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EWA SOLARSKA, URSZULA PANKIEWICZ

YEAST AS AN ALTERNATIVE METHOD FOR FUNGAL CONTROL
IN FOOD INDUSTRIES

Summary

Background. The quality of the final product in industries such as bakery, winemaking, brewing, and
sausage and cheese making often deteriorates due to the development of food spoilage microbes. Filamen-
tous fungi and their toxic metabolites, known as mycotoxins, are among the factors that significantly
reduce food quality and seriously threaten food safety. Mycotoxins cause biochemical, physiological and
pathological changes in living organisms and have a toxic effect even at low concentrations. The threat to
food safety posed by pathogenic fungi and their metabolites has prompted the search for new ways to
reduce their entry into the food chain.

Results and conclusions. In recent years, much attention has been paid to biopreservation methods.
Biopreservation refers to extending shelf life and enhancing food safety using indigenous or added micro-
organisms and their antimicrobial metabolites. Starter cultures of yeast antagonistic against toxigenic fungi
can contribute to the product's safety, primarily by inhibiting the growth of pathogens during the fermenta-
tion process and improving the stability of this process. This review describes the main problems related to
the occurrence of fungi in food industries and the strategies for reducing the presence of fungi and myco-
toxins in food. Focus is placed in particular on the use of yeast as antifungal microorganisms tested for
food bioprotection, and their mechanisms of action.

Keywords: biopreservation, biocontrol, food safety, control of fungi, mycotoxins

Introduction

Food losses are a major global problem today, especially in view of the ever-
growing world population and the fact that about one-third of all food produced for
human consumption is either lost or wasted [23]. The reasons for this huge global food

Dr inz. I. Podgérska-Kryszczuk ORCID: 0000-0001-7250-9357, Katedra Analizy i Oceny Jakosci Zyw-
nosci; dr hab. M. Kordowska-Wiater ORCID: 0000-0002-6255-7854; prof. dr hab. E. Solarska ORCID:
0000-0001-6868-5032, Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Zywienia Czlowieka; prof. dr hab. U.
Pankiewicz ORCID: 0000-0003-1477-5598, Katedra Analizy i Oceny Jakosci Zywnosci, Wydzial Nauk
0 Zywnosci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Skromna 8, 20-704 Lublin.
Kontakt: izabela.podgorska-kryszczuk@up.lublin.pl
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loss are multifarious, but the main cause/factor is microbial spoilage, which affects the
organoleptic quality of products (appearance, taste and aroma) and has a significant
impact on food safety. Among food spoilage microorganisms, fungi pose a serious
problem at every stage of the food chain due to their ability to grow under various,
even harsh, conditions. In addition to the negative impact on food quality, some fungal
genera, most notably Aspergillus, Penicillium, Fusarium and Alternaria, have the abil-
ity to produce secondary metabolites (mycotoxins) that can be toxic to humans and
animals. Mycotoxins cause biochemical, physiological and pathological changes in
living organisms and produce a toxic effect even at low concentrations [31]. They rare-
ly lead to acute food poisoning, but by accumulating in the body, they cause chronic
poisoning. Literature reports indicate that mycotoxins are stable and remain mostly
intact during food production [3].

Quality is an important distinguishing feature of a product, and there is now an
increasing interest in food quality among consumers and producers alike. The term
food quality is understood as the health quality of food products, which depends on the
nutrients and bioactive components they contain and on the presence of foreign sub-
stances that may be harmful to human health and cause many diseases. Commercial
guality means the characteristics of an agri-food article regarding its organoleptic,
physicochemical and microbiological properties in terms of production technology,
size or weight, as well as requirements arising from the manner of production, packag-
ing, presentation and labeling. Food producers should make it their top priority to pro-
vide consumers with high-quality food, ensuring a high degree of safety, so that their
products are both tasty and healthy [46]. Food can be preserved to avoid spoilage. Ben-
zoic, sorbic, lactic and acetic acids are some of the major organic acids that have been
used in food preservation. These compounds act against a variety of spoilage microor-
ganisms, including some fruit spoiling fungal pathogens [39]. Propionic acid and some
of its salts, mainly sodium and calcium, as well as sorbic acid and its derivatives, are
approved for the preservation of bread. The limits of 0.2 % (w/w) and 0.3 % (w/w)
have been established for sorbate and propionate addition, respectively [58]. It was
observed, however, that the addition of high concentrations of these preservatives,
though desired for antifungal activity, delays the fermentation of the dough, and in the
case of products made of light flours, it changes their aftertaste [38]. There are also
reports in the literature of urticaria and contact dermatitis after consuming products
with the addition of sorbic acid [60].

Demand for natural, less processed products, without the addition of chemical
preservatives, prompts the search for and development of new food preservation meth-
ods allowing to eliminate of harmful microorganisms and their metabolites. Biological
control is considered a safe method and is gaining more and more popularity, not only
in agriculture but also in the food industry [55]. Microorganisms such as yeast, which
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produce growth-inhibition metabolites, present a biological alternative for food and
beverage preservation.

Fungal spoilage in food industries

Fungi are some of the most resistant spoilage microorganisms, and they are able
to evade the control strategies used by the food industry. Many of them are highly tol-
erant to abiotic environmental factors and develop in a wide temperature range from 0
to 30 °C. Fungi are well-adapted to particular ecological niches and are able to contam-
inate and spoil commercially processed foods [68]. Food products are also susceptible
to fungal spoilage due to their nutrient-rich composition. However, this susceptibility
depends on various factors: (a) the nature of the food matrix (living material or not,
liquid or solid), its biological, physical, and chemical parameters (natural microbiota,
water activity, pH); and its composition (nutrient content, solute type); (b) management
during harvesting of vegetables and fruits (maturity, handling) and storage of raw ma-
terial (hygrometry, temperature and duration); (c) technological processes used during
production (heating, drying, fermentation, preservative addition); and (d) post-
production storage conditions (temperature, relative humidity). The intrinsic properties
of the food matrix, as well as the external factors associated with them, control the
development of certain fungal genera or species. This usually results in the selection or
dominance of one or more fungal species on a given matrix [31].

Fungal contamination can lead not only to visual defects but also to various or-
ganoleptic defects, including gas production, off-flavours and texture changes. Another
huge problem that carries a serious health risk is the possible production of mycotoxins
by some species of fungi [51]. The synthesis of mycotoxins by fungi is genetically
determined and related to the basic metabolic pathways. Phenotypically, it is deter-
mined by environmental factors, which include the chemical composition of the sub-
strate, the presence of micronutrients, temperature, moisture and the presence of com-
petitive microflora [44]. Mycotoxins exhibit various toxic effects: genotoxic, cytotoxic,
neurotoxic, hepatotoxic, or immunosuppressive, depending on their structural parame-
ters [6]. The most important mycotoxins are aflatoxins, ochratoxin A, patulin, zeara-
lenone, fumonisins, T-2 and HT-2 toxins, and deoxynivalenol. The presence of myco-
toxins in processed foods is a serious problem as these metabolites are usually resistant
to technological processes [31]. Table 1 lists the important mycotoxins, main producers
and some commonly contaminated food commaodities.
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Table 1.

The important mycotoxins in food commodities

Tabela 1. Najwazniejsze mykotoksyny w produktach spozywczych

Mycotoxin / Mykotoksyna

Fungal species /
Gatunki grzyboéw

Food commodity /
Srodek spozywczy

Aflatoxins B1, B2, G1, G2
| Aflatoksyny B1, B2, G1,
G2

Aspergillus flavus,
A. parasiticus

Maize, wheat, rice, sorghum, almond,
peanut, figs, pistachio, cottonseed /
Kukurydza, pszenica, ryz, sorgo,
migdaty, orzeszki ziemne, figi,
pistacje, nasiona bawelny

Aflatoxin M1/
Aflatoksyna M1

Derivative of aflatoxin B1 /
Pochodne aflatoksyny B1

Milk, milk products / Mleko, produkty
mleczne

Citrinin (citreoviridin) /
Cytrynina (cytreowirydyna)

Penicillium citrinum, other spp.
from the genera Aspergillus and
Monascus

Cereals / Zboza

Fumonisins B1, B2, B3/
Fumonizyny B1, B2, B3

Fusarium verticillioides, F.
proliferatum

Maize, maize products, sorghum,
asparagus / Kukurydza, produkty
kukurydziane, sorgo, szparagi

Ochratoxin A /
Ochratoksyna A

Aspergillus ochraceus; A. ni-
ger; A. carbonarius, Penicilli-
um verrucosum

Legumes, grapes, cereals, coffee
beans, dried vine fruit, wine, grapes /
Roéliny straczkowe, winogrona,
zboza, ziarna kawy, suszone owoce
winorosli, wino, winogrona

Patulin / Patulina

Penicillium expansum, P.
patulum and other spp. from the
genera Aspergillus and Bysso-
chlamys

Apples, grapes, pears, other fruits /
Jablka, winogrona, gruszki i inne
owoce

Trichothecenes /
Trichoteceny

Fusarium graminearum, F.
sporotrichioides, F. culmorum,
F. poae and spp. from the gene-
ra Myrothecium, Phomopsis,
Tricoderma, Trichothecium

Wheat, maize, barley, oats / Pszenica,
kukurydza, jeczmien, owies

Zearalenone / Zearalenon

F. graminearum, F. culmorum,
F. cerealis, F. equiseti, F.
crookwellense, F. semitectum

Cereals, cereal products, maize,
wheat, barley, sorghum / Cereals,
cereal products, maize, wheat, barley,
sorgum

Explanatory notes/ Objasnienia:
authors' elaboration based on literature [3, 6, 27, 40, 44] / opracowanie autorskie na podstawie literatury

[3, 6,27, 40, 44]

Heat treatment, especially acidic foods, usually destroy fungi. However, the asco-
spores of some species, such as Byssochlamys nivea, are resistant and can spoil fruit
purees or juices [73]. Fungal spoilage is a serious and costly problem for bakeries.
Fungal spores are generally killed by the baking process in fresh bread and other baked
product. This means that all spoilage problems caused by fungi must occur after bak-
ing. Therefore, for bread to become mouldy, it must be contaminated from bakery sur-
faces, equipment, air or raw ingredients after baking during the cooling, slicing or
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packing operations [19]. Another significant problem in baking is the mycotoxin con-
tamination of flour. As mycotoxins are temperature stable, they do not degrade signifi-
cantly after baking [3]. Fungi also commonly contaminate meat and meat products.
They can cause spoilage and produce mycotoxins, making meat dangerous for con-
sumption. Nasser [42] found fungi of the genera Aspergillus and Penicillium in canned
beef and poultry samples. Xerophilic Aspergillus, Eurotium and Penicillium species
tolerate low pH and high salt concentrations, which is why they can grow on the sur-
face of dry-cured meat products [40]. Plavsic et al. [53] detected Penicillium auranti-
ogriseum and Penicillium commune in dry-smoked meat products. Alia et al. [2] listed
Cladosporium oxysporum, Cladosporium cladosporioides and Cladosporium herba-
rum as causes of black spots on dry-cured ham, and Lozano-Ojalvo et al. [36] reported
that Cladosporium oxysporum formed black spots on dry-cured fermented sausag-
es. Fungi can also spoil dairy products. In some cases, moulds are identified on the
surface of the product, while in others, they form metabolites causing off-odours, dis-
colouration, and an altered consistency [20]. Cheeses are most often contaminated by
Penicillium spp. They convert sorbic acid and potassium sorbate to trans-1,3-
pentadiene, thus, leading to a ,.kerosene” off-odor [70].

Fungus prevention and removal of mycotoxins from raw materials

There are two main strategies for reducing the presence of fungi and mycotoxins
in food: (a) preventing contamination before and after harvest; (b) detoxification of
mycotoxins present in raw materials [51]. Most of the mycotoxins found in food are
already synthesized during plant growth in the field. Preventing the production of fun-
gal toxins requires appropriate preventive measures, which consist of appropriate
treatment of the raw material already during vegetation, and then during harvesting,
transport, storage and processing [27]. Such preventive actions include: selection of
appropriate varieties resistant to fungal infections; minimizing the exposure of plants to
stress, e.g. lack of water; careful use of plant protection products; the use of insecti-
cides and herbicides; timely harvest; avoiding mechanical damage and soil contamina-
tion; appropriate soil management (plowing) to remove, destroy or bury infected crop
residues; crop rotation; and proper storage of raw materials in appropriate temperature
and humidity conditions [37].

Unfortunately, it is not always possible to minimize the production of toxins by
mould fungi. If the raw materials are contaminated with mycotoxins, they should be
decontaminated. There are several methods with varying degrees of practical use: me-
chanical separation of contaminated grains (sorting); use of physical factors, e.g. high
temperature, UV or gamma radiation; application of chemical agents, e.g. ammonia,
H,0,; and biological methods [54]. Effective reduction of food contamination with
mycotoxins is one of the most difficult tasks of modern food processing and technolo-
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gy. Chemical and physical decontamination methods may have product safety limita-
tions or negatively affect product quality. Due to these limitations, the interest in mi-
croorganisms as detoxifying agents has been recently increasing. Currently, scientific
research is focused on searching for organisms that can be used in biotechnological
processes during the production of e.g. fermented food, where the raw material may be
contaminated with mycotoxins. Such microorganisms can be found among lactic acid
bacteria and yeast, which are widely used in food production. In addition to appropriate
technological features, they have the ability to reduce the content of toxins, making the
final product safer for the consumer [51].

Decontamination of mycotoxin-containing food by microbial binding is a very di-
verse process that depends on many factors, including the strain used, the physiological
state of the cells, environmental conditions, and the initial concentration of the toxin.
Yeasts are able to detoxify mycotoxins in different ways: bioadsorption, biodegrada-
tion, or the inhibition of mycotoxin production [43]. It has been suggested that adsorp-
tion to the cell surface is the main mechanism responsible for removing toxins pro-
duced by fungi. Many authors have described this ability in live yeasts and yeasts
inactivated by exposure to a high temperature or an acid. It has even been reported that
mycotoxins can be bound by prepared cell walls [48]. One of the most promising fea-
tures of yeasts applied against mycotoxins is biodegradation. Literature reports demon-
strate that some yeasts can break down toxins into less toxic or even non-toxic sub-
stances. Vekiru et al. [75] demonstrated that Trichosporon mycotoxinovorans could
convert zearalenone into a non-estrogenic ZOM-1 product. This metabolite did not
show estrogenic activity, even at a concentration 1000-fold higher than that of zeara-
lenone, and did not interact with the human estrogen receptor in vitro. Schatzmayr et
al. [62] reported that yeasts from the genus Trichosporon, Rhodotorula, and Crypto-
coccus spp. were able to split the amide bond of the ochratoxin molecule and release
non-toxic ochratoxin o (OTa). Yeasts can also produce metabolites that have a signifi-
cant suppressing effect on the expression of genes related to mycotoxin biosynthesis
[50].

Role of antagonistic microorganisms in ensuring food safety

Biological control of pathogenic fungi and the mycotoxins produced by them is
considered a safe method and, as such, is gaining popularity in the food industry [44].
This method uses microorganisms or their antimicrobial metabolites in order to extend
the shelf-life of food products and increase food safety [41]. Most of the research on
antagonistic microorganisms and their applicability in food technology is focused on
lactic acid bacteria (LAB). Many species of these bacteria have GRAS (Generally
Recognized As Safe) status, established by the Food and Drug Administration (FDA),
as well as QPS (Qualified Presumption of Safety) status, established by the European
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Food Safety Authority (EFSA). Lactic acid bacteria are widely used not only in the
food industry but also in animal production, including as feed additives or silage prepa-
rations [22], and in agriculture as safe and effective biological agents for combating
bacterial and fungal phytopathogens. The mechanism of their action is the production
of lactic and acetic acids, bacteriocins, reuterin and other antimicrobial compounds, as
well as the removal of reactive oxygen species [33]. In recent years, scientists’ interest
has also concentrated on the search for microorganisms other than LAB, capable of
inhibiting the growth of pathogenic microorganisms. More and more scientific reports
concern the use of yeast occurring naturally in the environment. Finding yeast strains
that synthesize antifungal compounds and have the ability to lower the mycotoxin con-
tent would make it possible to extend the shelf life of food products and improve their
quality [4, 55].

Microorganisms antagonistic to pathogens should exhibit a number of characteris-
tics, such as rapid growth, a greater ability to survive and develop than the pathogen,
effectiveness against a wide range of pathogens, ability to survive in adverse environ-
mental conditions, effectiveness at low concentrations, and genetic stability; they
should also be nutritionally undemanding, safe for consumers and should not produce
metabolites that are toxic to humans [65]. It is often difficult to select a strain with a
broad spectrum of activity against many pathogens. Therefore, compatible strains are
sought to ensure the necessary differentiation of action [55]. The use of a mixture of
antagonists has certain advantages: it increases their effectiveness, broadens the spec-
trum of their activity, and allows to combine of various biological features without
passing foreign genes through genetic transformation. The absence of antagonism be-
tween components of an antagonist mixture must also be ensured in choosing those
microorganisms. The selection of components which show mutually beneficial interac-
tions (mutualism) allows for making more effective use of their antagonistic potential
[65].

Mechanisms of antagonistic yeast action

The main mechanisms of yeast action that play a key role in the biological control
of pathogenic fungi are (a) competition for nutrients and space; (b) secretion and re-
lease of antimicrobial compounds, such as killer toxins and volatile organic compounds
(VOCs), and (c) secretion of enzymes that degrade the fungal cell wall. The mecha-
nisms of yeast action on fungi are usually used simultaneously, thus enhancing the
antagonistic effect [11, 41].

Competition for nutrients and space

Competition for nutrients and space is considered one of the main mechanisms of
antagonistic yeast action, as it involves the nutritional requirements of both the antago-
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nist and the pathogen. These two types of competition are commonly considered to-
gether without assigning an appropriate level of significance to each [55]. Antagonistic
yeast can effectively fight pathogenic fungi by outgrowing their mycelium, especially
if applied before the appearance of the pathogen. Yeast quickly depletes glucose, fruc-
tose or sucrose, preventing the growth of undesirable microorganisms, a method that
has been used in the fermentation of foods and beverages involving S. cerevisiae
[41, 71]. Competition for sugars has also been demonstrated between the yeast Can-
dida valida, Rhodotorula glutinis and Trichosporon asahii, all of which have the abil-
ity to colonize sugar beet roots, and the pathogen Rhizoctonia solani [16]. Competition
for nitrogen compounds, especially in the carbon-rich environment of fruit wounds, has
been reported for the species Candida guilliermondii against P. expansum [63]. The
results obtained by Zhang et al. [76] also indicate that competition for nutrients played
a significant role in the biocontrol activity of Aureobasidium pullulans PL5 against M.
laxa, B. cinerea, and P. expansum. The ability of A. pullulans PL5 to inhibit the growth
of pathogen mycelium was significantly better when co-cultured with pathogens on a
medium with a lower nutrient concentration. A specific example of inhibition of fungal
growth by yeast is competition for iron, which is necessary for the proper functioning
of cells. This mechanism is based on the synthesis of siderophores, compounds chelat-
ing iron ions from an environment poor in this element, which, when chelated, are
unavailable to pathogenic microbes [71].

Production of antifungal metabolites and volatile compounds

Many microorganisms effectively affect other microbes by producing antibiotic
agents. This, however, is not commonly observed in yeast. Some strains of Pseudozy-
ma fusiformata have been found to secrete ustilaginic acid — a glycolipid active against
various species of yeast and filamentous fungi [77]. The inhibitory effect of aureo-
basidin A produced by A. pullulans against the pathogens Candida albicans, Aspergil-
lus nidulans, M. fructicola, P. expansum, P. digitatum, P. italicum and B. cinerea has
also been observed [8, 25, 35]. This antibiotic is an inhibitor of one of the key enzymes
in the sphingolipid biosynthesis pathway, and its effects include morphological chang-
es in mycelium and disturbances in the conidia maturation process [25].

Some yeast secretes Killer toxins which can also be used to reduce pathogenic
fungi. They are produced by the yeast S. cerevisiae and others of the genera Kluyvero-
myces, Candida, Debaryomyces, Pichia, Hansenula, Kloeckera, Torulopsis, Williopsis,
Zygosaccharomyces, and Cryptococcus [41, 64]. The mechanisms of action of killer
toxins on fungi include inhibition of B-glucan synthesis or hydrolysis of B-glucan in the
cell wall of susceptible strains, disruption of cell division by blocking DNA synthesis,
tRNA cleavage, blocking calcium uptake, and ion leakage caused by the formation of
channels in the cytoplasmic membrane [41]. Da Silva Portes et al. [66] showed that
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killer toxins isolated from the yeast of the genus Kluyveromyces could be used in the
biocontrol of the pathogenic fungi P. expansum and A. ochraceus, and that they exerted
their action by inhibiting spore germination and limiting mycelium growth. The activi-
ty of the yeast S. cerevisiae, possibly related to its ability to secrete killer toxins, was
also used to control the toxigenic fungi A. flavus and A. parasiticus [49]. The yeast D.
hansenii and Wickerhamomyces anomalus showed Killer activity against fungi from the
genus Monilinia, which cause moniliosis, also known as brown rot. Grzegorczyk et al.
[21] demonstrated that the infestation of peaches and plums with M. fructicola was
reduced after applying the yeast W. anomalus BS91 to the infection site.

Among a wide range of antimicrobial molecules, VOCs are currently attracting
the attention of scientists because of the advantages of their potential application.
VOCs typically consist of a mixture of volatile metabolites that can exert strong inhibi-
tory activity against other organisms. Their potent bioactivity, along with the lack of
reports of significant effects on consumer health and the environment, has prompted
the development of research on the subject [47]. Fernandez San Millan et al. [18] iden-
tified several new antifungal compounds produced by the yeast M. pulcherrima, with
3-amino-5-methylhexanoic acid, biphenyl-2,3-diol and sinapaldehyde showing the
greatest activity (with reductions of up to 90 + 100 % in tomato and apple infections by
B. cinerea). Nufiez et al. [45] demonstrated that the yeast isolate Debaryomyces han-
senii produced 2-methyl-1-butanol, other volatiles, and unidentified diffusing mole-
cules, which were active against P. verrucosum, a spoilage fungus from dry-cured ham.

Production of lytic enzymes

The cell wall of filamentous fungi is a complex made of numerous polymers, in-
cluding B-1,3-B-1,6-glucan, chitin, proteins and lipids. It is a very dynamic structure
which undergoes constant changes, e.g. during morphogenesis, cell division or growth,
and is slightly different for different species of fungi [10]. Yeasts produce hydrolytic
enzymes, especially chitinases, B-1,3-glucanases and proteases, which can degrade cell
wall polymers, thus providing an effective means for biocontrol phytopathogenic fungi
[11]. Chitinases not only allow efficient degradation of the cell wall of plant pathogens
but can also stimulate natural plant immune processes by degrading chitin and produc-
ing chitooligosaccharides [28]. The ability to produce lytic enzymes has been demon-
strated in many yeast species including M. guilliermondii, Cyberlindnera saturnus, R.
glutinis, Candida shehatae, C. tropicalis, C. fluviatilis, P. anomala, P. membrani-
faciens, Cryptococcus laurentii, C. carnescens A. pullulans, T. albescens, T. pallescens
[17, 55].
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Yeast in bioconservation of food and beverages

The discovery of the mechanisms of the antagonistic action of yeasts against fun-
gal pathogens and their ability to remove mycotoxins is of great importance to many
branches of the food industry. The quality of products such as bread, cold cuts, cheese,
wine and beer is directly related to the growth of spoilage microorganisms. The use of
antagonistic yeasts or their antimicrobial metabolites may contribute to increasing the
safety and shelf life of food by inhibiting the growth of pathogens [59].

The most commonly used yeast in the food industry is S. cerevisiae. This species
has gained its "popularity” in the food industry mainly due to its ability to tolerate a
wide range of stress conditions in the conversion processes, especially ethanol, osmotic
and oxidative stress while demonstrating very efficient fermentation performance [9].
As an ingredient of leaven, S. cerevisiae has been used for centuries for baking bread
and cakes. Carbon dioxide, released in large volumes during the fermentation, the yeast
carries out, loosens and raises the dough. In brewing, this yeast is used in the produc-
tion of beer, with the two most common strains being the top-fermenting yeast S. cere-
visiae var. cerevisiae and the bottom-fermenting S. cerevisiae spp. uvarum var.
carslbergensis. Molasses distillation uses many strains of S. cerevisiae obtained from
scientific institutes or isolated in various distilleries and adapted for industrial purpos-
es. Their main features include the ability to quickly and dynamically produce alcohol
and the ability to resist a 10 +~ 12 % alcohol concentration, and the high osmotic pres-
sure caused by the presence of sugar and inorganic substances in molasses. They are
also resistant to the action of organic acids such as tartaric, malic, citric and other non-
volatile acids [32, 57].

S. cerevisiae, in addition to the appropriate technological characteristics, has an-
tagonistic properties against pathogenic bacteria and fungi and the ability to reduce the
content of toxins. Soboleva et al. [69] found that S. cerevisiae RCAM 01730, when
used in bread baking, inhibited the growth of undesirable bacteria. This isolate also
accelerated the production of gas, intensifying the maturation of the dough and improv-
ing the organoleptic properties of the finished bread. S. cerevisiae has been proven to
have detoxification properties towards mycotoxins such as aflatoxin B1, deoxyniva-
lenol, fumonisins, T-2 toxin and zearalenone [13]. The results obtained by Piotrowska
and Masek [52] indicate that polysaccharide components of the yeast S. cerevisiae cell
wall are responsible for the adsorption of ochratoxin A. This phenomenon may find
applications in industry, such as in oenology or as dietary supplements for humans and
animals. Literature reports indicate that yeasts other than S. cerevisiae are also effec-
tive in reducing the occurrence of mycotoxins. Var et al. [74] demonstrated that a C.
famata strain removed about 30 % of ochratoxin A from wine. Reduction of the deox-
ynivalenol, nivalenol and zearalenone by selected non-conventional yeast strains (C.
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shehatae, C. fluviatilis, C. tropicalis, R. glutinis, C. carnescens, C. saturnus) in wheat
grains and bread was demonstrated in a study by Podgorska-Kryszczuk et al. [56].

Currently, more and more research is focusing on applying non-conventional
yeast strains in food technology. The great potential of various non-Saccharomyces
yeasts species in the modern baking industry to increase the aromatic complexity of
bread [5] and as potential leavening agents has been observed [78]. Such yeasts, by
producing many aromatic secondary metabolites such as esters, aldehydes and ketones,
can significantly affect the flavour profile of the finished product [72]. Timmermans et
al. [72] studied the fermentation properties of non-conventional yeast strains from var-
ious food industries in the sweet dough with 14 % sucrose. The scientists showed that
22 non-conventional yeast strains were able to ferment in the sweet dough, and several
strains produced more positive flavour compounds compared to the reference baker's
yeast.

The literature indicates that using yeasts that produce killer toxins prevents the
growth of wine spoiling bacteria and yeast [14]. Killer toxins secreted by Tetrapisispo-
ra phaffii (former Kluyveromyces phaffii) are potent inhibitors of Hanseniaspora uvar-
um, which is why they may have biopreserving properties potentially useful for the
wine industry [61]. Comitini et al. [14] noted that the glycosylated 33 KDa protein
produced by K. phaffii bound p-1,3-glucan, leading to the formation of pores in the cell
walls of the wine-spoiling yeast. Scientists also showed that the killer toxins secreted
by W. anomalus and Kluyveromyces wickeramii inhibited the growth of Dekkera and
Brettanomyces — odor-causing yeasts found in wine. Yeasts that produce killer toxins
can also be used in the production of beer and sake [41], in the dairy sector to prevent
deterioration of cheese and yoghurt [34], in olive fermentation [24], and in the produc-
tion of salted fermented foods such as salted vegetables and miso [12]. The main fac-
tors to consider when using killer toxins in food processes are the pH and the tempera-
ture range at which they exhibit a high activity, as inappropriate conditions can limit
their effectiveness, especially in the food fermentation processes. Although there are
large differences in the pH and temperature conditions under which the toxins are ac-
tive, they all exhibit optimal activity between pH values of 4.0 and 5.4 and at tempera-
tures below 30 °C [7]. Da Silva et al. [67], for example, isolated the killer toxin CnKT
(Candida nodaensis Killer Toxin) from the extremely halotolerant yeast Candida
nodaensis, which was active in the range of pH 2.6 +~ 6 and temperatures from 18 to 30
°C.

Today, consumers prefer minimally processed products obtained through natural
methods such as fermentation, so the consumption of fermented vegetables has in-
creased by almost 60 %, mainly in developed countries. Most fermented products have
a long stability and low production costs compared to other products with similar char-
acteristics [29]. While yeasts are commonly present in traditionally fermented or acidi-
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fied foods, there is little data on their isolates, with most research being focused on the
presence of lactic acid bacteria. Lazar et al. [30] isolated yeasts naturally occurring in
sauerkraut, cucumber pickles and fermented vegetable mixtures. Strains of the species
S. cerevisiae and Y. lipolytica turned out to be the dominant ones, constituting 38.7 %
and 25.6 % of the total number of isolates, respectively. Strains belonging to the spe-
cies Pichia etchellsii, P. ohmerii, Candida holmii, C. pelliculosa, and Shizosaccharo-
myces japonicus were also isolated from the pickled products. Large amounts of tradi-
tionally fermented foods and drinks are produced in African, Asian and South
American countries from raw materials such as corn, wheat, cassava, rice, soybeans
and various fruits. Fermentation is essential to the quality and safety of these products.
The participation of bacteria and yeast also has a significant impact on food parameters
such as taste, texture, smell and nutritional value [1, 26]. Selected yeasts can also be
used as antifungal agents in dry-fermented foods to inhibit the growth of pathogenic
fungi. Their ability to compete for nutrients and space with fungi as well as to produce
antifungal metabolites such as volatile compounds and proteins, explains their antifun-
gal properties [15].

Conclusions

1. The growing demand for "clean label", less processed food products with high
safety and quality levels and a long shelf-life, prompts scientists to develop new
food preservation methods. The increasing consumer requirements and competi-
tiveness force manufacturers to use high quality agricultural raw materials and
produce high quality products.

2. Yeast can contribute to the safety of food products by inhibiting the growth of
undesirable pathogens, through various mechanisms of action, during the fermenta-
tion process. Unfortunately, most studies on the use of antagonistic yeast against
toxicogenic fungi are laboratory scale investigations due to the short list of
GRAS/QPS vyeasts that are unequivocally recognized as safe for use in food pro-
duction.

3. Current research on the activity of microorganisms involved in the removal of
mycotoxins is mainly of scientific importance. It provides a better understanding of
strains, their properties and the mechanisms of the processes taking place. Further
research is needed to identify strains that could be used in the industry without
compromising consumer safety.
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DROZDZE JAKO ALTERNATYWNA METODA ZWALCZANIA GRZYBOW
W PRZEMYSLE SPOZYWCZYM

Streszczenie

Woprowadzenie. Jako$¢ produktu koncowego w branzach, takich jak piekarnictwo, winiarstwo, bro-
warnictwo oraz w przemy$le migsnym i serowarskim czgsto pogarsza si¢ z powodu rozwoju drobnoustro-
jow powodujacych psucie si¢ zywnosci. Grzyby strzgpkowe i ich toksyczne metabolity, znane jako miko-
toksyny, naleza do czynnikdw, ktore w znacznym stopniu obnizaja jako$¢ zywnos$ci i powaznie zagrazaja
jej bezpieczenstwu. Mikotoksyny powoduja biochemiczne, fizjologiczne i patologiczne zmiany w organi-
zmach zywych, a dziatanie toksyczne wykazuja juz nawet w niskich stezeniach. Zagrozenie dla bezpie-
czefistwa zywnoSci stwarzane przez patogenne grzyby i ich toksyczne metabolity sktania do poszukiwania
nowych sposobow na ograniczenie ich przedostawania sie do tancucha pokarmowego.

Wyniki i wnioski. W ostatnich latach wiele uwagi po$wiecono metodom biokonserwacji. Biokonser-
wacja odnosi si¢ do wydtuzenia okresu przydatnosci do spozycia i zwigkszenia bezpieczenstwa zywnosci
przy uzyciu rodzimych lub dodanych mikroorganizmow oraz ich metabolitow o dziataniu przeciwdrobno-
ustrojowym. Kultury starterowe drozdzy antagonistycznych w stosunku do grzybow toksynotworczych
moga przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia bezpieczefistwa produktu, glownie poprzez hamowanie wzrostu
patogendw podczas fermentacji i poprawe stabilnosci tego procesu. Niniejszy przeglad opisuje glowne
problemy zwigzane z wystgpowaniem grzybow strzgpkowych w przemysle spozywczym oraz strategie
ograniczania ich obecnosci i produkowanych przez nie mikotoksyn w zywnosci. W szczegoélnosci skupio-
no si¢ na wykorzystaniu drozdzy jako mikroorganizméw przeciwgrzybiczych testowanych pod katem
bioochrony zywnos$ci oraz na mechanizmach ich dziatania.

Stowa kluczowe: biokonserwacja, biokontrola, bezpieczefistwo zywnosci, zwalczanie grzybow, mykotok-
N%
syny g
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Streszczenie

Woprowadzenie. Znaczny odsetek osob starszych w Polsce do$wiadcza wysokiego ryzyka
zywieniowego, ktore determinowane jest przez rozne czynniki. Celem pracy byla ocena zwigzku
czynnikow ryzyka zywieniowego, wybranych cech demograficznych oraz statusy socjo-ekonomicznego.
Do identyfikacji czynnikéw ryzyka zywieniowego zastosowano kwestionariusz SCREEN-14. W celu
charakterystyki demograficznej zastosowano pytania dotyczace plci, wieku, regionu zamieszkania,
miejsca zamieszkania oraz struktury osobowej gospodarstwa domowego. Status socjo-ekonomiczny
oceniono na podstawie pytan dotyczacych samooceny sytuacji materialnej, wyksztatcenia, aktywnosci
spotecznej oraz relacji rodzinnych. Na podstawie analizy skupien z wykorzystaniem hierarchicznej
klasyfikacji zmiennych metoda Warda wyloniono dwa skupienia czynnikow ryzyka zywieniowego.
W celu weryfikacji roznic miedzy zmiennymi zastsowano test Chi®. Do oceny zwiazku miedzy zmiennymi
zastosowano analize regresji logistyczne;.

Wyniki i wnioski. Wykazano, ze osoby przynalezne do skupienia 1, opisanego jako: ‘“Przyrost
masy ciala oraz niekorzystne przekonania i zachowania zywieniowe” cze¢$ciej zamieszkiwaly mate miasta,
samotnie lub z partnerem, ale bez rodziny. Osoby przynalezne do skupienia 2, opisanego jako “Utrata
masy ciala i jej postrzeganie oraz ograniczenia funkcjonalne” czesciej charakteryzowaty sie¢ wysokim
ryzykiem zywieniowym, cze$ciej byly w wieku 75 lat i wigcej, zamieszkiwaty samotnie lub z rodzing
(z partnerem lub bez) Do tego skupienia przynalezeli takze badani z niskim statusem socjo-
ekonomicznym. Decydenci w planowaniu polityki zdrowia publicznego powinni uwzglednia¢ dane

Dr inz. R. Gajda, ORCID: 0000-0001-7957-918X, Katedra Zywienia Czlowieka, Wydzial Biotechnologii
i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw; prof. dr
hab. M. Sobieszczanska, ORCID: 0000-0003-4374-9866; lek. £. Noculak; lek. M. Szymala-Pedzik,
ORCID: 0000-0002-2086-1698, Katedra i Klinika Geriatrii, Wydzial Lekarski, Uniwersytet Medyczny
we Wroctawiu, ul. T. Chatbinskiego la, 50-368 Wroctaw, mgr M. Mackow, ORCID: 0000-0003-3961-
7609; dr B. Kaczmarek-Wdowiak, ORCID: 0000-0001-9731-0379, Katedra Zywienia Czlowieka,
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, ul. Norwida 25,
50-375 Wroctaw. Kontakt: e-mail: robert.gajda@upwr.edu.pl



ZWIAZEK CZYNNIKOW RYZYKA ZYWIENIOWEGO, CECH DEMOGRAFICZNYCH... 23

i wskazniki dotyczace ryzyka zywieniowego i jego uwarunkowan, aby zwickszy¢ skuteczno$¢ dziatan
majacych na celu ograniczenie negatywnych zmian w zdrowiu i jako$ci zycia osob starszych.

Stowa kluczowe: ryzyko zywieniowe, cechy demograficzne, status socjo-ekonomiczny, osoby starsze

Wprowadzenie

Praktycznie we wszystkich krajach $wiata obserwuje sie tendencje do wzrostu
udziatu 0séb starszych oraz wydtuzenia ich zycia [7]. Zgodnie z informacjg o wyni-
kach Narodowego Spisu Powszechnego Ludnosci i Mieszkan w Polsce w 2021 roku,
udziat ludno$ci w wieku poprodukcyjnym (60-65 lat i wiecej) stanowit 22,8 % [49].
Znaczny odsetek tej grupy osob zamieszkiwat spotecznosé¢ lokalng. Jedynie 3,4 % po-
pulacji os6b starszych zamieszkiwato stacjonarne domy opieki spotecznej [49, 82].

Pomimo ze wydhluzenie zycia jest pozytywnym zjawiskiem, to wraz z wiekiem
skutkuje wzrostem liczby osob starszych zagrozonych ryzykiem réznych chorob
i niepetnosprawnosci [54]. Najnowsze populacyjne badanie tej grupy oséb w Polsce
(PolSenior2 — Badanie poszczegdlnych obszaréw stanu zdrowia osob starszych, w tym
jakosci zycia zwigzanej ze zdrowiem) wskazuje, ze nie tylko wiek, ale rowniez inne
czynniki demograficzne, socjoekonomiczne i stan funkcjonalny w zakresie podstawo-
wych, jak i ztozonych czynnosci dnia codziennego decyduja 0 stanie zdrowia. Nizsze
wyksztalcenie, owdowienie, zamieszkanie w regionach wschodnich Polski, gorsza
sytuacja materialna oraz gorszy stan funkcjonalny sa czynnikami wptywajacymi na
deklarowanie gorszego stanu zdrowia [73]. Nie wykazano takiego zréznicowania ze
wzgledu na pte¢ i miejsce zamieszkania. Jedynie wczesniejsze polskie badania infor-
mowaly, ze taka sytuacja czgséciej dotyczyta kobiet niz m¢zczyzn oraz mieszkancow
wsi niz miast [6].

Ryzyko zywieniowe to czynniki prowadzace do problemow zywieniowych [15,
78]. Definicje ryzyka zywieniowego i ryzyka niedozywienia sa nadal mylone, pomimo
niedawnego konsensusu w sprawie definicji niedozywienia opracowanego na potrzeby
ESPEN (European Society for Clinical Nutrition and Metabolism). O ile ryzyko niedo-
zywiania odnosi si¢ do antropometrycznych, funkcjonalnych i zywieniowych parame-
trow niedozywienia, 0 tyle ryzyko zywieniowe jest pojgciem bardziej ogoélnym i odnosi
si¢ do problemoéw zwigzanych jedynie ze spozyciem zywnos$ci i sposobem zywienia.
Brak mozliwo$ci wyeliminowania tych probleméw moze w efekcie zwiekszy¢ ryzyko
niedozywienia [60]. Ryzyko zywieniowe moze mie¢ zwiazek z niedoborami biatko-
wymi oraz witaminowo-mineralnymi. Stanowig one powazny problem kliniczny, psy-
chospoteczny i ekonomiczny w tej grupie wiekowej [30]. Dane z badania PolSenior2
wykazaty, ze nadmierna masa ciata dotyczyta 77,0 % [10], a niedozywienie — 3,2 %
0s0b starszych i1 znacznie wrastato z wiekiem [42]. Badania przesiewowe w Kierunku
ryzyka zywieniowego sa realizowane W wielu krajach [51, 55, 67] i moga przyczynic¢
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si¢ do identyfikacji zagrozen zdrowia, ich skutecznego leczenia oraz stanowi¢ element
$wiadczenia ustug medycznych i spotecznych [55, 66]. Poczatkowo narzedzia przesie-
wowe oceny zywieniowej dotyczyly oceny ryzyka niedozywienia (malnutrition risk)
wsrod osob w warunkach klinicznych. Narzedzia te uwzgledniaja nie tylko czynniki
zywieniowe, ale rowniez antropometryczne i funkcjonalne, ktore wskazujg na ryzyko
niedozywienia [60] Przyktadem takich narzedzi sg: NRS-2002 (Nutritional Risk Sco-
re), MNA (Mini Nutritional Assessment), MNA-SF (Mini Nutritional Assessment —
Short Form), MUST (Malnutrition Universal Screening Tool), CNST (Canadian Nutri-
tion Screening Tool), MST (Malnutrition Screening Tool), SNAQ®* (The Simplified
Nutrition Appetite Questionnaire), NUFFE (The Nutritional Form For the Elderly).
Obserwuje si¢ jednak brak spojnosci wynikdéw tych narzedzi, szczegdlnie w przypadku
przesiewowej diagnostyki niedozywienia osob starszych [61]. Obecnie tego typu na-
rzedzia projektowane sg rowniez na potrzeby oceny ryzyka zywieniowego (nutritional
risk) réznych grup populacji, w tym osob starszych zamieszkujgcych spotecznosé 1o-
kalng [60]. Przyktadem takiego narzedzia wykorzystywanego na potrzeby oceny ryzy-
ka zywieniowego 0sob starszych mieszkajagcych w spotecznos$ci lokalnej jest kanadyj-
ski kwestionariusz SCREEN (Seniors in the Community: Risk Evaluation for Eating
and Nutrition) [55]. O ile przesiewows i kompleksowa oceng¢ stanu odzywienia nalezy
wykonywa¢ w jednostkach instytucjonalnych (szpitale, domy opieki spotecznej),
szczegoblnie na potrzeby oceny niedozywienia lub jego ryzyka [30], o tyle w przypadku
0soOb starszych zamieszkujacych spotecznosé¢ lokalng, ocena taka dokonywana jest
sporadycznie, jedynie na potrzeby badan naukowych.

Osoby starsze zamieszkujgce spoteczno$é lokalng moga mie¢ problemy z naby-
waniem i konsumpcja zywnosci i w zwigzku z tym moga by¢ narazone na zagrozenia
zywieniowe [1, 5]. Moze to prowadzi¢ do zwickszonego ryzyka zywieniowego,
a w konsekwencji pogorszenia stanu zdrowia i wyzszej $miertelnosci [30, 35, 36]. We-
dlug $wiatowych badan z wykorzystaniem kwestionariusza SCREEN II (obecnie
SCREEN-14), problem wysokiego ryzyka zywieniowego ws$rdd osob starszych
(w wieku 65 lat i wigcej) dotyczyt 61,5 % do 70,1 % [8]. Niedawne polskie badanie
wskazato na wystgpowanie tego ryzyka u 77,5 % badanych osob starszych [22, 23].

Do zwigkszonego ryzyka zywieniowego przyczyniaja si¢ zwigzane z wiekiem fi-
zjologiczne zmiany, takie jak zmniejszony apetyt i uposledzone zmysty, w szczego6lno-
$ci smaku i powonienia, choroby i leki, ktore zaklocaja spozywanie, wchtanianie
i metabolizm sktadnikéw odzywczych, zmniejszona mobilno$¢ ograniczajgca zakupy
spozyWwcze i przygotowanie positkow, okolicznosci ekonomiczno-spoleczne, takie jak
ograniczenia finansowe, samotne spozywanie positkow oraz brak pomocy przy zaku-
pach i przygotowaniu positkow, czynniki psychologiczne, takie jak depresja, smutek
i samotnos$¢, aspekty $rodowiska fizycznego, tj. lokalizacje sklepéw spozywczych,
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dostepnos$¢ i przystgpnos$é cenowa transportu publicznego oraz izolacja geograficzna

[46, 62].

Nie tylko ryzyko zywieniowe, ale rowniez pojedyncze jego czynniki mogg swiad-
czy¢ o zagrozeniu zdrowia [60]. W oparciu o rézne wersje kwestionariusza SCREEN
[34, 36, 37, 38] czynniki te mozna podzieli¢ na:

1. Nieodpowiednie spozywanie pozywienia i warunki, w jakich jest przyjmowane;
odnosi sie to do spozycia owocow i warzyw, produktow mlecznych, miesa i jego
zamiennikéw, nap0jow, czestosci spozycia, jakosci pOzywienia oraz mozliwosci
spozywania w towarzystwie innych osob;

2. Ograniczenia zwigzane z trudno$ciami z zuciem i polykaniem, dietg i Srodkami
finansowymi na zakup pozywienia;

3. Przystosowanie — w odniesieniu do zmiany apetytu, zmiany masy ciala oraz sto-
sowania zamiennikow positkow;

4. Funkcjonowanie w srodowisku — w odniesieniu do mozliwos$ci nabywania zywno-
$ci i samodzielnego przygotowania positkow [32, 60].

Badania w zakresie ryzyka zywieniowego 0sob starszych zamieszkujacych spo-
tecznos¢ lokalng w Polsce sg realizowane. Do tej pory oceniono wystepowanie ryzyka
zywieniowego z uwzglednieniem uwarunkowan demograficznych, spoteczno- ekono-
micznych oraz zwigzanych ze stylem zycia [22, 23]. Nadal brakuje danych na temat
identyfikacji czynnikéw ryzyka zywieniowego oraz ich uwarunkowan w populacji
0s0b starszych zamieszkujgcych spotecznos¢ lokalng w Polsce. W tej sytuacji w niniej-
szym badaniu dokonano oceny wyst¢powania czynnikow ryzyka zywieniowego wraz
ze zroéznicowaniem tych czynnikoéw ze wzgledu na wybrane uwarunkowania demogra-
ficzne i status socjo-ekonomiczny.

Material i metody badan

Badanie przeprowadzono w dwoch zréznicowanych kulturowo i gospodarczo re-
gionach Polski: swigtokrzyskim i dolno$laskim. W 2021 r. region §wigtokrzyski pla-
sowat si¢ wsrod regionow o najnizszym PKB (73,1 % s$redniego PKB na mieszkanca),
podczas gdy region dolnoslaski charakteryzowat si¢ jednym z najwyzszych PKB
(110,8 % sredniego PKB na mieszkanca) [26]. Badanie zostalo przeprowadzone
w okresie od maja do lipca 2021 roku w grupie oséb w wieku 60 lat i wigcej. Proba do
badan zostala dobrana arbitralnie poprzez zwrocenie si¢ do wszystkich organizacji
senioralnych na terenie wojewddztwa $wictokrzyskiego i dolnoslaskiego z prosba
0 zgode na udzial w badaniu. Dodatkowo w celu zréznicowania proby zastosowano
procedurg kuli $nieznej. Ostatecznie 900 ankiet rozdano w 21 klubach, fundacjach lub
innych organizacjach skupiajacych seniorow. Kryteriami rekrutacji byty wiek 60 lat
I wigcej oraz zamieszkanie w spotecznosci lokalnej. Osoby, ktore wyrazity zgode na
udzial w badaniu, poproszone zostalty o przekazanie kwestionariusza osobom z ich
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miejsca zamieszkania, ktore spetniaty kryterium wieku. Ogétem zebrano 466 ankiet,
Z czego 49 zostato odrzuconych ze wzgledu na brakujace odpowiedzi lub niezrozumie-
nie pytan. Proba badawcza liczyta 417 osob, w tym 230 z wojewodztwa swietokrzy-
skiego oraz 187 z wojewodztwa dolnoslaskiego. W badaniu wzigto udziat 312 kobiet
w wieku 60 + 95 lat (70,5 + 6,8 roku) i 105 mezczyzn w wieku od 60 + 90 lat (71,6 +
6,3 lat).

Badanie przeprowadzono zgodnie z Deklaracjg Helsinskg [81]. Od wszystkich
uczestnikow uzyskano $wiadomg zgode na udziat w badaniu. Ponadto zgode na udziat
w badaniu wyrazity osoby zarzadzajgce organizacjami senioralnymi. Badana grupa
0s0b charakteryzowala si¢ niskim prawdopodobienstwem wystepowania probleméw
kognitywnych ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ spoteczna. W celu eliminacji czynni-
koéw zaktocajacych wiarygodno$¢ wynikéw, ze wzgledu na potencjalne problemy ko-
gnitywne respondentoéw, przeprowadzono dwa dziatania zapobiegawcze: 1. Sprawdzo-
no zrozumienie pytan w kwestionariuszu na losowej grupie 20 os6b oraz 2. Pytania
0 wzrost masy ciata i spadek masy ciata w kwestionariuszu SCREEN-14 zostaty po-
traktowane jako pytania kontrolne — sprawdzajace funkcje poznawcze. Odpowiedzi
wykluczajace si¢ w tych pytaniach eliminowaty kwestionariusz z dalszych analiz.

Kwestionariusz SCREEN-14 [60], zostat zastosowany do oceny czynnikdéw ryzy-
ka zywieniowego. Kwestionariusz zawiera 14 pytan dotyczacych czynnikow ryzyka
zywieniowego: masy ciata, pomijania positkow, unikania spozycia zywnosci, apetytu,
spozycia warzyw 1 owOcOw, spozycia migsa 1 jego zamiennikow, spozycia mleka
i produktéw mlecznych, spozycia ptynéw, trudnosci w polykaniu, trudnosci w zuciu,
stosowania preparatow zastepujacych positki, spozywania zywnosci w obecnosci in-
nych 0séb, przygotowania positkéw oraz umiejetnosci robienia zakupow spozywczych.
Pytanie dotyczace masy ciata sktadato si¢ z 5 pytan szczegdtowych, tj. pytania o: przy-
rost masy ciata, utrat¢ masy ciata, obserwacji zmiany masy ciata w okresie ostatnich 6
miesigcy oraz postrzegania wlasnej masy ciala w aspekcie jej przyrostu i utraty.
W efekcie w analizie statystycznej uwzgledniono 19 czynnikow ryzyka zywieniowego.
Zgodnie z procedurg oceny ryzyka zywieniowego [60], w poszczegdlnych pytaniach
kazdej odpowiedzi mozna byto przypisa¢ od 0 do 4 punktow. Wynik < 2 punktéw in-
formuje o wystgpowaniu ryzyka zywieniowego ze wzgledu na czynnik uwzgledniony
w pytaniu. Maksymalna liczba punktow dla kwestionariusza SCREEN-14 wynosita 64.
Na podstawie punktu odcigcia (50 pkt.) wyodrgbniono dwa poziomy nasilenia ryzyka
zywieniowego: niskie ryzyko zywieniowe (50 i wigcej punktow) oraz wysokie ryzyko
zywieniowe (ponizej 50 punktéw).

W celu charakterystyki demograficznej grupy badanej zastosowano pytania doty-
czace plei, wieku, regionu zamieszkania, miejsc zamieszkania oraz struktury gospodar-
stwa domowego.
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Do oceny statusu socjoekonomicznego (SES) zastosowano nastgpujace pytania
i indeksy punktowe:

1. Samoocena sytuacji materialnej — zastosowano dwa pytania: Jak Pan(i) ocenia
swojg sytUacje materialng?, z nastgpujacymi odpowiedziami: ponizej przecigtnej
(1 pkt.), przecietna (2 pkt.), powyzej przecigtnej (3 pkt.) oraz Jak Pan(i) ocenia sy-
tuacje finansowg swojej rodziny?, z nastgpujacymi odpowiedziami: nie wystarcza
mi nawet na podstawowe potrzeby (1 pkt.), musze na co dzien bardzo oszczednie
gospodarowac (2 pkt.), wystarcza mi na co dzien, ale musze oszczedzaé na powaz-
niejsze zakupy (3 pkt.), wystarcza mi na wiele bez specjalnego oszczedzania
(4 pkt.), moge pozwoli¢ sobie na pewien luksus (5 pkt.).

2. Wyksztalcenie — pytanie Jakie jest Pana(i) wyksztaicenie?, z nastepujacymi odpo-
wiedziami: podstawowe (1 pkt.), zasadnicze zawodowe (2 pkt.), srednie (3 pkt.),
wyzsze (4 pkt.).

3. Aktywnos¢ spoteczna — pytanie Czy bierze Pan(i) aktywny udzial w réznego rodza-
ju spotkaniach spoteczno-kulturowych np. w klubach, kofach, stowarzyszeniach,
fundacjach, festynach i innych organizacjach dla senioréw?, z nastepujacymi od-
powiedziami: nie (1 pkt), tak, ale rzadko (2 pkt.), tak, czasami (3 pkt.), tak, czgsto
(4 pkt.).

4. Relacje rodzinne — pytanie: Jak ocenia Pan(i) swoje relacje z najblizszq rodzing?,
z nastepujacymi odpowiedziami: Zle (1 pkt.), przecietnie (2 pkt.), dobrze (3 pkt.),
bardzo dobrze (4 pkt.).

Status socjoekonomiczny (SES) osob starszych obliczono, stosujgc procedure
wedlug wczesniej opracowanego indeksu SES [16, 78]. Indeks SES obliczono dla kaz-
dego uczestnika poprzez zsumowanie punktéw dla kazdej zmiennej, tj. wtasnej sytuacji
materialnej, wyksztatcenia, aktywnosci spotecznej oraz relacji rodzinnych wchodza-
cych w skifad takiego indeksu. Maksymalnie mozna byto uzyska¢ 18 pkt. Do oceny
rzetelnosci danych wejsciowych do indeksu SES wykorzystano wskaznik alfa Cronba-
cha [69]. Dla zmiennych wchodzacych w sktad indeksu SES wynidost on 0,703. Na
podstawie rozktadu tercjalnego indeksu SES wyodrebniono grupy uczestnikow
o0 niskim (< 12 pkt.), srednim (12 + 13 pkt.) i wysokim (> 13 pkt) nasileniem indeksu
SES.

Analiza statystyczna

Zmienne jakoSciowe przedstawiono w wartosciach liczbowych i procentowych
(%). Do weryfikacji roznic migdzy tymi zmiennymi wykorzystano test chi-kwadrat.

W celu interpretacji uzyskanych wynikow zastosowano analize skupien dokonu-
jac hierarchicznej klasyfikacji zmiennych z wykorzystaniem metody Warda. Analiza ta
szacuje odleglos¢ pomigdzy zbiorami (skupieniami) zmiennych z wykorzystaniem
analizy wariancji. Do analizy wprowadzono zmienne opisujace 19 czynnikow ryzyka
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zywieniowego (zmienne dychotomiczna: 1/ brak ryzyka zywieniowego, 2 — ryzyko
zywieniowe).

Do oceny zalezno$ci pomigdzy zidentyfikowanymi skupieniami przedstawia-
jacymi czynniki ryzyka zywieniowego (przynalezno$¢ do skupienia/brak przynalezno-
$ci), nasileniem ryzyka zywieniowego, cechami demograficznymi oraz indeksem SES
wykorzystano analizg regresji logistycznej. Wartos$ci ilorazu szans (OR) obliczono na
95% poziomie ufnosci. Grupy odniesienia (OR = 1,00) stanowity: brak przynalezno$ci
czynnikow ryzyka zywieniowego do danego skupienia oraz wybrane kategorie odpo-
wiedzi dotyczgce cech demograficznych i indeksu SES. Wartos¢ p < 0,05 uznawano za
istotng dla wszystkich testow.

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania sta-
tystycznego STATISTICA (wersja 13,3 PL; StatSoft Inc., Tulsa, USA; StatSoft, Kra-
kow, Polska) [70].

Wyniki
Charakterystyka grupy badanej

Tabela 1 przedstawia charakterystyke badanej grupy populacyjnej. Wysokie nasi-
lenie ryzyka zywieniowego dotyczyto prawie 4/5 uczestnikow badania. Prawie 3/4 tej
grupy stanowily kobiety oraz osoby w wieku 60 + 74 lata, ponad potowa zamieszkiwa-
ta wojewodztwo $wigtokrzyskie, ponad 3/5 mieszkato w duzym miescie, a prawie 1/3 —
w Srodowisku wiejskim. Ponad 2/5 respondentéw mieszkato z partnerem, ponad 1/3
mieszkato samotnie a pozostali — z rodzing (z partnerem lub bez). Najwiecej, bo ponad
2/5 respondentéw charakteryzowato si¢ $rednim, okoto 1/3 — niskim, a ¥4 — wysokim
poziomem indeksu SES.

Czynniki ryzyka zywieniowego

Wykorzystujgc hierarchiczng klasyfikacje zmiennych metoda Warda wyloniono
dwa skupienia czynnikoéw ryzyka zywieniowego (Rysunek 1). Pierwsze skupienie opi-
sane jako ,,Przyrost masy ciala oraz niekorzystne przekonania i zachowania zywienio-
we” dotyczyto czynnikéw zwigzanych z przyrostem masy ciata (zwigkszona masa cia-
ta, negatywne postrzeganie zwigkszonej masy ciata), spadkiem apetytu oraz
negatywnymi przekonaniami i zachowaniami zywieniowymi (niecheé do przygoto-
wania positkow, problemy z zakupem Zywnosci, pomijanie positkow, unikanie zywno-
Sci, ograniczone spOzycie positkow w towarzystwie innych oséb oraz ograniczenia
Zwigzane ze spozyciem plynow, produktow mlecznych, miesnych i ich zamiennikow
oraz warzyw i owocow). Drugie skupienie opisane jako ,,Utrata masy ciata i jej po-
strzeganie oraz ograniczenia funkcjonalne” dotyczyto czynnikow zwigzanych z utrata
masy ciata (zmniejszona masa ciala, negatywne postrzeganie zmniejszonej masy
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Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej
Table 1. Study sample characteristics

Zmienne / Variables N=417 [%]

Nasilenie ryzyka zywieniowego / Intensity of nutritional risk

niskie / low 94 225
wysokie / high 323 77.5
Pte¢ / Gender

kobiety / women 312 74.8
mezezyZzni / men 105 25.2
Wiek / Age

60 ~74 lata / years 314 75.3
75 lat i powyzej / years and older 103 24.7
Region zamieszkania / Region of residence

swietokrzyski 230 55.2
dolno$laski 187 448
Miejsce zamieszkania / Place of residence wie$/village 122 29.3
miasto < 100,000 mieszkancow / city < 100,000 inhabitants 35 8.4
miasto > 100,000 mieszkancow / city > 100,000 inhabitants 260 62.3
Struktura gospodarstwa domowego / Household structure

zamieszkanie samotnie / living alone 154 36.9
zamieszkanie z partnerem / living with a partner 168 40.3
zamieszkanie z rodzing, ale bez partnera / living with family

without a partner 53 12.7
zamieszkanie z rodzina i z partnerem / living with family

and partner 42 10.1
Nasilenie indeksu SES / Intensity of SES index

niskie / low 133 31.9
umiarkowane / medium 181 434
wysokie / high 103 24.2

ciala, zmiana masy ciata mimo braku zamiaru jej zmiany oraz utratg cech funkcjonal-
nych organizmu zwigzanych z przygotowaniem i spozywaniem zywnosci (trudnosci
W przygotowaniu positkow, stosowanie zamiennikow positkow, trudnosci w zZuciu i
polykaniu).

Zwiqzek czynnikow ryzyka zywieniowego z poziomem ryzyka zZywieniowego oraz
cechami demograficznymi i statusem socjo-ekonomicznym

W pierwszym skupieniu opisanym jako ,,Przyrost masy ciata oraz negatywne
przekonania i zachowania zywieniowe” bylo istotnie wiecej o0sdb mieszkajacych
W miastach ponizej 100 tys. mieszkancow oraz osdéb mieszkajgcych z partnerem (bez
rodziny) lub samotnie. To skupienie byto charakterystyczne dla ponad 4/5 badanych.
W skupieniu drugim opisanym jako ,,Utrata masy ciala i jej postrzeganie oraz ograni-
czenia funkcjonalne”, bylo wiecej osob charakteryzujacych sie wysokim ryzykiem
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Diagram analizy skupien/Cluster analysis diagram
Metoda Warda/Ward's method

Zwigkszona masa ciata

Negatywne postrzeganie zwigkszonej masy ciata
Nieche¢ do przygotowania positkow

Problemy z zakupem Zywnosci

Pomijanie positkow

Unikanie zywno$ci

Ograniczone spozycie positkow w towarzystwie innych osob
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Rys. 1. Hierarchiczna klasyfikacja zmiennych opisujaca czynniki ryzyka zywieniowego
Fig. 1.  Hierarchical classification of variables describing nutritional risk factors

zywieniowym, w wieku 75 lat i wigcej, mieszkajacych z rodzing (z partnerem lub bez),
ale tez z niskim statusem socjoekonomicznym. To skupienie bylo charakterystyczne
dla mniej niz 1/5 badanych — tabela 2.

Wyniki regresji logistycznej przedstawiono w tabeli 3. Wykazaty one, ze osoby
przynalezne do skupienia pierwszego opisanego jako ,,Przyrost masy ciata oraz nieko-
rzystne przekonania i zachowania zywieniowe” cze$ciej zamieszkiwaty mate niz duze
miasta, czegSciej zamieszkiwaty samotnie niz z rodzing i partnerem lub czesciej za-
mieszkiwaty z partnerem niz z rodzing (niezaleznie od tego czy z partnerem czy bez
partnera). Z kolei osoby przynalezne do skupienia drugiego o nazwie ,,Utrata masy
ciala i jej postrzeganie oraz ograniczenia funkcjonalne” czg$ciej charakteryzowaly sig
wysokim niz niskim ryzykiem zywieniowym, czgsciej byly w wieku 75 lat i wigcej niz



Tabela 2. Charakterystyka wyodrebnionych skupien z uwzglednieniem ryzyka zywieniowego, cech demograficznych oraz statusu socjo-
ekonomicznego
Table 2. Characteristics of the identified clusters by nutritional risk, demographic characteristics and socio-economic status

Skupienia/Clusters
,,Przyrost masy ciala oraz niekorzystne ,,Utrata masy ciata i jej postrzeganie
przekonania i zachowania zywieniowe”/ oraz ograniczenia funkcjonalne”/
“Weight gain and unfavorable beliefs “Weight loss and its perception
and eating behaviors” and functional limitations”
SKUPIENIE 1/ CLUSTER 1° SKUPIENIE 2/ CLUSTER 2°
N* % N %

Ogotem/Total 345 82.7 72 17.3
Nasilenie ryzyka zywieniowego/Intensity of nutritional risk
(p<0.05)°
niskie / low 90 95.7 4 4.3
wysokie / high 255 78.9 68 21.1
Ple¢/Gender (p > 0.05)
kobiety / women 258 82.7 54 17.3
mezczyzni / men 87 82.8 18 17.1
Wiek/Age (p < 0.05)°
60-74 lata / years 263 83.8 51 16.2
75 lat i powyzej / years and older 82 79.6 21 20.4
Region zamieszkania/Region of residence (p > 0.05)
$wigtokrzyski 197 85.6 33 14.3
dolnoslaski 148 79.1 39 20.9
Miejsce zamieszkania/Place of residence (p < 0.05)?
wie$ / village 102 83.6 20 16.4
miasto <100 000 mieszkancow / city < 100,000 inhabitants 31 88.6 4 114
miasto >100 000 mieszkancow / city > 100,000 inhabitants 212 81.5 48 18.5
Struktura gospodarstwa domowego / Household structure
(p<0.05)*°
zamieszkanie samotnie / living alone 127 82.5 27 17.5




zamieszkanie z partnerem / living with a partner 150 89.3 18 10.7
zamieszkanie z rodzing, ale bez partnera / living with

family without a partner 41 77.4 12 22.6
zamieszkanie z rodzing i z partnerem / living with

family and partner 27 64.3 15 35.7
Nasilenie indeksu SES / Intensity of SES index (p < 0.05)°

niskie / low 105 78.9 28 211
umiarkowane / medium 157 86.7 24 13.3
wysokie / high 83 80.6 20 19.4

*N — liczba przypadkéw/number of cases; *°roznice istotne statystycznie ze wzgledu na kategorie nasilenia ryzyka zywieniowego, cech demograficz-
nych oraz statusu socjo-ekonomicznych — test chi-kwadrat, p < 0.05 / statistically significant differences by categories of intensity of nutritional risk,
demographic characteristics and socio-economic status - chi-square test, p < 0.05




Tabela 3. Tloraz szans dla wyodrgbnionych skupien z uwzglednieniem ryzyka zywieniowego oraz cech demograficznych i socjo-ekonomicznych
Table 3. Odds ratio for the extracted clusters with nutritional risk and demographic and socio-economic characteristics

Skupienia / Clusters

Przyrost masy ciata oraz niekorzystne
przekonania i zachowania zywieniowe /
“Weight gain and unfavorable beliefs
and eating behaviors”
SKUPIENIE 1/CLUSTER 1
(Ref.? Brak przynaleznosci czynnikow
do skupienia 1/ Lack of affiliation
of factors to cluster 1)

Utrata masy ciala i jej postrzeganie
oraz ograniczenia funkcjonalne /
“Weight loss and its perception
and functional limitations”
SKUPIENIE 2/ CLUSTER 2
(Ref. Brak przynalezno$ci czynnikow
do skupienia 2 / Lack of affiliation
of factors to cluster 2)

OR" p OR P
Nasilenie ryzyka zywieniowego / Intensity of nutritional risk
niskie / low (Ref.?) 1.00 - 1.00 -
wysokie / high 0.80 (0.50+1.28) 0.332 2.94 (1.61+4.55) <0.001
Pte¢ / Gender
kobiety /women (Ref.) 1.00 - 1.00 -
mezczyzni / men 1.02 (0.61+1.72) 0.955 0.96 (0.61+1.54) 0.868
Wiek / Age
60-74 lata / years (Ref.) 1.00 - 1.00 -
75 lat i powyzej / years and older 0.94 (0.58+1.48) 0.702 1.64 (1.01+2.64) 0.044
Region zamieszkania / Region of residence
swietokrzyski (Ref.) 1.00 - 1.00 -
dolnos$laski 0.91 (0.57+1.46) 0.698 1.44 (0.83+2.48) 0.213
Miejsce zamieszkania / Place of residence
wies/village (Ref.) 1.00 - 1.00 -
miasto < 100 000 mieszkancow/city < 100,000 inhabitans 1.36 (0.85+2.19) 0.196 0.66 (0.38+1.14) 0.145
miasto > 100 000 mieszkancow/city > 100,000 inhabitants 0.86 (0.54+1.37) 0.523 1.15(0.73+1.81) 0.577
miasto <100 000 mieszkancow/city <100,000 inhabitants
(Ref.) 1.00 - 1.00 -
miasto > 100 000 mieszkancow/city > 100,000 inhabitants 0.60 (0.36+0.99) 0.044 1.48 (0.86+2.55) 0.154




Struktura gospodarstwa domowego / Household structure

zamieszkanie samotnie / living alone (Ref.) 1.00 - 1.00 -
zamieszkanie z partnerem / living with a partner 1.16 (0.73+1.85) 0.534 0.36 (0.20+0.58) <0.001
zamieszkanie z rodzing, ale bez partnera / living with

family without a partner 0.87 (0.55+1.38) 0.523 1.60 (1.01+2.56) 0.040
zamieszkanie z rodzing i z partnerem / living with

family and partner 0.61 (0.38+0.99) 0.045 2.10 (1.30+3.40) 0.002
zamieszkanie z partnerem / living with a partner (Ref.) 1.00 - 1.00 -
zamieszkanie z rodzina, ale bez partnera / living with

family without a partner 0.74 (0.57+0.97) <0.001 1.94 (1.20+3.15) 0.007
zamieszkanie z rodzing i z partnerem / living with

family and partner 0.46 (0.29+0.80) <0.001 2.62 (1.49+4.00) <0.001
zamieszkanie z rodzing, ale bez partnera / living with

family without a partner (Ref.) 1.00 - 1.00 -
zamieszkanie z rodzing i z partnerem / living with

family and partner 0.69 (0.44+1.09) 0.212 2.15 (1.25+3.41) 0.001
Nasilenie indeksu SES / Intensity of SES index

niskie / low (Ref.) 1.00 - 1.00 -
umiarkowane / medium 1.24 (0.72+2.16) 0.220 0.34 (0.21+0.56) <0.001
wysokie / high 1.04 (0.65+1.61) 0.718 0.87 (0.52+1.52) 0.388
umiarkowane / medium (Ref.) 1.00 - 1.00 -
wysokie / high 0.86 (0.55+1.34) 0.484 1.46 (0.86+2.53) 0.152

%grupa referencyjna/reference group; “iloraz szans oszacowany metoda Walda przy 95% poziomie ufnosci / point estimate at 95% Wald confidence; p —

poziom istotnosci testu Walda / significance level of the Wald’s test.




ZWIAZEK CZYNNIKOW RYZYKA ZYWIENIOWEGO, CECH DEMOGRAFICZNYCH... 35

w wieku 60 + 74 lata, czg¢éciej zamieszkiwaly samotnie niz z partnerem, ale tez czg-
$ciej zamieszkiwaly z rodzing (z partnerem lub bez) niz samotnie lub z partnerem.
Rowniez czgstsze zamieszkiwanie z rodzing i z partnerem niz bez partnera byto powo-
dem przynaleznosci do skupienia 2. Do tego skupienia nalezeli takze badani z nizszym
SES niz umiarkowanym.

Dyskusja

W badaniu zajeto sie czynnikami ryzyka zywieniowego, ktore zostaly uwzgled-
nione w kwestionariuszu SCREEN-14. Wystepowanie tych czynnikéw zbadano wsrod
starszych os6b w wieku 60 lat i wiecej w dwoch regionach Polski. Stosujac hierar-
chiczng klasyfikacje zmiennych metodg Warda wytoniono dwa skupienia tych czynni-
kow. Pierwsze skupienie zostato opisane jako: ,,Przyrost masy ciata oraz niekorzystne
przekonania i zachowania zywieniowe”. Drugie skupienie zostato opisane jako: ,,Utra-
ta masy ciata oraz ograniczenia funkcjonalne”. Wyniki badania wskazuja, ze zachodzi
roznoraka i wzajemnie si¢ wykluczajaca zalezno$¢ miedzy wytonionymi skupieniami
czynnikow ryzyka zywieniowego, nasileniem ryzyka zywieniowego (niskie, umiarko-
wane, wysokie), uwarunkowaniami demograficznymi (pte¢, wiek, region zamieszka-
nia, miejsce zamieszkania oraz struktura gospodarstwa domowego) i statusem socjo-
ekonomicznym (niskim, umiarkowanym, wysokim).

Swiatowe badania kohortowe prowadzone w réznych grupach etnicznych jedno-
znacznie wskazujg na wystgpowanie odwrotnej zaleznosci migdzy BMI a jakoscig
diety, tj. wysoka jakos¢ diety zwigzana jest z nizszym wskaznikiem BMI [76]. Po-
twierdzajg to badania z wykorzystaniem réznych wskaznikéw jakosci diety (Healthy
Eating Index - HEI-2015, Alternative Healthy Eating Index - AHEI-2010, alternate
Mediterraneam Diet - aMED and Dietary Approaches to Stop Hypertension - DASH)
w 10-letnich badaniach prospektywnych [29]. Podobne obserwacje odnotowuje si¢
w przypadku oceny zwiazku miedzy wzrostem BMI i niekorzystnymi zachowaniami
zywieniowych [4]. Co istotne, obserwuje si¢ silny zwigzek takich zaleznosci wsrod
0sob starszych [76]. Podobnie w niniejszym badaniu wykazano, ze przyrost masy ciata
wérod osob starszych miat zwigzek z niekorzystnymi przekonaniami i zachowaniami
zywieniowymi, tj. unikaniem zywnoS$ci, pomijaniem positkow, w tym ograniczonym
spozyciem ptynow, produktow mlecznych, migsa i jego zamiennikoéw, warzyw i owo-
cow, a takze ograniczeniami w zakresie spozycia positkow w towarzystwie innych
0s0b, zakupu zywnosci oraz niekorzystnej opinii o przygotowaniu positkow (skupienie
1).

Dotychczasowe badania okre$lajace zwigzek migdzy wskaznikiem masy ciata
(BMI) i jakos$cig diety [29, 76] moga wskazywaé na wystgpowaniem zalezno$ci mig-
dzy przyrostem masy ciala oraz nieprzestrzeganiem wzoréw zywieniowych (elementy
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sktadowe wskaznikow jako$ci diety), tj. spozyciem réznorodnych warzyw, owocow,
produktow zbozowych petnoziarnistych, bezttuszczowych lub niskotluszczowych pro-
duktéw mlecznych, owocoéw morza, chudego migsa i drobiu, jaj, fasoli, grochu, orze-
chéw, nasion, umiarkowanym spozyciem nasyconych kwasow tluszczowych, izome-
row trans kwasow tluszczowych, cukrow dodanych i sodu [12, 20, 21, 47, 77].
W naszym badaniu wykazano, ze przyrost masy ciala mial zwigzek z ograniczonym
spozyciem warzyw, owocow, mleka i produktéw mlecznych, miesa i jego zamienni-
koéw oraz ptynow.

W innych badaniach wsrdd osob starszych wskazano na zwiazek spadku apetytu
i Zwigzanego z tym ograniczonego spozycia zywnosci ze spadkiem masy ciata [39, 68].
Niniejsze badanie wskazuje na odwrotna zalezno$¢. Wykazano, ze wzrost masy ciala
wigzal si¢ ze spadkiem apetytu, unikaniem zywnosci, pomijaniem positkoéw, trudno-
Sciami z nabywaniem zywnoOS$ci oraz Z niech¢cig do przygotowania positkéw d. Tego
typu zjawisko mozne wynikaé z trzech powodow. Po pierwsze spadek apetytu moze
wigza¢ si¢ z unikaniem zywno$ci korzystnej zywieniowo (0 niskiej gestosci energe-
tycznej i wysokiej gestosci odzywcezej). Po drugie, podwyzszone BMI moze wigzaé si¢
Z nizszym statusem spoteczno-ekonomicznym [13, 26], na ktory sktada¢ si¢ moga:
niski dochdd Iub zasoby finansowe, niskie wyksztalcenie oraz brak wsparcia spotecz-
nego, ktére utrudniajg nabywanie i spozywanie zywnosci prozdrowotnej. Po trzecie,
problemy z zakupem zywnos$ci i nieche¢ do przygotowania positkow moga by¢ spo-
wodowane utratag mobilnosci i duzg odlegloscig sklepow od miejsca zamieszkania,
ktore z kolei prowadzg do utraty bezpieczenstwa zywnosciowego [24]. Brak bezpie-
czenstwa zywnosciowego w wieku starszym wplywa na ryzyko choréb metabolicz-
nych, w tym otylosci [18, 19]. Konsekwencja braku bezpieczenstwa zywnosciowego
jest spozywanie zywnos$¢ o wysokiej gestosci energetycznej i niskiej gestosci odzyw-
czej (tanszej), w tym o niskiej zawartosci btonnika pokarmowego oraz przyrost masy
ciala, rozwdj nadcisnienia tetniczego, cukrzycy typu 2 i innych chorob przewleklych
[5, 50]. Ponadto wyniki wielu badan wskazuja, ze regularne spozywanie przez osoby
starsze positkow, zwlaszcza przygotowanych w domu, wigze si¢ z wickszym prawdo-
podobienstwem zachowania prawidtowej masy ciata [52, 74]. Z kolei ograniczanie
positkéw moze nie tylko by¢ przyczyna, ale rowniez skutkiem nadmiernej masy ciata,
co mozna tlumaczy¢ wigksza objetoscia positkow przy mniejszej ich ilosci. Dla przy-
ktadu, mezczyzni gospodarujacy samotnie lub ktorych partnerki nie sg w stanie wyko-
nywac czynnosci kulinarnych, sg bardziej narazeni na problemy zywieniowe i zwigza-
ne z tym problemy z utrzymaniem prawidtowej masy ciata [74].

W badaniu wtasnym wykazano, ze przyrost masy ciala oraz niekorzystne przeko-
nania i zachowania zywieniowe czeSciej dotyczyl mieszkancow malych miast i wsi.
Podobne wyniki zaobserwowano w badaniu PolSenior2 [10], oraz w mi¢dzynarodo-
wym badaniu NCD-RisC (NCD Risk Factor Collaboration), [57]. Moze to wynika¢
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Z tego, ze osoby starsze zamieszkujace obszary wiejskie €zy mate miasta, ze wzgledu
na ograniczona dostepnos$¢ ustug oraz ograniczenia funkcjonalne, wykazuja si¢ gor-
szym przestrzeganiem zalecen zywieniowych [2, 83]. Niekorzystne zachowania zy-
wieniowe 1 w zwiazku z tym przyrost masy ciata to rowniez domena 0sob starszych
mieszkajacych w pojedynke [41, 42, 43].

W tym badaniu wykazano, ze utrata masy ciala miata zwigzek z ograniczeniami
funkcjonalnymi, takimi jak: trudno$ci w zuciu i potykaniu, trudnosci w przygotowaniu
positkéw oraz stosowanie zamiennikoéw positkow (skupienie 2). Podobnie badania
Swiatowe wskazujg, ze utrata masy ciala lub niedozywienie wsérod osob starszych za-
mieszkujacych w spotecznosci miaty zwigzek z trudnosciami zwigzanymi z przygoto-
waniem positkow oraz ich spozyciem [39]. By¢ moze dlatego w tym badaniu zaobser-
wowano zwigzek utraty masy ciala ze stosowaniem zamiennikow positkow. Inne
badania informowaty, Zze zastosowanie takich zamiennikéw w celach terapeutycznych
w przypadku wystepowania niedozywienia wérod osob starszych dawato pozytywne
korzysci. Nie odnotowano natomiast pozytywnej roli zamiennikow positkow jako me-
tody poprawy cech funkcjonalnych organizmu w starszym wieku [53].

Utrata masy ciata i ograniczenia funkcjonalne mogg by¢ konsekwencja niedobo-
row zywieniowych [48, 62], gdyz stan odzywienia to kluczowy modyfikowalny ele-
ment tych zaburzen [3]. Z drugiej strony ograniczenia funkcjonalne np. problemy
z zuciem lub potykaniem oraz trudnosci zwigzane z przygotowaniem positkoOw np.
z powodu utraty mobilnosci mogg prowadzi¢ do niedoboréw zywieniowych, €O
w efekcie prowadzi do tzw. btednego kota [62]. Takie zaleznosci wykazano rowniez
w badaniu wiasnym. Niedobory ilosciowe i jakoSciowe w diecie 0sob starszych moga
prowadzi¢ do problemoéw zdrowotnych, w tym do utraty masy ciala lub niedozywienia,
ktorych czgstos¢ ro$nie z wiekiem [64]. Ponadto sam wiek jest znaczacym czynnikiem
ryzyka utraty masy ciata, niedozywienia oraz ograniczen funkcjonalnych [14, 59, 41].
Niektore badania sugeruja, ze osoby w wieku 80 lat lub starsze sg narazone na zwigk-
szone ryzyko zywieniowe i redystrybucje tkanki thuszczowej [65], co moze wpltywac
na pogorszenie stanu funkcjonalnego i ryzyko zgonu [14]. W badaniu wlasnym wiek
powyzej 75 lat byt istotnie zwigzany z utratag masy ciala i ograniczeniami zwigzanymi
z zuciem, potykaniem i przygotowywaniem positkoéw. Problemy z Zzuciem w p6znym
wieku moga wynika¢ z utraty zebow i stosowania protez zgbowych. Nizszg wartos¢
odzywczg diety odnotowuje si¢ u 0sob starszych, ktore utracity zeby [71]. Oprocz utra-
ty zebow zmniejszone wydzielanie $liny, choroby przyzgbia oraz prochnica zgbow
moga ograniczaé wybor zywnos$ci oraz spozywanie sktadnikow odzywczych [25].
Z kolei kaszel, krztuszenie si¢ lub bol przy potykaniu tylko czasami sg identyfikowane
jako czynniki ryzyka zywieniowego [62]. Taka sytuacja moze prowadzi¢ do koniecz-
nosci stosowania zywnosci specjalnego medycznego przeznaczenia, co dodatkowo
uzasadnia wyniki badania wlasnego.
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Wysokie ryzyko zywieniowe prowadzace do konsekwencji zdrowotnych wynika
z probleméw zywieniowych osob starszych. Do tych problemow zaliczamy przede
wszystkim: nieregularne spozycie positkow, spozycie mniejszej liczby positkow niz
zalecane, pomijanie cieptych positkow, rzadkie spozywanie warzyw i owocow, a takze
pltynéw oraz nadmierne spozycie produktow z maki rafinowanej, czerwonego migsa,
wedlin, masta, stodyczy i potraw smazonych [40, 79]. Taka struktura spozycia prowa-
dzi do konsekwencji zywieniowych, czyli nieodpowiednieg0 spozycia thuszczu ogdtem
i kwasow tluszczowych nasyconych, cukru, soli, btonnika pokarmowego oraz kluczo-
wych mikro- i makroelementéw oraz witamin, w tym: witaminy D, B2, B12 i kwasu
foliowego [31]. Z kolei te konsekwencje zywieniowe wigzg sie badz to z rozwojem
chorob metabolicznych, badz to z niedozywieniem. W literaturze odnotowuje si¢ zwig-
zek wysokiego ryzyka zywieniowego z utratg masy ciata [46, 62], co zostato potwier-
dzone rowniez w wynikach badania wlasnego.

W niniejszym badaniu wykazano, ze osoby zamieszkujace samotnie lub z rodzing
(z partnerem lub bez) czesciej niz osoby zamieszkujgce jedynie z partnerem maja
sktonno$¢ do utraty masy ciata oraz wystepowania ograniczen funkcjonalnych. Ludzie,
ktorzy zyja samotnie, sg bardziej narazeni na ryzyko zywieniowe [62]. Zycie w poje-
dynke moze sygnalizowaé izolacj¢ spoteczng, ktora powigzana jest z niekorzystnym
sposobem zywienia [48]. Ludziom, ktorzy sa odizolowani, moze brakowa¢ wsparcia
spotecznego, w tym pomocy w sprawach praktycznych, takich jak gotowanie, transport
na zakupy czy relacji towarzyskich zachecajacych do jedzenia [62]. Literatura wskazu-
je, ze jedzenie w samotnosci moze prowadzi¢ do probleméw zdrowotnych u 0sob star-
szych, szczegdlnie u tych osoéb starszych, ktorzy mieszkaja z innymi, ale jedzg samot-
nie [75]. Okazuje sig, ze spozycie sktadnikéw odzywczych u 0sob starszych zyjacych
z osobami innymi niz wspotmatzonek byto nizsze niz w przypadku zycia w pojedynke
[17]. Dzieje si¢ tak czgsciowo z powodu coraz bardziej zauwazalnych ograniczen
opiekunczych, ekonomicznych i spotecznych tradycyjnej funkcji rodziny [7]. Ponadto,
przy braku opieki, ograniczenia funkcjonalne (np. trudnosci z zuciem i polykaniem)
oraz ograniczenia adaptacyjne (np. trudnosci w samodzielnym przygotowaniu posit-
kow) poglebiaja problem zwigzany ze spozyciem zywnoS$ci. Niskie spozycie zywnoS$ci
i niepoprawnie zbilansowana dieta prowadza do niedostatecznej wartosci energetycz-
nej diety, sktadnikow odzywczych i utraty masy ciata, powodujac roézne problemy
zdrowotne, w tym rosngce ryzyko zespotu stabosci oraz wyzsze ryzyko $miertelnosci
[75]. Nalezy zaznaczy¢, ze utrata masy ciata z powodu jedzenia w samotnosci moze
by¢ warunkowana dtugoscia czasu trwania takiej sytuacji. W badaniu Kubo i innych
[44] dotyczacym zmiany masy ciala w przeciggu siedmiomiesi¢cznego jedzenia
W samotnos$ci nie wykazano utraty masy ciata. Jednak w innym badaniu wykazano, ze
5,8 % samotnych o0sob starszych zamieszkujacych w spotecznosci utracito ponad 10 %
masy ciala w przeciagu 3 lat [45].
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Osoby charakteryzujace si¢ niskim statusem spoteczno-ekonomicznym obcigzone
sg czynnikami ryzyka zwigzanymi ze stylem zycia, w tym czynnikami zwigzanymi
Z nizszym spozyciem produktow korzystnych zywieniowo [58]. W badaniu wtasnym
niski status spoteczno-ekonomiczny byt zwigzany z utrata masa ciata oraz ogranicze-
niami funkcjonalnymi. Lepsza sytuacja spoteczno-ekonomiczna wplywata na wigksze
spozycie warzyw, owocow, produktow mlecznych, zbozowych, ryb oraz sokéw owo-
cowych i warzywnych [58, 79]. Wyksztalcenie i dochody to podstawowe wyznaczniki
statusu spoteczno-ekonomicznego [62]. Z wyzszego poziomu wyksztalcenia moga
wynika¢ bardziej pozytywne zachowania zdrowotne, wieksze poczucie kontroli nad
wyborami zywieniowymi oraz bardziej $wiadome wybory zywieniowe, ale rowniez
wieksze zasoby finansowe [48]. Seniorzy o nizszych dochodach moga ograniczaé po-
trzeby, w tym ilo$¢ i jako$¢ spozywanej zywnosci [11, 56].

Czynniki limitujgce

Zwiekszajgca sie¢ populacja osob starszych i rosngca zachorowalno$¢ sg obecnie
podstawowymi kwestiami zdrowia publicznego. Problem badawczy podjety w tym
badaniu pomaga zrozumie¢ wzajemne powigzania mi¢dzy czynnikami ryzyka zywie-
niowego, cechami demograficznymi i statusem socjo-ekonomicznym o0séb starszych,
dzigki czemu uzyskane wyniki moga by¢ pomocne w opracowywaniu interwencji ma-
jacych na celu poprawe jakosci zycia tej grupy. W przeciwienstwie do jakosci diety,
stanu odzywienia, czgstoSci wystepowania niedozywienia i chor6b metabolicznych,
zywieniowe czynniki ryzyka jako ztozony konstrukt nie byly dotychczas badane, co
mozna uzna¢ za mocng strong badania. Ponadto uczestnicy badania reprezentuja zjawi-
sko "age in place", tzn. sg osobami, ktore nie korzystajg na state z opieki instytucjonal-
nej. Rozpoznanie tego zjawiska jest wazne z wielu powodow, w tym warunkoéw zycia,
oczekiwan, ale takze kosztow organizacji opieki instytucjonalnej, aby nastepnie moc
przewidywaé zmiany, a przede wszystkim przeciwdziata¢ niekorzystnym zmianom
w jakosci zycia 0sob starszych pozostajacych we wlasnym $rodowisku zamieszkania.

Niemniej jednak badanie ma pewne ograniczenia. Po pierwsze, badanie po-
przeczne nie pozwala na ocen¢ zwiazku przyczynowo-skutkowego migdzy badanymi
zjawiskami. Takie badania nie rejestruja rowniez zmian w czasie, ktore obecnie sg
dynamiczne (ze wzglgdu na recesjg, inflacjg, pandemi¢ Covid-19, konflikty zbrojne w
Europie) i majg istotny wpltyw na poziom bezpieczenstwa zywnosciowego a zatem
réwniez na poziom ryzyka zywieniowego, zwlaszcza wsrod wrazliwej spotecznie su-
bpopulacji 0soéb starszych. Po drugie, ze wzgledu na brak reprezentatywno$ci grupy
badanej (tylko dwa wojewodztwa, osoby reprezentujace kluby seniora), wynikoéw ba-
dania nie mozna odnie$¢ do catej populacji starszych mieszkancow Polski. Poza od-
miennym kontekstem kulturowym i ekonomicznym poszczegdlnych regionéw Polski,
ograniczeniami proby badawczej sa takze roznice w statusie ekonomicznym, psycho-
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spotecznym i zdrowotnym osob starszych aktywnych spotecznie (beneficjentow klu-
boéw seniora) w poréwnaniu z seniorami wycofanymi spotecznie i niepelnosprawnymi,
zyjacymi w réznych spotecznosciach lokalnych. Ponadto w badanej grupie wystepowa-
ta nadreprezentacja kobiet (74,2 %) w stosunku do polskiej populacji oséb starszych
(58,1 %) [72], co moze wynika¢ z ich wigkszej aktywnosci spotecznej. Arbitralny do-
bor grupy badanej i wynikajace z niego odchylenia od charakterystyki ogoélnej popula-
cji oséb starszych moga zatem ogranicza¢ mozliwos¢ odtworzenia wynikéw w grupie
reprezentatywnej, tj. wytonionej rekomendowang metodg ogoélnopolskiej proby.

