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DYNAMIKA I EFEKTY KONCOWE POWTORZENIOWYCH
FERMENTACJI BRZECZEK PIWOWARSKICH
O PODWYZSZONEJ ZAWARTOSCI EKSTRAKTU

Pawet Zarychtal, Ewelina Dziubaz, Barbara Foszczyﬁska2,
Joanna Chmielewska®

'Browar Konstancin Sp. z 0.0.

*Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Badano wptyw wielokrotnego zawracania biomasy drozdzy piwowarskich
na dynamik¢ i efekty koncowe fermentacji brzeczek typu HG (16%) i VHG (20%).
Stwierdzono, ze drozdze fermentacji gornej (S. cerevisiae 1-S.c./57) wykazywaly lepsza
dynamike fermentacji w pordwnaniu ze szczepem fermentacji dolnej (S. carlsbergensis 1-
-S.ca./13). Drozdze utrzymywaty dobra dynamike fermentacji brzeczek o st¢zeniu 16%,
takze w procesach wielokrotnego zawracania biomasy. Dalsze zwigkszanie ekstraktu
brzeczek do 20% wywierato negatywny wplyw na dynamike procesu oraz stopien odfer-
mentowania ekstraktu w kolejnych cyklach fermentacyjnych.

Stowa kluczowe: drozdze piwowarskie, brzeczki stezone (HG i VHG), fermentacja
powtorzeniowa

WSTEP

Prowadzenie fermentacji z zawracaniem biomasy jest powszechna praktyka stoso-
wang w browarach. Po zakonczeniu fermentacji drozdze sa zbierane, przemywane
w zakwaszonym $rodowisku i przekazywane do nastgpnego nastawu. Takie postgpowa-
nie powoduje poddanie drozdzy rozmaitym szokom zaréwno fizycznym (wirowanie,
pompowanie), jak i fizjologicznym. W wyniku niesprzyjajacych warunkow dochodzi do
zaklocenia normalnego przebiegu cyklu zyciowego komorki. Komorki znajdujace sig
pod koniec fermentacji w stacjonarnej fazie wzrostu przenoszone sa do stanu spoczyn-
kowego (ewentualne przechowywanie przed podaniem do brzeczki) i nastgpnie wpro-
wadzane do nowego $rodowiska. Jezeli w nowym $rodowisku wystepuje podwyzszone
ci$nienie osmotyczne, powodowane prowadzeniem procesu metoda HG lub VHG,
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ul. Norwida 25, 50-375 Wroctaw, e-mail: Ewelina.Dziuba@wnoz.up.wroc.pl



4 P. Zarychta i in.

komorki napotykaja na stres osmotyczny. Z kolei pod koniec fermentacji obserwowany
jest stres zwiazany z duzym st¢zeniem etanolu powstatego z dodatkowej porcji weglo-
wodandw.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu wielokrotnego zawracania biomasy
drozdzy piwowarskich na dynamike i efekty koncowe fermentacji brzeczek o podwyz-
szonej, dodatkiem hydrolizatow skrobiowych, zawartosci ekstraktu.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity:

e szczepy drozdzy piwowarskich pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu
Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego w Warszawie:

— drozdze fermentacji dolnej Saccharomyces carlsbergensis I-S.ca./13 (oznaczo-
ne jako I-S.ca./13)

— drozdze fermentacji gornej Saccharomyces cerevisiae 1-S.c./57 (oznaczone jako
I-S.c./57)

e media fermentacyjne — brzeczki uzyskane w warunkach laboratoryjnych z 12%
brzeczki stodowej (ze stodu pilznenskiego pochodzacego ze stodowni w Strzego-
miu) zatgzonej hydrolizatami skrobiowymi G lub M do zawartosci ekstraktu 16%
(HG) 1 20% (VHG). Sktad hydrolizatéw skrobiowych podano w tabeli 1.

Tabela 1. Skfad hydrolizatow skrobiowych
Table 1. Composition of starch hydrolizates

Syrop Sucha masa pH Glukoza Maltoza Maltotrioza
Syrup Dry matter Glucose Maltose Maltotriose
[%] [%] [%] [%]
G 73-74 3,5-6,0 94 - -
M 79,9-81,2 4,0-5,0 0-7 45-56 0-25

G — hydrolizat wysokoglukozowy — G — high maltose syrup
M — hydrolizat wysokomaltozowy — M — high glucose syrup

Wszystkie rodzaje brzeczek poddano chmieleniu z zastosowaniem granulatu chmie-
lowego o zawartosci 10% a-kwasow, pochodzacego z Browaru ,,Piast” we Wroctawiu.
Nastepnie przeprowadzono serie fermentacji powtdrzeniowych brzeczek z udzialem
szczepow dolnej (I-S.ca./13) i gornej fermentacji (I-S.c./57). Proces fermentacji dolne;j
prowadzono w temperaturze 9-11°C przez 10-11 dni, za$ fermentacji gornej w tempe-
raturze 20-25°C przez okres 7-8 dni. Wykonano trzy cykle fermentacji, okreslajac je
w pracy jako: F I, F IT i F III. W fermentacji F II i F III stosowano biomasg z po-
przedniego nastawu, przemyta 2% kwasem ortofosforowym (5 min, pH 2,5) oraz woda
destylowana.

W kazdej dobie fermentacji oznaczano zawarto$¢ ekstraktu pozornego metoda re-
fraktometryczna, a po zakonczonej fermentacji — zawarto$¢ etanolu metoda piknome-
tryczna. Obliczono stopien odfermentowania brzeczek.

Acta Sci. Pol.
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WYNIKI

Warunki stresowe, zwigzane z zawracaniem biomasy, mogly wywiera¢ niekorzystny
wplyw na kondycje drozdzy stosowanych do kolejnej fermentacji zatgzonych brzeczek,
a w efekcie spowodowaé spowolnienie procesu odfermentowywania sktadnikéw eks-
traktu.

Podwyzszenie zawartosci ekstraktu brzeczki do 16% nie wywotalo zasadniczych
zmian tempa procesu fermentacji (rys. 1). Szczep I-S.ca./13 powoli wykorzystywal
sktadniki ekstraktu, zmniejszajac ich zawarto$¢ w ciagu 8 dni procesu do 10,5-12,0%
(rys. 1a). Nie stwierdzono obnizenia sig tej szybkosci w kolejnych cyklach fermentacyj-
nych. Szczep I-S.c/57 cechowat si¢ lepsza dynamika fermentacji. Drozdze te wykorzy-
staly zasadniczg ilo$¢ ekstraktu w czasie pierwszych 3 dni procesu, pozostaty ekstrakt
zostal nastgpnie wolno odfermentowany do poziomu 7,4-9,3% (rys. 1b). Stwierdzono,
ze w poczatkowym okresie drugiego (F II), a zwlaszcza trzeciego cyklu (F III), dynami-
ka fermentacji z udzialem szczepu I-S.c/57 byla nieco stabsza. Jednak przebieg dalszej
czesci procesu wskazywal, ze drozdze zaadaptowaly sig¢ dobrze do warunkéw Srodowiska.

Nie wykazano istotnych réznic migdzy aktywnoscia drozdzy w 16% brzeczkach
z dodatkiem hydrolizatu G lub M. Roéznice w szybkos$ci zuzywania ekstraktu migdzy
kolejnymi fermentacjami powtdrzeniowymi byly rowniez niewielkie, mogly byé zwia-
zane ze sktadem brzeczki.

Nalezy podkresli¢, ze drozdze gornej fermentacji (I-S.c/57), w poroéwnaniu ze
szczepem dolnej fermentacji (I-S.ca./13), lepiej tolerowaly podwyzszone cisnienie
osmotyczne i w wigkszym stopniu odfermentowaty brzeczke.

Zastosowanie hydrolizatow skrobiowych w celu podwyzszenie stgzenia ekstraktu
brzeczek do 20% spowodowato spowolnienie fermentacji w stosunku do brzeczek o niz-
szej gestosci. Znaczace ostabienie tempa wykorzystania cukrow nastapito w 11 cyklu
fermentacji, zwlaszcza z udzialem szczepu 1-S.ca./13 (rys. 2a). W przefermentowanych
brzeczkach pozostawala wigksza, niz w poprzednim cyklu ilo$¢ ekstraktu. W 5., 6.
dobie fermentacji obserwowano znaczne wyhamowanie tempa procesu. Dotyczylto to
obu badanych szczepdéw drozdzy, jak i fermentacji powtdrzeniowych. Podobnie jak
w brzeczce o stgzeniu 16% szczep I-S.c./57 wykazywal wigksza tolerancjg na ci$nienie
osmotyczne $rodowiska. Drozdze te wykorzystywaly duza czgs¢ ekstraktu w czasie
trzech pierwszych dni, nastgpnie wolno fermentowaty pozostaly ekstrakt (rys. 2b).

Drozdze w $rodowisku o podwyzszonej zawartosci cukréw wytwarzaly wigksze ilo-
$ci etanolu. Ilo$¢ wydzielanego etanolu malata wraz z kolejnymi cyklami fermentacyj-
nymi (tab. 3). Szczeg6lnie widoczne to bylo w przypadku szczepu I-S.ca./13 podczas
trzeciego cyklu fermentacyjnego (F III) 16 i 20% brzeczek z dodatkiem syropu wysoko-
maltozowego M (odfermentowanie 35 1 29%). Podobnie szczep I-S.c./57 wraz z kolejny-
mi fermentacjami wykazywat stabsza zdolno$¢ do tworzenia alkoholu etylowego.
Szczep ten, niezaleznie od rodzaju hydrolizatu i wielkosci jego dodatku, produkowat
znacznie wigksze ilosci etanolu (5,10-7,60%) w porownaniu ze szczepem dolnej fer-
mentacji (3,66-6,97%).

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze szczep gornej fermentacji I-S.c./57 lepiej tole-
rowal podwyzszone stgzenie srodowisk fermentacyjnych niz szczep fermentacji dolne;j.
Nie obserwowano znaczacego spowolnienia fermentacji z udzialem tego szczepu.
Drozdze I-S.c./57 wykazaly rowniez oporno$¢ na podwyzszone stezenie etanolu, bedace
wynikiem wyzszej zawarto$ci cukru w podtozu.

