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ZASTOSOWANIE AMINOKWASOW EGZOGENNYCH W PRODUKCJI MLEKA
FERMENTOWANEGO PRZEZ LACTOBACILLUS CASEI SSP. RHAMNOSUS ORAZ
BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SSP. LACTIS

Streszczenie

Celem pracy bylo okétenie maliwosci wzbogacania mleka fermentowanego przez
Bifidobacterium animalisssp lactis Bb-12 i Lactobacillus caseissp. rhamnosus
w aminokwasy egzogenr(&-walina, L-leucyna, L-izoleucyna) oraz ocena $eiavosci
fizykochemicznych, sensorycznych i tekstury napojéwprodukowanych metad
termostatow.

Do mleka podgrzanego mleka (#C) dodano aminokwasy BCAA (L-walina,
L-leucyna, L-izoleucyna) w proporcjach 2:1:1 wsitit 0,0% (préba kontrolna), 2,2%

i 4,4% oraz 3% proszku pomaKzowego i zaszczepiano odpowiednio
Bifidobacterium animalisssp lactis Bb-12 (Chr. Hansen, Dania) lubactobacillus
caseissp rhamnosud.CR (Serowar S.C., Szczecin). Inkubagrowadzono w temp.
38 °C do osignieccia pH ok. 4,8. W mleku fermentowanym oznaczano:, pH
kwasowad¢ og6lng (°SH), zawaté¢ kwasu mlekowego, synergz tekstue

i przeprowadzono ocensensoryczy Posiewy Bifidobacterium i Lactobacillus
wykonywano z zastosowaniem metody ptytkowej.

W projektowaniu receptur nowych napojéw mlecznyaimktjonalnych megna
wykorzysta aminokwasy BCAA(L-walina, L-leucyna, L-izoleucynapywzgkdniajc ich
wplyw na czas fermentacji, smak i zapach. Dawk&@2BCAA byla preferowana przez
konsumentéw tylko w mleku fermentowanym priexctobacillus casessp.rhamnosus.
W mleku zBifidobacteriumnalezatoby zastosowanizsze sgzenie aminokwaséw w celu
poprawienia atrakcyjriioi sensorycznej. Mleko fermentowane przeactobacillus
i Bifidobacteriumspetniato kryterium ok&ane mianem minimum terapeutycznego, tj.
zawierato ponad 6 log jtk 'gBifidobacteriumlub Lactobacillus.Dodatek aminokwaséw
spowodowatl obrienie twardéci skrzepu mleka fermentowanego zréwno przez
Bifidobacterium animalisssp. lactis, jak i Lactobacillus caseissp. rhamnosus
Zastosowanie aminokwasow BCAA w produkcji mlekarfentowanego bytoby nibwe
w polgczeniu z wyrazistymi i intensywnymi dodatkami smalkmi nadagcymi
atrakcyjny zapach i smak.
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Stowa kluczowe aminokwasy, mleko fermentowarkfidobacterium Lactobacillus

Wprowadzenie

Aminokwasy egzogenne w przeciiggwie do endogennych nie mpgbye
syntezowane w organizmie cztowieka i zwigralatego konieczne jest dostarczanie ich
organizmowi wraz z pokarmami biatkowymi w odpowiedrskladzie [Cholewa i in.,
2017]. Aminokwasy wykorzystywaneg sdo budowy tkanek, a tak do utrzymania
ukladow enzymatycznych i strukturalnych organizi@ione réwnie silnymi bod:cami
do odbudowy misni, dlatego cgsto whczane s do programu rehabilitacji fizycznej
[Volpi i in., 2003]. Indukowana przez aminokwasyzegenne synteza biatek prowadzi
do zwikszenia masy, funkcji reggni i funkcjonowania fizycznego [Aquilani i in., 260
Niektore aminokwasy egzogenne prekursorami syntezy neurotransmiteréw maozgu,
w tym serotoniny, dopaminy, noradrenaliny, istotmydla nastroju i zachowania
cztowieka [Rondanelli i in., 2011].

Starzenie si jest zwihzane z niezdolnigia miesni szkieletowych do reagowania na
niskie dawki ¢ 7,5 g) aminokwaséw egzogennych, podczas gdisaey dawki (10-15 g)
S3 W stanie stymulow@biatko migsni w podobnym stopniu jak u mtodych oséb. Podaje
sie, ze 25-30 g biatka wysokiej jakoi (~ 10 g aminokwaséw egzogennych) jest
konieczne do maksymalnego stymulowania syntezyebiamisni szkieletowych,
sugeruje to,ze spaycie tej ilcci biatka przy kadym positku mae by pomocne
W utrzymaniu masy ngéniowej u osob starszych [Paddon-Jones i Rasmusdef).2
Niezbedne aminokwasy egzogenne zapobiggajracie mgsni u oséb starszych i z
nietolerancj laktozy [Bgrsheim i in., 2008].

W badaniach Jones’a i in. [2015] stwierdzong po podaniu dawki 12 g
aminokwasow egzogennych trzy razy dziennie przeg tniesiace, osoby po 65 roku
zycia 0 zmniejszonej aktywdoi fizycznej, zwekszyty swop wydolnas¢ fizyczm oraz
uzyskaly lepszy wynik w 6- minutowym dystansie ¢@stm. U os6b w podesztym wieku
ze zmniejszon mag miesniowa suplement 8 g aminokwaséw egzogennych przez 60
tygodni poprawiat ich beztluszczawnag ciata i wraliwos¢ na insulie [Bakalar i in.,
2006; Solerte i in., 2008]. Podawanie aminokwas@&ogennych powino l#ytaczone
z aktywndcia fizyczrg bgdz rehabilitacy, poniewa mobilncgs¢ zwickszata korzyci
stosowania suplementu [Jones i in., 2015].

Aminokwasy egzogenne pomocne okazalty sbwniez w leczeniu chorych na
przewlekh obturacyja chorolg ptuc. Choroba ta ¢sto wize st ze znaczg utrag masy
ciala w szczegdlnei masy mgsniowej. Poniewa przyrost masy ciata i wgzy poziom
aktywnaici fizycznej zmniejszaj ogollnie ryzyko zgonu u tych pacjentéw, sna jest
opracowanie bardziej skutecznych strategiwieniowych, ktore wspomaggajwzrost
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migsni i popraw funkcji [Jonker i in., 2017]. Dilugoterminowa intezncja

Z niezlgdnymi aminokwasami nm® wspomoc oba aspekty powrotu do zdrowia. Wyniki
dotyczce pacjentdw z przewlektobturacyjm choroly ptuc z wyniszczeniem rgni
wykazaly,ze biatka serwatkowe i kazeina, zasobne w aminokwegzpgenne,asbardzo
skuteczne w stymulowaniu anabolizmu biatek w catyete [Jonker i in., 2017; Paddon-
Jones i Rasmussen, 2010].

Ostatnie pospy w hauce ozywnosci i zywieniu uwidocznity maliwosé
modulowania pewnych ok§®nych funkcji fizjologicznych w organizmie poprzez
przyjmowanie pokarmu. Korzystne dziatanigwnosci funkcjonalnej wywodzi si
z dietetycznych substancji czynnych, dlategopmojektowanie i rozwdj tych produktow
wymagaj strategii zwgkszania obecrigi zwigzkdw bioaktywnych [Jiménez-Colmenero,
2013]. Przetwory mleczne moa zastosowa do indukowania zmian jakoiowych
i ilosciowych w sktadzie diety oraz do modulowania obécnaktywnych zwazkow
dietetycznych w zywnaosci. Enzymy proteolityczne wytwarzane przez bakterie
fermentacji mlekowej odgrywajwazng role w rozkladaniu kazeiny i peptydéw do
wolnych aminokwaséw. Wedtug Irigoyen i in. [2012}0gnymi aminokwasami
w jogurcie byty: lizyna (50%), cysteina (17%), ttgfan (4%), prolina (2%). Natomiast
W hapoju probiotycznym oznaczono: lizyr{50%), cysteig (13%), tryptofan (4%),
proline (3%). Aminokwasy rozgatione takie jak walina i izoleucyna byly obecne
w napojach fermentowanych jednak w niskicfzshiach.

Celem pracy byto okéenie maliwosci wzbogacania mleka fermentowanego przez
Bifidobacterium animalisssp lactis Bb-12 i Lactobacillus caseissp. rhamnosus
w aminokwasy egzogenne (L-walina, L-leucyna, Lézayna) oraz ocena vitawosci
fizykochemicznych, sensorycznych i tekstury mledsarfentowanego wyprodukowanego
metod) termostatow.

Materiat i metody badan

Materiatem do produkcji mleka fermentowanego byleka krowie pasteryzowane,
mikrofiltrowane o zawartei ttuszczu 2% (OSM Rinica, Polska), aminokwasy (POL-
AURA Odczynniki Chemiczne, Rfiowo, Polska) oraz liofilizowana i sproszkowana
pomaracza (WPPH ELENA Import — Export Franciszek Siégi€okanin Polska).
Do podgrzanego mleka (40°C) dodano aminokwasy B@#Anched-chain amino acid)
sktadajce s¢ z L-waliny, L-leucyny, L-izoleucyny w proporcjach 211w ilosci: 0,0%
(préba kontrolna), 2,2% i 4,4%. Do mleka z aminokami dodano 3% proszku
pomaraczowego. Nagpnie mleka homogenizowano (37°C, 20 MPa)zdka mleko
podzielono na 2 &Z#ci i zaszczepiano odpowiednRifidobacterium animalissp lactis
Bb-12 (Chr. Hansen, Dania) liactobacillus casessp rhamnosud CR (Serowar S.C.,
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Szczecin). W wymieszanym mleku zmierzono pH (gddza nasfpnie rozlewano do
opakowa& o0 pojemnéci 100 cni z pokrywlks i kodowano. Podczas fermentacii
kontrolowano pH. Inkubagj prowadzono w temp. 38°C do ampiiecia pH ok. 4,8.
Uzyskane mleka schtadzano do 5°C i przechowywante temperaturze przez 7 dni. Po
tym czasie w mleku oznaczano: pH przyciu pH-metru Toledo FiveEasy TM (Mettler
Toledo, Szwajcaria), kwasowbogoln (°SH), zawarté¢ kwasu mlekowego [Jemaa i in.,
2017], syneregz metod, wirowkows [Keogh i O Kennedy, 1998], tekstutestem TPA
(teksturometrem Brookfield CT3, Brookfield AMETEKISA) — przy ustawieniach: sita
0, N, prdkos¢ gtowicy 1 mm/s,érednica probki 35 mm, sondaTA3/10€rednica
elementu pomiarowego 25,3 mm (Brookfield AMETEK, A)SOkreslano nastpujace
skladowe tekstury: twardé, adhezyjné, kohezyjngéé i sprzystaéé. Posiewy
Bifidobacterium i Lactobacillus wykonywano z zastosowaniem metody ptytkowe;j.
Inkubacf posiewow w podizu MRS Agar (Biocorp, Poland) wykonano w temperaturz
37 °C przez 72 godziny w warunkach beztlenowychmiii in 2009]. Do utrzymania
warunkéw beztlenowych to eksykatora prhiowego oraz GENbox anaer
(Biomerieux, Polska), a do kontroli warunkéw wghkika Anaer indicator (Biomerieux,
Polska). Wyniki podano w lojtk g™

Ocere sensoryczp metody profilowania przeprowadzit przeszkolony 15-osobowy
zespot. Oceniano probki w skali 9-stopniowej zelgKimiowsa ustrukturowan i z
okresleniami brzegowymi: lewy koniec skali oznaczat ceatjmniej wyczuwalg,
najmniej charakterystycan a prawy — cech najintensywniejsg najbardziej
charakterystyczn[Barylko-Pikielna i Matuszewska, 2014].
Doswiadczenie wykonano w trzech terminach, peéppowtérzé dla kadej grupy
w kazdym terminie. Otrzymane wyniki opracowano statystye w programie Statistica
v.13.1 (StatSoft, USA). Przeprowadzono jednoczyowik analiz wariancji. Istotnéc¢
roznic migdzy wartgciami srednimi wszystkich grup (uwzediniajac rodzaj szczepionki
i dawke aminokwaséw) szacowano testem Tukey'a, przy<p0,05. Obliczono
wspotczynniki korelacji prostej (r).

Wyniki i dyskusja

Dodatek aminokwaséw i proszku pomazowego do mileka przed fermentacj
(wyk.1.) istotnie obriyt wartos¢ pH w poréwnaniu z probami kontrolnymi & 0,05).
Istotny wptyw na kwasow& czynry mleka miata dawka wprowadzonych aminokwasoéw
i wraz ze zwgkszaniem dodatku BCAA pH przyjmowato corazsze wartéci (r = -
0,9799, p< 0,05).
Wprowadzenie do mleka aminokwaséw rozgadaych i proszku pomar@&zowego
skutkowato modyfikag procesu ukwaszania. W mleku kontrolnym fermentoman
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przez Bifidobacterium animalisssp. lactis Bb-12 oraz Lactobacillus caseissp
rhamnosus(LCR) zakaiczono fermntag po 10 godzinach. Natomiast w mleku
zwierapcych 2,2% BCAA fermentagjwydtuzono do 14 godzin, a w mleku z 4,4%
BCAA az do 18 godzin, aby oggng¢ wartas¢ pH ok.4,8.

Z

pH
O R N W N 01 O N

0 4 10 12 14 16 18
Godziny fermentacji
—@®= LCR kontrolna == LCR 2,2%BCAA A LCR 4,4%BCAA

NS
‘h_\

_‘.ﬁ‘:*—é_ é_A—[h

5y
~

pH
O P N W b O O N

0 4 10 12 14 16 18
Godziny fermentacji
- @-= Bb-12 kontrolna —# -Bb-12 2,2%BCAA —A—Bb-12 4,4%BCAA

Wykres 1. Kwasow& czynna (pH) mleka z idym udziatlem BCAA podczas
fermentacji przez: A) Bifidobacterium animalissp.lactis Bb-12, B) -Lactobacillus
caseissp rhamnosus

Po siedmiu dniach przechowywania wdét@H w mleku fermentowanym przez
Bifidobacterium animalisssp. lactis Bb-12 wynosita ok. 4,7 (tabela 1), a w mleku
z Lactobacillus caseissp rhamnosuspH przygto wartgs¢ 4,6. W badaniach
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Skrzypczak i Gustawa [2012] dodatek izolatu biakkrwatkowych w produkcji
biojogurtu nie wptywat istotnie na pH napojéw.

Wysoka¢ dawki wzbogcenia w aminokwasy i dodatek proszkmaczowego
nie miaty wptywu na kwasowd ogolra mleka fermentowanego prz&ifidobacterium
Bb-12, ktdra ksztattowatasiv przedziale od 33,4%5H do 34,12SH. Istotnie wy:sz
kwasowdcia o0golrg cechowato si mleko z Lactobacillus LCR wzbogacone
aminokwasami w dawce 2,2% i 4,4% £p0,05). Réwnie w mleku fermentowanym
przezlLactobacillus casessp rhamnosusoznaczono istotnie wgze s¢zenie kwasu
mlekowego w poréwnaniu do grup z Bb-124j®,05).

Tabela 1. Kwasow&, synereza i liczba komérek bakterii w mleku fertoevanym

Bifidobacterium animalisssp.lactis Lactobacillus casessp.rhamnosus
Wiasciwosé Bb-12 LCR

kontrolna 2,2% BCAA 4,4% BCAA kontrolna 2,2 % BCAA 4,4 % BCAA

pH 4704018 4,7%+0,04 4,730,113 4,68:011 468020 4,68:0,13
KWasowa¢ 45 gm0 50 34.19%40,87 33,44+1,23 34,64°+0,46 3504046 36,88:0,31
ogodlna fSH]

Kwas

mlekowy 0,73+0,10 0,75:0,03 0,7%0,04 0,8%+0,03 0,86+0,05 0,85+0,04
[9/1]

[So)é]r‘ereza 68,63+1,01 69,45:0,64 70,48+1,71 61,38:1,61 62,180,72 63,8%+0,56
ﬁggﬁ?zﬂ] 7.92+2,00 907367 828:268 808189 868203 853188

Wartdsci srednie w wierszach oznaczonezngmi literami ré&nig sie istotnie przy p< 0,05.

Mleko fermentowane przezBifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12
charakteryzowato siwyzsz synerez niz mleko fermentowane przdzactobacillus
casei ssp rhamnosus.Jedynie istotny wptyw iléci dodanych aminokwasow na
wielkos¢ synerezy stwierdzono w mleku kactobacillus LCR, gdzie wraz ze
zwiekszaniem dawki BCAA zwikszata st ilos¢ wydzielonej serwatki.

Wszystkie grupy spetniaty kryterium minimum terap@znego, tj. zawieraly
ponad 6 log jtk § Bifidobacteriumlub Lactobacillus. Najnizsz liczbe komorek
bakterii oznaczono w mleku kontrolnym, natomiasjwyasza w mleku z dodatkiem
2,2% BCAA, jednak rénice te nie byly istotne. Na licegbkomdrek bakterii
oznaczonych w mleku wphgh czas fermentacji, ktéry byt wydhony z 10 godzin
w mleku kontrolnym do 14 godzin w mleku z 2,2% BCA#w mleku z 4,4% BCAA
az do 18 godzin.
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Wiele czynnikow srodowiskowych, w tym szybkdé adaptacji, sktad poywki,
niedobdér lub nadmiar stadnikow sgvczych odgrywaj wazng role w regulacji
produkcji metoabolitow przez bakterie [Pérez Matimin., 2014]. Wprowadzenie do
mleka dodatkowegarodta aminokwaséw w formie hydrolizatu kazeiny stytowato
fermentac i proteoliz prowdzom przez Bifidobacterium [Zargba i in., 2008].
Udokumentowane zostalae stresysrodowiskowe indukuyj zmiany w aktywnéci
metabolicznej probiotykébw prowage do istotnych zmian wkaiwosci
biochemicznych i organoleptycznych produktow [Ruiiz., 2011].

Tabela 2. Cechy sensoryczne mleka fermentowanego

Bifidobacterium animalis ssp. lactis Lactobacillus casessp.rhamnosus
2,2% 4,4%
BCAA BCAA

Wihasciwosé
kontrolna 2,2% BCAA 4,4% BCAA kontrolna

Preferencie 213+0,64 3,88+0,35 5,18+0,35 1,130,35 1,88+0,64 5,88+0,35
Konsystencja g o +0,93 5,8&2,10 4,68+1,51 8,06+0,93 7,88+0,83 5,88+2,10
Barwa  8,13+1,17 7,18+1,36 7,00+1,20 8,00+1,51 7,13+1,36 7,08+1,96
Smak
mleczno- 3,50°+1,51 1,756+0,89 1,68+1,19 4,50+1,62 4,18+1,55 1,38+1,06
kremowy
Smak
kwasny
Smak
dodatkéw 5,00+1,00 5,56+2,78 7,50+2,83 5,00+0,00 5,00+2,39 6,50+3,55
smakowych
Smak
stodki
Smak
gorzki
Zapach
kwasny
Zapach
dodatkow
Zapach
obcy

563 +1,07 3,78+2,71 2,88%1,89 4,56°+2,45 3,000+1,31 3,38+2,45

3,89+1,55 2,38+1,06 1,380,552 5,881,53 2,28+0,71 1,28+0,46
1,25+0,11 4,78+1,28 7,08+0,35 1,28+0,10 2,88+1,64 7,00+1,00
4,88 +1,53 350+1,77 2,78°+1,67 3,00+056 2,18+1,17 2,00+1,28
4,00°+1,00 6,00+1,20 598+1,64 4,00+090 6,00+1,20 6,18+1,30

1,95+0,80 2,38+1,00 3,38+1,07 1,56+0,50 2,285+0,71 3,38+1,85

Wartasci srednie w wierszach oznaczonengmi literami r&nia sie istotnie przy p< 0,05.
Wyniki oceny preferencji metad szeregowania unitiwity wybor mleka
najbardziej peadanego pod wzgtem ocenianych cech sensorycznych. Najbardziej

preferowane (najmniejsza wattosredniej rangowej) okazato esimleko kontrolne
oraz wzbogacone w 2,2% BCAA i proszek pontazpwy fermentowane przez
Lactobacillus casessp.rhamnosusO takim wyniku zadecydowaty przede wszystkim
wysokie noty za konsystercji smak mleczno-kremowy. Trzecim w Kkoleftd
preferencji oceniagych byto mleko kontrolne Bifidobacterium animalissp.lactis.
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Stwierdzono istotp zaleznos¢ korelacyjry pomiedzy preferencjami a dawkBCAA
wprowadzonego do mleka, r = 0,9333<,05)

Biorgc pod uwag pozostate analizowane wyndiki atrakcyjngci sensorycznej,
zauwaa Sk, ze mleko wzbogacone w 4,4% BCAA uzyskato nzgze noty za smak
mleczno-kremowy, jogurtowy, kwsay oraz zapach kway. Wykazano istotne
zaleznosci korelacyjne pomidzy iloscia wprowadzonego BCAA a smakiem mleczo-
kremowym (r = -0,6582, g 0,050 i stodkim (r = -0,6801, g 0,050), wskazujce,ze
wraz ze zwgkszaniem szenia tych aminokwaséw zmniejsza sntensywndé tych
wyroznikow. Ponadto tak diy dodatek aminokwasow intensyfikowat smak gorzki
(r =0,9139, < 0,059 i zapach obcy mleka fermentowanego (r = 0,6179,0005Q.
Wedlug Miraglia Del Giudice i in. [2015] preferemacismaku stodkiego u matych
dzieci i nieclk¢ do gorzkich i kwanych jest podobna jak u gkszasci dorostych.
Dlatego s¢zenia BCAA wyte do wzbogacania mleka nie moby¢ dwe, a dawka
4,4% okazata sizbyt wysoka.

W tabeli 3 zamieszczono wyniki tekstury mleka fentoevanego przez bakterie
probiotyczne wzbogacone adymi dawkami aminokwasow. Kontrolne mleko
fermentowane zaréwno prz&ifidobacterium jak i Lactobacilluscharakteryzowato
sie wieckszy twarddcig niz wzbogacone aminokwasami (p 0,05). Wyniki te
potwierdzaj réwniez noty przyznane w oOcenie sensorycznej oraz wspoatiky
korelacji obliczony pomidzy iloscia wprowadzonego BCAA a twardoia (r = -
07834, p< 0,05). Z kolei rodzaj zytego szczepu i dawka wzbogacenia mleka
aminokwasami nie nicowaly adhezyjnéci i sprzystasci.

Tabela 3. Tekstura mleka fermentowanego

Bifidobacterium animalis ssp. lactis Lactobacillus casessp.rhamnosus

Tekstura . 5
kontrolna 2,29 BCAA 4,4% BCAA kontrolna 22, 4,4 %

BCAA BCAA
Twardasé
IN] 0,68 +0,12 0,4%+0,02 0,46+0,09 0,54+0,04 0,43+0,01 0,40+0,01
Adh[erﬁ’i”‘*é 0,38+0,25 0,32+40,20 0,24+0,17 0,36+0,22 0,30+0,10 0,28+0,08
Spﬁiﬁ“’éé 13,46+0,74 13,07+0,88 13,38+0,59 12,09 +0,65 13,69+0,48 13,80 0,72

Wartosci srednie w wierszach oznaczonezngmi literami rénia si¢ istotnie przy p< 0,05.

Whioski

1. W projektowaniu receptur nowych napojow mlecznyamkEjonalnych mgna
wykorzysta aminokwasy BCAA (L-walina, L-leucyna, L-izoleucynhaiwzgkdniajc
ich wplyw na czas fermentacji, smak i zapach. Da@j& BCAA byta preferowana
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przez konsumentéw tylko w mleku fermentowanym prkeztobacillus casessp.
rhamnosus.W mleku z Bifidobacterium nalezatloby zastosowa nizsze sgzenie
aminokwasow w celu poprawienia atrakcyjcicsensoryczne;j.

. Dodatek aminokwaséw spowodowat atemie twardéci skrzepu mleka

fermentowanego zrowno przezifidobacterium animalis ssp. lactis, jak
i Lactobacillus casessp.rhamnosus

. Mleko speiato kryterium okéane mianem minimum terapeutycznego, tj. zawierato

ponad 6 log jtk g Bifidobacteriumiub Lactobacillus

. Zastosowanie aminokwaséw BCAA w produkcji mlekanfentowanego bytoby

mozliwe w polaczeniu z wyrazistymi i intensywnymi dodatkami smakmi
nadajcymi atrakcyjny zapach i smak.
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DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA', DOROTA ZIELINSKA

!Katedra Technologii Gastronomicznej i Higiefywnaici,
Wydziat Nauk &ywieniu Cztowieka i Konsumpcji,
Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

CZY BAKTERIE FERMENTACJI MLEKOWEJ POCHODZACE Z ZYWNOSCI SA
PROBIOTYCZNE?

Wstep

Rolazywnosci w ksztattowaniu zdrowia i dobrostanu cztowiekdabznana od czasow
Hipokratesa, ktorego powtarzane obecnie powiedzgmigch zywnos¢ bedzie twoim
lekarstwem, a lekarstwo twpjzywnaoscig”, stato s¢ hastem zwolennikow ,leczenia”
zZywnoscia. Zaleznosé ta jest szczegolnie dobrze widoczna i udokumemavyli chodzi
0 pazyteczry mikroflore znajdujca si¢ w organizmie cztowieka.

Sprawnie dzialacy ekosystem jelitowy, tzw. mikrobiom (sktad 3s@owy
i jakosciowy rdéznych mikroorganizméw) ma dy wplyw na zachowanie zdrowia
cztowieka. Mikroflora jelit cziowieka jest najbaidg zraznicowanym gatunkowo
ekosysteméw na ziemi (100 - 1000 gatunkéw). Mikrobwptywa na prag wielu
uktadéw fizjologicznych midzy innymi na odporng immunologiczg czy psychicza.
Ze wzgkdu na rosgca swiadomaé roli uktadu mikroflory jelitowej dla zachowania
zdrowia czlowieka, od ponad 20 lat, na calywiecie prowadzoneasprace badawcze
zwigzane z maliwosciami pozytywnej modyfikacji lub wzbogacenia mikioimu
cztowieka. Zauwza st bowiem, ze coraz cgciej skiad ilgciowy jak i jakaciowy
mikroflory jelita znacznie odbiega od normy. Zmiatgy spowodowanegsprzez wiele
czynnikbw endogennych (zwdanych bezpwednio z cztowiekiem tj. infekcje wirusowe
lub bakteryjne) i egzogennych (skladniki gpecze, sterydysrodki przeczyszczage,
antybiotyki i chemioterapeutyki, pigutki antykonaggne, itd.), ktére w sposéb
bezpdredni wplywaj na liczne schorzenia zgziane nie tylko z ukltadem pokarmowym
cztowieka. Uwaa sk, ze zastosowanie wywieniu odpowiednio dobranych szczepow
bakterii probiotycznych mi@ korzystnie modulowasktad flory bakteryjnej jelit [Kerry
iin., 2018].

Definicje i regulacje prawne dotycace probiotykdw

Sposéb w jaki $ definiowane probiotyki zmieniagiwraz z rozwojem wiedzy na ich
temat. Definicg probiotyku zaproponowali w roku 2001 SchrezenmelDe Vrese:
.probiotykiem jest preparat lub produkt zawie®@j wystarczajcg ilos¢ zywych,
zdefiniowanych mikroorganizmow, ktére zmieniajmikroflore w okrelonych
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segmentach organizmu gospodarza i w ten sposébesggvikorzystny wpltyw na jego
zdrowie” [Kerry i in., 2018].

W 2002 roku eksperci FAO i WHO prajij definicje probiotykow, uznajc, ze s to:
»Zywe drobnoustroje, ktére podane w odpowiedniepleavywierag korzystny wptyw na
zdrowie gospodarZaMikroorganizmy, aby mogly zostezaklasyfikowane do szczepéw
probiotycznych, powinny zosta precyzyjnie zdefiniowane poprzez o#enie
odpowiednich kryteridw dotygzych bezpiecaestwa stosowania, cech funkcjonalnych
oraz technologicznych. Mikroorganizmy - kandydad thiana ,probiotyku” musg
spetnt trzy kluczowe wymagania:

1) musz by¢ zywe w momencie podania i musky¢ mikroorganizmami;

2) musz by¢ podane w dawce wystarczep wysokiej, aby wywola efekt
prozdrowotny. Zalecana, skuteczna dawka $esie zwiagzana z dokumentag]
kliniczna, na ktorej musi giopierd;

3) podanezywe drobnoustroje mugzwywiera korzystny wplyw na gospodarza
[Sanders, 2014].

Probiotyki musz by¢ zidentyfikowane na poziomie szczepu i bezpieczme d
stosowania u ludzi. Mugawywiera korzystny wptyw na gospodarza, dlatego powinny
pochodzt ze srodowiska jelitowego zdrowego cztowieka, wykazywaporndé na
enzymy trawienne, niskie pH, wysokiezanie solizotciowych [Guarner i in., 2005].
Jednake obecnie uwa sk, ze wlanie owa swoist& dziatania, a niezrdédto izolacji
drobnoustroju $ istotne. Wegksza¢ szczepow probiotycznych stosowanych u ludzi
zostato wyizolowanych od czlowieka, ale to zaleeamie stanowi wymagania. Znanych
jest take kilka dobrze przebadanych szczepdw probiotyczmyiehpochodzcych od
cztowieka (np.Bifidobacterium animalissubsp.lactis i Saccharomyces cerevisia@r.
boulardii). W rzeczywistéci bardzo trudno jest potwierdzizrodio pochodzenia
drobnoustroju [Sanders, 2014; Zfedka i in., 2016]. Dlatego uvta st, ze probiotyki
przeznaczone dla ludzi wymagajdowodnienia dziatania w badaniach u ludzi. Zaleca
sic takze aby, w preparatach probiotycznych wykorzystywseczepy izolowane
z populacji, w jakiej maj mie¢ p&niej zastosowanie [Nowak i in., 2010]. Eksperci
FAO/WHO sformutowali procedury, ktére majpotwierdzé wiasciwosci zdrowotne
badanych szczepdw probiotycznych (Rys. 1) [FAO/WR@)2].

W 2014 r. eksperci ISAPP (International Scientifissociation for Probiotics and
Prebiotics) zorganizowali spotkanie, ktorego efektbyta publikacja weryfikujca
wczesniejszy Rapotr FAO/WHO [2002]. Ogtoszono konsenskry uwzgkdnit
niewielkie poprawki gramatyczne do definicji, potasiajac jej sens i znaczenie.
Probiotykiem mana nazywa wiele rodzajow mikroorganizméw, ktére wykazuj
korzysci zdrowotne dla gospodarza, pozostajzywe. W zaprezentowanym
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dokumencie szczegolnie podkieno t¢ ceclke i wykluczono z definicji ,probiotyku”
metabolity i martwe komorki mikroorganizméw. Dodatko uzgodniono, ze
.probiotykami” nie g niezdefiniowane konsorcja mikroorganizméw (jak np.
transplantaty mikrobioty katowe]) orazzywnos¢ fermentowana zawiergga
niezdefiniowane mikoorganizmy (Tab. 1) [Hill i ir2014].

Identvfikacja szczepu przy uzvciu metod fenotvpowych oraz genotvpowych
* Rodzaj, gatunek, szczep
* Zdeponowanie szczepu w miedzynarodowej kolekcji hodowli

v

Charakterystvka funkcjonalnosci: Ocena bezpieczenstwa
» Badania i vitro -

¥

*  [nvitro 1lub na zwierzetach
* Badaniana zwierzetach * Badaniel fazyna ludziach

¥

Podwojnie zaslepione, randomizowane. kontrolowane
placebo badanie (DBPC) fazy 2 na ludziach lub inne Najlepiej drugie niezalezne
stosowane badanie z odpowiednimi — wielkoscia, — badanie DBPC w celu
badanej grupy oraz pierwotnym punktem koncowym, potwierdzenia wynikéw
sluzacymi ckresleniu efektvwnosci szezepu/produktu

' —
Badanie fazy 3 oceniajace skutecznosc; nadaje sie k4

do pordwnania probiotvkéw ze standardowym Zywnosé probiotyczna
schematem leczenia okreslonego schorzenia

Etvkietowanie
¢  Zawartos¢ —rodzaj, gatunek, nazwa szczepu
* Minimalna liczba zywych bakterii pod koniec terminu waimosci
* Odpowiednie warunki przechowywania
# Danekontaktowe producenta do wiadomoseci konsumenta

Rysunek 1. Wytyczne do oceny probiotykdw przeznageb do aytku w zywnosci
[FAO/WHO, 2002]

W ostatnich latach pojawita ¢sinowa koncepcja sugengy, ze kluczowe korz§ci
zdrowotne zwjzane z mikroorganizmami probiotycznymi mo@y¢ przypisane do
gatunku, a nie tylko do konkretnych szczepow draistrojéw. Szczegdlnie w przypadku
niektorych gatunkow bakterii fermentacji mlekowktjorych pewne szczepy ®d dawna
stosowane jako probiotyki. Uvwa sk, ze jeli fermentowanazywnos¢ (np. kiszona
kapusta) zawiera dag liczbe zywych komérek nalecych do gatunku, dla ktérego
wykazano korz§ci zdrowotne (npLb. plantarum, mazna rozgdnie przypuszcza ze

16

Krakoéw, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

zZywnosé ta mae by uwazana za wykazgpa podobne korzici zdrowotne jak korzici
wyhikajace z probiotycznych bakterii tego samego gatunkarfd i in., 2017].

Naukowcy oraz eksperci ISAPP podiega znaczenie wielu dowodow na zmek
spazywania fermentowanejywnosici ze zdrowiem cztowieka, jak np. redukcja ryzyka
rozwoju cukrzycy typu drugiego u oséb sgpwajacych fermentowane produkty
mleczne. Powstgjjednak trudnéci z jednoznacznym wskazaniem udziatu i roli
zywych mikroorganizméw w tych mechanizmach. Prozdsbwe mikroorganizmy
znajdupce st w fermentowanegywnaosci stanows czgsto konsorcja niezdefiniowane
na poziomie szczepu. Zalecae,siaby tego typuzywnos¢ okresla¢ jedynie jako
.Zawierapca zywe i aktywne kultury mikroorganizmdéw” [Hill i in.2014].

Tabela 1. Podziat produktéw probiotycznych

Zywe mikroorganizmy

Probiotyki Nie-probiotyki
1. Farmaceutyki; 1. Zywnosé fermentowana zawiergja
2. Zywnosé medyczna; niezdefiniowane mikroorganizmy;
3. Zywnosé probiotyczna; 2. Niezdefiniowane konsorcja
4. Podawane inmdrog niz doustnie; transplantatow mikrobioty katowej.
5. Stosowane wywieniu zwierat;
6. Zdefiniowane konsorcja

mikroorganizmow;
Suplementy diety;

Do pocatkowegozywienia
niemowht.

© N

Zrodto: opracowanie wtasne na podstawie Hill i [2014]

Niektére badania wykazatyze martwe komorki bakterii probiotycznych tak
moga  wywotywat  korzystne  skutki, takie jak modulowanie uktadu
immunologicznego oraz wzanie kancerogendw w organizmie gospodarza. Zatem
wystarczajce jest, aby szczepy probiotyczne odpowiedniocksdaty swoj liczbe
w pocztkowym etapie produkcji - do otrzymania zadanej liczby drobnoustrojow
w produkcie, péniej natomiast, podczas procesu sktadowania niekamie
charakteryzowaty gidobr zywotnacscig. Tego rodzaju produkty nazywang abecnie
postbiotykami i mog by¢ zdefiniowane jako niezyjace produkty bakteryjne lub
metaboliczne pozostaioi z probiotykdéw, ktore charakteryzujsic aktywndcia
biologiczrg w stosunku do gospodarza [Kerry i in., 2018].
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W UE zywnoi¢ zawierajca bakterie probiotyczne podlega ogdélnym przepisom
prawa wspoélnotowego. Zgodnie z Rozpmlzeniem (WE) nr 1924/2006 Europejski
Urzad do spraw Bezpiecastwa Zywnosci (EFSA) mae wyrazé zgod: na
umieszanie na opakowaniach produktaywnosciowych awiadczeéx zdrowotnych
w oparciu o zebrane dowody naukowe. Jedpakak dogd EFSA nie wyrazita zgody
na umieszczanie swiadczer dotyczcych probiotykéw nazadnym z produktow
dostpnych na rynku w UE, blokgg tym samym rozwdpywnosci probiotycznej
[Reid, 2016]. Jedynym krajem w UE, ktory opublikdwhste probiotykdéw i
przewodnik dotyczcy ich stosowaniagsWiochy [Ministero della Salute2013].

Dziatajagca pod egid UE organizacja ESPGHAN (the European Society for
Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nuniti wydata w 2014 r. silne
rekomendacje do stosowania Kklinicznego dwoéch prykiov (Lactobacillus
rhamnosusGG i Saccharomyces boulardlipodagc dawkowanie w przypadku dzieci
leczonych z powodu ostrej biegunki, ostrego zapaleatadka i jelit oraz biegunki
poantybiotykowej. Jednocdaie w dokumencie podkieono nisly jakos¢ dowodow
naukowych (ang.quality of evidencedla tych rekomendacji, podano fak liste
mikroorganizmow, ktore nie madoy¢ stosowane ze wzgllu na bardzo niskjakosé
dowoddéw naukowych, a ta& mikroorganizm Enterococcus faeciur®F68), ktory
jest odradzany do stosowania ze wgl na bezpieczstwo [Szajewska i in., 2014].

Z kolei Health Canada uznatze mana spodziew&sie pozytywnego wpltywu na
zdrowie, bez dowodu wzgllem szczepu dla nagglujacych mikroorganizméw
podanych w liczbie 10 jtk/dawke: Bifidobacterium (adolescentis, casei,
fermeanimalis, bifidum, breve, longumi Lactobacillus (acidophilus, casei,
fermentum, gasseri, johnsonii, paracasei, plantaramamnosus, salivariysUznano,
ze jest to grupa dobrze zbadanych gatunkéw, wywieyah ogolne korzici
zdrowotne, szczegodlnie na uktad trawienny i odpécrawy, w zwiazku z tym
w Kanadzie stosuje giogolne dwiadczenie ang. -promotes a health gut flota
[Scourboutakos i in., 2017; Health Canada, 2009].

Odmienne prawo obowzuje w USA, gdzie dopuszcza e¢si wiele
mikroorganizméw zebranych w dokumencie Clinical @uito Probiotic Products
[http://usprobioticguide.com/], poday ich rekomendacje do stosowania oraz dawk

Nowe zrodta i rodzaje probiotykéw

Mikroorganizmy probiotyczne poza konwencjonalngmdtem (przewdd pokarmowy
zdrowego cztowieka) magpochodzt z niekonwencjonalnychrodet takich jak przewdéd
pokarmowy zwiergt, mleko kobiece,zywnaos¢ (fermentowana i niefermentowana),
powietrze czy gleba (Tab. 2).
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Mleko i produkty mleczne as dobrym zrédiem bakterii fermentacji mlekowej.
Spontanicznie fermentowane produkty mleczne wytamezg do dzé w réznych
czesciach swiata i g doskonatym zrédiem mikroorganizméw probiotycznych,
szczegOlnie bakterii z rodzajuactobacillus, Lactococcusczy Streptococcusa take
drozdzy. Przyktadami $ napoje Masai [Patrignani i in., 2006] i Koumissa[¥in., 2008],
z ktérych wyizolowano mikroorganizmy o wfdwosciach immunomodulacyjnych.
Niekonwencjonalnynzrédiem izolacji mikroorganizméw o cechach probiatygch byty
takze fermentowane mleko jakéw [Sun i in., 2010] i femtowane mleko wielbtzie
[Shori, 2017]. Wiele seréw regionalnych w Europieykerzystano do izolacji
drobnoustrojow o cechach prozdrowotnych [Caggia.j R015; Ribeiro i in., 2017;
Zoumpopoulou i in., 2017]. Roéwnie polskie sery regionalne (Oscypek, sery
Korycinskie), a take ekologiczna serwatka kwasowa staky gibdtem izolacji bakterii
0 wiasciwosciach probiotycznych, w tym przeciwdrobnoustrojoiwyOtdak i in., 2017,
Rzepkowska i in., 2017a].

Tabela 2. Konwencjonalne i niekonwencjonalnerodta mikroorganizmow
probiotycznych
Zrédto izolacji
Cztowiek Przewod pokarmowy
Mleko kobiece
Zwierzeta hodowlane Przewdd pokarmowy
Mleko zwierzt
Zywnosé fermentowana Kiszonki warzywne

Zakwasy piekarskie
Wedliny surowo dojrzewage
Ryby i owoce morza
Sery / serwatka
Zywnosé nie fermentowana Owoce
Warzywa
Soki
Produkty zbaowe
Inne Plaster miodu
Gleba
Powietrze z miejsc przygotowarigwnosci
Zrodio: opracowanie wiasne na podstawie [SornpldPigadeatsoontorn, 2016]
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Mikroorganizmy (bakterie i grzyby) o wdaiwosciach probiotycznych izoluje i
takze z innych fermentowanych i nie fermentowanych pkbéw pochodzenia
zwierzcego mégso i wedliny surowo dojrzewage [Rzepkowska i in., 2017b; Ruiz-
Moyano i in., 2008; Vasilev i in., 2015], ryby i owe morza [Aarti i in., 2017, Kuda i in.,
2014; Senthong i in., 2012], czy midd [Tajabadini, i2013]. Wykazanoze réwnie
cennymzrédtem izolacji § owoce (np. ananas), warzywa, soki oraz produktzae
[Zielinska i in., 2015; Amorim i in., 2018; Cao i in., 1Swain i in., 2014; Adesulu-
Dahunsi i in., 2018], a tak inne niekonwencjonalngddta, takie jak gleba [Islam i in.,
2011], czy powietrze z pomieszeézedzie przygotowano zakwas do produkcji pieczywa
[Scheirlinck i in., 2009] (Tab. 2).

Izolacja, identyfikacja i ocena bezpieagtwva i wigciwosci probiotycznych nowych,
,dzikich” szczepow mikroorgazniaméw z/wnaosci tradycyjnej jest praktyk potrzebn,
szczegllnie w celu rozwoju technologii produkcjiczzpionek dedykowanych do
zywnosci. Nowe szczepionki oprocz wdgiwosci ochronnych (bakteriostatycznych
i bakteriobojczych) mag wnost dodatkowe wart@i zwigzane z poprag zdrowia
konsumenta. Mikroorganizmy wyizolowanezywnosci wykazup lepsa przezywalnas¢
w srodowisku zywnosci i gwarantuy bardziej atrakcyjne cechy sensoryczne
w poréwnaniu z drobnoustrojami pochodzenia jelitgawe[Fontana i in., 2013].
Najczsciej spotykanymi rodzajami probiotykdéwa sBifidobacterium (adolescentis,
animalis, bifidum, breve longum) i Lactobacillus (acidophilus, casei, fermentum,
gasseri, johnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosusalivariug. Za probiotyczne
uwazane g takze wybrane szczepy didvy Saccharomyces boulardii Mnigj
powszechnie stosowan@ szczepyEscherichia colilub Bacillus coagulans Ostatnio
rosnie zainteresowanie nowo zidentyfikowanymi ludzkikimensalami:Akkermansia
muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Roselaugpp. i Eubacterium hallii,ktore
okresla sk mianem ,probiotykéw przyszkoi”. Mozliwosci zastosowania tych
mikroorganizméw w produkcjizywnaosci zaleze¢ bedzie od pospu w dalszych
badaniach nad wykazaniem ich bezpiéshea stosowania u ludzi [Hill i in., 2014].

Podsumowanie

Pomimo szeroko prowadzonych baddicznych dowodow naukowych wgi brak
jednoznacznych wymagaprawnych, co prowadzi do niewkiwego stosowania, czy
wrecz do nadgywania terminu probiotyk”. Zgodnie z obecnym stamewiedzy
mikroorganizmy probiotyczne powinny wykazyévafekt poprawy stanu zdrowia w ciele
gospodarza. Pochodzenie mikroorganizméw z przewoearmowego cztowieka nie jest
kryterium wskazywanym jako niegtine. Tym bardziejze coraz wicej dowoddw
naukowych wskazuje na nowe niekonwencjonahdelta izolacji jako wiéciwe.

20

Krakoéw, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

Literatura

1.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Aarti C., Khusro A., Varghese R., Arasu M.V., AgastR., Al-Dhabi N.A., Choi K.C. (2017). In vitro
studies on probiotic and antioxidant propertiesLattobacillus brevisstrain LAP2 isolated from
Hentak a fermented fish product of North-East India. L\AWdod Science and Technology, 86, 438-
446.

Adesulu-Dahunsi A.T., Jeyaram K., Sanni A.l. (201Byobiotic and Technological Properties of
Exopolysaccharide Producing Lactic Acid Bacterialdted from Cereal-based Nigerian Fermented
Food Products. Food Control, 92, 225-231.

Amorim J.C., Piccoli R.H., Duarte W.F. (2018). Patli potential of yeasts isolated from pineapple
and their use in the elaboration of potentially diiwnal fermented beverages. Food Research
International, 107, 518-527.

Caggia C., De Angelis M., Pitino 1., Pino A., Randagza. (2015). Probiotic features béctobacillus
strains isolated from Ragusano and Pecorino Sicildreeses. Food microbiology, 50, 109-117.

Cao Z., Pan H., Tong H., Gu D., Li S., Xu Y., Lin Q016).In vitro evaluation of probiotic potential
of Pediococcus pentosaceld isolated from paocai—a Chinese fermented vedgtabnnals of
microbiology, 66(3), 963-971.

FAO/WHO. (2002). ,Probiotics in food. Health and tritional properties and guidelines for
evaluation”. FAO. Food and Nutrition Paper 85: 1-56

Fontana L., Bermudez-Brito M., Plaza-Diaz J., Munargada S., Gil A. (2013). Sources, isolation,
characterisation and evaluation of probiotics. Bhifiournal of nutrition, 109(S2), 35-50.

Guarner F., Perdigon G., Corthier G., Salminen Kbletzko B., Morelli L. (2005). Should
yoghurt cultures be considered probiotic?. Britislurnal of Nutrition, 93(6), 783-786.

Health Canada. (2009).Accepted Claims about therBatiiProbiotic Microorganisms in Food.

Hill C., Guarner F., Reid G., Gibson G.R., MeremstB.J., Pot B., ... & Calder P.C. (2014).
Expert consensus document: The International Sifiertssociation for Probiotics and Prebiotics
consensus statement on the scope and appropriatefuthe term probiotic. Nature Reviews
Gastroenterology and Hepatology, 11(8), 506.

http://usprobioticguide.com [dagt online, 10.05.2018]

Islam V.H., Babu N.P., Pandikumar P., Ignacimuthu(Z11). Isolation and characterization of
putative probiotic bacterial straiBacillus amyloliquefaciengrom North East Himalayan soil based on
in vitro andin vivo functional properties. Probiotics and antimicrdbpiapteins, 3(3-4), 175-185.

Kerry R.G., Patra J.K., Gouda S., Park Y., Shin HE®s G. (2018) Benefaction of probiotics for
human health: A reviewlournal of food and drug analysisttps://doi.org/10.1016/j.jfda.2018.01.002
Kuda T., Kawahara M., Nemoto M., Takahashi H., KienB. (2014).In vitro antioxidant and anti-
inflammation properties of lactic acid bacterialaded from fish intestines and fermented fish friva
SanrikuSatoumiregion in Japan. Food research international268;255.

Marco M.L., Heeney D., Binda S., Cifelli C.J., GattP.D., Foligne B., ... & Smid, E.J. (2017).
Health benefits of fermented foods: microbiota &#egond. Current opinion in biotechnology, 44,
94-102.

Ministero della Salute (2013). Commissione unica lpenutrizione e la dietetica. Guidelines on
probiotics and prebiotics.

Nowak A., Slizewska K., Libudzisz Z. (2010). Protyiki-historia i mechanizmy dzialania.
Zywnosé¢, Nauka, Technologia, Jakg 17(4), 5-19.

Otdak A., Zielhska D., Rzepkowska A., Koign-Krajewska D. (2017). Comparison of
antibacterial activity ofLactobacillus plantarumstrains isolated from two different kinds of
regional cheeses from Poland: oscypek and korycinoBkese. BioMed Research International
Volume 2017, Article ID 6820369, https://doi.org/1055/2017/6820369

Patrignani F., Lanciotti R., Mathara J.M., GuerzdhiE., Holzapfel W.H. (2006). Potential of
functional strains, isolated from traditional Mamgailk, as starters for the production of
fermented milks. International journal of food nabiology, 107(1), 1-11.

Reid G. (2016). Probiotics: definition, scope andcimanisms of action. Best Practice & Research
Clinical Gastroenterology, 30(1), 17-25.

Ribeiro S.C., Stanton C., Yang B., Ross R.P., Silva @@Q17%). Conjugated linoleic acid production
and probiotic assessmentlafctobacillus plantarunisolated from Pico cheedeWT, 90, 403-411.

21

Krakow, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

22

Rozporzdzenie (WE) nr 1924/2006 Parlamentu Europejskiegrady z dnia 20 grudnia 2006 r. w
sprawie dwiadczé zywieniowych i zdrowotnych dotygzych zywnaosci.

Ruiz-Moyano S., Martin A., Benito M.J., Nevado Fd&,Guia Cérdoba M. (2008). Screening of lactic
acid bacteria and bifidobacteria for potential potib use in Iberian dry fermented sausages. Meat
Science, 80(3), 715-721.

Rzepkowska A., Ziefiska D., Otdak A., Kotayn-Krajewska D. (2017a). Organic whey as a
source of Lactobacillus strains with selected technological and antimicabbproperties,
International Journal of Food Science & Technoldgy29: 1983-1994.

Rzepkowska A., Ziefiska D., Oldak A., Kotayn-Krajewska D. (2017b). Safety assessment and
antimicrobial properties of the lactic acid bacsestrains isolated from polish raw fermented meat
products, International Journal of Food Propert®s,11, 2736-2747.

Sanders M.E. (2014). Probiotics: the Concept, w:W&@ndbook on Gut Microbes, World
Digestive Health Day, May 29, 2014, The WGO FouratgtMilwakee, USA, 39-42.

Scheirlinck ., Van der Meulen R., De Vuyst L., Vamdne P., Huys G. (2009). Molecular source
tracking of predominant lactic acid bacteria indit@nal Belgian sourdoughs and their production
environments. Journal of applied microbiology, ¥#)6(1081-1092.

Scourboutakos M.J., Franco-Arellano B., Murphy $.Morsen S., Comelli E.M., L’Abbé M.R.
(2017). Mismatch between probiotic benefits inlgi@ersus food products. Nutrients, 9(4), 400.
Senthong R., Chanthachum S., Sumpavapol P. (201@et8ng and identification of probiotic lactic
acid bacteria isolated from Poo-Khem, A traditiorsalted crab. In International Conference on
Nutrition and Food Sciences, 39, 111-115.

