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mikroRNA — NOWY GRACZ WSROD BIOAKTYWNYCH
SKELADNIKOW DIETY

Maria KOZIOLKIEWICZ*

Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika £.6dzka

*maria.koziolkiewicz@p.lodz.pl

Streszczenie: Odkrycie czgsteczek mikroRNA i ich roli w procesie ekspresji genow
ma fundamentalne znaczenie dla biologii molekularnej, diagnostyki medycznej,
nutrigenomiki, a nawet, cho¢ to wydaje sie zaskakujgce, dla technologii zZywnosci
i zywienia. Czgsteczki mikroRNA majg od 22 do 26 nukleotydow i wraz z biatkowym
kompleksem RISC odpowiadajq za degradacje okreslonych mRNA, obnizenie poziomu
translacji i ostatecznie wyciszenie odpowiednich genow. Dotychczas zidentyfikowano
ponad 1000 roznych sekwencji ludzkich mikroRNA. Spekuluje sig, Ze ponad 30-60%
genow znajduje sie pod ich kontrolg. Poziom okreslonych miRNA czlowieka moze by¢
regulowany przez bioaktywne skladniki diety, takie jak: resweratrol, genisteina,
kurkumina czy galusan epigallokatechiny. Wplyw roznych fitozwigzkéw na mikroRNA
i wyciszanie genow jest juz dobrze udokumentowany i nie budzi wigkszych kontrowersji.
Natomiast przedmiotem sporow i dyskusji jest aktywnos¢ biologiczna tzw. egzogennych
mikroRNA, tzn. mikroRNA pochodzenia roslinnego lub zwierzecego (np. mikroRNA
zawarte w mleku), ktore wraz z Zywnoscig mogq dostac sig do przewodu pokarmowego,
a stamtgd do krwioobiegu i komorek-biorcow. Wyniki najnowszych badan potwierdzajg
istnienie mechanizmu, wedfug ktorego mikroRNA mleka hamujg metylotransferazy DNA,
a za ich posrednictwem regulujq ekspresje innych genow. O obecnosci tych mikroRNA
w produktach spozywczych decydujg m.in. procesy technologiczne oraz sposob utrwalania
i przechowywania zZywnosci.

Stowa kluczowe: egzogenne mikroRNA, metylotransferazy DNA, biatko fto

1. Wprowadzenie

Nie bedzie przesada stwierdzenie, ze odkrycie mikroRNA i mechanizmu ich
dziatania otwarto nowg er¢ w biologii molekularnej, diagnostyce medycznej i,
generalnie, w rozumieniu procesé6w regulacji ekspresji genow. Te niewielkie
niekodujace czasteczki RNA (ncRNA) sg kodowane przez inter- lub intragenowe
regiony genomu, powstaja w procesie transkrypcji, nastgpnie podlegaja obrobce
przez rybonukleazy Drosha (w jadrze komorkowym) i Dicer (w cytoplazmie),
co prowadzi do powstania dojrzatych okolo 22-nukleotydowych czasteczek
mikroRNA, ktoére ulegajg inkorporacji do czgsteczek biatkowego kompleksu
RISC (ang. RNA-induced silencing complex). Kompleks RISC ze wzgledu na
obecno$¢ jednego z bialek Argonaute (Agol, 2 lub 3) wykazuje aktywnos¢
nukleolityczng albo dziata jako inhibitor procesu translacji: miRNA rozpoznaje
komplementarng do siebie sekwencje w okreslonym mRNA (w obrgbie ORF lub



w regionie 3’-UTR), RISC dokonuje degradacji mRNA w obregbie ORF lub
hamuje proces translacji. W ten sposob miRNA wraz z kompleksem RISC
powoduja degradacj¢ okreslonych mRNA, obnizenie poziomu translacji
i ostatecznie wyciszenie odpowiednich genéw [1]. Dotychczas zidentyfikowano
ponad 1000 réznych sekwencji ludzkich miRNA. Jak rozlegly jest ich wptyw
na ekspresje genow — nie wiadomo. Spekuluje sie, ze od 30 do 60% genoéw
znajduje si¢ pod kontrola miRNA, co oznacza, iz te niewielkie fragmenty
kwasu rybonukleinowego maja olbrzymi wptyw na zdrowie czlowieka, ale
nieprawidtowosci dotyczace ich syntezy 1 funkcjonowania maja wpltyw
takze na procesy chorobowe zaczynajac od neurogenezy i rozwoju ukladu
immunologicznego, a konczac na wielu chorobach, w tym chorobach dieto-
zaleznych i nowotworach [2]. Poziom okreslonych czasteczek mikroRNA zalezy
od wielu czynnikoéw: stylu zycia, rodzaju diety, rodzaju przyjmowanych lekow
oraz aktywnosci fizycznej. Z punktu widzenia nutrigenomiki istotny jest fakt,
ze poziom okreslonych miRNA moze by¢ regulowany przez bioaktywne sktadniki
diety. Potwierdzony wptyw na poziom niektérych endogennych mikroRNA maja
m.in. resweratrol, genisteina, kwercetyna, kurkumina, galusan epigallokatechiny
i wiele innych [3-4].

Duze zaskoczenie wywotaty obserwacje wskazujgce na znaczng stabilno$¢
mikroRNA w réznych ptynach ustrojowych, m.in. w osoczu, krwi, moczu, ptynie
mozgowo-rdzeniowym, 1zach i mleku. Ich oporno$¢ na dziatanie specyficznych
i niespecyficznych rybonukleaz zapewnia m.in. biatko Ago-2 z rodziny
Argonaute, z ktorym zwigzane sg wewnatrzkomorkowe mikroRNA. Z kolei
stabilno$¢ mikroRNA obecnych w ptynach ustrojowych i ich opornos¢ na
dzialanie nukleaz zapewniaja tzw. eksosomy (ang. exosomes, extracellular
vesicles) — lipidowe pecherzyki o rozmiarach 30-100 nm, wydzielane przez
komorki do przestrzeni migdzykomorkowej. Zawierajg one m. in. biatka i rozne
rodzaje RNA, w tym mRNA, microRNA oraz krétkie i dtugie niekodujace RNA.
Istnieje opinia, ze o zawartosci eksosoméw (czyli o ich cargo) decyduje blizej
jeszcze niezidentyfikowana maszyneria molekularna odpowiedzialna za proces
sortowania. Innymi stowy: rodzaj czasteczek RNA obecnych w cytoplazmie nie
odzwierciedla rodzaju czasteczek RNA stanowigcych cargo. Sortowanie, jak si¢
wydaje, ma kluczowe znaczenie dla okreslenia sktadu cargo eksosomow, ale
mechanizm tego procesu nie zostat dotychczas wyjasniony [5-6]. Uwaza sig, ze
rodzaj czasteczek stanowigcych cargo ma kluczowe znaczenie dla komunikacji
pomigdzy komoérkami oraz regulacji funkcji Zyciowych komorek-biorcow.
Co wigcej, postuluje si¢ istnienie na powierzchni tych komoérek specyficznych
biatkowych receptorow, aktywowanych przez miRNA (tzw. miRceptory, ang.
miRceptors), ktore w ten sposob inicjuja nowe, nieznane wczesniej szlaki
sygnalowe [7].

Fakt, ze we krwi i osoczu obecne s3 eksosomy zawierajace rozne mikroRNA
bedace czesto efektem postepujacych procesow chorobowych, stat sie punktem
wyjs$cia do badan nad identyfikacjg tych czasteczek RNA jako biomarkeréw
nowej generacji [8]. Z drugiej strony eksosomy przenoszace czasteczki



mikroRNA umozliwiaja ogodlnoustrojowe (endokrynne) dziatanie niektorych
tkankowo- i komorkowo-specyficznych miRNA, ktére sa w stanie regulowac
ekspresje setek genow w komorkach, do ktorych te eksosomy trafity, czy to za
posrednictwem miRceptorow czy dzigki endocytozie.

2. Jak mikroRNA mleka regulujq ekspresje genow?

Zasygnalizowane powyzej mechanizmy odnosza si¢ do endogennych
miRNA — syntezowanych w organizmie ludzkim i dziatajacych w jego komorkach
i tkankach. Natomiast od kilku lat, a doktadniej od roku 2012 trwa dyskusja nad
ewentualng aktywnos$cia biologiczng tzw. egzogennych miRNA, tzn. miRNA
pochodzenia roslinnego lub zwierzecego (np. miRNA zawarte w mleku), ktore
jako sktadniki Zywnos$ci mogg dostac si¢ do przewodu pokarmowego cztowieka,
a stamtad do krwioobiegu i komorek-biorcow. Pierwsza publikacja na ten temat
ukazata si¢ w 2012 roku w renomowanym czasopismie Cell Research i odbita si¢
szerokim echem w srodowiskach naukowych zainteresowanych chemig i biologia
kwasow nukleinowych, a takze nutrigenomikg. Autorzy tej pracy opisali
aktywnos$¢ jednego z roslinnych microRNA (miR168a obecnego m.in. w ryzu)
jako regulatora ekspresji genu LDLRAPI1 kodujacego jedno z biatek
wchodzacych w sktad receptora LDL (ang. low-density lipoprotein receptor
adapter protein 1, LDLRAP1). miR168a obniza poziom mRNA kodowanego
przez ten gen, a w konsekwencji obniza takze poziom biatka, co prowadzi do
zmnigjszenia poziomu receptora LDL i zwigkszenia poziomu samego LDL (ang.
low density lipoprotein). Co wigcej, autorzy tej pracy postawili takze hipoteze
o mozliwosci ,horyzontalnego transferu roslinnego miRNA do komorek
organizmow zwierzecych” [9].Ostatnio wykazano, ze roslinne miRNA, w tym
znany juz miR168a, moga trafia¢ nie tylko do krwioobiegu i komorek jelita
cienkiego ssakow, ale takze do komorek ich gruczolow mlecznych oraz mleka,
co moze oznaczac, ze niemowlgta majg kontakt z niektérymi roslinnymi miRNA
zanim w ich diecie pojawi si¢ ryz czy inne produkty roslinne [10].

Podczas gdy udziat egzogennych roslinnych mikroRNA (ryzu, pomidorow,
salaty, itd.) w regulacji ekspresji genow ludzi i zwierzat budzi wiele watpliwosci
i dyskusji naukowych, naukowcy do$¢ zgodnie przyjmuja, ze taki mechanizm
regulacji ekspresji genow jest mozliwy w przypadku mikroRNA obecnego
w mleku ssakow. Co wiecej, charakterystyka miRNA mleka kobiecego i krowiego
oraz ich rola w regulacji ekspresji genow, odpowiednio, w okresie niemowlecym
i w wieku pdzniejszym sg obecnie obiektem wielu badan. W kobiecym mleku
zidentyfikowano dotychczas od 300 do 800 roznych czasteczek mikroRNA [11].
Na podstawie analiz in silico przyjmuje si¢, ze mogg one regulowac ekspresj¢
ponad 9000 genoéw. Trzeba jednak dodaé, ze liczba roéznych mikroRNA
zidentyfikowanych za pomoca dostepnych obecnie metod w mleku réznych
ssakow wynosi ok. 1400. Wigkszos¢ roznych sekwencji mikroRNA obecnych
w mleku kobiecym, krowim, kozim, itd. wykazuje wysoki stopien podobienstwa,
co wskazuje, ze s3 to sekwencje wysoce konserwatywne ewolucyjnie [2].



Punktem wyj$cia w formulowaniu hipotez na temat roli miRNA mleka
(zaréwno kobiecego jak i krowiego) jest fakt, iz niektére z tych czasteczek
(miRNA-148a, miRNA-21 oraz miRNA-29s) wykazujag komplementarnosé
w stosunku do mRNA kodujacych metylotransferazy DNA (DNMT) i moga
hamowac¢ proces syntezy tych enzyméw, co ma kluczowe znaczenie dla ekspres;ji
setek a moze nawet tysiecy genow [11]. DNMT odpowiadajg bowiem za
metylacje niektorych reszt cytozyny w DNA, co prowadzi do utworze-
nia 5-metylocytozyny w tzw. sekwencjach CpG (deoksycytydyna-fosforan-
deoksyguanozyna). Generalnie, wzrost poziomu metylacji DNA w okreslonych
genach prowadzi do kondensacji chromatyny i do zahamowania ekspresji tych
genow. Fakt, ze w/w mikroRNA mleka obnizaja poziom enzyméw DNMT,
oznacza, ze zmniejsza si¢ poziom metylacji DNA, innymi stowy, mamy
do czynienia z tzw. hipometylacja DNA. Efekt hipometylacji prowadzi do
wzmozonej transkrypcji wielu genoéw, a to oznacza takze wzmozong biosynteze
wielu biatek. Sa to wazne biatka regulatorowe, np. niektére czynniki
transkrypcyjne (np. Nrf2, Foxp3) i kinazy bialkowe (np. Akt, mTOR, ang.
mammalian target of rapamycin kinase). Jednak zdecydowana wigkszos$¢ tych
biatek nie zostata jeszcze zidentyfikowana. Jedno z nich (produkt genu FTO, ang.
fat-mass and obesity gene) zostato po raz pierwszy opisane w 2007 roku jako
czynnik skorelowany z otyloécig. Dalsze badania (2011r.) wykazaty, ze nie
uczestniczy ono w sposob bezposredni w metabolizmie lipidow, ale ma
aktywno$¢ demetylazy N6-metyloadenozyny (m°A) obecnej w czasteczkach
mRNA [12]. Melnik i Schmitz uwazaja, ze mleko jest czynnikiem odpo-
wiedzialnym za nadekspresj¢ biatka Fto oraz zwigkszony poziom demetylacji
m°A w réznych czasteczkach mRNA. Poniewaz metylacja DNA jest jednym ze
sposobow tzw. epigenetycznej regulacji transkrypcji, Melnik i Schmitz okreslaja
mikroRNA mleka jako ,,epigenetyczne regulatory” [11-12].

Biorac pod uwage fakt, iz trzy rodzaje miRNA odpowiedzialne za
hamowanie ekspresji DNMT (miRNA-148a, miRNA-21 oraz miRNA-29s)
wystepuja w mleku kobiecym oraz mleku innych ssakow w duzych ilo$ciach,
mozna przyjac, ze opisany wyzej mechanizm jest naturalnym, doskonalonym
przez miliony lat ewolucji ssakow sposobem epigenetycznej regulacji ekspresji
gendw w okresie niemowlecym. Mozna przypuszczaé, ze zwickszony poziom
okreslonych biatek, w tym biatka Fto, jest niezbedny na wczesnych etapach
rozwoju osobniczego. Demetylacja N6-metyloadenozyny obecnej w czasteczkach
mRNA w jaki$ sposéb zmienia ich wlasciwosci i reguluje ekspresj¢ genéw, co
ma znaczenie dla rozwoju uktadu immunologicznego, a takze w procesie
neurogenezy [13].

Badania nad funkcja biologiczng biatka Fto to, nota bene, fascynujaca
historia, ktora rozpoczeta si¢ w roku 2007 odkryciem genu FTO oraz stwier-
dzeniem, Ze jego produkt ma zwigzek z otyloscig. Jednakze wraz z odkryciem
aktywnosci Fto jako demetylazy N6-metyloadenozyny, przestalo ono by¢ tylko
obiektem zainteresowania dietetykow i lekarzy, a stato si¢ przedmiotem badan
genetykow 1 zainicjowalo rozwoj epitranskryptomiki (ang. epitranscriptomics),



ktorej zadaniem jest wyjasnienie epigenetycznych modyfikacji RNA, glownie
mRNA [14].

Chociaz miRNA-148a jest jednym z najlepiej scharakteryzowanych
mikroRNA mleka, to nie nalezy zapomina¢ o kilku innych ,,mlecznych” miRNA
istotnych z punktu widzenia regulacji ekspresji gendow. Jednym z nich jest
miR-21 postrzegany jako tzw. onkomiR (mikroRNA o onkogennym dzialaniu):
stymuluje proliferacj¢ komorek, wywotuje zaburzenia apoptozy, niestabilnos¢
genomu, wzmaga angiogenezg i stany zapalne. Wszystkie te procesy leza
u podstaw nowotworzenia. Nie mozna wykluczy¢ sytuacji, w ktorej spozywanie
mleka krowiego oraz kilka innych czynnikéw ryzyka decyduja o rozwoju
czerniaka [15]. Jednoczesnie tym samym dwom wyzej wymienionym miRNA
(148a oraz 21) przypisuje si¢ udziat w adipogenezie i etiologii cukrzycy typu 2.

Setki milionow ludzi spozywa mleko krowie i jego przetwory przez diugie
lata zycia. W krowim mleku zidentyfikowano ponad 400 réznych miRNA
i sekwencje nukleotydowe wiekszosci z nich sa identyczne z sekwencjami
miRNA mleka kobiecego. Wsrod mikroRNA krowiego mleka sg rowniez miRNA
komplementarne do mRNA kodujacego metylotransferazy DNA czlowieka.
Moze to oznacza¢, ze mRNA kodujace te enzymy podlega ,,nienaturalnej”,
znacznie przedtuzonej w czasie, regulacji prowadzacej do nadmiernie obnizonego
poziomu tych enzymdw, obnizonego poziomu metylacji promotorow oraz
zaburzen na poziomie ekspresji genéw kodujacych wazne biatka regulatorowe,
w tym biatko Fto. Innymi stowy: z powodu wysokiego stopnia homologii
pomiedzy niektorymi miRNA obecnymi w kobiecym 1 krowim mleku, te ostatnie
(tzn. miRNA mleka krowiego) moga regulowa¢ ekspresje ludzkich genow,
znacznie dtuzej niz ,chcialaby tego Natura”, tzn. dluzej niz tylko w okresie
wczesnego dziecinstwa, kiedy to karmienie mlekiem matki i oddzialywanie
mikroRNA jest procesem fizjologicznym.

Wiadomo takze, ze w wielu wypadkach niemowleta sa karmione
mieszankami na bazie mleka krowiego. Jednakze wskutek stosowanych
technologii mieszanki te zawierajg niewiclkie lub $ladowe ilosci miRNA
podobnych do miRNA mleka kobiecego. Najnowsze badania Golan-Gerstl i wsp.
potwierdzaja dane na temat niewielkiej zawartosci miRNA-148a w mleku
modyfikowanym w poréwnaniu do mleka kobiecego [16]. Moze glowna
przyczyng zaburzen i probleméw zdrowotnych obserwowanych u osob, ktore
w okresie niemowlgcym byly karmione inaczej niz mlekiem matki, jest deficyt
mikroRNA w mieszankach mlecznych zalecanych dla niemowlat i matych dzieci
[11-12]?



Tabela 1. Stopien podobienstwa sekwencji nukleotydowych ludzkich (hsa)
1 wotowych (bta) miRNA komplementarnych do mRNA metylotransferaz DNA

hsa-miRNA-148a-5p:
6-aaaguucugagacacuccgacu-27

hsa-miRNA-148a-3p: bta-miRNA-148a-3p:
44-ucagugcacuacagaaccuuugu-65 44-ucagugcacuacagaacuuugu-65
hsa-miRNA-21-5p: bta-miRNA-21-5p:
8-uaggcuuaucagacugauguuga-29 8-uagcuuaucagacugauguugacu-31
hsa-miRNA-21-3p: bta-miRNA-21-3p
46-caacaccagucgaugggcugu-66 47-aacagcagucgaugggcugucu-68

hsa-miRNA-29b-1-5p:

10-gcugguuucauauggugguuuaga-33

hsa-miRNA-29b-1-3p: bta-miRNA-29-1-3p:

51-uagcaccauuugaaaucaguguu-73 51-uagcaccauuugaaaucaguguu-73
Zrédio: [11].

3. Podsumowanie

Czy to oznacza, ze ludzie epoki neolitu, udomawiajac 8000 lat temu bydto,
zmienili w ewidentny sposob nie tylko diete, ale takze mechanizmy odpo-
wiedzialne za epigenetyczng regulacje ekspresji naszych genow? Melnik
i Schmitz podkreslaja, ze znaczenie mleka krowiego jako epigenetycznego,
niepozadanego regulatora ekspresji genow wzrosto dopiero w ostatnim
potwieczu, ze wzgledu na wprowadzenie ras bydla o przedtuzonym okresie
laktacji, stosowanie dodatkowej hormonalnej stymulacji tego procesu oraz
powszechne stosowanie pasteryzacji i/lub schtadzania mleka [17-18], ktore to
procesy nie eliminujg mikroRNA, a jedynie zmniejszaja ich zawartos¢ [19].
Powszechne spozywanie pasteryzowanego i/lub schtodzonego krowiego mleka
przez starsze dzieci, mtodziez i dorostych moze by¢ jedng z przyczyn zaburzen
w regulacji ekspresji wielu genéw oraz rozwoju chorob cywilizacyjnych.
Znacznie bezpieczniejsze sg tradycyjne metody: gotowanie lub kwaszenie mleka.
Produkty otrzymywane w wyniku jego fermentacji (kefiry, jogurty, twarogi, sery)
nie zawierajg miRNA, szczegblnie tych, ktére moga obniza¢ poziom
metylotransferaz DNA.
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Rys. 1. Schemat przedstawia w jakich okres zycia organizmy ludzi epoki kamienia albo ludzi
wspotczesnych byly lub sa poddawane dziataniu mikroRNA mleka matki lub mleka krowiego
Zrodto: opracowanie wiasne wg [20].

Z drugiej strony, zdaniem Melnika 1 Schmitza, karmienie niemowlat
mieszankami pozbawionymi miRNA takze prowadzi do zaburzen w ekspres;ji
gendw kodujacych m.in. metylotransferazy DNA (poziom tych enzymoéw
pozostaje zbyt wysoki, co prowadzi do hipermetylacji DNA i zahamowania
transkrypcji wielu genow). Sa wsrod nich geny kodujace czynniki transkrypcyjne
(NRF2, FOXP3), biatka regulatorowe (insulina) oraz enzymy odpowiedzialne za
modyfikacje RNA (FTO). Brak okreslonych miRNA w skladzie mieszanek
mlecznych dla niemowlagt moze by¢ przyczyna nieprawidlowosci w rozwoju
uktadu immunologicznego, co z czasem moze prowadzi¢ do rozwoju alergii
1 astmy oraz innych chorob dieto-zaleznych. Obaj autorzy apelujg takze,
aby w $wietle najnowszych wynikow dotyczacych aktywnosci biologicznej
miRNA mleka, zmodyfikowa¢ sktad preparatow dla niemowlat i wzbogacac je
w odpowiednie miRNA, a takze ogranicza¢ hormonalng stymulacj¢ laktacji
u krow [11-12].

Oczywiscie, analizujac t¢ hipoteze nalezy pamigtac, ze wiele aspektow
zwigzanych z aktywno$cig biologiczng egzogennych miRNA nie zostato do konca
wyjasnionych i, by¢ moze, nie wszystkie wyniki, na ktore powolujg si¢
autorzy prac przegladowych, sa w pelni wiarygodne [21]. Cze§¢ naukowcow
zaangazowanych w badania nad mikroRNA i eksosomami uwaza, ze egzogenne
roslinne miRNA rzeczywiscie wykazuja aktywno$¢ biologiczng w komorkach
zwierzgcych i ludzkich, ale zaleca konieczno$¢ opracowania i1 stosowania
jednolitych i wiarygodnych procedur badawczych. Przypominaja oni, ze miRNA
jest szczegdlnym rodzajem kwasu nukleinowego o bardzo zrdéznicowanej
stabilnosci, podlega dzialaniu nieznanych jeszcze enzyméw i dlatego wymaga
szczegllnego postepowania w trakcie eksperymentoéw. Inng przyczyna sprzecz-
nych wynikow moze by¢ zréznicowanie gatunkowe i osobnicze stosowanych
modeli zwierzgcych. W literaturze mozna takze znalez¢ komentarze tonujgce t¢
ostra dyskusj¢. Sa autorzy, ktorzy uwazaja, ze zardwno zwolennicy jak
1 przeciwnicy tezy o aktywnych egzogennych miRNA moga mie¢ racjg, ale to czy
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okreslone miRNA pochodzenia roslinnego trafiag do krwi i komoérek organizméw
zwierzgcych zalezy od ich (tzn. miRNA) wlasciwosci, m.in. od stabilnos$ci, a takze
sposobu, w jaki zachodzi sortowanie do eksosomow.

Nie ulega watpliwosci, ze regulacja transkrypcji zalezna od egzogennych
miRNA oraz mechanizmy odpowiedzialne za sortowanie czasteczek tych kwasow
nukleinowych to problemy naukowe o kluczowym znaczeniu nie tylko dla
nutrigenomiki. Chociaz publikacji dotyczacych tych zagadnien pojawia si¢ coraz
wiecej, to obecnie brak jest zadowalajacych i og6lnie akceptowanych wyjasnien.
Trudno takze przewidzie¢, w jakiej perspektywie czasowej mozna oczekiwaé
zidentyfikowania mechanizmow zaleznych od egzogennych miRNA. Czy rzeczy-
wiscie sg one epigenetycznymi regulatorami o kluczowym znaczeniu dla zdrowia
cztowieka? Tym bardziej nie mozna w tej chwili przewidzie¢ czy zostang
wprowadzone jakie$ praktyczne rozwigzania, ktore pozwolg zminimalizowac
niepozadane efekty ich dziatania (np. nowe technologie). A moze, w przypadku
mleka, nie warto szuka¢ innowacyjnych rozwiazan, ale nalezy wroci¢ do starych
tradycyjnych sposobow, jakimi sg gotowanie, kwaszenie, produkcja serow
i twarogow?
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microRNA - NEW PLAYER AMONG BIOACTIVE DIET
COMPONENTS

Abstract: Discovery of microRNA molecules and their role in gene expression is of
fundamental significance for molecular biology, medical diagnostics, nutrigenomics and
also for food technology and human nutrition. MicroRNAs are short (approximately
22 -26 nucleotides), noncoding RNAs which together with enzymatic RISC complex are
responsible for mRNA degradation, decrease of translation level and, finally, silencing of
gene expression. More than 1000 human microRNAs identified so far may control 30%
to 60% of gene expression at the posttranscriptional level. Some human microRNAs can
be modulated by bioactive diet components like resveratrol, genistein, curcumin and
epigallocatechin gallate. An influence of different phytocompounds on microRNA levels
and gene silencing is already well evidenced. However biological activity of exogenous
microRNA of plant or animal origin is much more controversial. Milk miRNAs are of
special interest of scientists, because they can exist as exceptionally resistant toward
degradation in biological fluids, gastrointestinal tract and circulation. Moreover, milk
microRNA can regulate gene expression in recipient cells of newborns and, probably,
adults. Results of very recent studies confirm a mechanism by which milk microRNA can
inhibit DNA methyltransferases responsible for epigenetic methylation of DNA and
regulation of gene expression. Levels of these microRNA in food are influenced by
technological processes, food preservation and storage.

Keywords: exogenous microRNA, DNA methyltr
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Streszczenie: Metabolomika to nauka wywodzqca si¢ z dziedzin takich, jak genomika,
transkryptomika czy proteomika. Za pomocqg badan metabolomicznych mozliwa jest
kompleksowa charakterystyka badanego materiatu, opierajgca si¢ na analizie
endogennych i egzogennych metabolomow (tj. czgsteczek o masie nie przekraczajgcej
1,5 kDa). Metody badan metabolomicznych dzieli si¢ na profilowe i ukierunkowane oraz
sq szeroko wykorzystywane w ocenie jakosci zywnosci. Pochodzenie geograficzne lub
system uprawy sq scisle zwigzane z jakoscig koncowego produktu. W pracy dokonano
przeglgdu wybranych artykulow naukowych dotyczqcych wykorzystania badan
metabolomicznych do potwierdzenia pochodzenia geograficznego, odmiany i systemu
uprawy wybranych przykladow produktow spozywczych.

Stowa kluczowe: metabolomika; chromatografia; jako$¢ zywnosci; autentyczno$é
zywnosci

1. Wprowadzenie

Metabolomika jest szybko rozwijajaca si¢ dziedzing nauki, $ci§le zwigzana
z obszarem biologii systemowej. Wywodzi si¢ z nauk okre§lanych potocznie jako
»omiczne”, do ktorych zaliczamy réwniez genomike, transkryptomike czy
proteomike. Istota badan metabolomicznych jest kompleksowa charakterystyka
probek Dbiologicznych, endogennych i egzogennych tzw. metabolomow
wykrywanych w badanym materiale. Badania te moga by¢ wykorzystywane w
analizie zar6wno materiatu zwierzgcego, jak i roslinnego [1]. Metabolomami
okresla sie za§ zwiazki o bardzo niskiej masie czasteczkowej, nie przekraczajacej
1,5 kDa, takie jak kwasy thuszczowe, aminokwasy, jedno- i dwucukry, aminy,
nukleotydy, maloczasteczkowe kwasy organiczne [2]. Wszechstronno$¢ badan
metabolomicznych pozwala analizowa¢ metabolity obecne w komorkach
kazdego rodzaju: ludzkich, zwierzgcych, roslinnych, grzybow i bakteryjnych;
umozliwiajac uzycie tej metody zard6wno w badaniach medycznych, jak
i badaniach zywno$ci. Coraz czgséciej nauka ta znajduje zastosowanie w analizie
ilosciowych 1 jakosciowych zmian zawartosci zwigzkéw chemicznych
w surowcach i produktach spozywczych, w celu okreslenia wplywu przetwarzania
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zywno$ci na zawarto$¢ zwiazkéw o niskiej masie czasteczkowej, a takze
nowatorskg probe oceny réznic pomigdzy zywnoscig pochodzaca z upraw
ekologicznych i konwencjonalnych [3, 4]. Zwyczajowo metabolomiczng analize
zwigzkéw rozrdznia si¢ na og6lng analiz¢ profilowg (ang. untargeted analysis)
i na analiz¢ ukierunkowang (ang. targeted analysis). Analiza profilowa
(holistyczna) pozwala na uzyskanie ogoélnego profilu zwigzkow nisko-
czgsteczkowych, jednak nie zawsze potaczona jest z doktadng identyfikacja
zwiazkow. Gtoéwnym jej celem jest dyskryminacja wzorcow metabolitow, ktore
moga zmienia¢ si¢ w odpowiedzi na zmiany Srodowiskowe, genetyczne czy
wynikajgce z dzialalnosci cztowieka [5]. Aby w lepiej definiowa¢ Zzywnos$¢,
okresla si¢ biomarkery charakterystyczne dla danego produktu metodg tzw.
odcisku palca (ang. food fingerprints). Pelnig one funkcj¢ znacznikéw, ktore
pozwalaja nam odpowiedzie¢ na pytania dotyczace autentycznos$ci, w tym
rowniez zafalszowan zywnosci [6]. W przypadku pochodzenia geograficznego
zywno$ci badania metabolomiczne sg istotne ze wzgledu na produkty chronione
znakami jako$ciowymi (np. Chronione Oznaczenie Geograficzne, ChOQG),
tak aby zmniejszy¢ skale zafatlszowan takich produktéow. Natomiast analiza
ukierunkowana dotyczy rozpoznania grup konkretnych zwiazkow, ktore moga
sugerowa¢ powstale procesy biochemiczne (identyfikacja konkretnych
metabolitow). Efektem tej analizy jest bezposredni opis jakosciowy badanego
materiatu, wynikajacy ze skladu Zywnosci. Identyfikacja wspomnianych
zwiazkow najczes$ciej polega na wykorzystaniu baz danych opisujacych
metabolity juz wczesniej scharakteryzowane. Badania metabolomiczne moga
stuzy¢ tez jako zaawansowane narzedzie analityczne do oceny korelacji pomiedzy
metabolitami i sensorycznymi atrybutami produktow spozywczych [7].

Mozliwo$¢ wykrycia niskoczasteczkowych zwiazkow jest mozliwa dzigki
wysokiej czuto$ci narzgdzi analitycznych stosowanych w metabolomice. Wérod
najczesciej] wykorzystywanych narzedzi wymieni¢ mozna: spektroskopie
rezonansu magnetycznego (NMR), spektroskopie w niskiej podczerwieni (NIR),
spektroskopi¢ mas (MS) w analizie chemometrycznej, chromatografi¢ gazowa
(GC), w tym chromatografi¢ GC qTOF, jak rowniez chromatografie cieczowe LC
(wysokosprawna HPLC i ultra-wydajna UPLC) oraz elektroforeze kapilarng (CE).
Metodyka analiz probek zywnos$ci, w odrdznieniu do analiz medycznych,
wymaga poprawnie przygotowanego materialu badawczego, w postaci
ekstraktow badanej zywnosci [2, 8]. Za szczegdlnie skuteczne narzedzie uwazana
jest spektrometria mas. MS pozwala zidentyfikowac praktycznie kazdy rodzaj
czasteczki, nawet w probkach o bardzo ztozonej strukturze chemicznej. Wyniki
uzyskane technika MS sa rejestrowane jako widma masowe, najczgsciej na
wykresach zalezno$ci kumulacji jondw od ich masy czasteczkowej (m/z).
Informacja ta pozwala zidentyfikowa¢ lub scharakteryzowac strukturalnie
sktadniki ztozonych materialow, na przyklad produktéw spozywczych [9].

W pracy dokonano przeglagdu wybranych artykutow naukowych z czasopism
recenzowanych, przedstawiajacych wyniki badan zywnosci z dziedziny
metabolomiki. Zebrane wyniki podzielono ze wzglgdu na czynniki: pochodzenie
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geograficzne, odmiane surowca, system uprawy oraz zafalszowanie dodatkiem
innego sktadnika zywnos$ci. Wedtug autoréw przywotanych artykutow, czynniki
te sg zrédlem roznic miedzy zidentyfikowanymi biomarkerami zywnosci.

2. Potencjalne biomarkery autentycznosci Zzywnosci
w zaleznosci od pochodzenia geograficznego i odmiany

Jako$¢ zywnosci, obok ceny produktu, stanowi jedna z jego najbardziej
istotnych cech. Nabywcy surowcow spozywczych, jak i gotowych wyrobow
przetworzonych, przywiazuje coraz wigkszg uwage do jakosci kupowanych
towarow. Zgodnie z najnowszymi trendami, wspdtczesny konsument ceni sobie
rzetelnos¢ informacji o produkcie oraz jako§¢ zwigzana z jego pochodzeniem.
Na rynku zywno$ci mozna znalez¢ wiele produktow spozywczych charak-
terystycznych dla danego regionu geograficznego, ktorego produkcja i oznaczenie
pochodzenia jest obostrzona prawnie. Szczegdlng ochrong prawna objete sa m.in.
oznaczenia geograficzne i nazwy pochodzenia produktéw rolnych. Przyktadami
takich produktéw sg m.in. wino, kawa i oliwa z oliwek [10, 11].

Wyniki metabolomicznych badan autentycznosci wybranych produktow
spozywczych oraz wykaz ich potencjalnych biomarkeréw (tabela 1) opisano
ponizej. Jako§¢ winogron ma decydujace znaczenie dla jako$ci zrobionego z nich
wina, a badania dowodzg, ze profil powstajacych w nich metabolitow, takich jak
kwasy organiczne, aminokwasy, weglowodany, fenylopropanoidy i flawonoidy,
roznig si¢ w zalezno$ci od odmiany i pochodzenia geograficznego. Charak-
terystycznymi potencjalnymi biomarkerami wykrywanymi w winogronach
pochodzacych z Portugalii mogg by¢ szesciowgglowe alkohole [12]. Autorzy
kolejnych badan, po przeprowadzeniu szczegdétowej analizy glownych szlakow
metabolomicznych (glikolizy, cyklu kwasow trikarbokyslowych, powstawania
aminokwasow 1 sacharozy) i zawarto$ci metabolitow w zaleznosci od stadium
dojrzatosci owocow, wykazali, ze profil metabolomiczny réznicowat winogrona
dwoch odmian, pochodzacych z jednego regiony Chile [13].

Ostatnio przeprowadzone badania wskazaly takze, Zze biomarkerami
odrézniajacymi wina z dwoch odmian biatych winogron (Feteasca Regala
i Sauvignon Blanc) byly taniny, zwiazki charakterystyczne dla win czerwonych.
Wino z odmiany Feteasca Regala wyrdzniato si¢ wigksza zawartoscig tanin,
w porownaniu z druga odmiang winogron [14]. Okreslenie profilu meta-
bolomicznego pozwala réwniez na ocen¢ iloSciowa i jakosciowa surowcow
uzytych do uzyskania koncowego produktu. Przykltadem moze by¢ kawa, do
produkcji ktorej wykorzystuje sie glownie ziarna dwoch gatunkow kawoweca,
Arabica (fac. Coffea arabica) i Robusta (tac. Coffea canephora). Ziarna kawy
gatunku Arabica, w przeciwienstwie do Robusty, charakteryzuja si¢ lepszymi
walorami sensorycznymi, atrakcyjniejszym zapachem i smakiem.
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Tabela 1. Potencjalne biomarkery autentycznos$ci zywnosci w zalezno$ci
od pochodzenia geograficznego i odmiany

Biomarkery Matgrial badawgzy Zrédlo
(kraj pochodzenia) literaturowe
1-heksanol, octan 2 metylobutylu, octan Sok jabtkowy
heksylu, 2-metylobutanonian butylu, etyl- | (Chiny) odmiany:
2- metylobutanonian, heksanonian etylu, Starkrimson, Qinguan, [19]
propanian heksylu, pentyl-2- Gala, Jonagold, Golden
metylobutanonian Delicious, Fuji
Soki cytrusowe
kwas abscysynowy, kwas ferulowy, Cytryny, grejpfrut
naringina, neohesperydyna, tryptofan, mandarynki, [20]
glukozyd nomiliy pomarancze
adenina, alanina, fruktoza, inozytol, Winogrona
prolina, kwas linolenowy, glukozyd-3- (Korea Potudniowa) [35]
kwercytyny
1-heksanol, (E)-3- heksanol, Winogrona
(Z)-heksanol (Portugalia) [12]
aminokwasy, kwasy tluszczowe, kwasy .
hydroksykwasy, kwasy dikarboksylowe, Wln.ogrona
(Chile) [13]
cukry, kwasy fenylopropanowe,
flawonoidy
(E)-p-damascenone, a-bisabolene, Winogrona
a-terpineol, o-ylangene, B-bourbonene, (Madera) [37]
B-ionene, geraniol, hotrienol, linalool
taniny ?Xg;;)un ia) [14]
Kawa
kofeina, cholina, sacharoza, kwas Arablca‘(Brazylla,
kawoilochinowy, cytrynian, jabtczan Kolumbia, Gwatemala, [15]
trygonelina , ’ ’ Tanzania),
Robusta (Indonezja,
Wietnam)
kwas kawoilochinowy, kwas
dikawoilochinowy, kwas linolowy, kwas Kawa [16]
feruloilochinowy, kwas palmitynowy, Arabica (Brazylia)
sacharoza
Kawa
6-O-metylofestestol, kahweol Arabica [18]
Robusta
Kawa
kofeina, inozytol, kwas Arabica Kopi Luwak [17]
piroglutaminnowuy Robusta Kopi Luwak
(Indonezja)
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Konsumenci, pomimo wyzszej ceny kawy Arabica, doceniaja jej jakosc,
dlatego sktonni sg wyda¢ wigksza sume pieniedzy. Ma to istotne znaczenie
w dobie coraz czgstszych przypadkow falszowania kawy ziarnami niskiej jako$ci.
Konsumenci, pomimo wyzszej ceny kawy Arabica, doceniaja jej jakos¢, dlatego
sktonni sa wydaé wicksza sumeg pieniedzy. Ma to istotne znaczenie w dobie coraz
czestszych przypadkéw falszowania kawy ziarnami niskiej jakosci. W ostatnich
pigciu latach opublikowano wiele artykutéw naukowych dotyczacych fatszo-
wania kawy, a opisane w nich badania skupiaty si¢ na identyfikacji biomarkeréw
charakterystycznych dla ziaren réznych gatunkéw i odmian. Stwierdzono na
przyktad, ze kawa gatunku Arabica zawiera znacznie wigcej sacharozy,
cytrynianu, trygoneliny i jabtczanu, podczas gdy Robusta charakteryzuje si¢
wyzszym poziomem kofeiny, choliny i kwaséw kawoilochinowych [15].
Profil zwiazkéw fenolowych, kwasow tluszczowych i sacharozy zostat takze
zidentyfikowany jako grupa biomarkeréw roznicujacych osiem odmian kaw
gatunku Arabica. Rozpoznawanie charakterystycznego profilu tych zwiazkéw
uznano za narzedzie przydatne w procesie certyfikacji i identyfikowalno$¢ ziaren
kawy [16]. Analizy metabolomiczne wykonywane w ostatnio przeprowadzanych
badaniach pozwolily rowniez na rozrdznienie gatunkéw Robusta i Arabica
w kawie typu Kopi Luwak, pozyskiwanej z odchodow taskuna palmowego. Kawa
ta jest najdrozsza kawa dostepna na rynku, co sktania nieuczciwych producentow
do jej falszownia. Jak dotad nie istnialy skuteczne metody okreslania jej
autentycznosci i dopiero analiza metaboliczna stala si¢ potencjalnym narzedziem
wykrywania falszerstw. Wyniki badan wykazaly, Zze biomarkerami dyskry-
minacyjnymi jest zawarto$¢ kofeiny, inozytolu i kwasu piroglutaminowego.
Byta to jedoczesnie pierwsza opublikowana praca na podstawie, ktorej mozna
bylo skutecznie odrézni¢ autentyczne i zafalszowane probki Kopi Luwak, na
podstawie analizy zawartosci kwasu cytrynowego, kwasu jabtkowego, 1 stosunku
inozytolu do kwasow piroglutaminowych [17]. Pdzniejsze badania zapre-
zentowaty mozliwo$¢ potwierdzenia gatunku uzytych ziaren kawy na podstawie
zawarto$§ci dwoch zwigzkow, jako potencjalnych biomarkerow. Zwigzek
16-o-metylofestestol zawarty byt tylko w kawie gatunku Robusta, natomiast
kahweol tylko w kawie gatunku Arabica [18].

Identyfikacja biomarkeréw metabolomicznych uzywana byta réwniez do
skutecznego rozroznienia odmian surowcow uzytych do produkcji sokow z jabtek
i cytrusow. Wedlug autorow jednej z prac, analiza ta moze z powodzeniem
stuzy¢ jako narzedzie do kontroli jakosci sokéw jabtkowych, wykrywajac
ewentualne zafalszowania produktu [19]. Wyniki nieukierunkowanej analizy
metabolomicznej pozwolity takze na ocen¢ roéznic pomigdzy dostgpnymi na
rynku sokami z réznych gatunkow cytrusow (cytryna, grejpfrut, mandarynka,
pomarancza). Metabolitami réznicujacymi byty m.in. kwas abscysynowy (ABA),
limonoidy, flawonoidy i1 aminokwasy odrézniaty uzyskane soki pomig¢dzy
roznymi odmianami wykorzystanych cytruséw [20].
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3. Potencjalne biomarkery autentycznosci Zzywnosci
w zaleznosci od systemu uprawy

Ekologiczny i konwencjonalny sposoéb uprawy ma istotny wplyw na
zawarto$¢ wielu zwiazkéw wytwarzanych przez rosliny, a jednoczesnie bedacych
waznymi sktadnikami diety cztowieka [21]. Profil tych zwigzkow, potencjalnych
biomarkerow (tabela 2), moze odroznia¢ surowce pochodzace z tych dwoch
réznych systemow rolniczych.

Jak ukazuja badania, pochodzenie ziarna z uprawy ekologicznej badz
konwencjonalnej, moze zosta¢ okreslone zawartoscig 8 metabolomitow (alaniny,
B-alaniny, gliceryny, hydroksyglutaranu, mioinozytolu, kwasu pantotenowego,
mocznika i waliny) wykrywanych w produktach zbozowych [22]. W kolejnych
badaniach powtorzyly si¢ trzy (alanina, mioinozytol i mocznik) z 11 zidenty-
fikowanych metabolomitow réznicujacych pszenicg ekologiczna od konwencjo-
nalnej [3].

Badania z wykorzystaniem analizy metabolomicznej pozwalajg takze na
okreslenie pochodzenia owocow pomidorow. Przyktadem biomarkeréw pozwa-
lajacych na zidentyfikowanie konwencjonalnie uprawianych pomidoréw, byla
obecno$¢ glutamylofenyloalanina i N-melonylotryptofan w wytworzonych z nich
produktach (ketchup) [23]. Pomidory réznych odmian, uprawiane w takim samym
systemie, charakteryzowaly si¢ takze wigksza zawartoscig tomatyny [24].

Tabela 2. Metabolity jako potencjalne biomarkery autentycznos$ci zywnosci
wedtug systemow produkeji (ekologiczny vs. konwencjonalny)

Biomarker Material Zrédlo
y badawczy literaturowe

glutamylofenyloalanina, N-malonylotryptofan Pomidor [23]
tomatyna Pomidor [24]
alanina, f-alanina, gliceryna, hydroksyglutaran,
mioinozytol, kwas pantotenowy, mocznik, Pszenica [22]
walina
4-aminobutanonian, alanina, adenozyna,
arabinoza, asparagina, asparaginian, Pszenica 3]
etanoloamina,jabtczan, mio-inozytol, tryptofan,
mocznik
Kofeina, kwas chlorogenowy, trygonelina Kawa [26]
B-apo-karotenal, B-karoten, B-kryptoksantyna, Jaia [25]
kantaksantyna, zeaksantyna J
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Inne badania, opierajace si¢ na profilowaniu karotenoidow, pozwolity na
weryfikacje systemu produkcji jaj kurzych. Jaja pochodzenia ekologicznego
charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoScig P-karotenu i zeaksantyny. Autorzy
pracy uznali te dwa zwiazki za potencjalne biomarkery réznicujace pochodzenie
jaj [25]. Jednym z produktow popularnych wsréd konsumentéw zywnos$ci
ekologicznej jest kawa. Podobnie do przywotanych juz badan, metabolitami
roéznicujagcymi kawe ekologiczng, od konwencjonalnej sa kofeina, trygonelina
i kwas chlorogenowy. Jak wykazaly badania, zwiazki te wykryte zostaty
w wigkszej ilosci w produktach powstatych z ziaren uprawianych w systemie
ekologicznym, w poréwnaniu do ich konwencjonalnych odpowiednikow [26].

4. Badania metabolomiczne w wykrywaniu zafalszowan
oliwy z oliwek

Zastgpowanie oryginalnych surowcow produktow cenionych na rynku
spozywczym, tanszymi i gorszymi jako$ciowo substytutami, moze by¢ dla
producenta korzystne i atrakcyjne finansowo. Jest to jednak nie tylko oszustwo
gospodarcze, ale przede wszystkim powazne wprowadzanie konsumenta w btad
[27-29]. Oliwa z oliwek, ze wzgledu na charakterystyczny sktad kwasow
thuszczowych jest produktem trudnym do analizy pod wzgledem jakos$ci
i autentycznosci. Wykrywanie zafalszowan jest obecnie jednym z najwiekszych
wyzwan producentow oliwy z oliwek. W celu ochrony klientowi producentow
przed fatszywymi deklaracjami jakosci oliwy z oliwek, organizacje rzadowe
ustanowity wymagania certyfikacji niezbedne dla tego produktu [30]. Zafat-
szowania oliwy byly juz szeroko badane wieloma metodami chromato-
graficznymi, jednak wada w kazdej z nich jest dtugi czas przygotowania probki.
Jedna z najczgstszych metod falszowania oliwy jest dodawanie do niej innych
rodzajow olejow roslinnych, np. oleju z orzechow laskowych, z orzechow
wloskich, oleju sojowego czy rzepakowego. Przyktady zafalszowan oliwy
z oliwek dokumentowane w artykutach naukowych, przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Przyktady zafatszowan oliwy z oliwek, wykryte metoda badan

metabolomicznych

Zidentyfikowane zafalszowanie oliwy z oliwek . Zrodlo
literaturowe

olejem z orzechow laskowych (6% catej masy produktu) [32]
nasionami kukurydzy, bawehy, soi, stonecznika lub olejem [31]
palmowym
olejami rafinowanymi i olejem z orzechéw wtoskich [36]
mieszanka olejow roslinnych [27]
olejem z orzechéw laskowych [39]
mieszanka olejow ze stonecznika i kukurydzy, z nasion bawelny [38]
i rzepaku
olejem sojowym [27]
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W przypadku oliwy z oliwek, wykrywanie zwigzkoéw rdznicujacych produkt
oryginalny od zafalszowanego wykonuje si¢ przez identyfikacje metabolomow
charakterystycznych dla sktadnika falszujacego. W zalezno$ci od doktadnosci
zastosowanej metody, mozliwe jest wykrycie r6znego poziomu zanieczyszczen.
Spektroskopia FTIR uzyta w badaniu metabolomicznym pozwolita na identy-
fikacje dodatku oleju stonecznikowego na poziomie 20 ml w 1 litrze oliwy.
Wedlug autorow jest to ilo$¢ nizsza od poziomu, przy ktoérym takie zafalszowanie
staje si¢ korzystne ekonomicznie [27]. Za pomoca analizy metabolomicznej
mozliwe bylo takze wykrycie zafalszowan dokonanych na etapie przygotowania
oliwek do ttoczenia, wynikajacych z dodatku innych surowcoéw, np. nasion soi
i nasion stonecznika [31-33]. Skutecznym sposobem analizy zafatszowan stato si¢
rowniez ukierunkowanie techniki badawczej na zawarto$¢ konkretnych
substancji, charakterystycznych dla prawdopodobnego dodatku. W taki sposob
dokonano wykrycia zawarto$ci oleju sojowego w oliwie z oliwek, podczas
badania majacego na celu identyfikacje nieoczekiwanych w oliwie zwigzkoéw
z grupy triacylogliceroli (TAG) [34, 9]. Oliwa z oliwek charakteryzuje si¢ duza
zawarto$cig zwigzkow bioaktywnych (np. karotenoidow i kwaséw fenolowych)
i steroli. Profil tych typowych dla oliwy zwiazkéw jest §cisle zwiazany z ich
odmiang i pochodzeniem, co pozwala na skuteczne wykrywanie zafatszowania
oliwy. Wykorzystanie chromatografii UHPL-QTOF okazalo si¢ by¢ pomocne
w odréznieniu dwoch rodzajow oliwy, wskazujac kwasy hydroksybenzoesowe,
cholesterol i pochodne stigmasterolu jako markery roznicujace oliwe tunezyjska
od wloskiej [29]. Wyniki innych badan ujawnity ponad 70 markeréw (gtéwnie
z grupy polifenoli i steroli) réznicujacych oliwy ze wzgledu na ich pochodzenie.
Mozliwos¢ identyfikacji tak wielu zwiazkéw wynika z dokladnego poznania
charakterystycznych dla danej odmiany szlakow metabolicznych, uwarun-
kowanych zmianami S$rodowiska. W przypadku oliwy z oliwek, analiza
metabolomiczna pozwala na niemalze 100% wykrycie zafalszowan produktu [6].

5. Podsumowanie

Jako$¢ zywnosci jest pojeciem dotyczacym cech produktu spozywczego
na kazdym szczeblu jego produkcji, od uprawy do spozycia przez konsu-
menta. Przyktadami cech jakosciowych jest pochodzenie geograficzne, odmiana
1 zastosowany system uprawy surowca. Oryginalno$¢, a przede wszystkim
autentyczno$¢ tych cech uznaje si¢ za gwarancje wysokiej jakosci produktow
spozywczych. Pomimo obostrzen prawny zwigzanych z certyfikacja produktow
(m.in. chronione pochodzenie geograficzne, zywnos¢ ekologiczna), na rynku
spozywczym dostepne sg produkty uwazane za oryginalne, a w rzeczywistosci
tylko sprzedawane w cenie produktu oryginalnego. Dotyczy to produktow takich,
jak wina gronowe, kawa, soki owocowe czy oliwa z oliwek. Do oceny
zafalszowan zywnosci potrzebne sg precyzyjne metody badawcze. Ta bardzo
czuta metoda umozliwia zidentyfikowanie zwigzkdéw powigzanych z konkretnymi
szlakami metabolomicznymi. Roznice profilu metabolomicznego, spowodowane
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przez srodowisko, réznorodnos¢ genetyczng lub zamierzone dziatanie cztowieka,
skutkuja powstaniem charakterystycznych biomarkerow. Na podstawie przeanali-
zowanych wynikow badan mozna wnioskowaé, ze metabolomika jest skutecznym
narzgdziem stuzacym ocenie autentycznos$ci lub pochodzenia produktow
oryginalnych, na podstawie ktérym mozna dokona¢ weryfikacji pochodzenia
1 sktadu produktow. Bariera w wykorzystaniu metabolomiki do analizy zywnosci
jest ztozonos¢ procesow biochemicznych i fizjologicznych zwigzanych z poten-
cjalnymi biomarkerami zywno$ci.W zwiazku z tym, w celu efektywnego
wykorzystania badan metabolomicznych w ocenie zywnos$ci, niezbedna jest
wspoOlpraca specjalistow z wielu dziedzin, m.in. bezpieczenstwa zywnoSci,
procesow produkcyjnych, rolnictwa, biochemii, biologii i analizy danych
statystycznych.
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METABOLOMIC AS A RESEARCH TOOL TO THE FOOD
ASSESSMENT

Abstract: Metabolomics is a science from genomics, transcriptomics and proteomics
areas. It is possible to comprehensively characterize the examined research material,
based on the analysis of endogenous and exogenous metabolomes (molecules with a mass
not exceeding 1.5 kDa). Metabolomic research methods are divided into profiled and
targeted and they are widely used in the assessment of food quality. Geographical origin
or farming system are closely related to the quality of the final product. The paper reviews
selected scientific articles on the use of metabolomic studies to confirm geographical
origin, variety and system of growing selected examples of food products.

Key words: metabolomics; chromatography; food quality; food authenticity
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Streszczenie: Substancje pochodzenia roslinnego, stosowane od wiekow jako srodki
wspomagajqce leczenie lub tagodzqce objawy wielu chordb, zyskujq obecnie uznanie
jako aktywne preparaty polecane w celu zapobiegania, czy hamowania rozwoju
niektorych chordb cywilizacyjnych. Owoce kolcowoju pospolitego (Lycium barbarum
L.), znane pod nazwg owocow Goji, charakteryzujg si¢ bogactwem substancji
dzialajgcych korzystnie na zdrowie czlowieka. Prowadzone badania wskazujg na
znaczqeq aktywnosé biologiczng zarowno jagoéd Goji, jak i pozyskiwanych z nich
ekstraktow. Celem prezentowanej pracy bylo przyblizenie wartosci prozdrowotnej
owocow kolcowoju pospolitego, ze szczegolnym uwzglednieniem ich frakcji
polisacharydowej. Przedstawiono przyklady badan prowadzonych in vitro i in vivo
w modelach zwierzecych, dokumentujgcych szczegolne dzialanie ochronne, przeciw-
zapalne i przeciwcukrzycowe kompleksu polisacharydow Lycium barbarum L. - LBP.
Ze wzgledu na wilasciwosci prozdrowotne jagdd Lycium barbarum L., suplementacja
diety tymi owocami lub ich pochodnymi, moze dziala¢ wspomagajgco na organizm
czltowieka, stanowiqc element zZywnosci funkcjonalnej.

Stowa kluczowe: kolcowdj pospolity; zywno$¢ funkcjonalna; polisacharydy; kompleks
polisacharydowy Lycium barbarum L.

