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Wstep

We wspolczesnym swiecie coraz wigkszg role odgrywaja innowacje produktowe,
ktore z duza czestotliwoscia pojawiaja sie na rynku produktow zywnosciowych.
Rozw¢j innowacji produktowych dla przedsigbiorcow sektora spozywczego jest
traktowany jako podstawowe wyzwanie, wynikajace z szybko zmieniajacej sie
mody na rynku, skracania cyklu zycia wigkszo$ci produktow, silnej konkurencji
czy zmiany stylu zycia konsumentow. Innowacje produktowe stajg si¢ jednym
z warunkéw rozwoju rynku produktéw zywno$ciowych, zwlaszcza te, ktore
przynosza konsumentom wymierne korzysSci. Istotnym kierunkiem, ktory moze
wplywac na efektywnos¢ i przewage konkurencyjna przedsigbiorstwa dziataja-
cego w zakresie przetworstwa rolno-spozywczego, jest projektowanie innowa-
cyjnych produktow ukierunkowane na wprowadzenie i upowszechnianie rozwia-
zan prozdrowotnych.

W ostatnich latach zaobserwowano takze wyrazny kierunek badawczy Scisle
zwigzany z wytwarzaniem produktow przyjaznych §rodowisku. Wiele prac eks-
perymentalnych poswigcono poszukiwaniu i analizie naturalnych biopolimerow,
ktore ciesza sie¢ duzym zainteresowaniem w réznych gateziach przemystu ze
wzgledu na takie wlasciwosci jak nietoksycznos¢, biokompatybilnos¢ czy bio-
degradowalno$¢. Te cechy czynig je atrakcyjnym materiatem o wielu zastosowa-
niach, w tym w produkcji jadalnych ostonek zabezpieczajacych produkty zyw-
nos$ciowe. Z analizy danych literaturowych wynika, ze ostonki jadalne na bazie
naturalnych biopolimeréw charakteryzuja si¢ pewnymi ograniczeniami uzytko-
wymi. Jednym ze sposobdw poprawiajacych wlasciwosci uzytkowe jadalnych
ostonek moze by¢ sieciowanie polimeréw z wykorzystaniem zwiazkéw bioak-
tywnych o wtasciwosciach przeciwutleniajacych.

W ideg¢ gospodarki o obiegu zamknietym wpisuje si¢ migdzy innymi mini-
malizowanie odpadow poprzez ponowne uzycie, recykling i wdrozenie pelnego
odzysku, w tym przede wszystkim traktowanie powstatych odpadow jako po-
tencjalne zroédto surowcow wtornych. Wartosciowy surowiec wtorny w ksztat-
towaniu prozdrowotnych wilasciwosci zywno$ci stanowia produkty uboczne
przetworstwa owocow aronii. Wyttoki aronii sg naturalnym zrodtem zwigz-
koéw bioaktywnych. Wiele prac badawczych poswigcono ocenie potencjalu owo-
cOw aronii i wyttoczonych z nich sokéw. Znacznie mniejszy udzial w litera-
turze maja badania nad wtasciwosciami funkcjonalnymi produktow ubocznych
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przetworstwa owocOw aronii, a takze ich petiejszym wykorzystaniem jako su-
rowcow wtornych.

Podstawowym sposobem pozyskiwania substancji o cechach prozdrowot-
nych z produktéw ubocznych jest ekstrakcja. Zarzadzanie procesem ekstrakcji
z wykorzystaniem statystycznych metod planowania moze prowadzi¢ do istot-
nego polepszenia rezultatow procesu i wptynaé na jego aspekt technologiczny
oraz ekonomiczny.

Biorac pod uwage rozwdj rynku innowacji produktowych na rynku ostonek
przeznaczonych do bezposredniego kontaktu z zywnos$cig oraz zréwnowazone
podejscie do wykorzystania produktéw ubocznych zgodnie z zalozeniami ochro-
ny srodowiska, zdefiniowano cel podj¢tych badan. Polega on na ocenie przydat-
nosci zastosowania ekstraktu z wytlokéw aronii w opracowaniu innowacyjnych
biopolimerowych, chitozanowych ostonek jadalnych o podwyzszonych witasci-
wosciach uzytkowych.

Tre$¢ opracowania zostata podzielona na sze$¢ rozdzialow. W pierwszym
przedstawiono istot¢ innowacji produktowych na rynku zywno$ci oraz uwarun-
kowania procesu projektowania innowacji. W rozdziale tym zaprezentowano
rowniez charakterystyke ostonek jako produktu na rynku zywnosci i kierunki
projektowania ostonek jadalnych, co stanowito punkt wyjscia do opracowania
technicznych koncepcji chitozanowych ostonek jadalnych z dodatkiem eks-
traktu z wyttokoéw aronii. W rozdziale drugim przedstawiono znaczenie i moz-
liwosci produktow ubocznych przetworstwa owocow w ksztattowaniu jakos$ci
zywnos$ci. W tym celu omdwiono uwarunkowania zagospodarowania produk-
tow ubocznych przetworstwa owocoOw 1 kierunki ich wykorzystania. Podano
rowniez charakterystyke aronii i jej produktow ubocznych jako zrédla substancji
o cechach prozdrowotnych. W rozdziale trzecim przedstawiono problematyke
procesu pozyskania substancji o cechach prozdrowotnych z wykorzystaniem sta-
tystycznych metod planowania. W rozdziale czwartym zaprezentowano cel mo-
nografii, hipotezy badawcze oraz zakres badan stuzgcych osiggnigciu celu. Scha-
rakteryzowano w nim materiat badawczy oraz wskazano odczynniki i aparaturg
laboratoryjng uzyte do badan. W rozdziale tym zaprezentowano takze metodyke
badawczg w zakresie przygotowania ekstraktow z wyttokow aronii i optymali-
zacji procesu ekstrakcji, analizy otrzymanych ekstraktow i ich wyizolowanych
frakcji, zaprojektowania i testowania technicznych koncepcji eksperymentalnych
ostonek jadalnych, przeprowadzenia indywidualnego wywiadu poglebionego
oraz analizy statystycznej wynikéw. W rozdziale pigtym omdéwiono wyniki ba-
dan nad mozliwos$ciami wykorzystania wyttokow aronii jako sktadnika do opra-
cowania technicznej koncepcji eksperymentalnych ostonek jadalnych o cechach
przeciwutleniajacych oraz podsumowano rozwazania. W rozdziale szdstym sfor-
mutowano wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan.
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1. Innowacje produktowe na rynku zywnosci

1.1. Istota innowacji produktowych

W literaturze przedmiotu obserwuje si¢ duza rozbiezno$¢ i wieloznaczno$¢
w formutowaniu terminu ,,innowacja”. Pojecie to cechuje si¢ bowiem bardzo
szerokim zakresem i roznorodnym znaczeniem. Innowacja jest opisywana oraz
analizowana w kategorii interdyscyplinarnej, z roznych perspektyw badawczych.
Prekursorem teorii innowacji jest austriacki ekonomista Schumpeter (1960), kto-
ry w pracy Teoria rozwoju gospodarczego eksponowat wyjatkowa role innowacji
w rozwoju gospodarczym i cywilizacyjnym. Zaprezentowal on rozwini¢ta defi-
nicj¢ innowacji, ktora obejmuje nowe kombinacje réznych przyrodniczych ele-
mentoéw 1 produkcyjnej sity cztowieka, w obszarze:

— wytworzenia nowego produktu lub wprowadzenia na rynek produktu o no-
wych wlasciwosciach, z ktérym konsumenci si¢ jeszcze nie zetkneli,

— wprowadzenia nowej metody produkcji (lub udoskonalenia juz istniejacej),

— otwarcia nowego rynku,

— zdobycia nowych zrédet surowcow lub potfabrykatow,

— wprowadzenia nowych form organizacji w przemysle (Schumpeter, 1960).

Na podstawie zaproponowanej przez Schumpetera (1960) definicji mozna
stwierdzi¢, ze innowacja oznacza wprowadzenie do praktyki nowego rozwig-
zania, ktérego przedmiotem sg przede wszystkim innowacje techniczne i ich
oddziatywanie na gospodarke. Dalsze zastosowanie wynalazku w praktyce to
odregbny rodzaj zmian, okreslany mianem imitacji. Definicja ta stata si¢ punktem
wyjscia rozwazan o znaczeniu innowacji w gospodarce.

Z kolei Drucker (1992) zaproponowat podejscie biznesowe do pojecia inno-
wacji 1 definiuje ja jako korzystng ekonomicznie eksploatacje nowych pomy-
stow. Na podstawie definicji Druckera mozna stwierdzi¢, ze innowacje stanowig
swoiste narzedzie przedsigbiorczosci, oznaczaja bowiem postgpowanie, ktore
podsuwa zasobom nowe mozliwosci generowania bogactwa. Zdaniem Drucke-
ra innowacje sa przypisywane bardziej do sfery gospodarczej i spolecznej niz
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technicznej, a na szczeblu przedsigbiorstwa rozstrzygajaca warto$¢ maja inno-
wacje techniczne (Drucker, 1992). Podobne podej$cie w interpretacji terminu
innowacji prezentuje Porter (2001), ktory dostrzegt zrodto przewagi konkuren-
cyjnej przedsiebiorstw w podejmowanych dziataniach innowacyjnych. Wedlug
Portera innowacja moze si¢ przejawia¢ jako nowy wzor wyrobu, nowy proces
produkcyjny, nowe podejscie marketingowe lub nowe sposoby szkolen. Z kolei
w modelu innowacji Kotlera i in. (1999) zrédtem innowacji moze by¢ wszystko
to, co tworzy srodowisko stymulujgce procesy zmian. Jak wyjasniajg wspomnia-
ni autorzy: ,,pomysty na nowy produkt moga pochodzi¢ z wielu zrodet: od klien-
tow, naukowcow, konkurentéw, pracownikow, uczestnikow kanatow dystrybucji
i zarzadu” (Kotler i in., 1999). Dlatego wazne jest, aby przedsi¢biorstwo zwraca-
to uwage na zasoby wiedzy i informacje pochodzace z réznych zrodet.

Podrecznik metodologiczny Oslo Manual (2005), opracowany przez eksper-
tow Organizacji Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD) oraz Europe;j-
ski Urzad Statystyczny (Eurostat), okresla innowacje jako: ,,wdrozenie nowego
lub znaczaco udoskonalonego produktu (wyrobu lub ustugi) lub procesu, nowej
metody marketingowej lub nowej metody organizacyjnej w praktyce gospodar-
czej, organizacji miejsca pracy lub stosunkach z otoczeniem” (Oslo Manual,
2005). W toku rozwoju teorii innowacyjnosci pojawilo si¢ wiele typologii, jed-
nak najczesciej przytaczana jest klasyfikacja innowacji zaproponowana w pod-
reczniku Oslo Manual, ktéra obejmuje cztery typy innowacji:

— produktowa,

— procesowa,

— marketingowa,

— organizacyjng (Oslo Manual, 2005).

Innowacje produktowe wiazg si¢ z zastosowaniem nowych technologii, z no-
wym zastosowaniem istniejgcych technologii lub tez z wykorzystaniem nowe;j
wiedzy. Do tej kategorii zaliczajg si¢ znaczace udoskonalenia pod wzgledem
specyfikacji technicznych, komponentéw i materiatow, wbudowanego oprogra-
mowania, tatwosci obstugi lub innych cech funkcjonalnych. Innowacje proceso-
we to zmiany w stosowanych metodach wytwarzania lub dostawy. Zalicza si¢ do
nich znaczace zmiany w zakresie technologii, urzadzen lub oprogramowania. In-
nowacje procesowe réoznig si¢ od produktowych tym, ze innowacje produktowe
sg bardziej wrazliwe na czynniki rynkowe zwigzane z makrootoczeniem (mig-
dzy innymi ekonomiczne, technologiczne, prawne, migdzynarodowe, spoteczne,
kulturowe, demograficzne, polityczne) oraz z mikrootoczeniem (czyli zwigzane
z konkurencja, regulatorami rynku, instytucjami naukowymi, grupami spotecz-
nymi). Na innowacje produktowe na rynku produktéw zywnosciowych wigkszy
wplyw maja zewngtrzne czynniki rynkowe. Szczegolnie innowacje produktowe
wrazliwe sg na postawy konsumentow, ktérzy finalnie decyduja o sukcesie lub
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porazce wprowadzenia innowacji. Z kolei innowacje procesowe moga by¢ mniej
zalezne od czynnikow rynkowych zwigzanych bezposrednio z konsumentami,
poniewaz dotycza na przyktad zmian technologii czy zmian metod wytwarzania.
Innowacje procesowe nie mogg by¢ oderwane od czynnikéw rynkowych, ale
nie wszystkie czynniki w istotny sposdéb mogag na nie oddziatywac. Trzeci typ,
czyli innowacje marketingowe, obejmujg wdrozenie nowej metody marketingo-
wej wigzacej si¢ ze znaczgcymi zmianami w projekcie/konstrukcji produktu lub
w opakowaniu, dystrybucji, promocji czy strategii cenowej. Z kolei innowacje
organizacyjne polegaja na wdrozeniu nowej metody organizacyjnej w przyjetych
przez firme¢ zasadach dziatania, w organizacji miejsca pracy lub w stosunkach
z otoczeniem. Konieczno$¢ wprowadzenia kategorii innowacji marketingowych
i organizacyjnych w ramach przejawow aktywnosci innowacyjnych przedsie-
biorstw dostrzezono dopiero w XXI wieku w trzeciej edycji Oslo Manual (2005).

Wyodrebnienie czterech rodzajow innowacji ma istotne znaczenie dla sporza-
dzania statystyk, sledzenia dynamiki i zmian strukturalnych innowacji w ré6znych
obszarach dziatalno$ci produkcyjnej i ustugowej. Analiza danych obrazujacych
dziatalno$¢ innowacyjna przedsigbiorstw, ktore wdrazajg innowacje produktowe,
procesowe, organizacyjne lub marketingowe, pozwala oceni¢ nie tylko poziom
innowacyjnosci przedsiebiorstw w przekroju wielkosci i dziatow prowadzonej
dziatalnosci, lecz takze efektywnos$¢ innowacji produktowych.

Zgodnie z opublikowanym przez Komisj¢ Europejskg w 2020 roku rankin-
giem European Innovation Scoreboard 2020 Polska pod wzgledem innowacyj-
nosci znajduje si¢ w trzeciej grupie panstw, wsrod ,,umiarkowanych innowa-
toréw”. Polska wykazata silny wzrost wydajnosci innowacyjnej w latach 2018
12019, co doprowadzito do ogdlnego wzrostu wynikow o 13,0 pp. w poréwna-
niu z 2012 rokiem. Analizy potwierdzaja posiadanie przez Polsk¢ odpowiednich
zasoboéw do rozwoju innowacyjnosci w postaci wyksztatconego spoteczenstwa,
relatywnie wysokiej aktywnosci w patentowaniu i powstawaniu innowacyjnych
spotek. Niestety posiadane zasoby nie przekladajg si¢ na odpowiednig wspol-
prace nauki z biznesem (poziom zatrudnienia w sektorze badawczo-rozwojo-
wym) oraz wartos¢ dodang przemystu. W celu poprawy innowacyjnosci polskiej
gospodarki niezbedne wydaje si¢ stymulowanie poziomu wydatkéw na dzia-
talnos¢ badawczo-rozwojowa poprzez systemy zachet (ulg podatkowych) dla
przedsigbiorstw oraz zwickszenie zatrudnienia w centrach badawczo-rozwojo-
wych. Aby pomnozy¢ szanse na komercjalizacj¢ wynikéw badan, transfer in-
nowacji do gospodarki i przychody zagraniczne z licencji i patentdw, nalezy
rowniez zadba¢ o jako$¢ patentow. Wedlug powyzszego rankingu wydajnosé
innowacyjna Unii Europejskiej systematycznie ros$nie, wyprzedzajac po raz ko-
lejny Stany Zjednoczone. Jednakze innowacyjnos¢ panstw UE nadal odbiega od
swiatowych liderow innowacji, takich jak Korea Potudniowa, Australia i Japonia
(European Innovation Scoreboard, 2020).

15



W Polsce w latach 2013-2015 aktywno$¢ innowacyjng wykazato 20,2%
przedsigbiorstw przemystowych oraz 11,9% przedsigbiorstw ustugowych. W la-
tach 20162018 aktywno$¢ innowacyjna odnotowano na poziomie 26,1% 1 21%
odpowiednio dla przedsigbiorstw przemystowych i ustugowych (Gléwny Urzad
Statystyczny [GUS], 2016a, 2019). Wyniki badania dziatalno$ci innowacyjnej
w latach 2013-2015 oraz 2016-2018 wskazujg, ze zarowno w przedsiebior-
stwach przemystowych, jak i uslugowych czg$ciej sa wprowadzane innowacje
procesowe (nowe lub ulepszone procesy) niz produktowe (nowe lub ulepszone
produkty) (tabela 1).

Tabela 1. Odsetek przedsiebiorstw, ktore w latach 2013-2015 i 20162018
wprowadzily innowacje produktowe i procesowe

Przedsi¢biorstwa Przedsi¢biorstwa
Wyszczegolnienie przemystowe uslugowe
2013-2015 | 2016-2018 | 2013-2015 | 2016-2018
Przedsigbiorstwa, ktore wprowadzi- 11,8 16,8 4,8 9,6
ty nowe lub ulepszone produkty
Przedsigbiorstwa, ktore wprowadzi- 13,0 19,9 7,4 17,5
ty nowe lub ulepszone procesy

Zrédto: Opracowanie na podstawie (GUS, 2016a, 2019).

W latach 20162018 najwigkszy odsetek przedsicbiorstw przemystowych,
ktore wprowadzity innowacje produktowe, odnotowano w dziale produkcji wy-
robow farmaceutycznych, a najmniejszy w dziale rekultywacji (tabela 2).

Tabela 2. Odsetek przedsi¢biorstw przemystowych aktywnie innowacyjnych
w latach 2013-2015 i 20162018 wedlug dzialow PKD

Przedsiebiorstwa
Wyszczegollnienie przemyslowe
2013-2015 2016-2018
Produkcja wyrobow farmaceutycznych 44,9 58,4
Produkcja komputeréw, wyrobow elektronicznych i optycznych 39,1 53,6
Wydobywanie wegla kamiennego 1 wegla brunatnego (lignitu) 44.8 50,0
Produkcja urzadzen elektrycznych 37,4 49,3
Produkcja koksu i produktow rafinacji ropy naftowej 46,7 49,2
Produkcja chemikaliow i wyrobéw chemicznych 44,0 47,2
Produkcja wyrobow z gumy i tworzyw sztucznych 23,9 33,0
Produkcja napojow 37,1 32,9
Produkcja artykulow spozywcezych 11,4 21,9
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cd. tabeli 2

Przedsiebiorstwa
Wyszczegolnienie przemystowe
2013-2015 2016-2018
Gospodarka odpadami; odzysk surowcow 11,9 16,7
Produkcja skor 1 wyrobow skoérzanych 7,0 16,3
Produkcja odziezy 6,1 13,3
Rekultywacja 14,3 9,3

Zrodto: Opracowanie na podstawie (GUS, 2016a, 2019).

Nalezy réwniez zwroci¢ uwage, ze w latach 2016-2018 niemal dwukrotnie
wiecej innowacji wprowadzono w segmencie produkcji artykutow spozywczych
wsrdd przedsiebiorstw przemystowych (tabela 2). Przyczyng moze by¢ znacz-
nie zwigkszona konkurencja wsrod przedsicbiorstw przemystu spozywczego,
zar6wno na rynku krajowym, jak i mi¢dzynarodowym. Wymaga to poprawy
produktywnosci, a w konsekwencji podejmowania dzialan innowacyjnych po-
zwalajacych na uzyskanie przewagi konkurencyjnej w dluzszej perspektywie
(Biatek-Jaworska i in., b.d.).

1.2. Uwarunkowania procesu zarzgdzania innowacjami
na rynku zywnosci

Zmiany uwarunkowan na rynku, determinowane makrotrendami demograficz-
nymi, ekonomicznymi, spotecznymi, globalizacja, rozwojem technologii, kon-
kurencyjnoscig i turbulentno$cig rynkow, jak réwniez mikrotrendami, miedzy
innymi regionalno$cig oraz lokalno$cig produkcji i konsumpcji, w coraz wigk-
szym stopniu wptywaja na innowacyjng dzialalno$¢ przedsigbiorstw. Warto jed-
nak zwrdci¢ uwage na holistyczny charakter innowacji i sprze¢zenia wystepujace
migdzy poszczegdlnymi ich rodzajami. Innowacyjnos¢ jest procesem, w ktorym
splataja si¢ i uzupetniajg zmiany wprowadzone w wymiarze rzeczowym inno-
wacji: nowy produkt, nowa ustuga, nowa metoda produkcji, jak tez w wymiarze
procesowym — w postaci etapow dziatan od powstania pomystu, poprzez prace
badawczo-rozwojowe, wdrazanie do produkcji, wprowadzenie na rynek, do eta-
pu dyfuz;ji.

Proces zarzadzania innowacjami produktowymi w przedsigbiorstwie to proces
sekwencyjny 1 w uproszczonej wersji sktada si¢ z czterech podstawowych etapow:

— poszukiwanie innowacji,
— wybor innowacji,
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— wdrazanie innowacji,
— dyskontowanie innowacji (Tidd i Bessant, 2011).

Poszukiwanie innowacji jest ukierunkowane na odbieranie sygnatow z oto-
czenia (zewngetrznego lub wewnetrznego), wykorzystywanie pojawiajacych sie
mozliwosci, jakie stwarzaja nowe technologie, analize zmian legislacyjnych czy
tez analize dziatan konkurencyjnych. Skuteczne zarzadzanie procesem poszuki-
wania informacji wymaga rozbudowanych mechanizméw do ich identyfikacji
i przetwarzania (Tidd i1 Bessant, 2011).

Wybierajac innowacj¢ za pomocg obranej strategii, nalezy dokona¢ selekcji,
wybrac i przeksztatci¢ pomyst w innowacyjng koncepcje, ktora bedzie potrzeb-
na na kolejnych etapach. Celem tej fazy jest analiza pomystéw innowacyjnych
dotyczacych okazji rynkowych czy technologicznych, z uwzglednieniem obec-
nego stanu wiedzy i kompetencji merytorycznych firmy, wraz z oceng spojnosci
zamierzonej innowacji ze strategia funkcjonowania przedsi¢biorstwa w kierun-
ku przeksztatcenia pomystu w koncepcje innowacji informacji (Tidd i Bessant,
2011).

W przypadku projektowania innowacyjnych produktow zywnosciowych
o cechach prozdrowotnych lub modyfikacji istniejacych najwazniejsze jest de-
finiowanie koncepcji produktu i jego ocena. Podstawa powinny by¢ wyniki ba-
dan naukowych doswiadczalnie dokumentujacych efekt prozdrowotny czy tez
wyr6zniajaca funkcje zywieniowa, spetnienie wymagan prawa zywnosciowego,
a takze rozpoznanie istniejgcych potrzeb konsumentow lub sprawdzenie mozli-
wosci wywolania nowych potrzeb poprzez proponowanie innowacyjnych roz-
wigzan produktowych (Barrena i Sanchez, 2013; Pachotek, 2019; Vicentini i in.,
2016).

Wdrazanie innowacji polega na wprowadzeniu pomystu w zycie poprzez
wytworzenie nowego produktu badz ustugi. Zazwyczaj etap ten rozpoczyna
analiza innowacji z pespektywy pozyskiwania i zarzadzania wiedzg juz do-
stepng w przedsiebiorstwie (na przyktad wiedza technologiczna z prac badaw-
czo-rozwojowych prowadzona w przedsigbiorstwie), jak rowniez ocena moz-
liwosci potencjalnego transferu technologii z zewnatrz. Nalezy przeprowadzi¢
szczegblowa analizg czynnikow ekonomicznych, demograficznych, technicz-
no-technologicznych, prawnych, aby proces opracowania nowego produktu
zywnosciowego zakonczyt si¢ sukcesem lub juz na tym etapie decyzja o rezy-
gnacji z realizowanego procesu. Wsrod kryteriow analizy koncepcji innowacji
o cechach prozdrowotnych w zywnosci nalezy wyrdzni¢ bezpieczenstwo dla
zdrowia cztowieka, udokumentowany pozytywny wptyw na zdrowie cztowie-
ka, technologiczng zasadno$¢ i mozliwo$¢ ich stosowania. Niekiedy na tym
etapie nastepuje cofnigcie si¢ do etapu koncepcyjnego z porzuceniem dotych-
czasowej koncepcji lub jej modyfikacja. Kolejng fazg tego etapu jest realizacja
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projektu innowacyjnego, w ktorej wykorzystuje si¢ metodologi¢ zarzadzania
projektem. Faza ta rozpoczyna si¢ od planowania ogdlnego, nastepnie pla-
nowania szczegotowego, organizacji projektu, wyznaczenia okreslonych ce-
low 1 etapdéw, realizacji i monitorowania poszczegoélnych zaplanowanych
dziatan. Koncowym rezultatem jest innowacja gotowa do debiutu rynkowe-
go. Opracowanie i wdrozenie strategii wprowadzenia produktu na rynek jest
uwarunkowane miedzy innymi rodzajem innowacji, pozycja rynkowsa przed-
sigbiorstwa, zasobami przedsigbiorstwa i poziomem konkurencji rynkowej
(Sojkin, 2003; Tidd i Bessant, 2011).

Ostatnim etapem zarzadzania innowacjami jest proces dyfuzji (dyskontowania
innowacji). Jest to dlugotrwaly proces rozprzestrzeniania si¢ informacji o danej
innowacji na rynku w systemach spotecznych. Dyskontowanie wigze si¢ z celem
innowacyjnosci, jakim jest dazenie do sukcesu rynkowego, miedzy innymi dzig-
ki akceptacji przez liczng grupe konsumentdéw, pozwalajacej na zadowalajace
efekty finansowe dla przedsigbiorstwa, czy tez obnizenie kosztow i zwigkszenie
udziatow w rynku. Dyfuzja innowacji jest procesem wieloetapowym i przebiega
na wielu ptaszczyznach (Rogers, 1983; Tidd 1 Bessant, 2011).

Interesujacy, kompleksowy model procesu ksztattowania systemu zarzadza-
nia innowacjami w przedsiebiorstwie zaprezentowali Cyfert i Mielcarek (2010),
wedtug ktorych istniejg cztery gldwne podprocesy (rysunek 1):

Analiza Projektowanie/
determinant doskonalenie

systemu systemu
zarzadzania zarzadzania
innowacjami innowacjami

Kontrola
funkcjonowania
systemu
zarzadzania
innowacjami

Wdrazanie
systemu
zarzadzania
innowacjami

Rysunek 1. Model procesu zarzadzania innowacjami
Zrodto: (Cyfert i Mielcarek, 2010).
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— analiza determinant systemu zarzadzania innowacjami,

— projektowanie/doskonalenie systemu zarzgdzania innowacjami,
— wdrazanie systemu zarzadzania innowacjami,

— kontrola funkcjonowania systemu zarzadzania innowacjami.

Zaproponowany uktad szczegdtowych dziatan (w ramach zdefiniowanych
podprocesoéw) charakteryzuje si¢ systemowym, kompleksowym rozwigzaniem,
cyklicznoscia i logika powiazan, a takze mozliwoscia uzyskania i utrzymania
efektu synergii w zarzadzaniu innowacjami.

Zaproponowany model i jego prawidlowe wdrozenie moze pozwoli¢ na uzy-
skanie nastgpujgcych korzysci dla przedsigbiorstwa:

— kompleksowe, holistyczne zarzadzanie innowacjami w przedsigbiorstwie,

— zintegrowanie systemu zarzadzania innowacjami ze strategig przedsicbiorstwa
1 systemem zarzadzania projektami i procesami,

— poprawa komunikacji dziatan innowacyjnych w przedsigbiorstwie, w tym
zwiekszenie aktywnos$ci innowacyjnej przedsigbiorcow (Cyfert i Mielcarek,
2010).

Proces zarzadzania innowacjami produktowymi wptywajacymi na projekto-
wanie 1 rozwdj produktow na rynku ze strony przedsigbiorstwa jest uzaleznio-
ny od:

— stanu posiadanej wiedzy,

— stopnia innowacyjnosci (miedzy innymi aktywno$ci innowacyjnej pracowni-
kow),

— kultury organizacyjnej,

— zasobow przedsicbiorstwa,

— ograniczen czasowych,

— dostgpnosci surowcow,

— przyjetego poziomu ryzyka (Cyfert i Mielcarek, 2010; Kokot-Stepien, 2017;
Rutkowski, 2016; Sojkin, 2012; Tidd i Bessant, 2011).

Wyniki badan na polskich rynkach zywnos$ciowych: mleczarskim, thuszczo-
wym, cukierniczo-piekarniczym, migsno-wedliniarskim wykazaty, ze podmioty
w kategorii liderzy rynkowi (duze przedsigbiorstwa) w swoim portfelu innowacji
produktowych posiadaja nowe produkty na rynku na poziomie 10-20%. Pozosta-
fa struktura innowacji to gtdéwnie modyfikacje produktowe (50-60%) lub nowe
produkty dla przedsigbiorstwa (40%). W przypadku przedsigbiorstw matych
i srednich w portfelu innowacji wystepuja glownie modyfikacje (na poziomie
okoto 80%), a pozostate produkty to nowe produkty dla przedsigbiorstw. Wsrod
tych przedsigbiorstw nie odnotowano kategorii: nowe produkty na rynku. W ba-
danych przedsigbiorstwach proces projektowania i rozwoju produktow wygladat
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podobnie. Poszczegblne etapy: poszukiwanie pomystow, ich selekcja, prace kon-
cepcyjne, opracowanie i testowanie prototypu, analiza ekonomiczna, opracowa-
nie procesu komercjalizacji, ocena skutecznosci nowego produktu byty zblizone.
Niemniej w zalezno$ci od wielko$ci przedsigbiorstwa, pozycji rynkowej przed-
siebiorstwa, rynku zywnos$ciowego oraz skali dziatania zaobserwowano roznice
w zakresie i szczegotowosci poszezegolnych dziatan (Sojkin, 2012).

Informacje ptynace z rynku zywnosci i dostepne dane literaturowe (Pachotek,
2019; Rogut i Piasecki, 2009; Sojkin, 2012) wskazuja, ze gtéwnym kierunkiem
innowacyjnosci produktowej na rynku zywnosciowym jest projektowanie inno-
wacyjnych produktow o dodatkowych, zadeklarowanych cechach prozdrowot-
nych. Wsérod produktéw o najwigkszym potencjale wymieniono migdzy innymi
zywnos$¢ ukierunkowang na zmniejszenie ryzyka choréb (zwlaszcza tzw. cho-
rob cywilizacyjnych), wykorzystanie do produkcji zywnosci surowcow roslin-
nych bogatych w sktadniki bioaktywne korzystne dla zdrowia, wykorzystanie
niekonwencjonalnych surowcow i produktéw ubocznych, rozwijanie produk-
tow o cechach prozdrowotnych otrzymanych na drodze wzbogacenia w bioak-
tywne skladniki (na przyktad btonnik pokarmowy, probiotyki, prebiotyki, syn-
biotyki, wielonienasycone kwasy thuszczowe, substancje fitochemiczne: fitostrole,
zwiazki fenolowe, fitoestrogeny), czy tez wprowadzenie nowych metod wytwa-
rzania, pozwalajacych na znaczace ograniczenie strat labilnych zwigzkow biolo-
gicznie odzywczych lub o fizjologicznym udokumentowanym oddzialywaniu na
organizm cztowieka. Kierunek ten jest tez swoistg odpowiedzig na aktualne tren-
dy konsumenckie. Wyniki przeprowadzonych badan konsumenckich wskazuja na
najistotniejsze elementy akceptacji konsumenckiej, wptywajace na modelowanie
procesu komercjalizacji innowacji produktowych. Sa to: precyzyjna ocena zacho-
wan uczestnikow potencjalnego rynku docelowego, zgodno$¢ postrzegania inno-
wacji przez konsumentéw z pozadang charakterystyka innowacyjnego produktu
oraz widocznos$¢/dostrzegalnos¢ produktu na pédice sklepowej (Sojkin, 2012).

Rozwojowi innowacji produktéw o cechach prozdrowotnych sprzyja rosng-
ca che¢ poprawy jako$ci zycia konsumenta, jak rowniez pojawienie si¢ sktad-
nikdw zywnosci, ktore sg ponownie dodane do zywnosci (na przyktad zboza
rzekome, ekstrakty roslinne, produkty uboczne przemystu spozywczego) oraz
rozwo6j mozliwosci analitycznych pozwalajacych na precyzyjne okreslenie pozy-
tywnego oddziatywania na organizm cztowieka. Rynek zywnosci o dodatkowych
cechach prozdrowotnych (okreslany jako rynek zywnosci funkcjonalnej) jest
jednym z najszybciej rozwijajacych si¢ rynkéw zywnosciowych na $wiecie.
W 2017 roku warto$¢ globalnego rynku zywno$ci funkcjonalnej byta szacowana
na 129 mld dolaréw. Wedtug prognoz sprzedaz dla tej kategorii produktow spo-
zywczych na $wiecie moze w 2024 roku osiggna¢ wartos¢ 253 mld dolaréw, co
oznaczaloby niemal dwukrotny wzrost w porownaniu z wartoscig z 2017 roku
(Puls Biznesu, 2018).
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1.3. Ostonki jako innowacyjny produkt na rynku zywnosci

Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 450/2009 z dnia 29 maja
2009 r. w sprawie aktywnych i inteligentnych materiatow i wyrobow przezna-
czonych do kontaktu z zywnoscia ostonki (materialty pokrywajace lub powle-
kajace zywnos$¢) naleza do nowoczesnych, aktywnych i inteligentnych mate-
riatow 1 wyrobow przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig. Moga sktada¢ sie
z jednej lub wiecej warstw lub elementéw materiatéw rdéznego typu, takich jak
tworzywa sztuczne, papier, karton lub materialy powlekajace i lakiery. Ostonki
moga wystepowac jako:

— integralna czg$¢ produktu zywnosciowego,
— opakowanie produktu zywno$ciowego (na przyktad niejadalne powtoki we-
dlin, serow).

Ponadto w rozumieniu Ustawy z dnia 13 czerwca 2013 r. o gospodarce
opakowaniami i odpadami opakowaniowymi (Dz.U. 2013, poz. 888) oraz Roz-
porzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 22 pazdziernika 2013 r. w sprawie
przyktadowego wykazu wyrobow, ktore uznaje si¢ albo nie uznaje si¢ za opa-
kowanie (Dz.U. 2013, poz. 1274), ostonki nie sg opakowaniem, poniewaz sta-
nowig integralna cze$¢ produktu i nie sa stosowane samodzielnie. Stanowig
one jednak niezwykle wazny element zapewnienia jakos$ci i trwato$ci produk-
tow zywnosciowych. Oslonki zabezpieczajg produkt przed wnikaniem do jego
wnetrza niepozadanych obcych zapachdéw oraz ograniczaja rozwoj patogennej
mikroflory. Pozwalajg takze wyeksponowac atrakcyjny wyglad produktu i za-
checi¢ konsumentow do zakupu. Jesli ostonki stanowig integralnag czes$¢ pro-
duktu zywnosciowego, moga by¢ przeznaczone do spozycia lub ich spozycia
mozna si¢ spodziewaé, wowczas sa objete kategoria ,,zywnos$¢” i musza spet-
nia¢ wszelkie rygorystyczne wymagania dotyczace zywnosci. Zgodnie z defi-
nicja podang w Rozporzadzeniu (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego
i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r. ustanawiajacym ogolne zasady i wymagania
prawa zywnos$ciowego, powotujacym Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci oraz ustanawiajagcym procedury w zakresie bezpieczefstwa zyw-
nos$¢ to:

jakiekolwiek substancje lub produkty, przetworzone, czgsciowo prze-
tworzone lub nieprzetworzone, przeznaczone do spozycia przez ludzi
lub ktérych spozycia przez ludzi mozna si¢ spodziewac (obejmuje
napoje, gume¢ do zucia i wszelkie substancje, tacznie z woda), $wia-
domie dodane do zywnos$ci podczas jej wytwarzania, przygotowania
lub obrobki.

Adhhnnnn
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Zgodnie z uregulowaniami prawa zywnos$ciowego kazda zywno$¢, w tym

ostonka jadalna, wprowadzana na rynek musi by¢ bezpieczna. Podstawowymi
uregulowaniami prawnymi dotyczacymi bezpieczenstwa zywnosci w Unii Euro-
pejskiej sa rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady:

Rozporzadzenie (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
28 stycznia 2002 r. ustanawiajgce ogolne zasady i wymagania prawa Zywno-
$ciowego, powolujace Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci oraz
ustanawiajace procedury w zakresie bezpieczenstwa zywnosci,
Rozporzadzenie (WE) nr 852/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29
kwietnia 2004 r. w sprawie higieny $rodkow spozywczych,

Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
29 kwietnia 2004 r. ustanawiajace szczegblne przepisy dotyczace higieny w
odniesieniu do zywnosci pochodzenia zwierzecego,

Rozporzadzenie (WE) nr 854/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
29 kwietnia 2004 r. ustanawiajace szczeg6lne przepisy dotyczace organizacji
urzedowych kontroli w odniesieniu do produktéw pochodzenia zwierzecego
przeznaczonych do spozycia przez ludzi,

Rozporzadzenie (WE) nr 1924/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
20 grudnia 2006 r. w sprawie o$wiadczen zywieniowych i zdrowotnych doty-
czacych zywnosci,

Rozporzadzenie (WE) nr 258/97 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 27
stycznia 1997 r. dotyczace nowej zywnosci i nowych sktadnikow zywnosci,
Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1333/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r. w sprawie dodatkow do zywnosci,

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169/2011 z dnia
25 pazdziernika 2011 r. w sprawie przekazywania konsumentom informacji na
temat zywnosci.

W Polsce podstawowym aktem prawnym jest Ustawa z dnia 25 sierpnia

2006 1. 0 bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (Dz.U. 2006, Nr 171 poz. 1225),
ktorej zapisy definiujg bezpieczenstwo zywnosci jako:

A

0g6l warunkow, ktéore muszg by¢ spelnione, w szczegolnosci do-
tyczacych stosowanych substancji dodatkowych i aromatéw, po-
ziomu substancji zanieczyszczajacych, pozostatosci pestycydow,
warunkow napromieniowania zywno$ci, cech organoleptycznych
i dziatan, ktére muszg by¢ podejmowane na wszystkich etapach
produkcji i obrotu zywno$cig w celu zapewnienia zdrowia i zy-
cia cztowieka.

SIP00000000/
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Ostonki jadalne mozna podzieli¢ w zalezno$ci od zastosowanego materiatu
powtokotworczego na:

— Dbiopolimery polisacharydowe,
— biopolimery biatkowe,
— biopolimery ttuszczowe (Cutter, 2006; Han, 2014; Pajak, 2011).

Niekiedy ze wzgledu na pochodzenie wyr6znia si¢ rowniez ostonki pocho-
dzenia zwierzecego, roslinnego i mikrobiologicznego. Najczgsciej stosowany-
mi polimerami pochodzenia zwierzgcego sg chitozan i wosk pszczeli. Z grupy
polimerow pochodzenia ro$linnego wykorzystywane sg migdzy innymi skrobia,
izolaty biatka sojowego oraz wosk stonecznikowy. Polimerami pochodzenia mi-
krobiologicznego moga by¢ pullulan i kurdlan (Koztowicz i in., 2011; Szyman-
ska i in., 2019).

W przypadku ostonek niejadalnych szczegdtowe uregulowania prawne sg
okreslone w Rozporzadzeniu (WE) nr 1935/2004 Parlamentu Europejskiego
i Rady z dnia 27 pazdziernika 2004 r. w sprawie materialdéw i wyrobow prze-
znaczonych do kontaktu z zywnoscig. Zgodnie z przepisami wszystkie materiaty
lub wyroby przeznaczone do kontaktu z zywnos$cig powinny by¢ produkowane
wedlug zasad dobrej praktyki produkcyjnej (GMP), nie powinny przenika¢ do
zywnos$ci w ilosciach stanowigcych zagrozenie dla zdrowia czlowieka, nie moga
powodowa¢ nieakceptowalnych zmian w skladzie zywnosci i pogorszenia jej
cech organoleptycznych. Wsrod ostonek niejadalnych, ze wzgledu na materiat
powtokotworcezy, wyrdznia si¢ ostonki:

— naturalne, wykonane z materiatbw naturalnych (na przyktad kolagenowe),
— sztuczne, wykonane z tworzyw sztucznych (Pawlicka, 2018).

W ostatnich latach zaobserwowano wyrazny kierunek badawczy $cisle zwig-
zany z wytwarzaniem materiatow ostonkowych przyjaznych srodowisku. Po-
szukiwaniu 1 analizie naturalnych biopolimeréw pos§wigcono wiele prac badaw-
czych. Substancje te ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w réznych gateziach
przemyshu spozywczego ze wzgledu na cenne wilasciwosci uzytkowe. Te cechy
czynig je atrakcyjnym materialem o wielu zastosowaniach, w tym do produkcji
jadalnych ostonek. Ostonki jadalne stanowia ciekawg alternatywe dla wszech-
obecnych ostonek niejadalnych.

Materiatami stosowanymi do produkcji jadalnych ostonek sa zwiazki or-
ganiczne otrzymywane bezposrednio z biomasy roslinnej lub zwierzecej, pla-
styfikatory i dodatki polepszajace walory uzytkowe oraz technologiczno-funk-
cjonalne (tabela 3). Podstawowymi sktadnikami ostonek jadalnych sa biatka,
polisacharydy oraz zwigzki ttuszczowe. Sktadniki te odgrywaja coraz wigksza
rolg w inzynierii opakowan, zastepujac nieulegajace biodegradacji polimery pe-
trochemiczne. Biopolimerom takich ostonek stawia si¢ wysokie wymagania:
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— funkcjonalne (pozadana bariera dla wody, gazéw, oleju),
— mechaniczne (twardo$¢, odpornos¢ na naprezenia, elastycznose),
— wizualne (przeziernos¢, bezbarwnoscé).

W wyborze biopolimeréw nalezy réwniez uwzglednia¢ inne aspekty, takie
jak koszt, dostepnos¢, kwestie zdrowotne, przetwarzanie, podatno$¢ na rozktad
mikrobiologiczny oraz bioaktywnos$¢ (Souza i in., 2017).