Shori A.B. (2017). Camel milk and its fermented giwots as a source of potential probiotic strains
and novel food cultures: A mini review. PharmaNtisn, 5(3), 84-88.

Sornplang, P., Piyadeatsoontorn, S. (2016). Prighisdlates from unconventional sources: a review.
Journal of animal science and technology, 58(1), 26

Sun Z., Liu W., Gao W., Yang M., Zhang J., Wu L., & Zhang H. (2010). Identification and
characterization of the dominant lactic acid baetérom kurut: The naturally fermented yak milk
in Qinghai, China. The Journal of general and aggphicrobiology, 56(1), 1-10.

Swain M.R., Anandharaj M., Ray R.C., Parveen Ran{Z®14). Fermented fruits and vegetables
of Asia: a potential source of probiotics. Bioteology research international, Article ID 250424,
19 pages, http://dx.doi.org/10.1155/2014/250424

Szajewska H., Guarino A., Hojsak 1., Indrio F., Kotk S., Shamir R., ... & Weizman Z. (2014).
Use of probiotics for management of acute gasteréig: a position paper by the ESPGHAN
Working Group for Probiotics and Prebiotics. Jourofipediatric gastroenterology and nutrition,
58(4), 531-539.

Tajabadi N., Mardan M., Manap M.Y.A., Mustafa S013). Molecular identification of Lactobacillus
spp. isolated from the honey comb of the honey (B¢s dorsata) by 16S rRNA gene sequencing.
Journal of Apicultural Research, 52(5), 235-241.

Vasilev D., Aleksic B., Tarbuk A., Dimitrijevi M.Karabasil N., Cobanovic N., Vasiljevic N.
(2015). Identification of lactic acid bacteria iatéd from Serbian traditional fermented sausages
Sremski and Lemeski kulen. Procedia Food Sciencg08-303.

Ya T., Zhang Q., Chu F., Merritt J., Bilige M., Sun, & Zhang H. (2008). Immunological
evaluation ofLactobacillus caseZhang: a newly isolated strain from koumiss indniMongolia,
China. BMC immunology, 9(1), 68.

Zielinska D., Rzepkowska A., Otdak A., Szydiowska A., #yin-Krajewska D. (2016). Nowe
szczepy bakterii o wigiwosciach probiotycznych. Przemyst Spavczy, 70(11), 28-32.

Zielinska D., Rzepkowska A., Radawska A., zZieki K. (2015).In vitro screening of selected
probiotic properties ofLactobacillus strains isolated from traditional fermented cakband
cucumber. Current Microbiology 70 (2): 183-194.

Zoumpopoulou G., Tzouvanou A., Mavrogonatou E.xAleraki V., Georgalaki M., Anastasiou R., ...
& Papadimitriou K. (2017). Probiotic Features oftia Acid Bacteria Isolated from a Diverse Pool of
Traditional Greek Dairy Products Regarding Specifitrain-Host Interactions. Probiotics and
antimicrobial proteins, 1-10.

Krakoéw, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

JOLANTA BARAN', MALGORZATA ZRODLO-LODA!

1zaktad Towaroznawstwa, Instytut Zdrowia i Gospodarki,
Paistwowa Wjsza Szkota Zawodowa im. Stanistawa Pigonia wikiey
e-mail: jolanta.baran@pwsz.krosno.pl, malgorzatadtodloda@pwsz.krosno.pl

TRWALOSC CECH ORGANOLEPTYCZNYCH JOGURTU Z DODATKIEM INULINY

Streszczenie

Dodatek inuliny o odpowiednim ¢teniu do jogurtdw wprawdzie poprawia ich
wlasciwosci  reologiczne i redukuje wielké synerezy, jednale mae wplyrgé
niekorzystnie na inne cechy organoleptyczne. Tekanzystny wptyw mge zaznaczy
si¢ dopiero w trakcie przechowywania produktu, dlatpgdgto badania, ktérych celem
byto okrelenie wielkgci dodatku inuliny do jogurtu, optymalnej dla utmagnia
akceptowanej jakwi organoleptycznej produktu przez od#tomy czas. Badania
wykonano w dwodch etapach. W obu etapach materibsawczym byt jogurt z mleka
krowiego o zawartei tluszczu 2%, wykonany metadtermostatowy w skali
mikrotechnicznej. W etapie pierwszym jogurty wzbogae dodatkiem 1, 3 i 5% inuliny
przekazano do oceny konsumenckiej. Wykonanmngtody bezpdredniego wywiadu,
pofaczonego z degustacprobek. W celu stwierdzenia zmian jakborganoleptycznej
w trakcie przechowywania chfodniczego (temp. 4°@eprowadzono drugi etap, do
ktérego wytypowano jogurt z dodatkiem 3% inulinyjako grug kontrolrg oceniano
jogurt naturalny (bez inuliny). Etap ten obejmowakre sensoryczg prowadzon przez
zespot dziesciu ekspertédw. Wykorzystano w niej megod-punktovy prowadzog
w odstpach 2-3 — dniowych. Smak jogurtow z dodatkiem 1884 inuliny konsumenci
zaakceptowali w wiszym stopniu i jogurtu z dodatkiem 5%. Dodatek inuliny do
jogurtu  wptyrgt  korzystnie na trwakE cech organoleptycznych podczas
przechowywania, przede wszystkim konsystencji sraaku.

Stowa kluczowejogurt, inulina, akceptacja konsumencka, przegiveanie

Wprowadzenie

Jogurt jest jednym z najetiej spaywanych mlecznych napojow fermentowanych.
Jest ceniony ze wzglu na swoje wisciwosci sensoryczne oraz wasto odzywczy
i prozdrowotn. Od dwudziestu lat przemyst mleczarski produkuge rgnek jogurty
z dodatkiem prebiotykow [Jakubczyk i Kosikowska0@D Jednym z nich jest inulina
ktéra jako prebiotyk ma zdol§é do obnkzania poziomu glukozy i cholesterolu we krwi,
a take ma wplyw na zwikszenie biodogpnaici skladnikow mineralnych, takich jak
wam, magnez izelazo [Goérecka i in., 2009]. Ze wzdu na swoje wiiwosci, inulina
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uzywana jest w produkcjizywnosci specjalnego przeznaczenia np. dla diabetykow,
albowiem badania wykazalyze nie jest ona hydrolizowana do monosacharydéw
w organizmie cztowieka i nie powoduje wzrostu pozipglukozy we krwi [Florowska

i Krygier, 2007;Gramza-Michatowska i Gorecka, 2009; Koziot i Gust2@13; Nadolna

i Kunachowicz, 2002].Zainteresowanie stosowaniem inuliny wynika zakz jej
zdolngci do tworzeniazeli, dzieki czemu jest ona zaliczana do polisacharydowych
zamiennikéw tluszczu. Dgki absorbcji przez biatka obecne w serwatce twdhagzczo
podobnyzel umaliwiajacy otrzymanie niskottuszczowych jogurtéw giajch odczucia
peindci i tlustasci smaku oraz gtadkiej struktury. Jest rowniwykorzystywana do
wyrobu serow twarogowych, serow topionych, koktajlecznychsmietany, produktéw
mastopodobnych oraz lodéw [Polak, 2001; Skowron&kedurek, 2003]W produkciji
jogurtu stosowany jest najgxiej dodatek inuliny w iléci 1,5-3% [Florowska i Krygier,
2007]. Inulina, ze wzgldu na swoj stodki smak zmienia nie tylko wdavosci
reologiczne jogurtu, ale wptywa tak na smak i zapach. Z niektérych doniasig/nika,

ze dodatek inuliny do jogurtbw wprawdzie poprawid igvtasciwosci reologiczne

i redukuje wielké¢ synerezy, jednale mae wptym¢ niekorzystnie na inne cechy
organoleptyczne [Modzelewska-Kapituta i in., 2008staj i Gustaw, 2008; Skrzypczak

i Gustaw, 2012].

Ten niekorzystny wplyw mi@ zaznaczy si¢ dopiero w trakcie przechowywania
produktu, dlatego poglio badania, ktérych celem byto okienie wielkadci dodatku
inuliny do jogurtu, optymalnej dla utrzymania aktmpane] jakéci organoleptycznej
produktu przez okétony czas.

Materiat i metody
Badania wykonano w dwdch etapach. W obu etapaclerratgm badawczym byt
jogurt z mleka krowiego o zawasm tluszczu 2%, znormalizowanego poprzez dodatek
do mleka odtluszczonegwiezej smietanki o zawartixi ttuszczu 30%. Proces produkciji
jogurtu obejmowat nagpujace etapy:
» pasteryzacja mleka w temp. 90°C wgaei 15 sekund i schtodzenie do
temperatury +45°C;
* podziat surowca na trzy partie (w etapie pierwszlgada), wzbogacone
dodatkiem sproszkowanej inuliny otrzymanej z cyk@oroducent: Intenson
Europe sp. z 0.0.) w ifoi, odpowiednio, 1%, 3%, 5%. W etapie drugim
surowiec podzielono na dwie partie, z ktorych jedrzbogacono 3%-owym
dodatkiem inuliny. Druga, bez dodatku, stanowitapgrkontrolr,
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e zaszczepianie kdej z wydzielonych partii mleka zakwasem wsdb 5%,
przygotowanym ze szczepionkFD-DVS YC-X11 Yo-Flex, Thermophilus
Lactis Culture (producent: Chr. Hansen),

e inkubacja w temperaturze +45°C w czasie 8 godzin,opakowaniach
szklanych;

e schtodzenie do temperatury +4°C i utrzymanie jejzasie przechowywania.

W etapie pierwszym jogurty przekazano do oceny Womnckiej. Wykonanoaj
w ciaggu pierwszych trzech dni po zalazeniu produkcji, metad bezpdredniego
wywiadu, pohczonego z degustacprobek. Uczestnikdw oceny poproszono o udzielenie
odpowiedzi na pytania zawarte w kwestionariuszuieapk Dotyczyly one: okrdenia
stopnia akceptacji smaku, zapachu, konsystencjitriksiry (z wykorzystaniem
7-stopniowej skali hedonicznej, na ktéréjdznaczat catkowity brak akceptacji, a7
skrajnie pozytywn akceptagj). Ocere wykonato120 oséb.
Etap drugi, wykonany celem stwierdzenia zmian §ak@rganoleptycznej w trakcie
przechowywania produktéw, obejmowat oeesensoryczyy prowadzon przez zespét
dziestciu ekspertow. Wykorzystano w niej me¢dstpunktova zgodnie z nors PN-ISO
4121: 1998. Ocenie podlegaly: barwa, konsystengapach i smak. Waroi
wspotczynnika jakéci catkowitej (WJC) obliczono z zastosowaniem g@asjacych
wspoétczynnikow wakosci: barwa — 0,10, konsystencja — 0,25, zapach 9, Géhak —
0,45. W trakcie oceny postugiwang svzorcem jakéci zawierajcym opis stanu cech
organoleptycznych przy #Gym poziomie w skali od 1-5. Ocen5-punktovg
prowadzono w odgpach 2-3 - dniowych.
Materiat liczbowy uzyskany w | etapie poddananalizie statystycznej
z wykorzystaniem pakietu Statistica [Dbbosz, 2001]. Analiza obejmowala:
1. obliczenie wartéci podstawowych miar statystycznycdredniej arytmetycznej
( X) i odchylenia standardowegq)s

2. weryfikacg hipotez statystycznych za pomodednoczynnikowej analizy
wariancji. Hipotezy testowano testem F Fishera-8oedh. Analiz post-hoc
wykonywano testem NIR. Weryfikachipotez statystycznych prowadzono przy
poziomie istotnéci a = 0,05.

Wyniki i dyskusja

Wyniki zawarte w tabeli 1 wskazyj ze uczestnicy oceny konsumenckiej
zaakceptowali cechy organoleptyczne badanych jogurtv stopniu, ktory mina
okresli¢ jako najniszy stopié pozytywnej akceptacji (4°5co na skali hedonicznej
oznacza ,odpowiada mi”). Waro prawdopodobiégstwa testowego p<0,05 wskazuja
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istotne zranicowanie wynikdw oceny stopnia akceptacji smak@zokonsystencji
i struktury jogurtéw w zakenosci od wielkaci dodatku inuliny.

Whyniki testu najmniejszej istotnej z0icy pozwalag na stwierdzenieze smak jogurtu
z dodatkiem 5% inuliny zostat w 25zym stopniu zaakceptowanyznpozostate dwa
warianty prébek jogurtow. Stopieakceptacji smaku jogurtéw z dodatkiem inuliny 1%
i 3% byt jednakowy.

Tabela 1. Zrénicowanie stopnia akceptacji cech organoleptycznigghartéw z rGénym
dodatkiem inuliny (podstawowe miary i wyniki te$ty

Dodatekl Miary [ °skali] Wyniki testu
inuliny X S F p
1% | 4,50 | 1,39
Stopiei akceptacji smaku 3% | 456 | 1,45 | 3,88* | 0,022
5% 4,07 1,22
1% 4,71 1,17
Stopieh akceptacji zapachu | 3% 4,85 | 1,19 0,83 0,626
5% 4,77 1,12
1% 4,96 1,07
3% 4,96 1,13 3,99* 0,016
5% | 552 | 1,22
Symbol * oznacza odrzucenie hipotezy zerowej (zipmiea =0,05)

Ré&ne symbole literowe przy wastach sredniej wskazuyj na istotne rénice w técie NIR (przy poziomie
=0,05)

Zmienna

Stopier akceptacji konsystencji
struktury

Uzyskane wyniki g czsciowo zbigne z doniesieniami literatury. Zdaniem innych
autoréw dodatek inuliny nie pogarsza cech smakoagaehowych jogurtow. Jak wynika
Z bad& Modzelewskiej-Kapituta i in. [2008]yyzej zostaty ocenione jogurty z dodatkiem
2,5% inuliny w poréwnaniu z jogurtami z dodatkiem 1% liny, albowiem cechowaty
si¢ najbardziej typowym smakiem i zapachem. Seydinm.i [RO05] podkréaja, ze
jogurty zawierajce inulire cechuj sie korzystnym aromatem, a Dello Staffolo i in.
[2004] nie odnotowali statystycznie istotnychzmit pomedzy cechami smakowo-
zapachowymi jogurtéow wyprodukowanych z udziatem limy wersp kontrolrg
i zawierajcych inne widkna pokarmowe. Hassan i in. [1999]ietulzili, ze jogurty
Z inuling nie r&nig sic pod wzgédem jakdci sensorycznej od wyprodukowanych
Z udzialem komercyjnych stabilizatorow.

Jak wynika z danych zawartych w tabeli 1 konsyggenic struktura jogurtu
z dodatkiem 5% inuliny zostata w wgzym stopniu zaakceptowana przez konsumentéw
niz jogurtéw z dodatkiem inuliny 1% i 3%, co wskazuja to,ze obecnél inuliny
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korzystnie wptywa na zwretos¢ i zwartgé skrzepu kazeinowego. Potwierdzaio
doniesienia innych autoréw. Skrzypczak i Gustaw 10 stwierdzili ze, dodatek
prebiotyku ma wplyw na whkaiwosci skrzepu jogurtowego, albowiem jogurty
z dodatkiem 1% inuliny charakteryzowata mocna i iavastruktura. Jednak dodatek
prebiotykbw mde wigza¢ si¢ z pogorszeniem widaiwosci reologicznych jogurtow,
szczegolnie, gdyasone stosowane w gkszych ilgciach. Modzelewska-Kapituta i in.
[2008] wykazali, ze jogurty z dodatkiem 2,5% inuliny charakteryzugic lepsza
konsystengg w poréwnaniu z jogurtami z dodatkiem 1% inulinyogdrty te
charakteryzuje kremowagsfa i jednolita konsystencja. Seydim i in. [2008hotowali,
ze jogurty zawierajce inulire cechuj sie pozgdamy gtadls konsysteng. Wediug
Brennan i Tudorica [2008], zastosowanie inulinyogyrtach o standardowej i obonej
zawartdci ttuszczu powoduje wzrost ich twargn Jak wynika z badaNastaj i Gustawa
[2008], dodatek polisacharydow w $lo 1%, nie tylko decyduje o zwa#m skrzepu, ale
réwniez ma wplyw na wielké¢ synerezy. Potwierdzgjto badania Brennan i Tudorica
[2008], wedtug ktorych zastosowanie inulinyzjw ilosci 2% powoduje zwikszenie
wycieku serwatki w jogurtach niskottuszczowych. Masic i in. [2007] w swoich
badaniach wykazake juz dodatek 0,5% inuliny do jogurtu probiotycznego powje
wzrost wielkaci synerezy. Lucey i in. [1998] twierglzze obecné& diugotaicuchowych
polisacharyddw, takich jak inulina, m® powodowa rozlwznienie skrzepu kazeinowego,
a w zwhzku z tym, ma on mniejsze zdokwowiazania wody.

Do drugiego etapu baflgoceny zmian jakai w trakcie przechowywania jogurtéw)
wytypowano wgc jogurt z dodatkiem 3% inuliny, jako zawieggey wicksz ilos¢
prebiotyku oraz pozytywnie oceniony przez konsurant

Na rysunku 1. przedstawiono zmiany wahkita jakaci catkowitej WJIC jogurtéw
naturalnego oraz z dodatkiem 3% inuliny w zat®ci od czasu ich przechowywania.
Jest to podsumowanie rezultatbw 5-punktowej ocemysa@rycznej wykonanej przez
zespot ekspertow.

W oparciu o wartéci wskanikow jakasci catkowitej (rys. 1.), stwierdzonage jakaé
organoleptyczna badanych jogurtéw bezpdnio po wyprodukowaniu ksztattowata si
na poziomie bardzo dobrym. Wskek jakosci catkowite] jogurtu naturalnego oraz
jogurtu z dodatkiem 3% inuliny wynosit 5,00 pkt.

Po jednotygodniowym przechowywaniu, jako organoleptyczna jogurtu
z dodatkiem 3% inuliny nie budzita zastteg natomiast w przypadku jogurtu
naturalnego jaki& organoleptyczna obiyta sk do 4 pkt. Przyczys obnizenia jakdci
jogurtu naturalnego byly nieznaczne wady zapachkonisystencji (rys. 2). Jogurt ten
charakteryzowat si niezbyt czystym, lekko kwiaym zapachem. Skrzep jogurtu
naturalnego byt mniej zwarty.

27

Krakow, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKLADNIKI BIOAKTYWNE

pkt

1,0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
e Jogurt naturalny
Czas przechowywania [dni] \-\ Jogurt z dodatkiem 3% inuliny

Rysunek 1 Zmiany wskaika jakdci catkowitej WJC jogurtéw w zakmosci od czasu ich przechowywania

barwa

5
zapach ‘> konsystencja

== NAT (naturalny) po 7 dniach
smak —4— DOD (z dodatkiem 3% inuliny) po 7 dniach

Rysunek 2. Profilogram cech organoleptycznych jaiyupo 7 dniach przechowywania
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W drugim tygodniu przechowywania nggity intensywniejsze zmiany jakoi
organoleptycznej badanych jogurtéw. Szczegdlnie ksnia konsystencja jogurtu
naturalnego staty siwyraznie zmienione. Jogurt ten cechowat siezbyt czystym, silnie
kwasnym, dradzowym smakiem W jogurcie naturalnym wysk# podciek serwatki,
natomiast w jogurcie z dodatkiem 3% inuliny byt stabo widoczny. Skrzep obu
badanych jogurtow byt nadal mniej zwarty, ale jdidpow calej masie (rys 3).
Spowodowato toze wskanik jakosci catkowitej jogurtu naturalnego oligt si¢ do
3 pkt., a w przypadku jogurtu z dodatkiem 3% inuliwskanik jakosci catkowitej
obnizyt sie do okoto 3,5 pkt. (rys 1.).

zapach konsystencja

== NAT (naturalny) po 14 dniach
smak == DOD (z dodatkiem 3% inuliny) po 14 dniach

Rysunek Frofilogram cech organoleptycznych jogurtow po bhiadh przechowywania

Trzeci tydzié przechowywania wptyfd wyraznie niekorzystnie na wszystkie cechy,
szczegblnie na smak i konsystendjadanych jogurtow. Dlatego wshkak jakasci
catkowitej jogurtu naturalnego obmt sie do poziomu niedostatecznego, a jogurtu
Z prebiotykiem — do poziomu dostatecznego (rysJdgurt naturalny charakteryzowag si
niezbyt czystym, silnie kwéaym, drazdzowym smakiem. Jego zapach byt maito
aromatyczny, nieczysty. W trzecim tygodniu przeciwania nasipity widoczne
zmiany w konsystencji tego jogurtu. Uwidocznitg gjrudki i lekkie sklaczenia, a jego
konsystencja byta niejednolita, zbyt rzadka ggtiiva. Natomiast konsystencja jogurtu
z dodatkiem 3% inuliny byta nadal jednolita, aleiepgesta i lekko cigliwa (rys. 4).
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Wyniki wykonanych bada s3 zgodne z informacjami zawartymi w literaturze.
Badania Glibowskiego i Bocligkiej [2006] dowiodtyze inulina wchodzi w interreakgj
Z biatkami serwatkowymi. Biatka mleka tj-, B-, k- kazeina ora$-laktoglobulina 4cz3
si¢ z inuling. Zjawisko to przyczynia gi prawdopodobnie do wytworzenia stabilnej
struktury, nieulegaicej zmianom podczas przechowywania jogurtu. Jakikayn bada
Modzelewskiej-Kapituta i in. [2008], jogurt z do#tegm 2,5% inuliny po 21 dniach
przechowywania w warunkach chiodniczych charaktema sk jednolip barwg,
typowym smakiem i zapachem oraz jedrmokbnsysteng. Potwierdza toze inulina
korzystnie wptywa na tekstgiproduktow fermentowanych.

zapach konsystencja

== NAT (naturalny) po 21 dniach
==4=DOD (z dodatkiem 3% inuliny) po 21 dniach

smak

Rysunek 4Profilogram cech organoleptycznych jogurtéw po Btadh przechowywania

Whioski
— Jaka¢ organoleptyczpn badanych jogurtéw konsumenci ocenili na poziomie,
ktory mazna okrgli¢ jako najniszy stopié pozytywnej akceptacji. Smak jogurtow
z dodatkiem 1% i 3% inuliny konsumenci zaakceptowalwyzszym stopniu ri
jogurtu z dodatkiem 5%.
— Dodatek inuliny w iléci 3% do jogurtu wplygt korzystnie na trwal® cech
organoleptycznych, przede wszystkim konsystencjicassie przechowywania
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produktu w temperaturze +4°C. W trzecim tygodnizeghowywania jaks
organoleptyczna jogurtu z prebiotykiem nadal utryyaa sé na poziomie
dostatecznym

— Akceptowana jak& organoleptyczna jogurtu z dodatkiem 3% inuliny

przechowywanego w temperaturze +4°C wynosi okotdrd0
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STABILITY OF THE ORGANOLEPTIC PROPERTIES OF YOGHURT
WITH ADDITION OF INULIN

Summary

The addition of the right concentration of inulmytoghurts improves their rheological
properties and reduces the amount of syneresiseVewit can adversely affect their
other organoleptic characteristics. This unfavolgratifect may only be noticed when the
product is stored, therefore there was a reseasoducted in order to determine the
volume of the inulin yogurt additive that is optim@r maintaining the acceptable
organoleptic quality of product during some timeéheTtests were carried out in two
stages. In both stages, the research material ewas milk yoghurt with 2% fat content,
made by thermostat method in the micro technicalesdn the first stage, yoghurts
enriched with the addition of 1, 3 and 5% of inwuere distributed to consumers for
assessment. The evaluation was made with use oéet thterview method combined
with sample tasting. In the second stage, yoghith the addition of 3% inulin were
identified in order to detect changes in their agaptic quality during storage. Natural
joghurt was the control product. This stage inctudensory evaluation, conducted by
a team of ten experts. The evaluation used a 3-poathod carried out at 2-3 day
intervals. The taste of yogurts with the additidnl® and 3% inulin was accepted by
consumers more than the yoghurt with 5% additidre addition of inulin to yoghurt has
a positive effect on the stability of its organdlepcharacteristics, especially of
consistency and taste,
Key words:yogurt, inulin, consumer acceptance, storage
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CHARAKTERYSTYKA TWAROGOW DOJRZEWAJACYCH
Z BREVIBACTERIUM LINENS

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badédyto okr&lenie zmian wybranych wydémikow
jakosciowych podczas dojrzewania kwasowych serow twanggt z udziatem
Brevibacterium linens.

Dokonano wyrobu, w skali pilotowej, trzech pargrkow. W twarogackwiezych
oraz po 1, 2, i 3 tygodniu dojrzewania oznaczonasmi wymiary serkow,
kwasowd¢ czynrmg i ogOlmg, zawarté¢ suchej masy, tluszczu, chlorku sodu,
zwigzkdédw azotowych ogdtem, azotu rozpuszczalnego iwzarhoniakalnego oraz
wolnych kwasow ttuszczowych (WKT). Przeprowadzoriovmiez profilowa ocerp
sensoryczy, ktorg polgczono z instrumentalnymi pomiarami tekstury.

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzone,najweksze zmiany badanych
cech zaobserwowano po trzech tygodniach dojrzewanidotyczyly one gtéwnie
zawartdci wody, udziatu azotu rozpuszczalnego i amoniagg@inoraz WKT, a taie
twardasci. Stwierdzono rownig ze na powierzchni serkdw zachodzity najdalej
posunéte zmiany biatek i tluszczu. Oceniaj poziom przygtych deskryptorow
wykazano dug ich zmienné¢é. Najwieksze rénice dotyczyly oceny pomatazowej
barwy powierzchni oraz zapachu amoniakalnego, nigjsre natomiast oceny smaku
stonego i jednolitej barwy przekroju.

Stowa kluczowetwarogi dojrzewajce, Brevibacterium linens, charakterystyka

Wprowadzenie

Twarogi kwasowe, podobnie jak sery podpuszczkoweygambyé poddane
procesowi dojrzewania (przebiegeggo w kontrolowanych warunkach temperatury
i wilgotnosci) prowadacego do ukierunkowanych przemian biatek, ttuszczéw,
cukréw i soli mineralnych z jednoczesnym ksztattoiem s¢ okrelonych cech
jakosciowych. Kierunki, zakres i dynamika tych przemiamaleza gtéwnie od
enzymow endo- i egzogennych, a determinowaneoslzajem uytych w procesie
produkcyjnym drobnoustrojow [Bohdziewicz, 2008axF&989; Obrusiewicz, 1984;
Pijanowski i Gawet, 1986].
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Sery twarogowe dojrzewgie to na ogot uformowane z twarogu blokiaHd,
beczutki, paluszki, wianuszki, stki, piramidki o masie od 10 g do nawet 10 Kg.
Czesto z dodatkiem szerokiej gamy przypraw smakowRielgfeld, 2002; Harbutt,
1998; Licznerski, 1951; Paul-Prossler, 20@éromski, 1979]. Wyodibni¢ przy tym
mozna grug wyrobow, ktére dojrzewajna tzw. ma. Najczs$ciej pocatkowo na ich
powierzchni zachodzi tzw. gliwienie, czyli peptoaia kazeiny, ktéra posuwaesi
w gtab serka i nadaje szklisty wygl prawie calej jego masie. W procesie gliwienia
biorag udziat grzybyGeotrichum candidunfOospora lactis Oidium lactig, a take
réznego rodzaju dradze kazuchupce, m.in. z rodzajowCandidai Debaryomyces,
ktére rozwijaj sie chetnie na powierzchni produktow fermentowanych, poujed
ich odkwaszanie i umaiwiajac tym samym rozwo0j innych grup drobnoustrojow
[Bohdziewicz, 2008b; Brennan i in., 2001; Corseitiin., 2001]. Nasipnie
uaktywniap si¢ paleczki proteolityczneBrevibacterium linens ktore zalenie od
rodzaju syntetyzuj barwnik odzéttego do czerwonego. Patkowo powoduj one
wystgpienie nalotu, a piniej warstwy czerwono-pomatazowej mazi barwdgcej
serki i nadajcej catej masie padany zapach i smak.

B. linensjest uznawany za jeden z awaejszych mleczarskich drobnoustrojow.
Jest to krétka, nie rozgationa, czasem zdeformowana pateczka, ktora Alimia
otrzymywanie ranorodnych dojrzewagych powierzchniowo seréw, takich jak
Limburski, Mlnster, Tytycki czy Kortowski, a take twarogéw dojrzewagych, do
ktorych nalea m.in. olomunieckie kwargle oraz szeroka gama serkérceskich —
Handkase, Bauernhandkase, Harzer, Harzer Rollehkése, Olmitzer Quargel itd.
[Bielefeld, 2002; Bohdziewicz, 2008&eromski, 1979].

B. linens nalezy do typu bakterii peptonizggych, powodujcych degradaej
biatka z wydzieleniem amoniaku. Jest mikroorganiamisle tlenowym, ktérego
optymalna temperatura rozwoju wynosi 20-30°C, aymaine pH waha siod 6,5 do
8,5. Toleruje stzenia soli nawet do 15-20%. Pozytywne rezultaty degpokycie
tych bakterii z paciorkowcami kwasu mlekowego iktdgymi ziarniakami z grupy
Micrococcus[Bikash i in., 2000; Brennan i in., 2001; Derengiez, 1997; Masoud
i Jakobsen, 2003; Motta i Brandelli, 2008; PijankinsGawelt, 1986; Rattray i in.,
1996; Sousa i in., 2001].

W Polsce twarogi dojrzewge stanowity dawniej istotny sktadnik codziennego
pozywienia. Cieszylty si dwza popularndcia ze wzgtdu na nieskomplikowany
proces technologiczny, a jednoéae byly alternatywa forma przedtiania
trwatosci twarogow. Na skal przemystowy wytwarzanych byto szereg kwasowych
twarogow dojrzewajcych. | tak np. w roku 1960 serki hafskie stanowity ponad
50% poday serow mé¢kkich [Lukaszewicz, 1962]. Jednak stopniowo rezygano
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z ich produkcji @ do jej catkowitego zaniechania. Wspoiczesne uwkeowania
pozwalaj na podgcie wyrobu twarogéw dojrzewggych zarbwno przy zastosowaniu
rozwigzan klasycznych jak te bardzo nowoczesnych [Bohdziewicz, 2008b;
Bohdziewicz iSmietana, 2007].

Cel pracy

Celem przeprowadzonych badabyto okr&lenie zmian wybranych cech
jakosciowych  zachodzych podczas dojrzewania twarogoéw =z udzialem
Brevibacterium linens

Materiaty i metody badan

Mleko do produkcji twarogu pozyskano ze Stacji Dityazno-Badawczej UW-M
w Batdach. Surowiec po wginych zabiegach technologicznych (wirowanie
i normalizacja zawartmi tluszczu oraz pasteryzacja °C415 sek.) ochtodzono do
28°C i dodano bakterie fermentacji mlekowej - MesoighiAromatic Culture DVS
CHN-19 (Chr. Hansen, Polska). Po gmpiigciu kwasowdci skrzepu pH=4,6
przysgpiono do jego obrébki. Uzyskany twardg delikatniegierano, dodawano 2%
soli kuchennej i dokladnie mieszano. Za pomdormy nadawano serkom ksztailt
krazkéw o srednicy ok. 70 mm i wysokei ok. 30 mm. Na uformowane i osuszone
(w temp. 20-22°C, przez depserki nanoszono kulturBrevibacterium linen88L-1
(Chr. Hansen, Francja). Proces dojrzewania prowaazo komorze dojrzewalniczej
przez okres 3 tygodni, w temperaturze 12-14°C y pvitgotnosci wzglednej 90-95%.
Podczas dojrzewania serki pighowano tak, jak sery hantgkie, zgodnie
Z Instrukcp Centralnego Zagdu Przemystu Mleczarskiego Nr 254/74 oraz PN-62/A-
86246. Wyprodukowano w ten sposob trzy serie serkow

W kazdej serii w produkcieswiezym oraz po 1, 2 i 3 tygodniach dojrzewania
0znaczono:

= mag i wymiary pojedynczych serkow,

= kwasowd@c¢ czynrg (pH) — wg PN-73/A-86232,

= kwasowd¢ potencjalg (°SH) —wg PN-73/A-86232,

= zawartd¢ wody — wg Standard IDF 4,

= zawartd¢ thuszczu — wg Standard IDF 152A,

= zawart@g¢ ttuszczu w s.m.,

= zawartd¢ soli — wg Standard IDF 88,

= zawart@¢ zwigzkdw azotowych ogétem, azotu rozpuszczalnego i wazot

amoniakalnego [Standard IDF 25; PN-75/A-04018; FANA786232].
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= zawarté¢ wolnych kwaséw tluszczowych (WKT) — metpdekstrakcyjno—

miareczkow Dole’a w modyfikacji Deeth’a, Fitz-Gerald’'a i Wo@d[1975].

» tekstue,

W3 badaniach instrumentalnych tekstury wykorzystaamalizator TEXTURE
ANALYSER TA.XT pluStable Micro Systems, Sussex, U.K.) z oprogramoera
komputerowym Texture Exponent 32. Prébki po termtmstaniu (3h/28C) badano
testem penetracji z glowjc cylindryczry P/6 mierac site penetracji (F1)
i przylepngci (F2), przy zadanej gbokasci 20 mm i pedkosci przesuwu gtowicy
2 mm/sekungl.

= profilowa ocere sensoryczs,

Ocena sensoryczna zostata zrealizowana przez zespgEhiagcy w oparciu
0 przedmiotowe normy [Standard IDF 99&andard ISO 4212; Standard 1ISO 6658].
Analize przeprowadzono metgdskalowania, polegaga na ocenie punktowej (0-5
pkt.) badanej cechy (deskryptora). Petyj nastépujace deskryptory:
D1-pomaraczowa barwa powierzchni, D2-zroszenie powierzchbg-jednolitasé¢
barwy przekroju, D4-biata barwa przekroju, D5-twa¥@ migzszu, D6-elastyczrid
migzszu, D7-mazist&d migzszu, D8-zapachsmietankowy, D9-zapach grzybowy,
D10-zapach amoniakalny, D11-smé&kietankowy, D12-smak grzybowy, D13-smak
amoniakalny, D14-smak gorzki, D15-smak stony.

Dodatkowo w serkach po 1, 2 i 3 tygodniach dojrzeaawykonupc analizy
zawart@ci azotu rozpuszczalnego i amoniakalnego oraz WiKEgkdniono podziat
na skork (warstwe mazi) jak i mijzsz.

Prébki do analiz pobierano zgodnie z wymogami ngrmeedmiotowych [PN-
86/A-86041; Standard IDF 50C]. Wszystkie oznaczemykonano w CO najmniej
trzech rownolegtych powtorzeniach. Uzyskane danavibmiczalne poddano analizie
statystycznej z wykorzystaniem programu Statisti@al (StatSoft, Tulusa, USA).
Przeprowadzono jednoczynnikgwanaliz wariancji (ANOVA). Istotnd¢ réznic
pomiedzy wartgciami srednimi weryfikowano testem post hoc Tukey'a naipoue
istotnaésci o = 0,05. Wyniki zostaly przedstawione jakrednie arytmetyczne
(z uwzgkdnieniem odchylenia standardowego + SD).

Wyniki i dyskusja

W czasie produkcji twarogobw dojrzewgajych, zgodnie z oczekiwaniami
[Instrukcja Nr 254/74, PN-62/A-86246], w méapostpu dojrzewania stwierdzono
spadek masy oraz zmniejszenie wymiarow poszczeghlrserkéw (tab. 1). Przy
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czym zmiany te zachodzity najintensywniej podczaserywszego
dojrzewania (spadek masy odpowiedniag=22,05%, 19,20% i 6,42%).

Zgodnie z danymi literaturowymi [Bikash i.in., 200M@erengiewicz, 1997;
Obrusiewicz, 1984; Pijanowski i Gawet, 1986] na#t stopniowa alkalizacja
serkéw i zaobserwowano statystycznie istotn (,05) spadek kwasowo czynnej
Z poziomu pH=4,68 (twarogiwieze) do wartéci 5,91 (po 3 tygodniach). Najaksz
zmiare pH (o 0,60) odnotowano po 2 tygodniu, a najmnigjez0,28) po 3 tygodniu
dojrzewania.

tygodnia

Tabela 1. Cechy jakoiowe serkéw twarogowych w czasie dojrzewania

Czas dojrzewania

Parametr
swieze 1 tyg. 2 tyg. 3 tyg.
Masa [g] 147,74+0,97 114,89+12F 92,72+0,87 86,76+0,8%
$rednica [mm] 71,33:0,57 67,33+0,57 66,23+0,25  63,83+0,28
Wysokasé [mm] 31,17+1,08 29,50+0,5G* 27,83+0,57° 27,16+0,71
Kwasowd¢ czynna [pH] 4,68+0,00  5,03+0,00° 5,63%0,0  5,91+0,08
Kwasowdié ogolna [PSH] 66,33+1,15  67,66+0,57 71,33+1,15  83,00+1,00°
Sucha masa [%] 33,15+0,57  41,74+0,37 44,93:+02F  58,84+0,17
Tiuszcz [%] 8,320,068  10,50+0,5° 11,30+0,26° 13,25+0,25
Chlorek sodu [%] 2,10+0,17  2,21+0,09" 2,410,048  2,52+0,13
Zw. azotowe ogotem [%] 2,58+0,0¥  2,81+0,46°  3,24#1,0®  3,580,94°
Azot skorka - 14,11+0,58" 14,42+0,63" 15,42+0,25"
rozpuszezalny [%] ia;s7;  0,3040,0f  2,39+40,1F°  3,14+0,24®  3,49+0,28°
Azot skorka - 1,73£0,08  1,96+0,02°  2,45:0,03°
amoniakalny [%]  miazsz  0,71#0,03  0,7820,09°  0,81+0,02°  1,1620,04°
skorka - 2,54x16 4,22x16 9,81x16
WKT +0,13% +0,08"F +0,05¢
[HEQ/100 g tw.] . 1,32x16 2,12x16 3,94x10 5,85x10
Mgzsz 40,382 +0,27°F +0,32°F 0,47
; 24,19x18 37,35x18 74,34x16
WKT skorka +1,84% +0,26"¢ +0,17°¢
[MEQ/100 g th] - 15,87x16 20,19x16 34,87x16 44,15x16
MRSz 40 32 +2,23™ +1,01% +1,62%"

a, A - wartgci $rednie oznaczone xdymi literami w wierszach (a-d) oraz kolumnach (A-téznig si¢ statystycznie
istotnie przy p< 0,05
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Rownolegle do zmian kwasoéw czynnej obserwowano przyrost wafto
kwasowdaci ogdlnej. Tu rownie dynamika zmian nie byta jednolita. Najmniejsze
zmiany kwasoweéci stwierdzono po pierwszym tygodniu dojrzewania ziost
0 1,33SH), najwiksze natomiast po trzecim tygodniu (wzrost o 11S56¥).

Wiasciwe uksztattowanie kwasowoi (zarébwno czynnej jak i ogolnej) urdowito
rozwéj, a paéniej dominac§¢ Brevibacterium linensktéra byta odpowiedzialna za
koncowy smak, zapach, kolor i teksguproduktow [Masoud i Jakobsen, 2003;
Rattray i Fox, 1999; Rattray i in., 1996].

Rowniez zawart@¢ suchej substancji ulegata istotnym<®,05) zmianom w czasie
calego okresu dojrzewania. Z poziomu 33,15% élldezo uformowanych serkdéw
wzrosta do wartéci 58,84% po zakiczeniu dojrzewania. Najwkszy przyrost suchej
masy (0 13,91%) stwierdzono po 3 tygodniu dojrzeaaa najmniejszy (3,19%) po
2 tygodniu (tab. 1).

Zawarta¢ tluszczu take ulegata zmianom. Wraz ze spadkiem zawaitovody
wzrastat jego udziat. Od pogtkowej wartagci 8,32% w serkachwiezych do 13,25%
w serkach dojrzatych. Jednak po przeliczeniu naazté¢ ttuszczu w suchej masie
zmiany w czasie dojrzewania byly statystycznie si@ne w pierwszych dwoch
tygodniach, a ksztattowaly giogdélem na poziomieAr,s.m=0,10% (od 25,09% do
22,51%).

Stwierdzono rénice zawartéci chlorku sodu. Poziom soli kuchennej wynosit
2,10% w serkach przygotowanych do dojrzewania iagsdi warté¢ 2,52%

w produktach dojrzatych.

Oznaczajc zwiagzki azotowe ogotem stwierdzono wzrost ich zawartev trakcie
dojrzewania, od 2,58% do 3,58% (tab. 1). Po przeldiu azotu ogdlnego na biatko
[PN-75/A-04018] produkty wykazywaty pogtkowo zawarté¢ typowa dla twarogow
ttustych (16,46% i 17,93%) by w dwu ostatnich tygth przyjmowa wartcci
charakterystyczne dla twarogow chudych (20,67%khigdo 2 tygodniu i 22,84% po
3 tygodniu dojrzewania [Bohdziewicz, 2009; PN-9188300].

Poziom azotowych zwrzkdédw rozpuszczalnych niesie informacje o zakresie
dojrzewania seréw. Im wagzy jest stosunek azotu rozpuszczalnego do azotu
ogdlnego to tym bardziej zaawansowany jest stopijrzatcci [Fox, 1989;
Pijanowski i Gawel, 1986; Sousa i in., 2001]. Adkmi Wangin [1972] opisali
B. linens jako bakters wykazupca aktywny rozkiad kazeiny na rozpuszczalne
zwiazki azotowe. Wrod tych zwizkow specyficza rolg odgrywap aminokwasy
oraz amoniak, prowade do neutralizacjisrodowiska od powierzchni sera w jego
glab. Réwnie szereg innych autoréw [Bikash i in., 2000; Brenman., 2001; Fox,
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1989; Rattray in., 1996; Sousa i in., 2001] podlaeharakterystyczne wdaiwosci
proteolityczneB. linens

Wykazano statystycznie istotne €{0,05) zr@nicowanie pomidzy zawartécia
azotu rozpuszczalnego w skorce/magednia po 1, 2 i 3 tygodniu to 14,65%) a w
migzszu §rednia dla wszystkich serkow to 2,33%). Zaréwno waszu jak i w mazi
najwigksze przyrosty zawarfoi N, zaobserwowano po trzecim tygodniu
dojrzewania.

Podobne tendencje stwierdzono oznagzajawarté¢ azotu amoniakalnego, gdzie
sredni procentowy udziat w mazi wynosit 2,05, a wansizu byt ponad 2 razy mszy
(0,87%).

B. linensobok silnych wtaciwosci proteolitycznych wykazuje tak wiasciwosci
lipolityczne [Bikash i in., 2000; Ganesan i in.,02Q Rattray i Fox, 1999]. W petni
potwierdzity to uzyskane wyniki przeprowadzonychdada Podczas dojrzewania
serkéw stopniowo wzrastata #6 wolnych kwaséw tluszczowych. W piiszu od
wartasci 1,32x16 pEq/100 g do 5,85xFOpuEqQ/100 g twarogu. W miar czasu
dojrzewania przyrost WKT malat i wynosit odpowiednil05,60; 85,84 i 48,47%.
Natomiast w warstwie zewitrznej (mazi) warté&¢ WKT byta srednio wysza o 1,5
raza, a przyrost po 2 i 3 tygodniu dojrzewania wsihd6,67 i 132,47%. Po
uwzglednieniu zawartéci tluszczu stwierdzono po trzech tygodniach doyaeia
W migzszu 44,15x10DuEq/100 g, z&w mazi 74,34x1DuEq/100 g tluszczu.

1

0,8
.
0,6
= 04 T
< T . /
g 02 % /
o, # — — ———
—— :::-F::_ -]
-0,2 T ]
-0,4
-0,6 -
swieze po 1 tyg. po 2 tyg. po 3 tyg.
aFl1 0,171 0,327 0,468 0,812
oF2 -0,117 -0,203 -0,318 -0,414

Rys. 1. Zmiany sit penetracji (F1) i sit przylegoo(F2) w czasie dojrzewania serkow
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Uzyskane wyniki instrumentalnej oceny cech reolagych (rys. 1) w pewnym
zakresie pokrywajsi¢ z profilowg ocerny sensorycza (rys. 2) oraz analizchemiczni
(tab. 1). Zmiany wartai sit penetracji i przylepriei nie wynikaty jedynie ze zmian
zawartéci wody czy tluszczu ale niapliwie byly determinowane rownie
produktami przemian proteolitycznych i lipolitycaty. W czasie dojrzewania sity
penetracji wzrosty 4,75 krotnie a sit przylegnn3,54 krotnie.

Oceniajc poziom przygtych deskryptorow stwierdzono gaiich zmiennéé (rys.
2). Najwicksze r@nice, od 0,00 do 4,80 pkt. dotyczyly oceny pomarawej barwy
powierzchni (D1) oraz zapachu amoniakalnegg;{&4,70), najmniejsze natomiast
oceny smaku stonega,5=0,77) i jednolitej barwy przekroju\6;=1,55).

Nie zawsze elementy profilowej oceny sensoryczo&pywaly st z wynikami analiz
fizykochemicznych. Posmak stonyzrét sie od wynikow laboratoryjnego oznaczenia
zawartdci soli. R&nice te mogly wynik&d z obecnéci licznych substancji
towarzysacych, ktére na ogét w serach wystijag i dziatap jako inhibitory lub
sensybilizatory smakowe.

Cechy sensoryczne serow ksztattowang w8 decydugcym zakresie poprzez
niskoczsteczkowe produkty degradacji kazeiny, powstajpod wplywem enzymow
bakteryjnych. Podobnie jak produkty degradacji kaze réwnie istotm role
w formowaniu smaku i zapachu odgrywa tluszcz milekowedacy podstawowym
substratem w wytwarzaniu sktadnikdw aromatu. Roxy produktami przemian biatek
oraz tluszczu zachodzi szereg wzajemnych interagigjinych dla cech sensorycznych.
Wolne aminokwasy i peptydy oldlajg zakres i gibokas¢ proteolizy, a jednocZeie
wplywajg ha rozmieszczenie kwaséw ttuszczowych palzy faz wodry i thuszczov,
co maskuje smak i zapach typowy dla WKT. Ponadtosmak i zapach peptyddéw
wplywaja W znacznym stopniu jony wapnia i magnezu, stogigdratacji oraz masa
czgsteczkowa [Collins i in., 2003; Fox, 1989; Pijan&ws Gawel, 1986; Sousa i in.,
2001; Yvon i Rijnen, 2001].
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D13

D12

e SWieze  --A--poltyg. —G— po2tyg. —8—po 3tyg.
Rys. 2. Profilogram sensorycznej oceny serkéw \Wdiedojrzewania

Na przemiany sktadnikbw serkéw twarogowych podczdgjrzewania pod
wptywem Brevibacterium linens wplywa wiele, wzajemnie powkanych
i uzupetniagcych sé czynnikow. Pocgwszy od jakéci (w tym skiadu) surowca, np.
zawart@¢ witamin (gtéwnie B), soli mineralnych (w tym NacCl), pHrodowiska,
wspotwystpowanie innych drobnoustrojow, parametry dojrzewafiemperatura,
wilgotnos¢, czas ale rowniedtugasé fal swietlnych) [Arfi i in., 2005; Leclercg-Perlat
i in. 2004; Masoud i Jakobsen, 2003; Pijanowskaiv@t, 1986; Reps, 1993]. Z jednej
strony utrudnia to standaryzacgech jakéciowych produktéw gotowych, z drugiej
za& pozwala na rznorodnd¢ wyrobdéw uzyskanych w wykorzystaniem tej grupy
drobnoustrojéw.
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Whnioski
Uzyskane podczas badawyniki pozwalaj na sformutowanie nagtujacych
stwierdzeé i wnioskow:
1. W czasie dojrzewania kwasowych serow twarogowychviestizono pewne
zroznicowanie ich cech jakaiowych.
2. Najwieksze zmiany badanych cech stwierdzono po trzechdiyigich dojrzewania.
3. Na powierzchni serkow zachodzity najdalej postmizmiany biatek i ttuszczu.
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2Katedra Towaroznawstwa i Przetworstwa Surowcéw Zwigch, Wydziat Biologii,
Nauk o Zwiergtach i Biogospodarki, Uniwersytet Przyrodniczy w linikel

OCENA JAKOSCI MLECZNYCH NAPOJOW FERMENTOWANYCH
PRODUKOWANYCH NA BAZIE MLEKA KROW RASY SIMENTALSKIEJ
UTRZYMYWANYCH W GOSPODARSTWACH EKOLOGICZNYCH

Streszczenie

Celem bada byta ocena wartei odzywczej, w tym prozdrowotnej, i jakoi
konsumpcyjnej jogurtow wyprodukowanych z surowcayskanego od kréw rasy
simentalskiej utrzymywanych w certyfikowanym gospmstwie ekologicznym.
Jogurty uzyskane w sezonie wiosenno-letnim chargktavaly st istotnie (p<0,01)
wickszg wartascia odzywcza, zawieragc srednio 12,82% suchej masy, w tym 3,92%
biatka ogd6lnego. Stanowity réwniecenniejszezrédio analizowanych bioaktywnych
biatek serwatkowych i witamin. Odzwierciedleniemkgéci zywnaosci 3 cechy
organoleptyczne. Jogurty z sezonu jesienno-zimoweyskaly nksze noty za bargy
konsystengj, smak i zapach. Otrzymane jogurty stanowity ceamdelto sktadnikéw
odzywczych, a zwtaszcza w sezonie wiosenno-letnim.

Abstract
The aim of the study was to assess the nutritioradlie, including health-

promoting value, and the eating quality of yoghumizde from raw material obtained
from Simmental cows kept on a certified organicnfarYoghurts produced in the
spring-summer season had significantlig@®1) higher nutritional value, containing
on average 12.82% of dry matter, in that 3.92% atélt protein. They were also
a more valuable source of analysed bioactive whegtepns and vitamins.

Organoleptic characteristics reflect the food gyaliYoghurts from the autumn-
winter season obtained lower scores for colour,sitancy, taste and smell. The
yoghurts obtained were a valuable source of nulsiemspecially in the spring-
summer season.

