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ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2020, 27, 4 (125)

OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Pafstwu nr 4 (125) czasopisma Zywnos$é. Nauka. Technologia.
Jako$¢, w ktorym publikujemy artykuty naukowe o zréznicowanej tematyce z zakresu
nauk o zywnosci 1 zywieniu. Na koncu zeszytu zamiescilismy spis artykulow opubli-
kowanych w roku 2020 oraz wykazy Autorow i Recenzentow.

W Technologu Zywnoéci podajemy informacje o wybranych konferencjach
wspotorganizowanych przez PTTZ. Prosimy jednak o sprawdzanie aktualnych infor-
macji na stronach odpowiednich konferencji lub kontakt z organizatorami, gdyz sytua-
cja pandemiczna wymusza niekiedy zmiany terminéw badz sposobow odbywania kon-
ferencji.

W ramach zapewniania otwartego dostgpu do publikacji z czasopisma Zywnos¢.
Nauka.  Technologia.  Jako$¢ na  stronie internetowej  Wydawnictwa
(http://wydawnictwo.pttz.org) w archiwum wydan dostegpne s3a dla Czytelnikow
wszystkie artykuty z lat 1994 - 2020. Do Panstwa dyspozycji jest takze wyszukiwarka
umozliwiajaca odszukiwanie interesujacych artykulow wedlug roznych kryteriow.
Program udostepniania artykulow prowadziliémy od roku 2016, a jego realizacja byta
mozliwa dzigki corocznemu finansowemu wsparciu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego srodkami przeznaczonymi na dziatalno§¢ upowszechniajacg nauke. Lata
2019 - 2020 byly ostatnimi, w ktorych moglismy korzystac z tego wsparcia.

Zyczymy Panstwu zdrowia i wielu sukcesow w roku 2021.

Krakéw, grudzien 2020 r.

Redaktor Naczelny

[ [

pm\f/dr hab. Lestaw Juszczak



KOMUNIKAT

W latach 2019 — 2020 Wydawnictwo Naukowe PTTZ realizuje zadanie z zakresu
upowszechniania publikacji naukowych, ktore ukazaly sie na tamach czasopisma Zyw-
no$¢. Nauka. Technologia. Jako$¢:

,.Digitalizacja publikacji naukowych wydanych w czasopi$mie Zywno$¢é. Nauka.
Technologia. Jakos¢ w latach 2019-2020 w celu zapewnienia otwartego dostepu do

nich przez sie¢ Internet”.

Zadanie finansowane jest w ramach

umowy nr 900/P-DUN/2019 ze Srod-

\ ‘ Ministerstwo Nauki kéw Ministra Nauki i Szkolnictwa

i Szkolnictwa Wyzszego Wyzszego przeznaczonych na dzia-

talnos¢ upowszechniajgcg nauke.
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MAGDALENA MIKUS, SABINA GALUS

POWLEKANIE ZYWNOSCI - MATERIALY, METODY I ZASTOSOWANIE
W PRZEMYSLE SPOZYWCZYM

Streszczenie

Powlekanie Zywnosci stosowane jest w celu przedtuzenia okresu przydatnosci do spozycia wielu nie-
trwatych, tatwo psujacych si¢ surowcoOw i produktow spozywczych. Powloki jadalne moga zapobiegaé
zmianom barwy, tekstury, rozwojowi niepozadanych mikroorganizméw oraz utracie witamin badz sktad-
nikéw mineralnych. Powinny minimalizowa¢ niekorzystny wptyw dzialania promieniowania stonecznego
oraz wilgoci. Tym samym powloki i filmy jadalne moga przyczynia¢ si¢ do podwyzszania jakosci i bez-
pieczenstwa zywno$ci. Rozwdj opakowan jadalnych moze stanowi¢ korzystng, a z czasem konieczna
alternatywe dla opakowan syntetycznych, m.in. ze wzgledow ekonomicznych oraz zdrowotnych. Coraz
czestsze stosowanie biodegradowalnych powtok jadalnych w wielu branzach przemystu spozywczego ma
na celu ograniczenie zaréwno liczby opakowan jednostkowych, jak i zwickszajacej si¢ ilosci odpadow
zanieczyszczajacych srodowisko. W powlekaniu zywnosci nadal poszukiwane sg rozwigzania pozwalajace
na uzyskanie powtok o zaktadanych wlasciwosciach uzytkowych. Wprowadzanie substancji przeciwdrob-
noustrojowych lub nanomaterialtdow moze wptywaé na zwigkszanie zakresu stosowania powtok jadalnych
oraz decydowac o akceptacji takich produktow przez konsumentéw. Obecnie prowadzone s3 intensywne
badania naukowe w kierunku opracowania efektywnych metod wytwarzania powlok i folii jadalnych oraz
modyfikacji ich wtasciwosci funkcjonalnych. W niniejszej pracy przedstawiono charakterystyke materia-
tow dotychczas stosowanych, jak rowniez nowych — o wlasciwosciach powlokotwoérczych. Scharaktery-
zowano metody ich wytwarzania i zastosowanie w przemysle spozywczym.

Stowa kluczowe: powlekanie zywnos$ci, powloki jadalne, folie jadalne, jako$¢ zywnosci

Wprowadzenie

Nieustajacy wzrost wymagan konsumentéw w stosunku do wprowadzanej na ry-
nek zywno$ci powoduje ciggle doskonalenie produktow spozywczych przez producen-
tow [26]. W ostatnim czasie coraz wigksze zainteresowanie producentow zywnosci
oraz konsumentow wzbudza powlekanie zywnosci, a jadalne folie i powtoki umozli-

Mgr inz. M. Mikus, dr inz. S. Galus, Katedra Inzynierii Zywnosci i Organizacji Produkcji, Instytut Nauk
o Zywnosci, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Nowoursynowska 159 C, 02-776 Warszawa.
Kontakt: sabina_galus@sggw.edu.pl
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wiajg wydluzanie okresu przydatnosci do spozycia wielu produktow spozywczych.
Powlekanie zywnosci jest technologia, w ktorej stosuje si¢ powtoki ochronne z odna-
wialnych, biodegradowalnych i jadalnych sktadnikéw, dlatego oczekuje si¢, ze wplyna
na zmniejszenie zanieczyszczenia Srodowiska, nawet przy zalozeniu, Ze nie zostang
ponownie uzyte. Coraz czes$ciej materialami stosowanymi do otrzymywania powtok
jadalnych sg pozostatosci przemystu spozywczego [6].

Powloke jadalng stanowi cienka warstwa materiatu, ktory zostaje natozony bez-
posrednio na powierzchni¢ produktu spozywczego. Funkcjonalno$¢ powlok zalezy
gtéwnie od materialdéw powlokotworczych oraz warunkow, w jakich powstaja. Sktada
si¢ na to m.in. zastosowany rozpuszczalnik, pH, temperatura, a takze st¢zenie stosowa-
nych sktadnikow [60]. Filmy jadalne to uksztaltowane cienkie warstwy materiatu poza
produktem spozywczym, ktore nadajg si¢ do spozycia i sa stosowane na produkty badz
umieszczane pomigdzy nimi. Zastosowanie powtok jadalnych na produktach zywno-
$ciowych pozwala na zmniejszanie wystgpowania na nich uszkodzen mechanicznych,
oddziatywan fizycznych, chemicznych i mikrobiologicznych. Prowadzone badania
naukowe majg na celu wytworzenie materiatlow biodegradowalnych i ograniczenie
zuzycia opakowan wytwarzanych z materialow syntetycznych [22].

Gloéwng funkcjg powtok jadalnych jest selektywna barierowos¢ wobec pary wod-
nej, tlenu, dwutlenku wegla, substancji aromatycznych oraz olejow. Powloki jadalne
umieszczane na produkcie przez jego zanurzenie lub poprzez spryskiwanie roztworem
powlekajacym moga wptywac na podwyzszanie jakosci, np. owocéw. Istotna jest row-
niez mozliwo$¢ modyfikowania atmosfery, np. wystepujacej wokot owocu, co moze
mie¢ wptyw na poprawe ogdlnego wygladu zewnetrznego powlekanego produktu.
Odpowiedni dobor powtoki umozliwia rowniez ograniczenie aktywnosci oksydazy
polifenolowej, wptywajacej na brazowienie i odbarwianie si¢ owocoOw [39].

Zastosowanie powtok jadalnych jest do$¢ tanig metoda stosowang zazwyczaj jako
dodatkowa operacja w procesie produkcyjnym, pozwalajgca na utrzymanie jako$ci
oraz $wiezosci produktow. Powloki jadalne zwigkszaja rowniez atrakcyjnos¢ produktu,
np. poprzez jego nabtyszczanie, lecz nie powinny wpltywac na zmiang smaku powle-
czonego produktu. Zapewni to tym samym oczekiwang akceptowalno$¢ sensoryczng
[45]. Produkty spozywcze, ktore sg podatne na reakcje utleniania i enzymatyczne brg-
zowienie w trakcie przechowywania, moga charakteryzowac¢ si¢ widocznymi wadami,
takimi jak zmiana barwy lub utrata wilgoci. Zastosowanie powtok umozliwia ograni-
czenie wystgpowania tych zmian, jak rowniez wptywa na poprawienie atrakcyjnosci
wizualnej produktow. Powloki jadalne umozliwiajg utrzymanie odpowiedniej tekstury
produktéw spozywczych dzigki zastosowaniu dodatkow, takich jak jony wapnia. Utra-
ta wilgoci produktu przyczynia si¢ do wystepowania strat ekonomicznych, dlatego jako
jeden ze sktadnikdéw powtok stosuje si¢ nierozpuszczalne lub stabo rozpuszczalne sub-
stancje wptywajace na zmniejszanie ich przepuszczalnosci [5].



POWLEKANIE ZYWNOSCI — MATERIALY, METODY I ZASTOSOWANIE W PRZEMYSLE SPOZYWCZYM 7

Biodegradowalne powtoki jadalne sg stosowane réwniez do ochrony produktow
zywnosciowych przed niekorzystng dziatalnoscig drobnoustrojow, a takze stanowig
ochron¢ produktu przed uszkodzeniami mechanicznymi, fizycznymi i chemicznymi.
Moga réwniez stanowi¢ nosnik substancji dodatkowych, np. przeciwdrobnoustrojo-
wych, przeciwutleniajacych, zapobiegajacych bragzowieniu, wplywajacych tym samym
na zachowanie odpowiedniej jakoSci i bezpieczenstwa zywno$ci. Powtoki jadalne
oprocz petnienia funkcji barierowych zwickszajacych stabilnos¢ zywnosci, mogg row-
niez w pozadany sposéb oddzialywaé z powlekanymi produktami zywnoSciowymi
1 otaczajacym je srodowiskiem, tworzac aktywng powloke. Aktywne wiasciwosci po-
wloki umozliwiaja powolne uwalnianie np. substancji przeciwdrobnoustrojowych,
wplywajac na spowolnienie proceséw degradacji zywnos$ci lub usunigcie niepozada-
nych zwigzkow, ktore przyczyniajg si¢ do jej rozktadu [14].

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka technologii powlekania Zzywnosci,
materialow powlokotworczych oraz metod ich wytwarzania wraz z przedstawieniem
przyktadow zastosowan powlok jadalnych w przemysle spozywczym.

Materialy powlokotwércze

Wsrod materiatdw stosowanych do tworzenia powtok jadalnych wyr6znia si¢ po-
lisacharydy, biatka i tluszcze, jak rowniez ich potaczenia dwu- lub wielosktadnikowe.
Podzial materiatéw powlokotworczych przedstawiono na rys. 1. Obecnie poszukuje si¢
rowniez nowych materialow o wilasciwosciach powlokotworczych z przeznaczeniem
na ochronne powtoki jadalne badz folie biodegradowalne.

Polisacharydy

Jadalne powtoki polisacharydowe charakteryzuja si¢ niska przenikalnoscig tlenu,
co korzystnie wplywa na ograniczenie reakcji utleniania w produktach zywnoscio-
wych. Ze wzgledu na hydrofilowe wlasciwosci powloki te sg stabg bariera dla wody,
a nierozpuszczalno$¢ powlok mozna uzyskac¢ za pomoca reakcji sieciowania. Powtoki
otrzymane na bazie polisacharydéw zazwyczaj sg bezbarwne, charakteryzujg si¢ dobra
stabilnoscig i biodegradowalnoscia. Do gtownych polisacharydéw powlokotworczych
zalicza si¢ celuloze, skrobig, pektyny, karagen, alginiany i pullulan [51].

Celuloza stanowigca surowiec powszechnie dostgpny, odnawialny oraz biokom-
patybilny znalazta zastosowanie w powlekaniu produktow zywnosciowych. Jedna
z pochodnych celulozy jest karboksymetyloceluloza, ktorej wodny roztwor wykazuje
korzystne wilasciwosci powlokotworcze i1 stanowi na powierzchni owocoéw oraz wa-
rzyw barier¢ dla $wiatla. Zastosowanie karboksymetylocelulozy przy wytwarzaniu
powlok jadalnych korzystnie wplywa takze na spowolnienie procesow oddychania
komoérkowego owocdw 1 warzyw, co powoduje wydtuzenie trwalosci powlekanego
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produktu [65]. Biodegradowalnym polimerem pochodzacym z celulozy jest takze hy-
droksypropylometyloceluloza, ktdrg stosuje si¢ do otrzymywania przezroczystych
1 bezwonnych powtok. Stanowig one barier¢ dla olejow. W celu wzmocnienia wlasci-
wosci hydrofilowych i ograniczenia przenikania pary wodnej dodatkowo stosowane sg
nanowltokna celulozowe [36].

Skrobia jest jednym z najbardziej dostgpnych surowcoOw pochodzenia roslinnego,
ktory stanowi materiat zapasowy ro$lin i jest akumulowany w bulwach, korzeniach
oraz nasionach. Jest naturalnym biopolimerem odgrywajacym kluczowg rolg¢ w techno-
logii zywnosci, zwlaszcza przy okreslaniu wtasciwosci reologicznych zywnosci. Moze
by¢ rowniez stosowana jako element materiatu opakowaniowego, poniewaz odznacza
si¢ korzystnymi wiasciwosciami funkcjonalnymi, jest tansza od polietylenu, biodegra-
dowalna i tatwo ulega obrobce technologicznej [9]. Powloki jadalne wytworzone wy-
tacznie ze skrobi sg kruche, dlatego stosuje si¢ dodatek lipidow i gum, ktore wplywaja
na modyfikacje wlasciwosci mechanicznych. Ponadto ich mieszanki nadajg zywno$ci
nowe wlasciwosci teksturalne, m.in. zwigkszaja zdolno$¢ do zatrzymywania wody
[16].

Pektyny sa polisacharydami pochodzenia roslinnego. Znajduja coraz szersze za-
stosowanie w sektorze spozywczym ze wzgledu na doskonalg barierowos¢ wobec tle-
nu, lipidow oraz zwiazkow zapachowych. Valdés i wsp. [63] zaobserwowali, ze po-
wloki mogg by¢ odpowiednimi no$nikami zwigzkoéw aktywnych, do ktorych zalicza si¢
substancje wptywajace na wzmocnienie struktury (np. nanoczasteczki tlenku cynku),
substancje ograniczajace rozwo6j drobnoustrojow (np. chitozan), a takze przeciwutle-
niacze (np. olejki eteryczne). Poprzez polaczenie z innymi polimerami (np. chitozan,
alginian) powtoki charakteryzuja si¢ wigksza stabilnoscia, jednak nadal istnieje potrze-
ba prowadzenia badan dotyczacych opracowania efektywniejszych bton pektynowych
do pakowania zywno$ci w skali laboratoryjnej, jak rowniez w skali przemyslowe;.
Pektyny moga rownowazy¢ takze niekorzystne skutki wynikajace z zastosowania pla-
styfikatorow. Dzigki tworzeniu wigzan wodorowych migdzy pektynami i tancuchami
skrobiowymi mozna zaobserwowaé korzystne zmiany wilasciwosci mechanicznych.
W przypadku wystepowania wickszej zawartosci skrobi w przygotowanym roztworze
powlokotworczym obserwuje si¢ wyzsza odporno$¢ mechaniczng [29].

Karagen jest polisacharydem pozyskiwanym na drodze ekstrakcji z czerwonych
wodorostow. Jest réwniez okreslany jako zlozona mieszanina zawierajaca kilka poli-
merdéw galaktozy, ktore ulegaja rozpuszczeniu w wodzie [35]. Unikatowe wiasciwosci
karagenu, do ktorych zalicza si¢ jego bioaktywnos¢, biokompatybilnos¢ oraz biodegra-
dowalnos¢, powodujg, ze biopolimer ten jest stosowany w przemysle spozywczym
jako substancja zelujgca, stabilizujgca lub emulgujaca, a takze jako srodek wchodzacy
w sktad folii i powtok jadalnych, Konieczne sg jednak dalsze badania karagenu w celu
wzmocnienia jego wlasciwosci mechanicznych oraz barierowych w stosunku do pary
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wodnej, aby mogt by¢ powszechnie stosowany jako material opakowaniowy. W tym
celu zalecany jest dodatek zwigzkéw o charakterze hydrofobowym oraz srodkow sie-
ciujacych [48].

Alginiany pozyskiwane z wodorostow 1 rozpuszczalne w wodzie sg polisachary-
dami powszechnie stosowanymi podczas wytwarzania materialow blonotworczych.
Stanowig ekologiczng alternatywe w stosunku do syntetycznych polimerow. Powtoki
zawierajace alginiany, oprocz dobrych wlasciwosci powtokotworczych, charakteryzuja
sic wysoka odporno$cig na migracje thuszczow [56]. Mala przepuszczalnos¢ powtok
jadalnych moze mie¢ wptyw na spowolnienie procesu utleniania lipidéw, np. w wa-
rzywach oraz owocach, co powoduje ograniczenie wzrostu mikroflory oraz zmniejsze-
nie ubytku masy. Zastosowanie powtok na bazie alginianu pozwala na podwyzszenie
jakosci nietrwatych owocoéw oraz warzyw poprzez ograniczenie strat wilgoci, smaku,
barwy, a takze poprzez zminimalizowanie wyst¢pujacych procesow kurczenia sig,
wchtaniania oleju oraz jelczenia oksydacyjnego [44].

Pullulan jest polisacharydem wytwarzanym przez gatunki grzybow Aureobasi-
dium, zwtaszcza Aureobasidium pullulans. Szerokie zastosowanie pullulanu jest
znacznie ograniczone ze wzgledu na jego ceng. Filmy stworzone na bazie pullulanu
tatwo ulegaja rozpuszczeniu w wodzie, charakteryzujg si¢ barierowoscia wobec tlenu,
a takze wptywaja na ochron¢ wystepujacych w zywnosci witamin. Folie jadalne z pul-
lulanu moga by¢ stosowane jako material opakowaniowy do takich produktow, jak:
orzechy, makaron, wyroby cukiernicze, a takze warzywa i mig¢so. Ponadto pullulan
moze by¢ uzywany do zastgpowania skrobi w preparatach spozywczych okre$lanych
jako niskokaloryczne [2].

Biatka

W celu uzyskania odpowiednich wiasciwosci filmow jadalnych do okreslonych
zastosowan struktura bialek, bedacych makroczasteczkami o konkretnych sekwencjach
aminokwasow, moze zosta¢ dostosowana poprzez modyfikacje enzymatyczne, che-
miczne lub fizyczne. Uzyskiwane folie sg niestety znacznie stabsze niz materiaty syn-
tetyczne. Filmy biatkowe stosowane do powlekania lub pakowania zywnosci stanowig
doskonatg barier¢ wobec tlenu, dwutlenku wegla i lipidow, lecz charakteryzujg si¢
wrazliwo$cig na par¢ wodna 1 wodg [13].

Biatka mleka stosowane w przemysle spozywczym to biatka serwatki, ktore cha-
rakteryzuja si¢ wicloma cennymi cechami, m.in. sg bezbarwne, bezwonne i nie maja
smaku. Powtoki jadalne zawierajgce biatka mleka sg elastyczne oraz stanowig dobra
barier¢ wobec aromatéw [42]. Ponadto powtoki i1 filmy jadalne zawierajace biatka
mleka charakteryzuja si¢ barierowo$cig w stosunku do gazéw. Obecno$¢ laktozy
wplywa na wystepowanie krystalizacji podczas procesu tworzenia filméw jadalnych,
przez co uzyskiwane filmy sg niejednorodne i charakteryzuja si¢ ostabieniem przy-
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czepno$ci do powierzchni. Zapobiega si¢ temu, stosujagc dodatek sorbinianu potasu
[59].

Kolagen, czyli biatko pochodzenia zwierzecego wystepujace gtownie w tkankach
tacznych (np. w S$ciggnach, chrzgstkach, btonach tgcznotkankowych), odznacza sig¢
duza wytrzymaltos$cig na rozcigganie oraz stabilnoscig. Ostatnio szerokie zastosowanie
w produkcji zywnosci zyskat kolagen pochodzacy z ryb, gabek oraz meduz. Folii kola-
genowych powszechnie uzywa si¢ jako ostonek do produkcji réoznego rodzaju kietbas.
Po zastosowaniu obrobki cieplnej mozliwe jest tatwiejsze usuwanie elastycznej war-
stwy. Ostonka kolagenowa zwigksza soczystos¢ produktu. Kawatki migsa wotowego
zapakowane w ostonki kolagenowe i poddane mrozeniu przez 20 tygodni poréwnano
z kawatkami migsa zapakowanymi w foli¢ z tworzywa sztucznego i przechowywanymi
w takich samych warunkach. W odniesieniu do probek kontrolnych nie zaobserwowa-
no roznic pod wzgledem barwy, wzrostu drobnoustrojow oraz cech sensorycznych
[25].

Zelatyna sktada si¢ z aminokwaséw wystepujacych w odpowiedniej sekwencji,
wsrod ktorych najwickszy udziat maja glicyna, prolina oraz hydroksyprolina. Ze
wzgledu na duza biokompatybilnos¢, plastyczno$¢ oraz zdolnosci do biodegradacji,
zelatyna znajduje zastosowanie jako sktadnik folii biopolimerowych [27]. Ze wzgledu
jednak na hydrofilowy charakter powtoki zelatynowe stanowig staba barier¢ dla wody.
W celu poprawy wtasciwosci tych powlok stosuje sie¢ dodatek olejkow o charakterze
hydrofobowym, np. z trawy cytrynowej, bazylii oraz migty [57].

Izolat biatka sojowego, pozyskiwany z odpadow powstajacych podczas wytwa-
rzania oleju sojowego, charakteryzuje si¢ dobrymi wiasciwosciami funkcjonalnymi. Ze
wzgledu na zdolnos¢ do zelowania i emulgowania jest on okreslany jako potencjalny
surowiec, ktory moze by¢ wykorzystywany do wytwarzania folii jadalnych. Folie wy-
konane na bazie izolatu biatka sojowego majg zotte zabarwienie, sg elastyczne i cha-
rakteryzujg si¢ znaczna barierowo$cig wobec tlenu, natomiast niska — wobec pary
wodnej. Ponadto mogg stanowi¢ matryce umozliwiajacg dodatek zwigzkoéw bioaktyw-
nych [50].

Zeina to biatko otrzymywane z bielma kukurydzy. Stosowane do powlekania pro-
duktow zywnosciowych wykazuje korzystny wptyw na utrzymanie barwy przy jedno-
czesnym zachowaniu jedrnosci $wiezego produktu. Ze wzgledu na hydrofobowy cha-
rakter stanowi dobrg bariere dla wody. Powloki jadalne wykonywane na bazie zeiny
1 charakteryzujace si¢ znacznym potyskiem umozliwiajg uzyskanie oczekiwanej od-
pornosci na dziatanie thuszczéw. Powtoki te, stosowane na produktach spozywczych,
zapewniajg zachowanie odpowiedniej jako$ci produktu, dzialajac jako dobra bariera
w stosunku do tlenu. Zeina moze stanowi¢ perspektywiczny biopolimer stosowany
w przemysle spozywczym i zywieniowym ze wzglgdu na dostepnos¢ biodegradowal-
no$¢ oraz wlasciwosci btonotworcze [31].
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Ttuszcze

Filmy oraz powloki jadalne otrzymywane na bazie lipidow w porownaniu z fil-
mami i powlokami otrzymywanymi na bazie bialek charakteryzuja si¢ doskonatymi
wlasciwosciami barierowymi w stosunku do wilgoci. Folie lipidowe sg jednak wyjat-
kowo kruche, a ze wzgledu na ich hydrofobowo$¢ charakteryzujg si¢ takze wigksza
gruboscig [28]. Lipidowe filmy i powtoki jadalne tworzy si¢ z wosku pszczelego, wo-
sku candelilla, wosku carnauba, szelaku badz olejow roslinnych.

Wosk pszczeli stosuje si¢ najczesciej do powlekania owocow 1 warzyw. Ma na
celu ochrone przed utratg wody i przenikaniem drobnoustrojéw, a tym samym zacho-
wanie wysokiej jako$ci produktu przez jak najdluzszy czas. Woskowanie zapobiega
utracie masy nawet o 50 %. Réwnoczesnie powtoka z wosku pszczelego wptywa ko-
rzystnie na wyglad produktu poprzez zwigkszenie jego potysku [32]. Ze wzgledu na
wiasciwosci hydrofobowe wosk pszczeli stanowi doskonatg bariere dla wilgoci w wy-
twarzanych powlokach jadalnych [18].

Wosk candelilla jest jadalnym biodegradowalnym biopolimerem stosowanym do
otrzymywania powlok jadalnych. Pozyskuje si¢ go z rosliny Euphorbia antisyphilitica
Zucc. Wosk candelilla charakteryzuje si¢ twardoscig posrednig mi¢dzy woskiem car-
nauba a woskiem pszczelim i stanowi jedng z najlepszych barier dla wilgoci i gazow.
Dodatek wosku candellila stosuje si¢ w celu zmniejszenia kruchosci powtok i zwigk-
szenia ich elastyczno$ci poprzez zmniejszenie sit wewnatrzczasteczkowych wystepuja-
cych w tancuchach polimeru [3].

Wosk carnauba pozyskiwany z lisci Copernicia prunifera jest najtwardszy z wo-
skow Jego dodatek do roztworu powtokotwoérczego powoduje, ze zmniejszona zostaje
przepuszczalno$¢ pary wodnej oraz rozpuszczalno$¢ folii. Ponadto zastosowanie wo-
sku carnauba do filméw z dodatkiem biatek serwatkowych powoduje lepsze krycie
folii, a takze zmniejsza wytrzymato$¢ folii na rozciaganie [19].

Szelak nalezy do polimeréw lipidowych i charakteryzuje si¢ bardzo dobrymi wta-
$ciwosciami barierowymi w stosunku do wilgoci, wynikajacymi z wosku stanowigcego
jego znaczny sktadnik. Produkty pokryte powtoka zawierajaca szelak charakteryzuja
si¢ blyszczaca powierzchnia, zwigkszajaca ich atrakcyjnos¢. Wraz z wydhuzaniem
czasu ekspozycji produktu na promieniowanie UV tendencja do zmniejszania potysku
jest nieznaczna. Powloki szelakowe sg czesto stosowane do powlekania roznego rodza-
ju produktow takze dlatego, ze umozliwiajg uzyskanie znacznej przyczepnosci powtoki
do produktu. Omawiane powloki przejawiajg rowniez pewne wady. Charakteryzuja si¢
mata wytrzymato§cia mechaniczng, czego skutkiem moze by¢ tendencja do pekania
powtoki. Ponadto wraz ze wzrostem ilo$ci zastosowanej powloki smak produktu moze
ulec niekorzystnej zmianie. Obecno$¢ grup karboksylowych w strukturze szelaku
wplywa na jego rozpuszczalno$é, ktora zachodzi juz przy pH wynoszacym ok. 7 i mo-
ze zwigkszac si¢ wraz ze wzrostem pH [37].
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Oleje roslinne mogg by¢ stosowane do wytwarzania emulsyjnych powtok jadal-
nych (np. w polaczeniu z polisacharydami) i umozliwiaja otrzymanie przezroczystych
materiatlow powlokotworczych. Wyjatkiem jest stosowanie oleju z owocdw olejowca
gwinejskiego (Elaeis guineensis), ktory nadaje powloce charakterystyczng pomaran-
czowo-czerwong barwe, wynikajaca z duzej zawartosci karotenoidow. Korzystny
wplyw na tworzenie powlok z olejami ro§linnymi ma jednorodne rozproszenie mniej-
szych kropelek lipidow w emulsji, poniewaz zwigkszona zostaje odpornos¢ powtoki na
oddziatywanie pary wodnej [55].

Powloki wielosktadnikowe

Materiatami powlokotworczymi sg rowniez potaczenia wielosktadnikowe weglo-
wodanow, biatek i thuszczow. Do tworzenia powtok jadalnych sposrod biatek najczeg-
$ciej stosuje si¢ biatka sojowe, albuminy, kolagen i biatka mleka. Sktadnikami weglo-
wodanowymi moga byc¢: skrobia wraz z produktami powstajacymi podczas jej
hydrolizy, metyloceluloza, hydroksypropyloceluloza, karboksymetyloceluloza lub
metyloceluloza. Do lipidowych sktadnikow powtok jadalnych mozna zaliczy¢ wyzsze
kwasy ttuszczowe, mono-, di-, triacyloglicerole i oleje jadalne [20]. Wielosktadnikowe
warstwy ochronne na warzywa i owoce powinny zawiera¢ zwiazki przypominajace
woski naturalne [34]. Taka wielosktadnikowa budowa powlok umozliwia uzyskanie
warstw o oczekiwanych wilasciwosciach uzytkowych, a odpowiednio dobrany sktad
powloki jadalnej wptywa na zmniejszenie ubytkow wilgoci, powstawanie w naturalny
sposob oczekiwanego skladu atmosfery, a takze zachowanie wartosci odzywczej
i prozdrowotnej produktu [33]. W celu zwigkszenia funkcjonalnosci powtok stosuje sie
niewielkie dodatki jadalnych sktadnikow chemicznych (m.in. plastyfikatorow, emulga-
toréw, ekstraktéw roslinnych, zwigzkéw zapachowych) do blony lub matrycy powle-
kajacej. Moga one wptywac zarowno na wzmacnianie cech mechanicznych, zwigksza-
nie przyczepnosci i stabilnosci, jak rowniez na poprawe bezpieczenstwa i jako$ci
zywnosci [30, 40]. Bezpieczenstwo zywnosci jest bowiem okreslane jako: ogot warun-
kow, ktore musza by¢ spetnione, dotyczacych w szczegdlnosci: stosowanych substan-
cji dodatkowych i aromatow, poziomow substancji zanieczyszczajacych, pozostatosci
pestycyddéw, warunkow napromieniania zywnos$ci, cech organoleptycznych i dziatan,
ktére muszg by¢ podejmowane na wszystkich etapach produkcji lub obrotu zywnos$ci —
w celu zapewnienia zdrowia i zycia cztowieka. Przyktadowe skladniki wystepujace
w powtokach jadalnych i ich funkcje przedstawiono w tab. 1.

Nowe zZrodta materiatow powtokotworczych

Rozwo6j wiedzy w dziedzinie materiatoznawstwa umozliwia tworzenie nowych
powlok opakowaniowych, ktore nie wywierajg szkodliwego wplywu na srodowisko.
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Tabela 1. Przyktadowe sktadniki wystgpujace w powlokach jadalnych i ich funkcje
Table 1.  Examples of ingredients incorporated in edible coatings and their functions

Sktadnik powloki . . Lit.
Coating ingredient Funkeja / Function Ref.
Chitozan / Chitosan Efekt przeciwgrzybiczny / Antifungal effect [61]
Wzmocnienie wlasciwosci mechanicznych, strukturalnych
Nanoczasteczki tlenku cynku (ZnO) | oraz barierowych; dziatanie bakteriobdjcze [27]
Zinc oxide nanoparticles (ZnO) Strengthening mechanical, structural and barrier properties;
bactericidal effect
Ekstrakt z zielonej herbaty Efekt przeciwutleniajacy / Antioxidant effect [58]
Green tea extract
Alginian sodu Efekt bakteriobojczy oraz barierowy dla olejow (58]
Sodium alginate Bactericidal and barier effect to oils
Miod / Honey Efekt przeciwbakteryjny / Antibacterial effect [38]
Efekt barierowy dla wody i tlenu
Gluten pszenny / Wheat gluten Barier effect to water and oxygen [56]
Pullulan Efekt barierowy dla tlenu / Barrier effect to oxygen [2]
.. . Efekt barierowy dla olejow i thuszczow
Alginiany / Alginates Barrier effect to oils and lipids [59]
Hydroksypropylometyloceluloza . ., . .
Efekt barierowy dla olejéw / Barrier effect to oils [35]
Hydroxypropyl methylcellulose
Biatka mleka / Milk proteins Efekt barierowy dla gazow / Barrier effect to gases [64]
Wosk candelilla / Candlilla wax Efek.t barierowy dla'wﬂgom L gazow [3]
Barrier effect to moisture and gases
Szelak / Shellac Efekt barierowy dla wilgoci / Barrier effect to moisture [36]

Zrédtem takich materialdéw moga by¢ np. odpady pochodzace z przemyshu spozywcze-
go, ktore do tej pory przysparzaty wiele probleméw zwigzanych z utylizacjg. Ich uzy-
cie ma na celu zastgpienie materialow pochodzacych z paliw kopalnych oraz Zrodet
okreslanych jako nieodnawialne [47].

Jako nowy material powlokotworczy mozna zastosowa¢ maki wytwarzane z ro-
$lin stragczkowych. Charakteryzuja si¢ one nie tylko dobrymi wtasciwosciami powtoko-
tworczymi, ale stanowig takze cenne zrodto biatek, witamin oraz zwigzkow mineral-
nych. Przyktadem wykorzystania takich surowcow sa jadalne powloki wytworzone
zmaki z zielonego groszku przez Giosafatto i wsp. [22], natomiast Diaz i wsp. [15]
przygotowali powloki bazujagce na mace z ciecierzycy, okreslanej jako dobre zrodto
biatek i weglowodanow, a takze zawierajacej znaczne ilosci btonnika pokarmowego.
Ciecierzyca, mimo ze nie jest sklasyfikowana jako roslina oleista, zawiera wigcej lipi-
dow niz inne ros$liny straczkowe. Z kolei do wytworzenia powlok jadalnych Ochoa-
Yepes i wsp. [49] wykorzystali skrobie z manioku. Badacze zastosowali takze dodatek
maki z soczewicy, jako produktu uzyskanego z pozostatosci pochodzacych z produkcji
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biatka z ziarna soczewicy, ktora charakteryzowata si¢ znaczng zawartoscig btonnika
pokarmowego (6,3 %). Jej dodatek spowodowal, Ze uzyskane powtoki jadalne charak-
teryzowaly si¢ wigksza wytrzymatos$ciag na zerwanie, wigkszg sprezystoscig oraz ela-
stycznoscig. Wszystkie uzyskane powtoki ulegly biodegradacji w ciggu 3 tygodni.

Do nowych zrédel materiatow btonotworczych mozna zaliczy¢ make baktazano-
wa, ktorej Nouraddini i wsp. [47] uzyli do tworzenia powtok jadalnych. Do czgéci wy-
twarzanych powltok wymienieni autorzy wykorzystali réwniez dodatek skrobi kukury-
dzianej. Otrzymane powloki z maki baktazanowej wykazywaly zdolnosci
btonotworcze, lecz charakteryzowaly si¢ stabszymi wlasciwosciami mechanicznymi
1 mniejszg przepuszczalnoscig pary wodnej w poréwnaniu z powlokami wytworzonymi
z dodatkiem skrobi kukurydzianej. Przygotowane powloki ulegty catkowitej biodegra-
dacji po uptywie 14 dni. Ze wzgledu na duzg zawartos¢ przeciwutleniaczy maka bakta-
zanowa moze sta¢ si¢ w przyszitosci poszukiwanym materialem powtokotworczym,
zabezpieczajacym produkty zywnosciowe przed procesami utleniania.

Jak juz nadmieniono, szczegodlne zainteresowanie wytwarzaniem powlok jadal-
nych wiaze si¢ z pozostalosciami pochodzacymi z przetworstwa branzy owocowo-
warzywnej. Wynosza one ok. 0,5 miliarda ton rocznie i sg coraz cz¢s$ciej wykorzysty-
wane do produkcji mak. Mozna stwierdzi¢, ze stanowia perspektywiczny surowiec do
wytwarzania materialow powtokotworczych [54].

Andrade i wsp. [4] opracowali jadalne filmy, ktére zawieralty make wytworzona
z pozostatosci owocoéw i warzyw. Filmy charakteryzowaly si¢ jednorodnoscig oraz
cechowaty si¢ elastycznoscig, mimo ze nie zawieraty plastyfikatorow. Gutiérrez i wsp.
[24] wykazali natomiast, ze do wytwarzania materialdw powlokotwodrczych mozna
uzywac takze odpadow powstajacych przy produkcji wina. Pozostatosci, takie jak
skorki 1 nasiona winogron, charakteryzujace si¢ duza zawartoscig sktadnikow odzyw-
czych, wptywaja na modyfikacj¢ wtasciwosci strukturalnych i mechanicznych powlok
jadalnych tworzonych na bazie skrobi. Wystepujacy w odpadach winogron kwas cy-
trynowy charakteryzuje si¢ zdolnoscia generowania reakcji sieciowania, ktore moga
zachodzi¢ pomiedzy tancuchami skrobiowymi a polifenolami i cukrami w tworzonych
filmach jadalnych i dziata¢ jako $rodki plastyfikujace.

Jedng z najbardziej znanych naturalnych substancji dodatkowych do zywnosci
jest guma arabska, charakteryzujaca si¢ wlasciwosciami stabilizujgcymi, emulgujacymi
oraz wigzacymi. Z tego wzgledu czesto jest stosowana jako dodatek do lodow, galare-
tek, syropéw oraz gum do zucia. W ostatnich latach guma arabska byla analizowana
jako $rodek blonotwoérczy w polewach cukierniczych [53]. Bnuyan i wsp. [11] dowie-
dli, ze guma arabska zapobiega rozwojowi bakterii i grzybow, m.in.: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmo-
nella typhi i1 Candida albicans.
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W poréwnaniu z gumg arabska skuteczniejszymi wlasciwosciami emulgujgcymi
odznacza si¢ guma migdalowa, zawierajaca przy tym duzo pierwiastkdw, m.in. sodu,
potasu, magnezu, wapnia oraz zelaza. Guma migdalowa jest takze dobrym zrddlem
przeciwutleniaczy i srodkow przeciwdrobnoustrojowych, ktore wpltywajg na zwigksze-
nie aktywnosci biologicznej oraz wilasciwosci funkcjonalnych zywnosci [8]. Guma
migdatowa w przysztosci moze sta¢ si¢ skutecznym substytutem gumy arabskiej i by¢
powszechnie stosowana do powlekania owocow oraz warzyw podczas ich przechowy-
wania po zbiorze [38].

Plastyfikatory i dodatki funkcjonalne

Do modyfikowania elastycznosci powlok jadalnych czesto stosowane sg plastyfi-
katory, czyli nielotne zwigzki o malej masie czasteczkowej dodawane bezposrednio do
mieszanin powlokotworczych. Naleza do nich m.in. glicerol, sorbitol, sacharoza, glikol
polietylenowy, kwasy tluszczowe oraz monoacyloglicerole charakteryzujace si¢ matg
masg czasteczkowa. W zalezno$ci od rodzaju powtoki zawartos¢ plastyfikatora wynosi
10 + 60 % [58]. Dodatek plastyfikatorow powoduje zmniejszenie sit miedzyczastecz-
kowych wystepujacych wzdtuz tancuchéw polimerowych, a uzyskane powtoki sa bar-
dziej elastyczne i rozciggliwe. Ograniczona zostaje mozliwos¢ kurczenia si¢ podczas
przenoszenia i przechowywania oraz pgkanie powlok, lecz wlaczenie zbyt duzej ilosci
tych substancji do struktury moze prowadzi¢ do rozdziatu fazowego oraz ich krystali-
zacji na powierzchni produktu koncowego [64].

Oprocz whasciwosci barierowych wobec gazow 1 wilgoci powtoki jadalne moga
by¢ nosnikiem substancji przeciwdrobnoustrojowych, zapobiegajacych rozwojowi
bakterii patogennych, a takze no$nikiem przeciwutleniaczy, aromatow, barwnikow,
enzymow 1 sktadnikow odzywczych, co wedlug konsumentow zwicksza atrakcyjnosc
produktu [7]. Zazwyczaj substancje o charakterze przeciwdrobnoustrojowym dodawa-
ne s3 bezposrednio do zywnosci, przez co moze nastgpi¢ ograniczenie aktywnoS$ci
funkcjonalnej dodawanej substancji. Zatem zastosowanie powloki moze okazaé sig¢
bardziej skuteczne niz bezposredni dodatek takiej substancji do produktu, poniewaz
substancje te moga migrowac selektywnie na powierzchnie zywnosci [26]. Wszystkie
stosowane sktadniki niezb¢dne do przygotowania roztworéw powlokotworczych po-
winny mie¢ jak najmniejszy wptyw na jakos$¢ sensoryczng produktow. Istotne jest, aby
zachowana zostata odpowiednia barwa powlekanego produktu, poniewaz jej zmiana
moze sugerowacé, ze produkt utracit swojg Swiezos¢ lub jest niedojrzaty [46].

Metody powlekania

Dobér techniki wytwarzania jest waznym czynnikiem wptywajacym na uzyskanie
odpowiedniej przyczepnos$ci, trwalosci i spojnosci stosowanych powltok jadalnych.
Powtoki sktadajace si¢ z kilku warstw zwykle charakteryzujg si¢ wigkszg wytrzymato-
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$cig na rozcigganie od zlozonych z jednej warstwy. W przypadku powlok wielowar-
stwowych moga wystepowaé duze réznice energii powierzchniowej na granicy mi¢dzy
warstwami, co skutkuje ich rozdzielaniem. Do metod wytwarzania powtok zalicza si¢
wylewanie, powlekanie, ekstruzje i natryskiwanie [41].

Najcze$ciej stosowang metodg otrzymywania powtok jadalnych w skali laborato-
ryjnej jest wylewanie, zwane rowniez metodg na mokro. Polega ono na wylaniu przy-
gotowanej wczesniej zawiesiny na ptytki. Technika ta jest preferowana z tego wzgledu,
ze umozliwia kontrole grubosci powtok poprzez odmierzenie pozadanej ilo$ci zawiesi-
ny umieszczanej na ptytce. Nie jest jednak odpowiednig metoda do tworzenia bton
o dtugosci przekraczajacej 25 - 30 cm, poniewaz wtedy trudniej kontrolowac i1 uzyski-
wac identyczng grubos$¢ powtok. Znacznemu wydluzeniu ulega takze czas schnigcia
powtok. W tej metodzie wazng rolg¢ odgrywajg warunki suszenia. Suszenie jest prze-
prowadzane w temperaturze pokojowej lub w suszarce z wymuszonym obiegiem po-
wietrza, w ktorej temperatura zazwyczaj osigga poziom 30 - 40 °C, a czas suszenia
wynosi 10 + 24 h. Uniemozliwia to stosowanie tej techniki na skale przemystowa.
Istotne znaczenie w metodzie na mokro ma rowniez dobor odpowiedniego rozpusz-
czalnika, plastyfikatora lub innych stosowanych dodatkéw [43]. Prowadzone sg bada-
nia w kierunku skrocenia czasu suszenia materialdow powtokotworczych poprzez zasto-
sowanie wyzszych temperatur i nizszych wilgotnosci wzglednych $rodowiska w celu
szerszego zastosowania powlekania w przemysle spozywczym.

Podczas przeprowadzania procesu powlekania mozna zaobserwowaé wystepowa-
nie dwoch zjawisk fizycznych — kohezji oraz adhezji. Kohezja jest zjawiskiem fizycz-
nym wystepujacym w strukturze powtoki, natomiast adhezja wystepuje pomiedzy po-
wloka 1 powierzchnig powlekanego produktu. Proces powlekania prowadzony jest przy
uzyciu powlekarek (proszkowe, strumieniowe oraz $limakowe), a takze innych urza-
dzen, m.in. wirowek, mieszalnikow i suszarek rozpytowych [21].

