,5 % tluszczu, 7,9 + 9,5 %
zwigzkoéw mineralnych w postaci popiotu i maksymalnie 4 % wody [5]. Typowy sktad
WPC 80 to: 80 + 82 % biatka, 4 + 8 % laktozy, 4 + 8 % ttuszczu, 3 + 4 % popiotu i 3,5
+ 4,5 % wody [10]. Badane prepraty WPC 35, WPC 80, EWP i EWP-W zawieraty
biatka odpowiednio [%]: 33,9, 73,0, 76,9 i 81,1. Zawartos¢ biatka w WPC 80 byta
mniejsza anizeli deklarowana, co moglo wynika¢ z niewtasciwej kontroli procesu
produkcyjnego. Poczatkowa zawarto$¢ ttuszczu wynosita 3,5 % w WPC 35 i prawie
8,0 % w WPC 80. Zastosowanie chitozanu jako czynnika wigzacego tluszcz
przyczynito si¢ do znaczacej redukcji zawartosci thuszczu, w obu przypadkach wartosé¢
ta wyniosta 0,00 %.

W  celu okreslenia wlhasciwosci  pianotworczych — koncentratow — biatek
serwatkowych przygotowano 10-procentowe (m/v) roztwory. Po usunigciu tluszczu,
wedlug metody przedstawionej na rys. 1., zawarto$¢ biatka w roztworach badanych
koncentratow biatek serwatkowych zmalata (tab. 1).

Najmniejszg ~ wydajnosciag  pienienia  sposrod  badanych  preparatow
charakteryzowat sic WPC 35 (338,3 %) (tab. 2). Nie stwierdzono istotnych réznic
(p > 0,05) miedzy wydajnoscig pienienia WPC 80 i EWP, przy czym roztwory te
roznily si¢ zawartoscig biatka. Usunigcie thuszczu z koncentratow biatek serwatkowych
wplyneto na znaczng poprawe wydajnosci pienienia WPC. W przypadku WPC 35
stwierdzono ponad dwukrotny wzrost wydajnosci pienienia (tab. 2), mimo ze
zawarto$¢ biatka w supernatancie po dodatku chitozanu byla mniejsza anizeli
w roztworach wyjéciowych (tab. 1). WPC 80 chitozan wykazywal najwyzsza
wydajno$¢ pienienia, jednak roznica migdzy WPC 80 a WPC 80 chitozan (tab. 2) nie
byla tak znaczna jak to miato miejsce w przypadku WPC 35 i WPC 35 chitozan.
Stwierdzono wigksza (p < 0,05) wydajno$¢ pienienia koncentratow biatek
serwatkowych po zastosowaniu chitozanu w poréwnaniu z naturalng albuming biatka
jaja kurzego (EWP), a nawet wysokopienistej EWP-W. Nastaj [14, 15] w badanich
dotyczacych witasciwosci reologicznych pian otrzymywanych z rdznych preparatow
biatkowych uzyskal wydajnos¢ pienienia roztworu albuminy wysokopienistej na
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poziomie ok. 740 %, a rozwtoru WPC 80 o 10-procentowej zawartosci biatka — ok.
570 %.

Tabela 1. Podstawowy sktad chemiczny 10-procentowych (m/v) roztworéw koncentratow bialek serwat-
kowych o deklarowanej zawartosci biatka 35 % (WPC 35) i 80 % (WPC 80) oraz supernatan-
tow po zastosowaniu dodatku chitozanu

Table 1.  Basic chemical composition of 10 % (w/v) solutions of whey protein concentrates with de-
clared protein content of 35% (WPC 35) and of 80% (WPC 80) as well as of supernatants af-
ter application of chitosan

Zawarto$¢ o Zawarto$¢ L,
. Zawarto$¢ Zawarto$¢
. bialka laktozy .
Roztwor thuszezu suchej masy
. Content of Content of
Solution protein Content of fat lactose Content of dry
V) V)
[%] [%] (%] matter [%]
WPC 35 3,66 0,35 4,56 8,77
WPC 80 7,42 0,81 0,54 9,05
Supernatant
WPC 35 chitozan/chitosan 2,58 0,00 5,81 8,37
WPC 80chitozan/chitosan 6,87 0,00 0,98 8,53

Objasnienia: / Explanatory notes:

WPC 35 — koncentrat biatek serwatkowych o zawartosci biatka 35 % / whey protein concentrate with
protein content of 35 %; WPC 80 — koncentrat bialek serwatkowych o zawartoéci biatka 80 % / whey
protein concentrate with protein content of 80 %; WPC 35 chitozan — koncentrat bialek serwatkowych o
zawarto$ci biatka 35 % po zastosowaniu chitozanu / whey protein concentrate with protein content of 35
% after application of chitosan; WPC 80 chitozan — koncentrat biatek serwatkowych o zawartoéci biatka
80 % po zastosowaniu chitozanu / whey protein concentrate with protein content of 80 % after application
of chitosan.

Zawartos¢ thuszczu w roztworach bialek serwatkowych wplywa w istotny sposob
na wlasciwos$ci pianotworcze biatek. Stwierdzono, Ze jezeli wystgpuje on w znacznych
ilo§ciach, zajmuje miejsce biatek na granicy faz roztwor — powietrze, co jest gtdwnym
czynnikiem zmniejszajagcym powstawanie piany. Powoduje on zmniejszenie sity spoi-
stosci otoczek biatkowych pecherzykow powietrza uwigzionych w roztworze [4, 7].

Piany uzyskane z koncentratow biatek serwatkowych cechowaty sig¢ istotnie
(p < 0,05) mniejszg stabilnoscig w poréwnaniu ze stabilno$cig pian wyprodukowanych
zEWP i EWP-W (tab. 2). Zastosowany w produkcji EWP-W $rodek spieniajacy
(cytrynian trietylowy) pozwala, wedlug informacji producenta, na osiggnigcie wigkszej
wydajnosci i stabilno$ci pian. Stabilno$¢ pian z koncentratow biatek serwatkowych o
zredukowanej zawartosci ttuszczu (WPC 35 chitozan i WPC 80 chitozan) istotnie
(p < 0,05) wzrosta w poréwnaniu z roztworami tych preparatow przed zastosowaniem
chitozanu (WPC 35 i WPC 80) (tab. 2). Nie stwierdzono istonych réznic (p > 0,05) pod
wzgledem stabilno$ci pian uzyskanych z EWP-W, EWP oraz WPC 80 chitozan.
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Tabela 2. Wydajno$¢ pienienia, stabilno$¢ piany, spgcznienie piany i udziat frakcji powietrza
10-procentowych roztworow koncentratow biatek serwatkowych o deklarowanej zawartosci
biatka 35 % 1 80 % przed (odpowiednio WPC 35 i WPC 80) i po (odpowiednio WPC 35 chito-
zan i WPC 80 chitozan) zastosowaniu chitozanu jako czynnika wigzacego tluszcz oraz
S-procentowych roztworéw albuminy bialka jaja kurzego (EWP) i wysokopienistej albuminy
biatka jaja kurzego (EWP-W)

Table 2.  Foam yield, foam stability, foam overrun, and air phase fraction in 10% solutions of whey
protein concentrates with declared protein content of 35 and 80% before (WPC 35 and WPC
80, respectively) and after application (WPC 35 chitosan and WPC 80chitosan, respectively)
of chitosan as fat binding agent as well as of 5% solutions of natural albumin in egg white
(EWP) and of egg white albumin white with high foaming activity (EWP-W)

Wydajnosé Stabilnos¢ Specznienie Udziat frakcji
Produkt pienienia piany piany powietrza
Product Foam yield Foam stability Overrun Air phase fraction
[%] [%] [%] )
WPC 35 338,33°+ 99,08 32,489+ 11,04 520,93 ° + 77,94 0,84+ 0,02
_ WPC 35 721,67° + 45,49 93,56°+£2.41 750,77 * + 97,89 0,88 = 0,01
chitozan/chitosan
WPC 80 588,33 +46,29 87,13°+6,72 568,049+ 22,69 0,85+0,01
_ WPC 80 776,67°+2229 | 98,06°+199 | 636,80°=20,24 0,86 + 0,00
chitozan/chitosan
EWP 555,00 + 62,74 97,63% + 2,28 572,62 + 5537 0,85+ 0,01
EWP-W 536,679 + 26,74 100,00 * + 0,00 595,72° + 20,79 0,86 + 0,00
R? 0,89 0,96 0,68 -
SE 14,89 1,47 8,51 -

Objasnienia: / Explanatory notes:

WPC 35, WPC 80, WPC 35 chitozan/chitosan; WPC 80 chitozan/chitosan — objasnienia symboli jak pod
tab. 1/ meaning of symbols as in Tab. 1; EWP — naturalna albumina biatka jaja kurzego / natural albumin
in egg white; EWP-W— wysokopienista albumina biatka jaja kurzego / egg white albumin with high foam-
ing activity white. W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean
values and standard deviations; a, b, ¢, d, e — wartosci Srednie w tej samej kolumnie oznaczone rdéznymi
literami roznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in the same column and denoted by dif-
ferent letters differ statistically significantly (p < 0.05); R* — wspotczynnik determinacji / coefficient of
determination; SE — btad standardowy / standard error.

Wydajnos¢ pienienia i stabilno$¢ piany zalezy w duzej mierze od zawartoSci
biatka w roztworze. Piany otrzymane z roztworéw o wigkszej zawartosci biatka
wykazujg wigkszg zwartos¢ i stabilno$¢, co wynika z wigkszej grubosci filmu na
granicy faz [21].

Yang i wsp. [19], badajac wiasciwosci pian uzyskiwanych z izolatow biatek
serwatkowych (WPI) i biatka jaja kurzego, wykazali, ze roztwor biatka jaja tworzy
piany o wigkszej stabilnosci w poréwnaniu z WPIL. Na podstawie badan wlasnych
mozna stwierdzi¢, ze istnieje mozliwo$¢ produkcji stabilnych pian z preparatow
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serwatkowych. Warunkiem koniecznym jest jednak redukcja zawartosci ttuszczu. Patel
1 Kilara [16] wykazali, Ze niepozadane dziatanie thuszczu na wlasciwosci pianotworcze
biatek r6zni si¢ w zaleznosci od formy ttuszczu. Ttuszez wolny zajmuje miejsce biatek
na granicy faz roztwor — powietrze i zmniejsza stopien spienienia roztworu, natomiast
zwigzany thuszcz ostabia sztywnos¢ filmu biatek, co powoduje zmniejszenie trwatosci
pian [16].

Wedlug Yanga i wsp. [19] istnieje ujemna liniowa korelacja migdzy stabilno$cia
pian a srednim rozmiarem pecherzykow powietrza: mate poczatkowo pecherzyki po-
wietrza przyczyniajg si¢ do wyzszej stabilnosci piany. Yang i Feogeding [20] zaobser-
wowali, ze piany uzyskane z izolatéw biatek serwatkowych (WPI) szybciej zapadaja
si¢ niz piany uzyskane z albuminy biatka jaja kurzego EWP, a otoczka pgcherzykow
powietrza uwiezionych w nich ulega szybszej degradacji. Powoduje to krotszy okres
poltrwania pian z WPl w poréwnaniu z pianami uzyskanymi z EWP [20]. EWP tworzy
piany o mniejszych, gesciej utozonych oraz stabilniejszych pecherzykach wykazuja-
cych wigksza odporno$¢ na dziatanie przylozonej sity oraz o mniejszej podatno$ci na
zatamanie [19].

Roztwor WPC 35 wykazywat najnizsze wartosci spgcznienia piany (520,9 %)
sposrod badanych preparatow (tab. 2). Nalezy jednak wspomnieé¢, ze do analiz
przygotowano 10-procentowe (m/v) roztwory w przypadku WPC 35 i WPC 80
i 5-procentowe (m/v) EWP i EWP-W. W roztworach WPC byto najmniej biatka.

Maksymalng warto$¢ specznienia piany uzyskuje si¢ w przypadku roztworow
o optymalnym st¢zeniu biatka (2 + 8 %), co wynika z wtasciwej lepkosci fazy ptynnej
i grubosci zaabsorbowanego filmu. Przy wyzszych koncentracjach biatka powstaja
piany o drobnych pecherzykach powietrza, bardziej zwarte i stabilne. Przy wickszych
zawarto$ciach biatka w roztworze adsorpcja zachodzi bardzo szybko, co powoduje, ze
pecherzyk powietrza przechodzac przez rozwtoér biatka, zostaje skutecznie ,,owiniety”
przez film biatka [21]. Specznienie pian uzyskanych z WPC 80 nie rdznito si¢ istotnie
(p > 0,05) od pian z EWP (tab. 2), przy czym roztwory te ro6znily si¢ stgzeniem biatka.
Stwierdzono istotne rdéznice (p < 0,05) specznienia piany z preparatow przed
zastosowaniem chitozanu i po nim, i to zarowno o zawartosci biatka 35, jak i 80 %
(tab. 2). Niespodziewanie, najwi¢cksze specznienie pian uzyskano z WPC 35 chitozan
(750,8 %). Prawdopodobnie inne czynniki, np. rozpuszczalno$¢ bialek, ich
hydrofobowo$¢ czy czynniki §rodowiskowe (np. temperatura podczas dokonywania
pomiar6w) mogly wplynaé na otrzymane wyniki. Tym niemniej w celu
jednoznacznego okreslenia przyczyn tego przypadku nalezatoby przeprowadzic¢
w przysztos$ci dodatkowe badania.
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approx.vol.

A) WPC 35

C) WPC 80 D) WPC 80 chitozan

Fot. 1.  Dziesigcioprocentowe roztwory wodne koncentratow biatek serwatkowych o zawartosci biatka
35 % (A) i 80 % (C) i po zastosowaniu chitozanu jako czynnika wigzacego tluszcz — WPC 35
chitozan (B) i WPC 80 chitozan (D)

Phot. 1. 10% solutions of whey protein concentrates with protein contents of 35 and 80% before (WPC
35 and WPC 80, respectively) and after application of chitosan as fat binding agent: WPC 35
chitozan (B) and WPC 80 chitozan (D)

Kontrola i prognozowanie wlasciwosci reologicznych uktadu dyspersyjnego, kto-
ry stanowia piany, sa szczeg6Olnie wazne ze wzgledu na stabilno$¢ tworzacych sig
struktur oraz teksture produktow z ich udziatem [3]. Jak podaja Davis i Foegeding [3],
udziat frakcji powietrza (¢) w pianach stanowi najwazniejszy czynnik fizyczny wply-
wajacy na wilasciwosci reologiczne pian. Wraz z przemiang fazowa, polegajaca na
przejsciu od lepkich ptynéw do potstatych struktur, warto$¢ ¢ wzrasta od zera do war-
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tosci ¢rp =~ 0,64 [11]. Powyzej ¢, = 0,64 sferyczne pecherzyki zaczynaja si¢ stykac,
tworzac tak zwang piang wieloscienng lub suchg [3]. Udziat frakcji powietrza (¢), obli-
czony na podstawie rownania (4), zostal przedstawiony w tab. 2. Wszystkie piany wy-
kazywaty ¢ > 0,84, a wigc powyzej wartosci ¢y, , CO 0znacza, ze moga by¢ rozpatry-
wane jako piany, w ktorych pecherzyki powietrza majg ksztalt zblizony do
wielo$cianu.

Interesujacych wynikow dostarczyta obserwacja badanych roztworéw. Na fot. 1.
przedstawiono roztwory preparatow serwatkowych przed zastosowaniem chitozanu
1 po nim.

Thiszcz obecny w serwatce jest przyczyng metnosci produktéw z  niej
otrzymywanych, co ogranicza mozliwo$¢ zastosowania badanych preparatow
nieodtluszczonych w produktach, w ktérych klarowno$¢ jest istotna. Zmniejszenie
metnosci roztworow byto wynikiem zwigzania kuleczek thuszczowych, fosfolipidow
oraz pozostatosci barwnika przez chitozan [10]. Dzi¢gki zmniejszonej mgtnosci roztwo-
ry biatek odttuszczonych moga by¢ wykorzystywane do wzbogacania w biatka serwat-
kowe produktow niemlecznych, takich jak soki czy napoje.

Whioski

1. Zastosowanie chitozanu jako czynnika wigzacego ttuszcz przyczynito si¢ do zna-
czacej redukcji zawartosci tego sktadnika w badanych koncentratach.

2. Roztwory WPC 35 chitozan i WPC 80 chitozan cechowaly si¢ wigksza (p < 0,05)
wydajnoscig pienienia w porownaniu z odpowiednikami WPC 35 i WPC 80 (bez
stosowania chitozanu). Wydajno$¢ pienienia tych roztworow byla wigksza
(p < 0,05) anizeli wydajnos$¢ roztworéw albuminy biatka jaja kurzego EWP i
EWP-W, przy czym do badan zastosowano roztwory o roznym stezeniu biatka.

3. Zastosowanie chitozanu jako czynnika wigzacego thuszcz wptyneto na poprawe
specznienia pian uzyskanych z badanych koncentratow. Koncentraty biatek ser-
watkowych po zastosowaniu chitozanu (WPC 35 chitozan i WPC 80 chitozan) cha-
rakteryzowaty si¢ wyzszymi (p < 0,05) warto$ciami spgcznienia pian niz roztwory
przed zastosowaniem chitozanu (WPC 35 i WPC 80), jak rowniez w porownaniu
z pianami EWP i EWP-W.

4. Stabilno$¢ pian otrzymanych z roztwordw koncentratow biatek serwatkowych po
zastosowaniu chitozanu (WPC 35 chitozan i WPC 80 chitozan) byta wyzsza
(p <0,05) niz przed zastosowaniem chitozanu (WPC 35 i WPC 80) i porownywal-
na z EWP i EWP-W.

5. Zastosowanie chitozanu do zmniejszenia zawarto$ci thuszczu w WPC przyczynito
sie do znacznego zmniejszenie ich metnosci.
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FOAMING PROPERTIES OF REDUCED-FAT WHEY PROTEIN CONCENTRATES
Summary

Whey proteins have practical significance on grounds of their nutritive and functional values. Howev-
er, the presence of fat negatively affects their flavour and foaming properties. The objective of the research
was to determine the effect of fat content on foaming properties of whey protein concentrates. Whey pro-
tein concentrates, those with fat and those with fat reduced by chitosan, were compared as regards their
foaming properties; all of them had a declared protein content of 35 % (WPC 35) and of 80 % (WPC 80).
Furthermore, the foaming properties of whey proteins were compared with those of albumin in egg white
(EWP). Upon the application of chitosan, the whey protein solutions, i.e. WPC 35 chitosan and WPC 80
chitosan, showed a higher foaming yield level (respectively: 721.7 % and 776.7 %) than that of WPC 35
and WPC 80 (respectively: 338.3 % and 588.3 %) and of EWP and EWP-W (respectively: 555.0 % and
536.7 %). The solutions of WPC 35 chitosan and WPC 80 chitosan showed higher values of foam overrun
(750.8 % and 636.8 %, respectively) than the solutions of WPC 35 and WPC 80 (520.93 %, 568.0 %) and
than the natural albumin in egg white (EWP) and the albumin of high foaming activity in egg white (EWP-
W) (572.6 % and 595.7 %, respectively). The stability of foams produced from WPC 35 chitosan and
WPC 80 chitosan solutions was higher (93.6 % and 98.1 %, respectively) compared to the foam stability
produced from WPC 35 solution (32.5 %) and from WPC 80 solution (87.1 %); it was comparable with
the foam stability from EWP (97.6 %) and EWP-W (100.0 %). The application of chitosan contributed to
a significant decrease in turbidity of WPC.

Key words: whey protein concentrates (WPC), chitosan, foaming properties, albumin in egg white
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WLASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE EKSTRAKTOW
Z ZIARNIAKOW GRYKI I PRODUKTOW OTRZYMANYCH
W PROCESIE ICH PRZEROBU

Streszczenie

Gryka zawiera biatka o wysokiej wartosci biologicznej, lipidy zasobne w nienasycone kwasy thusz-
czowe, witaminy B, B, i By oraz polifenole o wysokiej aktywnosci przeciwutleniajacej i dzigki tym
sktadnikom jest wartosciowym surowcem zywnosciowym o wiasciwosciach prozdrowotnych. Celem
badan bylo okreslenie zawartosci polifenoli i aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow z ziarniakoéw
polskich odmian gryki oraz produktow ubocznych powstatych podczas przerobu ziarniakoéw na kasze.
W celach porownawczych wykorzystano syntetyczny przeciwutleniacz BHT.

Badaniom poddano dwie polskie odmiany gryki: ‘Kora’ i ‘Panda’ (Fagopyrum esculentum Moench
L.). Ekstrakcje prowadzono przy uzyciu acetonu, metanolu oraz wody w temp. 20 + 2 °C przez 24 h.
Poziom zwigzkéw fenolowych oznaczono spektrofotometrycznie z odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a,
stosujac jako wzorzec kwas galusowy. Aktywno$¢ przeciwutleniajacg ekstraktow badano wobec kwasu
linolowego, prowadzac inkubacj¢ przez 19 h, metoda neutralizowania trwalych rodnikéw DPPH (2,2-
difenylo-1-pikrylohydrazyl) oraz w warunkach testu Oxidograph.

Najwicksza zawartos$cig polifenoli charakteryzowaly si¢ ekstrakty metanolowe (ok. 63 - 68 mg GAE/g
s.m.), nastegpnie acetonowe (ok. 44 - 48 mg GAE/g s.m.) i wodne (ok. 25 - 30 mg GAE/g s.m.). Ziarniaki
gryki odmiany ‘Kora’ cechowaty si¢ nieznacznie wicksza zawartoscia polifenoli i zblizong aktywnos$cia
przeciwutleniajagca w poréwnaniu z odmiang ‘Panda’. Najwigcej polifenoli stwierdzono w metanolowych
ekstraktach z tuski gryki odmiany ‘Kora’ — 140,4 mg/g s.m. Ekstrakty te charakteryzowaly si¢ jednocze-
$nie najwigksza aktywnoscia przeciwrodnikowa (98,8 %). W ukladzie emulsyjnym, obok ekstraktow
metanolowych, wysoka aktywnoscig odznaczaly si¢ roOwniez ekstrakty wodne. Otrzymane ekstrakty wyka-
zywaly staby efekt stabilizujacy w stosunku do oleju rzepakowego w warunkach testu Oxidograph.

Stowa kluczowe: ziarniak gryki, tuska, otreby, polifenole, aktywnos¢ przeciwutleniajaca
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Wprowadzenie

Zainteresowanie gryka i produktami gryczanymi wigze si¢ nie tylko z obecnoscia
sktadnikow odzywczych, takich jak: biatka, sacharydy, lipidy czy sktadniki mineralne,
ale rowniez ze sktadnikami nieodzywczymi o funkcjach prozdrowotnych, np. z blonni-
kiem pokarmowym oraz ze zwigzkami fenolowymi [2, 12]. Zwigzki te chronig orga-
nizm cztowieka przed stresem oksydacyjnym i sg pomocne w profilaktyce zmian no-
wotworowych oraz rozwoju miazdzycy [13]. Dziataja rowniez antybakteryjnie,
przeciwzapalnie, przeciwalergicznie oraz poprawiaja elastycznos$¢ zyt i wspomagaja
uktad krwionosny [17, 31].

Do zwiagzkoéw o wilasciwosciach przeciwutleniajacych i bakteriostatycznych wy-
stepujacych w ziarniakach gryki naleza: flawonoidy, kwasy fenolowe, skondensowane
taniny, fitosterole, fagopiryny i tokoferole [7, 12, 26, 28]. Zwiazki polifenolowe wy-
stepuja gtownie w zewnetrznych warstwach ziarniaka gryki. W okrywach owocowych
ziarniaka znajdujg si¢: rutyna, kwercetyna, orientyna, izoorientyna i witeksyna [5].
Hung i Morita [15] stwierdzili, Ze sg to zwiazki wystepujace przewaznie w postaci
wolnej. W przeciwienstwie do ziarniakow gryki, polifenole w ziarnach innych zb6z sg
zwigzane przede wszystkim ze sktadnikami scian komoérkowych [1].

Gryke przetwarza si¢ przewaznie na kasze, ktéra w gtdwnej mierze zawiera ruty-
n¢ i izowiteksyne [5]. W zaleznos$ci od stosowanych operacji jednostkowych w proce-
sie produkcyjnym, uzyskuje si¢ rézne typy i rodzaje kaszy gryczanej (kasze cate i ta-
mane). Zastosowanie zabiegu hydrotermicznego pozwala wyr6ézni¢ 2 typy kaszy
gryczanej: prazong i nieprazong. W obu tych typach, po zabiegu rozdrabniania, otrzy-
muje si¢ kasz¢ tamang (z kaszy prazonej) oraz kasz¢ tamang drobng krakowska (z ka-
szy nieprazonej). Sktad chemiczny kasz, a wigc takze ich warto$¢ odzywcza, zalezy od
stopnia rozdrobnienia i obluszczenia ziarna. Podczas produkcji kaszy gryczanej po-
wstaja produkty uboczne, takie jak otrgby i tuska gryczana, ktore ze wzgledu na duza
zawarto$¢ btonnika mozna wykorzysta¢ do produkcji preparatow wysokoblonniko-
wych [6]. Jednoczesnie produkty te mogg stanowic¢ cenne zrodto zwigzkoéw przeciwu-
tleniajgcych [7, 11].

Jako warto$ciowy surowiec zywno$ci prozdrowotnej ziarniaki gryki i produkty
uboczne powstajace podczas wytwarzania kaszy gryczanej zastuguja na wigksze zain-
teresowanie badawcze.

Celem pracy byto okreslenie aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow z ziar-
niakéw dwodch odmian gryki oraz produktow ubocznych otrzymanych w procesie wy-
twarzania kaszy gryczane;j.
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Material i metody badan

Materialem do$wiadczalnym byly nieobluszczone ziarniaki dwodch polskich od-
mian gryki — ‘Kora’ i ‘Panda’ (Fagopyrum esculentum Moench L.) otrzymane ze stacji
Doswiadczalnej Palikije oraz tuska gryczana, otrgby po $rutowaniu i otrgby koncowe
gryki odmiany ‘Kora’, ktore otrzymano z Zaktadu Zbozowo-Mtynarskiego w Biatym-
stoku.

Badany materiat rozdrabniano w mtynku Cyclotec. Ekstrakcje zwigzkow fenolo-
wych prowadzono 2-krotnie przy uzyciu metanolu, acetonu oraz wody, w temp. 20 £
2 °C, przez 24 h. Zawarto$¢ polifenoli ogotem oznaczano kolorymetrycznie metoda
Folina-Ciocalteu’a, przy dlugosci fali A = 750 nm [14]. Metoda ta polega na barwnej
reakcji miedzy polifenolami a odczynnikiem Folina-Ciocalteu’a (FC). W $rodowisku
zasadowym zwigzki fenolowe wystepuja w postaci anionu fenolowego, ktory redukuje
odczynnik FC, tworzac niebieski barwnik. Wyniki analiz przedstawiono jako ekwiwa-
lent stezenia kwasu galusowego w mg/g s.m. ekstraktu (mg GAE/g s.m.).

Wiasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow szacowano na podstawie zdolnoSci
ekstraktow do neutralizowania rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylhydrazyl) wobec
kwasu linolowego oraz w warunkach testu Oxidograph [18]. Uzyskane wyniki poréw-
nano z aktywnoscig BHT (butylohydroksytoluenu).

Zdolno$¢ neutralizowania rodnika DPPH okreslano na podstawie oznaczanych
kolorymetrycznie zmian st¢zenia stabilnego rodnika DPPH wobec proby kontrolne;
[21, 25]. Pomiaru absorbancji dokonywano przy dlugosci fali A = 517 nm, po 30-
minutowej inkubacji roztworu w temp. 20 + 2 °C, bez dostepu $wiatla. Wyniki przed-
stawiono jako aktywnos$¢ przeciwutleniajaca (AA) wyrazong rownaniem:

AA [%] =100 — {[(Absprc'oby wiasciwej — Absprc’oby zcrowcj) X 100] /Absprc'oby kontrolncj}

Zdolno$¢ hamowania autooksydacji kwasu linolowego okreslano metoda Lin-
gnerta i wsp. [20]. Metoda polega na spektrofotometrycznym oznaczaniu przyrostu
zawarto$ci dienow sprzezonych w 10 mM emulsji kwasu linolowego o pH 7,2. Do
przygotowanej emulsji wprowadzano 0,01 ml badanych ekstraktow, a nastepnie doko-
nywano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali A = 234 nm, zar6wno w probkach bez-
posrednio po dodaniu przeciwutleniacza, jak i po 19-godzinnej inkubacji w temp.
37 °C, bez dostepu s$wiatla. Zawarto$¢ dienéw obliczano, wykorzystujac molowy
wspotczynnik absorbancji diendw sprzezonych, zgodnie z prawem Lamberta-Beera:

A=¢g-c-1

gdzie:

A — absorbancja,

& — molowy wspétezynnik absorpcji (e = 2,56 x 10* M"-cm™),
¢ — stezenie nadtlenkow z dienami sprz¢zonymi [M],
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1 — grubos¢ warstwy absorbujacej (grubos$¢ kuwety = 1 cm).

W aparacie Oxidograph wykonywano pomiar okresu indukcyjnego oleju rzepa-
kowego (Zaktady Przemystu Thuszczowego ,,Kruszwica”), mierzonego zuzyciem tlenu
za pomocg transduktora cisnien. W celu skrocenia analizy probki ogrzewano w temp.
110 °C. Rezultatem utleniania byla zmiana ci$nienia w wyniku pochlaniania tlenu
przez olej w naczynku reakcyjnym. Caly proces byl rejestrowany przez czujniki ci-
$nieniowe 1 zapisywany na wykresie, na podstawie ktérego okreslano okres indukcyjny
badanej proby. Aktywno$¢ przeciwutleniajgcg, wyrazong wspotczynnikiem ochron-
nym, wyznaczano ze stosunku okresu indukcyjnego proby z dodatkiem przeciwutle-
niacza (t, [h]) do okresu indukcyjnego proby kontrolnej (ty, [h]):

WO:t/tk

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Przedstawione w pracy wyniki
stanowig $rednig arytmetyczng niezaleznych serii pomiarow w trzech powtdrzeniach.
Analize najmniejszych istotnych réznic z wykorzystaniem wariancji wieloczynnikowej
oraz analiz¢ wspotczynnika korelacji liniowej przeprowadzono w programie Statistica
ver. 9. Wnioskowanie statystyczne przeprowadzono na poziomie istotnosci p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Otrzymane ekstrakty z ziarniakow gryki roznity si¢ pod wzgledem catkowitej za-
wartosci polifenoli. Najwickszg zawarto$cig tych substancji charakteryzowaty si¢ eks-
trakty metanolowe, mniejsza — acetonowe, a najmniejsza — wodne. Metanolowe i ace-
tonowe ekstrakty z ziarniakdéw odmiany ‘Kora’ zawieraly wigcej zwigzkow
polifenolowych niz z odmiany ‘Panda’ (rys. 1).

Do analizy wlasciwos$ci przeciwutleniajgcych produktow ubocznych wytypowano
odmiang ‘Kora’, uwzgledniajac nieznacznie wigksza zawarto$¢ polifenoli ogotem
w ekstraktach z jej ziarniakow oraz potwierdzong w literaturze wigksza wartos¢ od-
zywczg 1 wicksza zawarto$¢ rozpuszczalnej frakeji btonnika pokarmowego, w porow-
naniu z ziarniakami odmiany ‘Panda’ [3, 27].

Najwigcej polifenoli stwierdzono w metanolowych ekstraktach z tuski gryki
(140,4 mg/g s.m.). Ekstrakty z otrab charakteryzowaty si¢ ok. 3-krotnie mniejszg za-
wartoscig polifenoli w porownaniu z tuskg. Aceton i woda w mniejszym stopniu eks-
trahowaty polifenole w poréwnaniu z metanolem. Acetonowe i wodne ekstrakty z tuski
zawieraly odpowiednio o 50 1 86 % mniej zwigzkoéw fenolowych niz ekstrakty metano-
lowe. Najmniejszg zawartos$cig zwigzkow polifenolowych ogotem charakteryzowaty
si¢ ekstrakty wodne z otrab koncowych (8,6 mg/g s.m.) (rys. 2).

Zielinski i Troszynska [35] dowiedli, ze zawarto$¢ zwigzkow fenolowych rdzni-
cuje gatunek surowcoOw roslinnych. Autorzy podaja, ze w obtuszczonych ziarniakach
gryki ogdlna zawartos¢ zwigzkow fenolowych wynosi 4082 pg/g, natomiast w pszeni-
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cy 548 pg/g. Ziarniaki gryki zawieraja tez wigcej zwiazkow fenolowych niz ziarno
owsa i jeczmienia. Li i wsp. [19] stwierdzili z kolei, ze catkowita zawartos¢ polifenoli
w lusce i otrgbach jest wigksza niz w mace gryczanej, a dominujacg formg sg zwigzki
fenolowe wolne. Hung i Morita [15] wykazali, ze maczka z catych ziaren gryki zawie-
ra znacznie wigcej polifenoli ogétem w formie wolnej niz zwigzanej, z kolei zwigzkow
flawonoidowych jest wiecej w formie zwigzanej niz wolnej. Od gatunku zboza uzalez-
niona jest rowniez aktywnos$¢ przeciwutleniajgca. Metanolowe ekstrakty z ziarniakow
gryki charakteryzujg si¢ wigksza aktywnoscia przeciwutleniajacag niz ekstrakty z ziarna
jeczmienia, owsa, pszenicy i zyta [34]. Otreby i tuska gryczana moga wykazywaé na-
wet 2 - 4 razy wigkszg aktywno$¢ przeciwutleniajgcg niz ziarno jgczmienia, pszenzyta
iowsa [33]. Tang i wsp. [29] badali zawarto$¢ zwigzkow fenolowych i aktywnosé
przeciutleniajaca izolatow biatek gryki. Stwierdzili, ze zawartos¢ polifenoli zmniejsza-
fa si¢ w r6znym stopniu w zaleznosci od stopnia hydrolizy. Hydrolizaty wykazywaty
bardzo dobre wlasciwosci przeciwutleniajace, w tym zdolno$¢ neutralizowania rodnika
DPPH, site redukujacg oraz zdolnos¢ hamowania utleniania kwasu linolowego.

Ekstrakt metanolowy

Heemeterad - MMM\ ¢

evsvan oceoncss, UL L
S\

Ekstrakt wodny

Water extract !\\\\\\\\\\\\\\\\ 2 ’
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Catkowitazawarto$¢ polifenoli[mg GAE/g s.m.]
Content of total polyphenols [mg GAE/g d.m.]

mPANDA S KORA
Objasnienie: / Explanatory note:

a - f — warto$ci $rednie oznaczone roéznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean
values denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05).

Rys. 1. Zawartos¢ polifenoli w ekstraktach z ziarniakow gryki odmiany ‘Panda’ i ‘Kora’
Fig. 1.  Content of total polyphenols in extracts from buckwheat grains of ‘Panda’ and ‘Kora’ varieties
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a - f — warto$ci $rednie oznaczone roéznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean
values denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05).

Rys. 2. Zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z ubocznych produktow gryki odmiany ‘Kora’
Fig. 2.  Content of total polyphenols in extracts from buckwheat by-products of ‘Kora’ variety

W niniejszych badaniach zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach z gryki oraz ich ak-
tywnos¢ przeciwutleniajgca uzaleznione byly od zastosowanego ckstrahenta. Najwick-
sza zdolno$¢ ekstrakcji zwigzkéw fenolowych wykazywat metanol, co wigze si¢ z po-
larnoscig tego rozpuszczalnika. Stwierdzono, ze polarne rozpuszczalniki organiczne
charakteryzuja si¢ duzg zdolnoscig ekstrakcji zwigzkow fenolowych i w konsekwencji
wysoka aktywno$cig przeciwutleniajgca ekstraktow [24]. Zastosowanie 80-
procentowego metanolu do ekstrakcji pozwala wyizolowa¢ ponad 60 razy wigcej
zwigzkoéw fenolowych z gryki, a uzyskane ekstrakty mogg wykazywac 4-krotnie wigk-
szg aktywno$¢ przeciwutleniajgcg niz ekstrakty wodne [34]. Z kolei Gallardo i wsp. [§]
wykazali podobny poziom zwigzkoéw fenolowych, ale wigksza aktywno$¢ przeciwutle-
niajacg ekstraktow wodnych w poréwnaniu z 80-procentowymi ekstraktami metanolo-
wymi z maki gryczanej. W innych badaniach do ekstrakcji zwigzkow fenolowych
z maki gryczanej zastosowano metanol, etanol, butanol, aceton i octan etylu [28]. Po-
mimo ze najlepsze zdolnosci ekstrakcyjne wykazat aceton, najwicksza aktywnos$cig
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przeciwutleniajacg charakteryzowaty si¢ ekstrakty metanolowe. Inglett 1 wsp. [16]
podaja, ze stosujac do ekstrakcji alkohol absolutny mozna osiggnaé znaczaco wigksza
zawarto$¢ polifenoli zwigzanych, z kolei 50-procentowy etanol ekstrahuje wigcej nie-
zwigzanych polifenoli w poréwnaniu z wodg i alkoholem absolutnym.

Tabela 1. Zdolno$¢ neutralizowania rodnika DPPH przez ekstrakty z ziarniakow i z produktéw ubocz-
nych gryki [%)]
Table .  DPPH scavenging ability of extracts from buckwheat grains and by-products [%]

Proba Ekstrakt metanolowy Ekstrakt acetonowy Ekstrakt wodny
Sample Methanol extract Acetone extract Water extract
Odmiana gryki / Buckwheat variety
‘Panda’ 0,2% 60,55 + 0,48 53,64+ 1,13 21,56°+0,89
‘Kora’ 0,2% 64,438+ 0,62 51,59°+0,59 16,28+ 0,93
Produkty uboczne gryki odmiany ‘Kora’ / By-products of ‘Kora’ buckwheat variety
Luska / Hull 0,1% 98,76"+ 0,31 56,947+ 1,39 16,10* £ 0,69
g;::’lb: ﬁpe (; Z:::i‘it;ng,lz% 55917+ 0,37 26,89% + 0,51 19,19% + 0,61
Otrgby koncowe
Finzl iran 0.2% 39,199+ 0,31 25,80% + 1,49 21,98°+ 0,86
BHT 0,02% 30,50°+ 0,92

Objasnienie: / Explanatory note:
a - h — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami réznia si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean
values denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05).

W tab. 1. przedstawiono zdolno$¢ neutralizowania trwatych rodnikow DPPH
przez poszczegdlne rodzaje ekstraktow. Analizowano wptyw 0,2 ml roztworu ekstrak-
tow o stezeniu 0,1 Tub 0,2 % na zdolno$¢ neutralizowania DPPH. Najwigksza zdolno-
Scig wygaszania rodnikéw charakteryzowaly si¢ ekstrakty z tuski ziarniakow gryki,
przy czym ekstrakt metanolowy wykazywal odpowiednio o 42 i 83 % wickszg aktyw-
no$¢ niz ekstrakt acetonowy i ekstrakt wodny. Ekstrakty metanolowe z ziarniakow
gryki odmiany ‘Kora’ charakteryzowaty si¢ wigkszg aktywnos$cig przeciwrodnikowa
w poroéwnaniu z odmiang ‘Panda’, jednak uzyskane roznice nie zostaly potwierdzone
statystycznie (p < 0,05). Aktywno$¢ ekstraktow metanolowych i acetonowych z ziar-
niakdéw obu odmian byla istotnie wigksza (p < 0,05) od aktywnosci odpowiednich eks-
traktow z otrab gryki odmiany ‘Kora’. W przypadku wodnych ekstraktow z catych
ziarniakow i wodnych ekstraktow z otrab, stwierdzono brak istotnych roznic (p < 0,05)
w neutralizowaniu rodnikow DPPH. W ekstraktach acetonowych oraz wodnych nie
stwierdzono istotnych réznic (p < 0,05) aktywnosci w przypadku otrab po Srutowaniu
i otrgb koncowych. Istotnie wigksza (p < 0,05) aktywnos¢ przeciwrodnikowa wykazaty
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natomiast metanolowe ekstrakty z otrgb po Srutowaniu w poréwnaniu z otr¢bami kon-
cowymi (odpowiednio: 55,9 i 39,2 %). Acetonowe ekstrakty z otrgb po $rutowaniu
wykazywaly niewicle wigkszg (ok. 1,4-razy) zdolnos¢ neutralizowania rodnikéw niz
ckstrakty wodne. Aktywno$¢ ekstraktow acetonowych i wodnych z otrgb koncowych
réwniez byta podobna, wynosita odpowiednio 25,8 i 22 %. Przeciwrodnikowa aktyw-
no$¢ ekstraktow acetonowych z otrgb po Srutowaniu i koncowych byta najbardziej
zblizona do aktywnos$ci syntetycznego przeciwutleniacza BHT, stosowanego na po-
ziomie 0,02 % (30,5 %).

Obserwowany w pracy efekt wygaszania rodnika DPPH przez ekstrakty z ziar-
niakéw i1 z produktow ubocznych gryki jest wigkszy od tego, jaki uzyskano w przypad-
ku ekstraktow etanolowych z maki gryczanej [16]. Alvarez-Jubete i wsp. [2] stwierdzi-
li rowniez wickszg aktywno$¢ neutralizowania rodnika DPPH przez ekstrakty
z ziarniakow gryki w poréwnaniu z amarantusem, komosg ryzowa oraz pszenicg. Al-
koholowe, acetonowe i etylooctanowe wyciagi z ziarniakéw gryki powodowaty efekt
wygaszania w granicach od 40 do 80 %, przy czym w przypadku ekstraktu acetonowe-
go 1 metanolowego wplyw ten zaznaczyt si¢ odpowiednio na poziomie ok. 80 i 60 %
[28]. Podobnie wysoka zdolnos¢ neutralizowania rodnika DPPH oznaczono w etano-
lowych ekstraktach z kaszy gryczanej [10].