Mleko i przetwory mleczne nate do podstawowych elementow diety
wspotczesnych konsumentéw, co wplywa nazpy rozwdj rynku mleczarskiego
[Grebowiec i Korytkowska, 2017]. Nabywcy cenmleczne napoje za ich walory
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smakowe, a tate wysolg wartas¢ odzywcza i prozdrowotny wpltyw na organizm.
Wsrod mlecznych napojow fermentowanych jogurt jesiduktem, ktéry cieszy si
najwiekszy popularndciag wsrod konsumentéw. Wedtug definicji opracowanej przez
FAO/WHO, jogurt to mleko ukwaszone i skoagulowana pomo@ bakterii
Lactobacillusdelbrueckiissp bulgaricusi Streptococcus salivariussp thermophilus
[Codex Alimenatrius2011]. Natomiast, zgodnie PoiskNormg [PN-A-86061:2002]
jest to napdj wyprodukowany z mleka znormalizowanegagszczonego przez
dodatek odttuszczonego mleka w proszku lub odpanevazsci wody, poddanego
procesowi pasteryzaciji, a neghie ukwaszonego zakwasami czystych kultur bakterii
Z grupyStreptococcus thermophiliid.actobacillus

Zasadniczo jogurt powinien charakteryzawsie potptynmy, gtadlg konsystengj,
homogennym skrzepem, bez wycieku serwatki orazienalpeknigc. Smak jogurtu
powinien by fagodny i przyjemny, a aromat ,jogurtowy”. Powiehnia tego napoju
mlecznego powinna kyjednolita, blyszcgca i gladka [Ziarno i Zaba, 2014a].
Charakterystyczny smak nadapgurtom zwizki wytworzone przez bakterie podczas
fermentacji. Sp&réd gtéwnych nalgy wymienic kwas mlekowy, acetoiny, aldehyd
octowy oraz dwuacetyl. Wiaiwosci sensoryczne jogurtow naturalnychg s
warunkowane rodzajem stosowanej kultury bakterigwartgcia tluszczu w
produkcie czy dodatkiem biatek mleka lub mleka wgzku [Wichrowska i Wojdyta,
2014; Brodziak i Krél, 2016]. Coraz wekszego znaczenia nabiera zawé&ito
sktadnikow bioaktywnych, do ktérych zaliczang ms.in. zwigzki wystpujagce we
frakcji biatkowej i tluszczowej mileka. Biatka serikawe od lat znane gs
z wilasciwosci prozdrowotnych. B-laktoglobulina, a przede wszystkim réwnie
laktoferyna  wykazuj dziatanie  przeciwwirusowe. Ponadto, laktoferyna
charakteryzuje si wilasciwosciami antybakteryjnymi [Krol i in., 2011].
a-laktoalbumina uczestniczy w kontroli laktacji iksecji mleka, a take wykazuje
zdolnasci antybakteryjne, ktore prawdopodobnig wynikaja z syntezy peptydow
wykazupgcych aktywnd¢ mikrobiologiczry podczas trawienia
a-laktoalbuminy [Siemianowski i Szpendowski, 201Djo korzystnych odziatywa
biatek mana zaliczy¢, takze dziatanie antyoksydacyjne, wynikag z obecngi
aminokwasow siarkowych, gtéwnie cysteiny. W grupieatek serwatkowych
najlepszym antyoksydantem jedi-laktoglobulina, ktora blokuje powstawanie
wolnych rodnikéw. Natomiast sktadnikami frakcji sizczowej s m.in. witaminy
lipofilne. Witaminy rozpuszczalne w ttuszcza sgromnie istotne w zapewnieniu
zdrowia. Ochraniaj najistotniejsze struktury komorek, tj. btony korkéwe, a take
mozg, przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnik@nowych. Witaminy A, Qi
E uczestnicz w: procesie widzenia, regulacji podziatu,znécowania i wzrostu
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komorek, mineralizacji ki 1 zgbow czy utrzymaniu whkxiwej struktury
i przepuszczalrii bton komdérkowych. Witamina Dest take niezlgdna w procesie
prawidiowego wchtaniania wapnia [Cichosz, 2007; &alka i in., 2015a, b]. Warto
pamgtac, ze zawarté¢ witamin lipofilnych jest proporcjonalna do zawaitd
ttuszczu w produkcie.

Wedtug szacunkowych danych IERIGRIB [2018] produkcja mlecznych napojow
fermentowanych w Polsce w 2017 r. wyniosta 700 tga, w tym jogurtow — 380 tys.
ton. Samo przegine roczne sprycie jogurtdw w gospodarstwach domowych od
2014 r. ksztattuje siw granicach okoto 6 kg na osphl.iczne badania [Baranowska
i in., 2011; Ziarno i Zagha, 2014b; Krolczyk i in., 2016; Piekut, 2018] wyldy, ze
konsumenci najaftniej wybieraj jogurty z dodatkami smakowymi, gtéwnie
owocowymi. Piekut [2018] podajeze oprécz jogurtéw pitnych smakowych
konsumenci réwnie ¢ato preferuy naturalne typu greckiego. Badania
przeprowadzone przez Kowalczuk i Szymekiego [2017] wykazatyze nabywcy
stosunkowo cgsto decydyj sie na zakup nowych produktéw mlecznych. Jednak
decyzje o zakupiegsprzemylane, a powodem wyboru dla ponad 60% ankietowanych
sa ciekawa¢ i che¢ poznania nowsei rynkowych, natomiast dla ponad 40%
respondentdw — przygtna cena. Kobiety podczas zakupu wekszym stopniu
kieruja si¢ opiniami rodziny i znajomych oraz etig poznawania nowych smakow,
a takee wiasciwosciami prozdrowotnymi. Z kolei, dla giczyzn istotna jest reklama,
a take dos¢pnacs¢ nowdsci na rynku. Jak podajSajdakowska i Grasewicz [2016],
konsumenci g sklonni zaptadi wyzsza cere za krajowe lub lokalne pochodzenie
wyrobu, a take ekologiczg metod produkcji czy obecni sktadnikow stagcych
poprawie zdrowia.

W zwiazku z tym celem bada byta ocena warkzi odzywczej, w tym
prozdrowotnej, i jakéci konsumpcyjnej jogurtéw wyprodukowanych z mleka
ekologicznego.

Materiat i metody badan

Materiat do bada stanowity jogurty wytworzone na bazie mleka pozarségo od
krow rasy simentalskiej utrzymywanych w certyfikawan gospodarstwie
ekologicznym usytuowanym w Potudniowej Polsce (tgragérzyste). W sezonie
wiosenno-letnimzywienie zwierat oparte bylo gtébwnie o pastwisko z dodatkiem
siana isruty zbarowej, natomiast w sezonie jesienno-zimowym o Sigmile,
uzupeltniag sianem isruta zbazowa. W celu wytworzenia jogurtéw pobrano mileko
zbiorcze i w warunkach chtodniczych przewiezionoldloratorium. Jogurty zostaty
wyprodukowane metegdtermostatow. Surowiec zostat poddany pasteryzacji w temp.
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85°C przez 30 min. w fai wodnej. Mleko po pasteryzacji schtodzono do ted(yC
i zaszczepiono bakteriami jogurtowymi FD-DVS YC-18®-Flex zawierajcymi
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgarigusactobacillus delbrueckii subsp. lactis
I Streptococcus thermophilu€Chr. Hansen, Dania) w idoi 0,15 g/l [Glibowski
i Rybak, 2016]. Inkubag¢jprowadzono w temp. 40°C do momentu uzyskania p6i=4,
Nastpnie uzyskane produkty schtodzono do temp. 20°@M przerwania inkubaciji.
Jogurty przechowywano w temp. 4-6°C do dnia ¢@astgo (okoto 20 h) w celu
poddania analizom. Jogurty produkowano dwukrotnieiggu roku, tj. w sezonie
wiosenno-letnim (V-VII) i jesienno-zimowym (XII-1l) Lacznie badaniami objo
12 jogurtow. W uzyskanych produktach analizowanoakewaé oraz wartéé
odzywczg, w tym zawarté¢ wybranych substancji biologicznie czynnych. Wzde)
prébce jogurtu oznaczono wastopH, przy pomocy pH-metru (ElImetron CP-401,
Polska). Kwasows& potencjala (°SH) oznaczono metadniareczkowy, a nasgpnie
wyrazono jako zawart@& kwasu mlekowego (wedtug PN-A-86061:2002). Uzyskane
jogurty zostalty poddane analizie zawado biatka ogdlnego (metadKjeldahla,
wedtug PN-EN ISO 8968-1:2004), ttuszczu (metdgerbera) i suchej masy (metod
suszenia w 102°C). Ponadto, odomo stzenie wybranych biatek serwatkowych
i witamin lipofilnych. W celu okrélenia stzenia wybranych niezdenaturowanych
biatek serwatkowych, tj. a-laktoalbuminy, pB-laktoglobuliny i laktoferyny,
zastosowano wysokosprawiehromatografi cieczows w odwréconym uktadzie faz.
Wszystkie prébki przygotowano w oparciu o metagpracowan przez Romero i in.
[1996] z modyfikacjami [Brodziak i in., 2012]. W leeokreslenia stzenia wybranych
witamin rozpuszczalnych w tluszczach, tj. Az DE, zastosowano réwniemetoc
RP-HPLC. Wszystkie probki przygotowano w oparciekstrakeg ttuszczu metogl
Rdse-Gottlieb zmodyfikowan przez Hewavitharana i in. [1996]. Oznaczenia
wykonano w trzech powtérzeniach. Oceniano rowneechy organoleptyczne, tj.
barwe, konsysteng, smak i zapach. Ocena organoleptyczna jogurtowtains
przeprowadzona przez odpowiednio przygotowany Zegpécioosobowy. Przed
ocery probki byly kodowane i umieszczone przez 1 h wgeraturze pokojowej,
a nasgpnie przedstawiane degustatorom wraz z kwestiosagim oceny. Do oceny
ww. parametrow zastosowano skapicciopunktows, gdzie 1 oznaczato jaké
dyskwalifikujaca (nieodpowiedry), a 5 — jaké¢ bardzo doly (charakterystyczndla
produktu, naturalg).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy wykstaniu programu StatSoft
Inc. Statistica ver. 13.1 (Statsoft Inc., 2016) parciu 0 jednoczynnikogvanaliz
wariancji. Jako wynik podano wakb sredni i odchylenie standardowe. Istotne
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réznice pomedzy srednimi okrélono wykorzystujc test NIR-Fishera, przy poziomie
istotnasci p (alfa) = 0,05.

Omdéwienie wynikéw i dyskusja

Wyniki z oceny wartéci odzywczej, w tym prozdrowotnej, i jakoi
konsumpcyjnej jogurtéw wyprodukowanych z mleka elgitznego przedstawiono
w tabelach 1-3.

Jogurty uzyskane w sezonie wiosenno-letnim cechpwale wigkszymi
wartasciami kwasowéci czynnej (warté¢ pH) — 4,58 vs 4,49, jak i miareczkowej —
57,20 vs 44,40 °SH. Iké kwasu mlekowego byla zatem ¢ksza w produktach
wytworzonych latem, osgajac wartéé¢ 1,29% (p<0,05). Kwasow&¢ jogurtow
doswiadczalnych migcita s w granicach normy [PN-A-86061:2002], zgodnie
z ktora kwasowd¢ miareczkowa wyrzona jako zawart@ kwasu mlekowego nie
powinna wynosi mniej niz 0,6% kwasu mlekowego.

Sezon pozyskania i przetwarzania surowca istotrpéy/mgt na sktad chemiczny
otrzymanych  jogurtéw. Wyprodukowane w  okresie  wiosaletnim
charakteryzowalty si istotnie wekszy wartccia odzywcza, zawierajc srednio
12,82% suchej masy €0,01), w tym 3,92% biatka ogdélnego<{@01). Zawartéc
ttuszczu byta istotnie §D,05) wiksza o 0,25% w jogurtach z sezonu jesienno-
zimowego, osigajac wartaé¢ 3,95%.

Tabela 1. Kwasow& i podstawowa warkd odzywcza analizowanych jogurtéw
Z uwzgkdnieniem sezonu produkcfgrédniatzSD)

Kwasowosé Sktad chemiczny
Sezon .y : K kwas sucha " biatko
produkcji war|_c|)sc m|ar(?)cSzHo mlekowy masa U;ZCZ ogéline
P wa ("SH) o5 (%) (%) (%)
Jf.ﬁlirv‘v”y" 4.49+0,08 44,4%2,67 1,00+0,05 11,18+0,64 3,95+0,32 3,34+0,22
W"I’jt?‘?”o' 458+0,06 57,28:4,05 1,29+0,08 12,88+0.80 3,7G4+0,26 3,905+0,30

a, b —ré@nice istotne przy $0,05; A, B — ré@nice istotne przy £0,01

Okres wiosenno-letni korzystnie wplywat na statumaktywny produktow
ekologicznych, bowiem stanowity rowriecenniejszezrédto analizowanych biatek
serwatkowych i witamin (tabela 2). Napkisze rénice sezonowe stwierdzono
w przypadku laktoferyny, ktérej w sezonie wioseratim bylo wicej az o0 34% —
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40,11 mg/l (p0,01). Zawarté¢ a-laktoalbuminy w jogurtach wytwarzanych
w okresie wypasu pastwiskowego wynosita 0,80 g/B-laktoglobuliny — 0,78 g/l.
Rdéznice midzy sezonami byly statystycznie istotne i wyniosigipowiednio: 16
(p<0,05) i 20% (p0,01). Jak podali Brodziak i in. [2018], mleko pskgne od krow
rasy simentalskiej utrzymywanych w certyfikowanygdspodarstwach ekologicznych
zawierasrednio 1,19 g/la-laktoalbuminy, 3,32 g/Ip-laktoglobuliny i 123,8 mg/l
laktoferyny. Naley podkreli¢, ze zastosowana pasteryzacja wzyla stopniu
negatywnie wptyata na zawart& sktadnikow biologicznie czynnych w uzyskanych
produktach. Jednak jest ona procesem niezimym w celu zapewnienia
bezpieczastwa zdrowotnego konsumentow. W czasie ogrzewaloéé ibiatek
serwatkowych w mleku zmniejsza esi poniewa dochodzi do cgciowej ich
denaturacji — gtdbwnie dotyczy torlaktoglobuliny i krowiej albuminy serum [Sakkas
i in., 2014]. Wskazuj na to take wyniki bada przeprowadzonych przez Ruprichova
i in. [2012] na jogurtach komercyjnych, ktére wskpz ze B-laktoglobulina byla
najbardziej niestabilnym termicznie biatkiem. Zmyate nie wplywaj jednak na
wartas¢ biologiczry produktu, poniewa biatka te tworz kompleksy z innymi
sktadnikami, ale nie wyicaja sie z mleka [Sakkas i in., 2014]. Jest to 2ma,
poniewa biatka serwatkowe korzystnie oddziagiupa zdrowie cziowieka, w tym
wykazup wiasciwosci przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne czy
przeciwwirusowe [Krdl i in., 2011]. Bonczar i in2(016] w przeprowadzonych
badaniach oceniali zawak® sktadnikow frakcji biatkowej w mleku surowym
i pasteryzowanym oraz jogurtach. Autorzy nie uzyiskimtystycznie istotnych eic.
Zawarta¢ a-laktoalbuminy,B-laktoglobuliny i laktoferyny w jogurtach byta zhtna
do ich ilosci w surowcu, ktéra wynosita: 2,45, 3,71 i 0,40mg’dodpowiednio.

Tabela 2. Zawartg wybranych sktadnikbw bioaktywnych w analizowanych
jogurtach z uwzgldnieniem sezonu produkcgredniatzSD)

Frakcja biatkowa Frakcja ttuszczowa

Sezon B- o-

produkcji laktoglobu laktoalbu laktoferyna witamina A witamina D; witamina E
lina mina (mg/l) (mg/l) (ng/l) (mg/l)
(an (1)

Jesienno-

Zimowy 0,65'+0,07 0,69+0,03 30,04'+4,15 0,352+0,016 0,576+0,0281,627'+0,053

W"l’jtenri‘”o'o,mf‘io,og 0,80°+0,06 40,1F+3,27 0,436+0,021 0,708+0,0491,905+0,087

a, b — rénice istotne przy §0,05; A, B — ré@nice istotne przy §0,01
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Produkty wytworzone z surowca pozyskanego w okresi®senno-letnim
zawieraty 0,436 mg/l witaminy A, 0,704 pg/l witamimbs i 1,909 mg/l witaminy E
(tabela 2). Najwiksze r@nice sezonowe uzyskano dla zawaciovitaminy A (24%),

a najmniejsze — E (17%). Herrero-Barbudo i in. [E0podali, ze peilno tluszczowe
jogurty (3,1% ttuszczu) zawieraty 1,@9nol/l retinolu (witaminy A) oraz 1,5@mol/l
a-tokoferolu (witaminy E). Jak podaje Molska [1994}itaminy g bardziej odporne
na dziatanie wysokich temperatur stosowanych poslckadbki cieplnej. MacDonald
i in. [2011] dokonali meta-analizy dotygzej wptywu pasteryzacji na zawaéto
witamin w mleku, wskaza na niewielkie rénice.

Odzwierciedleniem jakii zywnosci sa cechy organoleptyczne. Jogurty z sezonu
jesienno-zimowego uzyskaly asze noty za baryy konsysteng, smak i zapach.
Potwierdzenie stanowi ocena ogolna wyr@sz 4,3 pkt (na 5 pkt max). Jogurty
wyprodukowane w okresie wiosenno-letnim uzyskaly gkt za oce@ ogoln. Ich
barwa zostala oceniona na 5 pkt, konsystencja pKt,5smak — 4,4 pkt, a zapach 4,3
pkt. ROj i Przybylowski [2012] wykazalze zawartéé ttuszczu byta wysoce istotnie
skorelowana ze smakiem, zapachem, konsysiebejrwg, wygladem oraz stopniem
synerezy jogurtu. Im wcej ttuszczu, tym produkty byty bardziej preferowaprzez
oceniagcych. Natomiast Domagata i Wszotek [2008] stwielidzie jogurt uzyskany
przy uwyciu szczepionki YC-180 charakteryzowalke dhardziej paadamy tekstup
i 0gblna jakoicia sensoryczgm w poréwnaniu do produktow wytworzonych przy
uzyciu innych kultur bakteryjnych.

Tabela 3. Cechy organoleptyczne analizowanych jégur (pkt/max 5 pkt)
Z uwzgkdnieniem sezonu produkcgredniatzSD)

Sezon._ Ocena ogdlna Barwa Konsystencja Smak Zapach
produkcji
Jesienno- 4,340,3 4,740,2 4,20,3 4,001 35
zimowy
W"I’jtenri‘”o' 4,7°+0,4 5,00,0 4,5+0,1 4,4+0,3 28,4

a, b — ré@nice istotne przy $0,05

Podsumowanie

Uzyskane wyniki wskazgj na maliwos¢ wytwarzania  jogurtow
w gospodarstwach — przydomowych przetwoérniach, wm tyekologicznych,
stanowicych cennerddio sktadnikow odywczych. Wiosenno-letni sezon produkcji
sprzyja pozyskaniu i przetwarzaniu surowca chargkigacego s¢ wysolg
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zawartdcia sktadnikéw biologicznie czynnych, co beZpednio wpltywa na status
bioaktywny produktow.

Badania wykonano w ramach projektu ,Kierunki wyk@tania oraz ochrona zasobéw genetycznych zgtierz
gospodarskich w warunkach zrownawaego rozwoju” wspoffinansowanego przez Narodowe@e Bada i Rozwoju
w ramach Strategicznego programu badeukowych i prac rozwojowyctssodowisko naturalne, rolnictwo i feictwo”

— BIOSTRATEG, nr umowy: BIOSTRATEG2/297267/14/NZBRB/
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Wstep

Wigczenie mgsa do jadtospisu cztowieka zbiega simajcymi miejsce okoto 3,5-3,0
min lat temu zmianami klimatu, ogranicgaymi zasoby rélinne — dotychczas
podstawowy pokarm pracziowieka [Zaraska, 2016]. &bgo odywcze nowej diety
uwarunkowato ewolugj a zwilaszcza zintensyfikowato rozwdj moézgu czidwie
umazliwiajgc tym samym jego rozwdj spoteczny i intelektualiilfon, 1999]. Migso
dla cztowieka to cenne i trudne do zgétniazrodio wielu skltadnikdéw pokarmowych.
Zapewnia ono dostarczenie wysokowértowego biatka o bardzo dobrze
zbilansowanym sktadzie aminokwasowym, ze szczegdloyvzgkdnieniem leucyny,
lizyny, metioniny, treoniny i tryptofanu. Zawieraua dobrze przyswajalnegeelaza,
cynku, selenu oraz szereg witamin — gtéwnie z gieg¥hang i in., 2010; Foldra i Reig,
2011; Binnie i in., 2014]. Przytoczone przez de t@agaroloso Pereira i dos Reis
Baltazar Vincente [2013] wyniki badavielu autoréw potwierdzajobecné¢ w migsie
zwigzkow o specyficznych wikgiwosciach prozdrowotnych: kwasu linolowego (CLA),
karnozyny, anserynyg-karnityny, glutationu, tauryny, kreatyny, koenzyn@. Do
bioaktywnych substancjiebigcych naturalnymi komponentami ¢sia zaliczaneastakze:
cholina, kwas liponowy czy kwas orotowy. B&i obecndci cennych substancji
prozdrowotnych miso jest traktowane jakzywnosé funkcjonalna [Decker i Park, 2010;
Olmellinda-Alonso, 2013; Jiménez-Colmenero i ifQ2; Zhang i in., 2010]. Jednak ten
wazny produktzywnosciowy dzisiaj budzi najwgcej kontrowersji co do roli i znaczenia
w diecie cziowieka [McNeill i in., 2017; De SmectViossen, 2016; Mc Neill, 2014,
Klurfeld, 2015; Forestell i in., 2012; Ferguson,18Q) przy odmiennym postrzeganiu
w réznych regionaciwiata [Mathijs, 2015]. Naukowa wiedza i systematgezlyskusje
chatby pod tak znacym tytutem ,Think meat — think healty” (niysz migso — myl
zdrowie) [Miedzynarodowy Kongres Nauki o biie i Technologii, Francja 2015] kieguj
uwag konsumentéw na raso ze zwierat fownych [Lecocql1997;Potawska i in., 2013;
Cawthorn i Hoffman, 2014; Mc Neill i in., 2017; Hofan i Cawthorn, 2013].
Wykorzystupc wyniki wieloaspektowych bada dane statystyczne oraz informacije
0 dziataniach edukacyjnych i promocyjnych podj proly pokazania midiwosci
zwickszenia spaycia dziczyzny w naszym kraju.
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Mi eso zwierzt townych

Mieso zwierat dzikich ma najdtasz histori w zywieniu czlowieka. Pockowo
bylo to meso z mamutéw, hipopotamow, noszrdw, niedwiedzi, reniferow, péniej
koni, zubrow, jeleni, saren, dzikéw, turéw, tosi iznego ptactwa. W Polsce: o XX
wiek dziczyzna byta podstawkuchni mesnej, przy czym z troski o ochrorzwierzt
zmniejszano jej ofegtgatunkows [Krupka, 1989; Rozposarzenie MinistraSrodowiska
Z dnia 11 marca 2005r].

Naturalnd¢ i sktad chemiczny msa zwierzt fownych sprawiaze jest to produkt
najbardziej odpowiadaty zapotrzebowaniom biologicznym cztowieka [Hoffman
i Cawthorn, 2013; Kudrri@va i in., 2018; Polak i in., 2008]. kHo jest chude,
0 czerwnej barwie, bardziej spoiste i soczyste leymaga diuszego dojrzewania.
Bogactwo zerowiska sprawiaze mkgso zwierzat dzikich zawiera wiele substancji
biologicznie czynnych, a przede wszystkim charagldgie s¢ specyficznym aromatem
i smakiem dziczyzny (ang. gamey flavour) [Neethlingn., 2016]. Kady gatunek
zwierzt townych jednak zachowuje pewrodrebnaos¢ cech tuszy i szeroko pbgj
jakosci migsa. Wedtug badawydajnc¢ rzezna dzika waha siod 59,76 do 76,63%
[Korzeniowski i in., 1991; Sales i Kotrba, 2013]sarny wynosi 60,00 - 65,98% [Flis,
2015], a u jeleni od 52,00 do 60,10% [Drozd i ¥296]. Wydajné¢ rzezna zajca waha
sie od 53,80 do 70,00% [Dzigynska-Cybulko i Fruziski, 1997], baanta od 71,90 do
73,50% [tukaszewicz i in., 2011] a kuropatwy wyno&oto 72% [Kokoszgski i in.,
2013]. Mkso dzika jestgdrne, soczyste i zawiera od 20,88 do 24,19% biagl@nego,
1,63 - 3,45% tluszczu oraz od 55,00 do 90,00 mgylObolesterolu, Zastosunek
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) n-8/mvynosi od 3,69 do 4,47
[Batorska i in., 2016; Strazdina, 2014]. ddd sarny wyrénia sk bardzo nisk
zawartdcia ttuszczu (0,48-1,63%) i cholesterolu (62,37 mg/gpPDominik i in., 2013;
Strazdina, 2014]. Mso jeleni karpackich zawiera od 20,70 do 24,47%&jgrzy sumie
aminokwasow egzogennych od 61,56 do 71,54 g/10@agaboraz od 0,38 dO 4,10%
tluszczu i od 52 do 62 mg/100 g cholesterolu. Réwni migsie danieli z Beskidu
Niskiego jest di#o aminokwaséw egzogennych (55,54-73,55 g/100 cdjiatmieso to
cechuje wysoki dochogdey nawet do 23,26 wskaik jakosci zywieniowej (Index
Nutritional Quality — INQ)zelaza [Kilar, 2018]. Z badaBiesiady-Drzyzgi i in. [2011]
wynika, ze w misie baanta znajduje giod 23,30 do 25,09% biatka og6lnego i od 0,84
do 1,76% ttuszczu. Kotowicz i in. [2012] poglaje w tluszczu mgisa baantow jest od
29,7 do 39,5% kwasow nasyconych SFA, od 30,4 dé% kwasdéw jednonienasyconych
MUFA i od 17,9 do 30,3% kwaséw PUFA. Murawska i [2013] w tkance miniowej
kaczki krzy:Owki stwierdzili stosunkowo wysoki, wynagzy blisko 24% poziom biatka,
przy niskiej (0,8%) zawarfoi ttuszczu. Tiuszcz charakteryzowate skorzystnym
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profilem kwasow ttuszczowych, gdzie SFA stanowily,126, MUFA 17,3%, a PUFA
43,6%. Meso z zajca jest chude (tluszcz od 0,54 do 1,93%), delikatverdzo kruche,
w ktoérym notuje si szeroki zakres zawat biatka (21,09 - 27,54%) [Skrivanko i in.,
2008]. Wedtug Drozda i in. [2015] w tluszczugse zajca jest 14,50% kwasow MUFA
i 45,50% kwasow PUFA, a stosunek PUFA /n-8 wynosi 1,78. W olbie migsa
Z jeleniowatych najbardziej atrakcyjne pod werigim smaku i zapachu jestgsd sarny
[Daszkiewicz i in., 2012], a res0 z jeleni uzyskuje najwgze oceny za kruché

i soczysteéé [Kwiatkowska i in., 2009]. Z badiaZochowskiej-Kujawskiej [2017] wynika,
ze najbardziej akceptowanym przez konsumentow wyrolspdrod dojrzewajcych
wedzonek z daniela, dzika, jelenia i sarny jestizonka z dzika.

Zasoby i infrastruktura pozyskiwania i przetwarzania dziczyzny

Stan ilgciowy zwierzyny townej w Polsce w latach 2000-2GEstawiono w tabeli 1.
W tym okresie nagpit znaczcy wzrost liczby: jeleni, saren, muflonéw, danigagcy
i bazantow. Od 2014 roku notuje ¢sispadek populacji dzikéw, co sde sk
z pojawieniem afrykéaskiego pomoru swin w naszym kraju. W 2017 roku
zinwentaryzowano teo 53600 sztuk mniej kuropatw w poréwnaniu ze stane 2000
roku. Warto zwréa uwag, ze w marcu 2017 roku najlicznieszgrupe zwierzt
lownych stanowity sarny (945600 szt.), a3 (789600 szt.) i kanty (544000 szt.).

Tabela 1. Stan iléciowy zwierzyny townej w Polsce w wybranych latach{szt.)

Zwierzeta towne

Rok
© dziki jelenie  sarny muflony daniele zajce baanty kuropatwy

2000 118300 117500 597100 1725 9050 551400 263700 456080
2006 177100 147400 706500 1935 14966 506900 3610066900
2007 178600 154200 705800 1811 15423 515800 3676074000
2008 211800 163600 760200 2065 17830 531800 412700408200
2009 251000 176100 827500 2595 20667 562400 462000442300
2010 249900 180200 822000 2811 23319 558700 4629088400
2011 267800 194700 829900 2772 26517 596700 4585030300
2012 255800 203000 829000 2766 27225 601700 45700@92200
2013 282200 217200 875900 2748 28198 649500 48380190400
2014 284600 217900 873500 2958 28107 574500 48080182400
2015 264000 213500 867000 2904 17524 708800 5203083600
2016 249600 218300 887100 3004 28282 751800 52520@76700
2017 214800 285600 945600 3345 29048 789600 54400@92000

* stan w dniu 10 Il danego roku
Zrédho: Lesnictwo. GUS, Warszawa
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llos¢ pozyskiwanego surowca wyznacza widlkodstrzatéw zwierat fownych. Dane
zebrane w tabeli 2 wskaalljze w przedziale czasowym 2005/2006 — 2016/2017 ponad
dwukrotnie wzrosta liczba odstrzelonych dzikéwejeli muflonéw, a prawie trzykrotnie
danieli. Wzrasta te liczba odstrzelonych saren i 4amtow, jednak nieco wolniej.
Natomiast zdecydowanie ograniczono odstrzajcgaj kuropatw i w mniejszym stopniu
kaczek. Z okrdonych prognoz pozyskiwania surowca wynika, w roku towieckim
2029/2030 odstrzat jeleni me przekrocz§ 161 tys. szt. (wykres 1), a saren 287 tys. szt.
(wykres 2). Pewien zasob surowca stanaei hodowle fermowe jeleniowatych, ktorych
liczba systematycznie $oie (rysunek 1). Szacujec¢size tego typu fermy utrzymayj
okoto 35000 zwiergt, najczsciej @9 to daniele. W tabeli 3 przedstawiono wiglko
i strukture skupu zwierzyny townej w latach 2006-2016. Mimaotbwanych spadkéw
w 2009 i 2013 roku nagpit wyrazny wzrost skupu dziczyzny (z 6536 ton w 2006 roku
do 13250 ton w 2016 roku) dziczyzny. W strukturzeimi przewaaja tusze jeleni
i dzikébw. Poziom prezentowanej w tabeli 4 infraktuny pozyskiwania i przetwérstwa
dziczyzny naley okresli¢ jako dobry.

Tabela 2. Odstrzat zwierat townych stanowhcych zrédto miesa w Polsce
w wybranych towieckich latach gospodarczych 2005/26 — 2016/2017 (szt.)

towieckie Zwierzeta towne

gospl)&ct?arcze dziki  jelenie sarny daniele muflony =zajce baanty kuropatwy kaczki
2005/2006 137606 41045 147331 3289 319 30096 10249917570 101888
2006/2007 117732 39651 134243 3496 187 15792 9620012805 103732
2007/2008 149279 40825 149279 3635 184 23019 11275613957 108331
2008/2009 226007 45891 157295 4305 243 17868 14665714993 108516
2009/2010 217941 50513 176196 5132 336 19165 11113211958 104896
2010/2011 232688 54292 160678 6385 438 17824 1041653135 100388
2011/2012 195657 60307 166889 7042 442 9865 112964 1774 100627
2012/2013 239907 68704 172249 7327 484 17928 1168931749 108471
2013/2014 241904 77332 186667 8366 455 13195 1146012103 109705
2014/2015 291450 83262 195045 8616 518 15276 1291422539 105859
2015/2016 340945 89054 202069 9302 566 15237 1284702694 95832
2016/2017 310425 93189 212703 9624 678 17292 1144922911 88132

Zrédto: Lesnictwo. GUS Warszawa
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Wykres 2. Prognoza pozyskiwania surowca sarniego Rolsce do 2030 roku
Zr6dto: Opracowanie wiasne
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Rysunek 1. Liczba hodowli fermowych jeleniowatych wPolsce w latach 2010-2017
Zrodto: Weterynaryjna Sprawozdawdézdstatystyczna. GIW Warszawa
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Tabela 3. Skup zwierzyny townej w Polsce w latach0P6-2016

Zwierzyna Lata
towna 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2019162

tony 2096 3393 3964 2298 3636 3485 3660 2450 33630965 4958

dziki % 32,07 3924 4166 32,12 4044 37,61 36,94 26,18,063 40,16 37,42
jelenie tony 2608 3067 3307 3015 3420 3814 4097 4674 5022235 5199
% 39,90 3547 34,75 42,14 38,05 41,16 41,35 49,8%,384 41,16 39,24
samy tony 1810 2157 2227 1812 1907 1945 2118 2189 23912962 2464
% 27,69 2494 2340 2532 1859 20,98 21,38 23,332,082 18,06 18,59
tony 22 30 18 29 25 23 32 55 51 74 629
pozostata

% 034 03 019 042 029 025 033 0,559 0,48 0,62,75

Ogotem tony 6536 8647 9516 7154 8988 9267 9907 9368827 12689 13250

Zrédto: Lesnictwo. GUS, Warszawa

Tabela 4. Infrastruktura pozyskiwania i przetworstwa dziczyzny w Polsce

Lp. Wyszczegoblnienie Liczba jednostek
1 Kofa towieckie 2076

2 Punkty skupu dziczyzny 1520

3 Zaktady obrobki dziczyzny 28

4 Zaktady przetwérstwa dziczyzny 81

5 Zaklady m¢sa jeleniowatych fermowych 10

6 Chiodnie skiadowe 34

Zrédto: Glowny Inspektorat Weterynarii. Stan na 312018 r.

Konsumenci wobec dziczyzny

W 2016 roku statystyczny Polak s9y673,4 kg mésa, najwgcej wieprzowiny — 40,8
kg i migsa drobiowego - 29,2 kg, a ponadto 2,1 kg wotowargz 1,3 kg innych ms jak:
krélicze, dziczyzna, jagetina/baranina, kdecina i konina [Maly Rocznik Statystyczny
Polski, 2017]. Szacunkowy wskaik spazycia dziczyzny w naszym kraju jest niewielki.
Z rysunku 2 wynikaze w przedziale lat 2000-2016 wahat sed 0,051 kg (rok 2013) do
0,164 kg (rok 2016), z tendengystematycznego wzrostu od 2013 roku.
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Rysunek 2. Szacunkowy wskanik spozycia dziczyzny w Polsce w latach 2000 - 2016

(kg/osole)
Zrodio: Maly Rocznik Statystyczny Polski. GUS Warsa

Wyniki bada ankietowych pokazugj ze wskanik konsumugcych dziczyzg jest
bardzo zrénicowany i zaley od wielu czynnikow. Z badaBalika [2010] wynika,ze
dziczyzre konsumowato tylko 21,2% respondentéw. Przy czytzgaie dziczyzny miato
statystycznie istotny zwkek z picy, wyksztalceniem, wiekiem, miejscem zamieszkania,
grups spoteczno-zawodoyy portretem psychograficznym i znajofo@ z mysliwym,

a nie zaleato od dochodu. Kilar i in. [2016b] stwierdzilie dziczyzg co najmniej kilka
razy w roku konsumowato tylko 32,8% og6tu badanynleszkacow Podkarpacia.
W 2012 roku wskanik polskich respondentow deklagaych spaywanie dziczyzny
wynosit od 25,6% [Kwiediska i in., 2016] do 54,89% [Nagalska i Rejman, 3014
Kolejne badania Kwiedskiej i in. [2017] poda, ze w 2015 roku wskanik
spaywajagcych dziczyzg byt juz na poziomie 49,4%. Warto nadmiénize wsrod
badanych mieszkadw Holandii dziczyza spaywato 52% [Schlup i in., 2014], asndd
Chorwatéw a 92% [Tolust i in., 2016]. Odnotowana w badaniach [Kilar i i8Q16b;
Kwiecinska i in., 2016; Nagalska i Rejman, 2014; Osla i in., 2017] ogstasé
spaywania dziczyzny pokazujeze mieso to pojawia si ha talerzu Polakéw rzadko,
zwykle przy wyjatkowo uroczystych okazjach. Przyimee badania polskich autoréw s
zgodne, co do faktwe najwaniejsze powody spywania dziczyzny stanowiwysoka
wartas¢ odzywcza i walory prozdrowotne oraz unikatowy bukietakowy. Z kolei do
najpowaniejszych barier konsumpcji dziczyzny respondengiiczap wysolky cerg
(61,85-63,00%), mat dostpnas¢ (44,10-63,30%) oraz brak tradycji spwania

i nieumiegtnos¢ przyradzania (56,00-66,47%) [Kilar i in., 2016b; Kwiéska i in.,
2016; Opaliska i in., 2017; Nagalska i Rejman, 2014]. Na thprezentowanych
zachowa i postaw ankietowanych wobec dziczyzny, ciekawelapy sic tez wskazane
dziatania, ktére mag sie przyczyné do zwkkszenia sprycia tego mgsa. Wedtug
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mysliwych, przetwércow i handlowcOwasto: promocja (63,00% wskaZa zmiana
relacji cen skupu i sprzeda (27,00%), edukacja (27,00%), wsparcie ze stramgsiva
(24,00%) oraz rozwoj przedkiorstwa (11,00%) [Kwiediska i in., 2016]. Rownie
zdaniem konsumentéw najldsze znaczenie w tym wzglzie mae mi€ promocja
(54,14%), edukacja (18,82-31,95%) i rozwoj przetw§i6,59%) [Kilar i in., 2016b].

Dziatania edukacyjne i promocyjne

Wazna rola dziczyzny w profilaktyce zdrowotnej cziokae [Cordain i in., 2002;
Saluk-Juszczak i in., 2010; Kilar i in., 2016a; &tatak i in., 2015], potwierdzony
naukowo niski wskanik spaywajacych to méso [Balik, 2010; Kilar i in., 2016b;
Opalinska i in., 2017] oraz zedicowany o nim poziom wiedzy [Kilar i in., 2016b;
Kwiecinska i in., 2015; Nagalska i Rejman, 2014] stamawocne argumenty do dziata
edukacyjnych i promocyjnych. W ostatnich latachedsp zauway¢ duza aktywndé¢
w tym zakresie Polskiego Zgdku towieckiego oraz Ratwowego Gospodarstwa
Lesnego Lasy Pastwowe. Wrdéd r&nych dziala warto odnotowa konferencg
zorganizowan przez Senacek Komisje Srodowiska 30 maja 2017 roku ,Gospodarka
towiecka jako element ochrordyodowiska przyrodniczego i zréwnowanego rozwoju”
oraz konferengj naukova ,Zywnosé darem dlazycia i zdrowia — wéwietle zagraen
GMOQ", ktéra miata miejsce 9 wrzria 2017 roku w Warszawie. Polski Zmek
towiecki popularyzuje dziczyznpod hastem ,Dziczyzna z polskich lasow na polskie
stoty”. Z kolei Lasy Pastwowe podjly si¢ realizacji w latach 2017-2019 projektu pt.
,Zdrowa Zywnoi¢ z Polskich Lasow”, ktéry ma na celu prompcpoprave dostpnasci
dziczyzny. W ramach projektu zostanie utworzona diemowych sklepéw ,Dobre
z lasu”.

Podsumowanie

Dziczyzre stanowi mgso z r@nych gatunkéw ssakow i ptakédw townych. Jest to
migso kulinarne i przetwércze, charakterymg sé bogactwem i wysak zawartdcia
substancji prozdrowotnych oraz unikatpvatrakcyjndcia sensoryczm pod wzgledem
smaku, zapachu i barwy. Po stronie gkszenia spiycia dziczyzny w Polsce néaig
odnotowa: walory prozdrowotne msa, due zasoby zwierzyny townej, wzrost
pozyskania zwierzyny grubej oraz rozbudowinfrastruktury pozyskiwania
i przetwarzania surowca. Obraz szans uzupetrpagdejmowane dziatania edukacyjne
i promocyjne oraz wzrastgje od 2013 roku szacunkowe gpcdie dziczyzny na jednego
mieszkaca. Z kolei najpowaniejszymi barierami wzrostu spycia dziczyzny pozosta;
wcigz wysoka cena, mata depnas¢ i brak tradycji spgywania.
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KATARZYNA NEFFE-SKOCINSKN, JOANNA TRAFIALEK?,
DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA', ZBIGNIEW DOLATOWSKI?

17aktad Higieny i Zargdzania Jakgcig Zywnaici, Wydziat Nauk @ywieniu Czlowieka i Konsumpcji,
Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
?Instytut Biotechnologii Przemystu Rolno-Speczego w Warszawie

OCENA RYZYKA ZDROWOTNEGO EKOLOGICZNYCH PROI?UKTOW MIESNYCH
WYPRODUKOWANYCH BEZ UZYCIA AZOTANOW Il I V

Streszczenie

Celem pracy byta proba opracowania metody ocenyykyzi korzyci
zdrowotnych spgycia ekologicznych produktow menych surowo dojrzewagych
(MPE) wyprodukowanych bezycia zwigzkdw azotowych.

Zakres pracy obejmowalt przegdl dostpnych metod oceny ryzyka, identyfikacj
zagraen i korzysci zdrowotnych spaycia MPE oraz zaprojektowanie matrycy ryzyka
i korzysci spazycia tych produktow. Materiat do batlestanowity dosipne dane
literaturowe i epidemiologiczne dotygz spaycia MPE. Metod oceny ryzyka
i korzysci zwigzanych z MPE opracowano zgodnie z zaleceniami EFSédex
Alimentariusi WE178/2002. Oceny ryzyka i korgyi dokonat zespot ekspertow
analizy ryzyka na podstawie danych literaturowych epidemiologicznych.
Zidentyfikowano cztery grupy czynnikbw ryzyka i emy grupy Kkorzyci
zdrowotnych spgycia fermentowanych wyrobéw gsnych.

Opracowano wieloetapaw metod, w tym matrye oceny ryzyka i korzci
spazycia MPE obejmujcg identyfikacg i charakterystyk ryzyka oraz korzici
wynikajagce z ich spgycia MPE dla poszczegdlnych grup konsumentow.

Wstep

Ocena ryzyka i korzci zdrowotnych jest nowym tematem badawczym
w systemie zapewnienia bezpiefigeva zywnosci i ochrony zdrowia publicznego
[EFSA, 2010].Szczegblne miejsce w tym obszarze zajmuje ocemgkayk korzysci
zdrowotnych spgycia migsnych produktow ekologicznych surowo dojrzeyegch
(MPE).

Peklowanie mgsa jest to proces utrwalania, ktérego celem jestani
charakterystycznej mdwo-czerwonej barwy przetworom @shym, zahamowanie
rozwoju niekorzystnych drobnoustrojow, nadanie typgo dla mgsa peklowanego
smaku i zapachu oraz spowolnienie proceséw utlémidfontrowersjezywieniowe,
dotyczce przede wszystkim azotanu lll, z@wane § z maliwoscia powstawania
toksycznych dla czlowieka nitrozoamin. W produkcMPE poszukuje si
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alternatywnych metod peklowania. Przyktadem jestvatka kwasowa, ktéra stanowi
wazny surowiec ze wzghu na zawarte w niej skladniki ggvcze i dziatanie
utrwalapce [Neffe-Skoaiska i in., 2016].

Celem pracy byta préba opracowania metody ocenyykyzi korzyci
zdrowotnych spgycia miesnych produktéw ekologicznych surowo dojrzeyegich
(MPE) wyprodukowanych bezycia zwigzkdédw azotowych.

Materiat i metody badan

Zakres pracy obejmowat przagdl dostpnych metod oceny ryzyka, identyfikacj
zagrazen i korzysci zdrowotnych spaycia MPE oraz zaprojektowanie matrycy ryzyka
i korzysci spazycia tych produktow.

Materiat do bada stanowity dosipne dane literaturowe i epidemiologiczne
dotyczce spaycia MPE.

Metode oceny ryzyka i korzici zwigzanych z MPE opracowano zgodnie
z zaleceniami EFSACodex Alimentarius Rozporadzenia WE 178/2002. Oceny
ryzyka i korzyci dokonal zespdt ekspertow analizy ryzyka na padst danych
literaturowych i epidemiologicznych.

Wyniki i dyskusja

Zgodnie z Rozpogdzeniem WE 178/2002 ocena ryzyka i kéypowinna st
opier& na istniegcych dowodach naukowych i &ypodejmowana w sposob niezaig,
obiektywny i przejrzysty. Ocena taka powinna én@harakter iléciowy, aby odni&
potencjalne zagtenie do potencjalnych kor&si dla zdrowia cziowieka. Prowadzona
analiza dla produktuywnosciowego powinna zawieéaocere ryzyka, ocen korzysci
oraz poréwnania obu tych czynnikéw. Zgodnie z paye@ Komitetu Naukowego EFSA
prawidtowe prowadzenie oceny ryzyka powinno sktadia z identyfikacji zagreenia,
jego charakterystyki, oceny naemia oraz oceny korzgi zdrowotnych spzywania
okreslonej zywnaosci [EFSA, 2010].

Opracowanie metody oceny ryzyka i kosey zdrowotnych spaycia MPE
obejmowato trzy etapy:

1. Zdefinowanie czynnikéw ryzyka i kai@dyzdrowotnych spiycia MPE

Wybrano cztery grupy czynnikéw ryzyka (1. aminy ¢eémne, 2. DDT, 3Listeria
monocytogenes 4. drobnoustroje patogenne i saprofityczne;) itegz grupy
czynnikdw korzyci (1. mniejsze zanieczyszczenie substancjami ctEmimi
w MPE; 2. wysza warté¢ odzywcza MPE; 3. wiéciwosci prozdrowotne MPE;
4. wysoka jakéc sensoryczna MPE).
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2. Ustalenie poziomow prawdopodotséva i wpltywu wysipienia zdefiniowanych
czynnikéw ryzyka i korzgi zdrowotnych spiycia MPE

W opracowanej metodzie catkowite ryzyko i koselypo spayciu MPE wyraono
w sposo6b liczbowy. Kaly czynnik ryzyka i korzici obliczano mneac szacunkowe
wartcsci prawdopodobigstwa i wptywu [Luning i in., 2002].

Wz6r 1:

Re = Py x Wy

gdzie, R - ryzyko czstkowe jednego czynnika, ;P- prawdopodobigstwo
wystgpienia negatywnego wptywu czynnika, ;W wplyw czynnika na zdrowie
konsumenta.

Wzor 2:

Ke =P, x W,

gdzie, K - korzys¢ czastkowa jednego pozytywnego efektu zdrowotnege,-P
prawdopodobigstwo wysgpienia pozytywnego efektu zdrowotnego,, W wptyw
efektu zdrowotnego na zdrowie konsumenta.

Tabela 1. Poziomy prawdopodobstwa (R) wystpienia i negatywnego wptywu
(W4) czynnikow ryzyka na zdrowie konsumenta pozsoiu MPE

Prawdopodobieastwo (P;) Poziomy Wplyw (W;) na zdrowie konsumenta
Bardze mate 1 I-\/Ia’fo istotny - lekkie pogorszenie zdrowia i j@kd
zycia konsumenta
Nieznaczne 2 Zauwalny - pogorszenie szdrowia i jakdci zycia
Istotny - wptyw nr 2 + maliwe zachorowania; leczenie
Umiarkowane 3 w warunkach domowych, utrata czasowego komfortu
zycia

Powany - wpltyw nr 2, 3 + gjzkie zachorowania,
koniecznd¢ hospitalizacji, dtugotrwata utrata komfortu

Duze 4 . . !
W zycia, niezdolné¢ do pracy lub normalnej aktywsai
zyciowej konsumenta
Bardzo die 5 Bardzo powany - wptyw nr 2, 3, 4 €mierc

konsumenta

Zrodio: opracowanie wiasne

66

Krakoéw, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

Prawdopodobigstwo (R) w przypadku czynnikéw ryzyka dotyczy — #ievosci
wystgpienia danego czynnika w MPE, a w przypadku kéczyW;) — mazliwosci
wysfgpienia danego pozytywnego efektu zdrowotnego, upnad@ego od
czestotliwosci spazycia MPE. Jego warté szacowano na podstawie danych
dostpnych w literaturze przedmiotu.

Wplyw (W3), w przypadku czynnikéw ryzyka, to wskak informujacy, jak
bardzo negatywne jest oddzialywanie danego zagria na zdrowiekcie
konsumenta, a w przypadku kokey (W,) jest to wskanik informujacy, jak bardzo
korzystne jest oddziatywanie danego efektu zdroegtn na zdrowiedcie
konsumenta.

W metodzie przyjto, ze P i W okréla sic w skali 1 do 5 (Tabela 1i 2).

Tabela 2. Poziomy prawdopodohstwa (R) wystapienia i korzystnego wptywu (W
na zdrowie konsumenta po syoiu MPE

Prawdopodobieistwo (P;)  Poziomy Wplyw (W,) na zdrowie konsumenta

Bardzo mate - spgycie 1 Mato istotny - nieznaczny wptyw na styl, jado

raz na miesic 1 zycia i samopoczucie konsumenta
Mate - spaycie 2 razy na 5 Zauwaalny - pozytywny wpltyw na jaki@ zycia
miesigc i samopoczucie konsumenta
Umiarkowane - spoy/cie 1 3 Istotny - wpltyw nr 2 + korzystne dziatanie na
raz na tydzia przewdd pokarmowy i uktad kzenia
Duse - spaycie 1 raz Powany - wptyw nr 2, 3 + zapobiggahie
dziennie 4 chorobom uktadu pokarmowego akenia

i zmianom nowotworowym w przyszoi
Bardzo due - spaycie 2 5 Bardzo powany - wptyw nr 2, 3, 4 + unikrcie

razy dziennie choréb cywilizacyjnych

Zrodto: opracowanie wiasne

3. Obliczenie catkowitego ryzyka i kofeyspaycia MPE
Catkowite ryzyko i korzyci spazycia MPE przedstawiono jako sgm
pojedynczych (czstkowych) / korzyci zgodnie ze wzorem 3 i 4.

Wzor 3:

R=Y"=1Rc

gdzie: R - catkowite ryzyko spgcia MPE, R - ryzyko castkowe jednego czynnika,
n - liczba.
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Wz6r 4:

K=Y""%1Kc

gdzie: K - sumaryczne korggi wynikajace spaycia MPE, K - korzyci jednego
efektu zdrowotnego, n - liczba.