Inng technika stosowang do utworzenia powtoki jest metoda natryskiwania, pole-
gajaca na rozprowadzaniu roztworu za pomocg dysz na powierzchni produktu zywno-
Sciowego. Metoda ta pozwala na uzyskiwanie jednolitych, jednowarstwowych Iub
wielowarstwowych powtok o duzych powierzchniach [52]. Dodatkowo, systemy natry-
skowe dzigki automatyzacji umozliwiaja wykonywanie pracy w trybie cigglym, nie
powodujg powstawania zanieczyszczen w przygotowanych roztworach do powlekania
1 ulatwiajg kontrole ich temperatury. Na prawidtowy przebieg procesu istotny wplyw
ma odpowiedni dobér dysz 1 wlasciwosci stosowanej cieczy (lepko$¢, gestos$¢, napiccie
powierzchniowe) [4].

Metodg produkcji folii jadalnych jest rowniez proces ekstruzji, ktory moze by¢
prowadzony w ekstruderze. Stosuje si¢ rozne warunki oraz slimaki o réznej predkosci,
dhugosci i srednicy. Réznice w parametrach procesu ekstruzji wynikajg gtownie z cha-
rakteru zastosowanych substancji, m.in. denaturacja termiczna bialek jest r6zna. Biatka
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serwatkowe zaczynajg denaturowa¢ w temp. 70 °C, podczas gdy gluten pszenny czy
biatka sojowe wymagajg temp. 90 °C. Parametry uzaleznione sg jednak $cisle od skta-
du surowcowego roztworow powlokotworczych, w tym stezenia biopolimeru lub wta-
sciwosci rozpuszczalnika. Istotny wplyw na przebieg procesu ma zastosowanie odpo-
wiedniej temperatury oraz szybko$ci dodawania sktadnikoéw, takich jak np.
stabilizatory, na poczatku i w trakcie przeprowadzania procesu wytwarzania powlok
[66]. Proces ten umozliwia rowniez przeprowadzenie procesu w sposob ciagly i jest
odpowiedni do przetwarzania ptyndw charakteryzujacych si¢ znaczng lepkoscig. Roz-
nice wynikajgce z zastosowania roznych predkosci slimaka wptywaja na mozliwosé
kontrolowania czasu przebywania substancji w ekstruderze [12].

Zastosowanie powlekania w przemySle spozywczym

Po raz pierwszy powloki jadalne znalazty zastosowanie w XII wieku w Chinach,
gdzie odgrywaly wazng role w ochronie powierzchni owocow cytrusowych i ograni-
czaly ubytki masy. Pierwsze opakowanie jadalne wyprodukowane przy uzyciu biatek
mleka sojowego mialo miejsce na poczatku XV wieku w Japonii, natomiast w XIX
wieku w Anglii powloki zastosowano do ochrony produktéw migsnych. W branzy
owocowo-warzywnej powtoki wprowadzono w latach 30. XX w. Umozliwialy one
naturalne oddychanie oraz zmniejszanie ubytku wody podczas transportu [17].

W przechowalnictwie owocow 1 warzyw powtoki jadalne znalazly zastosowanie
do modyfikacji atmosfery gazowej, poniewaz wptywaja one m.in. na zmian¢ zawarto-
$ci tlenu, a takze na ograniczenie wytwarzania etylenu. Dzigki nim dochodzi rowniez
do zmniejszenia strat zwigzkéw bioaktywnych w czasie przechowywania surowcow
[61]. Korzystnym efektem powlekania produktow jest takze ochrona przed zmiang
barwy czy wystepowaniem szkodliwej mikroflory na powierzchni oraz zapobieganie
zmianom w naturalnym stanie owocoéw i warzyw [28]. Stwierdzono, ze zastosowanie
powlok jadalnych do nietrwatych i tatwo psujacych si¢ owocow i warzyw jest skutecz-
ng i wydajna metodg z uwagi na niewielkie ilosci roztworu powlokotwoérczego w sto-
sunku do masy powlekanych surowcow. Metoda ta pozwala na zmniejszenie kosztow
konserwowania produktow w poréwnaniu ze stosowaniem niskich temperatur oraz
innych metod ochrony przed psuciem surowcow podczas przechowywania i transportu
[1].

W przemysle migsnym powloki jadalne stosuje si¢ do produktow swiezych i mro-
zonych, pochodzgcych z migsa, drobiu i ryb. Maja one posta¢ ostonek umieszczanych
m.in. na powierzchni kabanosoéw czy kietbas. Stanowig rownoczesnie alternatywe dla
ich konwencjonalnych odpowiednikow i chemicznych konserwantéw. Powtoki jadalne
stosowane do migs sg nos$nikami $rodkow przeciwdrobnoustrojowych, zapobiegaja
utracie wilgoci w czasie przechowywania, a takze umozliwiajg zachowanie soczystosci
po zapakowaniu i absorpcje obcych zapachow [10].
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Wraz z postgpem technologii dazy si¢ do ulepszania materialow i sktadnikoéw
powlok, aby zwigkszy¢ ich skuteczno$¢, dlatego tez stosowane sg kombinacje jadalnej
powloki potaczonej z oddzialywaniem promieniowania w celu przedtuzenia okresu
przydatnosci do spozycia owocodw. Obecnie w powlekaniu zZywno$ci coraz czgsciej
stosowane sg rowniez dodatki olejkow eterycznych do roztwordéw blonotworczych,
m.in. tymianku i trawy cytrynowej. Ich dodatek wzbogaca produkt o wlasciwosci prze-
ciwgrzybowe oraz przeciwbakteryjne. Olejki eteryczne charakteryzuja si¢ jednak sil-
nym aromatem i duzg lotno$cig, co moze mie¢ wpltyw na zmian¢ wlasciwosci senso-
rycznych $wiezych produktéw. Zastosowanie znajduje tu np. nanotlenek krzemu
w celu przedtuzenia trwatosci produktow.

Wigkszo$¢ przedstawionych innowacyjnych metod powlekania Zywnosci nie jest
obecnie stosowana w skali przemystowej ze wzgledu na nieoptacalno$¢ ekonomiczng
badz wstepny etap ich rozwoju. Oczekuje sie zatem dalszego postepu, ktory bedzie
obejmowal stosowanie nowych materiatow powlokotworczych oraz optymalizacje
kosztow przy osiagnigciu pozadanego efektu zapewniajgcego utrzymanie jakosSci po-
wlekanych produktow zywnosciowych [39].

Funkcjonalizacja nanostruktur umozliwia m.in. popraw¢ kompatybilnosci sktad-
nikow wchodzacych w sktad powlok jadalnych z powierzchnig produktow zywno-
sciowych. Oprocz tego mozliwe jest stopniowe uwalnianie sktadnikow z nanostruktury
podczas przechowywania i dystrybucji zywnosci. Przewidywany jest rozw6j kompozy-
towych powtok jadalnych, ktore bedg zawieraty co najmniej dwie nanostruktury. Dzig-
ki temu mozliwe bedzie otrzymywanie modyfikowanych wiasciwosci barierowych
okreslonych produktow, waloréw smakowo-zapachowych, a takze zwigkszenie ich
wartosci odzywczej. Obecnie brakuje przepisow, ktore jednoznacznie okresla ryzyko
zwigzane ze stosowaniem nanomaterialow, lecz uznaje sig, ze wszystkie wystepujace
skutki toksykologiczne zaleza od parametrow fizykochemicznych stosowanych nano-
materiatow [23].

Podsumowanie

Najczesciej stosowanymi materialami do otrzymywania powlok jadalnych sg
biatka, thuszcze oraz weglowodany, a wykonane z nich opakowania jadalne zapewniaja
odpowiedni wyglad i bezpieczenstwo zywnos$ci. Znajduja zastosowanie w wielu bran-
zach przemystu spozywczego, m.in. migsnej, owocowo-warzywnej lub cukiernicze;j.
Powtoki jadalne moga by¢ wzbogacane w substancje wptywajace na ograniczenie roz-
woju drobnoustrojow, substancje przeciwutleniajgce, enzymy oraz sktadniki odzywcze.
Dodatek witamin oraz probiotykéw powoduje zwigkszenie wartosci odzywczej powle-
kanego produktu zywnosciowego. Przy wytwarzaniu powtok jadalnych niezbedna jest
znajomo$¢ sktadu chemicznego stosowanych materiatdw powlokotworczych oraz
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techniki ich otrzymywania. Brak doboru odpowiednich wlasciwos$ci moze wptywac
w sposoOb niekorzystny na akceptacj¢ konsumentow.
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FOOD COATING — MATERIALS, METHODS AND APPLICATIONS IN FOOD INDUSTRY
Summary

Food coating is used to extend the shelf life of many non-durable, perishable raw materials and food
products. Edible coatings can prevent changes in colour or texture, growth of undesirable microorganisms
and loss of vitamins or minerals. They should minimize negative effects of solar radiation and moisture.
Thus, edible coatings and films may contribute to the increasing of the quality and safety of food. The
development of edible packaging may be a beneficial and over time, an indispensable alternative to syn-
thetic packaging for inter alia economic and health reasons. Biodegradable edible coatings are more and
more often used in many sectors of the food industry in order to reduce both the number of unit packaging
and the growing amounts of environment polluting waste. As regards food coatings, new solutions are still
sought that would make it possible to produce coatings with the expected functional properties. Antimi-
crobial substances or nanomaterials included in edible coatings might increase the area of applications
thereof and determine the acceptance of such products by consumers. Currently intensive scientific studies
are carried out in order to develop effective methods of producing edible coatings and films and to modify
their functional properties. In the paper, there were presented profiles of the hitherto used and novel film-
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forming materials. The methods of their production were characterised as were their applications in the
food industry.

Key words: food coating, edible coatings, edible films, food quality
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BIOSYNTEZA 1 SUSZENIE ROZPYLOWE INWERTAZY Z DROZDZY
YARROWIA LIPOLYTICA

Streszczenie

Inwertaza jest waznym enzymem powszechnie stosowanym w przemysle spozywczym, zwlaszcza
w cukiernictwie. Dostgpne na rynku preparaty inwertazy zawieraja enzym uzyskany z drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae w postaci ptynnej. Poszukiwanie nowych zrodel inwertazy oraz uzyskanie bardziej sta-
bilnych preparatow (proszkéw) moze korzystnie zwigkszy¢ oferte dla przemystu spozywczego. Do otrzy-
mania sproszkowanych preparatow enzymatycznych stosuje si¢ liofilizacje, suszenie fluidyzacyjne,
a nawet suszenie rozpytowe.

Celem pracy byta ocena procesu biosyntezy inwertazy z glicerolu przez genetycznie zmodyfikowany
polski szczep Yarrowia lipolytica oraz otrzymanie suszonego rozpytowo preparatu tego enzymu. Biosyn-
tez¢ enzymu wydzielanego przez drozdze prowadzono w trzech niezaleznych procesach bioreaktorowych
(H1, H2 i H3) z glicerolem jako glownym Zrodlem wegla. Z jednego bioreaktora uzyskano od 15926 do
40710 jednostek inwertazy (U) o aktywnosci wlasciwej 96,8 + 645,6 U/mg biatka. Do suszenia rozpyto-
wego przeznaczono 3690 ml zmieszanego ptynu pohodowlanego o aktywnosci wlasciwej wynoszacej
263,4 U/mg biatka. W procesie suszenia rozpylowego z dodatkiem 1 % metylocelulozy otrzymano
198,12 g proszku o aktywnosci wlasciwej 113,4 U/mg biatka. Inwertaza z Y. lipolytica w postaci proszku
wykazywata nizsze optimum pH i temperatury niz enzym natywny oraz byla bardziej termostabilna.
W zastosowanych warunkach suszenia rozpytowego inwertaza utracita 67 % aktywnosci i dlatego w dal-
szym postgpowaniu nalezy przeprowadzi¢ badania nad optymalizacja parametrow suszenia.

Stowa kluczowe: Yarrowia lipolytica, inwertaza, suszenie rozpylowe, biosynteza

Wprowadzenie

Inwertaza wedlug migdzynarodowej klasyfikacji enzymdéw jest [-frukto-
furanozydazg (nazywang takze sacharaza, fruktohydrolazg czy beta-sukrazg) o nume-
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rze EC 3.2.1.26. Hydrolizuje sacharoz¢ — podstawowy energetyczny zapasowy mate-
riat ro$lin — do fruktozy i glukozy (rys. 1), a w odpowiednich warunkach prowadzi
takze syntez¢ polimerow fruktozowych (fruktanow), przytaczajac kolejne czgsteczki
fruktozy do powstajacego tancucha sacharydowego [1].

Rys. 1. Hydroliza sacharozy do glukozy i fruktozy przez inwertaze
Fig.1.  Hydrolysis of sucrose to glucose and fructose by invertase

Enzym ten jest szeroko rozpowszechniony w $wiecie, a jego fizjologiczne zna-
czenie wcigz jest badane [5]. Za najlepiej poznang inwertaze, zardwno pod wzgledem
budowy biatka, jak i ekspresji kodujacych ja genow, uwaza si¢ te pochodzaca z droz-
dzy Sacharomyces cerevisiae. Drozdze te wyposazone sg w geny kodujgce inwertaze,
znane pod ogdlng nazwa SUC, tworzace rozproszong rodzing szesciu reprezentantow:
SUC1-SUCS5 oraz SUC-7. Najwazniejszy z nich to gen SUC2, a efektem jego ekspres;ji
sg dwie formy biatka: wewnetrzna inwertaza glikozylowana zawieszona w cytozolu
oraz zewnetrzna nieglikozylowana umieszczona w przestrzeni periplazmatycznej
i wydzielana do srodowiska. Obie formy enzymu sa kodowane przez ten sam gen
(SUC2), ale proces translacji rozpoczyna si¢ z dwoch réznych kodonow starterowych
[3]. Zewnetrzna inwertaza otrzymuje dodatkowe dwa aminokwasy petnigce funkcje
sekwencji sygnatowej, ktore wspomagaja przedostanie si¢ biatka do przestrzeni peri-
plazmatycznej, gdzie ulega agregacji do tetrameru, heksameru lub oktameru, wszystkie
o tej samej aktywnosci enzymatycznej [21]. Gen SUC2 z S. cerevisiae wklonowano do
genomu innych drobnoustrojow, w tym nieckonwencjonalnych drozdzy Yarrowia
lipolytica [13, 26]. Taki zabieg umozliwia uzyskanie preparatu inwertazy z tanszych
substratow, np. glicerolu.

Inwertaza jest waznym enzymem powszechnie stosowanym w przemysle spo-
zywczym, zwlaszcza w cukiernictwie. Uzywana jest do produkcji nadziewanych po-
madek (likierowych, kremowych, §mietanowych), sztucznego miodu oraz syropu glu-
kozowo-frukozowego [6]. Dostepne na rynku preparaty inwertazy zawieraja enzym
z drozdzy S. cerevisiae w postaci ptynnej, jednak mozliwe jest stosowanie tych prepa-
ratow w postaci proszku. Sproszkowane preparaty enzymatyczne do celéw spozyw-
czych otrzymuje si¢ m.in. w procesach liofilizacji, suszenia fluidyzacyjnego czy susze-
nia rozpylowego.
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Suszenie rozpylowe, zwane inaczej suszeniem rozpryskowym, stosuje si¢ do
utrwalania zywno$ci, w produkcji polimerdw, proszkow metali, farmaceutykow oraz
preparatow enzymatycznych [16, 19, 28]. Ta metoda suszenia zmniejsza ilosci wody
zawartej w produkcie poprzez czynnik suszacy, jakim jest goragce powietrze (> 100 °C).
Suszenie rozpylowe byto stosowane juz w 1920 r. do suszenia mleka, a w latach 1938 -
1944 opracowano proces otrzymywania tg metoda kawy rozpuszczalnej [23, 24]. Go-
towy susz moze by¢ przechowywany nawet do kilku lat.

Celem niniejszej pracy byto uzyskanie suchego preparatu inwertazy z drozdzy
Yarrowia lipolytica jako alternatywnego enzymu na potrzeby przemystu spozywczego.

Material i metody badan

W badaniach uzywano szczepu drozdzy Yarrowia lipolytica A-101-B56-5,
otrzymanego na drodze genetycznej transformacji polskiego szczepu dzikiego Y. [i-
pobytica A-101 ekspresyjna kaseta drozdzowg zawierajaca gen SUC2 pod kontrola
promotora XPR2 [26]. W szczepie tym znajdujg sie dwa tandemowo powtdrzone geny
SucC2 [8].

Drozdze przeznaczone do zaszczepiania bioreaktora namnazano w podtozu inoku-
lacyjnym zawierajacym w 1 I: 50 g zrodta wegla (glukozy lub glicerolu), 1,5 g NH4CI,
1 g YE, 1 g peptonu oraz 0,03 g tiaminy. Hodowle inokulacyjne prowadzono w 50 ml
podtoza w kolbach o pojemnosci 250 ml w temp. 30 °C, przez 48 h, przy 170 rpm
w wytrzasarce G10 Gyrotary Shaker (Gyrotary, USA). Hodowle produkcyjne prowa-
dzono w bioreaktorze Biostat B Plus (o objetosci 5 1, Sartorius, Niemcy) w 2 | podloza,
przy czym w 1 1 podloza znajdowato si¢: 100 g glicerolu, 1,5 g NH4CI, 1 g MgSO,4 %
7H,0, 0,7 g KH,PO,, 0,3 g YE oraz 0,03 g tiaminy. Proces przebiegat w temp. 30 °C
przez 48 h, przy obrotach 800 rpm i napowietrzaniu — 0,36 vvm. Inokulum stanowito
10 %.

Podczas prowadzenia tych proceséw pobierano probki i oznaczano zawartos¢ gli-
cerolu, kwasu cytrynowego, arabitolu i mannitolu oraz oznaczano aktywnos$¢ inwerta-
zy 1 zawartos$¢ biatka zgodnie z metodyka opisang nizej. Hodowle prowadzono do wy-
czerpania glicerolu (zrodta wegla). Probki do badan pobierano co 10 h — szczegdlowy
czas ich pobierania podano na wykresach. Analizom poddawano ptyn pohodowlany
otrzymywany po odwirowaniu komoérek drozdzowych przy 4000 rpm przez 15 min
w wirdwce z chtodzeniem Sigma 3-16K (Polygen, Niemcy).

Dla poréwnania aktywnos$ci inwertazy produkowanej przez niekonwencjonalne
drozdze Y. lipolytica stosowano takze enzym z S. cerevisiae. Materialem wyj$ciowym
byt handlowy preparat drozdzy piekarskich, ktorego 100 g rozpuszczano w 1 10,1 M
roztworu sody oczyszczonej i inkubowano: w temp. 40 °C przez 24 h, a nastepnie
przez kolejne 24 h w temp. 4 °C. Po inkubacji prébke odwirowywano w wirdwce
z chtodzeniem Sigma 3-16K (Polygen, Niemcy) przy 5500 rpm przez 30 min i zagesz-
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czano przy uzyciu membrany o punkcie odcigcia 50-10° Da (Milipore Labscale TM
TFF System, Niemcy).

Plyn pohodowlany zmieszany z trzech proceséw bioreaktorowych (H1, H2 i H3)
0 objetosci 3690 ml poddano suszeniu. Do ptynu zawierajgcego inwertaze jako nosnik
dodano 1 % metylocelulozy w odniesieniu do suchej substancji. Proces suszenia rozpy-
towego prowadzono w suszarce Anhydro Lab 1 (Anhydro, Sgborg, Dania) w temp.
wlotowej 125 °C 1 wylotowej — 75 °C, przy szybko$ci podawania preparatu wynoszacej
35 ml/min, czyli 2100 ml/h i ci$nieniu w dyszy — 1,5 atm.

Biatko oznaczano kolorymetryczng metodg Lowry’ego [10]. Oznaczanie aktyw-
nosci inwertazy polegato na pomiarze uwolnionych cukréw redukujacych z uzyciem
odczynnika DNS [17]. Jednostkg enzymatyczng inwertazy wyrazano jako ilo§¢ enzymu
uwalniajacg 1 pmol cukru redukujacego w ciggu 1 min, w okreslonych warunkach
reakcji. Substratem byta sacharoza (0,1 M roztwor w wodzie destylowanej), reakcje
prowadzono w 0,1 M buforze octanowym o pH 4,5. Do wyznaczenia optimum pH
zastosowano 0,1 M bufor octanowy (zakres kwasny) oraz 0,1 M bufor Tris-HCI (za-
kres zasadowy).

Zawarto$¢ glicerolu, kwasu cytrynowego oraz arabitolu i mannitolu (jako $lado-
wych metabolitow) oznaczano metoda HPLC przy uzyciu chromatografu (Becman
Gold System, USA) z kolumna Aminex HPX87H podlgczona do detektora UV
(210 nm) oraz refraktometru (RI). Rozdziat prowadzono w temp. 20 + 1 °C z 20 mM
H,SO, jako eluentem podawanym z szybkos$cia 0,6 ml/min [8, 9].

Wiyniki i dyskusja
Proces biosyntezy inwertazy

Biosynteza inwertazy przez Y. lipolytica A-101-B56-5 w trzech hodowlach biore-
aktorowych (H1, H2 i H3) przebiegata z podobna dynamika do 30. godziny procesu,
pomimo ze w procesie H1 oraz H3 zastosowano inokulum przygotowane w podiozu
z glicerolem, a w H2 — w podtozu z glukoza. Po tym czasie w procesiec H1 nastapit
gwaltowny przyrost aktywnosci, czego nie obserwowano w dwoch pozostatych proce-
sach (rys. 2). Aktywnos$¢ catkowita inwertazy ptynu pohodowlanego H1 wynosila
40709,9 U i byla prawie siedmiokrotnie wyzsza niz w procesie H2 (5216,1 U) oraz
ponad dwukrotnie wyzsza niz w procesie H3 (15 925,9 U). Wydajnos$¢ biosyntezy
inwertazy w odniesieniu do zastosowanego substratu wynosita: 428,5 U/g (H1),
69,5U/g (H2) i 177 U/g (H3), a w odniesieniu do biomasy: 1929,4 U/g (H1),
427,5 U/g (H2) 1 1197,4 U/g (H3).

Catkowita zawarto$¢ bialka w ptynie pohodowlanym tych proceséw byta naj-
wigksza w 20. godzinie i wynosita 80 + 140 mg. Po zakonczeniu procesow catkowita
zawarto$¢ biatka w plynach pohodowlanych byta mniejsza, wynosita 56 +~ 62 mg. Na
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podstawie wartosci aktywnos$ci oraz zawarto$ci biatka obliczono aktywnos$¢ wtasciwag
poszczegblnych prob w czasie procesOw. Najwyzsza aktywno$¢ wilasciwg inwertazy
stwierdzono w ptynie pohodowlanym H1 (645,62 U/mg biatka), ponad dwukrotnie
wyzszg niz w procesie H3 (243,97 U/mg biatka) i ponad sze$ciokrotnie wyzsza niz
w H2 (96,79 U/mg biatka). Jednoczesnie w pltynach pohodowlanych otrzymano kwas
cytrynowy. Przebieg biosyntezy kwasu cytrynowego przez szczep Y. lipolytica A-101-
B56-5 sledzono na podstawie przyrostu stezenia metabolitow i biomasy oraz ubytku
substratu (rys. 3).
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Rys. 2. Aktywno$¢ inwertazy w ptynie po hodowlach: H1, H2 i H3
Fig. 2. Activity of invertase in post-culture liquids in: H1, H2 and H3

Zaobserwowana roznica szybkosci wykorzystania glicerolu mogta by¢ zwigzana
z tym, ze inokula byly przygotowywane w oddzielnych partiach i r6znily si¢ Zzrodtem
wegla. W procesie H1 oraz H3 zastosowano inokulum przygotowane w podtozu z gli-
cerolem, a w H2 — w podtozu z glukozg. Przyrost biomasy w procesie H1 byt bardziej
dynamiczny szczegolnie po 30 h i ostatecznie doprowadzit do uzyskania prawie dwa
razy wigkszego plonu biomasy niz w H2 i H3. Pomimo r6znic pod wzgledem zawarto-
$ci biomasy 1 szybkosci wykorzystania glicerolu w hodowlach H1 i H2 uzyskano po-
dobne stezenie kwasu cytrynowego i pozostatych metabolitow. W procesie H3 uzyska-
no najwyzsze stezenie kwasu cytrynowego (84 g/l), prawie o 27 % wyzsze niz
w pozostatych dwoch hodowlach. Tak duzej réznicy nie obserwowano podczas po-
rownania réwnan opisujacych proces biosyntezy cytrynianu (rys. 3). ROwnania opisu-
jace przyrost kwasu w czasie sg bardzo podobne i w warunkach jego biosyntezy
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Objasnienia / Explanatory notes:

X — biomasa / biomass, GLC — glicerol / glycerol, ARA — arabitol / arabitol, MAN — mannitol / mannitol,
KC — cytrynian / citrate.

Rys. 3. Stezenie glicerolu i metabolitow, w tym kwasu cytrynowego, podczas procesow H1, H2 i H3
Fig. 3.  Concentration of glycerol and metabolites including citric acid during H1, H2 and H3 processes
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z glicerolu przez szczep Y. lipolytica A-101-B56-5 mozna przyjaé, ze przyrost jest
liniowy zgodny z rownaniem y = 1,095x, gdzie: y — stezenie cytrynianu, X — czas. Za-
nieczyszczenie pozostalymi metabolitami bylo mate i sumarycznie nie przekraczato
20 g/l w kazdym z proceséw. Ptyny pohodowlane z procesow H1 (1 1), H2 (1 1) i H3
(2,2 1) zmieszano i otrzymano 4200 ml preparatu zawierajgcego inwertazg, bialko
i kwas cytrynowy. Sumaryczna zawarto$¢ inwertazy wynosita 35196 U, bialka —
133,6 mg, a kwasu cytrynowego — 294 g. Zmieszany ptyn pohodowlany cechowala
aktywnos$¢ wlasciwa inwertazy wynoszaca 263,44 U/mg bialka.

Proces suszenia rozpylowego

Do suszenia rozpylowego pobrano 3690 ml zmieszanego ptynu pohodowlanego
zawierajagcego 30922,2 U inwertazy, 117,38 mg biatka oraz 277 g cytrynianu. W pro-
cesie suszenia, do ktorego dodano metyloceluloze w ilosci 36,9 g, otrzymano 198,12 g
proszku. Okoto 161 g proszku pochodzilo z zawartych w ptynie metabolitow (kwasu
cytrynowego 1 innych substancji oraz wydzielonych biatek). Na podstawie ilosci
otrzymanego proszku i ilosci kwasu cytrynowego zawartego w zmieszanym plynie
nalezy zwroci¢ uwage na utrat¢ podczas suszenia prawie 50 % kwasu.

W otrzymanym proszku oznaczono aktywno$¢ inwertazy. W tym celu nawazono
5 probek o masie 50 mg kazda, a nastepnie rozpuszczono w 1 ml wody i przeprowa-
dzono analiz¢. Otrzymane wyniki przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Aktywnos¢ inwertazy w probkach suszonego preparatu inwertazy
Table 1. Activity of invertase in samples of spray-dried invertase preparation

o Aktywno$¢ inwertazy / Activity of invertase
Nr probki -
Sample No. U] [U/mg blalkaJ [U/g proszku]
[U/mg of protein] [U/g of powder]
1 8 052,98 78,68 40,647
2 13 690,46 133,76 69,10
3 13 287,25 129,82 67,07
4 13 518,94 132,09 68,24
5 9457,94 92,41 47,74
X+SD 11 601,51 +£2 649,00 113,35 +£25,88 58,56 £ 13,37

Objasnienia / Explanatory notes:
X — warto$é $rednia / mean value, SD — odchylenie standardowe / standard deviation.

Odchylenie standardowe pomiarow bylo bliskie 23 %, ale odzyskana aktywnos¢
inwertazy wynosita 11601,51 U, czyli 33 %. Aktywnos$¢ wlasciwa potaczonych pty-
néw pohodowlanych wyniosta 263,44 U/mg biatka, a preparatu suszonego —
113,35 U/mg bialka. WartoSci te sg zatem wzajemnie zgodne, gdyz w przeliczeniu
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odzyskano 87,3 % wprowadzonej ilo$ci biatka. Zawarto$¢ biatka w suszonym prepara-
cie wynosita 0,517 mg/g proszku, co sumarycznie stanowi 102,43 mg ze 117,38 mg
poddanych suszeniu. Swiadczy to jednoznacznie o utracie aktywnosci inwertazy pod-
czas suszenia rozpylowego.

Charakterystyka suszonego preparatu inwertazy

Optimum pH enzymu w ptynie (EL) oraz enzymu w proszku (EP) zawierato si¢
w zakresie pH kwasnego, chociaz wartosci nieznacznie si¢ roznity. Optymalne dla EP
bylo pH 3,5 a dla EL — pH 4,5 (rys. 4a). Jeszcze wigkszg rdznice zaobserwowano pod
wzglgdem optymalnej temperatury hydrolizy sacharozy przez preparaty inwertazy.
Optimum temperatury EL wynosito 60 °C, a EP — 45 °C, czyli byto zdecydowanie niz-
sze (rys. 4b). W obu przypadkach w temp. 65 °C obserwowano niska aktywnos¢ inwer-
tazy, ponizej 10 % warto$ci optymalnej. Termostabilno$¢ inwertazy w obu preparatach
byta podobna w temp. 20 oraz 40 °C. Inwertaza nie tracita aktywnos$ci podczas
3-godzinnego przetrzymywania w tych warunkach. Natomiast w temp. 60 °C enzym
w proszku byt bardziej stabilny. Po 2 h inkubacji jego aktywno$¢ byla dwa razy wyz-
sza niz w preparacie ptynnym.

Trzy procesy (H1, H2 i H3) biosyntezy inwertazy przez szczep Y. lipolytica
A-101-B56-5 przeprowadzono w dwoch wariantach réznigcych sie inokulum. We
wszystkich wariantach w bioreaktorze uzytym zroédtem wegla byt glicerol, podczas gdy
w hodowli inokularnej wykorzystano glicerol (H1 oraz H3) lub glukoz¢ (H2). Glukoza
zastosowana w hodowli inokularnej procesu H2 (i obecna jeszcze na poczatku kultury
w bioreaktorze) mogta by¢ przyczyng uzyskania najmniejszej aktywnos$ci inwertazy
(2,61 U/ml). Niskg aktywno$¢ inwertazy obserwowali takze Zubrowski i wsp. [29]
po uzyciu sacharozy do biosyntezy inwertazy. Pomimo zastosowania tego samego
szczepu drozdzy Y. lipolytica uzyskana aktywno$¢ ptynéw pohodowlanych byta kilka-
krotnie nizsza (0,063 U/ml). Po zastosowaniu optymalizowanych podtozy z sacharoza
aktywno$¢ inwertazy byla natomiast kilkakrotnie wigksza, wynosita od 1,75 do
14 U/ml [9]. W procesach badanych w niniejszej pracy i prowadzonych wytacznie
w obecnosci glicerolu uzyskano podobng aktywnos$¢ inwertazy wynoszacg 8,0 U/ml
(H3) 120,35 U/ml (H1), a w przeliczeniu na 1 1 - 8 + 20 tysigcy U. Zatem glicerol jako
tanie 1 odpadowe zrodto wegla moze rowniez by¢ wykorzystany do biosyntezy ze-
wnatrzkomorkowej inwertazy wydzielanej przez genetycznie zmodyfikowany szczep
Y. lipolytica A-101-B56-5. Uzyskana ilo$¢ enzymu jest pordéwnywalna do ilosci enzy-
mu otrzymywanego z innych zrodet. Oyedeji i wsp. [14] w hodowli ze skorka z anana-
sa jako tanim substratem i przy uzyciu grzybow Aspergillus niger IBK1 uzyskali zbli-
zong zawartos¢ inwertazy. Prawie 10 razy wyzsza aktywnos$¢ inwertazy wykazali
natomiast Qureshi i wsp. [15] w doswiadczeniu z drozdzami S. cerevisiae Angel.
W hodowli wytrzasanej w medium z syropem daktylowym szczep wydzielit inwertaze
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w ilosci 190000 U/L. Jest to najwyzsza wartos¢ odnotowana podczas biosyntezy zew-
natrzkomoérkowej inwertazy.

Rys. 4.

Fig. 4.
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Dodatkowym atutem prowadzonych proceséw z udziatem Y. lipolytica jest jedno-
czesna biosynteza kwasu cytrynowego. We wszystkich trzech procesach uzyskano
cytrynian w znacznych ilosciach — 64 + 84 g/l. Szybkos$¢ biosyntezy tego kwasu tez
byla duza, w zakresie 1 + 1,3 g/l/h, a szybkos¢ wtasciwa — 0,064 + 0,091 g/g/h (w prze-
liczeniu na biomase). Duza tez byta wydajnos$¢ z substratu, wynosita 93 %. Podobne
wyniki dotyczace gromadzenia kwasu cytrynowego w podtozu z glicerolem lub sacha-
rozg otrzymali Lazar i wsp. [8, 9], Rymowicz i wsp. [20] oraz Morgunov i wsp. [12].
Najwigksze stezenie cytrynianu nagromadzanego przez ten gatunek drozdzy uzyskali
Rakicka i wsp. [18].

Po poréwnaniu wynikow uzyskanych w badaniach wtasnych z wynikami innych
naukowcow mozna wnioskowac o celowosci wykorzystania glicerolu jako zrodlo we-
gla w hodowli drozdzy Y. lipolytica A-101-B56-5 ukierunkowanej na jednoczesng
produkcje kwasu cytrynowego i inwertazy. Dodatkowym atutem hodowli na glicerolu
jest brak pozostatosci cukrow redukujacych, istotnie interferujacych z pomiarem ak-
tywnosci enzymu oraz z suszeniem.

Kolejnym etapem pracy bylo suszenie rozpytowe plynu zawierajgcego inwertaze
z uzyciem no$nika w postaci metylocelulozy. Wykazano zmniejszenie aktywnos$ci
enzymu siegajace 67 % wobec ptynu pohodowlanego z jednoczesnym odzyskiem biat-
ka na poziomie 87,3 %. Obnizenie aktywnosci enzymu odnotowali rowniez Yoshii
i wsp. [27], ktorzy w badaniach prowadzonych nad suszeniem rozpytowym dehydro-
genazy alkoholowej uznali warto$¢ temperatury wlotowej i wylotowej za wazny czyn-
nik zachowania aktywnosci enzymu. Podczas podwyzszania temperatury powietrza
wlotowego z 70 do 83 °C odnotowali 40-procentowe obnizenie aktywnos$ci enzyma-
tycznej. Samborska i wsp. [22] podczas suszenia o-amylazy otrzymanej z grzybow
Aspergillus oryzae przy zastosowaniu przepltywy 0,8 i 1,2 ml/s oraz temp. 200 °C uzy-
skali wzrost aktywno$ci enzymu. Po zastosowaniu tej samej temperatury, ale przy
zmniejszeniu szybko$ci podawania plynu uzyskano preparat o nizszej aktywnosci.
Najprawdopodobniej bylo to spowodowane dtuzszym czasem oddziatywania wysokiej
temperatury na enzym, przy zwigkszonej szybkosci czas ten byt krotszy. Inaczej do
badan nad suszeniem rozpytowym enzyméw podeszli Miliqvist-Fureby 1 wsp. [11],
ktorzy jako gtowng zmienng wybrali no$nik enzymu. Zmieszali trypsyn¢ z réznymi
weglowodanami: laktoza, sacharoza, mannitolem, a-cyklodekstryng i dekstryng, a na-
stepnie poddali mieszaniny suszeniu rozpylowemu. Sacharoza i mannitol okazaty si¢
mniej wydajne niz pozostale weglowodany, jednak nawet w najmniej korzystnym
przypadku aktywno$¢ resztkowa trypsyny wynosita ponad 80 %. Ponadto stwierdzono
silng akumulacj¢ biatka na powierzchni weglowodanow, ktorg mozna kontrolowaé
poprzez dodatek niejonowego srodka powierzchniowo czynnego. Jak wynika z powyz-
szych badan, jest wiele czynnikéw majacych wptyw na utrzymanie badz zwickszenie
aktywnosci enzymatycznej wysuszonych preparatow. Powodem utraty aktywnosSci



BIOSYNTEZA I SUSZENIE ROZPYLOWE INWERTAZY Z DROZDZY YARROWIA LIPOLYTICA 35

inwertazy w badaniach wlasnych moze by¢ zle dobrana temperatura procesu lub uzycie
nicodpowiedniego nosnika. Moze to by¢ tez specyfika enzymu. Lipaza z drozdzy
Y. lipolytica nie tracita aktywnos$ci enzymatycznej podczas suszenia rozpytowego w
identycznych warunkach (dane niepublikowane). Parametry procesu, takie jak: tempe-
ratura powietrza wlatujgcego 1 wylatujacego, intensywnos¢ podawania surowca do
rozpylacza oraz ci$nienie powietrza w rozpylaczu majg wplyw na jako$¢ koncowego
produktu. W celu uzyskania bardziej korzystnych witasciwosci suszonych proszkow,
proces mozna poddawa¢ modyfikacji, np. zmienia¢ temperature suszenia badz pred-
ko$¢ podawania surowca do komory suszacej [24].

Suszony preparat inwertazy zbadano w celu wyznaczenia optimum pH, tempera-
tury oraz stabilno$ci biatka. Najwyzsza aktywno$¢ enzymatyczng suchego preparatu
wykazano w pH 3,5, a ptynnego — w pH 4,5. Enzym badany w niniejszej pracy zali-
czany jest do kwasnych inwertaz o optimum pH w zakresie 3,5 = 5. Odrgbna grupg sa
inwertazy zasadowe badz neutralne. Badacze obecnie poszukuja zupetnie innych zro-
del inwertazy. Ciekawym przykladem jest inwertaza, ktorg uzyskali Guo i1 wsp. [7]
z jedwabnika morwowego (Bombyx mori). Maksymalng aktywno$¢ inwertazy o nazwie
Bmsucl obserwowano w pH 7 i pH 8, przy czym zauwazono wyzsza wrazliwos¢ en-
zymu na wzrost pH powyzej wartosci optymalnej niz przy przej$ciu do bardziej kwa-
$nego srodowiska.

Optymalna temperatura aktywnos$ci inwertazy zawartej w suszonym preparacie
wyniosta 45 °C, a plynnego enzymu — 55 °C. Odwrotne wyniki otrzymali Danisman
i wsp. [4] podczas badan nad kowalencyjnie unieruchomiong na membranie (pHEMA-
GMA) inwertaza pozyskana z grzybow Aspergillus niger. Badacze okreslili optimum
temperatury aktywnos$ci inwertazy immobilizowanej na poziomie 55 °C, a w przypad-
ku wolnego enzymu — 45 °C. W przypadku rozpylowo suszonego preparatu inwertazy
W niniejszej pracy uzyskano podobne wyniki do tych, ktore wykazali Bayramoglu
iwsp. [2] w badaniach nad enzymem immobilizowanym na nanoczastkach magne-
tycznych. Unieruchomiona forma enzymu okazata si¢ rowniez bardziej stabilna
w wyzszej temperaturze niz jej wolny odpowiednik. Aktywnos$¢ inwertazy zawartej
w proszku (otrzymanym w wyniku suszenia rozpylowego) i przetrzymywanej przez
2 h w temp. 65 °C wynosita prawie 20 %, a wolnej inwertazy — niecate 10 % wyjscio-
wej aktywnos$ci. Badania enzymu immobilizowanego na montmorylonicie K-10 podje-
li Sanjay i Sugunan [25]. Unieruchomienie enzymu poprzez wigzania kowalencyjne na
nos$niku poprawito jego stabilnos¢ termiczng. Tak zwigzana inwertaza wykazywata
aktywnos$¢ na poziomie 70 %, podczas gdy wolny enzym po pottorej godziny wyka-
zywat jedynie 10 % poczatkowej aktywnosci. Niestety takiej poprawy termostabilno$ci
inwertazy nie obserwowano w badaniach wiasnych w odniesieniu do suszonego rozpy-
lowo preparatu enzymu z Y. lipolytica. Zwigkszenie termostabilnos$ci enzymu wymaga
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dalszych badan nad optymalizacjg parametrow suszenia. Badania te moglyby tez przy-
czyni¢ si¢ do zwigkszenia wydajnosci suszenia.

Whioski

1.

(6]

[7]

[10]

(1]

Glicerol jako tanie i odpadowe zroédto wegla moze byé uzyty do biosyntezy ze-
wnatrzkomérkowej inwertazy wydzielanej przez genetycznie zmodyfikowany
szczep Y. lipolytica A-101-B56-5.

Po zastosowaniu suszenia rozpytowego uzyskano inwertaz¢ wykazujacg podwyz-
szong termostabilno$¢, nizsze optimum temperatury i pH.

W celu otrzymania preparatu sproszkowanej inwertazy o wyzszej aktywnos$ci nale-
zy zoptymalizowaé parametry procesu suszenia rozpylowego.
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BIOSYNTHESIS AND SPRAY-DRYING OF INVERTASE FROM YARROWIA LIPOLYTICA
Summary

Invertase is an important enzyme commonly used in the food industry, especially in the confectioners’
trade. Invertase preparations available on the market contain the enzyme from the yeast Saccharomyces
cerevisiae in a liquid form. The search for new sources of invertase and the obtainment of more stable
preparations (powders) may favourably increase the offer for the food industry. Lyophilisation, fluid bed
drying and even spray-drying are used to obtain powdered enzyme preparations.

The objective of the research study was to evaluate the process of invertase biosynthesis by a geneti-
cally modified Polish Yarrowia lipolytica strain from glycerol and to produce a powder of this enzyme by
spray-drying. The biosynthesis of the enzyme secreted by yeast was conducted in three independent biore-
actor cultures (H1, H2 and H3) with glycerol as the main carbon source. In one bioreactor culture there
were obtained 15926 to 40710 invertase units (U) of a specific activity ranging 96.8 + 645.6 U/mg of
protein. For spray-drying 3690 ml of mixed post-culture liquid was used; its specific activity was
263.4 U/mg of protein. During spray-drying with 1 % of methylcellulose added 198.12 g of powder was
collected and its specific activity was 113.4 U/mg of protein. The powdered invertase from Y. lipolytica
had lower pH and temperature optima than the native enzyme and was more thermostable. Under the
applied conditions of spray-drying the invertase lost 67 % of the activity, thus further research should be
conducted into the optimisation of spray-drying parameters.

Key words: Yarrowia lipolytica, invertase, spray-drying, biosynthesis
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POROWNANIE WYBRANYCH PARAMETROW MIKROBIOLOGICZNYCH
I BIOCHEMICZNYCH NAPOJOW KOMBUCHA

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie poziomu wybranych mikroorganizméw, poréwnanie zawarto-
$ci polifenoli i antocyjanéw oraz zdolnosci przeciwutleniajacej napojéw kombucha dostgpnych w handlu
detalicznym z napojem wytworzonym doswiadczalnie metoda tradycyjna. Badania obje¢ly 12 napojow
komercyjnych oraz jeden uzyskany doswiadczalnie, ktorego bazg byta zielona herbata z 10-procentowym
dodatkiem sacharozy. W badanych produktach oznaczono: liczbe bakterii Acetobacter sp., Gluconobacter
sp., LAB 1 drozdzy, pH, ogdélna zawartos¢ antocyjandéw, ogdlng zawartos¢ polifenoli oraz aktywnos¢
przeciwutleniajgca. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa napojow kombucha oceniono metoda dyfuzyjna,
z zastosowaniem kolumienek, w stosunku do szczepéw wzorcowych: Escherichia coli ATCC 35218,
Listeria monocytogenes serotyp 1/2a (KMSiFZC), Yersinia entercolitica (PCM 1919), Salmonella enteri-
tidis (ATCC 130764), Bacillus cereus (PCM 2019), Enterococcus faecalis (ATTC 29212), Staphylococcus
aureus (ATTC 25923), Saccharomyces cerevisiae (LOCK 14), Candida albicans (KMSiFZC). Stwierdzo-
no, ze napoje deklarowane jako pasteryzowane (K7 - K12) byly pozbawione mikroorganizméw z analizo-
wanych grup. W pozostatych produktach komercyjnych dominujacym mikroorganizmem byty bakterie
Acetobacter sp., ktorych liczba zawierata si¢ w przedziale 6 x 10° = 1,1 x 107 jtk/ml. W napoju do$wiad-
czalnym wykazano drozdze w iloéci 6,5 x 10° jtk/ml. Odczyn pH produktow byt charakterystyczny i nie
przekraczat 4,3. Zawarto$¢ antocyjanéw we wszystkich napojach pochodzacych z handlu wahata si¢ mie-
dzy 0,2 + 0,3 mg/dl, natomiast w probie do§wiadczalnej byto ich ponad dwa razy wigcej. Zawartos¢ poli-
fenoli oraz zdolno$¢ przeciwutleniajaca prob byty zréznicowane i nie stwierdzono ich korelacji z pocho-
dzeniem produktu. Glownym czynnikiem warunkujacym zdolno$¢ napojow kombucha do inhibicji
bakterii potencjalnie chorobotwérczych dla cztowieka jest obecnosé kwaséw organicznych. Zaden z bada-
nych napojoéw nie wykazywat antagonizmu w stosunku do testowanych drozdzy.