Tabela 3. Materialy stosowane do produkcji ostonek jadalnych

Element skladnika Material

polisacharydy: skrobia, skrobia modyfikowana, celuloza modyfiko-
wana (CMC, MC, HPC, HPMC), alginiany, karagen, pektyna, pullu-
lan, chitozan, guma, guma ksantanowa

bialka: kolagen, zelatyna, kazeina, biatka serwatkowe, zeina, gluten,

?V/{fgfcr;ziy powloko- pszenny, biatka sojowe, biatka jaja, widokna mig$niowe ryb, biatka sor-
go, biatka grochu, biatka otrab ryzowych, biatka baweny, biatka orze-
chow ziemnych, keratyna
zwiazki thuszczowe: woski (pszczeli, carnauba, candelilla, parafina),
zywice (szelak, terpeny), acetoglicerole

Plastyfikatory glicerol, glikol propylenowy, sorbitol, sacharoza, glikol polietylenowy,

syrop kukurydziany

przeciwutleniacze, zwigzki przeciwdrobnoustrojowe, zwiazki odzyw-
Dodatki funkcjonalne | cze, zwiazki nutraceutyczne, zwigzki farmaceutyczne, zwigzki zapa-
chowe, barwniki

emulgatory (lecytyna), emulsje tluszczowe (woski jadalne, kwa-

Inne dodatki sy thuszczowe)

Zrodlo: Na podstawie (Han, 2014).

Polisacharydy

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie wykorzystaniem polisacharydow,
zwlaszcza bioaktywnych o wilasciwosciach przeciwutleniajacych, ze wzgledu
na ich okres$lone dziatania terapeutyczne (J. Liu i in., 2015). Ponadto polimery
te ulegaja enzymatycznemu i (lub) hydrolitycznemu rozktadowi w $rodowisku
biologicznym do nietoksycznych produktow (Shelke i in., 2014). Polisacharydy
(hydrokoloidy) to polimery o wysokiej masie czasteczkowej. Wieloczasteczko-
we polisacharydy uzyskiwane sg poprzez ekstrakcje¢ nasion, wodorostow, a takze
metodami biotechnologicznymi (sa produkowane przez drobnoustroje). Do ich
funkcji biologicznych nalezy tworzenie struktur (polisacharydy szkieletowe) oraz
odktadanie substancji zapasowych (polisacharydy zapasowe). Polisacharydy
odpowiadajg za strukture produktéw zywnoSciowych poprzez nadawanie im
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okreslonych cech fizykochemicznych, ktére decyduja o ich jakosci (Lovegrove
i in., 2017). Do najbardziej rozpowszechnionych polisacharydéw w przyrodzie
zalicza si¢: chityne¢/chitozan, skrobie, celuloze, alginian, kwas hialuronowy, pul-
lulan, gume gaur oraz gume ksantanowg (Shelke i in., 2014).

Jednym z najbardziej preferowanych biopolimeréw polisacharydowych do
produkcji jadalnych ostonek przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig jest chito-
zan (Mujtaba i in., 2019). Chitozan to nietoksyczny polikationowy polimer zbu-
dowany z reszt D-glukozaminy potaczonych wigzaniami f-1,4-glikozydowymi
(rysunek 2A). Otrzymuje si¢ go poprzez chemiczng N-deacetylacje chityny (ry-
sunek 2B), organicznej substancji szkieletowej bezkregowcow i sktadnik $cia-
ny komoérkowej grzybow i zielonych alg (Van den Broek i in., 2015). Stopien
deacetylacji, ktory §wiadczy o liczbie wolnych grup aminowych, waha si¢ od
60% do 100% (EFSA, 2011; Vinsova i Vavrikova, 2008). Masa czasteczkowa
chitozanu w preparatach handlowych wynosi natomiast od 3800 do 20 000 Da
(EFSA, 2011).

A B
CHsy
on ° NH on NH
o 0 HO SR 0 HO |
HO 2 "~ | Ho - '
NH on NH,
& < OH

CHa

s —in L —In

Rysunek 2. Struktura chemiczna (A) chityny i (B) chitozanu
Zrodto: (Younes i Rinaudo, 2015).

Zaréwno stopien deacetylacji, jak i $rednia masa czasteczkowa wptywa-
ja na wilasciwosci funkcjonalne chitozanu (aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg oraz
przeciwdrobnoustrojowg) 1 jego pdzniejsze zastosowanie w przemysle. Czysty,
natywny chitozan nie rozpuszcza si¢ w wodzie, roztworach alkalicznych ani
w rozpuszczalnikach organicznych, natomiast jest rozpuszczalny w rozcienczo-
nych roztworach kwasoéw. Rozpuszczalne w wodzie sg sole chitozanu otrzymy-
wane w wyniku neutralizacji kwasami organicznymi, takimi jak kwas mlekowy,
mrowkowy czy octowy na poziomie 1-10%. W zwigzku z tym najczesciej stoso-
wang form¢ chitozanu w badaniach aplikacyjnych stanowig sole chitozanu, takie
jak mleczan, mrowczan i octan (Cervera i in., 2011; Nunthanid i in., 2008).

W $wietle dostgpnej literatury celowe wydaje si¢ prowadzenie badan nad wy-
korzystaniem chitozanu do réznych zastosowan w zywnos$ci, kosmetyce, bio-
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medycynie, rolnictwie i gospodarce §ciekowej (Nurunnabi i in., 2017). Poprawa
jakosci 1 trwatosci roznych produktow przy uzyciu preparatéw chitozanowych
byta przedmiotem badan wielu autoréw, ze wzgledu na jego biokompatybilnos¢,
biodegradowalno$¢, nietoksycznos¢, blonotwoérczos¢ i wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe (Aljawish i in., 2016; Grande-Tovar i in., 2018). W przemysle
piekarniczym podj¢to proby wykorzystania chitozanu do przedtuzenia trwatosci
mokrego makaronu przez naniesienie na jego powierzchni¢ roztworow tego bio-
polimeru w kwasie octowym lub mlekowym. J.W. Lee i in. (2000) wykazali,
ze mokry makaron z dodatkiem chitozanu moze by¢ przechowywany nawet do
80 dni dtuzej niz produkt bez jego dodatku, przy zachowaniu pozadanej jakosci
sensorycznej. Podejmowano rowniez proby zastosowania chitozanu jako bioak-
tywnego sktadnika produktow migsnych. W badaniach Sagoo i in. (2002) wyka-
zano, ze jednoprocentowy wodny roztwoér chitozanu moze stanowi¢ skuteczng
alternatywe dla ostonek wedliniarskich do kietbas wieprzowych poprzez ograni-
czenie wzrostu rodzimej mikroflory o okoto dwa rzedy logarytmiczne i wydhuze-
nie okresu przechowywania schtodzonych kietbas z 7 do 15 dni. Ostonki na ba-
zie chitozanu moga rowniez postuzy¢ do przedtuzenia trwato$ci zarowno calych
owocow, jak i poddanych czesciowemu przetworzeniu, na przyktad mandarynek,
suszu jabtkowego, mango (C. Chen i in., 2019; Chien i in., 2007; Maniak i in.,
2007).

Obecne badania nad chitozanem koncentrujg si¢ na réznorodnych jego za-
stosowaniach w celu poprawy jakosci i trwatosci surowcow, potproduktow oraz
produktow spozywczych. Mimo ze biopolimer ten charakteryzuje si¢ nietoksycz-
noscia, biokompatybilnoscia, zdolnoscig tworzenia powlok oraz aktywnos$cia
przeciwdrobnoustrojowa, ma pewne ograniczenia wynikajace z jego nadmiernej
rozpuszczalnosci w wodzie w lekko kwasnym S$rodowisku, wysokiej lepkosci
oraz stracania si¢ w pH zasadowym (Rabea i in., 2003). Zdaniem niektorych
badaczy struktura czasteczkowa chitozanu zawiera wiele grup aminowych, kté-
re mogg by¢ modyfikowane, tworzac pochodne o polepszonych wlasciwosciach
fizycznych, chemicznych i funkcjach fizjologicznych (Rinaudo, 2006; Y. M. Xu
i1in., 2003).

Biatka

Wyréznia si¢ bialka, ktére zapewniajg ostonce dobrg przyczepnos¢ i opdzniaja
brunatnienie (pochodzenia ro§linnego: izolaty biatka sojowego, mleczko sojowe,
gluten pszenny), oraz takie, ktore zwickszajg trwatos¢ mechaniczng, spoistos¢
powtok i1 przyczepnos¢ do wilgotnych powierzchni (pochodzenia zwierzece-
go: biatka uzyskane z zelatyny, serwatki, kazeiny). W odniesieniu do jadalnych
ostonek na bazie bioaktywnych peptydow i hydrolizatow biatkowych wykazano
skutecznos¢ w hamowaniu patogennych mikroorganizméw i utleniania lipidow,
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poprawiajac bezpieczenstwo zywnosci (Tkaczewska, 2020). W kilku badaniach
wskazano rowniez na istotne zmiany we wilasciwosciach mechanicznych i mor-
fologicznych powierzchni ostonek z dodatkiem hydrolizatu biatkowego i1 pep-
tydow. Niemniej kierunek tych zmian zalezat od rodzaju wprowadzonych hy-
drolizatow biatek. Hydrolizaty biatek i biologicznie czynne peptydy stanowig
ciekawa alternatywe dla syntetycznych konserwantéw i aktywnych sktadni-
kow ostonek biopolimerowych (Tkaczewska, 2020).

Thuszcze

Stosowanie lipidow do ostonek jadalnych bylo praktykowane od wiekow. Wy-
korzystywane zwiazki tluszczowe to woski (pszczeli, carnauba, candelilla, pa-
rafina), zywice (szelak, terpeny) oraz acetoglicerole (Han, 2014). Wosk pszczeli
(E901) stanowi barier¢ dla pary wodnej. Zawartos¢ wosku pszczelego w po-
wloce na poziomie 20% obniza dwuipotkrotnie przepuszczalno§¢ pary wod-
nej. Jednak zbyt duza jego zawarto$¢ powoduje obnizenie wytrzymatosci po-
wioki (Koztowicz i in., 2011). Woski roslinne sktadajg si¢ przede wszystkim
z weglowodorow, estrow, kwasdéw thuszczowych 1 wolnych alkoholi thuszcezo-
wych. Woski roslinne candelilla (E902) i carnauba (E903) stanowig bardzo do-
bra barier¢ dla CO, oraz ograniczajg dyfuzje¢ tlenu. Ponadto charakteryzujg si¢
sztywnos$cig i tamliwoscig, nie ulegaja utlenieniu i hydrolizie (Tendaj i Tendaj,
2000). Woski maja niepowtarzalne wiasciwosci sensoryczne. Nadajg produktom
atrakcyjny potysk, barwe, a takze zachowanie i ksztalttowanie odpowiedniego
smaku i zapachu przez stosowanie tych substancji z dodatkami smakowo-zapa-
chowymi i barwnikami (Rhim i Shellhammer, 2005).

Substancje dodatkowe stosowane w jadalnych ostonkach

Ostonki jadalne przeznaczone do kontaktu z zywnos$cia, wytworzone z jednego
biopolimerowego sktadnika, sg czesto kruche i tamliwe, dlatego poza podstawo-
wymi sktadnikami do ich tworzenia sg stosowane substancje dodatkowe, ktorych
wprowadzenie ma na celu polepszenie wlasciwosci strukturalnych, mechanicz-
nych i uzytkowych. Wsréd dodatkéw polepszajacych walory uzytkowe i techno-
logiczno-funkcjonalne ostonek jadalnych mozemy wyrdzni¢ dodatki funkcjonal-
ne i plastyfikatory.

Dodatki funkcjonalne sg substancjami niespozywanymi w sposdb bezpo-
sredni 1 nie sg typowymi sktadnikami zywnosci. Wsréd dodatkéw funkcjonal-
nych wptywajacych na ksztattowanie jakosci ostonek jadalnych mozna wyrdz-
ni¢: przeciwutleniacze, zwigzki przeciwdrobnoustrojowe, zwigzki odzywcze,
zwigzki nutraceutyczne, zwiazki farmaceutyczne, zwigzki zapachowe, barwni-
ki, emulgatory, emulsje ttuszczowe (Han, 2014). Substancje te, uzyte podczas
produkcji, przetwarzania, transportu czy magazynowania, poprawiaja cechy
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produktow. Stosuje si¢ je w celu ochrony przed zmianami jakoSciowymi, za-
bezpieczenia produktu przed drobnoustrojami chorobotwoérczymi, przedluzenia
okresu trwalo$ci czy nadania atrakcyjnosci produktom. Aby dana substancja do-
datkowa zostata dopuszczona do zywnos$ci, musi posiada¢ ocen¢ bezpieczenstwa
dla zdrowia dokonywang przez Europejski Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci.

Plastyfikatory to substancje, ktére poprawiajg elastyczno$¢ ostonek jadal-
nych. Najskuteczniejszy jest plastyfikator o strukturze zblizonej do struktury po-
limeru tworzacego ostonke. Plastyfikator wchodzi pomigdzy molekularne tancu-
chy biopolimerdéw i czgsto z nimi oddziatluje przez tworzenie na przyklad wigzan
wodorowych, dzieki czemu zwicksza si¢ spdjnos¢ (kohezja) w sieci ostonki i na-
stepuje jej skuteczne zmigkczenie oraz rozciggniecie (Otoni i in., 2017). Jezeli
zastosuje si¢ zbyt duze ilosci plastyfikatoréw, pogarszajg si¢ bariera wilgotnosci
1 wlasciwosci mechaniczne powtok. Dodatki takie moga mie¢ wyrazny posmak,
wiec stosunek wielkosci dodatku plastyfikatora do biopolimeru jest istotnym pa-
rametrem w uzyskaniu funkcjonalnych wtasciwosci ostonek (Sothornvit i Pitak,
2007). Do wazniejszych plastyfikatorow mozna zaliczy¢: glicerol, glikol propy-
lenowy, sorbitol, sacharoze, glikol polietylenowy oraz syrop kukurydziany (Han,
2014).

1.4. Uwarunkowania procesu projektowania ostonek jadalnych

W literaturze naukowej opublikowano prace badawcze, w ktorych wytworzo-
no i scharakteryzowano biopolimerowe oslonki jadalne miedzy innymi na bazie
chitozanu, celulozy, skrobi, alginianu, pullulanu, gumy guar, gumy ksantanowej
(Chien i in., 2007; Genskowsky i in., 2015; Jao i in., 2017; Kaya i in., 2016;
Shelke i in., 2014; Talon i in., 2017). Naturalne polimery charakteryzuja si¢ licz-
nymi zaletami, w tym wzgledng tatwoscia izolacji oraz mozliwo$ciami modyfi-
kacji chemicznej w celu spetnienia roznych potrzeb technologicznych. Pomimo
wielu zalet polisacharydy posiadaja wady, ktore ograniczaja ich uzycie w za-
stosowaniach przemystowych. W zwiazku z tym ostonki jadalne na bazie tych
polisacharydéw sg poddawane modyfikacjom, aby uzyskac¢ spdjne wlasciwosci
fizykochemiczne, w tym stabilno$¢ mechaniczng, biodegradowalnos¢ i aktyw-
nos$¢ biologiczng. Prowadzi si¢ badania nad modyfikacjg ostonek polimerowych
w celu poprawy ich wiasciwosci barierowych oraz zwigkszenia wytrzymato-
$ci mechaniczne;j.

Jednym ze sposoboéw poprawy wilasciwosci uzytkowych ostonek jadalnych
jest sieciowanie polimeréw przez tworzenie miedzy innymi wigzan wodorowych.
W tym celu mozna zastosowac polifenole. Dodawanie polifenoli bezposrednio
do zywnosci jest ograniczone przez ich stosunkowo szybka degradacje (Perazzo
iin., 2014). Talon i in. (2017) wykorzystali naturalne polifenole ekstrahowane
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z tymianku do opracowania przeciwutleniajacej ostonki polimerowej na bazie
chitozanu do przedluzania trwatosci zywnosci. Wyniki badan wskazuja, ze po-
laczenie naturalnych zwiazkéw przeciwutleniajacych z materialem powloko-
tworczym zwigksza skuteczno$¢ przeciwutleniaczy dzigki ochronnemu dziata-
niu matrycy polisacharydowej chitozanu przed utlenianiem polifenoli podczas
przechowywania ostonek i przedtuza ich dziatanie (Talon i in., 2017). W litera-
turze naukowej sg dostepne jeszcze inne prace opisujace mozliwos¢ wytworze-
nia jadalnych ostonek z dodatkiem zwigzkow biologicznie aktywnych, wyeks-
trahowanych na przyktad z jagéd maqui, zielonej herbaty, czosnku, rozmarynu,
szczegblnie pod katem mozliwosci sterowania szybkoscig uwalniania zwigz-
kow biologicznie aktywnych ze struktury materiatu ostonkowego (Genskowsky
i1in., 2015; Georgantelis i in., 2007; Jao i in., 2017; Salgado i in., 2015; Shelke
i1in., 2014). Jednak wptyw naturalnych polifenoli na wlasciwosci ostonek jadal-
nych nie zostat catkowicie zbadany. Dodatek polifenoli w postaci ekstraktu do
roztworu powlokotwoérczego moze mie¢ znaczny wpltyw na strukturg i wiasci-
wosci takich ostonek.

Ostonki jadalne przeznaczone do kontaktu z zywno$cig sg poddawane sta-
lemu procesowi rozwoju i innowacyjnym zmianom bedacym efektem przede
wszystkim pracy naukowcoéw prowadzacych badania w skali laboratoryjne;j. Jed-
nak jest niezwykle wazne, aby wyniki badan naukowych byly wykorzystywa-
ne w praktyce gospodarczej i stanowily podstawe umozliwiajacg wprowadzanie
nowych produktow. Na rynku zagranicznym wdrozono juz pierwsze produkty
wykorzystujace technologi¢ opakowan jadalnych. Edipeel™ zostat opracowany
przez amerykanski koncern Apeel Sciences w Kalifornii. Jest on sprzedawany
w postaci proszku, ktory w potaczeniu z wodg jest nakltadany jako ultracienka,
przezroczysta ostonka na owoce i warzywa. Jest wykonany w catosci z produk-
tow ubocznych pochodzacych z recyklingu, takich jak wyttoki, miazga, skorki,
lodygi, nasiona, liscie. Powtoka nie ma smaku ani zapachu i jest deklarowana
jako bezpieczna, wolna od alergenow i organiczna. Kazdy owoc lub warzywo
ma wlasng recepture Edipeel™. Wedtug koncernu formuta Apeel dotyczaca tru-
skawek nie zadziala na przyktad dla pomidoréw. Do tej pory firma opracowa-
ta receptury dla okoto trzech tuzinéw upraw. Apeel Sciences twierdzi, ze ich
ostonka moze pigciokrotnie wydtuzy¢ okres przydatnosci produktu do spozycia,
utrzymujac wilgo¢ wewnatrz i zmniejszajgc utlenianie i aktywno$¢ mikrobiolo-
giczng. Z kolei Naturen™ zostal stworzony przez firm¢ Eden Agritech z egzo-
szkieletu skorupiakéw, roslin i kwasnych owocow. Zastosowanie tego produktu
ma na celu dwu- lub trzykrotne wydhuzenie okresu przydatnosci do spozycia
swiezo pokrojonych produktéw, co pozwoli zachowac swiezo$¢ i ograniczy mar-
notrawstwo zywnos$ci. Powloka jest niewidoczna, bez smaku i zapachu, zapew-
nia ochron¢ mikrobiologiczng przed grzybami, bakteriami i innymi mikroorgani-
zmami w potaczeniu z niskimi temperaturami (Szymanska i in., 2019). Mulyono
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(2017) przedstawia jadalne saszetki na produkty ptynne i potstale znajdujace sie
na przyktad w makaronach instant. Opakowania te zostaly opracowane przez
indonezyjska firm¢ Evoware. Saszetka jadalna zostata zaprojektowana z wodo-
rostow z powloka dammar (niedrzewnego produktu lesnego, uzywanego jako
stabilizator zywnosci) do ptynnych i potstatych produktéw spozywczych.
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2. Produkty uboczne przetworstwa
owocow jako zrodto substancji o cechach
prozdrowotnych

2.1. Uwarunkowania zagospodarowania produktéw ubocznych
przetworstwa owocow

W literaturze naukowej funkcjonuje wiele definicji i interpretacji gospodarki
0 obiegu zamknigtym (GOZ), ktore uwzgledniaja ewolucj¢ jej tworzenia 1 wdra-
zania. Do poczatku XX wieku koncepcja gospodarki o obiegu zamknigtym nie
wystepowata jako samodzielna idea w literaturze naukowej. Charakterystyka tej
koncepcji dotyczyta przede wszystkim opiséw ekologii przemystowej, symbio-
zy gospodarczej 1 czystszych technologii, zielonej gospodarki, ekoefektywnosci,
zasad 3R (reduce — reuse — recycle), zrownowazonej konsumpcji i produkcji
oraz zréwnowazonego rozwoju (Kirchherr i in., 2017). Dopiero Hislop i Hill
(2011) zdefiniowali gospodarke o obiegu zamknigtym jako strategi¢ rozwoju po-
legajaca na maksymalizowaniu efektywnosci zasobow i minimalizowaniu pro-
dukcji odpaddéw w kontekScie zrownowazonego rozwoju gospodarczego i spo-
tecznego. W rezultacie zaczeto traktowaé GOZ nie jako koncepcje, lecz jako
strategi¢ lub system gospodarczy, dostosowujac przepisy prawne i instrumenty
ekonomiczne, ktore umozliwiaja jej wdrazanie w wybranych krajach.

Jedna z najczesciej cytowanych definicji GOZ jest propozycja podana w mo-
delu opracowanym przez Ellen MacArthur Foundation (2013). Wedlug tego
modelu gospodarka o obiegu zamknigtym jest systemem przemystowym, ktory
zostal zaplanowany i zaprojektowany jako system odtwarzajacy i regeneruja-
cy. Jest on rowniez nastawiony na wykorzystanie energii odnawialnej, elimina-
cje stosowania toksycznych substancji chemicznych oraz usunigcie odpadow po-
przez lepsze projektowanie systemow, materiatow i produktow (Ellen MacArthur
Foundation, 2013). Model ten zaktada istnienie dwdch cykli: biologicznego
(obejmujacego surowce odnawialne) i technicznego (obejmujgcego surowce nie-
odnawialne) (rysunek 3).
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Gospodarka o obiegu zamknigtym dotyczy przede wszystkim dziatan i obsza-
row w zakresie:

— osiggania najwyzszej wartosci dodanej produktow w tancuchu wartosci po-
przez miedzy innymi wprowadzanie ekoprojektowania uwzgledniajgcego
caty cykl zycia produktu, zwickszanie trwatosci, podnoszenie jakos$ci, kaska-
dowe wykorzystywanie produktow, podnoszenie ekoefektywnosci procesow,
promowanie wspOlpracy w tancuchu wartosci, wspotdzielenie, powszechne
wykorzystywanie materialow odnawialnych, wirtualizacj¢; minimalizowania
odpadow poprzez ponowne uzycie, recykling i wdrozenie petnego odzysku
produktéw ubocznych, w szczegdlnosci traktowanie ich jako potencjalnego
zrodta surowcow wtornych;

— wprowadzenia polityki finansowej wspierajacej rozwoj nowych technologii,
procesow i ushug, jak rowniez inwestycji 1 rozwigzan organizacyjnych w kie-
runku GOZ (z uwzglednieniem innowacji i ekoinnowacji);

— zwigkszania $wiadomosci ekologicznej poprzez edukacje¢ i promowanie zrow-
nowazonej konsumpcji (Kulczycka, 2019).

Wobec wyczerpywania si¢ zasobow surowcoéw nieodnawialnych, wzrostu
ich cen 1 rosnacej zalezno$ci Polski od ich dostaw z zagranicy konieczne bylo
podjecie dziatan i opracowanie koncepcji GOZ réwniez w Polsce. W tym celu
podmioty wilasnosci panstwowej, samorzadowej, a takze mieszanej (sektor pu-
bliczny), aby podkresli¢ istote spojnosci dzialan w zakresie wdrazania GOZ
z dziataniami w innych obszarach rozwoju spoleczno-gospodarczego w Polsce,
przygotowaly mape drogowg transformacji w kierunku gospodarki o obiegu za-
mknigtym. Mapa drogowa GOZ ma stuzy¢ jako drogowskaz dla rozwoju tego
systemu gospodarki w kraju, wskazujac konieczno$¢ podjecia okreslonych dzia-
tan horyzontalnych, ktérych rozwéj umozliwi wykorzystanie szans stojacych
przed Polska, a jednoczes$nie bedzie stanowi¢ odpowiedz na obecnie istniejgce
lub spodziewane zagrozenia. Podstawg tej koncepcji jest zatozenie, ze wszystkie
elementy tancucha produkcyjnego (produkty, materiaty oraz surowce) maja po-
zostawaé w gospodarce tak dhugo, jak tylko jest to mozliwe, a wytwarzanie od-
padéw powinno by¢ zminimalizowane. Celem jest stworzenie zréwnowazonej,
niskoemisyjnej, zasobooszczednej i konkurencyjnej gospodarki. Model gospo-
darki linearnej, oparty na zasadzie ,,wez — wyprodukuj — zuzyj — wyrzuc¢”, ma
by¢ zastepowany modelem gospodarki o obiegu zamknigtym, ktéry uwzglednia
wszystkie etapy zycia produktu — od pozyskania surowca, przez projektowanie
produktu, jego produkcje, konsumpcje, zbieranie odpadow, az do ich zagospo-
darowania.

Nieustanny rozwo6j przemystu spozywczego wigze si¢ nie tylko z powstawa-
niem coraz to nowych produktow, ale takze r6znego rodzaju odpadami i pro-
duktami ubocznymi. Obowigzujaca w Polsce Ustawa z dnia 14 grudnia 2012 r.
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o odpadach (Dz.U. 2013, poz. 21) zawiera definicje odpadu i produktu ubocz-
nego. Jako odpad ustawa okre$la: ,,kazdg substancj¢ lub przedmiot, ktorych
posiadacz pozbywa si¢, zamierza si¢ pozby¢ lub do ktoérych pozbycia si¢ jest
zobowigzany”, natomiast produktem ubocznym jest: ,,przedmiot lub substancja,
powstajace w wyniku procesu produkcyjnego, ktérego podstawowym celem nie
jest ich produkcja”. Aby przedmiot lub substancja zostaly uznane za produkt
uboczny, muszg zosta¢ spetnione lacznie nastepujace warunki:

— dalsze wykorzystywanie przedmiotu lub substancji jest pewne;

— przedmiot lub substancja moga by¢ wykorzystywane bezposrednio bez dalsze-
go przetwarzania, innego niz normalna praktyka przemystowa;

— dany przedmiot lub substancja sa produkowane jako integralna cz¢$¢ procesu
produkcyjnego;

— dana substancja lub przedmiot spetniajg wszystkie istotne wymagania, w tym
prawne, w zakresie produktu, ochrony $rodowiska oraz zycia i zdrowia lu-
dzi, dla okreslonego wykorzystania tych substancji lub przedmiotow i wy-
korzystanie takie nie doprowadzi do ogdlnych negatywnych oddzialywan
na $rodowisko, zycie lub zdrowie ludzi (Ustawa z dnia 14 grudnia 2012 r.
o odpadach).

W 2016 roku taczna ilos¢ odpadow wytworzonych w UE-28 przez wszystkie
sektory gospodarki i gospodarstwa domowe wyniosta 2538 min ton (Eurostat,
2019). Hierarchia postepowania z odpadami zasadniczo decyduje o kolejnosci
priorytetow tego, co stanowi najlepsze z punktu widzenia srodowiska przyrod-
niczego caloSciowe rozwigzanie w zakresie przepisow prawnych dotyczacych
odpaddéw. Odstepstwo od takiej hierarchii moze by¢ konieczne w przypadku
okreslonych strumieni odpadow, jezeli jest to uzasadnione migdzy innymi wy-
konalnoscig techniczng, oplacalnoscig ekonomiczng i ochrong srodowiska przy-
rodniczego (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/98/WE z dnia
19 listopada 2008 r. w sprawie odpaddéw oraz uchylajaca niektére dyrekty-
wy). W prowadzeniu gospodarki odpadami okreslono cele priorytetowe polityki
dotyczacej odpadéw w Unii Europejskiej polegajace na:

— zmniejszeniu ilosci wytwarzanych odpadows;

— maksymalizacji recyklingu i ponownego wykorzystywania;

— ograniczeniu spalania materialow nienadajacych si¢ do recyklingu;

— ograniczeniu skladowania odpaddéw nienadajacych si¢ do recyklingu ani od-
zysku;

— zapewnieniu pelnego wdrozenia celow polityki dotyczacej odpadow we
wszystkich panstwach cztonkowskich UE (Eurostat, 2019).

Obecnie narasta problem marnotrawienia zywnosci, obejmujacy wszystkie
sektory gospodarki odpadami. Wedlug danych Organizacji Narodéw Zjedno-
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czonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa (Food and Agriculture Organization of the
United Nations — FAO) na $wiecie co roku marnuje si¢ 1,3 mld ton zywno-
$ci nadajacej si¢ do spozycia, co stanowi jedng trzecig produkowanej zywnosci
(Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2013). Udziat
traconych i marnowanych owocow i1 warzyw stanowi okoto 44% (Baldwin,
2015). Straty i marnotrawstwo zywnos$ci to coraz powazniejszy problem global-
ny, przejawiajacy sie w catym tancuchu rolno-zywnos$ciowym, poczawszy od
produkcji podstawowej, poprzez przechowywanie u producenta i transport do
zaktadu, przetworstwo, transport i magazynowanie oraz dystrybucje, skonczyw-
szy na konsumpcji w gospodarstwach domowych i obiektach zbiorowego zywie-
nia. Najwazniejszym elementem w hierarchii postgpowania ze stratami i marno-
trawstwem Zzywnosci jest zapobieganie ich powstawaniu, poniewaz ograniczenie
strat i marnotrawstwa zZywnosci ma ogromny potencjal w zakresie zapewnienia
trwatego bezpieczenstwa zywnos$ciowego i zywieniowego, zmniejszenia emisji
gazow cieplarnianych i zmniejszenia wpltywu na srodowisko przyrodnicze przez
poprawe efektywnosci wykorzystania zasobdéw naturalnych. Dziatanie to niewat-
pliwie jest potrzebne, ale problem strat i marnotrawstwa zywnosci nadal pozo-
staje.

Odpady z przemyshi owocowego powstajg zardéwno w trakcie przygotowy-
wania surowcow do przetworstwa, jak i podczas wlasciwego procesu technolo-
gicznego. Ich wytwarzanie jest nieuniknione. Gléwnymi przyczynami powsta-
wania odpadéw przy produkeji owocow i warzyw oraz ich dystrybucji sg obicia,
uszkodzenia skorki, starzenie si¢, wiednigcie i gnicie. Niektore z nich sg wy-
nikiem nieostroznego obchodzenia si¢ z surowcem podczas zbioru, sortowania
i nieodpowiedniego pakowania.

Glownym zrodtem odpaddéw statych w przetworstwie owocOdw jest proces
tloczenia. Przetworstwo owocow jest dobrze rozwinigta galezig polskiego prze-
mystu spozywczego. Zgodnie z raportem rynkowym opracowanym przez AIJN
European Fruit Juice Association (2019) konsumpcja sokow i nektarow w Polsce
w 2018 roku wyniosta 837 mln litrow, a tym samym wzrosta o 2% w stosunku
do 2017 roku, za$ konsumpcja samych sokow wzrosta w tym okresie o 3,5%
(rysunek 4). W stosunku do 2014 roku konsumpcja sokéw i nektaréw wzrosta
w Polsce w 2018 roku o blisko 20%, zachowujac coroczny wzrost w analizo-
wanym okresie 2014-2018. Rodzimy rynek wyroznia si¢ na tle pozostatych eu-
ropejskich rynkéw. Polska zajmuje czwarte miejsce w rankingu wielko$ci spo-
zycia sokow i nektaréw, migdzy innymi dzigki rosngcemu rynkowi sokéw NFC
(not from concentrate), kampaniom promocyjnym oraz marketingowym. Trzy
pierwsze miejsca w rankingu zajely: Niemcy, Francja oraz Wielka Brytania.
Spozycie sokow i1 nektaréw w Polsce w 2018 roku byto powyzej $redniej unij-
nej, tj. 21,8 litra na osobe¢ na rok (srednia UE — 17,6 litra) (AIJN European Fruit
Juice Association, 2019). Z raportu rynkowego AIJN European Fruit Juice
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Association (2019) wynika, ze konsumpcja sokow w Europie spadta o okoto
1% w 2018 roku w poréwnaniu z 2017 rokiem, w przeciwienstwie do opisanego
wczesniej trendu dotyczacego konsumpcji w Polsce. Z zaleznosci tej wynika, ze
przetworstwo owocoOw w Europie przechodzi transformacje w kierunku produk-
tow naturalnych i niskoprzetworzonych. Sa to jednak produkty duzo bardziej na-
razone na niekorzystne oddziatywanie czynnikéw biologicznych, chemicznych
i fizycznych anizeli produkty wysokoprzetworzone. Na wspotczesnym rynku
produktow zywnos$ciowych nieustannie zachodza zmiany, gtdéwnie za sprawa
zmieniajacych si¢ preferencji konsumentow, jak rowniez konkurujacych ze soba
jednostek produkcyjnych. Przedsigbiorstwa dostrzegaja, ze wprowadzenie inno-
wacji stato si¢ juz koniecznos$cig, aby utrzymaé si¢ na rynku. Zmiany te wy-
muszaja stosowanie ztozonych mechanizméw adaptacyjnych, uwzgledniajacych
ewolucje i transformacje potrzeb zywieniowych konsumentow, wzrastajacg kon-
kurencje, nowoczesne sposoby komunikowania si¢ oraz ekspansje nowych tech-
nologii. Ciagly proces dostosowywania oferty do oczekiwan konsumentéw wy-
maga zmian w myS$leniu menedzeréw przedsicbiorstw sektora zywnosciowego,
a takze zmian organizacyjnych, zarzadczych oraz modyfikacji przyjetych strate-
gii i opracowywania nowych.
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Rysunek 4. Konsumpcja sokow i nektaréw w Polsce w latach 2014-2018
Zrodto: Na podstawie (AIJN European Fruit Juice Association, 2019).

Z produkcja sokéw wiaze si¢ powstawanie odpadow / produktow ubocznych.
Na podstawie danych Gléwnego Urzgdu Statystycznego wynika, ze ilo$¢ odpa-
dow w latach 2014-2016 w przetworstwie owocOw 1 warzyw, z wylaczeniem
odpadow komunalnych, ksztattowata si¢ na poziomie 35-38%, natomiast w pro-
dukcji napojow 62—-65% (rysunek 5).
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Rysunek 5. Masa odpadow wytworzonych w przetwérstwie owocow i warzyw oraz
produkcji napojéw w latach 2014-2016

Zrodho: Na podstawie (GUS, 2015, 2016b, 2017).

Do podstawowej grupy odpadow z przetworstwa owocow 1 warzyw zalicza
si¢ wytloki z produkcji sokow i koncentratow, na ktore sktadaja si¢ nasiona,
resztki migzszu oraz skorki. Branze zajmujace si¢ produkcjg napojow wytwa-
rzaja stosunkowo duze ilosci wyttokow (20-60%) w stosunku do masy su-
rowca (Amaya-Cruz i in., 2015; Padayachee i in., 2017). Blisko 90% produk-
tow ubocznych z przetworstwa owocoOw i warzyw jest usuwanych jako odpady
i najczesciej kompostowanych. Ilo§¢ produktow ubocznych w przetworstwie
owocow 1 warzyw w najblizszych latach bedzie stopniowo wzrasta¢, a ich uty-
lizacja bedzie jednym z powazniejszych problemoéw. Przeksztatcanie takich pro-
duktow ubocznych w sktadniki produktow spozywczych i nowe produkty moze
poméc w zwigkszeniu zyskow i1 zréwnowazonego rozwoju (Kowalska i in.,
2017). Ponadto rosngce zainteresowanie mozliwo$ciami ponownego wykorzy-
stania produktow ubocznych z przetworstwa owocow wynika nie tylko z ich
obcigzenia dla $rodowiska, lecz takze z faktu, ze moga one stanowi¢ zrodto
cennych, niekiedy dotychczas nieznanych lub pomijanych sktadnikow, ktorych
nie byto warto pozyskiwa¢ lub nie w pelni doceniano ich walory (Aschoff i in.,
2015). Koncepcja zagospodarowania produktu ubocznego doskonale wpisuje si¢
W promowang na poziomie unijnym gospodarke obiegu zamknigtego.
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2.2. Kierunki wykorzystania produktéw ubocznych
przetworstwa owocow

Wyniki badan wielu autorow wskazuja, ze produkty uboczne przemystu owo-
cowego maja silne wilasciwosci przeciwutleniajace, poniewaz stanowia boga-
te zroédto miedzy innymi flawonow, flawonoli, antocyjanow, stilbenéw (Now-
shehri i in., 2015; Padayachee i in., 2017; Sarkar i Kaul, 2014). Ich stosowanie
w funkcjonalnym opracowywaniu réznych produktow moze by¢ skuteczne
w przypadku chorych na cukrzyce, nowotwory, wrzody i miazdzyce (Sudha i in.,
2016). W zwiazku z tymi atrybutami podejmowane sa dziatania zbiezne z tren-
dem ukierunkowanym na poszukiwanie naturalnych zwigzkéw o wtasciwosciach
przeciwutleniajacych, ktore mozna stosowa¢ w przemysle kosmetycznym, far-
maceutycznym i spozywczym zarowno jako warto$¢ dodana, najczesciej w po-
staci naturalnych ekstraktow, jak i w celu promowania zréwnowazonego rozwo-
ju (Chacko i Estherlydia, 2014).

Bobinaite i in. (2016) stwierdzili, ze dodatek ekstraktu z wytlokéw malino-
wych (2%) do przecieréw owocowych spowodowal niemal trzykrotny wzrost
catkowitej zawartosci polifenoli ogotem, poprawiajac tym samym wiasciwo-
$ci uzytkowe produktow. Autorzy wykazali, ze zawarto$¢ polifenoli zawartych
w ekstrakcie z wyttokow nie ulegta redukcji podczas produkcji przecieru. Jedno-
czesnie gorzkie i cierpkie smaki oraz posmaki stawaly si¢ intensywniejsze wraz
ze wzrostem stezenia ekstraktu z wytlokow w przecierze. Dlatego rekomendo-
wali stosowanie stgzenia ekstraktu z wyttokéw malin w przecierze do poziomu
1,6% (Bobinaite i in., 2016).

Wedhug Goldmeyer i in. (2014) maka z wytlokow jagodowych moze by¢ sto-
sowana do produkcji napojow fermentowanych. Wykazuje ona stabilno$¢ mi-
krobiologiczng w czasie przechowywania oraz bardzo dobre wlasciwosci tech-
nologiczne (odpowiednig wilgotnos$¢, zawartos$¢ biatka, lipidow i popiotu, pH
i zawarto$¢ czesci stalych rozpuszczalnych), co umozliwia jej wykorzystanie
do tworzenia nowych produktow. Z kolei produkty uboczne jabtek sa uwazane
za jedne z najbardziej praktycznych rozwigzan do produkcji pektyn. Z wytto-
koéw jabtkowych mozna wytwarza¢ preparaty bezglutenowe (Parra i in., 2015). Sa
one rowniez dobrym zrodtem btonnika, zwlaszcza frakcji nierozpuszczalne;j,
ktory mozna wykorzysta¢ do przygotowania produktow niskokalorycznych, ze
wzgledu na wysoka zdolnos¢ polisacharydow do wigzania wody (Sharma i in.,
2017).

Ostatnie lata przyniosty znaczacy rozwdj wiedzy w zakresie wpltywu na
zdrowie sztucznych barwnikéw dodawanych do zywnosci, co spowodowa-
lo gwaltowny wzrost zainteresowania naukowcéw, producentdow i konsumen-
tow barwnikami naturalnymi. Powstajace obawy w stosunku do spozywania
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produktow zawierajacych syntetyczne barwniki, w zakresie ich mozliwego nega-
tywnego oddziatywania na funkcje neurologiczne oraz zachowania behawioral-
ne, jak rowniez zwickszone zapotrzebowanie na dodatki do zywnos$ci naturalne;,
cechujacej si¢ niskim stopniem przetworzenia, doprowadzity do stosowania pro-
duktow ubocznych z przetworstwa owocow jako alternatywnego zrodia natural-
nych barwnikéw (McCann i in., 2007; Medina-Meza i Ganjyal, 2017). Barwniki
te powinny si¢ charakteryzowa¢ neutralnym smakiem i zapachem, nie moga wy-
kazywac negatywnego wpltywu na zdrowie ludzi. Pod uwage muszg by¢ rowniez
brane warunki ich legalizacji i rodzaj przetwarzanych surowcéw. Do naturalnych
barwnikow, ktore spetniajg wymagania okreslone prawem legislacyjnym i sg do-
puszczone do uzytku, nalezg migdzy innymi antocyjany i betalainy. Ze wzgledu
na ich intensywna czerwono-fioletowg barwe znalazly one zastosowanie jako
dodatki do zywnosci: E163 (antocyjany) i E162 (betanina, czerwien buraczana),
do produkcji preparatow leczniczych, barwienia syropéw i napojow, w technolo-
gii produkcji dzemoéw jako barwniki lub dodatki wzbogacajace produkt w anty-
oksydanty (Gengatharan i in., 2015; Khoo i in., 2017).

Powszechnie stosowang i najprostszg metoda zagospodarowania produk-
tow ubocznych z przetworstwa owocow jest ich wykorzystanie w karmieniu
zwierzat gospodarskich (Kasapidou i in., 2015). Dodatek w postaci wytlo-
kow zwicksza walory dietetyczne surowcoéw przeznaczonych do karmienia zwie-
rzat, na przyklad mieszanek paszowych. Guil-Guerrero i in. (2016) udowodnili,
ze dodatek do pasz produktow ubocznych pochodzenia roslinnego ($ruty z na-
sion bawelny, zielonej herbaty, wytlokow jabtek i czerwonego wina), zawieraja-
cych odpowiednie ilosci substancji o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych
i prozdrowotnych, pozwala ograniczy¢ stosowanie antybiotykéw. Zastosowane
produkty uboczne wplynely na mikrobiom jelitowy zwierzat poprzez zmniej-
szenie liczby bakterii z grupy coli w jelicie kretym. Z kolei Gerasopoulos
i1in. (2015) wykazali mozliwo$¢ stosowania paszy z dodatkiem polifenoli pozy-
skanych z produktow ubocznych przetwarzania §ciekow z ttoczni oliwek w celu
poprawy potencjatu redoks we krwi i tkankach prosiat.