1. Wprowadzenie i ogolna charakterystyka Lycium
barbarum L.

Wspblczesnie, organizm ludzki narazony jest na wielokierunkowy stres
srodowiskowy. Pomimo coraz lepszych warunkow zycia, wzrastajgca aktywnos$¢,
stres, chemizacja upraw rolnych i spozywanie duzych ilosci wysoko
przetworzonej zywnosci, przyczyniaja si¢ do rozpowszechnienia choréb
cywilizacyjnych. W poszukiwaniu substancji dziatajacych prozdrowotnie,
cztowiek czgsto siega do zasobow medycyny naturalnej. Znane tylko
w niektorych regionach §wiata rosliny sa na nowo odkrywane i wprowadzane do
diety na podstawie udokumentowanych naukowo wtasciwos$ci biologicznych.
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Kolczaste winorosle kolcowoju pospolitego (Lycium barbarum L.), zwane
tez kolcowojem szkartatnym, czy jagoda Goji, naleza do klasy Magnoliopsida,
rzedu Solanales, rodziny Solanaceae i rodzaju Lycium. Roslina ta jest krzewem
o dhugich galeziach, czgsto wymagajacych podpory. Kolcowdj pospolity nie
ma specjalnych wymagan glebowych i jest odporny na susze. Rosnie
w umiarkowanym, wilgotnym klimacie, na glebach dobrze przepuszczalnych.
Najwigksze uprawy kolcowoju pospolitego znajduja si¢ w Azji: Chinach,
Mongolii i Tybecie. Ponadto kolcowdj uprawiany jest na terenach Ameryki
Péinocnej i Ameryki Potudniowej (Argentyna, Chile) oraz w Afryce Potudniowe;.
W ostatnich latach ze wzgledu na duza popularnos¢ jagdd kolcowoju, uprawy
Goji zaktada si¢ rowniez na terenach Europy. Najwiecej upraw znajduje si¢ na
obszarach Wiloch, Rumuni i Bulgarii oraz Portugalii [8, 19, 20].

Chociaz owoce kolcowoju pospolitego sa jadalne, to roslina ta uznawana jest
za trujaca, ze wzgledu na mozliwe porazenia uktadu nerwowego, paraliz migsni
i zaburzenia w funkcjonowaniu przewodu pokarmowego. Uwaza sig, ze
niedojrzate owoce réwniez mogg mie¢ niekorzystne dziatanie na zdrowie
cztowieka. Owoce Goji majg charakterystyczny wydluzony ksztatt, a wielkosé¢
jagéd nie przekracza 1-2 cm. Jagody maja barwg jaskrawa, pomaranczowo-
czerwong i stodko-cierpki smak. Zbior owocdéw odbywa si¢ od sierpnia do
pazdziernika [19]. Ro$lina ta znana jest w Azji od ponad 2300 lat i stosowana jako
ziolo lecznicze, suplement diety oraz tradycyjna zywnos¢ [18]. Jagody Lycium
barbarum L. s3 na 0got suszone i dopiero w takiej postaci spozywane. Stosowane
sg rowniez jako dodatek do napojow, deseréw oraz potraw miesnych [10].
W ostatnim czasie na rynku pojawily si¢ soki i galaretki przygotowane na bazie
owocow Goji. Smak tego owocu zalezy gtownie od proporcji cukrow i kwasoéw
organicznych. Jagody charakteryzujg si¢ wysoka zawarto$cig aminokwasow,
polisacharydow i karotenoidow [23].

Jagody kolcowoju szkartatnego stosowane sa w chinskiej medycynie ze
wzgledu na bardzo korzystny wplyw na organizm cztowieka — zawarto$¢ witamin
i zwigzkow mineralnych oraz wysoka warto$¢ odzywcza [15]. Zawieraja miedzy
innymi: witaminy z grupy B (B1, B, Bs), witaming C i E oraz zelazo, cynk, wapn,
miedz, selen i fosfor [21]. Lycium barbarum L. inaczej jagoda wilkéw (bo i taka
nazwa jest znana w starozytnej Azji) ma, zgodnie z teorig i praktyka tradycyjnej
chinskiej medycyny, korzystny wplyw na funkcjonowanie watroby i nerek.
W medycynie naturalnej jej zbawienny wplyw przypisuje si¢ zachowaniu
rownowagi biologicznej organizmu [23]. Za dobroczynne efekty spozywania
owocow Goji uwaza si¢: opdznianie procesoOw starzenia komorek, zapobieganie
rozwojowi nowotwordéw, wspomaganie uktadu odpornosciowego, dziatanie
hipoglikemiczne, stymulacje wydzielania insuliny, przeciwdziatanie zapaleniu
jelita grubego, poprawe zdolnoSci uczenia si¢ i zapamigtywania [4, 24]. Ponadto
jagodom kolcowoju pospolitego przypisuje si¢ zmniejszanie skutkow
napromieniowania lub chemioterapii, dziatanie kardioprotekcyjne, przeciw-
wirusowe i przeciwzapalne [6, 9].
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Celem prezentowanej pracy jest przyblizenie wartosci prozdrowotnej
owocow kolcowoju pospolitego, znanych pod nazwg jagdd Goji, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich frakcji polisacharydowe;j.

2. Aktywnos$¢ biologiczna kompleksow polisacharydowych
jagod Lycium barbarum L.

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ substancji odzywczych oraz soli
mineralnych, jagody Goji otrzymaty miano ,,superfood”. Polisacharydy stanowia
najliczniejszg grupe zwigzkoéw zidentyfikowanych w jagodach kolcowoju
pospolitego [17, 22]. Kompleks rozpuszczalnych w wodzie polisacharydow
Lycium barbarum L. (LBP — Lycium barbarum L. polysaccharides) jest jednym
z najcenniejszych komponentow jagdd Goji. Okoto 5-8% suchej masy suszonych
owocow Lycium barbarum L. to polisacharydy lub ich glikokoniugaty [1]. Frakcja
polisacharydowa ma strukture glikopeptydu 1 zawiera kwas galakturonowy,
18 aminokwaséw 1 dziewig¢ monosacharydow, w tym duza ilo§¢ ksylozy
1 glukozy oraz mate ilosci arabinozy, ramnozy, mannozy i galaktozy [25].
Pomimo stosowania od wiekow w diecie czlowieka jagdd kolcowoju
szkarlatnego, nie potwierdzono jeszcze w peli ich korzystnego dziatania
terapeutycznego na poziomie biochemicznym [3]. Jednakze badania prowadzone
w modelach zwierzgcych oraz hodowlach komorkowych wskazuja na wielo-
kierunkowa aktywno$¢ biologiczng kompleksu LBP.

2.1. Dzialanie opdzniajace starzenie si¢ komorek

Wiele badan wskazuje, ze kompleks polisacharydowy jagdéd Goji moze
korzystnie wptywac¢ na apoptoze i starzenie si¢ komorek. Xia i wsp. [26] badali
mechanizmy dzialania kompleksu LBP w zywym modelu stodkowodnej ryby
z rodziny karpiowatych Danio rerio. Ocenili wskazniki przezycia in vivo
i okreslili profil ekspresji genow zwigzanych ze szlakiem sygnalowym p53.
Zarodki Danio rerio zostaly poddane dzialaniu LBP w stgzeniach 1,0-4,0 mg/ml
przez okres trzech dni. Stwierdzono, ze przy niskich dawkach LBP komorki
zarodkow byly odporne na starzenie replikacyjne. Ponadto obserwowano
zmniejszenie ekspresji gendw p53, p21 i Bax kodujacych biatka odpowiedzialne
za starzenie si¢ komoérek. Rownocze$nie wzrosta ekspresja gendw kodujacych
ligaze ubikwitynowa E3 (Mdm?2) dziatajacg antagonistycznie do biatka p53
i ekspresja genow odwrotnej transkryptazy telomerazy [26].

Chang i1 So [3] wykazali dzialanie neuroprotekcyjne kompleksu LBP, co
wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania tego kompleksu do przeciwdziatania
utracie neurond6w w chorobach neurodegeneracyjnych. Polisacharydy wyekstra-
howane z jagdd Goji moga chroni¢ neurony przed toksycznym dziataniem
peptydow beta-amyloidowych, co wykazano w hodowlach komérek nerwowych
z komorkami zwojowymi siatkowki w eksperymentalnym modelu jaskry.
Ponadto wyizolowano aktywny sktadnik polisacharydu, ktory moze ostabiaé
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kinazy stresowe i proapoptotyczne szlaki sygnatowe, co potwierdza dziatanie
przeciwstarzeniowe kompleksu polisacharydow [3].

2.2. Dzialanie przeciwnowotworowe

Choroby nowotworowe sa jednymi z najczesciej wystepujacych w krajach
rozwinietych. Obecne dziatanie dostgpnych lekow chemioterapeutycznych nie
jest wolne od znaczacych skutkéw ubocznych. Kompleksy polisacharydow
pozyskanych z materialu roslinnego stanowig potencjalne zrodto substancji
chemicznych wykazujacych dobra aktywnos$¢ przeciwnowotworowa. Moga one
stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanych substancji, poniewaz wykazuja
selektywna aktywno$§¢ wobec komorek nowotworowych przy minimalnej
toksycznosci dla komorek prawidlowych [14].

W ostatnich latach wykazano zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo,
ze kompleks polisacharydow Lycium barbarum L. zawierajacy kilka frakcji
mozliwych do rozdzielenia metoda chromatografii jonowymiennej, ma
aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Badania wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy
aktywnoscig biologiczng frakcji LBP, a jej masg molekularng [7, 11].

2.3. Dzialanie ochronne

Wedhig danych WHO, w 2012 roku 5,9% wszystkich zgondéw na §wiecie
zostalo spowodowanych nadmiernym spozywaniem alkoholu. Przewlekie
spozywanie alkoholu wywotuje stres oksydacyjny komoérek watroby z powodu
zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu, jak réwniez zmniejszonej
aktywnosci antyoksydacyjnej komorek [25].

Badania nad wptywem kompleksu polisacharydow Lycium barbarum L.
1 potencjalnym zapobieganiem stresowi oksydacyjnemu wywotanemu przez
alkohol prowadzono w warunkach in vivo w modelu zwierzecym. Badano
aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej (ALT) i aminotransferazy asparaginowej
(AST) w surowicy krwi, poziomy lipidéw, przeciwutleniacze oraz okreslono
zmiany histopatologiczne watroby szczurdéw, ktorym podawano alkohol etylowy
oraz alkohol etylowy wzbogacany o LBP. Stwierdzono, ze wzbogacenie alkoholu
etylowego o kompleks LBP znaczaco hamowalo wzrost aktywnosci obu
aminotransferaz, ALT i AST, w surowicy krwi. Ponadto wprowadzenie
polisacharydoéw Lycium barbarum L. wigzalo si¢ ze spowalnianiem postepu
sttuszczenia watroby wywolanego alkoholem, zwickszeniem poziomu anty-
oksydantow, ale takze obnizeniem poziomu produktéw peroksydacji lipidow [5].

Xiao i wsp. [28] badali ochronne dziatanie polisacharyddw Lycium barbarum L.
(LBP) w indukowanym tetrachlorkiem wegla (CCls) ostrym uszkodzeniu
watroby. Wyniki uzyskane przez ten zespét dowodza, ze kompleks LBP
powoduje znaczace zmniejszenie nekroinfekcji i stresu oksydacyjnego wywo-
lanego przez toksycznie dziatajacy tetrachlorek wegla. Badania te wskazuja
na potencjalng ochronng rol¢ kompleksu polisacharydéw Lycium barbarum L.,
ktory stosowany jako suplement diety moéglby stanowi¢ czynnik protekcyjny,
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przyczyniajac si¢ do zapobiegania chorobom watroby. Ochrona LBP moze mie¢
istotne zastosowanie kliniczne, poniewaz wiele ze schorzen watroby, w tym
sttuszczenie 1 marsko$¢ watroby, charakteryzuja si¢ podobnymi mechanizmami
patologicznymi jak zatrucie tetrachlorkiem wegla [28].

2.4.Hamowanie stanow zapalnych

Jagody Goji dzialaja modulujgco na uktad odporno$ciowy i hamuja stan
zapalny, zarowno w warunkach in vitro, jak 1 w warunkach in vivo. W pracy Kang
1 wsp. [13] badano ochronny wptyw jagdd Lycium barbarum L. w chorobie jelit
w modelu mysim. Suplementacja diety owocami Goji fagodzita objawy choroby
zapalnej jelita grubego wywotane przez siarczan dekstranu sodu (DSS).
Wprowadzenie do diety owocow Goji skutkowalo obnizeniem o 30% S$mier-
telnosci myszy powodowanej zapaleniem jelita grubego i okreznicy oraz
uszkodzeniem blony S$luzowej jelita. Badania te uznano za wskazujace na
prawdopodobny korzystny wpltyw jagéd Goji na zdrowie i samopoczucie
pacjentdow z nieswoistym zapaleniem jelit, gdzie moglyby by¢ stosowane jako
uzupelniajaca strategia terapeutyczna [13].

2.5. Wplyw na metabolizm

Polisacharydy Lycium barbarum L. (LBP) moga mie¢ réwniez korzystny
wplyw na zdrowie dorostych, u ktoérych nie stwierdza si¢ zmian chorobowych.
W badaniach Xia i wsp. [27] okreslano efekty metaboliczne wprowadzenia LBP
do diety dorostych mezczyzn. Sa to jedne z nielicznych badan klinicznych
dotyczacych suplementacji diety czlowieka ekstraktami jagdd Goji. Badania
randomizowane prowadzono na grupie 42 zdrowych miodych mezczyzn
(w tym 21 w grupie kontrolnej) wprowadzajac do ich diety 300 mg LBP/dobe
przez okres 4 tygodni. Po tym czasie oceniano poziom o$miu metabo-
litbw w moczu i surowicy krwi stwierdzajac, ze LBP moze wplywac na
metabolizm glicerofosfolipidéw i metabolizm tyrozyny. Stosowano frakcje LBP
o masie molekularnej 3,74 kDa, zawierajgcg fukoze, ramnozg¢, amino-
galaktoze, galaktozg, glukoze, mannoze i fruktoze o stosunku molowym
0,02:0,08:0,03:0,11:46,67:0,37:4,72. Jest to pierwsza praca, t3aczaca
metabolomike z zastosowaniem fitozwigzkéw zawartych w kompleksie LBP.
Niezbedne sg dalsze badania pozwalajace na wskazanie doktadnego mechanizmu
dziatania kompleksow polisacharydow Lycium barbarum L. i ich wplywu na
metabolizm cztowieka [27].

W innych badaniach klinicznych [2] 67 pacjentdéw cierpigcych na cukrzyce
typu 2 (30 w grupie kontrolnej i 37 w grupie LBP) zazywalo kapsutki w dawce
300 mg LBP na dobe. Badania prowadzono w okresie 3 miesiecy dokumentujac
dziatanie hipoglikemiczne 1 wyrazne obnizenie poziomu lipidow u pacjentow,
ktorych diete suplementowano kompleksem LBP. Wyniki wskazuja na niezwykty
efekt ochronny LBP u pacjentow z cukrzyca typu 2. Stwierdzono, ze st¢zenie
glukozy w surowicy krwi zmniejszylo si¢ znaczaco, a indeks insulinowy
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zwigkszyl si¢ podczas doustnego testu tolerancji metabolicznej OMTT
(oral metabolic tolerance test) po 3 miesigcach podawania LBP. Podawanie
polisacharydoéw Lycium barbarum L. wigzano takze ze wzrostem poziomu
cholesterolu HDL u pacjentow. Skuteczno$¢ hipoglikemiczna byta bardziej
istotna u pacjentow nie przyjmujacych lekéw hipoglikemicznych, niz u pacjentow
przyjmujacych leki hipoglikemiczne [2]. Badania te, podobnie jak opisane
w pracy Jing i wsp. [12], wskazuja na kompleks LBP jako potencjalnie dobry
srodek wspomagajacy leczenie cukrzycy typu 1 i typu 2.

Aktywno$¢ hipoglikemiczna owocdéw Lycium barbarum L. jest przy-
puszczalnie skorelowana z zawarto$cia, rodzajem i organizacjg przestrzenng
kompleksu polisacharydow. Ze wzgledu na aktywnos$¢ kompleksu LBP jagody
Goji moga potencjalnie stanowi¢ hipoglikemiczng zywnos$¢ funkcjonalng lub
surowiec do opracowania nowego $rodka przeciwcukrzycowego [29].

3. Podsumowanie

Jagody Lycium barbarum L. zawieraja bogactwo zwiazkow dziatajacych
korzystnie na zdrowie czlowieka. Biologiczna aktywnosc¢ jagod Goji jest nie tylko
historycznie ugruntowana poprzez ich szerokie zastosowanie w medycynie
naturalnej, ale rowniez potwierdzana naukowo. Oprocz niezaprzeczalnego efektu
antyoksydacyjnego, najbardziej interesujaca jest biologiczna funkcja kompleksu
polisacharydéw LBP. Badania prowadzone zaré6wno in vitro, jak i in vivo
w modelach zwierzgcych wskazuja na szczegdlne dziatanie ochronne,
przeciwzapalne i przeciwcukrzycowe kompleksu LBP. Bioragc pod uwage
wiasciwosci jagod Lycium barbarum L., suplementacja diety tymi owocami lub
ich pochodnymi moze dziata¢ wspomagajaco na organizm cztowieka utrzymujac
jego dobrostan.
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GOJI BERRIES AS A SOURCE OF HEALTH-PROMOTING
COMPOUNDS

Abstract: Used for centuries as a supporting treatment, or alleviating symptoms of many
diseases, substances of plant origin are currently gaining recognition as active
preparations recommended to prevent or inhibit the development of certain civilization
diseases. The fruits of Lycium barbarum L., also known as Goji berries, are characterized
by the richness of the substances acting positively on human health. The current research
indicate a significant biological activity of both Goji berries, and their extracts. The aim
of the work was to present the health-promoting value of “Goyji berries” with particular
regard to their polysaccharide fraction. The examples of studies conducted in vitro and
in vivo in animal models, documenting specific protective, anti-inflammatory and
antidiabetic Lycium barbarum L. polysaccharides complex — LBP were highlighted. Due
to the health benefits of Lycium barbarum L. berries consumption, diet supplementation
by these fruits or their derivative, can serve as an support to the human organism, acting
as an element of functional foods.

Key words: Goji berry; functional foods; polisaccharides; Lycium barbarum L.
polisaccharide complex
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WLASCIWOSCI CZEKOLAD ORIGIN DOSTEPNYCH
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Streszczenie:  Czekolady Origin  (Single Origin i Blend Origin) to czekolady
wyprodukowane z ziaren kakaowych pochodzqcych z wybranych upraw, z jednego zZrodla,
tj. plantacji, kilku plantacji jednego wlasciciela lub z danego regionu, np. kraju.
Charakteryzujq sie¢ wyjqtkowym oraz unikalnym smakiem i aromatem pochodzqcym
od uzytego ziarna. Decydujg o tym polozZenie geograficzne plantacji oraz warunki
agrotechniczne upraw kakaowcow. Celem badan bylo okreslenie wlasciwosci
antyoksydacyjnych oraz porownanie sktadu zwigzkow lotnych tworzqcych aromat
gorzkich, deserowych lub mlecznych czekolad typu Origin o zawartosci sktadnikow
pochodzqcych z ziaren kakaowych od 32 do 100%, dostgpnych na polskim rynku.
W czekoladach oznaczono sklad jakosciowo-ilosciowy zwigzkow lotnych metodg
SPME-GC-MS, stezenie polifenoli metodq UHPLC-DAD i polifenoli ogotem metodg
Folina-Ciocalteu, aktywnosé przeciwwolnorodnikowq z zastosowaniem rodnika DPPH
oraz zdolnos¢ redukowania jonow zZelaza metodq FRAP. Badania wykazaly, Ze
najbogatsze w zwiqzki lotne byly czekolady wykonane z ziaren pochodzqcych z Kolumbii,
Ghany i Ekwadoru, natomiast najprzyjemniejszymi nutami zapachowymi (np. orzechowa,
kwiatowa) odznaczaly si¢ czekolady produkowane z ziaren z Peru. Najnizszym stgzeniem
polifenoli oraz najstabszymi wilasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzowaly sig
czekolady mleczne, najlepszymi zas czekolady otrzymane z ziaren kakaowcow
uprawianych w Ekwadorze.

Slowa kluczowe: czekolady Origin, aromat, wlasciwos$ci przeciwutleniajace

1. Wprowadzenie

Czekolady Origin (Single Origin i Blend Origin) to czekolady wypro-
dukowane z ziaren kakaowych pochodzacych z wybranych upraw, z jednego
zrodla, tj. plantacji, kilku plantacji jednego wilasciciela lub z danego regionu,
np. kraju. Charakteryzuja si¢ wyjatkowym oraz unikalnym smakiem
1 aromatem pochodzacym od uzytego ziarna. Decyduja o tym potozenie
geograficzne plantacji oraz warunki agrotechniczne upraw kakaowcow, w tym
rodzaj gleby, nastonecznienie, wilgotno$¢ i temperatura powietrza, sposob
fermentacji i suszenia ziaren. Kolejne etapy produkcji czekolad, takie jak prazenie
i konszowanie sg rOwnie istotne w formowaniu smaku i aromatu czekolady [1, 2].
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Kazda czekolada odmiany Origin dostarcza innych, niezwyktych doznan w czasie
konsumpcji. Smak moze zawiera¢ nuty korzenne, owocowe, kwiatowe lub
ziotowe. Pochodzenie ziaren, podstawowego surowca do produkcji czekolad ma
wplyw na ich specyficzny charakter oraz wyrazne nuty smakowe i zapachowe.
Ziarna uprawiane w réznych regionach posiadaja rdézng intensywnos$¢ smaku,
odczucie stodyczy, goryczy, kwasowosci oraz charakteryzuja si¢ réznymi
nutami zapachowymi — owocowymi, drewnianymi, orzechowymi, kwiatowymi
1 przypraw.

Owocowymi nutami charakteryzujg si¢ czekolady wyprodukowane z ziaren
plantacji znajdujacych si¢ na Jawie, w Tanzanii, Ghanie, Kongo, Papui Nowe;j
Gwinei, Wenezueli, Republice Dominikany i Ekwadorze. Drewnianymi
1 palonymi nutami wyré6zniajg si¢ ziarna z upraw na Arribie, Madagaskarze oraz
Sao Tome. Ziarna z Papui Nowej Gwinei, Arriby, Ghany charakteryzuja si¢
aromatem orzechowym, a kwiatowym ziarna z Meksyku. Nuty herbaciane
i ostrych przypraw mozna znalez¢ w czekoladach z ziaren z plantacji w Togo,
Meksyku i Tanzanii [1, 8].

Ziarno kakaowe i czekolady zawierajg zwiazki biologicznie aktywne, w tym
korzystnie oddziatujace na zdrowie Iludzi polifenole. Zawarto$¢ polifenoli
w surowym ziarnie zalezy przede wszystkim od jego odmiany, warunkow
klimatyczno-glebowych danego regionu upraw i sposobu uprawy [3, 6]. Procesy
przetworcze, w tym fermentacja i suszenie a nastgpnie prazenie powoduja duzy
ubytek tych cennych zwiazkéw oraz obnizenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej
wyrobu gotowego zwigzanej z ich sktadem jakosciowym i ilosciowym [3, 4, 6,
10, 11].

Celem badan bylo okreslenie wlasciwosci antyoksydacyjnych metodami
in vitro, sktadu jakoSciowo-ilosciowego polifenoli oraz poréwnanie skladu
zwigzkéw lotnych tworzacych aromat trzynastu czekolad gorzkich, deserowych
lub mlecznych typu Origin dostepnych na polskim rynku, charakteryzujacych sie
ro6zng zawartoscig sktadnikow pochodzacych z ziaren kakaowych (32-100%).

2. Material i metody

Material badawczy stanowily czekolady gorzkie, deserowe i mleczne
wyprodukowane z ziaren kakaowych pochodzacych z réznych regiondow upraw,
charakteryzujace si¢ zroznicowang zawartoscia sktadnikoéw tych ziaren (tabela 1).
Analizowane czekolady otrzymane byly z udziatem sacharozy, poza czekolada
GE-80x, w ktorej jako substancje stodzaca zastosowano ksylitol.
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Tabela 1. Wykaz analizowanych czekolad

Nazwa czekolady Pochodzenie ziarna kakaowego Zawartos¢ sktadnikow
uzytego to produkcji czekolady z ziaren kakaowych [%]
CZEKOLADY GORZKIE
GG-100 Ghana 100
GK-85 Kolumbia 85
GE-80x Ekwador 80
GE-74 Ekwador 74
GM-71 Madagaskar 71
GP-70gcp Peru 70
GP-70t Peru 70
GE-70 Ekwador 70
CZEKOLADY DESEROWE
DP-64 Peru 64
DA-60 Amazonia 60
CZEKOLADY MLECZNE
MP-43 Peru 43
ME-39 Ekwador 39
MM-32 Madagaskar 32

W badanych czekoladach oznaczono sktad jako$ciowy i ilosciowy polifenoli,
zawarto$¢ polifenoli ogdtem, aktywnos$¢ antyoksydacyjna in vitro oraz sktad
zwigzkéw lotnych tworzacych aromat czekolad. Proby czekolad rozdrobniono
1 odtluszczono przy uzyciu n-heksanu. Odtluszczone préby poddano trzykrotnej
ekstrakcji za pomocg mieszaniny acetonu, wody i kwasu octowego w stosunku
140:59,5:1 (v/v/v), zgodnie z procedurg opisang przez Zyzelewicz i wsp. [10].

Skiad jakosciowy i ilosciowy zwigzkow polifenolowych

Sktad jako$ciowy i iloSciowy zwigzkow polifenolowych badanych czeko-
ladach oznaczono metoda ultrasprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz
odwroconych z detekcja spektrofotometryczng — UHPLC-DAD (UHPLC+Dionex
UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham, MA, USA), zgodnie
z metodg opisang przez Zyzelewicz i wsp. [11].

ZawartoS¢ polifenoli ogotem

Zawarto$¢ polifenoli ogotem w badanych czekoladach oznaczono metoda
Folina-Ciocalteu wedtug procedury opisanej przez Oracz i Nebesny [5] oraz
Ztotek 1 wsp. [9]. Wyniki wyrazono jako ekwiwalent kwasu galusowego (mg)
w przeliczeniu na gram odthuszczonej czekolady (mg GAE/g).

Aktywnos¢ przeciwwolnorodnikowa

Aktywno$¢ przeciwwolnorodnikowa badanych czekolad okreslono metoda
spektrofotometryczna, wykorzystujaca stabilne rodniki DPPH [12]. Zdolnos¢
zmiatania rodnika DPPH podano w procentach i uM Troloks/g odtuszczonej
czekolady. Dodatkowo obliczono wskaznik ECs (ilo§¢ proby potrzebna do 50%
redukcji poczatkowego stezenia syntetycznego rodnika DPPH).
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Zdolnos¢ do redukowania jonow zZelaza(1ll)

Zdolno$¢ do redukowania jondow zelaza(Ill) badanych czekolad oznaczono
metodg FRAP (ang. Ferric Ion Reducing Antioxidant Parameter), wedlug
procedury opisanej przez Pastoriza i Rufian-Henares [7]. Wyniki aktywnos$ci
przeciwutleniajacej wyrazono jako ekwiwalent Troloksu w przeliczeniu na gram
odtluszczonej czekolady (umol Troloks/g).

Skiad zwigzkow lotnych tworzgcych aromat czekolad

Sktad zwiazkéw lotnych tworzacych aromat czekolad oznaczono metoda
HS-SPME-GC-MS zgodnie z metodyka opisang przez Zyzelewicz i wsp. [10]. Do
ekstrakcji zwigzkéw lotnych zastosowano wiokno diwinylobenzen/karboksen
/polidimetylosiloksan (DVB/CAR/PDMS; 50/30 pm, 1 cm). Analiz¢ zwigzkow
lotnych przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografu gazowego Varian
GC-450 sprzezonego ze spektrometrem mas Saturn 220-MS (Varian) (Palo Alto,
CA, USA). Separacj¢ zwigzkow prowadzono na kolumnie kapilarnej Thermo
Scientific ™ TR-WAX (30 m % 0,25 mm % 0,25 um). Jako gaz no$ny zastosowano
hel o natezeniu przeptywu 0,7 ml/min. Warunki temperaturowe kolumny byty
nastgpujace: temperatura poczatkowa: 37°C utrzymywana przez 5 minut,
nastepnie zwiekszono ja do 50°C z szybkoscia 5°C/min. Ostatecznie temperatura
zwickszana byla w trybie 5,5°C/min do poziomu 230°C i utrzymywana
w tzw. izotermie koncowej przez 10 minut. Otrzymanie widm masowych
odbywato si¢ w trybie EI (Electron lonisation) przy potencjale 70eV i1 w zakresie
przemiatania 30-200 m/z (a.m.u). Temperatury zrodta jondéw oraz linii
transferowej taczacej GC-MS wynosity odpowiednio 180°C oraz 200°C.
Identyfikacji zwiazkéw dokonywano na podstawie porownania widm masowych
analitow z widmami masowymi zwigzkow zgromadzonych w bibliotece NIST 08
MS i AMDIS 2.6 oraz danych literaturowych [10]. Wykorzystywano w tym celu
oprogramowanie systemu GC-MS MS Data Review. Do okreslenia sktadu
procentowego zwiazkéw w probkach brano pod uwage powierzchnie roz-
dzielonych pikow. Nastepnie na podstawie powierzchni pikéw okre§lono
zawarto$¢ procentowg kazdego ze zidentyfikowanych zwigzkow.

Analiza statystyczna wynikow

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Przeprowadzono analize
wariancji w ukladzie jednoczynnikowym ANOVA przy uzyciu programu
STATISTICA 10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA), a takze okreslono istotnos$¢ roéznic
na podstawie testu Tukey'a, przy zalozonym poziomie istotnosci p <0,05. W celu
okreslenia zalezno$ci pomigdzy badanymi parametrami wyliczono wspotczynnik
korelacji Pearsona przy uzyciu programu Microsoft Office Excel 2013 firmy
Microsoft Corporation (Redmond, WA, USA). Wyniki analiz kazdej proby
przedstawiono jako wartosci $rednie i odchylenia standardowe z trzech
rownoleglych powtdrzen.
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3. Wyniki i dyskusja

Wyniki oznaczenia sktadu jakosciowego i ilosciowego zwigzkéw polifeno-
lowych w czekoladach gorzkich, deserowych i mlecznych, wyprodukowanych
z ziaren kakaowych pochodzacych z réznych regionéw upraw, charakte-
ryzujacych si¢ zroznicowang zawarto$cig sktadnikéw tych ziaren przedstawiono
w tabeli 2. Przeprowadzone analizy wykazaty duze zréznicowanie w zawarto$ci
poszczegdlnych zwiazkow polifenolowych w badanych czekoladach. Suma-
ryczne stezenie oznaczonych zwigzkow, w zaleznosci od rodzaju czekolady,
regionu upraw kakaowcoéw oraz zawartosci sktadnikéw pochodzacych z ziaren
kakaowych, miescito si¢ w granicach od 14,16+0,45 do 602,21+0,76 mg/100 g.
Czekolady gorzkie w poroéwnaniu z pozostalymi probami wyrdznialy sie
zdecydowanie najwyzsza zawarto$ciag wszystkich analizowanych polifenoli.
Najnizszy poziom stezenia tych zwiazkow zaobserwowano w czekoladach
mlecznych. We wszystkich badanych czekoladach na najwyzszym poziomie
stezen wystepowaly zwigzki nalezace do grupy flawan-3-oli. Najbogatszym
zrodlem tej grupy polifenoli okazala si¢ czekolada gorzka GE-80x, wypro-
dukowana zziaren kakaowych pochodzacych z Ekwadoru, zawierajaca
w swoim sktadzie 80% skladnikow pochodzacych z tych ziaren, w ktorej
zawarto$¢ (-)-epikatechiny, procyjanidyny B2 i C1 oraz (+)-katechiny wynosita
odpowiednio 280,59+0,54, 158,56+0,32, 95,34+0,27 i 33,78+0,08 mg/100 g
(tabela 2). Z kolei wsrod zwiazkow polifenolowych nalezacych do grupy
flawonoli we wszystkich badanych czekoladach zidentyfikowano kwercetyne,
kwercetyno-3-O-galaktozyd kwercetyno-3-O-glukozyd i kwercetyno-3-O-
arabinozyd. Zaobserwowano roéwniez, ze wszystkie oznaczone flawonole
wystepowaly na najwyzszym poziomie stgzen w czekoladzie gorzkiej GE-80x.
W badanych czekoladach zidentyfikowano i oznaczono ilo$ciowo takze dwa
zwiazki zaliczane do grupy kwaséw hydroksybenzoesowych tj. kwas galusowy
i protokatechowy (tabela 2). Najwyzszym stgzeniem kwasu galusowego
(24,74+0,05 mg/100g) odznaczata si¢ czekolada gorzka GG-100, zawierajaca
w swoim sktadzie 100% skladnikow ziaren kakaowych pochodzacych z Ghany.
Natomiast kwas protokatechowy wystepowal w najwigkszych iloSciach
(6,64+0,09 mg/100 g) w czekoladzie gorzkiej GK-85, wyprodukowanej z ziaren
kakaowych pochodzacych z Kolumbii, zawierajacej w swoim skladzie 85%
sktadnikow pochodzacych z tych ziaren. Nie stwierdzono natomiast istotnych
ro6znic (p > 0,05) w stezeniu tego kwasu pomigdzy probami czekolad gorzkich
GE-80x i GP-70gcp. Sposrod analizowanych prob, najmniejsze ilosci wszystkich
oznaczonych zwigzkow polifenolowych odnotowano w czekoladzie mlecznej
MM-32, otrzymanej z ziaren kakaowych pochodzacych z Madagaskaru
(o zawartos$ci miazgi kakaowej 32%).
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Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze profil jakosciowy i ilosciowy
zwigzkoéw polifenolowych czekolad gorzkich, deserowych imlecznych jest
istotnie determinowany przez region pochodzenia ziaren kakaowych, co jest
zwigzane z roznymi warunkami klimatycznymi i agrotechnicznymi uprawy drzew
kakaowych, odmiennymi terminami zbiorow owocow kakaowca, a takze
procesami przetworczymi jakim ziarna sg poddawane jeszcze na plantacjach [6].
Liczne badaniach wykazaly, iz procesy przerobu ziarna kakaowego, w tym
fermentacja, suszenie, prazenie i alkalizacja, przyczyniaja si¢ do znaczacego
obnizenia zawarto$ci zwigzkow polifenolowych w tym surowcu [6, 3]. Jedynie
w przypadku czekolad wyprodukowanych z surowego ziarna kakaowego lub
przetworzonego w niewielkim stopniu zawartos¢ zwigzkow bioaktywnych, w tym
polifenoli jest najbardziej zblizona do wyjsciowego surowca [11].

Zawarto$¢ polifenoli ogdétem oraz aktywnos$é antyoksydacyjng badanych
czekolad oznaczana metodami spektrofotometrycznymi (z rodnikiem DPPH,
zdolno$¢ do redukowania jonow zelaza(Ill)) przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Zawartos$¢ polifenoli ogétem oraz aktywno$¢ przeciwutleniajgca
badanych czekolad oznaczona z zastosowaniem roznych metod analitycznych

Zawarto$¢ Zdomosc. Zdolnos¢ Zdolnos¢ ECs
' . redukowania . . . . . [mg
polifenoli R zmiatania rodnika zmiatania .
Czekolada . jonoéw zelaza . odluszczonej
ogélem DPPH rodnika DPPH
[mg GAE/g] FRAP [LUM Troloks/g] [%] czekolady/mg
[uM Troloks/g] " g DPPH]
CZEKOLADY GORZKIE
GG-100 8,80+0,30 38,90+0,08 61,78+0,11 92,50+0,16 5,77+0,01
GK-85 10,82+1,09 38,28+0,03 59,51+0,03 92,01£0,04 5,99+0,02
GE-80x 12,00£0,51 39,64+0,06 58,21+0,11 88,41+0,16 6,1240,01
GE-74 9,70+1,72 39,60+0,16 62,52+0,49 93,31+0,73 5,70+0,04
GM-71 10,94+0,09 38,63+0,11 55,70+5,87 83,68+8,80 6,44+0,68
GP-70gcp 10,32+0,03 38,0610,05 58,16%3,17 89,13+4,85 6,14+0,33
GP-70t 10,88+0,04 38,63+0,06 58,32+3,95 88,12£5,95 6,13+0,41
GE-70 11,2240,02 38,31+0,49 59,43£1,27 89,48+1,92 6,00£0,13
CZEKOLADY DESEROWE
DP-64 10,84+0,03 38,07+0,16 60,11£0,19 92,19+0,28 5,9340,02
DA-60 13,46£0,61 38,44+ 0,05 59,45+0,6 88,99 +0,90 6,00% 0,06
CZEKOLADY MLECZNE

MP-43 6,39+0,87 34,98+0,83 40,15£1,04 60,03+1,55 8,8810,23
ME-39 7,65+1,53 37,10+2,65 38,78+11,91 58,02+17,77 9,641+2,95

MM-32 7,27£0,24 15,96+0,33 3,73+0,93 5,71+1,39 96,42+23,41
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Najwyzsza zawarto$cia polifenoli ogoélem sposrod wszystkich czekolad
charakteryzowata si¢ czekolada deserowa DA-60 (13,46+0,61 mg GAE/g),
wyprodukowana z ziaren kakaowych pochodzacych z Amazonii, zawierajaca
w swoim sktadzie 60% sktadnikéw pochodzacych z ziaren kakaowych. Czekolada
ta zawierala wiecej polifenoli ogdtem niz badane czekolady gorzkie o wyzszej
zawartosci miazgi kakaowej w swoim sktadzie. Moze to by¢ spowodowane
zroznicowang zawartoscig polifenoli w surowcu wyjsciowym i/lub zastoso-
waniem tagodnych warunkow procesowych w czasie przetwarzania ziarna na
czekolade [3]. Wysokim stezeniem polifenoli ogélem charakteryzowaty sie
takze pozostate czekolady gorzkie i deserowa, poza czekoladami GG-100
i GE-74. Natomiast zawarto$¢ polifenoli ogétem w czekoladach mlecznych
byta wyraznie nizsza niz w czekoladach gorzkich i deserowych, zwlaszcza
w czekoladzie MP-43 (6,39+0,87 mg GAE/g), mimo, ze zawierata ona wigcej
miazgi kakaowej niz pozostale dwie czekolady mleczne.

Rozbieznosci w uzyskanych wynikach przypuszczalnie moga wynikac
z obecnosci w badanych czekoladach innych niz polifenole zwigzkéw
o wlasciwos$ciach redukujgcych, w tym cukréw, biatek, aminokwaséw, jonow
miedzi i zelaza oraz produktéw reakcji Maillarda. Wystepowanie tych substancji
w badanych probach moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu oznaczonej zawartosci
polifenoli, gdyz odczynnik Folina-Ciocalteu reaguje takze z tymi zwigzkami
[4, 5]. Wspolczynnik korelacji pomigdzy sumarycznym st¢zeniem polifenoli
oznaczonym metoda UHPLC-DAD a ogo6lng zawartoscig polifenoli w czeko-
ladach wynioést 0,65.

Czekolada deserowa DA-60 odznaczala si¢ takze wysoka zdolnoscia
zmiatania rodnikow DPPH (59,45 uM Troloks/g; 88,99+0,90%; ECso= 6,0010,06
mg/mg DPPH). Wyzsza zdolno$§¢ zmiatania tego rodnika wykazywatly czekolady
GE-74 (62,5240,49 uM Troloks/g; 93,31+ 0,73%; ECso=5,70+£0,04 mg/mg
DPPH) i GG-100 (61,78+0,11 uM Troloks/g; 92,50+0,16%; ECso=5,77+0,01
mg/mg DPPH). Czekolady mleczne wykazywaly nizsza zdolno§¢ zmiatania
rodnikow DPPH niz czekolady gorzkie i deserowe. Najnizsza warto$¢ tego
parametru oznaczono w czekoladzie mlecznej MM-32 (3,73£0,93 uM Troloks/g;
5,71%; ECs50=96,42+23,41 mg/mg DPPH). Wspodtczynnik korelacji pomiedzy
ogblng zawartoscig polifenoli w czekoladach a zdolno$ciag zmiatania rodnikow
DPPH wyniost 0,78.

Najwyzsza zdolnoscig redukcji jondw zelaza charakteryzowala si¢ czekolada
GE-80x (39,64 uM Troloks/g), GE-74 (39,60 uM Troloks/g), a nastepnie GG-100
(38,90 uM Troloks/g). Najnizsza zdolnos$¢ chelatowania jonow zZelaza oznaczono
w czekoladzie mlecznej MM-32 (15,96 uM Troloks/g). Wspolczynnik korelacji
pomiedzy ogdlng zawartoscia polifenoli a zdolnoscia redukowania jonow zelaza
byt na poziomie 0,60. Stwierdzono natomiast wystepowanie wysokiej korelacji
pomiedzy warto$ciami parametréw DPPH i FRAP (R*= 0,88).

Wystepowanie poszczegodlnych zwigzkow lotnych w badanych czekoladach
przedstawiono w sposéb uogodlniony w tabeli 4.
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Najczesciej] wystepujacymi zwigzkami lotnymi, obecnymi w prawie
wszystkich badanych czekoladach byly 2,3,5-trimetylopirazyna, 3-izobutylo-2-
metoksypirazyna, S-metylo-2-furfural, atakze kwas octowy, 2-metoksy-4-
winylofenol, kwas heksanowy oraz 2-acetylopirol.

Zwiagzki lotne wystepujace w czekoladach wplywaja na ich aromat.
Nastepujace zwigzki okreslajg nastepujace nuty zapachowe w czekoladach:

- 2,3,5-trimetylopirazyna — aromat orzechowy, ostry, trawiasty,

— kwas octowy — aromat mocny, ostry,

—  2-metylo-5-propylopirazyna — aromat stodkiej czekolady, orzechowy,

— 3-izobutylo-2-metoksypirazyna — aromat stodkiej papryki,

— kwas 3-metylobutanowy — aromat stodki,

—  5-metylo-2-furfuranmetanol — aromat stodki, karmelowy,

— furaneol — aromat karmelowy, czekoladowy,

— alkohol benzylowy — aromat stodki, kwiatowy,

— 2-metoksy-4-winylofenol — aromat dymny, drzewny gozdzikowy,

— kwas heksanowy — aromat ostry, mdly, zjetczaty, kwasny,

— 2-acetylpirol — aromat prazonych orzechow.

Na podstawie analizy danych mozna stwierdzi¢, ze wsrod analizowanych
czekolad orzechowy aromat wystepowat w najwickszym stopniu w czekoladzie
GE-80x, tj. w bezcukrowej czekoladzie o 80%-owej zawarto$ci sktadnikéw
z ziarna kakaowego z Ekwadoru. Za t¢ nut¢ zapachowa odpowiedzialnych jest
kilka zwigzkow, w tym 2.3,5-trimetylopirazyna i 2-acetylpirol. 2-acetylpirol
wystepowat w kazdej z badanych czekolad, jednakze w najwyzszym stezeniu
oznaczono go w gorzkiej czekoladzie GK-85, otrzymanej z ziaren z Kolumbii.
W wigkszosci czekolad poza orzechowymi nutami zapachowymi wystepowaty
przyjemne aromaty ostrej papryki i slodkiej czekolady. Sposréd mniej
korzystnych aromatéw wystepujacych w wiekszosci czekolad mozna wyrdznié
aromaty gozdzikéw, drewna czy dymu. Odpowiedzialna jest za to obecnosé¢
2-metoksy-4-winylofenolu. Kwas heksanowy wptywajacy na odczucie ostro$ci,
aromatu mdtego, kwasnego i1 zjelczalego oznaczony zostal we wszystkich
badanych czekoladach. Najwyzszym stezeniem tego zwigzku odznaczata si¢
gorzka czekolada GK-85 o zawartosci skladnikow ziarna wynoszacej 85%,
wyprodukowana z ziaren z kakaowcéw uprawianych w Kolumbii. Zaznaczy¢
nalezy, ze czekolada ta ma najbogatszy bukiet sposréd badanych czekolad.
Aromat mocny, ostry zwigzany z obecnoscig kwasu octowego w wigkszo$ci
czekolad dominowat nad pozostaltymi aromatami. Generalnie stezenie tego
kwasu w kazdej z czekolad byto wyzsze od 10%. W niektorych czekoladach
wystepowata takze nuta miodowa, zwigzana z obecnoscig kwasu fenylooctowego
lub fenyloetanolu. Wéréd badanych czekolad kwas fenylooctowy wystepowat
tylko w gorzkiej czekoladzie GK-85. W czekoladach GK-85 i DP-70gcp
oznaczono natomiast 1-oktanol odpowiedzialny za aromat cytrusowy.
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Podsumowanie

Wsrod badanych prob najwyzszym stezeniem zwigzkow polifenolowych,
nalezacych do grupy flawan-3-oli, flawonoli oraz kwasow fenolowych,
odznaczaty si¢ czekolady gorzkie, natomiast najnizsza, analizowane czekolady
mleczne.

Najwyzszg zawartoscia polifenoli ogotem sposréod badanych czekolad
charakteryzowaly si¢ czekolady deserowe, mimo nizszej w nich zawartosci
miazgi kakaowej niz w czekoladach gorzkich.

Czekolady gorzkie wykazywaly najwyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca
oznaczang metoda DPPH i w teScie FRAP, szczegodlnie czekolady otrzymane
z ziaren kakaowcow uprawianych w Ekwadorze. Czekolada GE-74 odznaczata
si¢ najwyzsza zdolno$cig zmiatania rodnika DPPH, natomiast najwyzsza
zdolnoscia redukcji jonéw zelaza - czekolada GE-80x.

Aktywno$¢ antyoksydacyjna oznaczona z zastosowaniem testow in vitro
(z rodnikiem DPPH i zdolno$¢ redukowania jonoéw zelaza) byla najnizsza
w czekoladzie mlecznej MM-32, tj. w czekoladzie otrzymanej z udziatem
ziaren kakaowych pochodzacych z Madagaskaru, o zawarto§ci miazgi
kakaowej 32%.

Kwas octowy to zwigzek lotny wystepujacy w najwyzszym stezeniu
w badanych czekoladach.

Wszystkie badane czekolady zawieraly nut¢ zapachowa prazonych orzechow.
Najbogatsze w zwiazki lotne byty czekolady otrzymane z ziaren pochodzacych
z Kolumbii, Ghany i Ekwadoru.

Najprzyjemniejszymi nutami zapachowymi odznaczaly si¢ czekolady
wyprodukowane z ziaren z Peru.
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PROPERTIES OF ORIGIN CHOCOLATE AVAILABLE
ON THE POLISH MARKET

Abstract: Origin (Single Origin and Blend Origin) chocolates are chocolates made from
cocoa beans from selected crops, from a single source, i.e. plantations, several plantations
of one farmer or from a given region, e.g. a country. They are characterized by unique
flavor and aroma derived from the cocoa beans used. Flavor and aroma of cocoa beans
are determined by the geographical location of the plantations and the applied
agrotechnical conditions. The aim of the study was to determine the antioxidant properties
and to compare the composition of volatile compounds forming the aroma of bitter, dessert
or dairy Origin chocolates with the content of cocoa beans compounds ranging from
32 to 100%, available on the Polish market. In chocolates the qualitative-quantitative
composition of volatile compounds was determined by the SPME-GC-MS method,
concentration of polyphenols by UHPLC-DAD method, total polyphenol concentration by
Folin-Ciocalteu method, antiradical activity using the DPPH radical and the ability to
reduce iron ions by the FRAP method. Research has shown that the richest in volatile
compounds were chocolates made of cocoa beans originating from Colombia, Ghana and
Ecuador, while the most pleasant aroma (eg nutty, floral) was characterized by chocolates
produced from beans from Peru. The lowest concentration of total polyphenols and the
worst antioxidant properties was found in milk chocolates, the best in chocolates obtained
from cocoa beans grown in Ecuador.

Keywords: Origin chocolates, aroma, antioxidant properties
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WPLYW SPIRULINY I PREPARATOW
STABILIZUJACO-EMULGUJACYCH NA JAKOSC
LODOW
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* joanna.markowska@ibprs.pl

Streszczenie: W technologii produkcji lodéw przemystowych stosowane sq substancje
stabilizujgco-emulgujgce warunkujgce wilasciwy przebieg procesu technologicznego
i uzyskanie pozgdanej jakosci produktu.Celem badan byla ocena mozliwosci zastgpienia
spiruling A.platensis, handlowych preparatow stabilizujgco-emulgujgcych (S/E)
w lodach. Jest to kierunek zgodny z tendencjq , czystej etykiety” na opakowaniach
produktu i wykorzystaniem zdrowotnych wilasciwosci spiruliny. Sktad preparatu S/E byt
czynnikiem decydujgcym o parametrach fizyko-chemicznych i jakosci lodow. Lody
z handlowymi preparatami S/E, jak i ze spiruling w skiadzie, charakteryzowaly sig
porownywalng zawartosciq biatka (4,32-4,65%) i suchej masy (ok. 38%). Temperatura
krioskopowa mieszanek oznaczona podczas zamrazania byta porownywalna dla
wszystkich wariantow. Skiad i rodzaj czynnika stabilizujgco-emulgujgcego wplywat
natomiast znaczqco na lepkos¢ mieszanek lodowych, a nastgpnie takze na osiggnigte
napowietrzenie,odpornosc¢ na topienie oraz twardos¢ lodow. Zastosowanie A. platensis
w sktadzie pozwolilo na uzyskanie lodow o kremistej, gladkiej konsystencji i pastelowej
zielonkawej barwie, akceptowalnej konsumencko. Stwierdzono, ze spiruling mozna
czesciowo zastgpic handlowe preparaty S/E.

Slowa Kkluczowe: lody, spirulina, preparaty stabilizujaco-emulgujace

1. Wprowadzenie

Lody zajmuja szczego6lne miejsce w grupie wyrobdéw mrozonych, bedac
zamrozong mieszaning takich sktadnikow jak: mleko, tluszcz, substancje
stodzace, stabilizatory, emulgatory i aromaty [21].

Efektem dziatania substancji stabilizujaco-emulgujacych jest prawidlowa
struktura 1 konsystencja oraz cechy organoleptyczne lodow [5, 6, 7, 14, 17].
Istotng role odgrywaja wlasciwy rodzaj i ilo§¢ emulgatora czy stabilizatora,
dedykowane do rodzaju lodow [19, 28, 31]. Role emulgatorow petnia gtownie
acyloglicerole kwasow tluszczowych, natomiast maczka chleba §wietojanskiego
(LBG), guma guar, dziataja jako stabilizatory i $rodki zageszczajace. W tej grupie
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preparatow znajduja si¢ takze alginianiany otrzymywane z alg morskich [13],
a takze chlorella [12, 26] czy nalezaca do cyjanobakterii spirulina. Arthrospira
platensis zawiera duza ilo$¢ biatka (65+70 % s.m.), witamin (C, E, niacyny,
z grupy B) oraz mineratow: P, Fe, Ca, K, Na, Md, a takze kwasy: foliowy,
pantotenowy i inozytol oraz barwniki. Jest zrodlem karotenoidow: B-karotenu,
zeaksantyny, beta-kryptoksanty i chlorofilu a [4, 9, 15, 18, 27]. Moze by¢
stosowana w celu poprawy wartosci odzywczych lodow, a takze wptywacé na ich
cechy funkcjonalne i jako$¢. Od niedawna zyskata popularno$¢ ze wzglgdu na
wlasciwosci wspomagajace odchudzanie [30].

Przemyst spozywczy stale ewoluuje dostosowujac swoje technologie
i produkty do potrzeb i wymagan konsumentow.Wraz z popularno$cig ruchu
»czystej etykiety” w UE, mozliwo$¢ etykietowania produktow jako bez dodatkow
syntetycznych jest kluczowg strategiag marketingowsa [3].

Celem pracy bylo zbadanie wptywu spiruliny w poréwnaniu do rodzaju
handlowych preparatow stabilizujaco-emulgujacych na parametry technolo-
giczne, wlasciwosci fizykochemiczne i charakterystyke organoleptyczna lodow.

2. Metodyka

Przeprowadzono badania lodow o sktadzie: odttuszczone mleko w proszku
(14%), thuszcz mleczny (8%), sacharoza, syrop skrobiowy oraz substancje
stabilizujgco-emulgujgce (preparaty S/E) (0,5%), oznaczone jako: A,B,C i D,
dedykowane do produkcji przemystowej lodow, o skladzie wskazanym przez
producenta:

e A: mono- i diacyloglicerole kwasow thuszczowych (E471), maczka

chleba swictojanskiego (E410), guma guar (E412) i karagen (E407);

e B:E471, E410, E412 i antyoksydanty: E304 (palmitynian askorbylu)

1 E307 (alfa-tokoferol);

e C: E471, E412 i karageniany;

o D:E471, E412, E410.

Handlowy preparat S/E zastagpiono w 100% (wariant kontrolny-,,0,0/0,5S")
i w 50% (wariant-,,....0,25/0,25S”) preparatem spiruliny FEBICO®, pozyskanym
z obrotu handlowego.

Lody przygotowano w warunkach laboratoryjnych.

W mieszankach lodowych oznaczono:

— zawarto$¢ biatka [23],

— lepkos¢, z wykorzystaniem rurki PANISOL, wg metodyki wlasne;j
Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego (IBPRS),

— punkt zamarzania (temperatur¢ krioskopowa, Tx) — wg metodyki wlasnej
IBPRS,

— barwg (L*a*b*) w systemie kolorymetrycznym CIELab
(spektrofotometr CM-5 Konica Minolta).
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Okreslono nasycenie barwy C* [8]:

C *= [aZ 4 b2]0,5
a* b* — wspotrzedna chromatyczna barwy, ton barwy.

W lodach oznaczono:

—  zawarto$¢ suchej masy — metodg suszenia w 102°C do stalej masy,

— napowietrzenie [21],

— odpornos¢ lodow na topnienie — metodg ,,pierwszej kropli” oraz
pomiaru ilo$ci wycieku po 30 min, w temp. 20°C £ 2°C. Obserwowano
zjawisko zachodzenia lub nie synerezy.

Testem TPA (TextureAnalyser CT3 TA firmy Brookfield) okreslono
twardos¢ lodow, wg metodyki wiasnej IBPRS.

Analiza organoleptyczna

Przeprowadzono ocen¢ organoleptyczng lodow okreslajac cechy, takie jak:
wyglad ogolny, barwa, struktura/konsystencja, smak i zapach. Oceny dokonat
7 osobowy doswiadczony zesp6t pracownikéw IBPRS.

Analiza statystyczna

Oznaczenia wykonano w 3 powtdrzeniach. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania Microsoft Excel 2013
1 jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA 1 testu Tukeya (p<0,05)
z wykorzystaniem oprogramowania Statistica®10.0PL (StatSoft Poland Sp. z 0.0.
Krakow). Wartosci w kolumnach tabel oznaczone literami r6znia si¢ istotnie przy
poziomie a = 0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Operacje przygotowania mieszanek lodowych i lodéw z uwagi na
wprowadzenie do receptury spiruliny, nie wymagaly zmian w poréwnaniu
z tradycyjnie prowadzonym procesem technologicznym. A.platensis to bogate
zrodto biatka. Jego udzial w preparacie wynosit ok. 70 g/100 g preparatu, podczas
gdy w mleku byt dwukrotnie nizszy. Zawarto$¢ biatka w mieszance kontrolnej
wynosila 4,65% 1 byla nieznacznie wyzsza od uzyskanej przy zastosowaniu
handlowych preparatow (tabela 1). Mieszanki z udziatem preparatéw S/E
wykazywaly w temp. +4°C (temp. po dojrzewaniu), przy porownywalnej suchej
masie, wyzsza lepko$¢ niz probka kontrolna.