Biotechnologia 9(2) 2010
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Rys. 1. Przebieg kolejnych (FI, FII, FIII) fermentacji brzeczek typu HG (16 %) z uzyciem droz-
dzy dolnej fermentacji I-S.ca./13 (a) oraz drozdzy gornej fermentacji I-S.c./57 (b)

Fig. 1. Performance of serial (FI, FII, FIII) repitching fermentations of HG worts (16 %) with
bottom-fermenting yeast strain I-S.ca./13 (a) and top-fermenting yeast strain I-S.c./57 (b)

Acta Sci. Pol.
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Rys. 2. Przebieg kolejnych (FI, FII, FIII) fermentacji brzeczek typu VHG (20 %) z uzyciem
drozdzy dolnej fermentacji I-S.ca./13 (a) oraz drozdzy gornej fermentacji I-S.c./57 (b)

Fig. 2. Performance of serial (FI, FII, FIII) repitching fermentations of VHG worts (20 %) with
bottom-fermenting yeast strain [-S.ca./13 (a) and top-fermenting yeast strain I-S.c./57 (b)

Biotechnologia 9(2) 2010
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Tabela 2. Zawarto$¢ etanolu [% obj.] po zakonczeniu powtdrzeniowych fermentacji brzeczek HG

(16%) 1 VHG (20%)
Table 2. Ethanol content [% vol.] after serial repitching fermentations of HG (16%) and VHG
(20%) worts
Stezenie Szczep I-S.ca./13 Szczep I-S.c./57
. Strain I-S.ca./13 Strain I-S.c./57
brzeczki -
Syrop Wort Fermentacja
Syrup . Fermentation
y concentration
[%] FI FOO FIII FI FII FIII
G 16 5,11 4,23 4,01 6,24 5,81 5,10
M 5,90 3,88 3,66 5,90 5,74 5,66
G 20 5,53 5,32 4,87 7,51 7,21 6,92
M 6,97 4,10 3,88 7,60 7,38 6,49

Tabela 3. Stopien odfermentowania ekstraktu [%] po zakonczeniu powtorzeniowych fermentacji
brzeczek HG (16%) i VHG (20%)
Table 3. Degree of extract attenuation [%] after serial repitching fermentations of HG (16%) and

VHG (20%) worts
Stezenie Szczep I-S.ca./13 Szczep I-S.c./57
brzeczki Strain I-S.ca./13 Strain I-S.c./57
Syrop Wort Fermentacja
Syrup concentration Fermentation
[V0] FI FII F1II FI FII FIII
G 16 49 40 38 59 55 48
M 56 37 35 57 55 54
G 20 41 40 36 57 54 51
M 52 30 29 57 55 48

Wykorzystanie poszczegodlnych cukréw przez oba szczepy drozdzy piwowarskich
podczas fermentacji brzeczek typu HG i VHG bedzie tematem odrgbnej publikacji.

DYSKUSJA

Do badania aktywnosci fermentacyjnej drozdzy piwowarskich w fermentacjach po-
wtorzeniowych brzeczek HG (16%) i VHG (20%) wybrano drozdze fermentacji dolnej
S. carlsbergensis I-S.ca./13 1 drozdze fermentacji gornej S. cerevisiae I-S.c./57, opiera-
jac si¢ na wezesniej opublikowanych wynikach badan [Zarychta i in. 2010]. Szybko$¢
fermentacji brzeczek kontrolnych (12%) z udzialem tych szczepow byta analogiczna jak
pozostatych dwoch szczepow: S. carlsbergensis I-S.ca./37 oraz S. cerevisiae I-S.c./51.
Natomiast w warunkach ekstremalnego zaggszczenia brzeczki (20%) szczepy 1-S.ca./13
oraz [-S.c./57 wykazaly lepsza dynamike fermentacji i wyzsze odfermentowanie.
W badaniach wykorzystano dwa hydrolizaty skrobiowe charakteryzujace si¢ zréznico-
wanym profilem weglowodanowym: syrop G o wysokiej zawartosci glukozy oraz syrop
M o wysokiej zawartos$ci maltozy.

Aktywnos$¢ drozdzy piwowarskich jest szczegoélnie wazna w procesach typu HGB
i VHGB, w ktorych po odfermentowaniu zatgzonych brzeczek i lezakowaniu piwa nastg-

Acta Sci. Pol.
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puje jego rozcienczanie do pozadanego ekstraktu [Andersson i Norman 1997, Koukol
1997]. Niezwykle istotny jest stopien zat¢zenia brzeczki. Im wyzsze stezenie ekstraktu
w brzeczce, tym odfermentowanie stabsze. Zostalo to stwierdzone zaréwno przez
Almeida i in. [2000], jak i w niniejszej pracy. Wraz ze wzrostem zawartosci ekstraktu
w brzeczce zwigkszata sig ilos¢ wydzielanego etanolu, jednak stopien odfermentowania
pogarszal sig, zwlaszcza w fermentacjach prowadzonych przez szczep 1-S.ca./13. Zbyt
staba aktywnos¢ fermentacyjna drozdzy powoduje pozostawienie duzej ilosci sktadnikow
ekstraktu, co moze prowadzi¢ do niekorzystnych zmian organoleptycznych w gotowym
piwie [Dietvorst i in. 2005, Ernandes i in. 1993, Jespersen i in. 1999, Vidgren i in. 2005].

W fermentacjach powtdrzeniowych stopien odfermentowania ekstraktu zmniejszat
si¢ z kolejnym cyklem, niezaleznie od stgzenia i rodzaju dodanego do brzeczki hydroli-
zatu. Szczegodlnie bylo to widoczne w przypadku drozdzy dolnej fermentacji — tworzyty
one mniejsza ilos¢ etanolu. U drozdzy gornej fermentacji stwierdzono analogiczna ten-
dencje, jednak stopien odfermentowania i zawarto$¢ etanolu byly jedynie nieznacznie
mniejsze niz w I cyklu.

Dane wskazuja, ze do fermentacji brzeczek zat¢zonych dodatkiem hydrolizatow do
16% korzystniejszy jest wybor drozdzy gormej fermentacji. Szczep 1-S.c./57, niezaleznie
od stezenia i sktadu cukrow w medium, byt bardziej aktywny niz szczep dolnej fermen-
tacji (I-S.ca./13). Wykazywat lepszy stopien odfermentowania i produkowat wigksza
ilo$¢ etanolu. Badania Pratt i in. [2003] wykazaly, ze w warunkach kontrolowanego
in vitro stresu osmotycznego i etanolowego drozdze fermentacji gornej, pomimo widocz-
nych pod mikroskopem zmian morfologicznych, zachowaty dobra zywotno$¢, podczas
gdy udziat nieaktywnych komorek drozdzy fermentacji dolnej zwigkszal si¢ wraz z pos-
tepujacym czasem inkubacji. Wigksza odpornos¢ szczepéw fermentacji gornej na pod-
wyzszone cisnienie osmotyczne lub wysoka zawarto$¢ etanolu zwiazana jest z ich
optymalna temperatura wzrostu i fermentacji. Fermentacja przy udziale drozdzy goérnej
fermentacji prowadzona jest w temperaturze okoto 20°C. Aktywizuje to komorki do
przyspieszenia transportu cukru [Verstrepen i in. 2003] i szybkiej jego utylizacji, co
skutkuje lepsza dynamika procesu.

Z zaprezentowanych danych wynika, ze hydrolizaty skrobiowe stanowia dobry
sktadnik medium fermentacyjnego dla drozdzy wykorzystywanych wielokrotnie,
zwlaszcza jezeli zawarto$¢ ekstraktu w brzeczce nie przekracza 16%. Wybor hydroliza-
tu dodawanego do brzeczki powinien gltéwnie uwzglednia¢é mozliwos¢ zachowania
czystego smaku piwa.

WNIOSKI

1. Niezaleznie od st¢zenia brzeczki, jak i rodzaju hydrolizatu skrobiowego, drozdze
fermentacji gornej S. cerevisiae 1-S.c./57 cechowaly si¢ lepsza dynamika fermentacji
w porownaniu ze szczepem fermentacji dolnej S. carlsbergensis 1-S.ca./13.

2. Badane szczepy drozdzy dobrze tolerowaly zwigkszenie zawartosci ekstraktu
brzeczek do 16%, takze w procesach wielokrotnego zawracania biomasy. Swiadczyto
o tym utrzymanie dobrej dynamiki fermentacji. Dalsze zwigkszanie ilosci ekstraktu brze-
czek do 20% wywierato negatywny wplyw na dynamikg procesu.

3. Do produkcji piwa z zageszczonych dodatkiem hydrolizatu skrobiowego brzeczek
proponuje si¢ stosowanie drozdzy gornej fermentacji, po uprzedniej ocenie ich uzdol-
nien fermentacyjnych w srodowiskach o podwyzszonym ci$nieniu osmotycznym.

Biotechnologia 9(2) 2010
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DYNAMICS AND EFFECTS OF SERIAL REPITCHING FERMENTATIONS
OF WORTS WITH HIGHER EXTRACT CONCENTRATION

Abstract. The impact of serial repitching on dynamics and effects of HG (16%) and VHG
(20%) wort fermentations was examined. It was observed that top-fermenting brewing
yeasts (S. cerevisiae 1-S.c./57) had a better fermentation activity than bottom-fermenting
strain (S. carisbergensis 1-S.ca./13). Yeasts maintained good dynamics during serial re-
pitching fermentations of 16% worts. Increase of wort concentration up to 20% had
a negative influence on dynamics and extract attenuation in serial repitching processes.

Key words: brewing yeast, high gravity worts (HG and VHG), serial repitching fermentations

Zaakceptowano do druku — Accepted for print: 30.06.2010

Do cytowania — For citation: Zarychta P., Dziuba E., Foszczynska B., Chmielewska J., 2010.
Dynamika i efekty koncowe powtorzeniowych fermentacji brzeczek piwowarskich o podwyzszo-
nej zawartosci ekstraktu. Acta Sci. Pol. Biotechnol., 9(3), 3—10.

Acta Sci. Pol.



