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Wstep

Branza olejarska od lat stanowi jeden z filarow rynku spozywczego, co znajduje
odzwierciedlenie nie tylko w systematycznym wzroscie produkcji, ale i masie wytwarzanych
przez nig odpaddw statych. Wérdd nich istotne znaczenie przemystowe przypisywane jest
wyttokom, ktére stanowig bogate zrédto zwigzkéw pokarmowych i w mysl obowigzujgcego
prawa sg klasyfikowane jako produkty uboczne. Coraz czesciej podkresla sie, ze w obliczu
przemian dokonujacych sie w zakresie zasad gospodarki odpadami oraz zmian modelu
zywieniowego w niedtugiej przysztosci moga staC sie one istotnym zrédtem zwigzkéw
odzywczych dla swiatowej populacji. Co wiecej, ich zagospodarowanie wydaje sie by¢
uzasadnione z ekologicznego, ekonomicznego oraz marketingowego punktu widzenia.

W miare pogtebiania wiedzy na temat wyttokdw roslin oleistych rosnie przekonanie, ze
gtdwna barierg we wprowadzeniu ich na rynek spozywczy moze by¢ wzmozona podatnosc na
procesy oksydacyjne. Nabiera to jeszcze wiekszego znaczenia w kontekscie panujgcego
przekonania, ze w przypadku produktdw sypkich o ztozonej matrycy, wcigz nierozwigzanych
jest wiele kwestii zwigzanych z mechanizmami utleniania. Wsréd wyttokéw jednymi
z cenniejszych, jednak do tej pory mato opisanymi w literaturze przedmiotu, sg wyttoki
z orzecha wtoskiego, charakteryzujgce sie wysokim udziatem nienasyconych kwasdw
ttuszczowych we frakcji lipidowej oraz analogicznym do orzechow sktadem frakcji polarne;.
Biorac pod uwage kierunki zmian zachodzgcych na rynku zywnosci dyktowane aktualnymi
i przewidywanymi trendami, w najblizszych latach z duzym prawdopodobiefstwem mozna
spodziewac sie stopniowego wzrostu zainteresowania podmiotéw przemystu spozywczego
tym rodzajem wyttokdw. Obecnie jednak brak jest kompleksowej oceny trwatosci
omawianego surowca, szczegdlnie w obszarze identyfikacji czynnikéw determinujacych rodzaj
i tempo zmian oksydacyjnych zachodzacych w czasie sktadowania. W konsekwencji jego
wprowadzenie na rynek wcigz wigze sie z duzym ryzykiem zwigzanym z mozliwoscig utraty
jakosci i poniesieniem potencjalnych strat ekonomicznych.

Niniejsza praca swoim zakresem obejmuje ocene czynnikdow wptywajacych na zasieg zmian
oksydacyjnych oraz prezentuje potencjalne sposoby ich ograniczania. W czesci teoretycznej
dokonano przegladu pismiennictwa w zakresie obowigzujgcych przepiséw prawa dotyczacych
gospodarki odpadami oraz przedstawiono wybrane elementy rynku spozywczego

w kontekscie wytwarzanych odpadéw. Szczegdlng uwage poswiecono pozostatosciom



poprodukcyjnym przemystu olejarskiego i sposobom racjonalnego gospodarowania nimi.
Przedstawiono szanse wykorzystania wyttokéw z orzecha wtoskiego przez przemyst spozywczy
w Swietle obowigzujgcych i przewidywanych trenddw, jak rdwniez potencjalne zagrozenia
zwigzane z zachodzacymi w nich procesami utleniania. W czesci empirycznej pracy
przedstawiono hipotezy i cele pracy oraz zakres badan. Scharakteryzowano materiat badany
oraz metodyke badawczg, omdwiono otrzymane wynik na tle dostepnych danych
literaturowych oraz zawarto podsumowanie wraz z wnioskami.

Celem podjetych badan byta ocena dziatania czynnikdw determinujgcych stabilnosé
oksydacyjng frakcji ttuszczowe] wyttokédw z orzecha wtoskiego, a takze wydtuzenie okresu ich
trwatosci, co warunkuje mozliwo$é ich zagospodarowania jako surowca dla przemystu
spozywczego. Zakres badan obejmowat 5 gtéwnych etapdw poprzedzonych charakterystyka
sktadu chemicznego materiatu badanego oraz wybranych cech fizykochemicznych.
W pierwszym z nich oceniono zasieg zmian oksydacyjnych wywotanych procesami utleniania
chemicznego i enzymatycznego oraz zmiany potencjatu antyoksydacyjnego. Nastepnie na
podstawie badan modelowych okreslono wptyw czasu przechowywania wyttokdédw na ich
efektywnos$¢ przeciwutleniajgcg oraz trwato$¢ wybranych produktéw przemystu
spozywczego, w ktérych wyttoki stanowity podstawowy skfadnik recepturowy. W etapie
trzecim zbadano skutecznos¢ modelowych fenolokwaséw oraz natywnych zwigzkéw
przeciwutleniajgcych w hamowaniu aktywnosci lipooksygenazy. W czesci czwartej dokonano
wyboru najbardziej odpowiedniej kombinacji czasu i temperatury ogrzewania wyttokéw jako
techniki ograniczajacej procesy utleniania enzymatycznego, opierajgc wnioskowanie na
stopniu aktywnosci enzymu, zawartosci nadtlenkdw oraz zmianach zachodzgcych w obrebie
aktywnosci przeciwutleniajacej. Ostatni etap to ocena skutecznosci zastosowania termicznej
inaktywacji lipooksygenazy w ochronie stabilnosci oksydacyjnej oraz potencjatu
przeciwutleniajgcego wyttokdw z orzecha wtoskiego — badania modelowe z wykorzystaniem

modelowego koncentratu ciasta w proszku oraz oleju tfoczonego na zimno.



1. Pozostatosci poprodukcyjne przemystu spozywczego

Przemyst spozywczy to jeden z najwazniejszych dziatéw gospodarki o istotnym znaczeniu
makroekonomicznym. Jako najwiekszy odbiorca surowcéw rolniczych i gtéwny dostawca
zywnosci w handlu, integruje podmioty zrzeszone w catym procesie wytwarzania zywnosci.
Tworzg go zaktady bezposredniego przetwdrstwa surowcdw pochodzenia zwierzecego
i roslinnego, zaktady zajmujace sie tzw. przetwdrstwem wtérnym, w tym przemyst napojéw
bezalkoholowych i koncentratéw spozywczych oraz zaktady specjalizujgce sie w wyrobie
uzywek (gorzelnie i browary).

W Polsce sektor spozywczy uznawany jest za jeden z najszybciej rozwijajgcych sie
w gospodarce, o potencjale doréwnujgcym najwiekszym krajom rozwinietym Unii
Europejskiej. Charakteryzuje sie on réwniez stabilng dynamikg wzrostu produkcji (4-6% na rok)
oraz stosunkowo matg wrazliwoscig na wahania koniunktury gospodarczej (Gtéwny Urzad
Statystyczny [GUS], 2017b; Polska Agencja Informacji i Handlu [PAIH], 2015). Co roku
przetwérstwo spozywcze wytwarza blisko 3% wartosci produktu krajowego brutto (PKB),
a w roku 2016 wartos$é produkcji sprzedanej artykutéw spozywczych i napojow wyniosta
215,12 mld zf, co odpowiadato kolejno 16,5% krajowe] produkcji sprzedanej ogdtem oraz
19,2% sprzedazy przetworstwa przemystowego. W strukturze przedsiebiorstw dominujg
podmioty prywatne (99,9%), o Sredniej wielkosci zatrudnienia ponizej 100 pracownikéw, przy
niespetna tylko 2-procentowym udziale jednostek zatrudniajgcych ponad 500 oséb (GUS,
2017b). Dziatalnos¢ produkcyjna zaktaddéw spozywczych cechuje wysoki stopien konsolidacji
i koncentracji, zapoczatkowany w momencie transformacji gospodarczej w latach 90.
XX wieku, dyktowany przede wszystkim dgzeniem do redukcji kosztéow produkcji oraz
zbudowaniem przewagi konkurencyjnej na rynkach miedzynarodowych. Znaczne ozywienie
dziatalnosci sektora przy réwnoczesnym wzroscie udziat kapitatu zagranicznego obserwowane
jest natomiast od momentu przystgpienia Polski do Unii Europejskiej. Stabilnos¢ i spdjnosc
gospodarcza, potozenie geograficzne, duza chtonnos¢ rynku wewnetrznego przy relatywnie
niskich cenach surowcéw i kosztach sity roboczej czynig Polske odpowiednim krajem dla
inwestycji zagranicznych (tucek, 2016).

Wielko$¢ oraz skala dziatalnosci przemystu spozywczego znajduje odzwierciedlenie
w bezposrednim oddziatywaniu na S$rodowisko. Produkcja zywnosci stanowi Zzrddto

zanieczyszczen emitowanych do gleb, wdd, atmosfery oraz dostarcza odpadéw



zréznicowanych pod wzgledem fizycznym, chemicznym i biologicznym. Co wiecej, cecha
charakterystyczng sektora jest okresowos¢ wystepowania danego typu odpaddéw, wynikajaca
bezposrednio z sezonowosci produkcji surowcéw, jak rdwniez rézny stopien ich oddziatywania
na $rodowisko. Wsrdd zaktaddw o najwiekszym negatywnym tgcznym wptywie na srodowisko
wymienia sie przede wszystkim mleczarnie, zaktady cukrownicze, przemyst miesny oraz
owocowo-warzywny. Stosunkowo neutralne s3 natomiast zakfady przemiatu zbdz
i koncentratéw spozywczych (Kasztelan i Kierepka, 2014). W kolejnych rozdziatach pracy
omowiono przyktadowe rodzaje powstajgcych odpaddw statych z podziatem na wybrane

branze oraz przedstawiono gtéwne kierunki ich zagospodarowania.

1.1. Ekologiczne, ekonomiczne i prawne aspekty zagospodarowania odpaddéw oraz

produktéw ubocznych

Rosngcy wraz z liczbg ludnosci na Swiecie stopied produkcji przemystowej nie pozostaje
obojetny wobec srodowiska. Obszarami, ktére w szczegblnosci wymagajg poprawy sg zuzycie
wody pitnej i energii oraz ograniczenie ilosci powstajgcych i sktadowanych pozostatosci
poprodukcyjnych. Nieracjonalna gospodarka odpadami statymi prowadzi bowiem do
postepujacych procesdw degradacji zasobdéw naturalnych oraz marnotrawienia ich wysokiego
potencjatu przetwodrczego. Rzutuje to réwniez na wyniki finansowe przedsiebiorstw,
a w diuzszej perspektywie prowadzi do obnizenia ogdlnej jakosci zycia spoteczenstwa.
Priorytetem zatem stato sie opracowywanie skutecznych strategii i Srodkéw stuzgcych
odpowiedniemu wykorzystaniu, przetworzeniu czy utylizowaniu odpaddéw. Coraz czesciej
podkresla sie réwniez konieczno$¢ oddzielenia wzrostu masy wytwarzanych odpadow
w stosunku do wzrostu PKB (Komisja Europejska, 2011).

Pozostato$ciami poprodukcyjnymi powszechnie przyjeto sie nazywaé wszystkie substancje
i przedmioty stanowigce skutek uboczny procesu produkcyjnego. W zaleznosci od wtasciwosci
mogg by¢ one uznane za odpady lub produkty uboczne. Jeszcze do niedawna klasyfikacja ta
wobec braku jednoznacznej wyktadni prawnej byta stosunkowo umowna. Dla przyktadu,
w rozporzadzeniu Rady (EWG) nr 3035/80 z dnia 11 listopada 1980 r. pozostatosci
poprodukcyjne utozsamiane byty z odpadami, a terminy te uzywane byty zamiennie. Zgodnie
z powyziszym rozporzgdzeniem odpad definiowany byt jako element danego procesu

produkcyjnego o sktadzie i cechach wyraznie odmiennym od wtasciwego towaru, ktéry od



produktu ubocznego odrdzniat brak mozliwosci wprowadzenia w niezmienionej formie do
obrotu rynkowego (Rozporzgdzenie Rady (EWG) nr 3035/80, 1980). Obecnie pojecia te zostaty
usystematyzowane w wiodacej dla UE dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady
2008/98/WE z dnia 19 listopada 2008 r. w sprawie odpaddw oraz uchylajacej niektére
dyrektywy (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2008/98/WE, 2008) i na potrzeby
niniejszej pracy taka systematyke przyjeto. Zgodnie z art. 3 pkt 1. tej dyrektywy odpad
definiowany jest jako ,kazda substancja lub przedmiot, ktérych posiadacz pozbywa sie,
zamierza sie pozbyé, lub do ktdrych pozbycia zostat zobowigzany”. Produkt uboczny
(art. 5, pkt 1) natomiast to substancja lub przedmiot, powstajgce w wyniku procesu
produkcyjnego, ktérego podstawowym celem nie jest ich produkowanie. Termin ten ma
zastosowanie jedynie woéwczas, gdy powstate produkty spetniajg réwnoczednie cztery
warunki, tj. (I) ich dalsze wykorzystanie jest pewne; (lI) mogg by¢ one wykorzystywane
bezposrednio bez jakiegokolwiek dalszego przetwarzania innego niz normalna praktyka
przemystowa; (lll) s produkowane jako integralna czes¢ procesu produkcyjnego; (IV) dalsze
wykorzystanie jest zgodne z witasciwymi wymogami prawa (Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady nr 2008/98/WE, 2008). Zgodnie z powyzszymi definicjami oraz celem UE
odnoszacym sie do maksymalizowania zyskow ekonomicznych przy zachowaniu wysokiego
poziomu ochrony ekosysteméw, produkty uboczne powinny by¢é kazdorazowo
wykorzystywane. Odpady natomiast, jesdli tylko pozwala na to ich specyfika w pierwszej
kolejnosci nalezy poddac¢ odzyskowi lub recyklingowi, a procesy unieszkodliwiania lub
likwidacji, realizowane tylko wdweczas, kiedy zadna z innych form zagospodarowania
pozostatosci nie jest mozliwa.

Zgodnie z artykutem 11 Traktatu o Funkcjonowaniu UE, Unia Europejska swojg polityke,
w tym przede wszystkim dotyczgcg ochrony srodowiska, opiera na idei zréwnowazonego
rozwoju (Traktat o Funkcjonowaniu Unii Europejskiej, 2012; Komisja Europejska, 2011).
Termin ten zostat wprowadzony w zycie w 1980 r. przez Miedzynarodowg Unie Ochrony
Przyrody oraz rozpowszechniony przez raport ,Nasza wspodlna przysztos¢” w 1987 r.
Najogdlniej definiuje sie go jako state dazenie do cigglego doskonalenia w obszarze
racjonalnego korzystania z zasobdéw, ktére ma zapewni¢ wszystkim zyjgcym i przysztym
pokoleniom wysokie standardy zycia (ekonomiczne, ekologiczne i spoteczno-kulturowe),
w granicach tolerancji natury (Rogall, 2010). Idea zréwnowazonego rozwoju byta tematem

przewodnim na wielu szczytach UE, w tym m.in. na Pierwszym Ziemskim Szczycie
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Ekologicznym w Rio de Janeiro oraz na Swiatowych Szczytach Zréwnowazonego Rozwoju
w Johannesburgu, Rio de Janeiro i Nowym Jorku w konsekwencji stajgc sie podwaling do
wypracowania dokumentu , Agenda 21” oraz , Milenijnych Celéw Rozwoju”, zastgpionych
w 2015 roku przez siedemnascie , Celdw Zrownowazonego Rozwoju” zawartych w ,Agendzie
Rozwojowej 2030”. Uzupetnieniem zatozen dotyczgcych zréwnowazonego rozwoju sg rowniez
Strategia Lizbonska i Goteborska (Komisja Wspodlnoty Europejskiej, 2015) oraz dtugookresowy
program rozwoju spoteczno-gospodarczego UE — Strategia ,,Europa 2020” (Olejarczyk, 2016).
Wsrod dokumentdw o charakterze strategicznym mozna natomiast wymieni¢ m.in. ,Strategie
ochrony réznorodnosci biologicznej na okres do 2020 r.”, ,Europa efektywnie korzystajaca
z zasobdéw” - inicjatywa przewodnia strategii ,Europa 2020”, Komunikat Komisji do
Parlamentu Europejskiego, Rady, Europejskiego Komitetu Ekonomiczno-Spotecznego
i Komitetu Regiondéw ,Ku gospodarce o obiegu zamknietym: program ,zero odpadéow” dla
Europy”. W prawodawstwie polskim zasada zréwnowazonego rozwoju zostata ujeta w art.
5 rozdz. | Konstytucji Rzeczypospolitej Polskiej (Konstytucja Rzeczypospolitej Polskiej, 2009),
a dokfadng definicje podano w art. 3 pkt. 50 ustawy Prawo ochrony $rodowiska z dnia
27 kwietnia 2001 (Ustawa nr 62 z dnia 27 kwietnia 2001, 2001).

Przywotany artykut 11 Traktatu podkresla istote integracji wzrostu gospodarczego,
stabilnosci cen, konkurencyjnosci gospodarki rynkowej i rozwoju spotecznego z jednoczesnym
zachowaniem  wysokiego poziomu ochrony i poprawy jakosci $rodowiska
(Traktat o Funkcjonowaniu Unii Europejskiej, 2012). Zgodnie z powyzszym konieczne staje sie
uwzglednianie gospodarki odpadami jako integralnego elementu aspektéw srodowiskowych,
we wszystkich obszarach zycia ludzkiego (Olejarczyk, 2016). Coraz czesciej wprost podkresla
sie, ze brak zintegrowanego i efektywnego planu zarzadzania pozostatosciami
poprodukcyjnymi negatywnie wptywa na kondycje ekosystemow oraz jakos¢ zycia, jak
réwniez jest ekonomicznie nieoptacalne. W konsekwencji legislacja dotyczaca wytwarzania
i gospodarowania odpadami stanowi jedng z najbardziej obszernych sktadowych prawa
ochrony srodowiska, ktore uwzglednia specyfike odpaddw, formy ich wystepowania, stopien
niebezpieczenstwa i oddziatywania na $rodowisko oraz dopuszczone formy transportu.

W Unii Europejskiej fundamentalnym dokumentem dotyczgcym gospodarki odpadami jest
przywotana Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/98/WE z dnia 19 listopada
2008r., bazujgca na trzech zasadach: ,hierarchii postepowania z odpadami”, ,rozszerzonej

odpowiedzialnos¢ producenta” oraz ,,zanieczyszczajacy ptaci”. Nadrzednym celem dokumentu
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jest dostarczenie panstwom cztonkowskim rozwigzan dla skutecznego zapobiegania
nadmiernemu wytwarzaniu odpaddw, ukazanie narzedzi stuzgcych ograniczaniu negatywnego
wptywu pozostatosci poprodukcyjnych na s$rodowisko oraz sposobdow efektywnego
gospodarowania nimi (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2008/98/WE, 2008).

Idea ,hierarchii postepowania z odpadami” bezposrednio wskazuje liste priorytetow,
ktorymi powinny kierowac sie panstwa cztonkowskie podczas ustanawiania wewnetrznych
wymogow przepisow prawa. Zgodnie z powyzszym przepisy te powinny przede wszystkim
obligowac¢ wytwércéw i posiadaczy odpaddw do zapobiegania powstawania pozostatosci
i kolejno do ograniczania ilosci sktadowanej ich masy poprzez przygotowanie do ponownego
uzycia, recyklingu lub odzysku inng dopuszczong metoda. Jednoczes$nie unieszkodliwianie lub
sktadowanie traktowaé nalezy tylko jako procesy wspomagajgce. Dyrektywa dopuszcza
w uzasadnionych przypadkach odstepstwa od powyzszej reguty, zgodnie z zasadg prawa
o ochronie $rodowiska, ktéra zakfada, ze kazdorazowo nalezy zachowaé zréwnowazone
podejscie, podparte wysokim stopniem ostroznosci oraz uwzgledniajgce catkowite efekty
srodowiskowe, gospodarcze i ekonomiczne, wykonalnos$¢ techniczng oraz wptyw na zdrowie
i zycie obywateli. Pomocg dla organéw zaradczych w egzekwowaniu zatozen powyzszej reguty
priorytetdw sg natomiast dwie pozostate zasady bazowe, ktére bezposrednio naktadajg na
wytworcow i posiadaczy odpaddéw wiekszg odpowiedzialnos¢, w tym réwniez finansowg
(Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2008/98/WE, 2008).

Uzupetnieniem Dyrektywy 2008/98/WE oraz obowigzujgcych aktéw powigzanych sg
dobrowolne inicjatywy, faczgce aspekty srodowiskowe, w tym gospodarke odpadami
z wymiernymi korzysciami ekonomicznymi uzyskiwanymi przez podmioty rynkowe. Sg to m.in.
ekoprojektowanie, najlepsze dostepne techniki BAT (ang. Best Available Techniques) oraz
systemy zarzgdzania srodowiskowego (m.in. ISO 14000 oraz EMAS).

Za jedno z najwazniejszych narzedzi racjonalnej gospodarki odpadami uznaje sie
ekoprojektowanie. Podkresla ono istote ,uzyskiwania lepszych efektéw z mniejszej ilosci
zasobow” poprzez m.in. gospodarowanie w obiegu zamknietym oraz maksymalny mozliwy
odzysk surowcéw i sktadnikédw zawartych w pozostatosciach, giéwnie w zakfadzie
macierzystym. Uwzglednienie juz na etapie projektowania wyrobu miejsca i sposobu
powtdrnego wykorzystania generowanych podczas jego produkcji odpaddw niesie szereg
wymiernych korzysci ekologicznych i ekonomicznych (Rysunek 1). Co wiecej, witasnie

w ekoprojektowaniu Unia Europejska upatruje mozliwosci zredukowania facznej masy
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magazynowanych odpadow statych do poziomu 10% oraz finalnie wprowadzenia zakazu
sktadowania odpadéw segregowanych i biodegradowalnych, a cel taki na najblizszg dekade
zawarto w pakiecie Komisji Europejskiej opublikowanym w 2015 (Komisja Wspodlnoty

Europejskiej, 2015).

WYMIANA KASKADOWA

EKOPROJEKTOWANIE
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POPRODUKCYIJNE
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Rysunek 1. Korzysci ekoprojektowania
Zrédto: opracowanie wtasne

Konieczno$é witgczenia aspektow srodowiskowych w podstawowy zakres dziatalnosci
organizacji oraz ujednolicenie obowigzujgcych zasad w tym obszarze, stato sie podwaling do
stworzenia ram systemowego zarzgdzania Srodowiskowego, rozumianego jako element
systemu zarzadzania skupiajacy sie na procesach uzytkowania, ochrony i ksztattowania
Srodowiska (Matuszak-Flejszman, 2015). Podstawowym celem systemoéw sSrodowiskowych
jest dostarczanie realnych narzedzi ufatwiajgcych organizacjom integracje wynikéw

finansowych z ochrong srodowiska. Co prawda poczatkowe etapy implementacji wymogdéw
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wigzg sie z poniesieniem relatywnie duzych naktadéw czasu, pracy i pieniedzy oraz wymagaja
zaangazowania pracownikéw na réznych szczeblach, to jednak w miare uptywu czasu efekty
dbatosci o $rodowisko znajdujg pozytywne odzwierciedlenie we wszystkich obszarach
dziatalnosci tych podmiotéw, w tym zarzgdzania, finanséw oraz prawno-spotecznych. Bardzo
czesto rowniez rzutuje to na poprawe wartosci rynkowej przedsiebiorstwa, wzrost jego
udziatéw w rynku lub pozyskanie nowych kategorii odbiorcéw (Matuszak-Flejszman, 2015).

* %k %k

W Polsce szereg zmian dotyczgcych postepowania z odpadami zostat zapoczatkowany wraz z
przystgpieniem do Unii Europejskiej. Wymusito to na organach rzgdowych i samorzgdowych
dostosowanie krajowych aktéw prawnych do obowigzujgcego ustawodawstwa unijnego, a na
przedsiebiorcach konieczno$¢ wprowadzenia zmian modernizujgcych technologie
i organizacje produkcji, jak rowniez kompleksowe myslenie o wyrobie, uwzgledniajgce caty
jego cykl zycia. Zgodnie z wytycznymi Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi, krajowe
instrumenty zarzadzania $rodowiskowego majg charakter oddziatywania bezposredniego
(regulacje ustrojowe, problemowe i prawno-administracyjne) oraz posredniego (instrumenty
ekonomiczne, ekologiczna reforma podatkowa, instrumenty dobrowolnego stosowania oraz
instrumenty oddziatywania spotecznego) (Czyzyk i in., 2010). Niemniej podstawowymi
krajowymi aktami prawnymi, normalizujgcymi zagadnienia gospodarki odpadami sg: Ustawa
0 zmianie ustawy o odpadach oraz niektorych innych ustaw (Ustawa z dnia 24 listopada 2017
r., 2017) oraz ustawa Prawo ochrony srodowiska (Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. nr 62
Prawo ochrony $rodowiska, 2017). Ich uzupetnieniem sg natomiast m.in.: ,Dtugookresowa
Strategia Rozwoju Kraju — Polska 2030”, ,Trzecia fala nowoczesnosci”, ,Koncepcja
Przestrzennego Zagospodarowania Kraju 2030” czy ,Krajowy program zapobiegania
powstawaniu odpaddéw”. Ponadto, zgodnie z wymaganiami Dyrektywy 2008/98/WE cyklicznie
przygotowywane sg plany gospodarki odpadami, uwzgledniajgce analize aktualnej sytuacji
w tym obszarze oraz prezentujgce srodki stuzgce udoskonaleniu dotychczasowych dziatan
w odniesieniu do danej kategorii odpaddéw. Najnowszy, przygotowany na lata 2016-2022
Krajowy plan gospodarki odpadami (Kpgo), zaktada m.in. utrzymanie masy sktadowanych
odpaddéw biodegradowalnych innych niz komunalne na poziomie nie przekraczajgcym 40%,
stopniowy spadek ich produkcji (w tempie okoto 1,5% rocznie) oraz wzrost ich

zagospodarowania, recyklingu i odzysku. Wsrod gtéwnych priorytetow w Kpgo wyrdzniono
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natomiast dazenie do catkowitego zakazu sktadowania odpaddéw ulegajacych biodegradacji
zgodnie z zasadg ,zero odpaddéw dla Europy” (Uchwata nr 88 Rady Ministrow z dnia 1 lipca

2016 r., 2016).

* %k %k

Przedstawione w niniejszym rozdziale wymogi przepiséw prawa majg za zadanie wymaoc na
podmiotach rynkowych uwzglednianie aspektéw racjonalnej gospodarki odpadami, we
wszystkich obszarach ich zasadniczej dziatalnosci. Podwaling do stworzenia ,spoteczeristwa
recyklingu”, w ktérym dominujgcymi zasadami bedg , hierarchia postepowania z odpadami”,
»,gospodarka w obiegu zamknietym” oraz dazenie do produkcji bezodpadowej, powinna by¢
systematyczna edukacja, wspodtpraca i zaangazowanie wszystkich zainteresowanych stron,
w tym spoteczeistwa, producentéw oraz lokalnych wifadz. W efekcie, w mysl idei
zrownowazonego rozwoju, poprawie powinna ulec jakos¢ zycia ludzkiego przy jednoczesnym

wysokim stopniu zachowania zasobdow naturalnych.

1.2. Odpady i produkty uboczne przemystu spoiywczego oraz sposoby ich

zagospodarowania

Produkcja artykutéw spozywczych dostarcza réznorodne pozostatosci poprodukcyjne, czesto
stanowigce bogate zrédto weglowodandw, biatek, lipidéw oraz tzw. bioaktywnych substancji
towarzyszacych. Pozostatosci te to przede wszystkim resztki surowcowe i materiatowe
stanowigce produkty uboczne i odpady technologiczne, jak réwniez inne elementy zwigzane
z uzytkowaniem i zuzywaniem sie maszyn, urzadzen i zabudowan. Generowana ilos¢ odpadow
warunkowana jest aspektami technicznymi i technologicznymi produkcji oraz jej rozmiarem
i intensywnos$cia. Zalezy ona rowniez od stanu ekonomicznego przedsiebiorstwa
i podejmowanych przez nie dziatah na rzecz ochrony srodowiska (Czyzyk i Strzelczyk, 2015;
Ravindran i Jaiswal, 2016).

Wedtug danych GUS (2017a) krajowy sektor spozywczy w 2016 roku (produkcja artykutow
spozywczych i napojow) wytworzyt 3,62 min ton odpadéw poprodukcyjnych, co stanowito
13,3% tgcznej masy odpaddw powstatych w wyniku produkcji przemystowej oraz 2,8% facznej
masy zarejestrowanych odpadéw w kraju. 84,2% tych pozostatosci zostato poddane
odzyskowi, 5,6% unieszkodliwiono, 5,3% przekazano innym odbiorcom, a 4,6% czasowo

zmagazynowano (GUS, 2017a).
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Wskazniki wytwarzania odpaddw réznicujg podmioty gospodarcze, zardwno miedzy- jak
i wewnatrzbranzowo. Cechg wspdlng pozostaje natomiast rodzaj pozostatosci generowanych
przez dang gataz oraz stopien ich oddziatywania na ekosystemy. Zgodnie z danymi
przedstawionymi w Tabeli 1 najwieksza masa odpaddw powstaje podczas przerobu mleka
(nr 10.5 zgodnie z Polska Klasyfikacjg Dziatalnosci (2007)) - 22,7% tacznej masy odpadéw
powstajagcych w czasie produkcji artykutéw spozywczych. Kolejne pozycje zajmuja
przedsiebiorstwa zajmujgce sie przerobem surowcéw pochodzenia zwierzecego (10.1) - 14,4%
oraz warzyw i owocéw (10.3) - 14,3% (GUS, 2017a). W kazdym przypadku sg to przede
wszystkim pozostatosci organiczne o okreslonej wartosci odzywczej, energetycznej oraz
nawozowej, czesto charakteryzujgce sie wysokim biologicznym (BZT) lub chemicznym (ChZT)
zapotrzebowaniem na tlen oraz niekorzystnym pH. Ulegajg one szybkim procesom gnilnym
a sktadowane stanowig zagrozenie ekologiczne oraz istotny czynnik ryzyka wystgpienia choréb

epidemiologicznych (Zmudzinski, 2012).

Tabela 1. Masa oraz sposéb postepowania z odpadami w Polsce w zaleznosci od kierunku

dziatalnosci (w roku 2016 r.) (tys. ton)

o ot vestodiione " Weonne
ogét 128306,9 63492,4 58979,6 3517,7 1821,9
Sekcja € 27195,9 18563,6 7133,1 759,5 739,2

Dziat 10 2869,8 2352,2 199,5 151,5 166,6

10.1 412,5 2341 108,1 61,2 9,1

10.2 41,3 22,8 2,4 16,1

10.3 409,7 368,5 13,6 23,6 4,0

10.4 18,4 18,4

10.5 652,4 619,7 23,7 8,3 0,7

10.6 139,2 133,7 - 2,4 3,1

10.7 27,8 19,9 54 2,5

10.8 1120,3 900,3 37,9 32,4 149,7

10.9 48,2 34,8 8,4 5,0

Dziat 11 752,2 697,7 12,5 42,0

Zrédto: Ochrona érodowiska, GUS 2017

Ponizej przedstawiono wybrane rodzaje odpaddéw powstajgcych w poszczegdlnych
branzach sektora spozywczego wraz z proponowanymi lub stosowanymi formami ich

zagospodarowywania.
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Zagospodarowanie odpaddow powstajgcych w branzy mleczarskiej

Branza mleczarska stanowi jeden z filarow przemystu spozywczego, co potwierdza zaréwno
skala jej dziatalnosci, jak roéwniez znaczacy udziat w tgcznej produkcji pozostatosci
poprodukcyjnych (GUS, 2017a, 2017b). Pomimo tego, ze szeroko rozumiane przetwdérstwo
mleka dostarcza przede wszystkim organicznych odpadéw ptynnych o ztozonym sktadzie
i silnie alkalicznym odczynie, w tym gtéwnie wody technologicznej zanieczyszczonej maslanka,
barwnikami i solami, ws$réd opaddéw wyodrebni¢ mozna réwniez te o wartosci dodane;j.
Dominuje wsrdéd nich serwatka, charakteryzujgca sie stosunkowo niskg trwatoscig oraz
wysokim chemicznym zapotrzebowaniem na tlen. Stanowi ona 60-95% tgcznej masy odpadow
wytwarzanych podczas produkcji serow i kazeiny kwasowej. Ze wzgledu na wartos¢ odczynu,
wyrdznia sie serwatke stodka (pH 6,2-6,5) i kwasng (pH 4,1-4,2), w skfad ktérych wchodza
petnowartosciowe biatko (np. B-laktoglobulina, a-laktoalbumina, laktoferyna) oraz laktoza,
ttuszcz mleczny, substancje mineralne, witamina C i witaminy z grupy B (Mirabella, Castellani
i Sala, 2014; Zmudzinski, 2012). Wedtug szacunkowych danych tylko w samej Unii Europejskiej
w 2016 roku wyprodukowano ponad 4 min ton suchej masy serwatki (European Dairy
Association Economic Report 2017/18, 2018). W Polsce natomiast jest to corocznie okoto
2 mld litréw (Czyzyk i in., 2010). Skala produkcji oraz sktad chemiczny serwatki zaowocowaty
stworzeniem odrebnej gatezi zajmujacej sie jej przetwarzaniem i dostarczaniem na rynek,
m.in. w postaci surowca wzbogacajgcego produkty spozywcze oraz jako podfoze do
przeprowadzania fermentacji mlekowej (Zmudzifski, 2012). Znalazta ona zastosowanie przy
produkcji seréw serwatkowych, mlecznych napojéw fermentowanych oraz jako dodatek
spozywczy o wiasciwosciach zageszczajgcych i emulgujgcych. Co wiecej, otrzymywane sg z niej
izolaty i koncentraty biatek, wykorzystywane w preparatach przeznaczonych dla niemowlat
i matych dzieci oraz w s$rodkach wspomagajacych rozbudowe masy miesniowej u osdéb
aktywnych fizycznie. Uprzednio zageszczona i sproszkowana stanowi dodatek funkcjonalny
w produktach przemystu piekarskiego i cukierniczego. Ponadto, serwatka moze by¢
substratem do otrzymywania zywic i polimeréw kazeinowych oraz posrednio stuzy¢ do
produkcji biodegradowalnych polimeréw na bazie kwasu mlekowego. Podejmowane s3g
rowniez préby zastosowania jej jako naturalnego srodka dezynfekujgcego m.in. liscie sataty
lub marchew (Mirabella i in., 2014). Zgodnie z zalecaniami Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju

Wsi najbardziej racjonalnym i uzasadnionym z punktu widzenia ekonomicznego sposobem
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wykorzystania serwatki jest jej kompleksowe przetwarzanie w miejscu powstawania, poprzez
odzyskiwanie najwazniejszych skfadnikow odzywczych, a nastepnie produkcje biogazu
zuzywanego na potrzeby energetyczne zaktadu macierzystego (Czyzyk i in., 2010). Dziataniem
jednoznacznie zabronionym jest natomiast taczenie jej ze Sciekami i rozlewanie na polach
(Zmudzinski, 2012). Obok serwatki drugim powszechnie wykorzystywanym produktem
ubocznym branzy mleczarskiej jest generowana podczas produkcji masta, maslanka, w ktérej
sktad wchodzi gtéwnie woda (91-92%) oraz laktoza (3,8-4%), zwigzki azotowe (3,0-3,4%)
i ttuszcz (0,1-1,0%). Produkt ten stosowany jest przede wszystkim przy produkcji maslanki

spozywczej oraz seréw prasowanych trzeciego gatunku (Czyzyk i Strzelczyk, 2015).

Zagospodarowanie odpaddow powstajgcych w branzy cukrowniczej

Przemyst cukrowniczy od lat osigga jedne z najwyzszych wskaznikdw wytwarzania
pozostatosci poprodukcyjnych w kraju (GUS, 2017a). Odpady i produkty uboczne ze wzgledu
na kampanijny charakter produkcji wystepujg sezonowo i stanowig 20-40% ogdlnej masy
przetwarzanych burakéw cukrowych. Sg to przede wszystkim odpadowa masa roslinna, bfoto
sptawiakowe, szlamy defekosaturacyjne oraz wystodki buraczane i melasa. Wszystkie one
mogg by¢ wykorzystane w rolnictwie jako sktadniki pasz tresciwych oraz naturalne nawozy.
Na melasie, sktadajacej sie w 80% z suchej masy, bazuje blisko 20% krajowej produkcji
alkoholu etylowego. Co wiecej, jest ona produktem notowanym na giefdzie towarowe;j
i stanowi substrat do produkcji kwasu mlekowego, cytrynowego, drozdzy piekarskich oraz
biogazu. Do produkcji bioetanolu i biogazu a dodatkowo réwniez pektyn, preparatow
wysokobtonnikowych, kwasu galakturonowego i ferulowego przeznaczane sg takze wystodki
buraczane, charakteryzujgce sie wysokg zawartoscig celulozy (20-30% s.m.), hemicelulozy
(22-30% s.m.), pektyn (24-32% s.m.) i lignin (1-8% s.m.). Stosuje sie je réwniez jako
mikrowypetniacze papieru i tektury oraz absorbent stuzacy usuwaniu barwnikéw i metali
ciezkich z roztworéw wodnych. RoOwnoczesnie uznawane s3 one za surowiec
wysokoenergetyczny, ktérego wartos¢ opatowa, w zaleznosci od stopnia wysuszenia, wynosi
14-17 MJ/kg (Kryvoruchko, Andrea Machmdiiller, Amon i Amon, 2009; Majoch i Jabtoriska,
2013).
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Zagospodarowanie odpadow powstajgcych w branzy owocowo-warzywnej

Odpady state przemystu owocowo-warzywnego stanowig okoto 20% catkowitej masy
przetwarzanych surowcéw. Sg to zardwno pozostatosci o cechach produktéw ubocznych
(wyttoki, mtéto, pestki oraz skérki), jak i odpadowa masa roslinna pozostata z czyszczenia
i segregacji surowca (taba, 2012).

Ztozony skfad chemiczny wiekszosci produktéw ubocznych pochodzacych z przetwodrstwa
owocow jest ich duzg zaletg, réwnoczesnie jednak warunkuje on ich niskg trwafosc
i w konsekwencji znaczgco ogranicza przydatno$é przetwdrczg. Sktadowane ulegajg bowiem
szybkim procesom fermentacji i plesnienia, stajac sie tym samym zrédtem nieprzyjemnych
zapachéw oraz powaznym zagrozeniem epidemiologicznym. Wymagane jest zatem ich szybkie
wykorzystanie lub utrwalenie w wyniku suszenia termicznego lub zakiszenia (Czyzykiin., 2010;
Hamalo Okino Delgado i Francisco Fleuri, 2016). Obecnie jednym z podstawowych kierunkéw
zagospodarowania wyttokdw, skérek oraz midta jest skarmianie nimi zwierzat hodowlanych.
Ich dodatek pozytywnie modyfikuje walory odzywcze mieszanek paszowych gwarantujgc
réwnoczesnie lepsze efekty hodowlane (Kumar Sharma, Bansal, Mangal, Kumar Dixit, Gupta
i Mangal, 2015). Ponadto, skorki oraz wyttoki stanowig zrédto szeregu substancji
bioaktywnych, m.in. karotenoidéw, zwigzkéw fenolowych czy kwasu askorbinowego, ktére
mozna w prosty sposéb wyizolowaé i wykorzystywaé w produktach spozywczych
i przemystowych. Sg one réwniez niedrogim substratem do produkcji wyrobéw winiarskich,
preparatow btonnikowych i pektynowych, herbat owocowych, octu winnego oraz substancji
wypetniajagcych w pieczywie i suplementach diety (Kumar Sharma, i in., 2015; Mirabella i in.,
2014; Uthumporn, Woo, Tajul i Fazilah, 2015). Udowodniono, ze wtgczenie wyttokéw
owocowych do podstawowego sktadu produktéw piekarskich, cukierniczych czy mleczarskich
korzystnie modyfikuje ich funkcje technologiczne i odzywcze. Lepsze wtasciwosci reologiczne
ciasta, wyzszg stabilnos¢ emulsji wodno-ttuszczowych oraz wyiszg wartos¢ odzywcza
i potencjat antyoksydacyjny w stosunku do produktéw konwencjonalnych stwierdzono m.in.
w chlebie, babeczkach, makaronach, nalesnikach, batonach, ciastkach, jogurtach, majonezach
oraz sosach przygotowanych na bazie jogurtéw, w ktorych zastosowano wybrane wyttoki
owocowe (Gomez i Martinez, 2017; Gédrecka, Pachotek i Dziedzic, 2010; Hamalo Okino
Delgado i Francisco Fleuri, 2016; Tseng i Zhao, 2013). Co wiecej, wyttoki i skérki wykazujg silne

wiasciwosci sorpcyjne w stosunku do ttuszczéw oraz metali ciezkich, przez co trwajg préby
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zastosowania ich jako naturalnych biosorbentéw stuzgcych oczyszczaniu wéd (Jain, 2015).
Pozostajgce po produkcji przecieréw owocowych midto przeznaczane jest na produkcje
marmolad oraz powidet (taba, 2012). Szerokie zastosowanie znalazty rowniez pestki owocow
jagodowych oraz pestkowych, z ktérych m.in. produkowane sg oleje ttfoczone na zimno
o korzystnym sktadzie frakcji ttuszczowej z wysokim udziatem nienasyconych kwasdw
ttuszczowych, tokoferoli i steroli (Kumar Sharmaiiin., 2015). Udowodniono rowniez, ze wysoki
potencjat antyoksydacyjny pestek owocowych moze by¢ wykorzystany m.in.
w stabilizacji produktéw wysokottuszczowych (Matecka, Rudziriska, Pachotek i Wasowicz,
2003; Pachotek i Matecka, 2010). Miazga uzyskana z obtuszczonych i odgoryczonych jader
pestek moreli lub brzoskwini stanowi baze masy percepanowej (taba, 2012). Z kolei pestki
przerobione na pyt wykorzystywane sg jako wypetniacze do klejow meblarskich oraz surowiec
do produkcji wegla aktywowanego. Otrzymuje sie z nich rdwniez benzaldehyd, czysciwa
polernicze, dodatki do kreméw peelingujgcych oraz wypetniacze poduszek rehabilitacyjnych
i materacéw. Potencjat produktdw ubocznych z przetwdrstwa owocéw wykorzystywany jest
réwniez przez przemyst biotechnologiczny, m.in. do produkcji biogazu oraz pozywek
mikrobiologicznych stosowanych przy produkcji enzymow, antybiotykéw, etanolu i kwasow
organicznych (Dhillon, Kaur i Brar, 2013; Lai, Khing, Lim, Hee i Sim, 2017).

Pozostatosci przemystu warzywnego w poréwnaniu do odpaddw owocowych
charakteryzujg sie znacznie wyzszg trwatoscig oraz podatnoscia na procesy utrwalania.
Obecnie wiekszos¢ z nich znalazta zastosowanie jako naturalne nawozy kompostowe oraz
kiszonki paszowe, przy czym ze wzgledu na skfad, w tym wysoka zawartosc biatka szczegdlnie
pozgdane sg odpady roslin strgczkowych (tupiny oraz zielone czesci roslin), jak réowniez
pozostatosci z przerobu ziemniakdw i roslin krzyzowych. Ponadto z odpadéw warzywnych
produkowane sg biogaz oraz furfural — surowiec niszowy, wykorzystywany przede wszystkim
przez przemyst farmaceutyczny, naftowy, chemiczny oraz branze budowlang
(Czyzyk i Strzelczyk, 2015). Na szczegdlng uwage zastugujg produkty uboczne pochodzace
z przetwérstwa pomidorow, co warunkowane jest zaréwno skalg przerobu surowca (obok
ziemniakow sg najczesciej uprawianym i przetwarzanym warzywem na $wiecie), jak i sktadem
chemicznym. Pomidory sg istotnym zrédtem karotenoiddéw, tokoferoli, steroli oraz zwigzkéw
fenolowych izolowanych z odpadéw m.in. przy uzyciu niedrogich metod enzymatycznych lub
ekstrakcji w stanie nadkrytycznym (Papaioannou i Karabelas, 2012; Strati i Oreopoulou, 2011).

Wyttoki pomidorowe moga by¢ stosowane jako dodatki funkcjonalne, w tym wydtuzajgce
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trwatos¢ takich produktéw spozywczych jak preparaty btonnikowe, wyroby piekarskie,
odzywki dla dzieci i odttuszczone mleka w proszku (Gémez i Martinez, 2017; Ingle i Nawkar,
2016; Uthumporniiin., 2015). Co wiecej, na szerokg skale odzyskiwana jest z nich tomatyna —
zwigzek stanowigcy substrat do przemystowej syntezy hormondéw sterydowych. Mitoto
z przerobu pomidoréw stuzy do produkcji oleju ttoczonego na zimno, wykorzystywanego przez

przemyst kosmetyczny (taba, 2012).