Zbyt duza lub zbyt mata lepko$¢ moze powodowaé niskie napowietrzenie
lodow. Zazwyczaj stosuje si¢ dodatek stabilizatorow 0,3+0,5% [24]. Absorbuja
one wodg i zwickszajg lepkos¢ uktadu [2]. NajwyzZsza lepkoscia charakteryzowaty
si¢ mieszanki przygotowane z zastosowaniem preparatu S/E A. Lepkosé
mieszanek tylko z handlowymi preparatami S/E byta zdecydowanie wyzsza niz
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przy czesciowym zastgpieniu ich spiruling lub catkowitym wyeliminowaniu ze
sktadu. Malik i in. [20] wskazali, ze lepko$¢ mieszanki lodowej, w ktérej 50%
uzytego stabilizatora (0,3% w recepturze) zastapiono spiruling, byta porowny-
walna do lepkosci probki kontrolnej. Zdolnos¢ zatrzymywania wody przez
sinice wynosi 1,45 g wody/g biatka i moze powodowa¢ zmniejszenie lepkosci
mieszanek. Nalezy wywnioskowaé, ze A.platensis moze by¢ stosowana do
czeSciowego, a nie calkowitego zastgpienia stabilizatora, co potwierdzono
w badaniach.

Tabela 1. Wyniki badan fizykochemicznych mieszanek lodowych

zawartosS¢ zawartos¢ lepkosé Ter
wariant bialka suchej masy (sek.) ©C)
recepturowy (%) (%)
X+SD

0,0/0,5S 4,65+0,042 37,34+0,072 14,63+0,29 2 -3,24+0,22
A0,5/0,0S 4,53+0,062 38,24+0,63 2 91,23+0,65° -3,0+0,32
A0,25/0,25S 4,59+0,03 2 37,82+0,17°2 13,39+0,20° -3,2+0,32
B0,5/0,0S 4,56+0,062 38,09+0,532 34,83+0,124 -3,5+0,1%
B0,25/0,25S 4,60+0,03 2 37,68+£0,272 13,65+0,02¢ -3,5+0,32
C0,5/0,0S 4,45+0,04 2 37,70+0,302 72,14+1,31°¢ -3,4+0,12
C0,25/0,25S 4,58+0,022 37,58+0,11% 36,07+0,154 -3,5+0,22
D0,5/0,0S 4,32+0,102 38,41+0,132 33,67+0,56" -3,4+0,12
D0,25/0,258 4,48+0,052 36,77+0,60? 20,09 £+ 0,06 -3,5£0,22

Punkt zamarzania lodow =zalezy od ilosci substancji rozpuszczonych
w mieszance i zmienia si¢ wraz z jej sktadem [21]. Temperatura krioskopowa (Tk)
mieszanki kontrolnej (wariant 0,0/0,5S) wynosita —3,2°C. Porownywalne warto$ci
Tk zanotowano dla pozostatych mieszanek. Malik i in. [20] zanotowali wzrost
Tk od -3,4 do -3,8°C w mieszankach wraz ze wzrostem ilosci spiruliny w ich
sktadzie.

Okreslenie barwy lodow to istotny aspekt oceny instrumentalnej, ale takze
konsumenckiej. Analiz¢ parametrow CIELab przedstawiono w tabeli 2. Dodatek
spiruliny spowodowat zmiany warto$ci parametrow L*a*b*. Lody ze spiruling
odznaczaty si¢ pastelowg zielonkawo-niebieska barwa. Istotne r6znice w barwie
mieszanek z 50% udziatem spiruliny byly identyfikowane w zaleznosci od
rodzaju zastosowanego preparatu S/E. Mieszanki te charakteryzowaly si¢
zblizonym stopniem nasycenia barwy C*, ktory wskazuje intensywno$¢ koloru
postrzegang przez ludzi [22].
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Tabela 2. Parametry barwy mieszanek lodowych

L* ‘ a* ‘ b* | C*
wariant recepturowy
X+SD

0,0/0,5S 55,23+0,29* -7,99+0,03 2 15,90+0,112 17,790,112
A0,5/0,0S 88,37+0,14° -1,43+0,05° 16,69+0,11° 16,74+0,11°
A0,25/0,258 44,94+0,28° -10,04+0,05° 14,36+0,07° 17,52+0,04*
B0,5/0,0S 88,28+0,09° -1,73+0,03% 16,71+0,18° 16,82+0,18°
B0,25/0,25S 45,10+0,26° -9,60+0,03¢ 13,24+0,18¢ 16,35+0,13¢
C0,5/0,08 88,30+0,07° -0,97+0,024 15,32+0,06° 15,35+0,06°
C0,25/0,25S 64,92+0,214 -8,05+0,05? 12,78+0,03f 15,10+0,04f
D0,5/0,08 87,63+0,03" -0,72+0,034 15,16+0,03¢ 15,18+0,03f
D0,25/0,25S 63,53+0,15°¢ -9,96+0,05¢ 11,99+0,05¢ 15,59+0,01#

Podczas etapu zamrazania i napowietrzania mieszanki zachodzg zmiany
zwigzane z powstawaniem i stabilizacjg piany, czgsciowej koalescencji emulsji
thuszczowej
i w efekcie formowaniem si¢ masy lodowej [11]. Napowietrzenie (okreslane jako
puszystos¢) zapewnia lekka i delikatng teksture oraz wplywa na fizyczne
wlasciwosci lodow.

Stopien napowietrzenia ma znaczenie ze wzgledu na poziom przenikalnosci
ciepta lub zimna do wnetrza masy lodowej. Mata ilo§¢ powietrza generuje
powstawanie krysztatkow lodu o wiekszych rozmiarach i wzrost twardo$ci masy
lodowej. Zwickszenie napowietrzenia daje lody delikatniejsze i bardziej odporne
na topnienie [1, 10, 25, 29]. Uzyskany stopien napowietrzenia masy lodowej
prébek byl zmienny w zalezno$ci od zastosowanego preparatu S/E. Polowiczne
zastapienie jego ilosci spiruling skutkowalo uzyskaniem lodéw o obnizonej
puszystosci (tabela 3).

Calkowite zastgpienie preparatu S/E spiruling pozwolito na osiggnigcie ok.
42% stopnia napowietrzenia masy. Obecnos¢ hydrokoloidowych sktadnikoéw
w preparacie A spowodowalo obniZenie napowietrzenia lodow, przy uzyskane;
wysokiej lepkosci mieszanki.

Parametrem obrazujacym jako$¢ lodow jest ich topliwo§¢ w czasie. Dane
przedstawine w tabeli 3, wskazuja na wolniejszy przebieg topnienia lodow
z handlowymi preparatami S/E niz probek, w ktérych preparaty te zastapiono
spirulina.

W ocenie wizualnej nie stwierdzono wystapienia zjawiska synerezy
w zadnym z wariantow lodow.
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Tabela 3. Wyniki badan fizykochemicznych lodow

wariant napowietrzenie czaiZvag‘;:ZY ll(:}loa lsll ¢ ilos¢ odcieku(%)

recepturowy P P . 1 P po 30 min.
(%) (min/sek.)

0,0/0,5S 41,57+0,522 12/27 75,9612 2
A0,5/0,0S 39,34+1,07% 19/20 49,14+0,5°
A0,25/0,258 25,87+1,52b 12/55 57,62+0,4°
B0,5/0,0S 48,16+1,44° 16/20 65,40+0,2 ¢
B0,25/0,25S 26,99+1,14° 12/10 76,03+0,52
C0,5/0,0S 58,47+1,534 16/33 65,02+0,2 ¢
C0,25/0,258 30,17+0,44¢ 13/21 75,47+0,6%
D0,5/0,0S 47,61+0,25°¢ 18/45 64,71+0,54
D0,25/0,25S 29,69+0,31¢ 14/20 73,43+1,02

Natomiast rodzaj uzytego preparatu stabilizujgco-emulgujacego roznicowat
stopien twardosci lodow (rysunek 1).

12,00
c{ ;
10,00 S
| T
8,00 I I
E 6,00 e I—
b I
4,00 - _ | [
d
2,00 - [
0,00 -
20,0005 S mA 05008 A 0,25/0.25 S
B0,5/0,0 S B 0,25/0.25 S mC0,50,0S
C0.25/025S D0.5/0.0 S D 0.25/0.258

Rys. 1. Twardo$¢ lodow

Sktad recepturowy lodéw wplywa takze na akceptacje organoleptyczng
konsumenta. Lody przygotowane z preparatami S/E cechowaly si¢ jasng barwa
oraz dobrym, typowym smakiem i zapachem Struktura i konsystencja ich byla
gladka, kremista, bez krysztakéw lodu. Podobnymi cechami charakteryzowaty si¢
lody ze spiruling. Oceniajacy zakwalifikowali je jako wyroby wysokiej jako$ci.
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Zielonkawa barwa lodow, mimo ro6znej intensywnosci, zdefiniowana zostata jako
akceptowalna, atrakcyjna konsumencko. Specyficzng barwe nadaje obecna
w spirulinie fikocyjanina, nalezaca do fikobylin, ktéra odpowiada za zdolnos$ci
A.platensis do neutralizacji wolnych rodnikow ochrony skory przed szkodliwym
dziataniem promieniowania UV i opdzniania procesOw starzenia [16].

Wyniki badanh moga zacheci¢ do dalszych prac nad zastosowaniem spiruliny

jako czynnika ksztattujacego jakos$¢ lodow, poprzez testowanie ich stosowania
samodzielnie lub w potaczeniu z innymi komponentami.

3. Podsumowanie

W niniejszej pracy wykazano, ze:

zastosowanie spiruliny nie wymaga zmian parametréw w procesie techno-
logicznym produkcji lodow,
obecnos¢ A. platensis w sktadzie pozwolilta na uzyskanie lodow o kremiste;j,
gladkiej konsystencji 1 pastelowej zielonkawej barwie, akceptowalnej
konsumencko,
do praktycznego zastosowania zaleca si¢ czgSciowe zastgpienie spiruling
handlowych preparatow S/E,
spirulina jako zamiennik handlowego preparatu S/E wptywata na:

— obnizenie lepko$ci mieszanek lodowych,

— zmniejszenie napowietrzenia lodow i odpornosci ich na topnienie,

— wazrost twardo$ci lodow.
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THE EFFECT OF SPIRULINA STABILIZERS AND
EMULSIFIERS ON THE QUALITY OF ICE CREAM

Abstract: In the technology of industrial ice cream production there are used stabilizers
and emulsifiers which condition proper execution of the technological process and
obtaining the desired quality of the product. The aim of the study was to evaluate the
possibility of replacing Arthrospira platensis commercial stabilisers and emulsifiers
preparations (S/E) in ice cream. This is a direction consistent with the trend of "clean
label" on the packaging of the product and the use of algae health benefits.

The composition of the stabilizers and emulsifiers preparation was the factor determining
the physicochemical parameters and quality of ice cream. Ice cream with commercial S/E
preparations and spirulina in its composition was characterized by a comparable content
of protein (4,32-4,65%) and dry matter (about 38%,). The cryoscopic temperature of the
mixtures identified during freezing was comparable for all variants. The composition and
type of stabilizers and emulsifiers factor significantly affected the viscosity of ice cream
blends and then also the aeration, melting resistance and hardness of ice cream. The use
of A.platensis in the composition allowed to obtain ice cream with creamy, smooth
consistency and pastel greenish colour, acceptable to consumers.

Keywords: spirulina, ice cream, stabilizers, emulsifiers
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Streszczenie: Celem pracy bylo zbadanie wplywu dwdch temperatur dojrzewania seréw
podpuszczkowych, przygotowywanych z niepasteryzowanego mleka krowiego, na skiad
mikroflory. Stan mikrobiologiczny okreslano na podstawie wynikéw badan liczebnosci
tlenowych bakterii mezofilnych, bakterii fermentacji mlekowej, Enterobacteriaceae,
gronkowcow koagulazododatnich, drozdzy i plesni. Badano rowniez obecnos¢ bakterii
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. Liczebnos¢ poszczegolnych
grup drobnoustrojow oznaczano wedlug norm. Surowiec uzyty do produkcji pod-
puszczkowych serow dojrzewajqgcych charakteryzowal sie zilg jakoscig pod wzgledem
analizowanych wyroznikow mikrobiologicznych. Zalecany w literaturze czas dojrzewania
serow podpuszczkowych w temperaturze powyzej 4°C przez 63 dni nie spowodowat
redukcji liczby zadnej z badanych grup drobnoustrojow, tym samym nie zapewnil
bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktu. Badane dwie temperatury dojrzewania
nie wplynely na analizowang mikroflore serow, co potwierdzono nieparametrycznym
testem U Mann- Whitney. Dlatego tez, mleko surowe, do produkcji podpuszczkowych
serow dojrzewajqcych, charakteryzujgce sie zlq jakoscig mikrobiologiczng, bezwzglednie
powinno by¢ spasteryzowane w celu zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego
konsumentow.

Stowa Kkluczowe: ser, dojrzewanie, niepasteryzowane mleko, bezpieczenstwo
mikrobiologiczne

1. Wprowadzenie

Wyréb seréw, znany od stuleci wymaga wiedzy oraz zachowania wlasciwych
warunkow higieny. Sery, dostepne w handlu detalicznym, otrzymuje si¢ z mleka
pasteryzowanego, do ktérego dodaje si¢ komercyjne kultury bakterii fermentacji
mlekowej (LAB). Ostatnio, wérod konsumentow, poszukujacych autentycznego,
naturalnego smaku, pojawit si¢ jednak nowy trend kupowania surowego mleka
i produktéw z niego wytwarzanych. Polacy doceniaja §wieze, niepasteryzowane
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mleko ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ thuszczu, w ktéorym rozpuszczone sa
witaminy A i D oraz kwasy tluszczowe stymulujace uktad odpornosciowy.
Wykorzystanie mleka surowego do przygotowania sera i innych mlecznych
produktéw niesie jednak ryzyko zakazenia patogenami [1]. W $wietle regulacji
prawnych, pelna odpowiedzialno$¢ za bezpieczenstwo zdrowotne zywnoSci
ponosi jej wytworca lub wprowadzajacy do obrotu. Wedtug kryteriow zawartych
w rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 2073/2005 z p6zniejszymi zmianami, finalny
produkt nie powinien zawiera¢ mikroorganizmow, ich toksyn oraz metabolitow
w ilosciach stanowigcych zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. W rozpo-
rzadzeniu parametry jakosci mikrobiologicznej stanowia o bezpieczenstwie
liczba drobnoustrojow patogennych dla cztowieka tj.: Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Cronobacter spp. 1 Escherichia coli oraz obecnos¢: entero-
toksyny gronkowcowej i histaminy. Wskazniki higieniczne obejmujg ogdlna
liczbe drobnoustrojow tlenowych, liczbe Enterobacteriaceae, Escherichia coli
1 koagulazo-dodatnich gronkowcow [2].

Do najbardziej groznych dla zdrowia patogenow, zwigzanych ze $rodowiskiem
mleka naleza: Brucella spp., Clostridium spp., Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli 0157: H7, Listeria monocytogenes oraz
Campylobacter spp. [3, 4, 5, 6]. Campylobacter spp., gtownie kojarzony
z drobiem, jest zdolny kolonizowaé¢ réwniez inne zwierzeta domowe: bydlo,
$winie, psy i koty [7, 8, 9].

Dojrzewanie seréw jest jednym z kluczowych etapow, dzigki ktdéremu
produkt nabiera charakterystycznych cech smakowo-zapachowych. W czasie
lezakowania czes¢ komorek LAB ulega lizie, uwalniajac enzymy wewnatrz-
komorkowe, wytwarzane sg kwasy organiczne wpltywajace na smak oraz CO;
powodujacy charakterystyczne oczkowanie. Wzajemne interakcje migdzy-
szczepowe LAB w serach dojrzewajacych maja charakter komensalizmu [10].
Aby zapewni¢ bezpieczenstwo mikrobiologiczne sery produkowane z nie-
pasteryzowanego mleka musza dojrzewaé przynajmniej 60 dni w temperaturze
nie nizszej niz 4°C [11]. Niezbedne jest roéwniez monitorowanie obecnosci
drobnoustrojow w tym patogenow. Dlatego tez, celowe jest prowadzenie badan
zmierzajacych nie tylko do zapewnienia powtarzalnos$ci cech jakosciowych serow
podpuszczkowych z niepasteryzowanego mleka, ale zwigkszenia ich bezpie-
czenstwa mikrobiologicznego [12].

2. Metodyka

Celem badan byla ocena wplywu temperatury dojrzewania seréw pod-
puszczkowych, z niepasteryzowanego mleka krowiego, na ich jako$¢ mikro-
biologiczng. Badania prowadzono w dwoch temperaturach chtodniczych:
5112°C, przez 63 dni, ze wzglgdu na zalecany czas dojrzewania nie krotszy niz
60 dni.
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Materiat badawczy

Materiatem badawczym byly sery podpuszczkowe, wytworzone z mleka
krowiego w warunkach laboratoryjnych. Surowcem do ich przygotowania byto
swieze mleko, pochodzace z gospodarstwa rolnego. Mleko, analizowano
mikrobiologicznie, a nast¢pnie przygotowywano z niego sery.

Przygotowanie sera podpuszczkowego

Czes$¢ swiezego mleka naturalnie ukwaszono (48 godzin w temperaturze
pokojowej). Zsiadle mleko zmieszano z niepasteryzowanym i podgrzano do
temperatury 38°C w proporcji 0,1 1 mleka ukwaszonego do 4 1 mleka
niepasteryzowanego. Dodano, wg instrukcji producenta podpuszczke (Browin Sp.
z 0.0.). Powstaty skrzep pokrojono i przetozono do sitka w celu ocieknigcia. Ser
poporcjowano i wlozono do solanki o stezeniu soli 10g/l. Po 12 godzinach sery
wyjeto i pozostawiono do obeschnigcia. W ten sposdb otrzymano ser §wiezy oraz
pozostale sery, ktore przetrzymywano w temperaturze 51 12°C przez 63 dni. Sery
lezakowaty na tacach ze stali nierdzewnej, w pomieszczeniach z kontrola
wilgotnosci (80%), wyposazonych w lampy UV. W czasie lezakowania sery byty
obracane. Raz w tygodniu wykonywano ich badania mikrobiologiczne.

Badania mikrobiologiczne
Probki mleka oraz seréw przygotowywano zgodnie norma PN-EN ISO 6887-
5:2010, a nastgpnie analizowano pod wzgledem:

v' obecnosci bakterii z rodzaju Campylobacter spp. PN-EN 1SO 10272-
1:2017-08,
obecnosci Salmonella spp. PN-EN ISO 6579-1:2017-04,
obecnosci Listeria monocytogenes PN-EN ISO 11290-1:2017-07,
ogolnej liczby drobnoustrojéw w temperaturze 30°C PN-EN ISO 4833-
1:2013-12+ Ap1:2016-11,
liczby mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej PN-ISO 15214:2002,
liczby Enterobacteriaceae PN-ISO 21528-2:2017-08,
liczby Escherichia coli PN-EN ISO 16649-2:2004,
liczby gronkowcow koagulazododatnich PN-EN ISO 6888-2:2001 +
A1:2004,
v" liczby drozdzy i plesni PN-ISO 7954:1999.

ANRNEN

AN NN

Analiza statystyczna danych

Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca programu Statistica 13.3 PL
(StatSoft, Krakow, Polska Zebrane). Obliczano $rednie (z dwoch powtorzen)
1 odchylenia standardowe. Wptyw temperatury dojrzewania na mikroflore serow
podpuszczkowych oceniono nieparametrycznym testem U Mann-Whitney, przy
p <0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Dobra jako$¢ mleka surowego warunkuje jego przydatnos¢ technologiczng
oraz odpowiednig jako$¢ i trwato$¢ przetworéw [13]. W przeprowadzonych
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badaniach, ogoélna liczba drobnoustrojéw w mleku wynosita 6,65 log jtk/ml
(Tabela 1). Analizowane mleko nie spetnialo, wigc wymagan rozporzadzenia
Komisji (WE) nr 1662/2006, ktoére dopuszcza stopien skazenia mikro-
biologicznego drobnoustrojami nie wigkszy niz 5 log jtk/ml [16]. Mleko
pozyskiwane ze zdrowego gruczohu mlekowego zawsze zawiera niewielka ilo§¢
drobnoustrojow wynoszacg do kilku tysigcy komorek w 1 ml [14, 15]. Badajac
w pracy probki mleka w zadnej nie wykryto natomiast obecnosci pateczek
patogennych Salmonella spp., Listeria monocytogenes oraz Camplobacter spp
(tabela 2).

Tabela 1. Jako$¢ mikrobiologiczna niepasteryzowanego mleka

Liczba mikroorganizmoéw + odchylenie standardowe
[log jtk/ml + SD]
OLD LAB E EC G P D
6,65 + 5,70 + 5,29 + 3,13+ 3,84 + 321+ 4,07 £
0,06 0,04 0,10 0,02 0,09 0,03 0,07

Objasnienia: OLD — ogdlna liczba drobnoustrojow, LAB — liczba bakterii fermentacji
mlekowej, E — liczba Enterobacteriaceae, EC — liczba Escherichia coli, G — liczba
gronkowcowkoagulazo- dodatnich, P — liczba plesni, D — liczba drozdzy

Tabela 2. Obecno$¢ pateczek patogennych w mleku §wiezym oraz serach

podpuszczkowych
Obecnos$¢ patogenu Salmonella spp. L. monocytogenes Campylobacter spp.
mleko surowe nie wykryto nie wykryto nie wykryto
ser §wiezy nie wykryto nie wykryto nie wykryto
ser dojrzewajacy 63 . . .
dni w 5°C nie wykryto nie wykryto nie wykryto
ser dojrzewajacy 63 . . .
dni w 12°C nie wykryto nie wykryto nie wykryto
Kolejnym zbadanym parametrem mikrobiologicznym, mowiacym

o czystosci mleka, byta E. coli oznaczana na do$¢ wysokim poziomie
3,13 log jtk/ml. Swiadczy to o niskiej higienie produkcji. O zlej jakosci badanego
mleka dowodzity rowniez inne parametry mikrobiologiczne. Wysoka liczba
gronkowcow koagulazododatnich (3,84 log jtk/ml) oraz Enterobacteriaceae
(5,29 log jtk/ml). Wspomniane bakterie dostaja si¢ do mleka w czasie jego
pozyskiwania, skarmiania skazong pasza lub niedoktadnego schtodzenia surowca.
W czasie niehigienicznego udoju, dochodzi do zanieczyszczenia drobnoustrojami
z zakazonych wymion, ze skory zwierzecia, dojarza, zanieczyszczonej wody,
uzywanej do mycia urzadzen udojowych [17, 18, 19]. W mleku znajdowaty si¢
rowniez drozdze i plesnie w liczbie odpowiednio 4,07 oraz 3,21 log jtk/ml.
Podsumowujac badane mleko niepasteryzowane charakteryzowato si¢ zlg
jakoscia mikrobiologiczng i nie powinno by¢ dopuszczone do sprzedazy ani do
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przetwarzania. Pomimo zlej jakosci surowca autorzy zdecydowali si¢ przy-
gotowaé sery ze wzgledu na wysoka liczbe LAB (5,70 log jtk/ml) oraz
nicobecno$¢ bakterii chorobotwodrczych. Z literatury wynika, ze LAB sa
najwazniejszymi mikroorganizmami, stanowigcymi normalng mikroflorg,
bioracymi udziat w procesie fermentacji serow podpuszczkowych z niepa-
steryzowanego mleka. Odgrywaja kluczowa role w ksztalttowaniu niepo-
wtarzalnych wlasciwosci sensorycznych i organoleptycznych seréw, decyduja
o ich trwalosci a ich metabolity (kwasy organiczne, nadtlenek wodoru,
bakteriocyny) dziatajg inhibujagco na mezofilng mikroflor¢ [19, 20]. Ocena
mikrobiologiczna sera $§wiezego i sero6w podpuszczkowych dojrzewajacych
obejmowata te same wyrozniki, co w przypadku mleka. Badane probki serow:
swiezego 1 dojrzewajgcego 63 dni w dwoch temperaturach spelnialy kryterium
bezpieczenstwa zywnosci. Bakterie Salmonella spp., L. monocytogenes oraz
Campylobacter spp. byly niewykryte (tabela 2). Ogoélna liczba drobnoustrojow
(OLD) w serze §wiezym wynosita 8,00 log jtk/g (tabela 3). Po siedmiu dniach
dojrzewania serow OLD wahata si¢ od 8,46 log jtk/g w temperaturze 5°C do
8,61 log jtk/g w temperaturze 12°C (Tabela 3). Po 63 dniach lezakowania seréw
zaobserwowano nieznaczny wzrost OLD wynoszacy 8,85 logjtk/gi 8,81 log jtk/g
odpowiednio dla temperatury 5 i 12°C. Liczba LAB przez caty okres ekspery-
mentu, niezaleznie od temperatury dojrzewania seréw, utrzymywata si¢ na
wysokim poziomie wynoszacym powyzej 8 log jtk/g.

Tabela 3. Jako$¢ mikrobiologiczna §wiezego sera

Liczba mikroorganizméw =+ odchylenie standardowe
[log jtk/ml + SD]
OLD LAB E EC G P D
8,00 + 822+ 6,76 = 5,65+ 4,87 + 5,46 + 535+
0,01 0,07 0,03 0,12 0,03 0,28 0,12

Objasnienia: OLD — ogélna liczba drobnoustrojow, LAB — liczba bakterii fermentacji
mlekowej, E — liczba Enterobacteriaceae, EC — liczba Escherichia coli, G — liczba
gronkowcow koagulazo-dodatnich, P — liczba plesni, D — liczba drozdzy

W prébkach sera swiezego (tabela 3) oraz dojrzewajacych przez 63 dni
w dwoch temperaturach (tabela 4, 5) poziom gronkowcow koagulazo-dodatnich
utrzymywat si¢ ponizej 5 log jtk/g. W zwigzku z tym, nie istniato ryzyko
intoksykacji enterotoksyna gronkowcowa, a tym samym spetnione byto kryterium
higieny procesu [2]. Liczba E. coli w serze $wiezym i podpuszczkowych
dojrzewajacych wahata si¢ od 5,04 log jtk/g (ser lezakujacy 44 dni
w temperaturze 12°C) do 7,05 log jtk/g (ser lezakujacy 35 dni w temperaturze
12°C). Poziom Enterobacteriaceae w serze swiezym i dojrzewajacych oscylowat
od 5,16 log jtk/g (ser lezakujacy 44 dni w temperaturze 12°C) do 7,19 log jtk/g
(ser lezakujacy 7 dni w temperaturze 12°C). Tak wysokie skazenie bakteriami
katowymi potwierdza nieprawidlowa higieng pozyskiwania surowca. Badane
probki byty zanieczyszczone drozdzami. Najwyzsza ich liczba odnotowana byta
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w $wiezym serze (5,35 log jtk/g), zas$ najnizsza w serze dojrzewajacym przez
35 dni w 12°C (2,44 log jtk/g). Wystepowanie drozdzy w serach jest powszechne,
nie stanowi problemu zwigzanego z bezpieczenstwem zywnosci. We wszystkich
probkach seréw oznaczono ples$nie, ktorych maksymalna liczba wynosita do
6,13 log jtk/g (ser po 21 dniach lezakowania w 12°C). Ich obecnos¢ zwigksza
ryzyko skazenia wyrobu mykotoksynami, niskoczasteczkowymi, stabo polarnymi,
cieptostabilnymi zwigzkami. Spozycie wraz z produktami mykotoksyn moze
doprowadzi¢ do mykotoksykozy, ostrego lub chronicznego zatrucie, wyni-
kajacego z przyjmowania matych dawek mykotoksyn przez dtuzszy czas [21].

Tabela 4. Jako$¢ mikrobiologiczna sera dojrzewajacego w temperaturze 5°C

Liczba mikroorganizméw =+ odchylenie standardowe w serze
dojrzewajacym [log jtk/g + SD]
Parametr Czas dojrzewania [dni]
7 16 21 28 35 44 50 63

OLD 846+ | 896+ | 8,81+ | 8,79+ | 8,80+ | 7,56+ | 8,67+ | 885+
0,77 0,04 0,01 0,07 0,02 0,04 0,01 0,02

LAB 8,78+ | 8,82+ | 8,71+ | 8,60+ | 8,62+ | 7,44+ | 852+ | 8,40+
0,11 0,03 0,01 0,03 0,02 0,03 0,04 0,06

E 6,70+ | 6,48+ | 6,45+ | 6,29+ | 6,08+ | 556+ | 5,52+ | 592+
0,76 0,09 0,05 0,03 0,01 0,02 0,04 0,48

EC 545+ | 6,14+ | 6,57+ | 630+ | 628 | 543+ | 5,67 | 558+
0,70 0,72 0,05 0,06 | £0,05 0,18 | £0,02 | 0,00

G 403+ | 442+ | 3,79+ | 422+ | 442+ | 3,81+ | 3,98+ | 3,35+
0,04 0,04 0,00 0,05 0,01 0,04 0,01 0,10

P 593+ | 5,60+ | 588+ | 576+ | 549+ | 521+ | 5,61+ | 593+
0,01 0,11 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,18

D 446+ | 448+ | 450+ | 494+ | 4,66+ | 4,12+ | 3,94+ | 453+
0,02 0,25 0,09 0,03 0,06 0,02 0,03 0,18

Objasnienia: OLD — ogodlna liczba drobnoustrojow, LAB — liczba bakterii fermentacji mlekowe;j,
E — liczba Enterobacteriaceae, EC — liczba Escherichia coli, G — liczba gronkowcowkoagulazo-
dodatnich, P — liczba plesni, D — liczba drozdzy

Niewiele jest doniesien dotyczacych stanu mikrobiologicznego serow
otrzymywanych z surowego mleka, obejmujacych tak szeroki zakres badan, jak
w prezentowanej pracy. Wyniki eksperymentow nie odbiegaja jednak od danych
literaturowych. Pyz-tukasik i in. (2018) badali 12 probek oscypkow (serow dtugo
dojrzewajacych z niepasteryzowanego mleka), sprzedawanych na lokalnym
rynku. Naukowcy oznaczyli OLD na poziomie 10,19 log jtk/g, zas LAB
w liczebnosci 10,38 log jtk/g. Ponadto, oscypki nie spetniaty kryterium higieny
procesu. Liczba Enterobacteriaceae, E. coli i gronkowcoéw koagulazododatnich
wynosita, odpowiednio 8,28 log jtk/g, 4,78 log jtk/g 1 6,46 log jtk/g [22]. O’Brien
i in. (2009), analizujac irlandzkie sery farmerskie z niepasteryzowanego mleka
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potwierdzili obecno$¢ L. monocytogenes w 6% przebadanych serow. 21% probek
bylo zakazonych E. coli powyzej 5 log jtk/g. Jedynie 3,4% probek wykazywato
przekroczenie pod wzgledem liczby gronkowcow koagulazododatnich [23].
Martins i in. (2015) analizujac probki sera stwierdzali obecno$¢ Salmonella spp.
przez pierwszych 15 dni dojrzewania. Po 22 dniach nie wykrywali, juz obecnos$ci
tego patogenu, sugerujagc to inhibujacym dziataniem metabolitow autochto-
nicznych LAB [24]. Marin i in. (2015) analizujagc mykoflor¢ mleka i sera
dojrzewajacego z regionu Castilla la Mancha wyizolowali 18 gatunkéw plesni.
Liczba drozdzy w hiszpanskim mleku byta o ok. 1-2 log jtk/ml nizsza niz
w przedstawionej pracy i nie przekraczala 2,6 x 10° jtk/ml. Najwyzsza
odnotowana liczba plesni wynosita 3,1 x 10? jtk/ml, podczas gdy w niniejszych
badaniach ple$nie oznaczano na poziomie 3,21 £ 0,03 jtk/ml [25].

Tabela 5. Jako$¢ mikrobiologiczna sera dojrzewajacego w temperaturze 12°C

Liczba mikroorganizméw = odchylenie standardowe w serze
dojrzewajacym [log jtk/g + SD]
Parametr Czas dojrzewania [dni]
7 16 21 28 35 44 50 63

OLD 8,61+ | 871+ | 879+ | 8,68+ | 903+ | 853+ | 843+ | 8,81+
0,72 0,11 0,07 0,06 0,03 0,09 0,01 0,05

LAB 848+ | 8,75+ | 8,63+ | 8,52+ | 9,18+ | 8,50+ | 8,39+ | 8,40+
0,071 0,02 0,01 0,04 0,05 0,3 0,03 0,04

E 7,19+ | 6,61+ | 6,50+ | 6,26+ | 6,32+ | 5,16+ | 534+ | 5,63+
0,05 0,1 0,04 0,05 0,03 0,03 0,03 0,03

EC 526+ | 592+ | 6,54+ | 6,18 7,05+ | 5,04+ | 530+ | 5,65+
1,42 0,09 0,01 +0,03 0,01 0,5 0,01 0,01

G 367+ | 475+ | 3,73+ | 431+ | 432+ | 3,60+ | 3,10+ | 3,38+
0,70 0,04 0,05 0,07 0,02 0,3 0,09 0,01

P 587+ | 597+ | 6,13+ | 585+ | 580+ | 6,12+ | 5,98+ | 5,81 +
0,02 0,03 0,02 0,09 0,03 0,3 0,02 0,04

D 441+ | 461+ | 455+ | 441+ | 244+ | 330+ | 426+ | 437+
0,01 0,07 0,16 0,21 0,12 0,3 0,06 0,04

Objasnienia: OLD — ogodlna liczba drobnoustrojow, LAB — liczba bakterii fermentacji mlekowe;j,
E — liczba Enterobacteriaceae, EC — liczba Escherichia coli, G — liczba gronkowcowkoagulazo-
dodatnich, P — liczba ple$ni, D — liczba drozdzy

Analiza statystyczna testem U Mann-Whitney wykazata brak istotnych
statystycznie roznic (p> 0,05) liczby badanych drobnoustrojow w serach
lezakujacych w dwodch temperaturach. Zastosowane temperatury dojrzewania
serow nie mialy wptywu na mikroflor¢ serow dojrzewajacych.
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4. Podsumowanie

Z przeprowadzonych badan wynika, iz mleko surowe, charakteryzujace si¢
zta jako$cig mikrobiologiczna, wykorzystywane do produkcji podpuszczkowych
serow dojrzewajacych, musi by¢ uprzednio spasteryzowane gdyz, zalecany
w literaturze czas dojrzewania (60 dni) nie zapewnia bezpieczenstwa mikro-
biologicznego produktu. Pomimo wysokiej liczby LAB oraz zastosowania
temperatury chlodniczej dojrzewania, zaden z parametrow mikrobiologicznych
nie ulegl redukcji. Dlatego tez, w celu ograniczenia ryzyka zakazenia bakteriami
patogennymi i potencjalnie chorobotworczymi zastosowany surowiec powinien
charakteryzowac si¢ wysoka czystoscig mikrobiologiczng. W czasie udoju i na
kazdym z etapow wytwarzania serow podpuszczkowych dojrzewajacych nalezy
przestrzegac¢ zasad dobrej praktyki higieniczne;.
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THE INFLUENCE OF THE RIPENING TEMPERATURE ON THE
MICROFLORA OF CHEESE PREPARED FROM
UNPASTEURIZED COW MILK

Abstract: The aim of this study was to investigate the influence of two ripening
temperatures of cheese, manufactured from raw cow's milk, on the composition of
microflora. The microbiological counts of aerobic mesophilic bacteria, lactic acid
bacteria, Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, yeasts and molds were determined.
The presence of the bacteria Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter
spp. was also examined. All analysis were performed according to the standards. The raw
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milk did not fulfill the microbial criteria for food safety. The ripening time recommended
in the literature at temperatures above 4°C for 63 days did not reduce the number of any
of the groups of microorganisms studied, thus it did not ensure the microbiological safety
of the product. The two ripening temperatures studied did not affect the analyzed cheese
microflora, which was confirmed by the non-parametric U Mann-Whitney test. Therefore,
raw milk, for the production of ripened cheeses, characterized by poor microbiological
quality, should absolutely be pasteurized in order to ensure consumer health safety.

Key words: cheese; ripening; unpasteurized milk; microbiological safety
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Streszczenie: Celem pracy byto zbadanie wplywu parametréw technologii sous-vide na
Jakosc miesa wolowego. Surowiec do badan stanowita woltowa kostka gulaszowa poddana
obrdbce termicznej w temperaturach: 64, 68, 72 i 100°C w czasie 2, 24 oraz 30 h.
W miesie oznaczono ubytek masy metodq wagowq, przeprowadzono instrumentalng
analize tekstury oraz pomiar parametrow barwy odcieku w przestrzeni CIE L*a*b*.
Ubytek masy migsa wynosil od okoto 29,99 do 38,01% w zaleznosci od parametrow
procesu. Analiza teksturometryczna wskazata, ze twardosé, gumowatos¢ oraz zujnosé
probek  gotowanych w  temperaturze 64+72°C malaly ze wzrostem temperatury
i wydluzeniem czasu gotowania dla 24 i 30 godzin. Wartos¢ parametru barwy odcieku
migsa wolowego L* wynosila od 37,78 do 72,61 i zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem
temperatury i z czasem gotowania migsa. Wartos¢ parametru a* (10,74+43,20) zalezala
zarowno od temperatury, jak i od czasu gotowania migsa. Parametr b* (-niebieski/+zolty)
charakteryzowal sie bardzo zblizonymi wartoSciami niezaleznie od zadanych parametrow
gotowania. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze wigkszy wplyw na jakos¢
miesa wolowego wywiera czas niz temperatura zastosowana w technologii sous-vide.

Stowa kluczowe: sous-vide, wotowina, tekstura, barwa

1. Wprowadzenie

Wspoélczesny konsument to $wiadomy konsument, ktory stawia wiele
wymogow dotyczacych zywnosci. Jednym z istotnych wyrdoznikow jest czas oraz
fatwos$¢ i prostota w przygotowaniu positkow, a ponadto zachowanie wszelkich
walorow sensorycznych oraz zapewnienie ich pelnego bezpieczenstwa zdro-
wotnego. Konsument wymaga §wiezych, zdrowych i dobrej jakosci produktow.
Oczekiwania takie spelnia technologia sous-vide, ktoéra poprzez zastosowanie
obrobki cieplnej surowca zapakowanego prézniowo w niskiej temperaturze
w §rodowisku wodnym, zapewnia doskonatg jakos¢ i trwalos¢ gotowego wyrobu
[19].

Termin sous-vide, thumaczgc z jezyka francuskiego, oznacza ,,pod proznia”.
Obrobka kulinarna metoda sous-vide to gotowanie surowcoOw zapakowanych
prézniowo w worki w kontrolowanych warunkach czasu i temperatury [1, 19].
Za ojca sous-vide uwaza si¢ Georgesa Pralusa, francuskiego szefa kuchni, ktory
zauwazyl, ze przyrzadzenie w ten sposob foie gras (pasztet produkowany ze
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stluszczonych watrobek kaczych i gesich) nie powoduje zmian wizualnych, ani
konsystencji, a ponadto nie dochodzi w nim do utraty thuszczu. Z kolei jego rodak,
Bruno Goussault przyczynit si¢ do wypromowania sous-vide, jako nowoczesnej
metody gotowania, szkolac tym samym kucharzy w zakresie jej stosowania.
Laczac swe sity w latach 70. ubiegltego wieku, opracowali oni parametry tem-
peratury i czasu gotowania dla réznych produktéw spozywczych, cho¢ dopiero
przetom lat 2000. oraz poczatek roku 2010 to znaczny wzrost zainteresowania
i wykorzystania metody sous-vide w domach i restauracjach. Obecnie metoda ta
znalazta najwicksze zastosowanie w termicznej obrobce mies [1].

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wpltywu parametrow (temperatury
i czasu) zastosowanych w technologii sous-vide na ubytek masy, tekstur¢ oraz
barwe odcieku mi¢sa wolowego.

2. Material i metody

Materiat badawczy stanowito migso wotowe klasy I w formie kostki
gulaszowejo nieregularnych wymiarach. Migso zostalo zakupione na rynku
lokalnym. Wotowing podzielono na porcje po okoto 500 g i zapakowano
prézniowo w worki (f-my HENDI) za pomocg pakowarki prézniowe;j
(MULTIVAC Sp. z o.0. Polska). Do technologii sous-vide wykorzystano
urzadzenie Sous vide GN 1/1, firmy HENDI. Probki wotowiny gotowano
w temperaturach: 64°C, 68°C, 72°C, przez 24 h oraz 30 h (warianty 2sy+7sv).
Dodatkowo przygotowano probke zapakowang prozniowo gotowang w wodzie
o temperaturze 100°C w ciggu 2 h (wariant 1sy). Po obrobce termicznej probki
natychmiast schtodzono do temperatury 10°C+1°C. Wariant kontrolny stanowila
wolowina gotowana w sposob tradycyjny- wariant 0 (Twoay = 100°C, t =2 h).
Warianty przygotowania mi¢sa przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry przygotowania mi¢sa wotowego w technologii sous-vide

Wariant . Temperatura [°C] | Czas [h]
przygotowania

0 100 2
lsv
2sv 24
3sv 64 30
4sv 24
Ssv 68 30
bsv 24
Tsv 2 30

gdzie: SV — probka sous-vide
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Ubytek masy

Ubytek masy obliczono na podstawie réznicy masy mig¢sa przed i po gotowaniu.
Kazda probke doktadnie osuszono i zwazono, z doktadnoscia do 0,01 g.
Wykonano 3 réwnolegte powtorzenia [11]:

masa miesa surowego — masa miesa ugotowanego 100

Ubytek %) =
ytek masy (%) masa miesa surowego

Analiza tekstury

Analize tekstury przeprowadzono za pomoca analizatora tekstury typu CT3 TA
(Brookfield Ametek U.S.A.) Wykonano test TPA (ang. Texture Profile Analysis)
stosujac 2 cykle pomiarowe, z uzyciem sondy TA-39, przy predkosci przesuwu
sondy 1,00 mm/s i glebokos$ci penetracji 15 mm oraz przy obcigzeniu 1,00 N.
Probki do analizy stanowity szeSciany o wymiarach 30/30/30 mm.
Przeprowadzono rowniez test kompresji (cigcia), w ktérym probkami byly
sze$ciany o wymiarach 15/15/15 mm, a test wykonano z uzyciem sondy TA-7,
przy obciazeniu 2,00 N, predkosci przesuwu sondy 1,00 mm/s i glebokos$ci
penetracji 5 mm. Do sterowania pomiarami i obrobki danych zastosowano
program komputerowy TexturePro CT V 1.2 Build 9. W przypadku obu testow
wykonano 5 réwnoleglych powtorzen.

Analiza parametrow barwy

Analize parametrow barwy klarownego odcieku migsa wotowego (po gotowaniu
metodg sous-vide) w przestrzeni CIE L*a*b* przeprowadzono za pomoca
spektrofotometru CM-5 Konica Minolta (Konica Minolta Sensing Europe BV Sp.
z 0 0. Polska) zgodnie z metodyka badan zalecang przez producenta urzadzenia.
W celu analizy barwy wykonano pomiar transmitancji z uzyciem szklanej kuwety
o dlugosci drogi optycznej 1 cm. Kalibracj¢ zera (kalibracja 0%) wykonano przy
uzyciu ptytki kalibracji zera transmitancji, a nastgpnie wykonano kalibracje¢ bieli
(kalibracja 100%) za pomocg wbudowanej w urzadzenie ptytki kalibracji bieli.
W pomiarach barwy stosowano iluminant D65 oraz standardowy obserwator
kolorymetryczny o polu widzenia 10°.

W celu pelnego opisu barwy wyznaczono nastgpujagce parametry barwy
w przestrzeni CIE L*a*b*: L* (jasnos¢), a* (-zielony/ +czerwony), b*
(-niebieski/ +z6tty), h (odcien).

Na podstawie tych wartosci obliczono parametry przedstawione ponizej [6, 7, 10]:
AL*, Aa*, Ab (r6znica miedzy jasnoscia/barwa wzorca a jasnoscig/barwa probki
badanej),

C* (stopien nasycenia barwy):

C* = [aZ + b2]0,5
AE (r6znica barw migdzy wzorcem a probka):
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AE = [(AL*)*+ (Aa*)> + (Ab*)*]>*

WI (indeks oddalenia od bieli):
WI=[(100-L)* +(a)*+(b)’]*’

Jako wzorzec do obliczen przyjeto probke o nastgpujacych parametrach L* = 100,
a*=0,001b*=0,00.
Pomiar parametréw barwy wykonano w 5 rownoleglych powtorzeniach.

3. Wyniki i dyskusja

W tabeli 2 przedstawiono procentowy ubytek masy probek migsa
w zaleznosci od parametréw obrobki termicznej. Najwigkszym ubytkiem masy
odznaczato si¢ migso gotowane w sposob tradycyjny — 42,47%, najmniejszym
za§ probka lsy (T = 100°C, t = 2 h) — 29,99%. Dla migsa gotowanego
w technologii sous-vide, w przedziale temperatur 64+72°C, zaobserwowano
zwigkszenie ubytku masy wraz ze wzrostem temperatury gotowania. Wzrost
ubytku wynosil §rednio 4%, pordwnujac probki migsa gotowane w temperaturze
64172°C, zardbwno w czasie 24 h, jak 1 30 h. Wydhuzenie czasu gotowania rowniez
nieznacznie wplywato na zwigkszenie ubytku masy probek. Podobng zaleznos¢
zanotowali, m.in. Jeong i wsp. [2018] oraz Oz i Zikirov [2015], ktoérzy analizowali
wplyw warunkéw gotowania sous-vide, odpowiednio na szynke wieprzowa oraz
kotlety wotowe. Oba zespoty badawcze wykazaty wieksze znaczenie temperatury
niz czasu obrobki na wielkos$¢ ubytku masy migsa. Zauwazono jednak, Ze znaczne
skrocenie czasu obrobki, do 2 h, spowodowato mniejsza utrate masy pomimo
zwigkszenia temperatury do 100°C.

Tabela 2. Ubytek masy migsa wotowego przygotowanego
w technologii sous-vide

0,
Wariant Tem[[)oecr?tura Czas [h] Ubyte;(;:nsals)y [Vl

0 42.47+0,18
Isv 100 2 29,99+0,27
2sv 64 24 33,29+0,83
3sv 30 34,18+0,11
4sv 68 24 34,45+0,54
Ssv 30 37,23+1,89
6sv 7 24 37,43+0,17
Tsv 30 38,01+0,32

X — $rednia arytmetyczna
SD — odchylenie standardowe
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Wykazali to rowniez Rinaldi i wsp. [2014], ktorzy prowadzili badania
w kierunku doboru parametrow gotowania wotowiny metoda sous-vide. Wyniki
ich badan wskazywaly, ze probki migsa gotowane w temperaturze 75°C w czasie
36 h charakteryzowaly si¢ wigkszym ubytkiem masy niz te gotowane
w temperaturze 100°C przez 2 h. Podobnie jak Rinaldi i wsp. [2014] oraz Sanchez
del Pulgar i wsp. [2012], badajacy migso wolowe oraz poliki wieprzowe,
wykazano wplyw pakowania prézniowego na zmniejszenie ubytku masy
produktu. Zastosowanie pakowania préozniowego stanowi fizyczng bariere, ktora
zapobiega utracie wody z mi¢sa i pomaga zachowac¢ odpowiednig wilgotno$¢
wewnatrz opakowania [Rinaldi i wsp., 2014].

Kolejnym etapem badan byta analiza tekstury probek migsa. Przeprowadzono
test TPA, ktory dostarcza informacji o tym, jak zachowuje si¢ dana probka
podczas przezuwania [12]. Wyniki uzyskane dla testu TPA badanego migsa
wolowego przedstawiono w tabeli 3.

Najwicksza twardos$cig charakteryzowata sie probka 1sy (T = 100°C, t =2 h)
— 7,48 N, a najmniejszg wariant kontrolny — 3,24 N. Zaobserwowano takze, ze dla
probek 2gsy+7sy zarbwno wzrost temperatury, jak i czasu gotowania powodowat
zmniejszenie twardosci migsa. Podobna zalezno§¢ wykazaty wyniki badan
przeprowadzonych przez Sanchez del Pulgar i wsp. [2012], gdzie twardos$c
polikow wieprzowych gotowanych w temperaturze 60°C byta wyzsza niz probek
gotowanych w 80°C, przy tych samych czasach obrobki. Porownujac czasy
gotowania, 5 h i 12 h, réwniez zanotowano zmniejszenie twardosci migsa, nawet
ponad 2-krotnie w przypadku probek przygotowywanych w temperaturze 80°C.
Zmniejszenie wartosci parametru twardosci zanotowali takze Roldan i wsp.
[2013] badajacy comber jagniecy gotowany w technologii sous-vide (T = 60, 70,
80°C; t= 6, 12, 24 h). Przeprowadzona przez nich analiza TPA wskazata, ze
wydluzanie czasu obrobki, zachowujac tg sama temperature, wplywato na wzrost
migkkos$ci probki. Jednak Jeong K. i wsp. [2018] analizujacy szynke wieprzowa
zanotowali odwrotng zaleznos$¢. Szynka gotowana w temperaturze 71°C w czasie
45 minut byla okolo 3,5-krotnie twardsza niz szynka gotowana w temperaturze
61°C w tym samym czasie. Do podobnego wniosku doszta Palka K. [2003]
analizujaca wolowy migsien polSciegnisty (semitendinosus) poddany obrobce
w temperaturach 50, 60, 70, 80 i 90°C w czasie wystarczajacym do osiagniecia
zadanej temperatury wewnatrz probki. Poréwnujac wyniki analizy twardosci
probki przygotowanej w temperaturze 50°C i 90°C zanotowano okoto 7-krotnie
wyzszg twardo$¢ w wyzszej temperaturze.

Rozwazajac powyzsze rozbiezno$ci mozna wnioskowaé, ze krytycznym
parametrem wplywajacym na twardos¢ migsa jest czas obrobki migsa, a nie
temperatura. Znaczne wydluzenie czasu gotowania (powyzej 20 h) powoduje
zmigkczenie struktury migsa. Moze by¢ to zwigzane z tym, ze krotki czas
gotowania, nawet w wysokich temperaturach, jest niewystarczajacy do calko-
witego rozpuszczenia kolagenu, co mogloby niwelowa¢ twardos¢ powodowana
przez skracanie wiokien miofibryli [14, 17].
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Kohezyjnos¢ jest to parametr charakteryzujacy sile wigzan wewngtrznych
probki, inaczej zwartos¢ probki [12]. Najwyzsza kohezyjnoscig charakteryzowata
si¢ probka lsy (T = 100°C, t = 2 h), a najnizsza probka Ssv (T = 68°C, t = 30 h),
odpowiednio 0,38 i 0,03. Przy tych samych parametrach obrobki (T = 100°C,
t = 2 h) pakowanie prozniowe spowodowalo ponad 2-krotne zwigkszenie
zwartosci probki. W przypadku pozostatych wariantow przygotowania nie
zanotowano znacznych zmian warto$ci tego parametru. Podobna zalezno$¢
wykazali, m.in. Jeong i wsp. [2018], Sanchez del Pulgar i wsp. [2012] czy Rinaldi
i wsp. [2014]. Sprezystos¢ i indeks sprezystosci opisuja zdolnos¢ probki do
odzyskania ksztaltu po ustaniu sity nacisku. Probki o wartosci indeksu
sprezystosci 0 definiuje si¢ jako doskonale plastyczne, a te o wartosci 1 jako
doskonale elastyczne [12]. W wyniku niniejszych badan stwierdzono, ze wszystki
analizowane probki migsa byly plastyczne, a warto$ci ich indekséw sprezystosci
nie przekraczaty wartosci 0,20 i zmienialy si¢ nieznacznie przy roznych
parametrach gotowania.

Migso gotowane w temperaturze 64°C przez 24 h (wariant 2gy) charak-
teryzowalo si¢ najwigkszg gumowatoscig (0,48 N) i zujnoscia (1,15 ml).
Natomiast najnizsze wartosci tych parametréw zanotowano dla prébki gotowane;j
w temperaturze 72°C w czasie 30 godzin (wariant 7sv), odpowiednio: 0,25 N
10,42 mJ. W przypadku probek migs przygotowanych w temperaturach od 64 do
72°C stwierdzono, ze wydluzenie czasu obrobki wywiera wigkszy wpltyw na
obnizenie warto$ci zujnosci migsa niz podwyzszenie temperatury. Przy wzroscie
temperatury obrobki z 64°C do 72°C Zujnos¢ migsa zmniejszyla si¢ o okoto 30%.
Natomiast wydtuzenie czasu z 24 do 30 godzin, w kazdej temperaturze,
spowodowalo $rednio 50% spadek wartosci tego parametru. Wigkszy wplyw
czasu niz temperatury obrobki na zujno$¢ migsa potwierdzajg rowniez badania
przeprowadzone przez Roldan i wsp. [2013]. Zujnos¢ probek gotowanych
w temperaturach 60, 70 i 80°C w czasie 6 h zwickszala si¢ ze wzrostem
temperatury. Dopiero wydtuzenie czasu gotowania do 12 i 24 godzin sprawito,
ze wartos¢ parametru zujnosci zaczeta si¢ zmniejszac.

Kolejnym przeprowadzonym testem byl test kompresji. Dostarczytl on
informacji o twardosci probki podczas jej Sciskania sondg imitujgca ostrze noza.
Najwyzszymi warto$ciami twardosci charakteryzowaty si¢ probki 1sv (T =100°C,
t=2h)i2sv (T=64°C, t=24h), odpowiednio 15,63 i 15,74 N. Najnizsza wartos$¢
tego parametru wykazata probka 0 (T = 100 °C, t = 2 h) - 5,34 N. Podobnie jak
w przypadku testu TPA zastosowanie pakowania prézniowego przy parametrach
100°C i 2 h wplyneto na zwigkszenie twardosci probki, blisko 3-krotnie.
Analizujac wyniki uzyskane dla wariantow 2sv+7sy stwierdzono, ze zardwno
wzrost temperatury jak i wydtuzenie czasu obrobki spowodowato zmniejszenie
twardosci mi¢sa. Te¢ zaleznos$¢ potwierdzajg takze badania przeprowadzone m.in.
przez Roldan i wsp. [2013], Jeong i wsp. [2018] czy Vaudagna i wsp. [2002].
Z drugiej strony Christensen i wsp. [2011] analizujgcy dwa rodzaje migs$ni,
migsien polsciegnisty (SD) i migsien najdtuzszy (LD), pochodzace od zwierzat
w roznym wieku, nie otrzymali wynikéw jednoznacznie wskazujacych na
zalezno$¢ wartosci twardo$ci od parametrow obrobki termicznej. Przyktadowo
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dla LD $win twardo$¢ malata wraz ze wzrostem temperatury obrobki, a dla LD
loch nie zauwazono znacznych zmian.