Stowa kluczowe: kombucha, fermentacja, kultura SCOBY, wiasciwosci przeciwutleniajace
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Wprowadzenie

Tradycyjna kombucha jest przefermentowanym przez SCOBY (ang. Symbiotic
Culture of Bacteria and Yeast) napojem powstalym na bazie stodzonej czarnej lub
zielonej herbaty. Znana jest od dawna, ale dopiero w 2016 r. na rynku detalicznym
pojawil si¢ pierwszy napdj — KeVita, wyprodukowany przez PepsiCo, Inc. [13]. We
wrzesniu 2018 r. Coca-Cola wykupita firme¢ Mojo i poszerzyla swoj asortyment o pro-
dukty wytwarzane przy udziale grzyba herbacianego. Wzrasta zainteresowanie fermen-
towang herbata. Szacuje si¢, ze w 2020 r. na produkty powstale na bazie SCOBY kon-
sumenci wydadza ponad 1,8 miliarda dolaréw [1]. Ze wzgledu na specyficzne walory
produkty te na rynku spozywczym zaczynaja konkurowac¢ z piwami bezalkoholowymi.
Kombucha jako finalny produkt charakteryzuje si¢ smakiem poréwnywalnym z cy-
drem, lekkim nagazowaniem i pH mieszczacym si¢ w zakresie 2 + 5. Jej naturalny
smak czesto jest regulowany przez wprowadzenie octu jabtkowego, fruktozy lub kon-
centratow smakowych [10].

W mikrobiologicznym sktadzie SCOBY znajdujg si¢ przede wszystkim bakterie
kwasu octowego (w tym przede wszystkim Acetobacter sp., Komagataeibacter sp.
i Gluconobacter sp.), bakterie fermentacji mlekowej (Lactobacillus sp. i Lactococcus
sp.) oraz drozdze (Zygosaccharomyces sp., Pichia sp., Saccharomyces sp., Kloeckera
sp., Candida sp., Leucosporidiell sp. i Torulopsis sp.). Wtasciwy sktad kombuchy nie
jest staty i zalezy od wielu czynnikow, w tym przede wszystkim od struktury mikrobio-
logicznej SCOBY, substratow czy jakosci wody [6, 7, 18, 19].

Kombucha jest cenionym produktem bogatym w kwasy organiczne (przede
wszystkim octowy, glukuronowy, glukonowy, mlekowy), witaminy (B, B,, Bs, Bz
i C), zwigzki mineralne (Cu, Fr, Mn, Ni i Zn), substancje biologicznie aktywne pocho-
dzace z herbaty, enzymy hydrolityczne 1 zwigzki polifenolowe. Z tego tez wzgledu
przypisuje si¢ jej wiele prozdrowotnych cech, takich jak: obnizanie cisnienia krwi,
redukcj¢ poziomu cholesterolu LDL, wlasciwosci bioimmunostymulacyjne czy hepa-
toochronne [11].

Celem pracy byto okreslenie poziomu wybranych mikroorganizméw, poréwnanie
zawarto$ci polifenoli i antocyjanéw oraz zdolnosci przeciwutleniajacej napojow kom-
bucha dostepnych w handlu detalicznym z napojem wytworzonym doswiadczalnie
metodg tradycyjng.

Material i metody badan

Materialem doswiadczalnym byto 12 napojow kombucha zakupionych w handlu
detalicznym oraz jeden wytworzony w warunkach laboratoryjnych (tab. 1). Wedlug
deklaracji producentow napoje K1 - K6 zawieraty zywe kultury SCOBY, natomiast
napoje K7 - K12 zostaly poddane pasteryzacji. Surowcem do produkcji napoju
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Tabela 1. Charakterystyka badanych napojéw kombucha
Table 1.  Profile of kombucha drinks studied
Rodzaj | Status
Proba | Pasteryzacja | herbaty | EKO Dodatki smakowe Srodek stodzacy
Sample | Pasteurisation | Type of | ECO Flavoring additives Sweetener
tea status
. cukier, stewia,
zielona naturalny aromat z ananasa
K1 - + tural i e fl erytrytol / sugar,
green natural pineapple flavour stevia, erythritol
zielona naturalny aromat z wisni, hibiskus cukier, stewia,
K2 - + tural £ cherry. hibi erytrytol / sugar,
green natural aroma of cherry, scus stevia, erythritol
siclona cukier, stewia,
K3 - + brak / absent erytrytol / sugar,
green stevia, erythritol
K4 i czarna N brak / absent cukier trzcinowy
black cane sugar
K5 - Bencha + brak / absent cukier trzcinowy
cane sugar
K6 ) zielona N brak / absent cukier trzcinowy
green cane sugar
iel kier trzci
K7 N zielona N pokrzywa / nettle cukier trzcinowy
green cane sugar
K8 N zielona N mieta / mint cukier trzcinowy
green cane sugar
K9 N zielona N chmiel / hop cukier trzcinowy
green cane sugar
K10 + ﬁzrclr - kwas organiczny / organic acid cukier / sugar
ocet jabtkowy, koncentraty krokosza
barwierskiego i soku czarnej marchwi,
ziotlowa dodatek witamin Bs, Bg, B4, By, fruktoza
K11 + - . .
herbal apple cider vinegar, concentrates of fructose
safflower and black carrot juice,
the addition of vitamins B;, B¢, B7, B>
ekstrakt owocowy, ocet jabtkowy, kwas
mlekowy, karmel, estry glicerolu, dodatek
ziotowa witamin Bs, B¢, B7, B> fruktoza
K12 + - . . . .
herbal fruit extract, apple cider vinegar, lactic fructose
acid, caramel, glycerol esters, the addition
of vitamins Bs, By, B, By,
D ) zielona ) brak / absent sacharoza
green saccharose

Objasnienia / Explanatory notes:
K1 - K12 — symbole badanych prob / symbols of samples analysed; (+) — tak / yes; (-) — nie / no; D —
kombucha do$wiadczalna / experimental kombucha.
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doswiadczalnego (D) byt napar z zielonej herbaty (Ahmad Green Tea) z 10-
procentowym dodatkiem sacharozy, zaszczepiony kultura SCOBY uzyskana z malej
manufaktury. Zgodnie z metodg Ayeda i wsp. [1] fermentacj¢ prowadzono przez 12
dni w temp. 23 °C.

Jako$¢ mikrobiologiczng badanych napojow oznaczano metodg standardowsa
w dwdch powtodrzeniach, z uzyciem podilozy mikrobiologicznych modyfikujacych
metode Cailego i wsp. [5] — tab. 2. Inkubacje¢ posiewow prowadzono w temp. 30 °C
przez 48 h.

Tabela 2. Podloza mikrobiologiczne zastosowane do oznaczania mikroorganizméw w napojach kombu-
cha

Table 2.  Used culture media for the determination of microorganisms in kombucha beverages

Oznaczana grupa
mikroorganizméw / Group of
microorganisms being determined

Podtoze Producent/sktad
Culture medium Manufacturer/composition

Sabuardo Agar
z chloramfenikolem / Sabuardo BTL, Polska
Agar with chloramphenicol

drozdze i plesnie
yeast and molds

ekstrakt drozdzowy — 10 g,
glukoza — 10 g, etanol 96 % —
30 ml, CaCO;—-20 g, agar —
15 g, actidion 0,1 % — 10 ml,

woda dejonizowana — 1000 ml Acetobacter spp.
yeast extract — 10 g, glucose — AAB (Acetic Acid Bacteria)
10 g, ethanol 96 % — 30 ml,
CaCO;—-20 g, agar— 15 g,
actidion 0.1 % — 10 ml,
deionized water — 1000 ml

Acetobacter Agar

ekstrakt drozdzowy — 5 g,
trypton — 10 g, CaCO; -1 g,
glukoza — 20 g, K,HPO,— 1 g,
agar — 15 g, actidion 0,1 % —
10 ml, woda dejonizowana —
1000 ml / yeast extract — 5 g,
tryptone — 10 g, CaCO; -1 g,
glucose — 20 g, K,HPO,— 1 g,
agar — 15 g, actidion 0.1 % —
10 ml, deionized water — 1000 ml

Gluconobacter Agar Gluconobacter spp.

MRS Agar DeMan, Rogosa and Sharpe, Bakterie fermentacji mlekowej
& Merck, Niemcy LAB (Lactic Acid Bacteria)

Kwasowo$¢ czynna napojow oznaczano metodg potencjometryczng za pomoca
pH-metru (Adwa AD 1000, Polska).
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Calkowitg zawarto$¢ polifenoli oznaczano metodg Singletona i wsp. [20] z mody-
fikacjg wtasng — stosowano kwas galusowy (GEA) jako standard. Przygotowywano
mieszaning reakcyjng (0,1 ml kazdego z napojow, 6 ml wody destylowanej oraz 0,5 ml
odczynnika Folina-Ciocalteu’a), ktorg pozostawiano na 1 min w temp. 20 £+ 2 °C. Na-
stepnie dodawano po 1,5 ml 20-procentowego roztworu Na,CO; 1 1,9 ml wody desty-
lowanej. Probki mieszano, a nast¢gpnie ogrzewano w temp. 25 °C przez 30 min (do
uzyskania trwatlej, niebieskiej barwy). Absorbancj¢ mierzono w spektrofotometrze
Lambda 25 (Perkinelmer, Wielka Brytania) przy dtugosci fali A = 760 nm w trzech
powtodrzeniach. Caltkowitg zawarto$¢ polifenoli wyrazano w mg/dl probki w przelicze-
niu na kwas galusowy.

Calkowitg zawarto$¢ antocyjandow oznaczano metoda spektrofotometryczng
z roznicy absorbancji (metoda Fuleki i Francis, zgodnie z Walkowiak-Tomczak [29]).
Pomiaru absorbancji dokonywano w 1 ml badanej probki wobec 4 ml buforu HCI o pH
1 (jako proby odniesienia) oraz 4 ml buforu HCL o pH 4,5 w trzech powtdrzeniach.
Wartos¢ absorbancji (A) przy dtugosci fali A = 526 nm oraz A = 700 nm odczytywano
w spektrofotometrze Lambda 25 (Perkinelmer, Wielka Brytania). Zawarto$¢ antocyja-
néw wyrazano w mg cyjanidyno-3-glukozydu, zgodnie z rbwnaniem:

C = (A/EL) x MW x N

gdzie : A = (As—-s26 pH 1,0 — As 700 pH 1,0) — (As =526 pH 4,5 — Ay~ 700 pH 4,5),
E — absorbancja molarna (29 600 dla cyjanidyno-3glukozydu),

L — grubos¢ kuwety (1 cm),

MW — masa molekularna (445,2 dla cyjanidyno-3glukozydu),

N — wspotczynnik rozcienczenia.

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca oznaczano na podstawie redukcji 1,1-diphenylo-2-
picrylhydazylu (DPPH’) metoda, ktora opisali Zafra-Rojas i wsp. [31]. Przygotowano
etanolowy roztwor stabilnego DPPH’ (7,4 mg/100 ml) i mieszaning reakcyjng badane;j
probki z woda dejonizowang w proporcji 1 : 50. Do 500 pl alkoholowego roztworu
DPPH" dodawano 100 pl mieszaniny, a nastgpnie pozostawiano bez dostgpu $wiatta
w temp. 20 = 2 °C na 1 h. Probki odwirowywano (3000 rpm/10 min), po czym mierzo-
no absorbancj¢ przy dtugosci fali A = 520 nm w trzech powtoérzeniach. Wynik podawa-
no jako % aktywnosci przeciwutleniajace;.

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg napojow kombucha oznaczano metoda dy-
fuzyjno-cylinderkowo-ptytkowa [1] w stosunku do szczepow wzorcowych: Escheri-
chia coli (ATCC 35218), Listeria monocytogenes serotyp 1/2a (KMSiFZC), Yersinia
entercolitica (PCM 1919), Salmonella enteritidis (ATCC 130764), Bacillus cereus
(PCM 2019), Enterococcus faecalis (ATTC 29212), Staphylococcus aureus (ATTC
25923), Saccharomyces cerevisiae (LOCK 14), Candida albicans (KMSiFZC). Z 24-
godzinnych hodowli szczepow wzorcowych wykonywano zawiesiny o gestosci 1
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w skali McFarlanda. Z kazdej z nich pobierano po 100 ul i wykonywano posiew mu-
rawowy na podloze z agaru odzywczego (Oxoid Ltd. Wielka Brytania) oraz Sabourau-
da (BTL, Polska) w przypadku odpowiednio: bakterii i drozdzy. Do cylinderkow
wprowadzano po 100 ul jednego z dwoch wariantow uprzednio przygotowanych pro-
bek kombuchy — nieneutralizowanej oraz neutralizowanej do pH 7 (0,1 M NaOH).
Przygotowywano roéwniez proby referencyjne (R), aby okreslic podatnos¢ badanych
szczepOw na wybrane antybiotyki (w cylinderkach znajdowato si¢ 100 pl 0,003-
procentowego chloramfenikolu lub 0,001-procentowego actidionu). Ptytki inkubowano
przez 48 h w temp. 37 °C (bakterie) oraz 30 °C (drozdze i Bacillus sp.), a nast¢pnie
mierzono strefy zahamowania wzrostu mikroorganizmow.

Statystyczne opracowanie wynikow wykonano w programie StatSoft — Statistica
v 12. W celu sprawdzenia wptywu czasu przechowywania na badane parametry prze-
prowadzono analiz¢ wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic migdzy wartosciami $red-
nimi weryfikowano testem Duncana (p < 0,05).

Wiyniki i dyskusja

Kompozycja mikrobiologiczna napoju kombucha jest jednym z kluczowych
czynnikow wplywajgcych na jej sktad chemiczny, a ten warunkuje wlasciwos$ci poten-
cjalnie prozdrowotne. Zroznicowanie mikrobiologiczne zalezy od wielu czynnikow,
w tym od rodzaju wykorzystanego substratu [5, 6]. Wyniki oceny mikrobiologicznej
napojow komercyjnych przedstawiono w tab. 3. Liczba drobnoustrojow w probach
K7 - K12 (deklarowanych przez producentéw jako pasteryzowane) byta ponizej progu
wykrywalnosci (< 10" jtk/ml), co $wiadczy o poprawnie wykonanym utrwaleniu napo-
jow.

W produktach handlowych niepoddanych obrébee termicznej (K1 - K6 i D) do-
minowaly bakterie Acetobacter sp. (AAB) w liczbie 4,5 x 10° + 1,1 x 10° jtk/ml.
W produktach tych stwierdzono rowniez bakterie ferementacji mlekowej. Jak podaja
Santos i wsp. [17] oraz Vohra i wsp. [28], stanowiag one ok. 30 % populacji mikrobio-
logicznej napojow kombucha. Oznaczona ogolna liczba mikroorganizméw w napojach
kombucha jest zbiezna z wynikami Cailego i wsp. [5]. W odroznieniu od napojow
pochodzacych z handlu detalicznego kombucha doswiadczalna po 12 dniach fermenta-
cji zawierata tylko drozdze w liczbie 7 x 10’ jtk/ml. Moze to §wiadczyé o catkowitym
zuzyciu tlenu niezbednego do rozwoju AAB podczas fermentacji. Mogto tez by¢ spo-
wodowane nadmiernym rozwojem w napoju D naturalnie wystepujacych drozdzy kwa-
szacych, np. Bretanomyces spp., ktore w warunkach duzej zawartosci cukrow w $ro-
dowisku, w pierwszej kolejnosci produkujg etanol, chronigc si¢ przed wzrostem
konkurencyjnych mikroorganizmow, a nastgpnie z powstalych biokomponentow
w warunkach beztlenowych syntetyzujg kwas octowy i jego estry [25].
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Tabela 3. Charakterystyka badanych napojow kombucha pod wzglgdem liczby mikroorganizmow

Table 3.  Profile of kombucha drinks analysed in terms of count of microorganisms

Proba Drozdze Acetobacter sp. Gluconobacter sp. LAB

Sample Yeast [jtk/g] [itk/g] [itk/g] [itk/g]
K1 2,40 x 10° 1 x10° 1,3 x10° 6 % 10°
K2 3% 10° 1x10° <10 2% 10°
K3 2,50 x 10* 1,1 x 10° 1,65 x 10* 3% 10*
K4 1,64 x 10° 8,7 x 10° <10 3x10°
K5 2% 10° 7,7 x 10° 4,6 x10* 2% 10*
K6 6,5 % 10° 6 x 10° 4,5 x 10 2,7 x 10°
K7 <10 < 10! <10 <10
K8 <10! < 10! <10! < 10!
K9 <10 <10 <10 <10
K10 <10! < 10! <10! < 10!
K11 <10' <10 <10 <10
K12 <10! < 10! <10! <10
D 6,5 x 10° < 10! <10 <10

Objasnienia / Explanatory notes:
Objasnienia symboli jak pod tab. 1./ Meanings of symbols as in Tab. 1. W tabeli przedstawiono wartosci
$rednie / Table shows mean values.

Podstawowym parametrem okreslajagcym jako$¢ napoju kombucha jest jego pH.
Korzystne dla zdrowia wtasciwosci wynikajace z jej spozywania przypisuje si¢ duzej
zawarto$ci kwasow organicznych. Niskie pH zapobiega degradacji polifenoli oraz
wplywa korzystnie na stabilno$¢ chemiczng antocyjanow. Wszystkie badane proby
charakteryzowaty si¢ pH w zakresie 1,95 + 4,3 (tab. 4).

Zawarto$¢ polifenoli w napojach jest zalezna glownie od jakosci 1 rodzaju herba-
ty, ktorej uzyto do ich przygotowania. Wyniki byly zréznicowane, w napojach rynko-
wych zawarto$¢ polifenoli zawierata si¢ w przedziale 11,36 + 107 mg GEA/dI,
a w napoju doswiadczalnym wynosita 78 mg GEA/dl. Otrzymane rezultaty byly cha-
rakterystyczne dla fermentowanej herbaty [15, 16, 26].

Antocyjany zaliczane do flawonoidow rowniez wykazuja zdolnos¢ neutralizowa-
nia wolnych rodnikéw. Najwickszg ich zawarto$¢ oznaczono w napoju wyprodukowa-
nym metoda tradycyjna. Ich ilos§¢ w tym produkcie byta ponad dwa razy wigksza niz
w napojach rynkowych i wynosita 0,78 mg/dl. Zawarto$¢ antocyjanéw w produktach
komercyjnych byta zblizona i oscylowata migdzy 0,2 a 0,3 mg/dl. Dla porownania —
zawarto$¢ antocyjanOw w naparze z zielonej herbaty niepoddanej fermentacji wynosi
0,4 mg/dl [14].
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Przeciwutleniacze sg zwigzkami chemicznymi chronigcymi organizm przed wol-
nymi rodnikami. Wraz z pozywieniem dostarczane sg przeciwutleniacze egzogenne, do
ktérych zalicza si¢ polifenole. Najmniejszg efektywnos$¢ neutralizacji wolnych rodni-
kow stwierdzono w probie K8 (22 %). W pozostatych napojach wartos¢ aktywnos$ci
przeciwutleniajacej wahata si¢ w przedziale 58,33 + 76,4 % w stosunku do DPPH'.
Napojem najbardziej efektywnym w inhibitowaniu wolnych rodnikoéw byta kombucha
doswiadczalna (78,7 %). Oznaczona zdolno$¢ utleniajgca napojow komercyjnych (po-
za K8) byta porownywalna z wynikami opublikowanymi przez Cailego i wsp. [5].

Tabela 5. Antagonistyczne dziatanie napojow kombucha na wybrane patogeny
Table 5.  Antagonistic activity of kombucha drinks against selected pathogens

Mikroorganizm | K1 | K2 | K3 | K4 | K5 | K6 | K7 | k8 | K9 [K10|K11[KI12[ D [W
Microorganism Strefa zahamowania wzrostu / Growth inhibition zone [mm]
B. cereus NN| 10 [ 10 | 10 | 10 | 14 | 16 | 10 [ 10 | 10 | 14 | 10 | 10 | 10 30
PCM 2019 N| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. faecalis  |NN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 010 55
ATTC 29212 [N | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. NN| 10 | 10 | 13 0 12115111710 16 |22 | 20 |20
monocytogenes 30
kMsiFze INJolo|lo|o|o|ofloflo|lo|]o]|]o]o]o
S. aureus NN| 10 | © 0 0O |10 |10] 10| 10| 16| 10| 15| 10 | 11 ”
ATTC 25923 [N | 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0
S. enteritidis |NN| 10 | 10 | 10 | 10 [ 10 | 10 | 0 0|10 O 0 0 |20 ”3
ATCC 130764 | N | 10 | 10 | 10 | 10 0 0 0 0 0 0 0 0 11
Y. enercolitica |NN| 0 0 0 0 10| 10| O 0 [16| 0 | 10| 0 |25 -
PCM 1919 N| O 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 |25
E. coli NN| 0 0 0 0 16 | 17 121 | 17 |27 | 10| 10 | 10 | 20 24
ATCC35218 | N | 0 0 0 0 0 0 0 0230 0 0 |11
S. cerevisiae | N | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7
LOCK 14 |INN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 01O
C. albicans | N | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0
KMSIiFZC  |NN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Objasnienia / Explanatory notes:

Objasnienia symboli jak pod tab. 1. / Meanings of symbols as in Tab 1. NN — préba nieneutralizowana /
non-neutralised sample; N — proba neutralizowana / neutralised sample; W — wzorzec z antybiotyku /
antibiotic pattern.

W badaniach uzyto dziewigciu mikroorganizmow, aby okresli¢ ich wrazliwos$¢ na
sktadniki zawarte w napojach kombucha powstatych na bazie przefermentowanej her-
baty. Badane napoje hamowaty wzrost zardwno bakterii Gram-dodatnich (z wyjatkiem
E. fecalis), jak i Gram-ujemnych (tab. 5). Czynnikiem determinujgcym antagonizm
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kombuchy wobec wybranych patogenow przewodu cztowieka sg obecne w nich kwasy
organiczne. Pelnig one kluczowa funkcje w hamowaniu rozwoju bakterii Gram-
dodatnich. Zasadniczymi czynnikami determinujgcymi antagonizm przefermentowa-
nych napojow jest ilo$¢ 1 jakos¢ herbaty uzytej do jego produkcji, czas trwania fermen-
tacji czy rodzaj uzytego substratu [23, 28].

Po neutralizacji (pH 7) wszystkie proby (z wyjatkiem K9) utracity zdolnos¢ do
hamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich, natomiast w przypadku bakterii Gram-
ujemnych cze¢s¢ napojow zachowato swdj biobdjczy charakter. Uzyskane wyniki moga
by¢ zwigzane z wystepowaniem bakteriocyn stabilnych w srodowisku neutralnym (np.
bakteriocyna SL610 produkowana przez L. plantarum) w testowanych napojach [3,
12]. Podobnie Greenwalt i wsp. [7] stwierdzili, ze zaden z testowanych napojow nie
hamowat wzrostu drozdzy. Przeciwgrzybicze wtasciwosci napoju kombucha sg kwe-
stig sporna, a uzyskiwane wyniki sg skrajne [3, 9]. Mozna stwierdzi¢, ze czynnikiem
warunkujagcym przeciwdrobnoustrojowe wilasciwosci kombuchy jest jej niskie pH
zwigzane z wystegpowaniem kwasow organicznych, majace znaczacy wptyw na stabil-
no$¢ bakteriocyn. Tradycyjna kombucha do§wiadczalna hamowata wzrost 7 z 9 testo-
wanych mikroorganizmow. W czesci przypadkow zahamowanie wzrostu przy uzyciu
napoju do$wiadczalnego bylo nawet poroéwnywalne z wielko$cig stref otrzymanych
przy uzyciu antybiotykéw, co §wiadczy o dobrej skutecznosci jego dziatania.

Whioski

1. Zawarto$¢ wybranych, potencjalnie prozdrowotnych frakcji (polifenoli i antocyja-
n6w) w napojach kombucha dostgpnych w handlu detalicznym byta zréznicowana.
Nie stwierdzono powigzania mi¢dzy procesem pasteryzacji a zmianami aktywnosci
przeciwutleniajacej tych napojow.

2. Wigkszos¢ handlowych napojow kombucha charakteryzowata si¢ mniejszg zawar-
toscig polifenoli niz kombucha do$wiadczalna. Produkt tradycyjny wyrozniat si¢
najwyzsza inhibicja wolnych rodnikow ze wszystkich przebadanych produktow.

3. Zawarto$¢ antocyjandw w napojach komercyjnych byta porownywalna z ich ilo-
$cig w zielonej herbacie. Zawarto$¢ tych zwigzkow byta ponad dwa razy wigksza
w napoju doswiadczalnym niz w produktach dostepnych w handlu detalicznym.

4. Czynnikiem warunkujgcym dziatanie przeciwdrobnoustrojowe napojow kombucha
wobec innych mikroorganizmow byto niskie pH. Jedynie nieliczne produkty za-
hamowaly wzrost drobnoustrojéw po poddaniu ich procesowi neutralizacji. Napoje
kombucha poddane badaniom nie wykazywaly antagonizmu w stosunku do grzy-
bow drozdzowych.

5. Wigkszy potencjat prozdrowotny przejawiala kombucha do§wiadczalna niz napoje
tego typu dostgpne w handlu detalicznym.
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COMPARISON OF SELECTED MICROBIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL PARAMETERS
OF KOMBUCHA DRINKS

Summary

The objective of the research study was to determine the level of some selected microorganisms in
kombucha drinks available in retail trade and to compare the contents of polyphenols and anthocyanins in
those drinks and their antioxidant potentials with a drink produced experimentally with the use of a tradi-
tional method. The research included 12 commercial drinks and one drink produced experimentally on the
basis of green tea with 10 % of sucrose added. In the products studied, the following was determined:
number of Acetobacter sp. bacteria, Gluconobacter sp., LAB and yeast, pH, total content of anthocyanins,
total content of polyphenols and antioxidant activity. A diffusion method with small columns was applied
to assess the antimicrobial activity of kombucha drinks in comparison to the reference strains: E. coli
ATCC 35218, Listeria monocytogenes serotype 1/2a (KMSiFZC), Yersinia entercolitica (PCM 1919),
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Salmonella enteritidis (ATCC 130764), Bacillus cereus (PCM 2019), Enterococcus faecalis (ATTC
29212), Staphylococcus aureus (ATTC 25923), Saccharomyces cerevisiae (LOCK 14) and Candida albi-
cans (KMSIiFZC). It was found that the beverages declared to be pasteurized (K7 - K12) were free of the
microorganisms from the groups under analysis. In other commercial products the predominant microor-
ganism was Acetobacter sp. bacteria and its number ranged 6 x 10° + 1.1 x 107 c¢fu/ml. In the experimen-
tally produced drink the reported count of yeast cells was 6.5 x 10° cfu/g. The pH value of the products
was specific and did not exceed 4.3. The content of anthocyanins in all the commercial drinks ranged 0.2 +
0.3 mg/dl, while in the experimental sample this value was more than twice as high. The content of poly-
phenols in and the antioxidant capacity of the samples varied and no correlation was found between them
and the origin of the product. The presence of organic acids is the main factor to determine the capability
of kombucha beverages to inhibit bacteria potentially pathogenic to humans. None of the tested beverages
showed antagonism against the tested yeast.

Key words: kombucha, fermentation, SCOBY, antioxidant properties
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KATARZYNA KOTARSKA, WOJCIECH DZIEMIANOWICZ,
ANNA SWIERCZYNSKA

IDENTYFIKACJA CHEMICZNYCH ZANIECZYSZCZEN ETANOLU
UZYSKANEGO Z ZIARNA ROZNYCH ODMIAN KUKURYDZY

Streszczenie

Celem pracy byla identyfikacja zwiazkow chemicznych stanowigcych zanieczyszczenia etanolu uzy-
skanego w procesie fermentacji alkoholowej réznych odmian kukurydzy. Opisano przyczyny powstawania
w procesie fermentacji kukurydzy takich zwiazkow, ktore obnizaja jako$¢ wytwarzanego etanolu. Prze-
prowadzono identyfikacje jako$ciowsa i iloSciowa produktow ubocznych w spirytusach po zakonczonym
procesie fermentacji. Obejmowata ona grupy zwiazkow: estry, aldehydy, alkohole wyzsze oraz metanol.
Badania jakosci etanolu wykonano metoda chromatografii gazowe;j.

Zawarto$¢ zwigzkow karbonylowych w etanolu przeznaczonym na cele spozywcze jest normowana
i nie moze przekracza¢ wartosci 0,1 g/dm3 Ajgo- W badanych probkach zawierata si¢ w zakresie 0,022 +
0,087 g/dm® A,q. Najwigksza ilo$é¢ zwiazkéw karbonylowych stwierdzono w pierwszym etapie fermenta-
cji, w czasie powstawania najwigkszych ilosci etanolu. W ciggu nastepnych godzin fermentacji etanolowe;j
ilos¢ aldehydow sukcesywnie malata, przy czym najwigkszy ich ubytek obserwowano miedzy 16. a 48.
godzing. W zadnym z uzyskanych spirytusow nie stwierdzono obecnosci akroleiny, ktora ma wlasciwosci
kancerogenne. Ilo$¢ alkoholi wyzszych zawierata si¢ w do$¢ szerokich granicach, tj. 0,855 + 3,553 g/dm’
Ajoo- Na ich poziom wptyw miala ilo$¢ n-propanolu, izobutanolu, n-butanolu oraz 2-metylo-1-butanolu.
Wydajnos¢ alkoholu ze 100 kg ziarna réznych odmian kukurydzy ksztaltowala si¢ w zakresie 37,5 +
43,3 dm’. Najwieksza wydajnos¢ spirytusu uzyskano z ziarna kukurydzy odmian Euralis ES Runway oraz
Euralis ES Hattric.

Stowa kluczowe: kukurydza, skrobia, fermentacja alkoholowa, produkty uboczne fermentacji, zanie-
czyszczenia chemiczne etanolu

Wprowadzenie

Kukurydza jest jednym z najwazniejszych surowcow roslinnych w przemysle
spozywczym (w tym miynarskim i gorzelniczym) oraz paszowym, jak roéwniez

Dr inz. K. Kotarska, mgr inz. W. Dziemianowicz, mgr inz. A. Swierczynska, Zaktad Technologii Gorzel-
nictwa i Odnawialnych Zrédel Energii, Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof.
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w przemysle papierniczym czy chemicznym [9]. W gorzelnictwie najwazniejsza jest
zawarto$¢ weglowodanow w ziarnie kukurydzy, ktdora w najwigkszym stopniu zalezy
od genotypu rosliny. Decyduje ona o wydajnosci alkoholu etylowego w procesie fer-
mentacji ziarna. Skrobia zawarta w ziarnie jest rozkladana w procesie hydrolizy enzy-
matycznej do weglowodanow ulegajacych bezposrednio fermentacji etanolowe;.

Ziarno kukurydzy uznawane jest za najbardziej efektywny pod wzgledem energe-
tycznym i ekonomicznym surowiec do przerobu na etanol. Argumenty potwierdzajace
powyzsze stwierdzenie to: najwyzsza wydajno$¢ alkoholu z 1 tony surowca sposrod
gatunkow uprawianych w Polsce — ok. 36 + 43 dm’/100 kg ziarna, duza zawartos¢
skrobi podlegajacej rozktadowi do glukozy i fermentacji — ok. 55 + 70 %, ponadto
niskie koszty przerobu surowca, mozliwo$¢ uprawy w monokulturze, mozliwos¢
uprawy kukurydzy na réznych kompleksach glebowych, wysoki potencjat plonotwor-
czy [8, 18].

Odmiany kukurydzy réznia si¢ migdzy sobg z uwagi na: dtugos¢ okresu wegetacji
(wcezesne, $rednio wezesne, Srednio pozne i pozne), ksztalt ziarniaka (kulisty, owalny,
kanciasty, klinowaty), barwe, budowe wewnetrzng ziarniaka (pastewne, zwykte, cu-
krowe, skrobiowe, pekajace, woskowe, oplewione, skrobiowo-cukrowe), zawarto$c¢
skrobi oraz jej sktad. Wigkszo§¢ odmian kukurydzy zawiera w ziarnie skrobie, ktora
sktada si¢ z amylopektyny (65 + 85 %) i amylozy (15 + 35 %) [15].

Obecnie uprawiane odmiany kukurydzy wywodzg si¢ gtownie od dwoch typow —
kukurydzy szklistej (flint) oraz konskiego zeba (dent). Ziarno typu dent jest wydtuzone
i sptaszczone, z zaglgbieniem na szczycie. Charakteryzuje si¢ duza zawartoscig maczy-
stego bielma. Taki typ ziarna jest szczeg6lnie przydatny dla przemystu skrobiowego
i gorzelniczego. W ziarnie kukurydzy typu flint dominuje natomiast bielmo szkliste,
dlatego przydatne jest ono do produkcji kasz i maki oraz jako pasza treSciwa w zZywie-
niu bydta mlecznego [16].

Ocen¢ mozliwosci wykorzystania danej odmiany kukurydzy w produkcji etanolu
przeprowadza si¢ poprzez wykonanie prob fermentacyjnych, a nast¢pnie obliczenie
wydajnosci etanolu z surowca. Jak podaja Kawa-Rygielska [5] i Liszewski [6], naje-
fektywniejsze pod tym wzgledem sg pozniejsze odmiany kukurydzy, ktore charaktery-
zujg si¢ nie tylko wysokim poziomem wydajnosci etanolu w procesie fermentacji, ale
takze duzym potencjatem plonowania.

Podczas procesu fermentacji oprocz etanolu powstaje szereg zwigzkow lotnych,
przechodzacych w trakcie destylacji do spirytusu i powodujacych jego zanieczyszcze-
nie. Zwiazki te tworza si¢ podczas procesoOw biochemicznych lub sg wynikiem aktyw-
nosci metabolicznej niepozadanej mikroflory. Wyro6znia si¢ wsrod nich: metanol, estry,
aldehydy, wyzsze alkohole oraz kwasy organiczne [3, 7, 11]. Poszczeg6lne substancje
nalezace do wymienionych grup zanieczyszczen roéznig si¢ w sposob istotny progiem
wyczuwalno$ci sensorycznej. Niektoére z nich w niewielkich ilosciach wptywaja na
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zmiang cech sensorycznych spirytusow. Inne nawet w ilosciach §ladowych moga zde-
cydowanie negatywnie zmienia¢ smak i zapach spirytusow [1].

Celem pracy byla identyfikacja zwigzkéw chemicznych stanowigcych zanie-
czyszczenia etanolu uzyskanego w procesie fermentacji alkoholowej ziarna roéznych
odmian kukurydzy dost¢gpnych na polskim rynku.

Material i metody badan

Do badan uzyto ziarna 8 odmian kukurydzy:

— SY Talisman (ziarno typu flint), SY Pandoras (ziarno typu flint) — Syngenta,
Szwajcaria,

—  P8329 (ziarno o typie posrednim zblizonym do dent), P8821 (ziarno o typie po-
$rednim flint/dent) i P8307 (ziarno o typie posrednim flint/dent) — Pioneer, USA,

— ES Palladium (ziarno typu flint), ES Runway (ziarno typu dent) oraz ES Hattrick
(ziarno typu dent) — Euralis, Francja.

Ziarno wymienionych odmian kukurydzy rozdrabniano w mtynie tarczowym, typ
SEMg 71-2B (ZBPP, Bydgoszcz), do uzyskania jednorodnych probek o wielkosci cza-
stek < 0,25 mm.

W probkach rozdrobnionego surowca oznaczano wilgotno$¢ metoda wagowa we-
dlug PN-ISO 6496:2002 [19] oraz zawartos¢ skrobi polarymetryczng metodg Ewersa
wedtug PN-EN ISO 10520:2002 [20].

Z rozdrobnionego surowca sporzadzano zaciery metoda BUS w warunkach labo-
ratoryjnych i kazdorazowo w dniu rozpoczecia fermentacji.

Wydajnos¢ etanolu okre$lano na podstawie prob fermentacyjnych zgodnie z pro-
cedura okreslania wydajnosci etanolu z surowcow gorzelniczych [13]. Stezenie etanolu
oznaczano za pomocg refraktometru zanurzeniowego (Carl Zeiss Jena VEB, Niemcy),
a wynik [% (v/v)] odczytywano z tablic Wagnera. Uzyskany wynik wskazuje na mak-
symalng mozliwa do uzyskania w warunkach przemystowych wydajnos$¢ etanolu ze
100 kg surowca.

Jako$¢ etanolu badano po przeprowadzeniu préb fermentacyjnych. Stosowano
w nich proporcje ziarna do wody zgodne z zaleceniami obowigzujacymi w gorzelniach
przy przerobie surowcoOw skrobiowych metoda BUS, na poziomie ggstosci ok.
17,5 °Blg, tzn. na kazde 100 g ziarna uzywano ok. 400 cm® wody.

Uwodniong mas¢ zawierajacg skrobi¢ poddawano hydrolizie przy uzyciu prepara-
tow enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego firmy Novozymes. Byly to:
Termamyl 120L" (0-amylaza) — enzym uplynniajacy skrobie, w dawce standardowej,
tj. 140 ml/t skrobi, przy ktorej aktywnos¢ preparatu wynosi 120 KNU/g oraz SAN
Extra® L (glukoamylaza) — enzym hydrolizujacy wiazania 1-4 i 1-6 glukozydowe
w uptynnionej skrobi i dekstrynach, w dawkach zalecanych przez producenta, tj.
600 ml/t skrobi. Enzymy dodawano w warunkach zalecanych przez producenta, tj.
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a-amylazeg — temp. aktywacji enzymu 85 °C, czas aktywnosci 20 min; glukoamylazg —
temp. aktywacji enzymu 65 °C, pH 5,4, czas aktywnosci 20 min. Podczas hydrolizy
mieszano i podgrzewano substraty zgodnie z wymienionymi zaleceniami producenta
preparatow enzymatycznych w celu przeprowadzenia glgbokiej hydrolizy oraz stoso-
wano regulacje pH st¢zonym kwasem siarkowym. W wyniku hydrolizy uzyskiwano
zacier, w ktorym oznaczano zawartos¢ ekstraktu [°Blg] areometrycznie.

Do zacieréw sporzadzanych z ziarna badanych odmian kukurydzy dodawano
drozdze Saccharomyces cerevisiae (szczep D-2), ktére pochodzity z kolekcji Instytutu
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie. Charakterystyczne ce-
chy szczepu S. cerevisiae D-2 to: acidofilno$¢ (zdolnos¢ przystosowania si¢ do silnie
ukwaszonego $srodowiska, pH 3), termofilnos¢ (38 + 39 °C), osmofilnos¢ (do 24 °Blg)
oraz alkoholoodpornos¢ (do 14 % v/v alkoholu). Szczep D-2 stosowano w postaci
mleczka drozdzowego, ktore przygotowywano z suchego preparatu. Odwazano 5 g
drozdzy i poddawano rehydratacji z jednoczesnym odkazaniem, majacym na celu eli-
minacj¢ uszkodzonych komorek drozdzy (10 + 20 %) powstatych w wyniku suszenia
oraz ewentualnej mikroflory bakteryjnej. Do odkazania stosowano 50 cm’ wodnego
roztworu stezonego kwasu siarkowego (proporcja kwasu do wody 1 : 200) do pH ok. 2,
w temp. 30 °C. Mleczko drozdzowe mieszano przy uzyciu mieszadta magnetycznego
Electromagnetic Stirrer, typ ES 21H (WIGO, Polska), przy predkosci 500 obr./min
przez 10 min. Drozdze stosowano do zacierow w temp. 30 °C, przy pH 5,4 (poziom
uzyskany po procesie uplynnienia i scukrzenia zacierow). W tescie z blekitem metyle-
nowym potwierdzono, ze komorki drozdzy cechowaty si¢ dobrg Zywotnos$cia i aktyw-
no$cig fermentacyjna.

Zaciery kukurydziane szczepiono mleczkiem drozdzowym w ilosci 30 ml na
1500 ml nastawu, kolby zamykano korkami gumowymi zakonczonymi rurkami fer-
mentacyjnymi wypelionymi gliceryng i umieszczano w termostacie w temp. 38 °C na
trzydobowg fermentacj¢. Dane termiczne i inne parametry fermentacji etanolowej od-
zwierciedlaty technologiczne warunki stosowane w gorzelniach rolniczych, dzigki
czemu uzyskane wyniki mozna odnosi¢ do warunkow przemystowych, zaréwno
w zakresie wydajnosci etanolu, jak i jego jakosSci.

Po zakonczeniu fermentacji prowadzono destylacje odfermentowanych zacierow
w specjalnie skonstruowanym szklanym zestawie. W jego sklad wchodzity: szklana
kolumna destylacyjna wyposazona w 25 pdtek przelewowych typu kapslowego, kolba
destylacyjna o pojemnosci 2 dm’, deflegmator z plaszczem wodnym wyposazonym
w termometr kontaktowy do pomiaru temperatury par spirytusowych, chtodnica prosta
Liebiga z ptaszczem wodnym oraz elektryczny ptaszcz grzejny zasilany przez elektro-
niczny regulator mocy. W deflegmatorze utrzymywano temperatur¢ na statym pozio-
mie 80 + 81 °C. Uzyskiwano destylaty o mocy 88 + 92 % v/v etanolu.
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W celu okreslenia dynamiki zmian tworzenia zwigzkéw karbonylowych probki
destylatu pobierano po 16, 24, 36, 48, 65 1 72 h fermentacji etanolowej i oznaczano
w nich zawartos¢ aldehydow.

Analiz¢ destylatow wykonywano przy uzyciu chromatografu gazowego HP6890
serii GC System (Hewlett Packard, USA) z detektorem ptomieniowo-jonizacyjny FID,
zoptymalizowanym dla kolumn kapilarnych z uktadem EPC. Port nastrzykowy praco-
wat w temp. 210 °C, ze stosunkiem podziatu — 1 : 25, przy staltym przeplywie gazu
nosnego (hel o ci$nieniu 0,98 bara) wynoszacym 2,1 ml'min”. Do rozdziatu analizo-
wanych sktadnikow stanowigcych zanieczyszczenia etanolu uzywano kolumny Varian
Capillary Kolumn typu — CP-WAX 57CB ze zwigzang faza stacjonarng typu PEG
(high polarity polyethylene glycol) o wymiarach 50 m x 0,32 mm x 0,20 pum (Agilent
Technologies, USA). Program temperaturowy kolumny chromatograficznej przedsta-
wiat si¢ nastepujaco: temp. 40 °C przez 2 min — wzrost temp. do 80 °C z predkoscia
7°C-min" — temp. 80 °C przez 3 min — wzrost temp. do 160 °C z predkoscia
10 °C-min" — temp. 160 °C przez 4 min. Warunki pracy detektora FID byty nastgpu-
jace: temp. — 240 °C, przeptyw wodoru — 25 ml'min™', przeptyw powietrza 280 ml-min”
oraz przeplyw gazu nosnego w trybie ciggtym — 30,0 ml'min”'. Parametry integracji
sygnatu i raportowania danych zostaly zoptymalizowane przez komputerowa stacje
analityczng wyposazong w oprogramowanie ChemStation (G2070AA rev. A.05.02).

Kwasowos$¢ spirytusoOw oznaczano metoda miareczkowa zgodnie z PN-A-79528-
7:2001 [21].

Wszystkie analizy wykonywano w trzech powtdrzeniach. Uzyskane wyniki pod-
dano analizie statystycznej. Obliczano wartosci $rednie i odchylenia standardowe. Do
szacowania roznic miedzy warto$ciami Srednimi w grupach zastosowano test Tukeya
(p < 0,05). Obliczenia wykonano za pomocg pakietu statystycznego Statistica 12,0
(StatSoft).

Wiyniki i dyskusja

W tab. 1. przedstawiono charakterystyke ziarna réoznych odmian kukurydzy, po-
zyskanego od réznych producentow.