Whioski

Na poziomie populacji 0sob starszych badania przesiewowe ryzyka zywieniowe-
go pomagaja zidentyfikowaé wrazliwe subpopulacje oraz modyfikowalne czynniki
ryzyka. Tego typu badania moga by¢ zrodtem danych dla polityki zdrowia publicznego
i programoéw wsparcia spotecznego [33]. Ponadto identyfikacja czynnikéw ryzyka
zywieniowego i ich uwarunkowania pozwalaja oceni¢ przyczyny wystepowania ryzyka
zywieniowego Wyniki badania potwierdzily zwiazek migdzy skupieniami czynnikdéw
ryzyka zywieniowego, nasileniem ryzyka zywieniowego, cechami demograficznymi
i statusem socjoekonomicznym osob starszych.

Wykazano, ze:

1. Czynnik zwigzany z przyrostem masy ciata miat zwigzek z wieloma innymi czyn-
nikami ryzyka zywieniowego o charakterze behawioralnym (unikanie zywnosci,
pomijanie positkow, ograniczenie spozycia warzyw, owOcow, mleka i jego pro-
duktow, miesa i jego zamiennikOw oraz ptyndéw), rowniez o charakterze adapta-
cyjnym (spadek apetytu, problemy z zakupem zywnos$ci) oraz o charakterze nega-
tywnych przekonan zywieniowych zwigzanych z przygotowaniem positkow.
Skupienie tego typu czynnikéw bylo bardziej charakterystyczne dla os6b zamiesz-
kujacych samotnie lub z partnerem, ale bez rodziny i dla 0s6b zamieszkujacych
mate miasta.

2. Czynnik zwigzany z ubytkiem masy ciata i jego negatywnym postrzeganiem cze-
sciej korespondowat z czynnikami o charakterze ograniczen funkcjonalnych (trud-
nosci z zuciem i polykaniem, trudno$ci zwigzane z przygotowaniem positkow oraz
stosowanie zamiennikow positkow). Tym razem tego typu czynniki ryzyka miaty
zwigzek z wysokim nasileniem ryzyka zywieniowego, wiekiem > 75 lat, zamiesz-
kaniem z rodzing lub samotnie, ale tez z niskim statusem spoteczno-ekono-
micznym.

Uzyskane wyniki, ktore nie zawsze sa spdjne z wynikami wczesniejszych badan,
mogg potwierdza¢ duzg dynamike zmian w $rodowisku zycia oséb starszych. Wskazu-
je to na potrzebg prowadzenia systematycznych badan nad zywieniowymi czynnikami
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ryzyka i jego determinantami w grupie osob starszych w celu zdiagnozowania uwarun-
kowan ich sytuacji zywieniowej.

Uzyskane wyniki moga znalez¢ zastosowanie w planowaniu polityki spotecznej
oraz polityki zdrowotnej wobec o0sob starszych. Decydenci w planowaniu polityki
zdrowia publicznego powinni uwzglednia¢ dane i wskazniki dotyczace ryzyka zywie-
niowego i jego uwarunkowan, aby zwiekszy¢ skuteczno$¢ dziatah majgcych na celu
ograniczenie negatywnych zmian w zdrowiu i jako$ci zycia osob starszych. Ponadto
wyniki badania mogg by¢ wykorzystane w pracach nad projektowaniem modeli kon-
cepcyjnych zwigzanych ze zdrowiem w tej grupie populacyjnej, rowniez dzigki moz-
liwosci wykorzystania tego typu badan do tworzenia systemowo zaplanowanej eduka-
cji zwiazanej z poprawa lub utrzymaniem jak najlepszego stanu zdrowia oraz jakosci
zycia 0sob starszych.
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THE RELATIONSHIP BETWEEN NUTRITIONAL RISK FACTORS, DEMOGRAPHIC
CHARACTERISTICS AND A SOCIO-ECONOMIC STATUS IN A STUDY GROUP
OF COMMUNITY-DWELLING OLDER ADULTS IN POLAND

Summary

Background. A significant percentage of older people in Poland experience a high nutritional risk,
which is determined by various factors. The aim of the study was to assess the relationship between
nutritional risk factors, selected demographic characteristics and a socio-economic status. The SCREEN-
14 questionnaire was used to identify nutritional risk factors. Questions on gender, age, region of
residence, place of residence and personal household structure were used to characterize demographics. A
socio-economic status was assessed using questions on the self-assessment of a material situation,
education, social activity and family relations. Based on a cluster analysis using Ward's hierarchical
classification of variables, two clusters of dietary risk factors emerged. A Chi-square test was used to
verify differences between the variables. A logistic regression analysis was used to evaluate the
relationship between the variables.

Results and conclusions. It was shown that people belonging to cluster 1, described as "Weight gain
and unfavorable dietary beliefs and behaviors", were more likely to live in small towns, alone or with a
partner but without a family. Individuals belonging to cluster 2, described as "Weight loss and its
perception and functional limitations", were more likely to have a high nutritional risk, were more likely to
be aged 75 or older, living alone or living with a family (with or without a partner). Respondents with a
low socio-economic status also belonged to this cluster. Decision-makers in public health policy planning
should take into account data and indicators for nutritional risks and their determinants to increase the
effectiveness of efforts to reduce negative changes in the health and quality of life of older people.

Key words: nutritional risk, demographic characteristics, socio-economic status, older adults
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THE PREVALENCE AND SELECTED RISK FACTORS OF
ORTHOREXIA NERVOSA DISORDER USING THE ORTO-15 TEST

Summary

Background. Although the phenomenon of orthorexia is widespread, its prevalence is hard to esti-
mate. The aim of the study was to attempt to determine the occurrence of orthorexia in the study group and
to assess the associations between selected risk factors and the prevalence of orthorexia. The survey was
conducted in April 2023 among students of the Faculty of Health Sciences of the Academy of Applied
Sciences in Nowy Sacz and via social media. A diagnostic survey method was employed using a question-
naire technique developed by the authors and the ORTO-15 questionnaire. Two cut-off points of < 40 and
< 35 points were used. The Mann-Whitney U test, the Chi-Square test of independence and Cronbach’s
alpha were carried out to analyse the results.

Results and conclusions. The prevalence of orthorexia nervosa for a cut-off point of < 40 points was
estimated at 77.78 %. Lowering the cut-off point to < 35 points resulted in a decrease in the prevalence of
orthorexia in the study group to 24.69 %. For a cut-off point of < 40 points, a statistically significant rela-
tionship was obtained between the presence of orthorexia and the presence of chronic diseases. For a cut-
off point of < 35 points, statistically significant relationships were obtained between the prevalence of
orthorexia and BMI and between the presence of orthorexia and complaints. The other factors were not
significantly different for any of the assumed cut-off points. Based on the results, the authors emphasize
the need for further research on the use and creation of the useful adaptation of the ORTO-15 test in de-
termining the prevalence and risk factors of orthorexia.

Key words: orthorexia nervosa, ORTO-15 test, BMI, medical education, chronic diseases

Introduction

Orthorexia nervosa is an eating disorder involving obsessive, strict adherence to a
self-imposed healthy diet, paradoxically leading to multidimensional negative psycho-
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physiological effects [1, 9, 10, 13, 16, 20, 22, 29]. It has not yet been recognized as a
distinct disease entity in the ICD-10/ICD-11 and DSM-5 classifications, but is the sub-
ject of increasing research fields of psychology, psychiatry and medicine [13].

The pathological behavior of people affected by orthorexia focuses on the aspect
of nutrition, including the detailed analysis of the composition of products consumed
and the gradual elimination of those which may raise an affected person’s doubts about
their potentially negative impact on health. Planning the type, composition and han-
dling of meals becomes the overriding goal each day, and the rejection of more and
more products from the menu on the grounds that they are harmful can lead to serious
health consequences, including malnutrition and secondary diseases resulting from
nutritional deficiencies [7, 10, 19, 20, 21, 22, 28].

Available scientific reports have increasingly focused on this recently described
disorder [20], but research findings on orthorexia are inconclusive. The lack of a stand-
ardized tool with high reliability and diagnostic accuracy is highlighted. The screening
test that is mostly used is the ORTO-15 test, which has seen many modifications, both
in terms of questions it takes from the original version and the interpretation of scores.
It has been claimed that this test overdiagnoses the phenomenon, which has led to calls
for an urgent need to modify this tool because of epidemiological data showing in-
creasing numbers of cases of orthorexia [3, 12, 13, 16, 19, 20, 22, 23, 28, 29].

The factors that are related to the development of this disorder are also discussed,
and those particularly often described include: age, gender, BMI, educational profile
(especially medical professions including dietitians) [1, 2, 7, 10, 13, 16, 18, 20, 21, 25,
27,28, 29, 20, 21, 22, 23, 27, 28, 29, 30], and recent reports particularly emphasize the
potential importance of chronic diseases and complaints requiring diet therapy, while
also pointing out the paucity of data in this aspect [11, 17, 26]. Research findings on
potential risk factors are highly divergent and one reason for this problem is attributed
to the inadequacies of the ORTO-15 test [3, 7, 9, 19, 20, 21, 22, 23].

The ORTO-15 test, the most popular and internationally used screening test to di-
agnose orthorexia, was used in the present study. In the literature, it has been critically
discussed by many authors in terms of its repeatedly presented lack of internal con-
sistency and poor psychometric design, having ambiguous and differently interpreted
wording by respondents, and the problem of a possibly inappropriate cut-off point of
indicating orthorexia resulting in overdiagnosis of the phenomenon [1, 3, 7, 9, 12, 13,
14, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 29]. However, none of the less popular tools used
to date, such as the EHQ eating habits questionnaire, the Dusseldorf Orthorexia Scale —
DOS and others, provides a more suitable alternative due to similar limitations recog-
nized by their authors or other researchers [1]. As the phenomenon of orthorexia ap-
pears to be increasing [3, 22], due to the pressing need for a reliable tool for the medi-
cal assessment and verification of this disorder, the ORTO-15 test has motivated
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groups of researchers internationally to modify the number and type of questions in-
cluded in it, as well as cut-off points used, in response to the psychometric values of
the test obtained during analyses [3, 12, 13, 16, 19, 22, 23, 28].

The aim of the study was to attempt to estimate the prevalence of orthorexia and
identify associations between selected risk factors, i.e. the degree and profile of educa-
tion, gender, age, BMI, complaints, chronic diseases and the presence of orthorexia,
using the ORTO-15 test at cut-off levels of < 40 and < 35 points.

The following hypotheses were formulated:

H1: The prevalence of orthorexia is significantly associated with having a medical
degree, studying in this field.

H2: The prevalence of orthorexia is significantly associated with the level of educa-
tion.

H3: The prevalence of orthorexia is significantly associated with presenting a selected
sociodemographic characteristic, i.e. age, gender.

H4: The prevalence of orthorexia is significantly associated with BMI value.

H5: Having chronic diseases or somatic complaints is significantly associated with the
presence of orthorexia.

Material and methods

The study group consisted of students and staff of the Faculty of Health Sciences
at the Academy of Applied Sciences in Nowy Sacz and volunteers recruited via social
media. Interested persons were directed to a questionnaire, which they were asked to
complete if they met the inclusion criteria. The inclusion criteria included adult stu-
dents over 18 years of age. Respondents gave informed and voluntary consent to par-
ticipate in the survey. They also confirmed that they were familiar with the risk factors
associated with participation in the CAWI survey.

A diagnostic survey method based on a questionnaire developed by the authors
and the standardized ORTO-15 questionnaire were used to conduct the study [25].

The authors’ questionnaire attempted to characterize the general population par-
ticipating in the study and included questions concerning age, gender, height, weight,
the subjective perception of appearance based on body weight, an educational level and
profile, occupational status, the field of study, being diagnosed with chronic diseases
and experiencing complaints. A BMI was calculated based on height and weight. Giv-
en these details, study participants were classified into the following groups: < 18.50
underweight, 18.50-24.99 normal, 25.00-29.99 overweight, > 30.00 obese [31].

The ORTO-15 test is a tool consisting of 15 questions respondents are to answer
using a 4-point scale: always, often, sometimes, never. Responses indicating the risk of
orthorectic behavior score 1 point, while healthy behavior scores 4 points. The maxi-
mum possible number of points to be obtained is 60. A cut-off point of < 40 points is
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most often taken as the cut-off point. However, there are reports of a cut-off point set at
< 45, < 35 or < 33 points [4, 5, 6, 12, 15, 17, 18, 19, 22]. For diagnosing orthorexia, in
addition to the < 40 points cut-off point suggested by the first authors [14], the most
common cut-off point is < 35 points. It is a kind of consensus compared to other sug-
gested extreme values [4, 5, 6, 12, 15, 17, 18, 19, 22]. This cut-off point was also used
in our study. The Cronbach’s alpha obtained for the full 15-item question scale was
assessed by the authors of the current study as acceptable (0.72).

An analysis of the results was performed using the programs: Statistica 13.3 (Tib-
co, Krakow, Poland) and the Microsoft Excel 365. For all analyses, significance was
set at p < 0.05. The Mann-Whitney U Test was used to compare means for more than
two independent groups. The chi-square test with Yates correction was used to deter-
mine the effect of age, gender, BMI, educational level and profile on the frequency of
responses to individual questions. To assess the reliability of the test, Cronbach’s alpha
was calculated. A result of a = 0.72 was obtained, indicating that the test is reliable.

Results and discussion

The size of the study group was 405 people, including 348 women (85.93 %) and
57 men (14.07 %). Four age groups were identified during the study: 18-25,
26-35, 36-45 and > 46 years old. The age breakdown of the respondents, in view of
each age group, is shown in Figure 1.
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Fig. 1. Age groups of respondents
Rys. 1. Przynalezno$¢ osob badanych do poszczegdlnych grup wiekowych

The mean BMI in the study group was 23.28 + 4.05 kg/m? (Table 1). There were
203 subjects (50.15 %) who declared that they had a university degree, 202 subjects
(49.88 %) had secondary or vocational education level. Of 174 people working, 110
(63.22 %) were in the medical profession, 64 (36.78 %) had non-medical education. A
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total of 231 students took part in the survey — 139 students (60.17 %) from medical
faculties and 92 students (39.83 %) from non-medical faculties.

Chronic diseases were declared by 101 respondents (24.94 %), with 109 people
(26.91 %) reporting they experienced a variety of medical conditions.

Table 1. Characteristics of the study group by BMI
Tabela 1. Charakterystyka badanej grupy z podziatem na BMI

BMI value / Wartos¢ BMI Interpretation / Interpretacja Frequency / Czgsto$¢
<18.49 Underweight / Niedowaga 25 (6.17 %)
18.50 — 24.99 Standard / Standard 270 (66.67 %)
25.00 — 29.99 Overweight / Nadwaga 79 (19.51 %)
>30.00 Obesity / Otytosé¢ 31 (7.65 %)
Total / Razem 405

Analysis of ORTO-15 test results

The average ORTO-15 test score for the entire study group was 36.70 + 3.50
points. A detailed breakdown of individual scores is shown in Figure 2. The prevalence
of orthorectic tendencies at a cut-off point of < 40 points was 77.78 % (315 subjects).
For a cut-off point of < 35 points, orthorectic tendencies were demonstrated by
24.69 % (100 people). As many as 50 % of the respondents were in the scoring range
of 35-39 points (Q1 and Q3) (Figure 2). The large discrepancy in the occurrence of
orthorectic tendencies for the cut off points adopted is due to the breakdown of the
number of points obtained in the ORTO-15 test in the study group.

The analysis of the relationship between selected anthropometric factors and the
occurrence of orthorectic tendencies showed no statistical significance at a cut-off
point of < 40 points for any of the factors analyzed. There was also no statistically
significant relationship between age and gender and the presence of orthorectic tenden-
cies at a cut-off point of < 35 points. The result of the chi-square test indicated a signif-
icant relationship (p = 0.02) between a BMI and the occurrence of orthorectic tenden-
cies in the study group at a cut-off point of 35 points. It should be noticed that the
subjects with a BMI value within the normal range had lower mean scores in the
ORTO-15 test compared to those with a BMI value outside the normal range (36.50 vs.
37.07 points). As identified by the number of scores in the ORTO-15 test, the percent-
age of subjects with orthorectic tendencies was higher in the group of subjects with a
BMI within the normal range than in the group of those with a BMI outside the normal
range (28.15 % vs. 17.78 %) (Table 2).
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Fig. 2. Breakdown of results obtained in the ORTO-15 test in the whole study population
Rys. 2. Rozktad wynikow uzyskanych w tescie ORTO-15 w catej populacji badanej

Neither the degree or profile of education, nor the profile of studies in the study
conducted are statistically significant predictors of the development of orthorexia, as
confirmed at both analyzed cut-off levels (Table 3). To deepen the analysis, a relation-
ship between an educational profile and the frequency of responses to individual ques-
tions was determined (Table 4, Table 5). A comparison of responses to individual
guestions given by people with and without orthorexia broken down by educational
profile was performed using the Mann-Whitney U test (Table 6, Table 7). Given the
fact that the analysis carried out in this study was extensive, only statistically signifi-
cant responses were obtained from the respondents’ answers due to having or not hav-
ing an orthorectic disorder.

A statistically significant relationship was found, with an assumed cut-off point of
< 40 points, between the presence of chronic diseases such as diabetes, hypertension,
hypothyroidism, endometriosis, PCOS, ulcerative colitis and others, and the risk of
developing orthorexia (p = 0.04). Mean scores obtained in the ORTO-15 test were
higher in the group of subjects who were not diagnosed with chronic diseases com-
pared to the group of subjects being diagnosed with comorbidities (37.04 vs. 35.61
points). The percentage of subjects with orthorectic tendencies was, in turn, 85.15 % in
those with chronic conditions and 75.33 % in those without additional conditions. This
relationship was not confirmed with a cut-off point set at < 35 points (Table 8).



Table 2.

Selected demographic factors and the prevalence of orthorexia
Tabela2. Wybrane czynniki demograficzne a wystgpowanie tendencji ortorektycznych

OAFEI'I%g?fS Orthorectic No orthorectic Orthorectic No orthorectic
test score tendencies tendencies tendencies tendencies
(points) Standard (< 40 points) (< 40 points) Chi- (< 35 points) (< 35 points) Chi-
Variable / /pSre dni deviation (n)/ (n) square / | p-Value/ (n)/ (n) square | p-Value/
Zmienna nik / Odchylenie | Tendencje / Brak tendencji Chi- p-Value Tendencje / Brak tendencji | / Chi- p-Value
Vgstu standardowe | ortorektyczne | ortorektycznych | kwadrat ortorektyczne | ortorektycznych | kwadrat
ORTO-15 (<40 punk- | (<40 punktow) (<35punk- | (<35 punktow)
tow) (n n tow) (n n
(oK) ) () Q) ) () Q)
Age / Wiek
ZRxe | 3670 3.50 230 67 71 226
;25 yo 0.07 0.79 0.37 0.54
/> 25 |at 36.67 3.57 85 23 29 79
Gender / Pte¢
Jformate | 3661 3.47 275 73 83 260
Male / 2.22 0.14 0.47 0.49
. 37.14 3.78 40 17 12 45
Megzczyzna
BMI / BMI
Standard | 56 5 357 213 57 76 194
/ Norma
O“fg‘r’;the 0.58 0.45 5.21 0.02
37.07 3.39 102 33 24 111
/ Poza
norma




Table 3.

Educational level and profile vs prevalence of orthorectic tendencies

Tabela 3. Poziom i profil wyksztalcenia a wystgpowanie tendencji ortorektycznych
Average
?E :;C:t' %rrtlzggiﬁgg No orthorectic %rrtlzg:ggg No orthorectic
score Standard | (< 40 points) (< Z%ndg?ﬁtls)s(n) Chi- (< 35 points) < gef)ndg?ﬁtlse)s(n) Chi-
Variable / (ppints) deviation / (n)/ ) Brakpten dencii | savare / | p-Value/ (n)/ ) Brakpten dencii | Sauare p-Value /
Zmienna /Sredni | Odchylenie Tendencje ortorektyczn th Chi- p-Value Tendencje ortorektyczn th / Chi- p-Value
wynik | standardowe | ortorektyczne K Y kwadrat ortorektyczne K Y kwadrat
testu (< 40 punk- (< 40 punktéw) (< 35 punk- (< 35 punkiéw)
ORTO- tow) (n) () t6w) (n) M
15 (pkt)
Education level / Wyksztalcenie
[aher | 3670 3.60 159 44 46 157
S 0.07 0.79 0.90 0.34
conaary | 36,67 3.33 156 46 54 148
/ Srednie
Education profile / Profil wyksztalcenia
,\'\/f'eecf'gz'n/ 36.74 353 83 27 24 86
Non_m{e dic‘}i’l ; 0.41 0.52 0.06 0.80
- 36.92 3.62 51 13 15 49
Niemedyczny
Field of study / Profil studiow
, M'\ggd'c‘i || 3872 3.29 106 33 34 105
Non_mi dic;’l ; 0.90 0.34 0.68 0.41
36.41 3.79 75 17 27 65

Niemedyczny
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Table 4. Educational profile vs frequency of responses to individual questions. Cut-off point < 40
points, questions with statistically significant answers

Tabela4. Profil wyksztalcenia a czgsto$¢ udzielania odpowiedzi na poszczegdlne pytania. Punkt
odcigcia < 40 pkt, pytania zawierajace odpowiedzi istotne statystycznie

% answers / % wskazan

sometimes /
czasem

always / zawsze| often / czesto never / nigdy p*

4. Are your eating choices driven by your worries about your health status?
/ 4. Czy wybierasz produkty spozywcze kierujac si¢ troska o swoje zdrowie?

Orthorexia / Ortoreksja

medical / medyczny 10.60 32.70 14.40 2.20
non-medical / niemedyczny 6.10 25.60 8.30 0.00 0.03
No orthorexia / Brak ortoreksji

medical / medyczny 1.10 15.60 42.20 7.80
non-medical / niemedyczny 0.00 11.10 17.80 4.40 059
8. Do you allow yourself to break any eating rules you adhere to?

/ 8. Czy pozwalasz sobie na famanie wyznawanych zasad dotyczacych odzywiania?
Orthorexia / Ortoreksja
medical / medyczny 0.00 20.80 34.90 4.20
non-medical / niemedyczny 1.60 11.20 24.70 2.60 0.02
No orthorexia / Brak ortoreksji
medical / medyczny 3.30 35.60 24.40 3.30
non-medical / niemedyczny 2.20 14.40 11.10 5.60 033
12. Do you think that eating healthy food may improve your appearance?
/ 12. Czy uwazasz. ze spozywanie zdrowej zywno$ci moze poprawi¢ Twodj wyglad?
Orthorexia / Ortoreksja
medical / medyczny 28.50 22.10 8.00 1.30
non-medical / niemedyczny 24.40 14.40 1.30 0.00 0.00
No orthorexia / Brak ortoreksji
medical / medyczny 17.80 28.90 16.70 3.30
non-medical / niemedyczny 5.60 14.40 13.30 0.00 019

*XZ
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Table 5. Educational profile vs frequency of responses to individual questions. Cut-off point < 35
points, questions with statistically significant answers

Tabela 5. Profil wyksztalcenia a czgsto$¢ udzielania odpowiedzi na poszczegdlne pytania. Punkt
odcigcia < 35 pkt, pytania zawierajace odpowiedzi istotne statystycznie

% answers / % wskazan

sometimes /

always / zawsze| often / czgsto
czasem

never / nigdy p*

8. Do you allow yourself to break any eating rules you adhere to?
/ 8. Czy pozwalasz sobie na famanie wyznawanych zasad dotyczacych odzywiania?

Orthorexia / Ortoreksja

medical / medyczny 0.00 18.40 35.70 2.00
non-medical / niemedyczny 2.00 5.10 33.70 3.10 0.02
No orthorexia / Brak ortoreksji

medical / medyczny 1.00 26.00 31.60 4.60
non-medical / niemedyczny 1.60 14.10 17.80 3.30 048
12. Do you think that eating healthy food may improve your appearance?

/ 12. Czy uwazasz. ze spozywanie zdrowej zywno$ci moze poprawi¢ Twodj wyglad?
Orthorexia / Ortoreksja
medical / medyczny 40.80 13.30 2.00 0.00
non-medical / niemedyczny 33.70 10.20 0.00 0.00 031
No orthorexia / Brak ortoreksji
medical / medyczny 21.40 27.00 12.50 2.30
non-medical / niemedyczny 15.80 15.80 5.30 0.00 003
14. Do you think that there is unhealthy food on the market?
/ 14. Czy sadzisz. ze na rynku dostgpne sa niezdrowe produkty zywnosciowe?
Orthorexia / Ortoreksja
medical / medyczny 44.90 6.10 5.10 0.00
non-medical / niemedyczny 33.70 10.20 0.00 0.00 0.02
No orthorexia / Brak ortoreksji
medical / medyczny 31.90 23.70 7.60 0.00
non-medical / niemedyczny 17.80 13.20 5.30 0.70 0.02

*X2

The presence of medical complaints such as abdominal pain, headaches, joint
pain, gastrointestinal complaints, fatigue, lethargy and others is not a statistically sig-
nificant risk factor for the development of orthorexia with a cut-off point of < 40
points. Lowering the cut-off point to < 35 points results in the demonstration of a rela-
tionship between orthorectic tendencies and the analyzed factor (p = 0.02). The re-
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spondents who did not declare the presence of any medical complaints had higher
mean scores in the ORTO-15 test than those reporting complaints (37.07 vs. 36.50
points). In the group without complaints, the percentage of orthorectic tendencies was
21.62 %. Among subjects reporting complaints, it was significantly higher, standing at
32.73 % (Table 8).

Due to the fact that it was difficult to isolate factors showing a statistically signif-
icant relationship with the presence of orthorectic tendencies and the high percentage
of diagnosed orthorectic tendencies with a cut-off point of < 40 points, the authors
undertook an analysis of the usefulness of the ORTO-15 test as a tool for diagnosing
orthorexia at the level of individual questions. The internal consistency of the ORTO-
15 test was established using Cronbach’s alpha at 0.72 (acceptable). A descriptive
analysis of the values obtained for individual questions was carried out. The questions
that showed a mean score of more than 2.67 points were considered behaviors repre-
senting a risk of developing orthorexia (Table 9). The ‘risk’ statements identified dur-
ing the analysis were as follows: excessive concentration on meal preparation, the in-
fluence of mood on food choices and emotions experienced when eating meals that
break the dietary rules.

Orthorexia nervosa, as an eating disorder that is not fully understood, arouses
a great deal of controversy, from its actual prevalence to the nosological concepts in-
herent in its classification, to the screening tools themselves used to identify it.
The present study, despite its attempt to estimate the prevalence of the phenomenon, as
well as selected risk factors for its occurrence, is another example of discrepancy in
data obtained from results of individual studies.

In the current study, among a sample of 405 respondents randomly presenting to the
general population, the prevalence of orthorexia was 77.78 % and 24.69 % respectively
(for the cut-off points of < 40 and < 35 adopted). Similar discrepancies in the preva-
lence of orthorexia are observed for many other studies, ranging from 0 % [26] to even
around 97 %, depending on the group being studied [1, 2, 3, 6, 7, 9, 13, 14, 15, 16, 18,
19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29]. The most frequently identified risk groups in which
the aforementioned values appeared to be the highest were, paradoxically, dietitians
and those studying this field of study (in one study, in a group of Brasilian dietetic
students, up to 88.7 % of individuals obtained ORTO-15 test result allowing the diag-
nosis of orthorexia [1, 15, 19, 23]); the people who choose vegetarian or vegan diet
[22]; the people who are athletes [21] and attend the gym [13]; those who use Insta-
gram/Twitter (in a British study, orthorexia was present among 49 % of 680 social
media users following accounts about healthy eating [27]); customers of organic shops
(in an Italian study, 69.4 % and 23.1 % for the ORTO-15 test cut-off scores of < 40 and
< 35, respectively, among 121 individuals [29]),; medical and nursing students (in
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Table 6.

Tabela 6.

Comparison of responses to individual questions given bypeople with and without orthorexia
broken down by educational profile. Cut-off < 40 points, questions with statistically significant
answers
Poréwnanie odpowiedzi na poszczegolne pytania osob z ortoreksja i bez ortoreksji w podziale
na profil wyksztalcenia. Punkt odciecia < 40 pkt, pytania zawierajace odpowiedzi istotne staty-
stycznie

Questions/ Pytania medyczny | niemedyczny medyczny | niemedyczny

orthorexia / ortoreksja no orthorexia / brak ortoreksji

medical / [non-medical / medical / | non-medical /

average /
Srednia

average / average /

, . , . average / Srednia *
Srednia $rednia g P

2. When you go in a food shop do

you feel confused? /2. Czy 167 183 |0.05| 187 183 1.00
czujesz si¢ zdezorientowany/-na

w sklepie spozywczym?

12. Do you think that eating
healthy food may improve your
appearance? / 12. Czy uwazasz. ze 1.70 1.42 0.00 2.08 2.23 0.31
spozywanie zdrowej zywnoS$ci
moze poprawi¢ Twoj wyglad?

14. Do you think that on the mar-
ket there is also unhealthy food? /

14. Czy sadzisz. ze na rynku do- 1.52 1.46 0.50 1.62 2.00 0.03
stepne sg niezdrowe produkty
zywnosciowe?
15. At present, are you alone when
having meals? / 15. Czy obecnie 2.67 2.52 0.04 2.75 2.77 0.99
spozywasz positki w samotnosci?
* UMW
Table 7. Comparison of responses to individual questions given by people with and without orthorexia
broken down by educational profile. Cut-off < 35 points, questions with statistically significant
answers
Tabela 7. Pordéwnanie odpowiedzi na poszczegolne pytania osob z ortoreksja i bez ortoreksji w podziale
na profil wyksztalcenia. Punkt odcigcia < 35 pkt, pytania zawierajace odpowiedzi istotne staty-
stycznie
orthorexia / ortoreksja no orthorexia / brak ortoreksji
medical / | non-medical / medical / |non-medical /
Questions/ Pytania medyczny | niemedyczny medyczny | niemedyczny
average / average / average / average /

*
Srednia Srednia $rednia $rednia P

12. Do you think that eating
healthy food may improve your
appearance? / 12. Czy uwazasz. 1.56 1.28 0.59 1.63 1.85 0.04

ze spozywanie zdrowej zywnosci
moze poprawi¢ Twoj wyglad?

*UMW




Table 8.

Chronic diseases and medical complaints and the presence of orthorexia

Tabela 8. Choroby przewlekte i dolegliwosci chorobowe a wystgpowanie tendencji ortorektycznych
Average
et scors orthorectc | N TGS onhorectc | N TGS
(points) / Standard tendencies (< 40 points) Chi- tendencies (< 35 points) Chi-
Variable / pSre dni deviation/ | (<40 points) M)/ Bfak ten- square / |p-Value /| (< 35 points) "/ Bfak ten- square / | p-Value /
Zmienna nik Odchylenie |(n)/ Tendencje dencii Chi- p-Value [(n) / Tendencje dencii Chi- p-Value
Vgstu standardowe | ortorektyczne ortorekt chn ch kwadrat ortorektyczne ortorekt chn ch kwadrat
(< 40 pkt) () et (< 35 pkt) () et
ORTO-15 (< 40 pkt) (n) (< 35 pkt) (n)
(pkt)
Chronic diseases / Choroby przewlekle
Yes / Tak 35.61 3.67 86 15 31 70
No/Nie | 37.04 3.39 229 75 423 | 004 69 235 261 | ol
Complaints / Dolegliwo$ci chorobowe
Yes/ Tak 35.89 3.64 91 18 281 0.09 36 73 5 57 0.02
No / Nie 36.98 3.42 224 72 ' ' 64 232 ' ’

* UMW




Table 9.  Descriptive statistics of scores obtained from each question of the ORTO-15 test
Tabela 9. Statystyka opisowa wartoéci punktowych uzyskiwanych w poszczegolnych pytaniach kwestionariusza ORTO-15

Standard

Average / Median / Mode / deviation /

Srednia Mediana Moda QL/Q1 | Q3/Q3 Odchylenie

standardowe

1. When eating, do you pay attention to calorific value of food? / 1.
Czy zwracasz uwagg na warto$¢ kaloryczng spozywanych produktow 2.89 3.00 3.00 2.00 4.00 1.02
zywnosciowych?
a

2. Do you feel confused when you go to a grocery store? / 2. Czy 176 200 1.00 1.00 200 0.82

czujesz si¢ zdezorientowany/-na w sklepie spozywczym?

3. Have you thought very often about food over the past three
months? / 3. Czy przez ostatnie 3 miesigce szczegolnie czgsto 2.67 3.00 3.00 2.00 3.00 0.86
myslate$ o jedzeniu?

4. Are your eating choices driven by your worries about your health
status? / 4. Czy wybierasz produkty spozywcze kierujac si¢ troska o 2.27 2.00 2.00 2.00 3.00 0.74
swoje zdrowie?

5. Is the taste of food more important than its quality when you
evaluate food? / 5. Czy podczas oceny jedzenia smak jest dla Ciebie 2.59 3.00 Multi. 2.00 3.00 0.74
wazniejszy niz jego jako$¢?

6. Are you willing to spend more money to have healthier food? / 6.
Czy jestes sklonny/-a wyda¢ wigcej pienigdzy, aby naby¢ zdrowsze 2.37 2.00 2.00 2.00 3.00 0.74
jedzenie?

7. Does thinking about food worry you for more than three hours a
day? / Czy myslenie o jedzeniu trapi Ci¢ przez wigcej niz 3 godziny 3.26 3.00 4.00 3.00 4.00 0.86
dziennie?




8. Do you allow yourself to break any eating rules you adhere to? / 8.
Czy pozwalasz sobie na famanie wyznawanych zasad dotyczacych
odzywiania?

2.34

2.00

2.0

2.00

3.00

0.65

9. Do you think your mood affects your eating behavior? / 9. Czy
uwazasz, ze aktualny nastr6j ma wptyw na Twoje zachowania
zywieniowe?

2.78

3.00

3.00

2.00

3.00

0.79

10. Do you think that the conviction that eating only healthy food
increases your self-esteem? / 10. Czy uwazasz, ze przekonanie o
zdrowym odzywianiu zwigksza Twoja samooceng?

2.52

2.00

2.00

2.00

3.00

0.90

11. Do you think that eating healthy food changes your lifestyle
(frequency of eating in a restaurant, at your friends’ home...)? / 11.
Czy sadzisz, ze zdrowe odzywianie wptywa na Twdj styl zycia
(czestotliwos¢ wyjs¢ do restauracji, do przyjaciot ...)?

2.61

3.00

2.00

2.00

3.00

0.95

12. Do you think that consuming healthy food may improve your
appearance? / 12. Czy uwazasz, ze spozywanie zdrowej zywnoSci
moze poprawi¢ Twoj wyglad?

1.71

2.00

1.00

1.00

2.00

0.77

13. Do you feel guilty when you break eating rules you adhere to? /
13. Czy przezywasz poczucie winy, gdy dokonujesz odstgpstw od
wyznaczonych zasad odzywiania?

2.75

3.00

3.00

2.00

4.00

1.08

14. Do you think that there is unhealthy food on the market? / 14. Czy
sadzisz, ze na rynku dostgpne sa niezdrowe produkty zywnosciowe?

1.55

1.00

1.00

1.00

2.00

0.71

15. At present, are you alone when you have meals? / 15. Czy obecnie
spozywasz positki w samotnosci?

2.64

3.00

3.00

2.00

3.00

0.69

TOTAL / SUMA

36.71

37.00

37.00

35.00

39.00

3.52
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a Turkish study, 62.2 % of 969 medical and nursing students showed orthorectic
tendencies [30]); opera (81.8 %) and symphony musicians (36.4%), ballet dancers
(32.1%) [16]; and among dietary supplement users [16].

Studies on risk factors for orthorexia conducted to date attempted to estimate the
prevalence of this disorder considering sociodemographic data, but the result obtained
presented further discrepancies. There is no consensus on the prevalence of this phe-
nomenon in relation to gender of the subject presented: while some reports link or-
thorexia to the female gender [10, 14], others point to the male gender [1, 15, 16] and
others to the lack of gender differences in a predisposition to orthorectic behavior [2,
13, 28]. The present study also does not confirm an association between the gender and
the frequency of orthorexia diagnosis, regardless of the cut-off point used in the
ORTO-15 test.

A possible link between age and orthorectic disorders has also been of interest to
researchers. In the literature, one can find a relatively large number of studies dedicat-
ed especially to young people, including students [1, 2, 3, 6, 7, 10, 13, 14, 15, 16, 20,
24, 25]. Age, especially younger age [16], as a factor associated with orthorectic
tendencies, is confirmed, for example, by a Hungarian study on a group of 810 partici-
pants, where a modified, 11-item version of the ORTO-15 test (ORTO-11-Hu) was
used [28], but other studies deny a link between age and orthorexia [4, 27]. In this as-
pect, a study of 743 Polish and 519 Lebanese adults found no significant correlation
between age and orthorexia [4]. This factor was also analyzed in the current study,
where the criterion of young age (less than 25 years old, mostly characterizing univer-
sity age) did not reach statistical significance as a predisposing element for orthorexia.
The considerations of potential risk factors for this disorder logically also attempt to
link the BMI (Body Mass Index) of the subjects as a reflection of problems with main-
taining an appropriate body weight and thus seeking and following an appropriate,
sometimes restrictive diet [1, 4, 10, 14, 16, 17, 18, 27]. These are examples of further
discrepancies: while some reports confirm a significant association of presented over-
weight [14, 18] or underweight [8] with orthorexia, reports demonstrating the absence
of such a relationship can also be found [16, 27]. For example, a multicenter study
involving several hundred Italian, Polish and Spanish students found that a higher body
mass index was significantly associated with the risk of orthorexia [14]. A study
among Italian students at the University of Pisa confirmed that orthorexia symptoms
were more frequently observed among those with a low body mass index compared to
those with a normal or high body mass index [8]. The present study highlighted the
association of diagnosed orthorexia with a BMI considered only in terms of normal and
non-normal (underweight and overweight or obese individuals), where a significant
relationship was found between these factors at the cut-off point of 35 points (p = 0.02)
in the ORTO-15 test used (no significant relationship was found at the cut-off point for
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< 40 points). Attention must be given to the fact that it was the respondents with a BMI
value within the normal range who had lower mean scores in the ORTO-15 test com-
pared to those with a BMI value outside the normal range (36.50 vs. 37.07 points).

An interesting aspect of many ongoing studies seems to be the attention paid to
the educational background of those predisposed to orthorectic disorders, where medi-
cal professions, both in the category of professional practice and stage of study, are
considered an important risk factor [1, 6, 13, 15, 16, 20, 24]. The current study present-
ed here does not confirm the association between both having such an educational pro-
file and working in a medical profession and studying such fields of study (i.e. nursing,
paramedicine, dietetics, midwifery, medicine) and a higher prevalence of orthorexia
compared to in the general population. The lack of significant differences between an
educational profile in the medical/non-medical categories is also confirmed by another
study analyzing 77 health facilities, suggesting a link between orthorexia and specific
personality predispositions rather than an educational type [5]. Many studies focus on
the prevalence of orthorexia in groups presenting a specific type of education, particu-
larly often among dietitians and students in this field, where the risk of acquiring or-
thorectic tendencies is highlighted [1, 6, 13, 15, 16, 20]. As an example, a Turkish
study conducted among 1,429 respondents who were dietetic students and dietitians,
using, among others, the modified ORTO-11 questionnaire, showed a higher preva-
lence of orthorexia among students (63.80 %) than among those already working in the
profession (52.90 %), but the percentages were high in each group. The authors of the
study further indicated that successful completion of the studies reduced the odds of
orthorexia [6]. In a systematic review developed on orthorexia and other eating disor-
ders, nursing students were mentioned, where it was noted that they were 84.50 %
more likely to develop an eating disorder and 45.30 % more likely to develop orthorex-
ia compared to other identified groups of adolescents [24]. The present study, regard-
less of the cut-off point used, indicated the highest percentage of those characterized by
orthorectic disorders among dietetics (90 % for a < 40-point threshold and 30 % for a <
35-point threshold) and nursing (74.10 % and 23.30 %, respectively).

Recent reports suggest a possible link between orthorexia and the cases of people
with gastroenterological conditions, although the lack of research in this area is high-
lighted [11, 26], attention is also given to other chronic diseases requiring dietary ad-
herence or modification, including obesity, polycystic ovary syndrome and diabetes
[17]. The current study is one of the few to also highlight the importance of having a
chronic disease and selected somatic complaints for the prevalence of orthorectic dis-
orders, where a significant relationship (p = 0.03) for the association of orthorexia with
a chronic condition in the respondents (cut-off point < 40 in the ORTO-15 test) and
again a significant relationship (p = 0.01) for the somatic complaints experienced by
the respondents (including gastrointestinal and other complaints) and the simultaneous
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display of orthorectic tendencies (cut-off point < 35 in the ORTO-15 test). Few publi-
cations present research findings on risk factors for orthorexia suggesting the need to
extend them further. An example of the area for which research should be extended is
the concept of cultural relevance in the prevalence of orthorexia, including in the so-
called Western and Eastern cultures with different eating patterns, which would be
motivated by the possibility of providing culturally appropriate psychological treat-
ment [4, 14, 18].

While there is no doubt that the disorder known as orthorexia nervosa is a grow-
ing phenomenon, there is currently no consensus in the scientific community regarding
its clinical classification, an unambiguous diagnosis (including the use of a single, reli-
able screening tool) and unanimity regarding the most presented risk factors, which
poses a challenge for further research in this area.

Conclusions

On the basis of the study, the difficulty of confirming or rejecting the formulated
hypotheses was confirmed.

1. H1 and H2 hypothesis were rejected. Thus, the level of education, studying a med-
ical degree or having a medical degree does not significantly affect the risk of or-
thorexia.

2. H3 hypothesis was rejected. There is no significant effect of the respondents’ age
and gender on the risk of orthorexia regardless of the cut-off point used.

3. Hypothesis H4 was partially confirmed. A significant relationship was observed
between a BMI value indicating normal weight and the risk of orthorexia, but only
for a cut-off point of < 35 points.

4. Hypothesis H5 was partially confirmed. A significant effect of the presence of
chronic diseases (for a cut-off point of < 40 points) and the presence of complaints
(for a cut-off point of < 35 points) on the risk of orthorexia was observed.

The confirmation of a statistically significant relationship for only one of the cut-
off points used between the presence of orthorexia and the above-mentioned factors
indicates that further research is needed to definitively confirm or reject the presence of
a correlation.

Postulates

The results obtained, as in the case of the studies of other authors, indicate an im-
perfection of the ORTO-15 test resulting in the overdiagnosis of orthorexia nervosa.

The research suggests the need for further studies to improve the orthorexia diag-
nostic tool due to the lack of unanimity among researchers regarding the versions of
the test used and the cut-off points for diagnosis of this disorder. This results in a lack
of ability to properly compare data, as well as to reliably assess the true prevalence of
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orthorexia in the population and the factors having a significant impact on its occur-
rence.

Limitations of the study

The failure to obtain optimally similar numbers of comparison groups of study
subjects in terms of age (academic and older), gender, education (medical/non-
medical), having or not having chronic diseases, experiencing or not experiencing so-
matic complaints and a BMI (normal/non-normal) might have made it partially diffi-
cult to confirm/exclude the potential impact of these factors on the occurrence of or-
thorectic disorders.
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CZESTOSC WYSTEPOWANIA ORAZ WYBRANE CZYNNIKI RYZYKA ROZWOJU
ORTOREKSJI Z WYKORZYSTANIEM TESTU ORTO-15

Streszczenie

Woprowadzenie: Zjawisko ortoreksji uznawane jest za do$¢ powszechne, jednak czesto$¢ jego wyste-
powania jest trudna do oszacowania. Celem pracy byta proba oszacowania czgsto$ci wystepowania orto-
reksji oraz wyodrgbnienia potencjalnych czynnikoéw ryzyka rozwoju tego zjawiska. Badanie ankietowe
przeprowadzono w kwietniu 2023 roku wsrdd studentow Wydziatlu Nauk o Zdrowiu Akademii Nauk
Stosowanych w Nowym Saczu oraz za posrednictwem mediéw spolecznosciowych. Wprzebiegu badania
wykorzystano autorski kwestionariusz ankiety oraz standaryzowany kwestionariusz ORTO-15. Przyjeto
dwa punkty odcigcia < 35 i < 40 pkt. Analiz¢ wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem testu U Man-
na-Whitneya, testu niezalezno$ci chi-kwadrat oraz alfy-Cronbacha.

Wyniki i wnioski: Czgsto$¢ wystepowania tendencji ortorektycznych dla punktu odciecia wynoszace-
g0 <40 pkt zostata oszacowana na poziomie 77.78 %. Obnizenie punktu odci¢cia do < 35 pkt skutkowato
spadkiem czgsto$ci wystgpowania zjawiska w badanej grupie do 24.69 %. Dla punktu odcigcia wynosza-
cego < 40 pkt zalezno$¢ istotng statystycznie otrzymano pomigdzy wystepowaniem ortoreksji a wystepo-
waniem chordb przewleklych. Analiza przeprowadzona na poziomie punktu odcigcia < 35 pkt wykazata
zalezno$¢ statystycznie istotng pomiedzy wystgpowaniem ortoreksji a wartoscia BMI oraz wystgpowa-
niem dolegliwosci chorobowych. Pozostate czynniki nie réznily si¢ istotnie dla zadnego z zatozonych
punktow odcigcia. Bazujac na uzyskanych wynikach autorzy podkreslaja konieczno$¢ prowadzenia dal-
szych badan nad wykorzystaniem i stworzeniem uzytecznej adaptacji narzedzia ORTO-15 w okreslaniu
czgstosci wystgpowania oraz czynnikdéw ryzyka rozwoju ortoreksji.

N7|

Stowa kluczowe: ortoreksja, test ORTO-15, BMI, wyksztalcenie medyczne, choroby przewlekte
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ZASTOSOWANIE SZCZEPU PROBIOTYCZNEGO LACTIPLANTIBACILLUS
PLANTARUM PL8 W PRODUKCJI WYROBOW CZEKOLADOWYCH
O POROWATYM RDZENIU

Streszczenie

Woprowadzenie. Promowany w ostatnich latach zdrowy styl zycia przejawia si¢ zwiekszonym zapo-
trzebowaniem na produkty spozywcze o najwyzszej warto§ci zywieniowej oraz okre$lonych wlasciwo-
$ciach prozdrowotnych. Z tego wzgledu konsumenci coraz czgéciej siggaja po zywnos¢ funkcjonalna,
ktora poza efektem odzywczym wykazuje udowodniony badaniami naukowymi, korzystny wplyw na
jedna badz wigcej funkcji organizmu. Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie innowacyjnego
produktu w postaci wyrobow czekoladowych o porowatym rdzeniu wzbogaconych w sktadniki funkcjo-
nalne. W celu wyselekcjonowania szczepu probiotycznego najlepiej przystosowanego do warunkow pro-
dukcyjnych drazetek czekoladowych, przeprowadzono szczegétows charakterystyke 20 bakterii z rodza-
jow Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus oraz Limosilactobacillus tj. identyfikacj¢ fenotypowa i geno-
typowa, badanie lekowrazliwosci, analiz¢ opornosci na sole zolci i sok zotadkowy, test zdolnosci do
adherencji do komoérek nablonka jelitowego, badanie aktywno$ci antybakteryjnej. Szczepy przebadano
takze pod katem przezywalnosci w warunkach przemystowych takich jak: podwyzszona temperatura
i wilgotnos¢, niskie pH, obecnos¢ tlenu, dodatek prebiotyku i sktad podloza przemystowego do hodowli.
Opracowano takze sposob wytwarzania drazetki czekoladowej sktadajacej si¢ z nagazowanego czekola-
dowego rdzenia zawierajgcego szczep probiotyczny i prebiotyk oraz z cukrowej otoczki.

Wyniki i wnioski. Wyselekcjonowano szczep Lactiplantibacillus plantarum PL8 i opracowano spo-
sob jego aplikacji do drazetek czekoladowych w postaci pltynnej, mikrokapsulkowanej w nosniku ttusz-
czowym szczepionki. Otrzymany w ten sposob wyrob czekoladowy, zawierajacy probiotyk i prebiotyk
(glukooligosacharyd) spelnia wymagania WHO/FAO w zakresie zawarto$ci bakterii probiotycznych
w zywnosci tj. liczebnoé¢ bakterii > 10° jtk/g przez caly okres przydatnosci do spozycia. Opracowane
drazetki czekoladowe wykazuja unikalne wlasciwosci prozdrowotne, a takze atrakcyjne cechy organolep-
tyczne.
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Stowa kluczowe: probiotyki, prebiotyki, Lactiplantibacillus plantarum PL8, wyroby czekoladowe, zyw-
no$¢ funkcjonalna

Wprowadzenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ nieustajagcy wzrost zainteresowania zZywnos$cia
funkcjonalna, ktora obok wtasciwosci odzywczych wykazuje rowniez dzialania proz-
drowotne. Czynniki takie jak: starzenie si¢ spoteczenstwa, wzrost zachorowan na cho-
roby cywilizacyjne, wysokie koszty opieki medycznej, rozwdj technologii zywnosci,
dostep do nowych skladnikow a takze rosngca $wiadomo$¢ konsumentéw na temat
oddziatywania pokarmu na organizm ludzki, doprowadzity do intensywnego rozwoju
tej kategorii zywnosci.

W tradycji Dalekiego Wschodu nie ma wielkiej roznicy pomigdzy pozywieniem
a lekiem, dlatego tez Japonczycy juz w 1980 roku podjeli badania nad wpltywem
sktadnikow zywno$ci na organizm cztowieka, a w 1984 r. w Rozporzadzeniu Ministra
Zdrowia Japonii pierwszy raz pojawito si¢ poje¢cie zywnosci specjalnego przeznaczenia
zdrowotnego (FOSHU, ang. Foods for Specific Health Uses) [4]. Definicja zywnosci
funkcjonalnej, zaproponowana w 1999 r. przez europejski program badawczy
FUFOSE (ang. Functional Food Science in Europe), brzmi: , Zywno$¢ moze by¢
uznawana za funkcjonalna, jezeli udowodniono jej korzystny wptyw na jedna lub kilka
funkcji organizmu ponad efekt odzywczy, a jej dzialanie prozdrowotne powinno by¢
udokumentowane badaniami naukowymi” [2, 7]. Pojecie zywnos$ci funkcjonalnej
obejmuje zardéwno zywnos¢ specjalnego przeznaczenia zywieniowego, zywnos¢ wzbo-
gacong, jak réwniez zywno$¢ powszechnego spozycia. Nalezy jednak pamigtaé, ze nie
posiada ona jeszcze regulacji prawnej, natomiast zywno$¢ wzbogacona ma swoje od-
niesienie i uwzglednione wymagania w Rozporzadzeniu (UE) nr 1925/2006.

Zywno$é funkcjonalna musi pozostaé zywnoscia konwencjonalng i wykazywaé
korzystne oddziatywanie (m.in. pozytywnie wplywaé na czynnos$ci organizmu, przy-
czyniaé si¢ do poprawy samopoczucia, wspomagac¢ dzialanie uktadu pokarmowego czy
regulowac poziom stresu) w ilo§ciach, ktore oczekuje sie, ze bedg normalnie spozywa-
ne z dietg [15, 18]. Istnieje wiele kryteridw jej podziatu i tak na rynku spozywczym
znajdziemy produkty niskoenergetyczne, wysokobiatkowe, niskosodowe, energizujace,
0 obnizonej zawarto$ci cholesterolu, a takze wzbogacone w takie sktadniki bioaktywne
jak: probiotyki, prebiotyki, postbiotyki, blonnik, witaminy, sktadniki mineralne i inne.
Ze wzgledu na przeznaczenie zywnos¢ funkcjonalna dedykowana jest osobom w pode-
sztym wieku, aktywnym fizycznie, niemowlgtom, kobietom w cigzy, a takze w celu
zmniejszenia ryzyka wystapienia chorob nowotworowych, chorob krazenia, osteoporo-
zy i zwigkszenia sprawnos$ci psychofizycznej [22, 24].
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Zywno$¢ probiotyczna stanowigca specyficzny rodzaj zywnosci funkcjonalnej
zawiera w swoim sktadzie: Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus planta-
rum, Lacticaseibacillus casei czy Bifidobacterium bifidum. Produkt, aby mogt zostaé
nazwany probiotycznym, musi spetnia¢ okre$lone warunki, tj. zawarte w nim drobnou-
stroje musza posiada¢ status GRAS (ang. Generally Recognized As Safe), zosta¢ wyi-
zolowane z prawidlowej mikrobioty cztowieka, a w przypadku podania doustnego —
wykazywa¢ antagonizm do patogennych bakterii przewodu pokarmowego oraz opor-
nos¢ na dziatanie soli zblci, enzyméw trawiennych i soku zotadkowego o niskim pH.
Produkty probiotyczne musza wywiera¢ pozytywny wplyw na funkcjonowanie organi-
zmu, a obecne w nich drobnoustroje powinny zachowaé zywotno$¢ w trakcie catego
ich terminu przydatnosci do spozycia. Aktualnie obowigzujaca definicja probiotykow,
wprowadzona przez WHO a zatwierdzona przez Migdzynarodowe Stowarzyszenie
Naukowe Probiotykéw i Prebiotykow (ISAPP), brzmi ,,zywe mikroorganizmy, ktdre
podane w odpowiedniej iloSci wywieraja korzystny wptyw na zdrowie gospodarza”
[13].

Prebiotyki, czyli sktadniki pokarmowe niepodlegajace trawieniu w przewodzie
pokarmowym, to kolejny przyktad substancji bioaktywnych dodawanych do zywnosci
funkcjonalnej. Pobudzajg wzrost bakterii probiotycznych, a takze zwigkszajg ich ak-
tywno$¢ w jelicie grubym [16]. Prebiotyki, podobnie jak probiotyki, musza posiadaé
kilka specyficznych wlasciwosci, m.in: obnizaé pH treSci jelitowej, by¢ oporne na hy-
drolize i enzymy trawienne oraz nie ulega¢ przyswojeniu w gérnym odcinku przewo-
du pokarmowego [10]. Dodatkowo powinny wykazywaé pozytywny wplyw na moto-
ryke przewodu pokarmowego, a takze byC¢ oporne na procesy technologiczne.
Przedstawicielami prebiotykow sg oligosacharydy (glukooligosacharydy, fruktooligo-
sacharydy, laktuloza) i polisacharydy (inulina, celuloza, skrobia oporna, pektyny) [30].

Polaczenie probiotykow z prebiotykami stanowig synbiotyki. Spozywanie pro-
duktow synbiotycznych wspiera funkcjonowanie mikrobioty jelitowej, przyczynia si¢
do kolonizacji jelita grubego bakteriami probiotycznymi, przyspiesza trawienie cu-
kréw, wplywa na redukcje stanow zapalnych, a takze w przypadku niektorych produk-
tow, obniza ci$nienie krwi i poziom cholesterolu [25]. Synbiotyki zmniejszaja st¢zenie
szkodliwych metabolitow, zapobiegaja biegunkom, a takze zaparciom. Dodatkowo
stwarzajag w jelicie lepsze warunki do wytwarzania krétkotancuchowych kwasow
thuszczowych (np. kwasu mastowego), ulatwiaja wchtanianie sktadnikow mineralnych
i witamin z pozywienia, a takze oddziatuja pozytywnie na uktad immunologiczny [8].

Produkty czekoladowe, pomimo tego, Ze ciesza si¢ szczegdlnym zainteresowa-
niem, gldwnie wsrod dzieci, nie sa produktami o wysokiej warto$ci odzywczej. Zawie-
rajg bowiem w swoim sktadzie glownie cukier i tluszcze. Sektor spozywczy poszukuje
zatem nowych receptur i technologii wytwarzania wyrobow czekoladowych, ktore
dostarcza produktow mniej kalorycznych i posiadajacych wartos$ci prozdrowotne.
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Celem niniejszych badan byto opracowanie innowacyjnego produktu w postaci
wyrobow czekoladowych o porowatym rdzeniu wzbogaconych w sktadniki funkcjo-
nalne, tj. probiotyki oraz prebiotykKi.

Materialy i metody badan
Szczepy bakterii

Materiat do badan stanowito 20 szczepdéw bakterii kwasu mlekowego (LAB; ang.
Lactic Acid Bacteria) z rodzajow Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus oraz Limosi-
lactobacillus, ktore zostaty wyizolowane z przewodu pokarmowego zdrowych nowo-
rodkéw urodzonych sitami natury, karmionych mlekiem matki, bez objawow stanu
zapalnego przewodu pokarmowego. Material po pobraniu zostal opracowany
w Laboratorium Mikrobiologicznym firmy Prolab Sp.zo0.0. Sp. Komandytowa
a wyizolowane szczepy bakterii scharakteryzowane w oparciu 0 metody genotypowe
oraz fenotypowe, zgodnie z zaleceniami Swiatowej Organizacji Zywienia (FAO),
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) [13] oraz Europejskiego Urzedu ds. Bezpie-
czenstwa Zywnosci (EFSA) [12].

Identyfikacja fenotypowa i genotypowa

Identyfikacje fenotypowa przeprowadzono za pomocg testu APl 50 CH firmy
bioMérieux (Francja), ktory jest wystandaryzowanym zestawem do identyfikacji ga-
tunkow bakterii z rodzajow: Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus, Limosilactobacil-
lus, a takze pokrewnych. Sktada si¢ z 50 studzienek reakcyjnych, zawierajacych liofili-
zowane substraty (m.in. cukry: D-glukozg, D-fruktoze, D-mannoze; glukonian potasu,
cytrynian zelaza itd.). Analizy przeprowadzono w oparciu o instrukcje producenta,
a wyniki odczytano za pomocg oprogramowania apiweb™ (bioMérieux, Francja).

Ponadto szczepy bakterii (n = 20) zostaly poddane identyfikacji z wykorzysta-
niem metod genotypowych: PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) [32]. Izolacje
genomowego DNA przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta zalaczona do
zestawu DNA GeneMATRIX Basic DNA Purification Kit (EURX, Polska). W prze-
prowadzonych reakcjach PCR wykorzystano sekwencje starterow umieszczone
w Tabeli 1 oraz warunki opisane w literaturze [8,33].

Amplikony DNA uzyskane w reakcji PCR rozdzielono za pomoca elektroforezy
agarozowej w obecnosci kontroli dodatnich, ktore stanowily materialy genetyczne
szczepow wzorcowych: L.plantarum ATCC 8014, L.rhamnosus ATCC 53103,
L.fermentum ATCC 14931 oraz markera wielkosci DNA. Wyniki wizualizowano za
pomoca transiluminatora UV Gel Doc XR+ (Bio-Rad, USA)..
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Tabela1l. Sekwencje starterow zastosowanych do identyfikacji szczepoéw bakterii kwasu mlekowego
Table 1. Sequences of primers used to identify lactic acid bacteria strains

Gatunek / Species Startery / Primers Sekwencja 5°-3’/ Sequence 5°-3’
Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
L.plantarum
PlanII TTACCTAACGGTAAATGCGA
. Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
L.fermentum
FermlII CTGATCGTAGATCAGTCAAG
Rl CAGACTGAAAGTCTGACGG
L.rhamnosus
Rhall GCGATGCGAATTTCTATTATT
. Lpar-4 GGCCAGCTATGTATTCACTGA
L.paracasei
LU-5 CTAGCGGGTGCGACTTTGTT
Lekowrazliwos¢

Bezpieczenstwo 20 analizowanych szczepow bakterii kwasu mlekowego potwier-
dzono w badaniach lekowrazliwosci na wybrane antybiotyki metoda dyfuzyjno-
krazkowsa Kirby-Bauera [1]. Zgodnie z tg procedurg hodowle bakterii z rodzajéw Lac-
tiplantibacillus, Limosilactobacillus, Lacticaseibacillus doprowadzano do gestosci 0,5
w skali MacFarlanda, a nastgpnie zanurzano jalowa wymazowke w 10 ml inokulum
i rozprowadzano na powierzchni statej pozywki MRS Agar (Oxoid, UK). Na tak przy-
gotowanym podtozu umieszczono krazki nasycone odpowiednim antybiotykiem,
0 okreslonym stezeniu: penicylina (1 pg), ciprofloksacyna (5 pg), doksycyklina
(30 ug), oksacylina (1 pg), trimetoprim/sulfametoksazol (25 pg), erytromycyna
(15 pg), ampicylina (2 pg), klindamycyna (2 pg), wankomycyna (30 pg), gentamycyna
(30 ug) oraz metronidazol (5 pg) (Oxoid, UK). Ptytki inkubowano nastgpnie w warun-
kach beztlenowych z wykorzystaniem systemu GasPak (BD BBL™, USA) przez 48 h,
w temp. 37 °C. Po zakonczeniu inkubacji dokonywano pomiaru stref zahamowanego
wzrostu badanego szczepu bakterii wokot krazka z antybiotykiem (w mm), ktore po-
rOwnano z warto$ciami otrzymanymi dla szczepéw wzorcowych (Lactiplantibacillus
plantarum ATCC 8014, Limosilactobacillus fermentum ATCC 14931, Lacticaseibacil-
lus rhamnosus ATCC 53103, Lacticaseibacillus paracasei BAA-52).

Opornos¢ na sok zotgdkowy

Stopien przezywalnosci 20 szczepow w warunkach symulujacych srodowisko zo-
tadka oznaczono postugujac sie¢ metoda Clarka [33], ktorag zmodyfikowano w ten spo-
sob, iz zamiast stezonego kwasu solnego zastosowano modelowy sok zotadkowy skta-
dajacy si¢ ze sterylnego roztworu 0,5 % NaCl z dodatkiem lizozymu (1 g/l) i pepsyny
(0,3 g/1) doprowadzony do pH 2,5 przy uzyciu 5 M HCL. Modelowy sok zotadkowy
rozlewano po 1 ml do jatlowych probowek, a nastepnie do kazdej z nich kolejno doda-
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wano po 100 pl 24-godzinnej hodowli LAB o gestosci 10 jednostek tworzacych kolo-
ni¢ (jtk/cm®). Mieszanine inkubowano przez 30 min. w 37 °C w warunkach $cisle bez-
tlenowych z wykorzystaniem systemu GasPak (BD BBL™, USA). Po uptywie wyzna-
czonego czasu probke starannie mieszano, wykonywano Szereg dziesieciokrotnych
rozcienczen i posiew powierzchniowy na agar MRS (Oxoid, UK) w celu okre$lenia
liczby zywych komérek LAB. Wyniki wyrazono jako log jtk/cm?®.

Opornos¢ na sole zotci

Opornos¢ 20 szczepoéw bakterii na sole zdfci oznaczono w oparciu 0 metode
Dashkevicza i Feighnera [9]. Polegata ona na dodaniu do agaru MRS (Oxoid, UK)
barwnika: purpury bromokrezolowej (POCH, Polska) w ilosci 0,17 g/dm?® oraz soli
z6tci (OXGAL, BD) w pigciu kolejnych stezeniach: 1; 2; 5; 10; 20 g/dm®. Na tak przy-
gotowane state podloza posiewano metoda redukcyjng po 100 ul hodowli LAB, ktore
nastepnie inkubowano przez 48 godzin w warunkach beztlenowych z wykorzystaniem
GasPak (BD BBL™, USA). Po zakonczonej inkubacji kolonie szczepoéw opornych na
dane stgzenie soli z6tci nabieraty koloru jasnozottego, jak rowniez podloze wzrostowe
zmieniato swoje zabarwienie z fioletowego na zolte. Intensywnos¢ wzrostu badanego
szczepu i zabarwienia podtoza na kolor zotty oceniono w skali potilosciowej (od ,,-,, do
»T1++7), gdzie: — brak zmiany zabarwienia podtoza, + staba zmiana zabarwienia podto-
7a, ++ $rednia zmiana zabarwienia podtoza, +++ silna zmiana zabarwienia podtoza.

Zdolnosé adherencji do komorek nabtonka jelitowego

W celu sprawdzenia czy badane szczepy (n = 20) posiadajg zdolno$¢ adherencji
do komoérek nabtonka jelitowego wykorzystano ludzka lini¢ tkankowg Caco-2. Hodow-
le tkanki prowadzono przez 15 dni w atmosferze zawierajacej 10 % CO,,
w temperaturze 37 °C oraz w podtozu hodowlanym DMEM (Gibco, USA) z dodatkiem
10 % surowicy wotowej (FBS; Sigma-Aldrich, USA). Ptyny hodowlane wymieniano
regularnie, a po osiagni¢ciu zlewnego wzrostu czyli tzw. ,,monolayer”, komorki pasa-
zowano stosujac 0,25-procentowg trypsyne (Sigma-Aldrich, USA), a nastgpnie prze-
siewano je na plytki 24-dotkowe doprowadzajac do gestosci 5 x 10° komérek/dotek.
Hodowlg tkankowa linii Caco-2 prowadzono dalej na powierzchni jatowych szkietek
podstawowych umieszczonych na dnie 24-dotkowych plytek przez kolejne 3 dni do
osiggnigcia na ich powierzchni zlewnego wzrostu. Nastepnie do komoérek dodawano po
100 pl zawiesin szczepow bakterii uprzednio hodowanych przez 24 godziny w 10 ml
ptynnego podloza MRS Broth (Oxoid, UK). Zawarto§¢ dotkow hodowalnych uzupet-
niano 900 pl $wiezego podtoza DMEM (Sigma-Aldrich, USA). Koncowa ggsto$é po-
pulacji bakterii wynosita okoto 1x10° jtk/cm®. Nastgpnie komorki linii tkankowej
Caco-2 wraz z badanymi szczepami inkubowano w temp. 37 °C w atmosferze o zwigk-
szonej wilgotnosci i przy 10 % zawartosci CO, przez okres 2 godzin. Po tym czasie
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zawarto$¢ dotkow przeptukiwano PBS (Sigma-Aldrich, USA) w celu usunigcia nieza-
adherowanych bakterii i cato$¢ utrwalano 3,7 % paraformaldehydem (Sigma-Aldrich,
USA). Szkietka plukano PBS i przeprowadzono ich barwienie metoda Grama. Otrzy-
mane w ten sposob preparaty byly oceniane w mikroskopie $wietlnym (Olympus
BX51) pod powigkszeniem 1000x. Komoérki badanych szczepow, ktore zaadherowaty
do linii tkankowej byty zliczane w 5 polach widzenia preparatu, a nastepnie wyliczano
wynik $redni, ktoremu przyporzadkowano odpowiedni stopien adherencji zgodnie
z zakresem podanym w literaturze [31].

Aktywnos¢ antybakteryjna

Antagonistyczne dziatanie 20 badanych szczepoéw wobec bakteryjnych czynni-
koéw etiologicznych prochnicy oraz biegunek badano za pomocg pélilosciowej metody
stupkowej [28]. W tym celu szczepy posiewano na state podtoza MRS Agar (Oxoid,
UK). Hodowle prowadzono przez 48 godzin w temp. 37 °C w warunkach $cisle beztle-
nowych z wykorzystaniem GasPak (BD BBL™, USA). Po uzyskaniu wzrostu wycina-
no w podtozu MRS Agar stupki o $rednicy 9 mm, ktdre nastepnie umieszczano na
powierzchni podtéz statych, na ktore wcezesniej naniesiono zawiesiny szczepow wzor-
cowych (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Staphy-
lococcus aureus ATCC 25922, Streptococcus mutans PCM 2502) o gestosci 0,5
w skali McFarlanda. Nastepnie ptytki pozostawiano na cztery godziny w lodéwce
w temp. 4 °C, a po uptywie tego czasu dalej inkubowano je w temperaturze 37 °C,
w warunkach tlenowych przez 18 godzin dla wszystkich bakterii tlenowych, z wyjat-
kiem szczepu wzorcowego Campylobacter jejuni, ktory inkubowano w temperaturze
42 °C w warunkach mikroaerofilnych przez 72 godziny. Po inkubacji mierzono $redni-
ce stref zahamowania wzrostu szczepow wskaznikowych podajac wynik w mm.

Przystosowanie do warunkow technologicznych

Pig¢ probiotycznych szczepow bakterii (65A, 124B (PL8), 75B, 113B, 9B) wyse-
lekcjonowanych w pierwszym etapie badan na podstawie wybranych wilasciwosci
(m.in. najwyzszej aktywnosci antybakteryjnej czy zdolnosci do adherencji) poddano
analizie przystosowania do warunkéw technologicznych produkcji drazetek czekola-
dowych. W tym celu poréwnano ich wzrost na podtozach produkcyjnych wzgledem
wzrostu na standardowym podtozu laboratoryjnym dedykowanym dla bakterii kwasu
mlekowego tj. MRS Broth (Oxoid, UK) jako podlozu kontrolnym. Zastosowano wa-
runki hodowli odzwierciedlajace parametry stosowane w wielu procesach przemysto-
wych przy produkcji zywnosci tj. temperature 45 °C, wilgotnos¢ do 100 %, pH 5.1,
warunki tlenowe. Szczepy zawieszano w nastgpujacych ptynnych podtozach wzrosto-
wych: podtozu kontrolnym (MRS Broth, Oxoid, UK), podtozu przemystowym (sktad:
ekstrakt drozdzowy, bezwodny octan sodu, cytrynian sodu, siarczan magnezu, chlorek
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manganu, siarczan amonu, glukoza), wzbogaconym dodatkowo w kazeing (10 %),
podtozu przemystowym z glicyna i treoning (10 %), podtozu przemystowym z lizyng
(10 %), podtozu przemystowym z peptonem roslinnym (10 %). W tym celu pobierano
jedno oczko ezy 24-godzinnej hodowli szczepu bakterii na podtozu statym (MRS Agar,
Oxoid, UK) i dodawano do 10 ml danego ptynnego podtoza wzrostowego. Hodowlg
prowadzono przez 48 godzin w warunkach wymienionych powyzej. Liczebno$¢ bakte-
rii sprawdzano za pomocg metody rozcienczen dziesigciokrotnych w nastepujacych
punktach czasowych: na poczatku hodowli (Oh) oraz po uptywie 12, 24, 36 oraz 48
godzin. Liczbe kolonii bakterii wyrostych na podtozach statych zliczano, a wyniki
podawano w jednostkach tworzacych kolonie w przeliczeniu na 1 ml (jtk/cm?®).

Ustalenie optymalnej metody przygotowania probiotykow do aplikacji do drazetek
czekoladowych

Hodowle pigciu szczepow probiotycznych na wyselekcjonowanym podtozu
przemystowym z kazeing wykorzystano nastgpnie do opracowania kultur starterowych
przeznaczonych do aplikacji do drazetek czekoladowych. W tym celu przeprowadzono
ich proces liofilizacji, suszenia rozpylowego oraz zageszczania. Suszenie liofilizacyjne
wykonano w liofilizatorze Betal-8 LSC firmy Christ. Zawiesing komoérek przygotowa-
no poprzez zamrozenie w temp. -80 °C. W pierwsze] fazie procesu biomas¢ suszono
w temp. -5 °C (16 h), nastgpnie w 10 °C (24 h). Faza dosuszania trwata 8 h (temp.
20 °C). Suszenie rozpylowe wykonano na suszarni Mobile Minor firmy GEA wyposa-
zonej w uklad do sterylizacji powietrza wlotowego za pomoca filtra hepa (GEA).
Temperatura powietrza wlotowego wynosita 180 °C a wylotowego — 80 °C. Proces
suszenia trwat 60 min. Zaggszczenie hodowli Szczepow probiotycznych uzyskano
przez odwirowanie (wiréwka Eppendorf Centrifuge 5920R) 10 dm® hodowli (tempera-
tura 4 °C, 20 minut, 3 500 rpm), usunig¢cie nadsgczu i zawieszenie pozostatego osadu
bakterii w 1 1 thuszczu kakaowego. Otrzymane w ten sposob kultury starterowe wysia-
no z wykorzystaniem metody rozcienczen dziesi¢ciokrotnych na podtoza hodowlane
(MRS Agar, Oxoid, UK) w celu okreslenia liczby komorek bakterii (jtk/cm® lub g),
a nastepnie dodano do czekolady, zeby dokona¢ wyboru najkorzystniejszego wariantu.
Czekolade z probiotykami poddano ocenie organoleptycznej. Postluzono si¢ 5-
punktowa skalg (Tabela 2), w ktorej weryfikowano barwe, zapach, smak i konsysten-
cje. Przyjeto nastgpujace wspotczynniki wazkosci: barwa — 0,20, zapach — 0,20, smak
— 0,35, konsystencja — 0,25. Do przeprowadzenia oceny organoleptycznej wykorzysta-
no norme¢ PN-A-88032:1998.
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Tabela 2. Tabela do skali oceny organoleptycznej
Table 2.  Table for the organoleptic evaluation scale

. . Wynik oceny przy uwzglednieniu
Cecha/ Wyniki oceny / W;z;tjzc?l}lk wspotczynnika wazko$ci /
Characteristic Evaluation Weight factor Evaluation result taking into account the
g weight factor
Barwa / Color 1+5 0,20 .
Zapach / Odor 1+5 0,20 'Wynlk.oceny X .
- wspotczynnik wazkosci /
Konsystencja / )
Consistenc 1+5 0.25
y Results x weighting factor
Smak / Taste 1+5 0,35

Objasnienia / Explanatory notes:

Liczba punktow: 5 — bardzo dobry, produkt idealny, typowy; 4 — dobry, produkt typowy z nieznacznymi
odchyleniami; 3 — dostateczny, produkt z wyraznymi odchyleniami lub nieznacznymi defektami; 2 —
niedostateczny, silne defekty; 1 — zty, produkt catkowicie zmieniony

Number of points: 5-very good, ideal and typical product, 4-good, typical product with slight deviations,
3-sufficient, product with clear deviations or slight defects, 2-insufficient, product with strong defects, 1-
bad, product completely changed.

Aplikacja bakterii probiotycznych do wyrobu czekoladowego

Wyselekcjonowany szczep probiotyczny L.plantarum 124B (PL8) o najlepszej
przezywalnosci w warunkach technologicznych w kolejnym kroku zaaplikowano do
gotowego produktu w postaci wyrobu czekoladowego. W tym celu pltynng szczepionke
wprowadzono:

— wylacznie do otoczki drazetek,
— wylacznie do rdzenia drazetek,
— zaréwno do otoczki jak i do rdzenia drazetek.

Liczebno$¢ bakterii w poszczegdlnych miejscach aplikacji zbadano przez roz-
puszczenie 10 g drazetek czekoladowych w 90 ml ptynnego podtoza MRS Broth (Oxo-
id, UK), w wyniku czego uzyskano homogenna zawiesine, ktorg nastepnie posiano
metoda rozcienczen dziesigciokrotnych na ptytki ze statym podtozem MRS Agar (Oxo-
id, UK). Hodowl¢ plytek prowadzono w temp. 37 °C, w warunkach beztlenowych
przez 48 h. Liczbe wyrostych kolonii zliczano, a wyniki podawano w jednostkach two-
rzacych kolonie w przeliczeniu na 1 ml (jtk/cm?).

Wplyw prebiotykow na zywotnosé szczepu L.plantarum 124B (PLS8)

Aby utrzymaé¢ zywotno$¢ szczepu probiotycznego L.plantarum 124B (PLS8)
w drazetkach czekoladowych przez mozliwie najdtuzszy czas na poziomie zalecanym
przez WHO/FAO (nie mniej niz 10° jtk/g), przeprowadzono badania majace na celu
wybor najlepszego uktadu prebiotykow i cukrow w czekoladzie. W tym celu, bazujac
na opracowanych przez producenta autorskich recepturach dla drazetek czekolado-
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wych, przygotowano 6 rodzajéw czekolad mlecznych z r6zng zawartoscia procentowa
prebiotykéw w stosunku do wszystkich sktadnikow w ujeciu wagowym.

Przeanalizowano nastepujace warianty:

Czekolada mleczna inulina (13.5 %) / cukier;

Czekolada mleczna glukooligosacharyd (37 %) / fruktoza;
Czekolada mleczna glukooligosacharyd (37 %) / miéd w proszku;
Czekolada mleczna oligofrutkoza (13.5 %) / cukier;

Czekolada mleczna oligofrutkoza (13.5 %) / fruktoza;

Czekolada mleczna inulina (13.5 %) / fruktoza.

Z 24—-godzinnej hodowli szczepu L. plantarum 124B (PL8) w podtozu MRS Agar
(Oxoid, UK) pobierano po 100 ul i umieszczano na spodzie 24-dotkowych ptytek. Na
ptynna hodowle szczepoéw probiotycznych nanoszono 1 ml rozpuszczonej czekolady
z prebiotykiem o temperaturze 45 °C. Catos¢ doktadnie mieszano. Ptytki umieszczano
w temperaturze 45 °C na 72 godziny. Nast¢pnie wykonywano rozcienczenia dziesig-
ciokrotne w celu oznaczenia liczby komorek bakterii probiotycznych, ktore przezyty
w 1 ml ptynnej czekolady (jtk/cm?).

Uk wdPE

Opracowanie technologii otrzymywania aerodrazetek

W celu wytworzenia wyrobu czekoladowego o0 porowatym rdzeniu ptynng
hodowle szczepu L.plantarum 124B (PL8) o liczebnosci bakterii na poziomie
3,0 x 10" jtk/cm® zadawano do czekolady mlecznej zawierajacej w sktadzie glukooli-
gosacharyd (37 %) i fruktozg. Cato$¢ mieszano przez 2 godziny w temperaturze 39 °C.
Gotowg czekolade rozlewano na rolki i formowano z niej rdzenie dodatkowo napowie-
trzane gazem. W ramach badan opracowano uktad formujacy do wykonywania aero-
rdzeni produktéw spozywczych, zwlaszcza czekolady, a urzadzenie go zawierajace oraz
sposob wytwarzania staly si¢ przedmiotem zastrzezenia patentowego nr P.443733. Na
gotowe aerordzenie natryskiwano nastepnie syrop do ostonki i intensywnie mieszano.
Rdzenie pokrywano dodatkowo ostonka kolorowg oraz glazura. Gotowe drazetki czeko-
ladowe pakowano do trzech rodzajow opakowan: standardowego opakowania, folii ba-
rierowej (pakowanie bez powietrza), folii barierowej (pakowanie w atmosferze azotu).
Nastepnie przechowywano je w temperaturze 16 °C. Kontrole Zzywotno$ci szczepu
L.plantarum 124B (PL8) w drazetkach czekoladowych prowadzono raz w miesigcu
przez kolejnych 9 miesigey celem wyznaczenia ich terminu przydatnosci do spozycia.

Badania wykonano w trzech powtorzeniach a zmienne iloSciowe zostaty opisane
za pomocg Sredniej arytmetycznej + odchylenie standardowe (SD).

Wyniki i dyskusja

Szczepy bakterii kwasu mlekowego zostaly poddane identyfikacji do gatunku
z wykorzystaniem metody fenotypowej (test biochemiczny API) oraz metody genoty-
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powej (reakcji tancuchowej polimerazy, ang. PCR, Polymerase Chain Reaction). Uzy-
skane wyniki przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Identyfikacja szczepow bakterii kwasu mlekowego
Table 3. Identification of lactic acid bacteria strains

Metoda badawcza / Research method

Szczep bakterii /

Bacteria strain Metoda biochemiczna (API) / Metoda molekularna (PCR) /
Biochemical method (API) Molecular method (PCR)
97B, 100B, 123B, 124B (PL8),
127B, 31B, 18B, 113B, 65A, Lactiplantibacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
75B, 9B

86A, 92A, 103A, 108A, 120A, 127A | Limosilactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum

87B, 109B Lacticaseibacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus

12B Lacticaseibacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei

Zidentyfikowano 11 szczepow Lactiplantibacillus plantarum, 6 szczepow Limosi-
lactobacillus fermentum, 2 szczepy Lacticaseibacillus rhamnosus oraz 1 szczep Lacti-
caseibacillus paracasei. Dla poszczeg6dlnych szczepdéw wyniki uzyskane z dwoch za-
stosowanych metod identyfikacji byty tozsame.

Bakterie probiotyczne nie moga posiada¢ specyficznych determinant opornosci na
antybiotyki przenoszonych na ruchomych elementach genetycznych, takich jak geny
opornosci na tetracykling, gdyz wowczas moga stanowi¢ rezerwuar opornosci dla poten-
cjalnych drobnoustrojow patogennych [11]. Bezpieczenstwo analizowanych szczepow
LAB potwierdzono zatem w badaniach lekowrazliwo$ci. Uzyskane wyniki odniesiono
do rezultatow otrzymanych dla szczepéw wzorcowych i przedstawiono w Tabeli 4.

Wykazano, ze szczepy bakterii kwasu mlekowego maja opornos¢ typowa dla ro-
dzaju i gatunku. Nie posiadaja mechanizmoéw opornosci na antybiotyki, a wigc wydaje
si¢, ze nie stanowig rezerwuaru genéw lekooporno$ci w naturalnym mikrobiomie. Na-
lezy jednak zaznaczy¢, ze przedstawione badanie stanowi wylacznie analize fenotypo-
wa lekowrazliwoséci dwudziestu szczepow LAB. Szczep L.plantarum 124B (PL8) wy-
brany w koncowym etapie badan nad inkorporacja do rdzeni czekoladowych poddano
potem, poza opisanym tutaj projektem, sekwencjonowaniu catego genomu do celow
ochrony patentowej. Analiza poréwnawcza rezultatow tego sekwencjonowania wobec
wzorcowego szczepu L.plantarum ATCC 8014 nie wykazata genow opornosci na an-
tybiotyki innych niz te charakterystyczne dla gatunku L.plantarum, jak i nie wykazata
obecnosci ruchomych elementow genetycznych zawierajacych geny kodujace opor-
nos$¢ na antybiotyki (wyniki nieopublikowane).




Tabela 4. Opornos¢ na antybiotyki szczepow bakterii kwasu mlekowego

Table 4.

Antibiotic resistance of lactic acid bacteria strains

Antybiotyk [stezenie] /
Antibiotic [concentration]

Srednica strefy zahamowania wzrostu [mm] / Diameter inhibition zone [mm]

6-+16

17 +27

28 +38

>39

Penicylina / Penicillin [1 pug]

ATCC 14931, 123B, 75B

ATCC 8014, ATCC 53103, 97B, 100B,
124B, 1278, 31B, 113B, 65A, 9B, 87B,
109B, 86A, 92A, 103A, 127A

BAA-52, 18B, 108A,
120A, 12B

Ciprofloksacyna / Ciprofloxacin [5 pg]

ATCC 8014, 97B, 123B,
127B, 86A, 103A, 127A,
ATCC 14931

ATCC 53103,100B, 124B, 31B, 18B,
113B, 65A, 75B, 9B, 92A, 108A, 120A

87B,109B, 12B,
BAA-52

Doksycyklinaa / Doxycycline
[30 ngl

ATCC 8014, 97B, 100B, 123B, 124B,
127B, 86A, 92A, 103A, 127A

ATCC 53103,31B,
18B, 113B, 65A, 75B,
9B, 87B,108A, 120A,
ATCC 14931, BAA-

52

109B,
12B

Oksacylina / Oxacillin [1 pg]

ATCC 53103, ATCC 8014,
97B, 100B, 123B, 124B,
127B, 31B, 18B, 113B, 65A,
75B, 9B, 87B, 109B,86A,
92A, 103A, 108A, 120A,
127A, ATCC 14931, 12B,
BAA-52

Trimetoprim/sulfametoksazol /
Trimethoprim/sulfamethoxazole

[25 pg]

ATCC 53103, 127B, 87B,
109B, 86A, 92A, 103A, 108A,
120A, 127A, ATCC 14931,
12B, BAA-52

ATCC 8014, 97B, 100B, 123B, 124B,
31B, 18B, 113B

65A, 75B, 30B,109B




Erytromycyna / Erythromycin
[15 ug]

ATCC 8014, 97B, 100B, 123B, 124B,
127B, 86A, 103A

31B, 18B, 65A, 75B,
9B, 87B, 109B,
ATCC 53103, 92A,
108A, 120A, 127A,
ATCC 14931, BAA-
52

12B

Ampicylina / Ampicillin [2 pg]

ATCC 53103, 31B, 113B,
87B, 109B, 12B, BAA-52

ATCC 8014, 97B, 100B, 123B, 124B,
127B, 65A, 75B, 9B, 86A, 92A, 103A,
108A, 120A, 127A, ATCC 14931

Klindamycyna / Clindamycin
[2 nel

ATCC 53103, ATCC 8014, 97B, 100B,
123B, 124B, 127B, 31B, 113B, 65A,
75B, 9B,92A

18B, 87B, 109B, 86A,
103A, 108A, 120A,
127A, ATCC 14931,
BAA-52

12B

Gentamycyna / Gentamicin
[30 pg]

ATCC 53103, ATCC 8014, 100B,
123B, 124B, 127B, 18B, 65A, 75B, 9B,
87B, 109B, 86A, 92A, 103A, 108A,
120A, 127A, ATCC 14931, 12B, BAA-
52

97B, 31B, 113B

Wankomycyna / Vancomycin
[30 ng]

ATCC 53103, ATCC 8014,
97B, 100B, 123B, 124B,
1278, 31B, 18B, 113B, 65A,
75B, 9B, 87B, 109B, 86A,
92A, 103A, 108A, 120A,
127A, ATCC 14931, 12B,
BAA-52

Metronidazol / Metronidazole
[5 pel

ATCC 53103, 87B ATCC
8014, 97B, 100B, 123B,
124B, 1278, 31B, 18B, 113B,
65A, 75B, 9B, 109B, 86A,
92A, 103A, 108A, 120A,
127A, ATCC 14931, 12B,
BAA-52




Tabela 5. Przezywalno$¢ szczepow bakterii kwasu mlekowego w modelowym soku zotadkowym
Table 5. Evaluation of tolerance of lactic acid bacteria to simulated gastric juice

Szczep bakterii / 878 | 86A | 92A | 978 |1008|103A|108A | 1098 [120A [1238 |[224B | 1274 | 1278 | 318 | 188 |1138] 65A | 758 | 128 | 9B
Bacteria strain (PL8)

Czas wyj$ciowy |7,30|7,70 | 7,48 | 7,30 | 7,00 | 7,95 | 7,30 | 7,70 | 7,26 | 7,30 | 7,48 | 7,70 | 7,70 | 8,65 | 8,38 | 8,79 | 8,61 | 8,41 | 8,11 | 8,11
(Oh)/ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Initial time (Oh) | 0,81 |1,32{0,72 | 1,00 | 0,15 | 1,00 { 1,00 | 0,71 [ 0,76 | 1,00 | 0,31 | 2,00 | 0,76 | 1,00 | 1,20 | 4,45 | 1,64 | 1,01 | 0,75 | 0,58

Po 20 min.
inkubacji
w modelowym
soku zotadkowym| 6,48 | 7,00 | 6,00 | 5,70 | 6,00 | 6,60 | 5,78 | 6,30 | 6,00 | 6,00 | 6,00 | 6,30 | 6,30 | 7,78 | 7,60 | 8,00 | 7,78 | 7,60 | 7,60 | 7,48
opH25/ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
After 20 minute | 0,20 | 0,16 | 0,79 (0,50 | 0,31 |1,15|0,56|1,77|0,77 0,31 0,16 | 1,41 | 1,38 |1,90 | 0,20 | 0,89 | 1,25 | 2,65 | 1,67 | 1,50
incubation in
simulated gastric
juice at pH 2.5

Liczebno$¢ bakterii [log jtk/g] /
Number of bacterial cells [log CFU/cm?]

