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NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

STRESZCZENIE

Innowacyjnos¢ polskiego przemystu spozywczego jest kluczowym elementem jego
konkurencyjnosci w warunkach gospodarki rynkowej. Jej zapewnienie wymaga dobrej
wspolpracy  pomigdzy jednostkami naukowymi i badawczo -  rozwojowymi
a przedsigbiorcami. Jednym z elementoéw tej dobrej wspotpracy sa wysokie kwalifikacje
kadry technicznej zatrudnionej w produkcji, systematycznie $ledzacej pojawiajace si¢
nowosci technologiczne. Niniejsza monografia jest adresowana glownie do kadry
naukowo - technicznej zwigzanej z produkcja i przechowalnictwem zywno$ci. Moze by¢
rowniez cickawa dla szerszego grona czytelnikow zainteresowanych technologia zywnosci.

W monografii przedstawiono najintensywniej rozwijane aktualnie kierunki w zakresie
wytwarzania i pakowania zywnosci. To ostatnie zagadnienie ma szczegdlne znaczenie
dla trwalosci produktow jak rowniez dla tatwosci ich przygotowywania. Innowacje
opakowaniowe dla zywno$ci ogrzewanej mikrofalowo =zostaly opisane w rozdziale
otwierajagcym monografi¢. Zostalty w nim przedstawione czynniki wptywajace na jako$¢
zywnosci ogrzewanej mikrofalowo, tendencje rozwoju ,,zywnos$ci wygodnej” przeznaczonej
do ogrzewania w kuchenkach mikrofalowych, jak rowniez opakowania aktywne
i kompostowalne zywnosci ogrzewanej mikrofalowo.

Tematyka opakowan zostata poruszona roéwniez w rozdziale drugim opisujacym folie
spozywcze zawierajace nanoczastki srebra. Ich zastosowanie nie tylko zapewnia czystos$¢
produktu, ale rowniez pozwala wydluzy¢ czas przydatnosci do spozycia oraz ograniczy¢
straty finansowe wynikajace ze zmian organoleptycznych zachodzacych na skutek rozwoju
mikroorganizméw. Przedstawione badania pozwalaja na uzasadniony optymizm w stosunku
do stosowania nanoczastek srebra, jako dodatkéw do produkcji folii na potrzeby pakowania
produktow spozywczych. Udowodniono, zZe nie jest wymagane wysokie st¢zenie nanosrebra,
a wrecz wskazany jest ich minimalny udziat, nie tylko skutkujacy lepszym dziataniem,
ale takze nizszym kosztem. Rola nanoczgstek srebra w hamowaniu rozwoju drobnoustrojow
zostata szczegdlowo przedyskutowana w rozdziale trzecim wskazujac na celowosé
ich stosowania w foliach stuzacych do pakowania zywnosci czy tez roznego rodzaju
materiatach kompozytowych.

Nanotechnologia w produkcji zywnosci to nie tylko hamowanie wzrostu
mikroorganizméw przez nanoczastki metali, ale rowniez kapsulkowanie substancji
bioaktywnych wewnatrz liposomow. Zostalo ono opisane w rozdziale czwartym, w ktérym
szczegdlng uwage poswiccono podstawom fizykochemicznym tego procesu. Ponadto,
opisano metody badania nanokapsutek liposomowych oraz sposoby ich wytwarzania
na skale laboratoryjna i przemystowa. Przedstawiono glowne kierunki zastosowania
technologii liposomowej w wytwarzaniu zywno$ci oraz podkreslono jej zalety
i ograniczenia.

11



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

Rozw¢j technologiczny majacy na celu podwyzszenie jakosci zywnosci moze by¢
realizowany juz na etapie uprawy. Podczas wegetacji, zboza narazone sa bowiem na ré6znego
rodzaju czynniki stresogenne, ktore wpltywaja jakos$¢ i bezpieczenstwo zdrowotne ziarna.
W rozdziale piatym opisano w jaki sposob stymulacja nieenzymatycznych mechanizméw
odporno$ciowych wpltywa na zwigkszong produkcje kwasow fenolowych oraz wzrost
aktywno$ci przeciwutleniajacej ziarna pszenicy. Przeklada si¢ to bezposrednio
na podwyzszenie warto$ci zdrowotnych produktow spozywczych otrzymanych z ziarna
pszenicy. Inny sposob zwigkszania wartosci odzywczej opisano w rozdziale szostym. Polega
on za zastosowaniu ekstruzji w wyniku, ktorej surowce dotychczas stosowane jedynie
do celow paszowych stajg si¢ konkurencyjne w stosunku do tradycyjnych produktow
spozywczych.

Na znaczenie procesow enzymatycznych dla rozwoju technologii zywno$ci zwrdcono
réwniez uwage w rozdziale sioddmym. Wykazano, ze pozwalaja one na znaczace obnizenie
kosztow produkcji, na skutek niskiej energochtonnosci, przy rownoczesnym podniesieniu
jakosci produktéw. Jest to mozliwe przez precyzyjne sterowanie reakcjami katalizowanymi
przez enzymy.

Rozwdj technologiczny musi si¢ odbywaé nie tylko przez wdrazanie nowych
technologii, ale przez doskonalenie juz wspotczes$nie egzystujacych. Przykladem na tego
typu dziatanie jest opisana w rozdziale 6smym modyfikacja procesu karmelizacji
zrealizowana w firmie CHEMET sp. z o0.0. z Plewisk k. Poznania. Dzigki odpowiednim
zabiegom technologicznym uzyskano znaczace, do poziomu o$miokrotnie nizszego
od warto$ci dopuszczonej prawem Unii Europejskiej, zmniejszenie zawartosci substancji
szkodliwej (4-metyloimidazolu).

Wisrod wspolezesnych trendéw rozwojowych technologii zywnoS$ci poczesne miejsce
zajmuje poszukiwanie niekonwencjonalnych surowcow. Skrobia ziemniaczana woskowa
to produkt od niedawna dopuszczony do obrotu w Unii Europejskiej. Moze on stanowié
konkurencj¢ dla dotychczas stosowanej zwyklej skrobi. Tym zagadnieniom poswi¢cono
rozdzialy dziewiaty, dziesigty oraz jedenasty w ktdrych porownano wiasciwosci kisieli
i budyni otrzymanych na bazie skrobi kukurydzianej woskowej i tradycyjnych surowcow
stosowanych do przyrzadzania tych deseréw. Niekonwencjonalne surowce zostaty
tez zastosowane do wytwarzania majonezOw niskotluszczowych opisane w rozdziale
jedenastym. Produkty tego typu s3 poszukiwane, jednak konsumenci bywaja bardzo
krytyczni w ocenie ich wlasciwosci sensorycznych. Zostalo wykazane, ze rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ uzycie tradycyjnych surowcow, takich jak zelatyna,
w niekonwencjonalnych zastosowaniach.

Zywno$¢ nisko przetworzona zdobywa coraz wieksza popularno$é wsrod
konsumentéw. Wtasciwa technologia przy minimalnym przetworzeniu jest gwarantem
wysokiej jakosci oferowanego produktu. W rozdziale dwunastym wykazano, ze nasgczanie
prézniowe moze by¢ korzystng alternatywa dla blanszowania w technologiach owocéw
niskoprzetworzonych.
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Monografi¢ zamyka rozdzial poswigcony technologicznym uwarunkowaniom syntezy
kwasu 2-hydroksypropanowego w fermentowanym mleku o obnizonej zawartosci laktozy.
Jest to zagadnienie wazne ze wzgledu na fakt iz kwas 2-hydroksypropanowy wykazuje
wlasciwosci prozdrowotne. Hamuje potencjat elektrochemiczny membran komoérkowych,
denaturuje wewngtrzkomérkowe bialka i obniza pH tre§ci komorek mikroflory patogenne;j.
Ponadto, przyspiesza trawienie biatek w przewodzie pokarmowym, wzmaga wydzielanie
sokow trawiennych, pobudza perystaltyke jelit oraz zwigksza wchtanialno$¢ jonéw zelaza,
wapnia i fosforu. Zywnoé¢ zawierajaca kwas 2—-hydroksypropanowy jest klasyfikowana jako
funkcjonalna. Produkty tego typu sa poszukiwane na rynku a zainteresowanie nimi wykazuje
stata tendencje wzrostowa.

Stowa kluczowe: ogrzewanie mikrofalowe, liposomy, nanoczastki srebra, hydroliza
enzymatyczna, warto$¢ odzywcza, surowce niekonwencjonalne
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WSTEP

Sukces produktu w warunkach gospodarki rynkowej jest uwarunkowany przede
wszystkim zastosowaniem wiasciwej technologii, umozliwiajacej otrzymanie atrakcyjnego
wyrobu przy jednoczesnym ponoszeniu jak najmniejszych naktadow. Dlatego
tez przedsigbiorcy branzy spozywczej staraja si¢ wprowadzaé systematycznie do swojej
oferty nowe produkty, skutecznie konkurujace na rynku nie tylko cena, ale rowniez, a moze
przede wszystkim wartoscig odzywczg, atrakcyjnych smakiem, zapachem i1 wygladem
jak rowniez trwatos$cig. Taka dziatalno§¢ wzmaga zapotrzebowanie na nowe technologie
produkcji i przechowywania zywno$ci. W odpowiedzi na takie zapotrzebowanie instytuty
badawcze i jednostki naukowe uczelni wyzszych prowadzg szeroko zakrojone badania.
Sa to badania podstawowe a takze innowacyjno-wdrozeniowe. W tym aspekcie najwigksze
zainteresowanie koncentruje si¢ wokol mozliwosci zastosowania nanotechnologii.
Ten ostatni kierunek budzi nie tylko nadzieje konsumentoéw, ale rowniez mniej lub bardziej
uzasadnione obawy. Przykltadowo — wsrod spoteczenstwa dos¢ powszechna jest znajomosé
przeciwdrobnoustrojowego dziatania nanoczastek srebra. Niemniej jednak, obawy budza
dlugofalowe skutki ich stosowania, zaroéwno dla zdrowia czlowieka jak i dla $rodowiska.
Nanotechnologia w produkcji zywnosci to nie tylko hamowanie wzrostu mikroorganizmow
przez nanoczastki metali, ale rowniez kapsutkowanie substancji bioaktywnych wewnatrz
liposoméw. Badania podstawowe w zakresie nanotechnologii pozwalajg na okreslenie
zardwno mozliwosci jej zastosowania jak i ograniczen w produkcji zywnosci.

Wspotczesny konsument jest nie tylko coraz bardziej wymagajacy, ale rowniez
ma coraz mniej czasu na przygotowywanie positkow. W tym aspekcie niezwykle wazne jest
rozwijanie technologii tzw. zZywnosci wygodnej, ktdrej przygotowanie wymaga niewiele
wysitku. Jest sprawa oczywista, ze ta kategoria produktow powinna réwniez
charakteryzowa¢ si¢ wysoka warto$cia odzywcza. Bardzo uzyteczne w przygotowywaniu
tego typu positkow jest ogrzewanie mikrofalowe. Aby jednak jego stosowanie nie wigzato
si¢ z obnizeniem jako$ci produktéw konieczne jest zastosowanie odpowiedniej technologii
produkcji opakowan.

Niemniej waznym kierunkiem rozwojowym w wytwarzaniu zywnosci jest
doskonalenie technologii juz wdrozonych do praktyki przemystowej. Najwigksza role
do spelnienia maja tu instytuty branzowe, powotane do tego typu dziatania i majace
ogromne, wieloletnie do§wiadczenie we wspolpracy z przemyslem. Niestety ostatnio
ta ich rola jest kwestionowana co zmniejsza konkurencyjno$¢ polskiego wytworcy
w stosunku do wielkich koncernéw spozywczych dysponujacych wiasnym zapleczem
badawczym. Kolejna bariera hamujaca konkurencyjnos¢ polskiego przemystu spozywczego
jest jego rozdrobnienie, co powoduje iz poszczegdlni przedsigbiorcy nie sg w stanie
udzwigna¢ ryzyka ekonomicznego zwigzanego z innowacyjnoscia.

Hanna M. Baranowska, Michat Pigtek
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INNOWACJE OPAKOWANIOWE POTENCJALNYM ZRODELEM SUKCESU
ZYWNOSCI OGRZEWANEJ MIKROFALOWO

Abstrakt

Opakowanie stanowi element nierozerwalnie zwigzany z opakowanym produktem,
bedac réwnoczesnie jednym z czynnikow determinujacych jego sukces rynkowy. Rosnace
wymagania wobec wyrobow, w potagczeniu ze ztozonymi systemami ich dystrybucji oraz
finalnego wykorzystania sprawiaja, ze coraz czg¢sciej opakowanie staje si¢ integralng czescia
wyrobu, bez ktorej jego funkcjonowanie na rynku nie byloby mozliwe. Znaczenie
marketingowe opakowan oraz szerokie spektrum obszar6w innowacji sprawia, ze to wlasnie
branza opakowaniowa jawi si¢ jedna z najbardziej innowacyjnych. Znaczacy potencjat
w omawianym zakresie posiadaja opakowania zywnoS$ci przeznaczonej do ogrzewania
w kuchenkach mikrofalowych, stanowigcej sztandarowy przyktad tzw. zywno$ci wygodne;.
Specyfika ogrzewania mikrofalowego sprawia, ze pozadany efekt
w postaci rownomiernego lub strefowego ogrzania produktu, wymaga specyficznych
rozwigzan, czgsto roéznych dla poszczegoélnych grup produktow. W artykule omowiono
wybrane kierunki rozwoju opakowan zywnos$ci ogrzewanej mikrofalowo oraz ich potencjat
w zakresie rozwigzan innowacyjnych.

Stowa kluczowe: opakowanie, ogrzewanie mikrofalowe, zywno$¢ wygodna

Wstep

Wraz z nastaniem epoki globalnej gospodarki rynkowej do historii przeszlty czasy,
kiedy produkt mogt ,,sprzedawac si¢ sam” bez mniej lub bardziej zaawansowanych dziatan
marketingowych. Ostra, migdzynarodowa konkurencja sprawia, ze sfera podejmowanych
dzialan obejmuje nie tylko sam produkt lecz takze jego opakowanie, ktore oprocz
tradycyjnych funkcji: ochronnej, informacyjnej i logistycznej coraz czgéciej realizuje szereg
funkcji o charakterze marketingowym.

Przemyst opakowaniowy zaliczany jest do grupy dynamicznie rozwijajacych sig¢
sektorow gospodarki, takze w zakresie wykazywanej roznorodnosci w zakresie innowacji.
Dotycza one glownie: zwigkszenia funkcjonalnos$ci, ergonomiczno$ci, walorow
ekologicznych, ekonomicznych, a takze szaty graficznej opakowania. Rozwdj
w opakowalnictwie przebiega w trzech zasadniczych kierunkach: technologicznym,
materiatowym oraz konstrukcyjnym [Korzeniowski i in., 2011].

Rosngce wymagania wobec wyrobow i sposobdéw ich finalnego wykorzystania,
zaawansowane systemy logistyczne oraz techniki sprzedazy sprawiaja, ze coraz czgsciej
opakowanie staje si¢ niejako czg$ciag wyrobu tworzac wraz z nim tzw. produkt zintegrowany.
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Niespotykane dla zadnego produktu rynkowego spektrum funkcji realizowanych przez
opakowania kreuje szerokie pole do opracowania i wdrazania innowacyjnych rozwigzan.
Sytuacja taka stwarza wyjatkowa szans¢ dla $rednich i matych firm opakowaniowych oraz
produkcyjnych, ktére we wzajemnej wspotpracy moga opracowac i wdrozy¢ innowacyjne
rozwigzania bedace zrédlem sukcesu rynkowego ich produktu. Celem niniejSzego
opracowania jest prezentacja wybranych kierunkéw rozwoju opakowan zywnosci
ogrzewanej mikrofalowo, posiadajacych znaczacy potencjal innowacyjny.

Kuchenki mikrofalowe w gospodarstwach domowych

W zakresie nasycenia kuchenkami mikrofalowym i sytuacja polskich gospodarstw
domowych jest odmienna w poréwnaniu z ich odpowiednikami w krajach
wysokorozwinietych. W  Stanach Zjednoczonych odsetek gospodarstw domowych
posiadajacych kuchenke mikrofalowa przekroczyt 90% pod koniec XX wieku [Liegey,
2001]. W Wielkiej Brytanii podobny poziom osiagnigto w roku 2006 [Self 2008; Swain,
2008]. W Polsce, pomimo ponad siedemdziesi¢cioprocentowego wzrostu liczby gospodarstw
posiadajacych kuchenki mikrofalowe w ostatniej dekadzie (2005-14), nasycenie tego typu
sprzetem wynosito w roku 2014 niespetna 57%. Jak pokazano na rys.1 w ostatnich latach
nastapito znaczace wyhamowanie dynamiki wzrostu liczby gospodarstw posiadajacych
kuchenk¢ mikrofalowa. Jesli nie nastgpi odwrocenie trendu 60% nasycenia stanowi¢ bedzie
poziom maksymalny.

60
k- —X
4-"3(
= XxX--
S -
- 50 /EK/
:
£ i
=l e
g 40 x
E =3
£ 30 .
a 27X
g 1
= % x7
S 20 o2
o0 -7
= 2
o X
= X
@10 g-
=
=}
0
1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015

Rysunek 1. Odsetek polskich gospodarstw domowych posiadajgcych kuchenke mikrofalowg

Opracowano na podstawie rocznikow statystycznych GUS

Specyficzny jest takze sposdb wykorzystania kuchenek mikrofalowych. W roku 2011
ok. 83 % z przebadanych 172 gospodarstw domowych uzywato kuchenki mikrofalowej do
podgrzewania wczesniej przygotowanych potraw. Rozmrazanie prowadzone bylo w 61 %
gospodarstw, podgrzewanie zestawow obiadowych w 46 %, przygotowanie przekasek typu
fast food w 35 %, a gotowanie w 13% [Melski, 2012]. Relatywnie niski udzial operacji
prowadzonych z uzyciem gotowych produktow przeznaczonych do nadania gotowosci
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kulinarnej w kuchence mikrofalowej z jednej strony $wiadczy 0 konserwatyzmie polskich
konsumentéw, z drugiej o znaczacym potencjale rynku produktow dedykowanych
do ogrzewania mikrofalowego. Nalezy przypuszczaé, ze rosngce tempo zycia, dazenie
do wygody wraz z wzrastajacym poziomem zamoznos$ci spoteczenstwa stymulowaé beda
rozwoj rynku tego typu produktow.

W zaistnialej sytuacji niezwykle istotne jest, aby producenci zywnos$ci zaoferowali
produkty taczace w sobie przyzwyczajenia kulinarne rodzimych konsumentéw z zaletami,
jakie oferuje ogrzewanie mikrofalowe. Nie mniej wazna jest zmiana postrzegania kuchenek
mikrofalowych i przygotowanych w nich positkow przez potencjalnych konsumentow.
Oproécz szybkosci procesu i oferowanej wygody, w pewnym stopniu jako zaleta postrzegany
jest takze aspekt higieniczny procesu. Odmiennie wyglada sytuacja w odniesieniu
do wlasciwosci zdrowotnych, wartosci odzywczych oraz smaku gotowych positkow, ktore
oceniane s3 negatywnie (rys. 2). Jednym z obszar6w zmiany wizerunku zywnosci
ogrzewanej mikrofalowo jest poprawa wlasciwoséci sensorycznych. Dzialania w tym
obszarze wymagaja znajomos$ci czynnikow wpltywajacych na cechy gotowego produktu,
w szczeg6lnosci te wynikajace ze specyfiki ogrzewania mikrofalowego.
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Rysunek 2. Postrzeganie przez konsumentéw ogrzewania zywnos$ci w kuchenkach

mikrofalowych
Zrodto: [Melski, 2012]

Interesujagcym zjawiskiem jest tez postrzeganie ,.ekologii” procesu ogrzewania
mikrofalowego jako jego wady, pomimo znacznie wigkszej efektywnosci energetycznej
ogrzewania mikrofalowego w stosunku do klasycznego [de Almeida i in., 2011]. Decydujaca
rol¢ w negatywnym postrzeganiu procesu odgrywa powszechne zastosowanie opakowan

17



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

jednorazowych z tworzyw sztucznych oraz naglasniane czg¢sto w mediach niekorzystne
oddzialywanie promieniowania mikrofalowego na ludzi i $rodowisko [Balmori, 2009].
Negatywne postrzeganie $rodowiskowego aspektu ogrzewania mikrofalowego stanowié
moze czynnik ograniczajacy popyt na gotowe produkty przeznaczone do ogrzewania
mikrofalowego.

Nie ulega watpliwosci, ze produkty ogrzewane mikrofalowo zaliczy¢ mozemy
do tzw. zywnos$ci wygodnej, co potwierdza powszechna opinia o szybkosci i wygodzie
ogrzewania mikrofalowego (rys. 2). Popularno$¢ tego typu produktow idzie w parze
ze zmianami stylu zycia wspolczesnego spoteczenstwa. Coraz czgSciej spotykane
jednoosobowe gospodarstwa domowe, osoby posiadajagce nienormowany czas pracy lub
samotnie wychowujgce dzieci, zyjace w ,,biegu” nie majgc czasu na przygotowanie positkow
w tradycyjny sposob chetniej siegaja po tego typu produkty [Agriculture and Agri-Food
Canada, 2012]. Mozna przyjaé, ze w pewnym zakresie pozwalaja na spozywanie produktow
o zadawalajacych wlasciwosciach sensorycznych, $wiezosci i wydluzonym okresie
przydatnosci do spozycia przy zastosowaniu mozliwie tagodnych technik konserwacji
[Dainelli i in., 2008].

Rozwodj zywnosci wygodnej SciSle zwiazany jest w aplikacja innowacyjnych
rozwigzan dodajacych produktom kolejnych funkcjonalnosci lub rozszerzajacych juz
istnicjgce. W omawianej grupie wyrobow jest on nierozerwalnie zwigzany z zastosowanymi
rozwigzaniami w obrebie opakowania. Poza klasycznymi funkcjami opakowania powinno
ono pozwala¢ na ogrzanie produktu w swoim wnetrzu oraz tatwe i bezpieczne operowanie
nim wraz z goracg zawartos$cig. Dalsze zwickszenie wygody oraz bezpieczenstwa procesu
nadania gotowosci kulinarnej mozna osiagnaé poprzez przystosowanie opakowania do roli
naczynia, z ktoérego produkt jest spozywany. Znacznie wyzsze wymagania w zakresie
funkcjonalno$ci 1 estetyki spelnione moga by¢ poprzez zastosowanie innowacyjnych
rozwigzan konstrukcyjnych polaczonych z atrakcyjna forma oraz materiatami. Takie
podejécie znaczgco rozszerza pole rozwigzan konstrukcyjnych i stosowanych materiatow
w kierunku udoskonalenia funkcjonalnosci i estetyki opakowania-naczynia.

Kolejny, wyzszy poziom zaspokojenia potrzeb wspotczesnego konsumenta moze
taczy¢ dalsze zwigkszenie wygody z troska o ochrong srodowiska naturalnego. Trend ten jest
niezwykle istotny w Swietle negatywnego postrzegania ekologicznych aspektow ogrzewania
mikrofalowego (rys. 2). Pozadanym kierunkiem zmian moze by¢ zastosowanie w miejsce
klasycznych tworzyw sztucznych ich biodegradowalnych odpowiednikoéw pozwalajacych
na wyrzucenie opakowania/naczynia wraz z pozostaloSciami positku do odpadow
poddawanych przerdbce biologicznej. Opakowanie kompostowalne istotnie zwigksza
réwniez wygod¢ konsumenta, gdyz nie musi on oczyszcza¢ pojemnika z resztek positku,
oszczgdzajac w ten sposob czas, wode, detergenty oraz energi¢, przez co po raz kolejny,
posrednio przyczynia sie do ochrony $rodowiska. Zastosowanie kompostowalnych
materialdéw opakowaniowych wytworzonych z surowcéw odnawialnych czyni opakowanie
jeszcze bardziej ,ekologicznym”. Przedstawione rozwigzanie wpisuje si¢ w nurt
,proekologicznych”  zachowan konsumenckich, wynoszac  warto$¢ dodang
do funkcjonalno$ci zywnosci wygodne;j (rys. 3).
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Rysunek 3. Tendencje rozwoju ,,zywnosci wygodnej” przeznaczonej do ogrzewania w
kuchenkach mikrofalowych

Czynniki wplywajace na jako$¢ zywnoSci ogrzewanej mikrofalowo

Na przebieg procesu ogrzewania mikrofalowego zywnosci wywieraja wpltyw trzy
wzajemnie powigzane elementy: produkt, kuchenka mikrofalowa i naczynie, w ktorym
proces jest prowadzony (rys. 4). Kazdy z nich posiada okreslony potencjal innowacyjny, jak
rébwniez istotne ograniczenia wynikajace ze swojej specyfiki. Dla produktu sg nimi: sktad,
kompozycja, whasciwosci sensoryczne, wartos$¢ odzywceza, wielko$¢ porcji itp.

Mikrofale sa powszechnie wykorzystywane przez systemy radiolokacyjne oraz
komunikacyjne: telefoni¢ komérkowa, telekomunikacje, telewizje itp., co skutkuje Scista
reglamentacja dostgpnych czestotliwosci. W urzadzeniach stuzacych do ogrzewania
mikrofalowego stosowane sa dwie czgstotliwosci 915 MHz i 2,45 GHz, przy czym pierwsza
najczesciej w instalacjach przemystowych do rozmrazania produktow gleboko zamrozonych
[Van Loock, 2001; Ku i in., 2002]. Scisle okreslona, daleka od optymalnej, czestotliwo$é
pracy kuchenek mikrofalowych — 2,45 GHz istotnie ogranicza zakres mozliwych
modyfikacji urzgdzenia. Poprawa efektywnosci, funkcjonalnosci oraz jakos$ci pracy kuchenki
osiggnieta by¢ moze poprzez zmiany w obrebie komory grzewcze;j.

Trzeci element jakim jest opakowanie, posiada najwigkszy potencjat w zakresie
oddziatywania na jako$¢ procesu ogrzewania mikrofalowego. Pomimo ograniczen
narzuconych przez wielko$¢ porcji, brak negatywnego wpltywu na ogrzewany produkt,
barierowo$¢ i odpornos¢ termiczna, istnieje wzglednie szerokie pole manewru w zakresie
ksztatltu opakowania oraz zastosowanego materialu. Ponad to opakowanie moze
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w specyficzny sposob oddziatywaé z mikrofalami modyfikujac rozktad pola
elektromagnetycznego w produkcie badz wchodzac w interakcje z mikrofalami generowaé
cieplo w okreslonych obszarach opakowania [Lopacka i in., 2015].

! mikrofalowa

opakowanie

Rysunek 4. Czynniki wptywajace na jako$¢ produktu ogrzewanego mikrofalowo

Rodzaj i sktad chemiczny materiatu oraz konstrukcja opakowania wptywaja znaczaco
na rozktad przestrzenny temperatury. Poza rodzajem materiatu opakowaniowego, jednym
z gltownych czynnikow wptywajacych na efektywno$¢ ogrzewania mikrofalowego jest
ksztalt opakowania. Najbardziej optymalnym jest ksztatt okragly lub owalny. Nie wystepuje
wowczas charakterystyczny dla opakowan prostokatnych efekt brzegowy zwigzany
z wystepowaniem krawedzi i narozy, gdzie temperatura podczas ogrzewania jest wyzsza niz
w pozostatej czgsci opakowania [Borowy i Kubiak, 2010].

Biorac pod uwage oczekiwania konsumentéw dotyczace spozywanych produktow
oraz wymagania formalne stawiane Zywnosci, opakowaniom i kuchenkom mikrofalowym,;
nalezy stwierdzi¢, ze najwicksze mozliwosci w zakresie implementacji innowacyjnych
rozwigzan zwigzane sg z opakowaniem wyrobu.

Opakowania aktywne zywnoSci ogrzewanej mikrofalowo

Unikalna zdolno$¢ promieniowania mikrofalowego do generowania ciepla wewnatrz
ogrzewanego produktu skutkuje najistotniejszymi zaletami procesu — szybkoscia,
jednoczesnym ogrzewaniem calej obje¢tosci oraz efektywnoscia energetyczng. Z drugiej
strony niska temperatura powietrza w komorze kuchenki oraz niedogrzanie powierzchni
produktu skutkuje gromadzeniem si¢ na niej wody, czego efektem jest ,,papkowata”
struktura powierzchni oraz brak kruchosci i zbragzowienia powierzchni licznych produktow,
np. pizzy [Galema, 1997; Melski, 2000]. W przypadku ogrzewania mikrofalowego zar6wno
naczynie jak i otaczajagce powietrze nie s3 ogrzewane, a ciepto generowane jest
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w ogrzewanym produkcie. Jednakze intensywne chlodzenie zewnetrznych warstw przez
otaczajace, zimne powietrze sprawia, ze wngtrze produktu posiada znacznie wyzsza
temperature niz jego warstwy zewnetrzne. W produkcie wystgpuje niewielki gradient
temperaturowy skierowany do zewnatrz [Galema, 1997]. To niekorzystne zjawisko stanowi
podstawowy powdd krytycznego postrzegania wlasciwosci sensorycznych ogrzewanych
produktow, co w omawianej wyzej ankiecie respondenci wyrazili w postaci krytycznej oceny
smaku. Rozwigzanie problemu jakosci (wymagana chrupko$¢, zbrazowienie) powierzchni
ogrzewanych produktow stanowi klucz do sukcesu rynkowego znaczacej grupy wyrobow.
Ze wzgledu na sktad i kompozycje produktow wymagajacych chrupkiej powierzchni
praktycznie nie ma mozliwo$ci manewru w tym obszarze.

W konstrukcji kuchenek mikrofalowych osiagnigto potowiczne rozwigzanie, ktorym
jest ogrzewanie hybrydowe realizowane jednocze$nie przez mikrofale i klasyczny element
grzejny umieszczony w komorze grzejnej kuchenki. Stanowi ono krok wstecz, w kierunku
klasycznych metod ogrzewania, co odbywa si¢ kosztem szybkosci oraz efektywnosci
procesu, czesciowo niwelujac najwazniejsze zalety ogrzewania mikrofalowego.

Najlepsze rezultaty w rozwigzaniu probleméw chrupkosci ogrzewanych produktéw
osiggni¢to stosujac innowacyjne rozwigzania w sferze opakowan. Ideg przewodnig jest
umieszczenie elementu grzejnego wewnatrz opakowania, poprzez zastosowanie materialu
oddziatlujacego z mikrofalami. Wykonanie okreslonego elementu opakowania z materiatu
aktywnego, nazywanego takze receptorem lub susceptorem pozwala na przeksztalcenie
czesci padajacego na jego powierzchni¢ promieniowania mikrofalowego w ciepto. Wzrost
temperatury opakowania w wybranych miejscach powoduje szybkie ogrzanie powierzchni
produktu i nadanie jej pozadanej chrupkosci. ROwnoczesnie wnetrze dania ogrzewane jest
mikrofalami, dzigki czemu gotowo$¢ kulinarna osiggana jest z szybkos$cig charakterystyczng
dla ,,mikrofalowki”. Oprocz susceptorow stosowane moga by¢ takze reflektory odbijajace
mikrofale w celu ochrony wybranych fragmentéw dania przed nadmiernym nagrzaniem,
np. surowek w zestawach obiadowych [Lisinska-Kusnierz i Ucherek, 2003; Robertson, 2006;
Przetaczek-Roznowska, 2010].

Opakowania kompostowalne

Rosngca $wiadomo$¢ ekologiczna konsumentow stymuluje wzrost wymagan
osrodkéw legislacyjnych oraz konsumentéw w zakresie wplywu produktéw rynkowych
na $rodowisko naturalne. Wzglednie krotki czas wykorzystania, najczesciej jednorazowe
zastosowanie oraz udzial konsumenta w wytwarzaniu odpadow opakowaniowych sprawiaja,
ze to wlasnie opakowanie w znacznym stopniu determinuje postrzeganie produktu jako
przyjaznego badz nie dla $rodowiska naturalnego [Melski, 2012]. Rozwigzanie czgsci
probleméw zwigzanych =z zagospodarowaniem odpadéw opakowaniowych, przy
jednoczesnej poprawie wizerunku zaréwno opakowania, jak i zawartego w nim produktu
mozliwe jest przez zastosowanie opakowan podlegajacych rozktadowi biologicznemu
w trakcie procesu kompostowania. Odpady tego typu mogg by¢ przetwarzane biologicznie
w instalacjach przemystowych lub kompostownikach przydomowych [Rydz i in., 2015].

Wykorzystanie kompostowalnych opakowan produktow ogrzewanych mikrofalowo
mozliwe jest nie tylko w gospodarstwach domowych, lecz takze w obiektach malej
gastronomii. Zastosowanie opakowan/naczyn jednorazowych, ktore wraz z resztkami
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pozywienia mogg by¢ oddane do utylizacji generowaé moze wymierne korzySci materialne
i organizacyjne. W barach typu fast food zastosowanie recyklingu materiatowego jest
problematyczne, gdyz wigkszo$¢ odpaddéw statych stanowia opakowania zanieczyszczone
resztkami produktéw spozywczych. Oczyszczanie 1 gromadzenie posegregowanych
odpaddéw jest praktycznie niewykonalne, dlatego stopien odzysku w tego typu obiektach jest
niewielki, a wigkszo$¢ odpaddow nadajacych si¢ do przerobki trafia na sktadowiska [Aarnio
i Hamildinen, 2008]. Za najbardziej efektywny ekonomicznie i $rodowiskowo sposob
wykorzystania opakowan podlegajacych rozktadowi biologicznemu nalezy uznaé
ich zastosowanie do pakowania zywnos$ci wygodnej. Konkluzja powyzsza nabiera
szczegblnego znaczenia w potaczeniu z ograniczong w diluzszej perspektywie czasowej
dostepnoscia tego typu materiatow opakowaniowych.

Podsumowanie

Ze wzgledu na powszechno$¢ stosowania oraz coraz wigksze znaczenie opakowan
na dzisiejszym rynku, branza opakowaniowa zajmuje szczeg6élna pozycje, gdyz wspodtczesny
klient wchodzi w kontakt z opakowaniem o wiele wczesniej i czgéciej niz z produktem.
Ze wzgledu na szeroki zakres realizowanych funkcji opakowanie zawiera zwykle znacznie
wigcej rozwigzan innowacyjnych niz opakowany produkt, w zwiazku z czym potencjalny
nabywca, mniej lub bardziej swiadomie, styka si¢ z innowacjami opakowaniowymi. Jednym
z obszar6w implementacji innowacyjnych rozwigzan jest zywno$¢ przeznaczona
do ogrzewania w domowych kuchenkach mikrofalowych. W ograniczonym zakresie nowe
rozwigzania dotyczy¢ moga zar6wno urzadzenia grzewczego, jak i ogrzewanego produktu.
Elementem o najwigkszym potencjale innowacyjnym jest opakowanie, ktére w synergii
z dwoma pozostatymi elementami moze generowac znaczace korzysci w obregbie ekonomii,
technologii, dietetyki, marketingu oraz ochrony srodowiska naturalnego.
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ZASTOSOWANIE NANOCZASTEK SREBRA W FOLIACH SPOZYWCZYCH

Streszczenie

Folie z dodatkiem nanoczastek srebra (SNP) tworza nowa jakos¢ w obrocie §wieza
zywnoscia. Ich uzycie nie tylko zapewnia czysto$¢ produktu, ale rowniez pozwala wydtuzy¢
czas przydatnosci do spozycia oraz ograniczy¢ straty finansowe wynikle z psucia sig¢
towaré6w na skutek rozwoju mikroorganizmow. Zatem dzigki zastosowaniu folii z SNP
w opakowanych produktach mozna liczyé na powstrzymanie wzrostu drobnoustrojow
i psucia si¢ zywnosci. Ostatecznie mozemy zyskaé czas, pieniagdze oraz zapewnic Szerszy
rynek zbytu. Celem przeprowadzonych badan byta ocena stopnia skutecznosci dodatku SNP
do folii spozywczych w hamowaniu wzrostu drobnoustrojow oraz okreslenie zawarto$ci
srebra ugujacego si¢ z folii.

Materiat badawczy stanowita folia spozywcza przygotowana z SNP. Oceniano siedem
wariantow folii, ktore przygotowano z dodatkiem SNP lub bez (folie kontrolne).
Do polimeryzacji folii LDPE VII dodatkowo dodano 0,5% barwnika. Materialem
badawczym byto tez $wieze migso wieprzowe przechowywane w foliach w warunkach
chtodniczych. W pracy oceniano przeciwdrobnoustrojowg aktywno$¢ folii wobec:
Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli i Staphylococcus aureus oraz wzrost ogdlnej
liczby drobnoustrojéw mezofilnych w zapakowanym migsie przechowywanym w warunkach
chtodniczych przez cztery tygodnie.

W stosunku do folii kontrolnej (bez SNP) obserwowano znaczne (82-85%)
zahamowanie wzrostu S. aureus w obecno$ci folii wytloczonej juz przy najmniejszym
stezeniu dodawanego roztworu SNP. Wzrost szczepu E. coli zostat nieznacznie zahamowany
(13%) przy najwyzszych stezeniach SNP. W analizie wzrostu ogodlnej liczby drobnoustrojow
mezofilnych z przechowywanych prob migsa najwicksza ich liczbe w 1g, $wiadczaca
0 najmniejszym dziataniu ochronnym foli i SNP, wyznaczono dla migsa opakowanego
w folie LDPE IV. W pierwszym tygodniu migso Opakowane w poszczegodlne folie
i przechowywane w warunkach chtodniczych nie wykazywalo oznak zepsucia. W drugim
tygodniu pojawit sie zapach (folia LDPE VII) i wyciek oraz utrata koloru miesa. W oparciu
o uzyskane wyniki rozpoczeto testowanie innych polimeréw opakowaniowych
zawierajagcych SNP i badania nad ustaleniem stezenia SNP hamujacego wzrost drozdzy oraz
bakterii.
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Stowa kluczowe: aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, folia spozywcza, nanoczastki srebra,
SNP.

Whprowadzenie

W dobie nowoczesnych technologii, w tym takze tych dotyczacych opakowan
i ich roli w przechowywaniu zywno$ci poszukiwanie mozliwosci wydluzenia trwatosci
sktania do wykorzystywania nietypowych materiatdw, a za takie uzna¢ mozna
nanomateriaty, struktury o jednym z wymiaréw mieszczacym si¢ w granicach 1-100 nm,
czyli na poziomie zblizonym do atoméw i czasteczek [Sionkowski i Kaczmarek, 2015].
Dzigki rozdrobnieniu czastki w skali nano, np. metale szlachetne zyskuja wiasciwosci,
istotnie réznigce si¢ od makrostruktur tego samego zwiazku chemicznego. Jednym
z mozliwych do wykorzystaniu nanomaterialow jest srebro, metal, ktoremu juz starozytnosci
przypisywano wilasciwosci lecznicze i biobodjcze. Pdzniej zapomniany i dopiero rozwoj
nanotechnologii oraz mozliwo$¢ syntetyzowania nanoczasteczek srebra ponownie zwrocity
uwage na mozliwos¢ jego zastosowania [Mroczek-Sosnowska i in., 2013]. Wodne roztwory
zawierajace nanoczastki srebra (Silver Nano Particles, SNP) uwazane s3 za jedne
z najskuteczniejszych $rodkéw dezynfekcyjnych [Wzorek i Konopka, 2007; Kruthyakow
i in., 2008; Rai i in., 2009; Sharma i in., 2009; Chmielowska-Korzeniowska i in., 2013].
Ich zastosowanie powoduje likwidacjg¢ ponad 90% bakterii i grzybow. SNP, jako czynnik
przeciwdrobnoustrojowy, z powodzeniem moze by¢ zastosowany do dezynfekcji powietrza,
wody oraz réznego rodzaju powierzchni np. materiatdw i ubran stosowanych w medycynie,
opakowan plastikowych [Tran i in., 2013]. Od kilku lat prowadzone sa badania nad
wprowadzeniem nanoczastek srebra do opakowan, w tym folii przeznaczonej
do przechowywania zywnosci [Eschegoyen i Nevin, 2013; Metak i Ajaal, 2013]. Celem
pracy byla ocena stopnia skutecznosci dodatku SNP w réznych stezeniach do folii
spozywczych. Skuteczno$¢ t¢ oceniano poprzez ograniczenie wzrostu wybranych
drobnoustrojéw w obecnosci folii (hodowle ptynne i state), zmian w wygladzie migsa
zapakowanego w dane folie i wplywie na ogdlng liczbe drobnoustrojow zawartg
w opakowanym migsie przechowywanym przez 4 tygodnie. W pracy badano takze, w jakim
stopniu srebro jest wymywane (tugowane) z folii.

Materialy i metody

Materiat badawczy stanowita folia spozywcza przygotowana z nanoczastkami srebra.
Jednowarstwowe folie, o grubosci 80 pm przygotowano z polietylenu o matej gestosci LDPE
(Malen E FABS 23-D022) wyttoczonego przy temperaturze masy tworzywa 180°C i stopniu
rozdmuchu 1:2,5. Badano takze oddziatywanie folii EVOH zawierajacej zywice
kopolimerowa etylenu i alkoholu winylowego, otrzymang. Oceniano 7 wariantow
wyprodukowanej folii. Folie LDPE IV-VII oraz EVOH z Ag, ktore zostaly przygotowane
z 1-2% dodatkiem roztwordéw nanoczgstek srebra o stezeniu od 1 do 10% oraz dwie folie
kontrolne bez Ag EVOH i LDPE (tabela 1). Dodatkowo do polimeryzacji folii nr LDPE VI,
0 najwyzszej zawartosci SNP, dodano 0,5% barwnika AquaBlue w celu zamaskowania
barwy wynikajacej z dodatku SNP. Folie te wykorzystano do opakowania migsa
wieprzowego. Natomiast nanoczastki srebra (SNP) zostaly otrzymane przez redukcj¢
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azotanu srebra w roztworze wodnym, zawierajacym surfaktant niejonowy i polimer
stabilizujacy; reduktorem byt kwas askorbinowy [KoZlecki i in. 2011].

Tabela 1. Wykorzystane folie oraz wybrane parametry nanoczastek srebra (SNP)

L. Ilo$¢ roztworu Stezenie SNP
Stezenie roztworu : .
. SNP dodana do w mieszaninie do
Folia SNP . .. . ..
[%] polimeryzacji polimeryzacji
[%0] [mg%e]
EVOH z Ag* 5 1 50
EVOH bez Ag 0 0 0
LDPE IV 1 2 20
LDPE V 5 1 50
LDPE VI 10 1 100
LDPE VII 10 2 200
LDPE Kontrolna 0 0 0

* srebro jest tylko po jednej stronie folii i warstwa z SNP jest grubosci maksymalnie 20 um.