W badaniach wtasnych stwierdzono silng dodatnia korelacje pomiedzy catkowita
zawarto$cig zwigzkow polifenolowych w ekstraktach z ziarniakow i produktéw ubocz-
nych gryki a zdolno$cig dezaktywacji rodnikow DPPH (r = 0,95; p <0,05). Rowniez
Stepinska i wsp. [26] dowiedli, ze aktywno$¢ przeciwutleniajaca jest zwigzana z obec-
no$cig zwigzkoéw fenolowych w ziarniakach gryki poddanych i niepoddanych obrobce
cieplnej (odpowiednio: r = 0,95, r = 0,99). Jednak nie zawsze istnieje silny zwigzek
miedzy zawartos$cig polifenoli a aktywnoscig przeciwutleniajgcg, na co wskazujg Oo-
mah 1 Mazza [23]. Wymienieni autorzy uzyskali niskg korelacj¢ pomigdzy zawarto$cig
flawonoidéw w ziarniakach gryki a ich aktywnos$cia przeciwutleniajaca. Nie stwierdzili
tez zwigzku pomiedzy zawartoscig rutyny a aktywnos$cia przeciwutleniajaca gryki, co
z kolei wykazali Velioglu i wsp. [30] oraz Guo i wsp. [9]. W badaniach Li i wsp. [19]
korelacja pomiedzy catkowita zawartoscig zwigzkoéw fenolowych w ekstraktach z tuski
1 otrgb a aktywnoscig przeciwutleniajgca nie byla statystycznie istotna, z kolei w przy-
padku maki gryczanej stwierdzono zwigzek pomi¢dzy zawartoscig polifenoli a zdolno-
$cig neutralizowania rodnikow DPPH (r, = 0,79, p < 0,05).

Wpltyw 0,01 ml ekstraktéw z ziarniakoéw i produktow ubocznych gryki na stabil-
no$¢ kwasu linolowego w emulsji przedstawiono w tab. 2. Ekstrakty metanolowe
1 wodne wykazywaly wigkszy efekt ochronny w stosunku do kwasu linolowego niz
ckstrakty acetonowe. Jednak w porownaniu z BHT aktywnos¢ ta byla istotnie nizsza
p < 0,05). Przyrost dienéw sprzezonych w najwigkszym stopniu ograniczyly metano-
lowe ekstrakty z tuski i otrgb po $rutowaniu oraz wodne ekstrakty z ziarniakow obu
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odmian. Po 19 h inkubacji emulsji, proby z tymi ekstraktami zawieraty 82 i 85 % mniej
dienow niz proba kontrolna. Aktywnos$¢ metanolowych ekstraktéw z ubocznych pro-
duktoéw gryki byta istotnie wigksza niz ekstraktow z ziarniakéw. Tendencji tej nie ob-
serwowano w przypadku ekstraktow acetonowych i wodnych. Najmniejszg aktywno-
Scig przeciwutleniajgca charakteryzowal si¢ acetonowy ekstrakt z tuski oraz z otrgb
koncowych, ktore ograniczyly zawartos¢ dienéw sprzezonych w inkubowanej emulsji
odpowiednio o 32 i 10 %. Zastosowany w celach poréwnawczych syntetyczny przeci-
wutleniacz BHT charakteryzowatl si¢ istotnie wyzsza (p < 0,05) aktywnoscig w ukta-
dzie emulsyjnym niz ekstrakty gryki. Prawie catkowicie ograniczyt powstawanie die-
ndéw sprzezonych (przyrost o niespelna 3 %). Przeprowadzona analiza statystyczna nie
wykazata korelacji pomiedzy efektywno$cig przeciwutleniajacg a catkowita zawarto-
$cig polifenoli.

Tabela 2. Zawartosé diendw sprzezonych w emulsji kwasu linolowego [10”° M] determinowana oddzia-
tywaniem ekstraktow z ziarniakdéw i z produktéw ubocznych gryki [%]

Table 2.  Content of conjugated dienes in linoleic acid emulsion [10~° M] as determined by impact of
extracts from buckwheat grains and buckwheat by-products

Proba Ekstrakt metanolowy Ekstrakt acetonowy Ekstrakt wodny
Sample Methanol extract Acetone extract Water extract
Po przygotowaniu emulsji / After emulsion was prepared
Ziarniak odmiany “Panda 0.4+0,012 0.7+ 0,052 0.4 0,002
Grain of ‘Panda’ variety
Ziarniak odmiany ‘Kora 0,4+ 0,029 0,7+ 0,038 0,4 % 0,007
Grain of ‘Kora’ variety
Luska / Hull 0,5+ 0,047 0,7 + 0,008 0,4+0,014
Otreby po Srutowaniu 040,017 0.7 + 0,009 0.4 £0,037
Bran after grinding
Otreby koncowe / Final bran 0,6 = 0,004 0,7+ 0,034 0,3 +0,004
BHT 0,4 +0,035
Kontrolna / Control sample 0,5+0,026
Po 19 h inkubacji emulsji / After emulsion was 19 h incubated
Ziarniak odmiany “Panda 1,9440,074 3,740,046 1,20+ 0,009
Grain of ‘Panda’ variety
Ziarniak odmiany ‘Kora 2,140,036 3,540,077 1,2°40,019
Grain of ‘Kora’ variety
Luska / Hull 1,2° 40,020 4,45+ 0,502 1,89+ 0,03
Otreby po Srutowaniu 1,0° + 0,0003 2,9°% 0,078 1,3% £ 0,022
Bran after grinding
Otreby konicowe / Final bran 1,55+ 0,011 5,9"+ 0,072 3,3+ 0,014
BHT 0,5°+0,015
Kontrolna / Control 6,6'+£ 0,295

Objasnienie: / Explanatory note:

a - 1 — wartos$ci $rednie po 19 h inkubacji emulsji oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie
istotnie (p < 0,05) / mean values after 19 h of emulsion incubation denoted by different letters differ statis-
tically significantly (p < 0.05).
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Badane ekstrakty z gryki charakteryzowaty si¢ wysoka aktywno$cig hamowania
procesow samoutleniania kwasu linolowego w emulsji. Podobne wyniki uzyskali Hes$
1 wsp. [11], okreslajac aktywnos¢ przeciwutleniajaca (Wo) jako stosunek réznicy przy-
rostu absorbancji proby kontrolnej i z dodatkiem przeciwutleniaczy do przyrostu ab-
sorbancji proby kontrolnej. Burda i wsp. [4] porownali zdolno$¢ ekstraktow z ziarna
réznych zboz do hamowania procesu utleniania -karotenu i kwasu linolowego. Auto-
rzy stwierdzili, ze najwicksza aktywno$cia cechowatly si¢ ekstrakty z ziarna owsa,
mniejsza — z zyta i jeczmienia, najmniejsza — z pszenicy. Dodatkowo Wotoch i wsp.
[32] wykazali, ze -calkowity potencjal przeciwutleniajagcy owsa w ukladzie
B-karoten/kwas linolowy jest §cisle skorelowany z zawartoscig polifenoli w badanym
materiale.

Tabela 3. Stabilno$¢ oleju rzepakowego z dodatkiem ekstraktow z ziarniakow gryki odmiany ‘Panda’
i ‘Kora’ w aparacie Oxidograph
Table 3. Stability of rapeseed oil with addition of extracts from buckwheat grains of ‘Panda’ and ‘Kora’
varieties in Oxidograph apparatus
Ekstrakt metanolowy Ekstrakt acetonowy Ekstrakt wodny
Methanol extract Acetone extract Water extract

Proba Okres Wspotcz. Okres ZZ}SESI};Z Okres ZZ}SESI};Z
Sample indukeyjny | ochronny (Wo) | indukcyjny (Wo) Y indukcyjny (Wo) Y

Induction Protection Induction o Induction o
time [h] factor (PF) time [h] Protection time [h] Protection
factor (PF) factor (PF)

‘Panda’ 5,60 1,13 5,55 1,12 4,78 0,97

‘Kora’ 5,55 1,12 5,95 1,20 5,40 1,09

) . .. Wspotezynnik ochronny (Wq)
Okres induk / Induction t h )
es indukeyjny / Induction time [h] Protection factor (PF)
BHT 7,60 1,54
Proba kontrol
roba kontrolna 4.95 B
Control sample

Ekstrakty z ziarniakéw gryki charakteryzowaty si¢ niskg aktywnoscig w przyspie-
szonym tescie Oxidograph (tab. 3). Wyznaczone okresy indukcyjne oleju z dodatkiem
ekstraktow byty niewiele dtuzsze od okresow indukcyjnych proby kontrolnej i znacz-
nie krotsze w poréwnaniu z probg z dodatkiem BHT. Sposrod stosowanych ekstraktow
gryki najlepszym przeciwutleniaczem w stosunku do oleju okazatl si¢ ekstrakt aceto-
nowy z gryki odmiany ‘Kora’, ktory wydtuzyt okres indukcyjny o 1 h. Jest to mniejsza
aktywno$¢ w porownaniu z BHT, ktory wydtuzyt ten okres prawie o 3 h. Efektywnos¢
przeciwutleniajgca ekstraktow z ziarniakow gryki wyrazona wspotczynnikiem ochron-
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nym (Wo) wyniosta niewiele ponad 1 i byta nizsza od zastosowanego w celach poréw-
nawczych syntetycznego przeciwutleniacza — BHT.

Otrzymane wyniki wskazujg na réznorodno$¢ mechanizméw dziatania przeciwu-
tleniaczy zawartych w analizowanym surowcu oraz na wysoki potencjat przeciwutle-
niajgcy poszczegdlnych czesci gryki. Wedtug Sun i Ho [28] naturalne przeciwutlenia-
cze gryki mogg zastgpi¢ przeciwutleniacze syntetyczne. Sg bezpieczniejsze, zatem
moga by¢ dodawane do produktéw w wigkszych dawkach, a efekt przeciwutleniajacy
bedzie porownywalny. Olszak i wsp. [22] udowodnili, ze zastosowanie obluszczonych
1 nicobtuszczonych ziarniakdéw gryki, poddanych obrébee hydrotermicznej, a nastgpnie
rozdrobnionych, do produkcji wysokotluszczowych pasztetow migsnych wplywa na
wzrost trwatosci przechowalniczej wyrobdw poprzez zachowanie odpowiedniej jakosci
mikrobiologicznej, hamowanie postepujacych proceséw oksydacyjnych i uzyskanie
zadowalajacej jakosci sensoryczne;j.

Whioski

1. Zawartosc¢ polifenoli ogoétem w ekstraktach z ziarniakow gryki byta uzalezniona od
odmiany. Metanolowe i acetonowe ekstrakty z ziarniakow odmiany ‘Kora’ charak-
teryzowaly si¢ wicksza zawartoscig polifenoli w poréwnaniu z odmiang ‘Panda’.
W wodnych ekstraktach ziarniakow wigksza zawarto$¢ zwigzkow fenolowych
stwierdzono w przypadku odmiany ‘Panda’. W badanych uktadach obie odmiany
wykazywaty zblizong aktywnos¢ przeciwutleniajaca.

2. Wsrod produktow ubocznych najwickszg zawarto$cig polifenoli oraz najwyzsza
zdolnoscig wygaszania rodnikow DPPH charakteryzowaty si¢ metanolowe ekstrak-
ty z tuski gryczanej, natomiast najnizsza — wodne ekstrakty z otrab.

3. Wszystkie ekstrakty z gryki wykazywaty staby efekt stabilizujgcy w stosunku do
oleju rzepakowego w warunkach testu Oxidograph. W uktadzie emulsyjnym wy-
sokg aktywnoscig charakteryzowaty si¢ natomiast metanolowe i wodne ekstrakty
otrzymane z ziarniakow i produktow ubocznych z gryki, a mniejsza — ekstrakty
acetonowe.

Prace wykonano w ramach projektu nr POIG 01.01.02-00-061/09 pt. ,, Nowa
zywnosc¢ bioaktywna o zaprogramowanych wlasciwosciach prozdrowotnych”.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF BUCKWHEAT GRAIN EXTRACTS AND OF PRODUCTS
PRODUCED DURING THEIR PROCESSING

Summary

Buckwheat contains high biological value proteins, unsaturated fatty acids-rich lipids, vitamins B,, B,
and Bg, and polyphenols showing a high antioxidative activity; owing to those components, it is a valuable
raw material for foods with health benefits. The objective of the study was to determine the content of
polyphenols in and the antioxidative activity of extracts made from buckwheat grains of the Polish varie-
ties and from by-products produced while processing buckwheat into groats. A synthetic antioxidant BHT
was used for comparative purposes.

Two Polish buckwheat varieties were studied: ‘Kora’ and ‘Panda’ (Fagopyrum esculentum Moench
L.). The extraction was performed using acetone, methanol, and water, at a temperature of 20 + 2 °C,
during 24 hours. The level of total phenolic compounds was determined spectrophotometrically using
a Folin-Ciocalteu reagent and a gallic acid as a standard. Antioxidative activity of extracts was analyzed in
the presence of linoleic acid with the incubation period of 19 hours and using a DPPH stable radical scav-
enging method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), under the Oxidograph assay conditions.
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Methanol extracts were characterized by the highest content of phenolic compounds (ca. 63 - 68 mg
GAE/g d.m.), the next highest contents thereof were reported in the acetone (ca. 44 - 48 mg GAE/g d.m.)
and water extracts (ca. 25 - 30 mg GAE/g d.m.). The buckwheat grains of ‘Kora’ variety were character-
ized by a slightly higher content of polyphenols and a similar antioxidative activity compared to the ‘Pan-
da’ variety. The highest content of total phenols was found in the methanol extracts of buckwheat hulls of
‘Kora’ variety: 140.4 mg/g d.m. Also, those extracts were characterized by the highest antioxidative activi-
ty (98.8 %). In the emulsion system, the water extracts were characterized by a high antioxidative activity
as were the methanol extracts. The extracts produced showed a weak stabilizing effect on rapeseed oil in
the Oxidograph test.

Key words: buckwheat grains, hull, bran, polyphenols, antioxidant activity
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WPLYW PROCESOW TERMICZNYCH NA ZMIANY
PODSTAWOWEGO SKEADU CHEMICZNEGO ZIARNA PSZENICY

Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie zmian sktadu chemicznego ziarna pszenicy odmian: ‘Finezja’, ‘Retro’
i ‘Nikol’ zachodzacych pod wpltywem ekstruzji i naswietlania promieniami podczerwonymi. Ziarno na-
wilzano do 15 i 25 % wilgotnosci i ekstrudowano w temp. 110/135/175/180/124 °C oraz naswietlano
promieniami podczerwonymi w 100 i 130 °C przez 30 i 90 s. W materiale do§wiadczalnym oznaczono
zawarto$¢: suchej masy, popiotu surowego, thuszczu surowego, biatka ogolnego, wtdkna surowego, BAW,
frakcji wiokna (ADF, NDF, CEL, HCEL i ADL) oraz skrobi.

W ziarnie pszenicy naswietlanej w temp. 130 °C przez 90 s stwierdzono istotne zmniejszenie
(p < 0,05) zawartosci biatka ogdlnego (o 7 % w ziarnie ‘Finezja’ i o 5 % w ziarnie ‘Retro’) oraz tluszczu
surowego (0 4 % w odmianie ‘Finezja’). W analizowanym materiale procesy termiczne spowodowaty
zmniejszenie zawartosci wlokna surowego, najwigcej w ekstrudowanym ziarnie ‘Finezja’, ‘Retro’ i ‘Ni-
kol’, odpowiednio o: 38, 26 i 39 %. Zmniejszeniu ulegla takze zawarto$¢ skrobi w ekstrudowanym
1 w naswietlanym ziarnie ‘Finezja’ (odpowiednio o: 18,5 i 10 %). Zjawisko to obserwowano rowniez
w przypadku frakcji wiokna pokarmowego. Najwigksze ubytki dotyczyly: ADF (24 % — ‘Nikol’), NDF
(12 % — ‘Retro’ i 9 % — ‘Nikol”), CEL (17 % — ‘Nikol”) oraz HCEL (16 % — ‘Retro’ i 10 % — ‘Nikol’).
Niekorzystnym efektem zastosowanych procesow byt wzrost zawartosci ADL (o 7 % w naswietlanym
ziarnie pszenicy ‘Finezja’ i o 11 % — w ekstrudowanym ziarnie ‘Retro’). Najlepsza modyfikacje sktadu
chemicznego ziarna w wyniku ekstruzji uzyskano w pszenicy ‘Finezja’ i ‘Nikol’, nawilzanej przed proce-
sem do 25 % wilgotnosci, a w efekcie naswietlania — w odmianie ‘Nikol’.

Stowa kluczowe: ziarno pszenicy, ekstruzja, na§wietlanie promieniami podczerwonymi, weglowodany

Dr hab. inz. B. Kiczorowska, dr inz. A. Winiarska-Mieczan, dr inz. W. Samolinska, Instytut Zywienia
Zwierzqt i Bromatologii, dr E. Prystupa-Rusinek, Katedra Biochemii i Toksykologii, Wydz. Biologii
i Hodowli Zwierzqt, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 13, 20-934 Lublin, prof. dr
hab. D. Andrejko, Katedra Biologicznych Podstaw Technologii Zywnosci i Pasz, Wydz. Inzynierii Pro-
dukcji, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Gleboka 28, 20-612 Lublin
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Wprowadzenie

Odmiany konsumpcyjne pszenicy przeznaczane sg gtownie do produkcji maki
o wysokiej jakosci. Obok tradycyjnych zbozowych produktéw zywnos$ciowych na
rynku coraz czeg$ciej pojawiaja si¢ produkty wytworzone w nowoczesnych procesach
przetwarzania surowcOw roslinnych, tzw. galanteria $niadaniowa [3, 20, 21]. Ich popu-
larno$¢ wsrod konsumentéw wynika nie tylko z wygody w przygotowywaniu posit-
kow, dlugiego terminu przydatnosci do spozycia, ale takze wigze si¢ z pozadang tek-
sturg i smakiem [10, 12]. Produkty te charakteryzujg si¢ rowniez zmienionym sktadem
chemicznym i wlasciwo$ciami odzywczymi w porownaniu z surowcem [6, 7, 8, 9].
Zboza w zywieniu czlowieka sg zrodlem weglowodanow 1 gtownie ta frakcja ulega
modyfikacjom podczas proceséw przetwarzania. Do najczesciej stosowanych techno-
logii zalicza si¢ metody termiczne, np. ekstruzje. Natomiast metoda mato popularng
w Polsce, a dos$¢ rozpowszechniong w Anglii, jest naswietlanie surowcow promieniami
podczerwonymi [4, 5].

Celem pracy byto okreslenie zmian podstawowego sktadu chemicznego, widkna
surowego oraz frakcji wiokna i skrobi w ziarnie pszenicy odmian: ‘Finezja’, ‘Retro’
i ‘Nikol’, zachodzacych pod wplywem procesow ekstruzji i naswietlania promieniami
podczerwonymi.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono na kwalifikowanym materiale roslinnym wysokiej jako-
$ci, pochodzacym ze zbioréw w 2011 i 2012 roku. Do badan wybrano ziarno pszenicy
odmian: ‘Finezja’, ‘Retro’ i ‘Nikol’. Pierwsze dwie odmiany charakteryzuja si¢ wyso-
kimi parametrami jakos$ci wypiekowej (typ A), natomiast odmiana pszenicy ‘Nikol’
zaliczana jest do ziarna o chlebowej jakosci wypiekowej (typ B) [18]. W kazdym roku
doswiadczenia, bezposrednio od producentow w wojewodztwach warminsko-
mazurskim, podlaskim, lubelskim i podkarpackim, pobierano po 20 probek ziarna kaz-
dej z odmian.

Ziamo pszenicy wybranych odmian poddawano obrobce termicznej w procesie
ekstruzji 1 naswietlania promieniami podczerwonymi wedlug schematu zamieszczone-
go w tab. 1.

Surowiec przeznaczony do ekstruzji rozdrabniano w rozbijaczu bijakowym, sto-
sujac kolejno sita o srednicy 6 1 3 mm. W rozdrobnionych prébkach przez 3 h stabili-
zowano zawarto$¢ suchej masy (temp. 105 °C). Ziarna pszenicy na 5 h przed ekstruzja
nawilzano w suszarce bebnowej do zalozonych pozioméw wilgotnosci 15 1 25 %. Eks-
truzje przeprowadzano w ekstruderze dwuslimakowym. Proces odbywat si¢ przy statej
liczbie obrotdéw Slimakow (60 obr./min). Temperatura kondycjonowania wynosita 80 +
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90 °C, a temp. ekstruzji wahata si¢ od 110 °C, przez 180 °C do 124 °C. Produkt suszo-
no w temp. ok. 30 °C.

Tabela 1. Schemat doswiadczenia
Table 1.  Schematic diagram of experiment

. . .. Parametry naswietlania
Odmiana Wariant Parametry ekStruZJ,l promieniami podczerwonymi
pszenicy dogw. Parameters of extrusion Parameters of infrared radiation

Wheat Variant of - —
cultivar experiment Temperatura W{lgotnosc Temperatura Czas
Temperature [°C] Moisture [%] Temperature [°C] Time [s]
Ziarno surowe (proba kontrolna)
Raw grain (control sample) — F.C
FE-1 110/135/175/180/124 15 - -
e FE-2 110/135/175/180/124 25 - -
Finezja™ TFIR- 1A - - 100 30
FIR-1B - - 100 90
F.IR - 2A - - 130 30
F.IR-2B - - 130 90
Ziarno surowe (proba kontrolna)
Raw grain (control sample) — R.C
RE-1 110/135/175/180/124 15 - -
. , RE-2 110/135/175/180/124 25 - -
Retro™ T RIR- 1A - : 100 30
R.IR - 1B - - 100 90
R.IR - 2A - - 130 30
R.IR - 2B - - 130 90
Ziarno surowe (proba kontrolna) ) )
Raw grain (control sample) — N.C
NE-1 110/135/175/180/124 15 - -
e N.E-2 110/135/175/180/124 25 - -
Nikol" IR 1A - - 100 30
N.IR - 1B - - 100 90
N.IR - 2A - - 130 30
N.IR - 2B - - 130 90

Do naswietlania promieniami podczerwonymi ziarno kalibrowano na sitach
o prostokatnych oczkach. Do badan wybrano frakcje o $rednicy 2,8 mm. Proces pro-
wadzono 2-krotnie przy identycznie ustawionych parametrach. Ziarno zasypywano na
tasme pojedyncza warstwa — okoto 80-milimetrowa (gestosé usypowa 711 kg'm™, kat
usypu 34,9 °). Do obrobki termicznej zastosowano generator promieni podczerwonych
z plaszczyznowym promiennikiem podczerwieni ESC-1 o mocy 400 W i éredniej tem-
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peraturze zarnika ok. 500 °C, a A = 2,5 - 3 wm. Promiennik ustawiono w odlegtosci
okoto 100 mm od warstwy ziarna.

Z tak przygotowanych partii ziarna zb6z przetwarzanych i nieprzetwarzanych, po
uprzednim usrednieniu, pobierano 4 probki o masie okolo 1 kg. Analizy chemiczne
przeprowadzano w co najmniej 3 powtdrzeniach. Wedlug standardowych procedur
w materiale badawczym oznaczano suchg mas¢ (metoda 44-15A) [1], zwiazki mineral-
ne w postaci popiotu (metoda 08-01) [1], biatko ogdlne metoda Kjeldahla (46-06) [1],
thuszcz surowy metoda Soxhleta (30-10) [1], witokno surowe metoda weendenska (32-
10) [1] oraz zawarto$¢ zwigzkow bezazotowych wyciagowych (BAW — obliczone na
podstawie podstawowego sktadu chemicznego).

Zawartos¢ frakcji widkna oznaczano metoda opracowang przez van Soesta [26,
27]. Metoda ta roznicuje sktad widkna na frakcje: neutralno-detergentowe (NDF),
kwasno-detergentowe (ADF), celulozy (CEL), hemiceluloz (HCEL) i lignin (ADL).
Pomiary wykonywano w aparacie Ankom™’ Fiber Analyzer (ANKOM Technology,
Macedon New York, USA). Neutralne wtokno detergentowe (NDF) stanowi cata $cia-
na komorkowa, ktora sktada si¢ glownie z celulozy, hemiceluloz i ligniny. Kwasne
wiokno detergentowe (ADF) to przede wszystkim celuloza i ligniny. R6znice migdzy
zawarto$cig NDF i ADF stanowi hemiceluloza.

W surowym i przetworzonym ziarnie pszenicy oznaczano zawarto$¢ skrobi meto-
da polarymetryczng [2]. Metoda ta sktada si¢ z dwoch etapow oznaczen. W pierwszym
etapie probke poddawano dziataniu kwasu chlorowodorowego i w celu sklarowania
dodawano roztwory Carreza I i Carreza II. Po sklarowaniu i przesgczeniu mierzono
skrecalnos¢ wlasciwg swiatta spolaryzowanego. W drugim etapie probke ekstrahowano
40-procentowym etanolem. Nastepnie dodawano kwas chlorowodorowy i gotowano.
Po sklarowaniu i przesgczeniu w probce ponownie mierzono kat skrecenia ptaszczyzny
$wiatla spolaryzowanego. Roznice (nie wigksza niz 0,4 % wartosci bezwzglednej)
pomigdzy dwoma pomiarami mnozono przez wspotczynnik skrecalno$ci wiasciwej
czystej skrobi (+ 182,7 ).

Wyniki poddano analizie statystycznej. Obliczano warto$ci $rednie i wspotczyn-
niki zmiennos$ci. Jezeli wspodtczynnik zmiennosci przekraczal wyznaczone do$wiad-
czalnie granice btgdu danej metody, analizy wykonywano ponownie az do uzyskania
wlasciwego rozrzutu wynikdéw. Obliczano rowniez odchylenia standardowe, rOwnania
1 wspotczynniki regresji. Okre$lano roznice pomigdzy srednimi (jedno- lub wieloczyn-
nikowa analizg wariancji) z zastosowaniem testu wielokrotnego rozstepu Dunkana
(p=95191 %, p<0,051p<0,01). Obliczenia wykonywano w programie Statistica
5.1.M (StatSoft Inc., Tulsa, OK).
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Wyniki i dyskusja

Nieprzetworzone ziarno pszenicy, niezaleznie od odmiany, charakteryzowato si¢
zawarto$cig wody ponizej 10 % (tab. 2). Zastosowanie ekstruzji, pomimo wcze$niej-
szego nawilzenia surowca, i naswietlania promieniami podczerwonymi zwigkszyto
zawarto$¢ suchej masy, zwlaszcza w ziarnie odmian ‘Finezja’ i ‘Retro’. Zmniejszenie
wilgotnoséci materiatdéw roslinnych w wyniku dziatania procesow termicznych zwigk-
sza ich bezpieczenstwo mikrobiologiczne i wydtuza okres przydatnosci do spozycia [5,
13].

Zastosowane procesy przetwarzania nie spowodowaly zmian ogolnej zawartosci
zwigzkéw mineralnych. Natomiast zmiany wystgpily we frakcji lipidowej. Stwierdzo-
no istotne zmniejszenie (p < 0,01) zawartosci thuszczu surowego w ziarnie pszenicy
odmiany ‘Finezja’ naswietlanej promieniami podczerwonymi, ktéra charakteryzowata
si¢ najwickszg jego zawartos$cig ze wszystkich badanych odmian. Promienie podczer-
wone wnikajgce w glab struktur tkankowych powoduja wzrost temperatury. W takich
warunkach wolne rodniki zwigkszajg aktywno$¢ do rekombinacji. Moze wowczas do-
chodzi¢ m.in. do tworzenia si¢ kompleksow lipidowo-skrobiowych. Powstawanie tzw.
skrobi opornej obserwowali De Pilli i wsp. [14] w surowcach zbozowych z dodatkami
wysokotluszczowymi poddawanych ekstruzji.

Zmniejszenie zawartosci biatka ogolnego (p < 0,01) wykazano jedynie w wyniku
naswietlania promieniami podczerwonymi i dotyczyly one ziarna odmian ‘Finezja’
1 ‘Retro’. Zjawisko to nasilito si¢ w ziarnie przetwarzanym w najwyzszej temperaturze
1 w najdluzszym czasie (wariant IR — 2B). Jak podajg Chaiyakul i wsp. [9], zmiany
frakcji biatkowej wigzg si¢ gtdownie ze stratg aminokwasdéw. Szczegdlnie wrazliwe na
prazenie sg: lizyna, metionina i cysteina. Powstaja wowczas nie tylko trudno strawne
kompleksy biatkowo-ttuszczowe, ale rowniez tworzg si¢ melanoidyny — lotne zwigzki
reakcji Maillarda, odpowiedzialne m.in. za zapach i barwe produktéw. Nalezy do nich
metianol, powstajacy z metioniny i bardzo tatwo przeksztatlcany w lotne reaktywne
zwiazki siarkowe (metanotiol, disulfid dimetylowy).

W calym materiale badawczym wykazano istotne zmniejszenie (p < 0,05) zawar-
tosci widkna surowego. W probkach F.E-2, R.E-2, N.E-2 oznaczono mniej tej frakcji
w poréwnaniu z ziarnem surowym (odpowiednio o: 38, 26 i 39 %). Podobne zmiany
stwierdzono w ziarnie naswietlanym promieniami podczerwonymi. Najwigksze straty,
nawet o 30, 18 1 37 % w odniesieniu do proby kontrolnej, stwierdzono w wariantach
F.IR - 2B, R.IR - 1B i N.IR-1B. Jednocze$nie w catym przetwarzanym materiale do-
$wiadczalnym, niezaleznie od zastosowanej technologii, obserwowano zwigkszenie
(p £ 0,01) zawartosci cukrow tatwo hydrolizujacych (BAW). Ze wzgledu na zastoso-
wang metode oznaczania, zmiany zawartosci widkna surowego nie pozwalajg na
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doktadng analiz¢ zachodzgcych w nim zmian. W tym celu oznaczono zawarto$¢ po-
szczegolnych frakcji wehodzacych w jego sktad. Jednak wykazane roznice (p < 0,05)
zawarto$ci wtokna surowego w badanych ziarnach moga sygnalizowa¢ kierunek kon-
wersji jego struktur chemicznych. Zmniejszanie ogdlnej zawartosci wtokna pokarmo-
wego wigzane jest ze zwigkszaniem rozpuszczalnosci frakeji trudno strawnych. Moze
dochodzi¢ wowczas do formowania si¢ nowych wigzan anhydroglukozy za pomocag
dodatkowych transglukozydationow [6, 25]. Rehman i wsp. [22] oraz Guillon i Champ
[16] wykazali, ze gotowanie surowcoOw roslinnych pod cisnieniem powoduje degrada-
cje polisacharydéw: celulozy i hemicelulozy do cukréw prostych, tatwiej trawionych
w przewodzie pokarmowym. Jednoczes$nie produkt traci swoje wlasciwosci widkniste
inie spelnia juz swojej roli balastowej [24]. Duza zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej
wlokna w diecie jest jednak pozadana, poniewaz prowadzi do obnizenia poziomu cho-
lesterolu i triacylogliceroli we krwi poprzez wigzanie cholesterolu dostarczanego
z pozywieniem w strukturze zelowej, a to powoduje zmniejszenie jego wchtaniania
oraz zwigkszenie wydalania z katem [12].

W przetworzonym ziarnie pszenicy obserwowano zmniejszenie (p < 0,01
i p < 0,05) zawartosci frakcji ADF. Na taki efekt duzy wplyw miala frakcja celulozy
(tab. 3). Wsrod probek ekstrudowanych najwicksze zmiany frakeji ADF (R* = 0,88)
i CEL (R*= 0,88) stwierdzono w ziarnie ‘Nikol’ (odpowiednio 24 i 17 % w poréwna-
niu z probg kontrolng) — tab. 3 1 4.

Podobne zjawisko obserwowano w ziarnie pszenicy naswietlanej promieniami
podczerwonymi. W tym przypadku wpltyw procesu najmocniej zaznaczyt si¢ w stra-
tach frakcji ADF (R* = 0,64 - 0,81) i CEL (R* = 0,73 - 0,85) pszenicy odmian ‘Retro’
1 ‘Nikol’ (R.IR-2 — odpowiednio o okoto 8 i 10 % oraz N.IR-2 — odpowiednio o 11
1 16 % w odniesieniu do proby kontrolnej). Straty celulozy moga wynikaé z rozrywania
wigzan wodorowych, zwigzanych z grupg hydroksylowa. Szczegdlnie istotne jest pe-
kanie wigzan mi¢dzyczasteczkowych taczacych tancuchy celulozy, ktore sa odpowie-
dzialne za wiele wlasciwosci celulozy, takich jak: pegcznienie, rozpuszczalno$é
1 higroskopijno$¢ [19].

Zmiany frakcji NDF zwigzane byly gtéwnie ze zmianami zawartosci hemiceluloz.
We wszystkich analizowanych wariantach stwierdzono zmniejszenie zawartosci NDF
w poréwnaniu z nieprzetworzonym ziarnem pszenicy. Najwicksze straty wykazano
w ziarnie ekstrudowanym (R* (NDF) = 0,82 - 0,85, R* (HCEL) = 0,82 - 0,88) — tab. 4.
Wynosity one nawet 12, 91 8 % NDF oraz 16, 10 i 7 % HCEL w poréwnaniu z proba
kontrolng (odpowiednio wariant RE, NE i FE) — tab. 3.
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W catym materiale do$wiadczalnym, niezaleznie od zastosowanych procesow,
obserwowano zwigkszenie zawartosci lignin, zwlaszcza w ziarnie odmiany ‘Finezja’
(F.IR-2B -7 %, p <0,01)1 ‘Retro’ (R.E. — 11 %, p < 0,05 ) — tab. 3. Ligniny zbozowe
sg polimerami fenylopropanu, a ich rola w komorce roslinnej polega na jej ochronie
w wyniku silnego scementowania widkienek celulozy. Dzigki temu lignina jest bardzo
odporna na dziatanie czynnikow chemicznych oraz enzymatycznych i jednoczesnie
niemal catkowicie niestrawna [6].

Proces ekstruzji i naswietlania promieniami podczerwonymi spowodowat zmniej-
szenie zawarto$ci skrobi w ziarnie wybranych odmian pszenicy (tab. 3). Najbardziej
wrazliwe na zastosowane czynniki proceséw byto ziarno ‘Finezja’. Pod wptywem eks-
truzji strata skrobi wyniosta w nim (F.E-2, R = 0,87) 18,5 % (p < 0,05), a w wyniku
naswietlania promieniami podczerwonymi (F.IR, R* = 0,80) — ponad 10 % (tab. 3 i 4).
W ziarnie pszenicy ‘Nikol” zaréwno proces ekstruzji, jak i naswietlania promieniami
podczerwonymi, wywotal srednio 7,5-procentowe zmniejszenie (p < 0,05) ilosci tego
sktadnika pokarmowego. Straty zawartosci skrobi wystepuja wskutek jej zelatynizacji
zachodzgcej w warunkach wysokiej temperatury. Jest ona definiowana jako nicodwra-
calne zniszczenie krystalicznej struktury skrobi w taki sposob, ze kazda czasteczka jest
udostepniana dla rozpuszczalnikéw i1 reagentdw [17]. Proces Zelatynizacji zwigksza
réowniez zdolno$¢ skrobi do absorpcji duzych ilosci wody, co moze sugerowac poprawe
strawnosci produktu. Ponadto modyfikacja formy spirali amyloz moze wptywaé na
strukture produktéw zywnosciowych [15, 23, 28].

Whioski

1. Stwierdzono wielokierunkowo$¢ zmian podstawowego sktadu chemicznego, cha-
rakterystycznego dla ziarna kazdej z badanych odmian pszenicy, poddawanego
procesom ekstruzji i naswietlania promieniami podczerwonymi. Gléwnie dotyczy-
ly one zmniejszenia zawartosci thuszczu surowego (odmiana ‘Finezja’) i biatka
ogodlnego (odmiana ‘Finezja’ i ‘Retro’). W catym materiale roslinnym wystapit
rowniez efekt podsuszenia, w wyniku ktorego zwigkszyta si¢ zawarto$¢ sktadni-
kéw pokarmowych.

2. W ziarnie wszystkich analizowanych odmian pszenicy zastosowane procesy ter-
miczne wplynely istotnie na zmniejszenie zawartosci widkna surowego i skrobi.
Efekt ten obserwowano rowniez w przypadku frakcji widkna pokarmowego: ADF
(‘Finezja’), NDF (‘Finezja’ i ‘Retro’), CEL (‘Nikol’) oraz HCEL (‘Retro’ i ‘Ni-
kol”). Niekorzystnym wynikiem zastosowania ekstruzji i na§wietlania promieniami
podczerwonymi byt istotny wzrost zawarto$ci niestrawnej ligniny (‘Finezja’ i ‘Re-
tro’).

3. Pod wzglgdem zywieniowym najlepsza modyfikacje sktadu chemicznego uzyska-
no w wyniku ekstruzji ziarna pszenicy ‘Finezja’ i ‘Nikol’, nawilzanej przed proce-
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sem do 25 % wilgotnos$ci. Ziarno pszenicy ‘Nikol” okazato si¢ najmniej podatne na
straty biatka ogdlnego i tluszczu surowego oraz na tworzenie niestrawnych lignin
podczas naswietlania promieniami podczerwonymi.
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EFFECT OF THERMAL PROCESSES ON CHANGES IN BASIC CHEMICAL COMPOSITION
OF WHEAT GRAIN

Summary

The objective of the research study was to determine the changes in the chemical composition of
grains of the ‘Finezja’, ‘Retr’ and ‘Nikol’ wheat cultivars resulting from the processes of extrusion and
infrared radiation. The grains were moisturized to obtain 15 and 15 % of moisture therein and extruded at
a temperature of 110/135/175/180/124 °C as well as irradiated by infrared radiation at 100 and 130 °C for
30 and 90 s. In the material analyzed, the following was determined: dry matter, crude ash, ether extract
(crude fat), total protein, crude fibre, NFE, fibre fractions (ADF, NDF, CEL, HCEL and ADL), and starch.

In the wheat grains irradiated at a temperature of 130 °C for 90, a significant (p < 0.05) decrease in the
content of crude protein was reported (about 7 % in the ‘Finezja’ grains and 5 % in the ‘Retro’ grains) and
in the content of crude fat (4 % in the ‘Finezja’ grains). In the analyzed material, the thermal processes
performed caused the content of crude fibre to decrease (the highest decrease was in the extruded
‘Finezja’, ‘Retro’, and ‘Niko’ grains, respectively: 38, 26, and 39 %). Additionally, the content of starch
decreased in the extruded and irradiated ‘Finezja’ grains (respectively: 18.5 % and 10 %). The same phe-
nomenon was also found in the case of dietary fibre fraction. The highest losses referred to the following:
ADF (24 % - ‘Nikol’); NDF (12 % - ‘Retro’ and 9 % - ‘Nikol”); CEL (17 % - ‘Nikol’); and HCEL (16 % -
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and 10 % ‘Retro’ — ‘Nikol’). An unfavourable effect of the processes applied was the increase in ADL
(7 % in the irradiated ‘Finezja’ wheat grains and 11 % in the extruded ‘Retro’ grains). The best modifica-
tion of the chemical composition was achieved by the process of extruding the 'Finezja’ and ‘Nikol” wheat
grains that were moisturized to 25 % prior to the process; the infrared irradiation process resulted in the
best modification of the chemical composition of the ‘Nikol’ wheat grains.

Key words: wheat grains, extrusion, infrared radiation, carbohydrates
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POROWNANIE SKEADU CHEMICZNEGO I WEASCIWOSCI
TEKSTURALNYCH MUFFIN Z MIESZANKI BEZGLUTENOWEJ
I MAK OWSIANYCH

Streszczenie

Handlowa maka owsiana i certyfikowana bezglutenowa maka owsiana z pelnego przemiatu byly su-
rowcami do produkcji muffin wedtug receptury na bezglutenowe wyroby ciastkarskie. Uzycie mak owsia-
nych w miejsce mieszanki maki ryzowej i kukurydzianej ze skrobig kukurydziana spowodowato istotny
(p < 0,05) wzrost zawartosci biatka ogétem (9,11 + 10,29 % s.m.), thuszczu catkowitego (15,06 + 15,41 %
s.m.) i zwiagzkéw mineralnych w postaci popiotu ogétem (1,75 + 2,03 % s.m.) w otrzymanych muffinach.
Szczegodlnie duze zmiany stwierdzono w przypadku frakcji blonnika, ktorego zawarto$¢ zwigkszyta sig
niemal trzykrotnie po zastosowaniu maki catoziarnowej. Maki owsiane, zwlaszcza bezglutenowa, byly w
muffinach Zrédtem znaczacych ilosci B-D-glukanow (2,89 % s.m.), stanowigcych wazny sktadnik roz-
puszczalnej frakcji widkna pokarmowego. Roznice w objetosci uzyskanych muffin byly statystycznie
istotne (p < 0,05), lecz niewielkie i nie wptynely znaczaco na parametry tekstury. W przypadku produktow
owsianych parametry te zmieniaty si¢ wolniej w catym okresie przechowywania. Muffiny z maki owsianej
charakteryzowaly si¢ mniejsza twardoscia (34,8 + 36,9 N) w poréwnaniu z produktami z mieszanki mak
(51,0 N) juz w dniu wypieku, a réznice te poglebiaty si¢ po uplywie kolejnych 3 dni przechowywania
(odpowiednio: 40,8 + 44,1 N, 88,8 N). Niezaleznie od typu zastosowanej maki owsianej produkty otrzy-
mane z niej charakteryzowaly si¢ korzystnym wygladem zewngtrznym oraz przyjemnym smakiem i zapa-
chem. Spos$réd analizowanych mak owsianych, jedynie certyfikowana maka bezglutenowa zapewnita
odpowiednio matg zawartos¢ biatek glutenowych (12,8 mg glutenu/kg), dzigki czemu uzyskane produkty
mozna bylo uzna¢ za bezglutenowe. Muffiny z maki owsianej handlowej (166,0 mg glutenu/kg) moga by¢
zatem spozywane jedynie przez osoby zdrowe, wybierajace produkty owsiane ze wzgledu na ich walory
prozdrowotne i smakowe.