Objasnienia / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono warto$ci §rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values + standard deviation
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Kolejng cecha, ktora powinny charakteryzowac sie szczepy bakterii probiotycz-
nych jest duza oporno$¢ na niskie pH soku zoladkowego (Tabela 5) oraz sole zolci
(Tabela 6, Rycina 1), gdyz tylko wowczas szczepy te podczas pasazu przez uktad po-
karmowy nie beda podlegaly trawieniu i z powodzeniem beda mogty zosta¢ zastoso-
wane w preparatach doustnych.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan wykazano, ze po 20 minutach inkuba-
cji w modelowym soku zotgdkowym o pH =2,5 tylko 2 szczepy bakterii wykazaty
spadek zywotnosci o 2 logarytmy w stosunku do poziomu wyjsciowego, a az 18 — re-
dukcje jedynie o 1 logarytm. Zjawisko to moze wynika¢ z przystosowania aparatu
metabolicznego bakterii do rozwoju w $rodowisku o niskim pH. Niektore bakterie
w srodowisku o pH = 2,5 bedg wykazywac obnizong aktywno$¢ metaboliczng, ulegac
ostabieniu i w miar¢ uptywu czasu obumierad. Inne z kolei szybko przystosuja si¢ do
zmiennych warunkéw wzrostu i beda dobrze tolerowaé silnie kwasne Srodowisko.
Moze to by¢ takze wynikiem uruchamiania przez szczepy LAB odpowiedzi komorko-
wej zwigzanej z syntezg biatek szoku kwasowego [27,19]. Przeprowadzone badania
wykazaty, iz opornos$¢ bakterii na niskie pH soku Zotadkowego jest cecha szczepoza-
lezna.

Tabela 6. Opornos¢ szczepdéw bakterii kwasu mlekowego na sole zotci w stezeniach
Table 6.  Bile acid resistance of lactic acid bacteria strains

Szczep bakterii / Bacteria strain
Stezenie soli zokci /
Bile salt 878, B 103A,
concentration 97B,108A, 124B(PL8),11 | 92A, 31 T 109B, 120A
[g/dm?] 127A, 127B, | 3B, 65A,75B, | B, 12B 1238
18B 9B
1 +++ +++ +++ +++ +++ +++
2 +++ +++ +++ +++ +++ ++
5 +++ +++ ++ +++ ++ ++
10 ++ +++ ++ +++ ++ +
20 ++ ++ + +++ ++ +

Objasnienia / Explanatory notes:
Legenda: - brak opornosci, + staba opornosé, ++ Srednia oporno$¢, +++ silna opornosé na sole zotci
Legend: - no resistance, + low resistance, ++ medium resistance, +++ high resistance
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Ryc. 1. Opornos¢ wybranych szczepéw bakterii kwasu mlekowego na sole zoétci w stezeniach: 1, 2, 5,
10, 20 g/dm®
Fig. 1.  Bile acid resistance of lactic acid bacteria strains (concentrations: 1, 2, 5, 10, 20 g/ dm®)

Przeprowadzone badania wykazaty, iz opornos¢ bakterii na sole zolci jest cechg
szczepozalezng, podobnie jak zdolno$¢ przetrwania w niskim pH soku zotadkowego.
Oznacza to, ze pewne szczepy bakterii kwasu mlekowego wykazujg wigcksza zdolnosé
do wzrostu w wysokich stezeniach kwasu zotciowego niz pozostate. Dzigki wykonanej
analizie do badan zwigzanych z opracowaniem technologii wytwarzania gotowego
produktu wybrano pie¢ szczepdw (szczepy nr: 65A, 124B, 75B, 113B, 9B) charaktery-
zujacych si¢ silng badz $rednig opornoscig na sole zolci. Zjawisko adherencji stanowi
istotny proces dla przezycia i namnazania si¢ bakterii probiotycznych w przewodzie
pokarmowym, gdyz sam pasaz nie jest wystarczajacy do wywotania efektu zdrowotne-
g0. Zdolnos¢ adherencji komorek bakterii probiotycznych do nabtonka determinuje
czas ich przebywania w przewodzie pokarmowym, co stanowi wazne kryterium pod-
czas selekcji szczepoéw probiotycznych [23,29]. W Tabeli 7 oraz na Rycinie 2 przed-
stawiono przykladowe wyniki zdolnosci szczepow probiotycznych do adherencji do
komorek nabtonka jelitowego Caco-2.

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze 8 szczepow wykazato silne powino-
wactwo do ludzkiego nabtonka jelitowego, co oznacza, ze posiadaja one wysoka (W
poréwnaniu do pozostatych szczepow) zdolnosé do kolonizacji jelita grubego. Jest to
cecha niezwykle pozadana w produktach probiotycznych przyjmowanych doustnie.

Docelowo szczepy probiotyczne mialy stanowi¢ dodatek do wyrobow czekola-
dowych, dlatego zbadano ich dziatanie antagonistyczne wobec patogennych bakterii
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 oraz Campylobacter jejuni PCM 2627, begdacych czynnikami
etiologicznymi zakazen przewodu pokarmowego. W badaniach uwzglgdniono réwniez
czynnik etiologiczny préchnicy zebow u dzieci, jakim jest Streptococcus mutans PCM
2502. Wyniki przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 7. Adherencja szczepow bakterii kwasu mlekowego do tkanki nabtonkowej jelita (Caco-2)
Table 7. Adherence of lactic acid bacteria strains to intestinal epithelial tissue (Caco-2)

" Srednia liczba komoérek bakterii w polu widzenia / ., .
Szczep b akter_ll ! Average number of bacterial cells in the microscopic Stopiefi adherencji /
Bacteria strain field Grade of adherence
87B 0 -
65A 100 + 4 +++
124B (PL8) 105+2 +++
86A 102+4 +++
127B 62+4 ++
109B 78 +£2 ++
18B 65+4 ++
75B 100+ 10 +++
92A 14+3 -
97B 68 £ 11 ++
113B 105+5 +++
120A 13+£5 -
100B 62+6 ++
12B 45+3 +
9B 98+5 +++
103A 90+4 +++
123B 16+3 -
108A 2+1 +
31B 70+ 4 ++
127A 96 +2 +++

Objasnienia / Explanatory notes:

Legenda: +++ silna adherencja (> 80 komorek bakterii w polu widzenia), ++ $rednia adherencja (60+80
komorek bakterii w polu widzenia), + staba adherencja (40+60 komorek bakterii w polu widzenia), - brak
adherencji (< 40 komorek bakterii w polu widzenia). W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchyle-
nia standardowe

Legend: +++ strong adherence (> 80 bacterial cells in the field of view), ++ medium adherence (60+80
bacterial cells in the field of view), + low adherence (40+60 bacterial cells in the field of view), - no ad-
herence (< 40 bacterial cells in the field of view). Table shows mean values + standard deviation
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Ryc. 2. Adherencja wybranych szczepow bakterii kwasu mlekowego do linii tkankowej Caco-2. A.
Silna adherencja L.plantarum 124B (PL8). B. Staba adherencja L.rhamnosus 87B. Powiekszenie
100x, mikroskop $wietlny BX 51 firmy Olympus.

Fig. 2. Adherence of selected lactic acid bacteria strains to the Caco-2 tissue line. A. Strong adherence
of L. plantarum 124B (PL8). B. Low adherence of L.rhamnosus 87B. 100x magnification,
Olympus BX 51 light microscope.

Tabela 8. Aktywnos¢ antybakteryjna szczepow bakterii kwasu mlekowego wobec czynnikow etiologicz-
nych prochnicy u dzieci oraz zaburzen ze strony przewodu pokarmowego

Table 8. Antibacterial activity of the lactic acid bacteria strains against etiological factors of caries in
children and gastrointestinal disorders

Stopien zahamowania wzrostu czynnikéw etiologicznych [mm] /
Szczep bakterii / Growth inhibition of etiological factors [mm]
Bacteria strain
E.coli S.enteritidis S.aureus S.mutans C.jejuni
ATCC 25922 | ATCC 13076 | ATCC 25923 PCM 2502 PCM 2627
87B 27 £1,71 34 +0,78 16 £1,15 17 £ 1,01 14+ 0,87
65A 24 +131 18+0,5 11+0,2 23+0,46 26+ 0,75
124B (PL8) 22 £0,5 17+0,85 14 + 0,85 14+ 0,72 22 4+0,36
86A 27 £2,16 22+0,1 11+0,1 15+0,25 8+0,35
127B 27 +£0,67 30+£1,5 12+1,37 15+ 0,82 8+0,76
109B 30 £2,95 25+1,42 14+£0,49 20+ 1,05 13+£1,43
18B 22 £0,5 16 +0,7 9+04 19 + 0,69 10+1,22
75B 20 £0,75 17+ 1,01 11+0,1 21£0,5 23£0,5
92A 28 £0,9 23+1,0 11+£0,56 15+£0,67 9+0,35
97B 34 +£1,32 28 £0,76 18 £ 0,44 21+0,5 12+ 0,46
113B 23 £0,3 17 +£1,07 12+ 0,44 22+ 1,04 25+0,75
120A 18 +0,7 16+ 1,15 10+ 0,35 12+1,1 17+ 1,01
100B 22 +1,32 20+0,1 15+0,21 20+ 1,25 11+0,53
12B 22 £0,5 18 £ 0,85 11+£0,53 20+0,29 10+0,72
9B 17 £0,8 16+ 1,0 11+ 0,96 19+0,5 24+0,15
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103A 27 +1,08 29 +0,85 12+0,61 13+0,26 10+0,3
123B 26 +0,7 35+2,44 15+0,31 19+ 0,85 14 40,95
108A 28 +0,95 22+1,0 12+1,37 14+ 0,46 12+0,5
31B 230,21 18+ 1,53 12+ 0,46 21+0,97 15+ 0,26
127A 24+0,1 31+1,4 11+0,32 14+0,52 10 £ 0,53

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviation

Badanie aktywnosci antybakteryjnej wobec wybranych czynnikéw etiologicznych
pozwolito na wyselekcjonowanie 5 szczepow, ktore charakteryzowaly sie najwigkszy-
mi strefami zahamowania wzrostu bakterii patogennych. Byly to szczepy o numerach:
124B (PL8), 113B, 65A, 75B oraz 9B.

Z dwudziestu szczepow LAB wyselekcjonowano pig¢ (65A, 124B (PL8), 75B,
113B, 9B) charakteryzujacych si¢: najwyzsza opornoscig na kwas solny i sole zblci,
najwyzsza adherencja do tkanki nablonkowej jelita oraz najwyzsza aktywnos$cig anty-
bakteryjna.

Nastepnie sprawdzano przezywalno$¢ wybranych szczepow bakterii w warunkach
technologicznych produkcji drazetek czekoladowych (Wykres 1-5).

Poréwnanie wynikéw badan dotyczacych przezywalno$ci szczepow bakterii pro-
biotycznych w podtozach ro6znigcych sie od siebie sktadem pozwolito zauwazy¢, ze
drobnoustroje wykazywaty najlepsza przezywalno$¢ w wzbogaconym podlozu prze-
mystowym w stosunku do innych badanych wariantow. Podloze to zostato zatem wy-
brane do dalszych testow, ktorych celem byto uzyskanie kultur starterowych.

L.plantarum 124B (PL8) —4—Podtoze kontrolne

1,00E+10 Control medium

- Wzbogacone podioze przemyslowe
Enriched industrial medium

71,00E4+09

Podtoze przemyslowe z glicyna i treoning
Industrial medium with glycine and
threonine

Liczebno$¢ [jtk/ml]
Number of cells [CFU/ml]

1,00E+08 T

=>«=Podloze przemyslowe z lizyna
Industrial medium with lysine

1,00E+07

=#=Podloze przemyslowe z peptonem

0 12 24 36 48 roslinnym
Czas [h] Industrial medium with vegetable peptone
Time [h]
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Time [h]

L. plantarum 75B =4=Podloze kontrolne
1,00E+10 Control medium
? =-Wzbogacone podloze przemyslowe

=5 T Enriched industrial medium

S §1,00E+09

= W

o =

§ E —#—Podloze przemyslowe z glicyng i treoning
5 8 Industrial medium with glycine and

855 threonine

= £1,00E+08

“ =>«=Podloze przemyslowe z lizyna
Industrial medium with lysine
1,00E+07 =#=Podloze przemystowe z peptonem
12 24 36 48 roslinnym
Czas [h] Industrial medium with vegetable peptone
Time [h]
L.plantarum 9B —4—Podloze kontrolne
1,00E+10 Control medium
? == Wzbogacone podioze przemyslowe
=5 3 Enriched industrial medium
= §1,00E+09 .
= W)
0=
é E =#=Podloze przemystowe z glicyna i treoning
48 Industrial medium with glycine and
82 threonine
— £1,00E+08
“ \ =>«=Podloze przemyslowe z lizyna
Industrial medium with lysine
1,00E+07 =#=Podloze przemyslowe z peptonem
12 24 36 48 roslinnym
Czas [h] Industrial medium with vegetable peptone
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1,00E+11

1,00E+10

1,00E+09

Liczebnos¢ [jtlk/ml]
Number of cells [CFU/ml]

1,00E+08

L.plantarum 65A

=4=Podloze kontrolne
Control medium

== Wzbogacone podloze przemyslowe
Enriched industrial medium

Podloze przemystowe z glicyna 1 treoning
Industrial medium with glycine and
threonine

=>=Podloze przemyslowe z lizyna
Industrial medium with lysine

1,00E+09

1,00E+08

Liczebnos¢ [jtlk/ml]
Number of cells [CFU/ml]

1,00E+07 =#=Podloze przemyslowe z peptonem
0 12 24 36 48 roslinnym
Czas [h] Industrial medium with vegetable peptone
Time [h]
L. plantarum 113B =+4=Podloze kontrolne
1,00E+10

/N

Control medium

== Wzbogacone podloze przemyslowe
Enriched industrial medium

Podloze przemyslowe z glicyng i treoning
Industrial medium with glycine and
threonine

=>=Podloze przemystowe z lizyna
Industrial medium with lysine

1,00E+07 =s#=Podloze przemyslowe z peptonem
0 12 24 36 48 ro§linnym
Czas [h] Industrial medium with vegetable peptone
Time [h]
Wykres 1-5. Przezywalno$¢ szczepéw w warunkach technologicznych produkcji drazy czekoladowych
(temperatura 45 °C, wilgotno$¢ do 100 %, pH: 5,1, warunki tlenowe)
Graph 1-5.  Survival of probiotic bacterial strains in technological conditions during the production of

chocolate dragées (temperature 45°C, humidity up to 100%, pH: 5.1, aerobic conditions)
Objasnienia / Explanatory notes:

Na wykresach przedstawiono wartosci srednie + odchylenia standardowe / Graphs show mean values +

standard deviation

W kolejnym kroku opracowano trzy warianty kultur starterowych szczepoéw pro-
biotycznych: liofilizat, susz oraz pltynna szczepionke, w ktorej bakterie byty mikrokap-
sutkowane tluszczem. Liczebno$¢ bakterii w kazdej z wyzej wymienionych przedsta-
wiono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Liczebnos¢ bakterii probiotycznych w kulturach starterowych przeznaczonych do aplikacji do
drazetek czekoladowych
Table 9.  Number of probiotic bacteria in starter cultures intended for application to chocolate dragées

Szczep probiotyczny / Kultura starterowa / Liczebnos¢ bakterii [log jtk/cm?® lub g]/
Probiotic strain Starter cultures Number of bacterial cells [log CFU/ cm® or g]
Szczeplor}ka plynna / 10,54 + 1,50
Liquid graft
L.plantarum Liofilizat /
- +
65B Lyophilisate 11,00+ 2,00
Susz /
- +
Dried 10,00 + 0,20
Szczeplot_lka plynna / 10,48+ 1,11
Liquid graft
L.plantarum Liofilizat /
124B (PL8) Lyophilisate 11,30 1,00
Susz /
Dried 10,70 £ 1,25
Szczeplor}ka plynna / 10,40 + 1,00
Liquid graft
L.plantarum Liofilizat /
75B Lyophilisate 11,18£0,71
Susz /
Dried 10,54 +24
Szcze;_)lor_lka ptynna / 10,48 0,27
Liquid graft
L.plantarum Liofilizat /
113B Lyophilisate 11,000,34
Susz /
Dried 10,70 + 1,36
Szczepionka ptynna /
Liquid graft 10,30+ 1,00
L.plantarum Liofilizat / 11,30+ 0,27
9B Lyophilisate
Susz / 10,30 + 0,87
Dried

Objasnienia / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviation

Na podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze wszystkie warianty kultur starte-
rowych pozwolity osiggna¢ oczekiwana liczebnos$¢ bakterii probiotycznych w wyrobie
czekoladowym, ktéra oscylowata miedzy 10" + 10" jtk w 1 cm*/1 g. Najwyzsza zy-
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wotnos$¢ osiggnicto dla szczepu L.plantarum 124B (PLS8), ktory zostal wybrany do
aplikacji do drazetek czekoladowych.

Kolejnym wazny aspektem wyboru rodzaju kultury starterowej byta ocena orga-
noleptyczna czekolady z dodatkiem szczepow probiotycznych w postaci liofilizatu,
suszu oraz ptynnej szczepionki. W Tabeli 10 przedstawiono wyniki badan oceny orga-
noleptycznej gotowej czekolady w skali 5-stopniowej, gdzie 5 oznaczato produkt bar-
dzo dobry, natomiast 1 — produkt zty, catkowicie zmieniony (Tabela 2).

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze najlepsza metoda aplikacji
wyselekcjonowanych szczepéw probiotycznych jest ptynna szczepionka na bazie
thuszczu kakaowego, w ktorej szczepy probiotyczne sg mikrokapsutkowane. Taka for-
ma kultury starterowej pozwolita na osiaggni¢cie oczekiwanej liczebnosci bakterii pro-
biotycznych (jtk) w 1 ml (10'°+ 10™). Dodatkowo czekolada do ktérej dodano szcze-
pionke ptynna, w skali oceny organoleptycznej wedtug Tabeli 2, byta idealna i typowa,
natomiast zastosowanie liofilizatu badz suszu powodowalo niekorzystng zmiang kon-
systencji oraz smaku (proszek byt wyczuwalny w czekoladzie).

Wyselekcjonowany szczep probiotyczny L.plantarum 124B (PL8) w formie ptyn-
nej szczepionki zaaplikowano do produktu w nastepujacy sposob: wytacznie do otocz-
ki drazetek, wytacznie do rdzenia drazetek oraz zardwno do otoczki, jak i do rdzenia
drazetek (Tabela 11, Rycina 5).

Zbadano 3 warianty aplikacji szczepu probiotycznego do produktu: wylacznie do
otoczki drazetek, wytacznie do rdzenia oraz aplikacja do otoczki i do rdzenia drazetek.
Tabela 11 oraz Rycina 3.

Wykazano, ze aplikacja szczepu bakterii L.plantarum 124B (PL8) wytacznie do
rdzenia lub do otoczki i rdzenia drazetek czekoladowych pozwala na spetnienie kryte-
rium liczebno$ci bakterii w zywnos$ci probiotycznej zalecanej przed WHO/FAO
(10° jtk w 1 gramie produktu). Aplikacja probiotykow wytacznie do otoczki skutkuje
brakiem wzrostu bakterii probiotycznych, co prawdopodobnie spowodowane jest zbyt
wysoka temperaturg podczas procesu otoczkowania drazetek.

W kolejnym kroku dokonano wyboru odpowiedniego prebiotyku do produkcji
drazetek czekoladowych ze szczepem probiotycznym L.plantarum 124B (PLS8).
W Tabeli 12 przedstawiono wyniki zywotnosci bakterii w trakcie inkubacji z czekola-
da zawierajgca rozne kombinacje prebiotykow i cukrow.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zywotno$¢ szczepu probio-
tycznego L.plantarum 124B (PL8) najdtuzej utrzymywana jest po zastosowaniu pre-
biotyku w postaci glukooligosacharydu (37 %) lub inuliny (13,5 %).



Tabela 10. Wyniki oceny organoleptycznej czekolady z dodatkiem szczepdw probiotycznych w postaci liofilizatu, suszu oraz ptynnej szczepionki z uwzgled-
nieniem wspotczynnikoéw wazkosci

Table 10.  Organoleptic evaluation of chocolate with the addition of probiotic strains in the form of lyophilisate, dried and liquid starter cultures taking into
account the weighting factors

Szczep bakterii / Bacteria strain
658 124B (PL8) 75B 113B 9B
Cecha/ g8 | ~¢ g | 28 g8 | =% £B | 5% g | =8
Characteristic |5 S 2| 2 ST |Ss€g| 52 I3 |58g| 82 T |ES2L| B2 e |58 B2 33
asE| EC 2t |ascE| EE 2c |asc=| EE 2 |ascE| EC 2 |ascE| EC Q=
833 &% a0 53| B8 a0 53| 8% » 0 es53| 688 » 0 53| 68 a0
R 535 | 22 55 | 22 53 | 22 535 | 22
Barwa/ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Color
Zapach / 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Odor
Konsystencja / 1 0,6 0,6 1 0,6 0,6 1 0,6 0,6 1 0,6 0,6 1 0,6 0,6
Consistency
STmak’ 1 0.8 08 1 0.8 08 1 08 0.8 1 0.8 08 1 0.8 08
aste
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Tabela1l. Wyniki badan zywotnosci szczepu probiotycznego Lactiplantibacillus plantarum 124B
(PL8) w drazach czekoladowych

Table 11. Results of the viability study of the probiotic strain Lactiplantibacillus plantarum 124B
(PL8) in chocolate dragées

Liczebno$¢ bakterii
Lactobacillus plantarum 124B
(PL8) [jtk/g] /
Number of L.plantarum 124B
(PL8) cells [CFU/g]

Badany wariant /
Examined variant

Rdzen bez bakterii probiotycznych + otoczka z bakteriami
probiotycznymi / 0

Core without probiotic bacteria + coating with probiotic bacteria
Rdzen z bakteriami probiotycznymi + otoczka bez bakterii probio-
tycznych / 2,0x10"+0,7
Core with probiotic bacteria + coating without probiotic bacteria

Rdzen z bakteriami probiotycznymi + otoczka z bakteriami

probiotycznymi / 1,2 x 10"+ 0,25
Core with probiotic bacteria + coating with probiotic bacteria

Objasnienia / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono wartoéci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values +
standard deviation

Ryc. 3. A. Migjsca aplikacji szczepu probiotycznego do drazetek czekoladowych. B. Gotowe drazetki
czekoladowe

Fig. 3. A. Places of application of the probiotic strain for chocolate dragées. B. Ready-made chocolate
dragées

Opracowanie wyrobu czekoladowego o0 porowatym rdzeniu wymagato zweryfi-
kowania procesu technologicznego pod katem wyboru najlepszego miejsca dozowania
gazu. Sprawdzono wptyw temperatury czekolady, temperatury urzadzenia formujacego
rdzenie (walcéw) oraz temperatury w tunelu chtodniczym. Oceniono wplyw ro6znych
rodzajow gazdw takich jak: azot, dwutlenek wegla, podtlenek azotu na jako$¢ peche-
rzykow znajdujacych si¢ w czekoladzie oraz ich ilo$¢ (tj. gegsto$¢ nasypowsa rdzeni
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czekoladowych). Oceniono wplyw cisnienia podawania gazu nie tylko na zamkniecie
jak najwigkszej ilosci gazu, ale rowniez na gltadko$¢ i rownomierno$¢ powierzchni
rdzenia. Zauwazono bowiem, ze powierzchnia rdzenia, zmienia si¢ pod wptywem za-
stosowanego gazu - ma ona kluczowy wplyw na jakos¢ finalnego produktu (finalny
wyglad kolorowych drazetek). Wypracowano sposoéb postgpowania pozwalajacy na
utrzymanie jak najwickszej ilosci dozowanego gazu w masie czekoladowej poddawa-
nej nastepnie formowaniu w rdzeniu czekoladowym. Nastepnie przy pomocy gazu
obojetnego (azotu i dwutlenku wegla) poddano napowietrzaniu rozne rodzaje czekolad
(zawierajace w swoim sktadzie kakao, miazge kakaowg i dodatek btonnika) i zweryfi-
kowano jakos¢ oraz ilo$¢ napowietrzenia (Rycina 4 A-C).

Ryc. 4. Rozktad i wielko$¢ pecherzykow w rdzeniu czekoladowym przy zastosowaniu azotu (A), dwu-
tlenku wegla (B) oraz podtlenku azotu (C).

Fig. 4.  Distribution and size of bubbles in the chocolate core using nitrogen (A), carbon dioxide (B) and
nitrous oxide (C).

Waznym aspektem dla produktu zawierajacego szczepy probiotyczne jest sposob
jego przechowywania. Otrzymane w ramach badan drazetki czekoladowe z probioty-
kiem i prebiotykiem zapakowano do trzech rodzajow opakowan: standardowego opa-
kowania, folii barierowej (pakowanie bez powietrza), folii barierowej (pakowanie
w atmosferze azotu). Nastepnie przechowywano je W temperaturze 16 °C (temperatura
magazynoéw do przechowywania u producenta). Przeprowadzone badania nie wykazaty
réznic pomigdzy zastosowanymi rodzajami opakowan gotowego produktu. We
wszystkich testowanych wariantach, przez 9 miesigcy przechowywania drazetek cze-
koladowych w temperaturze 16 °C utrzymywana byla odpowiednia dawka bakterii
probiotycznych, zgodna z zaleceniami WHO/FAO (nie mniej niz 1 x 10° jtk w 1 gra-
mie produktu). Wyniki przedstawiono w Tabeli 13.

Czekolada stanowi doskonata matryce dla szczepow probiotycznych dzigki ni-
skiej aktywnos$ci wody oraz znacznej zawartosci tluszczu 1 zwiazkéw przeciwutlenia-

jacych.



Tabela12.  Wyniki badan zywotno$ci szczepu L.plantarum 124B (PL8) w czekoladzie z dodatkiem r6znych wariantow prebiotykow i cukréw
Table 12. Results of viability studies of Lactiplantibacillus plantarum 124B (PL8) strain in chocolate with the addition of various variants of prebiotics and

sugars
Liczebno$¢ bakterii probiotycznych [log jtk/g] /
Szczep Badany wariant / Count of probiotic bacteria [log CFU/g]
prob_lot_y czny_/ Examined variant
Probiotic strain
Oh 12h 24h 48h 72h 144h 192h
Kontrola hodowli
(podtoze hodowlane MRS Broth) / 7,54 + 7,26 + 7,45 + 3,59 + <2 <1 <1
Breeding control 0,35 0,23 0,31 0,40
(breeding medium MRS Broth)
Oligofruktoza (13,5%)/fruktoza / 7,54 + 6,30 + 6,30 + 5,63 + 523+ <1 <1
Oligofructose (13,5%)/fructose 0,35 0,75 0,15 0,49 0,25
Inulina (13,5%)/cukier / 7,54 + 7,62 + 6,95+ 5,90 + 528+ 4,11+ 2,30 +
L.plantarum Inulin (13,5%)/sugar 0,35 0,40 1,00 0,21 0,45 0,15 1,01
124B (PL8) Inulina (13,5%)/fruktoza / 7,54 + 6,60 + 5,52+ 5,56 + 4,00 + <1 <1
Inulin (13,5%)/fructose 0,35 0,83 0,25 0,35 0,15
Oligofruktoza (13,5%)/cukier / 7,54 + 7,77 £ 741+ 5,79 £ 5,00 £ 3,00 £ <1
Oligofructose (13,5%)/sugar 0,35 0,30 0,31 0,32 0,16 0,32
Glukooligosacharyd (37%)/miéd w proszku / 7,54 + 7,20 £ 7,40 £ 6,08 + 5,79 + 3,00 + <1
Glucooligosaccharide (37%)/honeypowder 0,35 0,42 0,25 0,25 0,35 0,14
Glukooligosacharyd (37%)/fruktoza / 7,54 + 7,66 £ 7,18 £ 5,30+ 5,53+ 2,70 + 1,48 £
Glucooligosaccharide (37%)/fructose 0,35 0,35 0,17 0,76 0,49 0,20 0,18

Objasnienia / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values + standard deviation



Tabela 13.  Liczba komorek bakterii szczepu L.plantarum124B (PL8) w trakcie przechowywania produktu gotowego (drazetki czekoladowej z probiotykiem
w rdzeniu i glukooligosacharydem)

Table 13.  Counts of L.plantarum 124B (PL8) populations [log CFU/g] during storage of the final product (chocolate dragée with a probiotic in the core and
glucooligosaccharide)

Liczebno$¢ bakterii probiotycznych [log jtk/g] /
Count of probiotic bacteria [log CFU/g]
Miesiac / Standardowe opakowanie / Folia barierowa / Prozniowe zamykanie /
Month Standard packaging Barrier foil Vacuum packing
Temp. pokojowa / Temp. pokojowa / Temp. pokojowa /
16°C 16 °C 16 °C

Room temperature Room temperature Room temperature
0 7,11 +0,25 7,11 +0,42 7,11 +£035 7,26 + 0,83 7,11 0,35 7,08 £0,15
1 7,23 + 0,44 7,18 £0,15 7,40 +£0,16 7,30 0,21 7,18 + 0,42 7,08 £ 0,44
2 7,04 £ 0,83 7,00 +0,40 7,04 +0,15 6,92 +£0,15 7,04 £0,16 6,81 0,21
3 7,00 £ 0,15 6,72 +0,14 7,23 +0,83 6,73 £ 0,83 7,15+0,21 6,72 + 0,83
4 6,79 0,42 6,34 +0,21 6,67 +0,17 6,11+0,17 6,83 0,17 6,34 0,35
5 6,71 +£0,21 5,45 +0,35 6,40 +0,21 5,00 + 0,42 6,32 + 0,83 5,61 + 0,42
6 6,61 + 0,35 4,63 +0,35 6,52 +0,14 3,00 £ 0,40 6,66 + 0,42 4,79 +0,14
7 6,53 £0,83 3,23 £0,17 6,08 £0,76 <2 6,60 + 0,21 3,30£0,17
8 6,43 + 0,16 2,48 +£0,21 6,11 +0,42 <2 6,52+ 0,17 3,72 +0,21
9 6,34+ 0,15 2,30 +0,42 6,11 +0,83 <2 6,45 +0,16 2,70 + 0,42

Objasnienia / Explanatory notes:
W tabeli przedstawiono warto$ci $rednie + odchylenia standardowe / The table shows mean values + standard deviation
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W literaturze znane sa opisy nowatorskich potaczen probiotykéw i prebiotykow
z czekolada [26]. Wykorzystuje si¢ W nich szczepy bakterii pochodzenia zwierzecego,
ro§linnego badz $rodowiskowego, wyizolowane w innych krajach niz Polska [16].
Opracowane w ramach projektu drazetki czekoladowe wyrdzniajg si¢ tym, ze zawiera-
ja opatentowany szczep Lactiplantibacillus plantarum 124B (PL8) wyizolowany
z mikrobiomu zdrowej osoby z polskiej populacji. Taki szczep posiada wyzsze powi-
nowactwo do receptoréow ludzkich niz szczepy pochodzenia roslinnego, zwierzecego
czy srodowiskowego.

W opublikowanych dotychczas badaniach jako nosnik bakterii probiotycznych
stosowano liofilizat koncentratu komoérkowego [26]. W niniejszej pracy wykorzystano
po raz pierwszy plynng szczepionke na bazie tluszczu kakaowego, w ktorej szczepy
probiotyczne sg mikrokapsutkowane. Takie rozwigzanie pozwala na uzyskanie produk-
tu o lepszych cechach organoleptycznych, gdyz jak wykazaly przeprowadzone w ra-
mach projektu badania, liofilizat (proszek) jest wyczuwalny w gotowym produkcie
i wplywa negatywnie na ocen¢ organoleptyczng. Zastosowane mikrokapsutkowanych
thuszczem bakterii probiotycznych pozwolito takze na uzyskanie produktu gotowego
0 znacznie dtuzszym terminie przydatno$ci do spozycia niz wyroby opisywane w lite-
raturze [20]. Liczebno$¢ bakterii na pozadanym poziomie, zalecanym przez
WHO/FAO (tj. nie mniej niz 10° jtk/g), utrzymywana jest w drazetkach czekolado-
wych z probiotykami przez okres 9 miesiecy w temperaturze 16°C.

Na innowacyjno$¢ opracowanego produktu wplywa rowniez fakt, ze dotychczas
bakterie probiotyczne byly aplikowane wytgcznie do czekolady [14]. Po raz pierwszy
wykorzystano zatem rdzen drazetek czekoladowych jako miejsce dozowania probioty-
kéw. W opracowanym wyrobie wlasciwosci probiotyczne szczepdw bakterii poltaczono
ponadto z prebiotykiem oraz z czekoladg o obnizonej zawartosci cukru, co pozwolito
na uzyskanie prozdrowotnego produktu o unikatowych cechach.

Whioski

Przeprowadzone w ramach projektu badania pozwolily na opracowanie drazetek
czekoladowych zawierajacych opatentowany szczep probiotyczny Lactiplantibacillus
plantarum 124B (PL8) (zgtoszenie patentowe numer P.442281) wyr6zniajacy si¢ na-
stepujacymi wlasciwosciami:

1. Jako jeden z pierwszych szczepéw pochodzenia ludzkiego, wyizolowanych w Pol-
sce, posiada w petni poznang sekwencje genomows.

2. Wykazuje wysoki stopien adherencji do ludzkiej linii tkankowej nabtonka jelito-
wego (Caco-2), dzieki czemu moze blokowaé adherencj¢ bakterii i grzybéw cho-
robotworczych.

3. Wykazuje duzg opornos¢ na niskie pH i dziatanie sztucznego soku zotadkowego,
co $wiadczy o jego doskonatym przystosowaniu do niesprzyjajacych warunkow
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panujacych w trakcie pasazu przez przewod pokarmowy oraz wskazuje na mozli-
wosci jego zastosowania w zywnosci badz preparatach doustnych.

4. Posiada aktywno$¢ bakteriobdjcza wobec patogennych bakterii: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Campylobacter fetus, Streptococ-
cus mutans, a zatem moze by¢ wykorzystany do zapobiegania zakazeniom prze-
wodu pokarmowego i prochnicy zebow oraz do przywrocenia rownowagi zaburzo-
nej mikrobioty jelitowej.

5. Wpykazuje wysokg przezywalnos¢ w warunkach produkcyjnych (m.in. podwyzszo-
nej temperaturze czy wilgotnosci), stad moze zosta¢ wykorzystany jako probio-
tyczny sktadnik funkcjonalny do produkcji drazetek czekoladowych.

Uzyskane drazetki czekoladowe =zawieraja odpowiednig, =zalecana przez
WHO/FAO liczebnos¢ szczepu probiotycznego Lactiplantibacillus plantarum 124B
(PL8) (tj. nie mniej niz 10° jtk/g) w trakcie catego terminu przydatnosci do spozycia.
Innowacyjna technologia wytwarzania wyrobow czekoladowych o porowatym rdzeniu
zostala objeta ochrong patentowg (numer zgloszenia: P.443733), dzigki nastgpujacym
rozwigzaniom:

1. Zastosowaniu technologii mikrokapsutkowania szczepoéw probiotycznych pocho-
dzenia ludzkiego w no$niku ttuszczowym.

2. Utrzymaniu odpowiedniej zywotnosci szczepu probiotycznego W gotowym pro-
dukcie dzigki obnizeniu temperatury poszczegdlnych etapéw procesu produkcji
i aplikacji bakterii do rdzenia, ktérego powierzchnia zostata dodatkowo zabezpie-
czona otoczkg cukrowa, utrudniajaca dostep tlenu i wilgoci, negatywnie wptywaja-
cych na przezywalnos$¢ probiotykow.

3. Wzbogaceniu gotowego produktu w prebiotyk (glukooligosacharyd), wspierajacy
wzrost i namnazanie bakterii probiotycznych i sprawiajacy, ze otrzymany produkt
nalezy do kategorii synbiotykow.

4. Zastosowaniu korzystnego nagazowania drazy czekoladowych oraz obnizeniu
poziomu zawartego w nich cukru, co pozwolito na uzyskanie produktu prozdro-
wotnego o pozadanych wlasciwosciach organoleptycznych, w szczegdlnosci kon-
systencji i smaku.

Badania przedstawione w niniejszej publikacji zostaly zrealizowane i sfinansowa-
ne z projektu "Nowoczesne formy aplikacji substancji prozdrowotnych w postaci wyro-
bow czekoladowych o porowatym rdzeniu" Regionalnego Programu Operacyjnego
Wojewodztwa Malopolskiego 2014-2020, Poddziatanie 1.2.1 "Projekty badawczo-
rozwojowe przedsigbiorstw™ przez Konsorcjum: Maspex-GMW Sp. z 0.0. oraz Prolab
Sp. z 0.0. Sp. Komandytowa.

Numer projektu: RPMP.01.02.01-12-0413/17.
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THE APPLICATION OF THE PROBIOTIC STRAIN LACTIPLANTIBACILLUS PLANTARUM
PL8 IN THE PRODUCTION OF CHOCOLATE PRODUCTS WITH A POROUS CORE

Summary

Background. A healthy lifestyle, which has been promoted in recent years, is manifested through in-
creased demand for foodstuffs the biggest nutritional value and specific health-promoting features. For this
reason, consumers often choose functional food, which, apart from the nutritional effect, has a beneficial
effect on one or more functions of the body, proven by scientific research. The aim of the research was to
develop an innovative chocolate product with a porous core enriched with functional ingredients. In order
to select the probiotic strain best adapted to the production conditions of chocolate dragées, a detailed
characterization of 20 bacteria from the genera Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus and Limosilactoba-
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cillus included in the study was carried out, i.e. phenotypic and genotypic identification, drug susceptibil-
ity testing, resistance analysis to bile salts and gastric juice, adherence to intestinal epithelial cells, testing
of antibacterial activity. The strains were also subjected to quantitative analyses in terms of their survival
under industrial conditions. The influence of increased temperature and humidity, low pH, the presence of
oxygen, the addition of a prebiotic and the type of industrial medium on the growth of probiotic bacteria
was studied. The method of producing a chocolate dragée composed of a chocolate core, aerated with gas,
containing a probiotic strain a prebiotic, and sugar coating was also developed.

Results and conclusions. The conducted research allowed the selection of strain of Lactiplantibacillus
plantarum PL8 and the development of a method of its application to chocolate dragées in the liquid mi-
croencapsulated form in the fat carrier of the graft. The obtained chocolate product, containing, apart from
the probiotic, also a prebiotic (glucooligosaccharide), meets the requirements of WHO/FAO regarding the
content of probiotic bacteria in food, i.e. the number of bacteria not less than 10° CFU/g throughout the
shelf life. The developed chocolate dragées display unique health-promoting properties and attractive
organoleptic qualities.

Key words: probiotics, prebiotics, functional food, Lactiplantibacillus plantarum PL8, chocolate products
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THE EFFECT OF PSYLLIUM FIBER AND CHOKEBERRY FIBRE
ADDITION ON THE QUALITY OF PROBIOTIC FERMENTED MILK

Summary

Background. Fiber from fruit, vegetables and other sources of fiber can increase gut microbiota di-
versity and show anti-inflammatory activity. The use of fiber in the manufacture of probiotic fermented
milk has excellent potential, as it can offer several benefits for both consumers and producers. In addition
to its well-known physiological benefits, dietary fiber may reduce the risk of diseases of civilization.
Consumers expect that current foods are health-promoting. Consumer awareness is increasing through an
expanding variety of products and advertising campaigns favoring health-promoting foods, a trend that
food manufacturers are also taking advantage of. The aim of the study was to determine the effect of psyl-
lium fiber and chokeberry fiber addition in combination with probiotic cultures Bifidobacterium animalis
ssp. lactis BB-12 and Lacticaseibacillus casei 431 on the quality of fermented milk. To investigate the
effect of fiber on fermented milk quality, acidity, texture properties, syneresis and colorcolor were meas-
ured, moreover, an organoleptic evaluation and microbiological analysis were performed.

Results and conclusion. Natural additives such as chokeberry fiber and psyllium fiber can be used
in the production of milk fermented by Bifidobacterium BB-12 and L.casei. Psyllium fiber can be recom-
mended for its syneresis-reducing properties. Whereas chokeberry fiber, due to its high polyphenol con-
tent, can be used as a natural colorcolorant and taste-enhancing additive. Adding fiber as chokeberry or
psyllium positively stimulated the growth and survival of Bifidobacterium BB-12 and L. casei bacteria
during storage. The hardness of the milk gel fermented by Bifidobacterium BB-12 or L. casei was signifi-
cantly improved by adding psyllium fiber, increasing it by as much as about 2.5 N, and this trend was also
maintained after 28 days of storage. Studies on using various fibers in fermented milk production should
be continued to determine their health-promoting and technological potential.
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lis

Introduction

Globally, due to COVID-19 and other crises, an increase in all forms of malnutri-
tion could be observed in the future [9]. Even today, an incorrect diet is one of the
causes of diseases in the world's population [48]. Therefore, developing new nutrient-
enriched products is applicable nowadays and in the future. Dairy products are the
most popular category of the food market of the European Union [45]. To provide the
population with well-balanced food, traditional ingredients can be used, as well as oth-
er plant ingredients with added nutritional value can also be utilized [2,28]. In recent
years, many publications have concerned the application of fiber in fermented milk
[13,16]. Fiber from fruit, vegetables and other fibers increase gut microbiota diversity
and show anti-inflammatory activity [6,34]. The use of fiber in fermented milk has
enormous potential, as it can offer a variety of benefits to both consumers and produc-
ers.

This study investigated the effects of different fiber types on the physicochemical
and organoleptic properties of fermented milk, as well as the health benefits associated
with consuming fiber-enriched fermented milk .

The addition of fiber in the form of Psyllium (Plantago ovata Forsk) might be
considered an alternative method of enriching fermented dairy products [1,7] due to the
presence of an active fraction of that it has arabinose 22.6 %, xylose 74.6 % and a
branched structure [38].

Psyllium as a soluble fiber has the potential to stimulate bacterial growth in the
digestive system [36]. There have been attempts to combine psyllium with various
probiotic cultures: Lacticaseibacillus paracasei, Lactobacillus acidophilus and Lacto-
bacillus bulgaricus, Lactiplantibacillus plantarum, S. boulardii and Lacticaseibacillus
rhamnosus and others [3, 22, 36, 49].

A potential fruit source of fiber is chokeberry [5]. Chokeberry has a substantial
anthocyanin content, indicating its high antioxidant activity [19]. Due to the high con-
tent of anthocyanins, chokeberry fruits benefit the cardiovascular system due to their
ability to seal blood vessels and provide capillaries with elasticity and proper permea-
bility [27]. Regular consumption of chokeberry improves digestion, stabilizes the car-
diovascular and digestive systems and has a disinfectant and antisclerotic effect on the
human body [29, 21]. Furthermore, the application of fiber in fermented milk has the
potential to reduce production fees, allowing lower-cost ingredients for production,
while maintaining the quality of the product. Globally, the potential for applying fiber
in fermented milk is substantial, as it can offer a wide range of benefits to both con-
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sumers and producers. Therefore, increasing attention and development of fiber-
enriched fermented dairy products will probably continue to be observed in the coming
years. Thus, the aim of the study was to determine the effect of psyllium fiber and
chokeberry fiber addition in combination with probiotic cultures Bifidobacterium ani-
malis ssp. lactis BB-12 and Lacticaseibacillus casei 431 on the quality of fermented
milk.

Material and methods
Material

Laciate milk, 2 % fat (SM Mlekpol, Grajewo, Poland), was used as a raw material
for the production of fermented milk. The psyllium fiber (Plantago psyllium L.) was
purchased from Purasana Ltd. (Komen, Slovenia), and chokeberry fiber was obtained
from Bio Planet (Leszno, Poland). Starter cultures of two probiotic strains Bifidobacte-
rium animalis ssp. lactis BB-12 and Lacticaseibacillus casei 431 were purchased from
Chr. Hansen (Hoersholm, Denmark). Sodium hydroxide (0.1 M NaOH) and phenol-
phthalein were purchased from Chempur (Piekary Slaskie, Poland).

Manufacture of fermented milk

Milk with fiber was heated to 60°C and homogenized with a homogenizer Nuoni
GJJ-0.06/40 (Zhejiang, China), at the pressure of 20 MPa. A control sample without
fiber addition was also prepared. The milk was then repasteurized at 85 °C for 30 min
and cooled to 40 °C. The milk samples were divided into batches: control (without the
addition of fiber), with a 1 % addition of psyllium fiber and a 1 % addition of choke-
berry fiber. At the next stage, a previously activated single starter monoculture of
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12 (Bifidobacterium BB-12) and monoculture
of Lacticaseibacillus casei 431 (L. casei) were added to each batch of milk (Scheme 1).
Starter cultures of Bifidobacterium BB-12 and L. casei were activated at 40 °C for 5
hours and added to the milk in the amount of 5 %, using the method of Szajnar et al.
[41]. After mixing, the milk was poured into 100 ml plastic containers. The fermenta-
tion process was carried out at 40 °C for 10 hours. The fermented milk was cooled to
5 °C (Cooled Incubator ILW 115, POL-EKO Aparatura, Wodzistaw Slaski, Poland). A
total of 60 samples were manufactured and five samples from each group were ana-
lyzed on two occasions after 1 and 28 days of storage.
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Milk / Mleko (2 % fat / ttuszczu)

N 2 N
1 % psyllium fiber / 1 % btonnik 0 % additive -control / 1 % chokeberry fiber /
z babki ptesznik 0 % dodatek - kontrola 1 % btonnik aroniowy
4 v 4
Homogenization / Homogenizacja ‘
2 2 <y
Pasteurization / Pasteryzacja (t=85 °C, 30 min) ‘
N N 2
Cooling / Chtodzenie (t = 40+1°C) ‘
2 2 4
Addition of starter cultures / Dodatek kultury starterowej (5 %) ‘
<y \ v

Groups with 1 % psyllium fiber:
PPBB12 - with Bifidobacterium
BB12; PPLC - with L. casei
Grupa z 1 % blonnika z babki
ptesznik: PPBB12 - z Bifidobacte-
rium BB12; PPLC - z L. casei

Control groups: CBB12-
with Bifidobacterium BB-12;
CLC - with L.casei

Grupa kontrolna: CBB12-
z Bifidobacterium BB-12;
CLC - z L.casei

Groups with 1 % chokeberry
fiber: CFBB12 - with Bifidobacte-
rium BB-12; CFLC- with L.
casei

Grupa z 1 % btonnika aronio-
wego: CFBBI2 - z Bifidobacte-
rium BB-12; CFLC- z L. casei

N 2 2
Fermentation / Fermentacja (t =40 °C, 10 h) ‘
2 2 N
Cooling / Chtodzenie (t =5 °C) ‘
v 2 N

Storage (t =5 °C) and quality evaluation (1st and 28th day) /
Przechowywanie (t =5 °C) i ocean jakosci (1. i 28. dzien)

Scheme 1. Production scheme for probiotic fermented milk with psyllium fiber and chokeberry fiber
Schemat 1. Technologia produkcji probiotycznego mleka fermentowanego z dodatkiem btonnika z babki
ptesznik i btonnika z aronii

Acidity and pH measurement

The pH of the milk with the addition of psyllium raw powder and chokeberry fi-
ber and after the fermentation process was measured with a pH-meter FiveEasy (Met-
tler Toledo, Greifensee, Switzerland) with InLab®Solids Pro-ISM electrode (Mettler
Toledo, Greifensee, Switzerland) [41]. The method described by Jemaa et al. [17] was
used to measure lactic acid content: the fermented milk samples were titrated with 0.1
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M NaOH solution, using phenolphthalein as indicator, and lactic acid content was ex-
pressed as g lactic acid L.
Syneresis

The centrifuge method [37], with modifications, was used for measuring syneresis
in the fermented milk samples (laboratory refrigerated centrifuge LMC-4200R, Biosan
SIA, Riga, Latvia). A 10 g portion of fermented milk was weighed into a 50 mL plastic
tube and centrifuged at 4000 rpm for 10 min. Syneresis was determined as the mass
percentage of the separated whey in the product.

Evaluation of color

The color was determined with a colorimeter (Precision Colorimeter, Model NR
145, Shenzhen, China) using the CIE L*a*b* system. The following parameters were
determined: L*—as lightness (from 0—»black to 100—white), a*—as color from red
(+) to green (—), b*—as color from yellow (+) to blue (—) [21]. Before measurement,
the device was calibrated on a white reference standard [26].

Texture profile

A texture profile analysis, including the measurement of hardness [N], cohesive-
ness, adhesiveness [mJ] and springiness [mm], was executed using an instrumental
method described by Znamirowska et al. [50]. The analysis was performed on a 100
mL fermented milk sample, whose temperature was 8 °C, and the cylindrical dimen-
sions of the sample were 66 mm X 33.86 mm. The test was performed using CT3 TeX-
ture Analyzer with Texture Pro CT software (Brookfield AMETEK, Berwyn, PA,
USA), acrylic probe TA3/100 (diameter 35 mm), TABTKIT table and settings: meas-
urement speed 1 mm/s, trigger load 0.1 N, test termination distance 15 mm.

Microbiological analysis

The pour plate method using MRS agar (Biocorp, Poland) [24, 32] was employed
to determine the viable counts of Bifidobacterium BB12 and L. casei. Incubation was
carried out in a vacuum desiccator with GENbox anaer (Biomerieux, Warsaw, Poland).
The process was conducted under anaerobic conditions at 37 °C for 72 hours. Follow-
ing the incubation, colonies were counted with a colony counter (TYP J-3, Chemland,
Stagard Szczecinski, Poland). Viable cell count was expressed as log CFU g ™.

Organoleptic evaluation

An organoleptic evaluation of the probiotic fermented milk with the addition of
psyllium fiber and chokeberry fiber was carried out by a sensory panel (previously
trained ten men and ten women) on the 1st and 28th day of cold storage. Milky-creamy
taste, sour taste, a taste of the additives, sweet taste, off-taste, sour odor, an odor of
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additives and off-odor [42] were evaluated on a scale with markings at both ends: 1
(undetectable) to 9 (very intense), according to PN-1SO 22935-2:2013-07 [31].

Statistical analysis

The data obtained was processed with Statistica v. 13.1 software (StatSoft, Tulsa,
Oklahoma, USA) to calculate the mean, standard deviation, and Pearson’s correlation
coefficient. A three-way ANOVA was used to investigate the overall effect of addi-
tives and storage time (days) and the type of bacteria on the properties of the fermented
milk. The significance of differences between the means was estimated with Tukey’s
test (p < 0.05).

Results and discussion
Acidity and pH measurement

The milk after homogenization and pasteurization with fibers had significantly
different pH values than the control milk (fig.1). Adding psyllium fiber reduced the pH
value by 0.1 units and chokeberry fiber by 0.4 units compared to their control counter-
parts. This was mainly due to the presence of vitamin C and organic acids in chokeber-
ry fruit, which ranges from 1.1 % to 1.4 % [4, 8]. The main acids identified in fresh
berries are L-malic (13.1 g/kg), citric (2.1 g/kg) and quinic acid (5.9 g/kg). Shikimic
acid, oxalic acid and succinic acid were considered secondary components [8, 21]. The
content of free acids in the pomace is low since they transfer into the juice along with
other solutes. According to Sojka et al. [39], the predominant organic acid in pomace is
galacturonic acid (5 + 16 g/kg).

On the first day of storage, a significantly lower pH value was determined in the
milk with the addition of 1 % psyllium fiber (PPBB12, PPLC) compared to the control
counterparts. In contrast, adding 1% chokeberry fiber did not significantly change the
pH value. As expected, extended storage time reduced the pH value in all the ferment-
ed milk samples. Additionally, the addition of psyllium fiber significantly increased the
lactic acid content of the fermented milk (PPBB12, PPLC) on the 1st day of storage.
However, adding chokeberry fiber did not change the lactic acid concentration of the
fermented milk. In the study by Helal et al. [13], yoghurt pH values and titratable acidi-
ty were not affected by the addition of different ratios of inulin. On the contrary, the
addition of high-density inulin (1 % and 2 %) positively influenced the formation of
acetaldehyde, resulting in a higher concentration than low-fat without additives, as well
as the apparent viscosity of the yoghurt, which increased with the addition of inulin to
2 % and was comparable to the full-fat yoghurt.

After 28 days of storage, the lactic acid content increased significantly in the con-
trol samples CBB12 and CLC (Table 1). However, an insignificant increase in lactic
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acid concentration was observed in the samples with fibers (PPBB12, CFBB12, PPLC,
7

CFLC).
b b
a
a a
6
5 cB cB bB bB
A aB aA cA chA aB cp bA
4
==y
o
3
2
1
0
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M pH before fermentation/ przed fermentacja

M pH 1 day of storage time/ po 1 dniu przechowywania

® pH 28 days of storage time/ po 28 dniach przechowywania

Fig. 1. pH of fermented milk by Bifidobacterium BB-12 and L. casei before fermentation, after 1 and 28
days of cold storage
Rys. 1. Wartos¢ pH mleka fermentowanego przez Bifidobacterium BB-12 i L. casei przed fermentacja,
po 1128 dniu przechowywania chtodniczego
Explanatory notes / Objasnienia:
CBB12-control milk with Bifidobacterium BB-12; PPBB12-milk with 1.0 % psyllium fiber and Bifidobac-
terium BB-12; CFBB1-milk with 1.0 % chokeberry fiber and Bifidobacterium BB-12; CLC— control milk
with L. casei; PPLC-milk with 1.0 % psyllium fiber and L. casei; CFLC— milk with 1.0 % chokeberry
fiber and L. casei. Values are means = SD, n =5 for each group . & — means marked with different capi-
tal letters indicate statistically significant differences within a given parameter during storage at p < 0.05;
*° _ mean values with different lowercase letters indicate statistically significant differences at p < 0.05
depending on the fiber and bacteria type /
CBB12-mleko kontrolne z Bifidobacterium BB-12; PPBB12-mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z babki
plesznik i Bifidobacterium BB-12; CFBB1-mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i Bifidobacterium
BB 12; CLC— mleko kontrolne z L. casei; PPLC-mleko z dodatkiem 1.0 % blonnika z babki ptesznik i L.
casei; CFLC— mleko z dodatkiem 1.0% btonnika z aronii i L. casei. Srednia = SD, n = 5 dla kazdej grupy
AB _ ¢rednie oznaczone roznymi duzymi literami wskazuja statystycznie istotne réznice time w obrebie
danej cechy w czasie przechowywania przy p <0,05; *° - érednie oznaczone réznymi matymi literami
wskazuja statystycznie istotne roznice przy p < 0,05 w zaleznosci od rodzaju btonnika i probiotycznej
kultury starterowej
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Syneresis

After the first day of storage, milk fermented by Bifidobacterium BB-12 showed
less susceptibility to syneresis than its counterpart fermented by L. casei (Table 1).

Table 1.  Properties of fermented milk with psyllium fiber and chokeberry fiber during cold storage
Tabelal. Wiasciwosci mleka fermentowanego z blonnikiem z babki ptesznik i btonnikiem z aronii
podczas przechowywania chtodniczego

_ Storage time Bifidobacterium BB-12 L. casei
Properties / [days] /
Wiasciwosci | Czas przecho- | cBB12 |PPBB12| CFBBI12 CLC PPLC CFLC
wywania [dni]
aA A aA bA A bA
Lactic acid 1 0.65 0.82¢ 0.66 0.71 0.84¢ 0.75
oL ']/ +0.01 +0.01 +0.11 +0.03 +0.03 +0.04
Kwas mlekowy 28 0.75% | 0.84™ | 0.78% 0.80%® 0.87°* 0.80
[oL] +0.02 +0.02 +0.06 +0.05 +0.07 +0.04
1 21.03"" | 14.01®* | 28.524 | 28.54% | 21.39°* | 38.09%
Syneresis [%] +2.37 +0.42 +0.79 +0.96 +1.06 +1.55
Synereza [%] 28 42.24% 12085 | 3585 | 46.73® | 23.75® | 42.36™
+0.72 +0.83 +1.20 +1.33 +0.50 +1.58
1 03.27°® | 81.70" | 69.98% | 94.03® | 79.37°2 | 68.12*"
L +1.23 +0.95 +1.28 +1.11 +1.12 +1.01
28 89.11% [ 80.10°A [ 71.01® | 90.08"* | 77.91" | 72.09%
+0.77 +0.42 +1.77 +£1.02 £1.21 +1.52
Color / 1 2.34°A | 3117 | 16.218 -3.01%4 -2.39°8 17.51®
Barwa | a* +0.42 +0.13 +0.76 +0.21 +0.16 +0.89
- 207" | -3.18%A | 11.92%" | 2532 | -1.77A 13.02%
+0.31 +0.48 +1.08 +0.41 +0.18 +1.02
1 0.48" | 12.46* | 0.46™ 10.02°* | 11.82%% 0.21%
- +0.82 +1.02 +0.14 +0.82 +0.41 £0.11
28 10.68°A | 13.12%4 | 1.98%® 10.81°" | 12.01° 0.81%
+0.12 +0.19 +0.81 +0.83 +0.81 +0.20

Explanatory notes / Objasnienia:

Values are mean+SD, n = 5 for each group; *° — mean values denoted in rows by different lowercase
letters differ significantly at p <0.05; “® — means in columns marked with different capital letters indi-
cate statistically significant differences within a given parameter during storage at p < 0.05; storage time:
1 — after fermentation, 28 — after 28 days of cold storage; CBB12 — control milk with Bifidobacterium
BB-12; PPBB12 — milk with 1.0 % psyllium fiber and Bifidobacterium BB-12; CFBB12 — milk with
1.0 % chokeberry fiber and Bifidobacterium BB-12; CLC — control milk with L. casei; PPLC — milk with
1.0 % psyllium fiber and L. casei; CFLC — milk with 1.0 % chokeberry fiber and L. casei/

Srednia+SD, n = 5 dla kazdej grupy; *° — $rednie oznaczone w wierszach réznymi matymi literami réznia
sie istotnie przy p < 0,05; * — ¢rednie w kolumnach oznaczone réznymi duzymi literami wskazujg staty-
stycznie istotne roéznice w obregbie danej cechy w czasie przechowywania przy p < 0,05; czas przechowy-
wania: 1 — po fermentacji, 28 — po 28 dniach przechowywania chtodniczego; CBB12-mleko kontrolne
z Bifidobacterium BB-12; PPBB12-mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z babki ptesznik i Bifidobacterium
BB-12; CFBB1-mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i Bifidobacterium BB-12; CLC — mleko kon-
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trolne z L. casei; PPLC-mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z babki ptesznik i L. casei; CFLC — mleko
z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i L. casei

Adding 1 % psyllium fiber to the milk fermented by Bifidobacterium BB-12 re-
duced syneresis by 7 % on the 1st day of storage, while adding 1 % chokeberry fiber
increased syneresis by 7 %. Regarding the milk fermented by L. casei, the addition of
psyllium fiber also reduced syneresis by about 7 %, but the addition of chokeberry
fiber increased syneresis by as much as 9.5 %. The phenomenon of decreased syneresis
is due to the presence of mucilage in psyllium. The mucilage of psyllium seeds is often
referred to as husk or psyllium husk. Ground mucilage obtained from seeds is a hydro-
philic white fibrous substance, indicating that its molecular shape causes it to absorb
and bind water. Once water is absorbed, it forms a transparent, colorless, mucilaginous
gel that increases in size by ten times or more [10]. Psyllium fiber containing a water-
soluble hydrophilic mucilage fiber are abundant in various primary and secondary me-
tabolites and, in addition, many bioactive compounds [43]. Extending storage time to
28 days increased syneresis in the control milk by 21.21 % in CBB12 and 18.19 % in
CLC. Milk with fibers also showed higher syneresis compared to the first day of cold
storage. Significantly lower syneresis was shown in the samples with psyllium fiber
(PPBB12 and PPLC) by 21.39 % and 22.98 % compared to the controls. After 28 days
of storage, milk with 1 % added chokeberry fiber CFBB12 had lower syneresis by
about 6.4 %, and the milk with L. casei by approximately 4.4 % compared to their con-
trols. However, it should be noted that milk fermented by Bifidobacterium BB-12 has a
higher water retention capacity than milk with L. casei. These differences, due to the
use of different strains, may be related to the production of exopolysaccharides under
certain environmental conditions. Bacterial exopolysaccharides are characterized by
high molecular weight polysaccharides, which are secreted by some bacteria into the
culture medium and consist of monosaccharides [20, 25, 33, 48]. Like water-binding
agents, exopolysaccharides exhibit textural properties such as viscosity, stabilization,
emulsification, sweetening and gelation. Jovanovi et al. [18] studied a new probiotic
yoghurt fortified with apple pomace flour, where syneresis was reduced up to 1.8 times
compared to the control.

Evaluation of color

Adding fiber in the form of psyllium and chokeberry significantly influenced the
L*a*b* color components compared to their control counterparts, both in the milk
fermented by Bifidobacterium BB-12 and L. casei (Table 1). The addition of chokeber-
ry fiber (CFBB12, CFLC) caused the strongest color darkening on the 1st and 28th day
of storage. The milk fermented by Bifidobacterium BB-12 with the addition of psylli-
um fiber (PPBB12) was characterized by a higher proportion of green and yellow color
than the control (CBB12). In contrast, the milk fermented by L. casei with psyllium
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fiber (PPLC) was characterized by a lower proportion of green color and a higher pro-
portion of yellow color compared to the control (CLC). Extending the storage period to
28 days increased the proportion of yellow in all milk groups, which was influenced by
syneresis (r = 0.989, p < 0.05) and the lactic acid content (r = 0.996, p < 0.05).

The color of the milk with chokeberry fiber results from the presence of polyphe-
nolic compounds in chokeberry fruit. Anthocyanins present in chokeberry are the se-
cond largest group of phenolic compounds. Anthocyanins give the fruit a color that
varies from orange to red and purple to blue. The concentration of hydrogen ions influ-
ences the type of the color of anthocyanins and their stability. They show greater sta-
bility in acidic environments. However, in technological processes, anthocyanins are
degraded by light, oxygen and heating [31]. Several studies [4, 9, 10] demonstrated
that the stability of anthocyanins, apart from food processing, depends on numerous
factors, including storage temperature, pH, light, the presence of metal ions, oxygen,
enzymes, ascorbic acid, sugars, sulfur dioxide or sulfites and copigments belonging to
different classes of compounds. Nevertheless, the color of milk enriched with fiber
from psyllium was probably influenced, among other things, by the presence of flavo-
noids which provide a yellow color [16].

Microbiological analysis of fermented milk

Figure 2 shows the number of viable bacterial cells of Bifidobacterium BB-12 and
L. casei after 1 and 28 days of storage of the control milk and with the addition of
chokeberry fiber or psyllium fiber. The control milk fermented by Bifidobacterium BB-
12 (CBB12) had comparable bacterial cell count to the control milk fermented by L.
casei (CLC), and the observed differences were not significant. On the first day of
storage, the milk fermented by Bifidobacterium BB-12 with psyllium fiber (PPBB12)
showed the highest number of viable bacterial cells. On the contrary, the other fiber-
fermented milk samples (CFBB12, PPLC, CFLC) had a significantly higher number of
viable bacterial cells by about 1 log cfu g™ than their control counterparts. After 28
days of storage, the number of bacterial cells decreased by approximately 2 log cfu g™
compared to the first day. In the PPLC and CFLC samples, the number of viable L.
casei bacterial cells was about 3 log cfu g™ lower compared to the first day of storage.
The milk with fibers fermented by Bifidobacterium BB-12 (PPBB12 and CFBB12)
after 28 days of storage had significantly higher bacterial cell count than the other
groups. However, it should be noted that even on the 28th day of storage, all the fer-
mented milk samples met the requirements of the International Dairy Federation's Rec-
ommendation that probiotic products should contain at least 7 log CFU g™ of lactic
acid bacteria [9].

Studies by some authors report that phenolic compounds can also stimulate the
growth of beneficial bacteria such as Lactobacillus and Bifidobacterium and can there-
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fore modulate the intestinal microflora [23, 44]. In the study by Szajnar et al. [40], the
addition of chokeberry fiber affected the stimulation of the growth of bacteria. In the
milk sample without fiber addition, more viable cells were counted for L. acidophilus
by 0.5log CFU g™' more than the milk fermented with L. rhamnosus. Furthermore, in
milk fermented by L. acidophilus with 1.5 % chokeberry fiber, the number of viable
bacterial cells was higher than that in milk fermented by L. rhamnosus with the same
addition of fiber.

Furthermore, in the study by Helal et al. [13], the viability of L. delbrueckii ssp.
bulgaricus was enhanced by adding 1 % and 2 % of inulin, while adding 3 % had a
negative effect. However, no effect was reported on Streptococcus thermophilus viabil-
ity.

An ANOVA analysis of variance indicated that the number of bacterial cells in
the fermented milk was affected by factors such as storage time (p = 0.000), type of
bacteria (p = 0.001), fiber addition (p = 0.000), and interactions between these factors
(p = 0.001).
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Fig. 2. Viable count in milk fermented by Bifidobacterium BB-12 and L. casei after 1 and 28 days of
cold storage

Rys. 2. Liczba zywych komorek bakterii w mleku fermentowanym przez Bifidobacterium BB-12 i L.
casei po 1128 dniach przechowywania chtodniczego

Explanatory notes / Objasnienia:

CBB12 - control milk with Bifidobacterium BB-12; PPBB12-milk with 1.0 % psyllium seed husks and

Bifidobacterium BB-12; CFBB1 — milk with 1.0 % chokeberry fiber and Bifidobacterium BB-12; CLC —
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control milk with L. casei; PPLC — milk with 1.0 % psyllium seed husks and L. casei; CFLC — milk with
1.0 % chokeberry fiber and L. casei. Values are means = SD, n =5 for each group . *® — means marked
with different capital letters indicate statistically significant differences within a given parameter during
storage at p < 0.05; *° — mean values with different lowercase letters indicate statistically significant dif-
ferences at p < 0.05 depending on the fiber and bacteria type/

CBB12 — mleko kontrolne z Bifidobacterium BB-12; PPBB12-mleko z dodatkiem 1.0 % blonnika z babki
ptesznik i Bifidobacterium BB-12; CFBB1 — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i Bifidobacterium
BB-12; CLC — mleko kontrolne z L. casei; PPLC — mleko z dodatkiem 1,0% btonnika z babki ptesznik i L.
casei; CFLC — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i L. casei. Srednia + SD, n = 5 dla kazdej gru-
py. “B — §rednie oznaczone roznymi duzymi literami wskazuja statystycznie istotne réznice w obrebie
danej cechy w czasie przechowywania przy p < 0,05; *° — érednie oznaczone réznymi matymi literami
wskazuja statystycznie istotne roznice przy p < 0,05 w zaleznosci od zrédta blonnika i probiotycznej
kultury starterowej

Texture analysis

Figure 3 shows a texture profile of the milk fermented by Bifidobacterium BB-12
and L. casei after 1 and 28 days of cold storage. The hardness of the milk gel ferment-
ed by Bifidobacterium BB-12 or L. casei was significantly improved by adding psylli-
um fiber, increasing it by as much as about 2.5 N, and this trend was also maintained
after 28 days of storage. The increase in hardness in the milk with the addition of psyl-
lium fiber may be due to the fact that psyllium husk (polysaccharides) acts as a stabi-
lizer in the fermented milk because it can absorb moisture, thus improving the texture
of the finished fermented milk [12, 14]. A significant correlation was found between
milk hardness and lactic acid content (r = 0.969).

The addition of chokeberry fiber to the milk, regardless of the type of probiotic
strain used, resulted in a decrease in hardness compared to the control on the first day
of storage. The study indicates that the addition of psyllium fiber or chokeberry fiber
decreases the adhesiveness or results in similar adhesiveness to the control milk
throughout the storage period. Furthermore, the determined cohesiveness in the milk
with fiber addition was similar to their control counterparts and ranged from 0.41 (for
CFLC) to 0.53 (for PPB12), and the differences shown were significant only in the
particular cases.

In contrast, the addition of fiber and the type of probiotic strain used did not sig-
nificantly affect the springiness of the fermented milk. In the study by Szajnar et al.
[40], the milk with chokeberry fiber fermented with L. acidophilus was characterized
by harder gel than its analogues fermented with L. rhamnosus.
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Fig. 3.  Effect of fiber addition on texture profile of milk fermented by Bifidobacterium BB-12 and L.
casei after 1 and 28 days of cold storage
Rys. 3.  Wplyw dodatku btonnika na profil teksturometryczny mleka fermentowanego przez Bifidobacte-
rium BB-12 i L. casei po 1 i 28 dniach przechowywania chtodniczego
Explanatory notes / Objasnienia:
CBB12 — control milk with Bifidobacterium BB-12; PPBB12 — milk with 1.0 % psyllium fiber and Bifido-
bacterium BB-12; CFBB1 — milk with 1.0 % chokeberry fiber and Bifidobacterium BB-12; CLC — control
milk with L. casei; PPLC — milk with 1.0 % psyllium fiber and L. casei; CFLC — milk with 1.0 % choke-
berry fiber and L. casei. Values are means + SD, n = 5 for each group . *® — means marked with different
capital letters indicate statistically significant differences within a given parameter during storage at
p < 0.05; *° — mean values with different lowercase letters indicate statistically significant differences at
p <0.05 depending on the fiber and bacteria type /
CBB12 — mleko kontrolne z Bifidobacterium BB-12; PPBB12 — mleko z dodatkiem 1.0 % blonnika
Z babki ptesznik i Bifidobacterium BB-12; CFBB1 — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i Bifido-
bacterium BB-12; CLC — mleko kontrolne z L. casei; PPLC-mleko z dodatkiem 1.0% btonnika z babki
ptesznik i L. casei; CFLC — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i L. casei. Srednia + SD, n = 5 for
each group . B — $rednie oznaczone roznymi duzymi literami wskazuja statystycznie istotne réznice
w obrebie danej cechy w czasie przechowywania przy p < 0,05; *° — érednie oznaczone réznymi matymi
literami wskazuja statystycznie istotne roznice przy p < 0,05 w zaleznosci od zrédta blonnika i probio-
tycznej kultury starterowej

Organoleptic analysis

The results of the organoleptic analysis are presented in Figure 4a and Figure 4b.
The control milk, without fiber addition, fermented by Bifidobacterium BB-12 or L.
casei, was characterized by a more intense milky-creamy taste than the milk with psyl-



114 Agata Znamirowska-Piotrowska i wsp.

lium fiber or chokeberry fiber. The addition of psyllium fiber or chokeberry fiber nei-
ther enhanced the sour taste nor affected the differences in the intensity of the sweet
taste. Furthermore, off-taste and off-odor in the control milk and the milk with fiber
additives were not detectable, regardless of the type of probiotic strain used. As ex-
pected, the additive taste and odor were perceptible in the milk with psyllium fiber and
in the milk with chokeberry fiber. A consumer panel evaluating the fermented milk
samples on days 1 and 28 of the organoleptic evaluation indicated that the storage time
did not significantly affect the quality of the product, as the marks given were similar
to those on the 1st day. This was also confirmed by an ANOVA analysis of variance,
which indicated that the factor that significantly affected the taste of the product was
the addition of fiber (p < 0.007), while the storage time was found to be insignificant.

Furthermore, in a study by Sadowska et al. [35] on the functional properties of
fruit fiber preparations and their application in wheat bakery products (Kaiser Rolls), it
was found that chokeberry fiber product influenced the color and was the darkest with
a purplish-brown hue. The fibers used showed a fruity taste and odor characteristic of
the fruit species used, with no off-taste or aftertaste. In a study by Bhat et al. [3], yo-
ghurt with 0.5 % psyllium fiber was found to be the most acceptable during a sensory
evaluation.
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milky creamy
taste/smak mleczno-
kremowy
7
6
off-odor/zapach obcy [\ sour tast§/smak
kwasny
odor of taste of the
additives/zapach additives/smak
dodatkow dodatkow
sour odor/zapach sweet taste/smak
kwasny stodki

off- taste/smak obcy

Fig. 4a. Effect of fiber addition on organoleptic parameters of fermented milk after 1 day of cold storage

Rys. 4a. Wplyw dodatku blonnika na wlasciwosci organoleptyczne mleka fermentowanego po 1 dniu
przechowywania chtodniczego

Explanatory notes / Objasnienia:
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CBB12 — control milk with Bifidobacterium BB-12; PPBB12 — milk with 1.0 % psyllium fiber and Bifido-
bacterium BB-12; CFBB1-milk with 1.0 % chokeberry fiber and Bifidobacterium BB-12; CLC — control
milk with L. casei; PPLC — milk with 1.0 % psyllium fiber and L. casei; CFLC — milk with 1.0 % choke-
berry fiber and L. casei; n = 20 for each group

CBB12 — mleko kontrolne z Bifidobacterium BB-12; PPBB12 — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika
Z babki plesznik i Bifidobacterium BB-12; CFBB1 — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i Bifido-
bacterium BB-12; CLC — mleko kontrolne z L. casei; PPLC — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z babki
plesznik i L. casei; CFLC — mleko z dodatkiem 1.0% blonnika z aronii i L. casei; n = 20 dla kazdej grupy

— CBB12 PPBB12 CFBB12 CLC PPLC CFLC
milky creamy
taste/sr}”lak mleczno-...
6
off-odor/zapach obcy 5 sour taste/smak kwasny
4
3
2
odor of taste of the
additives/zapach... additives/smak...

sour odor/zapach

, sweet taste/smak stodki
kwasny

off- taste/smak obcy

Fig. 4b. Effect of fiber addition on organoleptic parameters of fermented milk after 28 days of cold stor-
age

Rys. 4b. Wptyw dodatku btonnika na wiasciwos$ci organoleptyczne mleka fermentowanego po 28 dniach
przechowywania chtodniczego

Explanatory notes / Objasnienia:

CBB12 — control milk with Bifidobacterium BB-12; PPBB12 — milk with 1.0 % psyllium fiber and

Bifidobacterium BB-12; CFBB1-milk with 1.0 % chokeberry fiber and Bifidobacterium BB-12; CLC —

control milk with L. casei; PPLC — milk with 1.0 % psylliumfiber and L. casei; CFLC — milk with 1.0 %

chokeberry fiber and L. casei; n = 20 for each group

CBB12 — mleko kontrolne z Bifidobacterium BB-12; PPBB12 — mleko z dodatkiem 1.0 % blonnika

Z babki ptesznik i Bifidobacterium BB-12; CFBB1 — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i Bifido-

bacterium BB-12; CLC — mleko kontrolne z L. casei; PPLC — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z babki

ptesznik i L. casei; CFLC — mleko z dodatkiem 1.0 % btonnika z aronii i L. casei; n = 20 dla kazdej grupy

Conclusions

1. Psyllium fiber reduced syneresis, increased gel hardness, induced color darkening,
improved the proportion of yellow and had a favorable effect on the growth and
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(1]

[2]

(3]
[4]

(5]

(6]

(7]
(8]

[9]

survival of the Bifidobacterium BB-12 and L. casei strains, however, did not affect
the organoleptic characteristics of the fermented milk.

. Chokeberry fiber increased syneresis only on the first day of storage, reducing syn-

eresis by 4.0 +~ 6.0 % on the 28th day. The addition enhanced the proportion of red
color, reduced the hardness of the gel and contributed to the desired flavor. The
chokeberry fiber provided favorable conditions for the growth and survival of the
studied probiotic strains.

Natural additives such as chokeberry fiber and psyllium fiber can be used in the
production of milk fermented by Bifidobacterium BB-12 and L. casei.

Psyllium fiber can be recommended for its syneresis-reducing properties. However,
chokeberry fiber, due to its high polyphenol content, can be used as a natural color-
ant and taste-enhancing additive.

Studies on the use of various fibers in fermented milk production should be contin-
ued to determine their technological and health-promoting potential.
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WPLYW DODATKU BLONNIKA Z BABKI PLESZNIK I BEONNIKA Z ARONII NA JAKOSC
PROBIOTYCZNEGO MLEKA FERMENTOWANEGO

Streszczenie

Woprowadzenie. Btonnik z owocoéw, warzyw i btonnik innego pochodzenia moga zwigksza¢ r6zno-
rodno$¢ mikroflory jelitowej i wykazywaé dziatanie przeciwzapalne. Zastosowanie btonnika do produkc;ji
probiotycznego mleka fermentowanego ma ogromny potencjal, poniewaz moze zapewni¢ szereg korzysci
zaro6wno konsumentom, jak i producentom. Blonnik pokarmowy oproécz poznanych korzysci fizjologicz-
nych moze zmniejsza¢ ryzyko wystapienia chordéb cywilizacyjnych. Konsument oczekuje od wspodtczesnej
zywnoS$ci prozdrowotnego dziatania, a $wiadomo$¢ konsumencka zwigksza si¢ dzigki coraz szerszemu
asortymentowi i kampaniom reklamowym promujacym zywno$¢ prozdrowotna, co takze wykorzystuja
producenci zywnosci. Celem badan bylo okreslenie wptywu dodatku btonnika babki ptesznik i aronii
W potaczeniu z kulturami probiotycznymi Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB-12 i Lacticaseibacillus
casei 431 na jako$¢ mleka fermentowanego. W celu zbadania wptywu btonnika na jako$¢ mleka fermen-
towanego dokonano oceny kwasowosci, tekstury, synerezy i barwy, a takze przeprowadzono ocen¢ orga-
noleptyczng i analiz¢ mikrobiologiczna.

Wyniki i wnioski. Do produkcji mleka fermentowanego przez Bifidobacterium BB-12 i L.casei moz-
na zastosowaé naturalne dodatki takie jak blonnik aroniowy i blonnik babki plesznik. Btonnik babki
ptesznik mozna poleci¢ ze wzgledu na jego wlasciwosci zmniejszajace synerez¢. Natomiast blonnik aro-
niowy ze wzgledu na wysoka zawartos¢ polifenoli moze by¢ stosowany jako naturalny barwnik i dodatek
poprawiajacy smak. Dodatek btonnika, takiego jak aronia czy babka plesznik, pozytywnie stymulowat
wzrost i przezywalno$¢ bakterii Bifidobacterium BB-12 i L. casei podczas przechowywania. Twardo$¢
zelu mlecznego fermentowanego przez Bifidobacterium BB-12 lub L. casei ulegta znacznej poprawie
poprzez dodatek blonnika babki ptesznik, zwigkszajac ja az o okoto 2,5 N i tendencja ta utrzymywala si¢
réwniez po 28 dniach przechowywania. Nalezy kontynuowa¢ badania nad wykorzystaniem roéznych zrodet
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btonnika w produkcji mleka fermentowanego w celu okreslenia ich potencjatu prozdrowotnego i techno-
logicznego.

Stowa kluczowe: mleko fermentowane, aronia, babka plesznik, btonnik, Lacticaseibacillus casei, Bifido-
bacterium animalis
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PIERWIASTKI SLADOWE W PLATKACH SNIADANIOWYCH - KORZYSCI
1 ZAGROZENIA ZWIAZANE Z ICH KONSUMPCJA

Streszczenie

Woprowadzenie. Platki $niadaniowe - wbrew swojej nazwie, sa spozywane nie tylko na $niadania, ale
réwniez jako przekaski migdzy positkami. Za gtéwnych konsumentéw platkow uznaje si¢ dzieci, ale po
tego typu produkty chetnie siggaja rowniez osoby doroste. Tak duze zainteresowanie zbozowymi ptatkami
$niadaniowymi wynika m.in. z szerokiego asortymentu ptatkow, tatwosci przygotowania, niskiej ceny, ale
przede wszystkim z wysokiej zawartosci sktadnikow odzywczych, w tym pierwiastkow sladowych. Celem
niniejszej pracy byla analiza zawarto$ci pierwiastkow §ladowych w platkach $niadaniowych pod katem
korzysci i zagrozen dla konsumentow. Materiat do badan stanowito jedenascie rodzajow platkow $niada-
niowych zakupionych w lokalnym handlu detalicznym. Analizy wykonano metodg ICP-AES (emisyjnej
spektrometrii atomowej w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej) oraz GF-AAS (absorpcyjnej spektrometrii
atomowe;j z atomizacjg elektrotermiczng w kuwecie grafitowej).

Wyniki i wnioski. Przeprowadzona analiza wykazata, ze $rednia zawartos$¢ zelaza ze wszystkich ana-
lizowanych ptatkéw wynosita 62,8 mg/kg, a najbogatszym zrédlem tego pierwiastka byty platki wielozbo-
zowe. Najwigksza iloscig cynku, miedzi oraz manganu charakteryzowaly si¢ natomiast ptatki owsiane.
Zauwazono réwniez, ze spozycie porcji platkow owsianych dostarcza 57 % dziennego zapotrzebowania na
mangan dla megzczyzn oraz prawie 73 % dla kobiet. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono
takze, ze spozywanie platkéw $niadaniowych nie stwarza ryzyka zdrowotnego zwigzanego z narazeniem
konsumentow na niekorzystne oddzialywanie pierwiastkéw dostarczanych organizmowi wraz ze spozy-
ciem tych produktow.

Stowa kluczowe: ICP-AES, GF-AAS, ptatki $niadaniowe, mikroelementy, toksyczne pierwiastki §ladowe
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Wprowadzenie

Ptatki $niadaniowe nalezg do najpopularniejszych i najczesciej wybieranych pro-
duktow zbozowych na $wiecie, klasyfikowanych jako przetworzone produkty zbozowe
[1,2]. Zgodnie z Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego [3] oznaczajg zywno$é
nalezaca do ,,prostych produktow zbozowych, ktore sa lub musza by¢ przygotowane do
spozycia poprzez dodanie mleka lub innych odpowiednio odzywczych ptynow” lub
»produktéw zbozowych z dodatkiem sktadnikow wysokobiatkowych, ktore sg lub mu-
Sza by¢ przygotowane do spozycia poprzez dodanie wody lub innego plynu niezawie-
rajacego biatka”.

Pierwiastki $ladowe sa niezbedne do przebiegu wielu réznych procesow biolo-
gicznych zachodzacych we wszystkich organizmach zywych. Zelazo (Fe) odgrywa
kluczowsa role w transporcie tlenu i elektronéw, procesach metabolicznych i energe-
tycznych, podziale i roznicowaniu komoérek oraz w syntezie kwasu dezoksyrybonukle-
inowego [4]. Cynk (Zn) w organizmie czlowieka stanowi sktadnik strukturalny, katali-
tyczny i regulacyjny wielu proceséow metabolicznych. Miedz (Cu) zapewnia
prawidtowe funkcjonowanie uktadu nerwowego i aktywacje neuropeptydow oraz jest
niezbedna do syntezowania i utrzymywania mieliny [5,6]. Z kolei mangan (Mn) umoz-
liwia prawidlowe funkcjonowanie uktadu immunologicznego, kostnego, syntezg hor-
monow steroidowych 1 neuroprzekaznikow [5]. Te same pierwiastki moga sta¢ si¢
jednak szkodliwe dla organizmu i powodowa¢ niekorzystne skutki zdrowotne, jesli
zgromadzg si¢ w iloéciach przekraczajacych ich dopuszczalne zawartosci [7].

Obok pierwiastkow niezbednych w produktach spozywczych obecne sg rowniez
pierwiastki, ktore w komorkach nie spelniaja zadnej funkcji biologicznej i nawet
w niskich stezeniach sg wysoce toksyczne dla organizmu, m.in. kadm (Cd) i otow (Pb)
[8,9].

Bioragc pod uwage popularnosé i czestos¢ spozywania ptatkow $niadaniowych —
szczegolnie wsrod dzieci, istotna z punktu widzenia zywieniowego wydaje si¢ by¢
analiza i ocena zawarto$ci pierwiastkow w tych produktach. Przeprowadzenie analizy
umozliwia nie tylko oszacowanie pokrycia dziennego zapotrzebowania organizmu na
dany mikroelement, ale takze okreslenie ryzyka zwigzanego z nadmierna podaza dane-
go pierwiastka wraz z platkami zbozowymi.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowito jedenascie rodzajow ptatkow $niadaniowych (A-K)
zakupionych pigciokrotnie (ptatki roznily si¢ numerem partii) w lokalnym handlu deta-
licznym.
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Tabela 1.
Table 1.

Charakterystyka platkow zakupionych do badan
Characteristics of flakes purchased for research

Rodzaj ptatkow
/ Type of flakes

Sktad produktu deklarowany przez producenta /
Product composition declared by the manufacturer

Grupa/
Group

94% ziarno kukurydzy (bez GMO) / 94 % corn grain (non-GMO), cukier /
sugar, sol /salt, emulgator: mono- i diglicerydy kwasow ttuszczowych / emulsi-
fier: mono- and diglycerides of fatty acids, substancje wzbogacajace (witaminy
E, B1,B,,B3,Bs,B6,By i zelazo) / enriching substances (vitamins:
E,B,B,,B3,Bs5,B6,Bg and iI'On).

kukurydziane / corn

grys kukurydziany / maize grits (99,9%), cukier / sugar, sol/salt, glukoza
/glucose, cukier brazowy / brown sugar, syrop cukru inwertowanego / invert
sugar syrup, melasa cukru trzcinowego / cane sugar molasses, regulator kwaso-
wosci (fosforany sodu) / acidity regulator (sodium phosphates), substancje wzbo-
gacajace (witaminy B,,B3,Bs, Bg,Bg) / enriching substances (vitamins B,,B3,Bs,
BG y Bg)

kukurydziane / corn

maka pszenna petnoziarnista / whole grain wheat flour (35%), czekolada w
proszku / powdered chocolate (22,5%), cukier/ sugar, kakao/ cocoa (7,2%), maka
pszenna / wheat flour (17%), maka kukurydziana / corn flour (15,2%), syrop
glukozowy /glucose syrup, cukier / sugar, ekstrakt stodowy jeczmienny/ barley
malt extract, olej palmowy i/lub stonecznikowy / palm oil and/or sunflower oil,
emulgator (lecytyny) / emulsifier (lecithins), sol/ salt, aromaty naturalne/ natural
flavors, substancje wzbogacajace (wapn, zelazo i witaminy: By,B,,B3,Bs,B6,Bg) /
enriching substances (calcium, iron and vitamins: B;,B,,B3,Bs,B¢,By).

wielozbozowe /
multi-cereal

maka pszenna petnoziarnista / whole grain wheat flour (37%), maka ryzowa /
rice flour (28,5%), cukier/sugar, olej palmowy / palm oil, syrop glukozowy /
glucose syrup, skrobia kukurydziana/ corn starch, substancja wypetniajaca
(weglan wapnia) / filling substance (calcium carbonate), sol/salt, cynamon/
cinnamon (0,3%), emulgator (lecytyny)/ emulsifier (lecithins), przeciwutleniacz
(mieszanina tokoferoli) / antioxidant (mixture of tocopherols), ekstrakt stodowy
jeczmienny ciemny/ dark barley malt extract, aromat naturalny / natural flavor,
barwnik (annato norbiksyna) / colorant (annatto norbixin), substancje wzbogaca-
jace (zelazo i witaminy Bs, Bs, Bs, B, By, Bo, D) /enriching substances (iron and
vitamins: By,B,B3,Bs,B¢,B0,D).

wielozbozowe /
multi-cereal

maka pszenna pelnoziarnista / whole grain wheat flour (34,6%), maka kukury-
dziana / corn flour (28,3%), cukier / sugar, syrop glukozowy / glucose syrup,
skrobia pszenna / wheat starch, olej palmowy / palm oil, mgka pszenna/ wheat
flour (2,4%), kakao o obnizonej zawartosci thuszczu/ low-fat cocoa, sol/salt,
substancja spulchniajaca (wodorowgglan sodu) / raising agent (sodium bicarbo-
nate), aromat naturalny / natural flavor, przeciwutleniacz (mieszanina tokoferoli)
[ antioxidant (mixture of tocopherols), substancje wzbogacajace (wapn, zelazo i
witaminy: By, B, Bs, Bg, Bo, D)/ enriching substances (calcium, iron and vita-
mins: Bz,B3,Bs,Be,Bg,D).

wielozbozowe /
multi-cereal

maka owsiana petnoziarnista / whole wheat oat flour (27,2%), maka pszenna
petnoziarnista / whole grain wheat flour (27,8%), cukier / sugar, maka jgczmien-
na pelnoziarnista / whole wheat barley flour (16,8%), skrobia pszenna / wheat
starch, miod / honey (3,5%), maka kukurydziana petnoziarnista / whole wheat
corn flour 2%, maka ryzowa pelnoziarnista / whole wheat rice flour 2%, syrop
cukru inwertowanego / invert sugar syrup, sol / salt, olej stonecznikowy /
sunflower oil, melasa / molasses, przeciwutleniacz (mieszanina tokoferoli) /
antioxidant (mixture of tocopherols), aromat naturalny / natural aroma, substan-
cje wzbogacajace (wapn, zelazo i witaminy C, B,, Bs, Bs, Bg, By, D) / enriching
substances (calcium, iron and vitamins: C,B,,B3,Bs,Bg,Bg,D).

wielozbozowe /
multi-cereal

maka pszenna petnoziarnista/whole grain wheat flour (53,1%), cukier/sugar,
maka kukurydziana / corn flour (17,2%), syrop glukozowy / glucose syrup,
kakao o obnizonej zawartosci ttuszczu / low-fat cocoa (5,6%), substancja wzbo-

wielozbozowe /
multi-cereal
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gacajaca (wapn, zelazo, witaminy: Bs, Bs, By, Bs, By, By, D) / enriching substance
(calcium, iron, vitamins: Bs, Bs, By, Bs, By, Bg, D), zawiera olej stonecznikowy
i/lub palmowy / contains sunflower oil and/or palm oil, sol / salt, aromaty natu-
ralne / natural flavors,.