Biorgc pod uwage wyniki badan uzyskanych w niniejszej pracy oraz dane
literaturowe mozna wnioskowaé, ze niemozliwe jest jednoznaczne wskazanie
wplywu parametréw obrobki migsa w technologii sous-vide na jego cechy
tekstury. Jest to spowodowane roéznymi czynnikami, m.in.: rodzajem mi¢sa,
wiekiem zwierzgcia (termostabilno$¢ kolagenu, srednica komorek migsniowych),
rodzajem migénia (zawarto$¢ kolagenu i tkanki lacznej), czasem dojrzewania
migsa (post-mortem), sposobem przechowywania mig¢sa (warunki chlodnicze,
mrozenie) oraz kombinacjami temperatury i czasu obrobki [2, 3,4, 5, 8,9, 11, 12,
14, 15, 17].

Kolejny etap badawczy dotyczyt okreslenia wpltywu parametrow czasu
1 temperatury na barw¢ odcieku mi¢sa wotowego. Wyniki analiz przedstawiono
w tabeli 4.

Tabela 4. Parametry barwy odcieku mi¢sa wotowego

g Parametry pomiaru barwy
50| &=
2 0=
E L* a*® b* AL* Aa* Ab* AE*
= X = SD
WZORZEC | 100,00 0,00 0,00 | - | = [ e | -
24 37,78+ 43,20+ 45,71+ -62,22+ 43,20+ 45,71+ 88,47+
64 0,03 0,04 0,28 0,03 0,04 0,28 0,18
30 51,87+ 27,82+ 45,89+ -48,13+ 27,80+ 45,89+ 72,08+
0,04 0,03 0,07 0,04 0,03 0,07 0,03
24 47,72+ 33,24+ 47,36+ -52,28+ 33,24+ 47,36+ 77,98+
63 0,02 0,02 0,13 0,02 0,02 0,13 0,09
30 66,84+ 28,27+ 45,00+ -33,16+ 28,27+ 45,00+ 62,64+
0,06 0,03 0,07 0,06 0,03 0,07 0,03
24 59,54+ 15,16+ 40,41+ -40,49+ 15,16+ 40,41+ 59,18+
7 0,00 0,01 0,04 0,00 0,01 0,04 0,02
30 72,61+ 10,74+ 43,94+ -27,39+ 10,74+ 43,94+ 52,88+
0,04 0,01 0,06 0,04 0,01 0,06 0,05

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zauwazy¢, ze jasno$¢ L*
zwigkszata si¢ w sposob proporcjonalny do zadanej temperatury gotowania,
ponadto w danym wariancie temperaturowym wartosci te zwiekszaty si¢ wraz
z czasem gotowania. Parametry a* i b* odpowiadajg za barwe¢ produktu. Podczas
gotowania w najnizszej temperaturze, w najkrotszym czasie (64 °C, 24 h)
uzyskano najwyzsza warto$¢ parametru a* (43,20) i odwrotnie — w najdtuzszym
czasie gotowania (36 h), w najwyzszej temperaturze (72 °C) parametr a*
charakteryzowal si¢ najnizsza warto$cia — 10,74. Na tej podstawie mozna
wnioskowaé, ze parametr a* zalezal zaré6wno od temperatury jak i od czasu
gotowania migsa. Z kolei parametr b* (-niebieski/+zo6tty) charakteryzowat si¢
bardzo zblizonymi warto$ciami niezaleznie od zadanych parametrow gotowania.

71



W celu poréwnania zmian barwy produktu (wynikajacych na przyktad
z zastosowanej temperatury w trakcie obrobki termicznej lub tez czasu jej
trwania), badz barwy produktéw migdzy soba, stuzg parametry AL, Aa, Ab i AE
[6]. Kolejne proby porownywano do wzorca, za ktory przyjeto probke
o nastgpujacych parametrach L* = 100, a* = 0,00 i b* = 0,00. Najwigksze roznice
wykazat wariant o parametrach: T = 64 °C i t = 24 h, z kolei najmniejsze probka
gotowana w temperaturze 72 °C w czasie 30 h. Zgodnie z danymi literaturowymi
warto$ci AE wynoszace powyzej 5 wskazuja, ze obserwator odnosi wrazenie
dwoch réznych barw [6].

Na podstawie parametréw uktadu CIE L*a*b* wyznaczono stopien
nasycenia barwy, odcien barwy i indeks oddalenia od bieli badanego odcieku
migsa wotowego (tabela 5).

Tabela 5. Stopien nasycenia barwy (C*), odcien barwy (h) i indeks oddalenia
od bieli (WI) ocenionego instrumentalnie odcieku migsa wolowego

Parametry pomiaru barwy
Temperatura | Czas ‘

°C [h] C* h [ w
X + SD

o 24 | 62,900.23 | 46,6240,16 | 88,47+0,18
30 | 53,66+0,06 | 58,78+0,04 | 72,08+0,03
24 | 57.86+0,10 | 54,94+0,08 | 77,98+0,09

o 30 | 53,14+0,07 | 57,86+0,02 | 62,64+0,03

0’ 24 | 43,16+0,03 | 69,44+0,03 | 59,18+0,02
30 | 45.23+0,06 | 76,2740,02 | 52,88+0,05

Nasycenie (C*) opisuje czysto$¢ barwy. Jest to odlegtos¢ punktu od srodka
uktadu, im dalej od s$rodka uktadu tym barwa jest glebsza i czystsza [6].
W przypadku badanego odcieku najmocniejsza barwa charakteryzowat sig
wariant T = 64°C i t = 24 h, najmniejsze nasycenie wykazat wariant T = 72°C
i t = 30h. Mozna wnioskowa¢ zatem, ze wysoka temperatura wptyn¢ta na
zmniejszenie nasycenia barwy w badanych probkach.

Parametr h okresla odcien (kat tonu) [6, 10]. Wszystkie badane probki
posiadaty odcien bardziej zotty (wartosci h zblizone do 90°).

Indeks oddalenia od bieli (WI) okres$la odlegtos¢ miedzy barwag badanej
probki a biela w przestrzeni CIE L*a*b* [7]. Najnizsza wartos¢ WI posiadat
wariant T = 72°C i t = 30 h, pozostate warianty charakteryzowaty si¢ zblizonymi
warto§ciami.
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4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania umozliwity sformutowanie nastepujacych wnioskow:

1.

2.

Warunki gotowania mi¢sa wolowego w technologii sous-vide mialy wptyw
na ubytek masy migsa, jego teksture oraz barwe odcieku.

Ubytek masy migsa gotowanego w technologii sous-vide wyniost od 29,99
do 38,01% i byl mniejszy niz dla migsa gotowanego w sposob tradycyjny.
Twardo$¢, gumowato$¢ oraz zujno$¢ probek gotowanych w temperaturze
64-+72°C malaty ze wzrostem temperatury i wydtuzeniem czasu gotowania
(od 24 do 30 h). Wszystkie te parametry osiagnety najwyzsza warto$¢ dla
probki T =64°C, t =24 h, odpowiednio: 6,41 N, 0,48 N, 1,15 mJ, a najnizsza
dla probki T = 72°C, t = 30 h, odpowiednio: 3,57 N, 0,25 N i 0,42 mJ.
Pozostale parametry zmienialy si¢ nieznacznie.

W przypadku wolowiny przygotowanej w technologii sous-vide stwier-
dzono, ze wigkszy wplyw na parametry tekstury mialo wydtuzenie czasu
gotowania (z 2 do 24, 36 h) niz zwigkszenie temperatury do 100°C.

Dla probek gotowanych w wodzie o temperaturze 100°C przez 2 h na
twardos¢ oraz kohezyjno$¢ migsa wptyngto pakowanie proézniowe. Probki
zapakowane prozniowo wykazaty ponad 2-krotny wzrost wartosci tych
parametrow w poréwnaniu do probek niezapakowanych.

Jasno$¢ L* badanego odcieku migsa wolowego zwigkszala si¢ wraz
z temperatura i czasem gotowania (37,78+72,61). Wartosci nasycenia barwy
C* (43,16+62,90) oraz indeksu oddalenia od bieli WI (52,88+88,47)
badanych probek zmniejszaly si¢ wraz ze wzrostem czasu gotowania.
Natomiast wartosci h (odcien) wzrastaly proporcjonalnie do czasu
i temperatury (46,62+76,27).

Badania zostaly sfinansowane ze srodkéw NCBR w ramach projektu pt. "Nowa linia dan
gotowych wysokiej jakosci", zrealizowanym przez Przedsigbiorstwo Produkcyjno-
Handlowo-Ustugowe Janusz Socha, wspolfinansowanym ze srodkow Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj
2014-2020, nr POIR.01.01.01-00-0666/17-00.
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THE INFLUENCE OF SOUS-VIDE TECHNOLOGY
PARAMETERS ON THE QUALITY OF BEEF

Abstract: The aim of the study was to investigate the influence of sous-vide technology
parameters on the quality of beef. The raw material for the test was beef goulash cube
boiled at the temperatures: 64, 68, 72 and 100 °C for 2, 24 and 30 h. In the probes was
measured: weight loss (weight method), texture parameters and colour parameters of the
effluent, in CIEL*a*b* space. The meat weight loss ranged from 29,99 to 38,01%
depending on the process parameters. Texturometric analysis showed that the values of
hardness, gumminess and chewiness of the samples cooked at 64+72°C decreased with
the increasing temperature and the extending cooking time (24 and 30 h). For the meat
effluent the value of L* ranged from 37,78 to 72,61 and increased with the growth of
temperature and cooking time. The value of parameter a* (10,74+43,20) depended on the
temperature and cooking time of the meat. The values of b* parameter (-blue/+yellow)
were very similar regardless of the sous-vide parameters. Performed studies shows the
greater influence of time than temperature on the quality of beef cooked sous-vide.

Keywords: sous-vide, beef; texture, colour
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SERWATKI KWASOWEJ I INULINY
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Streszczenie: Celem badarn byta ocena wplywu zastgpienia peklosoli serwatkq kwasowq
oraz redukcji tluszczu zwierzecego i zastgpienie go inuling na jakosc¢ kietbas
z miesa daniela. Badaniami objeto: skiad chemiczny, zawartos¢ azotanow, oceng
sensoryczng, profil kwasow Huszczowych i zwigzang z tym charakterystyke zdrowotng,
stopien utlenienia ttuszczow, kwasowos¢, a,, czystos¢ mikrobiologiczng oraz parametry
barwy i tekstury. Stwierdzono, Ze zastgpienie peklosoli serwatkq oraz ttuszczu zwierzecego
inuling nie zmienia cech sensorycznych i skladu chemicznego, a zawartos¢ azotanow
oraz kryteria mikrobiologiczne sq zgodne z aktualnymi wymaganiami prawnymi.
Kietbasy z inuling cechowaly si¢ korzystng proporcjqg kwasow -3:Q-6, ale jednoczesnie
nizszq zawartosciqg kwasow Q-9 oraz wyzszymi wskaznikami: miazdzycowym
i trombogenicznosci. Nie stwierdzono jednoznacznego wplywu serwatki na profil kwasow
tluszczowych oraz wskazniki zdrowotnosci. Stwierdzono, spadek kwasowosci w kietbasach
z inuling i jej wzrost w kielbasach z dodatkiem serwatki. Zastgpienie peklosoli solg
spowodowalo istotny wzrost zawartosci produktow przemiany tluszczow. Jednak dodatek
serwatki oraz inuliny spowodowat ograniczenie tych przemian. Zastgpienie tluszczu
zwierzecego inuling i dodatek serwatki nie mialy wpbywu na parametry barwy i twardosé
kietbas.

Stowa kluczowe: migso daniela, serwatka, inulina, jako$¢ kietbas

1. Wprowadzenie

Migso zwierzat townych zyjacych w srodowiskach naturalnych cechuje si¢
niepowtarzalnymi cechami sensorycznymi [39] i wysoka warto$cig odzywczg [4].
Migso daniela ma wysoka zawarto$¢ biatek, niska zawarto$¢ tluszczu i dobry
profil kwasow tluszczowych, bogate jest w mikro- i makroelementy (glownie
magnez i zelazo hemowe) i witaminy. W migsie zwierzat jeleniowatych, w tym
w miesie daniela, znajduja si¢ zwigzki biologicznie czynne takie jak: tauryna,
karnozyna, koenzym Q10, kreatynina i anseryna. Jest ono takze naturalnym
zrodtem izomeréw kwasu linolowego — CLA [6]. To wszystko sprawia, ze mi¢so
daniela pozytywnie oddzialuje na zdrowie czlowieka wspomagajac proces
odchudzania, zmniejszajac ryzyko powstawania chordb sercowo-naczyniowych
i ograniczajac ryzyko zawatow serca i udarow [13]. Cechami odbieranymi przez
konsumentéw jako wada dziczyzny sa: ciemna barwa, ktora moze prowadzi¢ do
fatszywego wniosku, ze mi¢so to moze by¢ obcigzone wadami jakosciowymi typu
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DFD, podczas gdy barwa ta jest zazwyczaj wynikiem wysokiej zawarto$ci
mioglobiny w migs$niach dzikich zwierzat [2, 16], duzo wyzsza twardo$¢
niz u zwierzat hodowlanych [30] oraz ograniczona trwalo$¢ zwigzana ze
wzrostem bakterii peroksydacyjnychi oksydacje lipidow, ktore w efekcie moga
prowadzi¢ do pogorszenia jakos$ci sensorycznej i bezpieczenstwa zdrowotnego
migsa [3, 4].

Jedna z mozliwosci wykorzystania migsa daniela jest produkcja kietbas. Do
jej produkcji niezbedny jest ttuszcz zwierzgcy, ktory odpowiada za prawidlowa
jako$¢ sensoryczng w tym smakowito$¢, zapach oraz wilasciwosci reologiczne.
Jego stosowanie niesie za sobg pewne ograniczenia dietetyczne, zwigzane
z wysokg kalorycznoscig i wysokim udziatem nasyconych kwasow thuszczowych.
Dobrym zamiennikiem tluszczu zwierzecego w przemysle migsnym moze by¢
inulina. Inulina jest naturalnym polisacharydem, posiada niska wartos¢
kaloryczng i nie jest trawiona w jelicie przez enzymy, peligc przy tym funkcje
btonnika [12]. Wptywa korzystanie na zdrowie cztowieka [12], moze by¢
stosowana w zywnosci dla diabetykow [15], ponadto pobudza w jelicie grubym
aktywnos$¢ oraz wzrost bakterii probiotycznych. Ze wzgledu na swdj neutralny
aromat, biaty kolor i to, Zze po rozpuszczeniu w wodzie stanowi stabilny zel
podobny do tluszczu, inulina jest najodpowiedniejszym substytutem tluszczu,
ktory w przemysle migsnym ma pozytywny wplyw na tekstur¢ wyrobu gotowego
i poprawia jego cechy organoleptyczne [7].

Najwigkszym wyzwaniem stojacym przed przemystem migsnym jest
produkcja atrakcyjnych sensorycznie bezpiecznych wyrobow. Blisko 80-90%
wyrobow migsnych jest produkowana z dodatkiem azotanow. Ich dodatek
ksztattuje barwe, smakowito$¢, spowalnia procesy utleniania oraz ogranicza
wzrost mikroflory, w tym patogennej przez co przedluza trwato$¢ i podnosi
bezpieczenstwo zdrowotne produktow migsnych. Jednak azotany charakteryzuja
si¢ bardzo wysoka reaktywnoscig. W procesie obrobki termicznej wedlin moga
inicjowa¢ powstanie zwigzkow nitrozowych, ktore sg toksyczne dla organizmu
cztowieka uszkadzajac funkcje watroby, dziatajac rakotworczo, mutagennie
i teratogennie. Dotychczas podejmowano rézne dzialania, majace na celu
wyeliminowanie azotanéw przy jednoczesnym osiggnieciu efektow peklowania
[1, 28, 29, 32]. Jednak zadna z proponowanych technologii nie jest rOwnie
skuteczna w ksztattowaniu pozadanej barwy i dziataniu bakteriostatycznym
w odniesieniu do patogenow, takich jak CI. botulinum czy L. monocytogenes.
Na podstawie dotychczas przeprowadzonych badan [5, 9-11, 31-36] stwierdzono,
ze osiagniecie pozadanych cech sensorycznych oraz odpowiedniej trwalosci
mikrobiologicznej mozna uzyska¢ poprzez uzycie serwatki kwasowej. Niskie pH
serwatki 1 obecne w niej bakterie fermentacji mlekowej wykazujg duze
mozliwosci przeciwdziatania rozwojowi drobnoustrojow chorobotwdrczych
1 korzystnego oddziatywania na jako$¢ oraz trwatos¢ wyrobdw migsnych.
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Celem badan byla ocena wpltywu zastapienia azotanu sodu serwatka
kwasowg oraz redukcji thuszczu zwierzecego i zastgpienie go inuling na jakos$¢
kietbas $rednio rozdrobnionych poddanych obrobce termicznej (parzeniu)
wyprodukowanych z migsa daniela.

2. Material i metodyka

Materialem badawczym byly kielbasy s$rednio rozdrobnione poddane
obrobce termicznej (parzeniu) wyprodukowane z mi¢sa daniela, peklowanego Iub
solonego, z dodatkiem lub bez dodatku surowca tluszczowego (podgardla
wieprzowego) lub inuliny (jako substytutu ttuszczu), z dodatkiem lub bez dodatku
serwatki kwasowej.

Surowce do produkc;ji kietbas:

a) mieso z daniela, pochodzacego z hodowli na terenie Podkarpacia, pozyskano
z uboju, nastgpnie zamrozono w warunkach przemystowych w mrozni
Z.M. Jasiotka z Dukli do czasu wykonania produkcji

b) podgardle wieprzowe pozyskane ze swin hodowanych na terenie Podkarpacia

c) serwatka kwasowa pozyskana z mleka kréw hodowanych na terenie
Podkarpacia

d) inulina Orafi®HPX firmy Beneo-Orafi (Belgia)

Kietbasy zostaly wyprodukowane w Z.M. Jasiolka w Dukli. Sktad
surowcowy przedstawiono w tabeli 1, za§ schemat technologii produkcji na
rysunku 1.

Tabela 1. Sktad surowcowy kietbas

N Wariant badawczy
Surowce [%] A B C D E F G I
mieso daniela 80 80 80 80 80 80 80 80
podgardle wieprzowe 20 20 20 20 10 10 10 10
inulina (25% roztwor) | - - - - 10 10 10 10
peklosoél 2 2 2 2
s6l - 2 - 2 - 2 - 2
woda 10 10 10 10
serwatka kwasowa - - 10 10 - - 10 10
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Surowce migsne

v ¥
1A. solenie 1b. peklownie
2%, 24h, 4°C 2%, 24h, 4°C

I 2. Rozdrabnianie (8 mm)

woda y
3. Mieszanie I
|

v v ) T ¥ v v ¥
peklowana solona peklowana = solona = peklowana solona peklowana solona
kontolna (A)* | | kontrolna (B)* | | serwatka (C)* | | serwatka (D)* ||+ inulina (E)** | [+ inulina (F)** | < serwatka = serwatka
= inulina (G)**| |+ inulina (H)**
| | ] | | | | |
v
Ostonki _.I 4. nape]nianie oslonek ‘ * w wariantach 4, B, CiD
naturalne kutrowanie 25% migsa z
v danielazwodq lub serwatkq
5. parzenie w mbynku koloidalnym
(para wodna, 83°C, do uzyskania w centrum **wwariantachE, F, G i H
geometrycznym proby temp. 72°C) kurowanie 25% migsa z
¥ daniela z roztworem inuliny
- i pdiniejsze dodanie wody
| 6. studzenie | lub serwatki
v
7. Przechowywanie chlodnicze
(4°C, 48h)

Rys. 1. Schemat blokowy produkcji kietbasy z migsa daniela
Zrodlo: opracowanie wiasne.

Metodyka badan:

a) podstawowy sktad chemiczny: zawarto$¢ biatka, tluszczu, wody, kolagenu
i soli oznaczono metoda spektrometrii transmisyjnej w bliskiej podczerwieni
(NIR) zgodnie z PN-A-82109:2010 [18] z uzyciem aparatu FoodScan firmy
Foss (Dania);

b) zawarto§¢ azotanéw w przeliczeniu na NaNO; i azotynow w przeliczeniu na
NaNO; oznaczono zgodnie z PN-EN 12014-3:2006 [19];

c) ocena sensoryczna: oznaczenie metoda opisowg wykonane przez firme
AGROLAB Polska Sp z o.0. (Dgblin, Polska) wedlug standardu
QMP_504 EC 86 50 2 z dnia 11.01.2016: Wyglad ogdlny, barwa, zapach,
konsystencja i smak;

d) profil kwaséw tlhuszczowych: udzial kwasow tluszczowych oznaczono
technikg chromatografii gazowej GC/FID zgodnie z PN-EN ISO 12966-
1:2015-01 [21] i PN-EN ISO 12966-2:2017-05 [22]. Srednia zawarto$é
kwasow tluszczowych wykorzystano do obliczenia wskaznika miazdzyco-
wego (Al); wskaznika trombogenicznos$ci (TI); indeksu hipocholesterol-
emicznego (h); indeksu hipercholesterolemicznego (H) wedhug algorytmow
opisanych przez Mancini i in. [14];

e) kwasowos¢: oznaczono zgodnie z PN-ISO 2917:2001 [26];
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f)

g

h)

)

k)

aktywnos$¢ wody: oznaczono przy uzyciu aparatu typu Lab Master firmy
Novasina LabMaster — aw firmy Novasina (Niemcy). Pomiar prowadzono
w temp. 20°C;

stopien utlenienia thuszczow (TBARs): okreslono, mierzac ilos¢ TBARS
w probach zgodnie z procedura zaproponowana przez Pikula i in. [17].
Warto$ci wyrazono jako mg aldehydu malonowego (MDA) na kilogram
probki;

czysto§¢ mikrobiologiczna: oznaczono ogdlna liczbg drobnoustrojow (jtk/g)
zgodnie z PN-EN ISO 4833-1:2013-12 [24], Enterobacteriaceae (jtk/g)
zgodnie z PN-EN ISO 21528-2:2017-08 [23]; gronkowce koagulazo-dodatnie
(jtk/g) zgodnie z PN-EN ISO 6888-2:2001/A1:2004 [25] oraz Listeria
monocytogenes (obecnos¢ w 25 g probki) zgodnie z PN-EN ISO 11290-
1:2017-07 [20];

parametry barwy: pomiar wykonywano metoda odbiciowa przy uzyciu
spektrofotometru sferycznego 8200 Series (X-Rite Inc., USA). Pomiary
parametrow barwy wykonano na $wiezo uzyskanej powierzchni. Wyniki
wyrazano w jednostkach systemu CIE Lab [8], gdzie: L* oznacza jasnos¢
barwy, a* — chromatyczno$¢ w zakresie czerwono-zielonym, b* —
chromatyczno$¢ w zakresie zotto-niebieskim. Pomiary prowadzono przy
wykorzystaniu zrodta swiatta D65 oraz standardowego obserwatora kolory-
metrycznego o polu widzenia 10°;

parametry tekstury: analize wykonano przy uzyciu teksturometru TA.XT
plus firmy Stable Micro System (Wielka Brytania). Instrumentalng ocen¢
tekstury wykonano stosujac metode profilowej analizy tekstury (TPA) testem
podwojnego Sciskania. Probki w ksztalcie walca o $rednicy 20 mm
1 wysokosci 25 mm $ciskano dwukrotnie do uzyskania 50% deformacji probki.
Predko$¢ przesuwu glowicy podczas testu wynosita 2mm/s. Na podstawie
otrzymanych danych wyznaczono nastepujace parametry profilu tekstury:
twardo$¢ [N] bedacg okresleniem maksymalnej wartosci sity potrzebnej do
deformacji probki podczas pierwszego Scisnigcia; sprezysto$¢ — wyrazajaca
stosunek podstawy drugiego piku do podstawy pierwszego piku; spoistos¢ —
stosunek pracy wykonanej podczas drugiego cyklu $ciskania do pracy
zarejestrowanej przy pierwszej kompresji probki; zujnos¢ — wyrazona, jako
iloczyn twardosci, spoistosci i sprezystosci [N];

analiza statystyczna: ze wzgledu na fakt, ze przedstawione wyniki byly czgscia
projektu badawczego oznaczenia przeprowadzono w jednej serii. Kazdy
wariant kielbasy wyprodukowano w ilosci 10 kg. Z tej ilosci w sposob
randomiczny pobrano probki do badan. Podstawowy sktad chemiczny,
zawarto$¢ azotanow i azotynow, profil kwaséw thuszczowych, kwasowosé,
aktywno$¢ wody i stopien utlenienia thuszczOw oznaczono w 6 probkach
pobranych z kazdej proby. Parametry barwy i parametry tekstury oznaczono
w 10 probkach pobranych z kazdej proby. Obliczono warto$¢ srednia (X) oraz
odchylenie standardowe (SD). Do okreslenia istotnosci réznic na poziomie
p < 0,05 postuzono sig testem t-Studenta.
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3. Wyniki i dyskusja

Przedstawione wyniki badan sa cze$cig projektu finansowanego przez
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi (HOR.re.027.7.2017). Analiza skladu
chemicznego kietbas (tab. 2.) wykazala, brak roznic istotnych statystycznie
(p < 0,05) pomigdzy wariantami. Zawarto$¢ wody wynosita okoto 60%, za$
biatka 19%. Proby, w ktorych tluszcz zwierzecy zastgpiono roztworem inuliny
(E, F, G, H) charakteryzowaly si¢ nizsza jego zawarto$cia o ok. 3-4 p.p.
w stosunku do prob z thuszczem (A, B, C, D). Zawartos¢ kolagenu wynosila
srednio 1,5%, a soli od 1,6%.

Tabela 2. Podstawowy sktad chemiczny kietbas z migsa daniela

woda thuszcz bialko kolagen |sél
Wariant [_%] [_%] [_%] [%] [%]

X SD X SD X SD
A 60,12 3,01 19.90* |2,19 18,83* 10,48 1,452 1,402
B 59,06* [2,95 22,042 2,42 19,26* 10,49 1,712 1,572
C 58,252 2,91 22,042 2,42 18,09* 10,49 1,472 1,762
D 59,30* (2,97 22,042 2,42 18,68* 10,47 1,702 1,552
E 59,04 (2,95 18,18* |2,00 20,82* 10,53 1,602 1,542
F 61,35* [3,07 17,00* | 1,87 20,47* 10,52 1,422 1,522
G 59,17 (2,96 18,41* [2,03 20,31* 10,52 1,282 1,642
H 59,54 (2,98 19,40* [2,13 19,93* 10,48 1,742 1,70

X —érednia, SD — odchylenie standardowe; $rednie oznaczone tymi samymi matymi
literami w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)

Tabela 3. Zawarto$¢ azotanow i azotynow w kietbasach z mi¢sa daniela

Azotany w przeliczeniu

Azotyny w przeliczeniu

Wariant na NaNO; [mg/kg] na NaNO: [mg/kg]
X SD X SD

A 48,60° 5,83 49,40° 0,99
B 1,69°¢ 0,20 <1,00¢

C 28,10° 3,37 47,70° 0,95
D 1,63¢ 0,20 <1,00¢

E 19,60¢ 2,35 62,80* 1,26
F <1,00¢ <1,00¢

G 17,00¢ 2,04 49,90° 1,00
H 5,024 0,60 <1,00¢

X —$rednia, SD — odchylenie standardowe; $rednie oznaczone tymi samymi matymi
literami w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)
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Proby peklowane (A, C, E i G) zawieraly znaczne ilo$ci azotanow
1 azotyndéw (tab. 3.). Jednak suma azotandw w przeliczeniu na NaNO; oraz
azotynéw w przeliczeniu na NaNO, w zadnej z badanych prob nie przekroczyta
dopuszczalnych norm tj. 100 mg/kg, okreslonych w Rozporzadzeniu w sprawie
dozwolonych substancji dodatkowych [27]. Stwierdzono, ze dodanie serwatki
kwasowej do produkcji kielbas peklowanych istotnie zredukowato zawarto$c
azotanow w gotowym produkcie. Podobnie w peklowanych probach E i G,
w ktorych potowe ilosci podgardla zastapiono inuling zawarto$¢ azotanéw byta
na bardzo niskim poziomie odpowiednio 19,6 i 17 mg/kg. Takich zaleznosci nie
stwierdzono w przypadku azotynow.

Wszystkie wyprodukowane warianty kietbas sensorycznie zostaty ocenione
pozytywnie. PanelisSci nie stwierdzili obcych posmakéw i1 zapachdéw oraz
zréznicowania wygladu kielbas zwigzanych z dodatkiem serwatki i inuliny.
Cechy ocenianych prob zostaly scharakteryzowane przez panelistow w naste-
pujacy sposob:

a) wyglad ogdlny: produkt stanowiag batony kietbasy o wydtuzonym, walcowatym
ksztatcie i wyréwnanej wielkosci. Produkt w ostonce, ktora Scisle przylega
do jego powierzchni. Powierzchnia nier6wna, naturalnie, delikatnie wilgotna,
bez uszkodzen i1 widocznych zanieczyszczen. Na przekroju widoczne
rozdrobnione sktadniki migsne i nieliczne thuszczowe;

b) barwa kietbas peklowanych: na powierzchni — bezowa z r6zowym odcieniem,
niejednolita, na przekroju — zréznicowana, niejednolita, ciemnorézowo —
bezowa, tluszczu — kremowa;
barwa kietbas solonych: na powierzchni — bezowa z szarym odcieniem,
niejednolita, na przekroju — zrdéznicowana, ciemnobezowa, niejednolita,
thuszczu — kremowa;

¢) konsystencja: stata, do$¢ zwarta, odpowiednio migkka;

d) zapach: wyrazny, intensywny, wlasciwy dla tego rodzaju mie¢sa, bez obcych
zapachow;

e) smak: odpowiednio stony, wlasciwy dla migsa tego rodzaju, swoisty, bez
obcych posmakow.

Wyniki przeprowadzonej analizy profilu kwasow tluszczowych wykazaty
(rys. 2.), ze w kietbasach wyprodukowanych z mig¢sa daniela nasycone kwasy
thuszczowe (SFA) stanowity $rednio 50%, jednonienasycone kwasy tluszczowe
(MUFA) — ok. 40% a wielonienasycone kwasy ttuszczowe PUFA — do 10%.
Dodatek inuliny do kietbas spowodowat zwigkszenie procentowego udziatu SFA
srednio o 5 p.p. 1 jednocze$nie zmniejszenie o 3-4 p.p. udzialu MUFA
iook. 1 p.p. PUFA.
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Rys. 2. Udziat kwasow ttuszczowych [%] w kielbasach z migsa daniela

Charakterystyke zdrowotng kielbas z migsa daniela oparta na analizie
indekséw obliczonych na podstawie zwartosci kwasoéw tluszczonych
przedstawiono w tabeli 4. Kietbasy bez dodatku inuliny charakteryzowat stosunek
kwasow omega-3 do omega-6 w zakresie od 1:8,1 do 1:9,6. Kielbasy, do
produkcji ktérych dodano inuliny jako zamiennika tluszczu cechowaty sie
korzystniejsza proporcja kwasow ttuszczowych omega-3:omega-6 wynoszaca od
1:1,57 do 1:1,74. Srednia zawarto$é kwasow omega-9, ktore obnizaja poziom
cholesterolu catkowitego i frakcji LDL, jednocze$nie niemajgcych wplywu na
poziom cholesterolu frakcji HDL wynosita od 7,35 do 8,17 g/100 g produktu bez
dodatku inuliny oraz od 5,89 do 6,83 g/100 g w probach z inulina.

Tabela 4. Charakterystyka zdrowotna kietbas z migsa daniela

Wariant -3 -6 -9 -3/ -6 | Al TI h/H
(/100 g] | [/100 g] | [g/100 g] | [-] [-] [-] -]

A 0,18° 1,54¢ 7,354 1:8,6¢ 0,68° 1,572 1,37¢
B 0,21° 1,704 7,459 1:8,14 0,76° 1,774 1,212
C 0,192 1,82¢ 8,00° 1:9,6° 0,68° 1,70¢ 1,374
D 0,20° 1,85¢ 8,17¢ 1:9,3¢ 0,66* 1,64° 1,44°F
E 0,21° 1,51° 6,26 1:7,2¢ 0,70° 1,83°¢ 1,40°¢
F 0,19° 1,23* 5,89% 1:6,5° 0,734 1,89°¢ 1,374
G 0,22° 1,26 6,21° 1:5,7% 0,76° 1,95¢ 1,30°
H 0,19° 1,41° 6,83¢ 1:7,4¢ 0,734 1,86° 1,34¢

X —$rednia, SD — odchylenie standardowe; $rednie oznaczone tymi samymi malymi
literami w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)

Nizsze warto$ci wskaznika miazdzycowego (Al) oraz wskaznika trombo-
genicznosci (TI) sa korzystniejsze ze zdrowotnego punktu widzenia. Jednak
zastapienie tluszczu zwierzecego inuling nieoczekiwanie podniosto warto§¢
wskaznika Al i TI w probach z inuling. Prawdopodobnie jest to efekt obnizenia
zawartosci kwasow omega-6 zwigzanego z eliminacja thuszczu zwierzecego.
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Im wyzsza warto$¢ stosunku indeksu hipocholesterolemicznego (h) do
hipercholesterolemiczny (H) tym produkt jest zdrowszy. Nie stwierdzono
jednoznacznego wptywu dodatku serwatki kwasowej na profil kwasoéw
thuszczowych kielbas oraz wskazniki i indeksy zdrowotnosci. Ogolnie ich
warto$ci wskazywaty na wysoki potencjat zdrowotnos$ci tych wyrobdw, biorac
pod uwage profil kwasoéw thuszczowych.

W tabeli 5 umieszczono wyniki ocenianych parametrow chemicznych kietbas
z daniela tj. kwasowosci, aktywnosci wody i wskaznika utleniania thuszczéw
(TBARSs). Stwierdzono wyzsze wartosci pH prob, w ktorych thuszez zwierzgcy
zostal zastapiony roztworem inuliny. Ponadto zaobserwowano nieznaczne
obnizenie pH prob, do ktorych w czasie produkcji dodano serwatke. Wyniki
oznaczen poziomu aktywnos$ci wody nie wykazaty istotnego wptywu (p < 0,05)
rodzaju zastosowanej modyfikacji sktadnikow na warto$§¢ tego parametru.
Kietbasy poddane badaniu cechowatly si¢ aktywnosciag wody na poziomie od
0,972 do 0,981. Zastgpienie w produkcji kietbas z migsa daniela peklosoli sola
spowodowalo 7-krotny wzrost zawartosci produktow przemian thuszczow
wyrazonych w miligramach aldehydu malonowego (MDA) na 1 kg produktu.
Dodatek serwatki kwasowej spowodowal obnizenie zawartosci MDA, podobnie
jak dodatek inuliny.

Tabela 5. Kwasowos¢, aktywnos$¢ wody 1 warto$¢ wskaznika utlenienia thuszczu
kietbas z mi¢sa daniela

Kwasowosé Aktywnos$¢ wody TBARs
Wariant | [pH] [-1 [mg MDA/kg]

X SD X SD X SD
A 5,75% 0,02 0,976 0,000 0,35* 0,05
B 5,73% 0,01 0,973 0,004 2,46¢ 0,15
C 5,72% 0,01 0,976 0,003 0,262 0,04
D 5,71* 0,00 0,977* 0,001 1,95° 0,13
E 5,904 0,02 0,972 0,004 0,292 0,03
F 5,84°¢ 0,01 0,978* 0,000 2,12° 0,11
G 5,77° 0,01 0,978* 0,001 0,19¢ 0,02
H 5,732 0,01 0,974* 0,001 1,53¢ 0,09

X — $rednia, SD — odchylenie standardowe; $rednie oznaczone tymi samymi matymi
literami w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)

Nie stwierdzono wplywu zastapienia peklosoli sola, a tluszczu zwierzgcego
inuling oraz dodatku serwatki kwasowej na czysto$¢ mikrobiologiczng parzonych
kietbas z migsa daniela (Tab. 6.). Wszystkie warianty kietbas cechowaly si¢
wysokim poziomem spelnienia kryteriow mikrobiologicznych. Kietbasy byty
oceniane po uptywie 48 godzin od wyprodukowania i przez caly ten czas
przetrzymywane w warunkach chtodniczych. Wysoka czysto$¢ mikrobiologiczna
swiadczy o poprawnie przeprowadzonym w warunkach przemystowych procesie
technologicznym, w tym wlasciwej obrobce termiczne;.
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Tabela 6. Czystos¢ mikrobiologiczna kietbas z migsa daniela

OLD Entero- Gronkowce ‘ Listeria
Wariant [jtk/g] bacteriaceae | Kagulazo- dodatnie | monocytogenes
itk/g] tk/g] [obecnosé w 25 g]
X [ Precdzial| I8 X_| Przedzial

A 210 [(140-310) |< 10 <10 8)
B 220 [(140-340) |< 10 <10 8)
C 760 [(530-1100) |< 10 <10 8)
D 910 [(640-1300) |< 10 <10 8)
E 470 [(320-690) |< 10 <10 ©)
F 1100 |(780-1600) |< 10 10 (2-42) 8
G 260 |(170-400) |< 10 <10 ©)
H 400 |(270-590) |< 10 15 (5-49) )
X — $rednia

Tabela 7. Parametry barwy kietbas z migsa daniela

. L* [-] a*[-] b*[-]

Wariant 3 SD X SD X SD
A 56,66 2,24 11,05° 1,18 8,50 0,60
B 57,35% 2,02 5,142 0,47 10,19° 0,53
C 57,84% 1,33 10,64° 0,76 8,447 0,52
D 59,95¢ 2,32 5,462 0,81 10,23" 1,03
E 57,182 1,78 12,00 1,19 9,30 0,89
F 60,13* 3,78 5,79% 0,71 11,76 0,93
G 59,19% 2,19 10,88" 1,36 9,09 1,10
H 58,65% 2,25 5,472 0,53 10,70 0,68

X — $rednia, SD — odchylenie standardowe; $rednie oznaczone tymi samymi matymi
literami w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)

Analiza parametrow barwy (tab. 7) nie wykazata wptywu zastosowanych
modyfikacji surowcowych na stopien jasnosci (L*). Warto$¢ parametru L* we
wszystkich probach oscylowala w granicach 57-60. Natomiast stwierdzono
wplyw zastgpienia peklosoli solg na stopien nasycenia barwa czerwong (a*) i zolta
(b*). Proby solone charakteryzowata o polowg nizsza warto$¢ parametru a*
1 statystycznie istotna (p < 0,05) wyzsza warto§¢ parametru b* w poréwnaniu
z probami peklowanymi. Stwierdzono nieznaczny, statystycznie nieistotny
(p < 0,05) wptyw, dodatku serwatki kwasowej na obnizenie wartosci parametru
a*. Zastgpienie thuszczu zwierzecego roztworem inuliny nie miato wptywu na
parametry barwy kietbas z miesa daniela.

Zastapienie peklosoli sola, redukcja thuszczu zwierzecego 1 wykorzystanie
roztworu inuliny oraz zastosowanie serwatki kwasowej nie mialy istotnego
wplywu na twardo$¢ kielbas (tab. 8). Proba kontrolna (A) oraz proba E, w ktorej
sktadzie podgardle czgsciowo zastgpiono inuling, cechowaly si¢ najnizsza
zujnoscig oraz spoistoscig sposrod badanych prob. Ponadto zaobserwowano, ze
proby z inuling (E, F, G i H) charakteryzowaly si¢ istotnie nizsza (p < 0,05)
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spoistoscig oraz istotnie wyzsza (p < 0,05) sprezystoscia niz proby bez tej
substytucji. Nie stwierdzono wplywu zastapienie peklosoli solg oraz dodatku
serwatki na zujnos¢, spoistos$¢ oraz sprezystosc.

Tabela 8. Parametry barwy kietbas z miesa daniela

. Twardos$¢ [N] Zujnos¢ [-] Spoistos¢ [-] Sprezystos¢ [N]

Warlant |3 sb X sb___|X sD___|X SD

A 11,54* (2,93 3,462 1,19 2,45 10,92 0,54% 0,05
B 18,132 4,57 7,88°  [2,52 5,48¢ 1,89 0,53* 10,01
C 14,92* |4,04 6,27% 11,97 4,51% 1,76 0,54% 0,08
D 15,45* 16,44 4,823 353 4,06% 2,19 0,50* 10,02
E 11,60* 3,03 3,96° 1,19 0,98* 10,37 0,65° 0,06
F 15,89 4,15 5,68% 11,86 1,572 10,70 0,61° 0,04
G 14,71* |5,51 5243 1243 1,442 10,83 0,63° 0,05
H 14,44* 13,95 5383 11,48 1,523 10,59 0,65° 0,09

X —$rednia, SD — odchylenie standardowe; $rednie oznaczone tymi samymi matymi
literami w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05)

3. Podsumowanie

Nie stwierdzono istotnego wplywu zastgpienia azotanu sodu serwatkg
kwasowg oraz czg¢sciowej redukeji thuszezu zwierzgcego i zastgpienie go inuling
na sktad chemiczny i oceng sensoryczng $rednio rozdrobnionych parzonych
kietbas z migsa daniela. Zawarto$§¢ azotandw oraz kryteria mikrobiologiczne
byly zgodne z aktualnymi wymaganiami prawnymi. Wartosci wskaznikow
zdrowotno$ci oparte na algorytmach wykorzystujacych profil kwasoéw
thuszczowych wskazywaty na wysoki potencjal zdrowotnosci kietbas z migsa
daniela. Kietbasy z substytucjg tluszczu inuling cechowaly si¢ korzystna
proporcja kwasow omega-3 do omega-6, ale jednoczesnie nizsza zawartoscia
kwaséw omega-9 oraz wyzszymi wskaznikami: miazdzycowym i trombo-
genicznosci. Nie stwierdzono jednoznacznego wpltywu serwatki kwasowej
na profil kwasoéw tluszczowych oraz oceniane wskazniki zdrowotnosci.
Stwierdzono, wzrost wartosci pH w probach z dodatkiem inuliny i jej obnizenie
w probach z dodatkiem serwatki kwasowej. Zastapienie w produkcji kietbas
z migsa daniela peklosoli solg spowodowato istotny wzrost zawartosci produktow
przemiany thuszczéw. Jednak dodatek serwatki kwasowej oraz inuliny
spowodowal ograniczenie tych przemian. Proby, w ktorych peklosol zastapiono
sola cechowalo istotnie nizsze nasycenie barwa czerwong oraz istotnie wyzsze
nasycenie barwg z6lta. Stwierdzono nieistotny wptyw dodatku serwatki kwasowe;j
na obnizenie warto$ci parametru a*. Zastgpienie thuszczu zwierzecego roztworem
inuliny nie mialo wptywu na parametry barwy kietbas z migsa daniela.
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Redukcja tluszezu zwierzgcego i wykorzystanie roztworu inuliny oraz
zastosowanie serwatki kwasowej nie miaty istotnego wptywu na twardo$¢ kielbas.
Proby z inuling charakteryzowatly si¢ istotnie nizsza spoisto$cig oraz istotnie
Wyzszg sprezystoscig niz proby bez tej substytucji.

Projekt zostal sfinansowany ze srodkow Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi
przyznanych na podstawie decyzji nr HOR.re.027.7.2017.
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QUALITY OF SAUSAGES FROM FALLOW DEER MEAT
WITH THE ADDITION OF ACID WHEY AND INULIN

Abstract: The aim of the study was to evaluate the replacement of sodium nitrate by acid
whey and the reduction of animal fat and replace it with inulin on the quality of cooked
sausages from meat of deer. The study included: chemical composition, the content of
nitrates, sensory evaluation, fatty acid profile and the related health characteristics,

degree of oxidation of fats, acidity, and, microbiological characteristics and the color and
texture parameters. It was found that replacement of sodium nitrate by whey and animal
fat by inulin does not alter the sensory characteristics and chemical composition, and the
content of nitrates and microbiological criteria are consistent with the current legal
requirements. Sausages with the addition of inulin were characterized by a favorable ratio

of Q-3: Q-6 acids, but at the same time a lower content of Q-9 acids and higher indicators:

atherosclerosis and thrombogenicity. There was no clear effect of whey on the fatty acid
profile and health indicators. It was found that acidity decreased in the samples with the
addition of inulin, and its increase in the samples with the addition of acid whey.

Replacement of sodium nitrate by salt resulted in a significant increase in the content of
fat metabolism products in sausages. However, the addition of whey and inulin caused the
reduction of oxidation products. Substitution of animal fat by inulin and whey supplement
did not affect the color parameters and sausage hardness.

Key words: deer meat, whey, inulin, quality of sausages.
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AKTYWNOSC I STABILNOSC KOMPLEKSU
INKLUZYJNEGO POLIFENOLI Z EKSTRAKTU
Z. PROSZKU KAKAOWEGO ACTICOA
Z B-CYKLODEKSTRYNA

Milena KACZMARSKA*, Dorota ZYZELEWICZ, Joanna ORACZ,
Anna WOJCIECHOWSKA, Edyta GAJDA, Agnieszka LOSIEWICZ

Instytut Technologii i Analizy Zywnosci, Politechnika £édzka, £6d?
* milena.kaczmarska@edu.p.lodz.pl

Streszczenie: S-cyklodekstryna (B-CD) to cykliczny oligosacharyd, ktory dzieki swojej
budowie jest zdolny do tworzenia trwalych kompleksow inkluzyjnych z wieloma zwigzkami
poprzez niekowalencyjne wigzania pomiedzy inkludowang czgsteczkq a wnekq -CD. Ze
wzgledu na termolabilnosé i utlenianie wielu zwigzkow polifenolowych ich aplikacja do
zywnosci jest ograniczona. Proces tworzenia kompleksow inkluzyjnych ekstraktow
polifenolowych moze przyczynic sig¢ do poprawy wilasciwosci funkcjonalnych otrzymanych
z nich preparatow. Celem badan bylo otrzymanie kompleksu inkluzyjnego zwigzkow
polifenolowych liofilizowanego ekstraktu proszku kakaowego Acticoa z [-CD oraz
charakterystyka wiasciwosci funkcjonalnych tych preparatow. Kompleks inkluzyjny
z B-CD zostal otrzymany metodq liofilizacji. W ekstrakcie kakaowym oraz uzyskanym
z niego kompleksie oznaczono zawartos¢ polifenoli metodami UHPLC-DAD oraz Folina-
Ciocalteu, a takze zbadano aktywnos¢ antyoksydacyjng z zastosowaniem testow in vitro
(DPPH, FRAP). Ocenie poddano rowniez rozpuszczalnosc, stabilnos¢ termiczng
i dlugoterminowq wyjsciowego ekstraktu i kompleksu z [-CD. Wydajnos¢ tworzenia
kompleksu inkluzyjnego okreslono na poziomie 47,58%. Catkowita zawartos¢ polifenoli
w kompleksie ekstraktu polifenolowego z f-CD wynosita 6,36 £ 0,36 g/100 g. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze otrzymany kompleks w porownaniu do wyjsciowego ekstraktu
odznaczal si¢ nizszq zawartoscig polifenoli oraz mniejszq aktywnoscig. Natomiast
charakteryzowal si¢ znacznie lepszq rozpuszczalnoscig w wodzie, etanolu oraz
roztworach symulujgcych plyny ustrojowe czlowieka, a takze wyzszq stabilnoscig
termiczng i diugoterminowg w porownaniu do wyjsciowego ekstraktu.

Stowa kluczowe: proszek kakaowy, polifenole, kompleks inkluzyjny z -CD

1. Wprowadzenie

Ziarno kakaowe (Theobroma cacao L.) oraz produkty jego przetworstwa tj.
proszek kakaowy i czekolada sa bogatym zrédlem zwigzkow bioaktywnych,
w tym polifenoli, gtéwnie flawonoidow. Polifenole to wtérne metabolity roslin,
ktore doskonale sprawdzaja si¢ w walce z wolnymi rodnikami powstajacymi
w wyniku procesow oddychania zachodzacych w organizmie cztowieka.
Nadmierna ilo$¢ wolnych rodnikéw moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju wielu
chordb cywilizacyjnych tj. miazdzycy, cukrzycy, chordb sercowo-naczyniowych
czy nowotwordw. Stata obecnos¢ zwiazkow polifenolowych w naszej codziennej
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diecie moze zapobiega¢ wystepowaniu tych chorob [7, 13, 17]. Zwiazki te zyskuja
coraz wigksze zainteresowanie przede wszystkim ze wzgledu na swoje silne
wlasciwosciami przeciwutleniajgce. Ponadto coraz czgséciej wykorzystywane sa
jako naturalne barwniki czy $rodki przedluzajace trwato$¢ zywnosci, a takze
stosowane sg w produkcji papieru czy kosmetykoéw [2, 3]. Liczne badania
epidemiologiczne wykazaly, ze dzicki spozywaniu czekolady i1 proszku
kakaowego bogatego we flawonoidy zmniejsza si¢ ryzyko zachorowalnos$ci na
choroby serca i uktadu krazenia [1, 2, 6]. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
obnizajace ci$nienie krwi zalecane sg w leczeniu nadci$nienia. Polifenole
wykazuja dziatanie antybakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe, dlatego
doskonale nadajg si¢ w zwalczaniu infekcji 1 r6znego rodzaju alergii korzystnie
wplywajac na nasz uktad odpornosciowy. Dzialajg ochronnie na watrobg, przez
co sg stosowane w leczeniu chorob uktadu pokarmowego.

W ostatnich latach wsrdéd producentdow zywnos$ci nastapit wyrazny wzrost
zainteresowania nowatorskim podej$ciem oferowania wyrobow funkcjonalnych,
wzbogacanych w naturalne przeciwutleniacze. Prawdziwym bogactwem
zwigzkow polifenolowych charakteryzuja si¢ produkty otrzymywane z ziarna
kakaowego, tj. proszek kakaowy, czekolada, ale rowniez czerwone wino czy
ciemno zabarwione owoce (aronia, czarna porzeczka, wisnia) [14, 24].

Gléwnymi zwigzkami polifenolowych wystepujagcymi w produktach
przerobu ziarna kakaowego sa epikatechina i katechina oraz procyjanidyny.
Epikatechina i1 jej izomer katechina sg nielicznymi zwigzkami z grupy
flawonoidéw, wystepujacymi w postaci aglikonu. Czasteczka (epi)katechiny
zbudowana jest z 15 atomow wegla (rys. 1).

a) b)

o o
HO O~ OH HO 0. OH
“OH OH

OH OH

Rys. 1. Struktura chemiczpa (-)-epikatechiny (a) i (+)-katechiny (b)
Zrodio: [11, 17].

Ze wzglgdu na obecnos¢ pigciu grup hydroksylowych w czasteczce
epikatechiny i katechiny, zwigzki te nalezg do jednych z najskuteczniejszych
przeciwutleniaczy. Jednakze, dotychczasowe badania wykazaty, ze naturalne
substancje polifenolowe wprowadzane do produktow spozywczych moga traci¢
swoje wlasciwosci prozdrowotne. Jest to zwigzane gldwnie z ich termolabilnoscia
i utlenianiem, a takze mozliwymi interakcjami z pozostatymi sktadnikami.
Wprowadzenie wolnych zwiazkéw polifenolowych do produktow spozywczych
moze obniza¢ przyswajalnos¢ w wyniku tworzenia komplekséw gltownie
z polisacharydami, biatkami oraz produktami reakcji Maillarda [4, 5]. Ponadto
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flawonoidy sa rowniez odpowiedzialne za cierpki i gorzki smak surowego
ziarna kakaowego a takze produktéw otrzymywanych w wyniku jego przerobu.
Z tego wzgledu aplikacja do zywnosci ekstraktu proszku kakaowego bogatego
we flawonoidy jest ograniczona. Istnieje zatem konieczno$¢ poszukiwania
skutecznych metod poprawy wlasciwosci funkcjonalnych preparatow poli-
fenolowych.

Jedng z mozliwosci zwickszenia stabilnosci zwigzkow polifenolowych
izolowanych z surowcdw roslinnych jest ich kapsutkowanie wewnatrz pierscienia
B-cyklodekstryny (B-CD). Jest to cykliczny oligosacharyd, ktéry posiada zdolnosé
do tworzenia trwatych kompleksow inkluzyjnych z wieloma zwigzkami poprzez
nickowalencyjne wigzania pomiedzy inkludowang czasteczka a wneka B-CD.
Ten oligosacharyd zbudowany jest z szeSciu jednostek glukopiranozowych
polaczonych wigzaniami o-1,4-glikozydowymi (rys. 2). Ze wzgledu na hydro-
fobowe wnetrze i hydrofilowa powierzchni¢ czasteczki, zwigzek ten wykorzy-
stywany jest do zwigkszania rozpuszczalnos$ci substancji bioaktywnych w wodzie
[4, 11, 12, 22].

HOHz

CHOH
HOH, iZ{jgf— th%:j
o OH
CHyOH
HOH,C \/OH HOT o
]

oH c 0
H HO
0 o CHOH
o

CHyOH

Rys. 2. Struktura chemiczna B-CD
Zrodio: [11].

Tworzenie kompleksow z B-CD jest mozliwe dzigki budowie tego
oligosacharydu w ksztalcie toroidalnego pierscienia. W ten sposob utatwiony jest
dostep czagsteczki goscia do wneki B-CD. Wigzaniami biorgcymi udziat
w tworzeniu kompleksu inkluzyjnego sa wigzania wodorowe, sily dyspersyjne
oraz oddziatywania Van der Waalsa. Cyklodekstryny moga tworzy¢ kompleksy
inkluzyjne z substancjami o réznych rozmiarach. Jesli czasteczka gos$cia ma
wymiary wieksze niz §rednica wneki cyklodekstryny to tylko niektore grupy
funkcyjne inkludowanej czasteczki wypetniaja wneke B-CD [4, 15, 19, 23].
Cyklodekstryny maja wiele zastosowan w przemys$le spozywczym. Chronig
kapsutkowane substancje przed promieniowaniem UV czy temperaturg, maskuja
ich nieprzyjemny smak i aromat, stabilizuja emulsje, zabezpieczaja przed
zakazeniem mikrobiologicznym, ale réwniez stanowig barier¢ w interakcji
z innymi sktadnikami zywnosci [9, 10, 21, 22]. B-CD =zostala uznana za
bezpieczny S$rodek spozywczy mozliwy do stosowania w zywnos$ci. Z tego
wzgledu wpisano ja na list¢ produktow GRAS (ang. Generally Recognized
as Safe) [10].
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Celem badan byto otrzymanie kompleksu inkluzyjnego zwiazkéw poli-
fenolowych liofilizowanego ekstraktu proszku kakaowego Acticoa z B-CD oraz
charakterystyka wlasciwosci funkcjonalnych tych preparatow

2. Metodyka

Materiat badawczy stanowit proszek kakaowy Acticoa o wysokiej zawartosci
polifenoli, wyprodukowany przez firme Barry Callebaut.

