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Summary

The emphasis on promoting ecological solutions in agriculture contributes to scientists'
search for bacterial species that would demonstrate beneficial properties in terms of
improving the growth and quality of plants, soil quality or eliminating harmful odor
compounds. One of them is the genus Bacillus. These bacteria are characterized interesting
physiological and biochemical properties, including the secretion of various types of enzymes
that decompose difficult chemical compounds. As part of the research, microorganisms were
isolated from various environments such as soil, compost, slurry using. The obtained pure
bacterial cultures were genetically identified using two methods: MALDI-TOF MS and
molecular PCR. Their enzymatic properties (proteolytic, cellulolytic, lipolytic, chitinolytic,
amylolytic) were examined using the plate methods and biochemical properties using API 20
E tests. Of the 26 isolated strains, only 9 belonging to the genus Bacillus showed all the

enzymatic activities tested.

Keywords: Bacillus genus, enzymatic activity, organic materials, identification, MALDI-TOF

MS, PCR

SZCZEPY BACILLUS 1ZOLOWANE ZE SRODOWISK NATURALNYCH
— IDENTYFIKACJA GATUNKOWA I AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA

Streszczenie
Nacisk na promowanie rozwigzan ekologicznych w rolnictwie, przyczynia si¢ do
poszukiwania przez naukowcow gatunkow bakterii, ktore wykazywalyby korzystne cechy

wzgledem poprawy wzrostu i jakosci roslin, jakosci gleby czy tez niwelowania szkodliwych
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zwigzkow zapachowych. Jednym z takich rodzajow jest rodzaj Bacillus. Bakterie te
charakteryzuja si¢ ciekawymi wiasciwosciami fizjologicznymi i biochemicznymi, w tym
sekrecji réznego rodzaju enzymow rozktadajacych szkodliwe zwigzki chemiczne. W ramach
badan wyizolowano mikroorganizmy z roéznych s$rodowisk typu: gleba, kompost oraz
gnojowica. Uzyskane czyste kultury bakterii zostaly zidentyfikowane genetycznie dwoma
metodami: MALDI-TOF MS i molekularng PCR. Zbadano ich wlasciwosci enzymatyczne
(proteolityczne, celulolityczne, lipolityczne, chitynolityczne, amylolityczne) metodami
ptytkowymi oraz biochemiczne za pomocg testow API 20 E. Sposrdéd 26 wyizolowanych
szczepow, tylko 9 przynaleznych do rodzaju Bacillus, wykazalo wszystkie badane aktywnos$ci

enzymatyczne.

Stlowa Kkluczowe: Bacillus sp., aktywno$¢ enzymatyczna, substancje organiczne,

identyfikacja, MALDI-TOF MS, PCR

INTRODUCTION

The genus Bacillus consists of gram-positive or gram-variable bacteria widely distributed
in nature, belonging to the phylum Firmicutes. They are found in soil, fresh and salt water,
and in the digestive tract of animals. Their cells have a cylindrical shape and are usually
equipped with cilia located peritrichally or polarly. There are known species that are unable to
move. Bacteria belonging to this genus are aerobes or relative anaerobes, catalase-positive.
A characteristic feature is the large genetic diversity of these bacteria resulting in high
variability in terms of physiology and metabolism. Thanks to this, we distinguish
psychrophilic and thermophilic, acidophilic and alkaliphilic strains, as well as salinity-
resistant and halophilic strains [Pietraszek and Walczak 2014].

Bacteria from the genus Bacillus are characterized by the production of endospores.
These are structures resistant to harmful environmental factors (unfavorable pH, UV
radiation, lack of water and nutrients) and disinfectants. Thanks to these properties, they can
survive in unfavorable environmental conditions for a long period of time [Abriouel et al.
2011]. The second characteristic feature of the Bacillus genus is rapid growth and an efficient
secretion system of biologically active compounds. These include enzymes, antibiotics,
bacteriocins, vitamins and biosurfactants. They are very important in industry and biocontrol.
The largest group of proteins produced by the Bacillus genus are enzymes. They are
characterized by thermal stability, resistance to alkaline conditions, and a wide pH range
[Abriouel et al. 2011, Danilova and Sharipova 2020]. Among the enzymes produced, we can
distinguish: amylases, cellulases, proteases, lipases and chitinases. On the global market we
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can observe the presence of preparations containing metabolites produced by these bacteria.
They are used in the food, pharmaceutical, chemical, textile and agricultural industries [Diaz-
Cornejo et al. 2023].

Due to the previously mentioned properties, bacteria of the Bacillus genus are classified
as Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB). This is a group of microorganisms that, through
secreted enzymes and other compounds, can directly or indirectly promote plant growth,
support plant resistance to infections and induce a response to stress [Stoica et al. 2019]. This
is an extremely desirable feature of microorganisms, due to the increasing interest in the
production and use of biological fertilizers and plant protection products based on the
beneficial properties of microorganisms. Through the metabolites it produces, the Bacillus
genus is able to limit the growth of phytopathogens [Puan et al. 2023]. Very often, due to the
secretion of various types of enzymes, these bacteria are used to produce preparations that
reduce unpleasant and harmful odor compounds, i.e.: ammonia, hydrogen sulfide [Ma et al.
2021, Nowocien and Sokotowska 2022].

Two methods are commonly used for the genetic identification of microorganisms:
polymerase chain reaction (PCR) and MALDI-TOF mass spectrometry. The PCR reaction is
a technique that allows to duplicate any DNA fragment with a length ranging to several
thousand pairs of nucleotides. It involves carrying out many cyclic DNA synthesis reactions
in a thermocycler. The PCR reaction consists of 3 steps. The first step is the denaturation of
DNA into two single chains at high temperature (95°C). Then the hybridization process takes
place, i.e. the process of attaching a specific pair of primers to the matrix. The temperature for
this stage is lower and depends on the type of starters (45-65°C). The third stage is elongation.
Increasing the temperature to 72°C causes the attachment of DNA polymerase to the site of
association of the primers with the matrix. The new-created complex begins the synthesis of
a strand complementary to the matrix. The cycle is repeated most often 35 times [Weglenski
1995, Zhu et al. 2020]. The MALDI-TOF method is based on the analysis of ribosomal
proteins that are unique for a family, genus and species, and even strain of a microorganism.
This method involves placing a small amount of the tested material and a matrix solution
containing o-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid in an organic solvent on the analysis plate. The
prepared and dried sample is placed in the analyzer chamber, where the laser causes
desorption (release) and ionization of matrix molecules and bacterial proteins. The
measurement result of these molecules is recorded in the form of a mass spectrum
representing the ions detected by the detector. The resulting spectrum is unique and

unchanging for each species of the tested microorganism. It is automatically analyzed and
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compared with a database containing characteristic spectra of specific microbial species
[Cieslik and Wroblewska 2018].

The aim of this study was isolation and identification of bacteria of the genus Bacillus
from various natural environments using MALDI-TOF MS and 16S rRNA sequencing
methods, as well as characterization of their enzymatic activities, that could be used

commercially.

MATERIALS AND METHODS
The research material for the isolation of bacteria of the Bacillus genus included: cattle

manure, pig manure, soil and home compost.

Isolation of pure bacterial cultures from organic materials

Samples of slurries, soil and compost suspended in dilution liquid were subjected to
a thermal shock process at 80°C for 10 minutes, and then a series of dilutions were made and
spread on the PCA medium. The petri dishes were incubated at 30°C for 48 h. Randomly
selected colonies were passaged using the reduction inoculation method on TSA medium and
incubated at 30°C for 24-48 hours. Isolated pure cultures of bacteria were identified using 16S
rRNA gene sequencing and MALDI-TOF mass spectrometry, and their enzymatic activity was
determined using plate methods and API 20 E tests (bioMerieux). Pure isolates were stored at
-20°C using the Protect Microorganism Preservation System - Protect Multipurpose kit

TS/80-MX (Technical Service Consultants Ldt.).

Identification by MALDI-TOF mass spectrometry

All isolated strains were identified using a MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight) mass spectrometer IDP" Confidence (SHIMADZU,
Japan) according to the manufacturer's protocol. Directly before the analysis, the spectrometer
was calibrated using an Escherichia coli DH5a bacterial preparation. A single colony was
taken from a 24-hour culture and transferred to a plate. Then 0.5 ul of 25% formic acid (from
POCH) was added and left to dry. Then 1 pl of matrix containing a-CHCA (o-cyano-4-
hydroxycinnamic acid) was added to the plate and left to dry. The obtained mass spectra were
analyzed using the SARAMIS™ PREMIUM software package. The samples mass spectrum
were compered with database, and the sum of peak weights were computed after matching
mass signals, transformed into a confidence value and pointed as follows: dark green with
99.9% confidence values or 1,000 to 1,400 points, light green with 90% to 99% confidence
values or 900 to 999 points, yellow with 80% to 89.9% confidence values or 800 to 899
points, and white with 75% to 79.9% confidence values or 750 to 799 points.
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Identification by 16S rRNA sequencing

Some of the isolated bacterial strains were identified by analyzing the 16S rRNA gene
sequence. For this purpose, the ready-made DNeasy® PowerFood® Microbial Kit (100) (by
QIAGEN) was used in accordance with the manufacturer's protocol. The process included the
isolation of genomic DNA, PCR (polymerase chain reaction) with specific primers 16SF
(5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and 16SR (5'- ACGGCTACCTTGTTACGACT3"),
sequencing and analysis of the obtained results. The polymerase chain reaction (PCR) was
performed in a SimpliAmpTM Thermal Cycler model A24812 (ThermoFisher Scientific,
Walthman, MA, USA) under the following conditions: initial denaturation at 94°C for 2
minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 seconds, annealing at 51°C for
35 seconds, extension at 72°C for 1 minute and 40 seconds, and final extension at 72°C for 2
minutes. Then, the electrophoresis process was performed in a 1.5% agarose gel in 1xTAE
buffer (Tris-Actate-EDTA buffer) and in the presence of the SimplySafe dye (EURx
company), which allows visualization of the DNA fragment in the gel under the influence of
UV radiation. This process was performed at 120V for 45 min, and the results were
documented using GeneSnap version 6.08 (SynGene). The PCR reaction products were
sequenced using Genetic Analyzer model 3730 Applied BiosystemsTM (Genomed, Warsaw,
Poland), and the obtained sequences were assembled using Serial Cloner and compared with

the NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) program database.

Phylogenetic analysis

A phylogenetic analysis was performed using the CLUSTAL W algorithm based on the
16S rRNA sequences of 11 strains, as a reference the sequences from the NCBI database were
used. The evolutionary distances were computed using the Maximum Composite Likelihood
method [Tamura et al. 2004] and are in the units of the number of base substitutions per site.
There were a total of 1556 positions in the final dataset for the 16S DNA gene. Evolutionary
analyses were conducted in MEGA11 [Tamura et al. 2021].

Analysis of the enzymatic activity

Pure bacterial cultures were reductively inoculated onto TSA medium and incubated for
24 hours at 30°C. After this time, the presence of aminopeptidase was determined using the
Bactident® Aminopeptidase L-alanine aminopeptidase detection test (Merck Millipore), the
presence of cytochrome oxidase using the Bactident® Oxidase test (Merck Millipore), the
presence of catalase using the hydrogen peroxide test, and the enzymatic activity using plate

methods on differentiation media. From a 24-hour culture, one colony was transferred
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pointwise to:

Starch Agar (STA) for the determination of amylolytic activity. To prepare 1 L of medium,
10g of soluble starch, 3 g of meat extract and 12 g of agar are added. The results were read
after pouring Lugol's solution into the culture medium. There was no characteristic dark
blue color of the substrate around the starch-degrading colonies;

medium with skimmed milk powder according to the formula of the ready-made Milk
Plate Count Agar medium by Liofilchem for determining proteolytic activity. The
appearance of a clear zone around the colony was treated as a positive result;

medium with colloidal chitin, described in the article by Bedine Boat et al. [2019] for the
determination of chitinolytic activity. This medium was modified by changing the final pH
to 5.2. Purple zones were observed around colonies showing this activity due to pH
changes;

medium with carboxymethylcellulose and trypan blue, prepared according to the recipe
included in the article by Kim et al. [2011] for the determination of cellulolytic activity. In
colonies of strains capable of decomposing carboxymethylcellulose, there was a zone of
lightening of the medium from dark blue to light blue;

medium with the addition of Tween 80 described in the book "Food Microbiology" [1983]
for determining lipolytic activity. To prepare 1 L of the medium, prepare two separate
solutions: 900 ml of solution 1, containing 10 g of peptone K, 5 g of sodium chloride, 0.1 g
of calcium chloride, 20 g of agar, and 100 ml of solution 2, which is a 10% Tween 80
solution. Sterilize the solutions separately at 121°C for 20 minutes and mix together before
pouring onto plates. A zone of visible bubbles was observed around the colonies that

showed this activity, resulting from the decomposition of the Tween 80 reagent.

Analysis of biochemical activity using API 20 E tests

The biochemical characteristics of selected bacterial isolates were determined using API

20 E tests from BioM¢érieux SA. The assay was performed according to the manufacturer's

protocol. The inoculum was biomass collected from a 24-hour culture on TSA medium and

suspended in physiological saline. The tests were incubated at 30°C for 3 days.

RESULTS AND DISCUSSION

Bacteria of the Bacillus genus are commonly referred to in the literature as positive

microorganisms having many favorable biochemical and morphological features (Pietraszek

and Walczak 2014). In the above studies, a total of 26 strains of bacteria identified as the
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Bacillus genus, with favorable biochemical and enzymatic properties, were isolated from the
tested environmental samples. All 26 isolates were gram-positive, catalase-positive and
oxidase-positive, and were subjected to enzymatic activity assays.

All obtained isolates were identified based on MALDI-TOF MS analysis. As a result, five
strains were identified as the species Bacillus subtilis, ten strains were identified as Bacillus
pumilus, four isolates belonged to the species Bacillus licheniformis, three strains belonged to
the species Bacillus mycoides, one strain was identified as Bacillus amyloliquefaciens. Two
strains have not been clearly identified. Identification by PCR was performed on eleven
selected strains that showed the widest range of enzymatic activity (Tab.1). Three of them
were identified as Bacillus subtilis, one as Bacillus sp. and one as Bacillus licheniformis. The
results for the rest of the isolates were inconclusive. Eleven of identified strains were assigned
GenBank accession number and were included in Prof. Wactaw Dabrowski Institute of
Agricultural and Food Biotechnology — State Research Institute’s Collection of Industrial

Microorganisms (pol. KKP).

Table 1. Results of identification by MALDI-TOF MS and 16S rRNA sequencing for
isolated strains
Wyniki  identyfikacji wyizolowanych szczepow metodami MALDI-TOF MS
i sekwencjonowania genu 16S rRNA

KKP GenBank accession Identification by MALDI-TOF MS Identification by 16S rRNA
number number sequencing

3893 PP069394 Bacillus pumilus Bacillus altitudinis/pumilus

3894 PP069801 Bacillus subtilis Bacillus subtilis

3895 PP069790 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

3897 PP069821 Bacillus sp. Bacillus subtilis

3898 PP069393 Bacillus pumilus Bacillus altitudinis/pumilus

3899 PP069822 Bacillus subtilis Bacillus subtilis

3900 PP069454 Bacillus pumilus Bacillus sp.

3901 PP069832 Bacillus subtilis Bacillus amyloliquefaciens/subtilis

3902 PP069453 Bacillus pumilus Bacillus altitudinis/aerius/pumilus

3903 PP069947 Bacillus subtilis Bacillus stercoris/subtilis

3904 PP069791 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

4078 - Bacillus pumilus -

4079 - Bacillus pumilus -

4080 - Bacillus pumilus -

4081 - Bacillus pumilus -

4082 - Bacillus pumilus -

4083 - Bacillus mycoides -

(weihenstephanensis)
4084 - Bacillus amyloliquefaciens -
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4085 - Bacillus mycoides -
(weihenstephanensis)

4086 - Bacillus mycoides -
(weihenstephanensis)

4087 - Bacillus licheniformis -

4088 - Bacillus licheniformis -

4089 - Bacillus pumilus -

For 4 out of 11 isolates, the identification results were the same for both methods used.
These were the following strains: B. subtilis KKP 3894, B. licheniformis KKP 3895,
B. subtilis KKP 3899, B. licheniformis KKP 3904. The results of both identifications
overlapped for the remaining 6 strains, however, as a result of identification using 16S rRNA
gene sequencing, at least two species showing the same percentage of similarity (100%) were
assigned to one strain. This situation may be the result of high homology of the 16S rRNA
gene sequence between Bacillus species. According to Mohar Lorbeg et al. [2021] and Cevik
and Ogutcu [2020], the MALDI-TOF MS method allows for quick identification of bacteria
of the Bacillus genus and is a reliable alternative to the molecular method. However, this
method may contain errors due to the lack of reference mass spectra in the device's database.
The proper characterization of the microorganism depends on the resources of the device's
databases. Identification by 16S rRNA gene sequencing is a technique with greater
differentiation potential compared to the MALDI-TOF MS method. However, the high degree
of phenotypic and genotypic diversity among bacteria of the Bacillus genus may cause some

difficulties in molecular identification.

12
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Figure 1.

Bacillus altitudinis DSM 21631
2-Bacillus altitudinis
8-Bacillus altitudinis
13-Bacillus altitudinis/aerius/pumilus
10-Bacillus sp.
Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350
12-Bacillus amyloliquefaciens/subtilis
7-Bacillus subtilis
9-Bacillus subtilis

16-Bacillus stercoris/subtilis

| 4-Bacillus subtilis
Bacillus subtilis ATCC 11774
5-Bacillus licheniformis

I— Bacillus licheniformis DSM 13

I— 18-Bacillus licheniformis

—
010

The phylogenetic tree build based on sequence analysis of the 16S rRNA gene and
represents the evolutionary relationships of tested taxa. The evolutionary history
was inferred using the Neighbor-Joining method [Saitou and Nei 1987]. The
optimal tree is shown. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the same
units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree.
Budowa drzewa filogenetycznego opiera si¢ na analizie sekwencji genu 16S rRNA
i przedstawia pokrewienstwa ewolucyjne badanych taksonow. Historie ewolucji
wywnioskowano stosujgc metode {gczenia sgsiadow [Saitou i Nei 1987].
Pokazano optymalne drzewo. Drzewo jest narysowane w skali, z dlugosciami
gatezi w tych samych jednostkach, co odleglosci ewolucyjne uzZywane do
okreslenia drzewa filogenetycznego.

All tested strains showed a small genetic distance based on the topology of the obtained

phylogenetic tree (Fig. 1). The analyzed Bacillus strains formed a homogeneous clade,

together with the sequences of the reference strains, and only the three B. licheniformis strains

(two studied and one reference) were assigned to separate clade. This may suggest

a high similarity of 16S rRNA sequences of the studied strains.
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Table 2. Enzymatic activity of isolated Bacillus strains
Aktywnos¢ enzymatyczna wyizolowanych szczepow Bacillus

st o888 £
Tested strain  Origin of the strain =" = S = S TS F T =

AR R ERER RN

= A S < S
KKP 4078 Cattle slurry 4 “F ++ - nt
KKP 3893 Cattle slurry + ++ ++ - nt
KKP 3894 Pig slurry - AHEEE AEEE =k nt
KKP 3895 Pig slurry - - ++ + nt
KKP 3897 Cattle slurry 4 A AHER - <
KKP 3898 Cattle slurry + ++ ++ - nt
KKP 3899 Cattle slurry A i dHEE dHEE <
KKP 3900 Cattle slurry + ++ ++ - +
KKP 4079 Cattle slurry 4 “F ++ - nt
KKP 3901 Cattle slurry ++ ++ ++ + -
KKP 3902 Cattle slurry A A 4 < <
KKP 3903 Pig slurry + ++ -+ ++ +
KKP 3904 Cattle slurry - - * +* nt
KKP 4080 Soil + + + - +
KKP 4081 Soil A A ++ - nt
KKP 4082 Soil - + + - nt
KKP 4083 Soil - - : 4 nt
KKP 3905 Soil + + ++ +++ +
KKP 4084 Compost - 4= = AHEE nt
KKP 4085 Soil - + - + nt
KKP 4086 Soil A A ++ 4 nt
KKP 4087 Cattle slurry + + + + -
KKP 4088 Cattle slurry - - s + -
KKP 4089 Cattle slurry + + + - +

+++ high degree of activity; ++ medium level of activity; + low level of activity; - lack of activity; nt — not tested

Sixteen of twenty-six isolated strains showed lipolytic activity. Nine of these strains
belonged to the species B. pumilus, five to the species B. subtilis, one to B. licheniformis and
one to B. mycoides. Most of the isolated strains degraded proteins and
carboxymethylcellulose. Strains KKP 3894, KKP 3897, KKP 3899 and KKP 3903 exhibited
a high degree of cellulolytic activity. These were mainly strains identified as the species
B. subtilis. Among the tested isolates, the highest degree of proteolytic activity was observed

in strains KKP 3894 and KKP 4086. The results of the determination of amylolytic activity on
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STA medium were read after pouring iodine solution into the petri dish. Around seventeen
colonies of isolates that decomposed starch, clear zones were observed on the medium
colored dark blue. Strains KKP 3899, KKP 3905 and KKP 4084 were characterized by a high
degree of amylolytic activity. Chitinolytic activity was only determined in eleven strains.
Eight of them degraded the colloidal chitin present in the medium. These were isolates
belonging to the species B. subtilis and B. pumilus, but showing a low level of tested activity.

Among the 26 tested strains, only 5 showed all the tested enzymatic activities, i.e.
proteolytic, cellulolytic, amylolytic, lipolytic and chitinolytic. Four of them (KKP 3897, KKP
3899, KKP 3903, KKP 3905) belonged to the species Bacillus subtilis, and one (KKP 3902) to
Bacillus pumilus.

Thirteen selected strains belonging to the species B. subtilis, B. pumilus and
B. licheniformis were assayed using API 20 E (BioM¢rieux) (Tab. 3). All tested strains
liquefied gelatin and gave a positive reaction for -galactosidase (except strain KKP 3901).
Most strains decomposed arginine and used citrate. Among the tested strains, the most
frequently fermented sugars were: mannitol, sucrose, and amygdalin. Only strains KKP 3895
and KKP 3904, which were identified as Bacillus licheniformis, were able to ferment
arabinose. Mainly strains of the Bacillus subtilis species decomposed urea. Each of the tested
strains did not produce hydrogen sulfide (H2S) and did not ferment rhamnose and melibiose.
The main species that were isolated from the environmental samples examined were: Bacillus
subtilis (5 strains), Bacillus pumilus (10 strains) and Bacillus licheniformis (4 strains). These
are the species that most often inhabit the soil and occur in other natural environments, such
as compost or organic fertilizers. Bacteria of the Bacillus genus are known for their ability to
secrete many different enzymes or other proteins that perform important functions in the
ecosystem [Slepecky and Hemphill, 2006]. According to the literature, the exopolysaccharides
they produce, including enzymes, can be widely used in industry. Much attention is also
focused on finding microorganisms with characteristics that would allow them to be used in
the degradation of municipal solid waste, which is a serious problem all over the world
[Farias et al. 2021]. Additionally, the advantage of using the Bacillus genus is that these are
bacteria with fast growth and low nutritional requirements, which can inhabit many different

environments [Slepecky and Hemphill 2006].
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Table 3. API 20 E test results for isolated strains
Wyniki testu API 20E dla wyizolowanych szczepow
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KKP 4078 A - - - aF - 4 I I - - - 4 - 4 -

KKP 3893 + + - - + - - - - - -
KKP 3894 + 0+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ - = -+ -+ -
KKP 3895 + + + + o+ - - + + + - - - - - - +
KKP 3897 A - - - - - - 4 - I - - - 4 - 4 -
KKP 3898 + + - - + - - + - + - - - - - - -
KKP 3899 + 0+ o+ o+ o+ -+ o+ -+ o+ - -+ -+ -
KKP 3900 + + + + o+ - - + - - - - - - - + -
KKP 4079 4 + S S S S S + S + S S S + S + S
KKP 3901 - - - - - - - + - + - + - + - + -
KKP 3902 A - - - = - = + = = = = = = = = =
KKP 3903 + + - -+ - + + - + - + - + - + -
KKP 3904 + 0+ -+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ - = = = -+

+ positive reaction; - negative reaction

Research on cellulolytic activity among bacteria of the Bacillus genus was carried out by,
among others, Sivakumar et al. [2016] and Kim et al. [2011]. As in the above studies, bacteria
belonging to the species B. subtilis and B. licheniformis showed cellulolytic activity in these
two authors' studies. They were also isolated from natural environments, such as compost, soil
or slurry. The authors emphasize how important the role of finding bacteria that decompose
cellulose and hemicellulose is for the stabilization and sustainable development of society.
The ability of bacteria to produce chitinases is of great importance for the production of
biological preparations combating plant pathogens. They can inhibit not only the growth of
pathogenic fungi, but also bacteria [Danilova and Sharipova 2020]. In the present study, the
main species tested for chitinolytic activity were B. subtilis and B. pumilus. Research on the

chitinolytic properties of Bacillus sp. bacteria was conducted by Swiontek Brzezinska et al.
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[2020]. The results of their research indicate that bacteria of the Bacillus genus have the
ability to produce not only chitinases, but also other substances that inhibit the growth of
pathogenic microorganisms.

Lipolytic and proteolytic activity among Bacillus species has been well described by Lee
et al. [2015]. In these studies, the main isolated species capable of degrading both fats and
proteins were B. subtilis, B. licheniformis, and B. amyloliquefaciens. Compared to the results
presented above for 4 isolated B. licheniformis strains, only one showed both proteolytic and
lipolytic activity. However, one obtained strain of B. amyloliquefaciens had the ability only to
degrade proteins. Different results may be due to the high genetic variability occurring within
representatives of the same species and a different type of environment from which the
species were isolated. Bacteria of the Bacillus genus are widely known for their ability to
decompose starch. Although these are not the only amylolytic microorganisms, mainly
Bacillus sp. strains are used to produce commercial preparations. Pietraszek and Walczak
[2014] and Farias et al. [2021] described in their results that amylases produced mainly by
B. subtilis and B. licheniformis strains were characterized by maintaining biological activity in

a wide pH range and at high temperatures.