H platki owsiane blyskawiczne (100%) / instant oat flakes owsiane / oatmeal

| platki owsiane gorskie (100%) / mountain oat flakes owsiane / oatmeal
J ptatki jeczmienne (100%) / barley flakes (100%) jeczmienne / barley
K ptatki zytnie (100%) / rye flakes (100%) Zytnie / rye

Explanatory notes / Objasnienia:
Opracowanie wlasne na podstawie sktadu deklarowanego przez producentéw / Own study based on the
composition declared by producers.

Na podstawie sktadu zbdz deklarowanego przez producentdw ptatki podzielono
na pie¢ grup: kukurydziane, owsiane, jeczmienne, zytnie oraz wielozbozowe (tab. 1).
Z kazdego opakowania do dalszych analiz pobierano 20 g, ktore rozdrabniano w moz-
dzierzu agatowym, w celu ujednolicenia probki. Nastepnym krokiem byto przygoto-
wanie probek (w trzech powtdrzeniach) do mineralizacji. W tym celu nawazano 0,5 +
0,001 g ptatkéw i dodawano 3 cm® stezonego kwasu azotowego (69 % Merck KGaA,
Darmstadt, Niemcy), a nastgpnie probki mineralizowano technika mikrofalowa w apa-
racie MDS-2000 (CEM Corp., Matthews, NC, USA). Po zakonczonej mineralizacji
i schtodzeniu prob, roztwor przenoszono ilosciowo do uprzednio zwazonych butelek
polietylenowych i rozcieficzano za pomocg wody dejonizowanej (0,05 uS/cm Barnste-
ad™ GenPure™ Pro, Thermo Scientific, Hennigsdorf, Niemcy) do objetosci 20 cm®.
Otrzymane roztwory przetrzymywano w butelkach LDPE (Hiinersdorff GmbH, Lu-
dwigsburg, Niemcy) w temperaturze pokojowej do czasu wykonania analiz, nie dtuzej
niz 24 h.

Zawarto$¢ Fe, Zn, Cu i Mn oznaczono metoda emisyjnej spektrometrii atomowej
w plazmie indukcyjnie sprz¢zonej (ICP-AES) w aparacie Yobin Yvon JY-24 zaopa-
trzonym w nebulizer Meinhard TR 50-C. Pierwiastki oznaczono przy dlugosci fali
(nm): Cu - 237,4; Fe - 238,2; Mn - 257,6; Zn - 213,9.

Kadm i otow oznaczono metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej z atomiza-
cja elektrotermiczng w kuwecie grafitowej z korekcja tta Zeemana (GF-AAS) w apara-
cie Perkin Elmer ZL 4110. Kadm oznaczono przy dt. fali 228,8 nm, a otéw — 283,3 nm.
Wzorce kalibracyjne do oznaczen przygotowano poprzez rozcienczenie objgtosciowe
jednoelementowego wzorca kalibracyjnego wyzej wymienionych pierwiastkow w kol-
bach miarowych z uzyciem 0,2-procentowegoHNO; (Cd, Pb) lub 15-procentowego
HNO; (Fe, Zn, Cu, Mn).

W celu okreslenia granic wykrywalnosci (LOD) 0znaczono zawarto$¢ pierwiast-
kow w roztworach zerowych (zawierajacych jedynie kwas azotowy i wode dejonizo-
wang). LOD i LOQ analizowanych pierwiastkow sladowych obliczono z odchylen
standardowych (SD) dziesigciu pomiarow probek zerowych (réwnanie 1) [10].
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LOD =3 xSD LOQ = 10 X SD [1]

Jako$§¢ oznaczen weryfikowano (co dwanascie probek) na podstawie wartosci
wspolczynnikow kalibracyjnych. Przyjeto granice warto$ci wspolczynnika kalibracji
>0,995. Precyzja zastosowanej procedury analitycznej zostata zweryfikowana na cer-
tyfikowanym materiale odniesienia INCT — MPH-2 (ICHTJ, Polska) (tab. 2).

Tabela2. Warto$ci granicy wykrywalnosci (LOD), oznaczalno$ci (LOQ) oraz weryfikacja precyzji
zastosowanej procedury analitycznej

Table 2. Values of the limit of detection (LOD) and quantification (LOQ) and verification of the preci-
sion of the applied analytical procedure

Pierwiastek/Element LOD [pg/kg] LOQ [pg/kg] Odzysk [%] CV [%]
zelazo/ iron 1,2 4,0 96,6 4,3
cynk/ zinc 3,1 10,3 97,9 4,6
miedz/copper 2,9 9,7 98,0 3,7
mangan/manganese 0,8 2,6 98,3 3,8
kadm/ cadmium 0,1 0,4 98,1 3,0
olow/ lead 1,3 4,3 99,1 2,5

Explanatory notes / Objasnienia:
CV — wspotczynnik zmiennosci / coefficient of variation

Stopien pokrycia zalecanego dziennego pobrania (RDA - Recommended Dietary
Allowances) Fe, Zn, Cu i Mn wraz ze spozyciem platkow $niadaniowych okreslano
W oparciu o polskie normy [5]. Zatozono, ze konsument spozywa dziennie rekomen-
dowang przez producentow ptatkéw $niadaniowych porcje wynoszacg 30 gram.

Oceng¢ ryzyka zdrowotnego wynikajacego z narazenia konsumentow na pier-
wiastki dostarczane organizmowi wraz ze zbozowymi ptatkami $niadaniowymi okre-
$lono na podstawie nastepujacych parametrow:

a) Szacowane dzienne spozycie (EDI — Estimation of daily intake) (rownanie 2)

_ MSXC [mg . Ly
EDI = e kg Masy c1a{a/d21en] [2]

MS — $rednie dzienne spozycia platkow $niadaniowych — 5,3 g/dzien [11]; C — zawar-
to§¢ pierwiastka w analizowanych ptatkach $niadaniowych (mg/kg); MC — $rednia
masa ciata osoby dziecka (30 kg), osoby dorostej (70 kg).

b) Tymczasowe tolerowane tygodniowe spozycie (PTWI — Provisional Tolerable
Weekly Intake) (rownanie 3)

PTWI = PTWI' (wyznaczone dla danego pierwiastka) x MC [3]
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PTWI — dla Pb wynosi 25 pg/kg; dla Cd — 7 pg/kg [12]; MC — $rednia masa dziecka
(30 kg), osoby dorostej (70 kg).

c) Docelowy wspotczynnik ryzyka (THQ — Target Hazard Quotient) (réwnanie 4)

EFXEDXMSxC

THQ = RfEDXMCXAT

x 1073 [4]

EF — czestotliwo$¢ narazenia na pierwiastek (365 dni/rok); ED — czas trwania ekspozy-
cji (70 lat); MS — érednie dzienne spozycie ptatkdw $niadaniowych — 5,3 g/dzien [11];
C — zawarto$¢ pierwiastka w analizowanych ptatkach §niadaniowych (mg/kg); RfD —
doustna dawka referencyjna pierwiastka (m/kg mc/dzien) — Fe = 0,7; Zn = 0,3; Cu =
0,04; Mn = 0,14; Cd = 0,001; Pb = 0,004 [12]; MC - érednia masa ciata dziecka (30
kg), osoby dorostej (70 kg); AT — usredniony czas ekspozycji na nierakotworczy pier-
wiastek (365 dni x 70 lat).

d) Wskaznik ryzyka (HI — Hazard Index) (rownanie 5)
HI = Y2 ,THQ [5]

THQ — Docelowy wspoétczynnik ryzyka obliczony wedlug rownania 4.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem programu
Statistica 13.3 (Statsoft, Krakow, Poland) i przedstawiono je jako $rednie arytmetyczne
z odchyleniami standardowymi (SD) oraz warto$ciami minimalnymi i maksymalnymi.
Do przetestowania korelacji migdzy zmiennymi wykorzystano korelacj¢ Pearsona.
Istotno$¢ roznic sprawdzono za pomocg testu post-hoc Tukeya (p < 0,05).

Whyniki i dyskusja

Przeprowadzona analiza wykazala, ze badane ptatki zbozowe roznig si¢ migdzy
sobg zawartos$cig oznaczanych pierwiastkow sladowych (tab. 3, rys. 1A, rys. 1B). Naj-
wyzsza $rednig zawarto$¢ zelaza stwierdzono w ptatkach wielozbozowych (rys. 1A),
przy czym wszystkie platki roznity si¢ statystycznie migdzy soba (p < 0,05) pod tym
wzgledem. Zblizone wartosci deklarowali producenci tych platkow (93,6 mg/kg), zas
wedlug wloskiej Bazy Danych Sktadu Zywnosci (BDA) $rednia zawarto$é zelaza w
ptatkach wielozbozowych jest zdecydowanie nizsza (28 mg/kg) [13].

W ptatkach kukurydzianych stwierdzono $rednio 50,5 mg/kg zelaza, co jest wy-
nikiem wzbogacenia ich sktadu w ten pierwiastek. Podobne stwierdzili Perera i wsp.
[14]. Kunachowicz i wsp. [15] wskazali znacznie nizsze ilosci (8 mg/kg). W ptlatkach
owsianych stwierdzono $rednio 35,1 mg/kg zelaza, podobne wyniki uzyskali tez Berski
i wsp. [16]. Inni autorzy stwierdzili nieco wyzsze wartosci tego pierwiastka [1, 15,
17,18]. Wedtug Kunachowicz i wsp. [15] zawarto$¢ zelaza w ptatkach jeczmiennych
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i zytnich byta znacznie wyzsza i wynosita odpowiednio 36 mg/kg oraz 27 mg/kg tego
pierwiastka.

Tabela3. Zakres minimalnej i maksymalnej zawarto$ci pierwiastkow w platkach $niadaniowych

[mg/kg]

Table 3. Range of minimum and maximum element content of breakfast cereals [mg/kg]
Rodzaj zelazo / cynk / miedz / mangan / kadm / ca- otow /
ptatkow / iron zinc copper manganese dmium lead

Type of flakes zakres / range: min-max [mg/kg]
A 91,0+103,5 | 17,13+20,45 | 1,82 +2,12 | 12,82 + 16,93 | 0,017 + 0,030 | 0,016 + 0,034
B 6,1 +8,0 1,96 +2,80 | 0,35-0,56 | 0,40+0,60 |0,007+ 0,022 | 0,006+ 0,030
C 104,1 - 116,2| 17,41 19,27 | 3,51-3,88 | 14,82+ 16,82 | 0,011 + 0,027 | 0,019 = 0,040
D 64,6 +73,3 | 12,05+ 14,01 | 1,92-2,24 | 9,18+ 12,85 | 0,017 = 0,026 | 0,014 + 0,039
E 71,2+77,7 | 13,96 + 16,12 | 3,02 - 3,28 | 10,06 + 12,43 | 0,017 + 0,026 | 0,027 + 0,048
F 115,9+128,4 | 18,83 +23,07 | 2,47 - 2,93 | 10,23 + 12,64 | 0,012 + 0,035 | 0,033 + 0,062
G 101,4+109,1| 12,36 + 16,17 | 3,23 + 3,62 | 10,25 + 14,06 | 0,017 = 0,026 | 0,020 + 0,039
H 30,2+37,0 | 26,10+29,18 | 4,99 + 5,91 | 41,27 45,12 | 0,028 + 0,043 | 0,046 ~ 0,067
I 34,0 +41,8 |28,00+31,14 | 5,14+ 6,01 | 41,37 = 47,01 | 0,038 = 0,052 | 0,047 + 0,066
J 20,0 +28,2 | 19,71 +21,64 | 2,42+2,69 | 5,01 +6,10 |0,020+ 0,030 | 0,027 + 0,061
K 142+22,0 | 24,07 +26,73 | 3,00 ~4,26 | 17,62 + 20,88 | 0,018 ~ 0,033 | 0,027 + 0,044

Explanatory notes / Objasnienia:

A — ptatki kukurydziane z witaminami i zelazem/ corn flakes with vitamins and iron; B — ptatki kukury-
dziane / corn flakes; C — platki wielozbozowe: muszelki czekoladowe / multi-cereal flakes: chocolate
shells; D — platki wielozbozowe: cynamonowe / multi-cereal flakes: cinnamon; E — ptatki wielozbozowe:
miasteczkowe / multi-cereal flakes: cookies; F — ptatki wielozbozowe: miodowe / multi-cereal flakes:
honey; G — ptatki wielozbozowe: kuleczki czekoladowe / multi-cereal flakes: chocolate balls; H — ptatki
owsiane blyskawiczne/ instant oatmeal; I — platki owsiane gorskie / mountain oat flakes; J — platki jecz-
mienne / barley flakes; K — ptatki zytnie / rye flakes.

Badane rodzaje ptatkéw roznity si¢ istotnie (p < 0,05) miedzy soba pod wzgledem
zawarto$ci cynku (rys. 1A). Srednia zawartos¢ cynku ze wszystkich rodzajow ptatkow
wynosila 18,63 mg/kg i byla zblizona do badan innych autoréw [19, 20]. W analizo-
wanych platkach owsianych ilo$¢ cynku byta poréwnywalna do badan innych autoréw
[1, 15, 18, 20]. Nizsze ilosci zaobserwowali natomiast Berski i wsp. [16] oraz Kot
i wsp. [6] - odpowiednio 25,46 mg/kg oraz 24,91 mg/kg tego pierwiastka, natomiast
blisko dziewigciokrotnie mniej stwierdzili Filipiak-Florkiewicz i wsp. [21]. Srednia
zawarto$¢ cynku w platkach zytnich wynosita 25,24 mg/kg, co stanowito wartos¢ po-
rownywalng do ilo$ci podawanej przez wielu autorow [15, 20]. Wedhlug innych auto-
row zawartosc¢ tego pierwiastka w ptatkach zytnich byta znacznie nizsza [1, 21].
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Poréwnanie $redniej zawartos$ci analizowanych pierwiastkow w ro6znych rodzajach analizowa-
nych ptatkow $niadaniowych. A — mikroelementy B — toksyczne pierwiastki sladowe. (odchyle-
nie standardowe: kukurydziane Fe =2,38; Zn=0,99; Cu=0,46; Mn=0,81; Pb=0,002;
Cd =0,003; wielozbozowe Fe = 4,86; Zn = 0,83;Cu =0,91; Mn = 1,0; Pb = 0,002; Cd = 0,002;
owsiane Fe = 1,83; Zn = 1,75;Cu = 0,85; Mn = 2,0; Pb = 0,002; Cd = 0,002 ; jeczmienne Fe =
1,0; Zn =1,59; Cu=0,83; Mn = 0,38; Pb=0,003; Cd = 0,002; zytnie Fe = 0,98; Zn =1,28;
Cu =0,85; Mn =1,32; Pb = 0,002; Cd = 0,003).

Comparison of the average content of the analyzed elements in different types of the analyzed
breakfast flakes. A — microelements, B — toxic trace elements. (standard deviation: corn: Fe=
2.38; Zn=0.99; Cu=0.46;Mn=0.81;Pb=0.002; Cd=0.003; multi-cereal Fe =4.86;
Zn=0.83; Cu=0.91; Mn= 1.0; Pb=0.002; Cd= 0.002; oatmeal Fe= 1.83; Zn =1.75;
Cu =0.85; Mn = 2.0; Pb= 0.002; Cd= 0.002; barley Fe= 1.0; Zn = 1.59; Cu =0.83; Mn = 0.38;
Pb= 0.003; Cd= 0.002; rye Fe= 0.98; Zn =1.28; Cu= 0.85; Mn=1.32; Pb= 0.002;
Cd =0.003).
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Analizowane grupy ptatkéw roznity sie statystycznie (p < 0,05) miedzy soba pod
wzgledem zawartosci miedzi (rys. 1A). Najwyzsza zawarto$cig miedzi charakteryzo-
waly sie ptatki owsiane, w ktérych stwierdzono porownywalna ilos¢ jak w badaniach
Kunachowicz i wsp. [15]. Wielu autorow stwierdzito znacznie nizsze zawarto$ci mie-
dzi, m.in. Kot i wsp. [6] 2,9 mg/kg; Berski i wsp.[16] 3,04 mg/kg i Achremowicz
i wsp. [18] 3,17 mg/kg._ W platkach zytnich stwierdzona $rednia zawartos¢ miedzi
3,72 mg/kg byta wyzsza od ilosci deklarowanej przez innych badaczy [1, 15]. Platki
wielozbozowe zawieraly poréwnywalne ilosci miedzi do deklarowanych przez bazg
danych o sktadzie zywnosci do badan epidemiologicznych we Wioszech (BDA) [13] -
2,6 mg/kg, a takze prawie o 36 % wyzsza, niz poziom oznaczony w badaniu Kot i wsp.
[6] - 1,86 mg/Kkg.

Srednia zawarto$¢ manganu w analizowanych ptatkach wynosila 17,22 mg/kg, co
stanowilo warto$¢ nieco nizsza od oznaczonej przez Winiarskg-Mieczan i wsp.
(21,38 mg/kg) [19]. Najwyzsza zawartoScig tego pierwiastka charakteryzowaly sie
ptatki owsiane — 43,70 mg/kg (rys. 1A). Zblizony poziom stwierdzili m.in. Kunacho-
wicz i wsp. [15] — 41,9 mg/kg, Achremowicz i wsp. [1] — 41,22 mg/kg oraz Berski
i wsp. [16] — 38,5 mg/kg. Podobnie, wielu badaczy zaobserwowato wyzsze stgzenia
manganu [15, 17]. Ponadto wykazano, ze ptatki kukurydziane zawieraly 7,84 mg/kg
manganu, co stanowito dziesigciokrotnie wyzszg ilo§¢ od deklarowanej przez Kuna-
chowicz i wsp. [15].

Przeprowadzono réwniez analiz¢ zawartosci w ptatkach pierwiastkéw szkodli-
wych. Maksymalng zawartos$cig kadmu charakteryzowatly si¢ ptatki owsiane gorskie —
I, w ktorych oznaczono 0,052 mg/kg tego pierwiastka (tab.3). Oznaczone ilo$ci kadmu
nie przekraczaly jednak maksymalnie dopuszczalnych pozioméw tego pierwiastka
[22]. Oznaczona zawartos¢ kadmu w ptatkach owsianych (rys. 1B) byta porownywalna
do ilosci oznaczonych przez Achremowicza i wsp. [18] — 0,039 mg/kg. Inni autorzy
stwierdzili nieco nizsze ilosci, odpowiednio 0,03 mg/kg [1]; 0,027 mg/kg [7]
i 0,024 mg/kg [23]. Srednia zawarto$¢ kadmu w platkach kukurydzianych wynosita
0,019 mg/kg i byta wyzsza niz w ilosci stwierdzanej w badaniach Orzet i Styczynskiej
[9] — 0,009 mg/kg oraz Siebielec i Siebielca [7] — 0,001 mg/kg. Znacznie wyzszg za-
warto$¢ kadmu w ptatkach kukurydzianych stwierdzili natomiast Fiton i wsp. [24],
ktora wynosita 0,035 mg/kg. Stwierdzone ilosci kadmu w ptatkach owsianych
(0,041 mg/kg) byty znacznie nizsze od ilosci stwierdzonych przez wielu autorow [1, 7,
8, 16], u ktorych ilos¢ kadmu wahata si¢ w przedziale 0,053 + 0,070 mg/kg. Odnoszac
si¢ do zawarto$ci kadmu w platkach wielozbozowych (0,021 mg/kg) stwierdzono, ze
oznaczone ilosci byly nieznacznie wyzsze od pozioméw podawanych przez innych
autorow [7] — 0,019 mg/kg.

Badajac zawarto$¢ otowiu wykazano, ze maksymalne ilo$ci tego pierwiastka wy-
stepowaly w ptatkach owsianych blyskawicznych — H (tab. 3), ale réznice statystycznie
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istotne (p < 0,05) wystgpowaly jedynie pomiedzy ptatkami owsianymi a kukurydzia-
nymi (rys. 1B). Podobnie jak przy oznaczeniu ilo$ci kadmu, oznaczone zawartosci
olowiu nie przekraczaly maksymalnie dopuszczalnych pozioméw tego pierwiastka
W zbozach okreslonych w Rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego [22]. Srednia
zawarto$¢ otowiu w analizowanych ptatkach wielozbozowych wynosita 0,035 mg/kg
i byla prawie trzykrotnie wyzsza od oznaczonej przez Siebielec i Siebielca [7]. Anali-
zowane ptlatki kukurydziane zawieraty 0,021 mg/kg olowiu. Znacznie nizsze ilosci
stwierdzili Siebielec i Siebielec [7] — 0,002 mg/kg, natomiast inni autorzy zaobserwo-
wali warto$ci wyzsze, odpowiednio 0,131 mg/kg [23] oraz — 0,300 mg/kg [8] otowiu
w ptlatkach.

Pojawiajace si¢ rozbieznosci dotyczace zawartosci pierwiastkow w ptatkach $nia-
daniowych, pomiedzy wynikami uzyskanymi w niniejszej analizie a wynikami innych
autorow, wynikajg z kilku przyczyn. Jednym z powodow jest poréwnywanie badan
przeprowadzanych na ptatkach $niadaniowych wytwarzanych z réznych ziaren zboz.
W sktad poréownywanych ptatkow wielozbozowych wchodzily rézne rodzaje zbdz
w odmiennych proporcjach, co przetozylo si¢ na znaczne zréznicowanie w poziomach
sktadnikéw mineralnych. Wiaze si¢ to rowniez z odmiennymi warunkami uprawy,
wymaganiami i sposobem nawozenia gleby oraz ewentualnym stosowaniem prepara-
tow wzbogacajacych w sktadniki mineralne.

Ponadto, ze wzglgdu na powszechnie wystepujace w diecie niedobory witamin
i sktadnikéw mineralnych, wsrod ktorych najczesciej obserwowany jest zbyt niski
poziom zelaza, producenci dgza do zmniejszenia deficytow oraz zwigkszenia podazy
tego pierwiastka wraz z dieta. Wobec powyzszego, firmy czg¢sto wzbogacajg swoje
produkty w zelazo oraz inne sktadniki mineralne [4]. Wyjasnia to znaczne rozbieznosci
w iloéciach zZelaza w ptatkach $niadaniowych, szczegdlnie w wielozbozowych oraz
kukurydzianych, ktore byty fortyfikowane w roznym stopniu. Z kolei roznice w zawar-
tosci kadmu i otowiu w ptatkach $niadaniowych prawdopodobnie wynikaly z porow-
nywania produktéw wytwarzanych ze zb6z z obszar6w o zroéznicowanym stopniu
uprzemystowienia [25].

W celu okreslenia warto$ci dziennego zapotrzebowania na poszczegdlne pier-
wiastki, odniesiono si¢ do norm zywienia dla populacji Polski [5]. Na podstawie uzy-
skanych wynikow stwierdzono, ze konsumpcja 1 porcji ptatkow kukurydzianych po-
krywa okoto '/s rekomendowanego spozycia zelaza oraz manganu wsrod dzieci
w wieku 1+ 3 lata (tab. 4). Wykazano réwniez, ze ptatki kukurydziane tylko w nie-
wielkim stopniu pokrywaja dzienne zapotrzebowanie na cynk oraz miedz we wszyst-
kich analizowanych grupach wiekowych (tab. 4).



Tabela 4. Pokrycie zalecanego dziennego spozycia pierwiastkow (mg/dobe) wraz z porcja (30 g) analizowanych platkow
Table 4. The coverage of the recommended daily intake of elements (mg/day) with a portion (30 g) of the analyzed cereals

Pierwiastek Rodzaj platkow dzieci/children chtopcy/boys dziewczeta / girls mesczyini /| kobiety /
Element Type of flakes 1+3 46 7+9 10-12 | 13+18 | 10+12 | 13+18 men women
lata/ years | lat/years | lat/years | lat/years | lat/years | lat/years | lat/years
kukurydziane / corn 21,6 15,1 15,1 15,1 12,6 15,1 15,1 15,1 8,4
wielozbozowe / multi-cereal 41,0 28,7 28,7 28,7 23,9 28,7 19,1 28,7 15,9
mgI/:§4 h owsiane / oatmeal 15,0 10,5 10,5 10,5 8,8 10,5 7,0 10,5 5,8
jeczmienne / barley 10,0 7,0 7,0 6,7 58 7,0 4,7 7,0 3,9
Zytnie / rye 7,8 5,4 54 54 4,5 54 3,6 5,4 3,0
kukurydziane / corn 10,7 6,4 6,4 4,0 2,9 4,0 3,6 2,9 4,0
wielozbozowe / multi-cereal 16,2 9,7 9,7 6,1 4.4 6,1 54 4.4 6,1
mg§2n4 h owsiane / oatmeal 28,7 17,2 17,2 10,8 7,8 10,8 9,6 7,8 10,8
jeczmienne / barley 20,2 12,1 12,1 7,6 55 7,6 6,7 55 7,6
Zytnie / rye 25,2 15,1 15,1 9,5 6,9 9,5 8,4 6,9 9,5
kukurydziane / corn 12,1 9,1 5,2 5,2 4,0 5,2 4,0 4,0 4,0
wielozbozowe / multi-cereal 30,0 22,5 12,9 12,9 10,0 12,9 10,0 10,0 10,0
mg(/:;4 h owsiane / oatmeal 54,3 40,7 23,3 23,3 18,1 23,3 18,1 18,1 18,1
jeczmienne / barley 25,5 19,1 10,9 10,9 8,5 10,9 8,5 8,5 8,5
Zytnie / rye 37,2 27,9 15,9 15,9 12,4 15,9 12,4 12,4 12,4
kukurydziane /corn 19,6 15,7 15,7 12,4 10,7 14,7 14,7 10,2 13,1
wielozbozowe / multi-cereal 30,6 24,5 24,5 19,3 16,7 22,9 22,9 16,0 20,4
mgl\l/lzr:l h owsiane / oatmeal 109,2 87,4 87,4 69,0 59,6 81,9 81,9 57,0 72,8
jeczmienne / barley 13,7 11,0 11,0 8,7 7,5 10,3 10,3 7,2 9,2
Zytnie /rye 49,1 39,3 39,3 31,0 26,8 36,8 36,8 25,6 32,7
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Jednorazowe spozycie ptatkow wielozbozowych dostarcza rowniez okoto % zale-
canego dziennego spozycia zelaza wsrod wiekszosci populacji polskiej (tab. 4), nato-
miast konsumpcja ptatkow owsianych w znacznym stopniu pokrywa dzienne zapotrze-
bowanie na mangan we wszystkich grupach wiekowych. U dzieci w wieku od 4 do 9
lat ptatki owsiane moga pokry¢ blisko w 90 % zalecane dzienne spozycie Mn, nato-
miast wsrod dzieci w wieku 1 + 3 lata rekomendowana dawka jest nawet nieznacznie
przekroczona (tab. 4). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze ten rodzaj ptatkoéw nie jest
zbyt czesto spozywany przez dzieci.

Ptatki jeczmienne dostarczajg niewielkie ilosci mikroelementow. Spozycie jednej
porcji tych ptatkéw moze zaspokoi¢ w /s rekomendowana ilo$¢ cynku oraz w '/, zale-
cang dzienng porcj¢ miedzi wsrdd dzieci w wieku od 1 do 3 lat (tab. 4). Spozywanie
ptatkdw zytnich pokrywa 7 dziennego zapotrzebowania na mangan wérdd mezczyzn
oraz chtopcow w wieku od 13 do 18 lat (tab. 4).

Okreslono ryzyko zdrowotne wynikajace z narazenia konsumentow na pierwiast-
ki dostarczane organizmowi codziennie (EDI) wraz z ptatkami $§niadaniowymi (tab. 5).
Stwierdzono, ze najwicksze ilosci zelaza — zarowno wérod dzieci, jak i osob dorostych
— s3 pobierane wraz ze spozyciem platkow wielozbozowych, natomiast najwigksze
iloéci cynku oraz manganu - ptatkéw owsianych (tab. 5). Szacuje si¢ rowniez, ze
W ujeciu ogdlnym najwiccej mikroelementow dostarcza spozycie platkow wielozbo-
zowych, natomiast najmniej — konsumpcja platkow jeczmiennych. W odniesieniu do
pierwiastkow szkodliwych dla zdrowia oszacowano, ze najwigksze pobranie kadmu
i ofowiu u dzieci nastepuje wraz ze spozyciem platkow owsianych. U osob dorostych
to ryzyko jest mniejsze (tab. 5).

W celu okreslenia ryzyka zdrowotnego zwigzanego z pobraniem wraz z porcja
ptatkow $niadaniowych pierwiastkow szkodliwych odniesiono si¢ do wspdtczynnika
PTWI. Wykazano, ze oszacowane ilo$ci tygodniowego spozycia sg wielokrotnie nizsze
od wartosci tymczasowo tolerowanych (tab. 5).

Parametry te okreslajg mozliwo$¢ wystapienia niepozadanego dziatania zdrowot-
nego, innego niz rakotwoérczy, w wyniku dlugoterminowego narazenia na dany czynnik
toksyczny (THQ) [26] lub wynikajacego z facznego narazenia na dziatanie wielu sub-
stancji potencjalnie szkodliwych (HI) [27].

Uzyskane wielko$ci wspotczynnikow przyrownuje si¢ do wartosci krytycznej = 1.
I, gdy parametr THQ jest mniejszy lub réwny liczbie krytycznej (THQ < 1) mozna
wnioskowaé, ze dzienna ekspozycja na tym poziomie nie wywota negatywnych skut-
kow zdrowotnych [26], natomiast dla HQ < 1 prawdopodobienstwo wystapienia dzia-
tan niepozadanych nie jest wigksze niz podczas narazenia na kazda substancje oddziel-
nie [27]. Je$li natomiast warto§¢ wspotczynnikow jest wigcksza lub rowna liczbie



Tabela 5.

Dzienne pobranie pierwiastkow $ladowych (EDI) oraz tymczasowe tolerowane tygodniowe pobranie (PTWI) otowiu oraz kadmu wraz z 30
g porcja ptatkow $niadaniowych

Table 5.  Daily trace element intake (EDI) and Provisional Tolerable Weekly Intake (PTWI) of lead and cadmium with a 30 g portion of breakfast
cereal
. Szacowane tygodniowe
. - Szacowane tygodniowe , 7
“rupa Rodzaj platkow g/kg body weight aay weekly intake _ y
wiekowa / T  flak intake
Age group ype of flakes n ca
Fe | Zn | Cu | Mn Pb Cd [mg/kg masy ciala/ body weight] [mg/ kg masy ciata/ body-
weight]
kukurydziane/corn | 89 | 1,9 | 0,2 | 1,4 | 0,004 | 0,003 0,026 0,023
= : ;
g wielozbozowe /| 169 | 59 | 05 | 2,2 | 0,006 | 0,004 0,043 0,026
£ multi-cereal
° owsiane / oatmeal | 62 | 51 | 1,0 | 7,7 | 0,010 | 0,007 0,068 0.75 0,050 021
[5]
'qﬁ jeczmienne / barley | 4,1 | 3,6 0,5 1,0 | 0,008 | 0,005 0,053 0,032
©
zytnie / rye 32 | 45| 0,7 | 35 | 0,007 | 0,005 0,046 0,033
kukurydziane /corn | 3,8 | 0,8 | 0,1 | 0,6 | 0,002 | 0,001 0,011 0,010
< wiclozbozowe /| 75 1 15 | 02 | 0,9 | 0003 | 0002 0,018 0,011
S = multi-cereal
<3 owsiane / oatmeal | 2,6 | 22 | 04 | 3,3 | 0,004 | 0,003 0,029 175 0,022 0,49
—g jeczmienne / barley | 1,8 | 1,5 | 0,2 | 0,4 | 0,003 | 0,002 0,023 0,014
zytnie / rye 14119 | 03 | 15 | 0,003 | 0,002 0,020 0,014

Explanatory notes / Objasnienia:
EDI — Szacowane dzienne spozycie / Estimation of daily intake; PTWI — Tymczasowe tolerowane tygodniowe spozycie / Provisional Tolerable Weekly

Intake




Tabela 6. Szacowane wartosci docelowego wspdtczynnika ryzyka — THQ oraz HlI
Table 6.  Estimated Target Risk Factor — THQ and HI

G;upa wiekowa Rodzaj platkow / Type of flakes Docelowy wspotczynnik ryzyka / Target Hazard Quotient (THQ) HI
Age group
Fe Zn Cu Mn Pb Cd
kukurydziane / corn 0,013 0,0063 0,0053 0,0099 0,0009 0,0033 0,038
.E wielozbozowe / multi-cereal 0,024 0,0095 0,0132 0,0154 0,0015 0,0037 0,067
g owsiane / oatmeal 0,009 0,0169 0,0240 0,0551 0,0024 0,0072 0,114
'§ jeczmienne / barley 0,006 0,0119 0,0112 0,0069 0,0019 0,0046 0,042
zytnie / rye 0,005 0,0149 0,0164 0,0248 0,0016 0,0047 0,067
- kukurydziane /corn 0,006 0,0027 0,0023 0,0042 0,0004 0,0014 0,017
% wielozbozowe / multicereal 0,010 0,0041 0,0057 0,0066 0,0007 0,0016 0,029
'gc:% owsiane / oatmeal 0,004 0,0072 0,0103 0,0236 0,0010 0,0031 0,049
'§ jeczmienne / barley 0,003 0,0051 0,0048 0,0030 0,0008 0,0020 0,018
© zytnie / rye 0,002 0,0064 0,0070 0,0106 0,0007 0,0020 0,029

Explanatory notes / Objasnienia:

HI — Wskaznik ryzyka / Hazard indexPorownujac uzyskane wyniki do liczby krytycznej spostrzezono, ze wszystkie oszacowane wartosci — zarowno
parametru THQ, jak i HI, byly znaczaco nizsze od wartosci granicznej (THQ < 1, HI < 1) (tab. 6). Oznacza to, ze spozycie ptatkow $niadaniowych nie
stwarza ryzyka zdrowotnego zwigzanego z narazeniem konsumentoéw na negatywne oddzialywanie pierwiastkow wprowadzanych do organizmu wraz
z konsumpcja tych platkow.
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krytycznej (THQ > 1, HQ > 1), mozna zaktada¢, ze w wyniku narazenia na dany czyn-
nik toksyczny istnieje potencjalne zagrozenie dla zdrowia [26, 27]. W pracy okreslono
rowniez wspotczynniki ryzyka — THQ oraz HI (tab. 6).

Whioski

1.

Platki $niadaniowe stanowia dobre, ale zr6znicowane zrodto pierwiastkow slado-
wych. Roznice w ich zawarto$ci mozna wyjasni¢ m.in. réznorodnoscig wykorzy-
stanych zbdz. Stwierdzono, ze platki wielozbozowe stanowia najlepsze zrodto ze-
laza, za$ ptatki owsiane s3 cennym zrédtem cynku, miedzi oraz manganu.

Spozycie 30 g porcji ptatkéw wielozbozowych oraz kukurydzianych przez dzieci
pokrywa odpowiednio prawie w 29 % oraz w nieco ponad 15 % zalecane dzienne
spozycie zelaza wsrod dzieci w wieku od 4 do 12 lat. Porcja platkoéw owsianych
dostarcza natomiast ponad 87 % dziennego zapotrzebowania na mangan wsrod
dzieci w wieku od 4 do 9 lat. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze dzieci preferujg smako-
we platki wielozbozowe oraz kukurydziane i niezbyt czesto spozywaja pozostate
rodzaje ptatkow.

Spozycie porcji ptatkéw owsianych dostarcza 57 % dziennego zapotrzebowania na
mangan dla me¢zczyzn oraz blisko 73 % — dla kobiet, natomiast spozycie ptatkow
wielozbozowych dostarcza nieco ponad 28 % dziennego zapotrzebowania na zela-
zo dla m¢zczyzn oraz kobiet po 50 r.z.

Poza zrodltem cennych sktadnikow mineralnych, ptatki owsiane zawierajg tez naj-
wigksze stezenia szkodliwych pierwiastkow, takich jak kadm i otow. Szacowane
warto$ci podazy tych pierwiastkOw wraz ze spozyciem platkow $niadaniowych nie
przekraczaja jednak poziomow tymczasowego tolerowanego tygodniowego spozy-
cia, co oznacza, ze nie wystepuje ryzyko narazenia zdrowotnego na negatywne od-
dzialywanie tych metali.

Oszacowane wielko$ci wspotczynnikow ryzyka THQ oraz HI byty znaczaco nizsze
od wartos$ci krytycznej (THQ, HI <1), co oznacza, ze spozycie platkow $niadanio-
wych nie stwarza ryzyka zdrowotnego zwigzanego z narazeniem konsumentoéw na
niekorzystne oddziatywanie pierwiastkdéw dostarczanych organizmowi wraz
z ptatkami zbozowymi.

Praca zostata wykonana w ramach badan monitoringowych zywnosci prowadz0-

nych w Katedrze Toksykologii, Technologii Mleczarskiej i Przechowalnictwa Zywno-
sci, ZUT w Szczecinie.
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TRACE ELEMENTS IN BREAKFAST FLAKES - BENEFITS AND RISKS ASSOCIATED
WITH THEIR CONSUMPTION

Summary

Introduction. Breakfast flakes, contrary to their name, are eaten not only for breakfast, but also as
snacks between meals. Children are considered to be the main consumers of flakes, but adults are also
eager to choose this type of products. Such a great interest in breakfast flakes is, among others, due to a
wide product range, the ease of preparation, low price and high content of nutrients, including trace ele-
ments. The aim of this study was to analyze the content of trace elements in breakfast flakes in terms of
benefits and risks for consumers. Eleven types of breakfast flakes purchased at a local retail store were the
material for the study. The analyses were carried out using ICP-AES (inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry) and GF-AAS (atomic absorption spectrometry with electrothermal atomization in
a graphite cuvette).

Results and conclusions. The analysis showed that the average iron content in all the analyzed flakes
was 62.8 mg/kg, and the richest source of this element were multi-cereal flakes. Oatmeal was character-
ized by the largest amounts of zinc, copper and manganese. It was also noted that the consumption of a
portion of oatmeal provides 57 % of the daily requirement of manganese for men and almost 73 % for
women. Based on the results obtained, it was also found that the consumption of breakfast cereals does not
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pose a health risk related to the exposure of consumers to the adverse effects of elements supplied to the
body while consuming these products.

Key words: ICP-AES, GF-AAS, breakfast flakes, microelements, toxic trace elements
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Summary

Background. Wine is a complex mixture of various compounds with diverse structures and properties.
Multiple factors influence the chemical composition of wine. Viticulture is at a disadvantage in Poland,
compared to more traditional wine regions. Grapes grown in Poland have lower sugar content, which leads
to lower alcohol content and higher acidity of produced wine, which could also be seen as an advantage.
Aromatic compounds, which are the subject of this study, influence, along with other factors, the taste and
aroma of wine.

Results and conclusions. This paper presents results of gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) analysis and characteristic of aroma profiles of Polish wines. We identified 94 volatile compounds in
13 red wines and 53 volatile compounds in 18 white wines, including the following groups of compounds:
alcohols, acids, esters, carbonyl compounds, ethers, terpenoids, norisoprenoids, phenols, sulfur compounds
and hydrocarbons. The wines were produced from various grape varieties. A comparison of obtained
results, both between each other and with results obtained in different studies, showed differences in wine
composition, based on various factors. Odor Activity Values (OAVs) were calculated to define the domi-
nant aroma of the analyzed wines, the higher the OAV of a given compound is, the greater impact on
wine aroma it has.

Keywords: GC-MS, OAVs, Polish wines, volatile compounds

Introduction

Wine is a complex mixture of various compounds with diverse structures and
properties, such as amino acids, carbohydrates, phenolic compounds, proteins, volatile
and inorganic compounds, at different concentration levels. Multiple factors, such as
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vintage, climate, geographical location, grape variety, yeast strains and wine produc-
tion processes, including fermentation, largely influence the chemical composition of
wine [1]. According to Council Regulation (EC) No 491/2009 of 25 May 2009, amend-
ing Regulation (EC) No 1234/2007 establishing a common organization of agricultural
markets and on specific provisions for certain agricultural products, Poland is consid-
ered to be part of the wine-growing zone A, which is the coldest wine-growing zone in
Europe [6, 14]. Conditions for viticulture are worse in Poland than in traditional, typi-
cal wine regions. Polish climate and soil cause lower sugar content in grapes, often
between 17 to 23 %, which leads to lower alcohol content, higher acidity, better accu-
mulation of certain aroma compounds, including higher polyphenols concentration in
produced wine. What can also be seen as an advantage of Polish wine is less sweet and
higher acidity, which makes wine more crisp and fresh in taste, especially when it
comes to white wines [14]. Polish vineyards are usually family businesses that develop
their own characteristic style, being often the result of many years of searching for a
suitable place to start a vineyard and depending on grape varieties used and type of
wine produced. To counteract unfavorable soil conditions, special preparations, such as
effective microorganisms (EM), can be used. They increase the quality of soail,
strengthen vines and can be used, among others, in de Sas winery in Dolina Baryczy.
Many places in Poland have their own “terroir”, unique microclimate and soil condi-
tions, which can positively influence the cultivation of vines. An example of that is
Patria vinery, in Upper Silesia, which is located near a river. That location provides a
characteristic microclimate and increases the quality of vines. Various grape varieties
are grown in Poland, and since grapes and chemical compounds they contain are sensi-
tive to environmental conditions, the quality and characteristics of Polish wines will be
different than of wines produced from the same grape varieties, but in a different cli-
mate. Wine aroma is one of the deciding factors when choosing wine and it depends on
grape-derived compounds, vintage, fermentation and a storage method. The flavor of
wine is a result of the presence of specific compounds characteristic to a grape variety
used and compounds derived from the fermentation and maturation of wine [32]. Over
1,000 aroma compounds were identified in wines, such as acids, alcohols and terpene
alcohols, aldehydes, esters, ethers, hydrocarbons, ketones, lactones, nitrogen and sulfur
compounds, and they can occur at various levels of concentration [4]. All those aro-
matic compounds can influence the taste and aroma of wine. It was possible, in some
researches, to pinpoint several key compounds that were largely responsible for a wine
taste. However, in most cases, various compounds interact with each other and their
specific ratio and combination create the wine taste and aroma [4, 9]. Understanding
the role of key aroma compounds helps to control the quality of produced wine and
helps to choose correct and suitable wine growing and production processes [4]. The
aim of this study was to determine volatile organic compounds present in various
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wines from Polish vineyards by GC-MS analytical technique. Moreover, the evaluation
of the contribution of aroma compounds to Polish wines through the calculation of
OAVs was made. Based on this study, it can be possible to illustrate the aroma finger-
prints differences of those compounds involved in the final aroma of wine from Po-
land.

Material and methods
Wine samples

In this study 31 wine samples were analyzed, 18 white wines and 13 red wines.
All the wines were produced in Poland from the following grape varieties. White wines
were produced from Seyal Blanc, Riesling, Sibera, Hibernal, Gewiirztraminer, Char-
donnay and Solaris, while red wines were produced from Pinot Nor, Regent, Rondo,
Zweigelt and Cabernet Cortis. Most of the samples, 23, were produced from one grape
variety, and eight samples were produced from at least two different grape varieties.
The wines were produced in the following provinces: Swigtokrzyskie Province (five
wines), Matopolskie Province (eight), Dolnoslaskie Province (ten), Lubuskie Province
(two), Slaskie Province (three), Podkarpackie Province (one) and Zachodniopomorskie
Province (two). The dominating aroma of the analyzed wines was fruity, with only
three samples of white wine not having fruity aroma according to producers. The wine
samples were spiked with 2.5 mg-1" of 2-octanol (98 % purity) as Internal Standard
(1S) [4].

SPME sample conditions

The wine samples (0.3 cm® undiluted) were pipetted into 1.5 c¢cm® round-
bottomed, glass vials, each containing 90 mg (+ 1 mg) NaCl. The vials were immedi-
ately placed in the instrument for an analysis. A 2 cm 50/30 pm divinylben-
zene/carboxen/ polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) (Supelco, USA), 23-gauge
SPME fiber was used for sampling. The samples were warmed at 35 °C and agitated
for 5 minutes before exposing the fiber for 30 minutes at 35 °C with agitation. This
was immediately followed by the desorption of the analytes at 250 °C into the gas
chromatograph injector [5, 12]. The solid-phase fiber remained in the injector for about
5 min. All the samples were analyzed in triplicate.

GC-MS analysis

This profiling method was developed using a 1ISQ QD mass spectrometer coupled
to a Trace 1310 GC equipped with a TriPLUS RSH autosampler (Thermo Fisher Sci-
entific, USA). Due to the applied SPME technique, splitless injection mode and liner
0.8 mm i.d. were used. Compounds were separated on a polar column Zebron ZB-Wax,
30 m length x 0.25 mm ID, 0.25 pm film thickness (Phenomenex, USA). Helium was
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used as a carrier gas with a column flow rate of 1.0 ml-min™. Temperature program: 40
°C hold for 10 minutes, ramp 2 °C-min™ to 200 °C, hold for 1 minute, ramp 2 °C-min™*
to 250 °C, hold for 10 minutes. The selective mass detector was operated at 70 eV in
the EI mode over the m/z range 30 + 350, scanned at 0.2 s intervals and temperature
transfer line 250 °C.

Qualitative analysis and quantification

The constituents were identified by comparing their Kovats retention indices with
those from the literature, reference compounds, computer matching against the NIST
11, data obtained from NIST Chemistry WebBook databases. The quantification was
carried out following the internal standard quantification method. The 2-octanol was
chosen as internal standard, due to the fact that it did not exist in the analyzed wines,
and is used to determine the profile of volatile organic compounds in alcoholic bever-
ages [2, 11, 18]. The concentration of the identified component was obtained by inter-
polation of the relative areas of these compounds versus the internal standard area in
calibration graphs obtained for reference compounds, similarly to other studies [2, 10,
11, 16, 18]. The concentration of the components for which there was no available
standards was obtained from calibration graphs as one of compounds with a similar
chemical structure [21].

Results and discussion
Aroma compounds in wines

In this study, 94 volatile compounds in red wines and 53 volatile compounds in
white wines, including the following groups of compounds: alcohols, acids, esters,
carbonyl compounds, ethers, terpenoids, norisoprenoids, phenols, sulfur compounds
and hydrocarbons (Table 1) were determined. Not all the analyzed compounds were
determined in every wine sample. In the figures, chromatograms from the analysis of
the Polish white and red wine samples were presented (Fig. 1a and 1b).

The most important aroma compounds that come from grapes used in wine pro-
duction are monoterpenes, which mostly occur as alcohols, ethers and hydrocarbons,
norisoprenoids, benzenoid compounds that originate from shikimic acid and sulfured
compounds. Monoterpenes provide basic floral aroma, and Cg alcohols rose-like scent,
higher alcohols and ethyl esters of C, + Cy fatty acids contribute to the fruity scents,
while the occurrence of norisoprenoids is connected with some specific ageing aroma
and abundance of fatty acids that can contribute to a “goaty” flavor of wine [25].
Somkuwar et al. [23] evaluated aroma composition by analyzing 64 compounds in
various red wines (Cinsaut, Grenache, Cabernet Franc, Petit Verdot, Cabernet Sauvi-
gnon, Nielluccio, Tempranillo, Syrah, Merlot and Caladoc) made from grapes grown
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Table 1.  Concentrations, LOD (limit of detection) and RI (retention index) values of analyzed com-
pounds in white and red wines [ug-1™]

Tabela 1. Stezenia, wartosci granic oznaczalnosci i indekséw retencji dla analizowanych zwigzkow
w biatych i czerwonych winach [pg-17]

White wines (n = 18) / Red wines (n =13) /

Compound / Zwigzek RI LOD Biate wina (n = 18) Czerwone wina (n = 13)

Min / ‘ Max / ‘ Mean / Min / ‘ Max / ‘ Mean /

Min Maks | Srednia Min Maks | Srednia
Acids / Kwasy
acetic / octowy 1442.00 541 54.09 321.78 154.10 <LOD 487.55 302.05
pentanoic / n-pentanowy 1713.00 0.27 <LOD 784.83 87.37 26.22 76.59 43.44
4-hydroxy butanoic / 4-hydroksybutanowy 1633.00 | 0.93 <LOD <LOD - <LOD 42.66 28.81
isobutanoic / izobutanowy 1581.00 0.32 <LOD 50.69 14.54 <LOD 51.27 35.56
butanoic / butanowy 1651.00 | 0.26 4.90 55.51 20.87 <LOD 19.34 19.34
2-methylbutanoic / 2-metylobutanowy 1686.00 | 0.27 <LOD <LOD - <LOD 148.90 66.86
3-methylbutanoic / 3-metylobutanowy 1691.00 0.31 <LOD <LOD - <LOD 40.63 36.40
hexanoic / heksanowy 1866.00 | 0.22 <LOD 458.90 289.85 121.97 319.04 217.76
2-ethylhexanoic / 2-etyloheksanowy 1962.00 0.25 5.43 11.88 7.47 <LOD 11.34 7.56
octanoic / oktanowy 2050.00 0.20 424.72 917.88 687.15 150.08 646.85 342.12
nonanoic / nonanowy 2171.00 0.17 2.38 8.13 5.98 <LOD 5.08 5.08
decanoic / dekanowy 2279.00 0.11 <LOD 206.17 75.52 6.19 83.53 29.71
2,4-hexadienoic acid / 2,4-heksadienowy 2150.00 | 0.12 <LOD | 1157.70 590.63 <LOD <LOD -
9-decenoic acid / 9-decenowy 2335.00 | 0.13 <LOD 12.65 5.34 <LOD <LOD -
Esters / Estry
ethyl acetate / octan etylu 880.00 | 0.45 857.51 | 1532.02 | 1107.50 | 1331.53 | 2371.03 | 1776.79
isobutyl acetate / octan izobutylu 1015.00 0.21 <LOD <LOD - <LOD 23.35 23.35
ethyl butanoate / butanian etylu 1021.00 0.19 37.52 141.51 66.97 21.11 91.62 43.10
gg;lyu' 2-methylbutanoate / 2-metylobutanian | 1,5 05 | 013 | <.op | <LOD .| <Lob | 18593 | 10668
ggl?ﬂ 3-methylbutanoate / 3-metylobutanian 1064.00 018 <LOD <LOD : <LOD 86.41 35.60

3-methyl-1-butyl acetate /

1126.00 | 0.17 392.83 | 1636.15 | 1025.23 <LOD | 1249.66 628.81
octan 3-metylo-1-butylu

methyl isohexanoate / izoheksanian metylu 1136.00 0.25 <LOD <LOD - <LOD 4.07 4.07
ethyl 2-butenoate / 2-butenian etylu 1157.00 0.12 <LOD 19.93 5.81 <LOD 7.34 6.72
methyl hexanoate / heksanian metylu 1177.00 | 0.11 2.13 32.53 13.50 <LOD 10.56 9.40
ethyl hexanoate / heksanian etylu 1223.00 0.15 156.88 463.66 287.12 <LOD 262.20 150.61
hexyl acetate / octan heksylu 1278.00 | 0.23 <LOD 152.33 49.55 <LOD 9.63 6.80
ethyl 2-hexanoate / 2-heksanian etylu 1340.00 0.19 <LOD 17.02 9.23 <LOD 18.34 12.15
ethyl lactate / mleczan etylu 1347.00 0.40 14.51 520.96 102.45 421.20 795.61 550.80
methyl octanoate / oktanian metylu 1388.00 | 0.16 12.35 95.05 43.48 <LOD 15.22 11.14
ethyl octanoate / oktanian etylu 1422.00 0.13 166.12 763.66 370.98 77.38 327.06 213.95

ethyl 3-hydroxybutanoate /

3-hydroksybutanian etylu 1515.00 0.32 <LOD <LOD - <LOD 21.22 12.96
amyl lactate / mleczan amylu, pentylu 1610.00 0.21 <LOD <LOD - <LOD 13.06 8.01
:iggigg‘lre‘hoxy“em /metoksyoctan | 457000 | 038 | <LOD | <LOD - | <Lop | 10849 | 7342
isoamyl lactate / mleczan izopentylu 1577.00 0.62 <LOD <LOD - <LOD 86.94 39.66
ethyl methyl succinate / 1631.00 | 076 | <LOD | <LOD -| <tob | 3033 | 2519
bursztynian etylu i metylu

ethyl decanoate / dekanian etylu 1643.00 0.43 <LOD <LOD - <LOD 14.35 8.82
diethyl succinate / bursztynian dietylu 1674.00 0.43 <LOD 561.99 221.76 12147 | 1191.13 499.74
methyl salicylate / salicylan metylu 1735.00 | 0.17 <LOD <LOD - <LOD 22.30 13.68
ethyl phenylacetate / fenylooctan etylu 1783.00 0.15 <LOD <LOD - <LOD 7.10 7.10
ethyl butyl succinate / 181400 | 052 | <LOD | <LOD -| <Lop | 1444 | 1333
bursztynian etylu i butylu

2-phenethyl acetate / octan 2-fenetylu 1826.00 0.17 13.38 172.54 62.09 <LOD 117.04 39.12
ethyl-3-methylbutyl butanoate / 186100 | 0.14 | <LOD | <LOD -| <Lop | 8635 | 3321
butanian etylo-3-metylobutylu

diethyl phthalate / ftalan dietylu 2352.00 0.14 <LOD <LOD - <LOD 14.88 7.69

ethyl hydrogen succinate / wodoroburszt-

ynian etylu 2367.00 0.11 <LOD 54.29 25.39 <LOD 117.96 54.34
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ethyl sorbate / sorbinian etylu 1501.00 0.22 <LOD 938.42 351.45 <LOD <LOD -
ethyl leucate / 2-hydroksy-4-
me¥y| opentanian e‘{ylu Y 1547.00 | 021 5903 | 24137 | 7619 | <LOD | <LOD -
diethy! hydroxybutanoate / hy- 2039.00 | 041 318 | 67.73| 1511 | <LoD | <LOD ;
droksybutanian dietylu
Alcohols / Alkohole
1-propanol / 1-propanol 1038.00 | 0.49 <LOD 58.70 26.50 <LOD 172.84 70.66
2-methyl-1-propanol / 2-metylo-1-propanol 1114.00 0.38 178.14 | 1061.87 578.69 642.46 | 1410.75 | 1021.08
1-butanol / 1-butanol 1145.00 | 0.42 4.12 29.89 13.46 15.96 122.69 34.92
cyclopentanol / cyklopentanol 1300.00 | 0.20 <LOD <LOD - <LOD 10.08 6.98
ig‘ﬂnﬂl 1-butanol (isoamylol) / 3-metylo- | 1511 09 | 028 | 3169.75 | 6589.83 | 4687.77 | 4205.80 | 711536 | 5792.30
i'”‘lemy"e"b“te“'l'o' /3-metylo-3-buten- | 1550 | 034 | <LoD | <LOD - | <Lop 403 403
-0
1-pentanol / 1-pentanol 1269.00 | 0.11 <LOD <LOD - <LOD 9.68 3.93
4-methyl-1-pentanol / 4-metylo-1-pentanol 1314.00 0.19 2.00 16.10 7.61 <LOD 56.27 19.53
2-heptanol / 2-heptanol 1321.00 | 041 <LOD <LOD - <LOD 19.80 10.24
3-methyl-1-pentanol / 3-metylo-1-pentanol 1334.00 0.22 7.12 38.14 18.89 9.15 70.73 39.13
1-hexanol / 1-heksanol 1359.00 | 0.35 358.75 951.33 664.72 533.58 | 1581.49 | 1071.22
3-hexen-1-ol / 3-heksen-1-ol 1372.00 | 0.49 4.11 27.34 13.52 7.26 38.23 19.87
3-ethoxy-1-propanol / 3-etoksy-1-propanol 1382.00 0.22 <LOD 20.20 8.17 <LOD 33.91 13.69
4-hexen-1-ol / 4-heksen-1-ol 1401.00 0.41 <LOD <LOD - <LOD 35.14 18.29
3-octanol / 3-oktanol 1409.00 | 0.27 <LOD <LOD - <LOD 5.93 4.92
1-octen-3-ol / 1-okten-3-ol 1452.00 0.35 <LOD <LOD - <LOD 13.33 8.46
1-heptanol / 1-heptanol 1461.00 | 0.43 <LOD 48.80 19.58 31.84 93.46 50.68
2-propyl-1-pentanol / 2-propylo-1-pentanol 1484.00 0.47 <LOD <LOD - <LOD 91.77 91.77
2-ethyl-1-hexanol / 2-etylo-1-heksanol 1491.00 0.52 13.05 106.62 35.56 <LOD 227.20 69.30
2-nonanol / 2-nonanol 1521.00 0.51 <LOD <LOD - <LOD 13.14 8.67
2,3-butanediol / 2,3-butanodiol 1543.00 | 1.35 23.93 241.37 93.13 <LOD 306.49 184.05
1-octanol / 1-oktanol 1556.00 0.66 7.05 44.50 23.80 29.41 55.43 41.80
Fl)}f)})p;r?gg%ﬁd'o' (propylene glycol) / 1,2- 1599.00 | 112 | <Lob | <LOD .| <Lop | 1561 15.61
1-nonanol / 1-nonanol 1660.00 0.74 <LOD <LOD - <LOD 28.14 16.88
2-furanmethanol / 2-furanometanol 1669.00 0.10 <LOD 54.21 14.17 <LOD 46.36 28.94
benzyl alcohol / alkohol benzylowy 1877.00 0.16 <LOD <LOD - <LOD 217.20 49.54
2-phenylethanol / 2-fenyloetanol 1912.00 | 0.24 350.35 | 1370.04 753.60 647.48 | 2014.32 | 1176.03
1,2,3-propanetriol (glycerine) /1,2,3- 231600 | 191 | <Lop | <LoD - | <Lob | 64045 | 34612
propanotriol
Carbonyl compounds / Zwiazki karbonylowe
acetaldehyde / aldehyde octowy 740.00 0.12 <LOD <LOD - <LOD 168.43 80.34
2-butanone / 2-butanon 923.00 0.21 <LOD <LOD - <LOD 26.44 26.44
2-octanone / 2-oktanon 1297.00 0.13 <LOD <LOD - <LOD 10.12 10.12
gﬂgg:gﬁgyzzbgfﬁ;sgﬁ ! 1286.00 | 037 | <LoD | <LOD - | <Lop 8.91 752
nonanal / nonanal, aldehyd pelargonowy 1394.00 0.15 <LOD <LOD - <LOD 7.10 7.10
furfural / furfural 1468.00 | 0.16 <LOD 65.89 16.32 <LOD 114.29 48.31
benzaldehyde / benzaldehyd 1508.00 0.18 <LOD <LOD - <LOD 515.62 193.71
y-butyrolactone / y-butyrolakton 1626.00 0.10 <LOD <LOD - <LOD 41.87 24.59
2,4-dimethylbenzaldehyde /
2. dimetyfobenzal deh;’ g 171000 | 012 | <LOD | <LOD -| 1853 | 3678 | 2657
2-tert-butyl-5-propyl-1,3-dioxolan-4-one /
2—tert—but§|o—5‘3prggylo—l,3—diokso|an—4—on 1820.00 0.27 <LOD <LOD ) <LOD 7.10 7.10
trans-3-methyl-4-octanolide /
trans-s-metyl):)-zl-oktanolid 1861.00 | 0.26 <LOD <LOD - <LOD 5.78 5.78
5-butyl-4-methyloxolan-2-one (whiskey 1910.00 037 <LOD <LOD : <LOD 1281 038
lactone) / 5-butyl-4-metyloksolan-2-on ' ) ) )
3,5-dimethylbenzaldehyde /
3. dimetyfobenzal dehi’, q 1837.00 | 0.19 1617 | 42.05 2868 | <LOD | <LOD -
Ethers / Etery
1-(1-ethoxyethoxy)pentane /
l-gl-etoksy)/letoks%);fe o 1109.00 | 041 | <LOD | <LOD -| <«wop | 1810 | 1717
1-(1-ethoxyethoxy)hexane /
l—gl—etoksglletoks%)heksan 125800 | 020 | <LOD | <LOD - | <Lop | <LOD -
Phenols / Fenole
4-gthyl-2-methoxyphenol / 4-etylo-2- [ 2033.00 [ 052 | <LOD | <LOD | -] <LtoD [ 2220 | 1447
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metoksyfenol
4-ethylphenol / 4-etylofenol 2164.00 | 041 <LOD <LOD - <LOD 259.82 78.73
2 4-ditertbutylphenol / 2,4-di-tert- 233000 | 079 | 1979 | 3459 | 2689 | 1415 | 3034 | 22.94
butylofenol
Sulfur compounds / Zwiazki siarki
dimethyl sulfide / siarczek dimetylu 716.00 0.31 <LOD <LOD - <LOD 28.13 28.14
g;g‘;;sé’l'th'o'l'p“’pa”o' /3-metylotio-1- | 479700 | 078 | <LoD | 2690 | 1198 | <LoD | 11083 | 5234
Hydrocarbons / Weglowodory
undecane / undekan [ 110000 [ 073 [ <LOD [ <LOD ] -] <LoD | 6423 [ 36.16
Terpenoids / Terpenoidy
cis-rose oxide / tlenek cis-rozy, cis-rose 1339.00 0.22 <LOD 17.07 8.73 <LOD <LOD -
nerol oxide / tlenek nerolu 1465.00 | 0.18 <LOD 199.26 45.87 <LOD <LOD -
linalool / linalol 1537.00 0.76 11.34 119.20 51.91 <LOD 213.54 113.88
hotrienol / hotrienol 1607.00 | 0.27 10.72 363.42 85.05 <LOD <LOD -
a-terpineol / a-terpineol 1708.00 0.31 9.86 91.78 35.65 <LOD <LOD -
terpineol / a-terpineol 1680.00 0.69 <LOD <LOD - <LOD 22.04 17.16
3,7-dimethyl-6-octen-1-ol (citronellol) /
3,7-dimetylo-6-okten-1-ol 1769.00 0.42 <LOD 22.84 7.42 <LOD 7.04 5.58
Norisoprenoids / Norisoprenoidy
B-damascenone / B-damascenone [ 1801.00 [ 0.74 | <LOD | <LOD | -] <LOoD | 5443 ] 5443
Explanatory notes / Objasnienia:
RI — retention index / indeks retencji; LOD — limit of detection / limit wykrywalnosci
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Fig. 1a. Chromatogram of white wine from Slaskie Province after GC-MS analysis.
Rys. 1la. Chromatogram wina biatego z wojewddztwa $laskiego na podstawie analizy GC-MS.
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Fig. 1b. Chromatogram of red wine from Matopolskie Province after GC-MS analysis.
Rys. 1b. Chromatogram wina czerwonego z wojewodztwa matopolskiego na podstawie analizy GC-MS.

under tropical conditions of India. Alcohols were found to be the most dominant group
of volatile compounds identified in tested wines, followed by esters and acids, with
lower concentrations of aldehydes, phenols and terpenes [23]. In our study, alcohols
were also found to be the dominant group of volatile compounds, followed by esters
and acids. Carbonyl compounds, phenols, norisoprenoids, sulfur compounds, hydro-
carbons, terpenoids and ethers were found at lower concentrations. Longo et al. (2020)
conducted a preliminary study on Pinot noir wines from five Australian winegrowing
regions (Adelaide Hills, Yarra Valley, Mornington Peninsula, Northern and Southern
Tasmania). In the study, 27 compounds were determined — alcohols, esters, acids and
norisoprenoids [17]. Qian et al. [22] characterized 114 volatile compounds of Cabernet
Sauvignon wines from two different clones during oak barrel aging. In our study,
Polish wines produced from other Cabernet grape varieties were analyzed — Cabernet
Dorsa and Cabernet Cortis and we determined 104 volatile compounds in them. Zhao
et al. [31] characterized volatile aroma compounds in litchi (Heiye) wine and distilled
spirit. They observed 128 different aroma compounds, which belonged to six chemical
groups: esters, alcohols, acids, terpenes, aldehydes and ketones, and other compounds,
and 59 of them were determined in litchi wine [31]. Issa-Issa et al. determined 54 vola-
tile compounds (alcohols, esters, acids, aldehydes, lactones, phenols, hydrocarbons and
ketones) in Fondillon, which is a wine made from overripe grapes of the Monastrell
variety [13]. Fandifio et al. [7] analyzed the chemical composition and sensory proper-
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ties of Albarifio wine and impact of fertigation on wine content. They determined 31
volatile compounds, and their concentration was different depending on fertigation
used [7]. Lan et al. (2021) characterized key odor-active compounds in sweet Petit
Manseng (Vitis vinifera L.) wine by determining 42 aroma compounds [15]. Nicolotti
et al. [20] analyzed 36 key aroma compounds in Australian Cabernet Sauvignon red
wine. The highest concentrations were determined for acetic acid, 3-methylbutanol, 2-
methylbutanol, methylpropanol and 2-phenylethanol, which are important odorants and
can be produced during microbial fermentation [20]. Benkwitz et al. [3] examined 17
compounds, determined with the highest OAV values, in Sauvignon Blanc wines. 3-
Mercaptohexanol and 3-mercaptohexyl acetate were found to be the most important
odorants, with B-damascenone and varietal thiols, esters, terpenes and higher alcohols
being key aroma compounds [3]. Mayr et al. [19] analyzed 48 aroma compounds in
Shiraz wine from two regions — Barossa Valley and Margaret River. The highest con-
centrations were determined for acetic acid, ethyl lactate and ethyl acetate, and the
highest OAV values for ethyl octanoate, f-damascenone, ethyl hexanoate and ethyl 3-
methylbutanoate [19].

Acids

We determined 13 acids in analyzed wines (Table 1). It is worth noting that fatty
acids are considered to be acids with the biggest impact on wine aroma. Their excess
can contribute to an unpleasant flavor, while the right concentration to a pleasant, fresh
flavor [24]. The highest concentrations were determined for octanoic acid, 2,4-
hexadienoic acid and hexanoic acid in white wines, and for octanoic acid, acetic acid
and hexanoic acid in red wines. White wine samples with the highest total mean acid
concentration were three samples having a tropical and citrus fruit aroma, while for red
wines these were three samples having a red and forest fruit aroma. It is worth empha-
sizing that the highest total mean concentrations of the analyzed acids were found in
the samples having fruit aromas, for both white and red wines. Somkuwar et al. [23]
analyzed 12 acids — acetic acid, dodecanoic acid, hexanoic acid, n-decanoic acid, non-
anoic acid, octanoic acid, oxalic acid, pentadecanoic acid, propanoic acid, 2-
methylpropanoic acid, tetradecanoic acid and undecanoic acid. The concentrations
ranged from 10 pg-1I" (propanoic acid in Cabernet Franc and Caladoc wines, oxalic
acid in Cabernet Franc, Merlot and Caladoc wines) to 14.5 mg-I"* (acetic acid in Gre-
nache wine). The highest concentrations were determined for acetic acid, oxalic acid,
octanoic acid and hexanoic acid, which is comparable to the results obtained in this
study for red wine with octanoic acid, acetic acid and hexanoic acid being determined
with the highest concentrations out of all detected acids. The highest values obtained
for those acids in this study were lower than the highest values obtained by Somkuwar
et al. [23]. Zhao et al. [31] determined 11 acids in litchi wine. The highest concentra-
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tions were determined for decanoic acid (993.17 pg-1™), octanoic acid (964.80 pg-1™)
and 3,7-dimethyl-6-octadienoic acid (373.26 pg-1™"). The lowest concentrations were
determined for methylenecyclopropane-2-carboxylic acid (13.10 pg-1™") and hexanoic
acid (52.38 ug-1™"). In our study, the highest concentration of decanoic acid was deter-
mined in white wine sample, and it was lower than the value obtained for litchi wine.
The highest concentration of octanoic acid was determined in another white wine sam-
ple, and it is comparable to the value obtained for litchi wine. In our study, hexanoic
acid concentrations were higher, in both white and red wine, than the values obtained
for litchi wine [31].

Esters

We analyzed 32 esters, which are the main volatile compounds in wines [32].
They contribute to the fruity aroma of young wines and their concentration can change
during wine ageing, which is caused by esterification and hydrolysis [24]. Ethyl and
acetate esters are associated with fruity and floral aromas [27]. In red wines, the high-
est concentrations were determined for ethyl acetate, isoamyl acetate and ethyl lactate,
and in white ones, they were determined for ethyl acetate and isoamyl acetate. It is
worth emphasizing that ethyl and acetate esters are typically associated with fruity and
floral aromas [27]. High concentration of isoamyl acetate is connected with a pear
aroma, and we determined its high concentration in wine with a pear aroma. On the
other hand, high concentrations of ethyl cinnamate and ethyl hexanoate can contribute
to unfavorable odors of wax and honey [30]. The highest concentration of ethyl hexa-
noate was determined for the white wine sample with banana, pear and gooseberry
aromas, however, ethyl cinnamate was not determined in that sample. Sonni et al. re-
ported that 2-phenylethyl acetate is a compound that can enhance floral and sweet
aromas in young white wines, especially when it occurs alongside another compound
having a sweet aroma, such as isoamy! acetate [24]. We determined both isoamyl ace-
tate and 2-phenylethyl acetate in the Polish white wine samples, which confirms their
impact on the aroma of wines. Another compound, whose presence is connected with
floral and fruity aromas, is hexyl acetate [27], which was determined in our samples,
but at low concentrations. High concentrations of 4-methyl-3-hexanol, ethyl-3-
hydroxybutanoate, 3-ethoxy-1-propanol, isoamyl acetate, ethyl hydrogen succinate and
diethyl malate can contribute to fruity, apple skin like, banana, grape-like, sweet and
sugar aromas. We determined 3-ethoxy-1-propanol, isoamyl acetate, ethyl-3-
hydroxybutanoate and ethyl hydrogen succinate in red wines, and 3-ethoxy-1-propanol,
isoamyl acetate, diethyl malate and ethyl hydrogen succinate in white wines. All the
red wine samples and most of the white wine samples, except for three samples, had
fruit aromas. Qian et al. [22] analyzed 35 esters in Chinese Cabernet Sauvignon wines.
The highest concentrations were determined for ethyl acetate (64580 ug-17), ethyl lac-
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tate (53020 pg-1™") and diethyl succinate (3020 pg-1™"). Those esters were also deter-
mined at the highest concentrations in Polish wines produced from Cabernet Cortis and
combination of Cabernet Dorsa, Zweigelt, Rondo and Regent, together with isoamyl
acetate, but at significantly lower concentrations. The lowest concentration was deter-
mined for ethyl undecanoate (0.14 pg-1""), which was not analyzed in our study [22].
Somkuwar et al. [23] analyzed 23 esters. Concentrations ranged from 0 pg-1™* (ethyl
ester hexanoic acid [ethyl caproate] in Merlot and Caladoc) to 27300 pg-1™* (isoamyl
lactate in Nielluccio wine). The highest concentrations were determined for isoamyl
lactate; butanedioic acid, diethyl ester [diethyl succinate]; propanoic acid, 2-hydroxy-,
ethyl ester [ethyl lactate]; 4-decenoic acid, ethyl ester, (Z)-. In our study, the highest
concentrations were determined for ethyl acetate, 3-methyl-1-butyl acetate (isoamyl
acetate), diethyl succinate (clorius) and ethyl lactate (actylol). In both studies, diethyl
succinate and ethyl lactate were determined as two of the dominating esters in red
wines [23].

Alcohols

Alcohols are the products of the degradation of lipids, amino acids and carbohy-
drates [9]. Their high concentration can negatively impact the wine taste due to their
intensive smell overpowering the aroma of wine [24]. It is also related to a vegetal, bell
pepper aroma of aged red wine [8]. In our study, we determined high concentrations of
1-hexanol in both the red and white wines, which can contribute to an undesirable her-
baceous flavor [30]. We identified 29 alcohols in the red wines and 15 alcohols in the
white wines. In both red and white wines, the highest concentrations were determined
for 2-methyl-1-propanol (isobutanol), 3-methyl-1-butanol (isoamylol), 1-hexanol and
2-phenylethanol. Wang et al. reported that 2-phenylethanol contributes to rose notes in
Grenache and Calkarasi rose wines [27]. We found it to be at high concentrations in
our samples, but they did not have a rose aroma. Qian et al. (2022) analyzed 21 alco-
hols in Chinese Cabernet Sauvignon wines. The highest concentrations were deter-
mined for isopentanol (233480 pg-1™"), isobutanol (41740 pg-1"), 2-phenylethanol
(38560 pg-1™), 1-butanol (2570 pg-1™) and 1-hexanol (2540 pg-1™). Isopentanol, isobu-
tanol, 2-phenylethanol and 1-hexanol were also determined at highest concentrations in
Polish wines produced from Cabernet Cortis and combination of Cabernet Dorsa,
Zweigelt, Rondo and Regent, but their concentrations were significantly lower than in
Chinese wines. 1-Butanol concentration was low in the Polish wines (Table 1). The
lowest concentration was determined for 2-nonanol (0.70 ug-1™) and was slightly high-
er in the Polish wines [22]. Fandifio et al. [7] determined 11 alcohols in Albarifio wine.
The highest concentrations were obtained for 2- and 3-methyl-1-butanol (51100 pg-1™),
2-phenylethanol (16027 pg-1'"), 2-methyl-1-propanol (3295 pg-1"). In our study, the
results obtained for those alcohols in the Polish white wines were lower and 2-methyl-
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1-butanol was not analyzed. The lowest concentrations were determined for 1-octanol
(129 pg-1™"), comparable to 1-octanol concentration determined in the Polish white
wines (Table 1) [7]. Lan et al. [15] determined nine alcohols in sweet Petit Manseng
wine. The highest concentrations were determined for 2,3-butanediol (267447.2 ug-1™),
phenylethanol (10845.4 ug-1") and isoamyl alcohol (96875.7 ug-1™"). Concentrations
for all these three alcohols were lower in the Polish white wines. Isoamyl alcohol had
the highest alcohol concentration in the Polish white wines (Table 1). The lowest con-
centration was determined for 3-mercaptohexanol (3.6 pg-1™"), which was not analyzed
in the Polish white wines [15].

Carbonyl compounds

Carbonyl compounds can contribute to a richer and more unigue wine aroma [9].
We determined 12 carbonyl compounds in the red wines, but only two in the white
wines. Benzaldehyde, acetaldehyde and furfural were determined to occur at the high-
est mean concentrations in the red wines, furfural and 3,5-dimethylbenzaldehyde were
the only carbonyl compounds that were found in the white wines. Only one red wine
sample contained 2-octanone, nonanal, 2-tert-butyl-5-propyl-1,3-dioxolan-4-one, trans-
3-methyl-4-octanolide and 5-butyl-4-methyloxolan-2-one (Whiskey lactone). The dis-
tinguishing mark of this wine sample is its rowanberry and cranberry aromas, charac-
teristic to only this one wine in our study. Issa-1ssa et al. [13] determined five alde-
hydes and ketones (furfural, benzaldehyde, vanillin, acetoin and 2(5H)-furanone) and
three lactones (y-butyrolactone, whiskey lactone and pantolactone) in Fondillon wine.
Five of these compounds were determined in both Fondillén and the Polish red wines —
furfural, benzaldehyde, acetoin, y-butyrolactone and whiskey lactone. Acetoin and -
butyrolactone concentrations were significantly lower in the Polish red wine than in
Fondillon, furfural and whiskey lactone were lower in the Polish red wine than in
Fondillon, and benzaldehyde concentration was higher in the Polish red wine than in
Fondillon (Table 1) [13]. Qian et al. [22] analyzed four carbonyl compounds — acetoin,
benzaldehyde, benzeneacetaldehyde and decanal, and two lactones — trans-Whiskey
lactone and cis-Whiskey lactone, in Chinese Cabernet Sauvignon wines. Carbonyl
compounds concentrations ranged from 2.48 pg-1™ (decanal) to 2470 ug-1" (acetoin)
and lactones were not determined before the aging process. Acetoin and benzaldehyde
were also determined in the Polish wines produced from Cabernet Cortis and a combi-
nation of Cabernet Dorsa, Zweigelt, Rondo and Regent — acetoin at significantly lower
concentrations and benzaldehyde at higher concentrations (Table 1) [22]. Zhao et al.
[31] determined five aldehydes and ketones — 3,7-dimethylnona-2,6-dienal, 3-
furaldehyde, 1,3-dioxolane-4-methanol, 2-methyl-3-octanone and 2-octanone, at con-
centrations from 4.58 to 41.47 ug-l'l, in litchi wine. Out of all these five compounds,
only one was also determined in our study — 2-octanone in one red wine sample. The
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concentration was very similar to the one obtained for 2-octanone in litchi wine
(10.91 ug-1™) (Table 1) [31].

Norisoprenoids

Norisoprenoids, such as B-ionone, 3-damascenone, vitispirane and TDN, are im-
portant compounds that can influence the wine aroma [8]. We determined only one
norisoprenoid in this study — B-damascenone, and only in one sample of red wine at the
concentration of 54.43 ug-1™. It could be related to seasonal changes of the weather,
temperature in Poland, and could result from a shorter period of time during which
grapevines were exposed to the sunlight, which could lead to a lower carotenoids con-
centration in vines, which are believed to be precursors to Cy3 norisoprenoids. Its low
concentration could confirm the relationship between the Polish climate and viticul-
ture. It also confirms that the quality of wine is connected with “terroir”, a set of char-
acteristics of a given place, its geographic, geological and climatic impact, which,
when combined with plant genetics, influence grape-derived products [1]. Longo et al.
[17] determined concentrations of 3 Cis-norisoprenoids — a-ionone, B-ionone and f-
damascenone. The concentrations ranged from 0.04 (B-ionone in wine from Southern
Tasmania) to 1.41 pg-1" (B-damascenone in wine from Northern Tasmania). Two of
these compounds were not tested in our research, only 3-damascenone was determined
in one sample and at higher concentrations than in the wine from Northern Tasmania
[17]. Qian et al. [22] analyzed five norisoprenoids — B-damascenone, riesling acetal,
vitispirane A, vitispirane B and TDN in Chinese Cabernet Sauvignon wines. Their
concentrations ranged from 0.47 pg-1"* (vitispirane B) to 1.85 pg-1™ (B-damascenone).
Norisoprenoids were not analyzed in the Polish wines produced from Cabernet Cortis
and a combination of Cabernet Dorsa, Zweigelt, Rondo and Regent [22].

Terpenoids and other compounds

The next group of compounds analyzed in the Polish wines were terpenoids,
which can contribute to a flower aroma of wine [8]. Terpenoids were determined in all
the samples of the white wines, with the total concentrations of all terpenoids per sam-
ple in the range of 95.73 to 648.20 pg-1" and a mean value of 206.14 pg-1™, however,
they were determined in only five samples of the red wines, with the total concentra-
tions in the range of 7.04 to 235.29 ug-1™" and a mean value of 80.86 pg-1™, hence at
lower mean concentrations than in the white wines. Terpineol was determined only in
the red wines. Moreover, we determined ethers, phenols, sulfur compounds and hydro-
carbons in the red wines, and phenols and sulfur compounds in the white wines. Phe-
nols, especially anthocyanins, can be used as markers to characterize different grape
varieties [26]. High concentrations of 2-phenylethyl alcohol and 2-phenylethyl acetate
can contribute to a floral/perfumed aroma [24]. The samples with the highest concen-
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tration of 2-phenylethyl acetate did not have a floral aroma. 2-Phenylethanol was found
in every red and white wine sample at high concentrations. Feng et al. [9] reported that
3-methyl-butanol, 3-hydroxy-butanone 2,3-butanediol, phenylethanol, hexanol, alde-
hyde and nonanal contributed to green, floral and fruity aromas in mulberries. We de-
termined high concentrations of 3-methyl-butanol and 2,3-butanediol in red and white
wine samples. Somkuwar et al. [23] analyzed four phenols and five terpenes. Phenols
concentrations ranged from 0 pg-1" (2-methyl-phenol in Cabernet Franc) to 1530 pg-1*
(2-methoxy-4-vinylphenol in Grenache). Terpenes concentrations ranged from 0 pg-1™
(a-terpinene in Petit Verdot, Cabernet Sauvignon, Tempranillo and Caladoc, terpinolen
in Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon and Caladoc, D-limonene in Cabernet Sauvi-
gnon, Tempranillo, Merlot and Caladoc) to 24840 pg-1* (1,4-cyclohexadiene, 1-
methyl-4-(1-methylethyl)-[y-Terpene] in Nielluccio). In our study, we also determined
phenols and terpenoids, but different than the ones determined by Somkuwar et al.
[23], therefore results cannot be compared. Qian et al. [22] analyzed nine terpenes and
25 phenols and phenolic aldehydes in Chinese Cabernet Sauvignon wines. Terpenes
concentrations ranged from 0.053 pgl? (cis-rose oxide) to 589.10 pgl™
(geranylacetone). In our study, we determined two terpenes in the Polish wines pro-
duced from Cabernet Cortis and from a combination of Cabernet Dorsa, Zweigelt,
Rondo and Regent — linalool at higher concentrations (1.05 pg-1* in Chinese wines)
and citronellol at similar concentrations (5.00 pg-1™" in Chinese wines) (Table 1). Phe-
nols and phenolic aldehydes concentrations ranged from 0.90 (4-propylguaiacol) to
1950 ug-1* (4-vinylphenol). One phenol, 4-ethylphenol, was determined in both the
Polish and Chinese wines at similar concentrations (16.99 pg-1* in Chinese wines)
(Table 1) [22]. Zhao et al. [31] determined 14 terpenes in litchi wine. Their concentra-
tions ranged from 6.54 pg-1™* ((1S)-(1)-beta-pinene) to 5662.18 pg-1™* (D-citronellol).
Cis-rose oxide, citronellol and linalool were determined in both studies, concentrations
in the Polish wines were lower than in litchi wine. Nerol oxide was determined in both
studies at comparable concentrations (Table 1) [31]. Issa-Issa et al. [13] determined
four phenolic compounds in Fondillon — guaiacol, phenol, ethyl guaiacol and 4-
ethylphenol. Two of them were also found in the Polish red wines — 4-ethylphenol was
determined at higher concentrations in the Polish red wine, ethyl guaiacol was deter-
mined at comparable concentrations (Table 1) [13]. Fandifio et al. [7] determined two
terpenes — nerol and hotrienol and one phenol — 4-vinylguaiacol in Albarifio wine. The
concentrations ranged from 18 to 109 pg-1"". None of those compounds were analyzed
in the Polish white wines. Lan et al. [15] determined three phenols — 4-vinylguaiacol
(2917 pg-1™), eugenol (12 pg-1™) and guaiacol (5 pg-1™) in sweet Petit Manseng wine,
they were not analyzed in the Polish white wines.
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Odor activity values in Polish wines

Odor activity value (OAV) is calculated as a ratio of determined concentrations of
a compound and its odor detection threshold (ODT). The higher odor activity value of
a compound is, the bigger influence that compound has on the aroma profile of wine
[29]. Odorants that occur at concentrations higher than their ODT values, meaning
OAV > 1, contribute to the wine aroma and are called aroma impact compounds [31].
We calculated OAVs for 41 volatile compounds — four acids, 12 alcohols, 14 esters and
11 other compounds (Table 2).