YS‘UM Po%
R

= 2
2 ACTA £ Acta Sci. Pol., Biotechnologia 9(2) 2010, 11-22

PRZEMIANY ZWIAZKOW AZOTOWYCH W MLEKU
KROWIM I KOZIM PODCZAS FERMENTACJI
Z UDZIALEM ROZNYCH KULTUR KEFIROWYCH

Anna Grzegorczyk, Monika Wszotek
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

Streszczenie. Produkcja Zywnosci o najwyzszych cechach odzywczych i zdrowotnych,
a jednoczesénie o jak najlepszych walorach organoleptycznych sktania do podejmowania
badan w tym zakresie. Odpowiedni poziom degradacji biatek i ich przemiany staja si¢
kluczowym i niezbgdnym warunkiem korzystnego oddziatywania na zdrowie konsumentow.
Celem pracy byto zbadanie, jaki wptyw na przemiany zwiazkow azotowych ma rodzaj
uzytego mleka: krowiego i koziego oraz rodzaj zastosowanej startowej kultury kefirowe;.

Wyprodukowano sze$¢ roznych rodzajéow kefirow, trzy na mleku krowim z zastosowa-
niem szczepionek DVS Wisby, DVS Biolacta oraz ziaren kefirowych i trzy z tymi samy-
mi kulturami na mleku kozim. Wyprodukowane napoje poddano ocenie organoleptycznej,
oznaczono kwasowos$¢ czynna, potencjalng, okreslono zawarto$¢ diacetylu i aldehydu
octowego, dokonano chromatograficznego rozdziatu biatlek metoda HPLC i przeprowa-
dzono analizg tekstury. Wyniki rozdziatu chromatograficznego HPLC frakcji biatkowych
mleka krowiego i koziego wyraznie wskazuja, ze przeprowadzony proces fermentacji
mleka kulturami kefirowymi przyczynit si¢ do szeregu zmian proteolitycznych w bada-
nych napojach. Uzyskane wyniki wskazuja, ze przemiany degradacyjne zaleza w zdecy-
dowanie wigkszym stopniu od rodzaju uzytego mleka niz zastosowanej szczepionki. Mle-
ko kozie okazalo si¢ bardziej podatne na procesy proteolizy w poréwnaniu z mlekiem
krowim, a szczepionka o najwigkszych zdolnosciach degradacyjnych byly ziarna kefirowe.

Stlowa Kkluczowe: mleko kozie i krowie, kefir, zwigzki azotowe, HPLC

WSTEP

Bialka mleka odgrywaja kluczowa role w ksztaltowaniu cech smakowych i konsy-
stencji kefiru, zwigkszajac tym samym uznanie wsréd konsumentéw. Podczas wyrobu
kefiru nastgpuja przemiany frakcji biatkowych, szczegdlnie na etapie dojrzewania kefiru
[Zbikowska i Zbikowski 1995].

Adres do korespondencji — Corresponding author: Anna Grzegorczyk, Katedra Przetworstwa
Produktow Zwierzecych, Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 122, 30-149 Krakéw,
e-mail; anna.grzegorczyk@op.pl
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Doktadane badania poszczegdlnych frakcji kazeinowych mleka koziego dowiodty,
ze wlasciwosci fizykochemiczne sa zblizone do analogéw mleka krowiego, chociaz
moga si¢ r6zni¢ sktadem aminokwasowym. Rozwazajac udzial procentowy aminokwa-
sow w kazeinie mleka koziego, mozna zauwazy¢, ze zdecydowanie dominujacym ami-
nokwasem jest kwas glutaminowy (w czasteczce as — 45, w czasteczce  — 43, a w cza-
steczce K — 26). Znaczace réznice dotycza kwasu asparaginowego (4,8-27,3%) i fenylo-
alaniny (4,6—14,6%). Jezeli chodzi natomiast o ilo$¢ azotu kazeinowego, to zmienia si¢
ona w zalezno$ci od stadium laktacji i zawarta jest w granicach od 0,33 do 0,48%, co
stanowi od 70 do 80% azotu catkowitego mleka koziego. Poglady badaczy na zmien-
no$¢ azotu kazeinowego w czasie laktacji sa zréznicowane. Jedni twierdza, ze zawar-
to$¢ azotu kazeinowego rosnie w czasie pierwszych czterech miesigey laktacji. Inni
natomiast donosza, ze ilo$¢ azotu kazeinowego poczatkowo, w okresie od Iutego do
maja, spada o prawie 30%, a potem ro$nie do konca laktacji. Natomiast wszyscy zgod-
nie twierdza, ze rownolegle i przyblizone sa zmiany azotu kazeinowego i catkowitego
w mleku kozim w czasie laktacji [Kostyra i Kostyra 1996, Szczepanik i Libudzisz
2000].

Enzymy bakterii kwasu mlekowego powoduja degradacje biatek do zwiazkow
niskoczasteczkowych, co moze przyczyniac si¢ do zwigkszonej strawnosci kefiru.

Niepowtarzalnos$¢ tego produktu zwiazana jest ze sktadem mikroflory, ktéra tworzy
symbiotyczny twor, jakim sa ziarna kefirowe wykorzystywane przy produkcji kefiru.
W ziarnach kefirowych zidentyfikowano wiele réznych grup drobnoustrojow, w tym
paciorkowcow i pateczek mlekowych, bakterii kwasu octowego oraz drozdzy. Wymie-
nione mikroorganizmy zyja w $cistej symbiozie, a produkty ich metabolizmu wzajem-
nie stymuluja si¢ do wzrostu. Kefir jest produktem o walorach odzywczych i dietetycz-
nych, ma ponadto wiele niezwykltych wlasciwosci terapeutycznych, co kwalifikuje go
wedlug wielu autoréw do grona produktéw probiotycznych [Fesak 1996, Molska i Dy-
merska 1981].

Celem pracy bylo zbadanie, jaki wplyw na przemiany zwiazkow azotowych ma ro-
dzaj uzytego mleka: krowiego i koziego oraz rodzaj zastosowanej startowej kultury
kefirowe;j.

MATERIALY I METODY

Materiat do badan stanowito mleko krowie pochodzace od kréw rasy nizinna czar-
no-biala (ncb), hodowanych w stacji Hodowli Odmian w Dziekanowicach i mleko kozie
od koz rasy polska biala uszlachetniona z prywatnej hodowli k6z w Modlnicy koto
Krakowa. Mleko bezposrednio po rannym udoju przewozono w temperaturze otoczenia
do laboratorium, gdzie poddawano je analizom chemicznym i dalszemu przetwarzaniu
na kefir. Po transporcie mleko filtrowano w celu usunigcia zanieczyszczen mechanicz-
nych oraz pobierano probki do analizy chemicznej. Nastgpnie surowiec podgrzewano
do temperatury 40°C, odwirowywano i normalizowano do zawartosci 3% thuszczu, po
czym mleko podgrzewano do 60°C i homogenizowano pod cisnieniem 154+5 MPa. Pa-
steryzacj¢ przeprowadzano w temperaturze 90°C przez 5 minut, nastgpnie mleko schta-
dzano, dzielono na trzy czesci i kazda zaszczepiano jedng z trzech rodzajéw kultur,
w ilosci 2%:
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e Z ziaren kefirowych zakwas przygotowano w nastgpujacy sposob: 0,5 I mleka pa-
steryzowano w 95°C przez 30 minut, ochtadzano do 21+1°C i dodawano ziarna ke-
firowe, inkubowano w tej temperaturze do momentu uzyskania skrzepu i przetrzy-
mywano do uzyskania pH= 4,5-4,6 (ok. 24 h), ziarna odcedzano na sterylnym sicie
i zalewano $wiezym spasteryzowanym i schtodzonym mlekiem, a uzyskany zakwas
uzywano do zaszczepiania mleka.

e Ze szczepionek typu DVS Biolacta- Danisco i DVS Wisby przygotowano odpo-
wiednie rozcienczenia w peptonie (zgodnie z instrukcja producenta) i nimi zaszcze-
piano mleko przerobowe. Mleko po doktadnym wymieszaniu z dodang kulturg roz-
lewano do sterylnych plastikowych kubkéw o poj. 200 cm’ i inkubowano w tempe-
raturze 22°C do uzyskania pH = 4,6. Otrzymane probki, po wychtodzeniu, podda-
wano analizie chemiczne;.

Przeprowadzono rowniez analize sensoryczng [Kurpisz 1984] oraz pomiar tekstury.
Oceng tekstury przeprowadzono przy uzyciu teksturometru TA-XT2 (Stable Micro
Systems, Haslemere, Surrey, England), sterowanego programem komputerowym Textu-
re Expert v.1.0.5. Zakres analiz: zawarto$¢ suchej masy metoda suszenia, thuszcz meto-
da butyrometryczna [PN-ISO 2446:2002], biatko metoda Kjeldahla [PN-EN ISO 8968-
2:2004], kwasowos¢ czynng i potencjalna [AOAC], chromatograficzny rozdziat biatek
metoda HPLC — w celu wydzielenia tluszczu probke kefiru o masie 15 g odwirowywa-
no (1000xg). Nastepnie do 2 g przygotowanego napoju dodawano 4 ml eluentu A za-
wierajacego wode¢ i kwas trifluorooctowy (TFA) w stosunku objetosciowym 1000:1
1 natychmiast wstrzasano. Po 30 min probke ponownie intensywnie mieszano i odwiro-
wywano przez 10 min w wirdwce typu MPW- 330 przy obrotach 1000 x g. Supernatant
filtrowano przez membranowy filtr strzykawkowy Millex-LCR; firmy Millipore o $rednicy
13 mm i rozmiarach poréw 0,5 um, a uzyskany przesacz w ilosci 50 pl nastrzykiwano na
kolumng chromatograficzng. Rozdzialy przeprowadzono na wysoko sprawnym chroma-
tografie cieczcowym (HPLC) LaChrom firmy Merck-Hitachi. Uktad wyposazony byt
w pompe gradientowa L-7100, autosampler L-7250, kolumng oraz detektor diodowy
(DAD) L-7450. Poszczegolnymi elementami uktadu sterowat komputer poprzez inter-
fejs D-7000, ktory wspotpracowat z programem HSM. W badaniach zastosowano ko-
lumng oktadecylosilanowa do rozdzielania biatek LiChroCART 250-4 WP 300 RP-18
(5 um) wyposazona w prekolumng LiChroCART 4-4. Stosowano niskoci$nieniowy
gradient o przeplywie 1 ml/min i nastgpujacym sktadzie: eluent A— H,O : TFA= 1000:1,
eluent B— H,O : acetonitryl (ACN ) : TFA =100 : 900 : 0,7. Czasowa zmiana gradientu
przedstawiata si¢ nastgpujaco: 0—10 min (100% A), 10-110 min (100% A— 34% A)
1 110-120 min (34% A). Rejestrowano chromatogramy DAD w zakresie dtugosci fal od
210 do 300 nm, z ktoérych nastepnie ekstrahowano chromatogram przy A=220 nm.
Dzigki odpowiednio zaprogramowanemu wzorcowi raportow mozliwy byt pomiar po-
wierzchni pod poszczegdlnymi pikami, co umozliwiato ilo§ciowe pordwnanie poszcze-
gblnych frakcji w badanych probkach. Otrzymane wyniki opracowano statystycznie
przy uzyciu programu Statistica 5.0. z uwzglednieniem $rednich arytmetycznych i od-
chylen standardowych migdzy badanymi parametrami. W celu okre$lenia wplywu ro-
dzaju kultury starterowej i rodzaju mleka na wspodtczynniki jako$ciowe kefiru zastoso-
wano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji. Istotno$¢ réznic migdzy $rednimi okreslono za
pomoca testu Duncana.