Wilgotno$¢ surowca ksztattowata si¢ na poziomie 9,44 + 12,21 %. Najmniejsza
wilgotnos$¢ stwierdzono w ziarnach kukurydzy odmian typu dent, tj. ES Runway —
9,45 %, ES Hattrick — 9,56 % i1 odmian typu posredniego flint/dent, tj. P8329 — 9,44 %,
P8821 — 9,58 % (tab. 1). Odmiany typu flint s3 wczesniejsze, o grubej warstwie bielma
szklistego, ale trudniej oddajg wodg z ziarna. Wilgotno$¢ ziarna tego typu jest na ogét
0 2 = 3 % wicksza w poréwnaniu z ziarnem typu dent [16]. Najwicksza wilgotnos¢
zaobserwowano jednak w ziarnie odmiany P8307 (12,21 %) typu posredniego
flint/dent.
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Tabela 1. Charakterystyka fizykochemiczna ziarna badanych odmian kukurydzy
Table 1.  Physical-chemical profile of grain of maize varieties
Wydajnos¢
. o L . etanolu
Producent Odmiana kukurydzy Wllg.o tnose Zawartos¢ skrobi Ethanol yield
. . Moisture Content of starch 3
Producer Maize variety 0 o [dm’/100 kg
[%] [%] surowca / raw
material]
S . SY Talisman (flint) 10,424+ 0,02 57,70 £ 0,62 37,48+ 0,23
enta
yng SY Pandoras (flint) 10,409+ 0,01 56,15+ 0,51 36,49 £ 0,19
P8329 (~dent) 9,44% + 0,01 61,69°+ 0,72 40,14°+ 0,34
Pioneer P8821 (flint/dent) 9,58+ 0,01 64,46 + 0,97 41,92% + 0,47
P8307 (flint/dent) 12,21°+£0,03 62,46°+ 0,44 40,62°+0,17
ES Palladium (flint) 9,78° + 0,02 65,08+ 0,60 4233%40,22
Euralis ES Runway (dent) 9,45+ 0,01 66,62% + 0,78 43,25°+ 0,36
ES Hattrick (dent) 9,56°+ 0,01 66,629+ 0,81 43.30°+ 0,39

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; a - e — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami roznig si¢ statystycznie
istotnie (p < 0,05) / mean values in columns denoted by different letters differ statistically significantly
(p<0.05); n=3.

W przebadanej grupie odmian kukurydzy najwicksza zawarto$¢ skrobi odnoto-
wano w ziarnie pochodzacym od producenta Euralis, tj. ES Palladium, ES Runway
oraz ES Hattrick — 65,08 +~ 66,62 % (tab. 1). Duza zawarto$¢ skrobi, ktora na drodze
dwustopniowe] hydrolizy enzymatycznej zostala roztozona do cukrow redukujacych,
miata wptyw na wyniki wydajnos$ci etanolu. W przypadku odmian Euralis — ES Run-
way oraz ES Hattrick — wydajnos¢ etanolu ze 100 kg surowca byta najwieksza i wyno-
sita 43,3 dm’. Na rownie wysokim poziomie plasowaly si¢ odmiany ES Palladium
(42,3 dm”) oraz Pioneer P8821 (41,9 dm®). W przypadku pozostatych odmian kukury-
dzy wydajno$é etanolu ze 100 kg ziarna zawierala si¢ w granicach 36,5 + 40,6 dm’
(tab. 1).

W spirytusach otrzymanych w wyniku destylacji zacieréw odfermentowanych
oznaczono alkohole wyzsze, metanol, estry, aldehydy, w tym akroleing oraz kwaso-
wos¢ 1 moc. Wigkszos¢ produktow ubocznych fermentacji alkoholowej tworzy z woda
mieszaniny azeotropowe, ktorych temperatury wrzenia sg nizsze niz temperatury wrze-
nia czystych sktadnikow, dlatego podczas procesu destylacji do spirytusu dostawaly si¢
takze produkty nalezace do wysokowrzacych substancji chemicznych [10].

W spirytusach zawarto$é zwiazkow karbonylowych wynosita od 0,022 g/dm’ A g
(Pioneer 8307) do 0,087 g/dm’ A4 (Syngenta SY Talisman) — tab. 2, czyli byta duzo
ponizej warto$ci normatywnej. Zgodnie z Polskg Normg [12] dopuszczalna zawartos¢
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aldehydow w spirytusach zbozowych przeznaczonych na cele spozywcze wynosi bo-
wiem 0,1 g/dm’® A . Na ogdlna sume aldehydow sktadaty sie: aldehyd octowy i alde-
hyd propionowy.

Tabela 2. Zawarto$¢ aldehydow, estrow oraz kwasowos$¢ w spirytusach uzyskanych z ziarna réznych

odmian kukurydzy po 72 h fermentacji etanolowe;j

Table 2.  Content of aldehydes in, esters in and acidity of spirits produced from grain of different maize
varieties after 72 h of ethanol fermentation
Aldehydy Estry Kwasowos¢
Producent Odmiana kukurydzy [g/dm3 Aioo] [g/dm3 Aigol [g/dm3 Aol
Producer Maize variety Aldehydes Esters Acidity
[g/dm® EtOH] [g/dm® EtOH] [g/dm® EtOH]
Syngenta SY Talisman (flint) 0,087°+ 0,013 | 0,015%+0,001 | 0,020+ 0,003
SY Pandoras (flint) 0,077°+ 0,011 | 0,008°+0,001 | 0,056+ 0,009
P8329 (~dent) 0,067+ 0,014 | 0,043°+0,003 | 0,059°+ 0,012
Pioneer P8821 (flint/dent) 0,084°+0,180 | 0,012¢+0,001 | 0,036™ + 0,080
P8307 (flint/dent) 0,022+ 0,008 | 0,004*+ 0,000 | 0,033%+0,011
ES Palladium (flint) 0,049% + 0,004 | 0,005°+ 0,000 | 0,047°+0,014
Euralis ES Runway (dent) 0,054 £ 0,011 | 0,001°+0,000 | 0,020+ 0,005
ES Hattrick (dent) 0,068+ 0,017 | 0,003*®+0,000 | 0,036+ 0,004

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

Przemiany biochemiczne podczas fermentacji alkoholowej zachodza bardzo dy-
namicznie, m.in. kwas pirogronowy podlega nieoksydacyjnej dekarboksylacji, polega-
jacej na odszczepieniu CO, przy udziale enzymu dekarboksylazy pirogronowej wspot-
dziatajacej z pirofosforanem tiaminy DPT i jonami magnezu. Powstaly aldehyd octowy
staje si¢ akceptorem atoméw wodoru z uwodorowanego NAD', w wyniku czego przy
udziale dehydrogenazy alkoholowej nast¢puje przeniesienie tych atomow i utworzenie
alkoholu etylowego [2, 4, 17]. Najwiecej tworzacego si¢ aldehydu octowego, ktory jest
dominujgcym alifatycznym zwigzkiem karbonylowym [1], zaobserwowano w pierw-
szym etapie fermentacji. Redukcja aldehydu octowego w szlaku metabolicznym do
alkoholu etylowego przy udziale dehydrogenazy alkoholowej nie nadazata poczatkowo
za jego produkcja. Dopiero w kolejnych godzinach fermentacji nagromadzony aldehyd
octowy byt wykorzystywany jako akceptor wodoru i redukowany sukcesywnie do al-
koholu etylowego, co skutkowato stopniowym zmniejszaniem jego stezenia w srodo-
wisku fermentacyjnym i przyrostem ilosci etanolu. Tak wigc najwigksza ilos¢ aldehydu
octowego, jak rowniez aldehydu propionowego, wytwarzana byta w pierwszych 16 h
fermentacji (rys. 1). W tym okresie stezenie zwigzkow karbonylowych w destylatach
w zalezno$ci od odmiany kukurydzy zawierato sie w zakresie 0,137+ 0,540 g/dm® A .
W ciaggu nastepnych godzin fermentacji etanolowej (16 + 65 h) ilos¢ aldehyddéw sukce-



IDENTYFIKACJA CHEMICZNYCH ZANIECZYSZCZEN ETANOLU UZYSKANEGO Z ZIARNA... 59

sywnie malata, jednak najwigkszy ich ubytek obserwowano migedzy 16. a 48. godzing.
W koncowym okresie po dofermentowaniu (72 h) osiggano minimalny poziom aldehy-
doéw, charakterystyczny dla danego surowca i odmiany. Ubytek zwigzkow karbonylo-
wych migdzy 16. a 72. godzing fermentacji wynosit ok. 82 + 85 %.

W Zadnym z przebadanych spirytuséw nie stwierdzono obecnosci akroleiny, ktora
ma wlasciwosci kancerogenne. Akroleina to aldehyd akrylowy, ktorego niewiclka ilos¢
w spirytusie powoduje wyczuwalne pogorszenie jego walorow zapachowych — prog
wyczuwalnosci sensorycznej wynosi 10 mg/dm’.
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Rys. 1. Zawarto$¢ aldehydéw w spirytusach uzyskanych z ziarna ré6znych odmian kukurydzy w zalezno-
$ci od czasu fermentacji etanolowej

Fig. 1. Content of aldehydes in spirits produced from grain of different maize varieties depending on
ethanol fermentation duration

Zwiazki, ktore majg decydujacy wptyw na zapach spirytusu, to estry. Ich obec-
nos¢ jest czgsciowo spowodowana aktywnosciag esterazy drozdzowej, ktora w znacz-
nym stopniu zalezy od st¢zenia glukozy i fazy wzrostu drozdzy. Niewielkg ilo$¢ tych
zwigzkoéw odnotowano w spirytusach z ziarna kukurydzy producenta Euralis, tj. ES
Runway — 0,001 g/drn3 Ao oraz ES Hattrick — 0,003 g/drn3 Aqg0. Wicksza (cho¢ nie-
znaczaca) ilos¢ estrow stwierdzono w spirytusie z ziarna P8329 producenta Pioneer —
0,043 g/dm’ A, (tab. 2).

Produktami ubocznymi, ktére wystepuja w zacierach, sg takze kwas octowy oraz
kwasy nieorganiczne zastosowane do regulacji pH zacieru podczas hydrolizy skrobi
oraz podtoza hodowlanego dla drozdzy. Kwasowo$¢ wszystkich analizowanych spiry-
tusow byta niewielka i zawierata si¢ w granicach 0,020 + 0,059 g/dm3 Ao, przy czym
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wedtug Polskiej Normy [12] kwasowo$¢ spirytusu zbozowego nie moze przekroczy¢
0,08 g/dm3 Al()().

Tabela 3. Zawartos$¢ alkoholi wyzszych w spirytusach uzyskanych z ziarna réznych odmian kukurydzy
po 72 h fermentacji etanolowe;j

Table 3.  Content of higher alcohols in spirits produced from grain of different maize varieties after 72 h
of ethanol fermentation

Alkohole wyzsze [g/dm® A o]
Odmiana kuku- Higher alcohols [g/dm® EtOH]
Producent rydzy ' 2-metylo-

Producer Maize variety n-propaol izo-butanol n-butanol 1-butanol Suma

isobutanol 2-methyl- Total

1-butanol

SY Talisman 0,854¢ 1,614¢ 0,010¢ 0,708¢ 3,186¢

S (lint) +0,021 +0,087 +0,000 +0,023 +0,041
YRgENA ey pandoras 0,909° 1,609° 0,009 0,746° 3273¢
(lint) +0,027 +0,094 +0,000 +0,030 +0,021

P8329 1,335¢ 0,808° 0,017° 0,246° 2,406°
(~dent) +0,015 +0,028 +0,001 +0,009 +0,040

Pioncer P8821 0,836° 1,746¢ 0,010¢ 0,844¢% 3,436°
(flint/dent) +0,017 +0,046 +0,000 +0,049 +0,013

P8307 0,821¢ 1,785¢ 0,008° 0,872° 3,486°
(flint/dent) +0,080 +0,055 +0,000 +0,042 +0,044

ES Palladium 0,849° 1,768¢ 0,010¢ 0,926° 3,553¢
(flint) +0,069 +0,047 +0,001 +0,031 +0,024

Euralis ES Runway 0,379° 1,134° 0,006° 0,479° 1,998°
(dent) +0,021 +0,038 +0,000 +0,024 +0,021

ES Hattrick 0,216 0,418° 0,002° 0,219 0,855°
(dent) +0,011 +£0,017 +0,000 +0,015 +0,019

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

Metanol wystepowal we wszystkich badanych spirytusach w niewielkiej ilo$ci
0,001 g/100 cm® Ajgp. W procesie fermentacji alkoholowej oprocz metanolu i etanolu
tworza si¢ rowniez alkohole wyzsze, tzw. oleje fuzlowe. Dowiedziono kilku drég po-
wstawania alkoholi wyzszych. Zwigzki te powstaja w wyniku dezaminacji aminokwa-
sow, gtownie izoleucyny, leucyny i waliny. Drozdze, wykorzystujac odszczepiony
z aminokwasOow amoniak, syntetyzuja wiasne biatko. Aminokwasy ulegaja przy tym
dezaminacji i dekarboksylacji, a powstate alkohole wyzsze wydzielane sg z komorki.
Tworzy si¢ w ten sposob izobutanol z waliny, 3-metylobutanol z leucyny,
2-metylobutanol z izoleucyny itd. [14]. lo$¢ alkoholi wyzszych w otrzymanych spiry-
tusach zawierala sic w do$¢ szerokich granicach 0,855 + 3,553 g/dm® A g, przy czym
najnizsze ich stezenie odnotowano w spirytusic wytworzonym z ziarna Euralis ES
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Hattrick (tab. 3). Na poziom fuzli wptyw miata ilo§¢ n-propanolu, izobutanolu,
n-butanolu oraz 2-metylo-1-butanolu.

‘Whioski

1.

(6]

(7]

Wydajnos¢ etanolu mozliwa do uzyskania ze 100 kg surowca powinna decydowac
o wyborze ziarna kukurydzy przeznaczonego do produkcji spirytusu. W przepro-
wadzonych badaniach najwickszg wydajno$¢ etanolu uzyskano z ziarna odmian
Euralis: ES Runway oraz ES Hattrick — 43,3 dm’/100 kg surowca.

Zawartos¢ zwigzkow karbonylowych (tj. aldehydu octowego i propionowego)
w destylatach uzyskanych z ziarna roéznych odmian kukurydzy zawierala si¢
w przedziale 0,022 + 0,087 g/dm’- Ao i nie przekraczata dopuszczalnej ilosci al-
dehydow w spirytusach zbozowych przeznaczonych na cele spozywcze.
Najwigksza zawarto$¢ zwigzkow karbonylowych w destylatach stwierdzono
w pierwszych godzinach fermentacji. W kolejnych godzinach aldehydy byty redu-
kowane do etanolu, co skutkowato stopniowym zmniejszaniem ich st¢zenia w $ro-
dowisku fermentacyjnym. Warto$ci minimalne odnotowano mig¢dzy 65. a 72. go-
dzing procesu.

Stwierdzono, ze na ogo6lng sume alkoholi wyzszych sktadaty si¢: n-propanol,
izobutanol, n-butanol oraz 2-metylo-1-butanol. Najwyzsze stezenie fuzli
(3,553 g/drn3 -Ajg0) odnotowano w spirytusie uzyskanym z ziarna odmiany Euralis
ES Palladium, a najnizsze (0,855 g/dm’ A ) — Euralis ES Hattrick.
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IDENTIFICATION OF CHEMICAL IMPURITIES IN ETHANOL PRODUCED FROM GRAIN
OF VARIOUS MAIZE VARIETIES

Summary

The objective of the research study was to identify chemical compounds that are impurities in ethanol
obtained in the process of alcoholic fermentation of various maize varieties. There were described reasons
for the formation of such compounds in the fermentation process of maize, which reduce the quality of
ethanol produced. There was carried out a qualitative and quantitative identification of by-products in the
spirits after the completed fermentation process was carried out. It included the following groups of com-
pounds: esters, aldehydes, higher alcohols and methanol. The quality analysis of ethanol was performed
using a gas chromatography method.

The content of carbonyl compounds in the ethanol intended for food purposes is regulated by stand-
ards and cannot exceed the value of 0.1 g/dm® of EtOH. In the samples analysed it ranged 0.022 +
0.087 g/dm® of EtOH. The highest amount of carbonyl compounds was found during the first stage of
fermentation, when the highest quantities of ethanol were formed. During the subsequent hours of ethanol
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fermentation the amount of aldehydes gradually decreased, with the highest decrease observed between
the 16™ and 48™ hour. In any of the spirits produced there was not found acrolein, which has carcinogenic
properties. The amount of higher alcohols was within the fairly wide limits, i.e. 0.855 + 3.553 g/dm’ of
EtOH. Their level was impacted by the amount of n-propanol, isobutanol, n-butanol and 2-methyl-1-
butanol. The yield of alcohol produced from 100 kg of grain of various maize varieties ranged 37.5 +
43.3 dm’. The highest yield of spirit was reported in the case of the Euralis ES Runway and Euralis ES
Hattric varieties.

Key words: maize, starch, alcoholic fermentation, by-products of fermentation, chemical impurities of
ethanol
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WLASCIWOSCI PRZECIWUTLENIAJACE ORAZ ZAWARTOSC
KAPSAICYNOIDOW W WYBRANYCH PRZYPRAWACH Z DODATKIEM
OSTREJ PAPRYKI, DOSTEPNYCH NA POLSKIM RYNKU

Streszczenie

Przyprawy stanowia istotny sktadnik diety. Ostra papryka jest powszechnie uzywana jako przyprawa
kuchenna. Korzysci z jej stosowania wiaza si¢ nie tylko z walorami smakowymi, ale takze z pozytywnym
wplywem prozdrowotnym. Jest to zwigzane ze zwiagzkami polifenolowymi oraz innymi zwigzkami
o wlasciwosciach przeciwutleniajacych zawartymi w owocach ostrej papryki, na przyktad z kapsaicyna.
Celem pracy bylo okreslenie zawarto$ci zwigzkow polifenolowych, w tym flawonoidow, kapsaicynoidéw
oraz wlasciwosci przeciwutleniajacych i zdolnosci redukowania jondow zelaza w przyprawach zawieraja-
cych papryke ostra, dostepnych na polskim rynku. Z 7 ré6znych przypraw oznaczonych przez producentow
jako ,,papryka ostra”, ,,chili” lub ,,pieprz cayenne” oraz z papryki jalapefio z uprawy w warunkach domo-
wych przygotowano ekstrakty wodno-etanolowe. Oznaczono w nich catkowita zawarto§¢ zwiazkéw poli-
fenolowych (metoda Folina-Ciocalteu’a) oraz flawonoidéw. Wykonano réwniez testy przeciwutleniajace
FRAP i DPPH’ oraz oznaczono spektrofotometrycznie zawarto$¢ kapsaicynoidow w przeliczeniu na kap-
saicyne. Przyprawy dostepne na polskim rynku nie roznity si¢ migdzy soba znaczaco pod wzglgdem wia-
sciwosci przeciwutleniajacych, jednak znacznie odbiegaty od uzyskanej i wysuszonej w warunkach do-
mowych papryki jalapefio, ktora wyrdzniala si¢ najwigkszg zawartoscia kapsaicyny oraz najwyzszymi
warto$ciami aktywnosci przeciwutleniajacej. Prawdopodobnie mialy na to wpltyw parametry suszenia
i przechowywania papryki. Ponadto przyprawy wytwarzane przemystowo moga zawiera¢ dodatek innych
substancji, ktore zwigkszaja objetosé produktu, a jednoczesnie obnizaja jako$¢ koncowego wyrobu. Na
podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze przyprawy zawierajace ostra papryke moga byc¢
dobrym Zrodtem zwigzkoéw przeciwutleniajacych w diecie.

Stowa kluczowe: papryka ostra, polifenole, kapsaicyna, kapsaicynoidy, wtasciwosci przeciwutleniajace,
SHU

Wprowadzenie

Od dhuzszego czasu obserwuje si¢ propagowanie zdrowego stylu zycia przejawia-
jacego sie nie tylko aktywnoscia fizyczna, ale takze spozywaniem zywnosci naturalnej
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Farmacji Fizycznej i Bioanalizy, Wydz. Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny, ul. Bana-
cha 1, 02-097 Warszawa. Kontakt: pawel.siudem@wum.edu.pl
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o wlasciwosciach odzywczych i1 prozdrowotnych. Dziatania takie wpisujg si¢ w profi-
laktyke zdrowia. Produktami pochodzenia naturalnego, ktore moga wspomagac¢ dziata-
nie prozdrowotne Zywnosci, sg przyprawy.

Przyprawy to naturalne lub przetworzone cze$ci roslin zielarskich uzywane
w kuchni jako dodatki do zywnosSci. Ze wzglgdu na swoja roznorodno$¢, mozliwosci
wykorzystania oraz sktad chemiczny nie zostaly jednoznacznie zdefiniowane. Czgsto
sg to mieszanki wielosktadnikowe zawierajace obok przypraw roslinnych substancje
smakowo-zapachowe (inne niz przyprawy roslinne), substancje wzmacniajace smak,
produkty przyprawowe, dodatki funkcjonalne [5]. Surowcami przyprawowymi moga
by¢ rézne czesci anatomiczne roslin: owoce, nasiona, liscie, a takze kwiaty, korzenie
i ktacza. Ze wzgledu na pochodzenie wyrdznia si¢ przyprawy rodzime (cebula, czo-
snek, gorczyca czy majeranek) i importowane (kardamon, pieprz czarny czy gozdzi-
kowiec korzenny [16]).

W przetworstwie rolno-spozywczym przyprawy odgrywaja wazng rolg, gdyz na-
dajg potrawom barwe i aromat, a takze przedtuzajg ich trwalo$¢ oraz wzbogacaja walo-
ry smakowe. Wynika to z obecno$ci w nich zwigzkéw nalezacych do réznych grup
chemicznych (np. alkaloidow czy terpendéw wchodzacych w sktad olejkow eterycz-
nych). Niektore przyprawy pobudzajg apetyt, nasilajg czynnosci wydzielnicze przewo-
du pokarmowego. Inne reguluja perystaltyke jelit i przyspieszaja wydalanie niestra-
wionego pokarmu. Mogg dziata¢ pobudzajagco czy uspokajajaco, jak rowniez
bakteriostatycznie lub bakteriobojczo [30]. Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe i prze-
ciwutleniajgce przypraw czgsto skorelowane jest z wystepujagcymi w nich fitozwigz-
kami [26]. W celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci stosuje si¢ je jako dodatki
o charakterze hamujacym namnazanie mikroorganizmow [9].

Papryka ostra, pieprzowiec (Capsicum ssp.), zwana tez chili jest powszechnie sto-
sowana w kuchni [2]. Pochodzi z Ameryki Lacinskiej, a pierwsze informacje na jej
temat wywodza si¢ z czaséw prekolumbijskich. Obecnie jako gldéwne Zrédio papryki
uznaje si¢ 5 gatunkow: C. annuum, C. chinense, C. baccatum, C. frutescens, C. pube-
scens [7]. Gatunki te ceni si¢ za intensywny ostry smak i wyrazisty aromat owocow.
Mogg one rowniez wykazywac wiasciwos$ci prozdrowotne.

Owoc pieprzowca (Capsici fructus) zostat zdefiniowany w Farmakopei Polskiej
X1 [25] jako: wysuszone i dojrzate owoce Capsicum annum L. var minimum (Miller)
Heiser i1 Capsicum frutescens L., w ktorych zawarto$¢ sumy kapsaicynoidow w przeli-
czeniu na kapsaicyne jest nie mniejsza niz 0,4 %. W FP XI wymienione s3 tez produk-
ty z owocOdw pieprzowca: oleozywica oczyszczona i standaryzowana (Capsici oleore-
sina rafinata et normata), nalewka standaryzowana (Capsici tinctura normata) i ggsty
wyciag standaryzowany (Capsici extractum spissum normatum).
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Wiasciwosci prozdrowotne Capsici fructus determinujg zwiazki: kapsaicynoidy
(dominuje kapsaicyna), zwigzki polifenolowe, w tym flawonoidy (np. 7-glukozyd lu-
teoliny), karotenoidy (kapsantyna, B-karoten) i witamina C [1].

Kapsaicyna jest gtdwnym zwigzkiem alkaloidowym zawartym w owocach pie-
przowca. Alkaloidy produkowane przez rosliny jako metabolity wtdrne czesto wykazu-
ja roznokierunkowsg aktywno$¢ biologiczng. Kapsaicyna jest znana gtownie jako zwig-
zek odpowiedzialny za pikantny smak potraw [22], moze jednak by¢ rowniez
stosowana w farmacji [7]. Zwiazek ten jest odpowiedzialny za dziatanie przeciwbolo-
we 1 przeciwbakteryjne, obnizanie cisnienia krwi, nasilanie spalania tkanki thuszczo-
wej, dziatanie gastroprotekcyjne, a takze przeciwutleniajace [13]. Dziatanie przeciwu-
tleniajace wykazujg tez zawarte w papryce polifenole, w tym flawonoidy i witamina C.
Zarowno zawarto$¢ tych zwiazkow, jak i wilasciwosci przeciwutleniajace réznicujg
gatunki papryki [5].

Ze wzgledu na wzrost spozywania pikantnych potraw i szeroki asortyment przy-
praw zawierajgcych papryke ostra celowe jest badanie jakos$ci i sktadu przypraw obec-
nych na rynku.

Celem pracy bylo okreslenie zawarto$ci zwigzkow polifenolowych, w tym flawo-
noidow, kapsaicynoidow oraz wilasciwosci przeciwutleniajacych i zdolnosci reduko-
wania jonéw zelaza w przyprawach zawierajacych papryke ostra, dostepnych na pol-
skim rynku.

Material i metody badan

Materiatem doswiadczalnym byty przyprawy zawierajace Capsicum spp.: pieprz
cayenne, chili jalapefio, chili peperoncini — marki Kotanyi (Kotanyi, Austria), papryka
ostra i chili — marki Kamis (Mc Cormik, Polska), papryka ostra marki Prymat (Prymat
Sp. z 0.0., Polska) i papryka ostra marki Herbes (ZPH Herbes Wiestaw Sikorski, Pol-
ska). Zakupione przyprawy byty oznakowane aktualnym terminem przydatnosci do
spozycia. Ostatnig probeg stanowila papryka Capsicum annuum var. jalapeio z uprawy
domowej. Zakupione nasiona odmiany jalapefio wysiewano w marcu (w temperaturze
pokojowej). Uprawe prowadzono w glebie ogrodniczej uniwersalnej, wewnatrz budyn-
ku (okno wschodnie), a po wykietkowaniu i przepikowaniu roslin dalsza uprawe pro-
wadzono na zewnatrz budynku w warunkach wilgotnos$ci i temperatury typowych dla
klimatu umiarkowanego. Owoce zbierano w sierpniu, a nast¢pnie suszono w temp. 20
+ 2 °C. Charakterystyke przypraw przedstawiono w tab. 1.

Przed przystapieniem do badan przyprawy P5, P6 i P8 rozcierano w mozdzierzu
do postaci proszku. W celu doboru odpowiedniego rozpuszczalnika poczgtkowo wy-
konywano ekstrakcje z uzyciem metanolu, acetonu i etanolu o stezeniu 70 i 98 %. Na
podstawie zawartosci zwigzkow polifenolowych w tych ekstraktach jako najefektyw-
niejszy rozpuszczalnik do przygotowania docelowych ekstraktow wybrano 70-
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procentowy etanol. Do wykonania kazdego ekstraktu odwazano 3,000 g przyprawy
i rozpuszczano w 20 ml 70-procentowego etanolu. Ekstrakty umieszczano na 10 min
w myjce ultradzwigkowej Sonic-2 (Polsonic, Polska) o parametrach: moc uktadu grza-
nia — 150 W, moc ultradzwigkowa — 2 x 100 W, czestotliwos$¢ generatora — 40 KHz,
a nastepnie wytrzasano je przez 2 h w temp. 20 = 2 °C (250 obr./min) w wytrzgsarce
SK-0330-Pro (DragonLab, Polska). Nastgpnie przesgczano przez sgczki bibutowe
1 otrzymywano klarowne roztwory. Kazdy ekstrakt wykonano w dwoch powtdrze-
niach.

Tabela 1.  Charakterystyka badanych przypraw zawierajacych Capsicum spp.
Table 1. Characteristics of analysed spices containing Capsicum spp.

Proba | Nazwa produktu |Marka produktu Opis producenta Postaé
Sample | Name of product | Product brand Description by manufacturer Form
Pieprz cayenne Dojrzate pomaranczowo-czerwone
Pl mielony Kotanvi papryczki chili w postaci zmielonego Proszek
Ground cayenne Y proszku / Ripe orange-red chili peppers in Powder
pepper the form of ground powder
Pap ryka ostra . Papryka ostra — 65 %, odttuszczona Proszek
P2 mielona Kamis Hot 65 %. d J Powd
Ground hot pepper ot pepper — 0, degrease owder
Chili pieprz Ostra mieszanka chili z thuczonymi
P cayenne Kamis owocami papryki galezistej Proszek
Chili cayenne Spicy mix of chilli and mashed fruits of Powder
pepper Capsicum frutescens
Papryka ostra Papryka ostra mielona pochodzaca
: . .. AN Proszek
P4 mielona Prymat z Hiszpanii / Ground hot pepper originating
- Powder
Ground hot pepper from Spain
Chili jalapefio Papryczka chllqulgpeno po ghodzch Czgsci
Kruszone z Meksyku. Stopien ostrosci w skali OWOCOW
P5 o Kotanyi Scoville’a 6 400 + 12 000 / Jalapefio chili .
Crushed chilli L . . Pieces of
o laper pepper originating from Mexico. Scoville fruit
Jaiapeno Heat Units 6 400 = 12 000 !
Chili .. Chili peperoncini. Stopien ostrosci w skali
P6 1‘;{’&‘:6{"“;‘?1111, Kotanvi Scoville’a 100 000 + 192 000 Cale owoce
cate ote chitit oty Chili peperoncini. Scoville Heat Units | Whole fruits
peperoncini
100 000 + 192 000
Papryka ostra w postaci sproszkowane;j
P7 Papryka ostra Herbes pochodzaca z Hiszpanii / Hot powdered Proszek
Hot pepper T . Powder
pepper originating from Spain
Uprawa
P8 Capsicum annuum domowa Wysuszone owoce papryki Cale owoce
var. jalapefio Indoor Dried pepper fruits Whole fruits
cultivation
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W ekstraktach etanolowych oznaczano catkowita zawarto$¢ polifenoli (TP), cal-
kowitg zawartos¢ flawonoidow (TF) oraz wykonywano dwa testy na oznaczanie wia-
$ciwosci przeciwutleniajgcych: FRAP i z uzyciem rodnika DPPH'. Wykonywano takze
spektrofotometryczne oznaczanie sumy kapsaicynoidéow w przeliczeniu na kapsaicyng.
Oznaczenia spektrofotometryczne wykonywano przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS
Evolution 60S (Thermo Scientific, USA) w temp. 20 + 2 °C. Wyniki analiz przeliczano
na gram suchej masy przyprawy. Wszystkie oznaczenia wykonano w 3 powtorzeniach.

Oznaczanie catkowitej zawartosci polifenoli (TP) wykonywano spektrofotome-
trycznie metodg Folina-Ciocalteu’a [18]. Pobierano 20 pl odpowiednio rozcienczonej
probki do kuwety, dodawano kolejno 1,58 ml wody dejonizowanej, 100 ul odczynnika
Folina-Ciocalteu’a i po wymieszaniu dodawano 200 pl 20-procentowego roztworu
wodoroweglanu sodu. Probke wstawiano do termostatu (40 °C). Po uptywie 20 min
mierzono jej absorbancj¢ przy dtugosci fali A = 765 nm wobec proby zerowej. Wyniki
wyrazano jako ekwiwalent kwasu galusowego (GAE) na podstawie krzywej wzorco-
wej: y = 1,059x + 0,004 (R* = 0,998), gdzie: y — warto$¢ absorbancji, x — stezenie kwa-
su galusowego [mg/g].

Oznaczanie catkowitej zawarto$ci flawonoidow (TF) wykonywano metoda, ktorg
opracowali Kim i wsp. [14]. Do kuwety pomiarowej dodawano 1,4 ml dejonizowane;j
wody, 100 pl prébki/wzorca/dejonizowanej wody, 60 pl S-procentowego NaNOs,
60 pl 10-procentowego AICl;, inkubowano w temp. 25 °C przez 5 min, a nast¢pnie
dodawano 0,4 ml 1M NaOH. Pomiar absorbancji wykonywano wobec proby zerowej
przy dtugosci fali A =510 nm.

Zawartos¢ flawonoidoéw obliczano na podstawie krzywej wzorcowej: y = 1,408x -
0,003 (R* = 0,989), gdzie: y — warto$¢ absorbancji, x — stezenie katechiny [mg/ml]
1 wyrazano jako ekwiwalent katechiny (CE) w ekstrakcie [mg/g].

Wiasciwosci przeciwutleniajace oznaczano spektrofotometrycznie wedtug proce-
dury, ktora opracowali Sanny i wsp. [27]. W oznaczeniu zastosowano trwaty rodnik
DPPH’ (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowy). Do 100 pl odpowiednio rozcienczonego
ekstraktu dodawano 1900 pl rozcieficzonego roztworu DPPH'. Odstawiano do inkuba-
cji w temp. 20 = 2 °C na 20 min, po czym mierzono absorbancj¢ (dtugos¢ fali
A = 515 nm) prébek zawierajacych ekstrakty wzgledem probki bez dodatku ekstraktu.
Wyniki wyrazano jako ilo$¢ zneutralizowanego rodnika przez ekstrakt w mg/g s.m.

Zdolno$¢ redukceji 1 mola zelaza z III stopnia utlenienia na II — FRAP (Ferric Re-
ducing Ability) wykonywano zgodnie z procedurg, ktorg opracowali Benzie i Strain
[3]. Do 1 ml reagenta FRAP dodawano 0,05 ml odpowiednio rozcienczonego ekstraktu
1 inkubowano przez 4 min w temp. 37 °C. Absorbancj¢ mierzono wobec proby zerowej
przy dtugosci fali A = 593 nm. Wyniki wyrazano jako ilo$¢ zredukowanych jonow
zelaza przez ekstrakt w Fe* mmol/g s.m.
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Zawarto$¢ kapsaicynoidéw w przeliczeniu na kapsaicyn¢ oznaczano spektrofoto-
metrycznie [24]. Na podstawie widma absorpcyjnego wzorca kapsaicyny ustalono
maksimum absorbancji przy dlugosci fali A = 280 nm. Zawartos$¢ kapsaicyny obliczano
na podstawie krzywej wzorcowej: y = 0,0097x + 0,0149 (R* = 0,998). Wyniki wyraza-
no w mg sumy kapsaicynoidow w przeliczeniu na kapsaicyne¢/g s.m.

Do statystycznego opracowania wynikow zastosowano jednoczynnikowg analize¢
wariancji ANOVA. Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami $rednimi weryfikowano te-
stem Tukeya (p < 0,05). Obliczenia wykonano przy uzyciu programu Microsoft
Excel™ 2010 oraz Statistica 13.

Wyniki i dyskusja

Caltkowita zawartos¢ polifenoli w suchej masie prob Pl - P7 zawierata si¢
w przedziale 9,17 + 11,17 GAE/g s.m., natomiast w papryce P8, pochodzacej z uprawy
w warunkach domowych, stwierdzono wigksza zawarto$¢ polifenoli ogotem, tj. srednio
17,49 mg GAE/g s.m. papryki (tab. 2). Calkowita zawarto$¢ flawonoidow w ekstrak-
tach z przypraw komercyjnych wynosita 1,33 + 2,13 ekwiwalentu CE/g s.m. Ekstrakt
z papryki P8 ponownie charakteryzowat si¢ najwyzsza wartoscig — 2,75 ekwiwalentu
CE/g s.m. W tescie DPPH’ oznaczano ilo$¢ rodnika zneutralizowanego przez ekstrakt.
Efektem dziatania przypraw P1 - P7 bylo 14,9 + 22,2 mg zneutralizowanego rodnika/g
s.m. W przypadku papryki z uprawy domowej wynik ten byt wyzszy $rednio o 140 +
260 % i wyniost az 53,62 mg zneutralizowanego rodnika/g s.m. W tescie FRAP wyka-
zano zdolnos¢ redukcji 1 mola zelaza z 111 stopnia utlenienia na Il na poziomie 0,175 +
0,439 mmol Fe*'/g s.m. — ekstrakty z przypraw P1 - P7 i 0,588 mmol Fe*'/g s.m. — P8.

Na wartosci TP, TF, DPPH" i FRAP wptywa wiele czynnikow. Moo-Huchin
i wsp. [21], Conforti i wsp. [10], Shaimaa i wsp. [28] potwierdzajg, Ze podczas dojrze-
wania owocow (w tym chili) zwigksza si¢ zawarto$¢ polifenoli i flawonoidow. Wyzsze
wyniki w tescie DPPH" osiagaja jednak owoce zielone niz te o pomaraficzowej barwie
[7]. Rowniez w badaniach wlasnych przyprawa PS5 (o zielonej barwie) wykazywata
wyzsze wartosci w tescie DPPH™ oraz FRAP w porownaniu z pozostatymi przyprawa-
mi przemystowymi. Moze to by¢ zwigzane z wigkszg zawartoscig chlorofilu w zielo-
nych owocach i wskazuje, ze zdolno$¢ do neutralizowania wolnych rodnikéw zalezy
nie tylko od catkowitej zawartosci polifenoli i flawonoidow, ale rowniez od innych
zwigzkow obecnych w owocach.

Gatunek roslin, z jakich pozyskuje si¢ owoce do sporzadzenia przypraw ma takze
wplyw na zawarto$¢ TP i TF oraz wynik testu DPPH'. Olatunij i wsp. [23] odnotowali
najwicksze réznice pod wzgledem zawartosci flawonoidow, a dotyczyly one ekstrak-
tow etanolowych z papryki odmiany C. annuum var. grossum — $rednio 1630,53 ekwi-
walentu QE (ekwiwalentu kwercetyny)/g s. m.) i C. frutescens var. baccatum — $rednio
867,241 ekwiwalentu QE/g s.m.).
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Tabela 2. Wyniki catkowitej zawartoéci polifenoli, catkowitej zawartosci flawonoidow, testu DPPH' i
testu FRAP w badanych przyprawach zawierajacych Capsicum spp.

Table 2.  Results of total contents of polyphenols and flavonoids in and of DPPH" and FRAP tests in
analysed spices containing Capsicum spp.

Proba TP TF DPPH’ . FRAP
Sample [mg GAE/g s.m.] [mg CE/g s.m.] [mg/g s.m.] [Fe2+ mmol/g s.m.]
[mg GAE/g d.m.] [mg CE/g d.m.] [mg/g d.m.] [Fe*" mmol/g d.m.]
P1 9,51* + 0,46 1,42%° £ 0,01 15,9*0+ 0,2 0,175+ 0,017
P2 10,42*° + 0,29 2,07+ 0,07 22,2°+0,2 0,249* + 0,008
P3 10,34** + 0,45 1,47°+ 0,03 16,4°+0.,5 0,297° + 0,006
P4 9,83%" 1+ 0,43 1,33%+ 0,01 15,74 £ 0,9 0,217° £ 0,003
P5 11,17°+ 0,79 1,78+ 0,03 20,19+ 0,4 0,349° + 0,020
P6 11,00°+ 0,41 2,13+ 0,05 14,9* + 0,3 0,439"+ 0,008
P7 9,17°+0,13 1,43° £ 0,06 17,8°+0,5 0,278 £ 0,014
P8 17,49°+ 0,91 2,754+ 0,03 53,6'+0,0 0,588%+ 0,013
MS 0,280 0,019 0,210 0,0001

Objasnienia / Explanatory notes:

TP — calkowita zawarto$¢ polifenoli / total content of polyphenols; TF — calkowita zawartos¢ flawonoidow
/ total content of flavonoids. W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table
shows mean values + standard deviations; n = 3; a - g — wartosci $rednie w kolumnach oznaczone r6znymi
literami roznia si¢ statystycznie istotnie przy p < 0,05 / mean values in columns denoted by different
letters differ statistically significantly at p < 0.05; MS — $redni kwadrat odchylen migdzy grupami / mean
square of deviations among groups.

W badaniach réznych odmian C. annuum zauwazono, ze papryka Caribe zawiera-
ta najwigcej polifenoli, a papryka jalapefio — najmniej. Medina-Juarez i wsp. [19] wy-
kazali, ze papryka Caribe charakteryzowata si¢ rowniez najwickszg zawartoscig flawo-
noidow (60,36 ekwiwalentu QE/100 g s.m.). Podobnie w przypadku testu DPPH’
warto$ci pomiaréw (wyrazone jako % inhibicji DPPH’) wahaly si¢ od 8,45 % — papry-
ka jalapeiio do 83,44 % — papryka Caribe. Producenci przypraw nie podajg gatunku
i odmiany papryki, z jakiej produkowane sg przyprawy. Czgsto ograniczaja si¢ do
sformutowania ,,sproszkowany owoc chili”. Utrudnia to pordwnanie przypraw pod
wzglgdem pochodzenia. Mozna jednak zauwazy¢, ze w badaniach wlasnych proby P5
1 P8 byly przyprawami o duzej zawarto$ci TP, TF oraz wysokiej aktywno$ci przeciwu-
tleniajgcej (DPPH’ i FRAP) w porownaniu z pozostatymi przyprawami (tab. 2). Obie
przyprawy zostaly uzyskane z Capsicum annuum var jalapeno. W przytoczonych po-
wyzej badaniach [19] odmiana jalapefio osiggata jednak nizsze wartosci wlasciwosci
przeciwutleniajagcych w poréwnaniu z innymi probami. Byta jednak poréwnywalna
z odmiang Caribe, ktora moze by¢ nawet szes¢ razy ostrzejsza niz jalapeiio. Wigksza
zawarto$¢ kapsaicynoidow determinujgcych ostry smak moze wptywaé roéwniez na
zawarto$¢ polifenoli. W badaniach wilasnych ekstrakty z przypraw zawierajacych pa-
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pryke jalapefo byty poréwnywalne pod wzgledem wiasciwosci przeciwutleniajgcych
z przyprawami o podobnej ostrosci.

Czynnikiem, ktory powinien wptywaé na zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych
(TP) jest sposdb uprawy. Chassy 1 wsp. [8] przeprowadzili badania, w ktorych porow-
nali uprawy klasyczng oraz ekologiczng i nie wykazali, zeby rodzaj uprawy miat
wplyw na zawartos¢ polifenoli w owocach papryki. Czynnikiem w znacznym stopniu
determinujgcym zawarto$¢ TP w tych badaniach okazat si¢ ponownie gatunek papryki.

Czes¢ zwigzkdw polifenolowych jest nietrwata i podczas procesu suszenia surow-
ca roslinnego ich zawarto$¢ moze si¢ zmniejszaé. Vega-Galvez i wsp. [31] podaja, ze
poczatkowa zawarto$¢ polifenoli w owocach chili wynosita 1359 GAE/g swiezej prob-
ki, a podczas suszenia zmniejszyta si¢ ponizej 400 mg GAE/g §wiezej probki. Potwier-
dzili takze, ze suszenie zmniejsza zdolnosci przeciwutleniajace okre§lane za pomoca
testu DPPH'. Moze to by¢ przyczyng zaobserwowanych roznic migdzy probami P1 -
P7 a P8 w badaniach wtasnych. W warunkach przemystowych czas suszenia ma zna-
czenie ekonomiczne, dlatego jest skracany przez zastosowanie wyzszej temperatury
(standardowo ok. 70 °C) [4]. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze suszona
dhuzej, ale w temp. 20 = 2 °C papryka wyrdzniala si¢ wyzszymi warto§ciami zarowno
pod wzgledem catkowitej zawartosci polifenoli, jak 1 flawonoidéw oraz wykazywata
wigksza aktywnosc¢ przeciwutleniajaca.

Duzy wplyw na zawartos¢ TP oraz na wlasciwosci przeciwutleniajace przypraw
ma przechowywanie. Kozlowska i wsp. [15] dowiedli, Ze podczas przechowywania
przypraw w temp. -18 °C nastepuje zmniejszenie zawartosci polifenoli ogdtem oraz
obnizenie pojemnosci przeciwutleniajacej w badanych ekstraktach. Nie bez znaczenia
moze by¢ tez forma, w jakiej przechowuje si¢ przyprawy. W badaniach wiasnych
wszystkie przyprawy byly przechowywane w szczelnie zamknigtych opakowaniach,
jednak tylko probki P6 i P8 jako cale, niesproszkowane owoce (tab. 1). Przyprawy P6
1 P8 wyrdzniaty si¢ duza zawartoscig zwigzkow polifenolowych i flawonoidéw, co
wskazuje, ze przechowywanie suszonych owocow w catosci moze korzystnie wptywac
na trwatos$¢ tych zwigzkow.