Zagospodarowanie odpaddw powstajgcych w branzy gorzelniczej i piwowarskiej

Podstawowa dziatalnos¢ stodowni, browardw oraz gorzelni opiera sie na przetwérstwie
zbdz i ziemniakdw. Stosowane procesy produkcyjne dostarczajg zanieczyszcze mineralnych,
pozostatosci roslinnych oraz produktéow ubocznych, takich jak brzeczka czy mtéto
pofiltracyjne. Obecnie odpady mineralne kierowane sg na specjalne sktadowiska lub
wykorzystywane do wypetniania zagtebien terenu. Kietki stodowe stanowig surowiec
w przemysle farmaceutycznym do produkcji pozywek hodowlanych, aminokwaséw oraz
preparatdw enzymatycznych. Uprzednio zakiszone i poddane granulacji wywary gorzelnicze,
mtdto oraz biomasa roslinna stosowane sg jako pasze przeznaczone dla drobiu i innego
ptactwa (Czyzyk i Strzelczyk, 2015). Pozostajagcg po filtracji piwa ziemie okrzemkowa
wykorzystuje sie natomiast przy oczyszczaniu osadow Sciekowych oraz do produkcji
materiatdw budowlanych. Ponadto jej spalanie w temperaturze 750°C pozwala na odzysk

energii wykorzystywanej nastepnie na potrzeby zaktadu produkcyjnego (Czyzyk i in., 2010).

Zagospodarowanie odpaddw powstajgcych w branzy miesnej

Krajowy przemyst miesny rocznie generuje ponad 4 min ton odpaddéw, o blisko
80-procentowym udziale zwigzkdéw organicznych, w tym lotnych zwigzkéw odorotwdrczych.
Co wiecej, pozostatosci te ze wzgledu na swojg specyfike i niskg trwatos$¢ stanowig powazne
zagrozenie bakteriologiczne i w konsekwencji uznawane sg za najbardziej niebezpieczne dla
tancucha zywnosciowego i paszowego oraz Srodowiska (Wojdalski i in., 2015). Wszystko to
w pofaczeniu z wysokim ryzykiem nieprawidtowego sktadowania wymusza koniecznos¢ jak
najszybszej ich utylizacji lub przeksztatcenia, gtdwnie w wysokoenergetycznych procesach
termicznych. Zaleca sie jednak, aby powstajgce produkty uboczne, o ile spetniajg wymagania

prawa, w tym Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1069/2009 z dnia
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21 pazdziernika 2009 r. o produktach ubocznych pochodzenia zwierzecego oraz
Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 183/2005 z dnia 12 stycznia 2005 r.
ustanawiajgcego wymagania dotyczace higieny pasz, byly wykorzystywane w przemysle
kosmetycznym, farmaceutycznym, spozywczym i paszowym (Majoch i Jabtoriska, 2013;
Sobczak i Btyszczek, 2009). Na mocy rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 1069/2009 produkty uboczne branzy miesnej podzielono na trzy kategorie, przy czym
za najbardziej niebezpieczng uznaje sie kategorie 1, do ktérej zaliczono okoto 7% odpadow
pochodzacych od zwierzat chorych, w tym podejrzanych o choroby zakazne oraz od zwierzat
dzikozyjacych i cyrkowych (Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 1069/2009, 2009). W normalnych warunkach przetwdrczych i ubojowych 80% odpadéw
sklasyfikowanych jest jednak w grupie 3, w ktorej z kolei dominujg odpady rzezne (37%)
zagospodarowywane przez przemyst chemiczny, odziezowy i ceramiczny, rzadziej w przemysle
spozywczym (Sobczak i Btyszczek, 2009). Przez wiele lat krew oraz tkanki miekkie stanowity
gtowny surowiec do produkcji wysokobiatkowej maczki miesno-kostnej, stuzgcej skarmianiu
zwierzat. Czynnosci te zostaly jednak zakazane, ze wzgledu na wysokie ryzyko
rozprzestrzeniania sie zakazen prionami (BSE). W konsekwencji mgczka, o wartosci opatowej
15,2 MJ/kg, stuzy obecnie wytwarzaniu energii wykorzystywanej nastepnie w procesach
technologicznych zaktadu macierzystego. Ponadto, wchodzi ona w sktad ceramiki uzytkowej,
stanowi substrat do produkcji kwasu fosforowego i nawozéw fosforowych oraz pozyskiwany
jest z niej hydroksyapatyt, stosowany m.in. w chirurgii kostnej (Sobczak i Btyszczek, 2009;
Wojdalski i in., 2015). Pozostate produkty uboczne generowane podczas przerobu zwierzyny,
wykorzystuje sie m.in. do produkcji zelatyny, aminokwaséw, ostonek wedliniarskich czy nici
chirurgicznych (elementy niegarbarskie skory) oraz materiatéw filcowych i tapicerskich,
szczotek i pedzli (elementy garbarskie). Odpowiednio przerobione tresci zotgdkéw i jelit
stanowig natomiast sktadnik uzyzniajgcych nawozéw organiczno-wapiennych (Mirabella i in.,
2014; Wojdalskiiin., 2015). Produkty uboczne przerobu ttuszczéw zwierzecych, w tym gestwa
skwarkowa oraz ttuszcze odpadowe spetniajgce wymagania rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) nr 183/2005 oraz nr 1069/2009, wykorzystywane s3 jako
wysokoenergetyczne dodatki do mieszanek paszowych. Dodatkowo ttuszcze odpadowe moga
by¢ przeznaczone do produkcji mydet, kosmetykéw oraz stosowane jako dodatek do oleju

opatowego (Czyzyk i Strzelczyk, 2015; Majoch i Jabtonska, 2013). Gtéwnie jednak, ze wzgledu
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na wysokg wartos¢ opatowg oraz niskie koszty pozyskania, wykorzystywane sg do produkgji
biopaliw i energii (Mata, Cardoso, Ornelas, Neves i Caetano, 2011).

* %k %k

Oprdcz pozostatosci poprodukcyjnych charakterystycznych dla danej branzy, w zaktadach
przetworstwa spozywczego wytwarzane sg odpady bedgce skutkiem eksploatacji urzadzen,
maszyn, budynkdéw, a takze pozostatosci opakowaniowe. Te obojetne, jak gruz, zuzel, odpady
papiernicze, popidt czy szkto zaleca sie wykorzystywaé na potrzeby zaktadu lub poddawacd
odzyskowi i procesom recyklingu. Odpady niebezpieczne powinny by¢ natomiast
przekazywane specjalnym jednostkom, odpowiednio przystosowanym do prowadzenia ich
zbiorki, odzysku lub unieszkodliwiania.

Obecnie pozostatosci poprodukcyjne sektora spozywczego wykorzystywane sg przede
wszystkim jako substraty w wybranych procesach biotechnologicznych oraz surowce do
produkcji nawozéw i pasz. Jednoczesnie niewielki udziat w ich zagospodarowaniu ma wcigz
przemyst spozywczy. Wydaje sie jednak, ze systematycznie ewoluujgce regulacje prawne
z zakresu ochrony srodowiska bedg wymusza¢ na podmiotach sektora zywnosciowego
modyfikacje ich zaplecza surowcowego i technologicznego pod katem zagospodarowania

tworzonych przez nie odpadéw.

1.3. Wybrane odpady i produkty uboczne przemystu olejarskiego

Podstawowy zakres dziatalnosci przemystu olejarskiego obejmuje wytwarzanie olejow
technicznych i jadalnych oraz ich pochodnych, w oparciu o szeroko rozumiane przetwoérstwo
surowcow oleistych. Za surowce te przyjeto sie traktowaé wybrane czesci morfologiczne
ro$liny, w ktérych udziat ttuszczu w suchej masie wynosi przynajmniej 15%. Sg to przede
wszystkim nasiona (rzepaku, Inu, maku, ogdrecznika i rokitnika), pestki (dyni, czarnej
porzeczki, winogrona), owoce (drzewa oliwnego i palmowego, awokado), kietki i zarodki
(pszenicy i ryzu) oraz orzechy (wtoskie, laskowe i pistacje) (Wroniak i Rekas, 2016). Przemyst
olejarski od lat zajmuje ugruntowang pozycje w $wiatowej gospodarce, przy czym jego cechg
charakterystyczna jest faworyzowanie lokalnych rynkéw zbytu oraz specyficzna wrazliwos¢ na
zmiany popytu i podazy, w tym niska elastycznos¢ cenowa. Sitg napedowg, odzwierciedlang
w systematycznym wzroscie globalnej produkcji, s3 jednoczesnie wzmozony popyt na oleje

jadalne oraz rozwdj przemystu biopaliw. Dodatkowo, coraz wiekszy udziat w rozwoju tego
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sektora ma wzrost zapotrzebowania na izolaty i hydrolizaty biatkowe, wytwarzane na bazie
wyttokow (lub inaczej makuchdéw — pozostatosé po procesie ttoczenia) i Sruty poekstrakcyjnej
(produkt uboczny powstajgcy w czasie ekstrakgcji ttuszczu) (Chibowskiiin., 2016; FEDOIL, 2018;
Organizacja Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju/Organizacja Narodéw Zjednoczonych ds.
Wyzywienia i Rolnictwa [OECD/FAO], 2016). Swiatowa produkcja roslin oleistych i ich
przetwordow wykazuje wieloletni trend wzrostowy z niewielkimi wahaniami uzaleznionymi
gtéwnie od warunkéw pogodowych (Szajner, 2015). Na przestrzeni ostatnich 10 lat faczna
wielkos¢ produkcji olejow z dziewieciu najpopularniejszych surowcéw (owoc palmowy,
nasiona soi, rzepaku, stonecznika, ziarno palmowe, orzech ziemny, bawetna, kokos i oliwka)
wzrosta blisko o 80% osiggajgc w sezonie 2016/2017 poziom 185,7 miIn ton, o ponad 4%
wyzszy niz w sezonie poprzedzajgcym. Co wiecej, na nadchodzace lata wcigz prognozowana
jest ekspansja produkcji do poziomu 195,1 min ton w sezonie 2017/2018 oraz przekroczenie
masy 200,0 min ton w roku 2023. W globalnej strukturze produkcji olejéw dominujg kolejno
olej palmowy (35%) i sojowy (27%), a nastepnie rzepakowy (15%), stonecznikowy (9%), z ziaren
palmowych, bawetniany, arachidowy, kokosowy i oliwa (Rysunek 2) (Statista, 2018a).
Systematycznie wzrasta rowniez zuzycie olejéw, w tym ich swiatowa konsumpcja, dla ktorej

tylko w przeciggu minionej dekady odnotowano 76-procentowy wzrost (Statista, 2018b).
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Rysunek 2. Swiatowa wielko$é produkcji wybranych olejéw jadalnych
Zrédto: Statista, 2018a

W Polsce przetwdrstwo surowcédw oleistych stanowi jedng z najbardziej dochodowych
branz sektora spozywczego, o potencjale przetwdrczym zblizonym do wysokorozwinietych

krajéw Zachodu. Srednia warto$¢ produkcji sprzedanej od dekady utrzymuje sie na stabilnym
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poziomie 3,4 mld zt rocznie (GUS, 2017b), a najwieksze zmiany dokonujg sie w obszarze
asortymentowym. Obserwowany jest wzmozony rozwdj rynku olejow ttoczonych na zimno,
produkowanych z surowcéw tradycyjnych (rzepaku, siemienia Inianego, pestek dyni, nasion
wiesiotka i czarnuszki, orzechow wtoskich i laskowych), jak rowniez mniej konwencjonalnych
(pestek arbuza, moreli, wisni oraz ogdrecznika, oregano, ziaren amarantusa, nasion chia
i gorczycy, krokosza barwierskiego, Inianki siewnej, rokitnika czy ostropestu) (Chibowski i in.,
2016; Wroniak i Rekas, 2016). Bezzmiennie jednak surowcem bazowym sg nasiona rzepaku,
ktorego zasiewy stanowig ponad 95% powierzchni upraw wszystkich roslin oleistych w Polsce
(GUS, 2018), ktérego coroczne zbiory utrzymujg sie na stabilnym poziomie ok. 2 min ton (GUS,
2017c). Na tle pozostatych branz sektora spozywczego krajowy przemyst olejarski jest w petni
sprywatyzowany, silnie skoncentrowany i oligopolistyczny, o ugruntowanej pozycji trzech
gtownych przedsiebiorstw majgcych blisko 60-procentowy udziat w tgcznej produkcji branzy
oraz 70-procentowy w zatrudnieniu (Mroczek, 2014). Gtédwnym odbiorcg wyprodukowanych
towardéw jest rynek wewnetrzny, przy czym wielko$é eksportu systematycznie wzrasta i tak
z 5% w roku 2002 osiggneta poziom réwny blisko 37% w roku 2016 (GUS, 2017b). Silna
wspotpraca krajowych przedsiebiorstw sektora olejarskiego zaowocowata porozumieniem
powotujgcym Polskie Stowarzyszenie Producentdw Olejow (PSPO), do ktdrego zadan nalezg
przede wszystkim: ustanawianie i rozpowszechnianie jednolitych standardéw jakosciowych
dla roslin oleistych, olejéw, sruty poekstrakcyjnej oraz wyttokéw. Co wiecej, jego cztonkowie
starajg sie systematycznie zwiekszac¢ $wiadomos¢ konsumentéw dotyczgcg wysokiej wartosci

odzywczej makuchéw (PSPO, 2017).

1.3.1. Proces produkcji olejow jadalnych w kontekscie generowanych odpadéw

i produktow ubocznych

Oleje roslinne, zgodnie z definicjg Kodeksu Zywnosciowego, to niezmienione pod wzgledem
pierwotnego charakteru ttuszcze wyodrebniane z surowca metodami mechanicznymi lub
ekstrakcyjnymi z ewentualnym wykorzystaniem podwyzszonej temperatury (Codex Standard
19-1981, 2017). W Polsce produkowane s3 oleje rafinowane i ttoczone na zimno, przy czym
oleje rafinowane moga by¢ z pierwszego ttoczenia lub powstawaé dwuetapowo przez wstepne
ttoczenie na goraco, a nastepnie ekstrakcje ttuszczu resztkowego z makuchu

rozpuszczalnikiem organicznym (Kochhar, 2017).
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Wiekszos¢ obecnie dostepnych na rynku olejow jadalnych powstaje w wyniku procesu
ttoczenia, czyli mechanicznego wyciskania ttuszczu z wybranej czesci morfologicznej rosliny
oleistej, poprzez zastosowanie sity nacisku lub sity $cinajgcej, a proces moze przebiegaé
w temperaturach nieprzekraczajgcych 50°C (ttoczenie na zimno) lub wyzszych, zwykle powyzej
80°C (ttoczenie na gorgco) (Shim, Gui, Wang i Reaney, 2015). Ttoczenie najczesciej
poprzedzane jest ptatkowaniem i kondycjonowaniem surowca np. poprzez jego prazenie.
W efekcie uzyskuje sie wyzszg wydajnos¢ technologiczng procesu oraz wzrost wydobycia
substancji towarzyszacych, ktére mogg podnosi¢ (tokoferole, sterole, karotenoidy oraz
produkty nieenzymatycznego brunatnienia) lub ograniczaé (chlorofile, zwigzki siarkowe
i fosfolipidy) stabilno$¢ oksydacyjng oleju. Dodatkowo, wstepna obrébka termiczna surowca
zwykle skutkuje otrzymaniem oleju o wyzszej jakosci organoleptycznej i mikrobiologicznej
m.in. dzieki uwolnieniu zwigzkéw lotnych, zniszczeniu ewentualnych drobnoustrojow
patogennych oraz inaktywacji natywnych enzyméw surowca (Rekas, Siger, Wronika, Scibisz,
Derewiaka i Anders, 2017; Shim i in. 2015). Wiekszy odzysk ttuszczu z surowca jest mozliwy
rowniez dzieki zastosowaniu dodatkowej sity mechanicznej, dtuzszego czasu tfoczenia lub
ttoczenia dwuetapowego. Po tloczeniu na zimno olej oczyszczany jest przez przemywanie
woda, filtrowanie lub wirowanie, a nastepnie konfekcjonowany, natomiast produkt ttoczenia
na goraco kierowany do dalszych proceséw (Codex Standard, 2017). Na etapie ttoczenia obok
oleju powstajg wyttoki oraz zanieczyszczenia roslinne i szlamy. Zaleca sie, aby odpady
pochodzace z segregacji i czyszczenia surowca byty wywozone i zaorywane na polach,
kompostowane z innymi pozostatosciami roslinnymi lub wykorzystywane jako bezposrednie
nawozy. Wyttoki natomiast, o ile jest to mozliwe, powinny by¢ traktowane jako produkty
uboczne i dalej zagospodarowywane (Czyzyk i in., 2010).

Praktyka wskazuje, ze makuchy o zawartosci ttuszczu resztkowego wahajacej sie
w przedziale 20-60% powinny by¢ poddawane dalszej, najczesciej wieloetapowe] ekstrakcji
niskotoksycznym rozpuszczalnikiem organicznym (heksanem) (Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady 2009/32/WE, 2009; Vaisali, Charanyaa, Belur i Regupathi, 2014). Proces
ten prowadzony jest w przeciwpradzie i podwyziszonej temperaturze, do momentu
maksymalnego mozliwego odzysku tfuszczu z materiatu. Produktem gtéwnym procesu
ekstrakcji jest miscela, czyli mieszanina oleju oraz rozpuszczalnika, frakcjonowana na drodze
filtracji i destylacji pod zmniejszonym cisnieniem. Odzyskany olej ekstrakcyjny faczony jest

z olejem otrzymanym w wyniku ttoczenia na gorgco dajac tzw. olej surowy. Heksan natomiast
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zawracany jest ponownie do procesu ekstrakcji (FEDOIL, 2018; Shim i in., 2015). Ze wzgledu
na obecnos$¢ w olejach surowych sladowych ilosci zanieczyszczen, fosfolipiddw, biatek, metali
ciezkich, barwnikéw, woskéw, wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA),
pozostatosci pestycydow oraz produktéw utleniania kwaséw ttuszczowych, poddawane sg one
obowigzkowej rafinacji (Vaisali i in., 2014). Proces ten finalnie gwarantuje otrzymanie
produktu o neutralnych cechach organoleptycznych, wysokiej przydatnosci technologicznej
oraz stabilnego wobec proceséw hydrolitycznych i oksydacyjnych (Shim i in., 2015). Obecnie
rafinacja jest procesem o coraz wiekszej selektywnosci, co bezposrednio rzutuje na
zmniejszenie strat sktadnikéw pozadanych, takich jak tokoferole, sterole i karotenoidy (straty
wynoszg okoto 10-15%). Zwyczajowo wyodrebnia sie cztery podstawowe etapy rafinacji

(FEDIOL, 2018; Kochhar, 2017; ):

= od$luzowanie — usuwanie przy pomocy kwasu fosforowego lub cytrynowego
pozostatosci sluzéw, biatek, fosfolipidéw i metali ciezkich;

= odkwaszenie — usuwanie wolnych kwasow ttuszczowych, zwigzkéw fosforowych,
metal ciezkich oraz nieznacznej ilosci barwnikdw przy uzyciu tugu sodowego;

= bielenie —usuwanie na ziemi bielgcej, tlenku glinu lub weglu aktywnym pozostatej
czes¢ barwnikéw, w tym gtédwnie chlorofilowych;

= odwanianie (deodoryzacja) — usuwanie z produktu lotnych zwigzkéw
zapachowych, w tym gtéwnie aldehyddw i ketondw, w procesie destylacji
prowadzonej w bardzo wysokiej temperaturze, dochodzacej do 220°C i wysokiej

prozni, gwarantujgcej ochrone rafinowanego oleju przed procesami utleniania.

Niektdre oleje, w tym stonecznikowy i kukurydziany dodatkowo poddawane sg winteryzacji
(wymrazaniu), czyli stopniowemu schtadzaniu oleju do najnizszej temperatury, w ktérej moze
by¢ on przechowywany (4°C). Zabieg, na skutek wytrgcenia krysztatéw triacylogliceroli
i oddzielenia ich od frakcji ptynnej poprzez filtracje, zapobiega metnieniu gotowego wyrobu
w czasie jego przechowywania chtodniczego (Wang, 2013; Vaisali i in., 2014).

Biorgc pod uwage wszystkie etapy produkcji olejow, najwieksza ilo$¢ odpaddéw generowana
jest podczas kolejnych faz rafinacji. Ws$rdd odpadow tych sg przede wszystkim

(Vaisaliiin., 2014):

= woda technologiczna;

27



= szlamy pohydratacyjne - stanowigce surowiec do odzysku fosfolipidéw,
w tym lecytyny spozywczej;

= zaolejona ziemia bielgca - uznawana za najbardziej niebezpieczny dla srodowiska
odpad, ktéry powinien by¢ natychmiastowo unieszkodliwiany lub regenerowany
metodami termicznymi. Rbwnoczesnie jednoznacznie zabrania sie wypetniania nig

wyrobisk i zagtebien terenu.

Oprécz wymienionych powyzej pozostatosci poprodukcyjnych w branzy tej wystepuja
rowniez produkty uboczne o wartosci dodanej, takie jak makuchy, $ruta poekstrakcyjna oraz
glicerol, charakteryzujgce sie wysokim potencjatem przetwdrczym. Gliceryna destylowana
wykorzystywana jest m.in. przy produkgcji lakieréw, farb, rozpuszczalnikow, produktéw chemii
gospodarczej oraz materiatéw wybuchowych. Gliceryne techniczng o wysokiej wartosci
opatowej (18,6-25,2 MlJ-kg?) przeznacza sie natomiast na produkcje energii (Vaisali
iin., 2014).

Proponowane sposoby zagospodarowania wyttokéw oraz sruty poekstrakcyjnej zostang

szczeg6towo omowione w kolejnym podrozdziale.

1.3.2. Wyttoki roslin oleistych

Pogtebienie wiedzy na temat roli ttuszczéw w codziennej diecie cztowieka oraz zwigzane z tym
zmiany preferencji zywieniowych konsumentodw, staty sie sitg napedowa do rozwoju nowych
kategorii wyrobow olejarskich, jak réwniez modyfikacji technologii ich wytwarzania (Szajner,
2015). Od blisko dekady swojg pozycje na rynku ugruntowujg margaryny funkcjonalne oraz
oleje ttoczone na zimno. Co wiecej, w ostatnich latach rozszerzeniu ulegfa baza surowcowa,
przy czym na szczegdlnym znaczeniu zyskaty czesci roslin oleistych o korzystnym sktadzie
frakcji tluszczowej, takie jak orzechy wtoskie. To konsekwentne podgzanie branzy olejarskiej
za oczekiwaniami konsumentdw znajduje odzwierciedlenie w statym wzroscie wielkosci
produkcji olejow, i co z tym zwigzane, masy generowanych odpadoéw, ktére wedtug
najnowszych wymogdw powinny by¢ racjonalnie zagospodarowywane poprzez tworzenie
z nich wartosci dodanej (OECD/FAO, 2016). Obecnie $wiatowe zasoby Sruty i makuchow sg
w blisko 97% zuzywane. W Polsce jest to ok. 70%, z czego ponad 60% przeznaczanych jest na
cele paszowe, 7% trafia do obrotu (handel zagraniczny) oraz 6% przetwarzane jest na energie

(PSPO, 2017; Szajner, 2015).
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W sezonie 2014/2015 sSwiatowy przemyst olejarski wyprodukowat 279 min ton Sruty
i makuchdw, notujac przy tym 57-procentowy wzrost w stosunku do lat 2000-2004. Prognozy
zaktadajg, ze do roku 2024 taczna wielkos¢ produkcji tych produktéw ubocznych osiggnie
poziom 355 min ton (Statista, 2018; Szajner, 2015). Jednoczesnie jednak wedtug danych
OECD/FAO (2016) w nadchodzacej dekadzie nalezy spodziewac sie nieznacznego spadku
zainteresowania przemystu paszowego $rutg oraz makuchami, w wyniku zmniejszajgcego sie
popytu na mieso i jego przetwory oraz postepujacej poprawy wydajnosci produkcji zwierzecej
w krajach rozwinietych. Dodatkowo zahamowaniu moze ulec swiatowy handel tymi
surowcami, jako konsekwencja zwiekszenia ich wykorzystania w krajach producenckich.
Na przestrzeni ostatnich 15 lat (2000-2015) najwiekszy wzrost produkcji odnotowano dla sruty
i wyttokéw palmowych (108%), rzepakowych (90%), stonecznikowych (67%) i sojowych (54%).
W obrocie rynkowym dominujg jednak kolejno odpady pochodzgce z przerobu nasion soi
(65%), rzepaku (13%), bawetny (6%) i stonecznika (5%) (Szajner, 2015). Najwiekszymi
producentami niezmiennie sg Chiny oraz Stany Zjednoczone, ktérych tgczny udziat
w Swiatowej produkcji w sezonie 2014/2015 wynidst 41%. Przy tym USA, obok Argentyny
i Brazylii, sg jednym z najwiekszych $wiatowych eksporterdw, natomiast blisko 30% tgcznej
ilodci sruty i makuchdéw dostepnych na miedzynarodowym rynku jest importowana przez kraje

cztonkowskie Unii Europejskiej (OECD/FAOQ, 2016).

Wartos¢ odzywcza wyttokdw roslin oleistych

Mozliwos¢ i kierunki zagospodarowania wyttokéw roslin oleistych determinowane s3 ich
jakoscig, ktdra z kolei zalezy od czynnikdw s$rodowiskowych, w tym rodzaju surowca
wyjsciowego i warunkow jego uprawy oraz technologicznych (technika i parametry procesu
ttoczenia) (Ramachandran, Singh, Larroche, Soccol i Pandey, 2007). Wptyw powyzszych
czynnikdw nabiera szczegdlnego znaczenia podczas analizy wartosci odzywczej
poszczegdlnych makuchdw, co obrazujg dostepne, bardzo czesto rdznigce sie, dane
literaturowe. Jedng z cech wspdlnych wyttokéw roslin oleistych jest ich niska wilgotnos¢
zawierajgca sie w przedziale 4-8%, co bezposrednio przekfada sie na ich stosunkowo wysoka
stabilnos¢ mikrobiologiczng (Cozea, lonescu, Popescu, Neagu, Gruia, 2016). Jest to
niewatpliwie znaczaca przewaga makuchdéw oleistych nad nietrwatymi wyttokami przemystu

owocowo-warzywnego. Kolejng z zalet omawianych produktéow ubocznych jest ich ztozony
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sktad chemiczny, w ktérym wystepujg sktadniki o charakterze odzywczym oraz zwigzki
bioaktywne. Srednio wyttoki roélin oleistych zawierajg od 2% do nawet 50% biatka oraz od 2%
do 20% btonnika pokarmowego, a ilos¢ tych skfadnikéw bezposrednio wynika z rodzaju
surowca wyjsciowego. Najbardziej zasobne w biatko sg makuchy z orzechéw wtoskich, sojowe,
sezamowe i konopne, natomiast kokosowe, z nasion chia i rzepakowe w btonnik pokarmowy
(Bakkalbasi, Meral i Dogan, 2015; Chambal, Bergenstahl i Dejmek, 2012; Poji¢, Dapcevic¢
Hadnadev, Hadnadev, Rakita i Brlek, 2015). Od 3% (wyttoki Iniane i dyniowe) do 8%
(kokosowe i sezamowe) suchej masy wyttokéw stanowig sktadniki frakcji popiotowej, w tym
mikro- i makroelementy swoiste dla roslin oleistych, tj. potas, wapni, magnez, cynk, zelazo,
mangan, fosfor, miedz i sdd. W znaczgcych ilosciach wystepujg rdwniez witaminy z grupy B.
Niewielki udziat przypada natomiast zwigzkom towarzyszacym frakcji lipidowej, tj. witaminom
Ai E (Beegum, Sharma, Manikantan i Grupta, 2017; Bhise, Kaur, Ahluwali i Thind, 2014; Cozea
i in., 2016). Cechg rdznicujgcg makuchy jest ilos¢ ttuszczu, bezposrednio wynikajgca
z wydajnosci procesu ttoczenia oraz sposobu jego prowadzenia. | tak nieco powyzej 2% wynosi
zawarto$é ttuszczu w makuchach poddanych dodatkowemu odttuszczeniu, ktéra moze
osiggac¢ poziom 50% w przypadku zastosowania pras o matej wydajnosci i przy niskiej
temperaturze procesu (Parry, Cheng, Moore i Yu, 2008; Teh, 2015). Rézny jest réwniez profil
kwaséw ttuszczowych, swoisty dla danego gatunku. Makuchy z orzechéw wtoskich, nasion
chia, stonecznikowe, Iniane i konopne cechujg sie najwyzszg sposrod wszystkich innych
zawartos$cig wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (WNKT), w tym kwasu linolowego
i a-linolenowego (60-80% sumy wszystkich kwasow ttuszczowych). W sktadzie wyttokéw
rzepakowych i oliwnych dominujg kwasy jednonienasycone (JNKT) (ok. 70%), reprezentowane
przede wszystkim przez kwas oleinowy. Zblizone proporcje jedno- i wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych (po 40-45%) wystepujag w makuchach sezamowych, natomiast
w dyniowych ok. 20% przypada na nasycone kwasy ttuszczowe, 30% na jednonienasycone
i 50% na wielonienasycone (Parry i in. 2008; Sahin i Elhussein, 2018).

Rosliny oleiste, a w $lad za nimi réwniez wyttoki, charakteryzujg sie wysokg aktywnoscig
przeciwutleniajgcy. Podstawowag rdznicg jest jednak to, ze w przypadku makuchéw potencjat
ten warunkowany jest obecnoscig zwigzkéw fenolowych, podczas gdy w przypadku surowcow
oleistych réwniez tokoferoli i karotenoidéw. Co wiecej, profil zwigzkéw fenolowych jest cechg
charakterystyczng dla kazdego rodzaju wyttokéw (Sahin i Elhussein, 2018). Zwigzkami

swoistymi dla makuchow rzepakowych (70-85% catkowitej zawartosci polifenoli) sg synapina
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(cholinowy ester kwasu synapinowego) oraz kwas synapinowy, ktéry w wyniku
dekarboksylacji przeksztatcany jest do canololu — zwigzku o aktywnosci przeciwutleniajgcej
zblizonej do tokoferoli czy flawonoiddw (Siger, Jézwiak i Gérnas, 2017). W wyttokach Inianych
i sezamowych dominuja lignany i ich glikozydy, przy czym w wyttokach sezamowych s3 to
przede wszystkim sezamol i sezamina (Teh, Niven, Bekhit, Carne i Birch, 2015). Wyttoki sojowe
sg zasobne w izoflawony i ich pochodne — fitosterole uznawane za zwigzki kompatybilne pod
wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym z zenskimi estrogenami (Ganesan i Xu, 2017).
Elagotaniny, kwas elagowy oraz galusowy, zaliczane s z kolei do wiodgcych zwigzkéw
fenolowych wyttokéw z orzechdw wtoskich (Sanchez-Gonzalez, Ciudad, Noe i Izquierdo-Puillo,
2017). W makuchach stonecznikowych, oliwnych, bawetnianych, z orzechéw ziemnych,
dyniowych czy kokosowych wystepujg przede wszystkim kwasy fenolowe, w tym kwas
p-kumarowy, ferulowy, wanilinowy, chlorogenowy, kawowy oraz flawonoidy reprezentowane
przez kwercetyne i katechiny (Muifio i in., 2017; Peiretti, Meineri, Gai, Longato | Amarowicz,
2017; Seneviratne, Prasadani i Jayawardena, 2016). Obecnos¢ zwigzkéw fenolowych, ktérym
przypisuje sie m. in. zdolno$¢ do ograniczania standéw zapalnych oraz proceséw starzenia sie
organizmoéw, stanowi jedng z wielu zalet przemawiajgcych za wtgczeniem wyttokdw do skfadu
produktow spozywczych. Z drugiej strony nadmierna ilo$é tych zwigzkéw w pofaczeniu
z substancjami o charakterze antyodzywczym moze ogranicza¢ odzywcze i terapeutyczne
wiasciwosci wyttokédw. Zwigzane jest to przede wszystkim z zaburzeniem prawidiowego
przebiegu proceséw fizjologicznych, w tym inaktywacji natywnych enzymdw trawiennych
i wchodzeniem tych zwigzkéw w szlaki metaboliczne w nastepstwie innych substancji
(Parry i in., 2008; Sarwar, Sarwar, Sarwar, Qadri i Moghal, 2013). Za jedne z najbardziej
szkodliwych zwigzkéw antyodzywczych uznaje sie pochodne glukozynolanéw, ktore
absorbowane z przewodu pokarmowego wykazujg dziatanie goitrogenne, hamujg synteze
hormonow tarczycy, zaburzajg prace watroby i nerek, przy czym problem ten dotyczy przede
wszystkim wyttokdw rzepakowych (Kaczmarek, Korniewicz, Lipinski i Mazur, 2016). Praktyka
wskazuje, ze wyttoki sktadowane w nieodpowiednich warunkach mogg wykazywaé podatnos¢
na skazenie mykotoksynami, o szczegdlnie niekorzystnych dla zdrowia cztowieka
wtasciwosciach (rakotwdrczych, teratogennych i immunosupresyjnych) (Afsah-Hejri, Jinap,

Hajeb, Radu i Shakibazaeh, 2013).
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Kierunki zagospodarowania wytfokdw roslin oleistych

Ztozony sktad chemiczny oraz cechy fizykochemiczne wyttokédw roslin oleistych leza
u podstaw wyboru obecnych i potencjalnych kierunkéw ich zagospodarowania. Wsréd

najwazniejszych wymienia sie (Ramachandran i in., 2007; Sahin i Elhussein, 2018):

= produkcje bioenergii;

= przemystowe procesy biotechnologiczne;

= produkcje naturalnych nawozoéw i srodkéw ochrony roslin;
= produkcje pasz;

= odzysk zwigzkéw chemicznych;

= przemyst spozywczy.

Produkcja bioenergii

Systematyczny globalny wzrost zuzycia energii w potagczeniu z malejgcg podazg paliw
kopalnianych i rosngcym sprzeciwem spotecznym wobec wykorzystywania surowcéw
spozywczych na cele energetyczne stanowig przyczyne intensyfikacji prac w kierunku
produkcji biopaliw nowej generacji bazujacej na biomasie odpadowe] (Oluyori, Adelani-
Akande i Inyinbor, 2017; Szajner, 2015). Doniesienia naukowe wskazujg, ze produkty uboczne
przemystu olejarskiego, stanowigc odpowiednie Zrédio sktadnikéw mineralnych oraz
aktywnych biochemicznie zwigzkédw organicznych, sg surowcem o szczegdlnie wysokim
potencjale zagospodarowania w tym obszarze. Dodatkowo cechuje je poréwnywalna
w stosunku do wegla kamiennego (26 MJ-kg?) warto$é¢ opatowa, wynoszaca w przypadku
wyttokéw Inianych i konopnych — 18,8 MJ-kg?, rzepakowych — 21,7 MJ-kg!, dyniowych —
26,4 MJ-kg?, sezamowych — 27,8 MJ-kgt i stonecznikowych — 28,2 MJ-kg™* (Kachel-Jakubowska,
Kraszkiewicz i Krajewska, 2016). Nizsze sg réwniez koszty zwigzane ze sktadowaniem
i transportem surowca w poréwnaniu do wegla kamiennego, co uzyskuje sie m.in. przez jego
uprzednig granulacje. Z drugiej strony ta wysoka zawartosc¢ ztozonych zwigzkdw organicznych
i siarki w wyttokach moze stanowi¢ pewne ograniczenie w ich masowym zastosowaniu
w bioenergetyce, gtdwnie ze wzgledu na wzmozong emisje zanieczyszczen do atmosfery

(Liu, Quek i Balasubramanian, 2014).
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Przemystowe procesy biotechnologiczne

Wyttoki roslin oleistych jako niedrogie Zrédto zwigzkéw wegla i azotu stanowig
komponenty pozywek hodowlanych wykorzystywanych w przemystowej produkcji enzyméw
(Ravindran i Jaiswal, 2016; Tsouko i in., 2017). Pierwszym enzymem otrzymanym w latach 50.
XX wieku byfa lipaza, ktérej produkcja bazowata na zwigzkach organicznych wyttokéw
sezamowych i szczepach Penicillium chrysogenum. Obecnie wytwarza sie jg réwniez z uzyciem
wyttokéw bawetnianych, sezamowych, palmowych czy kokosowych w pofaczeniu ze
szczepami P. simplicissium, P. Chrysogenum S1, R. pusillus, R. rhizopodiformis czy Aspergillus
niger. Wsrdd innych enzymow otrzymywanych na bazie wyttokéow sg wybrane enzymy
proteolityczne, fitaza, inulinoaza, glutaminaza oraz a-amylaza (Kiran, Trzcinski, Wun Jerni Yu,
2014; Ramachandran i in., 2007). O 90% nizsze koszty produkcji, wysoka wydajnos¢ oraz
naturalny charakter procesu stanowig site napedowag do podejmowania prob zastgpienia
tradycyjnych metod otrzymywania m.in. a-amylazy fermentacja w stanie statym
z wykorzystaniem makuchéw oleistych (Kiran i in., 2014; Tsouko i in., 2017). Przyktadowo,
wykazano, ze enzym ten z powodzeniem moze byé syntetyzowany na drodze fermentacji
zwigzkow organicznych wyttokow kokosowych prowadzonej przez szczepy Aspergillus oryzae
(Ramachandraniiin., 2004).

Pozywki przygotowane na bazie wyttokdw roslin oleistych wykorzystywane sg réwniez do
hodowli mikroorganizméw odpowiedzialnych za produkcje antybiotykédw bakteryjnych.
Przeprowadzone badania jednoznacznie wskazujg na brak réznic w wydajnosci pomiedzy
pozywkami na bazie makuchéw, a ich komercyjnymi i laboratoryjnymi odpowiednikami
(Oluyoriiin., 2017; Ramachandraniiin., 2007; Tsouko i in., 2017).

Jednym z bardziej innowacyjnych sposobéw zagospodarowania odttuszczonych makuchéw
roélin oleistych jest wytwarzanie na ich bazie jadalnych, przeciwbakteryjnych folii
pokrywajgcych wyroby miesne. Opracowano m.in. chronigcg przed szczepami Salmonelli
btone, ktdrej podstawa byta odttuszczona maczka sojowa w potgczeniu z laktoperoksydaza
oraz folie na bazie koncentratéw biatek wyttokéw stonecznikowych. Dodatek wyttokdéw
wzmocnit dyfuzje srodka przeciwbakteryjnego, barwe i rozciggliwosé folii, przy rownoczesnym
zachowaniu wtasciwosci organoleptycznych pokrytego nig produktu (Lee i Min, 2013; Salgado,

Lépez-Caballero, Gédmez-Guillén, Mauri i Montero, 2012). Ponadto, udowodniono, ze biatko
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odzyskiwane z wyttokéw stonecznikowych stanowi odpowiedni materiat ostonowy

w mikrokapsutkach a-tokoferolu (Nesterenko, Alric, Violleau, Silvestre i Durrieu, 2013).

Produkcja nawozdw naturalnych i Srodkdéw ochrony roslin

Kolejng z gatezi przemystu wykorzystujacg organiczny charakter wyttokéw, gtéwnie
pochodzacych z produkcji olejéw niejadalnych np. rycynowego, jest produkcja organicznych
nawozow azotowych. Stwierdzono, ze nawozy te mogg opdzniac procesy nitrowania gleb, tym
samym zapewniajac zwiekszone wchtanianie niezbednego do wzrostu roslin azotu. Ponadto
substancje zawarte w wyttokach wykazujg zdolnos¢ do ochrony rosliny przed nicieniami,
owadami i pasozytami (Oluyoriiin., 2017). Stwierdzono znaczacy spadek populacji patogendw
grzybiczych oraz nicieni (Meloidogyme incognita, Rotylenchulus reniformis czy
Tylenchorhynchus brassicae) w wyniku zastosowania $rodkéw ochrony roslin na bazie
wyttokéw Inianych, musztardowych i rycynowych, przy czym efekt ulegat wzmocnieniu
w obecnosci komercyjnego nematocydu karbofuranu 3G (Flis, Dobosz, Rybarczyk-Mydtowska,

Wasilewska-Nascimento, Kubicz i Winieszewska, 2018; Ramachandran i in., 2007).

Produkcja pasz

Wprowadzony przez Komisje Europejska zakaz stosowania maczek miesno-kostnych
w skarmianiu zwierzat wymusit na rolnikach oraz producentach pasz zastgpienie ich
komponentami rownie zasobnymi w biatko. W$réd zalecanych surowcéw sg produkty
uboczne przemystu olejarskiego — $ruta poekstrakcyjna oraz wyttoki, znajdujgce sie na
oficjalnej liscie dopuszczonych dodatkéw do pasz wydanej przez Komisje Europejskg (Komisja
Europejska, 2013). Obecnie makuchy sojowe, rzepakowe, bawetniane i stonecznikowe sg
powszechnie stosowane w mieszankach paszowych przeznaczonych dla praktycznie
wszystkich gatunkéw zwierzat hodowlanych (Kaczmarek, Korniewicz, Lipinski i Mazur, 2016;
Longato, Meineri i Peiretti, 2017; Smulikowska 2006; Strzetelski, 2006). Podkresla sie jednak,
ze wyttoki nie powinny by¢ wykorzystywane do bezposredniego skarmiania zwierzat, a jedynie
stanowic¢ jeden ze sktadnikow recepturowych paszy, poniewaz pomimo wysokiej zawartosci
biatka oraz korzystnego sktadu frakcji ttuszczowe] charakteryzuje je (Smulkowska 2006;

Strzetelski, 2006; Szajner, 2015; Xie, Huang, Dong i Zou, 2012):
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= nizsza w stosunku do komercyjnych pasz wysokobiatkowych biodostepnosé biatka
(przyswajalne w 75-85%);

= niska zawarto$¢ podstawowych sktadnikéw energetycznych (skrobi i ttuszczu);

= wysoka zawartos¢ nietrawionego przez zwierzeta btonnika pokarmowego;

= obecno$é¢ substancji antyodzywczych, ktéore spozywane w nadmiarze mogg

prowadzi¢ do zahamowania wzrostu zwierzecia.

Przydatnos$¢ zywieniowa wyttokdw mozne by¢ jednak zwiekszona poprzez uprzednig obrébke
termiczng (np. ekstruzje lub prazenie) lub czesciowg hydrolize z wykorzystaniem enzymow
pochodzenia grzybiczego (Kaczmarek i in., 2016). Sruta poekstrakcyjna powinna by¢
dodatkowo poddana procesowi destylacji azeotropowej w celu usuniecia i odzysku
pozostatosci rozpuszczalnika. Zabiegi te rdéwnocze$nie gwarantujg wyzszg jakos$é
mikrobiologiczng surowcdéw oraz zmniejszenie zawartosci glukozynolandéw i inhibitorow
trypsyny. Obecnie zaleca sie stosowanie suplementacji na poziomie 5-20% (Czyzyk i in., 2010;
Kaczmarek i in. 2016; Xie i in., 2012). Udowodniono, ze taki udziat wyttokéw w mieszankach
paszowych przeznaczonych m.in. dla trzody chlewnej, drobiu, owiec czy kdéz gwarantuje
wysoki poziom produkcyjnosci hodowli, zapewnia odpowiedni rozwdj potomstwa oraz
podnosi jakos¢ pozyskiwanego miesa, mleka czy jaj, gtdwnie w wyniku obnizenia zawartosci
nasyconych kwasdéw ttuszczowych na korzy$¢ WNKT przy jednoczesnym zmniejszeniu
stosunku n-6/n-3 (Borys, 2014; Gorlov, Slozhenkina, Alekseev i Sutorma, 2017; Limaiin., 2018;
Smulikowska, 2006; Strzetelski, 2006; Xie i in., 2012). Wsréd dodatkowych zalet sg nizsze
nawet o 15% dzienne koszty wyzywienia zwierzat hodowlanych, jak réwniez racjonalnie
zagospodarowywane sg pozostatosci poprodukcyjne, przy czym obecnie rynek paszowy

zdominowany jest gtéwnie przez $rute sojowga i rzepakowsq (Borys, 2014; OECD/FAQ, 2016).