Biotechnologia 9(2) 2010
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WYNIKI I DYSKUSJA

Wskazniki jakosciowe mleka krowiego i koziego

Badania wykazaty, ze mleko kozie pod wzgledem sktadu chemicznego podstawo-
wych parametréw odzywczych nie rdzni si¢ zasadniczo od mleka krowiego. Kwaso-
wos¢ czynna surowca krowiego odznaczala si¢ wyzszymi warto$ciami i wyniosta 6,59,
natomiast mleka koziego 6,53. Otrzymane rezultaty rdznia si¢ statystycznie istotnie.
Rowniez kwasowo$¢ potencjalna byla wyzsza dla mleka krowiego 7,20°SH przy
6,93°SH dla mleka koziego (tab. 1). Dane te zbiezne sa z wynikami z literatury, ktore
mowia o tym, ze pH mleka koziego jest zmienne w szerokim zakresie i waha sig od
6,08 do 7,06, natomiast kwasowos$¢ potencjalna od 4,4 °SH do 8,5 °SH [Wszotek 1995].

Wskaznikami jako$ciowymi, dla ktoérych mleko kozie uzyskato wyzsze warto$ci niz
mleko krowie, byta sucha masa odpowiednio 11,64 i 11,00% oraz biatko 3,42 i 3,33%.
W przypadku suchej masy wystapily roznice statystycznie istotne. Uzyskane dane
mieszcza si¢ w zakresie wynikow otrzymanych przez Kudetke [1997], wedtug ktorej
$rednia zawartos¢ tluszczu dla mleka koziego wynosi 3,50%, biatka 3,21% i suchej
masy 12,06%. Morrisey i Fox cytowani przez Ziajkg [1997] otrzymali dla mleka kro-
wiego 3,70% tluszczu, 3,40% biatka i 12,70% suchej masy i sa to warto$ci minimalnie
wyzsze od naszych wynikow.

Tabela 1. Srednie i odchylenia standardowe dla badanych wskaznikow jakosciowych mleka kro-
wiego i koziego
Table 1. Average value and standard deviation of milk cow and goat’s of quality parameters

L Mleko krowie Mleko kozie
Wskaznik jakosciowy Cows’ milk Goats’ milk
Properties of kefir x4s X+s
Kwasowo$¢ czynna [pH] 6.59%£0.02 6.53*+0.02
Active acidity ’ ’ ’ ’
Kwasowos$¢ potencjalna [°SH] 7 20+0.40 6.9340.25
Potential acidity ’ ’ ’ ’
o T3
Gestosc [g-dm™] 1,0280 0,00 1,0260+0,00
Density
Thuszez [%] 3,37+0,25 3,1740,15
Fat
Sucha masa [%] 11,00%+0,25 11,64%£0,09
Dry mass
Blaik_o [%] 3,33+0,01 3,42+0,02
Protein

X — rdznice statystycznie istotne

Analiza statystyczna wykazala, ze rodzaj mleka nie mial wplywu na kwasowos$¢
czynng kefiru. Kefir z zakwasem na ziarnach kefirowych z mleka krowiego uzyskat pH
4,51, za$ z mleka koziego do pH 4,60 (tab. 2). Nizszy stopien ukwaszenia uzyskano,
stosujac szczepionki DVS Wisby i DVS Biolacta, ktore na mleku krowim obnizyty
kwasowo$¢ odpowiednio do pH 4,77 i1 4,70. Podobna kwasowoscia czynna cechowaty
si¢ napoje na mleku kozim, osiagajac pH 4,66 dla szczepionki DVS Biolacta i 4,68 dla
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DVS Wisby. Przyjmujac kwasowos¢ czynna jako wskaznik jakosciowy, mozna powie-
dzie¢, ze pomigdzy napojem wyprodukowanym na grzybkach kefirowych i kefirami
powstalymi na szczepionkach Wisby i Biolacta zaobserwowano réznice statystycznie
wysoko istotne, natomiast migdzy Biolacta i Wisby roznice statystycznie istotne (tab. 3).

Tabela 2. Wyrdzniki jakosciowe kefirow ($rednie + odchylenia standardowe)
Table 2. Properties of kefirs ( the averages =+ the standard deviations)

Rodzaj mleka
Kind of milk
o Mleko krowie Mileko kozie
Wskaznik jakosciowy Cow’s milk Goat’s milk
Properties of kefir
Rodzaj kultury
Kind of culture
Biolacta | Wisby Ziarna | Biolacta Wisby Ziarna
Kwasowo$¢ czynna [pH] 4,70 + 477+ | 451+ | 4,66+ 4,68+ | 4,60+
Active acidity 0,02 0,07 0,05 0,00 0,00 0,00
ggﬁiow"“ potencjalna 3540+ | 3620+ [39,60+| 34,80+ | 3440+ |35,60+
N . 3,40 3,80 0,40 0,00 0,60 2,40
Titration acidity
Aldehyd octowy [mg-dm™] 0,45 + 0,27 £ 2,16 + 0,34 + 0,84 + 0,85+
Acetaldehyde 0,10 0,03 0,50 0,06 0,07 0,35
Diacetyl [mg-dm™] 0,69 + 2,89 + 1,25+ 0,48 + 1,96 + 1,20 +
Diacetyl 0,15 0,37 0,05 0,03 0,15 0,17
Twardos¢ [G] 2776 £ | 3927+ (3448+| 1144+ 10,44 £ | 1225+
Hardness 16,22 29,28 8,23 1,46 0,55 1,64
Adhezyjnos¢ [G-s] 7828+ | 74,45+ |162,9+ | -4,19+ -0,31+ | 091+
Adhesiveness 70,90 93,39 |4241 2,52 4,41 2,31
Gumiastos¢ [G] 16,11+ | 23,81+ |15,79+| 10,64 + 10,60+ | 11,18+
Guminess 5,65 15,62 3,77 1,28 0,33 1,35
Smak [pkt] 3,85+ 390+ | 4,60+ 2,85+ 2,75+ | 4,00+
Taste [score] 0,15 0,10 0,10 0,15 0,75 0,00
Zapach [pkt] 3,75+ 4,00+ | 475+ 3,40+ 3,85+ 3,35+
Flavour [score] 0,25 0,00 0,25 0,10 0,15 0,65
Konsystencja 3,00 = 3,75+ 3,90 + 2,75+ 2,25+ 2,50 +
Consistency 0,00 0,25 0,60 0,25 0,25 0,60
Wyglad 3,15+ 4,50+ | 425+ 2,85+ 1,75 + 2,00 +
Appearance 0,15 0,50 0,25 0,15 0,75 1,00
Ocena organoleptyczna
[pkt] 3,60 + 394+ | 444+ 2,89 + 2,66 344+
Organoleptic assessment 0,05 0,04 0,06 0,45 0,56 0,26
[score]

Biotechnologia 9(2) 2010



16 A. Grzegorczyk, M. Wszotek

Tabela 3. Srednie najmniejszych kwadratéw dla badanych wskaznikéw jakosciowych kefirow
Table 3. Mean of the least squares of chosen quality parameters of kefirs

L Rodzaj kultury Rodzaj mleka
W;kazn;tlf Jak‘;slf“f’wy Kind of culture Kind of milk

roperties of Xehir Biolacta | Wisby ziarna krowie kozie
Kwasowo$¢ czynna [pH] 468 | 470 | 455" 4,66 4,65
Active acidity ’ ’ ’ ’ ’
Kwasowos¢ potencjalna [*SH] 3500 | 3530 37,60 3707 | 3496
Titration acidity ’ ’ ’ ’ ’
Aldehyd octowy [mg-dm™] A B AB a a
Acetaldchyde 0,39 0,55 1,50 0,96 0,68
Diacetyl [mg-dm”] 0,58°% | 242%¢ | 1225 | 1614 | 121
Diacetyl ’ ’ ’ ’ ’
Twardo$¢ [G] 19.60 | 24586 2336 | 33,84% | 1138
Hardness
Adhezyjnosc [Gs] 4123 | -37,38 | -80,99 | -10521*| -1,20%
Adhesiveness
Gumiastos¢ [G] 13,38 16,93 13,48 18,57 | 10,63
Guminess
Smak [pki] 3350 | 333% | 430" | 412* | 320
Taste [score] ’ ’ ’ ’ ’
Zapach [pki] 3,58° 3,93 4,05° a17h | 3,530
Flavour [score]
Konsystencja 2,88 3,00 3,20 3,550 | 2,500
Consistency
Wyglad 3,00 3,13 3,13 3974 | 2,200
Appearance
Ocena organoleptyczna [pkt] 3044 3308 3.04AB 3,992 2992
Organoleptic assessment [score] ? ’ ’ ’ ’

A, B — wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami r6zniq sig statystycznie wysoko istotnie (p < 0,01)
a, b — warto$ci $rednie oznaczone tymi samymi literami ro6znig sig statystycznie istotnie (p < 0,05 )

Natomiast na kwasowo$¢ potencjalna kefiru nie miat wptywu ani rodzaj mleka, ani
tez rodzaj szczepionki.