CONCLUSIONS

Bacteria of the genus Bacillus isolated from natural environments, such as compost,
slurry or soil, are characterized by a wide range of enzymatic activities that may be of great
importance in industry and agriculture. The species that draw the most attention are
B. subtilis, B. pumilus and B. licheniformis. In the present research, five isolates identified as
the Bacillus genus were obtained, which exhibit all the tested enzymatic activities, i.e.
proteolytic, cellulolytic, lipolytic, amylolytic and chitinolytic. Further research on the
properties of bacteria belonging to the Bacillus genus would make it possible to obtain
bacterial strains that could be used commercially to produce preparations promoting growth
of plants or enabling the reduction of odor compounds escaping from natural organic

fertilizers.
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Streszczenie
Celem badan byto okreslenie wptywu preparatu mannoprotein wyizolowanych ze $ciany

komorkowej szczepu drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae na tworzenie biofilmu
przez wybrane bakterie mogace wystepowa¢ w lancuchu produkcji zywnosci. Tworzenie
biofilmu badano z wykorzystaniem mannoprotein w dawkach 2-10% w podiozu Lurii-
Bertaniego w odniesieniu do bakterii patogennych i saprofitycznych z rodzajow Escherichia,
Proteus, Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella oraz Enterococcus. Do przeprowadzenia
oznaczen wykorzystano mikrohodowle bakterii w ptytkach mikrotitracyjnych, z ktorych po
procesie 48 godzinnego namnazania komorek, usuwano komoérki wolne, a powstate na dnie
ptytek biofilmy wybarwiano fioletem krystalicznym, po czym dokonywano pomiaru gestosci
optycznej prob. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze mannoproteiny
wptywaly ograniczajaco lub stymulujaco na tworzenie biofilméw przez badane bakterie,
a efekt ten byt zalezny od dawki preparatu i1 szczepu bakterii. Szczep bakterii Staphylococcus
aureus ATCC 29213 byt najbardziej wrazliwy na obecno$¢ badanego preparatu mannoprotein,
poniewaz okazat si¢ jedyna bakterig sposrod badanych, dla ktérej przy wszystkich stezeniach
mannoprotein stwierdzano ograniczenie tworzenia biofilmu. Najwi¢gkszy procent ograniczenia
widoczny byt przy 4% preparatu, natomiast najmniejszy dla 10% koncentracji mannoprotein.
Uzyskane wyniki sktaniaja do podjecia dalszych badan nad wlasciwosciami

przeciwdrobnoustrojowymi mannoprotein drozdzy.
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Stowa kluczowe: mannoproteiny drozdzowe, ograniczanie tworzenia biofilmu, bakterie

Gram-dodatnie, bakterie Gram-ujemne

THE INFLUENCE OF THE MANNOPROTEIN PREPARATION ISOLATED
FROM SACCHAROMYCES CEREVISIAE YEAST ON THE FORMATION OF
BIOFILM BY SELECTED PATHOGENIC AND SAPROPHYTIC BACTERIA

Summary

The aim of the study was to determine the effect of mannoproteins isolated from the cell
wall of the Saccharomyces cerevisiae strain of baker's yeast on the formation of biofilm by
selected bacteria that may occur in the food production chain. Biofilm formation was tested
using mannoproteins at doses of 2-10% in Luria-Bertani medium in relation to pathogenic and
saprophytic bacteria of the genera Escherichia, Proteus, Staphylococcus, Pseudomonas,
Salmonella and Enterococcus.

The determinations were carried out using microcultures of bacteria in microtiter plates,
from which, after 48 hours of cell multiplication, free cells were removed, and the biofilms
formed at the bottom of the plates were stained with crystal violet, and then the optical density
of the samples was measured. Based on the results obtained, it was concluded that
mannoproteins showed a limiting or stimulating effect on the formation of biofilms by the
tested bacteria, and this effect depended on the dose of the preparation and the bacterial strain.
The bacterial strain Staphylococcus aureus ATCC 29213 was the most sensitive to the
presence of the tested mannoprotein preparation, because it turned out to be the only
bacterium among those tested for which a reduction in biofilm formation was found at all
concentrations of mannoproteins. The highest percentage of reduction was visible at 4% of
the preparation, while the lowest at 10% concentration of mannoproteins. The obtained results

encourage further research on the antimicrobial properties of yeast mannoproteins.

Keywords: yeast mannoproteins, limiting biofilm formation, Gram-positive bacteria, Gram-

negative bacteria

WSTEP

Sciana komérkowa drozdzy stanowi od 15 do 30% suchej masy komorki w zaleznosci od
srodowiska wzrostu i1 gatunku drozdzy [Orlean, 2012]. Zewnetrzng warstwe tego organellum
tworzag mannoproteiny, ktoérych rodzaj, ilo$¢ i1 charakterystyka chemiczna zmienia si¢

w zalezno$ci od warunkow wzrostu oraz w czasie hodowli [Klis 1 wsp., 2002]. Struktura

21



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 1-2

chemiczna zewngtrznej warstwy mannoprotein moze by¢ stosowana jako kryterium
taksonomiczne drozdzy [Bastos i wsp., 2022]. Zwigzki te petnig rézne funkcje w komorkach
drozdzy, przyktadowo uczestnicza w procesie budowy $ciany komorkowej, petnigc role
odpowiednich hydrolaz i transglikozydaz, odpowiadaja za procesy aglutynacji i flokulacji
komorek, stabilno$¢ osmotyczng komorek drozdzy, a jeszcze inne odpowiadaja za potaczenia
krzyzowe migdzy sktadnikami budulcowymi §ciany komérkowej drozdzy [Orlean, 2012, Klis
i wsp., 2002, Bastos i wsp., 2022].

Mannoproteiny $ciany drozdzy z rodzaju Saccharomyces sa polipeptydami wysoce
glikozylowanymi, zawierajac wagowo od 50 do 95% weglowodanéw. Mozna je podzieli¢ na
N-potaczone mannoproteiny, sktadajace si¢ z 10% biatka 1 90% reszty weglowodanowe,
zbudowanej z 50 - 200 jednostek mannozy potaczonych wigzaniami (al — 6)-, (al — 2)-
i (al — 3)-glikozydowymi [Lesage i Bussey, 2006]. Mannoproteiny O-przytaczone maja
wyzsza zawarto$¢ ugrupowania biatkowego (50%) potaczonego z czescia cukrowa za
posrednictwem hydroksylowych tafncuchow bocznych reszt seryny lub treoniny.
O-Mannoproteiny charakteryzuja si¢ krétkimi tancuchami mannozy (do pigciu jednostek,
z dwoma pierwszymi resztami polaczonymi poprzez wigzania (a1l — 2)- i kolejnymi poprzez
wigzania (a1l — 3)-glikozydowe). W strukturze mannoprotein §ciany komorkowej drozdzy
wystepuja fosforylowane reszty mannozy, co nadaje mannoproteinom $ciany komodrkowej
tadunek ujemny netto, istotny dla zatrzymywania wody oraz flokulacji i ochrony drozdzy
[Bastos i wsp., 2022].

Mannoproteiny izolowane z drozdzy znajduja zastosowanie w  przemysle
farmaceutycznym, spozywczym oraz paszowym. Wykazuja szereg wlasciwosci
bioaktywnych, w tym wspomagaja prawidlowe funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego
organizmu ludzkiego oraz zwierz¢cego, m.in. poprzez wspomaganie aktywnosci makrofagdéw
czy cytokin, stymulacj¢ wzrostu bakterii mlekowych, w tym szczepdw probiotycznych
i jednoczesng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, wiaczajac zdolno$¢ ograniczania
tworzenia biofilmow przez bakterie zdolne do tego procesu [Fernandez i wsp., 2002, Pietrella
1 wsp., 2006, Ha i wsp., 2006, Tiago i wsp., 2012, Santovito i wsp., 2019, Saidi i wsp., 2019,
Bzducha-Wrdbel i wsp. 2022].

Biofilmem nazywany jest zbidor komoérek mikroorganizmow otoczonych macierza
zewnatrzkomérkowych substancji polimerowych (z ang. EPS — extracellular polymeric
substances), gtownie z polisacharydow. Dzigki tej macierzy biofilm jest silnie przytwierdzony
do réznych rodzajow powierzchni, np. zywych tkanek organizmoéw, badz powierzchni

nieozywionych (np., rurociaggéw przemystowych, powierzchni produkcyjnych, urzadzen
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medycznych, i innych) [Donlan, 2002]. Podstawowym zjawiskiem, ktéry odpowiada za
proces tworzenia tej struktury jest adhezja. Biofilm bakteryjny wykazuje odporno$¢ na szereg
czynnikdw zewngtrznych, w tym na antybiotyki oraz naturalne mechanizmy obronne
gospodarza. Oporno$¢ ta jest uzalezniona od wielu czynnikéw, m.in. budowy zewnetrznych
struktur komoérek bakteryjnych czy jednorodno$ci omawianej struktury [Singh 1 wsp., 2017].
Dojrzate biofilmy charakteryzuja si¢ zlozona, trojwymiarowa struktura stanowiaca
mikrosrodowiska, réznigce si¢ miedzy soba pod wzgledem osmolarnos$ci czy gestosci
komorek. Dzigki takiej niejednorodnosci w obrebie jednego biofilmu tworza sie rdzne
fenotypy komorkowe bakterii, ktére dodatkowo wzmacniaja oporno$¢ tej struktury na
dziatanie, m.in. lekéw lub $rodkoéw dezynfekcyjnych [Fux i wsp., 2005]. Poszukiwanie
rozwigzan ograniczania tworzenia biofilmoéw bakteryjnych jest stale aktualnym problemem
naukowym. Wynika to z faktu, ze zdolno$¢ tworzenia biofilmow przez rézne bakterie Gram-
dodatnie 1 Gram-ujemne stanowi jeden z bardzo waznych czynnikow wirulencji bakterii.
Ponadto w przemysle spozywczym biofilmy stanowig zrodto zanieczyszczen krzyzowych,
dlatego poszukiwane sa skuteczne metody ograniczania tworzenia tych struktur przez
komorki mikroorganizmow na réznych powierzchniach. Jednym z proponowanych kierunkéw
ograniczania tworzenia biofilméw jest wykorzystanie naturalnych zwigzkow powierzchniowo
czynnych lub o aktywnos$ci enzymatycznej. Wérdd tych pierwszych mozna wyrdznié
mannoproteiny pozyskiwane z komoérek drozdzy. Badania przeprowadzone na zwierz¢tach
przez Kogan i Kochler [2007] wykazaly, ze preparaty izolowane ze $ciany komorkowe;j
drozdzy wspieraja odporno$¢ organizmu poprzez ograniczanie adhezji patogenow do
nabtonka §luzowego na drodze blokowania oddziatywania fimbrii bakteryjnych z komdrkami
nabtonka.

Celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy bylo okreslenie, czy
mannoproteiny wyizolowane z biomasy drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae
wplywaja na proces tworzenia biofilmu przez wybrane szczepy bakterii patogennych
1 saprofitycznych z rodzajow Escherichia, Proteus, Staphylococcus, Pseudomonas,

Salmonella, oraz Enterococcus.

MATERIALY I METODYKA BADAN

Namnozenie biomasy drozdzy w biofermentorze
Materiatem biologicznym wykorzystanym w badaniach byt szczep drozdzy piekarskich
Saccharomyces cerevisiae 102. Drozdze otrzymano z Muzeum Czystych Kultur Katedry
Mikrobiologii i Biotechnologii Zywnoéci Instytutu Nauk o Zywnosci Szkoly Gtoéwnej
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Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Hodowlg prowadzono w biofermentorze BioFlo 120
(Eppendorf, Szwecja) w podtozu sktadajacym sie 2% peptonu drozdzowego; 2% glukozy; 1%
ekstraktu drozdzowego (YPG, BTL Sp. z 0.0.) z dodatkiem jonéw magnezu Mg>* 1,25 g/L
(MgS04 x 7 H20). Koncowa objetos¢ hodowli wynosita 3 L, przy inokulum stanowigcym
10% (48 godzinna hodowla drozdzy w podtozu YPG). Podloze sterylizowano w 121°C przez
45 min (sterylizator parowy HG80 HICLAVE). Hodowle w bioreaktorze prowadzono przez
48h w temp. 28°C przy predkosci mieszania 200 rpm i natlenieniu 2,0 v/v. Cykl hodowli
drozdzy wykonywano w dwoch powtorzeniach. Namnozong biomase komodrkowa
skolekcjonowano odwirowujac hodowle w jatowych falkonach (3500 rpm/ 10°C/ 10 min,
Centrifuge 5804R, Eppendorf, Szwecja). Biomas¢ wykorzystano bezposrednio do izolacji

mannoprotein.
Izolacja mannoprotein

Izolacja mannoprotein ze S$ciany komodrkowej drozdzy S. cerevisiae 102 zostata
przeprowadzona zgodnie z metodyka opisang przez Walencka i wsp. [2007]. Przygotowano
20% zawiesing komorek drozdzy w buforze sktadajagcym si¢ z 0,1 M cytrynianu potasu
10,02 M pirosiarczynu potasu (Avantor Performance Materials, Polska). Koncowe pH buforu
ustalono na poziomie 7,0. Przygotowang w ten sposob zawiesing biomasy drozdzy
autoklawowano w temperaturze 121°C przez 2 godziny (sterylizator parowy HGS80
HICLAVE). Po autoklawowaniu préby ostudzono i wirowano przez 10 minut przy predkosci
5000 rpm (wirowka Centrifuge 5804R, Eppendorf, Szwecja). Nastgpnie do uzyskanego
supernatantu dodawano 3 objetosci zimnego 96% etanolu (Avantor Performance Materials,
Polska) zawierajacego 1% dodatek kwasu octowego (Avantor Performance Materials,
Polska). Tak przygotowane probki inkubowano w temperaturze 4°C przez 16 godzin.
Precypitat kolekcjonowano na drodze wirowania (10000 rpm/5 minut), a nast¢pnie
poddawano dializie i suszeniu liofilizacyjnemu (Liofilizator Christ LCG Gamma 1-16 LSC,
Wielka Brytania). Uzyskany preparat poddawano charakterystyce skladu chemicznego
uwzgledniajac zawartos¢ biatka, cukréw ogédtem i1 f-(1,3/1,6)-glukanu. Zawartos¢ biatka
oznaczono metodg Kjedahla po mineralizacji prob w aparacie Buchi Labortechnik AG model
K-449 w obecnos$ci katalizatora Kjeltabs CT/3.5 i 10 cm?® 96% kwasu siarkowego (Avantor
Performance Materials, Polska). Mineralizacja odbywala si¢ w plaszczu grzejnym ok.
5 godzin (Bzducha-Wrébel 1 wsp. 2022). Po destylacji w aparacie Buchi KjelFlex K-360
(Laboretchnik AG) zawarto$¢ odbieralnika miareczkowano przy pomocy 0,1M HCI (Avantor

Performance Materials, Polska), przy wykorzystaniu aparatu Titroline 5000 (Si Analytics,
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Niemcy). Objetos¢ HCI zuzytego podczas miareczkowania przeliczono na zawarto$¢ azotu
w probce, a ten na zawarto$¢ biatka, stosujac wspolczynnik przeliczeniowy azotu na biatko
wynoszacy 6,25. Oznaczenie zawarto$ci cukrow redukujacych ogoétem w otrzymanym
preparacie glikoprotein przeprowadzono za pomoca metody kolorymetrycznej z kwasem
dinitrosalicylowym  (DNS, Sigma-Aldrich) po uprzedniej hydrolizie preparatu
z wykorzystaniem kwasu 72% kwasu siarkowego (Bzducha-Wrébel i1 wsp. 2022).
Absorbancje prob mierzono przy 540 nm, wobec proby Slepej (Spektofotometr UV/VIS
Multiskan Sky, ThermoFischer Scientific). Zawarto§¢ cukréw w probkach obliczano na
podstawie krzywej wzorcowej dla mannozy (y = 2,7625 x 0,0622 [mg/cm’]. W celu
oznaczenia zawartosci f-(1,3/1,6)-glukanu w otrzymanym preparacie, ktory moégt stanowic
substancje¢ potencjalnie ekstrahowang razem z mannoproteinami, a wi¢c zanieczyszczajaca
preparat, wykorzystano test Enzymatic Yeast Beta Glucan, firmy Megazyme postepujac

zgodnie z instrukcja producenta.

Ocena wplywu wyizolowanego preparatu mannoprotein na tworzenie biofilmow
bakteryjnych

Oceng wplywu preparatu mannoprotein na tworzenie biofilméw bakteryjnych badano dla
stezen mannoprotein w podlozu hodowlanym z zakresie od 2 do 10%. W tym celu
przygotowano podtoze Lurii-Bertaniego, Merck (10 g/L chlorku sodu, 10 g/L tryptonu,
5 g/L ekstraktu drozdzowego; pH = 7,0), do ktérego dodawano preparat mannoprotein
w odpowiednim stezeniu i poddawano sterylizacji w 121°C/ 20 min (sterylizator parowy
HG80 HICLAVE). Do badan wykorzystano nastepujace szczepy bakterii: Escherichia coli
ATCC 25922, Proteus mirabilis PCM 543, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC 35659, Salmonella
Enteritidis ATCC 13076, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Szczepy bakterii otrzymano z Muzeum
Czystych Kultur Katedry Mikrobiologii i Biotechnologii Zywno$ci Instytutu Nauk
o Zywnosci Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Hodowle prowadzono
w 96-dotkowych mikroptytkach titracyjnych (300 pl podioza hodowlanego + 12 pl zawiesiny
komorek bakteryjnych). Inokulum bakteryjne ustalano na poziomie 10° kom/cm?® hodowli.
Hodowle prowadzono przez 48 godzin w temp. 37°C (termostat Q—CELL 240 (POL-LAB,
Polska). Po wskazanym czasie inkubacji ptyn pohodowlany ostroznie zbierano znad osadu,
a w kolejnym kroku do celek dodawano 100 pl podtoza, aby wymy¢ wolne komorki bakterii.

Nastepnie osad przemywano ostroznie 3 razy buforowang fosforanem solg fizjologiczna
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(bufor PBS, Sigma-Aldrich), kazdorazowo po 300 pl. Kolejnym krokiem byto 30 minutowe
barwienie biofilmu obecnego na dnie studzienek z zastosowaniem 0,1% fioletu krystalicznego
(roztwor przygotowany w 96% etanolu z dodatkiem n-propanolu). Nastgpnie studzienki
przemywano kilkukrotnie po 300 pl buforu PBS, aby usung¢ nadmiar barwnika. W nastgpnym
kroku do studzienek nanoszono 100 pl 96% etanolu i inkubowano 30 min w celu
rozpuszczenia 1 wyekstrahowania fioletu krystalicznego zwigzanego z biofilmem. Nastgpnie
dokonywano pomiaru spektrofotometrycznego prob przy dlugosci fali 595 nm
w spektrofotometrze UV/VIS Multiskan SkyHigh firmy ThermoFischer Scientific. Zdolno$¢
tworzenia biofilmow przez badane bakterie w obecnosci zastosowanych st¢zen mannoprotein
(stymulacja lub ograniczenie tego procesu) wyznaczano w odniesieniu do proby kontrolnej
(pozywka Lurii-Beratnii bez dodatku preparatu mannoprotein zaszczepione kultura

bakteryjna), dla ktorej wyniki absorbancji przyjeto jako 100%.

Analiza wynikow

Uzyskane wyniki poddano obliczeniom z wykorzystaniem pakietu Microsoft Office 365
wyznaczajac $rednie 1 odchylenia standardowe w programie kalkulacyjnym Excel. Wyniki
analizowano statystycznie za pomocg programu STATISTICA V.13.1 wykonujac analize
wariancji metoda ANOVA (test HSD Tuckey’a) przy poziomie istotnosci a = 0.05.

WYNIKI

Wyizolowany preparat mannoprotein drozdzy S. cerevisiae 102 sktadat si¢ z ok. 31,7%

biatka, 65% cukrow ogoétem (tabela 1). Zawieral tez sladowe ilosci f-glukanu (ok. 0,3%).

Tabela 1. Charakterystyka sktadu chemicznego wyizolowanego preparatu mannoprotein
sciany komoérkowej drozdzy S. cerevisiae 102
Characteristics of the chemical composition of the isolated preparation of
mannoproteins of the cell wall of the yeast S. cerevisiae 102

Skladnik Zawartos¢ [%]
Biatko 31,7+ 1,0
Cukry ogotem 65,0+3,3
£(1,3)/(1,6)-glukan 0,3+0,1

g

Wplyw preparatu mannoprotein wyizolowanego z biomasy drozdzy S. cerevisiae na
tworzenie biofilmow przez bakterie z rodzajéw Escherichia, Proteus, Staphylococcus,

Pseudomonas, Salmonella oraz Enterococcus badano stosujac preparat w stezeniach od 2 do
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10% masowych. Uzyskane wyniki zaprezentowano na rysunkach 1-5. Wyniki wyrazano jako
procent stymulacji lub ograniczenia tworzenia biofilmu przez badane bakterie w podtozach
modelowych z dodatkiem mannoprotein w odniesieniu do proby kontrolnej, dla ktorej wynik
uznawano za 100% wydajnosci tworzenia biofilmu. Ograniczenie tworzenia biofilmu
wystepowato dla trzech sposréd dziewigciu analizowanych bakterii, tj.: S. aureus ATCC
29213 1 S. aureus ATCC 25923 oraz P. aeruginosa ATCC 27853 (25,7%), gdy preparat
zastosowano w dawce 2%. Istotnie najwyzszy stopien ograniczenia tworzenia biofilmu
w obecnosci 2% preparatu  odnotowano w odniesieniu do hodowli bakterii z rodzaju
Staphylococcus (odpowiednio: 52,3% 149,9%).

W przypadku bakterii E. coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
E. faecalis ATCC 29212 oraz S. epidermidis ATCC 12228 odnotowano, ze dodatek 2%
preparatu  mannoprotein wykazywal istotng stymulacje¢ procesu tworzenia biofilmu
w odniesieniu do préby kontrolnej. Tworzenie biofilmu przy tym st¢zeniu mannoprotein byto
w najwigkszym stopniu stymulowane w przypadku szczepu P. mirabilis ATCC 35659
(ok. 70,7 %).

600,0 -
m P. aeruginosa ATCC 27853 m P. mirabilis ATCC 35659 S. Enteritidis ATCC 13076

5000 1 wE faecalis ATCC 29212 W S. aureus ATCC 29213 u S, epidermidis ATCC 12228

400,0 | mE. coli ATCC 25922 P. mirabilis PCM 543 S. aureus ATCC 25923
300,0 -
200,0 -

100,0 -

b 48,8b
b 52,3b

-52,
21,5¢

H 20,1c
H21,2¢

Intensywno$¢ tworzenia biofilmu w
odniesieu do préby kontrolnej [%]

-25,7
70,7a

0,0

-49.9¢

-100,0 -

Rysunek 1. Poréwnanie tworzenia biofilmu w zaleznos$ci od szczepu bakterii hodowanych
w podtozu Luria-Bertani z dodatkiem 2% preparatu mannoprotein; a,b,c —
wyniki oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie
istotnosci 0=0,05
Comparison of biofilm formation depending on the strain of bacteria grown in
Luria-Bertani medium with the addition of 2% mannoprotein preparation; a, b,
¢ — results marked with the same letters do not differ significantly at the
significance level of o. = 0.05
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W obecnosci 4% preparatu mannoprotein, podobnie jak przy stezeniu 2%, istotne
ograniczenie procesu tworzenia biofilmu bylo zauwazalne w hodowli bakterii S. aureus ATCC
29213 i P. aeruginosa ATCC 27853 (43,9%), przy czym istotnie najwigkszy stopien
ograniczenia tworzenia biofilmu stwierdzano dla pierwszej z wymienionych szczepow
bakterii (63,4%). W przypadku zjawiska stymulacji analiza statystyczna wynikow
potwierdzita, ze najintensywniejsze tworzenie biofilmu bylo widoczne w hodowli bakterii
S. Enteritidis ATCC 13076 (108,2%), najmniejsza stymulacje, ale rdéwniez istotng
statystycznie obserwowano w przypadku bakterii E. coli ATCC 25922 (17,6%). Wyniki

przedstawiono na rysunku 2.
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Rysunek 2. Poréwnanie tworzenia biofilmu w zaleznos$ci od szczepu bakterii hodowanych
w podlozu Luria-Bertani z dodatkiem 4% preparatu mannoprotein; a,b,c —
wyniki oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie
istotnosci 0=0,05
Comparison of biofilm formation depending on the strain of bacteria grown in
Luria-Bertani medium with the addition of 4% mannoprotein preparation; a, b,
¢ — results marked with the same letters do not differ significantly at the
significance level of o. = 0.05

Przy zastosowaniu 6% preparatu mannoprotein istotne ograniczenie tworzenia biofilmu
stwierdzono tylko w przypadku dwoch szczepoéw bakterii z rodzaju Staphylococcus (S. aureus
ATCC 29213 oraz S. aureus ATCC 25923, odpowiednio o 54,3% i1 56,8%. Uzyskane dane
zaprezentowano na rysunku 3. Wsrod bakterii, dla ktorych tworzenie biofilmu przy stezeniu
6% mannoprotein ulegto istotnej intensyfikacji w odniesieniu do proby kontrolnej, najwigkszy
procent stymulacji dotyczyl bakterii P. aeruginosa ATCC 27853 (532,2%), co jest interesujace

ze wzgledu na fakt, ze przy 2 i 4% stezeniu preparatu zaobserwowano ograniczenie tworzenia
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biofilmu przez t¢ bakterie. Nalezy zauwazy¢, ze preparat, niezaleznie od dawki, zaburzat

wytwarzanie zielonego barwnika przez badane bakterie P aeruginosa (rys. 4), bowiem

w obecnosci preparatu komorki go nie wytwarzaty.
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Rysunek 3. Poréwnanie tworzenia biofilmu w zaleznosci od szczepu bakterii hodowanych

Rysunek 4.

w podlozu Luria-Bertani z dodatkiem 6% preparatu mannoprotein; a,b,c —
wyniki oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie
istotnosci 0=0,05

Comparison of biofilm formation depending on the strain of bacteria grown in
Luria-Bertani medium with the addition of 6% mannoprotein preparation; a, b,
¢ — results marked with the same letters do not differ significantly at the
significance level of o = 0.05

Zdjecie przyktadowej ptytki z hodowlami bakterii w podtozach kontrolnym
1 zawierajacych 4, 6, 8 1 10% preparatu. Zielong linig zaznaczono hodowle
Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853 w podtozu kontrolnym oraz kolejno
w podtozach z dodatkiem 4 -10% mannoprotein.