Produkty uboczne z przetwérstwa owocdéw odgrywaja rowniez wazng role
w produkcji tzw. zielonej energii, ktora jest promowana na catym $wiecie w od-
powiedzi na rosngce obawy zwigzane ze zmianami klimatycznymi i zapotrze-
bowaniem na energi¢ elektryczng. Do produkeji energii niekonwencjonalnej
wykorzystuje si¢ biogaz. Otrzymuje si¢ go w procesie fermentacji metanowe;j
przy uzyciu miedzy innymi pozostatosci poprodukcyjnych z przetworstwa
owocow jako kosubstratow. Zastosowanie kosubstratow umozliwia wtasciwe
obcigzenie komory fermentacyjnej, optymalizuje kinetyke procesu fermentacji
metanowe]j poprzez lepsza konfiguracje proporcji wegla do azotu, podnoszac
jej efektywnos¢ i optacalno$¢ ekonomiczng. Produkty uboczne zastosowane
w procesie fermentacji sg tanim surowcem dla biogazowni i zapewniajg wysoki
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potencjal energetyczny. Wykorzystywany do produkcji energii biogaz zwigksza
mozliwo$¢ wypetnienia przez Polsk¢ Narodowych Celéw Wskaznikowych oraz
postanowien Pakietu Klimatyczno-Energetycznego (Komisja Europejska, 2020;
Yono i in., 2018).

Potrzeba zréwnowazonego wykorzystania surowcow jest zgodna z celami
ochrony $rodowiska. Rozne gatezie przemyshu w coraz wiekszym stopniu sg za-
interesowane wykorzystaniem zwiazkéw bioaktywnych zawartych w produktach
ubocznych przetworstwa owocow, stanowigcych bogate zrodlo sktadnikow od-
zywczych i1 funkcjonalnych. Dlatego wykorzystanie tych pozostatosci, zaréwno
w celu ograniczenia skutkow ich gromadzenia si¢ w srodowisku, jak i tworzenia
nowych produktéw o korzystnych wtasciwosciach zdrowotnych, jest celem wie-
lu prac badawczo-rozwojowych finansowanych w ramach funduszy unijnych.

2.3. Wyttoki aronii jako zrodto substancji o cechach
prozdrowotnych

Aronia nalezy do rodziny rézowatych (Rosaceae). Pod wzgledem botanicznym
do rodzin z rodzaju aronia zalicza si¢ dwa gatunki: aroni¢ czarnoowocowg (4ro-
nia melanocarpa [Michx.] Elliot) oraz aroni¢ czerwong (4Aronia arbutifolia [L.]
Pers). Jako trzeci gatunek klasyfikuje si¢ hybryde aronii czerwonej i czarno-
owocowe]j — aroni¢ Sliwolistng (Aronia prunifolia). Najbardziej rozposzechnio-
nym gatunkiem na wszystkich plantacjach jest aronia czarnooowocowa. Natu-
ralne stanowiska wystepowania aronii czarnoowocowej znajdujg si¢ na terenie
Ameryki Pétnocnej, a takze w krajach Europy Srodkowo-Wschodniej. W ostat-
nim dziesi¢cioleciu popularno$¢ aronii czarnoowocowej rozpowszechnila sig¢
w Czechach, Stowacji oraz Polsce. W Europie odnotowano sze$¢ popularnych
odmian aronii: Nero, Galicjanka, Viking, Fertddi, Hugin i Aron (Jakobek i in.,
2012; Toli¢ i in., 2017). Aronie to wieloletnie krzewy dorastajagce do wysokosci
2-3 m i osiagajace do 2,5 m szerokosci, tatwe w uprawie ze wzgledu na mate
wymagania wzgledem podloza (Wawer i in., 2012). Liscie majg ksztalt eliptycz-
ny. Sg drobne, skérzaste i blyszczace, o zabkowanych brzegach, osadzone na
krotkich ogonkach z dwoma przylistkami. W okresie jesiennym przebarwiajg si¢
na zottopomaranczowy i purpurowy kolor.

Kwiaty aronii sg zebrane w baldachogrona, sg obuplciowe, koloru biatego lub
biatorézowego. Swiezo rozwinicte kwiaty posiadaja preciki z fioletowymi pyl-
nikami (rysunek 6). Kwiaty sa owadopylne, ale w przypadku niesprzyjajacych
warunkow moze dochodzi¢ do samozapylenia (Szopa i in., 2017).

Cechy morfologiczne owocow w obrebie gatunkow aronii sg cechami diagno-
stycznymi, pozwalajagcymi na ich rozrdznienie. Owoce aronii czarnoowocowej
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Rysunek 6. Cechy morfologiczne Aronia melanocarpa [Michx.] Elliot: pokroj rosli-
ny, kwiaty, dojrzale owoce

Zrodto: Fotografie whasne.

majg ciemnogranatowe zabarwienie z charakterystycznym woskowym nalotem
(rysunek 6). W zalezno$ci od odmiany ich $rednica waha si¢ od 6,1 mm do
17,8 mm, natomiast masa 100 owocoéw od 32 g do 111,7 g, a niekiedy moze
osiggnac nawet do 280 g (Ochmian i in., 2012). Okres dojrzewania owocow aro-
nii rozni si¢ w zaleznosci od gatunku. Owoce aronii czarnoowocowej uzyskuja
dojrzatos¢ w warunkach europejskich na przetomie sierpnia i wrzes$nia. Zalecane
jest pozostawienie owocOw na roslinie jak najdtuzej, gdyz poprawia to ich smak.
Co charakterystyczne, owoce aronii czerwonej sg trwale w zimie, nie kurczg si¢
1 dos¢ dhugo utrzymuja si¢ na krzewach (Celka i Szkudlarz, 2010).

Charakterystyka substancji bioaktywnych wystepujacych w owocach
i wyttolkach aronii

Wazrastajaca liczba doniesien o prewencyjnej roli przeciwutleniaczy znajduja-
cych si¢ w aronii spowodowala wzrost zainteresowania wielu naukowcoéw anali-
73 sktadu aronii i jej produktow. Sucha masa owocow oraz wyttokdéw aronii ana-
lizowana przez Mayer-Miebach i in. (2012) wynosita odpowiednio 17,9%—-26,0%
oraz 44,6%-50,0%. Z kolei Skupien i Oszmianski (2007) okreslili zawarto$¢
suchej masy w owocach na poziomie 26,67%-30,76%. W innych badaniach po-
twierdzono niskg zawarto$¢ biatka w owocach aronii, ktéra wynosita 3,7 g/100 g
suchej masy owocow (Cervenka, 2011). Wiekszos¢ aminokwasdw, w tym amino-
kwasy egzogenne, oznaczono w wytlokach. Ich taczna masa wyniosta 28,9 g/kg
s.m. (Pieszka i in., 2015). Catkowita zawartos¢ thuszczow w $wiezych owocach
aronii wynosita 0,09%—0,17% (Lancrajan, 2012). Najwigksze ilosci stwierdzono
w pestkach i frakcjach skory (odpowiednio 13,9% oraz 2,9%-9,8%) (Sdjka i in.,
2013). Zawarto$¢ thuszczow w wyttokach aronii wyniosta 5,5 g/100 g, w tym
65,0% stanowity wielonienasycone kwasy tluszczowe (PUFA). Wytloki zawie-
raty gtownie kwas linolowy i oleinowy. Udokumentowano, ze olej pozyskany
z pestek aronii zawiera sterole i fosfolipidy (Dulf i in., 2012). Cukry i btonnik
pokarmowy to gtéwne weglowodany aronii. Badania wykazaty, ze catkowita
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zawartos¢ weglowodanow, w tym cukréw, w §wiezych owocach wahata si¢ od
6,21 g do 20,92 g/100 g (Mayer-Miebach i in., 2012; Skupien i Oszmianski,
2007; Snebergrova i in., 2014). Wyttoki aronii sa bogatym zrédtem btonnika po-
karmowego, ktory stanowi okoto 70% suchej masy wyttokéw. Ponad 60% bton-
nika pokarmowego aronii stanowi frakcja nierozpuszczalna (lignina, celuloza,
hemiceluloza) (Nawirska i Uklanska, 2008; Wawer i in., 2006). Owoce i wy-
tloki aronii sg rowniez zrodlem witamin (witaminy B, karotenoidow, tokoferoli,
witaminy C, witaminy K) oraz makroelementow (potas, wapn, fosfor, magnez,
sod) i mikroelementdéw (cynk, zelazo, selen, miedz, molibden, chrom, mangan,
krzem, nikiel, bor, wanad) (Cervenka, 2011; Pavlovi¢ 1 in., 2015; T. Tanaka 1 A.
Tanaka, 2001).

Owoce 1 wytloki aronii stanowig bogate zrodto sktadnikow o wiasciwosciach
przeciwutleniajacych. Charakteryzujg si¢ bardzo wysoka zawartoscig polifenoli,
a mianowicie proantocyjanidyn, antocyjanéw, flawonoidow oraz kwaséw fenolo-
wych (rysunek 7). W badaniu, w ktorym analizowano 143 rézne préobki roslin pod
katem zawartosci polifenoli, najwyzsze zawartosci tych zwigzkow stwierdzono
wlasnie w aronii (Ovaskainen i in., 2008).

I proantocyjanidyny l I antocyjany I | flawonoidy I | kwasy fenolowe |
*procyjanidyna B1 « 3-galaktozyd cyjanidyny « kampferol +kwas chlorogenowy

« 3-arabinozyd cyjanidyny *kwercetyna *kwas neochlorogenowy

* 3-glukozyd cyjanidyny *3-glukozyd kwercetyny *kwas kawowy

* 3-ksylozyd cyjanidyny «3-galaktozyd kwercetyny  *kwas hydroksycynamonowy

* 3-galaktozyd pelargonidyny ¢ 3-robinobiozyd kwercetyny
* arabinozyd pelargonidyny ¢ 3-rutynozyd kwercetyny

Rysunek 7. Gléwne grupy zwiazkoéw biologicznie czynnych o wlasciwos$ciach prze-
ciwutleniajacych zawartych w aronii czarnoowocowej

Zrodto: Na podstawie (Borowska i Brzoska, 2016).

Szczegdlng role biologiczng w owocach i wyttokach aronii odgrywajg zwigz-
ki antocyjanowe. Niepowtarzalno$¢ budowy chemicznej antocyjanow ma klu-
czowe znaczenie dla ich wchlaniania, metabolizmu, biodost¢pnosci i dziatania
biologicznego (Prior i Wu, 2006; Wilkes i in., 2013). Antocyjany stanowia oko-
to 25% zawartosci wszystkich polifenoli wystepujacych w aronii (Oszmianski
1 Wojdyto, 2005), z czego ponad 60% wszystkich antocyjandéw jest zawartych
w wyttokach owocéw aronii. Zwigzki te wystepuja w postaci glikozydow lub
acyloglikozydéw antocyjanidyny, nadajac wytlokom aronii barwe czerwona,
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niebieska, purpurowa i czarng (Castafieda-Ovando i in., 2009). Jednym z klu-
czowych czynnikéw wptywajacych na biologiczne dziatanie antocyjanow jest
wchtanianie tych substancji z przewodu pokarmowego do uktadu krwionosnego,
dzigki czemu zwiazki te wywierajg korzystny wplyw na poziomie komérkowym
i tkankowym. Antocyjany majg wtasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne
i hipotensyjne (Broncel i in., 2010). Ponadto stwierdzono, ze antocyjany obni-
zaja stezenie cholesterolu catkowitego (TC), cholesterolu LDL (LDL-C) i troj-
glicerydow (TG) oraz hamuja ekspresje enzymdéw odpowiedzialnych za synteze
kwasow tluszczowych (Gorinstein i in., 2004). Vlachojannis i in. (2015) osza-
cowali minimalng zalecang dawke antocyjandéw (110 mg / dziennie) zawartych
w ekstraktach z aronii w leczeniu zaburzen zespolu metabolicznego.

Wielokierunkowe dzialanie aronii potwierdzone badaniami naukowymi
sprawia, ze produkty z niej wytwarzane sg z powodzeniem stosowane w ce-
lach prozdrowotnych oraz pomocniczo w leczeniu wielu choréb cywilizacyj-
nych. Potencjal przeciwnadci$§nieniowy aronii i jej przetworéw zostat udowod-
niony przez Kardum i in. (2014). Przeprowadzity one 4-tygodniowe badanie,
w ktérym podawaty 200 cm® soku aroniowego dziennie osobom z nieleczonym
farmakologicznie wysokim prawidtlowym ci$nieniem krwi (BP) i nadci$nie-
niem pierwszego stopnia. Wynikiem tego bylo istotne obnizenie skurczowego
(SBP) i rozkurczowego cisnienia krwi (DBP). Zmniejszenie SBP i DBP bylo
bardziej wyrazne, gdy przestrzegano regularnego spozywania soku aroniowe-
go. Broncel i in. (2010) wykazali znaczne zmniejszenie zaréwno SBP, jak i DBP
po dwoch miesigcach spozywania 300 mg ekstraktu z aronii dziennie u pacjen-
tow z zespolem metabolicznym. Wyniki z przeprowadzonych badan wykazaty
potencjal ekstraktu przy jego dlugotrwatym spozywaniu, chociaz zalecano réw-
niez okresowe przerwy w jego przyjmowaniu.

Wiele prac naukowych potwierdzito pozytywny wplyw ekstraktow z owo-
cOw aronii na zapobieganie i przebieg cukrzycy typu Il oraz zapobieganie ze-
spotowi metabolicznemu. Zespo6t ten jest przewlekta chorobg zapalng charakte-
ryzujaca si¢ podwyzszonym ci$nieniem krwi, wysokim poziomem glukozy na
czczo w osoczu, wysokim stgzeniem trojglicerydéw w surowicy i niskim po-
ziomem lipoprotein o duzej gestosci (HDL) w osoczu. Wykazano, ze wigczenie
do diety 0so6b chorych na cukrzyce typu II produktéw z aronii spowodowato
obnizenie wysokiego poziomu glukozy we krwi oraz miato korzystny wptyw na
poziom hemoglobiny glikowanej HbAlc, cholesterolu i lipidow. Stwierdzo-
no, ze zawarty w soku i ekstraktach z aronii arabinozyd-3-cyjanidyny hamuje
aktywnos¢ a-glukozydazy — enzymu biorgcego udzial w rozktadzie weglo-
wodanow. Z kolei kwas chlorogenowy stymuluje metabolizm glukozy i lipi-
doéw (Chrubasik i in., 2010; Jurikova i in., 2017; Meng i in., 2013; Parzonko
i Naruszewicz, 2016).
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Badania na modelach zwierzg¢cych i modelach in vitro pokazuja, ze ekstrakty
z aronii 1 inne produkty z owocoéw aronii odgrywajg istotng role¢ w mechani-
zmie zapobiegania nowotworom ze wzgledu na silne dziatanie antyoksydacyjne
(Balansky i in., 2012; Li i in., 2012; Pratheeshkumar i in., 2014; Thani i in.,
2014). Polifenole zawarte w aronii chronig zdrowe komorki przed uszkodzenia-
mi oksydacyjnymi wywotanymi przez wolne rodniki, wykazuja si¢ dzialaniem
proapoptotycznym, ktére umozliwia obumieranie komorek ze zmianami rako-
tworczymi oraz maja zdolnos¢ do zatrzymania cyklu komoérkowego komodrek
nowotworowych (Sharif i in., 2012; Shih i in., 2007). W badaniach in vitro po-
twierdzono hamowanie przez ekstrakty oraz sok z owocow aronii komorek raka
jelita grubego HT-29 oraz Caco-2. Wzrost komoérek HT-29 zostat zahamowany
(o okoto 50%) po 48-godzinnym podawaniu ekstraktu z aronii, zawierajacego
25 ug antocyjandw na cm’. Natomiast ekstrakt z winogron byt skuteczny do-
piero przy stezeniu 75 pg antocyjandéw na cm’® i zahamowal wzrost komorek
0 35% po 48 godzinach. Ekstrakt z boréwki czarnej byl skuteczny przy zasto-
sowaniu stezenia 25 pg antocyjanéw na cm®, natomiast po 48-godzinnej kuracji
hamowat wzrost komoérek HT-29 tylko o 25% (Zhao i in., 2004). Wtasciwosci
przeciwnowotworowe soku z aronii odnotowano réwniez w komodrkach nowo-
tworowych okreznicy Caco-2, gdzie sok hamowat proliferacje komorek (od 30%
do 40%) 1 ich zywotnos¢ (o 20%). Zahamowanie proliferacji komorek przez sok
z aronii moze si¢ laczy¢ z zatrzymaniem cyklu komoérkowego w fazie G2/M
i zwigkszeniem ekspresji supresora nowotworu czasteczki adhezji komoérkowej
zwigzanej z antygenem rakowo-plodowym (Bermudez-Soto i in., 2007). Wyka-
zano rowniez dziatanie antyoksydacyjne ekstraktu z aronii u kobiet chorych na
raka piersi. Podanie ekstraktu z aronii (50 pg antocyjan(')w/cm3 ) pacjentkom do-
tknietym rakiem piersi przywrdcito poziom niskoczasteczkowych tioli (fizjolo-
gicznych zmiataczy wolnych rodnikéw) w osoczu do poziomu obserwowanego
u 0so6b zdrowych (Kedzierska i in., 2013; Olas i in., 2010).

Ekonomiczne uwarunkowania produkgji i konsumpcji owocéw jagodowych,
w tym aronii

W Polsce od wielu lat duza popularnoscig wsrdd plantatorow cieszy si¢ uprawa
owocOw aronii czarnoowocowej, co stawia Polske w roli Swiatowego potentata
w ich produkcji. Powierzchnia uprawy aronii w Polsce w 2019 roku stanowi-
ta 3% powierzchni wszystkich upraw owocowych (rysunek 8). Strukture po-
wierzchni upraw najpopularniejszych owocoéw z krzewdéw owocowych i plan-
tacji jagodowych w Polsce w 2019 roku przedstawiono na rysunku 8. Wedlug
danych Krajowego Zrzeszenia Plantatoréw Aronii Polska jest nieckwestionowa-
nym liderem w produkcji aronii oraz eksporterem jej potproduktéw na §wiecie.
W 2019 roku okoto 70% $wiatowej produkcji aronii pochodzito z Polski.
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Borowka wysoka  Leszczyna
8% 4%

Truskawki
35%

Aronia
3%

Agrest
1%

Porzeczki Maliny
30% 19%

Rysunek 8. Struktura powierzchni upraw owocow z krzewow owocowych
i plantacji jagodowych w Polsce w 2019 roku
Zrodto: Na podstawie (Plichta, 2020).

Wielko$ci zbiorow owocoOw jagodowych w Polsce w latach 2015-2019
ulegaty istotnym zmianom (tabela 4). W 2019 roku zbiory owocow z krze-
wow owocowych oraz plantacji jagodowych wyniosty niespelna 0,5 min ton,
czyli o blisko 18% mniej od rekordowego poziomu zbioréw z roku poprze-
dzajacego. Plonowanie wigkszosci gatunkow, w tym owocow aronii, zostato
ograniczone przez niekorzystne warunki agrometeorologiczne oraz przesilenie
drzew i krzewow owocowaniem w poprzednim rekordowym sezonie. Wielko$¢
zbioréw aronii w 2019 roku wyniosta 40,8 tysiecy ton, co oznaczato spadek
o blisko 19% w porownaniu z 2018 rokiem. Wielu plantatoréw nie decydowato
si¢ na zbidr, majac §wiadomos¢, ze nie zwrdca si¢ koszty. W przypadku aronii
najnizszy poziom zbioré6w w analizowanym okresie odnotowano w 2015 roku —
na poziomie ponizej 40 tysiecy ton. Byto to spowodowane niskimi cenami skupu
oraz ograniczong liczbg zatrudnionych pracownikow przy zbiorach, co skutko-
walo tym, ze czg$¢ owocOw nie zostata zebrana.

Poziom zr6éznicowania rynku owocow jagodowych w Polsce w 2019 roku
ukazuje struktura zbiorow najpopularniejszych owocow jagodowych (rysunek
9). Najwickszy odsetek produkowanych owocow stanowity truskawki (38%),
natomiast aronia znalazta si¢ na czwartym miejscu, po porzeczkach (27%) 1 ma-
linach (16%), osiagajac 9% wszystkich zbioréw z krzewow owocowych i plan-
tacji jagodowych. Wiekszo$¢ zbiorow aronii trafia na eksport. Gtéwnymi odbior-
cami aronii z Polski sg Korea Poludniowa, Japonia i Chiny.
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Tabela 4. Wielko$¢ zbioréw wybranych owocéw jagodowych w Polsce w latach

2015-2019 (tys. ton)

Owoce jagodowe Wielkos$¢ zbioréw owocow w poszczegolnych latach 2019
2015 2016 2017 2018 2019 2018 =100

Truskawki 204,9 197,0 177,9 195,6 177,0 90,5
Maliny 78,3 129,1 104,5 115,6 75,7 65,4
Porzeczki 154,2 166,1 128,8 164,6 126,2 76,6
Agrest 10,8 12,5 9,5 11,5 9,6 83,5
Aronia 37,0 49,2 48,6 50,2 40,8 81,3
Borowka wysoka 13,4 14,7 16,3 25,3 34,8 137,4
Leszczyna 52 5,5 4.6 6,6 5,4 81,8
Suma 503,8 574,1 490,2 569,4 469,5 121,3

Zrodio: Na podstawie (GUS, 2020).

Leszczyna
Boréwka wysoka 1%
7%

Truskawki
38%
Aronia

Agrest

Porzeczki Maliny
27% 16%

Rysunek 9. Struktura zbioré6w owocoéw z krzewéw owocowych i plantacji

jagodowych w Polsce w 2019 roku
Zrodio: Na podstawie (GUS, 2020).

Optacalno$¢ produkcji aronii zalezy nie tylko od naktadoéw pieni¢znych ponie-
sionych na coroczne prowadzenie plantacji, lecz przede wszystkim od cen skupu
i wysokosci plonow. W latach 2015-2018 cena skupu owocow aronii byta dla
plantatorow dos¢ niska i nie przekroczyta 1 zt za kilogram. Cena aronii wyraznie
wzrosta w 2019 roku do poziomu 1,20 zt/kg, tj. 0 240% wigcej niz w 2018 roku
z powodu okoto pigciokrotnie nizszych zbioréw (rysunek 10).
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Rysunek 10. Ceny placone producentom za owoce aronii w latach 2015-2019
Zrodho: Na podstawie (Plichta, 2020).

Aronia nie jest powszechnie spozywana w stanie surowym z uwagi na mato
pozadane cechy organoleptyczne (cierpkos¢ i kwasnos¢), w zwiagzku z czym jest
przetwarzana miedzy innymi na soki, dzemy, herbaty owocowe czy wina. Obser-
wacja ofert na rynku produktow zawierajacych owoce aronii pozwala zauwazyc¢,
7e najczesciej wytwarzanymi produktami z tych owocoéw sg soki pasteryzowa-
ne. Wiele prac badawczych ukierunkowano gltéwnie na ocene potencjalu owo-
cOw aronii i wyttoczonych z nich sokéw. Znacznie mniejszy udziat w literaturze
stanowiag badania nad wlasciwosciami funkcjonalnymi wyttokéw aronii, a takze
nad ich pehiejszym wykorzystaniem jako surowcéw wtornych. Wytloki aronii
charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cig zwigzkow biologicznie czynnych o wia-
sciwosciach przeciwutleniajacych. Dlatego gdy rozpatruje si¢ mozliwos$ci petne-
go zagospodarowania produktéw ubocznych przetworstwa aronii, na szczegol-
ne zainteresowanie zastuguje opracowanie i zoptymalizowanie odzyskania tych
cennych sktadnikow.
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3. Proces pozyskania substancji o cechach
prozdrowotnych

3.1. Techniki pozyskania substancji o cechach prozdrowotnych

Wiele wspotczesnych przedsiebiorstw specjalizujacych si¢ w produkcji zyw-
nosci funkcjonalnej stosuje surowce, ktore maja przede wszystkim wzbogacaé
produkt substancjami o cechach prozdrowotnych dostosowanymi do aktualnych
trendéw konsumenckich i odpowiadajacymi potrzebom naukowo uzasadnio-
nej profilaktyki zywieniowej. Koncepcja stosowania w zywnosci substancji
o cechach prozdrowotnych wywotata szereg silnych bodzcow strategicznych
wsérod producentdw zywnoS$ci, poniewaz stosowanie tego typu dodatkow
prozdrowotnych:

— stwarza mozliwos$¢ zwigkszenia atrakcyjnosci wytwarzanych produktow,

— umozliwia rozwinigcie dziatalno$ci innowacyjnej we wprowadzaniu na rynek
nowych atrakcyjnych wyrobow, ktore w sposob istotny roznig si¢ od dotych-
czasowych produktow,

— umozliwia otrzymanie znacznie wigkszego zysku anizeli przy produkcji po-
wszechnie dostepnej Zzywnosci.

Podwyzszona jako$¢ zdrowotna zywnosci funkcjonalnej wynika gtownie
z obecnosci w jej sktadzie sktadnikow bioaktywnych o wlasciwosciach prze-
ciwutleniajacych, stymulujacych pozadany przebieg przemian metabolicznych
oraz z optymalnej fizjologicznie proporcji poszczegoélnych sktadnikéw bioak-
tywnych. Narodowe Instytuty Zdrowia Stanow Zjednoczonych zdefiniowaty
zwiazki bioaktywne jako substancje chemiczne wystepujace w zywnosci lub
w suplementach diety, ktore sg inne niz te niezbgdne do zaspokojenia podsta-
wowych potrzeb zywieniowych (odzywczych i energetycznych) i odpowiadaja
za zmiany stanu zdrowia (National Institutes of Health, 2004). Substancje bio-
aktywne powstaja w wyniku przemian fizjologicznych, ktore nastgpnie klasy-
fikuje si¢ do przemian pierwotnych (pierwszego stopnia) i wtornych (drugiego
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stopnia). Substancje biologicznie czynne pierwotne wystepuja w kazdej roslinie
w postaci metabolitéw i petnig funkcje fizjologiczne (energetyczne, budulcowe
lub zapasowe). Substancje biologicznie czynne wtorne maja charakter wyspe-
cjalizowanej przemiany materii i nie mozna im przypisa¢ podstawowej funkcji
w zyciu rosliny.

Glownym zrodlem sktadnikéw bioaktywnych sa przede wszystkim produk-
ty pochodzenia roslinnego, tylko niektére pochodzg ze zrodetl zwierzecych. Na
podstawie klasyfikacji struktury chemicznej wyrdznia si¢ trzy podstawowe gru-
py substancji bioaktywnych:

— zwiazki fenolowe (fenolokwasy, antocyjany, flawonoidy i inne),

— terpenoidy (monoterpeny, saponiny, karetonoidy, tokoferole i inne),

— niebiatkowe zwiazki azotowe (alkaloidy, aminy, aminokwasy niebiatkowe,
glikozydy i glukozynolany).

Substancje biologicznie czynne wystepuja w materiale roslinnym w bardzo
matych stgzeniach. Podstawowym sposobem pozyskiwania substancji o cechach
prozdrowotnych jest otrzymywanie roslinnych ekstraktow zawierajacych je-
den lub kilka sktadnikéw wyizolowanych po zadziataniu odpowiednig technika
ekstrakcyjng. W zwigzku z tym istotng role odgrywa prawidlowe przeprowa-
dzenie procesu ekstrakceji przy zastosowaniu odpowiedniej techniki separacyjne;j
(rysunek 11).

Techniki ekstrakcyjne, chromatograficzne i elektromigracyjne sg wspotcze-
$nie stosowane w chemii analitycznej. Sa one podstawag wigkszosci procesow

Techniki separacyjne
[ |
Techniki Techniki Techniki
ekstrakcyjne chromatograficzne elektromigracyjne
Chromatografia
|| Ekstrakcja ] gazowa Elektroforeza zelowa
gazem na plaszczyznie
Chromatografia
|| Ekstrakcja L ciecza w stanie Elektroforeza
ciecza nadkrytycznym kapilarna
L] Ekstrakcja | | Chromatografia
do fazy stalej cieczowa

Rysunek 11. Podzial technik separacyjnych
Zrodto: Na podstawie (Stepnowski i in., 2010).
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izolacji 1 identyfikacji zwigzkéw chemicznych, wykorzystuje si¢ je takze do se-
lektywnego rozdzielenia substancji z mieszanin, przy jednoczesnym okresleniu
ich rodzaju i ilosci.

Jedng z najczesciej wykorzystywanych technik izolacji okreslonych grup
zwigzkow ze Srodowiska ich wystepowania jest ekstrakcja. Stosuje si¢ ja w celu
wyodrebniania poszczegolnych substancji lub grup zwiazkéw chemicznych
przez rozpuszczanie ich w rozpuszczalniku i oddzielenie ich w postaci roztworu
od pozostatych sktadnikow probki. Proces ten pozwala na przeprowadzenie ana-
litéw do matrycy cieklej przy uzyciu odpowiedniej techniki ekstrakcji oraz za-
stosowaniu optymalnych warunkéw ekstrakcji. Dobor wiasciwej techniki przy-
gotowania probki jest niezwykle istotny. Dokonuje si¢ go na podstawie takich
czynnikéw, jak czutosé, wydajnos¢, koszty, dostep do odpowiedniej aparatury
i urzadzen kontrolno-pomiarowych oraz mozliwo$¢ ich wielokrotnego uzycia,
prostota, czas analizy, selektywno$¢ ekstrakcji, sktad i stan skupienia probki,
ilo$¢ analitow w probce oraz aspekty ekologiczne (Marcinkowski i in., 2015).

Podstawowy podziat technik ekstrakcyjnych wynika z kryterium zastoso-
wanych standow skupienia probki oraz ekstrahenta. W zwigzku z tg klasyfikacja
okreslono trzy techniki ekstrakcyjne:

— ekstrakcje probek gazowych (ekstrakcje gaz—ciecz, ekstrakcje gaz—cialo stale),

— ekstrakcje probek ciektych (ekstrakcje ciecz—gaz, ekstrakcje ciecz—ciecz, eks-
trakcje ciecz—ciato state),

— ekstrakcje probek statych (ekstrakcje ciato stale—gaz, ekstrakcje cialo state—
ciecz).

Na rysunkach 12-14 przedstawiono podziat dostepnych technik ekstrakcji
stosowanych do probek gazowych, cieklych i statych.

Kierunkiem rozwoju wspotczesnych technik ekstrakcyjnych sa techniki eko-
logiczne tzw. zielone (Cheok i in., 2014). Wraz z rosnagcymi kosztami energii
i dgzeniem do redukcji emisji gazéw cieplarnianych branze przemystu wytwa-
rzajace ekstrakty roslinne stoja przed wyzwaniem znalezienia optymalnych,
nowoczesnych technologii ekstrakcji o zmniejszonym zuzyciu energii, spet-
niajacych wymogi prawne dotyczace emisji, bezpieczenstwa i kontroli produk-
tow oraz procesOw zapewniajacych jednoczes$nie redukcje kosztow (Chemat
i1in., 2017). Podstawowymi zasadami zielonych technologii ekstrakcji sa:

— ograniczenie zuzycia odczynnikow chemicznych, zwlaszcza rozpuszczalni-
kéw organicznych lub ich eliminacja,

— niestosowanie odczynnikow toksycznych dla cztowieka i srodowiska,

— ograniczenie emisji par i gazow, Sciekow i odpadow statych, powstajacych w
wyniku procesu analitycznego,

— zmniejszenie naktadu pracy i zuzycia energii.
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Techniki ekstrakcji probek gazowych

Ekstrakcja Ekstrakcja
do fazy cieczowej do fazy statej
— Ekstrakcja do fazy cieklej — Ekstrakcja do fazy stacjonarnej
L Ekstyrakqa przezblony — Mikroekstrakcja do fazy stalej
pétprzepuszezalne

— Ekstrakcja przez membrany porowate

Rysunek 12. Podzial technik ekstrakcji probek gazowych
Zrodho: Na podstawie (Stepnowski i in., 2010).

Analiza wplywu réznych czynnikow na efektywnos$¢ ekstrakcji nieprze-
rwanie stanowi temat badan wielu naukowcéw (Cheng i Hong, 2018; Ilghami
iin., 2015; Tomsik i in., 2016). Ocena tych czynnikow ma ogromne znaczenie
w uzyskiwaniu pozadanej efektywnosci procesu. Nalezy jednak wzia¢ pod uwa-
ge, ze nie zawsze jest ona jedynym celem procesu ekstrakcji. Moze by¢ nim
takze osiagniecie jak najnizszego zuzycia zasobow nieodnawialnych. Do czynni-
kéw warunkujacych efektywnos¢ ekstrakeji najczesdciej zalicza sig:

— odpowiedni dobor rodzaju ekstrahenta, uwzgledniajacy budowe chemiczng i
wiasciwosci fizykochemiczne zwigzku, ktory ma by¢ izolowany,

— stezenie ekstrahenta,

— 1lo$¢ rozpuszczalnika,

— temperaturg i czas trwania procesu,

— krotnos¢ ekstrakcji,

— wielkos$¢ czastek probki statej (Azmir i in., 2013; Kukuta-Koch i in., 2011;
Zhou i in., 2017).

Z uwagi na to, ze odzysk substancji zalezy w bardzo duzej mierze od rodza-
ju rozpuszczalnika, dobor ekstrahenta stanowi jeden z kluczowych etapow ca-
lego procesu. Trudnoscia we wilasciwym doborze ekstrahentow jest duza réoz-
norodno$¢ wystepujacych zwigzkow w surowcach roslinnych oraz odmienna
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rozpuszczalnos¢ réznych grup zwigzkéw. Opierajac si¢ na ogodlnie istniejgcej
zasadzie rozpuszczalnosci ,,podobne rozpuszcza si¢ w podobnym”, uwaza sig,
ze zwiazki chemiczne posiadajace kwasny atom wodoru lub duzo grup hydro-
ksylowych beda si¢ tatwiej rozpuszczaly w rozpuszczalnikach protonowych
niz aprotonowych. Podobnie substancja, ktéra posiada duzy moment dipolowy,
bedzie lepiej rozpuszczalna w ekstrahentach polarnych niz apolarnych posia-
dajacych zerowy albo bardzo maly moment dipolowy (Kobus-Cisowska i in.,
2015). W wyniku ekstrakcji rozpuszczalnikowej w ekstrakcie znajduja si¢ zwy-
kle takie substancje, jak cukry, kwasy organiczne, barwniki, garbniki i inne po-
lifenole. Proporcje tych sktadnikow moga si¢ rézni¢ w zalezno$ci od uzytego
rozpuszczalnika (Yu i in., 2005). Najczesciej stosuje sie takie rozpuszczalniki
ekstrahujace, jak etanol, metanol, aceton, heksan, octan etylu, woda, chloroform,
eter naftowy lub toluen. Czgsto wykorzystuje si¢ rowniez ich wodne mieszaniny
badz ekstrahuje si¢ kolejno roznymi ekstrahentami, uwzgledniajac ich polarnosé,
w celu uzyskania wigkszej efektywnosci ekstrakeji.

Duzy wpltyw na jako$¢ uzyskanego ekstraktu ma temperatura. Dobiera si¢
ja na podstawie skladu badanego materiatu roslinnego, lotnosci ekstrahowa-
nych analitow i ich powinowactwa do sktadnikéw matrycy prébki. Dostepne
dane literaturowe wskazujg, ze ogrzewanie probki moze zwigkszy¢ skutecznos¢
ekstrakcji, poniewaz wzrost temperatury zmniejsza lepko$¢ rozpuszczalnika
i zwigksza ruch molekularno-kinetyczny oraz wspdtczynnik dyfuzji (Palmai in.,
2013; Quenea i in., 2012). W doniesieniach literaturowych mozna odnalez¢ tak-
ze informacje o tym, ze zbyt wysoka temperatura prowadzi do ekstrakcji nie-
pozadanych zanieczyszczen i rozkladu sktadnikéw termolabilnych (Zhang i in.,
2018). W ramach badan potwierdzono korzystny wplyw niskiej temperatury
(ponizej 30°C) na jakos¢ ekstrahowanych analitow (Esclapez i in., 2011; Zhang
1in., 2009).

Efektywno$¢ ekstrakcji wzrasta wraz ze zwigkszaniem jej krotnosci, a za-
dowalajacy poziom osiaga si¢, jezeli ekstrakcja zostanie przeprowadzona trzy-
krotnie tym samym rozpuszczalnikiem i uzyskane przesacza zostang potaczone.
Zawartos¢ metabolitow bedzie wigksza w ekstraktach po pierwszej ekstrakcji niz
po drugiej i trzeciej. Wysoka efektywnos¢ pierwszej ekstrakcji wynika prawdo-
podobnie z niskiej proporcji materiatu ekstrahowanego do rozpuszczalnika, co
uniemozliwia powstanie roztworu przesyconego, a metabolity swobodnie moga
przechodzi¢ do ekstraktu w czasie procesu ekstrakcji (Kobus-Cisowska i in.,
2015).

Na efektywnos$¢ procesu ekstrakcji analitow wplyw ma rowniez wielko$¢
czastek probki statej. Zmniejszenie wielkosci czastek badanego materiatu zwigk-
sza kontakt powierzchniowy migdzy probka a zastosowanym rozpuszczalnikiem
ekstrakcyjnym. Z kolei zbyt maty rozmiar czastek moze powodowa¢ nadmierng
absorpcje substancji rozpuszczonej w stanie statym i trudnosci w pdzniejszej
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filtracji (Zhang i in., 2018). Wedlug Azwanidy (2015) zastosowanie wielkosci
czastek ponizej 0,5 mm jest najlepsze do osiggni¢cia wydajnej ekstrakcji.

Do poprawienia wynikdéw procesu ekstrakcji stosuje si¢ ponadto rdzne dodat-
kowe oddzialywania fizyczne, w tym fale akustyczne o czestotliwosci w zakresie
20-2000 kHz, zwane ultradzwickami. Powszechnie wiadomo, ze ultradzwigki
maja znaczacy wplyw na szybkos$¢ réznych proceséw (Altaf i in., 2018). Pro-
ces ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami (tzw. sonikacji) przeprowadza si¢
na dwa sposoby: za pomoca tazni ultradzwickowej lub za pomoca dezintegrato-
ra ultradzwigkowego. Roznica miedzy tymi metodami polega na jednostkowe;j
wprowadzanej mocy oraz na sposobie rozchodzenia si¢ fali akustycznej. W tazni
ultradzwigkowej fala rozchodzi si¢ w wodzie i dopiero z niej przechodzi do roz-
drobionej prébki, pokonujac przy tym bariere, ktérg stanowi $cianka naczynia.
Zaleta ekstrakcji za pomoca tazni ultradzwickowej jest mozliwos¢ poddawania
ekstrakcji wielu probek jednoczesnie. W dezintegratorze ultradzwickowym fala
jest natomiast emitowana bezposrednio do prébki, przez co jego uzycie jest bar-
dziej efektywne.

Sonikacj¢ proponuje si¢ jako metode ekstrakcji przyjazng dla srodowiska,
odpowiednig do ekstrakcji na skalg laboratoryjng. Jednak mozna jg rowniez
przenie$¢ na skalg pilotazowa i przemystowg. Jak podajg Chemat i in. (2017),
przyktadowo ekstrakcja 50 g nasion w 300 cm® heksanu wymaga odpowiednio
6 kWh, by przeprowadzi¢ maceracje w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika
(mieszanie mechaniczne i ogrzewanie), 8 kWh w przypadku Soxhleta (ogrze-
wanie) i 0,25 kWh w ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami (zasilania ultra-
dzwigkdw). Jesli chodzi o wptyw na §rodowisko, obliczona ilo$¢ emisji ditlenku
wegla do atmosfery jest wyzsza w przypadku Soxhleta (6400 g CO,/100 g eks-
trahowanej substancji stalej) i maceracji (3600 g CO,/100 g ekstrahowanej sub-
stancji statej) niz w przypadku ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami (200 g
CO,/100 g ekstrahowanej substancji statej) (Chemat i in., 2017).

Zainteresowanie naukowcow procesem ekstrakcji i czynnikami, ktore wpty-
waja na jego efektywnos¢, jest wyrazem wysokiej §wiadomosci w zakresie istot-
nosci wplywu tego etapu procedury na jako$¢ otrzymywanych analitow. Zna-
nych jest tez wiele czynnikow mogacych wptywaé zardwno pozytywnie, jak
1 negatywnie na efektywno$¢ procesu ekstrakeji. Jednak odpowiednio dobrane
parametry wyodrebniania substancji roslinnych powinny zagwarantowaé¢ mak-
symalny odzysk cennych metabolitéw w mozliwie krotkim czasie, z lepszg ja-
koscig ekstrakcji i zachowanym bezpieczenstwem, przy nizszych naktadach fi-
nansowych. Mimo ze opracowano wiele nowych metod ekstrakcji, w ktorych
przeanalizowano wptyw réznych czynnikow na efektywnos¢ ekstrakeji, do tej
pory zadna pojedyncza metoda nie jest uwazana za standardowa dla ekstrakcji
zwigzkow bioaktywnych z roslin.
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3.2. Metody projektowania procesu ekstrakcyjnego

W toku badan naukowych poswigconych zwigzkom bioaktywnym uzyskiwanym
z roznych roslin wielu naukowcow wciaz koncentruje si¢ na optymalizacji pro-
cesow ekstrakcji, poniewaz zwiazki fenolowe cechuja si¢ labilno$cig i nierowno-
miernym rozmieszczeniem w roslinie, a ich ekstrakcja z materiatu roslinnego wy-
maga odpowiedniego przygotowania (Cheng i Hong, 2018; Ilghami i in., 2015;
Tomsik 1 in., 2016). Poszukiwanie optymalnych warunkoéw ekstrakcji metoda
jednowymiarowa, w ktorej modyfikowany jest tylko jeden czynnik, a wszyst-
kie pozostate sa stalymi wartosciami, jest bardzo czasochtonne i kosztowne. Po-
nadto istotng wada takiego podejscia jest niemoznos¢ wykrycia potencjalnych
interakcji w réznych warunkach. W tej sytuacji alternatywa dla standardowego
podejscia jednowymiarowego jest zastosowanie metodologii wykorzystujacej
proces projektowania eksperymentu, ktora jest szczegélnie przydatna, gdy na
badane zjawisko maja wptyw co najmniej dwa czynniki (Granato i de Araujo
Calado, 2014).

Termin ,,eksperyment” definiuje si¢ jako systematyczng procedure przepro-
wadzanag w kontrolowanych warunkach w celu odkrycia nieznanego efektu,
przetestowania lub ustalenia hipotezy lub zilustrowania znanego efektu (Bochen-
tyn i Kusz, 2014). Podczas analizy procesu czgsto stosuje si¢ eksperymenty, aby
oceni¢, ktore dane wejSciowe procesu maja znaczacy wplyw na wynik procesu
i jaki powinien by¢ docelowy poziom tych nakladoéw, aby osiagna¢ pozadany
rezultat (produkt wyjsciowy).