Zarowno proces suszenia, jak 1 przechowywanie przypraw wplywaja na mniejsza
zawarto$¢ TP 1 TF w przyprawach w poréwnaniu ze §wiezymi owocami pieprzowca
[5, 10, 19]. Wyniki badan uzyskane w niniejszej pracy (warto$¢ srednia przypraw ryn-
kowych to 10,20 ekwiwalentu GAE/g s.m.) korespondujg z wynikami, ktore uzyskali
Lu i wsp. [17]. Stwierdzili oni bowiem, ze zawarto$§¢ TP w suszonej papryce wynosita
9,30 ekwiwalentu GAE/g s.m.

Polifenole wykazuja dziatanie przeciwutleniajgce [33], dlatego ogdlna zawarto$¢
tych zwigzkow w danej probce powinna wptywac na wyniki testow przeciwutleniaja-
cych. Potwierdza to wspotczynnik determinacji R* = 0,92, odnoszacy si¢ do zaleznosci
zawarto$ci TP od wartosci testu DPPH’ (rys. 1). Sricharoen i wsp. [29] podaja wysoka
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determinacje tych zmiennych (R* = 0,96), podczas gdy Bogusz i wsp. [5] oraz Moo-
Huchin i wsp. [21] uzyskali nizsze wartoci R%, odpowiednio: 0,73 i 0,77.

TP [mg GAE/g s.m.]
[mg GAE/g d.m.]
o

11 A o R?=0,922

10 4

9 o

8 T T T T 1
10 20 30 40 50 60

DPPH’ [mg/g s.m.]/ [mg/g d.m.]

Rys. 1. Zalezno$¢ pomigdzy wartosciami testu DPPH" a calkowita zawarto$cia polifenoli (TP) w bada-
nych przyprawach zawierajacych Capsicum spp.

Fig. .  Relationship between DPPH’ test values and total content of polyphenols (TP) in analysed spices
containing Capsicum spp.

Zaleznos$¢ zawarto$ci TP od wartosci testu FRAP w badaniach wtasnych charak-
teryzowata sie wspotczynnikiem determinacji R* = 0,90. Bogusz i wsp. [5], Moo-
Huchin i wsp. [21], Lu i wsp. [17] oraz Sricharoen i wsp. [29] podaja, ze R” takiej za-
leznosci wynosi odpowiednio: 0,92; 0,96; 0,93; 0,83. Z kolei wspdtczynnik determina-
cji pomiedzy zawarto$cig catkowita flawonoidow (TF) a warto$ciami testu DPPH’
w niniejszych badaniach wyniost 0,88.

Zaleznos$¢ catkowitej zawartosci TF od wartosci testu FRAP skutkowata wspot-
czynnikiem determinacji R* = 0,73. Firuzi i wsp. [12] otrzymali wynik R* = 0,82 przy
oznaczeniu TF metoda woltamperometryczna.

Zarejestrowano widmo absorpcyjne UV-VIS kapsaicyny i wyznaczono maksi-
mum jej absorbancji. Zarejestrowano tez widma ekstraktow. Na rys. 2. przedstawiono
przyktadowe widma absorpcyjne kapsaicyny i ekstraktow P6 i P8. Wyniki oznaczania
catkowitej zawartosci kapsaicynoidow w przeliczeniu na kapsaicyne przedstawiono
w tab. 3. Kapsaicyna wptywa na ostro$¢ danej przyprawy. Stopien ostrosci przypraw
okresla skala SHU. Czysta kapsaicyna charakteryzuje si¢ najwyzsza warto$ciag SHU
wynoszacg 16 000 000 [7].
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Objasnienia / Explanatory notes:
CAP — kapsaicyna / capsaicin; maksimum absorbancji kapsaicyny — A = 280 nm / maximum absorption for

capsaicin — A =280 nm.

Rys. 2. Przyktadowe widma absorpcyjne ekstraktow z prob przypraw P6, P8 i wzorca kapsaicyny
Fig. 2.  Examples of UV-VIS spectra of extracts made of P6 and P8 spice samples and of model capsai-

cin

Tabela 3. Catkowita zawarto$¢ kapsaicynoidow i1 warto§¢ SHU badanych przypraw zawierajacych
Capsicum spp.
Table 3.  Total amount of capsaicinoids and SHU value of analysed spices containing Capsicum spp.

Préba

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Sample

Kapsaicynoidy
[mg/g s.m.] 5,64° 6,77° 7,19° 527 5,48° 3,92¢ 5,73 14,97¢

Capsaicinoids +0,14 +0,26 +0,18 +0,24 +0,14 +0,06 +0,17 +0,58
[mg/g d.m.]

Wartos¢ SHU
SHU value

90293 | 108326 | 115039 | 84266 87690 62726 91683 239480

MS 0,0698

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; n = 3; a, b — wartosci Srednie oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie przy
p < 0,05 / mean values denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05; MS — $redni
kwadrat odchylen miedzy grupami/ mean square between groups.

Na podstawie catkowitej zawartosci kapsaicynoidow wyliczono wartos¢ SHU
przypraw (tab. 3). Wykazano, ze zardbwno proba P6, jak i P8 roznity si¢ statystycznie
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istotnie od wszystkich pozostalych prob. Stwierdzono, Zze najostrzejszym smakiem
cechowala si¢ papryka uzyskana w warunkach domowych.

Na zawarto$¢ kapsaicyny i1 kapsacynoidow w owocach papryki wpltywa wiele
czynnikow. Aza-Gonzalez i wsp. [1] potwierdzaja, ze C. frutescens i C. chinense za-
wieraja wigcej kapsacynoidow niz gatunek C. annuum. W sktad przypraw komercyj-
nych moga wchodzi¢ ré6zne odmiany papryki, co moze mie¢ wptyw na ,,sit¢ ostrosci”.
Fayos i wsp. [11] badali tez wptyw czasu dojrzewania owocoéw na catkowitg zawarto$¢
kapsacynoidow. Stwierdzili, ze catkowita zawarto$¢ kapsaicynoidow w papryce Mala-
gueta wzrasta w ciggu 75 dni do 2,568 mg/g swiezych owocow, co odpowiada wzro-
stowi o ponad 300 % w poréwnaniu z poczatkowa zawarto$cig kapsaicynoidow. Za-
warto$¢ kapsaicyny nie jest rOwnomiernie rozmieszczona w owocu. Mokhart 1 wsp.
[20] potwierdzaja, ze najwigksza zawartos¢ kapsaicyny wystepuje w tozysku zalgzni,
nastgpnie w nasionach, a najmniej jest jej w owocni. Wyjasnia to, dlaczego najostrzej-
sza byla proba P8. Zostata ona bowiem przygotowana z calego owocu, razem z nasio-
nami. Podczas przemystowej produkcji przypraw moze nastgpowac oddzielanie owoc-
ni od nasion i rozdrabnianie samej owocni [32]. Wszystkie te czynniki moga wptywac
na réznice zawartosci kapsaicyny w dostgpnych na rynku przyprawach i decydowac
0 poziomie ich ostrosci.

Whioski

1. Pod wzgledem catkowitej zawartosci polifenoli, flawonoidow i kapsaicynoidéw
oraz determinowanych przez te zwigzki wlasciwosci przeciwutleniajagcych przy-
prawy pochodzace od réznych producentéw nie roznity si¢ od siebie w sposob
Znaczacy.

2. Owoce papryki z uprawy domowej po wysuszeniu w duzym stopniu przewyzszaly
proby przypraw dostepnych na rynku pod wzgledem wszystkich oznaczonych pa-
rametrow. Stwierdzono réwniez, ze o poziomie badanych parametréw mogta de-
cydowaé forma, w jakiej przyprawa byta przechowywana (proszek po zmieleniu
owocOw vs cate owoce).

3. Obecno$¢ nasion papryki Capsicum spp. w przyprawie powoduje zwiekszenie jej
ostrego smaku.

4. Wryliczona warto$¢ SHU przypraw potwierdzita, ze papryka z uprawy domowej
wyrdzniala si¢ istotnie pod wzglgdem ostrosci sposrdd badanych prob.
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ANTIOXIDANT PROPERTIES AND THE CONTENT OF CAPSAICINOIDS IN SELECTED
SPICES WITH THE ADDITION OF HOT CHILLI PEPPER (CAPSICUM SP.) AVAILABLE
ON POLISH MARKET

Summary

Spices constitute an essential dietary ingredient. Hot peppers are commonly used as a culinary spice.
The benefits of using them are not only related to taste, but also to their positive health-promoting effect.
This is associated with polyphenolic compounds and other compounds showing antioxidant properties
contained in the fruit of hot peppers, such as capsaicin. The objective of the research study was to deter-
mine the content of polyphenolic compounds, including flavonoids and capsaicinoids, the antioxidant
properties and the ability to reduce iron ions in spices containing hot pepper and available on the Polish
market. Aqueous-ethanolic extracts were prepared of 7 different spices labelled by the manufacturers as
"hot pepper", "chilli" or "cayenne pepper", and of the home grown jalapefio chilli. In those extracts the
total content of polyphenolic compounds (using the Folin-Ciocalteu method) and flavonoids were deter-
mined. Also FRAP and DPPH" antioxidant tests were performed; the content of capsaicinoids was spec-
trophotometrically determined and calculated as capsaicin. The spices available on the Polish market did
not differ significantly as regards their antioxidant properties, however they differed very much from the
home grown and home dried jalapefio chilli that was distinguished by the highest content of capsaicin and
the highest antioxidant activity values. Most likely it was the effect of the drying and storing parameters of
jalapeno chilli. Moreover, the industrially produced spices may contain other substances added, which
increase the volume of the product and at the same time decrease the quality of the final product. Based on
the research carried out, it was concluded that the spices with chilli pepper could be a good source of
antioxidant compounds in diet.

Key words: hot pepper, polyphenols, capsaicin, capsaicinoids, antioxidant properties, SHU
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OCENA ZAWARTOSCI WYBRANYCH MAKRO- I MIKROELEMENTOW
W MIODACH KOMERCYJNYCH ORAZ W MIODACH POCHODZACYCH
BEZPOSREDNIO Z PASIEKI

Streszczenie

Midd charakteryzuje si¢ unikatowymi wilasciwosciami sensorycznymi i prozdrowotnymi. W sktad
miodu wchodza miedzy innymi przeciwutleniacze, enzymy, witaminy, makro- i mikroelementy, ktore
ksztattuja jego aktywnos$¢ biologiczng i odgrywaja kluczowa role w prawidlowym funkcjonowaniu orga-
nizmu. Miody stanowia zroédlo potasu, magnezu, wapnia, sodu, siarki, manganu, zelaza, wanadu, chromu,
fosforu, srebra, boru i miedzi. Celem pracy bylo okreslenie sktadu mineralnego miodow odmianowych
dostepnych na polskim rynku. W badaniach uzyto polskich miodéw réznych odmian: akacjowego, wielo-
kwiatowego, lipowego i rzepakowego. Ocenie poddano miody zakupione w supermarkecie i pochodzace
bezposrednio z pasieki. Srednia zawartos¢ Ca, K, Na, Mg, Mn, Zn, Cu i Fe w miodach wynosila odpo-
wiednio [mg/100 g]: 7,42, 59,66, 1,57, 1,44, 0,11, 0,46, 0,02 i 0,12. Najwicksza zawarto$cig makro-
i mikroelementéw charakteryzowal si¢ miod wielokwiatowy pochodzacy bezposrednio z pasieki —
133,77 mg/100 g. Najmniejsza zawartos¢ sktadnikow mineralnych wykazano w miodzie akacjowym
zakupionym w supermarkecie — 27,23 mg/100 g. Dodatkowo przeanalizowano wptyw polozenia prywat-
nej pasieki w okolicach Huty Miedzi Glogdéw na zawarto$¢ miedzi w probach miodéw roéznych odmian.
Nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy (p > 0,05) pomigdzy $rednig zawartoscig miedzi w miodach
komercyjnych i w miodach z prywatnej pasieki, co wskazuje na brak wptywu pochodzenia geograficznego
na zawartos$¢ tego pierwiastka.

Stowa kluczowe: midd, jakos¢ miodu, makroelementy, mikroelementy

Wprowadzenie

Do produktow pszczelich zalicza si¢: miod, mleczko, pierzge, pytek oraz wosk.
Zgodnie z definicjg zawarta w Rozporzadzeniu Rady (WE) nr 1234/2007 z dnia 22
pazdziernika 2007 r. [27] ,,mi6d to naturalna stodka substancja wytwarzana przez
pszczoty Apis mellifera z nektaru roslin lub wydzielin zywych czgsci lub wydalin owa-
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doéw wysysajacych zywe cze$ci roslin, zbieranych przez pszczoty, a nastgpnie przera-
bianych przez taczenie specyficznych substanciji pochodzacych z organizméw pszczot,
sktadanych, odwodnionych, gromadzonych i pozostawionych w plastrach do dojrze-
wania”. Ze wzgledu na swoje unikatowe wlasciwosci sensoryczne i odzywceze miod
jest wykorzystywany gtownie jako produkt do bezposredniego spozycia, ale znajduje
takze zastosowanie w przemysle spozywczym, np. w cukierniczym czy piekarniczym,
ponadto w farmacji, medycynie, kosmetologii [7, 21]. Swiatowa produkcja miodu wy-
nosi ok. 1,2 mln ton rocznie. Miody cechuja si¢ wlasciwosciami przeciwdrobnoustro-
jowymi, przeciwzapalnymi, enzymatycznymi i prebiotycznymi [1, 19, 24]. Stosowane
sg w leczeniu ran i oparzen oraz wspomagajaco w chorobach uktadu krazenia, pokar-
mowego i oddechowego. Miody charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem ze wzgledu
na wiasciwosci i sktad chemiczny, co jest zwigzane przede wszystkim z rodzajem su-
rowca, jego pochodzeniem botanicznym i geograficznym, czynnikami srodowiskowy-
mi i klimatycznymi oraz przebiegiem procesu pozyskiwania i dojrzewania. Wyr6znia
si¢ miody nektarowe, spadziowe i nektarowo-spadziowe [7, 21, 25, 26].

Weglowodany stanowia ok. 80 % wszystkich zwiazkéw chemicznych obecnych
w miodach. Do monosacharydow zalicza si¢ glukoze (ok. 30 %) i fruktozg (ok. 35 %)
[26]. W sktad miodow wchodza takze disacharydy, trisacharydy oraz oligosacharydy,
ktére charakteryzujg si¢ wlasciwos$ciami prebiotycznymi i zdolno$cig do stymulacji
rozwoju pateczek mlekowych z rodzaju Lactobacillus [19]. W wyniku przemiany cu-
krow prostych na skutek dehydratacji zachodzacej w $rodowisku kwasowym lub
w czasie reakcji Maillarda powstaje 5-hydroksymetylofurfural, ktory cechuje si¢ muta-
gennoscig i genotoksycznoscia. Wlasciwosci sensoryczne miodow sg zwigzane z obec-
noscig kwasow organicznych, ktoérych zawarto$¢ jest zmienna w czasie dojrzewania [2,
16, 17, 19]. Na aromat miodu wptywaja olejki eteryczne pochodzace przede wszystkim
znektaru [11]. Czynnikami w duzej mierze ksztattujagcymi bioaktywnos$¢ miodu sa
mikro- i makroelementy, witaminy, hormony pszczele, enzymy oraz zwigzki polifeno-
lowe [1, 8, 19, 23]. Do przeciwutleniaczy wystepujacych w miodach zalicza si¢: fla-
wony, flawonoidy, izoflawony, fenolokwasy, karotenoidy, katechiny, antocyjany, kwas
askorbinowy, przeciwutleniacze enzymatyczne i tokoferol [1, 8, 19]. Stwierdzono po-
zytywng korelacj¢ pomigdzy zawartoscig przeciwutleniaczy w badanych probkach
miodéw a ich wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi w stosunku do wybranych bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [8, 23, 24]. Najwigksza zawartoscig przeciwutlenia-
czy charakteryzujg si¢ miody ciemne [13, 16]. Niewielka zawartos¢ witamin C, A, By,
B,, Bg, K i E wystepujgcych w miodach nie odgrywa istotnej roli w diecie cztowieka
z uwagi na $rednie roczne spozycie miodu w Polsce wynoszace ok. 0,26 kg. Dla po-
rownania Niemcy spozywaja ok. 1,2 kg miodu rocznie [5, 6, 10].

Prawidlowe funkcjonowanie organizmu ludzkiego wymaga dostarczania wraz
z dietg niezbednych skladnikow mineralnych. Sktadniki te petnig kluczowag funkcje
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w aktywnosci enzymdéw o dzialaniu przeciwutleniajagcym, ktdre stanowig mechanizm
obronny przed uszkodzeniem komorek spowodowanym wolnymi rodnikami. Niedosta-
teczna podaz mikro- i makroelementéw wigze si¢ z zaburzeniami w funkcjonowaniu
organizmu 1 moze prowadzi¢ do wielu chordb. Zawartos¢ sktadnikow mineralnych
w miodach ksztattuje si¢ na poziomie 0,02 + 0,4 %. Miody stanowig zrodto magnezu,
wapnia, potasu, sodu, manganu, zelaza, wanadu, chromu, fosforu, srebra, boru i miedzi
[7, 21, 25]. S6d m.in. odgrywa rol¢ w utrzymaniu potencjalu czynnosciowego bton
komorkowych. Potas odpowiada za regulacje gospodarki kwasowo-zasadowej. Ma-
gnez bierze udzial w aktywacji wielu enzyméw, a z wapniem przeciwdziatajg skur-
czowi migsni. Wapn dodatkowo uczestniczy w procesie krzepnig¢cia krwi. Mangan
pemi funkcje kofaktora enzymoéw i wplywa na stabilizacj¢ poziomu cukru we krwi.
Cynk bierze udziat w procesie gojenia si¢ ran, jest sktadnikiem wielu enzyméw oraz
reguluje wydzielanie insuliny. Regularne spozywanie miodu moze przyczynia¢ si¢ do
uzupetniania niedoboréw niektorych pierwiastkow w diecie, w szczegolnosci manganu
i zelaza [12]. Pierwiastki, takie jak chrom, zelazo czy miedz wchodzg w sktad enzy-
mow i odpowiadaja za metabolizm tluszczow oraz weglowodanow, jak réwniez za
utrzymywanie odpornosci komorkowej. Ich nadmierne spozycie wigze si¢ jednak
z dziataniem toksycznym. Najchetniej spozywanymi odmianami sg miody rzepakowe,
akacjowe, lipowe, gryczane, spadziowe i wielokwiatowe. Okoto 70 % polskich kon-
sumentow najchetniej wybiera miody nektarowe jednokwiatowe [10]. Miody wielo-
kwiatowe i akacjowe charakteryzujg si¢ duzg zawartoscia zelaza, chloru, wapnia, sodu,
potasu, jodu i magnezu. Midd rzepakowy ma jasng barwe i zawiera stosunkowo mato
sktadnikow mineralnych. Miody gryczane charakteryzujg si¢ intensywnym smakiem
oraz zapachem i stanowig zrodto miedzi, krzemu, cynku, zelaza, boru i fosforu. Miod
spadziowy jest produktem powstajacym z wydalin owadow, ktore wysysaja zywe czg-
$ci roslin lub z wydzielin zywych czg$ci roslin, ktore sg zbierane przez pszczoty, za-
wiera duzo mikro- i makroelementow oraz cechuje si¢ ciemng barwg i silnymi wtasci-
wosciami przeciwutleniajagcymi [13, 16]. Intensywna barwa miodu moze by¢ takze
wynikiem celowego lub przypadkowego podgrzania lub starzenia si¢ produktu. Do
najwazniejszych czynnikéw ksztattujgcych jako$¢ miodow zalicza si¢: pochodzenie
botaniczne i1 geograficzne oraz praktyke pszczelarska [7, 21, 25, 26]. Pszczoty 1 midd
mozna traktowa¢ jako wskazniki stanu zanieczyszczenia $rodowiska, np. metalami
cigzkimi. Wskazuje si¢ na dodatnig korelacj¢ pomigdzy zawarto$cig metali cigzkich
w miodach a poziomem zanieczyszczenia srodowiska [18, 21, 25.]. W niektorych pu-
blikacjach podaje si¢ w watpliwo$¢ istnienie takiej tendencji. Zwraca si¢ uwage, ze
potozenie pasiek w okolicach kopaln, czyli na terenach zanieczyszczonych, nie wpty-
wa na zwigkszenie zawartosci metali ciezkich w produktach pszczelich, tj. w miodzie
1 pytku pszczelim [4].
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Celem pracy bylo okreslenie zawartosci wybranych mikro- i makroelementéw
w polskich miodach réznych odmian, dostepnych w sieci sklepdw spozywczych i po-
chodzacych bezposrednio z pasieki. Dodatkowo ocenie poddano wplyw potozenia
pasieki w okolicy Huty Miedzi Glogdéw na zawarto$¢ miedzi w miodach.

Material i metody badan

Przedmiotem badan bylo 8 miodow pszczelich zréznicowanych ze wzgledu na
pochodzenie botaniczne i geograficzne. Cztery probki miodéw zakupiono w supermar-
kecie na terenie Poznania. a cztery kolejne pozyskano bezposrednio z pasieki prywat-
nej polozonej w gminie Grebocice (powiat glogowski, wojewodztwo dolnoslaskie).
Miody pochodzity z wojewddztw matopolskiego (RS, WS) i $laskiego (AS, LS, RP,
LP, WP) — tab. 1. Analizie poddano miody wielokwiatowe, akacjowe, rzepakowe
i lipowe. Do chwili przeprowadzenia badan miody przechowywano w szczelnych,
szklanych opakowaniach w warunkach chtodniczych, bez dostgpu powietrza i Swiatta.

Tabela 1. Charakterystyka badanych miodow
Table 1. Characteristics of analysed honeys

Miod / Honey Sysn}ig:) l;o(: fpsr;ri)l;le Pochodzenie / Origin
Akacjowy / Acacia AS Supermarket
Rzepakowy / Rapeseed RS Supermarket
Lipowy / Lime LS Supermarket
Wielokwiatowy / Multifloral WS Supermarket
Akacjowy / Acacia AP Pasieka prywatna / Private apiary
Rzepakowy / Rapeseed RP Pasieka prywatna / Private apiary
Lipowy / Lime Lp Pasieka prywatna / Private apiary
Wielokwiatowy / Multifloral WP Pasieka prywatna / Private apiary

W miodach oznaczano makro- i mikroelementy z zastosowaniem atomowej spek-
trometrii emisyjnej z plazmg mikrofalowa (Agilent 4210, Agilent Technologies, USA).

Probki badanych miodéw (2,5 = 0,0001 g) odwazano do szklanych zlewek i do-
dawano 5 cm’ goracej wody redestylowanej, nastgpnie doktadnie mieszano az do cat-
kowitego rozpuszczenia si¢ miodu i przenoszono ilosciowo do probowek przeznaczo-
nych do mineralizacji ,,na mokro”. Probki poddawano mineralizacji z dodatkiem
20 cm® 65-procentowego kwasu azotowego(V) (cz.d.a) i 1 cm’ nadtlenku wodoru
(33 %). Mineralizacj¢ prowadzono w mineralizatorze SpeedDigester K-425 (Biichi,
Szwajcaria) w temp. 240 °C przez 90 min. Jednoczesnie przygotowywano i analizowa-
no proby zerowe. Zmineralizowane probki rozcienczano woda redestylowang w kol-
bach miarowych o pojemnoéci 50 cm’® z tworzywa sztucznego, a nastgpnie oznaczano



82

Karolina Doba, Marta Cieslak, Wojciech Zmudzinski

pierwiastki. Wspodtczynniki korelacji liniowej (r) krzywych wzorcowych przygotowa-

nych dla poszczegdlnych pierwiastkow wynosity 0,999.

Otrzymane wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem pakietu Microsoft
Excel. W celu zweryfikowania istotno$ci rdznic pomigdzy $rednimi zawartoSciami
miedzi w miodach odmianowych zakupionych w supermarkecie oraz pochodzacych
z prywatnej pasieki wykonano test t-Studenta. Wyniki badan stanowig $rednig z co

najmniej trzech przeprowadzonych oznaczen.

Wiyniki i dyskusja

Wyniki oznaczania zawarto$ci makro- i mikroelementow w badanych miodach

przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2. Zawarto$¢ makro- i mikroelementow w badanych miodach
Table 2.  Content of macro- and microelements in analysed honeys

Symbol proby o o Wzgledne odchylenie
Pierwiastek Zawarto$¢ pierwiastka standardowe
S};Ilnt:()}e()f Element Content of element [mg/100 g] Relative standard
P deviation [%)]
Miody z supermarketu / Honeys from supermarket
K 12,03 +0,34 2,87
Na 8,15+0,12 1,46
Mg 2,01 £0,04 2,10
AS Ca 4,49 +0,24 0,41
Mn 0,02 £ 0,00 1,99
Fe 0,12 +0,02 5,45
Cu 0,01 £0,00 3,62
Zn 0,40 £0,01 2,95
K 34,07 £0,58 1,71
Na 0,90 + 0,04 1,70
Mg 0,83 +£0,03 4,12
RS Ca 7,30 +£0,32 4,33
Mn 0,07 £ 0,00 1,64
Fe <LOD -
Cu 0,02 + 0,00 5,96
Zn 0,43 £0,03 7,82
K 97,54 £5,18 5,31
Na 0,55+0,01 2,13
Mg 1,22 +£0,03 2,45
LS Ca 9,17 +£0,40 4,34
Mn 0,08 £ 0,00 4,12
Fe <LOD -
Cu 0,02 +0,00 4,37
Zn 0,45+0,01 2,06
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K 46,66 + 0,30 0,65
Na 0,42 +0,03 5,91
Mg 1,77 40,05 2,87
WS Ca 10,07 0,56 5,60
Mn 0,05 + 0,00 5,56
Fe <LOD -
Cu 0,02 = 0,00 2,85
Zn 0,40 + 0,02 5,13
Miody z prywatnej pasieki / Honeys from private apiary
K 33,79 + 0,90 2,66
Na 0,34 +0,02 4,48
Mg 0,61 +0,03 5,44
AP Ca 4,48 +0,02 0,41
Mn 0,03 = 0,00 2,59
Fe <LOD -
Cu 0,02 £0,00 5,76
/n 0,54 £0,05 5,95
K 40,67 £ 0,14 0,34
Na 0,44+ 0,03 6,08
Mg 1,01 £0,06 5,77
RP Ca 6,31 £0,21 3,36
Mn 0,02 + 0,00 3,65
Fe <LOD -
Cu 0,02 = 0,00 7,06
/n 0,57 +0,05 8,15
K 93,86 + 0,97 1,03
Na 0,84 + 0,05 5,61
Mg 1,46 £ 0,07 4,79
Lp Ca 6,44 + 0,30 4,68
Mn 0,31+0,01 4,76
Fe <LOD -
Cu 0,02 +0,00 531
/n 0,54 +0,03 5,95
K 118,64 £5,82 491
Na 0,90 + 0,02 4,40
Mg 2,38+£0,10 4,18
Ca 11,07 +0,17 1,52
WP Mn 0,34 + 0,00 0,39
Fe <LOD -
Cu 0,04 = 0,00 3,09
Zn 0,38 0,01 3,55

Objasnienia / Explanatory notes:
Symbole miodow jak w tab. 1. / Symbols of honeys as in Tab. 1. W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie
+ odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard deviations.
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Polskie miody odmianowe sg zroznicowane ze wzgledu na zawartos¢ mikro-
1 makroelementéw. Najwyzszym poziomem wapnia charakteryzowaty si¢ miody wie-
lokwiatowe zaro6wno z prywatnej pasieki, jak 1 pochodzace z supermarketu. Zawartos$c
tego pierwiastka wynosita odpowiednio: 11,07 i 10,7 mg/100 g. Srednia zawarto$é¢ Ca
w badanych probach wynosita 7,42 mg/100 g. Najnizszy poziom wapnia stwierdzono
w miodach akacjowych (ok. 4,5 mg/100 g). Podobng $rednig zawartoscig wapnia cha-
rakteryzowaty si¢ miody wloskie z regionu Lacjum (ok. 4,77 mg/100 g) [5, 6].
W przypadku miodéw pochodzacych z terenu Wegier $rednia zawarto§¢ wapnia ksztat-
towata si¢ na poziomie 4,15 mg/100 g [4].

Najwyzszym poziomem magnezu charakteryzowata si¢ prébka miodu wielokwia-
towego z prywatnej pasieki (2,38 mg/100g). Srednia zawarto$¢ Mg w miodach beda-
cych przedmiotem badan wynosita 1,41 mg/100 g. Wedlug Kedzierskiej-Matysek
i wsp. [12] $rednia zawartos¢ tego pierwiastka w polskich miodach wielokwiatowych
to 6,16 mg/100 g. Najnizszy poziom Mg autorzy odnotowali w polskich miodach aka-
cjowych — 0,88 mg/100 g. W badaniach przeprowadzonych przez Stecka i wsp. [22]
$rednia zawarto$¢ magnezu w komercyjnych miodach spadziowych i nektarowych
zakupionych na terenie Polski wynosita 2,29 mg/100 g [22], a najwyzszy poziom tego
pierwiastka wykazano w miodzie ze spadzi lisciastej (13,85 mg/100 g) [22].

Pierwiastkiem wystepujacym w najwigkszej ilosci w badanych polskich miodach
byt potas. Stanowil on 44 + 91 % wszystkich mikro- i makroelementéw w analizowa-
nych probach. Najwyzszym poziomem potasu charakteryzowat si¢ miod wielokwiato-
wy pozyskany z prywatnej pasieki — 118,64 mg/100 g. Sposrod przebadanych prob
najmniejsza zawarto$cia potasu cechowat sic miod akacjowy z supermarketu. Srednia
zawarto$¢ potasu wynosita w nim 12,03 mg/100 g. Odmienne wyniki uzyskali Ke-
dzierska-Matysek i wsp. [12]. Stwierdzona przez nich Srednia zawarto$¢ potasu w pol-
skich miodach wielokwiatowych wynosita 43,23 mg/100 g, natomiast w miodach aka-
cjowych 24,22 mg/100 g. W badaniach przeprowadzonych przez Madejczyk
i Baratkiewicz [14] $rednig zawarto$¢ potasu w polskich miodach spadziowych i rze-
pakowych okreslono na poziomie 123,3 mg/100 g [14]. W przypadku miodoéw pocho-
dzacych z Wegier Bodd i wsp. [4] odnotowali $rednig zawartos¢ tego pierwiastka
w odmianie wielokwiatowej na poziomie 46 mg/100 g [4]. Wedlug analiz przeprowa-
dzonych przez Bilandzi¢a i wsp. [3] miody nektarowe z Chorwacji zawieraty potas na
poziomie 23,0 + 46,4 mg/100 g.

Najwigksza zawartoscig sodu charakteryzowat si¢ miod akacjowy dostepny w su-
permarkecie (8,15 mg/100 g). Srednia zawarto$é tego pierwiastka w badanych miodach
wynosita 1,57 mg/100 g. Podobng $rednig zawartos¢ sodu w miodach wielokwiato-
wych stwierdzili wcze$niej Bodd 1 wsp. [4] w miodach pochodzacych z Wegier
(1,3 mg sodu w 100 g). Najnizszy poziom sodu oznaczono w miodzie akacjowym po-
chodzacym z prywatnej pasieki (0,34 mg/100 g). Serbskie miody akacjowe charaktery-



OCENA ZAWARTOSCI WYBRANYCH MAKRO- I MIKROELEMENTOW W MIODACH... 85

zowaly si¢ $rednig zawarto$cig sodu na poziomie 0,5 mg/100 g [20]. Podobny wynik
otrzymano w przypadku miodu lipowego z supermarketu.

Zawarto$¢ cynku w badanych miodach wynosita od 0,38 mg/100 g (midd wielo-
kwiatowy z prywatnej pasieki) do 0,57 mg/100 g w miodzie rzepakowym (RP) z wo-
jewodztwa §laskiego. Zalecane dzienne spozycie cynku wynosi od 8 do 11 mg. Zro-
dtem wystepowania cynku w $rodowisku naturalnym jest przede wszystkim
dziatalno$¢ cztowieka. Obecnos¢ tego pierwiastka w miodzie jest spowodowana jego
transferem z gleby poprzez system korzeniowy, todygi i kwiaty. Proces ten jest zalezny
od kwasowosci gleby, zawarto$ci w niej substancji organicznych oraz stadium rozwo-
jowego rosliny [18]. Popek [18] odnotowat $rednig zawarto$¢ cynku w analizowanych
probach na poziomie od 0,8 mg/100 g w miodzie akacjowym do 1,8 mg/100 g —
w miodzie wrzosowym, przy czym S$rednig zawarto$¢ cynku w badanych miodach
okreslit jako 1,23 mg/100 g. Najmniejsza zawarto$cig tego pierwiastka charakteryzo-
waly sie¢ miody lipowe i akacjowe. Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy zawartoscia
cynku w miodach a ich pochodzeniem geograficznym. Wysoki poziom cynku w mio-
dzie moze by¢ zwigzany z jego nieprawidtowym przechowywaniem lub przypadko-
wym zanieczyszczeniem np. w wyniku stosowania do magazynowania produktu na-
czyn ocynkowanych. Nieodpowiednie przechowywanie moze powodowaé migracje
tego pierwiastka i wptywac na jego zwigkszone stezenie w produkcie, w szczegolnosci
w przypadku miodow, ktore charakteryzujg si¢ wysoka kwasowoscia [18].

Zawarto$¢ manganu w badanych miodach wynosita 0,02 + 0,34 mg/100 g, przy
czym t¢ gorng granice wykazano w miodzie wielokwiatowym pochodzacym z prywat-
nej pasieki. Srednia zawarto$¢ manganu w badanych prébach to 0,12 mg/100 g. We-
gierskie miody wielokwiatowe zawieraly $rednio 0,037 mg Mn w 100 g, a rzepakowe
—na poziomie 0,02 mg/100 g [4]. Kedzierska-Matysek i wsp. [12] okreslili mangan na
poziomie 0,21 mg w 100 g miodu.

W badaniach wlasnych najwicksza zawarto$¢ miedzi stwierdzono w miodzie wie-
lokwiatowym z prywatnej pasieki (0,04 mg/100), a $rednia zawarto$¢ Cu w badanych
probach wynosita 0,02 mg/100 g. Zawartos¢ miedzi w chorwackich miodach nektaro-
wych, oznaczona przez Bilandzi¢a i wsp. [3], byta bardzo zréznicowana i wynosita
0,007 + 0,12 mg/100 g w zalezno$ci od ich pochodzenia botanicznego i geograficznego
[3]. Conti 1 wsp. [5] $rednig zawarto$¢ miedzi w miodach odmianowych pochodzacych
z potnocy Wioch okreslili na poziomie 0,031 mg/100 g.

Miod stanowi produkt bioakumulacji sktadnikow toksycznych i moze by¢ zré-
dtem informacji o stanie ekosystemu, w ktorym bytuja owady. Analiza poziomu metali
ciezkich, w tym miedzi, pozwala na ocen¢ stopnia zanieczyszczenia terenu, z ktérego
pozyskano produkt. Nie stwierdzono jednak istotnej zalezno$ci pomiedzy $rednig za-
warto$cig miedzi w miodach odmianowych pochodzacych z prywatnej pasieki oraz
zakupionych w supermarkecie (p > 0,05). Zalecane dzienne spozycie miedzi ksztattuje
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si¢ na poziomie 0,9 mg. Poziom miedzi w polskich miodach miescit si¢ w zakresie
0,01 + 0,04 mg/100 g. W tab. 3. przedstawiono wyniki analiz $redniej zawarto$ci mie-
dzi w badanych probach miodéw ptynnych.

Tabela 3. Zawarto$¢ miedzi w badanych miodach
Table 3.  Content of copper in analysed honeys

Symbol préby / Symbol of sample Zawarto$¢ Cu / Content of Cu [mg/100 g]
AS 0,01 +£0,00
RS 0,02 + 0,00
LS 0,02 + 0,00
wSs 0,02 + 0,00
AP 0,02 + 0,00
RP 0,02 + 0,00
LP 0,02 + 0,00
WP 0,04 + 0,00

Objasnienia / Explanatory notes:

Symbole miodow jak w tab. 1. / Symbols of honeys as in Tab. 1. W tabeli przedstawiono wartosci $rednie
+ odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard deviations. Wartosci $rednie nie roznia
si¢ statystycznie istotnie (p > 0,05) / mean values do not differ statistically significantly at p > 0.05.

Sposrod  wszystkich przebadanych prob zawarto$¢ zelaza na poziomie
0,12 mg/100 g stwierdzono jedynie w miodzie akacjowym pochodzacym z supermar-
ketu. Wartos¢ ta byla znacznie nizsza od $redniej zawartosci Fe (0,36 mg/100 g) w
polskich miodach badanych przez Kedzierska-Matysek i wsp. [12]. Wedlug Formic-
kiego i wsp. [9] zawartos$¢ zelaza w miodach pochodzacych z wojewodztwa matopol-
skiego wynosita 0,8 + 2,4 mg/100 g. Biorac pod uwagg zalecane dzienne spozycie Fe
(10 + 18 mg), konsumpcja miodu nie przyczynia si¢ w znaczacy sposob do pokrycia
dziennego zapotrzebowania organizmu na ten pierwiastek. Zelazo zawarte w miodzie
charakteryzuje si¢ jednak duza biodostepnoscia [22].

Whioski

1. Najwigksza ogolng zawarto$¢ mikro- i makroelementow stwierdzono w miodzie
wielokwiatowym pochodzacym bezposrednio z pasieki — 133,77 mg/100 g, naj-
mniejsza — 27,32 g/100 g w miodzie akacjowym zakupionym w supermarkecie.

2. Pomimo zrbéznicowanej zawartosci mikro- i makroelementéw w badanych mio-
dach nie mozna jednoznacznie okresli¢ ich pochodzenia botanicznego i geogra-
ficznego na podstawie sktadu mineralnego.

3. Nie stwierdzono istotnej roznicy pomigdzy $rednimi zawartosciami miedzi w mio-
dach odmianowych zakupionych w supermarkecie i pochodzacych z prywatnej pa-
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sieki potozonej w okolicy Huty Miedzi Gtogow, co wskazuje na brak wptywu po-
chodzenia geograficznego na zawartos$¢ tego pierwiastka.

Badania sfinansowano ze Srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
otrzymanych w ramach dotacji na utrzymanie potencjatu badawczego Instytutu Nauk
o Jakosci Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu.
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ASSESSING CONTENT OF SELECTED MACRO- AND MICROELEMENTS IN
COMMERCIAL HONEYS AND IN HONEYS DERIVED DIRECTLY FROM APIARY

Summary

Honey is characterised by unique sensory and health-promoting properties. It contains inter alia anti-
oxidants, enzymes, vitamins and macro- and microelements that shape its biological activity and play an
important role in the proper functioning of human body. Honeys are a source of potassium, magnesium,
calcium, sodium, sulphur, manganese, iron, vanadium, chromium, phosphorus, silver, boron and copper.
The objective of the research study was to determine the mineral composition of varietal honeys available
on the Polish market. In the research study there were analysed Polish honeys of various varieties: acacia,
multifloral, lime and rapeseed. Assessed were honeys purchased in a supermarket and derived directly
from an apiary. The average content of Ca, K, Na, Mg, Mn, Zn, Cu and Fe in honeys was, respectively
[mg/100 g]: 7.42, 59.66, 1.57, 1.44, 0.11, 0.46, 0.02 and 0.12. The highest content of macro- and micronu-
trients was found in the multifloral honey derived directly from the apiary — 133.77 mg/100 g. The lowest
content of mineral components was determined in the acacia honey purchased in the supermarket —
27.32 mg/100 g. Additionally, there was studied the effect of location of a private apiary situated near the
Glogow Copper Smelter on the content of copper in the samples of honeys of different varieties. No sig-
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nificant relationship was found (p > 0.05) between the average content of copper in the commercial hon-
eys and those from the private apiary, which indicates no influence of geographical origin on the content
of this element.

Key words: honey, honey quality, macroelements, microelements
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Streszczenie

Liczne opracowania naukowe, w ktorych wykazano dobroczynne dziatanie krzemu na rosliny, $wiad-
cza o wzrastajacym zainteresowaniu rola krzemu w kontekscie wptywu na wzrost i prawidlowy rozwoj
roslin. Wskazuja rowniez na potrzebe uzupelniania tego pierwiastka w podtozu podczas produkeji roslin-
nej.

Celem badan byto dopracowanie metody przygotowania probek materialu roslinnego i oznaczenie
w nich zawartos$ci krzemu z zastosowaniem spektrometrii fluorescencji rentgenowskiej catkowitego odbi-
cia. Probki materiatu roslinnego, w sktad ktorego wchodzity liofilizowane i suszone liScie szalwii lekar-
skiej (Salvia officinalis), suszone liScie skrzypu polnego (Equisetum arvense) i suszone liscie pokrzywy
zwyczajnej (Urtica dioica), poddano analizie pierwiastkowej. Probki suszu roslinnego roztwarzano
z wykorzystaniem mieszaniny stezonego kwasu azotowego(V) oraz nadtlenku wodoru w mineralizatorze
mikrofalowym. Analiz¢ zawartosci krzemu w probkach przeprowadzono przy uzyciu spektrometru fluore-
scencji rentgenowskiej catkowitego odbicia (TXRF). Zawarto$¢ krzemu w probkach szatwii lekarskiej
wynosita 0,2 %, w probkach pokrzywy zwyczajnej — ponad 0,5 %, a w probkach skrzypu polnego — ok.
1,4 %. W celu potwierdzenia i uzupehienia otrzymanych informacji zgromadzony materiat ro$linny pod-
dano takze analizie mikroskopowej z zastosowaniem skaningowego mikroskopu elektronowego, umozli-
wiajacego rowniez okreslenie sktadu pierwiastkowego w mikroobszarze dzigki spektrometrowi dyspersji
energii wtornego promieniowania rentgenowskiego. Wykonano fotografie mikroskopowe oraz analizg
sktadu pierwiastkowego probek materiatu roslinnego w mikroobszarze, a przeprowadzone analizy pozwo-
lity na wykazanie obecnosci krzemu w trzech probkach badanego materiatu roslinnego: szatwii uprawiane;j
w sposob konwencjonalny, pokrzywy i skrzypu polnego.

Slowa kluczowe: szatwia lekarska, skrzyp polny, pokrzywa zwyczajna, krzem, liofilizacja, TXRF, SEM

Wprowadzenie

Dotychczas w publikacjach naukowych duzo uwagi poswigcano roslinom boga-
tym w krzem, takim jak pokrzywa, rdest ptasi, podbiat czy skrzyp polny ze wzglgdu na
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mozliwo$¢ wykorzystania ich jako zrodta tego pierwiastka w prawidlowej i zbilanso-
wanej diecie cztowieka. Liczne opracowania naukowe wykazujace dobroczynne dzia-
tanie krzemu na rosliny dowodzg wzrastajacego zainteresowania zaréwno rolg krzemu
w kontekscie wptywu na wzrost i prawidlowy rozwoj rosliny, jak rowniez suplementa-
cja tego pierwiastka podczas produkcji roslinne;.

Dodatek krzemu by} pomijany podczas nawozenia roslin, poniewaz powszechnie
uwazano, ze w przeciwienstwie do makro- i mikroelementow nie jest pierwiastkiem
niezbednym do wzrostu roslin. Makroelementy, m.in. azot, potas, wapn, magnez, fos-
for i siarka, to pierwiastki, ktorych zawarto$¢ w suchej masie przewyzsza 0,1 %. Do
mikroelementow zalicza si¢ pierwiastki wystepujacego w ilosci ponizej 0,1 % suchej
masy, tj. chlor, zelazo, miedz, cynk, bor, mangan oraz nikiel [9].