Photo of an example plate with bacterial cultures in control media and media
containing 4, 6, 8 and 10% of the preparation. The green line marks the
cultures of Pseudomonas aeuroginosa ATCC 27853 in the control medium and
subsequently in the medium supplemented with 4-10% mannoproteins.
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Tworzenie biofilmu przez badane bakterie przy stezeniu preparatu mannoprotein rownym
8% byto stymulowane w przypadku hodowli siedmiu z dziewigciu analizowanych bakterii.
Najwigkszg istotng statystycznie stymulacj¢ tworzenia biofilmu zauwazono dla bakterii
S. Enteritidis ATCC 13076 (281,8%), a najmniejsza w przypadku P. mirabilis ATCC 35659
(20,6%). Bakteria, dla ktorej procent ograniczenia tworzenia biofilmu przez preparat
mannoprotein w dawce 8% w podtozu byl istotnie najwyzszy okazal si¢ szczep S. aureus
ATCC 29213 (45,5%). Odnotowano takze po raz pierwszy istotne statystycznie ograniczenie
tworzenia biofilmu dla bakterii P. mirabilis PCM 543 (19,0%). Wyniki przedstawiono na
rysunku 5.

Wyniki dotyczace stymulacji lub ograniczenia tworzenia biofilmu przez badane bakterie
przy stezeniu preparatu mannoprotein rownym 10% przedstawiono na rysunku 6. Stgzenie to
istotnie stymulowato tworzenie biofilmu przez siedem sposréd dziewigciu wybranych do
badan bakterii w roznym zakresie, przy czym najwigkszy statystycznie procent stymulacji
dotyczyl szczepu E. faecalis ATCC 29212 i E. coli ATCC 25922 (odpowiednio 71,7%
1 77,9%). W przypadku pozostatych dwoéch bakterii stwierdzano ograniczenie tworzenia
biofilmu.
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Rysunek 5.  Poréwnanie tworzenia biofilmu w zalezno$ci od szczepu bakterii hodowanych

w podlozu Luria-Bertani z dodatkiem 8% preparatu mannoprotein; a,b,c —
wyniki oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie
istotnosci 0=0,05.
Comparison of biofilm formation depending on the strain of cultured bacteria
in Luria-Bertani medium with the addition of 8% mannoprotein preparation; a,
b, ¢ — results marked with the same letters do not differ significantly at the
significance level of o = 0.05.
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Rysunek 6. Poréwnanie tworzenia biofilmu w zaleznos$ci od szczepu bakterii hodowanych

w podiozu Luria-Bertani z dodatkiem 10% preparatu mannoprotein; a,b,c —
wyniki oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie przy poziomie
istotnosci 0=0,05.
Comparison of the biofilm formation depending on the strain of bacteria grown
in Luria-Bertani medium with the addition of 10% mannoprotein preparation,
a, b, ¢ — results marked with the same letters do not differ significantly at the
significance level of o. = 0.05.

Bakterie S. aureus ATCC 29213 byly jedynym szczepem sposrod badanych, dla ktorego
przy wszystkich st¢zeniach preparatu mannoprotein stwierdzano ograniczenie tworzenia
biofilmu. Istotnie najwi¢kszy procent ograniczenia widoczny byt przy 2% stezenia preparatu

(63,4%), natomiast najmniejszy przy 10% koncentracji mannoprotein (36,4%).

DYSKUSJA

Wiasciwosci  funkcjonalne preparatow mannoprotein pochodzenia drozdzowego,
w tym aktywno$§¢ ograniczania tworzenia biofilmow bakteryjnych, wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe oraz prebiotyczne, zaleza od charakterystyki chemicznej tych
polimerow. Ta determinowana jest m.in. warunkami i czasem hodowli drozdzy oraz ich
podtozem genetycznym (Bzducha-Wrobel i wsp. 2022). Preparaty $cian komoérkowych
drozdzy oraz biomasa drozdzy sa stosowane jako alternatywa dla antybiotykowych
stymulatorow wzrostu w celu poprawy zdrowia i wydajnosci zwierzat gospodarskich.
Polimery $ciany drozdzy, takie jak mannoproteiny, wykazuja zdolno$¢ do wigzania bakterii
enteropatogennych oraz wlasciwosci immunomodulacyjne [Santovito i wsp., 2019]. Dziatanie
probiotyczne drozdzy moze wynika¢ m.in. wiasnie z adhezji bakterii chorobotworczych do

powierzchni probiotykow zamiast do receptorow jelitowych, co zapobiega chorobom uktadu

31



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 1-2

pokarmowego [Tiago 1 wsp. 2012]. Mozna przypuszczaé, ze taka interakcja zapobiega takze
tworzeniu biofilméw przed drobnoustroje chorobotwoércze na réznych powierzchniach
(ozywionych i nieozywionych), do ktérych struktury komodrkowe bakterii prawdopodobnie
nie przylegaja, wigzac si¢ natomiast do komorek drozdzy lub preparatéw polimerow $cian
komoérkowych tych mikroorganizméw. Wedlug Saidi i wsp. [2019] mannoproteiny sa
odpowiedzialne za hamowanie powstawania i dyspersj¢ biofilmow bakteryjnych.

Dostepne sa nieliczne dane literaturowe dotyczace oceny wplywu preparatow
mannoprotein izolowanych z biomasy drozdzy na tworzenie biofilmu przez bakterie.
Walencka i wsp. [2007] badali wptyw preparatu mannoprotein, wyizolowanych z drozdzy
S. cerevisiae uzywanych do produkcji wina Tokaj, na tworzenie biofilmu przez wybrane
bakterie. Substancja uzyta do barwienia wytworzonego przez bakterie biofilmu byl formazan,
a intensywno$¢ jego barwy po potaczeniu si¢ z biofilmem mierzono jako absorbancj¢ przy
dhugosci fali réwnej 550 nm. Autorzy odnotowali ograniczenie tworzenia biofilmu przez
szczep bakterii S. aureus ATCC 29213 (12-87%), gdy komodrki namnazano w podiozu
hodowlanym z dodatkiem 100 mg/ml mannoprotein, a wigc przy stezeniu 10% preparatu.
Uzyskane przez cytowanych autoréw wyniki dotycza tego samego szczepu S. aureus, ktory
zdecydowano si¢ obja¢ badaniami rdwniez w niniejszej pracy. W przypadku naszych badan,
szczep ograniczal wytwarzanie biofilmu w calym zakresie badanych stezen mannoprotein,
w najwickszym stopniu przy dawce 4% preparatu. Jak juz wspomniano, preparaty
mannoprotein mogg si¢ rézni¢ sktadem i charakterystyka struktury chemicznej w zalezno$ci
od rodzaju drozdzy oraz warunkéw hodowli [Bzducha-Wrébel i wsp. 2022], co moze
determinowa¢ roznice w dawce preparatu, ktora ograniczata wytwarzanie biofilmu.
Wykazano, ze supernatant i lizat komorek S. cerevisiae zmniejszaty tworzenie biofilmu
bakteryjnego odpowiednio o 48% i 69% [Ghorbani i wsp. 2018]. Tworzenie biofilmu przez
bakterie P. aeruginosa ATCC 27853 bylo hamowane obecnoscig 2% i1 4% mannoprotein
w podtozu hodowlanym wskazanych bakterii, odpowiednio o 25,7% 1 43,9% [Ali i Ali, 2019].
Mahmood [2018] wykazal, Zze biosurfaktant izolowany z biomasy S. cerevisiae wykazal
wysoki efekt hamujacy wobec Corynebacterium urelyticum.

Grupujac bakterie pod katem ich gramowosci mozna zauwazyé, ze w przypadku
testowanych w niniejszej pracy bakterii Gram-ujemnych, wplyw zastosowanych ste¢zen
preparatu mannoprotein na ograniczenie lub stymulacje¢ tworzenia biofilmu przez te bakterie
byt bardziej zmienny w poréwnaniu z bakteriami Gram-dodatnimi, tzn. wystepowaty wigksze
réznice pomiedzy zakresem stymulacji lub ograniczenia tworzenia biofilmu dla réznych

stezen preparatu mannoprotein (szczegoélnie w przypadku P. aeruginosa ATCC 27853 oraz
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S. Enteritidis ATCC 13076). Roznice w aktywnosci badanego preparatu mannoprotein
w odniesieniu do ograniczania tworzenia biofilméw przez testowane bakterie mogly wynikaé
m.in. z odmiennej budowy $cian komoérkowych szczepéw oraz zdolnosci metabolizowania
mannoprotein. Analizujagc wplyw wszystkich badanych w niniejszej pracy st¢zen preparatu
mannoprotein na tworzenie biofilmu przez testowane bakterie mozna zauwazy¢, ze
w przypadku niektorych szczepow silniej ograniczal wytwarzanie biofilmu preparat obecny
w podlozu hodowlanym w mniejszym st¢zeniu. Moglo by¢ to powigzane z utrudnionym
rozpuszczaniem si¢ mannoprotein w podtozu Luria-Bertani przy wyzszych stezeniach
preparatu (wraz ze zwigkszeniem stg¢zenia wzrastala metnos¢ roztworu). Przypuszcza sig, ze
przy wigkszych koncentracjach mannoprotein, czasteczki preparatu tacza si¢ ze soba
w agregaty, co ogranicza ich interakcj¢ z komodrkami bakterii i ostabia oddziatywanie
preparatu na tworzenie biofilmu przez bakterie. Obserwowane zalezno$ci wymagaja dalszych,

bardziej szczegdtowych badan, ktore pozwola zwerytikowaé postawione hipotezy.

WNIOSKI

1. Preparat mannoprotein wyizolowany z biomasy drozdzy piekarskich Saccharomyces
cerevisiae ograniczal lub intensyfikowal tworzenie biofilmu przez badane bakterie
patogenne oraz saprofityczne z gatunkow E. coli, P. aeruginosa, Salmonella Enteritidis,
E. faecalis, S. aureus, S. epidermidis i P. mirabilis.

2. Efekt stymulacji lub ograniczenia tworzenia przez badane bakterie biofilmu byl zalezny
od dawki preparatu mannoprotein oraz szczepu bakterii.

3. Tworzenie biofilmu przez S. aureus ATCC 29213 bylo ograniczone w obecnosci
wszystkich wykorzystanych w niniejszej pracy stezen preparatu mannoprotein.
W najwigkszym stopniu (63,4%) wytwarzanie biofilmu przez omawiang bakteri¢ byto
ograniczone przez dawke preparatu rowna 4%.

4. Preparat wykazywal najwigksza stymulacj¢ tworzenia biofilmu w przypadku bakterii
P. aeruginosa ATCC 27853, gdy w podtozu hodowlanym znajdowato si¢ 6% preparatu
mannoprotein.

5. Uzyskane wyniki sktaniaja do kontynuacji badan nad wilasciwosciami mannoprotein
drozdzy w zakresie ich wlasciwosci ograniczania tworzenia biofilmu przez bakterie
patogenne i saprofityczne, np. w uktadach modelowych uwzgledniajacych powstawanie
biofilmu na réznych rodzajach powierzchni, takze w odniesieniu do kokultur
bakteryjnych. Ciekawe jest takze okreslenie wilasciwosci zapobiegania powstawaniu

biofilmoéw przez preparaty izolowane z biomasy innych gatunkéw drozdzy.
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Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem aparatury zakupionej w ramach
projektu ,, Centrum zywnosci i zywienia - modernizacja kampusu SGGW w celu stworzenia
Centrum Badawczo-Rozwojowego Zywnosci i Zywienia (CZiZ)” wspélfinansowanego przez
Uni¢ Europejskq ze srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach
Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewodztwa Mazowieckiego na lata 2014-2020
(nr projektu RPMA.01.01.00-14-8276/17).
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Streszczenie

Aktywny tryb zycia i oczekiwanie konsumentoéw na zywnos$¢ funkcjonalng oraz postepy
w technologii przetworstwa spozywczego staja si¢ przyczyna do wzbogacania zywnosci
w dodatkowe surowce. Batony zbozowe o podwyzszonej zawarto$ci biatka i dodatkowo
wzbogacane w witaminy czy sktadniki mineralne naleza do grupy zywnos$ci funkcjonalne;.
Takie batony moga stanowi¢ zroédto zdrowej i szybkiej przekaski. Sa zrodtem cennych
sktadnikéw odzywczych, niezbednych do prawidlowego funkcjonowania organizmu.

Przeprowadzono badanie ankietowe na grupie 135 respondentdw. Ankieta dotyczyta
preferencji konsumentéw na temat batonéw zbozowych ze zwigkszong zawartoscia biatka.
Po przeanalizowaniu odpowiedzi stwierdzono, ze batony zbozowe z wyzsza zawarto$cig
biatka zyskuja popularno$¢ na rynku spozywczym oraz staja si¢ alternatywa dla
Htradycyjnych” batonéw. Konsumenci podczas wyboru tego produktu najbardziej zwracaja

uwage na smak, sktad i konsystencj¢ produktu.

Stowa kluczowe: zywnos¢ funkcjonalna, surowce biatkowe, batony zbozowe
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CONSUMERS’ PREFERENCES ON HIGH PROTEIN CEREAL

Summary

An active lifestyle and expectancy cosumers on a functional food and progress of food
processing have become a reason for enriching food in additional raw materials. Cereal bars
with increased amount of protein, enriched in vitamins or minerals belongs to the functional
foods group. Such bars could be source of health and fast snack. They are a source of
necessary mineral components for our body functioning.

A survey was conducted in a group of 135 respondents. The survey concerned consumer
preferences about cereal bars with increased amount of protein. After analysis the answers
found that high protein, cereal bars are gaining popularity on food market and becoming an
alternative to traditional bars. Consumers during selection this product put the most attention

on taste, composition and cconsistency.

Stowa kluczowe: functional food, protein raw material cereal bars

WSTEP

Batony zbozowe, ktoére w swoim sktadzie majg zadeklarowang wyzszg zawarto$¢ biatka
staja si¢ popularng forma przekaski. Korzystaja z nich migdzy innymi osoby uprawiajace
sport zawodowo jak i rekreacyjnie oraz osoby prowadzace aktywny tryb zycia [Grzebisz
2017]. Osoby, ktore sa bardziej aktywne, powinny mie¢ wyzsze spozycie biatka [Catyniuk
i in. 2018]. Produkty, w ktoérych wystepuje potaczenie bialek z weglowodanami
(sacharydami) cechuja si¢ szybkim wchtanianiem przez organizm, wspomagaja regeneracje
organizmu oraz wzrost migsni [Kalpakgioglu 2008].

Batony ze zwigkszong zawartos$cig biatka, nalezg do grupy zywnos$ci funkcjonalnej. Jest
to zywno$¢, ktora posiada udokumentowany wplyw na zdrowie cztowieka. Producenci, ktorzy
posiadaja taki dokument moga podawaé t¢ informacje na etykiecie produktu, a kupujacy,
spozywajac regularnie moga oczekiwaé rezultatow zdrowotnych [Gertrig, Gawecki 2001].
Producenci w celu pozyskania dokumentu o funkcjonalno$ci zZywnosci musza skorzysta¢
m.in. z Rozporzadzenia (WE) nr 1924/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 20
grudnia 2006 r. w sprawie o$wiadczen zywieniowych 1 zdrowotnych dotyczacych
zywnosci (Dz.U. L 404 z 30.12.2006 . s. 9). Do zywnosci funkcjonalnej zaliczamy produkty
zawierajace np.: mikrokapsutki z witaminami, Zywno$¢ probiotyczng (z udziatem bakterii
probiotycznych). Przyczynami wzbogacania zywnosci sg m.in.: starzenie si¢ spoteczenstwa,

wzrost czesto$ci wystgpowania chorob, ktore maja zwigzek z zywieniem, czy zwigkszenie
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dostgpnosci nowych bioaktywnych sktadnikéw zywnosci [Btaszczak, Grzeskiewicz 2014].

Zboza i przetwory zbozowe, bgdace podstawowym skladnikiem diety cztowieka, sa
zrédlem cennych weglowodanow. Sacharydy, w tym skrobia w ziarnie zbdz stanowig $rednio
43%-65%, biatko 8%-14%, thuszcz 1,5%-3,0%. Ziarno i produkty zbozowe stanowig zrodio
cennych makroelementéw (Fe), mikroelementow (Cu, Mn, Zn) oraz ultramikroelementow
(Se). Zwiazki bioaktywne takie jak blonnik pokarmowy w najwiekszej ilosci znajduja si¢
w zewnetrzne] czg¢Sci ziarniaka co wiaze si¢ z zaleceniami aby spozywaé produkty
niskoprzetworzone zwane petnoziarnistymi [Wisniewska, Boros 2019].

Bialko petni rolg materiatu budulcowego i energetycznego organizmu. Surowcami, ktore
podnosza jego zawartos¢ w batonach sg np.: biatko sojowe, biatko serwatkowe mleka czy
biatko jaja kurzego [Grzebisz 2017]. Bialka sojowe s3 bogatym zrédlem aminokwasow
egzogennych niezbednych w prawidlowej pracy organizmu [Singh i in. 2008]. Biatko jaja
kurzego uwazane jest przez FAO (Organizacja Narodéw Zjednoczonych do Spraw
Wyzywienia i Rolnictwa) jako biatko wzorcowe. Sktad aminokwasowy biatka jaja kurzego
pokrywa w 97% zapotrzebowanie organizmu czlowieka na biatko [Trziszka 2000]. Biatko
serwatkowe mleka wykorzystywane jest w postaci izolatéw lub koncentratow [Piejko 2018].
Otrzymywane jest w procesie suszenia rozpytowego [Banach i in. 2010]. Posiada znaczne
ilosci aminokwasow egzogennych, jest lekkostrawne co powoduje, ze chetnie korzystajg
z niego sportowcy [Melnik i in. 2013].

Blonnik pokarmowy jest surowcem pozyskiwanym z ro$lin, jest niezbedny w diecie
cztowieka [Bienkiewicz i in. 2015]. W produktach zbozowych w wigkszej ilosci wystepuje
btonnik rozpuszczalny w wodzie, wyjatkiem jest pszenica, ktora w swoim sktadzie zawiera
wiecej blonnika nierozpuszczalnego w wodzie. W owsie czy jeczmieniu znajduje si¢ wigcej
btonnika rozpuszczalnego. Na zawarto$¢ poszczegdlnych frakcji btonnika, oprocz gatunku
zboza ma wplyw stopien jego przetworzenia [Rzedzicki i in. 2016]. Frakcje rozpuszczalne
btonnika pokarmowego odpowiadaja za regulacj¢ poziomu cholesterolu we krwi oraz
zapobiegaja rozwojowi chorob uktadu krazenia, zmniejszaja wchlanianie thuszczow i cukrow
co przyczynia si¢ do zapobiegania otytosci. Frakcje nierozpuszczalne blonnika maja wptyw
na perystaltyke jelit, obnizaja ryzyko wystapienia uchytkowatosci jelit czy raka jelita grubego
[Oledzki, Histova 2018]. Poza istotng rola w diecie cztowieka, odgrywa tez istotng role
w technologii. Wptywa na strukturg i poprawia wigzanie si¢ sktadnikow poprzez poprawe ich
lepkosci [Kowalska i in. 2022].

Konsumenci poszukuja zywnosci wygodnej, posiadajacej wysokg warto§¢ zywieniowaq.

W  ostatnich latach, na calym $wiecie nastgpito nasilenie wystgpowania chordb
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cywilizacyjnych, takich jak cukrzyca, nadci$nienie tetnicze czy otylosé¢, ktore powoduja,
ze producenci zywno$ci projektuja zywnos$¢, posiadajaca obnizong wartos¢ kaloryczna,
0 zmniejszonej zawartosci soli, thuszczu czy cukru, zwigkszajac przy tym zawarto$¢ biatka
czy btonnika pokarmowego [Moczkowska i in. 2014].

W zwigzku z rosngcym zainteresowaniem $wiadomego i zdrowego odzywiania oraz
podazaniem za trendami w stylu Zycia celem pracy bylo pozyskanie informacji

o preferencjach konsumentéw na temat batondw zbozowych o podwyzszonej zawarto$ci

bialka.

MATERIAL | METODYKA PRACY

W celu pozyskania opinii konsumentow na temat upodoban dotyczacych batondéw
zbozowych o wysokiej zawarto$ci biatka przeprowadzono badanie ankietowe. W autorskim
kwestionariuszu znalazly si¢ pytania demograficzne, zasadnicze, jednokrotnego (16 pytan)
i wielokrotnego wyboru (4 pytania). Badanie przeprowadzono w sposob posredni przez
formularz internetowy (MS Forms) w miesigcach od marca do maja 2023.

W badaniu wzieto udziatl 135 respondentéw, w tym 53% stanowity kobiety. Najwiecej
0s6b byto w przedziale wiekowym 21-30 lat (58%), mieszkali oni w wigkszosci w miastach
powyzej 100 tys. mieszkancow (42%). Respondenci (38%) w wigkszosci deklarowali
wyksztalcenie $rednie. Ankietowani (76%) zadeklarowali, ze ich wyksztalcenie nie jest
zwigzane z zywnoscia, jednak 73% z nich deklaruje zainteresowanie tematem prawidlowej
diety 1 zywienia. Blisko 43% bioracych udzial w badaniu deklaruje uprawianie sportu
regularnie, 2-3 razy w tygodniu. Najczg$ciej udzielang odpowiedzig na pytanie dotyczace
rodzaju wykonywanego treningu byl trening sitowy polaczony z treningiem cardio (28%)
(Tab. 1).
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Tabela 1. Charakterystyka respondentow
Respondece’s characteristics

Pleé¢ Kobieta 53% Wiek (lata) <20 10%
21-30 58%
Mezczyzna 47% 31-40 23%
41-50 8%
>50 1%
Wyksztalcenie | Podstawowe 3% Miejsce Miasto (liczba mieszkancow)
Srednie 38% zamieszkania >100 tys. 42%
Zawodowe 11% 20-100 tys. 28%
Niepelne 21% <20 tys. 14%
wWyzsze
Wyzsze 27% Wies 16%
Powiazanie Tak 24% Zainteresowanie | Tak 73%
wyksztalcenia tematem
7 Sci rawidlowej
7 AYWRoSE Nie 76% giet\’yV idi;xfinia Nie 27%
Czestotliwos¢ Codziennie 3,7% Rodzaj Trening cardio 21%
uprawiania najczesciej —
sportu 2-3 razy . 42,9% wybieranej Trening sitowy 23%
w tygodniu aktywnosci
Kilka razy 35,6% fizycznej Trening sitowy + | 28%
W miesigcu cardio
Nie uprawiam | 17,8% Nie wykonuje 21%
sportu zadnego treningu
Inne 7%

WYNIKI | DYSKUSJA

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze 95% ankietowanych spotkato
w sklepie batony zbozowe o wysokiej zawartosci biatka, jednak 56% z nich deklaruje,
ze w swojej diecie spozywa je okazjonalnie. Zapytani o cel spozywania tego rodzaju produktu
spozywczego 38% ankietowanych odpowiedziato, ze korzysta z nich jako alternatywa dla
»tradycyjnych” batonow (stodycz powstaly w wyniku potaczenia masy czekoladowej, cukru,

karmelu i dodatkéw smakowych, zwykle pokryty czekolada) (Tab. 2).
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Tabela 2. Struktura odpowiedzi respondentéw na wybrane pytania

Structure of respondents’ answers on selected questions

Pytanie Udzial odpowiedzi (%)
Czy spotkat Tak Nie
Pan/Pani
w sklepie batony
Zbozowq . 95 5
o wysokigj
zawarto$ci
biatka?
Jak czgsto 1-2 raz 1-2 razy
Pan/Pani stosuje w W Okazjonalnie Nie kupuje takich batonow
w swojej diecie tygodniu miesigcu
batony
0 wysokiej 9 25 56 10
zawarto$ci
biatka?
Stosowanie
o jako o W celu
WJaI.ﬂm celu | alternatywa Walory EZIﬁf clnienic ;V celg I osiggnigcia
stosuje Pan/Pani | ga smakowe raika epsze] 1 ANC ) celow
ten rodzaj tradycyjnego w diecie fegeneract treningowych
38 28 17 6 6 5

Respondenci zadeklarowali, ze przy wyborze batona z wysoka zawartoscig biatka

najistotniejszg dla nich cecha jest sktad, smak oraz konsystencja takiego wyrobu (rys. 1) mato

istotny jest rodzaj i wyglad opakowania.
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KONSYSTENC]J
A

Struktura odpowiedzi na pytanie co jest wazne dla Pana/Pani i jak bardzo przy
wyborze batona zbozowego z wysoka zawartoscig biatka?

Structure of the answer to the question: what is important to you and how
important when choosing a cereal bar with a high protein content?

41




Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 1-2

Wigkszo$¢ ankietowanych (66%) wskazata, ze obecno$¢ oleju palmowego nie zniecheca
ich do zakupu batona o wysokiej zawartosci biatka. Konsumenci (34%), ktérzy zaznaczyli
odpowiedz twierdzaca, musieli uzasadni¢ swoja niecheé, najczeSciej powtarzajaca si¢
odpowiedzig, byla ta dotyczaca artykulu naukowego, o ktéorym styszeli. Ankietowani
wskazywali rowniez wzgledy etyczne, takie jak zanieczyszczenie Srodowiska, ktore powstaje
podczas pozyskiwania oleju palmowego z niecertyfikowanych Zrddel. Ponad polowa
ankietowanych (62%) potwierdzita, ze styszala o pojeciu ,,zywnosci funkcjonalnej”, wskazali
rowniez (73%), ze widzieli na potkach sklepowych batony zbozowe o podwyzszonej
zawartosci biatka, ktore dodatkowo wzbogacane s3 w mieszank¢ witamin i/lub sktadnikow

mineralnych (tab. 3).

Tabela 3. Struktura odpowiedzi respondentdéw na wybrane pytania
Structure of respondents’ answers on selected questions

Pytanie Udzial odpowiedzi (%)
Czy obecnos¢ oleju Tak Nie
palmowego zniechgca
do zakupu.batona - 34 66
0 wysokiej zwarto$ci
biatka?
Artykut naukowy, Negatywna Opinia

Jesli przeszkadza o ktorym opinia Inne znajomych,
Pani/Panu obecnosc¢ styszatem/czytalem konsumentow rodziny
oleju palmowego
uzasadnij dlaczego? 58 18 13 11
Czy kiedykolwiek Tak Nie
Pan/Pani styszata
0 pojeciu ,,zywnosci
funkcjonalnej”? 62 38
Czy spotkat Pan/Pani
batony zbozowe Tak Nie
0 wysokiej zawartosci
biatka wzbogacane
w dodatkowe sktadniki,

. 73 27
wykazujace pozytywny
wplyw na zdrowie?

Ankietowani (45%) jako najczeéciej spotykany dodatek, wskazali wzbogacenie
W magnez, najmniej spotykanym wzbogacaniem jest dodatek witaminy C (11%) (rys. 2).
W badaniach Kalinowskiej [2017] mamy rowniez potwierdzenie obecno$ci na rynku batonow
z podwyzszong zawartoscig biatka, ktére wzbogacane sa w mieszanki witamin i/lub

sktadnikéw mineralnych.
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Rysunek 2.