Wdrozenie procedur planowania do$§wiadczen przed rozpoczgciem procesu
produkcyjnego prowadzi takze do istotnego polepszenia rezultatow procesu i ma
wplyw na jego aspekt technologiczny oraz ekonomiczny. Projektowanie ekspe-
rymentalne (design of experiments — DOE) stosuje si¢, aby obnizy¢ jego kosz-
ty poprzez przyspieszenie procesu projektowania, zmniejszenie pdzniejszych
zmian projektowych oraz zmniejszenie ztozonosci materiatowej i roboczej. Za-
projektowane eksperymenty sa rowniez narzgdziem do osiggniecia oszczgdnosci
kosztéw produkcji przez zminimalizowanie zmienno$ci procesu i zmniejszenie
liczby przerobek, odpadow i potrzeby kontroli.

Metody planowania eksperymentu zostaly stworzone w latach dwudziestych
XX wieku przez Ronalda Fishera. Skuteczno$¢ tych metod sprawita, ze w poz-
niejszych latach znalazly zastosowanie w biologii, medycynie, psychologii,
jak réwniez w statystycznej kontroli jakosci. Planowanie eksperymentow jako
jedno z narzedzi statystycznej kontroli jakosci pozwala na okreslenie czynni-
kéw najsilniej oddziatujacych na zmienng charakteryzujaca badany proces,
a takze umozliwia wskazanie wartosci czynnikow, dla ktorych zmienna wyniko-
wa osigga pozadang warto$¢ lub najmniejsza zmiennos¢. W celu prawidlowego
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przeprowadzenia planowania doswiadczen nalezy miedzy innymi szczegdtowo
sformutowaé problem, odpowiednio dobra¢ czynniki i zmienng charakteryzuja-
cg badany proces. Zasadniczym etapem eksperymentu jest jego realizacja oraz
odpowiednia analiza otrzymanych wynikéw, na ktorej podstawie formulowane
sg wnioski i zalecenia dla procesu (Montgomery, 1997). Proces projektowania
eksperymentu przedstawiono na rysunku 15.

Do biezacego monitorowania procesu produkcji znalazty zastosowanie takie
metody projektowania eksperymentu, jak:

— plany frakcyjne 2(k—p),

— plany 2(k—p) maksymalnie nieuwiklane i o najmniejszej aberracji,

— plany frakcyjne trojwartosciowe 3(k—p), Boxa-Behnkena oraz dwu- i trojwar-
tosciowe,

— plany centralne kompozycyjne i wyznaczanie powierzchni odpowiedzi,

— plany kwadratow tacinskich,

— metody Taguchi,

— plany dla mieszanin i powierzchnie o podstawie trojkatne;j,

— plany dla ograniczonych obszaréw i mieszanin,

— plany D i A-optymalne (Statsoft, 2006).

Sposrod wymienionych metod w projektowaniu procesu ekstrakcyjnego
czesto s wykorzystywane centralne plany kompozycyjne polaczone z metoda
powierzchni odpowiedzi (response surface methodology — RSM). Metoda po-
wierzchni odpowiedzi jest zbiorem technik matematycznych i statystycznych sto-
sowanych w modelowaniu i analizowaniu sytuacji, w ktorych badana odpowiedz
podlega wielu zmiennym (Derrien i in., 2017). RSM pozwala na rozwigzywanie
probleméw optymalizacji przez wyznaczenie warunkow prowadzenia procesu,
przy ktorych ich jakos¢ bedzie satysfakcjonujgca. Definiuje wplyw zmiennych
niezaleznych, samych Iub w potaczeniu, na analizowane procesy (Ferreira i in.,
2017).

W literaturze cytowane sg przyklady stosowania tej metody w planowaniu
do$wiadczen, zar6wno w procesie projektowania i doskonalenia jakosci produk-
tow zywnosciowych, jak 1 w optymalizowaniu proceséw ekstrakcji. Ilaiyaraja
i in. (2015) przeprowadzili badania optymalizacji ekstrakcji polifenoli z jabtek.
W tym celu dokonali oceny wplywu trzech parametréw ekstrakcji, tj. stezenia
rozpuszczalnika, temperatury inkubacji 1 stosunku ciat statych do cieczy, na od-
zyskiwanie zwigzkow bioaktywnych z owocow jabtoni z uzyciem metody RSM.
Wryniki ich badan sugeruja, ze opracowane przez nich optymalne warunki do
produkcji polifenoli na duza skal¢ mogg by¢ wykorzystywane w przemysle
farmaceutycznym i spozywczym. Z kolei Belwal i in. (2016) przeanalizowali
wpltyw pieciu czynnikdw, tj. czasu ekstrakcji, temperatury, stezenia metanolu,
pH 1 proporcji probki do rozpuszczalnika, na uzyskanie wysokiej zawartosci
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Etap 1 Zidentyfikowac i sformutowac problem badawczy
.
Etap 2 Wybra¢ czynniki i okresli¢ ich poziomy
v
Etap 3 Okresli¢ zmienng objasniang
.
Etap 4 Przygotowac plan eksperymentu
v
Etap 5 Przeprowadzi¢ eksperyment i zebra¢ dane
.
Etap 6 Opracowa¢ wyniki
v
Etap 7 Zinterpretowa¢ wyniki
.
Etap 8 Zweryfikowaé przewidywane wyniki
v
Etap 9 Przeprowadzi¢ walidacj¢ modelu i sformutowa¢ wnioski

Rysunek 15. Etapy procesu projektowania eksperymentu
Zrédlo: Na podstawie (MoreSteam, b.d.).

zwigzkow polifenolowych i aktywnosci przeciwutleniajacej owocow berberysu
przy uzyciu metody RSM. Wyniki badan wskazuja, ze na zmienne odpowie-
dzi znaczaco wplywaly: temperatura ekstrakcji, stosunek probki do rozpusz-
czalnika i stezenie rozpuszczalnika. Statystyczng metod¢ powierzchni odpo-
wiedzi z planem Boxa Behnkena do optymalizacji uzyskanej efektywnosci
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ekstrakcji luteiny i chlorofilu z produktéw ubocznych szpinaku zastosowali Der-
rien i in. (2017). Autorzy otrzymali odzysk 96% chlorofilu i 70% luteiny w $cis-
tej zgodnosci z odpowiednio przewidywanymi warto§ciami, co potwierdza, ze
model byt wlasciwy do optymalizacji wspdlnych parametréow ekstrakcji zar6wno
dla luteiny, jak i chlorofilu. Ponadto naukowcy ci potwierdzili w badaniach, ze
na efektywnos$¢ procesu odzyskania luteiny i chlorofilu miato wptyw glownie
stezenie etanolu. Natomiast czas, temperatura i stosunek rozpuszczalnika do su-
rowca nie mialy znaczacego wplywu na efektywnos$¢ procesu ekstrakeji tych
zwigzkow (Derrien i in., 2017).

Problem planowania eksperymentu czesto jest bagatelizowany i pomijany,
o czym moze $§wiadczy¢ nieliczna literatura przedmiotu. Projektowanie ekspe-
rymentu metoda powierzchni odpowiedzi nalezy do grupy metod, ktére umoz-
liwiajg stworzenie matematycznego modelu na podstawie danych otrzymanych
z eksperymentu, bez potrzeby wykonywania wielu do§wiadczen. Zastosowanie
centralnych plandw kompozycyjnych potaczonych z metodg powierzchni odpo-
wiedzi pozwala na obnizenie kosztow procesu ekstrakcji oraz czasu ekstrakcji
przez wyeliminowanie nieistotnych czynnikow.

62









4. Badania wlasne

4.1. Cel monografii, hipotezy badawcze, zakres badan

Celem monografii byla ocena przydatnosci zastosowania ekstraktu z wytlo-
kéw aronii w opracowaniu innowacyjnych biopolimerowych, chitozanowych
ostonek o podwyzszonych wiasciwosciach uzytkowych. Na podstawie analizy
danych literaturowych oraz eksperymentalnych badan wstepnych sformutowano
nastepujace hipotezy:

H1

H2.

H3.

. Odpowiednie st¢zenie rozpuszczalnika w zakresie 60%—96% oraz czas so-
nikacji pomiedzy 10 a 30 minut w procesach ekstrakcji zapewni optymalng
ekstrakcje zwigzkow biologicznie czynnych z wytlokow aronii.

Rozdziat frakcyjny substancji zawartych w ekstraktach z wyttokow aronii
pozwoli na uzyskanie grupy zwigzkow o najwyzszych wlasciwosciach prze-
ciwutleniajacych.

Dodatek frakcji ekstraktu z wyttokoéw aronii na poziomie 0,5%—1,5% do
chitozanowych ostonek pozwoli na uzyskanie innowacyjnych chitozano-
wych ostonek o podwyzszonych wtasciwosciach uzytkowych.

Dla zrealizowania celu glownego opracowania i weryfikacji hipotez badaw-

czych zaplanowano nast¢pujace zadania badawcze:

1.

2.

Uzyskanie wytlokéw aronii w procesie tloczenia soku na zimno w warun-
kach laboratoryjnych.

Wstepna ocena wlasciwosci przeciwutleniajacych uzyskanych ekstrak-
tow z wytlokoéw aronii.

. Optymalizacja procesu ekstrakcji na podstawie zastosowanego planowania

doswiadczen metodg powierzchni odpowiedzi (RSM).
Rozdziat ekstraktow na frakcje i ocena ich wlasciwosci przeciwutleniajacych.

. Wstepna analiza jako$ciowa poszczegolnych frakcji z wykorzystaniem wyso-

kosprawnej chromatografii cieczowej polaczonej z spektrometrem mas z ana-
lizatorem typu putapka jonowa (HPLC-ESI-IT-MS) i ultrasprawnej chroma-
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tografii cieczowej polaczonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas
z analizatorem typu Orbitrap (UPLC-Q-Orbitrap-MS).

. Opracowanie eksperymentalnej koncepcji innowacyjnej chitozanowej oston-
ki z dodatkiem i bez dodatku ekstraktu z wyttokéw aronii.

. Ocena technicznych koncepcji ostonek z r6zng zawartoscig ekstraktu i bez
ekstraktu z wytlokéw aronii pod katem wilasciwosci uzytkowych.

. Oszacowanie bezposrednich kosztow wytworzenia opracowanego prototypu
ostonki przy uzyciu metody inzynierskie;j.

. Ocena postrzegania i perspektyw rozwoju innowacyjnych ostonek jadalnych
wsrdd przedsiebiorstw zwigzanych z branzg opakowaniowg i przemystem
owocowo-warzywnym, tj. producentami folii i ostonek oraz producentami
1 przetworcami owocOw 1 warzyw.

Etap 1. Przygotowanie ekstraktu z wytlokow aronii i optymalizacja procesu ekstrakcji

Przygotowanie materialu badawczego

* pozyskanie i oczyszczenie OWOcOwW
* otrzymanie wytlokow z owocoéw
¢ liofilizacja wyttokow

.

Przygotowanie ekstraktu z wytlokow aronii — badania wstepne

* uzyskanie ekstraktow w warunkach wstgpnych
e kryteria oceny ekstraktu: analiza TPC, TAC, DPPH

v

Optymalizacja procesu ekstrakcji

* opracowanie zatozen eksperymentu metoda plaszczyzny
odpowiedzi (RSM)

* wyznaczenie kompozycyjnego planu eksperymentu

* przygotowanie 10 ekstraktow zgodnie z wyznaczonym planem
eksperymentu

* kryteria oceny ekstraktow: analiza TPC, TAC, DPPH

* przeprowadzenie walidacji modelu ekstrakcji

* wyznaczenie optymalnych warunkow ekstrakcji

Rysunek 16. Przygotowanie ekstraktow z wytlokow aronii i optymalizacja
procesu ekstrakcji

Zrodto: Opracowanie whasne.
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Etap 2. Analiza ekstraktow z wytlokow aronii i ich wyizolowanych frakeji

Przygotowanie ekstraktéw przy wyznaczonych optymalnych
warunkach ekstrakeji

;

Rozdzial frakcyjny ekstraktow za pomoca chromatografii
kolumnowej

: !

ZYoze LiChroprep Ztoze poliamidowe

| |

:

Analiza wlasciwos$ci przeciwutleniajacych (DPPH) frakeji

v

Analiza zwiazkéw fenolowych i saponin

* kryteria oceny frakcji: analiza TPC, TAC

e analiza jakosciowa wyizolowanych frakcji za pomoca
HPLC-ESI-IT-MS, UPLC-Q-Orbitrap-MS

* oznaczenie TSC

Rysunek 17. Analiza wyizolowanych frakcji ekstraktow z wytlokow aronii

Zrodto: Opracowanie whasne.

Zakres badan podjetych do realizacji celu monografii zostat podzielony na
cztery zasadnicze etapy.

Pierwszy etap prac obejmowat przygotowanie ekstraktow z wytlokow aronii
i optymalizacj¢ procesu ekstrakcji (rysunek 16). W tym celu pozyskano i przy-
gotowano material badawczy — wyttoki z dwoch odmian aronii czarnoowoco-
wej. Otrzymane wyttoki poddano procesowi liofilizacji. Nastepnie z uzyskanych
liofilizatéw przygotowano ekstrakty do wstepnej analizy zwigzkow fenolowych
1 wlasciwosci przeciwutleniajacych, na podstawie ktérej do dalszych badan wy-
brano jedng odmiang aronii. Na kolejnym etapie badan zoptymalizowano proces
ekstrakcji, wykorzystujac teori¢ planowania doswiadczen metoda ptaszczyzny
odpowiedzi RSM.
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Etap 3. Opracowanie i techniczne testowanie koncepcji eksperymentalnych
oslonek jadalnych

Opracowanie koncepcji eksperymentalnych oslonek jadalnych

:

Techniczne testowanie koncepcji eksperymentalnych
oslonek jadalnych

Zakres:

* instrumentalny pomiar barwy (L*a*b*, L*C*h°®),

* transmisja optyczna (T)

* rozpuszczalnos¢ w wodzie (WS)

* szybko$¢ przenikania pary wodnej (WVTR) i przepuszczalno$é
pary wodnej (WVP)

* przepuszczalnosc tlenu (OTR)

e analiza struktury za pomocg spektroskopii w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR)

* skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

* wlasciwosci przeciwutleniajace (DPPH, ABTS)

:

Oszacowanie bezposrednich kosztow wytworzenia
eksperymentalnych oslonek jadalnych

Rysunek 18. Opracowanie i techniczne testowanie koncepcji
eksperymentalnych jadalnych ostonek z dodatkiem ekstraktu
z wytlokéw aronii i bez niego

Zrodto: Opracowanie whasne.

Na drugim etapie przeprowadzono rozdzial frakcyjny ekstraktow z wy-
tlokow aronmii (rysunek 17). Etap ten miat na celu uzyskanie frakcji ekstraktu
o wysokiej koncentracji zwiazkéw biologicznie czynnych o wiasciwosciach
przeciwutleniajacych. Przygotowano ekstrakty w wyznaczonych optymalnych
warunkach ekstrakcji, ktére nastepnie rozdzielono na frakcje za pomoca chro-
matografii kolumnowej na dwodch zlozach. Otrzymane frakcje poddano wstepnej
analizie jakosciowej, analizie wlasciwosci przeciwutleniajacych oraz analizie na
0go6lng zawartos¢ zwigzkow fenolowych i saponin.

Trzeci etap polegal na opracowaniu i technicznym testowaniu koncepcji eks-
perymentalnych jadalnych ostonek bez dodatku i z dodatkiem ekstraktu z wytto-
kow aronii (rysunek 18). W pierwszej czesci tego etapu opracowano koncepcije
eksperymentalnych ostonek jadalnych. Nastgpnie przeprowadzono techniczne
testowanie koncepcji eksperymentalnych ostonek jadalnych. Trzeci etap badan
zakonczono oszacowaniem bezposrednich kosztow wytworzenia eksperymental-

nych ostonek jadalnych.
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Etap 4. Przeprowadzenie indywidualnego wywiadu poglebionego

Opracowanie scenariusza indywidualnego wywiadu
poglebionego

-

Przeprowadzenie wywiad6w metodg indywidualnego wywiadu
poglebionego

y

Przygotowanie transkrypcji z nagranych indywidualnych wywiadoéw
poglebionych i analiza otrzymanych danych

Rysunek 19. Przeprowadzenie indywidualnego wywiadu poglebionego
wSsrod przedsiebiorcow

Zrodto: Opracowanie whasne.

Na czwartym etapie badan przeprowadzono indywidualne wywiady pogte-
bione wsrod wybranych przedsigbiorcow (rysunek 19). W tym celu opracowano
scenariusz, przeprowadzono wywiady i transkrypcje z nagran. W ostatniej czgsci
przeprowadzono analize zebranych informacji.

4.2. Materiat badawczy, odczynniki i aparatura laboratoryjna

Material do badan stanowity wytloki uzyskane jako pozostato$¢ po proce-
sie tloczenia soku w warunkach laboratoryjnych z owocéw aronii czarnoowo-
cowej: Nero i Galicjanka. Owoce aronii zebrano w gospodarstwie ogrodni-
czym w Marwicach, w wojewddztwie lubuskim. Surowiec pochodzit ze zbioru
w 2017 roku. Owoce pozyskano we wrze$niu w fazie pelnej dojrzatosci zbior-
czej. Zdjecia owocow zaprezentowano na rysunku 20.

W badaniach zastosowano nastepujace odczynniki:

— ABTS (2,2'-azynobis-3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian diamonowy), Roche,
— acetonitryl (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich,

— alkohol etylowy 96%, czda, POCH,

— alkohol metylowy (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich,

— chitozan (300-1000 cps), o $redniej masie czasteczkowej, Pol-Aura,

— diosgenina, SCTB,

— DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl), Sigma-Aldrich,
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Rysunek 20. Owoce aronii czarnoowocowej (Aronia melanocarpa E.): (A) Nero
i (B) Galicjanka

Zrédlo: Fotografie whasne.

— gliceryna roslinna 99,7%, P.P.H. Stanlab s.j.,

— kwas galusowy, Sigma-Aldrich,

— kwas mrowkowy, Sigma-Aldrich,

— kwas siarkowy(VI) 96%, czda, PureLand,

— LiChroprep RP-18 (40-63 pm), Merck KGaA,

— nadsiarczan potasu, czda, Chempur,

— octan sodu bezwodny, czda, Chempur,

— odczynnik Folin-Ciocalteu, Fluka, Sigma-Aldrich,

— poliamid-6, Sigma-Aldrich,

— troloks(kwas 6-hydroksy-2,3,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy), Sigma-
-Aldrich,

— wanilina, Sigma-Aldrich,

— weglan sodu bezwodny czda, Chempur.

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem nastepujacego sprzetu
i aparatury laboratoryjne;j:

— dezintegrator ultradzwigkowy typu Sonisc vibro cel,

— liofilizator TG-15,

— laznia ultradzwigkowa Sonic-3,

— mieszadto magnetyczne MR HEI-MIX S,

— mikroskop OLYMPUS CX43,

— mitynek KN 295 Knifetec™,

— pompa proézniowa membranowa,

— skaningowy mikroskop elektronowy (SEM) Zeiss Supra 35,
— spektrofotometr do FTIR Perkin Elmer Spectrum 100,

— spektrofotometr Jasco V-770,
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— suszarka laboratoryjna UN/UF z konwekcja naturalng/wymuszona,

— ultrasprawny chromatograf cieczowy Acquity, Waters potagczony z wysokoroz-
dzielczym spektrometrem mas z analizatorem typu Orbitrap (UPLC-Q-Orbi-
trap-MS),

— wagi analityczne oraz wagi precyzyjne,

— wirowka laboratoryjna MPW-260R,

— wyciskarka wolnoobrotowa Sana EUJ-707,

— wyparka rotacyjna Rotavapor® R-300,

— wysokosprawny chromatograf cieczowy Agilent 1100, wyposazony w spek-
trometr masowy Esquire 3000 (HPLC-ESI-IT-MS).

4.3. Metodyka badawcza

4.3.1. Przygotowanie ekstraktow z wyttokow aronii i optymalizacja
procesu ekstralkg;ji

Przygotowanie ekstraktow z wyttokéw aronii 1 optymalizacja procesu ekstrakcji
obejmowato nastepujace zakresy badan:

— przygotowanie materiatu badawczego,
— przygotowanie ekstraktow z wyttokdw aronii — badania wstepne,
— optymalizacj¢ procesu ekstrakcji wytlokow.

Przygotowanie materiatu badawczego

Przygotowanie materialu badawczego polegalo na wykonaniu nastgpuja-
cych czynnosci:

— pozyskanie i oczyszczeniu owocoOw,
— otrzymanie wyttokdw z owocow,
— liofilizacja wyttokow.

Pozyskanie i oczyszczenie owocow

Owoce aronii zebrano w gospodarstwie ogrodniczym w Marwicach. Na pierw-
szym etapie owoce kazdej z odmian aronii byly oczyszczane i sortowane (mig-
dzy innymi usuni¢gcie owocow zepsutych, uszkodzonych), a nastgpnie myte
z wykorzystaniem wytacznie wody wodociagowej. Przygotowane owoce aronii
poddano ocenie wybranych cech morfologicznych. Ocena morfologiczna zostata
przeprowadzona dla kazdej z odmian aronii, na stu losowo wybranych jagodach
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i polegata na pomiarze parametrow, takich jak masa, przekrdj poprzeczny i po-
dhuzny jagody oraz wybarwienie miazszu.

Otrzymanie wyttokow z owocow

Wyttoki owocoéw aronii uzyskano po przeprowadzonym procesie tloczenia na
zimno w warunkach laboratoryjnych. Kazdorazowo 18 kg owocdéw obu od-
mian aronii poddano procesowi tloczenia z predkoscia 75 obr./min w czasie
3 godzin przy uzyciu wyciskarki wolnoobrotowej Sana EUJ-707 firmy Omega.
Otrzymane wyttoki zwazono i zamrozono w temperaturze —18°C, a nast¢pnie
poddano procesowi liofilizacji.

Liofilizacja wyttokow

Proces suszenia prowadzono w liofilizatorze TG-15 przez 16 godzin i 15 mi-
nut zgodnie z granicznymi parametrami temperatury poétek grzewczych, surowca
1 wymrazacza oraz proézni zaprezentowanymi w tabeli 5.

Tabela 5. Graniczne parametry temperatur i prozni zastosowanych w procesie
liofilizacji wytlokéw aronii

Temperatura [z(’ﬂek Temperatzlra Temp'eratur(zjl Ciénienie (Pa)
grzewczych (C) surowca ("C) wymrazacza ("C)
60 35 —47 ~50
54 42 —45 ~50
47 47 —44 ~50

Zrodto: Opracowanie whasne.

Liofilizacja wytlokow aronii zostata przeprowadzona w firmie Naturtim we
Wioctawku. Po zliofilizowaniu materiat roslinny zostal zmielony za pomoca
mitynka KN 295 Knifetec™. Nastgpnie wielko$¢ zmielonych czastek zmierzono
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS CX43. Do czasu prze-
prowadzenia analiz proszki z liofilizatow wytlokow przechowywano w opako-
waniach barierowych typu doypack, wykonanych z laminatéw wielowarstwo-
wych ograniczajacych dostep do $wiatta i powietrza w temperaturze pokojowe;j.

Przygotowanie ekstraktow z wyttokéw aronii — badania wstepne

Przygotowanie ekstraktow z wyttokéw aronii i przeprowadzenie badan wstep-
nych obejmowato nastepujace czynnosci:

— uzyskanie ekstraktow w warunkach wstepnych,

— oznaczenie ogolnej zawartosci zwigzkow fenolowych (TPC),
— oznaczenie og6lnej zawarto$ci antocyjanéw (TAC),

— analize wlasciwosci przeciwutleniajacych (DPPH).
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Uzyskanie ekstraktow w warunkach wstepnych

Zliofilizowane wyttoki aronii (2,5 g) poddano trzykrotnej ekstrakcji (3 - 30 mi-
nut), stosujac 25 cm® 80-procentowego roztworu alkoholu etylowego. Ekstrakcije
przeprowadzono w tazni ultradzwigkowej Sonic-3. Statymi parametrami procesu
ekstrakcji byly: temperatura (25°C), amplituda fali dzwigkowej (50 pwm) oraz
stosunek masy surowca do ilo$ci rozpuszczalnika (1 : 10). Otrzymane ekstrakty
przesaczano na lejku Biichnera, a nastepnie taczono i zageszczano pod zmniej-
szonym cisnieniem. Zat¢zone ekstrakty przeniesiono do kolb miarowych o po-
jemnosci 25 cm® i uzupeiono 80-procentownym alkoholem etylowym. Przy-
gotowane ekstrakty przechowywano w temperaturze —20°C do czasu wykonania
poszczegdlnych analiz. W uzyskanych ekstraktach oznaczono ogolng zawartosc
zwigzkow fenolowych (TPC) i ogolng zawartos¢ antocyjanow (TAC) oraz zba-
dano wlasciwosci przeciwutleniajace za pomocg testu z rodnikiem DPPH.

Oznaczenie 0golnej zawartosci zwigzkow fenolowych (TPC)

Ogolng zawartos¢ zwiazkow fenolowych zmierzono przy uzyciu metody kolory-
metrycznej (Singleton i Rossi, 1965), stosujac kwas galusowy (GAE) jako wzo-
rzec. Do kolb miarowych o pojemnosci 10 cm® pobrano kolejno: 5 cm® wody
destylowanej, 0,5 cm® odczynnika Folina-Ciocalteu oraz 0,1 cm® ekstraktu.
Po 3 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej do kolb dodano 1,5 cm®
20-procentowego roztworu weglanu sodu i uzupetlniono woda destylowang do
kreski. Po uplywie 2 godzin wykonano pomiar absorbancji przy dhugosci fali
725 nm. Zastosowany odno$nik wykonano analogicznie, dodajac zamiast eks-
traktu wod¢ destylowana. Zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych w ekstraktach wy-
znaczono na podstawie krzywej wzorcowej (rysunek 21), a wyniki wyrazono
w mg GAE/g s.m. ekstraktu.

Oznaczenie 0golnej zawartosd antocyjanow (TAC)

Ogo6lng zawarto$¢ antocyjandw (74C) oznaczono zgodnie z metodg Sanchez-
-Moreno i in. (2003). Analiza polegata na pomiarze absorbancji przy dwoch
dtugosciach fal: 510 nm i 700 nm. Przygotowujac probke do oznaczenia po-
brano do dwoch kuwet: 2,7 cm® buforu o pH=1,010,3 cm’ probki oraz
2,7 em’ buforu o pH =451 0,3 cm’ probki. Zastosowany odno$nik wy-
konano analogicznie, dodajac zamiast ekstraktu wode destylowana. Na pod-
stawie otrzymanych wynikow obliczono réznice absorbancji przy pH = 1,0
i pH = 4,5 wedlug przedstawionego ponizej wzoru:

A=(A4510~ 4700)-pH1,0— (4510~ 4700)- pH4,5
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Rysunek 21. Krzywa wzorcowa do oznaczenia ogolnej zawarto$ci zwigzkow
fenolowych

Zrédlo: Opracowanie wlasne.

Stezenie antocyjandéw obliczono wedtug wzoru:

TAC:A-MW-DF-100
MA
gdzie:
TAC - catkowita zawarto$¢ antocyjanow,
A - absorbancja,

MW — masa czasteczkowa 3-glukozydu cyjanidyny (449,2 g/mol),
DF — wspolczynnik rozcienczenia,
MA — molowy wspoétczynnik absorpcji 3-glukozydu cyjanidyny (26 900
dm’mol™! cm ).
Ogo6lng zawartos¢ antocyjanéw wyrazono w przeliczeniu na mg 3-gluko-
zydu cyjanidyny (C3GE)/g s.m. ekstraktu.

Analiza wtasciwosd przeciwutleniajgcych (DPPH)

Wtasciwosci przeciwutleniajace okreslono za pomocs testu z rodnikiem DPPH.
Badanie aktywnosci przeciwrodnikowej probek przeprowadzono zgodnie z me-
todyka Sanchez-Moreno i in. (1998), z modyfikacja polegajaca na ustaleniu czg-
stotliwo$ci pomiarow i zakresu stezen dodatku ekstraktéw w badanym uktadzie
oraz uzyciu etanolowego roztworu rodnika DPPH. Do kolbki miarowej odwazono
0,0025 g DPPH i rozpuszczono w 100 cm® 96-procentowego alkoholu etylowe-
go. Do analizy pobrano 2,4 cm® roztworu rodnika i 0,1 cm® probki. Absorbancje
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mieszaniny mierzono przez 10 minut przy dtugosci fali 515 nm. W procedurze
analitycznej zastosowano odnos$nik, ktory wykonano analogicznie, dodajac za-
miast probki ekstraktu wode destylowang. Obliczono redukcje rodnika DPPH
po 10 minutach inkubacji probki. Rownolegle przygotowano krzywg wzorcowa
procentowego ubytku absorbancji od stezenia troloksu (rysunek 22). Wyniki wy-
razono w przeliczeniu na mmol troloksu/100 g s.m. ekstraktu.
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Troloks (umol/cm?)

Rysunek 22. Krzywa wzorcowa do oznaczenia wlasciwosci
przeciwrodnikowych

Zrédto: Opracowanie whasne.

Optymalizacja procesu ekstrakeji wyttokéw

Opracowanie metodyczne niniejszego podrozdziatu obejmuje fragment publika-
cji Sady i in. (2019). Opracowanie tego fragmentu stanowito podstawe do re-
alizacji badan zwigzanych z otrzymywaniem ekstraktu o wysokich wtasciwo-
Sciach przeciwutleniajacych.

W celu optymalizacji procesu ekstrakcji zwigzkéw biologicznie czynnych
o cechach prozdrowotnych z wytlokéw aronii wykonano nastepujgce badania:

— opracowanie zatozen eksperymentu metoda ptaszczyzny odpowiedzi RSM,

— wyznaczenie kompozycyjnego planu eksperymentu,

— przygotowanie 10 ekstraktow zgodnie z wyznaczonym planem eksperymentu,
— analize ekstraktow po katem kryteriow: TPC, TAC, DPPH,

— przeprowadzenie walidacji modelu ekstrakcji,

— wyznaczenie optymalnych warunkow ekstrakcji.
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Opracowanie zatozen eksperymentu metoda ptaszczyzny odpowiedzi RSM

W celu opracowania zatozen eksperymentu polegajacego na optymalizacji wa-
runkow ekstrakeji wykorzystano metod¢ ptaszczyzny odpowiedzi (RSM). Ana-
liz¢ RSM zastosowano do okreslenia wpltywu dwoch zmiennych niezaleznych:
X, — stezenie alkoholu etylowego (%) oraz X, — czas sonikacji (min) na zawar-
tos¢ TPC, TAC 1 DPPH, ktoére stanowily funkcje odpowiedzi dla tych czynni-
koéw. Doboér czynnikow oraz ich zakresy do doswiadczenia wybrano na podstawie
analizy literatury naukowej (Jeszka-Skowron i in., 2014; Y. Liu i in., 2018). Do
oszacowania precyzji odpowiedzi powierzchniowych okreslono warto$¢ alfa (o),
gdzie rami¢ gwiezdne alfa () w modelu kompozycyjnym planu eksperymental-
nego to +a. Wartos$¢ alfa (a) obliczono za pomocg nastgpujgcego roOwnania:

1
a= (2k )4
gdzie:
k — liczba czynnikow.
Do wyznaczenia rzeczywistej wartosci alfa (o) uzyto nastgpujacego rownania:

Rzeczywista wartos¢ ta (Wartos¢ zakodowana - L) + C
gdzie:
L — dhugos$¢ promienia,

C — warto$¢ zmiennej w punkcie centralnym.

Zaleznos$¢ migdzy zakodowanymi warto$ciami a rzeczywistymi warto§ciami
wykorzystanymi do analizy statystycznej przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Zmienne niezalezne oraz ich zakodowane i rzeczywiste wartosci

. Zakodowane poziomy czynnikéw
Czynnik Jednostka = <
—a -1 0 1 +a
Lo 60,02 65 78 90 94,97
Stgzenie etanolu, X, % = o
(60) (96)
S . 10,10 13 20 27 29,90
Czas sonikacji, X, min — =
(10) (30)

1 1
Objasnienia: * Wartosé alfa dla k = 2: a = (zk ) - (22)“ =27 =1,414; ** kompozycyjny plan eksperymentu

opracowano na podstawie rzeczywistych wartosci zaokraglonych do jednosci.

Zrédlo: Opracowanie wlasne.
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\Wyznaczenie kompozycyjnego planu eksperymentu

Na podstawie danych zaprezentowanych w tabeli 6 przy uzyciu programu sta-
tystycznego Statistica 13.1 (StatSoft) wyznaczono plan kompozycyjny, ktory
obejmowat 10 doswiadczen 1 uwzglednit dwa powtdrzenia dla punktu central-
nego (C). Zakres stezenia alkoholu etylowego w wodzie (X)) i czas sonikacji
(X,) przyjete w eksperymencie przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Stezenia alkoholu etylowego (X)) i czas sonikacji (X,) przyjety w planie
kompozycyjnym eksperymentu optymalizacji ekstrakcji

Kolejnos¢ doswiadczen K’ol'ejnoéc’ ,
nierandomizowana doswufdczen X X2
randomizowana

1 5 60 20

2 10 (OC) 78 20

3 9(C) 78 20

4 2 65 27

5 7 78 10

6 1 65 13

7 6 96 20

8 4 90 27

9 8 78 30

10 3 90 13

Zrodto: Opracowanie whasne.

Przygotowanie 10 ekstraktdow zgodnie z wyznaczonym planem eksperymentu

Do kolby pobrano 5 g wytlokoéw, a nastgpnie trzykrotnie ekstrahowano, sto-
sujac 50 cm’ rozpuszczalnika. Statymi parametrami procesu ekstrakcji we
wszystkich eksperymentach byty: temperatura (25°C), amplituda fali dzwigko-
wej (50 um) oraz stosunek masy surowca do ilosci rozpuszczalnika (1 : 10). Po
okreslonym czasie ekstrakty przesaczono przez zestaw do filtracji ze spiekane-
go szkta i zalewano $wiezg porcja rozpuszczalnika. Uzyskane filtraty potaczono
i odparowano do sucha przy uzyciu wyparki obrotowej w temperaturze 30°C,
chronigc probke przed $wiattem. Ekstrakty rozpuszczono w 60-procentowym
alkoholu etylowym i przeniesiono do kolb miarowych o pojemnosci 25 cm’.
Przygotowane ekstrakty przechowywano w temperaturze —20°C do czasu anali-
zy. Proces ekstrakcji wspomagano ultradzwickami. Do nadzwigkawiania probek
uzyto dezintegratora ultradzwickowego typu Sonics vibro cell o czestotliwo-
sci 40 kHz. Podczas nadzwickawiania probek monitorowano wielko$¢ wnie-
sionej energii do probki oraz obliczono pochodne wielko$ci energetyczne pola
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ultradzwigkowego, tj. warto§¢ mocy akustycznej (), natezenie fali ultradzwie-
kowej (1), gestosci energii (We) oraz gestosci mocy (Wm) wedhug wzordéw przed-
stawionych w tabeli 8.

Tabela 8. WielkoS$ci energetyczne pola ultradzwi¢kowego

Parametr Wzér Jednostka
ES
Moc akustyczna, N :T \\%
s
N w
Natezenie fali akustycznej, 1 I=— —
S cm
‘s .. E J
Gestos¢ energii, W, W, =7s e
i N w
Gestos¢ mocy, W w, :? Q

Objasnienia: N — moc akustyczna (W), E, — energia pola akustycznego (J), S — pole powierzchni, przez ktorg
przechodzi fala (cmz), t, — czas sonikacji (s), ' — objeto$¢ probki (dm3).

Zrodto: Opracowanie whasne.

Analiza ekstraktow w zakresie: TPC, TAC, DPPH

W uzyskanych ekstraktach, podobnie jak w przypadku badan wstepnych, kazdo-
razowo 0znaczono:

— 0go6lng zawarto$¢ zwigzkow fenolowych (TPC),
— 0go6lng zawarto$¢ antocyjanow (TAC),

oraz zbadano wtasciwosci przeciwutleniajace za pomoca testu z rodnikiem
DPPH (szczegotowe metodyki badawcze wymienionych oznaczen zostaty opi-
sane w podrozdziale ,,Przygotowanie ekstraktow z wyttokow aronii — badania
wstepne”).

Przeprowadzenie walidadji modelu ekstrakdji

W celu zweryfikowania stopnia zdolno$ci prognostycznej metody powierzchni
odpowiedzi w zaprojektowanym doswiadczeniu przeprowadzono walidacje mo-
delu ekstrakcji. Przy uzyciu tego samego zestawu doswiadczalnego, w ktorym
zaplanowano eksperyment, przeprowadzono walidacj¢ modelu dla pigciu stezen
alkoholu etylowego: 50%, 55%, 60%, 62% 1 75% przy 20-minutowym czasie
sonikacji. Przygotowane ekstrakty odpowiadajace tym zatozeniom zostaty przy-
gotowane 1 ocenione pod katem TPC, TAC i DPPH analogicznie jak ekstrakty
sporzadzone wedlug planu kompozycyjnego.
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\Wyznaczenie optymalnych warunkow ekstrakdji

Do okreslenia poziomoéw zmiennych, na ktorych proces ekstrakcji osiagnat war-
tosci optymalne przy przyjetych ograniczeniach, postuzyty wyniki badan empi-
rycznych dopasowanych zgodnie z nastgpujagcym réwnaniem wielomianowym
drugiego rzedu:

2 2 2
_ 2
Y_,HO+21/6‘in.+Z}ﬁﬁXi + 1 XX +e
= 1= 1=

gdzie:
Y — odpowiedzi przewidywane (TPC, TAC, DPPH),
Bo — stata modelu,
B, B ﬁij — wspotczynniki modelu (efekty liniowe, kwadratowe i interak-
tywne),
& — blad.

Adekwatno$¢ modelu matematycznego w postaci wielomianu drugiego stop-
nia okre$lono na podstawie jego analizy oraz wartosci wspotczynnika determina-
cji (R?) i skorygowanego wspoltczynnika determinacii (Rza).

4.3.2. Rozdziat frakcyjny ekstraktow i analiza wyizolowanych frakcji

Rozdziat ekstraktow i analiza wyizolowanych frakcji obejmowata nastgpuja-
ce czynnosci:

— przygotowanie ekstraktéw w wyznaczonych optymalnych warunkach ekstrak-
cji,

— rozdziat frakcyjny ekstraktow za pomocg chromatografii kolumnowej,

— analizg wlasciwosci przeciwutleniajacych,

— analizg zwigzkow fenolowych i saponin.

Przygotowanie ekstralktdbw w wyznaczonych optymalnych warunkach ekstrakcji

Zliofilizowane wyttoki aronii Nero poddano ekstrakcji w wyznaczonych warun-
kach (60-procentowe stezenie alkoholu etylowego i 20 minut sonikacji) za pomo-
ca metody plaszczyzny odpowiedzi RSM przygotowanej wedtug procedury eks-
trakcyjnej przedstawionej w podrozdziale ,,Optymalizacja procesu ekstrakcji”.
Tok postgpowania z materialem badawczym byl analogiczny do przedstawio-
nego w podrozdziale ,,Przygotowanie ekstraktow z wyttokow aronii — badania
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wstepne”. Uzyskane ekstrakty poddano rozdziatowi frakcyjnemu na zlozach
LiChroprep RP-18 i poliamid-6.

Rozdziat frakcyjny ekstralktéw za pomocg chromatografii kolumnowej

Rozdzial frakcyjny ekstraktow z wyttokow aronii odmiany Nero przeprowa-
dzono w kolumnach szklanych wypekionych zlozem LiChroprep lub polia-
midowym. Ztoze LiChroprep (50 g) naniesiono za pomocg 200 cm’ 96-pro-
centowego alkoholu etylowego na kolumng szklang (6 - 10 cm) potgczona
z kolbg ssawkowg i pompg pod zmniejszonym ci$nieniem. Pierwszym etapem
byto kondycjonowanie ztoza kolumny w celu jego aktywacji przed naniesie-
niem ekstraktu. Przez kolumne¢ przepuszczono w kolejnosci: 96-procentowy,
80-procentowy, 40-procentowy alkohol etylowy oraz wode destylowang. Po-
miegdzy kondycjonowaniem a naniesieniem probki pozostawiono nadmiar okoto
1 mm rozpuszczalnika w kolumnie, aby nie dopusci¢ do wyschniecia ztoza.
Nastepnie naniesiono 25 cm’® ekstraktu przygotowanego wedtug procedury
opisanej w podrozdziale ,,Przygotowanie ekstraktow w wyznaczonych opty-
malnych warunkach ekstrakcji” na ztoze kolumny i eluowano zaadsorbowany
analit. W pierwszej kolejnosci kolumng przemywano woda destylowang, na-
stepnie zastosowano 40-procentowy, 80-procentowy i 96-procentowy alkohol
etylowy. Szybkos¢ przepltywu roztworu przez ztoze nie przekraczata 5 cm®/min.
Otrzymano cztery frakcje, ktére zageszczono pod zmniejszonym cisnieniem
i przechowywano w temperaturze —20°C do czasu analizy. W przypadku roz-
dziatu frakcji na zlozu poliamidowym zastosowano analogiczng procedure eks-
trakcyjng do procedury na ztozu LiChroprep.

Analiza wlasciwosci przeciwutleniajacych

Wiasciwosci przeciwutleniajace ekstraktow z wytlokéw aronii i ich frakcji okres-
lono za pomoca testu z rodnikiem DPPH zgodnie z metodyka opisang w podroz-
dziale ,,Przygotowanie ekstraktow z wytlokéw aronii — badania wstgpne”.

Analiza zwigzkéw fenolowych i saponin

W uzyskanych ekstraktach z wytlokdéw aronii i ich frakcji oznaczono nastgpuja-
ce grupy zwigzkow:

— 0g0lng zawartos¢ zwigzkoéw fenolowych (TPC),
— 0g0lng zawartos¢ antocyjanow (TAC),
— 0g0lng zawartos$¢ saponin (TSC).

TPC oraz TAC oznaczono zgodnie z metodykami badawczymi zaprezento-
wanymi w podrozdziale ,,Przygotowanie ekstraktow z wyttokow aronii — ba-
dania wstgpne”. Ponadto wykonano wstepng analiz¢ jakosciowa zwigzkéw wy-
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stepujacych w ekstraktach z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej potaczonej z spektrometrem mas z analizatorem typu pulapka jono-
wa (HPLC-ESI-IT-MS), a takze z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii
cieczowej polaczonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas z analizatorem
typu Orbitrap (UPLC-Q-Orbitrap-MS).