Table 2.  Odor description, threshold and activity value (OAV) of compounds determined in Polish
white and red wines
Tabela 2. Opis zapachu, prog zapachowy i warto$¢ aktywnosci zapachowej zwigzkéw oznaczonych
w polskich biatych i czerwonych winach
Odor White wines (n = 18) / Red wines (n =13) /
threshold* Biate wina (n = 18) Czerwone wina (n = 13)
. S . . .
Compound / Zwiazek Odor description* / Opis zapachu za;gz:)crr?ogwy Min - Max: Mean / Min — Max: Mean /
lug1] Min — Maks; Srednia Min — Maks; Srednia
Acids / Kwasy
hexanoic / heksanowy | CTEese, rancid, fatty, sweat, barbecue / Ser, 42000| <0.01-1.09;0.69 0.29-0.76; 052
zjelczaly, tlusty, pot, grill
octanoic / oktanowy g{l‘:teysel;g?”“d' fatty, sweat / Ser, zjelezaly, 50000| 0.85-184;1.37 0.30— 1.29; 0.68
decanoic / dekanowy Rancid, fatty / Zjelczaly, tlusty 1000.00 0.02 - 0.21; 0.08 0.01 -0.08; 0.03
acetic / octowy Vinegar / Ocet 200000.00 <0.01 <0.01
Alcohols / Alkohole
Alcohol, pungent, almond, synthetic,
1-pentanol / . .
balsamic / Alkohol, gryzacy, migdal, 80000.00 <0.01 <0.01
1-pentanol &
syntetyczny, balsamiczny
2,3-butanediol / 2,3- .
butanodiol Fruity / Owocowy 150000.00 <0.01 <0.01
3-methyl-1-pentanol / 3- | Wine, herbaceous, cacao / Wino, zielny,
metylo-1-pentanol kakao 50000.00 <001 <001
3-hexen-1-ol / 3-heksen- | Grass, hgrbaceogs, green, fatty, blttgr/ 70.00 0.060.39; 0.19 0.10 - 0.55; 0.28
1-ol Trawa, zielny, zielony, thusty, gorzki
Resin, floral, green, cut grass, herbaceous,
1-hexanol / 1-heksanol | wood / Zywica, kwiatowy, zielony, $wigta 8000.00 0.04-0.12; 0.08 0.07 - 0.20; 0.13
trawa, zielny, drewno
yrosten-3-ol/1-oken~ | Mughroom / Grzyb 18.00 <001 <0.01-0.74; 0.47
2-ethyl-1-hexanol / 2- Rose, green, floral / Roza, zielony, kwiato- 900.00 0.01-0.12: 0.04 <0.01-0.25: 0.08
etylo-1-heksanol wy
1-octanol / 1-octanol Jasmine, lemon / Jasmin, cytryna 110.00 0.06 — 0.40; 0.22 0.27 - 0.50; 0.38
2-phenylethanol / 2- Ro;e, floral, hf)ney, pollen, perfume / R6za, 1100.00 032 1.25: 0.69 059 1.83: 1.07
fenyloetanol kwiatowy, miod, pytek, perfumowy
1-nonanol / 1-nonanol Rose, orange / Rdza, pomaraficz 50.00 <0.01 <0.01-0.56; 0.34
3-methyl-1-butanol / 3- | Wine, solvent, bitter / Wino, rozpuszczal- . .
metylo-1-butanol nik, gorzki 7000.00 0.45-0.94; 0.67 0.60 —1.02; 0.83
3-methyl-3-buten-1-ol / .
3-metylo.3 buten 1ol | APPIe/ Jablko 600.00 <0.01 <0.01-0.01; 0.01
Esters / Estry
Apple, banana, pineapple, strawberry,
ethyl butanoate / fruity, sweet / Jablko, banan, ananas, 2000| 1.88-7.08;335 1.06 - 4.58; 2.16
butanian etylu .
truskawka, owocowy, stodki
ethyl lactate / Acid, medicine, lactic / Kwas, leki, mleczny |  154636.00 <0.01 <0.01

mleczan etylu




154

Dorota Jakkielska, Rafal Wawrzyniak, Marcin Frankowski, Anetta Ziota-Frankowska

ethyl 2-methylbutanoate

Fruity, green apple, anise / Owocowy,

/ 2-metylobutanian etylu | ziclone jabtko, anyz 18.00 <001 <001-1033;5.93
ethyl 3-methylbutanoate . .
/ 3-metylobutanian etylu Fruity, banana / Owocowy, banan 3.00 <0.01 <0.01-28.80; 11.90
3-methyl-1-butyl acetate .
/ octan 3-metylo-1- Banana, pineapple, strawberry / Banan, 20000| 1.96-8.18;5.13 <0.01-6.25;3.14
butylu ananas, truskawka
methyl hexanoate / Pineapple / Ananas 7000  0.03-0.46;0.19 <0.01-0.15;013
heksanian metylu
Apple, green apple, fruity, banana, wine,
f&;;:f:ﬁg?a:j / brandy / Jablko, ziclone jablko, owocowy, 1400 | 11.21-3312;2051 | <0.01-18.73;10.76
Y banana, wino, brandy
Grape, apple, pear, floral, green, cherry,
hexyl acetate / anise / Winogrono, jablko, gruszka, kwia- 670.00 | <0.01-0.23;0.07 <0.01-0.01; 0.01
octan heksylu o .
towy, wiSnia, anyz
diethyl succinate / Wine, fruity, cheese, earthy, spicy / Wino, . .
bursztynian dietylu OWOCOWY, Ser, ziemny, przyprawy 1200.00| <001-0.47,018 0.10-0.99; 042
ethyl octanoate / Sweet, floral, fruity, banana, pear, brandy,
V' ¢ pineapple / Stodki, kwiatowy, owocowy, 250.00 0.66 — 3.05; 1.48 0.31-1.31;0.86
oktanian etylu .
banan, gruszka, brandy, jablko
2-phenethyl acetate / . . .
octan 2-fenetylu Floral / Kwiatowy 250.00 0.05-0.69; 0.25 <0.01-0.47;0.16
Pineapple, floral, fruity, fatty, pleasant /
zter;()gnﬂj;irgﬁe / Anar"las, kwiatowy, owocowy, thusty, 200.00 <0.01 <0.01-0.07; 0.04
przyjemny
gg‘,ﬁ: acetate/octan | pjneapple / Ananas 750000 |  0.11-0.20;0.15 0.18 - 0.32; 0.24
isobutyl acetate / octan | Fruity, apple, banana / Owocowy, jabtko, .
izobutylu banan 1600.00 <0.01 <0.01-0.01;0.01
Other compounds / Pozostale zwiazki
furfural / furfural Caramel / Karmel 3000.00 | <0.01-0.02;0.01 <0.01-0.04; 0.02
benzaldehvde / benzal- Sweet, fruity, roasted, almond, fragrant,
Y burnt sugar / Stodki, owocowy, pieczony, 350.00 <0.01 <0.01-1.47;055
dehyde . !
migdat, pachnacy, palony cukier
nonanal / nonanal Fatty, citrus, green, fruity / Thusty, cytrus, 1.00 <001 <0.01-7.10;7.10
zielony, owocowy
linalool / linalol Floral, citrus, sweet, grape, fresh / Kwia- 1500| 076 - 7.95,3.46 <0.01-14.24; 7.59
towy, cytrus, stodki, winogrono, $wiezy
citronellol / cytronelol Clove, rose / Gozdzik, rdza 100.00 <0.01-0.23; 0.07 <0.01-0.07, 0.06
nerol oxide / Rose, oil, floral / Réza, olejek, kwiatowy 6000.00 | <0.01-0.03;0.01 <0.01
tlenek nerolu
B-damascenone / Apple, smoky, toasted bread, clove, woody /
p-damascenon (Jjab}ko, dymny, pieczony chleb, gozdzik, 0.50 <0.01 <0.01-108.86; 108.86
rewno
flsng?fgl‘s”;'gfy/ Rose, floral / Roza, kwiatowy 20.00| <0.01-0.85;0.44 <0.01
a-terpineol / o-terpineol | Fruity, floral / Owocowy, kwiatowy 250.00 0.04-0.37; 0.14 <0.01
2-octanone / 2-oktanon | Lot Milk, peanut, green / Gorgee micko, 250.00 <0.01 <0.01-0.04; 0.04
orzeszki ziemne, zielony
whiskey lactone / Fruity, cocoa / Owocowy, kakao 6.00 <0.01 <0.01-2.14;156

lakton whisky

Explanatory notes / Objasnienia:
* odor description and odor threshold values / opis zapachu i wartosci progéw zapachowych [28, 31].

We determined OAVs above 1 for 15 compounds, seven of them were found in
both white and red wines, one extra in the white wines and seven extra in the red
wines. The results obtained showed differences between the wines, taking into account
their color. OAVs of ethyl butanoate were higher than 1 in all 31 analyzed wine sam-
ples and OAVs of 3-methyl-1-butyl acetate and ethyl hexanoate were higher than 1 in
all 18 analyzed white wine samples. For the white wines, the highest OAVs were cal-
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culated for ethyl hexanoate, 3-methyl-1-butyl acetate and ethyl butanoate, for the red
wines — B-damascenone, ethyl 3-methylbutanoate and ethyl hexanoate. All these odor-
ants have fruity aromas, just like almost all wines we analyzed in this study.

As presented in Figure 2 and 3, the Polish wines were characterized mainly by the
fruity, floral, fatty and sweet odors (Fig. 2 and 3) and to a lesser extent by other aro-
mas, like herbaceous, spicy, roasty, earthy and caramelized (Fig. 2). Moreover, to visu-
ally present aroma fingerprints and show similarities between the aromas of the Polish
wines, we presented the highest and mean OAVSs in the form of an aroma wheel, which
confirms the predominance of fruity aromas (Fig. 3).

hebraceuos / zielny floral / kwiatowy
fruity / owocowy sweet / stodki

W spicy / korzenny, przyprawy B roasty / pieczony
fatty / thusty W earthy / ziemny

caramelized / karmel

Fig. 2. Aroma map in Polish wines based on OAVs for 41 volatile compounds (as the sum of the aver-
age values for a given aroma)

Rys. 2. Mapa aromatéw w polskich winach na podstawie warto$ci OAVs dla 41 zwigzkoéw lotnych (jako
suma wartosci $rednich dla danego aromatu)
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AROMA/COMPOUND, AROMAT/ZWIAZEK

Fig. 3. OAV aroma wheel for the average and highest values of OAVs of analyzed compounds in Polish
wines

Rys. 3. Wykres kota zapachowego OAV dla $rednich i najwyzszych wartosci OAV analizowanych
zwiazkéw w polskich winach

Conclusions

1. VOC profiles of the Polish wines were presented mostly by esters (32), alcohols
(28), volatile acids (14) and carbonyl compounds (13). Minor occurrence was de-
termined for terpenoids (7), volatile phenols (3), ethers (2), volatile sulfur com-
pounds (2), hydrocarbons (1) and norisoprenoids (1).

2. According to the type of wine, we determined 94 volatile compounds in 13 red
wines and 53 volatile compounds in 18 white wines. Not all analyzed compounds
were determined in every wine sample.

3. The odor activity values (OAVs) were calculated for 41 odorants and 15 of them
had values above 1. Based on the determined OAVSs, it was observed that the most
characteristic aromas in all the wines were as follows: first of all —fruity, next —
floral, and finally —fatty and sweet.

4. The results obtained show the difference in wine composition between the white
and red wines, the influence of grape varieties used and confirm that the quality of
wine is connected with “terroir”, a set of characteristics of a given place, its geo-
graphic, geological and climatic impact.
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CHARAKTERYSTYKA PROFILU LOTNYCH ZWIAZKOW ORGANICZNYCH W POLSKICH
WINACH PRZY WYKORZYSTANIU GC-MS

Streszczenie

Woprowadzenie. Wino jest skomplikowana mieszaning wielu zwigzkéw o zréznicowanej budowie
i wlasciwosciach. Wiele czynnikow wptywa na chemiczny sktad wina. Uprawa winoro$li w Polsce jest
W niekorzystnej, trudniejszej sytuacji, w poréwnaniu do bardziej tradycyjnych regionow winiarskich.
Winogrona rosngce w Polsce maja nizsza zawarto$¢ cukru, co prowadzi do nizszej zawartoéci alkoholu
i wyzszej kwasowos$ci wyprodukowanego wina, co moze by¢ takze uznawane za zaletg. Zwiagzki aroma-
tyczne, ktore sa przedmiotem badania, razem z innymi czynnikami, wplywaja na smak i aromat wina.

Wyniki i wnioski. Praca prezentuje wyniki analizy i charakterystyki profilu aromatycznego polskich
win, wykonanej z uzyciem chromatografii gazowej ze spektrometria mas (GC-MS). Wykrylismy 94
zwigzki lotne w 13 czerwonych winach i 53 lotne zwigzki w 18 biatych winach, w tym nastepujace grupy
zwiazkow: alkohole, kwasy, estry, zwiazki karbonylowe, etery, terpenoidy, norisoprenoidy, fenole, zwiaz-
ki siarkowe i weglowodory. Wina byty wyprodukowane z réznych odmian winogron. Poré6wnanie otrzy-
manych wynikow, zardwno pomi¢dzy wynikami otrzymanymi w naszym badaniu, a takze z wynikami
otrzymanymi w innych badaniach, pokazato réznice w sktadzie win, w oparciu o rdzne czynniki. Wartosci
aktywnosci zapachowej (OAV) zostaly obliczone by okresli¢ dominujacy aromat analizowanych win, im
wyzsza warto$¢ aktywnosci zapachowej danego zwigzku, tym wigkszy jest jego wplyw na aromat wina.

Stowa kluczowe: GC-MS, wspoétczynnik aktywnosci zapachowej, polskie wina, lotne zwigzki
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EIGHT OLD CULTIVARS OF APPLE TREES — AN EVALUATION OF
THEIR POTENTIAL FOR USE BY THE PROCESSING INDUSTRY

Summary

Background. Fruit of old cultivars may contain more micro- and macronutrients and polyphenols than
modern tree cultivars. This paper presents the results of a study on eight old cultivars of apple trees. The
fruit was gathered in the Wolin National Park (Wolinski Park Narodowy) from old uncultivated trees.

Results and conclusions. Despite the lack of tree care, the fruit of all the cultivars studied contained
small amounts of harmful heavy metals and nitrates. Different criteria are used to evaluate fruit by consu-
mers and the processing industry. For consumers, taste is important, and a low sugar-to-acid ratio makes
fruit much tastier. The Roter Herbstkalvill cultivar, despite containing the least sugar of all the cultivars
tested, has the lowest sugar-to-acid ratio (3.3). The highest content of health-promoting polyphenolic
compounds was found in the fruit of the following cultivars: Roter Herbstkalvill (734 mg/100 g DM) and
Kaiser Alexander (701 mg/100 g DM). Due to their high dry matter content, the Geflammter Kardinal and
Boikenapfel cultivars will be the best choice for the processing industry. Whereas cultivars with a low
sugar content, which caramelizes at high temperatures - Roter Herbstkalvill and Weisser Winterkalvill -
will be useful for flour production and baking.

Key words: polyphenolic compounds, color, mineral content, sugars, acids

Introduction

Apple trees for a long time have been a valued part of town, country, field and
home garden landscapes. They enrich people's diets and provide refuge and food for
animals. They occur as cultivated forms, wild trees or can be found in abandoned hu-
man settlements as feral forms of once cultivated trees. There are several thousand
cultivars of apple trees, but industrially cultivated ones are mainly disease-resistant and
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the most prolific cultivars. Their fruit is usually characterized by high weight [1].
Nowadays, when it comes to the industry, the economic result is the most important
[12, 18]. Historically, fruit has had several uses in the kitchen, ripening at different
times and being stored even until spring. It was used for a range of culinary purposes.
Apple cultivars came to Poland from various parts of the world. This is due to histori-
cal conditions. In the west, there are numerous cultivars imported from Western Eu-
rope, mainly of German origin. In the eastern part of the country, there are cultivars of
Russian provenance [31].

In forests and national parks, it is still possible to find abandoned human settle-
ments together with old orchards or domestic plantings. Often, only the foundations of
houses have remained and there is no trace of the vegetation of the time, but trees can
survive for many years even competing with the successional vegetation. In such plac-
es, old apple cultivars can be found. The Wolin National Park (Wolinski Park
Narodowy), from which the samples for this study were taken, is one of such locations.
Apple trees found in such places have not only been able to survive for many years in a
feral form, but also still bear fruit.

It is an excellent object for a study on old cultivars that are not yet as severely ge-
netically mixed as in modern crops, while not being fertilized. This indicates the high
resistance of these cultivars. Studying old apple cultivars can be useful in the process
of improving the quality of modern food by producing apples of this type or creating
new cultivars with them. It has been shown that the fruit of old apple cultivars has of-
ten a better taste, aroma and nutritional qualities compared to contemporary mass-
grown cultivars [6, 8]. Apples are a source of carbohydrates, micro and macronutrients,
vitamins and fiber [11, 32]. Apples can enrich our daily diet with micro and macronu-
trients that are essential for the proper functioning and development of the human
body. They are characterized by a great variability in the abundance of micro and mac-
ronutrients. However, by selecting the right cultivars for diets, we can choose the most
beneficial ones [7, 23].

There are some micro and macronutrients that play an important role in the body.
For example, iron, copper, zinc or manganese have antioxidant effects. In addition,
zinc can prevent certain diseases and disorders of the human body. It ensures a good
balance of minerals. Many people are found to be deficient in calcium or iron, among
others, which proves that more attention should be paid to a balanced diet and func-
tional foods [2, 3, 17]. A large group of plant metabolites are polyphenols, with high
health-promoting qualities [13, 18]. Some compounds can increase the disease re-
sistance of apples, which is particularly important with a today's economic approach to
cultivation [4, 40].

The present study aims to determine the content of micro and macronutrients,
sugars, acidity, pectins and phenolic compounds of fruit from eight old apple cultivars.
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In this way, it can be determined which of the studied cultivars would be potentially
suitable for industrial or local use in food processing.

Material and methods
Characteristics of the area of research and plant material

The fruit was harvested in the Wolin National Park located at the mouth of the
Oder River, in the north-western Poland (Zachodniopomorskie Province), close to the
border between Poland and Germany. It protects the highly valuable north-western part
of Wolin Island. The Park was established in 1960, coveringan area of 4,844 ha. It was
extended in 1996 by incorporating one nautical mile broad belt of Baltic coastal waters
in the north and delta of the Swina River. The inclusion of the part of the Pomeranian
Bay and the inner salt waters of the Szczecin Bay has made the Wolin National Park
the first maritime park in Poland. The total area of the Park today is 10,937 ha, of
which forests cover 4,530 ha (41 %). Six forest communities of the total area of 165 ha
(1.5 %) are under strict protection. Within the Park and in the neighboring areas, one
can find the remnants of strongholds and other places of historic settlements, which are
both subject to scientific research and tourist attractions.

Plant materials

The fruit of eight old apple cultivars collected in the Wolin National Park was
used in the study: Weihnachtsapfel (Wapnica), Weisser Winterkalvill (Wapnica),
Boikenapfel (Migdzyzdroje - Biala Gora), Geflammter Kardinal (Obreb Wodny), Roter
Herbstkalvill (Wicko), Lausitzer Nelkenapfel (Wicko), Riesenboiken (Warnowo), Kai-
ser Alexander were (Warnowo).

The cultivars were initially identified on the basis of fruit and leaf characteristics,
based on catalogues and comparative material taken from the collection. Their affini-
ties were confirmed using ISSR. Fruit samples (~5.0 kg each) were collected from
trees growing in abandoned human settlements and buildings that are now located
within the Wolin National Park.

Determination of color

The pigment measurement (color) of the fruit (skin and pulp) was analyzed in a
transmitted mode evaluated by the spectrophotometer Konica Minolta CM-700d meth-
od tested in CIE L*a*b* system, as described by Chelpinski et al. [S]. Measurements
were taken with an aperture diameter of 8 mm, through a 10° observer type and D65
illuminant. The a* value showed the place of appearing in the color gamut, in the range
from green to red (+a* means redness; —a* means greenness) on the surface of dried
fruits of analyzed genotypes. The b* parameter described the color in the range from
yellow to blue (+b* means yellow; —b* means blue) on the skin and pulp of the tested
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cultivars. Measurements were taken on fresh fruit in 50 replicates for skin and flesh for
each cultivar.

General fruit parameters

Nitrate content was measured with an RQflex 10 requantometer (Merck, Darm-
stadt, Germany) [19]. Measurements were taken on fresh fruit in five repetitions Pectin
content was analyzed using the Morris method described by Pijanowski et al. [28].
Measurements were taken on dried fruit in three repetitions.

Drying conditions

Fruit was cut into 5 mm thick slices and dried in PROMIS-uLAB's microwave-
convection drying (MW-CD) with microwave power of 220 W and a maximum tem-
perature of 60 °C. The air flow was perpendicular to the material layer, with a velocity
of approximately 3.5 m/s. Homogeneous powders from dried fruit were prepared in a
closed laboratory mill to avoid hydration. Then the water content of the fruit was ex-
amined. Dry fruit according to PN-90/A- 75101/03 [29] was determined in fresh and
dried fruit.

Chemical analysis
Identification of mineral contents

The contents of elements in fruit were determined after mineralization: N, P, K,
and Ca were determined after wet mineralization in H,SO,4 (96 %, Chempur, Poland)
and HC1Oy (70 %, Chempur, Poland), whereas Cu, Zn, Mn, Fe, P b, Cd and Al were
determined after mineralization in HNO; (65 %) and HCIO4 (70 %) in the ratio of 3:1
(IUNG, 1990). The total N concentration was determined by the Kjeldahl distillation
method, and N-NO; and N-NH4 were determined potentiometrically. The K content
was measured using atomic emission spectrometry, whereas the content of Mg, Ca, Cu,
Zn, Mn, and Fe was measured using flame atomic absorption spectroscopy. Phospho-
rus (P) was assessed by the colorimetric method with a Specol 221 apparatus (Carl
Zeiss, Germany). The concentration of selenium in the apples was determined using
Watkinson's spectrofluorometric method [38], modified by Grzebuta and Witkowski
[15]. Dry fruit was digested in HNOj; at 230 °C for 180 minutes and in HC1O4 at 310 °C
for 20 minutes. Subsequently, the samples were hydrolyzed with 9 % HCI. Selenium
was derivatized with 2,3-diaminonaphtalene (Sigma-Aldrich) and the complex was
extracted into cyclohexane. Se concentration was measured fluorometrically using an
RF-5001 PC Shimadzu spectrophotofluorometer (Japan). The excitation wavelength
was 376 nm, and the fluorescence emission wavelength was 518 nm. Measurements
were taken on dry fruit in three repetitions.
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Identification of phenolic compounds, sugar and acidity

The materials were extracted with methanol acidified with 2.0 % formic acid (phe-
nolic compounds) or redistilled water (sugar and acidity). The separation was conducted
twice by incubation for 20 minutes at 20 °C under sonication (Sonic 6D, Polsonic, War-
saw, Poland) followed by shaking from time to time (a few times or rarely). Subsequent-
ly, the suspension was centrifuged MPW-251 (MPW MED. INSTRUMENTS, Warsaw,
Poland) at 19,000xg for 10 minutes. Before analysis, the supernatant was additionally
purified with a Hydrophilic PTFE 0.20 um membrane (MillexSamplicity Filter, Merck).
All extractions were carried out in triplicate.

Qualitative (LC—Q-TOF-MS, Waters, Manchester, UK) and quantitative
(ACQUITY Ultra Performance LC system equipped with a photodiode array detector
with a binary solvent manager (Waters Corporation, Milford, MA, USA) analyses of
polyphenols were performed as described previously by Oszmianski et al. [25]. Separa-
tions of individual polyphenols were carried out using a UPLC BEH C18 column
(1.7 pm, 2.1 x 100 mm, Waters Corporation, Milford, MA) at 30 °C. The samples
(10 pL) were injected, and the elution was completed in 15 minutes with a sequence of
linear gradients and isocratic flow rates of 0.45 cm’/min. The mobile phase consisted
of solvent A (2.0 % formic acid, v/v) and solvent B (100 % acetonitrile). The program
began with isocratic elution with 99% solvent A (0 + 1 min), and subsequently, a linear
gradient was used until 12 minutes, lowering solvent A to 0%; from 12.5 to
13.5 minutes, the gradient returned to the initial composition (99 % A), and subse-
quently, it was held constant to re-equilibrate the column. All measurements were re-
peated three times. The results were expressed as mg per 100 g of dry matter (DM).

An analysis of sugar by the HPLC-ELSD method was performed according to the
protocol described by Oszmianski and Lachowicz [24]. The samples of apple fruit
(1 +2 g) were diluted with redistilled water (50 cm®). The extraction was performed by
incubation for 15 minutes under sonication (Sonic 6D, Polsonic, Warsaw, Poland) and
with occasional shaking, and then incubation at 90 °C for 30 minutes. Next, the slurry
was centrifuged at 19,000g for 10 minutes, and the supernatant was filtered through a
Sep-Pak C-18 Cartridges (Waters Milipore), and through a Hydrophilic PTFE 0.20 mm
membrane (Millex Samplicity Filter, Merck) and used for analysis. All extractions
were carried out in triplicate. Organic acids were analyzed using high-performance
liquid chromatography (LC-20AT; Shimadzu, Kyoto, Japan), a UV—Vis detector, and a
data acquisition system fitted with a CAPECELL PAK MG S5 C;g column. The results
were expressed as g per 100 g of dry matter (DM).

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with Statistica 12.5 (StatSoft Polska, Cra-
cow, Poland). The statistical significance of differences between means was estab-
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lished by testing the homogeneity of variance and normality of distribution followed by
ANOVA with Tukey's post hoc test, significance was set at p < 0.05. The results are
expressed as means. A multivariate analysis was performed by applying a principal
component analysis (PCA). The data was auto-scaled during pre-processing.

Results and discussion

Quality of fresh fruit

Fruit chemical composition is a cultivar feature. Tests carried out showed that the
content of individual mineral elements in the tested fruit varied greatly. Nitrogen was
the element with the smallest variation in content among the fruits of the studied culti-
vars. The least amount of nitrogen was contained in the fruit of the Roter Herbstkalvill
cultivar, while the highest content, by 37 %, of this element was in the fruit of Kaiser
Alexander. Of the macronutrients, the greatest differences, by 78 %, were in the con-
tent of P. Much greater variation was in the content of micronutrients. In the case of
Mn, it was as high as 160 %. However, in the content of harmful Cd, the differences
were as high as 200 %.

Analyzing individual components, the tested cultivars were divided into those ac-

cumulating minerals and those with lower mineral content. Among the tested apple
cultivars, the following stand out due to their high contents of micro and macro ele-
ments: Boikenapfel (P — 0.16 g/100 g, Zn — 5.58 mg/1000 g, Mn — 2.13 mg/100 g),
Geflammter Kardinal (N — 2.44 g/100 g, K — 0.87 g/100 g), Riesenboiken (Ca —
1.35g/100 g, Se — 1.12 ug/100 g, Cu — 0.50 mg/100 g) and Kaiser Alexander (N —
2.38 g/100 g, Mg — 0.23 /100 g, Fe — 15.8 mg/100 g). The fruit of the cultivars Wei-
hnachtsapfel and Weisser Winterkalvill proved to be the least rich in micro and macro
elements. Roter Herbstkalvill and Lausitzer Nelkenapfel (Table 1).
The apples of these cultivars are rich in minerals, but despite having been harvested
from long-abandoned settlements in the Wolin National Park, they are not free of
heavy metals. In terms of heavy metal content, the highest concentrations of heavy
metals were detected in the fruit of the following cultivars: Weihnachtsapfel (Pb —
0.021 mg/100 g, Cd — 0.0027 mg/100 g, Boikenapfel (Pb — 0.019 mg/100 g), Riesen-
boiken (Al — 0.73 mg/100 g) and Kaiser Alexander (Pb — 0.020 mg/100 g). The detect-
ed values exceed the dietary standards for cadmium: in Weihnachtsapfel fruit by 35 %,
Lausitzer Nelkenapfel by 10 %, and Boikenapfel by 5 %. Lead content was exceeded
in all the cultivars. However, it should be noted that the heavy metal content depends
on the substrate on which trees are grown and this factor can be eliminated in the case
of cultivation [9, 10].



Table 1.  Macro- and microelements and heavy metals composition of all old apple cultivars (macroelements g/100 g; microelements and heavy metals
mg/100 g DM)
Tabela 1. Sktad makro- i mikroelementow oraz metali ci¢zkich wszystkich starych odmian jabtoni (makroelementy g/100 g; mikroelementy i metale cigzkie
mg/100 g DM)
Cultivar / . i . Roter i . . Kaiser
Odmiana | W eitmachtsapfel wmvigiﬁrvin Boikenapfel Glig?gilrﬁtler Herbstkalvill ngﬁll:;ltazpefr'el Riesenboiken Alexander
N 2.11°40.09 22394011 1.95° +0.08 2.44°£0.10 1.78% +0.07 2.08°+0.08 2.274£0.10 2.38°%0.11
P 0.12b°+0.004 | 0.13°+0.004 0.16% £0.005 0.10** £0.003 0.12b° +£0.004 0.09% +£0.003 0.11¢+0.004 | 0.13°+0.004
K 0.61* +0.03 0.67% £0.03 0.73° +£0.03 0.87% +£0.04 0.83%4 +0.04 0.72° +0.02 0.75% £0.03 0.69% +£0.02
Ca 1.02° +0.04 0.88% +0.03 1.15°£0.05 1.09% +0.04 0.94% +£0.03 1.24% +0.05 1.35°£0.04 1.12° £0.04
Mg 0.17* +0.06 0.19* £0.05 0.16% £0.04 0.15% £0.04 0.21%¢ +£0.04 0.20° +0.05 0.17* £0.03 0.23° £0.04
Fe 11.2° +0.06 8.8%+0.03 12.6° £0.06 9.2% £0.05 10.7° £0.04 8.9% +0.04 13.3°£0.06 15.8 +0.06
Cu 0.41%+0.02 0.32° +0.01 0.36° +0.01 0.44% +0.01 0.47°" +£0.02 0.39% +0.02 0.50"+0.03 0.22% +0.01
Zn 4524 10.14 3.26* +0.11 5.587+0.17 4.04* +0.15 4.79% £0.16 3.53%+0.12 4.56% +0.13 5.01°+0.15
Mn 0.82% +0.03 1.67°£0.05 2.1374+0.07 0.79% £0.03 1.24° +0.04 0.98° +£0.04 1.41440.05 1.04° £0.04
Al 0.55°+0.02 0.34* +0.01 0.61¢+0.02 0.42° +0.01 0.39° +0.01 0.51°+0.02 0.73° +0.03 0.59% +0.02
Pb 0.021940.001 | 0.017°+0.001 | 0.019°+0.001 | 0.012*+0.001 | 0.015°+0.001 | 0.011°+0.001 | 0.013®+0.001 | 0.020%+0.001
cd 0.0027° £0.0001 | 0.0016° £0.0001 | 0.0021%¢ +0.0001 | 0.0009* +£0.0000 | 0.0018" £0.0001 | 0.0022% £0.0001 | 0.0015° +0.0001 | 0.0012? +0.0001
Se (ng/100 g)|  0.97°+0.04 0.92% +0.04 0.58°+0.02 0.88%+0.03 0.46" £0.02 0.76° £0.03 1.127£0.05 0.54° +0.02

Explanatory notes / Objasnienia:

a—f mean + SD followed by different letters within the same line represent significant differences (p < 0.05)

$rednia a—f + SD, po ktorej nastgpuja rozne litery w tej samej linii, oznacza istotne réznice (p < 0,05)
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Not only basic micronutrients and macronutrients such as iron and magnesium are
worth noting. Selenium and zinc also deserve attention. They have antioxidant proper-
ties, have a positive effect on glucose metabolism and blood sugar levels and regulate
pancreatic function. They also support the body in the fight against many diseases [22].
By far, the highest level of selenium was found in the fruit of the Riesenboiken cultivar
— 1.12 pg/100 g (Tab. 1). Its high levels were also observed in Weihnachtsapfel and
Weisser Winterkalvill fruit, 0.92 + 0.97 ng/100 g. The highest amounts of selenium are
found in mushrooms and garlic [16]. These were concurrent with the results reported
by Pezzarossa et al. [27] for peach and pear leaves and fruit. The analytical results of
all apple cultivars for dry weight, pH, pectins, nitrates, sugars and titratable acidity are
given in Table 2. Dry matter, pH and pectin content are very important parameters of
the fruit that are relevant for processing. Fruit for drying srednia a—f + SD, po ktérej nastepuja
rozne litery w tej samej linii, oznacza istotne réznice (p < 0,05)

should have a high dry matter content. This shortens the drying process and increases
the amount of product. The dry matter concentration in the fruit of the analyzed old
apple cultivars ranged from 13.6/100 g FM in the Riesenboiken cultivar to 16.7/100 g
FM in the case of the Geflammter Kardinal cultivar. These results are similar to those
obtained in the studies by Mitre et al. [20] and Oszmianski et al. [25]. In contrast, the
cultivar Geflammter Kardinal with its high dry matter content had little pectin
(7.13 g/100 g). Only the 'Roter Herbstkalvill' fruit had less pectin (5.08 g/100 g).
Boikenapfel and Lausitzer Nelkenapfel apples contained more than twice as much
pectin: >12 g/100 g. Pectin occurs naturally in fruit and has health-promoting effects
on humans. Apples are fruits that contain high amounts of pectin, which increases their
attractiveness [37].

Nitrates influence human health negatively, their excess can cause various diseas-
es [14, 39]. The tested cultivars contain a low amount of nitrates and they mostly meet
the strict standards for children's products according to: the European Commission’s
Commission Regulation (EC) No 1881/2006 of 19 December 2006 setting maximum
levels for certain contaminants in foodstuffs [10]. The permissible amount of nitrates
according to the aforementioned standard is 20 mg/100 g fruits. Only the cultivars Lau-
sitzer Nelkenapfel and Riesenboiken did not meet these requirements, containing
25.2 mg/100 g and 23.7 mg/100 g respectively. However, it is important to note that
these are still within the dietary standards for adults. Furthermore, a study from 2020
showed that old apple cultivars, including Riesenboiken, can have much lower levels
of nitrate [34].



Table 2.

Chemical composition of all old apple cultivars

Tabela 2. Sktad chemiczny wszystkich starych odmian jabtoni
. . . Weisser . Geflammter Roter Lausitzer . . Kaiser

Cultivar / Odmiana | Weihnachtsapfel Winterkalvill Boikenapfel Kardinal Herbstkalvill | Nelkenapfel Riesenboiken Alexander
Dry weight / Sucha 14.0°+0.4 15.4%°+0.4 16.24£0.3 16.7°+0.5 15.6°+0.4 14.9°+0.3 13.6°+0.4 15.1%0.5
masa (g/100 g FM)
pH 3.69°+0.15 3.26°40.11 | 3.04*°+0.16 | 3.48%+0.09 | 3.65%+0.12 | 3.57°°+0.13 | 3.37*°+0.12 | 3.05+0.10
Pectines / Pektyny 7.19°40.32 | 6.82°+029 | 11.329£0.39 | 7.13°+0.35 | 5.08°+027 | 11.849£0.37 | 9.92°£0.30 | 7.69°+0.31
(g/100 g DM)
g;gf‘ltgso/g‘*];ﬁ‘;‘“y 193417 11.0°412 | 1L1°+15 | 146°+12 | 158%+1.6 | 252°+18 | 23.7°+2.1 | 18.09+15

Sugar / Cukry g/ 100 g DM
Fructose /Fruktoza 33.6'40.63 20.9°+0.57 | 30.7°+0.59 | 27.79+0.44 10.7°+0.29 | 29.7%+0.42 | 20.2°+0.39 | 24.8°+0.38
Glucose / Glukoza 9.35940.21 5.90°+£0.19 | 7.30°+0.24 | 5.25°+0.17 5.95°+0.20 | 14.807+0.35 | 12.25°+0.33 | 8.69'+0.22
Sorbitol / Sorbitol 6.649+0.13 3.71°40.09 | 1.73°+0.06 | 4.04°+0.12 | 4.20°+0.10 9.68°+£1.07 | 6.43°+0.15 | 5.18°+0.14
Sucrose / Sacharoza 0.93°+£0.02 | 0.59°+0.01 | 0.73°+0.02 | 0.52°+0.01 0.59°+0.01 1.488+0.03 | 1.22f0.03 | 0.87°+0.02
Total / Razem 50.52¢ 31.15° 40.46° 37.56° 21.40° 55.71° 40.15° 39.55°
Acids / Kwasy (g/100 g DM)

Shikimic / Szikimowy 0.16°+0.003 | 0.15°+0.003 | 0.20°+0.004 | 0.04°+0.001 | 0.07°+0.002 | 0.019+0.000 | 0.02%+0.000 | 0.099+0.002
Citric / Cytrynowy 0.53°+0.012 | 0.60°+0.011 | 0.20°+0.009 | 0.67°+0.013 | 0.62¢+0.014 | 0.22°+0.008 | 0.96'+0.015 | 0.31°+0.009
Tartaric / Winowy 0.11°40.004 | 0.14°+0.004 | 0.758+0.011 | 0.20°+0.007 | 0.179+0.006 | 0.24"+0.008 | 0.16°9+0.005 | 0.07*+0.004
Malic / Jabtkowy 6.24°£0.18 | 6.18"+0.19 | 2.74°£0.06 | 6.95°+0.10 | 5.60°+0.09 | 7.84°+0.12 | 5.57°£0.10 | 9.92°+0.15
Succinic / Bursztynowy | 0.09°+0.002 | 0.01°+0.000 | 0.05°+0.001 | 0.07°+0.001 | 0.07¢+0.001 | 0.03°+0.000 | 0.08°+0.001 | 0.03°+0.000
Lactic / Mlekowy 0.06°+0.001 | 0.09%+0.001 | 0.05°+0.001 | 0.08°+0.001 | 0.05°+0.000 | 0.04°+0.000 | 0.09°+0.001 | 0.04*+0.000
Total / Razem 7.19° 7.17° 3.99° 8.019 6.58° 8.38¢ 6.88" 10.46°
Sugars/acids ratio 7.0 43 10.1 47 33 6.6 5.8 3.8

Stosunek cukry / kwasy

Explanatory notes / Objasnienia:

a—f mean + SD followed by different letters within the same line represent significant differences (p < 0.05)
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The range of sugars and acid contents determined in old apple cultivars is shown
in Table 2. The food industry prefers sweeter fruit for its taste and processing proper-
ties. The acid content of the fruit is equally important. They affect the taste of the ap-
ples, but also the preserves obtained from them. Due to the need for a balance between
sweetness and acidity, the processing industry prefers sour apples [21]. Among the
cultivars tested, Roter Herbstkalvill (3.25) and Kaiser Alexander (3.80) have the most
favorable sugar/acid ratio. The cultivars with the most unfavorable acid-to-sugar ratio
are Weihnachtsapfel (7.03), Boikenapfel (6.76) and Lausitzer Nelkenapfel (6.57).

Fructose, glucose, sorbitol and sucrose, in that order, occurred in the analyzed ap-
ples. The sugar content ranged from 21.4 to 55.7 mg/100 g and fructose from 10.7 to
33.6 mg/g (50-76 % sugars) (Fig. 1). The cultivar with the highest glucose content was
Riesenboiken (30.51 %), with the least glucose content being found in Geflammter
Kardinal (13.98 %). The smallest sucrose content was found in the fruit: 0.52-
1.48 mg/g. Similar proportions of sugars were found in a study by Oszmianski et al.
[25].

B Fructose / Fruktoza ~ W Glucose / Glukoza W Sorbitol / Sorbitol ~ M Sucrose / Sacharoza
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Fig. 1.  Percentage of sugars in the old apple cultivars
Ryc. 1. Procentowa zawarto$¢ cukrow w starych odmianach jabtek
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The amount of sucrose present is significantly influenced by the degree to which
the fruit ripens. Glucose is a more preferred sugar than fructose and sucrose for health
reasons; it is the most important source of energy for the brain and neurons. The effi-
cient functioning of the nervous system is largely dependent on it [26]. When glucose
is metabolized in the liver, the high-energy compound ATP is formed. Out of 120 kcal
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of glucose, only 0.5 kcal is converted into fat. In contrast, out of every 120 kcal of
fructose, as much as 40 kcal (that is up to 80 times more) will be converted into fat
tissue [33].

Phenolic compounds in fruit are responsible for its disease resistance, but also for
its taste and health-promoting properties such as antiviral, anticancer, anti-
inflammatory or anti-diabetic effects [24]. On average, in apples, the contents of the
compounds assigned to each group were: flavan-3-ols (39.37 %), phenolic acids
(39.35 %), dihydrochalcones (10.55 %) flavonols (7.09 %) and anthocyanins (3.64 %).
The proportion of individual phenolic groups and individual compounds varies signifi-
cantly between cultivars (Fig. 2).

B Anthocyanins / Antocjany B Phenolicacids / Kwasy fenolowe
m Flavan-3-ols / Flawan-3-ole m Flavonols / Flawonole
Dihydrochalcones / Dihydrochalkony
100%
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Fig. 2.  Percentage concentration of phenolic compounds of old apple cultivars
Ryc. 2. Procentowe stezenie zwigzkow fenolowych w starych odmianach jabtek
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Weihnachtsapfel
Weisser Winterkalvill
Boikenapfel
Geflammter Kardinal
Roter Herbstkalvill
Lausitzer Nelkenapfel
Riesenboiken

Kaiser Alexander

The highest amount of flavan-3-ols was found in the Roter Herbstkalvill cultivar
(394.18 mg/100 g DM), while the lowest was found in the Riesenboiken cultivar
(124.62 mg/100 g DM) and the Weihnachtsapfel cultivar (129.05 mg/100 g DM).
(+)catechin was predominant in each cultivar, ranging from 106 to 312 mg/100 g (Ta-
ble 3). The most polyphenolic acids were found in the Kaiser Alexander cultivar
(444.58 mg/100g DM), while the least in Boikenapfel (115.09 mg/100 g DM). Among
the seven compounds determined in each cultivar, chlorogenic acid predominated
(111 +434 mg/100 g).



Table 3.  Concentration of phenolic compounds of all old apple cultivars (mg/100 g DM)
Tabela 3. Stgzenie zwigzkow fenolowych wszystkich starych odmian jablek (mg/100 g s.m.)
. . isser . flammter Roter Lausitzer inter Kaiser
Compound / Skladnik Weihnachtsapfel Wi\IXZriielvill Boikenapfel Gle(a:rldinatle Herbs(ii[falvill Nefl?esntapefel Gol\()l\i)a;;ane AleiaSnGder
Anthocyanins / Antocyjany
Cyanidin 3-O-glucoside 6.41°£0.16 0.00 0.00 489°+0.14 | 9.03%+0.21 0.00 0.00 5.52°40.13
Cyanidin 3-O-galactoside 47.818+1.19 | 2.75°+0.07 | 3.72°+0.10 | 11.30°+£0.27 | 68.36"+1.58 | 1.94°+0.05 | 7.37°+0.15 | 9.84°+0.20
Cyanidin 3-O-arabinoside 1.77°£0.04 | 0.32°+0.01 | 0.45°+0.01 | 2.077£0.06 | 3.912+0.10 | 0.65*+0.02 | 1.16°+0.03 | 0.74°£0.02
Cyanidin 3-O-xyloside 2.309+0.06 0.00 0.14*°£0.01 | 1.18°+0.04 | 3.21°+0.08 0.00 0.19°+0.01 | 0.77°+0.02
Total / Razem 58.29° 3.07% 431° 19.44° 84.518 2.59° 8.72° 16.87¢
Phenolic acids / Kwasy fenolowy
3-0-(4’-0-Caffeoylglucosyl)quinic acid |  0.63°+0.02 | 0.32°+0.01 | 0.40°:0.01 | 021°£0.01 | 0.70°£0.02 | 1.86'+0.04 | 0.49°£0.02 | 1.897£0.05
5-0-(3’-O-Caffeoylglucosyl)quinic acid | 0.879+0.02 | 0.38°+0.01 | 0.30°+0.01 | 0.40°+£0.02 | 1.37°+0.03 | 1.728+0.04 | 0.10°£0.00 | 1.00°+0.02
Chlorogenic acid 3608+7.2 119°+2.4 111°+2.2 172¢+4.4 162°+3.9 182°+4.2 249455 434749 5
Cryptochlorogenic acid 0.09°+0.00 | 0.09°£0.00 | 0.63°£0.01 | 0.30°+0.01 | 0.28"+0.01 | 0.24°+0.01 | 0.429+0.01 | 2.017+0.05
Caffeoylglucoside acid 0.77°£0.02 | 0.97°£0.02 | 0.91°£0.02 | 0.86°+0.02 | 0.90°+0.02 | 0.83°+£0.02 | 0.87°+0.02 | 0.77°+0.01
Coumaroylquinic acid 0.51°+0.01 0.67°+0.01 | 0.79'+0.02 | 0.58°+0.01 | 0.38*+0.01 | 0.54°+0.01 | 0.57°+£0.01 | 0.45°+0.01
Coumaroylquinic acid 0.02°£0.00 | 0.47°£0.01 | 0.817£0.02 | 0.31°+0.01 | 0.64°+0.01 | 0.15°£0.01 | 0.67°£0.02 | 3.91%+0.12
Total / Razem 363.04° 122.38° 115.09° 17433 166.76° 187.71¢ 252.18¢ 444.58"

Flavan-3-ols / Flawon-3-ole

(+)-Catechin 106.60°+2.71 | 134.08°+2.43 | 132.14°+2.09 | 196.719+4.31 |310.56°+6.42 [312.91°+6.74 | 116.99°+2.87 | 136.15°+1.95

(-)-Epicatechin 22.02°40.49 | 36.804+0.72 | 27.46°+0.55 | 25.59*°+0.57 | 82.94°+1.93 | 50.84°+1.34 | 7.22+0.17 | 27.76°+0.71

Total / Razem 128.6° 170.9° 159.6° 222.3° 393.5° 363.8¢ 124.2° 163.9°
Flavonols / Flawonole

Quercetin 3-O-rutinoside 14.798+0.30 | 0.32°+0.01 | 0.37°+0.01 | 0.47°+0.01 | 0.27°+0.01 | 0.31°+0.01 1.12f£0.02 1.00°+0.02

Quercetin 3-O-galactoside 16.6°+0.33 1.40°+0.03 | 1.30°£0.03 | 3.00°+£0.07 | 13.62°£0.29 | 9.22°20.21 | 50.19%+1.42 | 34.877+0.68




Quercetin 3-O-glucoside 5.18°+0.13 0.61°+0.02 | 1.23°40.03 | 3.40°+0.08 | 4.749+0.10 | 0.64°+0.02 | 8.677+0.19 | 16.69+0.38
Quercetin 3-O-pentoside 2.15"+£0.04 | 0.18°+0.01 | 0.03*+0.00 | 0.349+0.01 | 0.11°+0.00 | 0.40°+0.01 | 1.03+0.03 1.1480.03
Kaempferol 3-O-rutinoside 0.58°£0.02 | 1.05°°%0.03 | 1.04£0.03 | 1.09°+0.03 0.00 0.99°4+0.02 | 0.96°+0.02 | 1.03%+0.03
Quercetin 3-O-pentoside 3.62°+0.09 0.13°+£0.00 | 0.51°4£0.01 | 0.09*+0.00 | 0.41°+0.01 | 0.37°+0.01 | 1.54°+0.03 | 3.80"+0.08
Kaempferol 3-O-pentoside 0.63%+0.01 0.87°+0.02 | 1.01%+0.02 | 0.959+0.02 | 0.75°+0.02 | 1.04°+0.03 | 1.00%+0.03 | 1.01%=+0.02
Quercetin 3-O-rhamnoside 3.987+0.11 0.05°+0.00 | 0.22°+0.01 | 0.21°+0.01b | 0.76°+0.02 | 0.81°£0.02 | 2.56°+0.08 | 2.04Y+0.07
Total / Razem 47.53° 4.61° 5.71° 9.55° 20.66¢ 13.78° 67.078 61.58"
Dihydrochalcones / Dihydrochalkony
Phloretin 2°-O-xyloglucoside 50.817+1.05 | 19.37°+0.42 | 37.40°+0.78 | 37.74°+0.70 | 18.25°+0.36 | 23.20°+0.62 | 11.37°+0.23 | 4.13°+0.12
Phloretin 2’-O-glucoside 25.27°40.44 | 46.687+0.94 | 29.139+0.63 | 25.88°+0.56 | 49.618+0.89 | 33.70°+0.75 | 11.99°+0.27 | 10.11*+0.25
Total / Razem 76.08° 66.05¢ 66.53¢ 63.62¢ 67.86° 56.9° 23.36° 14.24°
Total / Razem 673.6° 367.04 351.24 489.28 733.3F 624.7¢ 475.58 701.28

Explanatory notes / Objasnienia:

a—f mean + SD followed by different letters within the same line represent significant differences (p < 0.05)
$rednia a—f + SD, po ktorej nastgpuja rozne litery w tej samej linii, oznacza istotne réznice (p < 0,05)
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The content of the other compounds classified as phenolic acids did not exceed
4 mg/100 g. Another group of compounds are dihydrochalcones, which exhibit antiox-
idant activity, have anti-cancer effects and influence glucose transport [40]. The high-
est number of dihydrochalcones was found in Weihnachtsapfel (76.08 mg/100 g DM),
while the lowest was found in Kaiser Alexander (14.24 mg/100g DM). The highest
amount of flavonols characterized the Riesenboiken cultivar (67 mg/100 g DM), while
the least flavonols were found in the Weisser Winterkalvill cultivar (4.61 mg/100 g
DM).

The highest anthocyanin content was found in the fruit of the cultivar Wei-
hnachtsapfel (58.29 mg/100 g DM), which is characterized by an intense red skin color
(Fig. 3). The least amount of anthocyanins was in the poorly colored fruit of Lausitzer
Nelkenapfel (2.59 mg/100 g DM) and in the green, blush-free fruit of Weisser Winter-
kalvill (3.07 mg/100 g DM) (Fig. 2, Fig. 3). Depending on the study, the content of
polyphenolic compounds in old apple tree cultivars may be betweenl.4 and even 3.0
times higher than that of contemporary cultivars [30, 35, 36, 40]. These results indicate
that there is a wide variability in the results of the studies, but it depends mainly on the
cultivar chosen. Not every study deals with the same cultivars, but rather distinguishes
only between old cultivars and modern mass-bred ones. Moreover, the fruit polyphenol
content can be significantly influenced by the weather in a given year, geographical
location, genetic variability, growth period and conditions, fruit storage conditions, and
cultivation methods [35, 36, 40].
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Fig. 3. The color of the skin and the colored part of the fruit of the old apple cultivars tested; a — skin
color, b — pulp color
Ryc. 3. Barwa skorki i wybarwienie owocu badanych starych odmian jabtek; a — kolor skorki, b — kolor

miazszu
Explanatory notes / Objasnienia:

1 — Weihnachtsapfel; 2 — Weisser Winterkalvill; 3 — Boikenapfel; 4 — Geflammter Kardinal; 5 — Roter

Herbstkalvill; 6 — Lausitzer Nelkenapfel; 7 — Riesenboiken; 8 — Kaiser Alexander
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Conclusions

1. The fruit of the Riesenboiken and Kaiser Alexander cultivars was rich in micro-
and macronutrients. The fruit of all cultivars contained low amount of harmful
heavy metals. The lowest sugar content among the tested cultivars is found in Ro-
ter Herbstkalvill, although it has the best sugar-to-acid ratio (3.25). For consumers,
a low sugar-to-acid ratio makes the fruit tastier. A low sugar content is important
for consumers, especially as fructose is predominant, which is not the healthiest
sugar form.

2. The Weihnachtsapfel cultivar had the highest content of polyphenolic compounds.
The following cultivars: Roter Herbstkalvill and Kaiser Alexander also need to be
mentioned. For health-promoting reasons, these cultivars should be popularized.
Their rich chemical composition could have a positive impact on human health.

3. The cultivars which are the best for use in the processing industry are Geflammter
Kardinal and Boikenapfel due to their high dry matter content. The low-sugar cul-
tivars Roter Herbstkalvill and Weisser Winterkalvill are suitable for drying and
producing flour for baking.

4. If the fruit size and disease resistance allow an efficient yield, these cultivars can
be successfully used instead of or in addition to the currently popular apple culti-
vars.

Funding: The research was carried out with the participation of the Wolin Nation-
al Park and was financed from the forest fund funds provided by the National Forests.
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OSIEM STARYCH ODMIAN JABLONI - OCENA MOZLIWOSCI ICH WYKORZYSTANIA

PRZEZ PRZEMYSL PRZETWORCZY

Streszczenie

Wprowadzenie. Inne kryteria oceny owocow stosowane sa przez konsumentéw i przemyst przetwor-
czy. Dla konsumentéw wazny jest smak, a niski stosunek cukru do kwasu sprawia, ze owoce sa znacznie
smaczniejsze.Niniejsze badania maja na celu okreslenie zawarto$ci mikro- i makroelementéw, cukrow,
kwasowosci, pektyn i zwigzkow fenolowych w owocach 8 starych odmian jabtoni. Owoce zbierano na
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terenie Wolinskiego Parku Narodowego. Okreslono jako$¢ 8 odmian jabtoni - ich barwe i sktad chemicz-
ny.

Wyniki i wnioski. Owoce odmian Riesenboiken i Kaiser Alexander byty bogate w mikro- i makroe-
lementy. Owoce wszystkich odmian zawieraty niewielkie ilo$ci szkodliwych metali cigzkich. Najnizsza
zawartoscig cukrow sposrod testowanych odmian charakteryzuje si¢ odmiana Roter Herbstkalvill, cho¢ ma
najlepszy stosunek cukréw do kwaséw (3,25). Dla konsumentow niski stosunek cukrow do kwasow spra-
wia, ze owoce s3 smaczniejsze. Niska zawarto$¢ cukru jest wazna dla konsumentow, zwlaszcza ze domi-
nuje fruktoza, ktora nie jest najzdrowsza forma cukru. Odmiana Weihnachtsapfel miata najwyzsza zawar-
tos¢ zwiazkow polifenolowych. Na wyrdznienie zastuguja rowniez odmiany Roter Herbstkalvill i Kaiser
Alexander. Ze wzgledow prozdrowotnych odmiany te powinny by¢ popularyzowane. Ich bogaty skiad
chemiczny moze mie¢ pozytywny wplyw na zdrowie czlowieka. Do wykorzystania w przemysle prze-
tworczym najlepsze beda odmiany Geflammter Kardinal i Boikenapfel, ze wzgledu na wysoka zawarto$¢
suchej masy. Odmiany o niskiej zawarto$ci cukru Roter Herbstkalvill i Weisser Winterkalvill nadaja si¢
do suszenia i produkcji maki do wypiekow. Jesli wielko§¢ owocow i1 odpornos¢ na choroby pozwalaja na
wydajne plony, odmiany te moga by¢ z powodzeniem stosowane zamiast lub jako dodatek do obecnie
popularnych odmian jabtoni.

Stowa kluczowe: cukry, kolor, zwiazki polifenolowe, zawarto$¢ mineratéw, kwasy organiczne
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WPLYW OBROBKI ZIMNA PLAZMA ATMOSFERYCZNA NA JAKOSC
SWIEZEGO SOKU TEOCZONEGO Z MARCHWI

Streszczenie

Woprowadzenie. Rosnace zainteresowanie konsumentéw nabywaniem zywno$ci minimalnie przetwo-
rzonej, zachowujacej rozne sktadniki bioaktywne, zrodzito potrzebe zbadania wptywu nowej niskotempe-
raturowej metody utrwalania na cechy jakosciowe §wiezo ttoczonego soku z marchwi (odmiana Nerac).
Analizowano wplyw gazu plazmowego (powietrza) generowanego w reaktorze typu Glide-arc pracujacym
pod ci$nieniem atmosferycznym na zmiany mikrobiologiczne, fizykochemiczne i strukturalne probek
produktéow. Do badan wykorzystano trzy grupy sokow charakteryzujacych si¢ roznym czasem ekspozycji
na plazmg (10, 20, 30 minut) oraz sok niepoddany obrébce (kontrolny). Wiasciwosci sokow oceniano po
1, 2 i 3 dniach przechowywania w lodéwce w temperaturze 6 °C.

Wyniki i wnioski. Badania wykazaty, ze soki poddane dziataniu plazmy przez 20 i 30 minut charakte-
ryzowaly si¢ dobra, stabilng jako$cig mikrobiologiczng nawet po 3 dniach chtodniczego przechowywania.
W wyrobach zaobserwowano réwniez wzrost stabilnosci koloidalnej i, co bardzo wazne, zawartosci eks-
traktu, karotenoidéw i polifenoli w poréwnaniu z probka kontrolng. Analiza EDX wykazata, ze sklady
pierwiastkowe probek przed plazmowaniem i po nim nie roéznily si¢ od siebie w sposob jakosciowy, nato-
miast wystgpowaty niewielkie réznice ilosciowe. Jednakze we wszystkich probkach soku traktowanego
zimng plazmg zaobserwowano nieznaczne zmniejszenie jasno$ci wyrobow oraz wskaznikow chromatycz-
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nosci a* i b*. Generalnie wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze obrobka zimna plazma jest obie-
cujaca technika, ktora moze zapewnié lepsza jakos¢ 1 wigksza stabilnos$¢ koloidalng podczas przetwarzania
soku marchwiowego, a traktowany w ten sposob produkt charakteryzuje si¢ lepszymi wlasciwosciami
fizykochemicznymi i wigksza ilo$cia biodostgpnych sktadnikéw odzywczych.

Stowa kluczowe: $§wiezo tloczony sok marchwiowy, zimna plazma, stabilno$¢ mikrobiologiczna, wartosci
odzywcze, stabilnos$¢ koloidalna, potencjat dzeta

Wprowadzenie

Wraz z nadejsciem XXI wieku ros$nie zapotrzebowanie na bezpieczng i odzywcza
zywno$¢ [18]. Przemyst spozywczy coraz czgsciej stara si¢ wprowadza¢ nowatorskie
technologie nietermicznego przetwarzania wyrobow. Zimna plazma to jedna z obiecu-
jacych niskotemperaturowych metod utrwalania zywnosci, ktéra moze znalez¢ zasto-
sowanie w branzy sokowniczej [5, 16, 21]. Jej ogromng zaletg jest to, ze krotki czas
aplikacji nie powoduje znaczacego pogorszenia jakosci produktéw. W zwigzku z tym
jest to doskonata alternatywna technologia przetwarzania (w stosunku do pasteryzacji),
ktéra poprzez inicjowanie reakcji fizykochemicznych z udzialem reaktywnych form
tlenu i azotu oraz naladowanych czastek moze by¢ wykorzystywana migdzy innymi do
poprawienia wartosci odzywczych czy przedtuzenia przydatnosci do spozycia suro-
wych i przetworzonych wyroboéw. Ze wzgledu na réznorodnos¢ biologiczng poszcze-
golnych produktow zywno$ciowych, odmienne wlasciwosci reaktorow plazmowych
oraz mozliwo$¢ zastosowania obrobki na réznych etapach produkcji, wiele potencjal-
nych wariantow zastosowania niskotemperaturowej plazmy pozostaje niezbadanych
[2, 4, 6,10, 13, 19, 22, 24, 25, 26]. Jednym z produktow, na temat ktérego wcigz bra-
kuje publikacji naukowych dotyczacych wykorzystania obrobki plazmowej, jest sok
marchwiowy. Z uwagi na to, ze zawiera on wiele substancji biologicznie czynnych,
a takze tatwo ulega rozwarstwieniu i zmianom barwy konieczne jest okreslenie zakre-
su, w jakim zimna plazma wptywa na wilasciwosci fizykochemiczne, strukture i stabil-
nos$¢ mikrobiologiczng tego typu wyrobu.

Celem pracy bylo wykorzystanie zimnej plazmy do uzyskania soku z marchwi
0 wysokiej stabilnosci mikrobiologicznej i koloidalnej cechujacego si¢ wydtuzonym
terminem przydatnosci do spozycia i zachowanymi cennymi wiasciwosciami odzyw-
czymi.

Material i metody badan

Materiat badany

Materiat badany stanowit sok uzyskany z marchwi odmiany Nerac, uzyskany przy
uzyciu wyciskarki wolnoobrotowej firmy Hurom (Model HZ, Owadéw, Stawno).
Cze¢s$¢ napoju poddano dziataniu zimnej plazmy przez 10, 20 lub 30 minut, za$ kontrole
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stanowit sok niepoddany obrobce. Probki przechowywano w lodéwce w temperaturze
6 °C przez 3 dni.

Sposob obrobki soku zimng plazmg

Do obrébki plazma nierownowagowa wykorzystano jednofazowy reaktor ze $li-
zgajacym si¢ tukiem (gliding arc discharge), pracujacy pod cisnieniem atmosferycz-
nym. Sktadat si¢ on z uktadu dwdch wyprofilowanych, miedzianych elektrod o dtugo-
$ci 78 mm, przy kacie rozwarcia wynoszacym 12°. W celu ograniczenia wyptywu gazu
na zewnatrz ukladu elektrody umieszczono w szklanej ostonie o $rednicy 60 mm.
Uktad zasilania pozwalal na uzyskiwanie wysokonapigciowych impulséw o warto$ci
maksymalnej 3,5 KV przy mocy pozornej uktadu wynoszacej 60 VA. Szklany pojem-
nik o $rednicy wewngtrznej 63 mm napetniano 25 ml $wiezo tloczonego soku mar-
chwiowego i umieszczono w taki sposob, aby zwierciadlo cieczy bylo w odleglosci
10 mm od powierzchni elektrod. Jako gaz roboczy wykorzystano spr¢zone powietrze
przy przeptywnie 440 I/h, regulowanym za pomocg szklanego rotametru tablicowego
(Zaktady Automatyki ,,ROTAMETR”, Polska). W wyniku wymuszonego przeptywu

Rys. 1. Schemat uktadu do obrdbki plazma nierownowagowa: 1 — wymuszony przeptyw gazu; 2 — elek-
trody; 3 — szklana rura; 4 — $lizgajacy si¢ tuk elektryczny; 5 — otwarte naczynie z sokiem i mie-
szadetkiem; 6 — mieszadto magnetyczne

Fig. 1. Schematic diagram of the non-equilibrium plasma processing system: 1 — forced gas flow; 2 —
electrodes; 3 — glass tube; 4 — gliding arc; 5 — open container with juice and stirrer bar ; 6 —
magnetic stirrer
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gazu wytworzony tuk elektryczny poruszat si¢ wzdluz elektrod w kierunku cieczy, po
czym nastepowato jego gasniecie i ponowne pojawienie si¢ w strefie zaptonu. Dla
uzyskania rownomiernej ekspozycji na czynniki aktywne sok podczas obrobki byt
mieszany z uzyciem mieszadta magnetycznego oraz mieszadelek pokrytych teflonem
(rys. 1). Do kontroli temperatury cieczy po obrobce wykorzystano miernik temperatury
DT-847U (Yu Ching Technology) z termoparg typu K. Maksymalna zaobserwowana
temperatura dla najdluzszego czasu obrobki nie przekraczata 39 °C.

Ocena mikrobiologiczna soku z marchwi

Oceny jakosci mikrobiologicznej sokéw marchwiowych $wiezo wycisnigtych
(kontrolnych) oraz poddanych procesowi plazmowania dokonano na podstawie wyni-
kéw z posiewdw powierzchniowych, wykonanych tradycyjng metoda ptytkowa na
pozywce zestalonej agarem, zgodnie z obowigzujagcymi normami [PN-EN SO 4833-2,
PN-ISO 21527-2]. Posiewy przeprowadzono w komorze laminarnej z lampg UV
CRUMA 670FL (EI Prat de Llobregat, Barcelona, Hiszpania). Hodowle bakterii tle-
nowych prowadzono na podlozu agar odzywczy (PCA) w temperaturze 30 °C przez
72 h, a drozdzy i ple$ni — na podtozu agarowym YPD z dichloranem i 18-procentowym
dodatkiem glicerolu (DG18), w temperaturze 25 °C przez 5 dni. Inkubacja analizowa-
nych mikroorganizméw odbywata si¢ w cieplarce POL-EKO typ CLN 115 SMART
(Wodzistaw Slaski, Polska). Wyroste kolonie zostaly zliczone, a wyniki wyrazono,
jako logyo jednostek tworzacych kolonie na mililitr probki soku (logy, jtk/cm?).

Pomiar podstawowych wlasciwosci fizykochemicznych soku z marchwi

Pomiar pH sokow marchwiowych przed obrobka plazmows i po niej przeprowa-
dzono pH-metrem (Elmetrin CX-401, Polska) poprzez bezposrednie zanurzenie elek-
trody (elektroda EPS-1) w soku. Przewodno$¢ sokéw przed obrobkag plazmowa i po
niej mierzono za pomoca konduktometru (Elmetrin CX-401, Polska), wykorzystujac
elektrode konduktometryczng (elektrody EC-60), za$ stezenie rozpuszczonego tlenu —
przy wykorzystaniu tlenomierza (Edge HI2004-02, Hanna Instruments, Polska) po-
przez bezposrednie zanurzenie elektrody (HI 764080) w soku. Barwe probek sokow
okreslano za pomocg spektrofotometru SF80 (3Color, Marcq-en-Barceul, Francja).
Instrument kazdorazowo standaryzowano za pomocg czarnej i biatej ptytki (L*: 92,37,
a*: -0,82, b*: 1,82) przy uzyciu o$wietlacza D65 i kata obserwatora 10°. Parametry
barwy wyrazono jako: L*, gdzie niska liczba O + 50 oznacza ciemng barwg, a wysoka
warto$¢ 51 + 100 wskazuje na jasng barwe; a*, gdzie liczba dodatnia §wiadczy o prze-
sunigciu barwy w kierunku koloru czerwonego, a warto$§¢ ujemna — o przesunig¢ciu
barwy w kierunku koloru zielonego, a takze warto$¢ b* informujacg, czy kolor bada-
nego produktu jest bardziej zotty, czy niebieski. Wszystkie pomiary podstawowych
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wiasciwosci fizykochemicznych soku powtorzono trzykrotnie i podano warto$ci $red-
nie z odchyleniem standardowym.

Analiza potencjatu dzeta

Potencjal dzeta sokow marchwiowych przed obrobka plazmowa i po niej mierzo-
no za pomoca NanoZS Zetasizer (Malvern Instruments, UK). Przed kazdym pomiarem
komore aparatu przeptukiwano badanym sokiem. Do pomiaréw wykorzystano uniwer-
salng cele zanurzeniowg zawierajacg zespot ztozony z elektrod palladowych w rozsta-
wie 2 mm. Pomiar przeprowadzono w kuwetach PCS1115. Oprogramowanie przeli-
czyto ruchliwos$¢ elektroforetyczng probki na potencjal dzeta za pomoca rownania
Smoluchowskiego. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 25 °C. Kazdy pomiar
powtarzano sze$ciokrotnie, a wartosci usredniano, podajac odchylenia standardowe.

Pomiary stabilnosci koloidalnej

Stabilnos$¢ koloidalng sokoéw marchwiowych przed obrobkg plazmowa i po niej
wykonano metoda turbidymetryczng Turbiscan LabExpert (L’Union, Francja) z modu-
tem chtodzacym TLab Cooler. Sok przed obrébka plazmowa i po niej (30 minut) prze-
lewano do naczynia pomiarowego, ktére umieszczano w aparacie w termostowangj
komorze. Dioda elektroluminescencyjna emitowata skolimowang wigzke $wiatta (A =
880 nm) przechodzacg przez probke. Detektor transmisji rejestrowal Swiatlo przecho-
dzace przez probke pod katem 0° w kierunku padajacego swiatta. Kolejna dioda petita
funkcje detektora rozproszenia wstecznego rejestrujac $wiatto rozproszone pod katem
135°. Probke skanowano przez 72 godziny z interwatem czasowym wynoszacym 2h.
Warto$ci wskaznika stabilno$ci Turbiscan (TSI) w funkcji czasu obliczono rowniez na
podstawie wynikow eksperymentdw przy uzyciu Turbiscan Easy Soft z rownania:

. Jzz;loci ~ Xgs)?

n—1

gdzie: X; to $rednie rozproszenie wsteczne co 2 godziny pomiaru, Xgs to Srednia X;,
anto liczba skanéw. Pomiary prowadzono w temperaturze 25°C. Kazdy pomiar po-
wtarzano trzykrotnie, a warto$ci usredniano podajac odchylenia standardowe.

Analiza SEM - EDX

Do analizy morfologii probek suszu uzyskanego z sokow marchwiowych przed
obrobkg plazmowsg i po niej oraz ich sktadu pierwiastkowego (EDX) wykorzystano
skaningowa mikroskopie elektronowa (SEM, Quanta 3D FEG, Fei, Hillsboro, OR,
USA). Sok marchwiowy (25 ml) przelano na szalke Petriego o $rednicy 14 cm i suszo-
no w suszarce laboratoryjnej (SLW 115 Simple, Pol-Eko, Polska) w temperaturze
40 °C przez 12 h. Niska temperatura i dlugi czas procesu pozwolily zminimalizowac
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wplyw suszenia na wiasciwosci produktu. Susz zebrano z szalki i wykorzystano do
dalszych badan. Napigcie stosowane podczas pomiaréw SEM wynosito 5 KV, a mikro-
fotografie wykonano przy powigkszeniu x 100, WD =10 mm. Wyniki ilosciowe (EDX)
usredniono z czterech powtorzen, podajac odchylenia standardowe.

Ocena wartosci odzywczej

Catkowita zawarto$¢ substancji rozpuszczalnych, czyli ekstraktu wyrazonego
w °Brix, zostata oznaczona poprzez pomiar wspoiczynnika zatamania $wiatta za po-
mocg recznego refraktometru cyfrowego LLG-UNIREFRACTO (Meckenheim, Niem-
cy). Oznaczenie zawarto$ci karotenoidéw przeprowadzono spektrofotometrycznie [7].
Probki soku ekstrahowano mieszaning etanolu, acetonu i heksanu (w stosunku 1:1:2).
Absorbancj¢ fazy heksanowej mierzono przy dtugos$ci fali 450 nm przy uzyciu spektro-
fotometru Thermo Scientific UV-VIS Helios Omega 3 (Massachusetts, USA). Zawar-
tos¢ polifenoli oznaczono metodg Folina—Ciocalteu’a [11]. Probki soku rozcienczano
80-procentowym metanolem w stosunku 1:1 i wytrzgsano przez po6t godziny. 100 pl tej
mieszaniny potaczono z 2,0 cm® wody i 200 pl odczynnika Folina-Ciocalteau’a. Na-
stepnie dodano 1 cm® weglanu sodu (20%). Absorbancje otrzymanego roztworu mie-
rzono po 60 minutach przy fali 765 nm wykorzystujac spektrofotometr UV-VIS (He-
lios Omega, Massachusetts, USA). Krzywa kalibracyjng wykonano przy uzyciu
standardowych roztworéw kwasu galusowego, stosujagc te¢ samg metode. Wszystkie
oznaczenia wykonano w trzech powtorzeniach.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wynikow obejmowata obliczenie wartosci $redniej 1 odchy-
lenia standardowego (Microsoft Excel 2019) oraz analiz¢ ANOVA (Statistica 10). Do
okre$lenia réznic pomi¢dzy warto$ciami $rednimi wykorzystano test post-hoc, Tukeya
(p £0,05).

Wyniki i dyskusja

Wplyw obrobki zimng plazmg na jako$¢ mikrobiologiczng soku marchwiowego
przedstawiono na rysunku 2. Badania wykazaly, ze ogoélna liczba drobnoustrojow
w soku kontrolnym (nie poddanym plazmowaniu) po pierwszej dobie przechowywania
w zamknigtych pojemnikach w temp. +4°C wynosita 5,15 logy, jtk/cm® i rosta wraz
Z czasem jego przechowywania, osiagajac po trzech dobach wartosé 8,28 logs, jtk/cm?®,
co czynito sok nieprzydatnym do spozycia. Przy tak duzej liczbie mikroorganizmow
poczatkowo sok nie wykazywal Zzadnych oznak zepsucia, jednak od trzeciego dnia
zaobserwowano zmiang jego cech organoleptycznych (stwierdzono nieprzyjemny za-
pach oraz §luzowatg konsystencje). Zgodnie z wymaganiami zawartymi w Codex
Standards z 2005 roku, wedtug ktorych catkowita liczba tlenowych mikroorganizmow



184 Agnieszka Starek-Wsjcick i wsp.

mezofilnych w soku przeznaczonym do spozycia na surowo nie powinna przekraczac
3-4 logy jtk/cm®, analizowane probki soku nie nadawaty si¢ do spozycia. Zastosowana
obrobka zimng plazma wykazata duza skuteczno$¢ w eliminacji drobnoustrojow, za-
lezng od czasu trwania tego zabiegu.

Czas plazmowania wynoszacy 10 minut nie wplynat istotnie na ilo$¢ drobnoustro-
jow w stosunku do proby kontrolnej, bez wzgledu na czas przechowywania soku.
Z Kkolei traktowanie probek plazma przez 20 i 30 minut pozwolito zredukowa¢ ogdlng
liczbg¢ drobnoustrojow tlenowych i otrzymaé produkt zdatny do spozycia, spetniajacy
wymagane kryteria.

Najwigksza eliminacje liczby mezofilnych mikroorganizméw tlenowych, 0 85 %
w stosunku do kontroli, zaobserwowano w przypadku probek plazmowanych przez 30
minut po 3 dniach przechowywania (Rys. 2a).

Tlo$¢ drozdzy i plesni (Rys. 2b) w kolejnych dniach przechowywania kontrolnego
soku marchwiowego réwniez wzrastata, osiggajac po pierwszej dobie przechowywania
iloé¢ 3,05 logs, jtk/cm?, a po trzech dobach — 5,23 logy, jtk/cm?®. Po zastosowaniu ob-
robki zimng plazma przez 10 minut stwierdzono, ze liczba drozdzy i ple$ni zmniejszyta
si¢ w stosunku do prob kontrolnych tylko o 1,31 %, 0,71 % i 8,60 % odpowiednio po
1, 2 oraz 3 dniach przechowywania probek w warunkach chtodniczych. Wydtuzenie
czasu plazmowania do 20 minut byto bardzo skuteczne w eliminacji badanych grzy-
boéw. Zaskakujace byto to, ze zawarto$¢ drozdzy i plesni w kolejnych dniach przecho-
wywania malata. Po pierwszej dobie przechowywania liczba jednostek tworzacych
kolonie wynosita 2,75 logy, jtk/cm®, a po 3 dobach przechowywania spada do
1,30 logyo jtk/cm®. Wyniki te wskazuja, ze 20-minutowa obrobka plazma catkowicie
zahamowata zdolno$¢ namnazania si¢ grzybow oraz spowodowata uszkodzenia ich
komorek, ktore w kolejnych dniach prowadzity do ich stopniowego obumierania. Na-
tomiast 30-minutowe traktowanie soku zimng plazma pozwolito wyeliminowa¢ anali-
zowane drobnoustroje prawie catkowicie.

Efekt dekontaminacyjny zimnej plazmy w stosunku do r6éznych szczepéw mikro-
organizmow, w tym chorobotworczych, potwierdzony podczas obrobki soku jabtko-
wego, pomaranczowego, wisniowego czy pomidorowego [3], ananasowego [20]
a takze jagodowego [9] wynika z chemicznych oddziatywan rodnikéw (O, OH, itp.),
wzbudzonych, reaktywnych czasteczek (O,., O3, NO, itp.) lub czastek natadowanych
(elektrony i jony atomowe lub czasteczkowe) na lipidy i biatka bton komoérkowych.
Substancje reaktywne, powstajace w wyniku rozktadu powietrza, takie jak ozon, tlen
atomowy, nadtlenki, rodniki hydroksylowe odgrywaja wiodaca rolg w dezaktywacji
drobnoustrojow, podczas gdy NO i dwutlenek azotu NO, uczestniczg w inaktywacji
mikroorganizméw poprzez rozktad zwigzkéw chemicznych, takich jak biatka, lipidy
i kwasy nukleinowe. Wazna jest rowniez rola fotonéw UV w inaktywacji mikroorgani-
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zmow, ktore uszkadzaja material genetyczny, a tym samym hamuja replikacje DNA
[8,12,14,15,17].

Rys. 2.

Fig. 2.
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W tabeli 1 zestawiono wyniki analizy barwy sokow przedstawionej W przestrzeni
barw CIE L*a*b*. Odnotowano pociemnienie (zmniejszenie warto$ci parametru L*)
wyrobow poddanych obrobce zimng plazmg w pordéwnaniu z sokiem kontrolnym.
Wspotczynnik chromatycznos$ci a* zmieniat si¢ wraz ze zmiang czasu obrobki plazma.
Im dtuzszy byt czas traktowania soku marchwiowego zimng plazma, tym ten wspot-
czynnik osiggat nizsze wartosci. Czas przechowywania byt takze czynnikiem réznicu-
jacym ten parametr. Zastosowana obrobka, a takze czas przechowywania, wptynety
roOwniez na obnizenie wartosci wspotczynnika charakteryzujacego barwe zo6ttg b*.

Tabela 1. Wplyw zimnej plazmy na parametry barwy soku marchwiowego (n = 3, $rednia + odchylenie

standardowe)
Table 1.  Effect of cold plasma treatment on color attributes of carrot juice (n = 3, mean + standard
deviation)
CZE}S plazmowania |~ przechowywania Indeksy barwy / Coloring Index
(ntunutty) /tPtl'asma / Time storage
" (minutes) (Days) L* i b*
0 (kontrola/control) 42,15'+0,02 16,75%+£0,06 23,82%+0,04
10 . 41,51%+0,06 15,63%40,02 23,41%40,02
20 40,34"40,07 15,32°+0,06 20,52°+0,02
30 39,86°:0,04 13,55%:0,04 20,52°+0,02
0 (kontrola/control) 41,16%+0,06 15,62%40,18 21,17%+0,02
10 5 41,15%£0,02 14,38%+0,03 20,52°40,02
20 41,16°+0,06 15,62°+0,18 21,17%+0,02
30 38,90°+£0,01 14,15°+0,03 18,08°+0,03
0 (kontrola/control) 39,60%£0,05 14,929+0,06 20,65%+0,12
10 ; 39,18%:0,03 14,62°40,18 20,52°+0,02
20 39,18°+0,05 14,29°+0,08 17,52%£0,44
30 38,11%+£0,02 14,38%+0,03 17,22%+£0,08

Objasnienia / Explanatory notes:
&b.c_ wartosci oznaczone réznymi literami r6znig sig istotnie statystycznie przy p < 0,05 /
— values marked with different letters differ statistically significantly at p < 0.05

a,b,c

Rysunek 3 przedstawia wptyw czasu plazmowania na podstawowe parametry fi-
zykochemiczne soku marchwiowego (pH, przewodnictwo wiasciwe, stezenie tlenu)
oraz potencjat dzeta. Jak wida¢, pH badanych uktadéw malato stopniowo wraz ze
wzrostem czasu plazmowania probki (Rys. 3a). Oznacza to, ze w trakcie plazmowania
w uktadzie pojawiato sie wiecej substancji o charakterze kwasowym. Substancje te
moga pochodzi¢ bezposrednio ze zjonizowanego gazu lub, co bardziej prawdopodob-
ne, sa produktami oddzialywan pomiedzy plazma a sktadnikami badanego uktadu.
Przewodnictwo wilasciwe soku marchwiowego poddanego obrdbee plazmowej (Rys.
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3b) wzrastato wraz z czasem obrobki plazmowej, co oznacza, ze w roztworze pojawia-
lo si¢ coraz wiecej substancji jonowych. Co ciekawe, w czasie plazmowania wzrastata
takze zawarto$¢ tlenu w uktadzie (Rys. 3c). Wiadomo, ze plazma powoduje utlenianie
uktadéw [1], zatem im dtuzsza obrobka plazma, tym wyzsze jest st¢zenie tlenu w ukta-
dzie. Moze to oznaczaé, ze w trakcie proceséw plazmowania zmienia si¢ nie tylko
morfologia czesci statych sokéw warzywnych, ale takze sktad fazy ptynne;.

Potencjat dzeta jest to potencjat wystepujacy w czesci dyfuzyjnej podwojnej war-
stwy elektrycznej na powierzchni czastek zdyspergowanych. Wiadomo, ze jesli war-
to$¢ potencjatu dzeta jest wieksza od 30 mV lub mniejsza of -30 mV, uktad jest bardzo
stabilny [23]. Wéwczas sity odpychania migdzy czastkami budujacymi uktad sg wiek-
sze od sil przyciggania. Natomiast je§li wartosci potencjalu dzeta sg bliskie zera, uktad
jest catkowicie niestabilny, za co odpowiedzialne sg sity przyciggania mig¢dzyczastecz-
kowego (elektrostatyczne lub Van der Waalsa).

a) wplyw czasu obrébki plazmowej na pH uktadu b) wplyw czasu obrébki plazmowej na przewodnictwo
a) influence of the plasma treatment time on pH wiasciwe uktadu
of the system b) influence of the plasma treatment time on the specific
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Rys. 3.  Wplyw czasu plazmowania na parametry fizykochemiczne (n=3) i potencjal dzeta soku mar-
chwiowego (n=6)

Fig. 3. Influence of plasma treatment time on physicochemical parameters (n = 3) and zeta potential (n
= 6) of carrot juice
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Rysunek 3d przedstawia wptyw czasu plazmowania na potencjat dzeta soku mar-
chwiowego. Wyraznie widaé, ze potencjat dzeta malat wraz z uptywem czasu. Mniej-
sze warto$ci potencjatu dzeta §wiadcza o tym, ze im dtuzsza obrobka plazma, tym soki
s stabilniejsze. Niemniej jednak uzyskanie bardziej szczegdétowych informacji na te-
mat zmian stabilnosci koloidalnej W czasie wymaga dodatkowych badan.

Obecnie najlepsza metoda badania stabilnosci koloidalnej uktadéw zdyspergowa-
nych jest turbidymetria. Rysunek 4 przedstawia wpltyw obrébki plazmowej na stabil-
nos$¢ koloidalng soku marchwiowego wyrazong poprzez zmiany indeksu stabilnosci
(TSI) od czasu. TSI moze przyjmowac wartos$ci od 0 do 100. Im wicksza warto$¢ TSI,
tym badana probka jest mniej stabilna. Zapewnienie stabilnosci koloidalnej do$¢ ge-
stym sokom warzywnym stanowi duze wyzwanie, poniewaz uklady te, zawierajace
duzy udziat frakcji statej, tatwo sedymentuja pod wptywem sity grawitacji. Najczgsciej
stosowanym sposobem generowania uktadow o wiekszej stabilnosci jest dodatek nie-
koniecznie prozdrowotnych stabilizatorow. Jednak wzrost stabilno$ci moze by¢ takze
wywotywany poprzez indukowanie na czgstkach statych budujacych uktad dodatko-
wych tadunkow jednoimiennych, ktore odpychajac si¢ zapewniajg wicksza stabilnosc.
Jak wynika z przedstawionych danych, obrébka plazmowa soku poprawita jego stabil-
no$¢ koloidalng (mniejsze warto$ci TSI), co jest zgodne z wynikami analizy zmian
potencjatu dzeta badanych uktadéw (Rys. 3d). Przyczyng poprawy stabilnosci koloi-
dalnej sokow poprzez plazmowanie sg najprawdopodobniej zmiany sktadu i morfologii
sktadnikow soku poddanych takiej obrobece. Substancje pochodzace ze zjonizowanego
gazu mogg reagowaé zarowno z fazg ciekly jak i stalg soku, a zmiany pojawiajace si¢
w uktadzie w efekcie tych oddzialywan najprawdopodobniej powoduja powstanie do-
datkowych tadunkéw jednoimiennych, ktore odpychajac sig, stabilizujg uktad.

E 2 . % e kontrola/control
20 §-+’+"H‘+‘%'% « plazma 30 min./plasma 30 min.
+-%f*§§é%<;a&o%;%?%°+"
15 #? +{)<§<>+
10 ;i{}
5 %; Zij
o 1o
0 20 40 60 80

czas [godziny]/time [hours]

Rys. 4. Wplyw obrdbki plazmowej na stabilnos¢ soku marchwiowego (n = 3)
Fig. 4. Influence of plasma treatment on the stability of carrot juice (n = 3)
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Tabela 2 przedstawia analizg ilosciowg SEM-EDX sktadu powierzchniowego wy-
suszonego soku marchwiowego przed trzydziestominutowa obrobka zimng plazma i po
niej. Pierwsza inajwazniejsza obserwacja jest to, ze sktady pierwiastkowe probek
przed plazmowaniem i po nim nie roznity si¢ od siebie w sposob jakosciowy, nato-
miast wystepowaty niewielkie roznice ilosciowe. Oznacza to, ze zimna plazma zmienia
jedynie morfologi¢ powierzchni, ale nie jej sktad.

Tabela 2. Sktad pierwiastkowy [% masowy] powierzchni suszu marchwiowego przed obrobka plazmo-
w3 1 po niej (n = 3, §rednia + odchylenie standardowe)

Table 2.  Elemental composition [mass %] of dried carrot surface before and after plasma treatment (n =
3, mean + standard deviation)

Pierwiastek / Kontrola/ Plazma 30 min/ | Pierwiastek / Kontrola / Plazma 30 min/
Element Control Plasma 30 min Element Control Plasma 30 min
C 48,77%1,75 52,34"+1,81 Ca 0,64%£0,21 0,36%+0,21
0 38,57%1,01 37,33%42,11 Mg 0,52°+0,12 0,22%+0,04
K 5,68biO,21 4,69%+0,32 Na 0,31%+0,04 0,38%+0,04
N 3,12%£0,33 3,23%0,52 S 0,19%£0,08 0,15%£0,02
P 1,05°+0,21 0,44%+0,09 Al 0,05%:0,02 0,05%+0,01
Cl 1,05%+0,16 0,77%0,04 Si 0,05%+0,02 0,04%+0,01

Objasnienia / Explanatory notes:
ab.¢_ wartosci oznaczone réznymi literami r6znia si¢ istotnie statystycznie przy p < 0,05/
— values marked with different letters differ statistically significantly at p < 0.05

ab,c

Dowody na zmiany morfologii przedstawione sg na mikrofotografiach SEM (Rys.
5). Powierzchnia niepoddana obrobce plazmowej jest stosunkowo jednorodna i nie
zawiera ubytkow. Natomiast po 30 min plazmowania marchwi traci ciaglosc
i pojawiaja si¢ na niej liczne dziury bedace efektem bombardowania powierzchni zim-
ng plazmg. Efekt ten byl obserwowany w kazdej probce poddanej dziataniu niskotem-
peraturowej plazmy, ale nie wystepowat w Zadnej probce przed obrobka plazmowa.
Obserwacja ta sktania do wniosku, ze brak cigglosci probek jest wynikiem dziatania
plazmy.

Dane zestawione w tabeli 3 przedstawiaja wyniki badan wartosci odzywczych
badanych sokow marchwiowych. Zawarto§¢ substancji rozpuszczalnych (ekstraktu)
W znaczacym stopniu determinuje jako$¢ zywieniowa napojow, wskazujac na ilosé
substancji rozpuszczalnych w wodzie, gléwnie cukrow (glukozy, fruktozy, sacharozy),
substancji azotowych organicznych i nieorganicznych (potasu, wapnia, fosforu, barw-
nikow, garbnikow), a takze nielotnych kwasdéw organicznych (cytrynowego czy jabt-
kowego). W przypadku soku kontrolnego w caltym okresie przechowywania wartosci
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a) powierzchnia przed obrobka plazmag b) powierzchnia po 30 min. obrébki plazmg
a) surface before plasma treatment b) surface after 30 min. of plasma treatment

Rys.5. Wplyw obrobki plazmowej na morfologi¢ powierzchni suszu marchwiowego, powigkszenie

x100

Fig. 5.  The influence of plasma treatment on the surface morphology of dried carrots, magnification

x100

Tabela 3. Wptyw czasu dziatania plazmy na wybrane wlasciwosci odzywcze soku marchwiowego (n =
3, $rednia + odchylenie standardowe)

Table 3. Effect of plasma treatment on selected nutritional properties of carrot juice (n = 3, mean +

standard deviation)

Czas dziatania plazmy (minuty) /
Plasma operating time (minutes)

Czas przechowywania (dni) / Time of storage (days)

1 | 2 | 3

Ekstrakt (°Brix) / Extract (°Brix)
0 (kontrola) 9,43%£0,06 9,50%£0,10 9,63%°£0,15
10 9,47%+£0,06 9,53%°+£0,06 9,77°10,06
20 9,93%+0,06 9,83%+0,06 10,00%+0,10
30 9,97%+0,12 9,87%+0,06 9,83%+0,06

Karotenoidy (mg/100 g) / Carotenoids (mg/100 g)

0 (kontrola) 13,879+0,30 11,15°+0,06 10,43%+0,06
10 13,03°+0,20 10,62%°+0,37 10,44%+0,16
20 14,77°+0,30 14,78°+0,06 14,04°+0,08
30 15,02°+0,08 17,52+0,01 17,12%+0,40
Polifenole (mg/100 ml) / Polyphenols (mg/100 cm®)
0 (kontrola) 21,55"+0,50 17,97%+0,17 16,72°°+0,17
10 20,83%:0,04 17,31%°40,91 17,48°+0,26
20 22,27%+0,35 18,68°+0,39 16,39%0,13
30 24,29"+0,26 21,20"£0,09 19,85%+0,22

Objasnienia / Explanatory notes:
ab,c

a, b, c

— warto$ci oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie przy p < 0,05/
— values marked with different letters differ statistically significantly at p < 0.05
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ekstraktu zawieraly si¢ w przedziale 9,4 + 9,8 °Brix. Nieznaczny wzrost zawarto$ci
ekstraktu w sokach poddanych dziataniu zimnej plazmy mozna thumaczy¢ utrata wody
podczas obrobki.

Karotenoidy to grupa zwiazkow, ktore nie tylko nadaja apetyczny wyglad warzy-
wom czy owocom, ale takze ze wzgledu na wlasciwosci antyoksydacyjne majg istotne
znaczenie dla zdrowia cztowieka. W pierwszym dniu badan kontrolny sok marchwio-
wy odznaczat si¢ zawarto$cig karotenoidow réwng 13,87 mg/100 g, natomiast obrébka
plazmg przez 30 minut spowodowala nieznaczny wzrost zawartosci tych zwiazkow.