Kawatki migsa pochodzacego bezposrednio z uboju, zostato zapakowane i zgrzane w
siedmiu r6znych foliach: EVOH z Ag, EVOH bez Ag, LDPE z Ag o numerach IV, V, VI
i VIl (z niebieskim barwnikiem) oraz foli zwyklej, bez Ag (LDPE Kontrolna). Otrzymane
proby byly przechowywane w warunkach chtodniczych przez 2 tygodnie i poddawane ocenie
makroskopowej co kilka dni. Po 2 tygodniach opakowania otwarto i pobrano mi¢so do badan
mikrobiologicznych, czyli oznaczeniu ogoélnej liczby drobnoustrojéw mezofilnych.

Przygotowanie materialu do oznaczania ogolnej liczby drobnoustrojéw mezofilnych
polegalo na odwazeniu 5g migsa z kazdej proby i rozdrobnieniu w 45 mL soli fizjologiczne;j
w aparacie Stomacher przez 15 minut. Z tak otrzymanej zawiesiny sporzadzono szereg
dziesietnych rozcienczen. Do oznaczania liczby drobnoustrojow wykorzystano podtoze
z agarem odzywczym i wykonano posiew wglebny 1 mL z kazdego rozcienczenia.
Po zestaleniu zaszczepione ptytki inkubowano w 30°C przez 24-48 godzin i nastepnie
obliczano ilo$¢ jednostek tworzacych kolonie (jtk).

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg poszczegolnych folii oceniano w hodowlach
w podtozu ptynnym i statym. W ptynnym oceniano efekt folii wzgledem Escherichia coli
i Staphylococcus aureus, szczepdéw pochodzacych z Kolekeji Katedry Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. Wzrost bakterii
oceniano przez pomiar OD 600nm w podtozu Luria Bertanii (LB) i bulionie odzywczym
(NB), odpowiednio dla E. coli i S. aureus. Do hodowli dodawano wyciete kwadraty folii
0 boku 1cm. W hodowlach na podtozu statlym aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg oceniano
wobec trzech drobnoustrojéow: Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli oraz
Staphylococcus aureus. Badanie przeprowadzono na agarze odzywczym. Wyjsciowo
w masie agaru danej ptytki (szczepienie wglebne, ImL inokulum) umieszczono nastgpujace
ilosci komorek : P. fluorescens 1,71 x 10°, S. aureus 1,74 x 10° oraz E. coli 4,1 x 10°.
Po 6 godzinach na powierzchnie agaru wyktadano lcm? okreslonej folii. Po inkubacji
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w temperaturze 30° C, przez 24 godziny od momentu wytozenia foli, obserwowano wzrost
bakterii.

W celu okreslenia zawarto$ci srebra tugujacego si¢ do otoczenia, przygotowano
roztwory wody demineralizowanej, w ktorej umieszczono kawaltki folii. Dla wszystkich
probek masa folii i wody byta jednakowa. Probki byly przechowywane w temperaturze
pokojowej, a folia byta usuwana z roztworow odpowiednio po 48 godzinach,
po 14 i 21 dniach. W celu okreslenia zawartosci srebra w poszczegélnych roztworach
wykonano pomiary ilosciowe i jakoSciowe z wykorzystaniem spektrometru emisyjnego
ze wzbudzeniem probki w plazmie argonowej ICP (model ARL 3410). Roztwory zostaly
zakwaszone  kwasem  azotowym  (J.T. Baker Instra-Analyzed Plus 9368)
do 1% HNOs.Pomiary przeprowadzono przy dtugosciach fali a: 328.08 nm (DL 0.002 mg/L)
oraz 338.30 nm (DL 0.003 mg/L).

Wyniki

Opakowane migso nie wykazywato zadnych oznak zepsucia w ciagu pierwszego
tygodnia od uboju. Po uptywie tego czasu w niektorych probach pojawit si¢ zapach (folia
LDPE VII i LDPE kontrola), a zewnetrznie obserwowano pojawienie si¢ wycieku (lekko
zielonego kolory) i oznaki utraty koloru przez fragmenty migsa. Najwyrazniej takie
zachowanie zaobserwowano dla proby migsa opakowanego w folie LDPE VII, IV i V oraz
LDPE kontrolng (rys.1).

Rysunek 1. Proby migsa opakowanego w folie, po dwoch tygodniach przechowywania
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Przygotowujac probki do badan na zawarto$¢ ogodlnej liczby drobnoustrojow
mezofilnych zaobserwowano, ze w trakcie rozdrobnienia mi¢sa w homogenizatorze znaczne
zmigkczenie probek pochodzacych z opakowania w folie EVOH (z Ag i bez Ag). Objawiato
si¢ to wigkszym i szybszym procesem rozdrabniania w stosunku do folii opartych na LDPE.
Natomiast najwickszg liczbg jtk w 1g migsa, $wiadczaca o najwigkszym rozwoju
drobnoustrojéw w przechowywanych probach wyznaczono dla migsa opakowanego w foli¢
LDPE IV o najnizszej zawarto$ci SNP (tab. 2). Liczba drobnoustrojow obecna w 1g migsa
przechowywanego w tej folii byta ponad 10-100 krotnie wyzsza niz dla wigkszosci
pozostatych  prob, w tym kontrolnych. Najmniejszy wzrost drobnoustrojow
w przechowywanym migsie wykazano w migsie z foli LDPE V. Ilos¢ jtk/g migsa byta
10 razy mniejsza niz dla proby kontrolnej mig¢sa opakowanego w foli zwyktej (LPDE bez
Ag) 1 prob migsa przechowywanych w foliach EVOH (z Ag i bez Ag). Natomiast liczba
drobnoustrojow w migsie zapakowanym w folie o najwickszej zawartos$ci nanoczastek srebra
(LPDE VII) z dodatkiem barwnika byla wyzsza niz w migsie zapakowanym w folie
kontrolna, czy o mniejszej zawartosci SNP.

Tabela 2. Zawarto$¢ ogolnej liczby drobnoustrojow mezofilnych wyznaczona jako
usredniona liczba jednostek tworzacych kolonie (jtk) w 1g migsa po okresie przechowywania

. . Ogolna liczba drobnoustrojow mezofilnych
Proba mig¢sa przechowywana w

[itk / 1g migsa]
EVOH bez AG 3,9 x10°
EVOH z Ag 4.4 x 10°
LPDE IV 475,7 x 10°
LPDE V 0,27 x10°
LPDE VI 20,6 x 10°
LPDE VII 10,3 x 10°
LPDE bez Ag 3,9 x10°

W celu pelniejszego zobrazowania réznic w przyroscie mikroorganizméw w migsie
zapakowanym w poszczeg6lne folie poréwnano gestosci wzrostu drobnoustrojow z tego
samego rozcienczenia po 24 godzinach inkubacji. Przyktad takiego porownania jest seria
phytek Petriego (rys.2) z hodowli zaszczepionych 1 mL (10°%) zawiesiny komorek. Jak mozna
zauwazy¢ na plytce z proba migsa z LPDE V jest najmniejszy wzrost, a na ptytce z folia
zwykta (LPDE bez SNP) jest on najwigkszy (rys. 2 A i B). Ciekawie wyglada takze
poréwnanie wzrostu drobnoustrojow z préb migsa z foli EVOH i foli zwyklej, LPDE bez
SNP (rys.2, C). Folia EVOH, w wigkszosci przypadkow, lepiej zabezpieczyta migso przed
drobnoustrojami niz folia zwykta. Przy tym samym rozcienczeniu proby (10°) najwickszy
wzrost obserwowano dla migsa zapakowanego w folie LPDE bez SNP, EVOH bez SNP,
a najmniejszy w przypadku foli EVOH z SNP.
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LPDEVII | D LPDE bhez SNP

LPDE VI

LPDE bez SNP EVOH bez SNPVII EVOH z SNP

Rysunek 2. Wzrostu drobnoustrojow na plytkach Petriego: rozcieficzenie 103, agar
odzywczy

W stosunku do folii kontrolnej (bez SNP) obserwowano znaczne (82-85%)
zahamowanie wzrostu S. aureus w obecno$ci folii wyttoczonej juz przy najmniejszym
stezeniu dodawanego roztworu SNP. Wzrost szczepu E. coli zostal nieznacznie zahamowany
(13%) przy najwyzszych stezeniach SNP.

Oddziatywania SNP w foliach na wzrost trzech gatunkéow drobnoustrojow
przeprowadzono w hodowlach ptynnych i stalych. Po inkubacji w temperaturze 30° C przez
24 godziny (od momentu wytozenia foli) obserwowano brak wzrostu P. fluorescens S.
aureus oraz E. coli, szczegdlnie w agarze przykrytym foliami EVOH (Rys. 3). Na plytce
kontrolnej obserwowano jednolity wzrost drobnoustrojéw w catej objetosci agaru.
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Rysunek 3. Wzrost bakterii w obecnos$ci foli LPDE bez nanoczastek srebra (1), folia LPDE
V z nanoczastkami srebra (2), foli EVOH bez nanoczastek srebra (3), folia EVOH z

nanoczastkami srebra po jednej stronie (4)
Obraz z 24 godzinnej inkubacji

Po 48 godzinach inkubacji, wykazano hamowanie wzrostu bakterii P.fluorescens oraz
S. aureus przez folie LPDE V, folie EVOH bez nanoczastek srebra oraz folie EVOH
z nanoczastkami srebra po jednej stronie (rys. 4 Najmniejszy wzrost bakterii obserwowano
dla foli EVOH z nanoczastkami srebra po stronie przylegajacej do agaru, czyli najlepsze
hamowanie rozwoju bakterii.

Rysunek 4. Wzrost bakterii w obecnoéci foli zwyklej bez nanoczastek srebra (1), foli z
nanoczastkami srebra (2), foli EVOH bez nanoczastek srebra (3), Folie EVOH z

nanoczastkami srebra po jednej stronie (4)
Obraz z 48 godzinnej inkubacji
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W przypadku E.coli potwierdzono wczesniej obserwowane nieznaczne zahamowanie
wzrostu niezaleznie od typu foli; nawet dla foli kontrolnej, LPDE bez SNP. Zatem testem
powierzchniowym nie mozna wykaza¢ czy nanosrebro dziala na bakterie E.coli. Natomiast
w hodowli ptynnej udalo si¢ wyznaczy¢ zalezno$¢ zawarto§ci SNP i inhibicji wzrostu
(pomiar OD 600nm). Dla S. aureus obserwowano znaczacg inhibicje wzrostu, a dla E.coli
tylko nieznaczng (rys. 5). Komorki E.coli byty zdecydowanie mniej wrazliwe na SNP.

Wzrost
[OD600Nm] 3

. M =M= S.aureus 24h
2,5 - ~

==—E.coli

S.aureus 48h
2
1,5
1
0,5
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
SNP [%]

Rysunek 5. Przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ w zalezno$ci od zawartosci SNP w
mieszaninie do polimeryzacji folii
Hodowla ptynna z dodatkiem 1cm? okreslonej folii LPDE, przez 24 i 48 godzin, w 30°C

W badaniach wykazano, ze srebro nie dyfundowato z folii do otoczenia. Nie wykryto
sygnalu srebra w roztworach wody demineralizowanej, w ktorej przechowywano folie przez
21 dni w temperaturze pokojowej. Mimo to wiadomo, ze wykazana aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa, szczegdlnie wobec S. aureus w obecnosci foliach zawierajacych
nanoczasteczki srebra, byla mozliwa ze wzgledu na nieznaczng dyfuzje nanosrebra
do podtoza.

Dyskusja

Song i in. [2011] prowadzac badania nad migracjg nanoczgstek srebra z kompozytu
polietylenowego w réznej temperaturze (20, 30 i 70°C) i stosujgc stosowne substytuty
zywnosci (3% kwas octowy i 95% etanol), wykazali ze 3-5,6% nanoczastek srebra uwalnia
si¢ do roztworu kwasu i zaledwie 0,22-0,24% do roztworu alkoholu. Zatem zaktadajac,
ze uwalnia si¢ maksymalnie 6% dodanych SNP, to z Foli LPDE VII (o najwyzszej
zawarto$ci SNP), ilos¢ uwolnionych nanoczastek srebra mogta maksymalnie wynosi¢
0, 96 ug. Wg Li i in. [2010] nanoczastki srebra dopiero w stezeniu 10 pg/mL hamujg wzrost
E.coli, a wg Rai i in. [2009] dopiero w stezeniu 75 pug/mL. Yoon i in. [2007] obserwowali
90% zahamowania wzrostu E. coli przy stezeniu nanoczgstek srebra wynoszacym
58,41 pg/mL, czyli ponad 50 razy wyzszym niz potencjalne maksymalne st¢zenie
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nanoczastek srebra dyfundujacych do podtoza z badanych folii. Zatem otrzymane wyniki
sa zgodne z wynikami otrzymanymi przez wyzej wymienionych badaczy, bowiem
do podloza nie mogta przenikna¢ wigksza ilo$¢ nanoczastek srebra.

W $wiatowej literaturze istnieja doniesienia dotyczace watpliwosci czy nanoczastki
srebra sg toksyczne i czy dyfunduje migdzy innymi z opakowan przygotowanych
z ich udziatem [Song i in, 2011; Eschegoyen i Nerin, 2013; Matak i Ajaal, 2013; Roy i in,
2013;]. Waznym elementem bylo wykazanie, ze limit detekcji srebra w zamiennikach
zywnoéci (etanol, kwas octowy) wynosi 0,04 ng/mL, czyli 0,04 mg/L [2011]. Natomiast
wyniki dotyczace ilosci uwalnianego z opakowan srebra nie sg tak jednoznaczne.
Wg Echegoyen i Nerin [2013] nanoczastki srebra uwalniane byly w iloéci
od 1,66 do 31,5 ng/cm?, odpowiednio z foli o zawartosci SNP od 20 do 390 pg/cm?.
Uwolnione ilo$ci SNP stanowity zatem jedynie okolo 0,008% SNP zawartych w foliach,
czyli zdecydowanie mniej niz wykazali w swoich badaniach Song i in. [2011]. Komisja
Europejska (Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health
Risks-SCENIHR), okre§lita dopuszczalny limit migracji srebra do zywnosci, z materiatow
opakowaniowych to 0.05 mg/kg zywnosci [Saber i in., 2014].

W badaniach nad zastosowaniem opakowan z nanoczastkami srebra Metak i Ajaal
[2013] wykazali pozytywny efekt dodatku SNP do opakowan. Przedstawili zahamowanie
rozwoju plesni na powierzchni zapakowanej marchwi. Podobny efekt uzyskano w tej pracy.
Folia z dodatkiem nanoczastek srebra nie tylko hamowata wzrost P.fluorescens i S.aureus,
ale chronita zapakowane migso przed nadmiernym rozwojem drobnoustrojow mezofilnych.
Przy czym nie obserwowano S$cislej zaleznosci pomiedzy stgzeniem SNP a liczba jtk/g
mi¢sa. Natomiast obserwowane wigksze zmigkczenie migsa opakowanego w folie EVOH
moze by¢ spowodowane mniejsza wymiang gazowa, ktora si¢ charakteryzuje ten typ folii
[Kluz A., 2007]. Jednocze$nie wyjasnienia wymaga 2-10 krotnie stabszy efekt przeciw
drobnoustrojowy foli o najwigkszej zawartosci nanoczastek srebra - do ktorej jednoczeénie
dodano barwnik — LPDE VII w stosunku do folii o0 mniejszej zawartosci SNP.

W podiozu ptynnym wzrost bakterii monitorowano poprzez pomiar ggstosci
optycznej hodowli (OD 600nm), czyli zmetnienia bedacego wynikiem przyrostu liczby
komorek. Pomiar OD 600nm jest najszybsza i najprostszg metoda pomiaru przyrostu
drobnoustrojow, wykorzystywang w mikroanalizatorach [Grabarczyk i in., 2013]. Niektorzy
badacze wyznaczyli nawet zalezno§¢ pomigdzy wartos§cia OD 600nm a liczba komorek.
Wg Sondi i Salopek-Sondi [2004] OD 600nm réwne 0,1 odpowiada stezeniu komorek
108/mL. Zastosowana technika analityczna -hodowla w podtozu ptynnym-umozliwita
prawidtowa ocene wzrostu bakterii i wiasciwosci anty-drobnoustrojowych danej folii.
Gatunek E,coli jest reprezentantem bakterii G-ujemnych. Podobny wynik otrzymali Becano
in. [2015], ktorzy rowniez wykazali lepsza aktywno$¢ bojcza wobec S. aureus. Yoon
i in. [2007] zaobserwowali wieksza inhibicje wzrostu Bacillus subtilis (Gram-dodatniego
gatunku) niz E.coli. Niektorzy badacze uzyskali odmienne wyniki, wykazujac hamowanie
zarowno wobec bakterii G-dodatnich jak i G-ujemnych lub nawet wieksze dzialanie wobec
tych drugich [Sondi i Salopek-Sondi 2004; Li in., 2010]. Niezgodno$¢ otrzymanych
wynikow moze by¢ wynikiem wielu czynnikdw, poczynajac od natury szczepu,
zastosowanej technice, medium hodowlanym czy nawet ograniczeniem dostepu
do sktadnikow odzywczych. W wielu przypadkach kluczowe jest wykonania stosownej
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kontroli, opartej na foli bez dodatku NSP. Oddzialywanie jonow srebra zawartych
w nanoczasteczkach miedzy innymi polega na ich wniknigciu do komoérki i zaburzeniu
procesé6w metabolicznych. Zréznicowany stopien hamowania wzrostu moze wynikaé
z 16zni¢ w budowie $ciany komorkowej bakterii G-dodatnich i G-ujemnych. Wielu autorow
réowniez podkresla odmienno$¢ budowy Sciany bakteryjnej starajac si¢ wykazaé miejsce
dziatania SNP. Sondi i Salopek-Sondi [Sondi i Salopek-Sondi 2004] przedstawiajg
mikroskopowe zdjecia komoérek E.coli z przylagczonymi nanoczasteczkami srebra.
Pal i in. [2007] wskazuja na zalezno$¢ pomiedzy ksztaltem nanoczastek, a stopniem
uszkodzenia btony. Stwierdzajg, Zze nanoczastki w ksztalcie trojkatnym sg najbardziej
toksyczne.

Whioski

e  Najlepiej przechowalo si¢ migso opakowane w folie EVOH i LPDE V
z nanoczgstkami srebra.

e Najmniejsza ogdlna liczb¢ drobnoustrojéw mezofilnych obecna w probach migsa
po wykazano opakowanego w folie LPDE V zawierajaca nanoczastki srebra.

e  Najintensywniejsza inhibicja wzrostu bakterii z gatunku Pseudomonas fluorescens
cechowata si¢ folia EVOH z nanoczastkami srebra, potem EVOH, nast¢pnie folia
z nanoczastkami srebra, oznaczona przez producenta jako folia LPDE V.

e  Najintensywniejsza inhibicja wzrostu bakterii z gatunku Staphylococcus aureus
cechowata si¢ folia EVOH z nanoczastkami srebra, potem EVOH. Mnigj intensywnie
hamowata wzrost folia z nanoczastkami srebra, oznaczona przez producenta jako folia
LPDE V.

e W przypadku bakterii z gatunku Escherichia coli zahamowanie wzrostu bakterii
zaobserwowano dla wszystkich folii, w tym folii kontrolnej. Zatem nie mozna oceni¢
czy badane folie dziataja, hamujg wzrost tego gatunku bakterii.

e  Nie wykazano tugowania srebra z folii.

e  Przeprowadzone badania pozwolily na uzasadniony optymizm w stosunku
do stosowania nanoczastek srebra, jako dodatkow do produkcji folii na potrzeby
pakowania produktow spozywczych. Udowodniono, ze niewymagane jest wysokie
stezenie nanosrebra, a wrecz wskazany jest ich minimalny udzial, nie tylko
skutkujacy lepszym dziataniem, ale takze tanszym kosztem.
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NANOCZASTKI SREBRA (SNP)
A HAMOWANIE WZROSTU MIKROORGANIZMOW

Streszczenie

Nanoczastki srebra (SNP) posiadaja potwierdzone dziatania antybiotyczne. Nie ma
natomiast pewnos$ci, co do minimalnego stezenia SNP, ktore skutecznie hamuje wzrost
mikroorganizméw. Otrzymano zawiesing SNP o st¢zeniu 107mg/L i scharakteryzowano
wielko§¢ nanoczastek. Z  wykorzystaniem analizatora wzrostu  drobnoustrojow
Bioscreen C przeprowadzono badanie wzrostu wybranych szczepow bakterii i drozdzy
w obecnosci roznych stezen SNP. Pozwolito to na ustalenic minimalnego, hamujgcego
wzrost stezenia SNP  nastgpujagcych  wzorcowych  szczepow  drobnoustrojow:
Pseudomonasaeruginosa, Staphylococcusaureus (o bialej lub zéttej barwie kolonii) oraz
Candida albicans. Do hodowli drozdzy C.albicans wykorzystano odpowiednio stgzone
podloze YM, bakterie P. aeruginosa i S. aureus hodowano natomiast w bulionie
odzywczym. Do podloza dodawano od 10 do 60 pl roztworu SNP o st¢zeniu 107 mg/L
(ppm). Najwyzsza wrazliwoscig na dziatanie czastek nanosrebra cechowaty sie komorki
bakterii P. aeruginosa, ktorych wzrost catkowicie hamowany byl juz przy stezeniu
8,92 mg/L SNP. Nieco bardziej odporne na dziatanie tych czastek okazaly si¢ drozdze
C. albicans oraz bakterie S. ureus, w przypadku, ktérych obserwowano dluga, trwajaca
32-40 godz. lag-fazg, po ktorej mikroorganizmy rozpoczynaty powolny wzrost.

Stowa kluczowe: nanoczastki srebra, SNP, aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa,
Bioscreen C

Whprowadzenie

Nanotechnologia stanowi silnie rozwijajaca si¢ dziedzing nauki, zmierzajaca
do maksymalnego, bezpiecznego zarowno dla cztowieka jak i otaczajacego go Srodowiska,
wykorzystania nanoczastek metali o rozmiarach jednego z wymiaréw nieprzekraczajacego
do 100 nm w bezposrednim kontakcie, w szerokiej gamie produktow [Sionkowski
i Kaczmarek, 2015]. Uznaje si¢, ze nano struktury moga znalez¢ szerokie zastosowanie
w takich dziedzinach jak medycyna, kosmetologia, odnawialne zrddta energii, oczyszczanie
$rodowiska i1 wielu innych [Tran i in., 2013]. Na szczegdlna uwage zastuguja nanoczastki
srebra  (SNP), dla  ktérych  potwierdzono  szerokie  spectrum  aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej, szczegdlnie w kierunku bakterii zarowno Gram dodatnich jak
i Gram ujemnych [Yoon i in., 2007; Jones i Hoek, 2010]. Mechanizm biobdjczego
oddziatywania SNP nie jest do konca wyjasniony, jednakze najprawdopodobniej opiera si¢
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ono na trzystopniowym procesie. Najpierw nanoczastki przylaczaja si¢ do powierzchni btony
komorkowej naruszajac jej podstawowe funkcje, takie jak potprzepuszczalno$¢ i oddychanie.
Kolejnym etapem jest przeniknigcie do wngtrza komorki i kolejne uszkadzanie struktur
wewnetrznych, gldwnie poprzez interakcje z siarkg i fosforem. Ostatecznie nanoczastki
wydzielaja wolne jony srebra podkreslajac efekt bojczy [Morones i in., 2005; Tran
iin., 2013]. W prezentowanych badaniach skupiono si¢ na wykazaniu minimalnego stezenia
hamujacego wzrost czterech wzorcowych szczepéw drobnoustrojéow: drozdzy Candida
albicansoraz bakterii Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (dwa szczepy
roznigce si¢ barwa kolonii: biaty i zotty) w mikrohodowlach prowadzonych w aparacie
mikrobiologicznym Bioscreen C.

Materialy i metody

Nanoczastki srebra (SNP) zostaly zsyntezowane poprzez redukcje soli srebra
w roztworze wodnym, zawierajacym niejonowy zwigzek powierzchniowo czynny (NZPC)
i polimer pomocniczy (PEI). Reduktorem byl wodny roztwdér kwasu askorbinowego
[KoZlecki i in., 2011]. W wyniku reakcji otrzymywano dyspersje¢ o stezeniu 107 mg Ag/L
roztworu (107 ppm). Nanoczastki zostaly scharakteryzowane technikami TEM, DLS
i UV-Vis.

Zdjecia obrazujace nanoczastki wykonano metoda transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM) z wykorzystaniem urzadzenia Zeiss EM 900. Probki nanoszono
na siateczki niklowe 300 mesh, pokryte zywica Formvar (SPI Supplies). Obserwacje
standardowo prowadzono przy powickszeniu 86000x.

Pomiary technika dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS) przeprowadzono
na dwoch urzadzeniach: Nicomp 380ZLS (ParticleSizing Systems), wyposazony W laser
532 nm/50 mW i 64-kanatowy autokorelator oraz aparacie PhotocorComplex (Photocor
Instruments) z laserem 657.04 nm/36 MW i 288-kanatowym autokorelatorem, pracujacym
w trybie multi-tau. W przypadku urzgdzenia Nicomp pomiary prowadzono w standardowych
kuwetach z czterema przejrzystymi $cianami, wykonanymi z PMMA (Kartell);
kat rozpraszania promieni wynosit 90°. Analiza wynikow uzyskanych tg metoda
przeprowadzona zostata przy pomocy oprogramowania ZPW388 1.71 (ParticleSizing
Systems). W przypadku urzadzenia Photocor, pomiary wykonywane byty w cylindrycznych
buteleczkach o $rednicy 14.5 mm (Supelco); kat rozpraszania promieni wynosit 110°,
a analiz¢ wynikow przeprowadzono przy pomocy oprogramowania DynaLS 2.8.3 (Alango
Ltd.). Pomiary spektrofotometryczne UV-Vis wykonano przy pomocy jednowigzkowego
aparatu Helios y (ThermoElectronCorporation), w kuwetach poétmikro o drodze optycznej
10 mm, wykonanych z polistyrenu (Carl Roth GmbH).

SNP o stezeniu 107 mg/L, dodawano do hodowli drobnoustrojéw w ilosci
od 10-60 uL. W badaniach wykorzystano jeden szczep drozdzy z gatunku Candida albicans
oraz trzy szczepy bakterii: jeden z gatunku Pseudomonas aeruginosa i dwa z gatunku
Staphylococcus aureus. Wszystkie szczepy pochodzily z niemieckiej kolekcji kultur DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen un dZellkulturen, Leibnitz-Institute)
Mikrohodowle prowadzono w 4 powtodrzeniach, w podlozu YM dla drozdzy oraz bulionie
odzywczym dla bakterii, komplementowanych zmiennym stgzeniem roztworu SNP.
Calkowita objetos¢ ptynu hodowlanego w mikrostudzience wynosita 300 pL, a koncowe
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stezenie dodawanych SNP wynosito od 0 (kontrola) do 21,4 mg/L (maksymalnego stgzenie).
Hodowle zaszczepiano zawiesing komoérek (w objetosci 20 pL) wystandaryzowana
do stezenia 10° komorek/mL i inkubowano w analizatorze Bioscreen C, w temperaturze
28°C, przez 72 godziny stosujac automatyczne wytrzasanie i pomiar zmian ggstosci
optycznej co 30 minut, przy dlugosci fali $wiatta widzialnego 560-600nm.

Po hodowli zawarto$¢ mikrostudzienek dotyczaca danego stezenia SNP i danego
drobnoustroju, zebrano do sterylnej probowki typu Falconi badano na obecno$é
nanosrebra.W celu usunigcia zanieczyszczen, ktore mogtyby zaktoci¢ pomiar DLS probki
oczyszczono przy pomocy wirowania i filtracji wirdwkowej z wykorzystaniem filtrow
hydrofilowych o porowatosci 0.2 um, zapewniajacej swobodny przepltyw nanoczastek
i niewielkich aglomeratow i stanowigcych barier¢ dla biomasy pozostatej po wstgpnym
oczyszczaniu,  przez  wirowanie.  Probki po  pomiarach w  urzadzeniu
Bioscreen C przygotowywano wedtug przedstawionej ponizej procedury. Okoto 1 ml probki
wirowano przez 10 minut z przyspieszeniem 2000 g, przy pomocy wirdwki Spectrafuge™
Mini Centrifuge (Labnet International). Po odwirowaniu, pobierano 700 pl supernatantu
i przenoszono do filtra wir6wkowego Costar® Spin-X z membrang poliamidowa
0.2 um (Corning Inc.), po czym odwirowywano w analogiczny sposdb. Nastepnie pobierano
500 pl permeatu i rozcienczano przy pomocy 1000 pl wody dejonizowanej. Tak
przygotowane probki wykorzystywano do pomiarow UV-Vis, a nastgpnie DLS
wg procedury opisanej wyzej.

Wyniki

Na rysunku 1 przedstawiono przyktadowe widmo UV-Vis wodnej dyspersji
nanoczastek srebra (SNP). Najbardziej charakterystyczna cecha widma jest szeroki pik
o maksimum absorpcji okoto 416 nm, charakterystyczny dla rezonansu plazmonowego SNP.

084

0.6

Absorbancija (-)

044

024

0.0

T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600
Dtugos¢ fali (nm)

Rysunek 1. Widmo UV-Vis wodnej dyspersji nanoczgstek srebra o stezeniu 10 ppm

Zjawisko to jest odpowiedzialne za z6tta barwe sferycznych nanoczastek srebra, ktora
zobrazowano na rys. 2 i stanowi niekiedy problem w zastosowaniach praktycznych, na
przyktad w przemysle farbiarskim lub kosmetycznym. Nie wydaje si¢ jednak, zeby zolta
barwa stanowita jakakolwiek przeszkod¢ w przemysle spozywczym.
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Rysunek 2. Dyspersja wodna nanoczastek srebra o stezeniu 27 ppm

Obecno$¢ sferycznych nanoczasteksrebra potwierdzono przy pomocy pomiaréw
mikroskopowych. Reprezentatywne zdjecie TEM przedstawiono na rysunku 3.

Rysunek 3. Obraz nanoczastek srebra wykonany metoda transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM)

Jak mozna zauwazy¢, ksztalt czastek srebra jest zblizony do sferycznego. Analiza
obrazowa wykonana dla populacji 200 nanoczastek wykazala natomiast, ze S$rednia
sferyczno$¢ jest rowna 1.72 + 0.49, natomiast mediana ma warto$¢ 1.70 (Rys.4), co oznacza
ze faktycznie czastki maja ksztatt eliptyczny. Kolisto$¢ czastek wyrazana byta wzorem:

L2
R=—
4rA

gdzie: R — kolisto$¢, L— obwod czastki, L — pole powierzchni czastki.

39



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI
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Rysunek 4. Histogram rozktadu kolisto$ci czastek nanosrebra

W pomiarach technika dynamicznego rozpraszania §wiatta (DLS) uzyskano wyniki
zblizone. Na rysunku 5 przedstawiono wynik pomiaréw dla czastek zobrazowanych
na rysunku 3. Dane uzyskane obydwoma metodami sg poréwnywalne. Wynika z nich,
ze zsyntezowane nanoczastki majg promien hydrodynamiczny réwny 11.83 £ 2.98 nm
(mediana rozmiaru + odchylenie standardowe). Probka zawiera tez okoto 5% aglomeratow
0 rozmiarze okoto 100 nm.
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Rysunek 5. Analiza uzytych w eksperymencie nanoczastek srebra technika dynamicznego
rozpraszania $wiatta (DLS)

Scharakteryzowane powyzej SNP w wyjsciowym stezeniu 107 mg Ag/L
wykorzystano w badaniach dotyczacych okre$lenia ich wplywu na wzrost drobnoustrojow
w analizatorze mikrobiologicznym Bioscreen C. Badaniom poddano dwa izolaty bakterii
z gatunku S. aureus, jeden szczep P. aeruginosa oraz jeden szczep drozdzy C. albicans.
Hodowle prowadzono w podiozu ptynnym, odpowiednio bulionie odzywczym i YM.
Analizujac wptyw nanoczastek srebra na wzrost drozdzy stwierdzono, ze szczep C. albicans
dobrze rost w podtozu zawierajacym 3,57 i 7,13 mg/mL SNP (Rys.6). Wyzsze stgzenie SNP,
wynoszace 8,92 mg/L, wykazywato hamujace dziatanie na wzrost tych drozdzy, jednakze
tylko do 32 godziny hodowli. Po tym czasie komorki rozpoczynaly wzrost. Catkowita
inhibicj¢ wzrostu obserwowano przy st¢zeniach nanoczastek srebra, przekraczajacych
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17 mg/L. Stezenie 8,92 mg/L powodowalo catkowita inhibicje wzrostu bakterii
P. aeruginosa i znaczne wydtuzenie czasu trwania lag fazy w hodowlach obu testowanych
szczepOw S. aureus. W obecnosci takiej dawki nanoczastek srebra w $rodowisku
hodowlanym rozpoczynaty one wzrost dopiero po 36-40 godzinie hodowli, a ich catkowita
inhibicj¢ wzrostu, podobnie jak w przypadku badanych drozdzy, obserwowano dopiero
w obecno$ci wyzszych stezen SNP (Rys. 7).

oD Candida albicans
2,5
, —e 21,4 [mg/L]
-~ = 17,83 [mg/L]
1,5 \ —+—8,92 [mg/L]

—x— 7,13 [mg/L]

w,&"g“_
Oy

—x— 3,57 [mg/L]
e

bez SNP

0 T [ ; T T T 1
0 20 40 60 go  Czas[h]

Rysunek 6. Wzrost Candida albicans w podtozu YM zawierajacym rozne stgzenia
czasteczek nanosrebra

Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze przyrost biomasy mierzony jako wartos¢
OD w hodowlach wszystkich testowanych szczepow, prowadzonych w obecnosci SNP
o stezeniu 8,92 mg/Lbyt znacznie nizszym niz w rOwnoczes$nie biegngcych hodowlach bez
SNP lub zawierajacych nizsze ich dawki, na poziomie 3,57 i 7,13 mg/L (Tab. 1). Przyrost
biomasy w kolejnych dobach hodowli, obliczony jako wielokrotno$¢ poczatkowego
zmgtnienia, wynosit dla hodowli bez SNP od 34 (C.albicans po 24 h) do 80 (P.aeruginosa
po 48 h), a dla hodowli z najnizszg dawka SNP (3,57mg/L) od 2,6 (C.albicans po 24 h)
do 7,5 (P.aeruginosa po 72h). Wzrost drobnoustrojow w hodowli z wickszymi dawkami
SNP byt zdecydowanie nizszy, a przyrost OD w tych hodowlach, w stosunku do wartosci
poczatkowej byt jedynie od 4 do okoto 6 krotny.
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Tabela 1. Przyrost biomasy badanych szczepow drobnoustrojow

Przyrost biomasy

tezeni P
Stezenie SN [wielokrotnos$¢ wyjsciowego OD]

Gatunek

[mg/L] 24 h 48 h 72h

0 76 81 80

357 6.2 71 75

P. aeruginosa o o > o
8,92 06 06 1.3

17,83 18 13 13

214 1,6 1,4 1.4

0 38 35 36

3,57 4 43 41

S. aureus (bialy) 7,13 > > o3
8,02 0.4 09 0.9

17,83 15 11 1.1

214 1 09 0.9

0 44 42 al

357 4,7 4,8 43

N 713 42 4.6 48

S. aureus (zolty) 892 0.4 1,3 15
17,83 15 12 1.2

21,4 13 1 1

0 34 38 38

357 26 5.2 53

_ 713 38 44 4.4

C. albicans 8.02 0,7 23 3,9

17,83 03 0,6 2

21,4 3,3 3,6 7
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Rysunek 7. Wzrost bakterii w bulionie odzywczym z dodatkiem réznych stgzen nanoczastek
srebra (SNP)
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Kolejng interesujaca obserwacja, wynikajaca z analizy przebiegu krzywych wzrostu
badanych bakterii jest dtuga lag-faza w hodowlach zawierajacych SNP w  stezeniu
7,13 mg/L. Mimo, ze taka dawka nanoczastek srebra nie wykazywata bdjczego dziatania
wobec testowanych szczepdw to jednak w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi (bez SNP),
czy zawierajacych najnizszg dawke SNP, na poziomie 3,57 mg/L, czas trwania fazy
adaptacyjnej wydtuzat si¢ o od 7 godzin w przypadku szczepu S. aureus o zéttej barwie
kolonii do nawet 0 27 godzin w hodowli szczepu P. aeruginosa.

Postanowiono sprawdzi¢, czy w plynach po hodowli mikroorganizméw
w mikroanalizatorze Bioscreen C nadal obecne sa nanoczastki srebra. Wyniki uzyskane
z analizy supernatantu potwierdzity obecno$¢ SNP. Na rysunku8 przedstawiono
przyktadowy wynik pomiaréw uzyskanych technika dynamicznego rozpraszania $wiatta
DLS dla probki pochodzacej z hodowli S. aureus (o zottej barwie kolonii), w ktorej
wyj$ciowe stezenie nanoczastek wynosito 17.83 ppm. Na podstawie uzyskanych danych
mozna przyjaé ze nanoczastki nie ulegly aglomeracji i nie zostaty wykorzystane przez
mikroorganizmy(rys. 9). Nie ulegt tez zmianie rozmiar nanoczastek, ich wielko$¢ po hodowli
miescita si¢ w zakresie 10.2-11.1 nm, a odchylenie standardowe réwne bylo okoto 3 nm;
liczba czastek o wigkszej srednicy byta niewielka, a wigc zmiana rozmiaru byta statystycznie
nieistotna. Oznacza to iz zastosowane preparaty podczas hodowli mikroorganizméw
cechowaty si¢ stabilnoscig.

Rozmiary aglomeratow obecnych w wyjsciowym roztworze nanosrebra oraz
zawartych w plynie pohodowlanym bakterii byty nieco inne. Po wzroscie drobnoustrojow
zamiast czastek o promieniu rownym okoto 100 nm, obecnych w preparacie wyj$ciowym,
pojawily sie czastki mniejsze, 0 promieniu wynoszacym okoto 60 nm. Wydaje sig, Zze obecne
poczatkowo aglomeraty 100 nm ulegly dalszej aglomeracji, zwickszajac swdj rozmiar tak,
ze pozostaly w retentacie filtra membranowego, za§ obecne aglomeraty byly wynikiem
koagulacji pierwotnych czastek o promieniu 11.5 nm.
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Rysunek 9. Analiza nanoczgstek srebra technikg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS)
obecnych w ptynie pohodowlanym bakterii S. aureus o zéttej barwie kolonii (stezenie SNP
w probie rowne 17.83 ppm)
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Interesujaca jest zalezno$¢ intensywnosci rozpraszania $wiatla od wyjsciowego
stezenia nanoczastek srebra. Wielko§¢ ta jest wyrazona w hercach, jako liczba zliczen
autokorelatora na sekunde¢ pomiaru. Mozna si¢ wigc spodziewac ze bedzie ona funkcja liczby
czastek 1 bedzie rosta wraz z ich zawartos$cig w roztworze. W przypadku czystych pozywek
wielko$¢ tego parametru wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia nanoczastek, co byto wynikiem
spodziewanym. Zaskakujacy byl wiec znaczacy spadek intensywnos$ci rozpraszania §wiatla
dla prébek zawierajacych najwyzsze stezenie wyjsciowe nanosrebra (Rys. 10).
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Rysunek 10. Intensywno$¢ rozpraszania $wiatta w funkcji poczatkowego stezenia
nanoczastek

Zjawisko to jest trudne do wyjasnienia, by¢ moze dochodzi do intensywnej agregacji
czastek. Warto wspomnie¢, ze pomiary OD 600nm przeprowadzone w analizatorze
Bioscreen C dla prob kontrolnych (podtoze + SNP, bez drobnoustrojow) rowniez wskazuja
na mozliwo$¢ oddzialywania SNP i sktadnikéw podtoza.W obecnos$ci najwyzszego stezenia
SNP, niezaleznie od podioza (YPG czy bulion odzywczy) wartos¢ OD 600nm
w poczgtkowe] godzinie hodowli (czas 0) wynosita 0, 61, po 2 godzinach zmalata
dwukrotnie i wynosita 0,23.

Dyskusja

Przedmiotem niniejszej pracy byla ocena przeciwdrobnoustrojowej aktywnosci
nanoczastek srebra. Mimo, ze aktywno$¢ biologiczna takich preparatow jest wzgledem
niektorych bakterii G-dodatnich jak i G-ujemnych byta juz badana i wykazana [Sondi
i Salopek-Sondi, 2004; Yoon i in., 2007; Li i in., 2010; Becano i in., 2015], to jednak temat
tan nadal budzi duze zainteresowanie naukowcow na catym $wiecie.

W podlozach plynnych monitorowanie wzrostu mikroorganizméw mozliwe jest
poprzez pomiar gestosci optycznej hodowli przy dlugosci fali $wietlnej rownej 560-600nm.
Wzrost zmetnienia Srodowiska jest wynikiem przyrostu liczby komorek. Pomiar OD 600nm
jest najszybsza i najprostszg metoda okreslania pomiaru przyrostu drobnoustrojéw, ktora
z powodzeniem mozna wykorzysta¢ w mikroanalizatorach mikrobiologicznych [Grabarczyk
i in., 2013]. Niektorzy badacze, dla okreslonych szczepoéw bakterii wyznaczyli nawet
zalezno$¢ pomiedzy wartoscia OD 600nm, a liczba komoérek. Wg Sondi i Salopek-Sondi
[2004] wartos¢ OD 600nm réwna 0,1 odpowiada stezeniu komoérek 10%/mL.
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Zastosowana technika analityczna -hodowla mikroorganizméw w podtozu ptynnym,
w analizatorze BioscreenC umozliwita ocen¢ wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych SNP
i okreslenie stezenia hamujacego wzrost testowanych bakterii oraz drozdzy.

Najwyzsza wrazliwo$cig na dziatanie czastek nanosrebra cechowaty si¢ komorki
bakterii P. aeruginosa, ktorych wzrost catkowicie hamowany byt juz przy stezeniu
8,92 mg/L SNP. Bardziej odporne na dziatanie tych czastek okazaty si¢ drozdze C. albicans,
w przypadku ktorych catkowite hamowanie wzrostu drozdzy obserwowano w obecnosci
najwyzszych z badanych stezen preparatu na poziomie 17,83 oraz 21,4 mg/mL. St¢zenie
SNP wynoszace 8,92 mg/L powodowato dluga, trwajaca 32 godz. lag-faze, po ktorej
komorki drozdzy rozpoczynaty wzrost. Podobng obserwacje poczyniono dla obydwu
testowanych izolatow S. aureus. W obecnosci takiego st¢zenia nanoczgstek srebra bakterie
zaczynaly rosna¢ po bardzo dhlugiej, trwajacej 36-40 godz. fazie adaptacyjnej. Zjawisko
to mozna thumaczy¢ m.in. tym, ze komorki w ten sposob reaguja na stres sSrodowiskowy i tak
dlugo dostosowuja si¢ do niekorzystnych warunkéw wywolanych obecnos$ciag naoczastek
srebra.