0Odzysk zwiazkow odzywczych chemicznych

Biomasa powstajgca po wyttoczeniu oleju stanowi zrédfo wysokiej jakosci biatka, ktére
moze by¢ odzyskiwane w postaci tzw. hydrolizatow. Dzieki nizszym wtasciwosciom
alergizujgcym oraz wyzszej biodostepnosci w poréwnaniu do biatek o strukturze IV-rzedowej,
hydrolizaty moga stanowi¢ baze odzywek przeznaczonych dla niemowlat i matych dzieci,
wchodzi¢ w skfad zywnosci dla sportowcdédw oraz by¢ stosowane jako dodatki funkcjonalne

wzbogacajgce wartos¢ odzywczg oraz zwiekszajgce walory organoleptyczne i wtasciwosci
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technologiczne produktéw spozywczych (Das i Bhattachrjee, 2017; Lai i in., 2017). Do tej pory
Swiatowa produkcja hydrolizatéw opierata sie przede wszystkim na wyttokach sojowych,
jednak obserwowana w ostatnich latach wzmozona popularnosé izolatow biatkowych,
szczegdlnie pochodzenia roslinnego, wskazuje na konieczno$é oceny przydatnosci
technologicznej innych rodzajéw wyttokéow (Segura-Campos, Salazar-Vega, Chel-Guerrero
i Betancur-Ancona, 2013). Dotychczas udowodniono, ze z sukcesem wykorzystywane ku temu
celowi mogg by¢ odttuszczone wyttoki rzepakowe, Iniane, arachidowe, kokosowe, konopne
czy stonecznikowe (Chambal i in., 2012; Chee, Ling i Ayob, 2012; Jamdar, Rajalaksjmi,
Pednekar, Juan, Yardi i Sharma, 2010; Malomo i Aluko, 2015; Shim, i in., 2015; Yoshie-Stark,
Wada i Wasche, 2008). Zasadniczym problemem w tym obszarze jest jednak uzyskanie
wysokiej czysto$ci preparatu przy zachowaniu pozgdanych witasciwosci funkcjonalnych
i technologicznych, w tym odpowiedniej rozpuszczalnosci, zdolnosci do tworzenia stabilnych
pian i zeli oraz absorpcji wody i ttuszczu. Wykorzystywane dotychczas techniki izolacji opieraty
sie na niskowrzacych rozpuszczalnikach organicznych, usuwanych z preparatu w mato
efektywnych, nieoptacalnych ekonomicznie i negatywnie wptywajgcych na s$rodowisko
procesach wysokotemperaturowych. Obecnie zatem podejmuje sie dziatania w kierunku
zastgpienia ich procesami membranowymi, hydroliza enzymatyczng z wykorzystaniem
proteaz, wodng ekstrakcjg podci$nieniowg, technikami bazujgcymi na oddziatywaniu
pulsacyjno-elektrycznym czy ultradzwiekach potgczonych z dodatkowq ekstrakcjg (Breeze,
Meng, Harrison, George i Colyer, 2015; Das i Bhattachrjee, 2017; Hadnadev i in., 2017; Shim
i in., 2015). Nowoscig w tym obszarze jest chroniona zgtoszeniem patentowym technologia
wyodrebniania biatek z wyttokdw, polegajaca kolejno na procesach fluidyzacji i filtracji
wodnych roztworéw makuchdéw. Zostata ona opracowana przez polskie przedsiebiorstwo
Napiferyn Biotech®, a jej przewagg nad obecnie stosowanymi technikami jest uzyskiwanie
wysokiej jakosci izolatéw biatek przy réwnoczesnej redukcji obcigzenia wywieranego na
srodowisko (Wnukowski i Koztowska, 2017).

Dotychczas prowadzone badania wskazujg na mozliwo$é odzysku z wyttokdw roslin
oleistych zwigzkéw fenolowych (Lai i in., 2017; Matthaus, 2002; Muifio i in., 2017;
Rosellé-Soto, Poojary, Barba, Lorenzo, Maiies i Molté, 2018; Seneviratne i in., 2016; Shimiiin.,
2015). Proces ten nabiera szczegdlnego znaczenia w obliczu nieustajgcych poszukiwan
surowcow o wysokim potencjale przeciwutleniajgcym, co zwigzane jest z pogtebieniem wiedzy

na temat czynnikdw warunkujgcych stabilnos¢ oksydacyjng produktdw oraz z powszechnymi
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obawami konsumentéw wobec syntetycznych dodatkéw do zywnosci. Co wiecej, odzysk
zwigzkow fenolowych z surowcéw odpadowych i uzyskiwane dzieki nim wydtuzenie okresu
trwatosci wyrobdw ogranicza straty produktowe i tym samym wychodzi naprzeciw biezgcym
inicjatywom ukierunkowanym na ograniczenie marnotrawienia zywnosci. Wpisuje sie réwniez
w zafozenia zarzadzania generowanymi odpadami w sposdb przyjazny srodowisku. Obecnie
prace badawcze skupiajg sie na doborze takich warunkdw ekstrakcji zwigzkédw fenolowych,
ktdre zapewnityby maksymalng wydajnosci tego procesu. Wsrdd najskuteczniejszych metod
wymienia sie ekstrakcje wodng w stanie nadkrytycznym w temperaturze 40-60°C
i przy ci$nieniu 20-30 MPa oraz kilkuetapowy proces tgczacy ekstrakcje cieczg pod cisnieniem
z metodami bazujgcymi na pulsacyjnym polu elektrycznym, ultradzwiekach o czestotliwosci
fali akustycznej przewyzszajacej 20 kHz lub mikrofalach o czestotliwosci 2,45 GHz
(Teh i in., 2015; Terpinc i in., 2012; Wijngaard, Hossain, Rai i Brunton, 2012). Bez wzgledu
jednak na zastosowang metode, otrzymywane ekstrakty mogg by¢ wykorzystywane jako
dodatki wydtuzajgce trwatos¢ produktéw spozywczych, pasz, kosmetykéw oraz produktow
chemii gospodarczej. Dla przyktadu, dzieki zastosowaniu wodnych ekstraktéw wyttokow
oliwnych w pasztecikach jagniecych (w stezeniu 100-400 mg/kg miesa) o 3 dni, w stosunku do
probki kontrolnej, wydtuzono ich okres przydatnosci do spozycia, uzyskujgc mniejszy stopien
utleniania lipidéw i biatek przy jednoczesnym utrzymaniu akceptowalnej barwy oraz
smakowitosci (Muifio i in., 2017; Terpinc i in., 2012; Wijngaard i in., 2012). Réwnie
zadowalajacy stopied ograniczenia zasiegu zmian oksydacyjnych zachodzacych w oleju
sojowym stwierdzono dla etanolowych wyciggéw z wyttokdw oliwnych i sojowych (w stezeniu
150 mg/kg). Ekstrakty te charakteryzowaty sie dodatkowo wyiszg w poréwnaniu do
syntetycznych przeciwutleniaczy (BHT, BHA, TBHQ), skutecznoscig (Mojerlou, Elhamirad
i Kenari, 2017; Zamindar i in., 2017).

Przemyst spozywczy

Sektor spozywczy stoi przed koniecznoscig przeformutowania swojej dotychczasowej
dziatalnosci w kierunku bardziej racjonalnego gospodarowania dostepnymi zasobami oraz
poszukiwania nowych Zrédet surowcéw o wysokim potencjale odzywczym (Michalczuk, 2011).

Jest to poktosie ogdlnych problemdéw wystepujgcych w gospodarce globalnej, w tym:

= wyczerpywania sie zasobdéw naturalnych i ziem uprawnych;
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= problemdéw zwigzanych z nieréwnoscig spoteczng, skutkujgcych jednoczesnym
niedozywieniem i marnotrawieniem zywnosci;
= dazenia do zmniejszenia kosztow produkc;ji;

= postepujacych proceséw degradacji sSrodowiska.

Nie ustaje réwniez presja tworzenia produktéw innowacyjnych, ktére rdwnoczesnie
w mozliwie jak najwyzszym stopniu spetniatyby wymogi zalecen zywieniowych. Obecne
wskazania dietetyczne odwotujg sie do koniecznosci zapobiegania niedoborom
elementarnych skfadnikow odzywczych oraz wtaczenia do codziennej diety, w miejsce
zywnosci wysokoprzetworzonej, surowcéw pochodzenia roslinnego, w tym nasion roslin
straczkowych, orzechéw oraz produktéw petnoziarnistych (Jarosz, 2017; Sofii in., 2018). Coraz
czesciej za antidotum na przedstawione problemy uznaje sie odpady przemystu spozywczego,
co bezposrednio wynika ze stale rosngcej wiedzy na temat ich wtasciwosci. W konsekwencji
w najblizszych latach nalezy oczekiwaé¢ zmian w obszarze relacji: produkcja zywnosci
a towarzyszgce jej pozostatosci, ktére ostatecznie majg prowadzi¢ do stopniowego
zapewnienia globalnego bezpieczenstwa zywnosciowego i sSrodowiskowego.

Wyttoki roslin oleistych sg jednym z produktéw ubocznych przemystu spozywczego, ktérym
poswieca sie najwiecej uwagi, a ostatnia dekada przyniosta intensyfikacje prac
w zakresie oceny ich witasciwosci odzywczych, funkcjonalnych i technologicznych, ktére
zaowocowaty uznaniem ich za jedno z gtéwnych alternatywnych zrédet substancji odzywczych
dla swiatowej populacji (Akay, Kazan, Celiktas i Yesil-Celiktas, 2015; Galanakis, 2012; Parry
i in., 2008; Sarwar i in., 2013). Obecnie na rynku dostepne sg one przede wszystkim w postaci
mak wyttokowych, ktérych przewaga nad powszechnie dostepnymi makami (pszenng,
kukurydziang czy zytnig) jest m.in. obecno$¢ praktycznie wszystkich aminokwaséw
egzogennych, mniejsze wtasciwosci alergizujgce biatek, korzystny sktad frakcji ttuszczowej, jak
réwniez wyzsza zawarto$¢ bftonnika pokarmowego, sktadnikéw mineralnych i witamin.
Dodatkowo sg to produkty bezglutenowe o przyjemnych wiasciwosciach organoleptycznych
(Coelho i Salas-Mellado, 2015; Parry i in., 2008; Sahin i Elhussein, 2018). Wydaje sie zatem, ze
ich implementacja do pieczywa, ciast oraz produktow przekgskowych w potgczeniu
z popularnoscig ww. wyrobdw moze byé jedng z niedrogich, szybkich, prostych i jednoczesnie
wygodnych strategii wyrdwnywania niedoboréw zywieniowych oraz zagospodarowania

odpadow. Dla przyktadu, potaczenie tradycyjnej maki pszennej (zasobnej w aminokwasy
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siarkowe i ubogiej w lizyne, tryptofan i treonine) z wyttokami o komplementarnym profilu

aminokwasowym pozwala na otrzymanie zbilansowanego pod katem zawartosci
aminokwaséw produktu finalnego (Gobbettia, Pontonio, Filannino, Rizzello, De Agnelis i Di
Cagno, 2017; Liniin., 2017; Rosell, 2011; Sarwar i in., 2013).

Proby wiaczenia wyttokdw roslin oleistych do produktéow piekarskich i cukierniczych
pojawiajg sie w doniesieniach naukowych od ponad dwdch dekad. Obecnie dazy sie przede
wszystkim do wyboru takich metod modyfikacji tych surowcoéw, ktdére bez ponoszenia
nadmiernych nakfadéw finansowych, pozwolityby na spetnienie wszystkich norm
bezpieczenstwa stawianych zywnosci oraz zapewnity wysoki stopien trwatosci. Intensyfikacji
ulegajg réwniez prace nad doborem optymalnego udziatu wyttoku w sktadzie, ktory
gwarantowatby pozgdane cechy odzywcze i organoleptyczne. W literaturze szeroko opisane
sg wilasciwosci odzywcze wyttokdw Inianych, stonecznikowych, sezamowych, sojowych,
kokosowych, dyniowych czy z nasion chia, a dotychczasowe kierunki ich zastosowania
przedstawiono w Tabeli 2. Warto réwniez zaznaczy¢, ze receptura chrupek ziemniaczanych
z 30-procentowym dodatkiem wyttokéw Inianych, zaproponowana przez naukowcéw
z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, w 2012 roku zostafta objeta zgtoszeniem

patentowym (Kita, Peksa i Gryszkin, 2012).

Tabela 2. Zastosowanie wyttokow roslin oleistych w produktach przemystu spozywczego

Produkt Zrédto

Binczak, Pawtowski, Jankowska i Kowalski, 2016a; Coelho
i Salas-Mellado, 2015; Koca i Anil, 2007; Marpalle,
Sonawane i Subhash Arya, 2014; Poij¢ i in., 2015; Skrbi¢
i Filipcev, 2008

Pieczywo

Wyroby ciastkarskie (kruche ciastka, babeczki,
batony zbozowe)

Alobo, 2001; Beegum i in., 2017; Bhise, i in., 2014; Biatek
i in., 2016; Chinma, Igbabul i Omotayo, 2012; Kulkarni
i Joshi, 2013; Lin i in.,, 2017; Man i in., 2017; Revathy
i Sabitha, 2013; Silva, Marques, Simdo, Corréa, Pinheiro
i Silva, 2014; Srivastava, Semwal, Sharma i Bawa, 2010

Makarony, gotowe ciasta nalesnikowe, placki
typu tortilla

Martinez, Labuckas, Lamarque i Maestri, 2010

Produkty przeznaczone do zywienia dzieci i
niemowlat (odzywki i mleko w proszku)

Ingle i Nawkar, 2016

Produkty przekaskowe (prazynki i chrupki
ziemniaczane)

Kita, Gérnicka, Wojdyto i Drozdz, 2012; Kita i Popiela-
Kukus, 2010

Produkty pochodzenia zwierzecego (farsze
miesne, paszteciki, dtugo dojrzewajace
kietbasy, wotowe i wieprzowe hamburgery

Davis, Dean, Price i Sanders, 2010; Martinez i in., 2010;
Muifio i in., 2017; Rosellé-Soto i in., 2018; Xanthopoulou
Nomikos, Fragopoulou i Antonopoulou, 2009

Zrédto: opracowanie wtasne
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Wraz ze wzrostem udziatu maki wyttokowej w produktach zwiekszata sie zawartos¢ biatka,
btonnika pokarmowego mikro- i makroelementdw, w tym gtéwnie magnezu, zelaza, miedszi,
cynku i manganu. Istotnie nizsza byfa za to zawartos¢ sodu, cukréow prostych, dwucukréow
i skrobi, i w konsekwencji nizsza wartos¢ energetyczna i nizszy indeks glikemiczny nowego
produktu (Coelho i Salas-Mellado, 2015; Lin i in., 2017). Obserwowano ponadto spadek
udziatu kwasow nasyconych na korzys¢ jedno- i wielonienasyconych (Biatek i in., 2016; Sunil,
Appaiah i Prasanth Kumar, 2015; Srivastava i in., 2010). Co wiecej, otrzymane produkty
cechowaty sie wyzszg zawartoscia zwigzkéw fenolowych, co jest waine w kontekscie
przypisywanych tych substancjom witasciwosci antymutagennych, antynowotworowych,
przeciwzapalnych, antybakteryjnych, immunosupresyjnych i estrogennych (Akay i in., 2015;
Kumar Sharma i in. 2015; Lai i in., 2017; Martins, Pinho i Ferreira, 2017; Zbikowska
i Rutkowska, 2011). Zaleca sie jednak, aby wyttoki przed ich wtgczeniem do produktéw
spozywczych byly poddawane obrdébce termicznej (teksturowanie, gotowanie, prazenie,
ekstruzja), czesciowe] hydrolizie, fermentacji lub dziataniu promieniowania jonizujgcego,
w celu neutralizacji potencjalnych substancji antyodzywczych. Uznaje sie réwniez, aby
analogicznie, jak w przypadku pasz, stanowity one funkcjonalny dodatek do zywnosci, a nie

baze (Laiiin., 2017).

Przydatnosc¢ technologiczna wyttokdw roslin oleistych

Kazda modyfikacja receptury produktéw spozywczych w zakresie zmiany wybranego
sktadnika powinna by¢ poprzedzona oceng przydatnosci technologicznej zamiennika oraz
okresleniem jego wptywu na warto$é odzywczg i walory organoleptyczne wyrobu.
W przypadku produktéw, do sktadu ktdrych witgczono wyttoki roslin oleistych, proporcjonalnie
do wzrostu udziatu zamiennika, intensyfikacji ulegata finalna barwa, co stanowito
najprawdopodobniej wypadkowg zwykle ciemniejszej barwy samych makuchdw, jak i ich
wyzszej, z uwagi na wyzszg zawartos¢ biatka, podatnosci na uleganie reakcjom Maillarda
(Bhise i in., 2014; Poji¢ i in., 2015; Srivastava i in., 2010). Co wiecej, produkty z dodatkiem
wyttokdw roslin oleistych z reguty cechowalty sie wyzszg w poréwnaniu do prébki kontrolnej
akceptacjg i pozadalnoscia wsrdd oceniajacych. Efekt ten obserwowany byt jednak dla
suplementacji nieprzekraczajgcej 40%. Wyzszy procentowy udziat wyttokdw wigzat sie ze

zmianami tekstury nowego produktu oraz znaczgcym uwydatnieniem charakterystycznego dla
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wyttokow smaku i zapachu. W konsekwencji charakter nowych produktéw istotnie odbiegat

od ich tradycyjnych odpowiednikow.

Tabela 3. Wplyw dodatku wyttokéw roslin oleistych na wtasciwosci gotowych produktow

Produkt Zmiany Przyczyna
Produkty przemystu — spadek elastycznosci i sprezystosci — wysoka zawartos¢ btonnika
piekarskiego i cukierniczego ciasta wigzacego wodg
— spadek objetosci ciasta oraz — brak biatek glutenowych
gotowego wyrobu odpowiedzialnych za
— mniejsza porowatoéé zatrzymywanie ditlenku wegla

— wyzsza gestosé

— wyzsza wilgotnosé

— nizsza wartos$¢ wspétczynnika
absorpcji wody

Produkty przekaskowe typu — nizsza ekspansja ciasta podczas — wysoka zawartos¢ btonnika
prazynki ziemniaczane smazenia pF)karmowego '
— nizszy stopien chtoniecia ttuszczu — niska zawarto$c skrobi

— mniejsze rozmiary gotowego wyrobu
— WyZzszamasa

Wyroby migsne — wyzsza wydajno$¢ produkgji — Wyzsza zawarto$c wolnych
— Wwyzsza masa kwaséw ttuszczowych
— nizsza zawarto$é ttuszczu — wyzsza zawarto$¢ btonnika
— nizsza warto$¢ pH pokarmowego

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie: Bhise i in., 2014; Kita, i in. 2012; Kita i Popiela-Kukus, 2010; Lin i in.,
2017; Poji¢ i in., 2015; Ravathy i Sabitha, 2013; Rosello-Soto i in., 2018; Skrbi¢ i Filipcev, 2008; Srivastava i in.,
2010

Dane wskazujg rowniez, ze wyzej oceniane byty produkty zawierajace wyttoki, ktoére
powstaty z surowcéw o dobrze znanym konsumentom smaku, takie jak kokos, sezam, pestki
dyni czy stonecznika (Biatek i in., 2017; Coelho i Salas-Mellado, 2015; Man i in., 2017).
| odwrotnie, nieprzyjemny, ziemisty posmak wyttokdw rzepakowych dyskryminowat
przygotowane probki juz przy niewielkim ich udziale w sktadzie produktu (Binczakiin., 2016a).
Typowe zmiany w cechach fizykochemicznych i technologicznych wynikajgce z witaczenia

wyttokéw do recepturowego sktadu wybranych produktéw przedstawiono w Tabeli 3.

Konfrontacja wynikéw oznaczen fizykochemicznych i instrumentalnych badan tekstury
z wynikami uzyskanymi za pomocg metod analizy sensorycznej wykazywata, ze optymalna
ilos¢ dodatku wyttokéw roslin oleistych nie powinna przekracza¢ 30-40%. Pozwala to na
uzyskanie najlepszego catkowitego efektu tj. wzrost wartosci odzywczej produktu, zachowanie

wiasciwosci technologicznych i spetnienie oczekiwan konsumentdw.

41



* %k %k

Wptyw zagospodarowania wyttokdw na wynik finansowy przedsiebiorstwa — analiza

przypadku

Jak pokazuje dotychczasowa praktyka, wykorzystanie wyttokdw roslin oleistych na cele
paszowe moze mie¢ wymierne korzysci finansowe dla przedsiebiorstw olejarskich oraz
podmiotédw odkupujacych te surowce, w tym hodowcdédw zwierzat. Brak jest jednak ztozonej
oceny optacalnosci ekonomicznej takiego przedsiewziecia, szczegdlnie uwzgledniajgcej
zagospodarowanie makuchéw w przemysle spozywczym. Jest to wazne rowniez w kontekscie
zgtaszanego zapotrzebowania przez producentéw olejédw na stworzenie z wyttokdw
produktow o wartos$ci dodanej. Biorgc powyzsze pod uwage przeprowadzono analize, ktorej
przedmiotem byto dokonanie symulacji w zakresie wptywu odsprzedazy wyttokéw (na cele
paszowe lub spozywcze) na roczny wynik finansowy olejarni.

W niniejszej analizie przypadku podmiotem badan byt rodzinny zaktad zlokalizowany
w wojewodztwie lubuskim, ktdry ttoczy oleje na zimno przede wszystkim z siemienia Inianego,
nasion stonecznika oraz konopi. Wydajno$é produkcji wynosi srednio 40%, a generowane
podczas niej wyttoki sg bezposrednio sprzedawane na cele paszowe zaprzyjaznionym rolnikom
(nie s3 ponoszone zadne koszty z tym zwigzane). Ze wzgledu jednak na coraz wieksze
nasycenie rynku paszowego oraz niski stopien optacalnosci produkcji tylko olejéw,
przedsiebiorstwo szuka nowych form zagospodarowania makuchdw. Jednym z rozwazanych
kierunkow jest konfekcjonowanie wyttokdéw i ich sprzedaz w formie maki wyttokowej,
za posrednictwem wiasnego serwisu internetowego.

Dane, na ktérych bazowano wykonujac analize, zostaty udostepnione przez wyzej opisane
przedsiebiorstwo. Dotyczg one sezonu 2016/2017 i uwzgledniajg koszty zwigzane
z dostosowaniem zaplecza technologicznego firmy do przemiatu i konfekcjonowania
wyttokow. Ceny mak wyttokowych stanowig natomiast srednig cene produktéow dostepnych
w sklepach internetowych w grudniu 2017 roku.

Analiza danych wykazata znaczace réznice w szacunkowych zyskach firmy, Scisle zalezne od
sposobu postepowania z generowanymi wyttokami (Rysunek 3). Sprzedaz wszystkich
wytworzonych przez zakfad wyttokdw na cele paszowe zwiekszytaby zyski producenta
(w stosunku do sprzedazy tylko olejéw) od 13% nawet do 49%, w zaleznosci od surowca

wyjsciowego. Gdyby jednak ta sama masa wyttokdéw zostata przeznaczona na make wyttokowa
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i sprzedana bez posrednictwa, roczne zyski mogtyby wzrosng¢ nawet 3-18 — krotnie
w poréwnaniu do zyskéw generowanych ze sprzedazy wylgcznie samego oleju oraz
2-11 — krotnie w pordéwnaniu do zyskéw z odsprzedazy ich lokalnym rolnikom. Co wiecej,
przeznaczenie tylko okoto 20% wygenerowanych makuchéw na magke wyttokowa (pozostate
80% sprzedane na pasze) mogtoby zaowocowac nawet podwojeniem rocznych zyskéw, a przy
50-procentowym udziale wynik finansowy bytby od 3,5 do 9 — krotnie wyzszy niz osiggany

obecnie ze sprzedazy oleju.

800
700
600
500
400
300

35 lﬂﬂm _mﬂﬂl JE—

Stonecznik Konopia

Zysk [ tys. zt]

molej molej +pasza (100) B olej+pasza+maka (80/20)

Dolej+pasza+maka (50/50) M olej+pasza+maka (20/80) @ olej+maka (100)
Rysunek 3. Roczny zysk przedsiebiorstwa w zaleinosci od formy zagospodarowania
wyttokdéw roslin oleistych
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych przedsiebiorstwa zajmujacego sie produkcja olejéw
Powyzsze dane jednoznacznie wskazujg, ze zagospodarowanie makuchdéw niesie ze sobag
wymierne korzysci ekonomiczne nawet dla najmniejszych przedsiebiorstw zajmujacych sie
produkcjg olejow. Istotnie wyzsze zyski, ktére producent mogtby osiggnaé w wyniku sprzedazy
wyttokéw w postaci mak wyttokowych wynikajg przede wszystkim z relatywnie wysokich cen
tych produktéw. Wptyw na to ma ciaggle jeszcze innowacyjny charakter tych produktdw,
stosunkowo niski popyt na nie oraz wykorzystywanie ich gtdwnie przez rynek zywnosci
bezglutenowej, ktérego cechg charakterystyczng sg wysokie ceny oferowanych produktéw.
W dtuzszej perspektywie, w miare wzrostu ich popularnoscii podazy, zgodnie z podstawowym
prawem gospodarki rynkowej nalezy spodziewa¢ sie spadku cen, jednak wciaz
zagospodarowanie wyttokow bedzie bardziej optacalne ekonomicznie niz sktadowanie

i dodatkowo podparte korzy$ciami srodowiskowymi.
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Kierunki zagospodarowania wyttokdw roslin oleistych sg réznorodne, przy czym ich wysoki
potencjat dostrzegany jest przede wszystkim przez branze biotechnologiczng, energetyczna
i przemyst paszowy. Pomimo badan nad mozliwoscig ich implementacji w produktach
przemystu spozywczego, na rynku praktycznie niespotykane sg wyroby z ich udziatem,
a przedstawione informacje dotyczyly jedynie produktéw przygotowanych w skali
laboratoryjnej. Przyczyny takiego stanu rzeczy nalezy najprawdopodobniej upatrywac z jedne;j
strony w specyfice innych branz, gdzie z duzg fatwoscig mozna dostosowaé wyttoki do realiow
stosowanych proceséw, z drugiej w braku dostatecznej promocji i co z tym zwigzane
odpowiedniej $wiadomosci producentéw, jak i konsumentéw dotyczgcej wiasciwosci
makuchdéw oraz ich bezpieczenstwa zywieniowego. Istotne jest zatem odpowiednie
wyeksponowanie waloréw odzywczych wyttokéw oraz ekonomicznych zalet wynikajgcych
z ich wykorzystania, jak rdwniez stosowanie na cele spozywcze gtéwnie tych surowcow, ktére
charakteryzuja sie korzystnymi wtasciwosciami organoleptycznymi, jak np. wyttoki z orzecha

wioskiego.
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2. Wyttok z orzecha wtoskiego jako produkt uboczny o wysokim potencjale

wykorzystania w przemysle spozywczym
2.1. Orzechy wtoskie — wybrane elementy rynku

Orzech wtoski (Juglans regia L.) to jeden z najstarszych i najbardziej rozpowszechnionych
gatunkéw drzew owocowych na swiecie. Wywodezi sie z centralnej Azji, a obecnie uprawiany
jest w potudniowej Europie, pdtnocnej Afryce, wschodniej Azji, USA oraz w Ameryce
Potudniowej (Slatnar, Mikulic-Petkovsek, Stampar, Verbici Solar, 2015). Blisko 2/3 dostepnych
w handlu owocdw orzechow wtoskich wystepuje jako produkt surowy, przeznaczony do
bezposredniej konsumpcji. Pozostata cze$¢ stosowana jest jako surowce do otrzymywania
oleju ttoczonego na zimno, produktéw wysokobiatkowych oraz wyrobdéw alkoholowych. Czes$é
stanowi sktadnik recepturowy m.in. pfatkdw s$niadaniowych, wyrobdéw cukierniczych,
ciastkarskich, piekarskich i przekgskowych oraz jogurtéw i mieszanek orzechdw. Lisciei zielone
tupiny, ze wzgledu na silne wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwzapalne oraz
przeciwbiegunkowe znalazty zastosowanie w przemysle zielarskim i kosmetycznym, a drewno
zagospodarowywane jest do produkcji mebli oraz elementéw broni (McNeil and Evans, 2014).

Orzechy wtoskie sg trzecim co do wielkosci zbioréw rodzajem orzechéw uprawianych na
Swiecie. Tylko w przeciggu ostatniej dekady ich globalna produkcja wzrosta o 87%, osiggajac
wielkos¢ 3,75 min ton w sezonie 2015/2016 (Rysunek 4). Najwiekszymi producentami od lat
sg Stany Zjednoczone i Chiny, ktdrych tagczna produkcja stanowi ponad 2/3 produkcji globalnej
(2,39 mIn ton w 2016 r.). Znaczacg pozycje zajmujg rowniez Ukraina, Iran i Turcja (facznie ok.
20%). Wedtug danych FAOSTAT (2018) roczna wielkos¢ produkcji orzechéw wtoskich
w Europie od roku 2005 przekracza 300 tys. ton rocznie, co daje 9% produkcji Swiatowej,
a wyzsza jest tylko w Azji (67,5% - 2,53 mlIn ton) i Ameryce Pétnocnej (16,2% - 607,81 tys. ton).
Najwiekszymi europejskimi producentami sg Francja, Rumunia oraz Ukraina (tgcznie 54,0%
produkcji europejskiej). W Polsce produkcja orzechéw wtoskich w 2016 roku osiggneta
wielko$é 7,22 tys. ton, co stanowito niespetna 0,2% produkcji globalnej i 2,0% produkcji
europejskiej (FAOSTAT, 2018). Od 2004 roku globalny handel orzechami wtoskimi wykazuje
tendencje zwyzkowq. W sezonie 2016/2017 wedtug szacunkéw wielkos$¢ eksportu wyniosta
ponad 700,0 tys. ton a importu ok. 680,0 tys. ton. Najwiekszym eksporterem orzechow

wtoskich sg USA, z ponad 40-procentowym udziatem w rynku, a takze Ukraina (13%), Meksyk
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(11%) oraz Chile (6%). Gtéwnymi odbiorcami sg kraje europejskie oraz Japonia, Korea

Potudniowa i Chiny (International Nut&Fruit [INC], 2016).

Wielkos¢ produkciji
[min ton]

2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016
Rok

Rysunek 4. Globalna wielko$¢ produkcji orzechéw wtoskich (wyrazona masa orzechéw

w tupinach) w latach 2005-2015

Zrédto: FAOSTAT, 2018

Analogicznie do produkcji wzrasta réwniez konsumpcja orzechéw wtoskich, ktéra w roku 2014
wyniosta blisko 6,3 tys. ton (0,9 kg na osobe na rok) (INC, 2016). Najwieksze ilosci orzechéw
wtoskich spozywane sg w Chinach, USA oraz Iranie. W Polsce wedtug danych GUS (2016)
w roku 2015 krajowe spozycie orzechdw, nasion i pestek jadalnych wyniosto 1,2 kg na osobe

i byto 0 11,1% wyzsze w stosunku do roku 2014.

2.2. Wiasciwosci odzywcze i prozdrowotne orzechow wioskich i wyttoku z orzecha

wtoskiego

Orzechy wtoskie doceniane sg nie tylko przez swoje charakterystyczne walory smakowo-
zapachowe, ale przede wszystkim ze wzgledu na korzystny sktad, dzieki ktéremu uznawane sg
za najbardziej wartosciowe pod wzgledem odzywczym i prozdrowotnym wsrdd wszystkich
rodzajow orzechéw. Przy tym nalezg do grupy roslin oleistych, z ktdrych podczas procesu
ttoczenia obok oleju powstajg rownie bogate w sktadniki odzywcze i zwigzki bioaktywne
wyttoki.

Jadra orzechéw wioskich w zaleznosci od warunkéw uprawy zawierajg 14-24% biatka,
55-70% ttuszczu, 2-7% btonnika pokarmowego oraz 12-16% weglowodanéw, w tym ok. 2,7%
sacharozy. Ponadto w ich sktadzie w ilosci 1,7-2% wystepujg zwigzki mineralne, takie jak

magnez, potas, fosfor, wapn, selen czy cynk oraz kompleks witamin B, witamina E i A (Tabela
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4) (Labuckas, Maestri, Perellé, Martinez i Lamarque, 2008; McNeil i Evans, 2015). Catkowita
zawartos¢ tokoferoli waha sie w przedziale 320-505 mg/kg masy jader, z czego dominujgcym
jest y- tokoferol (172,6-470,0 mg/kg), a nastepnie kolejno homolog 5- (8,2-26,0 mg/kg) i a-
(7,0-16,6 mg/kg), nie zidentyfikowano natomiast 3-tokoferolu (Bakkalbasi, Yilmaz, Poyrazoglu
i Artik, 2012). Ponadto wsréd zwigzkéw swoistych dla frakcji ttuszczowej wystepujg sterole
reprezentowane przez B-sitosterol (70,0-90,0% wszystkich steroli), kampesterol (0,3-5,2%)

oraz A5-avenasterol (0,1-7,0%) (Abdallah i in., 2014).

Tabela 4. Sktad chemiczny orzechéw wtoskich (w 100 g jader)

Sktadnik pokarmowy Udziat [g] Kwasy tluszczowe Udziat* [%]
biatko 14,2 palmitynowy C16:0 57-6,7
ttuszcz 65,2 stearynowy C18:0 2,2-2,3
frakcja popiotowa 1,8 oleinowy C18:1 18,5-18,9
weglowodany 13,7 linolowy C18:2 50,0 -62,2
btonnik pokarmowy 6,7 a-linolenowy C18:3 10,1-15,0
cukry 2,6 NKT 7,9-8,9
skrobia 0,1 ZINKT 18,5-18,9

ZWNKT 71,7-73,1

Sktadniki mineralne Udziat Witaminy Udziat
magnez [mg] 158,0 retinol (wit. A)[IU] 20,0
potas [mg] 441,0 a-tokoferol (wit. E) [mg] 0,7
fosfor [mg] 346,0 biotyna (wit. K) [ug] 2,7
waph [mg] 98,0 kwas askorbinowy (wit. C) [mg] 1,3
selen [ug] 4,9 y- tokoferol [mg] 20,8
mangan [mg] 3,4 tiamina B1[mg] 0,3
cynk [mg] 3,1 ryboflawina B, [mg] 0,2
zelazo [mg] 2,9 niacyna B3 [mg] 1,1

kwas pantotenowy Bs[mg] 0,6
pirydoksyna Bg [mg] 0,5
kwas foliowy Bs [ug] 98,0

Zrédto: Copolovici, Bungau, Boscencu, Tit i Copolovici, 2017; Hayes, Angove, Tucci i Dennis, 2016; Labuckas i in.,
2008; McNeil i Evans, 2015; Salcedo i Nazareno, 2015
*udziat w puli kwaséw ttuszczowych

W wyttokach dominujgcym skfadnikiem suchej masy sg biatka (ponad 40%) oraz btonnik
pokarmowy (ponad 10%). Zawartos¢ ttuszczu zwykle waha sie w przedziale od 8% do 20%,
przy czym profil kwasow ttuszczowych jest analogiczny do profilu w orzechach (Binczak,
Samotyja i Matecka, 2016b; Slatnariin., 2015). Zbiezny w stosunku do orzechéw wtoskich jest
réwniez profil substancji mineralnych, witamin rozpuszczalnych w wodzie oraz zwigzkéw
fenolowych reprezentowanych gtéwnie przez elagotaniny oraz kwas elagowy i galusowy
(Vinson i Cai, 2012; Regueiro, Sdnchez-Gonzalez, Vallverdu-Queralt, Simal-Gandara, Lamuela-

Raventos i lzquierdo-Pulido, 2014).
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Zywieniowa przydatnoé¢ biatek warunkowana jest sktadem aminokwasowym,
a w szczegolnosci iloscig i wzajemnymi proporcjami aminokwaséw egzogennych (Grecoi in.,
2017). Biatka orzechédw wtoskich buduja kolejno frakcje gluteiny (70%), globulin (18%) albumin
(7%) oraz prolamin (5%). Cechuje je wysoka biodostepnos¢, rozpuszczalnos$é i lekkostrawnosé
oraz w petni zbilansowany sktad aminokwaséw, wsérdd ktérych dominujg kwas glutaminowy,
arginina, kwas asparaginowy, leucyna oraz walina. Gtéwnym aminokwasem ograniczajgcym
jest natomiast lizyna, dzieki czemu orzechy te charakteryzujg sie niskim, korzystnym z punktu
zywieniowego i prozdrowotnego, stosunkiem lizyny do argininy (0,18) (Labuckas, Maestri
i Lamarque, 2014). Dodatkowo, arginina zaliczana jest do grupy aminokwaséw warunkowo
niezbednych, odgrywajacych kluczowa role podczas endogennej syntezy biatka, podziale
komoérkowym, gojeniu ran, uwalnianiu hormondéw oraz usuwaniu amoniaku z organizmu.
Wspomaga ona réwniez procesy wytwarzania tlenku azotu rozszerzajgcego $wiatto naczyn
krwionos$nych, co w konsekwencji przeciwdziata powstawaniu miazdzycy (Greco i in., 2017;
Fatima, Showkat i Hussain, 2018; Hartman, 2017; Martinez i in., 2010). Wsrdd pozostatych
aminokwaséw budujgcych biatka orzechéw na uwage zastuguje leucyna i walina, ktére wraz
z izoleucyna jako aminokwasy rozgatezione tworzg kompleks nazywany powszechnie BCAA
(z ang. branched-chain amino acid) wykorzystywany jako baza w zywnosci dla sportowcéw
i 0s6b aktywnych fizycznie. Podejrzewa sie, ze kompleks ten zmniejsza uczucie zmeczenia po
treningu oraz zapobiega samoistnemu rozpadowi komdrek miesniowych (Greco i in., 2017).
Z drugiej strony orzechy wioskie uznawane sg za jedne z najsilniejszych alergenéw roslinnych,
za co odpowiedzialne jest przynajmniej 5 homologéw biatkowych (Jug r 1, Jug r 2, Jug r 3,
Jug r 4 oraz Jug r 5). Wéréd wymienionych szczegdlnie niekorzystne jest biatko Jug r 4, ktére
wykazuje wysokg homologie sekwencji z antygenami innych orzechdéw, warunkujgc tym
samym reakcje krzyzowe (Costa, Carrapatoso, Oliveira i Mafra, 2014). Znaczgco nizszy
w poréwnaniu do orzechéw jest natomiast stopien alergennosci wyttokdéw, zawierajgcych
biatka, ktore ulegty czesciowej hydrolizie podczas ttoczenia oleju. Dodatkowo biatka te cechuja
sie silnymi wtfasciwosciami przeciwutleniajgcymi, w szczegdlnosci ponadprzecietnymi
zdolnosciami do wychwytywania wolnych rodnikéw, jak rowniez sg one lepiej przyswajalne
przez organizm cztowieka (Gu i in., 2015). Wysoki potencjat antyoksydacyjny stwierdzono
rowniez w przypadku pochodnej tryptofanu — metioniny, neurohormonu regulujgcego zegar
biologiczny oraz ograniczajgcego ryzyko zawatu miesnia sercowego i powstawania innych

schorzen ukfadu sercowo-naczyniowego (Catald, 2017; Fatima i in., 2018).
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Zawarto$é ttuszczu w owocach orzechédw warunkowana jest odmiang, sposobem
prowadzenia uprawy oraz warunkami klimatycznymi. W wyttokach natomiast kluczowy jest
proces ttoczenia, szczegdlnie jego wydajnos¢. Dominujgcym skfadnikiem frakcji ttuszczowej
jest kwas linolowy (50,0-62,2% tgcznej sumy kwasow ttuszczowych) i kolejno oleinowy (ponad
18,5%) oraz a-linolenowy (10,1-15,0%) (Tabela 4) (Copolovici i in., 2017; Ling, Hou, Li i Wang,
2014). Udowodniono, ze kwasy te odgrywajg istotng role m.in. w profilaktyce i leczeniu
nadwagi, otytosci oraz choréb metabolicznych, w tym cukrzycy typu 2. Normalizuja
gospodarke lipidowg, dziatajg kardioprotekcyjnie, tagodzg skutki nadmiernego stresu
oksydacyjnego, ograniczajg czestos¢ wystepowania alergii oraz obnizajg ryzyko zachorowania
m.in. na raka jelita grubego, prostaty, piersi czy zotadka (Fialkow, 2016; Hayes i in., 2016).
Dodatkowo, wsrdd wszystkich rodzajéw orzechow, orzechy wioskie charakteryzujg sie
najkorzystniejszym stosunkiem kwaséw n-6/n-3 (Slatnar i in., 2015), co jest istotne w obliczu
doniesien, ze pochodne kwasu a-linolenowego syntetyzowane w organizmie
(kwas eikozapentaenowy — EPA i kwas dokozaheksaenowy — DHA) wspomagajg rozwdéj i prace
uktadu nerwowego, poprawiajg zdolnosci poznawcze i behawioralne oraz dziatajg
protekcyjnie w obrebie siatkdwki oka. Przypisuje sie im réwniez udziat w ograniczaniu
wystepowania zaburzen neurodegeneracyjnych, depresyjnych i anoreksji. Natomiast zwigzki
syntetyzowane z kwasu linolowego (leukotrieny i tromboksany) podejrzewane sg m.in.
o zaburzanie réwnowagi redox organizmu oraz inicjowanie stanéw zapalnych, stad tak istotne
sg odpowiednie proporcje pomiedzy iloscig kwaséw z rodziny n-6 i n-3 (Fialkow, 2016; Hayes
i in.,, 2016; Weylandt i in., 2015). W Swietle najnowszych doniesied,, w codziennej racji
pokarmowej kwas linolowy powinien dostarcza¢ 4% tacznej podazy energii, natomiast kwas
a-linolenowy 0,5% (Jarosz, 2017).

Btonnik pokarmowy stanowi ok. 1-7% suchej masy orzechow i 5-12% wyttokéw. Dziatanie
zwigzkéw wchodzacych w sktad btonnika w organizmie jest wielokierunkowe, zalezne od
stopnia rozpuszczalnosci. Do najwazniejszych witasciwosci frakcji nierozpuszczalnych nalezg:
zwiekszenie perystaltyki jelit, buforowanie i wigzanie nadmiaru kwasu solnego w zotadku,
zwiekszanie wydzielania sokédw trawiennych czy detoksykacja organizmu. Ostatnie badania
wskazujg na udziat btonnika w prewencji polipéw jelita czy zylakédw odbytu. Powstate
w wyniku fermentacji zwigzkéw btonnika krétkotaicuchowe kwasy ttuszczowe obnizajg pH
jelita grubego i tym samym korzystnie modelujg sktad jego mikroflory bakteryjnej (Aljuraiban

i in., 2015; Slavin, 2013). Polimery rozpuszczalne w wodzie stymulujg rdznicowanie
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i proliferacje komdrek nabtonka jelitowego, wydtuzajg czas przebywania pozywienia
w zotgdku oraz spowalniajg pasaz tresci pokarmowej przez jelita. Udowodniono réwniez ich
udziat w utrzymaniu prawidtowego poziomu glukozy we krwi oraz modelowaniu profilu
lipidowego organizmu (Slavin, 2013). Z uwagi na fakt, ze btonnik pokarmowy wykazuje
zdolnosci adsorpcyjne wzgledem m.in. substancji mineralnych i witamin, jego dzienne
wystarczajgce spozycie ustalono na poziomie 25 g dla oséb w wieku 19-65 lat oraz $rednio
20 g dla oséb starszych oraz dzieci (Jarosz, 2017).

Orzechy wtoskie stanowig zrédto witamin z grupy B, w tym ryboflawiny (Bz), niacyny (Bs),
kwasu pantotenowego (Bs) i pirydoksyny (Bs) oraz najwazniejszych mikro- i makroelementéw.
Zwigzki te wspomagajg prace uktadu nerwowego, w tym funkcje poznawcze mdzgu, wzmagaja
odpornos¢ organizmu, poprawiajg kondycje skéry, wtosow i paznokci. Uczestniczg
w gospodarce weglowodanowej, lipidowej i hormonalnej organizmu, zapobiegajg
nadcisnieniu tetniczemu, arytmii serca oraz powstawaniu blaszki miazdzycowej. Co wiecej,
wykazujg zdolno$é¢ do detoksykacji organizmu, tagodzenia skutkéw stresu oksydacyjnego,
neutralizacji wolnych rodnikéw oraz komdrek nowotworowych, jak réwniez zapobiegaja
mutacjom (Fatima i in., 2018; Lao, Lao, Lam, Agarwal i Chow, 2017). Zawarty w orzechach
i wyttokach kwas foliowy odgrywa znaczaca role w detoksykacji homocysteiny - aminokwasu
siarkowego, ktéry ma silne wtasciwosci aterogenne (Offia-Olua, 2014).

Swoisty, lekko cierpki smak orzechéw wioskich ksztattowany jest przez zwigzki fenolowe,
ktorych orzechy sg sioddmym co do zawartosci zrodtem wsrédd surowcéw oraz produktow
spozywczych (Vinson i Cai, 2012). Co wiecej, wedtug doniesien ze spotkania Amerykanskiego
Towarzystwa Chemicznego (American Chemical Society), charakteryzujg sie one
najkorzystniejszym, pod wzgledem wptywu na zdrowie, profilem przeciwutleniaczy, wykazujac
blisko dwukrotnie wyzszy potencjat antyoksydacyjny w poréwnaniu z pozostatymi orzechami
z drzew (American Chemical Society [ACS], 2011). W jadrach orzecha wtoskiego
zidentyfikowano przede wszystkim pochodne kwasu hydroksybenzoesowego (kwas galusowy
i wanilinowy) i kwasu hydroksycynamonowego (kwas kawowy, ferulowy i p-kumarowy) oraz
najliczniejszg grupe - elagotanin (Abdallah, Macciola, Boukhchina, de La Torre Fornell i De
Leonadris, 2017; Hayes i in., 2016). Szczegdlnie silne dziatanie fizjologiczne przypisuje sie
urolitynom - produktom stopniowej degradacji kwasu elagowego w przewodzie
pokarmowym. Udowodniono, ze zwigzki te s3g silnymi inhibitorami substancji

kancerogennych, w tym wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA),
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nitrozoamin oraz heterocyklicznych amin aromatycznych (HCA). Badania wskazujg rowniez na
znaczacy wpltyw urolityn w redukcji ryzyka wystgpienia lub zahamowaniu rozwoju raka
prostaty, w tym rowniez ograniczania rozrostu i wymiardéw guza nawet o 75% (Sahaiin., 2016;
Sanchez-Gonzélez, Ciudad, Izquierdo-Pulido i Noé, 2016). Co wiecej, kwas elagowy i produkty
jego rozpadu silnie przeciwdziatajg wybranym dysfunkcjom uktadu krgzenia oraz przewodu
pokarmowego. Wykazano ich antagonistyczng aktywnos¢ wobec bakterii gram-dodatnich
i gram-ujemnych, szczegdlnie wobec Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtillis,
czy Helicobacter pylori oraz szczepdéw antybiotykoopornych (Abdallah i in.,, 2017;
Selmaiin., 2015). Oprécz kwaséw fenolowych w jadrach orzechéw wystepujg zwigzki z grupy
flawonoidéw, w tym kwercetyna i epikatechina, proantocyjanidyny i cyjanidyny (Hosseini,
Ghorbani, Sadeghi Mahoonak i Maghsoudlou, 2014). Badania wskazujg, ze flawonoidy jako
jedne z najsilniejszych reduktoréw wolnych rodnikéw, zapobiegajag powstawaniu blaszki
miazdzycowej, regulujg gospodarke cholesterolowg organizmu, wykazujg zdolnosci
antymutagenne i antynowotworowe oraz zmniejszajg ryzyko powstawania i rozwoju guzow,
w tym raka piersi oraz jelita grubego (Fatima i in., 2018; Sanchez-Gonzélez i in., 2017).