W zalenosci od catkowitego ryzyka i sumarycznych kofgy szacowano
4 poziomy ryzyka i 4 poziomy korzgi spazycia MPE. Przy zateeniu, ze Ry, = 4,
natomiast Rax = 100 szacowano: ryzyko krytyczne: R = 60 - 16@yko dwe: R =
30 - 60, ryzyko niewielkie: R = 10 - 30, ryzyko m®tne: R = 4 - 10. Przy zateniu,
7ze Knin = 4, natomiast K.x = 100 szacowano: korggi pozagdane: K = 60 - 100,
korzysci znacace: K = 30 - 60, korZci zauwaalne: K = 10 - 30 i korzci
niewielkie: K =4 - 10.

4. Opracowanie matrycy szacowania ryzyka i kéeczgpcycia MPE

W proponowanej autorskiej metodzie oceny wykorzystaopasowanie wedtug
metody zamka Van den Berga i Delsinga [1999]. Ritpyjze matryca szacowania
ryzyka i Kkorzyci powinna odzwierciedla zwigzek pomédzy korzyciami
zdrowotnymi spaycia MPE w kontekcie ryzyka negatywnego wplywu na zdrowie
konsumenta. Matryc zaprojektowano w taki sposob, aby z obliczonychrteéai
catkowitego ryzyka i korzci wynikaty cztery progi wskaza spaycia MPE
(Rysunek 1).

Rysunek 1. Matryca szacowania ryzyka-kdicdy wskazania spo/cia MPE

RYZYKO KORZY SCI Wskazania
Rmin=4 MATRYCA RYZYKO-KORZY SCI Kmin=4 spavcia
Runay=100 K 1ney=100 e
Krytyczne Niewielkie .

R= 60-100 K= 4-15 Niezalecane
Duze Zauwaalne Warunkowe
R=30-60 K= 15-30

Niewielkie Znacace Moszliwe
R= 15-30 K= 30-60 z
Nieistotne Pazagdane Zalecane
R=4-15 K= 60-100

Zrodto: opracowanie wlasne
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Zgodnie z etapem nr 1 opracowanej metody ziderawfdno czynniki ryzyka
i korzysci zdrowotne sprycia MPE. W drugim etapie metody obliczono ryzyko
pojedynczych czynnikbw i pozytywnego wplywu na adi®@ konsumenta
pojedynczych czynnikdw korZgi, szacujc prawdopodobigstwo i wplyw na
zdrowie konumenta.

Tabela 3. Charakterystyka i uzasadnienie zdefinigwh czynnikéw ryzyka

L.p. Czynnik ryzyka Charakterystyka zagrozenia Zrodio

* na ich zawart& w wyrobach mjsnych wptywag: NacCl,
wielkos¢ batonu kietbasy, warunki higieniczne procesu
produkcyjnego, rodzaj kultury startowe;.

» rozktad bialek mjsniowych przy udziale enzymow
mikrobiologicznych; m@e prowadzi do deaminacji 22
i dekarboksylacji aminokwaséw w czasie fermentacji, 23
dojrzewania i przechowywania;

* dziatap na ukfad naczyniowy,soodkowy uktad nerwowy
cztowieka; powoduyj m.in. bdle glowy, zaburzenia
krazenia, wrzodyzotadka.

1  Aminy biogenne

* haraenie cztowieka na DDT trwa przez caigcie;
gtéwnymi zrodtami jestzywnosé i powietrze;

e okoto 90% DDT cziowiek pobiera zzywnoscia,
zwlaszcza pochodzenia zwietzgo;

* najwicksze ilgéci DDT obserwuje s w tluszczu 6
zwierzecym, np. w smalcu; 15
e charakteryzuyj  sie bardzo  dug  trwatoscig

w srodowisku; niekorzystne dziatanie na organizm
czlowieka to: zaburzenie funkcjonowania uktadu
hormonalnego, dziatanie mutagenne.

DDT —
2  pestycydy
chloroorganiczne

» zrodta zanieczyszcze to przede wszystkim mleko
i produkty mleczne, msne, dréb, ryby, owoce morza,

. . 4
Listeria warzywa,zywnos¢ typu ready-to-eat;

3 ; : . :
monocytogenes e« szczegdblnie nag@ni na zachorowaniag skonsumenci
0 obnionej odpornéci immmunulogicznej, kobiety
W Cigzy, mate dzieci.
Drobnoustroje . prak stgsowanych do peklowa_nlggsm azot_:?mow 1
. iV, moze by przyczyr rozwoju i produkcji toksyn 13
4  patogenne i . . . .
saprofityczne przez C. botulinumi S. aureus obecnéci E. coli 20
0157:H7.

Objasnienia to tabeli: MPE - mbne produkty ekologiczne surowo dojrzeyea. Zrodia
podane zgodnie z numeradjiteratury.
Zrédto: opracowanie wlasne.
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Tabela 4. Charakterystyka i uzasadnienie zdefinipwwh czynnikow korzsci

L.p. Czynrllk. Charakterystyka pozytywnych efektéw zdrowotnych  Zrodio
korzysci

e surowce ekologiczne zawiegaj mniej zwigzkoéw
dodawanych do pasz, natomiast¢@d] suchej masy,

mniejsze zwigzkéw biologicznie aktywnych, witaminy C,
zanieczyszczenie witamin z grupy B, zwjzkéw fenolowych, cukrow [3
1  substancjami ogé6tem oraz zawierajwiecej sktadnikow mineralnych; 13
chemicznymiw < w procesie technologicznym nie dodaje sizotanéw  20]
MPE I11'i V iinnych chemicznych substancji dodatkowych
stosowanych powszechnie w konwencjonalnych
technologiach.

» wigksza il&¢ substancji bioaktywnych, np. witamin,
sktadnikéw mineralnych i innych;

* migso ekologiczne charakteryzuje ¢ sikorzystnymi

2 wyzsza wartécé cechami jakéciowymi, wieksza mag miesni, wyzszy [3]
odzywcza MPE zawartgcig tluszczu srédmigsniowego, weksz
marmurkowatéciag, odmiennym  skladem kwasoéw
ttuszczowych i korzystnym stosunkiem kwasow
ttuszczowych n-6/n-3.

» bakterie fermentacji mlekowej (LAB) pochag=z z
serwatki kwasowej, wykazylj wiasciwosci
prozdrowotne i spetniajkryteria FAO/WHO dotyczce
bakterii  probiotycznych; pozytywne  dziatanie

wiasciwosci probiotykow to: poprawa trawienia, wzmocnienie

3 prozdrowotne, uktadu odpornéciowego, zmniejszenie objawéw [8
probiotyczne nietolerancji laktozy, ograniczenie objawow alergii 17]
MPE wspomaganie syntezy i biodephasci witamin i

sktadnikéw odywczych, itd.;

bakterie LAB biokonserwaj zywnos¢ fermentowan
przez hamowanie rozwoju mikroflory chorobotwdrczej
i technologicznie szkodliwe;j.

produkty MPE cechujsic wyzszy wartascia odzywczg,

dobry smakowit@cig, pazadary barwg i tekstup; [8
posiadas cechy jakéciowe podobne do produktéw 9]
wytworzonych w sposéb konwencjonalny.

wysoka jakd¢
4  sensoryczna
MPE

Objasnienia to tabeli: MPE - mBne produkty ekologiczne surowo dojrzeyesj. Zrodia
podane zgodnie z numeradjiteratury.
Zrédto: opracowanie wiasne.
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Pod uwag brano siedem grup konsumentéw jako sceniaruszeegd stopnia
naraenia. Analizowano: dzieci do 12 lat, mtodzi&2-18 lat, kobiety w aizy, dorali
konsumenci chorzy i rekonwalescenci, dzieci chon trakcie rekonwalescenciji,
zdrowi dorali, osoby starsze. Ostatecznie do walidacji opramoey metody
szacowania ryzyka i korgi po spayciu MPE wykonano obliczenia dla dorostych
zdrowych konsumentéw do 60 rokiycia. Wybor ten uzasaniono danymi EFSA,
z ktorych wynika, ze wiek konsumenta spgwajagcego MPE nie powinien
przekraczé 60 lat. Jako powod podano wzrost liczby listeriozkonsumentéw
z ostabion odporndcia, czyli u 0s6b starszych, dzieci, osob chorych, zagrazenia
dla kobiet w cizy [EFSA, 2007](Tabela 5).

Tabela 5. Oszacowane waitoryzyka (R) i korzgci (K) spazycia MPE przez dorostych
zdrowych konsumentéw do 60 rokuycia na podstawie daginych danych
literaturowych

Czynniki Dorosli zdrowi konsumenci
Zrédio Prawdo- Ryzyko
Ryzyko podobieistw V}’\'j’\*/ygv . ST@’;,VV';?R ) calkowite
o (Pl) 1 Z:) C, (R)
Animy biogenne [2, 22, 23] 1 2 2
DDT - pestycydy [6, 15] 1 1 1
chloroorganiczne
Listeria monocytogenes [zﬁi £ 2 2 4 °
Drobnoustroje
patogenne i [2, 13, 20] 2 1 2
saprofityczne
Prawdo- Wol Korzy§é Korzy$¢
Korzysci podobieistw (\F;vy;v jednego sumaryczn
o (Py) 2 czynnika (K o) a (K)
Mniejsze
zanieczyszczenie [3, 13, 20] 5 4 20
substancjami i
chemicznymi w MPE
Wyzsza warté&¢
odzywcza (3] 5 4 20 80
Wiasciwosci
prozdrowotne, [8, 17] 5 4 20
probiotyczne
Wysoka jakéé 2,8, 9] 5 4 20
sensoryczna
Objanienia do tabeliZrodta podane zgodnie z numetgkjteratury.
Zrodto: opracowanie wiasne.
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Na podstawie proponowanej metody oceny ryzykazggia wedlin surowo
dojrzewajicych przez zdrowych dorostych konsumentéw do 60 uraofycia,
oszacowanoyzykona poziomie nieistotnym (R=9), natomiast kax@yzdrowotne na
najwyzszym, paadanym poziomie (K=80). Z uwagi na wysokie spodziewa
korzysci i znikome ryzyko spoycia MPE przez wybrangrupe konsumentow oraz na
podstawie matrycy szacowania ryzyka i kamdyzaleca si spazywanie MPE przez
dorostych konsumentéw do 60 rokycia.

Z dostpnej literatury naukowej krajowej i zagranicznej nika, ze surowce
ekologiczne, charakteryzyj sic wyzszg wartgscia odzywcza, w tym wyzsz
zawartdcia suchej masy, zwikkow biologicznie aktywnych, witamin z grupy B,
witaminy C, zwhzkoéw fenolowych, cukrow ogétem i sktadnikéw minemath
[Dolatowski, 2013]. M¢so ekologiczne zawiera mniej zgkow chemicznych
dodawanych do pasz. W procesie technologicznymdoidaje s azotanow Il i V
oraz innych dodatkéw stosowanych powszechnie w lammjonalnych technologiach.
Azotany Il 3 wysoce reaktywnymi skiadnikami w technologii prmzatzania misa
[Sebranek i in., 2007; Neffe-Skaaka i in., 2016]. W literaturze przedmiotu kwestie
uijemnego wpltywu azotanow Il i V dotygzzatrie pokarmowych, powstawanie
czynnikéw rakotwadrczych i szkodliwego wpltywu na wag czy ptodndé [Sebranek
i in., 2007]. Dlatego wyeliminowanie zwikéw azotowych z MPE natg do
istotnych korzyci wynikajacych ze spgycia tych produktow.

Spazycie produktéw zawierggych korzystnie dziatgpe bakterie LAB, w tym
potencjalnie probiotyczne, to korzy zwigzana ze spgyciem MPE z dodatkiem
serwatki kwasowej. Bakterie probiotyczne dostarezon paywieniem, fatwiej
przystosowuyj sie do warunkéw pangpych w przewodzie pokarmowym i wykazuj
korzystniejsze efekty zdrowotne, zniprobiotyki dostarczone za fgednictwem
preparatow farmaceutycznych [Kaim-Krajewska i Dolatowski, 2012; Neffe-
Skocinska i in., 2016].

Zaproponowana metoda przedstawia jedng&uieekorzysci i ryzyko spaycia MPE
przez podstawow grupe konsumentéw dorostych do 60 rokycia. Ocena ryzyka
i korzysci powinna stay¢ produkcji bezpiecznej zdrowotniywnosci i by¢ pomocna
w biezgcej dziatalngci przedsgbiorstw. Z danych literaturowych wynikae ocena
ryzyka w przemyle zywnosciowym jest uyteczry metody wspomagajca dziatanie
firm 1 zapobiegajca chorobom odywnosciowym konsumenta. W pracach
naukowych g podejmowane badania analizy ryzyka sga wybranych produktéw
lub wptywu r&nych czynnikbw na bezpiecistwo zywnosci [Krause i in., 2011;
Sally i in., 2013; Trafialek i Pawlowska, 2013; Teék i Przybylski, 2011].
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W przypadku spaycia wedlin fermentowanych g niezlzdne dodatkowe badania.
Niemniej jednak zaprojektowana metoda stanowicpis¢ narzdzie oceny przy
wprowadzaniu na rynek nowych produktéw, uwziliagc mod: i preferencje
konsumentow, ale rownteaspekty prozdrowotne i bezpieéséwno zywnaosci.

Stwierdzenia i wnioski

1. Opracowano metad oceny ryzyka i korz§ci spaycia MPE obejmujca
identyfikacg i charakterysty& ryzyka oraz korz§ci wynikajacych ze
spazycia MPE dla poszczegdlnych grup konsumentow.

2. Opracowana metoda, w tym matryca, jest pierwszymrzedaiem
pozwalajcym oszacowa jednoczénie ryzyko oraz potencjalne korami
wynikajace ze spgycia MPE.

3. Z walidacji zaprezentowanej metody dla grupy doyolst i zdrowych
konsumentéw do 60 rokiycia wynika, ze korzysci zdrowotne wynikajce
z regularnej konsumpcji produktow MPE e wiele wysze nk ryzyko ich
spaycia.
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Abstract

Methods of detection of species substitution haa@ne an important issue in the food
and farming industries. Important need is the dmwmlent of simple, reliable,
reproducible and repeatable tests that would be tabtletect the presence of species in
fish products. One reason for counterfeiting mayinmeased fish consumption in the
world, but also changes in demand and supply. DX#Hilpg is a technique by which
individuals can be identified and compared by tirespective DNA profiles. This article
discusses the concept of new technologies in trés.dt includes the use of DNA
microarray chips, and other DNA based methods dictyuReal-Time PCR, PCR-RFLP,
PCR-sequencing, and NGS, which are all based gmumophisms in the genetic codes of
individual species. When we want to choose a dlgitédchnique, it is important to
consider the various factors that should be exgldre advance, such as finance,
laboratory equipment, time, or available expertisghat case practical use of individual
methods based on scientific articles by other asttsoalso included.

Introduction

The counterfeiting in the food sector is a frequerdblem, not only in Slovakia, but
around the world. Replacement of meat in fish petelis a form of fraud that is carried
out for economic gain. An important step is theaepment of methodology for food
authentication, control of contamination and presenf ingredients that could cause
damage to health. Lately, molecular biology methuaige been increasingly used for this
purpose. Real-time PCR is a quantitative method @seauthentication. This method is
appropriate for assessing fish products which é¢omere than one type of fish. It is able
to assess the level of falsification and is aldtable for detecting possible contamination
of food by fish meat residues, which may causegiieeactions to sensitive individuals.
The use of fluorescence for detection purposesiraii@s the need for further steps after
the PCR reaction. Fragmentation analysis is usel@tiermine the size of DNA fragments
obtained by the PCR reaction. The length of thelifieg DNA fragments is compared to
those whose fragments are fluorescently labellet with a different dye as the DNA
fragments of the sample. Fluorescence of thesenieats records the genetic analyser
and results are evaluated by the software. MicagaDNA methods offer an analytically
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powerful addition or even an alternative to idectifion methods. Next Generation
Sequencing (NGS) is a method using microtechnology nanotechnology to minimize
number of samples and amount of chemicals whiatsésl for the reaction. At the same
time, they allow parallel sequencing of a large hanmof DNA sequences at once. These
are actually Sanger sequencing modifications, whale gold standard for the
authentication of seafood species but this metBadbt suitable for analysing products
that may contain mixtures of other species. The @ithe study is to present the current
knowledge in this field and to propose the mosttatleé methods for complex
identification, species composition of fish meatl dne presence of modifications in one
detection tool. Freshwater fish, sea fish and petsdaf them will be taking into account.

Species identification methods

For fish species, many analytical methods have blegrloped, which are performed by
protein analyses: electrophoretic as well isodlettchniques and SDS-PAGE [Ataman
et al., 2006; Kvastka, 2005]; chromatographic techniques [Hubalkovaalet 2007,
Horstkotte and Rehbein, 2003] and immunologicahmégues such as immunodiffusion
and ELISA [Asensio et al., 2008; Civera, et al. Z0Moretti et al., 2003]. Although
many of these methods are considered to be ceatai@ppropriate, are not usable for
routine analysis because proteins can lose bidbgictivity immediately after the death
of animal and their presence and characteristiperntk from cell type. In addition, most
of them are thermolabile [Asensio, 2007]. It mehoge progress in molecular biology,
where the possibilities of identifying all spec@dfish are provided, essentially from any
kind of organic substrate (muscles, fins, blood)dkley and Bardsley, 2000; Teletchea et
al., 2005].

DNA Microarray

In the study by Kochzius et al. [2008] the DNA noiarray method was developed to
explore its potential as a tool for identificatioh European sea fish species based on
mitochondrial 16S rDNA sequences. A study on fastl fn the United States revealed
that three-quarters of fish sold as “red snappestewmislabeled and belonged to other
species [Marko et al. 2004], a situation that ndestser analytical tools to be changed.
The aim of Kochzius et al. [2010] study was to aaéd the applicability of the three
mitochondrial genes 16S rRNA (16S), cytochrome ¥t {1, and cytochrome oxidase
subunit | (COI) for the identification of 50 Eurape marine fish species by combining
techniques of “DNA barcoding” and microarrays. DMAip-based product called the
FoodExpert-ID contained the first high density DRAip which was able to detect 33
different species including 15 species of fish, thet company did not launch the product
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[Granata et al. 2011]. Kim et al. [2011] previoushythe study developed web-based
Molecular Identification System for Fish (MISF),clading 53 Korean freshwater fish

species, based on a profile hidden Markov modelsa&agience similarity. In a new study,
they developed a DNA chip arrayed with 16 oligoeotide probes to identify 11

selected species of Korean freshwater fish. Theohistudy Pinto et al. [2015] was to use
DNA barcoding to investigate the prevalence of afisling among fish fillet products

from markets and supermarkets located in Apulia [{8k). The study reveals a high

degree of species mislabeling in fish fillet produdn particular, this study shows that
the labels of only 32/200 fish fillet samples ped comprehensive information relating
to commercial designation, scientific name, geolgieg area, production method and
whether they had been previously frozen.

Real-Time PCR

In contrast to conventional qualitative PCR, Reatd PCR (RT-PCR) offers
a quantitative approach to food authentication gs@alleja et al., 2007]. Quantitative
monitoring is appropriate for assessing fish préglwontaining multiple species of fish,
the level of falsification, and is also useful fdetecting negligible amounts of food
contamination by fish meal residues that can indailbergic reactions in susceptible
individuals [Rapley, 2003; Holzhauser et al. 20@d{hough some RT-PCR applications
use fluorescence dyes, such as, for example, SYEBRGthe fluorophore method using
TagMan probes is very promising for this purposevw@orn, 2011]. The quantitative
Real-Time PCR (qPCR) method is based on the u$agiflan fluorescence probes. The
engraved and quenched dye is bound to DNA boundedrimers. During PCR
amplification of 5'-3 'exonuclease activity Taq DNodlymerase cleaves the template
hybridized template [Holland et al., 1991]. The n$8uorescence for detection purposes
eliminates the need for further steps after the P&Rtion. Compared to conventional
qualitative PCR, this method has several advantagesrescence can be measured
during the PCR reaction and provides real-time yai®| and gPCR also offers lower
potential for contamination of PCR products. Theuaacy and sensitivity of this method
combined with high speed, reliability and automatjbleid et al., 1996] contributes to
suitability of this method for quantification ofsfi and fish products, such as the use of
the TagMan probe to identify and quantify cod [Blaj2013].

PCR-RFLP

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisnthe method by which the

amplified fragment is cleaved with the endonuclghse binds to the specific restriction
sites of the fragment and split it into several kendragments of different sizes. These
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fragments can be followed by visualization on agargel [Lockley and Bardsley, 2000].
To compare to conventional qualitative PCR, thisthod has several advantages.
Fluorescence can be measured during the PCR neaxtii provides real-time analysis,
and gPCR also offers a lower potential for contatom of PCR products [Bajzik, 2013].
Lin and Hwang [2007] used this technique to idgreiiight species of mackerel. Two sets
of primers were designed to amplify the 126 and hd6e pairs of the cytochrome b
mitochondrial gene, while five restriction enzymwsre determined to analyse the short
fragments. This method has also been successfsdlgt tor the species identification of
tuna cans. PCR - RFPL analysis of mitochondrialegeND - 5/6 and ND - 3/4 was
successfully used to detect polymorphism in Europesd Asian subspecies of common
carp [Kohlmann et al., 2003] and to identify otfish species in processed fish products
[Chakraborty et al., 2007]. The aim of study Mue#¢ al. [2015] was to develop a faster
method with higher sample throughput using micidits based capillary
electrophoresis and a target within the COX1 bargpdegion. The resolution power of
agarose gel electrophoresis was not enough to tdeteall-sized fragments, whereas
T-RFLP capillary electrophoresis produced compsgtecies-specific patterns. The three
methods are ready now and can be employed as ingixperapid and effective tools for
food authentication in Egypt and other countriegmhseafood contributes much to local
animal production economics [Khallaf et al., 201&X]PCR-RFLP method was used to
identify five species of raw and processed groupetenging to the genugpinephelus
viz. E. areolatusE. bleekeri, E. faveatus, E. longispiaisdE. undulosusChilled, frozen
and cooked groupers also gave similar PCR-RFLRatd that of raw groupers making
this method suitable even for processed productn§Ehi et al., 2015].

PCR-sequencing

PCR sequencing is the most direct way to retrievieriation derived from PCR
products. The information thus obtained is usedi¢ntify different fish species [Jérbme
et al., 2003; Lin et al., 2001; Murgia et al., 2D2CR sequencing was considered time
consuming and technically demanding and also reduarlarge capacity to store the data
obtained, although it is undoubtedly the method tha@vides the most information
[Lockley and Bardsley, 2000; Asensio, 2007]. Cutlserthe time and technical difficulty
has been greatly reduced, which explains why thighod has become preferred. In
recent years, phylogenetic analysis and seque¢inrgDNA have been directed mainly
at the control of misidentified fish species [Marko al., 2004]. Pepe et al. [2005]
identified fish of the familyGadidaeand Merlucciidaein eighteen different processed
fish products, sequencing PCR products from thegoued region of the cyt b gene. This
method has enabled the identification of fish sgean all samples. Maretto et al. [2007]
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analysed the sequence of the 430 bp mitochondstalrRNA gene fragment to identify
the four economically significant species of thed.cdhey identified three types of
nucleotide polymorphisms that allow unequivocakdisination between four different
species of cod. Study by Shokralla et al. [2015 mwini-bar coding system that can be
used to identify a wide range of fish species imewrcial products and can be used in
high performance DNA sequencing to authenticategssed fish products.

Next Generation Sequencing method

Kappel et al. [2017] addressed the species ideatifin of fish in the tuna conservancy
by sequencing Il. generation with focus on two slegtochrome b (cyt b) fragments on
the lllumina MiSeq platform. It has detected anumacy of 1%, depending on the
composition of the mixture. Next generation sequenqNGS) technologies might
overcome this problem through massively parallejusecing of different template
molecules from one sample [Mardis et al., 2008Jictvimakes NGS extremely promising
for the analysis of food products containing mirturof seafood species. Recovered
sequences were compared to those of utilised spesimnd read percentages were
calculated for sequence clusters consisting of sxezps with 100% identities, due to the
high similarity of sequences within théhunnus genu$Vvifias and Tudela, 2009]. The
same procedure was applied to three commercial timasamples, followed by
phylogenetic grouping of recovered sequences tegetith sequences from scombroid
voucher species for species assignment [Kappel,e2@Gl7]. NGS analysis of barcode
marker sequences (“metabarcoding”) is already comifior environmental monitoring
of microbial communities [Luo et al., 2012; Staletyal., 2013] or invertebrate species
[Carew et al., 2013; Diaz-Real, 2015].

Conclusions

Adulteration of fish meat and fish meat products iserious problem for both the food
industry and the consumers. For this reason, necessary to use analytical tools to
detect these not allowed practices. Laboratorigs ha option to use qualitative methods
(DNA microarray chip) and quantitative methods (REae PCR and Next Generation

Sequencing) for this purpose, which have been itestby several authors.

Thanks: This work was supported by project VEGA BB/
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Abstract

The share of aquaculture in the EU by product tigoas follows: molluscs and
crustaceans 43.6%, freshwater fish 34.6 % and isba2fl.8 %. The main species of
farmed fish in the EU include: salmon - 21.32 % #odit 13.98 % of total value. In the
terms of the percentagd volume, the blue mussels are at the first pla@3.49 %.
Consumption of fishergnd aquaculture products in the EU 28 is 24.9 kthéenSlovak
Republic, which is 8.1 kgThe total production of fish in Slovak Republic hasen
gradually increasing sinc010, reaching 2 030 tonnes in 2016. Thereof ishigbest
production of carp — 1 728 t and rainbow trout 63.1. The Slovak Republic imports
about 1,550 tons of fish annually, and almost 1,43 of fish are also annually
exported. Consumption of fish meat, despite qualitative properties and nutritional
benefits, is constantly low and for fish alonasibnly around 5.1 kg per person per year.
The results of official food control in the SlovBepublic for the years 2014-2017 show
that the presence of parasites in fish increasesosy indicators deteriorate and products
of unsatisfactory composition are also foumd the market. The presence of micro-
organisms, contaminants and additives is lamnd the number of cases with incorrect
labeling is also getting lower.

Introduction

Fish is consumed as fresh fish or as frozen, sattedd, smoked, or canned products.
Most fish and other marine species give rise tapcts of great economic importance in
many countries. The demand for such products has bereasing steadily during the
last century and shows no sign of lessening. Atbiginning of this decade captures in
fisheries have shown a regular production per géapproximately 90-95 million metric
tonnes. Fish products are known to provide sigaificamounts of important dietary
factors such as nutritional and digestive prot@ictuding high levels of essential amino
acids (lysine, methionine); lipid soluble vitamifesg. A and D); microelements (I, F, Ca,
Cu, Zn, Fe and others); and highly unsaturateg &atids. The lipid fraction has a special
interest due to its high-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) content, \Hias shown
positive role in preveneting certain human diseases
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Total quality in the fisheries chain

The concept of total quality

The food quality concept has improved in time, frio@ing practically limited to hygienic
aspects — already in Pasteur era (1870-1920) stoansidering in the 1950s chemical
characteristics, then extending to health hazasitiues. But the keystone in quality
culture spreading dates back to 1987, when thernatienal Organization for
Standardization published the 1SO 9000 family @fndiards, the basis of the quality
management system. ISO 8402-95 standard defineraequality as: “the totality of
features and characteristics of a product or semViat bears its ability to satisfy stated or
implied needs.” Such definition has to be considex® a dynamic concept, the purchaser
needs variation in time and in space, accordingisoethical and ethnical limits, also
gradually evolving in time. The ISO 9000 standaudliy system modified the quality
concept, shifting the attention from the final puotdto all the processes contributing to
its production. This integrated management systegpraach, in which planning,
personnel involvement, documentation of activiied the attitude towards a continuous
enhancement became the basis of the new managemdat. This is the background of
the total quality concept. The basics of seafoodlityuare related to merchantable
parameters, organoleptic, chemical and nutritioctahracteristics, and technological
attitude to conservation and processing. All thgaality aspects differ according to
animal species and feeding, quality of water andrenment where these species live,
their physiological state, welfare and health, tberect technological management and
environmental sustainability of fishery and aquagel activities, the catch/ harvest and
post-harvest procedures, such as sorting by spegashing, handling, processing, and
modality of conservation (refrigeration, freezimgocessing). Moreover, conditio sine
gua non the large-scale organised distributioniregiwconstancy, that product traits can
exclusively be guaranteed by the application obatiouous monitoring of the critical
control points over the several phases of prododiiad distribution chain. Compulsory
for the chain operators is the assurance of trdldgabnd a correct and product
exhaustive information through labelling. Nowaddlye convenience of its use is also
particularly awarded by purchasers. Product préjardor a simpler and quicker use,
through gutting, filleting, cutting, packing in iato-cook or even precooked and only-
to-heat portions, offers undoubted advantages twswuoers with little experience of
gastronomic practices and with little time avai@abFigure 1 sums up the several
components contributing to the total quality of feed. On the whole, the peculiar
characteristics of the species derive from therawtion between the individual genetic
inheritance and environmental factors exerted ta @ind after harvest, leading to the
differences found within species, according to éngironment and eventual production
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typology (captured or farmed). Therefore a fishemgin total quality could be defined as
the complex of the characteristics able to satiby organoleptic, health, use/price
convenience requirements of the purchaser/consucagistantly found and obtained
through a correct management of the productionnchaith respect of animal welfare
and environment sustainability, and made knownuihtfansparency through traceability
and labelling.

Hygienic-sanitary safaty

Species, Sex, Age, Physiological Status

Environment and sustainable production (fishery or aguacultura)
Diat composition, Finishing, Fasting

Ethical aspacts, Welfare

Catching, harvesting, killing procedures
TOTAL
QUALITY

Post harvest procadura

Quality/price

Size and yield. Chemical composition, nutritional/dietatic properties
Physical and organoleptic traits. Frashnass, Shelf life

Proceassing attitude

Constancy in quality traits

Convenience of use

Traceability and labelling. Fresh or tawed

Figure 1. Seafood total quality

Parameters of seafood quality

Safety is an essential pre-requisite for qualitgl eepresents the minimum standard that
guarantees food on the hygienic-sanitary point mwy A further safety tool is
represented by the product traceability and lafgplihat supply detailed and precise
information to the chain operator, only some ofntheeaching consumers: identification
number of each lot, identification number and narhéhe fishing vessel or name of the
aquaculture production unit, date of catches ordte of production, quantities of each
species (kg or no of individuals), name and addoéssuppliers, scientific name and
commercial designation of species, relevant geddcap area, production method
(farmed o captured) and whether the fisheries prisduave been previously frozen or not
(this last four information in italics must be algiven to consumers) [Reg. CE
1224/2009]. Ethical aspects too are assuming amasig importance for consumers,
when they are sensitive to the fact that seafoay twill use were obtained with
sustainable fishery/aguaculture systems and wipee for animal welfare. Moreover,
the protection of fishery stocks and environmenih-addition of being a certifiable
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quality parameter itself — is at the basis of humatfare and job opportunities both in
the present socio-economic systems and for futeremations. Good animal welfare
conditions — guaranteed during the rearing cyclenkl to the control of a set of
parameters relative to water and feed quality, fishsity and state of good health — is at
the basis of a good meat animals growth and dewedop in order to turn into an
excellent product for the market. Moreover, sintjldo what has been verified in animal
husbandry, the correct catch/harvest proceduredeterminant for obtaining a final
product reflecting the in vita animal quality. Sevestress conditions in animals affect
several endocrine/physical/biochemical answersrbedeath and physical/ biochemical
changes after death able to impair the quality aodservation attitude potentially
possessed by the product, giving rise to: rigoretlgument, muscular pH decrease and
compactness/firmness loss speeding up; water lgpldapacity lowering, dielectric
properties impairing, higher meat lightness, shiédf shortening [Poli et al., 2005].
Product quality evaluation starts from a carefudraination of the external aspect of the
species under interest, on the basis of the dist;néeatures such as skin or carapace or
valve colour, and morphological traits of commerdmerest. Proper morphology and
merchantable traits are evaluated through a sefilefgth and weight measures. Length
measures also have an important role at commeleial for the main species. A
minimum size, below which fishing and marketing ag allowed, was fixed for each
main species [Reg. EC 1967/2006, Annex Ill]. Thiaswdecided because the smaller
specimens, still juveniles, must be protected tsuis a sustainable exploitation of
resources. For commercial size fish the measurd® tpointed out are gutted weight/
fillet yields, and condition factor. Condition fact(body weight/length 3 ratio) indicates
the fish corpulence within species, often relaethady and meat adiposity. Apart from
the feeding history, some quality aspects can difer according to size because with
increase in fish body weight and age, muscle andenteric fat incidences increase,
while the one of bony tissue decreases. The fiatetkin floating cages generally show
less fat, both in viscera and in fillet, and betensorial quality, in comparison to the
ones reared in tanks. The different nutritional testathe higher energetic
consumption/swimming activity and the streamlinkxvfin the cage are at the basis of
the main differences, making them similar to thedpict captured in the wild. The
chemical, nutritional and dietetic characteristigsculiar of the species — but markedly
influenced by extrinsic parameters, such as quargiality and feeding modality in
particular — are described in the first sectiocludpter 19 to which readers can refer.

The physical and organoleptic characteristics @meValuated through the behaviour of
rigor mortis phases (pre rigor, full rigor, rigor release), tbleanges of dielectric
properties (indices of fish integrity loss), pH|aa, texture and freshness/quality state.
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Freshness state — evaluated by sensorial methooisgth examination of the general
aspect of eyes, skin, gills, odour of gills, flastture, resilience and colour on the raw
product, and flesh texture, colour, taste, flavand juiciness on the cooked product — is
able, even alone, to be a reliable index of seafpaoality. Evaluation methods more
frequently used are the ones officially acceptedEwrope [Reg. EU 2406/1996]
distinguishing three freshness classes, very f(&sdtra), fresh (A), bad quality (B),
below B fish being discarded for human consumptimnthe Quality Index Method,
a specific demerit index that assumes 0 value my fresh fish, increasing value with
quality worsening [Luten and Martinsdottir, 1997h the case of reared product,
freshness state of each species could even beatstirfrom the harvesting date, when
a correct and uninterrupted cold chain has beeoreds The time period in which
seafood is marketable (shelf life) could also balwated both by sensorial methods, and
as total viable count (TVC) or charge of individsakcific spoilage organism (SSO), the
latter are the ones better developing at the sslembnservation conditions (for example
Pseudomonas in refrigerated product, PhotobacteinuModified Atmosphere Packed,
MAP product). Raw product is considered unfit fomtan consumption according to the
sensorial parameters days before in comparisohdcedibility threshold indication as
TVC (10 cfu/g), the later resulting more fit as spoilagdex in cooked product. Among
the physical traits instrumentally determined, samhthem are to be mentioned: skin and
fillet colour, important for fish with pigmentedefh- evaluated (CIELab system) through
the colorimetric parameters lightness (L*), redn@g$ and yellowness (b*), chroma and
hue - and texture, important both as product séalsaspect and for processing attitude.
Texture increases with the muscular fibre density diameter, and with the quantity and
ageing of collagen structure. At the same weighil fish generally have flesh more
consistent than those of cultured ones, also fer flower fat quantity and the greater
muscular tissue activity for swimming. Texture deges as fish freshness declines, and
can be considered as nan-destructiveindex of freshness. Other useful aspects for the
instrumental evaluation of quality changes in thalfphases of shelf life are the levels of
biogenic amine (histamine, putrescine, cadaverofejnalonaldehyde, secondary lipid
oxidation compounds and odour volatile compounds.

Hygiene and safety in the fish supply chain

Principles of food safety legislation Food safetysiill one of the main objectives of EC
policies. This principle was established after #sgious food crises that occurred in
Europe from 1996 (e.g. BSE, dioxin contaminationfadd and avian flu) and which
brought to light an inconsistent application of a@n behalf of Member States and a lack
of organisation in control systems. These facte@d the European Commission to
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undertake an extensive revision of food safety lHwsugh the publication of Regulation
178/2002, which lays down the general principlefoofl safety, as well as the obligation
of traceability for all food and feed. The Europ€zmmission subsequently updated and
reorganised the fragmentary EC regulations on foggiene, with the publication of the
“Hygiene Package”, a group of four Regulations [REG 852/2004; Reg. EC 853/2004,
Reg. EC 854/2004 and Reg. EC 882/2004] aimed afrieigsa comprehensive and
integrated approach to food safety based on riskysis, with full involvement by
primary production and full accountability on tharipof industry operators. Article 5 of
Regulation 852/2004 also requires food businessatgs downstream from primary
production to put in place, implement and maintaincedures based on the HACCP
(Hazard Analysis Critical Control Points) principleéo ensure self-regulation in health
and hygiene matters.

Viruses in fish products

Food-borne viruses are the second most importargecaf food-borne outbreaks in the
European Union (EU) afteésalmonellalEFSA, 2011]. In 2009 viruses were responsible
for 19 % of all outbreaks in the EU, with over 1008ccurrences that affected more than
8 700 citizens. The total number of outbreaks cailseviruses has been increasing since
2007. Food can act as a vehicle for transmittintpgeviruses to humans, which in some
cases are highly contagious and may lead to widadpoutbreaks (OMS/FAQO). EFSA’s
scientific opinion looked at norovirus and hepatifi viruses in fresh products, ready-
toeat foods and bivalve molluscs such as oystetssets, and scallops, as these are
ranked as priority hazards by the WHO. Accordingtite EFSA Scientific Panel on
Biological Hazards (BIOHAZ), effective measuresctmtrol the spread of these viruses
should focus on preventing contamination at aleleof production rather than on trying
to remove or inactivate these viruses from contateith food. Thorough cooking is
currently the only efficient measure to remove raciivate norovirus or the hepatitis A
virus from contaminated bivalve molluscs or contzeéd fresh produce. In regard to
fish products, the viruses of significance for puliealth (hepatitis A, calicivirus and
norovirus) are isolated in fish products, partidylanolluscs. Viral diseases transmitted
by molluscs have always had and continue to haleege impact on public health: for
example, hepatitis A, of which molluscs are themarrier after water, and noroviruses,
which are the most frequent cause of disease tigrgny molluscs at an international
level. A detailed study [Guyader, 2000] has conéidthe diffusion of enteric viruses in
bivalve mollusc populations, observing positivitgrpentages of between 17% and 50%
for the viruses examined. Data from the IntegrdEpitiemiological System for Acute
Viral Hepatitis (SEIEVA, Istituto Superiore di S#&i allowed a risk assessment
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estimating that 50-60% of hepatitis A can be catesl to the consumption of raw or
partially cooked mussels. Viruses that are foundaose disease through transmission
food and water can be divided into 3 main groupsvilises that cause gastroenteritis:
rotavirus, adenovirus type 40 and 41, and two typesiuman enteric caliciviruses:
noroviruses (NV) and sapoviruses (SV); 2) oro-$dlgctransmitted hepatitis viruses:
hepatitis A virus (HAV) and hepatitis E virus (HEV3) viruses that replicate in the
human intestine but provoke diseases in other grgarch as the central nervous system
or liver (enteroviruses).

Microbial contamination of fish products

The microbial flora of fish and molluscs is closelglated to the microbiological
characteristics of the environment in which ther liMicroorganisms in fish are mainly
located on skin, on gills and in gut, whereas neisolsses are sterile. These can,
however, become contaminated during gutting. MoBusvhich are mainly sessile or
sedentary organisms, are capable of filtering sdviilres of water a day and their
filtering activity varies according to size and cjgs. For example, oysters can
concentrateVibrio spp at levels 100 times greater than those foundénsurrounding
water.

Chemical contamination

Trace elements

Among the numerous inorganic elements found inreatsome, such as cadmium (Cd),
mercury (Hg), lead (Pb) and arsenic (As), are aarsid potentially dangerous for human
health if absorbed beyond certain limits. The amafncontamination is relevant near
specific sources of emission related to extractomdustrial activities, the disposal or
incineration of waste, certain agricultural andnaadi husbandry practices (e.g. the use of
fertilisers, antiparasites and feeds containingatetind natural causes (geochemical and
volcanic features). For these reasons, acceptahles Ihave been established for fish
products and safe consumption limits for consumers.

Table 1. Limits for metals in fish products accaglto Commission Regulation (EC) No
1881/2006 of 19 December 2006, which defines theiimam levels for certain
contaminants in food products (OJ L 364 of 20/12/06

Lead (Pb)

Product Maximum levels
(mg/kg wet weight)

Muscle fish flesh 0.30

Crustaceans, excluding crab brown flesh and exofudiead and 0.50
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thorax flesh of lobster and similar large crustaseflephropidae
andPalinuridag

Bivalve molluscs 1.5

Cephalopods (without viscera) 1.0
Cadmium (Cd)

Maximum levels

Product (mg/kg wet weight)
Muscle fish flesh except for the species listeaiyel 0.05
Muscle flesh of the following fish: 0.10

anchovy Engraulis speci€s

bonito Sarda sarda

common two-banded sea bredbip]odus vulgari¥

eel Anguilla anguillg

grey mullet Mugil labrosu3

horse mackerel or scadrachurus specigs

louvar (Luvarus imperialiy

sardine $ardina pilchardups

sardinops $ardinops specig¢s

tuna Thunnus spp., Euthynnus spp., Katsuwonus pélamis

wedge soleicologoglossa cuneaja
Muscle flesh of sword fish{jphias gladiu} 0.30
Crustaceans, excluding brown flesh of crab and uelaeg 0.50
head and thorax flesh of lobster and similar lamgestaceans
(NephropidaeandPalinuridae
Bivalve molluscs 1.0
Cephalopods (without viscera) 1.0
Mercury (Hg)
Product Maximum levels

(mg/kg wet weight)

Fish products and muscle fish flesh, excluding $pecies 0.50
listed below:
Muscle flesh of the following fish: 1.0

anglerfish Lophius spp

atlantic catfish Anarhichas lupus
bonito Sarda sarda

eel @Anguilla anguillg
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emperor, orange roughy, rosy soldier fisfoplostethus sp
grenadier Coryphaenoides rupestjis

halibut Hippoglossus hippoglossus

marlin (Makaira species

megrim Lepidorhombus spp

pike Esox luciu¥

plain bonito Orcynopsis unicolgr

poor cod Tricopterus minutés

portuguese dogfisiCgntroscymnus coelolepis

rays Raja species

red mullet Mullus spp)

redfish Sebastes marinus, S. mentella, S. viviparus
sail fish (stiophorus platypterys

scabbard fishl{epidopus caudatus, Aphanopus carbo
seabream, pandorBdgellus spp

shark (all species)

snake mackerel or butterfish Lgpidocybium
flavobrunneum, Ruvettus pretiosus, Gempylus seypens
sturgeon Acipenser spp.

sword fish Kiphias gladiu¥

tuna Thunnus spp., Euthynnus spp., Katsuwonus pélamis

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs)

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) form a éaass of organic compounds all
structurally characterised by the presence of twmore benzene rings fused together.
A few hundred different PAHs can be formed througb incomplete combustion of
carbon, crude oil and waste. They are never fosnddividual compounds but as part of
mixtures containing dozens of different PAHs inioas proportions. Precisely due to the
fact that exposure is to a mixture of compoundd,ianrregular proportions, it is difficult
to attribute the toxic effects produced on the btmwa specific hydrocarbon. These are
highly lipophilic compounds, i.e. they tend to acudate in fatty tissues. PAHs are
normally divided, according to their molecular waigand number of atoms, into light
PAHs (2-3 condensed rings) and heavy PAHs (4-6sjinhe name PAH refers in
particular to those compounds only containing carbpd hydrogen atoms, whereas the
more general name “polycyclic aromatic compoundsb aefers to their functional
derivatives (nitro-PAHs) and similar heterocycli¢aza-arene). In aquatic fauna,
concentrations of PAH are more likely to be foundish that live in inland waters and
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are therefore more exposed to sources of anthppiation, as well as in medium and
large-sized fatty fish species, such as salmon eald. Another important source of
contamination is food processing and treatment fillingg and smoking [Balati et al.,
2015; Euvrard et al., 2014T,ommission Regulation (EUEFSA [2009],SCF [2002]

Table 2. Limits for PAHs in fish products accorditmgCommission Regulation (EC) No
1881/2006 of 19 December 2006, which defines theiqmam levels for certain
contaminants in food products [OJ L 364 of 20/1P2/06

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs): Benzo(a)pene

Product Maximum levels
(mg/kg wet weight)
Smoked fish muscle and smoked fish products, exgudivalve 5.0

molluscs. The maximum levels are applied to smakedtaceans,
excluding brown flesh or crab and excluding headithorax flesh
of lobster and similar large crustaceanseghropidae and

Palinuridae
Muscle flesh of non-smoked fish 2.0
Non-smoked crustaceans and cephalopods. The maxiewets 5.0

are applied to crustaceans, excluding brown flekltrab and
excluding head and thorax flesh of lobster and laimiarge
crustaceand\ephropidaeandPalinuridaé

Bivalve molluscs 10.0

Dioxins and PCBs found in feed and food Dioxins ar#stances that are formed
unintentionally as undesirable products of wasteinigration and other industrial
processes. They are compounds also found in PC&sroed during their use. The term
dioxin indicates a group of 75 polychlorinated dibe-para-dioxin (PCDD) congeners
and 135 polychlorinated dibenzofuran (PCDF) congend7 of which can have
toxicological effects. Polychlorinated biphenylsC@#s) are a group of 209 different
congeners which can be divided into two groups ming to their toxicological

properties: a small number exhibit toxicologicabgerties similar to dioxins and are
therefore often termed “dioxin-like PCBs”. Most tiiem do not exhibit dioxin-like

toxicity but have a different toxicological profilén order to be able to sum up the
toxicity of these different congeners, the conadpbxic equivalency factors (TEFs) has
been introduced as an aid to risk assessment gathtery control. This means that the
analytical results relating to all the individuabxin and dioxin-like PCB congeners of
toxicological concern are expressed in terms obfiantifiable unit, namely the “TCDD
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toxic equivalent” (TEQ). PCBs are chemical compauodntaining chlorine, which were
used in the past to produce anti-parasites, hedscipaints, solvents and in certain
industrial processes for electrical componentsyTdre poorly biodegradable, resistant to
high temperatures and insoluble in water. They laogyever liposoluble, and therefore
tend to accumulate in the fat of animals and humiexins and PCBs are considered as
highly toxic substances and have been shown td#xigoplastic action. Assessment of
the risk to consumers. Consumption of foods comated by dioxins and PCBs is the
main source of accumulation for humans. Meat, eggtk and farmed fish can be
potentially polluted by dioxins and PCBs absorbkRbugh feed. Even wild fishery
products from contaminated sea areas can contagentrations of dioxins that enter the
human food cycle. Farmed fish, on the other haad,be contaminated through fish meal
or oil, which form the basis of their feed.

Table 3. Maximum levels of dioxins and dioxin-lilCBs in fish products and their
derivatives [Regulation (EC) No 199/2006]

Food Maximum levels. Maximum levels.
Sum of dioxins and Sum of dioxins,
furans furans and dioxin-
(WHO-PCDD/F-TEQ) like PCBs
(WHO-PCDD/F-
TEQ)

Muscle flesh or fish and fishery 4.0 pg/g fresh weight 8.0 pg/g fresh weight
products and their derivatives

Muscle flesh of eel and derived 4.0 pg/g fresh weight 12.0 pg/g fresh weight
products

Marine oil (fish body oil, fish liver 2.0 pg/g fat 10.0 pg/g fat
oil and oils of other marine

organisms intended for human

consumption)

Parasitic zoonoses transmitted by fish products

Parasitic infections related to the consumptiofishf products are a serious public health
problem at a worldwide level. The WHO estimated #raund 60 million people have
contracted these infections. The situation is datnaing in Italy, mainly due to the
dietary habits, which do not include regular congtiom of large quantities of raw or
lightly cooked fish products, whether from the sedrom freshwater. In addition to the
problem of genuine infections acquired through oamgtion of fish products, mention
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should also be made of the recent increase ing@erelated to the consumption of fish
products infected by parasites, even though theselianinated by cooking.

Strategies for reducing the parasitic hazards in 8h meat

The most important risk factor for all fishbornergsitic zoonoses is the consumption of
raw or undercooked fish. It is noteworthy that thuenbers of cases in outbreaks of food-
borne diseases caused by consumption of fish ameraiéy small when compared to
those caused by poultry, dairy and meat produétsual inspection and removing visible
parasites are suggested to prevent this hazarardiog to the EU, fish food producers
must ensure that fishery products have been sebjdct a visual examination for the
purpose of detecting visible parasites before bgiaged on the market. Murrell also
suggested several control measures for preventamngsite infection originating from
freshwater, such as environmental control of serfaaater where fish are caught,
hygienic aquaculture, and the control or elimimatiof the first intermediate hosts
(snails). FDA indicated that the effective methodkill parasites are freezing, heating,
and adequate combination of salt content and staigge or hot smoking. On the other
hand, brining and cold smoking may reduce the garaszard in fish, but they do not
eliminate it or minimize it to an acceptable lev@lhe recommendation to avoid
consumption of raw or poorly cooked fish is stiletbest preventive procedure. Although
Eustrongylidesspp and Anisakis spphave not been confirmed as causes of disease in
humans in the Republic of Serbia, further parasgigveys in the intermediate
(oligochaetes, fish), paratenic (amphibian, reptignd final (birds) hosts are necessary,
as well as continuous monitoring of imported marfigdh species. The consumption
forms and the preparation of fish food should balified in such a way that hazards to
human health due to these zoonotic parasites dmet piathogens would be avoided.
Health education is a key factor in combating faaime zoonotic infections.
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IWONA DROZDZ!, JUSTYNA WOLKOWICZ!,
MALGORZATA MAKAREWICZ', URSZULA BLASZCZYK!

!Katedra Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Temleznej, Wydziat Technologiywnaici,
Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kgtthja w Krakowie

BIOROZNORODNOSC BAKTERII KWASU MLEKOWEGO W PRODUKTACH
PSZCZELICH | ZBADANIE ICH ZDOLNOSCI DO PRODUKCJI BAKTERIOCYN

Wprowadzenie

Za wigciwosci prozdrowotne miodu i innych produktéw pszczelictbok makro-
i mikroelementow, substancji przeciwutlea@jch, cukrow itp. odpowiadgjbakterie
fermentacji mlekowej (LAB,Lactic Acid Bacteria i ich metabolity. Bakterie teas
odpowiedzialne za wytwarzanie substancji, ktére andgiat& bakteriostatycznie lub
bakteriobdjczo.

Interesujcymi produktami pszczelimi gs pytek i pierzga. Pylek pszczeli jest
pokarmem pszcz6t [Bikkowska, 2003; Fedas i in., 2012; Paradowska i 0142
Natomiast pierzga, to przetworzony przez pszczoflekp Przyniesione do gniazda
obn&a, pszczoly magazyrajw komorkach plastra, zwihja sling, mieszaj z miodem
i nektarem, rozdrabnigji ubijaja, a na koniec pokrywaj miodem oraz woskiem.
W takich beztlenowych warunkach przebiega fermgatawlekowa, ktorej produkty
konserwug pierzg: [Bartosiuk i Borawska, 2014].