Analiza HPLC-ESI-IT-MS

Analizy majace na celu wstepna identyfikacje zwigzkoéw wystepujacych w wy-
izolowanych frakcjach ekstraktow z wytlokéw aronii przeprowadzono metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej z spektrometrem mas
z analizatorem typu putapka jonowa, w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Aka-
demii Nauk w Poznaniu. Analiz¢ przeprowadzono w jonizacji ujemne;j i dodatniej
z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego (Agilent 1100,
Agilent, Santa Clara, USA) wyposazonego w spektrometr masowy (Esquire
3000, Bruker Daltonics, Brema, Niemcy) z analizatorem pulapki jonowej po-
zwalajacym uzyska¢ widma MS/MSn. Probki, po uprzednim przefiltrowaniu
przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,45 um (Millex LCR), wprowadza-
no poprzez iniektor manualny w ilosci 20 pl i rozdzielano na kolumnie XBridge
Waters 2,1 - 150 mm, wypelionej zlozem o odwroconej fazie (zel krzemionko-
wy C18), o uziarnieniu 3,5 um. Préby rozdzielano z wykorzystaniem dwoéch faz
ciektych, ktére stanowity: woda dejonizowana z dodatkiem 0,1-procentowego
kwasu mrowkowego (rozpuszczalnik A) i1 acetonitryl (rozpuszczalnik B), przy
przeplywie 0,2 cm®/min. Frakcje rozdzielano wedlug gradientu: inicjujaco 10%
B, 5 min —25% B, 50 min — 37% B, 55 min — 95% B, 63 min — 95% B, 64 min —
10% B.

Analiza UPLC-Q-Orbitrap-MS

W celu oznaczenia sktadu elementarnego substancji naturalnych zawartych
w wyizolowanych frakcjach ekstraktow z wytlokdéw aronii zastosowano meto-
d¢ ultrasprawnej chromatografii cieczowej potaczonej z wysokorozdzielczym
spektrometrem mas z analizatorem typu Orbitrap. Analiz¢ przeprowadzono
w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Badanie
wykonano za pomocg aparatu Acquity (Waters, Milford, USA) polaczonego ze
spektrometrem mas QExactive (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) ze
zrodtem jonow HESI. Probki rozdzielano na kolumnie Acquity BEH C18 (Wa-
ters) 150 - 2,1 mm, o uziarnieniu 1,7 pm. Zwiazki byly wymywane z wykorzy-
staniem dwoch faz, z ktorych jedng stanowila woda dejonizowana z dodatkiem
0,1-procentowego kwasu mrowkowego (rozpuszczalnik A), a drugg acetonitryl
(rozpuszczalnik B). Rozdziat UPLC przeprowadzono wedlug gradientu: inicju-
jaco 5% B, 1 min — 5% B, 3 min — 10% B, 12 min — 40% B, 15 min — 95% B,
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15,5 min — 95% B, 16 min — 5% B, 20 min — 5%. Rozdzial prowadzono w 40°C
przy przeptywie 0,35 cm®/min. Do wstepnej analizy struktur chemicznych sub-
stancji naturalnych wystepujacych w wyizolowanych frakcjach ekstraktow z wy-
tlokéw aronii postuzyly widma masowe fragmentacyjne oraz widma wysokoroz-
dzielcze.

Oznaczenie 0golnej zawartosci saponin (TSC)

Ogo6lng zawarto$¢ saponin w ekstraktach okre§lono metoda opisang przez Na-
varro del Hierro i in. (2018). Pobrano 125 ul probki, nastepnie dodano 125 ul
0,8-procentowej waniliny rozpuszczonej w 96-procentowym alkoholu etylowym
i1,25cm’ 72-procentowego kwasu siarkowego (VI). Probki wirowano i ogrze-
wano w 60°C przez 10 minut. Tak przygotowane probki schladzano w lodzie
przez 5 minut, nast¢gpnie zmierzono absorbancje przy diugosci fali 520 nm
wzgledem probki kontrolnej zawierajacej alkohol etylowy. Ogdlng zawartosé
saponin w ekstraktach wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej (rysunek
23), ktora przygotowano w tych samych warunkach, jakie podano wcze$niej dla
probek. Wyniki wyrazono w g diosgeniny/100 g s.m. frakcji ekstraktu.

1,0 A
0.8
506 -
= DO ’a‘.’
g __—‘—
Fg P al
0,2 | ""'—av
«® 3 =0,0002x + 0,0968
R>=10,9979
O T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Stezenie diosgeniny (ng/cm?)

Rysunek 23. Krzywa wzorcowa do oznaczania ogélnej zawartosci saponin

Zrodto: Opracowanie whasne.

4.3.3. Opracowanie i techniczne testowanie koncepcji
eksperymentalnych ostonek jadalnych

Opracowanie i techniczne testowanie koncepcji eksperymentalnych ostonek ja-
dalnych obejmowato nastgpujgce czynnosci:
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— opracowanie koncepcji eksperymentalnych ostonek jadalnych,

— techniczne testowanie koncepcji eksperymentalnych ostonek jadalnych,

— oszacowanie bezposrednich kosztow wytworzenia eksperymentalnych osto-
nek jadalnych.

Opracowanie koncepcji eksperymentalnych ostonek jadalnych

Eksperymentalne ostonki jadalne zaprojektowano metoda opisang przez Gen-
skowsky’ego i1 in. (2015), wykorzystujac chitozan jako podstawowy skladnik
strukturotwoérczy. W tym celu 6 g chitozanu o $redniej masie czasteczkowej
(300-1000 cps) rozpuszczono w 300 cm® 1-procentowego wodnego kwasu mle-
kowego (v/v). Otrzymano 2-procentowy roztwoér chitozanu (w/v), ktéry miesza-
no na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowej przez 26 godzin. Na-
stepnie dodano 2,5 cm® gliceryny na 1 g chitozanu i mieszano przez 1 godzing.
Po tym czasie dodano odpowiednio 0,5%, 1%, 1,5% frakcji 2 wyizolowanej na
ztozu poliamidowym do otrzymanych roztwordéw chitozanu. Frakcja 2 ekstraktu
z wyttokdéw aronii (odmiany Nero) wyizolowana na ztozu poliamidowym cha-
rakteryzowala si¢ najwyzszymi wtasciwosciami przeciwutleniajgcymi. Rowno-
legle przygotowano probke kontrolng bez dodatku ekstraktu. Nastepnie préb-
ki mieszano przez 1 godzing, po czym wszystkie mieszaniny wirowano przez
20 minut na 5000 obrotéw. Probki w ilosci 20 g pobrano i wylano do jatowych
szalek Petriego o $rednicy 9 cm. Probki suszono w temperaturze 37°C przez
72 godziny. Wysuszone ostonki chitozanowe przechowywano w eksykatorze
w temperaturze pokojowej przy wilgotnosci wzglednej 50% do czasu przepro-
wadzenia analiz.

Techniczne testowanie koncepcji eksperymentalnych ostonek jadalnych

W celu oceny wilasciwosci uzytkowych uzyskanych eksperymentalnych ostonek
chitozanowych z dodatkiem i bez dodatku frakcji 2 ekstraktu z wyttokow aronii
wykonano nastepujace badania:

— instrumentalny pomiar barwy (L*a*b*, L*C*h®),

— transmitancj¢ optyczng (T),

— rozpuszczalno$¢ w wodzie (WS),

— szybkos$¢ przenikania pary wodnej (WVTR) i przepuszczalno$¢ pary wodnej
(WVP),

— przepuszczalnos¢ tlenu (OTR),

— analize struktury za pomocg spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fo-
uriera (FTIR),

— skaningowg mikroskopig elektronowg (SEM),

— analize wlasciwosci przeciwutleniajgcych (DPPH, ABTS).
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Instrumentalny pomiar barwy (L¥a*b*, *C*h°)

Parametry barwy oznaczono w systemie CIE L*a*b* znormalizowanym przez
Miedzynarodowa Komisje Oswietleniowg (CIE International Commission on
[lumination, 2019) oraz w systemie L*C*h°, Pomiar parametréw barwy prze-
prowadzono w zakresie $swiatta widzialnego (VIS) od 250 nm do 850 nm, stosu-
jac typ obserwatora 10° oraz iluminant D65. W celu dokonania oznaczen para-
metrow barwy z badanych chitozanowych ostonek wycigto obszar o wymiarach
20 mm - 20 mm i umieszczono w odpowiedniej przystawce do pomiaru barwy
w spektrofotometrze Jasco V-770 w trzech powtdrzeniach dla kazdego rodzaju
ostonki. W systemie CIE L*a*b* zdefiniowano trzy sktadowe: L*, ktora przyj-
muje warto$ci od 100 (barwa idealnie biata) do 0 (barwa idealnie czarna) i ozna-
cza jasnos$¢, oraz a* i b*, ktore wyrazaja chromatyczno$¢ barwy. Wartos¢ a*
okresla odcienie czerwieni (+a*) i zieleni (—a*), warto$¢ b* za$ przedstawia
odcienie z6lci (+b*) i niebieskiego (—b*). System L*C*h® opiera si¢ rdwniez
na trzech sktadowych, gdzie L* opisuje jasnos¢, C* okresla stopien nasycenia
barwy, natomiast parametr h® wyraza kat tonu barwy (0-360°) (Gliszczynska-
-Swigto, 2016).

Transmitancja optyczna (T)

Wtasciwoscei optyczne chitozanowych ostonek oceniono pod wzgledem prze-
puszczalno$ci swiatta w zakresie dtugosci fali od 250 do 850 nm. Pomiary
optyczne przeprowadzono za pomocg spektrofotometru Jasco z podwdjng wigz-
ka V-770 w temperaturze pokojowej. Wyniki wyrazono jako procent transmitan-
cji (% T) probek.

[Rozpuszczalnose w wodzie (WS)

Przed pomiarem z chitozanowych ostonek wycigto kwadraty o wymiarach
20 mm - 20 mm i zwazono. Probki nastepnie suszono w 75°C przez 24 go-
dziny w celu ustalenia poczatkowej suchej masy (/). Wysuszone probki za-
nurzono w 30 cm’ wody destylowanej na 24 godziny w temperaturze pokojo-
wej. Na koniec probki suszono ponownie w 75°C przez 24 godziny i zwazono
(W,) (Tan i in., 2020). Rozpuszczalno$¢ chitozanowych ostonek (%) okreslono
zgodnie z nastgpujacym wzorem:

ws =W

-100%
"
gdzie:
WS — rozpuszczalno§¢ w wodzie (%),
W, — poczatkowa sucha masa ostonki (g),
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W, — masa ostonki, ktora nie rozpuscita si¢ w 30 cm® wody w ciagu 24 go-
dzin w 75°C (g).

Szybkos¢ przenikania pary wodnej (WVTR] i przepuszczalnost pary wodnej (WVP)

Szybko$¢ przenikania pary wodnej i przepuszczalnos¢ pary wodnej chitozano-
wych ostonek zostaty okre§lone zgodnie z normg PN-ISO 2528:2000 (Polski
Komitet Normalizacyjny, 2000) i wedlug metodyki opisanej przez Priyadarshi
i in. (2018). Naczynia pomiarowe wypetniono 180 g suszacego zelu krzemion-
kowego i zamknigto metalowa pokrywka z gumowymi uszczelkami, pomi¢dzy
ktorymi umieszczono analizowane ostonki. Naczynia nastgpnie zwazono z do-
ktadnoscig do 0,001 g i umieszczono w eksykatorze o wilgotnosci wzglednej
70%. Eksykator umieszczono w inkubatorze w temperaturze 25°C. Wzrost
masy naczyn okreslono w czasie 8 godzin w odst¢gpach godzinnych. Wartosci
szybkosci przenikania pary wodnej (WVTR) i przepuszczalnosci pary wodnej
(WVP) dla kazdej ostonki obliczono zgodnie z nastepujagcymi wzorami:

WVTR =——
A-t
gdzie:
WVTR — szybko$é przenikania pary wodnej (g / (m? - d)),
w — przyrost masy (g),
t — czas (doba),
A — powierzchnia przenoszenia pary wodnej (m?);
WP = WVTR-d
P (R —Ry)
gdzie:

WVP — przepuszczalnos¢ pary wodnej (g/(Pa - s - m)),
WVTR — szybko$¢ przenikania pary wodnej (g/(m2 - d)),

d — grubo$¢ folii (m),

t — czas (s),

p — preznos$¢ pary nasyconej wody (31,7 mbar w 25°C),

R, — wilgotno$¢ wzgledna w eksykatorze na zewnatrz naczynia (%),
R, — wilgotno$¢ wzgledna wewnatrz naczynia (%).

Przepuszczalnosc tlenu (OTR)

Przepuszczalnos¢ tlenu okreslono na podstawie metody ASTM F3136-15 (ASTM
International, 2015) za pomocg systemu OxyPerm sktadajacego si¢ z analiza-
tora Oxysense 325 i dedykowanej komory przepuszczalnej z wbudowanym
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czujnikiem tlenu OxyDot. System mierzy zmiany st¢zenia tlenu na podstawie
czasu gaszenia fluorescencji zgodnie z ASTM F2714-08 (ASTM International,
2013). Probki do badan pocicto na kwadraty o wymiarach 60 mm - 60 mm. Tem-
peratura podczas testow wynosita 23°C, a wilgotno$¢ wzgledna 65%. Pomiary
zakonczono, gdy wspdtczynnik determinacji migdzy poszczegdlnymi pomiarami
byt wiekszy niz 0,95.

Analiza struktury za pomocg spektroskopii w podczerwieni z transformada Fouriera (FTIR)

Widma w podczerwieni chitozanowych ostonek okreslano za pomocg spek-
trometru PerkinElmer Spectrum 100 w podczerwieni z transformacja Fo-
uriera, stosujac tryb tlumionego catkowitego odbicia (ATR). Chitozanowe
ostonki analizowano za pomocg FTIR w funkcji transmisji. Widma FTIR uzy-
skano w zakresie od 4000 cm™' do 500 cm™, z rozdzielczoscia 1 cm™ i 95 ska-
néw. Spektrometr i przystawke ATR przed pomiarem czyszczono 96-procento-
wym alkoholem etylowym.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Badanie morfologii powierzchni chitozanowych ostonek przeprowadzono w Labo-
ratorium Naukowo-Dydaktycznym Nanotechnologii i Technologii Materiatowych
na Politechnice Slaskiej w Gliwicach. Analize wykonano skaningowym mikro-
skopem elektronowym (SEM) Zeiss Supra 35. Napigcie przyspieszajace wynosito
1 =5 kV. Detektor w elektronach wtornych (SE) zastosowano do uzyskania obra-
z6w topografii powierzchni. Obrazy zostaty zarejestrowane przy powigkszeniach
5000 + 30 000 razy. Za pomocg spektroskopii dyspersyjnej energii (EDS) prze-
prowadzono jako$ciowe badanie sktadu chemicznego chitozanowych ostonek.

Analiza wasciwosci przeciwutleniajgcych (DPPH, ABTS)

Oznaczanie aktywnoS$ci przeciwutleniajgcej chitozanowych ostonek przeprowa-

dzono za pomocg dwoch metod:

— metody z rodnikiem DPPH (wedtug procedury opisanej w podrozdziale ,,Przy-
gotowanie ekstraktow z wytlokow aronii — badania wstepne”, wyniki wyrazo-
no w mmol troloxu/100 g ostonki).

— metody TEAC z kationorodnikiem ABTS.

Oznaczanie aktywnosd przeciwutleniajgcej metoda TEAC z kationorodnikiem ABTS

Do oznaczenia zdolno$ci zmiatania wolnych rodnikow wykorzystano reakcj¢ ba-
danych probek z kationorodnikami ABTS. Oznaczenie wykonano wedtug meto-
dy Re i in. (1999). Do kolbki miarowej o pojemnosci 25 cm’® odwazono 0,096 g
ABTS™ i rozpuszczono w 2,45 mM roztworze nadsiarczanu potasu. Uzyskano
7,0 mM roztwor podstawowy kationorodnikow ABTS. Roztwor ten inkubowano
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przez 24 godziny w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej. Nastepnie roz-
cienczano go buforem fosforanowym o pH 7,4, aby osiggna¢ absorbancje okoto
0,75, mierzong przy dhugosci fali 734 nm. Do analizy pobierano 1,98 cm® roz-
tworu roboczego kationorodnika ABTS i 0,02 cm® probki. Spadek absorbancji
mierzono przy dhugosci fali 734 nm po 6 minutach. Réwnolegle przygotowano
krzywa wzorcowa zaleznosci absorbancji od stg¢zenia troloxu (rysunek 24). Wy-

niki wyrazono w przeliczeniu na mmol troloxu/g ostonki.
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Rysunek 24. Krzywa wzorcowa do obliczania warto$ci TEAC

Zrodto: Opracowanie whasne.

Pomiary spektrofotometryczne dla wskazanych oznaczen przeprowadzono
z wykorzystaniem dwuwigzkowego spektrofotometru Jasco V-770 w trzech
powtdrzeniach dla kazdego ekstraktu.

Oszacowanie bezposrednich kosztéw wytworzenia ostonek jadalnych

W celu zidentyfikowania poszczegdlnych elementéw kosztoéw wytworzenia chi-
tozanowych ostonek przeprowadzono szacowanie kosztow metoda inzynierska.
Metoda ta pozwala na bezposrednie badanie wyrobu, komponent po komponencie
zgodnie ze standardem PN-EN 60300-3-3:2017-07 Zarzadzanie niezawodno$cig —
Cze$¢ 3-3: Przewodnik zastosowan — Szacowanie kosztu cyklu zycia (Internatio-
nal Organization for Standarization, 2017). Do kalkulacji kosztow przyjeto koszty
pozostajace w bezposrednim zwigzku z wytworzonymi ostonkami, tj. koszt su-
rowcdéw podstawowych, koszt liofilizatu z wyttokéw aronii, koszt wytworzenia
ekstraktu z wyttokow aronii i koszt produkcji ostonek oraz uzasadniong czes$¢
kosztéw posrednio zwigzanych z wytworzeniem tych ostonek.
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4.3.4. Przeprowadzenie indywidualnego wywiadu pogtebionego

Ocene postrzegania i perspektyw rozwoju innowacyjnych oslonek jadalnych
przez wybrane branze przeprowadzono metoda indywidualnego wywiadu pogte-
bionego (individual in-depth interview — IDI). Na to badanie sktadaty si¢ naste-

pujace etapy:

— opracowanie scenariusza indywidualnego wywiadu poglebionego,

— przeprowadzenie wywiadow metoda indywidualnego wywiadu pogtebionego,

— przygotowanie transkrypcji z nagranych indywidualnych wywiadéw pogte-
bionych i analiza otrzymanych danych.

Opracowanie scenariusza indywidualnego wywiadu pogtebionego

Na pierwszym etapie opracowano narze¢dzie badawcze, ktérym byl scenariusz
wywiadu, stuzacy strukturyzacji wywiadu oraz upewnieniu si¢, ze wszystkie
istotne kwestie zostaly poruszone z respondentem. Scenariusz indywidualne-
go wywiadu poglebionego obejmowat pytania otwarte, pozwalajace badanym
podmiotom na swobod¢ wypowiedzi w zakresie pozadanych tresci. Scenariusz
sktadal si¢ z czes$ci metryczkowo-ewidencyjnej oraz z trzech obszaréw tema-
tycznych:

— Obszar 1. Ostonki jadalne — dotychczasowe stosowanie.

— Obszar 2. Chitozanowe ostonki jadalne — innowacyjne rozwigzanie.

— Obszar 3. Chitozanowe ostonki jadalne — silne i stabe strony, potencjalne za-
stosowanie.

Scenariusz wywiadu zaprezentowano w zataczniku.

Przeprowadzenie wywiadow metodg indywidualnego wywiadu pogtebionego

Na drugim etapie badania przeprowadzono indywidualne wywiady poglebione
wsrod przedsiebiorstw zwigzanych z branzg opakowaniowa i przemystem owo-
cowo-warzywnym, tj. producentami folii i ostonek oraz producentami i prze-
tworcami owocow 1 warzyw. Wybor branz byt podyktowany:

— dynamicznym rozwojem kategorii produktowych w ramach branz,

— zroznicowaniem pod wzgledem wielkosci podmiotéw rynkowych oferujacych
lub korzystajacych ze zblizonych produktow,

— wysoka innowacyjnoscig procesow i produktoéw w ramach badanych branz.

Kryteriami doboru przedsigbiorstw w danej branzy byly: charakter i wielko$¢
przedsiebiorstwa, znaczenie na rynku (udziaty rynkowe) oraz udziat innowacyjnych
produktow w portfelu produktowym. Badanie zostato przeprowadzone z technolo-
gami i menedzerami wyzszego szczebla reprezentujagcymi 19 przedsigbiorstw po-
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szczegblnych branz. Zakres czasowy badania obejmowat okres od wrzesnia 2019
do grudnia 2019 roku. Czas trwania pojedynczego badania wynosit okoto 30 mi-
nut. Charakterystyke badanych przedsigbiorstw przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Charakterystyka badanych przedsi¢biorstw

Wyszczegodlnienie | Liczba podmiotéw
Branza
Producent folii i ostonek 8
Producent owocow i warzyw 5
Przetworca owocow 1 warzyw 6
Kategoryzacja podmiotu
Duze przedsigbiorstwo (250 i wigcej) 4
Srednie przedsigbiorstwo (50-249) 5
Mate przedsigbiorstwo (10—49) 5
Mikroprzedsigbiorstwo (ponizej 10) 5
Skala dzialania
Regionalna 5
Krajowa 10
Europejska 3
Pozaeuropejska 1

Zrédlo: Opracowanie wlasne.

Przygotowanie transkrypdji z nagranych indywidualnych wywiadow pogtebionych i analiza
otrzymanych danych

Oprzyrzadowaniem wykorzystywanym w trakcie przeprowadzonych wywia-
dow byta rejestracja audio za pomocg dyktafonu. Na trzecim etapie na podsta-
wie nagranych wywiadow przygotowano transkrypcje jako dzialanie utatwiajace
szczegOtowa analiz¢ zebranego materiatu. Nastgpnie przeprowadzono analize
zebranych informacji.

4.3.5. Analiza statystyczna wynikow

Analizg statystyczng wszystkich otrzymanych wynikéw przeprowadzono przy
uzyciu komercyjnego pakietu statystycznego Statistica 13.1 (StatSoft).

1. W oznaczeniach fizykochemicznych obliczono podstawowe statystyki opiso-
we. W celu poréwnania warto$ci $rednich przeprowadzono analiz¢ wariancji
(ANOVA). Dla zweryfikowania istotnosci réznic miedzy wartosciami $redni-
mi zastosowano test Tukeya. W szacowaniu statystycznym za poziom istot-
nosci przyjeto p < 0,05.
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2. W optymalizacji procesu ekstrakcji do okreslenia interakcji miedzy badanymi
zmiennymi pozwalajagcymi na wyznaczenie wlasciwej odpowiedzi przy mi-
nimalnej liczbie doswiadczen zastosowano metode plaszczyzny odpowiedzi
(RSM), ktora wykorzystuje metody analizy matematycznej oraz statystycz-
nej. W celu dopasowania modelu matematycznego w postaci wielomianu
drugiego stopnia dla uzyskanych wynikéw eksperymentalnych przeprowa-
dzono analize wariancji (ANOVA) oraz analize¢ regresji wielorakiej. Dla zwe-
ryfikowania istotnosci réznic pomigdzy wartosciami $Srednimi zastosowano
test Tukeya. W szacowaniu statystycznym za poziom istotnosci przyjeto
p < 0,05. Analizie statystycznej poddano takze otrzymane wyniki badan
empirycznych frakcji (TPC, TAC i DPPH) otrzymanych za pomocg chro-
matografii kolumnowej na ztozach LiChroprep i poliamidowym. Obliczono
wartos$ci statystyki Fishera (F) oraz poziomy prawdopodobienstwa (p), przy
poziomie istotnosci a = 0,05.
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S. Wyniki badan i ich ocena

5.1. Charakterystyka surowca do badan

Oceng jakos$ci surowca, z ktorego pozyskano wyttoki do badan, przeprowadzono
dla odmian Nero i Galicjanka. Sg to specjalnie wyselekcjonowane odmiany ho-
dowlane z gatunku aronii czarnoowocowej. Nero i Galicjanka sg, odpowiednio,
przyktadami odmiany czeskiej i polskiej aronii, charakteryzuja si¢ duza plen-
nos$cig i odpornoscig na szkodliwe czynniki $rodowiskowe (Kulling i Rawel,
2008). Pewne cechy morfologiczne tych odmian sg cechami diagnostycznymi,
pozwalajacymi na ich rozrdznienie.

A B
. . o ' ‘
I przekroj poprzeczny ’ .

Rysunek 25. Przekro6j podluzny i poprzeczny owocow aronii odmiany (A) Nero
i (B) Galicjanki

Zrodto: Fotografie whasne.

Badane odmiany owocow roznity si¢ ksztattem jagody (rysunek 25). Owo-
ce odmiany Galicjanka miaty lekko splaszczony ksztatt, w poréwnaniu z owo-
cami odmiany Nero, ktore charakteryzowaty si¢ lekko wydluzonym ksztat-
tem. Barwa owocoéw odzwierciedla rodzaj i liczbe zwigzkow barwigcych.
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Jest to wazna cecha ich jakosci i atrakcyjnosci. Badane owoce aronii miaty
barwe od ciemnoczerwonej do ciemnofioletowej. Nalezy podkresli¢, ze byty
to owoce bardzo dobrze, intensywnie i jednolicie wybarwione. Srednia masa
pojedynczej jagody dla badanych odmian wynosita 1,12 i 1,34 g, odpowied-
nio dla odmiany Nero i Galicjanka, a ich $rednice wynosily okoto 10,9 mm
(Nero) 1 12,5 mm (Galicjanka). Wedtug danych literaturowych odmiana Ga-
licjanka wytwarza najwigksze owoce, najmniejsze sa owoce odmiany Nero
(Ochmian 1 in., 2012). Wielko$¢ owocoéw jest jednym z czynnikéw $wiadcza-
cym o ich jakosci i determinujacym ich przeznaczenie. Do konsumpcji bezpo-
sredniej przeznacza si¢ owoce wicksze, a mniejsze zazwyczaj sg wykorzysty-
wane przez przemyst przetworczy (Ochmian i in., 2013). Swieze owoce aronii
charakteryzujg si¢ cierpkim, kwasnym smakiem i1 z tego wzgledu ich bezpo-
srednia konsumpcja jest ograniczona. Sa one przede wszystkim wykorzysty-
wane w przemysle przetwérczym. Przetwarza si¢ je gldéwnie do postaci sokow,
dzemo6w, win 1 herbatek owocowych.

W warunkach procesu produkcji soku aroniowego z 18 kg owocoéw kazdej
z odmian otrzymano 2,97 kg wyttokow odmiany Nero (WN) i 3,33 kg wytlo-
kow odmiany Galicjanka (WG). Ilo§¢ uzyskanych wyttokéw w skali laborato-
ryjnej ksztaltowata si¢ na poziomie 16% (WN) i 18% (WG). W praktyce prze-
mystowej moze to oznaczaé, ze okoto 16%—18% suchej masy owocow aronii,
pozostajacej w skorce 1 nasionach, nie jest obecnie wykorzystane, a w sprzyja-
jacych warunkach moze by¢ zrodtem substancji o wlasciwosciach przeciwutle-
niajacych i btonnika pokarmowego. Dane literaturowe wskazuja, ze produkty
uboczne pochodzace z owocoOw moga stanowi¢ nawet okolo 20%—-60% w sto-
sunku do masy substratu (Amaya-Cruz i in., 2015; Klimczak i in., 2011; Paday-
achee i in., 2017).

Otrzymane w procesie tloczenia soku wyttoki aronii poddano procesowi lio-
filizacji, poniewaz proces ten nie powoduje degradacji cieplnej materiatu, zacho-
wany zostaje ksztatt i wyglad surowca oraz najwigksza szybko$¢ ponownego
uwodnienia (Zalewska i in., 2016). W wyniku zastosowanego procesu liofilizacji
otrzymano 1,26 kg (WN) i 1,49 kg (WG) wysuszonych wyttokow. Nastepnie
liofilizaty wytlokéw zmielono do wielkosci czastek wynoszacej srednio 8,89
um. W wyniku zmielenia uzyskano mniejsza i bardziej zhomogenizowang prob-
ke, co prowadzito do lepszego kontaktu powierzchni probki z rozpuszczalnikiem
ekstrakcyjnym. Suszenie jest jednym z najwazniejszych proceséw podstawo-
wych w technologii przemystu spozywczego. Z jednej strony proces ten prowa-
dzi do spadku aktywnosci wody, a takze do zahamowania reakcji enzymatycz-
nych i nieenzymatycznych, w wyniku czego produkt staje si¢ trwaty. Natomiast
z drugiej strony usuniecie wody z Zywnos$ci w procesie suszenia moze prowadzi¢
do utraty wilasciwosci odzywczych i sensorycznych produktow spozywczych
(Ahrne 1 in., 2007; Stojanovic i Silva, 2007). W badaniach roslin w wigkszo-
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sci przypadkow preferowana jest wysuszona probka, ze wzgledu takze na czas
potrzebny do zaprojektowania eksperymentu. Zastosowanie optymalnej techniki
suszenia materialu roslinnego ma istotne znaczenie w utrzymaniu w nim wyso-
kiego poziomu zwigzkow o charakterze przeciwutleniajagcym. Bober i Oszmian-
ski (2004) zaobserwowali, ze najwigcej barwnikéw antocyjanowych zawierat
wyciag z wytlokéw aronii poddanych procesowi liofilizacji, a najmniej tych
zwigzkow bylo przy zastosowaniu suszenia owiewowego. Wedtug Thi i Hwang
(2016) najwyzszg zawartoscig polifenoli, w tym flawonoidéw i antocyjandw,
charakteryzowaly si¢ zliofilizowane owoce aronii, a najnizszg owoce aronii
suszone w piekarniku. W poréwnaniu z innymi metodami suszenia liofilizacja
gwarantuje otrzymanie produktu o najlepszej jakosci. W badaniach przeprowa-
dzonych przez Zalewska i in. (2016) barwa, smak oraz jako$¢ ogdlna wybranych
owocow liofilizowanych zostaly ocenione przez respondentdow wyzej niz owoce
po suszeniu konwekcyjnym. Proces liofilizacji pozwolil na zachowanie barwy
zblizonej do owocow §wiezych.

Majac na uwadze powyzsze wyniki, stwierdzono, ze wybrane cechy morfolo-
giczne badanych odmian aronii sg cechami diagnostycznymi pozwalajagcymi na
ich rozréznienie i moga by¢ jednym z czynnikow, ktory wptywa na zawartosé
substancji bioaktywnych wystepujacych w wyttokach aronii.

5.2. Wstepna ocena wiasciwosci przeciwutleniajacych
wyttokow aronii

Wstepng oceng wiasciwosci przeciwutleniajgcych przeprowadzono na podsta-
wie okres$lenia:

— 0golnej zawartosci zwigzkow fenolowych,
— ogolnej zawarto$ci antocyjanow,
— wlasciwosci przeciwutleniajacych za pomoca testu z rodnikiem DPPH.

Ocena ogolnej zawartosci zwigzkow fenolowych w ekstraktach z wyttokéw aro-
nii uzyskanych w wyniku ekstrakcji 80-procentowym roztworem alkoholu ety-
lowego

Ogolng zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w ekstraktach z wyttokow aronii od-
miany Nero (WN) i Galicjanka (WG) przedstawiono na rysunku 26. Ogoélna za-
warto$¢ zwigzkow fenolowych w ekstraktach wyttokéw aronii odmiany Nero
byta o okoto 23% wyzsza w porownaniu z wyttokami aronii odmiany Galicjanka
1 wyniosta $rednio 150,2 mg GAE/g suchej masy ekstraktu.
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Objasnienia: a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05).

Rysunek 26. Ogoélna zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w ekstraktach
z wytlokéw aronii uzyskanych w wyniku ekstrakceji 80-procentowym roztworem
alkoholu etylowego odmiany Nero (WN) i Galicjanka (WG)

Zrodto: Opracowanie whasne.

Wedtug danych literaturowych odmiany aronii takie jak Viking i Nero za-
wierajg wiecej zwigzkow fenolowych niz odmiana Galicjanka (Jakobek i in.,
2012). Zwiazki fenolowe wystepuja we wszystkich elementach ro$liny: korze,
kwiatach, nasionach, li§ciach, korzeniach, owocach i cze$ciach zdrewniatych
(Jeszka 1 in., 2010). Poniewaz charakteryzujg si¢ zr6znicowang budowg che-
miczng 1 wiasciwo$ciami chemicznymi, fizycznymi oraz biologicznymi, ich
zawarto§¢ w poszczegolnych elementach ros§liny moze si¢ znaczaco roznic.
Ogolna zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w roznych odmianach aronii moze wy-
nosi¢ 690-2560 mg GAE/100 g §wiezej masy (Jakobek i in., 2007; Rop i in.,
2010). Ochmian i in. (2012) oznaczyli ogdlng zawartos¢ zwigzkow fenolowych
w owocach aronii na poziomie 819-1330 mg GAE/100 g $wiezej masy. Wedtug
Mayer-Miebach i in. (2012) zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogétem w owo-
cach ksztattowata si¢ na poziomie 1500-1790 mg GAE/100 g $wiezej masy,
natomiast w wytlokach od 3100 do 6300 mg GAE/100 g $wiezej masy. Kap-
ci iin. (2013) podaja zawarto$¢ zwigzkow fenolowych ogétem na poziomie
1330 mg/100 g dla owocow i 6310 mg/100 g dla wyttokow. Przedstawione
wyniki wskazujg, ze wyttoki aronii sg kilkukrotnie bogatszym Zrodtem zwigz-
kéw fenolowych w porownaniu z calymi owocami. W badaniach wlasnych
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stwierdzono, ze ekstrakty WN i WG w obrebie zastosowanej odmiany wytto-
kow wykazywaty statystycznie istotne réznice (p < 0,05) pod wzgledem ogdlne;j
zawartosci zwigzkow fenolowych.

Ocena ogodlnej zawartosci antocyjanéw w ekstraktach z wyttokéw aronii uzy-
skanych w wyniku ekstrakcji 80-procentowym roztworem alkoholu etylowego

Ogolng zawartos¢ antocyjandow w ekstraktach z wyttokéw aronii odmiany
Nero (WN) i Galicjanka (WG) przedstawiono na rysunku 27. Ogo6lna zawar-
to$¢ antocyjandw w ekstraktach z wytlokow aronii odmiany Nero byta o oko-
to 29% wyzsza w porownaniu z ekstraktami z wytlokéw aronii odmiany Ga-
licjanka i wyniosta $rednio 76,3 mg C3GE/g suchej masy ekstraktu. Badane
ekstrakty WN 1 WG istotnie si¢ r6znity pod wzgledem ogolnej zawartosci an-
tocyjanow.
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60 A 54,4b

40
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20 A

WN WG
Objasnienia: a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05).

Rysunek 27. Ogo6lna zawartos¢ antocyjanéw w ekstraktach z wytlokéw aronii
uzyskanych w wyniku ekstrakeji 80-procentowym roztworem alkoholu etylowego
odmiany Nero (WN) i Galicjanka (WG)

Zrédto: Opracowanie whasne.

Wiytltoki aronii, ktoére pozostajg jako odpad po produkeji soku zawierajg mie-
dzy 60% a 80% barwnikow antocyjanowych surowca (Bialek i in., 2012; Fronc
i Oszmianski, 1994). Barwniki owocoéw aronii gromadza si¢ gtownie w skorce,
ktora trudniej poddaje si¢ ttoczeniu niz migzsz. Wsrdéd antocyjanéw aronii do-
minuje 3-galaktozyd cyjanidyny (57%) odznaczajacy si¢ najwyzsza aktywnos$cia
przeciwutleniajaca sposrod wszystkich znanych antocyjandéw (Bober i Oszmian-
ski, 2004; Espin i in., 2000).
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Ocena wiasciwosci przeciwutleniajacych w ekstraktach z wyttokéw aronii uzy-
skanych w wyniku ekstrakcji 80-procentowym roztworem alkoholu etylowego

Witasciwosci przeciwutleniajace okre$lone za pomoca testu z rodnikiem DPPH
dla zbadanych ekstraktow przedstawiono na rysunku 28. Ogoélna zawarto$¢
zwigzkow fenolowych i antocyjandw ma bezposredni zwiazek z wtasciwosciami
przeciwutleniajacymi (Nawirska i in., 2007). Stad tez istotnie wyzsza aktyw-
no$¢ przeciwrodnikowa (okoto 17%) wsrdd przebadanych ekstraktow z wytlo-
koéw aronii wykazata probka WN (38,9 mM troloxu/100 g s.m. ekstraktu).
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WN WG
Objasnienia: a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05).

Rysunek 28. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca w ekstraktach z wytlokéw aronii
uzyskanych w wyniku ekstrakcji 80-procentowym roztworem alkoholu etylowego
odmiany Nero (WN) i Galicjanka (WG)

Zrédlo: Opracowanie wlasne.

Przeprowadzona analiza statystyczna pozwolila stwierdzi¢, ze badane eks-
trakty roznily si¢ od siebie istotnie statystycznie aktywnos$cia przeciwutleniajaca.
W dostepnej literaturze stosunkowo niewiele jest danych dotyczacych wtasci-
wosci przeciwutleniajacych wyttokow aronii powstajacych w procesie ttoczenia
owocOow. Mozna zatem przypuszczaé, ze potencjal przeciwutleniajacy wytto-
koéw aronii nie jest jeszcze wystarczajaco dobrze poznany.

Przeprowadzone badania wykonywano pod katem wstepnej oceny wtasciwo-
$ci przeciwutleniajacych uzyskanych ekstraktoéw z dwoch odmian wyttokow aro-
nii w celu wyodrgbnienia do kolejnych etapow badan tylko jednej odmiany. Na
podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze do kolejnych etapéw badan
zostang wykorzystane wytloki aronii odmiany Nero (WN), poniewaz dla tej od-
miany stwierdzono wyzsza ogolng zawarto$¢ zwigzkow fenolowych, ogolna za-
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warto$¢ antocyjanow oraz silniejsze wiasciwosci przeciwutleniajgce zmierzone
przy uzyciu testu z rodnikiem DPPH w poréwnaniu do wyttokdéw aronii odmia-
ny Galicjanka.

5.3. Optymalizacja procesu ekstrakcji wyttokéw aronii

Wyniki rozdzialu 5.3 obejmujg fragment publikacji Sady i in. (2019). Wyniki te
stanowily podstawe do realizacji badan zwigzanych z otrzymywaniem ekstraktu
o wysokich wlasciwosciach przeciwutleniajacych.

Optymalizacje¢ procesu ekstrakcji w celu otrzymywania ekstraktu o wyso-
kich wtasciwosciach przeciwutleniajacych z wytlokéw aronii odmiany Nero
przeprowadzono na podstawie zastosowanego planowania do$§wiadczen metoda
powierzchni odpowiedzi (RSM). W przeprowadzonym do§wiadczeniu stezenie
alkoholu etylowego w zakresie 60-96% przypisano do czynnika X, natomiast
czas sonikacji w zakresie od 10 do 30 min stanowil odpowiednio czynnik X,.
Czynniki X, 1 X, okre$lono w eksperymencie jako zmienne niezalezne i zba-
dano ich wptyw na ogdlng zawartos¢ zwigzkow fenolowych (TPC), ogdlng za-
warto$¢ antocyjandéw (TAC) oraz wiasciwosci przeciwrodnikowe (DPPH), ktore
stanowity funkcje odpowiedzi dla tych czynnikdéw. Zmienne niezalezne oraz ich
zakodowane 1 rzeczywiste warto$ci przedstawiono w podrozdziale ,,Optymali-
zacja procesu ekstrakcji” w tabeli 6. Uktady etanolowe i wodno-etanolowe sg
czesto stosowane jako rozpuszczalnik do ekstrakcji zwigzkow fenolowych, row-
niez z aronii, ze wzgledu na umiarkowang polarno$¢, niska toksyczno$é, wyso-
ka efektywnos¢ ekstrakcji i minimalny szkodliwy wplyw na ludzi i $rodowisko
(Simi¢ i in., 2016). Wyniki badan Thi i Hwang (2014) wykazaly, ze w ekstrak-
tach etanolowych stwierdzono znacznie wyzszg aktywno$¢ zwigzkow polife-
nolowych w poréwnaniu z ekstraktami wodnymi. Z kolei za pomocg ultradz-
wiekéw mozna przeprowadzi¢ petne ekstrakcje w ciggu kilku minut, osiagajac
wysoka powtarzalnos$¢, zmniejszajac zuzycie rozpuszczalnika, upraszczajac ma-
nipulacj¢ 1 obrobke, zapewniajac wyzsza czysto$¢ produktu koncowego, elimi-
nujac dalsze oczyszczanie i zuzywajac niewielka ilo$¢ energii (Giacometti i in.,
2018; Romanik i in., 2007; Zhou i in., 2017). Yolmeh i in. (2014) na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzili, ze ekstrakcja wspomagana ultradzwicka-
mi to skuteczna technika dla ekstrakcji naturalnych barwnikow w poréwnaniu
z konwencjonalnymi metodami ekstrakcji. Zaletami tej techniki pod wzgledem
ilosciowym 1 jakosciowym sa: krotszy czas ekstrakcji, mniejsza degradacja
barwnikow oraz uzyskanie intensywnej barwy.

Na podstawie opracowanych zatozen eksperymentu przy uzyciu programu
statystycznego wyznaczono plan kompozycyjny, ktory obejmowal przygotowa-
nie 10 ekstraktow. Probki przygotowano zgodnie z opracowanym planem kompo-
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zycyjnym (tabela 11). Podczas nadzwickawiania probek monitorowano wielko$¢
whiesionej energii do prébki oraz obliczono pochodne wielko$ci energetyczne
pola ultradzwigkowego. Zmiany wielko$ci energetycznych nadzwickawiania
probek ekstraktow z wytlokdéw aronii przedstawiono w tabeli 10. Moc akustycz-
na w przeprowadzonych badaniach w zaleznos$ci od stezenia alkoholu etylowego
1 czasu nadzwigkawiania zmieniala si¢ w zakresie od 2,6 W (65% 1 27 min) do
17,6 W (78% 1 10 min). Znajac wielko$¢ energii i mocy akustycznej, jak réwniez
objetosci nadzwigkawianych ekstraktow, mozliwe byto okreslenie gestosci mocy
1 gestosci energii. Parametry te zostaly zastosowane podczas optymalizacji pro-
cesow sonikacji. Najwicksza warto$¢ gestosci energii (251 700 J/dm3) 1 gesto-
$ci mocy (290,5 W/dm3) stwierdzono podczas 20-minutowego nadzwigkawiania
ekstraktow przy stezeniu 60% alkoholu etylowego (tabela 10).