* %k %k

Liczne dane wskazujg na wysoki potencjat orzechéw wtoskich w profilaktyce chordb
dietozaleznych, w tym schorzen uktadu sercowo-naczyniowego (Catala, 2017;
Fatimaiin., 2018). Wykazano obnizenie stezenia cholesterolu catkowitego i lipoprotein matej
gestosci (LDL) o kolejno 4,9% i 6,4% na skutek wtgczenia do diety orzechéw wtoskich w ilosci
5-25% dziennej dostarczanej energii (Sabate, Fraser, Burke, Knutsen, Bennett i Lindsted,
1993). Dodatkowo zaobserwowano wyzsze stezenie apolipoproteiny oraz istotng poprawe
funkcji nabtonka naczyn krwionosnych (Banel i Hu, 2009). Uwzglednienie orzechéw wtoskich
w zwyczajowej diecie byto dodatnio skorelowane z ograniczaniem ryzyka powstawania
syndromu metabolicznego i cukrzycy typu 2 oraz powiktan z nimi zwigzanymi, w tym ryzyka
nadcis$nienia, nadwagi i otytosci (Hayes i in., 2016; Li i in., 2015). Stwierdzono, ze dieta bogata
w orzechy moze wspiera¢ modulacje gospodarki hormonalnej odpowiedzialnej za odczucie
sytosci i glodu, i tym samym przyczyniac sie do kontrolowania apetytu. U oséb poddanych
badaniu wykazano spadek stezenia greliny na czczo i jednoczesny istotny wzrost peptydu YY
(PYY) (Stevenson, Paton i Cooper, 2017). Ponadto osoby, ktére wigczyty do codziennej diety

orzechy wtoskie spozywaty mniej kilokalorii w ciggu dnia w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz
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osiggaty szybsze spadki masy ciata niz osoby stosujgce diete niskottuszczowg (Baer, Gebauer
i Novotny, 2016).

Terapeutyczne dziatanie orzechdéw wtoskich, a w szczegdlnosci zapobieganie procesom
przedwczesnego starzenia sie organizmu, wspomaganie tagodzenia standéw zapalnych,
utrzymywanie integralnosci btony komadrek nerwowych oraz przeciwdziatanie uszkodzeniom
oksydatywnym wywotanym utlenianiem B-amyloidu — kluczowego biatka w patogenezie
choroby Alzheimera, wynika z jednoczesnej obecnosci w ich skfadzie nienasyconych kwasdw
ttuszczowych, zwigzkéw fenolowych, skfadnikdw mineralnych oraz witamin. Podkresla sie
bowiem, ze zwigzki te wykazujg znaczaco silniejsze dziatanie wéwczas, gdy sg dostarczane do
organizmu réwnoczes$nie, co z kolei stanowi konsekwencje ich wzajemnie synergistycznych
oddziatywan. U osob starszych, ktérych codzienna dieta uwzgledniata orzechy wioskie,
zahamowane zostato tempo spadku funkcji poznawczych, poprawie ulegata motoryka ruchu
i kondycja fizyczna. Osoby te wykazywaty réwniez wyisze zdolnosci uczenia sie
i zapamietywania (Arab i Ang, 2015). Co wiecej, stwierdzono pozytywny wptyw orzechdéw
wtoskich na modelowanie mikroflory jelitowej, w tym supresje komoérek nowotworowych
okreznicy (Sahaiin., 2016).

W swietle najnowszych doniesienn naukowych, optymalna ilo$é orzechéw pozwalajgca na
uzyskanie kompleksowych pozytywnych efektéow odzywczych i prozdrowotnych wynosi 30-60
g na dobe, przy czym ograniczenie iloSciowe bezposrednio wynika z ich wysokiej wartosci
energetycznej, co z kolei zwigzane jest z wysokg zawartoscig ttuszczu. Stad, z punktu widzenia
energetycznego lepszym rozwigzaniem wydaje sie by¢ czesciowe zastgpienie tych owocow
wyttokami o blisko o potowe nizszej kalorycznosci (Jankowski, 2017). Warto réwniez
podkresli¢, ze wiekszos¢ zwigzkéw antyodzywczych orzechéow wtoskich, np. juglon,
zlokalizowana jest w lisciach i zielonej okrywie, dlatego wyttoki z orzecha wioskiego
w poréwnaniu do innych tego typu produktow ubocznych (szczegdlnie wyttokdéw sojowych,

rzepakowych i Inianych) charakteryzuja sie niewielkg ich zawartoscig (Vinson i Cai, 2012).
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2.3. Wykorzystanie wyttoku z orzecha wtoskiego w swietle trendéw na rynku zywnosci

Rynek spozywczy stale ewoluuje dostosowujgc swojg dziatalnos¢ do zmieniajacych sie
warunkéw gospodarczych i potrzeb konsumentéw, ktére bardzo czesto kreowane sg przez
obowigzujgce trendy (Sojkin, 2009). Uwypuklenie waloréw odzywczych surowcéw
odpadowych oraz rozpowszechnienie wiedzy na temat zintegrowanych korzysci
srodowiskowych ptynacych z ich powtérnego wykorzystania moze by¢ zatem kluczowym
czynnikiem decydujgcym o sukcesie rynkowym wyttokéw z orzecha wioskiego, pozwalajgcym
na state wtgczenie ich i powstatych na ich bazie produktéw do asortymentu dostepnych
artykutow spozywczych.

Analiza prognozowanych trendéw oraz tych pojawiajgcych sie na przestrzeni kilku
minionych lat wyraznie wskazuje na jeden podstawowy nurt, jakim jest szeroko rozumiana
poprawa jakosci zycia. Cel ten moze by¢ realizowany m.in. poprzez zmiany w obrebie
nawykow zywieniowych, jak i dziatania na rzecz poprawy stanu Srodowiska (Gul, Singh
i Jabeen, 2016). W Tabeli 5 przedstawiono autorski podziat silnie utrzymujgcych sie na rynku
trendéw, notowanych przez swiatowe agencje badan rynkowych. Za podstawe ponizszego

podziatu przyjeto bazowy obszar, ktérego dotycza trendy.

Tabela 5. Najwazniejsze trendy obowigzujace na rynku zywnosci w 2018 r.

OBSZAR TRENDOW
GOSPODARCZO- ZACHOWANIA KONSUMENTOW ZYWIENIOWO-ZDROWOTNE
EKOLOGICZNE
= gospodarka w obiegu = diety eliminacyjne (bez glutenu, = 7ywnosc jako lek i czynnik
zamknietym laktozy, biatek mleka, miesa: prewencyjny w chorobach
* minimalizacja ilosci fleksitarianie, wegetarianie i weganie) = odpowiednia ilo$¢
powstajacych odpadéw = zapotrzebowanie na odpowiednio petnowartosciowego biatka,
= waloryzacja produktéw skomponowane positki - wywotane nienasyconych kwaséw
ubocznych wzrostem aktywnosci fizycznej ttuszczowych, w tym NNKT,
* zmniejszenie kosztéw " powrdt do tradycji btonnika pokarmowego w
zwigzanych z leczeniem = dostepnos¢ produktéw i wygoda ich diecie
= programy walki z przygotowania

chorobami dietozaleznymi ™ 0czekiwanie nowosci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie GlobaFoodForums®, 2018

Dokonujac jeszcze wiekszego uogodlnienia wyrdzniono trzy cechy wspdlne przedstawionych
powyzej trenddw:

= wzmozone zainteresowanie zywnoscig o ponadodzywczych wiasciwosciach,

= jstotna rola diety jako nieodtgcznego elementu codziennego zycia,

= dziatania na rzecz poprawy stanu srodowiska.
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Powyzsze trendy staty sie podstawg rozwazan nad mozliwoscig zagospodarowania wyttokéw

z orzecha wtoskiego przez przemyst spozywczy, co zobrazowano na Rysunku 5.

NNKT
FITOSTEROLE
TOKOFEROLE

OLEJ TLOCZONY NA
a ZIMNO
GOSPODARKA ZYWNOSC
ZEROODPADOWA PROZDROWOTNA
ORZECHY WtOSKIE a
[ WYTLOKI ] z
NNKT
BIAtKO
BLONNIK N 5 &
ZYWNOSC
POKARMOWY NOWE PRODUKTY —9
WITAMINY Z GRUPY B [ ] [ BEZGLUTENOWA ]

Fe, Mg, K, Zn
ZWIAZKI FENOLOWE

b

ZYWNOSC
WYSOKOBIALKOWA

Rysunek 5. Mozliwe kierunki zagospodarowania wyttokow z orzecha wtoskiego w $wietle
obowigzujacych trendoéw
Zrédto: opracowanie wtasne

W ostatnich latach obserwowany jest systematyczny wzrost $wiadomosci konsumentdéw
dotyczacy wptywu codziennej diety na stan zdrowia i dobre samopoczucie. Jednoczesnie
jednak, wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), blisko 60% globalnej liczby
zgondw spowodowanych jest niezakaznymi chorobami dietozaleznymi (NCD) lub ich
powiktaniami. Prognozuje sie réwniez, ze w najblizszych latach sytuacja ta moze ulec dalszemu
nasileniu (WHO, 2009, 2013; 2016a; 2016b). Taki stan rzeczy wraz z dynamicznym wzrostem
kosztéw leczenia wymusza wypracowanie nowych, kompleksowych rozwigzan w obszarze
przeformutowania receptur obecnie dostepnych produktéw spozywczych. Wymaga to
wspotpracy wtadz i producentéw oraz powinno by¢ podparte intensywng edukacja
spofeczenstwa nakierowang na zmiane codziennych nawykdéw zywieniowych. Podkresla sie
bowiem, ze gtdbwnym czynnikiem ryzyka wystepowania NCD jest nieodpowiedni tryb zycia,
a tylko dzieki zbilansowanemu modelowi zywieniowemu i wigczeniu aktywnosci fizycznej
mozna bytoby unikng¢ nawet do 40% przypadkdow zachorowan na najpowszechniejsze
nowotwory (Lee, Shiroma, Lobelo, Puska, Blair i Katzmarzyk 2012). Uwaza sie réwniez, ze
najprostszym i réwnoczes$nie najtaiiszym srodkiem prewencyjnym jest dieta oparta gtownie

na zywnosci pochodzenia roslinnego (Schellenberg, Dryden, Vandermeer, Ha i Kowownyk,
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2013). Przedstawione czynniki bezposrednio przyczynity sie do podtrzymania trendu
»2ywnosci prozdrowotnej”, ktorej cechg podstawowg jest udokumentowany, korzystny
i ponadodzywczy wptyw na organizm cztowieka lub wybrane funkcje zyciowe. Za takie moga
by¢ uznane zaréwno surowce naturalnie bogate w sktadniki funkcjonalne, jak i produkty w nie
wzbogacane, a wsrdd zwigzkow szczegdlnie pozgdanych sg probiotyki i prebiotyki, btonnik
pokarmowy, WNKT, witaminy, sktadniki mineralne, aminokwasy oraz substancje
fitochemiczne, w tym zwigzki fenolowe, karotenoidy i fitosterole (Abdallah i in., 2017;
Gul i in., 2016; Grochowicz, Dominik i Fabisiak, 2017; Sojkin, 2009). Wraz z postepem badan
nad wymienionymi skfadnikami nasila sie przekonanie, ze rozwigzaniem zapewniajgcym
tgczne kompleksowe korzysci odzywcze, zdrowotne i ekonomiczne jest spozywanie zywnosci
jak najmniej przetworzonej, z natury bogatej w zwigzki funkcjonalne. Sprzyja to
bioréznorodnosci oraz ogranicza ryzyko przekroczenia dawek bezpiecznych. Wtasciwosci
orzechéw wioskich i wyttokéw, dyktowane ich sktadem chemicznym (szczegétowo opisanym
w podrozdziale 2.2) spetniajg wszystkie przedstawione powyzej zatozenia. Wyrazem tego byto
m.in. uwzglednienie orzechow na liscie 10 superfoods w 2017 roku (Hartman, 2016).
Co wiecej, maka wyttokowa zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) nr 1924/2006 w sprawie
os$wiadczen zywieniowych oraz z Rozporzgdzeniem Komisji 116/2010 zmieniajgcym
rozporzgdzenie 1924/2006, mogtaby zosta¢ opatrzona os$wiadczeniami zywieniowymi
dotyczacymi wysokiej zawartosci biatka, btonnika pokarmowego i kwaséw ttuszczowych
z rodziny n-3. Przyznanie o$wiadczenia jest jednym z warunkow koniecznych do oznaczenia
produktu jako prozdrowotnego (Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 116/2010, 2010;
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1924/2006, 2010).

Coraz czesciej sposéb odzywiania nie wynika z potrzeby zaspokojenia podstawowych
funkcji zyciowych, ale jest waznym elementem codziennosci, w tym jedng z form wyrazania
wiasnych przekonan i potwierdzeniem dbatosci o siebie. Wsréd najbardziej popularnych
obecnie diet nalezy wymienic te eliminujace produkty odzwierzece, gluten i laktoze oraz diete
wysokobiatkowg i srodziemnomorska. Ta ostatnia, bazujgca przede wszystkim na owocach,
warzywach, rybach, produktach petnoziarnistych, roslinach strgczkowych oraz orzechach
wtoskich, uznawana jest za jeden z najbardziej racjonalnych modeli zywieniowych. Zapewnia
bowiem odpowiednig podaz wszystkich sktadnikéw odzywczych i prozdrowotnych (Sofi i in.,
2018). W efekcie realizacja jej zatozen pozwala na wydtuzenie liczby lat przezytych w dobrym

zdrowiu, co potwierdzono w licznych badaniach naukowych (Kojima, Avgerinou, lliffe
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i Walters, 2018). Oczywistym jest zatem, ze wyttoki jako pochodne orzechéw wtoskich,
nieodzownego elementu diety $rédziemnomorskiej, rowniez wpisujg sie w jej zatozenia
i mogtyby zosta¢ witgczone na state do listy produktéw przez nig zalecanych. Co wiecej,
mogtyby stac sie istotnym sktadnikiem w diecie 0s6b na co dzien niespozywajgcych produktow
odzwierzecych, ktérych liczba, wedtug aktualnych prognoz w najblizszych latach, moze ulec
dynamicznemu wzrostowi. Tylko w samej Wielkiej Brytanii liczba oséb deklarujgcych
stosowanie diety weganskiej wzrosta blisko 4-krotnie w latach 2014-2017 (Askew, 2018a;
Askew, 2018b; GlobalFoodForums®, 2018). W Polsce grupa ta stanowi okoto 3,2% populacji,
przy czym juz w 2014 roku co dziesigty Polak w wieku 25-34 lat deklarowat ograniczanie iloSci
miesa w codziennej diecie, a 12% krajowej populacji uwazato, ze spozywa go w za duzych
ilosciach (Centrum Badan Opinii Spotecznej [CBOS], 2014). Nie bez znaczenia pozostaja
réwniez zalecenia zywieniowe, ktore wskazujg na koniecznos¢ zmniejszenia udziatu miesa
i jego przetwordw w codziennej diecie, na korzy$¢ produktéw rosdlinnych o mozliwie
najbardziej zbilansowanym skfadzie aminokwaséw. W efekcie w najblizszych latach
przewiduje sie wzmozenie zainteresowania innowacyjnymi surowcami wysokobiatkowymi
spetniajgcymi te wymagania. Stanowi to duzg szanse dla wyttokdéw, ktérych zaletg jest
korzystny profil aminokwasow, w tym wysoki udziat argininy —aminokwasu uznanego za jeden
ze zwigzkdéw, ktére w szczegdlnosci bedg poszukiwane w zywnosci w 2018 roku (Greco i in.,
2017; Hartman, 2017). Wynikajgcy z wysokiej zawartosci petnowartosciowego biatka
potencjat wyttokdw mégtby zostac rdwniez wykorzystany w dietach wysokobiatkowych jako
m.in. surowiec do produkcji izolatow biatkowych oraz sktadnik recepturowy batonoéw i ciastek
proteinowych. Co wiecej, jako produkt pozbawiony biatek glutenowych, wyttok mdgtby zostac
zagospodarowany przez segment zywnosci bezglutenowej, ktéry od 2013 roku odnotowat
blisko 130-procentowy wzrost, a wedtug szacunkéw, globalna wartos$¢ rynkowa produktéw
przez niego oferowanych do 2020 roku osiggnie wartos¢ 7,6 miliarda USD (Gobbettia i in.,
2017, Statista, 2018c). Na rynku zywnosci bezglutenowej, obok produktéw specjalistycznych,
jak mieszanki mak bezglutenowych, dostepna jest juz szeroka gama innych kategorii
produktow (np. przetwory miesne), a lista wcigz sie poszerza. Pomimo tego dynamicznego
rozwoju powszechne sg jednak zarzuty wobec produktéw bezglutenowych, zwigzane zaréwno
z ich niskg wartoscig odzywczg i jakoscig organoleptyczng, jak i nieadekwatnie do tego,
wysokimi cenami. W efekcie intensywnie poszukuje sie surowcéw bezglutenowych o wysokiej

wartosci odzywczeji odpowiednich cechach technologicznych, zwracajgc coraz czeéciej uwage
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na maki wyttokowe. Gtdwng przewaga maki z wyttokédw z orzecha wtoskiego nad obecnie
stosowanymi surowcami bezglutenowymi jest zbilansowany pod katem wszystkich
sktadnikéw pokarmowych sktad. Przyktadowo zawiera ona 8 razy wiecej biatka, 6 razy wiecej
btonnika pokarmowego, ponad 4 razy wiecej kwasu foliowego i magnezu oraz ponad
dwukrotnie wiecej fosforu i potasu niz maka kukurydziana (Kunachowicz, Przygoda, Nadolna
i lwanow, 2017, Martinez i in., 2010). Co wiecej, wyttok charakteryzuje sie wyrazistym,
przyjemnym smakiem i aromatem, uwydatnianym w podwyzszonych temperaturach.
Znaczaco nizsze sg takze same koszty jego pozyskania i przetwarzania, szczegdlnie
w odniesieniu do zyskujgcych coraz wiekszg popularnos¢ egzotycznych mak z pseudozbdz, np.
amarantusa, quinoa czy teff (Gobbettia i in., 2017). Wykorzystanie wyttokéw w powyzszym
celu byfoby réwniez zgodne z aktualnie obowigzujgcym trendem tj. ,alternatywa dla maki
pszennej — maki bezglutenowe z nasion roslin oleistych” (GlobalFoodForums®, 2018).
Ewoluujgce wymogi przepisObw prawa wymuszajg na podmiotach ryku zywnosci
dostosowanie swojej zasadniczej dziatalnosci do fundamentalnych zatozen idei
zrownowazonego rozwoju. W efekcie skutkuje to nasilong promocjg gospodarowania
odpadami w obiegu zamknietym, co znajduje odzwierciedlenie w rozwoju trendéw ,nowe
zycie dla produktéw ubocznych” oraz ,rozwdj rynku innowacyjnych produktéw i surowcow
bazujacych na produktach ubocznych” (GlobalFoodForums®, 2018). Prognozuje sie
pogtebienie dziatan proekologicznych przedsiebiorstw wyrazanych gtdwnie
zagospodarowaniem odpadow jako surowcow wtérnych, co w dtuzszej perspektywie ma
prowadzi¢ do gospodarki zero-odpadowej (z ang. ,zero waste”) (Askew, 2018a;
GlobalFoodForums®, 2018). Obecnie pozostatosci poprodukcyjne wcigz stanowig balast dla
producentéw, ktdrzy zmuszeni sg ponosi¢ coraz wyzsze koszty sktadowania lub utylizacji
tworzonych odpadéw. Przewiduje sie zatem, ze sytuacja ta wraz z postepem wiedzy na temat
wiasciwosci  fizykochemicznych odpadéw stanie sie stymulatorem do rozwoju rynku
surowcoéw wtornych. Uwage na potencjat przetwodrczy pozostatosci poprodukcyjnych
zwrécono m.in. w Raporcie Zywno$¢ i Zywienie w XXI wieku, w ktérym za jedna
z najwazniejszych szans dla wzrostu konkurencyjnosci polskiego sektora spozywczego na
arenie miedzynarodowej uznano wykorzystanie niekonwencjonalnych  surowcow
pochodzenia naturalnego oraz odpadéw poprodukcyjnych (Michalczuk, 2011). Wszystko to,

wraz ze zgtaszanym przez producentdow olejow zapotrzebowaniem na zagospodarowanie
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wyttokdéw, stanowi przestanke do zainteresowania sie wyttokami z orzecha wtoskiego jako
szczegolnie atrakcyjnym pod katem odzywczym produktem ubocznym.

Reasumujgc przedstawione informacje, wyttoki z orzecha wtoskiego spetniajg zatozenia
wiodgacych trenddw na rynku zywnosci. Co wiecej, kierunki prognozowanych zmian przynosza
duza nadzieje na umiejscowienie ich na state w gamie dostepnych produktéw spozywczych.
Nalezy jednak zaznaczyé, ze niski stan wiedzy na temat m.in. ich wtasciwosci funkcjonalnych
i technologicznych oraz stabilnosci przechowalniczej nadal stanowi czynnik ograniczajacy ich

wykorzystanie.

2.4. Czynniki ograniczajgce wykorzystanie wyttoku z orzecha wioskiego

Rozwazania na temat mozliwosci zastosowania wyttokdw z orzecha wtoskiego w przemysle
spozywczym powinny bazowac¢ na kompleksowej ocenie mocnych i stabych stron tego
przedsiewziecia, opartej na specyfice samego surowca, jak i uwarunkowaniach zewnetrznych.

W przypadku wyttokéw, ktore sg produktem odpadowym, jedng z kluczowych barier
wydaje sie by¢ niski stopien Swiadomosci konsumentéw i producentdw zywnosci. Nieustannie
bowiem panuje powszechna nieche¢ w stosunku do surowcéw odpadowych, ktére
utozsamiane sg z materiatem bezwarto$ciowym, stanowigcym potencjalne zagrozenie dla
zdrowia ludzi oraz srodowiska, co réwniez przektada sie na brak odpowiednich rynkéw zbytu
dla tego typu surowcéw. Ostatnie lata przyniosty jednak intensyfikacje prac badawczych
i wdrozeniowych w tym obszarze, a duzy w tym udziat ma zapotrzebowanie zgtaszane ze
strony producentéw olejow, ktorzy we wprowadzeniu wyttokéw do obiegu rynkowego
upatrujg najprostszej i najtaiszej drogi do poszerzenia swojej oferty asortymentowej
i w efekcie zwiekszenia przychoddéw oraz pozyskania nowych grup konsumentéw, w tym tzw.
pionieréw stale poszukujgcych innowacji produktowych.

Niszowy charakter wyttokdw z orzecha wtoskiego skutkuje rowniez brakiem
jednoznacznych danych dotyczgcych ich wptywu na witasciwosci produktu finalnego,
w szczegolnosci na wiasciwosci reologiczne, teksture, barwe oraz smakowitos¢. W slad za
innymi wyttokami roslin oleistych (podrozdziat 1.3.2) mozna z duzym prawdopodobiefstwem
uznaé, ze ich dodatek nie pozostawatby obojetny wobec wartosci odzywczych
i funkcjonalnych, przy czym ciggle jest mato danych dotyczacych ilosci wymaganej do

osiagniecia zatozonych efektédw. Niemniej, w literaturze mozna spotkac nieliczne dane z tego
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obszaru. Przyktadowo, w kietbaskach typu frankfurterki zastepujac stonine maczka z orzechéw
wtoskich uzyskano wyzszy udziat nienasyconych kwaséw ttuszczowych, tokoferoli, steroli
i zwigzkow fenolowych, przy jednoczesnie nizszym stosunku kwaséw n-6 do n-3 oraz lizyny do
argininy (Ayo, Carballo, Serrano, Olmedilla-Alonso, Ruiz-Capillas i Jiménez-Colmenero, 2007).
Dodatek maki wytlokowej do sktadnikdw tradycyjnej receptury ciastek spowodowat
natomiast ograniczenie rozrostu ciasta, mniejszg twardos$¢, sprezysto$é i porowatos¢ oraz
ciemniejszg barwe gotowych wyrobéw w poréwnaniu do probki kontrolnej. Ponadto
modyfikacjom ulegaty cechy sensoryczne, w tym smak, smaki nastepcze oraz ogodlna
akceptowalnos¢ produktoéw, ocenianych przez konsumentéw. Wyzsze od tradycyjnych ciastek
oceny uzyskiwaty prébki o 20-procentowym udziale wyttokéw w sktadzie. W konsekwencji
uznano, ze suplementacja na poziomie 15% jest najbardziej optymalna i pozwala otrzymac
ciastka o pozadanych witasciwosciach fizycznych i sensorycznych, charakteryzujgce sie przy
tym podwyzszong wartoscig odzywczg i aktywnoscig przeciwutleniajgcga, a spostrzezenia takie
wykazali zaréwno Bakkalbasi i in. (2015), jak i Barber i Obinna-Echem (2016).

Obecnie najwiekszg barierg wykorzystania wyttokéw do tworzenia innowacyjnych
produktow spozywczych jest brak wiedzy na temat ich stabilnosci w czasie sktadowania.
Informacje na temat zasiegu zmian zachodzacych wraz z uptywem czasu na skutek proceséw
biochemicznych, chemicznych i fizycznych stanowig bowiem podstawowe kryterium
okreslenia adekwatnego okresu trwatosci i w konsekwencji do szacowania optacalnosci
wykorzystania surowca. W przypadku wyttokdw z orzecha wioskiego ich najwieksza zaleta,
jaka jest bardzo wysoki udziat nienasyconych kwasdw ttuszczowych z rodziny n-3 i n-6, stanowi
rownoczesnie jedno z potencjalnie najwazniejszych ograniczen wprowadzenia ich na rynek,
szczegdlnie wobec faktu, ze z duzym prawdopodobienstwem mozna uznaé, iz procesy
oksydacyjne zachodzgce w obrebie ich frakcji ttuszczowej bedg bezposrednio rzutowaty na

zmiany jakosci produktéw otrzymanych z ich udziatem.
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3. Stabilnos¢ oksydacyjna frakcji ttuszczowej surowcow oleistych

Stabilno$¢ oksydacyjna to jeden z podstawowych czynnikow decydujacych o trwatosci
surowcow oleistych, a tym samym o ich przydatnosci technologicznej i finalnie — jakosci
i bezpieczenstwie zdrowotnym powstatych na ich bazie produktéw (Zhou i in., 2018).
W przypadku surowcéw przemystu olejarskiego, zmiany wywotane oksydacjg sg tym bardziej
istotne, ze stanowig one wypadkowg procesdw utleniania chemicznego i enzymatycznego
oraz aktywnosci natywnych przeciwutleniaczy (Rysunek 6). Dodatkowo ztozonosc
mechanizmow i czynnikdéw warunkujacych oksydacje implikuje koniecznos¢ indywidualnego

podej$cia do kazdego z surowcéw.

[ SUROWCE OLEISTE | WYTLOKI ROSLIN OLEISTYCH ]
hamowanie hamowanie
UTLENIANIE ZWIAZKI UTLENIANIE
CHEMICZNE FENOLOWE ENZYMATYCZNE

- + -

[ STABILNOSC OKSYDACYJNA

Rysunek 6. Czynniki warunkujace stabilno$¢ oksydacyjng surowcéw i wyttokow oleistych
Zrédto: opracowanie wtasne

3.1 Chemiczne procesy utleniania — przebieg i konsekwencje

Surowce oleiste ze wzgledu na wysoka gestos¢ odzywczg, w tym dominujgcy w sktadzie udziat
biatek i ttuszczédw, oraz specyficzng budowe morfologiczno-anatomiczng, uwazane sg za
materiat szczegdlnie podatny na procesy fizjologiczne, fizyczne oraz chemiczne nasilajgce sie
w miare uptywu czasu sktadowania (Sahin i Elhussein, 2018). Dodatkowo ich jakos¢
warunkowana jest czynnikami zewnetrznymi oddziatujgcymi zaréwno podczas uprawy roslin,

jak i po zbiorach, zwtaszcza w sferze obrébki wstepnej (Singh, Paroha i Prakash Mishra, 2017).
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Co wiecej, obok biatek oraz ttuszczéw, w sktadzie surowcéw oleistych wystepujg znaczne ilosci
miko- i makroelementéw, witamin oraz zwigzkéw bioaktywnych (Sahin i Elhussein, 2018).
Wszystkie wymienione skfadniki uktadu wchodzg we wzajemne interakcje inicjowane
i katalizowane przez czynniki zewnetrzne, co finalnie prowadzi do obnizenia jako$ci materiatu.
Wérdd proceséw uznanych za krytyczne dla trwatosci surowcdéw oleistych uznaje sie utlenianie
chemiczne, w tym autooksydacje, czyli wolnorodnikowg reakcje taicuchowg zachodzaca
spontanicznie na skutek oddziatywania wolnych rodnikéw, nadtlenkéw, wodoronadtlenkéw
lub sladowych ilosci metali przejSciowych z czgsteczkami kwasu ttuszczowego. Reakcja ta
przebiega w trzech podstawowych etapach: inicjacji, propagacji i terminacji, poprzedzonych
okresem indukcji, w ktérym dochodzi do stopniowego gromadzenia sie rodnikow w uktadzie.
W pierwszej fazie autooksydacji atom wodoru zostaje oderwany od czagsteczki kwasu

ttuszczowego, co prowadzi do wytworzenia rodnika alkilowego (R) (1) (Hu i Jacobsen, 2017).

Inicjacja RH-> R (n

Propagacja R+ 02 2 ROO (n

ROO +RH = ROOH + R’

Terminacja 2 ROO" > ROOR + 0, ()
ROO + R - ROOR
RO + R ROR

2R 2> R-R

Powstaty rodnik reaguje gwattownie z czgsteczkami tlenu atmosferycznego dajac
w konsekwencji wolne rodniki nadtlenkowe (ROO’), przeksztatcane w cyklu kolejnych
przemian do wodoronadtlenkéw (ROOH) i kolejnych rodnikéw lipidowych (R’) (ll). Faza
propagacji konczy sie wraz z wyczerpaniem sie zasobow tlenu z bezposredniego otoczenia lub
w wyniku dostarczenia inhibitora przerywajgcego tanicuch reakcji. Na etapie terminacji
powstate w poprzednich fazach rodniki wchodzg we wzajemne interakcje tworzac wzglednie
stabilne, nierodnikowe, krotkotaricuchowe produkty (lll), co bezposrednio skutkuje
przerwaniem ciggu reakcji fanicuchowej (Choe i Min, 2009; Hu i Jacobsen, 2017).

Sezonowos$¢ zbioréw oraz wymoég statej dostepnosci surowcow oleistych, jak

i produktéw ich przerobu wymusza koniecznos¢ sktadowania ich przez znaczng cze$é roku.
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Wodwczas ich stabilnos¢ warunkowana jest zasiegiem zmian zachodzgcych w matrycy surowca
oraz intensywnoscig oddziatywania czynnikdw zewnetrznych, w tym tlenu atmosferycznego,
temperatury i energii promienistej. Udowodniono, ze wszystkie te czynniki majg kluczowe
znaczenie dla inicjowania oraz propagacji reakcji tanicuchowej (Singh, Paroha i Prakash Mishra,
2018). Uznaje sie przy tym, ze mechanizmy, wedtug ktérych przebiegajg procesy autooksydacji
w surowcach roslinnych, sg jednymi z najbardziej ztozonych, co w duzej mierze wynika ze
wzmozonej labilno$ci produktow posrednich powstajgcych podczas utleniania oraz ich
interakcji z katalizatorami i zwigzkami o charakterze przeciwutleniajgcym (Catald, 2017;
Kristott, 2010).

Na kinetyke autooksydacji kluczowy wptyw ma sktad chemiczny surowca,
a w szczegolnosci stopien nienasycenia jego frakcji lipidowej. Podkresla sie, ze szczegdlnie
podatne na procesy autooksydacji sg surowce oleiste swoiste dla klimatu umiarkowanego,
w tym gtéwnie orzechy wtoskie z ponad 70-procentowym udziatem wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych oraz rzepak, len, stonecznik, wiesiotek, sezam czy pestki dyni, w ktérych
réwniez kwasy nienasycone dominujg nad nasyconymi (Borchani, Besbes, Blecker i Attia,
2010; Breezeiin., 2015; Hu i Jacobsen, 2017; lvanova, Marinova i Batchvarov, 2016; Mojerlou
i in., 2017; Sahin i Elhussein, 2018). Stwierdzono bowiem, ze w warunkach normalnych
reaktywnos¢ kwaséw ttuszczowych wzrasta wraz ze wzrostem liczby nienasyconych wigzan w
tancuchu weglowym, stad najbardziej reaktywnymi sg kwas dokozaheksaenowy (DHA),
eikozapentaenowy (EPA), arachidonowy, a nastepnie kolejno kwas a-linolenowy (ALA),
linolowy (LA) i oleinowy. Co wiecej, szybciej utleniajg sie kwasy ttuszczowe w stanie wolnym,
co nabiera szczegblnego znaczenia w przypadku surowcow, w ktérych zachowana zostata
aktywnosc lipazy (Frankel, 1998; Singh i in., 2017).

Bezposrednio po zbiorach wilgotnosé surowcow oleistych jest stosunkowo wysoka
i moze dochodzi¢ nawet do 20%, a jak udowodniono w przypadku np. nasion rzepaku, soi
i olejarki abisynskiej (Guizotia abyssinica) obnizenie jej do poziomu 11-13% wydtuza czas
sktadowania materiatu nawet 2-krotnie (Singh i in., 2017; Tanska i Rotkiewicz, 2003).
Stwierdzono réowniez, ze zdecydowanie wyzszg stabilno$cig charakteryzuje sie materiat
roslinny, w tym jgdra orzechdéw wtoskich, nasiona rzepaku, Inu i stonecznika oraz pestki dyni,
ktdry zaraz po zbiorach zostat poddany zabiegom m.in. wstepnego suszenia lub prazenia
(Fu, Qu, Yang i Zhang, 2016; Labuckas, Maestri i Lamarque, 2011; Igbal, Bhatti, Shahid | Nisar.,
2016; Rekas i in., 2017; Raczyk, Siger, Radziejewska-Kubzdela, Ratusz i Rudzinska, 2017,
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Siegmund i Murkovic, 2004). W konsekwencji uznaje sie, ze zaréwno wilgotnosc,
jak i aktywnos$é wody sg czynnikami istotnie rzutujgcym na mechanizm i tempo autooksydacji
w surowcach oleistych, przy czym kierunki oddziatywania $cisle zalezg od przedziatu wartosci
tych wyrdznikoéw. Zaleca sie, aby wilgotnos$¢ materiatu, szczegdlnie tego przeznaczonego do
dtuzszego sktadowania, nie przekraczata 7%, przy czym najkorzystniejszy jest zakres 5-6%.
Wdwczas materiat wykazuje najwyzszg wytrzymatos¢ mechaniczng, a dodatkowo obnizeniu
ulega aktywnos¢ wody, co hamuje rozwdj mikroflory patogennej. Co wiecej, ograniczona
zostaje aktywnos¢ natywnych i mikrobiologicznych enzymoéw, w tym lipaz, ktére katalizuja
procesy uwolnienia kwaséw ttuszczowych i przyspieszajg ich oksydacje. Na uwadze nalezy
miec jednak fakt, ze utlenianie ttuszczéw zachodzi w srodowisku suchym o niskiej aktywnosci
wody, dlatego ograniczanie wilgotnosci ponizej 5% nie jest zalecane. Twierdzi sie, ze zabiegi
suszenia powinny prowadzi¢ do finalnego obnizenia wartosci aktywnosci wody do poziomu
0,2-0,5 (Patacha, 2008). Przy takich wartosciach woda tworzy monowarstwe, ktdra
rownocze$nie ogranicza dostep tlenu atmosferycznego do czgsteczek ttuszczu oraz hamuje
prooksydacyjne dziatanie metali katalizujgcych, ktére to wyzszg aktywnos¢ wykazujg w stanie
suchym. Co wiecej, woda wigzac sie przez wigzania wodorowe z produktami posrednimi
autooksydacji bezposrednio eliminuje ich udziat w reakcjach rodnikowych oraz przyspiesza
reakcje, ktorych produkty wykazujg dziatanie przeciwutleniajgce (Zielinska, Rutkowska
i Antoniewska, 2017). Z drugiej strony zbyt wysoka aktywnos$¢ wody (>0,7), przy ktdrej woda
zaczyna petnié funkcje rozpuszczalnika, skutkuje spadkiem lepkosci i spdjnosci surowca, a tym
samym zwieksza sie dyfuzja tlenu do warstw, w ktérych zlokalizowany jest ttuszcz
(HuiJacobsen, 2017).

Barwniki chlorofilowe proporcjonalnie do ich zawartosci w ukfadzie zwiekszajg podatnosc
surowcoéw oleistych na  procesy utleniania chemicznego. Wsréd  surowcéw
o szczegdlnie wysokiej zawartosci chlorofili w stosunku do innych sg nasiona rzepaku czy
pestki dyni (Alfawaz, 2004; Kaczmarek i in., 2016; Siger i in., 2017). Barwniki te wykazuja
zdolnos$¢ do absorbowania promieniowania w zakresie Swiatta czerwonego i niebieskiego
i tym samym ulegajg wzbudzeniu do wyzszego stanu energetycznego rownoczesnie
przekazujgc nadmiar energii na podwdjne wigzanie kwasu ttuszczowego. W konsekwencji
wigzanie to zwieksza swojg podatnos¢ na oksydacje podczas kontaktu z czasteczka tlenu.
Proces ten nosi nazwe utleniania fotosensybilizowanego i podobnie jak autooksydacja

prowadzi do powstania wolnych rodnikéw i wodoronadtlenkéw, ktére moga inicjowad
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taficuch reakcji rodnikowej (Catala, 2017; Zielinska i in., 2017).

Jakos¢ surowcéw oleistych w czasie przechowywania ksztattowana jest rodwniez przez
czynniki zewnetrzne, ktére bezposrednio rzutuja na powstawanie czynnikdw endogennych.
Zaleca sie, aby podczas skfadowania tych surowcéw wilgotnos¢ wzgledna powietrza nie
przekraczata 70%, co gwarantuje zachowanie rownowagi pomiedzy wilgotnoscia materiatu
i jego aktywnoscig wody (Singh i in., 2017). Wazne jest réwniez state monitorowanie
temperatury, wraz ze wzrostem ktorej rosnie tempo utleniania kwasoéw ttuszczowych, skraca
sie czas indukcji tych proceséw oraz zmianom ulega profil kwaséw ttuszczowych, w tym
obserwowany jest znaczgcy spadek udziatu nienasyconych kwaséw ttuszczowych na rzecz
kwaséw nasyconych, szczegdlnie srednio- i dtugotancuchowych (Drzewieniecka, 2017;
Rondanini, Borras i Savin, 2018; Siegmund i Mulkovic, 2004). Zaleca sie, aby temperatura
otoczenia nie przekraczata 15°C, a jesli jest to mozliwe byfa nizsza od 10°C. Gwarantuje to
wydtuzenie czasu przechowywania nawet 4-krotnie, co udowodniono m.in. dla nasion
rzepaku, kukurydzy i soi (Rondanini i in., 2018; Tanska i Rutkiewicz, 2003; Singh i in., 2017;
Singh i in., 2018). Istotne jest réwniez odpowiednie oczyszczanie i segregacja surowca
po zbiorach, prowadzaca do eliminacji materiatu cze$ciowo uszkodzonego lub pozbawionego
okrywy nasiennej. Zniszczenie komoérek skutkuje bowiem utatwionym dostepem enzymow
lipolitycznych oraz tlenu atmosferycznego do lipidéw i w konsekwencji procesy oksydacyjne
zachodzg szybciej, wzrasta ilos¢ barwnikéw chlorofilowych w ukfadzie oraz dochodzi do
wzmozone] degradacji tokoferoli (Singh i in., 2018).

Finalnym efektem utleniania chemicznego s uszkodzenia lub modyfikacje czgsteczek
lipidéw, tym bardziej zaawansowane, im wiekszy byt stopien nienasycenia frakcji ttuszczowej
surowca. Ponadto, w materiale kumulujg sie znaczne ilosci nadtlenkéw i wodoronadtlenkdw,
ktdre ulegajg dalszym przemianom, w tym wchodzg w interakcje z pozostatymi sktadnikami
uktadu. W konsekwencji skréceniu ulega czas sktadowania surowca oraz obniza sie ogdlna jego
jakosé.

W poczatkowych etapach sktadowania surowcdéw oleistych obserwowany jest przede
wszystkim systematyczny wzrost pierwotnych produktéw utleniania. Sg to wysoce niestabilne,
bezwonne wodoronadtlenki o zachowanej strukturze weglowej utlenianego kwasu
ttuszczowego. Ulegajg one szybkiej dekompozycji do rodnikéw alkoksylowych (RO)
i hydroksylowych (OH’), inicjujgcych lub wzmagajgcych przebieg autooksydacji (Kristott, 2010;

Zielinska i in., 2017). W miare uptywu czasu sktadowania tempo proceséw utleniania nasila
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sie, co skutkuje nadmiernym nagromadzeniem wodoronadtlenkéw, ktére stopniowo
przeksztatcane sg do tzw. wtornych produktéw utleniania. Sg to krétkofanicuchowe zwigzki
organiczne nalezgce do grupy aldehydéw, ketondw, estrow, kwasdw, laktonéw, furandw,
alkoholi i weglowodoroéw, z ktérych wiekszos¢ to zwigzki lotne odpowiedziale za pogorszenie
sie cech smakowo-zapachowych materiatu roslinnego, w tym gtéwnie powstawanie tzw.
zapachéw jetkich (Kristott, 2010). Z punktu widzenia jakosci surowcéw oleistych
najistotniejsze znaczenie majg przede wszystkim, cechujgce sie niskim progiem
wyczuwalnosci, aldehydy i ketony powstate w wyniku utleniania kwasu oleinowego,
linolowego i a-linolenowego, w tym nonanal, heksanal i trans,cis-2,4-heptadienal.
Udowodniono bowiem, ze rodzaj powstatych produktéw wtérnych oraz ich wzajemne
proporcje zalezg bezposrednio od wyjsciowego sktadu kwasow ttuszczowych oraz
mechanizmdéw, wedtug ktérych przebiegato utlenianie (Belitz, Grosch i Schieberle, 2009;
Hu i Jacobsen, 2017). Wsrdod zwigzkéw tych powszechnym markerem zaawansowania
procesow oksydacyjnych lipidéw jest heksanal (Catald, 2017). Podkresla sie jednak, ze
w przypadkdw surowcow oleistych, wnioskowanie o postepie utleniania jedynie na podstawie
zawartosci tego zwigzku nie jest wystarczajgce i powinno by¢ uzupetnione o dodatkowe
analizy. Wystepuje w nich bowiem aktywna dehydrogenaza alkoholowa, ktéra w wyniku
mechanizmoéw obronnych materiatu rodlinnego w bardzo szybkim tempie przeksztatca
heksanal do kwasu heksanowego. Wéwczas jego stezenie w uktadzie jest niskie co w duzym
stopniu ogranicza wnioskowanie o rzeczywistym stanie utlenienia materiatu (Lehto, Laakso
i Lehtinen, 2003).

Nastepstwem utleniania chemicznego surowcéw oleistych, obok pogorszenia cech
organoleptycznych, jest stopniowa degradacja i w konsekwencji zmniejszenie w skfadzie
udziatu wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych oraz zwigzkéw bioaktywnych. W miare
uptywu czasu skfadowania surowcéw, wtdrne produkty utleniania ulegajg stopniowej
polimeryzacji, co skutkuje wzrostem lepkosci ttuszczu. Co wiecej, udowodniono, ze spadek
wartosci odzywczej surowcéw oleistych w wyniku proceséw utleniania jest bardziej
zauwazalny w przypadku surowcdéw zasobnych w biatko, w tym orzechéw wtoskich, nasion soi
i chia (Ahad, Masoodi, Nissar, Rather, Hussain i Magbool, 2017; Alfawaz, 2004; Segura-Campos
iin., 2013; Bhise i in., 2014). Produkty rozpadu kwaséw ttuszczowych mogg bowiem reagowac
z natywnymi biatkami surowcéw, m.in. sieciujac je, przeksztatcajgc ich grupy sulfhydrylowe

i aminowe oraz prowadzac do utlenienia aminokwaséw. W konsekwencji zmniejsza sie ogdlna
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strawnosc biatek oraz biodostepnos¢ aminokwasdéw, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku
aminokwaséw egzogennych (Weylandt i in., 2015). Rozpatrujgc konsekwencje utleniania
chemicznego, nalezy réwniez mie¢ na uwadze, ze sktad chemiczny surowcéw wyjsciowych
warunkuje jakos¢é produktow ich przerobu. Nabiera to szczegdlnego znaczenia wobec wiedzy,
ze wolne rodniki dostarczane wraz z zywnoscig mogg by¢ absorbowane z przewodu
pokarmowego i przy wysokich stezeniach zaburza¢ wiele funkcji fizjologicznych organizmu.
Przede wszystkim nasileniu ulega stan stresu oksydacyjnego, ktdry obecnie uznawany jest za
jedng z gtéwnych przyczyn powstawania choréb cywilizacyjnych, w tym schorzen uktadu

sercowo-naczyniowego i pokarmowego (Weylandtiin., 2015).