Stowa kluczowe: maka owsiana, muffiny bezglutenowe, sktad chemiczny, tekstura
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Wprowadzenie

Maka owsiana rzadko jest stosowana do produkcji ciastkarskiej, pomimo odpo-
wiednich walorow zywieniowych i sensorycznych [5]. Wigze si¢ to z nieobecnoscia
glutenu, ktoéry w typowym pieczywie, wytwarzanym z maki pszennej, czesto decyduje
o strukturze 1 wlasciwo$ciach mechanicznych uzyskiwanych produktow [16].

Opracowano wiele receptur na produkty przeznaczone dla osoéb chorych na celia-
ki¢, w ktorych magka pszenna zostata zastgpiona przez odpowiednie mieszanki mak
bezglutenowych. Sktania to do wykorzystania w nich mak owsianych, ktére moga
stanowi¢ alternatywe¢ dla maki ryzowej i kukurydzianej oraz kompozycji mak bezglu-
tenowych. Zgodnie z Codex Alimentarius [6], przetwory owsiane mogg by¢ wprowa-
dzone do diety wigkszos$ci 0sob nietolerujacych glutenu, jednak decyzja taka powinna
by¢ regulowana krajowymi przepisami. Produkty owsiane wykorzystywane w diecie
0s0b chorych na celiaki¢ powinny spetia¢ podstawowe wymagania stawiane Zywno-
$ci bezglutenowej — musza by¢ w szczegdlny sposéb produkowane, przygotowywane
lub przetwarzane, aby unikng¢ zanieczyszczenia ziarnem pszenicy, zyta i jeczmienia,
a zawartos$¢ glutenu w takich produktach nie moze przekracza¢ 20 mg/kg [6, 21].

Produkty bezglutenowe, zgodnie z wytycznymi Codex Alimentarius [6], powinny
dostarcza¢ podobng ilo$¢ sktadnikow odzywczych jak produkty tradycyjne. Osiagnig-
cie w bezglutenowych produktach zbozowych sktadu chemicznego podobnego jak
w produktach glutenowych jest prawie niemozliwe ze wzgledu na catkowicie odmien-
ny sktad chemiczny podstawowego surowca. Produkty bezglutenowe na ogédt odzna-
czaja si¢ nizszg wartoscig odzywcza, wynikajaca z mniejszej zawartosci biatka, wtokna
pokarmowego, witamin i soli mineralnych [12, 27]. Brak glutenu w produktach piekar-
skich wptywa takze na ich teksture [8, 15, 24]. Poszukiwane sg wigc dodatki, ktore
wplyng zaré6wno na zwigkszenie wartosci odzywczej produktow bezglutenowych, jak
rowniez na ich objetos¢ i teksture. Surowce wzbogacajace czgsto muszg by¢ limitowa-
ne, gdyz znacznie pogarszajg teksture produktu finalnego [2, 9, 10]. Stosowanie maki
owsianej jako catkowitego zamiennika maki bezglutenowej, tj. mieszanki maki ryzo-
wej 1 kukurydzianej ze skrobig kukurydziang, przy produkcji pieczywa bezglutenowe-
go moze by¢ zatem uzasadnione szczeg6lnymi prozdrowotnymi wlasciwosciami ziarna
owsa 1 jego przetworow [5].

Celem pracy byto poréwnanie sktadu chemicznego i parametrow tekstury muffin
wypieczonych z maki bezglutenowej i maki owsianej, bez udziatu i z udzialem naparu
kawy.

Material i metody badan

Material doswiadczalny stanowity muffiny wypiekane z wlasnej kompozycji ma-
ki bezglutenowej — MS, sktadajacej si¢ z maki ryzowej (50 %) (Thai Pride, Tajlan-
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dia), skrobi kukurydzianej (35 %) (Roquette, Francja) i maki kukurydzianej (15 %)
(Boly Zrt, Wegry) oraz dostepnych na rynku mak owsianych: maki owsianej handlo-
wej z owsa uprawianego w Polsce — MOH (Mtyn Gospodarczy Pawet Bogutyn, Pol-
ska) oraz catoziarnowej maki owsianej firmy PROVENA, wyprodukowanej z czystego
certyfikowanego ziarna owsa bezglutenowego uprawianego w Finlandii — MOBG.

Muffiny przygotowywano ze 180 g odpowiedniej maki, 100 g cukru, 50 g ma-
slanki naturalnej, 30 g oleju rzepakowego, 5 g bezglutenowego proszku do pieczenia
13 szt. jaj (ok. 153 g), zakupionych w lokalnym sklepie. Suche i mokre sktadniki (poza
biatkami jaj) taczono za pomoca miksera r¢cznego, na koncu dodawano piang ubitg
z biatek. Ciasto w ilosci 45 g przektadano do silikonowych foremek do wypieku muf-
fin 1 wypiekano w temp. 180 °C przez 25 min. Wypiekano rowniez muffiny z ww. mak
z udzialem dodatku smakowo-zapachowego w postaci naparu z kawy (oznaczonych
odpowiednio KS, KOH, KOBG). W tych recepturach 30 g maslanki naturalnej zaste-
powano 30 g naparu kawy, ktory uprzednio przygotowano, zalewajac 15 g zmielonej
kawy (Woseba Arabica, Woseba Sp. z 0.0, Polska) wrzaca woda do objetosci 100 ml.

Po wypieczeniu okreslano objeto$¢ (objetosciomierzem VolScan Profiler 60,
Stable Micro Systems, Wielka Brytania) i wysoko$¢ muffin oraz wilgotnos$¢ miekiszu
(AOAC 925.10).

Sktad chemiczny muffin, bez udziatu naparu z kawy, okre$lano w probkach wy-
suszonych i rozdrobnionych w mtynku bijakowym. Metodami AOAC [1] oznaczano
zawarto$¢: biatka ogotem (AOAC 950.36), zwigzkéw mineralnych w postaci popiolu
catkowitego (AOAC 930.05) i widkna pokarmowego ogotem, w tym frakcji rozpusz-
czalnej 1 nierozpuszczalnej w wodzie (AOAC 935.38). Zawarto$¢ tluszczu surowego
oznaczano zgodnie z PN-A-74108:1996 [19]. Ponadto metodg R5-ELISA oznaczano
zawarto$§¢ biatek glutenowych, uzywajac zestawu odczynnikoéw Ridascreen®
(R-Biopharm, Niemcy). W analizie tej wykorzystano monoklonalne przeciwcialo RS,
ktére rozpoznaje toksyczne sekwencje aminokwasow (epitopy) QQPFP, QQQFP,
LQPFP i QLPFP w gliadynie pszenicy i w odpowiadajacym jej biatkom glutenowym
zawartym w jeczmieniu (hordeinie) i zycie (sekalinie). Mimo ze przeciwciato RS nie
wykazuje reaktywnosci krzyzowej z biatkiem owsa, to jednak awenina zawierajacg
sekwencje QQQPF moze takze z nim przereagowac [28, 29].

Do pomiaru parametréw tekstury muffin (profil tekstury, twardo$¢ i sprezystosc)
uzywano analizatora tekstury TA.XT Plus (Stable Micro Systems, Wielka Brytania).
Pomiary wykonywano w dniu wypieku oraz po 3 dniach przechowywania. Analizom
poddawano dolng czgs¢ muffin, odcinang na wysokosci 2,5 cm. Do charakterystyki
tekstury zastosowano test TPA (texture profile analysis). Jako element pomiarowy
zastosowano sond¢ aluminiowg P-100 o wigkszej $rednicy niz $rednica probki. Pomia-
ry wykonywano przy nastepujacych ustawieniach: szybko$¢ przesuwu sondy — 1 mm/s,
50-procentowe odksztalcenie calkowitej wysokosci probki, 5 s przerwy pomigdzy
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pierwszg 1 drugg kompresjg. Na podstawie otrzymanych teksturogramow wyznaczano
twardos¢ [N], sprezystosé, spojnosc, zujnos¢é [N] 1 odbojnos¢ migkiszu muffin, czyli
zdolno$¢ powrotu migkiszu do formy pierwotnej. Ponadto okreslano twardosc¢ i sprezy-
stos¢ migkiszu muffin przy uzyciu sondy cylindrycznej P/35, w tescie penetracji, pole-
gajacym na $ciskaniu probki z predkoscig 1,0 mm/s do 25 % jej pierwotnej wysokosci,
utrzymywaniu zadanego odksztalcenia przez 30 s, a nastgpnie wycofaniu sondy. Pod-
czas testu probka byla umieszczana centralnie pod sondg. W celu rejestracji i analizy
danych postugiwano si¢ standardowa aplikacjg Measurement of the firmness and
springiness of muffins — MUF1/P36R (Stable Micro Systems, Wielka Brytania).

Oceng organoleptyczng ostudzonych muffin przeprowadzil pigtnastoosobowy
przeszkolony zespot oceniajacy, o sprawdzonej wrazliwos$ci sensorycznej, metodg 5-
punktowa, zgodnie z PN-A-88115:1998 [20] z modyfikacja wtasng, uwzgledniajaca
wymagania dotyczacych wyrobow z ciast biszkoptowo-ttuszczowych. Oceniano wy-
rozniki jakos$ci sensorycznej: wyglad zewnetrzny, strukture, smak i zapach.

Wyniki przedstawiono w postaci wartosci $rednich z minimum 2 powtoérzen i od-
chylen standardowych. Do oceny statystycznej wynikéw zastosowano jednoczynniko-
wa analiz¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami Srednimi weryfi-
kowano testem Duncana przy p = 0,05. Obliczenia wykonano w programie Statistica
v.10 (StatSoft Inc., USA).

Wiyniki i dyskusja

Zarowno objetose, jak i wysokos¢ muffin zalezatly istotnie (p < 0,05) od maki za-
stosowanej do ich wypieku (tab. 1). Najwigksza objetoscia charakteryzowaty si¢ muf-
finy wyprodukowane z maki owsianej handlowej, niezaleznie od tego, czy w ich recep-
turze uwzgledniono udziat naparu kawy. Muffiny te wyrdzniaty si¢ jednocze$nie duzg
wysokoscia, a zatem lepszym wyro$nigciem od pozostatych. Najnizsze byly muffiny
z wlasnej kompozycji maki bezglutenowej, mimo ze ich objg¢to$¢ byla nieznacznie
wieksza od tych z caloziarnowej bezglutenowej maki owsianej. Mata objgtos¢ tych
ostatnich muffin wynikata ze sktadu maki caloziarnowej uzytej do wypieku, ktora za-
wierala znacznie wigcej wlokna pokarmowego niz pozostate maki. Widkno pokarmo-
we, a zwlaszcza jego nierozpuszczalna frakcja wptywa negatywnie na objetos¢ produk-
tow piekarskich [9, 10].

Muffiny otrzymane ze standardowej kompozycji maki bezglutenowej odznaczaty
si¢ znacznie mniejsza zawartoscig poszczegdlnych sktadnikéw odzywcezych, w porow-
naniu z pozostalymi badanymi muffinami (tab. 2). Wptyw na uzyskane wyniki wywar-
ta przede wszystkim zastosowana maka, gdyz pozostate skladniki ciasta, tj. cukier,
maslanka naturalna, olej rzepakowy i jaja wystepowaly w tych samych ilo$ciach we
wszystkich recepturach.
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Tabela 1. Charakterystyka fizyczna badanych muffin
Table 1.  Physical profile of analyzed muffins

Rodzaj muffin Objetosé [em’] Wysokos$¢ [cm]
Type of muffins Volume [cm®] Height [cm]
MS 102°+ 3 47.86+0.74
MOBG 99°+ 4 51.61°+1.02
MOH 1084+ 2 53.859+£2.39
KS 105+ 2 46.96"+ 1.34
KOBG 96+ 2 49.22°+0.90
KOH 1079+3 53.869+ 1.50

Objasnienia/Explanatory notes:

MS — muffiny standardowe z maka bezglutenowa / standard muffins with gluten-free wholemeal flour;
MOBG — muffiny z maka owsiang bezglutenowa / muffins with gluten-free oat whole-meal flour; MOH —
muffiny z maka owsiang handlowa / muffins with commercial oat flour. Probki z literg K, w miejsce M,
zawierajg napar kawy / Samples with a K letter instead of M letter contain coffee infusion.

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 6. Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w kolumnach réznig si¢ statystycznie
istotnie przy p < 0,05./ Mean values in columns and denoted by different letters differ statistically signifi-
cantly at p < 0.05.

Tabela 2. Sklad chemiczny badanych muffin bez udziatu naparu z kawy
Table2.  Chemical composition of analyzed muftfins without the addition of coffee infusion

Zawarto$¢ Rodzaj muffin / Type of muffins
Content MS MOBG MOH
Biatko ogotem / Total protein 6,11°£0,19 10,29+ 0,11 9,11°+0,08
Thuszez surowy / Raw fat 10,89+ 0,06 15,06°+ 0,05 15,41°+ 0,08
Zwéﬁgjvri‘tggg‘f;ﬁ‘a{’ﬁom o 133°£0,04 | 2032001 | 1,75°£001
Frakcja rozpusz- E E
czalna E _g‘ 0,96+ 0,04 3,02+ 0,03 1,13b +0,02
Soluble fraction % 5
Widkno . Frakcja CC;D c°>0
pokarmowe nierozpuszczlna S = 1,06+ 0,01 2,71°£0,01 1,53+ 0,05
Dietary fibre | Insoluble fraction e
Ogobtem / Total 2,02+ 0,02 5,73+ 0,04 2,65+ 0,07
[é:DD:ggll?ll:::EZ 0,10°+ 0,01 2,89+ 0,01 1,16°+ 0,01
Gluten (R5 ELISA) [mg/ke] 15,4 12,8 166,0

Objasnienia/Explanatory notes:

MS — muffiny standardowe z maka bezglutenowa / standard muffins with gluten-free flour; MOBG —
muffiny z maka owsiana bezglutenowa / muffins with gluten-free wholemeal oat flour; MOH — muffiny
z maka owsiana handlowa / muffins with commercial oat flour.
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W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 2. Wartosci $rednie oznaczone rdéznymi literami w rzgdach réznig si¢ statystycznie
istotnie przy p < 0,05 / Mean values in rows and denoted by different letters differ statistically significan-
tly at p < 0.05.

Zawarto$¢ biatka ogdtem i popiotu w muffinach z maki owsianej bezglutenowej
byla istotnie wigksza (p < 0,05) niz w muffinach z maki owsianej handlowej (tab. 1).
Zawarto$¢ thuszczu w muffinach z mak owsianych byta zblizona (mimo réznicy staty-
stycznie istotnej — p < 0,05) i o okoto 30 % wigksza niz zawarto$¢ thuszczu w muffi-
nach wypieczonych z wlasnej kompozycji maki bezglutenowej (tab. 1).

Zawartos¢ wtokna pokarmowego w muffinach wypieczonych z maki owsianej
handlowej byla prawie dwukrotnie mniejsza niz w muffinach, w sktad ktorych wcho-
dzita maka owsiana bezglutenowa. W muffinach tych oznaczono réwniez wigcej frak-
cji rozpuszczalnej witokna pokarmowego, w tym B-glukanow. Istotnie mniejsza
(p < 0,05) zawarto$¢ wldkna pokarmowego, zardéwno frakcji rozpuszczalnej, jak i nie-
rozpuszczalnej, oznaczono w muffinach z kompozycji maki bezglutenowej. W wyro-
bach tych praktycznie nie stwierdzono obecnos$ci B-glukandéw (tab. 1).

Maki owsiane majg inny sktad chemiczny niz maka ryzowa i kukurydziana oraz
skrobia kukurydziana stosowane do produkcji muffin. Wigksza zawarto$¢ tluszczu
1 biatka powoduje poprawe smakowitosci produktéw, sktadniki te wptywajg bowiem
na uwalnianie zwigzkow lotnych, wptywajgc tym samym na smak i zapach [13].

Produkty bezglutenowe sg zywnoscig specjalnego przeznaczenia zywieniowego,
dlatego szczegolnie wazne jest, aby zawarto$¢ glutenu byta w nich Sci$le kontrolowa-
na. Zywno$¢ przeznaczona do bezposredniego spozycia moze by¢ okreslana mianem
bezglutenowej wowczas, gdy zawiera mniej glutenu niz 20 mg/kg produktu. Sposrod
badanych préobek jedynie muffiny wypieczone z wtasnej kompozycji maki bezglute-
nowej 1 maki owsianej bezglutenowej spetnialy to kryterium (tab. 1), dlatego mozna je
nazwac¢ bezglutenowymi. Jak wykazano testem ELISA, muffiny z maki owsianej han-
dlowej nie mogg by¢ spozywane przez osoby chore na celiaki¢. Mgka stanowiaca ich
podstawowy sktadnik byta produkowana z odmian owsa uprawianego w Polsce 1 pozy-
skiwana w zakladzie, w ktorym przetwarza si¢ produkty zawierajace gluten, co mogto
doprowadzi¢ do jej wtornego zanieczyszczenia podczas przemiatu. Ponadto immuno-
reaktywnos$¢ owsa w duzej mierze zalezy od odmiany tego zboza [3]. Zawartos¢ glute-
nu w roéznych przetworach owsianych jest bardzo zmienna i moze wynosi¢ nawet
4000 mg/kg [11, 26]. Dlatego produkty owsiane stosowane w diecie 0osob z choroba
trzewna powinny by¢ kazdorazowo badane, aby byly w petni bezpieczne dla tych osob.

Do produkcji bezglutenowych wyrobow ciastkarskich zazwyczaj uzywana jest
maka ryzowa, uboga w sktadniki odzywcze [12]. Stosowanie innych dodatkéw czgsto
prowadzi do obnizenia jako$ci tych produktow i uzyskania niezadowalajacej jakosci
sensorycznej [4, 14, 15, 24]. Na ocen¢ konsumencka duzy wplyw wywiera wyglad
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zewngtrzny ocenianego produktu oraz jego zapach, smak i tekstura. Muffiny badane
W pracy, sporzadzone z wlasnej kompozycji maki bezglutenowej (maki ryzowej, skrobi
kukurydzianej i maki kukurydzianej), zostaly najnizej ocenione podczas oceny organo-
leptycznej, niezaleznie od tego, czy stosowano udzial naparu kawy (rys. 1). Najnizsza
ocena tych produktow wynikata z ich niekorzystnego wygladu zewnetrznego, spowo-
dowanego niewielkim wyrosnigciem oraz brakiem charakterystycznego gornego pek-
nigcia. Muffiny te zostaty takze nizej ocenione za smak i zapach (rys. 1).

Wyglad Wyglad
zewnetrzny =& -MS zewnetrzny
Appearance

5

-©-KS

Appearance
5

«-®-MOBG =8 -KOBG

—&—MOH

Struktura
Texture

Struktura
Texture

Smak Taste Smak Taste

Objasnienie symboli jak pod tab. 1./ Explanation of symbols as in Tab. 1.

Rys. 1. Wyniki oceny organoleptycznej badanych muffin
Fig. 1.  Results of organoleptic assessment of tested muffins

Na wysokg oceng smaku i zapachu muffin z mak owsianych wptynat prawdopo-
dobnie przyjemny ,,orzechowy” posmak, odczuwalny takze przy dodatku przetworow
owsianych do tradycyjnych wypiekow z surowcow glutenowych [5].

Glownym czynnikiem strukturotworczym w produktach piekarskich jest gluten,
a jego usuniecie z produktow prowadzi do zmniejszenia obje¢tosci 1 pogorszenia tekstu-
ry produktow bezglutenowych [14]. Brak glutenu w mniejszym stopniu wptywa na
jakos¢ wyrobow ciastkarskich, w porownaniu z typowym pieczywem z mak chlebo-
wych z udziatem drozdzy. Zasadniczy wplyw na objetos¢ wyrobdw z ciast biszkopto-
wo-thuszczowych, do ktorych mozna zaliczy¢ muffiny, ma bowiem jakos$¢ thuszczow
dodawanych do ciasta [22].

Jako$¢ bezglutenowych wyrobow ciastkarskich zalezy od ich wilgotnosci i tekstu-
ry. Parametry te ulegajg znacznym zmianom podczas przechowywania. Wilgotnos¢
produktow piekarskich w dniu wypieku zalezy zwykle od ilosci wody dodanej wraz
z surowcami, stosowanych dodatkow, wodochlonnos$ci poszczegodlnych surowcoéw oraz
parametréw podczas wypieku [16]. Wilgotnos¢ muffin bezglutenowych w dniu wypie-
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ku wynosita od 29,7 do 35,7 % (tab. 3) i w wickszoS$ci roznice migdzy probkami pod
wzglgdem tego parametru byly statystycznie nieistotne (p < 0,05). Istotnie mniejsza
(p < 0,05) wilgotnoscig wyrozniaty si¢ muffiny z wtasnej kompozycji maki bezglute-
nowej z udziatem naparu kawy (KS). Zdecydowanie mniejszg wilgotnos¢ (21,0 +
31,6 %) muffin oznaczyli Man i wsp. [14] oraz Bhaduri [4] (24,8 + 26,6 %). Wilgot-
no$¢ muffin, takze tych z udziatem kawy, po przechowywaniu malata §rednio o 3 %
w odniesieniu do dnia wypieku. Nie stwierdzono natomiast wptywu uzycia réznych
rodzajow maki na wilgotno$¢ badanych ciastek.

W celu przesledzenia zmian cech tekstury podczas przechowywania muffin prze-
prowadzono test TPA, z uwzglednieniem warunkéw zblizonych do przyjetych przez
innych autor6w w podobnych badaniach [4, 15, 23]. Dodatkowo przeanalizowano
twardos¢ 1 sprezysto$¢ migkiszu podczas testu penetracji

Niezaleznie od zastosowanej metody pomiaru, uzyskane wartosci byty ze soba
poréwnywalne. Twardo$¢ badanych muffin z mak owsianych, oznaczona testem TPA,
zawierala si¢ w granicach 33,1 + 38,8 N, podczas gdy muffiny wypiekane z wlasnej
kompozycji maki bezglutenowej charakteryzowaly si¢ duzo wigksza wartoscia tego
parametru (tab. 3). Pomimo najmniejszej objetosci, muffiny z maki owsianej bezglute-
nowej nie okazaty si¢ istotnie (p < 0,05) twardsze od muffin na bazie maki owsianej
handlowej. W badaniach innych autoréw twardo$¢ muffin oznaczana testem TPA wa-
hata si¢ w dos¢ szerokich granicach 4,42 ~ 123 N [15, 23], co jest wynikiem stosowa-
nia zupelie innych receptur oraz surowcow, w tym maki pszenne;j.

Mniejsza sprezysto$¢ migkiszu, oznaczong sonda P/35, miaty muffiny z wlasnej
kompozycji maki bezglutenowej, natomiast nie stwierdzono podobnych zaleznosci po
przeprowadzeniu testu TPA. Nie zaobserwowano wyraznego wplywu stosowania roz-
nych mak owsianych na spojno$¢ migkiszu muffin, jedynie ciastka z wtasnej kompo-
zycji maki bezglutenowej odznaczaty si¢ istotnie wigksza (p < 0,05) spdjnoscig i od-
bojnosciag w odniesieniu do muffin owsianych z tymi samymi dodatkami (tab. 3).
W dniu wypieku i po 3 dniach przechowywania statystycznie istotnie najwigkszg
(p < 0,05) zujnoscia charakteryzowaty sie muffiny z wtasnej kompozycji maki bezglu-
tenowej, niezaleznie od stosowania udziatu naparu kawy (tab. 3).

Parametry tekstury badanych muffin, oznaczone testem TPA, zawieraly si¢ w po-
dobnym zakresie, jaki uzyskali Matos i wsp. [15], w badaniach dotyczacych wptywu
roznych biatek na jako§¢ muffin bezglutenowych, oraz Bhaduri [4], oceniajacy mozli-
wo$¢ zastosowania komosy ryzowej w produkcji bezglutenowych muffin. Muftiny
jako wyrdb z ciasta biszkoptowo-tluszczowego powinny odznacza¢ si¢ delikatnym,
migkkim migkiszem, czyli powinny wykazywac¢ jak najmniejsza twardo$¢ 1 zujnosc,
ale wysoka sprezystos¢, a takze niewielka odbojnos¢, co jest charakterystyczne dla
produktow zawierajacych cukry i thuszeze [23].
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O wysokiej jakosci produktow pickarskich swiadczy zachowanie przez nie cech
swiezosci przez dlugi okres przechowywania. Piekarskie wyroby bezglutenowe za-
zwyczaj bardzo szybko ulegajg procesowi czerstwienia, co zalezy od wielu czynnikow,
m.in. od szybkiej retrogradacji skrobi i stabszego wigzania wody niz w produktach
zawierajacych gluten [2, 18]. Podczas procesu czerstwienia zmianie ulega profil tekstu-
ry migkiszu produktu oraz, na skutek wysychania i redystrybucji wody mig¢dzy sktad-
nikami mi¢kiszu, zmienia si¢ jego wilgotnos¢ [16, 18]. We wszystkich badanych muf-
finach obserwowano wzrost twardo$ci migkiszu podczas przechowywania. Najwicksza
twardo$cig po 3 dniach przechowywania odznaczaty si¢ muffiny wypiekane z wlasnej
kompozycji maki bezglutenowej. Nie wykazano wplywu stosowanej maki owsianej na
twardo$¢ muffin (tab. 3).

Sprezysto$¢ pozwala okreslic zdolnos¢ powrotu migkiszu ze stanu zdeformowa-
nego do stanu poczatkowego. Wraz z okresem przechowywania warto$¢ tego parame-
tru maleje. Istotnie wigkszg (p < 0,05) sprezystoscig po przechowywaniu charaktery-
zowaly si¢ muffiny bez udzialu naparu z kawy, niezaleznie od stosowanej maki (tab.
3), co moze $wiadczy¢ o korzystnym wptywie maslanki na t¢ ceche.

Muffiny z wlasnej kompozycji maki bezglutenowej (maki ryzowej i kukurydzia-
nej oraz skrobi), zarowno w dniu wypieku, jak i po okresie przechowywania odznacza-
ty si¢ najwickszg twardoscia, a takze wykazywaty wigksza spdjnosc¢ niz ich odpowied-
niki z mak owsianych, dlatego produkty te odznaczaly si¢ roéwniez najwigksza
Zujnoscia.

Whioski

1. Muffiny z mak owsianych (bezglutenowej certyfikowanej i handlowej) charaktery-
zowaly si¢ wyzsza jakoscia pod wzgledem cech teksturalnych i organoleptycznych
niz ciastka z wlasnej kompozycji maki bezglutenowe;.

2. Zastosowanie maki owsianej handlowej w recepturze wyrobow ciastkarskich spo-
wodowalo przekroczenie dopuszczalnej zawarto$ci glutenu, oznaczonej metoda
ELISA. Produkty z tej maki nie mogg by¢ zatem uznane za bezglutenowe, w prze-
ciwienstwie do muffin wyprodukowanych z certyfikowanej bezlgutenowej maki
owsianeg;j.

3. Muffiny z mak owsianych odznaczaty si¢ korzystnym sktadem chemicznym, duza
zawartos$cig biatka i btonnika, a zwlaszcza znaczacym udziatem B-D-glukanéw, co
moze sktania¢ do produkcji tego rodzaju artykutéw cukierniczych, z przeznacze-
niem dla 0so6b tolerujgcych niewielkie dawki glutenu.

4. Zmiany wilgotno$ci 1 warto$ci parametrow tekstury oznaczane w trakcie przecho-
wywania wskazuja na spowolnienie procesow starzenia si¢ muffin, spowodowane
wprowadzeniem do receptury mak owsianych. Udziat naparu z kawy nie wplynat
istotnie na cechy fizyczne i ocen¢ organoleptyczng badanych produktéw.
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COMPARING CHEMICAL COMPOSITION AND TEXTURE PROPERTIES OF MUFFINS
FROM GLUTEN-FREE MIX AND FROM OAT FLOURS

Summary

Commercial oat flour and certified gluten-free wholemeal oat flour were used to make muffins accord-
ing to a recipe for gluten-free bakery wares. The use of oat flours instead of a mix of rice and maize flours
with maize starch caused the content of the following components in the muffins produced to significantly
(p < 0.05) increase: total proteins (9.11 + 10.29 % d.m.), fat (15.06 + 15.41 % d.m.), and minerals in the
form of total ash (1.75 + 2.03 % d.m.). Particularly large changes were reported in the case of the fibre
fraction; its content increased almost three times upon the application of wholemeal oat flour. Oat flours,
especially gluten-free flour, were, in the muffins, a source of substantial amounts of B-D-glucans (2.89 %
d.m.), an important component of the soluble fraction of dietary fibre. The differences in the volume of
muffins produced were statistically significant (p < 0.05) but minor, and they did not significantly impact
the texture parameters. As for the oat products, the rate of changes in those parameters was lower over the
entire period of storage. As early as on the day of baking, the muffins made from oat flour were character-
ized by a lower hardness (34.8 + 36.9 N) compared to the products from flour mix (51.0 N); those differ-
ences increased on the 3 subsequent days of storing (respectively, 40.8 + 44.1 N, 88.8 N). Irrespective of
the type of oat flour used, the products made from it were characterized by a good appearance and an
attractive taste and flavour. Of the analyzed oat flours, the certified gluten-free flour was the only one to
provide an appropriately low content of gluten proteins (12.8 mg gluten/kg); therefore, the products pro-
duced could be considered to be gluten-free. Thus, the muffins from commercial oat flour (166 mg glu-
ten/kg) can be consumed only by healthy people who choose oat products owing to their pro-health values
and taste.

Key words: oat flavour, gluten-free muffins, chemical composition, texture B4
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OCENA WPLYWU WYBRANYCH DODATKOW NA WEASCIWOSCI
SORPCYJNE MIEKISZU PIECZYWA PSZENNEGO

Streszczenie

Celem pracy byla weryfikacja hipotezy zakladajacej zréznicowang zdolno$¢ utrzymywania wody
przez powierzchni¢ migkiszu pieczywa pszennego w wyniku zastosowania w procesie produkcji dodatku
margaryny lub ptatkéw ziemniaczanych. Oceny tej dokonano na podstawie przebiegu izoterm sorpcji pary
wodnej migkiszu oraz wybranych parametrow mikrostruktury powierzchni migkiszu oszacowanych
z zastosowaniem metod adsorpcyjnych.

Materiat do badan stanowito pieczywo pszenne z dodatkiem margaryny (M) oraz z dodatkiem ptatkow
ziemniaczanych (Z) wyprodukowane przemystowo.

Stwierdzono, ze izotermy sorpcji migkiszu chleba z dodatkiem margaryny, jak i skrobi ziemniaczanej
(pochodzacej z ptatkow ziemniaczanych), charakteryzowaly si¢ zbliZonym przebiegiem (¢, = 1,820,
tury. = 2,228) w catym zakresie a,,. Obecno$¢ thuszczu (pochodzacego z margaryny) w migkiszu pieczywa
pszennego nie spowodowala zréznicowania mikrostruktury jego powierzchni (a,, = 180,4 m¥/g, 1 =
2,4 nm, 0.0.k. = 127,8 cm’/100 g s.m.) w poréwnaniu z miekiszem pieczywa pszennego wyprodukowane-
go z dodatkiem skrobi (pochodzacej z ptatkow ziemniaczanych) (a,, = 176,8 m’/g, r, = 2,5 nm, 0.0.k =
136,1 cm*/100 g s.m.). Wartosci oszacowanych parametréw mikrostruktury powierzchni migkiszu chleba
pszennego M i Z wskazywaty na wystapienie retrogradacji frakcji skrobiowe;.

Stowa kluczowe: pieczywo pszenne, czerstwienie, monowarstwa, powierzchnia wlasciwa sorpcji

Wprowadzenie

W pieczywie po wypieczeniu zachodza zmiany fizykochemiczne prowadzace do
starzenia, ktore decyduja o jego przydatnosci do spozycia. Proces starzenia pieczywa
traktuje si¢ jako ,,0g6t zmian zachodzacych w pieczywie po wypieku” [1, 4]. Zmiany
te dotycza przede wszystkim wilasciwosci fizycznych migkiszu, zwigzanych z proce-
sem wysychania i zmiang stopnia uporzadkowania granul skrobi. W konsekwencji tych
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zmian, ktorych istota polega na redystrybucji wody w czasie przechowywania, migkisz
staje si¢ twardy, suchy i kruchy [5, 20]. Analizujagc powypiekowe zmiany temperatury
bochenka mozna okresli¢ istotne etapy jego wysychania oraz rozpoczgcie zjawiska
czerstwienia. Wskutek procesu wysychania, ktory nastepuje jednoczes$nie ze stygnig-
ciem, pieczywo traci 5 % masy. Szybkos¢ wysychania pieczywa uzalezniona jest od
struktury migkiszu, przepuszczalnosci pary uwarunkowanej rozwini¢ciem i gruboscia
skorki, temperatury, wilgotnos$ci wzglednej i predkosci ruchu powietrza w miejscu jego
przechowywania [1]. Za przyczyn¢ czerstwienia pieczywa uwaza si¢ przede wszystkim
zjawisko retrogradacji skrobi. Polega ono na przechodzeniu skrobi z formy amorficz-
nej w uporzadkowang forme krystaliczng [18]. Proces ten prowadzi do zmniejszenia
rozpuszczalnos$ci skrobi i usztywnienia jej struktury, czego konsekwencja jest podwyz-
szenie twardosci migkiszu. Duze znaczenie przypisuje si¢ zmianom, jakim podlega
amyloza. Zjawisku temu towarzyszy wydzielanie wody, ktéra migruje w kierunku
glutenu [20]. Zatem rola biatka w procesie czerstwienia jest rowniez istotna. Jednak ze
wzgledu na to, ze w chlebie jest 6 + 7 razy wiecej skrobi niz biatka, wiodacg role
w czerstwieniu pieczywa przypisuje si¢ skrobi.

Dla konsumentow istotng cecha pieczywa jest §wiezos¢, stad wprowadza si¢
zmiany w recepturze oraz w procesie technologicznym stuzace jej wydtuzaniu. Jednym
ze sposobow umozliwiajacych wydtuzenie okresu $§wiezosci pieczywa jest stosowanie
dodatkow technologicznych, takich jak thuszcz czy skrobia ziemniaczana. Dodatek
thuszczu podwyzsza wartos¢ odzywcezg i jednoczesnie warto$¢ energetyczng pieczywa,
ponadto wptywa na poprawe smaku i aromatu. Korzystnie oddziatuje rowniez na po-
rowatos¢ miekiszu oraz opoznia zachodzace w nim procesy czerstwienia [4, 20]. Doda-
tek ttuszczu moze ogranicza¢ migracje wody uwolnionej z uwodnionych w czasie wy-
pieku granul skrobiowych i zmniejsza¢ zmiany wywotane redystrybucja wody
w pieczywie w czasie jego przechowywania. Do produkcji pieczywa stosuje si¢ row-
niez ziemniaki, make ziemniaczang, syrop glukozowy lub glukoze krystaliczng. Do-
datki te wptywaja na walory smakowe i zapachowe pieczywa, petigc rol¢ naturalnych
czynnikdéw przedtuzajacych swiezo$¢ oraz zmigkczajacych strukture migkiszu. Obec-
nos$¢ skrobi ziemniaczanej w recepturze chleba zwigksza wodochtonno$¢ mieszanki
maki z dodatkami, korzystnie wptywa na charakter migkiszu, czynigc go bardziej wil-
gotnym i1 porowatym oraz zwigksza zdolno$¢ utrzymywania wody przez migkisz goto-
wego produktu [1]. Na §wiezos$¢ pieczywa wpltywa wiele czynnikow, dlatego ich bada-
nie wydaje si¢ uzasadnione.

Celem przeprowadzonych badan byta weryfikacja hipotezy zakladajacej zrdzni-
cowang zdolno$¢ utrzymywania wody przez powierzchni¢ migkiszu chleba pszennego
wyprodukowanego z dodatkiem skrobi ziemniaczanej lub margaryny.
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Material i metody badan

Materialem doswiadczalnym bylto pieczywo pszenne z dodatkiem margaryny
(butka paryska — M) i pieczywo pszenne z dodatkiem platkow ziemniaczanych (tzw.
chleb ziemniaczany — Z), pochodzace z gdanskiej pickarni.

Butka paryska jest pieczywem pszennym o ksztatcie sptaszczonego walca i deli-
katnej strukturze migkiszu. Do produkcji uzyto: maki pszennej typu 550, margaryny
(o 70-procentowej zawartosci thuszczu), cukru, drozdzy i soli. Ciasto prowadzono me-
todg posrednig. Rozczyn (20 kg) sporzadzano z maki i wody w stosunku 1 : 1 oraz
drozdzy (0,2 kg) nastepnie taczono go z maka (100 kg), woda (58 kg), solag (0,15 kg)
i cukrem (0,3 kg). Po wstepnym wymieszaniu sktadnikow dodawano tluszcz (3 kg
w przeliczeniu na 100 kg uzytej maki) 1 wyrabiano w mieszarce przez 10 min, aby
nabralo sztywnej konsystencji. Fermentacje¢ ciasta prowadzono przez 40 min w temp.
33 °C. Nastepnie ciasto dzielono na kesy, formowano recznie i poddawano koncowemu
rozrostowi przez 10 min. Uformowane ke¢sy ciasta nacinano na powierzchni licowej
bezposrednio przed wypiekiem. Wypiek prowadzono przez 6 - 8 s w temp. 240 °C,
przy pelnym zaparowaniu komory, nastepnie w tej samej temperaturze i przy wilgotno-
$ci wzglednej powietrza 75 - 85 % przez 4 min i dalej w temp.180 °C przy wilgotnos$ci
wzglednej powietrza 30 - 40 % przez 29 min.

Chleb ziemniaczany produkowano na zakwasie uzyskanym metoda fermentacji
wielofazowej z dodatkiem drozdzy. W recepturze zastosowano make pszenng typu
550, drozdze, s6l i wode¢ oraz platki ziemniaczane, bedace zrodtem naturalnej skrobi
ziemniaczanej. Ciasto prowadzono metoda posrednig. Do 30 kg dojrzalego rozczynu
(maka z woda w stosunku 1 : 11 0,3 kg drozdzy) dodawano make (100 kg), wode
(70 kg), platki ziemniaczane (30 kg) i sol (0,23 kg) Nastepnie ciasto poddawano fer-
mentacji przez 25 - 35 min. w temp. 29 °C. Po jej zakonczeniu odwazano kesy o masie
0,35 kg i1 rgcznie nadawano im kulisty ksztatt. Rozrost koncowy odbywatl si¢ w apara-
tach zatadowczych. Zabiegiem koncowym przed wypiekiem bylo nakluwanie ciasta
szpikulcem oraz posypanie maka. Po zatadowaniu ciasta do komory wypiekowej na-
stepowato wypetnianie pieca parag wodng. Wypiek prowadzono przez 8 - 12 s w temp.
260 °C, przy pelnym zaparowaniu komory, nastgpnie w tej samej temperaturze i przy
wilgotnosci wzglednej powietrza 80 - 90 % przez 6 min i dalej w temp. 200 °C przy
wilgotnosci wzglednej powietrza 50 - 60 % przez 40 min.

Gotowe pieczywo schtadzano, a nastgpnie przewozono do laboratorium, gdzie
dzielono je na kromki o grubosci okoto 5 mm i suszono w temp. 130 °C przez 1 h. Tak
przygotowane probki stanowity material badawczy (M 1 Z). Celem tego zabiegu byto
przeksztatcenie amorficznej struktury sktadnikéw migkiszu (skrobi i biatka) charakte-
ryzujacych si¢ stanem gumowatym do stanu szklistego, co zwigzane bylo ze znaczng
1 szybka redukcjg zawartosci wody. Dzigki temu podczas eksperymentu kazdorazowo
badano jedynie zjawisko adsorpcji polegajace na powierzchniowym pochtanianiu pary
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wodnej przez matryce ciata stalego. Celowe wyeliminowanie zjawiska desorpcji
w ksztattowaniu stanu rownowagi dynamicznej podyktowane byto znacznymi rozni-
cami w dynamice obu proceséw, na co wskazywali Marzec i Lewicki [8]. W dalszej
czesci eksperymentu badano pochtanianie pary wodnej z otoczenia, ktore sprzyjato
przejsciu sktadnikow o strukturze amorficznej szklistej poprzez gumowatg do struktury
krystalicznej. W warunkach eksperymentu mozna byto obserwowaé podatnos¢ bada-
nych probek na wzrost ruchliwosci tancuchéw biopolimerdw, prowadzacej do ich kry-
stalizacji utozsamianej z czerstwieniem. Znaczne skrystalizowanie struktury matrycy
prawdopodobnie wptywa na zmniejszenie powierzchni witasciwej sorpcji w wyniku
postepujacej agregacji biopolimerow [5, 20]. Na podstawie przedstawionych przesta-
nek zatozono, ze rozwinigcie powierzchni wlasciwej sorpcji oraz wartosci pozostatych
parametréw mikrostruktury moze zosta¢ wykorzystane do oszacowania stopnia czer-
stwienia migkiszu pieczywa. Oceny tej dokonywano na podstawie charakterystyki
wlasciwosci sorpcyjnych migkiszu, poprzez wyznaczenie izoterm sorpcji pary wodnej
oraz zastosowanie modelu GAB do oszacowania wybranych parametréw mikrostruktu-
ry powierzchni.