Najwigcej krzemu, ok. 3 %, kumulujg rosliny zbozowe (np. pszenica), natomiast
w roslinach dwulisciennych zawarto$¢ tego pierwiastka wynosi ponizej 0,5 % suchej
masy. Krzem, mimo Ze nie jest jednoznacznie zaliczany ani do mikroelementow ani do
makroelementow, korzystnie wptywa na rozwdj uktadu korzeniowego roslin upraw-
nych. Wysycenie tkanek ro$lin krzemionkg zwigksza ich wytrzymato$¢ na uszkodzenia
mechaniczne powodowane warunkami atmosferycznymi. Dzigki usztywnieniu lisci
i todyg wzrasta tez odporno$¢ na porazenia wywotane przez patogeny chorobotworcze
i inwazje szkodnikow. Dodatkowo wzmaga syntezg barwnikow asymilacyjnych, co
znajduje potwierdzenie w wyzszej wydajnosci fotosyntezy i wptywa na szybszy i buj-
niejszy rozwoj rosliny. Sztywniejsze todygi podnosza réwniez odpornos$¢ rosliny na
stres spowodowany niedostatkiem wody oraz wywotany gwaltownymi wahaniami
temperatur w okresie wczesnowiosennym [4].

Zawartos¢ krzemu w skorupie ziemskiej wynosi ok. 26 % [2]. Pierwiastek ten
w glebie wystepuje przede wszystkim w postaci krzemionki i réznego rodzaju krze-
miandw, praktycznie nierozpuszczalnych w wodzie, co utrudnia pobieranie go przez
ro$ling bezposrednio z podloza. Przyswajalnosc¢ tego pierwiastka z gleby wzrasta wraz
z wilgotno$cig podloza i aktywnoscig mikroorganizméw glebowych oraz w duzej mie-
rze zalezy od jego formy dostepnej dla rosliny [3]. Krzem w wodzie wystgpuje w bar-
dzo matym ste¢zeniu, ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$¢ zwigzkow krzemu. Jedynie
wody termalne mozna uzna¢ za bogate w ten sktadnik, poniewaz st¢zenie tego pier-
wiastka moze si¢gac¢ tam nawet 600 mg/1 [2].

Wyjatkiem, ktory decyduje o koniecznosci suplementacji zwigzkami krzemu,
jest uprawa hydroponiczna roslin. Jest to rodzaj uprawy w kulturze wodnej, gdzie tra-
dycyjne podtoze glebowe zastepuje si¢ materiatem mineralnym, obojetnym chemicznie
1 niemajagcym wplywu na rozwoj roslin, shuzagcym tylko do utwierdzenia korzeni. Ro-
$liny pobierajg sktadniki odzywcze oraz sole mineralne rozpuszczone w wodzie z tzw.
pozywki [8].

Borkowski i wsp. [1] dowiedli zalezno$ci pomigdzy stosowaniem w uprawie ro-
$lin zwigzkow krzemu a aktywnoscig naturalnych systemow obronnych ro$lin, stymu-
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lacja ich wzrostu i rozwoju oraz wzmocnieniem tkanek. W celu potwierdzenia i uzu-
petiania wynikow badan polowych przeprowadza si¢ iloSciowa analizg¢ zawartosci
krzemu w roslinach suplementowanych krzemem oraz w roslinach kontrolnych, kté-
rym nie byly podawane nawozy na bazie zwigzkow krzemu. Ilo$ciowe oznaczanie tego
pierwiastka w ro$linach stato si¢ przedmiotem zainteresowania naukowcoOw w ciggu
kilku ostatnich lat. Zagadnienie to jest istotne dla wielu réznych dyscyplin i dziedzin,
w tym nie tylko dla rolnictwa, ogrodnictwa czy botaniki, ale takze dla biochemii, agro-
nomii czy biotechnologii.

Probki materiatu ro§linnego do analizy pierwiastkowej przygotowuje si¢ w okre-
slony sposob, zgodnie z jedng z powszechnie stosowanych metod, takich jak: suche
spopielanie [7], trawienie na mokro z wykorzystaniem st¢zonych kwasow [5], roztwa-
rzanie kwasami wspomagane mikrofalami [7]. Najczesciej stosowane techniki anali-
tyczne umozliwiajgce oznaczanie st¢zenia pierwiastkOw w materiale roslinnym to
m.in. optyczna spektrometria emisyjna z plazmg wzbudzong indukcyjnie (ICP-OES,
ang. inductively coupled plasma optical emission spectrometry), atomowa spektrome-
tria absorpcyjna (AAS, ang. atomic absorption spectrometry) [6], rentgenowska spek-
trometria fluorescencyjna (XRF, ang. X-ray fluorescence) [5] oraz spektrometria fluo-
rescencji rentgenowskiej catkowitego odbicia (TXRF, ang. fotal reflection X-Ray
fluorescence) [6]. Analiza pierwiastkowa suszu ro§linnego moze by¢ przeprowadzana
z uzyciem uzupetniajacych si¢ wzajemnie aparatow pomiarowych. ICP-OES znajduje
zastosowanie przede wszystkim w analizie sktadu pierwiastkowego wody, klarownych
probek ciektych oraz statych po mineralizacji. Probki zawiesin badz nieklarowne roz-
twory probek statych po mineralizacji analizowane sg przy uzyciu spektrometru fluore-
scencji rentgenowskiej catkowitego odbicia (TXRF). Wybor metody analitycznej wa-
runkuje sposob przygotowania probki do badan. NajczeSciej i najpowszechniej
stosowang metodg jest technika mineralizacji probki stalej, z wykorzystaniem odpo-
wiedniej ilosci stezonych kwaséw w warunkach podwyzszonej temperatury i ci$nienia,
z zastosowaniem mikrofal. Roztwarzanie probek statych, ktorych matryca jest krze-
mionka, glinokrzemiany badz inne mineraty zawierajagce zwigzki krzemu, wspomagane
jest dodatkiem stezonego kwasu fluorowodorowego. Postepowanie to umozliwia roz-
puszczenie zwigzkéw krzemu trudno rozpuszczalnych w kwasach, co niestety wigze
si¢ ze znacznymi stratami 1 ubytkiem tego pierwiastka z probki podczas mineralizacji,
nawet przeprowadzanej w uktadzie zamknigtym. Z uwagi na ten problem przygotowa-
nie probki materiatu ro§linnego do oznaczania zawarto$ci krzemu musiato zosta¢ zmo-
dyfikowane i udoskonalone.

Celem przeprowadzonych badan byto dopracowanie metody przygotowania pro-
bek materialu roslinnego i oznaczenie w nich zawartosci krzemu z zastosowaniem
spektrometrii fluorescencji rentgenowskiej catkowitego odbicia.
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Material i metody badan

Oznaczanie zawarto$ci krzemu wykonywano w probkach ziot: szatwii lekarskiej
(Salvia officinalis) pochodzacej z uprawy hydroponicznej, szatwii lekarskiej (Salvia
officinalis) uprawianej w sposob tradycyjny, a takze suszu pokrzywy zwyczajnej (Urti-
ca dioica) — Dary Natury, Polska — oraz suszu skrzypu polnego (Equisetum arvense) —
Dary Natury, Polska — uzytych jako proby kontrolne, w ktérych zgodnie z danymi
literaturowymi spodziewano si¢ znacznej zawartosci tego pierwiastka. Probki szalwii
z uprawy hydroponicznej oraz probki szalwii z uprawy konwencjonalnej poddawano
procesowi suszenia sublimacyjnego z uzyciem liofilizatora Beta 2-8 LSCplus.

Proces liofilizacji, polegajacy na usunigciu wody z zamrozonego wczesniej mate-
rialu na drodze sublimacji, prowadzono w warunkach obnizonego ci$nienia
(0,09 mbar) i obnizonej temperatury (-80 °C). Procedur¢ rozpoczynano od wstepnego,
glebokiego zamrozenia materiatu pod ci$nieniem atmosferycznym, nast¢pnie prowa-
dzono prézniowa sublimacj¢ lodu oraz dosuszanie materialu do zadanej wilgotnos$ci
(ponizej 10 %). Koncowy etap procesu to tzw. suszenie desorpcyjne polegajace na
ogrzaniu produktu w celu usuni¢cia wody zwigzanej chemicznie, ktora nie ulegla za-
mrozeniu. Otrzymany produkt, tzw. liofilizat charakteryzowat si¢ optymalng jakoS$cig,
bowiem w warunkach technologicznych procesu zminimalizowane byto ryzyko utraty
wlasciwosci materialu czy rozktadu substancji aktywnych. Dodatkowo produkt zacho-
watl swoj ksztalt, zapach i barwe (fot. 1). Konwencjonalna metoda suszenia polega
natomiast na zastosowaniu wysokich temperatur — 70 + 105 °C, co wigze si¢ czgsto
z obnizeniem jakos$ci produktu i zmiang jego wygladu, pozbawieniem sktadnikéw lot-
nych i wrazliwych na dzialanie wysokich temperatur.

Fot. 1.  Wyglad materiatu roslinnego po suszeniu konwencjonalnym i po liofilizacji
Photo 1. Appearance of plant material after conventional drying and lyophilisation
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Liofilizowane i wysuszone konwencjonalnie ziota poddawano procesowi minera-
lizacji w uktadzie zamkni¢tym w mineralizatorze mikrofalowym Ertec MW Magnum
II (Ertec-Poland) oraz przy uzyciu kwasu azotowego(V) o st¢zeniu 65 %, (Emsure
ISO, Merck, Polska) i niewielkiej ilosci roztworu 30-procentowej wody utlenionej
(cz.d.a., Chempur, Polska). Zastosowanie wysokiej temperatury reakcji roztwarzania,
podwyzszonego cisnienia oraz dodatek czynnika stabilizujacego pozwolil na uzyskanie
jednorodnej i stabilnej zawiesiny.

Do kazdej z trzech przygotowanych probowek typu eppendorf pobierano 0,5 ml
otrzymanej zawiesiny i dodawano 60 pl roztworu wzorca wewngtrznego galu
(1000 ug/ml, Plasma HIQU, Merck, Polska). Nastepnie mieszaning poddawano trzy-
krotnej 30-sekundowej homogenizacji przy uzyciu wytrzasarki laboratoryjnej punkto-
wej typu vortex, model PV-1 (Grant-Bio, Wiclka Brytania). Przygotowang w ten spo-
sob probke w postaci cienkiej warstwy nanoszono na nosnik — dysk szafirowy
o $rednicy 20 mm, ktory umieszczano w automatycznym podajniku probek, a nastep-
nie w aparaturze analitycznej — spektrometrze fluorescencji rentgenowskiej catkowite-
go odbicia (TXRF), model PICOFOX S2 (Bruker Inc., USA). Gléwng zaletg tego
spektrometru jest jednoczesna analiza wielopierwiastkowa z zachowaniem niskiej gra-
nicy wykrywalno$ci. Aparat ten pozwala na analize probek ciektych, zawiesin i ciat
stalych oraz probek zanieczyszczen.

Zasada pomiaru polega na generowaniu przez lamp¢ molibdenowg wiazki pro-
mieniowania z zakresu 10~ = 10° nm, kierowaniu jej na probke pod niewielkim katem,
a nastgpnie rejestracji emitowanego promieniowania wtornego, charakterystycznego
dla kazdego atomu pierwiastka wchodzgcego w sktad badanej probki. W wyniku anali-
zy otrzymuje si¢ widmo promieniowania rentgenowskiego (rys. 1), na podstawie kto-
rego dokonuje si¢ oznaczenia zawartosci danych pierwiastkow w probce.
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Rys. 1. Przyktadowe widmo promieniowania rentgenowskiego probki badanych zi6t
Fig 1.  Example of X-ray spectrum of sample of analysed herbs
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Wyniki i ich oméwienie
Uzyskane wyniki zawarto$ci krzemu w probkach materialu roslinnego (wybra-

nych ziot) przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Zawartos¢ krzemu w badanych ziotach
Table 1.  Content of silicon in analysed herbs

Zawarto$¢ krzemu

Content of silicon [g/kg] SD

Proba / Sample

Szatwia lekarska (Salvia officinalis) z uprawy
hydroponicznej, liofilizowana / Common sage (Salvia <LOD -
officinalis) from hydroponic cultivation, lyophilised

Szatwia lekarska (Salvia officinalis) z uprawy
hydroponicznej, suszona konwencjonalnie / Common sage
(Salvia officinalis) from hydroponic cultivation,
conventionally dried

<LOD -

Szatwia lekarska (Salvia officinalis) z uprawy w glebie,
liofilizowana / Common sage (Salvia officinalis) grown in 1,973 0,2845
soil, lyophilsed

Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica) suszona
konwencjonalnie / Stinging nettle (Urtica dioica) 5,250 0,7175
conventionally dried

Skrzyp polny (Equisetum arvense) suszony konwencjonalnie

Field horsetail (Equisetum arvense) conventionally dried 13,990 0,4340

Objasnienia / Explanatory notes:
LOD - limit detekcji urzadzenia / limit of detection of device; SD — odchylenie standardowe / standard
deviation; LOQ — limit oznaczalnosci (135,0 mg/kg) / limit of quantification (135.0 mg/kg).

Zawartos¢ krzemu w probkach szatwii pochodzacej z uprawy hydroponicznej
wynosita ponizej 46,56 mg/kg (ponizej limitu detekcji urzadzenia), natomiast w prob-
kach szalwii uprawianej w warunkach konwencjonalnych osiagneta ok. 1,9 g/kg.
W probkach pokrzywy zawarto$¢ krzemu wynosita ponad 5,2 g/kg, a w probkach
skrzypu polnego — ok. 14,0 g/kg.

W celu potwierdzenia i uzupehienia otrzymanych wynikow probki szatwii, po-
krzywy i skrzypu polnego poddano analizie mikroskopowej przy uzyciu skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM, ang. scanning electron microscope), model
TM3000 (Hitachi, Japonia), umozliwiajagcego okreslenie sktadu pierwiastkowego
w badanym mikroobszarze dzigki spektrometrowi dyspersji energii wtornego promie-
niowania rentgenowskiego (EDS, ang. energy dispersive X-Ray spectroscopy). Wyniki
obserwacji mikroskopowych przedstawiono na fot. 2 - 9.

Wyniki analizy pierwiastkowej szalwii lekarskiej (fot. 2) z powierzchni zazna-
czongj na fot. 3. przedstawiono w tab. 2.
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Fot.2.  Obraz mikroskopowy probki liofilizowanej szatwii lekarskiej (Salvia officinalis) uprawianej w
warunkach konwencjonalnych, w powigkszeniu: (A) — 1000-krotnym, (B) — 2500-krotnym
Photo 2. Microscopic image of lyophilised common sage (Salvia officinalis) sample grown under conven-
tional conditions, with magnification: (A) — 1000x, (B) — 2500x
Fot. 3. Powierzchnia probki liofilizowanej szatwii lekarskiej (Salvia officinalis) uprawianej konwencjo-
nalnie z zaznaczonym mikroobszarem poddanym analizie pierwiastkowej
Photo 3. Surface of the lyophilised common sage (Salvia officinalis) sample grown under conventional
conditions with marked micro-area that underwent elemental analysis
Tabela 2. Wyniki analizy pierwiastkowej w mikroobszarze probki liofilizowanej szatwii lekarskiej (Sa-
Wvia officinalis) uprawianej konwencjonalnie
Table 2.  Results of elemental analysis in micro-area of the lyophilised common sage (Salvia officinalis)
sample grown under conventional conditions
Pierwiastek / Element Zawarto$¢ / Content [g/kg]
Wegiel / Carbon (C) 455,90
Tlen / Oxygen (O) 424,90
Krzem / Silicon (Si) 1,70
Potas / Potassium (K) 117,00
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Wyniki analizy pierwiastkowej pokrzywy zwyczajnej (fot. 4) z powierzchni za-
znaczonej na fot. 5. przedstawiono w tab. 3.

2020/05/19 11:44 A D9.8 x9.0k  10um

Fot.4.  Obraz mikroskopowy probki suszonej pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica), w powigkszeniu:
(A) — 3000-krotnym, (B) — 9000-krotnym

Photo 4. Microscopic image of dried stinging nettle (Urtica dioica) sample, with magnification: (A) —
3000x%, (B) — 9000x

10pm

Fot. 5. Powierzchnia probki suszonej pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica) z zaznaczonym mikro-
obszarem poddanym analizie pierwiastkowe;j
Photo 5. Surface of dried stinging nettle (Urtica dioica) sample with marked micro-area that underwent
elemental analysis
Tabela 3. Wyniki analizy pierwiastkowej w mikroobszarze probki suszonej pokrzywy zwyczajnej
(Urtica dioica)
Table 3.  Results of elemental analysis in micro-area of dried stinging nettle (Urtica dioica) sample

Pierwiastek / Element Zawarto$¢ / Content [g/kg]
Wegiel / Carbon (C) 480,50
Tlen / Oxygen (O) 425,00
Krzem / Silicon (Si) 16,26
Potas / Potassium (K) 46,06
Wapn / Calcium (Ca) 32,25
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Wyniki analizy pierwiastkowej skrzypu polnego (fot. 6) z powierzchni zaznaczo-
nej na fot. 7. przedstawiono w tab. 4.

2020/05/18 12:16 A D84 x1.5k  50um 2020/05/18 12112 A D8.4 x6.0k 10um

Fot. 6.  Obraz mikroskopowy probki suszonego skrzypu polnego (Equisetum arvense), w powigkszeniu:
(A) — 1500-krotnym, (B) — 6000-krotnym

Photo 6. Microscopic image of dried field horsetail (Equisetum arvense) sample, with magnification: (A)
—1500x, (B) — 6000x

Fot. 7. Powierzchnia probki suszonego skrzypu polnego (Equisetum arvense) z zaznaczonym mikro-
obszarem poddanym analizie pierwiastkowej

Photo 7. Surface of dried horsetail (Equisetum arvense) sample with marked micro-area that underwent
elemental analysis

Tabela 4. Wyniki analizy pierwiastkowej w mikroobszarze probki suszonego skrzypu polnego (Equise-
tum arvense)
Table 4.  Results of elemental analysis in the micro-area of dried field horsetail (Equisetum arvense)

sample
Pierwiastek / Element Zawarto$¢ / Content [g/kg]
Wegiel / Carbon (C) 174,10
Tlen / Oxygen (O) 546,10
Magnez / Magnesium (Mg) 2,62
Krzem / Silicon (Si) 251,20
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c.d. tab. 4
Fosfor / Phosphorus (P) 3,69
Siarka / Sulphur (S) 2,91
Potas / Potassium (K) 11,30
Wapn / Calcium (Ca) 8,14

Wiyniki analizy pierwiastkowej szatwii lekarskiej (fot. 8) z uprawy hydroponicz-
nej z powierzchni zaznaczonej na fot. 9. przedstawiono w tab. 5.

2020/05/19 13:49 A D9.5 x800 100um 2020/05/19 13:40 A D97 x1.2k  50um

Fot. 8.  Obraz mikroskopowy probki suszonej szatlwii lekarskiej (Salvia officinalis) uprawianej hydro-
ponicznie, w powigkszeniu: (A) — 800-krotnym, (B) — 1200-krotnym

Photo 8. Microscopic image of dried common sage (Salvia officinalis) sample grown hydroponically,
with magnification: (A) — 800%, (B) — 1200x

90pm

Fot.9. Powierzchnia probki suszonej szatwii lekarskiej (Salvia officinalis) z uprawy hydroponicznej
z zaznaczonym mikroobszarem poddanym analizie pierwiastkowej

Photo 9. Surface of dried common sage (Salvia officinalis) sample grown hydroponically with marked
micro-area that underwent elemental analysis
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Tabela 5. Wyniki analizy pierwiastkowej w mikroobszarze probki suszonej szatwii lekarskiej (Salvia
officinalis) z uprawy hydroponicznej

Table 5.  Results of elemental analysis in micro-area of sample of dried common sage (Salvia offici-
nalis) from hydroponic cultivation

Pierwiastek / Element Zawarto$¢ / Content [g/kg]
Wegiel / Carbon (C) 501,70
Tlen / Oxygen (O) 399,20
Potas / Potassium (K) 70,81
Wapn / Calcium (Ca) 13,86
Glin / Aluminium (Al) 9,72
Krzem / Silicon (Si) 10,99

Probki szatwii z uprawy hydroponicznej charakteryzowaty si¢ bardzo delikatnym
1 stabo wyczuwalnym zapachem olejkoéw eterycznych. Liscie rosliny o malo intensyw-
nej barwie byly kruche, delikatne i cienkie, fodygi natomiast wiotkie i tamliwe. Z kolei
intensywnie wybarwione, grube, sztywne i aksamitne liScie szalwii uprawianej w spo-
sob konwencjonalny uwalnialy intensywny zapach charakterystyczny dla tego gatunku.
Lodygi rosliny o wigkszej $rednicy przekroju, nawet po wysuszeniu byty odporne na
rozcieranie 1 famanie.

Na podstawie analiz mikroskopowych wykazano obecnos¢ krzemu w trzech
probkach badanych ziot: szalwii uprawianej w sposob konwencjonalny, pokrzywy
i skrzypu polnego. W probece szatwii uprawianej hydroponicznie zawartos¢ krzemu
znajdowala si¢ ponizej limitu detekcji urzadzenia.

Wykonane w duzych powigkszeniach fotografie mikroskopowe obrazuja budowe
morfologiczng badanych roslin. Na fotografii mikroskopowej probki skrzypu polnego
wykonanym w powigkszeniu 6000-krotnym (fot. 6) zaobserwowano wyraznie zaryso-
wane obszary rosliny, w ktorych skumulowaty si¢ zwigzki krzemu w postaci jasnych,
uwypuklonych punktéw (fot. 7). Lis¢ pokrzywy, ktorego fragment zobrazowano na
fotografiach SEM (fot. 4 i 5), w poréwnaniu z probkami skrzypu polnego charaktery-
zowat si¢ niewielkimi obszarami kumulacji krzemu, co ma odzwierciedlenie w wyni-
kach analizy sktadu pierwiastkowego obydwu surowcow zielarskich. W probkach
szatwii z uprawy konwencjonalnej (fot. 8) nie zaobserwowano wyraznych skupisk
obszarow zawierajgcych krzem, jednak analiza pierwiastkowa w mikroobszarze po-
twierdzita jego obecnos¢ w roslinie na poziomie < 0,2 %.

Whioski

1. Zastosowanie spektrometrii fluorescencji rentgenowskiej catkowitego odbicia
TXRF do analizy pierwiastkbw w wybranych surowcach zielarskich umozliwito
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stwierdzenie, ze najwigcej krzemu w swoich tkankach kumuluje skrzyp polny, co
ma odzwierciedlenie w wynikach analiz mikroskopowych.

2. Szalwia lekarska uprawiana hydroponicznie charakteryzowata si¢ matg zawarto-
Scig krzemu. Zawarto$¢ tego pierwiastka w pokrzywie zwyczajnej wynosita
5,2 g/kg, a w probkach szatwii lekarskiej uprawianej konwencjonalnie — 1,9 g/kg.

3. Przeprowadzone analizy pierwiastkowe w mikroobszarze z wykorzystaniem ska-
ningowego mikroskopu elektronowego potwierdzity wyniki analiz uzyskanych
technika TXRF.
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APPLICATION OF TOTAL REFLECTION X-RAY FLUORESCENCE SPECTROMETRY
(TXRF) IN DETERMINING CONTENT OF SILICON IN PLANT MATERIAL

Summary

Numerous scientific studies, in which beneficial effects are shown of silicon on plants, are proof of the
growing interest in the role of silicon in terms of its influence on the growth and proper development of
plants. Also they highlight the need to supply the substratum with this element during plant production.

The objective of the research study was to tweak the method for preparing samples of plant material
and to determine the content of silicon therein with the use of total reflection X-ray fluorescence spec-
trometry. The samples of plant material, which included lyophilized and dried leaves of common sage
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(Salvia officinalis), dried leaves of field horsetail (Equisetum arvense) and dried leaves of stinging nettle
(Urtica dioica), underwent an elemental analysis. The samples of dried plants were digested with a mix-
ture of concentrated nitric acid(V) and hydrogen peroxide in a microwave mineraliser. The analysis of the
silicon content in the samples was performed using a total reflection X-ray fluorescence spectrometer
(TXRF). The silicon content in the common sage samples was 0.2 %, in the stinging nettle samples — more
than 0.5 % and in the field horsetail samples — ca. 1.4 %. In order to confirm and complete the information
obtained, the collected plant material underwent a microscopic analysis using a scanning electron micro-
scope, which made it possible to determine the elemental composition in the micro-area by means of
a secondary X-ray energy dispersion spectrometer. Microscopic photos were taken and an analysis was
performed of the elemental composition of samples of the plant material in the micro-area; the analyses
performed demonstrated that silicon was present in three samples of the plant material analysed: in con-
ventionally grown sage, in nettle and field horsetail.

Key words: common sage, field horsetail, stinging nettle, silicon, lyophilisation, TXRF, SEM
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Streszczenie

Ekologiczne ekstrakty roslinne bogate w substancje biologicznie aktywne sa cennym surowcem dla
przemystu spozywczego, stad ciagle poszukuje si¢ nowych ich zrodel. Szczegdlng uwage zwraca si¢ na
rosliny pospolite, odporne na trudne warunki atmosferyczne, tatwo dostepne i tanie w uprawie. Do tego
typu roslin nalezy pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.). Celem pracy bylto okreslenie profilu kwasow
thuszczowych zawartych w lisciach pokrzywy zwyczajnej, w wyciagach uzyskanych metoda ekstrakcji za
pomoca nadkrytycznego dwutlenku wegla z dodatkiem etanolu. Uzyskano 5 ekstraktow rézniacych sig
sposobem pozyskania oraz parametrami procesu — czasem, ciSnieniem i temperatura. Profil kwasow ttusz-
czowych oznaczono metoda GC-MS. Identyfikacj¢ zwigzkow przeprowadzono na podstawie poréwnania
widm masowych z biblioteka NIST 11 oraz poréwnania czaséw retencji z certyfikowanym materiatem
odniesienia. We wszystkich ekstraktach udzial nienasyconych kwasow tluszczowych byt wigkszy niz
nasyconych kwasow thuszczowych. W badaniach wykazano, ze wzrost temperatury i ci$nienia procesu
skutkowatl wyekstrahowaniem wigkszej ilosci pozadanych nienasyconych kwasow tluszczowych. Naj-
wigksza zawartoscig nienasyconych kwasow tluszczowych cechowal si¢ ekstrakt otrzymany w temp.
50 °C przy cisnieniu 250 barow. W wyciagach uzyskanych przy zastosowaniu niskiego ci$nienia i wydtu-
zonego czasu ekstrakcji nie zidentyfikowano kwasu eikozapentaenowego, ktory byt obecny w pozostatych
probach.

Slowa kluczowe: pokrzywa zwyczajna, ekstrakcja nadkrytyczna, chromatografia gazowa, profil kwasow
thuszczowych

Wprowadzenie

Na przestrzeni ostatnich lat wzrosta §wiadomo$¢ konsumentow na temat zdrowe-
g0 1 racjonalnego odzywiania. Tendencj¢ te obserwuje si¢ do chwili obecnej. Po-
wszechny dostep do informacji spowodowal szersze zainteresowanie Zywnoscig proz-

Mgr inz. 1. Bajerlein, dr P. Bielecki, Fundacja Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, Poznanski
Park Naukowo-Technologiczny ul. Rubiez 46, 61-612 Poznan. Kontakt: iza.bajerlein@ppnt.poznan.pl



104 Iza Bajerlein, Patryk Bielecki

drowotng, zawierajgca dodatki w postaci szczepow zywych kultur bakterii i zwigzkow
biologicznie aktywnych, takich jak np. witaminy czy przeciwutleniacze oraz wzrost
popytu na takg zywnos$¢ [10, 15].

Do grupy substancji prozdrowotnych zalicza si¢ zwigzki syntetyzowane przez ro-
sliny, ktére nie sg niezbgdne do prawidtowego ich funkcjonowania, czyli tzw. metabo-
lity wtérne. Substancje te kumulowane w wakuoli sg produktami ubocznymi w szla-
kach biosyntezy. Pierwotnym zadaniem wtornych metabolitéw roslinnych jest m.in.
odstraszanie niepozadanych organizmdéw zerujacych na danej roslinie (repelenty zy-
wieniowe), oslabianie konkurentow pokarmowych (allelopatiny), przycigganie organi-
zméw symbiotycznych (chemoatraktanty). Zwigzki te stanowi szeroka grupa niskoczg-
steczkowych substancji organicznych — szacuje si¢, ze moze by¢ ich nawet dwa
miliony, o r6znym dziataniu na organizm cztowieka. Sg to m.in. terpenoidy, alkaloidy,
zwigzki fenolowe, witaminy, czy niezb¢dne nienasycone kwasy thuszczowe (NNKT)
[11]. W przemysle spozywczym zwigzki te stosowane sg jako sktadniki produktow
prozdrowotnych lub suplementow diety.

Do prozdrowotnych cech roslinnych metabolitow wtdrnych naleza m.in. witasci-
wosci grzybobojcze i1 bakteriobdjcze, dziatania wspomagajace w profilaktyce chorob
takich, jak cukrzyca, nadci$nienie czy niektore choroby nowotworowe. Szczego6lna role
w profilaktyce choréb uktadu krazenia pelnig niezbedne nienasycone kwasy ttuszczo-
we (NNKT). Zalicza si¢ je do grupy zwigzkow egzogennych, czyli takich, ktore orga-
nizm ludzki musi przyjmowac z pozywieniem, gdyz nie jest w stanie ich samodzielnie
syntetyzowac [10, 11, 15]. NNKT wykazuja korzystny wptyw na organizm ludzki.
Wplywaja m.in. na obnizanie ci$nienia tg¢tniczego krwi, zapobieganie miazdzycy
i zawatom serca oraz zwigkszanie ogdlnej odpornosci organizmu. Niezbedne nienasy-
cone kwasy tluszczowe wystepuja gtownie w rybach i owocach morza [1, 12, 14, 19],
jak réwniez w ro$linach, w tym w nasionach Inu, stonecznika i rzepaku, w ziarnach soi,
w pestkach dyni i winogron czy w orzechach [1, 5, 20]. W przypadku ryb oraz owocow
morza problemem jest transport i dtugotrwate przechowywanie tych produktow z za-
chowaniem cech $wiezosci i wartosci odzywczej. W przypadku NNKT pochodzenia
ros$linnego wptyw na jako$¢ oleju ma metoda jego pozyskiwania [21]. Ttoczenie jest
odpowiednig metodg pozyskiwania oleju z roslin oleistych o duzej zawarto$ci kwasow
thuszczowych, jednak nie jest efektywne w przypadku roslin z mniejszg ich zawarto-
$cig. Z tego wzgledu w niniejszej pracy zastosowano ekstrakcj¢ za pomoca dwutlenku
wegla w stanie nadkrytycznym do pozyskania kwasow tluszczowych z lisci pokrzywy
zwyczajnej o znanych wlasciwosciach prozdrowotnych [2, 4, 6].

Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.) to wieloletnia ro$lina nalezaca do rodziny
Urticaceae. Rozpowszechniona jest na obszarze Europy, Azji, Afryki Potnocnej
1 Ameryki Pélnocnej. Ze wzgledu na swoje wiasciwosci jest szeroko stosowana
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i kosmetycznym. W medycynie ludowej
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uzywana jest do wspomagania leczenia stanéw zapalnych i zakazen bakteryjnych ukta-
du moczowego. Czgsto stosuje si¢ ja w kosmetyce, gtdéwnie jako sktadnik produktow
do wlosow. Wykorzystywana jest rowniez jako roslina paszowa [6, 8, 9]. W ostatnich
badaniach wskazuje si¢, ze zastosowanie ekstraktow z pokrzywy na komorki rakowe
prowadzi do zahamowania ich proliferacji [4]. Szerokie zastosowanie pokrzywy zwy-
czajnej wynika z naturalnego bogactwa jej sktadnikéw. Przeprowadzono wiele badan
majacych na celu ustalenie sktadu chemicznego tej rosliny [2, 3, 9, 13]. Obecne sa
w niej m.in. witaminy z grupy B, C, E, K, flawonoidy, karotenoidy, polifenole, mono-
1 oligosacharydy, a takze wiele niezbednych nienasyconych kwasow thuszczowych [6,
8,9].

Coraz wigkszy popyt na zywno$¢ funkcjonalng wymusit pojawienie si¢ nowych
metod pozyskiwania ekstraktow. Istnieje wiele sposobow ekstrakcji zwigzkow biolo-
gicznie aktywnych, w tym NNKT [17]. Na potrzeby tej pracy zastosowano ekstrakcje
z wykorzystaniem dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym (SFE-CO, Supercritical
Fluid Extraction — CO,) i etanolu jako wspolrozpuszczalnika. Jest to stosunkowo nowy
sposob ekstrakceji zwigzkow gtownie pochodzenia roslinnego. W metodzie tej stosuje
si¢ dwutlenek wegla jako ekstrahent w warunkach temperatury i ci$nienia powyzej
parametréw krytycznych tego gazu (temp. 31 °C, ci$nienie 71,8 bara). Zaleta tej tech-
nologii jest gtownie bardzo mate oddziatywanie na srodowisko — dwutlenek wegla po
rozprezeniu i tym samym oddzieleniu od ekstrahowanej substancji moze zosta¢ zawro-
cony do uktadu i uzyty ponownie, przez co redukowana jest jego emisja do atmosfery.
Zmniejsza to jednoczesnie koszty ekstrakcji. Dzigki zmianie glownych parametrow,
takich jak temperatura i ci$nienie, mozna sterowac procesem i ukierunkowywac go na
ekstrakcje¢ konkretnych grup zwigzkow. Rownoczesnie nalezy podkresli¢, ze otrzyma-
ny ekstrakt nie wymaga dalszej obrobki w postaci filtrowania czy wirowania i jest
wolny od drobnoustrojow [7, 16, 18].

Celem pracy bylo okreslenie profilu kwasoéw ttuszczowych zawartych w lisciach
pokrzywy zwyczajnej, w wyciggach uzyskanych metodg ekstrakcji za pomoca nadkry-
tycznego dwutlenku wegla z dodatkiem etanolu.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowit ekologiczny susz z liSci pokrzywy zwyczajnej
(Urtica dioica L.) — Dary Natury, ktoéry poddawano ekstrakcji nadkrytycznym dwu-
tlenkiem wegla (99,995 %, Air Liquide Polska Sp. z 0.0.) i etanolem (96 % cz.d.a.,
POCH, Polska) w stosunku 5 : 1. Parametry ekstrakcji regulowano w nastepujacej ko-
lejnosci: poczatkowo podczas doboru kierowano si¢ tylko zmiang ci$nienia procesu
(migdzy 150 a 250 bardéw), nastepnie wydtuzono czas trwania ekstrakcji, ostatecznie
sprawdzono rowniez wplyw podwyzszenia temperatury o 10 °C. Kazdorazowo do eks-
trakcji odwazano 1,5 g suszu (tab. 1).
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Tabela 1. Parametry procesu ekstrakcji
Table 1.  Extraction proces parameters

Przeptyw | Przeptyw Faza Faza sta- Faza
Ekstrakt Temperatura | Ci$nienie| EtOH CO, dynamiczna tvezna dynamiczna
Temperature | Pressure EtOH CO, flow Dynamic Y Dynamic
Extract o Static phase
[°C] [bar] flow rate rate phase [min] phase
[ml/min] [ml/min] [min] [min]
1 50 200 2 10 15 100 15
2 50 150 2 10 15 100 15
3 50 250 2 10 15 100 15
4 50 250 2 10 25 240 25
5 60 250 2 10 15 100 15

Ekstrakty przechowywano w chtodziarce bez dostgpu $wiatta. Do wykonania
oznaczenia profilu kwaséw tluszczowych pobierano 40 ml kazdego ekstraktu, ktory
odparowywano w wyparce prozniowej Heidolph Hei-VAP Advantage 3G (Heidolph
Instruments, Niemcy) az do catkowitego usunigcia etanolu. Nastepnie rozpuszczano
ckstrakt w 2 ml dichlorometanu (do analizy pozostatosci pestycydow GC, Chempur,
Polska) 1 przenoszono 100 pl roztworu do butelek z ciemnego szkla. Ekstrakty odpa-
rowywano do sucha w strumieniu azotu. W dalszej kolejnosci przeprowadzano dery-
watyzacje kwasow thuszczowych do estrow metylowych. W tym celu do kazdej z proé-
bek dodawano 2 ml 0,5 M metanolanu sodu (NaOH cz.d.a. POCH, Polska); metanol do
HPLC (Sigma-Aldrich, USA) i ogrzewano w temp. 80 °C przez 15 min. Nastgpnie
dodawano 2 ml trifluorku boru (14 %, Merck, Polska) i ogrzewano w temp. 80 °C
przez 20 min. Po schtodzeniu dodawano 2 ml nasyconego roztworu chlorku sodu
(cz.d.a. POCH, Polska) oraz 2 ml heksanu (do chromatografii gazowej GC-MS, Merck,
Polska). Po wytrzasaniu zbierano warstwe heksanowa, filtrowano w obecno$ci bez-
wodnego siarczanu magnezu (cz.d.a. POCH, Polska) przez filtr strzykawkowy PVDF
0,2 pm (LLG Labware, Niemcy) i poddawano analizie.

Oznaczanie profilu kwasow tluszczowych wykonywano metoda chromatografii
gazowej. Metody przygotowania probek oraz rozdziatu chromatograficznego dobiera-
no eksperymentalnie. Analize prowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego Bru-
ker 436-GC (Bruker Inc., USA) ze spektrometrem masowym SCION SQ z putapka
jonowa 1 jonizacjg elektronami (Shimadzu, Japonia). Stosowano kolumne¢ kapilarng
WCOT Varian CP-sil 88 (Agilent Technologies Inc., USA) o dtugosci 50 m, srednicy
0,25 mm, filmem o grubosci 0,20 um i z helem jako gazem no$nym. Identyfikacje
estrow metylowych kwasow tluszczowych prowadzono dwutorowo: metodg porowna-
nia widm masowych z bibliotekg NIST 11 oraz metoda porownania czaséw retencji
sygnatow chromatograficznych z certyfikowanym materiatem odniesienia (Supelco 37
component FAME mix, Sigma-Aldrich, USA).
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Wyniki i ich oméwienie
Na rys. 1. przedstawiono przyktadowy chromatogram profilu estrow metylowych
kwasow tluszczowych, z ktorych dominujacymi byty estry metylowe kwasu palmity-
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Objasnienia / Explanatory notes:

hexanoic acid, methyl ester / ester metylowy kwasu kapronowego; decanoic acid, methyl ester / ester
metylowy kwasu dekanowego; lauric acid, methyl ester / ester metylowy kwasu laurynowego; tetradeca-
noic acid, methyl ester / ester metylowy kwasu mirystynowego; pentadecanoic acid, methyl ester / ester
metylowy kwasu pentadekanowego; palmitic acid, methyl ester / ester metylowy kwasu palmitynowego;
margaric acid, methyl ester / ester metylowy kwasu margarynowego; oleic acid, methyl ester / ester mety-
lowy kwasu oleinowego; linoleic acid, methyl ester / ester metylowy kwasu linolowego; linolenic acid,
methyl ester / ester metylowy kwasu linolenowego; heneicosanoic acid, methyl ester / ester metylowy
kwasu heneikozanowego; docosanoic acid, methyl ester / ester metylowy kwasu dokozanowego; tricosa-
noic acid, methyl ester / ester metylowy kwasu trikozanowego; lignoceric acid, methyl ester / ester mety-
lowy kwasu lignocerowego.

Rys. 1. Chromatogram estrow metylowych kwasow tluszczowych zawartych w ekstrakcie 2. z suszu
lisci pokrzywy

Fig. 1. Chromatogram of fatty acid methyl esters contained in extract 2 of dried nettle leaves
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nowego, linolowego i linolenowego. Zawartos¢ oznaczonych estrow metylowych kwa-
sow tluszczowych w ekstraktach z suszu z liSci pokrzywy przedstawiono w tab. 2.

We wszystkich ekstraktach wystepowaty te same kwasy tluszczowe (z wyjatkiem
kwasu eikozapentaenowego w probach 2 i 4). Wyekstrahowano zarowno kwasy tlusz-
czowe nasycone (SFA), kwasy tluszczowe nienasycone (UFA), w ktorych sktad wcho-
dzg kwasy tluszczowe jednonienasycone (MUFA) oraz wielonienasycone kwasy thusz-
czowe (PUFA). Gléwnym kwasem nasyconym we wszystkich analizowanych
ekstraktach byl kwas palmitynowy. Wsrdd kwaséw nienasyconych dominowaty kwasy
linolowy 1 a-linolenowy. Prébki cechowaly si¢ rowniez duzg zawartoscia kwasow:
stearynowego, oleinowego, arachidowego i lignocerowego.

Tabela 2. Profil kwasow tluszczowych w ekstraktach uzyskanych za pomocg SFE-CO, z suszu lisci

pokrzywy
Table 2.  Profile of fatty acids in extracts obtained by SFE-CO, from dried nettle leaves

Zawarto$¢ estrow metylowych kwasow thuszczowych
Nazwa kwasu Content of fatty acids methyl esters [%]
Name of acid Ekstrakt 1 | Ekstrakt2 | Ekstrakt 3 | Ekstrakt4 | Ekstrakt 5
Extract 1 Extract 2 Extract 3 Extract 4 Extract 5
Kvéfpfgirzzi’fé 6?06 0 0,18 0,18 0,19 0,22 021
K\év:;rl;a;gzlccizyégz:o 0,05 0,04 0,04 0,07 0,04
KWSZ;?EZYSZTVCY’I%O:O 0,05 0,04 0,04 0,05 0,06
wasul;‘c‘rﬁ?é’lgzlozzo 0,06 0,06 0,08 0,06 0,10
Kwﬁyf;;iiycs;ﬁgfvcy’lié‘m 0,48 0,49 0,56 0,48 0,54
St o | aos | o | oo | om
Kwszllﬁltilﬁgwg 16(’2(1)6:0 27,41 28,42 26,55 28,42 28,06
S 7 o | o | o | ow | o
Kwﬁazzrfjﬁgwg : 7C (1)7:0 0,21 0,20 0,16 0,16 0,19
Kwstseztrfjrzngvé'igég:o 2,73 3,41 2,97 3,01 1,95
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c.d. tab. 2
Iivfszlléi";zzyccl ;822 ; ’_’;6 2325 24,86 26,44 23,64 24,45
St SO0 | ae | am | oo | o
K:fntllézf’cl?z;vycfglgi’y 37,70 33,38 34,11 37,29 38,78
Kg:}sl:;l:e:c"izyézcigo 1,02 0,67 0,64 0,64 0,63
S GHe? | o | | 0w | o | o
Kﬁ;igf:r?zj;‘iy’cgjj):o 1,37 0,96 0,94 0,97 0,88

Na podstawie wynikow obliczono zawartos¢ SFA, UFA, MUFA, PUFA, sumg¢
kwasow n-3 i n-6 (tab. 3). Zdecydowang wickszo$¢ (64,7 + 66,7 %) stanowity kwasy
jedno- i wielonienasycone. We wszystkich ekstraktach kwasy tluszczowe n-3 domino-
waly nad n-6. Najwyzsza wartoscig stosunku nienasyconych kwasow ttuszczowych do
kwasoéw nasyconych cechowatl si¢ ekstrakt 3., do ktdrego otrzymania zastosowano
najwyzsze cisnienie i krotki czas procesu ekstrakcji. Zawartos¢ UFA ksztaltowala si¢
na poziomie 64,7 + 66,7 % wszystkich wyizolowanych kwasow ttuszczowych. Naj-
wigkszg zawarto$cig nienasyconych kwasoéw thuszczowych cechowaty si¢ ekstrakty 3.
i1 5. (tab. 3). Duza roznica zawartosci UFA pomiedzy ekstraktem 4. i 5. (1,51 %) spo-
wodowana byta najprawdopodobniej wydluzonym czasem ekstrakcji podczas uzyski-
wania proby 4. Mozna zatem przypuszczaé, ze wydtuzony czas procesu wpltywa na
zwickszone wymywanie nasyconych kwasow ttuszczowych. Najwicksza zawartos$¢
PUFA stwierdzono w ekstrakcie 5., a najmniejsza — w 2. Z kolei ekstrakt 3. cechowat
si¢ najwicksza zawartoscia sumy nienasyconych kwaséw thuszczowych, natomiast
w przypadku wielonienasyconych kwasow ttuszczowych to ekstrakt 5. zawierat ich
najwiecej (tab. 3).