Ekstrakty polifenolowe przygotowano wedlug zmodyfikowanej procedury
opisanej przez Zyzelewicz i wsp. [25]. Proszek kakaowy przed ekstrakcja
odtluszczono przy uzyciu heksanu. Odtluszczony proszek poddano 2-krotnej
ekstrakcji z wykorzystaniem mieszaniny etanol : woda (70:30, v/v) przez
10 minut w temperaturze 60°C w tazni wodnej z wytrzasaniem (200 obr/min). Po
uptywie tego czasu ekstrakcje kontynuowano w wytrzasarce orbitalne;
(150 obr/min) w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Otrzymane ekstrakty
potaczono, wirowano z zastosowaniem wirowki K2015R (Centurion Scientific,
Stoughton, Wielka Brytania) z predkoscia 4000 obr/min przez 15 minut
w temperaturze 4°C. Supernatant filtrowano pod zmniejszonym ci§nieniem przez
membrane z regenerowanej celulozy o $rednicy poréw 1,2 um. Nastepnie
z uzyskanych ekstraktéw odparowano etanol w cze§ciowej prozni w temperaturze
40°C przy zastosowaniu wyparki obrotowej (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, Niemcy). Uzyskany wodny ekstrakt zamrozono i poddano
liofilizacji z wykorzystaniem liofilizatora DELTA model 1-24LSC (Christ,
Ostrode am Harz, Niemcy) (-50°C; 0,9 MPa). Zliofilizowany ekstrakt do
czasu dalszych analiz przechowywano w szczelnie zamknietym pojemniku
w temperaturze -20°C.

Utrwalony ekstrakt polifenolowy proszku kakaowego poddano kapsul-
kowaniu z wykorzystaniem B-CD stosujac zmodyfikowana procedurg opisana
przez Budryn i wsp. [5] oraz Zyzelewicz i wsp. [26]. Nawazke liofilizowanego
ekstraktu proszku kakaowego Acticoa (0,2000 g) oraz B-CD (0,2837 g)
rozpuszczono w wodzie dejonizowanej. Otrzymana zawiesing wytrzasano
w temperaturze 40°C przez 3h. Nastepnie probe stopniowo ochtodzono do
temperatury 20°C i pozostawiono na 24h w temperaturze 0°C w celu stracenia
otrzymanego kompleksu inkluzyjnego. Po tym czasie zawiesing wirowano
z predkoscig 6000 obr/min przez 20 minut w temperaturze 4°C, a supernatant
zdekantowano. Pozostalo§¢ po odwirowaniu wysuszono metoda liofilizacji
(-50°C, 0,9 MPa) i poddano 2-krotnej ekstrakcji z zastosowaniem bezwodnego
etanolu w celu oddzielenia kompleksu inkluzyjnego od nieskompleksowanych
zwigzkow polifenolowych. Mieszaning wirowano z predkoscia 6000 obr/min
przez 20 minut w temperaturze 4°C, a supernatanty zdekantowano. Wszystkie
supernatanty potaczono i poddano analizie UHPLC-DAD (UHPLC+Dionex
UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) w celu
oznaczenia zwarto$ci nieskompleksowanych zwigzkéw polifenolowych. Osad
zawierajacy kompleks inkluzyjny wysuszono metoda liofilizacji (-50°C, 0,9 MPa)
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i do czasu dalszych analiz przechowywano w szczelnie zamknietym pojemniku
w temperaturze -20°C.

Sktad jakosciowy i ilo§ciowy zwigzkdéw polifenolowych ekstraktu proszku
kakaowego Acticoa oraz polgczonych supernatantéw uzyskanych po procesie
kapsutkowania oznaczono metoda ultrasprawnej chromatografii cieczowej
w uktadzie faz odwrdconych z detekcja spektrofotometryczng — UHPLC-DAD
(UHPLC+Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham, MA,
USA), zgodnie z metodg opisang przez Zyzelewicz i wsp. [25]. Zawarto§¢
polifenoli ogoétem w utrwalonym ekstrakcie oraz uzyskanym z niego kompleksie
oznaczono metodg Folina-Ciocalteu wedlug procedury opisanej przez Oracz
i Nebesny [16]. Wyniki wyrazono jako ekwiwalent kwasu galusowego (mg)
w przeliczeniu na gram suchej masy liofilizowanej proby (mg GAE/g).

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg utrwalonego ekstraktu polifenolowego
i otrzymanego kompleksu inkluzyjnego okreslono metodg spektrofotometryczna
(UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japonia) z wykorzystaniem stabilnych rodnikow
DPPH [26]. Zdolno$¢ do redukowania jonow zelaza(I11) ekstraktu polifenolowego
i jego kompleksu inkluzyjnego z -CD oznaczono metodg FRAP (ang. Ferric lon
Reducing Antioxidant Parameter), wedtug procedury opisanej przez Pastoriza
i Rufian-Henares [18]. Wyniki aktywnos$ci przeciwutleniajgcej wyrazono jako
ekwiwalent Troloksu w przeliczeniu na suchg masg liofilizowanej proby (umol
Troloksu/g).

Rozpuszczalnos¢ wyjsciowego ekstraktu i kompleksu z B-CD zbadano
w: wodzie; etanolu; 0,1 M roztworze HCl o pH 1,2; buforze fosforanowym
o pH 6,8 w temperaturze 25°C [20].

Ocenie poddano rowniez stabilnos¢ dhlugoterminowa 1 termiczna
wyjsciowego liofilizowanego ekstraktu i otrzymanego kompleksu inkluzyjnego
polifenoli ekstraktu proszku kakaowego Acticoa z B-CD. W celu zbadania
stabilnosci dlugoterminowej i1 termicznej otrzymane kompleksy inkluzyjne
oraz wyjsciowe ekstrakty inkubowano odpowiednio w temperaturze 37°C
przez 2 miesigce oraz w temperaturze 100°C przez 2h. Po tym czasie proby
rozpuszczono w mieszaninie metanol : woda (70:30 v/v) i poddano analizie pod
katem zawartosci polifenoli metoda UHPLC-DAD [8].

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycznej, ktéra obejmowata
przeprowadzenie analizy wariancji w uktadzie jednoczynnikowym ANOVA przy

uzyciu programu STATISTICA 10 firmy StatSoft (Inc., Tulsa, USA)
1 okres$lono istotnos$¢ réznic na podstawie testu Tukey'a, przy zalozonym poziomie
istotnosci p < 0,05. Wyniki analiz kazdej proby przedstawiono jako wartosci
$rednie i1 odchylenia standardowe z trzech rownolegtych powtorzen.

3. Wyniki i dyskusja

Na podstawie wynikow przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze
efektywnos$¢ tworzenia kompleksow inkluzyjnych zwigzkéw polifenolowych
ekstrakt proszku kakaowego Acticoa z B-CD wynosi 47,58 + 0,16%. Uzyskane
wyniki sa zblizone do danych przedstawionych przez innych autoréw [8, 26],
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ktérzy podaja, ze wydajno$¢ kapsutkowania epikatechiny i katechiny z B-CD
miesdci si¢ w zakresie od 27,5 do 64,9%. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze wyjsciowy ekstrakt proszku kakaowego Acticoa zawiera w swoim sktadzie
glownie zwigzki polifenolowe nalezace do grupy flawan-3-oli, w tym
(+)-katechine (1,65+0,09 g/100 g), (-)-epkatechinge (10,23+0,13 g/100 g),
procyjanidyne B2 i C1 (odpowiednio 4,47+0,07 i 2,83+0,08 g/100 g), a takze
niewielkie ilosci kwasoéw fenolowych i ich pochodnych. Zawartos¢ kwasu
galusowego, kwasu protokatechowego, asparaginian kwasu kawowego oraz
asparaginian kwasu p-kumarowego w wyjsciowym ekstrakcie wynosita odpo-
wiednio 0,06+0,01, 0,07+0,02, 0,64+0,05 i 0,17+£0,02 g/100 g. Sumaryczne
stezenie oznaczonych zwigzkow polifenolowych w ekstrakcie polifenolowym
1 otrzymanym kompleksie inkluzyjnym wynosito odpowiednio 20,11 £0,47 g/100
g16,36+0,36 g/100 g (tabela 1).

Tabela 1. Sktad jakosciowy i ilosciowy polifenoli ekstraktu proszku kakaowego
Acticoa oraz jego kompleksu z -CD

Zawartos¢ g/100 g
Zwigzek - Kompleks
Wyisciowy ekstrake ekstrakt Acticoa-p-CD
(+)-katechina 1,65 £ 0,09 0,56 £ 0,08
(-)-epikatechina 10,23 £ 0,13 3,17+£0,10
procyjanidyna B2 4,47 £0,07 1,42 £ 0,05
procyjanidyna C1 2,83 £0,08 0,86 £ 0,06
kwas galusowy 0,06 £0,01 0,02 +0,01
kwas protokatechowy 0,07 £ 0,02 0,03 £0,01
asparaginian 0,64 + 0,05 0,23 + 0,05
kwasu kawowego
asparaginian 0,17 + 0,02 0,06 + 0,02
kwasu p-kumarowego
Suma polifenoli 20,11 £ 0,47 6,36 £ 0,36

Wyniki oznaczenia zawarto$ci polifenoli ogétem, zdolnosci zmiatania
rodnikow DPPH oraz sity redukowania jonoéw zelaza FRAP przed i po
przeprowadzeniu procesu tworzenia kompleksow inkluzyjnych przedstawiono
w tabeli 2.
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Tabela 2. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna w ekstraktu proszku kakaowego Acticoa
oraz jego kompleksu z 3-CD

Preparat Polifenole ogélem D[I:li)/lH FRAP
[mg GAE/g] Troloksu/e] [uM Troloksu/g]
Ekstrakt Acticoa 91,29 +0,14 2024,50 £ 2,05 | 2458,83 +2,17
Kompleks
ekstrakt Acticoa-p-CD 45,10+ 0,10 1325,53 +0,14 | 1390,82 + 0,48

Polifenole ogolem — zawartos¢ polifenoli ogolem wyrazona mg GAE/g; DPPH —
zdolnos¢ zmiatania rodnikow DPPH wyrazona w umol Troloksu/g;, FRAP — sila
redukowania jonow zelaza(Ill) wyrazona w umol Troloksu/g.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze uzyskany kompleks
inkluzyjny polifenoli zawartych w proszku kakaowym, w porownaniu z wyjscio-
wym ekstraktem, charakteryzowat si¢ prawie 2-krotnie nizsza zawarto$cia
polifenoli ogélem, wynoszacg 45,10+0,10 mg GAE/g. Ponadto powstanie
kompleksu inkluzyjnego przyczynilo si¢ do znacznego obnizenia zaréwno
aktywnosci przeciwutleniajgcej mierzonej w tescie z wykorzystaniem stabilnych
rodnikéw DPPH (1325,5340,14 uM Trolox/g), jak i zdolnosci do redukowania
jonow zelaza FRAP (1390,82+0,48 uM Trolox/g).

W kolejnym etapie badan okre§lono rozpuszczalno$¢ liofilizowanego
ekstraktu proszku kakaowego Acticoa oraz kompleksu inkluzyjnego z niego
otrzymanego w temperaturze pokojowej w wodzie 1 etanolu, a takze roztworach
symulujacych ptyny ustrojowe cztowieka tj. 0,1 M roztworze kwasu solnego o pH
rownym 1,2 (§rodowisko soku zotadkowego) i buforze fosforanowym o pH 6,8
(srodowisko ptynu jelitowego). Wyniki oznaczenia rozpuszczalnosci badanych
preparatéw przedstawiono w tabeli 3. Na podstawie wynikoéw przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze liofilizowany ekstrakt polifenolowy proszku kakaowego
Acticoa oraz kompleks inkluzyjny z niego otrzymany charakteryzowaty sie
istotnie (p < 0,05) zréznicowang rozpuszczalnoscia.

Tabela 3. Rozpuszczalno$¢ utrwalonego ekstraktu proszku kakaowego
Acticoa oraz jego kompleksu z 3-CD

Rozpuszczalnosé
Preparat [mg/ml]
Woda Etanol Bufor pH 6,8 | 0,1 M HC1
Ekstrakt Acticoa 0,67+0,02 0,42+0,01 0,83+0,03 1,14+0,02
Kompleks
ekstrakt Acticoa-B-CD 1,57+0,04 0,77+0,05 1,67+0,02 1,38+0,03
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Utrwalony wyciag polifenoli proszku kakaowego odznaczal si¢ najlepsza
rozpuszczalnosciag w 0,1M roztworze HCl (1,141,14 £ 0,02 mg/ml). Z kolei
otrzymany kompleks inkluzyjny tego ekstraktu z B-CD wykazywal najwyzsza
rozpuszczalno$¢ w symulowanym ptynie jelitowym, tj. 1,67 + 0,02 mg/ml
(Tab.3.) Zaobserwowano réwniez, ze w porownaniu do wyjsciowego ekstraktu,
otrzymany kompleks inkluzyjny wykazywat znacznie lepsza rozpuszczalno$é
we wszystkich badanych rozpuszczalnikach i roztworach. Najwigkszy wzrost
rozpuszczalno$ci otrzymanego kompleksu, wynoszacy odpowiednio 57.4
i 50,3%, stwierdzono w przypadku wody oraz buforu fosforanowego o pH 6.8.
Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, ze uzyskany kompleks posiadat
wyzsza stabilno$¢ dlugoterminowa i termiczng w poréwnaniu do wyjsciowego
ekstraktu. Mozna zatem stwierdzi¢, ze proces kapsutkowania ekstraktu proszku
kakaowego przyczynit si¢ do ochrony zwiazkéw przeciwutleniajacych w nim
obecnych.

Zblizone rezultaty uzyskali w swoich badaniach Ho i wsp. [8]. Autorzy ci
stwierdzili, ze kapsutkowanie katechiny z B-cyklodekstryna zwigksza 2-krotnie
jej rozpuszczalno$¢ w wodzie, a takze chroni t¢ bioaktywna substancj¢ przed
niekorzystnym wptywem wysokiej temperatury, promieniowania UV i tlenu.

3. Podsumowanie

Otrzymany kompleks inkluzyjny proszku kakaowego Acticoa z B-CD
utrwalono metoda liofilizacji. Wydajno$¢ enkapsulacji zwigzkow polifenolowych
z B-CD wynosi 47,58%. Otrzymany kompleks inkluzyjny w poréwnaniu do
wyjsciowego ekstraktu polifenolowego odznacza si¢ nizsza zawarto$cig
zwigzkow polifenoli ogotem, a takze znacznie stabszg pojemnoscig przeciw-
utleniajgcg mierzong w testach DPPH i FRAP. Charakteryzowat si¢ natomiast
znacznie lepsza rozpuszczalno$cia w wodzie, etanolu oraz roztworach symu-
lujacych ptyny ustrojowe czlowieka oraz wyzsza stabilno$cig w poréwnaniu
do wyjsciowego ekstraktu.
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THE ACTIVITY AND STABILITY OF THE COMPLEX
OF PHENOLIC COMPOUND FROM ACTICOA COCOA
POWDER EXTRACT WITH B-CYCLODEXTRIN

Abstract: S-cyclodextrin (B-CD) is a cyclic oligosaccharide, which due to its structure is
able to form stable inclusion complexes with many compounds through non-covalent
bonds between the embedded molecule and the 5-CD cavity. Due to the thermolability and
oxidation of many polyphenolic compounds, their application to food is limited. The
process of forming the inclusion complexes of polyphenol extracts may contribute to the
improvement of functional properties of the preparations obtained from them. The aim of
the research was to obtain the inclusion complex of polyphenol compounds of the
lyophilized extract of Actico cocoa powder with -CD and the characteristics of functional
properties of these preparations. The inclusion complex with -CD was obtained by
lyophilization. In the cocoa extract and the complex obtained from it, the content of
polyphenols was determined using the methods UHPLC-DAD and Folin-Ciocalteu, and
the antioxidant activity was tested using in vitro tests (DPPH, FRAP). The solubility,
thermal and long-term stability of the initial extract and complex with p-CD were also
evaluated. The complexation efficiency was 47.58%. The total content of polyphenols in
the complex of polyphenol extract with f-CD was 6.36+0.36 g/100 g. The obtained results
showed that the complex of phenolic compound from Acticoa cocoa powder extract
compared to the initial extract was characterized by lower polyphenol content and less
antioxidant activity. However, it was characterized by much better solubility in water,
ethanol and solutions simulating human body fluids, as well as higher thermal and long-
term stability compared to the initial extract.

Keywords: cocoa powder, polyphenols, inclusion complex with -CD
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Streszczenie: W prezentowanej pracy zbadano kinetyke tworzenia si¢ biofilmu przez
szczepy Campylobacter spp. na powierzchni abiotycznej, ktorg stanowito tworzywo
polipropylenowe. Adhezje do powierzchni polipropylenu badano trzema technikami.
Pierwszq byla metoda hodowlana, szacujgca liczbe zywych komorek na pozywce
mikrobiologicznej, polgczona ze zmodyfikowanq jakosciowg metodg Christensen’a.
Drugg spektrofotometryczna wykorzystujgca zalezno$¢ zachodzgcq miedzy gestoscig
plynnej hodowli a intensywnosciqg swiatla przepuszczalnego przez badany osrodek.
Ostatniq ATP-bioluminescencja, mierzqca aktywnos¢ metaboliczng komorek poprzez
oznaczanie zawartosci ATP drobnoustrojow. Szczepy Campylobacter z gatunku jejuni
i coli, po 5 dniach inkubacji, w metodzie hodowlanej tworzyly biofilm na srednim poziomie
wynoszgcym odpowiednio 4,8+0,3 i 4,4+0,5 log jtk/cm’. ATP bioluminescencja po tym
samym czasie wynosita od 1550 RLU/cm?’ dla szczepu C. coli 438/06 do 26000 RLU/cm?
dla C. jejuni 414/06. Wykazano, ze szczepy Campylobacter spp. po 5 dniach hodowli
w bulionie Brucella adherowaly do powierzchni abiotycznej polipropylenu, niezaleznie od
zastosowanej metody. Szczepy Campylobacter z gatunku jejuni charakteryzowaly sig
lepszq adherencjq do powierzchni abiotycznej niz szczepy z gatunku coli.

Stowa kluczowe: biofilm, Campylobacter spp., migso drobiowe, powierzchnia
abiotyczna,adhezja

1. Wprowadzenie

Pateczki Campylobacter spp. sa obecnie jednym z najczgstszych etiolo-
gicznych czynnikow zaburzen zotadkowo-jelitowych u ludzi. Szeroko rozprze-
strzenione w przyrodzie, moga doprowadzi¢ do zakazenia czlowieka, ktore
okreslane jest jako kampylobakterioza. Jej objawami sg gléwnie zapalenie jelita
powiazane z biegunka, ztym samopoczuciem, goraczka, nudno$ciami, bdélem
brzucha [1, 2, 3]. Glownym zrodtem infekcji sg ptaki i ssaki zyjace na wolnosci
oraz domowe: drob, bydlo, §winie, psy, koty, kroliki. Cztowiek zaraza si¢ poprzez
kontakt ze zwierz¢tami chorymi Iub bezobjawowymi nosicielami, przez spozycie
zakazonych produktéow spozywczych (zwlaszcza migsa dro-biowego, wody,
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niepasteryzowanego mleka) [3, 4, 5]. Zapobieganie zakazeniom polega na
prawidlowej obrobcee cieplnej produktéw, prewencji zanieczyszczenia uje¢ wody
i kontroli czestosci zakazen. W wyniku braku zachowania podstawowych zasad
higieny, w okoto 30% przypadkow, dochodzi do zakazen krzyzowych czyli
przeniesienia patogenow znajdujacych sie np. w posoce pochodzacej z surowego
migsa, z rak i sprzetu kuchennego na ludzi i potrawy [6, 7, 8].

Jak wynika z raportdéw zoonotycznych, liczba zarejestrowanych i potwier-
dzonych kampylobakterioz od lat utrzymuje si¢ na wysokim poziomie
dochodzacym do 246158 przypadkow [9-13]. W 2013 r. odsetek zakazen u ludzi,
przewyzszyt zachorowania na salmonelloze [11]. Wigkszo$¢ przypadkow tej
zoonozy nie jest diagnozowana, szacuje si¢, wigc ze liczba zatru¢ moze siggac
nawet 9 milionéw przypadkoéw rocznie. Koszt leczenia z publicznych systemow
opieki zdrowotnej oraz koszt strat w produkcji, szacowany jest na okoto
2,4 miliardy euro rocznie w catej UE [2].

Wyniki badan przemawiaja za tym, ze w przezyciu i ekspansji Campylobacter
spp. w Srodowisku oraz w wirulencji, istotng role moga odgrywac¢ zdolnosci
adhezyjne do réznego typu powierzchni oraz tworzenie biofilmu [14, 15, 16].
Dzigki nim dochodzi do wymiany materialu genetycznego oraz wzmocnienia
struktury populacyjnej. Tworzenie biofilmu moze by¢ istotne rowniez w roz-
przestrzenianiu si¢ tych patogenéow w czasie produkcji czy przetwarzania
zywnos$ci, w nastgpstwie prowadzac do kampylobakteriozy [17, 18]. Biofilm
(btona biologiczna) jest przestrzenng wielokomorkowa struktura ztozona
z r6znego typu organizmow jednego lub kilku gatunkow. Organizmy te wykazuja
zdolnos$¢ przylegania do siebie nawzajem i do powierzchni stalych. Gtéwnym
komponentem biofilmu, determinujacym jego biologiczne i fizykochemiczne
cechy, sa pozakomoérkowe substancje, wytwarzane przez mikroorganizmy
tzw. EPS (ang. Extracellular Polymeric Substances). EPS wchtaniajg wodg,
wychwytuja znajdujace si¢ w niej substancje odzywcze i utrzymujg biofilm
w catosci [14, 19]. Zapewniaja ochrong przed wptywem niekorzystnych czyn-
nikow srodowiskowych.

2. Metodyka, zalozenia badawcze

Celem badan byto okreslenie zdolno$ci adhezyjnych wyizolowanych z migsa
drobiowego szczepow z rodzaju Campylobacter spp. do powierzchni abiotycznej.
Majac na uwadze, ze analizy adhezji i zywotnosci drobnoustrojow tworzacych
biofilmy na powierzchniach abiotycznych, mozna dokona¢ ré6znymi technikami
postuzono si¢ trzema metodami. Powierzchni¢ abiotyczng stanowilo tworzywo
polipropylenowe. Kinetyke tworzenia si¢ biofilmu zbadano metoda:

e Hodowlang, szacujac liczbe zywych komodrek na pozywce mikro-
biologicznej, polaczong ze zmodyfikowang jakosciowa metoda
Christensen’a,

e Spektrofotometryczna wykorzystujac zalezno$¢ zachodzacg migdzy
gestoscig plynnej hodowli, a intensywnoscia $§wiatta przepuszczalnego
przez badany osrodek.
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e ATP-bioluminescencji mierzagc aktywno$¢ metaboliczng komorek
poprzez oznaczanie zawarto$ci ATP drobnoustrojow, a intensywnoscia
Swiatta przepuszczalnego przez badany osrodek.

Materiat biologiczny

Szczepy Campylobacter coli i jejuni wyizolowane z migsa drobiowego (z roznych
elementéw miesa z kurczaka i indyka), zidentyfikowane w testach fenotypowych
1 genotypowych.

Przechowywanie i aktywacja szczepow

Szczepy przechowywano w temperaturze -20°C w kriobankach. Przed kazdym
eksperymentem szczepy uaktywniano przez pojedynczy pasaz na nieselektywnej
pozywce Columbia agar z krwig, w atmosferze mikroaerofilnej, w temperaturze
42+1°C przez 48 h.

We wszystkich eksperymentach warunki mikroaerofilne uzyskiwano stosujac
gotowe zestawy CampyGen™ (OXOID).

Badanie kinetyki tworzenia sig¢ biofilmu na powierzchni abiotycznej przez
Campylobacter spp.

Przygotowanie inokulum i nanoszenie na powierzchnie abiotyczne

Szczepy hodowano w bulionie Brucella (BTL) w warunkach mikroaerofilnych
w 37°C przez 24 h. Nastgpnie pobierano 1ml hodowli i przenoszono do 5 ml
swiezego bulionu Brucella. Tak przygotowane inokulum nanoszono w ilosci 5 ml
na powierzchnie jalowych plytek polipropylenowych. Plytki inkubowano
w warunkach mikroaerofilnych w 37°C przez 5 dni.

Metoda hodowlana

Badanie kinetyki tworzenia si¢ biofilmu przez szczepy Campylobacter spp. na
powierzchni polipropylenu metoda referencyjna- hodowlang, wykonywano
poprzez posiew na podloze selektywne CASA (Biomerieux). Kinetyke tworzenia
biofilmu badano po 1, 3 i 5 dniach. Po odpowiednim czasie przemywano
powierzchnie sterylng woda destylowana i wymazywano gazikami, ktore
nastepnie przenoszono do 5 ml $wiezego bulionu Brucella. Przygotwane
zawiesiny dziesigciokrotnie rozcienczano, posiewajac po 0,1 ml na state podtoze
Brilliance Campylobacter. Posiane pozywki inkubowano w warunkach
mikrooaerofilnych w 37°C przez 48 h. Po tym czasie zliczano kolonie.
Eksperymenty powtarzano dwukrotnie.

Zmodyfikowana jakosciowa metoda Christensen’a detekcji biofilmu

Detekcje biofilmu tworzonego przez szczepy z rodzaju Campylobacter spp. na
powierzchni polipropylenu wykonywano zmodyfikowang metoda wg Christensen
i in. (1982) [20]. Po 5 dniach inkubacji w warunkach mikroaerofilnych ptytki
przemywano sterylng woda destylowang i suszono. Nastgpnie barwiono 0,5%
roztworem fioletu krystalicznego w ilo$ci 5 ml przez 15 minut. Po tym czasie
zlewano fiolet krystaliczny osuszano ptytki i wykonywano zdj¢cia.
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Metoda spektrofotometryczna

Badanie kinetyki tworzenia si¢ biofilmu przez szczepy Campylobacter spp. na
powierzchni polipropylenu metoda spektrofotometryczna, na spektrofotometrze
Helios firmy UNICAM. Po inkubacji w warunkach mikroaerofilnych ptytki
przemywano trzykrotnie sterylna woda destylowana i suszono w 42°C przez 30
min. Nastepnie barwiono 0,5% roztworem fioletu krystalicznego w ilosci 5 ml
przez 15 minut. Po tym czasie zlewano fiolet krystaliczny. Zabarwiong biomase
wyptukiwano 5 ml 98% etanolu, mierzac jednocze$nie ggsto$¢ optyczng przy
dhugosci fali 595 nm. Eksperymenty powtarzano dwukrotnie.

Metoda ATP-bioluminescencji

Badanie kinetyki tworzenia si¢ biofilmu przez szczepy Campylobacter spp.
na powierzchni polipropylenu metoda ATP-bioluminescencji wykonywano
w oparciu o pomiar intensywnos$ci impulséow $wietlnych (w jednostkach
swietlnych RLU ang. relative light unit) proporcjonalny do ilosci wewnatrz-
komoérkowego adenozyno trojfosforanu (cATP). Po inkubacji w warunkach
mikroaerofilnych ptytki przemywano sterylng woda destylowang. Wykonywano
wymazy plytek polipropylenowych specjalnymi piérami (gotowymi zestawami
odczynnikoéw do prowadzenia reakcji enzymatycznych). Zachodzace reakcje
enzymatyczne analizowano przy pomocy bioluminometru HY-LiTE®2 firmy
Merck. Eksperymenty powtarzano dwukrotnie.

3. Wyniki i dyskusja

Badanie Kinetyki tworzenia si¢ biofilmu na powierzchni abiotycznej przez
szczepy z rodzaju Campylobacter spp.

Analizy adhezji i zywotnosci drobnoustrojow tworzacych biofilmy na
powierzchniach abiotycznych mozna dokona¢ réznymi metodami. Do najczesciej
stosowanych technik naleza:

v" hodowlane, szacujgc liczbe drobnoustrojow na pozywkach mikrobio-
logicznych lub okreslajace sktadniki komorek drobnoustrojow budu-
jacych biofilmy (egzopolisacharydy, lipidy, sterole, kwasy nukleinowe),

v' mierzgce aktywno$¢ metaboliczng zaadherowanych komorek, (adeno-
zynotrifosforanu- ATP, enzymoéw zewnatrzkomorkowych),

v" mikroskopowe oceniajgce adhezj¢ oraz tworzenie i strukture biofilmu
na podstawie analizy obrazu (SEM, AFM, mikroskop fluorescencyjny)
[21, 22,23, 24, 25].

W prezentowanej pracy zbadano kinetyke tworzenia si¢ biofilmu na powierzchni
polipropylenu przez szczepy z rodzaju Campylobacter spp. trzema metodami.

Metoda hodowlana

Wyniki kinetyki tworzenia biofilmu przez Campylobacter spp. metoda
hodowlana, przedstawione sg w tabeli 1. Liczbe¢ bakterii oceniano na powierzchni
po przemyciu i usuni¢ciu komorek planktonicznych, ktore nie ulegly adhezji do
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polipropylenu. Po jednym dniu inkubacji liczba zaadherowanych komorek
bakterii wynosita od < 10 jtk/cm®do 2.4 x 10% jtk/cm?. Po 5 dniach liczba kolonii
Campylobacter spp. na powierzchni polipropylenu ksztattowala si¢ na poziomie
od 1,4 x 10 jtk/em* do 7,8 x 10° jtk/cm®. Podobne wyniki badan otrzymali
Ica i in. (2012). Naukowcy badali w bulionie Mueller-Hinton mieszang kulture
bakterii C. jejuni i Pseudomonas aeruginosa. Po 5 dniach inkubacji liczba
C. jejuni w biofilmie wynosita 3,0 x 10° jtk/ml [26]. Najlepiej do powierzchni
abiotycznej adherowat szczep C. jejuni 414/04. W prezentowanej pracy szczepy
Campylobacter z gatunku jejuni wykazywaly nieco lepsza adherencje do
powierzchni abiotycznej wynoszaca $rednio 4,8+0,3 log jtk/cm® niz szczepy
z gatunku coli, ktére tworzyty biofilm na poziomie 4,4+0,5 log jtk/cm? (rys. 1).
Podobnych spostrzezen dokonali Sulaeman i in. (2009) podkre$lajac tym samym
znaczenie C. jejuni w ludzkiej kampylobakteriozie [18].

Tabela 1. Kinetyka tworzenia biofilmu przez Campylobacter spp.
na powierzchni polipropylenu

Liczba kolonii Campylobacter spp. na powierzchni polipropylenu

Szczep w zalezno$ci od czasu [jtk/cm?]

po24h po72h po 120 h

C. coli438/06 | <10+9,0x 10' L1 XI?S;I’SX 7,1 x 10*+ 5,2 x 10°
C coliazgnz | 0% 110(;; L2x ) 13x 11035 LAX g 7% 104 1,9 x 10°
C coli414/18 | <10+ 1,1x 10! 1’4X11();jl’7" 14X 10°= 1,5 x 104
Ccolid3si2 | 0% llo(l)f 80x | 20x 110(3)5 22X 1 535104+ 5,6x 10°
C. coli 414/19 9’0"1{)(1);1’3" 1.2 x 110;;1’5" 12x 105+ 1,4 x 10°
i{%ﬁi <10+ 1,2 x 102 2,5 % 1{);;3,2x 1,4x 105+ 7,8 x 10°
a{:{ggi <10+2,4x 10 2,5 % 110;; 34X 19x109:2,0x 10°
a{:{g;’i <10+ 12 x 102 L6 x 110(;+ 22X | 89x10%32x 10°
aljj%gu 7,0x1{)(')2+ 1.4x 1,3x110(;+ 1,5x 9.1 x 10°+ 1,6 x 10°
i{:ﬁgl 8,0x110(;2+ 1,0 x 8,6x1{)(;+ I,I x 57x 10°+ 2.1 x 10°

103




m C. coli

m C. jejuni

Liczba kolonii Campylobacter spp. w
biofilmie [log jtk/cm2]

24 h 72 h 120 h

Rys. 1. Ocena adhezji bakterii na powierzchni polipropylenu w zaleznosci od gatunku
Campylobacter spp. metoda hodowlang

Zmodyfikowana jako$ciowa metoda Christensen’a detekcji biofilmu

Zdolnosci adhezyjne Campylobacter spp. do powierzchni polipropylenu
wizualizowano dzieki zmodyfikowanej metodzie Christensen’a. Polega ona
na wigzaniu fioletu krystalicznego z negatywnie natadowanymi molekutami
znajdujacymi si¢ na powierzchni komorek bakteryjnych oraz egzopolisacharydow
tworzacych biofilm [20, 27]. Barwienie fioletem krystalicznym wykazato, ze
wszystkie z analizowanych szczepow Campylobacter spp. byly w stanie tworzy¢
biofilm w warunkach in vitro, jednak z rdzng intensywnoscia (rys. 2).
Zastosowana metoda pozwala na ocene zdolno$ci tworzenia btony biologicznej
na powierzchni abiotycznej przez bakterie. Ze wzgledu na jej subiektywny
charakter moze by¢ jedynie wykorzystywana jako screeningowa metoda selekcji
szczepow o potencjalnych wlasciwosciach adhezyjnych.
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Wybarwiona ptytka
polipropylenu po 5 dniowej
inkubacji z niezaszczepionym
bakteriami Campylobacter spp.
(jatowym) bulionem Brucella

Zdolnosci adhezyjne
do powierzchni
polipropylenu

szczepu C. coli 414/18
po 120 h inkubacji

Zdolnosci adhezyjne
do powierzchni
polipropylenu szczepu
C. jejuni 414/04
po 120 h inkubacji

Rys 2. Zmodyfikowana metoda wg Christensen’a i in. (1982) wizualizacji biofilmu
przez bakterie Campylobacter spp.

Metoda spektrofotometryczna

Wyniki kinetyki tworzenia biofilmu przez Campylobacter spp. na
powierzchni polipropylenu metoda spektrofotometryczna przedstawione zostaty
w tabeli 2.

Spektrofotometryczna metoda oceny biofilmu potwierdzita wyniki
otrzymane metoda hodowlana. Szczepy C. jejuni jak i C. coli byly zdolne do
tworzenia biofilmu na powierzchni abiotycznej. Izolaty C. jejuni lepiej
adherowaly do powierzchni abiotycznej niz C. coli. Absorbancja po 5 dniach
inkubacji wynosita od 1,2 dla szczepu C. coli 438/12 do 2,76 dla C. jejuni 414/04.
Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi literaturowymi [3, 18, 28, 29]. Z badan
Brown i in. (2014) wynika, ze szczepy C. jejuni 1 C. coli adherowaly do
powierzchni abiotycznych w bulionie Brucella zar6wno w warunkach mikro-
aerofilnych jak i tlenowych. Wtasciwosci adhezyjne bakterii byly stymulowane
dodatkiem posoki kurczaka [29].
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Tabela 2. Kinetyka tworzenia biofilmu przez Campylobacter spp.
metoda spektrofotometryczng

Warto$¢ ODcsos nm
Szczep
po24h po72h po 120 h
C. coli 438/06 0,23 + 0,28 0,59+ 1,33 2,18 +2,38
C. coli 438/12 0,33 +0,45 0,89 + 1,05 1,20 + 1,62
C. coli 414/18 0,09 + 0,17 0,52 + 1,20 2,06 +2,21
C. coli 438/02 0,29 + 0,34 0,81+ 1,47 2,70 + 2,72
C. coli 414/19 0,24 + 0,38 0,57+ 1,55 2,32+2,73
C. jejuni 414/04 0,26 + 0,37 1,21+ 1,41 2,62+ 2,76
C. jejuni 414/06 0,28 + 0,34 0,78 + 1,28 2,43 +2,70
C. jejuni 414/02 0,20 + 0,35 0,46 + 1,45 2,17 +222
C. jejuni 414/05 0,41+ 0,54 0,78 + 1,28 2,40 + 2,51
C. jejuni 414/16 0,27+ 0,35 0,46 + 1,45 2,02 +2,38

Doswiadczenia Kim i in. (2017) wykazaty, ze po 3 dniach inkubacji
w bulionie Mueller-Hinton bakterie C. jejuni i C. coli byly zdolne tworzy¢ biofilm
na polistyrenie, a wyniki absorbancji mierzone przy dlugosci fali 590 nm
wynosily od 0,27+0,09 dla szczepu C. jejuni do 0,84+0,12 dla C. coli [3].

Metoda ATP luminescencji

Metoda ATP luminescencji oceny biofilmu data réwnowazne wyniki do
dwoch powyzej przedstawionych metod. Wyniki S$redniej arytmetycznej
i odchylenia standardowego kinetyki tworzenia si¢ biofilmu przez Campylobacter
spp. metoda ATP luminescencji przedstawione sa w Tabeli 3. Zarowno szczepy
C. jejuni jak 1 C. coli byly zdolne do tworzenia biofilmu na powierzchni
abiotycznej po 5 dniach inkubacji. ATP luminescencja po tym czasie wynosita od
1550 RLU/cm? dla szczepu C. coli 438/06 do 26000 RLU/cm?dla C. jejuni 414/06.
Poziom ATP powierzchni polipropylenowych, zawieszonych uprzednio
w bulionie Brucella bez hodowli Campylobacter spp. wynosit: 19-25 RLU/cm?.
Szczepy C. jejuni lepiej adherowaly do powierzchni abiotycznej niz C. coli
(rys. 3). Uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami eksperymentéw innych
uczonych [3, 28, 29].
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Tabela 3. Dynamika wzrostu szczepow Campylobacter spp. na powierzchni
abiotycznej metoda ATP luminescencji

-
=
1 1

Szczep ATP bioluminescencja [RLU/cm?]
po24h po72h po 120 h
C. coli 438/06 48.0= 113 270 £ 56.6 1550 = 70.7
C. coli 438/12 59,5+20,5 280 + 14,1 2450 + 212,1
C. coli414/18 47,0 +26,9 325+354 1900+ 1414
C. coli 438/02 485 £ 6.4 435212 7200+ 282.8
C. coli 414/19 70.0 £ 18.4 285+354 17500 = 707.1
C. jejuni 414/04 54,5 +26,2 595+ 106,1 18500 + 707,1
C. jejuni 414/06 96,0 + 76,4 640 £ 113,1 26000 + 14142
C. jejuni 414/02 60,5 +£24.8 395+77,8 6650 + 212,1
C. jejuni 414/05 66,0 +£29.7 290 + 28,3 1800 £ 424,3
C. jejuni 414/16 57,057 200 + 28,3 2550 + 353,3
5
_ 45
c
=2
28 °
© ? 2,5 m C. coli
= ;-i 2 u C. jejuni
ES
52
« 8

o
w
I

o
l

24 h 72 h 120 h

Rys. 3. Ocena adhezji bakterii na powierzchni polipropylenu w zaleznosci od gatunku

4.
1.

2.

Campylobacter spp. metodg ATP luminescencji

Podsumowanie

Badane szczepy Campylobacter spp. adherowaty do powierzchni abiotycznej
polipropylenu, co potwierdzono trzema metodami.

Szczepy Campylobacter z gatunku jejuni wykazywaty lepsza adherencje do
powierzchni abiotycznej niz szczepy z gatunku coli.

Metoda ATP bioluminescencji moze by¢ stosowana jako test oceniajacy
zywotno$¢ bakterii na r6znych typach powierzchni abiotycznych w czystych
hodowlach bakteryjnych.
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ADHESION ABILITY OF CAMPYLOBACTER SPP. STRAINS
ISOLATED FROM POULTRY MEAT

Abstract: In the presented work, the kinetics of biofilm formation by Campylobacter spp.
strains on the abiotic surface, which was polypropylene plastic, were examined. Adhesion
to the surface of polypropylene was examined by three techniques. The first one was the
culture method, estimating the number of living bacterial cells on the microbial medium,
combined with the modified Christensen quality method. The second spectrophotometric
method using the relationship between the density of liquid culture and light intensity
permeable through the test center. The last one ATP-bioluminescence, measuring cell
metabolic activity by determining the microbial ATP content. Campylobacter jejuni and
coli after 5 days of incubation, produced a biofilm on the average level of 4.8 + 0.3 and
4.4 £ 0.5 log cfu/cm?, respectively. ATP bioluminescence after the same time was from
1550 RLU/cni? for the strain C. coli 438/06 to 26000 RLU/cm? for C. jejuni 414/06. It was
shown that Campylobacter spp. strains after 5 days of cultivation in Brucella broth
adhered to the polypropylene, regardless of the method used. Campylobacter jejuni strains
were characterized by better adhesion to the abiotic surface than Campylobacter coli.

Key words: biofilm; Campylobacter spp., poultry meat, abiotic surface, adhesion
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Streszczenie: W pracy przeprowadzono badania antagonistycznego oddzialywania
8 szczepowbakterii z rodzaju Lactobacillus: 3 kultury Lactobacillus brevis (oznaczone
Jako 0944, 0945, 0980), 3 szczepy Lactobacillus casei (oznaczone 0900, 0908, 0979) oraz
jeden szczep Lactobacillus paracasei 0919 w stosunku do szczepow Enterococcus spp.
Jako kontrole pozytywng wybrano szczep Lactobacillus rhamnosus GG (kontrola
pozytywna dla szczepow Lactobacillus spp.) oraz szczep Enterococcus faecalis ATCC
29212 (szczep wrazliwy na wankomycyne) jako kontrola dla szczepu badanego
Enterococcus faecalis ATCC 51299. Wzrost obu szczepow Enterococcus byt efektywnie
hamowany przez badane bakterie z rodzaju Lactobacillus. Aktywnos¢ antagonistyczna
badanych szczepow z rodzaju Lactobacillus byla wyzsza niz aktywnos¢ antagonistyczna
szczepu Lactobacillus rhamnosus GG. W hodowli wspolnej obnizenie liczebnosci komorek
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 51299 stwierdzono po hodowli z Lactobacillus
brevis 0980 oraz Lactobacillus brevis 0945. Po 48 godzinach liczebnos¢ enterokokow
w obecnosci wymienionych szczepow wnosita 2.4 log jtk/ml i byla nizsza od liczebnosci
enterokokow zdolnych do wzrostu w obecnosci Lactobacillus rhamnosus GG.

Stoewa kluczowe: Lactobacillus, Enterococcus, aktywno$¢ antagonistyczna, oporno$é
na wankomycyne

1. Wprowadzenie

Do rodzaju Enterecoccus zaliczamy Gram-dodatnie, katalazo-ujemne, nie
przetrwalnikujace, fakultatywnie beztlenowe bakterie, ktore moga wystepowac
zarowno jako pojedyncze ziarniaki, jak i w uktadach tworzacych tancuszki [3].
Bakterie Enterococcus spp. sa komensalng mikroflorg przewodu pokarmowego
cztowieka i zwierzat. Bakterie te, oprocz przewodu pokarmowego ssakow, moga
wystepowa¢ w warzywach korzeniowych i lisciastych. Bakterie Enterococcus
spp. sa waznym elementem wskaznikowym w ocenie sanitarnej zanieczyszczenia
wod [2]. W czasie ostatnich 10-15 lat obserwuje si¢ szybki wzrost (okoto
20-krotnie) czgstosci wystepowania enterokokow opornych na wankomycyne
(VRE) [9, 15, 17]. Opornos¢ szczepow Enterococcus spp. na antybiotyki jest
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do$¢ dobrze udokumentowana. Bakterie te moga wykazywaé opornos¢ na
glikopeptydy, takie jak wankomycyna i teikoplanina oraz amnioglikozydy [3, 4].
Do dnia dzisiejszego zidentyfikowano sze$¢ gendw zwigzanych z opornoscia na
glikopeptydy u gatunkow Enterococcus: od vanA do vanG [3]. Trzy gtowne typy
opornosci to te, ktoére sa zakodowane przez klastry vanC, vanA i vanB.
Wewnetrzna oporno$¢ na antybiotyki zakodowana przez klaser vanC jest
specyficzna dla gatunkow E. gallinarum, E. casseliflavus i E. flavescens. Operon
vanC jest zlokalizowany na chromosomie i nie mozna go przenies¢ [3]. Dwa
najbardziej rozpowszechnione gatunki, E. faecalis i E. faecium, mogg zawierac
geny vanA 1 vanB, ktére koduja oporno$¢ na wankomycyne i przyczyniaja si¢
do rozwoju trwatych, zakaznych zakazen szpitalnych [8, 9, 12]. Enterokoki
oporne na wankonycyne sa w stanie przekazywaé ceche opornosci innym
mikroorganizmom. W tej sytuacji leczenie zakazen klinicznych jest niezwykle
trudne 1 wymaga wdrozenia procedur okreslajacych punkty krytyczne transferu
zakazenia jak i wdrozenia $rodkow prewencyjnych [9].

Obiecujace sa badania nad ograniczaniem wzrostu bakterii VRE przez
bakterie z rodzaju Lactobacillus [9, 10, 14]. Prawie wszystkie szczepy bakterii
fermentacji mlekowej nalezace do rodzaju  Lactobacillus sa oporne na
wankomycyng [5, 6]. Opornos¢ glikopeptydowa u szczepow Lactobacillus spp.
jest uwazana za naturalng ceche niektorych gatunkéw np. Lb. reuteri, Lb.
rhamnosus, Lb. casei, Lb. paracasei. W badaniach przeprowadzonych dla
szczepow Lb. rhamnosus wykazano, ze opornos¢ na glikopeptydy tych bakterii
opiera si¢ na elementach genetycznych réznigcych si¢ od tych, ktore wytwarzaja
opornos¢ na glikopeptydy u enterokokow [5, 6, 13].

Celem badan byta ocena zdolnosci szczepdéw Lactobacillus spp. izolowanych
ze srodowiska zywnos$ci fermentowanej i kalu ludzkiego do ograniczenia wzrostu
bakterii Enterococcus faecalis ATCC 51299 opornych na wankomycyne.

2. Metodyka, zalozenia badawcze

Mikroorganizmy

Material biologiczny stanowilo 8 szczepow z rodzaju Lactobacillus spp.,
w tym 3 kultury Lactobacillus brevis (oznaczone jako 0944, 0945, 0980 izolaty
ze srodowiska roslinnego), 3 kultury Lactobacillus casei (oznaczone: 0900, 0908
— jelitowe izolaty, 0979 — izolat z zywnos$ci fermentowanej) i jeden szczep
Lactobacillus paracasei 0919 (izolat jelitowy). Szczepy zostaly zdeponowane
w Kolekcji  Czystych Kultur Przemystowych LOCK 105, w Instytucie
Technologii Fermentacji i Mikrobiologii. Jako kontrole w badaniach dla
szczepOow Lactobacillus spp. zastosowano szczep Lactobacillus rhamnosus GG
(ATCC 53103). W badaniach nad antagonizmem jako szczep testowy
zastosowano szczep oporny na wankomycyng FEnterococcus faecalis ATCC
51299 dla ktorego jako kontrole zastosowano szczep wrazliwy na wankomycyng
Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Aktywnos¢ antagonistyczna bakterii Lactobacillus spp. w stosunku do szczepow
Enterococcus faecalis.

Aktywno$¢ antagonistyczng bakterii Lactobacillus spp. okreslono metoda
stupkowa na podlozu Mueller Hinton Agar (Oxoid) [7]. Metoda ta opiera sig¢
na obserwacji réwnoleglego wzrostu badanych szczepéw (wskaznikowych
1 antagonistycznych). Bakterie Lactobacillus spp. hodowano na ptytkach petriego
w podtozu statym (10 ml podtoza MRS Agar zaszczepionym bakteriami tak
aby gesto$é bakterii odpowiadala 10%jtk/ml iinkubowano w 30°C szczepy
Lactobacillus brevis w warunkach tlenowych a pozostale w 37°C w atmosferze
CO, 5% (v/v) przez 24 godziny. Z tak uzyskanych ,,murawek” wycinano stupki
o $rednicy 10 mm i umieszczano na ptytkach z podtozem Mueller Hinton Agar
zaszczepionym szczepem wskaznikowym Enterococcus faecalis 10°-10° jtk/ml).
Po 18 godzinach inkubacji mierzono s$rednice stref zahamowania wzrostu wokot
stupkow agarowych. Wyniki podano w mm, po odjgciu $rednicy shupka.
Doswiadczenie przeprowadzono w trzech niezaleznych powtérzeniach. Wyniki
wyrazono jako wartosci $rednie uwzgledniajac odchylenie standardowe. Dla
uzyskanych wynikéw przeprowadzono analize¢ wariancji jednoczynnikowe;
ANOVA przy poziomie istotnosci P <0,05.

Dynamika ograniczania wzrostu bakterii Enterococcus faecalis w hodowli
wspolnej z bakteriami Lactobacillus spp.

Dynamike ograniczania wzrostu bakterii Enterococcus faecalis przez
bakterie Lactobacillus spp. wyznaczono stosujac metode hodowli wspdlne;.
W tym celu do ptynnego podtoza MRS wprowadzono bakterie Lactobacillus spp.
i Enterococcus faecalis (24 godzinne hodowle, zawieszone w soli fizjologiczne;j)
tak aby uzyska¢ gesto$¢ 10° jtk/ml kazdego mikroorganizmu w zawiesinie
hodowlanej. Hodowle wsp6lng inkubowano w warunkach optymalnych dla
szczepow Enterococcus faecalis (37°C, warunki tlenowe) przez 48 godzin.
Liczebno$¢ bakterii Enterococcus faecalis oznaczano metoda ptytkowa, stosujac
podtoze selektywne Bile Aesculin Agar (Oxoid) po 6, 16, 24, 48 godzinach
inkubacji. Po zadanym czasie inkubacji zliczano kolonie o czarnym zabarwieniu.
Wyniki przedstawiano jako log jtk/ml. Dla uzyskanych danych przeprowadzono
analize wariancji jednoczynnikowej ANOVA przy poziomie istotnosci P <0,05.

3. Wyniki i dyskusja

W badaniach okreslono aktywno$¢ antagonistyczng szczepoéw bakterii
fermentacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus pochodzacych ze Srodowiska
fermentowanej zywnosci roslinnej — szczepy oznaczone: 0944, 0945, 0979, 0980)
oraz szczepy bakterii mlekowych izolowane z przewodu pokarmowego dzieci
(0900, 0908, 0919) w stosunku do szczepdw Enterococcus faecalis. Do badan
wybrano dwa szczepy Enterococcus faecalis: szczep oznaczony ATCC 51299
charakteryzujacy si¢ oporno$ciag w stosunku do aminoglikozydow i wankomycyny.
Drugi szczep Enterococcus faecalis ATCC 29212 jest szczepem wrazliwym na
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wymienione antybiotyki. Zastosowane w badaniach szczepy bakterii mlekowych
zostalty wyselekcjonowane po przeprowadzeniu charakterystyki cech probio-
tycznych. Jedng z takich cech jest aktywno$¢ antagonistyczna. Badane szczepy
charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cig antagonistyczng w stosunku do testowych
szczepow Enterococcus faecalis. Wzrost obu szczepow testowych byt efektywnie
ograniczany przez badane bakterie z rodzaju Lactobacillus (tabela 1). Aktywno$¢
antagonistyczna badanych szczepow z rodzaju Lactobacillus byta wyzsza niz
aktywnos$¢ antagonistyczna szczepu Lactobacillus rhamnosus GG.

Dynamike zahamowania wzrostu bakterii Enterococcus faecalis ATCC
51299 i ATCC 29212 przeprowadzono w hodowli wspolnej z bakteriami
zrodzaju Lactobacillus. Szczep Enterococcus faecalis ATCC 51299 (VRE)
wykazywal wysoka tolerancj¢ na obecno$¢ 5 z zastosowanych szczepow
Lactobacillus: 0919, 0908, 0900, 0979, 0944. Po 48 godzinach inkubacji bakterii
VRE z bakteriami Lactobacillus sp. liczebno$¢ wynosita od 6.1 log jtk/ml do 7.7
log jtk/ml (dla Lactobacillus rhamnosus GG — 4.5 log jtk/ml) (wykres 1).

Tabela 1. Aktywnos$¢ antagonistyczna szczepow Lactobacillus spp. w stosunku
do Enterococcus faecalis ATCC 51299 (VRE) i Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (szczep wrazliwy na wankomycyne).

Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
Szczep antagonistyczny ATCC 51299 ATCC 29212
Strefa zahamowania wzrostu [mm]
Lb. brevis 0944 25.7+£0.6% 24.7£0.6°
Lb. brevis 0945 25.0 £ 0.5% 23.7+1.5°
Lb. casei 0979 26.0 £ 0.8 23.0+£0.6°
Lb. brevis 0980 25.0£0.7% 30.0+0.9°
Lb. casei 0900 38.0+£1.2¢ 30.0£0.5°
Lb. casei 0908 26.0 £ 0.8 24.7£0.6°
Lb. paracasei 0919 263 £1.5% 24.7 £ 0.6°
Lb. rhamnosus GG 22.3+7.2?2 20.5+5.42

(control)
abed rozmice statystyczne (ANOVA, P<0,05).

Dwa z zastosowanych do badan szczepoéw z rodzaju Lactobacillus: 0945 oraz
0980 powodowaty znaczne obnizenie liczebnosci populacji komoérek VRE
odpowiednio do poziomu 3.3 log jtk/ml (P = 0,0012) 1 4.4 log jtk/ml (P = 0,008).
Obydwa szczepy naleza do gatunku Lactobacillus brevis i zostaly wyizolowane
z kiszonek roslinnych. Zdolno$¢ do ograniczania wzrostu bakterii Enterococcus
faecalis ATCC 51299 przez szczepy Lactobacillus oznaczone symbolami 0945
10980 byta poréwnywalna z wlasciwosciami w tym obszarze ze szczepem
Lactobacillus rhamnosus GG. W przypadku szczepu testowego Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (szczep wrazliwy na wankomycyne) zaobserwowano
podobng dynamike¢ zahamowania wzrostu przez bakterie Lactobacillus jak
poprzednio. W obecnosci szczepu kontrolnego Lactobacillus rhamnosus GG
wzrost Enterococcus faecalis ATCC 29212 po 48 godzinach obnizyt si¢ z 8.3 log
jtk/ml do 2.0 log jtk/ml (P = 0,006) (wykres 2). Dla szczepow Lactobacillus

113



oznaczonych symbolami: 0919, 0908, 0900, 0979, 0944 gestos¢ komorek
Enterococcus faecalis wynosita odpowiednio: 6.9 log jtk/ml, 6.6 log jtk/ml,
7.8 log jtk/ml, 7.9 log jtk/ml, 6.9 log jtk/ml. Znaczne obnizenie liczebnosci
komorek bakterii Enterococcus faecalis stwierdzono po hodowli z bakteriami
Lactobacillus brevis 0980 oraz Lactobacillus brevis 0945. Po 48 godzinach
liczebno$¢ enterokokoéw w obecnosci wymienionych szczepdw wnosita 2.4 log
jtk/ml (P = 0,0021) i byla nizsza lub porownywalna z liczebnoscig enterokokow
rosnacych w obecnosci Lactobacillus rhamnosus GG.
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i 8 A X"~ 060 e e s c e .. ----- 0908
[=V)]
5 7 - ==0900
— - =0980
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eee (979
> — . 0945
4 - — — 0944
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5
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Wykres. 1. Dynamika zahamowania wzrostu Enterococcus faecalis ATCC 51299
w hodowli wspoélnej z bakteriami Lactobacillus spp.