3.2 Procesy utleniania enzymatycznego - mechanizm i konsekwencje aktywnosci

lipooksygenazy

Ze wzgledu na zachowang strukture tkankowg w surowcach oleistych, obok proceséw
utleniania chemicznego réwnolegle zachodzg zmiany spowodowane aktywnoscig natywnych
i mikrobiologicznych enzyméw (Porta i Rocha-Sosa, 2002). W orzechach wtoskich, nasionach
soi, pestkach dyni, nasionach sezamu i stonecznika, owocach awokado czy drzewa oliwnego
stwierdzono obecnos¢ przynajmniej dwdch kluczowych dla trwatosci enzymow. Sg to: lipaza,
nalezgca do klasy hydrolaz oraz lipooksygenaza, zaliczana do oksydoreduktaz (Baysal
i Demirdoven, 2007; Fu i in. 2016; Kubicka i Jedrychowski, 2001; Salas, Williams, Hatwood
i Sanchez, 1999). Przy czym, bezposrednio za procesy utleniania frakcji lipidowe;j
odpowiedzialna jest lipooksygenaza, ktorej substratéw do dziatalnosci dostarcza lipaza,
katalizujaca rozpad czasteczek triacylogliceroli z uwolnieniem wolnych kwaséw ttuszczowych
(Berg, Tymoczko i Stryer, 2009).

Lipooksygenaza (LOX, EC. 1.13.11.12) to enzym nalezacy do klasy oksydoreduktaz
i podklasy dioksygenz, ktory katalizuje przede wszystkim procesy wbudowania dwéch atomoéw
tlenu do czasteczki substratu (Brash, 1999; Robinson, Wu, Domoney i Casey, 1995).
Z materiatu roslinnego po raz pierwszy zostata wyizolowana w latach 30. XX wieku, przy czym
dopiero w 1973 roku potwierdzono jej aktywnos¢ katalityczng (Cai, Fang, Xia i Su, 2004).
Lipooksygenaza wystepuje w komodrkach drozdzy piekarniczych, alg, grzybéw, cyjanobakterii,
mchéw, w ponad 60 gatunkach roslin oraz w niektérych tkankach zwierzecych (Tabela 6)

(Baraniak i Szymanowska, 2006; Seta, Skérzynska-Polit, Szczuka i Gietwanowska, 2009).
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Tabela 6. Wystepowanie lipooksygenazy w surowcach przemystu spozywczego

Lp. Surowiec Badania

1. Rosliny straczkowe Dahuja i Madan, 2004; Gokmen, Savas Bahgeci i Acar, 2002;
(soja, zielony groszek, tubin) Gokmen, Savas Bahgeci, Serpen i Acar, 2005; Stephany,

Bader-Mittermaier,  Schweiggert-Weisz i Carle, 2014,
Szymanowska, Jakubczyk, Baraniak i Kur, 2009

2. Warzywa Anese i Sovrano, 2006; Aziz, Wu i Robinson, 1999; Del Angel-
(ziemniaki, pomidor, brokut, Coronel, Ledén-Garcia, Vela-Gutiérrez, Rojas-Reyes, Gémez-Lim
dynia, marchew, kolczoch i Garcia, 2018; Baraniak i Krzepitko 2004; Jarjes, Mahmood,
jadalny) Danial, lbrahim, lbrahim i Omar, 2017; Kubicka i Jedrychowski,

2001
3. Zboza (pszenica, ryz) Hsieh i McDonald, 1984; Malekian, Rao, Prinyawiwatkul, Marshall,
Windhauser i Ahmedna, 2000;

4, Rosliny oleiste Lorenzi, Maury, Casanova i Berti, 2006; Williams, Morales,
(oliwki, stonecznik, awokado, Aparicio i Harwood, 2002; Kubicka i Jedrychowski, 1998;
sezam) Manovski, Semedzieva, i Yotova 2015; Marvian-Hosseini

i Asoodeh, 2017

5. Orzechy Buranasompob, Tang, Powers, Reyes, Clark i Swanson, 2007;
(orzechy wtoskie, migdaty, Miller, Amé, Carrari, Gieco i Asis, 2014; Salcedo, Lopez de
orzechy ziemne) Mishima i Nazareno, 2010; Zacheo, Cappello, Gallo, Santino

i Capello, 2000
6. Tkanki zwierzece Banerjee, 2006; Schewe, 2002; Sea-Leaw, Benjakul, Gokoglu

(krolik, makrela, tilapia)

i Nalinanon, 2013

Zrédto: opracowanie wtasne

Lipooksygenaza zbudowana jest z jednego pofatdowanego tancucha polipeptydowego
0 masie czasteczkowej 75-100-10° Da, w ktdrym wyrdznia sie krétkg domene N-koricowg
o ksztatcie B-cylindrycznym i dtuzszg helikalng, ktéra otacza dwuwarto$ciowy jon zelaza (Fe?*)
(Baysal, i Demirdéven, 2007). W warunkach fizjologicznych enzym ten katalizuje przede
wszystkim reakcje utleniania wystepujgcych w stanie wolnym nienasyconych kwasow
ttuszczowych, zawierajgcych uktad wigzan cis,cis-1,4 pentadienowych. Wyjatek stanowia
lipooksygenazy nasion soi i owocédw ogdrka, ktére dodatkowo wykazujg aktywnosé wzgledem
kwaséw ttuszczowych zwigzanych estrowo. Stwierdzono réwniez, ze w niektérych
przypadkach substratami reakcji katalizowanych przez lipooksygenaze mogg by¢ zwigzki
nieposiadajgce ugrupowan pentadienowych, w tym estry metylenu i zwigzki z acetylowana
grupa metylenowg, np. pochodne furanu (Batna i Spiteller, 1994; Kiihn, Wiesner, Rathmann
i Schewe, 1991; Porta i Rocha-Sosa, 2002). Produktami katalizowanych reakcji sg przede
wszystkim 9- i 13- wodoronadtlenki, przy czym ich wzajemne proporcje zalezg od rodzaju

utlenianego substratu oraz gendw enzymu. Stwierdzono réwniez, ze lipooksygenazy

pochodzenia roslinnego mogg wykazywac aktywnosc¢ dioksygenazy, hydroksyperoksydazy
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oraz syntazy leukotriendw, prowadzac kolejno do drugorzedowej konwers;ji
wodoronadtlenkéw  lipidow, dioksygenacji substratow lipidowych lub  syntezy
epoksyleukotrienéw (Kihniin., 1991; Porta i Rocha-Sosa, 2002; Seta i in. 2009).

Zwyczajowo wyroznia sie dwa typy gendéw lipooksygenaz roslinnych (I i Il), ktére
sklasyfikowano na podstawie podobienstw w strukturze kodowania biatek (Shibata i Axelrod,
1995), przy czym oba typy mogg wystepowac jednoczesnie w jednym materiale roslinnym.
Niemniej w surowcach oleistych najczesciej wystepujacym jest typ Il. Charakterystyke

poréwnawczg obu typéw przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka typow lipooksygenazy

LOX | Loxii

Optymalne warunki pH zasadowe (ok. 9,0) pH obojetne i stabo zasadowe
aktywnosci (6,0-7,8);

Dodatkowe wtasciwosci  utlenianie barwnikéw karotenoidowych  transport biatka do chloroplastow

Produkty reakcji 13-wodoronadltenki 13- i 9-wodoronadtlenki

Wystepowanie soja, oliwki, stonecznik, rzepak orzechy witoskie i ziemne, migdaty,
dynia, marchew, pomidor

Badania Baysal i Demirdéven, 2007; Lorenzi i in. Manovski i in., 2015; Porta i Rocha-
2006; Williams i in., 2002 Sosa, 2002

Zrédto: opracowanie wtasne

Stwierdzono, ze w miare uptywu czasu sktadowania surowcow oleistych i pogtebiania
procesow utleniania chemicznego nasila sie réwniez aktywnos¢ lipooksygenazy,
co bezposrednio wynika za specyfiki jej budowy oraz drogi aktywacji. Lipooksygenaza jest
metaloproteing, wymagajgcq do aktywacji utlenienia dwuwartosciowego jonu zelaza
zlokalizowanego w centrum aktywnym do jego trojwartosciowej formy. Proces ten zachodzi
pod wptywem interakcji czasteczki enzymu z 13- wodoronadtlenkami lub pod wptywem
oddziatywania zewnetrznych czynnikéw stresogennych, w tym m.in. gwattownej zmiany
temperatury, dziatania promieniowania UV czy na skutek uszkodzenia mechanicznego (Baysal
i Demirdéven, 2007; Grechkin, 1998; Porta i Rocha-Sosa, 2002). Szlak przemian
katalizowanych przez aktywna lipooksygenaze przebiega w trzech zasadniczych etapach

(Baraniak i Szymanowska, 2006; Wu, Robinson, Hughes, Casey, Hardy i West 1999):

1) utworzenie rodnika kwasu ttuszczowego oraz redukcja jonu zelaza na skutek
stereospecyficznego odtgczenia atomu wodoru od grupy metylenowej pofozonej

pomiedzy wigzaniami podwdjnymi,
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2) przemiany rodnika w skoniugowane dieny,
3) utworzenie kolejno rodnika nadtlenkowego poprzez stereospecyficzne przytgczenie

czgsteczki tlenu, a nastepnie utworzenie wodoronadtlenkow.

Cecha charakterystyczng opisanego szlaku jest dwuetapowy, nieodwracalny i kanatowy
transport atomu wodoru z substratu do enzymu oraz przeniesienie elektronu zatomu wodoru
na jon zelaza, co skutkuje redukcjg tego jonu do stanu dwuwartosciowego i tym samym
zamknieciem cyklu katalitycznego lipooksygenazy (Cai i in., 2004; Porta i Rocha-Sosa, 2002).
Enzym wykazuje aktywnos¢ zaréwno w warunkach beztlenowych, jak i tlenowych (Seta i in.,
2009). W warunkach anaerobowych powstaty rodnik kwasu ttuszczowego oddysocjowuje od
enzymu i uczestniczy w reakcjach wolnorodnikowych (Fukushige, Wang, Simpson, Gardner
i Hildebrand, 2005). W warunkach tlenowych natomiast do powstatego kompleksu enzym-
rodnik przyfacza sie atom tlenu tworzac rodnik nadtlenkowy kwasu ttuszczowego, ktéry
nastepnie zostaje przeksztatcony do anionu nadtlenkowego. W kolejnym z etapow do
powstatego anionu przytgcza sie atomu wodoru dajgc wodoronadtlenek kwasu ttuszczowego,
ktory finalnie oddysocjowuje od czgsteczki enzymu. Powstate wodoronadtlenki w cyklu
szlakéw katalizowanych przez inne enzymy ukfadu ulegajg dalszej dekompozycji, finalnie dajgc
produkty o istotnym wptywie na jakos¢ surowcow (Casey i Hughes, 2004; Fukushige iin., 2005;
Grechkin, 1998; Seta i in., 2009). Nalezy zaznaczy¢, ze utlenianie enzymatyczne,
w przeciwienstwie do chemicznego, prowadzi do powstania najczesciej jednego, swoistego
izomeru zwigzku o wysokim stopniu czystosci optycznej (Kristott, 2010; Liavonchanka
i Feussner, 2006).

Produkty powstate w wyniku aktywnosci lipooksygenazy mogg bezposrednio rzutowac na
jako$¢ surowca, wigczaé sie w cykl reakcji rodnikowej lub stanowi¢ substraty reakc;ji
katalizowanych m.in. przez liaze, peroksydaze, syntazy oraz dehydrogenaze
wodoronadtlenkow.

W wyniku aktywnosci liazy, wodoronadtlenki przeksztatcane sg w lotne aldehydy, ketony,
krétkotaricuchowe alkohole i estry cechujgce sie swoistym dla surowca zapachem.
W roslinach oleistych jest to charakterystyczny trawiasty, zielony i jetki aromat, za ktéry
odpowiada przede wszystkim n-heksanal. Natomiast w bananach, pomidorach, melonach oraz
szeregu innych warzyw i owocdéw zwigzki te odpowiadajg za przyjemny, swiezy zapach swoisty

dla danego surowca (Contreras, Tjellstrom, Beaudry, 2016; Fukushige i in. 2005; Porta
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i Rocha-Sosa, 2002; Siegmund i Murkovic, 2004). W Tabeli 8 przedstawiono gtéwne zwigzki
powstajagce w wyniku konwersji wodoronadtlenkéw powstajgcych wskutek dziatania
lipooksygenazy.

Wodoronadtlenki w wyniku sekwenc;ji reakcji zapoczagtkowywanych przez syntaze tlenku
allenowego moga by¢ przeksztatcane do kwasu jasmonowego, ktéory odpowiada m.in.
za starzenie sie komoérek, degradacje chlorofilu, czy hamowanie odktadania biatek zapasowych
(Seta i in., 2009). Uwaza sie, ze w surowcach oleistych zwigzek ten moze byé odpowiedzialny
za aktywacje gendéw niezbednych do syntezy enzymoéw proteolitycznych. Udowodniono
bowiem, ze usuniecie lipooksygenazy z nasion soi i tym samym ograniczenie produkcji kwasu
jasmonowego, przyczynito sie do znaczgcego obnizenia poziomu trypsyny i chymotrypsyny
w stosunku do préby kontrolnej (Lima de Carvalho, Goreti de Almeida Olivera, Goncalves de

Barros i Alves Moreira, 1999).

Tabela 8. Produkty przemian wodoronadtlenkéw

Substrat Typ LOX Produkt

— heksanal

! — trans-2-trans-4-dekadienal

— heksanal,
Kwas linolowy — trans-2-heptanal,
Il — trans-2-oktanal,
— trans-2-trans-4-nonadienal
— trans-2-cis-4-dekadienal

— trans-2-heksanal,
— propanal
— pentanal

Kwas o-linolenowy
— trans-2,cis-4-heptadienal,

Il — 2,4,6-nonatrienal
— 3,5-octadien-2-non
Zrédto: Casey, West, Hardy, Robinson, Wu i Hughes, 1999; Dahuja | Madan, 2004; Frankel, 1998; Robinson I in.,
1995; Seta i in., 2009

Transformacja wodoronadtlenkéw moze prowadzi¢ do syntezy oksylipin — zwigzkéw
o potencjalnym dziataniu ograniczajagcym aktywnos¢ lipooksygenazy (Hamberg, 1993) oraz
monomerow kutyn, ktére obok wodoronadtlenkéw sg niezbedne surowcom do utrzymania
prawidtowej odpornosci na infekcje bakteryjne, wirusowe i grzybicze. Kutyny wykazuja
zdolnos¢ do wbudowywania atomu tlenu do czgsteczek fosfolipidow budujgcych btony
mitochondrialne komoérek, co bezposrednio zmienia ich przepuszczalnos$é i finalnie prowadzi
do programowanej smierci patogenu (Baysal i Demirdoven, 2007; Casey i Hughes, 2004;

Fukushige i in., 2005). Wykazano, ze produkty aktywnosci lipooksygenazy mogg ograniczac
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m.in. rozwdj zakazenia wywotanego Aspergillus parasiticus w orzechach ziemnych
(Mdlleriin., 2014).

Lipooksygenaza  moze  wykazywa¢  dziatanie  kooksydanta,  uczestniczacego
w reakcjach utleniania zawartych w surowcach oleistych karotenoidéw, barwnikdéw
chlorofilowych, jak rowniez witamin C i E. Procesy te przebiegajg zgodnie ze schematem
reakcji wolnorodnikowych, a ich efektem jest rozjasnienie barwy surowca z rdwnoczesnym
utworzeniem stabilnego rodnika i zwigzkéw karbonylowych o charakterystycznym
nieprzyjemnym jetkim zapachu (Robinson i in., 1995; Porta i Rocha-Sosa, 2002; Serpen
i Gokmen, 2006). Dzieki powyzszym wtasciwosciom, uznaje sie, ze monitorowanie zmian
w aktywnosci lipooksygenazy moze by¢ odpowiednim wskaznikiem obnizenia jakosci
surowcow bogatych w karotenoidy i chlorofile, jak rowniez stuzyé jako marker zahamowania
aktywnosci innych enzymoéw. Daje to nastepnie podstawe do wyznaczania optymalnej
temperatury i czasu blanszowania surowcéw roslinnych przed ich zamrozeniem

(Anese i Sovrano, 2006; Gokmen i in., 2005; Wu i in. 1999).

3.3 Ochrona frakcji ttuszczowej surowcow oleistych przed procesami oksydacyjnymi

Dobér metody stuzgcej ochronie frakcji ttuszczowej surowcédw oleistych przed postepujgcymi
procesami utleniania warunkowany jest profilem kwaséw ttuszczowych, jak réwniez iloscig
i rozmieszczeniem ttuszczu w masie, przewidywanym czasem ich przechowywania,
podstawowym przeznaczeniem, a przede wszystkim obowigzujacymi wymogami prawa.
Zgodnie z najnowszymi danymi literaturowymi surowce oleiste, w tym orzechy wtoskie,
pestki dyni oraz nasiona rzepaku, stonecznika i sezamu charakteryzujg sie nizszg podatnoscia
na procesy utleniania i tym samym dtuzszym potencjalnym czasem przechowywania woéwczas,
gdy bezposrednio po zbiorach zostang poddane odpowiednim zabiegom termicznym. Procesy
te oprdécz podniesienia stabilnosci oksydacyjnej materiatu skutkujg dodatkowo wzrostem
trwatosci i uwypukleniem cech smakowo-zapachowych wyttoczonych olejow oraz
generowanych w procesie ttoczenia wyttokéw. Rdwnoczesnie podkresla sie, ze oddziatywanie
podwyzszong temperaturg w Scisle okreslonych warunkach nie wywotuje niekorzystnych
zmian w profilu kwasow ttuszczowych oraz nie zwieksza stopnia utlenienia $wiezego
materiatu. Wiekszos¢ danych potwierdza réwniez wzrost zawartosci zwigzkéw fenolowych

w surowcu oraz w powstatych wyttokach. Brak jest jednak jednoznacznych danych
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dotyczacych tokoferoli i tokotrienoli. Kierunek zmian w przypadku tych zwigzkow byt
zazwyczaj bezposrednio zwigzany z rodzajem homologu oraz z zastosowanymi warunkami
procesu (Hama, 2017; Igbal i in., 2016; Kosary, Bujdoso, Szentivanyi, Rehus, Emmert i Frakas
2009; Rekas i in., 2017; Siegmund i Murkovic, 2004; Siger i in., 2017; Xu, Jiang, Meng,
Li i Liu, 2014). Pozytywne efekty obrdbki termicznej surowcéw oleistych stanowig
najprawdopodobniej  wypadkowg  wzrostu zawartosci zwigzkéw  fenolowych
i przeciwutleniajgcych produktdw reakcji Maillarda oraz zahamowania aktywnosci
lipooksygenazy, co w konsekwencji eliminuje wptyw proceséw utleniania enzymatycznego na

ogolne zmiany oksydacyjne (Anese i Sorvano, 2006; Fu i in., 2016; Raczyk i in., 2017).

3.3.1 Potencjat antyoksydacyjny natywnych przeciwutleniaczy surowcéw oleistych

Rosliny oleiste uznawane sg za jedno z najbogatszych Zrddet zwigzkéw o charakterze
przeciwutleniajgcym, ktdre juz przy bardzo niskich stezeniach wykazujg zdolnosé¢ do
ograniczania lub opdzniania proceséw oksydacyjnych zachodzacych w surowcach oraz
produktach otrzymanych w wyniku ich przerobu (Kouba, Mhemdi i Vorobiev, 2015;
Oroian i Escriche, 2015). W skfadzie surowcow oleistych zidentyfikowano przeciwutleniacze
o charakterze lipofilowym i hydrofilowym, przy czym zaznacza sie, ze za potencjat
antyoksydacyjny w ok. 95% odpowiadajg zwigzki polarne, a tylko w 5% substancje
towarzyszgce frakcji ttuszczowej (Arranz, Pérez-Jiménez i Saura-Calixto, 2008).

Dominujacg grupg natywnych przeciwutleniaczy surowcow oleistych sg zwigzki fenolowe.
Nasiona rzepaku, stonecznika i soi, pestki dyni oraz orzechy i owoce drzewa oliwnego
syntetyzujg przede wszystkim wolne lub estrowo zwigzane kwasy hydroksyfenolowe, w tym
kwas p-kumarowy, p-hydroksybenzoesowy, ferulowy, kawowy i wanilinowy oraz wybrane
flawonoidy, jak katechine, epikatechine czy kwercetyne. W nasionach rzepaku dominujgcym
zwigzkiem jest cholinowy ester kwasu synapinowego oraz kwas synapinowy (Sigeriin., 2017).
W orzechach zidentyfikowano przede wszystkim kwas galusowy, kawowy i wanilinowy,
a w przypadku orzechéw wtoskich dodatkowo kwas elagowy i elagotaniny (Azadmard-
Damirichi, Emami, Hesari, Peighambardoust i Nemati, 2011; Blomhoff, Carlsen, Andersen
i Jacobs, 2006). Nasiona soi sg bogatym zrédtem izoflawonoéw, siemie Iniane - ligndéw, a nasiona
stonecznika i oliwki — katechin i epikatechin (Bahaciu, Segal i Nocilae, 2015; Bhise i in, 2014).
Jak widac¢ profil zwigzkéw fenolowych jest cechg charakterystyczng dla kazdego rodzaju

surowca, chociaz czesto roznicuje sie rowniez w jego obrebie. Wptyw na taki stan rzeczy ma
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fakt, ze oprdcz gatunku rosliny, stopien syntezy zwigzkéw fenolowych zalezy od stadium jej
rozwoju, warunkow agrotechnicznych i klimatycznych oraz czasu przechowywania surowca po
zbiorach. Liczba wszystkich wymienionych zwigzkéw znaczgco wzrasta woéwczas, gdy surowiec
narazony zostanie na dziatanie tzw. czynnikdw stresogennych, w tym m.in. promieniowania
UV, wahan temperatury, obecnosci mikroorganizméw patogennych i owaddéw oraz przy
nadmiernym stezeniu CO; (Boussetta, Soichi, Lanoiselle i Vorobiev, 2014; Breeze i in., 2015;
Ganesan i Xu, 2017; Lago i in., 2014; Vinson i Cai, 2012; Terpinciin., 2012).

Funkcje zwigzkéw fenolowych determinowane s przede wszystkim ich budowa
chemiczng. Cechg wspdlng szkieletu kwaséw fenolowych jest wystepowanie przynajmniej
jednego pierscienia benzenowego o wtasciwosciach hydrofobowych, potagczonego z minimum
jedna hydrofilowa grupa hydroksylowa. Taka budowa implikuje tatwe taczenie sie kwasu przez
grupe funkcyjng z innymi sktadnikami uktadu, w tym z alkoholami, sacharydami i innymi
kwasami, przy czym najczesciej spotykang zwigzang forma s3g glikozydy, czyli pofaczenia
z cukrami (Huang, Ou i Prior, 2005; Oroian i Escriche, 2015; Reische, Lillard i Eitenmiller, 2002).
W przypadku flawonoidow cechg wspdlng zwigzkdéw jest szkielet zbudowany z trzech
pierscieni C15 (C6-C3-C6), a elementem rdznicujgcym — typ, ilo$é oraz miejsce przytgczenia
grup funkcyjnych (Lago i in., 2014; Vinson i Cai, 2012). Co wiecej, grupa hydroksylowa
zwigzkow fenolowych moze ulegac procesom autooksydacji oraz utleniania enzymatycznego
(w difenolach), czego widocznym efektem jest stopniowe brunatnienie surowcow
(Catald, 2017).

Zwigzki fenolowe zidentyfikowane w surowcach oleistych mogg wykazywac aktywnosc¢ tzw.
przeciwutleniaczy wifasciwych, ktére stanowigc donor atomu wodoru dla rodnikéw,
przerywajg taicuch reakcji autooksydacji, wykazujac przy tym zazwyczaj wieksze niz czgsteczki
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, powinowactwo wobec rodnikéw peroksylowych (ROO’)
i alkoksylowych (RO’). Co wiecej, ich efektywnos$é¢ jest wyzsza w poczatkowych etapach
utleniania oraz zgodnie ze zjawiskiem , paradoksu polarnosci” w uktadach o niskim stopniu
polarnosci (Oroian i Escriche, 2015; Yanishlieva-Maslarova, 2001; Zhong i Shahidi, 2012).
Dodatkowo, aktywnos¢ ta moze opieraé sie na zdolnosciach do redukcji lub chelatowania
jondw metali przejsciowych oraz regeneracji antyoksydantéw pierwotnych z ich form
rodnikowych (Abramovic¢, 2015; Reischei in., 2002; Zhang i in., 2015). Kluczowy jest jednak ich
sumaryczne stezenie w materiale, przy czym z punktu widzenia ograniczania procesow

oksydacji bardziej poziadane s stezenia nizsze, poniewaz nadmierna kumulacja
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przeciwutleniaczy przyczynia sie do regeneracji rodnika peroksylowego i tym samym
przyspieszenia reakcji autooksydacji (Frankel, 1998; Reische i in., 2002). Nasilenie tempa
reakcji rodnikowej moze réwniez nastgpi¢ na skutek poddania surowcéw oleistych,
szczegllnie tych bogatych w kwasy hydroksycynamonowe, zbyt dtugiej i niekontrolowane;j
ekspozycji na procesy ogrzewania termicznego. Na przykfadzie kwasu kawowego
udowodniono, ze godzinne ogrzewanie jego roztworu w temperaturze 90°C prowadzi do
rozktadu czasteczki do zwigzkéw o cechach proutleniajgcych (Andueza, Manzocco, de Peiia,
Cid, i Nicoli, 2009). Twierdzi sie, ze wsrdéd surowcow oleistych najsilniejsze wtasciwosci
przeciwutleniajgce wykazujg nasiona rzepaku, w ktorych dominuje kwas synapinowy
zawierajgcy dwie dodatkowe grupy funkcyjne oraz nasiona stonecznika i orzechy, z wysokim
udziatem kwasu kawowego posiadajgcego dwie grupy hydroksylowe. W obu przypadkach za
aktywnosc tg odpowiada bezposrednio budowa chemiczna przeciwutleniacza. Udowodniono,
ze wiekszg skuteczno$é wykazujg zwigzki, w ktérych obok grupy hydroksylowej w pierscieniu
wystepuje dodatkowa grupa metoksylowa lub kilka grup hydroksylowych, a efektywnos¢ ta
moze by¢ dodatkowo wzmacniania wéwczas, gdy grupa funkcyjna stanowigca donor atomoéw
wodoru zlokalizowana jest w pozycji orto lub para (Andueza i in., 2009; Catala, 2017; Frankel,
1998; Huang i in., 2005; Reische i in., 2002). Skutecznos¢ flawonoidéw warunkowana jest
natomiast miejscem oraz stopniem hydroksylacji przytgczonego do dwdch skondensowanych
pierscieni (A i C) pierscienia B (Lago i in., 2014; Liu i in., 2017).

Surowce oleiste na tle innych roslin zawierajg znaczace ilosci tokoferoli. Uznaje sie, ze
jednym z najbogatszych zrddet tych zwigzkéw sg orzechy, a wsérdd nich przede wszystkim
orzechy wioskie, laskowe i migdaty, w ktdrych stwierdzono obecnos¢ wszystkich homologow
tokoferoli (Azadmard-Damirichi i in., 2011; Bakkalbasi i in., 2012; Kornsteiner, Wagner
i ElImadfa, 2006). W pozostatych surowcach oleistych wystepuja gtéwnie homologi y- i a-,
przy czym dobrym zrédtem pierwszego z nich sg nasiona sezamu (521 - 983 mg/kg oleju),
soi (89 - 2307 mg/kg oleju) oraz rzepaku (189 - 753 mg/kg oleju). Drugi natomiast w duzych
ilosciach wystepuje w nasionach stonecznika (403 - 935 mg/kg oleju) i rzepaku (100 - 386
mg/kg oleju) (Oreaopoulou i Tzia, 2007; Sahin i Elhussein, 2018; Siger i in., 2017). Tokoferole
podobnie jak zwigzki fenolowe wykazujg aktywnos¢ zaréwno przeciwutleniaczy wtasciwych,
jak i synergentow, przy czym efektywniej dziatajg one w fazie propagacji reakcji rodnikowej
oraz w uktadach charakteryzujgcych sie wysokg polarnoscig. Co wiecej, jako jedne z niewielu

zwigzkdw wygaszajg tlen singletowy (102) do jego mniej aktywnego stanu tripletowego, dzieki
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czemu czesciowo tagodzg procesy utleniania fotosensybilizowanego (Oroian i Escriche, 2015;
Yanishlieva-Maslarova, 2001).

W $lad za surowcami oleistymi, rownie wysoky zawartoscig zwigzkéw fenolowych
charakteryzujg sie produkty powstajgce podczas ich przerobu. Sg to przede wszystkim wyttoki,
ktére biorgc pod uwage aspekty ekologiczne, ekonomiczne oraz ciggte dazenie sektora
spozywczego do wydtuzania okresu trwatosci produktow, mogtyby staé sie jednym
z wazniejszych zrédet naturalnych przeciwutleniaczy wykorzystywanych w stabilizacji lipidow
zywnosci (Arranz i in., 2008; Matthaus, 2002). W badaniach Sielickiej i Mateckiej (2016)
ekstrakty zwigzkéw fenolowych otrzymane z wyttokédw Inianych wykazaty wyisza,
w poréwnaniu do BHT, skutecznos¢ w hamowaniu zmian oksydacyjnych zachodzgcych
w trakcie 3-tygodniowego przechowywania ttoczonego na zimno oleju Inianego
w temperaturze 40°C. Zwigzki fenolowe wyttokdw Inianych réwniez skutecznie ograniczaty
zmiany w profilu kwasow ttuszczowych oraz utlenianie lipidéw i cholesterolu w wieprzowych
klopsach przechowywanych pét roku w warunkach mrozniczych (Waszkowiak i Rudziriska,
2014). Kmiecik, Korczak, Rudzinska, Gramza-Michatowska, He$ i Kobus-Cisowska (2015)
udowodnili natomiast, ze ekstrakty otrzymane z wyttokéw rzepakowych moga przeciwdziataé
utlenianiu fitosteroli, wykazujgc przy tym wyzszg skuteczno$é niz komercyjne ekstrakty
z rozmarynu i zielonej herbaty, mieszaninach tokoferoli, czy BHT.

Ztozony mechanizm dziatania przeciwutleniaczy, zalezny od rodzaju uktadu, do ktérego
zostaty wigczone oraz sposobu ich ekstrakcji z materiatu wcigz przektada sie jednak na brak
wiedzy i w konsekwencji na potrzebe kontynuacji badan w tym obszarze. Prace naukowe
w szegdlnosci skupiajg sie na ocenie potencjalnych skutkéw implementacji natywnych
przeciwutleniaczy do zywnosci i uwzgledniajg aspekt technologiczny, zdrowotny i zywieniowy.
W wiekszosci przypadkow ten niedostateczny stan wiedzy przektada sie réwniez na brak
stosownych uregulowan prawnych zezwalajgcych na stosowanie ww. ekstraktow. Obecnie
wyjatek stanowi ekstrakt z rozmarynu, na mocy Dyrektywy Komisji 2010/67/UE umieszczony
na liscie dozwolonych substancji dodatkowych do zywnosci (Dyrektywa Komisji 2010/67/UE,
2010).
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3.3.2 Metody hamowania aktywnosci lipooksygenazy

Ze wzgledu na inicjowanie proceséw utleniania kwaséw ttuszczowych oraz znaczacy udziat
w syntezie nieprzyjemnych zapachdw, obecnos¢ lipooksygenazy w surowcach oleistych jest
cecha niepozadang i dazy sie do mozliwie jak najwiekszego ograniczenia jej aktywnosci
(Porta i Rocha-Sosa, 2002). Wsrdd metod, ktérym poswieca sie obecnie najwiecej uwagi sg
procesy termiczne oraz wykorzystanie zwigzkéw o charakterze przeciwutleniajgcym, w tym

przede wszystkim zwigzkéw fenolowych.

Metody fizyczne

Lipooksygenaza bez wzgledu na pochodzenie biologiczne oraz typ, moze by¢ inaktywowana
termicznie, zwykle poprzez krétkotrwate oddziatywanie temperatury wyzszej niz 60°C (Anese
i Sovrano, 2006; Anthon i Barret, 2003; Busto, Owusu Apenten, Robinson, Wu, Casey i Hughes,
1999; Smith, Linforth i Tucker, 1997). Czasami sugeruje sie jednak, ze nawet po inaktywacji
enzym ten moze wcigz w niewielkim stopniu katalizowa¢ procesy utleniania, uwalniajgc
podczas dysocjacji jon zelaza, ktéry nastepnie oddziatuje na czasteczke dowolnego kwasu
ttuszczowego (Frankel, 1998). Ponadto, w przypadku surowcow sypkich poddanych procesowi
suszenia termicznego takich jak np. sproszkowana papryka lub suszone ziota nie wyklucza sie
mozliwosci regeneracji enzymu w momencie przechowywania materialu w otoczeniu
o nadmiernej wilgotnosci (Schweigger, Schieber i Carle, 2005). Za najbardziej termooporne
uznawane s3 lipooksygenazy pochodzace z nasion soi, ktére do catkowitej inaktywacji
wymagajg podniesienia temperatury surowca powyzej 100°C, dlatego dobre efekty
uzyskiwano dziatajgc na nasiona ultrafioletowym $wiattem pulsacyjnym (PUV) oraz
promieniowaniem podczerwonym w zakresie mocy 814-1003 W, co kazdorazowo wigzato sie
ze wzrostem temperatury surowca do 140°C (Alhendi, Yang, Goodrich-Schneider i Sarnoski,
2017; Janve, Yang, Marshall, Reyes-De-Corcuera i Rababah, 2014; Yalcin i Basman, 2015).
Dla wiekszosci surowcow, w tym dla orzechdéw wtoskich, migdatéw, pestek dyni, grochu, fasoli,
marchwi czy pomidoréow, dla uzyskania zadowalajgcych efektéow, wystarczajgce jest jednak
zastosowanie temperatur z zakresu 70-90°C, przy czym ilos¢ czynnikéw determinujgcych
koncowe efekty inaktywacji bezposrednio przektada sie na rozbieznosci w dostepnych danych
dotyczacych tych samych surowcéw (Anese i Sorvano; 2006; Anthon i Barreta, 2003;

Buranasompob i in., 2007; Busto i in., 1999; Goékmen i in., 2005; Jarjes i in., 2017; Kosary i in.,
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2009). Zaleca sie zatem, zeby zaréwno temperatura, jak i czas ogrzewania dobierany byt
adekwatnie do stosowanej metody inaktywacji, rodzaju i odmiany surowca, stopnia jego
rozdrobnienia oraz stezenia enzymu w materiale. Jest to réwniez istotne biorgc pod uwage
fakt, ze jak wskazujg dotychczasowe badania, w materiale roslinnym najczesciej wystepuja
dwie izoformy enzymu, ktére réznia sie stopniem odpornosci termicznej (Anese i Sovrano,
2006; Busto i in., 1999; Gokmen i in., 2005; Xu i in., 2016). Inaktywacja lipooksygenazy moze
zachodzié¢ na drodze blanszowania, prazenia, tradycyjnego suszenia w strumieniu gorgcego
powietrza, wykorzystania fal promieniowania mikrofalowego lub podczerwonego. Cecha
wspodlng tych procesdw jest krdtkotrwate podniesienie temperatury surowca powyzej zakresu
tzw. optimum temperaturowego enzymu, czyli przedziatu, w ktérym wykazuje on najwyzsza
stabilnos¢. Przekroczenie tej maksymalnej temperatury skutkuje denaturacjg czesci biatkowej
enzymu i w konsekwencji najczesciej gwattownym spadkiem jego aktywnosci (Belitz i in.,
2009). Przyjmuje sie, ze dla lipooksygenazy optimum temperaturowe zawiera sie w przedziale
30-50°C, przy czym stosunkowo wysokg aktywnos$¢ wykazuje ona rowniez w temperaturze
pokojowej (21-23°C). Ponadto, po przekroczeniu 60°C jej stabilnos¢ maleje w tempie zaleznym
od rodzaju genéw (Bisswanger, 2014). Podkresla sie réwniez, ze zaletg ww. proceséw jest fakt,
ze wraz ze wzrostem temperatury uktadu zahamowanie aktywnosci enzyméw zachodzi
w tempie szybszym niz degradacja sktadnikdw odzywczych oraz pogorszenie cech

organoleptycznych (Anese i Sovrano, 2006).
Metody chemiczne

W literaturze przedmiotu dostepny jest szereg danych dowodzgcych skutecznosci naturalnych
przeciwutleniaczy w hamowaniu aktywnosci katalitycznej lipooksygenazy. Zdolnosci takie
stwierdzono dla zwigzkdéw polifenolowych wystepujgcych w afrykanskich przyprawach oraz
ziotach kulinarnych (Dzoyem i in., 2014), nagietku (Mohamed, 2016), zielonej kawie
(Gawlik-Dziki, Swieca, Dziki, Kowalska, Pecio, Durak | Seczyk, 2014), orkiszu (Gawlik-Dziki,
Swieca i Dziki, 2012), brokutach i jego kietkach (Baraniak i Krzepitko, 2004; Gawlik- Dziki,
Swieca i Sugier, 2012) oraz zielonej i czarnej herbacie (Banerjee, 2006; Hong i in. 2001). Wéréd
zwigzkoéw o najwyzszej skutecznosci dziatania wymienia sie flawonoidy, kwercetyne, luteing,
katechiny, w tym kolejno galusan (-)-epigalokatechiny (EGCG) > galusan (-)-epikatechiny (ECG)
> (-)-epigalokatechina (EGC) > (-)-epikatechina (EC) oraz kwasy fenolowe — gtéwnie kawowy,

ferulowy i chlorogenowy (Lattig, i in. 2007; Schneider i Bucara, 2005a; Schneider i Bucara,
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2005b; Skrzypczak-Jankun, Chorostowska-Wynimko, Selman i Jankun, 2007). Efektywnos¢
dziatania ww. zwigzkéw zalezy od pochodzenia enzymu, jego izomeru, stopnia utlenienia jonu
zelaza w centrum aktywnym, a takie wspodfzawodnictwa pomiedzy aktywnoscia
prooksydacyjng i kooksydacyjng enzymu (Borbulevych, Jankun, Selman i Skrzypczak-Jankun,
2004; Skrzypczak-Jankun i in., 2007). Co wiecej, podobnie jak w przypadku autooksydacji,
istotne znaczenie ma odpowiednie stezenie przeciwutleniacza w ukfadzie oraz wzajemne
proporcje poszczegdlnych zwigzkéw, co wykazano m.in. w badaniach nad aktywnoscia
zwigzkéw fenolowych pochodzacych z pestek dyni wobec lipooksygenazy sojowej
(Xanthopoulou i in. 2009).

Hamowanie aktywnosci lipooksygenazy przez substancje przeciwutleniajgce zachodzi na
drodze inhibicji odwracalnej, przy czym inhibitory mogg konkurowa¢ z substratem o miejsce
wigzania z enzymem (inhibicja kompetycyjna) lub przytagcza¢ sie do enzymu zaréwno
w centrum aktywnym (ale nie w miejscu substratu), jak i w miejscu innym niz centrum aktywne
(inhibicja niekompetycyjna). W pierwszym przypadku stopiert zahamowania reakcji zalezy od
wzajemnych proporcji substratu i inhibitora, a reakcja przy zachowaniu statej szybkosci
przesuwa sie w strone zwigzku o wyzszym stezeniu. Inhibicja niekompetycyjna prowadzi
natomiast do spadku maksymalnej szybkos¢ reakcji, przy zachowaniu niezmienionego
powinowactwa enzym-substrat (Berg i in. 2009).

Jeden z gtdwnych mechanizmoéw inaktywacji lipooksygenazy opiera sie na zdolnosciach
przeciwutleniaczy do neutralizacji produktéw posrednich generowanych w czasie
autooksydacji. Prowadzi to przede wszystkim do obnizenia stezenia wodoronadtlenkéow
w uktadzie, co w konsekwencji uniemozliwia utlenienie jonu zelaza zlokalizowanego
w centrum aktywnym enzymu i tym samym zablokowana zostaje mozliwos¢ jego
transformacji w forme aktywng (Schewe, Kiihn i Sies, 2002).

Druga z teorii zaktada, ze cykl katalityczny lipooksygenazy moze zostac¢ zachwiany poprzez
bezposrednia redukcje aktywnej formy jonu zelaza Fe3* do postaci zelazowej Fe?*. Wtasciwosci
takie wykazano m.in dla kwasu nordihydrogwajaretowego (NDGA), naturalnego
przeciwutleniacza krzewu kreozotu, wobec lipooksygenazy sojowej (Chedea i Jisaka, 2011)
oraz zwigzkow z grupy izoflawondw, ktére stanowia donor elektrondw akceptowanych przez
jon zelazowy (Mahesha, Singh i Appu Roa, 2007).

Uwaza sie, ze jednymi z najskuteczniejszych inhibitorow lipooksygenazy sg flawonoidy,

ktdrych grupy katecholowe wykazujg zdolno$é¢ do kompleksowania jonu zelaza, blokujgc tym
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samym mozliwos¢ jego utlenienia (Banerjee 2006; Sadik, Sies i Schewe, 2003). Rdwnoczesnie
u podtoza tej aktywnosci lezy budowa strukturalna zwigzkéw, w tym rownoczesne
wystepowanie ugrupowania katecholowego w pierscieniu B i grupy karbonylowej oraz
wigzania podwdjnego pomiedzy drugim a trzecim atomem wegla w pierscieniu C.
Wspomniane wigzanie podwdjne stabilizuje caty kompleks lub posrednie zwigzki utworzone
przez czasteczki flawonoidédw oraz warunkuje ptaska strukture przestrzenng czasteczki
zwigzku, co utatwia jego przemieszczanie sie miedzy aromatycznymi i heteroaromatycznymi
resztami aminokwasowymi w miejscu aktywnym lipooksygenazy (Hong, Smith, Ho, August
i Yang, 2001; Hu, Huang, Xiong, Lou i Chen, 2006; Lattig, i in. 2007). Z drugiej strony brak
wspomnianego podwdjnego wigzania oraz wystepowanie grupy hydroksylowej przy trzecim
atomie wegla (3-OH) w pierscieniu C znaczaco obniza witasciwosci inhibicyjne flawonoiddw.
Twierdzi sie réwniez, ze mniejszg efektywnoscig dziatania charakteryzujg sie flawonoidy
zwigzane z ugrupowaniem cukrowym. Ich wysoka hydrofilowos¢ skutkuje bowiem nizszym
powinowactwem do lipofilnego centrum aktywnego lipooksygenazy. Bez znaczenia dla
procesu inaktywacji pozostaje natomiast liczba grup hydroksylowych zawartych w pierscieniu
A (Lago i in. 2014; Lattig i in. 2007; Ribeiro i in., 2014; Sadik i in., 2003). Wedtug danych,
zwigzkiem o duzym potencjale hamowania aktywnosci lipooksygenazy jest kwercetyna.
Stwierdzono, ze jej dziatanie opiera sie m.in. na wydtuzeniu fazy indukcji aktywacji
lipooksygenazy oraz natychmiastowym obnizaniu poczatkowej szybkosci reakcji
katalizowanych przez enzym zaraz po przekroczeniu fazy inicjacji. Ponadto, lepszym
interakcjom kwercetyny z lipooksygenazg sprzyja zasadowe s$rodowisko reakcji (Chedea
i Jisaka, 2011; Chedea, Vicas, Oprea i Socaciu, 2006; Schewe i Sies, 2003).

Zahamowanie aktywnosci lipooksygenazy moze byé réwniez efektem jej interakcji
z wybranymi zwigzkami, w tym izoflawonami, ktére wspétzawodniczg z wodoronadtlenkami
0 miejsce wigzania z enzymem, przy czym stwierdzono 2-krotnie wyzszg efektywnosc
genistyny w poréwnaniu z daidzeing (Mahesha i in., 2007; Vicas, Chedea i Socaciu, 2011).
Udowodniono réwniez, ze skutecznymi inhibitorami, ktdére wigzg sie przez grupy
sulfohydrylowe lub aminowe z enzymem sg pétchinony i chinony powstate z flawonoidéw
podczas tworzenia rodnika kwasu ttuszczowego (Banerjee, 2006, Lago i in. 2014; Schewe i Sies,
2003).