Oznaczanie zawartosci wody w badanych produktach wykonywano, na wszyst-
kich etapach doswiadczenia, metoda odwotawcza wedhug PN-ISO 712:2002 [17].

Wyznaczenie aktywnosci wody prowadzono w aparacie AquaLab (Seria 3 model
TE firmy Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, USA) o doktadnosci + 0,003 w temp.
293,15 K (20 °C).

Izotermy sorpcji wyznaczano w temp. 20 °C, stosujgc metod¢ statyczno-
cksykatorowg. Zakres badan obejmowat aktywnos¢ wody od 0,07 do 0,98. Czas usta-
lania réwnowagi uktadu wynosit 50 dni od umieszczenia probek w eksykatorach.
W eksykatorach o aktywno$ci wody powyzej 0,7 umieszczono tymol, w celu ochrony
probek przed rozwojem mikroflory. Probki pieczywa pszennego (M i Z) o masie 1 £
0,0001 g, przeznaczone do wyznaczania izoterm sorpcji, umieszczano w naczynkach
wagowych o $rednicy ok. 35 mm, tak aby calkowicie i rownomiernie pokryty ich po-
wierzchnig. Po tym czasie (50 dni) oznaczano masy probek i umieszczano je w eksyka-
torach z nasyconymi roztworami odpowiednich soli. Na podstawie poczatkowej masy
produktu oraz zmian zawartosci wody obliczano rownowagowe zawartosci wody.

Empiryczne izotermy sorpcji wyznaczano w trzech powtdrzeniach, kazdorazowo
na podstawie trzech probek.

Parametry rownania GAB (1) wyznaczono na podstawie danych empirycznych:

b v, - C-K-a, (1)
1-K-a,)(1-K-a,+C-K-a,)

gdzie: a,, — aktywno$¢ wody (-), v — rownowagowa zawarto$¢ wody [g H,O/100 g
s.m.], v,, — zawartos¢ wody w monowarstwie [g H,O/100 g s.m.], C — stala energetycz-
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na Guggenheima, K — stata korygujaca wlasciwosci czasteczek tworzacych wielowar-
stwe w porownaniu z faza ciekla [3, 15, 16].
Powierzchni¢ wlasciwg adsorbentu obliczano z rownania:

a, :a)'vﬁ’"'N @)

gdzie: a, — powierzchnia wlasciwa sorpcji [m*/g s.m.], N — liczba Avogadra
(6,023-10% czasteczek/mol), M — masa czasteczkowa wody (18 g/mol), @ — po-
wierzchnia siadania wody (1,05-10™"° m*/czasteczke) [3, 15, 16].
Rozmiary i objetos¢ kapilar badanego materiatu wyznaczono dla obszaru konden-
sacji kapilarnej, stosujgc rownanie Kelvina zaktadajace cylindryczny ich ksztatt:
2-0-V

Ina = 3
' rRT )

gdzie: o— napigcie powierzchniowe cieczy w temperaturze 7 [N/m], 7, — promien kapi-
lary [nm], R — uniwersalna stata gazowa [kJ/mol-K], T — temperatura procesu [K], V' —
objeto$é molowa adsorbatu [m*/mol] [3, 15, 16].

W celu obiektywizacji uzyskanych wynikow, charakteryzujacych zréznicowanie
przebiegu izoterm sorpcji w catym zakresie a,,, przeprowadzono test -Studenta réznic
migdzy wartosciami $rednimi par wigzanych. Uznawano za statystycznie istotne rozni-
ce na poziomie nieprzekraczajacym p = 0,05 [7, 19].

Parametry rownania GAB wyznaczono stosujac regresj¢ nicliniowa i algorytm
Monte Carlo. Estymacji parametrow dokonano metoda najmniejszych kwadratow [9].
Obliczenia wykonano w arkuszu kalkulacyjnym Excel 2003. Btgdy parametrow odpo-
wiednich rownan wyznaczono przy wykorzystaniu makropolecenia SolverAid, ktore
dostarcza estymaty niepewnosci (odchylenia standardowe, macierz kowariancji i ewen-
tualnie matryce liniowych wspoétezynnikéw korelacji) warto$ci parametrow uzyska-
nych z Solvera.

Wyniki i dyskusja

W przygotowanym wstepnie, poprzez suszenie w temp. 130 °C przez 1 h, mate-
riale badawczym oznaczono zawarto$¢ wody. Stwierdzono, ze chleb ziemniaczany
silniej utrzymywat wodg niz butka paryska. Po procesie gwaltownego odwadniania
produkt Z charakteryzowat si¢ wigksza zawartoscia wody (0,579 g H,O/100 g s.m.) niz
produkt M (417 g H,O/100 g s.m.).

Wiasciwosci sorpcyjne migkiszu pieczywa oceniono przez poréOwnanie wzajem-
nego potozenia izoterm adsorpcji (rys. 1).
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Rys. 1. Izotermy adsorpcji pary wodnej butki paryskiej z dodatkiem margaryny (M) i chleb z dodatkiem
ptatkow ziemniaczanych (Z), wyznaczone w temp. 20°C

Fig. 1. Isotherms of water vapour adsorption by baguette with margarine (M) added and by bread with
potato flakes added (Z), determined at 20°C

Wyznaczone empirycznie izotermy adsorpcji pary wodnej butki M i chleba Z cha-
rakteryzowaly si¢ ksztaltem sigmoidalnym, wykazujac podobienstwo do izoterm typu
II wedtug klasyfikacji Brunauera. Ten typ izoterm sorpcji pary wodnej jest powszech-
ny w przypadku produktow zawierajacych duze ilo$ci skrobi oraz biatka [8].

Ze wzgledu na brak jednoznacznej rdznicy wynikajacej z porownania wzajemne-
go polozenia izoterm, przeprowadzono statystyczng weryfikacje¢ hipotezy zerowej za-
ktadajacej brak réznic w przebiegu izoterm adsorpcji pary wodnej butki M i chleba Z.
Obliczona wartos¢ statystyki ¢ wynosita 1,820 (p = 0,05) i byta nizsza od wartosci kry-
tycznej statystyki ¢ dla tego poziomu istotnosci i 10 stopni swobody, ktora wynosita
2,228. Hipoteze zerowa nalezato zatem przyjac, ze potozenie wyznaczonych izoterm
nie byto statystycznie rozne.

Przy a, = 0,70 w obu rodzajach pieczywa stwierdzono wystapienie przegi¢cia
krzywej sorpcji. Tendencje te nalezy utozsamia¢ z wystapieniem zjawiska kondensacji
kapilarnej, ktoremu towarzyszy pojawienie si¢ w ciele statym wody stabo zwigzane;j,
wykazujacej wlasciwosci zblizone do wtasciwosci wody wolne;j.

W czasie przechowywania pieczywa zachodzg procesy prowadzace do nadania
produktowi nowych wlasciwosci, ktore uwarunkowane sa przede wszystkim stopniem
krystalizacji skrobi okreslanej mianem retrogradacji. Stopien skrystalizowania skrobi,
a zatem zaawansowanie procesu porzadkowania miceli sktadajacych sie¢ z amylozy
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i amylopektyny na skutek tworzenia si¢ wigzan wodorowych decyduje o strukturze
produktu i znajduje odzwierciedlenie w zdolnosci sorpcji pary wodnej opisywane] za
pomocg izotermy sorpcji. Stan roéwnowagi pomi¢dzy produktem i jego otoczeniem
ustala si¢ w wyniku zblizania si¢ zawartosci wody do poziomu, ktéry mozna uznaé za
rownowagowy zgodnie z przebiegiem podobnym do tzw. gasngcej sinusoidy, na co
wskazywa¢ moga wyniki badan uzyskane przez Marzec i Lewickiego [8]. Autorzy ci
podaja, ze rownowagowa zawarto§¢ wody obliczona na podstawie kinetyki adsorpcji
pary wodnej po 24 h procesu byta nieznacznie wigksza niz rownowagowa zawartos¢
wody wyznaczona z izotermy sorpcji opisujacej stan rownowagi dynamicznej po 3
miesigcach [8]. Osigganie stanu rownowagi okre$lanej mianem dynamicznej mozna
zatem opisac jako wynik procesu o przebiegu gasngcej sinusoidy. Zmiany dystrybucji
wody w pieczywie w czasie jego przechowywania uzaleznione sg przede wszystkim od
parametréw otoczenia. Z kolei czas przechowywania moze mie¢ wptyw na zaawanso-
wanie krystalizacji granul skrobiowych [18]. Krystalizacja jest bowiem procesem za-
chodzacym stosunkowo powoli. Zatem wlasciwosci sorpcyjne pieczywa wyrazajace
si¢ w postaci krzywej sorpcji uwarunkowane sg stanem uporzadkowania frakcji skro-
biowej, jaki osiggngl badany material w warunkach (temperatury, wilgotno$ci i czasu)
eksperymentu. W konsekwencji przebieg krzywych sorpcji moze by¢ wynikiem wza-
jemnego stosunku amylozy do amylopektyny. Mozna zatem przypuszczac, ze dodatek
skrobi ziemniaczanej w postaci ptatkow ziemniaczanych, cechujacej si¢ wigckszym
udziatem frakcji amylopektynowej, odgrywa pewng role¢ w aktywnym oddzialywaniu
z molekutami wody prowadzacym do procesu wtornej krystalizacji skrobi. Istniejg
rowniez opracowania [20] informujace o istnieniu wplywu komplekséw skrobiowo-
thuszczowych na procesy retrogradacji skrobi. Ustalono, ze w momencie kleikowania
skrobi 1 uwalniania si¢ amylozy dostgpnos¢ monoglicerydow moze powodowaé ota-
czanie powierzchni granul skrobiowych hydrofobowymi kompleksami, ktore uniemoz-
liwiajg lub zmniejszajg dalszy wyplyw amylozy. W ten sposob cze$¢ granul skrobi
moze zachowaé naturalng struktur¢ w wyzszej temperaturze, a jednocze$nie ilos¢
uwolnionej amylozy ulega zmniejszeniu. Zmniejszenie ilosci wolnej amylozy moze
powodowac poprawe elastycznos$ci i wilgotnosci migkiszu chleba.

Na podstawie empirycznych izoterm sorpcji wyznaczono parametry rownania
GAB (v,, C, K) oraz a,, odpowiadajacg v,,, a wyniki przedstawiono w tab. 1.

Oszacowana zawarto$¢ wody tworzgcej warstwe monomolekularng butki M wy-
nosita 5,03 g H,0/100 g s.m. i byla mniejsza niz chleba Z — 5,13 g H,0/100 g s.m.
Wartosciom tym odpowiadaly zblizone warto$ci aktywnosci wody, odpowiednio:
0,242 i 0,246. Wzajemne relacje obu parametrow wskazujg na podobny stopien zwia-
zania wody przy podobnym rozwinig¢ciu monowarstwy (tab. 1). Jednocze$nie nalezy
podkresli¢, ze stwierdzonej tendencji nie nalezy przypisywaé przypadkowego charak-
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teru. Niskie wartosci btgdow standardowych, wyznaczone na podstawie macierzy Hes-
sego, wskazujg na znaczng pewnos¢ wartosci wyznaczonych parametrow (tab. 1).

Tabela 1. Oszacowane parametry oraz ich asymptotyczne bledy rownania GAB oraz a,, odpowiadajaca
wypelnieniu v,

Table 1.  Estimated parameters and their asymptotic errors of GAB equation as well as a,, that corre-
sponds to v,

Produkt SKO v, a, C K
Product
M 3,351 £ 0,692 5,033 +0,149 0,242 11,88 £3.,54 0,930 + 0,003
Z 1,943 £ 0,527 5,134+ 0,109 0,246 11,23 £2,44 0,935+ 0,002

Objasnienia / Explanatory notes:

M - butka paryska z dodatkiem margaryny / baguette with margarine added; Z — chleb pszenny z dodatki-
em platkow ziemniaczanych / wheat bread with potato flakes added; SKO — suma kwadratow odchylen /
sum of squared deviations; v,, — zawartos¢ wody w monowarstwie [g H,O/100 g s.m.] / water content in
monolayer [g HyO/100 g d.m.]; a,, — aktywnos$¢ wody [-] / water activity [-]; C — stala energetyczna Gug-
genheima / Guggenheim energy constant; K — stata korygujaca wlasciwosci czasteczek wielowarstwy w
porownaniu z fazg ciekla / constant that corrects properties of molecules of multilayer in relation to liquid
phase.

Zastosowanie dodatku skrobi ziemniaczanej lub tluszczu moze by¢ istotng przy-
czyng zmiany mikrostruktury powierzchni migkiszu (ogélna objetos¢ kapilar, promien
kapilar ulegajacych wypekieniu po zainicjowaniu zjawiska kondensacji kapilarne;j,
promien kapilar dominujacych, ogolna objetos¢ kapilar, powierzchnia wtasciwa sorp-
¢cji) 1 powodowac zroznicowanie zdolnosci wigzania molekut wody przez powierzchnig
migkiszu. Uzasadnione jest wigc twierdzenie, ze zastosowanie dodatkdow moze miec
wplyw na podatno$¢ pieczywa na starzenie zwigzane z jego wysychaniem i retrograda-
cja.

Mozna przypuszczaé, ze powodem podobnych wtasciwosci sorpcyjnych obu ba-
danych probek pieczywa byta zblizona podatno$¢ na zmiany stopnia uporzadkowania
granul skrobi. W przypadku butki paryskiej (M) obecno$¢ thuszczu dodanego w proce-
sie technologicznym moze powodowaé powstawanie kompleksow skrobiowo-
thuszczowych, majacych wptyw na przebieg retrogradacji skrobi [4]. Uwaza si¢ bo-
wiem, ze dost¢gpno$¢ monoglicerydow moze by¢ przyczyng ograniczenia uwalniania
amylozy poprzez otaczanie powierzchni granul skrobiowych hydrofobowsg frakcja
lipidowa. Zmniejszenie ilo$ci uwolnionej amylozy, powodujacej szybkie wystgpienie
zjawiska krystalizacji, sprzyja zdolno$ci utrzymywania wody, a tym samym zmniejsza
zmiany wywotane redystrybucjag wody w pieczywie w czasie jego przechowywania.
W przypadku chleba Z obecnos$¢ skrobi ziemniaczanej, bedacej zrodtem amylopekty-
ny, powoduje, ze proces retrogradacji zachodzi wolniej na skutek obecno$ci rozgate-
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zien bocznych utrudniajgcych agregacje 1 wykazujacych wilasciwosci hydrofilowe
zwigzane z wigzaniem znacznych ilosci wody, w wyniku czego tworzy si¢ struktura
gumowata. W konsekwencji wigksza ilos¢ wody pozostaje w oddziatywaniu z matrycg
ciata statego [20]. Cho¢ mechanizm decydujacy o stopniu utrzymywania wody byt
w kazdym przypadku inny, to skutek okazal si¢ niemal identyczny. W wyniku czer-
stwienia prawdopodobnie dochodzito do zmniejszenia powierzchni whasciwej sorpcji
w wyniku procesu krystalizacji granul skrobiowych. Obecnos$¢ skrobi ziemniaczanej
z charakterystycznym, wyzszym udzialem amylopektyny, prawdopodobnie powodo-
wata ograniczenie szybkosSci czerstwienia. Z kolei obecnos¢ czynnika hydrofobowego
byta przyczyng zmniejszenia ilosci wolnej amylozy, zwickszajgc zdolno$¢ utrzymywa-
nia wody i elastyczno$¢ migkiszu [20].

Lewicki [6] wykazal, ze rownanie GAB moze by¢ uzyte do opisu eksperymentu
tylko wowczas, gdy 0,24 < K < 1. Zatem wyznaczone parametry rownania GAB mozna
uznac za dobrze opisujace izotermy. Caurie [2] wykazal, ze parametr K powinien by¢
traktowany jako parametr okreslajacy ci$nienie nasycenia pary wodnej i stuzy¢ okre-
$laniu granic adsorpcji wielowarstwowej. Warto$¢ parametru K (K < 0,5) okresla ad-
sorpcje monomolekularng i (K > 0,5) wielowarstwowa. Wyznaczone warto$ci parame-
tru K (tab. 1) byly zblizone, co pozwala przypuszcza¢, ze stan energetyczny obu
uktadow doswiadczalnych byt podobny. Zaktada¢ mozna, ze cho¢ mechanizm badane-
go procesu adsorpcji pary wodnej byt rozny (M i Z), nie stal si¢ powodem roznic
w stanie energetycznym czasteczek wody tworzacych uktad wielowarstwowy.

Drugim parametrem potwierdzajgcym przydatno$¢ modelu GAB jest wartos$¢ sta-
tej C wigksza niz 5,67, ktoéra warunkuje uzyskanie blgdu obliczenia zawartosci wody
W monowarstwie na poziomie nizszym niz 15,5 % [6].

Podstawiajac wartosci v,, do rownania (2) obliczono powierzchnig wlasciwag sorp-
cji. Stosujgc réwnanie Kelvina oszacowano mikrostruktur¢ powierzchni badanych
probek (M i Z), okreslajac promien kapilar ulegajacych wypetieniu w poczatkowej
fazie zjawiska kondensacji oraz 0ogo6lng objetosc kapilar przy a,,= 0,70.

Tabela 2. Charakterystyka strukturalna badanych produktéw
Table 2.  Structural characteristics of products tested

Powierzchnia
wiasciwa sorpcji | Ogolna objetosé kapilar przy a,,= 0,70 | Promien kapilar przy a,,= 0,70

Produkt . o . o
Pi?)duct Specific surface | Total capacity of capillaries at a,, = 0.70 | Radius of capillaries at a,,=0.70
u of sorption [em*/100 g s.m.] [nm]
[m*/g]
M 176,8 127,8 2.4

Z 180,4 136,1 2,5
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Stwierdzono, ze nieznacznie wigksza powierzchnig wlasciwg sorpcji charaktery-
zowal si¢ chleb Z (tab. 2). Porownanie uzyskanych wynikéw z danymi dotyczacymi
charakterystyki mikrostruktury powierzchni z zastosowaniem metod sorpcyjnych
w badaniach skrobi pszennej bezglutenowej [ 14] oraz maki pszennej [10-13] pozwolito
stwierdzi¢, ze zaréwno skrobia (364 - 370 m’/g) [14], jak i maki pszenne (194 -
384 m*/g) [10, 11, 12, 13] cechowaly si¢ bardziej rozwinicta powierzchnia whasciwa
sorpcji niz migkisz badanego w niniejszej pracy pieczywa pszennego z dodatkiem
skrobi ziemniaczanej i margaryny. Mozna zatem przypuszczaC, ze W procesie czer-
stwienia pieczywa dochodzito do znaczacych zmian mikrostruktury uwarunkowanych
krystalizacja skrobi oraz zmianami frakcji biatkowej. Jednoczesnie wyniki badan doty-
czace skrobi pszennej bezglutenowej charakteryzowaly natywng, a zatem semikrysta-
liczng strukture jej granul [14]. Z kolei wyniki dotyczace maki pszennej pasazowej
[13] oraz mak handlowych [10, 11, 12] opisywaly wypadkowg stanu skrobi natywnej
oraz frakcji bialkowej. Pod wzgledem ilosciowym glownym skladnikiem migkiszu
chleba jest skrobia, stad mozna sadzi¢, ze stosunkowo mata powierzchnia wlasciwa
sorpcji mickiszu chleba byta konsekwencja znacznego uporzadkowania struktury skro-
bi w procesie jej retrogradacji.

Kolejnym parametrem mikrostruktury powierzchni byla ogodlna objetos¢ kapilar
ulegajacych wypehieniu przy a,, = 0,70 (tab. 2). Wyzsze wartosci tego parametru cha-
rakteryzowaty chleb Z, co wskazywato na jego bardziej porowatg strukture, rozumiang
jako wypadkowa rozmiarow i objetosci kapilar. Dla poréwnania skrobia pszenna bez-
glutenowa cechowata si¢ 0golna objetoscig kapilar na poziomie 88 - 91 cm’/100 g s.m.
[14], natomiast maki pszenne na poziomie 18 - 85 cm’/100 g s.m. [10, 11, 12, 13].
Mozna przypuszczaé, ze powierzchnia migkiszu chleba wraz z postepujaca retrograda-
cja stawatla si¢ bardziej otwarta na skutek powigkszania si¢ rozmiarow i obj¢tosci kapi-
lar, przy jednoczesnym zmniejszaniu si¢ grubosci $cianek kapilar [4]. Z kolei poczat-
kowi procesu kondensacji kapilarnej towarzyszylo wypetienie kapilar o promieniu
w zakresie 2,4 - 2,5 nm w przypadku obu badanych produktow. W badaniach dotycza-
cych surowcow stosowanych w produkcji pieczywa pszennego wykazano, ze najmniej-
szymi rozmiarami charakteryzowaty si¢ kapilary maki Fariny (okoto 3 nm), najwigk-
szymi za$ maki pszennej typu 2000 (okoto 6,5 nm) [10, 11, 12, 13]. Taki rozktad
szacowanego parametru mozna interpretowaé jako potwierdzenie przypuszczenia, ze
retrogradacja powoduje wzrost porowatosci migkiszu na skutek zapadania si¢ jego
$cian, czemu towarzyszy powstawanie kapilar o maltym promieniu.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze przyjeta hipoteza zostata
zweryfikowana negatywnie. Stwierdzono, ze zdolno$¢ utrzymywania wody przez po-
wierzchni¢ migkiszu chleba pszennego wyprodukowanego z dodatkiem skrobi ziem-
niaczanej albo margaryny jest zblizona. R6znice w wartosciach badanych parametrow
nie mogg by¢ uznane za statystycznie istotne.
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Whioski
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[20]

Izotermy sorpcji migkiszu pieczywa z dodatkiem margaryny i ptatkdw ziemnia-
czanych charakteryzowaly si¢ zblizonym przebiegiem w catym zakresie a,.

Probki migkiszu obu rodzajow pieczywa charakteryzowaty si¢ zblizong mikro-
strukturg powierzchni, pomimo zastosowania w procesie produkcji dodatkéw cha-
rakteryzujacych si¢ odmiennymi wlasciwosciami chemicznymi (thuszcz i skrobia).
Wartosci wybranych parametrow mikrostruktury powierzchni migkiszu chleba
pszennego z dodatkiem margaryny i ptatkow ziemniaczanych wskazywaty na wy-
stapienie zmian uwarunkowanych procesem retrogradacji frakcji skrobiowe;.
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IMPACT ASSESSMENT OF SELECTED ADDITIVES ON SORPTIVE PROPERTIES
OF WHEAT BREAD CRUMB

Summary

The objective of the research was to verify the hypothesis assuming that the diversified water retaining
capacity of crumb surface of wheat bakery products resulted from the addition of potato flakes or marga-
rine during the production process. The assessment was carried out based on water vapour sorption iso-
therms for crumb and on selected parameters of crumb microstructure estimated using adsorption methods.

The research material consisted of wheat bakery products with margarine (M) and potato flakes (Z)
added.

It was found that the sorption isotherms for bread crumb with added margarine and potato starch (de-
rived from potato flakes) were characterized by a similar flow (., = 1.820, 7. = 2.228) within the whole
a,, range. The presence of fat (derived from margarine) in the wheat bread crumb did not cause the micro-
structure of its surface to become significantly diversified (ay, = 180.4 m2/g; 7 = 2.4 nm; tcc =
127.8 cm*/100 g d.m.) compared to the wheat bread crumb produced with the addition of starch (derived
from potato flakes) (ay, = 176.8 mz/g; 7=2.5 nm; t.c.c. = 136.1 em’/100 g d.m.). The values of the esti-
mated surface microstructure parameters of M and Z wheat bread crumb proved the occurrence of retro-
gradation of the starch fraction.

Key words: wheat bakery products, getting stale, monolayer, specific surface of sorption
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WELASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE
NISKOPRZETWORZONYCH PEATKOW ROZY POMARSZCZONEJ
(ROSA RUGOSA)

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu dodatku sacharozy oraz temperatury i czasu przechowywania nisko-
przetworzonych produktéw z platkéw rézy pomarszczonej (Rosa rugosa) na zawartos¢ sktadnikow feno-
lowych oraz wlasciwosci przeciwutleniajace. Produkty sporzadzano z 0,5-procentowym dodatkiem kwasu
cytrynowego i dodatkiem sacharozy wynoszacym 50 + 75 %, a nastg¢pnie przechowywano je przez 378 dni
w temperaturze 6 i 21 °C. Stwierdzono, ze temperatura sktadowania miata istotny wplyw na zawarto$¢
antocyjanéw w badanych produktach, nie wptyneta ona natomiast istotnie na zawarto$¢ polifenoli oraz na
wiasciwosci przeciwutleniajace. Do 126. dnia sktadowania w probach o zawartosci 50 i 60 % sacharozy
obserwowano wzrost zawartosci zwigzkow polifenolowych (odpowiednio do: 1720 mg/100 g
1 1150 mg/100 g), ktorych ilo$¢ zmniejszata si¢ nastgpnie wraz z wydtuzajacym si¢ czasem przechowywa-
nia (odpowiednio do: 770 mg/100 g i 778 mg/100 g). Najsilniejsze wlasciwosci przeciwutleniajace, wyra-
zone zarowno jako ECs (1,6 g/g DPPH), jak i wielkoscia sity redukujacej (1,67 Aqo) wykazywaty pro-
dukty o zawartosci sacharozy 50 - 55 %, pomigdzy 84. a 126. dniem ich przechowywania. Po uptywie
tego czasu obserwowano obnizanie aktywnosci przeciwutleniajace;j.

Stowa Kkluczowe: niskoprzetworzone ptatki Rosa rugosa, aktywnos¢ przeciwutleniajgca, polifenole, anto-
cyjany

Wprowadzenie

Kwiaty i ich czgsci w wielu krajach sg elementami potraw. Stuzg zwigkszaniu ich
atrakcyjnosci sensorycznej poprzez nadanie barwy i aromatu, a niekiedy mogg miec
pozytywny wptyw na zdrowie konsumentéw [24]. Do najczgsciej uzywanych w Euro-
pie nalezg kwiaty: 16z (Rosa rugosa, Rosa damascena, Rosa centifolia, Rosa gallica),
fiotka wonnego, hibiskusa, nagietka lekarskiego, mniszka pospolitego, czarnego bzu,

Dr inz. A. Zawislak, dr inz. M. Michalczyk, Katedra Chiodnictwa i Koncentratow Spozywczych, Wydz.
Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakéw. Kontakt:
a.zawislak@ur.krakow.pl
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robinii pseudoakacji, ogoérecznika lekarskiego, dyni i cukinii. Szafran pozyskiwany
z kwiatow krokusa jest stosowany w kuchni jako barwnik, a paczki kwiatow nasturcji
czesto zastepujg kapary [24]. Kwiaty mogg by¢ tez zroédlem substancji o whasciwo-
Sciach prozdrowotnych, np. przeciwcukrzycowych [4].

Kwiaty r6zy pomarszczonej (Rosa rugosa Thunb.) sa surowcem od dawna stoso-
wanym w tradycyjnej medycynie chinskiej [41]. Stwierdzono, ze przeciwdziataja one
nadci$nieniu, maja wlasciwosci przeciwbakteryjne oraz dziataja hamujaco na enzym
odwrotnej transkryptazy (RT) retrowirusow HIV-1 1 HTLV-1, a takze sg cytotoksyczne
wzgledem linii komérek nowotworowych oraz wykazuja silne wlasciwosci przeciw-
utleniajace [12, 15, 24, 29, 41]. Aktywnymi biologicznie sktadnikami tego surowca sg
zwiazki fenolowe, gtownie taniny hydrolizujace o wysokiej masie czasteczkowej, po-
chodne kwasu galusowego oraz rutyna, izokwercetyna, awikularyna i astragalina oraz
antocyjany [15, 28, 29].

Celem pracy byta ocena wptywu dodatku sacharozy oraz temperatury i czasu
przechowywania niskoprzetworzonych ptatkow roézy pomarszczonej na ich wtasciwo-
$ci przeciwutleniajgce. Oznaczono takze zawarto$¢ wybranych sktadnikow biologicz-
nie czynnych badanych produktéw podczas ich sktadowania.

Material i metody badan

Ptatki r6zy pomarszczonej (Rosa rugosa) pochodzace z upraw z okolic Krakowa
przetwarzano do 4 h po zbiorze. Produkt sporzadzano poprzez rozdrobnienie ptatkow
z sacharozg i kwasem cytrynowym z zastosowaniem urzadzenia Thermomix (Vorwerk,
Niemcy). Stezenie sacharozy byto zrdéznicowane w poszczegolnych partiach wyrobu
i wynosito 50, 55, 60, 65, 70 oraz 75 g na 100 g gotowego produktu, natomiast doda-
wana ilo$¢ kwasu cytrynowego byta stata i wynosita 0,5 g na 100 g gotowego produk-
tu. Nieutrwalone termicznie wyroby przechowywano w stoikach przez 378 dni, bez
dostepu swiatta, w temp. 6 £ 1 °C 121 £+ 1 °C. Analizy wykonywano co 42 dni.

Ogolng zawartos¢ polifenoli oznaczano metoda Singletona i wsp. [33] z uzyciem
odczynnika Folina-Ciocalteau’a. Absorbancj¢ mierzono w spektrofotometrze (Cecil
CE 9500), przy dtugosci fali A = 750 nm, a wyniki wyrazano w mg kwasu galusowego
na 100 g wyrobu.

Zawarto$¢ antocyjandw oznaczano metoda réznicowego pomiaru pH [21]. Ab-
sorbancj¢ mierzono przy A = 510 nm i A = 700 nm, a catkowitg zawartos¢ antocyjandw
wyrazano w mg cyjanidyno-3-glukozydu na 100 g produktu.

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg oznaczano poprzez pomiar zdolnosci wygaszania
wolnych rodnikdéw DPPH, wyrazanej jako ECs, [6]. Druga miar¢ zdolnoSci przeciwu-
tleniajgcych niskoprzetworzonych platkow rézy pomarszczonej stanowila sita reduku-
jaca mierzona przy A = 700 nm [42].
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Analizy wykonywano w trzech powtdérzeniach, a otrzymane wyniki opracowano
w programie CSS Statistica (Stat Soft, Tulsa, OK., USA). Obliczono wartosci $rednie
1 odchylenia standardowe oraz wyznaczono bledy pomiaru. Istotnos¢ réznic migdzy
srednimi weryfikowano testem t-Studenta na poziomie p < 0,05. Jednorodnos¢ grup
ustalano testem RIR Tukeya. Stopien powigzania zmiennych okre§lano wspotczynni-
kami korelacji liniowej Pearsona oraz poprzez analiz¢ modeli regresji wielorakiej [10].

Wyniki i dyskusja
Parametry wyjsciowe niskoprzetworzonych ptatow rozy pomarszczonej

Wartosci ECsy oznaczone w produktach $wiezych zawierajacych roézne dodatki
sacharozy nie roznily si¢ istotnie pomigdzy sobg na poziomie p < 0,05 (tab. 1).
Swiadczy o tym niewielka réznica pomiedzy oznaczonymi skrajnymi warto$ciami tej
wielkosci (A = 0,2) w poréwnaniu z btgdami pomiaru (s = 0,1). Oznaczenia sity redu-
kujacej wyrobow wyjsciowych takze wskazujg na brak wptywu dodatku sacharozy na
ich poczatkowa aktywno$¢ przeciwutleniajacg (A = 0,17; s = 0,07). Test RIR Tukeya
zastosowany do tych zmiennych potwierdza brak statystycznie istotnego (p < 0,05)
wptywu dodatku sacharozy na ich wartosci poczatkowe. W przypadku polifenoli i an-
tocyjanéw zastosowany dodatek sacharozy wplyngl na zawarto$¢ tych zwigzkow
w produktach wyjsciowych, a statystyczna obrobka wynikow z zastosowaniem testu
Tukeya wykazata trzy grupy jednorodne w zakresie zawartosci polifenoli i dwie w
zakresie zawartos$ci antocyjanow (tab. 1).

Tabela 1. Wartosci poczatkowe badanych parametrow niskoprzetworzonych ptatkéw rézy pomarszczonej
Table 1.  Initial values of analyzed parameters of low-processed wrinkled rose petals

Dodatek sach.a?ozy Zawarto$¢ polifenoli | Zawartos¢ antocyjanc")w ECy Sita re'dukujqca
Sucrose addition | Content of polyphenols | Content of anthocyanins Reducing power
(%] [me/100 g] [me/100 g] (e DPPHT 0 )
50 881%+29 718 +7 1,8 +0,1 1,374+ 0,07
55 806° + 16 45°+2 2,0°+0,1 1,20* £ 0,09
60 817° + 24 37°+4 1,9°+0,1 1,21+ 0,05
65 929* + 14 35v+2 1,84 +0,1 1,29* + 0,04
70 932%+ 24 40° + 4 1,84 +0,1 1,34 + 0,06
75 688°+26 36"+ 3 1,9°+0,1 1,23* £ 0,08

Objasnienia: Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stand-
ard deviations; warto$ci $rednie oznaczone tg samg litera w kolumnach nie r6znig si¢ statystycznie istotnie
na poziomie p < 0,05 / mean values in columns and designated by the same letter do not differ statistically
significantly at p < 0,05.
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Zmiany zawartosci polifenoli w przechowywanych produktach

Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w badanych produktach zmieniata si¢
w czasie przechowywania nieregularnie. Na zmiany te wptywata réwniez zawartos¢
sacharozy (rys. 1). Przy wszystkich jej dodatkach obserwowano ogélny ubytek ilosci
polifenoli w czasie (jednak przy pewnym ponownym ich wzroscie pod koniec okresu
przechowywania), jak rowniez wyrazny przyrost ich zawartosci obserwowany w prob-
kach zawierajacych 50 i 60 % sacharozy do 126. dnia przechowywania. W probkach
zawierajacych 55 % sacharozy wzrost zawartosci sktadnikow fenolowych wystepowat
jedynie do 84. dnia sktadowania. Test t-Studenta zastosowany do poroéwnania $rednich
zawartosci polifenoli oznaczonych w poszczegodlnych probkach z warto§ciami zmie-
rzonymi w sgsiednich do nich okresach sktadowania potwierdzit statystyczng istotnos¢
tych réznic (p < 0,01).

Dodatek sacharozy / Sucrose addition  [%)]
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Rys. 1. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ polifenoli w niskoprzetworzonych
ptatkach r6zy pomarszczonej, zawierajacych rozne dodatki sacharozy

Fig. 1.  Effect of storage time and storage temperature on content of polyphenols in low-processed wrin-
kled rose petals containing different sucrose additions
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Stosowane temperatury sktadowania nie miaty wplywu na zawarto$¢ polifenoli
w przechowywanych produktach (rys. 1). Probki zawierajace 50- i 55-procentowy
dodatek sacharozy, przechowywane w temp. 21 °C ulegly mikrobiologicznemu zepsu-
ciu (odpowiednio po 168 i 210 dniach). Na ich powierzchni stwierdzono obecnos¢
plesni.

Obserwowane w niniejszej pracy zmiany zawartosci polifenoli mogg by¢ wyni-
kiem ich przemian powodowanych reakcjami hydrolizy, utleniania, transestryfikacji
1 kompleksowania, w ktorych zwigzki te mogg bra¢ udziat w trakcie sktadowania pro-
duktow. Podobne tendencje w zmianach ilo$ci polifenoli zaobserwowali Klimczak
1wsp. [19], ktérzy po szesciu miesigcach przechowywania sokéw pomaranczowych
w temp. 18, 28 i 38 °C stwierdzili, ze zawarto$¢ tych zwigzkow wzrosta istotnie, mimo
wczesniejszego zmniejszania si¢ ich ilosci. Autorzy ci sugerowali, ze mozliwg przy-
czyng tego zjawiska byly nowo powstate podczas sktadowania sokow zwiazki, ktore
reagowaly z odczynnikiem Folina-Ciocalteau’a. Arroyo-Lopez i wsp. [2] oznaczali
metodg HPLC zawarto$¢ poszczegolnych zwiazkow fenolowych w przechowywanych
oliwkach w zalewie. Wzrost zawartosci niektorych z tych substancji w czasie sktado-
wania wyrobu przypisali hydrolizie bardziej ztozonych polifenoli, w wyniku czego
zmianie ulegata réwniez ogodlna ilos¢ polifenoli. Z kolei Murakami i wsp. [27] stwier-
dzili, ze mieszanina czterech r6znych polifenoli ogrzewana przez 180 h w temp. 100 °C
byta stosunkowo termostabilna, a ich rozklad nastgpowat stopniowo. Amakura 1 wsp.
[1] wykazali brak wigkszych zmian ogodlnej ilosci zwigzkow polifenolowych w dze-
mach z owocow jagodowych w stosunku do wyjsciowej ich zawarto$ci w surowcu.
Z kolei Recamales 1 wsp. [32] stwierdzili zmniejszanie si¢ ilosci polifenoli w winie po
12 miesigcach jego sktadowania. Ubytek zawartosci zwigzkoéw polifenolowych byt
mniejszy w materiale przechowywanym w temperaturze statej (17,5 + 2,5 °C) niz
warunkach temperatury zmiennej (butelki z winem przechowywano w pomieszczeniu,
w ktorym temperatura wahala si¢ w zaleznos$ci od pory dnia i roku).

Skupien i Wojcik-Stopczynska [34] analizowaty w trakcie zamrazalniczego prze-
chowywania zmiany zawartosci polifenoli w homogenatach z truskawek odmiany
‘Elsanta’ z 5- 1 10-procentowym dodatkiem sacharozy oraz bez dodatku cukru. W trak-
cie pierwszych 6 miesiecy sktadowania ilos¢ polifenoli zmniejszyta si¢ istotnie we
wszystkich wariantach przecieréw. W homogenacie bez dodatku cukru ubytek ten byt
najmniejszy (o 11,2 %), natomiast w probach stodzonych zmniejszenie zawartosci
polifenoli byto wicksze i zblizone do siebie (o ok. 14 %). Po nastepnych 6 miesigcach
w przecierach bez dodatku cukru i z S-procentowym jego dodatkiem zaobserwowano
istotny wzrost zawartosci polifenoli (powyzej wartosci poczatkowych), a w wariancie
z 10-procentowym dodatkiem sacharozy wystapito dalsze zmniejszenie zawartosci
zwiazkow polifenolowych (0 9 %).
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Zmiany zawartoSci antocyjanow

W przeciwienstwie do polifenoli na zawarto$¢ antocyjanow w sktadowanych ni-
skoprzetworzonych ptatkach rézy duzy wptyw wywierata temperatura przechowywa-
nia (rys. 2). W probkach zawierajacych 65 i 70 % sacharozy, przechowywanych
w temp. 21 °C, oznaczona spektrofotometrycznie zawarto$¢ antocyjanéw zwigkszyla
si¢ w 42. dniu przechowywania (w probce z zawartoscig 65 % sacharozy istotnie, p =
0,003; w probee z 70-procentowg zawartoscia sacharozy — nieistotnie, p = 0,072). Do
konca trwania eksperymentu obserwowano staly ubytek tych zwigzkow. We wszyst-
kich probkach zawierajagcych natomiast mniej niz 75 % sacharozy i sktadowanych
wtemp. 6 °C stwierdzono w pierwszych szesciu tygodniach wyrazny i istotny
(p <0,01) wzrost zawarto$ci tych zwigzkow do warto§ci maksymalnych, ktore nastep-
nie powoli malaty, pozostajac jednak przez caty czas na poziomie istotnie wyzszym
(p < 0,01, z wyjatkiem probki z 50-procentowym dodatkiem sacharozy) od zawartosci
wyjéciowych.
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Rys. 2. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ antocyjanow w niskoprzetworzonych
ptatkach r6zy pomarszczonej, zawierajacych roézne dodatki sacharozy

Fig. 2.  Effect of storage time and storage temperature on content of anthocyanins in low-processed
wrinkled rose petals containing different sucrose additions
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Zawarto$¢ barwnikow antocyjanowych w probkach sktadowanych w temp. 6 oraz
21 °C roznita si¢ istotnie (p < 0,001) w trakcie catego okresu przechowywania wszyst-
kich produktow zawierajacych mniej niz 75 % sacharozy. Mozna stwierdzi¢, Ze
w probkach sktadowanych w temp. 21 °C nastgpowala wigksza redukcja tych zwigz-
kéw niz w temp. 6 °C. Wielu autorow obserwowato w swoich badaniach podobne zja-
wiska [8, 13, 30, 35, 36, 39]. Odnotowany silny przyrost zawarto$ci antocyjanow po 42
dniach sktadowania w temperaturze chtodniczej mogt by¢ spowodowany naktadaniem
si¢ efektu kopigmentacji z zastosowang spektrofotometryczng metoda oznaczania ilo-
Sci barwnikéw antocyjanowych. Zjawisko kopigmentacji jest jednym ze sposoboéw
stabilizacji 1 zwigkszania intensywnos$ci barwy na skutek oddziatywan pomig¢dzy anto-
cyjanami a czgsteczkami kopigmentow. Kopigmentami mogg by¢ flawonoidy, alkaloi-
dy, aminokwasy, kwasy organiczne, nukleotydy, jony metali, a takze same antocyjany.
W wyniku kopigmentacji nastgpuje zwickszenie intensywnosci barwy (efekt hiper-
chromowy) oraz przesuni¢cie maksimum absorbancji w kierunku fal dtuzszych (efekt
batochromowy) [23].