45%

31%

13%
11%

Wzbogacane w witaminy Wzbogacane w magnez Wzbogacane w witamine Inne
zgrupy B C

Struktura odpowiedzi na pytanie: W jakie sktadniki wzbogacane sg najczesciej
batony o podwyzszonej zawartosci biatka?

Structure of the answer to the question: What ingredients are most often
enriched with bars with increased protein content?

W pytaniu dotyczacym preferencji obecnosci stodzikow w tego rodzaju artykule

spozywczym, wickszo$¢ ankietowanych (70%) zadeklarowata, ze nie przeszkadza im taka

obecnos¢. Konsumenci w 65% odpowiedzieli, ze zauwazyli wzrost popularnosci batonow

zbozowych wzgledem ,,tradycyjnych” (tab. 4).

Tabela 4.

Struktura odpowiedzi respondentéw na wybrane pytania
Structure of respondents’ answers on selected questions

Pytanie Udzial odpowiedzi (%)

Czy przeszkadza Panu/Pani obecno$¢ stodzikow
w batonach o zwigkszonej zawartosci biatka?

Tak Nie Nie mam zdania

9 70 21

Czy zauwazyt Pan/Pani wzrost popularnosci
batondéw o zwigkszonej zawartosci biatka 65 21 14
wzgledem ,tradycyjnych?

Tak Nie Nie mam zdania

Ankietowani jako najczesciej kupowang marke wskazali batony GO ON Nutrition (24%),

w odpowiedzi inne, najczgsciej padata marka Vitanella (rys. 3).
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13%

Rysunek 3. Struktura odpowiedzi na pytanie: ,,JJakg marke batonéw ceni sobie Pan/Pani
najbardziej?”
Structure of the answer to the question: "Which brand of bars do you value the
most?"

PODSUMOWANIE

Wigkszos¢ osob biorgcych udzial w ankiecie zauwaza powszechng dostepnos¢é batonoéw
zbozowych o wysokiej zawarto$ci biatka, natomiast ponad potowa (56%) deklaruje
spozywanie ich okazjonalnie. Zadowalajacy jest fakt, ze ponad 80% ankietowanych
zadeklarowata uprawianie sportu. Wigkszosci konsumentoéw (66%) nie przeszkadza obecnos¢
oleju palmowego w sktadzie tego produktu, jednak 34% ankietowanych wyraza niechec
dotyczaca zakupu produktu, jesli w skladzie wystgpuje ten surowiec. Ponad potowa
respondentow (62%) zadeklarowata znajomos$¢ pojecia ,,zywnosci funkcjonalnej”. Znacznej
wigkszosci ankietowanych (70%) nie przeszkadza obecnos$¢ substancji stodzacych w tym
produkcie. Ponad potowa respondentéw (65%) zauwazyla wzrost popularnosci batondéw
o wysokiej zawarto$ci biatka wzgledem ,.tradycyjnych” batonow. Powyzsza analiza dotyczaca
upodoban konsumentéw na temat batondw zbozowych o wysokiej zawartosci biatka moze
stanowi¢ zrodlo wiedzy dla producentow w jakim celu i jak czesto konsumenci siggaja po
batony ze zwigkszona zawarto$cig biatka. Omowione wyniki moga by¢ wskazowka podczas
projektowania nowych produktow szczegoélnie wygladu, wielko$ci 1 rodzaju materiatu

z jakiego zostanie wykonane opakowanie.
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Streszczenie

Ocenie poddano dostgpne na krajowym rynku nierafinowane cukry trzcinowe, od
Demerara o jasnobragzowej barwie po ciemne Muscovado i Jaggery. W porownaniu do biatego
cukru buraczanego badane probki ciemnych cukréw trzcinowych cechowaly sie nizsza
polaryzacja 1 zawarto$cig sacharozy, ciemniejszym zabarwieniem, a takze wyzZsza
wilgotnos$cia, zawarto$cig popiolu oznaczonego konduktometrycznie, cukrow redukujacych,
skrobi, polifenoli ogdtem oraz aktywnoscig antyoksydacyjng. Wykazano statystycznie istotne
wspotzaleznosci  pomigdzy zabarwieniem cukru, polaryzacja, zawarto$cia popiotu
konduktometrycznego i wilgotnoscig. Na podstawie ocenianych wyrdéznikoéw jakosciowych
wybranych probek, nierafinowane probki trzcinowego cukru bragzowego Demerara
wykazywaty podobienstwo do probki odniesienia tj. rafinowanego cukru biatego z burakow
cukrowych. W przypadku ciemnych cukréw trzcinowych wykazano istotne statystycznie
réznice mi¢dzy probkami z upraw tradycyjnych i ekologicznych, czego nie stwierdzono dla
probek cukrow o jasnobrazowej barwie. Oznaczenie skrobi w cukrach trzcinowych moze by¢
parametrem odr6zniajacym je od cukru buraczanego, tym samym stanowi¢ kryterium oceny
ich autentycznos$ci.
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Slowa kluczowe: nierafinowane cukry trzcinowe, jakos¢, autentyczno$é, potencjat

antyoksydacyjny

ASSESSMENT OF QUALITY OF UNREFINED CANE SUGARS AVAILABLE ON
THE LOCAL MARKET

Summary

The assessment covered unrefined cane sugars available on the local market, from light
brown Demerara to Dark Muscovado and Jaggery. Compared to white beet sugar, the tested
samples of dark cane sugars were characterized by lower polarization and sucrose content,
darker color, as well as higher moisture content, conductometric ash, reducing sugars, starch,
total polyphenols and antioxidant activity. Statistically significant correlations between sugar
color, polarization, conductometric ash and moisture content has been demonstrated. Based on
the assessed quality characteristics of selected samples, unrefined Demerara brown cane sugar
samples were similar to the reference sample, i.e. refined white sugar from sugar beets. In the
case of dark cane sugars, statistically significant differences were found between samples
from traditional and organic farming, which was not found for samples of light brown sugars.
Determining the starch in cane sugars may be a parameter that distinguishes them from beet

sugar, thus constituting a criterion for assessing their authenticity.

Keywords: unrefined cane sugars, quality, authenticity, antioxidant potential

WSTEP

Cukier jest najpopularniejszym $rodkiem stodzacym na $wiecie. Wytwarza si¢ go z ro$lin
bogatych w sacharozg, tj. z trzciny cukrowej i burakéw cukrowych. Uprawiany gltownie
w krajach Azji i Ameryki Potudniowej, cukier trzcinowy stanowi blisko 80% $wiatowej
produkcji cukru [Chmielewski 2021, Hryszko, Szajner 2013].

W Polsce cukier trzcinowy jest cickawym smakowo, egzotycznym rodzajem cukru, ktory
stosowany jest do Dbezposredniego spozycia, stodzenia napojow, potraw, deserow
i w cukiernictwie. Asortyment tego cukru na rynku krajowym jest urozmaicony, dostepne sg
cukry od jasnobragzowych po bardzo ciemne. Ich barwa zalezy od stopnia oddzielenia syropu
mi¢dzykrysztalowego (melasy) od krysztatéw cukru, co jest realizowane w drodze wirowania.
Cukry trzcinowe mozna spotka¢ pod réznymi nazwami, w zaleznos$ci od kraju pochodzenia,
tj. jaggery, panela, gur, kokuto, rapadura itd. [Zidan, Azlan 2022]. Do nierafinowanych

cukrow trzcinowych, ktore poddaje si¢ wirowaniu lub minimalnej rafinacji, naleza cukry
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demerara, muscovado czy turbinado. W zalezno$ci od stopnia rafinacji cukru surowego
trzcinowego otrzymuje si¢ cukier bialy oraz cukry bragzowe o barwie od jasnoztocistej do
ciemnobrazowej [Eggleston 2018].

O barwie produktu koncowego decyduje obecno$¢ w nim melasy, ktorej barwe ksztaltuja
karmel i melanoidyny powstajace pod wptywem obrobki cieplnej [Segui i in. 2015]. Ze
zdrowotnego punktu widzenia nieoczyszczone cukry trzcinowe zawieraja cenne sktadniki, jak
zwigzki mineralne, witaminy z grupy B i substancje o wlasciwosciach bioaktywnych [Zidan,
Azlan 2022, Azlan i in. 2020, Barrera i in. 2020, Segui i in. 2015]. W badanych przez Segui
i in. [2015] probkach cukréw trzcinowych, od jasnobrazowych po ciemne jaggery, poza
sacharozg (60-94%) obecna w najwigkszych ilosciach, stwierdzono glukoze (do 8%)
i fruktozg (do 7%). Asikin i in. [2017] w skladzie handlowych probek cukrow
nierafinowanych wykazali wysoka zawarto$¢ potasu (1045-2210 mg/100 g) i wapnia
(235-394 mg/100 g), a takze magnezu (118-182 mg/100 g), sodu (77-213 mg/100 g) i zelaza
(1,9-9,2 mg/100 g) oraz pierwiastkow $ladowych, tj. manganu, cynku i miedzi. Zawarto$¢
aminokwasow ksztaltowata si¢ w przedziale 205-805 mg/100 g, a dominujacymi byty
asparagina, kwas asparaginowy, fenyloalanina i alanina.

Waznym aspektem oceny produktow z trzciny cukrowej jest ich autentyczno$¢. Analiza
rynku cukréw trzcinowych [Salamon i in. 2021] wykazata, ze asortyment produktéw dostepny
na sklepowych potkach jest znacznie drozszy od cukru biatego (buraczanego), a za produkty
ekologiczne trzeba zaplaci¢ nawet dwa razy wigcej niz za produkty tradycyjne. Oznaczenie
polaryzacji 1 zabarwienia cukru moze stanowi¢ kryterium oceny autentyczno$ci cukrow
trzcinowych. Polaryzacja wskazuje na stopien oczyszczenia cukru trzcinowego z melasy,
ktéra ksztaltuje jego barwg. Zatem ciemniejsze zabarwienie i nizsza polaryzacja cukru
trzcinowego niz rafinowanego cukru biatego (min. 99,7°Z) moga $wiadczy¢ o jego
autentycznosci [Monakhova, Diehl 2016]. Zalezno$¢ ta moze by¢ wykorzystana do kontroli
zafalszowan cukrow trzcinowych w przypadku praktyki dodatku do cukru biatego barwnikow,
np. karmelu, ktéry zmienia barwg cukru, lecz nie obniza jego polaryzacji. Wojtczak i in.
[2014] podali, ze cho¢ jakos¢ 1 wilasciwosci funkcjonalne biatego rafinowanego cukru
trzcinowego sg podobne do odpowiednika produkowanego z burakéw cukrowych, r6znig si¢
one obecnos$cig skrobi, ktéra naturalnie wystepuje tylko w cukrze trzcinowym. Dlatego
zawarto$¢ skrobi w produktach z trzciny cukrowej moze by¢ kryterium w ocenie
autentycznosci cukrow dostepnych na rynku.

Przedmiotem wielu badan [Molina-Cortés i in. 2023, Sharifi-Rad i in. 2023, Azlan i in.

2020, Jaffé 2015, Segui i in. 2015] byly wlasciwosci antyoksydacyjne produktéw z trzciny
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cukrowej. Zawarte w melasie zwigzki polifenolowe i produkty reakcji Maillarda —
melanoidyny, wptywaja na potencjat antyoksydacyjny cukréw [Molina-Cortés i in. 2023,
Schlumbach i in. 2017]. Z badan Barrera i in. [2020] wynika, Zze najwigksza zdolno$cia
zmiatania wolnych rodnikéw cechowaly si¢ midd trzcinowy 1 cukier jaggery.
Zawarto$¢ polifenoli ogétem w analizowanych cukrach trzcinowych wynosita od 58,7 mg /
100 g w przeliczeniu na kwas galusowy (GAE) w cukrze bragzowym do 364 mg GAE / 100 g
granulowanego jaggery. Na podstawie analizy profilu zwigzkéw fenolowych zidentyfikowane
zostaly kwasy fenolowe jak cynamonowy, chlorogenowy, kawowy, synapowy, kumarowy
i ferulowy, jak tez flawonoidy, tj. apigenina, trycyna i luteolina, ktére uznawane s3a za
nutraceutyki [Zidan, Azlan 2022]. Singh i in. [2015] podali, ze na podstawie analizy
poréwnawczej zwigzkéw polifenolowych zawartych w roéznych produktach z trzciny
cukrowej melasa jest najbogatszym zrodtem kwaséw fenolowych, w poréwnaniu do sokéw
1 syropoéw pozyskanych z tej rosliny. Dane zebrane przez Sharifi-Rad i in. [2023] wskazuja na
wysokie dzialanie terapeutyczne cukru jaggery, zwlaszcza ze wzgledu na zawarto$¢
niezbednych aminokwasow, zwigzkéw mineralnych i witamin oraz wysokiego potencjatu
przeciwutleniajagcego, jak 1 innych wlasciwosci biologicznych, tj. przeciwbakteryjnych,
przeciwnowotworowych i1 nefroprotekcyjnych.

Pomimo Ze nierafinowane cukry trzcinowe o ciemnej barwie uznaje si¢ za naturalne
zroédto nutraceutykow, nalezy mie¢ na uwadze ograniczenia terapeutyczne wynikajace ze
spozycia nadmiernych ich ilo$ci. Bowiem w opinii spotecznej panuje przekonanie, ze za
wystepowanie chorob dietozaleznych odpowiada nadkonsumpcja weglowodandw obecnych
w zywnos$ci. Nieprawidlowa dieta i styl zycia sg istotnymi czynnikami w etiologii wielu
przewlektych chordb niezakaznych, jak otylo$¢ i nadwaga, insulinoopornos¢, cukrzyca typu
II, nadci$nienie tetnicze, choroba niedokrwienna serca, zespdt metaboliczny, niealkoholowe
stluszczenie watroby, niektére nowotwory oraz prochnica zgbdéw [EFSA 2022, Przygoda i in.
2020, Stanhope 2016].

Whbrew powszechnie przyj¢tym przekonaniom o ,,ztym” oddziatywaniu cukru na zdrowie
1 wprowadzonych regulacjach prawnych ograniczajacych jego spozycie [Dz.U. 2015 poz.
1916], nie nalezy zapomina¢ o funkcjach fizjologicznych, jakie pelniag weglowodany
w organizmie. Obecne w codziennej diecie sg zrodlem energii, pod wpltywem enzymow
trawiennych sa rozktadane do cukréw prostych. Glukoza zaopatruje komorki w energie
potrzebng do utrzymania cieptoty ciala, pracy narzadow wewnetrznych i1 aktywnosci
ruchowej. Stanowi cukier fizjologiczny niezbedny do prawidlowej pracy mozgu, uktadu

nerwowego 1 krwiono$nego, miegéni i serca [Przygoda i in. 2020, Eggleston 2018, Stanhope
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2016].

W s$wietle niniejszych informacji, konsumenci si¢gajac po cukry spozywcze lub zywno$¢
z duza zawarto$cia weglowodandow, musza §wiadomie dokonywaé wyborow zakupowych
oraz mie¢ na uwadze konsekwencje wynikajace ze spozywania ich w nadmiarze.

Nierafinowane cukry trzcinowe wykazuja wyzsza warto$¢ zywieniowa, gdyz s3 zrodtem
makro- i1 mikroelementéw, witamin i wielu naturalnych zwigzkéw o wlasciwo$ciach
przeciwutleniajacych [Cervera-Chiner i in. 2021, Lee i in. 2019], dlatego moga stanowic
zamiennik cukru biatego, ktory zawiera min. 99,7% sacharozy [Rozp. UE Nr 1308/2013].
Badania ankietowe [Salamon i in. 2021] wskazaty, ze ok. 80% dostepnych na rynku
produktéw z trzciny cukrowej stanowity cukry, z czego ok. 52% bylo reprezentowane przez
cukry Demerara, za$ ok. 30% rynku cukrow trzcinowych stanowily produkty z deklaracja
o pochodzeniu z rolnictwa ekologicznego.

Celem pracy byta ocena wybranych parametrow jako$ciowych i autentyczno$ci oraz
potencjalu antyoksydacyjnego dostepnych na krajowym rynku nierafinowanych cukrow

trzcinowych z upraw tradycyjnych i ekologicznych.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat badawczy stanowity probki cukru trzcinowego nierafinowanego z upraw
tradycyjnych (n=6) i ekologicznych (n=15), ktére zakupiono w sklepach internetowych
(www.allegro.pl, www.biosklep.com.pl, www.biogo.pl, www.bioboo.pl). Probka odniesienia
byt rafinowany cukier bialy (buraczany). Na podstawie informacji podanych przez
producentéw na opakowaniach, w tabeli 1 zamieszczono zestawienie probek cukrow
wykorzystanych w niniejszym badaniu. Nalezy nadmieni¢, ze kraj pochodzenia ocenianych
probek cukru trzcinowego (tabela 1) nie jest jednoznaczny z ich producentem. Wigkszos¢
probek wyprodukowano w krajach Unii Europejskiej, co wynika z wymogoéw UE [Rozp. UE
Nr 1308/2013], jak tez zobowigzan handlowych z krajami rozwijajacymi si¢, na podstawie
ktérych panstwa czlonkowskie importuja surowy cukier trzcinowy, a rafinacj¢ realizuja

w okresie pomi¢dzy kampaniami [Hryszko, Szajner 2013].
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Tabela 1. Zestawienie probek cukru trzcinowego i cukru buraczanego uzytych do badan
List of cane sugar and beet sugar samples used for testing

Kod Nazwa handlowa Kraj Rodzaj opakowania
probki pochodzenia / masa netto [g]
B0 Cukier biaty (buraczany) Polska torebka papierowa / 1000
T1 Cukier trzcinowy brazowy Demerara Mauritius pudetko kartonowe / 500
T2 Cukier trzcinowy typ Demerara nierafinowany brak danych pudetko kartonowe / 500
T3 Cukier trzcinowy nierafinowany Dark Muscovado brak danych pudetko kartonowe / 500
T4 Nierafinowany cukier trzcinowy Muscovado Ciemny Mauritius pudetko kartonowe / 500
T5 Nierafinowany cukier trzcinowy z melasami Mauritius pudetko kartonowe / 500
T6 Cukier trzcinowy Jaggery Indie pojemnik plastikowy / 500
E7 Cukier BIO trzcinowy nierafinowany spoza UE pudetko kartonowe / 500
E8 Ekologiczny cukier trzcinowy nierafinowany typ Paragwaj torebka foliowa / 500
Demerara

E9 Cukier trzcinowy BIO Rapadura spoza UE torebka foliowa / 500
E10 | Cukier trzcinowy Mascobado BIO nierafinowany Filipiny torebka foliowa / 500
E11 | Cukier trzcinowy Jaggery BIO spoza UE torebka foliowa / 400

Objasnienia: B — cukier buraczany, T — cukier trzcinowy tradycyjny, E — cukier trzcinowy ekologiczny

Do oznaczenia podstawowych parametrow cukru trzcinowego i biatego buraczanego
stosowano mi¢dzynarodowe metody analityczne obowigzujace w cukrownictwie (ICUMSA —
International Commission for Uniform Methods of Sugar Analysis).

Wilgotnos¢ (W) probek cukru oznaczono metodg wagowa jako ubytek masy po suszeniu
wg ICUMSA GS2/1/3/9-15 [2007]. Pozostate analizy wykonano w roztworach cukru.
Zawarto$¢ popiolu (Pk) w cukrze bialym oznaczono metoda konduktometryczng wg
ICUMSA GS2/3/9-17 [2011], a w cukrze trzcinowym wg ICUMSA GS1/3/4/7/8-13 [1994].
Zabarwienie roztworu (Br) cukru trzcinowego wykonano metoda spektrofotometryczng wg
ICUMSA GS1/3-7 [2011], a cukru biatego wg ICUMSA GS2/3-10 [2011]. Polaryzacj¢ cukru
biatego (Pol) oznaczono metoda podang przez Instytut Cukrownictwa w Brunszwiku wg
ICUMSA GS2/3-1 [2011], a cukréw trzcinowych wg ICUMSA GS1/2/3/9-1 [2011].
Oznaczenie zawartosci skrobi (S) w cukrze wykonano metoda spektrofotometryczng wg
ICUMSA GS1-16 [2013]. Do wyznaczenia krzywej wzorcowej stosowano rozpuszczalng
skrobi¢ ziemniaczang (ChemPur, Polska).

Metoda chromatografii cieczowej z detekcja refraktometryczng (HPLC/RID) w badanych
probkach cukru oznaczono zawarto§¢ sacharozy (Sach) oraz sumy fruktozy i glukozy, jako
cukru inwertowanego (Inw). Analizie poddano roztwor cukru (5%) po filtracji przez saczek
membranowy 0,45 um (PVDF). Do ilo§ciowego oznaczenia profilu cukrowego stosowano

metod¢ wzorca zewnetrznego. Wzorce roztworoOw cukrow, tj. sacharozy, glukozy i fruktozy
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(Sigma, USA) przygotowano na pigciu poziomach stezen. Cukry identyfikowano po czasie
retencji w okreSlonych warunkach analizy. W sktad aparatury badawczej wchodzily:
chromatograf cieczowy (Waters, USA) wyposazony w modut separacyjny Alliance 2695,
detektor refraktometryczny 2414, piec i1 kolumna chromatograficzna Sugar Pak 1
z przedkolumng (Waters, USA). Eluent stanowit roztwor wodny wersenianu di-sodu (0,1 mM).
Rozdziatl prowadzono w warunkach izokratycznych w temperaturze 90°C przy przeptywie 0,5
cm’/min. Integracje pikow i obliczenia ilo§ciowe wykonano za pomocg programu Empower 2
(Waters, USA). Obliczenia przeprowadzono w oparciu o standardowe krzywe wzorcowe
sacharozy, glukozy i fruktozy. Wyniki zawarto$ci sacharozy oraz sumy glukozy i fruktozy
(cukru inwertowanego, tzw. inwertu) wyrazono w g/100 g s.m. cukru.

Zawartos¢ polifenoli ogotem (PO) w probkach cukru oznaczono zmodyfikowana metoda
spektrofotometryczng z odczynnikiem Folin-Ciocalteu (ChemPur, Polska) [Azlan i in. 2020,
Lee i in. 2019, Segui i in. 2015]. W tym celu do probowek o pojemnosci 15 cm?® dodawano
kolejno: wode dejonizowang (8,9 cm?), 15% roztwor weglanu sodu (0,5 cm?), 10% roztwor
cukru (0,5 ¢cm?) i odczynnik Folin-Ciocalteu (0,1 cm?). Po doktadnym wymieszaniu, probki
inkubowano przez 45 minut w temperaturze pokojowej w ciemno$ci. Pomiar absorbancji
wykonano przy uzyciu spektrofotometru BECKMAN DU-530 (Wielka Brytania) przy
dlugosci fali 765 nm wobec proby odczynnikowej (Slepej). Zawarto$¢ polifenoli ogdtem
obliczono na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej dla kwasu galusowego w zakresie
do 60 mg/dm?. Wyniki wyrazono w mg/100 g s.m. cukru w przeliczeniu na kwas galusowy
(POL-AURA, Polska).

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej (DPPH) w probkach cukru oznaczono metoda
spektrofotometryczng z rodnikiem DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; TCI, Japonia) wg
modyfikacji [Urbanska i in. 2020]. Do probowek o pojemnosci 10 cm? dodawano w nastepnej
kolejnosei: 2,4 ¢cm? roztworu rodnika DPPH (60 uM) w metanolu i 0,1 cm® 10% roztworu
cukru. Po wymieszaniu, probki inkubowano w ciemnos$ci przez 30 min. w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie mierzono absorbancj¢ przy uzyciu spektrofotometru BECKMAN
DU-530 (Wielka Brytania) przy dlugosci fali 515 nm wobec wody dejonizowanej jako proby
Slepej. Probke kontrolng stanowita mieszanina wody dejonizowanej (0,1 cm?) z roztworem
DPPH w metanolu (2,4 cm?). Aktywno$¢ antyoksydacyjng przy uzyciu rodnika DPPH
obliczono ze wzoru:

% inhibicji = [(Ao — A1) / Ao] - 100

gdzie: A — absorbancja rodnika DPPH z roztworem wodnym probki,
Ao — absorbancja rodnika DPPH z woda (tzw. proba kontrolna).
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Aktywnos$¢ antyoksydacyjng (DPPH) jako zdolno$¢ probki do wychwytywania wolnych
rodnikéw DPPH wyrazono w uM Trolox (Sigma-Aldrich, Szwajcaria) na 100 g s.m. cukru.

Pomiar barwy probek cukru wykonano przy uzyciu kolorymetru Color Quest XE
(HunterLab, USA) wyposazonego w ksenonowa lampe¢ btyskowa w szklanych kuwetach
o drodze optycznej 1 cm. Pomiary przeprowadzono w systemie CIE L*a*b* z zastosowaniem
luminatu D65 1 obserwatora 10°. Wyniki wyrazono jako parametry barwy: L*
(jasno$¢/ciemnos$¢ barwy), a* (barwa czerwona/zielona) i b* (barwa zoétta/niebieska).

Oznaczenia wykonano w dwoch réwnoleglych powtorzeniach dla kazdej probki cukru.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie z odchyleniem standardowym. Analize
statystyczng uzyskanych wynikow badah przeprowadzono przy uzyciu programu
STATISTICA 13 PL. W celu wyznaczenia grup jednorodnych wykonano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji (ANOVA) oraz test NIR, przy poziomie istotnosci p=0,05. W celu
zbadania zalezno$ci pomigdzy ocenianymi wskaznikami wyznaczono korelacje Pearsona.

Wyniki poddano tez analizie sktadowych gléwnych (PCA).