LAB w produktach pszczelich as symbiontami pochodzymi z przewodu
pokarmowego pszczét miodnych [Vasquez i in., 2013}ereg bada potwierdza
wystepowanie w wolach pszczét miodnych, a tym samynrnpg) w produktach
pszczelich takich gatunkéw jak:actobacillus kunkeeil.b. apinorum, Lb melis, Lb
mellifer, Lh apis, Lb. johnsonielLb. plantarum Lb. brevis, Bifidobacteriunasteroides,
B. coryneforme innych [Vasquez i in., 2012; Olofsson i in., B)Lamei i in., 2017].

Bakterie kwasu mlekowego stanawigrupz o wspoélnych wiéciwosciach
fizjologicznych. Zaliczamy do nich m. in. rodzajd:actococcus Oenococcus
Pediococcus Streptococcus Enterococcus Leuconostoci Lactobacillus, a take
Bifidobacterium [Makarowa i in., 2006]. Dia r&norodnd¢ morfologiczna
i biochemiczna tych bakterii sprawize wystpujac w r&enych produktach, produkaj
metabolity, ktére nadaj charakterystyczn konsystengj, smak, zapach, ale réwunie
biokonserwuj produkt, niedopuszczgj do rozwoju niepmdanej czy patogennegj
mikroflory [Asurmendi i in., 2014].

W zwiagzku z tym, LAB oraz ich metabolity (np. bakteriogynmog by¢ stosowane
w produktachzywnosciowych, gdy posiadaj status GRAS (andgsenerally Recognized
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As Safy co oznacza,zisa ogolnie uznawane za bezpieczne [Pawlowska i 122
Zacharof i Lovitt, 2012]. Metabolity LAB okétane g mianem biokonserwantow.
Termin ten stosuje sido drobnoustrojow i ich metabolitow, dodawanychzgiarnosci

i wplywajacych na stabiln@, bezpieczéstwo oraz przedienie swiezos¢ produktow
[Schnirer i Magnusson, 2005]. e zainteresowania bakteriocynami w przéi@y
paszowym i w leczeniu bakterii antybiotykoopornyBtarada i in., 2007; Tomaszewska
iin., 2014].

Bakteriocyny, to zwjzki wydzielane przez mikroorganizmy na zepvm komorki
I wykazupce wigciwosci antybakteryjne. Wyspuja w formie pojedynczej, lub
w kompleksach biatkowych, magych zawiera lipidy i weglowodany. Zazwyczaj maj
mak mas i sa termostabilne [Parada i in., 2007; Suskén., 2010; Tomaszewska i in.,
2014]. Geny kodujce bakteriocyny, g powigzane z innymi genami, twagz operon
I rozmieszczone g w plazmidach, #dz chromosomach. Aktywrié biologiczna
bakteriocyn objawia si poprzez zaburzanie prawidtowej funkcji drobnousino
(dezintegracja btony komdérkowej, tworzenie w nigrg@w, zaburzenia syntezy bialek,
DNA i RNA), badz catkowite ich zniszczenie [Sip i in., 2009; Muldiel i in., 2013;
Tomaszewska i in., 2014; Swetwiwathana i VisessangR015].

Najwicksze zainteresowanie wzbudgdjakteriocyny produkowane przez LAB. Jak
do tej pory, stanowi one najlepiej zbadangrupe. Przyktady gatunkéw LAB to np.:
Lactococcus lactisubsp.lactis (nizyna), Lactobacillus plantarum(plantarycyna),Lb.
pentosugbakteriocyna ST151BR),b. acidophilugacidocyna B)Lb. brevis(brewicyna
37),Lb. caseB80 (kaseicyna 80)b. sakel45 (laktocyna S)Pediococcus acidilactidi
(pediocyna AcH),P. pentosaceougpediocyna A) [Klaenhamer, 1993; Gwiazdowska
i Trojanowska, 2005; Parada i in., 2007; Vasquaz 2012].

W bakteriach fermentacji mlekowej drzemiezgipotencjat. Wpltywaj korzystnie na
zdrowie ludzkie oraz przyczynigsic do usprawnienia i podniesienia jakbprzemystu
zywieniowego. To wszystko sprawia, warto doktadniej zaf sie ich analia. Dlatego
celem pracy byta izolacja bakterii kwasu mlekowegytku pszczelego i pierzgi
pszczelej, proba identyfikacji wyizolowanych bakteza pomog prostych testow
fizykochemicznych oraz reakcji RAPD-PCR z wykorzysem rénych starterow,
a take sprawdzenie zdoldoi bakteriobojczych, 41z bakteriostatycznych
wyizolowanych szczepow bakteryjnych.

Materiaty i metody

Materiatami wykorzystanymi do banldoyly: trzy r&zne pytki pszczele pochoglze
Z pasiek: Pasieka rodzinrsav. Ambrazy, Krakoéw, Gospodarstwo Pasieczne ,Miody
Beskidzkie”, Szczyrzyc oraz Hodowla Pszcz6t Kazimi&ondej,Znin, a take trzy
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rozne pierzgi pszczele, pochaede z gospodarstw pasiecznych: Gospodarstwo Pasieczn
Tomasz Ltysa, Sutkowice, Kazimierz Madzula, Gtadyszow, JolainRiotr Witkowscy,
Puask.

W pierszym etapie analizowano skfadsdimwy drobnoustrojow wysgpujacych
w produktach pszczelich. W tym celu odsao po 5 g kadego produktu i rozpuszczano
w 45 cmi 0,85% NaCl i wytrgsano przez 15 minut, uzyskoj rozcieiczenie 10.
Nastpnie przygotowano kolejne rozéiezenia dziesine: 10° i 10° Z kazdego
rozcieaczenia wysiewano po 0,5 énzawiesiny, metogl powierzchniow na agar
odzywczy (Biocorp) z dodatkiem nystatyny (100 mg/l;i&) oraz cykloheksimidu (100
mg/l; SIGMA-ALDRICH) dla ogdlnej liczby bakteriima agar z dichloranem, czerwigni
bengalsk i chloramfenikolem (DRBC; Merck) do oznaczania gy i piesni. Kazdy
posiew wykonano w dwoéch powtérzeniach. Inkubowan@®28C (bakterie) i w 28°C
(grzyby i pl&nie)

W celu izolacji LAB z produktéw pszczelich przygatano ich rozcigczenia
dziesttne 10' i 10% Po 5 g kadego produktu wytesano w 45 crh0,85% NaCl.
Z kazdego rozciéczeniach wykonano posiewy metodalewow w podiocu MRS
(deMan, Rogosa i Sharpe; Biocorp) z dodatkiem mysyaoraz cykloheksimidu (po 100
mg/l). Kazdy produkt pszczeli inkubowano w 32°C i 45°C i wykkvano posiewy,
w dwoch powtdrzeniach kde, w czasie 0, po 24, 48, i 72 h inkubaciji.

Wyizolowane czyste kultury LAB identyfikowano makimpowo, wykonano
barwienie Grama oraz test na katalaGram-dodatnie i katalazoujemne ziarniaki lub
laseczki nieprzetrwalnikage, przeznaczono do dalszych bhiada

Ptynne, 48 h hodowle czystych kultur LAB oczyszazom nasipnie izolowano
Z nich genomowy DNA przy pomocy zestawu GenomiciMiK BACTERIA + SPIN
(A&A BIOTECHNOLOGY) wg procedury producenta.

Mieszanina reakcyjna do klasycznego PCR zawief#a7/5 pl wody nuclease-free
(Polpharma), 10 ul buforu reakcyjnego One Tag® @&iesh Reaction Buffer 5X
(BioLabs), 1 pl dNTPs MIX (A&A BIOTECHNOLOGY), 1 ustartera LWP 205 5'-
CTTGTTACGACTTCACCC-3 i 1 pl startera LWP 57 5-A@TGATCCTGGCT
CAG-3' (Genomed), 0,25 pl polimerazy DNA One Tag®AM® Polymerase 5 000 U/ml
(BioLabs) oraz 2 ul badanego matrycowego DNA. Rea&mplifikacji przeprowadzono
w termocyklerze MultiGene Mini (Labnet Inter.) prparametrach: denaturacja gmta
w 94°C przez 1 min., 30 cykli obejmgjych denaturagjw 94°C, 30 s., przytzenie
starterow w 55°C, 1 min., syntefancucha w 68°C, 3 min. oraz koowe wydtzanie
w 68°C przez 5 min.

Mieszanina reakcyjna do RAPD-PCR zawierata 3ul/&ody nuclease-free, 1l
buforu reakcyjnego One Taq® Standard Reaction Busbe, 1 ul dNTPs MIX, 1 pl
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jednego ze starterow tj. M13 starter 5-GAGGGTGGOGGT-3’ lub D8635 5'-
GAGCGGCCAAAGGGAGCAGAC-3, lub Cocl 5-AGCAGCGTGG-3(Genomed),
0,25 ul polimerazy DNA One Taq® oraz @ badanego DNA matrycowego. Parametry
amplifikacji na termocyklerze: denaturacja gpmta w 95°C, 5 min., 35 cykili
obejmupcych denaturagjnici w 95°C, 5 min., przytzenie starterow w 36°C, 1 min.,
synteza tacucha 68°C, 2 min. oraz kocowe wydhianie w 68°C, 7 min.

Rozdziat elektroforetyczny prébek po PCR i RAPD-P@Reprowadzono w 1,5%
zelu agarozowym z dodatkiem 20 pl bromku etydyny @000 ml; SIGMA-
ALDRICH). Rozdziat prowadzono w buforze 1XTAE w apee do elektroforezy
poziomej (Labnet Inter.), z zasilaczem PowerPaécdB@soRad) przez 60 minut i 100 V.
Wizualizacg zeli dokonano przy pomocy transiluminatora BIO Vi€BIOSTEP), a do
jego dokumentacji wykorzystano Systemem do Archagjizi DokumentacijiZeli Argus
Biostep X1, oraz aparat fotograficzny Canon EOS3600

Wzorcem wielkéci mas byt marker 1Kb DNA Ladder RTU (GeneDireXakresie
250-10 000 pz.

PCR oraz RAPD-PCR z wykorzystaniem ww starteroveprawadzono réwniedla
szczepow referencyjnych LAB (DSMZ, Berlin)actococcus lactisubsp lactis (20481),
Lactobacillus pentosu$§20314), Lb. paraplantarum(10667),Lb. brevis (20054), Lb.
fermentum(20052),Lb. casei(20011),Leuc. mesenteroidesp. mesenteroide§20343),
Lb. plantarum(20205),Pediococcus pentosace{Z)336) ora®. damnosu§20331).

Badanie zdolngi wyizolowanych szczepéw do produkcji bakterioggrzeciwko
Micrococcus luteusmetod, dyfuzyjrg rozpoczto od namngenie wyizolowanych
szczepow bakterii mlekowych (48 h w 32°C). Po tyrasie zmierzonoggtasé optyczn
zawiesiny bakteryjnej przy pomocy densytometru Mtifala Den-1B (Biosan). Test
dyfuzyjny wykonano na zestalonym agarzeywdczym z glukoz. Szczepem wediwym
byt Micrococcus luteu$20030, DSMZ Berlin). Na kalej z szalek z agarem pavczym
wysiano muraw M. luteus Nastpnie korkoborem wyeio studzienki. Do kadej
studzienki wlano po 150 pl badanej zawiesiny bé@kt&B. Inkubowano w 32°C, przez
5 dni. Po tym czasie sprawdzano strefy zahamowaamrastu wokét studzienek, ktore
swiadczytyby o produkcji substancji antybakteryjnymizez bakterie mlekowe.

Poniewa nie uzyskano zadawadalych wynikow w técie dyfuzyjnym, wykonano
wstepne badania molekularne w celu identyfikacji gen@spowiedzialnych za
kodowanie bakteriocyn, wykorzystiaj startery BCgriNSf 5'-
GGTGGTAAATACTATGGTAA-3 i BCgrlR1K 5-CCCCAGTTAACARGCA-3
(Genomed). Skiad mieszaniny reakcyjnej, parametrynplifikacji, rozdziat
elektroforetyczny oraz odczyt wynikéw byly takiersajak dla reakcji PCR.
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Wyniki

Ogolm liczbe mikroorganizmow w produktach pszczelich przedstamina rycinie 1
i 2. Skiad ilgciowy poszczegdllnych produktéw pszczelich jesingoi zalery od wielu
zmiennych. Pytek | zawierat najmniej drobnoustrojéwl3,52 x 19 jtk/g, ale za to
wiecej pléni i grzybéw. Natomiast pytek Il zawierat 30,98 8°1a pytek Il 36,44 x 10
jtk/g, przy czym w tych pierzgach byto ggej bakterii. W przypadku mikroflory pierzg
dominowaly bakterie od 3,52 x 4{ik/g dla pierzgi | do 38,6 x £qtk/g dla pierzgi Il
i 10,4 x 10 jtk/g dla pierzgi Ill. Grzybéw w tych produktachytb niewiele od 40
do 630 jtk/g.

Produkty pszczeleasbogatym zrédiem mikroorganizméw, oprdcz bakterii kwasu
mlekowego, ktére byly gtdbwnym celem izolacji i idgfikacji, dominugcym rodzajem
bakterii byt Bacillus sp. Spéréd ponad 120 szczepdw bakterii izolowanych z pytku
i pierzgi tylko 16 spetnito kryteria wgbne dla bakterii mlekowych. Byty to kolonie mate,
mleczne i okggte, ich komorki miaty ksztalt ziarniakéw lub krétk laseczek Gram-
dodatnich i byty katalazoujemne. | tylko te szczepygldano badaniom molekularnym.

Pytki pszczele

40000

35000

30000

25000

20000
M bakterie [jtk/g]

15000
m plesnie i grzyby [jtk/g]
10000

5000

Liczba jednostek tworzgcych kolonie/gram

pytek | pytek Il pytek 1l
M bakterie [jtk/g] 4670 24500 32500
m plesnie i grzyby [jtk/g] 8850 6480 3940

Ryc. 1. Ogolna liczba mikroorganizméw w badanyctkagh pszczelich

Reakcja PCR pozwolita sprawdziczyst@¢ oraz potwierdd przynalenosé
wyizolowanych szczepdéw bakteryjnych, do bakteriiekawych. Wynik rozdziatu
elektroforetycznego genomowego DNA badanych szezgpaedstawia rycina 3.
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Przeanalizowano obrazy elektroforetyczne rozdziaWA po reakcji RAPD-PCR
Z zastosowaniem zaych starterow (M13, D8635 oraz Cocl). Zanotowarrylgizone
wielkosci prazkbw w kazdej $ciezce. Postpowano tak samo, w przypadku
elektroforegraméw prébek badanych (ryc. 4, 6, Bk j szczepdébw wzorcowych
(przyktadowa ryc. 5). Pogclio proly poréwnania midzy sola, wzoroéw pgzkowych
szczepOw badanych. Zestawiono réwnievyniki dla bakterii  wyizolowanych
z produktow pszczelich z wynikami dla szczepéw wparych LAB. Sprawdzono czy
nie ma m¢dzy nimi istotnych podobiestw. Pokrywanie siwzorow pazkowych, datoby
mozliwos¢ identyfikacji badanych drobnoustrojéw i nadanieriazwy gatunkowej.

soooo —Pierzgipszczele -

e 70000
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B 60000
c
o
2 50000
<
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& 40000
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= 30000 M bakterie [jtk/g]
(]
? m plesnie i grzyby [jtk/g]
2 20000 T
g
©
g 10000
-
0 - ; ;
pierzga | pierzga pierzga
I ]
M bakterie [jtk/g] 3520 38600 10400
H plesnie i grzyby [jtk/g] 40 630 247

Ryc. 2. Ogoélna liczba mikroorganizmoéw w badanyarpjach pszczelich

Badanie zdolngi wyizolowanych szczepdéw do produkcji bakteriocyin tescie
dyfuzyjnym wzgkdem szczepu wediwego nie przynioto oczekiwanych wynikow. Mimo
préby powtérzenia procedury, nie udale gaobserwowa stref zahamowania wzrostu
bakterii M. luteus Dlatego przeprowadzono wphe badania PCR w kierunku
identyfikacji gendéw kodujcych bakteriocyny klasy 1l a z starterami BCgriNSf
i BCgriR1K (ryc. 10). Obecri6é prazkéw dla szczepu 2 o wielkoi 600 i 1 200 pz oraz
dla szczepow 5 i 6 o wielkoi 770 pz mae swiadczy¢ o obecnéci gendw kodujcych
bakteriocyny klasy Il a w genomie badanych LAB. iNreej jednak wyniki te naley
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potraktowa jako wstpne i w dalszej kolejrigi do bada genéw odpowiedzialnych za
kodowanie bakteiocyn wykorzystagenomowe, i plazmidowe DNA orazate startery.

16 1514 13121110 9 8 7 6 54 3 2 1™

1500 pz

Ryc. 3. Elektroforegram rozdzialu genomowego DNAalemowanych szczepéw LAB po
klasycznej reakcji PCR; M — marker wiellai; 1-16 — numery analizowanych szczepdw; stregatk
zaznaczony peek o wielkaci 1 500 pz.

M 16 15 14 13 11

Ryc. 4. Elektroforegram rozdziatu DNA badanych leaktkwasu mlekowego po reakcji RAPD-
PCR ze starterem M13, gdzie M — marker wiéthkp1-16 — numery analizowanych szczepow.
Numery szczepow wykazge podobny uktad pfkéw zaznaczono takim samym kolorem,
natomiast rénigce s¢ wzgledem siebie oznaczono numerami o barwie biatej.
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3000 pz
2500 pz

2000 pz
1500 pz

1000 pz
750 pz

500 pz

250 pz

Ryc. 5. Elektroforegram rozdziatu DNA szczepow veowwych LAB po reakcji RAPD-PCR z
starterem M13 (numery $ciezek oznaczaj LAB wzorcowe zgodne z opisem
w Metodyce)

M 16 15 14 13 11

250 pz

Ryc. 6. Elektroforegram rozdzialu DNA badanych LABO reakcji RAPD-PCR
z starterem D8635 (oznaczenia jak na ryc. 4)
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M 16 15 14 13 1110 9 g

10000 pz
8000 pz
6000 pz
5000 pz
4000 pz
3000 pz
2500 pz

2000 pz
1500 pz

1000 pz
750 pz

500 pz

250 pz

Ryc. 7. Elektroforegram rozdzialu DNA badanych LABoO reakcji RAPD-PCR
z starterem Cocl (oznaczenia jak na ryc. 4)

\ /

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 1415 16 M

Ryc. 10. Elektroforegram rozdziatu genomowego DNvalezowanych szczepow LAB po reakcji
PCR ze starterami dla bakteriocyn klasy lla; M «keawielkdci; 1-16 — numery analizowanych
szczepbw; zaznaczono produkty amplifikacji
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Dyskusja

Zestawiajc ogoélne wyniki dla pierzg i pytkbw nioa powiedzié, ze srednia
zawartd¢ bakterii oraz OLM, byta wisza w pytkach. W pierzgach wgpbwatosrednio
mniej OLM, przede wszystkim piei i grzybow. Mae by to zwigzane z rénicg
w skladzie chemicznym obu rodzajow produktéw. Pajyse w trakcie wytwarzania
pierzgi zwazki, gtdbwnie kwas mlekowy, dziakpjantydrobnoustrojowo i hamuyozwoj
niektérych mikroorganizméw, chragd produkt przed zepsuciem. Standaryzacja
produktow pszczelich nie jest miiwva, ze wzgédu na czstg zmiare ich skladu. Zaley
on od warunkéwsrodowiskowych nps$rednich temperatur dobowych, §tb opadow,
wilgotnosci, stanu zdrowotnego pszczét oraz rodzaju zapylamrzez nie rdin i moze
si¢ zmienia& nawet co roku [Bartosiuk i Borawska, 2014].

Bakterie mlekowe,smikroorganizmami trudnymi w hodowli, ze wedu na wysokie
wymagania pokarmowe. Poza tymg wrazliwe na zmiany warunkowsrodowiska
bytowania. Kolonie, ktore raz wyrosty na podioMRS, po przeszczepieniu na takie
samo,nowe podie, nie zawsze podejmujwzrost. Zdarza gj ze uzyskanie digj
gestasci komarek w hodowli, przysparza nieco ktopotow $in., 2009].

Podczas badawyizolowano 16 szczepow bakterii fermentacji mekgp W ich
identyfikacji pomogly podstawowe testy, oraz obsme makroskopowe
i mikroskopowe. Niemniej jednak niektore potHoMRS zostaly zdominowane przez
bakterie z rodzajBacillus Egorov [Gilliam, 1979] badag mikroflore pierzgi pszczelej,
wykazal, i zawiera ona ok. 17% bakterii z rodzépacillus sigd ich dominacja na
wigkszasci hodowli LAB.

Pod wzgédem morfologii najwgcej wyizolowano form cylindrycznych LAB. Mogty
to by¢ gatunki z rodzajuactobacillus ktérych komorki przyjmyy ksztatt pateczek lub
laseczek [Jurkowski i Bltaszczyk, 2012]z A4 bakterii pochodzito z pytku pszczelego,
a tylko 2 szczepy z pierzgi. Pierzga byla matentérudniejszym do analiz
mikrobiologicznych LAB, weksza¢ szalek byta pormicta bakteriamBacillus

PCR pozwolit na potwierdzenige wszystkie wyizolowane szczepy naleo bakterii
mlekowych. Na obrazie elektroforetycznym widoczegtjpyzek o wielkdgci 1 500 pz.
PCR pozwala réwnieocent czy wyizolowany materiat biologiczny jest czydtultura.
Jak wskazuy wyniki, czystymi kulturami na pewno byly szczepymmer: 1, 4, 7, 9, 10,
12, 13, 16, gdy obecny jest tylko jeden produkt amplifikacji. Petade zostaty
zanieczyszczone bakteriami przetrwalngyimi. Problem zanieczyszarewystpuje
dos¢ cigzko. Wskazuje to, jak wae g badania molekularne, potwierdzeg jakdéé
wyizolowanych szczepdw, same testy fenotypoyveiswystarczajce.

Do oceny zrénicowania oraz proby identyfikacji wyizolowanychcgepow wybrano
RAPD-PCR. Wyboru takiego dokonano z powodu wielletzgkie posiada ta technika.
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Jest ona tatwa, szybka, a przede wszystkim nie wggnmnajoméci sekwencji DNA
[Basheer-Salimia i in., 2012]. W celu przeprowadaemtasciwe identyfikacji szczepow,
wykonano reakcje RAPD, z #dymi starterami (M13, D8635, Cocl), co zdaniem wiel
autoréw zwgksza wiarygodn& wynikow [Cebeci i Gurakan, 2011; Lopez i in., 2008
przy zachowaniu takich samych warunkéw amplifikacfizdziatu.

We wszystkich obrazach elektroforetycznych, takime uktady pmzkéw badanych
prébek zaznaczono jednakowymi kolorami. Wytié mozna dwie grupy szczepow, ktore
wykazup podobigistwo w profilach elektroforetycznych. Podalséva te powtarzajsie
przy zastosowaniu g@iych starteréw.Sciezki oznaczone numerami 4, 9, 10, 12 to
najprawdopodobniej ten sam szczep, podobnie jaki 14 to ten sam gatunek.
Potwierdzeniem tego jest rowniwryglad makro- i mikroskopowy kolonii.

Poréwnujc profile pazkowe szczepdw badanych, z profilami szczepéw wzeych,
nie zaobserwowano istotnych podatsgv. W konsekwencji nie udatoggednoznacznie
zidentyfikowa& badanych bakterii i nadam nazwy gatunkowe.

Jak wynika z badaOlofsson i in. [2016] gatunkami najgziej i w najwikszych
ilosciach wysgpujacymi w produktach pszczelichg &b. kunkeei, Lbmelis, Lb mellifer,
Lb. apis, Lb melliventris Lb. kimbladii, Lh kullabergensis, B. asteroides, .Lb
helsingborgensis, Lbapinorum, B coryneforme W niniejszym badaniu, dagne
szczepy wzorcowe, tylko w niewielkim stopniu poketw sk z przedstawionymi
powyzej gatunkami. Dlatego, e nalezatoby przeprowadzi badania poréwnawcze
z wykorzystaniem wkszej ilcci szczepow wzorcowych LAB. Raorodnd¢ LAB jest
tak duza, ze najprawdopodobniej w badanych produktach psadzelajdowaty siinne
gatunki nz wzorcowe LAB.

Nalezy wykona doktadniejsze badania, potwierdgag przynalenos¢ gatunkovy
wyizolowanych szczepéw LAB. Skuteczne mogto by ¢ bysekwencjonowanie
wyizolowanego materiatu genetycznego i wykorzystararzdzi bioinformatycznych.

Badanie zdolnici LAB do produkcji bakteriocyn metaddyfuzyjrg na szczep
wrazliwy nie przyniosto oczekiwanego rezultatu. Nie kaerwowano stref zahamowania
wzrostu przyzadnym z badanych szczepdw. Nie oznacza to jedmakadane LAB nie
sa zdolne do produkcji bakteriocyn. Najwidoczniej zlia komérek w zawiesinie
bakteryjnej byta zbyt niska, przez co mikroorganjzzmmie zdotaly wytworzy
odpowiedniej ildci zwigzkow antybakteryjnych, zdolnych catkowicie zahaméwarost
M. luteus Dlatego zdecydowanogsna ws¢pne badania molekularne wykorzyawipar
starterow dla bakteriocyn klasy Il a. W genomowyA zaobserwowano produkty
amplifikacji dla szczedéw 2, 5 i 6, ktére mpgwiadczy o zdolndci do kodowania
bakteriocyn. Oczywiie, badania naky kontynuowa.
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Wieckowicz i wspot. [2010] opracowali szypknetod wykrycia gendéw koduacych
bakteriocyg klasy 1l a, za pomac reakcji PCR z zastosowaniem odpowiednich
starterow. Przeanalizowano siedem par starterd@we kimaliwiaty zlokalizowanie genu
kodujgcego badan bakteriocyg. Materiatem badawczym byto metagenomowe DNA
LAB wyizolowanych z polskich seréw. Wyniki wykazalydwy potencjat
mikroorganizméw obecnych w serach, do produkcjitéaécyn klasy Il a.

Mimo niepowodzenia w wykryciu zdoldoi bakteriobdjczych badanych bakterii
metod, dyfuzyjna, nalezy zaznacz§, ze metoda ta, wykonywana przez wielu naukowcow
daje zadowalafe efekty i jest skuteczna. Pozwala ona bez skémphinej analizy
chemicznej, wykry zwiagzki o0 dziataniu antagonistycznym wobec mikroorgarigy
badanych. Gwiazdowski i in. [2013] przy pomocy tedifuzyjnego oceniali dziatanie
fungistatyczne LAB wyizolowanych z kiszonek, wokgatogennych grzybow z rodzaju
Fusarium Efekty byly zr@nicowane, lecz udato gizaobserwowa wyrazne strefy
zahamowania wzrostu i wyni¢ szczepy o silnych wiaiwosciach grzybobdjczych.
Natomiast Unlii i wspotpracownicy [2015] przebadbli8 szczepéw LAB, podakem
zdolnaici do produkcji bakteriocyn, skierowanych przeciwkisteria monocytogenes
Jako szczepu kontrolnego, vlivego na bakteriocyny,ayli m. in. M. luteus Detekgji
tworzonych przez LAB bakteriocyn, dokonano przyeiu metody dyfuzyjnej. Z pwod
wszystkich badanych gatunkow, 86 wykazywato zd@dhbamujce L. monocytogenes

Podsumowanie i wnioski

Ogdlna liczba mikroorganizméw w produktach pszecte|est zranicowana i zalgy
od jego pochodzenia. Liczrgrum mikroorganizmow stanowtych mikrofloe pierzgi
i pylku pszczelegoasbakterieBacillus W analizowanych produktach pszczelich obecne
s3 LAB 0 ksztalcie kulistym lub wydikonym (z rodzaju_actobacillug. LAB obecne
w produktach pszczelich charakteryzaj bioraznorodndcia. Wsréd 16 wyizolowanych
kultur bakterii, mana wyr@ni¢ 12 r&nych gatunkéw. Pytek pszczeli jest produktem
latwiejszym do izolacji LAB ni pierzga. Metoda RAPD-PCR jest szybka, tatwa
i odpowiednia do rinicowania bakterii kwasu mlekowego w produktagtvnosciowych
i daje lepsze wyniki w przypadku przeprowadzenjaaenej reakcji z rinymi starterami.
Wstene wyniki molekularne wskazajze LAB w produktach pszczelichy zdolne do
produkcji bakteriocyn klasy Il a. Konieczne jestijak przeprowadzenie dalszych bada
oraz odpowiednie zmodyfikowanie i ulepszenie telsfuizyjnego.

Projekt zostat sfinansowany s®dkéw DS-3706/KTFiMT/2017
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WPLYW PROCESU KREMOWANIA NA JAKOSC MIODU

Streszczenie

Podczas dlugotrwatego przechowywania miody nateralolegag procesowi
krystalizacji. Sposéb krystalizacji jest uzaMony od odmiany miodu,
a skrystalizowany midd jest trudniej rozpuszczailmzesto przybiera nieatrakcyjn
wizualnie forng. Przegcie kontroli nad krystalizagj miodu (kremowanie) me
doprowadzt do stworzenia produktu smarownego i fatwego w eamou, bez
obnizenia jego jakéci. Celem pracy byto zbadanie wptywu procesu kremoa na
jakos¢ miodu. Materiat badawczy stanowéviezo odebrany miod rzepakowy (n=3),
i miod skremowany w warunkach pasiecznych z wykstagiem profesjonalnej
kremownicy do miodu. Miody (naturalnie skrystalizame-NK i kremowane-KR)
poddano analizie pod wzglem wiaciwosci fizykochemicznych (zawaréé wody,
pH, kwasowé¢ ogolna, przewodrig elektryczna), wigciwosci antyoksydacyjnych
(test DPPH), zawartoi zwiazkéw fenolowych oraz aktywsoi enzymatycznej
(diastaza,-galaktozydazag-glukozydaza ie-mannozydaza). Badania wykazahg
proces kremowania nie wplywat istotnie (p>0,05) rawarté¢ wody, pH oraz
przewodné¢ elektryczrn. Zastosowanie procesu kremowania nie wpltywato na
kwasowd¢ ogolm miodow (p>0,05). Proces kremowania nie wplyistotnie na
aktywnas¢ antyoksydacyjm i zawarté¢ zwiazkéw polifenolowych, a stwierdzony
spadek aktywn&i analizowanych enzyméw nie przekraczat 20%. Baadarykazaty,
ze kremowanie poprawia atrakcyjto konsumenck miodu 2z catkowitym
zachowaniem jego aktywso biologiczne;.

Stowa kluczowe:midd, krystalizacja, kremowanie, jad@ aktywna¢ biologiczna

Wprowadzenie

Midd pszczeli to wytwarzany przez pszczoty miodwgié melliferg naturalnie
stodki produkt spgywczy, ktéry obok wiaciwosci odzywczych posiada cenne
wiasciwosci lecznicze [Alvarez-Suarez i in., 2014]. Terapezne dziatanie miodu
jest scisle zwigzane z jego sktadem chemicznym, a ten z kolei jesiezniony od
pozytku z jakiego powstat (odmiany miodu) [Bertoncefp07]. Niezalenie od
odmiany midd zawiera okoto 70-80% cukréw prostyfriaktoza i glukoza) i 18-20%
wody. Pozostate 3-5% to substancje waruaégjbioaktywnd¢ miodu takie jak
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enzymy, witaminy, skiladniki mineralne, aminokwasy ziwigzki polifenolowe
[Alvarez-Suarez i in., 2014; da Silva i in., 2016].

Midd swiezy bezpdrednio po pobraniu z ula ma konsystenpjynmg (patoka),

a podczas przechowywania stopniowo zmienia swsiruktue w forme stah
(krupiec). Proces zestalania miodu nazywany jegsthtizacy, a jej szybkeéc¢ zalery
przede wszystkim od sktadu chemicznego, ale t@d lepkdci, stosunku
fruktozy/glukozy, wilgotnéci, aktywndgci wody (aw), obecnii zarodnikéw
krystalizacji (tj. mikrokrysztaty i ziarna pytkulzasu i temperatury przechowywania
oraz obrébki termicznej [Bogdanov, 2008; Grégrovédni, 2015]. Prekursorem
krystalizacji miodu jest glukoza [Costa i in., 201Miody, ktore zawieraj wysoky
zawart@¢ tego monosacharydu (przewaga glukozy nad fruRtokrystalizup
szybciej, np. midd rzepakowy zestalg §uz po kilku dniach od odebrania z ula
[Amir i in., 2010]. Najwolniej z&, krystalizuje miéd akacjowy, ktory pozostaje
w stanie plynnym nawet kilkadeie miesgcy. Struktura powstagych podczas
krystalizacji krysztalow jest uzatmiona od odmiany miodu, niektére odmiany
zestalag sic w duwze, twarde krysztalty co utrudnia dozowanie miodu q€@oi in.,
2015]. Ponadto, miody, w ktorych tworzy snniejsza ilé¢ zarodkow krystalicznych
rozwarstwiaj sig, przybieragc czsto nieatrakcyjne wizualnie formy [Gleiter i in.,
2006, Bogdanov, 2008].

Pomimo, ze wiaciwosci odzywcze oraz lecznicze miody nane od wielu lat,
jego spaycie w Polsce jest wgt stosunkowo niskie (mniej #i100 g/miesic/osolz)
[Gontarz i in., 2016]. Wykazanae konsumenci przy wyborze miodow Kiegigic
nastpujacymi kryteriami: odmiana - okoto 32% ankietowanydkgnsystencja -
blisko 30%, a dla pozostatych wea jest barwa oraz przyzwyczajenie [Giemza,
2004]. Tak day odsetek nabywcow miodéw prefegaych miod ptynny, wskazujge
nalezy poszukiwg metod zapobiegagych krystalizacji miodu. NajgZciej
stosowanym przez pszczelarzy zabiegiemzopacym proces krystalizacji miodu
lub przywracajicym go do formy ptynnej jest podgrzewanie [Baki2®07]. Zalecane
temperatury (ok. 40°C) nie powodupbnizenia jakdci miodu, ale nie zabezpieczaj
miodu przed ponown krystalizacyj, czsto w krotkim czasie. Z drugiej strony
zastosowanie wiszej temperatury (przegrzanie miodu), pozwolizéjuutrzyma
midéd w stanie ptynnym, ale réwnocrge powoduje unieczynnienie termolabilnych
enzyméw, ktore $ odpowiedzialne za wiaiwosci antybakteryjne miodu
[Wilczynska, 2011]. Okazuje siednak,ze przegcie kontroli nad krystalizagjmiodu
moze doprowadz do stworzenia produktu smarownego i tatwego w eaauu, bez
utraty jego jakeéci [Grégrova i in., 2015].
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Kremowanie, czyli cykliczne mieszanie miodu w momien gdy rozpoczyna on
krystalizowa jest procesem wieloetapowym [Gonnet, 1977]. Kreo miodu jest
przeprowadzane w specjalnych zbiornikach (tzw. kremice) z zamontowanym
wewmgtrz mieszadiem. Mieszanie ma na celu zahamowan@mignrgo wzrostu
krysztatkow, ktore powstaty w procesie krystalizamjkru i rozdrobnienie ich do jak
najmniejszych rozmiaréw [Dyce, 1931]. Pgtak procesu kremowania jest zwany
Z wytworzeniem zarodkow krystalizacji, samoistnig I[poprzez dodanie do patoki
.startera” w postaci szczepu krystalicznego [Baki@002], ktére szybko si
powigkszap, tworzc wigksze struktury [Fearnley, 2012]. Mieszanie powstggh
krysztatbw monohydratéw glukozy, powoduje ich meatbane rozcieranie i nie
dopuszcza do tworzenia #dech aglomeratéw [Subramanian i in., 200]). Niebyyat
zaley kremowania miodu pszczelego jest brak zmian §akmiodu, poniewa proces
nie wymaga zastosowania podiwgyonej temperatury [Bakier, 2004]. Dodatkpw
zalep kremowania miodu, jest mbwosé jego wzbogacania w dodatki stmne
[Dzugan i in., 2007].

Celem pracy byla ocena wptywu procesu kremowani@adoni na aktywnée
biologiczrg miodu rzepakowego.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowit miéd rzepakowy z sez@®17 (n=3), pochodzy
bezparednio od trzech pszczelarzy z terenu woj. lubelg&i Badane miody poddano
procesowi kremowania w takich samych warunkach.pB@ednio po odwirowaniu
midéd kremowano przez 24 godziny (15 min mieszafigrn postoj) w temperaturze
21°C, wykorzystujc profesjonala kremownie (typ W20088Z, Lys6, Polska).
Otrzymane miody kremowane (KR) przechowywano w terapurze 20+2°C
maksymalnie 2 tygodnie do czasu wykonania analikoJkontrot wykorzystano
swiezy miod, przechowywany w tych samych warunkach, ktategat naturalnej
krystalizacji w czasie 4-5 dni (NK).

Analiza jakaéci miodu zostata przeprowadzona zgodnie z Rozglaeniem Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi (2015) dotygeym metod analiz wymaganych do oceny
jakosci miodu i obejmowata: refraktometryczny pomiar zat@ci wody (refraktometr
dedykowany do miodu RHB-90ATC), pomiar pH (pH-mdiimetron CP-401),
oznaczenie kwasowoi ogolnej (miareczkowanie 20% w/v wodnego roztwoniodu
0,1M roztworem NaOH w obecho fenoloftaleiny jako wskanika), pomiar
przewodnéci elektrycznej (konduktometr Elmetron CPC-401)zopomiar aktywngci
amylazy na podstawie liczby diastazowej (test Pbasi® Honey Diastase, Magle AB,
Szwecja).
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Aktywnos¢ biologiczry miodow oceniano w oparciu o dodatkowe parameiry, t
aktywnas¢ antyoksydacyjna, zawad® zwiazkOw polifenolowych i aktywn&
enzymow glikolitycznych. Aktywn& przeciwutleniajcg oznaczono testem DPPH
wykorzystupc syntetyczny wolny rodnik 1,1-difenylo-2-pikrylotdsazyd wedtug
Gorjanovica i in. [2013], wyniki wyraono jako % inhibicji wolnych rodnikéw. Do
oznaczenia catkowitej zawastm zwigzkdéw fenolowych zastosowano metoéolina-
Ciocalteu w modyfikacji Beretty i in. [2005], stgga do kalibracji kwas galusowy
(Sigma-Aldrich, USA) w zakresie ¢ten 0-30 mg/ml. Wyniki podano
w rownowanikach kwasu galusowego (mg GAE/Kkg). Aktywtowybranych
glikozydaz:p-galaktozydazyRGAL), a-glukozydazy ¢GLU), a-mannozydazydMAN)
oznaczono zgodnie z prodeguopisam przed Dugan i in. [2015], z #yciem
odpowiednich p-nitrofenolowych substratbw i wiwao w jednostkach muU
[umol/g/min].

Wyniki przedstawiono jako warfé sredni z trzech niezalaych powt6rzé wraz
z odchyleniem standardowym SD. Istad@a6znic dla poszczegdlnych parametréw
pomicdzy miodem kontrolnym i kremowanym oceniano przy mpay testu
T Studenta, przyjmgg poziom istotnéci p<0,05. Wyznaczono wspotczynniki
korelacji Pearsona (r) dla badanych parametréws@kmiodu.

Wyniki i dyskusja

W Tabeli 1 zaprezentowano wyniki analizy parametrdwdu stosowanych do oceny
jakasci, wg obowazujacych przepiséw (MRIRW, 2015). Wszystkie testowanedy
spetnialy wymagania oddoie zawartéci wody (mniej nk 20%), pH i kwasowsri
0golnej (pontej 50 mval/kg), przewodroi elektrycznej (nie wicej niz 0,8 mS/cm) oraz
liczby diastazowej (nie mniej hiB). Proces kremowania nie wphynstotnie (p>0,05) na
zawartd¢ wody w analizowanych probkach, nagk$z réznicg stwierdzono dla miodu
1 (0,3%). Kwasow& czynna miodu (pH) mieita s w granicach od 3,65 do 3,96
i ulegata niewielkim zmianom podczas obrébki. Peokeemowania nie wphgh istotnie
(p>0,05) na wartd pH. Dla miodow naturalnie skrystalizowanych kwaseév
miareczkowa migita sk w przedziale 13,7-20,0 mval/kg, natomiast dla rdied
kremowanych 15,0-22,7 mval/kg. Uzyskaneniée wskazuj, ze proces kremowania nie
wplywa na zwgkszenie kwasowaei miareczkowej badanych miodow (1-13%).
Przewodné¢ elektryczna, ktora jest miailosci zwigzkdw mineralnych, ksztattowata sie
na podobnym poziomie ok. 0,06 mS/cm, w miodach kreamych i kontrolnych.
Wartci¢ liczby diastazowej w miodach naturalnie skrystakanych i kremowanych byt
zblizony w prébce 1 i 2 (przewgzat wymagania rozpagdzenia MRIRW, 2015),
podczas gdy w probce 3 obserwowano znaczagznivartaé tego parametru (zaledwie
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8,36 jednostek DN). Proces kremowania miodu nieymgbina liczly diastazow miodow
(p>0,05). Liczba diastazowa badanych miodéw bylkzaba do wartéci uzyskanych
przez Godlewski Swistocka [2015], ktére stwierdzity w miodach rzepakowyéiedni
wartas¢ na poziomie 16 DN. Parametr ten w praktyce psacgkiej jest stosowany do
kontroli wiasciwego posipowania z miodem w pasiece, a jego abny poziom
wskazuje na obrékkiermiczry (niewtasciwe uptynnianie miodu).

Tabela 1. Wyniki analizy parametrow oksonych w rozporzdzeniu dla miodu
(MRIRW, 2015).
Podano wart& srednp +SD.

Zawartosé Kwasowosé Przewodnasé Liczba
Probka wody pH ogdlna elektryczna diastazowa
[%] [mval/kg] [mS/cn] [DN]
Miod 1N€ 18,97+0,03  3,68+0,01 20,00+2,00 0,060+0,007 14,0880
Miod 1FR 18,67+0,06  3,65+0,01 22,67+2,52 0,066+0,007 15,5281
Miod 2N 19,17+0,11  3,75+0,02 17,33+1,53 0,050+0,010 15,2280
Miod 2€R 19,17+0,06  3,66+0,01 17,67+2,31 0,046+0,002 13,2221
Miod 3V 19,13+0,02  3,88+0,01 13,67+1,53 0,048+0,005 8,3850,
Miod 3R 19,20+0,10  3,96+0,01 15,00+1,00 0,056+0,005 10,0820

NK-nie kremowane, KR-kremowane

W analizowanych miodach oznaczono poziom skladnikdeaktywnych, ktore
ksztattup wartas¢ prozdrowotm miodu. Wsréd parametrow nie wymaganych
w standardowej ocenie, wyznaczono aktygéhoantyoksydacyjs, zawartdé
zwigzkéw fenolowych oraz aktywré trzech enzymoéw glikolitycznych (Tab. 2).
Zdolngs¢ badanych miodéw do zmiatania rodnika DPPk$ztalttowala si na
poziomie 11,4 do 24,5% inhibicji i byta porownywalrdo wynikow uzyskanych
przez Majewsk i Trzanek [2009]. Przeprowadzone badania nie wgkazstotnych
zmian aktywnéci antyoksydacyjnej miodéw w procesie kremowaniaal(T 2).
Najwickszy wzrost (o ok. 25%) obserwowano dla 1 préblkodwi (p>0,05).

Zawartg¢ zwigzkébw fenolowych w analizowanych miodach naturalnie
skrystalizowanych byta zklona (Tab. 2). Proces kremowania nie wplyistotnie
(p>0,05) na ich zawarté. Wspédtczynnik korelacji Pearsona dla zawset@wigzkow
fenolowych i aktywnéci antyoksydacyjnej mierzonej testem DPPH wynig&H0

Miod rzepakowy w poréwnaniu do innych miodéw nektaych charakteryzuje
si¢ niska aktywndcia antyoksydacyja i antybakteryja. W tym pierwszym aspekcie
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uzyskane wyniki $ zgodne z doniesieniami innych autorow [Majewsk@rzanek,
2009; Wilczyaska i Przybylowski, 2009; Godlewska Swistocka, 2015] oraz
wczesniejszymi  badaniami  przeprowadzonymi dla miodéw  @imowych
z Podkarpacia [Rugan i in., 2015].

Aktywnos¢ badanych glikozydaz Bfgalaktozydazy, a-glukozydazy oraz
a-mannozydazy) w analizowanych miodach byla ziia zaréwno w miodach
naturalnie skrystalizowanych i kremowanych (Tab. @Krod badanych enzyméw
najwyzszy aktywna¢ stwoerdzono dlap-galaktozydazy {GAL), nastpnie dla
a-glukozydazy ¢GLU) i a-mannozydazydMAN). Aktywnos¢ tych enzymow nie jest
powszechnie badana w miodzie, ale uzyskane wynikdjdup potwierdzenie
w badaniach przeprowadzonych dla miodéw podkargdackDzugan i in., 2013].
Proces kremowania nie wphynistotnie na aktywn& badanych enzymoéw w miodzie
(p>0,05).

Tabela 2.Wyniki analiz sktadnikow bioaktywnych w miodach.
Podano wart& sredni £SD.

Catkowita

Aktywno §¢ zawartosé Aktywno §¢ Aktywno §¢ Aktywno §¢
Probka przeciwutleniajaca zwiazkow BGAL aGLU aMAN

[% inhibicji] fenolowych [umol/g/min] [umol/g/min]  [umol/g/min]

[mg GAE/kg]

Miod 1N 17,86+0,24 261,26+10,19 0,50+0,01 0,19+0,01 0,15+0,02
Miod 17 19,75+0,97 257,66+12,74 0,41+0,02 0,18+0,01 0,12+0,01
Miod 2V 18,15+1,29 280,18+11,47 0,54+0,01 0,18+0,01 0,150,01
Miod 2R 24,49+2,34 339,64+14,01 0,44%0,01 0,17+0,02 0,12+0,02
Miod 3V 11,36+0,25 236,04%5,10  0,46+0,01 0,16+0,02 0,09+0,01
Miod 3 13,98+0,57 239,64+15,29 0,50+0,03 0,18+0,01 0,12+0,01

NK-nie kremowane, KR-kremowane

W dostpnej literaturze brakuje danych dotycgch poréwnania wkgiwosci
biologicznych miodu poddanego procesowi kremowanimiodem krystalizujcym
naturalnie. W tym aspekcie niniejsza praca dostarnaukowego potwierdzenia
przekonania pszczelarzge kremowanie miodu nie obf jego jakéci. Badania
poréwnawcze miodow pochoglzych z tego samegozrédia naturalnie
skrystalizowanych i poddanych procesowi kremowania wykazaly istotnego
(p>0,05) wptywu procesu na parametry jakiomiodu. Obserwowana zmiensto
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(w granicach 10-30%) nie byt wynikiem r&nic w samym procesie kremowania, jak
rowniez wyjsciowej jakaci miodu. Podstawowe parametry jdékd miodu tj pH,
kwasowa¢ miareczkowa, przewodnié elektryczna czy zawarié wody nie ulegaty
istotnym zmianom podczas kremowania miodu. Ponadtopdy kremowane
wykazywaly zblkong aktywndé¢ antyoksydacyja i zawartd¢ zwiagzkéw
polifenolowych oraz aktywnig enzymow (diastazg-galaktozydazag-glukozydaza,
a-mannozydaza) do miodéw poddanych naturalnej khigsteji.

Whnioski

Proces kremowania nie wplywa na parametry fizykoubene miodu. Pozwala
w pelni zachowa aktywna¢ biologiczra miodu, w tym widciwosci antyoksydacyjne
i aktywnas¢ enzymatycza.
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PYLKI ROSLIN WIATROPYLNYCH W ODMIANOWYCH MIODACH NEKTAROWYCH
ZEBRANYCH Z TRZECH REGIONOW POLSKI

Streszczenie

W miodach nektarowych znajdugic pyiki roslin, jakimi zostaje zaproszany zbierany
przez pszczoly nektar, a tak pylek r@lin wiatropylnych, ktéry przyczepia gido
wioskow na ciele pszczoty podczas lotdbw w poszukiwgpazytkow, a take do lepkiego
nektaru. To wiénie ziarna pytku rdin anemogamicznych magstanowé zrodto
potencjalnych alergenéw wziewnych w miodach. Dlateglem niniejszych badabyta
analiza pytkowa pgiciu odmianowych miodéw nektarowych (rzepakowy, ahag,
lipowy, gryczany oraz wrzosowy) zebranych bezpdnio od pszczelarzy, z trzech
wojewodztw: Warmisko-Mazurskiego, Wielkopolskiego i Matopolskiego, sezonu
2017.

Analize mikroskopowg badanych miodéw wykonano przyzyeiu mikroskopu
optycznego UB200i przy powgkszeniu 40x i 100x. W Kalym preparacie osadu
miodowego identyfikowano co najmniej 300 kolejnyztaren pytku poszczegdélnych
roslin. Analize wykonano w dwdch powtérzeniach zgodnie z Rozgaaeniem MRIRW
z dnia 14.01.2009r. pkt. VI (A). Na podstawie speit pytkowego kadej probki
obliczano udziat poszczegoélnych taksonow w @atmateriatu.

W badanym materiale wyzgiono ziarna pytku 42 taksonéw, w tym 28 Zlimo
nektarodajnych i 14 z nienektarodajnych wiatropghmy owadopylnych. We wszystkich
prébkach obecne byly ziarna pyikuslia innych niz nektarodajne. Z najwksz
czestascia wystpowaly pyiki ralin wiatropylnych takich jakPinus Artemisia a take
Poaceag ktéra wynosita odpowiednio: 43% i po 36%, a nagjsz uzyskaty:Alnus,
avellanai Juniperus (7%). Natomiast najwkszy udziat pytku rélin wiatropylnych
wsrod wszystkich oznaczonych taksonéw w danej prétaaowity ziarna pytkiPinus
w miodzie rzepakowym z Wielkopolski (68%) oréztemisiaw miodzie gryczanym
z wojewoOdztwa Warntisko-Mazurskiego (ponad 51%),szaajnizsz (ok. 3%)Juniperus
w miodzie rzepakowym z Wielkopolski. Zidentyfikowamaksony rélin wiatropylnych
nalezaty do 11 rodzin botanicznych. W dziewiu z czternastu prébek miodéw obecne
byly nieliczne wskaniki spadzi, z ktérych zidentyfikowane zostaly zdmiki grzybow
plesniowych z rodzajlAlternaria orazCladosporium
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Wstep

Zgodnie z Dyrektyw Rady 2001/110 UE miéd pszczeli to produkt natyrakiory
zostat wytworzony przez pszczahiodn (Apis melliferg z takich surowcéw jak: nektar
roslin lub z wydzielin owaddw wysysagychzywe czsci roslin — spadzi, albo z obu tych
surowcow jednoczmie, poprzezdczenie z wkasnymi specyficznymi wydzielinami.