Antocyjany sg wrazliwe na wiele czynnikow, w tym na pH, temperature, promie-
niowanie rozproszone czy obecnos¢ degradujacych je enzymow, a takze innych zwiaz-
kéw chemicznych. Sacharoza wykazuje zdolnosci wigzania wody i zwigkszenie jej
stezenia w roztworze powoduje zmniejszenie mogacej uczestniczy¢ w reakcjach che-
micznych ilosci H,O w uktadzie, a tym samym wptywa na wzrost trwato$ci antocyja-
noéw [37, 38]. Stasiak i wsp. [35] stwierdzili, ze duza ilo$¢ sacharozy (65 %) dodane;j
do koncentratow barwnikow antocyjanowych zwigkszyla trzykrotnie stabilnos$¢ tych
zwigzkow w stosunku do ich trwato$ci w napojach bez dodatku cukru i z 13-
procentowym jego dodatkiem. Wrolstad i wsp. [40] wykazali niewielki, lecz staty-
stycznie istotny efekt ochronny sacharozy w stosunku do monomerycznych barwnikoéw
antocyjanowych w mrozonych truskawkach podczas trzyletniego ich przechowywania,
co moglo by¢ spowodowane dziataniem sacharozy jako inhibitora enzyméw rozktada-
jacych te barwniki lub jako czynnika blokujgcego reakcje kondensacji antocyjanow
dzigki budowie i rozmiarom swojej czasteczki chemicznej. W badaniach prowadzo-
nych przez Kmiecika i wsp. [20] wplyw sacharozy na stabilno$¢ antocyjanéw w mro-
zonych truskawkach byt niewielki i zalezal od zastosowanej postaci cukru (sacharoza
krystaliczna drobno rozdrobniona z dodatkiem pektyny lub kwasu L-askorbinowego
oraz syrop sacharozowy z analogicznymi dodatkami).

Oszmianski [31] opracowatl sposob otrzymywania i stabilizacji barwnikow z wy-
tlokéw aroniowych za pomoca flawonow z tarczycy bajkalskiej. Zastosowanie dodat-
kéw tarczycy bajkalskiej pozwolito ograniczy¢ degradacje antocyjanow w uzyskanych
preparatach. Napoje zawierajace barwniki antocyjanowe sktadowano w réznych wa-
runkach. W doswiadczeniu zostaly zastosowane zroznicowane dawki stabilizatora,
ktore wykazywaty maksimum dziatania po réznych okresach przechowywania napo-
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jow. Podjeto réwniez probe utrwalenia barwnikéw antocyjanowych w kompotach
i dzemach truskawkowych przy udziale flawondéw tarczycy bajkalskiej [17]. Dodatek
stabilizatora wplynal pozytywnie na trwato$¢ czerwonej barwy oraz ilos¢ antocyjanow
tylko w dzemach truskawkowych. Wzbogacanie sokow truskawkowych polifenolami
ptatkow r6zy Rosa damascena [25] skutkowato ograniczeniem termicznej degradacji
antocyjanow.

Antocyjany sg zwigzkami labilnymi i pod wplywem réznych czynnikow tatwo
ulegaja przemianom chemicznym. Podczas przechowywania produktow spozywczych
generalnie nastgpuja straty antocyjandéw na skutek ich degradacji. Istniejg jednak zja-
wiska, dzieki ktorym straty te moga by¢ ograniczane. Zalicza si¢ do nich m.in. kopig-
mentacje wewnatrz- i zewnatrzczasteczkowa oraz samoasocjacj¢ antocyjandw, ktora
dotychczas nie zostala doktadnie poznana [7, 18]. Samoasocjacja antocyjandow powo-
duje dodatnie odchylenie od prawa Lamberta-Beera, co moze sprawi¢, ze zawarto$¢
antocyjanoéw liczona na podstawie oznaczen spektrofotometrycznych moze zostaé za-
wyzona [7, 11, 14]. Ponadto zastosowana w pracy metoda réznicowego pH, chociaz
pozwala na szybki pomiar catkowitych antocyjanéw, zalezy od obecnosci polimeryzo-
wanych pigmentéw zdegradowanych i innych zwigzkow, ktore moga zaktocaé obiek-
tywno$¢ pomiaru [16]. Zmiany te sa najintensywniejsze w poczatkowym okresie prze-
chowywania, gdy najbardziej zaznacza si¢ obecnos¢ substancji towarzyszacych,
mogacych powodowa¢ wewnetrzne interakcje. Nalezy uwzgledni¢ szereg roznych
czynnikow, jak chocby zjawiska kopigmentacji, ktore mogg réwniez przejawiac si¢
efektem batochromowym i hiperchromowym [5, 7], co rowniez nie pozostaje bez zna-
czenia, jesli obliczenia st¢zenia antocyjanow w probce bazuja na pomiarach spektrofo-
tometrycznych. Z najnowszych doniesien literatury wynika, ze zjawiska kopigmentacji
nie s3 natychmiastowe, ale moga pojawia¢ si¢ w probce w miar¢ uptywu czasu [11,
14]. Efekt kopigmentacji zalezy od wielu zmiennych, takich jak rodzaj i stezenie ko-
pigmentu, a efekt stabilizacji antocyjanéw moze by¢ silniejszy przy nizszych steze-
niach reagentow [16, 18]. Podobny kierunek zmian ogélnej zawartos$ci antocyjanéw
jak w niniejszej pracy, jednak na znacznie mniejszg skale, zaobserwowano w bada-
niach modelowych z wykorzystaniem antocyjanow z réznych roslin i katechin zielonej
herbaty podczas przechowywania w temp. 4 °C [16]. Przytoczone dane literaturowe
oraz wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze celowe jest prowadzenie dal-
szych badan z zastosowaniem bardziej selektywnych metod badawczych pozwalajg-
cych na dokladne wyjasnienie problemu. Jest to tym istotniejsze, ze dane na temat
sktadu chemicznego ptatkow rézy, szczegdlnie frakeji kwasdéw fenolowych i flawonoi-
dow sa wcigz przedmiotem wielu badan, a prace na temat biologicznie aktywnych
metabolitéw ptatkéw roézy sg nadal rzadkoscia [29].
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Zmiany wiasciwosci przeciwutleniajgcych

Srednia aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, oznaczona na podstawie iloéci wygasza-
nego wolnego rodnika DPPH, badanych przetworéw malata wraz ze zwigkszajacym
si¢ czasem sktadowania i wzrostem stezenia sacharozy w produkcie (rys. 3). Wyrazne
zmniejszanie tej aktywnos$ci mozna zauwazy¢ poczawszy od 168. dnia sktadowania
przede wszystkim w probkach zawierajacych duze dodatki sacharozy. Srednie warun-
kowe ECsy dwoch przedziatow czasowych sktadowania (pierwszy — od 0 do 126 dni,
drugi — od 168 do 378 dni) sa istotnie (p < 0,001) rézne bez wzglgedu na dodatek sacha-
rozy. Obserwowane, pokrywajace si¢ w ramach btedow, wykresy srednich ECs (rys.
3) grup o roéznych temperaturach wskazujg na brak wplywu temperatury przechowy-
wania na wartosci ECs.

Dodatek sacharozy / Sucrose addition  [%]

48 48

[2/g DPPH]

ECso

5%

0 42 84 126 168 210 252 294 336 378 0 42 84 126 168 210 252 204 336 378

Czas przechowywania [dni] / Storage time [days]

Rys. 3. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na ECsy w niskoprzetworzonych platkach rozy
pomarszczonej, zawierajacych rozne dodatki sacharozy

Fig. 3.  Effect of storage time and storage temperature on ECs, in low-processed wrinkled rose petals
containing different sucrose additions
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Najsilniejszymi  witasciwosciami przeciwutleniajgcymi charakteryzowaly sie
probki zawierajace 50 - 55 % sacharozy pomiedzy 84. a 126. dniem sktadowania. War-
tosci te roznily si¢ istotnie (p<0,001) od pozostatych ECs, wyrobow o tej samej zawar-
tosci cukru, ale innym czasie przechowywania.

Na rys. 4. przedstawiono zmiany srednich wartosci sity redukujacej w zaleznosci
od czasu i temperatury przechowywania oraz st¢zenia sacharozy. Zmiany te potwier-
dzaja spostrzezenia sformutowane przy omawianiu ECs,. Odwrotne przebiegi wykre-
sOW wskazujg na wyrazng ujemng korelacj¢ migdzy tymi wielkosciami.

Dodatek sacharozy / Sucrose addition [%)]

60 % 65 %

Sita redukujaca / Reducing power [A;qo]

0 42 84 126 168 210 252 294 336 378 0 42 84 126 168 210 252 294 336 378

Czas przechowywania [dni] / Storage time [days]

Rys. 4. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na sit¢ redukujaca w niskoprzetworzonych ptat-
kach r6zy pomarszczonej, zawierajacych roézne dodatki sacharozy

Fig. 4.  Effect of storage time and storage temperature on reducing power in low-processed wrinkled
rose petals containing different sucrose additions

Wartosci wspdtczynnikéw korelacji pomiedzy wszystkimi badanymi parametrami
przedstawiono w tab. 2. Wyliczone wspotczynniki korelacji wskazuja, ze o wlasciwo-
$ciach przeciwutleniajacych badanych produktow z ptatkéw r6zy pomarszczonej decy-
duje gltéwnie zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych. Potwierdzajg to wysokie wartosci
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wspotczynnikdéw korelacji (r =-0,81 i r = 0,83) mi¢dzy zawartoScig polifenoli i obiema
miarami aktywnosci antyoksydacyjnej, tj. ECsq 1 sitg redukujacg. Wpltyw dodanej sa-
charozy jest widoczny, ale jej korelacja (r = -0,75) z zawartoscig polifenoli pozwala
przypuszczaé, ze jest to wptyw posredni. Dodatek sacharozy prawdopodobnie zmienia
stezenie polifenoli, a tym samym takze wlasciwo$ci przeciwutleniajgce produktow.
Wpltyw czasu sktadowania i zawarto$ci antocyjanow na aktywnos$¢ przeciwutleniajgca
wyrobow jest niewielki (r = 0,35 + 0,4) i moze wynika¢ z wzajemnych interakcji po-
migdzy tymi parametrami a zawarto$cig polifenoli i sacharozy. Temperatura sktadowa-
nia miata wplyw tylko na zawarto$¢ antocyjanow.

Tabela 2.  Wspotczynniki korelacji pomiedzy badanymi parametrami przechowywanych niskoprzetwo-
rzonych ptatkoéw rozy
Table 2.  Correlation coefficients between analyzed parameters of stored low-processed wrinkled rose

petals
Sita Cras Dodatek
Parametry redukujaca Antocyjany Polifenole zs sacharozy
. ECs . sktadowania
Parameters Reducing Anthocyanins | Polyphenols . Sucrose
Storage time .
power addition
Temperatura 0,04 -0,05 -0,73* 0,07 -0,09 0,00
Temperature
Dodatek sacharozy| o 75, | ¢ 71 -0,48* -0,75% 0,00 -
Sucrose addition
Czas sklado.wama 037 0.41* 0,20 0.39* i i
Storage time
Polifenole " « "
Polyphenols 0,83 -0,81 0,34 - - -
Antocyjany 0,36* -0,39% ; ; ; ;
Anthocyanins
ECs -0,84* - - - - -

Objasnienia: Explanatory notes:
* — wspotezynniki korelacji istotne na poziomie p = 0,001 / correlation coefficients, which are significant
atp=0.001.

Whioski wynikajace z analizy wspotczynnikoéw korelacji potwierdzit model re-
gresji wielorakiej dotyczacy zdolnosci wygaszania wolnych rodnikow (ECsp). Z mode-
lu uwzgledniajacego 5 badanych parametrow jako zmiennych objas$niajacych wynika,
ze wptyw antocyjanow i temperatury na ECs, nie jest istotny, natomiast zalezno$¢ od
pozostatych zmiennych (polifenole, sacharoza i czas przechowywania) jest istotna
(wszystkie z p < 0,00001) i opisuje jg rOwnanie regresji:
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ECsyp=1,835 —0,0011 x Polifenole + 0,0186 x Sacharoza + 0,00137 x Czas
+0,33 +0,0001 + 0,004 +0,0002

Miara dyspersji warto$ci obserwowanych wokoét linii regresji jest rowna 0,385,
a poprawiona warto$¢ wspotezynnika determinacji R = 0,66, co oznacza, ze model
opisywany powyzszym rownaniem wyjasnia okoto 66 % ogolnej zmiennosci ECsy.

Benvenuti i wsp. [4], analizujac wlasciwosci przeciwutleniajgce aronii i réznych
odmian malin oraz porzeczek, stwierdzili mniejszy wpltyw zawartos$ci antocyjandw niz
polifenoli ogoétem na aktywno$¢ przeciwutleniajgca tych owocow, mierzong zdolnosScia
wygaszania wolnych rodnikdéw DPPH. Podobne zaleznosci wykazali Moyer i wsp.
[22], Chaovanalikit i Wrolstad [9] oraz Lohachoompol i wsp. [18]. Niskoprzetworzone
ptatki r6zy pomarszczonej charakteryzowaly si¢ wysoka aktywnoscig przeciwutlenia-
jaca, ktora utrzymywata si¢ na stosunkowo wyréwnanym poziomie przez ponad cztery
miesigce przechowywania w obu temperaturach sktadowania. Produkty te utrwalone
tagodng osmoaktywng metoda, zawierajace co najmniej 60 % cukru, moga zatem sta-
nowi¢ zrodto stabilnych przeciwutleniaczy pochodzacych z bardzo nietrwatego surow-
ca roslinnego, jakim sg ptatki kwiatow jadalnych. Przeprowadzane obserwacje wskazu-
ja, ze wyroby o mniejszej zawartosci cukru (50 = 55 %) powinny by¢ przechowywane
w temperaturze chtodniczej.

Whioski

1. Temperatura przechowywania nie miata wptywu na zawarto$¢ polifenoli, nato-
miast wptywala istotnie (r = -0,73, p = 0,001) wylacznie na zawarto$¢ antocyjanow
w badanych produktach.

2. Dodatek sacharozy silnie wptywat na zawartos$¢ polifenoli (r = -0,75, p = 0,001)
w produktach podczas ich przechowywania, a posrednio rowniez na wlasciwosci
przeciwutleniajgce badanych wyrobow.

3. Do 126. dnia sktadowania w probkach o zawartosci 50 i 60 % sacharozy obserwo-
wano wzrost zawarto$ci zwigzkéw polifenolowych, ktorych ilos¢ zmniejszata si¢
nastgpnie wraz z wydtuzajacym si¢ czasem przechowywania. W probach zawiera-
jacych 55 % sacharozy wzrost zawartosci sktadnikow fenolowych wystepowat je-
dynie do 84. dnia sktadowania.

4. Wykazano silng zalezno$¢ pomigdzy zawartoscig polifenoli w badanych produk-
tach a ich wtasciwosciami przeciwutleniajgcymi (sitg redukujacg — r = 0,83 oraz
ECso—1r=-0,81; p=0,001).

5. Najsilniejsze whasciwosci przeciwutleniajace wykazywaly produkty o zawartosci
sacharozy 50 + 55 % pomiedzy 84. a 126. dniem przechowywania. Po uptywie te-
g0 czasu obserwowano obnizenie aktywno$ci przeciwutleniajgcej wszystkich ba-
danych produktow.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES OF LOW-PROCESSED WRINKLED ROSE
(ROSA RUGOSA) PETALS

Summary

The objective of the research study was to assess the impact of sucrose addition as well as of tempera-
ture and storage time of low-processed products produced from wrinkled rose (Rosa rugosa ) petals on the
content of phenolic compounds and antioxidant properties. The products to be analyzed were made by
adding 0.5 % of citric acid and 50 - 75 % of sucrose. Next, those products were stored during a period of
378 days at a temperature of 6 and 21°C. It was found that the storage temperature had a significant impact
on the anthocyanin content in the products analyzed; however, it did not significantly affect the content of
polyphenols therein and their antioxidant properties. In the samples containing 50 and 60 % of sucrose, an
increase in the content of total polyphenols was reported after a 126 day storage period (to a level of
1720 mg/100 g and 1150 mg/100 g, respectively); after that period, their quantity decreased along with the
extension of storage time (to a level of 770 mg/100 g and 778 mg/100 g, respectively). The strongest
antioxidant properties, expressed both as ECs, (1.6 g/g DPPH) and as the reducing power (1.67 A;y), had
the products with 50 - 55 % of sucrose, between the 84" and 126™ day of storage. After this time, a de-
crease in the antioxidant activity was reported.

Key words: low-processed Rosa rugosa petals, antioxidant activity, polyphenols, anthocyanins
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OCENA ZAWARTOSCI WYBRANYCH SKEADNIKOW
BIOAKTYWNYCH W PRZETWORACH Z BOROWKI CZERNICY

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu sposobu przygotowania przetwordéw z boréwki czernicy na za-
warto$¢ wybranych zwiazkéw przeciwutleniajacych. Material do badan stanowily przetwory otrzymane
z owocow zebranych w lasach wojewodztwa kujawsko-pomorskiego. Przetwory przygotowano ze Swie-
zych oraz mrozonych owocow wedlug domowych receptur. Badaniom poddano owoce mrozone, dzem
niskostodzony, syrop przygotowany ,,na cieplo”, syrop przygotowany ,,na zimno” oraz zupy borowkowe
w dwoch wariantach. W przetworach oznaczono ekstrakt ogdlny, pH, zawartos$¢ polifenoli ogétem oraz
antocyjandéw. Sposrod badanych produktéw najwigksza zawartoscia polifenoli i antocyjandw charaktery-
zowal si¢ syrop, ktory nie byl poddany obrobce termicznej, tzw. na zimno, odpowiednio: 1859 mg
GAE/100 g i 549 mg/100 g. Dodatek soku z cytryny do zupy przed gotowaniem ograniczyl degradacje
antocyjandéw 1 ich zawarto$¢ (414 mg/100 g owocow) nie réznita si¢ istotnie (p < 0,05) w poréwnaniu
z ich iloScig w zupie przygotowanej z owocow mrozonych (444 mg/100 g). Wraz z wydluzaniem czasu
obrobki cieplnej nastgpowato zwickszanie degradacji badanych zwiazkéw nawet do 80 % zawartosci
poczatkowej antocyjanow.

Stowa kluczowe: boréwka czernica, przetwory, polifenole, antocyjany

Wprowadzenie

Szczegodlng role w profilaktyce tzw. choréb cywilizacyjnych przypisuje si¢ prze-
ciwutleniaczom znajdujacym si¢ w owocach i warzywach [15, 27]. Naleza do nich
m.in. kwas askorbinowy, tokoferole, kwasy organiczne, selen, a takze liczna grupa
zwiazkow polifenolowych, do ktorych zalicza si¢ m.in. kwasy fenolowe, izoflawony
czy antocyjany. Polifenole wykazuja zdolno$¢ neutralizacji szkodliwego dziatania
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wolnych rodnikow, a ponadto wptywajg na zmniejszenie stezenia cholesterolu w suro-
wicy krwi oraz na obnizenie ci$nienia tetniczego [21]. Duzg aktywnos$cia przeciwutle-
niajgcg charakteryzujg si¢ owoce jagodowe, wsrod ktorych na szczegodlng uwage za-
shuguje borowka czernica.

Boroéwka czernica (Vaccinium myrtillus L.) powszechnie wystepuje w lasach
Azji, Europy i Ameryki Potnocnej. Jej owoce, zaleznie od odmiany, warunkow wzro-
stu i terminu zbioru zawierajg 25 +~ 497 mg/100 g antocyjanow, ktore nadajg ciemno-
granatowg barwe wszystkim jej produktom [10]. Hakkinen i Torrénen [5] stwierdzili,
ze mogg wystepowac rdznice zarowno pod wzgledem zawartosci zwigzkdéw fenolo-
wych, jak 1 ich sktadu w zaleznosci od geograficznego miejsca zbioru owocoOw.
W boréwce czernicy wykryto 18 zwigzkéw z grupy antocyjanow, wsrod ktorych naj-
wicgkszy udziat maja pochodne delfinidyny i cyjanidyny, odpowiednio: 29,73 1 29,6 %.
W owocach tych wystepuja jeszcze pochodne malwidyny (16,97 %), petunidyny
(16,96 %) i peonidyny (6,57 %) [20]. Owoce boréwki czernicy zawieraja takze kwasy
fenolowe, takie jak galusowy, na poziomie 614 + 800 mg/100 g [15, 16].

Antocyjany sg naturalnymi barwnikami zaliczanymi do grupy flawonoidow, od-
powiedzialnymi za niebieska, purpurowa lub czerwong barwg owocow i kwiatow [11].
Zwiazki te charakteryzuja si¢ matg stabilnoscig z powodu ich wrazliwosci na wiele
czynnikoéw $rodowiskowych. W zaleznosci od odczynu §rodowiska, w jakim si¢ znaj-
duja, ulegaja one przemianom, co skutkuje zmiang ich barwy [29]. Czynnikiem wply-
wajgcym niekorzystnie na zawarto$¢ antocyjandw sa enzymy z grupy fenolaz i polife-
nolaz. Stopien degradacji barwnikéw antocyjanowych zalezy roéwniez od temperatury,
ktéra w wyzszych zakresach bardzo intensywnie przyspiesza ich rozktad. Takze obec-
nos¢ tlenu wptywa niekorzystnie na poziom zawarto$ci antocyjanow, a jego usuni¢cie
moze powodowac istotne zmniejszenie efektow degradacji. Ekspozycja barwnikow
antocyjanowych na $wiatto rozproszone dziala podobnie jak wysoka temperatura, na-
tomiast duze stezenie cukru (powyzej 20 %) chroni je [6, 14, 22].

Antocyjany borowki czernicy wykazuja szerokie dziatanie prozdrowotne, m.in.
wplywajg na zmniejszenie przepuszczalnosci i kruchosci naczyn krwiono$nych, hamu-
ja agregacje plytek krwi, poprawiajg widzenie po zmierzchu i adaptacj¢ do ciemnosci,
a takze chronig siatkowke przed uszkodzeniami [12, 17]. Podejmowane sg rowniez
badania majgce na celu okreslenie wlasciwosci przeciwnowotworowych antocyjandw
pochodzacych z gatunku Vaccinum [12]. Wywary z boréwki czernicy majg wlasciwo-
Sci przeciwzapalne, przeciwbiegunkowe i przeciwwrzodowe, dlatego stosowane sg
w niezytach zoladka i jelit oraz w leczeniu infekcji drég moczowych i szkorbutu [17].
Borowka czernica przerabiana jest czgsto w gospodarstwach domowych na dzemy,
soki czy nalewki.

Celem pracy byto okreslenie wpltywu sposobu przygotowania przetworéw z bo-
rowki czernicy na zawartos¢ w nich wybranych zwigzkéw przeciwutleniajacych.
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Materialy i metody badan

Materiatem do badan byly mrozone owoce borowki czernicy oraz produkty przy-
gotowane ze $wiezych oraz mrozonych owocow wedhug domowych receptur. Owoce
borowki zebrano w lasach Dagbrowy Chelminskiej koto Bydgoszczy na poczatku lipca
2012 roku. Przetwory przygotowano zgodnie z ponizszym opisem:

— A — owoce mrozone — $wieze owoce zapakowano préozniowo w opakowaniach
z PE o0 pojemnosci 250 cm’, zamrazano i przechowywano w temp. -22 °C przez 90
dni;

— B — dZzem wytworzono ze $wiezych owocdw borowki czernicy i cukru zelujgcego
z udziatem pektyn Zelfix 3 : 1 Dr. Oetker (wsad 75 g owocéw i 25 g cukru). Po
zagotowaniu owocoOw z cukrem produkt utrzymywano w stanie wrzenia przez
15 min, nastgpnie mas¢ rozlewano do wysterylizowanych opakowan szklanych,
zamykano i chtodzono do temp 4 °C. Oznaczenia wykonywano w ciagu 24 h od
rozlania dzemu;

— C — syrop ,,na ciepto” otrzymywano przez zasypanie swiezych owocoéw cukrem
w stosunku wagowym 1 : 1, zagotowanie i utrzymanie w stanie wrzenia przez 5
min. Nastepnie miazge oddzielano na sicie, a syropem napeliano wysterylizowane
opakowania szklane, zamykano je i chtodzono do temp 4 °C. Oznaczenia wyko-
nywano w ciggu 24 h od rozlania syropu;

— D — syrop ,,na zimno” otrzymywano przez zasypanie $wiezych owocow cukrem
w stosunku wagowym 1 : 1 i pozostawienie mieszaniny na 60 dni w temp. 20 £
2 °C bez dostgpu $wiatta. Po tym czasie miazge oddzielano na sicie, a syropem na-
petiano wysterylizowane opakowania szklane. Zamykano je i przechowywano
w warunkach chlodniczych (4 °C). Oznaczenia wykonywano w ciagu 24 h od roz-
lania syropu;

— El1, E2 — zupa boréwkowa z dodatkiem soku z cytryny, przygotowana na podsta-
wie sktadu surowcowego zupy Sagolika Blabérssoppa dostepnej na rynku dun-
skim, z owocoéw mrozonych (85 g) i cukru (90 g) w 1 dm® wody. Do zupy El do-
dawano 5 cm’ soku z cytryny przed rozpoczeciem gotowania, do zupy E2
dodawano t¢ samg ilo$¢ soku po zakonczeniu gotowania. Po osiggnigciu stanu
wrzenia do przygotowywanych zup dodawano 12 g skrobi ziemniaczanej rozpusz-
czonej w 25 cm’ zimnej wody, nastgpnie ponownie doprowadzono je do stanu
wrzenia. Zupy o zawarto§ci owocow wynoszacej 7 % (m/m) przelewano do wyste-
rylizowanych opakowan szklanych, zamykano i przechowywano w warunkach
chtodniczych w temp. 4 °C. Oznaczenia wykonywano nast¢pnego dnia po przygo-
towaniu zup.

We wszystkich produktach mierzono ekstrakt ogolny refraktometrem J257 firmy
Rudolph Research Analytical [18], natomiast pH produktéw mierzono pH-metrem
CPC-505 firmy ELMETRON. Owoce mrozone przed oznaczeniami poddawano
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homogenizacji w homogenizatorze laboratoryjnym H-500 firmy POL-EKO
(20000 obr./min przez 3 min). Zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych oznaczano spek-
trofotometrycznie w spektrofotometrze Rayleigh UV 2601 przy A = 765 nm wedlug
zmodyfikowanej metody z odczynnikiem Folin-Ciocalteu’a w przeliczeniu na kwas
galusowy (GAE) [28]. Zawarto$¢ antocyjandw oznaczano metodg roznicowanego pH
przy A =510 nm w przeliczeniu na cyjanido-3-glukozyd [4].

W celu oznaczenia zawarto$ci antocyjanow w owocach oraz dzemach pobierano
20 g produktu i poddawano 3-minutowej homogenizacji (20000 obr./min) ze 100 cm’
mieszaniny metanolu z 1,5-molowym kwasem solnym (85 : 15). Homogenat odwiro-
wywano przez 20 min w wirowce przy 4000 obr./min. Do oznaczen pobierano klarow-
ng ciecz. Pozostate produkty byly odpowiednio rozcienczane buforami, tak aby prze-
prowadzi¢ pomiar spektrofotometryczny w zakresie absorbancji od 0,3 do 0,8.
W zaleznosci od probki wspotczynnik rozcienczenia (DF) wynosit od 12,5 w przypad-
ku dZzemu do 42 — syropu otrzymanego ,,na zimno”.

Wszystkie oznaczenia wykonano w trzech powtorzeniach. Uzyskane wyniki za-
warto$ci antocyjanow i polifenoli przeliczono na 100 g owocoOw w badanych produk-
tach.

Wyniki poddano analizie statystycznej w programie Statistica 10, stosujac jedno-
czynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic pomi¢dzy warto$ciami $red-
nimi weryfikowano testem Tukeya, na poziomie istotnosci p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Najmniejszg zawartoscig ekstraktu charakteryzowaly si¢ owoce mrozone (A)
izupy (E1 i E2). Warto$¢ ekstraktu w tych produktach nie roznita si¢ statystycznie
istotnie (p < 0,05). Natomiast dzem niskostodzony (B) roznit si¢ istotnie (p < 0,05) pod
wzgledem zawartosci ekstraktu (39,5 %) od pozostatych przetworow. Warto$¢ ta byla
znacznie wyzsza od ekstraktu w owocach i zupach i znacznie nizsza od ekstraktu
w syropach. Jak podaja Druzynska i Plewka [2], ekstrakt w tej grupie produktow po-
winien wynosi¢ 60 %, co oznacza, ze syropy otrzymane wedtug domowych receptur
nie osiagnely tego poziomu ze wzgledu na mniejszy ekstrakt (C — 50,3 %, D — 47,0 %).
Ekstrakt w dzemie (B) (39,5 %) zawierat si¢ w granicach przyjetych dla dzemu nisko-
stodzonego i byl analogiczny z wartosciami ekstraktu dzemow otrzymanych przez
Cendrowskiego i wsp. [1] oraz Scibisz i Mitek [23]. Giovanelli i Buratti [3] w dziko
rosnacych owocach boréwek oznaczyly 11,1 % ekstraktu, a w uprawnych — 10,8 %.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze réznice w ekstrakcie mogg by¢ spowodowane wicloma
czynnikami, np. warunkami pogodowymi czy stopniem dojrzato$ci owocow.

Badane przetwory byly znacznie mniej zré6znicowane pod wzgledem wartosci pH
niz w zakresie ekstraktu ogoélnego. Kwasowos$¢ (pH) zupy, do ktoérej dodano sok
z cytryny przed jej obrébka termiczng (E1), byla najwyzsza (pH = 3,91), natomiast
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zupa E2 charakteryzowala si¢ nizszym pH = 3,49. Owoce mrozone (A) oraz pozostate
przetwory (B, C, D) charakteryzowaly si¢ pH nizszym, wynoszacym ok. 3,1 i nier6z-
nigcym si¢ istotnie (p < 0,05) od pH zupy E2 (tab. 1). Przyjmuje si¢, ze pH dzemow
niskostodzonych powinno wynosi¢ od 3 do 6, ze wzgledu na warunki zelowania doda-
wanych w procesie technologicznym pektyn [25]. Cendrowski i wsp. [1] oraz Scibisz
1 Mitek [23], badajgc dzemy m.in. z borowki wysokiej, uzyskali znacznie nizsze warto-
sci (pH ok. 2,31), co moze by¢ zwigzane m.in. z roznym stopniem dojrzato$ci owocow.
Giovanelli 1 Buratti [3] uzyskaty pH owocéw boréwek dziko rosngcych i uprawnych
zblizone do otrzymanych w niniejszej pracy, a mianowicie: 3,13 1 3,22.

Tabela 1.  Ekstrakt ogdlny i pH przetworéw przygotowanych z owocoéw borowki czernicy
Table 1. Total soluble solids and pH of preserves made from bilberry fruits

Badane przetwory / Products analyzed
A C D El ZE2
Parametr Owoce B Syrop Syrop Zupa borow- boréxl;lvll);wa
Parameter mrozone Dzem ,»ha ciepto” ,»ha zimno” |kowa wariant I wariant 11
Frozen Jam Syrup made Syrup made | Bilberry soup .
fruits ‘with heat’ ‘without heat’ — variant I Bllbe@ soup
— variant I
Ekstrakt ogo6lny
Total soluble 9,1 39,5° 50,39 47,0 ¢ 11,12 11,0
solids +0,2 +0,5 +0,7 +0,7 +0,7 +0,6
[%0]
- 3,097 3,097 3,107 3,04° 3,91° 3,49 ®
p +0,1 +0,1 +0.2 +0.2 +0.2 +0.2

Objasnienia: / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n = 6; a, b, ¢, d — wartosci srednie oznaczone tymi samymi literami w obrebie tego same-
go parametru (w wierszach) nie roznig si¢ statystycznie istotnie (p = 0,05) / mean values within the same
parameter and denoted by the same letters do not differ statistically significantly (p = 0.05).

Na rys. 1. przedstawiono wyniki oznaczania zwigzkow fenolowych w badanych
produktach, w przeliczeniu na 100 g owocow w produkcie. Najwicksza zawartoscia
polifenoli charakteryzowal si¢ syrop boréwkowy otrzymany ,,na zimno” (D — 1859 mg
GAE). Owoce podczas przygotowania syropu ,,na zimno” byty poddane dtugotrwatlej
maceracji (60 dni) cukrem, podczas ktorej zwiazki polifenolowe mogly stopniowo
uwalnia¢ si¢ ze struktur komorkowych i przechodzi¢ w zdecydowanej wigkszosci do
syropu. Taka obrobka mogta spowodowac uzyskanie wigkszej zawartosci polifenoli
W syropie ,,na zimno” niz w owocach mrozonych, ktore poddano tylko krotkotrwatej
homogenizacji. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w owocach mrozonych wyniosta ok.
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615 mg GAE/100 g. Giovanelli i Buratti [3] uzyskaty zblizone wartosci w owocach
boréwki rosngcej w rejonie Abetone we Wioszech (577 1 614 mg GAE/100 g). Naj-
mniejszg zawarto$cig zwigzkow polifenolowych charakteryzowaly si¢ przetwory, kto-
rych wytworzenie wigzato si¢ z oddziatywaniem podwyzszonej temperatury — dzem
(B — 342 mg GAE/100 g) i syrop ,,na ciepto” (C — 506 mg GAE/100 g). Produkty te
zawieraly istotnie mniej (p < 0,05) polifenoli w przeliczeniu na kwas galusowy w po-
rownaniu z ich zawarto$cia w syropie ,,na zimno” (D) i w mrozonych owocach (A). Im
dluzszg obrobke cieplng zastosowano, tym mniej polifenoli zawieraly przetwory. Naj-
krotsze ogrzewanie zastosowano podczas przygotowywania zup (E1, E2), w ktérych
poziom polifenoli nie r6znit si¢ istotnie (p < 0,05) od ich zawarto$ci w owocach mro-
zonych.
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Objasnienie: / Explanatory note:
a, b, ¢, d — wartoéci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ statystycznie istotnie
(p =0,05) / mean values in denoted by the same letters do not differ statistically significantly (p = 0.05)

Rys. 1. Calkowita zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w przetworach z boréwki czernicy, w przeliczeniu
na kwas galusowy
Fig. 1.  Total content of polyphenols in bilberry preserves expressed as gallic acid

Porownujac zawarto$¢ antocyjanow w przetworach (rys. 2) mozna zauwazyc¢, ze
rodzaj obrobki istotnie wptynal na ich poziom w poréwnaniu z ilo$cig antocyjanow
w boréwkach mrozonych (A — 444 mg cyj-6-glu/100 g). Scibisz i Mitek [24] potwier-
dzity wptyw mrozenia na wzrost zawartos$ci antocyjanow w owocach boréwki czerni-
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cy. Autorki zasugerowaly poprawe efektywnosci ekstrakcji barwnikow przez powsta-
jace w czasie mrozenia krysztatki lodu, ktére mogg powodowa¢ mechaniczne uszko-
dzenie tkanek. W ten sposob ulatwione jest przenikanie antocyjanow z rozerwanych
tkanek do roztworu ekstrakcyjnego. Podobne obserwacje poczynili Kaniewska 1 wsp.

[8].
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Objasnienie jak pod rys. 1./ Explanatory note as in Fig. 1.

Rys. 2. Zawarto$¢ antocyjanow w przetworach z boréwki czernicy
Fig. 2.  Content of anthocyanins in bilberry preserves

Zupa boréwkowa (E1), do ktorej dodano przed gotowaniem sok z cytryny, nie
roznita si¢ istotnie (p < 0,05) pod wzgledem zawartosci antocyjandéw (414 mg/100 g)
od owocdéw mrozonych (A), natomiast syrop ,,na zimno” zawieral istotnie wigcej
(p < 0,05) antocyjanow (549 mg/100 g), co mozna ttumaczy¢ lepsza maceracjg tkanki
i uwalnianiem barwnikow z wakuoli komorkowych, podobnie jak obserwowano to
w przypadku polifenoli. W przetworach (B, C), ktore przygotowywano w wysokiej
temperaturze, straty antocyjanéw wyniosty ok. 80 %. Podobne wyniki uzyskali Wang
1 wsp. [26]. Mitek i Gasik [14] podaja, ze podczas gotowania dzemu truskawkowego
straty antocyjanow siegaja 90 %. Scibisz i Mitek [23] wykazaly, ze zawarto$¢ antocy-
janow w dzemie z borowki wysokiej zmniejsza si¢ 3 - 4-krotnie w poréwnaniu z anto-
cyjanami obecnymi w §wiezych owocach. Jednoczesnie autorki zaznaczyly, ze w ba-
daniach innych autoréw odnotowano straty antocyjandéw w dzemach na nizszym
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poziomie (10 i 38 %). Zréznicowane straty mogg wynika¢ zardéwno z odmiennego
sktadu surowcowego, jak i z innych okresow obrdobki termicznej oraz ze sposobu pro-
wadzenia procesu. Rowniez Szajdek i wsp. [21] wykazaly degradujacy wptyw wyso-
kiej temperatury na zawarto$¢ antocyjanow w sokach z owocow jagodowych podda-
nych pasteryzacji. Takze Scibisz i wsp. [22] badali wptyw obrobki termicznej na straty
antocyjandéw wyizolowanych z owocow borowki wysokiej i1 stwierdzili, ze ogrzewanie
badanych ekstraktow powoduje zmniejszenie zawartosci antocyjandéw, a ich degradacja
przebiega zgodnie z reakcjg pierwszego rzgdu. Wymienieni autorzy wykazali najwick-
sze straty pochodnych delfinidyny, a najmniejsze — pochodnych malwinidyny. W owo-
cach borowki czernicy, jak podaja Stefanut i wsp. [20], wystepuje w znacznej ilosci
delfinidyna wrazliwa na dziatanie podwyzszonej temperatury, co potwierdza duze stra-
ty antocyjanow w badanych przetworach.

Wielu badaczy podaje, ze zaréwno dodatek cukru, jak i pektyn, wptywa stabilizu-
jaco na antocyjany [7, 9, 14]. Najwigcej cukru, zgodnie z recepturg, znajdowato si¢
w syropie ,,na ciepto” (C) oraz w syropie ,,na zimno” (D), ktory dodatkowo nie byt
poddany obrobce termicznej. W dzemie (B) znajdowaly si¢ rowniez pektyny dodane
z cukrem. W tym przypadku rownoczesna obecno$¢ cukru i pektyn nie chronita jednak
antocyjanoéw przed degradacja pod wptywem obrobki termicznej. Nalezy wzig¢ pod
uwage, ze istotne sg zarowno rodzaj i st¢zenie antocyjanéw oraz preparatow pektyno-
wych, jak i obecno$¢ substancji towarzyszacych, co bylo przedmiotem prac z tego
zakresu [7, 13]. Mitek i Gasik [14] podaja, ze dodatek kwasoéw organicznych, np. kwa-
su cytrynowego i kwasu askorbinowego, przyczynia si¢ posrednio do stabilizacji anto-
cyjanow poprzez hamowanie reakcji enzymatycznego brunatnienia, podczas ktorego
antocyjany ulegaja utlenieniu. Rola kwasu askorbinowego nie jest jednoznaczna.
W obecnosci tlenu ulega on nieenzymatycznemu utlenianiu, a powstajagcy nadtlenek
wodoru degraduje antocyjany. Starr i Francis [19] wykazali, ze wraz ze wzrostem ste-
zenia kwasu askorbinowego degradacja antocyjandw w soku zurawinowym nasila si¢.
Na rozktad tych barwnikéw wptyw ma ich stosunek ilo§ciowy do witaminy C. Prze-
waga ilosciowa kwasu askorbinowego nad antocyjanami wywotuje ich degradacje,
jezeli za$ stezenie antocyjanow jest wyzsze od stgzenia kwasu askorbinowego, wow-
czas, jako przeciwutleniacz, dziata on ochronnie poprzez redukowanie chinonéw utle-
niajgcych antocyjany, a takze poprzez hamowanie reakcji polimeryzacji antocyjanow
[14]. W zupach (E1 1 E2) zastosowano niewielki dodatek soku z cytryny. Oznaczona
ilo$¢ antocyjandw byla istotnie rézna (p < 0,05) w obu zupach (E1 — 414 mg/100 g, E2
— 357 mg/100 g). Moze by¢ to zwigzane z inng kolejnoscig dodawania soku (E1 — do-
datek soku z cytryny przed gotowaniem, E2 — dodatek po gotowaniu). Dodatek soku
z cytryny przed gotowaniem w wigkszym stopniu wplynat ochronnie na zawartos¢
antocyjandéw, ograniczajgc w pewnym stopniu ich redukcje wywotang obrobka cieplna,
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niz jego dodatek zaraz po przeprowadzeniu krotkotrwatego gotowania, z uwagi na
wyzszg stabilno$¢ antocyjanow w srodowisku kwasnym.

‘Whioski

1. Obrobka termiczna owocdw bordéwki czernicy wpltywa degradujgco na zawarto$¢
w nich polifenoli ogotem i antocyjandéw. Sposrdd badanych przetwordow najwigk-
szg ich zawartos$cig charakteryzujg si¢ te, ktore otrzymano bez stosowania obrobki
cieplnej, czyli syrop przygotowany ,,na zimno” oraz owoce mrozone.