Zastosowanie ekstrakcji ptynami nadkrytycznymi i modulacja glownymi parame-
trami ekstrakcji: temperaturg (50 + 60 °C), cisnieniem (150 + 250 baréw) i czasem
procesu (130 + 290 min) pozwolita na uzyskanie ekstraktow cechujacych si¢ roznym
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Tabela 3. Wartosci parametrow charakteryzujacych profil kwasow ttuszczowych ekstraktow z suszu lisci
pokrzywy
Table 3.  Values of parameters characterising fatty acid profile of extracts of dried nettle leaves

Ekstrakt [ SFA | MUFA | PUFA | Suman-6 | Suma n-3
Extract | [%] [%] (%] | Totaln-6 | Totaln-3 | ""0-3 | UFAD%] | UFA/SFA
1 35,070 | 3,580 | 61350 | 23,640 | 37,710 0,627 | 64930 | 1,851
2 34517 | 5479 | 60,004 | 27277 | 32,727 0,833 | 65483 | 1,897
3 33343 | 5,791 | 60,866 | 26,743 | 34,123 0,784 | 66,657 | 1,999
4 35257 | 3451 | 61292 | 23,995 | 37297 0,643 | 64,743 | 1,836
5 33,747 | 2,580 | 63,674 | 24,858 | 38816 0,640 | 66253 | 1,963

Objasnienia / Explanatory notes:

SFA — kwasy tluszczowe nasycone / saturated fatty acids; MUFA — kwasy tluszczowe jednonienasycone /
monounsaturated fatty acids; PUFA — wielonienasycone kwasy tluszczowe / poliunsaturated fatty acids;
UFA — kwasy tluszczowe nienasycone / unsaturated fatty acids.

profilem kwasoéw thuszczowych. Ekstrakt uzyskany w temp. 60 °C i przy ci$nieniu
250 baréw cechowal si¢ najwigksza zawartoscig wiclonienasyconych kwasow thusz-
czowych w stosunku do kwasoéw nasyconych (63,7 %), natomiast w przypadku eks-
traktu uzyskanego w temp. 50 °C i przy cisnieniu 150 baréw zawarto$¢ PUFA ksztat-
towata si¢ na poziomie 60 %. Mozna zatem przypuszcza¢, ze w celu wydajnego
pozyskiwania z lisci pokrzywy wielonienasyconych kwasow thuszczowych metoda
ekstrakcji SFE-CO, z dodatkiem wspotrozpuszczalnika w postaci etanolu korzystne
jest prowadzenie procesu w wyzszej temperaturze (60 °C) i przy wyzszym ci$nieniu
(250 baréw). Zbyt dhugi czas (290 min) prowadzenia procesu ekstrakcji proby 4.
w porownaniu ze 130 min ekstrahowania proby 2. spowodowal natomiast zmniejszenie
stosunku UFA do SFA z 66,7 % do 64,7 %. Moze to by¢ spowodowane rozpadem
i utlenianiem si¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych. Straty kwasu eikozapentaeno-
wego (EPA) zaobserwowane w ekstraktach 2. i 4. prawdopodobnie byly spowodowane
przeprowadzeniem procesu przy zbyt niskim ci$nieniu 150 baréw (ekstrakt 2) lub
w zbyt dlugim czasie wymywania 290 min (ekstrakt 4).

Podsumowujgc, mozna powiedzie¢, ze proces ekstrakcji dwutlenkiem wegla
w warunkach nadkrytycznych nalezy uzna¢ za skuteczng metode pozyskiwania wielo-
nienasyconych kwasow thuszczowych z lisci pokrzywy zwyczajnej pod warunkiem
zastosowania odpowiednich parametréw procesu.

Whioski

1. Wzrost ci$nienia ze 150 do 250 bardéw i temperatury z 50 do 60 °C podczas proce-
su ekstrakeji lisci pokrzywy przy udziale SFE-CO, z dodatkiem wspotrozpuszczal-
nika w postaci etanolu powoduje zwickszenie o 3,7 % wymycia wielonienasyco-
nych kwasow thuszczowych w stosunku do kwasow nasyconych.
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2.

(4]
(3]

[11]

[12]

[13]
[14]

[15]
[16]
[17]

Wydhuzenie procesu ze 130 do 290 min skutkuje obnizeniem o 2,4 % wartosci
stosunku wielonienasyconych kwasow tluszczowych do nasyconych kwasow
thuszczowych w otrzymanych ekstraktach.

Ekstrakty z liSci pokrzywy zwyczajnej o najwyzszej jakosci (bogate w kwasy
tluszczowe wielonienasycone) uzyskuje si¢ podczas procesu ekstrakcji w temp.
50 °C, przy cisnieniu 250 barow i w ciggu 130 min.
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DETERMINATION OF THE PROFILE OF FATTY ACIDS IN EXTRACTS OBTAINED BY
SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE EXTRACTION FROM STINGING NETTLE LEAVES
(URTICA DIOICA L.)

Summary

Ecological plant extracts, that are rich in biologically active substances, are a valuable raw material for
the food industry, thus new sources thereof are constantly searched for. Special attention is paid to com-
mon plants that are resistant to difficult weather conditions, easily available and inexpensive to grow. This
type of plants includes stinging nettle (Urtica dioica L.). The objective of the research study was to deter-
mine the profile of fatty acids contained in stinging nettle leaves, in extracts obtained by an extraction
method using supercritical carbon dioxide with the addition of ethanol. There were obtained 5 extracts that
differed in the method of obtaining them and in the process parameters — time, pressure and temperature.
A GC-MS method was applied to determine the fatty acid profile. To identify the compounds, mass spec-
tra were compared with the NIST 11 library as were retention times with a certified reference material. In
all the extracts the content of unsaturated fatty acids was higher than that of saturated fatty acids. The
research study showed that the increase in temperature and pressure resulted in washing out a greater
amount of desirable unsaturated fatty acids. The highest content of unsaturated fatty acids was reported in
the extract obtained at a temperature of 50 °C and a pressure of 250 bars. In the extracts obtained using
a low pressure and an extended extraction time was not identified eicosapentaenoic acid, which was pre-
sent in the remaining samples.

Key words: stinging nettle, supercritical carbon dioxide extraction, gas chromatography, profile of fatty
acids
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THE DIVERSE ROLES OF VITAMIN E, ITS OCCURRENCE AND
REGULATION IN DIFFERENT PLANT TISSUES

Summary

Fruits and vegetables contain vitamins, dietary fibre and phytochemicals, which promote human
health. Specifically vitamins are major bioactive compounds, divided in water-soluble (vitamins B and C)
and fat-soluble (vitamins A, D, E and K) ones, having strong antioxidant potential and limiting several
diseases, including cancer and cardio-vascular diseases. Furthermore, vitamins play a key role in plant
protection against abiotic and biotic stress factors. Vitamin E is a group of eight fat-soluble compounds
known as tocochromanols, which are synthesized exclusively by photosynthetic organisms. Tocochroma-
nols are categorised into two groups — tocopherols and tocotrienols. Each group contains four forms identi-
fied by prefixes o-, -, y- and &-, yielding a total of eight forms. Vitamin E is an essential, lipid-soluble
antioxidant in the human diet, protecting from cancer, diabetes, cardiovascular and neurological diseases.
This review summarizes the recent developments in understanding the variety of roles of vitamin E as well
as its major genetic regulatory pathways in plants. In addition, a comprehensive mapping of vitamin E
occurrence is presented in different plant tissues, organelles and horticultural crop species, as well as
throughout different stages of fruit development and at postharvest.

Key words: tocopherols, tocotrienols, tocochromanols, vitamin E

Introduction

Vitamins are a small group of organic compounds that are essential in the human
diet. Humans are not able to synthesize these compounds so they must be obtained
through diet. There are 13 compounds classified as vitamins. They can be broadly clas-
sified into fat-soluble (A, D, E and K) and water-soluble (vitamin B complex: B1, B2,
B3, BS, B6, B8, B9, B12 and vitamin C) — Fig. 1. These compounds are biosynthesized
by bacteria, fungi and plants and their main function is acting as cofactors or coen-

E. C. Georgiadou, G. A. Manganaris, V. Fotopoulos, Department of Agricultural Sciences, Biotechnolo-
gv and Food Science, Cyprus University of Technology, 3603, Limassol, Cyprus.
Contact: vassilis.fotopoulos@cut.ac.cy
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zymes in various enzymatic reactions. Vitamins from plants (fruit and vegetables) are
very significant because of their impact on human health. Due to their redox chemistry
and role as enzymatic factors, vitamins are imperative for the metabolism of animals
and plants. Some compounds play other particular roles such as antioxidants (vitamins
C and E), substances that improve the functioning of the eyesight (B-carotene) or as a
(pre-) hormone involved in calcium and phosphorus homeostasis in the blood stream
(vitamin D). Therefore, human nutritional health is dependent on plant food either di-
rectly or indirectly (by eating animals that feed on plants). As vitamin compounds do
not provide energy, they are needed in small amounts by humans. Vitamin deficiencies
cause diseases that can be serious [17].

Fat-soluble D K Oig{iizesds

A Nuts
E Peanuts
Avocados
Almonds

Vitamins
Water-soluble

B complex C
B1, B2, B3, B5, B6, BS, B9, B12

Fig. 1. Fat and water soluble vitamins
Rys. 1. Witaminy rozpuszczalne w thuszczach i wodzie
Source / Zrddto: the author’s own study based on [17] / opracowanie wtasne na podstawie [17]

Vitamin E (tocochromanols) are considered to be lipophilic bioactive compounds.
It has been claimed that vitamin E protects against diabetes and neurological diseases
[2] and reduces the risk for Alzheimer’s disease [51]. Furthermore, vitamin E is a natu-
ral antioxidant [9] fighting against oxidative damage because it quenches polyunsatu-
rated free radicals and as a result breaks the chain reaction of lipid peroxidation. It also
maintains the cardiovascular system and protects against cancer and other illnesses
[35].

Humans cannot synthesize vitamin E, so sufficient quantity must be obtain
through the diet that is mainly from plants that produce oil. The levels of vitamin E
differ from plant to plant in composition, activity and quantity. Deficiency in vitamin E
can cause hemolytic anemia in premature babies and neurological and ophthalmologi-
cal disorders in children. In developing countries vitamin E deficiency is more com-



THE DIVERSE ROLES OF VITAMIN E, ITS OCCURRENCE AND REGULATION IN... 115

mon than in developed ones, which is only observed in specific conditions as prema-
ture babies, digestive pathology and genetic pathology [12].

The regulation of vitamin metabolism in plants has been extensively studied in
order to develop new cultivars with high nutritional content. Using new technological
approaches, attempts are being made to identify vitamin-rich alleles in order to intro-
duce these to elite cultivars.

The aim of this paper is to present the various roles of vitamin E in plants as well
as the importance of exploiting vitamin E metabolism in plants.

The diverse roles of vitamin E in fruits and vegetables

Vitamin E (tocochromanols) is a lipophilic antioxidant consisting of tocopherols
and tocotrienols, which are compounds synthesized by photosynthetic organisms. To-
cochromanols are essential for the dietary needs of humans [40]. There are eight dis-
tinct forms of vitamin E classified in two chemical groups (o-, -, y-, d-tocopherols and
a-, B-, y-, 6-tocotrienols, respectively). These differ considerably in their vitamin E
activity in vivo, the highest activity being shown by a-tocopherol on a molar basis and
the most abundant one in nature [17]. Tocopherols and tocotrienols are considered to
improve health and are found in fruit and vegetables [17], specifically in oily seeds,
olives, nuts, peanuts, avocados and almonds [26, 30].

Vitamin E is a group of compounds with a common chroman-6-ol ring system.
The four different tocopherols and tocotrienols found in nature, namely a, B, y, or &
(Fig. 2) are determined by the number and positions of methyl groups on this ring sys-
tem [11]. All the isomers have aromatic rings with hydroxyl group that can provide
hydrogen atoms to decrease ROS [26]. Tocopherols have three chiral centers and the
natural tocopherols are of the R, R, R configuration, while the chemically synthesized
ones are racemic mixtures of eight stereoisomers. The single chiral center in tocotri-
enols is the only d-isomer in nature and a racemic mixture in synthetic ones. The reten-
tion of each compound by the human body is strongly impacted by the number and
positions of ring methylation, degree of side chain saturation and stereochemistry [11].

Studies of Munné-Bosch [33] have shown that tocopherols take part in cellular
signaling in plants, which demonstrates the role of tocopherols in plant development
and stress tolerance. Tocopherols protect plants from losing excessive energy in photo-
synthetic membranes, detoxify reactive oxygen species (ROS) and lipid radicals, thus
protect plants from wasting excessive energy in chloroplasts. In addition, a-tocopherol
interacts strongly in plants with membrane lipids making the membrane more rigid.
Therefore, its presence at high amounts in photosynthetic membranes during specific
periods of plant development or stress could be significant in the functioning of the
plant regarding membrane stability.
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Fig. 2. Structure of tocopherols and tocotrienols
Rys. 2. Struktura tokoferoli i tokotrienoli
Source / Zrédto: the study based on [11] / opracowanie na podstawie [11]

Occurrence and natural variation in vitamin E in plant tissues
Vitamin E within plant tissues/cellular compartments

There is a considerable variation of the content and composition of vitamin E in
plant tissues. Low levels of vitamin E are found in photosynthetic tissues (< 50 pg/g)
compared with seeds and particularly oil seeds, which contain 10 - 20 times this level.
Fruits and seeds of some species such as oil palm (Elaeis guineensis), oils of which
have well known health properties, contain high levels of tocotrienols [13]. Tocopher-
ols have been found in photosynthetic bacteria, fungi, algae, plants and animals, even
though animals cannot synthesize them [23]. Tocopherols have also been traced in
seeds, flowers (e.g., sepals and petals), roots, tubers, cotyledons, hypocotyls, stems and
particularly in leaves of higher plants. Tocopherol content varies in plant tissues with
total concentrations ranging from exceptionally low levels in potato tuber (< 1 pg/g dry
matter) to very high levels in leaves and seeds (> 1mg/g dry matter) [32].

During oxidative stress and senescence, plastoglobuli increase in number and cre-
ate linkage groups that are attached to each other and remain continuous with the
thylakoid membrane by extensions of the half-lipid bilayer [4].

Even though tocopherols are not usually detected in the cuticular waxes, tocoph-
erols have been found in the wax of Rubus spp. at 1 = 2 % of total wax. The y- and &-
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forms are found at higher concentrations in this wax, while a-tocopherol has been de-
tected at very low amounts [44]. In turn, tocotrienols are found in high amounts in
seeds [23].

Vitamin E in different fruits and vegetables

Oily seeds, olives, nuts, peanuts, avocados and almonds are abundant in vitamin
E, specifically in a-tocopherol [26]. Muzzalupo et al. [34] found that the content of
a-tocopherol in olive fruit accounts for 67.62 + 88.60 % of total tocopherol content,
depending on their cultivar and developmental stage. In other studies, content of
a-tocopherol in total tocochromanols in cv. ‘Koroneiki’ was 85.64 + 97.87 % [20, 21],
in cv. ‘Carolea’ (in two developmental stages, green and black olive fruit) — 72.00 +
75.60 % [8], while in five Greek olive cultivars (‘Mavrelia’, ‘Koroneiki’, ‘Kalokerida’,
‘Lianolia Kerkyras’ and ‘Kalamon’) — 73.09 + 91.32 % [22]. The difference in compar-
ison with findings by Bodoira et al. [7] is that y-tocopherol concentrations (10.68 +
41.83 %) are only slightly lower than those of a-tocopherol (50.02 + 81.48 %) at the
early stages of olive fruit (cv. ‘Arauco’). In tomato fruit Quadrana et al. [36] found that
a-tocopherol accounts for 83.68 + 96.87 % of all other tocopherols, while Luby et al.
[29] traced 29.64 + 91.02 % of all other tocochromanols in carrot cultivars. Further-
more, Tlili et al. [48] found that a-tocopherol was the predominant compound in all
samples (62.05 = 75.36 %) of a- and y-tocopherol content in commercial capers. The
content of tocopherols and tocotrienols in different cultivars of fruit and vegetables is
presented in Tab. 1.

Vitamin E during development and ripening

Several studies have focused on the content of vitamin E as it changes during the ripen-
ing of olive fruit during several developmental stages within a year [7, 8, 20, 34] and
across multiple years [21]. The concentrations of a-tocopherol generally decreased,
both within and across years [21]. During the early stages of olive fruit (cv. ‘Arauco’)
high amounts of tocochromanol content have been found, but as the fruit developed on
the tree, there was a decrease [7]. Until reaching breaker stage, the olive fruit has
a much higher concentration of tocochromanols compared with later stages, suggesting
that the colour alteration of the fruit is linked with modifications in vitamin E content
[20]. It was also found that olive oil production and phenolic fraction increase, reach-
ing their highest levels when the mesocarp reaches the end of its development and
change colour [3, 7, 10, 38]. Furthermore, carbohydrate metabolism (glycoly-
sis/glyconeogenesis, citrate cycle, fructose, manose and galactose metabolism) is more
obvious during the mesocarp development. Interestingly, it was also revealed that dur-
ing development in grape, which is also a non-climacteric fruit such as olive, tocopher-
ol concentration dropped steadily [25]. The opposite is observed in climacteric fruit
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like mango [45] and tomato [36], which implies that ethylene regulates vitamin E bio-

synthesis.

Table 1.  Vitamin E sources
Tabela 1. Zrodla witaminy E

Tocotrienols
Tocopherols / Tokoferole [% .
Cultivars of fruits P ] Tokotrienole [%] Ref
and vegetables o B | Y | ) o | B | Y | ) L't.
Odmiany owocow i Warzyw | Range of values ] s
L. Mean value / Warto$¢ $rednia
Zakres wartosci
‘Arauco’ olives )
Oliwki *Arauco’ 50.02+81.48 | 8.92 [20.54| - - - - - m
‘Carolea’ olives )
Oliwki ‘Carolca’ 72.00 +75.60 |12.20]10.10| 3.75 - - - - [8]
“Koroneiki olives 95.64+97.87 | 0.71 | 0.84 | 0.80 0.94 20
Oliwki ‘Koroneiki’ oo : : : ) ) : ) 1
‘Koroneiki’ olives ) * o
Oliwki ‘Koroneiki’ 85.64 +97.50 2.55 2.16 | 0.70 2.44 - [21]
Greek olives / Oliwki greckie | 73.09 +91.32 457 406 | 1.27 | 4597 |147| [22]
Carrots / Marchew 29.64 +91.02 1.59" - | 1980 0727 - | 291
Olives / Oliwki 67.62 +~88.60 | 4.87 | 2.24 | 1548 - - - - [34]
M28 Tomatoes )
Pomidory M28 83.68 +96.87 | 1.40 | 7.19 | 0.46 - - - - [36]
Capers / Kapary 62.05 +75.36 - 3315 - - - - - [48]

Explanatory notes / Objasnienia:
* — values for B+y-tocopherols / wartosci dla p+y-tokoferoli; ~ — values for p+y-tocotrienols / wartosci dla
B+y- tokotrienoli.

Vitamin E at postharvest

Vitamin E is affected by processing, storage and cooking of fresh, frozen and
canned fruits and vegetables. Little research has taken place on the content of vitamin
E in canned fruit and vegetables as they are not a significant source of the vitamin ex-
cept for sweet potatoes, spinach and tomato products. Tomatoes have been analysed
the most, with evidence showing that the levels of vitamin E are high in processed
tomato products [41]. Abushita et al. [1] showed that tomato cultivars for processing
had increased a-tocopherol (166 % higher wet matter on average) compared with to-
matoes consumed fresh. Processed tomato cultivars to paste showed loss of 20.3 % of
a-tocopherol. A rise in a-tocopherol was observed when raw material was initially
heated, but degradation was observed when heating continued. Heating leads to
a-tocopherol release, however once the maximum amount is released from the cells,
a-tocopherol concentration declines due to thermal degradation [1]. In a model reaction
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a-tocopherol was very stable against thermal treatment. There were no dramatic differ-
ences in a-tocopherol content in tomato juice, sunflower oil and a mixture of both
when heated at 180 °C for 1 h [43]. Further research is needed to explain the structure
of a-tocopherol in tomatoes and the effects of processing [1]. United States Department
of Agriculture (USDA) data currently support the result that canned products generally
contain significant levels of vitamin E if they are compared with fresh and frozen coun-
terparts. Asparagus is the only vegetable researched that showed significantly lower
amounts of vitamin E in the canned form compared with the fresh product.

The analysis of cooking broccoli showed that all cooking methods lead to a sig-
nificant release of a-tocopherol in fresh broccoli, while there was no relevant change in
frozen broccoli [39]. However, this was not the case in foods subjected to strongly
oxidative conditions (roasted steak, peas stewed in metal pot) [46]. It is possible that
the most common heat treatments, such as broiling or roasting, cause a high loss of
vitamin E. Vitamin E content in food treated in vegetable oil increases or remains sta-
ble, because vegetable oils are a good source of vitamin E [28]. On the other hand,
frequently used vegetable oils for frying decrease the content of vitamin E. Probably
microwave heating influences vitamin E content in vegetable oils the most, although
the stage of degradation depends on the type of oil used. In addition, vitamin E is un-
stable in the presence of oxygen, light and peroxides (occurring as a result of unsatu-
rated fat auto-oxidation). Retention of vitamin E is in the range of 60 + 93% in leg-
umes [28].

Genetic regulation of vitamin E

Genetic and genomic tools in the model plant Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
have contributed towards the identification of vitamin E biosynthetic genes [53], as
well as other plants such as Nicotiana tabacum L. and Lactuca sativa L. [52]. In recent
studies, there have been identified vitamin E biosynthetic genes in a number of fruit
crop species such as tomato [36], apple [42], mango [45], palm fruit [49], as well as
olive [20, 21, 22].

Vitamin E originates from 4-hydroxyphenylpyruvic acid (HPP), homogentisic ac-
id (HGA), geranylgeranyl diphosphate, phytol and phytyl phosphate (phytyl-P), which
is derived from either the shikimate acid pathway, the methylerythritol phosphate
pathway (MEP) or chlorophyll degradation, respectively. Phytyl diphosphate (phytyl-
PP) is generated either from geranylgeranyl diphosphate (GGPP) being reduced by
geranylgeranyl reductase or by phytol after phosphorylation by phytol kinase (VTES).
HPP becomes HGA by 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), a precursor
used for tocochromanols. HGA is decarboxylated and then condensated with the use of
a phytyl diphosphate (Phytyl-PP) into 2-methyl-6-phytylbenzoquinol (MPBQ) by #o-
mogentisate phytyl transferase (VTE2). The MPBQ is catalyzed into 2,3-dimethyl-6-
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phytyl-1,4-benzoquinol (DMPBQ) by 2-methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol methyl trans-
ferase (VTE3) and then to y-tocopherol by tocopherol cyclase (TC or VTEI) or to 6-
tocopherol directly by 7C. With the use of y-tocopherol methyltransferase (y-TMT or
VTE4), y- and §-tocopherols are metabolized into a- and B-tocopherols. HGA can also
be metabolized into 2-methyl-6-geranylgeranylbenzoquinol (MGGBQ) by homo-
gentisate geranylgeranyl transferase (HGGT) and then is catalyzed to d-tocotrienol by
tocopherol cyclase (VTEI) and afterwards to B-tocotrienol by y-focopherol methyl-
transferase (VTE4). The change of MGGBQ into 2,3-dimethyl-6-geranylgeranyl-1,4-
benzoquinol (DMGGBQ) in addition to the reactions catalyzed by VTEI and VTE4 is
required by the biosynthesis of y-tocotrienol and subsequently a-tocotrienol (Fig. 3).

Phytol
\VTE5 Geranylgeranyl-PP
(GGPPor GGDP) S

Phytyl-P

(PMP) Geranylgeranyl

\ reductase
HGA

Phytyl-PP (PDP) Geranylgeranyl-PP
A / \ __~ (GGPPor GGDP)

HPT or VTE2 HGGT

HPPD

/ MPBQ MGGBQ —_—

DMPBQ DMGGBQ
TCor VIEI TCor VIEI
TCor VIEI TC or VTEI
y-tocopherol d-tocopherol d-tocotrienol y-tocotrienol
ly-TMTor VTE4 'y-TMT or VTE4 |p-TMT or VTE4 [y-TMT or VTE4
a-tocopherol pB-tocopherol B-tocotrienol a-tocotrienol

Explanatory notes / Objasnienia:

Enzymes/genes: HPPD — p- or 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase; HPT or VTE2 — homogentisate
phytyltransferase or vitamin E2; geranylgeranyl reductase; VTES — phytol kinase or vitamin ES; phytyl
phosphate kinase; HGGT — homogentisate geranylgeranyl transferase; MPBQ MT or VTE3 — 2-methyl-6-
phytyl-1,4-benzoquinol methyl transferase or vitamin E3; TC or VTEI — tocopherol cyclase or vitamin E1;
v-TMT or VTE4 — y-tocopherol methyl transferase or vitamin E4. Metabolites: phytol; phytyl-P or PMP —
phytyl phosphate; phytyl-PP or PDP — phytyl diphosphate; GGPP or GGDP — geranylgeranyl pyrophos-
phate or geranylgeranyl diphosphate; HPP — p- or 4-hydroxyphenylpyruvic acid; HGA — homogentisic
acid; MPBQ - 2-methyl-6-phytylbenzoquinol; DMPBQ - 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol;
MGGBQ - 2-methyl-6-geranylgeranylbenzoquinol; DMGGBQ - 2,3-dimethyl-6-geranylgeranyl-1,4-
benzoquinol; a-, -, y-, 6-tocopherols; a-, -, y-, 8-tocotrienols.

Fig. 3. Tocochromanol biosynthetic pathway
Rys. 3. Szlak biosyntezy tokochromanolu
Source / Zrodto: the study based on [20, 22] / opracowanie na podstawie [20, 22]
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There is relatively little available research on the regulation of tocochromanol bi-
osynthesis in fruits. Geranylgeranyl diphosphate (GGDP) is a popular precursor for
tocochromanols and carotenoids. In detail, if the carotenoid biosynthetic pathways in
the fruit are altered, then most possibly tocochromanol levels in this organ will also
alter. This was observed in tomato fruit that was overexpressing a fruit phytoene syn-
thase and accumulated more a-tocopherol [18]. However, the mechanisms, that caused
the increased levels of vitamin E content in the fruit, are not apparent. A cause could be
the light regulation of tocopherols in the fruit through the transcriptional activation of
tocopherol biosynthetic genes (geranylgeranyl! reductase and y-TMT), which is found
in the DE-ETIOLATEDI (DET-1) defective tomato transgenics, which accumulate
2- to 10-fold more tocopherol [15]. Nonetheless, the DET-1 mutation affects carote-
noid biosynthesis, plastid biogenesis and other secondary metabolites. Therefore, it is
possible that tocopherol content is altered due to fruit metabolism or an effect on plas-
tid compartment size.

Near the breaker stage, when tocochromanol concentration is highest, a close cor-
relation is observed with VTES5 expression profile. VTES transcript levels were up-
regulated during the period of mesocarp development but were suppressed at the
breaker stage and through the period of ripening in olive fruit [20]. Similar results were
observed in tomato fruit [36]. This drop restricts the phytol diphosphate (phytyl-PP,
PDP) input supply toward VTE biosynthesis [36] and is associated with the low con-
centrations of tocochromanols in olive fruit during ripening, showing that VTE5 is
a key component in the biosynthesis of vitamin E in olive fruit and is considered as
a potential marker gene in relevant studies. In mango tocopherol concentration is corre-
lated with transcript levels for HPPD, which is a catalyst in chromanol head group
synthesis. Moreover, the Mangifera indica p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
(MiHPPD) expression is ethylene-inducible. Singh et al. [45] have found that the ac-
cumulation of vitamin in climacteric fruits during fruit ripening is developmentally
controlled and submitted to hormonal regulation by ethylene. Georgiadou et al. [22]
found that two Greek cultivars (‘Kalokairida’ and ‘Lianolia Kerkyras’) presented the
highest vitamin E content, while cv. ‘Lianolia Kerkyras’ showed high tocochromanol
content (especially a-tocopherol) and the highest overall antioxidant activity in all de-
velopmental stages, concomitant with an up-regulation expression profile of HPPD.

There are two methods used to increase the content of vitamin E in crops, namely
plant breeding and metabolic engineering strategies [17, 47]. Levels of vitamin E can
differ significantly both between plant species and within species (i.e., among culti-
vars), meaning that traits the nutritional value can be enhanced by exploiting micronu-
trient enrichment [50]. The combination of comprehensive molecular mapping and
high-throughput phenotyping methods contribute towards the exploitation of this vari-
ability, to use as an efficient selection process [47]. Vitamin levels could be enhanced
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by altering external stimuli (light exposure, temperature) via agronomic practices [31].
Another method to increase the contents and stability of vitamins in vegetables are
treatments with plant growth regulators and/or elicitors. For instance, ethylene acti-
vates phydroxyphenylpyruvate dioxygenase during the ripening of climacteric fruits
and consequently increases vitamin E levels [45]. Contrarily, the use of organic ferti-
lizers does not appear to have a significant impact on tocopherol levels [6]. However,
vitamin levels in plants were increased by chemical synthesis or fermentation, such as
postharvest supplementation [14]. The nutritional quality of products at low cost can be
further improved by the application of moderate stresses through agronomic practices
(without effects on production).

The modification of genes involved in biosynthesis, recycling, transport, stability,
catabolism or control of vitamin E amounts in plants is the basis of relevant metabolic
engineering approaches [17]. In Arabidopsis, canola and soybean metabolic engineer-
ing of vitamin E has been achieved by expressing both Synechocystis bifunctional pre-
phenate dehydrogenase (tyrA) and plant HPPD genes, resulting in an increase of 1.8 -
2.6 times in tocochromanol amounts in seeds [27]. Likewise, the yeast expression
(Saccharomyces cerevisiae) prephenate dehydrogenase gene (PDH) in tobacco over-
expressing the Arabidopsis HPPD gene resulted in large concentrations of tocotrienols
in the leaves [37]. Similarly the yeast PDH and Arabidopsis HPPD genes, expressed in
tomatoes under the control of Solanum lycopersicum phosphoenolpyruvate carboxylase
2 (SIPPC2) fruit-specific promoter [16, 24], produce 3 times more tocotrienol concen-
tration in tomatoes [5]. Furthermore, homogentisate phytyl transferase (HPT) overex-
pression isolated from apple fruit resulted in 1.8 + 3.6 fold and 1.6 + 2.9 fold rise in
tomato leaf of a-tocopherol and y-tocopherol, respectively, in contrast with the amount
of a-tocopherol and y-tocopherol in the fruit, which increased 1.7- and 3.1-fold, respec-
tively [42].

An optimal approach to enhance the concentration of vitamin E in plants is the
manipulation of V'TE4 transcript amounts, as it alters both 8- and y-tocopherol to - and
a-tocopherol, respectively. VTE4 overexpression and naturally amplified a-tocopherol
accessions present the highest vitamin E increases independently of the host or the
origins of the transgene. When altering pre-existing tocopherols into forms with
a strong biological potency, vitamin E activity is improved. Thus, crops modified by
VTE4-overexpression demonstrate 5 - 10 times more vitamin E activity than plants that
have not been modified. Similarly, Brassica napus VTE4 homolog showed a 50-fold
increase in o-tocopherol content in transgenic Arabidopsis seeds [19]. VTE4 overex-
pression also metabolises 6-tocopherol in crops into B-tocopherol, which is 16.6-times
more bioactive at 50 % of the vitamin E activity of a-tocopherol. This method is the
most effective in enriching vitamin E content in crops and has no negative impact in
growth and fertility [30]. Overall, the role and regulation of tocochromanols is charac-
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terized by great complexity and further research needs to be conducted using state-of-
the-art systems biology and gene editing approaches in order to fully elucidate their
metabolism and function.

Conclusions

This review brings to light the recent advancements in explaining the different
roles of vitamin E in fruit and vegetables and its importance for health as the human
body does not synthesize this vitamin. It also provides an up-to-date account on studies
analysing the content and consistency of vitamin E in different plants and in different
tissues during in planta developments as well as post-harvest. Closing, vitamin E ma-
jor genetic regulatory pathways and future research directions are discussed.
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ZROZNICOWANE ZNACZENIE WITAMINY E, JEJ WYSTEPOWANIE ORAZ FUNKCJE
REGULACYJNE W ROZNYCH TKANKACH ROSLINNYCH

Streszczenie

Owoce i warzywa zawieraja m.in. witaminy, blonnik pokarmowy i fitozwiazki, ktére sprzyjaja zdro-
wiu cztowieka. W szczegodlnosci witaminy sa glownymi zwiazkami bioaktywnymi, ktore sa rozpuszczalne
w wodzie (B i C) lub w ttuszczach (A, D, E i K), wykazujace silny potencjal przeciwutleniajgcy i ograni-
czajace szereg chordb, w tym nowotwory i choroby uktadu krazenia. Witaminy odgrywaja kluczowa rolg
w ochronie ro$lin przed abiotycznymi i biotycznymi czynnikami stresowymi. Witamina E to grupa o$miu
rozpuszczalnych w thuszczach zwiazkow zwanych tokochromanolami, ktore sa syntetyzowane wylacznie
przez organizmy fotosyntetyzujace. Tokochromanole dzieli si¢ na dwie grupy — tokoferoli i tokotrienoli.
Kazda grupa zawiera cztery formy oznaczone przedrostkami a-, -, y- i 8-, co daje w sumie osiem form.
Witamina E jest niezbgdnym, rozpuszczalnym w tluszczach przeciwutleniaczem w diecie czlowieka,
chronigcym przed nowotworami, cukrzyca, chorobami uktadu krazenia i neurologicznymi. W niniejszym
przegladzie podsumowano najnowsze osiggni¢cia w zrozumieniu zrdéznicowanego znaczenia witaminy E,
a takze jej gtdownych genetycznych szlakow regulacyjnych w roslinach. Ponadto przedstawiono komplek-
sowe odwzorowanie wystgpowania witaminy E w réznych tkankach roslin, organellach i gatunkach ro$lin
ogrodniczych, a takze na réznych etapach rozwoju owocow i w trakcie zbiorow.

Stowa Kkluczowe: tokoferole, tokotrienole, tokochromanole, witamina E
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COCCIDIOSTATS IN TREATING COCCIDIOSIS

Summary

Coccidiostats are a group of veterinary antibiotics, the residues of which in, e.g. meat or other edible
tissues, are potentially dangerous to human health and life. Thus, it is important to effectively prevent
intoxications. For that purpose it is essential to gather data on those antibiotics. Coccidiostats are used
mainly in treating and preventing coccidiosis — a disease of the intestinal track of animals, especially of the
poultry, caused by parasitic protozoans of the Eimeria genus. Two major groups are used — polyether
ionophores and chemical coccidiostats, which differ in origin and mechanisms of action. Their application
is governed by the Regulation (EC) No 1831/2003 of the European Parliament and of the Council, in
which the application of the following 11 coccidiostats was authorized: salinomycin, narasin, monensin,
maduramicin, semduramicin, lasalocid, robenidine, nicarbazin, halofuginone, diclazuril and decoquinate.
Each of the mentioned coccidiostat present in the products of animal origin can lead to intoxication result-
ing from production errors and poor manufacturing practices. The effects of those compounds in food
include symptoms such as: polyneuropathy, rhabdomyolysis, hypercalcaemia, respiratory failure and even
death of patients. The coccidiostats are irreplaceable in treating coccidiosis, which can always be associat-
ed with the possibility of their occurrence in food. The present-day methods used to identify these medi-
cines make it possible to monitor the products as regards the occurrence thereof and to reduce the risk of
exceeding safe dose limits as set out in the relevant legal acts.

Key words: coccidiostats, veterinary medicines, products of animal origin, food safety

Introduction

Coccidiostats are veterinary medicines used to treat and prevent coccidiosis,
a common disease of breeding animals. The widespread use thereof raises general in-
terest owing to the potential harmfulness of residues of those drugs in food products of
animal origin.

The objective of the paper is to provide the most important information on the
currently used coccidiostats, their mechanism of action and potential toxicity, and to
highlight the presence of these drugs in modern animal husbandry. The intent of pre-
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senting the knowledge on this subject is to raise the recipients’ awareness of this group
of substances and to give an introduction to a deeper study of the subject.

Coccidiosis

Coccidiosis is caused by protozoans of the Eimeria genus. In particular, it affects
poultry and ruminating animals. It often occurs when inbreeding is carried under high
moisture and temperature conditions. The level of basic hygiene and the density of
animals per area unit are factors to increase the risk of infections. Main species to af-
fect poultry are E. acervulina, E. brunetti, E. mitis, E. necatrix, E. praecox, E. tenella
and E. maxima. There are also other species that affect specifically turkeys, such as E.
meleagrimiti, and rabbits, such as E. stiedae [35].

An infection begins with the ingestion of parasites in the form of oocyst from fae-
ces of infected animals. The ingested parasites release sporozoites and they attack the
intestinal ephitelium. Then, after a few asexual life-cycles, merozoites, which were
formed in the host, differentiate into sexual forms — male microgametes and female
macrogametes. After fertilization by microgametes, macrogametes produce oocysts,
which are shed in faeces. The disease manifests itself as severe diarrhoea, a poor
weight gain and sometimes it ends in death [39]. The symptoms are caused by inflam-
mation of the mucous membrane of small intestines, set off by the intense proliferation
of coccidia in the epithelium cells [35]. As a result the efficiency of breeding is de-
creased.

History of coccidiosis treatment

For many years coccidiosis has been a major cause of low productivity of the
poultry production. In the 20" century, along with the increased poultry breeding level
on the poultry farms, the number of infection outbreaks also increased. In those days
efficient methods of prophylaxis and treatment were not available, therefore the only
recommendation for breeders was to improve their hygiene procedures on the farms.
Unfortunately it was impracticable to rear birds in absolute isolation from their faeces,
since it precluded the disease eradication on farms [10]. The first change in the poultry
production was the introduction of sulfaquinoxaline in the United States of America in
the 1940s. That drug was initially intended to treat malaria, however its high toxicity to
humans excluded it from the widespread use. Fortunately it was found to be effective
against Eimeria spp. among the fowls [7]. The drug was extensively incorporated into
the poultry feedstuffs; this quickly led to drug resistance against parasites, which was
reported in the 1950s.

A milestone in overcoming coccidiosis was the introduction of monensin, the first
ionophore coccidiostat, onto American market in the 1970s; monensin turned out to be
much more effective against protozoa than sulfaquinoxaline [35]. The first report about
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monensin appeared in 1967 when Agratrap isolated it from Streptomyces cinnamonen-
sis in the Lilly Research Laboratories. Since then the ionophore coccidiostats have
been in the spotlight of scientists looking for new antibiotics and this quickly led to the
discovery of other coccidiostats of this group [1].

In the European Union the first admission of monensin as a feed additive was
granted by the Regulation (EC) No 1831/2003 of the European Parliament and of the
Council in 2003 [17, 34]. However it was not the first coccidiostat approved for the use
in the European Union; the Council Directive 70/524/EEC of 23 November 1970 [13]
provided for the use of coccidiostats such as decoquinate and nicarbazin.

It could be predicted that, along with the increased use of single coccidiostats, the
resistance against them would increase too. Hence more efficient multi-component
products began to be sold more often, e.g. Eli Lilly’s Maxiban. Furthermore, alterna-
tive methods of dealing with coccidiosis began to be sought. In 1992 vaccines were
developed based on the precocious oocysts of the parasite strains. However they
weren’t very popular, because they were species-specific and unavailable for all the
types of animals. At present there is only one vaccine authorized in the EU [35]. There
were also acidifiers, enzymes and probiotics used to create barriers in the animals’
digestive system in order to fight coccidiosis, although with a poor effect [35]. There
are some novel reports on how to treat coccidiosis using herbal substances, however
this issue is at the stage of discussion and investigation [28].

At present there are 11 coccidiostats authorized for the use in the EU; they were
granted different permits for different species und under certain conditions of their use.
They are regarded to be the most effective drugs in treating coccidiosis and are permit-
ted for chickens, turkeys and rabbits. These are ionophores: monensin sodium, lasalo-
cid sodium, maduramicin ammonium, narasin, salinomycin sodium, semduramicin
sodium, and chemical coccidiostats: decoquinate, robenidine hydrochloride, halofugi-
none, diclazuril and nicarbazin [35].

Modes of action of coccidiostats

Coccidiostats can be divided into two classes. The first class includes natural sub-
stances produced by bacteria of the Streptomycetaceae family; they are called polyeth-
er ionophores. They are composed of tetrahydrofuran rings conjugated into spiroketal
moieties. The second group consists of synthetic coccidiostats (also called chemicals):
guanidines, triazines, quinolones, pyridines, alkaloids or/and thiamine analogues [12].

The ionophore antibiotics have two modes of action (MoA), but both of them lead
to the same effect — a change in the concentration ratios of ions on the both sides of the
cell membrane. Under the first MoA two particles of the antibiotic dimerize and create
a channel to transport cations across a lipid bilayer [28]. Under the second MoA the
ionophores in an anionic form bind the cations and actively carry the ions through a
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cell membrane. After passing through the membrane to the cytoplasm they release the
cations [3].

When in a physiological state, the cells efficiently defend themselves against the
mentioned effect. Na”/K'-ATPase and Ca*’/Mg*"-ATPase control the ion concentra-
tions on the two sides of the cell membrane. According to what was said before, the
ionophore antibiotics change those concentrations. For example lasalocid increases the
concentration of Na" and Ca”" in the cell; this leads to a simultaneous efflux of K ions.
The Ca®" cations overload disrupts the functioning of mitochondria; this decreases the
energy production and leads to necrosis. A high concentration of Ca*" is also consid-
ered to be a cause of apoptosis owing to the activation of dedicated endonucleaes. Fur-
thermore, a high ratio of influx into the efflux of Na" ions disrupts the physiological
ion concentrations on the both sides of the cell membrane. To restore a normal state an
increased energy expenditure for ATPases is required. However when this ratio is too
high, the cell is not able to maintain a proper ionic gradient and lyse. At the end high
concentrations of Na™ and Ca®>" cause the osmosis to increase, the cell to swell and to
burst [20].

Chemical coccidiostats have various mechanisms of action. Decoquinate disrupts
the electron transport in the protozoan mitochondria and inhibits the development of
parasite [40]. Robenidine and nicarbazin are said to inhibit energy production in mito-
chondria, although its mode of action needs more investigation. In the reference litera-
ture there is very little information on MoA of halofuginone and diclazuril [9].

Legislation

The usage of coccidiostats was established by the European Union in 1970 by the
Council Directive 70/524/EEC [13]. In 2003 this document was reviewed and replaced
by the Regulation (EC) 1831/2003 of the European Parliament and of the Council [34].
Since then the ionophoric antibiotics: salinomycin, narasin, monensin, maduramicin,
semduramicin and lasalocid have been permitted for the use as feed additives as have
the synthetic coccidiostats: robenidine, nicarbazin, halofuginone, diclazuril and deco-
quinate [34, 35]. It is required by the European Union that its member states control
residues of these drugs in food and assess their safety, which is supervised by the Eu-
ropean Food Safety Authority (EFSA). The newly introduced coccidiostats must have
their MRL (Maximum Residue Limit) determined before being introduced into the
animal feed [27].

The European Commission released a report on the use of coccidiostats as feed
additives in 2008. In the absence of efficient alternatives it was recommended to con-
tinue to maintain the authorization for the use of coccidiostats despite their numerous
side effects [19, 35].
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Nowadays there are 18.3 million of 40.7 million tonnes of annually produced feed
for chickens, turkeys and rabbits, which contain coccidiostats [14]. It is important that
the authorization for the use of coccidiostats in feedstuff is granted for target animal
species, which usually cover chickens for fattening and chickens for rearing, but not
laying hens [14]. Therefore, when the coccidiostats are detected in eggs, there is a very
high probability of error during feeding procedures.

The coccidiostats are increasingly administered to animals worldwide and the re-
sult is the unavoidable presence thereof in food; on the other hand the awareness of
harmfulness of those medicines raises and the search for quality and safety of food
products goes on [25].

Toxicity

Coccidiostats are potentially harmful to health of animals and humans, and to
their lives. At the beginning of the application of coccidiostats their toxicity mecha-
nisms were monitored among the breeding animals as were the ionophores affecting
nervous tissues. According to numerous research studies, the intoxication usually oc-
curred as soon as the safe doses of medicines administered were exceeded, e.g. salino-
mycin poisoning in turkeys [32] or in rabbits [30], or monensin poisoning in broiler
chickens [8]. Dogs [38] and horses can be poisoned by coccidiostats after an accidental
exposure to them [27]. The most typical clinical symptoms are anorexia, diarrhoea,
lack of motor coordination, stiff walking and reluctance to move, muscle tremor, myo-
globinuria, depression and exhaustion. lonophore poisoning can cause rapid death
within 7 h or a chronic disease with symptoms of congestive heart failure [29].