Analiza nanoczastek srebra technika dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS)
obecnych w ptynie pohodowlanym bakterii S. aureus wykazata, ze nanoczastki nie ulegty
aglomeracji i nie zostaty wykorzystane przez mikroorganizmy. Nie pozwolita on jednak
na stwierdzenie, czy czastki te nie zostaly one optaszczone metabolitami mikroorganizmow,
co mogloby wplyngé na zmiang ich aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej, co rowniez
mogloby stanowi¢ przyczyng wzrostu wspomnianych mikroorganizmow w drugiej dobie
hodowli.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna przyjaé, ze graniczne stezenie SNP
wplywajace na znaczace ograniczenie Wzrostu badanych mikroorganizméw wynosi 9 mg/L.
Warto$¢ ta jest porownywalna z rezultatami wczesniejszych badan Zarowskiej i in. [2015],
w ktoérych testowano mikroorganizmy nalezace do tych samych rodzajow lub gatunkow.
Wykazane minimalne stezenie SNP wykazujgce dziatanie przeciwdrobnoustrojowe jest
znacznie nizsze (7-14 razy) niz sugerowane przez innych badaczy wzgledem rdéznych
gatunkow bakterii [Sondi i Salopek-Sondi, 2004; Rai i in., 2009]. Warto réwniez podkresli¢,
ze wykazane we wczesniejszych badaniach hamujace wzrost grzybow strzepkowych stezenie
SNP jest rowniez niskie, wynosi tylko 5,1 mg/L [Zarowska i in., 2015].

Whioski

Przeprowadzone badania potwierdzaja pozytywny, czyli przeciwdrobnoustrojowy
wpltyw uzyskanych wodnych roztwor6w nanoczasteczek srebra (SNP) oraz zachecaja
do dalszych badan nad zastosowaniem SNP w ro6znego rodzaju materiatow, np. folii stuzacej
do pakowania zywnosci czy innych kompozytow.

Potwierdzono takze trwato§¢ nanoczastek srebra w warunkach hodowli
drobnoustrojow.

Badanie finansowano z projektu NCBR No PBS 3/B1/10/2015
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TECHNOLOGIA LIPOSOMOWA W PRZEMYSLE SPOZYWCZYM

Streszczenie

Wozrost zainteresowania konsumentéw zywnoscia funkcjonalng stworzyt konieczno$é
zapewnienia trwalo$ci substancjom bioaktywnym wystepujacym w gotowych produktach.
Mozna to uzyska¢ przez zamykanie labilnych materiatdow w kapsulkach. W technologii
zywnosci standardowo kapsutkuje si¢ zwiazki hydrofobowe, na przyktad z wykorzystaniem
technik emulsyjnych i suszenia rozpylowego. Caly czas wyzwaniem jest skuteczne
zabezpieczanie substancji hydrofilowych. Ze wzgledu na powyzsze ograniczenia procesu
kapsutkowania oraz potencjalnie niekorzystny wptyw samych mikrokapsutek na wtasciwosci
organoleptyczne produktu coraz czgsciej poszukuje si¢ rozwigzan w skali nano. W pracy
przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat nanokapsutkowania zwigzkow bioaktywnych
wewnatrz liposomow. Szczegdlng uwage poswiecono podstawom fizykochemicznym tego
procesu, ponadto, opisano metody badania nanokapsulek liposomowych oraz sposoby ich
wytwarzania na skalg laboratoryjng i przemystowa. Przedstawiono gtéowne kierunki
zastosowania technologii liposomowej w wytwarzaniu zywnos$ci oraz podkreslono jej zalety
i ograniczenia.

Stowa kluczowe: liposom, nanokapsutkowanie, zywnos¢

Wprowadzenie

Wisrod trenddw rozwojowych wspotczesnej technologii zywnosci szczegdlna uwage
zwracaja prace zmierzajace do otrzymywania nowych produktow o charakterze
prozdrowotnym. Niestety znaczna czg¢SC substancji bioaktywnych jest nietrwata i ulega
degradacji w toku przetworstwa i magazynowania, wskutek utleniania badZz interakcji
z matrycg produktu spozywczego. Zachowanie aktywnosci biologicznej skladnikow
prozdrowotnych mozna uzyska¢ poprzez zamknigcie ich wewnatrz liposoméw. Liposomy
moga by¢ formowane z naturalnych surowcow bedacych budulcem komoérek ludzkich.
W konsekwencji, s3 one w pelni biokompatybilne, a ich stosowanie w technologii
spozywczej jest akceptowane [Gibbs i in., 1999; Mozafari i in., 2006a]. Obecno$¢
liposomow zaobserwowano nawet w mleku ludzkim - naszym pierwszym pokarmie [Keller
i in., 2001].
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Liposomy po raz pierwszy opisano w latach 60 ubieglego stulecia. Zaobserwowano
wowczas, ze w wyniku interakcji miedzy lecytyna zottka jaja kurzego a woda nastepuje
spontaniczne formowanie struktur pecherzykowatych [Bangham i in., 1965]. Zostaly one
kilka lat pézniej nazwane liposomami [Sessa i Weissmann, 1968]. Od tamtej pory rozwoj
technologii liposomowej dotyczyt gtéwnie zastosowan w farmacji i medycynie [Kozubek,
2004]. Rownoczesnie rozwijano badania w kierunku zastosowania liposomow w produkcji
zywnosci jako nanokapsutek dla labilnych lub trudnodostgpnych sktadnikow takich jak
aromaty, enzymy, mineraly, antyoksydanty itp. [Mozafari i in., 2008a; Malheiros i in., 2010].
O znaczeniu tej tematyki dla rozwoju technologii zywnosci $wiadczy systematycznie
narastajgca liczba zgloszen patentowych [Haynes in., 1991; Lengerich i in., 1991; De Paoli
i in., 1996a; De Paoli i in., 1996b].

Struktura i wlasciwosci liposomow

Liposomy sg to pecherzykowate struktury o rozmiarach od 30 nm do Kilku
mikrometréw, zbudowane z jednej lub kilku dwuwarstw lipidowych zamykajacych roztwor
wodny [Lasic, 1991; Ulrich, 2002]. Ich formowanie jest uwarunkowane termodynamicznie
i zwiagzane jest z oddzialywaniem z woda emulgatorow o niskich wartosciach HLB
(Hydrophilic-Lipophilic Balance) standardowo stosowanych do tworzenia emulsji typu woda
w oleju. Powstaje wowczas uprzywilejowana energetycznie, zakrzywiona, zamknigta
struktura zbudowana z dwuwarstwy lipidowej [Kozubek, 2004].W zaleznosci od materiatu
uzytego do formowani liposomow, jak rowniez metody i warunkow ich wytwarzania,
otrzymuje si¢ rozne struktury. Ich charakterystyke zebrano w tabeli 1 [Mozafari i in., 2008a].

Zawieszone w srodowisku wodnym pecherzyki liposomowe stanowia pod wzgledem
fizykochemicznym (podobnie jak emulsje) koloidalne uktady zdyspergowane. Ich zaleta
w stosunku do emulsji jest mozliwos¢ kapsutkowania nie tylko substancji hydrofobowych
(rozpuszczonych w fazie olejowej miceli), ale rowniez substancji hydrofilowych
rozpuszczonych w fazie wodnej. Uniwersalnos¢ liposomow jako kapsutek substancji
bioaktywnych polega na mozliwosci zamykania substancji hydrofilowych rozpuszczonych
w fazie wodnej wnetrza kapsutki oraz hydrofobowych zwiazanych z dwuwartswa
fosfolipidows. Dyspersje liposomowe posiadaja jednak, w poréwnaniu do emulsji, duze
wady. Przede wszystkim stabilizowanie emulsji jest mozliwe przez dodatek hydrokoloidow
zwigkszajacych lepko§¢ fazy rozproszonej. W przypadku dyspersji liposomowych ich
stabilno$¢ jest uwarunkowana wylacznie oddziatywaniami elektrostatycznymi. Obecnos¢
fadunku elektrycznego (z reguly ujemnego) na powierzchni pgcherzykow liposomowych
chroni je przed flokulacja i agregacja [McClements, 2015]. Ocen¢ stabilno$¢ dyspersji
liposomowych przeprowadza si¢ poprzez pomiar potencjatu { (zeta). Uwaza sig,
iz bezwzgledne wartos$ci potencjatu { powyzej 30 $§wiadcza o zadowalajacej stabilno$ci
dyspersji liposomowej. Warto$ci powyzej 60 $wiadcza o doskonatej stabilno$ci [Wagner
i in., 2002].
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Tabela 1. Systematyka liposoméw

Nazewnictwo Skrot Srednica Liczba dwuwarstw Schemat
Small UnilamellarVesicles SUV  20-100 nm 1 \7\
GiantUnilamellarVesicles GUvV >100 nm 1 : 7}
Double-BilayerVesicles DBV >100 nm 2 -
MultilamelarVesicles MLV >0,5 um 5-20
OligolamelarVesicles oLV 0,1-2 pm Ok.5
MultivescularVesicles MVV >1 um Struktura wielu pecherzykow

Liposomy ustgpujag micelom rowniez ze wzgledu na fakt, iz zakapsutkowana
substancja aktywna moze przenika¢ na zewnatrz pecherzyka wg mechanizmu
odpowiadajacemu transportowi pasywnemu w komorkach. Bardzo czgsto obserwuje si¢ tez
nizszg niz w przypadku micel wydajnos¢ kapsutkowania [McClements, 2015]. Oznaczenie
wydajnosci  kapsutkowania przeprowadza si¢ roéznymi metodami w zaleznoSci
od zakapsutkowanego zwiazku. Zazwyczaj w pierwszej kolejnosci oddziela si¢ liposomy
od niezakapsulkowanego zwigzku na drodze saczenia molekularnego. Wszystkie frakcje
otrzymane po saczeniu molekularnym bada si¢ np. spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
rownej maksymalnej wartosci absorbancji zwigzku kapsutkowanego. Sume absorbancji
wszystkich frakcji rozwaza si¢ jako 100%. Do 100% odnosi si¢ sum¢ absorbancji frakcji
bogatych w liposomy otrzymujac % wydajnosci procesu.

Rysunek 1. Mikrofotografia cryo-TEM liposomu typu SUV otrzymanego metodg Banghama

Charakterystyka liposomow jest bardzo trudna ze wzgledu na ich niewielkie
rozmiary. Utrudnia to obserwacj¢ mikroskopowa. Ze wzgledu na zbyt niska zdolnos¢
rozdzielcza oraz intensywne ruchy Browna, ktorym podlegaja nanoczastki, wykluczone jest
stosowanie mikroskopow optycznych. Rekomendowane jest stosowanie techniki cryo-TEM,
czyli transmisyjnej mikroskopii elektronowej zamrozonej dyspersji. Na rys. 1 przedstawiono
zdjecie mikroskopowe liposomu zarejestrowane technikg cryo-TEM. Liposom podchodzit
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z populacji otrzymanej metoda Banghama. Liposomy poddano 10. cyklom zamrazania
w cieklym azocie i rozmrazania w azni wodnej w celu ujednolicenia rozmiaru i redukcji
liczby dwuwarstw fosfolipidowych.

Do wyznaczania rozmiarOw nanoczastek, jakimi sg liposomy, bardzo przydatng
okazala si¢ metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta DLS (Dynamic Light Scattering).
Wykorzystuje si¢ tu réznice w dynamice ruchéw Browna czastek o réznym rozmiarze
[ISO 22412, 2008]. Jako wynik pomiaru uzyskuje si¢ wykres rozktadu wielko$ci czastek.
Moze by¢ on podany jako rozktad liczby, objetosci badz intensywnos$ci rozpraszania $wiatta
czastek o danej $rednicy. Ilustruje to rys. 2.
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Rysunek 2. Rozktad wielkosci tej samej populacji liposomow uzyskanej metodg Banghama
przedstawiony w odniesieniu do liczby, objetoséci oraz intensywnoS$ci rozpraszania $wiatta

Poniewaz mierzy si¢ intensywno$¢ rozpraszania $wiatta, ktora jest proporcjonalna
do szostej potegi $rednicy czastek, bezposrednio uzyskany wynik pomiaru bardzo silnie
faworyzuje czastki o najwigkszych rozmiarach. Dlatego oprogramowanie aparatow
umozliwia przedstawienie uwzgledniajace objetos¢ czastek (proporcjonalne do trzeciej
potegi $rednicy) lub ich liczbeg.

Do charakterystyki liposoméw mozna wykorzysta¢ technike cytometrii
przeptywowej. Jest ona co prawda adresowana do badania mikroorganizmow, ktore
s obiektami wigkszymi niz liposomy, niemniej jednak mozna przy jej zastosowaniu uzyskac
informacje na temat jednorodnosci (badZ niejednorodnosci) populacji liposoméw zard6wno
pod wzgledem rozmiardéw jak i struktury [Sato i in., 2006].

O wilasciwosciach 1 strukturze liposoméw decyduja material, z ktérego zostaty
zbudowane, srodowisko, w ktorym wystepuja oraz metoda wytwarzania. Dwom pierwszym
aspektom poswigcono szczegoélnie duzo prac o charakterze podstawowym. Poniewaz
naturalne lecytyny stanowig mieszaniny réznych zwigzkéw, badania te prowadzone
sg z uzyciem zwigzkow czystych lub modelowych, roznigcych si¢ strukturg i wlasciwosciami
fizykochemicznymi. Ta strategia umozliwia formulowanie ogoélnych wnioskow
dotyczacych korelacji pomigdzy strukturg a wlasciwosciami liposomoéw. W badaniach
stosuje  si¢  najczeSciej  L-o-fosfatydylcholine  (PC;  L-a-PhosphatidylCholine);
dipalmitynianfosfatydylocholing (DPPC; i PalmitoylPhosphatidylCholine). Udowodniono,
ze cholesterol powszechnie wystgpujacy w naturalnych blonach komoérkowych wplywa
na temperatur¢ przejscia krystalicznego dwuwarstwy, a posrednio na przepuszczalno$é
membrany. Wplyw ten jest zalezny od stezenia cholesterolu w membranie [Dwiecki
i in., 2004; Dwiecki i in., 2005; Dwiecki i in., 2007a]. Szczegdlny wptyw na strukture
1 wilasciwosci membran maja zwiazki powierzchniowo czynne, zdolne do zaburzania
réwnowagi hydrofilowo-lipofilowej dwuwartswy [Dwiecki i in., 2007b]. Negatywny wplyw
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surfaktantow mozna zredukowaé poprzez wbudowanie w struktur¢ membrany
antyoksydantow takich jak daidzeina [Dwiecki i in., 2009], genisteina [Dwiecki i in., 2010]
czy witamina E [Neunert i in., 2010]. Rol¢ antyoksydantéw $wietnie spetniajg tez sktadniki
naparu kawy, kwasy: kawowy, chlorogenowy i ferulowy [Neunert i in., 2015].

Wytwarzanie liposoméw

Rozwoj technologii liposomowej doprowadzit do opracowania szeregu metod
wytwarzania liposoméw. Do konwencjonalnych metod zalicza si¢ metody: uwadniania
cienkiego filmu (Banghama), usuwania detergentow, wstrzykiwania roztworu lecytyny do
nierozpuszczalnika i odparowania odwroconych faz, [Meure i in., 2008]. Metoda Banghama,
jest najstarsza i najczeSciej stosowana technika wytwarzania liposomow. Proces polega
na rozpuszczeniu lipidu w rozpuszczalniku organicznym, usunigciu rozpuszczalnika w celu
otrzymania suchego, cienkiego filmu fosfolipidowego. Ostatecznie, film dysperguje si¢
(uwadnia) w roztworze wodnym. Metoda Banghama jest stosunkowo prosta i szybka, jednak
jej gldéwnymi ograniczeniami sa niskie wartosci wydajnosci kapsutkowania, skala
laboratoryjna procesu, pozostato$ci rozpuszczalnikoéw organicznych w produkcie,
niejednorodny produkt. Z wykorzystaniem konwencjonalnych metod uzyskuje si¢ liposomy
typu MLV. W celu uzyskania pozadanego rozmiaru, liczby dwuwarstw fosfolipidowych oraz
jednorodnego rozkladu danych cech w populacji proponuje si¢ sonikacje, ekstruzje,
wysokoci$nieniowa homogenizacj¢, zamrazanie-rozmrazanie, hydratacj¢-dehydratacje
[Madden i in., 1990; Bolotin i in., 1994; Fan i in., 2007; Takahashi i in., 2007].

WODNY ROZTWOE
EKSTRAKTU Z OWOCOW Z
CZARNEGO BZU

MEMBRANA POKRYTA
LECYTYNA e

NANOKAPSULKI LIPOSOMOWE

Rysunek 3. Schemat modutu membranowego do formowania liposoméw wg mechanizmu
uwadniania cienkiego filmu

Wiekszy potencjal w kierunku produkcji liposomow na skalg przemystowa wykazuja
procesy membranowe. Charcosset i wspolpracownicy proponuja przeptyw przez membrang
roztworu fosfolipidu w temperaturze ponizej punktu topnienia. Wedlug autorow, metoda
ta otrzymuje si¢ czastki o rozmiarach 70-215 nm [Charcosset i in., 2005]. Alternatywnie,
mozliwe jest otrzymywanie liposomoéw z wykorzystaniem membrany mikrofiltacyjnej,
pokrytej cienka warstwa fosfolipidu. Pecherzyki tworza si¢ podczas przeptywu roztworu
wodnego przez membrang. Technika umozliwia jednoetapowa produkcje stabilnych
liposoméw o rozmiarach 300-450 nm 2z wydajnoscia kapsutkowania zwigzkow
hydrofilowych na poziomie 30-40% [Bryta i in., 2014a].
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Wykorzystujac procesy membranowe wytarzano rowniez wigksze pecherzyki
(d=530 nm), ale o wysokim stopniu jednorodno$ci uzyskujac wydajnosci kapsutkowania
zwiazkow hydrofilowych na poziomie 30%. Technika polega na przeptywie roztworu
etanolowego fosfolipidow przez membrang. Po stronie permeatu membrana jest obmywana
przez roztwoér wodny zwigzku kapsutkowanego. Liposomy tworza si¢ spontanicznie
w momencie przejscia roztworu fosfolipidow przez membrane [Bryta i in., 2014b].

WODNY ROZT“'OR
EKSTRAKTU Z OWOCOW Z
CZARNEGO BZU

ROZTWOR LECYTYNY
ETANOLU

SPONTANICZNY PROCES POWSTAWANIA
LIPOSOMOW

Rysunek 4. Schemat modutu membranowego do formowania liposoméw wg mechanizmu
wstrzykiwania roztworu lecytyny do nierozpuszczalnika

Zastosowanie liposoméw w technologii Zzywnos$ci

Poczatkowo liposomy wykorzystywano jako modele bton biologicznych do badan
adhezji, przepuszczalno$ci i mechanizmow transportu. Do teraz, ze wzgledu na ograniczenia
technologii liposomowej, zwigzanych gltdéwnie z trudnoscig otrzymywania ich na duza skalg
w sposOb ekonomicznie oplacalny, glowny kierunek rozwoju technologii liposomowe;j
zwigzany jest z medycyng i farmacjg. Niemniej jednak opracowano, na potrzeby produkcji
zywnosci, szereg metod kapsulkowania wewnatrz liposoméw substancji bioaktywnych
zardwno hydrofilowych takich jak np. witamina C, zelazo czy wapn jak i hydrofobowych
takich jak np. witaminy A, D, E, karetonoidy czy koenzym Q10 [McClements, 2015].
Ogromny potencjat aplikacyjny wykazano dla zastosowania enzymoéw zamknigtych
wewnatrz liposoméw w przemysle mleczarskim [Mozafari, 2008a; Mozafari, 2008b],
przeciwdrobnoustrojowych peptydow [Malheiros, 2010], ale przede wszystkim zwigzkoéw
polifenolowych [Fang, 2010].

Nanokapsulkowanie przeciwutleniaczy i witamin

Przeciwutleniacze w ograniczonym stopniu przenikaja przez blong komodrkowa
i stosunkowo szybko sg przez komoérke wydalane [Mozafari i in., 2006b]. Dodatkowo, moga
ulega¢ degradacji w nieprzyjaznym S$rodowisku zotgdka [Malkki i in., 2001; Paradkar
1 in., 2004]. Zabezpieczanie antyoksydantow, a tym samym zwigkszenie ich biodostgpnosci
jest mozliwe dzigki technologii liposomowej [Stone i in., 2004]. Dowiedziono,
ze jednowarstwowe pecherzyki o srednicy 1 um i mniej korzystnie wplywaja na absorpcje
jelitowa zwiazkow aktywnych [Um i in., 2003].
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W 2011 roku Lu i wspotpracownicy zaproponowali metod¢ zabezpieczania
w liposomach polifeonoli z zielonej herbaty dla zastosowan w zywnos$ci. Liposomy
wytwarzano metoda uwadniania cienkiego filmu z procesem sonikacji uzyskujac okoto 60%
wydajno$¢ kapsulkowania. Otrzymano stabilne ( (-potencjat = -67,2) pecherzyki
0 rozmiarach 160 nm. Testy in vitro wykazaly zwickszong biodostepnos¢ polifenoli
zakapsutkowanych wzglgdem niezakapsutkowanych, a testy przechowalnicze, stabilnosé¢
systemu w warunkach obnizonej temperatury (3-5°C) [Lu i in., 2011].

Podejmowano rowniez proby zamykania w liposomach ekstraktow roslinnych,
bogatych w antyoksydanty. Gibis 1 wspolpracownicy opisali metode wytwarzania
wielowarstwowych liposoméw z migedzyfazowymi warstwami chitozanu i pektyny.
W pecherzykach zamykano bogaty w antocyjany ekstrakt z hibiskusa. Wykazano stabilnos$c¢
uktadu przez 145 dni przechowywania. Dowiedziono, ze systemy liposomowe stanowia
odpowiedni no$nik dla antocyjanéw. Jednoczesnie, zauwazono, dziatanie ochronne ekstraktu
z hibiskusa na kwasy thuszczowe membrany liposoméw [Gibis i in., 2014].

Badania wptywu rodzaju lecytyny zastosowanej do kapsulkowania ekstraktu
z owocOw czarnego bzu na charakterystyke otrzymanych liposoméw no$nikéw wykazaly,
ze sposrdd lecytyn sojowej, stonecznikowej i z zoltka jaja kurzego, ta pierwsza, sojowa
umozliwia otrzymanie najbardziej jednorodnej pod wzgledem struktury i rozmiaru oraz
stabilnej populacji liposoméw [Bryta i in., 2015].

Wzbogacanie produktow spozywczych w witaminy jest utrudnione ze wzglgdu
na ich podatno$¢ na utlenianie, dziatanie $wiatla, niewielki stopien absorpcji przy podazy
doustnej, krotki okres pottrwania oraz dziatanie cytotoksyczne przy zwigkszonych dawkach.
Dodatkowo, witaminy rozpuszczalne w thuszczach sa wyjatkowo trudne do wprowadzenia
do wigkszosci produktow spozywczych. Z powyzszych wzgledow, podejmuje si¢ proby
zabezpieczania witamin w liposomach. Obiecujace wyniki uzyskano przy zastosowaniu
liposomowych nanono$nikoéw oplaszczonych chitozanem do kapsutkowania czterech form
karotenoidow: likopenu, B-katorenu, luteiny, kantaksantyny. Proby poddawano dziataniu
temperatury, sokow trawiennych oraz wirowaniu i obserwowano trwatos¢ uktadu. Wykazano
wysoka odpornos¢ nanokapsutek na dziatanie temperatury i dobre wiasciwosci dyspersyjne.
Dodatkowo, optaszczenie chitozanem pozytywnie wptynelo na kontrolowane uwalnianie
karotenoidow. Jednak nanokapsutki liposomowe w wigkszym stopniu chronity B-katoren
i luteine niz luteine i kantaksantyng [Tan i in., 2016].

Wykorzystujac wiasciwosci liposoméw do zabezpieczenia zwigzkéw hydro~
i lipofilowych, Marsanasco 1 wspoOlpracownicy opracowali metod¢ jednoczesnego
kapsutkowania witamin C i E. No$niki byly przeznaczone do wzbogacania soku
pomaranczowego, pasteryzowanego. Wykazano stabilno$¢ obydwu witamin po procesie
pasteryzacji oraz podczas przechowywania produktu przez 37 dni w 4°C. Ponadto, dodatek
liposomowych form witamin nie wptywal na wlasciwos$ci organoleptyczne soku
[Marsanasco i in., 2011].
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Zakapsutkowane witaminy wykorzystywano do stabilizacji produktow spozywczych.
Fosfolipidowa otoczke liposomu wzbogacono alfa-tokoferolem, a rdzen kapsutki stanowit
regenerujacy witaming roztwor kwasu askorbinowego. Nanonosniki wprowadzono
do emulsji spozywczej. W ten sposob otrzymano optymalng ochrone produktu przed
procesami utleniania, minimalizujac ryzyko interakcji kwasu askorbinowego z innymi
sktadnikami formulacji [Pothakamury i in., 2000].

Nanokapsulkowanie peptydoéw przeciwdrobnoustrojowych

Bakteriocyny stanowia obiecujaca grupe biokonserwantow stosowanych w zywnosci.
Ich aktywno$¢ moze by¢ jednak obnizona na skutek dziatania enzyméw proteolitycznych,
czy innych niekorzystnych interakcji ze sktadnikami produktu spozywczego. Potencjalna
metoda zabezpieczania bakteriocyn jest kapsulkowanie w liposomach [Malheiros
i in., 2010]. W literaturze opisano metody otrzymywania liposomowych form nizyny [Were
i in., 2004; Taylor i in., 2007; Taylor i in., 2008], nizyny Z [Laridi i in., 2003; Colas
i in., 2007], nizyny z kalceing [Were i in., 2003], bakteriocynopodobnej substancji
P40 [Teixeira i in., 2008] oraz pediocyny AcH [Degnan i Luchansky, 1992]. W wiekszoS$ci
prac wykorzystano metod¢ uwadniania cienkiego filmu lipidowego, a glownym budulcem
otoczki lipidowej byla fofsatydylocholina. Wykazano, ze zamykanie bakteriocyn
w liposomach chroni je przed warunkami srodowiskowymi i umiarkowana obrobka cieplna.
Dodatkowo, proces zapewnia krotko - (uwalnianie zakapsutkowanej nizyny)
i dlugoterminowg (desorpcja immobilizowanej w btonie lipidowe]j nizyny), ochron¢ danego
produktu [Benech i in., 2002; Taylor i in., 2008].

Nanokapsulkowanie enzymow

Kapsutkowanie enzymow w technologii zywnoS$ci jest pozadane w przypadku
koniecznosci wywotania reakcji w okre§lonym czasie podczas wytwarzania produktu,
poprawiajac jego wiasciwosci. W serowarstwie, kapsutkowanie enzymow moze wptywac
na szybko$¢ dojrzewania sera, wzmocnienie jego smaku i przedluzenie trwalosci.
Kluczowym etapem dojrzewania sera jest proteoliza, podczas ktorej ksztaltowane sg jego
zapach, smak i strawno$¢. Zabezpieczajac w liposomach proteazy, peptydazy, lipazy, mozna
zmniejszy¢ koszty produkcji sera przyspieszajac jego dojrzewanie i chronigc biatka mleka
przed przedwczesnym dziataniem enzyméw [Kheadr i in., 2002; Kheadr i in., 2003].
Z wykorzystaniem technologii liposomowej mozna wyprodukowaé ser skracajac czas
o potowe oraz aplikujac 1/100 dawki enzymu w poréwnaniu do konwencjonalnego procesu
[Kirby i in., 1987].

Zabezpieczanie enzymoOow w liposomach ma réwniez na celu zapobieganie ich
inaktywacji w wyniku interakcji z innymi sktadnikami produktu spozywczego, lub
warunkow jego obrobki. Przyktad stanowi kapsutkowanie B-galatkozydazy w liposomach.
Celem jest poprawa strawno$ci laktozy w produktach mleczarskich. Enzym jest uwalniany
pod wpltywem zmiany pH wywotanej obecnoscig soli zotciowych [Rodriguez-Nogales
i Lopez, 2006].
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Podsumowanie

Nanonosniki liposomowe otwierajg przed technologia zywnosci nowe mozliwos$ci.
Bezpieczne i wydajne nanokapsutkowanie enzymdéw moze potencjalnie zrewolucjonizowaé
czgs¢ proceséOw technologicznych, na przyklad wypiek pieczywa, produkcje maki,
dojrzewanie seréw. Nanono$niki liposomowe moga by¢ kluczem dla szerokiego
wykorzystania biokonserwantéw. Ograniczeniem powszechnego zastosowania nanokasputek
liposomowych w produkcji Zywnosci jest brak optacalnych ekonomicznie metod
ich wytwarzania. Najwigksze mozliwosci rozwigzania tego problemu stwarzaja
udoskonalone techniki membranowe. Ponadto konieczna jest poprawa wydajnosci
kapsutkowania oraz stabilnosci liposoméw w matrycy produktu spozywczego.
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AKTYWACJIA NIEENZYMATYCZNYCH MECHANIZMOW ODPORNOSCIOWYCH
PSZENICY W CELU PODNIESIENIA WARTOSCI ZDROWOTNYCH
PRODUKTOW PSZENNYCH

Streszczenie

Podczas wegetacji zboza narazone sa na réznego rodzaju czynniki stresogenne:
biotyczne i abiotyczne. Wplywaja one w istotny sposob na ich odpornos¢, a co za tym idzie
na jakos$¢ i1 bezpieczenstwo zdrowotne ziarna. W badaniach metabolizmu roélin, w tym
rowniez zboz, coraz wigksza role odgrywaja zwiazki fenolowe 1 flawonoidy.
Ma to jednoznaczny zwiazek z warunkowang poligenicznie odporno$cia rosliny na patogeny
ze szczegdlnym uwzglednieniem grzybow toksynotworczych.

Celem niniejszych badan byta proba przedstawienia wptywu wybranych czynnikow
stresogennych na zawarto$¢ wybranych kwasow fenolowych ziarna pszenicy.

Materiat badany stanowito ziarno pszenicy kontrolne wzrastajace bez ingerencji oraz
ziarno pszenicy poddane réznym czynnikom stresogennym (n=30, masa: 1000g): ochrona
chemiczna oraz infekcja grzybicza. Rozpatrywano rowniez wptyw czynnikéw abiotycznych
takich jak temperatura i suma opadow na zawarto$¢ kwasow fenolowych.

Przeprowadzono analize zawartoSci kwasow fenolowych oraz aktywnosci
przeciwutleniajacej ekstraktow uzyskanych z ziarna pszenicy.

Wyniki wskazuja na istotny wpltyw nie tylko kwasu ferulowego, ale takze
pochodnych kwasu cynamonowego na mechanizmy odpornosciowe pszenicy aktywowane
podczas stresu biotycznego.

W przypadku stresu abiotycznego w postaci zmiennych czynnikéw pogodowych oraz
ograniczonego dostepu do wody stwierdzono, iz nieenzymatyczne mechanizmy
odpornosciowe w postaci zwiekszonej produkcji niektorych kwaséw fenolowych nie zostaty
aktywowane.

Stymulacja  nieenzymatycznych  mechanizméw  odporno$ciowych — wplywa
na zwigkszong produkcje kwaséw fenolowych oraz wzrost aktywnosci przeciwutleniajacej
ziarna pszenicy. Wszystkie te sktadniki wptywaja na podwyzszenie warto$ci zdrowotnych
produktow spozywczych otrzymanych z ziarna pszenicy.
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Stowa kluczowe: kwasy fenolowe, pszenica, stres biotyczny, stres abiotyczny

Whprowadzenie

Podwyzszenie warto$ci prozdrowotnych produktéw spozywczych moze nastgpowac
poprzez dodatek do produktu sktadnikéw bioaktywnych lub przez sterowanie jakoS$cia
surowca na etapie jego produkcji. W przypadku zbdz odbywa si¢ to podczas wegetacji roslin
na polu oraz na etapie doboru materiatu siewnego. W ostatnim czasie znaczaco wzrasta
zainteresowanie biologicznymi metodami majacymi na celu podnoszenie walorow
prozdrowotnych surowcow roslinnych takich jak: poszukiwanie starych odmian, tworzenie
nowych linii i odmian, stosowanie mikroorganizmoéw oraz ich metabolitow. Wszystkie
w/w zabiegi maja na celu indukcj¢ mechanizméw odpornosciowych roslin co zwicksza
zardwno jako$¢ jak i bezpieczenstwo produktéw. Czynniki wplywajace w istotny sposob
na jako$¢ ziarna zb6z mozna podzieli¢ na biotyczne i abiotyczne. Do czynnikéw biotycznych
nalezy: infekcja mikroorganizméw  patogennych, zasiedlanie mikroorganizmami
saprofitycznymi, kontakt z metabolitami mikroorganizméw, obecno$¢ owaddéw i innych
ro$lin. Czynniki abiotyczne to gtdéwnie: temperatura (wysoka, chtéd, mr6z), promieniowanie
$wietlne (wysokie, niskie), susza, niedobor tlenu, czynniki mechaniczne (wiatr, pokrywa
$niezna, pokrywa lodowa) oraz zwiazki chemiczne (zasolenie, toksyny, niedobor
mineralow). Dziatanie na rosling w/w czynnikéw biotycznych i abiotycznych okreslane jest
mianem stresu. W pierwsze] kolejnosci przejawia si¢ on spadkiem aktywnoSci
fotosyntetycznej rosliny. Nastepuje zmniejszenie powierzchni lisci, szybszy rozpad
barwnikow fotosyntetycznych, zakldcona jest czynnos¢ aparatow szparkowych i zachodza
niekorzystne zmiany w intensywno$ci wymiany gazowej. Zmiany te bezposrednio moga
prowadzi¢ do pogorszenia jakoSci ziarna. Wystepowanie stresow prowadzi réwniez
do indukcji naturalnych mechanizméw odporno$ciowych roslin [Fernandez i in., 2011].
W wyniku ich dzialania produkowane sa w komorkach roslinnych zwiazki o charakterze
bioaktywnym. Wsérod nich istotng role petniag zwiazki 0 charakterze antyoksydacyjnym,
a ich obecno$¢ w ziarnie zbdz, zalezy w istotny sposoéb od rodzaju zboza, preferencji
odmianowych oraz adaptacji rosliny do warunkéw s$rodowiskowych podczas wzrostu
i rozwoju. Obecnos¢ mikoorgnizmow zaréwno saprofitycznych jak i patogennych prowadzic¢
moze do zaburzenia naturalnej rownowagi ro$lin uprawnych. Dochodzi wowczas
do dominacji reakcji wolnorodnikowych o charakterze utleniajagcym [Lemanska i in., 2001].
Stan taki wystepujacy w komorkach roslinnych nazywany jest stresem oksydacyjnym,
podczas ktérego rosliny wyksztalcajg antyoksydacyjny mechanizm obronny: enzymatyczny
i nieenzymatyczny. Pierwszy z nich mechanizm enzymatyczny opiera si¢ na enzymach
antyoksydacyjnych [Borkowski i in., 2005]. Drugi rodzaj opiera si¢ na niskoczasteczkowych
przeciwutleniaczach, do ktorych nalezg gldwnie zwigzki fenolowe, ktére moga op6zniaé faze
inicjacji lub przerywa¢ tancuch reakcji wolnorodnikowych [Lemanska i in., 2004]. Obecno$é¢
kwasow fenolowych w surowcu a co za tym idzie w produkcie finalnym jest korzystna ze
wzgledu na ich prozdrowotne wlasciwosci. Poprzez ograniczenie oksydatywnej modyfikacji
frakcji LDL, hamuja proces powstawania blaszek miazdzycowych w naczyniach
wiencowych. Kwasy ferulowy i kawowy poza wysoka aktywno$cia przeciwutleniajaca,
posiadaja wlasciwosci przeciwnowotworowe. 5,8-Dihydrobenzofurany pochodzace od tych
kwaséw wykazuja efekt cytotoksyczny w stosunku do komorek raka sutka, okreznicy
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i biataczki. Kwas chlorogenowy, chroni komoérki watroby przed skazeniem czterochlorkiem
wegla oraz izotopami kobaltu i kadmu. Ponadto hamuje przemiany kwasu
v-aminomastowego (GABA) w o$rodkowym ukladzie nerwowym. Znane sa rowniez
wlasciwosci  zolciopedne  kwasow  kawowego,  chlorogenowego,  syryngowego,
3,4-dimetoksycynamonowego. Kwasy kawowy, waniliowy, p-kumarowy
i p-hydroksybenzoesowy dzialaja przeciwbakteryjnie, a kwas galusowy dodatkowo
$ciagajaco i przeciwpotnie [Kris-Etherton i in., 2002].

Celem niniejszych badan byta ocena wptywu wybranych czynnikow stresogennych
na zawartos¢ najistotniejszych kwasow fenolowych ziarna pszenicy. Przeprowadzone analizy
chemiczne 1 matematyczne majg zweryfikowa¢ hipotezg, iz czynniki abiotyczne
sa odpowiedzialne za indukowanie enzymatycznych mechanizméw odpornosciowych i nie
wplywaja na zawarto$¢ kwasow fenolowych. Druga hipoteza jest przeciwstawna i zaktada,
iz stresy biotyczne wplywaja na zawarto$¢ kwasow fenolowych w ziarnie pszenicy co jest
zwigzane z aktywacja nieenzymatycznych proceséw antyoksydacyjnych.

Material i metody

Material badany stanowito ziarno pszenicy uprawianej w 3 lokalizacjach
(Dlon, Strzelce, Krzeczowice) w trzech wariantach: kontrola (rosliny wzrastaly bez
ingerencji) (K), pelna ochrona chemiczna (fungicyd: Duet Ultra 497 SC w stgzeniu 0.6 1/ha,
oraz Capalo 337.5 SE w stezeniu 2 l/ha) (POCH) oraz pszenica, ktéra poddana zostata
zmasowanej infekcji mieszaning grzybow mikroskopowych: F. culmorum oraz
F. graminearum. Dwa ostatnie warianty do§wiadczenia traktowane byly jako czynniki
biotyczne.

Analizowanymi czynnikami abiotycznymi byly warunki pogodowe (temperatura
i liczba opadow) , przez caty okres wegetacji w trzech lokalizacjach.

Dojrzate ziarno pszenicy poddano analizie na zawarto$¢ kwasoéw fenolowych.

Do analizy kwaséw fenolowych pobierano proby ziarna o masie 10g. Proby mielono
za pomocg miynka laboratoryjnego (WZ-1). Masa proby do analizy wynosita 0,20g. Proby
umieszczano w zakrecanych probowkach do kultur o pojemnosci 17ml, gdzie
przeprowadzono w pierwszej kolejno$ci hydrolize zasadowa, a nastepnie kwasowg. W celu
przeprowadzenia hydrolizy zasadowej do probowek dodano 1ml wody destylowanej oraz
4ml 2-molowego wodnego roztworu wodorotlenku sodu. Szczelnie zamknigte probowki
ogrzewano na tazni wodnej w temp. 95°C przez 30 min. Po schtodzeniu (okoto 20 minut)
probki poddano neutralizacji za pomoca 2ml 6-molowego wodnego roztworu kwasu solnego
(pH=2). Nastgpnie proby chlodzono w wodzie z lodem. Kwasy fenolowe ekstrahowano
z fazy nieorganicznej za pomoca eteru dietylowego (2x2ml). Uzyskane ekstrakty eterowe
na biezaco przenoszono do fiolki o pojemnosci 8ml.

Nastepnie przeprowadzano hydrolizg¢ kwasowg. W tym celu do fazy wodnej
dodawano 3ml 6-molowego wodnego roztworu kwasu solnego. Szczelnie zamkniete
probowki ogrzewano na tazni wodnej w temp. 95°C przez 30 min. Po schtodzeniu w wodzie
z lodem probki poddano ekstrakcji za pomocg eteru dietylowego (2x2ml). Uzyskane
ekstrakty eterowe na biezaco przenoszono do fiolki o pojemnosci 8ml, po czym odparowano
do sucha w strumieniu azotu.
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Przed rozpoczgciem analizy proby rozpuszczano w 1ml metanolu. Analizeg
przeprowadzono za pomoca wysokosprawnego chromatografu cieczowego (Waters SDS
501) z detektorem absorbcjometrycznym (Waters 486 Tunable Absorbance Detector).
Rozdziat chromatograficzny odbywat si¢ na kolumnie RP C-18, 250 X 4mm X Sum, jako faze
wymywajacg stosowano mieszaning acetonitryl: 2% kwas octowy w wodzie (pH=2)
(gradient). Pomiar st¢zenia kwaséw fenolowych nastgpowatl przy uzyciu wzorca
zewnetrznego przy dlugosci fali A=320 nm. Identyfikacja zwiazku odbywala si¢
na podstawie poréwnania czasu retencji badanego piku (46,2 min) z czasem retencji
standardu oraz poprzez dodanie do badanej probki okreslonej ilosci standardu i powtoérng
analiz¢. Poziom wykrywalnosci 1ug/g. Czasy retencji analizowanych kwasow wynosza:
galusowy: 8.85 min; 4-hydroksybenzoesowy: 19.46 min; wanilinowy: 24.11 min; kawowy:
26.19 min; syryngowy: 28.05 min; wanilina; 33.20 min; p-kumarynowy: 40.20 min;
benzoesowy: 44.50; ferulowy: 46.20 min; synapinowy: 48.00 min; t-cynamonowy:
52,40 min [Stuper-Szablewska i in., 2014].

Uzyskane wyniki poddano krokowej analizie dyskryminacyjnej majacej na celu ocene
wptywu poszczegdlnych czynnikdéw na profil badanych kwasow fenolowych.

Wyniki i dyskusja

Ziarno pszenicy pochodzace z 3 lokalizacji uprawiane w 3 wariantach
doswiadczalnych: kontrola (K), petna ochrona chemiczna (POCH) oraz poddane infekcji
grzybiczej (I) analizowano na zawarto$¢ kwasow fenolowych. Oznaczano st¢zenie
nastepujacych  kwasow  fenolowych: galusowego, 4 — hydroksybenzoesowego,
wanilinowego, kawowego, syryngowego, benzoesowego, p-kumarowego, ferulowego,
synapowego i t- cynamonowego. Analizowane kwasy fenolowe naleza do dwoch grup:
kwasoéw fenylokarboksylowych (p-hydroksybenzoesowy, salicylowy, protokatechowy,
wanilinowy, galusowy i elagowy) i kwasow fenylopropenowych (kawowy, p-kumarowy,
ferulowy, synapinowy) [Boz, 2015].