Tabela 10. WielkoSci energetyczne nadzwi¢kawiania ekstraktéw z wytlokéw aronii
odmiany Nero (WN)

Odkogg;:,al:lii gv(:’zmmy Parametry
X; X, t N E, w, W, 1
60 20 1200 10,5 12585 251700 290,5 2,7
78 20 1200 6,7 8063 161267 134,4 1,3
78 20 1200 6,8 8137 162740 135,6 1,3
65 27 1620 2,6 4144 82873 51,2 0,5
78 10 600 17,6 10570 211393 3523 33
65 13 780 6,6 5158 103153 132,2 1,2
96 20 1200 6,2 7459 149180 1243 1,2
90 27 1620 5,2 8404 168073 103,7 1,0
78 30 1800 3,0 5354 107080 59,5 0,6
90 13 780 14,5 11328 226567 209,8 2,0

Objasnienia: ¢ — czas sonikacji (s), N — moc akustyczna (W), E; — energia sonikacji (J), ¥, — gesto$¢ energii
(J/dm?), W,, — gestos¢ mocy (W/dm?®), I — natezenie fali akustycznej (W/cm?).

Zrodto: Opracowanie whasne.

Proces nadzwigkawiania opisuje si¢ rOwniez za pomocg natezenia. Jest to
miarodajny parametr okreslajacy ilo$¢ energii przenoszonej przez falg akustycz-
ng 1 docierajgcej do powierzchni osrodka prostopadtej do kierunku rozchodzenia
si¢ fali. Przyjmuje si¢, ze aby doszlo do wywotania kawitacji w ciektym osrod-
ku, natezenie fali ultradzwickowej nie moze byé nizsze niz 1,0 W/cm? (Kwar-
ciak-Koztowska 1 Stawik-Dembiczak, 2016). Stwierdzono, ze tylko podczas
sonikacji ekstraktow otrzymanych przy uzyciu 65-procentowego alkoholu ety-
lowego 1 w czasie ekstrakcji wynoszacym 27 minut oraz 78-procentowego alko-
holu etylowego w 30-minutowej ekstrakcji natezenie fali ultradzwickowej byto
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nizsze od teoretycznego progu do wywotania kawitacji 1 wynosilo odpowied-
nio 0,5 W/ m? i 0,6 W/em?”. Najwyzsza wielko§¢ natezenia fali ultradzwickowej
(3,3 W/cmz) zaobserwowano podczas 10-minutowej sonikacji (tabela 10).

Dla przygotowanych ekstraktéw wykonano analizy empiryczne, a nast¢pnie
przeprowadzono ocen¢ wplywu wybranych czynnikéw (X, 1 X,) na ogolng za-
wartos¢ zwiazkow fenolowych, og6lng zawartos¢ antocyjanéw oraz wtasciwosci
przeciwrodnikowe w ekstraktach z wyttokow aronii. Schemat przeprowadzonego
eksperymentu i uzyskane wyniki jako $rednie z trzech powtorzen przedstawiono
w tabeli 11. Ogdlna zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w badanych probkach byta
na poziomie 95,9—188,5 mg GAE/g s.m. ekstraktu, ogdlna zawartos¢ antocyja-
néw oscylowala na poziomie 68,7-89,3 mg C3GE/g s.m. ekstraktu, natomiast
aktywno$¢ przeciwrodnikowa zostata zmierzona w zakresie 26,3-49,2 mM
Tr/100 g s.m. ekstraktu. Sposroéd analizowanych ekstraktéw najwyzsza ogoélng
zawartos¢ zwigzkow fenolowych i wlasciwosci przeciwutleniajagce zmierzo-
ne przy uzyciu testu z rodnikiem DPPH oznaczono w probkach ekstraktu przy
uzyciu 60-procentowego roztworu alkoholu etylowego podczas 20-minutowe;j
sonikacji, natomiast najwyzsza ogoélng zawarto$¢ antocyjandéw stwierdzono
w probkach ekstraktu przy uzyciu 65-procentowego roztworu alkoholu etylo-
wego podczas 13-minutowej sonikacji. Najnizsze wartosci TPC, TAC i DPPH
zostaly okreslone przy zastosowaniu 96-procentowego roztworu alkoholu ety-
lowego podczas 20-minutowej sonikacji. Cvetkovi¢ i in. (2018) udowodnili, ze
warunki ekstrakcji, takie jak rodzaj i stezenie rozpuszczalnikow, czas reakcji
oraz temperatura, miaty znaczacy wplyw na poziom ogdlnej zawartos$ci zwigz-
kow fenolowych i aktywnos$¢ przeciwutleniajagcg w liSciach aronii. Z kolei Si-
mi¢ 1 in. (2016) wykorzystali RSM do okreslenia optymalnych parametrow dla
osiggniccia maksymalnej ogolnej zawartosci zwigzkéw fenolowych z calych
owocOw aronii i stwierdzili, ze optymalny czas ekstrakcji i st¢zenie alkoholu
etylowego wynosity odpowiednio 15 minut i 53,8%. W réznych badaniach do-
tyczacych osiggnigcia najwyzszej efektywnosci ekstrakcji z komercyjnie mro-
zonych owocow aronii optymalne parametry, takie jak czas ekstrakcji i1 stgze-
nie alkoholu etylowego, wynosity odpowiednio: 15 minut i 62,5% (Simi€ i in.,
2018). Y.Y. Xu iin. (2017) rowniez badali proces optymalizacji ekstrakcji wspo-
maganej ultradzwickami dwufazowego uktadu rozpuszczalnikéw (wody i alko-
holu etylowego) w celu uzyskania wysokiej ogdlnej zawarto$ci zwigzkow fe-
nolowych w wyttokach aronii. Autorzy zidentyfikowali optymalne parametry
za pomoc3a RSM na poziomie 69-procentowego roztworu alkoholu etylowego
(z zakresu 60%—-80%) podczas 50-minutowej sonikacji (z zakresu 40-60 mi-
nut), co pozwolito na wyekstrahowanie zwigzkéw fenolowych ogdtem na po-
ziomie 68,15 mg GAE/g. W badaniu N. Gao i in. (2016) optymalne stgzenie
alkoholu etylowego przy zastosowaniu ekstrakcji ultradzwigkowej dla ekstrak-
tow pulpy aronii wyniosto 56%. Wedtug S. Chen i in. (2018) optymalne warunki
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ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami dla okreslenia ogdlnej zawartosci an-
tocyjandw w aronii to stezenie 62-procentowego alkoholu etylowego podczas
44-minutowego nadzwigkawiania probki. W tych warunkach (moc ultradzwig-
kowa 198 W i stosunek ciecz—ciato state 19 cm3/g) autorzy uzyskali 4,319 mg
C3GE/g antocyjandéw (Chen, 2018). Porownujac otrzymane w doswiadczeniu
optymalne parametry z wynikami badan opublikowanych w powyzszych pra-
cach, mozna stwierdzi¢, ze uzyskane stezenie na poziomie 60-procentowego al-
koholu etylowego podczas 20-minutowego nadzwigkawiania probki wpisuje si¢
w wigkszosci w obserwacje innych autorow.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu okre$lono modele regresji w postaci
réwnan wielomianowych drugiego stopnia dla wartosci TPC (Y,), TAC (Y,),
DPPH (Y;) (tabela 12). Modele odpowiedzi dobrze opisaly zmiennos¢ analizo-
wanego zjawiska — wyjasnity od niemal 89% do niemal 99% zmienno$ci. Mode-
le charakteryzowaly si¢ dobrym dopasowaniem, na co wskazuje wysoka warto$¢
wspoétczynnika determinacji R* W przypadku TPC i DPPH wartos$ci R’ byly
bliskie 1 i wynosity odpowiednio 0,984 i 0,988. Nieistotna statystycznie wartos¢
braku dopasowania dla TPC i DPPH wskazuje, ze modele regresji dobrze ko-
respondowaty z danymi eksperymentalnymi. W przypadku TAC warto$¢ braku
dopasowania jest istotna statystycznie, ale réwniez ten model charakteryzuje si¢
wysokimi warto$ci wspdtczynnika determinacji i skorygowanego wspdtczynnika
determinacji (R* = 0,888; R*, = 0,747). Wedhug Joglekar i May (1987) R* powy-
zej 0,800 dobrze dopasowuje model odpowiedzi. Z uwagi na to, ze wartosci R?
dla zmiennych odpowiedzi byly wyzsze niz 0,800, modele regresji byty odpo-
wiednie do wyjasnienia ich zachowania.

Modele matematyczne w postaci réwnan wielomianowych drugiego stopnia
zastosowane do opisu uzyskanych wynikow byly istotne statystycznie na po-
ziomie p < 0,0001. W przypadku oznaczenia testem DPPH Zadna z reszt nie
przekroczyla 4% wartosci eksperymentalnych, podczas gdy $redni bezwzgledny
btad procentowy (MAPE) wynosit 1,8%. Dla TPC MAPE wyniost 2,2%, przy
czym najwigksza roznica miedzy modelem a danymi eksperymentalnymi byta
zwigzana z wysokimi (ponad 90-procentowymi) stezeniami alkoholu etylowe-
go. W przypadku TAC MAPE wyniost 1,9%. Odpowiednio dobre dopasowa-
nie mozna oceni¢ dla Y, Y5, dla ktorych istnieje wysoka zgodnos¢ modelu em-
pirycznego z rzeczywistymi danymi. Analiza statystyczna wykazata, ze wsrdd
ocenianych zmiennych stezenie alkoholu etylowego (X, p = 0,014, p = 0,014
i p = 0,029) miato znaczacy wptyw na ogo6lng zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych,
0golng zawarto$¢ antocyjanéw oraz wiasciwosci przeciwrodnikowe, podczas
gdy czas sonikacji w analizie wariancji nie réznicowat istotnie poziomu tych od-
powiedzi (tabela 13). Jednoczes$nie dla zastosowanego czasu sonikacji znaczacy
byt brak dopasowania, co oznacza, ze wyniki w tym przypadku nie sa jedno-
znaczne.
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Tabela 12. Dopasowany model kwadratowy pod wzgledem zakodowanych
zmiennych dla ogélnej zawartosci zwiazkéw fenolowych (TPC), ogdlnej zawartosci
antocyjanéw (TAC) oraz wlasciwosci przeciwrodnikowych (DPPH)
ekstraktéw z wytlokow aronii odmiany Nero (WN)

Odpo- Regresja
‘po: Réwnanie wielomianowe drugiego stopnia (p-war- R | R?
wiedz py a
tos¢)
Y, 488,75 -481,89X, + 81,35)(12 -6,41X, + 0,029)(22 + 0,0001 | 0,984 | 0,964
6,00X.X,
Y, 19804,21 +282,718X,— 229,65 1X12 —1.66X, + 0,004)(22 + 0,0001 | 0,888 0,747
1,782X X,
Y, |84,29-3230X, - 28,43)(12 — 1,009, + 0,006)(22 + 0,0001 |0,9880,973
0,929X X,

Objasnienia: Y, — TPC, Y, — TAC, Y; — DPPH, R* - wspotczynnik determinacji, Rza — skorygowany wspot-
czynnik determinacji.

Zrodto: Opracowanie whasne.

Sporzadzone trojwymiarowe wykresy powierzchni odpowiedzi dla ozna-
czonych wielko$ci pokazuja interaktywny wplyw stezenia alkoholu etylowego
1 czasu sonikacji na og6lnag zawarto$¢ zwiazkow fenolowych, ogdlng zawartosc¢
antocyjanow i wlasciwosci przeciwrodnikowe (rysunek 29). Ksztatt powierzchni
odpowiedzi wskazuje, ze w kazdym z analizowanych przypadkéw najwazniej-
szym czynnikiem bylo stezenie alkoholu etylowego. Im nizsze bylo stezenie al-
koholu etylowego, tym wyzsza bylta efektywnosc¢ ekstrakeji. Odnoszac si¢ szcze-
goblnie do rysunkow A i C, mozna zaobserwowacé, ze czas sonikacji nie wpltywat
na wlasciwosci ekstraktow lub wplywatl na nie w nieistotny sposob.

W celu zweryfikowania stopnia zdolnosci prognostycznej metodologii po-
wierzchni odpowiedzi na wiarygodno$¢ zaprojektowanego doswiadczenia prze-
prowadzono walidacj¢ modelu dla pigciu stezen alkoholu etylowego: 50%, 55%,
60%, 62% 1 75% podczas 20 minut sonikacji (tabela 14). Walidacja modelu na
dwodch poziomach (62% i 75%) wykazata, ze model dobrze odpowiada danym
eksperymentalnym, poniewaz zostal zweryfikowany z bledem mniejszym niz
10%. W przypadku odchylen warto$ci przewidywanych w poréwnaniu z warto-
sciami eksperymentalnymi dla ogolnej zawartosci antocyjanéw wynosity okoto
1%, podczas gdy w przypadku ogdlnej zawartos$ci zwiazkoéw fenolowych 1 ak-
tywnosci przeciwrodnikowej bylty w zakresie 1-6%. Takie wyniki mozna uznac
za zadowalajace. Majac na uwadze, ze optymalne parametry modelu byty zbli-
zone do dolnej granicy badanych stezen alkoholu etylowego, sprawdzono, czy
model dziata rowniez dla stgzen ponizej 60%. W przypadku 50-procentowego
1 55-procentowego alkoholu etylowego przewidywane dane odbiegaly od danych
eksperymentalnych o ponad 45% dla ogdlnej zawartosci zwiazkow fenolowych,
35%—40% dla wilasciwosci przeciwrodnikowych zmierzonych testem DPPH
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Rysunek 29. Wplyw stezenia alkoholu etylowego i czasu sonikacji na (A) ogélna
zawartos¢ zwigzkéw fenolowych (TPC), (B) ogdlna zawarto$é antocyjanéw (TAC),
(C) wlasciwosci przeciwrodnikowe (DPPH) w ekstraktach z wytlokéw aronii od-
miany Nero (WN)

Zrodto: Opracowanie whasne.
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1 1%—7% dla og6lnej zawarto$ci antocyjanow. Jednoczes$nie oznaczone warto$ci
dla stezen alkoholu etylowego ponizej analizowanego zakresu (60%—96%) byty
wyraznie nizsze (o 15% dla zwigzkéw fenolowych ogdtem, o 11% dla DPPH
10 2% dla antocyjandw ogotem) niz wyniki uzyskane dla optymalnego poziomu
stezenia alkoholu etylowego (60%).

Tabela 14. Walidacja zoptymalizowanego modelu

0(1)1:)02(:(())3;“‘3 Odpowiedz Y, TPC Odpowiedz Y, TAC Odpowiedz Y; DPPH
czynnikéw (mg GAE/g s.m.) (mg C3GE/g s.m.) (mM Tr/100 g s.m.)
X X WE wp WE WP WE wp

60 20 |1869+1,1| 183,5 87,9+ 12 86,2 48,8 + 0,9 48,1
62 20 [1839+1,5] 1790 88,6+ 1,3 87,3 47,6+ 12 47,1
75 20 |1553+24| 1465 87,1 0,9 87,8 42,9 +0,7 40,2
55 20 [1344+28] 1977 84,8 +22 83,8 372+ 1,8 50,4
50 20 |136,0+2,6] 211,35 855+ 1,7 30,0 37.5+0,5 52,5

Objasnienia: WE — warto$ci eksperymentalne, WP — warto$ci przewidywane.
Wartosci eksperymentalne przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe.

Zrodto: Opracowanie whasne.

Na podstawie uzyskanych wynikow z przeprowadzonej walidacji zoptyma-
lizowanego modelu mozna stwierdzi¢, ze optymalne warunki ekstrakcji zwigz-
kéw bioaktywnych wyrazonych jako TPC i DPPH z wyttokow aronii to uzycie
60-procentowego roztworu alkoholu etylowego podczas 20-minutowej sonikacji.

Po raz pierwszy dla wyttokéw aronii przeprowadzono eksperyment na pod-
stawie zastosowanego planowania do$wiadczen metoda ptaszczyzny odpowiedzi
z dwoma czynnikami (stezenie alkoholu etylowego i czas sonikacji) z oznaczeniami
ogo6lnej zawartosci zwigzkéw fenolowych, ogdlnej zawartosci antocyjanow i wila-
Sciwos$ci przeciwutleniajacych zmierzonych testem przy uzyciu rodnika DPPH
jako warto$ciami odpowiedzi. N. Gao i in. (2016) i S. Chen i in. (2018) uzyli tylko
dwodch wartosci odpowiedzi, tj. odpowiednio ogolnej zawartosci zwiazkéw feno-
lowych i ogdlnej zawartosci antocyjanow, natomiast Y.Y. Xu i in. (2017) w RSM
zastosowali jako wartosci odpowiedzi tylko ogdlng zawarto$¢ zwigzkow fenolo-
wych i1 zawarto$¢ flawonoidow. Co wigcej, w przeprowadzonym eksperymencie
zastosowano liofilizowane wyttoki zamiast calych mrozonych jagdd (S. Cheni in.,
2018; N. Gao i in., 2016) lub suszonych na powietrzu (Y.Y. Xu i in., 2017), bada-
nie przeprowadzono w temperaturze pokojowej, zapewniajac stabilno$¢ substan-
cji bioaktywnych, a walidacja uzyskanego modelu zostata wykonana z btedem
mniejszym niz 10%.

Na podstawie otrzymanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze zastoso-
wane zaprojektowanie eksperymentu metodg ptaszczyzny odpowiedzi RSM do
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optymalizacji procesu ekstrakcji z wytlokéw aronii przy uzyciu alkoholu ety-
lowego 1 techniki ultradzwigkowej pozwolito okresli¢ wplyw poszczegolnych
parametrow procesu na ogolng zawartos¢ zwigzkow fenolowych, ogdlng zawar-
to$¢ antocyjandw i wiasciwosci przeciwutleniajace. W przeprowadzonym bada-
niu zaobserwowano, ze pole ultradzwigkowe w procesie sonikacji przy odpo-
wiednim stezeniu alkoholu etylowego wplywa na ilo§¢ substancji bioaktywnych
zawartych w ekstraktach. Uwalnia je do fazy ciektej, co prowadzi do wzro-
stu poszczegolnych zwigzkow. Uzyskane matematyczne modele pozwalajg na
optymalizacj¢ parametrow procesowych i moga poshuzy¢ do opracowania pod-
staw technologicznych dla procesu przemystowego jako wydajnej, optacalnej
oraz przyjaznej dla srodowiska technologii izolowania zwigzkéw biologicznie
czynnych o wlasciwosciach przeciwutleniajacych z wyttokow aronii.

5.4. Rozdziat frakcyjny ekstraktow z wyttokéw aronii oraz
ocena wtasciwosci przeciwutleniajacych uzyskanych frakcji

Sktadniki zawarte w ekstraktach zawierajg roznorodne naturalne metabolity, kto-
re wymagaja dalszego rozdzielania i oczyszczania w celu uzyskania frakeji ak-
tywnych lub wybranych substancji bioaktywnych (Q.W. Zhang i in., 2018). Do
rozdzielenia zwigzkéw organicznych zawartych w ekstraktach z wyttokow aro-
nii, przygotowanych wedhig optymalnych parametrow (st¢zenie alkoholu ety-
lowego 60% i 20-minutowy czas sonikacji), zastosowano kolumny o dwodch
roznych typach zt6z: LiChroprep i poliamidowe. LiChroprep jest rodzajem zelu
krzemionkowego najczesciej stosowanym w rozdziatach substancji fitochemicz-
nych. Oszacowano, ze prawie 90% rozdziatu fitochemicznego w skali prepara-
tywnej w literaturze odbywato si¢ na zelu krzemionkowym (Q.W. Zhang i in.,
2018). Zel krzemionkowy jest polarnym adsorbentem z grupami hydroksylowy-
mi. Czasteczki sg zatrzymywane przez zel krzemionkowy poprzez wigzania wo-
dorowe i interakcje dipol-dipol. Poprzez silniejsze oddziatywania polarne pro-
dukty naturalne sg zatrzymywane dtuzej w kolumnach z zelem krzemionkowym
niz niepolarne.

W chromatografii kolumnowej z poliamidem zachodzi oddzialywanie hydro-
fobowe i1 (lub) wigzanie wodorowe w zaleznosci od sktadu fazy ruchomej. Gdy
jako faze ruchoma stosuje si¢ rozpuszczalniki polarne, poliamidy dzialaja jako
niepolarna faza stacjonarna, a zachowanie chromatograficzne jest podobne
do chromatografii w ukladzie faz odwroconych. Natomiast w obecnosci roz-
puszczalnikdw niepolarnych poliamidy dziataja jak polarna faza stacjonarna,
a zachowanie chromatograficzne jest podobne do chromatografii normalnej fazy
(Q.W. Zhang i in., 2018). Chromatografia kolumnowa ze ztozem poliamidowym
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jest konwencjonalnym narzgdziem do rozdzielania naturalnych polifenoli, kté-
rych mechanizmy przypisuje si¢ tworzeniu wigzania wodorowego mig¢dzy ad-
sorbentami poliamidowymi, fazg ruchoma i zwigzkami docelowymi (Shu i in.,
2013). Wyboru zt6z dokonano na podstawie analizy literatury naukowej, z kto-
rej wynika, ze wielokrotne filtrowanie naniesionych ekstraktow na ztozach Li-
Chroprep i poliamidowym przy uzyciu odpowiednich proporcji migdzy iloscia
ekstraktu, iloscig sorbentu oraz objetoscig eluentu o réznym stezeniu pozwoli
na zréznicowane wyodrebnianie z badanego ekstraktu poszczegoélnych frakeji
zawierajacych rozne grupy zwigzkéw organicznych, takich jak cukry i polifenole
(Collins i in., 1998; loset i in., 2011; Shu i in., 2013; Q.W. Zhang i in., 2018).

W celu wyodrebniania frakcji zawierajacej polifenole z badanych ekstrak-
tow opracowano procedure izolacji tych zwigzkow z wytlokdéw aronii. Stosujac
r6zng procentowg zawartos$¢ alkoholu etylowego w wodzie, rozdzielono ekstrak-
ty z wyttokow aronii, uzyskanych w wyniku ekstrakcji 60-procentowym roztwo-
rem alkoholu etylowego w czasie 20-minutowej sonikacji, na cztery frakcje: F1 —
wodna, F2 — 40-procentowy alkohol etylowy, F3 — 80-procentowy alkohol
etylowy i F4 — 96-procentowy alkohol etylowy. Struktura procentowa frakcji
otrzymanych po wyizolowaniu na ztozu LiChroprep ksztattowata si¢ nastepuja-
co: 80,2% (F1), 9,4% (F2), 8,9% (F3) i 1,5% (F4), natomiast na ztozu poliami-
dowym — 76,7% (F1), 15,0% (F2), 6,9% (F3) i 1,4% (F4).

Otrzymane frakcje poddano analizie w kierunku ogolnej zawarto$ci zwigz-
kow fenolowych, ogodlnej zawartosci antocyjanéw 1 wiasciwosci przeciwutlenia-
jacych zmierzonych przy uzyciu testu z rodnikiem DPPH (tabela 15). Wsrdd
badanych frakcji wyizolowanych na ztozu LiChroprep ogdlna zawarto$¢ zwiaz-
kow fenolowych ksztaltowata si¢ na poziomie od 50,6 do 683,4 mg GAE/g s.m.
frakcji, antocyjanéw — od 0,3 do 262,9 mg C3GE/g s.m. frakcji, natomiast ak-
tywnos$¢ przeciwrodnikowa — od 3,4 do 346,5 mM Tr/100 g s.m. frakcji. Z kolei
dla frakcji otrzymanych na ztozu poliamidowym odnotowano og6lng zawarto$¢
zwigzkow fenolowych od 69,5 do 706,5 mg GAE/g s.m. frakcji, ogdlng zawar-
tos$¢ antocyjanow od 6,8 do 433,3 mg C3GE/g s.m. frakcji oraz aktywnos$¢ prze-
ciwrodnikowg od 1,5 do 451,1 mM Tr/100 g s.m. frakcji.

Ogoélna zawartos¢ zwigzkéw fenolowych, ogdlna zawarto§¢ antocyja-
néw 1 wlasciwosci przeciwutleniajacych przy uzyciu testu z rodnikiem DPPH
byty najwyzsze dla frakcji 2 wymywanej 40-procentowym alkoholem etylowym
na obydwoéch zlozach, przy czym najwyzsze zawartosci tych zwigzkéw odno-
towano dla frakcji 2 wyizolowanej na ztozu poliamidowym. Ogdlna zawarto$¢
zwigzkow fenolowych we frakcji 2 wyizolowanej na ztozu poliamidowym byta
okoto 3% wyzsza w porownaniu z frakcja 2 wyizolowang na ztozu LiChro-
prep. W przypadku ogolnej zawartosci antocyjanéw wartos¢ 433,3 mg C3GE/g
s.m. oznaczona we frakcji 2 wyizolowanej na ztozu poliamidowym byta o okoto
65% wyzsza niz warto$¢ uzyskana we frakcji 2 przy zastosowaniu ztoza LiChro-
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prep (262,9 mg C3GE/g s.m. frakcji). Natomiast wlasciwosci przeciwrodnikowe
byly wyzsze o ponad 30% dla frakcji 2 wyizolowanej na ztozu poliamidowym
w poréwnaniu z frakcjg 2 wyizolowang na ztozu LiChroprep.

Tabela 15. Ogélna zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych (TPC), ogdélna zawarto$é
antocyjanéw (TAC) i aktywno$¢ przeciwrodnikowa (DPPH) w wyizolowanych
frakcjach ekstraktéw z wytlokéw aronii odmiany Nero (WN) uzyskanych
w wyniku ekstrakeji 60-procentowym roztworem alkoholu etylowego podczas
20-minutowej sonikacji na zlozach LiChroprep i poliamidowym

A F1 F2 F3 F4
Oznaczenie
L P L P L P L P
TPC 161,1 | 229,8 | 683,4 | 706,5 | 170,0 | 119,9 50,6 69,5
(mg GAE/g s.m. frakcji) +53 | +14 | +£46 | £08 | £58 | 1,8 | £1,6 | £ 1,1
TAC 61,9 96,1 |2629 | 4333 2.9 33,1 0,3 6,8
(mg C3GE/g s.m. frakcji) | £2,0 | £+2,2 | £23 | £7,7 | £03 | £0,5 | £0,5 | £0,9
DPPH 99,0 55,1 | 346,5 | 451,1 36,8 239 3,4 1,5
(mM Tr/100 g s.m. frakcji)| £+4,4 | £+2,9 |£233 |+11,7 | £1,1 | £03 | £0,3 | £0,3

Objasnienia: L — frakcja wyizolowana na ztozu LiChroprep, P — frakcja wyizolowana na ztozu poliamido-
wym.
Wartos$ci przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe.

Zrédlo: Opracowanie wlasne.

Wszystkie otrzymane wyniki badan poddano analizie wieloczynnikowej
ANOVA. Za zmienng zalezna przyj¢to odpowiednio poziom ogolnej zawarto-
$ci zwigzkow fenolowych, ogodlnej zawartosci antocyjanow i aktywno$¢ prze-
ciwrodnikowa, a za predyktory jako$ciowe rodzaj frakcji i rodzaj ztoza. Dla
analizy przyjeto poziom istotnosci a = 0,05. Sprawdzono wplyw zaréwno wy-
izolowanej frakcji, jak i1 zastosowanego ztoza na zawarto$¢ oznaczanych grup
zwigzkow. Oceniono réwniez, czy migedzy czynnikami ,,rodzaj frakcji” i ,,rodzaj
ztoza” wystepuje wzajemne oddziatywanie zwane interakcja. Oddziatywanie to
oznacza, w jakim stopniu poziom jednego czynnika zalezy od poziomu drugiego
czynnika. Na podstawie analizy wariancji stwierdzono, ze rodzaj frakcji miat
istotny wptyw na ksztattowanie poziomu ogdlnej zawartosci zwigzkow feno-
lowych (F = 84,4; p < 0,001), ogodlnej zawartosci antocyjanow (F = 2207,1;
p < 0,001) i aktywnosci przeciwrodnikowej (£ = 8,9; p < 0,001). Ponadto
stwierdzono, ze rodzaj zastosowanego ztoza do izolacji byl parametrem istot-
nie warunkujacym wyznaczony poziom ogoélnej zawartosci zwigzkow fenolo-
wych (F = 30208,2; p < 0,001), ogdlnej zawartosci antocyjanow (F = 16877,8;
p < 0,001) i aktywnosci przeciwrodnikowej (£ = 2292,3; p < 0,001). Dodatko-
wo analiza statystyczna obu parametrow tacznie wykazala, ze zarowno rodzaj
frakcji, jak 1 rodzaj ztoza oraz ich kombinacje warunkuja poziom oznaczanych
grup zwigzkow (tabela 16). Na podstawie oczekiwanych $rednich brzegowych
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i oszacowanych 95% przedziatow ufnos$ci stwierdzono, ze najwyzszy poziom we
wszystkich przeprowadzonych oznaczeniach wykazata frakcja 2 wyizolowana
na ztozu poliamidowym (tabela 16, rysunek 30).

Tabela 16. WielkoSci efektow gléwnych dla wieloczynnikowej analizy wariancji

Jednowymiarowe testy istotno$ci dla zawartosci zwiazkéw polifenolowych
Efekt ogoélem
SS DF MS F )/
Wyraz wolny 17999319 1 1799931,9 110601,2 <0,001
Frakcja 1373,5 1 1373,5 84,4 <0,001
Ztoze 1474829,0 3 491609,7 30208,2 <0,001
Frakcja*Zloze 10799,2 3 3599,7 221,2 <0,001
Niepewnos¢ 260,4 16 16,3
Jednowymiarowe testy istotnosci dla zawartosci antocyjanow ogélem
SS DF MS F )/
Wyraz wolny 345067,8 1 345067,8 30536,8 <0,001
Frakcja 24940,7 1 24940,7 2207,1 <0,001
Ztoze 572160,9 3 190720,3 16877,8 <0,001
Frakcja*Ztoze 31051,9 3 10350,6 916,0 <0,001
Niepewnos¢ 226,0 20 11,3
Jednowymiarowe testy istotnosci dla aktywnoSci przeciwrodnikowej
SS DF MS F pr
Wyraz wolny 388080,3 1 388080,3 4393,3 <0,001
Frakcja 785,6 1 785,6 8,9 <0,001
Ztoze 607464,4 3 202488,1 22923 <0,001
Frakcja*Ztoze 18774,6 3 6258,2 70,8 <0,001
Niepewnos¢ 1413,3 16 88,3

Objasnienia: SS — suma kwadratow, DF — stopnie swobody, MS — $redni kwadrat, F' — warto$¢ F,
p — warto$¢ p.

Zrodto: Opracowanie whasne.

M. Gao i in. (2011) badali zachowanie chromatograficzne polifenoli, w tym
kwasow fenolowych i flawonoidow, na kolumnie zawierajacej ztoze poliamido-
we. Autorzy stwierdzili, ze liczba fenolowych grup hydroksylowych i ich po-
zycje w czasteczce wplywaty na site adsorpcji. W literaturze odnotowano row-
niez rozdziat innych produktow naturalnych metoda chromatografii kolumnowej
z poliamidem, takich jak saponiny i alkaloidy izochinolinowe (Yang i in., 2012;
Q.W. Zhang i in., 2018).

Na podstawie otrzymanych wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze opracowa-
na metoda frakcjonowania ekstraktu z wyttokow aronii pozwala na otrzymanie
frakcji o wysokiej koncentracji zwiazkow biologicznie czynnych o wilasciwo-
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Rysunek 30. Oszacowane $rednie brzegowe wplywu zastosowanych zl6z na
(A) ogolng zawartos¢ zwigzkéw fenolowych, (B) ogélna zawarto$é antocyjanow,
(C) aktywnos$¢ przeciwrodnikowa w zaleznos$ci od wyizolowanej frakceji

Zrédto: Opracowanie whasne.
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sciach przeciwutleniajacych. Wyniki badan wskazuja, ze frakcja 2 wyizolowa-
na z ekstraktu z wyttokow aronii uzyskanego w wyniku ekstrakcji 60-procento-
wym roztworem alkoholu etylowego podczas 20-minutowej sonikacji na ztozu
poliamidowym charakteryzuje si¢ najsilniejszym dzialaniem przeciwutleniajg-
cym. Wybdr adsorbentow (fazy stacjonarnej) ma istotne znaczenie dla osiggnig-
cia dobrego rozdziatu naturalnych produktéw, maksymalizacji odzysku docelo-
wych zwigzkéw i uniknigcia nieodwracalnej adsorpcji docelowych zwigzkéw na
adsorbentach. Nalezy podkresli¢, ze otrzymywanie aktywnej frakcji przy uzyciu
ztoza poliamidowego stanowito korzystng alternatywe do ztoza LiChroprep, po-
niewaz chromatografia kolumnowa ze ztozem poliamidowym zapewnita bardziej
ekonomiczny rozdziat naturalnych metabolitéw. Ponadto zloze poliamidowe jest
ponad pigciokrotnie tansze od zloza LiChroprep.

5.5. Wstepna analiza jakoSciowa otrzymanych frakgji
ekstraktow z wyttokéw aronii

Wstepng analize dotyczaca identyfikacji zwigzkow organicznych zawartych
w wyizolowanych frakcjach ekstraktow z wyttokéw aronii na zlozach LiChro-
prep i poliamidowym przeprowadzono w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu. Identyfikacje poszczegoélnych zwigzkéw okreslono
na podstawie danych uzyskanych za pomocg dwoch metod instrumentalnych.
Przy zastosowaniu rozdziatu chromatograficznego HPLC-ESI-IT-MS uzyskano
widma fragmentacyjne, widma EIC (extracted ion current) dla poszczegolnych
jonéw pseudomolekularnych, czasy retencji oraz widma UV dla poszczegolnych
sygnatow. Z kolei dla wstepnego okreslenia sktadu elementarnego substancji
zawartych we frakcjach zastosowano pomiar masy czasteczkowej jondéw z do-
ktadnoscig do czwartego miejsca po przecinku za pomocg wysokorozdzielczego
spektrometru mas z detektorem typu Orbitrap w ultrasprawnym chromatogra-
fie cieczowym.

Na podstawie widm masowych frakcji 1 wyizolowanej na ztozu LiChroprep
wstepnie zidentyfikowano 14 struktur metabolitéw (zatgcznik 1). W trybie jo-
nizacji ujemnej we frakcji 1 zaobserwowano siedem pikéw, ktore przypisano
nastepujagcym jonom molekularnym [M-H] przy m/z 353,0878 (1, ty 12,7),
467,1178 (2, ty 18,5), 625,1434 (3, t; 23,0), 595,1671 (4, t; 23,5), 609,1458 (7,
ty 24,9), 623,1634 (9, t; 26,9) oraz 515,1184 (14, tz 29,0). Natomiast w try-
bie jonizacji dodatniej we frakcji 1 zaobserwowano réwniez siedem sygnatow,
ktore przypisano jonom molekularnym [M+H]" przy m/z 597,1451 (5, tg 24.,4),
465,1034 (6, t; 24.,6), 465,1028 (8, tg 26,2), 625,1409 (10, t; 27,2),449,1071 (11,
tg 27,6), 551,1037 (12, ty 28,4) oraz 433,0883 (13, t; 28,4) (zatacznik 1).
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Na podstawie widm fragmentacyjnych MS/MS oraz widm wysokoroz-
dzielczych MS przypisano wstepnie struktury chemiczne metabolitéw do za-
obserwowanych pikéow jondw molekularnych. Fragmentacja MS wigkszosci
struktur chemicznych powodowata odejscie czesci cukrowej (heksozy, deoksy-
heksozy, pentozy i kwasu uronowego). Jednak przy uzyciu techniki MS/MS jest
niemozliwe rozréznienie monosacharydowych epimerow. Dla jonu molekularne-
go przy m/z 353,0878, ktory ulega fragmentacji [M — H — 162] gtéwnie do jonu
przy m/z 191 (kwas chinowego) oraz przy m/z 179 (kwas kawowy), przypisano
wstepnie strukture kwasu chlorogenowego lub neochlorogenowego na podstawie
danych opublikowanych przez J.E. Lee i in. (2014). Z kolei jon molekularny przy
m/z 467,1178 ulegajacy fragmentacji do jonow przy m/z 449 [M — H — 18], 431
[M—-H-36],371 [M—-H-96]", 347 [M —H - 120] oraz 305 [M - H - 162]"
przypisano wstepnie metabolitowi o nazwie heksyzod galokatechiny do tej pory
nieopisanemu w owocach aronii. Wstepng identyfikacje oparto na podstawie
jonéw fragmentarycznych przy m/z 371 oraz 347, ktére s typowymi jonami
powstalymi z rozpadu 0’4X-2H20 oraz *“*X pierscienia heksozy (Mikotajczyk-
-Bator i in., 2016), oraz jonu fragmentarycznego przy m/z 305 przypisanego
galokatechinie na podstawie wysokorozdzielczej spektrometrii mas (zatacz-
nik 1). Obecnos¢ jonu molekularnego przy m/z 625,1434 w trybie jonizacji
ujemnej oraz jonu fragmentarycznego MS? przy m/z 301 wraz z analizg wyso-
korozdzielczg oraz danymi literaturowymi (Tian i in., 2017) $wiadczy o obecno-
sci we frakeji 1 diheksozydu kwercetyny. Z kolei dla jonu molekularnego przy
m/z 595,1671 ulegajacemu gtownie fragmentacji do jonu fragmentarycznego
przy m/z 301 [M — H — 162-132] przypisano wstepnie struktur¢ pochodnej
kwercetyny (pentozyd-heksozyd kwercetyny). Identyfikacj¢ oparto na podsta-
wie rozpadu fragmentarycznego, analizy wysokorozdzielczej MS oraz danych
literaturowych (J.E. Lee i in., 2014). Obecno$¢ jonu molekularnego przy
m/z 609,1458 we frakcji 1 oraz jonu fragmentarycznego przy m/z 301 (kwercety-
na) wraz z analizg wysokorozdzielczg oraz danymi literaturowymi (J.E. Lee i in.,
2014) wstepnie wskazuje na obecno$¢ pochodnej kwercetyny (deoksyheksozyd-
-heksozyd kwercetyny). W trybie jonizacji ujemnej zaobserwowany jon mole-
kularny przy m/z 623,1634 oraz jego fragmentacja do jonu fragmentarycznego
przy m/z 305 (izoramnetyna) wskazuje na obecno$¢ we frakcji 1 pochodnej izo-
ramnetyny (pentozyd-deoksyhesozyd izoramnetyny). Identyfikacje oparto réw-
niez na analizie wysokorozdzielczej MS oraz danych literaturowych (J.E. Lee
iin., 2014). Ostatni sygnat w trybie jonizacji ujemnej przy m/z 515,1184 uznano
wstepnie za jon molekularny cynaryny na podstawie fragmentacji MS?, tj. jo-
néw fragmentarycznych przy m/z 353 [M — H —162], 191 [M — H — 162-162]
oraz danych literaturowych (J.E. Lee i in., 2014).

W tej samej frakcji 1 wyizolowanej na ztozu LiChroprep w trybie jonizacji
dodatniej siedmiu jonom molekularnym [M+H]" przypisano wstepnie siedem
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struktur chemicznych na podstawie fragmentacji masowej, wysokorozdzielczej
spektrometrii mas oraz danych literaturowych. Dla jonu molekularnego przy
m/z 597,1451 ulegajacemu fragmentacji do jonu przy m/z 465 [M + H — 132]"
oraz 303 [M — H — 132-162]" przypisano wstepnie strukture pochodnej kwer-
cetyny (pentozyd-heksozyd kwercetyny). Dodatkowg informacjg identyfiku-
jaca byla wysokorozdzielcza spektrometria mas dla jonu przy m/z 597,1451
i 303,0497 oraz dane literaturowe (J.E. Lee i in., 2014). Z kolei jon mole-
kularny przy m/z 465,1034, ktory ulega fragmentacji gtownie do jonu przy
m/z 289, zostal wstepnie przypisany metyloheksozyd eriodicytolu na podstawie
wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz danych literaturowych, gdzie meta-
bolit ten zidentyfikowano w owocach glogu (Tian i in., 2017). Obecno$¢ jonu
molekularnego przy m/z 465,1028 oraz jonu fragmentarycznego przy m/z 303
[M + H — 162]" wraz z danymi z wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz
danymi literaturowymi wstepnie wskazuje na struktur¢ heksozydu kwercetyny
(J.E. Lee 1 in., 2014). Z kolei sygnal na chromatogramie przy t; 27,2 dajacy
jon molekularny przy m/z 625,1409, ktory ulega fragmentacji do jonow przy
m/z 479 [M + H — 146]" i 317 [M + H — 146 — 162]", wstepnie przypisano
pochodnej petunidyny (deoksyheksozyd heksozyd petunidyna) po raz pierwszy
zidentyfikowanej w owocach aronii. Wstgpng identyfikacj¢ oparto na analizie
wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz informacji, ze metabolit ten ozna-
czono w innych owocach jagodowych (Veberic i in., 2015). Kolejny sygnat
przy tg 27,6 z jonem molekularnym przy m/z 449,1071 ulegajacy fragmenta-
cji do jonu przy m/z 287 zostal wstgpnie przypisany jako heksozyd cyjanidyny
na podstawie wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz danych literaturowych
(X. Wuiin., 2004). Z kolei jon molekularny przy m/z 551,1037, ktory ulega roz-
padowi gtéwnie do jonu fragmentarycznego przy m/z 303, przypisano wstepnie
jako malonyloheksozyd delfinidyny po raz pierwszy zidentyfikowanej w wytlo-
kach aronii. Wstepng identyfikacje przeprowadzono na podstawie analizy wy-
sokorozdzielczej spektrometrii mas oraz danych literaturowych, gdzie metabolit
ten oznaczono w innych owocach jagodowych (X. Wu i in., 2004). Ostatni sy-
gnal na chromatogramie przy t; 28,4 z jonem molekularnym przy m/z 433,0783
ulegajacy fragmentacji poprzez oderwanie 132 Da (pentoza bez czasteczki
wody) wstepnie zidentyfikowano jako pentozyd kwercetyny na podstawie ana-
lizy wysokorozdzielczej spektrometrii mas. Metabolit ten zostal pierwszy raz
wstepnie zidentyfikowany w wyttokach aronii.