W literaturze opisane s mechanizmy aktywno$ci antagonistycznej bakterii
Lactobacillus spp. wobec bakterii patogennych. Mechanizmy te obejmuja
produkcje niskoczasteczkowych kwaséw organicznych, niezdysocjowanych
czasteczek organicznych i bakteriocyn oraz konkurencje o receptorowe miejsca
adhezji czy koagregacje z patogenami [1, 7, 16]. W klasycznych testach
antagonistycznych obserwujemy stref¢ zahamowania (wyrazong w mm) wzrostu
szczepu testowego przez szczep antagonistyczny. Taki test nie daje nam
odpowiedzi czy obserwowana strefa zahamowania wzrostu szczepu testowego
jest wynikiem efektu bakteriostatycznego czy bakteriobdjczego.
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Wykres. 2. Dynamika zahamowania wzrostu Enterococcus faecalis ATCC 29212
w hodowli wspolnej z bakteriami Lactobacillus spp.

W prezentowanych badaniach w tescie statycznym (metoda stupkowa)
antagonizmu miedzy szczepowego obserwujemy zdolno$¢ do ograniczania
wzrostu szczepow Enterococcus faecalis przez wszystkie zastosowane szczepy
Lactobacillus sp. Po przeprowadzeniu badan w uktadzie dynamicznym
czyli hodowla wspdlna szczepu testowego z antagonistycznym stwierdzono,
ze zaledwie dwa szczepy badane: Lactobacillus brevis 0945 1 0980 oraz szczep
kontrolny Lactobacillus rhamnosus GG sa zdolne ograniczania liczebnoS$ci
bakterii Enterococcus faecalis. Szczepy te nie tylko ograniczaja wzrost bakterii
Enterococcus ale rdbwniez powoduja obnizanie liczebnosci tych bakterii zatem
mozemy mowi¢ o efekcie bakteriobéjczym porownywalnym z efektem
uzyskanym dla szczepu kontrolnego Lactobacillus rhamnosus GG. Badania
przeprowadzone przez Manleya i in. [9] na modelach mysich sugeruja,
ze podawanie probiotyku — Lactobacillus rhamnosus GG poprawia rOwnowage
mikrobiologiczng jelit i ze probiotyk moze by¢ interesujacym $rodkiem
do zwalczania lub zapobiegania opornych na wankomycyng szczepow
Enterococcus spp. Podobne wyniki uzyskali Szchta 1 in. (2011) [10]. Grupa ta
potwierdzila hioteze, ze suplementacja bakteriami Lactobacillus rhamnosus GG
czasowo eliminuje bakterie oporne na wankomycyne i zwicksza populacje
bakterii z rodzaju Lactobacillus w przewodzie pokarmowym dzieci.
W prezentowanych badaniach przeprowadzonych w warunkach in vitro
wykazano, zdolno$¢ ograniczania wzrostu szczepow Enterococcus faecalis przez
szczepy bakterii fermentacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus oraz wyselek-
cjonowano dwa szczegdlnie aktywne szczepy Lactobacillus brevis oznaczone
symbolami 0945 i 0980.
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4. Podsumowanie

Szczegodlnie istotne wydaje si¢ poszukiwanie nowych szczepow
Lactobacillus spp. o zdolno$ci ograniczania namnazania i eliminowania ze
srodowiska wankomycynoopornych enterokokdéw. Szczepy Lactobacillus brevis
0945 1 0980 charakteryzujag porownywalnym potencjalem antagonistycznym
jak Lactobacillus rhamnosus GG. Ponadto, szczepy te ze wzgledu na swoje
pochodzenie (kiszonki roslinne) mogg by¢ zastosowane do wytwarzania zywnos$ci
funkcjonalnej. Spozywanie takiej zywno$ci mogloby przyczyni¢ si¢ do
ograniczenia 1 eliminacji wankonycynoopornych bakterii Enterococcus
z zywnosci a w konsekwencji nawet z przewodu pokarmowego cztowieka.
W dalszych badaniach planuje si¢ przeprowadzenie charakterystyki genomu
szczepow Lactobacillus brevis 0945 i 0980 pod kontem umiejscowienia gendw
antybiotykoopornosci.

Literatura

[1] Chen X.Y., Shuai J.B., Chen J.S., Zhang Z.F., Fang W.H.: The S-layer proteins of
Lactobacillus crispatus strain ZJ001 is responsible for competitive exclusion against
Escherichia coli O157:H7 and Salmonella typhimurium. International Journal of Food
Microbiology 115, (2007), 307-312.

[2] EU-Bathing Water Directive 2006/7/EC of the European Parliament and of the Council of
15 February 2006 concerning the management of bathing water quality and repealing
Directive 76/160/EEC; 2006.

[3] Fisher K., Phillips C.: The ecology, epidemiology, and virulence of Enteroccocus.
Microbiology 155, (2009), 1749-1757.

[4] Kacmaz B., Aksoy A.: Antimicrobial resistance of enterococci in Turkey. International
Journal of Antimicrobial Agents 25, (2005), 535-538.

[51 Klein G., Hallmann C., Casas .A., Abad J., Louwers J., Reuter G.: Exclusion of vanA, vanB
and vanC type glycopeptide resistance in strains Lactobacillus reuteri and Lactobacillus
rhamnosus used as probiotics by polymerase chain reaction and hybridization methods.
Journal of Applied of Microbiology 89, (2000), 815-824.

[6] Klein G., Pack A., Reuter G.: Antibiotic resistance patterns of enterococci and occurrence of
vancomycin-resistant enterococci in raw minced beef and pork in Germany. Applied
Environmental of Microbiology 64, (1998), 1825-1830.

[71 Klewicka E., Libudzisz Z: Antagonistic activity of Lactobacillus acidophilus bacteria towards
selected food-contaminating bacteria. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences 13/15
(2), (2004) 169-174.

[8] Linares D.M., Kok J., Poolman B.: Genome sequences of Lactococcus lactis MG1363
(revised) and NZ9000 and comparative physiological studies. Journal of Bacteriology 192,
(2010), 5806-5812.

[91] Manley K.J., Fraenkel M.B., Mayall B.C., Power D.A.: Probiotic treatment of vancomycin-
resistant enterococci: a randomized contolled trial. Medical Journal of Australia 186, (2007)
454-457.

[10] SzachtaP.,Ignys$ 1., Cichy W.: An evaluation of the ability of the probiotic strain Lactobacillus
rhamnosus GG to eliminate gastrointestinal carrier state of vancomycin-resistant enterococci
in colonized children. Journal of Clinical Gastroenterology 10, (2011), 872-877.

[11] Tjalsma H., Antelmann H., Jongbloed J.D.H., Braun P.G., Darmon E., Dorenbos R., Dubois
J.-Y.F., Westers H., Zanen G., Quax W.J., Kuipers O.P., Born S., Hecker M., Dijl J.M.:
Proteomics secretion by Bacillus subtilis: Separating the “secrets” of the secretome.
Microbiology Molecular Biology Reviews 68, (2004), 207-233.

116



[12] Tonover F.C., McDonald L.C.: Vancomycin-resistant staphylococci and enterococci:
epidemiology and control. Current Opinion in Infectious Diseases 18, (2005), 300-305.

[13] Tynkynnen, S., Singh, D.V. and Varmanen, P.: Vancomycin resistance factor of Lactobacillus
rhamnosus GG in relation to enterococcal vancomycin resistance (van) genes. International
Journal of Food Microbiology 41, (1998), 195-204.

[14] Vidal M., Forestier C., Charbonnel N., Henard S., Rabaud C. Lesens O.: Probiotics and
intestinal colonization by vancomycin-resistant enterococci in the mice and human. Journal
of Clinical Microbiology 7, (2010), 2595-2598.

[15] Willems R.J., Top J., van Santen M., Robinson A., Coque T.M., Baquero F., Grundmann H.,
Bonten M.J.M.: Global spread of vancomycin-resistant Enterococcus faecium from distinct
nosocomical genetic complex. Emerging Infectious Diseases 11, (2005), 821-828.

[16] Zhang Y., Zhang L., Du M., Yi H., Guo C., Tuo Y., Han X., Li J., Zhang L., Yang L.:
Antimicrobial activity against Shigella sonnei and probiotic properties of wild lactobacilli
from fermented food. Microbiological Research 167, (2011), 27-31.

[17] Zirakzadeh A., Patel R.: Epidemiology and mechanisms of glycopeptide resistance in
enterococci. Current Opinion in Infectious Diseases 18, (2005) 507-512.

ASSESSMENT OF CAPACITY LACTOBACILLUSSPP. TO LIMIT
THE GROWTH OF VANCOMYCIN RESISTANT
ENTEROCOCCUS FAECALISATCC 51299 STRAIN - IN VITRO
RESEARCH

Abstract: The study investigated the antagonistic activity of 8 strains of the Lactobacillus
genus: 3 cultures of Lactobacillus brevis (designated as 0944, 0945, 0980), 3 strains of
Lactobacillus casei (labeled 0900, 0908, 0979) and one strain of Lactobacillus paracasei
0919 towards Enterococcus spp . Lactobacillus rhamnosus GG strain (positive control
for Lactobacillus spp. strains) and the Enterococcus faecalis ATCC 29212 strains
(vancomycin sensitive strain) were selected as positive control for the test strain
Enterococcus faecalis ATCC 51299. Growth of both Enterococcus strains was effectively
inhibited by the tested Lactobacillus bacteria. The antagonistic activity of the tested
strains of the Lactobacillus genus was higher than the antagonistic activity of the
Lactobacillus rhamnosus GG strain. In a common culture, the decrease in bacterial counts
of Enterococcus faecalis ATCC 51299 was found after cultivation with Lactobacillus
brevis 0980 and Lactobacillus brevis 0945. After 48 hours, the number of enterococci in
the presence of the mentioned strains was 2.4 log cfu/ml and was lower than the number
of enterococci capable of growing in the presence of Lactobacillus rhamnosus GG.

Key words: Lactobacillus, Enterococcus, antagonistic activity, vancomycin resistance

117



WPLYW NOWO OPRACOWANYCH PREPARA'I,‘(:)W
SYNBIOTYCZNYCH NA GENOTOKSYCZNOSC
WODY KALOWEJ PROSIAT

Agnieszka CHLEBICZ*, Adriana NOWAK, Katarzyna SLIZEWSKA

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wydzial Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci, Politechnika £odzka, £6dz

*agnieszka.chlebicz@edu.p.lodz.pl

Streszczenie: Preparaty synbiotyczne stanowiq polgczenie Zywych mikroorganizmow
okreslanych mianem probiotykow oraz substancji prebiotycznych i wykazujg pozytywny
wplyw na zdrowie gospodarza poprzez modulacje mikrobioty oraz jej aktywnosci.
Ograniczanie genotoksycznego dziatania mikrobioty jelitowej prosigt, moze byc¢ jednym
z korzystnych efektow stosowania preparatow synbiotycznych wraz z paszq i stanowito
przedmiot przeprowadzonych badan. Material do analizy stanowit kal prosigt w 7 oraz
28 dniu Zycia, jak rowniez po odsadzeniu od loch w 35 i 66 dniu Zycia. Wode katowq
poddano analizie z wykorzystaniem testu kometowego. Genotoksycznos¢ wody katowej
prosigt po 7 dniach Zycia wahata si¢ w zakresie od 5,80% do 8,86% i po odsadzeniu
prosigt od loch karmigcych wzrosta nawet do poziomu 15,41% (35 dzien Zzycia).
Nowoopracowane synbiotyki obnizaly genotoksycznosé¢ wody kalowej warchlakow
(pomiedzy 35 a 66 dniem Zycia) z efektywnoscig mieszczqcq si¢ w granicach 16,55-
40,80%. Stwierdzono, iz bezposrednie przyjmowanie preparatow synbiotycznych wplywa
korzystnie na ich zdolnos¢ do obnizania genotoksycznosci wody katowej. Zaobserwowano
ponadto, iz efektywnos¢ preparatow zalezala od sktadu preparatu synbiotycznego, przy
czym najwyzsza zdolnos¢ do redukowania genotoksycznego dziatania wody katowej
wykazywaly synbiotyk A oraz C.

Stlowa kluczowe: synbiotyki, prosigta,genotoksycznos¢

1. Wprowadzenie

Mikrobiota uktadu pokarmowego ssakow jest ztozonym ekosystemem, ktory
moze sktada¢ sie nawet z 10'* komoérek w 1 g treéci jelitowej i jest postrzegany
jako aktywny metabolicznie organ [1]. U zwierzat, w tym u trzody chlewne;j,
mikrobiota jelitowa peini wiele funkcji, posrod ktoérych wazne jest wspomaganie
proceséw fizjologicznych, immunologicznych oraz trawiennych. Ponadto,
drobnoustroje kolonizujace przewdd pokarmowy, stanowig swoistg barierg przed
patogenami, jak rowniez odpowiadajg za pobieranie, akumulowanie oraz rozktad
energii pobranej z pokarmu [2,3]. Jednakze, dysbioza mikrobioty jelitowej
moze skutkowaé obnizeniem antagonistycznego dzialania w stosunku do mikro-
organizméw patogennych, ograniczeniem zdolnos$ci do trawienia pokarmow,
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a co z tym zwiagzane, do limitacji adsorpcji sktadnikéw pokarmowych [4].
Drobnoustroje kolonizujace jelita mogg mie¢ ponadto wplyw na mutagennos$c
i genotoksyczno$¢ tresci jelitowej oraz katowej [S]. W wyniku aktywnosci
metabolicznej mikroorganizméw jelitowych mogg powstawaé zwiazki
o potencjale kancerogennym, sposrod ktorych w kale wykrywane sa zwigzki
N-nitrozowe, heterocykliczne aminy aromatyczne, policykliczne weglowodory
aromatyczne, fekapentaeny, czy tez kwasy zolciowe. Metabolity te moga
prowadzi¢ do uszkodzen DNA, a w konsekwencji przyczynia¢ si¢ do rozwoju
chorob [5,6]. Substancje kancerogenne moga by¢ réwniez wprowadzane do
organizmu zwierzat wraz z pasza [7].

W celu zapobiegania infekcjom powodowanym przez bakterie patogenne, ale
rowniez dla poprawy wzrostu, antybiotyki sg stosowane w zywieniu zwierzat
hodowlanych [8,9]. Ich naduzywanie stanowi potencjalne zagrozenie dla zdrowia
ludzi, ze wzgledu na nabywanie antybiotykoodpornosci przez patogeny,
ktoére nastepnie moga dostawaé si¢ do tancucha produkcji zywno$ci, a w
konsekwencji przekazywa¢ geny opornosci drobnoustrojom patogennym dla
cztowieka [4,10]. W krajach cztonkowskich Unii Europejskiej od 1 stycznia 2006
roku zostal wprowadzony zakaz stosowania antybiotykowych stymulatoréw
wzrostu na mocy Rozporzadzenia (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego
i Rady, natomiast w 2007 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Helath
Organization, WHO) zarekomendowata ograniczenie stosowania antybiotykoéw
jedynie do leczenia zwierzat [11,12]. Pomimo podjetych krokow i wprowadzenia
zakazow legislacyjnych, chemioterapeutyki sa wciaz stosowane w zywieniu
zwierzat hodowlanych, jako stymulatory wzrostu, w niektorych czesciach swiata
[12,13]. W poszukiwaniu alternatywnych rozwigzan, coraz czg$ciej stosowanie sa
pro-, pre- oraz synbiotyki [13].

W 1995 roku Gibson i Roberfroid przedstawili koncepcje synbiotyku, jako
kombinacji pro- oraz prebiotyku, ktora moze poprawia¢ przezywalnos$¢ pasazu
jelitowego zywych mikroorganizmow stosowanych, jako dodatki do zywnosci,
a tym samym wykazywaé pozytywny wplyw na zdrowie gospodarza [14].
Probiotyki sg definiowane, jako ,zywe mikroorganizmy, ktére podawane
w odpowiedniej dawce oddziatujg pozytywnie na zdrowie gospodarza”, co zostato
potwierdzone przez Miedzynarodowe Towarzystwo Naukowe do spraw
Probiotykéw 1 Prebiotykow (International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics, ISAPP) [15,16]. Mianem prebiotykow okresla si¢ natomiast
sktadniki pokarmowe, ktére wywieraja korzystny wplyw na zdrowie gospodarza
poprzez modulacj¢ mikrobioty jelitowej [17].

Synbiotyki nie tylko poprawiaja przezywalno$¢, czy tez stymuluja
funkcjonalno$¢ probiotykow, ale wpltywaja korzystnie na wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe oraz adhezje mikroorganizméw probiotycznych [18].
Potgczenie korzystnych mikroorganizméw ze sktadnikiem prebiotycznym
wywoluje rowniez pozytywny efekt na przyrost masy zwierzat hodowlanych,
popraw¢ konwersji paszy, zwigkszenie aktywnosci enzymdéw trawiennych
i adsorpcji mineratow, stymuluje uklad immunologiczny oraz przeciwdziala
wystepowaniu biegunek [19]. Ponadto, synbiotyki moga wplywac na strukture
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tkanek, zmiany molekularne w $ledzionie i watrobie, jak rowniez oddziatywaé na
aktywnos$¢ mikrobioty jelitowej [20]. Pro- oraz prebiotyki moga przyczyniac si¢
takze do redukowania sekrecji zwigzkow genotoksycznych oraz kancerogennych,
jak rowniez ogranicza¢ aktywno$¢ enzymatyczng drobnoustrojow, ktora moze
prowadzi¢ do tworzenia tych substancji, w tym dziatanie B-glukuronidazy,
nitroreduktazy, czy tez azoreduktazy [21,22].

Celem badan bylo okreslenie wplywu nowoopracowanych preparatow
synbiotycznych, zawierajacych inuline jako prebiotyk oraz wyselekcjonowane
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
na genotoksyczno$¢ wody katowej prosiat.

2. Materialy i metodyka

Preparaty

Preparaty synbiotyczne opracowano w Instytucie Technologii Fermentacji
1 Mikrobiologii (ITFiM), Politechniki Lodzkiej. Wszystkie szczepy bakterii
z rodzaju Lactobacillus wykorzystane w nowoopracowanych synbiotykach
stanowia przedmiot zgloszenia patentowego [23]. Efekt wywolany przez
synbiotyki byl poréwnany z dziataniem handlowo dostgpnych probiotykow —
BioPlus 2B® oraz Cylactin®LBC. Sktad preparatéw zastosowanych, jako dodatki
paszowe, przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad preparatéw synbiotycznych oraz probiotycznych uzytych
w badaniach

Substancja

Nazwa preparatu Mikroorganizmy probiotyczne prebiotyczna

Lactobacillus pentosus 1LOCK 1094
Lactobacillus plantarum LOCK 0860
Lactobacillus reuteri LOCK 1092
Saccharomyces cerevisiae LOCK 0119
Lactobacillus pentosus LOCK 1094
Lactobacillus plantarum £OCK 0860
Synbiotyk B Lactobacillus reuteri LOCK 1092
Lactobacillus rhamnosus LOCK 1087 Inulina
Saccharomyces cerevisiae LOCK 0119
Lactobacillus paracasei LOCK 1091
Lactobacillus pentosus 1L.OCK 1094
Lactobacillus plantarum £.OCK 0860

Synbiotyk A

Synbiotyk C Lactobacillus reuteri LOCK 1092

Lactobacillus rhamnosus L OCK 1087

Saccharomyces cerevisiae LOCK 0119
BioPlus 2B® Bacillus subtilis CH201/DSM5749,

Bacillus licheniformis CH200/DSMS574 | nie dotyczy
Cylactin®LBC Enterococcus faecium NCIMB 10415
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Hodowla zwierzqgt

Lochy rasy Denbred hodowano na farmie pod nadzorem Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego—Panstwowego Instytutu Badawczego (PIWet PIB)
w Pulawach. Produkcja byta prowadzona w trybie ,all-in/all-out”. Lochy
podzielono na 6 grup, ze wzgledu na podawane dodatki paszowe lub ich brak.
Synbiotyki A, B oraz C podawano wraz z paszg (tabela 2) zwierzgtom nalezacym
do grup A, B lub C. Lochy nalezace do grup D oraz E, otrzymywaty odpowiednio
probiotyk BioPlus 2B® lub Cylactin® LBC. Preparaty synbiotyczny oraz
probiotyczne podawano wraz z pasza w ilosci 0,5 kg/tone paszy. Pasza podawana
zwierzgtom grupy K nie bylta suplementowana.

Podawanie synbiotykow oraz probiotykdw rozpoczeto 10 dni przed
oproszeniem loch i kontynuowano po urodzeniu prosigt. Mtode byly karmione
przez matki, a w 29 dniu zycia prosigta odstawiono od loch i rozpoczeto ich
karmienie paszg wraz z odpowiednimi dodatkami paszowymi. Na tym etapie
hodowli mtode okreslano mianem warchlakow. Materiat biologiczny, ktory
stanowit kat prosigt lub warchlakow (prosigta po odstawieniu) pobrano w 7, 28,
35 oraz 66 dniu zycia.

Badania zostaly zaakceptowane przez Il Lokalng Komisje Etyczng do Spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach w Lublinie.

Tabela 2. Sktadniki oraz sktad chemiczny pasz

Skladniki [g/kg] Lochy Prosieta
Owies 100 -
Jeczmien 250 220
Pszenzyto 110 -
Pszenica 362 300
Maczka sojowa 90 50
Olej sojowy 10 20
Maczka sojowa poekstrakcyjna poddana obrobce cieplnej - 25
Pelothusta soja poddana obrdbcee cieplnej - 50
Maczka sojowa HP + maczka rybna 40 -
Permeat serwatki - 50
LanoFish * - 50
Specilac - 40
Lonacid Max © - 5
LonoGrain ¢ - 150
Fosforan wapnia 2 -
Premix witaminowo-mineralno-aminokwasowy' 36 40
Sklad chemiczny
Energia metaboliczna (MJ/kg) 13,1 13,8
Biatko surowe (%) 16,5 18,8
Lizyna (%) 0,88 1,56
Metionina + Cysteina (%) 0,59 0,82
Treonina (%) 0,58 0,87
Tryptofan (%) 0,20 0,30
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Walina (%) 0,76 0,75
Wapn (%) 1,03 0,91
Fosfor (%) 0,47 0,61
Witamina A (IU/ kg) 12 500 14 000
Witamina D3 (IU/kg) 2 000 2 000
Witamina E (mg/kg) 80,0 84,0

! mieszanka uzupehiajaca (4%), Cargill, Poland; ® Zrédto bialka; ® dodatek paszowy bogaty
w bialko i laktoze; © sucha mieszanina kwasu fosforowego, mrowkowego, propionowego,
mlekowego, cytrynowego, octowego i benzoesowego; ¢ mikronizowana pszenica, jeczmien
i kukurydza

Przygotowanie wody kalowej

Swiezo pobrane proby katu (20%) mieszano ze sterylnym buforowanym
fosforanem roztworem fizjologicznym soli (phosphate-buffered saline, PBS;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) o pH 7,2 (80%), homogenizowano przez
2 minuty, a nastgpnie odwirowano przy 10 000 obr/min (wirowka MPW-251;
MPW, Warszawa Polska) przez 40 minut w temperaturze 4°C. Supernatant
przefiltrowano z wykorzystaniem filtrow strzykawkowych, o rozmiarze porow
0,45 pm (Merck-Millipore, Darmstadt, Niemchy) i przechowywano w plasti-
kowych pojemnikach w temperaturze -20°C do czasu wykonania analizy.

Hodowla komorek

Do analizy wykorzystano lini¢ $winskich komoérek nablonka kanalikow
proksymalnych nerki LLC-PK1 (Cell Lines Service, Eppelheim, Niemcy) po 38
pasazu.

Komorki hodowano w postaci monowarstwy w butelkach typu Roux T75
(Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes, USA) z wykorzystaniem pozywki
Eagle’a zmodyfikowanej przez Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
DMEM; Cell Lines Service, Eppelheim, Niemcy) oraz podtoza Ham’a F12
(Cell Lines Service, Eppelheim, Niemcy) w stosunku 1:1. Medium hodowlane
wzbogacono 5% ptodowa surowicg bydlecg (foetal bovine serum, FBS; Cell Lines
Service, Eppelheim, Niemcy), 2 mM L-glutaming (Cell Lines Service, Eppelheim,
Niemcy) oraz buforem HEPES (Cell Lines Service, Eppelheim, Niemcy).
Komoérki inkubowano w inkubatorze w atmosferze 5% CO; (Galaxy 48S, New
Brunswick, UK) w temperaturze 37°C przez 7 dni, do uzyskania 80% stanu
konfluencji. Nastgpnie, komorki byly subkultywowane, poprzez odklejenie
z uzyciem TrypLE™ Express (Gibco, ThermoFisher Scintific, Waltham, USA)
zgodnie z instrukcja producenta. Nastepnie, zawiesing komorek w buforze PBS
przenoszono do probowek typu Falcon, odwirowano i zawieszano w $wiezej
podtozu pozywce hodowlanej. Pozywke hodowlang zmieniano co 2-3 dni.

Komoérki byty gotowe do uzycia po zliczeniu i okresleniu zywotnos$ci za
pomoca barwienia z zastosowaniem testu wykluczenia z uzyciem blgkitu trypanu.
Zywotno$¢ komorek wykorzystanych do eksperymentu wynosita minimum 90%.
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Test kometowy

Wykonano test komety — elektroforezg pojedynczych jader komérkowych
w zelu agarozowym SCGE (single cel gel electrophoresis). Test ten postuzyt
do oceny stopnia uszkodzen DNA w komoérkach nerek §winskich LLC-PK1,
pod wptywem dziatania czynnika genotoksycznego, ktérym byta przygotowana
wczesniej woda katowa. Ostateczna liczba komorek LLC-PK1 w kazdej probie
wynosila 1x10° komérek w 1ml, a badane stezenie wody katowej wynosito
20%, v/v. Kontrolg ujemng stanowity komorki w pozywce DMEM bez dodatku
wody katowej. Proby inkubowano w temperaturze 37°C przez 60 minut.

Test kometowy wykonano w warunkach alkalicznych (pH > 13) zgodnie
z metoda opisang przez Btasiak i Kowalik (2004). Po zakonczeniu inkubacji,
komorki odwirowano (1400 obr/min, 15 minut, 4°C), przemyto a nastepnie
zawieszono w 0,75% agarozie o niskiej temperaturze topnienia (low melting point
agarose, LMP agarose; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Tak przygotowane
komoérki naktadano na szkietka optaszczone 0,5% agaroza o normalnej
temperaturze topnienia (normal melting point agarose, NMP agarose) i poddano
lizie w temperaturze 4°C przez godzing z uzyciem buforu skladajacego sie¢
z 2.5 M NaCl, 1% Triton X-100, 100 mM EDTA oraz 10 mM Tris, o koncowym
pH 10. Nastgpnie, proby umieszczono w buforze rozwijajacym (20 minut, 4°C)
o sktadzie 300mM NaOH i 1mM EDTA. Szkielka przeplukano buforem
elektroforetycznym (30 mM NaOH i ImM EDTA, pH 13) i umieszczono
w aparacie do elektroforezy (Gel Electrophoresis Apparatus GNA-20, Pharmacia,
Szwecja), ktora prowadzono przy natgzeniu 29 mM i napigciu 21 V przez
20 minut. Nastepnie szkietka neutralizowano 5 minut w wodzie destylowanej
1 pozostawiono do wyschnigcia. Wysuszone proby wybarwiano fluorescencyjnym
barwnikiem DAPI (4’,6-diamidyno-2-fenyloindol; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) o stezeniu 1 pg/ml i inkubowano w ciemnosci przez godzing
w temperaturze 4°C, po czym stopien uszkodzenia komoérek analizowano za
pomoca mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon Cis, Japonia) wyposazonego
w kamere (Nikon Digital Sight DS.-U3). Procentowy udzial DNA w ogonie
komety (rys. 1) analizowano dla 50 losowo wybranych komorek, a wyniki
opracowano za pomocg programu komputerowego Lucia Comet V.7.0.
(Laboratory Imaging, Czechy).

Rys. 1. Obraz mikroskopowy uszkodzenia DNA w komoérce LLC-PK1
po ekspoycji na wodg kalowg w teScie kometowym
Zrodto: opracowanie wiasne.
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Efektywnos¢ badanych preparatow synbiotycznych 1 probiotycznych
W zmniejszeniu genotoksycznosci wody katowej obliczono zgodnie z réwnaniem:

P x 100%

E=100% - ——

gdzie E — efektywno$¢, M — genotoksycznos¢ wody kalowej na poczatku
prowadzenia badan dla danej grupy zwierzat, natomiast P - genotoksyczno$¢
wody katowej na koncu prowadzenia badan dla danej grupy zwierzat.

Analiza statystyczna

Wyniki analizy mikroskopowej uszkodzen DNA sprawdzono pod katem
normalnosci rozkladu z zastosowaniem testu Shapiro-Wilk’a. Poniewaz test ten
wykazal brak normalno$ci rozktadu zmiennych, w celu analizy r6znic pomi¢dzy
probami, wykonano test Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunn’a
(p <0,05). Wyniki przedstawiono w formie wykresu pudelkowego z uwzglednieniem
sredniej, jak rowniez jako $rednig warto$¢ z uwzglednieniem standardowego btedu
sredniej (standard error of the mean, SEM).

3. Wyniki i dyskusja

Genotoksyczno$¢ wody katowej jest powiazana z dieta, w ktorej moga by¢
obecne zwigzki chemiczne indukujace uszkodzenia DNA, badz wrecz
przeciwnie — zapobiegajace mutacjom [27]. Przedmiotem przeprowadzonych
badan bylo okreslenie wplywu nowoopracowanych synbiotykéw na
genotoksycznos¢ wody kalowej prosiat, przy czym efekt ten poréwnano
z dzialaniem handlowo dostgpnych probiotykéw. Wyniki przedstawiono na
rysunku 2 oraz w tabeli 3.

Wyniki badan przeprowadzonych przez Alexopoulos i wsp. (2004)
wskazywaty pozytywny wpltyw probiotyku BioPlus 2B® na sktad mleka loch
oraz zdrowie prosiat, podkreslajac tym samym efekty, jakie wywotuje dieta [28].
Bian i wsp. (2016) wykazali w swoich badaniach, iz mleko lochy karmiacej, ale
rowniez bezposredni kontakt prosiat z matka, ma znaczacy wpltyw na rozwoj
mikrobioty u mtodych, a jej aktywnos¢ moze skutkowaé synteza zwiazkow
genotoksycznych [5,29].
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Rys. 2. Genotoksycznos$é wody katowej prosiat i warchlakéw wyrazona, jako odsetek
uszkodzonego DNA znajdujacego si¢ w ogonie komety. Symbol ,,X” oznacza $rednig

genotoksyczno$é

Tabela 3. Srednia warto$¢ genotoksycznosci wody katowej badana w 7, 28, 35

1 66 dniu zycia prosiat

Srednia genotoksyczno§¢ wody kalowej [%] = SEM
Stosowany
dodatek prosi¢ta warchlaki
paszowy
7 dzien 28 dzien 35 dzien 66 dzien
Synbiotyk A 8,86 + 0,96 7,57 0,63 15,41 +1,89 9,24 + 1,08
f,gh e, f,gh i e, f,gh
Synbiotyk B 6,55 + 0,80 9,46 £+ 0,96 11,24+ 1,451 19,38+0,97
a,b,c,d, e f,g h g, h
Synbiotyk C 5,80 0,67 5,86 0,75 9,02 + 0,93 5,34+ 0,59
a,b,c a,b,c,d e, f,gh a,b
BioPlus 2B® 8,02 £0,90 4,38 +£0,46 8,48 £ 0,79 5,87 + 0,63
d,e f,gh a e, f,gh a,b,c,d
Cylactin® LBC 8,22+ 0,79 7,36 £ 0,67 10,61 £1,152" | 7,06+0,75
e f,gh d,e, f, g h b,c,d, e, f
Brak 6,63 + 0,59 7,38 +0,74 8,98 £ 1,00 8,96 + 0,89
c,dyefg d,e, f,gh e, f,g,h e f,gh

* Srednie oznaczone réznymi literami (a-i) byly istotnie statystycznie rozne (analiza Kruskala-
Wallisa z uwzglednieniem testu post-hoc Dunn’a przy poziomie istotnosci p < 0,05)

Na podstawie otrzymanych wynikow zaobserwowano, iz w 7 dniu zycia
prosiat, karmionych przez lochy przyjmujace dodatki paszowe, S$rednia
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genotoksyczno$¢ w przypadku stosowania synbiotyku B lub C wynosita
odpowiednio 6,55% 1 5,80%, przy czym byla istotnie statystycznie nizsza niz
w przypadku pozostalych suplementéw, dla ktorych przekraczata 8%.
Statystycznie istotne obnizenie genotoksyczno$ci wody katowej prosigt, migdzy
7 a 28 dniem zycia, obserwowano jedynie w przypadku wzbogacania paszy loch
probiotykiem BioPlus 2B®, a odsetek DNA w ogonie komety wynosit $rednio
4,38% w 28 dniu zycia prosiagt. Efektywnos$¢ tego dodatku paszowego do
obnizania genotoksycznego dziatania wody katowej po 28 dniach zycia prosiat
wynosita 45,39% (tab. 4).

Odsadzenie prosigt od matek i rozpoczecie przyjmowania statego pokarmu
przyczynito si¢ do wzrostu genotoksycznosci wody katowej warchlakow (rys.
2.). Mogto by¢ to konsekwencjg stresu, jaki jest zwigzany z tym etapem hodowli,
co z kolei mogto prowadzi¢ do zachwiania réwnowagi mikrobioty jelitowej
oraz jej aktywnosci metabolicznej [30-32]. W grupach, w ktorych stosowano
syniotyki A lub C, jak réwniez probiotyk BioPlus 2B® obserwowano niemalze
dwukrotny wzrost §redniej genotoksycznosci wody kalowej warchlakow, ktora
w 35 dniu zycia tych zwierzat wynosita odpowiednio 15,41%, 9,02% i 8,48%.
Wzbogacenie diety warchlakow synbiotykiem B, badz preparatem Cylactin®
LBC, ograniczalo wzrost genotoksyczno$ci wody katowej po odstawieniu
prosiat od matek.

Tabela 4. Efektywnos¢ preparatow synbiotycznych oraz probiotycznych
do obnizania genotoksyczno$ci wody katowej prosiat po 28 i 66 dniach

stosowania

Stosowany dodatek Efektywnos¢ [%]

paszowy prosieta po 28 dniu zycia | warchlaki po 66 dniu zycia
Synbiotyk A 14,56 40,04

Synbiotyk B -44.43 16,55

Synbiotyk C 21,03 40,80

BioPlus 2B® 45,39 30,78

Cylactin® LBC 10,46 33,46

W 66 dniu zycia warchlakéw najnizsza $rednig genotoksycznos$¢ obser-
wowano w przypadku stosowania synbiotyku C (5,34%) i probiotyku BioPlus
2B®(5,87%). Sredni odsetek DNA w ogonie komety w badaniach wody kalowej
w pozostalych grupach warchlakow wahat si¢ od 7,06% do 9,38%. Efektywno$¢
obnizenia genotoksycznosci wody katowej warchlakow po odstawieniu od loch
do 66 dnia zycia byta najwyzsza w przypadku stosowania synbiotykéw A oraz
C i przekraczata 40%, natomiast w przypadku stosowania probiotykow wynosita
powyzej 30% (tab. 4). Najnizsza efektywnos$cia w redukowaniu genotoksycz-
nego dziatania wody katowej warchlakow odznaczala si¢ dieta wzbogacona
synbiotykiem B (16,55%). Skutecznos¢ badanych preparatow synbiotycznych
do obnizania genotoksycznosci wody katowej kurczat, po indukcji uszkodzen
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DNA ochratoksyna A, byla obserwowana réwniez przez Markowiak i wsp.
(2019) [33].

Na podstawie otrzymanych danych stwierdzono ponadto, iz genotoksycz-
no$¢ wody katowej byla cecha osobnicza, na co wskazywata wyznaczona
w analizie statystycznej warto$¢ przedziatu miedzykwartylowego, ktéra wahata
sie od blisko 2% do niemalze 10% (rys. 2).

4. Podsumowanie

Zardwno preparaty synbiotyczne, jak 1 probiotyczne obnizajg geno-
toksyczno$¢ wody katowej prosiat, aczkolwiek ich efektywno$¢ zalezna jest od
sktadu oraz sposobu przyjmowania preparatow przez zwierzgta. Bezposrednie
przyjmowanie paszy wzbogaconej preparatami znacznie zwigksza ich zdolnos¢
do obnizania genotoksyczno$ci, z czego preparaty synbiotyczne A oraz C
wykazuja najwiekszy potencjal do redukowania genotoksycznej aktywnos$ci
mikrobioty jelitowej. Stwierdzono réwniez, iz stopien genotoksycznosci nie jest
zalezny jedynie od diety, ale rowniez od wieku i czynnikow srodowiskowych,
takich jak odsadzenie oraz jest cecha osobnicza. Niemniej jednak, zarowno
synbiotyki, jak i1 probiotyki wykazuja prozdrowotny wplyw na aktywnos$¢
metaboliczng mikrobioty jelitowej prosiat.

Projekt zostal sfinansowany ze srodkow Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
w Warszawie na podstawie decyzji nr PBS3/48/32/2015.
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THE INFLUENCE OF NEWLY DEVELOPED SYNBIOTIC
PREPARATIONS ON THE GENOTOXICITY OF FAECAL
WATER OF PIGLETS

Abstract: Synbiotics are a combination of live microorganisms, called probiotics and
prebiotics substances, and they have a positive effect on the health of the host through
modulation of microbiota and its activity. Limiting the genotoxic impact of intestinal
microbiota may be one of the beneficial effects of synbiotics usage as feed additives and
was the subject of the research. Faeces of piglets at 7 and 28 days of age as well as after
weaning, collected at 35 and 66 days of age was the material for the analysis. The faecal
water obtained by homogenizing faecal content, centrifugation and filtration of the
superantant was analyzed using the comet assay. Genotoxicity of faecal water of piglets
after 7 days of life ranged from 5.80% to 8.86% and after weaning piglets from sows it
increased even to the level of 15.41% (35 days of age). Newly developed synbiotics
reduced the genotoxicity of faecal water of weaners (between 35 and 66 days of age) with
efficiency in the range of 16.55-40.80%. Based on the results obtained, it was found that
the direct intake of synbiotic preparations has a positive effect on their ability to reduce
faecal genotoxicity. It was also observed that the effectiveness of the preparations
depended on the composition of the synbiotic preparation, with the highest ability to
reduce the genotoxic effects of faecal water demonstrated by the synbiotic A and C.

Key words: synbiotics; piglets; genotoxicity
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Streszczenie: Celem badan byto okreslenie poziomu zanieczyszczemia grzybami
plesniowymi przypraw, dostepnych w sprzedazy detalicznej wojewodztwa todzkiego.
Badaniami objeto 14 rodzajow produktow: czosnek mielony (Allium sativum), koperek
(Anethum graveolens), natka pietruszki (Petroselinum crispum), bazylia (Ocimum
basilicum), oregano (Origanum vulgare), estragon (Artemisia dracunculus), tymianek
(Thymus vulgaris), majeranek (Origanum majorana), gatka muszkatotowa (Myristica
fragans), curry (Helichrysum angustifolia), kurkuma (Curcuma longa), pieprz czarny
mielony (Piper nigrum), papryka stodka mielona (Capsicum annuum), cynamon
(Cinnamonum cassia). L.gcznie przebadano 168 probek. Analiza mikrobiologiczna
obejmowata liczbe grzybow plesniowych i ich sklad jakosciowy. Zanieczyszczenie
badanych przypraw przez plesnie bylo zréznicowane i nie przekraczato poziomu 107 jtk-g
' (4,89 log jtk-g'). Grzyby te byly obecne w 95 % badanych probek. Najbardziej
zanieczyszczonymi przez grzyby plesniowe przyprawami byly: papryka stodka mielona
(Srednio 4,31 log jtk-g”), pieprz czarny mielony (Srednio 4,27 log jtk-g") oraz koperek
(Srednio 4,13 log jtk-g™'). Plesnie obecne w badanych produktach nalezaty gcznie do 6
rodzajow: Aspergillus (w tym dwa gatunki Aspergillus niger, Aspergillus flavus),
Penicillium, Mucor, Alternaria, Cladosporium oraz Rhizopus. Najliczniej reprezentowany
byl rodzaj Aspergillus, dominujgcym gatunkiem byt Aspergillus niger, ktorego obecnosé
stwierdzono we wszystkich rodzajach przypraw. Bardzo licznie wystgpowal takze
Aspergillus flavus. Wyizolowane z badanych przypraw grzyby plesniowe to mikroflora
typowa dla tego typu produktow.

Slowa kluczowe: przyprawy, grzyby plesniowe, zanieczyszczenie mikrobiologiczne

1. Wprowadzenie

Przyprawy ciesza si¢ zainteresowaniem juz od czasow antycznych. Sg
waznym elementem pozywienia, poprawiaja nie tylko smak i zapach potraw, lecz
takze zwickszaja ich warto§¢ odzywcza oraz trwato$¢. Ponadto, spetniajg
w zywnosci inne funkcje, np. posiadajg wiasciwosci barwigce, wzmagaja
faknienie konsumenta, pobudzaja czynnosci motoryczne jelit, umozliwiaja
ograniczenie spozycia cukru, soli i thuszczow [16, 19]. Wiele ziot przyprawowych
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i przypraw, oprocz oddzialywania na zmysty cztowieka, ma dzialanie lecznicze
lub wspomagajace (rozkurczowe, moczopegdne, oczyszczajace, stymulujace
prace watroby 1 jelit) chronigce przed dolegliwo$ciami, zwlaszcza przewodu
pokarmowego [13]. Maja wszechstronne zastosowane w przemysle spozywczym,
OWOCOWO-warzywnym, spirytusowym, gastronomii oraz w gospodarstwach
domowych [2, 14]. Wykorzystanie w réznych galeziach przemystu wynika nie
tylko z niepowtarzalnego smaku iaromatu tych produktow, lecz rowniez
z obecno$ci w ich skladzie zwiazkéw biologicznie aktywnych (alkaloidy,
flawonoidy, glikozydy) [17]. Wyniki prowadzonych badan potwierdzaja, ze
przyprawy wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne, korzystnie wplywaja na
procesy trawienia, a takze stanowig bogate Zrodlo naturalnych zwigzkow
o wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Ma to duze znaczenie ze wzgledu na
potencjalne dziatanie prozdrowotne naturalnych przeciwutleniaczy i ich wazng
role w prewencji chordb cywilizacyjnych [1, 18].

Sezonowa dostgpno$¢ §wiezych roslin przyprawowych, a takze aspekty
ekonomiczne zwigzane z kosztami dystrybucji i magazynowania (zmniejszenie
kosztow przechowywania, zminimalizowanie strat zwigzanych z psuciem si¢
surowcow roslinnych podczas przechowywania) stwarza konieczno$¢ zabez-
pieczania tych produktow. Jedna z form zabezpieczania jest przetwarzane ich na
susze, nie tracac korzystnego oddzialywania na zdrowie konsumenta [21].

Niemniej jednak, podobnie jak wiele innych plodow rolnych, rosliny
przyprawowe s3 narazone na roznego rodzaju zanieczyszczenia mikro-
biologiczne, ktére w znacznym stopniu zalezag od warunkow $rodowiska.
Skazenie moze nastgpi¢ na kazdym etapie produkcji: uprawa, zbior, obrobka,
przechowywanie, transport [20].

Badania zwigzane z oceng mikrobiologiczng surowcéw roslinnych
i przypraw wykazujg, iz spo$rod czynnikoéw biologicznych, znaczny stopien
zanieczyszczenia tych produktow stanowi mikroflora nalezaca do grzybow
strzgpkowych, potocznie zwanych plesniami [3, 4]. Plesnie powoduja nieko-
rzystne zmiany w produktach, prowadzac do znacznego obnizenia ich jakosci.
Ponadto, ich obecno$¢ w artykutach spozywczych jest niebezpieczna dla
cztowieka. Wywotuja alergie, a ich wtorne metabolity — mykotoksyny moga by¢
przyczyna ostrych zatru¢. Zwiazki te powoduja u ludzi i zwierzat efekty
toksycznosci o charakterze ostrym, podostrym lub przewlektym, wykazuja
takze dzialanie kancerogenne, teratogenne, genotoksyczne, immunotoksyczne
i neurotoksyczne. Z uwagi na fakt, iz sa odporne na wysoka temperature,
zanieczyszczenie mykotoksynami jest trudne do wyeliminowania, nawet
w produktach poddawanych obrobee termicznej [6, 7, 12]. Do zanieczyszczenia
tymi toksynami produktéw rolnych dochodzi w trakcie wegetacji roslin, jednakze
najwigksze ich stezenie obserwuje si¢ w artykutach w trakcie ich transportu
i przechowywania w nieodpowiednich warunkach wilgotnosci oraz temperatury.
Grzyby plesniowe produkuja powyzsze metabolity m. in. w warunkach stresu
srodowiskowego (zmiany temperatury, wilgotnosci oraz dostepnosci tlenu) [6-8].

W obowigzujacych aktach prawnych brak jest kryteriow mikrobio-
logicznych, dotyczacych dopuszczalnego poziomu zanieczyszczenia grzybami
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plesniowymi, w odniesieniu do ziot przyprawowych oraz przypraw. W przypadku
braku wymagan, bezpieczenstwo zdrowotne produktéw spozywczych okreslaja
polskie normy. Wedtug PN-A-86967:1998 ,,Mieszanki przyprawowe. Przyprawy
ziotowe” liczba plesni nie powinna przekraczaé 10° jtk w 1 g.

W celu zminimalizowania probleméw zwigzanych z mikrobiologicznym
zanieczyszczeniem przypraw, Codex Alimentarius powotal specjalny Komitet ds.
Zi6t Przyprawowych i Przypraw, ktérego glownym celem bylo ustanowienie
migdzynarodowych standardow i postgpowania przy produkcji tych produktow,
aby nie stwarzaly zagrozenia zdrowotnego dla konsumentéw. W zwigzku
z powyzszym, Organizacja ds. Zywnosci i Rolnictwa (FAO) oraz Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) apeluja do publikowania danych dotyczacych
ryzyka mikrobiologicznego zwigzanego z tymi produktami [5, 6].

Majgc na uwadze bezpieczenstwo zdrowia konsumenta oraz powszechnos¢
stosowania przypraw, w niniejszej pracy podjeto badania majace na celu
okreslenie poziomu zanieczyszczenia grzybami plesniowymi tych produktow.

2. Metodyka

Materiat do badan stanowily wybrane rodzaje przypraw: czosnek mielony
(Allium sativum), koperek (Anethum graveolens), natka pietruszki (Petroselinum
crispum), bazylia (Ocimum basilicum), oregano (Origanum vulgare), estragon
(Artemisia dracunculus), tymianek (Thymus vulgaris), majeranek (Origanum
majorana), gatka muszkatotowa (Myristica fragans), curry (Helichrysum
angustifolia), kurkuma (Curcuma longa), pieprz czarny mielony (Piper nigrum),
papryka stodka mielona (Capsicum annuum), cynamon (Cinnamonum cassia),
dostepne w sprzedazy detalicznej wojewodztwa todzkiego. Zakupiono cztery
rézne marki kazdego rodzaju produktu oraz zbadano trzy partie produkcyjne
z kazdej marki. Lacznie przebadano 168 probek. Pochodzenie produktow
zakupionych do badan przedstawiono w tabeli 1.

Badania przeprowadzono w latach 2017 -2018. Produkty przechowywano
do czasu analiz w temp. 20-23°C i wilgotnos$ci 30-48 % oraz badano sukcesywnie
po zakupie.

Tabela 1. Pochodzenie przypraw zakupionych do badan

L.p. |Przyprawa Pochodzenie
1. Czosnek mielony Polska, Chiny, nieznane
2. Koperek Polska, Czechy, Egipt
3. Natka pietruszki Polska, Czechy
4. Bazylia Polska, Indonezja, Egipt
5. Oregano Polska, Turcja, nieznane
6. Estragon Polska, Czechy, nieznane
7. Tymianek Polska, Czechy, nieznane
8. Majeranek Polska, Egipt, nieznane

133



9. Galka muszkatotowa Sri Lanka, Indie, Indonezja

10. Curry Polska, Indie, Chiny, Stowacja

11. Kurkuma Indie, Iran

12. Pieprz czarny mielony Wietnam,

13. Papryka stodka mielona Wegry, Hiszpania, nieznane

14. Cynamon Sri Lanka, Indie, Chiny, Indonezja

Analiza mikrobiologiczna badanych produktow obejmowata liczbe
grzybdéw plesniowych i ich sktad jakosciowy. Liczbe grzybow strzepkowych
okreslono metoda ptytkowa poprzez posiew wglgbny na podtoze Sabourauda
z chloramfenikolem (ekstrakt drozdzowy, 5 g/l; glukoza, 20 g/l; chloramfenikol,
0,1 g/l; agar, 15 g/1; pH 6,6) i inkubacje w temp. 25°C do 5 dni, wedtug PN-ISO
7954:1999 [15]. Wyizolowane z przypraw szczepy grzybow plesniowych
posiewano na plytki z pozywka syntetyczng Czapek-Doxa (NaNOs, 3 g/l;
KH;PO4, 1 g/l; KCl, 0,5 g/l, MgSO47H20, 0,5 g/I; FeSO4-7H20, 0,01 g/l;
sacharoza, 30 g/l; agar, 15 g/l; pH 5,6). Ptytki inkubowano w temperaturze 25°C
przez 48 h. Nastepnie pobierano eza fragmenty kolonii badanych grzybow
i sporzadzano preparaty bezposrednie w soli fizjologicznej, ktére oceniano
w mikroskopie §wietlnym (powigkszenie 100x i 400x). Rdznicowanie gatunkowe
grzybow plesniowych przeprowadzono na podstawie cech morfologicznych
grzybni, biorac pod uwage: zabarwienie hodowli, konsystencj¢ grzybni, stopien
puszystosci oraz ksztatt i wielko$¢ konidioforow, w oparciu o atlasy:
P. Krzysciak, M. Skoéra, A. B. Macura ,,Atlas grzybow chorobotworczych
cztowieka” [10] oraz G.S. de Hoog & J. Guarro ,,Atlas of clinical fungi [9].

Liczbe grzybow plesniowych wyrazono jako jednostki tworzace kolonie
w 1 g (jtk-g™") i transportowano je do postaci logarytmicznej w celu wykonania
analizy statystycznej, przy uzyciu programu komputerowego Statistica 10.
Dokonano oceny zroéznicowania poziomu zanieczyszczenia grzybami plesnio-
wymi badanych produktéw w zaleznosci od rodzaju przyprawy, stosujac test
nieparametryczny Kruskala-Wallisa.

3. Wyniki i dyskusja

Zanieczyszczenie badanych przypraw przez grzyby plesniowe byto
zroznicowane i nie przekraczato poziomu 10* jtk-g” (4,89 log jtk-g). Grzyby te
byly obecne w 95 % badanych probek, przy czym $rednie zanieczyszczenie we
wszystkich produktach wynosito 3,54 log jtk-g' (tabela 2).
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Tabela 2. Stopien zanieczyszczenia przypraw grzybami plesniowymi

Liczba grzybéw strzepkowych [log jtk-g]
Przyprawy Licz’lt))a Powyzej
pro Zakres Srednia normy
[%]
Czosnek mielony 12 nb-1,18 - 0
Koperek 12 2,30 - 4,36 4,13 25
Natka pietruszki 12 2,00 - 4,41 3,21 17
Bazylia 12 2,78 - 4,71 3,25 17
Oregano 12 3,51-4.22 3,82 17
Estragon 12 2,48 - 4,46 3,26 17
Tymianek 12 2,00 - 3,62 2,96 0
Majeranek 12 3,00 - 3,61 3,31 0
Gatka muszkatotowa 12 2,40 - 4,49 3,68 8
Curry 12 3,20-4,57 3,77 17
Kurkuma 12 2,50 - 3,80 3,15 0
Pieprz czarny mielony 12 3,75 - 4,45 4,27 42
Papryka stodka mielona 12 3,60 - 4,89 431 58
Cynamon 12 1,26 — 3,87 2,87 0
Srednia 3,54

Objasnienia: nb —nieobecne w 1 g

Najmniejszg liczbe plesni stwierdzono w probkach czosnku mielonego,
w wigkszo$ci przypadkow byly one nieobecne, badz wystgpowaly nielicznie
15 jtk-g” (1,18 log jtk-g™"). Najwicksza natomiast liczbe grzybow plesniowych
wykryto w probee papryki stodkiej 7,8-10 jtk-g™' (4,89 log jtk-g™). Przekroczenie
dopuszczalnego poziomu zanieczyszczenia ple$niami odnotowano w 25% probek
koperku (3 probki), 17% probek natki pietruszki (2 probki), 17% probek bazylii
(2 probki), 17% probek oregano (2 probki), 17% probek estragonu (2 probki),
17% probek curry (2 probki), 8% probek gatki muszkatotowej (1 probka), 42%
probek pieprzu czarnego mielonego (5 probek) oraz 58% probek papryki stodkiej
mielonej (7 probek). Najbardziej zanieczyszczonymi przyprawami przez grzyby
plesniowe byly: papryka stodka ($rednio 4,31 log jtk-g™"), pieprz czarny ($rednio
4,27 log jtk-g") oraz koperek ($rednio 4,13 log jtk-g™).

135



Dane literaturowe donosza, ze liczba grzybow plesniowych w suszach roslin
przyprawowych i przyprawach ksztattuje sie na poziomie od 0 do 10° jtk-g”', a do
najbardziej zanieczyszczonych naleza: pieprz czarny, papryka, majeranek, bazylia
i cynamon [17]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan, dotyczace poziomu
zanieczyszczenia przez plesnie przypraw, sa poréwnywalne z wynikami
uzyskanymi przez innych autoréw [6, 11, 12, 20, 21].

Statystyczna analiza wynikow wykazata zréznicowanie poziomu zanie-
czyszczenia plesniami w zaleznosci od rodzaju przyprawy. Istotne rdznice
w S$redniej liczbie grzybdéw plesniowych wykazano pomiedzy: czosnkiem
i pozostatymi przyprawami (p <0,010); pieprzem czarnym i pozostalymi
przyprawami, z wyjatkiem koperku i papryki stodkiej (0,009 <p < 0,0042);
papryka stodka i pozostatymi przyprawami, z wyjatkiem koperku i pieprzu
czarnego (0,008 < p < 0,040); tymiankiem i: oregano, gatka muszkatotows, curry,
koperkiem, pieprzem czarnym oraz papryka slodka (0,012 <p <0,042);
cynamonem 1i: oregano, gatka muszkatolowa, curry, koperkiem, pieprzem
czarnym oraz papryka stodka (0,010 <p <0,040 ). W pozostatych rodzajach
przypraw roznice te byty nieistotne.