Najwazniejszym zwiazkiem lotnym, bedacym produktem metabolizmu bakterii fer-
mentacji mlekowej, jest diacetyl, nadajacy produktom mleczarskim charakterystyczny
orzechowy posmak [Kornacki i in. 1997, PN-ISO 2446:2002]. Dobry aromat uzyskuje
sie w obecno$ci 2-3 mg-dm™. natomiast ponizej 1 mg-dm™ aromat jest staby. Jest on
wytwarzany przez paciorkowce aromatyzujace Lactococcus lactis subsp. lactis var.
diacetylactis 1 Leuconostoc sp. [Molska 1988]. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze
wigcej tego zwiazku wystepuje w kefirach wyprodukowanych na mleku krowim — 1,61
mg-dm” niz na mleku kozim — 1,21 mg-dm~. Uzyskane zaleznoéci wynikaja najpraw-
dopodobniej z nizszej zawartosci cytrynianéw w mleku kozim [Szczepanik i Libudzisz
2000].

Rozpatrujac wplyw rodzaju kultury na zawarto$¢ diacetylu, mozna zauwazy¢, ze
szczepionka najbardziej uzdolniona do produkcji tego zwiazku jest DVS Wisby, ktora
w kefirze z mleka krowiego wytworzyta 2,89 mg-dm>, za§ z mleka koziego 1,96
mg-dm”. Polowe mniej diacetylu uzyskano w kefirach na zakwasie z ziaren kefirowych,
i tak z mleka krowiego 1,25 mg-dm™, za$ koziego 1,20 mg-dm™. Najmniejsza ilos¢
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stwierdzono natomiast w kefirach wyprodukowanych z udziatem DVS Biolacta, i to
zardéwno w mleku krowim — 0,69 mg-dm™, jak i kozim — 0,48 mg-dm™ (tab. 2). Tak
niski wynik z jednej strony moze $wiadczy¢ o niewielkich zdolno$ciach aromatotwor-
czych tej szczepionki, z drugiej za§ mozna przepuszczac, ze czg$¢ diacetylu zostata
enzymatycznie zredukowana do 2,3-butylenoglikolu [Molska i Dymerska 1988]. Po-
migdzy badanymi kulturami w tym zakresie wystgpuja statystycznie wysoko istotne
roznice (tab. 3).

Rozdzial bialek mleka i kefir6w metoda wysoko sprawnej
chromatografii cieczowej HPLC

Rozdzielone substancje pogrupowano w zaleznosci od czasu ich retencji, czyli na
podstawie ich mas czasteczkowych i hydrofobowosci. Pierwsza grupg zwiazkoéw o cza-
sie retencji do 8 minut stanowily aminokwasy i inne substancje niskoczasteczkowe.
Druga grupg — peptydy i biatka rozpuszczalne w 10% TCA o czasie retencji od 8 do 73
minut i masie czasteczkowej mniejszej od 3 000 Da [Kaiser i in. 1992]. Nastepna grupa
zwiazkow to peptydy i biatka nierozpuszczalne w 10% TCA o masie czasteczkowej
powyzej 3 000 Da. Grupe peptydow i biatek rozpuszczalnych w 10% TCA podzielono
na hydrofilowe i hydrofobowe, zrdéznicowane czasem retencji.

Przemiany degradacyjne zwiazkow azotowych mozna zaobserwowa¢ na podstawie
wynikow rozdziatu bialek mleka i kefirow wykonanych metoda wysoko sprawnej
chromatografii cieczowej HPLC. Dzigki odpowiednio zaprogramowanemu wzorcowi
raportdow mozliwy byt pomiar powierzchni pod poszczegdlnymi pikami, co umozliwiato
ilosciowe poréwnanie poszczegolnych frakeji w badanych probkach.

Analiza wykazata, ze proces fermentacji kultur kefirowych przyczynit si¢ do znacz-
nego wzrostu liczby pikéw i obnizenia sumy ich powierzchni, ktore dla mleka krowiego
wynosza 50 i 47,43-10°, natomiast dla kefirow z tego surowca odpowiednio DVS Bio-
lacta 88 i 10,84-10°, grzybki kefirowe 84 i 11,06-10°, DVS Wisby 97 i 18,39-10°.
W mleku kozim stwierdzono 38 pikéw i sume powierzchni pél 42,64-10°, a kefiry wy-
produkowane z tego surowca i szczepionki Biolacta 76 i 11,54-10°, za§ w tych wypro-
dukowanych z uzyciem zakwasu z ziaren kefirowych 75 19,77-10° oraz 85 i 13,46-10°
przez DVS Wisby (tab. 4).

Kolejnym wskaznikiem, ktory pokazuje proteolityczne wtasciwosci fermentacji kul-
tur kefirowych, jest liczba pikéw dla aminokwasow i innych substancji niskoczastecz-
kowych oraz procent powierzchni odpowiadajacy tym zwigzkom. Dla mleka krowiego
wskazniki te maja wartos¢ 9 i 7,46%, za$ dla analizowanych napojow 9 i 39,61% dla
DVS Biolacta, 9 1 39,06% dla ziaren kefirowych, 13 1 60,99% dla DVS Wisby. W mle-
ku kozim oznaczono 8 pikéw odpowiadajacych aminokwasom i zwiazkom niskocza-
steczkowym i 7,49% powierzchni tych pikoéw, za$ dla kefiréw z tego surowca dla DVS
Biolacta odpowiednio 9 i 41,48%, zakwasu ziaren kefirowych 9 i 50,04% oraz dla
szczepionki Wisby 8 i 35,42%.

Liczba pikow charakteryzujaca peptydy niskoczasteczkowe, czyli mniejsze od 3 000
Da i procentowy udzial powierzchni im odpowiadajacy jest zdecydowanie mniejszy
w mleku krowim 21 i 2,64%, w porownaniu z zawarto$cia znajdujaca si¢ w kefirach ze
szczepionki Biolacta 74 i 38,26%, ziaren kefirowych 69 i1 26,57%, Wisby 69 i 26,57%.
Identyczna zaleznos¢ odnajdujemy w surowcu kozim, w ktorym stwierdzono 18 pikow
13,39% i rowniez nastapito zwigkszenie udziatu tych frakcji w napojach ze szczepionki
Biolacta 49 1 42,85%, z ziaren kefirowych 61 i 35% 1 Wisby 54 1 42,16%.

Biotechnologia 9(2) 2010
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Ilos¢ pikow odpowiadajaca peptydom i biatkom nierozpuszczalnym w 10% TCA
i procent powierzchni, ktory jest wigkszy od 3000 Da, w mleku krowim wynosit 17, co
stanowito 90,70% i zmniejszyto si¢ w powstatych napojach do 15 i 22,13% dla kefirow
ze szczepionki Biolacta, 13 1 16,06% dla grzybkéw kefirowych oraz 15 1 12,44% dla
DVS Wisby. W surowcu kozim wystgpuje podobna zalezno$¢, mianowicie 12 pikow
peptydow i biatek nierozpuszczalnych w 10% TCA, co stanowi 89,12% powierzchni
tych zwiazkow i odpowiednio dla kefirdw z tego surowca nastepuje spadek i dla szcze-
pionki Biolacta 18 i 15,26%, grzybkéw kefirowych 17 1 16,06% oraz dla Wisby 23
122,38%.

Wymienione wskazniki zostaly ujgte w iloczyn, ktéry pokazuje stosunek po-
wierzchni pikow zwiazkow, ktorych wielko$¢ przekracza 3000 Da, do powierzchni
pikow ponizej tej wartosci. Dla mleka krowiego stosunek ten wyniost 34,36, za$ dla
kefirow ze szczepionki Biolacta 0,58, grzybkow kefirowych osiagnety 0,74, natomiast
Wisby 0,47. W mleku kozim stosunek ten ksztattuje si¢ na poziomie 26,30 i dla napo-
jow z tego surowca odpowiednio 0,36 Biolacta, 0,47 grzybki i 0,53 Wisby. Widaé wy-
raznie, ze podczas fermentacji kefirowej nastapit drastyczny spadek tego stosunku, co
swiadczy, ze zwiazki wielkoczasteczkowe (>3 000 Da) zostaty roztozone, w rezultacie
czego powstata duza ilo$¢ peptydow o niskiej masie (< 3 000 Da).

Wykonana analiza chromatograficzna HPLC (tab. 5) ukazuje rowniez rozdziat
peptydéw hydrofilowych i hydrofobowych. Wskazniki te pomocne sa w okresleniu
mechanizmu wymywania peptydow, ktory zwiazany jest z kilkoma czynnikami i zmie-
nia si¢ wraz ze wzrastajacymi wlasciwosciami hydrofobowymi, dlugoscia wiazan i masa
molekularna zwiazku. Wartos$ci te interesujace sa rOwniez z innego powodu, a miano-
wicie wedtug Ney’s [cyt. za PN-EN ISO 8968-2:2004] peptydy o warto$ci mniejszej
od 1 350 cal mol™ nie sa gorzkie, podczas gdy peptydy o wartosci powyzej 1 350 cal mol™
okazuja gorycz, jezeli masa molekularna jest mniejsza od 6 000 Da [Pijanowski 1984].
Liczba pikow peptydow hydrofilowych, ktorych czas retencji zawarty byl pomigdzy
8 a 35 minutg oraz procent powierzchni pikow odpowiadajacy tym peptydom, to dla
mleka krowiego 12 i 1,84% za$ dla kefirow, ktore powstaly z tego surowca, wskazniki
te wzrastaja odpowiednio dla Biolacta 24 i 17,61%, grzybkow kefirowych 22 1 17,32%
oraz Wisby 21 i 10,87%. Jezeli chodzi o mleko kozie, to zidentyfikowano 9 pikéw pep-
tydow hydrofilowych, co stanowi 2,86% i dla napojow kozich: Biolacta 17 i 21,21%,
grzybki kefirowe 181 17,01% oraz Wisby 181 17,59%.