Posrednio w hamowaniu aktywnosci lipooksygenazy udziat biorg réwniez zwigzki z grupy

karotenoidow, w tym przede wszystkim B-karoten i likopen. Stwierdzono, ze B-karoten
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wykazuje zdolnos$ci do blokowania utleniania jonu zelaza w centrum aktywnym enzymu,
ogranicza ilo$¢ niezbednych do aktywacji wodoronadtlenkéw w uktadzie poprzez przerywanie
reakcji tancuchowej hydroperoksydacji kwasu linolowego na poczatkowym jej etapie, jak
réwniez oddziatuje jako aktywny czynnik wychwytujgcy rodniki nadtlenkowe wytwarzane
w szlaku lipooksygenazy (Biacs i Daood, 2000; Chedea i Jisaka, 2011; Chadea, i in. 2006;
Lomnitski, Bar-Natan, Sklan, Grossman, 1993; Pastore i in., 2000; Serpen i Gokmen, 2006;
Vicas i in., 2011). Z kolei Hazai, Bikadi, Zsila i Lockwood (2006) na podstawie modelowania
molekularnego wykazali, ze likopen z duzym powinowactwem moze wigzac sie z centrum
aktywnym enzymu i w ten sposob bezposrednio hamowaé na drodze inhibicji kompetycyjnej
aktywnosci enzymu.

Reasumujgc, dotychczasowe wyniki badan wskazujg, ze mechanizm zahamowania
aktywnosci lipooksygenazy przez natywne przeciwutleniacze moze zachodzi¢ na drodze
bezposredniego oddziatywania wybranego zwigzku w obrebie centrum aktywnego enzymu
oraz posrednio w wyniku eliminowania przez antyoksydant czynnikdéw niezbednych do
przejscia enzymu w stan aktywny. Najprawdopodobniej jednak koricowy efekt stanowi
wypadkowg wszystkich omdéwionych w podrozdziale reakcji (Chedea i Jisaka, 2011;

Skrzypczak-Jankuniin., 2007).

* %k %k

Rédwnoczesne wystepowanie w sktadzie orzechow wtoskich ponadprzecietnej ilosci kwasu
linolowego oraz wysoce reaktywnej wobec niego lipooksygenazy stanowi podstawe do
uznania tych orzechéw za surowce szczegdlnie podatne na procesy oksydacyjne. W literaturze
przedmiotu dostepny jest szereg danych dotyczacych oceny trwatosci tego rodzaju orzechéw
oraz otrzymywanego z nich oleju. Wcigz znikoma jest jednak wiedza o wyttokach
pozostajgcych po procesie tfoczenia, a pojawiajgce sie nieliczne doniesienia naukowe bardzo
czesto sg rozbiezne (Ahadiin., 2017; Lingiin., 2014; Martinez, Penci, Ixtaina, Ribotta i Maestri,
2013; Vaidya i Eun, 2013). Dotychczas prowadzone badania skupity sie na okresleniu
optymalnego czasu i warunkéw sktadowania mak wyttokowych, w ktdrych za podstawe do
whnioskowania kazdorazowo przyjmowano zmiany w zawartosci produktéow utleniania.
Wedtug Vanhanen i Savage (2006), przechowywanie wyttokéw w temperaturze 23°C
w pojemnikach wykonanych z polipropylenu lub w papierowych torebkach z powtokg PVP

zapewnia zachowanie wszystkich wiasciwosci surowca, bez znaczgcych zmian oksydacyjnych,
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przez 26 tygodni. Natomiast Labuckas i in., (2011), za optymalny czas sktadowania wyttokéw
w puszkach wykonanych z aluminium, w temperaturze pokojowej, podali 8 miesiecy. Z kolei
wedtug Ling i in. (2014) maksymalny czas przechowywania wyttokéw w temperaturze 25°C,
w ktérym zmiany oksydacyjne s3 jeszcze akceptowalne, to tylko 2 miesigce, przy czym na
tempo zachodzgcych zmian nie miata zadnego wptywu eliminacja tlenu z opakowania. Istotne
jest takze to, ze w dotychczasowych badaniach skupiono sie jedynie na monitorowaniu
przebiegu zmian wywotanych autooksydacjg, bez podjecia préb wyjasnienia roli aktywnosci
lipooksygenazy oraz potencjatu antyoksydacyjnego natywnych przeciwutleniaczy. Brak jest
réwniez danych o mozliwosciach wykorzystania w stabilizacji wyttokdw proceséw utrwalania
termicznego, ktére z powodzeniem byty juz wykorzystywane w przypadku jader orzechow
wtoskich (Igbal i in., 2016).

Biorac powyzsze pod uwage, istnieje koniecznos¢ zdobycia nowej wiedzy na temat kierunku
i zasiegu zmian oksydacyjnych zachodzacych w wyttokach z orzecha wtoskiego, szczegdlnie
w kontekscie wzajemnych powigzan procesow chemicznych i enzymatycznych
z uwzglednieniem aktywnosci natywnych przeciwutleniaczy. Ich poznanie moze stanowic
punkt wyjscia dla prac badawczo-rozwojowych nad mozliwoscig zastosowania wyttokéw

w przemysle spozywczym.
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4.Zatozenia badawcze, cel pracy i hipotezy badawcze

Rosngce zainteresowanie produktami ubocznymi przemystu olejarskiego, ktérych
wykorzystanie $ci$le wpisuje sie zaréwno w wiodgce trendy na rynku zywnosci, jak i jest
zgodne z ideg zrownowazonego rozwoju, daje nadzieje na mozliwos$é wykorzystania wyttokdw
z orzecha wioskiego w przemysle spozywczym. Bedzie to jednak mozliwe jedynie wéwczas,
gdy bedg one charakteryzowaty sie wysoka jakoscig oraz bezpieczenstwem. Podczas
przechowywania surowcow roslinnych oraz produktéw spozywczych zachodzg bowiem liczne
procesy ograniczajgcje ich trwatos¢, czego finalnym efektem jest ogdlne obnizenie jakosci
i przydatnosci technologiczne;.

Wyttoki z orzecha wtoskiego uznawane sg za surowiec o szczegdlnie wysokiej zawartosci
wielonienasyconych  kwaséw  ttuszczowych, charakteryzujacy sie  rédwnoczesnie
ponadprzecietnym potencjatem przeciwutleniajgcym. W konsekwencji stanowi to podstawe
do stwierdzenia, ze jego trwatos¢ warunkowana jest przede wszystkim tempem i zasiegiem
zmian zachodzacych pod wptywem oddziatywania przeciwstawnych sobie czynnikow.
Z jednej strony sg to chemiczne i enzymatyczne procesy utleniania kwasdéw ttuszczowych,
z drugiej — efekty aktywnosci natywnych zwigzkéw fenolowych. Obecnie jednak brak jest
kompleksowej wiedzy w tym obszarze, potwierdzajgcej powyzsze zatozenia. Dodatkowo,
wiekszos¢ prowadzonych dotychczas badarn naukowych dotyczgcych stabilnosci frakcji
lipidowe] zostata poswiecona roli i ograniczaniu proceséw autooksydacji, w duzym stopniu
marginalizujgc znaczenie enzymdw oksydacyjnych. Biorgc powyzisze pod uwage, w pracy
skupiono sie na diagnozie wptywu wymienionych czynnikdéw na stabilnos¢ oksydacyjna frakcji

lipidowej wyttokdw z orzecha wtoskiego.

Cel pracy i hipotezy badawcze

Celem podjetych badan byfa ocena dziatania czynnikédw determinujacych stabilnosc
oksydacyjng frakcji ttuszczowej wyttokdw z orzecha wtoskiego, a takze wydtuzenie okresu
trwatosci tego surowca, co warunkuje mozliwosé jego zagospodarowania jako surowca dla
przemystu spozywczego. W pracy skupiono sie na wspétoddziatywaniu procesow
zachodzgacych z udziatem natywnych przeciwutleniaczy z procesami oksydacyjnymi o podtozu
chemicznym i enzymatycznym oraz ich wzajemnym przeciwstawnym wptywie na stabilnos¢

wyttokow z orzecha wtoskiego.
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Sformutowano nastepujace hipotezy badawcze:

1.

Zwigzki fenolowe dziaftajg jako inhibitory natywnej lipooksygenazy w wyttokach
z orzecha wtoskiego.
Ogrzewanie wyttokdéw z orzecha wtoskiego w $cisle kontrolowanych warunkach czasu

i temperatury zwieksza jego stabilnos¢ oksydacyjna.

W celu zweryfikowania postawionych hipotez wyznaczono cztery cele szczegdtowe:

1.

Ocena  stabilnosci  oksydacyjnej  frakcji  ttuszczowej oraz  potencjatu
przeciwutleniajgcego wyttokdw z orzecha wtoskiego podczas przechowywania.

Ocena wptywu zwigzkédw fenolowych na aktywnos¢ natywnej lipooksygenazy
wyttokoéw z orzecha wtoskiego.

Ocena wptywu czasu i temperatury ogrzewania na aktywnosc¢ lipooksygenazy,
stabilnos¢ oksydacyjng i potencjat antyoksydacyjny wyttokdw z orzecha wtoskiego.
Ocena wptywu termicznej inhibicji lipooksygenazy na zachowanie stabilnosci
oksydacyjnej i potencjatu przeciwutleniajgcego wyttokéw z orzecha wtoskiego podczas
przechowywania — badania modelowe nad mozliwoscig zastosowania surowca

w przemysle spozywczym (na przyktadzie wybranych produktéw).
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5. Przedmiot i zakres badan

Przedmiot badan

Podstawowy materiat badany stanowity wyttoki z orzecha wtoskiego (Juglans regia L.)
otrzymane od lokalnego producenta olejow ttoczonych na zimno, pochodzace z trzech

kolejnych sezonéw: 2014, 2015, 2016.

Zakres badan

Badania zostaty podzielone na pie¢ gtéwnych etapdéw, ktérych zakres odpowiadat realizacji
celéw szczegétowych (Tabela 9). Zostalty one poprzedzone charakterystyka sktadu
chemicznego i wybranych wtasciwosci fizykochemicznych wyttokdw z orzecha wtoskiego (etap
0). Oznaczono wilgotnos$¢ i aktywnos¢ wody, zawartos¢ biatka, ttuszczu i wtékna surowego,
udziat skfadnikéw frakcji popiotowej oraz profil kwasow ttuszczowych. Ponadto,
scharakteryzowano typ oraz warunki optymalnej aktywnosci lipooksygenazy.

W pierwszym etapie badan (etap 1) podczas trwajgcych 12 miesiecy testéw
przechowalniczych okreslono podatnos¢ surowca na procesy oksydacyjne, przyjmujac za
kryterium oceny zawarto$¢ nadtlenkéw. Ponadto, oceniono stopied aktywnosci
lipooksygenazy, stezenie ditlenku wegla oraz zmiany potencjatu przeciwutleniajgcego.

Nastepnie (etap 2) w badaniach modelowych oceniono wptyw zmian oksydacyjnych
zachodzacych w przechowywanych wyttokach z orzecha wtoskiego na trwatos¢ wybranych
produktow spozywczych w czasie ich przechowywania oraz skutecznos$¢ etanolowych
ekstraktéw wyodrebnionych z wyttokdw w ochronie substratu lipidowego przed utlenianiem.
W tym celu przygotowano modelowy produkt — koncentrat ciasta w proszku na bazie
wyttokéw z orzecha wioskiego, w ktérym w badaniach przechowalniczych monitorowano
zasieg pierwotnych zmian oksydacyjnych w odniesieniu do probki kontrolnej przygotowanej
z uzyciem maki pszennej. Badaniom poddano réwniez probki tfoczonego na zimno oleju

z orzechéw wtoskich! stabilizowane ekstraktami wyodrebnionymi z wyttokdw z orzecha

' W badaniach modelowych wykorzystno olej z orzechdw wtoskich uznawany za produkt niszowy, obecnie na
szeroka skale produkowany jedynie w krajach Europy potudniowej, Francji, Chile i Argentynie, a w niewielkich
ilosciach réwniez w Polsce (Sandulachi, Chirita i Costis, 2013). W oleju tym jedno i wielonienasycone kwasy
tluszczowe (oleinowy, linolowy i a-linolenowy) stanowig ponad 90% tacznej sumy kwaséw ttuszczowych
(Martinez i in,m 2013; Rabadan i in., 2018a), co implikuje jego wzmozong podatnos¢ na procesy oksydacyjne,
a gtéwnym czynnikiem przeciwdziatajgcym tym procesom sg naturalnie wystepujace w surowcu tokoferole.
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wtoskiego bezposrednio po otrzymaniu ich od producenta oraz z wyttokéw przechowywanych
przez 8 miesiecy. Probki poddano testom przy$pieszonego starzenia i monitorowano zasieg
zmian oksydacyjnych.

Trzeci etap (3) stanowit ocene zdolnosci zwigzkéw fenolowych do ograniczania aktywnosci
natywnej lipooksygenazy wyttokdéw z orzecha wtoskiego. W badaniach wykorzystano ekstrakty
pozyskane z wyttokdw z orzecha wtoskiego oraz modelowe kwasy fenolowe.

W kolejnym etapie (4) skupiono sie na mozliwosci ograniczenia zasiegu zmian
oksydacyjnych zachodzgcych w wyttokach z orzecha wtoskiego w czasie ich sktadowania,
poddajac surowiec ogrzewaniu. Na podstawie wynikéw badan obejmujgcych 30 wariantéw
czasu i temperatury wybrano warunki procesu, ktére gwarantowaty zahamowanie aktywnosci
lipooksygenazy na zatozonym poziomie, przy réwnoczesnym zminimalizowanym negatywnym
wptywie na procesy autooksydacji oraz potencjat przeciwutleniajgcy surowca.

W ostatnim etapie (5) zweryfikowano stusznos$¢ przyjetych zatozen poprzez zbadanie
wptywu termicznej inaktywacji lipooksygenazy na zachowanie stabilnosci oksydacyjnej
i potencjatu przeciwutleniajacego wyttokdw z orzecha wioskiego podczas przechowywania.
W tym celu przeprowadzono badania z wykorzystaniem:

= koncentratu ciasta w proszku przygotowanego na bazie wyttokdw z orzecha
wtoskiego, przechowywanego w temperaturze pokojowej (21+2°C) przez
8 miesiecy;

= tloczonego na zimno oleju z orzechow wtoskich stabilizowanego ekstraktami
pozyskanymi z wyttokéw z orzecha wtoskiego poddanych uprzednio obrdébce

termicznej w warunkach ustalonych w etapie czwartym.

Utlenialnos¢ oleju z orzechéw witoskich wyznaczona teoretycznie wynosi 0,84, co wskazuje, ze moze on utleniaé
sie 10,5-krotnie szybciej niz olej z orzechéw makadamia czy 7,5-krotnie szybciej niz olej z orzechéw laskowych
(Kondratowicz-Pietruszka, 2017). Pomimo faktu, ze orzechy witoskie uznawane sg za surowiec wykazujacy jedne
z najsilniejszych wiasciwosci przeciwutleniajacych, to tylko w ok. 5% zaleine jest to od antyoksydantow
rozpuszczalnych w fazie ttuszczowej. Pozostate 95% przypisuje sie natomiast zwigzkom fenolowym, ktére
podczas procesu ttoczenia zostajg zachowane w wyttokach (Arranz i in., 2008; Tapia i in., 2013). Ten wysoki
stopien utlenialnosci oleju z orzechéw wtoskich przy réwnoczesnie wysokim potencjale antyoksydacyjnym
wyttokdw pozostajacych po jego wyttoczeniu oraz mozliwos¢ wykorzystania zwigzkéw fenolowych pochodzacych
z tych wyttokdw juz na etapie produkciji, staty sie podstawa wyboru do badan wiasnie tego rodzaju oleju. Wydaje
sie to bowiem najprostszym sposobem réwnoczesnego rozwigzania problemoéw zwigzanych ze stabilnoscig oleju
oraz zagospodarowaniem pozostatosci poprodukcyjnych powstajacych w czasie jego otrzymywania.
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Tabela 9. Charakterystyka poszczegdlnych etapéw badan

CHARAKTERYSTYKA | WARUNKI PROWADZENIA BADANIA

METODY BADAN

(0) Charakterystyka materiatu badanego

Charakterystyka wyttokéw z orzecha wtoskiego bezposrednio po otrzymaniu
od producenta pod katem czynnikow, ktére mogtyby istotnie rzutowac na ich
trwatosé. Oznaczono:

= zawartos¢ podstawowych skfadnikow,

= wiasciwosci fizykochemiczne.

Badania wykonano dla 3 kolejnych partii wyttokéw z orzecha wtoskiego.

= wilgotnos¢ — metoda suszarkowo-wagowa

= zawarto$¢ biatka — metoda Kjeldahla

= zawartos$é ttuszczu — metoda ekstrakcyjno-wagowa

= udziat frakcji popiotowej — metoda mineralizacji ,,na
sucho”

= zawarto$é wtékna surowego — metoda Scharrera-
Kirschnera

= wyznaczenie zawartosci weglowodandw i wartosci
energetycznej — metoda obliczeniowa

= oznaczenie aktywnosci wody (aw)

= oznaczenie profilu kwasow ttuszczowych — metoda analizy
estrow metylowych kwasdw ttuszczowych za pomoca
chromatografii gazowej




Ocena aktywnosci lipooksygenazy — oznaczenie typu i warunkéw optymalnej

aktywnosci

Badania miaty na celu:

1) dobranie warunkéw pomiarowych aktywnosci lipooksygenazy, w celu

standaryzacji metodyki wykorzystywanej w kolejnych etapach pracy.

Okreslono:

= optymalng wartos¢ pH buforu wykorzystywanego do ekstrakcji
lipooksygenazy z wyttokdw z orzecha wtoskiego,

= optymalng wartos¢ pH buforu wykorzystywanego do przygotowania
mieszaniny reakcyjnej,

=  wptyw stezenia enzymu w mieszaninie reakcyjnej na rejestrowang
aktywnosc.

2) okreslenie aktywnosci lipooksygenazy w wyttokach z orzecha wioskiego

Badania wykonano dla 3 kolejnych partii wyttokéw z orzecha wtoskiego.

=" metoda spektrofotometryczna

(1) Ocena stabilnosci oksydacyjnej frakcji ttuszczowej oraz potencjatu przeciwutleniajgcego

wyttokoéw z orzecha wioskiego podczas przechowywania

Ocena stabilnosci oksydacyjnej frakcji ttuszczowej wyttokédw z orzecha
wioskiego podczas jego przechowywania.

Przez okres 12 miesiecy, cyklicznie co 50 dni monitorowano:

= aktywnos¢ lipooksygenazy,

=  zasieg zmian oksydacyjnych we frakgc;ji lipidowej,

= zasieg zmian oksydacyjnych — badanie zawartosci

nadtlenkéw (liczba nadtlenkowa)

= aktywnos¢ lipooksygenazy — metoda

spektrofotometryczna

= wilgotnos$¢ — metoda suszarkowo-wagowa
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wilgotnosg,
aktywnos¢ wody

wyttokow z orzecha wtoskiego przechowywanych w zamknietych szklanych
pojemnikach bez dostepu $wiatta, w temperaturze pokojowej (21+22C).

Badania wykonano dla 3 kolejnych partii wyttokéw z orzecha wtoskiego.

= aktywnos¢ wody (aw)

Monitorowanie zmian potencjatu przeciwutleniajgcego wyttokdw z orzecha

wioskiego podczas przechowywania.

Z wyttokéw bezposrednio po otrzymaniu od producenta przygotowano
etanolowe ekstrakty, w ktérych oznaczono:

profil zwigzkéw fenolowych,

0g06lng zawartos¢ zwigzkdéw fenolowych,

zawartosé flawonoidow,

potencjat przeciwutleniajgcy: wtasciwosci redukujgce; aktywnosé
przeciwrodnikowa oraz hamowanie degradacji B-karotenu.

Nastepnie przez okres 12 miesiecy, cyklicznie co 50 dni wyodrebniano
z przechowywanych wyttokdw z orzecha wtoskiego etanolowe ekstrakty,

w ktérych oznaczano: zawartos¢ zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw oraz

potencjat antyoksydacyjny. Dodatkowo monitorowano zmiany stezenia

ditlenku wegla w bezposrednim otoczeniu probki.

Badania wykonano dla 3 kolejnych partii wyttokéw z orzecha wtoskiego.

= profil zwigzkéw fenolowych — metoda ultrasprawne;j
chromatografii cieczowej (UPLC)

= ogdlna zawartos¢ zwigzkdw fenolowych — metoda Folina-
Ciocalteu

= zawartos$¢ flawonoidéw — metoda spektrofotometryczna

= wiasciwosci redukujgce — test FRAP

= aktywnos¢ przeciwrodnikowa — test DPPH

= hamowanie degradacji B-karotenu — metoda
spektrofotometryczna z wykorzystaniem modelowej
emulsji kwas linolowy/B-karoten

= stezenie ditlenku wegla
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(2) Wptyw zmian oksydacyjnych zachodzacych w przechowywanych wyttokach z orzecha wioskiego
na trwatos¢ wybranych produktéw spozywczych — badania modelowe

Ocena wptywu czasu przechowywana i zmian zachodzacych w obrebie frakgcji
ttuszczowej wyttokdw z orzecha wtoskiego na trwatos¢ produktow
modelowych.

W tym celu przygotowano:

= koncentrat ciasta w proszku na bazie wyttokdw z orzecha wtoskiego,
w ktérym podczas przechowywania (8 miesiecy, w temperaturze 21+22C)
oceniano zasieg zmian oksydacyjnych frakcji ttuszczowej wzgledem probki
kontrolnej przygotowanej na bazie maki pszennej,

= probki ttoczonego na zimno oleju z orzechéw wioskich stabilizowane
ekstraktami otrzymanymi z wyttokdw swiezych oraz przechowywanych
przez 8 miesiecy, w ktorych podczas przechowywania (15 dni,
w temperaturze 50+22C) monitorowano zasieg zmian oksydacyjnych.

zasieg zmian oksydacyjnych — badanie zawartosci
nadtlenkéw (liczba nadtlenkowa)

wilgotnos¢ — metoda suszarkowo-wagowa
aktywnos¢ wody (aw)
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(3) Ocena wptywu zwigzkéw fenolowych na aktywnos¢ natywnej lipooksygenazy

wyttokéw z orzecha wtoskiego

Ocena zdolnosci zwigzkdéw fenolowych do hamowania aktywnosci natywnej
lipooksygenazy wyttokow z orzecha wtoskiego.

W badaniach wykorzystano:

= etanolowe ekstrakty otrzymane z wyttokdéw z orzecha wtoskiego
(zakres stezen od 0,005 do 0,01%)

= modelowe fenolokwasy: kwas galusowy, elagowy, kawowy, ferulowy,
synapinowy, wanilinowy (zakres stezer od 0,05 do 0,5mM).

Przeciwutleniacze inkubowano wraz z enzymem przez 10 minut, a nastepnie
wykonywano pomiar absorbancji probek zgodnie z metodyka oznaczania
aktywnosci lipooksygenazy.

* metoda spektrofotometryczna

(4) Ocena wptywu czasu i temperatury ogrzewania na aktywnosc lipooksygenazy, stabilnos¢ oksydacyjng i potencjat antyoksydacyjny
wyttokéw z orzecha wtoskiego

Ocena mozliwosci ograniczenia zasiegu zmian oksydacyjnych zachodzacych
w wyttokach z orzecha wtoskiego w czasie ich przechowywania poprzez
termiczng inaktywacje lipooksygenazy.

= zasieg zmian oksydacyjnych — badanie zawartosci
nadtlenkéw (liczba nadtlenkowa)

= zasieg wtérnych zmian oksydacyjnych — badanie stezenia
heksanalu — metoda chromatografii gazowej z
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W tym celu wyttoki poddano ogrzewaniu w strumieniu gorgcego powietrza.
Zastosowano kombinacje pieciu wariantow temperatury (50 60 7090 i
100°C) z piecioma czasami (2, 4, 6, 10 i 20 min) ogrzewania, oznaczajac
kazdorazowo:

= aktywnos¢ lipooksygenazy,

= zasieg zmian oksydacyjnych frakcji tluszczowej,

= 0goblng zawartos¢ zwigzkéw fenolowych,

= potencjat przeciwutleniajgcy etanolowych ekstraktow.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej metodg regresji powierzchni
odpowiedzi i na tej podstawie wybrano optymalng temperature i czas
ogrzewania tj. takie, przy ktorych enzym wykazywat zatozong aktywnosg,

a proces nie wptywat negatywnie na stabilno$é oksydacyjng i potencjat
przeciwutleniajacy.

wykorzystaniem techniki statycznego headspace do
badania fazy nadpowierzchniowej (SHS-GC)
aktywnos¢ lipooksygenazy — metoda
spektrofotometryczna

ogoblna zawartos¢ zwigzkéw fenolowych — metoda
Folina-Ciocalteu

wiasciwosci redukujgce — test FRAP

aktywnos¢ przeciwrodnikowa — test DPPH

(5) Ocena wptywu termicznej inhibicji lipooksygenazy na zachowanie stabilnosci oksydacyjnej i potencjatu przeciwutleniajacego
wyttokdéw z orzecha wtoskiego podczas przechowywania — badania modelowe

Ocena wptywu termicznej inaktywacji lipooksygenazy na zachowanie
stabilnosci oksydacyjnej i potencjatu przeciwutleniajgcego wyttokdw
z orzecha wtoskiego podczas przechowywania.

W tym celu przeprowadzono badania z wykorzystaniem:
= koncentratu ciasta w proszku na bazie wyttokdéw z orzecha wtoskiego,
w ktérym podczas przechowywania (8 miesiecy, w temperaturze 21+2°C)

zasieg zmian oksydacyjnych — badanie zawartosci
nadtlenkéw (liczba nadtlenkowa)

zasieg wtérnych zmian oksydacyjnych — badanie stezenia
heksanalu — metoda chromatografii gazowej (SHS-GC)
wilgotnos¢ — metoda suszarkowo-wagowa

aktywnos¢ wody (aw)
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oceniano zasieg zmian oksydacyjnych frakcji ttuszczowej wzgledem prébki
kontrolnej przygotowanej na bazie maki pszennej,

= probkek ttoczonego na zimno oleju z orzechdéw wtoskich stabilizowanych
ekstraktami otrzymanymi z wyttokdw swiezych oraz przechowywanych
przez 8 miesiecy, w ktorych podczas przechowywania (15 dni,
w temperaturze 50+2°C) monitorowano zasieg zmian oksydacyjnych.

W koncentratach ciasta w proszku w trakcie 8-miesiecznego przechowywania
w temperaturze 21+2°C poréwnywano zasieg zmian oksydacyjnych
zachodzgcych w prébkach przygotowanych na bazie wyttokéw poddanych

i niepoddanych procesowi termicznej inaktywaciji lipooksygenazy.

W proébkach ttoczonego na zimno oleju zastosowano 0,1% dodatek
etanolowego ekstraktu otrzymanego z wyttokéw poddanych ogrzewaniu oraz
poddanych ogrzewaniu i przechowywanych przez okres 8 miesiecy.

W testach przyspieszonego starzenia (w czasie 15 dni w temperaturze
50+2°C) badano wptyw ogrzewania oraz przechowywania wyttokéw na
skutecznos¢ wyttokdw hamowania zmian oksydacyjnych zachodzacych

w oleju.
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6. Metody badawcze

6.1. Charakterystyka sktadu chemicznego i wybranych wtasciwosci fizykochemicznych

Charakterystyke sktadu chemicznego oraz wybranych wtasciwosci fizykochemicznych

przeprowadzono dla:

= wyttokdw z orzecha wtoskiego pochodzgcych z trzech kolejnych sezonéw,
= koncentratdow ciasta w proszku otrzymanych na bazie maki pszennej i wyttokow

z orzecha wtoskiego.

Dla wyttokdw z orzecha wtoskiego oznaczono: wilgotnos¢, aktywnosc¢ wody, zawartosé biatka,
ttuszczu, skfadnikow frakcji popiotowej, widkna surowego, profil kwaséw ttuszczowych.

Dodatkowo oszacowano zawartos¢ weglowodandw ogdtem oraz warto$é energetyczna.

W koncentratach ciasta w proszku okreslono wilgotnos$é, aktywno$é wody oraz zawartosé

biatka i ttuszczu.

Oznaczenie wilgotnosci

Wilgotnos¢ wyznaczono metodg suszarkowo-wagowa, suszgc probki w temperaturze 105°C
do ustalenia sie statej masy (nr 925.09, Association of Official Analytical Chemists [AOAC],
2000). Analize przeprowadzono w trzech réwnolegtych powtdrzeniach dla kazdej prébki.

Wyniki wyrazono w g/100 g surowca.

Oznaczenie aktywnosci wody

Aktywnos¢ wody (aw) oznaczano zgodnie z metodyka zawartg w normie 1SO 21807:2004
(Standard International Organization for Standardization [ISO], 2004]) przy uzyciu aparatu
Novasina ms 1-aw (Novasina, Szwajcaria). Analize przeprowadzano kazdorazowo w trzech

réwnolegtych powtdrzeniach dla kazdej z przygotowanych prébek.

Oznaczenie zawartosci biatka

Oznaczenie zawartosci biatka wykonano metoda Kjeldahla zgodnie z metodyka nr 979.09
AOAC (AOAC, 2000), wykorzystujgc wspodtczynnik przeliczeniowy azotu na biatko réwny 6,25.

Do badan wykorzystano jednostke do mineralizacji probek ,,na mokro” model K-425/436 oraz



destylarke z parg wodng model K-355 marki Blchi Labortechnik. Analize przeprowadzono
w trzech rownolegtych powtdrzeniach dla kazdej badanej prébki. Wyniki wyrazono w g/100 g

surowca.

Oznaczenie zawartosci ttuszczu

Oznaczenie zawartosci ttuszczu przeprowadzono metodg ekstrakcyjno-wagowg Randalla,
wykorzystujgc w tym celu aparat SER 148/3 firmy VELP. Ttuszcz z uprzednio podsuszonych
wyttokow z orzecha wtoskiego (w temperaturze 105°C przez 1 h), ekstrahowano przy uzyciu
eteru naftowego w temperaturze 145°C zgodnie z programem: 60 minut immersji, 60 minut
wymywania oraz 60 minut odzysku rozpuszczalnika (nr 930.09, AOAC, 2000). Oznaczenie

wykonano w trzech réwnolegtych powtdrzeniach. Wyniki wyrazono w g/100 g surowca.

Oznaczenie tqcznego udziatu sktadnikow frakcji popiofowej w sktadzie wyttokow

taczny udziat sktadnikéw frakcji popiotowej oznaczono zgodnie z metodyka: 5 g (+ 0,0001 g)
prébki zweglono w kwarcowych tyglach na palniku gazowym, a nastepnie przez 120 minut
spopielano pozostato$¢ w piecu muflowym, w temperaturze 550°C. Badania wykonano

w trzech réwnolegtych powtdrzeniach dla kazdej partii surowca (AOAC, 2000).

Oznaczenie wtdkna surowego metodq Scharrera-Kiirschnera

Oznaczenie polegato na 30-minutowym ogrzewaniu pod chtodnicg zwrotng 1-gramowych
probek wyttokéw z orzecha wioskiego w mieszaninie kwaséw (70-procentowym kwasie
octowym, stezonym kwasie azotowym oraz krystalicznym kwasie trichlorooctowym)
i przesaczeniu na gorgco powstatego roztworu przez sgczek bibutowy. Pozostaty na sgczku
osad przemyto nastepnie wodg oraz 96-procentowym alkoholem etylowym i suszono
w suszarce laboratoryjnej w 105°C przez 30 minut (Przybytowski i Smiechowska, 1996). Udziat

widkna surowego wyznaczono ze wzoru:

P CEYD)

100%

gdzie:
a —masa saczka bez osadu [g],

b — masa saczka z osadem [g],
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¢ — nawazka badanego produktu [g].
Oznaczenie wykonano w trzech réwnolegtych powtérzeniach. Wyniki wyrazono w g/100 g

surowca.

Wyznaczenie zawartosci weglowodandw w wytfokach z orzecha wfoskiego
Zawartos$é weglowodandw obliczono zgodnie ze wzorem:

W =100—(S+B+T+P + BP)
gdzie:

W — zawartos$é weglowodanow [g/100 g],

S —zawarto$¢ wody [g/100 g],

B — zawartos¢ biatka [g/100 g],

T- zawartos¢ ttuszczu [g/100 g],

P — zawartos¢ frakcji popiotowej [g/100 g],

BP — zawartos¢ btonnika pokarmowego [g/100 g].

Wyznaczenie wartosci energetycznej wyttokow z orzecha wtoskiego
Wartos¢ energetyczng oszacowano na podstawie wzoru:

(1) WE = 4W + 4B + 9T + 2BP
(2) WE = 17W + 17B + 37T + 8BP
gdzie:
(1)WE — wartos¢ energetyczna [kcal/100 g],
(2)WE - wartos¢ energetyczna [kJ/100g],
W — zawartos$é weglowodanow [g/100 g],
B — zawartos¢ biatka [g/100 g],
T- zawartos¢ ttuszczu [g/100 g],

BP — zawartos¢ btonnika pokarmowego [g/100 g].

Do obliczen wykorzystano wspofczynniki przeliczeniowe podane w Rozporzadzeniu
Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169//2011 z 25 pazdziernika 2011 wynoszace:

= 4kcal/g (17 kJ/g) dla biatka i weglowodandw,

= 9kcal/g (37 ki/g) dla ttuszczu,
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= 2 kcal/g (8 kJ/g) dla btonnika pokarmowego.

Oznaczenie profilu kwaséw ttuszczowych frakcji lipidowej wyttokdw z orzecha wtoskiego

technikq chromatografii gazowej

Analize profilu kwaséw ttuszczowych wyttokdw z orzecha wtoskiego poprzedzono ekstrakcjg
ttuszczu z surowca zgodnie z metodyky Folch’a, Less’a i Sloane’a (1957), wykorzystujgc
mieszanine chloroform/metanol, w proporcjach 2:1 (v:v) oraz estryfikacjg wedtug normy
PN-ISO 5509:1996 (1996).

W amputkach mieszano 50 mg wyizolowanego ttuszczu z 1 cm3 0,5M metanolowego
roztworu NaOH. Hydrolize prowadzono przez 10 minut w fazni wodnej w temperaturze 75°C.
W momencie zaniku kropelek ttuszczu do wrzacego roztworu dodawano 2 cm? trifluorku boru
(BF3) i utrzymywano prébke w stanie wrzenia przez kolejne 2 minuty. Nastepnie do prébki
dodawano 1 cm?® heksanu i utrzymywano wrzenie przez kolejng minute. Do ochtodzonej
amputki z prébky dodawano bezwodny siarczan sodu (Na2S04) oraz nasycony roztwor chlorku
sodu (NaCl), tak aby warstwa organiczna zawierajgca estry metylowe kwaséw ttuszczowych
znalazta sie w szyjce amputki. Uzyskang warstwe organiczng pobierano do fiolek
chromatograficznych w celu dalszych analiz (PN-1SO 5509:1996, 1996).

Analize estréw metylowych kwaséw ttuszczowych (FAME) wykonano zgodnie z Klensporf-
Pawlik, Zmudziiski i Bakowska (2018) przy uzyciu chromatografu gazowego Agilent
Technologies 7820 A wyposazonego w automatyczny dozownik prébek ciektych oraz detektor
ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Do rozdziatu zwigzkéw wykorzystano polarng kolumne
chromatograficzng BPX70 (60m x 250 um x 0,25 um). Jako gaz nosny zastosowano hel,
o wielkosci przeptywu ustalonej na poziomie 0,8 ml/min. W czasie analiz stosowano program
temperaturowy: temperatura pieca 140°C (5 min), wzrost temperatury o 6°C/min do 240°C
(20 minut). Temperatura portu nastrzykowego wynosita 250°C, aparat pracowat w trybie split
50:1, temperatura detektora 270°C. Kwasy ttuszczowe identyfikowano na podstawie
standardowej mieszaniny estréw metylowych kwaséw ttuszczowych (FAME 37, Supelco).

Wyniki obliczono stosujgc metode normalizacji wewnetrzne;.
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Rysunek 7. Chromatogram kwasow ttuszczowych frakcji lipidowej wytlokéw z orzecha

wtoskiego

6.2. Oznaczenie aktywnosci lipooksygenazy

Pierwszym etapem badan nad aktywnoscig lipooksygenazy wyttokéw z orzecha wtoskiego
byto okreslenie jej typu oraz warunkdéw dla optymalnej aktywnosci. W tym celu przy pomocy

serii buforow oceniono:

= optymalne warunki ekstrakcji enzymu z materiatu,
= wptyw pH mieszaniny reakcyjnej na aktywnos¢ lipooksygenazy,

= zaleznosc¢ stopnia aktywnosci lipooksygenazy od jej stezenia w mieszaninie reakcyjne;.

Powyzsze badania pozwolity na wybranie odpowiednich warunkéw wykonywania kolejnych

testow, ktére obejmowaty:

= ocene aktywnosci lipooksygenazy w wyttokach pochodzacych z trzech kolejnych
sezondéw,

= ocene zmian aktywnosci lipooksygenazy w czasie 12-miesiecznego przechowywania
wyttokow z orzecha wtoskiego,

= ocene aktywnosci lipooksygenazy w wyttokach z orzecha wtoskiego, w ktérych

zastosowano termiczng inaktywacje enzymu.
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W kazdym z wyzej wymienionych przypadkédw do oznaczania aktywnosci lipooksygenazy
wykorzystano metode spektrofotometryczng, opierajaca sie na pomiarze absorbancji préobki
w ultrafioletowym zakresie widma (A=234 nm) przed i po dodaniu ekstraktu lipooksygenazy.
Obserwowany wzrost wartosci absorbancji wynika z przyrostu zawartosci skoniugowanych

diendw, powstatych w wyniku utleniania kwasu linolowego przez lipooksygenaze.

6.2.1. Przygotowanie testéw stuzgcych pomiarowi aktywnosci lipooksygenazy

Przygotowanie buforéw

Przygotowano serie buforow w zakresie pH od 4,0 do 10,5.
= bufory o odczynach od 4,0 do 5,0 oraz od 8,5 do 10,5 otrzymano wykorzystujgc
uniwersalny bufor Brittona i Robinsona — 100 cm?® wodnego roztworu mieszaniny
kwaséw: octowego (0,04 M), fosforowego (0,04 M) i borowego (0,04 M) taczono
w odpowiednich proporcjach z 0,2 — molowym wodorotlenkiem sodu.
= bufory o odczynach od 5,5 do 8,0 otrzymano poprzez tgczenie okreslonych objetosci
wodnego roztworu fosforanu disodowego (0,067 M) i fosforanu jednopotasowego

(0,067 M).

Izolacja enzymu

Ekstrakt lipooksygenazy wyttokdéw z orzecha wtoskiego otrzymano na podstawie metodyki
opisanej przez Zacheo i in. (2000). Enzym ekstrahowano z wyttokéw (0,5-gramowe nawazki
(+0,0001g)) przy uzyciu 10 cm? buforu fosforanowego (o dobranym eksperymentalnie pH,
wynoszgcym 7,0) poprzez wytrzgsanie mieszaniny przez 20 minut z predkoscig 180 cykli/min
na wytrzasarce DOS-10M, Elmi. Otrzymany ekstrakt chtodzono przez godzine w temperaturze
4+2°C, odwirowywano przy 4500 obr/min przez 20 minut oraz przesgczano pod zmniejszonym

cisnieniem na lejku Biichnera.

Przygotowanie emulsji kwasu linolowego

Emulsje kwasu linolowego przygotowywano w oparciu o metodyke Salcedoiin. (2010). W tym
celu roztwér zawierajgcy 20 pl kwasu linolowego i 200 pl emulgatora Tween 20 mieszano przy

uzyciu mieszadfa magnetycznego do momentu rownomiernego pofaczenia sie sktadnikéw,
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a nastepnie dodawano do niego matymi porcjami bufor fosforanowy o pH 6,0 do koricowej

objetosci 5 cm3.

6.2.2. Oznaczenie aktywnosci lipooksygenazy

Aktywnos¢ lipooksygenazy mierzono metodg spektrofotometryczng. W tym celu do 1,96 cm3
buforu fosforanowego dodawano 20 ul emulsji kwasu linolowego oraz 20 ul ekstraktu
z lipooksygenazy, catos¢ inkubowano przez 1 minute i mierzono absorbancje prébki przy
dtugosci fali A=234 nm. O aktywnosci lipooksygenazy wnioskowano na podstawie réznicy
absorbancji mierzonej w probkach z dodatkiem i bez dodatku wyekstrahowanego enzymu.

Aktywnos$¢ enzymu wyrazono w jednostkach umownych [j.u.].

6.2.3. Okreslenie typu lipooksygenazy i warunkow dla jej optymalnej aktywnosci

Ocena optymalnych warunkdw ekstrakcji lipooksygenazy z surowca

W celu okreslenia optymalnych warunkow ekstrakcji lipooksygenazy z wyttokéw z orzecha
wtoskiego przygotowano serie buforéw w zakresie pH od 5,5 do 10,5 (w interwatach 0,5 pH),
przy pomocy ktorych ekstrahowano enzym. Nastepnie okreslano aktywnosé lipooksygenazy,
w wystandaryzowanych warunkach pomiarowych (przy takiej samej wartosci pH buforu
mieszaniny reakcyjnej dla wszystkich punktdw pomiarowych). Za optymalne warunki

ekstrakcji uznano te wartosc pH, przy ktdrej absorbancja probki byta najwyzsza.

Ocena wptywu pH mieszaniny reakcyjnej na aktywnos¢ lipooksygenazy

W celu okreslenia optymalnego srodowiska aktywnosci dla lipooksygenazy przygotowano
bufory w zakresie pH od 4,5 do 10,5, ktére nastepnie wykorzystywano do pomiaru aktywnosci
lipooksygenazy zachowujgc wystandaryzowane warunki przygotowania emulsji kwasu
linolowego oraz ekstrakcji enzymu z surowca. Zatozono, ze optymalng wartoscig pH jest ta,

przy ktérej enzym wykazywat najwyzszg aktywnos¢.

99



Ocena zaleznosci stopnia aktywnosci lipooksygenazy od jej stezenia w mieszaninie reakcyjnej

Przygotowano serie rozcienczen ekstraktu lipooksygenazy w buforze o pH 7,6 (1/5, 2/5, 3/5
i 4/5). Enzym ekstrahowano wykorzystujgc bufor o pH 7,0, a nastepnie okreslano aktywnos¢
metodg spektrofotometryczng w warunkach optymalnych, dobranych doswiadczalnie — przy

pH mieszaniny reakcyjnej wynoszacym 7,6.

6.2.4. Ocena wptywu zwigzkéw fenolowych na aktywnos¢ lipooksygenazy wyttokéw

z orzecha wtoskiego

Potencjat inhibicyjny zwigzkéw fenolowych wzgledem natywnej lipooksygenazy wyttokéw
z orzecha wioskiego oceniono na podstawie pomiaru zmian w aktywnosci enzymu
wywotanych bezposrednio dodatkiem przeciwutleniacza. W tym celu przygotowano

80-procentowe etanolowe roztwory:

= kwasu elagowego, galusowego, kawowego, ferulowego, synapinowego
i wanilinowego (zakres stezen od 0,05 do 0,5 mM),

= uktadéw kwasdéw fenolowych stosowanych parami (0,05 mM, 0,25 mM i 0,4 mM) —
kwasu galusowego, elagowego, kawowego i ferulowego,

= ekstraktdw otrzymanych z wyttokdéw z orzecha wioskiego (zakres stezen od 0,005 do

001%).

Podane powyzej stezenia zostaty dobrane eksperymentalnie. Po 10-minutowej inkubacji tak
przygotowanych roztwordw przeciwutleniaczy z ekstraktem lipooksygenazy w proporcjach 1:1
(v:v) inicjowano reakcje enzymatyczng poprzez dodanie emulsji kwasu linolowego i mierzono
absorbancje prébek przy dtugosci fali A=234 nm. Wyniki kazdorazowo odnoszono do probki

kontrolnej niezawierajacej przeciwutleniacza.

6.3. Ocena wiasciwosci przeciwutleniajacych ekstraktéw wyttokédw z orzecha wtoskiego

Ocene aktywnosci przeciwutleniajgcej przeprowadzono dla ekstraktéw pozyskanych z:

= wyttokdw otrzymanych bezposrednio od producenta,
=  wyttokdw przechowywanych przez 12 miesiecy,

=  wyttokdéw, w ktérych dokonano termicznej inaktywacji lipooksygenazy.
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Dla wyttokdéw otrzymanych bezposrednio od producenta oraz przechowywanych przez okres
12 miesiecy co 50 dni oznaczano: ogdlng zawartos¢ zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw,
wiasciwosci redukujgce, aktywnos$¢ przeciwrodnikowg testem DPPH oraz zdolnosci do
hamowania degradacji -karoten w modelowej emulsji kwas linolowy/B-karoten. Dodatkowo
dla wyttokéw otrzymanych bezposrednio od producenta wyzaczono profil zwigzkdéw
fenolowych.

W ekstraktach otrzymanych z wyttokdw poddanych procesowi termicznej inaktywacji
lipooksygenazy oznaczono o0goélng zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych oraz potencjat

przeciwutleniajgcy z wykorzystaniem testu FRAP oraz DPPH.