Plesnie obecne w badanych produktach nalezaty lacznie do 6 rodzajow:
Aspergillus (w tym dwa gatunki Aspergillus niger 1 Aspergillus flavus),
Penicillium, Mucor, Alternaria, Cladosporium oraz Rhizopus. (tabela 3).
Najliczniej reprezentowany byt rodzaj Aspergillus, dominujacym gatunkiem byt
Aspergillus niger, ktoérego obecnos$¢ stwierdzono we wszystkich rodzajach
przypraw - $redni udziat w ogoélnej liczbie szczepoéw wyizolowanych z badanych
produktow wynosit 56,4%. Bardzo licznie wystepowat takze Aspergillus flavus —
$redni udzial wynosit 33,7% , z nieco mniejsza czestotliwoscia Penicillium sp.
(16,0%) oraz Alternaria sp. (10,3%) i Mucor sp. (8,3%). Cladosporium sp.
stwierdzono tylko w bazylii (6% probek), natomiast Rhizopus sp. byt
charakerystyczny dla cynamonu (11,1% probek). Wyizolowane z badanych
przypraw grzyby plesniowe to mikroflora typowa dla tego typu produktow.
Doniesienia literaturowe dotyczace zanieczyszczenia przypraw wskazuja, ze
jako$¢ mikrobiologiczna tych produktéw pod wzgledem rodzaju wystepujacych
w nich drobnoustrojow, jest zréznicowana, a Aspergillus sp. i Penicillium sp.
stanowig gtowne zanieczyszczenie suszy roslin przyprawowych i przypraw [1, 3,
4,6,8,12,13].
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Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan sa porownywalne z wynikami
innych autoréw. Wojcik-Stopczynska 1 wsp. [21], w suszonych ziotach przy-
prawowych, zidentyfikowali plesnie z rodzaju Aspergillus, Penicillium, Mucor,
Rhizopus, Alternaria oraz Cladosporium. Stwierdzili takze, ze dominujgcymi
gatunkami sg Aspergillus i Penicillium. Elshafie i wsp. [4] oraz Hammami i wsp.
[8], badajac przyprawy dostepne w lokalnych marketach na terenie Omanu
i Qataru, wykryli zanieczyszcenie Aspergillus sp., Penicillium sp., Alternaria sp.,
a takze aflatoksynami syntetyzowanymi przez te grzyby. Mandeel [12] oraz
Mohamed i Saad [13] w importowanych przyprawach stwierdzili toksynogenne
szczepy grzybow plesniowych z rodzaju Aspergillus, Penicillium, Alternaria oraz
Mucor sp., Rhizopus sp. 1 Cladosporium sp. Zréznicowane zanieczyszzcenie
grzybami ple$niowymi przypraw stwierdzili takze Mahgubi i wsp.[11], Garcia
i wsp.[6], a takze Wieczorkiewicz-Gornik i wsp [20].

4. Podsumowanie

Jako$¢ mikrobiologiczna badanych przypraw, zarowno pod wzgledem
liczby, jak i rodzaju wystepujacych w nich grzyboéw plesniowych, byta zrdzni-
cowana. Zanieczyszczenie plesniami ksztaltowato si¢ na poziomie od
0 do 10 jtk-g”', a do najbardziej zanieczyszczonych produktéw nalezaty: pieprz
czarny mielony, papryka stodka mielona oraz koperek, w ktérych srednia liczba
grzybdw plesniowych byta wyzsza od dopuszczalnego poziomu. Wyizolowane
z badanych przypraw grzyby strzepkowe to mikroflora typowa dla tego rodzaju
produktéw. Zidentyfikowano plesnie nalezace do 6 rodzajow: Aspergillus
(w tym dwa gatunki Aspergillus niger i Aspergillus flavus), Penicillium, Mucor,
Alternaria, Cladosporium oraz Rhizopus. Najliczniej reprezentowany byt rodzaj
Aspergillus, dominujagcym gatunkiem byl Aspergillus niger, ktérego obecnosé
stwierdzono we wszystkich rodzajach przypraw. Bardzo licznie wystepowat
takze Aspergillus flavus. Zanieczyszczenie grzybami plesniowymi z rodzaju
Aspergillus i Penicillium jest niezwykle wazne z punktu widzenia mykotoksy-
kologicznego. Ich obecno$¢ moze by¢ przyczyng zanieczyszczenia przypraw
mykotoksynami, zwigzkami silnie toksycznymi o dziataniu kancerogennym,
teratogennym, genotoksycznym, neurotoksycznym. Wekszo§¢ badanych przy-
praw pochodzi z importu, z regionow, w ktorych panujg sprzyjajace warunki
klimatyczne do rozwoju grzybow plesniowych i produkcji mykotoksyn. Ponadto,
z uwagi na dluga droge transportu, istnieje ryzyko zanieczyszczenia
aflatoksynami i ochratoksyng A tych produktow. Grzyby plesniowe produkuja
powyzsze metabolity m. in. w warunkach stresu srodowiskowego (zmiany
temperatury, wilgotnosci oraz dostepnosci tlenu) [6-8]. Dlatego tez, istotne
jest ciaglte monitorowanie przypraw w aspekcie zanieczyszczenia grzybami
plesniowymi.
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FILAMENTOUS FUNGI, DANGEROUS CONTAMINATION
OF SPICES

Abstract: The objective of this paper was to determine the filamentous fungi
contamination of spices on retail sale in the lodz region. The research material covered
14 types of products: garlic powder (Allium sativum), dill (Anethum graveolens), parsley
(Petroselinum crispum), basil (Ocimum basilicum), oregano (Origanum vulgare),
tarragon (Artemisia dracunculus), thyme (Thymus vulgaris), marjoram (Origanum
majorana), nutmeg (Myristica fragans), curry (Helichrysum angustifolia), turmeric
(Curcuma longa), black pepper powder (Piper nigrum), sweet paprika powder (Capsicum
annuum), cinnamon (Cinnamonum cassia). A total of 168 samples were tested.
Microbiological analysis included number of filamentous fungi and their qualitative
composition. The filamentous fungal contamination of the tested spices was varied and
did not exceed 10°cfu-g’ (4,89 log cfu-g’). Fungi were present in 95% of the samples
tested. The most contaminated spices by filamentous fungi were: sweet pepper (average
of 4.31 log cfu), black pepper (average of 4.27 log cfu’) and dill (average of 4.13 log
cfu’!). Filamentous fungi present in the tested products belonged to 6 types: Aspergillus
(including two species Aspergillus niger, Aspergillus flavus), Penicillium, Mucor,
Alternaria, Cladosporium and Rhizopus. The most numerous genera was Aspergillus, the
dominant species was Aspergillus niger, whose presence was found in all types of spices.
Aspergillus flavus was also very abundant. The filamentous fungi isolated from the tested
spices is the microflora typical for this type of products.

Keywords: spices, filamentous fungi, microbiological contamination.
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ACYDOTERMOFILNYCH BAKTERII
ALICYCLOBACILLUSACIDOTERRESTRIS
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Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii, Wydzial Biotechnologii i Nauk
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Streszczenie:  Acydotermofilne  bakterie Alicyclobacillus —acidoterrestris  stanowig
powszechne zanieczyszczenie sokow i koncentratow sokow owocowych. Nie tylko
wykazujq zdolnos¢ do bytowania w ekstremalnych warunkach srodowiskowych, ale
rowniez stanowiq element naturalnej flory bakteryjnej w klimacie umiarkowanym,
kolonizujgc glebe i powierzchnie roslin. Po raz pierwszy przedstawiono charakterystyke
biochemiczng szczepow srodowiskowych A. acidoterrestris izolowanych w Polsce,
pochodzgcych ze srodowiska produkcji pierwotnej (sady jabloni). Biorgc pod uwage
mozliwos¢ wnikania tych szczepow do zakladow produkcji sokow i koncentratow
sokow jabtkowych, ich pefna charakterystyka umozliwi rozpoznanie zagrozenia na
poziomie produkcji wtornej. Izolaty A. acidoterrestris charakteryzowaly sie profilem
biochemicznym zblizonym do opisanych w literaturze szczepow izolowanych w Niemczech
i Turcji oraz odmiennym niz szczepy izolowane w Afryce. Miedzyszczepowa zmiennos¢
metaboliczna s$wiadczy o réznorodnosci w obrebie tego gatunku bakterii. Izolaty
wykazywaly wzrost w szerokim zakresie temperatur 20-60°C, z optymalng temperaturg
wzrostu w zakresie 30-55°C oraz w szerokim zakresie pH od 2,2 do 5,8, ze zroznicowanym
szczepowo optimum w zakresie 3,5-5,0. Wydtuzenie czasu hodowli skutkowato adaptacjq
szczepow do temperatury optymalnej dla bakterii mezofilnych.

Stowa kluczowe: Alicyclobacillus acidoterrestris, bakterie acydotermofilne, izolaty
srodowiskowe bakterii

1. Wprowadzenie

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne stanowia jeden z kluczowych pro-
bleméw przemyshu spozywczego, ze wzglgdu na straty ekonomiczne oraz
potencjalne zagrozenie zdrowia konsumentow. W ostatniej dekadzie, w branzy
sokowniczej przemystu spozywczego obserwuje si¢ wzrost czgstosci psucia
sokow i napojow owocowych wywotanych rozwojem acydotermofilnych bakterii,
nalezacych do rodzaju Alicyclobacillus. Pojawienie si¢ tych drobnoustrojow
w koncowych produktach takich jak soki owocowe, czy koncentraty sokow
owocowych, moze $wiadczy¢ zard6wno o zanieczyszczeniu surowcow, jak
1 zanieczyszczeniu na poziomie produkcji pierwotnej. W przypadku, gdy na
ktorymkolwiek z tych etapow dojdzie do wtornego zanieczyszczenia mikro-
biologicznego, bakterie Alicyclobacillus sp. ze wzgledu na swoje specyficzne
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cechy (zdolno$¢ do sporulacji, acydofilnos¢, termofilnos¢) moga przezywaé
wszystkie etapy procesu produkcyjnego.

Pierwsze doniesienia na temat bakterii Alicyclobacillus acidoterrestris
pojawiaja si¢ pod koniec lat 80 XX wieku, a nazwe systematyczng tych bakterii
wprowadzili Wisotzkey i wsp. w 1992 roku [5, 21]. Nazwa gatunkowa
A. acidoterrestris oznacza dostownie kwasolubny (acidum) i wyizolowany
z gleby (terrestris). A. acidoterrestris to Gram-dodatnie, tlenowe, wykazujace
ruch bakterie o cylindrycznym ksztalcie, o wymiarach 2,9-4,3 um dlugosci i 0,6-
0,8 um szerokosci. Komorki zdolne sg do wytwarzania owalnych przetrwalnikow
(1,5-1,8 ym x 0,9-1,0 pm) ulokowanych terminalnie badz subterminalnie,
ktéremu moze towarzyszy¢ odksztatcenie komorek. Zawarto$¢ par zasad G+C
wynosi okoto 51,6-53,3 mol% [5, 21, 23]. Cecha charakterystyczna jest obecno$¢
w $cianie komoérkowej kwasow thuszczowych w-cykloheksanowych Ci7.0, Cigu,
kwasu palmitynowego Cigo, kwasow izo Ci7,, anteizo Ci7., Sladowych ilosci
kwaséw izo Cis 1 anteizo Cis, oraz hopanoidow i sulfonolipidow [7, 12, 21].
A. acidoterrestris nie wytwarzajg indolu, sa oksydazo-ujemne, katalazo-dodatnie
i zazwyczaj nie wytwarzaja acetoiny [5]. Zréznicowanie cech biochemicznych
szczepOw opisanych w literaturze jest znaczace. 4. acidoterrestris wykorzystuja
glicerol, erytrytol, L-arabinoz¢, D-glukozg, D-fruktoze jako zrédia wegla
z wytworzeniem kwasu, natomiast nie wytwarzaja kwasu z D-arabinozy,
L-ksylozy, L-sorbozy, D-fukozy, L-arabitolu, dulcytolu, glukonianu potasu,
2 keto-glukonianu potasu, inuliny oraz N-acetyloglukozoaminy.

Bakterie A. acidoterrestris wykazuja zdolno$¢ wzrostu w zakresie pH
2,2-5,8, z optimum pH okoto 4,0 [3, 5, 21]. Wedlug innych zrodet, szczepy
A. acidoterrestris wyizolowane z zepsutych kwasnych napojow wykazywaly
wzrost w zakresie pH 2,5-6,0 [23]. Odnotowano takze wzrost izolatow bakterii
A. acidoterrestris pozyskanych z zagegszczonych polskich sokoéw jabtkowych,
w zakresie pH od 2,5 do 6,0; z optimum wzrostu w zakresach pH od 3,5 do 5,0;
w zalezno$ci od szczepu [18]. Bakterie A. acidoterrestris cechuje rowniez wzrost
w szerokim przedziale temperaturowym. NajczgSciej cytowany w literaturze
zakres temperatury wzrostu to 20-60°C, z optimum okoto 40-53°C [5, 23, 18].
Skrajne wartosci temperatur, w ktoérych obserwowano wzrost bakterii
A. acidoterrestris to 19,5°C oraz 57,7°C [11].

Bakterie z rodzaju Alicyclobacillus wykazuja zdolno$¢ do bytowania
w ekstremalnych warunkach $rodowiskowych, ale rowniez stanowia element
naturalnej flory bakteryjnej w klimacie umiarkowanym, kolonizujac glebe
i powierzchnie ro$lin. Zadziwiajaca jest powszechno$¢ wystepowania tych
bakterii rowniez w Polsce, a cechy szczepow izolowanych z polskich sadow nie
zostaly dotychczas opisane. Celem badan byla charakterystyka profilu
biochemicznego polskich izolatow Srodowiskowych bakterii A. acidoterrestris
pozyskanych z gleby, kory jabtoni i jabtek oraz wskazanie zakresu temperatur
wzrostu 1 tolerancji na kwasowos¢ srodowiska.

142



2. Metodyka

Mikroorganizmy

W badaniach wykorzystano 15 szczepow bakterii 4. acidoterrestris izolo-
wanych z sadow owocowych w regionie t6dzkim, oznaczonych symbolami: 007,
008, 009, 024, 025, 026, 027, 040, 041, 042, 055, 056, 057, 062, 063. Materiat do
badan pobrano z powierzchni jabtek, kory jabtoni i gleby sadow. Jako szczep
odniesienia zastosowano bakterie A. acidoterrestris DSM 3922, (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Niemcy). Bakterie prze-
chowywano na pozywce BAT agar (Merck, Niemcy) w temperaturze 4°C.
Przed kazdym eksperymentem szczepy aktywowano przez dwukrotny pasaz
w pozywce ptynnej BAT (Merck, Niemcy), inkubujac hodowle w temperaturze
44°C przez 24 h.

Badania profilu metabolicznego bakterii

W celu okreslenia zdolnos$ci bakterii do asymilacji wybranych zwigzkow
jako jedynego zrodla wegla, wykonano posiew kiuty zawiesiny aktywnych
komorek na pozywke BAM Agar (Merck, Niemcy), zawierajacej 0,1%
odpowiedniego zwigzku. Hodowle inkubowano w temperaturze 44°C w czasie
4 dni. Badano zdolnos¢ asymilacji 1 — erytrytolu, 2 — D-glukozy, 3 — D-fruktozy,
4 — skrobi, 5 — D-sacharozy, 6 — D-rafinozy, 7 — D-maltozy, 8 — D-mannozy,
9 — L-arabinozy, 10 — D-galaktozy, 11 — D-sorbitolu, 12 — D-mannitolu,
13 — D-ksylozy, 14 — D-celobiozy, 15 — L-ramnozy, 16 — D-laktozy. Zdolno$¢
asymilacji erytrytolu dodatkowo potwierdzano prowadzac hodowle na pozywce
BAT EB Agar (Merck, Niemcy) w temperaturze 44°C w czasie 4 dni.

Badania wphywu temperatury na wzrost bakterii

Ptynna pozywke BAT o pH 4,0 o objetosci 9,9 mL inokulowano 0,1 mL
zawiesiny aktywnych komoérek bakterii, po czym prowadzono hodowle w czasie
6 dni w temperaturze 20, 25, 30, 37, 44, 50, 55 lub 60°C. Po 24, 48 i 144 godzinach
inkubacji wykonywano pomiar gestosci optycznej hodowli (OD) za pomoca
spektrofotometru T60 UV/Vis, (PG Instruments Ltd., Lutterworth, Wielka
Brytania) przy dtugosci fali 520 nm.

Badania wptywu kwasowosci srodowiska na wzrost bakterii

Zdolnos¢ wzrostu bakterii badano analogicznie jak w ocenie wpltywu
temperatury na wzrost bakterii, przy czym pozywke stanowit bulion BAT o r6znej
kwasowosci. pH pozywek wynosito 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 lub 6,0.
Hodowle inkubowano przez 6 dni w temperaturze 44°C. Po 24, 48 i 144 godzinach
inkubacji wykonywano pomiar gestosci optycznej hodowli (OD) za pomoca
spektrofotometru T60 UV/Vis, (PG Instruments Ltd., Lutterworth, Wielka
Brytania) przy dtugosci fali 520 nm.
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3. Wyniki i dyskusja

Profile biochemiczne izolatow srodowiskowych A. acidoterrestris

Ze wzgledu na réznorodno$¢ bakterii Alicyclobacillus sp. oraz ich gleboka
adaptacje do ekstremalnych srodowisk naturalnych, izolaty ré6znego pochodzenia
charakteryzowane sg pod wzglgdem zdolnosci metabolicznych. Dane literatu-
rowe szczegdlowo podaja profile biochemiczne izolatow. Zdolnos¢ bakterii
A. acidoterrestris do asymilacji jako jedynego zrodta wegla badano dla 16
wybranych zwigzkow.

Wszystkie badane w niniejszej pracy izolaty asymilowaly erytrytol,
D-glukozg, D-fruktoze, D-sacharozg, D-mannoze, L-arabinozg, D-galaktoze,
D-mannitol, D-ksyloze, D-celobioze¢ oraz L-ramnoze¢ z wytworzeniem kwasu
(Wykres 1). Wedtlug danych literaturowych, bakterie nalezace do gatunku
A. acidoterrestris asymilowaly rowniez erytrytol, D-glukozg, D-fruktoze
i L-arabinoze [1, 2, 8, 9, 12, 16, 18]. Ponadto, szczepy bakterii A. acidoterrestris,
za wyjatkiem nielicznych szczepéw izolowanych z polskich $rodowisk
przemystowych przez Sokotowska i wsp. [18], wykorzystywaly D-galaktozg,
D-mannoze¢, D-mannitol oraz L-ramnoze. Dane literaturowe dotyczace zdolnosci
asymilacji D-sacharozy sa zr6znicowane. Nie stwierdzono asymilacji tego cukru
przez szczepy izolowane w Polsce, w Turcji oraz przez szczep referencyjny
A. acidoterrestris DSM 2498 [2, 16, 18]. Natomiast, szczepy izolowane z gleb,
surowcow 1 srodowisk przemystowych Potudniowej Afryki, jak rowniez szczepy
A. acidoterrestris DSM 3922 1 DSM 3923, wykorzystywaly D-sacharoze
[1,8,9,12].

Badane w tej pracy izolaty §rodowiskowe wykorzystywaly D-ksylozg jako
jedyne zrodlo wegla (Wykres 1), podobnie jak wigkszo$¢ szczepow
A. acidoterrestris opisanych w literaturze, ale odmiennie niz szczepy pochodzace
z Poludniowej Afryki oraz A. acidoterrestris DSM 3922 [1, 6, 8, 10]. D-celobioze
asymilowaly wszystkie badane izolaty A. acidoterrestris, tak jak szczepy
izolowane w Niemczech, Afryce, oraz wigkszo$¢ szczepow izolowanych ze
srodowisk przemystowych w Polsce. Brak tej cechy obserwowano dla szczepu
referencyjnego A. acidoterrestris DSM 2498 oraz izolatow pochodzacych z Turcji
[2, 16].

Dwa sposrod badanych izolatdw, A. acidoterrestris 007 1 024, nie
wykazywaly zdolnosci asymilacji D-maltozy (Wykres 1), analogicznie jak
uprzednio stwierdzono dla szczepu A. acidoterrestris DSM 2498, szczepoéw
izolowanych w Turcji oraz wigkszosci szczepoéw izolowanych z sokéw w Polsce.
Odnotowano wykorzystywanie tego zwiazku przez 4. acidoterrestris DSM 3922
i DSM 3923 oraz szczepy pochodzace z Afryki Potudniowej, podobnie jak dla
pozostatych szczepoéw badanych w niniejszej pracy [2, 16, 18].
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Wykres 1. Profile biochemiczne bakterii 4. acidoterrestris; wartosci numeryczne 1
lub -1 oznaczaja asymilacj¢ zrodta wegla z wytworzeniem kwasu lub brak tej cechy; 1-

16 rodzaj zrodta wegla podano w metodyce
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Preferencje temperaturowe A. acidoterrestris

Badano zdolno$¢ izolatow $rodowiskowych do wzrostu w zakresie
temperatur 20-60°C. Do badan przyjeto warto$ci temperatury, w ktorych
stwierdzano rozwoj bakterii Alicyclobacillus sp. [4, 18, 22]. Wszystkie
izolaty wykazywaty zdolno$¢ wzrostu w temperaturach 20-60°C, z optimum
specyficznym dla bakterii termofilnych (37-50°C) (Wykres 2). Bakterie
termofilne, pomimo wysokich optymalnych temperatur wzrostu, mogg rosnagé¢ w
szerokim zakresie temperatur, przy czym poziom namnozenia biomasy jest
zréznicowany, zaleznie od temperatury hodowli.

Po 24-godzinnej hodowli, izolaty $rodowiskowe podzielono na cztery
grupy, zgodnie z zakresem temperatury, w ktérej odnotowano ich wzrost.
W pierwszej grupie umieszczono 5 izolatow srodowiskowych (008, 009, 024,
026, 041) oraz szczep referencyjny A. acidoterrestris DSM 3922 (Wykres 2).
Wszystkie te szczepy wykazywatly wzrost w temperaturach od 30 do 55°C.
Najwyzszy przyrost biomasy dla A. acidoterrestris 026 i 041 oraz szczepu
referencyjnego odnotowano w temperaturze 44°C, dla A. acidoterrestris 008
1 024 w temperaturze 50°C, a dla szczepu A4. acidoterrestris 009 w temperaturze
37°C. Druga grupa szczepow to pigc izolatow srodowiskowych (040, 055, 056,
057, 062) rosnacych w szerszym zakresie temperatur tj. od 30 do 60°C (Wykres
2). Wszystkie te izolaty, poza A. acidoterrestris 055, cechowal najwyzszy
przyrost biomasy w temperatrze 50°C. Trzecia grupa szczepow wykazywata
wzrost w najwezszym zakresie temperatur (37-55°C), z najwyzszym przyrostem
biomasy w temperaturze 50°C. Zaklasyfikowano tu dwa izolaty §rodowiskowe
A. acidoterrestris 007 1027 (Wykres 2). W czwartej grupie znajdujg si¢ 3 izolaty
srodowiskowe A. acidoterrestris (025, 042, 063) o najwigkszej tolerancji
temperaturowej, przy czym izolat A. acidoterrestris 042 rést w temperaturach od
20 do 60°C, osiagawszy najwyzszy przyrost biomasy w temperaturze 37°C.

Po 48 godzinach inkubacji stwierdzono wzrost 56% izolatow w zakresie
temperatur 20-60°C, podobnie jak szczepu referencyjnego A. acidoterrestris
DSM 3922. Wyjatek stanowity izolat A. acidoterrestris 057, ktorego wzrost
obserwowano dopiero w temperaturze 30°C oraz A. acidoterrestris 007 rosngcy
w temperaturze 25-55°C. Wzrost pozostatych izolatow (026, 041, 062, 063)
stwierdzano w temperaturze od 25 do 60°C (Wykres 2).

Wydhuzenie inkubacji do 6 dni spowodowato, ze wszystkie badane szczepy
wykazywaly wzrost w zakresie temperatur 20-60°C, przy zréznicowanych
temperaturach optymalnych (Wykres 2). Wyodrebniono dwie grupy szczepow
o optymalnych temperaturach wzrostu. Do pierwszej grupy zaklasyfi-
kowano 8 izolatow srodowiskowych (008, 009, 026, 040, 042, 055, 062, 063)
o optimum wzrostu w zakresie 37-50°C, podobnie jak szczep referencyjny
A. acidoterrestris  DSM 3922 badany w niniejszej pracy. Izolaty
A. acidoterrestris 007, 024, 025, 027, 041 i 057 zaliczono do drugiej grupy
szczepow wykazujacych optimum wzrostu w temperaturze 44-50°C.
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Wykres 2. Zakres temperatur wzrostu izolatow srodowiskowych A. acidoterrestris:
A-po 24 godzinach inkubacji, B-po 48 godzinach inkubacji, C-po 6 dniach inkubacji

Najszerszy zakres optymalnej do wzrostu temperatury stwierdzono dla
izolatu 4. acidoterrestris 056. Szczep ten juz po 48-godzinnej inkubacji cechowat
intensywny przyrost biomasy w temperaturach od 30 do 55°C.

Szczep A. acidoterrestris wyizolowany 1 scharakteryzowany przez
Deinharda i wsp. [5], uznawany jako szczep referencyjny DSM 3922 lub ATCC
49025, wykazuje wzrost w temperaturze od 20 do 55°C, z optimum w zakresie
42-53°C.
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Wzrost szczepu referencyjnego obserwowano w badanych temperaturach,
za wyjatkiem temperatury 60°C (wykres 2). Ponadto, ze wzglgdu na intensywny
przyrost biomasy szczepu w temperaturze 37°C stwierdzono, iz jego optimum
temperaturowe przypada w zakresie 37-50°C, co jest zgodne z danymi
literaturowymi [5, 21]. Bakterie A. acidoterrestris izolowane ze S$rodowisk
naturalnych i przemystowych wykazujg podobne cechy. W wigkszosci prac
badawczych, rozwdj A. acidoterrestris stwierdzano w zakresie temperatur
20-55°C, zarowno w pozywkach hodowlanych, jak i sokach owocowych.
Warto$ci optymalne do wzrostu sg natomiast odmienne i charakterystyczne dla
danego szczepu. Zwykle jednak zakres optymalnych do wzrostu tych
acydotermofilnych bakterii temperatur to 37-55°C [11, 15, 17, 19, 22, 23].
Izolaty $rodowiskowe badane w niniejszej pracy potwierdzajg réznorodno$é
oraz adaptacje A. acidoterrestris do zmiennych warunkow temperaturowych.
Stwierdzono rozwdj wszystkich izolatbw w zakresie temperatur 20-60°C,
a wyznaczone optymalne zakresy temperatur to 37-50°C (8 izolatow), 44-50°C
(6 izolatow) oraz 30-55°C (izolat A. acidoterrestris 056). Badania Yamazaki
i wsp. [23] oraz Jensen i Whitfield [11] réwniez pokazuja, ze szczepy $rodo-
wiskowe moga rozwija¢ si¢ w mniej sprzyjajacych, niz dla szczepow
referencyjnych, warunkach. Najnizsza cytowana w literaturze temperatura,
w ktorej odnotowano wzrost bakterii A. acidoterrestris to 19,5-20,6°C, za$
najwyzsza to 57,5-60°C [11, 23]. Ponadto, zarbwno w niniejszej pracy, jak
i pracach innych autoréow potwierdzono, ze wydtuzenie czasu hodowli pozwala
na rozw0j bakterii A. acidoterrestris nawet w temperaturach optymalnych dla
bakterii mezofilnych [15, 18, 22].

Tolerancja kwasowosci srodowiska

Bakterie acydofilne A. acidoterrestris moga wykazywac wzrost w szerokim
zakresie pH [5, 18, 22, 23], zatem dla izolatow srodowiskowych sprawdzono
tolerancje kwasowosci srodowiska w przedziale wartosci pH od 2,0 do 6,0.
Wszystkie badane izolaty srodowiskowe to bakterie kwasolubne wykazujace
zdolno$¢ wzrostu w zakresie pH od 3,5 do 5,5 niezaleznie od czasu hodowli, za
wyjatkiem A. acidoterrestris 056 (Wykres 3). Bakterie klasyfikowane jako
ekstremofilne charakteryzuja si¢ zwykle dtugim czasem generacji, a zasiedlanie
przez nie $rodowiska trwa dhuzej niz 24 godziny. Polowa sposréd badanych
izolatow (A. acidoterrestris 007,008, 025, 026, 027, 042, 055, 056) wykazywata
wzrost juz po 24 godzinach inkubacji w pozywce o pH od 3,5 do 5,5. Najnizsza
tolerancj¢ kwasowosci Srodowiska oraz najnizszy przyrost biomasy stwierdzono
dla izolatu A. acidoterrestris 056. Rozwoj izolatow srodowiskowych 041 i 063
obserwowano przy badanych pH, za wyjatkiem pH 6,0. Szczepy te wykazywaty
réwniez najbardziej dynamiczny wzrost w pozywce o pH 3,0.

Po 48 godzinach inkubacji stwierdzono wzrost wszystkich izolatow
srodowiskowych w pozywce o pH 5,5, czterech izolatow srodowiskowych (025,
026, 056, 062) w hodowlach w pozywce o pH 3,0 oraz izolatu A. acidoterrestris
057 w pozywce o pH 2,5 (wykres 3).
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Wykres 3. Zakres pH $rodowiska dla wzrostu izolatow Srodowiskowych
A. acidoterrestris: A-po 24 godzinach inkubacji, B-po 48 godzinach inkubacji,
C-po 6 dniach inkubacji

Po 6 dniach hodowli stwierdzono rozwdj 4 izolatow A. acidoterrestris
(025, 056, 057, 062) w pozywce o pH 6,0 oraz dwoch izolatoéw przy nizszych
warto$ciach pH. Wzrost izolatu 040 odnotowano w pozywce o pH 2,5, za$
izolatu 042 w pozywce o pH 3,0.

Optymalne wartosci pH dla wzrostu badanych szczepow bakterii
A. acidoterrestris byly zréznicowane. Stwierdzono optimum wzrostu 2 izolatow
w zakresie pH od 3,5 do 5,0 i pH od 3,0 do 4,5 (odpowiednio A. acidoterrestris
0251 055), 5 izolatow w pH 3,5 (007, 026, 027, 056, 062) oraz 5 izolatow (009,
024, 040, 041, 063) w pH 3,0, podobnie jak szczepu referencyjnego
A. acidoterrestris DSM 3922, Optymalne do wzrostu dla izolatu $rodo-
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wiskowego 055 pH wynosito w zakresie od 3,5 do 4,5. Dla pozostalych dwoch
izolatow $srodowiskowych, 008 i 042, optymalne do ich wzrostu pH wynosito
odpowiednio w zakresach od 4,0 do 4,5 1 od 3,5 do 4,0 (wykres 3).

Jedne z pierwszych doniesien naukowych dotyczacych bakterii
A. acidoterrestris opisuja izolaty pozyskane z gleby przez Deinhard i wsp. [5],
scharakteryzowane przez Wisotzkey i wsp. [21] i uznane za szczep referencyjny
A. acidoterrestris DSM 3922, Bakterie te wykazywaly wzrost w $srodowisku
kwasnym o pH 2,2-5,8, z optimum wzrostu przy pH 3,5-4,0, co zostalo
potwierdzone badaniami Yamazaki i wsp. [23]. Wedtug danych literaturowych,
bakterie A. acidoterrestris pochodzace z réznych zrédel wykazuja podobne
zdolnosci. Najczesciej cytowane w literaturze wartosci pH, przy ktorych
stwierdzano rozwdj A. acidoterrestris, zarbwno w pozywkach hodowlanych jak
i sokach owocowych, to 2,5-6,0, ze zrdéznicowanym dla kazdego szczepu
optimum w granicach pH 3,5-5,0 [11, 13, 14, 18, 23, 24].

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy dla szczepow
A. acidoterrestris izolowanych z naturalnych $rodowisk, pozostaja zgodne
z danymi literaturowymi. Wszystkie izolaty cechowat szybki wzrost w pozywce
o pH w zakresie 3,5-5,5, z optimum w granicach 3,0-5,0. Ponadto stwierdzono,
ze wydluzenie czasu hodowli §rodowiskowych szczepdw moze sprzyjaé ich
adaptacji do panujacych warunkéw, a tym samym zasiedlaniu Srodowisk
o wysokiej kwasowosci (pH 2,0-2,5) oraz bliskim neutralnemu pH (pH 6,0)
(wykres 3).

4. Podsumowanie

Po raz pierwszy przedstawiono charakterystyke biochemiczng szczepow
srodowiskowych A. acidoterrestris izolowanych w Polsce, pochodzacych ze
srodowiska produkcji pierwotnej (sady jabtoni). Biorgc pod uwage mozliwosé¢
wnikania tych szczepow do zaktadow produkcji sokow i1 koncentratow sokow
jabtkowych, ich peina charakterystyka umozliwi rozpoznanie zagrozenia na
poziomie produkcji wtornej. Izolaty A. acidoterrestris charakteryzowaly si¢
profilem biochemicznym zblizonym do opisanych w literaturze szczepow
izolowanych w Niemczech i Turcji oraz odmiennym niz szczepy izolowane
w Afryce. Migdzyszczepowa zmienno$¢ metaboliczna swiadczy o réznorodnosci
w obrebie tego gatunku bakterii. Izolaty wykazywaly wzrost w szerokim
zakresie temperatur 20-60°C, z optymalng temperaturg wzrostu w zakresie
30-55°C oraz w szerokim zakresie pH od 2,2 do 5,8, ze zrdéznicowanym
szczepowo optimum w zakresie 3,5-5,0. Wydluzenie czasu hodowli skutkowato
adaptacja szczepow do temperatury optymalnej dla bakterii mezofilnych.
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ENVIRONMENTAL CONSIDERATIONS OF
ACIDOTHERMOPHILIC BACTERIA ALICYCLOBACILLUS
ACIDOTERRESTRIS

Abstract: Acidothermophilic bacteria Alicyclobacillus acidoterrestris are the widespread
contamination of juice and fruit juice concentrates. They are not only able to grow in
extreme environmental conditions, but also are a part of the natural bacterial flora in
a moderate climate, colonizing soil and plant surfaces. For the first time, it was shown the
biochemical characteristics of the environmental A. acidoterrestris strains isolated in
Poland, originating from primary production (orchards of apple trees). Taking into
account the possibility of penetration of these strains for the production of juices and
concentrates, apple juice, their full characteristics will enable the identification
of contamination hazards at the level of a secondary production. Isolates of
A. acidoterrestris were characterized by biochemical profile similar to that described in
the literature of isolated in Germany and Turkey and different than the strains isolated
in Africa. Their inter-strain metabolic variation testifies to the diversity within the species
of bacteria. Isolates showed a growth in a wide temperature range of 20-60°C, with
optimal growth temperature in the range of 30-55°C and in a wide range of pH from 2.2
to 5.8, with a strain-dependent optimum in the range of 3.5-5.0. An increase in the
incubation time resulted in an adaptation of strains to the temperature optimal for
mesophilic bacteria.

Key words: Alicyclobacillus acidoterrestris, acidothermophilic bacteria, environmental
bacterial isolates

152



OZNACZANIE AZTOANOW(II) I AZOTANOW(V)
W PRODUKTACH GARMAZERYJNYCH

Katarzyna WYKA*, Magdalena GAJEWSKA,
Beata BARTODZIEJSKA, Anna SZOSLAND-FALTYN

Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dgbrowskiego,
Zaktad Jakosci Zywnosci, al. M. J. Pilsudskiego 84, 92-202 £6d?.

*katarzyna.wyka@ibprs.pl

Streszczenie: Celem badar bylo okresinie zawartosci azotanow(lll) i azotanow(V)
w produktach garmazeryjnych — pulpetach w sosie pomidorowym, fasolce po bretonsku,
golgbkach w sosie pomidorowym oraz flakach po zamojsku. Gotowe produkty zawierajq
zarowno warzywa jak i przetwory miesne, dlatego wazne jest aby wyrob koncowy spetniat
normy odnosnie zawartosci azotanow(Ill) i azotanow(V) jako dodatkow do zZywnosci i byt
bezpieczny dla konsumenta. Obecnos¢ azotanow(V) nie stanowi niebezpieczenstwa dla
organizmu czlowieka, natomiast przekroczenie dziennego dopuszczalnego spozycia
azotanow(Ill) moze znaczgco wplyngé na zdrowie, a nawet zZycie ludzkie. Do oznaczania
zawartosci azotanow(Ill) i azotanow(V) wykorzystano metode chromatografii jonowej
(IC) bez ttumienia przewodnictwa oraz detekcje fotodiodowg (DAD). Material do badan
stanowily produkty zakupione w sieci handlowej, pochodzgce od roznych producentow.
Azotany(V) wystepowaly we wszystkich badanych probkach, ich zawartos¢ byla
zréznicowana i wynosita 3,2 mgkg' do 116,5 mgkg'. Azotany(Ill) wystgpily tylko
w dwoch z posréd dwudziestu badanych produktow, ich stezenie wynosito 13,3 mgkg”!
oraz 4,9 mgkg!. Wyniki wykazaly, ze produkty badanie nie stanowiq zagrozenia dla
konsumentow.

Stowa kluczowe: azotany(Ill), azotany(V), IC-DAD, produkty garmazeryjne

1. Wprowadzenie

Azotany(Ill) 1 azotany(V) s3a zwigzkami nieorganicznymi powszechnie
wystepujacymi w $§rodowisku: woda, gleba, zywno$¢. Jest to konsekwencja
obiegu azotu w przyrodzie, zastosowaniem ich w przemysle spozywczym
a takze zanieczyszczeniami antropogenicznymi [1,3,9,11]. W zywnosci
najwigkszym zrodtem azotanow(V) sa warzywa, w szczegdlnosci te czgsci roslin,
ktore biorg czynny udzial podczas transportu substancji odzywczych.
W  konsekwencji wigksza zawarto$¢ azotanow(V) bedzie wystepowata
w warzywach lisciastych, a nizeli w warzywach korzeniowych, najmniejszym
zroédlem azotanow(V) beda natomiast warzywa owocowo-nasienne [2,3,8].
Na zawarto$¢ azotanow(V) w roslinach moze takze wplywacé zbyt obfite
stosowanie nawozow, typ gleby, naslonecznienie, wilgotnos¢ oraz jej pH.
Dodatkowo niedobdr molibdenu moze powodowaé wzrost stgzenia azotanow(V)
w ro§linach, poniewaz bierze on udziat w redukcji czgsteczek azotu
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atmosferycznego do jonéw amonowych. Reakcja ta katalizowana jest przez
kompleks nitrogenazy, ktory sktada si¢ z reduktazy nitrogenazy — biatka, ktore
zawiera kompleksy zelazosiarczkowe, oraz wlasciwe] nitrogenazy — biatka,
ktore jako kofaktor zawiera miedzy innymi molibden. [2, 15]. Ograniczenie
dostarczania azotandw pochodzenia roslinnego jest mozliwe poprze stosowanie
upraw ekologicznych, dzigki ktorym mozliwe jest zmniejszenie nawet o 50%
ilosci dostarczonych zwigzkow do organizmu [6]. W surowcach pochodzenia
odzwierzecego rowniez wystepuja azotany(V), ma to zwigzek z pojeniem
zwierzat woda pitng, a takze karmieniem zwierzat hodowlanych paszami
z dodatkami zwigzkéw azotowych [1]. Takze w przetworstwie migsnym
stosowane sg zwigzki azotanow jako dodatki do zywno$ci, wykorzystywane
w licznych procesach technologicznych. Stosuje si¢ azotany(Ill) jako sole
potasowa (E 249) i sodowa (E 250) oraz azotany(V) réwniez jako sole potasowe
(E 251) 1 sodowe (E 252). Dodawane sg one do produktow miesnych aby nadaé
im stabilng, cieptooporng czerwono-ro6zowsg barwe, poprawic i utrwali¢ ich zapach
oraz smak, a takze wptywajg na przedtuzenie czasu trwato$ci przez dziatanie
bakteriobdjcze (np. na Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus).
Dodatkowo zapobiegaja one rozwojowi Clostridium botulinum - bakterii, ktora
wytwarza toksyne, tak zwany jad kietbasiany. Jest ona uwazana za jedna
z najsilniejszych trucizn biologicznych [3].

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wydata opinie, w ktorej stwierdza iz
obecnos¢ azotanow(Ill) i azotanow(V) w zywnosci, a szczegolnie w ich duzych
stezeniach, ktére przekraczajg dopuszczalne normy, stanowi zagrozenie dla
ludzkiego zdrowia. Obecno$¢ tych zwiazkow w zywnosci moze skutkowaé
zatruciami uktadu pokarmowego, a takze wywotywac¢ skutki toksykologiczne.
Azotany moga powodowaé obnizenie wartosci odzywczych produktow
spozywanych przez konsumenta, za sprawa ograniczenia wykorzystania przez
organizm pozostatych sktadnikow obecnych w diecie, a takze powodowac rozktad
witaminy A, witamin z grupy B oraz karotenu [13, 3]. Jezeli chodzi
o azotany(V) to nie powoduja one bezposredniego ryzyka dla czlowieka,
dostarczone z pozywieniem sa stosunkowo szybko wchianiane a nastepnie
wydalane w niezmienionej postaci z moczem, azotany(Ill) mogg natomiast
wplywaé negatywnie na zdrowie ludzi [1, 5, 12]. Azotany(Ill) stanowia
niebezpieczenstwo poniewaz mogg trwale wigzaé¢ si¢ z heomoglobing, blokujac
ja, co w konsekwencji uniemozliwia transport tlenu wewnatrz organizmu,
prowadzac do niedotlenienia tkanek oraz organow. Dodatkowo powoduja
rozszerzenie wszelkich naczyn krwionosnych u cztowieka, a takze dzialaja
rozkurczowo na migsnie gladkie. W przypadku ostrych zatru¢ azotanami(Ill)
pierwsze objawy pojawiaja si¢ szybko, juz po okoto 30 minutach moze pojawic¢
si¢ zaczerwienienie powlok skérnych oraz twarzy, zawroty gtowy, bole brzucha,
dusznosci, sinica, ktora bedzie objawem wystapienia methemoglobinemii,
a takze tachykardia, spadek ci$nienia krwi, zamroczenie, a w konsekwencji
zapa$¢. Duze ryzyko wystapienia ,,przedawkowania” azotanami(Ill) wystepuje
uniemowlat i dzieci, poniewaz ich hemoglobina jest bardziej podatna na dziatanie
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tych zwigzkoéw. Azotany(IlI) Wplywaja rowniez na powstawanie nitrozoamin —
wykazujg one dziatanie kancerogenne, teratogenne oraz mutagenne, ich ilos¢
zalezna jest od ilosci azotyndéw (III) w danym produkcie [3, 4, 7].

Dopuszczalne dzienne spozycie (ADI — Acceptable Daily Intake)
azotanow(V), zgodnie z zaleceniami WHO nie powinno przekracza¢ 5 mg-kg'
masy ciata, a azotanow(III) 0,1 mg-kg™' [3, 13]. Najwyzsze dopuszczalne poziomy
zwiazkow azotanéw w Srodkach spozywczych okre§lono rowniez w ustawo-
dawstwie europejskim [1, 10]. Wazne aby pamigta¢ iz przyjecie 1g azotanu(III)
potasu moze juz spowodowaé zatrucie organizmu, natomiast przyjecie ok 4 g
moze by¢ dawka $miertelng dla dorostego cztowieka. Podobna zalezno$¢
wystepuje w przypadku azotanu(V) sodu. Dla niemowlat i dzieci wartosci te sa
znaczaco mniejsze [3].

Biorac pod uwage wszystkie mozliwe zrodla azotanow(Ill) i azotanow(V)
z jakich dostarczamy te zwigzki oraz ewentualne konsekwencje dla organizmu
cztowieka, wazna jest kontrola zywno$ci pod tym wzgledem. Produkty
garmazeryjne tacza ze soba te zrodta — warzywa, przetwory miesne, dlatego
zasadnym jest prowadzenie badan w celu oznaczenia zawartosci zwigzkow
azotanéw(V) oraz azotanow(Ill) w produktach koncowych. W wyrobach
garmazeryjnych, wedlinach oraz konserwach migsnych laczna zawartosé
azotanoéw(I1I) i azotandéw(V) nie moze przekracza¢ 125 mg-kg" wyrobu [14].

2. Material i metody badan

Material do badan stanowily produkty garmazeryjne — pulpety w sosie
pomidorowym, fasolka po bretonsku, flaki po zmojsku oraz golabki w sosie
pomidorowym. Przetwory zakupione byly w sieci handlowej i pochodzity od
réznych producentéw z terenu catej Polski. Probki badane byly w réznych
odstepach czasu.

Przygotowanie probek oraz ich analiz¢ wykonywano w ciggu jednego dnia.
Produkty garmazeryjne homogenizowano, nastgpnie homogenny materiat
pobierano i odwazono, za pomocg wagi analitycznej, ok. 2g do szklanych
naczynek o pojemnos$ci 20 ml. Naczynka uzupetniano woda ultraczysta (MilliQ),
zakrecano za pomoca dopasowanych korkoéw i mieszano w wytrzasarce typu
Vortex. W kolejnym etapie probke umieszczano w wytrzgsarce z taznig wodna
w temperaturze 60°C i wytrzgsano przez 60 minut. Po wystudzeniu, do kolby
miarowej 0 pojemnosci 50 ml, ilo§ciowo przenoszono zawiesing, dodajac 10 ml
acetonitrylu i uzupetniajac do kreski woda ultraczysta (MilliQ). Nastepnie za
pomoca wytrzasarki typu Vortex probke energicznie mieszano i odstawiano na
kolejne 10 minut. W celu usunigcia thuszczu oraz czastek biatek probki filtrowano
wykorzystujac system filtrowania Simplicity (Merck). Wszystkie probki
analizowano w dwdch powtorzeniach.

155



W celu oznaczenia ilosciowego azotandw(11l) oraz azotanow(V) wykonano
krzywe kalibracyjne, jako substancj¢ wzorcowe wykorzystano azotan(Ill) sodu
oraz azotan(V) potasu firmy Merck. Stosujac szereg rozcienczen przygotowano
wzorce kalibracyjne dla pigciu stezen azotanu(Ill) sodu, w zakresie od 1,2 do
11,6 mg-dm™', a takze azotanu(V) potasu, ktére zostaty przeliczone na azotan(V)
sodu, w zakresie od 2,0 do 20,8 mg-dm‘l.

Wykorzystujac chromatograf cieczowy Performance, firmy Shimadzu,
w uktadzie dwukanatowym, wyposazonym w detektor DAD oraz automatyczny
podajnik probek, wykonano analizg azotanow(IIl) i (V). Detektor pracowat przy
dhugosci fali A = 205nm. Do rozdziatu badanych zwigzkow zastosowano kolumne
Dionex IonPac™ AS11-HC o wymiarach 250 x 4 mm, 9 um z prekolumng Dionex
IonPac™ AG11-HC 50 x 4 mm, firmy Thermo Scientific. Jako faze ruchoma
zastosowano roztwor buforowy zawierajacy 12,5% acetonitrylu oraz 1,7%
boranoglukonianu litu (roztwdér wodny zawierajacy 12,5% glicerolu, 1,96%
kwasu glukonowego, 3,4% kwasu borowego oraz 1,1% wodorotlenku litu)
— 0 Ph 6,5 i izokratycznym przeplywie 1,75 cm’min™'. Czas analizy wynosit 38
minut. Na szczyt kolumny chrmoatograficznej nastrzykiwano 80 pl zaréwno
roztworow wzorcowych jak i1 prébek. Poroéwnujac czasy retencji sygnatow
pochodzacych od substancji wzorcowych z sygnalami analizowanych probek
przeprowadzono identyfikacj¢ azotanow(I1l) i (V). W celu okreslenia zaleznosci
pomiedzy powierzchnig pikow badanych zwiazkéw a ich stezeniem w probkach
zastosowano analize regresji liniowej. Wspdlczynnik determinacji (%)
w odniesieniu do azotanow(III) jak i azotanéw(V) wynidst r* = 0,99. Granice
wykrywalno$ci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ) dla azotanu(Ill) sodu wynosza
odpowiednio 0,02 mg-kg"' oraz 0,05 mgkg', natomiast dla azotanu(V) sodu
wynosza odpowiednio 0,05 mg-kg™ oraz 0,10 mg-kg™.

3. Wyniki i dyskusja

Badane przetwory garmazeryjne rdznily si¢ od siebie zawarto$ciag
azotanow(I1l) i azotané6w(V). Pulpety w sosie pomidorowym zakupione byty od
trzech niezaleznych producentéw, kazdy z nich deklarowal brak azotanow(III)
w swoich wyrobach. Wyniki badan potwierdzily takie zatozenia. W produktach
obecne natomiast byly azotany(V), ich stezenie wahato sic od 6,6 mgkg’
do 29,9 mg-kg! (tab. 1).
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Tabela 1. Zawartos¢ azotanow (II1) i (V) w pulpetach w sosie pomidorowym

Zawarto$¢ azotanéw(I1I) Zawartos¢ azotanow(V)
Nazwa produktu [mg-kg'] [mg-ke!]
xts X +ts
fﬁrﬁiﬁfwﬁf el nie wykryto* 28844
lffrﬁ?grfwsy"i e2 nie wykryto® 6,6 1,7
lf;iﬁzzszs;g Z nie wykryto* 223+34
f&ﬁiﬁfwi"ﬁf Z nie wykryto* 28844
552’13?&5;? 5 nie wykryto* 79412
fﬁlﬁiﬁfwsy"if e6 nie wykryto* 29,9+ 4,6
fﬁrﬁiﬁfwﬁf e7 nie wykryto* 26,2 +4,0
lfféﬁ?gr?wsycﬁf eé nie wykryto* 22,1+34
ffiﬁﬁﬁfwsy‘ﬁf e9 nie wykryto* 143+2.2
piumhffgoz;ﬁile 0 nie wykryto* 21,1£3,2

Objasnienia: ¥ — warto§¢ Srednia; s — odchylenie standardowe; n=2; * — granica

oznaczalno$ci — 0,05 mg-kg™.

Fasolka po bretonisku pochodzita od dwoch producentow i podobnie jak
w przypadku pulpetéw w sosie pomidorowym deklarowali oni brak obecnosci
azotanow(Ill). Badania potwierdzilty deklaracje umieszczong na etykietach
produktéw. Natomiast zawarto$¢ azotanow(V) sodu miescita si¢ w granicach od

3,2 mgkg™! do 25,3 mgkg

(tab. 2).

Tabela 2. Zawartos¢ azotanow(IIl) i (V) w fasolce po bretonsku

Nazwa produktu Zawarto$¢ azotanow(I1I) Zawarto$¢ azotanow(V)
[mg-kg'] [mg-kg']
X ts X ts

fasolka po bretonsku 1 nie wykryto* 6,5+1,0
fasolka po bretonisku 2 nie wykryto* 14,6 £22
fasolka po bretonsku 3 nie wykryto* 8,7+1,7
fasolka po bretonsku 4 nie wykryto* 32+0,8
fasolka po bretonsku 5 nie wykryto* 17,1+£2,6
fasolka po bretonisku 6 nie wykryto* 19,3+3,0
fasolka po bretonisku 7 nie wykryto* 20,4 +3,1
fasolka po bretonisku 8 nie wykryto* 253+3,5
fasolka po bretonisku 9 nie wykryto* 143+22
fasolka po bretonsku 10 nie wykryto* 21,1 £32

Objasnienia: X — warto$¢ $rednia; s —

oznaczalnosci — 0,05 mg-kg™.

odchylenie standardowe; n =

2; * — granica
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Kolejnym produktem garmazeryjnym poddanym badaniom byty gotabki
w sosie pomidorowym. Dania te byly zakupione od trzech producentow i tak jak
bylo to we wczesniejszych przypadkach deklarowali oni na etykiecie brak
dodatku azotandéw(Ill) sodu. Badania potwierdzity te zapewnienia. Zawarto$¢
azotanéw(V) sodu miescila sie w granicy od 14,4 mgkg' do 116,5 mgkg
(tab. 3). Wartosci te byly wyzsze niz w przypadku wczesniejszych produktow,
co moglo by¢ spowodowane wigksza iloscia warzyw, w tym przypadku
kapusty, ktora jest jednym z gtownych produktéow uzywanych do wyrobu
golabkéw.

Tabela 3. Zawartos¢ azotanow(I1I) i (V) w gotabkach w sosie pomidorowym

Zawarto$¢ azotanow(IIl) | Zawartos¢ azotanow(V)

Nazwa produktu [mg-kg!] [mg-kg]
xts X ts

ffﬁ%ﬁfwsy‘ﬁﬁ nie wykryto® 68,5+ 10,5

ffﬁ%ﬁlfw?ﬁfez nie wykryto® 76,9+ 11,8

gotabki w sosie nie wykryto* 4d:2n

pomidorowym 3
gotabki w sosie

1 *
pomidorowym 4 nie wykryto 116,5+ 17,8
golabki w sosie nie wykryto* 744+ 114
pomidorowym 5
golabki w sosie . "
pomidorowym 6 nie wykryto 42,4+£6,5
golabki w sosie nie wykryto* 96,8 + 14,8
pomidorowym 7
gotabki w sosie . *
pomidorowym 8 nie wykryto 1158+ 17,7
golabki w sosie nie wykryto* 68,7+ 10,5
pomidorowym 8
golgbki w sosie nie wykryto* 743 +11,4

pomidorowym 10
Objasnienia: X — warto$¢ $rednia; s — odchylenie standardowe; n = 2; * — granica
oznaczalno$ci — 0,05 mg-kg™.
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Ostatnim produktem, ktory zostat poddany badaniu byty flaki po zamojsku.
Pochodzity one od trzech producentow. W dwoch przypadkach wykryto
azotany(Ill) w stezeniu 13,3 mgkg' oraz 4,9 mgkg'. Moglo to byé
spowodowane uzyciem réznych gatunkéw migs, réznego ich pochodzenia, czy tez
réznicach w samym sposobie przygotowania dania. W pozostatych os$miu
przypadkach zawartos¢ azotanow(III) byta ponizej granicy oznaczalnosci (LOD),
ktéra wynosita 0,05 mgkg'. Natomiast zawarto$¢ azotanow(V) miescita sig
w granicy od 12,5 mg-kg"' do 40,1 mgkg™ (tab. 4).

Tabela 4. Zawartos¢ azotanow(III) i (V) w flakach po zamojsku

Zawartos¢ azotanéw(IIl) | Zawarto$¢ azotanow(V)
Nazwa produktu [mg-kg!] [mg-kg!]
X ts X ts

flaki po zamojsku 1 nie wykryto* 16,3+2,5
flaki po zamojsku 2 nie wykryto* 21,3+3,3
flaki po zamojsku 3 nie wykryto* 219+34
flaki po zamojsku 4 nie wykryto* 31,2+4,28
flaki po zamojsku 5 nie wykryto* 12,7£1,9
flaki po zamojsku 6 13,3+1,9 17,5+2,7
flaki po zamojsku 7 nie wykryto* 242 +3,7
flaki po zamojsku 8 nie wykryto* 16,5+2,5
flaki po zamojsku 9 49+0,7 12,5+1,9
flaki po zamojsku 10 nie wykryto* 40,1 + 6,1

Objasnienia: X — warto$¢ $rednia; s — odchylenie standardowe; n = 2; * — granica
oznaczalnos$ci — 0,05 mg-kg™!.

Poniewaz produkty garmazeryjne sg wyrobami zawierajacymi duzg
réznorodnos¢ sktadnikow istniato ryzyko, ze zlozone matryce bedg stanowity
problem w uzyskaniu wynikéw. Badania wykazaly jednak, ze wszelkie
niezidentyfikowane piki na chromatogramach miaty inne czasy retencji niz
azotany(Ill) i (V). Mozna zatem stwierdzi¢, ze nie doszlo do zafalszowania
wynikow (rys. 1).