Na podstawie uzyskanych wynikow chemicznych wykonano analiz¢ statystyczna
majacg na celu zbadanie hipotez zalozonych w celu niniejszej pracy. W pierwszym etapie
rozpatrywano wpltyw warunkéw pogodowych zaliczanych do abiotycznych czynnikow
stresogennych. Na rys.1. przedstawiono rozktad sumy kwasow fenolowych w analizowanych
probach w zaleznos$ci od temperatury jaka panowata w danej lokalizacji. Stwierdzono brak
istotnego wptywu tego parametru na profil badanych kwaséw fenolowych. Podobna sytuacja
ma miejsce w przypadku sumy opadow (Rys. 2).
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Rysunek 1. Wyniki krokowej analizy dyskryminacyjnej dla analizowanych kwasow
fenolowych w zaleznoéci od lokalizacji i warunkow temperatury
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Rysunek 2. Wyniki krokowej analizy dyskryminacyjnej dla analizowanych kwasow
fenolowych w zaleznosci od lokalizacji i warunkéw sumy opadéw

W ostatnim czasie wiele miejsca w literaturze przedmiotu zajmuje ustalenie
doktadnych warunkow meteorologicznych jakie sg niezbgdne do zaj$cia fuzariozy ktosa oraz
wzmozonej kumulacji toksyn w ziarnie. Podaje si¢, iz najistotniejsze sa opady w czasie
kwitnienia oraz podwyzszona wilgotno$¢ w czasie wegetacji roslin [Stuper-Szablewska
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i Perkowski, 2014]. Istotny wplyw na te czynniki wywiera rowniez temperatura [Vanova
i in., 2009]. Analizujagc warunki pogodowe, na podstawie danych uzyskanych z lokalnych
stacji meteorologicznych mozna stwierdzi¢, iz w dwoch analizowanych lokalizacjach
w miesigcu czerwcu suma opadéw byla istotnie wigksza (Rys. 3). Z kolei w lipcu
zanotowano istotnie mniejsze opady. Dodatkowo we wszystkich analizowanych
lokalizacjach w okresie najistotniejszym dla rozwoju patogena, tj. od konca maja do lipca
zanotowano istotny wzrost temperatury. Analizujac uzyskane wyniki dotyczace st¢zenia
kwasow fenolowych stwierdzono, iz S$rednie ich warto$ci nie rdéznig si¢ istotnie dla
rozpatrywanych lokalizacji (na poziomie istotnosci 0=0,05), co zwiazane jest
prawdopodobnie ze zblizonymi warunkami pogodowymi przedstawiono na rysunku 3 i 4.
Reasumujac po bardzo wilgotnym maju i czerwcu nastapit suchy lipiec co miato wpltyw
na niski poziom zanieczyszczenia grzybami mikroskopowymi ziarna pszenicy. Podobne
zaleznosci zaobserwowano w przypadku analizowanych przez Perkowskiego i innych (2008)
prob owsa. Uzyskane dane w niniejszej pracy sa uzupelnieniem i potwierdzeniem prac
Mesterhazego (2002) i Miedanera (1997) gdzie ukazali oni wptyw warunkéw pogodowych
na rozwoj fuzariozy.
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Rysunek 4. Srednia temperatura (°C) dla badanych lokalizacji
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Drugim etapem analizy statystycznej uzyskanych wynikéw byta krokowa analiza
dyskryminacyjna (Rys. 5). Wykazata ona, iz biotyczne czynniki stresogenne, takie jak
infekcja grzybicza oraz ochrona chemiczna maja istotny wplyw na profil kwasow
fenolowych. Potwierdza to zatozona tezg, iz stres biotyczny uruchamia nieenzymatyczny
mechanizm antyoksydacyjny, natomiast czynniki abiotyczne nie maja istotnego wpltywu
na zawarto$¢ kwasow fenolowych. Indukowanie mechanizméw odporno$ciowych roslin jest
niezwykle wazne, gdyz prowadzi do wytworzenia odpornych mieszancow, ktére nie
wymagaja ingerencji ochrony chemicznej, a co za tym idzie pozyskany w ten sposob
surowiec jest bezpieczny dla konsumenta.
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Rysunek 5. Wyniki krokowej analizy dyskryminacyjnej dla oznaczonych kwaséw
fenolowych w zaleznosci od wariantu doswiadczenia (I, K, OCH)

Przyktadem wzrostu odporno$¢ rosliny na niekorzystne czynniki srodowiskowe jest
m.in. wywotanie u ro§lin indukowanej odpornosci nabytej (SAR) (LIT). W naturalnych
warunkach pojawia si¢ ona u roslin w wyniku dziatania patogenéw (LIT). Jednym
z mechanizméw, ktory odgrywa istotng role w odpowiedzi rosliny na czynniki stresogenne
jest mechanizm antyoksydacyjny. Zaobserwowano tu istotny wptyw zmasowanej infekcji
grzybow z rodzaju Fusarium na indukcje mechanizmu antyoksydacyjnego
nieenzymatycznego, co rowniez potwierdzaja wyniki pomiaru zawarto$ci kwasow
fenolowych ogoétem oraz aktywnos$ci przeciwutleniajacej. Mechanizm biotransformacji
kwasow fenolowych w wyniku dzialania grzybow mikroskopowych nie jest poznany.
Prowadzone do tej pory badania zwigzane byty jedynie z wykorzystywaniem zwigzkow
fenolowych przez bakterie na drodze ich metabolizmu. Badania prowadzone byly
w kulturach in vitro. Biokonwersja z kwasu ferulowego do waniliny zostata przebadana dla
szeregu rodzajow i szczepOw bakterii m.in. Bacillus licheniformis oraz Streptomyces setonii
oraz Amycolaptpis sp. Zazwyczaj akumulacja waniliny w badanych organizmach byta niska,
podobnie jak wydajno$¢ jej biotransformacji, co zwigzane byto z faktem, iz w etapie
metabolizmu waniliny do kwasu wanilinowego poprzez dehydrogenaze wanilinowa powstate

67



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

zwiazki traktowane byly przez mikroorganizmy jako zrodta wegla i energii. Dodatkowym
efektem ubocznym jest toksyczny wplyw waniliny na mikroorganizmy w stezeniu wyzszym,
niz 1g/L. Kwas ferulowy wskazywany jest w literaturze jako najwazniejszy kwas
fenolowyeh wystepujacy w ziarnie zb6z. Z prowadzonych badan literaturowych wynika,
iz jest on biodegradowany przez mikroorganizmy obok waniliny réwniez do kwasu
syringinowego.

Stres wywotany dzialaniem ochrony chemicznej jest trudny do wytlumaczenia
z uwagi na dwutorowe dziatanie $rodkow ochrony chemicznej - wywotuja one zmiany
zarowno w roslinie, jak i w grzybach. W pracy wykorzystano zwiazki z grupy triazoli
(epoxyconazole); benzimidazoli (tiofanat metylu) i morfin (fenpropimorh). Mechanizm
dziatania triazoli — najwigkszej grupy fungicydow systemicznych, polega na zamianie
lanosterolu do ergosterolu w grzybach patogenicznych i ent-kaurenu do kwasu
ent-kauronowego (prekursora giberelin) w roslinie [Rademacher, 1997]. Z Kkolei
benzimidazole, ktore zaklocaja podziaty mitotyczne komorek grzybdw, zaburzaja tez proces
tworzenia B-tubuliny. W wyniku stresu wywotanego ochrona chemiczng mechanizm
antyoksydacyjny nieenzymatyczny zostaje zmodyfikowany. Roslina mimo niewielkiej
infekcji zwiagzanej z naturalnie wystgpujacymi mikroorganizmami poddana dziataniu
czynnika abiotycznego odpowiada wzmozong produkcja kwasoéw fenolowych.

WhioskKi

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz stresogenne czynniki abiotyczne
(temperatura i suma opaddéw) nie wpltywaja w istotny sposob na profil kwaséw fenolowych.

Czynniki biotyczne spowodowaly wzmozong produkcje kwaséw fenolowych
w ziarnie zainfekowanym oraz poddanym ochronie chemicznej w poréwnaniu z probami
kontrolnymi. Mialo to miejsce w istotnie wickszym stopniu w przypadku prob
zainfekowanych grzybami, w mniejszym natomiast, w przypadku ziarna poddanego pelne;j
ochronie chemicznej.

Przeprowadzone do$wiadczenia pozwalaja na wyznaczenie naturalnych czynnikow
odpowiedzialnych za indukowanie odpornos$ci nabytej roslin. Kompleksowe badania
mechanizmow odporno$ciowych pozwalajg na tworzenie nowych odmian, ktore sg odporne
na zmienne warunki $rodowiskowe oraz infekcje polowe. Efektem tego rodzaju prac jest
pozyskiwanie bezpiecznych, bogatych w sktadniki odzywcze oraz bioaktywne surowcow
do wytwarzania wysokiej jakosci produktow zbozowych.

Badania finansowane w projektu Narodowego Centrum Nauki 2012/07/B/NZ9/02385
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WARTOSC ZYWIENIOWA EKSTRUDATOW PSZENZYTNICH
NA PODSTAWIE BADAN IN VIVO

Streszczenie

Pszenzyto, to mieszaniec mi¢gdzyrodzajowy, sztucznie wyhodowany przez cztowicka
poprzez skrzyzowanie pszenicy i zyta. Polska jest najwigckszym producentem tego zboza
na $wiecie. Niestety, dotychczas wykorzystuje si¢ je glownie na cele paszowe, wykazano
jednak, ze zboze to moze by¢ wykorzystane do produkcji zywnosci, w tym do wyrobow
ekstrudowanych. Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wartosci zywieniowej ekstrudatow
pszenzytnich w poréwnaniu z ekstrudatami pszennymi i zytnimi W badaniach in vivo.

Materiat badany stanowily ekstrudaty pszenzytnie, pszenne i zZytnie wytworzone przy
uzyciu ekstrudera jednoslimakowego TS-45 (Metalchem, Gliwice) oraz surowe pszenzyto
jako materiat kontrolny (odniesienia).

Badania prowadzono na samcach szczurow rasy Wistar. Okreslono wskaznik
wykorzystania biatka netto (NPU) badanych produktéw oraz parametry ogodlnozywieniowe
i strawnos$ciowe.

Sposréd  badanych  ekstrudatdéw  wyzszymi  wartosciami  wskaznika NPU
charakteryzowaly si¢ ekstrudaty zytnie niz pszenzytnie, najnizsze wartosci odnotowano dla
ekstrudatow pszennych. Nie stwierdzono ujemnego wptywu procesu ekstruzji na warto§é
wskaznika NPU. Najwyzszy przyrost masy ciata odnotowano w grupie zwierzat karmionych
ekstrudowanym pszenzytem. Rowniez wzgledny przyrost masy ciata i wydajnos¢ wzrostowa
zwierzat karmionych dieta z pszenzyta ekstrudowanego byly najwyzsze. Nizsze wartosci
badanych wskaznikow niz dla diet ekstrudowanych, odnotowano w przypadku surowego
pszenzyta.

Stowa kluczowe: badania in vivo, ekstruzja, parametry strawnosciowe, pszenzyto.

Wprowadzenie

Pszenzyto jest mieszancem rodzajowym pszenicy i zyta wyhodowanym przez
cztowieka pod koniec dziewigtnastego wieku [Skovmand i in., 1984]. Laczy ono w sobie
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cechy obu rodzicielskich zboz. Dawniej hodowane odmiany pszenzyta charakteryzowaty si¢
wprawdzie wysoka zawarto$cig biatka o korzystnym sktadzie aminokwasowym, lecz niestety
matg stabilnoécig, co ograniczalo mozliwo$ci jego zastosowania, m. in. w produkcji
pieczywa [Haber, 1979]. Przez lata problemem byta réwniez wysoka aktywnos¢
enzymatyczna ziarna pszenzyta [Piasecka-Kwiatkowska i in., 2007]. Nastgpil jednak
znaczacy postep w tym obszarze. Wsréd obecnie uprawianych odmian sg takie, ktdre
wykazuja zmniejszong podatno$é na porastanie [Pefia, 2004] przy, w dalszym ciagu,
wysokiej zawartosci i korzystnym sktadzie jakoSciowym bialek.

W  Polsce pszenzyto zyskalo duzg popularno$¢ w latach sze$édziesigtych
i siedemdziesigtych. Pod koniec dwudziestego wieku prace nad jego hodowla
i wykorzystaniem byly prowadzone mniej intensywnie, ale na poczatku XXI wieku znow
wzroslo zainteresowanie tym zbozem. Wsrod krajow europejskich Polska jest liderem w jego
produkcji. Aktualnie areat uprawy pszenzyta w Polsce jest poréwnywalny z areatem uprawy
zyta [Lopaciuk, 2011].

Biorac pod uwagg fakt, ze w ostatniej dekadzie powierzchnia zasiewow pszenzyta
wzrastata, przy zmniejszajacym si¢ areale uprawy zyta, wydaje si¢ celowe kontynuowanie
badan nad mozliwoscia wykorzystania tego zboza nie tylko na cele paszowe, ale rowniez
jako surowca do produkcji zywnosci. Od lat prowadzone sg badania w tym kierunku.
Podejmowano proby zastosowania pszenzyta jako surowca do produkcji pieczywa, a takze
maki do wyroboéw cukierniczych, a nawet makaronow [Lorentz i in., 1972; Rakowska
i Haber, 1991; Tsvetkov i Stoeva, 2003; Tohver i in., 2005; Achremowicz i in., 2014].
Wykazano, ze z powodzeniem ziarno pszenzyta mozna tez wykorzystywac jako surowiec
do wytwarzania bioetanolu [Obuchowski i in., 2010]. Biorac pod uwage parametry
jakosciowe okreslajace przydatno$¢ w przetworstwie aktualnie hodowanych odmian
pszenzyta, wydaje si¢, ze jedyna przeszkoda ograniczajaca zastosowanie produktow
przemiahlu tego zboza do produkcji zywnosci moze by¢ gorsza jako$¢ glutenu pszenzytniego
i mniejsza jego wydajnos¢ w porownaniu z pszenicg chlebowa. Ogranicza to W pewnym
stopniu zastosowanie maki pszenzytniej do produkcji pieczywa, ale stwarza mozliwos¢
wykorzystania ziarna tego gatunku do produkcji pieczywa cukierniczego trwatego, czy wafli.
W tym przypadku mniejsza zawarto$¢ glutenu i gorsza jego jako$¢ sg cechami pozadanymi.
Ze wzgledu na staby ukfad glutenowy mozna réwniez podjaé proby wykorzystania tego
zboza do produkcji wyroboéw na drodze ekstruzji [Onwulata i in., 2000].

Zmiana stylu zycia we wspolczesnym spoleczenstwie, a takze wzrastajaca
swiadomos¢ niebezpieczenstwa rozwoju chordb cywilizacyjnych sprawia, ze konsument
coraz czeSciej poszukuje wyrobow o wilasciwosciach prozdrowotnych. Catoziarnowe
produkty zbozowe, zawierajace blonnik pokarmowy oraz substancje przeciwutleniajace,
ze wzgledu na czesto$é ich spozywania, spetniaja te wymagania [Zielinski i in., 2012].
Caloziarnowe produkty przekaskowe, wytwarzane metoda ekstruzji zwigkszajg asortyment
produktow tego rodzaju. Ze wzgledu na rosngcg popularno$¢ pszenzyta wydaje sie celowe
podjecie badan majacych na celu potwierdzenie tezy, ze na bazie pszenzyta mozna
wytworzy¢ pelnowartosciowe produkty przekaskowe o wysokiej zawartosci blonnika, oraz
sprawdzenie w jaki sposob proces ekstruzji wptywa na ich warto$¢ odzywcza.
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Material i metody
Material badany

Materiat do$wiadczalny stanowity ekstrudaty pszenzytnie - PZE (z ziarna odmiany
Baltiko), pszenne - PE (z ziarna odmiany Slade) i zytnie - ZE (z ziarna odmiany Dankowskie
Zlote) oraz ziarno surowe pszenzyta - PZS. Ekstrudaty wytwarzano w ekstruderze
jednosélimakowym typu TS-45 (Metalchem, Gliwice), stosujac wilgotno$¢ surowca 18%
i temperature procesu 135/175/135°C. W tabeli 1 przedstawiono podstawowy sktad
chemiczny materiatu badanego.

Tabela 1. Sktad chemiczny ekstrudatéw i surowca pszenzytniego uzytych w
doswiadczeniach

Biatko Thuszez prisgaigi?:e* ](ilg(:')l;:rl:: roz]sizgél;l;lny
% s.m. % s.m.
[% s.m.] [%s.m.] [%s.m.] [%s.m.] [% s.m.]
Ekstrgdat. 13.140.1 1.46+0,02 69,2 14,4+0,3 2,3+0,2
pszenzytni
Ek§trutjat 10.840.2 1,51£0,03 67,9 18,5+0,2 5,1£0,1
zytni
Ekstrudat 10.940.1 1,43+0,01 72,4 14,0+0,2 2,0£0,2
pszenny
Surov.wec. 13,0£0,0 1.48+0,02 70,92 14,6+0,2 2,240,2
pszenzytni

*- wyliczone na podstawie zawartosci pozostatych sktadnikow

Badanie in vivo prowadzono wykorzystujac w tym celu szczury laboratoryjne rasy
Wistar (uchwata nr 82/2009 Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach).
Doswiadczenie przeprowadzono w zwierzetarni z o$wietleniem sztucznym (w cyklu
12 godzin/12 godzin), w temperaturze 20-22°C i przy wilgotno$ci wzglednej powietrza
55-60%.

Okreslenie warto$ci wskaznika wykorzystania bialka netto - NPU

Badania prowadzono na samcach szczurow rasy Wistar w wieku 6 tygodni, o $redniej
poczatkowej masie 190 g. Wyodrebniono pie¢ grup zwierzat, liczacych po sze$¢ osobnikow
oraz jedna grupe (kazeinowa), liczaca 4 osobniki. Szczury byly karmione ad libitum, dietami
przygotowanymi we wlasnym zakresie. Ich sktad przedstawia tabela 2.
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Tabela 2. Sktad chemiczny diet testowych [g/kg diety]

Rodzaj diety

Sktadnik dicty [g] PZS PZE PE 7E Bezbiatkowa Kazeinowa
Skrobia pszenna 137 156 28 1 882 529
Olej stonecznikowy 23 23 23 23 23 76
Cukier 200
Skrobia ziemniaczana 50 50
Mieszanka soli min. 35 35 35 35 35 35
Mieszanka witaminowa 10 10 10 10 10 10
Pszenzyto surowe (PZS) 795
Ekstrudat pszenzytni PZE) 776
Ekstrudat pszenny (PE) 904
Ekstrudat zytni (ZE) 931
Kazeina 100
Suma 1000

W celu scharakteryzowania pobrania diety przez zwierzeta, a nast¢pnie okre$lenia
iloéci wbudowanego biatka oznaczono: zawarto$¢ wody w tuszkach przed i po suszeniu [g],
a nastepnie obliczono w nich:
- ilo$¢ azotu w tuszy N [g]:

N = 2,95+ 0,025 * x
B 100

*H,0
gdzie: X — wiek szczurdéw [dni], H,O — zawarto$¢ wody w tuszy [g].

-ilo$¢ azotu spozytego Np [g]:

Rd*sml Rn+*sm2 N%
—_ *
100 100 ) sml

Np = (

gdzie: Rd — reszta diety (nieskarmiona) (g), Rn — niewyjadki (g), sm1 — zawarto$¢ suchej
masy w diecie (%), sm2- zawarto$¢ suchej masy w niewyjadkach (%), N% - zawarto$¢ azotu
w diecie (%).

- warto$¢ wspotczynnika wykorzystania biatka netto NPU [%]:

Nt — Ntdbb + Np dbb
*
Np

NPU = 100

gdzie: Nt - zawarto$¢ azotu w tuszkach zwierzat grupy zywionej dietg zawierajaca badane
biatko (g), Nt dbb — zawarto$¢ azotu w tuszkach zwierzat grupy zywionej dieta bezbiatkowa
(9), Np dbb — ilo$¢ azotu spozyta przez zwierzeta otrzymujace diete bezbiatkows (azot
pozabiatkowy) (g), Np — ilo§¢ azotu spozyta przez zwierzeta grupy otrzymujacej diete
zawierajacg badane biatko (g).
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W celu wyeliminowania wptyw warunkow zewngtrznych na warto$§¢ NPU
zastosowano wspotczynnik korekcyjny:

K standardowe NPU kazeiny

~ NPU kazeiny w danym doswiadczeniu
(standardowe NPU kazeiny =70)

Okreslenie parametréw ogélnozywieniowych i strawnosciowych

W dos$wiadczeniu braly udziat samce szczuréw rasy Wistar, w wieku 10 tygodni,
o poczatkowej masie ciata wynoszacej Srednio 330 g. Szczury podzielono na 5 grup
po 6 osobnikow i zywiono ad libitum nastepujagcymi dietami: Labofeed (dieta kontrolna)
oraz 4ma innymi, wykonanymi we wlasnym zakresie.

Grupa 1 - kontrolna (dieta kontrolna Labofeed, zbilansowana)

Grupa 2 — pszenzyto surowe

Grupa 3 — pszenzyto ekstrudowane

Grupa 4 — zyto ekstrudowane

Grupa 5 — pszenica ekstrudowana

Sktad chemiczny diet oznaczono wg obowigzujacych norm. Energi¢ metaboliczng
diet obliczono w oparciu o rownowazniki energetyczne Atwatera netto.

Dla scharakteryzowania pobrania i wykorzystania paszy przez zwierzeta okreslono:
- spozycie diety (w tym poszczegblnych jej sktadnikow) [g/10 dni],
- pobranie energii z dietg [MJ/10 dni] wg wzoru:

(B*4+T*9+WP x4+ SDF %2)*4,184
1000

pobranie energii =

gdzie: B — ilos¢ spozytego biatka, T — ilo$¢ spozytego tluszczu, WP — ilo$¢ spozytych
weglowodandw przyswajalnych, SDF — ilo$¢ spozytego btonnika rozpuszczalnego,

- przyrost masy ciata [g/10 dni],

- wydajnos$¢ wzrostowa diety [g/MJ],

-wydajno$¢ wzrostowg diety wg wzoru:

przyrost masy ciata

wydajno$¢ wzrostowa diety = - —
pobranie energii

- ilo$¢ wydalonego katu, a wraz z nim poszczegoélnych sktadnikow wchodzacych w sktad
diety [ g/10 dni],
- strawnos$¢ pozorng wymienionych sktadnikow [%] wg wzoru:

, . ilos¢ skt spoz. —ilos¢ skt.wydal.
wsp. strawnosci = — - * 100
ilo$¢ skt. spozytego
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Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy pomocy programu Statistica 10
(StatSoft). Inc., Tulsa, OK., USA). Przeprowadzono jednoczynnikowg analiz¢ wariancji
(ANOVA). W przypadku wykazania istotnych r6znic wykonano analiz¢ post-hoc, stosujac
test Scheffe’go.

Wyniki i dyskusja

Wartos¢ biologiczna biatka zawartego w zbozach nie jest wysoka. Uzalezniona jest
ona od zawarto$ci aminokwasow egzogennych. W przypadku zb6z aminokwasem
egzogennym, ktdrego jest stosunkowo najmniej jest lizyna. Niska jej zawarto$¢ powoduje,
ze bialko zawarte w zbozach nie moze by¢ w pelni wykorzystane przez organizm czlowicka
[Chrenkova i in., 2000]. Poza tym proces ekstruzji, podczas ktorego (w bardzo krotkim
czasie) panuja drastyczne warunki, moze prowadzi¢ do zmniejszenia dostgpnosci biatka
na skutek reakcji lizyny z cukrami prostymi (reakcje Maillarda).

W ramach dos$wiadczenia majacego na celu okreslenie wartosci biologicznej biatka
pszenzyta i wplywu na nig procesu ekstruzji, okre§lono ilo$¢ spozytej diety przez
poszczegodlne grupy zwierzat, przyrost masy ich ciata w czasie trwania do$wiadczenia,
a takze zawarto$§¢ wody w tuszkach. Bardzo wysoka istotna korelacja migdzy zawartoscia
wody a ilo$cig azotu w tuszkach zwierzat (dotyczy zwierzat w okresie 24-43 dni zycia)
pozwala, na podstawie okre$lonej ilosci wody w tuszkach, oszacowaé zawartos¢ W hich
azotu i jednoczesne obliczenie warto$ci wspotczynnika NPU [Rakowska i in., 1978].

Tabela 3. Wskazniki zywieniowe stuzace okresleniu NPU analizowanych diet

Spozycie Przyrost masy Zawarto$¢ wody w Zawarto$¢ azotu w NPU
Rodzaj diety diety ciala tuszkach tuszkach skor.
[9/10dni] [9/10 dni] [g] [9] [%]
Bezbiatkowa 125423 -48+3 103,9+4,7 4,1£0,2
Ekstrl'Jdat. 249412 2045 141,842.3 5,6%0,1 5145
pszenzytni
Ekﬁrut;iat 272413 4144 152,946.8 6,1£0,3 57+8
zytni
Ekstrudat 242415 2443 - - -
pszenny
Surowe 24727 2347 144,748,7 5,7+0,3 49+5
pszenzyto
Kazeinowa 170+103 21+18 146,2+17,0 5,9+0,7 70+21

Iloé¢ spozytej diety przez poszczegblne grupy zwierzat réznita si¢ (tab. 3).
Najwigksze ilosci diety spozyly zwierzeta karmione dieta z ekstrudatem Zzytnim, natomiast
ilo$¢ spozytej diety zawierajacej surowe pszenzyto, pszenzyto ekstradowane, jak i ekstrudat
pszenny byla taka sama. Przyrost masy ciala zwierzat do$wiadczalnych byt najbardziej
intensywny w przypadku diety zawierajacej ekstrudat zytni (spozycie tej diety rowniez byto
najwigksze). Mniej intensywny wzrost odnotowano w przypadku pozostatych diet. Przyrost
masy ciala nie jest jednak bezposrednim wyznacznikiem jako$ci biatka w diecie, wynika
raczej z ilosci spozytej diety. Na podstawie zawarto$ci wody w tuszkach, obliczono w nich
zawarto$¢ azotu, a nastepnie warto§¢ NPU. Sposrod badanych ekstrudatow, produkty zytnie
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W poroéwnaniu z pszenzytnimi charakteryzowaty si¢ wyzszymi wartosciami NPU. Wynika
to najprawdopodobniej z roéznic w skladzie aminokwasowym Dbiatka Zytniego
i pszenzytniego, a przede wszystkim z zawartosci W nich lizyny. Zyto zawiera
prawdopodobnie wigcej lizyny. Wprawdzie Haber [1979] stwierdzil, ze sklad
aminokwasowy pszenzyta jest korzystniejszy od pszenicy, a nawet od zyta, to istnieja jednak
rowniez doniesienia twierdzace, ze poziom lizyny w pszenzycie jest zblizony do jej
zawarto$ci w pszenicy i nizszy niz w zycie. Wskazuje to na fakt, ze uprawiane w latach
osiemdziesigtych ubieglego stulecia odmiany pszenzyta rzeczywiscie zawieraly wigcej
biatka (nawet do 18%) i mialy korzystniejszy sktad aminokwasowy bialka, jednak w miarg
postepu prac hodowlanych obecnie uprawiane odmiany zawieraja mniej biatka, oraz lizyny
[Gorny, 2005]. Pomimo istniejacych réznic uzyskanych w tym doswiadczeniu mozna mowic
jedynie o pewnym trendzie, gdyz analiza statystyczna nie potwierdzita istotnosci rdznic
pomiedzy uzyskanymi wartosciami NPU. Nie wykazano takze wplywu procesu ekstruzji
na wyznaczone warto§ci NPU. Z jednej strony wartosci te moga ulec zmniejszeniu,
ze wzgledu na reakcje lizyny z cukrami redukujacymi (reakcje Maillarda), z drugiej
natomiast moze dojs¢ do zniszczenia inhibitorow, ktdre ograniczajg trawienie biatka.
Warto$¢ wspotczynnika NPU dla diety zawierajacej surowe pszenzyto byla nizsza niz dla
zawierajacej ekstrudat pszenzytni, co moze sugerowac, ze podczas ekstruzji prawdopodobnie
ulegly zniszczeniu obecne w surowym ziarnie substancje o charakterze inhibitoréw [Singh
i in., 2007].

W  kolejnym  doswiadczeniu  analizowano  parametry  ogélnozywieniowe
i strawnos$ciowe ekstrudatow pszenzytnich, zytnich i pszennych oraz surowego pszenzyta.
Wplyw na strawno$¢ moga mieé takie czynniki jak: sktad chemiczny diety, sposéb jej
obrobki technologicznej, stopien rozdrobnienia, ilo§¢ zawartych w niej substancji
niestrawnych, sktad i ilo§¢ wydzielanych sokow trawiennych, czy intensywnos¢ ruchow
perystaltycznych [Gawecki i Jeszka, 1995].

Tabela 4. Parametry ogdlnozywieniowe i strawnosciowe analizowanych diet
Przyrost masy Wydajnos¢

Strawnos¢ pozorna [%)

Rodzaj diety ciata wzrostowa
: diety . .
1 % .
[9/10 dni] [%] [g/M1] diety biatka thuszczu  sachary-ow

Kontrolna 26:4° 7,604 97:08°  78£0° 775" 8243° B3£I
ry—"

Ziig@fo 1244* 3711 48+1,3°  91+0° 83+1°  8142° 94+1"
r—

ekstsrztfélj\?vt;ne 2248 65821 73421 91£1° 81x1% 762 93+1°

Zyto ekstrudowane  16+4®  4,7+1,3 5,8+1,3%® 80+1°  73+08 7315 AL

eksiijzr;ﬁna 1740 52428 55:23%  00£1" 78:1"  7842° 931"

Rézne litery w kolumnach wskazuja na istotne statystycznie réznice (p<0,05)

Na podstawie uzyskanych wynikdéw stwierdzono, ze najwyzszy przyrost masy ciata
w ciggu catego doswiadczenia odnotowano w grupie zwierzat karmionych ekstrudowanym
pszenzytem (tab. 4). Rowniez wzgledny przyrost masy ciata i wydajno$¢ wzrostowa diety
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z pszenzyta ekstrudowanego byly najwyzsze. Nizsze wartosci niz dla diet ekstrudowanych
odnotowano w przypadku surowego pszenzyta.

Strawno$¢ pozorna wszystkich analizowanych diet byla zblizona (brak istotnych
statystycznie réznic). Strawno$¢ za$ podstawowych jej skladnikéw byta najwyzsza dla
surowego pszenzyta. Analiza statystyczna wykazata jednak, ze istotne roznice wystepuja
tylko miedzy strawnoscia pozorna biatka 1 tluszczu diet z surowego pszenzyta
i ekstrudowanego zyta.

Analizujac wptyw procesu ekstruzji na badane wyrdzniki strawnosciowe diety
stwierdzono, ze strawno$¢ pozorna biatka, thuszczu i weglowodanow diety z surowym
pszenzytem jest wyzsza w porownaniu do diety z pszenzytem ekstrudowanym. Roznice
te sa jednak istotne statystycznie tylko w przypadku strawnos$ci ttuszczu. W przypadku
pozostatych réznic mozna moéwié¢ jedynie o trendzie. Nizsza strawno$¢ pozorna tluszczu
prawdopodobnie wynika z faktu, ze ttuszcze w drastycznych warunkach ekstruzji tacza sie
z frakcja amylozowa skrobi, tworzac niedostepne dla enzymow trawiennych kompleksy
[Bhatnagar i Hanna, 1994].

Analizujac wplyw uzytego do ekstruzji surowca, najwyzsza strawno$¢ biatka
odnotowano w przypadku ekstrudatow pszenzytnich. W poprzednim do§wiadczeniu
stwierdzono, ze nieco wyzsza warto§¢ NPU odnotowano dla ekstrudatu zytniego. W tym
przypadku stwierdzono jednak, ze to wiasnie z diety pszenzytniej wiecej bialka zostato
strawione, a aminokwasy zostaly wchionicte. W niniejszym etapie strawno$¢ biatka
oznaczano na podstawie zawartosci biatka w diecie, iloSci spozytej diety, iloSci wydalonego
kalu 1 zawartosci w nim biatka.

Najwyzsza strawno$§¢ pozorng tluszczu stwierdzono w przypadku ekstrudatu
pszennego, nieznacznie nizsza pszenzytniego, natomiast istotnie nizsze warto$ci uzyskano
w przypadku diety zawierajacej ekstrudat zytni. Przyczyng tego prawdopodobnie jest
wigksza niz w przypadku pszenicy i pszenzyta ilo$¢ frakcji rozpuszczalnych btonnika
pokarmowego w diecie zawierajacej zyto. Ziarno zyta bogate jest w arabinoksylany, gtdéwne
sktadniki substancji pentozanowych [Michniewicz, 1995], ktéore moga ograniczaé
wchlanianie tluszczu, poprzez wigzanie w $wietle jelita soli kwasow zotciowych [Hasik
iin., 1997].

Whioski

1. Na podstawie przeprowadzonych badan in vivo nie wykazano istotnych réznic miedzy
oznaczonymi warto$ciami wskaznikow NPU (wykorzystania bialka netto) pszenzyta
przed i po ekstruzji, jak rowniez pomiedzy zytem i pszenzytem.

2. Analizujac wplyw procesu ekstruzji na strawno$¢ diety z pszenzytem surowym
i ekstrudowanym stwierdzono, ze proces ten wplyngt na zmniejszenie strawnoSci
pozornej tluszczu, nie wptyngt natomiast na strawno$¢ pozorng biatka i sacharydow.
Nie wykazano tez wplywu ekstruzji na strawno$¢ pozorng diety. Proces ekstruzji
natomiast istotnie wptynal na zwickszenie warto$ci odzywczej, okreSlonej jako
wydajnos¢ wzrostowa diety.

3. Analizujac wpltyw ekstrudowanego rodzaju zboza wykazano, ze dieta zawierajaca
ekstrudaty z pszenzyta charakteryzowata si¢ najwyzsza strawnos$cia biatka, natomiast
z ekstrudatem pszennym najwyzsza strawnoscia thuszczu.
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PRZEBIEG HYDROLIZY NIESKLEIKOWANEJ SKROBI ZIEMNIACZANEJ
Z UDZIALEM ROZNYCH ENZYMATYCZNYCH UKEADOW AMYLOLITYCZNYCH

Streszczenie

W celu okreslenia dzialania enzymoéw amylolitycznych na nieskleikowana skrobig,
przeprowadzono hydrolize z zastosowaniem skrobi ziemniaczanej w postaci wodnej
zawiesiny ziarenek. Ziarenka poddawano dziataniu jednego enzymu (dekstrynogenny UD)
lub dwoch enzymoéw w postaci ich mieszanin (maltogenny UM, glukogenny UG). Oceniano
aktywno$¢ uktadéow enzymatycznych UM i UG za pomocg opracowanej metodyki
kontrolnej. Wyniki hydrolizy odnoszono do odpowiednich warunkéow bez udziatu enzymow
(00).

Proby prowadzono przy 25% st¢zeniu skrobi, w temperaturze 45°C, przy zachowaniu
postaci ziarnistej skrobi, kontrolujgc przebieg reakcji po 2, 6, 24 i 48 godzinach. Okre$lano
wydajno$¢ procesu, stopien scukrzenia produktéw, ich stopien polimeryzacji oraz sktad
cukrowy. Scharakteryzowano przebieg hydrolizy skrobi nieskleikowanej w funkcji czasu,
przy stalym stezeniu reagentow i stalej temperaturze.

Po 48 godzinach hydrolizy enzymem dekstrynogennym (UD) uzyskano wydajnosé¢
na poziomie 9,1%, enzymami maltogennymi (UM) 15,5% oraz glukogennymi (UG) 18,4%.
Stopien polimeryzacji wynosit odpowiednio DP=3,01; DP=2,04 i DP=1,01. Pomimo
zastosowania niekonwencjonalnej metody hydrolizy, sktad cukrowy otrzymanych produktéw
byt typowy dla zastosowanych enzymow.

Stowa kluczowe: enzymy amylolityczne, skrobia ziemniaczana nieskleikowana, hydroliza
niskotemperaturowa.

Whprowadzenie

Skrobia ziemniaczana, stanowiaca energetyczny zapas rosliny, uzyskiwana jest przez
wydobycie ziarenek skrobiowych z komorek bulwy ziemniaka. Zaréwno skrobia naturalna
(natywna), jak 1 przetworzona, wykazuje si¢ wlasciwosciami  zaggszczajaco-
stabilizacyjnymi, stad znajduje zastosowanie w wielu produktach spozywczych
i technicznych.

Ze wzgledu na sposob przetworzenia skrobi, wyroznia sie skrobie modyfikowane
fizycznie, chemicznie lub enzymatycznie [Leszczynski, 2005]. W procesie przemystowego,
enzymatycznego przetwarzania skrobi otrzymuje si¢ maltodekstryny, roéznego rodzaju
syropy, w tym maltozowe, a takze glukoze krystaliczng. Hydrolizaty stanowig mieszanine
réznych cukréw, a ich skitad zalezny jest od uzytych enzymoéw amylolitycznych. Enzymy
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te wykazuja si¢ swoistymi, specyficznymi wiasciwoséciami, a ich odpowiednie wykorzystanie
pozwala uzyska¢ nowa jako$¢ produktow.

Enzymatycznie przetwarzane skrobie naturalne w $rodowisku wodnym,
w podwyzszonej temperaturze, w pierwszym etapie poddawane sa tzw. uplynnieniu
(w obecnosci enzymu dekstrynujacego). W taki sposdéb wytwarzane sa maltodekstryny,
natomiast, po wprowadzeniu drugiego enzymu, scukrzajacego, mozna w drugim etapie
otrzymac rozne hydrolizaty skrobiowe: maltozowe, glukozowe czy inne.

Warunkiem skutecznego dziatania enzyméw amylolitycznych na skrobie jest
poddawanie jej procesowi kleikowania [Marrel i in., 2002]. Kleikowanie jest procesem
hydrotermicznym, zachodzacym podczas ogrzewania wodnej zawiesiny ziarenek skrobi.
W czasie kleikowania, uporzadkowana czasteczkowo krystaliczna struktura ziarenek skrobi
przechodzi w stan nieuporzadkowany - amorficzny; nastepuje rozrywanie wigzan
wodorowych pomigdzy tancuchami amylozy, tworzacymi fragmenty krystaliczne ziarenka
skrobiowego. Woda wnika pomiedzy nie i tworzy nowe potaczenia wodorowe
z uwolnionymi tancuchami tego sacharydu. Absorpcja wody prowadzi do pecznienia
i ewentualnego rozbicia ziarenek skrobi. W wyniku zmniejszania si¢ stopnia
uporzadkowania makroczasteczki skrobi, zmieniajg si¢ whasciwosci skrobi, ktora staje sie
rozpuszczalna. Proces ten jest zalezny od temperatury i proporcji miedzy skrobig i wodg
[Maaruf i in., 2001]. Warto$ci temperatury kleikowania skrobi ziemniaczanej sg juz
od dawna znane: poczatek wyraznego pecznienia - 46,2°C, zakres temperatury kleikowania -
od 56 do 66°C [Nowotny, 1969; Tegge, 2010].

W ostatnich czasach, niektore osrodki podjety badania nad hydroliza nieskleikowane;j
skrobi, szczeg6lnie ze wzgledu na mozliwo$¢ zmniejszenia zuzycia energii W procesach.
Sposob enzymatycznej hydrolizy skrobi ziemniaczanej prowadzi si¢ w temperaturze
30°C+45°C, stosujac typowe, termostabilne enzymy amylolityczne, w wodnej zawiesinie
ziarenek, w roznych stezeniach skrobi, w jedynym, wybranym czasie hydrolizy, 24 godzin.
[Stomifiska i in., 2012]. Przy stezeniu skrobi 10% uzyskiwano kilkunastoprocentowa
wydajnos¢ procesu.

W niskich temperaturach prowadzi sie¢ takze badania wplywu enzymow
amylolitycznych na skrobi¢ rdéznego pochodzenia botanicznego, stosujgc preparaty
enzymatyczne zawierajgce alfa-amylaze lub mieszanine enzymow amylolitycznych
(alfa-amylaza + glukoamylaza). Na skrobi¢ kukurydziang, uzyskang z réznych frakcji
zmielonego ziarna kukurydzianego, dziata si¢ w temperaturze 45°C preparatem
enzymatycznym f-my Novozymes, Franklinton, NC, USA - GSHE NS50040, stanowigcym
mieszanine glukoamylazy i alfa-amylazy [Vidal i in., 2009]. Hydroliz¢ naturalnej skrobi
(skrobi tapiokowej, skrobi ze stodkich ziemniakow) prowadzi si¢ z udzialem handlowych
preparatoéw alfa-amylazy i glukoamylazy o nazwie STARGEN 001™ f-my Genecor
International, B.V., w temperaturze 35°C, przez 24 godziny [Shariff i in., 2009].
Stwierdzono, ze efektywno$¢ dziatania enzymu mozna zwiekszy¢ poprzez dodatkowe
ogrzewanie skrobi w temperaturze 60°C przez 30 minut; w przypadku skrobi tapiokowej,
warto$¢ DE wzrosta z 36 do 50, a w przypadku skrobi ze stodkich ziemniakow - z 27 do 34.
Dziatanie preparatu enzymatycznego STARGEN 001™ sprawdzano rowniez wobec
naturalnej skrobi kukurydzianej [Wang i in., 2007]. Inny zespol badawczy, takze z udziatem
preparatu STARGEN 001™, wykonat proby fermentacji w procesie jednoczesnej hydrolizy
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i fermentacji etanolowej natywnej skrobi kukurydzianej metoda okresowo-dolewowa,
z dobrg wydajnoscia, przy temperaturze 35°C+40°C [Szymanowska i Grajek, 2009].
W warunkach laboratoryjnych dzialano oczyszczong alfa-amylaza na skrobi¢ ziemniaczana,
w temperaturze 50°C, stwierdzajac obecno$¢ ziarenek skrobi, po reakcji [Sujka i Jamroz,
2010]. Stosowano tez $winska, trzustkowa alfa-amylaz¢ w hydrolizie skrobi pszennej,
uzyskujac 19% cukréw redukujacych [Blazek i Copeland, 2010]. Prowadzono takze
hydroliz¢ skrobi naturalnej, réznego pochodzenia botanicznego (skrobia kukurydziana,
ryzowa, tapiokowa, ziemniaczana), stosujac Czgsciowo oczyszczong alfa-amylaze, uzyskang
z bakterii Bacillus aquimaris MKSC 6.2, w temperaturze 50°C [Puspari i in., 2011].
Stwierdzono, ze uzyskany produkt, stanowiacy mieszaning niskich oligosacharydow
(od maltozy do maltoheksaozy, z niewielka iloscia glukozy), moze stanowi¢ surowiec
do produkcji bioetanolu.