2. Otrzymywanie syropu ,,na zimno” po 60-dniowym przetrzymywaniu OwocOwW
w cukrze umozliwia uwolnienie ze struktur komoérkowych najwigkszej ilosci poli-
fenoli i antocyjandéw w pordéwnaniu z pozostatymi metodami otrzymywania prze-
tworow.

3. Dodatek soku z cytryny przed procesem gotowania zupy dziata ochronnie na za-
warto$¢ antocyjanow.
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ASSESSING CONTENT OF SELECTED BIOACTIVE COMPOUNDS IN BILBERRY
PRESERVES

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of the method for making bilberry pre-
serves on the content of selected antioxidant compounds. The research material consisted of the products
derived from bilberry fruits harvested in the forests in the Kuyavia and Pomerania Provinces. The pre-
serves were made from fresh and frozen fruits according to the home cooking recipes. The following was
analyzed: frozen fruits, low-sugar jam, syrup made “with heat”, syrup made “without heat” and two vari-
ants of bilberry soups. In the preserves, the following parameters were determined: total soluble solids,
pH, total polyphenols, and anthocyanins. Of all the products analyzed, the thermally untreated syrup, i.e.
the syrup made "without heat", was characterized by the highest level of polyphenols and anthocyanins:
1.859 mg GAE/100 g and 549 mg/100 g, respectively. The addition of lemon juice to soup before cooking
reduced the degradation of anthocyanins and their content (414 mg/100g) did not significantly differ
(p < 0.05 ) compared to the amount thereof in the soup made with frozen fruits (444 mg/100 g). As the
time of thermal treatment was extended, the degradation of the compounds increased even to 80 % of the
initial content of anthocyanins.

Key words: bilberry, preserves, polyphenols, anthocyanins
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BASIC CHEMICAL COMPOSITION, CONTENT OF MICRO-
AND MACROELEMENTS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
DIFFERENT VARIETIES OF GARLIC’S LEAVES POLISH ORIGIN

Streszczenie

The aim of this study was to comparison of chemical components and antioxidant activity in leaves of
winter and spring varieties of garlic, obtained from POLAN Company; Krakow, Poland) as well as in
leaves of wild (bear’s) garlic. The content of basic chemical components were determined according to the
AOAC methods. Selected minerals content was determined according to the PN procedure. Vitamin C and
polyphenols were determined using the Tillman’s and Folin-Ciocalteau’s methods, respectively. The
ability to scavenging of the ABTS®" was analyzed by Re et al. method.

Leaves of wild garlic had the significantly lowest amount of dry matter (79.0 g-kg"), proteins
(13.7 gkg™"), total carbohydrates (50.8 gkg™), dietary fiber (26.9 g'kg"), ash (8.9 gkg"), vitamin C
(956.1 mg'kg™"), and antioxidant activity (25.0 mmol TEAC-kg"), but the highest level of crude fat
(5.6 gkg™"), potassium (34.6 g-kg™"), magnesium (1.72 g-kg™), iron (230.3 mg-kg™) and zinc (58.8 mg-kg™)
as compared to winter and spring varieties. At the same time, there was no unambiguous differences in the
level of basic chemical components (proteins 20.9 + 35.7 g'kg™, fat 1.6 + 2.8 g'kg™, total carbohydrates
61.3 = 116.5 gkg', fibre 33.7 + 57.0 gkg', ash 8.9 ~ 14.1 gkg"), antioxidants (vitamin C 75.4 +
459.7 mg-kg™, polyphenols 335.3 + 1895.1 mgkg"), antioxidant activity (27.0 + 30.1 mmol TEAC:
kg") and the amount of minerals (calcium 7.55 + 28.9 g'kg”, potassium 15.9 + 28.0 g-kg™', magnesium
0.85 + 1.32 g'kg™!, sulphur 2.41 + 6.22 g-kg™, iron 34.4 + 85.7 mg-kg™, zinc 9.32 + 13.8 mg-kg™") between
winter and spring varieties, as well as between winter varieties.

Stowa kluczowe: garlic leaves, wild garlic, chemical composition, phenolic compounds, vitamin C

Introduction

Garlic (Allium sativium L.) contains many bioactive substances, mainly organo-
sulphur derivatives, but also flavonoids as well as vitamins (C, E), which have strong

Dr n. med. E. Pigtkowska, dr hab. inz. A. Kopeé, prof. dr hab. inz. T. Leszczynska, Katedra Zywienia
Czlowieka, Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149
Krakow. Kontakt: e.piatkowska@ur.krakow.pl
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antioxidant activity. Several studies showed that garlic and it’s bioactive compounds
may be used in prevention of many diseases. This vegetable may be used in the preven-
tion and treatment of cardiovascular diseases (atherosclerosis, heart attack, blood pres-
sure control), cancer, bacterial, viral and fungal infections. What is more garlic im-
proves the elasticity of blood vessels. Additionally, epidemiological studies indicate,
that in areas where garlic is consumed regularly, the incidence of cardiovascular dis-
eases are lower [4, 7, 10, 32]. It has been well reported that this plant reduces many
risk factors, which play a key role in the formation and development of atherosclerosis
(anti-inflammatory properties, lowers total and low density lipoproteins cholesterol,
increases high density lipoproteins cholesterol, reduces triglycerides and fibrinogen
levels) [13, 20, 21].

Some data suggested that bioactive compounds of garlic may decrease body gain
and affect adipose tissue metabolism as well as decreased mRNA gene expression in-
volved in adipogenesis [12].

It has been also reported that garlic, its products (fermented garlic, garlic oil) and
isolated from it bioactive compounds have the ability to reduce blood glucose levels
and modulate insulin secretion. What is more experimental and epidemiological studies
provide evidence between garlic consumption and reduced risk of various types of the
cancer (i.e. esophagus, stomach, liver, colon, bladder, brain, skin, prostate, breast and
lung) [12, 27, 39]. For anticarcenogenic properties are probably responsible sulphur
compounds, but also soluble dietary fibre (pectins, inulin), phenolic compounds also
can reduce risk of various types of cancer [4, 9, 12, 13, 27, 37, 40]. It is well known
that the consumption of garlic during antibiotic therapy enhances its effectiveness.
Garlic also activates antioxidant enzymes such as catalase, superoxide dismutase and
glutathione reductase. On the other hand some studies reported that garlic supplemen-
tation could cause interactions between food and drugs as well as change the therapeu-
tic efficacy of any drugs administrated [3, 5].

Wild garlic (4/lium ursinum L.), called also ramson or bear’s garlic, is very often
used as a traditional medicine [17]. Bear’s garlic can be found in Northern and Central
Europe and North Asia. It is adapted to humid temperate climate, grows best in shady,
rich in humus forests near streams. Wild garlic frequently grows in large groups, form-
ing extensive meadows in nature. From all white, narrow, onion grows two leaves.
Wild garlic acts upon in the body generally improving strengthens and regenerates. It
also helps in the treatment of diseases of the cardiovascular system, gastrointestinal
tract or skin infections. Its flavour is more delicate compared to agriculture-garlic. Cul-
inary uses of the wild garlic are limited mainly to use the leaves. They can be used as
raw, pickled, salted or in brine with oil. They are added to salads, soup, potatoes, cab-
bage, stewed vegetables and meat dishes [1, 16].
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The cloves of garlic are commonly used, but there is no habit of using garlic’s
leaves. The development and introduction of new products containing leaves of garlic
could significantly increase its consumption. Leaves mainly are the waist product of
this plant. Few published paper suggested that leaves have the same, and even richer
than the cloves content of sulphur compounds (allicin), chlorophylls, carotenoids, phe-
nolic compounds, and vitamin C [2, 8, 32].

The objective of this study was the assessment of chemical composition of leaves
of winter and spring varieties of garlic as well as wild garlic.

Materials and methods

Fresh leaves of garlic (Allium sativum L.) varieties ‘Harna$’, ‘Ornak’, ‘Mega’,
‘Arkus’, ‘Huzar’, ‘Zawrat’ (winter varieties) and ‘Jankiel’ (spring variety), have been
purchased in 2011 from the Krakowska Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze (KHNO
POLAN PLC) (Krakéw, Poland). Garlic has been cultivated for the production of
bulbs. Wild garlic has been obtained from Porgba Wielka, Malopolska Region (culti-
vated on the private area). The winter varieties have been harvested at the beginning of
July and the Jankiel variety at the end of July (during the final period of the variety
vegetation). Wild garlic has been harvested at the end of May, 2011.

Chemical composition of fresh and dry garlic leaves

In fresh leaves of garlic the level of dry matter (AOAC method No. 934.06 [32]),
vitamin C (ascorbic acid and dehydroascorbic acid; Tillman’s method; [36]) was de-
termined. Additionally fresh leaves were used for preparation of methanolic extracts
(to determine total phenolic compounds content and the antioxidant activity). For de-
termination of chemical composition AOAC [26] methods were used. Leaves of garlic
were freeze dried with Christ Alpha 1-4 freeze-drier (Martin Christ Gefriertrocknung-
sanlagen GmbH, Germany).

In dried leaves of garlic the total proteins (AOAC method No. 950.36), raw fat
(AOAC method No. 935.38), total dietary fibre (AOAC method No. 991.43) and ash
(AOAC method No. 930.05) content were determined. The content of total carbohy-
drates was calculated as a differences between content of dry matter and the sum of
protein, fat and ash.

Methanolic extracts preparation

The fresh leaves were homogenized with a homogenizer (CAT type X 120, CAT
Scientific, Inc. Paso Robles, CA, USA) and were used to prepare methanol extracts
(5 g of raw leaves in 80 ml of 70 % methanol solution). In each case, homogenized
samples of plant material were extracted by shaking (Elpan, water bath shaker type
357, Elpin-Plus, Lubawa Poland) at room temperature for 2 hours, and solution was
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centrifuged (Centrifuge type MPW-340, MPW Medical Instruments, Warsaw, Poland),
filtered and then the extracts were stored at 7= -22 °C [29].

Total phenolic compounds content

Methanolic extracts were used to measure the total phenolic compounds content,
using the Folin-Ciocalteau reagent. This method involved colorimetric determination
of colored products which are formed when polyphenolic compounds react with the
Folin-Ciocalteau reagent (Sigma, St. Luis, Missouri, USA). The level of total polyphe-
nolic compounds in the garlic’s leaves extracts was determined spectrophotometrically
(at a wavelength of 4 =760 nm using a RayLeigh UV-1800 spectrophotometer, Beijing
Beifen-Ruili Analytical Instrument, Beijing, China) according to the Folin-Ciocalteau
method [38]. Results have been expressed as chlorogenic acid equivalents (CGA) in
milligrams per kilogram of fresh matter, based on a standard curve.

The antioxidant activity

Methanol extracts were also used to determine antioxidant activity by the sam-
ple’s ability to scavenge an free radical ig. ABTS™ (2, 2'-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) [34]. The absorbance was measured at a wave-
length of A =734 nm using a RayLeigh UV-1800 spectrophotometer. Values obtained
for each sample were compared to the concentration—response curve of the standard
Trolox solution and expressed as millimoles of Trolox equivalent per kilogram of fresh
weight.

Micro- and macroelements content

The samples for the measurement of minerals were prepared according to the EN
13804 Standard [30]. Mineralization was performed with the dry-ashing method, modi-
fied according to AOAC 985.01 method [26]. Modification concerned a lowered tem-
perature and prolonged time of ashing. Applied temperature was lowered from 7 =
500 °C to 460 °C and ashing time in both steps was three times longer than in original
method. Content of Ca, P, Mg, S, Fe and Zn in the solution obtained after mineraliza-
tion (ash was dissolved in HNO;) were measured with the inductively coupled plasma
atomic emission spectrometer JY 238 Ultratrace (Jobin-Yvon, Longjumeau Cedex,
France) following procedures presented in EN-14084 Standard [31].

Statistical analysis

For each sample the chemical analyses were done in three replicates. The standard
deviations (SD) were calculated for all mean values. All calculations were made by
using Statistica 9.1. package (Stat Soft, Tulsa, Oklahoma, USA). One-way analyses of
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variance were applied. The significance of differences was estimated with Duncan test
at the critical significance level of p < 0.05.

Results and discussion
Basic chemical composition

The lowest content of dry matter was determined in leaves of wild garlic as com-
pared to other evaluated leaves. The highest content of this parameter was determined
in varieties ‘Mega’ and ‘Jankiel” (p < 0.05). The lowest content of protein was found in
wild garlic leaves compared to other examined varieties (p < 0.05). Leaves of garlic
were characterized by low content of fat (range from 1.6 g-kg' of fresh matter to
5.6 gkg! f.m.). The higher content of this compound was found in leaves of wild gar-
lic and the lowest one in ‘Huzar’ and ‘Zawrat’ varieties (p < 0.05). Total carbohydrates
content was lowest in wild garlic leaves compared to rest examined varieties. The
highest content of total carbohydrates was determined in ‘Mega’ variety (p < 0.05).
Content of the dietary fibre was determined in range 26.9 + 57.0 g'’kg”' f.m. The high-
est content of this compound was determined in the ‘Mega’ variety . The lowest level
of fibre was found in wild garlic variety (p < 0.05). The lowest content of ash was
found in the leaves of ‘Arkus’ variety and the highest one in ‘Zawrat’ (p < 0.05)
(Tab. 1).

Table 1. Content of nutrient components in different garlic’s leaves varieties (in fresh matter) [g-kg™]
Tabela 1. Zawartos¢ sktadnikow odzywczych w lisciach réznych odmian czosnku (w $wiezej masie)

[ekg]
Total Minerals as ash
Variety Dry matter Protein Fat carbohydrates Fibre Zwiazki
Odmiana Sucha masa Biatko Thiszcz | Weglowodany Btonnik mineralne jako
ogbltem popiot

‘Harna$® | 118.9° +48 | 228905 | 249200 | 79.6°+5.9 43.4°+0.7 14.12£0.0

‘Ornak’ 13259482 | 28.08+0.1 | 2.5+0.0 89.0°+0.3 40.2°+0.1 13.17+£0.1

‘Mega’ 157.4°+£3.1 |259°+04 | 2.8°+0.0 | 116.5"+9.7 | 57.0"+0.9 12.2°+£0.0

‘Arkus’ 100.7°+02 | 26.7°+02 | 1.8°+0.0 | 61.3°+4.7 33.7°+0.3 10.9°+ 0.0

‘Jankiel’ 152.1°+£72 [357"£02 | 1.9°£0.0 105.65+ 1.1 429+ 1.0 8.9"+0.1

‘Huzar’ 1132°+1.5b | 22.5°+0.2 | 1.6°+£0.0 78.0°+ 6.4 47.15£0.6 11.19£0.0

‘Zawrat’ 1344+ 1.8 | 209°+0.1 ] 1.6°+0.0 | 102.5'+89 | 47.0°+0.6 9.4°+0.0

Wild garlic 79.0" £ 4.1 13.7°+0.2 | 5.65+£0.0 50.8"+£3.6 26.9"+0.5 8.9"+0.1

Objasnienia: / Explanatory notes:

Table shows mean values and standard deviation / W tabeli przedstawiono warto$ci srednie + odchylenia
standardowe; n = 3. Mean values shown in columns and denoted by different letters are statistically signif-
icant (p < 0.05) / Wartoéci $rednie przedstawione w kolumnach i oznaczone réznymi literami réznig si¢
statystycznie istotnie (p < 0.05).
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Vitamin C, phenolic compounds content and antioxidant activity

The highest content of vitamin C was determined in leaves of ‘Harna$’ variety
compared to other examined leaves. The lowest level of vitamin C was determined in
leaves of wild garlic (p < 0.05). The significantly highest content of phenolic com-
pounds was determined in leaves of ‘Arkus’ variety compared to other ones. The sig-
nificantly lowest level of phenolic compounds was determined in ‘Ornak’ variety com-
pared to other examined varieties (p < 0.05). The highest antioxidant activity was
determined in the leaves of ‘Zawrat’ variety compared to leaves of the ‘Harna$’,
‘Ornak’, ‘Mega’ and wild garlic varieties (p < 0.05) (Tab. 2).

Table 2.  Content of vitamin C, total phenolic components and antioxidant activity of different garlic’s
leaves varieties (in fresh matter)

Tabela 2. Zawarto$¢ witaminy C, fenoli ogdtem i aktywno$¢ przeciwutleniajaca lisci réznych odmian
czosnku (W $wiezej masie)

Vitamin C Total phenolic components CGA Antioxidant activity
Variety o Fenole ogétem jako kwas Aktywnos¢
. Witamina C . .
-1
Odmiana [meke''] chlorogen(l)wy przeciwutleniaj qcla
[mgkg ] [mmol TEACkg ']
‘Harna$’ 459.72 +26.0 649.59+9.0 27.43% +1.14
‘Ornak’ 98.8%+5.1 3353+ 01.6 26.96° + 1.63
‘Mega’ 754®+53 849.3°+55.0 28.12%+0.59
‘Arkus’ 83.5°+ 14.2 1895.17+30.7 29.22%4 4133
‘Jankiel’ 125.0°+ 0.0 400.4°+15.2 28.74%4 + 0.74
‘Huzar’ 148.57+18.7 827.6°+ 62.0 28.66%4 + 1.48
‘Zawrat’ 106.3%+52 579.1°+17.6 30.144+0.72
Wild garlic 56.1°+5.3 529.7°+23.5 24.98°+0.11

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

Mineral compounds content

The significantly highest content of calcium was determined in the leaves of
‘Harna$’ variety compared to other examined varieties (p < 0.05). The significantly
lowest level of calcium was determined in ‘Jankiel’ variety compared to the other
leaves (p < 0.05). The significantly highest level of potassium, magnesium, iron and
zinc was found in the leaves of wild garlic compared to other varieties (p < 0.05). The
significantly highest content of sulphur was found in leaves of ‘Ornak’ variety com-
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pared to other ones (p < 0.05). The lowest content of sulphur was determined in the
leaves of ‘Huzar’ variety compared to the other varieties (p < 0.05) (Tab. 3).

Table 3.  Content of macro- and microelements in different garlic’s leaves varieties (in dry matter)
Tabela 3. Zawarto$¢ makro- i mikroelementow w lisciach réznych odmian czosnku (w suchej masie)
. . . Magnesium / .

Variety | Calcium/ Ca | Potassium /K Mg Sulphur/ S Iron / Fe Zinc / Zn
Odmiana [g'kg] [gkg'] [eke'] [gkg'] [mgkg'] [mgkg']
‘Harna$’ | 28.96°+0.47 | 23.28¢+0.65 | 0.86°+£0.03 | 5.399+0.10 | 58.94°+1.03 | 9.79* & 0.04

‘Ornak’ | 17.79°+0.39 | 22.389+0.53 | 1.32°+0.01 | 6.22°+0.12 | 83.61°+1.15] 13.78"+ 0.80

‘Mega® | 13.45°+0.01 | 15.92*+1.56 | 1.13°+0.14 | 5.10+0.11 | 85.71°+0.01 | 12.32*+0.27

‘Arkus’ |25.339+0.22 | 2047°+0.18 | 1.06°+0.01 | 4.35°+0.05 | 61.51°+0.01 | 11.71*+0.25
‘Jankiel’ | 7.55*+0.08 | 17.94°+0.18 | 0.85*+0.01 | 3.06°+0.01 |34.38*+0.31 | 10.60*+ 0.07

‘Huzar’ | 18.73°+£0.1 | 27.99°+0.35 | 0.86*+0.02 | 2.41°+0.02 | 58.41°+1.00| 9.32%+0.09
Zawrat’ | 12.50°+0.38 [ 17.35®° 047 | 1.13*+£0.02 | 3.33°+0.09 | 79.67+£3.95 | 11.32*+0.31

d
. +
Wild garlic | 13.44°+0.02 | 34.64"+1.21 | 1.72+£0.03 | 5.08%+0.03 23 g if; 58.76°+ 7.14

Table shows mean values and standard deviation/ W tabeli przedstawiono wartosci srednie + odchylenia
standardowe; n = 3. Mean values shown in columns and denoted by different letters are statistically signif-
icant (p < 0.05) / Wartoéci $rednie przedstawione w kolumnach i oznaczone réznymi literami réznig si¢
statystycznie istotnie (p < 0.05).

The content of dry matter in different leaves of the garlic was in the range 79.0 +
157.4 g'kg'. Results obtained in this study are similar to Dyduch and Najda [11] data.
These authors reported that the dry matter in leaves of garlic was in the range 10.7 +
15.8 %. The content of proteins was in the range 13.7 + 35.7 g'kg”' f.m. In comparison
to parsley leaves 14.0 g-kg™' the level of the proteins in garlic’s leaves is similar. Addi-
tionally in comparison to other vegetables for A//ium family the level of proteins is in
similar range, for example leek roots contains 22.0 g-kg” f.m. and chives — 14.0 g'kg”
f.m.. On the other hand the content of proteins was lower compared to the garlic cloves
(64.0 g'kg fm. = 92.6 gkg f.m.) [15, 19, 23].

The content of crude fat in leaves of different varieties of garlic was low (1.6 +
5.6 g'’kg”' f.m.). The highest content of crude fat was determined in leaves of wild gar-
lic. Compared to the onion and leek roots (4.0 g'kg” f.m., 8.0 g'kg” f.m. respectively),
garlic leaves have lower content of this component.

The level of total carbohydrates in leaves of different varieties was in the range
50.8 = 116.5 g'kg”" f.m. Dyduch and Najda [11] reported higher content of total carbo-
hydrates in leaves of autumn garlic cultivated from the air bulbs i.g. 188.2 +
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215.2 gkg” f.m. Garlic leaves have lower content of total carbohydrates compared to
garlic cloves (260 = 320 g-kg™' f.m.) [20].

The content of dietary fibre was in the range 26.9 + 57.0 g'kg” f.m. These results
are different form data published by Dyduch and Najda [11] which showed that content
of fiber in leaves of garlic was in the range 13.7 + 16.0 gkg' f.m. Garlic leaves are
also the source of vitamin C and phenolic compounds. The level of vitamin C was in
the range 56.1 + 459.7 mg-kg” f.m. These results are different from data published by
Dyduch and Najda [11] which reported that content of vitamin C in leaves of garlic
was in the range 71.6 = 85.1 mg'kg" f.m. As compared to the chives 310 mg-kg”' f.m.
the level of vitamin C in leaves of garlic is similar [19]. On the other hand Kmiecik and
Lisiewska [18] showed that chive leaves contained about two times less vitamin C of
edible parts. The amount of phenolic components depended on the variety of garlic’s
leaves. The highest level of these compounds was determined in ‘Arkus’ variety. This
result is similar to data published by Mahmutovic et al. [23]. These authors reported
that the level of phenolic components in leaves of autumn garlic was 1970 mgkg™.
They also reported higher content of polyphenols in leaves of spring and wild garlic
(1490 mg'kg', 1280 mgkg' respectively). The content of phenolic components in
leaves of different varieties used in our studies was lower that the level of these com-
pounds in cloves. Some authors reported that garlic cloves contained 4000 +
5500 mg'kg! fm. polyphenols [22]. According to Oszmianski et al. [28] the
kaempferol derivatives were found to be predominant in yellow leaves
(2362.96 mg/100 g d.m.), followed by green leaves (1856.31 mg/100 g of d.m.) of 4.
ursinum. These results are different from data published by Btazewicz-Wozniak and
Michowska [6]. They reported that dependent upon the ecotype, the sum of all flavo-
noids and O-dihydroxyphenyls varied from 318.5 and 788.2 mg/ 100 g of leaf d.m. of
‘Dukla’ ecotype to 342.9 and 709.0 mg/100 g of leaf d.m. in ‘Roztocze’ ecotype, re-
spectively. Nencini et al. [25] reported that polyphenol content in leaves of three Alli-
um species growing wild in Italy and two clones of Allium sativum L. ranged from
0.41 mg of GAE/g fresh weight to 0.59 mg of GAE/g fresh weight and was generally
directly correlated with the antioxidant/antiradical activity. In our study we did not
show this correlation. Rice-Evans [35] has explained that differences in activity among
and within various classes of polyphenols result from their chemical structure and indi-
vidual ability to transfer a hydrogen atom to a radical. The Folin-Ciocialteau method is
a routine and commonly used to determine polyphenols. According to Prior et al. [33]
this method is characterized by great simplicity and usability to a standard biological
materials. It seems necessary to add that the disadvantage of this method is the low
specificity. Folin-Ciocialteau reagent reacts with many compounds include sugars,
ascorbic acid, amino acids and proteins, thereby increasing the result of the analysis of
phenolic compounds.
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Antioxidant activity of methanolic extracts of garlic was in the range 24.98 +
29.22 mmol TEACkg™". In available literature there is a lack of data concerning anti-
oxidant capacity of garlic leaves extract. Compared to the antioxidant activity of ex-
tracts prepared form fresh garlic cloves the antioxidant activity showed as the percent-
age of scavenged of free radicals was lower (mean for all varieties 48 %). There was
no general differences in the antioxidant activity despite the differences between the
content of total polyphenols and vitamin C, among the varieties of garlic. Antioxidant
capacity is affected by mentioned antioxidants and another ones which were not de-
tected, for example beta-carotene and chlorophyll. Gorinstein et al. [14] reported that
the percentage of scavenged of free radicals for fresh cloves was 68.9 %. Nencini et al.
[25] reported that leaves of tested clones of A/lium sativum seem to have higher antiox-
idant capability than the bulbs, and what is more garlic exhibited very low antioxidant
power in comparison with species growing wild.

The level of minerals compounds in leaves of garlic was varied. Albeit the leaves
of wild garlic had the highest level of potassium, magnesium, iron and zinc. ‘Harna$’
variety had the highest content of calcium. Leaves of ‘Ornak’ variety had highest level
of magnesium, sulphur and zinc compared to the other cultivars (Tab. 3).

Compared to the content of selected minerals in cloves of garlic the leaves are
better source of calcium. Haciseferogullari et al. [15] reported that in garlic cloves the
content of calcium was 0.36 g-kg" f.m. The level of potassium and magnesium in our
study are comparable with content of these compounds in cloves of garlic reported by
Haciseferogullari et al. [15].

The content of sulphur in leaves of garlic was in the range 2.41 d.m. + 6.22 g'kg™
d.m. Muradic et al. [24] reported that the leaves of garlic contained similar level of
sulphur. Additionally these authors did not report differences in content of this mineral
in leaves and cloves. Arzanlou and Bohloodi [2] reported that green parts of garlic are
good source of allicin.

Conclusions

1. Leaves of wild garlic had the significantly lowest amount of dry matter, proteins,
total carbohydrates (including dietary fiber), ash, vitamin C, and antioxidant activi-
ty, but the highest level of crude fat, potassium, magnesium, iron and zinc as com-
pared to winter and spring varieties.

2. At the same time, in most cases there were no significant differences in the level of
basic chemical components, antioxidants, antioxidant activity and in the amount of
minerals between winter and spring varieties as well as between winter varieties.
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PODSTAWOWY SKEAD CHEMICZNY, ZAWARTOSC MIKRO- I MAKROELEMENTOW
ORAZ WEASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE LISCI ROZNYCH ODMIAN CZOSNKU
POLSKIEGO POCHODZENIA

Summary

Celem badan byto poréwnanie podstawowego sktadu chemicznego, zawartosci mikro- i makro-
sktadnikow, aktywnosci przeciwutleniajacej w lisciach czosnku odmian ozimych i jarej otrzymanych
z firmy POLAN (Krakow, Polska), a takze w lisciach czosnku niedzwiedziego. Analizowano zawarto$c:
suchej masy, biatka, tluszczu, weglowodanow ogdtem, btonnika pokarmowego oraz popiotu standardo-
wymi metodami AOAC, jak rowniez zawarto$¢ wybranych sktadnikéw mineralnych metoda ASA. Ozna-
czono takze zawarto$¢ witaminy C (metoda Tillmansa), polifenoli metoda Folina-Ciocaltea’a. Wykonano
ponadto oznaczenie zdolnosci eliminowania wolnego rodnika ABTS® metoda Re i wsp.

Lidcie czosnku niedzwiedziego charakteryzowatly si¢ istotnie najmniejsza zawarto$cig suchej masy
(79,0 gkg™"), biatka (13,7 gkg'), weglowodanow (50,8 g-kg™'), blonnika pokarmowego (26,9 gkg™),
popiotu (8,9 gkg"), witaminy C (956,1 mgkg') i najmniejsza aktywnoscig przeciwutleniajaca
(25,0 mmol TEAC-kg™), ale najwickszg zawartoscia thuszczu surowego (5,6 g'kg™), potasu (34,6 g'kg™),
magnezu (1,72 gkg™), zelaza (230,3 mg-kg™) i cynku (58,8 mgkg™) w stosunku do czosnku odmian ozi-
mych i odmiany jarej. Rownoczesnie nie stwierdzono jednoznacznych roznic w skladzie podstawowym
(biatko 20,9 + 35,7 g'kg™!, thuszez 1,6 + 2,8 g-kg™!, weglowodany ogotem 61,3 = 116,5 g-kg™!, blonnik 33,7
+57.0 gkg!, popiot 8.9 ~ 14.1 g-kg™), poziomie przeciwutleniaczy (witamina C 75,4 + 459,7 mg-kg™,
polifenole 335,3 + 1895,1 mgkg"), aktywnosci antyoksydacyjnej (27,0 = 30,1 mmol TEACkg™)
i poziomie sktadnikéw mineralnych (wapn: 7,55 + 28,9 g-kg™, potas: 15,9 + 28,0 g'kg™!, magnez: 0,85
1,32 gkg!, siarka: 2,41 + 6,22 g’kg”', zelazo: 34,4 + 85,7 mg'kg™, cynk: 9,32 + 13,8 mg-kg") pomiedzy
odmianami ozimymi a odmiang wiosenng, jak rowniez pomiedzy odmianami zimowym.

Key words: liscie czosnku, czosnek niedzwiedzi, sktad chemiczny, fenole ogotem, witamina C
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OCENA AKTYWNOSCI BIOLOGICZNEJ
KARBOKSYMETYLOWANYCH POCHODNYCH
a-(1—3)-GLUKANOW WYIZOLOWANYCH Z OWOCNIKOW
UPRAWNYCH GATUNKOW BOCZNIAKA (PLEUROTUS)

Streszczenie

a-(1—3)-Glukany stanowig najmniej poznang grupe polisacharydow budujacych sciang komorkowa
grzybéw. Celem pracy byla ocena aktywnosci biologicznej karboksymetylowanych pochodnych a-(1—3)-
glukandéw uzyskanych z owocnikéw uprawnych gatunkow rodzaju Pleurotus (P. citrinopileatus, P. dja-
mor, P. erynii 1 P. precoce). Polisacharydy wyizolowane z owocnikéw poddano analizom strukturalnym
(FT-IR i "H NMR), w wyniku czego wykazano, ze sa one liniowymi a-(1—3)-glukanami. Po zastosowa-
niu metody karboksymetylacji nierozpuszczalne w wodzie o-(1—3)-glukany przeprowadzono w formy
rozpuszczalne, tj. karboksymetyl-o-(1—3)-glukany (KM-a-(1—3)-glukany). Nastepnie analizowano ich
wplyw na zywotno$¢ komorek prawidtowych CCD 841 CoTr (ludzkie komoérki nabtonka jelita grubego)
1 CCD-18Co (miofibroblasty jelitowe) oraz komorek nowotworowych HeLa (ludzki rak szyjki macicy).
Wykonano analizy aktywnosci metabolicznej i toksycznosci (MTT i NR) oraz zdolnosci do redukcji wol-
nych rodnikow (DPPH). Wykazano, ze zywotno$¢ komorek nowotworowych byla najsilniej redukowana
przez KM-o-(1—3)-glukan otrzymany z owocnikow P. citrinopileatus. Z kolei metoda NR wykazano, ze
wszystkie badane KM-a-glukany w catym zakresie stezen powodowaly statystycznie istotny wzrost Zy-
wotnosci komoérek prawidlowych (CCD 841 CoTr i CCD-18Co). Badane KM-a-glukany nie wykazywaty
aktywnoS$ci zmierzajacej do redukcji wolnych rodnikéow tlenowych. Na podstawie analizy wynikow rozni-
cowego barwienia fluorescencyjnego stwierdzono, ze KM-a-glukan z owocnikow P. citrinopileatus zabu-
rza integralno$¢ blony komorek nowotworowych. Z kolei barwienie fluorescencyjne filamentow
F-aktynowych (F-aktyny) wykazato, Ze nie wpltywal on destrukcyjnie na cytoszkielet badanych komorek.
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Stowa Kkluczowe: Pleurotus, a-(1—3)-glukan, analiza spektralna w podczerwieni (FT-IR), wodorowy
magnetyczny rezonansu jadrowy (‘H NMR), karboksymetylacja, hodowle komorkowe, aktywnosé biolo-
giczna

Wprowadzenie

Grzyby wielkoowocnikowe, poza znanymi wlasciwosciami odzywczymi, stano-
wig istotne zrodlo substancji majacych znaczenie prozdrowotne. Aktywnos¢ biologicz-
na grzybow zostala potwierdzona w licznych badaniach laboratoryjnych oraz klinicz-
nych, ktore wykazaly ich dziatanie antybakteryjne, antywirusowe, przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe, immunomodulacyjne, antyalergiczne, przeciwzapalne, prze-
ciwmiazdzycowe, hepatoprotekcyjne, obnizajace poziom cukru i cholesterolu we krwi
oraz wptywajace na osrodkowy uktad nerwowy [11]. Warto$¢ prozdrowotna grzybow
wynika gléwnie z obecnosci w ich $cianie komdrkowej polisacharydow typu glukany,
ktore obok glikoprotein sg jej gldwnymi komponentami. Elementy te tworzg strukture
warstwowg, w ktorej na zewnatrz wystepuja glikoproteiny, srodkowa warstwe stano-
wig B-(1—3)- i B-(1—6)-glukany kowalencyjnie zwigzane z tancuchami chityny, na-
tomiast najglebiej polozone sa nierozgal¢zione tancuchy o-(1—3)-glukandw, przy
czym nie wiadomo, czy stanowig one integralng czes¢ sieci B-glukanowo-chitynowej
[5]. Taka struktura $ciany komorkowej warunkuje jej sztywno$é, a jednoczes$nie za-
pewnia elastycznos$¢ niezbedna podczas wzrostu komorek.

Owocniki boczniaka (Pleurotus) sa, obok pieczarki (Agaricus L.), najczesciej ku-
powanymi i spozywanymi grzybami w naszym kraju [9]. Poza walorami kulinarnymi
charakteryzujg si¢ zawartoscig substancji biologicznie czynnych o udowodnionych
wlasciwosciach prozdrowotnych [12]. Przyktadem moze by¢ P. tuber-regium, bogate
zrodlo B-glukanu, ktory — jak wykazano — skutecznie hamuje rozwdj komoérek nowo-
tworowych linii HL-60 i HepG2, a takze proliferacj¢ komorek MCF-7 [24]. Z kolei
owocniki P. ostreatus sa zrédtem pleuranu, ktory ma wiele wlasciwosci prozdrowot-
nych, m.in. odbudowuje nabtonek, zwigcksza migracj¢ makrofagow i granulocytow
bezposrednio do ogniska zapalnego, powodujgc tym samym eliminacj¢ patogendow,
przyspiesza katabolizm cholesterolu, przez co obniza jego poziom we krwi i akumula-
cje w watrobie [1, 3].

0-(1—3)-Glukany stanowig najmniej poznang grupe¢ polisacharydéw $ciany ko-
moérkowej grzybow, w ktorej obok funkcji strukturalnej petnig roéwniez funkcje¢ podpo-
rowg oraz stanowig materiat zapasowy [20]. Obecnos¢ a-(1—3)-glukandéw stwierdzono
w licznych grzybach nalezacych zaréwno do klasy Ascomycetes, jak 1 Basidiomycetes.
Ich ilo$¢ w poszczegdlnych gatunkach waha si¢ w granicach od 9 do 46 %, a w owoc-
nikach Laetiporus sulphureus osiaga nawet 88 % suchej masy [5]. a-Glukany wykazu-
ja, potwierdzone doswiadczalnie, dziatanie prozdrowotne. Na szczegolng uwage zastu-
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guje aktywno$¢ przeciwnowotworowa, immunostymulujgca oraz antyoksydacyjna [17,
18]. Augustin i wsp. [2] podaja, Zze rozpuszczalna w wodzie niskoczgsteczkowa frakcja
a-glukanow wyizolowana z owocnikow Pleurotus ostreatus wykazywata silne dziata-
nie antyproliferacyjne i proapoptotyczne w stosunku do linii komorek nowotworowych
uzyskanych z ludzkiego raka jelita grubego. Czgsto jednak natywna, nierozpuszczalna
w wodzie forma o-(1—3)-glukandéw nie wykazuje potencjatu terapeutycznego. Aktyw-
nos¢ biologiczna a-~(1—3)-glukanow w duzej mierze zalezy od ich rozpuszczalnosci,
stezenia, struktury oraz pochodzenia, co cz¢sto wigze si¢ z koniecznos$cig ich chemicz-
nej modyfikacji. Yoshida i wsp. [21] wykazali, ze karboksymetylacja liniowych
a-(1—3)-glukandéw otrzymanych z owocnikow Agrocybe cylindracea oraz Ammanita
muscaria istotnie zwigkszyta ich przeciwnowotworowa aktywno$¢ w stosunku do for-
my niemodyfikowanej. Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach, karboksymetylo-
wana pochodna a-(1—3)-glukanu wyizolowanego z owocnikdw P. ostreatus miata
wysokg aktywno$¢ cytotoksyczng i antyproliferacyjna w stosunku do komorek nowo-
tworowych linii HeLa [19]. Zwigkszong aktywno$¢ przeciwnowotworowg i immuno-
modulacyjng wykazywaty rowniez a-(1—3)-glukany izolowane z Poria cocos [10],
Lentinus edodes [23], Amanita muscaria [21] oraz Ramalina celastri [16] poddane
modyfikacjom typu: karboksymetylacja, sulfonowanie, aminopropylacja lub hydrok-
syetylowanie.

Celem pracy byla ocena aktywnosci biologicznej karboksymetylowanych po-
chodnych a-(1—3)-glukanow wyizolowanych z owocnikow uprawnych gatunkow
rodzaju Pleurotus (P. citrinopileatus, P. djamor, P. erynii i P. precoce).

Material i metody badan

W badaniach uzywano owocnikoéw uprawnych gatunkéw boczniaka: Pleurotus ci-
trinopileatus rasy B120, P. djamor rasy B62, P. eryngii rasy B127 i P. precoce rasy
K22, ktore pochodzity z kolekcji Katedry Warzywnictwa Uniwersytetu Przyrodnicze-
go w Poznaniu. Owocniki otrzymano z uprawy do$wiadczalnej prowadzonej w warun-
kach kontrolowanych. Uprawe wigkszosci badanych gatunkéw boczniaka prowadzono
na podtozu ze stomy pszennej. Jedynie w przypadku P. eryngii uzywano podtoza
z trocin bukowych. Szczegdtowe warunki uprawy charakterystyczne dla gatunkow
boczniaka podali Siwulski i wsp. [15] oraz Zawirska-Wojtasiak i wsp. [22]. Biologicz-
ng efektywnos$¢ (BE) poszczegdlnych gatunkow boczniaka wyrazong $wiezg masg
owocnikow w przeliczeniu na 100 g suchej masy podtoza uprawowego przedstawiono
w tab. 1.

Do izolacji a-(1—3)-glukanow ze Sciany komoérkowej owocnikow zastosowano
metode opisang przez Kiho 1 wsp. [7]. Wydajnos¢ izolacji podano w tab. 1.

Zliofilizowane probki polisacharydow poddawano analizom strukturalnym, tj.
analizie spektralnej w podczerwieni (FT-IR) oraz analizie przy uzyciu wodorowego
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magnetycznego rezonansu jadrowego (‘H NMR). FT-IR wykonywano przy uzyciu
spektrofotometru FT-IR (Model 1725X, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) w zakresie
dhugosci fali A 4000 + 400 cm™'. Proba whasciwa zawierata 3 mg liofilizowanego glu-
kanu w 20-milimetrowym kragzku KBr. Odczytu dokonywano wobec kragzka KBr nie-
zawierajacego polisacharydu. Wodorowe ('H) widma NMR glukanéw badano z uzy-
ciem spektrometru NMR Avance (300 MHz) (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten/Karlsruhe, Niemcy) w temp. 60 °C. Odpowiednie warto$ci przesunigc
chemicznych otrzymywano, uzywajac acetonu (6y — 2,225 ppm) jako wzorca we-
wngetrznego. Glukany uzywane do analizy zawieszano w 30-procentowym NaOD (roz-
puszczalnik deuterowany). Procentowy udzial wigzan a-(1—3)-glikozydowych w po-
szczegdlnych biopolimerach obliczano na podstawie wielkosci pola powierzchni
charakterystycznych sygnalow widocznych na widmach NMR (tab. 1).

Nierozpuszczalne w wodzie a-(1—3)-glukany wyizolowane z owocnikow po-
szczegdlnych gatunkéw boczniaka przeprowadzano w form¢ rozpuszczalng na drodze
karboksymetylacji (KM), zgodnie z metodg Sasakiego i wsp. [14]. Wydajno$¢ procesu
podano w tab. 1.