Since the late 1990s the interest in the presence of coccidiostats in food has start-
ed to grow owing to the increasing number of reports on food contamination with
nicarbazin and lasalocid [12]. Coccidiostats occur in the food of animal origin because
of the non-compliance with grace periods and the contamination of the supposedly
drug-free (non-medicated) animal feeding stuffs by coccidiostats. Also simple human
errors or underdeveloped production processes and handling procedures can cause
contamination. It is also possible to transfer those drugs between animals (animal-to-
animal route) by ingestion of faeces [22].

Acute intoxications in humans are rare but possible. The symptoms of human poi-
soning are similar to those of animals. In 2000 in Brazil a 17-year old boy died after
consumption of monensin. He appeared in the hospital with the symptoms of sickness,
nausea and abdominal pain. Two days after his treatment began, the weakness and
severe muscle pains appeared followed by tachycardia and drowsiness. Over the next
few days an acute renal failure and pulmonary congestion developed in the patient and
he died. The post mortem examination revealed that myoglobinuria was the main cause
of his death [24].
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In 2004 in New Zealand a worker in an animal feed factory accidentally swal-
lowed a small amount of salinomycin and very quickly thereafter had nausea, shortness
of breath and dizziness. Half an hour after swallowing salinomycin the patient was
found to be agitated and he complained about leg weakness and photophobia. A neuro-
logical examination revealed a bilateral leg weakness. The patient re-arrived in the
emergency department 14 days after swallowing with increasingly severe pain in his
two legs. Here he stayed 40 days to recover and was finally discharged. The symptoms
of pain and the weakness of his legs were associated with prolonged rhabdomyolysis
[38].

In 2005 in India a maduramicin intoxication case was described. Several patients
consumed a contaminated food product and within 4 h they developed vomiting and
weakness of their legs. Next, a series of other symptoms developed such as polyneu-
ropathy, rhabdomyolysis, hypercalcaemia and respiratory failure; finally 2 patients
died [37].

Those few examples show that the introduced safety procedures are effective in
preventing food contamination with coccidiostats and in keeping the concentration
rates of those drugs in food at a safe level. On the other hand the growing food produc-
tion forces the development of other more effective methods to detect and control both
the coccidiostats and their consistent implementation. There are reports showing that
the cooking of contaminated food poorly decreases concentrations of those drugs [36,
41]. Furthermore, the ionophores have a narrow range of safety and this increases the
likelihood of intoxication [4]. The cases presented highlight the need for effective food
screening for the presence of coccidiostats.

Determination methods

In 1969 Hammond and Weston [18] presented a thin-layer chromatography-based
technique to detect decoquinate, amprolium, ethopabate, clopidol, buquinolate and
aklomide in animal feeding stuffs; it was one of the first attempts to analyse samples
with coccidiostats. To identify the coccidiostats, the values of retardation factors of
these substances were compared with the reference values. Though the method didn’t
provide any quantitative determination, thus it was impossible to apply it for the pur-
pose of confirming the safety of the detected dose. Moreover, that method involved 6
coccidiostats that are not in use anymore except for decoquinate.

At the turn of the 1980s-1990s the application of high-performance liquid chro-
matography (HPLC) coupled with UV detection became regularly used, so in 1985
Blanchflower, Rice and Hamilton [6] could report one of the first quantitative methods
employed to determine coccidiostats. Monensin, narasin and salinomycin were extract-
ed using methanol and separated by means of a reversed-phase HPLC. The detection
limit of the assay was 0.25 mg kg™ as for monensin and 0.5 mg kg™ as for narasin and
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salinomycin. The recoveries ranged from 95 to 108 %. However the method covered
only ionophore coccidiostats and a derivatization technique with vanillin was necessary
to detect them with UV.

Nowadays mass spectrometry is constantly used to precisely determine coccidio-
stats. Takatsuki, Suzuki and Ushizawa [42] were the first to present the incorporation
of mass spectrometry for the purpose of determining coccidiostats. In paper of 1986
they described the application of gas chromatography coupled with mass spectrometry
only to confirm the occurrence of monensin in a sample of chicken tissues. The quanti-
tative determination of monensin residues was performed by LC with fluorometric
detection. The detection limit was 1 ppb in the chicken tissues. The recoveries ranged
from 46.5 to 77.6 % depending on the fortification levels.

Under the Council Directive 96/23/EC of 1996 the member states of the European
Union were required to monitor poultry meat for the residues of banned hormones and
legal veterinary medicines like coccidiostats [21]. From that moment many research
centres started to develop methods to determine coccidiostats and the safety of food
became a frequent issue in scientific periodicals [15, 16, 26].

Since several years the LC-MS/MS based methods to determine coccidiostats
have undergone an intensive development and now they are considered to be methods
of choice for the identification of those medicines. In the novel methods the main em-
phasis is on the improvement of sample preparation procedures and on the broadening
the range of substances under determination.

In 2009 Stubbings and Bigwood [39] reported an LC-MS/MS procedure with the
use of a modified QUEChERS sample preparation for 7 coccidiostats extracted from
chicken meat. In 2012 Chico et al. [11] presented a method to determine 9 coccidio-
stats in eggs. Ethyl acetate was used as an extraction solvent with clean-up based on a
gel permeation chromatography (GPC). In turn in 2016 Pigtkowska et al. [31] devel-
oped a method to simultaneously determine 14 coccidiostats in fresh eggs. The samples
were extracted using 0.1 % formic acid in acetonitrile : water (8 : 2) with EDTA added
and cleaned using a solid phase extraction with Hybrid SPE cartridges. In 2017 Barreto
et al. [2] used an extraction with acetonitrile followed by a low-temperature clean-up
and centrifugation. The supernatant was collected and evaporated to dryness. They
determined 14 coccidiostats in a poultry muscle and eggs. An interesting innovation
was presented in 2019 by Klimek-Turek et al. [23], who applied simple procedures
with a thin-layer chromatography to inexpensively and quickly prepare samples of
coccidiostats. Future methods using molecularly imprinted polymers (MIP) to deter-
mine coccidiostats seem to be promising provided those special sorbents are less ex-
pensive [33]. An interesting trend is also the establishment of some new alternative
methods, such as a flow cytometry-based immunoassay, to quantitatively determine
coccidiostats [5].
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Conclusions

The widespread use of coccidiostats in animal husbandry is burdened by a risk of
occurrence of undesirable effects for consumers of the products of animal origin. An
additional burden is the absence of satisfactory alternative to those drugs. Furthermore
there is a potential risk of contaminating the environment with coccidiostats. Only the
responsible use of those medicines can significantly reduce the risk of occurrence of
those health hazards.

The developed determination methods are reliable and precise enough to be used
for routine testing of food for the presence of coccidiostats.

Currently the coccidiostats are the most effective treatment of coccidiosis and, ac-
cording to new research studies, they can be used also against multi-resistant bacteria.
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KOKCYDIOSTATYKI W LECZENIU KOKCYDIOZY
Streszczenie

Kokcydiostatyki to grupa antybiotykéw weterynaryjnych, ktorych pozostatosci, na przyklad w migsie
czy innych jadalnych tkankach, sa potencjalnie niebezpieczne dla zdrowia i zycia ludzi. Wazne jest zatem,
by skutecznie zapobiegaé¢ zatruciom. W tym celu nalezy koniecznie gromadzi¢ dane na ich temat. Kokey-
diostatyki stosowane sa glownie w leczeniu i profilaktyce kokcydiozy — choroby jelit zwierzat, przede
wszystkim drobiu, wywotanej przez pasozytnicze pierwotniaki z rodzaju Eimeria. Uzywane sa dwie
glowne grupy — jonofory polieterowe i kokcydiostatyki chemiczne, ktore r6znig si¢ pochodzeniem i me-
chanizmem dzialania. Ich stosowanie jest regulowane Rozporzadzeniem (WE) nr 1831/2003 Parlamentu
Europejskiego i Rady Unii Europejskiej, w ktorym zezwolono na stosowanie 11 kokcydiostatykow: sali-
nomycyny, narazyny, monenzyny, maduramycyny, semduramycyny, lasalocydu, robenidyny, nikarbazy-
ny, halofuginonu, diklazurilu i dekokwinatu. Kazdy z wymienionych kokcydiostatykow zawartych
w produktach pochodzenia zwierzgcego moze prowadzi¢ do zatrucia bgdacego rezultatem btedow i ztych
praktyk produkcyjnych. Skutkiem obecnosci tych zwigzkéw w zywnosci moga by¢ takie schorzenia, jak:
polineuropatia, rabdomioliza, hiperkalcemia, niewydolnos¢ oddechowa, a nawet §mier¢ pacjentow. Kok-
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cydiostatyki sa niezastapione w leczeniu kokcydiozy, co zawsze moze si¢ wigza¢ z mozliwoscia ich wy-
stagpienia w zywnos$ci. Wspolczesne metody oznaczania omawianych lekéw pozwalaja na monitorowanie
produktow pod wzgledem ich obecnosci 1 zmniejszaja ryzyko przekraczania bezpiecznych dawek okreslo-
nych w odpowiednich aktach prawnych.

Stowa kluczowe: kokcydiostatyki, leki weterynaryjne, produkty pochodzenia zwierzgcego, bezpieczen-

. o N4
stwo zywnosc1
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GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE
POLSKIM I UNIJNYM

Publikujemy kolejny przeglad aktow prawnych, ktore ukazaly si¢ w Dzienniku
Ustaw RP oraz Dzienniku Urzgdowym UE. Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne
dotyczace szeroko omawianej problematyki zywnosciowej wg stanu na dzien 31 sierp-
nia 2020 r.

Polskie akty prawne

1. Obwieszczenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 13 lipca 2020 r. w sprawie
ogloszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
w sprawie niektorych wymagan weterynaryjnych, jakie powinny byé spelnione
przy produkcji produktow pochodzenia zwierzecego w okreslonych zakladach
0 matej zdolnos$ci produkeyijnej (Dz. U. 2020 r., poz. 1286).
Obwieszczenie zawiera jednolity tekst rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Roz-
woju Wsi z dn. 19 maja 2010 r. w sprawie niektorych wymagan weterynaryjnych,
jakie powinny by¢ spetnione przy produkcji produktow pochodzenia zwierzecego
w okre$lonych zaktadach o matej zdolnosci produkcyjnej. Rozporzadzenie okresla
niektore wymagania weterynaryjne dotyczace konstrukcji, rozplanowania i wypo-
sazenia, jakie powinny by¢ spetnione przy produkcji produktow pochodzenia zwie-
rzgcego w zaktadach rozbioru migsa oraz zaktadach produkujacych migso miclone
lub surowe wyroby migsne.

2. Obwieszczenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn. 13 lipca 2020 r. w sprawie
ogloszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
w sprawie niektérych wymagan weterynaryjnych, jakie powinny by¢ spelnione
przy produkcji produktoéw pochodzenia zwierzgcego w rzezniach o matej zdolnosci
produkeyjnej (Dz. U. 2020 r., poz. 1287).

Dr G. Morkis. Kontakt: gmorkis@poczta.onet.pl
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Ogloszono jednolity tekst rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dn.
19 maja 2010 r. w sprawie niektorych wymagan weterynaryjnych, jakie powinny
by¢ spetnione przy produkcji produktow pochodzenia zwierzecego w rzezniach
o matej zdolnosci produkcyjne;.

3. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 15 lipca 2020 r.
w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o rolnictwie ekologicznym (Dz. U.
2020 r., poz. 1324).

Ogloszono jednolity tekst ustawy z dn. 25 czerwca 2009 r. o rolnictwie ekologicz-
nym.

4. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 22 lipca 2020 r.
w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o wyrobie napojow spirytusowych
oraz o rejestracji i ochronie oznaczen geograficznych napojow spirytusowych (Dz.
U. 2020 r., poz. 1419).

Ogtoszono jednolity tekst ustawy z dn. 18 pazdziernika 2006 r. 0 wyrobie napojow
spirytusowych oraz o rejestracji i ochronie oznaczen geograficznych napojow spi-
rytusowych.

5. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 15 lipca 2020 r.
w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o ochronie zdrowia zwierzat oraz
zwalczaniu chorob zakaznych zwierzat (Dz. U. 2020 r., poz. 1421).

Ogtoszono jednolity tekst ustawy z. dn. 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwie-
rzat oraz zwalczaniu chorob zakaznych zwierzat.

6. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 16 lipca 2020 r.
w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o towarach paczkowanych (Dz. U.
2020 r., poz. 1442).

Ogloszono jednolity tekst ustawy z dn. 7 maja 2009 r. o towarach paczkowanych.

7. Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 17 lipca 2020 r. zmie-

niajgce rozporzadzenie w_sprawie szczegétowych wymagan w zakresie jakosci
handlowej dzemoéw, konfitur, galaretek, marmolad, powidet sliwkowych oraz sto-
dzonego przecieru z kasztandw jadalnych (Dz. U. 2020 r., poz. 1284).
Dokonano zmiany w rozporzadzeniu z dn. 29 lipca 2003 r. w sprawie szczeg6to-
wych wymagan w zakresie jakosci handlowej dzemow, konfitur, galaretek, mar-
molad, powidet sliwkowych oraz stodzonego przecieru z kasztanow jadalnych do-
tyczace m.in. konfitur i konfitur ekstra.

Unijne akty prawne

1. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2020/916 z dn. 1 lipca 2020 r. zezwa-
lajace na rozszerzenie zastosowania ksylooligosacharydow jako nowej zywnosci
zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2015/2283
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oraz zmieniajace rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2017/2470 (Tekst
majacy znaczenie dla EOG) (Dz. U. L 2020 1., 209, s. 6).

W unijnym wykazie nowej zywnosci, ktdra uzyskala zezwolenie, ustanowionym
na mocy rozporzadzenia wykonawczego (UE) 2017/2470, odnoszacym si¢ do ksy-
looligosacharydow jako nowej zywnosci, nastgpito wiaczenie ksylooligosachary-
doéw w suplementach diety przeznaczonych dla populacji dorostych. Nowa zyw-
no$¢ jest oznaczana w ramach etykietowania zawierajagcych ja $rodkoéw
spozywcezych jako ,.ksylooligosacharydy”.

2. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2020/973 z dn. 6 lipca 2020 r.
w sprawie upowaznienia do zmiany warunkéw stosowania ,.ekstraktu biatkowego
z nerek wieprzowych” oraz zmiany rozporzadzenia wykonawczego (UE)
2017/2470 (Tekst majgcy znaczenie dla EOG) (Dz. U. L 2020 1., 215, s. 7).
,Ekstrakt biatkowy z nerek wieprzowych” moze by¢ stosowany jako suplement
diety w rozumieniu dyrektywy 2002/46/WE oraz zywnos$¢ specjalnego przezna-
czenia medycznego w rozumieniu rozporzadzenia (UE) nr 609/2013.

3. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2020/1154 z dn. 29 lipca 2020 r. reje-

strujace w rejestrze chronionych nazw pochodzenia i chronionych oznaczen geo-
graficznych nazwe ,.Midd spadziowy z Beskidu Wyspowego” (ChNP) (Dz. U. L
2020 r., 255, s. 1).
Zostata zarejestrowana nazwa ,,Miod spadziowy z Beskidu Wyspowego” (ChNP).
Nazwa oznacza produkt nalezacy do klasy 1.4 — Inne produkty pochodzenia zwie-
rzecego (jaja, miodd, rozne przetwory mleczne z wyjatkiem masta itp.), zgodnie
z zatacznikiem XI do rozporzadzenia wykonawczego Komisji (UE) nr 668/2014.

4. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2020/1163 z dn. 6 sierpnia 2020 r.
zezwalajace na wprowadzenie na rynek proszku z pieczarek z witaming D, jako
nowej zywnosci zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady
(UE) 2015/2283 oraz zmieniajgce rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE)
2017/2470 (Tekst majgcy znaczenie dla EOG) (Dz. U. L 2020 1., 258, s. 1).
Proszek z pieczarek z witaming D, zostal wlaczony do unijnego wykazu nowej
zywnosci, ktora uzyskala zezwolenie ustanowione rozporzadzeniem wykonaw-
czym (UE) 2017/2470. Przez okres pigciu lat od daty wejScia w zycie niniejszego
rozporzadzenia tylko wnioskodawca, czyli firma Oakshire Naturals LP ze Stanoéw
Zjednoczonych, jest upowazniony do wprowadzenia do obrotu w Unii nowej zyw-
nos$ci, chyba Ze kolejny wnioskodawca uzyska zezwolenie na t¢ nowa zywnos¢ bez
odniesienia do danych chronionych na podstawie art. 2 lub za zgodg Oakshire Na-
turals LP. Wpis w unijnym wykazie obejmuje warunki stosowania i wymogi doty-
czace etykietowania okreslone w zataczniku do niniejszego rozporzadzenia.
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SETNA ROCZNICA URODZIN
PROF. DR DR H.C. MULT. ANTONIEGO RUTKOWSKIEGO
1920-2020

W dniu 13 listopada 2020 r. mingta 100. rocznica
urodzin Profesora Antoniego Rutkowskiego. Z tej okazji
chcemy podzieli¢ si¢ z Czytelnikami wspomnieniami
Jego bliskich wspotpracownikoéw z réznego okresu dzia-
falnosci Profesora. Nie powtarzamy Jego biogramu, gdyz
ten byl opublikowany w kwartalniku Zywnos$¢. Nauka
Technologia. Jakosc¢, 2018, 2 (115), 5-8.

WSPOMNIENIA

Profesor Antoni Rutkowski zapisat si¢ w mojej pamigci jako wybitna posta¢ nau-
kowca, wychowawcy mtodziezy, organizatora oraz czlowieka o niezwyktej pracowito-
$ci. Jestem jedna sposrod Jego licznych wychowankow, co napawa mnie duma wyni-
kajaca z tego, ze to wlasnie On ukierunkowal moje zainteresowania badawcze na
starcie mojej kariery naukowe;j.

Dwa wazne momenty zwigzane z Profesorem Rutkowskim utkwily w mojej pa-
migci. Pierwszy to rok 1960 — bytam zatrudniona na Wydziale Mleczarskim Wyzszej
Szkoty Rolniczej w Olsztynie. Dziekan tego Wydziatu (prof. Tomasz Dziama) zapytat
mnie, czy chciatabym podjac prace w nowo tworzacej si¢ Katedrze Technologii i Prze-
chowalnictwa Zywnosci, ktorej kierownictwo obejmuje prof. Antoni Rutkowski.
Z wielka rado$cig przyjelam t¢ propozycje. Nie zdawalam sobie sprawy, jak trudna



142 Wspomnienia

czeka mnie praca, obejmujgca nie tylko badania i dydaktyke, ale takze organizowanie
Jednostki od podstaw, co w owym czasie bylo niebywale trudne. Jednak dzigki talen-
towi Profesora i przyjaznemu klimatowi stworzonemu w Katedrze zaistniaty warunki
do realizowania podjetych zadan. Praca pod kierunkiem Profesora nauczyta nie tylko
mnie, ale takze inne wspotpracujgce z Nim osoby, jak mozna intensywne badania nau-
kowe taczy¢ z wlasnymi zainteresowaniami typu turystyka czy sport. Jego wyktady,
seminaria i okolicznosciowe spotkania ze studentami i pracownikami byly ciekawe
1 czgsto urozmaicane wspomnieniami z Jego licznych pobytow zagranicznych, co cie-
szyto si¢ duzym zainteresowaniem. Po zakonczeniu pracy na Uczelni po 10 latach
(1969 r.) Profesor nadal z nig wspdtpracowal. Jego aktywna praca w Polskiej Akademii
Nauk sprawita, ze w Olsztynie rozpoczeto dziatalnos¢ w 1988 r. Centrum Agrotechno-
logii i Weterynarii PAN. I znowu spotkatam si¢ z pytaniem, tym razem ze strony Pro-
fesora Rutkowskiego, czy podjetabym si¢ organizacji Zakladu Podstaw Technologii
Zywnosci, ktory byl jednym z dwoch powotanych do Zycia w Centrum. Po wielu wa-
haniach wyrazitam zgode, chociaz wiedzialam, jak ogromne zadania na mnie spoczy-
wajg. Mam odczucie, ze tym oczekiwaniom sprostatam, bo juz w 1992 r. Zaktad zmie-
nit nazwe na Oddziat Nauki o Zywnosci (z wieloma Zaktadami), a po szeéciu latach
Centrum przeksztalcito si¢ w Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnos$ci PAN, ktore
nadal odnosi sukcesy naukowe. Profesor Rutkowski przez wiele lat byt przewodnicza-
cym Rady Naukowej Instytutu, uwaznie $ledzit i monitorowat jego rozw¢j. Mam prze-
$wiadczenie, ze stworzony z Jego dominujgcym udziatem Instytut spetnit oczekiwania
Profesora w realizacji postawionych wczesniej celoéw badawczych. Ponadto Instytut
prowadzit aktywng wspolprace z placowkami naukowymi w kraju i zagranica.

Halina Koztowska

My name is Rutkowski, Antoni Rutkowski. Tak z powodzeniem moégl si¢ przed-
stawia¢ Profesor. Wszyscy z respektem reagowali na to nazwisko. Tak tez bylo ze
mng. Pierwszy kontakt z Profesorem miatem zaraz po podjeciu pracy w nowo utwo-
rzonym Centrum Agrotechnologii i Weterynarii PAN w Olsztynie (obecnie Instytut
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN), ktorego byt jednym z zatozycieli i z tego
wzgledu przez lata dopytywat sie, jak nam idzie. Jak si¢ pojawial w Centrum, niekto-
rzy chcac uniknaé bezposredniego spotkania, kryli si¢ dostownie gdziekolwiek, bywato
ze W ,,miejscach odosobnienia”. Nie jestem w stanie dzisiaj powiedzie¢, dlaczego.
Moze ze wzgledu na bezposrednio$¢ pytan, jakie potrafit zadawaé, niekoniecznie
zwigzanych z naukg, a moze ze wzgledu na potgzng posture i pozycje w PAN. Podczas
spotkan Rady Naukowej czgsto siedzial z zamknigtymi oczami, usypiajac czujnosé
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prelegenta. Jakiez bylo zaskoczenie, kiedy ni stad, ni zowad zadawal pytanie
W punkt”. Z czasem mieliSmy coraz czgstszy kontakt, poczuliSmy, ze ,,nadajemy na
tych samych falach”, bardzo polubiliSmy si¢. Na tyle, ze Profesor zaproponowat mi
przejécie na Ty. Z dumg mowitem, Ze jest moim najstarszym Kolega. Z powodu obo-
wigzkéw 1 odleglosci spotykalismy si¢ coraz rzadziej. Duzo mi opowiadal o swoich
losach. Przechowuj¢ liscik, w ktérym nazwal mnie swoim przyjaciclem. Za mtodu
1 w czasie wojny los miotal Antonim na wszystkie strony, ale czg¢sto podkreslat, ze
w zyciu miat szczes$cie. Udato mi si¢ jeszcze par¢ razy odwiedzi¢ Profesora w Kon-
stancinie, z ktorego przystat mi kartke z trudnymi juz do odczytania zyczeniami $wig-
tecznymi. Zawsze pelen optymizmu, cieply w srodku, akceptujacy zycie takim, jakim
byto.

Mariusz Piskula

Kazdego, kto zapoznaje si¢ z dziatalnoscig naukowa, organizacyjna czy spoteczna
Profesora Antoniego Rutkowskiego, uderza olbrzymi jej zakres, ktory wymagal nie-
wiarygodnego wrecz zaangazowania w jego pozytywng realizacje. Z perspektywy po-
nad 40 lat bezposredniej wspotpracy z Profesorem Antonim Rutkowskim oceniam, ze
podstawa sukcesow Profesora byly Jego cechy osobowosciowe, a zwlaszcza niezwykta
skromno$¢, bezposrednios¢ 1 umiejetnos¢ wspolpracy ze wszystkimi, niezaleznie od
wieku, wyksztatcenia, petnionych funkcji. Profesor przejawial umiejetnos¢ negocjacii,
ktora pozwalata unika¢ konfliktow i prawie zawsze doprowadzata do pozytywnego
zatatwienia sprawy. Profesor nie mial wrogéw, moze tylko nielicznych zazdro$nikow.
Wiaczat do realizacji poszczegdlnych zadan miodych pracownikéw naukowych
z uczelni/instytutow, ale pozostawiat im duzo samodzielnosci, chociaz dyskretnie kon-
trolowat. Nie znam przypadku, aby kto§ odmoéwil Profesorowi wspodtpracy. Udziat
w realizacji tych zadan umozliwial mtodym pracownikom naukowym wprowadzenie
do nowych $rodowisk, rozszerzanie horyzontow naukowych, jak i organizacyjnych.
Niezwykla byta pracowitos¢ Profesora i zdolno$¢ organizowania pracy, zarOwno swo-
jej, jak 1 wspotpracownikoéw, systematycznosé dziatania, okresowa ocena i elastycz-
no$¢ wprowadzania korekt.

Bylo dla mnie wielkim zaszczytem i przywilejem wspdipracowaé z Profesorem
Antonim Rutkowskim przez wiele lat, a w ostatnim okresie Jego zycia ciagle podtrzy-
mywac¢ bliski kontakt i stara¢ si¢ utatwi¢ mu funkcjonowanie.

Andrzej Pisula
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., Nie umiera ten, kto trwa w pamieci zywych” — mysle, ze nie tylko mnie te stowa
przychodzg na mysl w 100. rocznicg urodzin profesora Antoniego Rutkowskiego. Mia-
tem ogromne szczeScie 1 zaszczyt by¢ wychowankiem, nieprzerwanie wspotpracowac
1 przyjazni¢ si¢ z Profesorem przez ponad 40 lat. Tak dtugi czas pozwala mi z pelnym
przekonaniem stwierdzi¢, ze Profesor byt nie tylko jedng z najwybitniejszych, najbar-
dziej zastuzonych postaci w zakresie nauki o zywnos$ci w Polsce, ale rowniez byt nie-
zwykle waznym, wspaniatym cztowiekiem wielkiego formatu. Czlowiekiem, ktéry
zawsze kierowal si¢ zasadg partnerstwa i wspotpracy, hotdujagcym zasadzie, ze najlep-
sze osiggnigcia w pracy uzyskuje si¢ nie przez ostrg dyscypling pracownikéw, ale
przez kolezenskie rozwigzywanie problemoéw. Mistrzem, ktorego entuzjazm, inwencja
tworcza 1 talent organizacyjny zachecaty i mobilizowaly nas do dziatan. Przetozonym,
ktory ze wszech miar promowat mlodych pracownikoéw nauki, cieszyt si¢ i byt dumny
z ich osiaggni¢¢. Przejécie na emeryture Profesora, a szczegdlnie pobyt w Konstancinie,
byt dla mnie dobrym okresem do rozmoéw bardziej osobistych, poznania wielu pasjonu-
jacych watkow Jego bogatej biografii, ktorg zamierzat opublikowac.

Tym krotkim wspomnieniem, pragne wyrazi¢ moj najglebszy szacunek za Jego
wybitne dokonania, wsparcie i przyjazn, jakag mnie obdarzyt.

Stanistaw Gwiazda

Jestem wychowankiem Profesora Antoniego Rutkowskiego, a w okresie pracy
zawodowej przez 40 lat miatlem wielkie szczg$cie wspotpracowaé z Profesorem i mogg
powiedzie¢, ze byl to dla mnie wielki zaszczyt, przywilej, a zarazem szkola zycia.
W 100. rocznicg urodzin Profesora pragng wspomnie¢ tylko nicktore cechy Jego wy-
bitnej osobowosci.

Profesor byt skarbnicg pomystéw i potrafil znakomicie organizowa¢ m.in. nowe
podmioty, sympozja, czasopisma, projekty. Zaszczepial pomysty i angazowat zwolen-
nikdéw do ich urzeczywistnienia, zarowno w kraju, jak i w przestrzeni mi¢dzynarodo-
wej. Byl tytanem pracy na wielu frontach, wykorzystywat kazda chwilg, m.in. w po-
dréz zabierat zawsze materiaty do pracy. Sam tego doswiadczylem we wspolnych
podrozach w kraju i za granicg (Kanada, Niemcy). Profesor interesowat si¢ postepem
i nie obawial si¢ nowosci. Kiedy przechodzit na emeryturg, w Uczelni zaczynaliSmy
postugiwac si¢ komputerami. Widzac, jakie to daje mozliwosci pracy, szybko si¢
wdrozyt i uzywal przez lata coraz nowszych modeli urzadzen. Profesor uwielbiat po-
droze, byt niezwykle mobilny i przemierzyt znaczg czgs¢ globu. W ostatnich latach,
kiedy juz mial trudnosci z chodzeniem, ,,przesiadl” si¢ na wozek akumulatorowy, aby
mie¢ mozliwos$¢ przemieszczania si¢ wsrod zieleni Konstancina-Jeziorne;j.
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Wspominam Profesora jako wspanialego czlowieka, z najwyzszym szacunkiem
i podziwem dla Jego ogromnego dorobku oraz z wdzi¢czno$cig za zaufanie i przyjazn,
jakich doswiadczytem.

Kazimierz Dgbrowski

Wspomnienie o Profesorze Antonim Rutkowskim jest jednoczesnie bardzo proste
i zarazem bardzo trudne. Latwe, bo Profesor byt postacia niezwykle barwng i wszech-
stronng, bo byl znakomity jako Profesor, jako nasz Nauczyciel, jako nasz Kolega
(przez bardzo duze K), a wreszcie znakomity jako Cztowiek. Cztowiek pelnokrwisty,
z jednej strony niezwykle pracowity i szanowany przez $wiat naukowy, z drugiej za$
niezwykle gltodny Zycia i o niesamowitej aktywnosci 1 poczuciu humoru. Dlatego prze-
roznych anegdotek o Profesorze jest mndstwo. Opowiem dwie historyjki ze wspolnego
wyjazdu do Indii. Ten wyjazd byl szczegdlny, gdyz po pierwsze — byt to Migdzynaro-
dowy Kongres Thluszczowy poswiecony Profesorowi Rutkowskiemu, po drugie — po
kongresie wystano Profesora w samolotowg wycieczke all inclusive dookota Indii i do
Nepalu. Profesor poprosit, aby mnie dotaczono i pojechali§my razem. Przygoda byla
wyjatkowa i z Profesorem w systemie 24/7. Ponizej dwie historyjki okolokongresowe.

Anegdotka nr 1: w dniu rozpoczgcia kongresu, wezesnie rano, Profesor dzwoni do
mnie 1 prosi, abym szybko przyjechal, bo ma ktopoty. Przyjezdzam i zastaj¢ Profesora
jako zawodnika sumo (ksztalty i ubior), tyle, ze z zakrwawiong twarza i szyja. Widok
byt dos¢ zatrwazajacy. Okazato si¢, ze Profesor zapomnial maszynki do golenia, a ze
mial wyglosi¢ referat otwierajacy kongres, chciat wygladaé przyzwoicie. Wigc pozy-
czyt maszynke i nie znajac jej, ogolit sie, tyle Ze czgsciowo ze skorg. Profesor zadzwo-
nit do recepcji i przyniesli mu jaki$ preparat, pono¢ na skaleczenia, ale nic nie pomo-
glo, wiec Profesor poprosit mnie, abym przeczytat na etykiecie, jak si¢ go uzywa. Juz
nazwa preparatu sprawe wyjasnita — byt to bowiem preparat na insekty. W koncu sytu-
acja si¢ unormowana, tylko kotnierzyk biatej koszuli stat si¢ rozowy.

Anegdotka nr. 2: wieczorem wydano bankiet na cze$¢ Profesora Rutkowskiego
(zorganizowany przez jednego z najwigkszych producentdéw tluszczéw w Indiach). Po
bankiecie Profesor i ten biznesmen indywidualnie dzigkowali wszystkim uczestnikom.
Ustawita si¢ wigc dtuga kolejka. Tak si¢ zlozyto, ze stalem za dr Ragnarem Ohlsonem,
Szwedem, prezydentem International Society for Fat Research — bardzo czgstym go-
sciem wielu konferencji. Wezesdniej Profesor Rutkowski mnie uczyl, ze nalezy zacho-
wywac si¢ jak miejscowi. I wracam do pozegnania. Stojacy przede mng Szwed poze-
gnal si¢ z hinduskimi go$é¢mi, Sciskajac ich rece, wige ja zrobitem tak samo. Po
imprezie Profesor ochrzanil mnie, ze si¢ nie pozegnatem po hindusku, czyli zlozone
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dtonie i ukton. Na moja uwage, ze zachowatem si¢, jak stojacy przede mng ,,$wiato-
wiec”, Profesor odpowiedzial: ,,on jest d... a nie Swiatowiec. Gdyby byt $wiatowcem,
to by stal na moim miejscu, a nie w kolejce do mnie”.

Krzysztof Krygier

Setna rocznica urodzin Pana Profesora Antoniego Rutkowskiego przywoluje
wspomnienia chwil, zdarzen i przezy¢, ktore sa z Nim zwigzane, ale przede wszystkim
uswiadamia mi, jak wiele Mu zawdzigczam i jak bardzo mi Go brakuje. Bytam stu-
dentka Pana Profesora na specjalizacji technologia migsa i tluszczow, na Wydziale
Technologii Zywnosci SGGW. Byt rok 1977, a pan Profesor, wraz z zaprzyjaznionym
prof. Pirkka Fritz Niinivaara, zorganizowal dla swoich magistrantow wyprawe zZycia,
wyjazd na kilkanascie dni do Finlandii. Pobyt poswigcony byl na zwiedzanie Uniwer-
sytetu, instytutow i zaktadow spozywczych. Coz to byla za wspaniata przygoda dla
mitodych ludzi w tych smutnych, gierkowskich czasach. Przyjaznie wtedy zawarte kul-
tywuje do dzisiaj, a znajomo$¢ z asystentem profesora Niinivaary, pozniejszym profe-
sorem Eero Puolanne, pozwolita mi odby¢ na Uniwersytecie Helsinskim trzy staze
naukowe. Znacznie podzniej blisko wspolpracowatam z Profesorem Rutkowskim
w PTTZ i oto nastepne wspomnienie z tym zwigzane. Rok 2000 — zostatam zaproszona
do uczestnictwa w projekcie UE w ramach 5. Programu Ramowego Flair Flow Europe,
ale na uczelni nie byto wtedy jeszcze woli do angazowania si¢, wigc pomyslatam,
a moze PTTZ? Razem z profesor Ning Barytko-Pikielng odwiedzity$my Pana Profeso-
ra w szpitalu! Wystuchal, przepytat na temat projektu i zadecydowat — brac. I byt to
pierwszy projekt migdzynarodowy realizowany przez nasze Towarzystwo. To tylko
dwa przyktady, ktore §wiadczg o tym, jaki byt Profesor Antoni Rutkowski — otwarty na
nowe, caly czas poszukujacy, niebojacy si¢ podejmowaé wyzwan, a jednoczesnie
o bardzo duzym wyczuciu zaréwno naukowej, jak i ogoélnej koniunktury i kierunku,
w ktorym zmierza $wiat. Jednoczesnie zyczliwy, wierzacy w mtodych pracownikow,
potrafigcy doceni¢, doradzi¢ i pomoc, kiedy byta taka potrzeba. W chwilach, kiedy
mam watpliwosci czy podejmowac si¢ jakiegos wyzwania lub jak postapié, zastana-
wiam si¢, co by mi podpowiedziat Profesor Antoni. Jestem dumna i szcz¢$liwa, ze
moge nazywac si¢ Jego uczennicg.

Danuta Kolozyn-Krajewska
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Profesor Antoni Rutkowski byt Wielki, i ciatem, i duchem! Profesora poznatem
w 1978 r., gdy jako poczatkujacy asystent odbywatem staz w Zaktadzie Technologii
Migsa i Ttuszczow SGGW, ktoérym profesor kierowat. Blizsza nasza wspotpraca zacze-
ta sic w chwili powotania w 1990 r. Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci.
Pehiac kolejne funkcje w Towarzystwie, moje kontakty z Profesorem stawaty si¢ co-
raz czgstsze. PrzeszliSmy droge od relacji Wielki Profesor — skromny asystent, do rela-
cji przyjacielskich. Ogromnie cenitem madro$¢ zyciowa Profesora i wielokrotnie ko-
rzystatem z Jego rad, ktére okazywaly si¢ zawsze celne.

Szczegbdlng cechg Profesora byta umiejetnos¢ stuchania. Potrafil wystucha¢ uwagi
1 sugestie mtodego cztowieka i odnies¢ si¢ do nich w sposob zyczliwy. Doceniat inicja-
tywy mtodych pracownikow i je wspieral, czego przyktadem moze by¢ powotanie do
zycia Sesji Mlodej Kadry Naukowej PTTZ, przy sprzeciwie wielu profesorow.

Wiele wskazowek Profesora, ktore podczas naszych licznych spotkan mi przeka-
zat, pamig¢tam do dzisiaj i bardzo je sobie ceni¢. Jest dla mnie zaszczytem, ze Profesor
zaliczal mnie do grona ,,swoich chtopcow”.

Tadeusz Sikora
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zapraszajg na:

KROKUSOWE XI SYMPOZJUM NAUKOWE
»Probiotyki i prebiotyki w zywnosci*
online, 23 kwietnia 2021 r.

Kontakt: dr inz. Barbara Sionek; tel. 22-593-70-67;
e-mail: sympozjumprobiotyki@gmail.com
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XLV Sesje Naukowa Komitetu Nauk o Zywnosci i Zywieniu PAN

»Zywnos$é w strategii Zielonego Ladu”
Gdank, 1 -2 lipca 2021 r.

Kontakt:

Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci
Wydziat Chemiczny

ul. Narutowicza 11/12

80-233 Gdansk

Informacje:
https://chem.pg.edu.pl/xlv-sesja-naukowa-knoziz-pan
e-mail: xlv.sesja.naukowa.wch@pg.edu.pl

tel. (58) 347-26-56, (58) 347-13-95
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TECHNOLOG ZYWNOSCI

INFORMATOR POLSKIEGO TOWARZYSTWA TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Rok 30 Nr 4 grudzien 2020

Ze wzgledu na zaistnialg sytuacje epidemiczng kalendarz konferencji krajowych
i zagranicznych ulega ciaglym zmianom. W sprawie szczeg6léw prosimy o sprawdzanie
aktualnych informacji na stronach odpowiednich konferencji lub kontakt z organizato-

rami.

WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE

Kwiecien

22 =

23 =

Maj

19-20

W ROKU 2021

V Sympozjum Naukowe z cyklu “Bezpieczenstwo zywnos$ciowe i zywnosci”
(online)

Organizatorzy: Zaktad Higieny i Zarzadzania Jako$ciag Zywnosci Instytutu Nauk
o Zywieniu Cztowicka SGGW w Warszawie, Zarzad Gtéwny PTTZ oraz Sekcja
Bezpieczenstwa Zywnosci KNoZiZ PAN

Kontakt: dr inz. Marzena Tomaszewska; tel. (22) 593-70-75

e-mail: sympozjum_bezpieczenstwo@sggw.pl

Krokusowe XI Sympozjum Naukowe nt. “Probiotyki i prebiotyki w Zywnosci”
(online)

Organizatorzy: Zaktad Higieny i Zarzadzania Jako$cig Zywnosci Instytutu Nauk
o Zywieniu Cztowicka SGGW w Warszawie oraz Zarzad Glowny PTTZ

Kontakt: dr inz. Barbara Sionek; tel. (22) 593-70-67

e-mail: sympozjumprobiotyki@gmail.com

KRAKOW = XVIII Konferencja Naukowa z cyklu ,,Wyzwania Zarzadzania
Jakos$cig” (online)

Organizatorzy: Koto Naukowe Zarzadzania Jakoscia, Katedra Zarzadzania Jakos$cia
Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie, Polskie Towarzystwo Towaroznawcze —
Oddziat w Krakowie
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20-21

Czerwiec

23-24

Lipiec

Informacje: https://www.facebook.com/events/748627192517981
e-mail: konferencja.knzj@gmail.com

WROCLAW = XXV Jubileuszowa Sesja Naukowa Sekcji Mlodej Kadry Nau-
kowej PTTZ pt. ,,Przyszlo$¢ w zywnosci — zywno§é w przyszlosci” i VIII Inter-
national Session of Young Scientific Staff (online)

Organizatorzy: Oddzial Wroctawski PTTZ, Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocta-
wiu, Sekcja Mtodej Kadry Naukowej PTTZ, Sekcja Chemii Zywnosci Polskiego
Towarzystwa Chemicznego

Informacje: https://smkn2020.wordpress.com

Kontakt: dr inz. Anna Kancelista; e-mail: xxvsmsmknwroclaw@gmail.com

tel. (71) 320-77-73 / (71) 320-51-83

WROCLAW = The 9" International Conference on “Quality and Safety in Food
Production Chain”

Organizator: Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodni-
czego we Wroctawiu, Oddziat Wroctawski PTTZ

Informacje: https://qualityconference.wordpress.com

Kontakt: quality@wnoz.up.wroc.pl; tel. (71) 320-77-74 (81)

WARSZAWA = II Miedzynarodowa Konferencja Naukowa z cyklu ,,Dylematy
nauki o Zywieniu czlowieka — dzi$ i jutro” pt. ,,Zywienie a jako$é Zycia osob
starszych”

Organizatorzy: Katedra Zywienia Czlowieka SGGW, Polskie Towarzystwo Nauk
Zywieniowych — Oddziat Warszawski

Informacje: http://konferencja_senior2020.sggw.pl/

Kontakt: dr inz. Katarzyna Koztowska, tel. (22) 59-37-115

dr inz. Monika Zielinska, tel. (22) 59-37-122

e-mail: konferencja_senior2020@sggw.pl

GDANSK = XLV Sesja Naukowa Komitetu Nauk o Zywnosci i Zywieniu PAN
pt. ,,Zywnos¢ w strategii Zielonego Eadu”

Organizatorzy: Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej, Oddziat Gdanski PTTZ, Komitet Nauk o Zyw-
noéci i Zywieniu PAN

Informacje: https://chem.pg.edu.pl/xlv-sesja-naukowa-knoziz-pan

Kontakt: dr hab. inz. Edyta Malinowska-Panczyk, prof. PG, tel. (58) 347-26-56

dr inz. Izabela Sinkiewicz, prof. PG, tel. (58) 347-13-95

e-mail: xlv.sesja.naukowa.wch@pg.edu.pl; kom. 504-024-607
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Wrzesien

16-17

22-23

KRAKOW = XIV Konferencja Naukowa z cyklu ,,Zywno$¢ XXI wieku“ nt.
"Zywnosé a oczekiwania wspélczesnego konsumenta"

Organizatorzy: Oddzial Matopolski PTTZ, Wydzial Technologii Zywnosci Uniwer-
sytetu Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie

Informacje: http://www.pttzm.org

Kontakt: dr hab. inz. Stanistaw Kowalski, prof. UR

e-mail: zywnoscxxi@pttzm.org; tel. (12) 662-47-47

KRAKOW = XIII Miedzynarodowa Konferencja Naukowa pt. ,,Wiedza —
Gospodarka — Spoleczenstwo” (online)

Organizatorzy: Kolegium Nauk o Zarzadzaniu i Jakosci Uniwersytetu Ekonomiczne-
go w Krakowie, Fundacja Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie

Informacje: https://cmq.uek.krakow.pl/

Kontakt: prof. Janusz Nesterak

e-mail: cmq@uek.krakow.pl ; tel. (12) 293-57-24; (12) 293-54-64

Pazdziernik

6-7

Listopad

21-23

BARCELONA, Spain = 25" International Conference on Food Technology and
Processing with the theme “Impacts of COVID-19 on the global food technology and
processing units in food industry”

Organizator: Conference Series LLC Ltd

Informacje: https://foodtechnology.insightconferences.com

Kontakt: foodtechnology@brainstormingmeetings.com; tel. +44 2033180199

STRBSKE PLESO, Slovakia = Hygiena Alimentorum XLI International Scientific
Conference “New trends in improving the quality and safety of meat and meat prod-
ucts”

Organizatorzy: Department of Food Hygiene and Technology of the University of
Veterinary Medicine and Pharmacy in KosSice; State Veterinary and Food Admin-
istration of the Slovak Republic; EFSA National Focal Point on Technical and Scien-
tific Matters; Slovak Meat Processors Association; Slovak Society for Agriculture,
Forestry, Food and Veterinary Sciences at SAS in Bratislava

Informacje: http://hygiena-alimentorum.uvlf.sk/

Kontakt: hygiena.alimentorum@uvlf.sk

tel. +421 905-910-221; +421 915-984-752
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WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE
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