Opisy powyzsze wskazuja, ze nieskleikowana skrobia rdéznego pochodzenia
botanicznego, traktowana réznymi preparatami enzymatycznymi, w réznych temperaturach,
przy réznych czasach reakcji, podlega dziataniu enzyméw, lecz - opornie. Stad, nadal nalezy
poszukiwa¢ nowych metod. Jedng z nich jest prowadzenie hydrolizy surowej skrobi
kukurydzianej (stezenie zawiesiny - 5%, 15% i 31% s.s. skrobi), w temperaturze 61°C,
w czasie 96 godzin, gdzie stosowano preparat alfa-amylazy (z Anoxybacillus flavothermus),
wytwarzany przez firm¢ Novozymes, Dania — AFA [Tawil i in., 2012]. W probie, o stezeniu
31% skrobi, po 2 godzinach reakcji, uzyskano 60% konwersji, a po 48 godzinach - 77%.

W  wyzej przytoczonych pracach stosowano rdzne preparaty enzymatyczne.
Zatozeniem niniejszych badan jest uzyskanie hydrolizatow w procesie hydrolizy skrobi
ziemniaczanej w postaci nieskleikowanej. Ta metoda hydrolizy zwigzana jest z innym
sposobem traktowania skrobi enzymami. Tradycyjna metoda enzymatycznej hydrolizy jest
metoda dwuetapowg. W pierwszym etapie tradycyjnej metody realizuje si¢ tzw.
“uptynnianie” (kleikowanie i wstepna hydroliza) z udzialem enzymu deksrtynujacego.
W drugim etapie kontynuuje si¢ hydrolize z udziatem innego enzymu tzw. scukrzajacego.
Prowadzenie hydrolizy jednoetapowej (wprowadzenie jednoczesnie dwoch enzymow)
pozwala na uproszczenie i przyspieszenie procesu, bowiem roéwnoczesnie przebiega
dekstrynowanie i scukrzanie. Trudno$¢ procesu jednoetapowego polega na, znalezieniu
proporcji miedzy enzymem dekstrynujacym a scukrzajacym. W zwigzku z tym wykonano
seri¢ badan testowych, poszukujac odpowiednich uktadéw enzymatycznych. Wykorzystujac
wlasciwosci danych enzyméw - mozna modelowaé sktad sacharydowy hydrolizatow
i jednocze$nie ich wiasciwosci uzytkowe. Przyjeto przy tym, ze po uzyskaniu stanu
rownowagi hydrolizy, powinno si¢ otrzyma¢ produkty charakteryzujagce si¢ stopniem
polimeryzacji (DP) ok. 3-4 (co odpowiada wysokoscukrzonym maltodekstrynom),
DP ok. 2 (co odpowiada syropom wysokomaltozowym) oraz DP ok. 1 (co odpowiada
glukozie). Przyjete uktady enzymatyczne moga by¢ zastosowane w procesach hydrolizy
skrobi nieskleikowane;j.

Celem niniejszej pracy jest ocena przebiegu hydrolizy skrobi ziemniaczanej
nieskleikowanej, w srodowisku wodnym, katalizowanej r6znymi enzymami amylolitycznymi
(dekstrynogennymi, maltogennymi, glukogennymi).
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Materialy i metody
Materialy

Skrobia ziemniaczana (Superior Standard) firmy Nowamyl (Lobez, Polska), enzymy
amylolityczne: dekstrynogenny (Ligquozyme Supra), maltogenny (Maltogenase 4000L),
glukogenny (AMG 300 L) firmy Novozymes (Dania).

Metoda prowadzenia hydrolizy skrobi

Badania przebiegu hydrolizy prowadzono przy wielkosci pojedynczej probki 40,0g,
0 stezeniu skrobi 25% (10,0g. s. s. skrobi) i dawce ukladow enzymatycznych
0,1ml/100g. s.s. skrobi. Wczesniej przygotowano uktady enzymatyczne: glukogenny (UG)
jako mieszaning Liquozyme Supra i AMG 300 L (w proporcji 2:3),_maltogenny (UM) jako
mieszanine Liquozyme Supra i Maltogenase 4000 L (w proporcji 2:3), dekstrynogenny (UD)
jako pojedynczy enzym Liquozyme Supra. Proba kontrolng (OO) hydrolizy byto
zastosowanie wody destylowanej, zastepujacej dawke enzymu. Dla UG zastosowano pH 4,6,
adla UM, UD i OO zastosowano pH 5,3.

Metodyka kontroli aktywnosci ukladow enzymatycznych

Pojedyncze enzymy, wymienione w materiatach, firmy Novozymes, powszechnie
dostepne 1 stosunkowo tanie, charakteryzuja si¢ stabilng, standardowg aktywnoscia.
Zmieszane enzymy, w formie ukladow, sg takze tanie, mozna tatwo prowadzi¢ hydrolize
jednoetapowa - prosto i wygodnie. Znane metody o0znaczania aktywnos$ci pojedynczych
enzym6éw nie nadaja si¢ do oznaczania aktywnos$ci uktadow enzymatycznych, stad
zaproponowano  specjalng, uniwersalng metode kontroli  aktywnosci ukladow
enzymatycznych. Ta metoda pozwala okresli¢ aktywnos¢ uktadow enzymatycznych poprzez
stopien polimeryzacji w produktach hydrolizy i stopien konwersji skrobi, w warunkach
temperaturowych pelnego skleikowania skrobi ziemniaczanej (68°C). Zastosowano
10- krotnie wieksza dawke enzymoéw w stosunku do badan wg ,,Metody prowadzenia
hydrolizy skrobi”.

Do wytarowanej kolby odwazano ilos¢ skrobi ziemniaczanej, odpowiadajacej 10,0g
s.s. skrobi, korygowano pH, wprowadzano wybrany uklad enzymatyczny w ilo$ci
0,1ml, tj.1ml/100g s.s. i uzupekiano probke woda do 40,0g. Hydrolizg skrobi prowadzono
przez 24 godziny w temperaturze 68°C. Nastepnie, probke schtadzano do temperatury 20°C,
a na koniec uzupetliano wodg destylowana do masy wyjsciowej 40,09 i 0znaczano stgzenie
rozpuszczalnych produktow hydrolizy (supernatant) c.[%] oraz stezenie cukrow
redukujacych c,[%]. Obliczano $redni stopien polimeryzacji sacharydu DP = c./c, oraz
stopien konwersji K = ¢,x100[%]/s, gdzie s - 25,0% s. s. skrobi.

Pozytywny wynik kontroli aktywno$ci danych uktadéw enzymatycznych okreslano
wg wartoéci DP, gdzie dla UM warto$¢ DP powinna wynosi¢ 1,9°"' i K > 95%, a dla UG
warto$¢ DP powinna wynosi¢ 1,1°"" i K> 100%. Pozytywny wynik dla niniejszych badan
jest poprawny jedynie w przypadku ujemnej tzw. ,,proby jodowej”, $wiadczacej o braku
obecno$ci w probee skrobi niezhydrolizowane;.
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Metodyka oznaczania wydajnosci hydrolizy skrobi nieskleikowanej

Oznaczanie prowadzono poprzez hydrolize skrobi przy wielkosci probki 400,09,
0 stezeniu skrobi 25% (100,0g. s. s. skrobi) i dawce uktadéw enzymatycznych 0,1ml/100g.
s.s. skrobi. Hydroliz¢ prowadzono w temperaturze 45°C, a parametry oznaczanO po czasie
48 godzin. Badania prowadzono ilociowo, mieszajac skrobie w zawiesinie, ogrzewajac
probke w wybranej temperaturze, a na koniec hydrolizy, schtadzano probke do 20°C.
Nastepnie, woda destylowang uzupetniano ubytek odparowanej masy. Sktadniki zawiesiny
rozdzielano w wirdbwce, wazono klarowny supernatant i oznaczano stgzenie suchej
substancji. Osad przenoszono ilosciowo woda, sktadniki zawiesiny rozdzielano
na préozniowym lejku Buchnera, osad (placek filtracyjny) przeplukiwano woda, a filtrat
wazono i oznaczano stgzenie suchej substancji. Obliczano, na podstawie wzoru, wskaznik
uzysku ,W,», jako ilos¢ masy suchej substancji, powstatych rozpuszczalnych produktow
hydrolizy, w stosunku do masy suchej substancji skrobi wyjsciowe;j:

Wy = [Meg X €g1 + Mgy X €eo]/s [%0] ,
gdzie:
me; - masa produktu rozpuszczalnego 1 [g],
me, - masa produktu rozpuszczalnego 2 [g],
Ce1 - Stezenie produktu rozpuszczalnego 1 [%],
Ce; - stezenie produktu rozpuszczalnego 2 [%],
S - wyjsciowa masa suchej substancji skrobi [g].
Uwaga! stezenie produktéw rozpuszczalnych (ce;, cep) okreslano na podstawie
oznaczen refraktometrycznych.

Oznaczano: stezenie produktow hydrolizy [%], zawarto$¢ cukrow redukujacych [%],
pH, probe jodowa - zgodnie z PN-EN ISO 5377:2001.

Sktady sacharydowe oznaczano z zastosowaniem wysokocisnieniowej chromatografii
cieczowej (HPLC). Zestaw chromatograficzny (Waters Division of Millipore) wyposazony
byt w przeptywowy detektor refraktometryczny (typ 410) i pompe (typ 501). Do rozdziatu
uzywano kolumne HPX42. Probki eluowano wodag z nat¢zeniem przeptywu 0,6 ml/min.,
w temp. 85°C. Czas trwania analizy - 30 min. Kolumne testowano z uzyciem standardow
poszczegolnych cukrow.

Badania prowadzono stosujac jeden enzym UD lub dwa zmieszane enzymy, w dwoch
réznych uktadach (uktad dekstryno-maltogenny UM oraz uktad dekstryno-glukogenny UG).
Prowadzono hydrolize jednoetapowa, w temperaturze 45°C, tj. nieco ponizej temperatury
pecznienia skrobi ziemniaczanej. Okreslano parametry jakosciowe i ilosciowe otrzymanych
hydrolizatow skrobiowych. Okreslano takze stopien polimeryzacji produktow hydrolizy oraz
zalezno$ci kinetyczne wzgledem produktow.
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Whyniki i dyskusja

Wyniki, przedstawione w tabeli 1 i na rys.1 jednoznacznie wskazujg na efektywne
dzialanie zar6wno pojedynczego enzymu dekstrynogennego, jak i w polaczeniu z innymi
enzymami (scukrzajacymi).

Tabela 1. Przebieg hydrolizy skrobi nieskleikowanej i charakterystyka hydrolizatow

. stgz. prod. Zaw.
pglr)y Stsizlz:)lie' dznwzlfa temp. czas ‘?hygr. cukr. DP
kod Ce reduk ¢,
ml/10 3
[%] [SS skrjg [°C] (h] [%] [%] -
1. 00 25 0,00 45 2 0,71 0,00 -
2. UD 25 0,01 45 2 1,82 0,45 4,00
3. UM 25 0,01 45 2 2,17 0,89 2,40
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Rysunek 1. Stezenie produktow hydrolizy (C.) W zaleznoéci od czasu hydrolizy
nieskleikowanej skrobi ziemniaczanej, dla r6znych uktadow enzymatycznych

Stwierdzono roéwniez, ze stgzenia hydrolizatow, a takze zawarto$¢ cukrow
redukujacych, szybko si¢ zwigkszaly, natomiast przy dtuzszym czasie (48 godzin), zblizaty
si¢ wolno do rownowagi hydrolizy. Najwigcej cukrow rozpuszczalnych powstato w wyniku
hydrolizy katalizowanej enzymami glukogennymi (6,57% s.s.), nieco mniej maltogennymi
(5,70% s.s.), a najmniej enzymem dekstrynogennym (3,73% s.s.). Dla krotszych czasow
reakcji (ponizej 6 godzin) odpowiednie wartoéci hydrolizatdw sa wyraznie nizsze, a réznice
migdzy nimi (UG, UM, UD) sg znacznie mniejsze. Ziarenka skrobi ziemniaczanej,
w $rodowisku wodnym, w temperaturze 45°C, bez obecnosci enzymow (OO),
sg rozpuszczalne w stopniu niewielkim (ponizej 1%), natomiast nie stwierdzono obecno$ci
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cukrow redukujacych. Przy niewielkich stezeniach roztwordw, ponizej 1%, opisane metody
sg mniej dokladne. Dlatego w dalszych badaniach wydajnosciowych (tabela 2) nie
uwzgledniano wynikéw uktadu OO.

Po 48 godzinach hydrolizy, zawarto$¢ cukrow redukujacych wynosita odpowiednio:
dla UD 1,24%, dla UM 2,80%, dla UG 6,50%, a stopien polimeryzacji (DP) wynidst
odpowiednio: 3,01; 2,04 i 1,01. Przebieg hydrolizy, w temperaturze 45°C, wskazuje,
ze po 48 godzinach, wydajnosci produktéw zblizaja si¢ do stanu réwnowagi. Dalsze
wydluzenie czasu stato si¢ mato efektywne.

Chromatogram
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Rysunek 2. Sktad produktow hydrolizy skrobi katalizowanej enzymami (czas hydrolizy 48
godzin)

Potwierdzeniem poprawnego dziatania ukladéow enzymatycznych: UD, UM, UG,
w procesie jednoetapowej hydrolizy nieskleikowanej skrobi, jest analiza chromatograficzna
(HPLC). Skiady sacharydowe (rys. 2) byly typowe dla zastosowanych enzyméw, zblizone
do tych, ktore uzyskuje si¢ w procesach dwuetapowych, w temperaturach wyzszych,
tj. w warunkach pelnego kleikowania skrobi [Jarostawski i1 in., 2000a; Jarostawski
i in., 2000b; Jarostawski i Zielonka, 2000]. Positkujac si¢ skladem sacharydowym,
korzystajac ze znanych wlasciwosci funkcjonalnych produktow hydrolizy, istnieje
mozliwo$¢ wytworzenia roznych produktow spozywcezych np.:

- maltodekstryn dla uktadu UD,

- Syropo6w maltozowych dla uktadu UM,

- glukozy dla uktadu UG.
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W niniejszych badaniach uzyskano hydrolizaty, charakteryzujace si¢ stosunkowo
niskim stgzeniem suchej substancji, nawet po 48 godzinach hydrolizy ( UD 3,73%, UM
5,70%, 6,57%). Stad, wytwarzanie produktow rynkowych wymaga dodatkowego
zageszczenia roztwordw, natomiast bezposrednio mozna je wykorzystaé w procesach
biotechnologicznych.

Tabela 2. Parametry wydajno$ciowe hydrolizy skrobi nieskleikowanej i wskaznik uzysku,
wg metodyk (czas hydrolizy 48 godzin)

Produkty rozpuszczalne
otrzymane ze 100g s.s. skrobi

kod arametr wskaznik uzysku
P wy [%]

Mey [g] -

OO Cel [%] - _
Me [g] -
Ce2 [%] -
Mer  [0] 238,35
Ca  [%] 3,33

Vb Me2  [0] 1428,45 9.1
Co  [%] 0,08
Mer  [0] 245,78
Ca  [%] 5,09

oM Me2  [0] 1350,85 15,5
C  [%] 0,22
Mer  [0] 254,17
Cer  [%] 6,03

UG Me>  [0] 1274,56 184
Cr  [%] 0,24

Okreslano wydajno$¢ hydrolizy poprzez wskazniki uzysku ,,w,», dla poszczegdlnych
uktadow enzymatycznych, w temperaturze 45°C, przez 48 godzin, dla probek o wielkoSci
400,09 (1009 s.s. skrobi). Wyniki przedstawiono w tab. 2.

Wyliczony wskaznik uzysku ,w,”, wg podanego wcze$niej wzoru, wskazuje
na roznice dziatania ukladéw enzymatycznych. Najwyzsze wyniki (18,4% 1 15,3%)
uzyskano dla hydrolizy glukogennej (UG) i maltogennej (UM), a najmniejsze (9,1%)
dla hydrolizy dekstrynogennej (UD).

Whioski

1. Nieskleikowana skrobia, w temperaturze 45°C, podlega dziataniu zaréwno jednego
enzymu - dekstrynogennego (UD), jak i zmieszanych dwoch enzyméw (UM i UG).

2. Sredni stopien polimeryzacji produktow, po 48 godzinach hydrolizy, wynosi
3,0 dla enzymatycznego uktadu dekstrynogennego, 2,0 dla maltogennego i 1,0
dla glukogennego.
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3. Prowadzac hydroliz¢ w czasie do 48 godzin, obserwuje si¢ stabilizacj¢ parametrow,
takich jak: stezenie suchej substancji, zawarto§¢ cukréw redukujacych oraz stopien
polimeryzacji produktow hydrolizy.

4.  Wskazniki uzysku, po 48 godzinach do$wiadczenia, wynosza: dla enzymatycznego
uktadu dekstrynogennego (UD) w,=9,1%, maltogennego (UM) w,=15,5%, dla
glukogennego (UG) w,=18,4%.

5. Sktady  sacharydowe  produktéw  hydrolizy  $wiadcza o  przewadze
maltooligosacharydéw w procesie dekstrynogennym UD, o przewadze maltozy
w procesie maltogennym UM oraz przewadze glukozy w procesie glukogennym UG.

6. Uzyskiwane produkty hydrolizy nadaja si¢ do bezposredniego wykorzystania
w procesach fermentacyjnych, biotechnologicznych lub do dalszego przetworzenia.

7. Przebieg hydrolizy w temperaturze 45°C wskazuje, Zze po 48 godzinach,
enzymatyczne reakcje hydrolizy zblizaja si¢ do stanu rownowagi. Dalsze wydhuzanie
czasu staje si¢ mato efektywne.
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PRZEBIEG PROCESU KARMELIZACJI W WARUNKACH PRZEMYSLOWEJ
PRODUKCJI KARMELU AMONIAKALNEGO

Streszczenie

Karmel amoniakalny jest produktem powszechnie stosowanym do barwienia
wyrobow spozywczych i paszowych. Dazac do poprawy jakosci karmelu amoniakalnego,
w technice jego wytwarzania wprowadzono zmiany, umozliwiajace podgrzewanie masy
reakcyjnej (redukujace monosacharydy w formie zatezonego roztworu o stezeniu 82***°Bx)
przy stosunkowo niskiej réznicy temperatur (10-20°C) miedzy czynnikami: podgrzewanym
i podgrzewajacym.

Celem pracy byla ocena przebiegu procesu karmelizacji w warunkach
zmodernizowanej instalacji do produkcji przemystowej. Oceng t¢ prowadzono, oznaczajac
- w trakcie przebiegu procesu karmelizacji, realizowanego systemem szarzowym,
w warunkach cis$nienia atmosferycznego, w temperaturze 114-116°C - nastgpujace
parametry: sit¢ barwienia, zawartos¢ cukrow redukujacych, stezenie suchej substancji,
pH, 4-metyloimidazol (4-Mel). Stosujac rozne dawki reagenta, ktorym byl roztwor
amoniaku (25%) jako zrédlo jonu NH,', uzyskano gotowe karmele o standardowej sile
barwienia (0,30°%%%), ktére poddano testowi z kwasem solnym jako kryterium
ich przydatnosci do stosowania w produktach kwasnych. Stwierdzono, ze przydatnoscia
odznaczaly sie karmele wytworzone przy stezeniu jonu NH," na poziomie nie nizszym niz
0,66%. Stad, przeprowadzono doktadng ocen¢ przebiegu procesu karmelizacji dla tego
stezenia jonu NH,". Stwierdzono, ze w miare zaawansowania reakcji karmelizacji wzrastala
sita barwienia i zawarto$¢ 4-Mel, przy czym przyrost sity barwienia wykazywat wyzsza
intensywno$¢ niz przyrost 4-Mel. W otrzymanych karmelach zawarto$¢ substancji
szkodliwej (4-Mel) byta okoto o$miokrotnie nizsza w od poziomu dopuszczonego prawem
UE (< 200 mg/kg).

Stowa kluczowe: karmelizacja, karmel amoniakalny, barwnik spozywczy, 4-metyloimidazol

Wprowadzenie

Reakcja karmelizacji jest jedna z drog prowadzacych do brazowienia produktow
spozywczych, ktorej mechanizm zaliczany jest do tzw. nieenzymatycznego brazowienia
zywnosci [Ziemba, 1966; Tomasik i in., 1989]. Karmelizacja polega na ogrzewaniu cukrow
w temperaturze powyzej 100°C [Tomasik i in., 1989; Mitka i Nowak, 2005b]. Karmelizacji
fatwiej ulegaja cukry redukujace [Mastowska i Wigdlocha, 2004]. W wyniku obrobki
termicznej cukrow, najczesciej w formie zatezonych roztwordéw, obserwuje si¢ stopniowe
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nasilanie barwy od zéltej do ciemnobrazowej oraz narastanie charakterystycznego smaku
i aromatu.

Reakcje karmelizacji, naturalnie zachodzacg w trakcie cieplnej obrobki produktoéw
spozywczych, np. podczas prazenia kawy, wykorzystano do przemystowej produkcji
powszechnie stosowanego barwnika spozywczego, zwanego karmelem [Tomasik i in., 1989;
Mitka i Nowak, 2005a; Szafulera, 2010]. Ze wzgledu na stosowane reagenty, niekiedy
okreslane mianem katalizatorow, wyroznia si¢ cztery klasy karmeli, ktorych charakterystyke
przedstawiono w tab. 1. [Rozporzadzenie MZ, 2010; Compendium, 2011; Rozporzadzenie
Komisji (UE), 2012]. Karmel amoniakalny, zaliczany do klasy III, charakteryzuje si¢
najkorzystniejszymi wyrdéznikami sensorycznymi i dlatego znajduje tak wielorakie
zastosowanie do barwienia réznych produktow spozywczych, migdzy innymi napojow
bezalkoholowych i alkoholowych, wyroboéw cukierniczych i ciastkarskich, lodéw
i deserow mrozonych, ekstrudowanych Iub ekspandowanych sneksow smakowych,
a takze produktéw paszowych. Karmel, dawniej okreslany jako produkt naturalny, w §wietle
aktualnych przepisow [Compendium, 2011; Rozporzadzenie Komisji (UE), 2012] uznawany
jest jako dodatek do zywnosci i zaliczany jest do barwnikéw o symbolu E 150, w tym
karmel amoniakalny ma symbol E 150c. Karmel amoniakalny, tak jak inne dozwolone
barwniki, moze by¢ stosowany na zasadzie quantum satis, czyli w dawce
najnizszej, niezbednej do osiagniecia zamierzonego skutku technologicznego.

Oczekiwania konsumentoéw, zwigzane z ogodlnie rozumiang jako$cia, doprowadzity
do wprowadzenia zmian w technice wytwarzania krajowego karmelu amoniakalnego,
ktérego przemystowa produkcje w Polsce podjeto ponad 90 lat temu [Grot, 1966]. Zmiany
te gtdéwnie polegaly na zastosowaniu innego systemu wymiany ciepla, umozliwiajacego
podgrzewanie substratu przy stosunkowo niskiej (10-20°C) réznicy temperatur migdzy
czynnikiem podgrzewanym a podgrzewajacym, co wraz z bezstopniowym sposobem zmiany
intensywno$ci mieszania masy reakcyjnej — zagwarantowalo jej bardzo réwnomierng
obrébke cieplng. Dzigki temu wyeliminowano wystgpowanie niekorzystnego, punktowego,
znacznego przegrzewania substratu, co pogarszato niektore parametry jako$ciowe karmelu
(smak, zapach, rozpuszczalno$¢ w wodzie, zawarto$¢ substancji szkodliwe;j).

W  zwigzku tym, wylonita si¢ potrzeba przeprowadzenia oceny przebiegu
zmodernizowanego procesu karmelizacji. Ocen¢ te postanowiono przeprowadzi¢
na podstawie oznaczania - w trakcie prowadzenia procesu produkcyjnego - nastgpujacych
parametrow: sity barwienia, zawarto$ci cukréow redukujacych, stgzenia suchej substancji,
pH, zawartosci 4-metyloimidazolu (4-Mel), a takze na podstawie proby testowej z kwasem
solnym.

Sita barwienia jest wyrdznikiem charakteryzujacym karmel jako barwnik i wraz
z poziomem zawartosci cukrow redukujacych, stezeniem suchej substancji oraz pH masy
reakcyjnej $wiadczy o stanie zaawansowania reakcji karmelizacji.
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Tabela 1. Ogolna charakterystyka poszczegdlnych klas karmeli

Nazwa w Zawarto$¢
Nr wg j. polskim suchei
Klasa | oznacz. Sposdb otrzymywania Czysto$¢ ]
UE Nazwa w substancji
0,
j. angielskim [%]
Karmel
Karmel Kontrolowana obrobka cieplna weglowodanow. W celu azot ogdlem: nic wicce: niz 0.1%
| E 150a naturalny ulatwienia karmelizacji mozna stosowaé kwasy, zasady, . golem. me wieee) niz U, (f 62 +77
e o, . i siarka ogdélem: nie wigcej niz 0,2%
sole, z wyjatkiem zwigzkoéw amonowych oraz siarczyndow.
Plain caramel
Karmel Kontrolowana obrobka cieplna weglowodanoéw
siarczynowy z dodatkiem kwasow lub zasad, lub bez tych dodatkow, azot ogotem: nie wigcej niz 0,3%
1 E 150b w obecno$ci zwigzkéw siarczynowych (kwas siarkawy, siarka ogétem: 0,3+ 0,35% 65+72
Caustic sulphite | siarczyn potasu, disiarczyn potasu, siarczyn sodu, dwutlenek siarki: nie wigcej niz 0,2%
caramel disiarczyn sodu). Zwigzki amonu nie sg stosowane.
Karmel Kontrolowana obrobka cieplna weglowodanoéw azot ogdtem: 0,7+3,3%
amoniakalny z dodatkiem kwasow lub zasad, lub bez tych dodatkow, azot amoniakalny: nie wigcej niz 0,3%
11 E 150c w obecnosci zwigzkéw amonu (wodorotlenek amonu, siarka ogélem: nie wigcej niz 0,2% 53 +83
Ammonia weglan amonu, wodoroweglan amonu, fosforan amonu). 4-metyloimidazol (4Mel): nie wigcej niz
caramel Zwigzki siarczynowe nie sg stosowane. 200mg/kg
Ka_rmel Kontroloyvana (?brobka cieplna wqglowodan’ow azot ogolem: 0,3+1,7%
amoniakalno- | z dodatkiem kwasow lub zasad, lub bez tych dodatkow, . TS
. L , . . azot amoniakalny: nie wigcej niz 0,6%
siarczynowy w  obecnosci  zardwno  zwigzkéw  amonu, jak . o <o
M . . siarka ogétem: 0,8+ 2,5% .
v E 150d i siarczynowych (kwas siarkawy, siarczyn potasu, T e 40 +75
. . . . dwutlenek siarki: nie wigcej niz 0,2%
Sulphite disiarczyn potasu, siarczyn sodu, disiarczyn sodu, - S
. 4-metyloimidazol (4Mel): nie wigcej niz
ammonia wodorotlenek amonu, wodoroweglan amonu, fosforan 250ma/k
caramel amonu, siarczyn amonu, wororosiarczyn amonu). 9/kg
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/

N

82,10 g/ma>

N
H

H.C

Rysunek 1. 4-Metyloimidazol [Wang i in., 2011]

4-metyloimidazol (4-Mel), ktorego wzdér chemiczny przedstawiono na rys. 1,
uwazany jest za zwigzek o potencjalnie szkodliwym oddzialywaniu na zdrowie cztowieka
[Oleksy, 2011; Rozporzadzenie Komisji (UE), 2012]. Zwiazek ten wytwarza si¢
w trakcie ztozonych reakcji karmelizacji, wskutek obecnosci jonu amonowego (NH,") jako
reagenta przy produkcji karmelu amoniakalnego. W zwiazku z tym, zawarto$¢ tej substancji
w karmelu amoniakalnym jest kontrolowana i limitowana przez wtadze sanitarne. Aktualnie,
prawo Unii Europejskiej dopuszcza zawarto$é 4-Mel w karmelu amoniakalnym na poziomie
nie wyzszym niz 200 mg/kg. [Compendium, 2011; Rozporzadzenie Komisji (UE) 2012].
Stad, parametr ten ma duze znaczenie jako kryterium jakosci zdrowotnej tego powszechnie
stosowanego produktu, a wytworcy zobowigzani sg do stopniowego, jak najwigkszego
obnizania jego zawartosci.

Proba testowa z kwasem solnym jest jedng z prob testowych, jakim poddawany jest
karmel, celem okre$lenia stabilno$ci jego roztworu w warunkach danego zastosowania.
Jednym z wazniejszych zastosowan karmelu amoniakalnego sg produkty kwasne, jak
np. napoje bezalkoholowe, octy, musztardy. Dla okreslenia przydatnosci karmelu
amoniakalnego do stosowania w produktach kwasnych, szczegdlnie w napojach, stosuje si¢
test z kwasem solnym.

Celem pracy byta ocena przebiegu procesu karmelizacji w aktualnych warunkach
przemystowej produkcji karmelu amoniakalnego.

Material i metody

Surowcem byla mieszanina redukujacych monosacharydéw w postaci zatgzonego
roztworu (82°°°Bx). Jako reagent stosowano wodny roztwor amoniaku o zawartosci
25% NHs, bedacy zrédlem jonu amonowego (NH,"), zmieniajac jego stezenie
od 0,40 do 1,10% w stosunku do suchej substancji cukrow.

Przemystowy proces karmelizacji, czyli wytwarzanie karmelu amoniakalnego
prowadzono systemem szarzowym w warunkach ci$nienia atmosferycznego, utrzymujac
temperatur¢ 114+116°C. Uzyskany karmel surowy chtodzono (od 116 do 100°C) sposobem
przeponowym, a przez dodatek wody spozywczej (doprowadzenie do stgzenia suchej
substancji c=70,5""*Bx) i filtracj¢ (w celu usuniecia ewentualnych zanieczyszczen statych)
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otrzymywano gotowy produkt — karmel handlowy (ok. 2 t) w postaci syropu o stezeniu
suchej substancji 70,5"**°Bx i o sile barwienia 0,30,

Za czas karmelizacji [godz.] przyjmowano czas od momentu osiggnigcia temperatury
114°C przez mase¢ reakcyjna do momentu rozpoczecia chtodzenia.

Sitg  barwienia (E), zawarto$¢ cukrow redukujacych (CR), stezenie
suchej substancji (c), pH, probg testowa z kwasem solnym o0zhaczano zgodnie
z PN-A-74722:1996 ,Karmel” oraz PN-A-74701:1978 ,Hydrolizaty skrobiowe
(krochmalowe). Metody badan”. Jako wynik przyjmowano $rednig arytmetyczng co najmniej
dwoch oznaczen, nie réznigcych si¢ wigcej niz o 2,5%.

Zawarto$¢ 4-metyloimidazolu (M) oznaczano metoda HPLC =z detekcja
fluorometryczng [Kim i in., 2003] po przeprowadzeniu w pochodna i oczyszczeniu technika
SPE/C18. Analize chromatograficzng prowadzono na kolumnie firmy SUPELCO, Discovery
C18HS 150-4,6, ztoze 3 um. Faze ruchomg stanowit zmieniajacy si¢ uktad dwusktadnikowy
o przeptywie 1 ml/min.: A - 0,1% wodny roztwér kwasu octowego z acetonitrylem
50:50 (v:v); B - acetonitryl (100%). Temperatura rozdziatu wynosita 30°C. Jako wynik
oznaczenia przyjmowano $rednig arytmetyczng z 4 pomiarow. Wyznaczano wspotczynnik
zmiennos$ci, ktory zawieral si¢ w przedziale od 0,5 do 9,8%. Granica oznaczalno$ci
— 3,0 mg/kg, granica wykrywalnosci — 0,9 mg/kg.

Wyniki i dyskusja
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Rysunek 2. Wplyw stezenia jonu NH," na czas karmelizacji

Stosujgc roézne dawki jonu amonowego w stosunku do suchej substancji cukrow
(0,40; 0,44; 0,59; 0,66; 0,72; 0,88; 1,10%) otrzymano karmele o standardowych parametrach
(E=0,30""2 ¢=70,5""Bx), do uzyskania ktorych wymagany czas karmelizacji byt
zroznicowany i wynosit odpowiednio 12,5; 11,5; 9,5; 8; 7; 5; 3,5 godzin (rys. 2). Oznacza
to, ze zwigkszenie stgzenia jonu amonowego przyspieszato reakcje karmelizacji,
jednoczesnie skracajac jej czas z 12,5 godzin (dla stezenia 0,40% NH,") do 3,5 godzin
(dla stezenia 1,10% NH;"), tj. ponad trzykrotnie. Mozliwo$¢ skrécenia czasu reakcji
karmelizacji jest korzystna ze wzglgdu na efektywniejsze wykorzystanie linii produkcyjnej,
skutkujace wyzsza wydajnoscig produkcji. Takie postepowanie jest racjonalne
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z technicznego i ekonomicznego punktu widzenia. W przypadku produktu jakim jest karmel
- nalezy koniecznie uwzgledni¢ wymog jego jakosci zdrowotnej. W zwigzku z tym,
w  uzyskanych  przemystowo  partiach  handlowego karmelu amoniakalnego
- charakteryzujacych si¢ sita barwienia (E) od 0,28 do 0,32 i stezeniem suchej substancji (c)
od 70,0 do 71,0 °Bx - oznaczono zawarto$¢ substancji szkodliwej, jaka w karmelu
amoniakalnym jest 4-metyloimidazol (M). Wplyw stezenia jonu NH; na zawarto$é
4-Mel w karmelu amoniakalnym przedstawiono na rys. 3. Celem uzyskania
poréwnywalnych wynikéw, zawarto$¢ 4-metyloimidazolu podano po przeliczeniu na karmel
o sile barwienia E=0,30 i stezeniu suchej substancji ¢=70,5°Bx, kierujac si¢ wzorem:

el =4Me|xa-0|’530-70’5 |
X CX

gdzie:

4Mely - zawarto$¢ 4-Mel [mg/kg] w karmelu, otrzymanym przy zastosowaniu danego st¢zenia

jonu NH,4", po przeliczeniu na karmel o sile barwienia E=0,30 i stezeniu suchej substancji

¢=70,5°Bx;

4Mely, - zawarto$¢ 4-Mel [mg/kg] w karmelu, otrzymanym przy zastosowaniu danego stezenia

jonu NH,";

E, - sita barwienia karmelu, otrzymanego przy zastosowaniu danego stezenia jonu NH,";

Cy - stezenie suchej substancji [°Bx] karmelu, otrzymanego przy zastosowaniu danego st¢zenia

jonu NH,".

Zawarto$¢ 4-Mel wynosita od 14,7 mg/kg, dla karmelu otrzymanego przy stezeniu
jonu NH;=0,40%, do 26,3 mg/kg, dla karmelu otrzymanego przy steZeniu jonu
NH,=1,10%. Przebieg zmian zawartoci 4-Mel charakteryzowal si¢ stopniowo
zwigkszajacymi si¢ wartoSciami w miar¢ zwigkszania st¢zenia jonu amonowego w masie
reakcyjnej. Wzrost stezenia jonu amonowego z 0,40 do 1,10% w masie reakcyjnej,
tj. 0 275%, spowodowal zwigkszenie zawartosci 4-Mel 0 179%.
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Rysunek 3. Wplyw stezenia jonu NH, na zawarto$¢ 4-Mel w karmelu amoniakalnym
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Z kolei, otrzymane karmele poddano testowi z kwasem solnym (tab. 2), celem
okre$lenia ich przydatnosci do stosowania w produktach kwasnych. Z danych
przedstawionych w tab. 2 wynika, ze przydatno$cig do stosowania w produktach kwasnych
odznaczaly si¢ karmele, ktére wytworzono stosujac stezenie jonu amonowego nie nizsze niz
0,66%. W zwiazku z tym, postanowiono przeprowadzi¢ doktadng ocene¢ przebiegu procesu
karmelizacji dla stgzenia jonu amonowego 0,66%, co wymagalo czasu reakcji
8 godzin. Parametry procesu karmelizacji, prowadzonego przy st¢Zeniu jonu amonowego
0,66%, przedstawiono w tab. 3.

Tabela 2. Proba testowa karmeli z kwasem solnym (dla réznych stezen NH,")

Stezenie jonu NH," [%] Wynik testu
0,40 zauwazalne wytrgcanie si¢ osadu
0,44 zauwazalne wytracanie si¢ osadu
0,59 roztwor bez osadu, mato klarowny
0,66 roztwor bez osadu, klarowny
0,73 roztwor bez osadu, klarowny
0,88 roztwor bez osadu, klarowny
1,10 roztwor bez osadu, klarowny

Z zamieszczonych danych w tab.3 wynika, ze w miar¢ przebiegu procesu
karmelizacji:

e  Stopniowo wzrastala sita barwienia, ktora jest wyrdznikiem charakteryzujacym
karmel jako barwnik. Wzrost sity barwienia wynosit od 0,035 (po dodaniu catej porcji
reagenta) do 0,368 (po 8 godzinach karmelizacji). Po przeliczeniu na st¢zenie suchej
substancji karmelu handlowego (¢=70,5°Bx) — warto$ci te wynosily odpowiednio:
0,030 0,312.

e  Stopniowo zmniejszata si¢ zawarto$¢ cukrow redukujacych, liczac od momentu
zakonczenia dozowania reagenta do konca czasu karmelizacji, z 67,9 do 56,5%,
tj. 0 16,8%. Zmniejszanie si¢ zawartosci cukrow redukujacych jest charakterystyczne
dla reakcji karmelizacji [Tomasik i in., 1989]. Stosunkowo wysoki poziom zawartosci
cukréw redukujacych (> 50%) po 8 godzinach karmelizacji $wiadczy o istniejacym
potencjale substratowym, umozliwiajacym dalsze intensyfikowanie reakcji
karmelizacji w celu uzyskania karmelu o jeszcze wyzszej sile barwienia.

e  Stopniowo zmniejszata si¢ warto§¢ pH masy reakcyjnej, od 7,3 (moment zakonczenia
dozowania reagenta) do 3,5 (po 8 godzinach karmelizacji). Jest to typowe dla
przebiegu reakcji karmelizacji, w wyniku ktoérej pH karmelu handlowego wynosi
najczesciej od 3 do 5.

e  Stezenie substratu — po obnizeniu z poziomu ok. 82°Bx, skutkiem dodawania
reagenta (25% wodny roztwér amoniaku) i ponownym wzroscie w wyniku
odparowania rozpuszczalnika - utrzymywato si¢ na zblizonym poziomie,
tj. 81-83°Bx. Jest to przejaw pewnej réwnowagi miedzy przebiegajaca reakcjg
karmelizacji — w trakcie ktorej nastgpuje rozktad cukrow, ktoremu towarzyszy utrata
czgsteczki wody [Tomasik i in., 1989], rozcienczajacej substrat — a powolnym jej
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odparowywaniem, skutkiem utrzymywania masy reakcyjnej w stanie delikatnego

wrzenia.

e  Stopniowo wzrastata zawarto$¢ 4-Mel, ktora wynosita od 12,3 (po dodaniu calej
porcji reagenta) do 23,2 mg/kg (po 8 godzinach karmelizacji). Po przeliczeniu na sitg
barwienia karmelu handlowego (E=0,30), zawarto$¢ 4-Mel malata w miar¢ uplywu
czasu karmelizacji, od 32,0 do 18,9 mg/kg, co $wiadczy o wigkszej intensywnosci
przyrostu sity barwienia niz przyrostu 4-metyloimidazolu.

Tabela 3. Parametry przebiegu procesu karmelizacji (0,66% NH,")

Parametr

Po dodaniu

Czas karmelizacji [h]

reagenta 2 3 4

5

6

7

8

Sita barwienia (E)

0,035 0,176 0,220 0,250 0,270 0,323 0,345 0,368

Sita barwienia ' (E,)

0,030 0,152 0,190 0,214 0,230 0,274 0,293 0,312

Zawarto$¢ cukrow

redukujacych (CR) 67,9 61,0 599 601 603 608 587 565
[%]
Stzenie suchej 81,0 81,8 818 824 828 830 830 830
substancji (c) [°Bx]
pH 73 40 39 38 37 36 35 35
Zawarto$¢ 4-Mel
12,3 18,8 189 197 210 226 229 232
(M) [mg/kg]
Zawartos¢ 4-Mel 320 268 236 233 210 199 189

(My) [mg/kg]

“bo przeliczeniu na stezenie karmelu handlowego (c=70,5°Bx) wg wzoru: E;=E-70,5/c
“po przeliczeniu na sitg barwienia karmelu handlowego (E=0,30) wg wzoru: M=M-0,30/E

Proces karmelizacji zakonczono po 8 godzinach. Uzyskany karmel surowy poddany
zostat schlodzeniu, standaryzacji (dodatek wody spozywczej) i filtracji, skutkiem czego
otrzymano karmel handlowy (ok. 2000 kg) o parametrach przedstawionych w tab. 4.
Otrzymany karmel odznaczat si¢ nieco wyzsza silg barwienia, nieco nizszg zawartos$cia
cukrow redukujgcych i nieco wyzszag zawartoscig 4-Mel w pordwnaniu z parametrami
przedstawionymi w tab. 3 dla czasu karmelizacji 8 godzin, poniewaz w trakcie operacji

koncowych, tacznie trwajacych ok. 2 godzin, reakcja karmelizacji jeszcze przebiegata.

Tabela 4. Parametry karmelu handlowego (0,66 NH,")

Parametr Wynik
Sita barwienia (E) 0,320
Zawarto$¢ cukréw redukujacych (CR) [%] 56,1
Stezenie suchej substancji (¢) [°Bx] 70,4
pH 3,5
Zawarto$¢ 4-Mel (M) [mg/kg] 20,4
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W procesie karmelizacji, realizowanym w opisanych warunkach, przy stezeniu jonu
amonowego w masie reakcyjnej wynoszacym 0,66%, przyrost sily barwienia
charakteryzowatl si¢ wigksza intensywnoscia niz przyrost 4-Mel, co wyrazalo si¢
zmniejszaniem — w miar¢ uptywu czasu karmelizacji — zawarto$ci 4-Mel, przeliczonej dla
standardowej sity barwienia karmelu handlowego (E = 0,30). Zawarto$¢ substancji
szkodliwej, jaka jest 4-Mel, byta kilkakrotnie nizsza od wartosci dopuszczonej prawem Unii
Europejskiej (ponizej 200 mg/kg).

Celem okreslenia poziomu zawartosci 4-Mel w karmelu handlowym, otrzymanym
w warunkach opisanej produkcji przemystowej, w stosunku do karmeli amoniakalnych
oferowanych przez innych wytwércéw, oznaczono zawarto$¢ tego zwiazku
w importowanych karmelach dostepnych na krajowym rynku (tab.5). Wyniki przedstawione
w tab.5 wskazuja na to, ze pod wzgledem zawartoéci substancji szkodliwej (4-Mel), karmel
amoniakalny, otrzymywany w warunkach zmodernizowanej instalacji przemystowej, nie
ustepuje produktowi importowanemu.