Liczba peptydéw hydrofobowych, dla ktorych czas retencji zawarty byt migdzy 35
i 73 minuta i procent powierzchni odpowiadajacy tym peptydom wynidst dla mleka
krowiego 11, co stanowito 0,63%, za$ dla kefirow z tego surowca: Biolacta 41 i 20,65%,
grzybki 391 17,68% oraz Wisby 48 i 15,70%. Analiza mleka koziego wykazata 9 pikow
dla peptydéw hydrofobowych i odpowiednio 0,53% powierzchni oraz dla kefirow wy-
produkowanych z tego mleka dla szczepionki Biolacta 32 1 21,65%, grzybkow 48 i 32,96%
oraz Wisby 36 i 24,58%. W tabeli 4 przedstawiono réwniez stosunek powierzchni pi-
kow hydrofobowych do hydrofilowych, ktory dla mleka krowiego wynosi 0,34, za$ dla
kefirow wzrasta do 1,17 dla Biolacta, 1,02 dla grzybkow i 1,45 dla Wisby. Jezeli chodzi
o mleko kozie, to wspotczynnik tych zalezno$ci jest nieco mniejszy i ksztaltuje si¢ na
poziomie 0,19, za$ dla kefirow z tego surowca Biolacta 1,02, grzybki 1,94 i Wisby 1,40.

Biotechnologia 9(2) 2010
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WNIOSKI

1. Rodzaj mleka miat wigkszy wplyw na przemiany zwiazkdéw azotowych niz rodzaj
stosowanych kultur

2. Szczepionka o najwigkszych zdolnosciach proteolitycznych byly ziarna kefirowe.

3. Kefiry uzyskane przy zastosowaniu zakwasu z ziaren kefirowych charakteryzo-
waly si¢ lepszymi cechami organoleptycznymi w poréwnaniu z napojami wyproduko-
wanymi z udziatem szczepionek DVS.

4. Proces fermentacji mleka kulturami kefirowymi wyraznie wptynat na obnizenie
zawartosci zwiazkéw wielkoczasteczkowych (>3 000Da) i podwyzszenie poziomu
zwiazkow niskoczasteczkowych (< 3 000 Da) w tych napojach.

5. Podczas fermentacji mleka kulturami kefirowymi nastapil wzrost udziatu pepty-
déw zaréwno hydrofilowych, jak i hydrofobowych;

6. Skrzep kwasowy z mleka koziego charakteryzowat si¢ mniejsza zwigzloscia i lep-
koScia.
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THE TRANSFORMATION OF NITROGENOUS RELATIONSHIP
IN THE COW’S MILK AND GOAT’S MILK DURING FERMENTATION
WITH PART OF DIFFERENT CULTURES THE KEFIR

Abstract. The production of food with the highest nutritious guilds and the best organo-
leptic values induces to undertaking in this range the investigations simultaneously. The
suitable level of degradation of proteins and their transformations become key the and ne-
cessary condition profitable influence on the consumers' health.

The aim of this study was examined influence on transformation of nitrogenous relation-
ships has kind used milk: applied cow's and goat's as well as kind take-off culture.

In this work was produced six different kinds of kefirs, three on cow's milk with use of
vaccines Wisby, DVS Biolacta also grains and three with the same cultures on goat's milk.
Fermented drinks gave up organoleptic assessment, marked active and titration acidity,
diacetyl, acetaldehyde also used HPLC (High Performance Liquid Chromatography) and
the analysis of texture. The results HPLC of the cow's milk and the goat's they show
clearly, that the conducted process of fermentation by kefir cultures milk contributed to
saw change in proteolysis in studied drinks. Got results show, that transformation degra-
dation depend in deciding larger degree from kind of used milk than applied vaccine.
Goat's milk turned out more susceptible on processes of proteolysis in comparison from
cow's milk, and vaccine about the largest abilities degradation were kefirs grains.

Key words: goat's milk and cow, kefir, nitrogenous relationships, HPLC
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WYSOKOTEMPERATUROWA MODYFIKACJA
LIZOZYMU

Grzegorz Lesnierowski, Robert Borowiak

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Streszczenie. Celem niniejszej pracy byla proba oligomeryzacji monomeru lizozymu,
w wyniku jego wysokotemperaturowej modyfikacji (90-100°C), z uzyciem odczynnika
RECICLEAN® jako dodatkowego czynnika wspomagajacego proces. Modyfikacji pod-
dano wodne roztwory lizozymu o stgzeniu 2%. Do tak przygotowanych prob dodawano
$rodek utleniajacy — odczynnik RECICLEAN® o stgzeniu 2%. Proces trwat 20 minut.
Uzyskane w wyniku modyfikacji preparaty poddano badaniom analitycznym obejmuja-
cym elektroforezg, densytometri¢ oraz oznaczanie aktywnos$ci hydrolitycznej enzymu.
W wyniku przeprowadzonej modyfikacji otrzymano preparaty zawierajace w swym skla-
dzie 73,5-86,8% oligomerow. Nowym jako$ciowo zjawiskiem bylo utworzenie si¢ w re-
zultacie modyfikacji formy tetramerycznej lizozymu, ktorej nie obserwowano dotad w te-
go typu modyfikacjach. Tlos¢ powstatych oligomerow zalezata od temperatury prowadze-
nia procesu. Za najbardziej korzystna ze wzgledu na stopien spolimeryzowania oraz ilos¢
aktywnego lizozymu uznano temperaturg 95°C. Uzyskany wowczas preparat zawierat
82,5% oligomeroéw, w tym 31,7% dimeru, a ilos¢ aktywnego lizozymu zachowata sig na
poziomie ok. 87%.

Stowa kluczowe: lizozym, modyfikacja wysokotemperaturowa, oligomery, aktywno$é
antybakteryjna

WSTEP

Lizozym (N-acetylo-muramylohydrolaza E.C.3.2.1.17) jest enzymem szeroko roz-
powszechnionym w przyrodzie. Stanowi sktadnik wielu plynow ustrojowych oraz tka-
nek ludzkich, zwierzecych i ro§linnych. Wyizolowany zostat takze z niektorych bakterii
i bakteriofagéw. Najwigksza koncentracje enzymu stwierdzono we Izach oraz w biatku
jaja kurzego, ktore jest obecnie jego podstawowym zrddlem pozyskiwania na skale
przemystowa [Proctor i Cuninngham 1988]. Lizozym jest waznym czynnikiem chronia-
cym tres$¢ jaja przed drobnoustrojami. Tworzy naturalng ochrong dla rozwijajacego si¢
w jaju zarodka. Dziatanie ochronne enzymu polega na niszczeniu bakterii poprzez roz-

Adres do korespondencji — Corresponding author: Grzegorz Lesnierowski, Katedra Zarzadzania
Jakoscia Zywnos$ci, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624
Poznan, e-mail: boro@up.poznan.pl
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puszczanie kompleksu polisacharydowo-peptydowego (peptydoglikanu), z ktorego
zbudowana jest ich $ciana komdrkowa. Degradacja peptydoglikanu nastgpuje w wyniku
hydrolizy wiazania B-1,4-glikozydowego pomig¢dzy kwasem N-acetylomuraminowym
a N-acetyloglukozoaming [Cuninngham i in. 1991, Le$nierowski i Kijowski 1995].
Wiasciwoscei antybakteryjne lizozymu powodujg znaczne zainteresowanie jego prak-
tycznym wykorzystaniem. Obecnie enzym jest uzytkowany w wielu branzach przemy-
shu zywno$ciowego. Stosowany jest jako srodek utrwalajacy podczas przechowywania
surowcow 1 produktow spozywczych, wykorzystuje si¢ go do konserwacji migsa i prze-
tworéw migsnych, ryb i owocéw morza, wyrobow garmazeryjnych, seréw oraz swiezych
owocow 1 warzyw [Les$nierowski i Kijowski 2007, Lesnierowski 2007, Cegielska-Radzie-
jewska i in. 2008]. Ze wzgledu na swe wiasciwosci lizozym jest rowniez uzywany w dia-
gnostyce medycznej, farmakologii i weterynarii. Znalazt zastosowanie w terapiach za-
kazen wirusowych i bakteryjnych, w leczeniu chor6éb skoérnych, choréb oczu, jamy
ustnej, leukemii i choréb nowotworowych, stanowi §rodek wspomagajacy dziatanie anty-
biotykow [Kijowski i Le$nierowski 1995, Lesnierowski i Kijowski 1995, Le$nierowski
2007].

W warunkach naturalnych lizozym wystepuje gtdwnie jako monomer i w takiej formie
jego antybakteryjne dzialanie ograniczone jest do bakterii Gram-dodatnich [Le$nierowski
i Kijowski 1996]. W scisle okreslonych warunkach pH, temperatury i st¢zenia enzym
wykazuje zdolnos¢ asocjacji prowadzacej do tworzenia si¢ dimeru i wyzszych oligome-
row [Kijowski i Lesnierowski 2000, Lesnierowski i in. 2009b]. Dowiedziono, ze dimer
lizozymu wykazuje nowa, odmienna od katalitycznej aktywno$¢ skierowana przeciw
bakteriom Gram-ujemnym. Jednoczesnie nie traci wlasciwosci bakteriobdjczych wobec
bakterii Gram-dodatnich, nawet pomimo czg¢§ciowego obnizenia aktywnosci hydroli-
tycznej [Jolles i Jolles 1984, Ibrahim i in. 1994, Muraki i in. 1994, Le$nierowski i in.
2009a, Cegielska-Radziejewska 2009b]. Nowa forma zmodyfikowanego lizozymu czy-
ni go bardziej atrakcyjnym $rodkiem antybakteryjnym i stwarza mozliwosci lepszego
wykorzystania. Stad duze zainteresowanie modyfikacjami lizozymu, majacymi na celu
uzyskanie jego oligomerycznych form o poszerzonym spektrum dziatania.

Badania nad modyfikacja lizozymu prowadzone sa zaledwie w kilku osrodkach ba-
dawczych na $wiecie, w tym w Katedrze Zarzadzania Jako$cia Zywnosci Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu. Zakres prowadzonych badan dotyczy przede wszystkim
opracowania metod modyfikacji, w wyniku ktoérych bgdzie mozna otrzymywac prepara-
ty zawierajace w swym sktadzie jak najwigksza liczbg form oligomerycznych enzymu.
Jak dotad nie uzyskano preparatow zawierajacych 100% oligomerow, a zawartos¢ di-
meru zwykle nie przekraczata 50%. Wsrod znanych metod modyfikacji enzymu takie
efekty jego oligomeryzacji uzyskano metodami chemicznymi [Ibrahim 1994], termiczny-
mi [Lesnierowski i in. 2001, 2004] oraz termiczno-chemicznymi [Cegielska-Radziejewska
2009a, Lesnierowski 2009].