WYNIKI I DYSKUSJA
Wyniki cech fizykochemicznych ocenianych probek cukru trzcinowego w odniesieniu do

probki kontrolnej (cukier biaty buraczany) zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wlasciwosci fizykochemiczne probek cukru trzcinowego i buraczanego
Physicochemical properties of cane sugar and beet sugar samples

K,0d . Wilgotnos¢ Zav'vartoéc' Polaryzacja f:cvl‘llzi?zé; Ziivvvvael:tojé ZavYartoéc'
probki [%] popiotu [%] [°Z] [¢/100 g s.m.] [¢/100 g s.m.] skrobi [mg/kg]
B0 0,01 £0,00° | 0,02+0,00° | 100,0£0,1" | 99,7+0,3* <0,01° ns
T1 0,06 £0,01* | 0,71+0,01¢ | 99,2+0,1° 98,2 + 0,4 0,51 +0,01¢ 48,7+ 1,0
T2 0,05+0,01* | 0,18+0,01° | 99,3+0,57 98,2 +0,1 0,43 + 0,00° 37,1+ 1,9°
T3 2,24+0,00° | 2,61+0,02" | 90,8+0,7¢ 87,5+0,1° 1,97 +£0,01" | 27,0+1,0°
T4 1,96 0,02 | 2,60+£0,01" | 93,6+1,5° 88,0+ 0,2 1,39+£0,01" | 31,0+ 1,0®
T5 2,50 +0,02F | 2,68+0,05 | 90,9+0,2¢ 86,2 + 0,4° 1,52 £0,018 20,9+ 1,9°
T6 577+0,09" | 3,34+0,04 | 74,8+0,9° 74,0 £ 0,1° 8,33+0,01' | 353,1 £16,4°
E7 0,04 0,00 | 0,12+0,00° | 99,7+ 0,0f 97,2 +0,2' 0,40 +0,01° 50,4 + 2.4
ES 0,17+0,03° | 0,14+0,00 | 97,9+ 0,0° 96,5 +0,2" 0,88 £ 0,01° 88,7 + 3,8¢
E9 2,80 +£0,018 | 220+0,028 | 853+1,4° 84,6 +0,1° 4,30 £0,01* 21,5+2,9*
E10 | 1,69+0,02° | 1,18+0,01° | 92,0+0,1¢ 88,7+0,18 3,02 £0,01° 34,8 + 1,4°
E1l1 | 1,67+0,01° | 1,29+0,00° | 87,3+0,0° 86,9 0,24 3,96 £ 0,00’ 30,4 +2,9®
Objasnienia: B — cukier buraczany, T — cukier trzcinowy tradycyjny, E — cukier trzcinowy ekologiczny; ns — nie
stwierdzono; a,b,c... — wielkoéci w kolumnach oznaczone réznymi literami dotycza réznic istotnych
statystycznie (p < 0,05).
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Wilgotnos¢ cukru decyduje o jego jakosci i stabilnosci podczas przechowywania. Wzrost
higroskopijnosci powoduja cukier inwertowany i melasa pokrywajace krysztatki cukru [Segui
i in. 2015]. Wilgotno$¢ probki kontrolnej (tabela 2) spetniala wymagania stawiane dla cukru
biatego (max. 0,06%) [Rozp. UE Nr 1308/2013]. Trzy sposrod ocenianych probek cukrow
trzcinowych, tj. probki cukru nierafinowanego Demerara (T1, T2 i E7) wykazywaly niska
wilgotnos¢ (0,04-0,06%), ktora odpowiadata wymaganiom stawianym dla cukru biatego.
Ww. probki nie réznily si¢ istotnie statystycznie w poziomie wilgotnosci. Wilgotnos¢
pozostalych probek ksztattowala sie¢ w zakresie od 0,17% dla ekologicznej probki cukru
Demerara (ES8) do 5,77% dla probki cukru Jaggery (T6).

Obecno$¢ substancji mineralnych w cukrze wskazuje na pozostatosci melasy
w krysztalach po procesie rafinacji. Zawarto$§¢ popiotu konduktometrycznego jest miarg
stezenia soli zdysocjowanych w roztworze, ktore przewodza prad elektryczny. Najnizsze
zawartosci popiotu w przedziale od 0,12 do 0,18% (tabela 2) oznaczono w trzech
nierafinowanych probkach cukru brazowego Demerara (T2, E7 1 ES8). Zbiezne wyniki
uzyskali Wojtczak i in. [2014] w konsumpcyjnych probkach cukru trzcinowego bragzowego,
tj. od 0,05 do 0,42% popiolu konduktometrycznego. Istotnie wyzsze zawarto$ci popiotu
oznaczono w pozostalych badanych prébkach, przy czym najwyzsze ilo$ci popiotu zawierata
probka cukru Jaggery (T6; 3,34%), a najnizsze — probka cukru brazowego Demerara (T1;
0,71%).

Polaryzacja zalezy od stopnia rafinacji i odzwierciedla st¢zenie sacharozy w roztworze
cukru. Wartosci polaryzacji probki kontrolnej BO i E7 (tabela 2) byly poréwnywalne
z normatywami okreslonymi dla cukru bialego, tj. min. 99,7°Z [Rozp. UE Nr 1308/2013].
Roznice te byly statystycznie nieistotne. Jedna z probek ekologicznych (ES8) o polaryzacji na
poziomie 97,9°Z nie rdznila si¢ istotnie od probek T1 i T2. Pozostate probki cukru cechowaty
si¢ nizsza polaryzacja, tj. od 74,8°Z (probka T6) do 93,6°Z (probka T4). Oznaczona
chromatograficznie zawarto$¢ sacharozy (Sach) w cukrze byta bardzo silnie skorelowana
z polaryzacja (Pol) (r=0,97; tabela 4). Ponadto, analiza HPLC wykazata obecno$¢ cukrow
redukujacych w badanych probkach cukréw tradycyjnych ($rednio 2,36 g/100 g s.m.)
i ekologicznych ($rednio 2,51 ¢g/100 g s.m.), przy czym najwyzsze ilosci cukru
inwertowanego oznaczono w probce T6 (8,33 g/100 g s.m.), a najnizsze — w probce E7
(0,40 g/100 g s.m.).

Waznym wyr6znikiem oceny jako$ci cukru trzcinowego jest oznaczenie zawarto$ci
skrobi — polisacharydu, ktory nie wystepuje w cukrze z burakéw cukrowych. W prébee cukru

rafinowanego biatego buraczanego (B0) nie stwierdzono skrobi. Wedlug australijskich
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1 poludniowoafrykanskich standardow [Wojtczak i in. 2014], w zalezno$ci od gatunku cukru
trzcinowego klasyfikowanego na podstawie polaryzacji, zawarto$¢ skrobi powinna wynosi¢
od 40 do 110 mg/kg. W cukrach o bardzo wysokiej polaryzacji (V-VHP), normy brazylijskie
dopuszczaja zawarto$¢ skrobi do 250 mg/kg [Wojtczak i in. 2014]. W badanych prébkach
cukru trzcinowego (tabela 2) zawartos$¢ skrobi ksztattowata si¢ od 20,9 mg/kg w prébee cukru
z melasa (T5) do 88,7 mg/kg w prébce cukru Demerara z upraw ekologicznych (E8), a nawet
do 353,1 mg/kg w probece cukru Jaggery (T6). W badaniach Wojtczaka i in. [2014] uzyskano
znacznie wyzsze zawartos$ci skrobi (165,1-306,3 mg/kg) w probkach cukru brazowego
o barwie powyzej 1000 IU. Badana przez tych autorow probka rafinowanego trzcinowego
cukru bialego zawierata skrobi¢ w ilosci 51 mg/kg. W zwigzku z powyzszym, oznaczenie
zawarto$ci skrobi w cukrze moze stanowi¢ specyficzny wyrdznik jako$ci cukru trzcinowego
jako kryterium oceny jego autentycznosci.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki zabarwienia cukru w roztworze i parametrow barwy
cukru oznaczone w systemie CIE L*a*b* oraz potencjalu antyoksydacyjnego analizowanych

probek cukru trzcinowego w poréwnaniu z probka cukru bialego buraczanego (BO).

Tabela 3. Zabarwienie, parametry barwy i potencjal antyoksydacyjny probek cukru
trzcinowego 1 buraczanego
Color parameters and antioxidant potential of cane sugar and beet sugar samples

Kod Zabarwienie Jasnos¢ Parametr Parametr Zawartoé’c' polifenoli DPPH
robki [1U] barwy L* barwy a* barwy b* ogélem [uM Trolox/100
P y y y [mg GAE/100 g s.m.] g s.m.]
B0 37 +£0° 87,7+ 0,68 -0,34 £ 0,0* 5,3+0,3% ns ns
T1 1566 + 10% 58,6 +0,7° 6,7+£0,2° 26,1 + 0,5f 11,2 +0,3¢ 1,93 + 0,11d
T2 1764 +£ 120 | 61,2+0,3° | 7,0+0,1° | 27,4+0,4" 8,4+0,0° 1,74 £0,02¢
T3 33358 £1091°| 25,3 +1,8" 8,5+ l,Od 11,7+ 1,7° 139,5 + 1,4i 3,46 + 0,058
T4 28577 £ 20674 28,0 +1,2° 10,8 +0,3° 16,9 + 0,7d 123,2 £ 0,98 3,00 £ 0,02f
T5 45443 + 5656° 23,3 +2,8° 7,1 £0,4° 9,3+ 0,9b 147.,5 £ 0,8j 3,70 £ 0,()8h
T6 53981 + 1504#% | 43,1 + 3,8b° 13,9 + 0,48 334+ 2,3h 31,9+ 0,0d 3,08 £ 0,05f
E7 1227 + 286 66,9 + 3,4f 43 + 0,3b 21,8 +1,1°¢ 5,3+0,1% 0,52 +£0,07*
ES8 4562 + 680° 45,0 £1,6° 9,9 +£0,3° 27,7+ 0,6fg 67,5+0,0° 1,05+ 0,10b
E9 37197 £2362° | 47,1 £3,6° 12,0+ 0,0f 28,5+ 1,28 154,4 + 0,6k 4,00 + 0,03-i
E10 25644 + 14684 393+ 1,4b 8,8 £ O,Id 20,4 £0,3° 91,0 £ 0,6f 2,45 +0,02°
Ell 18937 +£108° | 52,714 | 11,8+0,6" | 32,2+0,7" 129,5+1,3" 3,34+0,018
Objasnienia: B — cukier buraczany, T — cukier trzcinowy tradycyjny, E — cukier trzcinowy ekologiczny; ns — nie
stwierdzono; a,b,c... — wielkosci w kolumnach oznaczone r6znymi literami dotycza réznic istotnych
statystycznie (p < 0,05).
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Barwa jest najwazniejsza cechg fizyczna produktéw spozywczych, ktora wpltywa na
percepcje konsumentow. Stopien rafinacji cukru trzcinowego, czyli jego oczyszczenia ze
zwigzkow niecukrowych, decyduje o zabarwieniu roztworéw cukru (Br). Produkty
nierafinowane moga przybiera¢ barwe od jasno do ciemnobrazowe;j, ktora zalezy od zawartej
w cukrze melasy, polifenoli i naturalnych pigmentéw pochodzacych z trzciny cukrowe;.
Brazowienie cukrow moga powodowa¢ melanoidyny, tj. produkty reakcji cukrow
redukujacych z aminokwasami, ktore moga tworzy¢ si¢ podczas ogrzewania soku surowego
[Lee i in. 2019]. Wskaznik zabarwienia jest jednym z kryteriow klasyfikacji cukru
trzcinowego, podobnie jak polaryzacja.

Barwa probki cukru bialego buraczanego B0 (37 IU) spelniala wymagania stawiane dla
cukru biatego [FAO/WHO 2019]. Zabarwienie (Br) badanych cukréw trzcinowych (tabela 3)
ksztattowato si¢ od 1227 IU dla ekologicznej probki cukru nierafinowanego (E7) do 53981 U
dla probki cukru Jaggery (T6). Analiza statystyczna wykazala statystycznie istotne rdznice
miedzy zabarwieniem probki kontrolnej (B0O) a pozostatych probek. Zabarwienie badanych
przez Eggleston i in. [2021] wirowanych produktow z trzciny cukrowej wahato si¢ od 17 TU
(rafinowany cukier biaty trzcinowy) do 18073 IU (ekologiczny ciemny cukier trzcinowy).
Z kolei zabarwienie probek cukréw niewirowanych ksztattowato si¢ od 14370 IU (jasny
cukier trzcinowy panela) do 32832 IU (ekologiczny puder jaggery). W badaniach Segui i in.
[2015], najciemniejszym zabarwieniem, sposrod analizowanych cukréw nierafinowanych,
cechowaty sie cukry jaggery (15142-16606 IU), jednakze najwicksze wartosci wykazywat
miod trzcinowy (18715 TU).

Analiza danych z tabeli 2 1 3 wskazuje, ze w pordwnaniu do pozostatych probek, cukry
trzcinowe (T1, T2 i E7), poza jasniejszym zabarwieniem (1227-1764 IU), charakteryzowaly
si¢ wyzszym stopniem polaryzacji (99,2-99,7°Z) 1 nizszg wilgotnoscig (0,04-0,06%).
Pomimo, Ze analiza wykazala istotng statystycznie korelacj¢ Pearsona (r=-0,87) mig¢dzy
polaryzacja (Pol) i zabarwieniem cukru (Br) (tabela 4), oznaczenie omawianych wskaznikoéw
jakosci w przypadku ww. probek cukru trzcinowego moze nie by¢ jednoznaczne w ocenie
zafalszowania cukru biatego buraczanego, np. karmelem. Majac na uwadze, ze w ww.
probkach stwierdzono obecno$¢ skrobi (tabela 2), nasuwa si¢ przypuszczenie, ze moga to by¢
probki rafinowanego biatego cukru trzcinowego zmieszane z karmelizowanymi, brgzowymi
produktami ubocznymi przetwarzania trzciny cukrowej, tj. melasg lub syropami odciekowymi
[Wojtczak i in. 2012].

Oceniane probki cukrow trzcinowych zostaty poddane takze analizie parametréw barwy

w systemie CIE L*a*b* (tabela 3). Parametr L* opisujacy jasno$¢ barwy wykazywal
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najwyzsza warto$¢ 87,7 dla probki cukru biatego (B0). Sposrod probek cukréw trzcinowych,
najjasniejsza barwg o wartoSci 66,9 cechowata si¢ probka nierafinowanego cukru
ekologicznego (E7). Z kolei, najciemniejsza barwa odznaczaly si¢ probki cukrow ciemnych
Muscovado i cukru z melasami o warto$ci parametru L* od 23,3 (dla probki T5) do 28,0 (dla
probki T4). Stwierdzono istotng statystycznie ujemng korelacje (r=-0,72) miedzy
zabarwieniem cukru (Br) a parametrem barwy L* (tabela 4). Wartosci parametru a* badanych
probek cukrow trzcinowych miescily si¢ w zakresie barwy czerwonej od 4,3 do 13,9, za$
parametru b* — w zakresie barwy zoéttej od 9,3 do 33,4. Najwyzsze wartosSci parametrow
barwy a* i b* zmierzono dla probki cukru Jaggery (T6).

Stopien rafinacji cukru trzcinowego, poza ksztalttowaniem barwy, wptywa na zawartos¢
polifenoli 1 flawonoidow wystepujacych w melasie oraz wlasciwosci przeciwutleniajace
[Azlan i in. 2020, Barrera i in. 2020, Lee 1 in. 2019, Asikin i in. 2017]. W analizowanych
probkach cukru trzcinowego zawarto$¢ polifenoli ogdtem (tabela 3) miescita si¢ w przedziale
od 5,3 do 154,4 mg/100 g s.m. w przeliczeniu na kwas galusowy (GAE), przy czym najnizsze
zawarto$ci polifenoli ogdétem oznaczono w probee cukru ekologicznego (E7), za$ najwyzsze —
w probece cukru ekologicznego Rapadura (E9). W probece kontrolnej (B0O) nie stwierdzono
obecnosci zwigzkow polifenolowych (tabela 3). Analiza statystyczna (tabela 4) wykazata
dodatnig istotng zalezno$¢ pomiedzy zawartoscia polifenoli ogoétem (PO) a zabarwieniem (Br)
cukru (r=0,64). Zawarto$¢ polifenoli w cukrach trzcinowych brazowych bedacych
przedmiotem badan Segui i in. [2015] ksztaltowata si¢ od 37,2 do 81,0 mg GAE/100 g, za$
probka rafinowanego cukru trzcinowego zawierata 0,4 mg GAE/100 g.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna cukrow trzcinowych oznaczona przy uzyciu rodnika DPPH
(tabela 3) miescita si¢ w zakresie od 0,52 do 4,00 uM Troloxu/100 g s.m. produktu. Podobnie
jak w przypadku zawartosci polifenoli ogodlem, najwigksza zdolno$¢ zmiatania wolnych
rodnikéw wykazywata probka ekologicznego cukru Rapadura (E9), a najmniejsza probka
cukru trzcinowego nierafinowanego BIO (E7). Wykazano silne statystycznie istotne korelacje
pomiedzy aktywnoscig antyoksydacyjng (DPPH) a zabarwieniem (Br) probek (r = 0,82), jak
réwniez pomigdzy aktywno$cia antyoksydacyjna a zawarto$cig polifenoli ogdétem (PO)
(r=10,83) 1 popiotu konduktometrycznego (Pk; r = 0,85) (tabela 4).

Na rysunku 1 w ukladzie 3D zobrazowano oddziatywanie wybranych wyrdznikow
jakosciowych ocenianych probek na zabarwienie cukru.

Prezentacja danych na rysunku la obrazuje silne statystycznie istotne korelacje
wskaznika zabarwienia (Br) cukru z zawarto$cig popiotu konduktometrycznego (Pk; r = 0,95)

oraz wskaznikiem polaryzacji (r=-0,87). Zabarwienie cukru korelowato silnie dodatnio
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z wilgotnoscia (W; r=0,94) oraz aktywnoscig antyoksydacyjna (DPPH; r=0,82), co
zobrazowano na rysunku 1b.
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Wplyw wybranych wskaznikéw i1 zabarwienia na wlasciwosci probek cukrow

w uktadzie 3D: (a) zawarto$ci popiotu konduktometrycznego od polaryzacji

i zabarwienia, (b) zalezno$¢ aktywnos$ci przeciwutleniajacej od wilgotnos$ci
1 zabarwienia.

The influence of selected indicators and color on the properties of sugar
samples in a 3D system: (a) conductometric ash content on polarization and
color, (b) dependence of antioxidant activity on moisture content and color.

Tabela 4. Wspotczynniki korelacji Pearsona migdzy ocenianymi parametrami probek
cukrow

Pearson’s correlation coefficients between the assessed parameters of sugar

samples
Parametr w Pk Pol Sach Inw S Br L* a* b* PO | DPPH
W 1
Pk | 0,90 1
Pol -0,96* | -0,81* 1
Sach -0,98* | -0,90* | 0,97* 1
Inw 0,91* | 0,67* | -0,97* | -0,91* 1
S 0,70* | 0,41* | -0,66* | -0,61* | 0,76* 1
Br 0,94* | 0,95* | -0,87* | -0,95* | 0,76* | 0,45* 1
L* -0,54* | -0,76* | 0,46* | 0,61* | -0,31 | -0,11 | -0,72* 1
a* 0,69* | 0,64* | -0,76* | -0,77* | 0,75* | 0,50* | 0,64* -0,63* 1
b* 0,23 -0,01 -0,39 -0,27 | 0,53* | 0,51* 0,03 0,04 0,68* 1
PO 0,42* | 0,64* | -0,45* | -0,54* | 0,27 | -0,26 | 0,64* -0,76* | 0,53* | -0,11 1
DPPH | 0,70* | 0,85* | -0,72* | -0,78* | 0,58* | 0,11 0,82* -0,77* | 0,74* | 0,18 | 0,83* 1
Objasnienia: W —

wilgotnos¢, Pk — zawarto$¢ popiolu konduktometrycznego, Pol — polaryzacja, Sach —

zawarto$¢ sacharozy, Inw — zawarto$¢ cukru inwertowanego, S — zawarto§¢ skrobi, Br — zabarwienie, L* —

parametr barwy L, a* — parametr barwy a, b* — parametr barwy b, PO — zawarto$¢ polifenoli ogétem, DPPH —
aktywnos$¢ antyoksydacyjna, * — wspotczynniki korelacji istotne statystycznie (p < 0,05).
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Silne 1 statystycznie istotne korelacje (tabela 4) pomigdzy wskaznikami jako$ciowymi

pozwolily na przeprowadzenie analizy skladowych glownych (PCA), ktorej celem byto

utatwienie oceny jako$ci i zobrazowania rdéznic pomigdzy poszczegdlnymi rodzajami

badanych probek cukrow trzcinowych. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 2.
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Rysunek 2. Analiza skladowych gléwnych (PCA) dla wyr6znikéw jakos$ciowych

1 potencjatu antyoksydacyjnego probek cukrow: (a) wykres PCA gltownych
sktadowych PC1 i PC2, (b) wykres punktowy badanych probek na ptaszczyznie
PC1 vs. PC2. Niebieskie linie na rysunku 2a wskazuja aktywne dane
uwzglednione w analizie PCA, a na rysunku 2b dotycza wydzielenia grup
probek cukru o podobnych wlasciwosciach.

Principal component analysis (PCA) for the qualitative characteristics and
antioxidant potential of sugar samples: (a) PCA plot of two principal
components PC1 and PC2, (b) score plot presenting analyzed samples in terms
of PCI vs. PC2. The blue lines in figure 2a indicate the active data included in
the PCA analysis, and in figure 2b they refer to the separation of a group of
sugar samples with similar properties.

Gloéwne sktadowe PC1 i PC2 wyjasnily 97,32% zmienno$ci, czyli odpowiednio 90,08%

1 7,24%. Pierwsza sktadowa (PC1) z uwzglednieniem wspotrzednych czynnikowych (r)

wyznaczonych na podstawie korelacji stanowily nastgpujace zmienne aktywne: zabarwienie

cukru (Br; r = 0,97), wilgotnos¢ (W; r = 0,94), polaryzacja (Pol; r = -0,95) i zawarto$¢ popiotu

konduktometrycznego (Pk; r=0,93), zawarto$¢ sacharozy (Sach; r=-0,99) i1 cukru

inwertowanego (Inw; r=0,87) oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna (DPPH; r=0,79). Druga

glowng sktadowa (PC2) tworzyly przede wszystkim parametry barwy b* (r=0,66) i L*

(r=0,58). Na ksztaltowanie jako$ci badanych probek cukru trzcinowego i biatego

(buraczanego) duzy wplyw mialy zmienne charakteryzujace si¢ dluzszymi liniami
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wychodzacymi ze $rodka okrggu (rysunek 1a).

Analiza skltadowych gltownych (PCA) pozwolita na wyznaczenie zmiennych
(wyr6éznikoéw jakosci) majacych wpltyw na tworzenie jednorodnych grup. Na podstawie
uzyskanych wynikéw badane probki cukrow trzcinowych podzielono na cztery grupy
(rysunek 2b). Pierwsza grupe¢ stanowity probki B0, T1, T2, E7 1 ES, tj. cukier bialy buraczany
(probka odniesienia) oraz nierafinowane cukry trzcinowe tradycyjne i ekologiczne
zadeklarowane przez producentdow jako cukry Demerara i bragzowe, ktore na tle pozostatych
cukrow wyroznialy si¢ jasnobrazowa barwg, wysoka polaryzacja i niska wilgotnos$cia.
W drugiej grupie znalazty si¢ tradycyjne nierafinowane cukry trzcinowe ciemne Muscovado
i cukier z melasami (T3, T4 i TS5), ktore cechowato ciemne zabarwienie roztworu ($rednio
35793 1U), wysoka wilgotno$¢ (srednio 2,23%) i zawarto$¢ popiotu konduktometrycznego
($rednio 2,63%), stosunkowo wysoka zawarto$¢ polifenoli ogdtem ($rednio 136,7 mg GA/100
g s.m.) i aktywnos¢ antyoksydacyjna ($rednio 3,39 uM Troloxu/100 g s.m.). Poza tym probki
te w porOwnaniu z innymi, wykazywaly niska warto§¢ parametru jasnosci barwy L*.
Na kolejng grupe nierafinowanych cukrow trzcinowych sktadaly si¢ ekologiczne probki
Rapadura, Mascobado i Jaggery (E9, E10 i E11). Probki te, w porownaniu z wczesniej
omawiang grupa cukréw, wykazywaly nieznacznie nizsze warto$ci wskaznika zabarwienia,
nizszg wilgotno$¢, zawarto$¢ popiolu konduktometrycznego, polifenoli ogétem oraz
aktywno$¢ antyoksydacyjng. Na tle ww. probek najbardziej wyrdzniata si¢ probka cukru
trzcinowego Jaggery (T6). Cukier ten charakteryzowal si¢ najnizszg polaryzacja, ale
najwyzsza wilgotnoscia, zawartoscig popiotu konduktometrycznego, cukru inwertowanego
i skrobi oraz wartos$cig parametrow barwy a* i b*, co wskazuje na niski stopien rafinacji tego
produktu.

Wyniki uzyskane w analizie sklfadowych gltéwnych (PCA) sa potwierdzeniem opisanych
wczesniej danych 1 pozwalaja na wskazanie rodzajow nierafinowanych cukréw trzcinowych
o zblizonych cechach. Analiza PCA wykazata rdéznice migdzy probkami z upraw
ekologicznych i tradycyjnych wylacznie dla asortymentu ciemnych cukréw trzcinowych.
Probki nierafinowanych cukréw bragzowych Demerara (T1, T2, E7 i E8) byly podobne do
probki odniesienia (B0), czyli cukru biatego z burakéw cukrowych, zaréwno pod wzgledem
ocenianych wskaznikow jakos$ciowych jak i pochodzenia uprawy trzciny cukrowe;.

Trudno przyja¢ argumentacje, ze cukier biaty wyprodukowany z burakow cukrowych jest
zblizony jakos$ciowo (pod wzgledem badanych w niniejszej pracy wyroéznikdéw jakosciowych)
do nierafinowanego cukru brazowego trzcinowego. W przedstawionych badaniach cukier

biaty stanowil jedynie probke odniesienia dla analizowanych probek cukréow trzcinowych
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1 wraz z nimi zostal objety analizg statystyczng. W rezultacie stanowi jedng grupe¢ z probkami

cukréw trzcinowych bragzowych Demerara (T1, T2, E7 i E8). By¢ moze takie

przyporzadkowanie bylo spowodowane niedostateczng liczba ocenianych prébek. Niemniej

jednak, w oparciu o powyzsze sformutowano ponizsze spostrzezenia i wnioski.

1.

WNIOSKI

. Wykazano podobienstwo probek nierafinowanego cukru trzcinowego brazowego

Demerara z rafinowanym cukrem buraczanym, co potwierdzita analiza statystyczna
1 analiza sktadowych gtownych (PCA). Probki te nie roéznity si¢ poziomem wilgotnosci,
polaryzacji 1 zabarwienia cukru. Istnieje prawdopodobiefistwo, ze oceniane probki cukru
Demerara stanowity rafinowany bialy cukier trzcinowy wtérnie zmieszany z melasg lub
syropami odciekowymi.

Probki ciemnych cukrow trzcinowych, w poréwnaniu do biatego cukru buraczanego,
cechowaly si¢ nizszg polaryzacja 1 =zawartoscig sacharozy, ale ciemniejszym
zabarwieniem, wyzsza wilgotnoscia, zawarto$cig popiotu konduktometrycznego, cukrow
redukujacych 1 skrobi oraz aktywno$cig antyoksydacyjna (DPPH), wynikajaca gltéwnie
z obecnosci polifenoli.

W przypadku ciemnych cukréw trzcinowych wykazano roznice istotne statystycznie
miedzy probkami z upraw tradycyjnych i ekologicznych, czego nie stwierdzono dla
probek cukréw o jasnobrazowej barwie.