Czas przechowywania wynoszacy 3 dni spowodowal zmniejszenie (w poréwna-
niu z sokiem z pierwszego dnia) ilo$ci badanych zwigzkow o blisko 25 % w przypadku
soku kontrolnego. Natomiast w probkach napoju traktowanego zimng plazma przez 30
minut zaobserwowano zwigkszenie zawartosci karotenoidow o 13 %. Moze by¢ to
skutkiem zwickszonej ekstrakcji barwnikéw z matrycy tkanki surowca. Wzrost zawar-
tosci karotenoidow w pomidorach w wyniku nietermicznej obrobki pulsacyjnym polem
elektrycznym opisali Gonzalez-Casado i wsp. [7].

W ksztattowaniu wlasciwosci przeciwutleniajacych napojow istotng role odgry-
waja rowniez zwiazki zaliczane do grupy polifenoli. Swiezo tloczony sok marchwiowy
po 1 dniu przechowywania cechowat si¢ $rednig iloScig tych antyoksydantdow wyno-
szaca 21,55 mg/100 cm?, ktora to warto$¢ po 3 dniach spadta o blisko 22 %. Najwyz-
szg zawartoscig zwigzkow polifenolowych charakteryzowaly si¢ soki poddane dziata-
niu plazmy przez 30 minut w pierwszym dniu analiz. Jednak ich ilo$¢ w czasie 72
godzin obnizala si¢ o przeszto 18 % w stosunku do wartosci poczatkowych. W niekto-
rych owocach cz¢$¢ zwigzkow fenolowych jest zwigzana z btong komérkowa 1 do ich
uwolnienia potrzeba pewnego naktadu energii. Jak podaja Hau i in. [9] zwigkszenie
zawarto$ci polifenoli w sokach poddanych obrébce zimng plazmg moze by¢ wynikiem
rozpadu wigzan kowalencyjnych i blon komérkowych pod wptywem chemicznie reak-
tywnych zwigzkow, natadowanych czasteczek i promieniowania UV powstajacych
w trakcie dziatania zimnej plazmy.

Whioski

1. Zastosowana obrobka soku marchwiowego zimna plazma poprawita jego jakos¢
mikrobiologiczng w stosunku do proby kontrolnej. Traktowanie soku plazma przez
20 i 30 minut pozwolito otrzyma¢ produkt zgodny z wymaganiami zawartymi
w Codex Standards w odniesieniu do zawartosci catkowitej liczby tlenowych mi-
kroorganizmow mezofilnych w soku jadalnym.

2. W wyniku traktowania soku zimng plazmg przez 30 minut uzyskano produkt cha-
rakteryzujacy si¢ lepsza stabilnoscia koloidalng oraz wyzsza zawarto$cia karoteno-
idow i polifenoli niz w probie kontrolnej.
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3.

Wyniki wskazuja, ze 30-minutowa obrobka zimng plazmg z zastosowaniem reak-
tora Glide-arc pozwala wydtuzy¢ trwalo$¢ przechowalniczg soku marchwiowego,
ktory dodatkowo charakteryzuje si¢ zwigkszona stabilnoscia koloidalng i wartoscia
odzywcza, stad tez ma potencjat do praktycznego zastosowania w przemystowej
produkcji sokéw i innych napojow.

Projekt zostat sfinansowany przez Zwigzek Uczelni Lubelskich z programu pn:

, INTERPROJEKT” grant no. INT/004/2022/1-N. Autorzy dzigkujg uczestnikom inicja-
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COST CA19110 (Plasma applications for smart and sustainable agriculture),

COST CA20114 (Therapeutical applications of Cold Plasmas) oraz CEEPUS CIII-AT-
0063 za owocne dyskusje naukowe w obszarze dekontaminacji plazmowej.
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THE EFFECT OF COLD ATMOSPHERIC PLASMA TREATMENT ON THE QUALITY
OF FRESH PRESSED CARROT JUICE

Summary

Introduction. The growing interest of consumers in purchasing minimally processed food that retains

various bioactive ingredients has led to the need to investigate the impact of a new low-temperature
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preservation method on the quality characteristics of freshly pressed carrot juice (Nerac variety). The
influence of plasma gas (air) generated in a Glide-arc reactor operating at atmospheric pressure on micro-
biological, physicochemical and structural changes in product samples was analyzed. Three groups of
juices characterized by different exposure times to plasma (10, 20, 30 minutes) and untreated juice (con-
trol) were used for the study. The properties of the juices were assessed after 1, 2 and 3 days of storage in
a refrigerator at 6 °C.

Results and conclusions. The test s showed that the juices exposed to plasma for 20 and 30 minutes
were characterized by good, stable microbiological quality even after 3 days of refrigerated storage. Com-
pared to the control sample, an increase in colloidal stability and, what is important, in the content of the
extract, carotenoids and polyphenols was also observed in the products. An EDX analysis showed that the
elemental compositions of the samples before and after plasma plating did not differ qualitatively, but
there were slight quantitative differences. However, in all the samples of juice treated with cold plasma, a
slight reduction in the brightness of the products and the chromaticity indices a* and b* was observed. In
general, the results of the conducted research indicate that cold plasma treatment is a promising technique
that can ensure better quality and greater colloidal stability during the processing of carrot juice, and the
product treated in this way is characterized by better physicochemical properties and a greater amount of
bioavailable nutrients.

Key words: freshly pressed carrot juice, cold plasma, microbiological stability, nutritional values, colloi-
dal stability, zeta potential
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Summary

Background. Consumers' growing interest in fermented food contributes to the development of the
market in functional drinks, which are rich in biologically active compounds that positively affect the
human body. One of such drinks is the fermented Kombucha tea, appreciated for its taste and beneficial
health properties. The study aimed to select suitable yeast starter culture for the production of fermented
low-alcohol beverages based on Kombucha having good microbiological and sensory quality and high
antioxidant activity. The scope of the research included developing a technological process for the
Kombucha tea drink with the addition of wine, brewing and probiotic yeast, and subsequently, determin-
ing the quality of the designed drinks. The research methodology included the analysis of pH value, alco-
hol content, microbiological analysis, antioxidant activity, total polyphenol content and a sensory analysis.

Result and conclusion. Based on the research conducted, it was found that obtaining low-alcohol
fermented beverages based on Kombucha is possible, and the quality of these products depended on the
yeast starter cultures. They significantly impacted all the tested parameters of the final products. The low-
alcohol drinks obtained were characterized by a low level of alcohol and a high content of antioxidant
compounds, as well as the desired microbiological and sensory quality. The results obtained are a pilot for
further research into the usefulness of fermented Kombucha tea for the production of low-alcohol bever-
ages.

Key words: Kombucha, yeast starter cultures, low-alcohol fermented beverages, antioxidant activity,
polyphenols

Introduction

Kombucha, a fermented tea drink, is gaining more and more interest among con-
sumers due to its sensory and health-promoting properties [3]. The raw material for the
production of Kombucha is green and black tea with added sugar. These ingredients
are the basis for starting a fermentation process with a symbiotic starter culture -
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SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). SCOBY includes acetic acid bac-
teria (AAB), yeast and lactic acid bacteria (LAB). As a result of the properly conducted
fermentation process, the Kombucha drink acquires the characteristic features of a
refreshing, slightly sweet and slightly sour product [15]. Kombucha is a source of bio-
active compounds such as organic acids, minerals, vitamins, polyphenols and antioxi-
dant compounds [30]. The glucuronic acid (GIcUA) contained in the drink increases
the bioavailability of polyphenols [15] that participate in the prevention of chronic non-
communicable diseases and affect the composition of the intestinal microbiome [27].
The chemical composition of Kombucha has high antioxidant potential that reduces the
occurrence of oxidative stress [27]. The consumption of functional fermented beverag-
es can positively affect the human body [22].

Non-alcoholic or low-alcohol drinks, such as beer or wine, are becoming more
and more popular and can replace other alcoholic products. According to the current
guidelines, an alcoholic beverage is a product intended for consumption containing
ethyl alcohol of agricultural origin in a concentration exceeding 0.5 % alcohol by vol-
ume. On the other hand, a low-alcohol beverage is a product with an alcohol content by
volume not exceeding 1.2 %. However, beer contains about 5 % alcohol on average.
There is a lack of sufficient legal regulations on this topic, and classifying these prod-
ucts as typically alcoholic beverages causes several legal doubts, especially regarding
their naming and labelling [11, 19]. Fermented tea drink Kombucha produced in indus-
trial conditions according to a fixed and repeatable recipe may contain 0.5 % alcohol
[29]. Due to the ethanol content in their composition, the described drinks are not in-
tended for all consumer groups, e.g. small children or pregnant women. This topic
needs more research to determine precise possibilities and limitations of consumption
of this beverage for the aforementioned consumer groups.

Starter cultures for food production are defined as preparations of live and safe
microorganisms that are used for the fermentation process [17]. In recent years, there
has been a trend in food microbiology to study microorganisms with different activity
properties in starter cultures [13]. Nowadays, consumers interested in a healthy life-
style expect the brewing industry to provide healthier alternatives to mass products
[28]. Therefore, the proposal of Kombucha as a raw material base with selected yeast
starter cultures for low-alcohol beverages is a promising solution.

The study aimed to select a yeast starter culture for fermented low-alcohol bever-
ages based on Kombucha of good microbiological and sensory quality and high antiox-
idant activity.

Materials and methods

The material for the study was Kombucha prepared from raw materials such as
Sencha green tea (Eat K. Augustowicz, Poland), sucrose (Diamant, Anabru, Poland),
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brewing and wine yeast (Tab. 1) and the SCOBY-SGGW starter culture (collection of
the Department of Hygiene and Food Quality Management, Warsaw University of Life
Sciences). SCOBY-SGGW is cultivated continuously according to Neffe-Skocinska et
al. [22], and the medium is replaced with a new one every 10 days [21]. SCOBY-
SGGW was created from the spontaneous fermentation of infusion of mixed black and
green tea with sugar.

The study included six variants of low-alcohol beverages produced in the
Kombucha fermentation process with wine, brewing and probiotic yeasts. The charac-
teristics of starter cultures and the designations of the research samples are presented in
Table 1.

Table 1.  Classification of tested yeast strains
Tabela 1. Klasyfikacja badanych szczepow drozdzy

Sample / Species of yeast starter Year of
’p culture / Gatunek kultury | Sample characteristics / Charakterystyka probki purchase /
Probka . L1
startowej drozdzy Rok zakupu
K - Control sample/ Probka kontrolna - Kombucha -
Probiotic yeast /

Drozdze probiotyczne Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (Enterol,

S.b. . - : 2021

Saccharomyces Biocodex, Gentilly, France/ Francja)
cerevisiae var. boulardii
M12 Mangrove Jack's Kveik M12 (Mangrove chk's, 2021
Auckland, New Zealand/ Nowa Zelandia)

M21 Brewer’s yeast/ Mangrove Jack's Belgian Wit M21 (Mangrove 2021
Drozdze piwowarskie Jack's, Auckland, New Zealand/ Nowa Zelandia)

M29 Saccharpr_nyces Mangrove Jack's French Saison M29 (Mangrove 2021
cerevisiae Jack's, Auckland, New Zealand/ Nowa Zelandia)

Maa Mangrove Jack's US West Coast M44 (Mangrqve 2021
Jack's, Auckland, New Zealand/ Nowa Zelandia)

Wine yeast / .
CK Drozdze winiarskie CK S102 LeMag (LeMag, Zyrardow, Poland / 2021
S102 Saccharomyces Polska)
cerevisiae

The technological process of preparing low-alcohol beverages consisted of three
stages (Figure 1). In the first stage of the experiment, the Kombucha was prepared for
further research. Tap water, Sencha leaf green tea (Eat K. Augustowicz sp. j., Poland)
(8 g/1,000 cm®), sucrose (70 g/1,000 cm®) and SCOBY-SGGW starter culture
(50 /1,000 cm®) were used. Water having a temperature of 90 °C was poured over tea
leaves and sucrose, and brewed for 10 minutes. The infusion was separated from the
tea leaves and cooled to 25 °C. The infusion obtained was inoculated with SCOBY
starter culture. The fermentation was carried out for 6 days at 25 °C in laboratory con-
ditions. The second stage was to carry out the fermentation process of the drink ob-
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tained using strains of yeast. The yeast was activated from a bank of pure cultures
(-80 °C) on YGC agar medium at 25 °C for 3 days (Millipore, Poland). One colony of
each yeast strain was transferred to a sterile malt extract solution (59 malt ex-
tract/100 g H,O, NeoGen, Poland) to propagate the yeast to 6 log CFU/ mL. Before
adding yeast to Kombucha, the malt extract was centrifuged and replaced with a
Kombucha drink. The initial number of added yeast in the Kombucha was 6 log CFU/
cm®. Conical flasks with stoppers and fermentation tubes were used to ferment the
beverages. The third stage of the process was maturing of beverages to obtain the final
products at 8 °C for 4 months and limited access to light.

Green tea/ Zielona herbata SCOBY - Yeast/
+ saccharose/ sacharoza SGGW Drozdze
X Y +
Fermentation/ Fermentacja Kombucha » Fermentation/ Fermentacja >l Ageing/ Dojrzewanie
(25°C, 6 days/ dni) (24°C, 24 days/ dni) (8°C, 4 months/ miesigce)

v

Low- alcoholic beverages/
Napoje niskoalkoholowe

Fig. 1.  Scheme of the technological process of the low-alcoholic beverages obtained
Rys. 1.  Schemat procesu technologicznego uzyskanych napojow niskoalkoholowych

pH value

The analysis was determined by measuring the pH of the beverage using a pH
meter (Orion Star™ A211; Thermo Fisher Scientific, Poland) according to the device
manual.

Alcohol content

The alcohol content was determined by the calculation method according to the
Balling formula (Equation 1). °Blg measurements were made using a hydrometer (Al-
la; France). The initial extract of the Kombucha beverage before fermentation and after
the maturation process was measured.

~ 100 X A X 2.006 + Er
100 + A x 1.066

Equation 1. Balling’s formula

Roéwnanie 2. Wzor Ballinga

Explanatory notes / Objasnienia: E — basic wort extract in % by weight; A — alcohol concentration in % by
weight; Er — actual extract in the finished drink in % by weight; 2.066 - relationship between the extract
and alcohol, 1 g of alcohol is made from 2.066 g of the extract; 1.066 — loss of extract during fermentation
per one gram of alcohol produced / E — ekstrakt brzeczki podstawowej w % wagowo; A — stgzenie alko-
holu w % wagowo; Er — ekstrakt rzeczywisty w gotowym napoju w % wagowo; 2,066 — zalezno$¢ miedzy
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ekstraktem a alkoholem, 1 g alkoholu powstaje z 2,066 g ekstraktu; 1,066 — ubytek ekstraktu w trakcie
fermentacji przypadajacy na jeden wytworzony gram alkoholu

Microbiological analysis

The enumeration of AAB bacteria and yeast was performed by plate inoculation
method. After the maturation process, 1 mL samples were taken from the beverages.
Serial dilutions were performed in sterile peptone water (Millipore; Poland). The inoc-
ulation was made on Petri dishes with GCA medium for AAB prepared according to
the recipe of Neffe-Skocinska et al. [21] and on YGC medium (Millipore, Poland)
intended for yeast cultivation. Incubation was carried out for 72 hours at 25 °C. The
results are expressed as the logarithm of the colony-forming units per milliliter of
products (log CFU/ mL).

Antioxidant activity

Antioxidant activity was measured by the method according to Re et al. (1999)
with modification. ABTS™ radicals (2,2'-azobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(Sigma-Aldrich, Poznan, Poland). ABTS™ was prepared 24 hours before the assay by
mixing inactive ABTS radicals (7 mM/dm®) with K,S,05 (2.45 mM/dm?®) (Sigma-
Aldrich, Poznan, Poland) and stored at room temperature for 24 hours [23]. Immediate-
ly before assay ABTS™, the solution was diluted with PBS to an absorbance of 0.7 +
0.02. 50 ul of each tested sample and 150 pl of the ABTS™ radical solution were
poured into a well of a 96-well polystyrene plate with a volume of 1 well of 300 ul.
The radical scavenging reaction was carried out for 6 minutes, and subsequently,
measured at 734 nm with a reader SpectraMax iD3 (Molecular Devices, USA). The
results were expressed as vitamin C equivalent in mg per 100 cm® (VCEAC mg /
100 cm?®). The analysis was carried out in five replicates.

Total polyphenol content (TPC)

The samples were diluted in demineralized water. A 20 ul portion of the prepared
sample dilution was poured into a 96-well plate (NEST Biotechnology; Wuxi, China),
and 100 pl of Folin-Ciocalteu (F-C) reagent (Chempur, Piekary Slgskie, Poland) was
added. The plate was left for 5 minutes at room temperature in the dark. Subsequently,
80 pl of a solution of 7.5 g/100 cm® of sodium carbonate (Chempur, Piekary Slaskie,
Poland) was poured into the wells. The samples were mixed for 5 minutes at 150 rpm
and left for 2 hours in the dark. The analysis was performed at a wavelength of A =
750 nm using the SpectraMax iD3 reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA).
The samples were mixed for 1 minute in SpectraMax iD3 before measurement. The
experiments were carried out in five independent replicates. The results were expressed
as gallic acid equivalent in mg per 100 cm® (GAE mg / 100 cm®).
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Sensory analysis

The prepared beverage samples were analyzed using the QDP method (Quantita-
tive Descriptive Profiles) according to the ISO 13299:2016 standard. The tested sam-
ples were placed in transparent, disposable lided containers with a capacity of 25 mL.
All the samples were randomly coded and given to the raters in random order. The
intensity of the determinants was assessed using a structured linear scale (0 +~ 10). Be-
fore the sensory analysis, the evaluating team was trained using the QDP method. Each
of the experts for sensory evaluation had at least 5 years of experience in examination
using this method. The sensory characteristics of the odor were citrus, cider, tea sweet,
fermentation, autolytic and yeast. The sensory characteristics of the flavor were citrus,
cider, tea sweet, sour, bitter, autolytic and additionally overall quality. Between the
evaluated trials, the experts got still water to neutralize the flavors. The analyses were
performed in six independent replicates.

Statistical analysis

The statistical analysis of the results was carried out using Statistica 13.3
(StatSoft, Krakow, Poland) and Microsoft Excel 2019 (Microsoft; Redmond, WA,
USA). Means and standard deviations were calculated. The homogeneity of the vari-
ance and the normality of the distribution of the results were checked. If the data was
parametric, an analysis of variance (ANOVA) with Tukey's post hoc test was per-
formed. If the data was non-parametric, the Kruskal-Wallis rank ANOVA test was
used.

Results and discussion

Starter cultures may contain only live, defined and specially selected microorgan-
isms with the American GRAS (Generally Recognized as Safe) status and also entry by
the European Food Safety Authority on the QPS (Qualified Presumption of Safety) list.
Starter cultures consist of selected strains of bacteria, mold or yeast. Their use in food
production is always purposeful to obtain specific sensory, microbiological and physi-
cochemical properties in the finished product.

Yeast is responsible for the sensory characteristics of alcoholic beverages such as
wines, beers, ciders or others. The focus was on the influence of the yeast strains that
differed in their metabolic properties and changed the sensory characteristics and com-
position of alcoholic beverages like antioxidant capacity, alcohol content, extract re-
duction and polyphenol variation. Various strains of Saccharomyces cerevisiae were
used to prepare the drinks. The yeast utilized had different fermentation properties,
such as tolerance to low pH value, alcohol production level, carbohydrates fermenta-
tion properties and specificity of aromatic compound production. Further, the probiotic
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yeast strain Saccharomyces boulardii was used to compare its usefulness with com-
mercial yeast strains.

The lowest number of yeast was found in the case of the variant S. cerevisiae var.
boulardii, averaging 2.9 log CFU/cm?® beverage. This result does not allow to define
this beverage as a product with probiotic features, where the minimum concentration of
live probiotic cells is at an average level of 6 log CFU/cm?® [10].

The analysis of pH values verified the correct fermentation process in the tested
beverages. The results of the pH value (Table 2) of the fermented beverages obtained
differed significantly (p < 0.05). The control variant, i.e. Kombucha (K), was charac-
terized by the highest pH value. A similar pH value to Kombucha was obtained by the
sample referenced with brewing yeast M29 (pH = 3.5). The beverages with wine yeast
CKS102 and probiotic S.b. had a pH value of 3.4. The lowest pH value (pH = 3.3) had
samples with brewing yeast (M12, M21, and M44). The yeast strains significantly
changed the pH value of the designed beverages (p < 0.05). The addition of yeast to a
Kombucha-type drink slowed down the process of acidification of drinks. This most
likely affected the fermentation activity of the native microflora of this drink, which is
mainly responsible for the synthesis of organic acids [22]. Although yeast produces
organic acids causing the acidification of the environment, it does not synthesize them
in large quantities [14]. The organic acids in fermented beverages are associated with
health-promoting properties [31].

It should be noted that the alcohol content is approximate for all samples due to
the high measurement error of the method used. Nevertheless, the obtained values indi-
cate the percentage of sugar attenuation from the medium and the fermentation capaci-
ty of individual yeast strains. The alcohol content in the designed beverages was 2.5 %
(samples M12, M29) and 3.0 % (samples M21, M44, CK S102, S.b.) presented in Ta-
ble 2. The M12 and M29 strains were characterized by lower ethanol synthesis. Ac-
cording to Stachowiak et al. [28], low-alcohol beers are those that contain approxi-
mately 1 = 3.5 % (v/v) of alcohol. The content of ethanol in the analyzed samples is
related to the strain dependency of the yeast. This coincides with the results of the mi-
crobiological analysis (Table 2). There was a significant difference (p < 0.05) in the
number of yeast in the final products. The highest number of yeast was recorded in
sample M44 with brewer's yeast (5.18 log CFU/cm?), and the lowest in the sample with
probiotic yeast S.b. (2.89 log CFU/cm?®). This result also demonstrates the excellent
adaptation of the M44 brewing strain to the proposed Kombucha-based beverages in
terms of survivability, low pH tolerance and fermentation properties. S. cerevisiae is a
model microorganism used in the fermentation of beverages such as wine, beer and
cider. It shows the ability to process glycolysis and ethanol fermentation [26]. In the
study, the probiotic strain S.b. did not show technological usefulness at the same level
as wine and brewing yeast. Specific fermentation conditions such as temperature, time
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and type of raw material used are important factors affecting the number of probiotic
microorganisms in the production of fermented beverages. Scientists showed that S.
boulardii optimally grows at 37 °C and pH 4.5 + 6.5 [6, 8]. Other researchers applied
S. boulardii to beer beverages, however, the products had low quality. The strain used
caused the deterioration of the quality of the prepared beverages, the destabilization of
the fermentation process and the excessive production of aldehydes, esters and aliphat-
ic and aromatic alcohols, which changed the quality of the beverages [7].

Table 2. Summary of results: alcohol content, pH value, number of yeast (n = 3) in the final product
Tabela 2. Podsumowanie wynikow: zawarto$¢ alkoholu, warto$¢ pH, liczba drozdzy (n = 3) w produkcie

. . Approximate content The number of yeast
Sample / Initial Blg /| Final Blg / EtOH / [log CFU/cm®]/
. Poczatkowe | Koncowe - pH . oo
Probka BI BI Przyblizona zawar- Liczba drozdzy
9 9 tosé EtOH [log jtk/cm?]
K 6 - - 3.6%0.0 B
M12 6 1 25% 3.3%40.0 43"
M21 6 0.1 30% 3.3%:0.1 4.2%
M29 6 1 2.5% 3.5%0.1 4.6
Ma44 6 0.1 3.0% 3.3°40.0 5.2°
CK 5102 6 0.1 3.0 % 3.4:0.0 4.4%
S.b. 6 0.1 3.0% 3.4%40.0 29°

Explanatory notes / Objasnienia:

CFU- Colony Forming Unit / jtk- jednostki tworzace kolonie / Letters a, b, ¢ mean the statistical difference
between samples in Tukey's post-hoc test (p < 0.05) ANOVA / Litery a, b, ¢ oznaczajg statystyczng ro-
znice migdzy probami w tescie post-hoc Tukeya (p < 0,05)

The presence of AABs, the natural microflora of Kombucha, was not detected in
the tested samples. The AABs may have been inactivated during the maturation pro-
cess. Similar observations were found in the study of Da Silva et al. [4], which con-
cerned an innovative fermented beer based on Kombucha.

The samples were tested for antioxidant activity and the total polyphenol content
(Figure 3). Statistical significance (p < 0.05) was demonstrated between the samples
from both analyses. The highest content of antioxidant compounds and total polyphe-
nols was detected in the beverage with wine yeast CK S102 (41.87 mg
VCEA/100 cm?®; 100.82 GAE/100 cm®). The probiotic yeast used (S.b.) had a signifi-
cant effect on the antioxidant activity and polyphenol content. Capece et al. [2] used S.
boulardii for fermentation craft beers. The study showed that probiotic strains deter-
mined an increase in antioxidant properties and polyphenol content in beer. Similar
results were obtained by Mulero-Cerezo et al. [18], where the antioxidant activity was
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significantly higher in beer fermented with probiotic yeast. The M21 sample had the
lowest antioxidant activity (38.41 mg VCEA/100 cm®) and the lowest content of poly-
phenols (93.44 mg GAE/100 cm®). The results are related to the strain feature regard-
ing the metabolic properties of the M21 yeast strain. This strain has low fermentability
and is commercially used to produce light wheat beers. Moreover, some authors note
that the alcohol level can influence the antioxidant capacity of the material studied. In
this study, this dependence did not exist, and only metabolic differences between yeast
strains influenced the results [9, 20].

= mg GAE/100 ml mg VCEAC/100 ml

d acd
100 ° b - be
9
8
6
5 A B B B A BC
4 = - = - = =
3
2
1
0
M12 M21 M29 M44 CK S102 S.b.

determination of yeast strains/ oznaczenie szczepow drozdzy

110

~
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tested parameter/ badany parametr
mg/ 100 cm3

o

Fig. 3.  Antioxidant activity [mg VCEAC/ 100 cm?] and total polyphenol content [mg GAE/ 100 cm?],
n=6

Rys. 3. Aktywnos¢ antyoksydacyjna [mg VCEAC/ 100 cm®] i zawarto$é polifenoli ogotem [mg GAE/
100 cm®], n=6

Explanatory notes / Objasnienia:

VCEAC [mg/ 100 cm®] - vitamin C equivalent, GAE [mg/ 100 cm®] - gallic acid equivalent / VCEAC

[mg/ 100 ml] - ekwiwalent witaminy C, GAE [mg/ 100 cm?] - ekwiwalent kwasu galusowego / Letters A,

B, C mean the statistical difference between the samples in the analysis of antioxidant activity (p < 0.05) /

Litery A, B, C oznaczaja statystyczna réznicg miedzy probami w analizie aktywnosci antyoksydacyjnej

(p < 0,05) / Letters a, b, ¢, d mean the statistical difference between the samples in the analysis of poly-

phenol content (p < 0.05) / Litery a, b, ¢, d oznaczajg statystyczng rdznice migdzy probkami w analizie

zawarto$ci polifenoli (p < 0,05) / Kruskal-Wallis statistical ANOVA test of ranks was used /Zastosowano

test statystyczny- ANOVA rang Kruskala-Wallisa / Error bars represent standard deviation/ Stupki btedéw

oznaczaja odchylenie standardowe
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Fig. 4A, B. Results of sensory analysis — smell (A), taste and general quality (B) of the tested samples
Rys. 4A, B. Wyniki analizy sensorycznej — zapachu (A), smaku i jakosci ogélnej (B) badanych probek
Explanatory notes / Objasnienia:

cu- conventional units / ju- jednostki umowne / *- mean the statistical difference between samples in
Tukey’s post-hoc test (p < 0.05) ANOVA / *- oznaczaja statystyczng roznice migdzy probami w tescie
post-hoc Tukeya (p < 0,05) ANOVA/ brackets indicate no differences between selected samples / klamry
wskazuja na brak roéznic pomigdzy zaznaczonymi probkami
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In addition, S. cerevisiae synthesizes phenolic compounds with high antioxidant
potential [26]. A study by Datt et al. [5] showed that probiotic strains of S. boulardii,
compared to other S. cerevisiae, are richer in polyphenolic metabolites. This reflects
the antioxidant capacity of these microorganisms. In terms of health-promoting proper-
ties, the study by Datta et al. [5] highlights the potential of using probiotic yeast in the
industrial production of fermented beverages.

A sensory analysis of the odor (Figure 4A), flavor and overall quality (Figure 4B)
of the designed fermented beverages showed a statistical difference (p < 0.05) between
the tested samples. The intensity of the citrus odor was most noticeable for the CK
S102 sample (7.67 cu). The wine yeast tested has a dry sensory profile and is used in
white wines and dry ciders [12]. The highest tea odor intensity was determined for
M12 (5.33 cu) and M44 (5.67 cu), thus indicating no differences between the selected
samples. The M21 (4.67 cu) and S.b. samples showed no significant difference in the
autolytic odor. (3.00 cu). However, the sensory profile of the samples fermented with
probiotic yeast (S.b), low overall quality was obtained. An intensely autolytic odor and
taste and a bitter taste were observed.

The highest overall quality was obtained by the M44 sample (8.33 cu). Addition-
ally, M44 had the most intense tea flavor (7.67 cu). This sample had the highest inten-
sity of the sweet flavor. Bingman et al. [1] indicate that brewer's yeast, with character-
istics in common with the M44 strain, including a delicate profile of volatile
compounds and medium fermentation of must sugars, is a good choice for the produc-
tion of cider with a slightly sweet and floral aroma. At the same time, the orientation of
the flavor and aroma profile of the beverages through fermentation with yeast made the
M44 sample similar to well-known and gaining popularity ciders [1]. This effect most
probably contributed to the high overall quality assessment of the designed M44 bever-
age. The selection of the appropriate yeast strain affects the characteristics of the fer-
mented beverage obtained, which is related to the metabolic pathways of aromatic and
flavor compounds [22].

Conclusion

1. It was demonstrated that the best starter culture for low-alcohol fermented bever-
ages based on Kombucha is wine strain yeast CK S102. It was possible to obtain a
product with good antioxidant capacity, a high content of polyphenols and high
sensory quality with a noticeable hint of citrus aroma and cider flavor.

2. It was found that the M44 strain produced a Kombucha-based fermented beverage
with an alcohol content of 3 % and the best sensory quality and antioxidant poten-
tial out of all the four brewing yeast starter cultures used.

3. Probiotic yeast S. cerevisiae var. boulardii for Kombucha-based alcoholic bever-
ages did not show technological usefulness. The product had comparable antioxi-



206 Agata Jablonska, Marcin Kruk, Szymon Pochylski, Katarzyna Neffe-SKocirska

dant potential to CK S102, the worst sensory quality and a low number of yeast
cells, without ensuring the probiotic effect of such a product.

4. The designed fermented beverages with a low alcohol content, high antioxidant
potential and good sensory quality may be a better alternative to commercial alco-
hol products. It is necessary to conduct further research to select the appropriate
yeast strain and obtain the desired chemical composition of the beverage.
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PRZYDATNOSC FERMENTOWANEJ HERBATY KOMBUCHA DO PRODUKCJI NAPOJOW
NISKOALKOHOLOWYCH

Streszczenie

Woprowadzenie. Wzrastajace zainteresowanie konsumentow zywnos$cig fermentowang oraz cheé
poprawy swojego zdrowia i samopoczucia, przyczynia si¢ do rozwoju rynku napojéw funkcjonalnych,
ktore sg bogate w zwiazki biologicznie czynne, wptywajace pozytywnie na organizm czlowieka. Jednym
z takich napojow jest azjatycka fermentowana herbata Kombucha, doceniana ze wzglgdu na walory sma-
kowe oraz korzystne wlasciwosci prozdrowotne. Celem pracy byt dobor odpowiedniej kultury startowej
drozdzy do produkcji fermentowanych napojoéw niskoalkoholowych na bazie Kombuchy o dobrej jakosci
mikrobiologicznej, sensorycznej oraz wysokiej aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Zakres badan obejmowat
opracowanie procesu technologicznego napoju herbacianego Kombucha z dodatkiem drozdzy winiarskich,
piwowarskich i probiotycznych, a nastgpnie okreslenie jakosci zaprojektowanych fermentowanych napo-
jow niskoalkoholowych. Metodyka badawcza obejmowata analiz¢ kwasowosci czynnej i zawartosci alko-
holu, analiz¢ mikrobiologiczna, aktywno$¢ antyoksydacyjng i zawarto$¢ polifenoli ogétem oraz analizg
sensoryczng.

Wyniki i wnioski. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze otrzymywanie niskoal-
koholowych napojoéw fermentowanych na bazie Kombuchy jest mozliwe, a jako$¢ tych produktow uzalez-
niona byta od kultur startowych drozdzy, ktore wptyngty istotnie na warto§ci pH, zawarto$¢ alkoholu,
potencjat antyoksydacyjny i zawarto$¢ polifenoli ogdtem oraz profil sensoryczny produktu finalnego.
Otrzymane napoje niskoalkoholowe cechowaly si¢ wysoka zawartoscig zwiazkoéw antyoksydacyjnych
oraz pozadang jako$cig mikrobiologiczng i sensoryczna. Uzyskane wyniki stanowia pilotaz do dalszych
badan nad przydatnoscia fermentowanej herbaty Kombucha do produkcji napojow niskoalkoholowych.

Stowa kluczowe: Kombucha, kultury startowe drozdzy, niskoalkoholowe napoje fermentowane, aktyw-
no$¢ antyoksydacyjna, polifenole
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Streszczenie

Woprowadzenie. Witamina K odgrywa wazng role w procesie krzepniecia krwi, poprawy stanu kosci,
zmniejszaniu zwapnien naczyn i ryzyka sercowo-naczyniowego oraz wykazuje wlasciwosci przeciwza-
palne. Staba rozpuszczalno$¢ witaminy K w wodzie stanowi¢ moze ograniczenie we wprowadzeniu jej do
zywnosci specjalnego przeznaczenia. Rodzi to konieczno$é opracowywania innowacyjnych postaci su-
plementow diety zawierajacych witaming K, ktore beda oparte na uktadach emulsyjnych. Emulsje, ktérych
krople fazy rozproszonej maja rozmiar submikronowy, wykazuja wigksza stabilno$¢ w poréwnaniu
z emulsjami makroskopowymi. Kolejnym wyzwaniem w technologii zywnosci jest poszukiwanie alterna-
tyw dla sztucznych surfaktantow. Alternatywa moga by¢ preparaty roslinne zawierajace w swojej struktu-
rze saponiny, takie jak zastosowany w niniejszej pracy ekstrakt z orzechéw pioracych.

Wyniki i wnioski. W badaniach skupiono si¢ na 3 optymalnych sktadach emulsji bazujacych na oleju
z konopi siewnej (Cannabis sativa L.), stabilizowanych ekstraktem z orzecha pioracego w ilosci 0,025,
0,250 i 0,500 cm® na 25 cm® catej kompozycji. Jako sktadnik prozdrowotny zastosowano witamine K
w iloéci 0,2 mg. Po wytworzeniu przebadano uktady w kontekscie rozmiaréw czastek/kropel technika
dynamicznego rozpraszania $wiatla oraz oceniono ich homogeniczno$¢ przy uzyciu mikroskopu optycz-
nego. Przy uzyciu reometru rotacyjnego wyznaczono lepkos¢ dynamiczng emulsji. Przeprowadzono row-
niez analizy spektrofotometryczne FTIR z ATR oraz analiz¢ koloru i pH emulsji. Wszystkie trzy badane
emulsje wykazaty si¢ duzym stopniem stabilnosci po uplywie miesigca. Emulsje na bazie oleju z konopi,
ktorych rozmiar kropel jest ponizej 1 mikrometra mogg stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanych
nosnikow witamin. Natomiast ekstrakt z orzechow pioracych moze sta¢ si¢ skutecznym stabilizato-
rem/surfaktantem stosowanym w technologii Zywnosci.
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Wprowadzenie

System emulsji stabilizowany naturalnymi srodkami powierzchniowo czynnymi
to innowacyjne podejscie do rosngcego zapotrzebowania na naturalne produkty spo-
zywcze. W zwiazku z tym opracowanie nowych kompozycji emulsyjnych moze sta-
nowi¢ odpowiedZ $wiata nauki na zwigkszony popyt na tego rodzaju produkty [1].
Dzieki zastosowaniu uktadow emulsyjnych z olejow konopi siewnej (Cannabis
sativa L.) i witaminy K mozliwe bedzie potgczenie i wykorzystanie ich cennych wia-
sciwosci.

Nasiona konopi charakteryzujg si¢ wysoka zawarto$cig nienasyconych kwasow
thuszczowych 1 biatek, przy czym jako produkt roslinny nie zawieraja cholesterolu.
Dlatego cieszg si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem jako produkty o charakterze po-
tencjalnie prozdrowotnym. Jednym z produktow spozywczych pozyskiwanych z na-
sion konopi siewnej jest olej (HSO), bedacy doskonatym zrédtem thuszczu w diecie
cztowieka. Zawiera on m.in. tetrahydrokanabinol i wiele zwigzkow fenolowych o ce-
chach przeciwutleniajacych. Ze wzgledu na korzystne wtasciwosci olej z nasion kono-
pi traktowany jest jak potencjalny sktadnik zywnosci funkcjonalnej, a takze wspoma-
gajacy w leczeniu wielu chorob. Tloczony na zimno olej z nasion konopi zawiera
wigksze stezenia tokoferoli, flawonoidéw i fenoli w poréwnaniu do tloczonego na
zimno oleju Inianego czy rzepakowego [2]. Ponadto w stosunku do olejow: sojowego,
stonecznikowego, kukurydzianego oraz z pestek winogron charakteryzuje go silniejsze
dziatanie wychwytujace rodniki DPPH [3]. Olej z nasion konopi jest bogaty w nie-
zbedne nienasycone kwasy tluszczowe [2]. Jest szczegdlnie bogatym Zrodlem kwasu
linolowego (18:2, omega-6, okoto 57 %) i kwasu a-linolenowego (18:3, omega-3, oko-
to 19 %), a ponadto stosunek kwasow ttuszczowych n-6 do n-3 w oleju z nasion konopi
wynoszacy 3:1 sprawia, ze jego regularne spozywanie prowadzi do wielu korzysci
zdrowotnych [4-6]. Prozdrowotne wtasciwosci oleju z nasion konopi wynikaja takze
z zawartosci egzogennych aminokwasow [7], a takze istotny jest brak fitynianow, ktore
moga hamowac¢ wchlanianie niezb¢dnych mineratow, takich jak wapn, zelazo, mangan
i cynk. Olej z nasion konopi moze stanowi¢ odpowiedni sktadnik mieszanin emulsyj-
nych, gdyz oprocz licznych zalet odzywczych stwierdzono jego lepsza zdolnos¢ do
emulgacji w wodzie w poréwnaniu do innych olejow roslinnych [8].

Z kolei orzechy piorace (Sapindus mukorossi) to naturalne zrodto $rodkéw po-
wierzchniowo czynnych, ktoére mozna stosowaé jako alternatywe dla syntetycznych
zwiazkow tego typu powszechnie wykorzystywanych w emulsjach. Zewnetrzna otocz-
ka tych orzechow zawiera saponiny [9], ktore charakteryzuje zdolno$¢ obnizania na-
pigcia powierzchniowego wody i oleju oraz wtasciwosci emulgujace. Orzechy piorace
sg rowniez biodegradowalne i nietoksyczne, co czyni je przyjazng dla srodowiska al-
ternatywa dla syntetycznych §rodkow powierzchniowo czynnych. Oprocz wlasciwosci
emulgujacych saponiny z orzechow pioracych maja rowniez dziatanie antybakteryjne
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i hipoalergiczne, dzigki czemu sa popularnym sktadnikiem naturalnych i organicznych
produktéw do higieny osobistej. W zwigzku z powyzszym orzechy piorace moga miec¢
zastosowanie jako emulgatory w zywnosci [10].

Emulgatory maja kluczowe znaczenie dla skutecznego tworzenia kropelek lipi-
dow podczas homogenizacji, jak rdwniez w istotny sposob poprawiaja stabilnosé
emulsji. Zapobiegajg rozdzielaniu faz poprzez kontrolowanie skupienia kuleczek, co
sprzyja stabilnosci uktadéw heterogenicznych i moze prowadzi¢ do wydtuzenia okresu
przydatnosci produktu do spozycia. W odpowiedzi na rosngce zapotrzebowanie na
minimalnie przetworzong zywno$¢ badacze dzialajacy w obregbie branzy spozywczej
szukajg naturalnej alternatywy dla sktadnikéw syntetycznych stosowanych obecnie
W recepturach wielu produktow. Dzigki zastosowaniu emulsji mozliwe jest lepsze po-
aczenie oleju z konopi siewnej np. z witaming K, dzi¢ki czemu mozna wykorzystaé
prozdrowotne wlasciwosci zar6wno oleju jak i witaminy K.

Wisrod licznych badan naukowych dotyczacych oddzialywania witamin na orga-
nizm cztowieka wazne miejsce zajmujg doniesienia o potencjalnych korzysciach zdro-
wotnych wynikajacych z zazywania witaminy K. Dowodzg one, ze poza regulacja
krzepliwo$ci krwi witamina ta wptywa pozytywnie na stan ko$ci [11] oraz zmniejsza
zwapnienie naczyn oraz ogranicza ryzyko choréb uktadu sercowo-naczyniowego
[12,13]. Witamina K jest witaming rozpuszczalng w thuszczach, wystepujaca w dwoch
formach: K1 (filochinon), gtéwna posta¢ obecna w roslinach oraz K2 (menachinon),
ktora jest syntetyzowana przez bakterie. Naturalnym zroédtem witaminy K1 sg zielone
warzywa lisciaste, oliwa z oliwek i olej sojowy [14], a witaminy K2 — produkty mlecz-
ne, takie jak sery i masto a takze jaja oraz fermentowana soja (natto) [15]. Witamina
K1 i witamina K2 sg niezbedne do karboksylacji y-glutamylu wszystkich biatek zalez-
nych od witaminy K. Chociaz mikrobiota jelitowa ssakéw zdolna jest do produkcji
witaminy K2, uwaza si¢, ze wytwarzana ilo$¢ jest znikoma [16]. Zalecane spozycie
witaminy K waha si¢ od 55 do 90 pg/dzien w przypadku kobiet i 65 + 120 pg/dzien
w przypadku mezczyzn [12], jednak DiNicolantonio i wsp. [17] podaja, ze nawet ilo§¢
120 pg/dzien moze nie by¢ wystarczajaca do wywotania catkowitej karboksylacji
wszystkich biatek zaleznych od witaminy K. W zwiazku z powyzszym istotne jest
poszukiwanie zrodel i metod suplementacji diety witaming K. Postanowiono zatem
zbada¢ wlasciwosci uktadow emulsyjnych wzbogaconych w witaming K, wytworzo-
nych z uzyciem oleju z nasion konopi oraz $srodkéw powierzchniowo czynnych pocho-
dzacych z orzechow pioracych
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Material i metody
Materiat

Witamine K w postaci stalej zakupiono od firmy P.P.H. “STANLAB” Sp. z.0.0.
(Polska). Olej z konopi siewnej (Cannabis sativa L.) firmy ,,.So Well” kupiono w lo-
kalnym sklepie w Poznaniu. Orzechy piorace, stanowiagce czynnik stabilizujacy uktad
emulsyjny zakupiono z firmy Mohani (Psary, Polska). Roztwoér wodny ekstraktu
z orzechéw pioracych o stezeniu 10 g/dm® (surfaktant) przygotowano zgodnie z meto-
da opracowang przez Smutka i wsp. [18].

Tabelal. Kompozycja wytworzonych uktadow emulsyjnych

Table 1. Composition of the prepared emulsion systems
Nl | Ry | Seren o) | s | e
system [mI] [mI] [mi] [mg]
HSK7 0,250 0,025 24,725 0,200
HSK2 0,250 0,250 24,500 0,200
HSK4 0,250 0,500 24,250 0,200

Przygotowanie uktadow emulsyjnych

Uktady emulsyjne przygotowano w procesie dwustopniowej homogenizacji. Pro-
cedure przygotowania oparto na poprzednich wynikach badan przedstawionych przez
Pratapa-Singha i wsp. [19], a szczegdtowo opisang przez Niyobuhungiro [20]. W tabeli
1 zestawiono kompozycje uktadow emulsyjnych.

Metody badawcze
Wizualna ocen stabilnosci uktadow emulsyjnych

Oceng stabilnosci emulsji przeprowadzono w teScie obserwacji wizualnej, gdzie
przez tydzien obserwowano zachodzenie zjawiska separacji faz. Dodatkowo przepro-
wadzono analize mikroskopowsa wytworzonych uktadow emulsyjnych. W tym celu
wykorzystano odwrdcony mikroskop $wietlny ZEISS Axio Vert.Al (Zeiss, Shanghai,
Chiny), wyposazony w kolorowa kamere rejestrujgcg Axiocam 208 (Zeiss, Chiny).
Obrazowanie wykonano przy uzyciu obiektywdw powietrznych o powickszeniu 20x%,
40x. Badane uktady emulsyjne umieszczono w kuwetach pomiarowych p-Slide VI 0.4
cuvette (Ibidi GmbH, Grifelfing, Niemcy) i po umieszczeniu na stoliku mikroskopo-
wym odczekano az nastgpi silna redukcja predkosci przepltywu ptynu w mikrokanale.
Uzyskane obrazy analizowano przy uzyciu oprogramowania ZEN3.1 blue edition (Ze-
iss, Jena, Niemcy).



ANALIZA UKEADOW EMULSYJNYCH Z OLEJEM Z KONOPI JAKO SUPLEMENTOW WITAMINY K 213

Wyznaczanie rozmiaru czgstek

Do wyznaczania rozmiaru czastek/kropli emulsji wykorzystano technike dyna-
micznego rozpraszania $wiatta - DLS (z ang. dynamic light scattering). Badania prze-
prowadzono przy uzyciu urzadzenia Zetasizer Pro (Malvern Panalytical) wraz z dedy-
kowanym oprogramowaniem analizujacym ZS XPLORER 1.0. Zaznaczy¢ nalezy, ze
badania przeprowadzono bez dodatkowych rozcienczeh w celu oceny zachowania
uktadu emulsyjnego [10]. Funkcje autokorelacji rejestrowano w trybie rozpraszania
wstecznego przy kacie 173°. Uktady emulsyjne przed badaniem byty stabilizowane
w temperaturze 25 °C przez 5 min. w komorze pomiarowej. Pomiary wykonano wyko-
rzystujac ustawienie automatyczne programu, dedykowane dla standardéw latekso-
wych. Rejestracje sygnatow wykonano w minimum 10 powtdrzeniach, a zaprezento-
wano przyktadowe wyniki odzwierciedlajace wartosci srednie z pomiarow.

Spektrofotometria FTIR

Widma w zakresie podczerwieni rejestrowano przy uzyciu spektrofotometru
FTIR wyposazonym w przystawke ATR (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Widma
probek byly zbierane w zakresie 4000-500 cm™.

Badania reologiczne

Lepkos¢ uktadéw emulsyjnych wyznaczono przy uzyciu wiskozymetru rotacyj-
nego ViscoQC 300 (Anton Paar GmbH, Graz, Austria). Do badan wykorzystano dedy-
kowane naczynie pomiarowe tzw. "double gap" DG26 oraz wrzeciono B-DG 26. Ba-
dania prowadzono w trybie skanowania predkosci obrotowej w zakresie od 2 do
250 obr./min. Analizy prowadzono w temperaturze otoczenia (23°C).

Pomiar pH

Do pomiaréw pH wykorzystano pH-metr przenosny S2-Food-Kit Seven2Go pH
(Mettler Toledo, Szwajcaria) wyposazony w sond¢ pomiarowg InLab Solids Go-ISM.
W pracy przedstawiono usrednione wyniki z 5 pomiarow.

Analiza barwy

Do wyznaczania koloru probek emulsji uzyto kolorymetru NH310 (Shenzhen
ThreeNH Technology Co., Ltd., Shiyan, Chiny) wyposazonego w zintegrowane dedy-
kowane oprogramowanie. Pomiary wykonano poprzez umieszczenie ok. 2 ml cieczy w
kuwecie polistyrenowej, ktora zamkni¢to w zaciemnionej komorze pomiarowej. WYy-
konano 10 powtorzen dla kazdej z probek. Nastepnie obliczono indeks WI
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Analiza statystyczna

Wszystkie pomiary powtoérzono minimum trzykrotnie, o ile w opisanej metodyce
nie wskazano inaczej. Do opracowania statystycznego wykorzystano ANOVA, poziom
P, test istotnosci r6znic miedzy $rednimi oraz program Excel 2019, a takze dedykowa-
ne oprogramowanie producentow wykorzystanych urzadzen pomiarowych.

Wyniki badan i dyskusja
Ocena stabilnosci uktadow emulsyjnych

Rozmiar kropli fazy rozproszonej w dyspersjach i uktadach emulsyjnych jest jed-
nym z krytycznych elementéw wptywajacych na ich stabilno$¢. Zmniejszenie rozmiaru
kropli do tzw. mikroemulsji czy nanoemulsji korzystnie wptywa na ich stabilno$¢ [21].
Brak rozwarstwienia fazy olejowej i wodnej oraz homogeniczno$¢ uktadu jest tez jed-
nym z czynnikow decydujacych o wyborze danego produktu spozywczego. Badania,
ktore przeprowadzili Pratap-Singh i wsp. [19] oraz Fathordoobady i wsp. [22] na ukta-
dach bazujacych na oleju z nasion z konopi wykazaly, ze odpowiednia dtugos¢ procesu
homogenizacji przeprowadzonego dwustopniowo wplywa istotnie na stabilno$¢ emul-
sji oraz umozliwia znaczne zredukowanie rozmiaru kropli fazy rozproszonej. Bazujac
na ich badaniach oraz wynikach przedstawionych przez Smutka i Jarzebskiego [10]
zdecydowano si¢ na wykorzystanie optymalnych kompozycji emulsji wyznaczonych
przy uzyciu zmodyfikowanej metody projektowania eksperymentu Boxa—Behnkena,
gdzie fazg rozproszong byt olej z konopi stabilizowany ekstraktem z orzechoéw piora-
cych do zaimplementowania jako potencjalnych no$nikow witaminy K. Jak przedsta-
wiono w tabeli 1, wybrano trzy kompozycje roznigce si¢ zawartoscig surfaktantu celem
weryfikacji ich stabilnosci przy dodatku witaminy K. Na rys. 1 przedstawiono obraz
mikroskopowy wytworzonych emulsji. W przypadku uktadow z zawartoscig 0,250
i 0,500 cm® surfaktantu, stwierdzono brak zauwazalnych réznic w morfologii emulsji.
Natomiast w przypadku bardzo niskiej zawartosci ekstraktu z orzechéw pioracych
(Rys.1 E i F) wida¢ jedynie niewielkie aglomeraty przy powigkszeniu 20-krotnym
(mate czarne punkty widoczne na rys. 1E). Pozostata cz¢$¢ fazy rozproszonej przy tym
powigkszeniu jest ciagla. Przy powickszeniu x40 wida¢ wyrazniej krople emulsji (rys.
1F). Z kolei na rys. 1G przedstawiono wyglad emulsji po wytworzeniu. Wszystkie
probki sa homogeniczne i me¢tne. Rys. 1H obrazuje emulsje po 1 miesigcu przechowy-
wania. Tu rowniez zauwazy¢ mozna brak wydzielenia fazy niewodnej, swiadczacy
0 stabilno$ci uktadu. Po 3 miesigcach przechowywania w temperaturze 4 - 8°C zaob-
serwowano powstawanie czarnego osadu, ktory po uptywie kolejnych miesigcy wyraz-
nie wskazywal na namnozenie si¢ w emulsjach drobnoustrojow (na tym etapie nie
przeprowadzono szczegotowych badan identyfikujacych rodzaj drobnoustrojow). Po-
dobny efekt obserwowano wczesniej w ukladach z biatkiem grochu [23]. Podkresli¢
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R ARG o,

Rys. 1.

Fig. 1.

Fotografie emulsji wykonane mikroskopem optycznym: emulsja HSK2 w powigkszeniu x 20
(A), x40 (B); emulsja HSK4 w powigkszeniu x20 (C), x40 (D); emulsja HSK7 w powigkszeniu
x20 (E), x40 (F). Zdjecia emulsji 1 — HSK2, 2 — HSK4, 3 — HSK7 po wytworzeniu (G) i po mie-
sigcu przechowywania (H) w temperaturze 4-8°C

Optical microscopy images of the emulsions: HSK2 magnification x 20 (A), x40 (B); HSK4
magnification x20 (C), x40 (D); HSK7 magnification x20 (E), x40 (F). Images of the emulsions
1 - HSK2, 2 — HSK4, 3 — HSKY directly after preparation (G) after 1 month storage (H) at 4-
8°C
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nalezy, ze do kompozycji nie wprowadzono zadnych dodatkowych §rodkéw konserwu-
jacych przeznaczonych do produktow spozywczych czy tez czesto uzywanego w bada-
niach emulsji azydku sodu. Badania mikroskopowe i obserwacje wizualne potwierdzi-
ly, ze nawet niewielki udzial dodatku ekstraktu z orzechéw pioracych w ilosci
0,025 cm? (przy objetosci catej probki 25 cm®) korzystnie wplywa na stabilno$¢ opra-
cowanych kompozycji emulsji. Brak rozwarstwienia i duza homogeniczno$¢ badanych
emulsji, stanowily przestanke do bardziej szczegotowej analizy rozmiaru ich kro-
pel/czastek. Celowe jest tu uzycie wyrazenia ,,czastek” z uwagi na mozliwos¢ wysta-
pienia zawiesiny nierozpuszczonej witaminy K. Jednakze badania wizualne nie po-
twierdzity wystepowania wyraznej frakcji substancji nierozpuszczonych.

W tabeli 2 zestawiono parametry badanych uktadéw emulsyjnych wyznaczone za
pomocg techniki dynamicznego rozpraszania $wiatta. Parametr z-ave (Wyznaczany na
podstawie otrzymanych krzywych autokorelacji metoda Cumulant), ktory dosé¢ czesto
jest poddawany dyskusji w kontek$cie poréwnania wielkosci czastek wyznaczonych
technika DLS dla wszystkich 3 badanych uktadéw byt bardzo zblizony i jego warto$¢
wyniosta migdzy 480 a 492 nm. Dopiero szczegélowa analiza rozktadéw wielkosci
czastek (wzgledem intensywnosci oraz wzgledem licznos$ci czastek) wykazala, ze naj-
mniejsze czastki zarejestrowano dla uktadu zawierajacego 0,250 cm® surfaktantu.
Zwigkszenie stgzenia orzechow pioracych do 0,500 cm® skutkowato zwiekszeniem
rozmiaru czgstek do ok. 529 nm (780 nm wzgledem intensywnosci). Natomiast intere-
sujace wyniki uzyskano dla zawartosci stabilizatora w ilosci 0,025 cm®, gdzie rozmiar
czastek wzgledem liczno$ci wynidst 657 nm. Ten uklad charakteryzowat si¢ rowniez

Tabela 2. Zestawienie parametrow uzyskanych w pomiarach technikg DLS: z-ave (nm), indeks polidys-
persyjnosci (PDI), Srednie maksimum piku rozktadu wielkos$ci czastek wzgledem intensywno-
$ci (nm), Srednie maksimum piku rozktadu wielkosci czastek wzgledem ich liczby (nm)

Table 2. DLS measurement results: z-ave (hm), polydispersity index (PDI), mean particle size distribu-
tion by intensity (nm), mean particle size distribution by number (nm)

Maksimum piku rozktadu Maksimum piku rozktadu
Nazwa Indeks wielkosci czastek wzgledem | wielkosci czastek wzgledem
Z-ave/ |polidyspersyjnosci/| intensywnosci/ The average ich liczby / The average
uktadu / . . . v
Z-ave Polydispersity maximum peak of the maximum peak of the
Name of .
the svstem (nm) index particle size distribution particle size distribution
Y (PDI) versus intensity relative to particle number
(nm) (nm)
HSK2 480%+ 7 0.348%+ 0.055 709% + 68 3728+ 194
HSK4 478+ 14 0.390% + 0.043 780% + 16 5292 + 39
HSK7 492°+4 | 0500+ 0.005 905° + 28 6572 + 58

Objasnienia / Explanatory notes:

a, b

— wartosci oznaczone réoznymi literami w kolumnach réznia si¢ istotnie statystycznie istotnie
values marked with different letters in columns differ statistically significantly

/a,b_




ANALIZA UKEADOW EMULSYJNYCH Z OLEJEM Z KONOPI JAKO SUPLEMENTOW WITAMINY K 217

najwickszym wspotczynnikiem polidyspersyjnosci (PDI) wynoszacym 0,5. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze nie jest w pelni uzasadnione zwickszanie stezenia stabilizatora
i bardziej wiasciwe jest poszukiwanie optymalnej kompozycji, wykorzystujace np.
metody randomizowane (tak jak w tym przypadku, bazujac na wczesniejszych donie-
sieniach literaturowych i badaniach wtasnych).

Wtasciwosci reologiczne emulsji

Jednym z wyzwan w technologii Zzywnosci jest opracowanie kompozycji umozli-
wiajgcych przyjmowanie pokarmow i substancji odzywczych przez osoby wymagajace
zywienia specjalistycznego. Positek w postaci substancji statej bardzo czesto jest trud-
no przyswajalny przez osoby cierpigce zarowno na przewlekte choroby uktadu pokar-
mowego, jak i przyktadowo pacjentéw po réznych zabiegach inwazyjnych (chirurgicz-
nych). Szczegoélnie istotne jest w tych przypadkach suplementowanie witaming K,
ktora wykazuje wiasciwosci przeciwzapalne [24]. Znaczna cze$¢ dostepnych suple-
mentéw diety zawierajacych witaminy ma posta¢ kapsutek, gléwnie zelatynowych.
Z kolei witaminy z rodziny K rozpuszczaja si¢ glownie w thuszczach, co znaczaco
utrudnia kompozycj¢ suplementu diety i jego atrakcyjnos¢ sensoryczng. Alternatywa
moze by¢ zaproponowany uktad emulsyjny, stad tez przeprowadzono badania wlasci-
wosci reologicznych przygotowanych emulsji. Zalezno$¢ ich naprezenia $cinajgcego
od szybkosci $cinania prezentuje rys. 2. Analizowane uktady przy wartosciach szybko-
$ci $cinania ponizej 140 1/s zachowywaly si¢ jak ptyn nienewtonowski rozrzedzany
Scinaniem, jednak przy wyzszych szybko$ciach $Scinania emulsje zaczynaly wykazy-
wac cechy plynu zageszczanego $cinaniem. Zmiany te sg jeszcze bardziej uwypuklone
wynikami przedstawionymi na rys. 3, gdzie pokazano zaleznosci lepkosci dynamicznej
od szybkosci $cinania. Warto podkresli¢, ze wzrost stezenia surfaktantu wplywat na
zwigkszenie lepkoséci dynamicznej, co mozna takze powigza¢ ze zmniejszeniem roz-
miaru kropel emulsji, podobne zjawisko zaobserwowat Barnes [25]. Jednoczes$nie ste-
zenie surfaktantu nie mialo wplywu na wartos¢ szybkosci $cinania, przy ktorej obser-
wowano zmian¢ wilasciwosci plynu nienewtonowskiego. Moze to wskazywac, ze jest
to parametr zalezny od st¢zenia fazy rozproszonej [26] i interakcji zachodzacych mig-
dzy jej kroplami, jak np. koalescencji [27]. Aczkolwiek Pal [28] wykazal, ze zaleznos¢
lepkos$ci dynamicznej od udziatu objgtosciowego fazy rozproszonej nie musi by¢ za-
leznos$cig liniowa.

Analizy spektrofotometryczne uktadow emulsyjnych

Dla uktadéw emulsyjnych zawierajacych witaming K wykonano takze widma
w podczerwieni, ktore zaprezentowano na rys. 4. W przypadku oleju z nasion konopi
widoczne sa wyraznie sygnaly drgan rozciggajacych wigzan C-H (2800-3050 cm™).
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Wysoka wzgledna intensywno$¢ pasma 1745 cm™ (charakterystycznego dla grupy
karbonylowej w sasiedztwie wigzan nienasyconych) potwierdza bardzo wysoka zawar-
to§¢ nienasyconych kwasow tluszczowych [8,29]. Podobne sygnaly sa widoczne
w widmie surfaktantu ro§linnego. Odpowiada on réwniez grupom C=0, ale jest obec-
ny w innych typach czasteczek, takich jak steroidy, ktore sa sktadnikami saponin. Z
kolei emulsje zawieraja przede wszystkim sygnaly od grup O-H czgsteczek wody, a
brak jest widocznych sygnatéw od surfaktantu roslinnego oraz od oleju konopnego.

Dodatkowych informacji dostarcza analiza barwy w przestrzeni barw L*a*b*
(Tabela 3). Wraz ze wzrostem zawartosci surfaktantu roslinnego probki emulsji stajg
si¢ ciemniejsze (maleje warto$¢ parametru L*), a odcien zostaje przesunigty w kierun-
ku zotto-zielonego (malejace a* i rosngce b*), przy czym zmiany te maja charakter
statystycznie istotny. Roznice te wynikajg ze zmiany stezenia surfaktantu, cho¢ nalezy
je wigzaé z wigkszym rozpraszaniem i pochtanianiem $wiatla przez probki, a nie barwa
samego surfaktantu. Jak zauwazyli Kowalska i wsp. [30], zmiany koloru w uktadach
emulsyjnych wynikajg ze zmian wielkosci kropel w czasie przechowywania, w szcze-
g6lnosci parametr L* ro$nie wraz ze zwigkszaniem st¢zenia kropel 1 zmniejszaniem si¢
ich rozmiarow.
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Rys. 4. Widma FTIR uktadéw emulsyjnych HSK2, HSK4, HSK7 oraz oleju z konopi (HSO) i roztworu
wodnego ekstraktu z orzechow pioracych (oznaczone jako ,,Soapnut™)

Fig. 4.  FTIR spectra of HSK2, HSK4, HSK7 emulsions, hemp seed (HSO) oil and soapnuts water solu-
tion



220

Maciej Jarzebski i wsp.

Tabela 3.  Whyniki analizy koloru w skali L*a*b*
Table 3. Color analysis results in L*a*b*

Nazwa uktadu / Name L* a* b*

of the system
HSK2 60.37° + 0.03 -2.21%+0.03 2.45%+0.02
HSK4 51.66°+0.01 -1.76°+ 0.05 2.49%+0.03
HSK?7 73.18%+0.01 -2.10°+0.02 4.07° +0.02

Objasnienia / Explanatory notes:

a, b, c

, . /. - qs . y oo - I . I . , b,
— wartosci oznaczone réznymi literami w kolumnach rdéznig si¢ istotnie statystycznie istotnie / ;e

values marked with different letters in columns differ statistically significantly

Odczyn kwasowo-zasadowy emulsji

Zbadano takze odczyn pH emulsji, uzyskujac wartosci 5,15 +0,06; 5,16 = 0,03 i

5,12 + 0,05, odpowiednio dla HSK7, HSK2 i HSK4. Réznice migdzy tymi pomiarami
nie wykazuja statystycznie istotnych réznic, co pozwala stwierdzi¢, ze wzrost stezenia
surfaktantu nie wplywa na odczyn kwasowo-zasadowy emulsji.

Wn
1.

ioski

Przeprowadzone badania wskazuja, ze ekstrakt z orzechow pioracych zawierajacy
saponiny moze by¢ skutecznie stosowany jako surfaktant w emulsjach typu olej
W wodzie na bazie oleju z nasion konopi siewnej, wzbogaconych w witamine K.
Pozadane efekty stabilizujace przynosi juz relatywnie niewielki dodatek ekstraktu
z orzechow piorgcych, wynoszacy 0,025 cm? ekstraktu o stezeniu 10 g/L na 25 cm®
catej objetosci probki. Emulsja o takim sktadzie posiadata czastki o §rednim roz-
miarze z-ave bliskim 500 nm i indeksie polidyspersyjnosci rownym 0,5. Emulsja
zachowywata wysoka stabilno§¢ zar6wno bezposrednio po przygotowaniu, jak i po
miesigcu przechowywania.

Badania reologiczne emulsji wskazuja, ze ma ona cechy ptynu nienewtonowskie-
go, przy czym przy szybkosci §cinania ponizej 140 1/s zachowywaly sie¢ jak plyn
rozrzedzany $cinaniem, a przy wyzszych szybkosciach §cinania — jak plynu za-
geszczany Scinaniem.

Opracowane uktady emulsyjne sa baza odniesienia do opracowania w przysztosci
suplementow diety, przeznaczonych w szczegdlnosci dla osob wymagajacych
wprowadzenia do positkow ptynnych preparatow witamin nierozpuszczalnych
w wodzie.
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ANALYSIS OF EMULSION SYSTEMS WITH HEMP OIL AS VITAMIN K SUPPLEMENTS
Summary

Introduction. Vitamin K plays an important role in the blood clotting process, improving bone health,
reducing vascular calcification and cardiovascular risk, and has anti-inflammatory properties. The poor
water solubility of vitamin K is a barrier to its introduction into functional foods. This makes it necessary
to develop innovative forms of vitamin K supplements based on emulsion systems. Emulsions with sub-
micron-sized droplets shows greater stability compared to macroscopic emulsions. Another challenge for
the food technology is the need for alternatives to artificial surfactants. Plant extracts containing saponins
in their structure, such as the soap nut extract used in this work, can be considered an alternative.

Results and conclusions. This study shows three optimal compositions of emulsions based on hemp
oil (from Cannabis sativa L. seeds), stabilized with a soap nut extract in the amount of 0.025, 0.250 and
0.500 cm® per 25 cm?® of the entire composition. Vitamin K was used as a health-promoting ingredient in
an amount of 0.2 mg. After the emulsion systems were produced, they were examined in terms of parti-
cle/droplet sizes using dynamic light scattering. Their homogeneity was evaluated using an optical micro-
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scope. The dynamic viscosity was determined with a rotational rheometer. An ATR-FTIR analysis, as well
color and pH measurements, of the emulsion were also carried out. All three emulsions tested were charac-
terized by a high degree of stability after one month. The emulsions based on hemp oil whose droplet size
is below 1 micrometer can provide an alternative to vitamin carriers. Whereas the soap nut extract may
become an effective stabilizer/surfactant used in the food technology.

Key words: nanoemulsion; hemp oil; vitamin K; stability; soap nuts
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Streszczenie

Wprowadzenie. Marnotrawstwo zywnosci wystepuje we wszystkich ogniwach tancucha zywnoscio-
wego, ale w segmencie gospodarstw domowych jest najwicksze. Z tego powodu wazne jest poznanie
zarOwno przyczyn tego niekorzystnego zjawiska, jak i jego skali w obszarze konsumpcji. Celem pracy
byto oszacowanie wolumenu zmarnowanej zywnosci w 500 gospodarstwach domowych i w przeliczeniu
na jedno gospodarstwo domowe, z uwzglednieniem pigciu grup produktéw oraz zbadanie zaleznosci
miedzy wielkosécig gospodarstwa domowego i kolejnych dni tygodnia a masg zmarnowanej Zywnosci.
Badanie zrealizowano w 2019 r. na reprezentatywnej, ogélnopolskiej losowo-kwotowej probie 500 gospo-
darstw domowych w miejscu zamieszkania respondentéw przez 7 kolejnych dni. Sktadato si¢ ono z dwoch
modutéw: wywiadu zrealizowanego przez ankietera (metoda Computer-Assisted Personal Interviews)
i papierowego dzienniczka, w ktérym wyznaczona w danym gospodarstwie domowym osoba notowata
mas¢ zmarnowanej zywnosci w kazdym kolejnym dniu.

Wyniki i wnioski. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w ciagu jednego tygodnia
w kazdym gospodarstwie domowym zmarnowano $rednio 3,9 kg zywnosci, w tym ponad 1/3 $redniej
masy stanowily czesci niejadalne powstajace w czasie przygotowywania positkow. W statystycznym
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wa 1 produktow mleczarskich. Stwierdzono, ze w polskich gospodarstwach domowych najwiecej produk-
tow i potproduktow spozywczych wyrzuca si¢ z chtodziarki domowej i/lub szafek w kuchni w sobotg.
Natomiast daniem przygotowanym w gospodarstwie domowym i marnowanym w najwigkszym stopniu
byly zupy, ktoére usuwano gtoéwnie w srode. W gospodarstwach ponad 3-osobowych marnowano wiecej
zywnosci w pordwnaniu z gospodarstwami jedno- i dwuosobowymi.
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Wprowadzenie

Do marnotrawstwa zywno$ci dochodzi we wszystkich ogniwach tancucha zywno-
$ciowego, ale w wielu badaniach jednoznacznie potwierdzono fakt, ze na poziomie
konsumpcji jest ono najwicksze [16, 19, 25, 28]. Z tego powodu wazne jest poznanie
czynnikow warunkujacych to niekorzystne zjawisko. Aktas i wsp. (2018) stwierdzili,
ze normy spoteczne i tozsamos¢ (tradycja i kultura), zwyczaje (nawyki zywieniowe),
umiejetno$¢ gotowania 1 warunki zewnetrzne (czynniki klimatyczne i ekonomiczne)
w duzej mierze wyjasniajg przyczyny marnowania zywno$ci w gospodarstwie domo-
wym, ale sg niewystarczajgce. Zdaniem Richter i Bokelmanna [26] nalezy uwzgledni¢
poziom $§wiadomosci skutkow spotecznych, srodowiskowych i ekonomicznych marno-
trawstwa zywno$ci. Marnowanie zywnosci nie odzwierciedla jednego zachowania, ale
raczej jest wynikiem sposobu, w jaki gospodarstwo domowe radzi sobie z planowa-
niem zakupéw, ich realizacja, przygotowywaniem positkdw i1 konsumpcja [25]. Z tego
powodu badajac przyczyny i skalg marnotrawstwa zywnosci w gospodarstwach do-
mowych nie mozna poming¢ takich kwestii, jak: zakupy (planowanie, kupowanie na
zapas, kupowanie pod wplywem impulsu), przechowywanie zywnosci (przestrzeganie
zalecen producentow, uktadanie zgodnie z zasada FIFO), przygotowywanie positkow
(planowanie positkow, wykorzystanie nieskonsumowanych resztek potraw), serwowa-
nie potraw. Zdaniem Jorissen i wsp. [18] lista zakupéw pozwala znacznie ograniczy¢
marnotrawstwo zywno$ci. Natomiast Quested i wsp. [25] udowodnili, Ze istnieje silna
pozytywna Korelacja miedzy tworzeniem listy zakupow a innymi zachowaniami, taki-
mi jak planowanie positkow z wyprzedzeniem i sprawdzanie zapaséw zywnosci przed
zakupami. Setti i wsp. [28] uznali proces zakupu zywnosci za kluczowy aspekt warun-
kujacy jej marnotrawstwo, a do gléwnych przyczyn zwigzanych z tym etapem zaliczo-
no m.in. zbyt duze ilosci zakupionej zywnos$ci [12, 29]. Wielu autoréw udowodnito, ze
cechy spoteczno-demograficzne konsumentow, takie jak wielko$¢ gospodarstwa do-
mowego, wiek, wyksztalcenie, status zatrudnienia, obecno$¢ dzieci w rodzinie i do-
chody wplywaja na zachowania zwigzane z marnotrawstwem zywnosci. W wielu ba-
daniach wskazuje si¢, Zze osoby starsze marnujg znaczaco mniej Zywnos$ci niz pozostate
grupy wiekowe [18, 29, 35]. Podobnie Hanssen i wsp. [17] wskazywali, ze wigksza
sktonno$¢ do marnowania zywno$ci majag miodzi ludzie, dlatego tez programy eduka-
cyjne powinny by¢ kierowane w duzej mierze do tych grup. Badania przeprowadzone
przez Neffe-Skocinska i wsp. [22] potwierdzily, ze wiek miat wptyw na czgstotliwosé
wyrzucania 8 sposrod 32 grup produktow. Osoby starsze tworzag zwykle jedno- lub
dwuosobowe gospodarstwa, a wiele dostgpnych wynikow badan wskazuje na korelacje
pomigdzy ilo$cia marnowanej zywnosci, a wielkoscia gospodarstwa domowego [6, 18,
25]. Jak wskazuja badania Bilskiej i wsp. [7], segment odznaczajacy si¢ najwyzsza
czestotliwo$cia wyrzucania 15 grup produktow spozywczych stanowily gospodarstwa
domowe jedno- i dwuosobowe, bez dzieci. Poziom wyksztalcenia to kolejny czynnik
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przyczyniajacy si¢ do marnotrawstwa zywnosci, poniewaz osoby lepiej wyedukowane
osiggaja wyzsze dochody, ale maja mniej czasu na lepsze gospodarowanie zywnos$cia
w domu. Odwrotng korelacj¢ stwierdzili na podstawie swoich badan Abdelradi [2] oraz
Mattar i wsp. [21].

Zozono$¢ uwarunkowan marnotrawstwa zywnosci W ogniwie konsumentow po-
woduje, ze jego ograniczenie staje sie duzym wyzwaniem. Natomiast monitorowanie
postepow w tym zakresie nie jest mozliwe bez poznania skali tego zjawiska. Jednocze-
$nie nalezy zauwazy¢, ze zdecydowana wigkszo$¢ publikacji stosuje w badaniach kwe-
stionariusz ankiety dotyczacy zachowania polskich konsumentéw w aspekcie marno-
trawstwa zywnosci. Przeprowadzone przez autorow badanie jest pierwszym
analizujacym skalg tego zjawiska na reprezentatywnej probie polskich gospodarstw
domowych. Celem pracy bylo (1) przedstawienie wolumenu zmarnowanej zywnosci
w 500 gospodarstwach domowych i w przeliczeniu na jedno gospodarstwo domowe
W ciggu kolejnych siedmiu dni, z uwzglednieniem pigciu grup produktow, (2) zbadanie
wplywu wielko$ci gospodarstwa domowego na mase zmarnowanej zywnosci, (3) okre-
slenie wptywu dnia tygodnia na poziom marnowanej Zywnosci.

Material i metody badan

Badanie zrealizowano w 2019 r. na reprezentatywnej, ogoélnopolskiej losowo-
kwotowej probie 500 gospodarstw domowych. Probe¢ dobrano z operatu adresowego
TERYT®. Préba byta reprezentatywna dla ogotu polskich gospodarstw domowych ze
wzgledu na lokalizacje (wojewodztwo, wielkos¢ miejscowosci) i wielkos¢ gospodar-
stwa. Struktura proby ze wzgledu na wojewodztwo, klasg¢ wielkosci miejscowosci
i wielkos$¢ gospodarstwa domowego byta zgodna ze strukturg zatozong na etapie dobo-
ru proby. Charakterystyke socjo-demograficzng gospodarstw bioracych udziat w bada-
niu przedstawiono w Tab. 1. Gospodarstwa domowe, w ktorych realizowano badania
(n =500), liczyly tacznie 1222 osoby, wsrod ktorych 247 osob (20,21 %) stanowili
niepetnoletni.

Badanie realizowane byto w miejscu zamieszkania respondentéw przez 7 kolej-
nych dni. Sktadato si¢ ono z dwoch modutdow: kwestionariusz uzupetniany przez ankie-
tera (metoda CAPI: Computer-Assisted Personal Interviews) i dzienniczek, w ktorym
wyznaczona w danym gospodarstwie domowym osoba, w kazdym kolejnym dniu,
notowata mas¢ zmarnowanej zywnosci. W celu utatwienia respondentom wypetniania
dzienniczka, zalaczono do niego karty kodow przypisane do produktow/grup produk-
tow, ktorymi konsumenci postugiwali si¢ w trakcie badania. W karcie kodéw produk-
tow zywno$¢ zostata podzielona na 5 kategorii i 23 subkategorie: (1) surowce i potpro-

Y TERYT - Krajowy Rejestr Urzedowego Podziatu Terytorialnego Kraju prowadzony przez GUS. TERYT
stanowi najbardziej wiarygodne i najbardziej aktualne Zrodto adresow, ktdre moze by¢ zastosowane do
realizacji badan w Polsce.
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dukty wyrzucone z chtodziarki domowej, szafki (pieczywo, produkty zbozowe, stody-
cze i stone przekaski, nabial, migso i ryby $wieze, migso i ryby mrozone, wedliny,
przetwory migsne i rybne, tluszcze, Swieze i mrozone owoce/warzywa, przetwory
owocowe i warzywne, dodatki/przyprawy i uzywki, napoje gazowane i niegazowa-
ne/soki); (2) gotowe dania otrzymane z zewnatrz (kupione, zamowione do domu
Z restauracji/barow, otrzymane od rodziny/przyjaciot); (3) dania przygotowane w domu
(zupy, dania migsne, dodatki skrobiowe, dania mieszane i bezmigsne, desery); (4)
resztki talerzowe; (5) niejadalne cze$ci zywnosci powstate w trakcie przygotowania
positkéw. Respondentéw poinformowano takze o anonimowosci i celu zbierania da-
nych.

Tabela 1. Charakterystyka gospodarstw domowych bioracych udziat w badaniu (n = 500)
Table 1. Characteristics of households participating in the study (n = 500)

Cecha / Feature Grupa / Group Liczba / Number %
1 139 27,80
Liczba os6b w gospodarstwie 2 141 28,20
domowym / Household size 3 99 19,80
>4 121 24,20
Liczba gospodarstwdomowych z 0 339 67,80
osobami niepelnoletnimi 1 85 17,00

(ponizej 18 r. z.) / Number of

households with minors >2 76 15,20

(under 18 years of age)

Dom jednorodzinny / Detached

house 200 40,00
Typ budynku / Type of building Mieszkanie w bloku / Apartment in
300 60,00
a block
Miesi¢czne dochody Ponizej / Under 1000 zt 1 0,20
netto wszystkich cztonkow go- 1001 + 2000 zt 75 15,00
spodarstwa domowego / Net mon- 2001 + 4000 zt 197 39,40
thly income 4001 + 8000 zt 198 39,60
available for all household mem- 8001 + 15000 zt 24 4,80
bers Powyzej / Over 15000 I 5 1,00
Znaczace / Significant
(100 + 80%) ! 0,20
Przewazajafce / Majority 62 12,40
L - (79 ~ 61%)
Wydatki na zywnos¢
/ Food expenditure .OkOIO polowg / 252 50,40
Approximately half (60 +~ 40%) '
Niewielkie / Small 178 35,60

(39 + 16%)
Male / Low (15 + 0%) 7 1,40
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W celu zapewnienia standaryzacji kazde gospodarstwo domowe, w ktorym reali-
zowano badanie, zostalo wyposazone w taki sam model wagi kuchennej. W kazdym
gospodarstwie domowym przez tydzien notowano w dzienniczku mase¢ zywnosci
(w gramach, po odjeciu masy opakowan i naczyn). Podczas wypehiania dzienniczka
respondenci rejestrowali wszystkie produkty spozywcze/dania (kupione i otrzymane,
gotowe i przygotowane w domu, przyniesione do domu: z pracy, szkoty, restauracji),
ktore zostaty wyrzucone, wylane do kanalizacji, oddane zwierzetom lub przeznaczone
do kompostowania. Respondenci nie mogli rejestrowaé w dzienniczku: (1) dan niedo-
jedzonych w pracy, szkole i tam pozostawionych, (2) jedzenia oddanego osobie z inne-
go gospodarstwa domowego (np. sgsiadom, znajomym, rodzinie), (3) niedopitych na-
pojow pozostawionych w szklankach, kubkach (z wyjatkiem sokéw, koktajli
przygotowanych w domu). Po zakonczeniu pomiaréw, uzupetnione dzienniczki byly
odbierane przez ankieterow.

W celu interpretacji wynikow wykorzystano narzedzia statystyki opisowej, takie
jak warto$¢ srednia/minimalna/maksymalna, mediana, moda, procent mody i odchyle-
nie standardowe (SD). W celu okreslenia wptywu wielkosci gospodarstwa domowego
(liczby o0sd6b) na mase¢ zmarnowanej zywnosci w ciggu tygodnia zastosowano jedno-
czynnikowg analize wariancji (ANOVA). Uzupehieniem analizy wariancji bylo zba-
danie istotnosci réznic pomiedzy S$rednim poziomem marnowania zywnosci w po-
szczegblnych kategoriach gospodarstw domowych réznigcych si¢ wielkoscig. Analizg
post-hoc wykonywano testem NIR (najmniejszych istotnych réznic). Pozwolito to na
wskazanie jednorodnych grup $rednich arytmetycznych. Weryfikacje t¢ wykonano
przy poziomie istotnosci o = 0,05. Analiz¢ wykonano z wykorzystaniem pakietu Stati-
stica 13 (StatSoft, Krakow, Poland).

Wyniki i dyskusja
Zywnosé marnowana w gospodarstwie domowym w ciggu tygodnia

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w ciggu jednego tygo-
dnia w 500 polskich gospodarstwach domowych (GD) zmarnowano tgcznie 1944,21
kg zywnos$ci, co w przeliczeniu na jedno gospodarstwo stanowi 3,86 kg na tydzien
(Rys. 1). Ponad 1/3 $redniej masy zmarnowanej zZywnoSci stanowity czegsci niejadalne
powstajace w czasie przygotowywania positkow (37,20 %). Wyniki statystyk opiso-
wych zestawione w Tabeli 2, wskazaly maksymalng mase tej frakcji zywnosci w go-
spodarstwie domowym na poziomie 12621,00 g/tydzien. Zaledwie w 1,8 % gospo-
darstw domowych nie odnotowano wyrzucenia w ciggu siedmiu kolejnych dni tej
frakcji zywnosci (moda = 0,00; % mody = 1,80). Wysoka, w tym przypadku, wartos$¢
odchylenia standardowego $wiadczy o duzym rozproszeniu wartosci wokot jej sred-
niej. W czasie realizacji badan, produkty wyrzucane z chtodziarki domowej, zamrazar-
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ki i szafek miaty podobny udziat (32,21 %) w masie zmarnowanej w ciggu tygodnia
zywnosci w porownaniu z frakcjami niejadalnymi czesci generowanych w czasie przy-
gotowywania positkow (Rys.1). W tej kategorii zywnosci W statystycznym gospodar-
stwie domowym w ciggu tygodnia zmarnowano najwiecej owocOw i warzyw, nastep-
nie pieczywa, produktow mleczarskich (Tab. 2). Badanie przeprowadzone przez
Hanssena i wsp. [17] wykazato, ze w norweskim gospodarstwie domowym, w ciggu
tygodnia marnowano 8,86 kg zywnosci, (czyli ponad 2,3 razy wigcej niz w polskim),
przy czym frakcja niejadalna stanowi ok. 42,4 %.

Podobng struktur¢ wyrzucanych produktéw, na podstawie swoich badan, zaob-
serwowato wielu badaczy. Jak stwierdzili Jorissen i wsp. [18] ponad 40 % responden-
tow ,,Czasami i czesto” wyrzucato owoce, pieczywo, warzywa i ser. Zgodnie z infor-
macjami przedstawionymi w raporcie WRAP [35] do najcze$ciej wyrzucanych
produktow w Wielkiej Brytanii nalezaty owoce i warzywa (30 %), nastgpnie pieczywo
i ciasta (20 %), surowe migso i ryby (16 %), gotowe positki (13 %). W badaniu prze-
prowadzonym w Stanach Zjednoczonych, Conrad [8] wskazat, Zze migso i owoce morza
oraz owoce i warzywa to wiodgce kategorie zmarnowanej zywnosci. Badania Hansse-
na i wsp. [17] wskazaty, ze pieczywo nalezy do najczesciej] marnowanej Zywnosci.
OczywiScie nalezy mie¢ na uwadze, ze czgstotliwo$¢é marnowania zywnosci nie kore-
sponduje bezposrednio z jej masa. W badaniu przeprowadzonym w Polsce na reprezen-
tatywnej grupie konsumentéw powyzej 18. roku zycia, z wykorzystaniem kwestiona-
riusza ankiety wykazano, ze pieczywo jest najcze$ciej marnowanym produktem. Na
kolejnych pozycjach znalazly si¢ takie produkty, jak: $wieze owoce, warzywa tzw.
nietrwale typu salata, rzodkiewka, pomidory, czy ogorki, wedliny oraz napoje mleczne
[6,31]. W omawianym badaniu, zrealizowanym metodg wazenia, zostaly potwierdzone
obserwacje dotyczace czestotliwosci marnowania pieczywa. Bowiem sposrod wszyst-
kich grup zywnoS$ci zaprezentowanych w Tabeli 2, z wyjatkiem niejadalnych czesci
zywnosci, pieczywo okazato si¢ produktem marnowanym w wigkszosci gospodarstw
domowych w tygodniu realizacji badan. Zaledwie w 17 % gospodarstw domowych
(% mody) nie zanotowano, by ich domownicy marnowali omawiany produkt w czasie
siedmiu dni wazenia.

W badaniach wlasnych stwierdzono, ze biorgc pod uwage kategorie surowcoéw
i potproduktow, w gospodarstwach domowych w ciggu tygodnia najmniej marnowato
si¢: przetworow miesnych i rybnych, thuszczow, mrozonego migsa i ryb, $wiezego
migsa i ryb. Wartos$ci mody oraz jej procentowy udziat (Tab. 2) wskazuja, ze w ok. 4/5
gospodarstw domowych nie marnowano w ciggu tygodnia tego typu produktow
(% mody, odpowiednio: 81,40; 80,60; 89,80; 80,00).

Na uwage zastuguja wyniki dotyczace marnowania dan w polskich gospodar-
stwach gotowych. Stwierdzono wprawdzie, ze gotowe positki dostarczone z zewnatrz
(kupione w sklepie, otrzymane np. od rodziny, czy zamoéwione w zaktadzie gastrono-
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micznym) stanowily najmniejszy udzial w masie zmarnowanej zywnosci w ciggu ty-
godnia (3,17 %), ale jednoczes$nie udzial gotowych positkow przygotowywanych
w gospodarstwach wyniost ponad 12 %. Ellison i Lusk [11] w swoich badaniach udo-
wodnili natomiast, ze amerykanscy konsumenci marnujg mniej zywnos$ci, gdy spozy-
waja drozsze positki oraz gdy positki sg konsumowane w domu. Ta obserwacja moze
wynika¢ z faktu, ze positki przygotowane w domu, maja dla konsumentow wyzsza
warto$¢, bioragc pod uwage poswiccony czas i poniesiony wysitek na caty proces jego
przygotowywania. Nalezy jednak podkresli¢, ze polscy konsumenci najczeséciej spo-
zywaja positki przygotowane we wlasnym zakresie w domu i dos¢ rzadko korzystaja
z ustug gastronomicznych [31].

Decyzja o marnowaniu lub oszczedzaniu resztek moze zdaniem Aschemann-
Witzel i wsp. [4] zaleze¢ od takich cech, jak: typ gospodarstwa domowego, etap na
ktorym znajduje sie rodzina (obecno$¢ dzieci), indywidualne zachowania. Walter
i wsp. [33] stwierdzili, ze na sktonno$¢ konsumentow do oszczedzania resztek, ktore
pozostaly po positku ma wptyw jego koszt oraz to czy zostato ich wystarczajaco duzo
na caly nastepny positek.