6.3.1. Przygotowanie ekstraktow z wyttokéw z orzecha wtoskiego

Etanolowe ekstrakty z wyttokdéw z orzecha wtoskiego przygotowano w oparciu o metodyke
zaproponowang przez Pachotka i Matecka (2000) z modyfikacjami. Wyttoki z orzecha
wtoskiego wstepnie wysuszono w temperaturze 105°C przez 1 h i nastepnie odttuszczono przy
pomocy eteru naftowego. Z tak przygotowanego surowca przygotowano 5-gramowe prébki
odwazone z dokfadnoscig + 0,0001g, ktére poddano 3-krotnej ekstrakcji 80-procentowym
alkoholem etylowym w temperaturze 80°C. Kazdorazowo po zakoriczonym etapie ogrzewania
w tazni wodnej (1h) prébki wytrzasano przez 1 minute i dekantowano ptyn znad osadu.
Zebrane wyciggi zatezono na wyparce rotacyjnej w temperaturze 40°C i uzupetniono
80-procentowym alkoholem etylowym do koricowej objetosci réwnej 10 cm3. W gotowych
ekstraktach oznaczono zawartos¢ suchej masy metodg suszarkowo-wagowg, suszac prébki
ekstraktu w temperaturze 105°C do osiggniecia statej masy. Z kazidej partii wyttoku
przygotowano réwnolegle po 3 ekstrakty, ktére wykorzystano do analizy profilu zwigzkéw
fenolowych, oceny potencjatu przeciwutleniajgcego oraz stabilizacji ttoczonego na zimno oleju

z orzechéw wtoskich.
6.3.2. Oznaczenie profilu zwigzkdw fenolowych w ekstraktach z wyttokow z orzecha
wtoskiego technikg ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC)

Analize jakosciowo-ilo$ciowq zwigzkéw fenolowych wyttokdéw z orzecha wtoskiego wykonano
za pomocg ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) z wykorzystaniem chromatografu

cieczowego Acquity™ (Waters, MA, USA) w oparciu o metodyke Klimczak (2017). Do rozdziatu
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wykorzystano kolumne Kinetex™ XB-C18 (100x2,1 mm; 1,7 pum) marki Phenomenex
(Torrence, USA). Detekcje kwasu galusowego i (+)-katechiny prowadzono przy A=280 nm,
kwasu wanilinowego przy A=260 nm, natomiast kwasu elagowego i jego pochodnej przy
A=370 nm. Faze ruchomg stanowity rozpuszczalniki: acetonitryl oraz 0,1-procentowy kwas
trifluorooctowy. Rozdziat miat charakter gradientowy. Predko$é przeptywu wynosita
0,3 cm3/min. Identyfikacji zwigzkéw polifenolowych dokonano przez pordwnanie czaséw
retencji pikdow rozdzielonych zwigzkéw i ich widm UV z czasami retencji i widmami UV
substancji wzorcowych. Stezenie zidentyfikowanych zwigzkéw oznaczono metoda kalibracji

bezwzglednej. Wyniki podano w mg/ g s.m. ekstraktu.

6.3.3. Oznaczenie ogdlnej zawartosci zwigzkéw fenolowych

Ogdlng zawarto$é zwigzkéw fenolowych w etanolowych ekstraktach wyttokéw z orzecha
wioskiego oznaczono metodg spektrofotometryczng z zastosowaniem odczynnika Folina—
Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965). W kolbach miarowych o pojemnosci 10 cm?3
przygotowywano roztwér odczynnika Folina-Ciocalteu (0,5 cm?) i wody destylowanej (1 cm3),
do ktérego dodawano nastepnie ekstrakt z wyttokéw z orzecha witoskiego (0,1 cm?) oraz
20-procentowy weglan sodu (1,0 cm?3). Tak przygotowane prébki inkubowano przez 1 godzine
bez dostepu Swiatta i po uptywie tego czasu mierzono ich absorbancje przy dtugosci fali
A=725 nm wobec probki odnosnikowej (bez dodatku ekstraktu). Zawarto$é¢ zwigzkéw
fenolowych obliczono na podstawie przygotowanej krzywej wzorcowej przedstawiajgcej
zaleznos$¢ absorbancji etanolowego roztworu kwasu galusowego (GAE) od jego stezenia
w uktadzie reakcyjnym. Wynik wyrazono w mg kwasu galusowego/g suchej masy ekstraktu

(mg GAE/g s.m.).

6.3.4. Oznaczenie zawartosci flawonoidow

Zawartos$é flawonoidéw oznaczono metodg spektrofotometryczng wedtug metodyki Ordon,
Gomez i Vattuone (2006), opierajgcej sie na barwnej reakcji przeciwutleniaczy z chlorkiem
glinu. Ekstrakt z wyttokéw z orzecha wtoskiego inkubowano przez godzine z 2-procentowym
etanolowym roztworem chlorku glinu (AICI3) w proporcjach 1:1 (v:v). Po uptywie
wyznaczonego czasu mierzono absorbancje roztwordw wobec prébki odnosnikowej przy

dtugosci fali A=420 nm. Zawarto$é flawonoidéw obliczono na podstawie przygotowanej
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krzywej wzorcowej, a wyniki wyrazono w mg (mg QE/g s.m.).

6.3.5. Oznaczenie wtasciwosci redukujacych w tescie FRAP

O wiasciwosciach redukujgcych etanolowych ekstraktéw wyttokéw z orzecha wtoskiego
whnioskowano na podstawie testu FRAP (ang. Ferric-Reducing Antioxidant Power) (Benzie
i Strain, 1999). Oznaczenie opiera sie na pomiarze wzrostu absorbancji, ktéry jest
nastepstwem redukcji kompleksu zelaza Fe3*-TPTZ (kompleks Zelazowy-2,4,6-tripirydylo-s-
triazyny) do kompleksu Fe?*-TPTZ przez aktywne sktadniki ekstraktéw.

W kolbach miarowych przygotowywano roztwory zawierajagce 0,3 cm?® etanolowego
ekstraktu o doswiadczalnie dobranym stezeniu oraz 2 cm3® mieszaniny reakcyjnej FRAP
(potaczone w proporcji 1:1:10 roztwory: TPTZ (10 mM) w 40 mM kwasu solnego, FeCls
(20 mM), bufor octanowy (0,1 M) o pH rownym 3,6), ktére uzupetniono wodg destylowang do
koricowe] objetosci réwnej 10 cm3. Nastepnie probki inkubowano przez 10 minut
w temperaturze pokojowej i mierzono ich absorbancje wobec prébki odnosnikowej (ekstrakt
zastgpiono etanolem) przy dtugosci fali A=593 nm. Aktywnos$¢ redukujgcy obliczono na
podstawie przygotowanej krzywej wzorcowej przedstawiajgcej zalezno$é absorbancji od
stezenia Troloxu. Wtasciwosci redukujace ekstraktéw wyrazono w mmolach Troloxu/g suchej

masy ekstraktu (mM Troloxu/g s.m.).

6.3.6. Oznaczenie aktywnosci przeciwrodnikowej w tescie z rodnikiem DPPH

Badanie aktywnosci przeciwrodnikowej etanolowych ekstraktow wyttokédw z orzecha
wtoskiego przeprowadzono wedtug metodyki Sdnchez-Moreno, Larrauri i Saura-Calixto (1998)
z modyfikacja polegajaca na przygotowaniu roztworu 0,0025 g rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-
pikrylhydrazyl) w 1000 cm3 etanolu zamiast metanolu. Zastosowany rodnik jest stabilny
w warunkach normalnych, natomiast w obecnosci przeciwutleniacza ulega redukcji, ktorej
towarzyszy zmiana barwy mieszaniny reakcyjnej z fioletowej na z6ttg. Zmiana ta wyrazona jest
spadkiem absorbancji mierzonej przy dtugosci fali A=515 nm.

Do kuwety o dtugosci drogi optycznej 1 cm pobierano kolejno 2,4 cm3 roztworu rodnika
DPPH oraz 0,1 cm3 ekstraktu i mierzono ich absorbancje co 30 sekund przez 10 minut
(czestotliwos¢ pomiaréw oraz stezenie ekstraktdw zostaty dobrane na drodze

eksperymentalnej). Wykonano po trzy réwnolegte oznaczenia dla kazdego stezenia ekstraktu.
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Na podstawie otrzymanych wynikdw wyznaczono kinetyki reakcji ekstraktéw z rodnikiem

DPPH oraz wyliczono procentowsg inhibicje aktywnosci rodnika DPPH wedtug rownania:

% inhibicja = (1 — %) 100 [%],
to
gdzie:
[Alto— wartos¢ poczatkowa absorbancji roztworu rodnika DPPH,

[A]: — wartos¢ absorbancji probki po 10 minutach inkubacji.

Aktywno$¢é przeciwutleniajgcg obliczono na podstawie krzywej wzorcowej przygotowanej
z wykorzystaniem Troloxu.
Na podstawie krzywych zaleznosci procentowe;j inhibicji rodnika DPPH od czasu wyznaczono

wartosci wskaznikéw:

= ECso — definiowanego jako stezenie przeciwutleniacza niezbedne do redukgji
o potowe poczatkowej zawartosci rodnika DPPH w warunkach prowadzenia
oznaczenia —im nizsza wartos$¢ tym wyzsza aktywnosc przeciwutleniajgca,
®  Tecso — czasu potrzebnego do osiggniecia stanu ECso,
na podstawie ktérych wnioskowano o efektywnosci antyoksydacyjnej (AE) zgodnie ze

wzorem:

AE = ——

ECSOTECSO '

6.3.7. Oznaczenie zdolnosci do hamowania degradacji -karotenu w modelowej emulsji

kwas linolowy/B-karoten

Ocene zdolnosci do hamowania degradacji B-karotenu etanolowych ekstraktéw wyttokéw
z orzecha wioskiego przeprowadzono metodg spektrofotometryczng opierajgc wnioskowanie
na stopniu zahamowania spadku absorbancji probki w obecnosci przeciwutleniacza (Taga,
Miller i Pratt, 1984). Obserwowany spadek absorbancji spowodowany jest degradacja
B-karotenu przez nadtlenki, powstate w wyniku utleniania kwasu linolowego w warunkach
podwyzszonej temperatury.

Modelowg emulsje kwas linolowy/B-karoten przygotowano tgczgc w rownych proporcjach
chloroformowe roztwory: B-karotenu (0,01%), kwasu linolowego (2%) oraz emulgatora Tween

40 (20%). Nastepnie odparowano rozpuszczalnik w temperaturze 40°C za pomocg wyparki
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rotacyjnej. Pozostato$¢ rozpuszczano w 50 cm® wody redestylowanej i przy pomocy 0,1M
wodorotlenku sodu doprowadzano roztwdr do wartosci pH 8,5. Prébki zawierajgce 1,5 cm3
emulsji reakcyjnej i ekstrakt o dobranych eksperymentalnie stezeniach (0,02-0,1% (m/v)
inkubowano przez 2 godziny w suszarce laboratoryjnej w 60°C. W 20 minutowych odstepach
czasu mierzono spadek ich absorbancji przy dtugosci fali A=470 nm. Dla kazdego ze stezen
ekstraktu wykonano po dwa réwnolegte oznaczenia. Nastepnie wyznaczono kinetyki reakgcji
oraz przygotowano krzywg wzorcowg prezentujgcg zaleznos$¢ absorbancji mierzonej

w mieszaninie reakcyjnej po 2 godzinach inkubacji emulsji w 60°C od stezenia Troloxu.

6.4. Oznaczanie stezenia ditlenku wegla

Stezenie ditlenku wegla oznaczano bezposrednio w atmosferze wypetniajacej wolng
przestrzen pomiedzy wyttokiem, a wiekiem szczelnie zamknietego szklanego pojemnika,
w ktérym umieszczony byt surowiec. Pomiar wykonywany byt automatycznie po uprzednim
pobraniu gazéw za pomocg sondy pomiarowej zakonczonej igtg. Oznaczenie kazdorazowo
wykonywano w trzech réwnolegtych powtdrzeniach. Wyniki wyrazono w procentach [%].

Badania wykonano w Katedrze Towaroznawstwa i Ekologii Produktéw Przemystowych na

Uniwersytecie Ekonomicznym w Poznaniu.

6.5. Ocena zasiegu zmian oksydacyjnych

Zasieg zmian oksydacyjnych badano w:

= wyttokach z orzecha wioskiego przechowywanych przez 12 miesiecy,

= w wyttokach z orzecha wioskiego poddanych procesowi termicznej inaktywacji
lipooksygenazy,

= we frakcji tluszczowej koncentratow ciasta w proszku,

= prébkach ttoczonego na zimno oleju z orzechow wtoskich stabilizowanych ekstraktami
wyodrebnionymi z wyttokdw z orzecha wioskiego oraz z wyttokéw z orzecha wtoskiego

poddanych procesowi termicznej inaktywacji lipooksygenazy.

W materiale suchym, tj. w wyttokach z orzecha wtoskiego oraz koncentratach ciasta w proszku

oznaczano zawartos¢ pierwotnych produktéw utleniania metoda jodometryczng. W prébkach
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ttoczonego na zimno oleju oceniano poziom liczby nadtlenkowej oraz stezenie heksanalu

technikg statycznego headspace (SHS-GC).

6.5.1. Przygotowanie materiatu badanego

Przygotowanie testow przechowalniczych wytfokdow z orzecha wtoskiego

W celu oceny zasiegu zmian oksydacyjnych zachodzgcych w czasie przechowywania,
100-gramowe (+0,1g) probki wyttoku z orzecha wioskiego przechowywano w szklanych
zamknietych opakowaniach, w temperaturze pokojowej, bez dostepu swiatta. Cyklicznie, co
50 dni, przez 12 miesiecy, monitorowano aktywnosc¢ lipooksygenazy, zawartos¢ pierwotnych
produktow utleniania, wilgotnosc¢, aktywnos¢ wody, stezenie CO,, 0gdlng zawartos¢ zwigzkéw
fenolowych oraz potencjat przeciwutleniajgcy. Dla kazdego punktu pomiarowego
przygotowywano dwie réwnolegte préobki przechowalnicze, a badania wykonano dla trzech

partii surowca.

Przygotowanie modelowych probek olejow do testow przyspieszonego starzenia

Na podstawie przeglagdu danych literaturowych i badan wstepnych przygotowano proébki
ttoczonego na zimno oleju z orzechdéw wioskich z dodatkiem 0,05%, 0,1% i 0,2% etanolowych
ekstraktow (s.m./m.) otrzymanych z wyttokdw z orzecha wtoskiego. Zastosowano ekstrakty

wyodrebnione z:

= wyttokdw bezposrednio po otrzymaniu ich od producenta,

= wyttokdw przechowywanych przez 8 miesiecy w temperaturze pokojowej (21+2°C)
bez dostepu swiatta,

=  wyttokdw poddanych ogrzewaniu w temperaturze 90°C przez 2 minuty,

= wyttokdw poddanych ogrzewaniu w temperaturze 90°C przez 2 minuty
i przechowywanych przez 8 miesiecy w temperaturze pokojowej (214+2°C) bez dostepu

Swiatta.

Prébki oleju (10 cm®) mieszano z ekstraktami z wyttokdw z orzecha wtoskiego przy pomocy
mieszadta magnetycznego i przedmuchiwano argonem do momentu zaniku zapachu
rozpuszczalnika. Réwnolegle, wedtug tej samej procedury, przygotowano probke kontrolng

oraz probke z 0,02-procentowym dodatkiem butylohydroksytoluenu (BHT). Prébki poddano
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testom przyspieszonego starzenia, przechowujgc je w zamknietych szklanych fiolkach
w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 50°C. W celu zapewnienia rownomiernego
oddziatywania przeciwutleniaczy w catej masie oleju, prébki codziennie mieszano przy
pomocy vorteksu. Jako kryterium oceny zachodzgcych zmian oksydacyjnych przyjeto poziom

liczby nadtlenkowej (LOO) oraz zawartos¢ heksanalu.

Przygotowanie modelowego koncentratu ciasta w proszku na bazie wyttokdow z orzecha

wtoskiego

Na podstawie przeglgdu danych literaturowych oraz analizy sktadu produktéw wystepujgcych
na polskim rynku przygotowano mieszanke ciasta zgodnie z przepisem na babke piaskowa

podang przez Ambroziak (2010). W sktad mieszanki wchodzity nastepujace surowce:

= 450 g maki pszennej typu 650 albo wyttokéw z orzecha wtoskiego (Swiezych oraz
poddanych procesowi termicznej inaktywacji lipooksygenazy),

= 200 g cukru,

= 150 g skrobi ziemniaczanej,

= 15 g proszku do pieczenia.
100-gramowe porcje mieszanki przechowywano w temperaturze pokojowej (21+2°C), bez
dostepu s$wiatta, w szklanych, szczelnie zamknietych naczyniach przez okres 8 miesiecy,
monitorujgc zasieg pierwotnych zmian oksydacyjnych (LOO), aktywnos$¢ wody (aw)

i wilgotnosc.

6.5.2. Badanie zmian oksydacyjnych

Oznaczenie zawartosci nadtlenkow w wyttokach z orzecha wtoskiego oraz koncentracie ciasta

w proszku

Oznaczenie zawartosci nadtlenkéw w wyttokach z orzecha wtoskiego oraz przygotowanych
modelowych koncentratach ciasta sypkiego poprzedzono wyizolowaniem ttuszczu z materiatu
zgodnie z metodyka PN-A-74780:1996 z modyfikacjami polegajacymi na doswiadczalnym
dobraniu proporcji nawazki prébki w stosunku do objetosci rozpuszczalnika ekstrakcyjnego.
Ekstrakcje ttuszczu wykonano poprzez 15-minutowe wytrzgsanie 30-gramowych (+0,1 g)
probek wyttokéw z orzecha wioskiego z 60 cm? chloroformu i przesgczenie otrzymanego

ekstraktu przez saczki jakosciowe pod zmniejszonym cisnieniem. W tak przygotowanych
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przesgczach oznaczono zawartos$é ttuszczu metody suszarkowo-wagowa, w temperaturze
105°C.

Oznaczenie zawarto$ci nadtlenkédw wykonano metodg jodometryczng, zgodnie
z metodykg PN-EN ISO 3960:2012. Zawartos¢ nadtlenkéw wyrazono jako liczbe nadtlenkowa
w milirbwnowaznikach aktywnego tlenu na kilogram masy wyekstrahowanego oleju
[meq 02/kg], obliczajac jg wedtug wzoru:

(i =V)T

LOO = TlOOO,
w ktérym:
V1 — objeto$é roztworu tiosiarczanu sodu uzytego do miareczkowania prébki badanej [cm3],
Vo — objeto$é roztworu tiosiarczanu sodu uzytego do miareczkowania prébki zerowej [cm?],
T — normalnosc¢ roztworu tiosiarczanu sodu [N],

m — masa badanej prébki [g].

Oznaczenie zawartosci nadtlenkow w oleju z orzechow wtoskich

Oznaczenie zawartosci nadtlenkéw w prébkach oleju z orzechow wtoskich przeprowadzono
przy pomocy metody jodometrycznej w oparciu o wytyczne normy PN-EN I1SO 3960:2012
z modyfikacjg wprowadzong przez Samotyje i Jure (2012). Zawartos¢ nadtlenkéw obliczono
wedtug wzoru podanego powyzej i wyrazono jako liczbe nadtlenkowg (LOO)

w miliréwnowaznikach aktywnego tlenu na kilogram prébki [meq O2/kg].

Oznaczenie zawartosci heksanalu metodq chromatografii gazowej z wykorzystaniem techniki

statycznego headspace (SHS-GC)

Do oznaczenia zawartosci heksanalu w prébkach oleju z orzechéw wioskich wykorzystano
metode chromatografii gazowej, przy uzyciu techniki statycznego headspace (static
headspace, SHS-GC). Istotg metody jest osiggniecie stanu réwnowagi miedzy prébka,
a statyczng przestrzenig gazowa nad nig, do ktérej w wyniku ogrzania prébki w komorze
urzadzenia przechodzg zwigzki lotne. Nastepnie faza nadpowierzchniowa jest bezposrednio
nastrzykiwana na kolumne chromatograficzng, gdzie nastepuje rozdziat na poszczegdlne
sktadniki lotne. W badaniach wykorzystano chromatograf gazowy Agilent Technologies 7820A
wyposazony w zautomatyzowany dozownik fazy nadpowierzchniowej (headspace sampler)

Agilent 7697A oraz kolumne CP Sil 8CB o wymiarach 30 m x 0,53 mm x 1,5 um. Gazem no$nym
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byt hel. Identyfikacji heksanalu dokonano poprzez pordwnanie czasdw retencji rozdzielanych
zwigzkdéw i substancji wzorcowej (Aldrich). Oznaczen ilosciowych dokonano na podstawie
sporzgdzonej krzywej wzorcowe] przedstawiajgcej zaleznos¢ wielkosci pola powierzchni piku

od stezenia heksanalu. Wyniki wyrazono w ug/cm3.
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Rysunek 8. Chromatogram zwigzkdw lotnych probki ttoczonego na zimno oleju z orzechow

wtoskich stabilizowanego ekstraktami otrzymanymi z wyttokéw z orzecha wtoskiego

6.6. Optymalizacja warunkéw termicznej inaktywacji lipooksygenazy wyttokéw z orzecha

wtoskiego

W celu termicznej inaktywacji lipooksygenazy 100-gramowe prébki wyttokéw z orzecha
witoskiego ogrzewano w suszarce laboratoryjnej w zakresie temperatur od 50°C do 100°C
(50°C, 60°C, 70°C, 90°Ci 100°C — zakres dobrany na podstawie danych literaturowych), kolejno
przez 2, 4, 6, 10 i 20 minut (dla kazdej warto$ci temperatury). W podgrzanych wyttokach
monitorowano:

= zmiany aktywnosci lipooksygenazy (LOX),

= zawarto$¢ nadtlenkéw (LOO),

= 0goblng zawartos¢ zwigzkéw fenolowych

= potencjat antyoksydacyjny testem FRAP i DPPH.
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6.7. Analiza statystyczna wynikéw

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono przy uzyciu programoéw Microsoft Excel 2017
oraz IBM SPPS Statistics. Zakres analiz byt zréznicowany w zaleznosci od charakteru
pozyskanych w toku badan danych. Wykorzystano jednoczynnikowg analize wariancji
(ANOVA), test post-hoc Tukey’a oraz wspodtczynnik korelacji liniowej Pearsona (r). Za poziom
istotnosci kazdorazowo przyjmowano wartos¢ p<0,05. Ponadto w celu wybrania optymalnych
warunkéw termicznej inaktywacji lipooksygenazy zastosowano metode regresji powierzchni
odpowiedzi przy uzyciu programu Statistica 12.0. Analiza ta powszechnie wykorzystywana jest
w praktyce przemystowej do wyjasniania nieliniowych zwigzkéw pomiedzy wybranymi
cechami jakosci, a zmiennymi zaleznymi, przy czym warto$¢ zmiennej predykcyjnej ustalana

jest tak, aby analizowane zmienne uzyskaty optimum.

6.8. Wykaz odczynnikéw, aparatury i sprzetu laboratoryjnego

Wykaz odczynnikow:
= alkohol etylowy 96%,
= alkohol metylowy,
= [B-karoten,
=  butylohydroksytoluen (BHT) 99%,
= chlorek zelaza (Ill) szesciowodny,
= chloroform,
= 1,1 —difenylo — 2 — pikrylhydrazyl (DPPH),
= eter naftowy,
= fosforan disodowy 12-dwunastowodny,
= fosforan jednopotasowy,
= heksan bezwodny,
= heksanal 98%,
= jodek potasu,
= kwas borowy,
= kwas elagowy min. 95%,
= kwas ferulowy min. 97%,

= kwas galusowy min. 97%,
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kwas kawowy min. 98%,

kwas linolowy,

kwas octowy min. 99,5%,

kwas p-kumarowy min. 97%,

kwas siarkowy,

kwas solny,

kwas wanilinowy min. 95%,

kwercetyna,

octan sodu,

odczynnik Folina — Ciocalteu,

siarczan (VI) miedzi (Il),

siarczan (VI) potasu,

siarczan zelaza (Il) siedmiowodny,
tiosiarczan sodu,
2,4,6,-tripirydylo-s-triazyna (TPTZ) >99%,
6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromian-2-kwas karboksylowy (Trolox),
Tween 20,

Tween 40,

weglan sodu, bezwodny,

wodorotlenek sodu,

wskaznik Tashiro

Wykaz aparatury i sprzetu laboratoryjnego:

chromatograf cieczowy Acquity™ (Waters, MA, USA) wyposazony w kolumne
Kinetex™ XB-C18,

chromatograf gazowy Agilent Technologics 7820 wyposazony w detektor
ptomieniowo-jonizacyjny (FID) i autosampler Agilent 7697A,

cieplarka laboratoryjna, Memmert,

destylarka z parg wodng K-355, Blichi Labortechnik,

ekstraktor SER 148/3, VELP,

jednostka do mineralizacji probek “na mokro” model K-425/436 Bichi Labortechnik,

kuwety szklane o dtugo$ci drogi optycznej 1 cm, Hellma Analytics,
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kuwety kwarcowe o dtugosci drogi optycznej 1 cm, Hellma Analytics,
taznia wodna MLL 547, POCH,

taznia ultradzwiekowa, Ultron,

mieszadto magnetyczne typu ES — 21H, Wigo,

mtynek laboratoryjny,

pipety automatyczne High Tech Lab,

pompa prézniowa,

spektrofotometr UV-VIS Genesys 6, Thermo Spectronic,

waga laboratoryjna o doktadnosci 0,0001g,

wiréwka MPW 351E,

vorteks BVX-10,

wyparka rotacyjna Rotavapor R-114 z taznig wodng B-480, Biichi Labortechnik,
wytrzasarka DOS-10M, Elmi
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7.Wyniki badan i dyskusja

7.1. Charakterystyka sktadu i wybranych wtasciwosci fizykochemicznych wyttokéw

z orzecha wtoskiego

Ocena sktadu chemicznego i witasciwosci fizykochemicznych stanowi punkt wyjscia do
whnioskowania o przydatnosci zywieniowej i technologicznej surowcdw oraz wykazywanej
przez nie stabilnosci w czasie przechowywania. Wyttoki z orzecha wioskiego z zatozenia sa
produktem ubocznym o niskim stopniu przetworzenia, co sugeruje, ze ich sktad powinien by¢
zblizony do skfadu surowca wyjsciowego z wyjatkiem zawartosci ttuszczu, przy czym ze
wzgledu na naruszong strukture tkankowa mogg charakteryzowaé sie one nizszg trwatoscia
i w wyzszym stopniu by¢ narazone na procesy biochemiczne, mikrobiologiczne oraz
oddziatywanie czynnikéw zewnetrznych.

W Tabeli 10 przedstawiono charakterystyke sktadu chemicznego oraz wybranych
wiasciwosci fizykochemicznych wyttokdw z orzecha wtoskiego pochodzacych z trzech partii
produkcyjnych z roku 2014 (partia 1), 2015 (partia 2) i 2016 (partia 3). Wyniki wyrazono
w g/100 g surowca.

Wilgotnos¢ badanych wyttokdw z orzecha wtoskiego nie przekraczata 7 g/100 g, co pozwala
sklasyfikowaé je jako produkty suche. Otrzymane wyniki sg zgodne z danymi zawartymi
w pracach Bakkalbasi i in. (2015), Labuckas i in. (2014) oraz Martinez i in. (2010). Wyzsza
zawarto$¢ wody w mace orzechowej stwierdzili natomiast Santos, Alvarez-Irti, Sena-Moreno,
Rabadan, Pardo i Oliveira (2018) — 11,43 g/100 g, podkreslajgc réwniez silnie ujemna korelacje
pomiedzy czasem i temperaturg prazenia jader orzechdw przed ttoczeniem oleju,
a wilgotnosciag powstatych w trakcie tego procesu wyttokdow. Zaktada sie, ze w celu
zapewnienia odpowiedniej trwatosci przeznaczonych do sktadowania wyttokdw z orzecha
wtoskiego, ich wilgotnos¢ nie powinna przekracza¢ 15% (Salcedo i Nazareno, 2015). Wyzsza
zawarto$¢ wody przyczynia sie bowiem do niekorzystnych zmian jakosciowych, w tym do
wzmozonego rozwoju mikroorganizmow, a w przypadku produktéw suchych réwniez do
przyspieszenia proceséw dojrzewania i wymiany gazéw oraz samozagrzewania i zbrylania. Co
wiecej, ograniczona zostaje przydatno$é technologiczna surowcow, gitdéwnie przez
zmniejszong higroskopijnos¢ wzgledem dodawanej w czasie produkcji wody (Ambroziak,

2010).
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Aktywnos$¢ wody jest cechg istotng w kontekscie rozwazan nad trwatoscig surowcow,
poniewaz warunkuje ona m.in. podatnos¢ surowca na rozwdj drobnoustrojow, procesy
enzymatyczne, szybkos$¢ przebiegu reakcji Maillarda i nieenzymatycznego brunatnienia oraz
utlenianie kwaséw ttuszczowych i barwnikéw (Patacha, 2008). W przypadku surowcéw
suchych, jakimi sg wyttoki, aktywnosé¢ wody obok m.in. ogélnej wilgotnosci jest jednym
z elementéw bezposrednio wptywajgcych na tempo utleniania kwaséw ttuszczowych.
Stwierdzono niewielkie zréznicowanie, w zaleznosci od partii produkcyjnej, poziomu wartosci
aktywnosci wody dla badanych wyttokéw. Nieznacznie wyzszg wartos¢ wyrdznika wynoszaca
0,500 otrzymali w badaniach wyttokéw z orzecha wtoskiego Tarek-Tilistydk, Juhasz-Roman,
Jeko i Mathe (2014).

Za optymalng warto$¢ aktywnosci wody, warunkujgcg najwyzszg stabilno$é oksydacyjna
przyjmuje sie zakres 0,200-0,300, przy ktérych woda wystepuje w postaci $cisle zwigzanej
monowarstwy, przez co nie stanowi srodowiska dla dziatalnosci m.in. enzymédw, utrudnione
jest rowniez wigzanie produktédw posrednich reakcji tancuchowej oraz nizsze jest stezenie
jondw metali proutleniajgcych. Tempo utleniania lipidow gwattownie wzrasta jednak, gdy
warto$¢ tej cechy przekroczy poziom 0,400 lub jest nizsza niz 0,200. W swietle
przedstawionych informacji mozna spodziewac sie, ze badane wyttoki z orzecha wioskiego
z jednej strony beda podatne na procesy utleniania, z drugiej ograniczona zostaje mozliwosc
rozwoju m.in. mezofilnych bakterii i drozdzy, co zostato potwierdzone w badaniach na
wyttokach orzechowych podczas ich 4-miesiecznego przechowywania zaréwno
w temperaturze pokojowej, jak i chtodniczej (Tarek-Tilstykdk i in., 2014).

Wyttoki z orzecha wioskiego pochodzace ze wszystkich trzech partii produkcyjnych
wykazywaty swoistg dla tego typu produktéow ubocznych zawartosé biatka wynoszaca ponad
40 g/100 g surowca. Tak wysoki udziat biatka w sktadzie jest cechag charakterystyczng dla
produktow ubocznych powstajgcych w wyniku mechanicznego procesu, jakim jest ttoczenie.
Co wiecej, uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie z danymi zawartymi w literaturze przedmiotu.
Wedtug Santos i in. (2018) w odttuszczonej mace z orzechéw wtoskich, w zaleznosci od
odmiany surowca, zawarto$¢ biatka wahata sie na poziomie 39-44 g/100 g. Analogiczne do
ww. dane prezentujg takze Hadded i Gaban-Chong, Oda i Sabate (2014), Fuiin. (2016), Pereira
Oliveira, Sousa, Ferreira, Bento i Estevinho (2008), Vanhanen i Savage (2006) oraz Tarek-
Tilistyak i in. (2014). Nieco nizszg wartosé, réowng 36,8 g/100 g oznaczyt Bakkalbasi i in. (2015)
oraz wyzszg —wynoszgcg 52,5 g/100 g Mao i Hua (2012). Dla poréwnania, podobnym udziatem
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biatka w sktadzie charakteryzuje sie maka sojowa (30-59 g/100 g), natomiast znaczaco nizsza
maka kokosowa (12,6%), dyniowa (12,4-24,9 g/100 g) czy oliwna (2,7 g/100 g) (Beegum i in.,
2017; Biatek i in. 2016; Lin i in., 2017; Sujirtha i Mahendran, 2015).

Udziat zwigzkdéw frakcji popiotowej, ktdra swiadczy o zawartosci sktadnikdw mineralnych,
dla kazdej z badanych partii wyttokdw z orzecha wtoskiego wynosit ponad
5,5 g/100 g, co réwniez znajduje potwierdzenie w wiekszosci badan prowadzonych na
zmielonych i czesciowo odttuszczonych jagdrach orzechéw wioskich (Fukuda, Ito i Yoshida,
2003; Santos i in., 2018; Tapia, Sanchez-Morgado, Garcia-Parra, Ramirez, Hernandez
i Gonzalez-Gomez., 2013; Tarek-Tilistydk i in., 2014). Niemniej w literaturze mozna spotkac
dane wskazujgce na znacznie nizsze wartosci sktadnikéw frakcji popiotowej, ktdre nie
przekraczajg 2 g/100 g (Mao i Hua, 2012). Dane dotyczace popiotowosci innych wyttokéw
roslin oleistych réwniez rdznicujg sie w podobny sposdb, niemniej wyzszy udziat zwigzkéw
frakcji popiotowej stwierdzono w przypadku wyttokdw sezamowych (dochodzgcy do
9 g/100 g), kokosowych (8 g/100 g) oraz sojowych (7 g/100 g). Dla wiekszosci makuchéw
wartosci oscylujaca jednak w przedziale od 3 do 7 g/100 g. Warto réwniez nadmienié, ze
wyttoki z orzecha wtoskiego majg znaczacg przewage nad maka pszenng, zytnig, kukurydziang
czy ziemniaczang, charakteryzujac sie od 2,5- do 12-krotnie wyzszg zawartoscig sktadnikow

mineralnych od ww. produktéw (Kunachowicz i in., 2017).

Tabela 10. Charakterystyka wartosci odzywczej i energetycznej oraz wybranych wtasciwosci

fizykochemicznych wyttokdw z orzecha wtoskiego

Wyréznik Partia 1 Partia 2 Partia 3

Wartos¢ energetyczna [kl/kcal] 1555,5/370,0 1567,4/373,3 1563,5/372,0
Ttuszcz [g/100g] 8,5%" + 0,04 9,9°+ 0,01 8,9°+ 0,01
Weglowodany [g/100g] 22,2 18,2 21,2
Biatko [g/100g] 44,77 £ 0,36 46,3 + 0,40 45,4% £ 0,32
Wtékno surowe [g/100g] 9,0°+0,20 9,0°+0,01 9,01°+0,11
Popidt [g/100g] 5,5+ 0,00 5,8+ 0,00 5,52+ 0,01
Wilgotnos¢ [g/100g] 6,27 £ 0,02 6,8+ 0,02 6,1 £ 0,01
Aktywnos¢ wody 0,342% £ 0,001 0,338° + 0,001 0,299¢ + 0,001

*$rednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05) w wierszach

Zawartos$¢ ttuszczu w wyttokach z orzecha wtoskiego byta cecha charakterystyczng dla
kazdej z badanych partii surowca, co mozna ttumaczy¢ przede wszystkim warunkami
klimatycznymi panujgcymi w danym roku uprawy, odmiang orzechow wykorzystanych do

ttoczenia, jak rowniez parametrami tego procesu. Zréznicowane sg rowniez dane zawarte
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w literaturze, gdzie podawana zawarto$¢ ttuszczu w makach orzechowych waha sie nawet
w przedziale od 18 do 30 g/100 g (Martinez i in., 2010; Santos i in., 2018; Vanhanen i Savage
2006). Bardzo czesto na potrzeby badan wyttoki otrzymuje sie w wyniku bezposredniego
ttoczenia oleju z surowca w warunkach laboratoryjnych, co moze wigzac¢ sie z nizszg
w porownaniu do przemystowego ttoczenia wydajnoscig, skutkujacg wyzszg zawartosciag
ttuszczu resztkowego w makuchach. Poréwnywalng zawartos¢ ttuszczu stwierdzono
w wyttokach kokosowych (9,2 g/100 g), rzepakowych (7 g/100 g), stonecznikowych
(6,9 g/100 g) czy dyniowych (8,3 g/100 g) (Beegum i in., 2017; Biatek i in., 2016; Lin i in., 2017;
Surjirtha i Mahendran, 2015, Zamindariin., 2017).

Badane partie wyttokdw charakteryzowaty sie niemal identycznym profilem kwaséw
ttuszczowych z dominujgcym udziatem kwasu linolowego (ponad 61% wszystkich kwasow
ttuszczowych) oraz oleinowego (ponad 18%). Na szczegdlng uwage zastuguje jednak ponad
10-procentowy udziat kwasu a-linolenowego, ktéry zgodnie z prawodawstwem europejskim
pozwala uznaé¢ make wyttokowa za surowiec stanowigcy zrédio kwaséw ttuszczowych
z rodziny omega-3, ktéra w konsekwencji mogtaby zostaé opatrzona takim oswiadczeniem
zywieniowym (Rozporzgdzenie Komisji (UE) nr 116/2010, 2010). Wsréd kwaséw nasyconych

zidentyfikowano kwas palmitynowy oraz stearynowy (Tabela 11).

Tabela 11. Skfad kwaséw ttuszczowych wyttokéw z orzecha wtoskiego (procentowy udziat

w puli wszystkich kwaséw ttuszczowych) [%]

Kwas ttuszczowy Partia 1 Partia 2 Partia 3
Kwas palmitynowy (C16:0) 6,67 £ 0,02 6,62 + 0,02 6,64 + 0,01
Kwas stearynowy (C18:0) 2,27 £0,01 2,24 + 0,00 2,22 +0,01
Kwas oleinowy (C18:1 n-9) 18,51 + 0,00 18,48 + 0,00 18,53 £ 0,02
Kwas wakcenowy (C18:1 n-7) 0,82 +0,01 0,79 +£0,03 0,81+0,01
Kwas linolowy (C18:2 n-6) 61,56 + 0,04 61,75 + 0,08 61,66 + 0,06
Kwas o-linolenowy (C18:3 n-3) 10,17 £0,01 10,12 £ 0,02 10,14 £ 0,01
> NKT 8,94 8,86 8,86
> JNKT 19,33 19,27 19,34
> WNKT 71,73 71,87 71,80

Oznaczony we frakcji lipidowej wyttokow profil kwaséw ttuszczowych jest analogiczny do
profilu zidentyfikowanego zaréwno w mace orzechowej (Rabadan, Pardo, Gdmez i Alvarez-
Orti, 2018b), jadrach orzechéw wtoskich (Hayes i in., 2016; Salcedo i Nazareno, 2015; Tapia
iin., 2013; Borecka, Walczak i Starzycki, 2013; Grabowska i Wieczorek, 2017), jak i w ttoczonym
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na zimno oleju z orzechéw wtoskich (Copolovici i in., 2017; Popovici i Deseatnicova, 2013;
Rabadan, Alvarez-Orti, Pardo i Alvarruiz, 2018a; Zhou, Fan, Chu i Pei, 2016).

Biorgc pod uwage oznaczone substancje odzywcze oraz dane literaturowe wyznaczono
teoretyczng zawarto$¢ weglowodandw oraz oszacowano wartos¢ energetyczng badanych
wyttokow z orzecha wioskiego. Na podstawie obliczen stwierdzono, ze 100 graméw wyttokow
z orzecha wtoskiego w zaleznosci od partii produkcyjnej dostarcza srednio od 371 do 381 kcal
(1523-1566 kJ), co jest zgodne z danymi Santos i in. (2018). Wartos¢ energetyczna wyttokdw
jest zatem nieznacznie wyzsza w poréwnaniu z wartoscig tradycyjnych mak pszennych
i zytnich (340-360 kcal/100 g) dostepnych na rynku, co $cisle zwigzane jest z blisko 8-krotnie
wyzszg zawartoscig ttuszczu w wyttokach. Jednoczesnie jednak znaczgco wyiszy procentowy
udziat btonnika pokarmowego kosztem weglowodandéw rekompensuje te nadwyzke
energetyczng dyktowang blisko 10-procentowym udziatem ttuszczu. Wysoka jest réwniez
wartos$¢ odzywcza wyttokdw, co warunkowane jest przede wszystkim znaczacym udziatem
biatka o korzystnym sktadzie aminokwasowym (Arab i Ang, 2015), wysoka zawartoscia
bfonnika pokarmowego i skfadnikdw mineralnych oraz korzystnym profilem kwasow
ttuszczowych. Rozwazajgc  proporcje  poszczegdlnych  sktadnikow  odzywczych
w odniesieniu do tzw. mak tradycyjnych mozna uznaé, ze maka pozyskiwana w wyniku

przemiatu wyttokéw stanowi dla nich cenng alternatywe.

Wyniki prezentowane w podrozdziale 7.2 zostaty opublikowane w monografii Current Trends
in Commodity Science - New Trends in Food Quality, Packaging and Consumer Behavior
w artykule ,Characterisation of lipoxygenase activity in walnut cake” (Biriczak, Matecka

i Samotyja, 2015)

7.2. Charakterystyka typu i stopnia aktywnosci natywnej lipooksygenazy wyttokéw

z orzecha wtoskiego

W przypadku badan in vitro nad enzymami istotne znaczenie ma standaryzacja warunkéw
pomiarowych, co gwarantuje wysoki stopied poréwnywalnosci wynikdéw oraz zobrazowanie
aktywnosci w warunkach in vivo (Bisswanger, 2014). Na potrzeby niniejszej pracy wykonano
zatem serie badan majacych na celu okreslenie optymalnego odczynu ekstrahenta

wykorzystywanego do izolacji enzymu z surowca oraz medium, w ktérym bezposrednio
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wykonywany byt pomiar. Uzyskane informacje pozwolity na zachowanie jednolitych
warunkéw pomiarowych na wszystkich etapach badan oraz okreslenie typu lipooksygenazy
wystepujgcego w badanych wyttokach z orzecha wtoskiego. Powszechnie bowiem
w surowcach roslinnych wystepuje jedna z dwodch form lipooksygenazy, ktorych
podstawowym sposobem identyfikacji jest okreslenie warunkéw dla optymalnej aktywnosci.
Typ | jest najbardziej stabilny przy pH silnie zasadowym (w okolicach 9,0), a typ Il w pH
obojetnym i stabo alkalicznym (pH 6,0-7,8).

Na Rysunku 9. przedstawiono zalezno$¢ aktywnosci lipooksygenazy od odczynu
rozpuszczalnika wykorzystywanego do jej ekstrakcji z surowca. Stwierdzono stabilng
aktywnos¢ enzymu w zakresie pH od 5,5 do 8,0 oraz gwattowny skok po przekroczeniu
wartosci pH 8,0. Przyczyng tego wzrostu jest prawdopodobnie wyekstrahowanie
dodatkowych, interferujgcych zwigzkéw zaburzajgcych wynik. Biorgc pod uwage uzyskane
wyniki oraz dane literaturowe, wskazujgce m.in. na wysoka efektywno$é rozpuszczalnikéw
o odczynie obojetnym, wykluczono pH silnie zasadowe, a do dalszych badan wybrano bufor

fosforanowy o pH 7,0 (Jarjes i in., 2017).
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Rysunek 9. Wptyw pH mieszaniny ekstrakcyjnej na aktywno$¢ lipooksygenazy wyttokow
z orzecha wtoskiego

a, b, ¢, ... - Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)
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Rejestrowana aktywnosc lipoooksygenazy réznicowata sie réwniez w zalezno$ci od odczynu
buforu zastosowanego do przygotowania mieszaniny reakcyjnej (Rysunek 10). Stwierdzono
systematyczny, istotny statystycznie wzrost aktywnosci enzymu wraz z przesuwaniem sie pH
w kierunku odczynu obojetnego i lekko zasadowego, z maksimum przy pH 7,6. Nastepnie,
w miare wzrostu alkalicznosci roztworu wykazywana aktywnos¢ katalityczna enzymu
stopniowo malata. Otrzymane wyniki s zbiezne z Kosary i in. (2009), ktérych badania nad
aktywnoscig lipooksygenazy orzechéw wtoskich wykazaty analogiczng tendencje, a autorzy
w konsekwencji do zasadniczych badan wykorzystali bufory o wartosci pH 7,7. Buranasompob
i in. (2007) stwierdzili natomiast, ze optymalne warunki dla aktywnosci enzymu pochodzacego
z orzechow wioskich i migdatéw wystepuja przy pH 7,0, przy czym zakres badanego odczynu
mieszaniny reakcyjnej zostat ograniczony przez tych autoréw do trzech wartosci (4,0; 7,0i 9;0).
Zgodnie z ogdlnym twierdzeniem, ze enzymy wykazujg najwyzszg aktywnos¢ przy pH
fizjologicznym tj. 7,5 (zwykle jednak jest to szerszy zakres od 7,0 do 8,0) (Bisswanger, 2014),
do dalszych badan wybrano bufor o pH 7,6 przy ktérym lipooksygenaza wykazywata najwyzsza
aktywnos¢ wobec kwasu linolowego. Nalezy jednak zauwazy¢, ze optimum aktywnosci
badanego enzymu jest cechg charakterystyczng dla danego gatunku rosliny, jak réwniez moze
réznicowacd sie w obrebie danego gatunku, co prawdopodobnie wynika z réznic w budowie
biatek spowodowanych z kolei zmiennoscig warunkdw uprawy. Biorgc pod uwage powyzsze
informacje warunki pomiarowe kazdorazowo powinny by¢ dobierane do badanego surowca
(Szymanowska i in., 2009; Yoshie-Stark i Wasche, 2004). Dla przyktadu optymalne warunki
wyrazone wartoscig pH mieszaniny reakcyjnej dla lipooksygenazy zielonego groszku zawieraty
sie w przedziale od 5,0 do 6,5, dla tubinu od 6,0 do 8,0, jednak w niektérych z badan tych

surowcow nie rejestrowano aktywnosci enzymu ponizej wartosci 7,2 (Stephany i in., 2014).
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Rysunek 10. Wptyw pH mieszaniny reakcyjnej na aktywnos¢ lipooksygenazy wyttokow
z orzecha wtoskiego

3, b, ¢, ... - Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)

Optimum aktywnosci w pH 7,6 wskazuje, ze dominujagcym typem lipooksygenazy
w badanych wyttokach z orzecha wioskiego jest typ Il. Cechg charakterystyczng tego typu
enzymu jest wprost proporcjonalny wzrost jego aktywnosci wraz ze wzrostem jego stezenia
w mieszaninie reakcyjnej, co przedstawiono na Rysunku 11. Typ Il lipooksygenazy
w szczegdlnosci  katalizuje procesy utleniania kwasu linolowego — substratu
wykorzystywanego w przeprowadzonych badaniach oraz réwnocze$nie dominujgcego

sktadnika frakcji ttuszczowej badanych wyttokow.
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Rysunek 11. Wptyw stezenia lipooksygenazy wyttokdw z orzecha wioskiego w mieszaninie

reakcyjnej na wykazywang przez nig aktywnos¢
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Kolejnym etapem badan byto oznaczenie aktywnosci lipooksygenazy dla wyttokdéw
z orzecha wioskiego pochodzacych z trzech odrebnych partii w wystandaryzowanych
warunkach pomiarowych. Aktywno$é enzymu w zaleznosci od partii wahata sie w przedziale
od 335 do 377 j.u. (Tabela 12) i byta zblizona do aktywnosci oznaczonej w $wiezych jadrach
orzechéw wtoskich (Fu i in., 2016) oraz awokado, pomidorach, brokutach czy szparagach
(Manovski i in., 2015). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze poréwnywanie aktywnosci lipooksygenazy
jest wzgledne, poniewaz jest ona warunkowana wieloma czynnikami nie zawsze zwigzanymi
z rodzajem surowca. Duzy wptyw majg warunki uprawy, a $cislej mowigc czynniki stresogenne,
na ktérych oddziatywanie byt narazony surowiec. Nie bez znaczenia pozostaje rowniez stopien
denaturacji biatek tworzacych dany enzym oraz same warunki zastosowane w czasie

wykonywania oznaczen.