W miodach nektarowych znajduje siytek ralin, jakimi zostaje zaproszany zbierany
przez pszczoly nektar [Wang i Li, 2011]. Minimalpeocentowe zawarfci pyiku
przewodniego dla 5 odmian polskich miodéw zostddgeddone w juz nieobowazujacej
Polskiej Normie ,Miod pszczeli” PN-88/A-77626:19880becnie szczegoOtowe
wymagania odnimie jakaci handlowej miodu zostaly olkdlene w Rozporzdzeniu
MRIRW z dnia 29 maja 2015 r. Dokument ten jedna& precyzuje procentowego
udziatlu pylku przewodniego w miodach odmianowycHataefjo Polska Norma
PN-88/A-77626:1988 obowzuje wchz w czsci dotycacej klasyfikacji miodow
nektarowych do danej odmiany. Zgodnie z mniody akacjowe i lipowe, powinny
zawier& do 20 tys. ziaren pytku w 10 g miodu, a pozosfale rzepakowy, gryczany
i wrzosowy) 20 - 100 tys. ziaren pytku w 10 g [PBIX8-77626:1988; Teper, 2015].
W miodach znajdyj si¢ takze pytek r@lin wiatropylnych [Ceglhska, 2008; Stawiarz,
2009], ktory przyczepia sido nektaru kwiatow iin odwiedzanych przez owady
zapylapce oraz do wloskow zlokalizowanych na ciele pszaczplodczas lotow
w poszukiwaniu paytkow. Srednia zawart& pytkéw tych r@lin moze wynosé nawet
6,5% [Kruczek i in., 2015]. Pytki &tin wiatropylnych mog stanowé gtéwne zrodto
alergenéw w miodach, najgxiej s to ziarna z rodziny astrowatych, a zektrawy,
brzozy czy leszczyny [Fuiano i in., 2006; Kalyoncl997; Denisow i Weryszko-
Chmielewska, 2015].

Ziarna pytku ranych ralin majg okrelong barwe i ksztait, na podstawie
mikroskopowej analizy miodu mina okrgli¢ jego botaniczne pochodzenie, agevi
zidentyfikowa gatunki rélin miododajnych, z nektaru ktérych powstat middtadve
wyodrebni¢  pytki  roslin - wiatropylnych, wystpujace na teranach pgtkowych
[Teper, 2004]. Analiza pytkowa jest powszechniessteary naswiecie i zalecam przez
Miedzynarodow Komisje Miodows metod odwotawcz, akredytowag w zaledwie
kilku laboratoriach analitycznych w Polsce. Wyni&inalizy ocenia i w oparciu
0 przepisy regulace procentowy udziat pytku przewodniego w nektarclvyniodach
odmianowych, ktére zawarte sv obowbzujacym Rozporzdzeniu MRiIRW z dnia 14
stycznia 2009 r. w sprawie metod analiz gzainych z dokonywaniem oceny miodu (Dz.
U. Nr 17, poz. 94) oraz PN-88/A-77626:1988 (taldgla
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Tabela 1 Minimalny procentowy udziat pytku przewodniego wniodach
nektarowych zgodnie z Dz.U. z 2009 r. Nr 17 pozo8dz PN-88/A-77626:1988

Odmiana miodu Minimalny udziat pytku przewodniego (%)
Rzepakowy Brassica napus 45

Akacjowy (Robinia pseudoacacja 30

Lipowy (Tilia sp.) 20

Gryczany Fagopyrum esculentum 45

Wrzosowy Calluna vulgarig 45

Wielokwiatowy Bez pyitku przewodniego

Pytek jest cgscia sktadows miodu, wedtug Dyrektywy 2001/110/WE zabraniond jes
usuwanie komponentdw specyficznych dla miodu, w pyiku, chybaze jest to proces
nieunikniony podczas usuwania obcych substancjimédfi te g réwniez zgodne
z normy dotyczca miodu w Kodeksiezywnosciowym (Codex Stan 12-1981).

Pytki roslin wiatropylnych g przyczym alergii pytkowej, a wywotywany przez nie
alergiczny nieyt nosa jest uznawany za najstsz alergiczr chorole populacjiswiata
[Majkowska-Wojciechowska, 2016]. Alergia na pytkioslin zwigzana jest
z indukowaniem wydzielania z komodrek plazmatycznyohfocytow B swoistych
przeciwciat IgE, ktéreacza sie z receptorem FBRI na powierzchni komorek tucznych
prowadac do objawdw nadwediwosci typu natychmiastowego lub komérek zapalnych,
biorac udziat w pénej fazie reakcji alergicznej. Pyiki din odgrywap istotrg role
w patogenezie alergicznego aj&u nosa, astmy oskrzelowej i atopowego zapaleays
[Asher iin., 2010; D’Amato i in., 2007]. Charakystyczry cechy schorzé alergicznych,
wywotanych przez alergeny pytku stim, jest sezonow&t wystepowania objawow.
Nasilenie objawow chorobowych os6b z uczulenienpytak raslin jest $cisle zwigzane
ze stzeniem aeroalergendw w atmosferze [Majkowska-Wolmecska, 2016]. Osoby
uczulone na pytek wygbujacy w powietrzu, w sezonie pytkowym, mpglodatkowo
reagow& objawami alergii po spgciu niektérych pokarmoéow, w tym ta& miodu
[Kedzia i Hotderna-Kdzia, 2006].

Z drugiej strony wydaje sj ze spaywanie miodu zawieragego alergenne pyiki
mogtoby stanowi naturalma szczepionk podczas odczulania. Przeprowadzone do tej
pory badania nad wykorzystaniem miodu brzozowegmmniczaniu symptomow alergii
wziewnej zdaj sie potwierdza te tez [Saarinen i in., 2011].

Celem niniejszej pracy byla identyfikacja pytkdw slio  wiatropylnych
w odmianowych miodach nektarowych z calego sezomsmczelarskiego z trzech
wojewddztw w Polsce.
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Materiat i metody

Materiatem przeznaczonym do badabyly odmianowe miody nektarowe
pozyskane z sezonu pszczelarskiego 2017 z trzesiekpalokalizowanych w trzech
wojewodztwach w Polsce. Miody do poszczegdlnych iashm zostaly
zaklasyfikowane przez pszczelarzy. Do hadwytypowane zostaly te, ktore
charakteryzyj caly sezon pszczelarski, zaczytaj od pierwszego pytku
towarowego tj: miodu rzepakowego, przez Kkolejne apifjace sg rosliny
miododajne: midd akacjowy, lipowy, gryczany, ankec na ostatnim piytku dla
pasiek wdrownych: miodzie wrzosowym. Z pasieki z wojewddatwarmisko-
Mazurskiego nie udato sipozysk& miodu akacjowego. Od pszczelarzy pozyskano
dodatkowe informacje na temat terminu miodobranrazolokalizacji pasieki na
danym paytku (tabela 2).

Tabela 2.Charakterystyka materiatu przeznaczonego dorbada

Region
Odmiana Warminsko- Mazurskie Wielkopolska Matopolska
miodu Lokalizacja Termin Lokalizacja  Termin Lokalizacja Termin
pozytku zbioru pozytku zbioru pozytku zbioru
Rzepakowy S|(3\:§i((:eoé\)/vo 25.05 Niemierzyce 02.06 Olszanica 15.06
. Lo Krakow
Akacjowy - - Niemierzyce 25.06 (Swoszowice) 29.06
Lipowy tugwatd 20.07 Niemierzyce 10.07 Gtogoczow .as
Krasnik (woj. Okolice
Gryczany Grunwald 20.08 Lubelskie) 01.08 Czestochowy 08.08
Bemowo- Swigtoszow Nowa Dxba (woj.
Wrzosowy Piskie 10.09 (Dolny Slask) 04.09 Podkarpackie) 11.09

Probki miodéw do analizy pytkowej przygotowano weglt wskaza
Miedzynarodowej Komisji Botaniki Pszczelarskiej [Loewx i in., 1978],
PN-88/A-77626:1988 oraz rozpadzenia MRIRW z 2009 r. [Dz.U. z 2009 r. Nr 17
poz. 94]. Mikroskopow analiz pytkows badanych miodéw wykonano za pomoc
mikroskopu optycznego UB200i, przy pakszeniu 40x i 100x. W celu poznania
spektrum pytkowego w kalym preparacie liczono, zgodnie z zaleceniami Moara
[1985], co najmniej 300 ziaren pytku. Aby prawidiowidentyfikow& analizowane
pytki, postugiwano s dostpnymi kluczami do oznaczania pytku [Zander, 1935;
1937; Sawyer, 1981; 1988; Bucher i in., 2004; Hasee 2009]. Analizowane ziarna
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pytkéw przyporadkowywano do mgliwie najdoktadniejszego taksonu (gatunku,
rodzaju, typu budowy lub rodziny). Niezidentyfikom& w obebie rodziny ziarna
pytku oznaczano jako ,inne”. W preparatach z osaddwdowych okrélono take
obecnd¢ wskaznikow spadzi, tj. glonéw, fragmentow grzybni i zdnkéw grzybow.
Udzialy procentowe pytkow poszczegoOlnych gatunkémlin byty obliczone dla
kazdej probki oddzielnie, dla &in miododajnych i innych i nektarowe. Cgstas¢
wystepowania pytkédw rélin nienektarodajnych okéno na podstawie liczby
prébek, w ktérych stwierdzono obedidozidentyfikowanych taksonéw, wyrano je
jako procent wszystkich analizowanych prébek mioddéw

Probki miodu zostaly zaklasyfikowane do odpowietiniodmian w oparciu
0 przepisy regulaice procentowy udziat pytku przewodniego w nektarolwy
miodach odmianowych, ktére zawartes obowhzujacym Rozporzdzeniu MRIRW
[Dz.U. z 2009 r. Nr 17 poz. 94] oraz PN-88/A-7762888 (tabela 1).

Wyniki i dyskusja

W analizowanych prébkach miodow wyrdono ziarna pytku 42 taksondéw, w tym
28 z ralin nektarodajnych i 14 z nienektarodajnych wiatriogych i owadopylnych.
Sparéd 14 przebadanych prébek miodu, zgodnie z Rozplaeniu MRIRW
[Dz.U. z 2009 r. Nr 17 poz. 94] oraz PN-88/A-7762¥88, potowa zostala
zaklasyfikowana do wkxiwe] odmiany. Wszystkie miody rzepakowe z ponaéc50
udzialem Brassica napusmiéd lipowowy z wojewodztwa MatopolskiegoTi(ia
21%), midéd gryczany z wojewoOdztwa Warmko-Mazurskiego Fagopyrum46%)
oraz dwa miody wrzosowe z Wanfisko-Mazurskiego i Matopolskiego, odpowiednio
zawarté¢ pylku Calluna: 64% i 46%, jako pytki gtdbwne wobec wszystkich
pozostatych pytkow rdin miododajnych oznaczonych w poszczegolnych pragaah
mikroskopowych. Ziarna pytku tin anemogamicznych, w odniesieniu do catkowitej
liczby oznaczonych ziaren §lin nektarodajnych i innych, byly obecne we wszysik
analizowanych prébkach miodu, ktére stanowity w daoh z Wielkopolski 9%,
Matopolski 7% i wojewddztwa Warmsko-Mazurskiego 6%. W miodach wczesnych
(rzepakowy, akacjowy) dominowaty pyiki sosnycbd i brzozy (tabela 3).
W dziewkciu z czternastu prébek miodéw obecne byly nieleczvskaniki spadzi,
Zz ktorych zidentyfikowane zostaty zarodniki grzybéplesniowych z rodzaju
Alternaria oraz Cladosporium Obrazy przyktadowych osadéw miodowych
z udzialem pytkéw rdin nienektarodajnych oraz wskakow spadzi przedstawiono
na rycinie 1.

Najwickszy udziat pytku rélin wiatropylnych wrdéd wszystkich oznaczonych
taksonéw w danej prébce stanowity ziarna pylRinus w miodzie rzepakowym
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z Wielkopolski (68%), orazArtemisia w miodzie gryczanym z wojewddztwa
Warminsko-Mazurskiego (ponad 51%),$zaajnizsza (ok. 3%)Juniperusw miodzie
rzepakowym z Wielkopolski (tabela 3). Wskéki spadzi wraz z zarodnikami
grzybow pléniowych stanowitysrednio ponad 1%.

Udziat pytkow ralin nienektarodajnych w stosunku do nektarodajnyomosit
od ok. 1% (miéd wrzosowy z Warnsko-Mazurskiego) do ok. 13% (midd wrzosowy
z Wielkopolski) (tabela 3).Srednio pytki rglin nienektarodajnych wraz
ze wskanikami spadzi stanowity 9% wszystkich ziaren pytkbwskaznikow spadzi
w preparatach mikroskopowych badanych miodéw (rgdh

Czestaé¢ wystepowania pytkow rélin anemogamicznych w badanych miodach
przedstawiono na rycinie 3. Najykisza czestascia charakteryzowaly sipyiki Pinus
Artemisig a take Poaceae wynosita ona odpowiednio 43% i po 36%, a najnsegj
7% uzyskaty pytkiAlnus, Corylus avellanaJuniperus

Inni autorzy réwnie donosz o czstym zaprdszeniu polskich miodéw pytkiem
roslin wiatropylnych, m.in. pytkiem ebu, wigzu, topoli, babki, bylicy, traw, turzycy,
orzecha wioskiego, a ta& brzozy i komosy [Teper, 2011; Warakomska, 1997;
Wrdéblewska 2002]. Badania miodéw wiosennych (rzewak klonowy, malinowy,
akacjowy, koniczynowy, z drzew owocowych i trybuli) pasiek z rénych okolic
Rzeszowa tate wykazaly obecrni@ pytku raslin wiatropylnych we wszystkich
prébkach. Odnotowano blisko 70%esras¢ wystgpowania pytku traw, ponad 50%
pytku debu i szczawiu, 10% pytku zkd leszczyny i chmielu oraz najsizy udziat
procentowy (porrej 3%) pytku sosny i bylicy [Cegiska, 2008]. Take w miodach
z calego sezonu pszczelarskiego z wojewddzt9waictokrzyskiego wykazano
obecnd¢ pytku 17 taksonow rdin wiatropylnych, z czego naje¢gciej notowano
pytek traw, @bu i szczawiu [Stawiarz, 2009]. Z bad#&racowni Aeropalinologii
Uniwersytetu Szczeaskiego nad pochodzeniem botanicznym miodow wojevwoaz
zachodniopomorskiego wynikaze srednia zawart& pytku raslin wiatropylnych
wynosi 6,5%. Najcgsciej spotykane byly ziarna pytku traw, brzozy, wiey
i komosy [Kruczek, 2015].
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Tabela 3.Procentowy udziat pytkéw gtéwnych, towarzysych wobec sumy pytkdw #tin
nektarodajnych oraz udzial pytkéw dtm nienektarodajnych wobec wszystkich pytkéw
wystepujacych w miodzie

Wojewddztwo  Odmiana Gtéwny pytek Pylek towarzysacy Udziat pytkdw roslin
miodu [%] [%] nienektarodajnych
(6]
Warmiasko- rzepakowy Brassica 66 - Pinus 4,8
Mazurskie napus Quercus 2,2
Corylusavellana 1,9
Wielkopolskie rzepakowy  Brassica 56 - Pinus 8,1
napus Quercus 3,4
Juniperus 0,4
Matopolskie rzepakowy  Brassica 53 - Pinus 3,0
napus Betula 2,0
Quercus 1,0
Wielkopolskie akacjowy - Robinia pseudacacia 18 Betula 3,0
Rubus type 15 Artemisia 2,8
Pinus 2,0
Matopolskie akacjowy - Rubus type 21 Betula 2,6
Robinia pseudacacia 18 Quercus 2,5
Asteraceae type 13 Alnus 2,4
Pinus 1,7
Plantago 1,3
Warmiasko- lipowy - Phacelia 37 Hypericum
Mazurskie Tilia 15 perforatum 2,4
Fagopyrum 11 Carex 1,8
Wielkopolskie lipowy - Asteraceae type 18 Poaceae 2,9
Anthriscus type 17 Carex 1,7
Tilia 11 Chenopodiaceae 1,6
Rumex 1,0
Matopolskie lipowy Tilia 21 Centaurea cyanus 19 Rumex 3,6
Plantago 2,1
Carex 1,3
Warmiasko- gryczany Fagopyrum 46 - Artemisia 5,2
Mazurskie Poaceae 2,3
Carex 1,5
Pinus 1,1
Wielkopolskie gryczany - Fagopyrum 25 Poaceae 3,9
Brassicaceae type 11 Artemisia 1,9
Plantago 1,7
Matopolskie gryczany - Fagopyrum 27 Poaceae 2,6
Trifolium type 16 Artemisia 2,3
Chenopodiaceae 2,0
Warmiasko- WIZOSOWy Calluna 63 - Artemisia 1,0
Mazurskie
Wielkopolskie Wrzosowy - Calluna 36 Hypericum
Brassicaceae type 17 perforatum 6,5
Fagopyrum 16 Poaceae 3,8
Ambrosiatype 2,3
Matopolskie Wrzosowy Calluna 46 Fagopyrum 11  Ambrosiatype 2,4
Chenopodiaceae 1,4
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J —Juniperus B — Betulg Fg —Fagopyrum P —Poaceae C — Cladosporium A —
Ambrosia Pi —Pinus Br- Brassica napusAl — Alternaria, Tx — Taraxacum type
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Rycina 3. Czestas¢ wystepowania pytku rélin nienektarodajnych w badanych probkach
miodow (%).

Whioski

1. We wszystkich analizowanych prébkach miodu zostaientyfikowane pyiki
roslin innych niz nektarodajne, ktoryckredni udziat wynosit 7,4%.

2. Potowa badanych odmianowych miodéw nektarowych aashiewtdciwie
zaklasyfikowana przez pszczelarzy, w tym dwa miasinakowane jako
akacjowe, lipowe, gryczane i jeden wrzosowy.

3. Sparéd pytkéw rdlin nienektarodajnych, w przeanalizowanych miodach,
najwicksz czestas¢ wykazywaty pytki sosny, bylicy oraz traw, a najrejaz:
olszy, leszczyzny i jalowca.

4. Zidentyfikowane w badanych miodach pyikilka nienektarodajnych, zgodnie
z danymi literaturowymi, wykazgj aktywnagé alergeng i mog by
przyczyry reakcji alergicznych u os6b spavajagcych miéd.
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ZAWARTOSC AMIN BIOGENNYCH W WYBRANYCH GRUPACH ZYWNOSCI

Streszczenie

Rosnyca swiadomaé¢ konsumentéw wymusza monitorowarigvnosci pod lkgtem
jej bezpieczéstwa. Jednym z zagren maze by obecnéé amin biogennych,
powstagcych poprzez dekarboksylgcjaminokwasow. Wysoki poziom biatka
w produkie mae stanowt¢ potencjalne ryzyko podwigzone] koncentracji amin
biogennych. Wzywnosci produkowane gsone przy udziale enzymow bakteryjnych —
dekarboksylaz. Poddawanie surowca procesowi feraegintz wyciem bakterii,
zwigksza poziom amin biogennych w gotowym produkcieacBr ma na celu
przyblizenie problemu obecioi amin biogennych wywnosci, ich toksycznéci oraz
zawartgci w poszczegodlnych grupach produktéw spmczych takich jak mleko
i jego przetwory, owoce, warzywa, napoje alkoholpwdy oraz mgso i przetwory
migsne.

Stowa kluczowe aminy biogenne, owoce, przetwory mleczne, przepwmiesne,
warzywa

Wstep

W dzisiejszych czasach ¢ wag przywigzuje st do zagraen ptyngcych dla
konsumenta ze stronyywnosci. Kontrolowane i wykrywane agsnawet substancje
w §ladowych ilgciach, kedace potencjalnym ryzykiem dla naszego zdrowia.
Przyktadem takich zwizkdéw s aminy biogenne. W niskicheteniach nie wplyway
one negatywnie na zdrowie cztowieka [Stadnik, 201#yoblem pojawia 8i
w przypadku obecnai wysokich koncentracji tych zwikoéw w produkcie, co niesie
za soly skutki niebezpieczne dla organizmu. Z8uilosci amin biogennych mag
wystapi¢c w zywnosci poddawane] rozmaitym procesom technologicznyednak
najwicksze ryzyko zwgkszenia ich poziomu niesie za gobfermentacja
z wykorzystaniem bakterii mlekowych [Gawarska i ,in2012]. Najczsciej
wystepujace w zywnosci aminy biogenne to histamina, kadaweryna, putneac
tryptamina, tyramina, spermina jak i spermidynaclanajwicksze ilgci odnotowuje
sic w produktach takich jak wino oraz fermentowane yryibmieso, ale réwnig
poddane fermentacji warzywa i owoce czy sery dhojadwapce. Wysolg
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zawartd¢ amin biogennych naky utozsamia& z duza iloscia biatek w produkcie. Im
wyzsza jest zawarté aminokwasOw w surowcu, tym zgkisza s¢ potencjalne
zagraenie zwiazane ze zwikszory zawart@ciag amin biogennych [Suzzi i Gardini,
2003].

Niezbedne jest podejmowanie wszelkich dziatanogcych prowadz do
obnizania ilésci szkodliwych substancji w produktach ggeiczych. Aminy biogenne
sg produkowane, ale rdOwnie utylizowane przez mikroorganizmy obecne
W zywnosci, co mae znalé¢ potencjalne wykorzystanie w zgkiszaniu
bezpieczéstwa produktow fermentowanych.

Aminy biogenne

Aminy biogenne $ niskoczasteczkowymi zasadami organicznymi, aktywnymi
biologicznie, ktére powstaj w wyniku procesu dekarboksylacji aminokwasow
obojetnych i zasadowych. Wytwarzane oraz degradowan& gakcie prawidtowego
funkcjonowania zarbwno organizmu ludzkiego, jakoélin oraz mikroorganizméw,
na skutek naturalnych proceséw biochemicznychzywnosci produkowane & przy
udziale dekarboksylaz ¢dacych enzymami bakteryjnymi, przeksztakgajmi
aminokwasy w aminy biogenne. W niskictezgniach nie wptywaj negatywnie na
zdrowie [Alvarez i Moreno-Arribas, 2014; Madejskani, 2017]. Wysokie stenie
amin biogennych wzywnoici zwigzane jest z aktywr$gia drobnoustrojow, jak
réwniez z r&nymi zabiegami technologicznymi, ktorym jest onadgawana.
Znaczny wzrost zawarfoi tych zwihzkOw obserwuje si w produktach
fermentowanych. Przytie z paywieniem duych ilosci amin biogennych powoduje
toksyczne efekty u konsumentéw.

Aminy biogenne uczestnigav syntezie kwasow nukleinowych, alkaloidéw, biatek
i hormonow. Biog udziat w regulacji temperatury ciata,$cienia ttniczego krwi,
oraz aktywnéci mézgu. Mog wpltywa na replikacg DNA oraz przepuszczal§éd
bton komérkowych. W przypadku §iin odpowiadaj za wzrost oraz rozwdj owocow,
uczestnicga réwniez w kietkowaniu, kwitnieniu i ukorzenianiu [Antosakivicz
i Purwin, 2010; Gawarska i in., 2012; Jaghrz Tylkowski, 2016].

Podziat amin biogennych

Ze wzgkdu na struktuy chemiczm wyrdézniamy kilka grup amin biogennych.
Pierwsz s3 aminy alifatyczne, do ktérych zaliczamy putresgyspermidyg oraz
kadaweryg. Kolejng grupc tworzz aminy aromatyczne: tyramina i 2-
fenyloetyloamina. Ostatnia grupa to aminy heterdicgke: tryptamina i histamina.
Aminy alifatyczne mog pochodzé zaréwno z diety, dziatania mikroorganizméw
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bytujacych w jelitach, jak i endogennej biosyntezy. Amimgterocykliczne wyspuja

w skorze, btonigluzowejzotadka i jelit. Mazna znaléc¢ je takze w wgtrobie, ptucach
czy migsniach [Ciglik i Migdat, 2011; Mohammed i in., 2016]. Badardawodz, ze

w zwierzcych komorkach wyspuja gtéwnie spermina i spermidyna, natomiast
u prokariontow — putrescyna oraz spermidyna. Cal@wstzenie poliamin

W zywym organizmie mge sega wartaci rzedu milimoli, jednak ilg¢ form
wolnych jest znacco nizsza [Stadnik, 2014; Jassizi Tylkowski, 2016].

Toksycznasé amin biogennych

W niskich stzeniach aminy biogenne ®becne w organizmie kdego cztowieka,
nie powodujc przy tym negatywnych skutkow dla zdrowia. Jedmakwyzszone
poziomy mog prowadz¢ do szeregu niekorzystnych objawow, co obserwowase
w przypadku spgycia bogatych w biatko i aminy biogenne produktow
zywnosciowych [Kantachote i in., 2016].

Aminy biogenne mog przedostawa sie do krwi w wyniku obecngi ich
inhibitoréw lub poprzez przygrie nadmiernej dawki. Niektore leki antydepresyjne
zawierag inhibitory monoaminooksydazy i me@g powodow& nieprawidtowe
dziatanie tego enzymu, ktéry odpowiedzialny jest utglizaci amin biogennych,
powodupc nadmierne nagromadzenie ich w organizmie — a aotym idzie
przenikanie do ukfadu krwiodpnego. Podobny wptyw obserwujemy w przypadku
nadwywania alkoholu lub uszkodzenia gendéw keghyich mono i diaminooksydazy.
Wykazano;ze kadaweryna i putrescyna odgrywaple inhibitoréw diaminooksydazy,
zwiekszapc toksyczné¢ histaminy. Zaklada &j ze wystpowanie w zywnosci
histaminy w s¢zeniu wyzszym niz 400 mg/kg produktu jest niebezpieczne dla
zdrowia, 75 mg czystej histaminy prztgj doustnie wywoluje objawy nietolerancji
pokarmowej, natomiast spycie 1000 mg powoduje ostre zatrucie, a u dziegiaia
smier¢. Efekty spaycia dwej ilosci amin biogennych magby¢ oznaczane jako
reakcja, nietolerancja, intoksykacja lub zatruciezaleznosci od nasilenia objawéw
[McCabe-Sellers i in., 2006; Alvarez i Moreno-Ara, 2014; Ptotka-Wasylka, 2016;
Czajkowska-Mystek i Leszczgka, 2015].

Bole gtowy, nudnéci, pocenie si to objawy reakcji spowodowanej nadmiernym
spazyciem amin biogennych. Natomiast do objawéw nigwbeji zalicza i
wymioty, biegunk, wysyplke, pokrzywle i arytmie. Zatrucie mae prowadzt do
nadcinienia ttniczego oraz uszkodaeserca. Przy bardzo wysokich dawkach,
przyjimowanych dlugotrwale nioa zaobserwowa wyskpowanie depresji,
schizofreng, nowotwory jelit oraz chorab Parkinsona [Cidik i Migdatl, 2011;
Alvarez i Moreno-Arribas, 2014].
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Wystepowanie wzywnosci

Zrédlem amin biogennych wzywnoici moze by zaréwno ich naturalna
biosynteza, jak i powstawanie w trakcie proceséeht®logicznych, przetwoérczych
oraz przechowywania. Wprowadzanie kultur starterwymagcych zdolnd¢ do ich
wytwarzania mee rownie prowadzé do zwkikszenia ich poziomu. Raice
w zawartdci amin biogennych wzywnosci s3 dwe i mog zaleze¢ od wielu
czynnikéw, takich jak warunki produkcji, rodzaj swca i produktu, czy
przeprowadzone procesy technologiczne. $¢lloi rodzaj amin biogennych
wytwarzanych w zywnosci jest rownie w dwej mierze uzaleniona od
wewretrznych wiaciwosci zywnosci, w tym aktywndci wody, flory bakteryjnej
i pH, oraz parametrow zewtriznych, takich jak temperatura i czas przechowyiwan
ktére umaliwiaja wzrost bakterii podczas przetwarzania i przechowywa
[Czerniejewska-Surma, 2012; Stadnik, 2014; Alvareoreno-Arribas, 2014].

Obecnie w Polsce nie istnigprzepisy prawne, méwte o maksymalnej, ogolnej
zawart@ci amin biogennych wzywnosci. Podobnie Unia Europejska nie prgg
zadnych norm ani regulacji w tym temacie, za atlgem ilosci histaminy
w produktach rybnych. Niektore kraje takie jak Fo@nczy Holandia ustanowity
zalecane, maksymalne wadtd histaminy, ledacej najniebezpieczniejgzz amin
biogennych wysfpujaca w zywnosci. Nieprzekraczanie zalecanych zawaécto
w napojach na poziomie 10 mg/l wprowadzone jest wsthalii i Szwajcarii;
odpowiednio 8 mg/l w Belgii, 2 mg/l w Niemczech,n®g/l we Francji i 3,5 mg/l
w Holandii. Pojedyncze aminy biogenne w wybranyebduktachzywnosciowych
takich jak ryby czy wino & normowane ustawami i rozpadzeniami. Ogoélna
zawart@é¢ amin biogennych zalma jest od wielu czynnikéw, mggne oddziatywa
migdzy soly, co powoduje dodatkowe trudsw w normowaniu ich maksymalnego
poziomu [Melendez i in., 2016; Ptotka-Wasylka i,i2016].

Aby zminimaliwowa& poziom amin biogennych stosujeg siakie zabiegi jak
standaryzacja procedur, wykorzystywanie do procesdarmentacji kultur
starterowych niewykazagych zdolnéci do ich tworzenia, utrzymywanie higieny,
postpowanie zgodnie z dodbr praktylky produkcyjry oraz wykorzystywanie
produktowswiezych, wysokiej jakéci. Poziom amin biogennych analizowany ze0
by¢ réznymi metodami takimi jak HPLC, metodami fluorymetepnymi oraz PCR
[Alvarez i Moreno-Arribas, 2014; Stadnik, 2014].

Mleko i przetwory mleczne
Zawartag¢ amin biogennych viwiezym mleku i nabiale nie jest wysoka. Wigk

stanowg produkty poddawane fermentacji i dojrzewaniu. Mejcie] wysepujacymi
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aminami biogennymi w tego typgywnosci s3 histamina, kadaweryna, putrescyna,
tyramina, tryptamina i fenyloetyloamina. Baiilosci amin biogennych powstaprzy
wykorzystaniu do przerobu mleka &gezego, niskiej jakéci oraz niezachowaniu
higieny produkcji [Ciglik i Migdat, 2011]. Na poziom amin w produkcie mgtyw
wiele czynnikéw. W przypadku sera koziego, dowiedn, ze istotna jest nawet pora
roku ze wzgddu na ré@nice w sktadzie surowca do jego produkcji, na cdywpma
odzywienie zwierat. Zawartd¢é wszystkich amin biogennych w serze byta niemal
dwukrotnie wysza zim niz latem [Milewski i in., 2018].

llos¢ histaminy w mleku ksztattuje gina poziomie 0-1 mg/kg. W serach
zawart@¢ amin biogennych nie przekracza 10 mg/kg, z czdgondekszaci z nich
sg to wartagci praktycznie niewykrywalne. W skrajnych przypadkaw odniesieniu
do serow diugodojrzewagych odnotowywano jednak bardzo zawge zawartéci
wynoszce odpowiednio dla tyraminy 2210 mg/kg, tryptamir880 mg/kg, histaminy
2500 mg/kg; poziomy te zdecydowanie zagia zdrowiu konsumenta [Cébk
i Migdat, 2011; Czerniejewska-Surma i in., 2012].

Sposobem na ich obmnie w przetworach mlecznych jest wykorzystywanee d
przerobu mleka pasteryzowanego. Przeprowadzone nimdaa serach z mleka
pasteryzowanego i niepasteryzowanego pozwolity aabgerwowanie zmniejszenia
w mleku po pasteryzacji ifgi drobnoustrojow wytwarzagych aminy biogenne,
ograniczagc w ten sposob ich gtenie w produkcie kdcowym [Ciglik i Migdat,
2011].

Mi eso i wyroby miesne

Produkty mésne zawieraj zrGznicowane poziomy amin biogennych. Wysoka
zawart@¢ biatka i wolnych aminokwasow stwarza korzystne wwki do ich
powstawania. Obecé amin biogennych w przetworach ¢anych mae by
wskaznikiem ich ziej jakéci [Ansorena i in., 2002; C#ik i Migdat, 2011].

Swieze mieso i jego przetwory zawiergjnajwigcej sperminy i spermidyny,
natomiast kadaweryna, putrescyna i histamina gpygeé w tych produktach na
niskim poziomie. Rodzaj msa nie ma wptywu na zawagtoamin biogennych — ikg
tych skladnikébw w migsie drobiowym jest taka sama jak w przypadkueami
czerwonych. Inaczej sytuacja ksztaltuje sv przypadku rozdrabniania, mielenia
i porcjowania: im wg¢kszy stopié rozdrobnienia mgisa, tym wyszych s¢zen amin
mozemy st spodziewa. Na zawarté¢ amin biogennych w msie i jego przetworach
wplywa gtownie temperatura oraz czas przechowywapa&os¢ przetwarzanego
surowca i pH [Stadnik, 2014].
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Powszechnie wiadomoze proces fermentacji prowadzi do podniesienia si
poziomu amin biogennych w produkcie. Zawaétdistaminy w surowej kietbasie
wynosi okoto 2-4 mg/kg, natomiast ten sam produktigany procesowi fermentaciji
wykazuje wzrost zawarfoi tej substancji nawet do 300 mg/kg. Obserwuje si
rowniez ilos¢ tyraminy na poziomie 200-600 mg/kg, putrescyny 46®/kg,
tryptaminy i 2-fenylometyloaminy 50 mg/kg. W &sie wieprzowym aminy biogenne
wystepuja na poziomie okoto 5 mg/kg dla sperminy i 20-60 kgg/spermidyny
[Cieslik i Migdat, 2011; Czerniejewska-Surma i in., 2012

Ryby i przetwory rybne

Ryby i przetwory rybne to grupa produktéw odznageajst wysokim poziomem
amin biogennych. Najezciej w makrelach, tticzyku czy sledziach wysipuje
histamina. Jej poziom jest jedynym limitowanym @zeni¢c Europejsk spcrod
wszystkich amin. Ryby zawiergjrowniez wysokie ilgci sperminy, tyraminy,
putrescyny i kadaweryny [Chen i in., 2010; Czajkkadystek i Leszczyska,
2015].

W rybach i ich przetworach zawastotych sktadnikow warunkowana jest przez
wiele czynnikéw takich jak gatunekswiezo$§¢ surowca, warunki transportu,
przechowywanie chtodnicze oraz procesy technolamiciz przygotowanie produktu
do spaycia. Obserwuje si rowniez ich wzrost w przypadku przeprowadzenia
procesu fermentacji [Céék i Migdat, 2011].

Maksymalna dawka histaminy w rybach i produktactbngch zapewniaca
bezpieczéastwo zywnaosci, jak wynika z Rozporglzenia Komisji (WE) nr 1441/2007,
wynosi 200 mg/kg produktu, natomiast w produktagibotéwstwa poddanych
zabiegowi dojrzewania enzymatycznego w solancerek@pstaty wyprodukowane
z ryb o podwyszonych zawartziach histydyny — 200-400 mg/kg.

Owoce i warzywa

Produkty rdlinne swieze nie zawieragj w swoim skiadzie diej ilosci amin
biogennych, cgsto jednak na ich powierzchni znajduje snikroflora bakteryjna
odpowiedzialna za procesy fermentacji, ktéra zenozwigksza& poziom tych
zwiagzkdéw. W przypadkuywiezych warzyw i owocoéw zawargé amin biogennych jest
nizsza, nk w produktach rélinnych poddanych fermentacji.

Na ilos¢ amin biogennych ma wplyw zaréwno rodzaj oraz gekurmwocow
i warzyw, jak i poddanie ich ewentualnym procesoonébki. W cytrusach znajduje
sie wigcej amin biogennych #i w truskawkach, malinach czy winogronach.
W produktach réliinnych najczsciej mazemy znalé¢ histamirg, tyramirg,
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tryptamirg, kadaweryn i putrescyrR [Czerniejewska-Surma i in., 2012; Cvetkoi
iin., 2015; Czajkowska-Mystek i Leszarka, 2015].

Zawart@¢ histamin w szpinaku Kksztaltuje esina poziomie 38 mg/kg,
w pomidorach 22 mg/kg, a w kagmie kiszonej jej ilé¢ moze dochodz nawet do
200 mg/kg. Czas przechowywania i jego warunki wjwznacaco na ilg¢ amin
biogennych. Nieprawidlowo przechowywana kapustazdiset mae odznaczé si¢
nawet péciokrotnie wy.szymi poziomami tych substancji. Misz banana zawiera
sladowe ilgci histaminy, serotoniny, fenyloaminy, putrescyny kadaweryny.
W sokach i napojach owocowych domigujakie aminy jak histamina, tyramina,
putrescyna, metyloamina i fenyloalanina. Soki cgtnre w swoim skladzie zawiesaj
najczsciej histamirg w ilosci 1,5 mg/l [Zaebska i Ziarno, 2011; Czerniejewska-
Surmaiin., 2012].

Napoje alkoholowe

Napoje alkoholowe g produktami rozpowszechnionymi na catgmiecie. Do tej
grupy maemy zaliczy migdzy innymi wina, piwa, likiery czy cydry. Piwo zmhjje
sic na patym miejscu najcgciej konsumowanych napojow né@wiecie, a jego
spazycie na mieszkiaca wynosi w Czechachzd44 | rocznie.

W napojach alkoholowych na obedioi rodzaj amin biogennych mgjwptyw
zarowno mikroorganizmy bigce udziat w procesie fermentacji, jak i ich zawééto
w surowcach wykorzystywanych do produkcji. Obecniaowe trendy
w piwowarstwie, np. produkcja piw kémaych z wykorzystaniem bakterii fermentacji
mlekowej, dodatkowo zwkszjg potencjall obecné¢é amin biogennych w tej grupie
produktow. Czste spaywanie napojow fermentowanych w dich ilosciach mae
przyczynt sie do wysgpienia objawow zwjzanych z przyjciem wysokiej dawki
amin biogennych [Parandes i in., 2016].

Sugerowana zawarlé histaminy w napojach alkoholowych wynosi 2 mg/l.
Dziatanie toksyczne wygbuje w organizmie cztowieka po spaiu napojow
fermentowanych o steniu amin biogennych na poziomie 8-20 mg/I histamib-40
mg/l tyraminy i tylko 3 mg/l fenyloetyloaminy. W wie biatym i czerwonym
zawart@¢ amin biogennych waha ¢sipomiedzy 55-130 mg/l [Alvarez i Moreno-
Arribas, 2014; Meléndez i in., 2016; Ptotka-WasylRa16].

Podsumowanie

Na zawarté¢ amin biogennych wywnaosci wptyw ma wiele rénych czynnikow.
Najistotniejszym z nich jest proces fermentacji kol@ej. Zywnosé swieza, nie
poddana obrobce wydaje ¢siby¢ bezpieczniejsza odzywnosci przetwarzanej.
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Produktami odznaczagymi sk najwyzsza zawartdciag amin biogennychgsryby i ich
przetwory, sery diugodojrzewaje, wino i kiszona kapustdywnosé¢ bogata w biatka
stwarza dla konsumenta e¢kisze zagreenie ze wzgldu na maliwosé
przeksztatcenia go w aminy biogenne. Istnieje wisfsobow na zapobieganie
zwigkszonym ilgciom tych substancji wywnosci i nalezy ciagle poszerzawiedz

w tym temacie oraz stosowssic do obecnych wymaga aby zapewrdi mozliwie
wysokg jakos¢ i bezpieczastwo zywnaosci.

Projekt zostat sfinansowany g®dkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych
na podstawie decyzji nr UMO-2014/15/B/NZ9/04527
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PRODUKTY WZBOGACONE W KWASY OMEGA-3 JAKO PRZYKLAD ZYWNOSCI
FUNKCJONALNEJ

Streszczenie

Nowoczesnazywnos¢ ma na celu nie tylko dostarczenie energii, ale niéiv
podtrzymanie lub wicz poprawienie dobrego stanu zdrowia. Wzbogaceywenosci
uznaje s} za najtasz i najefektywniejsz forme poprawienia jakéci zdrowotnej
zywnosci i uzupetnienia niedoboréw skladnikéw aysvczych w diecie czlowieka.
Przyktadem takiej zywnosci s produkty wzbogacone w diugaleuchowe
wielonienasycone kwasy tluszczowe w grupy omeg#&W®asy te § niezlgdne do
prawidtowego funkcjonowania catego organizmu. Utizieza one w wielu procesach
regulacyjnych na poziomie komorek, tkanek, pdéev. Niestety wytwarzanie ich przez
organizm zachodzi z bardzo malvydajnccia i z tego wzgidu powinny by¢ one
dostarczane wraz z pgwieniem. Gtownym ichzrédiem g ryby i inne organizmy
morskie, ktérych spagycie w wielu krajach jest niewystarczeg. Do uzupetnienia
niedoboréw tych skladnikbw w diecie wykorzystywagest zywnos¢ funkcjonalna
wzbogacona w kwasy omega-3.

Zywnosé funkcjonalna

Podstawow rolg dobrze zbilansowanej diety jest dostarczenie argaowi
wszystkich sktadnikbw agwczych, ktore s nieztkedne do jego prawidtowego
funkcjonowania. Obecnie istnieje corazceej dowodow na toze zywnos¢ maze mig
rowniez pozytywny fizjologiczny i psychologiczny wptyw narganizm cziowieka.
W dzisiejszych czasach zainteresowaniegzidem medzy zdrowiem a og/wianiem
jest duo wieksze nk w przesztéci. Rezultatem tego jest wzrost oczekiwa
konsumentéw dotyezych dostarczania zdrowotnych kofeywraz z died [Aggett i in.,
1999].

Pod koniec XX wieku znacznie wzrosto zainteresowanioaktywnymi skladnikami
zywnosci. Narodowe instytuty zdrowia USA (NIH) [NIH, 20D4definiowaly zwhzki
bioaktywne jako skfadniki wygpujace wzywnaosci lub suplementach diety. Podkiigy,
ze 3 to substancje chemiczne innezrie niezlgdne do zaspokojenia podstawowych
potrzeb zywieniowych (odywczych i energetycznych), ktéreg odpowiedzialne za
zmiany stanu zdrowiaZrodtem wikszdici bioaktywnych zwizkéw zywnosciowych,
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odpowiedzialnych za pozytywny wptyw na zdrowie t j@sgiat roslin. W swiecie zwierat
zwigzki te @ bardzo rzadkie. W literaturze wymieniang kwasy tluszczowe omega-3
i omega-6, witaminy, skwalen, cystatyna i liwety@otab i Warwas, 2005] oraz lizozym
[Gajda i Bugla-Ploskaska, 2014] wysipujacy w mleku, jajach i miodzie.

Z pojeciem substancji bioaktywnydtisty zwigzek mazywnos¢ funkcjonalna w sktad
ktérej one wchodg Obecnie najcegciej wywary definicjg tego typuzywnaosci jest ta
powstata w 1999 w ramach programu FUFOSE (FundtiBoad Science in Europe):
,Zywnos¢ maze by uznana za funkcjonadnjesli udowodniono jej korzystny wptyw na
jedmg lub wiecej funkcji organizmu ponad efekt avczy. Wplyw ten polega na
poprawie stanu zdrowia oraz samopoczucia i/lub ejspania ryzyka chorélywnosé
funkcjonalna musi przypomida postacd zywnos¢ konwencjonalg i wykazywa
korzystne dziatanie na organizm w sibdach, ktore oczekuje size bpda normalnie
spazywane z diet — przy czym nie gto tabletki, kapsutki ani krople, ale¢g? sktadowa
prawidtowej diety” [Krygiel i Florowska, 2008]. Wrpdukcji zywnaosci funkcjonalnej
nosnikami substancji bioaktywnycha szwykle grupy produktéw spgwczych cazsto
kupowane i regularnie sppwane (np. przetwory mleczne, Zioeve, napoje owocowe
itp.) co zapewnia dé systematyczne ich przyjmowani€widerski, 2003].Zywnosé
funkcjonaly mazna podziek na cztery grupy:zywnos¢ naturalm o skladnikach
prozdrowotnychzywnos¢, do ktérej dodano skladniki prozdrowotrgywnaos¢ z ktérej
usuneto skladniki antyodywcze, zywnosé, w ktorej zmodyfikowano biodoginas¢
sktadnikéw prozdrowotnych [Aggett i in., 1999]. Véla uniemaliwienia producentom
wprowadzanie w Rk konsumentdw zostaly spagdzone stosowne przepisy,
dopuszczajce jedynie naukowo potwierdzonéndadczeniazywieniowe i zdrowotne. Za
sformutowanie tych przepisbw odpowiedzialng iastytucje jak FAO/WHOCodex
Alimentarius Rada Europy, ustawodawcy poszczegoélnyatsiva[Bellise i in., 1998].

Zywnosé funkcjonalna jest nazywana takzywnoscia projektowan do okrélonych
potrzeb organizmu (ang. designer foods, tailorexti$). Mae to by zarbwnozywnosé
konwencjonalna, jak i modyfikowana technologiczni8pecijalnie zaprojektowana
zywnos¢ funkcjonalna w postaci tradycyjnej jest wytwarzapezewanie metodami
ogolnie stosowanymi, jednak surowce do jej produkzgsto @ otrzymywane ze
specjalnych hodowli lub upraw. Dziatania te prowaglz w celu uzyskania optymalnej
zawartdci skltadnikéw paadanych lub znacznego zredukowania zawéaitsktadnikow
niepazadanych w surowcu. Natomiastzywnos¢ funkcjonalm  modyfikowar
technologicznie otrzymuje ¢izazwyczaj w wyniku: wzbogacania w poszczegoélne
substancje bioaktywne Ilub cate ich kompozycje, @dedniego zestawiania
poszczegoblnych sktadnikéw recepturowych, elimindgjp stosowania zamiennikow
sktadnikébw niepggdanych (np. tluszczu, cholesterolu, soli, cukru)vickszenia
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biodostpncici sktadnikow odywczych przez wprowadzenie substancji o dziataniu
synergistycznym lub eliminacji substancji antypaczych Bwiderski, 2003].

Ogolna charakterystyka kwasow ttuszczowych

Tluszcze, obok biatek i gglowodandw, nates do gtownych sktadnikow
pokarmowych. Stanowi najbardziej skoncentrowanezrédio energii. Wart&t
energetyczna 1 g tluszczu wynosi 9 kcal. Ze whgl na swoje wisciwosci
fizykochemiczne spetnigjone rG@norodne funkcje wywym organizmie poczyng od
tych najbardziej podstawowych, arkazac na tych najbardziej wyspecjalizowanych
[Jarosz i Buthak-Jachymczak, 2008]. Tiuszcze #dédlem wielonienasyconych
niezkednych kwasow tluszczowych (WNKT). Stanawingsnik witamin w nich
rozpuszczalnych (wit. A, D i E).gSone materiatem budulcowym, z ktérego organizm
czerpie sktadniki do budowy wtasnych komérek (skitabton i organelli komérkowych)
oraz zwhzkdw biologicznie czynnych tzw. eikozanoidéw. Uitliwiaja gromadzenie
energii oraz g jednym z czynnikbw odpowiedzialnych za prawidtofuekcjonowanie
uktadu kazenia [Gawgcki i Hryniewiecki, 2003].

Ttuszcze pod wzghem budowy chemicznej to &fordznorodna grupa zwzkow.
Wspolm cechy jest wystpowanie w ich budowie kwasoéw tluszczowych, ktére to
wzbudzaj najwicksze zainteresowanie. W zabt@sci od liczby whzan podwdjnych
wystepujacych w ich tacuchu weglowym, dzieli s¢ je na: nasycone SFA (Saturated
Fatty Acid), jednonienasycone MUFA (Monounsaturatdeatty Acid) oraz
wielonienasycone PUFA (Polyunsaturated Fatty Acid).

Zasadnicze funkcje fizjologiczne pedniwiazki nalezace do wielonienasyconych
(polienowych) kwaséw tluszczowych PUFA. Paoie pierwszego wzania
podwojnego licac od metylowego kica taicucha wglowego tych zwjzkow
klasyfikuje je na trzy rodziny (klasy): omega —13-(3), omega — 6 (n - 6) oraz omega — 9
(n - 9). Najweksze znaczenie biologiczne mpdjwasy naleace do dwdch pierwszych
grup, ktére w swojej budowie posiagd0 - 22 weglowy tancuch (tzw. diugotacuchowe
wielonienasycone kwasy tluszczowe — Long Chain trddgturated Fatty Acid LC
PUFA) [Burdge, 2006]. Kwasy PUFA, ze wegdu na swqj budow, s3 szczegodlnie
naraone na procesy utleniania i z tego welyl nalea do najbardziej nietrwatych
zwigzkéw bioaktywnych. W tabeli 1 zebrano polienowe &wa tluszczowe.
z przynalenoscia do klasy.

Organizm cztowieka, jak i wkszasci zwierzt, nie posiada enzymow odpowiedzialnych
za wprowadzenie wkania podwojnego w tuch weglowy (desaturaz) w pozycji n-3
i n-6. Z tego powodu macierzyste kwasy tluszczowa wbdziny omega-3 (kwas
a—linolenowy ALA) i omega-6 (kwas linolowy LA) mugzzost& dostarczone wraz
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z paywieniem i dlatego ok&a sk je mianem nieziminych nienasyconych kwasow
tluszczowych NNKT. Kwasy te, w procesach elongajydiuzania facucha
weglowego) oraz desaturacji (wprowadzenie dodatkowydzan podwadjnych), ulegaj
przemianie w diugofecuchowe metabolity. Kwas ALA przeksztatcg slo kwaséw
eikozapentaenowego oraz dokozaheksaenowegé, kmas LA - do kwasoéw
arachidowego (AA) oraz dokozapentaenowego. W praeath tych LA i ALA
konkurup o te same enzymy, dlatego przewaga LA w diecieupasyntez EPA i DHA,

a zwiksza AA, co mee zaburzy roéwnowag fizjologiczrg organizmu [Gertig
i Przystawski, 2006; Wcisto i Rogowski, 2006; Maei in., 2013]

Tabela 1.Kwasy tluszczowe nienasycone z rodziny omega-3dgarb

Nazwa zwyczajowa Zapis literowo-cyfrowy
Kwasy rodziny omega-3
a—linolenowy (ALA) C18:3n-3
Stearydynowy (STA) C18:4 n-3
Eikozapentaenowy (EPA) C20:5n-3
Dokozahexaenowy (DHA) C22:6 n-3
Kwasy rodziny omega-6
Linolowy (LA) C18:2n-6
y-linolenowy (GLA) C18:3 n-6
Dihomo+-linolenowy (DGLA) C20:3 n-6
Arachidowy (AA) C20:4 n-6
Dokozapentaenowy C22:5n-6

Rola i znaczenie kwasow ttuszczowych omega

Dziatanie kwasOw tluszczowych omega w organizmiet jevielokierunkowe,
a najwiksze zainteresowanie budzi rola metabolitow NNKTich pochodnych.
Dlugotaacuchowe wielonienasycone kwasy ttuszczowe uczemtnic wielu procesach
regulacyjnych na poziomie komorek, tkanek a nawaégp organizmu. Twogzone
struktury btonowe w komaorkach wchagtzw sktad fosfolipidéw oraz estrow cholesterolu
w zwigzku z tym regulyj ptynnas¢ bton, transport jonéw, a w przypadku jonéw wapnia
jego wigzanie [Sallis i in., 2014].