Tabela 5. Zawarto$¢ 4-Mel w karmelach komercyjnych

Klasa karmelu Zawarto$¢ 4-Mel [mg/kg]
Karmel amoniakalny E 150c 25,0
Karmel siarczynowo-amoniakalny E 150d 102,3

Z przeprowadzonych badan wynika, ze — przy stosowaniu dawki jonu amonowego
nas poziomie 0,66% w stosunku do suchej substancji cukréw — mozliwe jest wytwarzanie
karmelu amoniakalnego zawierajacego nie wigcej niz 25 mg/kg substancji szkodliwej
(4-Mel).

Whioski

1. W miar¢ zwigkszania st¢zenia jonu amonowego w substracie — reakcja karmelizacji
przyspieszata, czego wyrazem bylo skrocenie czasu karmelizacji z 12,5 godzin (dla
stezenia 0,40% NH,") do 3,5 godzin (dla stezenia 1,10% NH,").

2. Wzrost stgzenia jonu amonowego w substracie powodowal zwigkszenie sily
barwienia i zawartosci 4-Mel w karmelu. Przyrost sity barwienia wykazywat wigksza
intensywno$¢ niz przyrost zawartosci 4-Mel, co wyrazato si¢ spadkiem — w miare
uptywu czasu reakcji karmelizacji — zawarto$ci 4-Mel, przeliczonej dla standardowej
sity barwienia karmelu handlowego (E = 0,30).

3. Przydatnoscia do stosowania w produktach kwasnych odznaczaty si¢ karmele, ktore
uzyskano stosujac stgzenie jonu amonowego nie nizsze niz 0,66%.

4. Zawarto$¢ substancji szkodliwej (4-Mel) - w trakcie przebiegu reakcji karmelizacji
w warunkach przemystowej produkcji karmelu amoniakalnego, a tym samym
w produkcie handlowym — byta ok. o$miokrotnie nizsza od poziomu dopuszczonego
prawem Unii Europejskiej.
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Podziekowanie

Firmie CHEMET sp. z 0.0. z Plewisk k. Poznania autorzy skiadajq podzigkowanie
za umozliwienie prowadzenia badan w warunkach typowej produkcji przemystowe;.
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WEASCIWOSCI REOLOGICZNE ORAZ TEKSTURA KISIELI ZAGESZCZONYCH
SKROBIA WOSKOWA ROZNEGO POCHODZENIA BOTANICZNEGO

Streszczenie

Kisiel jest deserem przygotowywanym na bazie wody z dodatkiem cukru,
sproszkowanego soku owocowego i/lub aromatow i barwnikéw. Najczesciej stosowanym
zagestnikiem do produkeji tego typu deserow jest skrobia modyfikowana na drodze
utleniania. Alternatywa dla skrobi modyfikowanych chemicznie moga by¢ skrobie natywne
odmian woskowych, ktore charakteryzuja si¢ korzystnymi wiasciwo$ciami reologicznymi.

Celem badan byta ocena wptywu dodatku skrobi woskowych réznego pochodzenia
botanicznego na wasciwosci reologiczne i uniwersalny profil tekstury kisieli.

Materiat do badan stanowity handlowe skrobie: ziemniaczana, kukurydziana oraz
ryzowa w odmianach zwyktych oraz woskowych Material odniesienia stanowit zagestnik
,.Skrobia Zelujaca” (WPPZ Lubon). Badania reologiczne obejmowaty: krzywe ptynigcia,
krzywe lepko$ci w czasie $cinania oraz temperaturowy profil lepkosci. Pomiary prowadzono
z uzyciem reometru rotacyjnego RotoViscol (Haake, Niemcy) stosujac uktad pomiarowy
720 DIN. Teksture kisieli badano na teksturometrze TA.XT2 (Stable Micro Systems,
Anglia) mierzac: twardo$¢ [N], adhezyjno$¢ [N-s], spojnos¢ [-], sprezysto$¢ [-]
i gumowatos¢ [N].

Badane kisiele pod wzgledem reologicznym stanowily plyny nienewtonowskie,
pseudoplastyczne i tiksotropowe. Najsilniejszymi wlasciwosciami zageszczajacymi
i teksturotworczymi charakteryzowaly si¢ skrobia ziemniaczana zwykla oraz ryzowa
woskowa. Jednak ze wzgledow technologicznych oraz ekonomicznych rekomendowane
do produkcji kisieli s obie odmiany skrobi ziemniaczane;j.

Stowa kluczowe: skrobia woskowa, reologia, tekstura, kisiel

Woprowadzenie

Coraz silniejsza konkurencja wynikajaca z surowych regut gospodarki rynkowej oraz
rozwdj nowoczesnych technologii przetworstwa spozywczego wymuszaja stosowanie
nowoczesnych, wysokoefektywnych i catkowicie bezpiecznych dla zdrowia $rodkow
pomocniczych. Wérdéd nich sa m.in. skrobie, a ich wielofunkcyjna rola, jaka pehia
w produkcji zywnosci sprawia, ze zakres ich stosowania rosnie z roku na rok. Pozwalaja one

100



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

na stosowanie wysokowydajnych, nowoczesnych sposobdw wytwarzania nowych wyrobow
oraz ksztattowanie interesujacych i pozadanych cech sensorycznych. [Wurzburg, 1986;
Tegge, 2004] Osiagniecie najlepszych efektow technologicznych i sensorycznych jest $cisle
zwigzane z wlasciwym doborem skrobi, uwzgledniajacym zaréwno funkcje, jakie
ma ona spelniaé w gotowym wyrobie, jak 1 warunki realizowanego procesu
technologicznego [Walkowski i Olesienkiewicz, 2005]. Sceptycyzm konsumentow
w stosunku do skrobi modyfikowanych spowodowal w ostatnim czasie znaczne poszerzenie
oferty rynkowej o tzw. skrobie woskowe, zbudowane wylacznie z rozgatezionych
makroczasteczek amylopektyny. Poniewaz nie zawierajg one frakcji liniowego polisacharydu
- amylozy, charakteryzuja si¢ unikalnymi wlasciwo$ciami uzytkowymi [Walkowski
i in.,, 2004; Luo i in., 2009; Hunag i in., 2013]. Obecnie szeroko dostgpne w handlu
sa skrobie woskowe pochodzace z ziemniakéw, kukurydzy oraz ryzu. Ponadto zostaty
zidentyfikowane naturalne mutanty wsroéd innych gatunkéw roslin, ktoére zawierajg skrobie
woskowa m.in. jgczmien, sorgo, proso oraz amarantus. Z technologicznego punktu widzenia
nie charakteryzuja si¢ one pozadanymi wlasciwosciami, dlatego nie znajduja zastosowania
w przemysle. Skrobie kukurydziang woskowa, ktdra zostata do§¢ dobrze scharakteryzowana,
stosuje si¢ jako zagestnik w produkcji szeregu produktow spozywcezych [Lewandowicz
i in., 2014], podczas gdy pozostate skrobie woskowe (ziemniaczana oraz ryzowa) zostaty
skomercjalizowane dopiero niedawno. W potaczeniu ze stosunkowo niewielkg wiedza
aplikacyjng na ich temat, spektrum zastosowan dla tych zagestnikow jest mocno
ograniczone. Dlatego celem pracy byla ocena wptywu dodatku skrobi woskowych réznego
pochodzenia botanicznego na wlasciwosci reologiczne i uniwersalny profil tekstury kisielu.

Material i metody

Material do badan stanowily natywne skrobie w odmianach zwyklych oraz
woskowych:

- ziemniaczana Superior Standard (PPZ Trzemeszno, Polska),

- ziemniaczana woskowa "Eliane 100" (Avebe, Holandia),

- kukurydziana "Maisita 21.000" (Agrana, Austria),

- kukurydziana woskowa "Maisita 21.007" (Agrana, Austria),

- ryzowa "Remy DR" (Beneo, Belgia),

- ryzowa woskowa "Remyline XS" (Beneo, Belgia),

- ryzowa woskowa "Remyline AX-DR" (Beneo, Belgia).

Materiat odniesienia stanowita utleniona skrobia ziemniaczana o zawarto$ci grup
karboksylowych 0,1% (WPPZ Lubon, Polska).

Kisiel przygotowywano na bazie: 20 g badanej skrobi, 12,5 g sacharozy, 1 g kwasu
cytrynowego oraz 250 g wody, wedlug metodyki zaproponowanej przez Lewandowicz
i wsp. [2003]. Przygotowane proby do badan zakodowano nastgpujacymi oznaczeniami:

- ZEL — Kisiel z dodatkiem skrobi zelujacej (odnosnika),

- Z —kisiel z dodatkiem skrobi ziemniaczanej zwykle;j,

- ZW — kisiel z dodatkiem skrobi ziemniaczanej zwyktej woskowej,

- K —kisiel z dodatkiem skrobi kukurydzianej zwyktej,

- KW - kisiel z dodatkiem skrobi kukurydzianej woskowej,

- R — kisiel z dodatkiem skrobi ryzowej zwyklej,
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- RWS — kisiel z dodatkiem skrobi ryzowej woskowej (XS),

- RWA — kisiel z dodatkiem skrobi ryzowej woskowej (AX-DR).

Badania wlasciwosci reologicznych prowadzono przy uzyciu reometru rotacyjnego
RotoViscol firmy Haake (Niemcy) wyposazonego w zestaw termostatujacy DC30-K10 oraz
uktad pomiarowy Z20 DIN. Probki kisielu przed pomiarem byly relaksowane
oraz termostatowane w cylindrze pomiarowym przez 5 minut. Rejestracji wynikow oraz
obliczen dokonywano przy uzyciu programu RheoWin 3.40. Wyznaczono:

- krzywe plyniecia: w zakresie szybkosci $cinania 1-600-1 s™, czasie 4 min oraz
temperaturze 20°C. Otrzymane krzywe opisano modelami rownan reologicznych: Ostwalda
de Waele'a[t = K - y"] gdzie: 1 - naprezenie $cinajace (Pa), K - wspolczynnik konsystencji
[Pass"], v ~ - szybko$¢ $cinania (s7), n - wskaznik plyniecia (wielko¢ wskazujaca
na zbiezno$¢ z przeptywem newtonowskim) oraz Casson'a [x/? = \/T_O + \/E : ﬁ] gdzie:
T - naprezenie $cinajace (Pa), 1o - granica ptynigcia (Pa), 1 - lepko$¢ plastyczna Casson'a,
Y - szybkos¢ écinania (s™).

- krzywe lepkos$ci pozornej w zalezno$ci od temperatury: w zakresie temperatury
20-60°C, przy predkosci ogrzewania 3°C/min oraz szybkosci $cinania 100 s™. Otrzymane
krzywe opisano rownaniem Arrhenius TTS [1,, = 7.4, - exp (%*T)]gdzie: Mp - lepkos¢ pozorna
(Pass), n.p - stata materialowa (Paes), E - energia aktywacji ptyniecia (J/mol), R- stata
gazowa (J/Kemol), T- temperatura (K).

- krzywe lepkos$ci pozornej w trybie CR, w czasie 5 minut przy szybkosci $cinania
50 s i temperaturze 20°C.

Analize uniwersalnego profilu tekstury (TPA) wykonano przy uzyciu teksturometru
TA.XT2 firmy Stable Micro Systems (Wielka Brytania) wyposazonego w aluminiowa
cylindryczng sond¢ o $rednicy 35 mm. Przeprowadzono test ,,podwojnego ugryzienia”
- probki kisielu byty dwukrotnie penetrowane na glgboko$¢ 20 mm z predkoscig 0,5 mm/s.
Wyznaczono nastgpujace wyrdzniki tekstury: twardos¢ (N), adehzyjnosé (Nes), spdjnosc,
sprezystos¢ i gumowato$é (N).

Statystyczng analiz¢ danych wykonano w programie Statistica 12 (StatSoft).
Prezentowane wyniki stanowia $rednig arytmetyczng z trzech powtorzen. Przeprowadzono
jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA) z testem Tukey’a. Za graniczny poziom
istotnosci przyjeto p=0,05. Grupy jednorodne oznaczono ta samg litera.

Wyniki i dyskusja

Wiasciwosci reologiczne stanowia podstawowy wyréznik w ocenie jakosSci
i atrakcyjno$ci produktow takich jak kisiel [Zander i in., 2009]. Pomimo, ze sktad tego typu
wyroboéw jest stosunkowo prosty, to zaprojektowanie nowego produktu z wylgczeniem
badan reologicznych jest praktycznie niemozliwe. Wynika to z faktu znaczacego wptywu
podstawowych skladnikow kisielu (cukrow oraz regulatorow kwasowos$ci) na przebieg
kleikowania skrobi [Le Thanh-Blicharz i in., 2014], a tym samym na charakterystyke
reologiczng gotowego wyrobu.

Na rysunku 1 przedstawiono przykltadowe krzywe ptyniecia badanych deserow.
Wszystkie badane kisiele byly pltynami nienewtonowskimi, pseudoplastycznymi oraz
charakteryzowaly si¢ zjawiskiem tiksotropii. Warto$ci naprgzen S$cinajacych przy

102



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

maksymalnej zadanej szybkosci $cinania mieécily si¢ w zakresie od 135,4 Pa dla kisielu
zageszczonego skrobig zelujaca do 583,1 Pa dla kisielu zageszczonego skrobig ziemniaczang
zwykla. W poréwnaniu do pozostatych badanych prébek, ten ostatni charakteryzowal si¢
znacznie wigkszymi napr¢zeniami w catym zakresie szybko$ci $cinania. Stosunkowo
wysokimi napr¢zeniami $cinajagcymi cechowat si¢ rowniez kisiel z dodatkiem skrobi ryzowe;j
woskowe]j (XS). Pozostate desery mozna podzieli¢ na trzy pary charakteryzujace si¢
zblizonym przeptywem: sa to probki zaggszczone skrobig kukurydziang zwykla
i ziemniaczang woskows, ryzowa woskowa (AX-DR) i ryzowa zwykla oraz zelujaca
i kukurydziang woskowa.
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|
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400 -
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200 1</
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o
W o
\% » \
W\ VS
r
[
)

-~

Szybkos¢ $cinania [s]

0 100 200 300 400 500 600

Rysunek 1. Krzywe ptynigcia badanych kisieli

W tabeli 1 zestawiono parametry réwnan Ostwalda de Waele’a oraz Casson’a,
ktorymi aproksymowano uzyskane dane eksperymentalne. Oba wykorzystane modele
reologiczne charakteryzowaly si¢ bardzo dobrym dopasowaniem (R*>0,95), przy czym
rownanie Ostwala de Waele’a nieznacznie doktadniej opisywato uzyskane wyniki. Powyzsza
zalezno$¢ zostata rowniez zaobserwowana dla innych produktow (keczupu [Lewandowicz
i in., 2014] i majonezu [Lewandowicz i in., 2015]) zageszczonych skrobig woskowsa
pochodzaca z réznych gatunkow roslin.

Wspotczynnik konsystencji (K) przyjmowat wartos§ci w do$¢ szerokim zakresie
od 1,1 (Pass") dla kisielu zageszczonego skrobig kukurydziang woskowa do 66,7 Paes"
w przypadku deseru na bazie skrobi ziemniaczanej zwyktej. Niezaleznie od pochodzenia
botanicznego zaggstnika, kisiele zaggszczone skrobiami odmian zwyktych charakteryzowaty
si¢ istotnie wyzszymi wartosciami parametru konsystencji. Jedynym wyjatkiem byt kisiel
przygotowany z dodatkiem skrobi ryzowej woskowej (XS), ktéremu przypisano druga
najwicksza warto$¢ parametru K. Desery przygotowane na bazie skrobi odmian woskowych
charakteryzowaly si¢ przeptywem bardziej zblizonym do newtonowskiego (n), anizeli

103



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

ich odpowiedniki przygotowane na skrobiach odmian zwyktych. Wyjatkiem tutaj byt kisiel
na bazie skrobi ryzowej woskowej (XS), podobnie jak w przypadku wspotczynnika
konsystencji. Obserwowane rdéznice pomi¢dzy wartosciami analizowanych parametrow dla
odmian zwyktych oraz woskowych, w znaczacym stopniu mogly wynika¢ z tendencji skrobi
zawierajacych amylozg do zelowania.

Miedzy warto$ciami parametru granicy plynigcia (to) wyliczonymi dla modelu
Cassona’a oraz wspolczynnikami konsystencji w modelu Ostwalda de Waele’a wystgpowata
bardzo silnia pozytywna korelacja (r-Pearsona=0,9981) o wysokiej istotnosci statystycznej
(P<0,0001). Z kolei dla parametru lepkosci plastycznej Casson’a (1) nie zaobserwowano
zalezno$ci pomiedzy zadnym z parametréw rdéwnania Ostwalda de Waele’a. Najnizsze
warto$ci lepkosci plastycznej Casson’a odnotowano dla kisieli zaggszczonych skrobig
ryzowa oraz zelujaca, ktora stanowila materiat odniesienia. Parametry rownan reologicznych
dla obu uprzednio wymienionych deseréw, nie rdznily sig¢ statystycznie istotnie.

W tabeli 2 umieszczono warto$ci pola powierzchni petli histerezy tiksotropii.
Zjawisko to jest niekorzystne i $wiadczy o braku stabilnosci reologicznej produktu [Sikora
iin., 2011]. Poprawg wlasciwosci reologicznych, w tym stabilno$ci mozna uzyskac stosujac
mieszaniny réoznych hydrokoloidow [Sikora i in., 2008]. Jednak w dos¢ skomplikowanych
matrycach, jakimi sg wyroby spozywcze, stanowi to wyjatkowo trudne zadanie. Kisiele
o wysokiej lepkosci cechowaly si¢ wyzszymi warto$ciami pola powierzchni petli histerezy,
co po czesci moze wynika¢ z metodyki badania. Wyjatkiem byt kisiel zaggszczony skrobia
kukurydziang zwykla, ktory charakteryzowatl si¢ co najmniej 3 razy nizsza wartoscia
tiksotropii od skrobi zwyktych pozostalych gatunkéw. Podobnie w skrobiach woskowych,
kisiel zageszczony skrobig kukurydziang charakteryzowal si¢ najwicksza stabilnos$cia
reologiczng. Aczkolwiek w przypadku tego produktu odnotowano nieznaczne wlasciwosci
reopeksyjne.

Tabela 1. Warto$ci parametrow rownan reologicznych Ostwalda de Waele’a oraz Casson’a
zastosowanych do opisania krzywych ptynigcia badanych kisieli

Model Model
Skrobia Ostwalda de Waele’a Casson’a
K [Paes"] n R® 1o [Pa] 1 [Pass] R®

ZEL 11,7" 0,392° 0,99 32,0” 0,069 0,99
z 66,7 0,332° 0,99 158,9 0,221% 0,96
W 5,8® 0,601° 0,99 24,4 0,245° 0,98
K 20,3° 0,382%® 1,00 55,0° 0,111° 1,00
KW 1,1° 0,785 1,00 3,2° 0,200 1,00
R 17,5% 0,360® 1,00 44,6% 0,077° 0,98
RWS 44,9 0,325° 0,99 105,9 0,136" 0,96
RWA 5,0% 0,587° 1,00 18,6® 0,184° 0,99

Kisiel jest produktem spozywanym w bardzo szerokim zakresie temperatur (wynika
to z upodoban konsumeta). Niezaleznie od temperatury konsumpcji, kisiel powinien
charakteryzowac¢ si¢ odpowiednimi wtasciwo$ciami reologicznymi. Z tego wzgledu, podczas
projektowania produktu jakim jest kisiel, celowe jest stosowanie zagestnikow
charakteryzujacych si¢ wysoka odpornoscia reologiczng na zmiany temperatury. W tabeli 2
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przedstawiono parametry rownania Arrhenius TTS, ktérymi opisano krzywe zaleznosci
lepkosci od temperatury badanych kisieli. Wykorzystany model charakteryzowat si¢ bardzo
dobrym dopasowaniem do danych eksperymentalnych, a warto$ci wspolczynnika
determinacji byly wigksze niz 0,97. Na podstawie rdéznic obserwowanych migdzy
warto§ciami statej materialowej 1.p, mozna wyodrebni¢ dwie jednorodne grupy deserow
o dos¢ niskiej oraz wysokiej lepkosci. Wyjatek stanowity kisiele przygotowane na bazie obu
odmian skrobi kukurydzianej, ktore nie zostaly przypisane do zadnej z grup. Jednoczesnie
charakteryzowaty si¢ one skrajnymi warto$ciami tego parametru.

Najwyzszymi warto$ciami energii aktywacji ptynigcia (E) cechowaly si¢ wszystkie
desery zaggszczone skrobig ziemniaczang. Z kolei najnizsza warto$¢ parametru E obliczono
dla kisielu zageszczonego skrobig kukurydziang zwykla. Pozostate desery przyjmowaty
wartosci energii aktywacji ptynigcia w zakresie 150,0 - 165,1 J/mol, a obserwowane réznice
mi¢dzy nimi nie byly statystycznie istotne. Do produkcji kisielu o wysokiej jakosci,
charakteryzujacego si¢ wzglednie stala lepkoscia w szerokim zakresie temperatur,
rekomendowane powinno by¢ uzywanie skrobi produkowanej z ziemniakow.
W szczegolnosci korzystnie jest wykorzystanie skrobi ziemniaczanej woskowej, ktora
pomimo niskiej lepkosci charakteryzuje si¢ wysoka warto$cig energii aktywacji plynigcia.

Tabela 2. Wartoéci parametréw rownania Arrhenius TTS oraz tiksotropia badanych kisieli

Skrobia Model Arrhenius TTS Tiksotropia

Nep [Pass] E [J/mol] R? [Pass]

ZEL 0,279 208,3 0,98 10800°
Z 0,650° 296,3 0,98 40590°
ZW 0,315 231,8 0,99 10148°
K 0,731 109,7 0,97 3349°
KW 0,175 161,0° 0,99 -1922¢

R 0,318 159,0°% 0,98 11110°
RWS 0,659° 165,1° 1,00 36770°
RWA 0,283 150,0° 0,99 3413°

Podobnie jak wigkszo$¢ ptynow nienewnotnowskich, kisiel nie jest produktem
stabilnym reologicznie, a jego lepko$¢ zalezy od czasu dziatania sit $cinajacych. Na rysunku
2 przedstawiono krzywe zaleznosci lepkosci pozornej badanych deseréw w zalezno$ci
od czasu $cinania. W przypadku kisieli charakteryzujacych si¢ duza lepkoscia
(zageszczonych skrobig ziemniaczang zwykla oraz ryzowa woskowa XS) lepko$¢ pozorna
ulegata relatywnie gwaltownemu obnizeniu na poczatkowym etapie badania, a nastgpnie
obserwowany byt jej powolny progresywny spadek. W przypadku kisieli zageszczonych
skrobig woskowa pochodzaca z ziemniakow oraz kukurydzy, widoczny jest wzrost lepkosci
w poczatkowym etapie Scinania. Nastepnie osiggana jest lepko$¢ rownowagowa. Z kolei
lepko$¢ pozorna pozostatych z badanych deseréw ulegata nieznacznemu obnizeniu
w poczatkowym etapie badania, osiggajac plateau w czasie pierwszych 30 sekund $cinania.
Tempo obserwowanych zmian w pewnym stopniu znajduje odzwierciedlenie w obliczonych
wartos$ciach tiksotropii (Tabela 2).
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Rysunek 2. Krzywe lepko$ci pozornej w zaleznosci od czasu $cinania

Migdzy wlasciwosciami reologicznymi a tekstura zywno$ci obserwowana jest silna
zalezno$¢ [Lewandowicz i in., 2003]. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na to, ze badania
reologiczne stanowig doskonate narzgdzie podczas projektowania nowych produktow
czy opracowywania rekomendacji zastosowan dla zagestnikow. Z kolei instrumentalne
badania tekstury skorelowane z badaniami sensorycznymi pozwalaja na obiektywna oceng
akceptowalnosci konsumenckiej deserow.

W tabeli 3 zestawiono analizowane parametry uniwersalnego profilu tekstury (TPA)
badanych deserow. Wsrod analizowanych  parametrow  tekstury  najwigkszym
zréznicowaniem charakteryzowaty sie twardos$¢, adhezyjno$¢ oraz gumowatos$é. Wartosci
sprezystos¢ miescily si¢ w dos$¢ waskim zakresie 0,86-1,00. W przypadku spdjnosci nie
zaobserwowano statystycznie istotnych réznic miedzy badanymi probkami. Najsilniejszymi
wlasciwosciami teksturotworczymi charakteryzowaty si¢ skrobie zwykle: ziemniaczana oraz
kukurydziana, kolejno skrobia ryzowa woskowa (XS). Z kolei najstabsze wilasciwosci
teksturotworcze wykazywaty pozostate odmiany skrobi woskowych. Jednocze$nie parametry
uniwersalnego profilu tekstury kisieli przygotowanych z ich dodatkiem nie réznity si¢
statystycznie istotnie.

Tabela 3. Warto$ci parametrow uniwersalnego profilu tekstury badanych kisieli

Skrobia Twardo$¢ [N] Adhezyjno$é [N-s] Spéjnosé [-]  Sprezystosé [-] Gumowato$¢ [N]

ZEL 0,74 -2,08 0,70° 0,94 0,52
z 1,33° 4,71 0,68 0,93™ 0,89
ZW 0,37° 0,042 0,68 1,00° 0,25°
K 1,19 -12,58 0,67 0,86° 0,79
KW 0,34 0,00 0,73 1,00° 0,25°
R 0,39 0,347 0,74% 0,99 0,29°
RWS 1,05 -3,58 0,63° 0,92® 0,66
RWA 0,36° 0,00 0,73 0,99 0,26°
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Kisiele zageszczone skrobiami majacymi tendencje do zelowania charakteryzowat si¢
wyzszymi wartosciami parametroéw tekstury negatywnie postrzeganych przez konsumentow
tj. adhezyjno$ci oraz gumowato$ci. W szczeg6élno$ci skrobia kukurydziana zwykla
charakteryzowata  si¢  niekorzystnymi  proporcjami  pomigdzy  poszczegdlnymi
wyznacznikami tekstury. Kisiele z dodatkiem skrobi woskowych charakteryzowaty si¢
znacznie delikatniejsza tekstura. Szczegolnie korzystnie w tym aspekcie wypada skrobia
ryzowa woskowa (XS), ktora rownoczesnie charakteryzuje si¢ wysoka lepkoscia. Jednak
ze wzgledu na ponad dwukrotnie wyzsza cen¢ tego gatunku skrobi w stosunku do skrobi
ziemniaczanej woskowej, jej wykorzystanie jest ekonomicznie nieuzasadnione.

Whioski

Kisiele wyprodukowane na bazie skrobi zwyklych oraz woskowych rdéznego
pochodzenia botanicznego cechuja si¢ odmienng charakterystyka reologiczng. W znaczacej
mierze wynika to ze zdolnosci skrobi odmian zwyklych do zelowania. Najsilniejszymi
wlasciwosciami zageszczajacymi tego typu deserow charakteryzujg si¢ skrobia ziemniaczana
zwykta oraz ryzowa woskowa (XS). Przy czym zaggstnikiem pozwalajacym otrzymaé
produkt o najwyzszej jakosci jest skrobia ziemniaczana woskowa. Majac na uwadze wzgledy
ekonomiczne, rekomendowanymi zagestnikami do produkcji kisielu sa obie odmiany skrobi
ziemniaczanej.

Autorzy pragng podziekowac Panu Pawtowi Koniecznemu z firmy HORTIMEX PLUS
oraz firmie AVEBE za przekazanie skrobi ziemniaczanej woskowej do badan.
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WEASCIWOSCI REOLOGICZNE ORAZ TEKSTURA BUDYNI ZAGESZCZONYCH
SKROBIA WOSKOWA ROZNEGO POCHODZENIA BOTANICZNEGO

Streszczenie

Budyn jest deserem na bazie mleka z dodatkiem zaggstnikow (skrobi lub innych
hydrokoloidéw) oraz cukru i dodatkéw smakowo-zapachowych. Najczgéciej stosowanym
zagestnikiem do produkcji budyni jest skrobia bielona. Alternatywa dla skrobi bielonych
mogg by¢ skrobie natywne odmian woskowych, ktore charakteryzujg si¢ konkurencyjnymi
wlasciwo$ciami reologicznymi.

Celem badan byta ocena wptywu dodatku skrobi woskowych réznego pochodzenia
botanicznego na wlasciwosci reologiczne i uniwersalny profil tekstury budyni.

Material do badan stanowity handlowe skrobie w odmianach zwyktych oraz
woskowych: ziemniaczane, kukurydziane oraz ryzowe. Material odniesienia stanowila
ziemniaczana skrobia bielona. Badania reologiczne obejmowaty: krzywe lepkos$ci , zmiane
lepko$ci w czasie $cinania oraz temperaturowy profil lepkosci. Pomiary prowadzono
z uzyciem reometru rotacyjnego RotoViscol (Haake, Niemcy) stosujgc uktad pomiarowy
720 DIN. Teksture budyni badano na teksturometrze TA.XT2 (Stable Micro Systems,
Anglia) mierzac: twardo$¢ [N], adhezyjno$¢ [N-s], spojno$¢ [-], sprezysto$¢ [-]
i gumowatos¢ [N].

Badane budynie pod wzgledem reologicznym stanowily ptyny nienewtonowskie,
pseudoplastyczne i tiksotropowe. Najsilniejszymi wlasciwos$ciami zaggszczajacymi
i teksturotworczymi charakteryzowaly si¢ skrobie z tendencja do zelowania tj. kukurydziana
zwykla oraz ziemniaczana zwykla. Jednak charakteryzowaly si¢ one mala stabilnoscia
reologiczng. Z tego tez wzgledu rekomendowana jest produkcja budyni na bazie skrobi
odmian woskowych.

Stowa Kkluczowe: skrobia woskowa, reologia, tekstura, budyn

Woprowadzenie

Budynie to desery o poistatej teksturze na bazie mleka, skrobi i cukru [Lim
i Narsimhan, 2006]. W handlu rosnaca popularnoscig ciesza si¢ gotowe do spozycia
po zalaniu wodg budynie typu instant, jednak do dyspozycji konsumentow sa takze budynie
przeznaczone do samodzielnego przygotowania. W saszetkach znajdujemy proszek
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sktadajacy si¢ ze skrobi, hydrokoloidéw, cukru, barwnikéw i aromatéow, a zadaniem
konsumenta jest rozpuszczenie go w mleku i podgrzanie przygotowanej zawiesiny
[Vélez-Ruiz i in., 2006].

Wazng role teksturotworcza w tego typu deserach odgrywa rodzaj uzytej
do ich wytworzenia skrobi, ktora nadaje im takie cechy jak spojno§é czy sprezystosé
[Verbeken i in., 2006]. W literaturze odnajdujemy wiele prac na temat wptywu sktadu
mlecznych deserow na ich wiasciwosci reologiczne [Depypere i in., 2003; Lewandowicz
i in., 2003; Verbeken i in., 2004; Mohammed i in., 2006; Tarrega i Costell, 2006; Verbeken
iin., 2006; Vélez-Ruiz i in., 2006; Gonzalez-Tomas i in., 2007; Kersiene i in., 2008; Zander
i in., 2009]. Pofaczenie skrobi z hydrokoloidami nieskrobiowymi powoduje zmiany
wlasciwos$ci reologicznych mieszanin w zaleznosci od rodzaju i st¢zenia tych biopolimerdéw
w ukladzie. Ponadto pochodzenie botaniczne skrobi moze by¢ zrédlem zmiennosci
wiasciwosci reologicznych budyni.

Najpopularniejszym rodzajem skrobi stosowanym do produkcji tego typu deserdéw
jest skrobia modyfikowana chemicznie na drodze utleniania [Lewandowicz i in., 2003].
Proces utleniania skrobi prowadzi do tworzenia si¢ grup karboksylowych i karbonylowych
oraz degradacji tancucha skrobiowego. Z technologicznego punktu widzenia proces
utleniania pozwala na uzyskanie produktu o obnizonej lepkosci i tendencji do retrogradacji
[Lewandowicz i Maczynski, 1990]. Ponadto skrobia bielona (o niskim stopniu podstawienia)
charakteryzuje si¢ ponadprzecietng tendencja do zelowania [Lewandowicz i in., 2003].

Niech¢¢ konsumentéw w stosunku do skrobi modyfikowanych spowodowat
poszerzenie oferty rynkowej o tzw. skrobie woskowe, ktére moga stanowié¢ alternatywe dla
stosowanych w przemysle spozywczym skrobi modyfikowanych chemicznie. Skrobie
woskowe nie zawieraja amylozy (liniowej frakcji tego polisacharydu) i dlatego
charakteryzujg si¢ unikalnymi wlasciwosciami reologicznymi. Jednocze$nie amyloza
odpowiada za zdolno$¢ skrobi do zelowania, nadajac charakterystyczng teksture budyniu.
Z tego wzgledu mozliwo$¢ wykorzystania skrobi woskowych do produkcji deserow
mlecznych moze by¢ ograniczona. Dlatego celem niniejszej pracy byla ocena wiasciwosci
reologicznych i tekstury budyni przygotowanych na bazie natywnych skrobi woskowych
oraz weryfikacja przydatnosci technologicznej badanych skrobi do ich produkcji.

Material i metody

Materiat do badan stanowily natywne skrobie w odmianach zwyklych oraz
woskowych:

- ziemniaczana Superior Standard (PPZ Trzemeszno, Polska),

- ziemniaczana woskowa "Eliane 100" (Avebe, Holandia),

- kukurydziana "Maisita 21.000" (Agrana, Austria),

- kukurydziana woskowa "Maisita 21.007" (Agrana, Austria),

- ryzowa "Remy DR" (Beneo, Belgia),

- ryzowa woskowa "Remyline XS" (Beneo, Belgia),

- ryzowa woskowa "Remyline AX-DR" (Beneo, Belgia).

Materiat odniesienia stanowila ziemniaczana skrobia bielona ,,Skrobia Budyniowa”
(WPPZ Lubon, Polska) 0 zawarto$ci grup karboksylowych 0,04%.
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Budyn przygotowywano na bazie: 18 g badanej skrobi, 20 g sacharozy, 250 g mleka
o zawartosci ttuszczu 3,2%, wedlug metodyki zaproponowanej przez Lewandowicz i wsp.
[2003]. Przygotowane proby do badan zakodowano nast¢gpujacymi oznaczeniami:

- BUD — budyn z dodatkiem skrobi bielonej ,,Skrobia Budyniowa”,

- Z — budyn z dodatkiem skrobi ziemniaczanej zwyktej,

- ZW- budyn z dodatkiem skrobi ziemniaczanej zwyktej woskowej,

- K —budyn z dodatkiem skrobi kukurydzianej zwyktej,

- KW — budyn z dodatkiem skrobi kukurydzianej woskowej,

- R — budyn z dodatkiem skrobi ryzowej zwyktej,

- RWS — budyn z dodatkiem skrobi ryzowej woskowej (XS),

- RWA — budyn z dodatkiem skrobi ryzowej woskowej (AX-DR).

Badania witasciwo$ci reologicznych prowadzono przy uzyciu reometru rotacyjnego
RotoViscol firmy Haake (Niemcy) wyposazonego w zestaw termostatujacy DC30-K10 oraz
uktad pomiarowy Z20 DIN. Probki budyniu przed pomiarem byty relaksowane oraz
termostatowane w cylindrze pomiarowym przez 5 minut. Rejestracji wynikow oraz obliczen
dokonywano przy uzyciu programu RheoWin 3.40. Wyznaczono:

- krzywe lepkosci pozornej zaleznosci od szybkos$ci §cinania, w zakresie 1-600-1 s
! czasie 4 min oraz temperaturze 20°C. Otrzymane krzywe opisano modelem Ostwalda de
Waele'a [77 = K-)'/"_l] gdzie: n - lepko$¢ (Paes), K - wspotczynnik konsystencji [Pass"],
Y ' - szybko$¢ Scinania (s1), n - wskaznik plynigcia (wielko$¢ wskazujaca na zbiezno$é
z przeptywem newtonowskim).

- krzywe lepkosci pozornej w zalezno$ci od temperatury: w zakresie temperatury
20-60°C, przy predkosci ogrzewania 3°C/min oraz szybkosci $cinania 100 s™. Otrzymane

krzywe opisano rownaniem Arrhenius TTS [n, = 1, - exp(g*n]gdzie: Mp - lepkos¢ pozorna
(Pass), n.p - stata materialowa (Paes), E - energia aktywacji ptynigcia (J/mol), R- stata
gazowa (J/Kemol), T- temperatura (K).

- krzywe lepkos$ci pozornej w zaleznos$ci od czasu $cinania, w trybie CR, czasie
5 minut przy szybkosci $cinania 50 s™ i temperaturze 20°C.

Analiz¢ uniwersalnego profilu tekstury (TPA) wykonano przy uzyciu teksturometru
TA.XT2 firmy Stable Micro Systems (Wielka Brytania) wyposazonego w aluminiowg
cylindryczng sond¢ o $rednicy 35 mm. Przeprowadzono test ,,podwojnego ugryzienia”
- probki budyniu byty dwukrotnie penetrowane na gigbokosé 20 mm z predkoseia 0,5 mm/s.
Wyznaczono nastepujace wyrdzniki tekstury: twardos¢ (N), adehzyjnosé (Nes), spdjnosé,
sprezystos¢ 1 gumowato$é (N).

Statystyczng analiz¢ danych wykonano w programie Statistica 12 (StatSoft).
Prezentowane wyniki stanowig $rednig arytmetyczng z trzech powtorzen. Przeprowadzono
jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem Tukey’a. Za graniczny poziom
istotnos$ci przyjeto p=0,05. Grupy jednorodne oznaczono tg samg literg.

Wyniki i dyskusja

Desery typu budyn nalezy rozpatrywac jako kleik skrobiowy stabilizowany biatkami
mleka, dlatego ich wlasciwosci reologiczne bgda przypominaty zaréwno zele jak i plyny
[Oakenfull i in., 1999; Chantrapornchai i McClements, 2002; Dierckx i Huyghebaert, 2002;
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Luck i in., 2002; Dickinson, 2003]. Na rysunku 1 przedstawiono przyktadowe krzywe
lepkosci badanych budyni. Wszystkie badane desery byly plynami nienewtonowskimi,
pseudoplastycznymi, tikotropowymi oraz charakteryzowaly si¢ granica ptynigcia. Podobnie
zachowywaty si¢ produkty handlowe w badaniach przeprowadzonych przez Zander i wsp.
[2009]. Najwyzszymi wartosciami lepkosci w calym =zakresie szybkosci $cinania
charakteryzowaly si¢ wszystkie budynie zaggszczone roznymi rodzajami skrobi
ziemniaczanej. Obserwowane réznice migdzy budyniami na bazie skrobi ziemniaczanej
zwyklej oraz budyniowej byly niewielkie. Z kolei deser przygotowany ze skrobi
ziemniaczanej woskowej charakteryzowat si¢ wyraznie mniejszg lepkoscia od pozostatych.
Obserwowane réznice miedzy pozostatymi budyniami byly stosunkowo niewielkie. Jedyny
wyjatek stanowil deser zageszczony skrobia ryzowa zwykla, ktérego lepkos¢ w catym
badanym zakresie szybkosci $cinania byta najnizsza.

100 3 BUD === 7
] W ceeees K
KW e— R
RWS = == RWA

Lepkosc [Pa-s]

e T — T -]
e T T T

0,1 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Szybkos¢ scinania [s!]
Rysunek 1. Krzywe lepkosci badanych budyni

Parametry lepkosciowego rownania Ostwalda de Waele’a, ktérym opisano otrzymane
krzywe lepkosci, zestawiono w tabeli 1. Najwyzsza wartoscig wspotczynnika konsystencji
(K) cechowat si¢ budyn z dodatkiem skrobi ziemniaczanej zwyktej, jednoczesnie warto§é
wspodtczynnika wskazujacego na zbiezno$é z przeptywem newtonowskim (n) przypisana dla
tego deseru byla najnizsza. Pozostale skrajne wartosci wspolczynnikéw rownania Ostwalda
de Waele’a obliczono dla budyniu zageszczonego skrobia ryzowa woskowsa (XS), ktorego
konsystencja byla najnizsza, a przeplyw najbardziej zblizony do newtonowskiego.
Za wyjatkiem wspomnianego wczesniej budyniu przygotowanego na skrobi ryzowej
woskowej (XS), oba parametry rownania Ostwalda de Waele’a nie roznily si¢ statystycznie
istotnie w grupie deseréw zageszczonych skrobiami woskowymi. Zagestnikami o podobnym
wptywie na wilasciwosci reologiczne budyniu (jak i w przypadku materiatu odniesienia -
skrobi budyniowej) byly odpowiednio skrobia kukurydziana woskowa oraz ziemniaczana
zwykla.
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W badanych deserach wyraznie widoczne bylo zjawisko tiksotropii, ktore
na krzywych lepkosci charakteryzuje si¢ mniejszym wzrostem lepkosci niz poczatkowy jej
spadek na etapie, gdy szybko$¢ $cinania jest obnizana [Schramm, 1988]. Tiksotropowa
struktura produktu spozywczego jest niekorzystna, poniewaz $wiadczy o niestabilno$ci
reologicznej [Sikora i in., 2011]. Nalezy jednak zwroci¢ uwagg, ze ze wzgledu na aspekty
sensoryczne catkowite wyeliminowanie struktury tiksotropowej budyniu jest niepozadane.
W tabeli 1 zestawiono wartoéci pola powierzchni petli histerezy tiksotropii. Wielko$¢ tego
parametru byta wyraznie dodatnio skorelowana z lepkoscig odczytang z krzywych lepkosci
(rysunek 1). Budynie o wysokiej lepkosci (zaggszczone réoznymi rodzajami skrobi
ziemniaczanej) cechowaly si¢ wysokimi warto$ciami tiksotropii. Podczas gdy najnizsza
warto$¢ pola powierzchni petli histerezy obliczono dla deseru o najnizszej lepkosci na bazie
skrobi ryzowej. Jednoczesnie wartosci tiksotropii dla pozostatych deser6w nie roznity si¢
statystycznie istotnie.