Jak wynika z przeprowadzonych badan wtasnych, gotowym daniem marnowanym
w najwiekszym stopniu sg zupy. W statystycznym gospodarstwie domowym, w ciagu
tygodnia marnuje si¢ blisko 200 g tego typu potrawy. Zaledwie w przypadku okoto
potowy gospodarstw biorgcych udziat w badaniu (% mody = 54,40) nie odnotowano
wyrzucenia zupy w ciagu siedmiu kolejnych dni. W gospodarstwie domowym, tygo-
dniowo marnowane jest blisko 80 g dodatkow skrobiowych, 70 g dan migsnych
(Tab. 2). Wraz z wigkszym zaangazowaniem osob prowadzacych gospodarstwo do-
mowe, zwlaszcza kobiet, w prace zawodowa, czgsécig stylu zycia staje si¢ z jednej stro-
ny spozywanie positkow poza domem badz zamawianie gotowych potraw do domu
[1], z drugiej za$ przygotowanie wigkszej ilosci positkow w domu z pewnym wyprze-
dzeniem czasowym. Poniewaz polscy konsumenci rzadko mroza niewykorzystang
zywno$¢, w tym gotowe positki [32], po kilkudniowym przechowywaniu w szafie
chtodniczej nieskonsumowane dania zwykle sa wyrzucane. Jak podkreslaja Graham-
Rowe i wsp. [12], cze$¢ konsumentow w gospodarstwach domowych zaktada bowiem,
ze ich spozycie jest ryzykowne.

Natomiast niedostosowanie masy przygotowanych positkow do potrzeb cztonkéw
gospodarstwa domowego moze skutkowaé marnotrawstwem resztek [13]. Resztki tale-
rzowe (zarowno jadalne i niejadalne) stanowity natomiast prawie 15 % masy zywnosci
wyrzuconej w ciggu tygodnia. Stwierdzono, ze w okolo 1/4 gospodarstw domowych
nie byto resztek talerzowych (% mody = 26,40), a najwyzsza zanotowana masa resz-
tek, wyniosta prawie 9 kg w ciggu tygodnia.

Uzyskane wyniki wskazaly, ze w duzej czgéci gospodarstw nie marnowano
w ciggu siedmiu dni badan wigkszosci badanych subkategorii zywnosci (% mody).
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Wyniki te sa zgodne m.in. z badaniami Qi 1 wsp. [23] i Li 1 wsp. [20] przeprowadzo-
nymi w Chinach. Autorzy badania ttumacza to m.in. niedostatecznymi warunkami
ekonomicznymi i udzialem w badaniu gospodarstw z obszaréw wiejskich, w ktorych
marnuje si¢ pordwnywalnie mniej zywnosci. W badaniach wiasnych 39% gospodarstw
zlokalizowanych bylo na wsi, co moze w pewnym zakresie ttumaczy¢ uzyskane wyni-
ki.

Analizujac $rednig mase pigciu kategorii zywno$ci zmarnowanych w ciggu tygo-
dnia w gospodarstwie domowym, mozna wskazaé, ze co najmniej 50 %, (czyli ok.
1844 g) zmarnowanej zywno$ci mozna byto unikngé. Zwazywszy, ze w badaniu wia-
snym resztki talerzowe zawieraly czgsci jadalne i niejadalne, udzial ten jest z pewno-
$Scig wigkszy. W badaniach przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii takze oszacowano,
ze mozliwe bylo unikniecie ok. 60 % zmarnowanej zywnosci [25]. Znaczny udzial
zmarnowanej zywnos$ci, ktorej mozna byto unikngé, stwarza szanse na ograniczenia
tego niekorzystnego zjawiska.

Resziki talerzowe / Plate leftovers

578,34 g/GD*tydzien |
gHH**/week

Dania gotowe przygotowywane w domu /
Dishes prepaved at home
479,54 g/GDVtydzien / g HH/week

Niejadalne czesci dywnoself
Inedible paris of food
1434, 79 g/GD/tydzien /

g HH/week

Srednio/ Average

385737 g/GDViydzien
3,17% ! g/HH/week

Dania gotowe z zewngtrz / Ready dishes

from the outside |

122,19 g/GD/tydzien / g HH/ Week

Produkty speiyweze i polprodukty / Food product
and semi-finished products

1242,50 g/GD/tydzien  g/HH/week

Rys. 1. Srednia masa zmarnowanej w ciagu tygodnia zywnosci w gospodarstwie domowym, z uwzgled-
nieniem kategorii zywnosci

Fig. 1. Average food waste in households per week taking into account food categories

Objasnienia / Explanatory notes:

*GD - Gospodarstwo Domowe, **HH - Household



Tabela 2. Wartosci statystyk opisowych dotyczace $redniej masy zmarnowanej zywnosci w ciggu tygodnia w gospodarstwie domowym
Table 2.  Descriptive statistics results regarding the average weight of food wasted per week in a household

Zmarnowana zywnos$¢ (g/GD/tydzien)/ sD Moda / | % Mody /
. - Food waste (g/HH/week) Mode Mode
Kategorie zywnos$ci / Food category
: . Mediana /
Sr./ Mean Min. Max. Median
Niejadalne cze$ci zywnosci / Inedible parts of food 1434,79 0,00 12621,00 1091,00 1358,13 0,00 1,80
Swieze, mroZOI:ce owoce i warzywa / Fresh, frozen 31542 0,00 7918,00 120,00 63057 0,00 30.20
ruit and vegetables
Pieczywo / Bread 234,30 0,00 3100,00 126,00 323,77 0,00 17,00
Produkty mleczarskie / Dairy products 155,39 0,00 3879,00 50,00 293,34 0,00 39,40
Napoje gazowane i niegazowane, soki / Carbonated 9752 0,00 3856,00 0,00 325,03 0,00 7560
and still drinks, juices

Surowce Wedliny / Cold cuts 89,32 0,00 5050,00 20,50 274,80 0,00 35,40
i potprodukty Dodatki, przyprawy i uzywki / Additives, spices and 76.92 0.00 3067.00 0.00 254 10 0.00 68.60

spozywcze / Food stimulants ' ' ' ’ ' ' '
products and Produkty zbozowe / Cereal products 75,38 0,00 5000,00 0,00 313,15 0,00 74,00
semi-products Przetwory owocowe i warzywne / Fruit and 51.94 0,00 5252,00 0,00 261,44 0,00 77.40

vegetable preserves

Stodycze i stone przekaski / Sweets and salty snacks 45,45 0,00 1975,00 0,00 160,35 0,00 73,40
Swieze mieso i ryby / Fresh meat and fish 44,72 0,00 3259,00 0,00 189,76 0,00 80,00
Mrozone migso i ryby / Frozen meat and fish 32,77 0,00 3636,00 0,00 222,09 0,00 89,80
Thuszcze / Fats 31,05 0,00 3295,00 0,00 177,82 0,00 80,60
Przetwory migsne i rybne / Meat and fish preserves 23,35 0,00 980,00 0,00 77,74 0,00 81,40
Dania z zewnatrz / Dania kupione / Ready-made dishes 54,38 0,00 3164,00 0,00 219,17 0,00 82,80
Ready dishes from Dania otrzymane /dishes received 36,19 0,00 1369,00 0,00 133,95 0,00 88,40
the outside Gotowe dania zamowione / Dishes ordered 31,62 0,00 1138,00 0,00 115,14 0,00 86,40




. Zupy / Soups 183,93 0,00 2940,00 0,00 360,14 0,00 54,40
szr:]'g\fvr%?ﬁl‘f/ Dania mieszane / Mixed dishes 104,41 0,00 2172,00 0,00 231,32 0,00 64,60
Dishes prepared at Dodatki skrobiowe / Starch additives 78,11 0,00 3635,00 0,00 238,94 0,00 67,80
home Dania migsne / Meat dishes 67,79 0,00 1650,00 0,00 172,56 0,00 71,00
Desery / Desserts 45,29 0,00 1040,00 0,00 127,43 0,00 75,20

Resztki talerzowe / Plate leftovers 578,34 0,00 8821,00 208,50 1006,86 0,00 26,40
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Wplyw dnia tygodnia na poziom marnowanej Zywnosci

W badaniach zweryfikowano wptyw dnia tygodnia na ogo6lna mas¢ zmarnowane;j
zywnosci 1 na piec¢ jej kategorii. Uwzgledniajac masg¢ ogoélng zywnos$ci zmarnowanej
W ciagu tygodnia badan (1944,21 kg), najwiecej zmarnowano jej w dni weekendowe,
tj. sobote i niedzielg, odpowiednio 15,37 % i 15,18 % (Tab. 3). Okreslono, ze w sobotg
marnowano Srednio 598 g zywnosci w przeliczeniu na jedno gospodarstwo domowe,
a w niedziele — nieco ponad 590 g (Rys. 2a).

Dalsza analiza, uwzgledniajaca poszczeg6lne kategorie zywnosci (Tab. 3), po-
zwolita stwierdzi¢, ze w 500 gospodarstwach domowych w poszczegélnych dniach
tygodnia zmarnowano: (1) niejadalnych czesci zywnos$ci powstatych w czasie przygo-
towywania positkéw od 95,19 (wtorek) do 113,40 kg (niedziela), (2) surowcow i pot-
produktow spozywczych od 84,35 kg (wtorek) do 105,69 kg (sobota), (3) dan goto-
wych z zewnatrz od 7,83 kg (wtorek) do 10,19 kg (czwartek), (4) dan przygotowanych
w domu od 28,27 kg (piatek) do 37,33 kg ($roda), oraz (5) resztek talerzowych od
37,57 kg (poniedziatek) do 51,80 kg (niedziela).

Tabela 3. Masa zmarnowanej w zywnosci (kg) w gospodarstwach domowych (n = 500) z uwzgl¢dnie-
niem dni tygodnia (%)

Table 3.  Mass of food wasted (kg) in households (n = 500) including days of the week (%)
Kategorie zywnosci / Food category
Niejadalne Surowce i Dania z Dania Resztki
Dzien tyg./ Ocdlem / cze$ci zywnosci | potprodukty zewnatrz/ | przygotowane | talerzowe /
Day of the “.’Tl. otal / Inedible parts | spozywcze / Ready w domu / Plate
week of food Food products | dishes from Dishes leftovers
and semi- the outside prepared
products at home
Pon./ Mon 270,59 99,44 91,54 8,90 33,13 37,57
) 0 ) 0 ) 0 i 0 ) 0 , 0
) ' (13,92 %) (13,86 %) (14,38 %) (14,56 %) (13,82 %) (12,99 %)
Wt/ Tue 262,28 95,19 84,35 7,83 36,09 38,83
y 0 ) 0 ) 0 y 0 s 0 s (]
' ) 13,49 % 13,27 % 13,25 % 12,81 % 15,05 % 13,43 %
S/ Wed 270,75 96,20 90,95 8,29 37,33 37,99
’ ’ , () , (] , () , () , () , ()
13,93 % 13,41 % 14,28 % 13,56 % 15,57 % 13,14 %
Czw. / Thu 285,55 108,04 91,85 10,19 34,52 40,95
) 0 ) 0 ) 0 ) 0 , 0 , 0
) © | (14,69 %) (15,06 %) (14,42 %) (16,67 %) (14,40 %) (14,16 %)
Pt/ Fri 261,04 100,90 85,85 8,39 28,27 37,62
y 0 ) 0 ) 0 y 0 s 0 s (]
' ) 13,43 % 14,07 % 13,48 % 13,73 % 11,79 % 13,01 %
Sob. / Sat 298,92 104,21 105,69 8,88 35,72 44,41
) Y ) 0 ) 0 f 0 ) 0 , 0
' ) (15,37 %) (14,53 %) (16,60 %) (14,53 %) (14,90 %) (15,36 %)
Niedz. / Sun 295,09 113,40 86,54 8,64 34,71 51,80
) 0 ) 0 ) 0 ) 0 , 0 , 0
) " | (15,18 %) (15,81 %) (13,59 %) (8,64 %) (14,48 %) (17,91 %)
Suma/Total | 194421 717,38 636,77 61,12 239,77 289,17
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f) resztki talerzowe / plate leftovers

Srednia masa zmarnowanej zywnosci (g) w przeliczeniu na 1 gospodarstwo domowe z uwzgled-

nieniem kategorii zywnosci (a-f) oraz dnia tygodnia

Fig. 2.
day of the week

Average weight of wasted food (g) per household, taking into account food categories (a-f) and
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Srednia masa zmarnowanej zywnosci, w przeliczeniu na jedno gospodarstwo do-
mowe, z uwzglednieniem kategorii Zzywnosci, zostala zaprezentowana na rysunku 2 (b-
f). Stwierdzono, ze w statystycznym gospodarstwie domowym, najwiecej produktow
i potproduktow spozywczych wyrzuca si¢ z chtodziarki domowej czy szafek w kuchni
w sobote, czyli w dzien, w ktorym Polacy najczeSciej robig zakupy spozywcze. Pod-
kresla si¢, ze po wprowadzeniu w 2018 roku zakazu handlu w niedzielg, ten dzien stat
sie wyjatkowo wazny dla wiekszo$ci kanatow handlu, a w szczegdlnosci dla dyskon-
tow oraz hipermarketéw [34]. Wykazano, ze zachowania zakupowe, a takze sam pro-
ces przygotowania do zakupdw przyczyniaja si¢ do marnowania zywnosci w gospodar-
stwach domowych [30], a korzystanie z listy zakupdéw pozwala znacznie ograniczy¢ to
zjawisko [27]. Nie bez znaczenia jest tez czestotliwos¢ zakupow. Di Talia i wsp. [10]
w swoich badaniach wykazaty, ze niska czestotliwos¢ zakupdéw zywnosci zwigksza
tendencj¢ do jej marnowania w gospodarstwach domowych. Natomiast Ostergaard
i Hanssen [24], badajagc marnotrawstwo $§wiezego pieczywa, odkryli, Zze osoby marnu-
jace wiecej chleba kupujg go czesciej i w wigkszych ilosciach.

W badaniach wtasnych stwierdzono, ze w pozostate dni tygodnia (poza sobotg),
W przecietnym gospodarstwie domowym wyrzucano od 20,2 % (wtorek) do 13,1 %
(czwartek) mniej produktow spozywczych z szafek i szaf chlodniczych (Rys. 2 b).
Uwage zwrocono takze na mas¢ zmarnowanych dan, ktdre przygotowano w domu
(Rys. 2 d). Stwierdzono, ze w statystycznym gospodarstwie domowym najwigkszej ich
ilosci pozbywano si¢ w $rod¢. Biorac pod uwage fakt, ze daniami marnowanymi
w najwigkszym stopniu sg zupy, a nastepnie dania mieszane (Tab. 2), mozna sadzi¢, ze
konsumenci, ktorzy przygotowali je w weekend, po 2 + 3 dniach przechowywania,
wyrzucajg nieskonsumowang cz¢$¢. Najmniej gotowych dan w statystycznym polskim
gospodarstwie domowym marnuje si¢ w piatek (o 24,4 % mniej w stosunku do $rody).

Ze wzgledu na fakt, ze w masie resztek talerzowych zawarte sg zarbwno czgsci
niejadalne, jak i jadalne, szczegdlng uwage zwrocono takze na t¢ frakcje zywnosci
(Rys. 2 ). Okreslono, ze najwicksza masa resztek talerzowych generowana jest w go-
spodarstwie domowym w dni weekendowe, zwlaszcza w niedziele. W dniach robo-
czych w statystycznym gospodarstwie domowym wyrzucano od 27,5 % (poniedziatek)
do 20,9 % (czwartek) mniej resztek talerzowych w stosunku do niedzieli.

Struktura gospodarstwa domowego a poziom zmarnowanej zywnosci

Analizujac dane, zweryfikowano wptyw wielkosci gospodarstwa domowego
(liczba 0s6b) na mas¢ zmarnowanej zywnosci, w ciggu tygodnia (Tab. 4). Analiza wa-
riancji wskazata, ze jedynie w przypadku dan gotowych otrzymanych/nabytych z ze-
wnatrz, wielko$¢ gospodarstwa domowego nie miala istotnego wptywu na zmarnowa-
ng masg¢. W gospodarstwach 3-, 4- i powyzej 4-osobowych zmarnowano wigcej
zywnosci, w poréwnaniu z gospodarstwami 1- i 2-osobowymi. W gospodarstwach 1- i
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2-osobowych zmarnowano porownywalng mase (grupa jednorodna) surowcoéw i pot-
produktéw spozywczych, dan przygotowywanych w domu, resztek talerzowych.
Stwierdzono, ze w gospodarstwach 2-0sobowych wyrzucano istotnie wigcej jedynie
niejadalnych czes$ci zywnosci powstalych w czasie przygotowywania positkow (grupa
niejednorodna), w stosunku do gospodarstw 1-osobowych. Roznica ta spowodowana
byla zapewne faktem, ze m.in. w gospodarstwach domowych jednoosobowych, po-
dobnie jak w gospodarstwach osob wyzej wyksztatconych, czy w rodzinach niepetnych
oraz wsrdéd matzenstw z jednym dzieckiem, obserwowane sg wicksze wydatki na ustu-
gi gastronomiczne [15]. Zatem w najmniejszych gospodarstwach, korzystajacych cze-
$ciej z ushug gastronomicznych, konsumenci rzadziej przygotowuja positki w domu, a
tym samym generujg mniejszg mas¢ niejadalnych czgsci zywnosci powstatych w czasie
ich przygotowywania.

Tabela4. Srednia masa zmarnowanej w ciagu tygodnia zywnosci (g) z uwzglednieniem wielkosci go-
spodarstwa domowego
Table 4. Average weight of food wasted per week (g) taking into account a size of the household

V/Vézlslljll tasnc?f“tzk?; gﬁ;llar;% : Wielko$¢ gospodarstwa domowego /
Kategoria zywnosci / of variance y Household size
Food category —

p-wartosc E 1 2 3 >4

/ p-value ' ' ' -
Nicjadalne czgsci zywnosei /g 50 11,50 | 959,42° | 1357,76" | 1722,99% | 1834,84¢
Inedible parts of food
Surowce i potprodukty spozyw-
cze / Food products and semi- 0,015* 3,51 1009,17% | 1076,08% | 1731,00° | 1433,12%
products
Dania gotowe z zewnatrz /
Ready dishes from the outside 0,060 2,48 89,88 94,57 188,18 137,52
Dania przygotowane w domu /| - o 7,90 347,04* | 382,70 | 521,31° | 710,43°
Dishes prepared at home
Reszlki talerzowe / Plate le- 0,025+ 313 | 421,34 | 507,64 | 784,31° | 672,55
Ogoétem / Total 0,000* 11,05 2826,86% | 3418,74% | 4947,80° | 4788,47°
Objasnienia / Explanatory notes:
*p < 0,05

Chociaz najwigksza mas¢ zmarnowanych surowcow i potproduktow spozyw-
czych oraz resztek talerzowych odnotowano w przypadku gospodarstw 3-osobowych,
to na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej nie stwierdzono, by roznica ta
bylta znaczaca w stosunku do gospodarstw 4-osobowych i wigkszych (grupa jednorod-
na). Zauwazono natomiast, ze w najwiekszych gospodarstwach domowych marnowano
w ciggu tygodnia istotnie wigcej dan przygotowanych w domu (Tab. 4).
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a) gospodarstwa domowe jednoosobowe / single-person households
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Rys. 3. Srednia masa zmarnowanej zywnosci (g) w przeliczeniu na 1 gospodarstwo domowe z uwzgled-
nieniem kategorii zywno$ci, tygodnia oraz wielko$ci gospodarstwa domowego (a-d)

Fig. 3.  Average weight of wasted food (g) per household, taking into account food category, week and
household size (a-d)

Objasnienia / Explanatory notes:

*GD - Gospodarstwo Domowe, **HH - Household

Zwracajac uwage na mas¢ zmarnowanej zywnosci w gospodarstwach domowych
o roznej strukturze z uwzglednieniem poszczegdlnych dni tygodnia stwierdzono, ze
wyrzucanie surowcow i polproduktéw spozywezych z chlodziarki domowej i szafki
W sobote ma miejsce przede wszystkim w gospodarstwach 3-osobowych (Rys. 3 c).
Odnotowano, ze w tym dniu weekendowym, w tego typu gospodarstwach domowych
zmarnowano $rednio 399,4 g surowcow i polproduktow spozywczych, podczas gdy
w gospodarstwach 1-osobowych wyrzucano 150,3 g, w gospodarstwach 2-osobowych
— 150,4, g, a gospodarstwach 4-osobowych i wickszych — 198,8 g. Analiza danych
pozwolita stwierdzi¢, ze w gospodarstwach domowych 3-osobowych dominowal mo-
del sktadajacy si¢ z dwodch oséb dorostych i jednej osoby niepeinoletniej (n = 54,
54,5 %), nastepnie z trzech 0sob petnoletnich (n = 42, 42,4 %). Obserwacja ta wydaje
si¢ istotna w kontekscie prognoz dotyczacych liczby gospodarstw domowych i ich
struktury w Polsce do 2050 roku. Liczba gospodarstw domowych wedlug danych Na-
rodowego Spisu Powszechnego z 2021 roku wynosita 12 516 459. Przecigtna liczba
0s0b w gospodarstwie domowym wyniosta 2,99, natomiast dzieci — 1,61 [5]. Prognozy
dotyczace gospodarstw domowych w Polsce wskazuja, ze przecietna liczba 0sob przy-
padajacych na gospodarstwo bedzie si¢ systematycznie zmniejsza¢ i w roku 2050 wy-
niesie okoto 2,50. Wskazuje sie tez, ze w gospodarstwach z dzie¢mi dominowac bedzie
model z jednym nieletnim (15,4 %), podczas gdy zaledwie 7,7 % gospodarstw bedzie
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miato 2 dzieci. Wedlug prognozy ok. 3/4 polskich gospodarstw domowych w roku
2050 beda stanowity gospodarstwa bezdzietne [14]. Dlatego tez, w kontekscie marno-
trawstwa zywnoS$ci, wydaje si¢ szczegélnie istotne zwrdcenie uwagi na mniejsze go-
spodarstwa domowe, w tym szczegodlnie 3-0sobowe.

W gospodarstwach 1-osobowych, czwartek okazat si¢ dniem, w ktorym stwier-
dzono najwickszg §rednig mas¢ wyrzucanych z chlodziarki domowej i szafek surow-
codw i polproduktéw spozywezych. Zwrocono uwage na fakt, ze zarowno w gospodar-
stwach 1-, jak i 3-osobowych udzial zmarnowanych surowcéw i polproduktéw
stanowit ok. 35 % w ogolnej masie zywnos$ci zmarnowanej w ciaggu tygodnia badan
(Rys. 3 a, ¢), podczas gdy w pozostatych typach gospodarstw wyniost on ok. 30 %
(Rys. 3 b, d). W gospodarstwach 2- i 4-osobowych masa wyrzucanych w poszczegol-
nych dniach tygodnia surowcow i podtproduktéw spozywcezych byta na poréwnywal-
nym poziomie.

Whioski

1. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w ciggu jednego tygodnia
w statystycznym gospodarstwie domowym zmarnowano 3,9 kg zywnosci, w tym
ponad 1/3 $redniej masy stanowity czgsci niejadalne powstajace w czasie przygo-
towywania positkow.

2. W statystycznym gospodarstwie domowym w ciggu tygodnia najwiecej zmarno-
wano owocow i warzyw ($rednio 315,42 g), pieczywa ($rednio 234,30 g) i produk-
tow mleczarskich (Srednio 155,39 g).

3. Stwierdzono, ze W polskich gospodarstwach domowych najwiecej produktow
i potproduktow spozywcezych wyrzucano z chtodziarki domowej i/lub szafek
w kuchni w sobote.

4. Zupy, jako dania przygotowane w gospodarstwach domowych, byly marnowane
W najwigkszej masie.

5. W gospodarstwach 3-oscbowych i liczniejszych marnowano wigcej zywnosci
W poréwnaniu z gospodarstwami 1- i 2-osobowymi.

6. Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji stwierdzono, ze jedynie w przy-
padku dan gotowych otrzymanych/nabytych z zewnatrz, wielko$¢ gospodarstwa
domowego nie miala istotnego wplywu na zmarnowang mase.

Badania zostaly sfinansowane na podstawie umowy z Narodowym Centrum Ba-
dan i Rozwoju Nr Gospostrategl/385753/1/NCBR/2018 na realizacje i finansowanie
projektu w ramach strategicznego programu badan i prac rozwojowych “Spoteczny
i gospodarczy rozwdj Polski w warunkach globalizujgcych sie  rynkow -
GOSPOSTRATEG” zatytulowanego “Opracowanie systemu monitorowania marno-
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wanej zZywnosci i efektywnego programu racjonalizacji strat i marnotrawstwa zZywno-
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HOUSEHOLD SIZE AND DAY OF THE WEEK AND THE LEVEL OF WASTED FOOD

Summary

Background. Food waste occurs in the entire food chain, but to the greatest degree in households. For
this reason, it is important to know both the causes of this unfavourable phenomenon and its scale in the

area

of consumption. The aim of the study was to determine the volume of wasted food in 500 households

and per household, taking into account five product groups, and to examine the relationship between the
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household size and consecutive days of the week on the mass of wasted food. The study was carried out in
2019 on a representative, nationwide random quota sample of 500 households, at respondents' homes, for
seven consecutive days. It consisted of two modules: an interview conducted by an interviewer (the Com-
puter-Assisted Personal Interviews method) and a paper diary in which a person designated in a given
household recorded the amount of food wasted on each subsequent day.

Results and conclusions. Based on the study, it was found that in one week, an average of 3.9 kg of
food was wasted in each household, of which over one-third of the average mass included inedible parts
generated during food preparation. In an average household, fruit and vegetables were food products that
were wasted during the week in the highest quantities, followed by bread and dairy products. It was found
that in Polish households most food products and semifinished products were thrown away from a refrig-
erator and/or kitchen cupboards on Saturday. The dishes prepared at home and wasted to the highest de-
gree were soups, which were disposed of mainly on Wednesday. More food was wasted in households
with more than three people, compared to households with one and two people.

Key words: food waste, household, household size, day of the week, food waste scale
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GRAZYNA BORTNOWSKA

EFFECTS OF COMPOSITION OF GLUTEN-FREE BINARY GELS
ON THE RETENTION AND RELEASE OF AROMA COMPOUNDS

Summary

Background. Gluten-free binary gels (BGs) composed of polysaccharides and animal proteins appear
to be food products of great practical importance due to the constantly increasing risk of coeliac disease.
Moreover, understanding the factors influencing the stability of aroma compounds (ACs) is very important
because consumer acceptance of food is mainly dependent on aroma. The objective of this research was to
determine the thermodynamic and kinetic behavior of ACs in BGs prepared with starches varying in am-
ylose content depending on the concentration of myofibrillar proteins (MPs). BGs were prepared with 8 %
of waxy rice starch (WRS) or tapioca starch (TS) and MPs ranged from 2 to 12 %. BGs were aromatized
with: 1-heptanol, nonanal, 2-butanone, ethyl acetate, s-(+)-carvone. The studies included measurements of:
rheological properties of BGs, non-covalent interactions between myosin and ACs, retention and release
of ACs and enthalpy of ACs vaporization (AHyap).

Results and conclusions. The main non-covalent interactions between myosin and ACs were hydro-
gen bonds and hydrophobic interactions. Retention and release parameters, determined during refrigerated
storage (12 days) were statistically significantly (p < 0.05) dependent on: starch type, MPs concentration
and physicochemical properties of ACs. The ACs release rate constants were statistically significantly
(p < 0.05) correlated with those of rheological parameters derived from first order kinetic equation. AH,4,
values found in TS-based BGs were generally lower (p < 0.05) than in counterparts prepared using WRS.
BGs with a relatively high protein content can be intended for direct consumption and as subsystems for
other food products to increase ACs stability.

Key words: binary gels, aroma, interactions, retention and release, vaporization enthalpy

Introduction

Gluten-free binary gels (BGs) composed of polysaccharides and animal proteins
seem to be very promising food products due to the constantly increasing number of
coeliac disease cases [13, 26]. Among the polysaccharides, the most noteworthy is
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starch, which is a biodegradable, inexpensive biopolymer and has been widely used as
a functional ingredient of many food products. At the molecular level, starch mainly
consists of linear amylose (AM) and highly branched amylopectin (AP) and the
AM/AP ratio affects the rheological properties of starch-based gels [27]. Myofibrillar
proteins (MPs) are the main component of muscle proteins, accounting for 55 + 65 %
of total muscle proteins. Myosin is the most abundant and asymmetric molecule of
MPs, with two heavy polypeptide chains and four light polypeptide chains, mainly
responsible for gelation in meat proteins [9].

Aroma is considered a key ingredient improving the organoleptic properties of
food and increasing its acceptability by consumers [15]. Therefore, scientists take in-
spiration from manufacturers to increase the stability of aroma compounds (ACs) in
food products. Both thermodynamic and kinetic mechanisms influence the retention
and release of ACs into the headspace. The thermodynamic parameter is related to the
air/matrix partition coefficient, determined under equilibrium conditions, while the
kinetic parameter characterizes the rate of ACs release from the matrix [5, 19]. The
ACs that can be found in food can be classified as: hydrocarbons, aldehydes, ketones,
alcohols, esters, terpenes, sulfur compounds and others [4]. They are at least moderate-
ly lipophilic and therefore the lack of lipids in BGs may negatively impact the stability
of ACs in food systems. It seems that a certain solution in this regard may be the incre-
ased addition of biopolymers that reversibly interact with ACs [7]. ACs form chemical
and physical bonds with carbohydrates, but proteins play a key role because strong
ACs binding minimizes their release [15]. Therefore, it can be hypothesized that by
manipulating the type and concentration of the biopolymer, it would be possible to
differentiate the rheological properties of BGs and the range of interactions with ACs
belonging to different chemical classes, as well as to model their retention and release
from food systems. In the light of this hypothesis, the aim of the study was to determi-
ne the thermodynamic and Kkinetic behavior of ACs in BGs prepared with starches va-
rying in amylose content depending on the increasing concentration of MPs.

Materials and methods
Materials

Beef meat (M. semimembranosus) was purchased from a meat purveyor. Pregelat-
inized starches: tapioca starch, TS (19.2 % amylose) and waxy rice starch, WRS
(96.8 % amylopectin) were donated by Ingredion GmbH (Hamburg, Germany). Aroma
compounds (purity > 98 %): 1-heptanol, nonanal, 2-butanone, ethyl acetate, s-(+)-
carvone) and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Poland). The phys-
icochemical properties of ACs are presented in Table 1. Throughout this work, unless
otherwise stated, the concentration is expressed in wt %.
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Table 1.  Physicochemical properties of aroma compounds
Tabela 1. Wtasciwosci fizykochemiczne substancji zapachowych

MW MV Logp | WSol* BP D* oD
@mol) | (emmory | ™97 | @L™) | (Q) | (gmL?)

HAL 116.2 141.4 262 | 125 | 176 021 | aromatic/
aromatyczny
floral /

NAL 142.2 172.4 327 | 009 | 195 0.826 ;
kwiatowy

BAE 7211 89.62 029 | 13 | 796 | ogos | Mt/
OWOocoWy

EAE 88.11 97.81 0.73 64.1 77.1 0.902 | Pineapple/
ananasowy
spice /

CVE 150.2 156.3 307 | 131 | 231 0962 | o awowy

Explanations / Objasnienia:

(1) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone (BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-
carvone (CVE). (2) Physicochemical and sensory properties of aroma compounds: molecular weight
(MW), molar volume (MV), hydrophobicity (Log P), water solubility (WSol), boiling point (BP, 760 mm
Hg), density (D), and odor descriptor (OD). (3) Data retrieved from database
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov and http://www.chemicalbook.com

* Values determined at 25 °C.

(1) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon (BAE), octan etylu (EAE), s-
(+)-karwon (CVE). (2) Wiasciwos$ci fizykochemiczne i sensoryczne substancji zapachowych: masa cza-
steczkowa (MW), objetosé molowa (MV), hydrofobowos¢ (Log P), rozpuszczalno$¢ w wodzie (WSol),
temperatura wrzenia (BP, 760 mm Hg), gestos¢ (D) i deskryptor zapachu (OD). (3) Dane pobrane z bazy
danych http://pubchem.nchi.nim.nih.gov and http://www.chemicalbook.com

* Wartoéci wyznaczone w 25 °C.

Methods

Fluorescence spectroscopy, determination of Stern-Volmer quenching constants, bind-
ing and thermodynamic parameters of ACs-myosin (MYO) interactions

The research was carried out using procedures described by Bortnowska [5], with
a slight modification. MYO solution (0.75 mg mL ™) was prepared by dissolving the
protein in a phosphate buffer solution (20 mM K,;HPO4/KH,PO,4, 0.6 M NaCl, pH 7.0)
and stored at 4 °C before use. The ACs were added separately to the vials containing
MYO solution to obtain final concentrations of 2 + 12 x 10> M, and then capped im-
mediately. The control sample contained only MYO solution. All the samples were
stored (periodically shaken) at temperatures: 35, 45, 55 and 65 °C, and the time of 12 h
was sufficient to reach equilibrium for each aroma compound. Fluorescence emission
spectra were recorded from 300 to 500 nm after excitation at 280 nm with a LS-55
fluorescence spectrometer (Perkin Elmer, Waltham, USA). The slit widths were 5 nm
for both excitation and emission. The fluorescence quenching mechanism induced by
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ACs was determined according to Stern-Volmer equation: Fo/F = 1 + Ksy[Q] = 1 +
Kqo[Q], where: Fy and F, are the fluorescence intensity in the absence and presence of
guencher; Ksy, Stern-Volmer quenching constant; [Q], aroma compound (AC) concen-
tration; Ky = Ksy/to, bimolecular quenching rate constant and to = 1078 s, average life-
time of the biomolecule without quencher. The binding constant (Ky) and number of
binding sites (n,) associated with the ACs-MYO interactions were calculated from the
relationship: log [(Fo — F)/F] = log K, + n, log [Q]. Thermodynamic parameters, related
to changes: enthalpy (AH), entropy (AS) and Gibb's free energy (AG) after ACs bind-
ing, were determined from the equations: In K, = ~AH/RT + AS/R and AG = AH —
TAS, respectively, where: R, gas constant (J mol™ K™) and T, temperature (K).

Gluten-free binary gels (BGs) preparation

BGs were manufactured using the procedures of Bortnowska [6], with modifica-
tion. The MPs were dissolved in 50 mM sodium phosphate buffer including 0.6 M
NaCl (pH 6.2) to obtain experimentally required concentrations. Subsequently, WRS
or TS were added and the suspensions were mixed together to prepare samples com-
posed of 8 % starch (WRS or TS) and MPs ranging from 2 to 12 %. During the mixing,
0.1 % potassium sorbate was added. Subsequently, the mixtures were pasteurized by
heating (5 °C min™) in a water bath to 90 °C, kept at this temperature for 10 min, rapid-
ly cooled to 5 °C with an ice-water mixture and homogenized for 20 s at 14,000 rpm.
Subsequently, the ACs (HAL, NAL, BAE, EAE, CVE) were added separately, each at
a concentration of 600 mg L. The BGs were stored at 5 °C for 6 h and then used for
further analyses.

Physicochemical properties measurements

The physicochemical properties of the BGs during 12 days of refrigerated (5 °C)
storage (RST) were determined following the general procedures reported previously
[6]. For the determination of water holding capacity (WHC), the gel samples (M) were
centrifuged (2400 g, 15 min) and reweighed (M,). WHC was calculated from the equa-
tion; WHC (%) = My/M; x 100. The rheological properties of the BGs were deter-
mined using a strain/stress controlled AR-G2 rheometer (TA Instruments, New Castle,
DE, USA), equipped with a cone—plate geometry (cone angle 2°, diameter 60 mm, gap
62 um). Flow curves were obtained at shear rates (7) in the range of 0.01-100 s * and
the data obtained was fitted to the Herschel-Bulkley model: © = 1o + k", where: ,
shear stress (Pa); 1o, yield stress (Pa); k, consistency index (Pa s"); and n, flow behavior
index (-). Frequency sweep tests were carried out at a frequency of 0.01-100 Hz with
0.1 % fixed strain and: storage modulus (G, Pa), loss modulus (G”, Pa) were recorded
versus frequency (o). The quality factor was derived from the relation: Q = 2rn (K'/K")
o™ " where: K’, K", n’, n”, coefficients derived from the equations: G’ = K'e", G” =



248 Grazyna Bortnowska

K"®". The values of the determined parameters (P: k, o Q) were fitted to the first
order kinetic equation: d[P]/dt = + k[P], and the appropriate rate constants: ki, K, Kq
(day™) were used for further calculations.

Surface hydrophobicity, chemical interactions, total sulfhydryl and free amino groups
determination

The surface hydrophobicity (S,) of MPs was determined using 8-anilino-1-
naphthalenesulfonate (ANS), as described by Deng et al. [10], with a slight modifica-
tion. Fluorescence intensity (FI) was measured using a LS-55 fluorescence spectrome-
ter (Perkin Elmer, Waltham, USA) at 374 nm (excitation) and 485 nm (emission), with
excitation and emission slits set at 5 nm. S, was determined as the slope of the plot of
FI against MPs concentration (0.05 + 0.35 mg/mL). The chemical interactions of the
MPs were calculated using the method described by Zhou et al. [29]. The soluble pro-
tein contents were measured by the Kjeldahl method to quantify: ionic bonds (IB),
hydrogen bonds (HB), hydrophobic interactions (HI) and disulfide bonds (DB). Total
sulfhydryl (=SH) groups (TSG) content was determined as described by Diao et al.
[11] applying 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The absorbance was meas-
ured at 412 nm and the TSG content (hm mg * protein) was calculated using a molar
extinction coefficient of 13,600 M™* cm™. The free amino (—~NH,) groups (FAG, nmol
mg " protein) were quantified according to Cao & Xiong [8], with the use of 2,4,6-
trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS). Absorbance was measured at 420 nm and the
FAG content was assessed from the calibration curve produced with L-leucine.

Static headspace gas chromatography-mass spectrometry (SH-GC-MS)

SH-GC analyses were performed on an AutoSystem XL gas chromatograph (Per-
kin-Elmer, Switzerland), following the previously published procedures by Bortnow-
ska [5], with a slight modification. Headspace vials (22.3 mL) were filled with
5+ 0.01 mL of BGs, immediately closed and incubated in an ST1/B/60 incubator (Pol-
Eko-Aparatura, Poland). A time of 6 h was sufficient to reach equilibrium for each
aroma compound, regardless of sample composition. Headspace vials containing BGs
were placed into Perkin-Elmer TurboMatrix 16 autosampler, kept at experimentally
required temperature and then the headspace sample of 1 mL was automatically with-
drawn and injected with splitless mode into a PE-5MS capillary column (30 m x
0.25 mm i.d. x 0.25 pum film thickness) in GC. Helium (purity > 99.99 %) was used as
carrier gas at a flow of 1.1 mL min*. The temperature of the column oven was initially
set to 60 °C, subsequently increased to 220 °C with a rate of 15 °C min*. The quadru-
pole-type mass spectrometer (MS, TurboMass) operated in the electron impact mode
with an electron energy of 70 eV, collecting data at a rate of 1 scan s *. Blank samples
(without ACs) were analyzed to determine whether additional volatiles were formed
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during processing and storage. The ACs were identified by comparing the obtained
mass spectra and retention indices with those of authentic standards. To quantify the
amount of volatiles in the headspace, five ACs calibration curves were plotted using
the peak areas obtained from the GC analysis against known concentrations of each
volatile.

Retention, release kinetics and half-life of ACs release

The retention and release kinetics of the ACs were tested using the following pro-
cedures. Aliquots (400 mL) of each BG were transferred to open 800 mL glass beakers
and stored in a refrigerated container at constant temperature (5 °C, darkness) for 12
days. At fixed time intervals, the retained quantities of the ACs were recorded at equi-
librium conditions and retention values (R) were calculated from the equation: R =
M¢Mi=o, Where: Mo and M,, initial and determined at the fixed times quantities of the
ACs, correspondently. The release kinetics of the ACs from BGs was computed, apply-
ing the Avrami’s equation: R = exp[—(kt)"], where: k;, release rate constant; n,, release
mechanism. The half-life (HL) of ACs release from the BGs was calculated using the
relation: HL = [(—In 0.5)™)/k,.

Thermodynamic study of ACs release

Thermodynamic parameters: gas-binary gel (BG) partition coefficient (k;) and en-
thalpy of vaporization (AH.4,) were determined according to Bortnowska [5]. The k;
values were calculated under conditions of thermodynamic equilibrium at tempera-
tures: 5, 10, 15 and 20 °C. The concentration of aroma compound (AC) in BG was
determined by subtracting the quantity of AC in the headspace from the amount of AC
originally added. AH,,, (kJ mol ™) was calculated using van't Hoff equation: dink/dT =
AH,,/RT?.

Statistical analysis

All the experiments were performed in triplicate. Significant differences between
means (p < 0.05) were confirmed by a one-way analysis of variance (ANOVA) with
Tukey’s multiple comparisons. A two-way analysis of variance was used to examine
the effects of two variables (factors), both individually and together, on the experi-
mental response. In order to determine the relationship between the studied variables,
Pearson correlations were performed. Statistical analyses were carried out using Statis-
tica 8.0 software (StatSoft Inc., USA).
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Results and discussion
Surface hydrophobicity and chemical interactions of myofibrillar proteins (MPs)

The values of surface hydrophobicity and chemical interactions of MPs are pre-
sented in Table 2. In both sets of samples tested (WRS-based BGs, TS-based BGs) the
values of: S,, IB, HB, HI and DB were positively correlated with the increase in MPs
concentration (r > 0.961; p < 0.01) and according to ANOVA were mostly dependent
on MPs concentration (F > 4.92, p <0.01). Generally, the upward trend in the values of
the tested parameters can be considered in terms of the shorter average distance be-
tween protein molecules and a possibly larger number of components available for the
interactions [16, 25]. Additionally, hydrophobic amino acids were probably exposed
during temperature treatment (pasteurization), which contributed to the increase in S,
and HI [21].

Table 2. Surface hydrophobicity and chemical interactions (mg mL™?) of myofibrillar proteins
Tabela 2. Hydrofobowo$é powierzchniowa i interakcje chemiczne (mg mL ™) biatek miofibrylarnych

Waxy rice starch - based binary gels / Tapioca starch - based binary gels /
Zele binarne na bazie skrobi ryzowej woskowej Zele binarne na bazie skrobi tapiokowej
Myofibrillar proteins concentration (%) / Stgzenie biatek miofibrylarnych (%)
2 | 4 [ 6 | 8 [10 J12 2 | 4 | 6 | 8 [10 J12

Surface hydrophobicity / Hydrofobowo$¢ powierzchniowa
276° [ 309" [348° [371° [382" [396' [312° [378" [384° [402° [ 416" | 423"
lonic bonds / Wiazania jonowe
0.14° [ 0.16° [ 0.21° [ 0.25" [ 0.27° [ 0.29° [ 0.12° [ 0.13° [ 0.16° [ 0.18" [ 0.19" [ 0.21°
Hydrogen bonds / Wiazania wodorowe
037° [ 0527 [ 058° [ 0.65" | 0.71° [ 0.74° | 0.28" [ 0.39° [ 0.48° [ 0.56" | 0.58° | 0.62'
Hydrophobic interactions / Oddziatywania hydrofobowe
2.42° | 253" [ 2.84° [ 3.16° | 3.28" | 3.45° | 3.09° | 3.28° | 3.45° [ 3.61" | 3.73" [ 3.91°
Disulfide bonds / Wigzania disiarczkowe
275° | 2.81° [ 2.95° | 3.217 | 349° [ 3.67° | 3.07° | 3.26° | 3.58° | 3.71" | 3.95' [ 4.16°

Explanations / Objasnienia:

Within the rows, mean values marked with the same letters are not statistically different (p < 0.05).

W obrgbie wierszy wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie (p <
0,05).

Water holding capacity (WHC) and rheological properties of binary gels (BGs)

The values of water holding capacity (WHC) and rheological properties of BGs
are demonstrated in Table 3. The values of: WHC, 1o k and Q parameters were corre-
lated positively with the increase in MPs concentration (r > 0.949; p < 0.01), and n
negatively (r < —0.949; p < 0.01). Moreover, ANOVA revealed a high dependence on
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the starch type (ST) and concentration of MPs (F > 4.52 p <0.01). The results showed
that all the studied BGs exhibited non-Newtonian shear-thinning behavior, and the n
values were much less than 0.5, indicating strong pseudoplasticity [12]. The deter-
mined values of 1o, k and Q were well correlated (r > 0.957; p < 0.01) with binding
MPs parameters (Table 2), which may suggest the development of a three-dimensional
network, and consequently, higher values of the tested rheological parameters [25].
Greater values of the: tq k and Q, found in TS-based BGs, than in the case of WRS-
based BGs, may be related to the fact that during the cooling process a large amount of
amylose dispersed in hot gelatinized starch may favor the formation of intra- and in-
termolecular hydrophobic interactions and hydrogen bonds between the starch chains,
creating a new crystallized network of hard gel [17].

Table 3. Water holding capacity and rheological properties of binary gels (5 °C)
Tabela 3. Wodochlonnoéé i whasciwosci reologiczne zeli binarnych (5 °C)

Waxy rice starch - based binary gels / Tapioca starch - based binary gels /
Zele binarne na bazie skrobi ryzowej woskowej Zele binarne na bazie skrobi tapiokowej
Myofibrillar proteins concentration (%) / Stgzenie biatek miofibrylarnych (%)
2 | 4 ] 6 | 8 J 10 ] 12 ] 2 ] 41 6 | 8 | 10 ] 12

Water holding capacity, WHC (%) / Wodochtonno$¢, WHC (%)

842° [89.3° [947° | 984° | 100" [ 100" | 79.6° [ 835° [ 89.6° | 96.8° | 98.7° | 100'
Yield stress, 1o (Pa) / Granica ptynigcia, Tq (Pa)

047° ]0.72° [1.07° [ 152° [ 249° | 3.26" [0.49" [087° | 1.34° | 1.89" [ 351" [ 483

Consistency index, k (Pa s") / Indeks konsystencji, k (Pa s")
208" [279° [4.02° | 513" | 7.16" [ 8.93' [214° [331° [ 465 |6.07° | 950 | 116
Flow behavior index, n (-) / Wskaznik ptynigcia, n (-)

033" [0317 [0.29° [0.27° [ 0.25° [ 0.23*° [0.32' [ 0.29° [ 0.28° [ 0.26" | 0.22* | 0.19°
Quality factor, Q (-) / Wspétczynnik jakosei, Q (-)

127* [159° [ 2017 [ 226" [ 26.1° | 28.7° | 17.4c | 21.6° [ 27.4" | 29.6° | 33.2" [ 36.7

Explanations / Objasnienia:

Within the rows, mean values marked with the same letters are not statistically different (p < 0.05).

W obrebie wierszy wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie rdzniag si¢ statystycznie
(p<0,05).

Stern-Volmer quenching constants, binding and thermodynamic parameters for aroma
compounds (ACs) — myosin (MYQ) interactions

Fluorescence test results are shown in Table 4. In all the studied BGs, a decrease
in fluorescence intensity with increasing ACs concentration was observed (data not
shown). The parameters of Stern-Volmer equation (K, Ky) were positively correlated
(r > 0.794; p < 0.05) with the increase in temperature, which may suggest that binding
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of the ACs to MYO was an endothermic process and tended to stronger MYO-ACs
interactions [3, 18].

Table 4. Stern-Volmer quenching constants, binding and thermodynamic parameters of aroma com-
pounds-myosin interactions

Tabela 4. State wygaszania Sterna-Volmera i parametry termodynamiczne dla interakcji substancji
zapachowych z miozyng

Stern-Volmer Binding parame- Thermodynamic
quenching constants / ters/ parameters /
Stale wygaszania Parametry wigza- | Parametry termodynamicz-
T Sterna-VVolmera nia ne
9 Ksv Ky Ky AG AH AS
(x10°L | (x10%2L | (x20°L | ™ | i | @mol?
mol %) mol*s™) | mol™) ©) mol™®) | mol™) | K
308 3.24 3.24 5.57 134 | —33.9
318 6.03 6.03 3.61 1.21 | —33.8
HAL 328 557 557 2.23 116 | 335 | | 1%
338 6.39 6.39 1.42 1.09 | —33.2
308 2.80 2.80 1.27 1.17 | —-30.1
318 4.39 4.39 211 1.18 | 324
NAL 328 5.98 5.98 3.32 119 | 347 369 218
338 6.87 6.87 4.47 1.21 | —-35.6
308 2.48 2.48 1.08 1.16 | —29.7
BAE 318 4.25 4.25 1.93 117 | 323 341 207
328 5.91 5.91 2.82 1.18 | —34.2
338 6.57 6.57 3.46 121 | —35.8
308 2.89 2.89 3.78 1.29 | —32.9
318 5.13 5.13 241 1.18 | —32.8
EAE 328 5.82 5.82 1.59 112 | a26 | | B4
338 5.89 5.89 1.06 1.08 | —325
308 3.04 3.04 2.59 1.24 | -31.9
318 4.72 4.72 4.03 1.25 | —34.1
CVE 328 6.49 6.49 6.64 1.27 | —36.5 8.1 229
338 7.05 7.05 9.76 131 | —38.7

Explanations / Objasnienia:

(1) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone (BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-
carvone (CVE). (2) Quenching constant (Ksy,), quenching rate constant (K), binding constant (Ky), num-
ber of binding sites (ny), changes: Gibb’s free energy (AG), enthalpy (AH), entropy (AS).

(1) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon (BAE), octan etylu (EAE), s-
(+)-karwon (CVE). (2) Stata wygaszania (Kgy), stala szybkosci wygaszania (K,), stala wigzania (Kp),
liczba miejsc wigzania (n,), zmiany: energii swobodnej Gibbsa (AG), entalpii (AH), entropii (AS).



EFFECTS OF COMPOSITION OF GLUTEN-FREE BINARY GELS ON THE RETENTION AND... 253

The K, values ranged from 2.48 to 7.05 x 10 L mol™* s™ and were larger than
the maximum scatter collision quenching constant (2.0 x 10 L mol* s ), which indi-
cates that fluorescence quenching had a static mechanism [5]. The K, and n, parame-
ters of EAE and HAL were negatively correlated (r < —0.972; p < 0.05) with the in-
crease in temperature and those of: NAL, BAE, CVE positively (r > 0.959; p < 0.05).
The decrease of Ky can be interpreted in terms that EAE and HAL had non-flexible
structure, therefore do not fit properly in the protein's cavity and thus, not bind correct-
ly on the protein's surface [15]. Opposite properties most probably exhibited: NAL,
BAE and CVE. The values of n, were higher than 1, suggesting that more than one
molecule of the ACs were bound on the MYO surface near the troponin residues [3]. In
all the studied samples the AG values were negative, pointing out that the ACs-MYO
interactions were spontaneous. Moreover, negative AG values in relation to EAE and
HAL decreased with increasing temperature, while in the case of: NAL, BAE and CVE
they increased, and these changes had the same trend as Ky and n,. This can be inter-
preted that the ACs-MYO complexes become less and more stable with increasing
temperature, respectively [5].

Retention and release of aroma compounds

Aroma compounds (ACs) retention during refrigerated storage (RST, 5 °C, 12
days) in the BGs was determined under equilibrium conditions, which made it possible
to assess the impact of all factors on the stability of the ACs in the system. Changes in
retention values (RVs) of selected samples are shown in Figure 1 A-D.

The RVs demonstrated a descending trend with increasing RST, clearly depend-
ent on an AC type and the composition of the BGs, particularly, the starch type. The
percentage of the ACs retained in the samples after 12 days of RST in relation to:
HAL, NAL, BAE, EAE and CVE was as follows: WRS-based BGs, 2 % MPs (49.1,
54.3, 51.2, 44.1 and 59.3 %); WRS-based BGs, 12 % MPs (62.3, 74.1, 68.2, 55.4 and
78.1 %); TS-based BGs, 2 % MPs (58.1, 66.3, 55.1, 47.4 and 63.1 %); TS-based BGs,
12 % MPs (68.2, 83.1, 72.5, 62.1 and 78.4 %). Moreover, comparing the samples con-
taining 12 and 2 % MPs, the RVs were greater by: WRS-based BGs (21.2, 27.1, 25.3,
20.4 and 24.5 %); TS-based BGs (14.7, 20.5, 23.6, 24.2 and 19.3 %). The RVs found
after 12 days of refrigerated storage in relation to myofibrillar proteins concentration
are presented in Fig. 2A and B. In general, the RVs of ACs were bigger (p < 0.05) in
TS-based BGs than in the corresponding ones prepared with WRS. Moreover, regard-
less of ST, an increasing concentration of MPs contributed to increased retention
(r >0.908; p <0.05). The effect of biopolymers on the RVs also depended on the type
of aroma compound (AC). In the BGs aromatized with HAL and NAL, the RVs were
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Fig. 1.  Retention of aroma compounds in relation to refrigerated storage time (5 °C) in binary gels made
with: 8 % waxy rice starch and 2 % myofibrillar proteins (A), 8 % waxy rice starch and 12 %
myofibrillar proteins (B), 8 % tapioca starch and 2 % myofibrillar proteins (C), 8 % tapioca
starch and 12 % myofibrillar proteins (D).

Rys. 1. Retencja substancji zapachowych w zaleznos$ci od czasu chlodniczego przechowywania (5°C)
w zelach binarnych przygotowanych z uzyciem: 8 % skrobi ryzowej woskowej i 2 % biatek mio-
fibrylarnych (A), 8 % skrobi ryzowej woskowej i 12 % biatek miofibrylarnych (B), 8 % skrobi
tapiokowej i 2 % biatek miofibrylarnych (C), 8 % skrobi tapiokowej i 12 % biatek miofibrylar-
nych (D).

Explanations / Objasnienia:

Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone (BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-
carvone (CVE).

Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon (BAE), octan etylu (EAE), s-(+)-
karwon (CVE).
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Retention of aroma compounds after 12 days of refrigerated storage time (5 °C) in waxy rice
starch - based binary gels (A) and tapioca starch - based binary gels (B), depending on the con-
centration of myofibrillar proteins.

Retencja substancji zapachowych po 12 dniach chtodniczego przechowywania (5 °C) w zelach
binarnych na bazie skrobi ryzowej woskowej (A) lub skrobi tapiokowej (B), w zaleznosci od
stezenia biatek miofibrylarnych.

Explanations / Objasnienia:

(1) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone (BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-
carvone (CVE). (2) Mean values marked with the same letters are not statistically different (p < 0.05).

(1) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon (BAE), octan etylu (EAE), s-
(+)-karwon (CVE). (2) Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie (p <

0,05).

mostly affected by ST (F > 12.3; p < 0.01). Whereas in those containing: BAE, EAE,
CVE, a greater effect of MPs concentration was observed than ST (F > 4.81; p <0.01).
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In complex systems such as BGs, the RVs determined under equilibrium conditions
can be related to many factors. The first reason can be attributed to the non-covalent
interactions between ACs and proteins. The results, determined by spectrofluorometric
assay, are suggesting: hydrophobic interactions (NAL, BAE, CVE) and hydrogen
bonding (EAE, HAL). The second reason can be considered in terms of the formation
covalent interactions, as detected by changes in the total content of sulfhydryl (~SH)
groups (TSG) and free amino (-NH,) groups (FAG), which decreased (r < —0.983;
p < 0.01) with increasing RST.

For example, in WRS-based BGs containing 12 % MPs, after 12 days of RST, the
TSH values changed from 49.8 nmol mg™" protein (freshly prepared sample) to: 43.2
(EAE), 35.7 (NAL), 38.2 (BAE), 44.4 (HAL) and 37.4 (CVE) nmol mg™' protein.
Whereas FAG changed from 78.6 nmol mg ™' protein (freshly prepared sample) to: 67.2
(EAE), 52.4 (NAL), 55.7 (BAE), 67.4 (HAL) and 54.6 (CVE) nmol mg™" protein (data
not shown). Thus, it is possible to suppose that relatively high RVs found in BGs aro-
matized with: NAL, BAE and CVE, may be considered the effect of ketones (BAE,
CVE) and aldehyde (NAL) covalent binding with amino acids-reactive groups: —NH;
or —SH and the formation of Schiff bases or thioketals and thioacetals [2, 15]. Moreo-
ver, the trapping in the complex gel network as a combined effect of starch and MPs
should be considered as well [14]. It should be noted here that although covalent inter-
actions increase the retention of ACs in the system, they also reduce their sensory
availability. Therefore, a large range of covalent interactions of ACs with the compo-
nents of the system is rather undesirable.

The release kinetics of the ACs from the BGs was studied during 12 days of re-
frigerated storage (RST, 5 °C) in relation to ST (WRS-based BGs, TS-based BGs) and
MPs concentration. The data measured during RST were modelled using the Avrami's
equation and thus determined release parameters (release rate constant, ki; release
mechanism, n;) and half-lives of ACs (HLs) are demonstrated in Table 5. Irrespectively
of the ST used (WRS-based BGs, TS-based BGs), k; and n, values demonstrated
downward trends and were negatively correlated (r < —0.947; p < 0.01) with increasing
MPs concentration. Moreover, ANOVA revealed that the MPs concentration had the
greatest influence on the tested release parameters. The values of HLs were positively
correlated with the increase in MPs concentration (r > 0.849; p < 0.05) and, according
to ANOVA, predominantly affected by MPs content (F > 9.13; p <0.001). In compari-
son to samples prepared with 2 % MPs, the k; values in BGs containing 12 % MPs
were smaller by: WRS-based BGs (HAL, 67.6 %; NAL, 71.7 %; BAE, 70.5 %; EAE,
55.3 %; CVE, 67.4 %); TS-based BGs (HAL, 71.9 %; NAL, 67.2 %; BAE, 79.7 %;
EAE, 67.3 %; CVE, 66.8 %).
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Table 5. Parameters of Avrami’s equation and half-lives of aroma compounds in binary gels, depending
on starch type and myofibrillar proteins concentration

Tabela 5. Parametry rownania Avramiego i okresy pottrwania substancji zapachowych w Zelach binar-
nych, w zalezno$ci od rodzaju skrobi i st¢zenia biatek miofibrylarnych

Waxy rice starch - based binary gels / Tapioca starch - based binary gels /
Zele binarne na bazie skrobi Zele binarne na bazie
ryzowej woskowej skrobi tapiokowej
Myofibrillar proteins concentration (%) / Stezenie biatek miofibrylarnych (%)
2 [ 4 ] 6 | 8 J 10 ] 12 ] 2 ] 4 1] 6 | 8 [ 10 ] 12

Release rate constant, k, x 10° (day ) / stala szybko$ci uwalniania, k, x 10° (dzien ™)
HAL | 429% [ 331 [302 [2219 |182° [ 13.9° | 301" | 267" | 204" | 1567 | 11.9° | 8.46°

NAL | 205" | 1519 | 1347 [ 9.92° | 7.13° | 5.81° | 15.6° | 10.5° | 8.93" | 7.24° | 551b | 5.12a
BAE | 342" [ 292" | 2449 | 17.0° | 13.3° | 10.2° | 29.4" | 23.9" | 21.7° | 15.3° | 9.51* | 5.93°
EAE | 561" | 51.2% | 463 | 399" | 345° | 25.1° | 46.20 | 438" | 37.2° | 323" | 27.9° | 15.1°
CVE | 182" | 135% | 11.7" | 842" | 7.74° | 5.92° | 157" | 14.2% [ 10.2° | 5.71° | 5.23° | 5.21°
Release mechanism, n; (—) / Mechanizm uwalniania, n, ()
HAL [ 0.73° | 0.72% | 0.69° | 0.65° | 0.63° | 0.61* | 0.72° [ 0.71% | 0.67° | 0.63" | 0.59° | 0.58°
NAL | 0.64° [ 0.63% | 0.61° | 059° | 0.57° | 0.54° | 0.63% | 0.61° | 0.58° | 0.55° | 0.52% | 0.49°
BAE | 0.72% [ 0.72% | 0.68° | 063" | 0.61° | 0.59* | 0.69° | 0.67° | 0.64" | 0.61° | 0.58% | 0.567
EAE | 0.76° | 0.75° | 0.73% | 0.72° | 0.69° | 0.65° | 0.74" | 0.72° | 0.69° | 0.67° | 0.65° | 0.62°
CVE | 0.66° | 0.65° | 0.64° | 0.61° | 0.59° | 0.57° | 0.65° | 0.64° | 0.61° | 0.54* | 0.53° | 0.51°
Half-live, HL (days) / Okres pottrwania, HL (dni)
HAL [ 14.1° [ 17.9° | 19.6° | 25.87 | 31.0° | 39.4" [ 20.3° | 22.2° | 283" | 35.7° | 45.09 | 63.5"
NAL | 275° | 37.1° | 42.1° | 54.4° | 741 | 87.3° | 35.8° | 52.4° | 59.6° | 70.97 | 90.6° | 95.4'
BAE | 17.6° | 204" | 23.9° | 32.8° | 414" | 53.1° | 20.3° | 24.2° | 26.1° | 355° | 56.2° | 87.7
EAE | 11.1° | 12.3° | 13.2° | 14.9° | 17.1° | 22.7% [ 132 | 13.7% | 15.8° | 17.9° | 20.4° | 36.8°
CVE | 316° | 424° | 483 | 65.6° | 69.6° | 89.8° | 36.3° | 39.8° | 54.1° | 88.7° | 96.8" | 97.5

Explanations / Objasnienia:

(1) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone (BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-
carvone (CVE). (2) Within the rows, mean values marked with the same letters are not statistically differ-
ent (p <0.05).

(1) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon (BAE), octan etylu (EAE), s-
(+)-karwon (CVE). (2) W obrebie wierszy warto$ci Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢
statystycznie (p < 0,05).

Generally, ACs release is affected by a number of their parameters like: hydro-
phobicity, water solubility and volatility, which are usually connected to the volatiles
structural properties, concerning: chain length, branching and the presence and position
of a functional groups [28]. Moreover, the rheological properties of the BGs had a sig-
nificant impact on the kinetics of ACs release. For example, it was found that an in-
crease in the MPs concentration corresponded to an increase in the consistency index
(Table 3) of the system and a decrease in the k, values (Table 5), which is essentially
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consistent with the relationships presented in the Wilke-Chang equation [5, 22]. The k;
values are expressing changes of RVs during RST and these were well correlated
(r > 0.823; p < 0.05) with rate constants: Ky, K., Ko, related to changes during RST of:
k, To and Q, respectively.

Thermodynamic studies

Under strictly defined measurement conditions, the values of partition coefficient
(ki) determined at equilibrium, reflect the impact of the entire system in terms of: com-
position, intermolecular interactions, physicochemical properties of the system and
others on the process of ACs release to the headspace [5]. The k; values were measured
at temperatures ranging from 5 to 20 °C, and those found at 20 °C are presented in Fig.
3A and B. In both studied sets of samples, an increase in MPs concentration resulted in
a decrease in k; values (r < —0.879; p < 0.05). ANOVA revealed with respect to sam-
ples aromatized with HAL and NAL that ST predominantly affected k; (F > 8.16;
p < 0.01), whereas in the BGs containing: BAE, EAE and CVE, the k; values were
mainly affected by MPs content (F > 15.4; p < 0.001). This may suggest that apart
from interactions of the ACs with biopolymers that are specified above, HAL and NAL
interacted with amylose helices either inside the hydrophobic cavity of the helix or
between the free space of the helices [20, 23].

Increasing temperature (5-20 °C) contributed to greater values of k; and their
changes in WRS-based BGs and TS-based BGs containing 12 % MPs are presented in
Figure 4A and B, respectively.

The studies have shown that the k; values were positively correlated (r > 0.995; p
< 0.01) with temperature increasing from 5 to 20 °C and those detected at 20 °C in
comparison to those found at 5 °C, for HAL, NAL, BAE, EAE and CVE in WRS-
based samples increased by: 30.9, 27.8, 27.3, 37.1 and 26.1 %, respectively. Whereas,
regarding TS-based samples the k; values were greater by: 28.7, 23.6, 25.1, 34.9 and
25.2 %, correspondently. The results are generally in good agreement with the studies
of Ammari and Schroen [1] and can be interpreted as the result of the influence of
many factors, including varied accelerated diffusion of ACs to the headspace due to the
changes in the rheological properties of research matrices and non-covalent interac-
tions between ACs and biopolymers. The van't Hoff equation was used to evaluate
changes of equilibrium constants (k;) and thus calculated values of enthalpy of vapori-
zation (AHy4p) are shown in Table 6.
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Fig. 3.  Partition coefficient of aroma compounds for waxy rice starch - based binary gels (A) and tapio-
ca starch - based binary gels (B), depending on the concentration of myofibrillar proteins.

Rys. 3. Wspdtczynnik podziatu dla substancji zapachowych w Zelach binarnych na bazie skrobi ryzowej
woskowej (A) Iub skrobi tapiokowej (B), w zaleznoSci od stezenia bialek miofibrylarnych.

Explanations / Objasnienia:

(1) Partition coefficient (k;, 20 °C). (2) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone
(BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-carvone (CVE). (3) Mean values marked with the same letters

are not statistically different (p < 0.05).

(1) Wspétczynnik podziatu (k;, 20 °C). (2) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL),
2-butanon (BAE), octan etylu (EAE), s-(+)-karwon (CVE). (3) Wartosci $rednie oznaczone tymi
samymi literami nie rdznia si¢ statystycznie (p < 0,05).
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Fig. 4. The In of the partition coefficient as a function of 1/T (K %) of aroma compounds for binary gels
composed of: 12 % myofibrillar proteins, 8 % waxy rice starch (A) and 12 % myofibrillar pro-
teins, 8 % tapioca starch (B).

Rys. 4. Wartosci In wspdtezynnika podziatu w funkeji 1/T (K') dla substancji zapachowych w zelach
binarnych zawierajacych: 12 % biatek miofibrylarnych, 8 % skrobi ryzowej woskowej (A) lub
12 % biatek miofibrylarnych, 8 % skrobi tapiokowej (B).

Explanations / Objasnienia:

(1) Partition coefficient (k;). (2) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone
(BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-carvone (CVE).

(1) Wspotezynnik podziatu (k;). (2) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon
(BAE), octan etylu (EAE), s-(+)-karwon (CVE).

Table 6.  Enthalpy of vaporization of aroma compounds in binary gels, depending on starch type and
myofibrillar proteins concentration

Tabela 6. Entalpia parowania substancji zapachowych w Zzelach binarnych w zaleznosci od rodzaju
skrobi i stezenia biatek miofibrylarnych

Waxy rice starch - based binary gels Tapioca starch - based binary gels
Zele binarne na bazie skrobi Zele binarne na bazie
ryzowej woskowej skrobi tapiokowej
Myofibrillar proteins concentration (%) / Stezenie biatek miofibrylarnych (%)
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12

HAL | 233° [ 231° | 22.8° | 17.2° | 16.9° | 16.7° | 2129 | 185° | 17.4° | 165" | 1527 | 15.17
NAL | 19.4" | 188" | 17.6° | 16.8° | 15.97 | 14.8° | 17.1° | 15.8° | 13.9° | 136" | 12.2°0 | 12.1°
BAE | 215" [ 19.3° | 1847 | 18.1% | 15.2° | 143" [ 2279 | 21.7" | 18.6% | 15.9° | 13.8° | 13.17
EAE | 25.7° | 2429 | 23.1° | 21.5° | 21.1° | 20.7° | 24.6° | 23.2° | 21.8° | 20.3° | 19.9° | 19.5°
CVE | 181° | 16.87 | 158° | 15.1° | 13.9* | 136® | 17.6° | 182° | 16.2° | 15.3° | 135° | 13.1°

Explanations / Objasnienia:
(1) Aroma compounds: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanone (BAE), ethyl acetate (EAE), s-(+)-
carvone (CVE).
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(2) Enthalpy of vaporization (AH,zp, kJ mol ).

(3) Within the rows, mean values marked with the same letters are not statistically different (p < 0.05).

(1) Substancje zapachowe: 1-heptanol (HAL), nonanal (NAL), 2-butanon (BAE), octan etylu (EAE),
s-(+)-karwon (CVE).

(2) Entalpia parowania (AH,qp, kJ mol ™).

(3) W obrebie wierszy wartos$ci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie
(p <0,05).

In both studied sets of samples, AH,, were negatively correlated with increasing
MPs concentration (r < —0.908; p < 0.05) and according to ANOVA, in samples aro-
matized with HAL and NAL, mostly affected by ST (F > 9.48; p < 0.01), whereas in
those composed of: BAE, EAE, CVE, predominantly by MPs concentration (F > 4.28;
p <0.01). The decrease of AH,4, values was dependent on the AC type and BG compo-
sition, and generally was greater (p < 0.05) in the case of samples containing TS than
WRS. During equilibrium vaporization, a certain amount of energy (AH,s;) must be
supplied to facilitate the escaping of ACs from the restraint caused by intermolecular
attractive forces [24]. Thus the results obtained give the dependency of the k; deter-
mined at equilibrium with respect to temperature.

Conclusions

1. Gluten-free binary gels (BGs) prepared using myofibrillar proteins (MPs) and
starches composed of different amylose/amylopectin ratios enable modelling in a
wide range of their rheological properties and the retention and release of aroma
compounds (ACs) with different affinities to the oil and water phases.

2. ACs containing carbonyl groups (aldehyde, ketones), due to non-covalent and co-
valent interactions with myofibrillar proteins (MPs), exhibited higher retention
values than other ACs (alcohol, ester).

3. The values of gas/binary gel partition coefficient and enthalpy of vaporization were
dependent on the physicochemical properties of AC and BG composition, especial-
ly the MPs content in the system.

4. The rheological properties of BGs related to the consistency index and quality
factor significantly influenced the kinetics and mechanism of ACs release, to a
greater extent in systems containing tapioca starch than in those with waxy rice
starch.

5. Gluten-free binary gels containing a relatively large amount (10-12 %) of MPs can
be intended for direct consumption and as subsystems for other food products to
increase the stability of ACs belonging to various classes of chemical compounds.
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WPLYW SKEADU BEZGLUTENOWYCH ZELI BINARNYCH NA RETENCJE
| UWALNIANIE SIE SUBSTANCJI ZAPACHOWYCH

Streszczenie

Woprowadzenie. Bezglutenowe zele binarne (BGs) wytwarzane z uzyciem polisacharydow i biatek
zwierzgcych moga by¢ produktami spozywczymi o duzym znaczeniu praktycznym ze wzgledu na stale
postepujace zagrozenie celiakig. Ponadto zrozumienie czynnikoéw wptywajacych na stabilno$¢ substancji
zapachowych (ACs) jest bardzo wazne, poniewaz akceptacja Zywnosci przez konsumentow zalezy glow-
nie od jej aromatu. Celem badaf byta ocena termodynamicznych i kinetycznych wlasciwoéci ACs w BGs
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przygotowanych z uzyciem skrobi réznigcych si¢ zawarto$cia amylozy w zalezno$ci od stezenia biatek
miofibrylarnych (MPs). BGs zawieraty: 8 % skrobi ryzowej woskowej (WRS) lub skrobi z tapioki (TS)
oraz MPs w zakresie 2 + 12 %. Do aromatyzacji BGs zostaly uzyte: 1-heptanol, nonanal, 2-butanon, octan
etylu, oraz s-(+)-karwon. Badania obejmowaty pomiary: wlasciwosci reologicznych BGs, niekowalencyj-
nych oddziatywan pomie¢dzy miozyng i ACs oraz ich retencji i uwalniania, a takze entalpii parowania
(AHap).

Wyniki i wnioski. Gtéwnymi niekowalencyjnymi interakcjami pomigdzy miozyna i ACs byly wigza-
nia wodorowe i oddzialywania hydrofobowe. Parametry retencji i uwalniania si¢ ACs, wyznaczane
W czasie chtodniczego przechowywania BGs (12 dni), byly statystycznie istotnie (p < 0,05) zalezne od:
rodzaju skrobi, stezenia MPs oraz fizykochemicznych wlasciwosci ACs. Stale szybkosci uwalniania sig¢
ACs byly statystycznie istotnie (p < 0,05) skorelowane z odpowiadajacymi im statymi zmian parametrow
reologicznych wyznaczanymi z réwnania kinetycznego pierwszego rzgdu. Wartosci AH,,, W BGs zawiera-
jacych TS byty na ogdt mniejsze (p < 0,05) niz w odpowiednikach przygotowanych z dodatkiem WRS.
Zele binarne (BGs) o stosunkowo duzej zawartosci bialka moga by¢ przeznaczone do bezposredniego
spozycia oraz jako poduktady do innych produktéw spozywczych w celu zwigkszenia stabilnosci ACs.

Stowa kluczowe: zele binarne, aromat, interakcje, retencja i uwalnianie, entalpia parowania
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Wprowadzenie

Desery sa stodkimi daniami, serwowanymi na zimno lub cieplo, zazwyczaj po
glownym positku. Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ zaré6wno weglowodanow, szcze-
goblnie sacharozy i cukréw prostych, jak i thuszczu charakteryzuja si¢ one wysoka war-
toscia energetyczng. Istnieje mozliwos¢ obnizenia jej poprzez redukcje zawartosci
cukrow 1 thluszczu, z jednoczesnym zastgpieniem ich odpowiednimi substancjami
o0 charakterze substancji dodatkowych lub zamiennikow, bez znacznego wplywu na
zmiane¢ cech sensorycznych i fizykochemicznych deseréw, a w konsekwencji na zmia-
ne akceptowalnosci konsumenckiej [5, 27, 29]. Odpowiednio skomponowane desery
moga by¢ réwniez zrédlem cennych substancji odzywczych i bioaktywnych [21].

Budynie (kisiele mleczne) przygotowuje si¢ z mleka, substancji zageszczajacych,
sacharozy oraz innych sktadnikow, np. zottek jaj, masta, kakao, wanilii lub kawy. Pod-
stawowym sktadnikiem strukturotworczym w tego typu deserach jest zazwyczaj skro-
bia — naturalna lub modyfikowana chemicznie. Role substancji strukturotworczych
i zageszczajacych w deserach mogg rowniez pelni¢ inne hydrokoloidy polisacharydo-
we lub biatka [12, 13, 23, 32]. Najczesciej stosowanymi substancjami w takich ukla-
dach sg: karageny, pektyny, maczka chleba $wigtojanskiego, Zelatyna lub ich miesza-
niny, np. karagenu z maczka chleba swigtojanskiego, karagenu ze skrobig lub karagenu
z biatkami mleka [8].

Substancja zageszczajacg powszechnie stosowang w produkcji deserow mlecz-
nych jest skrobia utleniona. Skrobia taka, przeznaczona do celow spozywczych, cha-
rakteryzuje sie obecno$cig w strukturze grup karboksylowych, w ilo$ci nie wigkszej niz
1,1% [12]. Grupy te wptywaja na whasciwosci fizykochemiczne skrobi, m.in. na zdol-
nos$¢ pecznienia, rozpuszczalnos$é i temperature kleikowania oraz na charakterystyke
reologiczna wytworzonych z niej kleikow i zeli [24, 28]. Skrobia utleniona Kkleikuje
W nizszej temperaturze niz skrobia niemodyfikowana, tworzy kleiki i Zele o mniejszej
lepkosci, lecz bardziej stabilne oraz wykazuje mniejsza tendencj¢ do retrogradacji
i synerezy niz skrobia natywna [12, 28].

Sktadnikiem decydujacym o smakowitosci deseréw jest sacharoza bedaca najpo-
pularniejszym srodkiem stodzacym stosowanym w przetworstwie zywnos$ci. Ponadto,
wykazuje ona wiasciwosci strukturotworcze, wigzace, wypelniajace i konserwujace.
Zatem czes$ciowe zredukowanie zawartosci sacharozy w produkcie lub catkowite jej
wyeliminowanie z niego wigze si¢ z koniecznos$cig zastosowania odpowiednich mie-
szanin substancji stodzacych — alkoholi wielowodorotlenowych lub substancji inten-
sywnie stodzacych — i wypetniajacych w celu zachowania wlasciwej stodkosci i poza-
danych cech teksturalnych produktu [5]. Do substancji stodzacych naleza zwiagzki
otrzymywane syntetycznie oraz substancje pochodzenia naturalnego. Te pierwsze,
mimo statusu substancji bezpiecznych do stosowania, nierzadko bywaja nieakcepto-
wane przez konsumentow. Substancjami intensywnie stodzacymi naturalnego pocho-
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dzenia sg glikozydy stewiolowe (E 960), izolowane z lisci rosliny Stevia rebaudiana
Bert. Zostaly one dopuszczone do stosowania na obszarze Unii Europejskiej rozporza-
dzeniem Komisji (UE) nr 1131/2011 [31]. Glikozydy stewiolowe sg ok. 300 razy stod-
sze od sacharozy i sa bezkaloryczne. Zastgpienie nimi sacharozy pozwala na zachowa-
nie porownywalnego stodkiego smaku zywnos$ci. Ponadto, wykazuja one stabilnos¢
termiczng w szerokim spektrum pH, co sprawia, ze moga by¢ stosowane w produkcji
zywnosci poddawanej obrobce wysokotemperaturowej [3, 20, 34]. Omawiane substan-
cje moga by¢ przyjmowane przez osoby chorujace na fenyloketonuri¢. Spozycie gliko-
zyddw stewiolowych nie powoduje wzrostu stezenia glukozy we krwi [34].

Jak wspomniano wczesniej, w celu zachowania odpowiedniej charakterystyki reo-
logicznej produktu, w ktorym sacharoze zastgpiono niewielkg ilo$cig substancji sto-
dzacej, nalezy w jego recepturze uwzgledni¢ substancje wypehiajaca. W tej kwestii
interesujagcym rozwigzaniem jest wykorzystanie substancji tekstotworczej i jednocze-
$nie wykazujacej wlasciwosci prebiotyczne. Przyktadem takiej substancji jest poli-
dekstroza (E 1200). Jest ona syntetycznym, rozgatezionym polimerem, otrzymywanym
w drodze polikondensacji glukozy. Produkt ten stanowig przypadkowo potaczone ni-
sko- i wysokoczasteczkowe polimery glukozy, zawierajace wigzania glikozydowe
réznego typu. Polidekstroza cechuje si¢ dobra rozpuszczalnosciag w wodzie oraz stabil-
noscia reologiczng w czasie przetwarzania [6, 35]. Stanowi btonnik rozpuszczalny, nie
trawiony przez enzymy endogenne organizmu. Metabolizowana jest czgéciowo dopiero
przez mikroflore jelita grubego, w wyniku czego powstaja krotkotancuchowe kwasy
thuszczowe, wchianiane w jelicie cienkim [6]. Polidekstroza stosowana jest jako za-
miennik cukru w produktach dietetycznych, niskokalorycznych oraz w zywnosci dla
diabetykoéw, pelnigc rowniez funkcje wypelniacza, nosnika, stabilizatora i zagestnika.
Jak podajg Srisuvor i wsp. [33], wprowadzenie polidekstrozy do jogurtu o obnizonej
zawarto$ci thuszczu powoduje wytworzenie bardziej stabilnej i odpornej na synereze
struktury zelowej. Polidekstroza znajduje zastosowanie w gumach do Zucia, stody-
czach, sosach do satatek, mrozonych deserach, wypiekach i mieszankach do pieczenia,
nadzieniu do ciast, polewach, napojach gazowanych i niegazowanych, fermentowa-
nych napojach mlecznych [35].

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu zastgpienia sacharozy polidekstroza na
charakterystyke reologiczng i jako$¢ sensoryczng deserow mleczno-skrobiowych
0 obnizonej zawarto$ci CUKru.

Material i metody badan

Sktadniki recepturowe deserow

Do sporzadzenia deserow mlecznych stanowigcych materiat badany wykorzysta-
no nastgpujace surowce: Skrobie ziemniaczang utleniong, tzw. maczke budyniows
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(E 1404) (WPPZ S.A., Polska), odtluszczone mleko w proszku (S.M. Rovema, Polska),
cukier biaty (Diamant. Pfeifer & Langen S.A., Polska), glikozydy stewiolowe Pure
ReB A 95% (Stevija, Holandia), polidekstroz¢ (E 1200) (Danisco A/S, Dania), barwnik
kurkuming (E 100) (JAR Aromaty, Polska) oraz ptynny aromat waniliowy (Delecta —
Rieber Foods S.A., Polska).

Receptura deserow

Podstawowy skiad recepturowy deseréw obejmowat: 100 cm® mleka przygotowa-
nego zgodnie z instrukcja producenta, 9 g skrobi utlenionej, 9 gramow cukru, 5 kropli
aromatu i 3 krople barwnika. Deser o powyzszym skladzie recepturowym stanowit
probe kontrolng, niezawierajgca glikozyddéw stewiolowych i polidekstrozy. W kolej-
nych deserach cze$¢ cukru — w ilosci 1/3 lub 2/3 zawarto$ci ustalonej w probie kon-
trolnej — lub jego cato$¢ zastepowano odpowiednig iloscig glikozydow stewiolowych,
przyjmujac stosunek masowy zastgpienia sacharozy glikozydami stewiolowymi wyno-
szacy 300:1. Cato$¢ uzupehiano odpowiednig ilo$cig polidekstrozy, przyjmujac stosu-
nek zastgpienia masy sacharozy masg polidekstrozy wynoszacy 1:1. Sporzadzone
probki oznakowano symbolami: 3S/0P (proba kontrolna); 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P, w kto6-
rych 3S-0S oznaczalo desery zawierajgce odpowiednio od 3 do 0 czgséci sacharozy
(z trzech mozliwych), a OP-3P oznaczato desery zawierajgce odpowiednio od 0 do 3
cze¢sci polidekstrozy zastepujacej sacharozg.

Sporzgdzanie deserow

Desery mleczne przygotowano wedlug nastepujacej procedury. 80 cm® mleka
ogrzano na ptycie grzewczej do temperatury 90 =5 °C. Nastepnie mleko podgrzano
w tazni wodnej do temperatury 100 + 2 °C. Mieszaning deserowa, tj. skrobi¢ utleniona,
sacharoze i/lub glikozydy stewiolowe i/lub polidekstroze, aromat oraz barwnik wymie-
szano z pozostala czeécig mleka (20 cm?®). Otrzymana zawiesine dodano do goracego
mleka i mieszano przez 10 min. Gotowe desery schtodzono do temperatury pokojowej
(~25 °C).

Badanie wlasciwosci reologicznych

Charakterystyke kleikowania skrobi utlenionej w obecno$ci pozostatych sktadni-
kow recepturowych poszczegolnych deserow wyznaczono, stosujac wiskozymetr RVA
(ang. rapid visco analyser; TecMaster, Perten Instruments, Szwecja). Zawiesiny mie-
szanin deserowych w mleku przetrzymywano w 50 °C przez 1 min, nastepnie ogrze-
wano do 95 °C z szybkosciag 12 °C/min, przetrzymywano w temperaturze 95 °C przez
2,5 min, chtodzono do 50 °C z szybko$cig 12 °C/min i przytrzymywano w temperatu-
rze 50 °C przez 2 min. Przez caty cykl pomiarowy probke mieszano z szybkoscia
160 rpm. Na podstawie otrzymanych krzywych lepkosci wyznaczono: temperature



WPLYW POLIDEKSTROZY NA CHARAKTERYSTYKE REOLOGICZNA ORAZ... 269

kleikowania (PT, °C), lepko$¢ maksymalng w fazie ogrzewania (PV, mPa-s), lepkos¢
w temperaturze 95 °C w szostej minucie pomiaru (HP, mPa-s) oraz lepkos¢ koncowsg
(FV, mPa-s) [10]. Uzyskane w niniejszym tescie probki przeznaczono do dalszych
pomiarow reologicznych. Badania przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Wyznaczono krzywe lepkosci oraz spektra mechaniczne probek deseréw w tem-
peraturze 25 °C przy uzyciu reometru MARS II z uktadem ptytka-stozek ($rednica
35 mm, kat 2°), sterowanym programem RheoWin (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA). Pomiaréw lepkosci dokonano przy wzrastajacej szybkosci $cinania w zakresie
1-100 1/s. Otrzymane krzywe lepkosci opisano rownaniem potggowym [10]:

Nap = K- .}-/n—l

gdzie: 7, — lepko$¢ pozorna (Pa's), y — szybko$¢ $cinania (1/s), K — wspdtczynnik
konsystencji (Pa-s"), n — wskaznik ptynigcia.

Spektra mechaniczne wyznaczono w zakresie liniowej lepkosprezystosci i przy
predkosci katowej z zakresu 1-100 rad/s, przy stalym odksztatceniu 0,02. Otrzymane
krzywe opisano rownaniami potegowymi [10]:

G'=K'o
G"=K" "

gdzie: G’ — modut zachowawczy (Pa), G” — modut stratnosci (Pa), w — predkos¢ kato-
wa (rad/s), K, K”, n’, n" — stafe.

Pomiary przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

W celu oceny istotno$ci roznicy pomi¢dzy wartoSciami §rednimi parametrow reo-
logicznych zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji oraz test Fischera przy
poziomie istotnosci 0,05.