159



FDA Mult 1

100+ g
=
<
04— r A
T L 1 T T T T
0 s 10 15 20 25 30 35
smin
mAl
PDA Multi 1
B
200
2
8
100 )
1
g
<4
A
0- Ld
T T T T T T T
] 5 10 15 20 25 30 35
i
AL
POA Multi 1
200 :
%
-
100 s
3
2
<
0 N
T
T T T T T T
0 s 10 15 20 25 30 35
man
mAll
100 FDA Multi 1
D
75+
=
-]
a2
S04
=
c
"
25+ s
0 B it S |
T
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
man

Rysunek 1. Wybrane chromatogramy IC-DAD probek: A — pulpety w sosie
pomidorowym, B — fasolka po bretonsku, C — gotabki w sosie pomidorowym,
D — flaki po zamojsku.

4. Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikow badan produktow garmazeryjnych,
w tym przypadku pulpetow w sosie pomidorowym, fasolki po bretonsku,
golabkow w sosie pomidorowym oraz flakéw po zamojsku, mozna stwierdzi¢, ze
sa to produkty bezpieczne dla zdrowia i zycia ludzi. W wigkszosci przypadkow
nie stwierdzono obecnosci azotanéw(Ill). W dwoch przypadkach, w ktérych
wykryto azotany(IIl) ich stezenie bylto na tyle niskie, ze konsumpcja tego wyrobu
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nie spowodowalaby uszczerbku na zdrowiu. Jezeli chodzi o azotany(V) to
wystepowaty one we wszystkich badanych obiektach. Ich st¢zenia wahaty si¢ od
3,2 mgkg! do 116,5 mgkg' Réznice te wynikaly z charakteru dania oraz
produktow wykorzystanych do jego przyrzadzenia.
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DETERMINATION OF NITRATES(III) AND
NITRATES(V) IN DELICATESSEN PRODUCTS

Abstract: The aim of the study was to determine the content of nitrates(Ill) and
nitrates(V) in ready-made products - meatballs in tomato sauce, baked beans, cabbage
rolls in tomato sauce and zamojski tripe. Finished products contain both vegetables and
meat preparations, so it is important that the final product meets the standards for the
content of nitrates(Ill) and nitrates(V) as food additives and safe for the consumer. The
presence of nitrates(V) is not dangerous for the human body, while exceeding the daily
allowable consumption of nitrates(Ill) can significantly affect health and even human life.
A non-suppressor ion chromatography method (IC) and photodiode array detection
(DAD) were used. The material for the experiment were products purchased from the
commercial network, from different manufacturers. Nitrates(V) were found in all tested
samples, their content was varied and amounted to 3,2 mgkg! to 116,5 mgkg'.
Nitrates(Il) occurred only in two of the twenty tested products, their concentration was
13,3 mgkg! and 4,9 mg-kg™'. The results showed that the test products do not pose a threat
to consumers.

Key words: nitrates(III), nitrates(V), IC-DAD, ready-made products
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ZNAKOWANIE ZYWNOSCI
ZYWNOSC 1 PASZE ,, WOLNE OD GMO”
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Streszczenie:  Artykul  przedstawia  regulacje dotyczgce znakowania produktow
zywnosciowych i paszowych zawierajgcych organizmy genetycznie zmodyfikowane
(GMO). W UE zostal ustanowiony tzw. prog tolerancji wynoszgcy maksymalnie 0,9%
zawartosci GMO w dopuszczonym do obrotu produkcie zywnosciowym lub paszy, jesli
jego wystepowanie ma charakter przypadkowy Ilub jest nieuniknione ze wzgledow
technicznych. Jednak regulacje te nie dotyczq produktow wytworzonych ze zwierzqt
karmionych GMO. Pozostajq one zwolnione z obowigzku znakowania i identyfikacji, co
nalezy uzna¢ za niespojne z regulacjq majgcg na celu kontrole zywnosci w calym tancuchu
zywnosciowym. Producenci zywnosci, ktorzy wychodzgc naprzeciw wymaganiom
konsumentow chcq umiesci¢ na etykietach swoich produktow informacje ,,wolny od
GMO” muszq poddaé swoje produkty dodatkowej ocenie, czyli certyfikacji. Od 2020 roku
bedzie to rowniez mozliwe w Polsce. Sejm pracuje nad nowq regulacjq dotyczgca
dobrowolnej certyfikacji produktow zwierajgcych lub skiadajgcych sie z GMO.

Stowa kluczowe: GMO, zywno$¢, pasze, certyfikacja,

1. Wprowadzenie

Przepisy prawa unijnego dotyczace znakowania Zywno$ci majg osiggnac sa
dwa rownorzedne cele: chroni¢ interesy konsumentéw oraz zapewni¢ swobodny
przeptyw towarow. Europejscy konsumenci oczekuja zywno$ci nie tylko
bezpiecznej dla zdrowia ludzi, ale réwniez produkowanej z poszanowaniem
srodowiska naturalnego i praw zwierzat. W zwigzku z tym na etykiecie powinni
otrzymywac pelne i zrozumiate informacje. Znakowanie zZywnos$ci ma nie tylko
zapewni¢ wolno$¢ wyboru, ale rowniez ,,ostrzec” o obecnosci GMO w nabywanej
zywnosci [6]. Wszystko wskazuje na to, ze i w Polsce od 1 stycznia 2020 r.
pojawia si¢ produkty oznakowane jako ,,wolne od GMO” [17] . Projektowane
przepisy polskiej ustawy umozliwia oznakowanie produktow wytworzonych bez
wykorzystania organizmow genetycznie zmodyfikowanych, co jest wyrazem
realizacji prawa konsumenta do informacji i wyboru zakupu produktow
zywno$ciowych ,,wolnych” od GMO Iub produkowanych z wykorzystywaniem
GMO.
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Od 1994 roku, gdy na rynku pojawil si¢ pierwszy produkt roslinny
genetycznie zmodyfikowane (GM), pomidor Flavr-Savr, mingto juz 25 lat.
Jednak w Polsce i w wielu innych krajach UE istnieje niepewnosc¢ i obawa, co do
dhugofalowego wplywu genetycznych modyfikacji na zdrowie ludzi. Organizacje
pozarzadowe od wielu lat, regularnie przeprowadzaja badania opinii publicznej
z ktorych wynika, ze w 2006 r. — 75 % Polakow obawiata sig¢ GMO [8], a w 2013
r. 73,1 % [4] Z tego wzgledu Polacy chetnie wybieraja produkty pochodzace od
zwierzat, ktére sg karmione paszami nie zawierajagcymi GMO' [17]. Przepisy
regulujgce znakowanie zywnosci wolnej od GMO funkcjonuja juz od potowy lat
80 w wielu krajach UE. Przyktadem takich rozwigzan ustawodawczych jest
Szwajcaria2 [3], Niemcy, Austria, Francja, Wtochy, Stowenia, a od roku 2016
starajg si¢ o nie rowniez Wegry. W Niemczech istnieje stowarzyszenie
producentéw zywnosci ,,bez GMO” do ktorego nalezy ok. 600 producentdw,
ktorzy wprowadzajg na rynek ponad 6 700 produktow zywnosciowych ,,wolnych
od GMO?”, a ich wartos¢ sprzedazy wynosi ok. 4,6 mld euro rocznie [19].

2. Bezpieczenstwo obrotu zywnoscia i paszami GM

W ramach europejskich regulacji prawnych podstawowym aktem w obszarze
bezpieczenstwa zywnosci jest rozporzadzenie nr 178/2002 ustanawiajace ogdlne
zasady i wymagania prawa zywnosciowego; powotujace Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci oraz okreslajace procedury w zakresie bezpieczenstwa
zywnosci [13]. Jednak specyfika zywnosci GMO, a przede wszystkim wspo-
mniane powyzej obawy konsumentow o jej wptyw na zdrowie i zycie cztowieka
spowodowala, iz UE ustanowita szczegotowe przepisy dotyczace bezpieczenstwa
W tym obszarze. Zostaly one zawarte w dyrektywie 2001/18/WE w sprawie
zamierzonego uwalniania do Srodowiska organizmow zmodyfikowanych [7],
ktéra wyznaczyta kierunki regulacji prawnych dotyczacych GMO a w pierwszej
kolejnosci zdefiniowala najistotniejsze pojecia m.in. organizm zmodyfikowany
genetycznie, zamierzone uwolnienie, wprowadzenie do obrotu. Zgodnie
z dyrektywa 2001/18/WE organizm genetycznie zmodyfikowany to taki organizm
(rosliny, zwierzeta, drobnoustroje), ktérych DNA zostato celowo zmienione przez
cztowieka metodami modyfikacji z wykorzystaniem, co najmniej jednej z technik
wskazanych dyrektywa’.

! Badanie Millward Brown, Polacy o GMO, 2013. 56,8% Polakow, majagc wybor,
wybratoby zwierzeta karmione pasza bez GMO.

2 W Szwajcarii obowigzuje rozporzadzenie z 1 marca 1985 r. w zakresie oznakowania
produktow spozywczych zawierajacych GMO, umieszczenie na opakowaniu deklaracji
,,Wolne od GMO”.

3 Do technik modyfikacji genetycznej okreslonych w art. 2 ust. 2 dyrektywy 2001/18/WE
naleza migdzy innymi: 1) techniki rekombinacji kwaséw nukleinowych, obejmujace
tworzenie nowych kombinacji materiatu genetycznego przez dodanie czasteczek kwasu
nukleinowego, zsyntetyzowanych w dowolny sposdb poza organizmem, do wirusa,
plazmidu bakteryjnego lub innego wektora, 1 wlaczenie ich do organizmu docelowego,
w ktorym nie wystepuja one w sposob naturalny, ale w ktorym sa zdolne do ciaglego
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Zamierzone uwolnienie oznacza, jakiekolwiek celowe wprowadzenie tych
organizméw do Srodowiska naturalnego. Wprowadzenie do obrotu organizmu
GMO to np. sprzedaz lub inne udostgpnienie produktu GMO. Udostgpnienie
materialu siewnego ro$lin GMO dla rolnictwa bedzie wprowadzaniem GMO do
obrotu, za$ klasyczna uprawa rolna z wykorzystaniem takich odmian bedzie
wlasnie zamierzonym uwolnieniem GMO do $rodowiska naturalnego [8].

Wprowadzenie na rynek produktow GM poprzedzone jest dtuga i dos¢
restrykcyjng procedurg ujeta w przepisach prawa UE o charakterze unifikacyjnym
tj. rozporzadzeniu nr 1829/2003 w sprawie zywnosci i paszy GM [14].
Na podstawie niniejszego rozporzadzenia, zezwolenie mozna wyda¢ albo
w odniesieniu do GMO przewidzianego do stosowania w charakterze materiatu
zrédtowego do produkcji zywnosci lub paszy. Procedura podzielona jest na etapy:
oceny administracyjnej, oceny naukowej oraz konsultacji (dostep do oceny
dla opinii spotecznej). Ocena ryzyka powinna by¢ podejmowana w sposob
niezalezny, obiektywny i zrozumiaty oraz opiera¢ si¢ na dostepnych dowodach
naukowych. Z tego wzgledu dyrektywa 2001/18 oraz rozporzadzenie 1829/2003
w sprawie zywnosci GM zawieraja prawne procedury szacowania ryzyka, ktore
w polaczeniu z procesem zarzadzania pozwalaja na podejmowanie $rodkoéw
przeciwdzialajacych oraz ograniczajacych mozliwo§¢ wystapienia niekorzyst-
nych skutkow zdrowotnych i srodowiskowych. Powyzsze ramy prawne w pehni
stosujg si¢ tez do uprawy GMO do celow produkcji zywnosci i pasz. Kazdy
przedsigbiorca, ktory chce wprowadzi¢ do obrotu zywnos$¢ lub paszg¢ GM musi
posiada¢ zezwolenie. Rejestr dopuszczonych do obrotu produktéw GMO
prowadzi Komisja Europejska. ,,Wspolnotowy rejestr genetycznie zmody-
fikowanej zywnosci i pasz” ma forme elektroniczng [11].

Wspomniane juz obawy spoteczenstwa europejskiego zwigzana w pro-
duktami GMO sprawity, ze w drodze porozumienia migdzy Komisjg Europejska
a panstwami cztonkowskimi w 2015 r. zmieniono przepisy dyrektywy 2001/18
wprowadzajac klauzule opt-out. Zmienione przepisy dajg krajom cztonkowskim
UE mozliwo$¢ tworzenia na swoim terytorium obszaro6w wolnych od upraw roslin
GMO, jak tez obszaré6w o ograniczeniach w takich uprawach. Z klauzuli opt-out
skorzystalo 19 panstw czionkowskich, w tym Polska, z czego 16 panstw
zadeklarowato catkowity zakaz upraw genetycznie zmodyfikowanych, a trzy
tylko ograniczenie [21-22] Podsumowujac zmiany tych przepisow nalezy
podkresli¢, ze obecnie w Polsce nie ma upraw roslin GM.

Inaczej jest w przypadku pasz, gdzie wspomniane juz rozporzadzenie
1829/2003 zezwala na obrét paszami GM wpisanymi do Rejestru Zywnosci i Pasz
Unii Europejskiej. Panstwa cztonkowskie nie wypracowaly w tym obszarze
mechanizmow podobnych do klauzuli opt-out. Jednak w Polsce ustawa o paszach

powielania; 2) techniki obejmujace bezposrednie wprowadzenie do organizmu materiatu
dziedzicznego przygotowanego poza organizmem, takie jak mikroiniekcja, makroiniekcja
i mikroenkapsulacja; 3)fuzja komorek (w tym fuzja protoplastow) lub techniki
hybrydyzacji, w ktorych zywe komorki z nowymi kombinacjami materiatu genetycznego
powstajg na skutek fuzji dwoch lub wigcej komoérek, dokonanej w sposob, ktory nie
wystepuje w warunkach naturalnych.
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wprowadza zakaz obrotu paszami GM [18]. Taki ksztalt polskich regulacji
sprawit, ze Komisja Europejska skierowata przeciwko Polsce skarge do
Trybunatu Sprawiedliwosci UE-TSUE (sprawa C-313/11) [24]. Nalezy jednak
wspomnie¢, ze zakaz ten nie wszedt w zycie a termin vacatio legis tych przepisow
jest stale wydtuzany [26] obecnie do 2021 r. Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze
obecnie w Polsce do karmienia zwierzat mozna uzywaé pasze zawierajace GM.’

3. Znakowanie produktow GMO

W krajach UE juz w potowie lat osiemdziesigtych zwrocono uwage na fakt,
ze etykiety produktow zywnos$ciowych moga sta¢ si¢ swoistymi deklaracjami
1 zobowigzaniami cywilnoprawnymi producenta wobec konsumenta, ktore tatwiej
bedzie mozna egzekwowaé niz w przypadku réznego rodzaju przepiséw i norm,
stuzacych bardziej administracji niz konsumentom [1]. Dzigki temu producenci
beda zabezpieczeni przed nieuczciwa konkurencja a konsumenci przed
wprowadzajacg w btad reklamg. Z tego punktu widzenia znakowanie produktu
stanowi najprostszy sposob zabezpieczenia uczciwe] konkurencji poprzez
sprzedaz zywnosci ,.takiej, jaka ona jest” [9].

Obecnie znakowanie zywno$ci i pasz znajduje si¢ w dwoch unijnych
rozporzadzeniach: wspomnianym juz rozporzadzeniu nr 1829/2003 oraz
rozporzadzeniu nr 1830/2003 [15]. Powyzsze regulacje naktadaja obowigzek
znakowania produktow GMO, ktdére zawieraja, 9% i powyzej GMO w produkcie
lub w sktadnikach zmodyfikowanych genetycznie. Jezeli obecnos¢ ta jest
przypadkowa lub technicznie nieunikniona i zawarto§¢ GMO jest ponizej
poziomu 0,9%, a podmioty gospodarcze odpowiedzialne za ten produkt sg w
stanie te przypadkowos¢ udowodni¢ — produkty nie muszg by¢ znakowane, jako
GMO. Nie znakuje si¢ rowniez produktow pochodzenia zwierzecego
pochodzacych ze zwierzat lub od zwierzat karmionych paszami GM, gdyz
zgodnie z badaniami naukowymi, zmodyfikowane DNA nie przechodzi do
organizmu zwierzecego, tym samym produkt pochodzenia zwierzecego nie jest
GMO i nie podlega znakowaniu informacja dotyczaca GMO [23]. Powyzsza
regulacja oraz rozporzadzenie 1169/2011 w sprawie informacji dla konsumenta
[16] sprawita, Zze niektorzy producenci ZywnoS$ci opierajac si¢ na tych zasadach
stosowali oznakowanie ,bez GMO” lub podobne [10]. Zgodnie z art. 38 ust.
2 rozporzadzenia 1169/2011 panstwa cztonkowskie moga przyjmowac przepisy
krajowe, ale tylko w kwestiach, ktore nie zostaty zharmonizowane w przepisach
unijnych. Warunkiem jest jednak to, ze nie zakazujg one, nie utrudniaja, ani nie
ograniczaja swobodnego przeplywu towarow, ktore sa zgodne z tym
rozporzadzeniem. Dobrym przyktadem w Polsce jest przemyst mleczarski [19].

W zwigzku z tym nie tylko w UE, ale i na §wiecie [12] rozwinat si¢ system
dobrowolnej certyfikacji ,,non-GMO”. Opiera si¢ on na autorytatywnym
stwierdzeniu niezaleznej jednostki (tzw. strony trzeciej), ze przedsiebiorca
posiada wdrozony system jakosci, ktéry w praktyce zapewnia nieobecnos$c
sktadnikow zmodyfikowanych genetycznie w wyrobach wprowadzanych do
obrotu. Potwierdzeniem tego faktu jest uzyskanie odpowiedniego certyfikatu
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i prawo oznaczania produktéw, jako wolnych od GMO. Oprécz regulacji
prawnych warto zwréci¢ uwage na efektywnos$¢ ekonomiczng wdrazania takiego
systemu a tym samym implikacje dla rozwoju rynku artykulow rolno-
spozywczych [5]. Odpowiedzig na powyzsze zmiany jest projekt ustawy
o oznakowaniu produktow wytworzonych bez wykorzystania organizméw
genetycznie zmodyfikowanych, jako wolnych od tych organizméw, ktéry
przewiduje wprowadzenie dobrowolnego systemu oznakowania.

4. Znakowanie ,,wolne od GMO” (projekt)

Projekt nowej polskiej ustawy o oznakowaniu produktéw wytworzonych
bez wykorzystania organizméw genetycznie zmodyfikowanych, jako wolnych od
tych organizméw przewiduje wprowadzenie dobrowolnego systemu znakowania
z wykorzystaniem okreslenia ,,wolne od GMO”. W stosunku do Zywnosci
normy dopuszczone w projekcie sa bardziej rygorystyczne niz przepisy UE, tj.
rozporzadzenie 1829/2003. Planowana regulacja zaktada, ze dopuszczalny limit
obecnosci GMO w zywnosci ma wynies¢ 0,1% (w UE 0,9%), a w stosunku do
pasz tak jak w UE czyli 0,9%, o ile ilosci te beda przypadkowe lub nieuniknione
technologicznie. Oznacza to, ze produkty spozywcze zawierajace GMO pomiedzy
0,1% a 0,9% nie bedg mogty by¢ w Polsce znakowane, jako wolne od GMO, ale
rowniez nie bedg podlegaty obowigzkowemu oznakowaniu na obecnosci GMO
w produkcie [10]. Produkty, ktore zostang objgte systemem takiego znakowania
mozna podzieli¢ na: produkty pochodzenia roslinnego i zwierzecego. Produkty
ro$linne moga by¢ jedno i wielosktadnikowe* [19], ale tylko te ktére stanowig
konwencjonalny odpowiednik produktow GMO dopuszczonych do obrotu na
rynku UE, tj. kukurydza, rzepak, soja, burak cukrowy. Bardzo istotny jest fakt,
ze znakowanie produktow roslinnych jako ,,wolne od GMO” jest mozliwe tylko
dla tych produktéow, ktéore maja odpowiedniki zmodyfikowane genetycznie
dopuszczone do obrotu na rynku UE. Nie mozna znakowaé produktow roslinnych,
ktore nie maja takich odpowiednikéw (np. jabtka, marchew, satata, pszenica).
Druga grupe stanowia produkty pochodzenia zwierzecego (np. migso, mleko, jaja,
sery) od zwierzat lub ze zwierzat karmionych paszami bez GMO. Przykladem tej
grupy jest produkcja zwierzgca wykorzystujaca do karmienia zwierzat
niezmodyfikowane genetycznie biatko roslinne rodzimej produkcji [20]. Sposob
zywienia zwierzat bedzie trzeba udokumentowaé w tzw. okresie karencji np.
fakturami z zakupu odpowiednich pasz lub przeprowadza¢ badania laboratoryjne
na obecno$¢ modyfikacji genetycznych w paszach. Powyzsze zasady dotycza
rowniez nieopakowanej zywnosci pochodzenia ro$linnego i produktow
pochodzenia zwierzgcego, lub nieopakowanej paszy przeznaczonej do karmienia
zwierzat, jesSli beda posiadaly oznakowanie ,,wolne od GMO”. W tych

4 Produkty wieloskladnikowe: wszystkie jej skladniki spelniaja warunki wskazane
w omawianym projekcie; sktadniki te stanowi¢ maja wigcej niz 50% lacznej masy
wszystkich sktadnikow oraz inne sktadniki takiej zywnosci nie zawieraja, nie sktadaja si¢
oraz nie zostaty wyprodukowane z GMO.
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przypadkach producenci réwniez sa zobowigzani przed wprowadzeniem do
obrotu przeprowadza¢ badania laboratoryjne na obecno$¢ modyfikacji gene-
tycznych oraz posiadac i przechowywac przez okres dwoch lat od wprowadzenia
na rynek tego produktu dokumenty pozwalajace na kontrole.

Zgodnie z projektowana regulacja na opakowaniu lub etykiecie produktow
wolnych od GMO be¢dzie znak graficzny. Wzér tego znaku zostanie $cisle
okreslony w rozporzadzeniu ministra rolnictwa i rozwoju wsi, co zapewni
jednolito$§¢ stosowanego znakowania: ksztalt i1 kolorystyka. Obok znaku
graficznego bgda mogly pojawié si¢ okreslenia ,bez GMO”, a w przypadku
produktéw pochodzenia zwierzgcego lub zawierajacych takie skltadniki
»wyprodukowane bez stosowania GMO”. Wynika to z braku mozliwosci
stwierdzenia obecnosci DNA pochodzacego z pasz uzywanych w karmieniu
zwierzat. W tej sytuacji oznakowanie jaj, micsa lub mleka okresleniem ,,bez
GMO” (np. mleko bez GMO) bedzie wprowadzaniem konsumentow w blad.

5. Whnioski

Warto podkresli¢, ze wejscie w zycie projektowanej ustawy o dobrowolne;j
certyfikacji podmiotow produkujacych zywnos$¢ i pasze bez GMO wprowadzi
zmiany na rynku spozywczym zaréwno dla konsumentow jak i producentow. Po
pierwsze na poczatku jej obowigzywania, czyli juz od 2020 r. pojawi si¢
konieczno$¢ edukowania i informowania konsumentéw, dlaczego tylko niektére
produkty moga by¢ oznakowane, jako wolne od GMO. Ponadto wraz ze wzrostem
zapotrzebowania na zywno$¢ niezawierajacg GMO na rynku pojawia si¢ nowe
podmioty. Organizacja Narodéw Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa
(FAO) zapowiada, ze Swiatowe zapotrzebowanie na zywno$¢ do 2050 r. moze
wzrosng¢ nawet o 70%, co spowoduje zwigkszenie popytu na pasze [20].
W Polsce znakowanie produktéw ,,wolne od GMO” jest uzupetnieniem dziatan
ministerstwa rolnictwa polegajacych na zwigkszeniu udziatu krajowego biatka
ros$linnego bez GMO w produkcji pasz. Od roku 2010 rzad realizuje programy
wsparcia produkcji roslin biatkowych, ale obecnie zainteresowanie przemystu
paszowego krajowym biatkiem nie jest duze [25]. W innych krajach, gdzie
wprowadzono dobrowolng certyfikacje produktéw wolnych od GMO zwraca si¢
uwage na mozliwos¢ konkurencji migdzy produktami wolnymi od GMO
a produktami ekologicznymi. Przeciwnicy certyfikacji twierdza, ze zaufanie
konsumentéw do produktow ekologicznych zostanie podwazone, jesli odkryja,
ze zywno$¢ ekologiczna tez moze by¢ zanieczyszczona GMO. W tym celu
planowane sg programy dla rolnictwa ekologicznego, gdzie zostang ustalone
poziomy progowe zanieczyszczen, w tym GMO, a takze wprowadzony zostanie
obowigzek dla producentdéw do wykonania testow GMO [2].

168



Literatura

(1]

[12

—_—

[13]

[14]

[15]

[16]

Adamowicz M., Jasiulewicz A., Znakowanie produktow spozywczych jako instrument
marketingu i zapewnienia bezpieczenstwa zywnosciowego, Wyd. SGGW, Warszawa 2003,
ss. 24-25.

Bain C. i Selfa T., Non-GMO vs organic labels: purity or process guarantees in a GMO
contaminated landscape Agriculture and Human Values, (AFHVS), vol. 34(4), pp. 805-818,
December 2017 r. https://doi.org/10.1007/s10460-017-9776-x

Biuro Informacji ds. Zywnosci Genetycznie Modyfikowanej Biuletyn nr 1, 1999 r.
[,,Chcemy wiedzie¢ — projekt partycypacji obywateli na rzecz wprowadzenia systemu
znakowania zywnosci wolnej od GMO”, Do czego dgzymy? , Znakowanie ZzZywnosci
,wolne od GMO” w Polsce. To mozliwe W:Znakowanie zZywnosci wolnej od GMO.
Propozycja dla Polski, Instytut Spraw Obywatelskich, to6dz - Krakéw 2015
https://inspro.org.pl/polecamy/raport-znakowanie-zywnosci_[dost¢p 27.05.2019 r.].
Chodkowski A., Zapewnienie tozsamosci i dobrowolna certyfikacja artykutow rolno-
spozywczych, materialy z konferencji pt. ,,Czy chcemy zy¢ z GMO? Aspekty gospodarcze,
ekologiczne i etyczne stosowania produktow GMO”, Warszawa 24 luty 2004 r.
Christofourou T., The regulation of genetically modified organisms in European Union: The
interplay of science, law and politics, Common Market Law Review, Vol. 41, Nr 3, 2004,
ss. 637-709.

Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2001/18 z dnia 12 marca 2001 r. w sprawie
zamierzonego uwalniania do $rodowiska naturalnego organizméw zmodyfikowanych
genetycznie (Dz. Urz. UE L 106 z 17 kwietnia 2001, s. 1; ze zm.).

Gatla P., Uprawy roslin genetycznie zmodyfikowanych w Swietle projektu nowelizacji ustawy
o mikroorganizmach i organizmach genetycznie zmodyfikowanych W:Red. Lobos-Kotowska
D., Gata P., Stanko M., Wspolczesne problemy prawa rolnego i cywilnego Ksigga
Jjubileuszowa Profesor Teresy Kurowskiej, Warszawa 2018, ss. 107-126.

Jurcewicz A., Wybrane problemy prawne sektora produktow spozywczych, ,,Przeglad Prawa
Europejskiego” nr 2 (6) z 1999, ss. 41-60.

Krakowiak J., Prawo zywnosciowe 2019: Oznakowanie ,,wolne od GMO” z 14.02.2019,
http://www.codozasady.pl/prawo-zywnosciowe-2019-oznakowanie-wolne-od-gmo/ [dostep
19/05.2019].

[Restrictions of geographical scope of GMO applications/authorisations: Member States
demands and outcomes
http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/authorisation/cultivation/geographical scope en.htm
[dostep 19.05.2019].

Roseboro K., 4 Tale of two labels: organic and Non —-GMO, 5.01.2015.
https://www.naturalvitality.com/blog/a-tale-of-two-labels-organic-and-non-gmo/[dostep
19.05.2019].

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady nr 178/2002 z dnia 28 stycznia 2002 r.
ustanawiajace ogolne zasady i wymagania prawa zywnosciowego, powolujace Europejski
Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci oraz ustanawiajace procedury w sprawie bezpieczenstwa
zywnosci (Dz. Urz. WE L 31 z 1 lutego 2002, s. 1).

Rozporzadzenie nr 1829/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 wrze$nia 2003 r.
w sprawie genetycznie zmodyfikowanej zywnos$ci i paszy (Dz. Urz. WE L 268 z 18
pazdziernika 2003 r.).

Rozporzadzenia nr 1830/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) z dnia 22 wrzeénia
2003 r. dotyczace mozliwosci sSledzenia i etykietowania organizméw zmodyfikowanych
genetycznie oraz mozliwosci §ledzenia zywnosci i produktow paszowych wyprodukowanych
z organizmoéw zmodyfikowanych genetycznie i zmieniajacych dyrektywe 2001/18/WE
Dz. Urz. WE L 268 z 18 pazdziernika 2003 r.

Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169/2011 z 25 pazdziernika
2011 r. w sprawie przekazywania konsumentom informacji na temat zywnosci (Dz.U. L 304
z22.11.2011, s. 18).

169



[17] Rzadowy projekt ustawy o oznakowaniu produktow wytworzonych bez wykorzystania
organizméw genetycznie zmodyfikowanych jako wolnych od tych organizméw (druk nr 3269)
http://www.sejm.gov.pl/Sejm8.nsf/druk.xsp?nr=3262 [dostep 19.05.2019].

18] Ustawa z dnia 22 lipca 2006 r. o paszach (Dz.U. z 2017 r. poz. 453 ze zm.).

[19] Uzasadnienie projekt ustawy o oznakowaniu produktéw wytworzonych bez wykorzystania
organizméw genetycznie zmodyfikowanych jako wolnych od tych organizmoéw (druk nr 3269)
z2019r.
http://www.sejm.gov.pl/Sejm8.nsf/druk.xsp?nr=3262 [dostep 19.05.2019].

[20] Uzasadnienie do projektu ustawy o wykorzystaniu roslin wysokobiatkowych w paszach (druk
sejmowy nr 2220)z 2017 r.
http://www.sejm.gov.pl/sejm8.nsf/PrzebiegProc.xsp?id=26D156630E1872E6C1258220004 1
8ASD[dostep 19.05.2019].

[21] Wrzesniewska-Wal 1., Bezpieczenstwo zywnosci GMO po wprowadzeniu klauzuli
opt-out, [w:] red. G. Lewandowska, A. Makowska, Bezpieczenstwo zywnosci w tancuchu
zywnosciowym, Poznan 2016, ss. 14-23.

[22] Wrzesniewska-Wal 1., Regulacje prawne GMO. Aspekty prawne i srodowiskowe,
Zeszyty Problemowe Postepow Nauk Rolniczych nr 593, 2018, ss. 101-112, DOI
10.22630/ZPPNR.2018.593.19.

[23] Wrzesniewska-Wal 1., Zywno$é genetycznie zmodyfikowana. Aspekty prawne, Warszawa
2008, ss. 167-171

[24] Wyrok Trybunatu Sprawiedliwosci UE (2013) z 18 lipca, sprawa C-313/11
http://trybunal.gov.pl/uploads/media/C-

313_11_ wyrok Trybunalu_z 18 lipca 2013 _r._.pdf [dostep 19.05.2019]

[25] Zapis przebiegu z komisji sejmowej Rolnictwa i Rozwoju Wsi (nr 309), 24.04.2019 r.

[26] http://www.sejm.gov.pl/sejm8.nsf/biuletyn.xsp?documentld=24768B12D23FA602C12583F
500498842[dostep 19.05.2019].

[27] Zmiana ustawy z 22 listopada 2018 r. o paszach (Dz. U. z 2018 r., poz. 2430).

FOOD MARKING
FOOD AND FEED "GMO-FREE"

Abstract: The article presents regulations concerning the labeling of food and feed
products containing GMOs. In the EU, the so-called a tolerance threshold of a maximum
of 0.9% of the GMO content in a food or feed authorized for marketing if it is accidental
or unavoidable for technical reasons. However, these regulations do not apply to products
made of animals fed with GMOs. They remain exempt from labeling and identification,
which should be considered inconsistent with regulation to control food throughout the
food chain. Food producers who want to put "GMO-free" information on the labels of
their products must subject their products to additional evaluation, that is certification.
From 2020 it will also be possible in Poland. The Parliament is working on a new
regulation regarding the voluntary certification of products containing or consisting
of GMOs.

Key words: GMO, food, fodder, certification
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OCENA ZAWARTOSCI OLEJKU ETERYCZNEGO
W LISCIU MIETY, ZIELU MAJERANKU, ZIELU
TYMIANKU I KOSZYCZKU RUMIANKU
PRZECHOWYWANYCH W ROZNYCH WARUNKACH
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Streszczenie: Celem pracy byla ocena zawartosci olejku eterycznego w lisciu miety
pieprzowej, zielu majeranku ogrodowego, zielu tymianku wlasciwego i koszyczku rumianku
pospolitego przechowywanych w roznych warunkach temperaturowych (21°C; 4°C,
40°C, -25°C) i czasowych (30 dni, 90 dni, 150 dni, 200 dni, 270 dni). W doswiadczeniu
wykazano, Ze temperatura 40°C powodowala najwyisze straty olejku eterycznego
dochodzgce po 270 dniach przechowywania badanych partii do poziomu 76% i 75%
odpowiednio w przypadku ziela tymianku i liscia miety oraz do poziomu ok. 52% i 40%
w przypadku koszyczka rumianku i ziela majeranku. Lis¢ miety oraz koszyczek rumianku
przechowywane w temperaturze pokojowej tracily odpowiednio ok. 30% i 36%
poczgtkowej zawartosci olejku (270 dni). Natomiast przechowywanie w 4°C i -25°C
spowodowalo stabilizacje zawartosci olejku eterycznego w badanych ziotach.

Stewa kluczowe: olejek eteryczny, ziota, przechowywanie, temperatura

1. Wprowadzenie

Rozwo6j nauk chemicznych i farmaceutycznych przyczynit si¢ do zmniej-
szenia zainteresowania roslinami pod wzgledem ich wtasciwosci leczniczych
na korzy$¢ zwigzkéw chemicznych o zmodyfikowanym skladzie i wyzszej
aktywnosci w porownaniu do pierwotnych sktadnikoéw izolowanych z roslin.
Jednakze obecnie znowu powraca si¢ do sktadnikéw naturalnych wystepujacych
m.in. w ziotach, na co wplyw ma wzrost §wiadomosci na temat wystepujacych
zagrozen zwigzanych z powszechng ,,chemizacja”.

Jedna z interesujacych grup zwiazkéw biologicznie czynnych wystepujacych
w ro$linach sg olejki eteryczne. Termin ,,0lejki eteryczne” zostat uzyty po raz
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pierwszy w XVI wieku przez Paracelsus’a von Hohenheim, lekarza, filozofa
1 przyrodnika, zwanego ojcem medycyny nowozytnej, fitochemii i farmakognoz;ji
[1]. Staroegipskie hieroglify, chinskie manuskrypty oraz teksty biblijne
informuja, ze wonne wydzieliny roslinne byly sktadnikami mikstur wykorzy-
stywanych do balsamowania ciat oraz byly stosowane w lecznictwie [2]. Z okoto
350 000 réznych gatunkow roslin wystepujacych na Ziemi, tylko 5% czyli okoto
18 000 stanowig rosliny olejkodajne. Tylko kilkaset gatunkéw jest powszechniej
wykorzystywanych na skalg przemystowa do produkcji olejku eterycznego, ktory
stanowi charakterystyczng dla rosliny ceche chemotaksonomiczng [3].

Olejki eteryczne wytwarzane sg przewaznie jako metabolity wtdrne
a miejscem ich gromadzenia sg struktury wydzielnicze wystgpujace na
powierzchni (wtoski wydzielnicze) lub umieszczone wewnatrz rosliny (kanaty
wydzielnicze). Rodzaj struktur wydzielniczych jest charakterystyczny dla danej
rodziny botanicznej [4-6]. Rola olejkow eterycznych dla rosliny polega m. in. na:
obronie przed zwierzetami lub owadami, ochronie przed patogenami, prze-
kazywaniu informacji w roslinie jak rdwniez do otoczenia (zapylanie), utatwieniu
przetrwania w niesprzyjajacych warunkach, hamowanie wzrostu innych roslin
rosnacych w poblizu [7].

Olejki eteryczne to wieloskltadnikowe mieszaniny lotnych zwigzkow
chemicznych wyodrebnionych z tkanek ros§linnych, glownie przez destylacje
z para wodng (w r6znych wariantach) [3]. Stosowane sg takze inne metody, ktore
umozliwiaja izolacje zwigzkéw lotnych, jako dominujacych skladnikéw
w kompleksie substancji aktywnych i prowadzone sg badania nad zwigkszeniem
wydajnos$ci poprzez modyfikowanie metod konwencjonalnych (wytlaczanie,
enfleurage, maceracja, ekstrakcja rozpuszczalnikami lotnymi i w stanie
nadkrytycznym, mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej, ekstrakcja wspomagana
ultradzwigkowo i mikrofalowo) [3, 8]. Metoda destylacji z para wodng pozyskuje
sie 93% olejkoéw eterycznych, za$ pozostate 7% przypada na inne metody [9].

Olejki eteryczne zawieraja od kilkudziesieciu do kilkuset skladnikoéw
chemicznych, glownie terpenoidow oraz fenylopropanoidéow z grupy weglo-
wodorow, alkoholi, estrow, aldehydow, ketondéw, fenoli, eterow i kwasow [10,
11]. Olejki eteryczne posiadaja charakterystyczny zapach, ptynna, oleista
konsystencje, najczesciej sg bezbarwne, ale znane sg olejki o barwie brunatne;,
ciemnoniebieskiej i zielonej, maja wysoki wspotczynnik zalamania $wiatla oraz
sa optycznie czynne. W wiekszosci przypadkdw ich gestos¢ jest nizsza od gestosci
wody. Roznig si¢ od tluszczéw lotnos$cia, ktéra zwigksza si¢ wraz ze wzrostem
temperatury. Olejki eteryczne sg tatwopalne, temperatura wrzenia waha si¢ od
150°C do 300°C. Ponadto ta grupa zwiazkow rozpuszcza si¢ w wigkszoSci
rozpuszczalnikow organicznych, ale ma bardzo ograniczong rozpuszczalno$é
w wodzie [11].

Olejki eteryczne wykazuja szerokie spektrum aktywno$ci m. in. dziatanie
antyseptyczne, uspokajajace, ale takze spazmolityczne oraz draznigce. Niektore
z nich wykazujg wlasciwosci znieczulajace, wykrztusne, przeciwzapalne,
obnizajace poziom cholesterolu, antynowotworowe, zolciopgdne oraz moczo-
pedne. Obecnie wykorzystywane sg w lecznictwie, aromaterapii, przy produkcji
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zywno$ci oraz w kosmetyce [2, 12, 13]. Olejki eteryczne i ich sktadniki podczas
wdychania sg tatwo wchtaniane przez drogi oddechowe. Resorpcja przez skorg
i wchlanianie w Zotadku po podaniu doustnym sa mniej skuteczne, ale nadal
mozliwe [4, 12, 14-16].

Zarowno zawartos¢, sktad, jak i wlasciwosci olejkow eterycznych oraz
wydajnos$¢ olejkowa uzaleznione sg od wielu czynnikdéw, do ktoérych naleza:
fenotyp rosliny, warunki klimatyczne w jakich nastgpuje jej wzrost, sktad gleby,
wiek rosliny, a takze pora i metoda zbioru oraz sposéb pozyskiwania olejku.
Na sktad olejku wptywa takze stosowanie $rodkow ochrony roslin podczas
uprawy, ktorych pozostatosci mogg by¢ obecne w gotowym produkcie [2]. Druga
grupa czynnikdéw wptywajacych na zawartos¢ olejku eterycznego oraz jego sktad
1 wlasciwosci wigze si¢ z operacjami przeprowadzanymi w stosunku do surowca
roslinnego po zbiorze (suszenie, oczyszczanie, przechowywanie, rozdrabnianie,
sortowanie, dekontaminacja, granulowanie) oraz ma zwiazek ze sposobem
wydzielenia olejku z tkanki roslinnej (metoda pozyskania olejku, rodzaj
rozpuszczalnika, temperatura, ci$nienie, czynniki wspomagajace) [8, 17, 18].
Na zawartos¢ 1 sktad olejku eterycznego juz gotowych produktéw ziolowych
(spozywczych czy farmaceutycznych) maja takze wplyw warunki przecho-
wywania (temperatura, wilgotnos$¢, rodzaj atmosfery oraz czas przechowywania).
Informacja producenta na opakowaniu takich ziolowych produktow wskazuje,
ze optymalne jest przechowywanie w suchym miejscu w temperaturze pokojowe;.
Wobec powyzszego interesujacym jest okre§lenie zmian w zawartosci olejku
eterycznego w wybranych ziotach w zaleznosci od temperatury i czasu
przechowywania.

Celem pracy byla ocena zawartosci olejku eterycznego w lisciu migty
pieprzowej, zielu majeranku ogrodowego, zielu tymianku wtasciwego 1 ko-
szyczku rumianku pospolitego przechowywanych w r6znych warunkach.

2. Metodyka

Material roslinny

Material do badan stanowily: 1i$¢ migty pieprzowej (Menthae x piperitae
folium), ziele majeranku ogrodowego (Majoranae herba), ziele tymianku
wlasciwego (Thymi herba), oraz koszyczek rumianku pospolitego (Chamomillae
anthodium), kazde pochodzace z jednej partii produkcyjnej, z upraw przemy-
stowych (2010) z terenu Lubelszczyzny. Poszczegdlne partie ujednorodniano
i pakowano w kilogramowe torebki papierowe. Do badan kazdorazowo pobierano
po trzy opakowania ziot, ktore bylty przeznaczone tylko do pojedynczego badania.

Przechowywanie

Material poddano przechowywaniu w nastgpujacych warunkach: temperatura
pokojowa (21°C), warunki chtodnicze (4°C), warunki termostatowane (40°C),
warunki zamrazalnicze (-25°C). Probki do badan pobierano w nastgpujacych
odstepach czasowych: 30 dni, 90 dni, 150 dni, 200 dni, 270 dni.
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Destylacja olejku eterycznego

Analize zawartos$ci olejku eterycznego w surowcach do$wiadczalnych
przeprowadzono metodg destylacji z para wodna zgodnie z FP VIII [19] metoda
bezposrednia (lis¢ migty, ziele majeranku, ziele tymianku) oraz metodg posrednia
z ksylenem (koszyczek rumianku). Wielko§¢ probki materiatlu roslinnego
poddawanego destylacji wynosita 20 g, czas destylacji 3 h, wszystkie pomiary
wykonywano trojkrotnie dla kazdej probki.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono stosujac jednoczynnikowsq
analiz¢ wariancji z testem Duncana na poziomie istotnosci p < 0,05 przy uzyciu
programu komputerowego SAS (SAS Version 9.1, SAS Inst., Cary, N.C., U.S.A.).

3. Wyniki i dyskusja

Najwyzsza zawartoscia olejku eterycznego w probkach wyjsciowych
badanych zi6t charakteryzowato si¢ ziele tymianku 3,26 % (£0,11%), nastepnie
lis¢ miety 2,05% (+0,04%), ziele majeranku 1,30% (£0,06%) oraz koszyczek
rumianku 0,50% (£0,04%) (rys. 1-4). Badane surowce zielarskie sa powszechnie
stosowane w roznych galeziach produkcji przemystu spozywczego, farma-
ceutycznego czy kosmetycznego ze wzgledu na zawarto$¢ i aktywno$¢ olejku
eterycznego.

Migta pieprzowa, majeranek ogrodowy oraz tymianek wiasciwy nalezg do
rodziny jasnotowatych (Lamiaceae) 1 charakteryzujg si¢ wystepowaniem
zewngtrznych struktur wydzielniczych typu wloskéw gruczotowych [6],
natomiast w rumianku pospolitym (Asteraceae) obserwowane sg oprocz wtoskow
zewnetrznych takze wewngtrzne struktury wydzielnicze typu kanatéw [20].
Trwato$¢ tych struktur moze mie¢ wptyw na tempo uwalniania zwiazkow lotnych.
Ponadto wazny jest profil sktadnikow olejku eterycznego pod wzgledem lotnosci.
Olejki bogatsze w zwiazki o nizszych temperaturach wrzenia charakteryzuja si¢
mniejszg stabilnoscig sktadu wraz ze wzrostem temperatury przechowywania.
Monografie szczegotowe oraz odpowiednie normy podaja wymagania dotyczace
zawartosci olejku eterycznego w badanych surowcach [19, 21-23]. Wedhug
pismiennictwa zawarto$¢ olejku eterycznego w li§ciu migty pieprzowej wynosi od
1,2% do 3,9% [6, 19, 21, 24], w zielu majeranku ogrodowego do 5% [6, 24, 25],
w zielu tymianku wtasciwego do 2,5% [6, 18, 23, 26, 27], natomiast w koszyczku
rumianku od 0,3% do 1,5% [18, 19, 24, 27].

Olejek migty pieprzowe] (Oleum Menthae x piperitae) zaliczany jest do
grupy najcenniejszych i najczgéciej stosowanych olejkow eterycznych [28].
Wykorzystanie w przemysle majg gldéwnie odmiany bogate w mentol i jego
izomery. Ma zastosowanie w leczeniu choréb uktadu pokarmowego, jako dodatek
do past do zgbow i w produkcji spozywczej (stodycze, guma do Zzucia,
napoje) [28]. Olejek majerankowy (Oleum majoranae) ma znaczenie
przyprawowe, stosowany jest w aromaterapii i w perfumerii [29]. Olejek
tymiankowy (Oleum thymi) m. in. dzigki zawartosci tymolu, ma wlasciwosci
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dezynfekujace oraz wykrztusne, stosowany jest takze w przemysle spozywczym
[19, 30]. Natomiast olejek rumianku pospolitego (Oleum chamomillae)
charakteryzuje si¢ gorzkim smakiem i zapachem oraz niebieskg barwg (ang. blue
chamomile oil) pochodzacg od zawartego w nim chamazulenu [31] i jest szeroko
stosowany w produkcji preparatow wykorzystywanych w przemysle kosme-
tycznym 1 medycynie: stomatologii, laryngologii, okulistyce, pediatrii,
gastrologii, pulmonologii czy dermatologii.

Podczas przechowywania liscia migty pieprzowej (rys. 1, rys. 5)
w temperaturze pokojowej dopiero po 90 dniach zaobserwowano istotne zmiany
w zawartosci olejku (obnizenie o ok. 14% poczatkowej zawarto$ci olejku).
Po 270 dniach przechowywania oznaczono ok. 1,5% olejku eterycznego,
co stanowito poziom nizszy o ok. 29% od poczatkowej zawarto$ci. Podczas
przechowywania w -25°C oraz w 4°C zaobserwowano nieistotne statystycznie
zmiany zawarto$ci olejku eterycznego. Natomiast li§¢ migty przechowywany
w 40°C charakteryzowat si¢ nastepujacymi zawarto$ciami olejku eterycznego:
ok. 1,4% po 30 dniach przechowywania, ok. 1,0% po 90 dniach, ok. 0,6% po 150
dniach, ok. 0,5% po 200 dniach i 270 dniach (obnizenie o ok. 70% i 75%
poczatkowej zawarto$ci olejku).
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Rys. 1. Zawartos$¢ olejku eterycznego w lisciu migty w zaleznosci od temperatury
i czasu przechowywania (a, b, c... — dane oznaczone tymi samymi literami nie r6znia
si¢ miedzy sobg istotnie statystycznie przy p < 0,05)

Podczas przechowywania ziela majeranku (rys. 2, rys. 5) w temperaturze
pokojowej oznaczono zawarto$¢ olejku eterycznego na poziomie ok. 1,2% po 90,
150,200 1 270 dniach przechowywania (obnizenie od ok. 8% do 12% poczatkowej
zawartos$ci olejku). W temperaturach -25°C oraz w 4°C nie zaobserwowano
istotnych zmian zawarto$ci olejku eterycznego. Natomiast ziele majeranku
przechowywane w 40°C charakteryzowalo si¢ nastgpujacymi zawarto$ciami
olejku eterycznego: ok. 1,2% po 30 dniach przechowywania, ok. 1,1% po
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90 dniach, ok. 0,8% po 150, 200 i 270 dniach (obnizenie o ok. 40% poczatkowej
zawartosci olejku).
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Rys. 2. Zawarto$¢ olejku eterycznego w zielu majeranku w zaleznosci od temperatury
i czasu przechowywania (a, b, c... — dane oznaczone tymi samymi literami nie r6znia
si¢ miedzy sobg istotnie statystycznie przy p < 0,05)
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Rys. 3. Zawarto$¢ olejku eterycznego w zielu tymianku w zaleznos$ci od temperatury
i czasu przechowywania, (a, b, c... — dane oznaczone tymi samymi literami nie r6znig
si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie przy p < 0,05)

Podczas przechowywania ziela tymianku (rys. 3, rys. 5) w temperaturze
pokojowej zaobserwowano istotne zmiany w zawartosci olejku eterycznego po
150 dniach przechowywania (obnizenie o ok. 18% poczatkowej zawarto$ci
olejku), i odpowiednio po 200 dniach przechowywania (2,6%, obnizenie
o ok. 20% poczatkowej zawartosci olejku) oraz po 270 dniach przechowywania
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(ok. 2,4%, obnizenie o ok. 26% poczatkowej zawartosci olejku). Podczas
przechowywania w -25°C oraz w 4°C zaobserwowano niewielkie rdznice
w zawarto$ci olejku eterycznego w pordwnaniu do pozostatych warunkéw
przechowywania tj. od ok. 3% po 30 dniach przechowywania do ok. 2,8% po 270
dniach przechowywania (ubytki olejku eterycznego od ok. 10% do ok. 15%).
Natomiast ziele tymianku przechowywane w 40°C charakteryzowato sie¢
nastgpujacymi zawartosciami olejku eterycznego: ok. 1,6% po 30 dniach
przechowywania, ok. 1,1% po 90 dniach, ok. 1,0% po 150 dniach), ok. 0,9%
po 200 dniach i 0,78% po 270 dniach (obnizenie o ok. 72% i 76% poczatkowej
zawartos$ci olejku).

Po 30 dniach przechowywania koszyczka rumianku (rys. 4, rys. 5)
W temperaturze pokojowej zaobserwowano istotne zmiany w zawartosci olejku
od ok. 0,44% (obnizenie o ok. 12% poczatkowe]j zawartosci olejku eterycznego),
oraz ok. 0,37% 1 0,36% po 90 i 150 dniach przechowywania (obnizenie o ok.
26% 1 28% poczatkowej zawartosci olejku), i ok. 0,34% po 200 dniach
przechowywania (obnizenie o ok. 32% poczatkowej zawartosci olejku) oraz ok.
0,32% po 270 dniach przechowywania (obnizenie o ok. 36% poczatkowej
zawarto$ci olejku). Po 200 dniach przechowywania w -25°C zaobserwowano
istotne réznice w zawartosci olejku eterycznego w porownaniu do surowca
wyjsciowego, zas w warunkach chtodniczych (4°C) juz po 90 dniach odnotowano
istotne zmiany w poréwnaniu do poczatkowego poziomu, tj. ok. 0,42%, osiagajac
po 270 dniach przechowywania 0,39%. Natomiast koszyczek rumianku prze-
chowywany w 40°C charakteryzowat si¢ nastgpujacymi zawarto§ciami olejku
eterycznego: ok. 0,41% po 30 dniach przechowywania, ok. 0,27% po 90 dniach,
ok. 0,26% po 150 dniach, ok. 0,25% po 200 dniach i 0,24% po 270 dniach
(obnizenie o ok. 50% poczatkowej zawartosci olejku).
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Rys. 4. Zawarto$¢ olejku eterycznego w koszyczku rumianku w zaleznosci
od temperatury i czasu przechowywania, (a, b, c... — dane oznaczone tymi samymi
literami nie r6znig si¢ miedzy sobg istotnie statystycznie przy p < 0,05)
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W dos$wiadczeniu wykazano, ze temperatura 40°C spowodowata najwyzsze
straty olejku eterycznego dochodzace po 270 dniach termostatowania badanych
partii do poziomu 76% i1 75% odpowiednio w przypadku ziela tymianku i liscia
migty oraz do poziomu ok. 52% i 40% w przypadku koszyczka rumianku
1 ziela majeranku (rys. 5). Analiza danych uzyskanych w prezentowanym
doswiadczeniu przechowalniczym w temperaturze pokojowej wskazuje na ubytek
olejku eterycznego, co takze jest zgodne z wynikami innych doswiadczen.
El-Sawi i Ibrahim [32] podaja, ze zawarto$¢ olejku eterycznego w wysuszonej
skorce pomaranczy przechowywanej w temperaturze pokojowej zmieniata sig¢
w ciagu roku z poziomu 0,87% i 0,68% do poziomu 0,68 % oraz 0,51%,
co stanowito ubytek olejku odpowiednio o ok. 22% oraz ok. 25%. Podobne
zmiany w ubytku olejkow eterycznych zaobserwowali Ebadi i in. [33] dla probek
werbeny cytrynowej przechowywanej takze w temperaturze pokojowej (zmiana
w zawarto$ci olejku od 1,1% do 0,7% po 8 miesigcach przechowywania).
Natomiast w innej pracy dotyczacej przechowywania kwiatow rézy dama-
scenskiej stwierdzono, ze zastosowanie warunkow 0°C oraz 3°C takze nie jest
wolne od ubytkéw olejku eterycznego [34]. Cytowane badania potwierdzaja, ze
wazny jest dobor odpowiednich warunkow przetwarzania oraz przechowywania
celem zapewnienia odpowiedniej jakosci surowca olejkowego.

3. Podsumowanie

Zawartos$¢, sktad jak i wlasciwosci olejkow eterycznych oraz wydajnosé
olejkowa uzaleznione sg od wielu czynnikéw, wsrod ktorych nalezy wyrdznié
warunki przechowywania. Pomimo stosowania si¢ do zalecen podanych na
opakowaniu produktow ziotowych wskazujacych na optymalne warunki
przechowalnicze w temperaturze pokojowej, nie zawsze w ten sposéb mozemy
ograniczy¢ ubytek olejku eterycznego. Straty przechowalnicze olejku eterycznego
sa rozne dla poszczegodlnych rodzajow surowca i mogg by¢ skutecznie
ograniczane m.in. przez obnizenie temperatury przechowywania ziot.

ASSESSMENT OF THE ESSENTIAL OIL CONTENT
IN THE MARJORAM HERB, THYME HERB, PEPPERMINT
LEAVES AND CAMOMILE FLOWER STORED IN DIFFERENT
CONDITIONS

Abstract: The aim of the work was to evaluate the content of essential oil in
peppermint leaves, marjoram herb, thyme herb and chamomile flowers stored at
different temperatures (21 °C; 4 °C, 40°C, -25 °C) and time (30 days, 90 days, 150
days, 200 days, 270 days). The experiment showed that storage at 40° C resulted
in the highest loss of essential oil reaching, respectively, 76% and 75% in the case
of thyme herb and mint leaves after 270 days of storage and up to approx. 52%
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and 40% in the case of chamomile inflorescences and marjoram herb. The leaves

of mi

abou

nt and chamomile inflorescence stored for 270 days at room temperature lost
t 30% and 36% of the initial content of the essential oil, respectively. On the

other hand, storage in 4 °C and -25 °C stabilized the content of essential oil in the
examined herbs.

Key words: essentials oil, herbs, storage, temperature
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