Tabela 1. Warto$ci parametrow lepko$ciowego rownania Ostwalda de Waele’a oraz
tiksotropia badanych budyni

Model

Skrobia Ostwalda de Waele’a (Lepkos¢) Tiksotropia
K [Pass"] n R® [Pa/s]

BUD 321,6° 0,150® 1,00 183 700°
z 700,6 0,016° 1,00 209 800°
ZW 63,9° 0,361% 0,95 72 015°
K 83,1° 0,247 1,00 23 155%
KW 110,5® 0,213 1,00 51 140
R 62,2° 0,169" 1,00 19 580°
RWS 32,9° 0,460° 0,96 43 810%™
RWA 457 0,332°% 0,99 25 375%

Jak wspominano wczesniej, budyn nalezy do produktow niestabilnych reologicznie,
a jego lepko$¢ zalezy od czasu dzialania sit $cinajacych. W pewnym stopniu wynika
to z typowej dla budyniu zelowej struktury, ktora jest osiggana po ochlodzeniu. Na rysunku 2
przedstawiono krzywe zaleznosci lepkosci pozornej od czasu $cinania badanych deserow.
Otrzymane wyniki dostarczaja tozsamych informacji o badanych zaggstnikach zaré6wno
wzgledem lepkosci (Rys 1.) jak i stabilnosci (Tab 2.). Najwigkszym spadkiem lepkosci
charakteryzowaty si¢ probki budyniu o wysokiej lepkosci oraz tiksotropii (zaggszczone
skrobiami  ziemniaczanymi), z kolei najmniejsze zmiany odnotowano dla deseru
zageszczonego skrobig ryzowa, ktéry cechowala najnizsza lepko$¢ oraz tiksotropia.
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Rysunek 2. Krzywe lepko$ci pozornej w zalezno$ci od czasu $cinania badanych budyni

Budyn nalezy do produktéow, ktére moga byé spozywane na zimno i na goraco.
Zazwyczaj produkty typu instant, ktore charakteryzuja si¢ struktura zolu konsumowane
sg na gorgco lub w temperaturze pokojowej, podczas gdy produkty tradycyjne 0 strukturze
zelu podaje si¢ w temperaturach chtodniczych. Temperatura ma znaczacy wptyw na lepkos¢
pltynéw, poniewaz wraz z jej wzrostem rosnie energia, jaka jest dostarczana do probki,
wskutek czego oddzialtywania oraz tarcie migdzyczasteczkowe podczas plyniecia jest
zmniejszone [Juszczak i in., 2012]. Ma to szczegdlne znacznie podczas projektowania
nowych produktéw, poniewaz temperatura serwowania bedzie wpltywata na wydajnosé
uzytego zagestnika.

W tabeli 2 zestawiono parametry rOwnania Arrhenius TTS, ktorym opisano krzywe
zaleznosci lepkosci pozornej od temperatury badanych budyni. Wykorzystany model
charakteryzowal si¢ bardzo dobrym dopasowaniem do uzyskanych danych empirycznych
(R>0,98). Najwyzszymi wartociami stalej materialowej (Nep) charakteryzowaly sig
budynie na bazie skrobi posiadajacych duzg zdolno$¢ do zelowania (budyniowa oraz
kukurydziana zwykla). Kolejng co do wielkosci warto$¢ parametru (nep) Przypisano
deserowi na bazie skrobi ziemniaczanej zwyktej, ktora cechuje si¢ nieco stabsza tendencja do
tworzenia zelu. Roznice w warto$ciach statej materiatowej pozostatych deseréw nie roznity
si¢ istotnie statystycznie z wyjatkiem budyniu przygotowanego na bazie skrobi ryzowej
zwyktej, ktory charakteryzowat si¢ najnizsza lepko$cig. Najwyzszg wartos¢ energii aktywacji
ptynigcia (E) (wynoszaca 229,2 J/mol) wyznaczono dla budyniu zageszczonego skrobig
ziemniaczang zwykla. Dobrg odporno$cig reologiczng na zmiany temperatury
charakteryzowaly si¢ takze desery przygotowane na bazie skrobi budyniowej oraz skrobi
woskowych. Jednoczesnie budynie na bazie skrobi odmian zwyklych cechowaty sig¢
mniejszymi warto$ciami energii aktywacji plyniecia.
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Tabela 2. Wartoéci parametréw rownania Arrhenius TTS badanych budyni

Skrobia Model Arrhenius TTS

Nep [Pa*s] E [J/mol] R’

BUD 1,306° 201,7° 0,99
z 0,886° 229,2 0,98
ZW 0,802" 189,8° 0,98
K 1,240° 147,9 0,99
KW 0,641° 203,8" 0,99
R 0,405 163,8° 0,99
RWS 0,670% 197,7° 1,00
RWA 0,787*° 1443 0,99

Tekstura obok smakowitos$ci stanowi jeden z najwazniejszych wyréznikow
jakosciowych budyniu. Metoda profilowania tekstury pozwala na obiektywny
wiecloparametrowy pomiar  wilasciwosci  mechanicznych  produktu  spozywczego.
Analizowane parametry uniwersalnego profilu tekstury zestawiono w tabeli 3. Wsrod
badanych wyr6znikow tekstury najwigkszym zroéznicowaniem charakteryzowaly sig¢
twardo$¢ oraz adhezyjno$é. WartoSci spdjnosci 1 sprezystosci nie roznity si¢ istotnie
statystycznie. Z kolei réznice w gumowatosci, ktora jest iloczynem twardosci i spojnoscei,
wynikaly w znaczacej mierze ze zmian twardosci. Podobna charakterystyke profilu tektury
otrzymali Lewandowicz i wsp. [2003], ktorzy analizowali budynie przygotowane na bazie
skrobi utlenionych o réznym stopniu podstawienia.

Najwyzsza twardoscia oraz adhezyjnos$cia charakteryzowaty si¢ budynie z dodatkiem
skrobi o duzej sklonnosci do zelowania (budyniowa, ziemniaczana zwykla oraz
kukurydziana zwykta). Stosunkowo wysokimi wartosciami wspomnianych parametréw
tekstury cechowat si¢ takze deser na bazie skrobi ryzowej woskowej (XS), ktorego lepkosé
posrod analizowanych probek byla najwyzsza. Budynie przygotowane na bazie skrobi
woskowych charakteryzowaly si¢ ,sensorycznie” delikatniejszg teksturg. Pozwala
to na rekomendowanie tych zagestnikow do produkcji wariantu instant tego deseru.

Tabela 3. Warto$ci parametrow uniwersalnego profilu tekstury badanych budyni

Skrobia Twardo$¢ [N] Adhezyjnosé [N*s] Spéjnosé [-] Sprezystos¢ [-] Gumowatosé [N]

BUD 3,19 -33,38¢ 0,59° 0,91° 1,88"
z 3,87° -18,03° 0,64° 0,92° 2,45°
ZW 0,59% -1,35° 0,68 0,92° 0,40°
K 4,29° -34,561 0,54° 0,91° 2,23
KW 1,21° -1,57° 0,63 0,90° 0,76°
R 0,85% -5,53% 0,72 0,96° 0,61°
RWS 1,82® -16,33"™ 0,69° 0,96° 1,25
RWA 0,98% -1,61° 0,64° 0,92° 0,62°
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Whioski

Budynie przygotowane na bazie skrobi odmian zwyklych oraz woskowych réznego
pochodzenia botanicznego cechuja si¢ odmienng teksturg oraz charakterystyka reologiczna.
Najsilniejsza zdolnoscia zageszczajaca cechowaly si¢ obie odmiany skrobi ziemniaczanej,
z kolei najsilniejsze wlasciwosciowosci teksturotworcze wykazywaly skrobie odmian
zwyklych ziemniaczana oraz kukurydziana. Zagestnikami pozwalajacymi na otrzymanie
produktu o najwyzszej jakosci sa woskowe odmiany skrobi ziemniaczanej, kukurydzianej
oraz ryzowej (XS).

Autorzy pragng podziekowac Panu Pawtowi Koniecznemu z firmy HORTIMEX PLUS
oraz firmie AVEBE za przekazanie skrobi ziemniaczanej woskowej do badan.
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WYKORZYSTANIE WYBRANYCH HYDROKOLOIDOW JAKO ZAMIENNIKOW
TLUSZCZU W EMULSJACH MAJONEZOWYCH

Streszczenie

Celem pracy byla ocena wybranych hydrokoloidéw, jako zamiennikow thuszczu,
do przygotowania emulsji majonezowych o obnizonej zawarto$ci thuszczu. Do badan
wykorzystano preparaty inuliny HP i HPX, gume¢ arabska i ksantan, zasmazke I stopnia bez
thuszczu oraz zelatyng. Zawarto$¢ fazy olejowej w majonezachz dodatkami obnizono
0 50%. Przygotowane majonezy poddano ocenie sensorycznej metodg punktows, dodatkowo
oceniono adhezyjnosé, gestosc, jednorodnosc, sprezystose, kleisto$é oraz lepkosc.

Wyniki badan wskazuja, ze wykorzystane hydrokoloidy moga by¢ stosowane
do produkcji majonezéw o obnizonej zawartosci ttuszczu. Wprowadzone dodatki nadaty
pozadane walory sensoryczne i odpowiednig lepko$¢ emulsjom majonezowym. Najlepsza
jakoscia charakteryzowat si¢ majonez z dodatkiem zelatyny. Zastosowanie tego zamiennika,
oprocz obnizenia kaloryczno$ci, pozwolito na uzyskanie produktu o najwyzszej lepkosci
oraz walorach sensorycznych lepszych od majonezu z petng zawartoscia thuszczu.

Stowa kluczowe: emulsja, hydrokoloidy, majonez, zamienniki ttuszczu

Woprowadzenie

Stosowanie zamiennikow tluszczu w produkcji zywnosci pozwala najskuteczniej
obnizy¢ jej kalorycznos$¢. Nie jest to proces tatwy, poniewaz zastgpienie thuszczu innymi
dodatkami lub catkowite wyeliminowanie go z produktu stanowi powazny problem
technologiczny. Tluszcz jest skladnikiem ksztaltujacym wiele cech sensorycznych
produktow, np. tekstur¢ i smakowitos¢ [Tyszkiewicz, 1992]. Produkcja zywnosci
0 obnizonej energetyczno$ci wymaga zatem zastosowania dodatkow o odpowiednich
wlasciwosciach, konsekwencja czego bedzie uzyskanie zamierzonego efektu
technologicznego. Ze wzgledu na wlasciwosci zamienniki ttuszczu dzieli si¢ na substytuty
(analogi) tluszczu, mimetyki tluszczu oraz substancje barierowe. Substytuty tluszczu
to substancje, ktorych termiczne i fizyczne wiasciwosci przypominajg thuszcz i moga go
catkowicie zastapi¢ we wszystkich zastosowaniach, nie wylaczajac smazenia [Mleko
i Achremowicz, 1994; Gorecka i Krygier, 2004]. Przyktad takiego substytutu stanowi olestra,
ktora jest mieszaning szescio-, siedmio- i o$mioestrow sacharozy z kwasami tluszczowymi
o diugich tancuchach. Druga bardzo liczna grupa zamiennikow tlhuszczu sa mimetyki
thuszczu, ktore posiadaja tylko niektore technologiczne wlasciwosci tluszczow,
np. teksturotworcze, emulgujace. Naleza do nich zwiazki na bazie weglowodanowi biatek,
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sa wiec to substancje charakteryzujace si¢ odmiennym profilem smakowym niz thuszcze i nie
moga by¢ stosowane w procesie smazenia, poniewaz stosunkowo tatwo ulegaja denaturacji
lub karmelizacji. Mimetyki znalazly jednak zastosowanie jako zamienniki tluszczu
do produkcji emulsji majonezowych. Typowy majonez zawiera 70-80% ttuszczu i mimo
wysokiej zawarto$ci thuszczu w stosunku do wody, jest emulsja typu olej w wodzie.
W wyniku duzego stgzenia fazy olejowej w stosunku do wodnej, czynnikiem stabilizujacym
emulsje majonezowe jest wysoka lepko$¢ [Kowalska i in., 2011].

Weglowodanowe zamienniki thuszczu sa jedng z najbardziej popularnych grup, juz
od wielu lat mozna je spotka¢ w produktach niskoenergetycznych ze wzgledu na funkcje
jakie pelnia. Sa to dlugotancuchowe i wielkoczasteczkowe polimery, ktdre sa rozpuszczalne
badz zawieszalne w wodzie. Maja wlasciwosci zageszczajace, zelujace, stabilizujace, stosuje
si¢ je w stez. 0,1 — 0,5%, poniewaz juz w tak niskim stezeniu mocno powigkszaja lepkos¢
fazy wodnej oraz stabilizuja emulsje [Tyszkiewicz, 1992; Stominska, 1999; Borowy
i Kubiak, 2010a; Borowy i Kubiak, 2010b]. Biatkowe zamienniki thuszczu s glownie
pochodzenia mlecznego i jajecznego. Naturalnym biatkowym zamiennikiem tluszczu jest
takze zelatyna, ktora nie denaturuje cieplnie, ale uptynnia si¢ w wysokiej temperaturze
i zeluje w niskiej [Tyszkiewicz, 1992].

Celem pracy byla ocena przydatnosci wybranych preparatbw pochodzenia
weglowodanowego 1 biatkowego, jako zamiennikow tluszczu, do otrzymania emulsji
majonezowych o zmniejszonej zawartosci thuszczu oraz okreslenie wplywu tych dodatkow
na wlasciwosci sensoryczne i wyrdzniki fizykochemiczne przygotowanych emulsji
majonezowych.

Material i metody badan
Material

Materiat do badan stanowily handlowe preparaty gumy arabskiej i ksantanu
(Hortimex) oraz inuliny Raftiline® HP i HPX (Orafti). Inulina HP wykazuje wysoka lepkos¢
i lekko stodki smak, inulina HPX natomiast jest fruktooligosacharydem bez smaku
i zapachu, o wysokiej zdolnosci do zelowania oraz podwyzszonej stabilno$ci termicznej.
W badaniach wykorzystano réwniez zelatyng wieprzowa (Winiary), make pszenng
wroctawska (Polskie Mtyny) oraz Kujawski olej rzepakowy (ZT ,,Kruszwica” S.A.).

Metody

Emulsje majonezowe otrzymano wg receptur przedstawionych w Tab. 1.
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Tabela 1. Receptury emulsji majonezowych o obnizonej zawarto$ci ttuszczu otrzymanych z
dodatkiem hydrokoloidéw

Olej
(ml)

Zamiennik ttuszczu Pozostate sktadniki

musztarda sarepska (3 g), zottko jaja (30 g),

Bez dodatku (wzorcowy) 100 ocet 6% (1 ml), cukier i s61 do smaku

Zelatyna roztwor zelatyny (3 g) w wodzie (15 ml) + ,,baza”
Inulina HP zel inulinowy HP (12,5 g) + ,,baza”
Inulina HPX zel inulinowy HPX (12,5 g) +,,baza”
50 roztwor gumy arabskiej (1g)
Guma arabska + ksantan i ksantanu (0,75 g) w wodzie

(20 ml) + ,,baza”

Zasmazka I stopnia bez

1 Y + EE)
thuszezu biata zasmazka (80 g) +,,baza

Sporzgadzenie majonezu:

Do naczynia okraglodennego wilozono zoitko, dodano 1/3 iloéci przewidzianej
musztardy 1 calo§¢ rozmieszano. Nastepnie dodawano bardzo cienkim strumieniem
(kroplami) olej, kierujac go na $cianki naczynia i ucierano emulsj¢ zachowujac jeden
kierunek wucierania. W chwili wytworzenia galaretowatej masy, zwigkszono ilo$¢
dodawanego oleju, szybko mieszajac. Po zuzyciu oleju dodano resztg musztardy, sol i cukier
i dalej szybko mieszajac przewidziang ilo$¢ hydrokoloidow. Majonez przetozono
do szklanego naczynia.

,,Baze” stanowig nastepujace sktadniki: musztarda sarepska (3 g), zottko jaja (30 g),
ocet 6% (1 ml), cukier i sél do smaku.

Przygotowanie roztworu zelatyny:

3 g zelatyny rozpuszczono w 15 ml cieplej wody (w/v). Przed zastosowaniem roztwor
schtodzono.

Przygotowanie Zeli inulinowych:

10 g inuliny HP lub HPX rozpuszczono na zimno w 10 ml wody (w/v). Otrzymane
W ten sposob zole pozostawiono na 24 godz. w temp. 20°C w celu wytworzenia zelu.
4 g thuszczu w majonezie zastapiono 1 g zelu.
Przygotowanie roztworu gumy arabskiej i ksantanu:

1 g gumy arabskiej i 0,75 g ksantanu rozpuszczono w 20 ml zimnej wody (wW/v).
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Przygotowanie zasmazki I stopnia bez thuszczu:

Na patelni¢ wsypano 24 g maki pszennej, ktéra ogrzewano bez zmian barwy tak,
by tatwo przesuwala si¢ na patelni, a nastepnie schtodzono i dodano ok. 120 ml zimnej
wody. Cato$¢ wymieszano i ogrzewajac doktadnie rozklejono.

Metody badania emulsji majonezowych

Przygotowane majonezy zostaly poddane ocenie sensorycznej metoda punktows.
Dokonano oceny konsystencji, barwy, smaku, zapachu, wygladu majonezu, poshugujac si¢
Tab. 2. Oceng ogo6lna majonezow obliczono mnozac $rednie oceny dla kazdego wyroznika
jakosciowego przez ustalone wspélczynniki wazkosci 1 zsumowanie wynikow.
Wspotczynnik wazkosci dla smakowitosci wynosit 0,4, dla barwy i zapachu 0,2, natomiast
konsystencji i wygladu ogdlnego 0,1. Otrzymane probki emulsji obserwowano takze pod
mikroskopem optycznym SM 102 A LED (Intraco Micro) przy powigkszeniu 10 x 10.
W tym celu na szkietka podstawowe naniesiono igla preparacyjng niewielka ilos¢ badane;j
emulsji, lekko ja rozprowadzajac 1 nie przykrywajac szkietkiem nakrywkowym.
Na podstawie obserwacji mikroskopowych i wyciggnicto wnioski dotyczace wygladu
emulsji.

Zakres badan otrzymanych emulsji majonezowych obejmowat rowniez okreslenie ich
adhezyjnoséci (przylepnos¢ probki do tyzeczki), gestosci (doustne odbieranie wrazenia
lepkos$ci), jednorodnosci (wrazenie gladkosci i jednorodno$ci probki), sprezystosci
(elastyczne odksztalcenie si¢ probki) i kleistosci (stopien przylegania préobki do jezyka
i podniebienia). Kleistos¢ i jednorodno$¢ oceniono w zakresie ocen: brak, wystepuje,
natomiast adhezyjnos¢, gesto$¢ i sprezystos¢ w zakresie: zta, dopuszczajaca, dostateczna,
dobra, bardzo dobra/bardzo duza, zbyt duza. Oznaczono réwniez lepko§¢ majonezow
z wykorzystaniem lepkosciomierza rotacyjnego Fungilab EXPERT.
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Tabela 2. Uktad skali pigciopunktowej oceny majonezéw

Wyréznik Skala punktowa
jakosci 5 4 3 2 1
Ciemnokremowa, lekko Zoblta, Ciemnozotta lub zbyt Niejednorodna, Nienaturalna, odbiegajaca
Barwa z6ttawa, catkowicie wyréwnana, biata, pojedyncze widoczne duze plamy, od typowej, intensywnie
wyrownana, blyszczaca blyszczaca plamy, smugi, matowa nietypowa, matowa niejednorodna
Obojetny, typowy, czysty  Delikatny, lekko Wyczuwalny Intensywny, o Wyczuwalny kwasny
Zapach aromat czuwaln nietypo zdecydowanym aromat, draznigc
wy y ypowy nasileniu aromatu ’ id
Rozptywajaca sie,
Puszysta, mato Lekko oleista, mato Wodnista, widoczne wydzielenie si¢
. Puszysta, lekka, gtadka, . .
Konsystencja ) gesta, puszysta lub wcale, rozwarstwiajgca sie, kropelek ttuszczu,
typowa, gesta, jednorodna . ; . . ;
jednorodna widoczne grudki niejednorodna zdecydowanie
niejednorodna
Wyglad Estetyczny, apetyczny, Estetyczny, Poprawny, mato Niezachecajacy, Zdecydowanie
ogblny zachgcajacy zadowalajacy apetyczny dopuszczajacy nieapetyczny, odrzucajacy
Pozadany, typowy, Tvoo Stabo Iub zbyt mocno Niepozadany, Drazniacy. eorzki. iefki
delikatny o yPowy, wyczuwalny kwasny nietypowy, acy, & > JEH,
Smak . przyjemny, : wyrazny obcy posmak
umiarkowanym smaku g smak, lekki posmak wyczuwalny obcy
. stodko-kwasny emulgatora
stodko-kwasnym obcy posmak
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Whyniki i dyskusja

Wyniki oceny sensorycznej emulsji majonezowych o obnizonej zawartosci thuszczu
i dodatkiem hydrokoloidow przedstawiono w Tab. 3.

Tabela 3. Zestawienie wynikow przeprowadzonej oceny sensorycznej majonezow (pkt)

Majonez Barwa Zapach Smak Konsystencja Wyglad ogolny
wzorcowy 3,7 4,3 3,8 3,7 3,4
z zelatyng 4,6 4,6 3,7 4,0 3.1
z inuling HP 3,3 2,9 2,3 2,8 2,6
z inuling HPX 3,9 3,4 2,4 2,6 3,0
z gumg arabskg i ksantanem 3,4 43 3,8 3,3 3,1
z zasmazka 4,3 3,8 29 4.1 43

Pod wzglgdem barwy, zapachu i konsystencji wyzsze noty w pordwnaniu
z majonezem pelnottustym otrzymat majonez z dodatkiem zelatyny. Emulsja
ta charakteryzowata si¢ najatrakcyjniejszg barwa i zapachem dla oceniajacych. W przypadku
konsystencji i wygladu ogolnego najwyzszg ocen¢ otrzymal majonez z dodatkiem zasmazki,
natomiast rownie smaczny co majonez tradycyjny okazal si¢ majonez z gumg arabska
i ksantanem. Pod wzgledem smaku i konsystencji najnizej ocenione zostaly majonezy
z dodatkiem zeli inulinowych. W ocenie ogélnej majonezéw, z uwzglednieniem
wspotczynnikow wazko$ei, najlepszy wynik otrzymal majonez z dodatkiem zelatyny
(Tab. 4). Jedrzejkiewicz i Florkowska [2007] podaja, ze na jako$¢ ogdlna majonezdéw
inulinowych najkorzystniej wplywa dodatek gumy guar, natomiast dodatek zelatyny
powoduje znaczne obnizenie ocen tej cechy. W majonezie z dodatkiem zelatyny, odczuwano
smak mdty, natomiast dodatek skrobi powoduje pojawienie si¢ posmaku macznego. Autorki
wykazaty, ze majonezy z udziatem samej inuliny, bez dodatku hydrokoloidow,
charakteryzowaly si¢ niska stabilnoscig. Dodatek gumy guar korzystnie wptynat
na stabilno$¢ produktu koncowego, co moze §wiadczy¢ o synergistycznym oddziatywaniu
inuliny i gumy guar.

Tabela 4. Ocena ogo6lna majonezow (pkt)

Majonez Ocena ogolna
wzorcowy 3,83
z zelatyna 4,03
z inuling HP 2,70
z inuling HPX 2,98
z gumg arabska i ksantanem 3,70
z zasmazka 3,62

123



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

W aspekcie adhezyjnosci, gestosci, jednorodnosci, sprezystosci i kleistoéci
majonezow, najlepszy okazatl si¢ rdéwniez majonez z dodatkiem zelatyny. Jego adhezyjnos¢
okreslono jako "bardzo dobra", czyli lepsza od majonezu wzorcowego, ktoéra oceniono
na "dobrg". Pozostale wyrdzniki okres$lajace jako$¢ majonezu z dodatkiem Zelatyny oceniono
na tym samym poziomie jak w przypadku majonezu tradycyjnego. Zbyt duza adhezyjnos¢
wykazywata emulsja majonezowa z dodatkiem zasmazki. Z kolei emulsja z dodatkiem
inuliny HPX miata niewtasciwa gestos¢. Kleisto§¢ majonezu wystepowata tylko w probee
z dodatkiem gumy arabskiej i ksantanu (Tab. 5). Grodzka i in. [2005] wykazali, ze pozadang
konsystencje emulsji majonezowych mozna otrzymac stosujac celuloze mikrokrystaliczna.
Najlepsze efekty uzyskano przy 1-procentowym dodatku celulozy Vivapur MCG 611.
Emulsja z tym dodatkiem charakteryzuje si¢ najbardziej zblizong wartoscia adhezji
w stosunku do majonezu rynkowego. Emulsje z réznymi dodatkami celulozy
mikrokrystalicznej maja zblizong gesto$¢ do majonezu rynkowego, jednak mniejsza
sprezystosc.

Czynnikiem stabilizujacym emulsje majonezowe jest wysoka lepkosc.
Na konsystencje majonezéw wplywa m.in. zawarto$¢ oleju [Kowalska i in., 2011]. W Tab. 6
przedstawiono wyniki oceny lepkosci przygotowanych majonezéw. Wsrdd badanych emulsji
najnizszg lepkos$cia charakteryzowat si¢ majonez petnotlusty. Najwyzsza za$ lepko$é, ponad
6 razy wigksza w porownaniu do majonezu wzorcowego, mial majonez z dodatkiem
zelatyny. Uzyskana lepko$¢ emulsji z zelatyng wptyneta na odpowiednia, pozadang przez
konsumentéw konsystencje. Duza lepkoscia, ok. 4,6 razy wigksza w poroéwnaniu
do majonezu z pelng zawartoscig tluszczu, cechowat si¢ rowniez majonez z dodatkiem gumy
arabskiej i ksantanu,. Tak wysoka warto§¢ moze wynika¢ z obecnosci ksantanu, ktory
wykazuje bardzo duze wlasciwosci zaggszczajace. Najmniejsza lepko§¢ oznaczono
w przypadku majonezéw z dodatkiem zasmazki i inuliny HPX. Dodatek zelatyny, jako
zamiennika thuszczu, wptynat na zwigkszenie lepkosci uktadu, co z kolei moze zwigkszy¢
stabilno$¢ emulsji majonezowej i wplyna¢ na przedtuzenie trwatoSci majonezu. Badania
prowadzone przez Grodzka i in. [2005] wykazaty, ze duzg lepko$¢ emulsjom majonezowym
nadaje réwniez celuloza mikrokrystaliczna. Kazda emulsja z réznym poziomem dodatkdéw
celulozy charakteryzuje si¢ wicksza lepkoscia w stosunku do majonezu rynkowego bez tego
dodatku. Wedlug autorow stabilno$¢ wszystkich emulsji majonezowych z dodatkiem
celulozy mikrokrystalicznej wynosi 100%.
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Tabela 5. Wyniki sensorycznej oceny konsystencji majonezéw

Majonez Adhezyjnosé Gestose Jednorodnos¢  Sprezystos¢  Kleistosé
WZzorcowy dobra dobra wystepuje  bardzo dobra brak
z zelatyna bardzo dobra dobra wystepuje  bardzo dobra brak
z inuling HP  dopuszczajaca odpowiednia brak staba brak
z inuling HPX dostateczna zta brak staba brak
z gumg arabska . .
 ksantanem dobra dobra wystepuje staba wystepuje
z zasmazka zbyt duza zbyt duza brak staba brak

Lewandowicz i in. [2005] podaja, Ze znaczne zrdéznicowanie parametrow profilu
tekstury oraz wlasciwosci reologicznych wykazuja majonezy wykonane na bazie réznych
biatek 1 roznych maltodekstryn, w zalezno$ci od tego, jakich surowcow uzyje
si¢ do ich przyrzadzenia. Autorzy stwierdzili, ze pod wzgledem reologicznym majonezy
sa plynami rozrzedzanymi $§cinaniem i ich lepko$¢ mozna opisa¢ za pomoca empirycznego
réwnania Ostwalda de Waele’a.

Tabela 6. Wyniki oceny lepko$ci majonezow

Majonez Lepko$é¢ [mPa-s 10°]
wzorcowy 1,11
z zelatyng 7,11
z inuling HP 3,64
z inuling HPX 2,68
z gumg arabska i ksantanem 5,15
z zasmazka 2,84

W pracy dokonano rowniez oceny wygladu przygotowanych emulsji majonezowych
pod mikroskopem. Oceniono rozproszenie kuleczek oleju z wodzie pod mikroskopem przy
zastosowaniu powickszenia 10 x 10. Obserwacje moga postuzy¢ do oceny stabilnosci
emulsji. Wtasciwosci emulgujace jaj polegaja na zdolnoSci otaczania rozproszonych
kuleczek tluszczu przez btonki bialkowe, zabezpieczajace przed laczeniem si¢ tluszczu
w wicksze skupiska. W czasie ucierania zostaje wtloczone powietrze, ktére znacznie
zwigksza trwato§¢ wytworzonej emulsji, masa staje si¢ puszysta i bieleje [Stauffer, 2001].
Stabilno$¢ emulsji majonezowej moze zaleze¢ od wielkosci i stopnia rozproszenia fazy
rozpraszanej, czyli oleju. Podczas obserwacji obrazu emulsji majonezowej z dodatkiem
inuliny dlugotancuchowej stwierdzono, ze kuleczki ttuszczu, czyli faza zdyspergowana jest
duzej i $redniej wielkosci, podobnie jak w majonezie z dodatkiem zelatyny. W emulsji
z dodatkiem inuliny HP faz¢ rozproszona stanowia bardzo male, regularne kuleczki ttuszczu
jednakowej wielko$ci. W probie majonezu z dodatkiem zasmazki zauwazy¢ mozna
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nieregularne elementy fazy zdyspergowanej, a w majonezie wzorcowym kuleczki thuszczu
sg do$¢ rowno rozproszone, cho¢ bardziej splaszczone. W majonezie z dodatkiem gumy
arabskiej i ksantanu obserwowano zrdznicowang wielko$¢ ($redniej i matej wielkos$ci
kuleczki) rozproszonego oleju. Stabilno$¢ emulsji zalezy od roéznych czynnikow,
m.in. od wielko$ci czasteczek fazy rozpraszanej zawieszonej w fazie rozpraszajacej.
Gruczynska i in. [2006] stwierdzili, ze emulsje o mniejszej sredniej wielkosci czastek nie
ulegaja destabilizacji podczas przechowywania. Najbardziej stabilne okazujg si¢ emulsje
zawierajace czasteczki roéznej wielkosci. Kuleczki tej samej wielkosci lub zbyt duze moga
latwiej taczy¢ si¢ w wigksze skupiska — agregaty, czyli moze nastapi¢ koalescencja faz
(taczenie si¢ czasteczek w wicksze zespoly) i w podzniejszym czasie doj$¢ do rozwarstwienia
emulsji. W przypadku réznej wielkosci kuleczek, male kuleczki wypetniaja przestrzenie
miedzy wickszymi, sa wtedy S$cisle upakowane, tworza tym samym strukture siatki
przestrzennej. Nie dochodzi wtedy do ich samoistnego przemieszczania, czyli emulsja staje
si¢ bardziej stabilna [Gruczynska i in., 2006]. Czynnikami uzupetniajacymi do utrwalania
struktury majonezu mogg by¢ rowniez uzyte dodatki (np. zelatyna lub skleikowana skrobia),
lecz zo6ttko powinno pozosta¢ glownym emulgatorem. Wprowadzone dodatki moga
stabilizowa¢ emulsje poprzez zageszczanie uktadu (wbudowuja si¢ w fazg rozpraszajaca i nie
pozwalaja laczy¢ si¢ kuleczkom tluszczu w wigksze agregaty, co destabilizuje uktad
emulsyjny). Tak wigc w przypadku majonezéw o obnizonej zawartosci tluszczu sprzyjac
bedzie obecno$¢ dodatkowych ilosci emulgatorow i hydrokoloidéw, optymalne, niewielkie
(2,6-5,4 pum) srednice czagstek fazy rozproszonej oraz wystepowanie co najmniej dwoch
frakcji fazy zdyspergowanej, zroznicowanych pod wzgledem wielkosci czastek [Gruczynska
i in., 2006].

Whioski

1. Majonezy o obnizonej zawartosci thuszczu wykonane z dodatkiem hydrokoloidow
wykazywaly znaczne zroznicowanie pod wzgledem waloréw sensorycznych
i lepkosci.

2. Majonez z dodatkiem zelatyny uzyskal najwyzsza oceng jakosci ogdlnej,
odpowiadajaca pozadalnosci konsumenckie;j.

3. Majonez z dodatkiem zelatyny charakteryzowal si¢ podobnymi warto$ciami

wyroznikow konsystencji jak majonez wzorcowy.

4. Majonezami o najnizszej jako$ci okazaty si¢ emulsje z dodatkiem zeli inulinowych.

5. Kazda spos$rod badanych emulsji majonezowych z dodatkiem hydrokoloidow
charakteryzowata si¢ wigksza lepko$cia niz majonez wzorcowy.

6. Sposréd badanych hydrokoloidow najwigksza lepkos¢ emulsjom majonezowym
nadata Zelatyna.
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COMPARISON OF VACUUM IMPREGNATION, DIPPING AND BLANCHING
AS TREATMENT METHODS FOR MAINTAINING QUALITY OF FRESH-CUT APPLE

Abstract

In the study the effect was investigated of vacuum impregnation, dipping and
blanching with solutions containing inhibitors of enzymatic browning and tissue softening
on the quality of fresh-cut apple. The research was conducted using the 5 varieties of apples:
Cortland, Elstar, Gloster, Jonagold and Szampion. Apple slices after processing were
vacuum packed in OPA/PE bags and stored duringl5 days in 4°C. The effect of the applied
methods was determined on the colour L*, a*, b* parameters, texture, sensory quality
(colour, texture, taste, aroma) of the product, on its microbiological quality. The application
of dipping and vacuum impregnation of apple slices with solutions containing sucrose and
inhibitors of enzymatic browning and tissue softening has made it possible to obtain products
of very high quality, higher than using blanching. Vacuum impregnation of apple slices with
a solution resulted in deterioration in texture, resulting in a reduction in the compression
force of the sample (Fmax). Dipping and vacuum impregnation of apple slices had a slight
effect on their microbiological quality, while blanching (60°C, 1 min) significantly reduced
the level of contamination.

Key words: fresh-cut apple, texture; microbiology, vacuum impregnation, enzymatic
browning

Introduction

In recent years fresh-cut fruits, combining the advantages of fresh and convenience
food, have become increasingly popular. Shelf life extension of fresh-cut products
is achieved in different ways, except intensive thermal processing. Instead of the latter,
a combination of various, rather mild, preservation agents is used. It is important that
treatment applied to fresh-cut fruits help maintain their appearance, as this is the first
characteristic a consumer perceives as quality of the product. Due to minimal treatment,
microbiological and sensory quality factors such as appearance, texture and flavour are not
stabilized and product deterioration may proceed rapidly. Moreover, cultivar selection
is important consideration in fresh-cut fruits processing because cultivars can very greatly
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in characteristics such as flesh texture, skin colour, and browning potential [Nguyen-The and
Carlin, 1994; Amiot et al., 1995; Luna-Guzman and Barrett, 2000; Diamante et al., 2014].

Processing of apples, as well as other fruits, causes changes in biochemical and
physiological processes in the tissue, which may lead to changes in sensory attributes and the
loss of freshness and attractiveness attributes. The most visible reaction occurring in the
damaged apple tissue is enzymatic browning. Other processes causing a deterioration
of quality in case of minimally processed apples are the action of pectinolytic enzymes,
as well as microorganism growth. For this reason in order to ensure quality of such products
it is necessary to apply a combination of several mild preservation agents, such as the use
of enzymatic browning inhibitors, an appropriate packaging system and cold storage.

Minimally processed fruits are subjected to the procedures of cleaning and removal
of inedible parts, and cutting. The application of other procedures, such as blanching,
saturation with sugar and calcium compounds is to increase stability, delay tissue softening
or ensure specific sensory attributes of the product [Beveridge and Weintraub, 1995; Watada
et al., 1996; Betoret et al,. 2012]. Numerous studies have been conducted on the application
of compounds preserving natural texture of processed raw materials and inhibitors
of enzymatic browning processes, and at the same time not lowering culinary value of the
obtained product [Nicoli et al., 1993; Lurie and Nussinovitch, 1996; Muntada et al., 1998;
Luna-Guzman et al., 1999; Gonzales-Aguilar et al., 2000; Gorny et al., 2002; Barrera
et al., 2009].

Vacuum impregnation, according to Fito et al. [2001a], may be used as a method
to obtain novel fruit and vegetable products, without changing their tissue structure, although
it usually changes their original taste. Moreover, vacuum impregnation modifies physical
properties of the product and may be advantageous in different technologies
[Martinez-Monzo et al., 2000]. The structure of food having numerous pores (intercellular
spaces), such as fruits and vegetables, facilitates their saturation with solutions containing
specific additives: acids, preservatives, sugars, nutrients, compounds lowering water activity,
etc. [Fito et al., 2001a; 2001b; Roa et al., 2001]. Mild blanching is one of the processing
methods of minimally processed foodstuffs, which may result in the inactivation of selected
enzymes responsible for deterioration in quality; however, it very frequently also leads
to irreversible changes in the tissue of the raw material, especially texture changes
[Del Valle et al., 1998].

The aim of the study was to compare the quality of fresh-cut apples after the
application of dipping, blanching and vacuum impregnation of fruit slices with inhibitors
of enzymatic browning and tissue softening.

Material and methods

Apples of varieties Cortland, Elstar, Gloster, Jonagold and Szampion, originating
from a pomiculture station of the Agricultural University in Przybroda near Poznan, were
used in the study.

The first stage of the investigations included experiments aiming at a comparison
of the effect of blanching, dipping and vacuum impregnation on the sensory quality and
physicochemical properties of the obtained apple slices. The first experiment at this stage
of the study was conducted for varieties with slowly darkening flesh, i.e. Elstar, Cortland,
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Szampion, and for comparison variety Jonagold, with medium susceptibility to enzymatic
browning was used. Solution (1) — citric acid 0.8%, sucrose 20%, was applied for apple slice
processing. In the second experiment the experimental material consisted of apple varieties
with varying flesh susceptibility to browning: Elstar (slowly browning), Gloster
(fast browning) and variety Jonagold. Blanching, dipping and vacuum impregnation with
solution (2) - ascorbic acid 1%, 4-hexylresorcinol 0.005%, calcium chloride 0.5%, sucrose
20% were used. Investigations were conducted immediately after the raw material was
harvested (October/November) and after 4 months of storage (February/March). The product
was analyzed after 1, 10 and 15 days of storage in terms of colour measurements, texture
measurements — the measurement of the maximum compression force of the sample, sensory
examination, the measurement of extract content and the measurement of pH values.

The second stage of the investigation included the evaluation of microbiological
quality of the obtained apple slices in terms of the applied treatment methods.
The experimental material consisted of apples of variety Jonagold. Microbiological analysis
conducted after 1, 7 and 15 days of storage.

The third stage of the investigation was performed to evaluate the effect of treatment
methods in the apple slices tissue structure. Experimental material consisted of apples
of variety Jonagold. Samples for apple tissue observations were collected after 1 day
of product storage.

Sample preparation and treatment application

Fruits were washed, peeled, cored and sliced into 1-cm thick slices, and subsequently
were subjected to various processing methods: blanching, dipping, and deaeration and
vacuum impregnation with solutions of the following composition: solution (1) — citric acid
0.8%, sucrose 20%, solution (2) — ascorbic acid 1%, 4-hexylresorcinol 0.005%, calcium
chloride 0.5%, sucrose 20%.

Blanching procedure — apple slices were immersed in a solution with the temperature
of 60°C and left for 1 min, then slices were removed from the solution, dried on blotting
paper and left to cool.

Dipping procedure — apple slices were placed in a container with the solution and left
for 15 min, afterwards slices were removed from the solution and dried on blotting paper.

Vacuum impregnation procedure — apple slices were placed in a vacuum desiccator
coupled with a pump and a container for the saturation solution. Slices were deaerated and
saturated for 5 min at the pressure of 80 mbar. After pressure was equalized to atmospheric
pressure slices were left in the solution for another 10 min. Next slices were removed from
the solution and dried on blotting paper.

The parameters given above concerning procedures of dipping, deaeration and
vacuum impregnation, and blanching were selected on the basis of preliminary optimization
experiments. At the optimization of technological procedures the following parameters were
adopted:

- dipping: duration of 5, 10, 15, 20 and 30 minutes;

- deaeration and vacuum impregnation: duration of 5, 10 and 15 minutes; pressure
of 40, 60, 80 and 100 mbar;

- blanching: duration of 1, 2, 3, and 5 minutes; temperature of 50, 60, 65 and 70°C.
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Moreover, control samples were also prepared, consisting of apple slices not
subjected to processing and packed as those minimally processed.

Packing

The obtained apple slices were packed in portions of 100 g each in containers made
from oriented polyamide/polyethylene with layer thickness of 50/40 um and dimensions
of 15 x 21 c¢m, which were vacuum sealed using an A 300 vacuum packaging machine
(Multivac). Storage — the packed product was stored at the temperature of 4°C.

Measurement of colour parameters

Colour parameters were measured using a Hitachi U-3000 spectrophotometer.
The measurements were taken in the wave length range of 380-780 nm. The results are
presented in the CIE L*a*b* system. Before the measurement the amount of 100g shredded
apple slices were homogenized using an IKA T-25 homogenizer. Homogenized pulp was
placed in a 3 x 5 x 2 cm glass cell with the capacity of 30 cm®. Measurements were taken
immediately after homogenization and after 30, 60 and 240 minutes for each sample.

Texture measurement

The maximum compression force of the sample Fmax (N) was determined on the
basis of the measurement curve. Measurements were taken for apple slice sections in the
form of cylinders with the diameter = 20 mm and height h = 10 mm, subjected
to compression to 75% of their height using of an apparatus for texture measurements
TA-XT2 (Texture Technologies, NY) with a 25-kg load cell. The apple cylinders for
measurement were prepared using a cork borer. Compression was performed with the
velocity of 1.67 x 10° m-s™, causing permanent sample deformation. The determinations
were performed in 10 replications.

Sensory analysis

The sensory quality was evaluated via a taste panel. The panel contained 5 trained
members. The evaluation was performed according to a 5-point scale. Sensory examination
was conducted immediately after the packages with apple slices were opened and after
1, 10 and 15 days of storage. The appraisal was conducted according to a 5-point scale using
a specially developed chart of sensory examination. Colour (tone, uniformity, desirability),
texture (type, tenderness), taste (typicality, intensity) and aroma were evaluated.

Microbiological analysis of apple slices

Microbiological analysis conducted after 1, 7 and 15 days of storage included the
following: total mesophilic bacteria count, total psychrophilic bacteria count, mesophilic
mold count, psychrophilic mold count, yeast count, acetobacters count, lactic acid bacteria
count, Pseudomonas bacteria count, coli count, and the presence of anaerobic bacteria.

Apple slices were transferred into a sterile stomacher bag and
90 ml of a physiological salt/peptone solution (8.5 g/l NaCl, 1 g/l pepton tryptone, Difco)

131



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

were added and mixed for 2 min in a DEVIMIX machine (De Ville Biotechnology, Raszyn,
Poland). Ten-fold dilutions in the range from 10 do 10 were prepared from such prepared
samples.