W wyniku przemian enzymatycznych kwasow dwudziestgowych, wchodzcych
w skltad fosfolipidéw, powstaj eikozanoidy, bdace biologicznie aktywnymi
substancjami o charakterze hormonow tkankowych.t&ogrupy substancji zaliczy
nalezy prostaglandyny, prostacykliny, tromboksantynykigrieny i lipoksyny. Dziatanie
PUFA w organizmie zwzane jest z efektami aktywém eikozanoidow
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syntetyzowanych z DGLA, AA i EPA [Bartnikowska, Z)0Gerster, 1998; Gertig
i Przystawski, 2006; Porter, 2010]. Eikozanoidy ptate z kwasdéw omega-3
charakteryzuyj si¢ znacznie stabszym lub woz przeciwstawnym dziataniem znite
powstate z kwaséw omega-6. W przypadku gdy prekusse. substancji stanowi kwas
AA charakteryzuyj sic one wysol aktywndcia juz w matych ilgciach. Ich nadmiar
jednak znacznie zwksza zachodge w organizmie czlowieka zmiany métycowe
oraz zakrzepowe, wywotuje silne reakcje alergicznapalne, a nawet powoduje rozrost
niektérych nowotworéw. Eikozanoidy powstate z kwasdluszczowych omega-3,
szczegoOlnie EPA, wykazyjznacznie tagodniejsze dziatanie i chgporganizm przed
szkodliwymi skutkami dziatania tych pierwszych. Vdgkip wiec dzialanie
przeciwzapalne, przeciwzakrzepowe, hamupzrost niektorych nowotworéw oraz
nadmiera kurczliwas¢ naczyi krwionasnych. Z tego wzgidu wany staje si zarGwno
poziom, jak i stosunek kwaséw omega-6 do omegaeBesie [Zagrodzki, 2009; Chen,
2007; Simopoulos, 2008]

Wyniki wielu bada wskazuj, ze kwasy EPA i DHA wywotyj rozne efekty
biologiczne. Pierwszy z nich pobudza gtéwnie ukiselcowo-naczyniowy poprzez
wptyw na synteg eikanozoidow, za DHA jest wanym skiadnikiem strukturalnym
tkanki nerwowej, zwtaszcza kory mozgowej i siatkdwBHA odgrywa wec kluczowy
role w rozwoju ukfadu nerwowego vyciu ptodowym i we wczesnym dzigasitwie.
Wraz z wiekiem poziom tego kwasu w organizmie spadgrzyczynia gido zaburze
funkcjonowania uktadu nerwowego ludzi starszych ighc i Rogowski, 2006;
Kolanowski, 2007; Troxeli i in., 2005; Mazza, 2007]

Bez wzgkdu na mechanizm dziatania, kwasy omega hamozwdj choroby
niedokrwiennej i choroby wigowej serca [Bucher i in., 2002; Saravanan i 01},
redukup stzenie triacylogliceroli w osoczu krwi i normalizujej cisnienie [Dagnelie
i Rietveld, 1994; Banning, 2005]. Wykazujsilne dziatlanie przeciwzakrzepowe
wynikajace z wydtienia czasu krwawienia poprzez zmniejszenie podeitmpdytek krwi
do agregacji w wyniku ograniczenia dto substancji silnie protrombotycznych [Allman,
1995]. Kwasy omega charakteryzgie dziataniem przeciwmialzycowym wynikagcym
m. in. z modyfikacji w syntezie eikozanoidow, redjikpoziomu cholesterolu w osoczu
oraz hamowania zlepianiagsptytek krwi [Fernandes i Verkatraman, 1993]. Daiaé
przeciwzapalne i przeciwalergiczne kwasow omegaigga na hamowaniu nadmiernej
odpowiedzi immunologicznej, jak rowrieostr@gci przebiegu procesow zapalnych
0 pochodzeniu bakteryjnym i wirusowym [Bjerve i Bak, 1993]. Badania wykazatye
niski poziom kwasow omega-3 i wysoki omega-6 w dtipfdach bton komérkowych
migsni szkieletowych jest zwkzany ze wzrostem ich odpogod na insulir, co sprzyja
rozwojowi cukrzycy typu Il [Kromhout, 1992]. Zachoyic odpowiednie proporcje
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miedzy kwasami omega-3 i -6 moa ogranicz§ ryzyko wystpienia tego rodzaju
choroby. Kwasy omega-3 stangwibudulec do produkcji hormonéw takich jak:
serotonina i dopamina przez co wykagzdgiatanie przeciwdepresyjne [Hibbeln, 1995].
Ponadto zwjzki te korzystnie oddziatwj na sko¢ i posiadaj lecznicze dziatanie
w przypadku schorzeskérnych takich jak atopowe zapalenie skoéry, pwdziatajg
otytosci i wykazup dziatanie przeciwnowotworowe [Bojarowicz i \afdak, 2008;
Buckley i Howe, 2010].

Zapotrzebowanie cztiowieka na wielonienasycone kwagyiszczowe

Ogot znanych korZci zdrowotnych zwizanych z aktywnéxia kwasdéw omega-3
zostat potwierdzony poprzez dopuszczenie do stasiewdwiadczeé zdrowotnych do
zywnosci. Oswiadczenia te podaj ze kwasy EPA i DHA ,przyczyniaj sie do
prawidtowego funkcjonowania serca”’, kwas dokozabekswy (DHA) przyczynia si
do utrzymania prawidiowego widzenia” i ,prawidlowegfunkcjonowania mozgu”
[Rozporzdzenie UE 432/2012]. Wedtug tego samego Rozglmenia zalecana dzienna
dawka wielonienasyconych kwasdéw omega-3, ktOra wyjea korzystne dziatanie na
organizm ludzki, to 250 mg DHA/EPA. RowaiSwiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
okreslita prawidtowy poziom spoycia kwaséw omega-3 w granicach 0,3-0,5 gfflzie
Europejski Urad do spraw Bezpiec#stwa Zywnosci (EFSA) wskazuje na rezultaty
bad& naukowych, ktére dowodz ze rownie wyzsze spaycie tych kwasow jest
korzystne i nie wjze st z dziataniami niepgdanymi. Podwyszenie dziennej dawki
spazycia EPA do 1,8 g, DHA do 1 g, a taklgczne spaycie EPA i DHA w ilasci 5 g nie
budzi obaw o bezpiecistwo zdrowotne ludzi dorostych [EFSA, 2010]. Trzebaniez
pamktat, ze zapotrzebowanie cztowieka na kwasy wielonienasycaorodziny omega-3
zaley od ogoélnej ildci spaywanego tluszczu oraz od zawddio w nim
wielonienasyconych kwasow z rodziny omega-6. Daalatk zalecenia dot. spgwania
omega-3 uzalmione g od grupy wiekowej i stanu fizjologicznego organiznZespot
ekspertéw EFSA opracowat zalecenia dziennej daviddh E DHA na poziomie [EFSA,
2012]:
e 250 mg dla os6b dorostych i dzieci w wieku od 2t8
* 100 mg dla dzieci od 7-24 migsazycia,
e 250 mg powgkszone o 100-200 mg DHA dla kobiet vzt i karmigcych piersi.

Rekomendowane dzienne gpoie kwasuo-linolenowego (ALA) winno wynosi
2 g/dzie.. ALA ulega konwersji do EPA i DHA, jednak w orgamie cztowieka stopie
tych przemian jest stosunkowo niewielki. Ocenig, s ok. 5-10% ALA zostaje
przeksztatcone do EPA, natomiast mniej 1 do DHA [Burdge, 2004].
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Nie ma watpliwosci co do skutecznego dziatania kwaséw omega nanamga Ich
skuteczné¢ zalezy jednak od stosunku omega-6 do omega-3 i stanomaalr Wedtug
FAO/WHO ww. stosunek kwasOw omega w diecie zdrowegéwieka powinien
zawierg& siec w granicach (5-10):1. Niektore badania wskazejdnak,ze tak wysoka
dawka mage mi€ negatywny wptyw na metabolizm organizmu. Nie odm@no jednak
powaznych dziata niepazadanych i wobec niegtpliwych korzysci, ktére niog kwasy
omega-3, przyto, ze nizsze proporcje mizy omega-6 a omega-3, zawigcs Sé
migdzy 2,5:1 i 5:1 s korzystne. Na podstawie badastalono,ze dzienne spgycie
kwasdéw omega w stosunku 2,5:1 jest korzystne wpadku choréb raka jelita grubego,
(2-3):1 w przypadku reumatoidalnego zapalenia stawa 5:1 w przypadku astmy
[Simopoulos, 2008]. Dla innych chorob, takich jakkizyca czy depresja nie zostaly
jeszcze ustalone dawki i tym samym stanowézny obszar bada

Wzbogacaniezywnosci w wielonienasycone kwasy tluszczowe

W wielu krajach ze wzghbu na stosunkowo niskie spaie produktow bogatych
w WNKT i niedostateczny poziom wysycenigwnosci kwasami z grupy omega-3
podejmowany jest temat zmiany nawykéywieniowych ludzi. Jest to jednak trudne do
wykonania, dlatego proponowane pokrycie ich niedélow diecie zaklada aycie
suplementow lub fortyfikagj zywnaosci np.: olejem rybim. Substratami do produkciji
preparatéw diugotecuchowych kwaséw ttuszczowych omegag3gsdwnie rafinowane
oleje z ryb, ktore g najtaxszym i najbardziej popularnym icirodtem. Ja niewielki,
kilkugramowy dodatek nieuwodornionego oleju rybiegogatego w EPA i DHA
znacznie poprawia bilans speia tych kwasow ttuszczowych. Jednak nadmiernyywot
ryb maze spowodowa& wyczerpanie naturalnych zasobéw, a stale agwsn
zanieczyszczenigrodowiska, w tym morz i oceanOw, uniefiwia wykorzystanie
wszystkich gatunkéw ryb, ze wzglu na kumulowanie w ich tkance metaleaich,
pestycydow, dioksyn. & tez siegnicto po alternatywnezrdodta wielonienasyconych
kwasow tluszczowych. Skorupiaki morskie (kryl, ket algi, mikroalgi, czy inne
jednokomérkowce pozyskiwane z naturalnygiddet lub uzyskiwane ze specjalnych
hodowli mog stanowé opcg dla tych pozyskiwanych tradycyjnie. Algi transgeame
zostaly poddane takim modyfikacjom, aby ekgiz\¢ zawartd¢ oleju, a w nich kwasow
omega-3. Olej taki zawiera prawie wgknie DHA, ktéry jest stosowany w ngvkach
dla niemowit. Jest to d& kosztowny sktadnik, wykorzystywany jedynie w drdui
produktach. Cate algi natomiast moby¢ takze stosowane jako skiadniki paszy dla
zwierzt [Swiderski, 2003].

Olej pozyskiwany z mikroorganizméw oleistych (balde grzyby, mikro-algi) jest
okreslany jako olej jednokomorkowy (SCO — single cell).oAby produkowa duze
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ilosci olejow i thuszczow w przygpnych cenach, mikroorganizmy mygdzy¢ uprawiane
na dua skak. Kwasy omega-3 zawietgjoleje takich mikroorganizméw jak grzyby
(Mortierella elongatd i mikro-algi (Chlorella minutissima, Isochrysis galbana,
Phaeodactylum tricornutum, Amphidinium carteraetghyridium cruentum Oleje te s
bardzo drogie z powodu hodowli, ktéra must lprowadzona w zamkgtiych systemach
kultur, aby nie doszlo do zanieczyszczenia mikranigmami z powietrza. 95%
produkowanego kwasu dokozaheksaenowego pochodzprawy Crypthecodinium
Cohnie (mikro-alga), ktéra jest uprawiana w zbiornika@rnfientacyjnych. DHA-SCO
jest stosowany w patzeniu z ARA-SCO (olej zawiergly kwas arachidonowy)
w odzywkach dla niemovet jako zrédto tych niezbdnych kwaséw tluszczowych. Oba te
oleje g mieszane w proporcji 2:1 (ARA:DHA) i sprzedawaroel mazvg Formulaid. Olej
ten jest sprzedawany w 60 krajach i jego gtownyrstasowaniem g odzywki dla
niemowht [Haraldsson, 2006]. Inny proces produkcji DHA ¢gd na wykorzystaniu
niesyntetyzujcych organizméw morskich zwanychhraustochytrids Oleje te nie $
jednak wykorzystywane w produktach dla niemgiwinne produkcje DHA wykorzystaij
Ulkenia sp. i Schizochytriunsp., organizmy ktére oprocz DHA zawierdwas DPA —
(dokozapentaenowy). Produkcja tych olejow rozwigave kierunkuzywnaosci i napojow
wzbogaconych w kwas dokozaheksaenowy [Scheeder6].280odukty takie nie gs
jednak bardzo popularne ze wadll na wysoki koszt produkcji oraz esty brak
akceptacji konsumentéw dla produktow typu GMO [@Isén., 2006; Kolanowski i in.,
2007c; Kolanowski, 2008; Whelan i Rust, 2006; Wasthgh, 2005].

Innym bogatymzrédtem WNKT g rosliny np.: nasiona Inu. Pozyskiwanie z nich
oleju i wykorzystywanie go jako dodatku dgpwnaosci ma szczegdlnie istotne znaczenie
dla os6b cencych sobiezywnos¢ pochodzenia nie odzwiem@ego oraz szukagych
alternatywy dla obecnie istniglych produktow. Jednak to surowiec rybi charaktgjegz
sig wicksz zawartdcia omega-3 PUFA w porownaniu do olejéow pochodzenia
roslinnego, ktore z kolei bogatsze & kwasy omega-6. Ponadto oleje ryb morskich jak
i niektorych gatunkéwérodladowych, maj lepszy stosunek isgiowy kwaséw omega-3
do omega-6, co wptywa na ich tawosci prozdrowotne. Skiad i gtenie EPA i DHA
w ttuszczu ryb uzaleniony jest od gatunku ryb oraz jej stanu fizjolayiego. Nie bez
znaczenia jest rownieokres i czas potowu [Kolanowski, 2008; KolanowsRD07;
Rubio-Rodriguez i in., 2010].

Gtéwnym zataeniem fortyfikacjizywnosci kwasami ttuszczowymi z grupy omega-3
jest zwekszenie ich podgy na rynku i maliwosci ich systematycznej oraz ¢stej
konsumpcji przez potencjalnego klienta w mniegagj statych dawkach. Najlepszym
rodzajem zywnosci przeznaczonej do wzbogacania jest ta, ktora jezmisto
i systematycznie spgwana, nie jest diugo przechowywana, ani nie jesidawana
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obrobce termicznej z powodu podatcickwaséw omega-3 na utlenianie. Trwitdakich
produktow jest uzalaiona od temperatury i czasu przechowywania izmao p
przedhiaé poprzez zastosowanie temperatur chtodniczych ghtowanie w atmosferze
modyfikowanej [Kolanowski i Laufenberg, 2006]. W éginej mierze dotyczy to
przetworéw mlecznych, masta, margaryn, olejéw. €azsciej spotykane g rowniez
wzbogacane produkty przemystu ggmego typu paréwki, gdzonki, jaja i produkty
jajeczne, produkty typu instant czy nawet pieczywoki [William, 2005; Whelan i Rust,
2006; Kolanowski i in., 2006]. Wae jest oszacowanie mwie jak najwyzszego ich
dodatku bez obwnenia akceptowalrfsi wzbogacanepywnoici. W aspekcie wrgen
sensorycznych dodatek 0,5+1% EPA i DHA do wieludokiow daje zadowalaje
rezultaty. Naley jednak zwroal uwag, ze nawet niewielki ich dodatek m® by
szkodliwy j&li ulegmg one utlenieniu. Istotne znaczenie ma zatem zagabie zmianom
oksydacyjnym w samym oleju orazaywnaosci wzbogacanej zardwno w aspekcie zmian
sensorycznych produktu jak i zmniejszenia w&nitoodzywcze] i zwikszenia
toksyczndéci takiego paywienia kedacego prekursorem choréb degeneracyjnych
[Kolanowski i in., 2007aSwiderski, 2003].

Czynnikiem wplywagcym w znacznym stopniu na ograniczenie czasu ptagéa
do spaycia produktéw fortyfikowanych EPA i DHA jest tletDgraniczenie dogpu
tlenu do oleju i/lub wzbogaconego produktu podomagystkich etapow produkcji oraz
przechowywania jest najbardziej efektyawmetod, zapobiegania jetczeniu. @gina¢ to
mozna na drodze dodatkéw antyoksydantow sztucznegméibralnego pochodzenia,
zastosowanie opakowa pré&zniowych lub MAP oraz utrzymywania faucha
chtodniczego. Wycie przeciwutleniaczy uzatrione jest odrodowiska w jakim bdzie
sie on znajdowat i jego powinowactwa to tlenu w tyclarunkach. Skuteczié ich
dziatania zalgy bowiem od wielu czynnikéw typu temperatura czy. pM niektérych
warunkachB-karoten czyo-tokoferol mae katalizowd reakcg utleniania, podczas gdy
kwas askorbinowy z witaménE lub wycigiem z rozmarynuduzie inhibitorem dla tego
procesu. Innym rozwraniem zabezpieczayym wraliwe skfadniki zywnosci jest
mikrokapsutkowanie. Opiera ¢siono na stworzeniu bariery eazy wraliwym
skladnikiem, a otoczeniem. Otoczenie aktywnego dslika, nazywanego rdzeniem,
przez material okrywagy okreglany jako ostonka, nmik lub powloka powoduje
powstanie czstek osrednicy od kilku nm do kilku mm. Bardziej skomplikarg forma
tej metody jest stworzenie mikrokapsutek z rdzeniemproszonym w matrycy lub
mikrokapsuitki z wielowarstwowotoczlk [Zuidam i Nedovic, 2010; Madene i in., 2006].
Pomimo wielu swoich zalet w postaci w/w ochrony asklikow labilnych, czy
poprawiajcych tekstug lub ufatwiapcych dodatek substancji przeksztalconych
z ptynnych na state, metoda ta jest stosunkowoadré&gmplikupca proces produkcyjny.
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Duzym wyzwaniem jest dobor odpowiednich materiatow mtodukcji matryc, ktore
zapewnityby ochrog labilnemu rdzeniowi. Maog to by¢ powtoki wykonane z celulozy
modyfikowanej [Kolanowski i in., 2006; Kolanowskiin., 2007b], kazeinianu sodu
[Jonsdottir i in., 2005; Velasco i in., 2006; Patidn., 2009; Drusch i in., 2007], skrobi
modyfikowanych [Serfert i in., 2009; Tan i in., Z)Mrusch i Berg, 2008; Drusch i in.,
2009; Drusch i Schwarz, 2006; Drusch i in., 20@aisch i in., 2006b; Shen i in., 2010]
modyfikowanej skrobi wysokoamylozowej [Patten i, i8009], chitozanu [Klinkersorn

i in., 2005; Shaw i in., 2007; Klaypradit i Huar08], gumy arabskiej, pektyn z buraka
cukrowego i bialek mleka [Drusch i Serfert, 200M]skoczsteczkowe sacharydy typu
dekstryny, sacharoza, czy glukoza czy maltozstozstanowg substancje wypemigge
zapewniajc zwiekszory stabilng¢ rdzenia, a lecytyna wykorzystywana jest jako
emulsyfikator [Velasco i in., 2006; Jonsdottir i,iR005; Patten i in., 2009; Drusch i in.,
2009]. Skfadniki niestabilne magby¢ zabezpieczone #Aymi technikami, ale
dwuetapowa metoda suszenia rozpytowegoz wykorzigtaretaza fluidalnego jest
najbardziej ekonomiczna i najgziej stosowana. Mikrokapsutkowanie oleju rybiego
mozliwe jest talke w procesie ekstruzji z wykorzystaniem surowcdkbiaego lub ze
skrobi modyfikowanych jako emulsyfikatora, a wodgk¢ plastyfikatora. Jednym
Z procesow kapsutkowania jest rownieacerwacja. Polega ona na oddzielenastek
koloidalnych z roztworu, ktére twogzsobn faz ciekls — koacerwat. Rdzepowinien
by¢ kompatybilny z nénikiem oraz nierozpuszczalny lub bardzo trudno uszpzalny
w srodowisku koacerwacji. Przy zabezpieczaniu olejykies stosuje s koacerwagj
zlozong, uzywajac wiecej niz jeden koloid okrywajcy. Metod) ta mazna uzyska wysoki
poziom zatadowania mikrokapsutek olejem, bgyapcy 90% [Zuidam i Nedovic, 2010;
Janiszewska i Witrowa-Rajchert, 2006]. Mikrokapsuany olej rybi jest obecnie
stosowany w ozywkach dla niemowgt, produktach mlecznych takich jak jogurty, ptatki
sniadaniowe, stodycze, a nawet gumyzdaia [Berger, 2001].

Oprocz wyej wymienionych metod wzbogacarmavnosci w kwasy omega-3 PUFA
wyzszy zawartd¢ kwasow tluszczowych omega-3 w produktach pochddzen
zwierzcego mana osiagn¢ poprzez karmienie zwiegz pasz bogas w ALA (kwas a-
linolenowy). Jest to jeden ze sposobdéwagsiccia korzystnego stosunku kwaséw n-6/n-3
w ludzkiej diecie, bez zmian w zwyczajachywieniowych. U przeuwaczy
biohydrogenacja wielonienasyconych kwasow tluszgmbw jest wana przeszkod
w podniesieniu zawarfoi kwasow tluszczowych omega-3 w produktach. Wyd&jn
transferu kwaséw omega-3 z diety do produktu jestsea, gdyzrodtem kwasow n-3 jest
pasza, gdzie ALA jest estryfikowane do glikolipidémniej podatnych na lipoliz Dieta
zZwierzt oparta na trawie istotnie zykisza zawart@ kwasow omega-3 w tluszczu mleka
w poréwnaniu z diet zawieragca kiszonle i koncentraty. Jednak wydajftotransferu
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EPA i DHA z diety do mleka jest bardzo niska (2-4%)uzupetnienie tych kwasow
tluszczowych w diecie me znaczco ograniczy syntez tluszczu mleka. Bardziej
skutecznym sposobem by dodanie preparatéw EPA i DHA beZpednio do mleka
[Pisulewski, 2000].

Zwickszenie zawartwi kwaséw n-3 w misie trzody chlewnej mi@ by¢ oshgnigte
poprzez wdczenie do paszy wysiietego siemienia Inianego, co dostarcza dodagkow
ilos¢ ALA (4,5 g/kg paszy). Jednak badania wykazedy, poprzez uzupetnienie diety
w ALA zwigksza s¢ zawart@¢ EPA, ale poziom DHA nie zmieniaesi
W przeciwigistwie do tego, wzrost zawaéth DHA w diecie niosek znacznie zyisza
zawarté¢ DHA w jajach [Pisulewski, 2000]. Ponadto, aby gkgizy¢ zawarté¢ DHA
w jajkach maliwe jest karmienie niosek olejem rybim, jednakteaswanie biomasy
Schizochytriumstato s¢ atrakcyjniejsz alternatyvd, z braku konieczrimi stosowania
mikrokapsutkowania. KomorkSchizochytriumzapewniag DHA stabilne srodowisko,
w ktérym kwas nie jest utleniany tak diugo, jak ki bakterii pozostaj nienaruszone
[Scheeder, 2006].

Podsumowanie

WNKT, a szczegdlnie omega-33 sstotnym czynnikiem wplywagym na stan
zdrowia cztowieka. Ich spgcie w Polsce nie jest jednak xu Aby zwkkszy¢ ich
konsumpgj niezlzdna jest zmiana nawykowywieniowych lub wzbogacanie nimi
zywnaosci. Ta druga opcja z punktu widzentgwieniowego wydaje si by¢ najlepsa,
pod warunkiem zastosowania jej do produktowzgp@zych codziennegozytku, aby
poda kwaséw omega-3 byta na stalym poziomie. Istotret j@wnoczénie troska
producentdw o odpowiednie zabezpieczenia taiiejnosci, gdyz zle chroniona przed
czynnikami zewagtrznymi zywnos¢ prozdrowotna mee st& si¢ zagraeniem dla zdrowia
konsumentéw. Nowoczesne technologie pozwatd)ecnie na produkgjbezpiecznej
zywnosci funkcjonalnej, niemniej jednakwiadomaé konsumentdw dotygza zasad
i metod przechowywaniaywnaosci wzbogacanej kwasami omega-3 wydaje bit
rownie istotna.
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DOROTA KLENSPORF-PAWLIK', WOJCIECH ZMUDZINSKI',
AGNIESZKA BAKOWSKA!

!Katedra Towaroznawstwéywnaici, Wydziat Towaroznawstwa, Uniwersytet Ekonomicznpan&niu
OWADY JADALNE ZRODLEM BIOAKTYWNYCH LIPIDOW

Streszczenie

Wysoka warté¢ odzywcza jak i przyjazng dla srodowiska przemawiaj za
wigczeniem owaddw jadalnych do diety. Jedreajadalne owady to nie tylko wysoka
zawartosci biatka, lecz rownig witamin, sktadnikéw mineralnych a tak ttuszczu,
w tym wielonienasyconych kwasow tluszczowych, staimoych skiadniki
bioaktywne.

Celem niniejszej pracy byla analiza zawéciottuszczu jak i sktadu kwasow
ttuszczowych wybranych owadow jadalnych. Badaniaipeiniono o zawartg
suchej substancji oraz biatka ogdtem. Analizom poudd larwy drewnojada,
macznika mtynarka, a tade doroste osobnildwierszcza bananowego.

W analizowanych prébkach jadalnych owadéw obecgezar6wno nasycone,
jednonienasycone jak i wielonienasycone kwasy tmswe. Wrod nasyconych
kwasow tluszczowych (SFA) w tluszczu analizowanyskhadéw dominowat kwas
palmitynowy (C16:0), jego zawaré ksztatltowata s na poziomie od 17,0 do 31,6%,
odpowiednio w larwach ptznika miynarka i larwach drewnojada. Catkawule
kwasow ttuszczowych jednonienasyconych (MUFA) staihokwas oleinowy (C18:1
n9), ktérego zawarté wahata s} od 26,8% w oleju zéwierszcza bananowego do
41,0% o oleju z larw grznika miynarka oraz kwas palmitooleinowy (C16:1),n7
ktorego zawart@ byta znacznie risza od 0,2 do 1,7%. $6d zidentyfikowanych
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych na szczegdlwag zastuguje kwas
linolowy (C18:2 n-6) oraz a-linolenowy (C13:3 n-3), ktérych zawa#®
w analizowanych olejach wahatagsiv granicach odpowiednio 20,8-29,0% i 0,9-
1,7%.

Stowa kluczowe:owady jadalne, bioaktywne lipidy, nienasycone kywdigszczowe

Wprowadzenie

Liczba ludngci na swiecie ragnie w zatrwaajacym tempie, wedtug raportu
Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Afyienia i Rolnictwa (FAO) do
2050 roku wzrénie do ponad 9 mld oséb [van Huis i in., 2013]. 8apen wskazuje
réwniez, iz by dostarcz§ odpowiedna ilos¢ zywnosci, konieczne bdzie zwikszenie
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jej produkcji o 70%. Poszerzanie obszarow rolnitzkosztem laséw, zwkszanie
powierzchni hodowli zwiert rzeznych, weksze zuycie pasz i wody pitnej,
bezparednio przyczynia gi do wzrostu produkcji gazéw cieplarnianyclgdicych

zagraeniem dlasrodowiska naturalnego [Rumpold i Schluter, 2013]etBgo te

poszukiwanie nowych, alternatywnydddet sktadnikow pokarmowych wydajegsi
by¢ wysoce uzasadnione.

Nowym zrodtem sktadnikow pokarmowych moglyby étsie niewatpliwie owady
jadalne. Ich hodowla nie wymaga p@kszania obszaréw rolniczych, przy
jednoczesnym znacznie z28zym zuyciu wody i paszy [van Huis, 2013] a tak
znacznie mniszej produkcji szkodliwych dlasrodowiska gazéw cieplarnianych
[Oonincx i de Boer, 2012]. Ponadto, entomofagiaauzajca spaywanie owaddéw,
znana jest od wiekoéw [Sutton, 1995]. Entomofagiakpykowana jest w ponad 110
krajach swiata, a ponad 2000 gatunkéw uznawanych jest okead jadalne
[Jongema, 2017]. Na mocy Rozpsdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
2015/2283 z dnia 25 listopada 2015 w sprawie nowejnosci dopuszcza giobjecie
kategory nowej zywnosci catych owadow i ich g&ci, po uzyskaniu odpowiedniej
zgody. Ché spazywanie owadow jadalnych budzi nadal wiele kontrasjiewsrod
Europejczykéw, a nieeld do ich spaywania wynika najcgsciej z blokady
psychologicznej [Looy i in., 2014], owady uznano Zavnos¢ i od stycznia 2018
roku mog znajdowa si¢ na rynku. Prowadzone w ostatnich latach badanieoda,
iz owady jadalne s zrodtem wielu wartéciowych sktadnikéw ogywczych, przede
wszystkim pelnowarticiowego biatka, a tale nienasyconych kwaséw ttuszczowych,
witamin, sktadnikow mineralnych czy #ebtonnika [Rumpold i Schluter, 2013;
Tzompa-Sosa i in., 2014; Ramos-Elorduyi i in., 20Xelinska i in., 2015;
Raksakantong i in., 2010]. Olej pozyskiwany z owadjadalnych jestzrodiem
nienasyconych kwaséw tluszczowych, ktore zaliczase do bioaktywnych
sktadnikdéw zywnosci, pozytywnie wptywajcych na organizm cztowieka. Spwie
w odpowiednich proporcjach nasyconych, jednoniecasych i wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych nmme pozytywnie wptywda na zdrowie. Wysokie spgcie
kwaséw omega-3 obi ryzyko niedokrwiennej choroby serca [Charnockni, i
1991]. Badania dowodz iz skiad kwas6w omega-3 i omega-6 w niektérych
gatunkach owadow jest poréwnywalny ze skladem kwas@uszczowych
wystepujacych w tluszczu ryb [Tzompa-Sosa i in., 2014]. Mimdewatpliwych
waloréw odrywczych nie wszystkie owadyg bezpieczne do spygcia przez ludzi.
Niektére gatunki mog stanowt zagraenie ze wzgldu na zawart& sktadnikow
antyzywieniowych [Finke, 2007], czys§é mikrobiologiczry [Amadi i Kiin-Kabari,
2016] czy te obecnd¢ alergenow [Belluco i in., 2013; Srinroch i in.,14].
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Materiat i metody

Materiat do bada stanowity larwy mcznika miynarka Tenebrio molitoy, larwy
drewnojada Zophobas morip oraz doroste osobnikiswierszcza bananowego
(Gryllodes sigillatuy. Owady przechowywano w stanie zarenia, a bezpgoednio
przed analizami byty rozdrabniane przgyaiu mtynka laboratoryjnego. W badanym
materiale oznaczano zawa¥towody metod suszenia w temperaturze 105°C.
Uzyskar suchly pozostaté¢ wykorzystywano do oznaczenia zawaddio biatka
ogotem oraz ttuszczu ogotem. Zawddiatka ogbtem oznaczono metoljeldahla.
W tym celu prébki poddano mineralizacji na mokranineralizatorze BUCHI K-425
SpeedDigester, przyzuciu stzonego kwasu siarkowego w obeéoiokatalizatora.
Powstagcy w czasie utleniania zgikdéw organicznych amoniak, oddestylowano
w aparacie BUCHI Distillation Unit K-350. Czas aizgl pojedynczej probki,
obejmupcy mineralizac§, destylacg i miareczkowanie, wynosit okoto 2.5 h.
Zawarta¢ tluszczu w suchej masie oznaczano megt&wbxhleta z zastosowaniem
ekstraktora VELP Solvent Extractor SER 148. Jakepuszczalnik stosowano eter
naftowy, temperatura ekstrakcji wynosita 140°g5zhy czas ekstrakcji 3 h. W oleju
ekstrahowanym na zimno z owadow jadalnych oznaczakad kwasow
ttuszczowych wykorzystg technile chromatografii gazowej. Anakz estréow
metylowych kwasow tluszczowych (FAME) przeprowadaona chromatografie
gazowym Agilent Technologies 7820 A wypasaym w automatyczny dozownik
prébek ciekltych oraz detektor ptomieniowo-jonizaoyj(FID). Rozdziatu zwjzkdéw
dokonywano na kolumnie chromatograficznej BPX70n{60 250 um x 0,25 um),
bedacej kolumry polarmy przeznaczomdo analizy FAME. Jako gaz &y w analizie
zastosowano hel, ktérego przeptyw ustalono na poieo0,8 mL. W czasie analiz
stosowano program temperaturowy: temperatura pi2d&C (5 min), wzrost
temperatury o ®/min do 246C (20 min). Temperatura portu nastrzykowego
wynosita 250C, aparat pracowat w trybie split 50:1, temperatdedektora 271C.
Kwasy ttuszczowe identyfikowano na podstawie stadoaych mieszanin estréw
metylowych kwasow tluszczowych (FAME 37 oraz AnimBUFA, Supelco),
a zawarté¢ wyliczano na podstawie metody standaryzacji wgvamej.

Wyniki badan i dyskusja
Zawartasé wody i biatka

Zawart@d¢ podstawowych sktadnikbw w  wybranych owadach jagetn
przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Sktad wybranych owaddw jadalnych

. . Swierszcz
. M acznik miynarek D d
Wyr6 znik Tz;cznllj _m yn?re 7 LevgnOJa . bananowy
enebrio molitor Op opas morio Gry”OdeS Sigi”atus

Zawartgi¢ wody [%] 75,75+0,01 58,49+0,19 65,79+0,27
Sucha masa [%] 24,25+0,01 41,51+0,19 34,21+0,27
Biatko Kp 6,25 65,12+0,68 51,95+0,06 70,61+0,66

[0/100 g s.m.]
Biatko Kp 4,76 49,5940 51 39,57+0,04 53,77+0,50

[0/100 g s.m.]
Biatko Kp 6,25 15,79+0.16 21,57+0,07 24,15+0,42

[0/100 g m.m.]
Biatko Kp 4,76 12,03+0,12 16,43+0,06 18,40+0,32

[0/100 g m.m.]
Tiuszcz

+ + +

(/100 g 5.m1] 9,79+0,23 34,66+2,12 16,02+0,73

Tiuszcz
2.37+0,06 14,39+0,81 5,48+0,21
[9/100 g m.m.]

*Kp=4,76 wspotczynnik przeliczeniowy azotu ogoélnega biatko zaproponowany przez
Janssenaiin. (2017)

Analizowane prébki charakteryzowatgdbardzo zranicowary zawartgcia wody
od 58,49 do 75,76%. Najwgzyz zawartdciag wody oznaczono w larwach acznika
miynarka, podczas gdy larwy drewnojada zawierahjmméej wody w swoim
sktadzie. Bialko stanowce jeden z najwaniejszych sktadnikéw adywczych,
niezlzdnych do prawidtiowego funkcjonowania organizmu, imwg systematycznie
dostarczane z digt Owady jadalne uznawane a bogatezrodito biatka. Jego
zawarté¢ w owadach uzalaiona jest nie tylko od gatunku owada, ale révinbel
stadium jego rozwoju. Zawagé biatka w owadach m® wah& sic od 15 do 81%
suchej masy [Ramos-Elorduy i in., 1997]. Biatko ada uznawane jest rébwnieza
biatko petnowartéciowe, zawierajce kompletny sktad aminokwaséw egzogennych
[Ramos-Elorduy i in., 2012], a jego strawghoporéwnywalna jest ze strawémg
biatek zwierzcych [Ramos-Elorduy i in., 1997]. Zawastobiatka w analizowanych
prébkach owadow jadalnych wahatag sbd 51,95 do 70,61% w suchej masie,
odpowiednio drewnojada $wierszcza bananowgo, (tab. 1). Jedmgknajnowsze
doniesienia wskazgj iz zawarté¢ biatka w owadach jadalnych jest znacznie
zawyzona, ze wzgldu na bédne stosowanie w obliczeniach wspétczynnika
przeliczeniowego azotu ogolnego na biatko Kp=6,26nps-Levi i Martinez, 2017,
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Janssen i in., 2017]. Zaproponowany przez Jansseima [2017] wspotczynnik
przeliczeniowy Kp=4,76, w znagey sposob weryfikuje uzyskane wyniki zawaxio
biatka. Zawarté¢ biatka w analizowanych prébkach, korzysgtajz przelicznika
Kp=4,76, byta o okoto 24% msza, w stosunku do wspéiczynnika 6,25. Obecne
w owadach chityna i chitozan, stangvdodatkowezrédto azotu, jednade jest to azot
niebiatkowy, ktérego zawar(é nie powinna b¥ uwzgkdniana w obliczaniu
zawartdgci biatka [Janssen i in., 2017]. Chityna obecna zkiedecie zewatrznym
owadoéw peini funkgj nierozpuszczalnego widkna, a jej zawaétszacuje si na
1,16-13,72 mg/100 g suchej masy [Finke, 2007], canacacym stopniu moe
wplywaé na uzyskane wyniki zawaga biatka ogétem.

Zawartasé ttuszczu i sktad kwasow ttuszczowych

Poza wysok zawartdcia biatka, jadalne owady charakteryzowatye siakze
wysoky zawartosa ttuszczu, od 9,79 do 34,66% s.m., odpowiednio wwéeh
macznika miynarka i drewnojada (tab. 1). Zawaétttuszczu byta charakterystyczna
dla gatunku owada. Lipidy stanayirodto energii dla organizmu, a tak s zrodtem
kwasow ttuszczowych niezbdnych do jego prawidtiowego funkcjonowania. Wedtug
DeFoliart [1991], zawar&s tluszczu w owadach wahagsw przedziale od 10 do
30%, w przeliczeniu na masowada. Jednade, ilos¢ wyekstrahowanego tluszczu
z owadow jestcisle uzaleniona od zastosowanej metody ekstrakcji [TzompaaSos
i in., 2014]. Tluszcz znajdegy sk w owadach, obecny jest w adych formach.
Ponad 80% tluszczu stanawitriacyloglicerole, bdace rezerwuarem energii
w okresach wzmmnego zapotrzebowania energetycznego, np. dtugikdo
[Kourimska i Adamkova, 2016].

Sktad kwasow tluszczowych w analizowanych olejackkstrhowanych
z jadalnych owadoéw przedstawiono w Tabelach 2 i 3.
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Tabela 2. Procentowy skiad kwasow ttuszczowych wjamh pozyskiwanych z
wybranych owadéw jadalnych

Kwas M acznik miynarek Drewnojad Swierszcz bananowy
tluszczowy Tenebrio molitor Zophobas morio Gryllodes sigillatus
C 14:0 2,63+0,09 1,07+0,00 0,83+0,01
ci14:1 nd 0,35+0,00 nd

C 16:0 16,94+0,66 31,54+0,12 27,58+0,04
C16:1 1,71+0,08 1,06+0,02 0,22+0,00
c17:0 nd 0,75+0,01 0,21+0,00
cilra nd 0,63+0,01 nd

C 18:0 3,61+0,15 7,92+0,02 11,20+0,03
C 18:1 nStrans 0,55+0,02 nd 0,39+0,00
C 18:1 n9cis 40,98+2,30 34,34+0,05 26,78+0,02
C 18:1 n7 1,70+0,08 0,24+0,03 0,60+0,00
C 18:2 n6 28,88+1,15 20,76+0,21 29,02+0,05
C 18:3n3 1,34+0,05 0,97+0,02 1,71+0,01
C 20:3n3 nd 0,15+0,01 nd

C 20:5n:3 nd nd 0,22+0,00
C 22:0 0,44+0,01 nd nd

C 221 0,38+0,02 nd nd

C 22:2 0,85+0,03 nd nd

C 22:6 n3 nd nd 1,22+0,01
C 24:0 nd 0,19+0,03 nd

né/n3 21,55 18,53 9,21
COX* 0,32 0,23 0,33

*COX — obliczony wskanik utlenialngci COX=(0,02*C18:1+ 1*C18:2 + 2*C18:3)
[Cosgrove i in., 1987].
nd — nie identyfikowany

Zawartag¢ nasyconych kwaséw ttuszczowych (SFA) w owadaclaljagth wahata
sie od 23,62% w larwach geznika mtynarka do 41,47% w larwach drewnojada.(tab
3). Wéréd nasyconych kwasow ttuszczowych w oleju z owagealnych dominowat
kwas palmitynowy (C16:0). Jednak jego zawartd® w poszczegolnych probkach
byta zr&nicowana, od 16,94% w oleju zaoenika miynarka do 31,54% w oleju
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z drewnojada (tab. 2). Z kolei zawas¢dkwasu stearynowego 0znaczono na poziomie
3,61% w oleju z mcznika miynarka do 11,20% w oleju gwierszcza bananowego.
Zielinska i in. [2015] wykazali, 7 zawartd¢ dwdch dominujcych nasyconych
kwasow ttuszczowych w oleju z goznika miynarka wynosita 18,0% i 3,84%, a w
oleju ze swierszcza bananowego 23,5% i 7,35%. Zaw&rtgednonienasyconych
kwaséw ttuszczowych (MUFA) oznaczono nha poziomie,0R8 w $wierszczu
bananowym do 45,31% w gozniku miynarku. Dominujcym jednonienasyconym
kwasem tluszczowym we wszystkich probkach byt kwadsinowy (C18:1 n9).
Najwyzsz jego zawart® oznaczono w grzniku mtynarku (40,98%), podczas gdy
najnizszgz w $wierszczu bananowym (26,78%). Najiggya zawartdcig
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych (PUFA) cktreyzowal s swierszcz
bananowy (32,18%), zlibong zawartd¢ oznaczono w aczniku miynarku (31,07%),
a najniszz w larwach drewnojada. Domirggym kwasem PUFA byt kwas linolowy
(omega-6), zidentyfikowany we wszystkich probkaeadoéw, na poziomie od 20,76
do 29,02%. Kwasa-linolenowy, nalegcy do rodziny omega-3, zidentyfikowano
rébwniez we wszystkich analizowanych prébkach, jedrmakna znacznie nszym
poziomie, 0,97-1,71%. Ponadto w prébkachcemika mtynarka zidentyfikowano w
niewielkich ilosciach kwas dokozanowy (C22:0), kwas erukowy (C22169z kwas
dokozadienowy (C22:2). Natomiast w prébkach drewdaj zidentyfikowano kwas
ikozatrienowy (C20:3), podczas gdy w probkagwierszcza bananowego kwas
dokozaheksaenowy (C22:6).

Waznym elementem z punktu widzenigwieniowego § wielonienasycone kwasy
ttuszczowe, zaliczane do bioaktywnych lipidéw. lploziom w oleju z owaddw
uzaleniony jest w gtébwnej mierze od gatunku, lecz #mkod szeregu czynnikow
biologicznych i srodowiskowych. W dobie szeroko rozpowszechnionydtoréb
cywilizacyjnych pojawiag sie nowe zalecenia oddpie spaywania ttuszczow,
w szczegOlnéci ilosci pobieranych z pokarmem kwasOw omega 6 i omega 3.
Zachodnia dieta niestety charakteryzuje Abyt duzym poborem kwaséw omega 6,
nawet 10-15:1 [Simopoulos, 2008]. Najszym wspoétczynnikiem omega-6/omega-3
charakteryzowat si olej ze swierszcza (9,21:1), natomiast napmygym olej
z macznika miynarka (21,55:1). Uwedhiajac zalecany przez Harrisa i in. [2009]
wspoétczynnik kwasédw omega-6/omega-3 réwny 2:1, zmao stwierdzt iz
wprowadzajc do codziennej diety larwy anznika miynarka i drewnojada Iub
doroste osobnikéwierszcza bananowego, nadoby wzbogad diet w dodatkowe
zrodta kwasow omega-3.
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Tabela 3Srednia zawart& poszczego6lnych grup kwaséw tluszczowych w badanych
olejach pozyskiwanych z owadéw jadalnych

Kwasy M acznik miynarek Drewnojad SW|erszcz

. : . ananowy
ttuszczowe Tenebrio molitor Zophobas morio e

Gryllodes sigillatus

SFA 23,62+0,91 41,47+0,15 39,82+0,04
UFA 76,38+0,91 58,53+0,15 60,18+0,04
MUFA 45,31+2,13 36,65+0,04 28,00+0,03
PUFA 31,07+1,22 21,88+0,19 32,18+0,05

SFA - suma kwaséw tluszczowych nasyconych, UFA -maukwasOw ttuszczowych
nienasyconych, MUFA — suma kwaséw ttuszczowych gadenasyconych, PUFA — suma
kwasoéw ttuszczowych wielonienasyconych

Otrzymywane z owadow jadalnych oleje mognale¢ szerokie zastosowanie
w przemyle spaywczym zar6wno jako oleje sppwane na surowo, jak réwnie
jako dodatek do satatek czy dressingow [Zighia, 2016]. Jednak zasipienie
tradycyjnie stosowanych w technologiwnosci ttuszczédw olejami z owadow me
by¢ organiczone ich stabildoia. Analizujgc sktad kwaséw ttuszczowych olejéw
pozyskiwanych z jadalnych owaddéw nafe stwierdzé, iz s3 to oleje wysoce
nienasycone, zawad nienasyconych kwasow ttuszczowych wahalaai 58,53%
do 76,38% (tab. 3). Ich stogienienasycenia m@ bezpérednio przyczynia sie do
matej lub obnionej stabilnéci oksydacyjnej. Na podstawie procentowego skfadu
nienasyconych  kwasow  osiemnastgtowych  wyliczono  wspotczynniki
utlenialngci (COX) poszczegdlnych olejow. Waktowspoétczynnikbw COX wahata
sie w granicach od 0,23 do 0,33 (tab. 2) i bylasaia ni dla oleju rzepakowego
(COX 0,37) uznawanego za olej o wysokiej stabitnpranska i in., 2011].

Podsumowanie

Pomimo, ¥ owady stanowi zrodto pazywienia w wielu krajach, ich wprowadzenie
na stale do codziennej diety Europejczykéw rozpasmye jest nadal jako
matoprawdopodobna alternatywa. Jediegkze wzgddu na wysok zawartd¢ biatka,
wysoky zawartd¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych i innych cenrsidadnikéw
moglyby stanowd surowiec do wzbogacanigwnosci lub petnowartéciowy produkt
spazywczy.

161

Krakow, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

Literatura

1.

No

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

162

Amadi E., Kiin-Kabari D. (2016). Nutritional compitien and microbiology of some edible insects
commonly eaten in Africa, hurdles and future prasge a critical review. Journal of Food:
Microbiology, Safety and Hygiene, 1: 1-7.

Belluco S., Losasso C., Magioletti M., Alonzi C.C., kb M.G., Ricci A. (2013). Edible insects in a
food safety and nutritional perspective: a criti@liew. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety, 12: 296-313.

Charnock J.S., McLennan P.L., Sundram K., AbeywaaddnyY. (1991). Omega-3 PUFAs reduce the
vulnerability of the rat heart to ischaemic arrhgth in the presence of a high intake of saturated
animal fat. Nutrition Research 11, 1025-1034.

Cosgrove J.P., Church D.F., Pryor W.A. (1987). Theetics of the autoxidation of polyunsaturated
fatty acids. Lipids 2, 299-304.

DeFoliart G.R. (1991). Insect fatty acids: similar those of poultry and fish in their degree of
unsaturation, but higher in the polyunsaturatesdlasects Newsletter, 4, 1-4.

Finke M.D. (2007). Estimate of chitin in raw whatesects. Zoo Biology, 26, 105-115.

Harris W.S., Mozzaffarian D., Rimm E., Kris-Ethert®Bn Rudel L.L., Appel L.J. i in. (2009). Omega-6
fatty acids and risks for cardiovascular diseasesc@nce advisory from the American Heart
Association subcommittee of the Council onnutritipiysical activity and metabolism; council on
cardiovascular nursing; and council on epidemiolaggt prevention. Circulation, 119, 902-907.

van Huis A., van ltterbeeck J., Klunder H. (201Bjlible insects: future prospects for food and feed
security. Food and Agriculture Organization of tha@ted Nations: Rome, Italy.

Janssen R.H., Vincken J-P., van den Broek L.A.M.ikog V., Lakemond C.M.M. (2017). Nitrogen-
to-protein conversion factors for three edible atseTenebrio molitor, Alphitobius diaperinus, and
Hermetia illucens. Journal of Agricultural and Fd@demistry, 65, 2275-2278.

Jongema Y. (2017). List of edible insects of therldiqApril 2017) — Wageningen University &
Research. https://www.wur.nl/en/Research-Results/@nairps/Plant-Sciences/Laboratory-of-
Entomology/Edible-insects/Worldwide-species-lishht

Kourimska L., Adamkova A. (2016). Nutritional anensory quality of edible insects. NFS Journal, 4,
22-26.

Jonas-Levi A., Martinez J-J.I. (2017). The higheleof protein content reported in insects for feodi
feed is overestimated. Journal of Food Compositi@hAnalysis, 62, 184-188.

Looy H., Dunkel F., Wood J. (2014). How then shedl eat? Insect-eating attitudes and sustainable
foodways. Agriculture and Human Values, 31:131-141.

Oonincx D.G.A.B., de Boer I.J.M. (2012). Environmeérntapact of the production of mealworms as
protein source for humans — a life cycle assessrRa@S One 7: 51145.

Raksakantong P., Meeso N., Kubola J., Siriamornpy2®.0). Fatty acids and proximate composition
of eight Thai edible terricolous insects. Food Redeiternational, 43, 350-355.