Na podstawie widm masowych frakcji 1 wyizolowanej na ztozu poliami-
dowym wstepnie zidentyfikowano 11 struktur metabolitow. W trybie jonizacji
ujemnej we frakcji 1 zaobserwowano dwa piki, ktére przypisano nastepujacym
Jjonom molekularnym [M — H] przy m/z 447,0933 (4, t; 14,8) 1 609,1467 (10, ty
24.7). Natomiast w trybie jonizacji dodatniej we frakcji 1 zaobserwowano
dziewieé¢ sygnatow, ktore przypisano jonom molekularnym [M+H]" przy m/z
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611,1614 (1, ty 11,1), 581,1505 (2, ty 11,5), 449,1084 (3, t; 13,8), 419,0969
(5, tg 15,1), 437,1074 (6, ty 19,2), 419,0969 (7, tz 20,7), 449,1072 (8, t; 20,7),
627,1564 (9, tg 22,9) oraz 611,1605 (11, tg 24,7). Jony molekularne o wartosci
m/z 611,1614, 581,1505 1 437,1074 w trybie jonizacji dodatniej i jon molekularny
o warto$ci m/z 447,0933 w trybie jonizacji ujemnej wstepnie zidentyfikowano na
podstawie analizy wysokorozdzielczej spektrometrii mas kolejno jako diheksozyd
cyjanidyny, pentozyd heksozyd cyjanidyny, pentozyd galokatechiny i heksozyd
cyjanidyny. Metabolity te rowniez zostaly pierwszy raz wstepnie zidentyfikowane
w wytlokach aronii. Na tym etapie identyfikacji potwierdzono réwniez obecnos$¢
wystepowania metabolitow, ktoére zostaty zidentyfikowane w aronii i opisane
w literaturze (Veberic i in., 2015). Sygnal przy t; 13,8 z jonem molekularnym
przy m/z 449,1084 ulegajacy fragmentacji do jonu przy m/z 287 zostal wstepnie
przypisany jako heksozyd cyjanidyny na podstawie wysokorozdzielczej spektro-
metrii mas oraz danych literaturowych (Oszmianski i Wojdyto, 2005). Obecnosc
jonow molekularnych przy m/z 419,0969 (S, ty 15,1) oraz m/z 419,0969 (7, tx
20,7) wraz z danymi z wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz danymi li-
teraturowymi wstepnie wskazuje na struktur¢ pentozydu cyjanidyny (X. Wu
1 in., 2004). Kolejny sygnat przy t, 22,9 przypisano jako diheksozyd kwercety-
ny (Tian i in., 2017). Na podstawie widm masowych dla jonéw molekularnych
m/z 609,1467 [M — H] i 611,1605 [M — H]" wstepnie zidentyfikowano odpowied-
nio 3-rutozyd kwercetyny (tz 24,7) 1 3-rutozyd delfinidyny (t; 24.7).

We frakcji 2 wyizolowanej na zlozu LiChroprep zidentyfikowano 10 zwigz-
kow chemicznych, wsrod ktorych wstepnie zidentyfikowano 8 struktur meta-
bolitow, tj. pentozyd kaempferolu, heksozyd kaempferolu, pentozyd heksozyd
kwercetyny, heksozyd deoksyheksozyd izoramnetyny, pentozyd deoksyhekso-
zyd kaempferolu, pentozyd kwercetyny, cynaryne i heksozyd kwas ferulikowy
kwercetyny, ktore miaty czasy retencji, odpowiednio, 17,6 minut, 18,2 minut,
24,2 minut, 26,6 minuty, 26,9 min, 27,9 minut, 28,8 minut i 33,8 minut. Na
podstawie otrzymanych widm masowych w trybie jonizacji ujemnej dla tej frak-
cji nie zidentyfikowano dwéch zwiazkow, ktore pojawily sie w czasie retencji
wynoszacym 22,9 minut oraz 34,6 minut. Uzyskane dane potwierdzaja rowniez
wstepne struktury chemiczne dla pigciu metabolitow, ktore do tej pory nie zosta-
ly opisane w owocach aronii, o nastepujacych jonach molekularnych [M — H]™
przy m/z 417,0833, 465,1034, 593,1520, 433,0783 oraz 639,1362. Strukture pen-
tozydu kaempferolu przy m/z 417,0833, ktory ulega fragmentacji gtownie do
jonu przy m/z 285 opisano w literaturze jako wystepujaca w liSciach owocow ja-
godowych (Tian i in., 2017).

Frakcja 2 otrzymana po rozdziale na kolumnie ze zlozem poliamidowym
zawierata z kolei wstepnie osiem metabolitow, ktore przypisano nastepuja-
cym jonom molekularnym [M — H] przy m/z 465,1039 (1, tz 11,8), 819,1620
(2, tg 13,0), 595,1312 (3, tg 21,6), 609,1274 (4, t; 23,5), 707,2553 (5, t; 31,0),
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693,3871 (6, ty 32,4), 695,4025 (7, tg 34,2), 693,3871 (8, tg 39.,4). Dla jonu
molekularnego przy m/z 595,1312 ulegajacemu fragmentacji do jonu przy m/z
179 przypisano wstepnie strukture pentozyd heksozyd kwercetyny. Dodatkowa
informacje identyfikujacg dla tego zwiazku stanowity dane literaturowe (Sku-
pien i Oszmianski, 2007). Z kolei jon molekularny przy m/z 609,1274, ktory
ulega fragmentacji gtownie do jonu przy m/z 151, zostal wstepnie przypisany
jako heksozyd deoksyheksozyd kwercytyny na podstawie wysokorozdzielczej
spektrometrii mas oraz informacji z literatury (Brazdauskas i in., 2016).

We frakcji 3 wyizolowanej na ztozu LiChroprep zidentyfikowano wstep-
nie dziewig¢ metabolitow przy m/z 435,0938 (1, t 8,6), 503,3383 (2, t; 37.6),
489,3518 (3, ty 44.,4), 503,3379 (4, ty 46,0), 503,3376 (5, tz 49,6), 501,3221
(6, tg 53,0),501,3223 (7, tg 55,2), 503,3376 (8, t; 56,7),487,3430 (9, tg 59.,2). Na-
tomiast frakcja 3 wyizolowana na zlozu poliamidowym zawierala 11 zwiazkow,
ktorym przypisano jony molekularne przy m/z 609,1458 (1, ty 26,2), 503,3367
(2, tg 36,4), 503,3367 (3, ty 43,8), 501,3211 (4, tg 41,4), 503,3379 (5, t; 53.8),
487,3418 (6, ty 57,1), 487,3418 (7, ty 58,2), 517,3524 (8, ty 58,6), 485,3268
(9, tg 60,2), 471,3469 (10, t, 61,3), 513,3575 (11, ty 63,9). Dla frakcji 3 wyizolo-
wanej na obydwoch ztozach zidentyfikowano metabolity tylko w trybie jonizacji
ujemnej. Na podstawie analizy mas i danych literaturowych wstepnie zatozono,
ze we frakcji 3 wyizolowanej na obydwoch zlozach moga wystepowaé kwasy
triterpenowe, ktorych wezesniej nie zidentyfikowano w owocach aronii. Na pod-
stawie analizy literatury stwierdzono, ze niektore piki na chromatogramie odpo-
wiadajg jonom molekularnym zidentyfikowanym w innych roslinach nalezacych
do rodziny rézowatych (tak samo jak aronia). Na przyktad jon molekularny przy
m/z 501,3211 zaobserwowany we frakcji 3 po rozdziale na ztozu poliamidowym
zostal zidentyfikowany przez Sut i in. (2019) w skérkach jablek jako pochodna
kwasu triterpenowego (pomaceic acid).

Dla uzyskanych frakcji 4 na zlozach LiChroprep i poliamidowym nie prze-
prowadzono wstgpnej analizy dotyczacej identyfikacji zwigzkoéw organicznych
ze wzgledu na stabe sygnaty w chromatogramie HPLC, ktére $wiadczg o bardzo
niskim stezeniu zwigzkow zawartych w tych frakcjach. Na podstawie wstepnej
analizy jakos$ciowej (zatacznik 1) dotyczacej identyfikacji metabolitow zawar-
tych w wyizolowanych frakcjach zaobserwowano jony molekularne, ktore moga
sugerowac wystepowanie saponin. Na tej podstawie przeprowadzono oznaczenie
na og6lng zawartos$¢ saponin w wyizolowanych frakcjach na ztozach LiChroprep
i poliamidowym. Ogolng zawarto$¢ saponin przedstawiono na rysunku 31.

Wsrod badanych frakeji wyizolowanych na ztozu LiChroprep ogoélna zawar-
to$¢ saponin ksztaltowata si¢ na poziomie od 5,9 do 80,9 g diosgeniny/100 g
s.m. frakcji ekstraktu. Natomiast w$rod badanych frakcji wyizolowanych na zto-
zu poliamidowym zawartos¢ tych zwigzkoéw oscylowata na poziomie od 0,2 do
87,3 g diosgeniny/100 g s.m. frakcji ekstraktu. Ogdlna zawarto$¢ saponin byta
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Objasnienia:
* Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami (A-B) rdznig si¢ statystycznie istotnie w obrebie danej frakceji
(p <0,05).

** Wartosci $rednie oznaczone réznymi literami (a—d) roznia si¢ statystycznie istotnie migdzy frakcjami
w obrebie danego ztoza uzytego do izolacji (p < 0,05).

Rysunek 31. Ogélna zawarto$¢ saponin (TSC) w wyizolowanych frakcjach eks-
traktéw z wytlokéw aronii odmiany Nero (WN) uzyskanych w wyniku ekstrakcji
60-procentowym roztworem alkoholu etylowego podczas 20-minutowej sonikacji

na zlozach LiChroprep i poliamidowym

Zrodto: Opracowanie whasne.

najwyzsza dla frakcji 2 wymywanej 40-procentowym alkoholem etylowym na
obydwoch ztozach, przy czym wyzsza o prawie 8% zawarto$¢ saponin ozna-
czono dla frakcji wyizolowanej na ztozu poliamidowym w poréwnaniu ze zlo-
zem LiChroprep.

5.6. Ocena technicznej koncepcji jadalnych ostonek
z dodatkiem ekstraktu z wyttokow aronii

Kolejnym przedmiotem badan bylto opracowanie eksperymentalnych ostonek ja-
dalnych na bazie chitozanu z dodatkiem frakcji 2 wyizolowanej z ekstraktu z wy-
tlokoéw aronii uzyskanego na ztozu poliamidowym, w ilosci 0,5%, 1%, 1,5%.
Probke kontrolng stanowita chitozanowa ostonka bez dodatku frakcji 2. Jako do-
datek do matrycy chitozanowych ostonek zastosowano frakcje 2, wyizolowang
na ztozu poliamidowym, poniewaz stwierdzono jej najsilniejsze dziatanie prze-
ciwutleniajace. Eksperymentalne chitozanowe ostonki jadalne z dodatkiem i bez
dodatku frakeji 2 ekstraktu z wyttokow aronii przedstawiono na rysunku 32.
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Rysunek 32. Chitozanowe oslonki jadalne (A) bez dodatku, (B) z dodatkiem 0,5%,
(C) z dodatkiem 1%, (D) z dodatkiem 1,5% frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii

Zrodto: Fotografie whasne.

Na podstawie opracowanych koncepcji eksperymentalnych chitozanowych
ostonek jadalnych przeprowadzono oceng ich wlasciwosci uzytkowych. W tym
celu zakres przeprowadzonych analiz obejmowat:

— instrumentalny pomiar barwy (L*a*b*, L*C*h®),

— transmitancj¢ optyczna (T),

— rozpuszczalno$¢ w wodzie (WS),

— szybkos$¢ przenikania pary wodnej (WVTR) i przepuszczalno$¢ pary wodnej
(WVP),

— przepuszczalnos¢ tlenu (OTR),

— analize struktury (FTIR),

— skaningowa mikroskopi¢ elektronowa (SEM),

— analizg wlasciwosci przeciwutleniajacych (DPPH, ABTS).

Instrumentalny pomiar barwy (L*a*b*, L*C*h°)

W tabeli 17 przedstawiono parametry barwy otrzymanych chitozanowych osto-
nek. Ocena parametrow barwy jest czesto stosowana w przemysle spozywczym
ze wzgledu na wysokie potaczenie systemu przestrzeni kolorow z wrazeniem
wizualnym (Czapski i Walkowiak-Tomczak, 2008). Kontrola barwy dostarcza
informacji w zakresie precyzyjnej oceny jakosci i stanu produktu zywnos$cio-
wego. Wykorzystanie tego parametru pozwala zidentyfikowa¢ podczas kontroli
pogorszenie si¢ stanu zapakowanej zywnos$ci w wyniku ekspozycji na §wiatto
widzialne i ultrafioletowe, co w konsekwencji prowadzi do utraty sktadnikow od-
zywczych, przebarwien 1 zmiany zapachow.

Wyniki badania pokazuja, ze zwigkszenie dodatku ekstraktu spowodowato spa-
dek warto$ci parametru L i wzrost warto$ci wspohrzednej a*, co wskazuje na spa-
dek jasnosci i wzrost zaczerwienienia analizowanej probki w porownaniu z proba
kontrolng. Zalezno$¢ ta moze wynikac¢ z rosngcej zawarto$ci polifenoli w probkach
(Perumalla i Hettiarachchy, 2011). Rubilar i in. (2013) zauwazyli, ze ekstrakt z pe-
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Tabela 17. Parametry barwy dla chitozanowych oslonek o réznym dodatku frakcji
2 ekstraktu z wytlokéw aronii

Dodatek Parametr
frakcji . . . . .
(%) L a b C h
0 96,6% £ 0,1 0,0* + 0,0 1,9°+£0,2 1,9+ 0,2 99,2% + 0.4
0,5 84,0° + 0,4 8,6°+0,2 0,0° + 0,0 8,62+ 0,2 356,3°+ 0,3
1 75,0 £2,0 13,4+ 1,5 0,0° + 0,0 12,5 £ 0,2 351,8°+2.2
1,5 67,94+ 0,6 21,49+ 1,7 0,0° + 0,0 21,84 +23 3554+ 1,2

Objasnienia: Wartosci przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe.
a, b, ¢, d — grupy jednorodne w obrebie kolumn rdznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).

Zrodto: Opracowanie whasne.

stek winogron dodany do ostonek chitozanowych réwniez zmniejszyt ich jasno$¢
i zwigkszyl ich zaczerwienienie. Wspodtrzedng trojchromatyczng b* z dodatnimi
warto§ciami reprezentujacymi zotty odcien zarejestrowano tylko dla probki kon-
trolnej. Nasycenie barwy (C*) rowniez wzrosto po dodaniu ekstraktu, co oznacza,
ze nastgpil wzrost pigmentacji probki wraz ze zwigkszajacym si¢ dodatkiem eks-
traktu. Warto§¢ parametru h° (kat odcienia) dla probki kontrolnej wynosita 99,2°,
co wskazuje na pomaranczowozotte odcienie probki. Tymczasem wszystkie anali-
zowane probki z dodatkiem ekstraktu miaty odcien czerwonofioletowy.

Transmitancja optyczna (T)

Barierowos$¢ materialdéw wzgledem promieniowania UV-Vis ma istotne zna-
czenie dla fotoutwardzalnych sktadnikow zywnosci, takich jak lipidy. Promie-
nie UV przyspieszajg procesy obnizajace jakos¢ produktéw zawierajacych duza
ilos¢ thuszczow, stad coraz szersze zastosowanie majg tworzywa pigmentowane
w opakowaniach (Yong i in., 2019). W zwigzku z tym zbadano transmitancj¢
swiatta badanych probek, a wyniki przedstawiono na rysunku 33. Najwyzsza
transmisje $§wiatta UV-Vis wykazala probka kontrolna. Przepuszczalno$¢ pro-
mieniowania UV analizowanych chitozanowych ostonek stopniowo malata wraz
ze wzrostem zawartosci ekstraktu z wytlokéw aronii. Najwyzsza redukcje prze-
puszczalno$ci $wiatla zaobserwowano w zakresie od 250 do 600 nm. Jest to
dowdd na to, ze ekstrakty z wyttokéw aronii wzmacniajg barier¢ UV-Vis w war-
stwie chitozanu ze wzgledu na obecno$¢ aromatycznych struktur pierscienio-
wych w czasteczkach ekstraktu z aronii.

W literaturze zwigkszone wlasciwosci barierowe dla fali elektromagnetycznej
w zakresie UV-Vis zaobserwowano rowniez w chitozanowych ostonkach zawie-
rajacych ekstrakty z kurkumy i a-tokoferolu (Kalaycioglu i in., 2017; Martins
iin., 2012).
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Rysunek 33. Przepuszczalno$é Swiatka UV-Vis dla chitozanowych oslonek o réznym
dodatku frakcji 2 ekstraktu z wytlokow aronii

Zrédto: Opracowanie whasne.

Rozpuszczalno$¢ w wodzie (WS)

Dodanie frakcji 2 ekstraktu z wytlokow aronii do sieciowania chitozanowych
ostonek wptyneto na wyzsza rozpuszczalno$¢ w wodzie badanych probek (ta-
bela 19). Stwierdzono, ze dodanie od 0,5% do 1,5% frakcji 2 ekstraktu z wytlo-
koéw aronii nieznacznie zwiekszyto rozpuszczalno$¢ ostonek w wodzie. Réznice
migdzy warto$ciami rozpuszczalno$ci w wodzie nie zawsze byly istotne staty-
stycznie. Wang i in. (2013) rowniez stwierdzili, ze dodanie polifenoli wyekstra-

Tabela 18. Grubosé (d), rozpuszczalno$é¢ w wodzie (WS), szybko$¢ przenikania
pary wodnej (WVTR), przepuszczalno$¢ pary wodnej (WVP) i przepuszczalno§é
tlenu (OTR) dla chitozanowych ostonek o réznym dodatku frakcji 2 ekstraktu
z wytlokéw aronii

Dodatek d WS WVTR WVP OTR
e
r(a%?‘ (mm) %) |@-m?dY)| (g -Pa'-stm?) |(em®/m?- dzien)

0 0,066 +0,01| 88,0+ 1,1 | 1453°+53 (3,34 -10"°+ 1,7.1%12| 884"+ 12,3
0,5 [0,059*+0,01[90,0° +1,3] 143,6°+8.8 13,0310 £ 1,810 76,3*> = 16,6
1 0,059% + 0,02[90,3*® + 0,7] 134,5*° £ 9,0] 1,35-10"* = 1,7-10"2 | 70,5 + 10,0
1,5 0,058°£0,01]91,0°+ 1,6 | 1164* 12,9 1,21-101% £ 1,3-10"2 64,4 + 4.9

Objasnienia: Wartosci przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe.
a, b — grupy jednorodne w obrgbie kolumn réznig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).

Zrédlo: Opracowanie wlasne.
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howanych z herbaty do chitozanowych ostonek powoduje zwigkszenie rozpusz-
czalno$ci w wodzie analizowanych ostonek. Wyzsza rozpuszczalnos¢ w wodzie
moze poprawi¢ biodegradowalno$¢ ostonki, redukujac czas jej rozkladu w wa-
runkach naturalnych, co pozwoli na ograniczanie masy zuzytych opakowan,
z drugiej zas strony redukuje jej mozliwosci aplikacyjne do zywnos$ci o wysokiej
zawartosci wody (Singh i Sharma, 2008).

Szybkosc przenikania pary wodnej (WVTR) i przepuszczalno$¢ pary wodnej (WVP)

Jedng z waznych wilasciwosci funkcjonalnych opakowan zywnosci jest zmniej-
szanie transferu wilgoci miedzy zywnos$cia a otaczajaca atmosferg. Ograniczenie
przepuszczalnosci pary wodnej przez opakowanie jest bardzo wazne szczegdl-
nie w przypadku produktéw o niskiej wilgotnosci (na przyklad kruche ciastka,
zbozowe koncentraty $niadaniowe). W innych zastosowaniach zmniejszenie
wilgotno$ci produktu jest zjawiskiem pozadanym dla zapobiezenia kondensa-
cji pary wodnej wewnatrz opakowania (zmniejszenie przezroczystosci) i ry-
zyka rozwoju plesni. Otrzymane wartosci szybkosci przenikania pary wodnej
(water vaport transmission rate — WVTR) oraz przepuszczalnosci pary wodnej
(water vapor permeability — WVP) dla probki kontrolnej i probek z dodatkiem
frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii przedstawiono w tabeli 18. Wyniki badania
wykazaty, ze wlasciwosci barierowe dla pary wodnej badanych chitozanowych
ostonek poprawily si¢ dzieki wiaczeniu ekstraktu z wyttokow aronii. Zwigksza-
nie dodatku frakcji 2 ekstraktu skutkowalo zmniejszaniem szybkosci przenikania
pary wodnej (WVTR) oraz przepuszczalnosci pary wodnej (WVP) przez badane
probki. Badania innych autoré6w pozwalajg wyciaggnaé podobne wnioski (Pri-
yadarshi i in., 2018; Qin i in., 2015).

Przepuszczalnos¢ tlenu (OTR)

Przepuszczalnos¢ tlenu (oxygen transmission rate — OTR) w materialach do
pakowania zywnos$ci ma ogromne znaczenie dla trwaloSci zywnos$ci, poniewaz
tlen jest kluczowym czynnikiem utleniajgcym (Sothornvit i Pitak, 2007). War-
tosci szybkosci przenikania tlenu przez probke kontrolng i probki z dodatkiem
frakcji 2 ekstraktu z wyttokéw aronii dodanym w réznych stezeniach przedsta-
wiono w tabeli 18. Stwierdzono, ze dodatek ekstraktu z wytlokéw aronii w r6z-
nych proporcjach istotnie (p < 0,05) zmniejszyt przepuszczalnosé tlenu chitoza-
nowych ostonek. Im wigksza ilo$¢ frakcji 2 ekstraktu dodano do chitozanowych
ostonek, tym mniejsza byla szybko$¢ przenikania tlenu. Sugeruje to, ze polife-
nole zawarte we frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii mogg znacznie popra-
wia¢ wlasciwosci bariery tlenowej chitozanowej ostonki. Polifenole z ekstraktu
z wytlokdéw aronii mogg uczestniczy¢ w oddziatywaniach migdzyczasteczko-
wych z tancuchami chitozanu i odgrywacé role sieciujagcg w polimerycznych in-
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terakcjach tancuch-tancuch (Siripatrawan i Vitchayakitti, 2016). Czasteczki te
moga réwniez wypetnia¢ pustg przestrzen w chitozanowej ostonce, co skutkuje
bardziej zwartg strukturg (Siripatrawan i Vitchayakitti, 2016).

Analiza struktury (FTIR)

Spektroskopia FTIR zostala uzyta jako narzedzie do badania mozliwych inte-
rakcji migdzy czasteczkami chitozanu i polifenolami obecnymi we frakceji 2 eks-
traktu z wyttokow aronii poprzez pomiar transmitancji w zakresie liczb falo-
wych 500—-4000 cm . Rysunek 34 przedstawia profil FTIR uzyskany dla probki
kontrolnej (chitozanowa ostonka bez dodatku) i dla chitozanowych ostonek za-
wierajacych rézne stezenia frakcji 2 ekstraktu.

Najbardziej istotne cechy widma chitozanowej ostonki to pasmo rozciaga-
jace OH i NH przy 3000-3700 cm |, pasmo przy 2887 cm ! zZwigzane ze 1oz-
cigganiem wigzan CH, pasmo przy 1590 cm ! odpowiadajace drganiom zgi-
najacym NH z drugorzedowej grupy amidowej oraz pasmo absorpcyjne przy
1750 cm! sugerujace obecnos¢ grup karbonylowych (drgania rozciggajace
C = O, acetylowany monomer) (Lawrie i in., 2007). Inne pasma absorpcyjne
obecne miedzy 1550 cm ' a 900 cm™! w widmach probki kontrolnej i w prob-
kach z rézng iloscig frakcji 2 ekstraktu z wyttokow aronii sg uwazane za od-
powiadajace drganiom zginajacym NH oraz rozciggajacym C-N i C-O (Bajic¢
i in., 2019). Zaobserwowano pewne roéznice w widmach FTIR chitozanowych
ostonek bez dodatku i z dodatkiem ekstraktu w roéznych stezeniach. Najbar-
dziej znaczace zmiany s3 zauwazalne w chitozanowej ostonce zawierajacej

Transmitancja
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Rysunek 34. Widma FTIR dla probki kontrolnej i oslonek chitozanowych
z r6znym dodatkiem frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii

Zrodto: Opracowanie whasne.
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najwyzsze stezenie dodatku frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii (1,5%) (rysu-
nek 34). Stwierdzono wzrost intensywnosci pasma absorpcji odpowiadajacego
drganiom rozciagajagcym O-H (3000-3700 cm_l) 1 pasma odpowiadajacego roz-
ciaganiu C = O (1750 cm™") i zginaniu N-H (1590 cm ') w stosunku do widm
probki kontrolne;j.

Omowione wyniki sugeruja, ze miedzy grupami NH i OH czasteczek chito-
zanu a grupami OH czasteczek obecnych w ekstraktach z aronii wystepuja wo-
dorowe wigzania mi¢dzyczasteczkowe, co zaobserwowano rowniez dla innych
ekstraktéw roslinnych w literaturze (Baji¢ i in., 2019; Bi i in., 2019).

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Wybrane wyniki badan SEM przedstawiono na rysunku 35. Powierzchnie chi-
tozanowych ostonek sa ciggle i jednolite. Nie zarejestrowano zadnych zanie-
czyszczen, osadow ani rozwarstwien. Dodatek 0,5%—1,5% frakcji 2 ekstraktu
z wyttokdw aronii nie wptywa w widoczny sposob na morfologi¢ powierzchni

EHT = 100KV~ Mag= 2000K X 1yum

EHT - 100kV  Mag~ 20.00KX 1pm
WD= 29mm  Signal A= InLens

WD=40mm  Signal A - InLens o |

EHT = 100KV Mag = 2000KX 1pum EHT= 100KV~ Mag = 2000K X 1pm
WD~ 29mm  Signal A= InLens WD=29mm  Signal A~ InLens

Rysunek 35. Obrazy SEM chitozanowych oslonek: (A) bez dodatku, (B) z 0,5-pro-
centowym dodatkiem frakeji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii, (C) z 1-procentowym
dodatkiem frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii, (D) z 1,5-procentowym dodat-
kiem frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii

Zrodio: Opracowanie whasne.
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probek. W widmie EDS dla chitozanowych ostonek zarejestrowano piki odpo-
wiadajace takim pierwiastkom, jak wegiel, tlen i azot. Potwierdza to czysto$¢
probek. Na rysunku 36 przedstawiono przyktad widm EDS dla chitozanowych
ostonek bez dodatku i z 1,5-procentowym dodatkiem frakcji 2 ekstraktu z wy-
tlokow aronii.
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Rysunek 36. Widma EDS chitozanowych ostonek: (A) bez dodatku,
(B) z 1,5-procentowym dodatkiem frakcji 2 ekstraktu z wytlokow aronii

Zrodto: Opracowanie whasne.

Analiza wlasciwosci przeciwutleniajgcych (DPPH, ABTS)

Do pomiaru aktywnosci przeciwutleniajacej chitozanowych ostonek zastoso-
wano dwie metody — test z rodnikiem DPPH i test zdolnosci do dezaktywacji
kationorodnikéw ABTS. Testy te opierajg si¢ na pomiarze absorbancji roz-
twordéw rodnika, ktorego zanik barwy w obecnos$ci badanej probki swiadczy
o neutralizacji rodnikéw, czyli przeciwutleniajagcym dziataniu badanej pro-
by. Ocen¢ zdolno$ci przeciwutleniajgcej chitozanowych ostonek przedsta-
wiono na rysunku 37. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze badane ostonki wykazaly dziatanie przeciwutleniajace, ale ich aktywno$¢
byta zré6znicowana.

Wiasciwosci przeciwutleniajace ostonki bez dodatku sa powigzane z obec-
noscig wolnej grupy aminowej (Yen i in., 2008). Analizujac aktywnos¢ prze-
ciwutleniajgcg pozostalych probek, zauwazono, ze ze wzrostem ilosci ekstrak-
tu w probce rosta aktywnos$¢ badanej ostonki. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca
ostonek mierzona testem DPPH’ i ABTS™" byta zblizona. W tescie z rodnikiem
DPPH aktywnos$¢ okreslono na poziomie 0,31, 0,42 i 0,56 mmol/100 g oston-
ki, z kolei dla testu z kationorodnikiem ABTS — 0,32, 0,45 i 0,61 mmol/100 g
ostonki odpowiednio dla stezen 0,5%, 1% i 1,5%. Badane probki réznity sie
od siebie aktywnoscig przeciwutleniajaca, a rdznice te zawsze byly statystycz-
nie istotne.
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Rysunek 37. Porownanie zdolnosci antyoksydacyjnych chitozanowych oslonek
w zaleznoSci od dodatku frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii mierzonych testami
DPPH i ABTS

Zrodto: Opracowanie whasne.

Dostepne dane literaturowe dotyczace aktywnosci przeciwutleniajacej chito-
zanowych ostonek sg bardzo rozbiezne i trudne do poréwnania, co jest uwa-
runkowane roznicami wynikajagcymi z rodzaju zastosowanego materialu, me-
tod analitycznych oraz sposobu prezentacji wynikoéw. Dotychczasowe badania
potwierdzaja, ze chitozanowe ostonki wykazuja aktywnos$¢ przeciwutleniajaca,
a ich wzbogacanie ekstraktami roslinnymi zwigksza wlasciwosci przeciwutle-
niajace.

W badaniach z wykorzystaniem rodnika DPPH przeprowadzonych przez
Genskowsky’ego i in. (2015) stwierdzono, ze dodatek zliofilizowanych owo-
coOw maqui w ilosci 0,5% 1 1% do chitozanowych ostonek wpltywa na zwigksze-
nie potencjatu przeciwutleniajacego badanych ostonek, ktory w zaleznosci od
stezenia dodatku wynosil odpowiednio 2,06 i 2,80 mg TE/g.

Wskazanie optymalnej ilo$ci dodatku frakeji 2 ekstraktu z wyttokow aronii
do technicznych koncepcji eksperymentalnych chitozanowych ostonek jadal-
nych jest ztozonym procesem, w ktorym trzeba wzig¢ pod uwage wiele czyn-
nikéw, takich jak rodzaj produktu, ktéory ma zosta¢ powleczony ostonka, forme
aplikacji ostonki, zachodzace zmiany w jakosci organoleptycznej, wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe czy przewidywany okres przedtuzenia trwatosci pro-
duktu. Przeprowadzone badania stanowig punkt wyj$cia do kolejnych badan
dotyczacych opracowania i oceny prototypow ostonek jadalnych do wybranych
grup produktow zywnosciowych.
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5.7. Ocena oszacowanych bezposrednich kosztow
wytworzenia ostonek z dodatkiem ekstraktu
z wyttokoéw aronii

W pierwszej grupie wymagan stawianych materialom opakowaniowym na
szczegolng uwage zastuguje prostota i koszt wytworzenia opakowania. Czynnik
ekonomiczny jest jednym z najwazniejszych przy wyborze odpowiedniego ma-
terialu opakowaniowego. Jest on szczegdlnie wazny w przemysle spozywczym,
gdzie konkurencja cenowa ma kluczowe znaczenie. Ustalania kosztow wytwo-
rzenia produktéw dokonuje si¢ w celu ich wyceny oraz poréwnania z cenami
sprzedazy netto. Zgodnie z Ustawa z dnia 29 wrzesnia 1994 r. o rachunkowosci
(Dz.U. 2021, poz. 217 z p6ézn. zm.) ustalanie kosztu wytworzenia produktu jest
zwigzane z przypisaniem danemu produktowi kosztow pozostajacych w bezpo-
$rednim zwigzku z nim oraz uzasadnionej czgsci kosztow posrednio zwigzanych
z wytworzeniem tego produktu.

Oszacowano bezposrednie koszty wytworzenia opracowanych technicznych
koncepcji chitozanowych ostonek bez dodatku i z dodatkiem w ilosci 0,5%, 1%
oraz 1,5% frakcji 2 ekstraktu z wytlokow aronii. Wyniki kalkulacji kosztéw bez-
posrednich wytworzenia chitozanowych ostonek przedstawiono w tabeli 19.

Tabela 19. Bezposrednie koszty wytworzenia chitozanowych ostonek

Dodatek Koszt zuzycia materialéw | Koszt zuzycia energii Koszt wytworzenia
frakeji (%) bezposrednich (zl/kg) technologicznej (zl/kg) ostonki (zl/kg)
0 157,67 5,50 163,17
0,5 165,80 5,50 171,30
1 173,94 5,50 179,44
1,5 182,08 5,50 187,58

Zrodto: Opracowanie whasne.

Koszty te wyodrebniono za pomocg metody inzynierskiej. W analizie kon-
cepcji nowego produktu metoda inzynierska daje mozliwo$¢ ustalenia kosztu na
podstawie analizy produktu i technologii jego wytwarzania. W kalkulacji kosz-
tow wytworzenia ostonek uwzgledniono koszty pozostajace w bezposrednim
zwiagzku z wytworzonymi ostonkami, tj. zuzycie materiatow bezposrednich wraz
z kosztami zakupu oraz uzasadniong cze$¢ kosztéw posrednio zwigzanych z wy-
tworzeniem tych ostonek. W kosztach posrednich policzono tylko koszty zmien-
ne, czyli energi¢ elektryczng zuzywang przez maszyny i urzadzenia. Natomiast
koszty state, tj. wynagrodzenie pracownika i amortyzacj¢ urzadzen, pomini¢to
w szacowaniu kosztow.
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Najnizszy koszt wytworzenia chitozanowej ostonki (163,17 zt/kg) uzyskano
dla ostonki bez dodatku frakcji 2 ekstraktu z wyttokow aronii. Koszt wytworze-
nia wzrastal wraz ze wzrostem procentowego dodatku frakcji w ostonkach. Koszt
wytworzenia ostonki z 0,5-procentowym dodatkiem frakcji wyniost 171,30 zl/kg,
natomiast ostonki z I-procentowym dodatkiem frakcji 179,44 zl/kg. Obliczone
koszty wytworzenia chitozanowych ostonek z 0,5-procentowym i 1-procentowym
dodatkiem frakcji 2 ekstraktu z wytlokow aronii byty odpowiednio 0 4,98% 19,97%
wyzsze niz koszt wytworzenia ostonki bez dodatku. Najwyzszy koszt wytworzenia
sposrod badanych ostonek oszacowano dla ostonki z 1,5-procentowym dodatkiem
frakcji 1 wynidst on 187,58 zl/kg, co oznacza, ze byl wyzszy o 14,96% od kosz-
tu wytworzenia ostonki bez dodatku i o 4,54% wyzszy od kosztu wytworzenia
ostonki z 1-procentowym dodatkiem frakcji. Przedstawione dane wskazuja, ze dla
chitozanowych ostonek bez dodatku i z dodatkami migdzy 0,5% a 1,5% frakcji 2
ekstraktu z wyttokow aronii kazdorazowy wzrost ilo$ci dodatku o 0,5 punktu pro-
centowego powoduje wzrost kosztow wytworzenia ostonki o prawie 5%.

W czesci teoretycznej monografii wspomniano, ze pierwsze produkty wyko-
rzystujace technologie ostonek jadalnych wdrozono na rynku zagranicznym. Ta-
kim produktem jest na przyktad Edipeel™ opracowany przez amerykanski kon-
cern Apeel Sciences. Produkt ten jest dostgpny w sprzedazy, ale tylko w ramach
pakietu ustug, a ceny moga si¢ zmienia¢ w zaleznos$ci od réznych czynnikdéw. Pa-
kiet ten obejmuje sprz¢t do mieszania i aplikacji, narzedzia do oceny jakosci,
inzynieréw do zarzadzania aplikacjg oraz sam produkt. Apeel Sciences twierdzi,
ze sprzedaz pakietowa zapewnia zwickszong kontrole jakosci, a sam produkt,
stosowany konsekwentnie, wykaze optymalne dziatanie. Chociaz postepowanie
koncernu wytwarzajacego Edipeel™ jest zrozumiate, moze to zniech¢ca¢ mniej-
szych producentdéw, ktorzy sag w stanie pozwoli¢ sobie na zakup materiatu, ale
nie na dodatkowe ustugi. Apeel Sciences nie opublikowal bezposrednich ofert
cenowych za swoje ustugi, jednak pewne wnioski mozna wyciggna¢ na podsta-
wie danych od producentéw, ktorzy zaaplikowali Edipeel™ na réznego rodzaju
produkty i rozpoczeli ich sprzedaz. W czerwcu 2018 roku awokado powlekane
Edipeel™ rozpoczeto sprzedaz w sklepach spozywcezych Costco i Harps w Sta-
nach Zjednoczonych (Garfield, 2018). Chociaz sprzedawcy detaliczni stwierdzi-
li, ze zakup awokado traktowanych Edipeel™ kosztuje wiecej, zdecydowali si¢
sprzedawac je po tej samej cenie co awokado niepoddane obrébce. W podsu-
mowaniu sprzedazy stwierdzono, ze zastosowana strategia byta optacalna, po-
niewaz ograniczono straty produktu ze wzgledu na przedtuzenie jego trwatosci
i zwiekszono jego sprzedaz. Harps poinformowal, ze w ciggu dwoch miesigcy
od rozpoczecia sprzedazy awokado z Edipeel odnotowat 65-punktowy wzrost
marzy i 10-procentowy wzrost sprzedazy awokado (Garfield, 2018). Wzrost
sprzedazy moze wynika¢ z tego, ze konsumenci chetniej kupuja artykuty spo-
zywcze o przedtuzonej trwatosci 1 wysokiej jakosci.
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5.8. Ocena postrzegania rozwoju innowacyjnych ostonek
jadalnych przez podmioty z badanych branz

Innowacyjno$¢ to obecnie warunek skutecznego budowania potencjatu kon-
kurencyjnosci przedsiebiorstw, a zarzadzanie innowacjami w zakresie po-
szukiwania, wdrazania i dyfuzji to umiejetnos¢ kluczowa z perspektywy dtu-
gookresowego rozwoju kazdej organizacji. W okresie od wrze$nia do grudnia
2019 roku zostato przeprowadzone wsrod technologdw i menedzeréw przed-
siebiorstw badanie dotyczace oceny postrzegania i mozliwosci rozwoju chito-
zanowych ostonek jadalnych. W badaniu wykorzystano technike indywidual-
nego wywiadu pogtebionego (individual in-depth interview — IDI). Badaniem
objeto 19 menedzerow wspotodpowiedzialnych za projektowanie i rozwdj pro-
duktéw w podmiotach nalezacych do grupy duzych, $rednich, matych i mikro-
przedsigbiorstw (w rozumieniu przepisOw Zalacznika nr 1 do Rozporzadzenia
Komisji (UE) nr 651/2014 z 14 czerwca 2014 roku uznajacego niektdre rodzaje
pomocy za zgodne z rynkiem wewnetrznym w zastosowaniu art. 107 1 108 Trak-
tatu) zwigzanych z branzg opakowaniowg i owocowo-warzywng. Dobor respon-
dentow byl celowy. Wywiady zostaly nagrane oraz poddane transkrypcji. Ana-
liza wynikow badania zostata przeprowadzona na podstawie podziatu badanych
podmiotow wedtug dwoch kryteriow: branzy i wielkosci przedsiebiorstwa.
Pierwszym obszarem przeprowadzonego badania bylo zdiagnozowanie
przedsiebiorstw w zakresie znajomosci terminu ,,0stonka jadalna” i stosowa-
nia przez badane podmioty ostonek jadalnych dostepnych na rynku opako-
wan. Sposrod badanych przedsigbiorstw zdecydowana wigkszos¢ (17 podmio-
tow) odpowiedziata, ze ostonki jadalne sg rodzajem folii/powtoki naktadanej na
zywnos$¢ nieprzetworzona lub minimalnie przetworzona, ktéora mozna spozy¢
wraz z tg oslonka. Z przeprowadzonego badania wynika, ze tylko pie¢ podmio-
tow stosuje w swoim przedsiebiorstwie ostonki jadalne. Byli to producenci folii
i ostonek, ktorzy reprezentowali duze przedsigbiorstwa (dwa podmioty) i $red-
nie przedsigbiorstwa (trzy podmioty). Producenci folii i ostonek, ktorzy zade-
klarowali stosowanie ostonek w swoich przedsigbiorstwach, jako przyklady
wymieniali ostonki kolagenowe oraz alginianowe. Analizujgc wyniki przepro-
wadzonego badania, mozna stwierdzi¢, ze producenci folii i ostonek, ktorzy
stosuja w swojej branzy ostonki jadalne, robia to ze wzgledu na ich zapotrze-
bowanie przede wszystkim w branzy miesnej i mleczarskiej dla wybranych wy-
robow wedliniarskich i nabiatowych. Podkreslili oni takze, ze ostonki jadalne
maja istotny wplyw na podwyzszenie jakosci produktéw nieprzetworzonych
lub w niskim stopniu przetworzonych, ktére na skutek zachodzacych w nich
procesow fizjologicznych (oddychanie, dojrzewanie) oraz dzialania czynni-
koéw zewnetrznych (temperatury i wilgotnosci) sa narazone na obnizenie jakos$ci
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wyrobow. Dziewigcioro przedsigbiorcéw, ktorzy zadeklarowali, ze nie stosu-
ja w swoich przedsiebiorstwach ostonek jadalnych, wyrazilo opini¢, ze znane
im ostonki jadalne (na przyktad kolagenowe) stanowig wazny i rozwijajacy si¢
segment, mimo ze ich udzial w rynku jest nadal niski i nie ma zastosowania
w ich branzach. Pozostatych pigcioro przedsigbiorcow (z segmentu malych
1 mikroprzedsigbiorstw) nie wyrazito swojego zdania na temat potencjalnych
korzysci lub barier stosowania tego typu ostonek.

Drugim obszarem przeprowadzonego badania byla ocena zainteresowania
przedsigbiorstw innowacyjnymi chitozanowymi ostonkami jadalnymi. Pytania
stawiane w przeprowadzonym indywidualnym wywiadzie poglebionym doty-
czyly w szczegolnosci nastgpujacych kwestii:

— Czy chitozanowe ostonki jadalne sg dla przedsigbiorstwa innowacja?

— Jakie cechy powinny mie¢ chitozanowe ostonki jadalne, aby byly stosowane
przez przedsi¢cbiorstwo?

— Czy jest mozliwo$¢ zastosowania chitozanowych ostonek jadalnych w branzy
przedsigbiorstwa?

— Jezeli nie ma mozliwosci zastosowania chitozanowych ostonek jadalnych w
branzy badanego przedsigbiorstwa, to kto moglby by¢ nimi zainteresowany?