In the determination of the total counts of mesophilous and psychrophilous bacteria
and counts of moulds and yeasts a quantitative culture using the Koch plate method was
applied [Burbianka and Pliszka, 1983]. Media in case of the total counts of mesophilous and
psychrophilous bacteria were prepared according to Burbianka and Pliszka [1983]. Peptone
agar with glucose was the medium for aerobic mesophilic and psychrophilic bacteria
(10 g/l bacteriological peptone, 10 g/l glucose, 15 g/l bacteriological agar, pH 7.2, BTL,
Poland). Medium used for analysis of yeasts and moulds containing: 5 g/l yeast extract,
20 g/l glucose, 0.1 g/l chloramfenicol, 15 g/l bacteriological agar, pH 6.6 (BTL, Poland).
The analyses were carried out on duplicate agar plates. The following incubation parameters
were adopted: mesophilous bacteria — incubation time of 48-72 h, incubation temperature
of 30°C; psychrophilous bacteria — incubation time from 72 to 120 h, incubation temperature
of 15°C. Incubation time for the determination of mould and yeast was 72 — 96 h, while
incubation temperature was 30°C. The filtration method [Libudzisz, 2000] was applied
in order to determine the counts of coliform bacteria and Pseudomonas bacteria. The Endo
— Total Coliform Broth (Millipore) was used as a medium for coliform bacteria. Incubation
time was 24 - 48 h, while incubation temperature was 30°C. A selective medium,
Pseudomonas Selective Broth (Millipore), was used as a medium for Pseudomonas bacteria.
Incubation time was 48 - 72 h and incubation temperature was 37°C. In this determination
process a quantitative culture using the Koch plate method was applied. Agar TSC (Merck)
was used as a medium in this case. Incubation time was 48 h, while incubation temperature
was 37°C. Black colonies on the medium constituted a positive culture result.

Microorganism morphology was analyzed on microscope slides: intravital for moulds;
fixed and stained using the Gram method for bacteria [Burbianka and Pliszka, 1983].
Microorganism morphology was established on microscopic slides: intravital for yeasts and
fixed and Gram stained for bacteria.

Statistical analysis of results

The experiments were carried out in two replications. Results were analyzed by the
analysis of variance (ANOVA). Statistically significant differences were reported at p< 0.05.
Statistical analysis was performed using computer software Statistica version 9.0 (StatSoft)
and Design Expert version 5.0.1 (Stat — Ease INC., Minneapolis).
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Results and discussion

The determination of the effect of the treatment method on sensory quality and
physicochemical properties of apple slices

After the application of a minimal processing process a product of very high quality
was obtained when slices were subjected to dipping and vacuum impregnation as processing
methods in case of the used solutions, and of good quality in case of blanching.

When apple varieties with slowly darkening flesh were used and processed using
a solution of citric acid and sucrose, a good quality product was obtained, irrespective of the
adopted processing method. However, during the 15 days of storage the quality of dipped
and vacuum impregnated slices slightly deteriorated, whereas the quality of blanched slices
dropped considerably. Blanched slices exhibited the lowest values of colour parameter
L* (Figure 1), as well as the lowest notes in the sensory examination of their colour, which
resulted from the occurrence of brown spots in their flesh. The effect of the adopted
processing method and the duration of storage was shown to be statistically significant both
for the notes of overall sensory examination and the values of colour parameter L* of apple
slices (Table 1).

60 T O Control slices
50 | T
Es & .
40 T OBlanched
slices
L*30 1
B Dipped slices
20
10 BVacuum
0 ‘ ‘ ‘ irr_]pregnated
slices

Szampion Elstar Cortland  Jonagold

Figure 1. The values of colour parameter L* of apple slices in term on the applies processing
method (after 15 days of storage, October)
Rysunek 1. Warto$ci parametru barwy L* plastrow jablek w zaleznosci od metody obrobki

(po 15 dniach przechowywania, przerdéb w listopadzie)

Slices dipped in the solution received the highest notes for colour in sensory
examination. The values of colour lightness L* of dipped and vacuum impregnated slices
(Figure 1) were similar and higher than those of control slices. Blanching of apple slices had
a negative effect on the values of colour parameter a*, resulting in its increase. Samples from
the same apple varieties, irrespective of the processing method, exhibited similar L* and b*
values (Figure 2). During the 15 days of product storage the quality of dipped and vacuum
impregnated slices decreased only slightly, whereas the quality of blanched slices lowered
considerably.
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Table 1. A two-way analysis of variance determining the effect processing methods and
apple slices storage duration on changes in colour parameter L* (¢=0,05)

Tabela 1. Analiza wariancji dwuczynnikowej okre$lajacej wptyw metod obrobki oraz czasu

przechowywania plastrow jabtek na zmiany warto$ci parametry barwy L* (a=0,05)

Variable Degrees of freedom Mean of square Value F Value p
Szampion
A 3 18.19046 46.29889 <0.001
B 2 18.12093 46.12193 <0.001
AB 6 20.89833 53.19231 <0.001
Elstar
A 3 32.7698 200.592 <0.001
B 2 417.5514 2555.930 <0.001
AB 6 22.1335 135.485 <0.001
Cortland
A 3 399.4068 6031.75 <0.001
B 2 128.9723 1947.686 <0.001
AB 6 47.2860 714.093 <0.01
Jonagold
A 3 96.39679 19.36226 <0.001
B 2 4.30108 0.86392 0.434207*
AB 6 29.35135 5.89551 <0.001

* - the effect of the factor is statistically non-significant (p>0,05), A — processing method, B — duration of storage of

apple slices, AB — interactions between variables
* - wplyw czynnika jest statystycznie nieistotny (p>0,05), A — metoda obrobki, B — czas przechowywania, AB —

interakcje pomigdzy zmiennymi

O Control

slices

Colour

OBlanched
slices

B Dipped
slices

BVacuum

Szampion

Elstar

Cortland

d slices

impregnate

Jonagold

Figure 2. Sensory examination of apple slices colour in terms on the applies processing
method (after 15 days of storage, processing in October)

Rysunek 2. Noty oceny sensorycznej barwy w zalezno$ci od metody obrobki plastrow jabtek

(po 15 dniach przechowywania, przerdb w listopadzie)

134



NOWOCZESNE TECHNOLOGIE PRODUKCJI ZYWNOSCI

When varieties with varying flesh susceptibility to browning were used, i.e. Elstar
(slowly darkening), Gloster (fast darkening) and Jonagold (medium susceptibility
to darkening), and processing using solution (2); 1% ascorbic acid, 0.005%
4-hexylresorcinol, 0.5% sodium chloride and 20% sucrose apple slices subjected to dipping
and vacuum impregnation exhibited very good quality, whereas the quality of blanched apple
slices was evaluated as good. The lowest values of colour parameter L* were found for
control slices, on the surface of which brown spots were observed, found in biggest numbers
on Gloster slices. Among slices subjected to processing, similarly to the previous
experiment, the lowest L* values were found for blanched slices, irrespective of apple
variety. These samples also had the highest values of colour parameter a*. Colour parameters
of blanched, immersed and saturated samples did not change significantly during the
15-day storage.

Sensory examination of colour showed similar dependencies as its instrumental
measurement. The lowest scores were observed for control slices (mean note of 3.0),
followed by blanched slices (3.5), whereas dipped and vacuum impregnated slices received
notes above 4.5, respectively. Colour of control slices deteriorated during 15 days of their
storage, whereas the evaluating panel did not find colour deterioration during storage in case
of blanched, dipped or vacuum impregnated slices, both those processed in November and
in February (Figure 3). The original texture of apple slices was maintained when slices were
dipped in the solutions. Blanching and vacuum impregnation processes considerably lowered
Fmax values in all the cases (Figure 4). Statistical analysis of significance for the effect
of the applied treatment methods of apple slices on changes in Fmax values showed that the
effect of processing depended on the used apple variety.

The highest notes in the sensory examination of taste were given to dipped, control
and vacuum impregnated slices, whereas the lowest notes were found for blanched slices.
It was caused by a change in taste as a result of elevated temperature, which according to the
assessment panel was very different from the taste of raw apple and gave the after-taste
of a cooked product.
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60
56

L*¥52

Figure 3. The colour parameters of apple slices after 15 days of storage (October); the
mesurement — 2 min after homogenization

Rysunek 3. Parametry barwy plastrow jabtek po 15 dniach przechowywania (przerdb
w listopadzie), pomiar w 2 min po homogenizacji
El — Elstar, Co — Cortland, Sz — Szampion, Jo — Jonagold,

1 - control slices , 2 — blanching slices, 3 — dipped slices, 4 — vacuum impregnated slices
1 - plastry kontrolne, 2 — blanszowane, 3 — zanurzane, 4 - nasgczane prézniowo
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Figure 4. Sensory examination of colour of blanched, dipped and vacuum impregnated apple
slices (after 15 days of storage)

Rysunek 4. Ocena sensoryczna barwy plastrow jablek poddanych r6znym metodom obrobki
(po 15 dniach przechowywania)

In the conducted experiments no effect of 4 months of storage was observed on colour
parameters L*, a* and b*, or notes of sensory examination of colour, taste and aroma of the
product. However, during the storage of the raw material the softening of its tissue took
place, which resulted in the lowering of the Fmax value and notes for the sensory assessment
of slice texture.

The application of deaeration and vacuum impregnation as a treatment method
of apple slices in both conducted experiments resulted in a product with new sensory
attributes, different from those of a fresh cut apple. Apple slices became glassy in appearance
and their colour was getting more yellow. These changes were evaluated by the sensory
assessment panel as advantageous and the product received a very good note in the overall
sensory examination, in spite of the disadvantageous changes in texture. Vacuum
impregnation was applied in the impregnation of fruits and vegetables with
e.g. cryoprotectants, enzymatic browning inhibitors, enzymes, agents improving tissue
firmness and inhibiting its softening [Sapers et al., 1990a; Sapers et al., 1990b; Javeri
et al., 1991; Ponappa et al., 1993; Martinez-Monzo et al., 1998; Park et al., 2005;
Radziejewska-Kubzdela et al., 2014]. Moreover, Fito et al. [2001b] suggested the application
of vacuum impregnation as a method to obtain functional food through the introduction
of mineral salts, vitamins and other physiologically active compounds. These authors
conducted studies on the introduction of iron and calcium ions to cut eggplant and orange
peel.

The dipping of apple slices in the applied solutions made it possible to obtain
products with properties similar to those of fresh, raw apple, at the same time facilitating
effective inhibition of browning of slice tissue at the simultaneous slight tissue softening.
Apples processed in this way received very good notes in the overall sensory examination.
Investigations on the effect of dipping in solutions of enzymatic browning inhibitors on the
quality of fruits and subjected to this treatment were undertaken by numerous authors. Dong
et al. [2000] subjected cut pears to such treatment, Gonzalez-Agilar et al. [2001] used mango
fruits, while Nicoli et al. [1993], and Soliva-Fortuny et al. [2002] — cut apples. In all the
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conducted studies the obtained effect was dependent on the type of the applied raw material,

the duration of the process and the applied inhibitory agents.

Blanching of apple slices to the highest degree resulted in the deterioration of their
quality. This process turned out to be the least effective in the inhibition of tissue browning,
resulted in disadvantageous changes in the taste and aroma of apple slices, and caused
softening, especially in the inner layers of the slice tissue. However, even this process made
it possible to obtain a product with better quality than that of the control samples. Although
Del Valle et al. [1998] applied the combination of blanching of apple slices in the HTST
system with vacuum infiltration with calcium solutions, they still did not inhibit tissue

softening.

140 Figure A

Szampion Elstar  Cortland Jonagold

BORaw apple
120
o Control
100 slices
Z 80 - OBlanched
% slices
60
,E BDipped
40 slices
20 - @Vacuum
impregnated
0 - slices
Szampion Elstar  Cortland Jonagold
140 Figure B DORaw apple
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=80 OBlanched
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Figure 5. The comparison of Fmax values in terms on the applied processing method,
A — raw material immedietly after the harvest (October/November), B — raw material after

4 months of storage (February/March)

Rysunek 5. Poréwnanie warto$ci Fmax w zalezno$ci od metody obrobki plastrow jabtek,

pomiar po 1 dniu przechowywania produktu otrzymanego z surowca po zbiorze

(pazdziernik/listopad — A) oraz przechowywaniu (luty/marzec — B)
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Pittia et al. [1999] used blanching of cut pears at the temperature of 95°C for
3 minutes, obtaining good microbiological quality of the product, but also a deterioration
in texture. However, in the studies by Luna-Guzman and Barrett [2000] the application
of dipping in a calcium chloride solution at the temperature of 20, 40 and 60°C either
maintained or improved the texture of cut melons in comparison to samples not subjected
to processing.

The determination of the effect of the treatment method of apple slices on their
microbiological quality

The application of dipping of apple slices as a method of processing with solutions
with the composition (1) and (2) caused only slight differences in the counts of the
investigated groups of microorganisms in comparison to control samples. Dipping of apple
slices in solution (1) slightly lowered the count of mesophilic bacteria after 7 and 15 days
of storage in comparison with control samples (Figure 6). However, no differences were
observed in the counts of mesophilic bacteria in samples dipped in solution (2). Counts
of psychrophilic bacteria, and psychrophilic and mesophilic molds in samples dipped
in solutions (1) and (2) remained at the level found in control samples. Samples after 15 days
of slice storage were an exception here, as faster development of psychrophilic molds was
observed when they were treated with solution (1), and in case of treatment with solution (2)
it was a faster development of mesophilic molds.

Vacuum impregnation with solutions (1) and (2) did not result in significant
differences in the counts of mesophilic and psychrophilic bacteria in comparison to control
samples. However, a distinct drop in the counts of mesophilic and psychrophilic molds was
observed in slices vacuum impregnated with solution (2), especially after 1 and 7 days
of storage (Figure 7). Counts of lactic acid bacteria were 10* CFU/g after 7 days and
10° CFU/g after 15 days of storage. An increase in the yeast counts was observed after
15 days of storage both in samples vacuum impregnated with solution (1) and solution (2)
in comparison to control samples.

Blanching of apple slices at the temperature of 60°C both in solution (1) and (2)
resulted in a decrease in the counts of most investigated groups of microorganisms
in comparison to control samples. Counts of mesophilic bacteria in samples blanched
in solutions (1) and (2) decreased already after 1-day storage from the level of 10° CFU/g for
control samples to 10 CFU/g. Such a situation was observed during the 15 days of storage.
Also counts of psychrophilic bacteria decreased, which after 15 days of storage amounted
to 10' CFU/g (for both solutions), whereas in control samples it was 10> CFU/g (Figure 8).
In blanched samples the counts of psychrophilic molds also dropped in comparison to those
in control samples. Counts of mesophilic molds remained at the level found for control
samples, while after 7 and 15 days of storage in samples blanched in solution (2) their
presence was not detected. The presence of acetic, anaerobic and lactic acid bacteria was not
detected in any of the blanched samples, whereas coli counts remained at the same level
in all the samples.
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01 day
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mesophilic bacteria psychrophilic bacteria

Figure 6. The effect of dipping in solutions on the counts of mesophilous bacteria and
psychrophilous bacteria during the storage of apple slices (solution (1) — citric acid 0,8%,
sucrose 20%, solution (2) — ascorbic acid 1%, calcium chloride 0,3%, 4-hexylresorcinol
0,005%, sucrose 20%)

Rysunek 6. Wptyw zanurzania w roztworach na liczbe bakterii mezofilnych i bakterii
psychrofilnych podczas przechowywania plastrow jabtek (roztwor (1) — kwas cytrynowy
0,8%, sacharoza 20%, roztwor (2) — kwas askorbinowy 1%, chlorek wapnia 0,3%, 4-
heksylrezorcynol 0,005%, sacharoza 20%)
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Figure 7. The effect of vacuum impregnation on the counts of mesophilous moulds and
psychrophilous moulds during the storage of apple slices (solution (1) — citric acid 0,8%,
sucrose 20%, solution (2) — ascorbic acid 1%, calcium chloride 0,3%, 4-hexylresorcinol
0,005%, sucrose 20%)

Rysunek 7. Wptyw nasgczania prozniowego na liczbe plesni mezofilnych i plesni
psychrofilnych podczas przechowywania plastréw jablek (roztwoér (1) — kwas cytrynowy
0,8%, sacharoza 20%, roztwor (2) — kwas askorbinowy 1%, chlorek wapnia 0,3%, 4-
heksylrezorcynol 0,005%, sacharoza 20%)
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Figure 8. The effect of blanching on the counts of mesophilous bacteria and psychrophilous
bacteria during the storage of apple slices (solution (1) — citric acid 0,8%, sucrose 20%,
solution (2) — ascorbic acid 1%, calcium chloride 0,3%, 4-hexylresorcinol 0,005%, sucrose
20%)

Rysunek 8. Wptyw blanszowania na liczbe bakterii mezofilnych i bakterii psychrofilnych
podczas przechowywania plastrow jablek (roztwor (1) — kwas cytrynowy 0,8%, sacharoza
20%, roztwor (2) — kwas askorbinowy 1%, chlorek wapnia 0,3%, 4-heksylrezorcynol
0,005%, sacharoza 20%)

Most of the investigated groups of microorganisms showed slower rates of growth
in samples subjected to processing with an enzymatic browning inhibitor solution than that
in control samples, not subjected to processing. However, faster growth of yeasts was
observed in vacuum impregnated samples that that in control samples. It may be assumed
that it is connected with an increase in sucrose concentration in apple slices.

Studies on the morphology of microorganisms grown on plates during the
determination of the total counts of psychrophilic and mesophilic bacteria, as well as molds
and yeasts showed that the dominant microflora consisted of Gram-negative bacteria, molds
from genera Rhizopus, Aspergillus and Penicillum, as well as yeasts from genus
Sacchromyces.

Conclusions

The application of dipping and vacuum impregnation of apple slices with solutions
containing sucrose and inhibitors of enzymatic browning and tissue softening facilitated the
obtaining of the product with very high quality, higher than in case of blanching. As a result
of vacuum impregnation of apple slices with a solution, a product was obtained with high
sensory attractiveness, in spite of a certain deterioration in texture, resulting in a reduction
in the compression force of the sample (Fmax). Moreover, vacuum impregnation of apple
tissue facilitates the obtaining of a product with increased content of impregnation solution
components, e.g. ascorbic acid.

Dipping and vacuum impregnation of apple slices had a slight effect on their
microbiological quality, while blanching (60°C, 1 min) significantly reduced the level
of contamination. The majority groups of microorganisms showed slower growth rate in the
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samples treated with a solution inhibiting enzymatic browning compared to untreated control
samples. However, an increase in the yeast counts was observed after 15 days of storage
in vacuum impregnated samples with solution (1) and solution (2) in comparison to control
samples.
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POROWNANIE NASACZANIA PROZNIOWEGO, ZANURZANIA ORAZ
BLANSZOWANIA JAKO METOD OBROBKI MALO PRZETWORZONYCH
PLASTROW JABLEK

Abstrakt

W pracy poréwnano wplyw nasgczania prézniowego, zanurzania oraz blanszowania
roztworami zawierajacymi zwiazki hamujace brazowienie enzymatyczne i migknigcie tkanki
na jako$¢ plastrow jabtek o malym stopniu przetworzenia. W badaniach wykorzystano
5 odmian jabtek: Cortland, Elstar, Gloster, Jonagold i Szampion. Plastry jabtek poddane
obrébce zapakowano proézniowo w opakowania z laminatu OPA/PE i przechowywano
w temperaturze 4°C przez 15 dni. Okre$lono wpltyw zastosowanych metod obrobki
na parametry barwy L*, a*, b*, teksture, jako$¢ sensoryczng (barwe, teksture, smak i zapach)
produktu oraz na jego jako$¢ mikrobiologiczng. Zastosowanie zanurzania oraz nasgczania
préozniowego plastréw jablek roztworami zawierajagcymi sacharoze oraz zwigzki hamujace
brazowienie enzymatyczne i migkniecie tkanki pozwolito na uzyskanie produktu o bardzo
wysokiej jakosci, wyzszej niz przy zastosowaniu blanszowania. W wyniku nasaczania
prozniowego plastrow jablek roztworem, uzyskano produkt o wysokiej atrakcyjnosci
sensorycznej, pomimo pogorszenia tekstury, skutkujagcego obnizeniem wartos$ci sity
Sciskania plastrow (Fmax). Zanurzanie i nasaczanie prézniowe plastrow jabtek miato
niewielki wptyw na ich jako§¢ mikrobiologiczng, natomiast blanszowanie (60°C, 1 min)
istotnie zmniejszyto poziom skazenia.

Stowa kluczowe: minimalne przetwarzanie, jabtka, tekstura, jako$¢ mikrobiologiczna,
nasgczanie préozniowe, brazowienie enzymatyczne
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TECHNOLOGICZNE UWARUNKOWANIA SYNTEZY KWASU
2-HYDROKSYPROPANOWEGO W FERMENTOWANYM MLEKU
O OBNIZONEJ ZAWARTOSCI LAKTOZY

Streszczenie

Rodzaj i wzajemne proporcje bakterii kwasu mlekowego (LAB) wchodzacych
na produkcje kwasu 2-hydroksypropanowego. Ilos¢ wytworzonego kwasu decyduje
o koncowym pH produktu, strukturze i jego profilu sensorycznym. Jednakze kazda
z zastosowanych bakterii fermentacji mlekowej tworzy charakterystyczng dla siebie forme
izomeryczng kwasu: L(+) i/lub D(-) lub jako mieszaning racemiczng. Ilo§¢ i forma
wytworzonego kwasu zalezy od konkretnego szczepu LAB i dostgpnosci w podiozu
sktadnikéw niezbgdnych do ich namnozenia. W do$wiadczeniu wytworzono modelowe
mleko fermentowane (MMF) o poczatkowej zawartoSci laktozy w przedziale
od 0,01 do 4,7%. Przeprowadzono fermentacj¢ mlekowa (37°C) i mlekowo-alkoholowa
(23°C). W probkach MMF oznaczono ogdlng zawarto$¢ kwasu 2—hydroksypropanowego
i jego form izomerycznych. Oznaczenie polegato na utlenieniu kwasu do pirogronianu przez
dinukleotyd nikotynoamidoadeinowy (NAD+) katalizowane przez dehydrogenaze¢ mleczanu
(L-LDH; D-LDH). W dalszej kolejnosci dokonano konwersji pirogronianu do D-alaniny
i 2-oksoglutanu przy pomocy enzymu transaminazy D-glutanowo—pirogronianowej
(D-GPT) w obecnosci D-glutaminianu/D-mleczanu. Przy uzyciu spektrofotometru UV-1601
zmierzono absorbancj¢ przy A=340 nm.

Stwierdzono, ze mleko zawierajace <0,01% laktozy ukwaszone na drodze fermentacji
mlekowej charakteryzowato si¢ mniejsza kwasowoscig $rednio o 0,03 jednostki
pH niz mleko o poczatkowej zawartosci 4,7% laktozy. W przypadku fermentacji
mlekowo-alkoholowej tendencja byta podobna, a rdznica spowodowana r6zng zawartoscia
laktozy, zwigkszyta si¢ do 0,17 jednostek pH. Im wicksza byta zawartos¢ laktozy w mleku
przerobowym tym wigksza byta ogélna zawartos¢ kwasu 2—hydroksypropanowego w mleku
fermentowanym.

W Dbadanych prébkach mleka fermentowanego dominujacg frakcja kwasu
2-hydroksypropanowego stanowita frakcja L(+). Mleko przerobowe poddane fermentacji
mlekowej o poczatkowej zawartosci laktozy 4,7% charakteryzowalo sie¢ wicksza zawartoscia
frakcji L(+) kwasu 2-hydroksypropanowego w MMF o 23% niz z mleka bezlaktozowego.
W modelowym mleku fermentowanym poddanym uprzedniemu procesowi fermentacji
mlekowo-alkoholowej zawarto$¢ frakcji L(+) 2-hydroksypropanowego byla wyzsza
az 0 45% w mleku o poczatkowej zawartosci laktozy 4,7% niz z mleka bezlaktozowego.
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Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, kwas 2—hydroksypropanowy, mleko
fermentowane

Whprowadzenie

Mleko fermentowane to produkt mleczny otrzymany w wyniku fermentacji mleka
przez dzialanie odpowiedniej charakterystycznej mikroflory. Powoduje one obnizenie
pH, jednoczesnie wywotujac koagulacje mleka.

Zastosowanie odpowiednich kultur starterowych podczas inokulacji mleka
przerobowego istotniec wptywa na produkcje kwasu 2-hydroksypropanowego. Jednakze
kazda z zastosowanych bakterii fermentacji mlekowe]j tworzy charakterystyczng dla siebie
form¢ izomeryczng kwasu 2-hydroksypropanowego - L(+) i/lub D(-) lub jako mieszaning
racemiczng.

Wedlug doniesien naukowych kwas 2-hydroksypropanowy  wystepujacy
w produktach klasyfikuje je dodatkowo, jako zywnos$¢ funkcjonalng. Prozdrowotne
wiasciwosci kwasu 2—hydroksypropanowego wiaza si¢ z faktem, iz hamuje on potencjal
elektrochemiczny membran komorkowych, denaturuje wewnatrzkomérkowe biatka i obniza
pH tresci komorek mikroflory patogennej. Ponadto, przyspiesza on trawienie biatek
w przewodzie pokarmowym, wzmaga wydzielanie sokow trawiennych, pobudza perystaltyke
jelit oraz zwigksza wchtanialno$¢ jondw zelaza, wapnia i fosforu [Maeda i in., 2009].

Wigkszy udziat formy izomerycznej L(+) kwasu 2—hydroksypropanowego nad forma
D(-) powoduje iz jest on catkowicie przyswajalny przez organizm jako zrédlo energii.
Natomiast forma D(-) jest wydalana z organizmu, a jej nadmiar prowadzi do zaburzen
w wchtanianiu soli mineralnych oraz kwasicy. Wystepowanie form izomerycznych kwasu
2-hydroksypropanowego zalezy takze od stereo specyficznosci dehydrogenazy
mleczanowej. Forma L(+) powstaje we wczesniejszym stadium fermentacji mleka, a forma
D(-) w p6zniejszym, a takze podczas gdy temperatura fermentacji jest zbyt wysoka. Sam
proces fermentacji mlekowej moze faworyzowaé powstawanie formy D(—) kwasu w ilosci
od 2 do ponad 80%. W napojach najnowszej generacji zawierajacych wytacznie udziat
bakterii jelitowych, wystepuje kwas 2-hydroksypropanowy glownie w formie L(+). Wiaze
si¢ to z tym, iz szczepy Bifidobacterium bifidum i Streptococcus thermophilus wytwarzaja
kwas 2—-hydroksypropanowy w formie L(+) podczas gdy pateczki Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus sprzyjaja tworzeniu kwasu D(-) 2—hydroksypropanowego, a Lactobacillus
acidophilus kwasu w formie racemicznej [Oh i in., 2005; Rojan i in., 2006].

Celem pracy byta ocena zawartosci kwasu 2—hydroksypropanowego wystepujacego
w tym formie D(-) i L(+) w modelowym mleku fermentowanym (MMF). Zakres syntezy
kwasu w badanym mleku uwarunkowany zostal zmiang zawartoscia laktozy w mleku
przerobowym i sktadem kultur starterowych uzytych do przeprowadzenia fermentacji mleka.

Material i metody

Materiatem, byto modelowe mleko fermentowane otrzymane na drodze fermentacji
mlekowej i mlekowo-alkoholowej. Do badan uzyto mleko przerobowe o roznej zawartosci
laktozy: 4,7%; 2,35% oraz mniej niz 0,01% laktozy. Mleko przerobowe o zawartosci 4,7%
laktozy oraz mleko o zawarto$ci laktozy mniej niz 0,01% byto mlekiem spozywczym
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pasteryzowanym zakupionym w placowce handlu na terenie miasta Poznania. Mleko
o zawartosci laktozy 2,35% otrzymano w wyniku potaczenia mleka o zawartosci 4,7%
laktozy oraz mleka o zawartosci laktozy mniej niz 0,01% w jednakowych proporcjach,
tj. 1:1. Mleko od momentu zakupienia do czasu jego wykorzystania w badaniach
przetrzymywano w stanie schtodzonym nie dluzej niz dwa dni. Deklarowany przez
producentéw czas przydatnosci do spozycia dla uzytego w do$wiadczeniu mleka nie byt
krotszy niz 10 dni. Mleko przerobowe podgrzewano dopiero przed bezposrednim
wprowadzeniem bakterii fermentacji mlekowej lub mlekowo-alkoholowej. Temperatura,
do jakiej podgrzewano mleko byta taka sama jak temperatura inkubacji mleka po jego
inokulacji. Mleko o roznej zawartosci laktozy dzielono na dwie czeSci. Jedng czgsé
poddawano inokulacji tradycyjnymi kulturami bakterii fermentacji mlekowej stosowanymi
w technologii produkcji jogurtu. Druga cze$¢ mleka o tej samej zawartosci laktozy
poddawano inokulacji kulturami uzywanymi w technologii produkcji kefiru. Proces
fermentacji zainicjowano wprowadzeniem kultur starterowych bezposrednio do mleka
przerobowego.

Wprowadzajac kultury starterowe o nazwie handlowej Lyofast SAB 440 B firmy
SACCO Polska, a nastgpnie inkubacji mleka w temperaturze 37°C otrzymano jogurty.
Zastosowane kultury sktadaly si¢ ze Scisle wyselekcjonowanych szczepow: Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus oraz Bifidobacterium animalis subspecies lactis.
Zgodnie ze specyfikacjg ich producenta kultury Lyofast SAB 440 B zapewniaja jednolitg
i kontrolowana produkcje mleka fermentowanego o wysokiej lepkosci. Z kolei
wprowadzajac do mleka przerobowego kultury o nazwie handlowej Lyofast MT 432 ANV
firmy SACCO, otrzymano kefir. Mleko po inokulacji tymi kulturami przetrzymywano
w temperaturze 23°C. Zastosowane w badaniu kultury starterowe skladaty sie¢
z Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subspecies lactis, Lactococcus lactis
subspecies lactis biovar diacetylactis, Lactobacillus brevis, Leuconostoc oraz z drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Czas inkubacji mleka przerobowego po inokulacji zaréwno
jednymi jak i drugimi kulturami wynosil 24 godziny. Oznaczenie form izomerycznych
kwasu 2-hydroksypropanowego przeprowadzono z wykorzystaniem testu Megazyme
L-lactic acid i D-lactic acid, firmy Megazyme International Ireland.

Oznaczenie  ilosciowe  kwasu  2-hydroksypropanowego  opieralo  si¢
na przeprowadzeniu dwoch reakcji  enzymatycznych z wykorzystaniem zestawu
odpowiednio przygotowanych odczynnikow. Pierwsza reakcja bylo utlenienie kwasu
2-hydroksypropanowego do pirogronianu przez dinukleotyd nikotynoamidoadeinowy
(NAD+) katalizowanym przez dehydrogenaze mleczanu (L—LDH lub D-LDH):

(L-LDH)
L —mleczan + NAD* —— pirogronian + NADH + H* (1)

(D-LDH)
D — mleczan + NAD* —— pirogronian + NADH + H* (2)
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Jednakze rownowaga reakcji jest bardziej przesunigta w strong kwasu
2-hydroksypropanowego i NAD+, dlatego dalsza reakcja wymagala schwytania
pirogronianu. Byto to mozliwe, dzigki konwersji pirogronianu do D—alaniny i 2-oksoglutanu
przy pomocy enzymu transaminazy D-glutanowo-pirogronianowej (D—GPT) w obecnoS$ci
duzej ilosci D—glutaminianu lub D—mleczanu:

(D-GPT)
Pirogronian + D — glutaminian —— D — alanina + 2 — oksoglutaren (3)
(D-GPT)
Pirogronian + D — mleczan —— D — alanina + 2 — oksoglutaren (4)

Zawarto§¢ NADH, ktéra wytworzyla si¢ w obu reakcjach, byla stechiometryczna
do ilo$ci kwasu 2-hydroksypropanowego. Ta ilo§¢ NADH, byla zmierzona poprzez wzrost
absorbancji przy dtugosci fali A=340 nm przy uzyciu spektrofotometru UV-1601 firmy
Beijing Rayleigh Analytical Instrument Corporation z siedzibg w Chinach.

Wyniki i dyskusja

Zawarto$¢  kwasu 2-hydroksypropanowego i jego form izomerycznych
w modelowym mleku fermentowanym przedstawiono w Tabelach 1 i 2. Ogolng zawartos$¢
kwasu stanowita suma jego form izomerycznych L(+) i D(-) z pomini¢ciem formy
racemicznej.

Tabela 1. Zawartos¢ poszczegolnych frakcji kwasu 2—hydroksypropanowego i jego ogdlna
ilo$¢ w jogurcie otrzymanym z mleka przerobowego o réznej zawartosci laktozy

Jogurt otrzymany z mleka

Badany skladnik o zawartosci laktozy (%)
4,7 2,35 <0,01
Kwas L(+) 2—hydroksypropanowy (g-L™) 5,74° 2,92% 433
Kwas D(-) 2-hydroksypropanowy (g-L™) 1,63° 0,99° 0,78
Ogolna zawarto$é kwasu (g-L™) ¥=17,37 ¥=391 ¥=5,03

a-c rozne male litery przy wartosciach oznaczaja statystycznie istotny wptyw zawartosci laktozy w mleku
przerobowym na zawarto$¢ kwasu 2-hydroksypropanowego na poziomie 0=0,05

Tabela 2. Zawartos$¢ poszczeg6lnych frakeji kwasu 2—hydroksypropanowego i jego ogdlna
ilos¢ w kefirze otrzymanym z mleka przerobowego o réznej zawartosci laktozy

Kefir otrzymany z mleka

Badany skladnik o zawartosci laktozy (%)
4,7 2,35 <0,01
Kwas L(+) 2—hydroksypropanowy (g-L™) 5,70° 4,26° 3,14%
Kwas D(-) 2-hydroksypropanowy (g-L™) 0,51° 0,32° 0,072
Ogolna zawartosé kwasu (g-L™) X=6,21 X =4,58 ¥=3731

a-c rozne male litery przy wartosciach oznaczaja statystycznie istotny wptyw zawartosci laktozy w mleku
przerobowym na zawarto$¢ kwasu 2—hydroksypropanowego na poziomie 0=0,05
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W procesie fermentacji mleka, wartos¢ kwasowosci czynnej mleka istotnie
zwigkszyta si¢. Srednio warto§¢ pH mleka poddawanego fermentacji trwajacej 24 h
zmniejszyta si¢ z pH 6,64 do pH 4,10. Mleko o zawartosci 4,7% laktozy poddane
ukwaszeniu kulturami jogurtowymi osiggnelo po 24 h fermentacji warto§¢ pH wynoszaca
4,09, a ukwaszone bakteriami kwasu mlekowego i drozdzami osiagne¢to wartos¢ pH 4,13.

Mleko zawierajace rowno lub mniej niz 0,01% laktozy ukwaszone na drodze
fermentacji mlekowej charakteryzowato si¢ mniejsza kwasowoscig $rednio o 0,03 jednoSci
pH niz mleko zawierajace 4,7% laktozy. Nie byla to roznica statystycznie istotna.
W przypadku fermentacji mlekowo-alkoholowej tendencja byta podobna, a rdznica
zwigkszyta si¢ do 0,17 jednostek pH. Wykazano statystycznie istotny wplyw zawartosci
laktozy w mleku przerobowym poddanym fermentacji mlekowo-alkoholowej na warto$¢
kwasowoSci czynnej.
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Rysunek 1. Wptyw rodzaju fermentacji na syntez¢ kwasu 2—hydroksypropanowego i jego

frakcji w MMF na bazie mleka o zawartosci laktozy 4,7%
a-b rézne mate litery przy warto$ciach srednich tego samego sktadnika dotyczace wptywu rodzaju fermentacji
oznaczajg roznice statystycznie istotne dla 0=0,05
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®L(+) '1D(-) + Ogolna zawarto$¢ kwasu
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Rysunek 2. Wptyw rodzaju fermentacji na syntezg kwasu 2—hydroksypropanowego i jego
frakcji w MMF na bazie mleka o zawartosci laktozy 2,35%

a-b rozne mate litery przy warto$ciach $rednich tego samego sktadnika dotyczace wptywu rodzaju fermentacji
oznaczajg roznice statystycznie istotne dla 0=0,05
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Rysunek 3. Wptyw rodzaju fermentacji na synteze kwasu 2—hydroksypropanowego i jego

frakcji w MMF na bazie mleka o zawartosci laktozy <0,01%
a-b rézne mate litery przy warto$ciach srednich tego samego sktadnika dotyczace wptywu rodzaju fermentacji
oznaczajg roznice statystycznie istotne dla 0=0,05

Na podstawie zaprezentowanego zestawienia analitycznego (Tab. 1-2 i Rys. 1-3)
mozna wnioskowaé, ze rodzaj zastosowanych w doswiadczeniu kultur starterowych
ma istotny wptyw na zawarto§¢ kwasu 2-hydroksypropanowego i jego forme¢ izomeryczng.
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Stwierdzono wigksza zawarto§¢ kwasu 2-hydroksypropanowego przy zastosowaniu
fermentacji mlekowej niz mlekowo-alkoholowej. Jedynie ogolna zawarto$§¢ kwasu
mlekowego w modelowym kefirze wytworzonym z mleka o zawarto$ci laktozy na poziomie
2,35% byta wicksza niz przy produkcji modelowego jogurtu. Warto$¢ ta wynikala
z przewazajacej ilosci kwasu L(+) 2-hydroksypropanowego. W badanych probkach mleka
fermentowanego dominujacg frakcja kwasu 2-hydroksypropanowego stanowita frakcja L(+).
Podwyzszony poziom izomeru kwasu 2-hydroksypropanowego D(-) jest nietolerowany
wérod ludzi, dlatego tez izomer L(+) kwasu 2-hydroksypropanowego jest bardziej
preferowany w zywnosci i w przemys$le farmaceutycznym. Jogurt powstaty z mleka
bezlaktozowego (<0,01%) charakteryzowat si¢  mniejsza  iloscia  kwasu
2-hydroksypropanowego (o 32%) niz jogurt powstaly z mleka o normalnej (4,7%)
zawartosci laktozy. Natomiast w przypadku modelowego kefiru wielkos$¢ ta byla znacznie
wigksza, lecz nie stanowila potowy ogdlnej zawartos$ci kwasu 2—hydroksypropanowego.

Jak wynika z badan innych autoréw [Lourens-Hattingh i Viljoen, 2002] odpowiedni
dodatek kultur starterowych oraz drozdzy istotnie wplywa na koncowa zawarto$¢
poszczegodlnych zwiazkow chemicznych w gotowym produkcie, w tym glownie kwasu
2-hydroksypropanowego. Autorzy zastosowali do ponownej inokulacji jogurty, ktore
poddano odpowiednio procesowi sterylizacji, a nastepnie odwirowaniu zawartosci glukozy,
aby zastosowac¢ drozdze fermentujace laktoze.

Autorzy wykazali, ze wzrost drozdzy jest $ciSle skorelowany ze zmniejszeniem si¢
zawartosci laktozy 1 wzrostem galaktozy w mleku fermentowanym. Jednoczesnie zawarto$¢
kwasu 2-hydroksypropanowego jest rozna w zalezno$ci od z zastosowanych kultur drozdzy
w procesie inokulacji. W jogurcie naturalnym najmniejsze st¢Zenie zaobserwowano przy
uzyciu . orientalis (0,30%) a najwigksze przy K. marxianus (2,04%). Ci sami autorzy
zaobserwowali, ze we wszystkich zastosowanych szczepionkach poziom zawartosci laktozy
byt podobny i miescit si¢ w przedziale od 3,40 do 3,76% w jogurcie naturalnym.

Do podobnych wynikow, co do ilosci form izomerycznych kwasu
2-hydroksypropanowego wystepujacego w jogurcie doszli [Nguyen-Boisse i in., 2013].
Autorzy do badan wykorzystali jogurty zakupione w lokalnym supermarkecie powstate
z mleka krowiego. Formy izomeryczne kwasu oznaczono zaréwno konduktometrycznie
za pomocg biosensoréw LODP i kombinacje¢ LODP/HRP oraz metoda szybkich testow firmy
R-Biopharm, GmbH, Germany. Warto$¢ kwasu L(+) 2-hydroksypropanowego w produktach
zbadanych przez [Nguyen-Boisse i in., 2013] wyniosta od 6,3 g-1* do 7,4 g-1", a zawartosé
kwasu D(-) 2—hydroksypropanowego, od 0,35 do 0,54 g-1*. Calkowita zawartos¢ kwasu
2-hydroksypropanowego oznaczona przez nich za pomoca biosensoréw wyniosta
0d 6,5 g1 do7,2 g1

Serra i in. [2009] analizowali dodatkowo zawarto$¢ innych kwaséw w zalezno$ci
od zastosowanej obrobki cieplnej mleka przerobowego oraz czasu skladowania. Mleko uzyte
w do$wiadczeniu autorzy poddali obrébce cieplnej w plytowym wymienniku ciepta
w temperaturze 90°C przez 90 sekund, dodatkowo wzbogacili je w 3% odtluszczone mleko
w proszku sktadajace si¢ z 54% laktozy, 34,04% biatka. Probki przechowywali przez okres
1, 14, oraz 28 dni. W pierwszym dniu autorzy oznaczyli 8,774 + 0,208 g-1™" kwasu
2-hydroksypropanowego w wytworzonych probach. Po 14 dniach byla juz to iloé¢
10,516 + 1,25 g-1™". Z kolei po 28 dniach warto$é ta zwickszyta sie do 10,74 + 1,268 g-1™.
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Whioski

1. W procesie fermentacji mleka zainicjowanej dodatkiem kultur starterowych warto$§¢
kwasowos$ci czynnej mleka istotnie zwickszyla si¢, niezaleznie od poczatkowej
zawartosci laktozy w mleku przerobowym. Srednio warto$é pH mleka poddawanego
fermentacji trwajacej 24 h zmniejszyta si¢ z pH 6,64 do pH 4,10. Przy czym po
zakoniczeniu czasu inkubacji mleko poddane fermentacji mlekowej miato istotnie
mniejsza kwasowos¢ (pH = 4,09) niz mleko po fermentacji mlekowo-alkoholowej
(ph =4,13).

2. Tlo$¢ wytworzonego kwasu 2-hydroksypropanowego w modelowych jogurtach
i kefirach uzalezniona byta od zawartosci laktozy w mleku przerobowym. Im wigcksza
byla zawarto$¢ laktozy w mleku przerobowym tym wigksza byla ogoélna zawartos§é
kwasu  2-hydroksypropanowego w  mleku  fermentowanym  niezaleznie
od zastosowanej fermentacji.

3. W badanych modelowych probkach mleka fermentowanego dominujaca frakcja
kwasu 2-hydroksypropanowego stanowita frakcja L(+). Stosunek ilosci jednej frakeji
do drugiej uwarunkowany byt rodzajem zastosowanych kultur starterowych, a tym
samym rodzajem przeprowadzanej fermentacji.

4, W wyniku uzycia mleka o zmniejszonej do <0,01%, zawartosci laktozy
w poréwnaniu do mleka o zawartosci laktozy 4,7% oznaczono 7-krotnie mniej kwasu
D(-) 2-hydroksypropanowego w kefirach i 2,5-krotnie mniej w jogurtach.
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