Najwyzsza jakoscig pod wzgledem wigkszo$ci ocenianych parametréw, wskazujacych na
niski stopien rafinacji, cechowata si¢ probka tradycyjnego cukru trzcinowego Jaggery. Na
tle ocenianych probek, cukier ten wyrdzniat si¢ najnizsza polaryzacja, ale najwyzsza
wilgotno$cia, zawartoscig popiotu, cukru inwertowanego oraz skrobi. Jednocze$nie
charakteryzowal si¢ najciemniejszym zabarwieniem, ktoére prawdopodobnie wplyneto na
najwyzsze wartosci wskaznikow parametrow barwy czerwonej i zottej (a* 1 b*).
Oznaczenie skrobi w cukrach trzcinowych moze by¢ parametrem odrdzniajagcym je od

cukru buraczanego, a tym samym stanowi¢ kryterium oceny ich autentycznosci.
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Streszczenie

Celem badan byla analiza wptywu dojrzewania na ,mokro” i dlugotrwatego
zamrazalniczego przechowywania mig¢sa (Longissimus thoracis et lumborum, LTL) bykow
jelenia szlachetnego (Cervus elaphus L.) na jego profil kwasow tluszczowych. W thuszczu
$rédmigsniowym probek nieprzechowywanych, po dojrzewaniu (10 dni) i zamrazalniczym
przechowywaniu (9 miesigcy) przeanalizowano profil kwasow thuszczowych. Stwierdzono, ze
probki poddane zamrazalniczemu przechowywaniu po dojrzewaniu charakteryzowaty sig
korzystniejszym (P<0,05) stosunkiem udzialu kwaséw tluszczowych nienasyconych
i jednonienasyconych do kwasow tluszczowych nasyconych (odpowiednio 0,92 i 0,68)
w pordwnaniu z probkami analizowanymi bezposrednio po dojrzewaniu (odpowiednio 0,76
1 0,59) oraz probkami zamrozonymi z pomini¢ciem procesu dojrzewania (odpowiednio 0,82
i 0,61). Stwierdzony brak niekorzystnych zmian profilu kwaséw tluszczowych w migsie
jelenia szlachetnego przechowywanym zamrazalniczo po zastosowaniu dojrzewania ,,na
mokro” wskazuje, ze technologia ta moze by¢ alternatywa dla tradycyjnej technologii

mrozenia dziczyzny po uprzednim przeprowadzeniu dojrzewania w tuszach.

Stowa kluczowe: dziczyzna, dojrzewanie, mrozenie, profil kwasow thuszczowych
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THE FATTY ACID PROFILE OF MEAT FROM MALE RED DEER (CERVUS
ELAPHUS L.) SUBJECTED TO WET AGING AND FREEZER STORAGE

Summary

The aim of this study was to analyze the effect of “wet” aging and long-term freezer
storage of meat (Longissimus thoracis et lumborum, LTL) from male red deer (Cervus elaphus
L.) on its fatty acid profile. The fatty acid profile of intramuscular fat was determined in
unstored, aged (10 days) and freezer-stored (9 months) samples. It was found that samples
subjected to freezer storage after wet aging were characterized by a more favorable (P<0,05)
ratio of unsaturated and monounsaturated fatty acids to saturated fatty acids (0.92 and 0.68,
respectively) than samples analyzed directly after aging (0,76 and 0,59, respectively) and
samples that were frozen without aging (0,82 and 0,61, respectively). No undesirable changes
in the fatty acid profile of red deer meat that was wet-aged and freezer-stored indicate that this

technology can offer an alternative to conventional freezing of game meat after carcass aging.

Keywords: game meat, ageing, freezing, fatty acid profile

WSTEP

Podaz migsa zwierzat townych na rynku pozostaje w zwiagzku z kalendarzem polowan
(okresami ochronnymi) ustanowionym prawem, ktéorego muszg przestrzega¢ mysliwi
[Rozporzadzenie Ministra Srodowiska 2005]. Produkt ten musi byé zatem utrwalany
w okresie zwickszonej dostepnosci w celu jej zapewnienia takze poza sezonem lowieckim.
Jest to konieczno$cig rowniez ze wzgledu na wlasciwosci migsa (duza zawartos¢ sktadnikow
odzywczych 1 wody, stosunkowo wysoka warto$¢ pH), ktore czynia go doskonatym
srodowiskiem dla rozwoju drobnoustrojéw, a tym samym nietrwatym [Albrecht, Correa
Dresch 2021]. Metoda konserwacji zywno$ci umozliwiajaca jej dtugotrwate przechowywanie,
a jednocze$nie mato destrukcyjng jest zamrazanie [Zhang i in. 2023].

Migso petlnig¢ swoich waloréw technologicznych i1 kulinarnych uzyskuje w wyniku
prawidlowo przeprowadzonego procesu dojrzewania. W tym czasie, w wyniku
ukierunkowanych przemian biochemicznych zachodzacych w odpowiednich warunkach
(temperatura, wilgotno$¢), poprawiaja si¢ jego cechy organoleptyczne i strawnos$¢ sktadnikoéw
[Dashdorj 1 in. 2016]. Proces dojrzewania migsa moze by¢ realizowany zaréwno przed, jak
i po mrozeniu [da Silva Bernardo i in. 2020], z wykorzystaniem jednej z dwoch metod. Sg
nimi dojrzewanie ,,suche” i ,,mokre” [Kim i in. 2022].

W czasie tradycyjnego dojrzewania ,,suchego”, ktéremu poddaje si¢ tusze wotowe lub jej
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wyreby, przetrzymuje si¢ je (21-35 dni) w powietrzu o okreslonej wilgotnosci wzglednej
(75-85%) 1 temperaturze (1-4°C) oraz jego ustalonym przeptywie (0,5-2,5 m/s) [EFSA
BIOHAZ Panel i in. 2023]. Wyniki badan [Pogorzelski i in. 2021] wskazuja, ze konsumenci
wyzej oceniajg jako$¢ migsa dojrzewajacego na ,,sucho”. Ze wzgledu na straty zachodzace
podczas tego dojrzewania, wptywajace na ekonomike produkcji, wykorzystanie tej metody
w praktyce produkcyjnej jest jednak ograniczone [Kim i in. 2020]. W zmodyfikowanej wersji
dojrzewania ,,suchego” prowadzi si¢ je po uprzednim zapakowaniu migsa w foli¢ o duzej
przepuszczalno$ci wilgoci [Setyabrata i in. 2022]. Zabieg ten umozliwia zwigkszenie
wydajnos$ci procesu dojrzewania oraz ogranicza rozwoj mikroflory.

W trakcie dojrzewania ,,mokrego” wotowiny, wieprzowiny i jagni¢ciny przetrzymuje si¢
je chlodniczo (wotowina 0-4°C przez 14-49 dni, wieprzowina 0-4°C przez 4-6 dni, jagni¢cina
od -1 do 5°C przez 7-77 dni) po uprzednim zapakowaniu préozniowym w opakowanie z folii
o wilasciwosciach barierowych [EFSA BIOHAZ Panel i in. 2023]. W odroznieniu od
dojrzewania ,,suchego”, w metodzie ,,mokrej” wilgotno$¢ i przeptyw powietrza nie maja
praktycznie znaczenia [Hulankovd 1 in. 2018]. Negatywnym aspektem ,mokrego”
dojrzewania migsa jest powstawanie niekorzystnych wrazen smakowo-zapachowych
zwigzanych z nagromadzeniem metabolitoéw bakterii fermentacji mlekowej [Li 1 in. 2021].

Niska temperatura nie zatrzymuje procesow biofizykochemicznych w produkcie i moga
w nim postepowac niepozadane zmiany. Do istotnych zmian jako$ciowych zachodzacych
w tluszczu w trakcie chlodniczego i1 zamrazalniczego przechowywania naleza zmiany
wywotane reakcjami ich hydrolizy i oksydacji [Al-Dalali i in. 2022]. Utlenianie tluszczu
prowadzi do niekorzystnych zmian sensorycznych produktu, zmniejszenia jego wartosci
odzyweczej, rozktadu rozpuszczonych w thuszczu zwigzkow (w tym witamin) i nienasyconych
kwasow tluszczowych oraz tworzenia si¢ zwigzkow toksycznych [Geng i1 in. 2023]. Ze
wzgledu na znaczenie biologiczne wielonienasyconych kwasow tluszczowych [Harayama,
Shimizu 2020], a jednocze$nie ich podatno$¢ na utlenianie, ze szczegdlng uwaga nalezy
podchodzi¢ do kwestii wtasciwego utrwalania produktéw zawierajacych duzo tych zwigzkow.
Do takich produktéw nalezy dziczyzna, ktora dodatkowo zawiera duzo Zelaza hemowego
mogacego petni¢ role prooksydanta [Florek, Drozd 2013].

Zmiany jakosci ttuszczu w trakcie chtodniczego i1 zamrazalniczego przechowywania
moga pozostawa¢ m.in. w zwigzku z czasem i warunkami przechowywania [Flavia i in.
2014]. W dostepnej literaturze dostgpne sa liczne wyniki badan jako$ci migsa zwierzat
gospodarskich poddanego dojrzewaniu na ,,mokro” i mrozeniu. Brakuje natomiast informacji

na ten temat w odniesieniu do dziczyzny, w tym pochodzacej od jeleniowatych, ktdrg zamraza
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si¢ po uprzednim dojrzewaniu prowadzonym w szerokim zakresie temperatury (4—10°C)
i czasu (14 dni), stosujac rozne metody (dojrzewanie migsa w tuszach oskorowanych lub
nieoskorowanych) [Soriano 1 in. 2016]. W zwigzku z tym przeprowadzono badania, ktoérych
celem byla analiza wpltywu dojrzewania na ,,mokro” i dlugotrwalego zamrazalniczego
przechowywania migsa (Longissimus thoracis et lumborum) bykéw jelenia szlachetnego

(Cervus elaphus L.) na jego profil kwaséw thuszczowych.

MATERIAL I METODY
Material badawczy

Materiat badawczy stanowitly migs$nie najdtuzsze grzbietu (Longissimus thoracis at
lumborum, LTL) bykoéw (4 szt.) jelenia szlachetnego (Cervus elaphus L.) w wieku 4-6 lat,
odstrzelonych przez mysliwych w lasach potnocno-wschodniej Polski w tym samym sezonie
towieckim. Wiek bykow okreslono na podstawie informacji uzyskanych od mysliwych,
ktérzy dokonali odstrzatu. W trakcie rozbioru tusz w zakladzie przetworstwa migsnego
(ok. 48-54 h od momentu odstrzelenia jeleni), z combra wycigto prawy migsien L7L. Migénie
zapakowano w worki polietylenowe i przewieziono w pojemnikach z wkladem lodowym do

laboratorium.

Przygotowanie probek mig¢sa do badan

Migsien z kazdej tuszy podzielono na 2 cze¢sci (A 1 B) o zblizonej masie. Cz¢$¢ A migénia
podzielono na 2 probki, ktére oznaczono jako 0 i 9M. Prébki 0 (n=4) poddano badaniom
laboratoryjnym, natomiast probki 9M (n=4) zapakowano prézniowo, a nast¢pnie zamrozono
w temperaturze -26°C i przechowywano je w tej temperaturze przez 9 miesiecy. Czgs¢ B
mig$nia zapakowano proézniowo, a nastgpnie przechowywano ja w temperaturze 2°C przez 10
dni. Po uplywie tego czasu miegsien wypakowano, osuszono i podzielono na 2 probki,
oznaczone nastepnie jako 10D (n=4) oraz 9MD (n=4), z ktérymi postepowano analogicznie
jak z prébkami odpowiednio 0 i 9M. W przeprowadzonych badaniach do pakowania probek
miesnia uzyto woreczkow z EVOH (przepuszczalno$é: O> = 1em?/m?/24 h/bar/23°C; N»<0,1
cm?/m?/24 h/bar/23°C; CO, = 1,6 cm®/m?24 h/bar/23°C; H,O = 3 g/m?*24 h/23°C)
1 pakowarki prézniowej PP-5MG (015) firmy TEPRO S.A. Do chtodniczego przechowywania
probek oraz ich zamrazania 1 przechowywania w stanie zamrozenia zastosowano
odpowiednio komor¢ wychladzalnicza oraz komor¢ zamrazalnicza (bez nadmuchu

powietrza), w obu przypadkach z elektronicznym systemem kontroli temperatury.
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Metody badawcze

Probki mieénia nie poddane procesowi przechowywania oraz po uptywie zalozonych
okresow chtodniczego i zamrazalniczego sktadowania, kierowano do badan laboratoryjnych
w celu okres$lenia profilu kwaséw tluszczowych w tluszczu $rédmigsniowym (ang.
intramuscular fat, IMF). Ekstrakcje tluszczu z probek migsa przeprowadzono metoda
Soxhleta w aparacie Soxtec™ Avanti 2050 firmy FOSS Tecator, stosujac eter dietylowy jako
rozpuszczalnik. Probki wyekstrahowanego tluszczu poddano metylacji zmodyfikowang
metoda Peiskera [Zegarska i in. 1991], aby uzyskaé estry metylowe kwasoéw thiszczowych.
W zestryfikowanych probkach okreslono profil kwasoéw tluszczowych metoda chromatografii
gazowej. Proces rozdzialu kwasow thuszczowych przeprowadzono wykorzystujac
chromatograf gazowy Agilent 6890N (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA),
z detektorem FID ptomieniowo-jonizacyjnym i kolumng¢ kapilarng (dtugo$¢ 30 m, $rednica
wewnetrzna 0,32 mm, faza ciekla Supelcowax™ 10, grubos¢ filmu fazy cieklej 0,25 um).
Temperatura detektora wynosita 250°C, iniektora 225°C, a kolumny 180°C. Gazem no$nym
byt hel (przeptyw 1 cm?/min, wspotczynnik podzialu 1:50). Kwasy tluszczowe
identyfikowano na podstawie porownania wzglednego czasu retencji estréw metylowych
badanych probek i standardéw (Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA). Wyniki przedstawiono
w postaci procentowego udzial poszczegdlnych kwasow tlhuszczowych w catkowitej
zawarto$ci kwasow thuszczowych w IMF. W oparciu o wyniki przeprowadzonych oznaczen

kwaséw ttuszczowych obliczono wskazniki charakteryzujace warto$¢ odzywcza IMF.

Obliczenia statystyczne

Uzyskane wyniki badah opracowano statystycznie w programie komputerowym
STATISTICA, wersja 13.3 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA 2017). W analizie
wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA). Statystyczng istotno$¢ rdznic

mi¢dzy $rednimi grup ustalono stosujac test Tukey’a na poziomie ufnosci P<0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzone badania nie wykazaly istotnego (P>0,05) zréznicowania udziatu
kwasow tluszczowych nasyconych (ang. saturated fatty acids, SFA) w IMF bykow jelenia
szlachetnego wyekstrahowanym z probek przed mrozeniem (0 i 10D) i po 9 miesigcach
zamrazalniczego przechowywania (9M i 9MD) (Tabela 1). Niemniej zaobserwowano pewne
charakterystyczne tendencje w zakresie zmian udzialu SFA o réznej dlugosci lancucha

weglowego w probkach 9M. Stwierdzono bowiem, ze zmniejszata si¢ w nich zawarto$¢
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kwasow tluszczowych o krétszym tancuchu weglowym, tzn. zawierajacym 14-16 atomow
wegla, a zwigkszal udzial kwasow posiadajacych w tancuchu weglowym 18 i 20 atomow
wegla. W efekcie tych zmian, catkowita zawarto$¢ SFA w IMF uzyskanym z probek 9M byta
nieco wigksza od stwierdzonej w ttuszczu z probek 0 (réznica migdzy $rednimi grup wynosita
0,59 punktu procentowego). Z kolei w probkach 9MD zawarto§¢ SFA (z wyjatkiem kwasow
mirystynowego - C14:0 1 arachidowego - C20:0) wykazywata tendencj¢ spadkowa.
W nastepstwie tego, catkowita zawartos¢ SFA w tych probkach byta istotnie (P<0,05) wicksza
od stwierdzonej w probkach 10D, a réznica migdzy $rednimi grup wyniosta 4,89 punktu

procentowego.

Tabela 1. Procentowy udzial kwaséw tluszczowych nasyconych w catkowitej zawartosci
kwasow thuszczowych thuszczu $rédmigsniowego bykow jelenia szlachetnego
(Srednia arytmetyczna * SE)
Percentages of saturated fatty acids in the total fatty acid pool in intramuscular
fat red deer bulls (means £ SEM)

Czas zamrazalniczego
Wyszczegolnienie Czas doj rzew.ania miesa przechovv.yvs:ania miesa
(dni) (miesiace)
0 9
0 9,05+0,45 8,53+ 0,68
C14:0 10 8,32+ 1,29 8,54+ 0,68
C15:0 0 0,99+ 0,21 0,83+0,05
10 0,86+0,13 0,77+0,03
C16:0 0 30,64+ 0,91 29,61+0,78
10 31,04+ 1,48 29,14+ 0,68
C17:0 0 0,73+ 0,09 0,74+ 0,08
10 0,85+0,16 0,65+0,07
C18:0 0 12,91+ 0,48 15,09+ 1,21
10 15,76+ 2,10 12,73+ 1,09
0 0,00+ 0,00 0,11+0,06
€20:0 10 0,04+ 0,04 0,15+0,06
SFA 0 54,31+ 1,63 54,90+ 0,74
10 56,87°+ 1,38 51,98%+0,29

SFA (ang. saturated fatty acids) - kwasy ttuszczowe nasycone.
Warto$ci oznaczone w wierszach réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie, ® - P<0,05. Wartosci
oznaczone w kolumnach réznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie, ¥ - P<0,05.

Thuszez §rodmigsniowy uzyskany z probek 0 1 10D odznaczat si¢ zblizonym (P>0,05)
udzialem poszczegdlnych SFA. Nieistotna (P>0,05) okazala si¢ rowniez réznica miedzy
catkowita zawarto$cig tych kwasdéw. Niemniej, na nieco wyzszym poziomie ksztaltowala si¢
ona w probkach 10D (réznica 2,56 punktu procentowego), co wynikalo ze zwigkszonego

udzialu w nich kwasu stearynowego (C18:0).
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Na zblizonym poziomie (P>0,05) ksztatltowata si¢ $rednia zawarto$¢ oznaczonych SFA
w probkach 9M i1 9MD. Niemniej, stwierdzone roéznice mi¢dzy srednimi grup spowodowaty,
ze IMF z probek 9MD charakteryzowat si¢ istotnie (P<0,05) mniejsza catkowita zawarto$cia
tych kwasow ttuszczowych. Roznica wynosita 2,92 punktu procentowego i w gtownej mierze
byta wynikiem spadku zawarto$ci kwasu C18:0.

Wyniki przeprowadzonej w badaniach analizy kwaséw tluszczowych nienasyconych

(ang. unsaturated fatty acid, UFA) zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Procentowy udziat kwasoéw ttuszczowych nienasyconych w catkowitej zawartosci
kwasow thuszczowych thuszczu $rédmigsniowego bykow jelenia szlachetnego
(Srednia arytmetyczna * SE)
Percentages of unsaturated fatty acids in the total fatty acid pool in intramuscular
fat red deer bulls (means £ SEM)

Czas zamrazalniczego
Wyszczegolnienie Czas doj rzew.ania miesa przechovv.yvs:ania miesa
(dni) (miesiace)
0 9

i 0 421+0.10 3911044

: 10 3,151 0.72 430+ 0,44
et 0 12.95+0.33 11,48+ 0.76
: 10 10,83+ 1,24 12264067
- 0 0.56%+ 007 0.24°% 0,08

: 10 0.87+ 026 035+ 0,03
— 0 15.78°% 0,31 17,8241 0,50
: 10 1824+ 1,48 18.19+ 0,92

5o 0 8,35+ 0.60 7.63+0.79

: 10 7.16+ 0,61 835+ 0,38

15 0 158+ 028 1,70+ 0.30

: 10 1264022 1.54+ 045

0] 0 0.00+ 0,00 0.07 0,07

: 10 0.11+0.06 0.22+ 0,08

0 2264025 2.27+0.56

€20:4 10 153+ 0,20 25194007
0 33,51+ 0,66 3351+ 1,03

MUFA 10 33.20+ 0,82 3531+ 0,29
0 12,18+ 1,07 11,60+ 1,62

PUFA 10 9.95+ 0,96 1239057
0 45.68+ 1.63 45117+ 0,74
UFA 10 131454138 | 477192059

MUFA (ang. monounsaturated fatty acids) - kwasy tluszczowe jednonasycone.
PUFA (ang. polyunsaturated fatty acid) - kwasy tluszczowe wielonienasycone.
UFA (ang. unsaturated fatty acid; MUFA + PUFA) - kwasy tluszczowe nienasycone.

Warto$ci oznaczone w wierszach réznymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie,

oznaczone w kolumnach ré6znymi literami réznig si¢ statystycznie istotnie, ¥ - P<0,05.
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Poréwnanie ich zawarto$ci w probkach 9M z zawartoscig w probkach 0 nie wykazato dla
wigkszosci z nich istotnych (P>0,05) r6znic migdzy $rednimi grup. Jedynie w przypadku
kwasow margarynooleinowego (C17:1) oraz oleinowego (C18:1) bylo ich odpowiednio
istotnie mniej (P<0,05) i wigcej (P<0,05) w IMF pochodzacym z probek 9IM. W efekcie nie
stwierdzono zréznicowania catkowitej zawarto$ci kwaséw tluszczowych jednonienasyconych
(ang. monounsaturated fatty acids, MUFA) w probkach 0 i 9M. W obrebie PUFA przewazaty
tendencje (P>0,05) spadkowe procentowego udziatu poszczegdlnych kwasow, co wptyneto na
nieznacznie (P>0,05) mniejsza ich catkowita zawarto$¢ (rdznica 0,57 punktu procentowego).

Zawartos¢ wigkszosci UFA w probkach 9MD wzrosta w poréwnaniu z proébkami 10D.
Statystyczng istotno$¢ réznicy (P<0,01) potwierdzono jednak tylko dla kwasu
arachidonowego (C20:4). Tendencji wzrostowej po przechowywaniu probek 9MD nie
stwierdzono w odniesieniu do kwaséow C17:1 1 C18:1. W efekcie probki 9MD, w zestawieniu
z probkami 10D, charakteryzowaty si¢ wigkszym catkowitym udziatem MUFA (o 2,11 punktu
procentowego) i PUFA (o 2,44 punktu procentowego), a takze catkowita zawartosciag UFA
(0 4,57 punktu procentowego). W przypadku ostatniego z wymienionych wskaznikdéw réznica
miedzy $rednimi grup byla istotna statystycznie (P<0,05).

Nie stwierdzono istotnych (P>0,05) r6znic miedzy $rednim udziatem analizowanych UFA
w probkach 0 i 10D. Zauwazalna byla jednak tendencja (P>0,05) do mniejszej catkowitej
zawartosci PUFA (o 2,23 punktu procentowego) oraz catkowitej zawartosci UFA (o 2,54
punktu procentowego) w IMF pochodzacym z probek 10D. Poréwnanie probek 9M i1 OMD
wykazalo odwrocenie tej tendencji. Pomimo braku istotnych réznic w $redniej zawarto$ci
analizowanych UFA mi¢dzy probkami z tych grup, IMF z probek 9MD wykazywat tendencje
(P>0,05) do wickszej catkowitej zawartosci MUFA (o 1,8 punktu procentowego), PUFA
(0 0,79 punktu procentowego) oraz UFA (o 2,6 punktu procentowego).

Analiza obliczonych wskaznikow warto$ci odzywczej IMF (Tabela 3) wykazata, Ze
probki 9OMD charakteryzowaly si¢ korzystniejszym (P<0,05) stosunkiem MUFA, PUFA i UFA
do SFA w poréwnaniu z probkami 10D. Poréwnanie $rednich wartosci tych wskaznikéw
w probkach 0 i 9M nie wykazato migdzy nimi istotnych (P>0,05) réznic.

Na zblizonym poziomie ksztattowaty si¢ wskazniki wartosci odzywczej IMF z probek 0
i 10D. Po procesie ich zamrazalniczego przechowywania, w probkach 9MD stwierdzono
wyzsze (P<0,05) wartosci stosunku MUFA i UFA do SFA niz w probkach 9M. Roznice
miedzy $rednimi grup byly jednak mate, a ich statystyczna istotno$¢ mogta wynika¢ z malej

zmiennosci cech.
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Tabela 3. Wskazniki charakteryzujace warto$¢ odzywcza tluszczu $rodmigsniowego bykow
jelenia szlachetnego (Srednia arytmetyczna + SE)
Indicators of the nutritional value of intramuscular fat from red deer bulls (means

L SEM)
Czas zamrazalniczego
Wyszezegélnienie Czas dojrzewania migsa przechowywania migsa
(dni) (miesiace)
0 9
0 0.85+ 0.06 0.827= 0,02
UFA/SFA 10 0,765+ 0,04 0.92% + 0,02
0 0.62+ 0,03 0.61+ 0,01
MUFA/SFA 10 0.59°< 0,03 0.68%+ 0,01
0 0.23+ 0,03 021%0.03
PUFA/SFA 10 0.18°= 0,02 0.24°+0,01
0 58.59+ 1,64 60.19+ 1,38
DFA 10 58.90=2.65 6043+ 1.52
0 41,40+ 1,64 39.82+ 1,38
OFA 10 A1.11+2.66 39.25+ 1.24
0 1.43+0.10 1.52+0,09
DFA/OFA 10 1.47+0.17 1.55+0.09
0 0.92+0.84 933 1.07
EFA 10 841+0.78 9.80+0.57
Wskaznik warto$ci 0 0,94+ 0,04 1,12+0,08
odryweze 10 1.12+0.17 1.07+0,09

SFA (ang. saturated fatty acids) - kwasy ttuszczowe nasycone.

MUFA (ang. monounsaturated fatty acids) - kwasy tluszczowe jednonasycone.

PUFA (ang. polyunsaturated fatty acid) - kwasy tluszczowe wielonienasycone.

UFA (ang. unsaturated fatty acid; MUFA + PUFA) - kwasy tluszczowe nienasycone.

DFA (ang. desirable fatty acids; UFA + C 18:0) - kwasy tluszczowe o dzialaniu hipocholesterolemicznym.
OFA - kwasy thuszczowe o dziataniu hipercholesterolemicznym (SFA - C 18:0).

EFA (ang. essential fatty acids; C 18:2 + C 18:3) - niezbgdne kwasy thuszczowe

Wskaznik wartosci odzywczej (ang. nutritive value; (C 18:0 + C 18:1) /C 16:0).

Warto$ci oznaczone w wierszach roznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie, *® - P<0,05.