Tabela 12. Aktywnos¢ lipooksygenazy w wyttokach z orzecha wioskiego

Partia 1 Partia 2 Partia 3
Aktywnos¢ lipooksygenazy [j. u.] 377 +£8,0 335+2,5 390+1,9
Aktywnosc lipooksygenazy 0,032 + 0,001 0,032 + 0,001 0,033 + 0,002

[mmol/g s.m. wyttoku]

Wyniki badan uzyskane na tym etapie badan, podparte danymi prezentowanymi przez
Labuckas i in. (2011), Ling i in. (2014) oraz Watkins (2005) sugeruja, ze jakos$¢ i trwatosc
wyttokdw z orzecha wtoskiego moze by¢ w duzym stopniu ograniczana przez procesy
oksydacyjne, co wynika bezposrednio ze sktadu chemicznego oraz cech fizykochemicznych
wyttokow, takich jak stopien rozwiniecia powierzchni oraz zachowanie aktywnosci natywnej

lipooksygenazy.

7.3. Wplyw czasu przechowywania na aktywnos¢ lipooksygenazy, stabilno$¢ oksydacyjng

oraz potencjat przeciwutleniajacy wyttokow z orzecha wtoskiego

W celu okreslenia optymalnego czasu przechowywania wyttokéw z orzecha wtoskiego oraz
oceny wptywu poszczegdlnych czynnikdw uznanych w tym obszarze za krytyczne,
przeprowadzono testy przechowalnicze w warunkach normalnego sktadowania. Przez okres
12 miesiecy (350 dni), regularnie co 50 dni badano aktywnos¢ lipooksygenazy, zawartosé

nadtlenkow, aktywnos¢ wody, wilgotno$é oraz potencjat przeciwutleniajgcy prébek.
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Aktywnosc lipooksygenazy wyttokdw z orzecha wtoskiego

Na Rysunku 12 przedstawiono zmiany aktywnosci lipooksygenazy zachodzace wraz
z uptywem czasu sktadowania surowca, pochodzgcego z trzech kolejnych sezonéw. W ciggu
roku aktywnos¢ enzymu ulegata wahaniom, przy czym zasieg zmian byt zalezny od partii
produkcyjnej. Dla materiatu pochodzacego z partii 1 i 3 zmiany te nie przekraczaty 10%,
podczas gdy w przypadku partii 2 réznica pomiedzy minimalng, a maksymalng zarejestrowang
aktywnoscig enzymu wyniosta blisko 45%. Zblizony natomiast byt sam kierunek zmian, tj. przez
pierwsze po6t roku trwania doswiadczenia obserwowano stopniowy wzrost aktywnosci
lipooksygenazy, a nastepnie po osiggnieciu maksimum nastepowat niewielki spadek
i stabilizacja na okreslonym poziomie. Dane literaturowe potwierdzajg, ze takie wahania sg
cecha charakterystyczng lipooksygenazy pochodzenia roslinnego. Dla przyktadu, od 10- do 30-
procentowe odchylenia od poczgtkowej wartosci aktywnosci enzymu w czasie
przechowywania grochu zaobserwowat Gékmen i in. (2005). Réwniez badania nad nasionami
brgzowego ryzu wykazaty, ze aktywno$é lipooksygenazy ulegata fluktuacjom w czasie
przechowywania, przy czym zasieg i kierunek wahan byt $cisle zalezny od warunkéw
prowadzenia testéw, w tym od temperatury i rodzaju opakowania, w ktédrym przechowywany

byt surowiec (Malekian i in., 2000).
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Stabilnos¢ oksydacyjna frakcji lipidowej wyttokow <z orzecha wtoskiego podczas

przechowywania

Réwnolegle do aktywnosci lipooksygenazy monitorowano stabilnosé¢ oksydacyjng frakcji
ttuszczowej wyttokdw z orzecha wioskiego. Analizujgc tempo przyrostu zawartosci
nadtlenkdw mozna zauwazyé niewielkie roznice w zaleznosci od danej partii produkcyjnej
(Rysunek 13). Najszybciej procesom utleniania ulegat surowiec pochodzacy
z partii 1. Przez pierwsze 150 dni frakcja ttuszczowa surowca utleniata sie w tempie
0,02 meq Oz/kg na dzien, nastepnie dynamika wzrosta dwukrotnie i po osiggnieciu punktu
maksymalnego poziom liczby nadtlenkowej zaczat stopniowo spadac. Przebieg zmian
oksydacyjnych dla wyttokdw pochodzacych z partii 2 byt bardziej umiarkowany — przez
pierwsze 5 miesiecy $rednie tempo utleniania wynosito 0,02 meq O2/kg, a przez kolejne 150
dni — 0,3 meqg O2/kg. Najwyziszg stabilnos¢ oksydacyjng charakteryzowat sie surowiec
pochodzacy z sezonu 2016 (partia 3), co mogto by¢ wynikiem nizszego wyjsciowego stopnia
utlenienia ich frakcji ttuszczowej. W pierwszych miesigcach obserwowano wzrost liczby
nadtlenkowej zblizony przebiegiem do zmian zachodzacych w partii 2 (0,02 meq O./kg na
dzien), z wyraznym nasileniem tworzenia nadtlenkédw pomiedzy 200 a 250 dniem
(0,04 meq Oz/kg na dzien) oraz zahamowaniem dynamiki przyrostu zawartosci nadtlenkéw
w ostatnich miesigcach sktadowania (0,004 meq O/kg oleju). W przeciwienstwie jednak do
wyttokéw pochodzacych z sezonéw 2014 i 2015, dla partii 3 pochodzacej z sezonu 2016 nie
zarejestrowano spadku stezenia nadtlenkéw w okresie trwania badan. Spadek liczby
nadtlenkowej w ostatnich miesigcach sktadowania najprawdopodobniej jest konsekwencja
nasilenia sie proceséw wtérnych, w ktérych tempo przyrostu zawartosci nadtlenkéw jest
nizsze od szybkosci ich dekompozycji do nierodnikowych pochodnych, w tym
odpowiedzialnych za nieprzyjemny zapach, zwigzkéw karbonylowych. Jak podajg Hu
i Jacobsen (2017), spadek poziomu liczby nadtlenkowej w czasie przechowywania produktéw
o niskiej wilgotnosci mozna ttumaczy¢ wzmozonymi interakcjami natywnych biatek surowca
z generowanymi wodoronadtlenkami i heksanalem. Reakcje te prowadzg do zmniejszenia
stezenia nadtlenkdw propagujgcych reakcje faricuchowe, co odzwierciedlone jest w nizszej
wartosci liczby nadtlenkowej. W przypadku badanych wyttokdw, w ktérych biatka stanowia
ponad 40% masy, takie uzasadnienie wydaje sie znajdowaé potwierdzenie. Znaczgco nizsze

tempo utleniania frakcji ttuszczowej orzechéw wtoskich stwierdzit Hosseini i in. (2014).
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Autorzy w trakcie rocznych testow przechowalniczych prowadzonych w temperaturze
pokojowe] zaobserwowali wzrost liczby nadltenkowej do 2,3 i 3,3 meq Ox/kg, kolejno dla
catych orzechdéw i samych ich jader (Hosseini i in, 2014). Dodatkowo przyjmuje sie, ze wartosc
graniczna liczby nadtlenkowej dla tego rodzaju orzechéw nie powinna przekraczaé
3,0 meq Ox/kg (Hosseini i in, 2014). Nie okreslono natomiast takiej wartosci dla mak
wyttokowych, w ktérych z uwagi na wysoki stopiel rozwiniecia powierzchni oraz czesciowo

uszkodzong strukture tkankowg tempo zachodzgcych zmian jest znaczgco wyzsze.
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Rysunek 13. Zmiany zawartosci nadtlenkéw (LOO) w przechowywanych wyttokach z orzecha

wtoskiego

Stwierdzona w powyzszych badaniach wyisza dynamika przyrostu zawartosci
nadtlenkéw w poréwnaniu do szybkosci wzrostu aktywnosci lipooksygenazy moze wskazywaé
na zachodzenie w wyttokach z orzecha wtoskiego proceséw autooksydacji potgczonych
z procesami enzymatycznumi oraz antyoksydacyjnymi. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢,
ktdry z procesdéw utleniania w wyzszym stopniu wptywat na obnizenie ogdlnejjakosci surowca.
Jedng z mozliwosci oceny bytoby monitorowanie zmian oksydacyjnych przy catkowitej
inaktywacji enzymu, jednak w opinii autora préba taka nie zobrazowataby w petni
rzeczywistych proceséw zachodzacych in vivo. Produkty generowane w wyniku utleniania

enzymatycznego, jak i autooksydacji wykazujg bowiem zdolnos¢ do inicjowania lub propagacji
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Rysunek 35. Powierzchnia odpowiedzi dla zmian wtasciwosci redukujacych etanolowych

ekstraktow wyttokow z orzecha wtoskiego w zaleznosci od czasu i temperatury ogrzewania

Objasnienia: y — wtasciwosci redukujagce [mM Troloxu/g s.m.]; x1 — temperatura ogrzewania [°C]; x» — czas
ogrzewania [min]

Podsumowujgc otrzymane powyzej wyniki mozna przyja¢, ze ogrzewanie wyttokow
z orzecha wioskiego przyczynia sie do zmian jakosciowo-ilosciowych zwigzkéw fenolowych
surowca, przy zachowaniu zdolnosci redukujgcych i czesciowej utracie aktywnosci
przeciwrodnikowej. Do podobnych wnioskéw doszli réwniez Fu i in. (2016). Davis i in. (2010)
udowodnili natomiast liniowg zalezno$¢ miedzy potencjatem antyoksydacyjnym wyrazonym
m.in. zawartoscig zwigzkéow fenolowych, a czasem prazenia maki z orzechéw ziemnych
w temperaturze 166°C, przy czym efekt ten byt widoczny przez pierwsze 10 minut, po
przekroczeniu ktdérych nastepowat stopniowy spadek witasciwosci przeciwutleniajgcych.
Autorzy zasugerowali, ze otrzymane efekty stanowig wypadkowg zachodzenia reakgcji
Maillarda, uwalniania wolnych zwigzkéw fenolowych w poczatkowych fazach ogrzewania,

a nastepnie ich stopniowej degradacji w dalszych etapach procesu (Davis i in., 2010).
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Przeprowadzona analiza statystyczna konfrontujgca otrzymane wyniki i uwzgledniajgca
postawione na poczatku tego etapu badan zatozenia wykazata, ze najbardziej uzasadnione jest
zastosowanie ogrzewania wyttokéw z orzechéw wtoskich w temperaturze 90°C przez
2 minuty. Takie warunki procesu zapewnity bowiem zahamowanie poczatkowej aktywnosci
lipooksygenazy o 60% przy wzroscie poziomu liczby nadtlenkowej do wartosci 3,1 meq 02/kg,
tj. 0 42% wzgledem probki kontrolnej. Réwnoczesnie dla prébki ogrzewanej w opisywanych
warunkach stwierdzono najwyzsze stezenie zwigzkéw fenolowych, o 30% wyzsze w stosunku
do prébek ekstraktéw przygotowanych z wyttokéw nieogrzewanych, przy nieznacznym
spadku (8-procentowym) potencjatu antyoksydacyjnego wyrazonego wtasciwosciami
redukujacymi.  Najbardziej niekorzystne zmiany wywofane obrobkg termiczna
zaobserwowano w przypadku aktywnosci przeciwrodnikowej, jednak dotyczyto to
w podobnym stopniu wszystkich ocenianych wariantéw prébek. Wybdr warunkdw
ogrzewania oparto réwniez na gtdwnych zatozeniach proceséw temperaturowego utrwalania
zywnosci — HTST (z ang. high temperature short time), zgodnie z ktérymi krétkotrwate
ogrzewanie produktdw spozywczych w wysokiej temperaturze pozwala na uzyskanie
pozadanego efektu ograniczenia aktywnosci enzymow tkankowych oraz degradacji mikroflory
patogennej przy rownoczesnym wysokim stopniu ochrony sktadnikow termolabilnych oraz
walorow sensorycznych. Warto jednak podkresli¢, ze proponowane w niniejszej pracy warunki
ogrzewania nie sg uniwersalne i w zaleznosci od cech wyttokéw oraz zatozonego celu, mogg

ulegac niewielkim fluktuacjom.

7.6.2. Wptyw procesu termicznej inaktywacji lipooksygenazy wyttokow z orzecha wtoskiego

na stabilnos¢ oksydacyjng modelowego koncentratu ciasta w proszku

Ostatni z etapow badan byt weryfikacjg skutecznosci przeprowadzonego procesu termicznej
inaktywacji lipooksygenazy.

Pomimo, ze wyniki badan in vitro, przeprowadzonych bezposrednio po wykonanym
procesie ogrzewania wykazaty, ze proces ten moze wptywaé korzystnie na stabilnos$é
oksydacyjng wyttokdw z orzecha, petne wnioskowanie powinno by¢ oparte na ocenie zmian
tej stabilnosci podczas przechowywania surowca. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono
badania przechowalnicze, podczas ktorych poréwnywano zasieg i tempo zmian oksydacyjnych

zachodzgce w modelowych koncentratach ciasta w proszku, przygotowanych na bazie
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wyttokdow poddanych procesowi termicznej inaktywacji lipooksygenazy (P), niepoddanych
takiemu zabiegowi (W) oraz w prébkach wykonanych z wykorzystaniem maki pszennej (K).
W dniu rozpoczecia badan najwyiszym stopniem utlenienia frakcji tluszczowej
charakteryzowata sie prébka przygotowana na bazie wyttokéw ogrzewanych w 90°C przez
2 minuty, dla ktérej poziom liczby nadtlenkowej wynosit 1,9 meq 0,/kg, co bezposrednio
wynikato z nieznacznego zainicjowania proceséw oksydacyjnych w wyniku oddziatywania na
surowiec podwyziszong temperaturg (badania opisane w rozdziale 7.6.1). W prdobce tej
stwierdzono staty przyrost zawartosci nadtlenkédw w czasie sktadowania, co finalnie w dniu
zakonczenia testow skutkowato osiggnieciem wartosci liczby nadtlenkowej na poziomie
3,0 meq O2/kg, 1,5-krotnie wyzszego w poréwnaniu do probki swiezej (Rysunek 36). Dla
probek wyttokdw nieogrzewanych poczgtkowa zawartosc nadtlenkéw wynosita
1,5 meq O/kg, réwnoczesnie jednak charakteryzowata sie ona najwyzszg dynamika zmian,
wynoszacg $rednio 0,01 meq O,/kg na dzien. W konsekwencji po 8 miesigcach sktadowania
probek poziom liczby nadtlenkowej wzrdst ponad 2,5-krotnie i byt 0 25% wyzszy w stosunku
do prébek przygotowanych na bazie wyttokow, w ktérych aktywnos¢ lipooksygenazy zostafa

czesciwo ograniczona.
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Rysunek 36. Zmiany oksydacyjne zachodzgce w czasie przechowywania prébek modelowych

koncentratow ciasta w proszku w warunkach normalnego sktadowania (21+2°C)

Objasnienia: K - prébka kontrolna (koncentrat przygotowany na bazie maki pszennej); W — koncentrat
z dodatkiem wyttokéw z orzecha wtoskiego; P — koncentrat z dodatkiem wyttokéw z orzecha wtoskiego
poddanych ogrzewaniu w temperaturze 90°C przez 2 minuty
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W przypadku prébki kontrolnej pierwsze dajgce sie zmierzy¢ zmiany oksydacyjne wystgpity
po czterech miesigcach przechowywania, a tempo kumulacji nadtlenkéw w dalszych dniach
trwania badan byto analogiczne do tempa zarejestrowanego dla prébek przygotowanych na
bazie wyttokdw niepoddanych procesowi termicznej inaktywacji lipooksygenazy.

Dodatkowo, wyniki badan wilgotnosci i aktywnosci wody (dane nieprzedstawione)
jednoznacznie wskazujg, ze w prdbkach bazujgcych na wyttokach ogrzewanych zmiany
monitorowanych wyrdznikéw miaty mniejszy zasieg, niz te zachodzgce w produktach
zawierajgcych wyttoki nieogrzewane. Biorgc wszystkie powyzisze dane pod uwage mozna
uznad, ze proces termicznej inaktywacji lipooksygenazy pozwala na obnizenie zasiegu i tempa
proceséw oksydacyjnych zachodzgcych we frakcji lipidowej modelowych koncentratéw ciasta
w proszku, co tym samym pozwala na wydtuzenie ich okresu trwatosci o 220 dni

(ekstrapolacja).

7.6.3. Wptyw procesu termicznej inaktywacji lipooksygenazy wyttokow z orzecha wtoskiego

na stabilnos¢ oksydacyjng ttoczonego na zimno oleju z orzechéw wioskich

Badania modelowe odnoszgce sie do potencjatu antyoksydacyjnego nieogrzewanych
wyttokdow z orzecha wtoskiego, uwzgledniajgce réwniez czas ich sktadowania wykazaty
znaczacy wptyw zmian oksydacyjnych na wykazywane wtasciwosci przeciwutleniajgce tego
surowca (rozdziat 7.3 i 7.4.2). Informacje te staty sie przestanka do wykonania analogicznych
badan przechowalniczych, bazujacych jednak na wyttokach, w ktérych dokonano termiczne;j
inaktywacji lipooksygenazy (ogrzewanych w temperaturze 90°C przez 2 minuty). Zachowano
przy tym te same warunki pomiarowe oraz dtugosc¢ czasu sktadowania wyttokow (8 miesiecy)

przed wyodrebnieniem z nich etanolowych ekstraktéw.

Ocena wptywu procesu termicznej inaktywacji lipooksygenazy nieprzechowywanych wyttokdw

z orzecha wtoskiego na ich potencjat przeciwutleniajgcy

W pierwszym etapie badan w dniu rozpoczecia testéw wartos¢ liczby nadtlenkowej
Swiezottoczonego na zimno oleju z orzechéw wioskich wynosita 12,4 meq 0/kg oleju
spetniajagc tym samym dopuszczong przez Kodeks Zywnosciowy graniczng warto$é
15 meq O2/kg (Codex Standard 19-1981, 2017). Wykorzystany w badaniu olej z orzechéw

wtoskich utleniat sie srednio w tempie 2,0 meq O./kg oleju na dzien, osiggajac w 15 dniu
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testow wartosc liczby nadtlenkowej na poziomie 42,8 meq O2/kg oleju. Z szybkoscig niespetna
1,0 meq O,/kg oleju na dzien utleniaty sie prébki z ekstraktami przygotowanymi na bazie
dwéch wariantéw wyttokow, dla ktérych finalny poziom liczby nadtlenkowej wynidst kolejno
27,9 meq O2/kg oleju (W) i 27,0 meq O2/kg oleju (P), przy czym rdznice w stopniu utlenienia
tych préobek byty statystycznie nieistotne. Ponadto, przeciwutleniacze orzechéw wtoskich
ograniczyly zasieg proceséw oksydacyjnych w poréwnaniu do prébki kontrolnej
o odpowiednio 35% i 37% oraz byty 1,5-krotnie bardziej skuteczne niz syntetyczny

przeciwutleniacz BHT (Tabela 18).

Tabela 18. Wptyw dodatku etanolowych ekstraktéw wyttokdw z orzecha wtoskiego na
zasieg pierwotnych i wtornych zmian oksydacyjnych w prébkach ttoczonego na zimno oleju

z orzechéw wtoskich przechowywanych w temperaturze 50°C

Probka
Werésnik .
yrozni Czas [dni] K BHT Wo,1 P01
0 12,4 +0,5 12,4 +0,5 12,4 +0,5 12,4 +0,5
LOO 2 18,5 + 0,4 16,5 + 0,1 16,6 + 0,4 16,4 £ 0,5
meq 2 g ’ i ’ ’ i ’ ’ i ’ ’ i ’
[meq O/k 6 26,6° +0,2 253<+0,3 22,4%+0,3 20,04 +0,5
oleju] 9 29,69 + 0,4 30,1+ 1,1 252%+05 23,5%+ 0,0
15 42,8409 39,79 4 0,7 27,94+ 0,7 27,024+0,5
eksanal 0 422+ 0,1 422+ 0,1 422+ 0,1 422+ 0,1
/Kl 6 9,55+ 1,0 5,4% +0 1 7,6% 40,8 9,15 + 0,2
&/k8 15 12,3+ 0,2 6,89 +0,1 10,5% + 1,0 10,8 + 0,8

Objasnienia: K — probka oleju bez dodatku przeciutleniaczy, BHT — prébka oleju z dodatkiem syntetycznego
przeciwutleniacz; W 0,1 — prébka oleju z 0,1 procentowym dodatkiem ekstraktu z nieogrzewanych wyttokéw z
orzecha witoskiego; P 0,1 - prébka oleju z 0,1 procentowym dodatkiem ekstraktu z wyttokdw z orzecha wioskiego
poddanych ogrzewaniu w temperaturze 90°C przez 2 minuty

a, b, ... - Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie w kolumnach (p<0,05)

A, B, ... - Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie w wierszach (p<0,05)

Wszystkie przygotowane probki wykazaty jednostajny przebieg zmian oksydacyjnych, co
obrazujg krzywe zmian liczby nadtlenkowej w funkcji czasu sktadowania (Rysunek 37), przy
czym pogtebiajgce sie réznice pomiedzy poszczegdlnymi wariantami prébek zaczety byc

rejestrowane dopiero w drugiej potowie czasu trwania testéw przechowalniczych.
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Rysunek 37. Wptyw dodatku etanolowych ekstraktow wyttokéw z orzecha witoskiego na
zasieg pierwotnych zmian oksydacyjnych w probkach ttoczonego na zimno oleju z orzechéw

wtoskich przechowywanych w temperaturze 50°C

Objasnienia: K — probka oleju bez dodatku przeciutleniaczy, BHT — prébka oleju z dodatkiem syntetycznego
przeciwutleniacz; W 0,1 — prébka oleju z 0,1 procentowym dodatkiem ekstraktu z nieogrzewanych wyttokéw
z orzecha wtoskiego; P 0,1 - prébka oleju z 0,1 procentowym dodatkiem ekstraktu z wyttokéw z orzecha wioskiego
poddanych ogrzewaniu w temperaturze 90°C przez 2 minuty

Analize poréwnawczg skutecznosci etanolowych ekstraktéw wyttokdw uzupetniono
o badania stezenia heksanalu jako markera wtérnych zmian oksydacyjnych. Prébki
przygotowane na bazie obu wariantéw wyttokdw z orzecha wtoskiego wykazaty wzmozong
dynamike zmian w pierwszych 6 dniach trwania testow, jednak wyzsza byta ona dla prébki
z dodatkiem ekstraktu z wyttokéw ogrzewanych (P), ktéra wynosita 0,8 mg/kg na dzien, przy
0,7 mg/kg dla probki W. W kolejnych dniach testow procesy wtérne stracity na sile, dajac
przyrosty stezenia heksanalu na poziomie 0,2-0,3 mg/kg na dziei. Finalnie zastosowanie
ekstraktéw wyodrebnionych z wyttokéw z orzecha witoskiego spowodowato ograniczenie
wtérnych zmian oksydacyjnych o 15% (prébka W 0,1) oraz o 12% (prébka P 0,1), przy czym
réznice w poziomie heksanalu w 15 dniu skladowania pomiedzy tymi prébkami byty nieistotne
statystycznie. Srednie tempo przyrostu zawartoséci heksanalu w prébce zawierajacej BHT

wynosito 0,2 mg/kg na dzien, co finalnie skutkowato 45-procentowg skutecznoscig
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przeciwutleniacza wzgledem prébki kontrolnej. Co wiecej, w opozycji do proceséw
pierwotnych, przeciwutleniacz syntetyczny wykazat wyzszg efektywnos$é niz etanolowe
ekstrakty pozyskane z wyttokéw z orzecha wtoskiego.

Otrzymane wyniki przedstawiajgce przebieg pierwotnych i wtérnych proceséw utleniania
nie pozwalajg jednoznacznie wnioskowac o kierunku i skutecznos$ci oddziatywania zwigzkéw
fenolowych orzechdéw wtoskich. Z pewnoscig mozna jednak uzna¢, ze proces krétkotrwatego
ogrzewania wyttokéw nie wywart wptywu na zmiany aktywnosci przeciwutleniajacej surowca,
o czym S$wiadczy brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy oboma wariantami probek

zaréwno w przypadku pierwotnych, jak i wtérnych proceséw utleniania.

Ocena wptywu procesu termicznej inaktywacji lipooksygenazy przechowywanych przez

8 miesiecy wyttokdw z orzecha wtoskiego na ich potencjat przeciwutleniajgcy

W testach przyspieszonego starzenia wykonanych dla prébek oleju z orzechéw wtoskich
stabilizowanych ekstraktami wyodrebnionymi z wyttokow nieogrzewanych
i przechowywanych przez 8 miesiecy (W) oraz wyttokédw poddanych procesowi termicznemu
w temperaturze 90°C przez 2 minuty i przechowywanych w analogicznych do ww. warunkach
(P) wykazata systematyczny przyrost zawartosci pierwotnych produktéw utleniania.
W pierwszych trzech dniach trwania testow nie stwierdzono statystycznie istotnych rdéznic
w ilosci generowanych nadtlenkéw pomiedzy wszystkimi wariantami badanych prdbek,
a pierwsze znaczgce zmiany zaczety byé rejestrowane dopiero w drugiej potowie testow
przechowalniczych (Rysunek 38).

Prébka kontrolna utleniata sie w tempie 3,0 meq O,/kg oleju na dzien, przy czym najwieksza
dynamika zmian obserwowana byta pomiedzy 3 a 9 dniem testow (4,6 meq O2/kg na dzien).
Najnizszym postepem procesdw oksydacyjnych (1,5 meq O2/kg na dzien) i tym samym
najnizszg finalng wartoscig liczby nadtlenkowe] charakteryzowata sie natomiast probka
P 0,1 — stabilizowana ekstraktem pozyskanym z wyttokéw ogrzewanych w temperaturze 90°C
przez 2 minuty przed 8-miesiecznym przechowywaniem, dla ktérej stwierdzono
40-procentowe ograniczenie proceséw utleniania w stosunku do prdébki kontrolnej
i o niespetna 30-procentowg wyzszg skutecznos¢ w odniesieniu do prébki W 0,1.
W konsekwenc;ji trwatosc¢ oleju stabilizowanego ekstraktami z wyttokdw ogrzewanych zostafa

wydtuzona o 14 dni (ekstrapolacja).
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Rysunek 38. Wptyw dodatku etanolowych ekstraktéw z przechowywanych wyttokéw
z orzecha wtoskiego na zasieg pierwotnych zmian oksydacyjnych w prébkach ttoczonego na

zimno oleju z orzechéw wtoskich przechowywanych w temperaturze 50°C

Objasnienia: K — probka oleju bez dodatku przeciutleniaczy; W 0,1 — prébka oleju z 0,1 procentowym dodatkiem
ekstraktu z nieogrzewanych wyttokdéw z orzecha wtoskiego przechowywanych 8 miesiecy; P 0,1 - prébka oleju
z 0,1 procentowym dodatkiem ekstraktu z wyttokow z orzecha wtoskiego poddanych ogrzewaniu w temperaturze
90°C przez 2 minuty, przechowywanych przez 8 miesiecy

15-dniowe skfadowanie prdbek oleju w temperaturze 50°C spowodowato nasilenie sie
w nich proceséw wtérnych, przy czym w momencie zakonczenia badan najnizsze stezenie
heksanalu stwierdzono dla probki kontrolnej. Co wiecej, charakteryzowata sie ona wprost
proporcjonalnym do czasu sktadowania tempem zmian, podczas gdy w prébkach z dodatkiem
przeciwutleniaczy najwyzszg dynamike proceséw zaobserwowano w pierwszych 6 dniach
trwania testéw. Oba zastosowane warianty ekstraktow spowodowaty nasilenie procesdéw
wtdrnych wzgledem probki kontrolnej o kolejno 54% w przypadku prébki W 0,1 oraz 38% dla
probki P 0,1.
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Tabela 19. Wplyw dodatku etanolowych ekstraktow z przechowywanych wyttokow
z orzecha wtoskiego na zasieg pierwotnych i wtérnych zmian oksydacyjnych w prébkach

tloczonego na zimno oleju z orzechéw wtoskich przechowywanych w temperaturze 50°C

Wyréinik Czas Prébka
[dni] K WwWo,1 PO,1
0 11,7°4+ 0,2 11,7% +0,2 11,7%4+ 0,2
LOO 3 16,7°8 £ 0,5 15,6°48 + 0,2 14,34 +0,2
[megq 0»/kg oleju] 6 37,6<+0,5 28,0% + 0,2 24,2+ 0,8
9 49,5% + 0,7 37,5 +0,3 27,84 +0,3
15 57,2¢¢+ 0,3 49,18+ 0,6 34,3%A+0,7
0 6,22+ 0,5 6,22+ 0,5 6,22+ 0,5
Heksanal [mg/kg] 6 8,1** + 0,97 14,7°€ £ 0,8 11,6 £ 0,7
15 10,0 + 0,27 15,4°€+ 1,0 13,8 + 0,8
a, b, ... - Srednie oznaczone réznymi literami rdznig sie istotnie statystycznie miedzy sobg w kolumnach (p<0,05)
A, B, ...- Srednie oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie miedzy sobg w wierszach (p<0,05)

Przeprowadzone badania wykazaty, ze termiczny proces inaktywacji lipooksygenazy
wyttokéw z orzecha wtoskiego nie wptywa negatywnie na witasciwosci funkcjonalne tego
surowca, ale pozwala na zachowanie ich na wyzszym poziomie w czasie przechowywania.
Dodatkowo biorgc pod uwage dane dotyczgce zasiegu pierwotnych i wtérnych zmian
oksydacyjnych, stwierdzonych w obu etapach badan, z duzym prawdopodobieAstwem mozna
przyjgé, ze zwigzki fenolowe orzechow wioskich dziatajg selektywnie, opézniajac pierwotne
procesy utleniania, ale w mniejszym stopniu chronigc przed rozpadem powstajgcych
nadtlenkdw.

Przeprowadzone w tej fazie pracy badania miaty na celu weryfikacje stusznosci
zastosowania metody termicznej inaktywacji lipooksygenazy, w konteks$cie ograniczenia
zasiegu zmian oksydacyjnych zachodzacych w czasie sktadowania wyttokéw z orzecha
wioskiego oraz zachowania ich potencjatu przeciwutleniajgcego. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze oddziatywanie na surowiec temperaturg 90°C przez 2 minuty wydtuza jego trwatosci, co
pozwala m.in. w dtuzszym czasie wykorzystywa¢é jego potencjat antyoksydacyjny. Wnioski te

stanowig podstawe do pozytywnego zweryfikowania hipotezy drugie;.
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8.Podsumowanie wynikow i wnioski

Produkcja zywnosci stanowi jedno z podstawowych zrédet odpaddw statych o réznym stopniu
oddziatywania na srodowisko. Czesto pozostatosci poprodukcyjne charakteryzujg sie wysoka
wartoscig odzywczg bezposrednio determinowang analogicznym do surowca wyjSciowego
sktadem chemicznym, w tym zachowaniem wielu sktadnikow o wtasciwosciach bioaktywnych.
W obliczu postepujgcego problemu wyczerpywania sie zasobdw ziem uprawnych oraz
wzmozonego marnotrawienia zywnosci w krajach rozwinietych, podejmuje sie proby
waloryzacji generowanych przez przemyst spozywczy odpaddw, poprzez wykorzystywanie ich
jako sktadnikéw recepturowych oraz surowcéw, z ktérych pozyskuje sie naturalne zwigzki
funkcjonalne, w tym btonnik pokarmowy, barwniki, witaminy oraz przeciwutleniacze.
Sektorem, ktéry dostarcza cennych pod katem zywieniowym produktéw ubocznych jest
przemyst olejarski, gdzie w wyniku procesu ttoczenia otrzymywane sg wyttoki, dotychczas
niedoceniane przez producentéw zywnosci i na szerokg skale uzywane gtdwnie przez przemyst
paszowy. Prognozowany jednak na najblizsze lata spadek wykorzystania wyttokow
w skarmianiu zwierzat implikuje konieczno$¢ znalezienia innych form ich zagospodarowania,
wsrdd ktérych jedng z najprostszych i jednoczesnie najtanszych wydaje sie byé implementacja
wyttokéw do produktéw przemystu piekarskiego i cukierniczego, jako recepturowych
sktadnikéw catkowicie lub czesciowo zastepujgcych powszechnie stosowane maki.
Dotychczasowy niski stopien zainteresowania wyttokami roslin oleistych bezposrednio
przektada sie na wcigz niedostateczng wiedze na temat ich trwatosci, co jest z kolei kluczowe
w obliczu zapewnienia ich wysokiego stopnia bezpieczenstwa zywieniowego i zdrowotnego
oraz wartosci odzywczej i walorédw sensorycznych determinujgcych potencjalng
komercjalizacje. Charakterystyczny sktad chemiczny, cechy fizyczne, w tym naruszona
struktura tkankowa oraz wysoki stopien rozwiniecia powierzchni wskazuja, ze szczegdlng
uwage nalezy poswiecié procesom oksydacjnym zachodzgcym we frakcji ttuszczowej, ktore
mogaq nasilac sie w miare uptywu czasu sktadowania. Poznanie zasiegu i kierunku tych zmian
jest niezbedne podczas prognozowania okresu trwatosci wyttokdow oraz produktéw z nich
otrzymanych. Dodatkowo swoiste, dos$é silnie zauwazalne, witasciwosci organoleptyczne
wyttokow sugeruja, ze na cele zywieniowe powinny by¢ wykorzystywane przede wszystkim te

produkty uboczne, ktore powstajg w wyniku przerobu surowcoéw oleistych o akceptowanym
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przez konsumentow smaku i zapachu, w tym wyttoki dyniowe, sezamowe, stonecznikowe czy
wreszcie wcigz mato popularne wyttoki z orzechéw wtoskich.

W literaturze przedmiotu tematyka utleniania kwasow ttuszczowych jest dokfadnie opisana
i odwotuje sie do szeregu surowcow i produktéw spozywczych. Wciaz jednak prace skupiajg
sie przede wszystkim na procesach chemicznych w duzym stopniu pomijajac role natywnych
enzymow. Bardzo czesto rdwniez procesy te rozwazane s3 niezaleznie od siebie, co
w konsekwenc;ji nie odzwierciedla rzeczywistych zmian. W niniejszej pracy skupiono sie zatem
na okresleniu rodzaju czynnikow oraz kierunkédw w jakim determinujg one trwatos¢ wyttokow
z orzecha wtoskiego.

Materiat badany, jakim byty wyttoki z orzecha wtoskiego scharakteryzowano pod katem
udziatu poszczegdlnych sktadnikow pokarmowych, profilu kwaséw ttuszczowych oraz
zwigzkéw fenolowych. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze surowiec ten cechuje
wysoka wartos¢ odzywcza, dyktowana ponad 40-procentowym udziatem biatka w sktadzie
oraz blisko 10-procentowym udziatem btonnika pokarmowego. Co wiecej, profil kwasow
ttuszczowych jest analogiczny do profilu orzechow wtoskich, w ktéorym ponad 70% stanowig
niezbedne wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Potwierdzono dominujgcy udziat kwasu
elagowego i jego pochodnych we frakcji zwigzkéw fenolowych, co moze warunkowaé
potencjalnie prozdrowotny charakter omawianego surowca. Ponadto, w ekstraktach
z orzecha wtoskiego zidentyfikowano kwas galusowy, wanilinowy oraz (+)-katechine. Twierdzi
sie, ze produkty rozpadu kwasu elagowego w przewodzie pokarmowym wykazujg silne
wiasciwosci antymutagenne, antykarcerogenne, przeciwbakteryjne oraz przeciwwirusowe.
Zapobiegaja rowniez rozwojowi choréb uktadu sercowo-naczyniowego oraz stymulujg rozwdj
korzystnej mikroflory bakteryjnej przewodu pokarmowego.

Pierwszy etap badan stanowit diagnoze czynnikéw determinujgcych trwatos¢ wyttokéw
z orzecha wioskiego oraz zasiegu zmian nimi powodowanych podczas 12-miesiecznego
przechowywania surowca w warunkach praktycznego sktadowania w temperaturze
pokojowej. W wyttokach z orzecha wtoskiego potwierdzono aktywno$é natywnej
lipooksygenazy oraz systematyczny postep procesow utleniania kwasow ttuszczowych.
Procesy te miaty podtoze chemiczne i enzymatyczne, przy czym aktywnos$é lipooksygenazy
przez okres roku utrzymywata sie na realtywnie stabilnym poziomie, podczas gdy tempo
autooksydacji wyrazone wzrostem pierwotnych produktéw utleniania konsekwentnie

wzrastato. Ponadto po ponad podtrocznym sktadowaniu surowca nasileniu ulegty procesy
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wtorne, rejestrowane jako spadek wartosci liczby nadtlenkowej, ktéoremu towarzyszyto
obnizenie aktywnosci przeciwutleniajace;.

W testach przechowalniczych trwajacych 8 miesiecy opartych na badaniach modelowego
koncentratu ciasta w proszku przygotowanego na bazie wyttokéw z orzecha wtoskiego oraz
testach przyspieszonego starzenia przeprowadzonych na préobkach ttoczonego na zimno oleju
z orzechéw wioskich stabilizowanych ekstraktami pozyskanymi z wyttokéw wykazano, ze czas
przechowywania wyttokdw wptywa niekorzystnie na wykazywane przez ten surowiec
wiasciwosci oraz ogranicza trwatos¢ produktdw powstatych na jego bazie.

Majac na uwadze zatozenia pracy dotyczace ksztattowania jakosci frakcji ttuszczowej przez
czynniki o charakterze pro- i przeciwutleniajgcym, w kolejnym etapie badan oceniono wptyw
modelowych fenolokwaséw oraz natywnych zwigzkéw fenolowych wyttokédw z orzecha
wioskiego na aktywnos¢ lipooksygenazy tego surowca. W badaniach zastosowano roztwory
kwasu elagowego, galusowego, kawowego, ferulowego, synapinowego i wanilinowego.
Stwierdzono skutecznos¢ wyzej wymienionych substancji, zalezng od stezenia
przeciwutleniacza w ukfadzie i w scisle okreslonym zakresie — aktywnos$é wszystkich
zastosowanych zwigzkéw poczatkowo rosta wraz ze wzrostem ich udziatu w skfadzie
mieszaniny reakcyjnej, a po osiagnieciu maksimum malata w tempie zaleznym od zwigzku.
Najwyzszg skutecznos$cig cechowaty sie kwas galusowy i synapinowy, ktére w blisko 30%
hamowaty aktywnos$¢ enzymu w warunkach in vitro. Kwas wanilinowy natomiast bez wzgledu
na stezenie dziatat proutleniajgco. Dodatkowo udowodniono wzajemne interakcje pomiedzy
zwigzkami fenolowymi. Wykazano synergistyczne oddziatywanie kwasu kawowego
i ferulowego z innymi kwasami, bez wzgledu na zastosowane stezenie w uktadzie.
Antagonistycznie w stosunku do pozostatych zwigzkéw oddziatywat kwas galusowy.

Zasadniczg cze$¢ badan stanowita ocena mozliwosci wykorzystania proceséw termicznych
do ograniczania zmian oksydacyjnych zachodzgcych we frakcji ttuszczowej wyttokédw z orzecha
wtoskiego w czasie ich sktadowania. Na podstawie opracowanych modeli regresji powierzchni
odpowiedzi uznano, ze najbardziej odpowiednimi warunkami, dajgcymi zadowalajgce efekty
jest 2-minutowe ogrzewanie materiatu badanego w temperaturze 90°C. Pozwolito to na
60-procentowe zahamowanie poczatkowej aktywnosci lipooksygenazy, przy wzroscie stopnia
utlenienia frakcji tluszczowej o 40%. Dodatkowo, zastosowana obrdbka termiczna

spowodowata wzrost zawartosci zwigzkéw fenolowych przy réwnoczesnym nieznacznym
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spadku potencjatu przeciwutleniajgcego wyrazonego sitg redukujgcg oraz wtasciwosciami
antyrodnikowymi.

Istotnym elementem pracy bylty badania modelowe majgce na celu weryfikacje
skutecznosci zastosowania termicznej inhibicji lipooksygenazy. O stusznos¢ przyjetych zatozen
wnioskowano na podstawie oceny tempa zachodzenia proceséw oksydacyjnych
w modelowym koncentracie ciasta w proszku przygotowanym na bazie wyttokéw z orzecha
wtoskiego oraz w ttoczonym na zimno oleju z orzechéw wtoskich stabilizowanym ekstraktami
pozyskanymi z wyttokédw. W badaniach uwzgledniono réwniez wptyw czasu sktadowania
surowca przed jego wykorzystaniem. W przypadku koncentratéw ciasta w proszku proces
termicznej inaktywacji lipooksygenazy wptynat na 25-procentowy wzrost stabilnosci
oksydacyjnej tych produktéw w czasie ich 8-miesiecznego przechowywania wzgledem prébki
kontrolnej. Ponadto, testy przyspieszonego starzenia wykonane z wykorzystaniem prébek
ttoczonego na zimno oleju stabilizowanych ekstraktami wyttokédw wykazaty zachowanie
wiasciwosci przeciwutleniajgcych na poziomie wyzszym niz 75% wartosci poczatkowej
i blisko 30-procentowg wyzszg skuteczno$¢ w odniesieniu do wyttokdw niepoddanych
procesom termicznej inaktywacji lipooksygenazy, co bezposrednio wydtuzato czas
sktadowania oleju o 14 dni.

Wykazano, ze termiczne ograniczenie aktywnosci lipooksygenazy wydtuza trwatos¢
wyttokdéw, co bezposrednio wydtuza czas, w ktorym moga by¢é one wykorzystywane
w przemysle spozywczym.

Uzyskane na wszystkich etapach przeprowadzonych badan informacje pozwolity na

pozytywne zweryfikowane postawionych hipotez badawczych.

Na podstawie analizy wynikdw otrzymanych z przeprowadzonych badan, sformutowano
nastepujace wnioski:

1. Badane wyttoki z orzecha wtoskiego stanowig zrédto zwigzkdw, ktére odpowiadajg za
ich wysokg wartos¢ odzywcza i w konsekwencji implikujg mozliwos¢ ich
zagospodarowania na potrzeby przemystu spozywczego.

2. W czasie sktadowania wyttokdw z orzecha wioskiego zachodzg w nich zmiany
oksydacyjne warunkowane procesami chemicznymi i enzymatycznymi. Zmiany te
moga ogranicza¢ wykorzystanie wyttokdw na szeroka skale w przemysle spozywczym.

S3 one czes$ciowo hamowane przez aktywnos$é natywnych zwigzkéw fenolowych.
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3.

4.

Zwigzki fenolowe wykazujg zdolno$¢ do ograniczania aktywnosci natywnej
lipooksygenazy, ktéra jest zalezna od stezenia i rodzaju przeciwutleniaczy oraz
interakcji miedzy nimi.

Wyttoki z orzecha wioskiego poddane procesom termicznej inaktywacji
lipooksygenazy wykazujg wyzszg stabilno$é oksydacyjng w czasie przechowywania nie

tracac przy tym swoich wtasciosci przeciwutleniajgcych.

Przeprowadzone badania mogg stanowi¢ punkt wyjscia w kierunku prowadzenia prac

rozwojowych nad wykorzystaniem wyttokdw z orzecha wioskiego w przemysle spozywczym.
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