W badaniach wykorzystano nastgpujace hodowle komorkowe: komorki CCD 841
CoTr No. CRL-1807 (ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA), bedace linig ludzkich nabtonkowych komorek jelita grubego, przeksztatconych
fenotypowo wrazliwym na temperatur¢ mutantem wirusa SV40, komorki CCD-18Co
No. CRL-1459 (ATCC), bedace linig ludzkich prawidlowych miofibroblastow jelita,
komorki HeLa No. CCL-2 (ATCC), bedace linig ludzkich komorek nabtonkowych,
wywodzacg si¢ z raka szyjki macicy, ktore powstaty w wyniku transformacji nowotwo-
rowej na skutek zakazenia ludzkim wirusem brodawczaka HPV-18.

Badania aktywnosci biologicznej KM-a-glukanéw wykonywano standardowymi
metodami: MTT i Neutral Red (NR) — zywotno$¢ komorek, DPPH — redukcja wolnych
rodnikéw, wykonano barwienie fluorescencyjne wtokien F-aktyny rodaming-falloidyng
— analiza cytoszkieletu komoérkowego oraz oceng zywotnosci komorek po barwieniu
roznicowym bromkiem etydyny (Sigma, St. Louis, MO, USA) z oranzem akrydyny
(Sigma) oraz Hoechst 33342 (Sigma) z jodkiem propidyny (Sigma). Wszystkie badania
wykonano zgodnie z metodyka opisang we wezesniejszych pracach autorow [18 - 20].

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + odchylenia standardowe z trzech
cksperymentow. Analize¢ wykonano przy uzyciu testu ANOVA z nastgpowym testem
Dunnetta. Rdznice na poziomie p < 0,05 oznaczano jako statystycznie istotne.

Wyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono wydajnos$¢ procesu izolacji a-(1—3)-glukandéw z owoc-
nikdw P. citrinopileatus, P. djamor, P. erynii 1 P. precoce. Wyizolowane polimery
poddano analizie spektralnej w podczerwieni (FT-IR). Widma przedstawione na rys.
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1A maja dwa charakterystyczne maksima przy diugosci fal 847,78 = 849,09 cm’
822,65 L + 823,94 cm’. Pierwsze z nich jest charakterystyczne dla wiazan a-
glikozydowych, drugie za$ sugeruje obecnos¢ wigzan glikozydowych typu a-(1—3)
[6]. Analizujac glukany przy uzyciu wodorowego magnetycznego rezonansu jgdrowe-
go ("H NMR), uzyskano we wszystkich przypadkach widma z pojedynczym singletem
o warto$ci 5,6196-5,6271 ppm (rys. 1B). Swiadczy to o obecno$ci w badanych biopo-
limerach czasteczek glukozy potaczonych wigzaniem o-(1—3)-glikozydowym oraz
o ich liniowym charakterze [20].

Tabela 1. Charakterystyka owocnikéw wybranych gatunkow rodzaju Pleurotus
Table 1.  Profile of fruiting bodies of selected species of Pleurotus genus
Zawarto$é Toé wiazah Wydajnos¢ procesu
a-(1—-3)-gukanow a-(1 _g )- karboksymetylacji
Biologiczna w suchej masie . [mg ze 100 mg
e . glikozydowych w
efektywnos¢ owocnikow o-(1—3)-
Gatunek . . czasteczce glukanu .
. Biological Amount of a- glukanow]
Species . Number of .
effectiveness (1—-3)-glucans L1 Yield of carbox-
. a-(1—3)-glucosidic .
[g/100 g] in dry matter of . - ymethylation
7 linkages in glucan
fruiting body [mol %] [mg from 100 mg
[%] ¢ a-(1—3)-glucans]
P. citrinopileatus 43 4,0 91,2 123,9
P. djamor 32 3,1 73,8 122,7
P. eryngii 46 2,0 89,4 124,2
P. precoce 67 2,7 84,7 124,3
Oceng aktywnosci  biologicznej poszczegélnych — karboksymetylowanych

a-(1—3)-glukanéw wykonano metodami spektrofotometrycznej analizy zywotnos$ci
komorek (metody MTT i NR) i poprzez ocen¢ zdolnosci do wygaszania wolnych rod-
nikow tlenowych (DPPH) oraz struktury cytoszkieletu komorek w stosunku do trzech
linii komorkowych: HeLa, CCD 841 CoTr oraz CCD-18Co.

Dziatanie cytotoksyczne KM-a-glukanow przedstawiono w tab. 2. (metoda
MTT). Stwierdzono, ze wszystkie badane KM-a-(1—3)-glukany powodowaly staty-
stycznie istotne (p < 0,05) zmniejszenie intensywno$ci metabolizmu komorek linii
nowotworowej HelLa. Najwigksza aktywno$¢ we wszystkich przypadkach uzyskano
przy stezeniu 25 pg/ml. Sposrdd badanych glukanéw najwieksza aktywnoscig charak-
teryzowaly si¢ polimery uzyskane z owocnikow P. citrinopileatus i P. eryngii.
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Pleurotus citrinopileatus

| N | | \ Pleurotus citrinopileatus

Pleurotus djamor ‘ A

Pleurotus eryngii

Pleurotus djamor

“ | A | A |
| Pleurotus precoce A f | A ) |

J | | | f\
[ A \ | Pleurotus eryngii

—

Pleurotus precoce

4000 3000 2000 1500 1000 500400 55 5,0 45 4,0 35
cm ppm

Rys. 1. Widma FT-IR (A) i '"H NMR (B) 0-(1—3)-glukanéw wyizolowanych ze $ciany komorkowej
owocnikow wybranych gatunkow Pleurotus

Fig. 1. Infrared (FT-IR) (A) and '"H NMR spectra of a-(1—3)-glucans isolated from fruiting body cell
wall of selected Pleurotus species

Prawidlowe komorki nabtonka jelitowego (CCD 841 CoTr) nie wykazywaly
istotnej wrazliwo$ci na obecno$¢ KM-a-(1—3)-glukanow w ich mikrosrodowisku (tab.
2). Natomiast KM-a-glukany z badanych gatunkéw boczniaka hamowaty metabolizm
komoérek linii CCD-18Co (miofibroblasty). Najbardziej aktywny KM-a-glukan
z owocnikow P. eryngii redukowat ten proces o okoto 40 % (p < 0,05). Z kolei wia-
sciwos$ciami pobudzajagcymi w stosunku do miofibroblastow charakteryzowat sie¢
KM-0-(1—3)-glukan z owocnikow P. citrinopileatus, ktory przy stezeniu 250 pg/ml
stymulowat proliferacj¢ komoérek o okoto 20 %.

Metoda NR sprawdzono czy KM-a-(1—3)-glukany wptywajg na integralno$¢
bton komdrkowych trzech badanych linii (tab. 3). Analiza zywotnos$ci komoérek wyka-
zata, ze KM-0-(1—3)-glukan pochodzacy z owocnikow P. citrinopileatus w sposob
statystycznie istotny (p < 0,05) obnizal zywotno$¢ komorek linii HeLa w catym zakre-
sie stosowanych stezen o 20 do 30 %. Stwierdzono réwniez, ze KM-a-glukany wyizo-
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lowane z owocnikdw P. eryngii i P. precoce w catym zakresie zastosowanych stezen
stymulowaty proliferacj¢ komoérek linii HeLa. Z kolei wszystkie wyizolowane
KM-a-glukany miaty podobny wptyw na komoérki linii CCD 841 CoTr i CCD-18Co.
W calym zakresie st¢zen powodowaty statystycznie istotny (p < 0,05) wzrost zywotno-
sci komorek wzgledem proby kontrolne;.

Tabela 2. Ocena dziatania cytotoksycznego KM-(1—3)-a-glukandéw z poszczegdlnych gatunkdéw bocz-
niaka na komorki linii nowotworowej HeLa oraz komorki linii prawidlowych CCD 841 CoTr
i CCD-18Co, wykonana metoda MTT

Table2. MTT test-based assessment of cytotoxic activity of CM-(1—3)-a-glucans from individual
Pleurotus species on human cervical tumour cell line (HeLa), normal colonic epithelial cells
(CCD 841 CoTr), and normal myofibroblasts (CCD-18Co)

HeLa
P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—3)-a-glukan (% . [% [% (Yo
CM-(1—3)-a-glucan kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
[% of s/ SD [% of s/SD [% of s/ SD [% of s/ SD
[ng/ml]
control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control 100,00 0.8 100,00 0,4 100,00 1,6 100,00 0,7
sample)
25 74,43% 0,7 87,83* 0,3 67,77* 0,3 84,71%* 0,3
50 78,28* 1,5 92,59 23 71,33* 0,8 86,47* 2,2
100 78,96* 1,5 89,68* 1,7 73,93* 0,9 89,22% 1,8
150 87,10% 23 92,86* 0,5 77,25% 2,5 88,22% 1,3
200 95,02* 0,8 97,09 23 79,86* 2,2 91,48* 2,4
250 102,71 2,1 97,09 2,6 85,31* 1,4 99,00 2,6
CCD 841 CoTr
P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—-3)-a-glukan [% [% [% [%
CM-(1—3)-a- kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
glucan [% of s/SD [% of s/SD [% of s/SD [% of s/SD
[ng/ml] control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control | g5 g 1,3 100,00 0,7 100,00 1,0 100,00 0.5
sample)
25 98,17 1,1 98,32 1,0 103,98* 0,1 102,93 1,0
50 94,26* 1,0 93,00* 0,3 102,14 0,9 101,60 0,3
100 96,34 1,3 96,08* 0,6 98,47 0,9 100,27 0,3
150 97,13 0,5 99,44 1,2 93,88* 0,4 106,91* 1,3
200 99,48 1,4 100,84 0,5 104,28 0,6 108,24* 1,5
250 89,82* 1,9 109,8* 0,7 107,03* 1,0 107,45% 1,3
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c.d. Tab. 2
CCD-18Co
P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—-3)-a-glukan [“o . [% . [% ) [% }
CM-(1—3)-a-glucan kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
[pg/ml] [% of s/ SD [% of s/ SD [% of s/ SD [% of s/SD
control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control 100,00 0,6 100,00 03 100,00 02 100,00 03
sample)
25 107,33 1,5 97,77 0,3 79,53%* 0,2 97,55 0,4
50 110,78* 0,2 98,66 0,2 71,16* 0,4 96,57* 0,1
100 109,05* 0,3 94,2% 0,6 68,84 0,4 87,75% 0,5
150 102,16 0,5 92,86* 0,6 64,19% 0,2 83,33% 0,1
200 111,21* 0,8 91,07* 1,0 66,98%* 0,1 80,88* 0,1
250 118,97* 0,8 84,38%* 0,4 67,44%* 0,9 80,39* 0,2

Objasnienia: / Explanatory notes:

s / SD — odchylenie standardowe / standard deviation; * — wyniki statystycznie istotnie rézne w od-
niesieniu do wynikow proby kontrolnej (p < 0,05) / statistically significantly different results compared to
the control sample at p < 0.05.

Tabela 3.

Ocena integralnosci bton komoérkowych komorek linii nowotworowej HeLa oraz linii prawi-

dlowych CCD 841 CoTr i CCD-18Co po inkubacji z KM-(1—3)-a-glukanami z poszczegol-

nych gatunkow boczniakow, wykonana metoda NR
NR test-based assessment of membrane integrity of HeLa line tumour cells and of normal

Table 3.

CCD 841 CoTr as well as CCD-18Co after incubation with KM-(1—3)-a-glucans from indi-

vidual Pleurotus species

HeLa
P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—3)-a-glukan (% (%o (%o (%o
CM-(1—3)-a-glucan kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
[% of s/SD [% of s/SD [% of s/SD [% of s/SD
[ng/ml]
control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control 100,00 53 100,00 2.1 100,00 1.3 100,00 11
sample)
25 71,08%* 0,8 84,83* 1,3 100,91 0,7 104,39 1,3
50 73,90%* 1,0 91,47 2,2 105,94 1,3 114,47* 1,0
100 77,11% 0,9 96,68 33 112,33* 0,9 118,86* 1,1
150 74,70% 1.4 108,53 1,8 116,89* 1,8 120,18%* 1,8
200 75,10% 1,8 98,58 0,7 115,07* 1,0 117,98% 1,2
250 81,93 0,8 118,96 4,5 106,85* 0,5 114,91* 1,6
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c.d. Tab. 3.
CCD 841 CoTr
P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—-3)-a-glukan [% [% [% [%
CM-(1—3)-a-glucan kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
[% of s/ SD [% of s/ SD [% of s/SD [% of s/ SD
[ng/ml]
control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control 100,00 04 100,00 0,6 100,00 0,7 100,00 0,6
sample)
25 119,28* 0,9 116,67* 1,6 116,52* 0,8 123,31* 1.4
50 117,49* 1,5 106,22* 1,6 112,17* 2,6 115,04* 1,6
100 114,57* 2,2 119,11%* 0,9 118,70* 1,6 113,77* 1,2
150 118,61%* 1,0 116,67* 1,2 119,13* 2,8 111,44%* 1,2
200 123,77* 0,8 111,78* 1.9 114,13* 1,2 111,02* 0,9
250 121,97* 0,6 117,56* 2,0 113,91%* 1,7 122,46* 4,2
CCD-18Co
P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—3)-a-glukan [% [% [% [%
CM-(1—3)-a-glucan kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
[% of s/ SD [% of s/ SD [% of s/SD [% of s/SD
[ng/ml]
control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control 100,00 1,1 100,00 0,9 100,00 02 100,00 0,7
sample)
25 119,35* 1,2 118,12%* 0,7 117,07* 0,7 120,68* 0,7
50 119,71* 1,0 122,65* 1,3 124,39* 0,5 121,05* 1,2
100 125,45* 1,3 119,16* 1,3 125,78* 1,1 121,43%* 0,8
150 131,90* 1,9 119,86* 1,1 125,78* 1,2 121,05* 0,3
200 119,00* 1,0 121,95% 1,6 121,95* 1,2 123,31* 0,6
250 120,07* 0,6 110,45* 2,0 122,65* 0,8 124,81* 1,7

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Dowiedziono, ze KM-o-(1—3)-glukan wyizolowany z owocnikow P. citrinopi-
leatus, dziatat cytotoksycznie na komorki nowotworowe linii HeLa. Jest to pozgdany
efekt, poniewaz linia raka szyjki macicy jest linig szybko rosngca i dos¢ oporng na
dziatanie réznego rodzaju czynnikow. W tym kontek$cie pozytywnie zaskakujacym
wynikiem byl brak istotnej cytotoksycznej aktywnosci badanego KM-a-glukanu
w stosunku do komorek prawidtowych, co dobrze rokuje na tym etapie badan. Wyma-
ga to jednak dalszych testow w celu bardziej precyzyjnego okreslenia zaobserwowa-
nych roznic, jak rowniez stwierdzenia ewentualnych aktywnos$ci skierowanych na inne
nowotwory. Podobne wyniki uzyskali réwniez Gonzaga i wsp. [4], wykonujac badania
toksykologiczne bazujace na kompleksie biatkowo-polisacharydowym (a-(1—4)-
glukan-f-(1—6)-glukan-biatko) izolowanym z owocnikow grzyba Agaricus blazei.
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Polisacharydy izolowane z owocnikow grzybow rodzaju Pleurotus dziatajg hamu-
jaco rowniez na inne rodzaje komoérek nowotworowych. Badania in vitro wykazaty
zahamowanie wzrostu komérek MCF-7 (ludzki rak piersi), sarkoma 180 (mysi mig-
sak), A549 (ludzki rak ptuc) oraz SiHa i HeLa (ludzki rak szyjki macicy) [13, 25].

Stres oksydacyjny 1 wolne rodniki tlenowe biorg czynny udzial w patogenezie
choréb nowotworowych. Z tego wzgledu przeanalizowano rowniez wlasciwosci anty-
oksydacyjne KM-a-(1—3)-glukanow (tab. 4). Wykazano, ze karboksymetylowane
a-(1—3)-glukany wyizolowane z owocnikow P. citrinopileatus i P. djamor nie miaty
zdolnosci wygaszania wolnych rodnikéw tlenowych. W przypadku KM-a-(1—3)-
glukanéw z owocnikdéw P. eryngii i P. precoce niewielka, statystycznie nieistotng re-
dukcje rodnika DPPH zaobserwowano jedynie przy stezeniach odpowiednio: 50
1 100 pg/ml. Obserwacja ta nie pozwala jednak jednoznacznie stwierdzi¢, ze glukany te
neutralizowaly wolne rodniki. Staba zdolno$¢ do usuwania wolnych rodnikéw mozna
thumaczy¢ brakiem podwodjnych wigzan w czasteczkach o-(1—3)-glukanow, ktérych
obecnos$¢, jak wskazujg dane literaturowe, ma istotny wptyw na wlasciwosci antyoksy-
dacyjne [8].

Tabela 4. Ocena zdolno$ci wygaszania wolnych rodnikéw tlenowych przez KM-(1—3)-a-glukany z po-
szczegolnych gatunkow boczniakéw, wykonana metoda DPPH

Table 4. DPPH method-based assessment of free radical scavenging ability of CM-(1—3)-a-glucans from
individual Pleurotus species

P. citrinopileatus P. djamor P. eryngii P. precoce
KM-(1—3)-a-glukan [% [% [% [%
CM-(1—3)-0-glucan kontroli] kontroli] kontroli] kontroli]
[% of s/SD [% of s/SD [% of s/SD [% of s/SD
[ng/ml]
control control control control
sample] sample] sample] sample]
0 (kontrola/control 100,00 34 100,00 0,8 100,00 1,7 100,00 0.8
sample)
25 118,17* 1,2 104,73* 1.5 103,09* 0,6 100,13 23
50 122,11* 1,2 106,27* 1,1 98,39 4,9 99,94 2,3
100 125,29* 0,8 108,40* 3,7 103,09* 43 99,87 33
150 126,88* 39 109,33* 2,2 108,38* 23 105,32* 2.4
200 126,05* 3,7 106,47* 24 105,48* 3,1 107,78* 5,0
250 123,12* 44 101,33 3,1 103,93* 3,1 103,54* 23

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Zastosowanie barwienia fluorescencyjnego pozwala na $ledzenie zmian morfolo-
gii 1 zywotno$ci komorek poddanych dziataniu r6znych substancji. Oceng integralnosci
btony komorek, a przez to rozrdznienie komoérek zywych od apoptotycznych wykona-
no, stosujgc jedynie najaktywniejszy KM-a-(1—3)-glukan z P. citrinopileatus (rys. 2).
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Na podstawie analizy wynikéw réznicowego barwienia fluorescencyjnego stwierdzo-
no, ze KM-a-glukan z owocnikow P. citrinopileatus zaburzat integralnos¢ btony ko-
moérek nowotworowych (rys. 2A i B). Swiadczyla o tym mniejsza gestos¢ hodowli
komorek po ich inkubacji z glukanem, wynikajgca gldwnie z ograniczonej proliferacji
oraz odklejania si¢ komorek apoptotycznych od powierzchni nosnika. Natomiast
KM-o-(1—3)-glukan z P. citrinopileatus nie wptywal istotnie na zywotno$¢ komorek
prawidlowych.

Barwienie fluorescencyjne filamentow aktynowych (F-aktyny) wykazalo, ze
KM-a-~(1—3)-glukan z owocnikow P. citrinopileatus nie wptywat destrukcyjnie na
cytoszkielet komorek badanych linii. Wskazuje na to ich prawidlowa struktura oraz
utozenie mikrofilamentéw (rys. 2C).

Préba KMl-a-glukanS Préba KM-a-glukanf Préba KVl-a-glukan
Kontrolna f Control CM-a-glucan Kontrolna f Control CM-o-glucan Kontrolna / Control CM-a-glucan

Ludzki rak szyjki wacicy (HeLa)/ Ludzkie prawidlowe komorki nablorka Ludzkie riofibroblasty nablonka

Hurman cervical carcinoma (HeLa) jelitowego (CCD 841 CoTr)/ Human nommal jelitowego (CCD-18Co)/Huraan noral
colon ephitelial cells (CCD 841 CoTr) colonic rayofibroblasts (CCD-18Co)

A - Barwienie OA/BE (oranz akrydymyfbronek etydymy) § OA/BE (orange acridinefethidiur bromide) staining; B - Barwienie HAJP (Hoechst
33342fjodek propidyny) / HAP (Hoechst 33342/propidiure iodide) staining; C - Barwiende rakrofilareentéw aktynowychz
rodaraing/falloidyng f Microfilaments staining with rhodaraine-phalloidin, Bar =100 pm

Rys. 2. Fluorescencyjne barwienia oceniajace zywotnos¢ komorek (A i B) oraz organizacj¢ cytoszkiele-
tu komorek (C) poddanych dziataniu KM-a-glukanu wyizolowanego z P. citrinopileatus

Fig. 2. Fluorescent staining to assess cellular apoptosis (A and B) and cell cytoskeleton organisation (C)
impacted by CM-a-glucan isolated from P. citrinopileatus

Przedstawione wyzej badania sa uzupelieniem dotychczasowej wiedzy o wia-
sciwosciach odzywczych i prozdrowotnych grzybow z rodzaju Pleurotus. Kontynuo-
wanie badan na tych organizmach jest wigc celowe.
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Whioski

1.

(10]

[11]

Owocniki uprawnych gatunkéw boczniaka (P. citrinopileatus, P. djamor, P. eryn-
gii i P. precoce) stanowily wydajne zrodto a-(1—3)-glukanow.

Badania strukturalne (FT-IR i '"H NMR) potwierdzily poprawnosé¢ metody izolacji
a-(1—3)-glukanow.

KM-o~(1—3)-glukan uzyskany z owocnikow P. citrinopileatus zaburzal integral-
no$¢ btony komorek linii nowotworowej Hela, a tym samym obnizat ich zywot-
nos¢.

KM-a-glukan uzyskany z owocnikdow P. citrinopileatus w analizowanym zakresie
stezen nie wptywat istotnie na zywotno$¢ komoérek prawidtowych.

Zadne z przebadanych KM-a-(1—3)-glukanéw nie wykazywaty whasciwosci wy-
gaszania wolnych rodnikow tlenowych.
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ASSESSING BIOLOGICAL ACTIVITY OF CARBOXYMETHYLATED DERIVATIVES
OF a-(1—3)-GLUCANS ISOLATED FROM FRUITING BODIES OF CULTIVATED
PLEUROTUS SPECIES

Summary

a-(1—3)-Glucans constitute the least known group of polysaccharides that make up the fungal cell
wall. The objective of the study was to assess the biological activity of carboxymethylated derivatives of
a-(1—3)-glucans extracted from fruiting bodies of the cultivated species of Pleurotus (P. citrinopileatus,
P. djamor, P. erynii, and P. precoce) genus. The polysaccharides extracted from the fruiting bodies were
structurally analyzed (using FT-IR and "H NMR) and, based on the analysis results, it was proved that
they were linear a-(1—3)-glucans. With the use of a carboxymethylation method, the water-insoluble
a-(1—3)-glucans were converted into soluble forms, i.e. carboxymethyl-o-(1—3)-glucans (KM-o-(1—3)-
glucans). Next, their effect was investigated on the viability of normal CCD 841 CoTr cells (normal hu-
man colonic epithelial cells), CCD-18Co (intestinal myofibroblasts), and HeLa tumour cells (human cervi-
cal cancer). The metabolic activity, toxicity (MTT and NR), and free radical scavenging ability (DPPH)
were analyzed. It was shown that the effect of KM-o-(1—3)-glucan derived from the P. citrinopileatus
fruiting bodies was the strongest as regards the reduction of the cancer cell viability. Then, the NR method
used showed that all the tested KM-o-(1—3)-glucans within the entire concentration range caused the
viability of normal cells (CCD 841 CoTr and CCD-18Co) to increase statistically significantly. The
KM-o-glucans analyzed did not exhibit any free oxygen radical reduction activity. Based on the results of
the differential fluorescent staining analysis, it was confirmed that the KM-a-glucan from fruiting bodies
of P. citrinopileatus disturbed the membrane integrity of tumour cells. On the other hand, the fluorescent
staining of the F-actin filaments proved that this KM-a-glucan did not have any destructive effect on the
cytoskeleton of the cells studied.

Key words: Pleurotus, a-(1—3)-glucan, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Hydrogen
Nuclear Magnetic Resonance ("H NMR), carboxymethylation, cell cultures, biological activity
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SKEADNIKAMI MINERALNYMI NA ICH METABOLIZM
I DYSTRYBUCJE W ORGANIZMIE — BADANIA MODELOWE

Streszczenie

Badania przeprowadzono na 3 grupach szczuréw doswiadczalnych (n = 13) zywionych: grupa I — pa-
sz standard (Labofeed B), zawierajaca m.in. pelne ziarna pszenicy i kukurydzy; grupa II — pasza zmody-
fikowana, w ktorej okoto 84 % pelnych ziaren pszenicy zastagpiono maka pszenng typu 500, a 50 % obec-
nej w niej kukurydzy — sacharoza w stosunku do paszy standard; grupa III — pasza zmodyfikowana,
uzupetniang Ca, Mg, Zn i Cr w ilosciach wyréwnujacych powstate po zamianie sktadnikéw roznice.
Udziat pozostatych makrosktadnikow w obu paszach byt identyczny.

Stwierdzono, ze uzupetnianie paszy powodowato mniejsze jej spozycie, a tym samym mniejsze spo-
zycie sktadnikéw mineralnych. Pomimo tego przyrosty masy ciata zwierzat tej grupy byly wigksze, wigk-
sze bylo tez gromadzenie wisceralnej tkanki thuszczowej. W grupie tej istotnie (p < 0,01) wzrosta zawar-
tos¢ ttuszezu i istotnie (p < 0,01) zmniejszyla si¢ zawartos¢ biatka w tkance migsniowej. Nie stwierdzono
istotnego wplywu zastosowanego uzupelniania paszy na st¢zenie badanych sktadnikéw mineralnych
w surowicy krwi i ich zawarto$¢ w tkance mig$niowe;.

Stowa kluczowe: szczury szczepu Wistar, uzupetnianie diety, sktadniki mineralne, dystrybucja sktadni-
kow w organizmie

Wprowadzenie

Pomimo wzrostu §wiadomosci zywieniowej spoteczenstwa stwierdza si¢ w cato-
dziennych racjach pokarmowych niedobory takich sktadnikéw, jak: witaminy z grupy
B oraz E i K [3], a ze sktadnikow mineralnych przede wszystkim: wapn, magnez, zela-
7o, miedz, cynk i potas [1]. Sposobem na zbilansowanie diety jest stosowanie przez
producentdw zywnosci wzbogacania wybranych produktow w witaminy i/lub sktadniki

Prof. dr hab. M. Friedrich, Zaktad Fizjologii Zywienia Cztowieka, Wydz. Nauk o Zywnosci i Rybactwa,
Zachodnio-Pomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, ul. Papieza Pawla VI/3, 71-459 Szcze-
cin, dr inz. G. Podlaszewska, Wyzsza Szkola Teologiczno-Humanistyczna w Podkowie Lesnej, ul. Jana
Pawta II 39, 05-807 Podkowa Lesna, Oddzial w Szczecinie. Kontakt: Mariola.Friedrich@zut.edu.pl
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mineralne, dopuszczone w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 16 wrzesnia 2010 r.,
w sprawie substancji wzbogacajgcych, dodawanych do zywnosci i warunkow ich sto-
sowania [14], rozszerzone przez rozporzadzenie (WE) nr 1925/2006 Parlamentu Euro-
pejskiego 1 Rady z 20 grudnia 2006 r. [13] o witaming K oraz sktadniki mineralne: Mg,
Zn, Mn, Na, K, Se, Mo, F, CI, P.

Na podstawie badan przeprowadzonych w Polsce stwierdzono sukcesywne
zwickszanie na rynku liczby produktow wzbogaconych oraz suplementow diety,
a takze wzrastajacy odsetek osob spozywajacych produkty wzbogacone i/lub stosuja-
cych suplementacj¢ diety [6, 16]. Wskazuje to na celowos¢ uwzgledniania tego zjawi-
ska w badaniach zywieniowych.

Celem pracy byto okreslenie, na modelu zwierzgcym, wptywu uzupehiania diety,
w ktorej petne ziarna pszenicy i kukurydzy zastagpiono maka pszenng i sacharoza, wy-
branymi sktadnikami mineralnymi, w ilo§ciach wyrownujacych ich zawartos¢ po za-
mianie sktadnikow paszy, na ich metabolizm i dystrybucje w organizmie.

Material i metody badan

Po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej (nr zezwolenia 7/2008) przepro-
wadzono do$wiadczenie na 39 samcach szczura laboratoryjnego szczepu Wistar,
w wieku 5 - 6 miesigcy, umieszczonych w indywidualnych metalowych klatkach,
w klimatyzowanym wiwarium, w temp. 21 + 1°C, w cyklu jasno$¢/ciemno$¢ —
12 h/12 h.

Zwierzeta podzielono na 3 grupy zywieniowe (n = 13) o zblizonej masie ciala.
Grupe [ zywiono paszg standard — Labofeed B, zawierajacg m.in. pelne ziarna pszenicy
1 kukurydzy. Grupeg I zywiono pasza zmodyfikowang, w ktorej okoto 84 % pelnych
ziaren pszenicy zastgpiono maka pszenng typu 500, a 50 % obecnej w niej kukurydzy —
sacharozg. Grupie III podawano pasz¢ zmodyfikowang, uzupetniong Ca, Mg, Zn i Cr.
Udzial pozostatych makroskladnikéw w obu paszach byl identyczny. Zastgpienie
obecnych w diecie petnych ziaren zbdz maka pszenng i sacharozg mogta, do pewnego
stopnia, imitowa¢ wspodlczesny sposodb odzywiania, a uzupetnianie diety sktadnikami
mineralnymi, stosowane w technologii Zywnosci — jej wzbogacanie. Natomiast dobor
sktadnikow mineralnych wynikat z istotnej ich funkcji fizjologicznej, stwierdzanych
niedoborow w diecie i w organizmie oraz z przynaleznos$ci do grupy dopuszczonych do
fortyfikacji badz do produkcji suplementow diety [6].

W celu ustalenia rzeczywistego sktadu chemicznego pasz, przeprowadzono pod-
stawowe analizy chemiczne. Z przygotowanych probek, zgodnie z zaleceniami, pobie-
rano nawazki (po 4 z kazdej), w ktorych oznaczano zawarto$¢: biatka ogoélnego, thusz-
czu surowego, suchej masy i zwigzkéw mineralnych w postaci popiotu ogoélnego [5].
Obliczano zawarto$¢ energii brutto, stosujgc rownowazniki fizyczne, wynoszace
w przypadku weglowodanow — 4,15 kcal/g (17,4 kl/g), biatka — 5,65 kcal/g (23,6 kJ/g),
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thuszczu — 9,45 kcal/g (39,6 kl/g) oraz obliczano zawarto$¢ energii metabolicznej przy
uzyciu rownowaznikow Atwatera, ktore wynosza dla weglowodanow — 4,0 kcal/g
(16,7 kl/g), dla biatka — 4,0 kcal/g (16,7 kJ/g), dla thuszczu — 9,0 kcal/g (37,6 kl/g).
Oznaczano rowniez zawarto$¢ nierozpuszczalnych frakcji btonnika pokarmowego
w aparacic ANKOM 220. Zawarto$¢ wapnia, magnezu, cynku i chromu w paszach
oznaczano metodg emisyjnej spektroskopii atomowej, w aparacie ICP-AES Jobin Yvan
JY-24. Wyniki przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Sktad chemiczny zastosowanych pasz
Table 1. Chemical composition of fodders applied

Sktadnik Pasza standard Pasza zmodyfikowana
Component Standard fodder Modified fodder
Biatko ogodlne / Total protein [%)] 19,16 18,48
Thuszez surowy / Crude fat [%] 2,81 2,33
Weglowodany / Carbohydrates [%] 63,76 65,46
Sucha masa / Dry matter [%] 91,84 92,26
Popiot ogdlny / Total ash [%] 6,09 5,98

Energia brutto

Gross energy

[keal/g] 3,99 3,98

[kJ/g] 16,73 16,67

Energia metaboliczna
Metabolic energy

[keal/g] 3,57 3,56
[kJ/g] 14,95 14,94
Celuloza [% s.m
Cellulose [[% d.m?] 6,02 5,67
Hemiceluloza
Hemicellulose 10,31 569
NDF [% s.m] / [% d.m.] 17,82 12,67
ADF [% s.m] / [% d.m.] 7,51 6,98
ADL [% s.m] / [% d.m.] 1,42 1,31
Wapn / Calcium [mg/kg]. 12293 11406
Magnez/ Magnesium [mg/kg] 1790 796
Cynk / Zinc [mg/kg]. 120,0 105,7
Chrom / Chromium [mg/kg] 0,451 0,209

Objasnienia: / Explanatory notes:
NDF - frakcja wtdkna obojetno-detergentowego / neutral-detergent fibre fraction; ADF — frakcja wiokna
kwasno-detergentowego / acid-detergent fibre fraction; ADL — lignina / lignin.
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Zwierzeta grupy 11 Il otrzymywaty do picia czystg odstang wodg wodociaggowa.
Grupa III otrzymywata w porze wzmozonej aktywno$ci 50 ml wodnego roztworu
sktadnikow mineralnych, zawierajacego: wapn — w postaci glukonianu, firmy Farma-
pol Sp. z 0.0., magnez — w postaci zasadowego weglanu, firmy Polfa Sp z o.0., cynk —
w postaci glukonianu, firmy Walmark, chrom — chelatu aminokwasowego, firmy Natu-
rell AB. Ilo§¢ podawanych sktadnikéw mineralnych, wyliczana w stosunku do ilosci
spozywanej codziennie przez zwierzeta paszy, uzupehniata roznice w ilosci tych sktad-
nikéw pomiedzy pasza standardowa a paszg zmodyfikowang. Po wypiciu roztworu
sktadnikow mineralnych zwierzeta dopajano czysta, odstang woda wodociggowa.

W szdstym tygodniu do§wiadczenia zwierzeta umieszczano w klatkach metabo-
licznych, firmy Techniplast i po 48-godzinnym kondycjonowaniu, przez 24 h zbierano
mocz, ktory przeznaczano do dalszych analiz.

W trakcie 7-tygodniowego doswiadczenia (po jednotygodniowym kondycjono-
waniu) codziennie obliczano ilo§¢ pobranego roztworu sktadnikow mineralnych i ilos¢
spozytej paszy, a raz w tygodniu, zawsze o tej samej porze, kontrolowano mase ciata
zwierzat. Na 12 h przed zakonczeniem doswiadczenia zwierzgtom odstawiano paszg,
a nastgpnie usypiano je anestetykiem Ketanest podanym domig¢sniowo i pobierano
krew z serca.

W surowicy krwi oznaczano: stezenie wapnia catkowitego — metoda koloryme-
tryczng, z o-krezoloftaleing, magnezu — metoda kolorymetryczna, z chlorofosfonazo
111, fosforu nieorganicznego — metodg z fosforomolibdenianem i aktywnos$¢ fosfatazy
alkalicznej (ALP) — metodg kinetyczna, z p-nitrofenylofosforanem. Oznaczenia te wy-
konywano w tzw. systemie zamkni¢tym, przy uzyciu odczynnikow firmy Roche Dia-
gnostics w aparacie COBAS INTEGRA 400/700/800. Oznaczano réwniez st¢zenie
kalcytoniny metodg testu immunoenzymatycznego dwupunktowego, z zastosowaniem
chemiluminescencji.

Do oznaczania st¢zen wapnia i magnezu w moczu stosowano te same metody.

Do badan pobierano réwniez tkanke migsniowa (m. quadriceps femoris, m. semi-
membranosus, m. adduktor femoris, m. superficialis gluteus), w ktorej oznaczano za-
wartos$¢: biatka ogolnego metodg Kiejdahla, thuszczu — metoda Soxhleta, suchej masy —
metoda suszenia do statej masy, zwigzki mineralne w postaci popiotu — metoda praze-
nia w piecu muflowym do statej masy oraz zawarto$¢ wapnia, magnezu, cynku i chro-
mu — metodg spektrometrii emisyjnej, ze wzbudzeniem w indukcyjnie sprz¢zonej pla-
zmie argonowej (ICP OES). Oznaczenia wykonano w trzech powtorzeniach.

Po u$pieniu zwierzat preparowano réwniez thuszcz okotonarzagdowy, ktéry wazo-
no z doktadnoscig do 0,001 g.

Uzyskane wyniki, po sprawdzeniu normalno$ci rozktadu, poddano wieloczynni-
kowej analizie wariancji, przy uzyciu komputerowego programu Statistica®, z zasto-
sowaniem testu NIR, na poziomie istotnosci p < 0,051 0,01.
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Wyniki i dyskusja

Wykazano istotny wptyw zmiany sktadu diety i jej uzupetniania sktadnikami mi-
neralnymi na wielko$¢ spozycia, zarowno w wartosciach bezwzglednych, jak i w prze-
liczeniu na jednostk¢ masy ciala. Istotnie mniej, zar6wno w stosunku do grupy zywio-
nej paszg standard, jak i do grupy zywionej pasza zmodyfikowana, spozywaty
zwierzeta, ktorych dieta byta uzupelniana (tab. 2), co mialo rowniez odzwierciedlenie
W sumarycznym spozyciu analizowanych sktadnikéw mineralnych (tab. 3).

Pomimo réznic pod wzgledem wielkos$ci spozycia, nie stwierdzono zmian w przy-
rostach masy ciata badanych zwierzat. Nalezy jednak zauwazy¢, ze przyrosty masy
ciala zwierzat w grupie otrzymujacej dodatkowo sktadniki mineralne byly wicksze.
U zwierzat tych wzrastata rowniez ilo$¢ thuszczu wisceralnego — w wartosciach bez-
wzglednych, jak i w przeliczeniu na jednostke spozytej paszy i jednostke masy ciala
(tab. 2) oraz zawartos¢ thuszczu w tkance mig$niowe;j (tab. 4).

Mechanizm tego zjawiska mozna thumaczy¢ wzrostem st¢zenia kalcytriolu, w od-
powiedzi na zmniejszong zawartos¢ wapnia w diecie. Dzialajac na specyficzne recep-
tory zlokalizowane w adipocytach, nasila on dokomoérkowy naptyw jonow wapnia
stymulujacych lipogeneze, a hamujacych lipolize [17, 18]. Dodatkowo kalcytriol, po-
przez supresje ekspresji biatka rozprzegajacego UCP2 (Uncoupling Protein 2), zmniej-
sza transport kwasow thuszczowych do mitochondriow oraz tempo ich utleniania [18].
Uzyskane wyniki nie do konca potwierdzajg t¢ teori¢, poniewaz zawarto$¢ wapnia
w tkance mig$niowej zwierzat na diecie uzupelnianej byta mniejsza, chociaz réznice
byly nieistotne, od obserwowanej w tkance mig$niowej zwierzat pozostatych grup —
tab. 5 1 6. By¢ moze obserwowane zjawisko syntezy i gromadzenia tluszczu zwigzane
byto ze stymulacjg tkanki tluszczowej przy suplementacji jonami wapnia i wzrostu
autokrynnej produkcji przez adipocyty kortyzolu, ktérego wptyw w tym zakresie zostat
juz poznany [3]. Taki mechanizm zjawiska wydaja si¢ potwierdza¢ rowniez Morris
i wsp. [9] oraz Podlaszewska i wsp. [12].

Stwierdzony wzrost ilosci thuszczu wisceralnego i1 przyrost zawartosci thuszczu
w tkance mig$niowej mogt réwniez hamowaé zwrotnie aktywnos$¢ osrodka glodu
i zmniejsza¢ wielko$¢ pobrania paszy, poprzez zwigkszenie uwalniana leptyny z adi-
pocytow. Wskazujg na to rowniez Zimmet i wsp. [20], ktorzy wykazali, ze wydzielana
leptyna zwigksza sekrecje lipotworczej insuliny, a ta stymuluje ekspresje leptyny ha-
mujacej osrodek glodu. Zwigckszone gromadzenie tkanki thuszczowej u samcow, kto-
rych dieta byla wzbogacana, mogto by¢ rowniez posrednio zwigzane ze zmniejszonym
spozyciem paszy 1 wynikajgcym z tego zmniejszonym spozyciem naturalnie wystepu-
jacych w pelnych ziarnach pszenicy i kukurydzy antyoksydantow, w tym m.in. selenu
wchodzacego w sktad selenoproteiny wykazujgcej m.in. wihasciwosci redukowania
nadtlenkow [15] oraz polifenoli obecnych w pelnych ziarnach zb6z [19]. Zmniejszone
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Tabela 2.

przez szczury doswiadczalne, warunkowane sktadem paszy i jej uzupetnianiem

Table 2.