Wartos$ci oznaczone w kolumnach réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie, *¥ - P<0,05.

Stwierdzony w badaniach brak istotnych zmian zawarto$ci SFA i UFA, w tym PUFA
w migsie po dojrzewaniu nie jest ewenementem w zestawieniu z wynikami innych badan.
Wptywu dojrzewania (14 dni, 4°C) na sklad kwaséw thuszczowych trzech réznych migsni
wotowych nie odnotowali Gruffat i in. [2021]. Z kolei Di Paolo i in. [2023] stwierdzili,
zaré6wno po dojrzewaniu ,,suchym” (1£1°C, 0,5 m/s, wilgotno$¢ wzgledna 78+10%, do 60
dni), jak i ,,mokrym” (4+1°C, do 60 dni) wotowiny, jedynie nieznaczne tendencje do spadku
udziatlu w niej MUFA 1 PUFA. Wyniki uzyskane w prezentowanych badaniach wiasnych
mozna ttumaczy¢ zastosowanymi warunkami przechowywania (dojrzewania) probek. Wysoka
barierowos¢ folii, z ktorej wykonano woreczki do pakowania i prawidtowo przeprowadzone

pakowanie prézniowe ograniczyly ilo$¢ tlenu w opakowaniu, co w polaczeniu z niskg
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temperatura przechowywania wplyneto na przebieg reakcji oksydacji lipidow. Horcada i in.
[2020], na podstawie wynikoéw badan przeprowadzonych na wotowinie wskazuja,
ze czynnikiem, ktory zapobiegt istotnym zmianom zawartosci UFA w czasie jej 7-dniowego
dojrzewania mogta by¢ zawarto$¢ naturalnych przeciwutleniaczy. Poniewaz ich bogatym,
naturalnym zrédlem sg rosliny [Brewer 2011], mozna si¢ spodziewaé, ze bedzie si¢ to
przektada¢ na wigksza stabilno$¢ oksydacyjng migsa zwierzat, ktorych dieta obfituje w takie
ro§liny oraz ich cze$ci, owoce 1 nasiona. Dowoddéw na mniejszag podatno$¢ migsa
przezuwaczy zywionych pastwiskowo na zmiany oksydacyjne dostarczaja wyniki badan
naukowych [Krusinski i in. 2022, Prache i in. 2022]. Niestety nie ma badan, ktore
charakteryzowatyby zawarto$¢ naturalnych przeciwutleniaczy w migsie zwierzat z populacji
dziko zyjacych w powiazaniu z ich dieta, ktéra w oczywisty sposob obfituje w pokarm
mogacy zawierac te zwiazki.

Utlenianie lipidow i bialek wskazuje si¢ jako glowne przyczyny pogarszania si¢ jakos$ci
migsa podczas zamrazalniczego przechowywania. Nie zawsze znajduje to jednak
odzwierciedlenie w wynikach badan, czego przyktadem sg wyniki prezentowanych badan
wlasnych, ale réwniez i innych badaczy. Coombs i in. [2018] stwierdzili, Ze r6zny czas (do 8
tygodni) chlodniczego przechowywania jagnigciny zapakowanej prozniowo, a nastgpnie jej
r6ézny czas przechowywania zamrazalniczego (do 52 tygodni, -12°C i -18°C) nie mial wptywu
na udzial kwaséw EPA i DHA oraz PUFA n-3. Badania Popovej [2014] wykazaly, ze probki
jagniecych mie$ni Semimembranosus po zamrazalniczym przechowywaniu (3 i 6 miesigcy,
-20°C) zawieraly mniej SFA i jednoczes$nie wigcej MUFA, PUFA oraz charakteryzowaty si¢
wyzsza warto$cig PUFA/SFA. Z kolei w badaniach Zymon 1 in. [2007] stwierdzono tendencj¢
do wigkszej zawartosci PUFA o 18 atomach wegla (C18:1, C18:2, linolenowego - C18:3)
w migsie cielecym przechowywanym zamrazalniczo (-18°C) przez 3 miesigce.

Tempo i zakres zmian oksydacyjnych w migsie mrozonym, w tym w obrgbie lipidow,
pozostaja w zwigzku m.in. z temperaturg (szybko$cig zamrazania), a nast¢pnie temperaturg
zamrazalniczego przechowywania oraz obecno$cig tlenu w opakowaniu. Majac to na uwadze
mozna sadzi¢, ze na wyniki uzyskane w prezentowanych badaniach wiasnych mogto wptyna¢
zastosowanie duzo nizszej temperatury (-26°C) do zamrozenia i przechowywania prébek od
tej, ktora jest zwykle podawana jako najczesciej stosowana w praktyce (-18°C). Efektem tego
moglo by¢ stworzenie mniej korzystnych warunkéw do zachodzenia reakcji oksydacji
w obrebie UFA, a szczegolnie PUFA.

Od temperatury zamrazania zalezy ilo$¢ wymrozonej wody, a tym samym takze

aktywno$¢ wody (aw). Dostepnos¢ wody jest istotna z punktu widzenia przebiegu wielu
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reakcji (w tym oksydacji lipidow), poniewaz moze ona by¢ S$rodowiskiem, w ktoérym
zachodzg lub stanowi¢ ich substrat [Barden, Decker 2016]. Ponadto zamrazaniu mig¢sa w
nizszej temperaturze (szybszemu zamrazaniu) towarzyszy tworzenie si¢ matlych,
rbwnomiernie rozmieszczonych wewnatrzkomorkowych krysztatkéw lodu. W efekcie
ogranicza to uszkodzenia wilokien mig$niowych prowadzacych do uwalniania enzyméw
mitochondrialnych i lizosomalnych oraz utleniania niestabilnych biatek i lipidéw [Sun i in.
2023]. Z kolei znaczenie temperatury zamrazalniczego przechowywania dla procesow
utleniania wynika z tego, ze jej wzrost sprzyja im, podobnie jak innym reakcjom chemicznym
[Dominguez i in. 2019]. Potwierdzeniem tego sa wyniki badan m.in. Chang i in. [2022],
ktérzy stwierdzili, ze zmiany oksydacyjne wyrazone wartoscia TBARS w wotowinie
przechowywanej 173 dni w temperaturze -40 i -60°C byly istotnie mniejsze niz w migsie

przechowywanym w temperaturze -18°C.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania nie wykazaly niepozadanych zmian profilu kwaséw
thuszczowych w probkach migsnia Longissimus thoracis et lumborum jelenia szlachetnego
przechowywanych zamrazalniczo po zastosowaniu dojrzewania ,,na mokro”. Tym samym
sugeruja one, ze technologia ta moze by¢ alternatywa dla tradycyjnej technologii mrozenia
dziczyzny, w ktorej jest ono poprzedzone jej dojrzewaniem w tuszach. Wymaga to jednak
potwierdzenia w dalszych badaniach z uwzglednieniem liczniejszego materiatu

doswiadczalnego oraz innych cech jako$ciowych migsa.
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Streszczenie

Wspotczesny konsument otwarty jest na poznawanie regiondw, w tym potraw
1 produktéw dla nich charakterystycznych, zarowno w skali lokalnej, krajowej, jak i §wiata.
Aktualne potrzeby rynku wspiera polityka jakosci w Unii Europejskiej, w celu promowania
ich unikalnych cech zwigzanych z pochodzeniem geograficznym oraz tradycyjna wiedza
specjalistyczng. Wiele rodzimych ras zwierzat jest zagrozona wygini¢ciem. Rasy lokalne
zachowaly wiele pierwotnych kombinacji genowych, przez co wykazuja lepsza zdrowotnos¢
i ptodnos¢, a pozyskiwane od nich surowce charakteryzuja sie wysoka jako$cig. Rasy te
uzyskuja jednak z reguly nizsza produkcyjno$¢é, co wplywa na nizsza efektywnos¢
ekonomiczng ich chowu. Jedng z form podniesienia rentowno$ci utrzymania rodzimych ras
jest rejestrowanie pozyskanych surowcéw lub produktow pochodzacych od tych zwierzat na
europejskiej liscie $rodkow spozywcezych zwigzanych z pochodzeniem geograficznym.
Opisane systemy chowu lokalnych ras zwierzat gospodarskich i produktéw zywno$ciowych
z nimi zwigzanych, dla ktoérych opracowano standardy utrzymania i zywienia zwierzat,
przetworstwa, certyfikacji 1 dystrybucji z jednoczesng dbatosciag o ich identyfikowalnos¢
wskazuja, ze jest to dobra strategia w kierunku zwigkszenia rentownos$ci ich utrzymania,

a w konsekwencji ochrony tych ras przed wygini¢ciem.

Stowa kluczowe: produkty regionalne, lokalne rasy zwierzat
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CERTIFIED REGIONAL FOOD AS AN IMPORTANT ELEMENT FOR
PRESERVING THE BIODIVERSITY OF FARM ANIMALS

Summary

A modern consumer is open to getting to know regions, including dishes and products
typical of them, both on a local, national and global scale. Current market needs are supported
by quality policy in the European Union, in order to promote their unique characteristics
related to geographical origin and traditional expertise. Many native animal breeds are at risk
of extinction. Local breeds have retained many of their original gene combinations, which
means they show better health and fertility, and the raw materials obtained from them are of
high quality. However, these breeds usually have lower productivity, which translates into
lower economic efficiency of their breeding. One way to increase the profitability of
maintaining native breeds is to register raw materials or products derived from these animals
on the European list of foodstuffs related to geographical origin. The described systems of
breeding local breeds of farm animals and food products related to them, for which standards
of animal keeping and feeding, processing, certification and distribution have been developed
with simultaneous care for their traceability, indicate that this is a good strategy towards
increasing the profitability of their keeping and, consequently, protecting these breeds from

extinction.

Keywords: regional products, local animal breeds

WSTEP

Rynek zywno$ciowy zdominowany jest obecnie przez produkty wytwarzane masowo,
pochodzace z produkcji przemystowej oraz zywnos$¢ typu fast-food [Gulbicka 2014].
Produkty z masowej produkcji przemystowej zawieraja zwykle wiele substancji
dodatkowych, dopuszczonych do stosowania przez prawo zywnos$ciowe, ktorych zadaniem
jest poprawa ich smaku, zapachu, barwy, tekstury oraz przedtuzenie trwatosci. Konsumenci sg
jednak coraz czg$ciej znuzeni oferta artykutdéw zywnosciowych z masowego rynku
1 poszukujg wartosciowych produktow o unikatowych atrybutach [Batyk, Smoczynski 2011,
Tarcza 2015, Gorynska-Goldmann, Gazdecki 2016, Kuzniar, Kawa 2018, Grebowiec 2017].
Wspotczesny konsument otwarty jest ponadto na poznawanie regiondw, w tym potraw
1 produktéw dla nich charakterystycznych, zarowno w skali lokalnej, krajowej, jak i §wiata
[Gorynska-Goldmann, Gazdecki 2016]. Aktualne potrzeby rynku wspiera polityka jakosci
w Unii Europejskiej, ktéra od ponad trzech dekad uwzglednia ochron¢ nazw konkretnych
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produktow, w celu promowania ich unikalnych cech zwigzanych z pochodzeniem
geograficznym oraz tradycyjng wiedza specjalistyczng. W ramach unijnego systemu praw
wlasnos$ci intelektualnej nazwy produktow zarejestrowanych s3 chronione prawem przed
podrabianiem i naduzywaniem na terytorium UE i w krajach spoza UE, z ktéorymi podpisano
specjalng umowg o ochronie [Komisja Europejska 2023a]. Europejski system ochrony jakosci
produktow rolnych i srodkow spozywczych uwzglednia trzy znaki jako$ci (Chroniona Nazwa
Pochodzenia — ChNP, Chronione Oznaczenie Geograficzne — ChOG i1 Gwarantowana
Tradycyjna Specjalno§¢ — GTS). System ten ma na celu dawaé producentom unijnym
przewage konkurencyjna, stwarza¢ mozliwo$¢ zroéznicowania zatrudnienia, otrzymywania
godziwego  wynagrodzenia, zapobiegania wyludnieniu z terenéw  oddalonych
1 o niekorzystnych warunkach gospodarowania, przez co wptywa na zréwnowazony rozwoj
obszarow wiejskich. Ponadto ma przyczynia¢ si¢ do utrzymania zywego dziedzictwa
kulturalnego 1 kulinarnego Unii [Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady 2012,
MRiRW 2023]. Rejestracja produktow pochodzenia zwierzgcego, zwigzanych z obszarem
geograficznym, wspiera réwniez dziatania zmierzajace do zachowania bioréznorodnosci
zwierzat gospodarskich [Gandini 1 in. 2007, Bartowska 2011, Bartowska, Krél 2017, Florek
iin. 2017].

Lokalne rasy zwierzat jako element strategii zachowania bioroznorodnosci

Zasoby genetyczne zwierzat gospodarskich (AnGR - Animal Genetic Resources)
definiowane sag jako zasadniczy element $wiatowego bezpieczenstwa zywnosciowego [FAO
2007]. Hoffman [2010] oraz Pilling i in. [2020] wskazuja, ze zrownowazona produkcja
zwierzeca oraz przyszie bezpieczenstwo zywnosciowe wymagaja dostepu do szerokiej gamy
zasobow genetycznych zwierzat.

Dziatania FAO nad opracowaniem wszechstronnego programu majacego na celu
zrbwnowazone zarzadzanie zasobami genetycznymi zwierzat na poziomie globalnym
rozpocz¢to w 1990 r. W czerwcu 1992 r. w Rio de Janeiro, Organizacja Narodow
Zjednoczonych przyjeta tekst konwencji o réznorodnosci biologicznej, a w 1993 r. FAO
opracowato Swiatowa Strategie Zachowania Zasobéw Genetycznych Zwierzat Gospodarskich
oraz powotata migdzynarodowa Komisje¢ FAO ds. Zasobow Genetycznych dla Wyzywienia
i Rolnictwa. Jednym z gléwnych celow tej komisji byto przygotowanie opracowania Raportu
o Stanie Zasobdéw Genetycznych Zwierzat [Krupinski, 2011]. Z najnowszego Raportu ,,Status
and Trends of Animal Genetic Resources” [FAO 2023], wynika, ze w 2022 r

zarejestrowanych byto na catym $wiecie facznie 8 859 ras, w tym 7 739 to lokalne. Najwigcej

82



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 1-2

z nich wystepowato na terenie Europy i Kaukazu (2 154 ras ssakow i 1 168 ras ptakow). Jako
zagrozone wyginigciem sklasyfikowano ogotem 2 360 ras (27% wszystkich, tacznie z rasami
wymarlymi). Europa i Kaukaz oraz Ameryka Potnocna sg regionami o najwigkszym odsetku
ras sklasyfikowanych jako zagrozone, zarowno w przypadku ssakow (odpowiednio 49 i 54%),
jak 1 ptakow (odpowiednio: 39 i 60%). W Polsce programem ochrony zasobow genetycznych
objetych jest: 4 rasy bydta, 3 — §win, 17 — owiec, 3 — kéz, 7 — koni, 8 ras/rodow kur, 14
ras/odmian gesi, 10 ras/rodow/linii kaczek, 7 ras i linii ryb, 5 linii pszczot i 6 ras zwierzat
futerkowych [Instytut Zootechniki 2023]. Fakty te mobilizuja rdzne instytucje na poziomie
$wiatowym 1 poszczegdlnych krajow do podejmowania wszelkiego rodzaju dziatan aby te
rasy uchroni¢ przed wyginigciem.

Istotnym argumentem podkreslajacym celowo$¢ ochrony ras rodzimych jest fakt,
7ze pomimo nizszej produkcyjnosci zachowaly wyjatkowe kombinacje gendw, przez co
cechuja si¢ wieloma cennymi cechami funkcjonalnymi. Zwierzeta te przystosowaly sie
bowiem do lokalnych warunkéow s$rodowiskowych, w tym do tradycyjnych systemow
produkcji rolnej i $rodowiska. Sa tez bardziej odporne na choroby, charakteryzuja sig¢
dlugowiecznoscia [FAO, 2012; Ovaska i1 in. 2021], a pozyskiwane od nich surowce
charakteryzuja si¢ wysoka jakoscig [Litwinczuk, Bartowska 2014].

Oprocz tradycyjnej roli w zakresie zaopatrzenia i bezpieczenstwa zywnosci, rasy rodzime
staty si¢ Zrédlem utrzymania na obszarach wiejskich w ramach réznych ustug, takich jak
agroturystyka, powr6t do tradycyjnego wypasu oraz ich wykorzystanie do wytwarzania
specjalnych produktéw niszowych (np. rekodzielo lub regionalne przysmaki) (Barlowska
2011, Chabuz, 2011, Ovaska, Soini 2016, Bartowska, Krél 2017, Ovaska i in. 2021).

Zgodnie z przepisami Unii Europejskiej oraz na podstawie Rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady Europy [2013] uruchomiono Program Rozwoju Obszaréw Wiejskich.
W ramach tych funduszy hodowcy lokalnych ras zwierzat gospodarskich moga liczy¢ na
wsparcie finansowe, ktore jednak czesto nie jest w peini satysfakcjonujace dla tych
hodowcow, gdyz nie rekompensuje dochodéw w stosunku do ras miedzynarodowych
uzytkowanych w intensywnych systemach produkcji [Gandini i in. 2007, Pretto i in. 2009,
Chabuz i in. 2013, Chabuz, Teter 2016, Bartowska, Krol 2017]. Dlatego tez jedng z form
podniesienia rentownosci utrzymania rodzimych ras jest rejestrowanie surowcow
pozyskanych od tych zwierzat lub produktow z nich wytworzonych na europejskiej liScie
srodkow spozywczych zwigzanych z pochodzeniem geograficznym oraz tradycyjna wiedza
specjalistyczng. Potwierdzeniem efektywnosci ekonomicznej takich dziatan sa wyniki badan

przeprowadzonych ponad 15 lat temu przez zespdt wloskich naukowcéw [Gandini i in. 2007].
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Analizowali oni efektywno$¢ utrzymywania lokalnej rasy reggiano (wydajnos$¢ laktacyjna
5 360 kg mleka) i rasy miedzynarodowej — holsztynskiej (wydajnos¢ — 7 870 kg). Wykazali,
ze jesli mleko krow rasy reggiana bylo sprzedawane do standardowej wytworni sera, dochod
uzyskiwany od jednej krowy w ciggu roku byt prawie o 460 € nizszy w pordwnaniu do krow
rasy holsztynskiej. Nawet po doliczeniu dotacji ekonomicznej nadal dochdd ten byt nizszy
o okoto 360 €. Jednak, gdy mleko to sprzedawano do wytwoérni markowego sera
,Parmigiano-Reggiano” — dochdd od jednej krowy rasy reggiana byl o ponad 1 950 € wyzszy
w poréwnaniu do rasy holsztynskiej. Podobne analizy prowadzili Pretto i in. [2009] dla krow
lokalnej wloskiej rasy burlina z mleka ktoérej wytwarzano ser ,,Morlacco-Burlina”. W Polsce
efektywno$¢ chowu bydta w gospodarstwach utrzymujacych rasy objete programem ochrony
zasobow genetycznych, tzn. bialogrzbieta i polska czerwona, oceniali Chabuz i in. [2013].
Stwierdzili, ze dochéd z chowu bydia bez doptat z UE, w przeliczeniu na jedng krowe
mleczng, wynosit dla rodzimych ras odpowiednio: polska czerwona — 50,43 PLN,
biatogrzbieta — 414,84 PLN, a dla wysoko produkcyjnej rasy (polska holsztynsko-fryzyjska) —
1 615,27 PLN. Po doliczeniu jednak doptat z UE dochod ten wzrost odpowiednio do:
2 118,72; 2 518,84 i 2 725,05 PLN. Na unijnej lidcie jest niewiele produktéw spozywczych
zwigzanych z polskimi rodzimymi rasami bydla. Jedynie mleko od krow rasy polskiej
czerwonej wpisano w dniu 14.12.2012 r. i wotowing z krowy rasy polskiej czerwono-biatej
27.06.2013 r. na krajowg list¢ produktow tradycyjnych, prowadzong przez Ministerstwo
Rolnictwa i Rozwoju Wsi [MRiRW 2023].

Jakos¢ produktow pozyskiwanych od lokalnych ras zwierzat

Produkty pochodzace od zwierzat ras lokalnych, ktore utrzymywane sa w tradycyjnych
systemach chowu (korzystaja z wypasu na uzytkach zielonych lub maja mozliwos¢
swobodnego wyszukiwania pokarmu) wyrdzniaja si¢ wyzsza jakoscig w poréwnaniu do
pozyskiwanych od ras wysoko produkcyjnych, utrzymywanych w intensywnych systemach
chowu. Badania wykazaly, ze charakteryzuja si¢ one lepsza smakowito$cig [Moreno-Indiasa
iin. 2011, Afolabi 2013, Czarniecka-Skubina, Pielak 2017, Babicz i in. 2020]. Ze wzgledu na
tradycyjny system chowu tych zwierzat, mleko zawieralo wigcej substancji biologicznie
czynnych (wyzszy udzial wielonienasyconych kwaséw thuszczowych, w tym n-3, wigksza
zawartos$¢ biatek serwatkowych i witamin lipofilnych) [Litwinczuk i in. 2012, Krdl i in. 2010,
2013, Brodziak i in. 2020] — tab. 1. Mleko krow ras lokalnych charakteryzowato si¢ takze
korzystniejszymi parametrami krzepliwosci mleka i tekstury skrzepéw podpuszczkowych, co

jest istotne przy produkcji serow [Chiofalo i in. 2000, Bartowska, Litwinczuk 2006, De
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Marchi i in. 2007, Bittante 1 in. 2012, Litwinczuk i in. 2012, Wolanciuk 1 in. 2016, Bartowska,
Krol 2017, Teter 1 in. 2019, Weerasingha i in. 2022] — tab. 2. Podobnie jest w przypadku
mig¢sa (m.in. korzystniejszy profil kwasoéw thuszczowych) [Pugliese i in. 2007, Xie i in. 2012,
Poklukar i in. 2020] i jaj (wyzsza zawarto$¢ witaminy A i1 nizsza proporcja n-6/n-3 PUFA)
[Sokolowicz i in. 2019]. Migso pozyskiwane od ras lokalnych cechuje si¢ ponadto dobrymi
wlasciwosciami fizykochemicznymi [Monteiro 1 in. 2013, Litwinczuk i in. 2016, Domaradzki
1in. 2017, Lukovi¢ i in. 2023] — tab. 3.

Dlatego istotne jest aby surowce pozyskiwane od lokalnych ras zwierzat gospodarskich
oraz wytwarzane z nich produkty byly oznaczane w UE specjalnymi znakami jakosci, jako

wyrdzniajace si¢ artykuly spozywcze zwigzane z konkretnym obszarem geograficznym.

Tabela 1. Zawarto$¢ sktadnikow prozdrowotnych w mleku krow ras lokalnych
w odniesieniu do polskiej holsztynsko-fryzyjskiej [Litwificzuk i in. 2012!,
Brodziak i in. 20207%]
The contents of health-promoting in milk of local cow breeds in relation to Polish
Holstein-Friesian breed [Litwiniczuk et al. 2012, Brodziak et al. 2020']

Rasy lokalne Rasa \yysoko produkcyjna
Sktadniki mleka (micdzynarodowa)
Polska czerwona Biatogrzbieta Polska
holsztynsko-fryzyjska

Thuszez (%) 4,358 _4,71< 3,954 — 4,034 4,165%-4,37%!
CLA' 2,24¢ 1,61° 0,34*
SFA! 60,73* 63,15° 66,87¢
SFAsmc' 12,774 17,21® 16,22°
SFAIc! 48,76° 45,94* 50,65
UFA' 38,78 36,5948 33,10%
MUFA' 33,48" 32,317 30,124
PUFA' 5,30° 4,27 2,98%
B-karoten (mg/1)* 0,256° 0,219° 0,190
Witamina A (mg/1)* 0,556° 0,539° 0,352%
Witamina D3 (mg/1)* 1,2128 1,205% 0,700*
Witamina E (mg/1)* 1,709¢ 1,6568 1,1174
Bialtko ogolne (%)2 3,498 3,468 3,344
Biatka serwatkowe (%)2 0,78 0,748 0,67*
Albuminy ogoétem (g/1)® 5,17¢ 5,128 4,654
B-laktoglobulina (g/1)* 3,588 3,548 3,074
a-laktoalbumina (g/1)* 1,17° 1,13° 1,08?
Laktoferyna (mg/1)* 130,62 118,34" 95,09*
Lysozyme (ug/1)! 11,05¢ 8,858 5,944

Objasnienia: CLA — skoniugowany kwas linolowy, SFA — nasycone kwasy tluszczowe, SFAsmc — krotko- i
sredniotancuchowe nasycone kwasy thuszczowe, SFAlc — dlugotancuchowe nasycone kwasy ttuszczowe, UFA —
nienasycone kwasy thuszczowe, MUFA — jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA — wielonienasycone kwasy
thuszczowe; A,B, C — warto$ci roznig si¢ istotnie przy p<0,01, a,b — przy p<0,05
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Tabela 2. Parametry krzepliwo$ci mleka krow roznych ras [Chiofalo i in. 2000%, De Marchi
iin. 2007!, Teter i in. 2019°]
Coagulation parameters coagulation parameters of milk from cows of different
breeds [Chiofalo et al. 2000°, De Marchi et al. 2007, Teter et al. 2019°]

Parametry krzepliwo$ci mleka

Rasa krow

RCT (min) koo (min) azo (mm)
Rasy migdzynarodowe
Holsztynsko-fryzyjska' 18,0 8,2 17,5
Holsztyﬁska2 15,4 7.9 28,5
Polska holsztynsko-fryzyjska 20.16 555 21.94
odmiany czarno-biate;j’ ' ’ '
Brown swiss' 16,1 6,4 24,1
Simentalska' 16,2 7,1 21,9
Simentalska’ 19,25 6,51 23,06
Rasy lokalne
Rendena' 13,5 59 27,0
Szara alpejska’ 16,0 7,6 21,2
Modicana® 10,5 3,7 42.8
Polska czerwona® 16,31 4,51 28,04
Bialogrzbieta3 19,29 5,19 25,44

Objasnienia: RCT — czas krzepnigcia enzymatycznego, K20 — Czas tworzenia skrzepu, a30 - jqdrnos'c’ skrzepu
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Tabela 3. Wiasciwosci fizykochemiczne mie$nia longissimus lumborum buhajkow po 7-dniowym okresie dojrzewania [Monteiro i in. 2013!']
i po 14-dniowym okresie dojrzewania [Domaradzki i in. 20172]
Physicochemical properties of the longissimus lumborum muscle of bulls after a 7-day maturation period [Monteiro et al. 2013']
and after a 14-day maturation period [Domaradzki et al. 2017°]

. Barwa CIE
.. |  Wyciek Wyciek Woda .Sﬂe.l .
Rasa o Przewodno$¢ naturaln termiczn wolna cigcia Energia . . .
S P (mS/cm) urainy uezny | G.H | WBSF | cigcia(l) | (LT a* - b* —
(%) (%) jasnosé barwa barwa
(mg) (N) .,
metryczna | czerwona z6Mta
Mertolenga ! 5,40 _ _ 30,5 35,6 - - 34,80 19,00 6,71
Polska
holsztyfisko- 5,66 14,43 4,52 28,28 30,01 65,3 0,33 37,17 25,02 5,3
fryzyjska?
Simentalska> | 5,55 12,95 6,89 27,81 48,47 65,7 0,29 39,54 27,46 4,73
Polska 5,74 11,14 6,47 29,20 60,36 61,7 0,27 38,75 25,96 2,60
czerwona
Bialogrzbieta> | 5,58 12,59 4,14 27,79 36,54 56,3 0,28 37,02 24,86 5,29
Ei";fa%a czamo- | 5 ¢ 12,40 4,61 2827 3771 | 59,0 0,30 3755 | 25,00 5.49
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Produkty regionalne i zwiazane z rodzimymi rasami zwierzat gospodarskich

W rejestrze prowadzonym przez Komisje Europejska, ze znakiem Chroniona Nazwa
Pochodzenia lub Chronione Oznaczenie Geograficzne zarejestrowane sa obecnie 1 674
produkty rolne i $rodki spozywcze, w tym 1 466 pochodzi z krajow cztonkowskich UE
[Komisja Europejska 2023b]. Polska ma zarejestrowanych 35 produktow z oznaczeniami
geograficznymi. W kategoriach: 1.1. ,,Migso $wieze” kraje cztonkowskie zarejestrowatly
tacznie 164 produkty, w 1.2. ,Produkty wytworzone na bazie migsa (podgotowanego,
solonego, wedzonego itd.) — 190, w 1.3. ,Sery” — 242 i 1.4. ,Inne produkty pochodzenia
zwierzecego (jaja, miod, rézne produkty mleczne z wyjatkiem masta” — 56. Najwigcej
produktow zarejestrowanych w trzech pierwszych wymienionych kategoriach maja Wilochy
(6/43/55), Francja (79/24/56), Hiszpania (24/16/30) i Portugalia (32/42/12). Polska ma
zarejestrowanych zdecydowanie mniej takich produktow (1/4/5). Lista produktow ze znakiem
Gwarantowana Tradycyjna Specjalno$¢ jest znacznie krotsza, bowiem Iacznie
zarejestrowanych ich jest 87, w tym z UE — 57 [Komisja Europejska 2023c]. Polska ma takich
produktow 11.