Ramos-Elorduy J., Moreno J.M.P., Camacho V.H.M. (20C»uld grasshoppers be a nutritive meal.
Food and Nutrition Sciences, 3, 164-175.

Ramos-Elorduy J., Moreno J.M.P., Prado E.E., Perex.,MOtero J.L., De Guevara O.L. (1997).
Nutritional value of edible insects from state ofdx@ca, Mexico. Journal of Food Composition and
Analysis, 10(2), 142-157.

Rozporadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2015228nia 25 listopada 2015 w sprawie
nowej zywnaosci, zmieniajce rozporgdzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 116928hz
uchylapce rozporzdzenie (WE) nr 258/97 Parlamentu Europejskiego dyRaraz rozpormzenie
Komisji (WE) nr 1852/2001.

Rumpold B.A., Schulter O.K. (2013). Nutritional congiion and safety aspects of edible insects.
Molecular Nutrition and Food Research, 57: 802-823.

Simopoulos A.P. (2008). The importance of the orr@ganega-3 fatty acids ratio in cardiovascular
disease and other chronic diseases. Experimentdgiand Medicine, 233, 674-685.

Srinroch C., Srisomsap C., Chokchaichamnankit D. (ROtentification of novel allergen in edible
insect, Gryllus bimaculatusand its cross-reactivity witiMacrobrachium spp. allergens. Food
Chemistry, 184: 160-166.

Krakoéw, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKLADNIKI BIOAKTYWNE

22.

23.

24.

25.

26.

Sutton M. (1995). Archaeological aspects of inseset. Journal of Archaeological Method and Theory,
2: 253-298.

Tanska M., Rotkiewicz D., Ambrosewicz M. (2011). Por@mre trwatdci ttoczonych na zimno olejow
Inianego i rzepakowego. Bromatologia i Chemia Tokéydiezna, 3, 521-527.

Tzompa-Sosa D.A., Yi L., van Valenberg H.J.F., \Boekel M.A.J.S., Lakemond C.M.M. (2014).
Insect lipid profile: aqueous versus organic soiumased extraction methods. Food Research
International, 62, 1087-1094.

Zielinska E. (2016). Mdiwosé praktycznego wykorzystania owadoéw jadalnych w prgde
spaywczym. S. 178-187. W: Szala M., Kropiwiec K. Przglgwybranych zagadniez zakresu
przemystu spaywczego.

Zielinska E., Baraniak B., KaaM., Rybczyiska K., Jakubczyk A. (2015). Selected species ifled
insects as a source of nutrient composition. Foae&eh International. 77, 460-466.

163

Krakow, 24-25 wrzénia 2018



MALGORZATA KARWOWSKA', WERONIKA SOKOLOWSKA',
ANNA KONONIUK!, KAROLINA M. WOJCIAK

!Katedra Technologii Surowcow Pochodzenia Zwieggo, Zaktad Technologii iBa i Zarzdzania
Jakaicig, Wydziat Nauk @ywnaici i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lurdi

WPLYW SERWATKI KWASOWEJ NA WYBRANE CECHY JAKOSCIOWE WOLOWYCH
PRODUKTOW MIESNYCH

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wplywu serwatki kwasowejceahy fizykochemiczne
i zawartgc amin biogennych w wotowych adlinach surowo dojrzewagych.
Badanym materiatem byly edzonki wotowe, przygotowane w 3 wariantach: W1
(z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej + 0,%®#otanu Il sodu), W2
(z dodatkiem soli morskiej), W3 (poddany dziataserwatki kwasowej, z dodatkiem
soli morskiej). Podczas produkcji ¢sio pokrywano past do ktorej przygotowania
uzyto: gorczycy biatej, czosnku niediedziego, pieprzu czarnego, kminku, kolendry,
paprykiswiezej, swiezego czosnku oraz wody. Przeprowadzone badania oy
oznaczanie wartei pH, aktywndci wody, wskanika TBARS, zawartéci zelaza
hemowego, wyrgnikbw barwy (L*, a*, b*) oraz zawartei amin biogennych.
Wyniki przeprowadzonego dwiadczenia wykazaly,ze zastosowanie serwatki
kwasowe] w produkcji wotowych gdzonek surowo dojrzewgjych wplyrat na
obnizenie parametru pH w czasie ich chtodniczego przegia@nia. Proby wdzonek
wyprodukowanych bez azotanu sodu charakteryzowady nsniejszym udziatem
barwy czerwonej w poréwnaniu do préby z dodatkiemotanu sodu. Zaward
zelaza hemowego ulegata zmianie wraz z uptywem czaddodniczego
przechowywania. Uzyskane wyniki wskazuja korzystny wpltyw serwatki kwasowej
na zawarté¢ zelaza hemowego w edzonkach wotowych dojrzewgjych. W czasie
trzymiesecznego  przechowywania  produkt z  zastosowaniem  skrwa
charakteryzowat ginajnizszy zawartdcia amin biogennych.

Wyniki przeprowadzonego dwiadczenia wskazgj na celowdé¢ kontynuacii
bada nad wykorzystaniem serwatki kwasowej do produkejrobédw miesnych
surowo dojrzewajcych bez dodatku zwikow azotowych.

Stowa kluczowe:serwatka kwasowa, geliny surowo dojrzewaje, aminy biogenne

Wprowadzenie

Produkty mé¢sne fermentowane ciegzsie coraz wekszym zainteresowaniem
wsrod konsumentéw. Sgodd tradycyjnych wyrobéw wyriniaja je intensywny smak
oraz walory prozdrowotne. ¥dliny surowo dojrzewajce stanowj wazny asortyment
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na rynkuswiatowym i istotny segment produktéw tradycyjnychtdsh, Portugalii,
Hiszpanii oraz Francji. Ich wysoka waéto odzywcza oraz walory smakowe
powodup, ze réwniez konsumenci w Polsce coraz ¢thiej po nie sigajg
[Chwastowska-Siwecka i in., 2017].

Istotnym wyzwaniem w produkcji ¢dlin, nabieragcym w ostatnich latach
szczegoOlnego znaczenia, jesizeinie do wyeliminowania zwikOw azotowych.
Konsumenci oczekgjproduktéw mé¢snych bezazotanowych, w szczegdlionsrod
grupy produktéw premium, do ktérych nade wedliny surowo dojrzewage.
Alternatywa procesu peklowania zzyciem azotanu sodu me by serwatka
kwasowa. W produktach gsnych biatka serwatkowe mggeinic role naturalnych
antyoksydantow. $zrédiemy-glutamylocysteiny, dipeptydu stanaeiego prekursor
glutationu wykazujcego wigciwosci przeciwutleniagce [Worobiej i in., 2008].
Réwnowaga oksydacyjno-redukcyjna utrzymana jesteprzredukowasn forme
glutationu (GSH) w reakcji redukcji reaktywnych fortlenu (RFT) [Stadnik, 2016;
Wojciak i in., 2014]. W czasie ukwaszenia mleka wervgatce powstaj liczne
metabolity szczepdéw bakterii kwasu mlekowego madndziataniu bakteriobdjczym
i bakteriostatycznym (np. kwas mlekowy i bakteriogy Zawarte w serwatce
aminokwasy takie jak metionina i cysteina posiadigiatanie przeciwnowotworowe.

Badania wykazaly pozytywny wplyw dodatku serwatki ksztattowanie cech
jakosciowych produktow mgsnych [Karwowska i in., 2014; Karwowska i in. 2015;
Karwowska i Dolatowski, 2017].

Celem pracy byta ocena wplywu serwatki kwasowejceahy fizykochemiczne
i zawart@gc amin biogennych w wotowycheallinach surowo dojrzewagych.

Materiat i metody badan

Materiatem badanym bylo g8o wolowe oraz wotlowe gdzonki surowo
dojrzewajce. Migso wykorzystane do produkcji pochodzito zzod od bydta rasy
biatogrzbieta w wieku 27 miegiy. Tusze po uboju zostaty wychtodzone przez 7 dni,
w temperaturze 4 °C. Wychtodzony surowiecsmy zostat przewieziony do Zaktadu
Technologii Mgsa i Zaradzania Jakéria, gdzie przeprowadzono produkcj
w warunkach pottechnicznych.

Surowiec dodatkowy do produkcji edzonek stanowita serwatka kwasowa (pH
4,47+0,03) pozyskana z tradycyjnej produkcji twarog (z mleka
niepasteryzowanego). Do produkcjizytio tak’e soli morskiej drobnoziarnistej
(producent Cenos) o zawastd 99,5% chlorku sodu.
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[ Migso wolowe J
[
l | |
Solenie Peklowanie Moczenie w serwatce
(s01 morska) (s6l morska + kwasowej
(4°C. 2 doby) azotan III sodu) (4°C. 1 doba)
(4°C, 2 doby)
¥
Solenie (s61 morska)
(4°C, 2 doby)
. v
[ Pokrywanie pasta z przypraw ]
¥
RyS . 1. Schemat { Fermentacja/dojrzewanie J
.. 22°C, 10 dni
produkcji wotowych =¢ !
wedzonek surowo Pakowanie prozmiowe .
owanie prozniowe 1 przechowywanie
dojrzewajacych 4°C

w1l w2 W3
Rys. 2. Przekr6j wotowych gdzonek surowo dojrzewajacych po zakmeniu
produkcji
W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej3%90 azotanu Ill sodu),

W2 (z dodatkiem soli morskiej),
W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkseli morskiej)

Materiat badany przygotowano w 3 wariantach: W1d@atkiem mieszanki:
99,5% soli morskiej + 0,5% azotanu Ill sodu), W2d@datkiem soli morskiej), W3
(poddany dziataniu serwatki kwasowej (pH 4,47+0,08yzez 24 godziny
w temperaturze ©C, z dodatkiem soli morskiej). Podczas produkcj¢sni pokrywano
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past, do ktorej przygotowania ayto: gorczycy biatej, czosnku niediedziego,
pieprzu czarnego, kminku, kolendry, papryghiiezej, swiezego czosnku oraz wody.
Wyroby miesne przygotowano wedtug schematu zaptenemego na rysunku 1.

Metody badan
Oznaczanie pH i aw

Kwasowa¢ ogoélrg oznaczono zgodnie z nogmPN-ISO 2917:2001. Pomiar
wykonywano w homogenatach za pomoelektrody zespolonej typ EHR-111
z wykorzystaniem cyfrowego pH/konduktometru CPC-%Blmetron, Polska). Pomiaru
aktywnaici wody dokonano w temperaturze 20 °C wadezeniu do pomiaru aktywldoi
wody (Novasina AG, Lachen, Switzerland).

Oznaczanie zawarfoi zelaza hemowego [ppm]

Zawarta¢ barwnikdw hemowych oznaczano wedtug metody Horfi$8$6]. W celu
oznaczenia ogolnej zawaétw barwnikdbw hemowych przeprowadzono ich ekstrakcj
zakwaszonym roztworem acetonu. Absorbanpjobki przy dtugéci fali 640 nm
mierzono przy #yciu spektrofotometru Nicolet Evolution 300 (Therntlectron
Corporation) i kuwety kwarcowej (dtugo drogi optycznej 10 mm). Zawakb zelaza
hemowego (ppm) obliczano wedtug formuty A&&80x8,82/100.

Wskanik TBARS (mg kg

Wartcé¢ wskanika TBARS oznaczano wg metody Pikula i in. [198%omiar
absorbancji przy diugai fali 532 nm wykonano przyayciu spektrofotometru Nicole
Evolution 300 (Thermo Electron Corporation). Waéto TBARS wyraono
w miligramach substancji reagoych z kwasem tiobarbiturowym na 1 kg proby.

Pomiar parametréw barwy L*a*b*

Pomiaru wyranikow L*a*b* barwy wykonywano metagd odbiciowg przy wyciu
spektrofotometru  sferycznego 8200 Series (X-RitePomiary prowadzono
z uwzgkdnieniem potysku (SPIN) w zakresie pomiarowym= 400+700 nm przy
wykorzystaniu standardowegeérddia swiatta D65 oraz standardowego obserwatora
kolorymetrycznego o polu widzenia 10°. Otrzymanenikiy wyrazono w jednostkach
systemu CIE L*a*b* gdzie: L* — jasd6 barwy, a* — chromatyczdé w zakresie
czerwono-zielonym, b* — chromatycziton zakresiezotto-niebieskim.

Zawartai¢ amin biogennych
10 g rozdrobnionej probki homogenizowano z 50 nelkwasu trichlorooctowego.
Préble pozostawiono na 1 godzirw temperaturze 4 °C bez dgst swiatta. Nasgpnie
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probe wirowano przy 5000 g przez 20 minut przgyaiu wirowki MPW — 350R (MPW
Med-Instruments, Polska). Supernatagtzeno przez bibgt Whatman 1, a naginie
przez filtr nylonowy 0,22 um (ALFATEC, Micro PoreXawartéé amin biogennych
w przygotowanych prébach oznaczono przyaiu analizatora AAA 500 (Ingos Ltd.)
wyposaonego w koluma jonowymienmn (Ostion Lg ANB, 7x0.37 cm, 75°C).

Statystyczna analiza wynikéw bada

Doswiadczenie powtorzono dwukrotnie z zachowaniem tglrmych warunkow.
Wszystkie oznaczenia wykonano w czterech powtéazdndla kadej préby. Dokonano
charakterystyki proby obliczgg wartgci srednie oraz odchylenia standardowe.
Otrzymane wyniki poddano analizie wariancji (ANOVADo oceny istotn&i roznic
(p < 0,05) mgdzy probami oraz w obbie tej samej préby w poszczegolnym okresie
przechowywania zastosowano test T-Tukeya.

Wyniki badan i ich dyskusja

Oznaczone parametry fizykochemiczne surowcesnego przedstawiono w tabeli
1. Uzyskane wynikiéwiadcz o dobrej jakéci wotowiny wykorzystanej do produkcji
wedzonek surowo dojrzewagych.

Tab. 1. Charakterystyka surowcagsmnego

Parametr Surowiec misny
pH 5,29 £0,01
ay 0,990 £ 0,01
Wskaznik TBARS (mg kg') 1,21 + 0,08
Zawartac¢ zelaza hemowego (ppm) 23,45 +£1,29
Parametr L* barwy 38,77 + 1,37
Parametr a* barwy 13,88 +£1,21
Parametr b* barwy 9,49 £ 1,49

Analizujac wartéci pH prob wyrobow misnych po zakéczeniu produkcji
(O doba przechowywania) oraz po 30 i 90 dobachghmaeywania wykazano istotny
wplyw zastosowania serwatki oraz czasu przechowyavarysunek 3). Po
zakaiczeniu produkcji préba wyprodukowana z zastosowangerwatki kwasowej
charakteryzowata seiistotnie nisz wartccia pH w poréwnaniu do préby W1
wyprodukowanej z zdodatkiewm azotanu sodu.
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Rys. 3. Wartéci pH wotowych wdzonek surowo dojrzewgjych podczas
przechowywania

Srednie oznaczone tymi samymi matymi literami pedzly prébami oraz diymi literami
w obrebie préby w rénych okresach przechowywania niemé si¢ istotnie (p<0,05)

W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej3%9® azotanu Il sodu)

W2 (z dodatkiem soli morskiej)

W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkseli morskiej)

0,940

0,920

0,900

0,880
© 0,860
0,840
0,820

0,800

w1 W2 w3
B 0 doba przechowywania ® 30 doba przechowywania = 90 doba przechowywania

Rys. 4. Wartéci aktywnaci wody wotowych wdzonek surowo dojrzewsggych
podczas przechowywania

Srednie oznaczone tymi samymi matymi literami pedzy probami oraz diymi literami w
obrebie proby w ré@nych okresach przechowywania niemé sie istotnie (p<0,05)

W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej3%0 azotanu Il sodu)

W2 (z dodatkiem soli morskiej)

W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkseli morskiej)
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Analizujac wyniki aktywnéci wody poszczegoélnych préb @miadczalnych
stwierdzono najriisze wartéci w prébie W1 z dodatkiem azotanu sodu (0,85).0Poé
wyniki uzyskali w swoich badaniach Kaban i in. [3]1kt6rzy ocenie poddali tradycyn
turecly Pastirng. Istotnie wysz aktywndcia wody charakteryzowaly siproby W2
i W3 podczas catego okresu przechowyania. WedtugaKa in. [2013], dla zachowania
bezpieczéstwa mikrobiologicznego w produkcie d@pwym aktywné¢ wody powinna
wynosi ponizej 0,9. Wysza warté¢ tego parametru stwarza zaggaie rozwoju
mikroflory chorobotwoérczej. Znacznie wsza aktywné¢ wody w produkcie
wyprodukowanym z zastosowaniem serwatki kwasowejzemomi&€ zwigzek
Z najmniejszym odwodnieniem produktu.

3,0

2,5

2,0
1,5

1,0

TBARS [mg kg]

0,5

0,0

w1 W2 W3

B 0 doba przechowywania ™ 30 doba przechowywania ' 90 doba przechowywania

Rys. 5. Wartéci wskanika TBARS wotowych wdzonek surowo dojrzewsgych
podczas przechowywania

Srednie oznaczone tymi samymi matymi literami pedzy prébami oraz diymi literami w
obrebie préby w ré@nych okresach przechowywania niem@ sie istotnie (p<0,05)

W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej39® azotanu Il sodu)

W2 (z dodatkiem soli morskiej)

W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkseli morskiej)

Analiza wskanika TBARS wykazatla znagey wptyw dodatku serwatki kwasowej na
ilos¢ wtérnych produktéw utleniania ttuszczu. Préby paxlel oddziatywaniu serwatki
oshgrely istotnie nisze wartéci wskanika TBARS (1,6 mg kg podczas
przechowywania @i pozostatle warianty dwiadczalne. Podobne waétd uzyskali
Wojciak i in. [2014] w badaniach prowadzonych nellddsach surowo dojrzewgajch
z dodatkiem serwatki. W probie W2 waito wskanika malaly wraz z wydtteniem
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czasu przechowywania, co o wskazywac na tworzenie trwatych kompleksow
substancji reagagych z kwasem tiobarbiturowym z innymi skfadnikaotecnymi
W migsie.

Zelazo hemowe [ppm]

w1 w2 w3
0 doba przechowywania ® 30 doba przechowywania 90 doba przechowywania

Rys. 6. Zawartéc zelaza hemowego w wotowych edzonkach surowo
dojrzewajcych podczas przechowywania

Srednie oznaczone tymi samymi matymi literami pedzy probami oraz diymi literami w
obrebie proby w ré@nych okresach przechowywania niemé si¢ istotnie (p<0,05)

W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej390 azotanu Il sodu)

W2 (z dodatkiem soli morskiej)

W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkseli morskiej)

Migso wotowe charakteryzujegsivzglednie wysolg zawartdcia zelaza hemowego.
Przeprowadzone badania wlasne wskazaly na ob&cmo surowcu wuytym do
przygotowania prébzelaza hemowego w i#ci 23,45 ppm (tabela 1). Przeprowadzona
ocena préb wotowych wyrobow gsnych surowo dojrzewasgych wskazata na znaczny
wzrost zawartgci zelaza hemowego wynikgjy z odwodnienia ngsa podczas produkcji.

Wyniki oznaczé parametrow barwy nie wykazaly wpltywu zastosowangotatkow
na parametry L*a*b* barwy wotowych edzonek surowo dojrzewgjych bezpérednio
po zakaczeniu prosukcji oraz w 30 dobie przechowywaniédla 2). Wszystkie proby
(zaréwno peklowana, jak i bez dodatku azotanu sctiajakteryzowaty sizblizonymi
wartcsciami parametru a* barwy oldl@jacego udziat barwy czerwonej. Wedtug Mority
i in. [1998] maliwe jest uzyskanie nitrozylomioglobiny w edlinach surowych bez
dodatku azotanu sodu. Jest to ziwe przy zastosowaniu do produkcji szczepow
niektérych bakterii z rodzajuLactobacillus i Streptococcus ktére na skutek
prowadzonego procesu proteolizy powadgowstawanie tlenku azotu a-argininy.
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W nastpstwie dochodzi doatzenia st czasteczki mioglobiny z kompleksem tlenku
azotu ia-argininy tworzc nitrozylomioglobir.

Wraz z uplywem czasu przechowywania zaobserwowabaoizanie wartgci
parametru okrgajacego udziat barwy czerwonej. Istotnezmice medzy prébami
stwierdzono dla parametru a* barwy w 90 dobie pnpeg/wania. Najniszz wartasé
parametru a* wykazywata préba W3 wyprodukowanazaldm serwatki.

Zmiana barwy w czasie przechowywania mogt& lspowodowana dziataloig
enzymow wiasnych oraz licznych procesow fizykocteamych. Skwarek i in. [2014]
zwrécili uwag na wplyw kwasu mlekowego na obenie udzialu barwy czerwonej
w szynkach surowo dojrzewvsgych. Kwas mlekowy zawarty w serwatce kwasowej
oddziatywupc na r@ne formy mioglobiny, denaturuje biatka zawarte wsi@, przez co
moze obniac udziat barwy czerwonej.

Tab. 2. Parametry barwy wotowych ¢dzonek surowo dojrzewgjych podczas
przechowywania

Parametr Czas W1 W2 W3
przechowywania
0 doba 39,15+2,92aA 36,70 +2,65aA 39,18 +&4/83
L* 30 doba 37,83 £2,88aA 39,86 +1,05aA 37,81 792A
90 doba 40,31 £1,28aA 40,06 £1,20aA 39,61 2B2A
0 doba 8,30 +1,29aB 8,78 £0,87aC 7,93 £2,15aC
a* 30 doba 6,94 +1,28aB 6,05 +0,52aB 5,67 +®91a
90 doba 2,93 +0,60bA 3,34 £0,33cA 1,96 +08la
0 doba 4,92 +1,92aB 5,41 +1,02aB 4,65 +0,73aB
b* 30 doba 3,57 +0,46aB 4,42 +0,51aA 4,21 + ®52a
90 doba 2,61 £+0,45aA 4,22 £+0,69bA 2,95 +0Mla

Srednie oznaczone tymi samymi matymi literami pedzy prébami oraz diymi literami w
obrebie préby w r@nych okresach przechowywania niem@ sie istotnie (p<0,05)
W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej39® azotanu Il sodu)

W2 (z dodatkiem soli morskiej)

W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkieli morskiej)

Ze wzgkdu na znacznilo$¢ biatka, vedliny surowo dojrzewace mog zawiera
wyzsze ni dopuszczalne gtenia amin biogennych, ktérea sktadnikami naturalnie
wystepujacymi w surowcach i produktach spovczych [Stadnik, 2014]. Aminy
biogenne s organicznymi zasadami wykazaymi wiasciwosci biologicznie czynne.

Powstag i

metabolicznej rdin,
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dekarboksylacji wolnych aminokwasow lub w wyniku inowania i transaminowania
aldehydow i ketonéw. Usuwanie grupykarboksylowej z aminokwasu, prowadzi do
powstawania odpowiednich amin biogennych [Stadni®dlatowski, 2010]. Aminy
biogenne spelniajszereg funkcji w organizmie, zaarugaane § w naturalne procesy
biologiczne, takie jak transmisja synaptyczna, kaatcknienia krwi, reakcje alergiczne
oraz kontrola wzrostu komorek. Niemniej jednak mdiy¢ takze niebezpieczne dla
zdrowia, jeeli ich poziom w produktachywnaosciowych zostanie przekroczony [EFSA,
2011].

Wyniki przeprowadzonych baflavykazaty wptyw zostosowania serwatki kwasowej
na istotne obrenie zawartéci amin biogennych zaréwno w 30 jak i 90 dobie
przechowywania (tabela 3). Stwierdzono znacznieszei zawartri histaminy,
putrescyny, spermidyny oraz sperminy w prébie Wgonownianiu do préby W1.

Tab. 3. Zawart& amin biogennych [mg1j w 30 i 90 dobie przechowywania

Amina w1 W2 w3
biogenna
30 doba przechowywania
Histamina 3,40b 0,52a 0,41a
Kadaweryna n.w. 0,01 0,03
Putrescyna 0,24b 0,05a 0,03a
Spermidyna 0,24 0,02 nw.
Spermina 0,27b 0,05a 0,04a
Suma 4,15b 0,65a 0,51a
90 doba przechowywania
Histamina 5,28b 5,87b 3,07a
Kadaweryna 0,10a 0,28b 0,39b
Putrescyna 0,52b 0,41b 0,03a
Spermidyna 0,24b 0,16a 0,32b
Spermina 0,43b 0,47b 0,17a
Suma 6,57b 7,19b 3,98a
Srednie oznaczone tymi samymi matymi literami peday probami nie rénia sie istotnie
(p<0,05)

n.w.- nie wykryto

W1 (z dodatkiem mieszanki: 99,5% soli morskiej39® azotanu Il sodu)
W2 (z dodatkiem soli morskiej)

W3 (poddany dziataniu serwatki kwasowej, z dodatkseli morskiej)
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Whnioski

1.

Zastosowanie serwatki kwasowej w produkcji wolowyalkdzonek surowo
dojrzewajcych wptyreto na obnkenie ich wartéci pH.

Poddanie misa wotowego oddziatywaniu serwatki kwasowej komistwptywa

na hamowanie przemian oksydacyjnych zachogtzh w produkcie podczas
przechowywania.

. Zawarté¢ zelaza hemowego ulegta zmianie pod wplywem przechama.

Uzyskane wyniki wskazgjna korzystny wptyw serwatki kwasowej na zawgito
barwnikéw hemowych w wdzonkach wotowych.

Po 90 dobach przechowywania produkt z zastosowaséewatki charakteryzowat
sie najnizszy zawartdcig amin biogennych.
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3Uniwersyteckie Centrum Medycyny Weterynaryjnej, Ursytet Jagielldski - Uniwersytet Rolniczy w
Krakowie

ZELE ZELATYNOWE BARWIONE BARWNIKAMI NATURALNYMI

Streszczenie

Podgto proke okreslenia wptywu czynnikow ochronnych w postaci ograeicia
dostpu swiatta oraz obnienia temperatury sktadowania na zachowanie barviglach
zelatynowych barwionych preparatami pochodzeniaraitago. Zataono, ze stabilnéé
barwy mana zwtkszy poprzez wyeliminowanie efektu fotochemicznego
indukowanego swiattem oraz ograniczenie destrukcyjnych procesoentcznych
poprzez obrienie temperatury. Badania prowadzono przez okresmigskcy.
Rejestrowano widma spektrofotometryczne w zakresigatta widzialnego oraz
wykonano pomiary barwy zgodnie z modelem CIE L*a*tat pomog spektrofotometru
CMS5 firmy Konica Minolta.

Wykazano w jakim zakresie temperaturéwiiatto rozproszone oraz stoneczne
wplywajg na utrzymanie barwy wzelach zelatynowych barwionych czerwieni
buraczan, antocyjanami z owocéw maliny, karmelem oraz elideém z szafranu.
Waznym czynnikiem majcym wptyw na zachowanie barwy byla temperatura
przechowywania, najmniejsze zmiany npg8y w probach sktadowanych w temp. 6°C.
Roéwniez brak swiatta ma istotne znaczenie w utrzymaniu bar®gle sktadowane w
swietle rozproszonym, a szczegdlnie w ekspozycjnasbanej szybciej tracity baganiz
probki przechowywane w ciemgm.

Stowa kluczowe:zelatyna, barwniki naturalne, betalainy, antocyjd@rotenoidy,
karmel.

Wprowadzenie

Zelatyna jest powszechnie stosowanym skiadnikigywnosci pochodzenia
zwierzcego o charakterze biatkowym wytwarzanym z kolageauskutek ogciowej
jego termicznej hydrolizy. Jej szczegolnie przydatriechnologicznego punktu widzenia
wiasciwoscia jest zdolné¢ zelowania. Znamienne jest toe zele zelatynowe w
odr&nieniu od wékszaci innych zeli nie tylko rozpuszczaj sic w wodzie, ale w
temperaturze ciata ludzkiego w ustach wykazdolng¢ topienia s3. Ta unikalna ich
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cecha sprawiaze szczegOlnie eltinie wykorzystywane gsw produkcji zywnaosci. Ze
wzgledu jednak na neutralne zabarwienie tyeh czesto wymagaj one barwienia.

Barwienie produktéw spywczych jest znane i stosowane od kilku ¢ggi lat.
Do tego celu przez wiekizywano barwnikdéw naturalnych [Zawirska-Wojtasik, 300
p&zniej dziki rozwojowi chemii zacgo stosowé barwniki syntetyczne, jednak obecnie
obserwuje s powr6ot do wykorzystywania naturalnych substanciarwiacych.
Przyczynia si do tego rosgrcaswiadoma¢ konsumentow oraz moda ha ekologiczny tryb
zycia [Krepska i in., 2015]. Ograniczenia prawne dotyez substancji syntetycznych w
zZywnosci tez majg wpltyw na rosnca popularnéé barwnikéw naturalnych [Harasym i
Bogacz-Radomska, 2016]. Dlatego, aby sgettizekiwania konsumentéw, technolodzy
Zywnosci coraz cesciej wykorzystuj barwniki pozyskiwane z surowcdw naturalnych,
ktore g bezpieczne dla czlowieka [¥yska iin., 2014]. Poszukujecsiowniez nowych
zrédet barwnikow naturalnych, m.in. w tym celu, atgdawaé atrakcyja barwe nowo
opracowywanym produktomywnosciowym. Liczne z nich to rhego rodzaju desery
otrzymywane m.in. na bazielatyny, ktéra jest sktadnikiem funkcjonalnym obgonw
szerokiej gamie produktéw spovczych. Dlatego wane wydaje s pozyskiwanie
wiedzy na temat efektywioi jej barwienia barwnikami naturalnymi oraz trw&p
barwy uzyskiwanyclieli zelatynowych.

Najwicksz zalety barwnikdw naturalnych jest ich pochodzenie, k&peawia,ze
powszechnie gs uwazane za bezpieczne i jako takie akceptowane przaguknentow.
Maja jednak istotne wady, do ktdrych zalicza giéwnie ograniczom palet barw, nislg
relatywnie si¢ barwica, zaleznos¢ barwy od odczynurodowiska i jej tracenie pod
wplywem s$wiatta, ciepta, tlenu oraz jonéw metali, wggstjacy niekiedy
charakterystyczny zapach lub smak oraz wysokietikdsrwienia [Czerwiska, 2010].

Z uwagi na relatywnie nigkstabilnd¢ przechowalnicz barwnikow naturalnych
podito proly okreslenia wplywu zastosowania czynnikow ochronnych wstpoi
ograniczenia dogpu $wiatla oraz obrienia temperatury skladowania na zachowanie
barwy zeli zelatynowych barwionych wybranymi naturalnymi subsfami barwjcymi.
Zatozono, ze stabilné¢ barwy analizowanychzeli mazna zwegkszy poprzez
wyeliminowanie efektu fotochemicznego indukowanegwatiem oraz ograniczenie
destrukcyjnych proces6w chemicznych poprzez zhne temperatury. Hipotezte
zweryfikowano prowadc przez okres 5 miegly badania zmian charakterystyki
spektralnej oraz parametrow barwy w systemie CIlEa*h* barwionych zeli
zelatynowych.

177

Krakow, 24-25 wrzénia 2018



ZYWNOSC A SKEADNIKI BIOAKTYWNE

Materiat i metody

Przedmiotem bada byly 4 preparaty barwnikbw naturalnych: czenwie
buraczana, barwnik z malin, karmel oraz wggciz szafranu. Jako czynnikelujacy
zastosowano wieprzew zelatyrg spoywcza typu A, a w charakterzesrodka
bakteriostatycznego wykorzystano roztwor azydkwsod

Na wstpie przygotowano roztwory wodne o rgmijacych stézeniach: czerwig
buraczana (3 g/L), barwnik z malin (6 g/L), karniklg/L), wycig z szafranu (10 g/L).
Nastpnie w buforze cytrynianowym o pH 6,2 przygotowamatwoér azydku sodu o
stezeniu 2 g/L. Poszczegdlne roztwory barwnikéw wyméesr z tym roztworem w taki
spos6bze pobrano: 0,36 g roztworu czerwieni buraczané2 @ roztworu barwnika z
malin i 0,12 g roztworu karmelu i zmieszano z pamngj 60 ml roztworu azydku sodu. Za
wyciag szafranowy w iléci 5 ml zmieszano z 95 ml r-ru NgNPowstate w ten sposob
roztwory postayly nastpnie do wykonania barwionycteli zelatynowych. W tym celu
pobrano po 50 ml Kalego z nich i bardzo doktadnie wymieszano z 50 orcjami
roztworu zelatyny o sgzeniu 3%. Nasipnie pipes odmierzano po 3 ml kdego
barwnika w roztworzezelatyny i wprowadzano do kuwetek o grgbiol0 mm. Po
zzelowaniu powierzchgikazdej z nich zabezpieczono parafimakryto parafilmem.

Gotowe préby przechowywano wzych warunkach: pierwgaw temperaturze
6+1°C w ciemnéci, drugy w 20£2°C w ciemnéci, trzech réwniez w 20+2°C lecz w
rozproszonymwietle dziennym, a czwartbezpdrednio naswietle stonecznym w temp.
26+2°C. Proby przechowywano przez 5 mjegi i dokonywano pomiaréw po 2
tygodniach oraz po 1; 2; 3i 5 migsach.

Pomiary widm spektrofotometrycznych przeprowadzevegledem wody przy
wykorzystaniu kompaktowego spektrofotometru UV/MM&nocolor (Macherey-Nagel
GmbH&Co0.KG) dla zakresu diugo fal od 350 nm do 800 nm. Hoiowe pomiary
barwy wykonano zgodnie z modelem CIE L*a*b* przyyeiu spektrofotometru CM5
(Konica Minolta, Japonia). Aparat ustawiono na pamtransmisji rejestra¢ skladowe
L*, a* oraz b*. Wspétrzdna L* oznacza jasié, im jest ona wiksza, tym jasnit
wigksza, przy czym 100 przyjmujee¢sdla bieli, a O dla czerni. Wagd dodatnia
parametru barwy a* odpowiada barwie czerwonej, @mua@a zielonej. W przypadku
parametru barwy b* dodatnia wasto odpowiada barwiezoltej, a ujemna barwie
niebieskiej. W oparciu o uzyskane dane obliczonewagkdng réznice barw AE)
probek bezp&rednio po przygotowaniu i po sktadowaniu. Do te@ducwykorzystano
zaleznos¢:

AE = \/wa—Lz)Z +(ay— a)?+ (b — by)?
gdzie:
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*

= L}, ag, by — skladowe barwywiezo przygotowanych prébek,
= [}, aj, b] — skladowe barwy probek badanych po sktadowaniu.

Wyniki i dyskusja
Na rysunku 1 przedstawiono widmaeeli, ktére zabarwiono poszczegélnymi
barwnikami i przechowywano przez 5 migsi w najbardziej niekorzystnych warunkach,

tj. w 26+2°C naswietle stonecznym. Wida wyraznie, ze warunki takie znagzo
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Rys. 1. Widmazeli zelatynowych barwionych czerwienburaczag (a), barwnikiem z
malin (b), karmelem (c) i szafranem (d) begednio po sporglzeniu (linia cagta) i po
5-mieskcznym przechowywaniu w 26 na staécu (linia przerywana)
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wplywaja na przebieg linii widmowych. Widmo w§giowe (rys. 1a) barwnika czerwieni
buraczanej zawiera tylko jeden pik typowy dla batanPo skladowaniu pik ten zanika
catkowicie (rys. 1la). Jupo potowie miesjca w kadych z zastosowanych tu warunkoéw
przechowywania dato sizauway¢ obnizenie widma (dane nieprezentowane), a dalsze
sktadowanie powoduje stopniowe zanikanie pikowlkdyw materiale zabezpieczonym
chtodniczo nawet po 5 migsiach pik jeszcze wygbuje, coswiadczy o czsciowym
zachowaniu barwy. Wszystkie te zmiany znajdupdzwierciedlenie w barwie
postrzeganej wizualnie, jednak w celu obiektywnegkreslenia obserwowanych
prawidtowdci postwono s¢ pomiarem instrumentalnym barwy w przestrzeni CIE
L*a*b*. Na rysunku 2 przedstawiono dynargikkmian jego parametrow w prébkach
trzymanych w renych warunkach. Przechowywanie powodowatoekazenie L*, co
odpowiada cgsciowemu wyblakngciu probek oraz spadek a* i wzrost b*.

W przypadku tych wszystkich wytdikow najwiksza zmiana nagita
w pierwszym miegicu skladowania. Nahy jednak nadmiedi ze w probkach
pochodzacych z warunkéw chtodniczych (6°C) i cieméeozmiany, chocia wyrazne to
jednak byly najmniejsze. Interegaym spostrzezeniem wydaje si fakt, ze linie zmian
w/w sktadowych prébek przetrzymywanych w 20°C, vakiemndci jak i naswietle, w
znacznym stopniu sipokrywap. Znajduje to potwierdzenie w wattiach odlegtéci
w przestrzeni barwpAE. W poszczegdlnych miesiach pomiary tej wartai ilustrujacej
odlegta¢ od barwy prébki wyjciowej dawaty prawie te same rezultaty (rys. 3)idine
do nich wartéci AE byly tez w prébkach wyeksponowanych na dziatanisisy jednak
w tym, przypadku byty one efektem gtéwnieckézych nk w prébie wygciowej wartgci
L* i mniejszych b*.

W podsumowaniu mina stwierdzi, ze czerwié buraczana w formie barwionego
zelu zelatynowego jest barwnikiem nietrwatym. W temperzéupokojowej (20°C) nawet
w ciemngci tatwo traci barw, a jedynie w warunkach chtodniczych (6°C) i w cieXti
barwa jej jest w miar dobrze zachowana przez okres ok. 1 masichocia AE i tak
przekracza 5, czyli poziom, w ktérym obserwator aglrwrazenie dwoch rénych barw.
Mozna zatem barwnik ten zalécdo nadawania koloru wyrobom przeznaczanym do
spazycia w krotkim terminie (np. stodkie wypieki, tojtpraz takim, ktére przechowuje
sie w niskich temperaturach (np. lody). Przypuszcaalbarwnik ten bdzie znacznie
trwalszy, nawet w temperaturze pokojoweflijevystepowat kzdzie w formie suchej, a
wiec np. nie gotowej galaretki, a mieszanki przeznaegdo jej wytworzenia na krétko
przed konsumpgj.
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Rysunek 2. Zmiany parametrow barwy L*, a* i b* wylape przechowywanieteli

zelatynowych barwionych czerwienburaczaa w réznych warunkach temperatury i

dostpu swiatta. Oznaczenie=®= 6 °C/ciemitp —®— 20 °C/ciemnét, —#&— 20
°Clswiatto, 26 °C/stace

Poza analizowanymi tu czynnikami, czyli temperaturdostpem swiatta, dane
literaturowe podaj, ze istotny wpltyw na trwalg betalain ma réwnie pH. S one
najbardziej stabilne w zakresie pH 4-5 [Bolongowska., 2011; Janiszewska, 2016].
Innymi czynnikamisrodowiskowymi o istotnym znaczeniu jest obe&nwnéw zelaza i
miedzi, tlenu, aktywnych przeciwutleniaczy orazyaktosci wody [Klewicka, 2012].
Dlatego betalaniny majnajwicksze zastosowanie wwiezej zywnosci, w produktach
niepoddanych dtugotrwalym zabiegom termicznym owmazwyrobach pakowanych
w atmosferze modyfikowanej [Botongowska i in., 2D11

Nawidmie §wiezo przyradzonegazelu zabarwionego preparatem z owocow maliny
wida¢ uwypuklenie w zakresie od 450 do 550 nm odpowig@aantocyjanom (rys. 1b).
Jwz od pocatku skladowania we wszystkich przypadkach odnotewsg wyrazne
zmiany absorbancji polega@ie na jej wzrécie przy falach krotszych i obw@niu w
kierunku fal diiszych. Najwgksze zmiany zaszly w probie przechowywanej nacsto
(rys. 1b).

Na rysunku 4 przedstawiono zmiany czasowe parameb@wy L*, a* i b* w
réznych warunkach. Przechowywanie nanslo, juz od poczatku, powodowato wyrany
wzrost L*, co przejawiato gi pojanieniem préb. Dalsze przechowywanie rownie
skutkowato jego podnoszeniem, alez jw wolniejszym tempie. W pozostatych
przypadkach te zmiany byly niewielkie przez catyresk sktadowania. Skladowa a*
ulegata niewielkiemu zmniejszeniujiechodzi o proby przechowywane w temperaturze
chtodniczej i pokojowej tak w ciemsa jak i naswietle. Natomiast sktadowa ta ielu
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wyeksponowanym na bezfgednie dziatanie sf@wa do 2 miegica przechowywania
szybko zmniejszyta sii wyraznie oddalita od barwy czerwonej. Skladowa b* rosta
réznym tempie w zalanosci od warunkdéw skltadowania z tyme w przypadku proby
przechowywanej na steu po pocatkowym wzrgcie zaobserwowano jej spadek.

Z zestawienia zaprezentowanego na rysunku 5d&yvigdanajwiksze rgnice barwy
w stosunku do préby wigiowej wystpity w 26°C i na stacu, a najmniejsze w 6°C w
ciemndaci. Wykazano rownie negatywny wplywswiatta ha zachowanie barwy w 20°C,
gdyz zele przetrzymywane w jego obeénomiaty wickszeAE niz w ciemngci.

Przeprowadzone badania potwierdzity umiarkoavaimwatos¢ antocyjanéw z
owocow maliny w zastosowaniu do barwien@i zelatynowych. Pod wplywerfwiatta
szybko trag one barw, natomiast, gdyasprzechowywane w warunkach chtodniczych i
w ciemndci ich barwa, nawet przez okres kilkumigzny jest w miay dobrze
zachowana. Mar na wzgtdzie powysze obserwacje mna zaleat, aby preparat
antocyjanéw z maliny stosowaw pokczeniu z innymi zwjzkami z tej grupy do
barwienia wyrobow przechowywanych wesizych temperaturach i bez dgmi swiatta.

Naturalnych barwnikéw antocyjanowych znanych jdstto dwustu [Rutkowski i
in., 2003]. Ze wzgldu na réana budow chemiczig charakteryzy sic one barw od
czerwonej poprzez fioletayy az po niebiesk [Pigtkowska i in., 2011] i jest ona
uzalezniona od pH. Jest to grupa barwnikow uasych ogolnie za mato trwate. Na skal
Swiatowa otrzymuje st je m.in. z wyttokOw aronii, czarnej porzeczki i neigron
[Rutkowski i in., 2003].

Cechy charakterystycznwidmazelu zelatynowego barwionego karmelem jest brak
maksimum i hiperboliczne obtanie s¢ absorbanciji w kierunku fal diszych. Ksztalty
linii widmowych we wszystkich zastosowanych warurtkakladowania nie pfig sie od
siebie. Jednak w warunkach stonecznegéwietlenia w 26C (rys.1c) linie te $
wyraznie obnrone, co wida na widmie probki sktadowanej 5 miesy. Na rysunku 6
ilustrujgcym zmiany w czasie parametrow L*, a* i b* widae jedynie skladowanie na
stoncu (26°C) zmienito parametr L* przesuwajgo w kierunku jasngi. Duze zmiany
a* i b* polegajce na znacznym ich pagkowym spadku wyapity réwniez tylko w
przypadku proby trzymanej w tych warunkach. W ptedgsh przypadkachel barwiony
karmelem byt skutecznie zabezpieczony przed zmian@otwierdzaj to wartéci AE
odlegtaci od barwy wyjciowej (rys. 7). Przez caly okres skladowania zelach
przechowywanych w ciem#soi, a take wswietle rozproszonym byly one niskie. Jedynie
w prébie sktadowanej na stou AE wzrosto bardzo wyraie i to juz w pierwszym
mieshcu przechowywania.
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Rysunek 3. Zmiany warfoi AE wywotane przechowywaniemelu zelatynowego
barwionego czerwieniburaczag w réznych warunkach temperatury i desti swiatta

Podsumowujc, zele zelatynowe barwione karmelem zar6éwno w ciesangak i w
swietle rozproszonym trwale zachowuparwe. Nie ulega ona znagezym zmianom i
dobrze zachowana byta przez caly 5-miemny okres skladowania. Jednak pod
wptywem swiatta stonecznego (26°C), podobnie jak inne bad=re/niki karmel szybko
odbarwia sj. Mozna dodawéa go nawet do wyrobow o dtugiej dacie imasci, zwracd
jednak nalgy uwag na to, aby nie byly one eksponowane na b@ggnie dziatanie
Swiatta stonecznego.
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Czas przechowywania [mies]
Rysunek 4. Zmiany parametréw barwy L*, a* i b* wylapne przechowywaniemeli
zelatynowych barwionych antocyjanami z owocéw malin réznych warunkach
temperatury i dogpu $wiatta. Oznaczenia=®= 6 °C/ciemitp —®— 20 °C/ciemné,
== 20 °Chwiatto, 26 °C/stace
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Rysunek 5. Zmiany warfoi AE wywotane przechowywanienielu zelatynowego

barwionego antocyjanami z owocoéw maliny wmgch warunkach temperatury i dgst
Swiatta

Odnotowana w tej pracy relatywnie wysoka trwatbarwy zelatynowychzeli
barwionych karmelem wynika z jego specyficznej bugochemicznej. Karmele,
podobnie jak melanoidy powsiapodczas procesow technologicznych, ale zaliczane s
do barwnikow naturalnych [Hajduk, 2010]. Zarowrastkelizacja jak i reakcje Maillarda
naleza do procesOw tzw. nieenzymatycznegoazomienia zywnosci [Michalska i
Zielinski 2007]. Proces karmelizacji polega na kontroloyva ogrzewaniu
weglowodandw w temperaturze poxej 120°C.

Pomimo stwierdzonej, spad badanych w tej pracy barwnikow, najkszej trwaldci
karmel naturalny jest uwany za mniej odporny aibarwniki syntetyczne na dziatanie
takich czynnikow jakswiatto, temperatura, pH oraz czynniki redujag czy utleniajce
[Wilk, i in., 2015].
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Czas przechowywania [mies]
Rysunek 6. Zmiany parametréw barwy L*, a* i b* wylapne przechowywaniemeli
zelatynowych barwionych karmelem w zriych warunkach temperatury i dest
$wiatta. Oznaczenia=®= 6 °C/ciemito =@ 20 °C/ciemnéc, === 20 °Céwiatto,
26 °C/staice
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Rysunek 7. Zmiany warfoi AE wywotlane przechowywaniemelu zelatynowego
barwionego karmelem w zdych warunkach temperatury i dgsti Swiatta

Do raslinnych surowcow barwicych naley szafran, chociajako barwnik nie
jest on wyodgbniony [Rutkowski i in., 2003]. Ekstrakt z niegoopiukowany jest z
suszonych znamion kwiatowych krokusa uprawng@mcus dativus” [Sobiech, 2010].
Gtéwnymi substancjami barwnymi szafranu zwigzki nalezagce do karetonoidow takie
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jak: krocyna i krocetyna [Kipska i in., 2014]. Rysunek 1d przedstawia widnedi
barwionych wycigiem 2z szafranu bezpednio po przygotowaniu oraz po
przechowywaniu przez 5 miesiy naswietle stonecznym (26°C). Widmo wigiowe na
pocatku sktadowania zawierato jedno maksimum przy déegdali ok. 400 nm. W
miare uptywu czasu zanikalo ono z tyme proces ten w temperaturze chtodniczej i w
ciemndaci zachodzit bardzo powoli, a najbardziej wymg byt w zelach sktadowanych na
swietle stonecznym (rys. 1d). Z przedstawionej naunku 8 zmienrkei w czasie
parametrow CIE L*a*b* w probach przechowywanych @zrmych warunkach wynika
m.in., ze skladowanie powodowato zmniejszenie L*, ale wypeadlku préby pochodzej
Z ekspozycji stonecznej (26°C) po migsi ten parametr zwkszyt sk. Z kolei a* rosto,
a b* malato wraz uptywem czasu. Zmiany te datozsiuway¢ juz od samego pogiku
przechowywania, jedna& o ile wzrost parametru a* i spadek parametruyd*wbmiarg
réwnomierny w probach trzymanych w chiodziarce (6fQv temperaturze pokojowe;j
(20°C) zaréwno w ciemrai jak i naswietle, to w probie eksponowanej narsia w
26°C juz po 1 miesicu przechowywania zauwano wyrane skokowe zmiany, ktére w
okresie paniejszym byly ju niewielkie. Dobrze koresponduje to ze zilustrowanya
rysunku 9 zmianamiE.

Przeprowadzone badania wskazaly zataarel z ekstraktem z szafranu jedynie
w warunkach chtodniczych i ciemém nie traci zbyt szybko barwy. W temperaturze
pokojowej, nawet bez dagtu swiatta, nasgpuje stopniowa degradacja barwnika. Jest ona
wzmacniana w obeclo $wiatta rozproszonego, &wiatto stoneczne dziata na ten
barwnik destrukcyjnie od samego patkzi. Uzyskane rezultaty wskazaupa to, ze
barwnikiem otrzymanym z szafranu ama smiato nadawé kolor produktom o krétkiej
dacie wanaosci, nieeksponowanych na dzialanigwiatta stonecznego. Waym
czynnikiem ograniczacym utrat barwy jest stosowanie obioinej temperatury
sktadowania.
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Czas przechowywania [mies]
Rysunek 8. Zmiany parametréw barwy L*, a* i b* wyane przechowywaniemeli
zelatynowych barwionych ekstraktem z szafranu wny6éh warunkach temperatury i
dostpu swiatta. Oznaczenia=®= 6 °C/ciemitp —®— 20 °C/ciemngt, === 20
°C/léwiatto, 26 °C/stace
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Rysunek 9. Zmiany warfoi AE wywotane przechowywaniemelu zelatynowego
barwionego ekstraktem z szafranu wmgch warunkach temperatury i degsti $wiatta
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Najmniej stabilnym barwnikiem spabd zastosowanych w badaniach byta czefiwie
buraczana, ktéra najszybciej tracita bamwd samego poetku sktadowania, z kolei
barwnikiem najbardziej trwatym okazatdiarmel.

W celu zapewnienia jak najlepszej stabiltiozeli zelatynowych barwionych
zastosowanymi tu barwnikami naturalnymi wskazanst jeh przechowywanie
w temperaturze chtodniczej (6°C). Mive jest rownie ich skladowanie
w temperaturze pokojowej, lecz wowczas malenikat dostpu swiatta, szczegolnie
Swiatta stonecznego.

Ze wzgkdu na ograniczantrwatas¢ naturalnych barwnikow w obecéw wody jak
ma to miejsce w gotowych produktach (relach zelatynowych czy deserach)
celowym jest sporglzanie tych ostatnich, najlepiej na krotko przedzgpiem z
koncentratow zawieragych barwniki w formie statej lub gtonej.
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