Celem niniejszej pracy byta proba uzyskania bogatego w oligomery preparatu lizo-
zymu na drodze termiczno-chemicznej w wyniku jednoczesnego zastosowania wysokiej
temperatury (90-100°C) i silnego czynnika utleniajacego. Jako substancj¢ utleniajaca
zastosowano preparat o nazwie handlowej RECICLEAN® holenderskiej firmy Kemira
Chemicals BV, ktorego sktadnikami aktywnymi sa kwas nadmrowkowy i nadtlenek
wodoru.
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MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowit monomer lizozymu pochodzacy z biatka jaja kurzego,
uzyskany w warunkach przemystowych przez firm¢ Belovo (Belgia) o aktywnosci hy-
drolitycznej rownej 21252 U/mg.

Modyfikacja lizozymu polegata na przygotowaniu wodnych roztworéw enzymu
o stezeniu 2% (m/v), ktorych pH ustalano na poziomie 4,0+0,1 i dodaniu odczynnika
RECICLEAN® w ilo$ci 2% (v/v). Glowny proces modyfikacji prowadzono 20 min w re-
aktorze analitycznym Synacore Analyst firmy Biichi, odpowiednio w temperaturze 90,
95 1 100°C. Po zakonczonej modyfikacji badane proby natychmiast schtadzano do tem-
peratury 1-2°C, a nastgpnie zamrazano i suszono liofilizacyjnie przy uzyciu liofilizatora
GT3 firmy LEYBOLD-HAREUS. Tak przygotowane proby poddano badaniom anali-
tycznym.

Analize elektroforetyczna (SDS-PAGE) wykonano wedlug metody Lesnierow-
skiego [2007] z uzyciem aparatu SE-600 firmy Hoefer Scientific Instruments (USA).
Badane proby nanoszono na zel w ilosci 15 pl. Elektroforezg prowadzono w zelu poli-
akrylamidowym o stgzeniu 6% (zel zaggszczajacy) oraz 12,5% (zel rozdzielajacy).
Nategzenie pradu wynosito 60 mA (Zel zaggszczajacy) oraz 90 mA (zel rozdzielajacy).
Po zakonczonym rozdziale frakcji biatkowych zel utrwalano przez 60 min w roztworze
utrwalajacym (kwas octowy, metanol i woda w stosunku 1:5:4), a nast¢pnie barwiono
przez 24 godziny w 10% roztworze kwasu octowego z dodatkiem bigkitu Coomasie
Brillant R-250. Do odbarwienia zelu uzyto 10% kwasu octowego. Wybarwione zele
skanowano i przechowywano jako pliki komputerowe. Okreslenie ilo§ciowego udziatu
poszczegdlnych form polimerycznych lizozymu w badanych preparatach przeprowa-
dzono densytometrycznie z wykorzystaniem programu komputerowego TotalLab TL
100 firmy Nonlinear Dynamics Ltd (USA).

Aktywnos$¢ hydrolityczng lizozymu oznaczono metoda spektrofotometryczng
[Lesnierowski i Kijowski 1995] przy wykorzystaniu zjawiska obnizania zmegtnienia za-
wiesiny bakteryjnej Micrococcus lysodeikticus pod wptywem dodanego enzymu. W bada-
niach wykorzystano spektrofotometr Stv VSU-28 firmy Carl Zeiss Jena. Absorbancjg
mierzono przy dtugosci fali A =450 nm, w temperaturze 21°C.

Analize statystyczna wynikow badan wykonano przy uzyciu programu
STATISTICA PL v.8.0. Wykonano podstawowe obliczenia statystyczne dla kazdej
zmiennej, wyznaczajac m.in. wartos¢ srednia, minimum i maksimum, odchylenie stan-
dardowe, blad standardowy i przedzial ufnosci. Zastosowano jednoczynnikowa analize
wariancji (ANOVA) oraz metody korelacji i regres;ji.

WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku dotychczasowych badan dotyczacych termicznej modyfikacji lizozymu
uzyskano preparaty zawierajace do 30% dimeru [Lesnierowski i in. 2001, 2004]. Zasto-
sowanie metody termiczno-chemicznej z utlenianiem enzymu spowodowalo wzrost
ilosci dimeru w preparacie do poziomu 35-40% oraz pojawienie si¢ w nim trimeru
w ilosci 10-12%. Najlepsze efekty modyfikacji uzyskiwano przy zastosowaniu tempe-
ratury 60—70°C i nadtlenku wodoru jako substancji utleniajacej [Le$nierowski 2007,
2009]. Kolejne badania z tego obszaru, przedstawione w niniejszej pracy, byly proba
dalszej intensyfikacji oligomeryzacji enzymu. Ich bezposrednim celem bylo sprawdzenie
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efektu modyfikacji lizozymu w jeszcze wyzszej, krytycznej dla tego enzymu temperatu-
rze, tj. 90-100°C z udziatem silnego $rodka utleniajacego jako substancji wspomagaja-
cej proces. Modyfikacje te prowadzono w reaktorze analitycznym Synacore Analyst
firmy Biichi a jako $rodek utleniajacy wykorzystano preparat firmy Kemira Chemicals
BV o0 nazwie handlowej RECICLEAN®, ktory, oprocz sktadnikoéw utleniajacych (per-
hydrol i kwas nadmréwkowy), zawiera w swym sktadzie takze substancje stabilizujace.

kDa ._-
58,0 R ! .
45,0 P . ‘

286 | S 5
“? . —

standard 90°C 95°C 100°C

F1 P2 P3

Rys. 1. Obraz elektroforetyczny preparatow lizozymu otrzymanych w wyniku jego modyfikacji
w krytycznych warunkach temperatury i przy uzyciu odczynnika RECICLEAN® jako
czynnika wspomagajacego oligomeryzacje

Fig. 1. Electrophoretic image of lysozyme samples obtained by modification in critical conditions
of temperature with the use of RECICLEAN® reagent as an oligomerization-supporting agent

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen otrzymano preparaty zroznicowane pod
wzgledem jako$ciowym w zalezno$ci od warunkow zastosowanych w procesie modyfi-
kacji lizozymu. Badania wykazaly, ze wykorzystanie odczynnika RECICLEAN® jako
czynnika wspomagajacego proces w potaczeniu z zastosowaniem krytycznych warun-
kow temperaturowych przyniosto spodziewany efekt oligomeryzacji enzymu (rys. 1).
Okazato sig, ze zawarto$¢ oligomeréw w preparacie uzalezniona byta od warunkow
modyfikacji, a przede wszystkim od temperatury prowadzenia procesu. Swiadczy o tym
zmiana intensywnos$ci pasm biatkowych w Zelu poliakrylamidowym dla kolejno zasto-
sowanych temperatur. Sredni udziat oligomerdéw lizozymu w preparatach otrzymanych
w odpowiedniej temperaturze ilustruje tabela 1.

Wiyniki analizy statystycznej potwierdzily, ze na ilo$¢ i jako$¢ utworzonych oligo-
mer6w podstawowy wplyw miala temperatura, w jakiej prowadzono modyfikacje
enzymu. Zastosowanie warunkow znacznie przekraczajacych temperature jego koagulacji
spowodowato intensywny proces oligomeryzacji enzymu. W efekcie otrzymano dimer,
trimer, a takze tetrametr lizozymu, co bylo zjawiskiem catkowicie nowym, dotad
nie odnotowanym. Wykazano, ze stopniowy wzrost temperatury modyfikacji powodo-
wat zwigkszenie udziatu kazdej z form oligomerycznych enzymu. Ostatecznie spolime-
ryzowano ponad 85% monomeru lizozymu, tj. zdecydowanie wigcej niz w dotych-
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czasowych modyfikacjach termicznych i termiczno-chemicznych [Lesnierowski 2007,
2009]. W warunkach prowadzenia do$wiadczenia najwigksza ilos¢ oligomerow otrzy-
mano w temperaturze 100°C. Jednak w tym wypadku obserwowano znaczne obnizenie
aktywnosci hydrolitycznej lizozymu (tab. 2), ktore bylo wynikiem dziatania wysokiej
temperatury oraz czynnika modyfikujacego (odczynnik RECICLEAN®). Oddziatywa-
nia te powodowaly znaczne zmiany w strukturze tancucha polipeptydowego prowadza-
ce do rozfaldowania bialka, zwigkszenia powierzchni hydrofobowej i postgpujacego
niszczenia centrum aktywnego enzymu.

Tabela 1. Sredni udziat form oligomerycznych zmodyfikowanego lizozymu w zaleznosci od tempe-

ratury procesu
Table 1. Average content of oligomeric forms of modified lysozyme and process temperature
Udziat dimeru | Udziat trimeru Udziat . Suma ,
Temperatura tetrametru oligomerow
Preparat Percentage Percentage
. Temperature . . Percentage Percentage
Preparation o of dimer of trimer .
[°C] [%] [%] of tetramer of oligomers
’ ’ [%] [%]
P1 90 29,5% 25,9% 19,8° 75,2%
P2 95 31,7° 28,9° 21,8° 82,5
P3 100 32,8° 30° 22,6° 85,4°

A-—c —ro6zne litery w kolumnach oznaczaja réznicg istotng przy p<0,05
A—c — different letters in columns denote a significant difference at p<0,05

Tabela 2. Zmiany hydrolitycznej aktywno$ci preparatow lizozymu otrzymanych w wyniku wysoko-
temperaturowej modyfikacji enzymu

Table 2. Changes of the hydrolytic activity of preparations of lysozyme obtained as a result of high-
-temperature modification of enzyme

Temperatura Aktywnosé Obnizenie _aktywn_osm
.. . hydrolitycznej
Preparat modyfikacji hydrolityczna . L.
. . . Hydrolytic activity
Preparation Temperature Hydrolytic activity
. . decrease
of modification [U/mg] o
(%]
PO monomer 21 252 0
P1 90°C 3440 83,8
P2 95°C 2799 86,8
P3 100°C 1551 92,7