Nalezy zaznaczyé, ze wiele produktow zywnosciowych zwigzanych z obszarem
geograficznym w swoich specyfikacjach (opisach produktu) ma zaznaczone, ze musza one
pochodzi¢ (surowce) od konkretnej rasy/ras zwierzat gospodarskich i gltéwnie dotyczy to
lokalnie wystepujacych (tab. 4 1 5). W przypadku Polski, dotyczy to 4 produktow, tzn. seréw:
,,Bryndzy podhalanskie;j”, ,,Oscypka” i ,,Redykotki”, wytwarzanych z mleka owiec lokalnej
rasy polska owca gorska z ewentualnym dodatkiem (do 40%) mleka kréw rasy polskiej
czerwonej oraz migsa $wiezego — ,Jagni¢ciny podhalanskiej” pozyskiwanej od jagniat ras:
polska owca gorska, polska owca goérska odmiany barwnej lub cakiel podhalanski.
O rejestracje tych produktow ztozyt wniosek Regionalny Zwigzek Hodowcéw Owiec i Koz
z siedziba w Nowym Targu [Komisja Europejska 2023b].

Zwierzgta ras rodzimych nie maja duzych wymagan zywieniowych i1 z reguly
utrzymywane sg w systemach ekstensywnych, gdzie korzystaja z trwatych uzytkéw zielonych
lub terenow lesnych, gdzie same wyszukuja pokarm. Wiekszos$¢ specyfikacji produktow
zywnosciowych zwigzanych z konkretng rasg ma odpowiednie zapisy uwzgledniajace takie
wymogi w zakresie zywienia tych zwierzat. Jak juz wspomniano wcze$niej, strategia taka
pozwala zwigkszy¢ rentowno$¢ utrzymania ras rodzimych (nizsza produkcyjnos¢), a tym
samym zacheci¢ rolnikow do ich uzytkowania, co w konsekwencji chroni je przed
wyginigciem.

Dobrym przyktadem sa juz kilkudziesigcioletnie dzialania w kierunku zwigkszenia
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populacji bydta rodzimej rasy reggiana, ktéra od wiekéw zwigzana jest z terenami prowingcji
Reggio Emilia i Parma we Wtoszech. Przodkowie tego bydta przybyli na tereny poinocnych
Wioch w VI wieku naszej ery. Z mleka tych krow w opactwach mnichow benedyktynskich
juz osiem wiekdw temu wytwarzano wtoski ser ,,Parmigiano-Reggiano”. W latach 50-tych
XX wieku populacja tego bydta osiggnegta maksymalng liczebno$¢ (ok. 140 tys. krow). Jednak
od lat 70-tych rozpoczat si¢ intensywny proces zastgpowania tego bydta kosmopolitycznymi
rasami, wysoko produkcyjnymi. Doprowadzito to do drastycznego zmniejszenia w latach
80-tych populacji krow tej rasy do zaledwie 450 sztuk. Fakt ten zmobilizowal na poczatku lat
90-tych hodowcéw tej rasy do utworzenia Krajowego Stowarzyszenia Hodowcow Bydla
Reggiana (Associazione Nazionale Allevatori Bovini di Razza Reggiana — ANABoRaRe)
i podjecia dziatan majacych na celu odbudowe populacji tych krow. Podjeli rowniez decyzje
o powrocie do produkcji sera ,,Parmiggiano-Reggiano” (ChNP) wytacznie z mleka krow tej
rasy. Obecnie ANABoRaRE nadzoruje caly proces produkcji, regulowany S$cistymi
przepisami, ktore przewiduja stosowanie czystego mleka rasy reggiana do produkcji sera
,Parmigiano Reggiano”. Wigze si¢ to z obowigzkiem zywienia kréw zielonka lub sianem
w okresie zimowym, stosowaniem paszy pochodzacej w ponad 90% z tego obszaru i zakazem
stosowania pasz GMO. Dopiero po 24 miesigcach dojrzewania ser staje si¢ "Parmigiano
Reggiano delle Vacche Rosse". Stowarzyszenie chroni produkt i zwigzek mig¢dzy rasa
a Parmigiano Reggiano delle Vacche Rosse za pomocg zarejestrowanego wspolnego znaku
towarowego, ktorego jest wiascicielem, sktadajacego si¢ ze stow "Vacche Rosse", ulozonych
w promienisty wzor na ptycie kota, oraz napisu "ANABoRaRe — Associazione Nazionale
Bovini Razza Reggiana" odci$nigtego w ksztalcie okrggu wewnatrz samego radiala.
W okragtej przestrzeni, ktora tworzy si¢ na tabliczce w centrum znaku wspdlnego, moga by¢
umieszczane znaki towarowe firm produkcyjnych upowaznionych uchwatg Zarzadu
Stowarzyszenia. Jedynymi obecnie autoryzowanymi markami firmy sa marka stowarzyszenia
ANABoRaRe oraz marka farmy Grana d'Oro, przedstawione na rycinie 1.

Dobre efekty finansowe ze sprzedazy mleka krow tej rasy do wytwdrni markowego sera
przyczynity si¢ do sukcesywnego wzrostu populacji tego bydla. W wyniku tych dziatan
w 2021 r. populacja krow tej rasy wzrosta do 4 445 sztuk, ktore sa utrzymywane w 108
gospodarstwach na terenie prowincji Reggio Emilia i Parma, a produkcja sera zajmuje si¢
obecnie 46 przetworni [Bertolini i in. 2020, ANABoRaRe 2023, Consorzio Vacche Rosse
2023].
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/ Y

rka ANBoRaRé

Reggiano”

Marka Grana d'Oro

Rysunek. 1. Autoryzowane marki firmy stowarzyszenia ANABoRaRe dla sera ,,Parmigiano

parmigiano-reggiano-vacche-rosse/]
Authorized company brands of the ANABoRaRe association for 'Parmigiano
Reggiano' cheese [https://www.razzareggiana.it/parmigiano-reggiano-vacche-
rosse/parmigiano-reggiano-vacche-rosse/|

[https://www.razzareggiana.it/parmigiano-reggiano-vacche-rosse/

Tabela 4. Wybrane produkty zarejestrowane w klasie migso §wieze i podroby pochodzace
od lokalnych ras zwierzat (wg specyfikacji) [Komisja Europejska 2023b]
Selected products registered in the class of fresh meat and offal from local animal
breeds (according to specifications) [European Commission 2023b]

Produkt Gatunek Rasa Oznaczenie
Wilochy
itellone Bi ) .
”Vlt? one Blanco bydlo | Chianina, Marchigiana, Romagnola ChOG
Dell’appennino Centrale
,,Cinta Senese” Swinie Cinta Senese ChNP
Hiszpania
,,Carne de Avila” bydto Avilena-Negra Ibérica ChOG
La Si . .
»Larne de i Sierra de bydto Avilefia-Negra Ibérica ChOG
Guadarrama
“Ternera de Navarra, bydto Pirenaica, Parda Alpina ChOG
Nafarroako Aratxea” Y ’ P
Carne de Vacuno del Pais
2 bydt Pi i ChOG
Vasco/Euskal Okela” yeo frenatea
Rubia Gallega i Morenas del
,» lernera Gallega” bydto Noroeste, crossbreed z Frisona ChOG
i Pardo Alpina
,,Carne de Avila” bydto Avila-Iberian ChOG
M h
»Carne de ., orucha de bydlo Morucha ChOG
Salamanca
Cordero de Navarra” lub
”? N i Lach h
Nafarroako Arkumea” owce avarra 1 Lacha ChOG
,,Cordero Segurefio” owce Segurefia ChOG
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Francja
,Maine-Anjou” bydto Rouge des Prés ChNP
,,Orkney Beef” bydto Aubrac ChOG
,,Boeuf de Bazas” bydto Bazadaise, Blonde d'Aquitaine ChOG
,,Génisse Fleur d'Aubrac” bydto krzyz6éwki ras Aubrac i Charolais ChOG
Portugalia

,,Carne Marinhoa” bydto Marinhoa ChNP
,,Carne Barrosa” bydto Barrosa ChNP
,,Carne Mirandesa” bydto Mirandesa ChNP
,,Carne Mertolenga” bydto Mertolenga ChNP
,,Vitela de Lafoes” bydto Arouquesa i Mirandesa ChOG
,,Carne de Porco Alentejano” | $winie Alentejano ChNP
,,Carne de Bisaro

E;j r’l’sg:;?;ags;orco Swinie Bisaro ChNP
Transmontano™

:gzlrl(}is;z 1;/[/[112?13255: lub owce Churra Galega Mirandesa ChNP

Polska
Polska owca gorska, Polska owca
,Jagnigcina podhalanska” owce gorska odmiany barwnej, Cakiel ChOG
podhalanski

Tabela 5. Wybrane regionalne produkty zarejestrowane w klasie sery produkowane na bazie
mleka lokalnych ras zwierzat (wg specyfikacji) [Komisja Europejska 2023b]
Selected regional products registered in the class of cheeses made from milk of
local animal breeds (according to specifications) [European Commission 2023b]

Ser ‘ Gatunek ‘ Rasa ‘ Oznaczenie
Hiszpania
Asturiana de la Montafia o Casina,
,Queso Casin” bydto Asturiana de los Valles oraz Frisona ChNP
1 krzyzoéwki
Rubi 11 P Alpi
,»Arziia-Ulloa” bydto ubla Ga (8% ardo Alpina ChNP
1 Frisona
) Rubi 11 P Alpina”
,,San Simén da Costa” bydto ubla Ga g ardo Alpina ChNP
1 Frisona
. Rubia Gallega, Pardo Alpi
,,Cebreiro” bydto oo a.egg arco Alpina ChNP
1 Frisona
,,Picon Bejes-Tresviso” bydto Tudanca, Brown Alpine and Friesian ChNP
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Friesian, Brown Alpine and Rubia

,,Queso Tetilla bydto Gallega ChNP
Francja
“Mont d'Or” lub
“Vacherin du Haut- bydto Montbéliarde and Pie Rouge de 1'Est ChNP
Doubs”
,,LAbondance” bydto Tarine, Abondance, Montbéliarde ChNP
“Beaufort”, “Tome des
Bauges”, “Reblochon”, bydto Tarantais ChNP
“Abondance”
”Tomm,e”’ »Emmental de bydlo Tarantais ChOG
Savoie’
,2Munster”, , Bargkass” bydto Vosgienne ChNP
“Bleu du Vercors- bydto Villard de Lans ChNP
Sassenage”
Wilochy
Piave” bydto Bruna. Itali.ana‘, Pezzata ‘Rossa ChNP
Italiana i Frisona Italiana
,Parmigiano-Reggiano” bydto Reggiana i Bianca Val Padana ChNP
,Casatella Trevigiana” bydto Pezzata Rossa 1 Bruna ChNP
- Valdostana Pezzata Nera, Valdostana
»Fontina bydio Pezzata Rossa, Valdostana Castana ChNP
Ragusano — ,,Ragusa” bydto Modicana ChNP
Ossolano bydto Bruna, Pezzata Rossa ChNP
Strachitunt bydto Bruna ChNP
Casatella Trevigiana bydto Pezzata Rossa, Bruna ChNP
Rasy krow: Frisona Italiana, Bruna
Alpina, Pezzata Rossa i ich
. . krzyzowki
’S’zgﬁﬁg‘%} o di Fossa di t;};gi(é’ Rasy owi§c:o}]Sarda, Comisgna, ChNP
Massese, Vissana, Cornella Bianca,
Fabrianese delle Langhe i Pinzirita
oraz ich krzyzéwki
Polska
Owca - Polska
,,Bryndza podhalanska” g\;lgfo’ owca gorska, krowa - Polska ChNP
czerwona
Owca - Polska
,,Oscypek” OWee, owca gorska, krowa - Polska ChNP
bydto
czerwona
Owca - Polska
,Redykota” OWee, owca gorska, krowa - Polska ChNP
bydto

cz€rwona
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Innym bardzo dobrym przyktadem sa §winie rasy iberyjskiej, ktore od wiekéw byty
utrzymywane w duzych stadach pasacych si¢ w rzadkich lasach dgbowych i korkowych na
poludniowym zachodzie Potwyspu Iberyjskiego. Do potowy XX wieku $winie iberyjskie byty
glowna rasg $win hodowanych w Hiszpanii. Na poczatku tego wieku szacowano, ze liczba
macior reprodukcyjnych przekraczata 500 tys. szt. i byly one rozprzestrzenione w calym
kraju. Od tego czasu populacja tych §win zaczeta si¢ sukcesywnie zmniejsza¢ na skutek m.in.
wybuchu afrykanskiego pomoru $win, zmiany nawykow zywieniowych (ograniczenie
spozycia ttuszczOw przez konsumentow) i masowego wprowadzania bardziej wydajnych ras
obcych. Najbardziej krytycznym momentem dla populacji tych §win byly lata 60-te XX
wieku. Wowczas niektore odmiany zniknely, a inne byly zagrozone wyginigciem.
Spowodowato to konieczno$¢ opracowania nowego programu ochrony zasobow
genetycznych tych zwierzat. W 1985 r. powstato Hiszpanskie Stowarzyszenie Hodowcoéw
Swin Iberyjskich (Asociaciéon Espafiola de Criadores de Cerdo Ibérico) [AECERIBER 2023],
ktérego gldwnym zadaniem byta odbudowa populacji $win tej rasy. Obecnie w sktad tego
stowarzyszenia wchodzi ok. 1 450 cztonkéw i 5 500 hodowcow rasy swin iberyjskich, a jego
glownym celem jest zarzadzanie procesem certyfikacji, ochrony i promocji §win iberyjskich
[Diéguez 2006, Bottos 2020]. W 2021 r. zarejestrowanych w ksiegach stadnych byto 423 445
macior [Moreno 2022]. Obecnie §winie iberyjskie utrzymywane sa w poludniowo-zachodniej
czesci potwyspu: w Zachodniej Andaluzji, Estremadurze i prowincji Salamanki. Produkcja
iberyjskiej $wini jest glgboko zwigzana z ekosystemem $§rddziemnomorskim. Jest to rzadki
przypadek w $wiecie produkcji trzody chlewnej, w ktérym $winia znacznie wspOtpracuje
w zakresie ochrony ekosystemu [Bottos 2020]. Wedlug hiszpanskiego ustawodawstwa
okreslono $cisle dwa pojecia:

— Dehesa — inaczej taka, pastwisko lub obszar geograficzny, na ktérym stosowane sg techniki
rolno-lesne i zagospodarowanie terenu, oparte gtdéwnie na obecnosci zwierzat na uzytkach
zielonych 1 w lasach, gdzie wystepuja glownie deby. Na tym terenie konieczna jest
dzialalno$¢ cztowieka, aby zapewni¢ ochrong i trwalo$¢ tych dgbow. Wymagana jest
obecno$¢ co najmniej 10 drzew na obszarze 1 hektara.

— ,,Montanera” — to dieta zwierzgca oparta na wykorzystaniu zotedzi i pastwisk dehesa
w Hiszpanii i Portugalii [Szyndler-Nedza i in. 2019].

Okreslono réwniez gtowne systemy produkcji §win iberyjskich. Sa to:

— ,,Montanera” — typowy system chowu $win iberyjskich na wolnym wybiegu ze strategia
zywieniowg opartg na zot¢dziach i trawie;

— ,,Recebo” — chow na wolnym wybiegu z zywieniem opartym na potaczeniu zotedzi, trawy
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1zboz;
— Intensywny — system zamknigty z Zywieniem mieszankami paszowymi [Tejerina i in.,
2012].

Migso $win iberyjskich charakteryzuje si¢ nieco odmiennymi wlasciwos$ciami
fizykochemicznymi w pordwnaniu do ras bialych, co ma istotny wplyw na jakos$¢ szynek
iberyjskich, dlugodojrzewajacych. W duzej mierze wynika to faktu, ze zwierzgta te
swobodnie si¢ poruszaja (dluzsza i smuklejsza noga) oraz specyficznego zywienia (trawa,
bulwy, zoledzie). Z badan Serra i in. [1998] wynika, ze §winie iberyjskie (IB) mialy wyzsza
wydajno$¢ rzezng (78,6 vs. 72,4%) i grubo$¢ stoniny (48,1 vs. 20,7 mm) niz $winie landrace
(LR). Ponadto migso $win IB mialo wyzsza zawarto$¢ barwnika hemowego niz LR. Migsien
Longissimus lumborum $win IB charakteryzowal si¢ takze wyzszym udzialem tluszczu
srodmigsniowego (3,91 vs. 0,66), a w stoninie bylo wiecej kwasow thuszczowych nasyconych
i jednonienasyconych przy nizszym stezeniu C18:2 i C18:3 niz u §win LR. W mie¢$niach $win
IB udzial widkien typu 1 byt wyzszy (12,09 vs. 9,09%), przy wickszej ich srednicy (44,37 vs.
40,83 pum) niz u $win LR, natomiast odwrotna sytuacja byta w przypadku widkien typu 2B
(proporcja i $rednica). Badania wskazuja, ze zaro6wno linia $win iberyjskich, jaki i system
zywienia majg rowniez wptyw na jako$¢ migsa [Muriel i in. 2004, Rey i in. 2006, Tejerina

1in. 2012, Ayuso 1 in. 2020] — tab. 6-7.

Tabela 6. Wtlasciwosci fizykochemiczne migsa $win iberyjskich z uwzglednieniem systemu
ich produkcji i rodzaju migénia (Longissimus dorsi 1 Serratus ventralis) [Tejerina
1in. 2012]
Physicochemical properties of Iberian pig meat, including its production system
and muscle type (Longissimus dorsi and Serratus ventralis) [Tejerina i in. 2012]

System produkcji Rodzaj migénia

Wyszczegolnienie
Montanera | Recebo | Intensywny | L.dorsi | S. ventralis

Sktad przyblizony (g/100 g):

- zawarto$¢ wody 67,9 66,3 66,9 67,3 66,8
- thuszcz $rédmigsniowy 7,2 6.8 6,9 6.4 7.8
Wodochtonnos¢ (% wody

wolnej) 64,3 54,5 56,5 59,3 58,2
Straty wody (g wody/100 g

migsa):

- wyciek swobodny 3,1 2.8 2.8 2,5 2.7
- wyciek zamrazalniczy 15,6 16,3 21,1 17,8 21,7
- wyciek cieplny 21,3 21,8 20,9 19,1 23,3
pHo4 5,83 5,81 5,75 5,72 5,93

Objasnienia: pH24 — pH mierzone po 24 godzinach po uboju
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Tabela 7. Profil kwaséw tluszczowych migsnia Longissimus dorsi réznych linii $win

iberyjskich (g/kg catkowitego FAME) [Muriel i in. 2004]
Fatty acid profile of Longissimus dorsi muscle from different lines of Iberian pigs
(g/kg of total FAMES) [Muriel i in. 2004]

Kwas Linia $win iberyjskich

thuszczowy Entrepelado Lampifio Retinto Torbbiscal
SFA 342,40 339,21 332,02 338,22
MUFA 569,44 570,66 576,07 566,47
PUFA 88,16 90,14 91,91 95,31
> n-6 83,23 85,90 86,50 91,18
> n-3 5,47 4,24 5,40 4,13
n-6/n-3 17,05 20,61 17,29 23,01

Objasnienia: FAME (ang. Fatty Acid Methyl Esters) — estry metylowe kwasow tuszczowych

W ramach strategii ochrony $win iberyjskich przed wygini¢gciem, opracowano system

certyfikacji 1 promocji iberyjskich produktow suszonych, w tym szynek, ktorych tradycja

wytwarzania si¢ga setek lat wstecz. Szynki iberyjskie (Jamon Iberico) to jedne z najbardziej

znanych hiszpanskich produktow w Europie [Villanueva i in. 2021]. W ramach iberyjskiego

sektora wieprzowiny istniejag dwa rownolegle systemy certyfikacji szynek i innych produktow

miesnych, tzn. krajowy, scentralizowany, oparty na ,,Norma de Calidad del Ib'rico” (Krajowy

Standard Jakosci) oraz zwigzany z oznaczeniami Chroniona Nazwa Pochodzenia dla kazdego

z rejonu dehesa (Dehesa de Extemadura, Los Pedroches, Gui). Etykietowanie w ramach obu

systemoOw jest zharmonizowane i zgodne z tym samym schematem kolorow (ryc. 2):

czarna etykieta — oznacza zywienie §win wylacznie zoledziami w okresie przebywania na
dehesie, $winie 100% rasy ibérico (De Bellota, 100% Ibérico);

czerwona etykieta — oznacza zywienie zotedziami, Swinie sg krzyzéwkami z rasg Ibérico
(De bellota, Ibérico);

zielona etykieta — oznacza karmienie komercyjnymi mieszankami paszowymi, jednak
zwierzegta moga korzysta¢ z pastwiska, §winie sg krzyzéwkami z rasg ibérico (De Cebo de
Campo, Ibérico);

biata etykieta — oznacza, Ze zwierzeta karmione s3 komercyjnymi mieszankami
paszowymi, utrzymywane w budynkach z dostgpem do matych wybiegdw, $winie sa
krzyzéwkami z rasa ibérico (De Cebo, Ibérico) [Real Decreto 2014, Szyndler-Nedza i in.
2019].

W ramach europejskiego systemu ochrony jakosci produktéw rolnych i $rodkéw
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spozywczych zarejestrowano 4 szynki (Jamon Iberico) ze znakiem Chroniona Nazwa
Pochodzenia: Guijuelo (Salamanka), Dehesa de Extremadura (Extremadura), Jabugo (Huelva)
1 Los Pedroches (Kordoba). Ze znakiem Chronione Oznaczenie Geograficzne zarejestrowane
sa 2 szynki (Jamon Blanco), wytwarzane z biatych §win. Sg to: Jamén de Trévelez (Granada)

i Jamon de Serdn (Almeria) — rys. 3.

Bellota 100% Ibérico

'Bellota Ibérico Cebo Campo Ibérico

s P Cebo Ibérico

Rysunek. 2. Etykiety szynek iberyjskich [https://www.jamonlovers.es/clasificacion-jamon/]
Iberian ham labels [https://www.jamonlovers.es/clasificacion-jamon/]

JAMON IBERICO Y JAMON BLANCO

DENOMINACIONES DE ORIGEN PROTEGIDAS (D.0.P) E INDICACIONES GEOGRAFICAS PROTEGIDAS (1.6.P)

B

JABUGO
Q
pomrm, el de St
JAMON IBERICO == JAMON BLANCO
D.0.P GUUUELD (SALAMANCA) L6.P JAMON TREVELEZ (GRANADA)
0.0.P DEHESA EXTREMADURA (EXTREMADURA) 16,2 JAMON SERON CALMERIA)
0.0 JABUGO (HUELVA) D.0.P JAMON TERUEL (TERUEL)

Rysunek 3. Mapa rozmieszczenia hiszpanskich certyfikowanych (ChNP, ChOG) szynek
dtlugodojrzewajacych [Jamoén Lovers 2023 ]
Map of the distribution of Spanish certified (PDO, PGI) long-maturing hams
[Jamon Lovers 2023]

PODSUMOWANIE

Przedstawione systemy chowu lokalnych ras zwierzat gospodarskich i produktow

zywnoS$ciowych z nimi zwigzanych, dla ktoérych opracowano standardy utrzymania i zywienia
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zwierzat, przetworstwa, certyfikacji 1 dystrybucji z jednoczesng dbatoscia o ich
identyfikalno$¢ wskazuja, ze jest to dobra strategia w kierunku zwigkszenia rentownosci ich
utrzymania, a w konsekwencji ochrony tych ras przed wyginigciem. Mierzalne efekty moga
by¢ jednak widoczne tylko wtedy, gdy hodowcy tych ras i producenci zywnos$ci zrzeszaja si¢
1 podejmuja wspdlne dziatania. Konsumenci coraz czgsciej si¢gaja po taka zywnos¢, gdyz
maja pewnos¢, ze jest ona unikatowa, smaczniejsza, zawierajaca z regulty mniej substancji
dodatkowych 1 jednoczesnie powtarzalna, pomimo, ze musza zaptaci¢ za nig wigcej niz za

produkowang masowo.
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