Ocena cech sensorycznych

Analiza sensoryczna sporzadzonych deseréw mlecznych zostata przeprowadzona
przez 15-osobowy zespdt oceniajacy, sprawdzony pod wzgledem wrazliwos$ci senso-
rycznej 1 odpowiednio przeszkolony. Ocene poszczegdlnych wyrdéznikow smakowito-
$ci oraz tekstury przeprowadzono metoda profilowania stosujac 5-stopniowa skalg
intensywnos$ci wrazenia. W ocenie smakowito$ci probek uwzgledniono: stodkosc,
efekt chlodzacy, posmak metaliczny oraz posmak lukrecjowy. Wihasciwosci teksturalne
poddane ocenie obejmowaty: lepkos¢, ciagliwosé, adhezyjno$¢ oraz rozplywalnosé
w ustach. Akceptowalnos$¢ sensoryczng deserow oceniono w 7-stopniowej skali hedo-
nicznej, w ktorej stopien 1 oznaczat ,,wybitnie nie lubi¢”, a stopien 7 — ,,wybitnie 1u-
big”.
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Wyniki i dyskusja
Charakterystyka reologiczna

Struktura deserow mleczno-skrobiowych o charakterze lepkosprezystym powstaje
w rezultacie ogrzewania i nastepnie chtodzenia mieszaniny sktadnikow i substancji
dodatkowych wchodzacych w jego sktad. Decydujacymi czynnikami majacymi wptyw
na strukture produktu gotowego oraz na postrzegang przez konsumentdéw charaktery-
styke teksturalng sg rodzaj i ilo$¢ skrobi, wzajemne oddziatywania pomigdzy skrobig
a pozostatymi sktadnikami lub dodatkami, a takze warunki obrobki termicznej [8, 13].
Krzywe kleikowania skrobi w mieszaninach deserowych przedstawiono na rycinie 1,
natomiast wyznaczone na ich podstawie warto$ci parametréw charakterystyki kleiko-
wania zestawiono w tabeli 1. Kleikowanie skrobi w obecnosci nieskrobiowych sktad-
nikéw zawartych w recepturze deserow obejmowalo gwaltowny wzrost lepkosci
uktadu po przekroczeniu temperatury kleikowania i uzyskaniu jej maksimum w tempe-
raturze 95 °C, po czym, podczas etapu chtodzenia, nastepowat dalszy wzrost lepkosci,
az do uzyskania warto$ci maksymalnej w temperaturze 50 °C.
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Ryc. 1. Krzywe kleikowania skrobi w mieszaninach deserowych
Fig. 1. Curves of starch pasting in the dessert mixtures

Cechg odrozniajacg krzywe kleikowania skrobi utlenionej w badanych uktadach
od typowych krzywych kleikowania skrobi w wodzie jest intensywny wzrost lepkosci
uktadu w poczatkowej fazie ogrzewania z nastepujacym po nim tagodniejszym zwiek-
szaniem si¢ lepkos$ci, az do osiagniecia warto$ci maksymalnej po ochtodzeniu probki
do 50 °C. Osiaganie lepkosci maksymalnej (PV) podczas ogrzewania zawiesiny skro-
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biowej zwigzane jest ze zdolnoscig ziaren skrobi do swobodnego pecznienia, ktore
poprzedza ich hydrotermiczng dezintegracje¢ [16]. Biorac pod uwage stosunkowo wy-
sokie stezenie skrobi w analizowanych probkach (9%, m/v), mozna uznaé, ze obser-
wowane warto$ci lepkosci maksymalnej sg nizsze od warto$ci osigganych w przypadku
kleikowania niemodyfikowanej skrobi ziemniaczanej [30]. Wskazuje to na zaistniate
W uktadzie ograniczenia w pe¢cznieniu ziaren skrobiowych wynikajace z mniejszej
ilosci wody dostepnej dla ziaren skrobi, co wynikalo z obecnosci sktadnikéw nieskro-
biowych w uktadzie, tj. sacharozy i/lub polidekstrozy, a takze sktadnikow suchej masy
mleka. Efektem tego jest brak wyraznego maksimum lepkosci na krzywej kleikowania
— lepko$¢ uktadow stale wzrastata, cho¢ w réoznym tempie, az do ich schtodzenia do
temperatury 50 °C, tworzac odmienny obraz krzywych kleikowania niz ma to miejsce
w przypadku ogrzewania zawiesin skrobiowych w $rodowisku wodnym [9, 30]. Wza-
jemne oddziatywania pomigdzy biatkami mleka oraz sacharozg a skrobig majg istotny
wplyw na charakterystyke reologiczng gotowego produktu [13, 36]. Wplyw ten jest
zalezny od takich czynnikow jak: stezenie i pochodzenie biatka, czas i warunki obrobki
termicznej oraz obecno$¢ innych substancji, np. sacharozy, w uktadzie [2, 9]. Jak po-
kazaly wczesniejsze badania [26], wptyw bialek mleka na charakterystyke reologiczng
skrobi podczas kleikowania moze by¢ zwigzany z ograniczong mozliwo$cia pgcznienia
i/lub aktywnos$cia powierzchniowo czynng samych biatek. Wedtug Kumara i wsp. [22]
poszczegblne frakcje biatek mleka w odmienny sposdb wptywaja na whasciwosci reo-
logiczne skrobi podczas kleikowania — czasteczki kazeiny zdolne do tworzenia wigk-
szych agregatow adsorbujg sie¢ na powierzchni ziaren skrobiowych, ograniczajac ich
zdolno$¢ pecznienia, natomiast biatka serwatkowe lokujac si¢ gtownie w fazie rozpra-
szajacej zageszczaja srodowisko wodne. Do podobnych wnioskéw doszli Kett i wsp.
[18], ktorzy wykazali, ze kazeiniany w odroznieniu od biatek serwatkowych wzmac-
niajg strukturg ziaren skrobiowych, zwigkszajac ich odpornos¢ na pecznienie, co po-
woduje opdznienie poczatku wzrostu lepkosci podczas ogrzewania, a wigc podwyzsze-
nie temperatury kleikowania. Z kolei Gatkowska i wsp. [11] wykazali, ze réwnie
waznym czynnikiem determinujacym charakterystyke reologiczng uktadow skrobi
z biatkiem jest zawarto$§¢ amylozy w skrobi. W niniejszej pracy zastgpienie czeSCi
sacharozy lub jej catkowitej ilosci polidekstroza i glikozydami stewiolowymi w mie-
szaninach deserowych mialo rowniez wptyw na wybrane parametry charakterystyki
kleikowania (Tab. 1). Zmiany w recepturze deserow skrobiowych majace na celu eli-
minacj¢ sacharozy nie mialy istotnego (p > 0.05) wptywu na temperatur¢ kleikowania
skrobi, ktora wyniosta okoto 74 °C. Pycia i wsp. [30] podaja, ze poczatek kleikowania
naturalnej skrobi ziemniaczanej w wodzie zawiera si¢ w przedziale od 69 do 72 °C.
Z kolei Pietrzyk i wsp. [28] wskazuja, ze w zaleznos$ci od stopnia modyfikacji skrobi
ziemniaczanej utlenionej jej temperatura kleikowania przyjmuje wartosci z zakresu od
67,0 do 70,9 °C i jest tym nizsza, im wigkszy jest stopien utlenienia skrobi.
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Nizsza temperatura kleikowania skrobi utlenionej w poréwnaniu ze skrobig natu-
ralng wynika gléwnie z jej luzniejszej struktury i czesciowej depolimeryzacji bedacej
skutkiem modyfikacji skrobi. Przyczyng stosunkowo wysokiej temperatury kleikowa-
nia skrobi utlenionej, wyznaczonej w niniejszych badaniach, mozna zatem upatrywac
w obecnosci w uktadzie sktadnikéw nieskrobiowych, szczegolnie biatek mleka i sacha-
rozy, ktore redukuja ilo§¢ dostepnej dla skrobi wody, a przez to ograniczajg pecznienie
ziaren skrobiowych. Galkowska i wsp. [13] zaobserwowali, ze zmniejszenie ilo$ci
sacharozy w zawiesinach skrobiowych wplywa na obnizenie temperatury kleikowania
skrobi ze wzgledu na zwigkszong dostepno$é wody dla skrobi.

Tabela 1. Parametry charakterystyki kleikowania skrobi utlenionej w mieszaninach deserowych
Table 1.  Parameters of pasting characteristics of oxidized starch in the dessert mixtures

Parametr / Parameter
Proba / Sample
PT [°C] PV [mPas] HPV [mPa-s] FV [mPa-s]
3S/0P 74,1+ 0,6 3053°+ 7 3314%+ 26 4260% + 59
2S/1P 74,4*+ 0,3 2961° + 30 3306% + 59 4386° + 87
1S/2P 74,6°+0,5 2927% + 24 3626° + 77 4250% + 23
0S/3P 74,33+ 0,6 2868% + 49 3234% £ 25 4506° + 44

Objasnienia / Explanations:

3S/0P; 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P — desery zawierajace odpowiednio od 3 do 0 czeSci sacharozy oraz od 0 do 3
czesci polidekstrozy / 3S/0P; 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P — desserts containing from 3 to O parts of sucrose and
from 0 to 3 parts of polydextrose, respectively; wartosci $Srednie w kolumnach oznaczone r6znymi literami
roznig sie¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values in columns marked with different letters differ
statistically significantly (p < 0.05)

Najwyzsza warto$cig lepkosci maksymalnej w fazie ogrzewania (PV) odznaczat
si¢ deser stodzony wylacznie sacharoza. Zastapienie sacharozy glikozydami stewiolo-
wymi i polidekstroza skutkowato istotnym (p < 0.05) zmniejszeniem PV powstatych
deserow (Tab. 1). W przeciwienistwie do tendencji zmian lepkosci obserwowanych
w przypadku charakterystyki kleikowania natywnej skrobi ziemniaczanej [30], lepkos¢
badanych uktadéw nie zmniejszata si¢ w trakcie przetrzymywania w temperaturze
95 °C, lecz stale si¢ zwiekszata (Ryc. 1, Tab. 1), przy czym nie zaobserwowano wy-
raznego trendu obrazujacego wptyw eliminacji sacharozy z uktadu na wzrost lepkosci
deseru. Niejednakowy wptyw obecnosci polidekstrozy lub inuliny na wartos$ci lepkosci
HPV natywnej skrobi ziemniaczanej stwierdzili rowniez Gatkowska i wsp. [14]. Zrdz-
nicowane warto$ci lepkosci koncowej (FV) deserow mlecznych nie umozliwily wska-
zania jednego kierunku zmian warto$ci tego parametru wskutek zmniejszania ilosci
sacharozy i zwigkszania ilosci polidekstrozy w uktadzie — zaobserwowano jednak, iz
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deser zawierajacy najwicksza ilos¢ polidekstrozy (0S/3P) charakteryzowat si¢ najwyz-
sza lepkoscia koncowa. Gatkowska i wsp. [13], badajac desery skrobiowe o obnizonej
zawartos$ci cukru stwierdzili, ze probki na bazie natywnej skrobi ziemniaczanej odzna-
czaly si¢ nizsza lepkoscia maksymalng i wyzsza lepkosciag koncowa w poroéwnaniu
z deserami na bazie skrobi acetylowanej, a eliminacja sacharozy z uktadu powodowata
zmniejszenie ich lepkosci.

Na rycinie 2 pokazano krzywe lepkosci analizowanych deseréw mleczno-
skrobiowych, natomiast parametry modelu potegowego opisujacego krzywe ekspery-
mentalne zestawiono w tabeli 2.
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Ryc. 2. Krzywe lepkosci deserow
Fig. 2. Viscosity curves of the desserts

Wyniki pomiaréw $wiadczg o istnieniu réznic pomiedzy probkami we wlasciwo-
sciach reologicznych zwigzanych z ich ptynigciem. Analizowane desery wykazywaty
wlasciwosci ptyndw nienewtonowskich rozrzedzanych $Scinaniem, co oznacza, ze ich
lepko$¢ pozorna malata wraz ze wzrostem szybko$ci $cinania. Taki charakter reolo-
giczny wielosktadnikowych uktadow zawierajacych skrobie jest zgodny z danymi lite-
raturowymi [2, 14, 15, 32, 36, 37]. Zjawisko rozrzedzania $cinaniem kleikow skrobio-
wych spowodowane jest procesem rozpadu potaczen czasteczek biopolimeréw oraz ich
orientacja zgodnie z kierunkiem przeptywu, czego skutkiem jest zmniejszanie si¢ od-
pornosci uktadu na przyktadane naprezenie Scinajace [14, 37].
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Tabela2. Parametry rownania potggowego opisujacego krzywa lepkosci deserow na bazie skrobi
z polidekstroza

Table 2.  Parameters of the power law equation describing viscosity curves of the starch-based desserts
with polydextrose

Parametr / Parameter
Proba / Sample
K (Pa-s™ n(-) R?
3S/0P 194,0°+ 9,6 0,26+ 0,01 0,9891
2S/1P 193,12+ 8,0 0,23%+ 0,01 0,9961
1S/2P 179,8%+9,7 0,27° £ 0,02 0,9908
0S/3P 185,1%+ 13,8 0,21%+ 0,02 0,9954

Objasnienia / Explanations:

3S/0P; 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P — desery zawierajace odpowiednio od 3 do 0 cze$ci sacharozy oraz od 0 do 3
czesei polidekstrozy / 3S/0P; 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P — desserts containing 3 to 0 parts of sucrose and 0 to 3
parts of polydextrose, respectively;

warto$ci $rednie w kolumnach oznaczone réznymi literami roznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) /
mean values in columns marked with different letters differ statistically significantly (p < 0.05)

Wartosci wspodtczynnika konsystencji odzwierciedlajacego poczatkowa lepkosé
pozorng uktadu wyznaczone z modelu potggowego opisujgcego eksperymentalne
krzywe plyniecia deseréw nie roznity sie statystycznie istotnie (p < 0.05) miedzy soba
(Tab. 2). Odmienng zaleznos$¢ stwierdzili Gatkowska i wsp. [14] w przypadku uktadow
na bazie natywnej skrobi ziemniaczanej, w ktorych obecno$¢ polidekstrozy powodo-
wata istotny wzrost warto$ci wspdlczynnika konsystencji, bez istotnego (p > 0.05)
wplywu na warto$ci wskaznika ptyniecia. Wyeliminowanie sacharozy z deseréw skro-
biowych moze wptywac¢ w rdzny sposob, zalezny od rodzaju skrobi i substancji zaste-
pujacej cukier, na ich lepko$¢ pozorng podczas przeptywu [13]. Zmienno$¢ wartosci
wskaznika ptyniecia (n) badanych deseréw byta niewielka, aczkolwiek istotnie
(p < 0.05) wicksza pseudoplastycznoscia cechowaty si¢ desery, w ktorych 1/3 ilosci
sacharozy lub cata jej ilo$¢ zostata zastgpiona polidekstrozg. Rowniez Furlan i Camp-
derrés [7] stwierdzity brak istotnych roznic w wartosciach wskaznika ptyniecia wyzna-
czonych z krzywych ptyniecia deserow mlecznych na bazie skrobi zawierajacych ste-
wi¢ oraz sukraloze i z krzywej plyni¢cia deseru stodzonego wylgcznie sacharoza.
Natomiast Basu i wsp. [4] wykazali, ze zastgpienie danej iloSci sacharozy w dzemach
znacznie mniejszg ilo§cig substancji intensywnie stodzacej (sukralozy lub glikozydow
stewiolowych) oznacza redukcj¢ zawartosci ekstraktu, co w konsekwencji powoduje
zmniejszenie wartosci wspotczynnika konsystencji oraz granicy ptyniecia tych produk-
tow. Z kolei Srisuvor i wsp. [33] podali, ze jogurty o obnizonej zawartosci thuszczu
wzbogacane polidekstrozg charakteryzowaly si¢ wigksza lepkoscig pozorna w trakcie
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przeptywu niz odpowiednie jogurty z inuling. Natomiast Martinez-Cervera i wsp. [25]
zaobserwowali zmniejszenie lepko$ci pozornej ciasta na muffiny o obnizonej zawarto-
$ci sacharozy na skutek zamiany sacharozy mieszaning sukralozy z polidekstroza.
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Ryc. 3. Spektra mechaniczne deserow jako zaleznosci: modutu zachowawczego — G’ (puste markery) i
modutu stratnosci — G” (pelne markery) (A) oraz tangensa kata przesunigcia fazowego
(tgd = G"/G’) (B) od predkosci katowej

Fig. 3.  Mechanical spectra of the desserts as dependencies of the storage modulus — G’ (empty markers)

and the loss modulus — G” (full markers) (A) and the tangent of the phase shift angle (tgd =
G"/G") (B) on the angular frequency
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Na rycinie 3A pokazano spektra mechaniczne jako zalezno$¢ modutu zachowaw-
czego (G') i modutu stratnosci (G”) od predkosci katowej (w) dla deseru kontrolnego
oraz probek, w ktorych sacharoze zastapiono glikozydami stewiolowymi i polidekstro-
za. We wszystkich przypadkach modut zachowawczy przyjmowat wieksze wartosci
niz modut stratnosci (G’ > G”), wskazujac na przewage cech sprezystych nad lepkimi,
przy jednoczesnie istotnej zaleznosci obydwu modutéw od predkosci katowej. Obser-
wacje te znajduja potwierdzenie w warto$ciach tangensa kata przesuniecia fazowego
(tgd), ktore zawieraly sie w przedziale od 0.1 do 1.0 (Ryc. 3B). Wskazuje to, iz badane
desery odznaczaty sie cechami typowymi dla stabych zeli, co jest charakterystyczne
dla wielu uktadow zywnos$ciowych. O omdéwionych witasciwosciach reologicznych
badanych deseréw $wiadczg rowniez wartosci parametrow rownan potggowych opisu-
jacych krzywe eksperymentalne (Tab. 3).

Tabela 3. Parametry rownan potegowych opisujacych spektra mechaniczne deseréw na bazie skrobi
z polidekstroza

Table 3.  Parameters of the power law equations describing mechanical spectra of the starch-based
desserts with polydextrose

Proba / Parametr / Parameter

Sample |/ (pa-s™) n'(-) R? K" (Pa:s™) n" () R?
3S/0P | 172,1°+52 | 0,14%+0,00 0,9984 36,9+ 2,6 0,20°+ 0,01 0,9860
2S/1P 152,8%+ 3,8 0,15+ 0,01 0,9961 35,6°+2,9 0,20+ 0,01 0,9854
1S/2P 152,98 +1,2 0,13*+0,01 0,9990 34,3*+£0,6 0,21+ 0,01 0,9860
0S/3P 165,5°+5,4 0,14*+ 0,00 0,9987 378°+1,1 0,19*+0,01 0,9848

Objasnienia / Explanations:

3S/0P; 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P — desery zawierajace odpowiednio od 3 do 0 czgsci sacharozy oraz od 0 do 3
czesei polidekstrozy / 3S/0P; 2S/1P; 1S/2P; 0S/3P — desserts containing 3 to 0 parts of sucrose and 0 to 3
parts of polydextrose, respectively;

warto$ci $rednie w kolumnach oznaczone roznymi literami rdznig sie statystycznie istotnie (p < 0,05) /
mean values in columns marked with different letters differ statistically significantly (p < 0.05)

Eliminacja sacharozy z receptury miata istotny (p < 0.05) wptyw na wartosci pa-
rametru K’, a wiec na cechy sprezyste. Wartosci tego parametru dla probek, w ktérych
1/3 lub 2/3 ilosci sacharozy zostato zastgpione polidekstroza i glikozydami stewiolo-
wymi byty istotnie (p < 0.05) nizsze niz wartosci K’ wyznaczone dla proby kontrolnej
oraz deseru, z ktorego receptury wyeliminowano cata sacharoze. Podobnie Martinez-
Cervera i wsp. [25] zaobserwowali zmniejszenie udziatu cech lepkosprezystych
w charakterystyce reologicznej niskocukrowego ciasta muffinowego na skutek zasta-
pienia w nim sacharozy sukraloza z polidekstroza. Z kolei wplyw modyfikacji receptu-
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ry na wartos$ci parametru n’, odzwierciedlajacego zaleznos¢ modutu G’ od predkosci
katowej nie byt statystycznie istotny (p > 0.05). Rowniez parametry opisujace zmiany
modutu stratnosci (G”) deserow na bazie zmodyfikowanej receptury nie roéznity sig
istotnie (p > 0.05) od tych charakteryzujacych zmiany tego modutu w probie kontrol-
nej. Wynika z tego, ze zastapienie sacharozy polidekstroza nie mialo istotnego wptywu
na cechy lepkie deserow analizowane w zakresie matych odksztatcen. Gatkowska
i wsp. [13], badajac desery skrobiowe o obnizonej zawartoSci cukru stwierdzili, ze
eliminacja sacharozy z ukladu powoduje znaczne zmiany w warto$ciach moduléw
w zaleznosci od rodzaju zastosowanej skrobi. Jednym z kluczowych czynnikéw maja-
cych wplyw na charakterystyke lepkosprezystg zywnos$ci na bazie wielkoczasteczko-
wych polimeréw jest ich stopien polimeryzacji oraz struktura zwigzana z liniowo$cig
tancuchow lub stopniem ich rozgatezienia [14].

Cechy sensoryczne

Zastgpienie sacharozy substancjg intensywnie stodzaca, pomimo zachowania
zblizonej intensywnosci smaku stodkiego produktu, niesie ze sobg zmiany w catkowi-
tej percepcji smakowitosci produktu przez konsumenta. Substancje intensywnie sto-
dzace czesto modyfikujg smak stodki, np. poprzez wywotywanie posmaku metaliczne-
go lub lukrecjowego. Maskowanie tych modyfikacji moze by¢ osiggni¢te w drodze
stosowania mieszanin réznych substancji intensywnie stodzacych lub mieszanin sub-
stancji intensywnie stodzacej z poliolami albo z substancjami wypetniajacymi. Na
rycinie 4A przedstawiono wyniki oceny smakowitosci badanych deserow. Zblizong
intensywnoscia stodkosci charakteryzowaty si¢ probki stodzone wylacznie sacharoza
(3S/0P) oraz czgsciowo glikozydami stewiolowymi (1S/2P). Wigkszg intensywno$¢
stodkosci stwierdzono dla probki, w ktorej jedng czes¢ sacharozy zastapiono glikozy-
dami stewiolowymi i polidekstroza (2S/1P), co moze wynika¢ z synergii pomiedzy
zastosowanymi sktadnikami stodzagcymi. Natomiast najmniejsza intensywno$¢ stodko-
$ci wykazywata probka stodzona wylacznie glikozydami stewiolowymi. Wywotywanie
efektu chtodzacego w ustach jest charakterystyczne dla produktéw stodzonych sub-
stancjami intensywnie stodzacymi. Efekt ten byl rowniez odczuwalny w przypadku
deserow, ktore w swoim sktadzie zawieraly glikozydy stewiolowe. Wraz ze zwigksza-
jacym si¢ udziatem tych substancji stodzagcych w deserach, intensywnos$¢ odbieranego
wrazenia efektu chtodzacego wzrastata (Ryc. 4A).

Obecnos¢ niektorych substancji intensywnie stodzacych w produkcie spozyw-
czym skutkuje nadaniem mu charakterystycznego posmaku metalicznego lub lukre-
cjowego (glicyryzyny). W przypadku badanych deserow malejacy udzial sacharozy
W recepturze powodowat zwickszenie intensywnos$ci zarowno posmaku lukrecji, jak
i posmaku metalicznego, przy czym wrazenia te byly szczegdlnie mocno odczuwalne
podczas konsumpcji probek, w ktorych 2/3 ilosci sacharozy lub jej catos¢ zastapiono
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mieszaning glikozydow stewiolowych i polidekstrozy (odpowiednio probki 1S/2P
i 0S/3P).
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sweetness
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/ metallic aftertaste cooling effect
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Ryc. 4. Wyniki oceny intensywnosci wrazen smakowych (A) i teksturalnych (B) odbieranych podczas
analizy sensorycznej deserow

Fig. 4. Results of sensory assessment of the intensity of palatability (A) and textural (B) sensations
received during sensory analysis of the desserts
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Wplyw zastosowanych modyfikacji receptury deser6w mlecznych na ich teksture
zobrazowano na rycinie 4B. Istotnym skutkiem zastapienia sacharozy glikozydami
stewiolowymi i polidekstrozg byto zmniejszenie zarowno lepkosci, jak i ciagliwosci
deserow. Zmniejszenie ciggliwo$ci byto odczuwalne juz w przypadku probki, w ktorej
zredukowano ilo$¢ sacharozy tylko o jedna czgs¢ (2S/1P), natomiast efekt zmniejsze-
nia lepkosci byt odbierany w przypadku probek, w ktorych pozostawiono tylko jedna
czg$¢ sacharozy lub wyeliminowano ja catkowicie. Nie stwierdzono istotnych zmian
adhezyjnosci deserow i ich rozptywalno$ci w ustach na skutek zastgpienia sacharozy
glikozydami stewiolowymi i polidekstroza.

Wyniki oceny akceptowalnos$ci zar6wno smakowito$ci, jak i tekstury deserow
mlecznych pokazano na rycinie 5. Pomimo braku statystycznie istotnych réznic po-
migdzy usrednionymi wynikami ocen, zauwazalny jest nastgpujacy trend ksztattowania
si¢ tych ocen: deser, w ktorym jedna cze$¢ sacharozy zastgpiono glikozydami stewio-
lowymi i polidekstrozg (2S/1P) byt akceptowalny pod wzgledem smakowitosci i tek-
stury w takim samym stopniu jak préba kontrolna, stodzona wylacznie sacharoza. Do-
piero desery o bardziej zredukowanej ilosci sacharozy (1S/2P i 0S/3P) okazaty sig
mniej akceptowalne przez oceniajacych. Przyczyng tego zjawiska bylo, z jednej strony,
odbieranie posmakoéw lukrecjowego i metalicznego podczas konsumpcji tych deseréw
(Ryc. 4A), a z drugiej — mniejsza ich lepkos¢ w poréwnaniu z deserami stodzonymi
tylko sacharoza (Ryc. 4B).
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Usuniecie sacharozy z receptury produktu i zastgpienie jej znacznie mniejszg ilo-
$cig substancji intensywnie stodzacej skutkuje rowniez spadkiem zawartosci suchej
masy, co w konsekwencji obniza akceptowalno$¢ produktu. Martinez-Cervera i wsp.
[25] stwierdzili, ze catkowite zastapienie sacharozy sukraloza w muffinach powodowa-
fo zmniejszenie akceptowalno$ci wszystkich ocenianych wyréznikéw sensorycznych,
natomiast usuniecie jedynie potowy ilosci sacharozy i zastgpienie jej mieszaning sukra-
lozy z polidekstroza nie miato istnego wptywu na charakterystyke sensoryczng produk-
tow. Z kolei Khan i wsp. [19] zaobserwowali, ze zastgpienie sacharozy mieszaning
gumy guar z polidekstrozg w recepturze muffin skutkowato zmniejszeniem wysokosci
gotowych wyrobow, wiekszg ich twardoscig i wigksza krucho$cia, a takze mniejsza
sprezystoscig i mniejsza adhezyjnoscig, natomiast nie wptyngto istotnie na spdjnos¢ i
sprezystos¢ ocenianych wyrobéw. W innych badaniach, Abdou i wsp. [1] uznali, Ze
wprowadzenie polidekstrozy do niskotluszczowych lodéw stodzonych sukralozg lub
glikozydami stewiolowymi korzystnie wptywa na ich kremisto$¢ 1 gtadkos¢. Z kolei
Srisuvor i wsp. [33] analizujac wplyw inuliny lub polidekstrozy na charakterystyke
jako$ciowa jogurtdéw o obnizonej zawartosci thuszczu stwierdzili, ze probki zawierajace
polidekstroze wykazywaty lepsze cechy sensoryczne w porownaniu z tymi zawieraja-
cymi inuling. Kalicka i wsp. [17] wykazaly, ze zastapienie sacharozy glikozydami ste-
wiolowymi w jogurcie powoduje zmniejszenie intensywnosci stodkiego smaku oraz
obnizenie jego ogolnej akceptowalnosci.

Whioski

1. Zastapienie sacharozy mieszaning polidekstrozy z glikozydami stewiolowymi
w recepturze deserow mleczno-skrobiowych nie miato istotnego wplywu na tem-
perature kleikowania skrobi w uktadzie wielosktadnikowym, natomiast przyczyni-
to si¢ do zmniejszenia lepkosci maksymalnej uktadu podczas ogrzewania.

2. Zastapienie sacharozy kombinacja glikozydy stewiolowe-polidekstroza w niewiel-
kim stopniu modyfikowalo charakterystyke reologiczng deseréw mleczno-
-skrobiowych. Desery wykazywaty przeptyw nienewtonowski, rozrzedzany $cina-
niem oraz wlasciwosci lepkosprezyste, a modyfikacja receptury skutkowata obni-
zeniem warto$ci wspotczynnika konsystencji oraz zmniejszeniem udziatu cech
sprezystych.

3. Desery mleczno-skrobiowe, w ktorych w wigkszym stopniu lub catkowicie zasta-
piono sacharoze polidekstroza i glikozydami stewiolowymi W 0ocenie sensorycznej
wywotywaly efekt chlodzacy i charakteryzowaly si¢ posmakiem lukrecji, przy
czym wykazywaty one stodkos¢ zblizona do stodkos$ci deseru stodzonego tylko sa-
charoza. Modyfikacja receptury deserow nie wptyngta na adhezyjno$¢ oraz roz-
ptywalnos¢ w ustach gotowych wyrobow, natomiast przyczynita si¢ do zmniejsze-
nia ich lepkosci i ciagliwos$ci ocenianych metoda analizy sensorycznej.



WPLYW POLIDEKSTROZY NA CHARAKTERYSTYKE REOLOGICZNA ORAZ... 281

4.

(1]
(2]

(3]

(4]

[5]
(6]

(7]

(8]
[9]

[10]
[11]
[12]

[13]

[14]

[15]
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THE EFFECT OF POLYDEXTROSE ON RHEOLOGICAL CHARACTERISTICS AND
SENSORY PROPERTIES OF REDUCED SUCROSE STARCH-MILK DESSERTS

Summary

Introduction. The aim of the study was to assess the impact of replacing sucrose with polydextrose
(E 1200) on the rheological characteristics and sensory properties of starch-milk desserts sweetened with
steviol glycosides (E 960). The study materials were desserts made of oxidized potato starch (E 1404),
skimmed milk powder, curcumin, vanilla flavorsucrose and/or a mixture of polydextrose (E 1200) and
steviol glycosides (E 960). As part of the rheological analyses, the pasting characteristics, viscosity curves
and mechanical spectra of the desserts were determined. As part of the sensory analysis, palatability and
texture were assessed using a quantitative descriptive analysis. The acceptability of the desserts was also
assessed.

Results and discussion. Based on the results, it was found that the partial or complete elimination of
sucrose from the composition of desserts and replacing it with a mixture of polydextrose and steviol gly-
cosides led to a reduction in their maximum viscosity determined at the heating stage in the pasting test,
but did not change the starch pasting temperature. The desserts showed shear-thinning non-Newtonian
fluid properties, and the modification of the recipe resulted in a reduction of the consistency coefficient
and a reduction in the share of elastic properties without a significant impact on the viscous properties of
the system. The desserts in which sucrose was completely, or in a greater degree, replaced with polydex-
trose and steviol glycosides had a cooling effect and had a licorice aftertaste in the sensory assessment,
while retaining sweetness similar to the sweetness of the dessert sweetened with sucrose only. The modifi-
cation of the dessert recipe did not affect the adhesiveness and mouth melting of the finished products, but
contributed to a reduction in their viscosity and malleability assessed by the sensory analysis. Both the
texture and palatability of the desserts prepared to the recipe, in which two-third of the amount of sucrose
or its total amount was replaced with polydextrose and steviol glycosides, turned out to be less sensorily
acceptable than the dessert which did not contain polydextrose.

Key words: desserts, oxidized starch, polydextrose, steviol glycosides, rheological properties, sensory
quality
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ASSESSMENT OF FUNCTIONAL PROPERTIES OF VEGETABLE
AND FRUIT MOUSSES ENRICHED WITH A FIBER PREPARATION
FROM POTATO STARCH

Summary

Background. Vegetable and fruit mousses have become very popular among consumers. These products
are a source of complete nutrients, providing the body with vitamins, minerals and dietary fiber. However,
the overall fiber content in a single serving of mousse has turned out to be insufficient. The aim of the
study was to examine the functional properties of vegetable and fruit mousses before and after enriching
them with a fiber preparation from potato starch (SDexF). The research material consisted of three mousse
flavors: apple-peach-parsnip, apple-cherry-carrot and apple-carrot-quince. The research included pH
measurement, analysis of CIE L*a*b* color parameters and pasting characteristics of vegetable and fruit
mousses. The content of total dietary fiber (TDF) in vegetable and fruit mousses was also determined
using the enzymatic-gravimetric AOAC 991.43. method.

Results and conclusion. The addition of SDexF resulted in a slight decrease in the pH of the apple-
cherry-carrot mousse. For each flavor, a change in color was observed, with the largest difference in color
parameters (AE) observed in the apple-carrot-quince flavored mousse. The vegetable and fruit mousses
enriched with SDexF were characterized by a higher total fiber content compared to the unenriched
mousses. The preserves with the addition of SDexF were characterized by lower pasting parameters com-
pared to the control mousses. Based on the functional tests being carried out, no negative impact of the
enriching of vegetable and fruit mousses with SDexF on the final product was observed. It can therefore
be concluded that the use of SDexF affects the functional properties of vegetable and fruit mousses, in-
creasing their nutritional and health value.

Keywords: vegetable and fruit mousses, dietary fiber, food enrichment, potato starch

Introduction

In recent times, there has been a growing interest among consumers in food hav-
ing functional properties. As the nutritional knowledge of society expands, there is also
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an increasing interest in food products that not only serve a nutritional function but
additionally demonstrate beneficial effects on the effective functioning of the body
[22].

One of the many bioactive components having a positive impact on human health
is dietary fiber. Numerous studies indicate that consuming an adequate amount of fiber
contributes to the prevention of cardiovascular diseases and reduces the risk of obesity,
diabetes, cancer and gastrointestinal diseases [15]. However, the amount of dietary
fiber typically consumed in the daily diet is often inadequate [24]. Therefore, there is a
necessity for innovative products with higher nutritional and health values, which can
be obtained by adding dietary fiber [7].

Consuming fruit and vegetables, as well as products made from them, is the basis
of a balanced diet [9]. Vegetable and fruit preserves, due to frequent consumption, can
be excellent products for enrichment with bioactive ingredients [25]. Currently, the key
task of the fruit and vegetable industry is to design innovative products that display
high quality and ensure safety [28].

An increasing number of vegetable and fruit processed products, such as mousses,
are appearing on store shelves. These products represent an innovative area in the field
of healthy nutrition, combining not only flavorful combinations but also being nutrient-
rich. In recent years, mousses have gained immense popularity as a healthier alterna-
tive to traditional preserves such as jams [30].

Mousses are food products obtained through minimal processing of fruit and veg-
etables, which makes them a valuable source of antioxidants [30]. The mousse produc-
tion process typically involves crushing raw materials, which are then mixed and sub-
jectedto thermal processing to achieve the desired consistency [26]. Mousses can be
prepared from various combinations of fruit and vegetables. Based on a review of the
vegetable and fruit mousse market, it can be concluded that the types of fruit which are
the most commonly used for the production of such products are apples, bananas, pears
and mangoes. As for vegetables, they include carrots, beets and pumpkins. Vegetable
and fruit mousses contain dietary fiber in their composition. However, an analysis of
products available on the Polish market indicates that the total fiber content in one
serving of a product is insufficient [20]. Examples of the flavors of vegetable and fruit
mousses along with fiber content (per 100 g of product) available on the Polish market
are presented in Table 1.

At the Jan Dlugosz University in Czestochowa, a project titled "Development and
implementation of an innovative technology for the production of new generation veg-
etable and fruit products enriched with a fiber preparation from potato starch with
prebiotic properties intended for children and adolescents™ (with the acronym PreST-
Fibre4kids) was implemented. The project was carried out in cooperation between JDU
and: Tymbark MWS Sp. z o. 0., the Children's Memorial Health Institute, the Faculty
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of Biotechnology and Food Sciences of the Lodz University of Technology and the
Maria Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology. The aim of the pro-
ject was to use a patent-protected fiber preparation from potato starch with prebiotic
properties [19] for the purpose of creating innovative vegetable and fruit products
without added sugars, intended for consumption by children and adolescents. The re-
sulting products can be classified as functional food, as fortifying daily diet with die-
tary fiber and prebiotic preparations may contribute to preventing overweight and obe-
sity [16].

Table 1.  Examples of flavors of vegetable and fruit mousses along with fiber content (g/100 g of prod-
uct) available on the Polish market (presented in ascending order, i.e. from the lowest to the
highest content of dietary fiber)

Tabelal. Przyktadowe smaki muséw warzywno-owocowych wraz z zawarto§cig btonnika (g/100 g
produktu) dostgpne na polskim rynku (ulozone od najmniejszej do najwigkszej zawartosci

btonnika pokarmowego)
Brand name / Nazwa Fiber content / Zawar-
Mousse taste / Smak musu handlowa to$¢ blonnika
[9/100 g]
' apple-blu,eberry-black carrot / Freche Ereunde 0.9
jabtko-boréwka-czarna marchew
apple-green peas-fennel-broccoli / .
jabtko-zielony groszek-koper wioski-brokut Kubus Baby 14
apple-peach-pumpkin / .
jabtko-brzoskwinia-dynia BoboVita 15
apple-banana-cherry-beetroot /
jabtko-banan-wisnia-burak Hortex 15
apple-blackcurrant-beetroot / .
jabtko-czarna porzeczka-burak Kubus Baby L7
zucchini-spinach-kiwi-apple-banana /
cukinia-szpinak-kiwi-jabtko-banan Dawtona L
apple-beetroot-strawberry /
jabtko-burak-truskawka Tymbark 18
apple-pear-spinach /
jabtko-gruszka-szpinak Babydream 2.2
carrot-mango-apple / Dawtona 24
marchew-mango-jabtko '
apple-pumpkin-carrot / .
jabtko-dynia-marchew Kubus Baby 25
apple-pear-white carrot-parsnip-banana /
jabtko-gruszka-biata marchew-pasternak-banan Tymbark 2.7

Obesity affects an increasing part of society, including children and adolescents
[31]. Currently, combating excess body weight is one of the most serious global health
challenges. The prevalence of obesity has significantly increased over the last decade,
as a result of which it has been called the 21st-century epidemic [13]. Fundamental
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causes of obesity include the consumption of excessive calories and insufficient physi-
cal activity, leading to inadequate energy expenditure [18]. In recent times, there has
been a growing recognition of the connection between gut microbiota and obesity [8].
Research indicates that the gut microbiota of obese individuals is characterized by low-
er abundance and diversity of beneficial bacteria, with a predominance of pathogenic
microorganisms. It is acknowledged that the Firmicutes to Bacteroidetes (F/B) ratio
plays a crucial role in maintaining gut homeostasis [27]. In individuals with excess
adipose tissue, there is a lower quantity of Bacteroides bacteria and an abundance of
Firmicutes compared to lean individuals. As a result of tests carried out on the feces of
obese children, it was found that a fiber preparation from potato starch stimulated the
growth of Bacteroidetes and Actinobacteria and reduced Firmicutes [4].

One of the factors influencing the state of gut microbiota is the dietary pattern.
Therefore, it is advisable to supplement meals with prebiotic and probiotic products
[1].

The aim of this study was to examine the functional properties of vegetable and
fruit mousses before and after enriching them with a dietary fiber preparation having
prebiotic properties from potato starch.

Material and methods
Materials

The research material included three vegetable and fruit mousses to which a die-
tary fiber preparation from potato starch (SDexF) was added and three without the
addition of that preparation. The mousses were produced by Tymbark MWS Sp. z 0.0.
(Poland) as part of the PreSTFibre4kids project. The production of SDexF on a semi-
industrial scale was carried out using specially designed equipment at the Jan Dlugosz
University in Czestochowa. The fiber preparation was obtained according to the patent
[19]. Briefly, 10 kg of potato starch was sprayed with hydrochloric and citric acid at
the final concentration of 0.1 % of each acid, mixed mechanically while spray-
ing/heating at 55/75 Hz, dried at 110 °C to the moisture content below 5 %, and finally
heated at 130 °C for 4h. Three flavors of the vegetable and fruit mousses were ana-
lyzed: apple-peach-parsnip (APP), apple-cherry-carrot (ACC) and apple-carrot-quince
(ACQ), as well as their enriched counterparts (APP+, ACC+ and ACQ+). All the ana-
lyzed mousses underwent the pasteurization process. The research material comprised
a total of six samples of mousses, as presented in Figure 1.

pH measurement

The measurement was performed using a SevenCompact TM S210 pH meter
(Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland). The mousses were put into beakers. Subse-
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guently, the pH meter was calibrated and the measurement was made by placing an
electrode in a beaker containing the analyzed vegetable and fruit mousse. For each
sample, pH was determined three times, and then the arithmetic mean and standard
deviation were calculated.

apple — peach — parsnip mousse enriched
apple — peach — parsnip mousse with SDexF / mus jabtko — brzoskwinia —

mus jablko — brzoskwinia — pasternak pasternak wzbogacony preparatem
(APP) blonnikowym ze skrobi ziemniaczanej

/ (APP+) . *{&:

apple — cherry — carrot mousse enriched
apple — cherry — carrot mousse RESEARCH with SDexF / mus jablko — wisnia —
mus jabiko — wisnia — marchewh MATERIAL q marchew wzbogacony preparatem

blonnikowym ze skrobi ziemniaczanej

(AcO) MATERIAL
‘ BADAWCZY (Acc+) . . @

"l

apple — carrot — quince mousse enriched

apple — carrot — quince mousse with SDexF / mus jablko — marchew —
mus jabtko — marchew — pigwowiec pigwowiec wzbogacony preparatem
(ACQ) ‘ blonnikowym ze skrobi ziemniaczanej

Fig. 1.  Research material
Rys. 1. Materiat badawczy

Analysis of color parameters

The color of vegetable and fruit mousses was assessed using the Chroma Meter
CR-400 colorimeter (Konica Minolta Sensing, Osaka, Japan) relative to the standard
illuminant D65. CIE L*a*b* color parameters were recorded as L* - brightness, a* -
green (-)/red (+) balance and b* - blue (-)/yellow (+) balance. For each sample, ten
independent measurements were performed. Subsequently, the arithmetic mean of the
L*a*b* parameters, standard deviation and color differences (AE) between the same
flavors of mousses with and without the addition of the fiber preparation were calculat-
ed. The total color difference (AE) was computed using the following equation:

AE = [(L — L')? + (@', — @’ )2 + (b, — b'1)?] /2

Explanatory notes / Objasnienia:

1 - means values for vegetable and fruit mousses without the addition of fiber preparation from potato
starch; 2 - means values for vegetable and fruit mousses with the addition of fiber preparation from potato
starch;
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1 - oznacza wartosci dla musow warzywno-owocowych bez dodatku preparatu btonnikowego ze skrobi
ziemniaczanej; 2 - oznacza warto$ci dla muséw warzywno-owocowych z dodatkiem preparatu btonniko-
wego ze skrobi ziemniaczanej.

Determination of total dietary fiber content (TDF)

The total dietary fiber (TDF) was determined using the enzymatic-gravimetric
method AOAC 991.43. [3] with the use of enzymatic assay for determining total die-
tary fiber from Megazyme International Ltd. (Wicklow, Ireland). To achieve this,
vegetable and fruit mousses were subjected to a water removal process by placing them
in a LyoQuest -55 freeze dryer (Telstar, Azbil, Japan) at a temperature of -50 °C for
approximately two days. Freeze-dried mousses of 1 g were dissolved in the MES-TRIS
buffer solution and then subjected to enzymatic digestion using thermostable o-
amylase, protease and amyloglucosidase. An appropriate amount of ethyl alcohol was
added to the hydrolyzate in order to precipitate water-soluble fibers (the volumetric
ratio of ethyl alcohol to the volume of the hydrolyzate should be 4:1). In the next stage,
the resulting sediment was filtered through a Gooch-type glass crucible of known
mass. The residue remaining in the crucible was washed twice with 78 % and 95 %
ethanol and once with acetone. The crucibles with the remaining sediment were left
overnight in an oven at 103 °C and then weighed. After taking into account the protein
and ash content, the total dietary fiber content in the freeze-dried vegetable and fruit
mousses was calculated. The analysis was performed three times for each tested sam-
ple.

Effect of temperature on the apparent viscosity of mousses

The viscosity of vegetable and fruit mousses was measured using a rotational vis-
cometer RVA 4500 (Perten Instruments, Hagersten, Sweden). A 25 g sample of each
mousse was weighed into a measuring vessel. Subsequently, the vessel with the ana-
lyzed sample was placed in the heating mantle of the viscometer. A 15-minute temper-
ature profile was used to measure changes in viscosity during heating and cooling.
Initially, the suspensions were adjusted to a temperature of 25 °C for a period of 1 mi-
nute. Subsequently, heating continued, with temperature being raised from 25 to 95 °C
at a rate of 14 °C/min and then at 95 °C for 3 minutes. The next step entailed cooling to
25 °C at the identical rate, and finally, equilibration at 25 °C for 1 minute. During the
first 10 seconds of the mixing process, a speed of 960 rpm was reached and then re-
duced to 160 rpm for the rest of the measurement. Viscosity measurement was per-
formed three times for each sample. Based on the measurement, the following parame-
ters were determined: peak viscosity (PV), hot sample viscosity (HPV), breakdown
(BD =PV — HPV), final viscosity (FV) and setback (SB = FV — HPV).
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Statistical analysis

Each measurement was performed at least three times. Next, an analysis of vari-
ance was performed. Means were compared using the Duncan’s new multiple range
test (p < 0.05). The values of the analyzed variables were presented as mean + standard
deviation. The results were statistically analyzed using Statistica 13.3 software
(StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Results and discussion

pH of vegetable and fruit mousses

The pH index is an important parameter determining the quality and freshness of
vegetable and fruit products. The pH values of vegetable and fruit mousses without and
with the addition of SDexF are shown in Figure 2. The acidity of all the tested vegeta-
ble and fruit products ranged from 3.32 to 3.80.

d

d
3.8 T I
3.7

C
3.6 b
3.5
R a a

3.3
3.2
3.1
3.0 L | ———

APP APP+ mACC mACCH =ACQ mACQ+

Fig. 2. pH values of vegetable and fruit mousses

Rys. 2. Wartosci pH muséw warzywno-0wocowych

Explanatory notes / Objasnienia:

The figure shows mean values + standard deviations. Variants: APP (apple — peach — parsnip mousse);
APP+ (apple — peach — parsnip mousse enriched with SDexF); ACC (apple — cherry — carrot mousse);
ACC+ (apple — cherry — carrot mousse enriched with SDexF); ACQ (apple — carrot — quince mousse);
ACQ+ (apple — carrot — quince mousse enriched with SDexF). Statistically different pH values (p < 0.05)
for individual mousses are marked with different letters. /

Na rysunku przedstawiono warto$ci §rednie + odchylenia standardowe. Warianty: APP (mus jabtko —
brzoskwinia — pasternak); APP+ (mus jabtko — brzoskwinia — pasternak wzbogacony preparatem blonni-



ASSESSMENT OF FUNCTIONAL PROPERTIES OF VEGETABLE AND FRUIT... 291

kowym ze skrobi ziemniaczanej); ACC (mus jabtko — wisnia — marchew); ACC+ (mus jabtko — wi$nia —
marchew wzbogacony preparatem btonnikowym ze skrobi ziemniaczanej); ACQ (mus jabtko — marchew —
pigwowiec); ACQ+ (mus jabtko — marchew — pigwowiec wzbogacony preparatem btonnikowym ze skrobi
ziemniaczanej). Wartosci roznigce si¢ statystycznie (p < 0,05) dla poszczegdlnych muséw oznaczono
réznymi literami.

The apple-cherry-carrot flavored mousse with the addition of SDexF (ACC+) was
characterized by a statistically significantly lower pH value compared to the unen-
riched mousse (ACC). In the case of the remaining two flavors of mousses, no signifi-
cant differences were observed. The range of permissible pH values for the tested
mousses is not prescribed by legal regulations. Active acidity values depend primarily
on raw materials used in production. Preserves containing only fruit have lower pH
values compared to products consisting only of vegetables. Differences in pH parame-
ters are also observed in the case of individual varieties of fruit and vegetables [23].
The highest pH value was demonstrated by the unenriched mousse consisting of ap-
ples, peaches and parships (APP). However, the apple, carrot and quince flavored
mousse (ACQ) had the lowest pH level. This may be due to the fact that quince fruit
has low general acidity and the pH of quince pulp is 3.43 [2]. The pH value may also
be influenced by biochemical reactions taking place. The pasteurization process allows
to inhibit these changes and consolidate the finished product, thus maintaining its du-
rability and freshness for longer.

Analysis of color parameters

The color of food products is influenced by the chemical composition, physical
state and structure of food [29]. Table 2 presents individual color parameters of vege-
table and fruit mousses. The use of SDexF had a significant impact on the L*a*b* col-
or parameters of the vegetable and fruit mousses. It was observed that colors changed,
being darker, in the case of each mousse flavor with the addition of SDexF, as the L*
value responsible for lightness decreased. In the APP, APP+, ACC, ACC+ mousses, a*
values were positive, which indicated the affinity of the mousses for the red color.
However, the addition of SDexF to the apple-carrot-quince mousse (ACQ) caused a
change in affinity from slightly green to lightly red. In turn, the b* values of all the
analyzed mousses were positive, which had a significant impact on the share of yellow
color. The color change could be caused by high temperature during the pasteurization
process of the mousses, during which a non-enzymatic browning reaction probably
occurred due to sugar caramelization and Maillard reactions [17]. The color modifica-
tion could also result from light scattering by the particles of the fiber preparation and
its natural hue (slightly beige-yellow), as indicated by research conducted by Figueroa
and Genovese [12].
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Table 2.  CIE L*a*b* color parameters of the analyzed vegetable and fruit mousses
Tabela 2. Parametry barwy CIE L*a*b* analizowanych muséw warzywno-owocowych

Sample code / . . .

Kod prébki L a b AE

APP 45,297+ 0.41 3.31°+0.08 19.11°+0.53
2.33

APP+ 43.10% £ 0.09 4.11°+0.08 19.24° +0.17

ACC 32.80°+0.05 9.037+0.05 6.06° + 0.05
1.33

ACC+ 32.20%+0.04 8.24°+ 0,08 5.53%+ (.06

ACQ 44.23°+0.22 -0.60%+ 0.08 12.35%+0.32
4.60

ACQ+ 39.98°+0.13 1.02°+£0.17 11.70° + 0.43

Explanatory notes as in Fig. 2. / Obja$nienia jak na Rys. 2.

APP ‘ ACC "ACQ
APP+ ‘ ACC+ "\C(N

Fig. 3.  Color of vegetable and fruit mousses without and with the addition of SDexF

Rys. 3. Barwa musoéw warzywno-owocowych bez i z dodatkiem preparatu blonnikowego ze skrobi
ziemniaczanej

Explanatory notes as in Fig. 2. / Obja$nienia jak na Rys. 2.

The color difference (AE) of individual mousse flavors was calculated to charac-
terize the variability of color parameters. The apple-cherry-carrot mousse enriched
with SDexF (ACC+) was characterized by the smallest color difference compared to
the unenriched mousse, which was 1.33. However, the highest color contrast was ob-
served in the apple-carrot-quince flavored mousse, as (AE) was 4.6. When AE is below
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3, differences in color parameters are visible to humans mainly when products are next
to each other, which can be seen in Fig. 3.

Taking into account the results obtained, it can be concluded that, most of all, the
addition of SDexF caused changes in the mousse colors, which became darker. In a
study conducted by Igual et al. [17], it was also shown that fruit jams enriched with
fiber showed color differences compared to traditional preserves. Mousses are most
often packed in tubes. Their color, as well as the color difference (AE), is not the most
important parameter for consumers when they make a choice.

Total dietary fiber content (TDF) in vegetable and fruit mousses

The total content of dietary fiber in 100 g of vegetable and fruit mousses, meas-
ured using the enzymatic-gravimetric method AOAC 991.43, is shown in Figure 4. The
AOAC 991.43 method is commonly used for declaring total dietary fiber on food la-
bels in both the United States and the European Union [6]. However, this method has
certain limitations because it allows for the determination of only high-molecular frac-
tions resistant to enzymatic digestion. Therefore, the results obtained do not take into
account low molecular weight dietary fiber particles soluble in ethanol [11].

3.0

2.8 ¢
26

24 b

2.2

=

2.0

TDF [g ]

1.8

1.6

1.4

1.2

10 —m ——

APP APP+ BACC BACCH BACQ BACQ+

Fig. 4.  Total dietary fiber content [g] in 100 g of vegetable and fruit mousses
Rys. 4. Catkowita zawarto$¢ btonnika pokarmowego [g] w 100 g muséw warzywno-0wocowych
Explanatory notes as in Figure 2. / Objasnienia jak na Rys. 2
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All the vegetable and fruit mousses enriched with SDexF were characterized by
a comparable total dietary fiber content. Taking into account the amounts of fiber in
the samples of the unenriched products, the mousse containing apple, peach and pars-
nip (APP) had the highest total fiber content. This may be due to the presence of pars-
nip. This raw material is a valuable source of dietary fiber, as its amount in 100 g of
this vegetable is approximately 4.9 g [10].

The greatest differences in fiber content before and after enriching vegetable and
fruit mousses were observed in the case of the apple-cherry-carrot (ACC) and apple-
carrot-quince (ACQ) flavors. Whereas, the smallest was observed for the mousse con-
taining apple, peach and parsnip (APP). These differences may result from numerous
interactions that occur between dietary fiber and other bioactive ingredients present in
such products as polyphenols [14].

The results obtained suggest that the addition of SDexF to vegetable and fruit
mousses increases the total dietary fiber content in these products. Research conducted
by Belovic et al. [5] also demonstrated that enriching apricot jam with tomato pomace
resulted in an increase in the dietary fiber content compared to the traditional jam.
Kosiorowska et al. [21] also reported that cranberry jams with the addition of flax and
chia seeds contained a significantly higher TDF content compared to the control jam.

At a further stage of the research, it is also planned to determine the total dietary
fiber content of vegetable and fruit mousses using the integrated enzymatic-
gravimetric-chromatographic method AOAC 2009.01, 2011.25. or 2017.16. These
methods are more accurate because they additionally allow for the determination of
low molecular weight fractions of dietary fiber, as a result of which even higher values
of dietary fiber can be expected in enriched vegetable and fruit mousses [11].

Effect of temperature on the apparent viscosity of mousses

After a visual assessment of the vegetable and fruit mousses, it could be conclud-
ed that the products with the addition of SDexF were characterized by a more uniform
structure and seemed more liquid. The results obtained, concerning thepasting charac-
teristics of the vegetable and fruit mousses measured using RVA, presented in Figure
5, confirm a significant reduction in viscosity in each of the enriched mousses com-
pared to the control mousse. Table 3 shows the pasting parameters of vegetable and
fruit mousses. For each type of the enriched mousse, a reduction in all pasting parame-
ters was observed compared to the control mousse. The exception were the BD and SB
parameters, which retained similar values for one type of the mousses (APP and
APP+). The maximum viscosity of the mousses was observed at a temperature of 25°C
during the first minute of mixing. The greatest differences in peak viscosity between
the control and enriched mousses were recorded in the case of apple-carrot-quince
flavored mousse.
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Explanatory notes as in Figure 2. / Objasnienia jak na Rys. 2
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Effect of temperature on apparent viscosity of vegetable and fruit mousses without and with the

Wplyw temperatury na lepkos$¢ pozorng musow warzywno-owocowych bez i z dodatkiem prepa-
ratu blonnikowego ze skrobi ziemniaczanej

Table 3. Parameters characterizing the effect of temperature on apparent viscosity of vegetable and fruit
mousses
Tabela 3. Parametry charakteryzujace wplyw temperatury na lepko$¢ pozorng muséow warzywno-
owocowych
Sample code / PV HPV BD = PV-HPV FV SB=FV -
Kod probki (mPas) (mPas) (mPas) (mPas) HPV (mPas)
APP 713 17 355°+13 359" +4 609° +21 254" +7
APP+ 6767 +8 31770 3597 +8 565 +2 248" 2
ACC 625°+16 291° +6 334°£10 529°+7 238° +1
ACC+ 412% £8 168% +3 2447 £5 344% £1 176% £1
ACQ 1400 +2 723710 677° +8 1164" +13 441° +3
ACQ+ 548° +6 257° +2 292° +4 451° 11 194° +1

Explanatory notes / Objasnienia:
PV (peak viscosity), HPV (hot paste viscosity), BD (breakdown = PV-HPV), FV (final viscosity), SB
(setback = FV-HPV). The figure shows mean values + standard deviations. Statistically different

(p < 0.05) for individual mousses are marked with different letters. /

PV (lepko$¢ maksymalna podczas ogrzewania), HPV (najnizsza lepkos¢ w temperaturze 95°C), BD (Spa-
dek lepkosci przy ogrzewaniu = PV-HPV), FV (lepko$¢ koncowa), SB (wzrost lepkosci w trakcie chto-
dzenia = FV-HPV). Na rysunku przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe. Rdznice staty-

styczne (p < 0,05) dla poszczegodlnych musdéw oznaczono réznymi literami.
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The lower viscosity of the enriched mousses, while maintaining the shape of the
gelatinization curve, does not seem to be a problem that could be negatively perceived
by consumers, unlike the increase in viscosity. Moreover, no significant segregation
processes of ingredients were observed. The results clearly indicate the technological
possibility of the addition of fiber preparation with no adverse effect on its consistency.
Lower viscosity may be the result of better dispersion of ingredients in the mousse,
which may be important for the consistency and quality of the final product. A very
low viscosity ingredient was also added to the mousse, hence the viscosity of the en-
riched mousse was reduced. The results obtained were consistent with the results of the
research conducted by Kapusniak et al. [20].

Conclusions

The article examines for the first time the functional properties of vegetable and
fruit mousses industrially enriched by a food manufacturer with a fiber preparation
from potato starch. Based on the research conducted, the following conclusions can be
drawn and final statements can be made:

1. Adding SDexF to vegetable and fruit mousses affects various sensory and physico-
chemical parameters. Although the reduction in pH is minimal, the change in color,
increase in total fiber content and reduction in viscosity may be important aspects.

2. Based on the functional tests carried out, it was not observed that enriching vege-
table and fruit mousses with SDexF had a negative impact on the final product.

3. It can therefore be concluded that the addition of SDexF affects the functional
properties of vegetable and fruit mousses, improving their nutritional and health
value.

4. There is a need to conduct further research, including the determination of low
molecular weight fiber fractions and a more comprehensive characterization of en-
riched mousses.

5. The emergence of innovative sources of dietary fiber offers new possibilities for
their use in the food industry.

The study was financed as part of the NCBIR project, grant no. POIR.04.01.02-
00-0102/17-00 (PreSTFibre4kids), supervised by prof. dr hab. Janusz Kapusniak.
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OCENA WEASCIWOSCI FUNKCJONALNYCH MUSOW WARZYWNO-OWOCOWYCH
WZBOGACONYCH PREPARATEM BLONNIKOWYM ZE SKROBI ZIEMNIACZANEJ

Streszczenie

Wprowadzenie: Musy warzywno-owocowe ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w$rod konsumentow.
Produkty te stanowig zrodlo pelnowarto$ciowych sktadnikow odzywczych, dostarczajac organizmowi
witaminy, sktadniki mineralne oraz btonnik pokarmowy. Niemniej jednak, ogélna zawarto$¢ btonnika w
pojedynczej porcji musu okazuje si¢ niewystarczajaca. Celem pracy bylo zbadanie wlasciwosci funkcjo-
nalnych musow warzywno-owocowych przed i po wzbogaceniu blonnikowym preparatem ze skrobi ziem-
niaczanej. Material badawczy stanowily 3 smaki musow: jabtko-brzoskwinia-pasternak, jabtko-wisnia-
marchew i jabtko-marchew-pigwowiec. Badania obejmowaty pomiar pH, analiz¢ parametrow barwy CIE
L*a*b* oraz charakterystyke kleikowania musow warzywno-owocowych. Oznaczono takze zawartosci
calkowitego btonnika pokarmowego (TDF) w musach warzywno-owocowych przy uzyciu metody enzy-
matyczno-grawimetrycznej AOAC 991.43.

Wyniki i wnioski: Dodatek preparatu btonnikowego ze skrobi ziemniaczanej spowodowat nieznaczne
obnizenie pH musu jabtko-wi$nia-marchew. Dla kazdego smaku zaobserwowano zmian¢ barwy na ciem-
niejsza, przy czym najwigksza réznica parametréow barwy (AE) wykazywat si¢ mus o smaku jabiko-
marchew-pigwowiec. Musy warzywno-owocowe wzbogacone preparatem blonnikowym ze skrobi ziem-
niaczanej charakteryzowaly si¢ wyzsza catkowita zawarto$cig btonnika w por6wnaniu z musami niewzbo-
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gacanymi. Przetwory z dodatkiem blonnikowego preparatu odznaczaly si¢ nizszymi parametrami kleiko-
wania w porownaniu do muséw kontrolnych. Na podstawie przeprowadzonych badan funkcjonalnych nie
zaobserwowano, aby wzbogacanie muséw warzywno-owocowych preparatem blonnikowym ze skrobi
ziemniaczanej miato negatywny wptyw na produkt koncowy. Mozna zatem wnioskowac, ze zastosowanie
btonnikowego preparatu ze skrobi ziemniaczanej wptywa na cechy funkcjonalne muséw warzywno-
owocowych, podnoszac ich warto§¢ zywieniowg oraz zdrowotna.

Stowa kluczowe: musy warzywno-owocowe, btonnik pokarmowy, wzbogacanie zywnosci, skrobia ziem-
niaczana P
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GRAZYNA MORKIS

PROBLEMATYKA ZYWNOSCIOWA W USTAWODAWSTWIE
POLSKIM I UNIINYM

Publikujemy kolejny przeglad aktow prawnych, ktére ukazaty si¢ w Dzienniku
Ustaw RP oraz Dzienniku Urzedowym UE. Ponizsze zestawienie zawiera akty prawne
dotyczace szeroko omawianej problematyki zywnos$ciowej wg stanu na dzien 30 wrze-
$nia 2023 r.

Polskie akty prawne

1. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 7 lipca 2023 r.
w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu ustawy o przeciwdziataniu nieuczciwemu
wykorzystywaniu przewagi kontraktowej w obrocie produktami rolnymi i spozyw-
czymi. (Dz. U. 2023 r., poz. 1773).

Obwieszczenie zawiera jednolity tekst ustawy z dn. 17 listopada 2021 r. o prze-
ciwdziataniu nieuczciwemu wykorzystywaniu przewagi kontraktowej w obrocie
produktami rolnymi i spozywczymi.

Ustawa okresla zasady i tryb przeciwdzialania, w celu ochrony interesu publiczne-
go, praktykom nieuczciwie wykorzystujagcym przewage kontraktowa produktow
rolnych lub spozywczych lub dostawcoéw tych produktow. Powyzsza ustawa okre-
$la takze wlasciwos¢ organu w przedmiotowych sprawach oraz wspotpracy z Ko-
misjg Europejska.

2. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 24 sierpnia
2023 r. w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o ochronie konkurencji
i konsumentow. (Dz. U. 2023 r., poz. 1689).

Obwieszczenie zawiera jednolity tekst ustawy z dn. 24 sierpnia 2021 r. o ochronie
konkurencji i konsumentow.
Ustawa:

Dr G. Morkis. Kontakt: gmorkis@poczta.onet.pl
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e okre$la warunki rozwoju i ochrony konkurencji oraz zasad podejmowangj
W interesie publicznym ochrony interesow przedsigbiorcow i konsumentow;

e reguluje zasady i tryb przeciwdziatania praktykom ograniczajagcym konkuren-
cje, praktykom naruszajagcym zbiorowe interesy konsumentow oraz stosowaniu
niedozwolonych postanowien wzorow umow, a takze przeciwdzialania anty-
konkurencyjnym koncetracjom przedsigbiorcow i ich zwigzkow;

e okresla organy wlasciwe w sprawie ochrony konkurencji i konsumentow.

3. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 28 lipca 2023 r.
w sprawie ogloszenia jednolitego tekstu ustawy o bezpieczenstwie zywno$ei i zy-
wienia. (Dz. U. 2023 r., poz. 1448).

Obwieszczenie zawiera jednolity tekst ustawy z dn. 25 sierpnia 2006 r. o bezpie-

czenstwie zywnosci 1 Zywienia.

Ustawa okresla:

e wymagania zdrowotne Zywnosci;

e wymagania dotyczace przestrzegania zasad higieny: zywno$ci, materialow
i wyrobow przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig;

e wlasciwosci organow w zakresie przeprowadzania urzedowych kontroli zyw-
nosci;

e wymagania dotyczace przeprowadzania urzedowych kontroli zywnosci.

Ustawa reguluje rowniez:

e zasady sprzedazy, reklamy i promocji srodkoéw spozywczych;

e wymagania w zakresie zywienia dzieci i mtodziezy w ramach zywienia zbio-
rowego.

4. Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dn. 25 maja 2023 r.
w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu ustawy o organizacji rynkéw owocow
i warzyw oraz rynku chmielu. (Dz. U. 2023 r., poz. 1318).

Obwieszczenie zawiera jednolity tekst ustawy z dn. 19 grudnia 2003 r. o organiza-
Cji rynkow owocow i warzyw oraz rynku chmielu.

Ustawa okresla zadania i wlasciwosci jednostek organizacyjnych i organow orga-
nizacji w zakresie okre$lonych przepisami Unii Europejskiej organizacji rynkow:
owocOw 1 warzyw oraz chmielu.

Unijne akty prawne

1. Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2023/1414 z dn. 29 czerwca 2023 r.
rejestrujace w rejestrze chronionych nazw pochodzenia i chronionych oznaczen
geograficznych nazwe [..Powidta Sliwkowe z Doliny Dolnej Wisty” (ChOG)].
(DZ.U. UE L 2023 ., 171, 5. 5).
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XV KONFERENCJA NAUKOWA Z CYKLU ,,ZYWNOSC XXI WIEKU”

Zywnosé jako wyzwanie dla wspélczesnej nauki i preemystu

Krakow, 21-22 wrzeSnia 2023 r.

W dniach 21-22 wrzesnia 2023 r. w Krakowie odbyta si¢ XV Konferencja Nau-
kowa z cyklu ,,Zywnoé¢ XXI wieku”, zorganizowana przez Polskie Towarzystwo
Technologéw Zywnosci Oddziat Matopolski oraz Wydzial Technologii Zywnosci
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja w Krakowie. Patronat nad nia objal
Komitet Nauk o Zywnosci i Zywieniu Polskiej Akademii Nauk. Konferencja zostata
dofinansowana ze $rodkéw Ministerstwa Edukacji i Nauki w ramach programu ,,Do-
skonata nauka” — modut: ,,Wsparcie konferencji naukowych na lata 2022-2023”. Kon-
ferencje z cyklu ,,Zywno$¢ XXI wieku” realizowane sg z reguly w cyklu dwuletnim,
juz od 30 lat, bowiem od 1993 r., kiedy to zorganizowano pierwsza konferencje pn.
,Zywno$¢ wygodna” pod przewodnictwem 6wczesnego prezesa OM PTTZ — prof. dr.
hab. inz. Mieczystawa Palasinskiego. Konferencje te kierowane sg do szerokiego grona
pracownikoéw jednostek naukowych, doktorantow, studentow oraz praktykoéw zajmuja-
cych si¢ zagadnieniami z zakresu technologii zywnosci i zywienia cztowieka. Tradycja
jest, iz obrady odbywaja si¢ zawsze w Krakowie. Tegoroczna konferencja byta jubileu-
SZOW3.

Zmieniajace si¢ wspoOlczesnie uwarunkowania ogolnogospodarcze w sektorze
zywnosci oraz rosngca $wiadomos$¢ konsumencka stawiajag nowe wyzwania przed pro-
ducentami zywnosci. Oczekiwania konsumentow dotyczace przejrzystosci i bardziej
innowacyjnych produktow czy tez wcigz ewoluujace wymagania w zakresie jakosci
i zgodnoSci z przepisami prawa zywnos$ciowego wymuszajg zmiany w obszarze prze-
tworstwa zywnosci. Wdrazanie nowoczesnych rozwigzan technologicznych oraz mo-
dyfikacje istniejacych staja sie niezbedne w obliczu coraz wyrazniejszego trendu pozy-
skiwania bardziej ekologicznych zrédet zywno$ci oraz minimalizacji wptywu
przetworstwa spozywczego na srodowisko. W §wietle powyzszych zagadnien tematem
przewodnim organizowanej konferencji byta ,,Zywnoé¢ jako wyzwanie dla wspotcze-
snej nauki i przemystu”.
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Za przygotowanie konferencji i zarzadzanie nig odpowiadat Komitet Organiza-
cyjny, w ktorego sktad wchodzili pracownicy WTZ URK: dr hab. inz. Emilia Bernas,
prof. URK — przewodniczaca, dr hab. inz. Dorota Gatkowska, prof. URK — sekretarz,
dr hab. Gohar Khachatryan, prof. URK — zastgpca sekretarza, dr Marta Liszka-
Skoczylas — skarbnik oraz cztonkowie: dr hab. inz. Marek Sady, prof. URK; dr hab.
Kinga Topolska, prof. URK; dr hab. inz. Teresa Witczak, prof. URK; dr Lukasz Sko-
czylas, prof. URK; dr inz. Grzegorz Fiutak; dr Gabriela Zig¢; dr inz. Michat Pancerz.

Poczet Komitetu Naukowego stanowili pracownicy WTZ URK: prof. dr hab.
Aleksandra Duda (przewodniczgca); prof. dr hab. inz. Agnieszka Filipiak-Florkiewicz;
prof. dr hab. inz. Lestaw Juszczak; prof. dr hab. inz. Teresa Leszczynska; prof. dr hab.
inz. Wiadystaw Migdat; prof. dr hab. inz. Krzysztof Suréwka; prof. dr hab. inz. Ma-
riusz Witczak; dr hab. inz. Dorota Gumul, prof. URK; dr hab. Karen Khachatryan,
prof. URK; dr hab. inz. Marcin Lukasiewicz, prof. URK; dr hab. inz. Dorota Najge-
bauer-Lejko, prof. URK; dr hab. inz. Anna Ptaszek, prof. URK; dr hab. inz. Jacek
Stupski, prof. URK; dr hab. inz. Bozena Stodolak, prof. URK.

Do grona Komitetu Honorowego nalezeli: prof. dr hab. inz. Grazyna Jaworska
(Uniwersytet Rzeszowski), prof. dr hab. Tadeusz Sikora (Uniwersytet Ekonomiczny
w Krakowie), prof. dr hab. Joanna Stadnik (Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie) oraz
prof. Ing. Jozef Golian, PhD (Stowacki Uniwersytet Rolniczy w Nitrze).

Uczestnikami konferencji byli pracownicy szesnastu krajowych uczelni wyz-
szych, jednej uczelni zagranicznej — Stowackiego Uniwersytetu Rolniczego w Nitrze,
czterech instytutow naukowo-badawczych, jednej instytucji administracji panstwowej
oraz sze$ciu podmiotow gospodarczych. Najliczniej reprezentowane byly Uniwersytet
Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Instytut
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego —
Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie oraz Uniwersytet Rolniczy im. Hugona
Koftataja w Krakowie. Lacznie w konferencji wzigty udziat 123 osoby.

Konferencje uroczyscie otwarta Pani Dziekan Wydzialu Technologii Zywnosci
URK i zarazem przewodniczaca Komitetu Naukowego — prof. dr hab. Aleksandra Du-
da, zyczac uczestnikom owocnego poszerzania wiedzy, wymiany doswiadczen nauko-
wych oraz nawigzywania wspolpracy. Nastgpnie glos zabrata przewodniczgca Komite-
tu Organizacyjnego — dr hab. inz. Emilia Bernas, ktora skierowata do gosci stowa
przywitania i zaprosita do przewodniczenia sesji plenarnej Panig prof. dr hab. Joanne
Stadnik z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz Pana prof. dr. hab. inz. Jacka
Domagate z Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Obecno$¢ licznie zgromadzonych
gosci z wielu osrodkéw naukowych stata si¢ okazja do wreczenia przez Panig prof. dr
hab. Joanne Stadnik — Prezes Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci — Ztote;j
Odznaki PTTZ Pani prof. dr hab. Grazynie Jaworskiej z Uniwersytetu Rzeszowskiego
oraz Pani prof. dr hab. Danucie Kotozyn-Krajewskiej z SGGW w Warszawie. Odznaka
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ta jest przyznawana przez Zarzad Gtéwny PTTZ wieloletnim cztonkom Towarzystwa
za wybitny wktad w jego dziatalnos¢ i rozwdj. Po tej uroczystej czgsci, pierwszy wy-
ktad plenarny Wyzwania dla produkcji Zzywnosci XXI wieku wyglosita dr hab. inz. Mat-
gorzata Gumienna, prof. uczelni z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Tres¢
niniejszego referatu doskonale wpisata si¢ w tematyke rozpoczetej konferencji. Trendy
w zakresie nowej zywnosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem owaddéw jadalnych oraz
produktéw ubocznych przetworstwa roslinnego przedstawita stuchaczom doc. Ing.
Martina Fikselova, PhD, ze Stowackiego Uniwersytetu Rolniczego w Nitrze w prezen-
tacji Novel foods in current approach — trends, benefits and risks. Kolejnym prelegen-
tem byt prof. dr hab. Tadeusz Sikora z Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie,
ktory w sposéb syntetyczny przedstawit zagadnienia prawa zywnosciowego w prezen-
tacji zatytulowanej Systemowe zapewnianie bezpieczerstwa zywnosci — 30 lat do-
Swiadczen. Sesja plenarna zakonczyla si¢ interesujgcym wystgpieniem dr hab. inz.
Gohar Khachatryan, prof. URK, ktéra w referacie Nano-/mikrokapsutki zawierajgce
sktadniki bioaktywne w technologii zywnosci przyblizyta uczestnikom konferencji za-
gadnienia nanotechnologii w konteks$cie wspotczesnej nauki i przemystu spozywczego.

Po sesji plenarnej odbyty si¢ dwie rownolegle sesje panelowe, ktorych tematami
przewodnimi byly Zywienie czlowieka oraz jakos¢ i bezpieczenstwo zywnosci oraz
Wspoiczesne trendy w tworzeniu Zywnosci prozdrowotnej. W ramach tych sesji wygto-
szono tacznie 16 referatow, w ktorych przedstawiono wyniki najnowszych badan nau-
kowych i poruszono wiele zajmujgcych zagadnien. Dalszg cze$¢ konferencji stanowity
dwie prowadzone rownolegle sesje e-posterowe, w nastepujgcych obszarach tematycz-
nych: Postawy konsumentow i nowe trendy Zywieniowe oraz Innowacje produktowe a
jakos¢ zdrowotna zywnosci. Zaprezentowanych zostalo tacznie 21 komunikatoéw nau-
kowych. Poszczegolne sesje wienczyta otwarta dyskusja nad poruszanymi tematami.

Na nieformalng czg$¢ pierwszego dnia konferencji ztozyly si¢ popoludniowe
zwiedzanie Muzeum Farmacji w Krakowie oraz uroczysta kolacja odbywajaca si¢
w Premier Krakéw Hotel.

W drugim dniu konferencji, 22 wrzesnia 2023 r., sesji plenarnej przewodniczyli
Pani prof. dr hab. inz. Agnieszka Filipiak-Florkiewicz z Uniwersytetu Rolniczego
w Krakowie oraz Pan prof. Ing. Jozef Golian, PhD, ze Stowackiego Uniwersytetu Rol-
niczego w Nitrze. Sesja rozpoczeta si¢ wystapieniem prof. dr hab. Joanny Stadnik (UP
w Lublinie). Przedstawita ona przygotowany na wysokim poziomie referat Wspofcze-
sne wyzwania dla nauki i technologii migsa, w ktorym przyblizyta uczestnikom konfe-
rencji m.in. gléwne kierunki rozwoju technologii produktow migsnych. Nastepny wy-
ktad plenarny zatytutowany Rola dzwigku w ocenie jakosci Zywnosci wygtosita dr hab.
inz. Agata Marzec, prof. uczelni ze Szkoty Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w War-
szawie. Z kolei dr inz. Piotr Pokrzywa — pracownik Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-
Epidemiologicznej w Krakowie — w referacie Nadzor nad bezpieczenstwem Zywnosci
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zaprezentowatl dane dotyczace dziatan podjetych przez WSSE w Krakowie w zakresie

bezpieczenstwa zywno$ci na terenie wojewodztwa matopolskiego. Na zakonczenie

sesji plenarnej mialy miejsce dwa wydarzenia towarzyszace. Pierwszym z nich byto
wystapienie dr inz. Marii Walczyckiej z Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie z pre-
zentacja na temat miedzynarodowego projektu FOODINOVO, w ktérym partnerami sa

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie i o$rodki zagraniczne: Stowacki Uniwersytet Rolni-

czy w Nitrze, Uniwersytet Medycyny Weterynaryjnej i Farmacji w Koszycach oraz

Uniwersytet Weterynaryjny i Farmaceutyczny w Brnie. Drugim wydarzeniem byto

ogloszenie przez prof. dr hab. inz. Agnieszke Kite z Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu wynikéw konkursu organizowanego przez PTTZ na najlepsza prace dok-

torskg z zakresu nauk o zywnosci w 2022 r. oraz wrgczenie statuetki. Laureatem kon-

kursu zostat dr inz. Igor Turkiewicz — pracownik Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu.

W kolejnej czesci konferencji odbyly sie dwie, prowadzone roéwnolegle, sesje re-
feratowe. W ramach pierwszej z nich, na temat Wspdiczesnych trendow w ksztattowa-
niu jakosci surowcow i produktow spozZywczych, wygtoszonych zostato 9 referatow,
natomiast w drugiej sesji o tytule Wiasciwosci funkcjonalne i prozdrowotne Zywnosci
wystapito dziesigciu prelegentow. Ostatnig cze$¢ konferencji stanowity dwie odbywa-
jace si¢ rownolegle sesje e-posterowe. Tresci prezentacji przedstawianych podczas
jednego panelu koncentrowaty si¢ na Innowacjach surowcowych i technologicznych
W produkcji Zywnosci i opakowar, natomiast tematem przewodnim drugiego panelu
byla Analiza i ocena jakosci zywnosci. Razem w tych dwoch sesjach udziat wzieto 27
prelegentoéw. Krotkie dyskusje podsumowujace poszczegdlne sesje umozliwity uczest-
nikom wymian¢ spostrzezen dotyczacych prezentowanych wynikdéw badan nauko-
wych.

Sposrod wygltoszonych komunikatow ustnych i zaprezentowanych e-posterow
w obrebie poszczegélnych sesji panelowych, powotane przez Komitet Organizacyjny
Komisje wylonity po jednym najlepszym wystapieniu. Wyrdznieni autorzy zostali
uhonorowani okoliczno$ciowymi dyplomami oraz upominkami.

Za prezentacje referatu ustnego wyrdznienia otrzymali:

— dr hab. inz. Dorota Najgebauer-Lejko, prof. URK (Uniwersytet Rolniczy im. Hu-
gona Kottataja w Krakowie): Roslinne zamienniki jogurtow;

— dr hab. inz. Lukasz Lopusiewicz (Zachodniopomorski Uniwersytet Technologicz-
ny w Szczecinie): Procesy biotransformacji jako droga do przeksztalcenia maku-
chow w kierunku zywnosci funkcjonalney,

— drinz. Agnieszka Palka (Uniwersytet Morski w Gdyni): Perspektywy rozwoju ryn-
ku lodow rzemieslniczych jako zywnosci funkcjonalnej;

— dr Magdalena Krekora (Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej
Akademii Nauk w Lublinie): Wphyw wybranych flawonoidow i ich glikozydow na
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drugo- i trzeciorzedowq strukture biatek glutenowych w modelowym ciescie pszen-
nym.

Za prezentacj¢ e-posterowa wyroznienia otrzymali:

— dr hab. inz. Andrzej Baryga, prof. uczelni (Politechnika ¥.6dzka): Wiasnosci zy-
wieniowe sataty odmiany Lento w warunkach uprawy z wykorzystaniem popiotu ze
spalania biomasy do nawozenia;

— dr hab. inz. Joanna Klepacka, prof. UWM (Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie): Ocena mozliwosci dodawania tuski gryczanej do wybranych produk-
tow spozywczych;

— dr hab. inz. Elzbieta Radziejewska-Kubzdela (Uniwersytet Przyrodniczy w Pozna-
niu): Ocena wplywu ultradzwiekéw na zwiekszenie efektywnosci procesu nasgcza-
nia prozniowego plastrow marchwi i kostki jabtkowey,

— dr hab. Katarzyna Waszkowiak (Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu): Prepara-
ty biatek nasion Inu jako funkcjonalne skiadniki Zzywnosci: wplyw metody ekstrakcji
na wiasciwosci przeciwutleniajgce.

Podsumowania i oficjalnego zakonczenia konferencji dokonata Przewodniczaca
Oddziatu Matopolskiego PTTZ, a zarazem przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego
— dr hab. inz. Emilia Berna$, prof. URK. Skierowata ona stowa podzigkowania do
wszystkich uczestnikow, dodajac, iz wystgpienia prelegentow wpisaly si¢ w nakreslo-
ny cel konferencji, a spotkanie z pewnoscig stanowito dla uczestnikow wazne forum
wymiany pogladow i nawigzywania wspolpracy naukowej. W dalszej czeséci wystgpie-
nia, prof. Emila Berna$ podzigkowata podmiotom gospodarczym, ktore sponsorowaty
konferencj¢. Byly nimi: BIOING sp. z 0.0. (Rybnik), Scandia Cosmetics SA (Niepo-
tomice) oraz SHIM-POL A.M. Borzymowski (Warszawa). Na koniec, prof. Emila
Bernas zaprosita wszystkich zgromadzonych do uczestnictwa w kolejnej edycji konfe-
rencji naukowej z cyklu ,,Zywno$¢ XXI wieku”, planowanej na 2026 r.

Warto dodaé, iz w ramach XV Konferencji Naukowej z cyklu ,,Zywnos¢ XXI
wieku” pod koniec 2023 r. zostata wydana w wersji elektronicznej monografia pt.
,Zywno$¢ jako wyzwanie dla wspotczesnej nauki i przemystu”, zawierajgca artykuty
naukowe uczestnikow konferencji. Publikacja ta jest dostgpna na stronie internetowej
Wydawcy — Wydawnictwa Naukowego PTTZ.

Opracowanie: Dorota Gatkowska
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego
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ZEBRANIE ZARZADU GEOWNEGO PTTZ XII KADENCIJI

Dnia 21 wrze$nia 2023 r. odbyto si¢ zebranie Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Technologéw Zywnosci XII kadencji w siedzibie Wydziatu Technologii Zywnoéci UR w Kra-
kowie. Spotkanie otworzyla Prezes Zarzadu Glownego prof. Joanna Stadnik i przedstawita
sprawozdanie z dziatalnosci Prezydium ZG PTTZ w okresie lipiec - wrzesien 2023 r. Nastepnie
ogloszono wyniki konkursu na najlepsza publikacje¢ w czasopiémie ZYWNOSC. Nauka. Tech-
nologia. Jako$¢ w roku 2022. W dalszej kolejno$ci oméwiono sprawy organizacyjne Towarzy-
stwa i zatwierdzono terminarz Sesji Naukowych SMKN PTTZ na lata 2024-2034. Na koniec
Pani Prezes podsumowata spotkanie 1 podzigkowata cztonkom Zarzad za uczestnictwo.

WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE
W ROKU 2023

Pazdziernik

10-12 DREZNO, NIEMCY - 3rd Food Chemistry Conference: Shaping a healthy and
sustainable food chain through knowledge.
Organizator: Elsevier
Informacje: https://www.elsevier.com/events/conferences/food-chemistry-conference

WAZNIEJSZE KRAJOWE 1 ZAGRANICZNE KONFERENCJE NAUKOWE
W ROKU 2024

Marzec

2022 Piszczany, Stowacja - XXI. Vedecka Konferencia s Medzinarodnou Ugastou - Bez-
pecnost’ a Kontrola Potravin
Informacje: www.potravinarstvo.sk
Kontakt: e-mail: Jozef.Golian@uniag.sk

Kwiecien


https://www.elsevier.com/about
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9-11

14-18

15-17

17-19

22-25

Maj

16-17

Czerwiec

Porto, Portugalia — 8th International Conference on Food Digestion

Organizator: INFOGEST: An International Network of Excellence on the Fate of
Food in the Gastrointestinal Tract

Informacje: https://www.icfd2024.com/

Thessaloniki, Grecja — 19th Food Colloids Conference: “Using colloid science to
find new sustainable solutions in food”
Organizator: International Hellenic University- Dept. of Food Science and Technolo-

ay,
Informacje: https://foodcolloids2024.org/

Kiry k. Zakopanego, Osrodek SGGW ,Marymont* = VIII Sympozjum Naukowe
z cyklu “Bezpieczenstwo zywnosciowe i Zzywnosci”

Organizatorzy: Zaktad Higieny i Zarzadzania Jako$cig Zywnosci Instytutu Nauk
0 Zywieniu Cztowieka SGGW w Warszawie, Zarzad Glowny PTTZ oraz Sekcja
Bezpieczenstwa Zywnoséci KNoZiZ PAN

Zgloszenia: htthttps://forms.office.com/e/cBqdC3wX6c

Kontakt: sympozjum_bezpieczenstwo@sggw.edu.pl

Kiry k. Zakopanego, O$rodek SGGW ,,Marymont* = Krokusowe X1V Sympozjum
Naukowe nt. “Probiotyki i prebiotyki w zywnosci”

Organizatorzy: Zaktad Higieny i Zarzadzania Jako$cig Zywnosci Instytutu Nauk
0 Zywieniu Cztowicka SGGW w Warszawie, Zarzad Glowny PTTZ, KNoZiZ PAN
Zgloszenia: https://forms.office.com/e/aKafAnOyB0

Kontakt: sympozjum_probiotyki@sggw.edu.pl

Nantes, Francja — International Cereal and Bread Congress (ICBC),
Organizator: International Association for Cereal Science and Technology
Informacje: https://icc-ichc.com/en/

Gdansk — XXVIII Sesja Naukowa Sekcji Mlodej Kadry Naukowej PTTZ pt.
"Zywnosci wobec wyzwarn wspélczesnego swiata" oraz Xlth International Session of
Young Scientific Staff ,,Food in the face of the challenges of the modern world”
Organizatorzy: Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnos$ci, Wydziat
Chemiczny Politechnika Gdanska, Sekcja Mtodej Kadry Naukowej PTTZ ; Patronat:
Komitet Nauk o Zywnosci i Zywieniu PAN

Informacje: www.chem.pg.edu.pl/smkn2024

Kontakt: smkn2024@pg.edu.pl; tel. 58 347 16 98, 58 347 26 56


https://foodcolloids2024.org/
mailto:sympozjum_probiotyki@sggw.edu.pl
https://icc-icbc.com/en/
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5-7 Ohrid, Macedonia — The NUTRICON 2024 Congress, dedicated to Food Quality
and Safety, Health and Nutrition
Informacje: https://keyevent.org/
Kontakt: info@key.com.mk

2628 Praga, Republika Czeska — “9™ Edition of innovations in Food Science and Hu-
man Nutrition (IFHN-2024)
Informacje: https://foodscience-nutrition.org/

Lipiec

8-11  Burgos, Hiszpania — 28th International ICFMH Conference Food
Organizator: International Committee on Food Microbiology and Hygiene
(ICFMH)
Informacje: https://foodmicro2024.com/home.php

Wrzesien

8—-12 Rimini, Wlochy — World Congress of Food Science and Technology “The
future of food is now: Development, Functionality & Sustainability.”
Informacje: https://iufost2024-italy.com/

16 -18 Rzym, Wiochy — 6th Edition of Euro-Global Conference on Food Science and
Technology FAT 2024. “FOOD: Focusing On Outstanding Discoveries in Food
Science and Technology.”
Informacje: https://food-chemistry-technology-conferences.magnusgroup.org/

Pazdziernik

6-9 Brugia, Belgia — 6th Food Structure and Functionality Symposium: Meeting
the sustainability challenge
Organizator: Elsevier
Informacje: https://www.elsevier.com/events/conferences/all/food-structure-and-
functionality-forum-symposium

Listopad

12 - 14 Brugia, Belgia - 38th EFFoST International Conference 2024 Future Food
Systems: ,, Innovation through Progress at Scientific Interfaces”
Informacje: https://effostconference.com/

14 - 15 Warszawa, — X Jubileuszowa Konferencja Naukowa: ,,Fizjologiczne uwarun-
kowania postgpowania dietetycznego”


https://keyevent.org/
mailto:contact@key.com.mk
https://food-chemistry-technology-conferences.magnusgroup.org/
https://food-chemistry-technology-conferences.magnusgroup.org/
https://effostconference.com/
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Organizator: Instytut Nauk o Zywieniu Czlowieka, Katedra Dietetyki SGGW
Warszawa

Informacje: http://www.zywienieifizjologia.sggw.pl do

Kontakt: fizj_diet@sggw.edu.pl

21-22 Czestochowa — X Ogélnopolska Konferencja Naukowa z cyklu: Zywnosé -
Zywienie — Dietetyka ,, Zywnos¢ funkcjonalna a diety niekonwencjonalne”
Organizatorzy: Katedra Dietetyki i Badan Zywnosci, Uniwersytet Jana Diugosza
w Czestochowie, Polskie Towarzystwo Technologéw Zywnosci,

Komitet Nauk o Zywnosci i Zywieniu PAN

CZLONKOWIE WSPIERAJACY POLSKIEGO TOWARZYSTWA
TECHNOLOGOW ZYWNOSCI

Przy Zarzadzie Gtéwnym: TCHIBO — WARSZAWA Sp. z 0.0. Marki, HORTIMEX Sp.
z 0.0. Konin, BUNGE POLSKA Sp. z 0.0. Karczew.

Przy Oddziale Matopolskim: ZAKEADY PRZEMYSLU TLUSZCZOWEGO BIELMAR
Sp. z 0.0. Bielsko-Biala.

KOMUNIKATY

Informacje dla Autorow oraz wymagania redakcyjne publikujemy na stronie in-
ternetowej http://www.wydawnictwo.pttz.org

Przypominamy Panstwu o aktualnym adresie internetowym Wydawnictwa —
e-mail: redakcja@pttz.org
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