Z zagranicznych danych literaturowych [Ibrahim 1996, Chang i Li 2002, Ibrahim
2003] oraz publikacji wlasnych [Cegielska-Radziejewska i in. 2003, LeSnierowski i in.
2004] wynika, ze redukcja aktywnosci hydrolitycznej nie wptywala na zmniejszenie
antybakteryjnego dziatania lizozymu, a wrgcz przeciwnie — zmodyfikowany enzym
oprocz dziatania na bakterie Gram-dodatnie wykazywal dodatkowa aktywno$¢ przeciw
bakteriom Gram-ujemnym. Takie zjawisko przypisuje si¢ powstawaniu w zmodyfiko-
wanym lizozymie nowej aktywnosci przeciwbakteryjnej, ktora nie tylko kompensowata
utrate bezposredniej aktywnosci hydrolitycznej, lecz takze powodowata zdecydowane
zwigkszenie calkowitej antybakteryjnej aktywnosci enzymu [Cegielska-Radziejewska
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iin. 2009a, b]. Wykazano, ze aktywno$¢ hydrolityczna zmodyfikowanego lizozymu jest
tym nizsza, im wigcej zawiera on form oligomerycznych i tym wyzsza, im wigcej jest
w nim monomeru. Zatem aktywno$¢ hydrolityczna $cisle zwiazana jest z monomerem,
natomiast formy oligomeryczne sg odpowiedzialne za pojawienie si¢ nowego rodzaju
aktywnosci przeciwbakteryjnej niezaleznej od aktywnosci katalitycznej [Ibrahim 2003].
Podobnego efektu mozna si¢ rowniez spodziewac dla otrzymanych w wyniku przepro-
wadzonego doswiadczenia preparatow. Jednak w celu jego potwierdzenia nalezy prze-
prowadzi¢ badania mikrobiologiczne, ktérych zakres niniejszej pracy nie obejmowat,
a ktore beda prowadzone na dalszych etapach badan.

Natomiast przeprowadzone juz badania wykazaty bardzo istotne zmiany zachodzace
w modyfikowanych probach. Ze wzrostem temperatury modyfikacji obserwowano
zmniejszanie si¢ intensywnos$ci pasm biatkowych na elektroforogramach, czego wyni-
kiem byto zmniejszenie si¢ wielkosci pikow na densytogramach (rys. 2). Wystgpowanie
tego zjawiska zwiazane byto prawdopodobnie z trwala, nieodwracalng denaturacja
czegsci lizozymu poddanego modyfikacji.

ST L S aa—
Temp. 90°C (F1) Temp. #5%C (P2
L = S S —

Temp. 100°C (F3)

Rys. 2. Rozdzialy elektroforetyczne i densytogramy lizozymu zmodyfikowanego w temperaturze
90, 951 100°C
1— tetramer, 2 — trimer, 3 — dimer, 4 — monomer

Fig. 2. Electrophoretic separations and densitograms of lysozyme modified at 90, 95 and 100°C
1 — tetramer, 2 — trimer, 3 — dimer, 4 — monomer
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Ilo$¢ nieodwracalnie zdenaturowanego lizozymu oceniono na podstawie analizy
zmian sumy pola powierzchni pikéw otrzymanych w wyniku badan densytometrycz-
nych, odpowiadajacych dimerowi, trimerowi i tetrametrowi w zalezno$ci od zmian
warunkow modyfikacji. Dla uproszczenia analizy zatozono, ze suma powierzchni pikow
dla preparatu P1 (90°C) stanowi 100% ilo$ci aktywnego lizozymu. Okazato sig, ze im
wyzsza od 90°C byla temperatura modyfikacji, tym mniejsze byto pole powierzchni
uzyskanych pikow, a tym samym mniejsza ilo§¢ aktywnego lizozymu (tab. 3). Biorac
pod uwagg powyzsze zaleznosci ostatecznie wykazano, ze proces modyfikacji lizozymu
najlepiej jest prowadzi¢ w temperaturze 95°C, bowiem otrzymane w tych warunkach
preparaty zawieraty 82,5% oligomerow, w tym 31,7% dimeru, a ilo$¢ aktywnego — nie-
zdenaturowanego lizozymu wynosita ok. 87%. Dalsze podwyzszanie temperatury do
100°C prowadzito do tak znacznej nicodwracalnej denaturacji, ze ilo$¢ aktywnego lizo-
zymu w preparacie (P3) wynosita zaledwie 38% i mimo bezwzglednie wigkszej zawar-
tosci oligomeréw wykazywal on bardzo niska katalityczna aktywno$¢ przeciwbakteryj-
na (tab. 2 1 3).

Tabela 3. [los¢ aktywnego lizozymu pozostalego w preparatach otrzymanych w wyniku jego
wysokotemperaturowej modyfikacji

Table 3. Surface of peaks of the total number of modified oligomers in modified samples and
percentage decrease of this surface depending on the modification temperature

Suma pola powierzchni Tloéé aktvwneeo
Temperatura pikow wszystkich - aktywneg
. . ) lizozymu
Preparat modyfikacji oligomeroéw .
. Amounts of active
Preparation Temperature Toatal surface of peaks 1
. . . ysozyme
of modification of all oligomers [%]
(piksele/pixel) ’
P1 90°C 2510 100
P2 95°C 2 180 87
P3 100°C 954 38

Tabela 4. Poréwnanie efektu modyfikacji lizozymu metoda wysokotemperaturowa z efektami
uzyskanymi z zastosowaniem innych metod modyfikacji enzymu [Le$nierowski i in.
2009a]

Table 4. Comparison of high-temperature modification of lysozyme effect and the effects result-
ing from different methods of the enzyme modification [Les$nierowski et al. 2009a]

Metoda modyfikacji Suma ollgomgrow Aktywno$¢ }llydroht.yczna
. : Percentage of oligomers Hydrolytic activity
Method of modification o
[%] [U/mg]
Wysokotemperaturowa
(metoda stosowana w pracy) 82.6 7516
High-temperature
(method used in the study)
Termiczna
Thermal 27,2 11 090
Termiczno-chemiczna
Thermochemical 45,1 7680
Membranowa
Membrane >2,1 6440
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Oprocz nowych informacji dotyczacych oligomeryzacji lizozymu w krytycznych
warunkach temperaturowych — cenng informacjq uzyskana w trakcie badan bylo wyka-
zanie bardzo wysokiej termostabilnosci enzymu, o wiele wyzszej niz to dotad stwier-
dzano. Okazalo sig, ze ogrzewanie enzymu w temperaturze 95°C nawet przez 20 min
powodowato tylko niewielkie zmiany denaturacyjne, a dopiero jego dluzsze przetrzy-
manie w temperaturze 100°C wywotato znaczny spadek aktywnos$ci hydrolityczne;.

PODSUMOWANIE

W $wietle przedstawionych wynikow badan mozna stwierdzié, ze prezentowany
w pracy sposob modyfikowania lizozymu daje mozliwos¢ jego wydajnej oligomeryza-
cji. Przeprowadzone badania wykazaty, Zze zastosowana metoda wysokotemperaturowej
modyfikacji lizozymu, z uzyciem odczynnika RECICLEAN® jako dodatkowego czyn-
nika wspomagajacego proces, miata istotny wplyw na efektywnos¢ tego procesu. We
wszystkich otrzymanych probach uzyskano frakcje odpowiadajace masie czasteczkowej
monomeru, dimeru, trimeru i tetrameru. Uzyskanie tetrameru bylo zjawiskiem jako-
$ciowo nowym, nie opisywanym dotad w literaturze. [lo§¢ powstatych oligomerow
zalezala od zastosowanej temperatury modyfikacji. Za najbardziej korzystna, ze wzgle-
du na stopien spolimeryzowania oraz ilo$¢ aktywnego lizozymu, nalezy uzna¢ tempera-
tur¢ modyfikacji wynoszaca 95°C. Cenna informacja wynikajaca z przeprowadzonych
badan byto wykazanie bardzo wysokiej termostabilnosci lizozymu.

Z przedstawionego w tabeli 4 poréwnania efektow modyfikacji lizozymu uzyska-
nych réoznymi sposobami wynika, ze przedstawiona w niniejszej pracy metoda wysoko-
temperaturowej modyfikacji lizozymu z uzyciem odczynnika RECICLEAN® wydaje
si¢ by¢ jedna z najkorzystniejszych. W wyniku jej zastosowania otrzymano preparaty
zawierajace o ok. 55% wigcej oligomerow w poréwnaniu z metoda termiczna, ok. 37%
wigcej w porownaniu z metoda termiczno-chemiczng i ok. 30% wigcej niz w metodzie
membranowe;.

WNIOSKI

1. Wykazano, ze wysokotemperaturowa modyfikacja lizozymu z zastosowaniem od-
czynnika RECICLEAN® jest skutecznym sposobem oligomeryzacji enzymu.

2. Charakterystycznym efektem modyfikacji byto pojawienie si¢ formy tetrame-
rycznej lizozymu nie wystgpujacej w preparatach otrzymanych w wyniku innych metod
modyfikacji enzymu.

3. Za najbardziej korzystna ze wzgledu na stopien spolimeryzowania oraz ilos¢ ak-
tywnego lizozymu uznano temperatur¢ modyfikacji na poziomie 95°C.

4. Wykazano bardzo wysoka termostabilnos¢ lizozymu.
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HIGH-TEMPERATURE MODIFICATION OF LYSOZYME

Abstract. The aim of the study was to oligomerise monomers of lysozyme by modifying
it in high temperature using RECICLEAN® as an agent facilitating the process. Water so-
lutions of 2% lysozyme were prepared for modification. The prepared samples were
treated with 2% solution of an oxidating reagent - RECICLEAN®. The duration of the
process was 20 minutes. The obtained products were analysed by electrophoresis, densi-
tometry and by determining hydrolytic activity. As a result of the modification, products
containing 73.5-86.8% of oligomers were obtained. As far as this type of modification is
concerned, formation of lysozyme tetramers was a new phenomenon. The number of
created oligomers depends on the temperature applied in the process. The most favourable
conditions in the light of the degree of polymerisation and the amount of active lysozyme,
were those with temperature of 95°C. The products of this process contained 82.5% of
oligomers, including 31.7% of dimers, and the amount of the active enzyme remained at
the level of approximately 87%.

Key words: lysozyme, high-temperature modification, oligomers, antibacterial activity
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