Spozycie paszy, przyrosty masy ciata oraz gromadzenie okolonarzadowej tkanki ttuszczowe;j

Fodder consumption, increases in body weight, and accumulation of perivisceral fat tissue in

laboratory rats depending on the composition of fodders and supplementation thereof

Badany parametr
Analyzed parameter

Pasza
standard
Standard

fodder

(2)

Pasza
zmodyfikowana
Modified fodder

(b)

Pasza zmodyfikowana
+ uzupetnianie
Modified fodder
+ supplementation

(©)

Istotnos¢
roéznic
Significance
of differences

Spozycie paszy [g]
Fodder consumption [g]

832+ 342

810 + 48,7

776 £46,2

a_c**

Spozycie paszy

[¢/100 g masy ciata]
Fodder consumption
[g/100 of body weight]

159+3,7

156 £ 6,4

151+£5,9

a_c**

Przyrost masy ciata [g]
Body weight gain [g]

26,8+9,8

25,5495

32,0+ 11,0

Przyrost masy ciata

[g/100 g spozytej paszy]
Body weight gain

[g/ 100 g of consumed fodder]

3,23+1,21

3,12+1,39

4,11 +1,39

Ilo$¢ thuszczu
okotosercowego [g]
Peri-cardial fat [g]

0,120 + 0,05

0,083 + 0,03

0,094 + 0,03

Ilos¢ thuszczu okotosercowego
[g/100 g spozytej paszy]
Peri-cardial fat [g/100 g of
consumed fodder]

0,015 + 0,006

0,010 + 0,004

0,012 + 0,003

Tlos¢ ttuszczu okotosercowego
[¢/100 g masy ciata]
Peri-cardial fat [g/100 g of
body weight]

0,023 + 0,009

0,016 + 0,006

0,018 = 0,005

Tos¢ thuszezu wisceralnego [g]
Perivisceral fat [g]

3,41 +1,56

4,15+0,91

4,60 + 0,86

a_c**

Ios¢ ttuszczu wisceralnego
[g/100 g spozytej paszy]
Perivisceral fat [g/100 g of
consumed fodder]

0,412 +0,190

0,512 +0,113

0,592 + 0,099

a_c**

Tos¢ thuszczu wisceralnego
[¢/100 g masy ciata]
Perivisceral fat [g/100 g of
body weight]

0,654 + 0,301

0,803 + 0,188

0,897 + 0,151

a_c**

Objasnienia: / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values and stan-
dard deviations; n =13 w grupie / n =13 in group;
*, **% — rdznice statystycznie istotne: *p < 0,05, **p < 0,01 / statistically significant differences: *p < 0.05,

#4p < 0.01.
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Tabela 3. Przyblizone spozycie wybranych sktadnikéw mineralnych przez szczury do$wiadczalne, wy-
nikajace z roznicy w sktadzie paszy, jej uzupetniania oraz z wielkosci spozycia paszy, w prze-
liczeniu na 100 g masy ciala

Table 3.  Approximate consumption of selected minerals, resulting from differences in feed composi-
tion, feed fortification, and food dose, as converted to 100 g body weight

Pasza zmodyfikowana
Bad . Pasza standard Pasza zmodyfikowana + uzupelnianie
adany parametr
Anal }ép y Standard fodder Modified fodder Modified fodder
alyzed parameter (a) (b) + supplementation
(©)
Wapn / Calcium [mg] 1955 +45 1779 £ 73 1856 £ 73
Magnez / Magnesium [mg] 284,6 + 6,6 1242 £5,1 270,3 £10,7
Cynk / Zinc [mg] 19,08 £ 0,46 16,49 £ 0,69 18,12+ 0,72
Chrom / Chromium [mg] 0,0717 £0,0018 0,0326 +0,0013 0,0681 +0,0027

Objasnienia: / Explanatory notes: W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe /
Table shows mean values and standard deviations; n = 13 w grupie / n = 13 in group.

Tabela 4. Sklad tkanki mig$niowe] szczuréw doswiadczalnych, warunkowany sktadem paszy i jej uzu-
pelnianiem
Table 4.  Composition of muscle tissue in laboratory rats depending on fodder composition and supple-
mentation
Pasza zmodyfikowana
Badany parametr Pasza standard Pasza + uzupelnianie Istotno$é rodznic
Analyzed dard fodder | 2 TCCYkowana dified fod igni
alyzed parameter Standard fodder Modified fodder Modified fo dgr + Significance of
[%e] (a) supplementation differences
(b)
(c)
Biatko / Protein 22,6 +0,36 23,1 +£0,62 22,6 +0,38 a-b* b-c*
Thuszcz / Fat 2,73 £0,34 2,56 +0,19 3,23 £0,15 a-c** b-c**
Sucha masa / Dry matter 28,2+0,39 28,5+0,49 29,2 +0,53 a-c** b-ct*
Popi6t / Ash 1,42 £0,11 1,47 0,07 1,47 £0,28 -

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

spozycie antyoksydantdw sprzyja wzrostowi oksydacji kwasoéw tluszczowych i obniza
wrazliwo$¢ receptoréw btonowych komorek watroby na insuling, stymuluje glukoneo-
geneze 1 biosynteze triacylogliceroli [11]. Wpltyw niedoboru selenu w diecie zmodyfi-
kowanej na zawarto$¢ wisceralnej i srodmigsniowej tkanki thuszczowej samcoOw szczu-
ra obserwowali rowniez Friedrich i wsp. [4]. Po analizie obserwowanego gromadzenia
si¢ wisceralnej 1 srodmig$niowej tkanki thuszczowej w organizmach szczuréw, ktore
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byly suplementowane chromem, trudno zgodzi¢ si¢ roOwniez z pogladem, ze pierwia-
stek ten podawany w suplemencie zmniejsza zawarto$¢ tkanki thuszczowej w organi-
zmie. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna sadzi¢ ze korzystniejszy byt brak
uzupelniania diety wybranymi sktadnikami mineralnymi niz jej wzbogacanie. Tym
bardziej, ze w grupie zywionej pasza zmodyfikowang niecuzupetniang ilo$¢ ttuszczu
nasierdziowego odpowiedzialnego, jak wykazuja najnowsze wyniki badan [2], za po-
wstawanie niedokrwiennej choroby serca byta mniejsza.

Na podstawie analizy uzyskanych wynikow wykazano rowniez wptyw zastoso-
wanego uzupelniania diety na sktad tkanki migsniowej badanych zwierzat (tab. 4).
Stwierdzono, ze uzupetnianie diety wybranymi sktadnikami mineralnymi spowodowa-
to istotny wzrost zawartosci suchej masy w migsniach tej grupy badanych samcow, co
wynikato z istotnego, wczesniej juz wspomnianego, wzrostu zawarto$ci thuszczu
w migsniach i to wzrostu na tyle istotnego, ze nie tylko rownowazyl, ale przewyzszat
istotne zmniejszenie zawartosci biatka w analizowanej tkance. Zmniejszenie to mozna
wigza¢ ze zmniejszonym spozyciem przez zwierzeta paszy i tym samym zawartego w
niej biatka. Natomiast wzrost zawartosci thuszczu zwraca uwagg na wyniki badan pod-
dajacych w watpliwo$¢ pozytywng role wapnia i chromu w postaci suplementow
w procesach lipogenezy i lipolizy [7], w nurt ktérych wpisuje si¢ rowniez niniejsza
praca. Oznaczona wigksza zawarto$¢ suchej masy w tkance migsniowej mogla wyni-
ka¢ tez ze zmniejszonej ilosci wody w badanej tkance. Jedna z przyczyn tego zjawiska
mogta by¢ zmiana funkcjonowania uktadu renina-angiotensyna-aldosteron, zachodzaca
pod wptywem zmian sktadu i ilosci kwaséw tluszczowych wisceralnej tkanki thusz-
czowej, obserwowanych przy uzupetnianiu diety wybranymi sktadnikami mineralny-
mi. Miinchow [10] stwierdzita, ze pod wptywem dodawania do diety wapnia, magne-
zu, cynku 1 chromu istotnie wzrasta zawarto$¢ wisceralnej tkanki tluszczowej
badanych zwierzat, a w niej istotnie zawarto$¢ kwasow oleinowego i arachidonowego,
specyficznych inhibitoréw receptora angiotensynowego ATI1, co powoduje wzrost
filtracji klebuszkowej, obnizenie zwrotnego wchtaniania sodu i spadek retencji wody.
Na uwage zastuguje rowniez brak zmian ilosci popiolu uzyskanego ze spopielenia
migsni zwierzat, ktorych dieta byla uzupeliana sktadnikami mineralnymi (tab. 4).
Wskazuje to na brak ich inkorporacji w tkanke mi¢sniowa, co potwierdza analiza za-
warto$ci wapnia, magnezu i cynku w tkance mi¢sniowej, w wartosciach bezwzgled-
nych (tab. 5), jak i w przeliczeniu na jednostke suchej masy tkanki (tab. 6).

Stezenie wapnia, a w mniejszym stopniu fosforu i magnezu, w surowicy krwi sg
bardzo precyzyjnie regulowane przez trzy narzady: nerki, kosci i jelito cienkie oraz
trzy hormony: parathormon, kalcytoning i 1,25(OH),Ds, ktére wplywajg na te narzady.
Brak zmian st¢zen analizowanych pierwiastkow w surowicy krwi wskazuje, ze ani
zmieniony sktad diety ani jej uzupetnianie nie miaty wptywu na homeostaze ich stgzen,
a obserwowane zmiany aktywnosci ALP i st¢zenia kalcytoniny, odpowiadajacych za
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utrzymanie tej rownowagi, nie byly statystycznie istotne (tab. 7), co mogto wynikac
z bardzo indywidualnej reakcji zwierzat na zastosowane czynniki, przektadajacej si¢ na

wielko$¢ odchylenia standardowego.

Tabela 5. Stezenie wybranych sktadnikéw mineralnych w surowicy krwi i w moczu oraz ich zawarto$¢
w tkance migéniowej szczuréw doswiadczalnych, warunkowane sktadem paszy i jej uzupet-
nianiem

Table 5.  Concentration of selected mineral components in blood serum and urine as well as their con-

tent in muscle tissue in laboratory rats depending on fodder composition and supplementation

Pasza zmodyfikowana o
Pasza .. Istotnos¢
Pasza standard + uzupelnianie L.
Badany parametr . zmodyfikowana : roéznic
. Basic fodder Modified fodd Modified fodder
Examined parameter @) odilied lodder + fortification Significance of
(b) differences
(©
Surowica krwi / Blood serum
Waph [mmol/I] Caleium |5 ), ;3 3,07+0,12 3,02 + 0,06 .
[mmol/1]
Magnez [mmol/l] 1,08 +1,36 1,10 £0,10 1,06 £0,07 .
Magnesium [mmol/1]
Fosfor [mg/dl]
Phosphorum mmol/] 5,80 + 0,87 5,66+ 1,35 5,04 +1,20 -
Mocz / Urine
Wapn [mmol/24 h] "
Calium [mmol/24 h] 0,037 £0,018 0,045 + 0,022 0,061 £ 0,020 a-c
Magnez [mmol/24 h]
Magnosium [mmol/24 ] | %072 %0036 0,098 + 0,048 0,117 + 0,087 -
Tkanka mig$niowa / Muscular tissue
Wapfi [ng/g] 48,0 £ 10,2 50,4 + 20,5 473+76 -
Calcium [pg/g]
Magnez [1g/g] 2502 +8,1 2437479 2473477 -
Magnesium [ng/g]
Cynk [ug/g] 13,0£2,6 13,9 £2,4 13,7+23
Zinc [pg/g] -
Chrom [pg/g] 0,032 + 0,006 0,031 + 0,006 0,037 £0,012 .
Chromium [pg/g]

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Obnizenie aktywnosci fosfatazy alkalicznej i wzrost st¢zenia kalcytoniny w orga-

nizmach suplementowanych samcow moglyby dowodzi¢, Zze zastosowane uzupetianie
diety do pewnego stopnia sprzyjato mineralizacji tkanki kostnej. ROwnoczes$nie stwier-
dzono brak zmian st¢zenia jondw wapnia w surowicy krwi badanych samcow. Jony te
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sg podstawowym aktywatorem uwalniania kalcytoniny. Obserwowany efekt moze
wskazywac¢ na pewne rozregulowanie tego precyzyjnego mechanizmu pod wpltywem
zastosowanego uzupetniania diety. Takg sugesti¢ potwierdzalyby réwniez wielkosci
wydalania sktadnikéw mineralnych z moczem. Ilo§¢ wydalanego z moczem wapnia
w tej grupie zywieniowej byta najwigksza i statystycznie istotnie wigksza (p < 0,05)
w poréwnaniu z wydalaniem przez zwierzeta zywione paszg standard (tab. 5).

Tabela 6. Zawartos¢ wybranych sktadnikéw mineralnych w tkance migsniowej szczuréw doswiadczal-
nych, warunkowana sktadem paszy i jej uzupetnianiem [pg /100 g s.m.]

Table 6.  Content of selected mineral components in muscle tissue in laboratory rats depending on fod-
der composition and supplementation [pg /100 g d.m.]

Pasza zmodyfikowana
Pasza standard Pasza + uzupelnianie $¢ rozni
Badany parametr zmodyfikowana . p IsFotgosc roznic
Standard fodder . Modified fodder Significance of
Analyzed parameter Modified fodder ) .
(@) (b) + supplementation differences
(©
Wapn / Calcium 172,3 + 34,8 176,8 + 72,3 161,9 +25,4 -
Magnez / Magnesium 896,7 + 27,6 855,1 +£25,9 846,9 +£32,1 a-b,c*
Cynk / Zinc 46,6+ 9,4 48,77 +8,7 46,9+8,9 -
Chrom / Chromium | 0,1146 +0,0028 | 0,1088 +0,0022 0,1167 £0,0038 -

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Tabela 7. Aktywnos$¢ ALP i stezenie kalcytoniny w surowicy krwi szczuréow doswiadczalnych, warun-
kowane sktadem paszy i jej uzupetianiem

Table 7. ALP activity and concentration of calcitonin in blood serum in laboratory rats depending on
fodder composition and supplementation

Pasza zmodyfikowana
Pasza standard Pasza + uzupelnianie Istotno$é roznic
Badany parametr zmodyfikowana ’ o
Analyzed parameter Standard fodder Modified fodder Modified fodder + Significance of
yzeap (a) supplementation differences
(b)
()
ALP [U/1] 75,0 14,1 80,7 15,1 71,7+9,8 -
Kalcytonina [IU/ml] 17,6 £ 11,1 10,9 +6,2 17,7+7.8 -
Calcitonin [IU/ml]

ALP - fosfataza alkaliczna / alkaline phosphatase
Pozostate objasnienia jak pod tab. 2. / Other explanatory notes as in Tab. 2.
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7 uwagi na spozycie wapnia przez suplementowane samce, zblizone do spozycia
zwierzat zywionych pasza standard, zawarto$¢ tego pierwiastka w ich tkance migsnio-
wej, aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej 1 stezenie kalcytoniny w surowicy krwi mozna
stwierdzi¢, Zze ten rodzaj uzupetniania diety badanych zwierzat mijat si¢ z celem. Przy
zmniejszajgcym si¢ spozyciu paszy zwigkszaly si¢ przyrosty masy ciata na jej jednost-
ke, ilo$¢ wisceralnej tkanki thuszczowej 1 zawarto$¢ thuszczu w migéniach oraz dodat-
kowo zwickszato si¢ wydalanie wapnia z moczem. Ten ostatni efekt nie mogl by¢
zwigzany z rownoczesnym dodawaniem do diety magnezu, ktdry majac te same obsza-
ry resorpcji co wapn, dziata konkurencyjnie w stosunku do niego [8]. Stwierdzenie to
wynika z obserwacji, ze przy pordwnywalnym w obu grupach spozyciu magnezu, jego
zawarto$¢ w tkance migsniowej byta mniejsza, a wydalanie z moczem réwniez bylto
wigksze (o ponad 60 %). Jedynym wytlumaczeniem tego zjawiska, czyli wzrostu wy-
dalania wapnia z moczem, moze by¢ zwigkszenie jego uwalniania z kosci.

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu nie stwierdzono wpltywu samej zmiany
sktadu diety ani na st¢zenie wapnia we krwi, ani na jego zawarto§¢ w mig¢sniach lub
wielko$¢ wydalania z moczem, co potwierdza wczesniejsze sugestie, ze przy odpo-
wiedniej wielkosci spozycia takiej paszy, organizm w zakresie sktadnikow mineral-
nych utrzymuje homeostaze.

Whioski

1. Uzupetnianie paszy (sktadnikami mineralnymi) wptywato na zmniejszenie ilosci
jej pobierania przez szczury do§wiadczalne i rOwnocze$nie na zmniejszenie spozy-
cia analizowanych sktadnikoéw mineralnych, przez co nie byto realizowane zakta-
dane ich spozycie.

2. Na podstawie analizy sktadu badanych tkanek, stezenia kalcytoniny i aktywnos$ci
fosfatazy alkalicznej w surowicy krwi nie stwierdzono wplywu zastosowanego
uzupetniania na zawarto$¢ wybranych sktadnikow mineralnych w ustroju.

3. Zwigkszone wydalanie wapnia i magnezu z moczem, gromadzenie wisceralnej,
nasierdziowej 1 srodmig$niowej tkanki ttuszczowej oraz zwigkszone przyrosty ma-
sy ciala na jednostke spozytej paszy mogly by¢ zwigzane ze zmianami wzajem-
nych proporcji dodawanych sktadnikow mineralnych, ich synergizmem i antagoni-
zmem, 1 w zwigzku z tym mozliwo$cig zaburzenia homeostazy ustroju.

4. Przy zmniejszonej zawarto$ci naturalnych sktadnikéw mineralnych w paszy, ale
z zachowaniem odpowiedniej wielkoSci jej spozycia, organizm badanych zwierzat
utrzymywat homeostazg ich stgzen.
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ASSESSING EFFECTS OF SUPPLEMENTING FODDER WITH SELECTED MINERAL
COMPONENTS ON THEIR METABOLISM AND DISTRIBUTION IN BODY
- MODEL RESEARCH

Summary

The research study comprised 3 groups of laboratory rats (n = 13) fed as follows: group I: standard
fodder (Labofeed B) containing i.a. whole grains of wheat and corn; group II: modified fodder where,
compared to the standard fodder, about 84 % of whole wheat grains were replaced with wheat flour type
500, and 50 % of corn grains present therein with sucrose; group III: modified fodder supplemented with
Ca, Mg, Zn, and Cr the quantities of which made up differences after the components were interchanged.
Percent content of other macro-components in both fodder types were identical.

It was found that supplementing the fodders caused the consumption thereof to decrease and ipso facto
the intake of mineral components to decrease, too. However, the increases in body weights of animals in
that group were higher as was the accumulation level of visceral fat tissue. In that group, the content of fat
increased significantly (p < 0.01) and the content of protein in muscle tissue decreased significantly
(p <0.01). No significant effects of the fodder supplementation applied was reported on the concentration
of analyzed mineral components in blood serum and on their content in muscle tissue.

Key words: Wistar tribe rats, supplementation of diet, mineral components, distribution of components in
body
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METABOLIC EFFECTS OF DIETARY APPLE SEED OIL IN RATS

Summary

The aim of this study was to determine the fatty acid profile of apple seed oil and its effects on the
caecal functions, blood lipids, and markers of antioxidant status and inflammation in rats. A nutritional
experiment was performed on Wistar rats allocated to 3 groups of 8 animals each. The animals were fed
with a diet containing different sources of fat: pork lard (group LA), rapeseed oil (group RO) and apple
seed oil (group AO). Apple seed oil was rich in linoleic acid and oleic acids (57 % and 32.3 % of total
fatty acids, respectively). The short chain fatty acid concentration in the caecal digesta was comparable
among all groups, whereas the ammonia concentration was lower in groups AO and RO than in group LA
(0.32 and 0.3, respectively vs 0.42 mg/g). The plasma alanine (ALT) and aspartate transaminase (AST)
activities also decreased in the AO and RO groups (ALT, 19.34 and 19.81, respectively vs 30,7 U/L and
AST, 115.1 and 107, respectively vs 138.3 U/L) The plasma triacylglycerols (TG) concentration and the
atherogenic index (ATI) of plasma were significantly decreased in the AO group compared to the LA
group (TG, 1.79 vs 2.62 mmol/L and ATI, 0.095 vs 0.313). Apple seed oil is a valuable source of unsatu-
rated fatty acids and its dietary addition has slightly better metabolic effects on rat organism than does
rapeseed oil.

Key words: apple seeds, linoleic acid, caecal microbiota, fermentation, triacylglycerols, transaminases

Introduction

Epidemiological studies have shown many health benefits associated with a diet
rich in fruits and vegetables. Due to their nutritional value and caecal phytochemical
content, apples have been the subject of extensive health-related studies. Their con-
sumption has been associated with beneficial effects in counteracting obesity, cancer,
cardiovascular disease, diabetes and also in improving gastrointestinal functions [13].
For the most part, previous studies have focused on the health effects of the dietary
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fibre and polyphenols derived from fresh apples, apple peels, juice and pomace [6, 13].
However, recent in vitro studies have shown potential antioxidant, antimicrobial and
antiproliferative activities of the oil extracted from apple seeds [28, 30]. Apple pomace
as a by-product of juice production includes 2 - 3 % seeds [6]. Apple seeds have been
shown to be rich in proteins, carbohydrate and minerals, making them useful as feed or
fertiliser [31]. Moreover, owing to their relatively high lipid content (up to 29 %), apple
seeds can also be utilised as a source of oil that is rich in linoleic acid and has compa-
rable physicochemical properties to quality edible oils [4, 30, 32]. Apple seed oil is
also a source of many bioactive compounds, such as sterols, tocopherols and hydrocar-
bons, especially squalene [4]. The fatty acid profile and the presence of bioactive com-
pounds in apple seed oil indicates potential applications in the food industry. However,
there is a lack of in vivo studies assessing the quality and health benefits of apple seed
oil.

Due to its high energy density, fat has been recognised as the most important
macronutrient affecting the development of many diet-related diseases, especially car-
diovascular disease (CVD). It is well known that an overabundance of saturated fatty
acids in the diet affects the blood lipid profile and therefore constitutes an important
CVD risk factor [5]. On the other hand, dietary polyunsaturated fatty acids can amelio-
rate CVD development by improving the blood lipid profile, blood pressure, adipocyte
hormones, and inflammatory response and endothelial function, along with many other
beneficial effects that are both known and as yet undefined [1, 17, 20].

The aim of this study was to determine the fatty acid profile of apple seed oil and
its effects on the caecal functions, blood lipids, and selected markers of inflammation
and antioxidant status in rats. The animals were fed a diet in which the sole source of
fat was apple seed oil, and this diet was compared to diets that contained lard and rape-
seed oil as examples of common edible fats with well-established nutritional effects.
The caecal microbial metabolism was scrutinised due to the potential antimicrobial
activity of apple seed oil reported by Tian et al. [28].

Materials and methods
Dietary fats and their chemical analysis

Refined rapeseed oil (ZT Kruszwica SA, Kruszwica, Poland) and pork lard
(S.K.A. Morliny, Ostroda, Poland) were purchased in a local supermarket. Their fatty
acid profiles were as follows [%]: rapeseed oil — C16:0 — 4.6; C18:0 — 0.5; C18:1 n-9 —
63.5; C18:2 n-6 — 20.1; C18:3 n-3 — 9.0 and C20:0 — 2.2, lard — C14:0 — 1.6; C16:0 —
29.3; C18:0 - 0.5; C18:1 n-9 — 58.1; C18:2 n-6 — 8.9; C18:3 n-3 — 0.6 and C20:0 — 0.9.
Unrefined cold-pressed apple seed oil was purchased from Greenaction (Kielce, Po-
land), and its detailed fatty acid profile is given in Table 1.
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Table 1.  Fatty acid profile of apple seed oil [%]
Tabela 1. Profil kwasow tluszczowych oleju z nasion jabtka [%]

Fatty acid / Kwasy tluszczowe X SD/s
C16:0 5.49 0.38

Cle:1 1.43 0.07

C18:0 1.11 0.08

C18:1 n-9 32.26 0.12

C18:2 n-6 57.03 0.44
C18:3n-3 0.71 0.07

C20:0 1.54 0.01

Others / Pozostate 0.43 0.07

Fatty acid profiles were analysed after conversion of the fatty acids into methyl
esters. An oil sample, together with pentadecanoic acid as an internal standard
(0.1 pg/uL of oil), was dissolved in a solution of methanol:chloroform:sulphuric acid
(100 : 100 : 1 v/v/v) and heated at 100 °C for 2 h. Afterwards, an analysis was per-
formed using a gas chromatograph (Clarus 600, Perkin Elmer, Massachusetts, USA)
with a flame ionisation detector and a Supelcowax 10 column (30 m % 0.32 mm X
0.25 pym). The column, injector and flame ionisation detector temperatures were
190 °C, 250 °C and 250 °C, respectively, and the flow rate of helium, used as a carrier
gas, was 1.6 mL/min. Fatty acid methyl esters were identified using TotalChrom soft-
ware.

Animal study

The animal protocol used in the present study was approved by the Local Institu-
tional Animal Care and Use Committee (Olsztyn, Poland). The nutritional experiment
was performed on six-week-old, male Wistar rats allocated to 3 groups of 8 animals
each and housed individually in cages. The initial body weight was comparable among
groups and equalled 128 + 6 g on average. For 8 weeks, each group was fed a modified
version of the semi-purified rodent diet recommended by Reeves [23]. The experi-
mental diets differed according to the fat type (70 g/kg in each diet) and included lard
(group LA), rapeseed oil (group RO) or apple seed oil (group AO, Table 2). Both
group LA and RO were treated as controls. The diets were freshly prepared at weekly
intervals, stored in hermetic containers at -20 °C and administered ad [libitum. The
animals were maintained under standard conditions at a temperature of 21-22 °C and
a relative air humidity of 50-70 % with intensive room ventilation (15%/h) and a 12 h
lighting regimen. The individual body weights and food intakes were recorded on
a daily basis.
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Table2.  Compositions of the diets fed to rats
Tabela 2. Skiad diet eksperymentalnych

. Group / Grupa
Component / Sktadnik [g/kg]

LA RO AO
Casein / Kazeina 200 200 200

DL-methionine / DL-metionina 3 3 3

Lard / Smalec 70 - -

Rapeseed oil / Olej rzepakowy - 70 -
Apple seed oil / Olej z nasion jabtka - - 70
Cellulose / Celuloza 50 50 50
Sucrose / Sacharoza 100 100 100
Maize starch / Skrobia kukurydziana 530 530 530
Mineral mix / Mieszanka mineralna' 35 35 35
Vitamin mix / Mieszanka witaminowa' 10 10 10

Choline chloride / Chlorek choliny 2 2 2

Explanatory notes: / Objasnienia:
LA —lard / smalec; RO — rapeseed oil / olej rzepakowy; AO — apple seed oil / olej z nasion jablka.
! Recommended for AIN-93G diet/ Zalecane dla diety AIN-93G [23].

Sample collection and analysis

Upon termination of the experiment, the rats were weighed and anesthetised with
sodium pentobarbital (50 mg/kg body weight). Their body composition was then ana-
lysed by time-domain nuclear magnetic resonance (Minispec LF 90II, Bruker, Karls-
ruhe, Germany). After laparotomy, blood samples were collected from the caudal vein
and stored in tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid, and the cecum and liver
were removed and weighed.

The pH of the caecal digesta was measured using a microelectrode and a pH/ION
meter (model 301; Hanna Instruments, Vila do Conde, Portugal). Fresh caecal digesta
was used for the determination of the ammonia content, which was extracted and
trapped in a solution of boric acid, then quantified by direct titration with sulphuric
acid [14]. The concentration of short-chain fatty acids (SCFA) was measured using gas
chromatography. A known amount of fresh caecal digesta was mixed with 0.2 mL of
formic acid and stored at —80 °C. Afterwards, the sample was diluted with deionised
water, centrifuged at 10.000 g for 5 min, and filtered through a 0.45 pm membrane.
The supernatant was then decanted for injection into a gas chromatograph (Shimadzu
GC-14A, Shimadzu Co., Kyoto, Japan, equipped with a glass column, 2.5 m X 2.6 mm,
containing 10% SP-1200/1% H;PO, on 80/100 Chromosorb W AW; column tempera-
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ture 110 °C; flame ionisation detector temperature 180 °C; injector temperature
195 °C).

The liver fat and lean mass were analysed shortly after dissection by time-domain
nuclear magnetic resonance (Minispec LF 90II, Bruker, Karlsruhe, Germany). After
storage of the liver at -20 °C, the glutathione and glutathione disulphide contents were
determined using the enzymatic recycling method described by Rahman et al. [22].

The blood was centrifuged for 15 min at 380 g, and the obtained plasma was then
stored at -20 °C until analysis. The plasma concentration of triglycerides, the total cho-
lesterol content and its HDL fraction (HDL-cholesterol), and the plasma activity of
aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) were estimated using
reagents from Alpha Diagnostics Ltd. (Warsaw, Poland). Based on the plasma lipid
profile, the atherogenic index was calculated as previously described using the follow-
ing formula: log(triglycerides (mmol/L)/HDL- cholesterol (mmol/L)) [14]. Non-HDL-
cholesterol was calculated using the following formula: total cholesterol — HDL-
cholesterol. The plasma C-reactive protein (CRP) concentration was determined using
a validated rat enzyme immunoassay kit (hs-CRP; Cusabio, Wuhan, China). In addi-
tion, the rat tumour necrosis factor alpha (TNFa) was determined using a validated rat
enzyme immunoassay kit (TNF alpha; Thermo Scientific, Rockford, IL USA). The
plasma antioxidant capacity of water-soluble substances (ACW) and the antioxidant
capacity of lipid-soluble substances (ACL) (kit; Analytik Jena AG, Jena, Germany)
were determined by a photochemiluminescence detection method using a Photochem
(Analytik Jena AG). In the photochemiluminescence assay, the generation of free radi-
cals was partially eliminated through reactions with antioxidants present in the plasma
samples, and the remaining radicals were quantified by luminescence generation.
Ascorbate and Trolox calibration curves were used to evaluate ACW and ACL, respec-
tively, and the results were expressed as mmol ascorbate or Trolox equivalents in mL
of plasma.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using a one-way analysis of variance and
the Duncan’s multiple range post hoc test, providing that the data were normally dis-
tributed and the variances were homogenous. Alternatively, the Kruskal-Wallis test and
a post hoc analysis using the least significant difference between the mean ranks were
applied. All data are expressed as the mean and the standard error of the mean, and the
differences among the groups are denoted as significant at p < 0,05.

Results and discussion

The dietary apple seed oil was especially rich in linoleic and oleic acids (57 %
and 32.3 %, respectively, Table 1). The fatty acid profile of the apple seed oil differed
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from the profiles described in the literature [8, 28, 29, 30]. Similar results were ob-
tained in studies by Tian et al. [28] and Yu et al. [30], in which the contents of oleic
and linoleic acids in apple seed oil were higher by 5.2 - 7.5 % points and lower by 5.6 -
8 % points, respectively. Another study reported that seed oils from dessert and cider
apples had oleic and linoleic acid contents that were 17 and 25 % higher, respectively
[8]. The observed differences could be the consequence of the species used for oil pro-
duction, the procedure of extraction and the growth conditions of the apples as it is
observed in oily plants [2]. It is noteworthy that the fatty acid profile of rapeseed oil
used in this study in group RO was considered typical (USDA National Nutrient Data-
base for Standard Reference, Release 25).

After 8 weeks of feeding, there were no significant differences in the diet intake,
body weight gain, body fat content and adiposity among the experimental groups. Ad-
ditionally, in all experimental groups, the liver weight and fat content were also similar
(Table 3). Notably, all diets in this study had the same caloric value; therefore, it can
be concluded that dietary apple seed oil was metabolised to the same extent as were the
other dietary fats.

Table 3.  Animal growth, body and liver fat and lean contents of rats fed diets differing according to the
type of fat

Tabela 3. Spozycie diety, masa zwierzat oraz zawarto$¢ thuszczu i tkanki bezttuszczowej w ciele 1 wa-
trobie szczurow zywionych dietami eksperymentalnymi

Parameters LA RO AO

SEM SEM SEM

>

Parametry

ol
ol

Body weight gain

. 231.7 9.65 216.0 9.53 217.9 7.02
Przyrost masa ciata [g]

Diet intake

L 965.8 17.8 934.5 243 927.4 18.6
Spozycie diety [g]

Body fat content

. . 370 7.40 367 6.80 381 8.70
Zawarto$¢ thuszczu w ciele [g/kg]

Body lean content / Zawarto$¢ tkanki

. . 32 11. 344 11.1 334 13.
bezttuszczowej w ciele [g/kg] ? 7 7

Liver mass 3.32 0.10 3.60 0.11 3.30 0.08
Masa watroby [g/100 masy ciata]

Liver fat content
- . 300 17.5 261 19.3 262 9.30
Zawarto$¢ thuszezu w watrobie [g/kg]

Liver lean content / Zawarto$¢ tkanki

. . 544 12.1 58 22.0 574 152
bezthuszczowej w watrobie [g/kg] ? 7

Explanatory notes as in. Tab. 2. / Objasnienia jak w tab. 2.
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The markers of the cecum function and the caecal SCFA contents are shown in
Table 4. The digesta contents were similar among all groups, whereas the tissue weight
was the highest in group RO, was slightly lower in group AO and was significantly
lower in group LA (p < 0.05). Furthermore, a previous study performed in our labora-
tory showed that the type of dietary fat can affect caecal microbial metabolism [14]. In
addition, an in vitro study with apple seed oil showed its potent inhibitory effect on the
growth of bacteria [28]. In our experiment, no signs of antibacterial activity in the ce-
cum were observed, as evidenced by the lack of significant changes in the bacterial
production of SCFA and the pH value of the caecal digesta among all experimental
groups. However, when compared to group LA, the dietary apple seed oil significantly
decreased the ammonia concentration in the caecal digesta (p < 0.05). However, a simi-
lar effect was obtained for dietary rapeseed oil, which indicates that it is rather not
associated with the antibacterial activity of apple seed oil reported in the literature.

Table 4.  Markers of cecal function in rats fed diets differing according to the type of fat
Tabela 4. Wskazniki funkcjonowania jelita slepego u szczuréw zywionych dietami eksperymentalnymi

LA RO AO
Parameters X SEM X SEM X SEM
Tissue / Tkanka [g/100 body mass] 0.139° | 0.007 | 0.164* | 0.006 | 0.153® | 0.006
Digesta mass / Masa tresci [g/g cecal tissue] 3.45 0.25 3.55 0.36 3.91 0.37
pH of cecal digesta / pH tresci jelita §lepego 7.41 0.13 7.19 0.10 7.26 0.10
NH; [mg/g] 0.46* | 0.06 | 030° | 0.03 | 0.32° | 0.02
SCFA [pmol/g digesta]:
acetic / octowy 122.5 7.56 119.9 6.51 128.9 15.0
propionic / propionowy 20.4 1.24 20.4 0.79 194 2.13
isobutyric / izomastowy 1.97 0.51 2.21 0.13 2.64 0.54
butyric / mastowy 23.7 2.40 26.9 2.89 243 1.44
isovaleric / izowalerianowy 2.38 0.37 2.73 0.58 3.26 0.87
valeric / walerianowy 3.10 0.17 3.29 0.36 3.55 0.43
Total SCFA / Suma SCFA 174.1 10.5 175.6 9.10 182.0 17.1

Explanatory notes: / Objasnienia:

The mean values within a row with different superscript letters (a, b) were significantly different at
p < 0.05 / Warto$ci $redniez odmiennymi literami przypisanymi w indeksie goérnym (a, b) réznily si¢
statystycznie istotnie na poziomie p < 0,05.

The plasma lipid profiles of the rats differed according to the type of fat in the di-
et, as shown in Table 5. Numerous studies have confirmed that substituting saturated
fat with a variety of polyunsaturated or monounsaturated fatty acids (PUFA and
MUFA, respectively) can lower blood triglyceride concentrations [3, 27, 26]. Further-
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more, it is known that PUFA are more effective at decreasing triglyceride concentra-
tions than are MUFA [9]. The effect of PUFA on the triglyceride concentration ap-
peared to be mediated by the inhibition of hepatic lipase activity and liver VLDL syn-
thesis as well as by the enhancement of lipoprotein lipase activity in the liver, which
results in reduced postprandial triglyceride levels [33]. In our study, the plasma triglyc-
eride concentration and the atherogenic index were significantly decreased in group
AO compared to those in group LA (p < 0.05), whereas the plasma levels of total cho-
lesterol and its HDL and non-HDL fractions were similar among all the groups. These
beneficial effects of dietary apple seed oil may be in part associated with other bioac-
tive compounds that have been found in apple seed oil, such as squalene and sterols
[4], as the triglyceride lowering activity of these compounds has been reported in the
literature [15, 16].

In the present study, the plasma ALT activity was decreased in the RO and AO
groups compared to that in the LA group (p < 0.05, Table 5). The plasma AST activity
was the highest in group LA, was slightly lower in group AO and was significantly
lower in group RO (p < 0.05). The elevated levels of ALT and AST activity in group
LA were most likely a consequence of essential fatty acid deficiency, which has been
also noted in patients during parenteral nutrition [26]. The 8-week feeding with dietary
rapeseed and apple seed oils prevented unfavourable elevations in plasma ALT and
AST activity and thus reduced the risk of hepatocellular injury. However, the AST
activity was significantly decreased only in the rapeseed oil-containing dietary group,
which may be the result of the relatively high a-linolenic acid content compared to
both the apple seed oil- and lard-containing dietary groups.

Low-grade inflammation is considered as a key element of many chronic diseas-
es, like obesity, diabetes type 2, atherosclerotic vascular disease and fatty liver disease,
which can be affected by dietary factors [29]. Moreover, recent studies have indicated
that a dietary overabundance of linoleic acid can be harmful for the body and promote
inflammation [7]. This effect was not observed in the presented experiment, in which
the plasma markers of inflammation were not affected by the linoleic acid-rich apple
seed oil (TNF-a and CRP, Table 5). In addition, in the study by Magdalon et al. [18],
the TNF-a levels in rat macrophages were similar between animals treated orally with
water and those treated with linoleic acid. However, in the study by Poudel-Tandukar
et al. [21], the serum CRP level in men was significantly higher when their diet was
rich in linoleic acid.

Over the past three decades, it has become clear that abnormalities in oxidative
stress can lead to many diseases, especially CVD [12]. In this respect, it is noteworthy
that PUFA can act as anti- rather than pro-oxidants in vascular endothelial cells, hence
diminishing inflammation, giving them beneficial effects against CVD [19, 24].
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Table 5.  Plasma lipid profile, antioxidant status, markers of liver function and inflammation in rats fed
diets differing according to the type of fat

Tabela 5. Profil lipidowy osocza, status antyoksydacyjny oraz markery funkcjonowania watroby i stanu
zapalnego szczuréw zywionych dietami eksperymentalnymi

Parameters LA RO AO

Parametry X SEM X SEM X SEM
Plasma lipid profile / Profil lipidowy osocza
[mmol/L]

total cholesterol / cholesterol catkowity 2.0 0.08 1.86 0.16 2.04 0.09
HDL-cholesterol / cholesterol HDL 1.26 0.09 1.31 0.15 1.41 0.07
non-HDL-cholesterol / cholesterol nie-HDL' 0.74 0.05 0.55 0.06 0.63 0.07
triacylglycerols / triacyloglicerole 2.62% 023 | 2.19* | 0.19 1.79° | 0.16

Atherogenic index / Wskaznik aterogennosci’ | 0.313* | 0.050 | 0.227% | 0.065 | 0.095" | 0.048
Antioxidant status / Status antyoksydacyjny

ACW ([mol/ml plasma ] 2.8 0.30 8.05 5.47 2.79 0.24
ACL [mmol/ml plasma ] 19.2 1.03 23.1 2.32 19.3 0.68
GSH / GSSG [pmol/g liver ] 620 | 041 | 774 | 138 | 515 | 0.69

Liver function tests / Wskazniki
funkcjonowania watroby

ALT [U/L plasma] 30.7° | 1.81 | 19.81° | 1.41 | 19.34° | 1.41
AST [U/L plasmal] 138.3* | 7.36 107° 1.53 | 115.1% | 4.19

Inflammation markers

Wskazniki stanu zapalnego
CRP [ng/ml plasma] 0.158 | 0.044 | 0.194 | 0.034 | 0.097 | 0.050
TNFa [pg/ml plasma] 95.6 22.7 139.7 27.7 88.5 249

Explanatory notes: / Objasnienia:

The mean values within a row with different superscript letters (a, b) were significantly different at
p < 0.05 / Wartosci $rednie z odmiennymi literami przypisanymi w indeksie gérnym (a, b) roznity sig¢
statystycznie istotnie na poziomie p < 0,05.

ACW — antioxidant capacity of water-soluble substances / pojemnos$¢ przeciwutleniajaca substancji roz-
puszczalnych w wodzie; ACL — antioxidant capacity of lipid-soluble substances / pojemnos¢ przeciwutle-
niajaca substancji rozpuszczalnych w lipidach; ALT — alanine transaminase / transaminaza alaninowa;
AST — asparagine transaminase / transaminaza asparaginowa, GSH/GSSG — glutatione/glutathione di-
sulphide / glutation/dwusiarczek glutationu; CRP — C-reactive protein / biatko C-reaktywne; TNFo —
tumour necrosis factor Ralpha / czynnik martwicy nowotworu alfa; 'Total cholesterol-HDL cholesterol /
'cholesterol catkowity — cholesterol HDL; *log]triacylglycerols [mmol/L] / HDL-cholesterol [mmol/L] /
?log[triacyloglicerole [mmol/L] / cholesterol HDL [mmol/L]].

However, high doses of PUFA, especially n-3 PUFA, may even trigger oxidative
stress, which might be easily explained by their high degree of unsaturation that makes
them potential substrates in lipoperoxide formation [10]. On the other hand, in a study
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by Guo et al. [11], a purified linoleic acid from Pinus armandi franch seed oil effec-
tively improved the antioxidant status of hyperlipidemic rats. In the present study, the
type of dietary fat had no effect on the antioxidant statuses of rats (plasma ACW and
ACL levels and GSH/GSSG ratio in the liver, Table 5).

Conclusion

1. Apple seed oil is a valuable source of linoleic acid and oleic acid, and its dietary
addition has slightly better beneficial metabolic effects on rat organism than does
rapeseed oil.

2. When compared with dietary lard, dietary apple seed oil favourably reduces caecal
ammonia formation, plasma triglyceride concentrations and the atherogenic index,
decreases the risk of hepatocellular injury and has no effects on the antioxidant sta-
tus of the organism.
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