Nikt z badanych przedstawicieli przedsiebiorstw nigdy wczesniej nie styszat
o chitozanowych ostonkach jadalnych. Niemniej jednak badani przedstawiciele
podmiotéw uznali powyzsze rozwigzanie za przysztosciowe, o duzym potencja-
le rynkowym. Zdaniem reprezentantow jedenastu przedsigbiorstw chitozanowe
ostonki jadalne, aby spelniaty swojg funkcjonalno$¢, powinny nadawaé wyro-
bom naturalny wyglad, by¢ niewyczuwalne w czasie spozycia, idealnie przylegac
do produktu, charakteryzowac si¢ doskonatg elastycznos$cia, zapewnic stabilno$¢
1 powtarzalno$¢ produkcji oraz gwarantowac bezpieczenstwo wyrobu gotowego
i przedtuza¢ jego trwalos¢. Natomiast badani z pozostatych o§miu podmiotdw,
nalezacych gléwnie do segmentu matych i mikroprzedsigbiorstw, nie wskaza-
li cech uzytkowych, jakimi powinny si¢ charakteryzowaé chitozanowe oston-
ki. Zdaniem tej grupy przedsiebiorcéw ustalenie cech funkcjonalnych bedzie
uzaleznione od ich potencjalnego przeznaczenia w danej branzy spozywczej. Bez
wzgledu na branz¢ duze przedsicbiorstwa deklarowaty najwicksze zainteresowa-
nie potencjalnym zastosowaniem i rozwojem chitozanowych ostonek jadalnych,
natomiast najmniejsze zainteresowanie wykazaty mikroprzedsigbiorstwa.

Analizujac wyniki przeprowadzonego badania w zakresie potencjalnego zasto-
sowania chitozanowych ostonek jadalnych, mozna stwierdzi¢, ze mogg one by¢
wykorzystane w branzy owocowo-warzywnej (na przyktad w postaci wewnetrz-
nej innowacyjnej bariery ochronnej lub jako wyréznik marketingowy). Szczegol-
nie podkreslito to czworo przedstawicieli producentow owocoOw i warzyw oraz
troje przetwdércoOw owocoOw i warzyw. Reprezentanci producentdéw oraz prze-
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tworcéw owocow i warzyw, ktorzy zadeklarowali, ze w ich branzach na owoce
1 warzywa sg stosowane tzw. warstwy ochronne (wielosktadnikowe substancje
pochodzenia naturalnego, o zblizonym sktadzie do woskow naturalnych), byli
szczegblnie zainteresowani chitozanowymi ostonkami jadalnymi. Niezaleznie
od wielkosci reprezentowanego przedsicbiorstwa dziewigcioro spos$rod analizo-
wanych producentow oraz przetworcéw owocdw i warzyw zwrdcito uwage, ze
podstawowe straty jakosci oraz ilosci owocow 1 warzyw sa zauwazalne zwlasz-
cza migdzy ich zbiorem a konsumpcja. Dlatego przedsigbiorstwa z tych branz
uznaty, ze chitozanowe ostonki jadalne mogtyby stanowi¢ ciekawg alternatywe
dla obecnie stosowanych przez nich warstw ochronnych. Z kolei czterech produ-
centow folii 1 ostonek oraz trzech producentéw owocow i warzyw (duze i $red-
nie przedsigbiorstwa) wspomniato, ze chitozanowe ostonki jadalne mogg stano-
wi¢ potencjalnie cickawe rozwigzanie w lokalach gastronomicznych. Aplikacja
tego typu ostonek na nieskonsumowane produkty by¢ moze przyczynitaby si¢
w tych miejscach do zmniejszenia skali marnowania zywnosci.

Kolejnym obszarem przeprowadzonego badania bylo poznanie silnych i sta-
bych stron w zakresie rozwoju chitozanowych ostonek jadalnych z dodatkiem
ekstraktu z wyttokow aronii, ktére w opinii przedsiebiorcow moga wptynaé¢ na
ich rozw¢j (opinie producentow folii i ostonek, producentow i przetwdrcoOw owo-
coOw 1 warzyw zaprezentowano w tabeli 20). Czternascioro przedsigbiorcoOw z roz-
nych branz zadeklarowato, ze najwazniejszym atutem w kontek$cie rozwoju
chitozanowych ostonek jadalnych z dodatkiem ekstraktu z wytlokéw aronii jest
mozliwo$¢ wydhuzenia trwatosci produktoéw poprzez spowalnianie fizjologicz-
nych proceséw dojrzewania i starzenia sig.

Podkreslono silne strony jadalnych ostonek i ich szczeg6lnag role polegaja-
ca migdzy innymi na ograniczeniu stosowania opakowan, wykonanych gtéwnie
z tworzyw sztucznych, co pozwala na redukcj¢ ilosci odpadow, ktore sa obciaze-
niem dla srodowiska. Badane przedsigbiorstwa uznaty ostonki jadalne o dodatko-
wych cechach prozdrowotnych za przysztosciowe, o duzym potencjale rynkowym.

W przeprowadzonym indywidualnym wywiadzie poglgbionym zapytano row-
niez przedsiebiorcéw o stabe strony proponowanego rozwigzania. W opinii pro-
ducentow folii i ostonek najwiecej trudnosci nastrgcza¢ moze brak skutecznosci
tej ostonki jako bariery ograniczajacej migracje pary wodnej. Cho¢ ich zdaniem
wlasciwosci barierowe ostonki w stosunku do pary wodnej sg wazne szczegodlnie
w przypadku produktéw, ktore charakteryzujg si¢ niskg wilgotnoscia. Z kolei dla
trzech producentow owocoéw i warzyw oraz dwodch przetwoércoOw owocoOw i wa-
rzyw (z segmentu duzych i srednich przedsigbiorstw) wyzwanie moze stanowic
na tym etapie brak informacji na temat caltkowitego kosztu zastosowania ostonki
tacznie z forma jej aplikacji na produkt. Dodatkowo przetwércy owocoéw i wa-
rzyw podkreslili, ze ta informacja bytaby dla nich wazna z powodu mozliwos$ci
poréwnania cen ostonek jadalnych z obecnie stosowanymi woskami.
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Tabela 20. Silne i slabe strony dotyczace rozwoju chitozanowych ostonek jadalnych
z dodatkiem ekstraktu aronii w opinii podmiotow

Branza

Chitozanowe oslonki jadalne z dodatkiem ekstraktu z wytlokéw
aronii

Silne strony

Stabe strony

Producent folii
i ostonek

— mozliwos$¢ wydluzenia trwatosci
produktu poprzez spowalnia-
nie fizjologicznych procesow
dojrzewania i starzenia si¢

— mozliwos¢ przedtuzenia okresu
magazynowania

— mozliwos¢ zastosowania ich
jako no$nikow substancji ak-
tywnych

— mozliwos¢ zastosowania ich
jako bariery dla czynnikow
zewnetrznych

— mozliwos$¢ zmniejszania ilosci
opakowan z tworzyw sztucz-
nych

— mozliwos¢ spozycia razem
z produktem

— nizsze wla$ciwosci barierowe

w stosunku do pary wodnej
(nieskuteczno$¢ ostonki jako
czynnika ograniczajacego migra-
cje¢ pary wodnej)

nalezatoby wskaza¢ metode
aplikacji (w postaci suchej czy
mokrej) oraz produkty, dla kto-
rych ta ostonka jest przeznaczona
brak mozliwo$ci samodzielnego
zastosowania jako opakowania

Producent owocoOw
i warzyw

— mozliwos¢ wydtuzenia trwatosci
produktu poprzez spowalnia-
nie fizjologicznych procesow
dojrzewania i starzenia si¢

— mozliwos¢ przedtuzenia okresu
magazynowania

— mozliwosé¢ nadania okreslonych
wlasciwosci sensorycznych

— mozliwos¢ zastosowania ich
jako no$nikow substancji
aktywnych

— mozliwos¢ zastosowania ich
jako bariery dla czynnikow
zewnetrznych

wyzszy koszt ostonki w porowna-
niu ze stosowanymi woskami
nalezatoby wskaza¢ metode apli-
kacji (w postaci suchej

czy mokrej) oraz produkty,

dla ktorych ta ostonka jest
przeznaczona

nizsze wlasciwosci barierowe

w stosunku do pary wodnej
(nieskuteczno$¢ ostonki jako
czynnika ograniczajacego migra-
cj¢ pary wodnej)

koniecznos¢ edukacji konsumen-
tOw o szerokim zasiggu
spotecznym, aby zwigkszy¢
popularnos¢

Producent owocow
i warzyw

— mozliwo$¢ zmniejszania ilo$ci
opakowan z tworzyw sztucz-
nych

— mozliwos¢ spozycia razem
z produktem

— mozliwo$¢ zastosowania ich
jako innowacji ekologicznej
i technologiczne;j

tych ostonek jako produktu o cenio-
nych wlasciwosciach
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cd. tabeli 20

Chitozanowe oslonki jadalne z dodatkiem ekstraktu z wytlokéw

Branza aronii
Silne strony Stabe strony
— mozliwos$¢ wydhuzenia trwatosci | — koszt ostonki (jak ostonka
produktu poprzez spowalnia- wplynie na koszt skupu surowca)
Przetworca owocow nie fizjologicznych procesow W pordwnaniu ze stosowanymi
i warzyw dojrzewania i starzenia si¢ woskami
— mozliwos¢ przetworzenia ich — nalezaloby wskaza¢ metode apli-
razem z produktem kacji

Zrédlo: Opracowanie wlasne.

Wigkszo$¢ producentow folii i ostonek (6 na 8 badanych) wskazata, ze ostonki
jadalne na bazie chitozanu nie mogg by¢ stosowane samodzielnie, a tym samym
nie mogg by¢ uznane za pelnowartosciowe opakowanie. Jednak zwrocono takze
uwage, ze dotychczasowe opakowania tradycyjne, gtéwnie z tworzyw sztucz-
nych, peligce funkcje pasywna (na przyklad ochronna, marketingowa, informa-
cyjna), staty si¢ niewystarczajace.

Ostatnim analizowanym obszarem wywiadu bylo poznanie opinii przed-
sigbiorcow na temat kierunkoéw rozwoju ostonek jadalnych o dodatkowych
cechach prozdrowotnych. Wedlug przedstawicieli badanych z pigtnastu przed-
sigbiorstw ze wszystkich analizowanych branz ten kierunek rozwoju zostat
oceniony jako silnie wplywajacy na konkurencyjnos¢ przedsigbiorstw przede
wszystkim dla niedegradowalnych ostonek z tworzyw sztucznych, ale tez dla
ostonek jadalnych, ktore nie wykazuja dodatkowych cech prozdrowotnych.
Wigkszo$¢ reprezentantdw duzych i §rednich przedsiebiorstw (siedem na jedena-
$cie badanych podmiotow) uznata, ze produkty zywnosciowe, ktore zostang po-
wleczone chitozanowg ostonka jadalng o podwyzszonych cechach prozdrowot-
nych, w pierwszej kolejnosci moga skupi¢ uwage konsumentow, ktorzy troszcza
si¢ o srodowisko i staraja si¢ zy¢ bardziej ekologicznie. Ponadto zainteresowani
mogg by¢ konsumenci skoncentrowani na wtasnym zdrowiu i dobrym samopo-
czuciu, ktorzy beda szukac sktadnikow, produktow i potgczen zapewniajacych
im korzysci odzywcze. Czterech przetworcow owocoOw i warzyw podkreslito,
ze jedna z kluczowych kwestii mogacych wptyna¢ na rozwdj chitozanowych
ostonek jadalnych o dodatkowych cechach prozdrowotnych jest to, ze do ich
wytworzenia mozna wykorzysta¢ niektore odpady ucigzliwe dla srodowiska lub
uboczne produkty przemystu spozywczego, ktore sa generowane w ich zakta-
dach przetworczych w duzych ilosciach. W opinii tych badanych znaczna cz¢$¢
produktéw ubocznych, ktoére powstaja w trakcie przetwarzania owocow i wa-
rzyw, jest nieracjonalnie sktadowana i wykorzystywana, co stanowi potencjalne
zagrozenie dla $rodowiska i jest przejawem marnotrawstwa. Odpady te moga
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stanowi¢ cenny surowiec wtdrny z uwagi na ich wtasciwosci, na przyktad proz-
drowotne i (lub) barwigce. Wtorne ich wykorzystanie moze przynies¢ zatem ko-
rzysci zarowno ekonomiczne, jak i ekologiczne.

W przeprowadzonym badaniu trzech producentéw folii i ostonek oraz trzech
producentdw owocow i warzyw zwrocito uwage na potrzebe zwickszania swia-
domosci konsumentéw odnosnie do korzysci ptynacych ze stosowania ostonek
jadalnych, zwtaszcza w aspektach §rodowiskowych. Podkreslili oni rowniez, ze
nalezy postrzegaé i przedstawia¢ konsumentom zastosowanie chitozanowych
ostonek jadalnych z dodatkiem ekstraktu z aronii jako innowacj¢ ekologicz-
ng i technologiczng, ktére beda promowaé gospodarke o obiegu zamknigtym
1 wspottworzy¢ ekologiczne i pozbawione odpaddéw $rodowisko.

Wyniki przeprowadzonego badania jakosciowego dotyczacego postrzegania
1 perspektyw rozwoju chitozanowych ostonek jadalnych o cechach prozdrowot-
nych wykazaty, ze zdaniem badanych przedstawicieli przedsi¢biorstw zaprojek-
towane ostonki mogg wydtuzy¢ trwatos¢ produktéw i sg przyjazne dla §rodowi-
ska. Postrzeganie i perspektywa rozwoju sg uzaleznione od branzy i wielkosci
przedsigbiorstwa. Sposréd analizowanych branz najwyzsze zainteresowanie
w zakresie potencjalnego zastosowania wykazali producenci owocoéw i wa-
rzyw, jednak zauwazyli oni, ze wyzwanie moze stanowi¢ aplikacja tego typu
ostonek na produkty, jak rowniez brak wiedzy na temat kosztéw zastosowa-
nia omawianych oslonek w poroéwnaniu z obecnie stosowanymi przez nich
woskami. Z kolei producenci folii i ostonek uznali, Zze najwazniejszym atutem
w kontekscie rozwoju chitozanowych ostonek jadalnych z dodatkiem ekstraktu
z wytlokoéw aronii jest mozliwo$¢ wydhuzenia trwatosci produktow, a ich wdro-
zenie silnie wptyneloby na konkurencyjnos¢ dla niedegradowalnych ostonek
z tworzyw sztucznych. Wsréd stabych stron tego typu ostonek wskazywali na
mozliwy brak jej skuteczno$ci jako bariery ograniczajgcej migracje pary wod-
nej. Natomiast przetworcy owocow i warzyw podkreslili, ze jedng z kluczo-
wych kwestii, ktore moga wptynaé na rozwoj chitozanowych ostonek jadalnych
o dodatkowych cechach prozdrowotnych, jest to, ze do ich wytworzenia mozna
zagospodarowac niektére uboczne produkty przemystu spozywczego, ktore sa
generowane w ich zaktadach przetworczych w duzych ilosciach. Bez wzgle-
du na branz¢ duze przedsigbiorstwa deklarowaty najwicksze zainteresowanie
potencjalnym zastosowaniem i rozwojem chitozanowych ostonek jadalnych,
natomiast najmniejsze zainteresowanie wykazaty mikroprzedsigbiorstwa. Chi-
tozanowe oslonki jadalne o cechach prozdrowotnych, mimo wskazanych sta-
bych stron, zostaty uznane przez badanych jako rozwigzanie przysztosciowe,
o duzym potencjale rynkowym.
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5.9. Podsumowanie

Wyniki badan wtasnych pozwolity na weryfikacje postawionych hipotez ba-
dawczych. Zastosowanie zaprojektowanego eksperymentu metoda plaszczy-
zny odpowiedzi RSM do optymalizacji procesu ekstrakcji z wytlokow aronii
przy uzyciu alkoholu etylowego i techniki ultradzwickowej pozwolito okresli¢
wplyw poszczegélnych parametrow procesu ekstrakcji na ogdlna zawartos¢
zwigzkow fenolowych, ogolng zawarto$¢ antocyjanow i wiasciwosci przeciwu-
tleniajace. Na podstawie uzyskanych wynikoéw z przeprowadzonej walidacji zop-
tymalizowanego modelu stwierdzono, ze optymalne warunki ekstrakcji zwigz-
kéw bioaktywnych z wyttokéw aronii wystepuja przy uzyciu 60-procentowego
roztworu alkoholu etylowego i podczas 20-minutowej sonikacji, co pozwala na
pozytywne zweryfikowanie pierwszej hipotezy badawczej. W przeprowadzonym
badaniu zaobserwowano, ze wptyw pola ultradzwickowego w procesie sonikacji
przy odpowiednim stezeniu alkoholu etylowego wptywa na wzrost zawartosci
poszczegblnych substancji bioaktywnych w ekstraktach. Uzyskane matematycz-
ne modele pozwalaja na wyznaczenie optymalnych parametrow procesu, ktore
spetniaja zalozone na wstepie warunki. Przeprowadzone wyniki moga postuzy¢
w badaniach i zastosowaniach przemystowych proceséw ekstrakcji dla produk-
tow ubocznych przetworstwa aronii.

Przedstawiono procedure otrzymywania i frakcjonowania grupy zwiaz-
kéw o wysokich wlasciwosciach przeciwutleniajacych. Opracowana metoda
frakcjonowania wykorzystujaca dwa typy zt6z: LiChroprep RP-18 i poliamid-6
pozwolita na otrzymanie frakcji o wysokiej koncentracji zwigzkow biologicznie
czynnych o wlasciwosciach przeciwutleniajacych. Wyniki badan wykazaly, ze
frakcja 2, wyizolowana z ekstraktu z wytlokow aronii uzyskanego w wyniku
ekstrakcji 60-procentowym roztworem alkoholu etylowego podczas 20-minuto-
wej sonikacji na ztozu poliamidowym, charakteryzuje si¢ najwyzszym potencja-
lem przeciwutleniajacym. Wtasciwosci przeciwutleniajace byly wyzsze o oko-
to 30% we frakcji 2 wyizolowanej na ztozu poliamidowym w poréwnaniu do
frakcji 2 wyizolowanej na ztozu LiChroprep. W przypadku ogolnej zawartos$ci
antocyjanéw oznaczona zawarto$¢ we frakcji 2 wyizolowanej na ztozu poliami-
dowym byta o okoto 65% wyzsza niz uzyskana we frakcji 2 przy zastosowaniu
ztoza LiChroprep. Natomiast ogdlna zawartos¢ zwiazkéw fenolowych z frakcja
2 wyizolowanej na zlozu poliamidowym byla o okoto 3% wyzsza w porowna-
niu do frakcji drugiej wyizolowanej na ztozu LiChroprep. Analiza statystyczna
potwierdzita réwniez, ze zardwno rodzaj frakcji, rodzaj ztoza, jak i ich kom-
binacje determinuja poziom ogdlnej zawartosci zwigzkow fenolowych, ogdlnej
zawartos$ci antocyjanow i wlasciwosci przeciwutleniajacych. Nalezy podkreslic,
ze otrzymywanie aktywnej frakcji drugiej przy uzyciu ztoza poliamidowego
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stanowito korzystng alternatywe dla ztoza LiChroprep, poniewaz chromatogra-
fia kolumnowa ze zlozem poliamidowym zapewnita wyzszy odzysk oznacza-
nych grup zwigzkéw o wysokich witasciwosciach przeciwutleniajacych, szcze-
g6lnie barwnikow antocyjanowych. Ponadto zastosowanie ztoza poliamidowego
jest bardziej ekonomicznym rozwigzaniem migdzy innymi ze wzglgedu na koszt
samego ztoza, ktére jest ponad pigciokrotnie tansze w poroOwnaniu ze ztozem
LiChroprep. Wstepna analiza dotyczaca identyfikacji zwigzkéw organicznych
zawartych w wyizolowanych frakcjach na ztozach LiChroprep i poliamid z eks-
traktu z wytlokéw aronii zostata przeprowadzona za pomocg dwéch metod in-
strumentalnych (HPLC-ESI-IT-MS i UPLC-Q-Orbitrap-MS). W analizowanych
frakcjach przypisano wstepnie struktury chemiczne na podstawie fragmentacji
masowej, wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz danych literaturowych.
Stwierdzono wystepowanie w wyttokach aronii zwigzkéw z grupy migdzy in-
nymi kwasow fenolowych, flawonoli i antocyjanéw. Na podstawie uzyskanych
wynikdw oraz analizy literatury przypisano rowniez wstepnie struktury chemicz-
ne dla kliku metabolitow, ktore do tej pory nie zostaty opisane w owocach aro-
nii. Niektére piki na chromatogramie odpowiadaja jonom molekularnym, ktore
moga sugerowac¢ wystgpowanie w tej roslinie miedzy innymi saponin do tej pory
niezidentyfikowanych w aronii. Natomiast pochodne kwasow triterpenowych zo-
staly zaobserwowane w innych roslinach nalezacych do rodziny ré6zowatych, do
ktorych rdwniez zaliczana jest aronia. Ogélna zawarto$¢ saponin byta najwyzsza
we frakcji 2 wymywanej 40-procentownym alkoholem etylowym na ztozu po-
liamidowym. Omoéwione wyniki pozytywnie weryfikujg druga hipoteze przyjeta
W niniejszej monografii.

Na kolejnym etapie opracowano eksperymentalne ostonki jadalne na bazie
chitozanu z dodatkiem frakcji 2 ekstraktu z wyttokdw aronii uzyskanego w wy-
niku ekstrakcji 60-procentowym roztworem alkoholu etylowego podczas 20-mi-
nutowej sonikacji na ztozu poliamidowym. Probke kontrolng stanowita ostonka
bez dodatku tej frakcji. Jako dodatek do matrycy chitozanowych ostonek, po-
prawiajacych ich wlasciwosci uzytkowe, zastosowano frakcje 2 wyizolowang na
ztozu poliamidowym, poniewaz ze wzgledu na najwyzsza koncentracj¢ substan-
cji biologicznie czynnych stwierdzono jej najsilniejsze dziatanie przeciwutlenia-
jace. Dodatek frakcji 2 ekstraktu z wyttokow aronii na poziomie 0,5%—1,5% do
chitozanowych ostonek pozwolil na uzyskanie innowacyjnych chitozanowych
ostonek o podwyzszonych wilasciwosciach uzytkowych oraz prozdrowotnych.
Zostato to potwierdzone w przeprowadzonych badaniach cech uzytkowych ba-
danych ostonek. Wraz ze wzrostem zawartosci dodatku frakcji 2 ekstraktu z wy-
tlokéw aronii wzrastata bariera UV-Vis badanych ostonek. Z kolei zwigkszanie
dodatku frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii powodowato zmniejszenie prze-
nikalnosci pary wody. Dodatek od 0,5% do 1,5% frakcji 2 ekstraktu z wytto-
kow aronii nieznacznie zwigkszyt rozpuszczalnos$¢ ostonek w wodzie. Natomiast

136



wraz ze wzrostem dodatku frakcji drugiej zmniejszyta si¢ przepuszczalnos¢ tle-
nu chitozanowych ostonek. Sugeruje to, ze zwigzki biologicznie czynne o wia-
sciwos$ciach przeciwutleniajacych zawarte we frakcji drugiej ekstraktu z wytto-
kow aronii mogg znacznie poprawia¢ wlasciwosci bariery tlenowej chitozanowe;j
ostonki. Wszystkie badane ostonki wykazaly dziatanie przeciwutleniajace, jed-
nak ich aktywnos$¢ byta zréznicowana. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem
ilosci ekstraktu w probce wzrastat potencjal przeciwutleniajacy ostonki. Uzyska-
ne wyniki pozwalajg pozytywnie zweryfikowac trzecig hipoteze.

Na ostatnim etapie badan przeprowadzono indywidualne wywiady poglebio-
ne, aby oceni¢ postrzeganie rozwoju innowacyjnych ostonek jadalnych przez wy-
branych przedsigbiorcow w zalezno$ci od branzy i wielkosci przedsiebiorstwa.
Nikt z badanych nigdy wcze$niej nie styszat o chitozanowych ostonkach jadal-
nych. Najwigksze zainteresowanie w zakresie potencjalnego zastosowania tego
typu ostonek w swojej branzy wykazali producenci i przetworcy owocoéw i wa-
rzyw. Badani uznali, ze zaprojektowane chitozanowe ostonki mogliby wykorzy-
sta¢ w swoich branzach jako wewnetrzng innowacyjng barier¢ ochronng oraz
jako wyrdznik marketingowy. Wsrdd stabych stron wymieniali obawy zwigzane
z mozliwos$ciami aplikacyjnymi tego typu ostonki na produktach oraz brak wie-
dzy na temat kosztow jej zastosowania w pordwnaniu ze stosowanymi obecnie
przez nich woskami. Z kolei producenci folii i ostonek oraz producenci owo-
cow 1 warzyw, gldwnie przedstawiciele duzych i §rednich przedsigbiorstw, uzna-
li, ze najwazniejszym atutem w kontekscie rozwoju chitozanowych ostonek ja-
dalnych jest mozliwo$¢ wydhuzenia trwatosci produktéw. Ich wdrozenie rowniez
silnie wptynetoby na konkurencyjno$¢ dla niedegradowalnych ostonek z two-
rzyw sztucznych. Podkreslili réwniez, ze zaprojektowane ostonki moglyby by¢
aplikowane na nieskonsumowane produkty w lokalach gastronomicznych w celu
przedluzenia ich trwato$ci. Takie zastosowanie mogloby potencjalnie przyczynic¢
si¢ do zmniejszenia skali marnowania zywnos$ci. Wsrdd stabych stron tego typu
ostonek wskazywali na mozliwy brak jej skutecznosci jako bariery ograniczaja-
cej migracje pary wodnej. Natomiast przetworcy owocoéw 1 warzyw podkreslili,
ze jedna z kluczowych kwestii, ktora moze wptyna¢ na rozwoj chitozanowych
ostonek jadalnych o dodatkowych cechach prozdrowotnych, jest mozliwo$¢
wykorzystania niektérych produktow ubocznych powstajacych w ich przedsie-
biorstwach. Bez wzgledu na branzg przedstawiciele duzych przedsiebiorstw de-
klarowali najwieksze zainteresowanie potencjalnym zastosowaniem i rozwojem
chitozanowych ostonek jadalnych, natomiast najmniejsze zainteresowanie wy-
kazywali przedstawiciele mikroprzedsigbiorstw. Mozna przypuszczaé, ze zain-
teresowanie wdrozeniem chitozanowych ostonek jadalnych w duzych przedsig-
biorstwach jest wyzsze, poniewaz mogtoby przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia zysku
przez przedsigbiorstwo, poprawy jako$ci oferowanych ushug i ulepszenia pro-
duktow, a takze zwigkszenia mozliwosci konkurencyjnej firmy na rynku. Z kolei
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mikroprzedsiebiorstwa wykazaty mniejsze zainteresowanie z powodu wysokich
kosztow wynikajacych z wprowadzenia innowacji, zbyt malej ilosci zasobow fi-
nansowych oraz braku odpowiedniego wyposazenia technicznego. Chitozanowe
ostonki jadalne o cechach prozdrowotnych, mimo wskazanych stabych stron, zo-
staly uznane przez badanych za rozwigzanie przysztosciowe, o duzym potencjale
rynkowym. Kierunek rozwoju zostal oceniony jako silnie wptywajacy na kon-
kurencyjnos¢ przedsigbiorstw przede wszystkim dla niedegradowalnych ostonek
z tworzyw sztucznych, ale tez dla ostonek, ktore nie wykazuja dodatkowych cech
prozdrowotnych. Wyniki przeprowadzonego badania jako$ciowego w obszarze
postrzegania chitozanowych ostonek jadalnych przez przedsigbiorcoOw z bada-
nych branz pokazaty, ze ostonki zostaly ocenione, glownie w duzych i $rednich
przedsigbiorstwach, jako innowacja ekologiczna i technologiczna, ktéra powin-
na promowac gospodarke o obiegu zamknietym. Chitozanowe ostonki jadalne
moga wspottworzy¢ ekologiczne i pozbawione odpadéw §rodowisko, poniewaz
sg innowacyjnym produktem, ktéry ogranicza uwalnianie szkodliwych substan-
cji w catym cyklu zycia i przyczynia si¢ do lepszego wykorzystania ograniczo-
nych zasob6éw naturalnych.

138









6. Whioski

Przeprowadzona analiza literatury i badania empiryczne pozwalaja wyciagnaé
nastgpujace wnioski:

1. Zaprojektowany eksperyment metodg ptaszczyzny odpowiedzi RSM do opty-
malizacji procesu ekstrakcji z wyttokéw aronii przy uzyciu alkoholu etylo-
wego 1 techniki ultradzwickowej pozwolit okresli¢c wpltyw poszczegodlnych
parametrow procesu na ogolng zawartos¢ zwigzkow fenolowych, ogoélng
zawarto$¢ antocyjanéw 1 wlasciwosci przeciwutleniajgcych zmierzonych te-
stem DPPH. Optymalne warunki ekstrakcji zwigzkow bioaktywnych z wy-
tlokéw aronii odmiany Nero (WN) uzyskano przy uzyciu 60-procentowego
roztworu alkoholu etylowego podczas 20-minutowej sonikacji. W przeprowa-
dzonym badaniu zaobserwowano wptyw pola ultradzwickowego w procesie
sonikacji przy odpowiednim stezeniu alkoholu etylowego na ilo§¢ substancji
bioaktywnych zawartych w ekstraktach.

2. Opracowana metoda frakcjonowania ekstraktu z wyttokow aronii, w ktorej
wykorzystano chromatografi¢ kolumnowa ze ztozem poliamidowym oraz
rézng procentowa zawarto$¢ alkoholu etylowego w wodzie, pozwolila na
otrzymanie frakcji o wysokiej koncentracji zwiazkow biologicznie czynnych
o wlasciwos$ciach przeciwutleniajacych. Na podstawie fragmentacji masowej,
wysokorozdzielczej spektrometrii mas oraz danych literaturowych stwier-
dzono wystepowanie w wyttokach aronii zwigzkéw z grupy miedzy innymi
kwasow fenolowych, flawonoli i antocyjandw. Wstepnie przypisano réwniez
struktury chemiczne dla kilku metabolitow, ktoére do tej pory nie zostaty zi-
dentyfikowane w owocach aronii.

3. Dodatek frakcji 2 ekstraktu z wytlokéw aronii na poziomie 0,5%—1,5% do
chitozanowych ostonek pozwolil na uzyskanie innowacyjnych chitozano-
wych ostonek o podwyzszonych wlasciwosciach uzytkowych. Na podstawie
obliczonych kosztow wytworzenia ostonek chitozanowych stwierdzono, ze
kazdorazowy wzrost dodatku frakcji drugiej o 0,5 punktu procentowego po-
woduje wzrost kosztéw wytworzenia ostonki o 5%.
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4. Chitozanowe ostonki jadalne zostaty ocenione przez przedsigbiorcéw z bada-
nych branz, gtéwnie przez producentdéw folii 1 ostonek oraz producentow owo-
cow 1 warzyw z duzych i $rednich przedsiebiorstw, jako innowacja ekolo-
giczna 1 technologiczna, ktéra powinna promowaé gospodarke o obiegu
zamknigtym 1 wspoltworzy¢ ekologiczne oraz pozbawione odpadéw srodo-
wisko. Cechy prozdrowotne ostonek, wynikajace migdzy innymi z zastoso-
wania dodatku wytlokdéw aronii, ktore charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia
zwigzkow fenolowych i antocyjanéw oraz wysokim potencjalem przeciwu-
tleniajacym, moga zwickszaé¢ konkurencyjnos¢ przedsiebiorstw dziatajacych
na rynku zywno$ci, decydujacych si¢ na wdrozenie tej innowacji.

Opracowane techniczne koncepcje eksperymentalnych chitozanowych osto-
nek jadalnych z dodatkiem ekstraktu z wytlokow aronii mogg stanowi¢ cieka-
wa, innowacyjng alternatywe dla syntetycznych ostonek, pozwalajaca na ograni-
czenie marnowania Zywnosci, zapewniajacg bezpieczenstwo oraz przedtuzajaca
trwato$¢ zywnosci. Wskazanie optymalnej ilosci dodatku frakcji drugiej ekstrak-
tu z wyttokoéw aronii jest ztozonym procesem, w ktorym trzeba wzig¢ pod uwage
takie czynniki jak rodzaj produktu, ktory ma zosta¢ powleczony ostonka, forme
aplikacji ostonki, cechy organoleptyczne czy przewidywany okres przedtuzenia
trwatosci produktu. Przeprowadzone badania moga stanowi¢ punkt wyjscia do
kolejnych badan dotyczacych opracowania i oceny prototypéw ostonek jadal-
nych dla wybranych produktow zywnosciowych.

Planowane sg dalsze badania polegajace na opracowaniu metod aplikacji
zaprojektowanych prototypéw ostonek jadalnych na wybrane grupy produk-
tow zywnosciowych. Istotnym kierunkiem badan jest tez wskazanie zakresu za-
chodzacych zmian w jakos$ci sensorycznej i ocenie konsumenckiej oraz witasci-
wosciach przeciwdrobnoustrojowych powleczonych produktow w zaleznosci od
zastosowanego dodatku frakcji 2 ekstraktu z wyttokéw aronii.
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Zalacznik 2. Scenariusz wywiadu indywidualnego poglebionego

Czes¢ metryczkowo-ewidencyjna:

Branza

[ producent folii i ostonek | [ producent owocow O przetworca owocOw

i warzyw i warzyw

Kategoryzacja podmiotu

[0 duze przedsigbior- | [ $rednie przedsie- [0 mate przedsigbior- | [ mikroprzedsigbior-

stwo biorstwo stwo stwo
Skala dzialania
[ regionalna O krajowa [ europejska O pozaeuropejska

Obszar 1. Oslonki jadalne — dotychczasowe stosowanie

mo0wr

Czy spotkali si¢ Panstwo z terminem ,,ostonki jadalne”?

Z czym Panstwu kojarza si¢ ostonki jadalne?

O jakich ostonkach jadalnych Panstwo styszeli?

Jaki rodzaj ostonek jadalnych Panstwo stosuja w swoim przedsi¢biorstwie?
Czy ostonki jadalne to dobry pomyst, czy zty?

Obszar 2. Chitozanowe oslonki jadalne — innowacyjne rozwiazanie

A.
B.

C.
D.

Czy uwazaja Panstwo, ze chitozanowe ostonki jadalne sa dla Panstwa innowacja?
Jakie cechy powinny mie¢ chitozanowe ostonki jadalne, aby byly stosowane
przez przedsigbiorstwo?

Czy w Panstwa branzy jest mozliwos$¢ ich stosowania?

Jesli nie w Panstwa branzy, to kto moglby by¢ nimi zainteresowany (prosze
wskaza¢ inne branze)?

Obszar 3. Chitozanowe oslonki jadalne — silne i slabe strony, potencjalne zastosowanie

A.

B.

Jak sa oceniane silne strony rozwoju chitozanowych ostonek jadalnych z dodat-
kiem ekstraktu z wytlokow aronii?

Jak sa oceniane stabe strony w rozwoju chitozanowych ostonek jadalnych z do-
datkiem ekstraktu z wytlokow aronii?

Jak widza Panstwo akceptowalno$¢ przez konsumentéw tego rozwigzania?

Jak jest oceniany rozwoj chitozanowych ostonek jadalnych o dodatkowych ce-
chach prozdrowotnych?
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Chokeberry pomace as a component of innovative
edible casings

Summary
https://doi.org/10.18559/978-83-8211-172-9-summary

Introduction

Nowadays, product innovations, which often appear on the food market, play
an increasingly important role. The development of product innovations for en-
trepreneurs in the food sector is treated as a key challenge resulting from factors
such as the rapidly changing fashion on the market, shortening the life cycle
of most products as well as strong competition or changes in consumer life-
styles. Product innovations are becoming one of the conditions for the develop-
ment of the food market, especially those that bring measurable benefits to con-
sumers. An important direction that can affect the effectiveness and competitive
advantage of an enterprise operating in the field of agri-food processing is the
design of innovative products aimed at the introduction and popularisation of
pro-health solutions.

In recent years, a clear research direction closely related to the production of
environmentally friendly products has been observed. Many research works
have been devoted to the search for and analysis of natural biopolymers, which
are of great interest in various industries due to their properties such as: non-
toxicity, biocompatibility and biodegradability. These features make them an at-
tractive material for a number of applications, including the production of edible
casings protecting food products. An analysis of literature data shows that ed-
ible casings based on natural biopolymers are characterised by certain functional
limitations. One of the ways to improve the functional properties of edible cas-

More in the monograph in Polish: Sady, S. (2023). Wytloki aronii jako komponent innowacyj-
nych ostonek jadalnych. Wydawnictwo Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu. https://doi.
org/10.18559/978-83-8211-172-9
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ings may be the cross-linking of polymers with the use of bioactive compounds
which have antioxidant properties.

The idea of a circular economy encompasses minimising waste by reusing
or recycling it, as well as implementing full waste recovery, which means, above
all, treating the generated waste as a potential source of secondary raw materi-
als. Among such secondary raw materials, valuable for shaping the health-pro-
moting properties of food, are the by-products of chokeberry fruit processing.
In fact, chokeberry pomace is a natural source of bioactive compounds. A sub-
stantial amount of research work has been devoted to assessing the potential of
chokeberries and their juice. Studies on the functional properties of chokeberry
fruit processing by-products, as well as their broader use as secondary raw mate-
rials, have a much smaller share in the literature.

The basic method of obtaining substances with health-promoting properties
from various by-products is extraction. Management of the extraction process
using statistical planning methods can lead to a significant improvement in the
results of the process and affect its technological and economic aspects. There-
fore, the author defined the aim of this research taking into account the devel-
opment of the sector of product innovations on the market of casings intended
for direct contact with food and a balanced approach to the use of by-products
in accordance with the assumptions of environmental protection.

Thus, the aim of the work was to assess the usefulness of chokeberry pomace
extract in the development of innovative biopolymer chitosan casings with en-
hanced functional properties.

Based on the analysis of data from the literature and preliminary experimen-
tal research, the following hypotheses were formulated:

1. Appropriate solvent concentration in the range of 60%—-96% and the soni-
cation time between 10 and 30 minutes in extraction processes will ensure
the optimal extraction of biologically active compounds from chokeber-
ry pomace.

2. Fractional separation of substances contained in chokeberry pomace ex-
tracts will allow to obtain a group of compounds with the highest antioxi-
dant properties.

3. Addition of a fraction of chokeberry pomace extract at the level of
0.5%—-1.5% to chitosan casings will allow to obtain innovative chi-
tosan casings with improved functional properties.

Scope of research undertaken to achieve the aim of the work

The first stage of the research included the preparation of chokeberry pomace
extracts and optimisation of the extraction process. For this purpose, research
material was obtained and prepared, i.e. pomace from two varieties of black
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chokeberry. The obtained pomace was subjected to the process of lyophilisa-
tion. Next, from the obtained lyophilisates, extracts were prepared for the pre-
liminary analysis of phenolic compounds and antioxidant properties, on the basis
of which the Nero variety was selected for further research. In the subsequent
stage of the research, the extraction process was optimised using the theory of
planning experiments with the response surface method (RSM).

In the second stage of the research, fractional separation of chokeberry pom-
ace extracts obtained under optimised extraction conditions was carried out. This
step was aimed at obtaining an extract fraction with a high concentration of bio-
logically active compounds which had antioxidant properties. First, the extracts
were prepared under optimal extraction conditions, and then separated into frac-
tions by column chromatography on two beds. The obtained fractions were sub-
jected to preliminary qualitative analysis, analysis of antioxidant properties and
analysis of the total content of phenolic compounds and saponins.

The third stage consisted of the development and technical testing of the con-
cept of experimental edible casings with and without the addition of chokeberry
pomace extract. In the first part of this stage, the concept of experimental edible
casings was developed. This was followed by technical testing of the concept of
experimental edible casings. The third stage of the research ended with estimat-
ing the direct costs of producing the experimental edible casings.

The fourth stage of the research entailed conducting individual in-depth in-
terviews among selected entrepreneurs. For this purpose, the author developed
a script and conducted interviews, together with transcripts of the recordings. Fi-
nally, an analysis of the collected information was carried out.

Results and conclusions

The use of the designed experiment based on the response surface method
(RSM) to optimise the extraction process from chokeberry pomace using ethyl
alcohol and the ultrasonic technique made it possible to determine the influence
of individual parameters of the extraction process on the total content of phe-
nolic compounds, the total content of anthocyanins as well as the antioxidant
properties. Based on the results obtained from the validation of the optimised
model, it was found that the optimal conditions for the extraction of bioactive
compounds from chokeberry pomace occur with the use of a 60% ethyl alcohol
solution during 20-minute sonication. Therefore, the first research hypothesis has
been verified positively.

In this work, the author has presented a procedure for obtaining and fraction-
ating a group of compounds with high antioxidant properties. The developed
fractionation method using two types of beds, i.e. LiChroprep RP-18 and poly-
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amide-6, allowed to obtain a fraction with a high concentration of biologically
active compounds which had antioxidant properties. The test results showed
that the second fraction isolated from the chokeberry pomace extract obtained
as a result of extraction with a 60% ethanol solution during 20-minute sonica-
tion on a polyamide bed was characterised by the highest antioxidant poten-
tial. The statistical analysis also confirmed that both the type of fraction and
the type of bed, as well as their combinations, determine the level of the to-
tal content of phenolic compounds, the total content of anthocyanins and the
antioxidant properties. The preliminary analysis regarding the identification of
metabolites contained in fractions isolated on LiChroprep and polyamide beds
from chokeberry pomace extract was carried out using two instrumental methods
(HPLC-ESI-IT-MS and UPLC-Q-Orbitrap-MS).

In the analysed fractions, chemical structures were initially assigned based
on mass fragmentation, high-resolution mass spectrometry and literature data.
The presence of compounds from the group of phenolic acids, flavonols and
anthocyanins was reported. On the basis of the obtained results and literature
analysis, chemical structures for several metabolites, which have not been de-
scribed in chokeberry fruits so far, were also assigned. Some peaks in the chro-
matogram correspond to molecular ions, which may suggest the presence of,
among others, saponins so far unidentified in chokeberries. However, derivatives
of triterpenoic acids have been observed in other plants belonging to the Rosa-
ceae family, which also includes the chokeberry. The total content of saponins
was the highest in the second fraction eluted with 40% ethyl alcohol on a poly-
amide bed. In brief, the above results positively verify the second hypothesis
adopted in this work.

At the next stage, experimental edible casings based on chitosan with the
addition of the second fraction of chokeberry pomace extract were developed.
The addition of the second fraction of chokeberry pomace extract at the level
of 0.5%—1.5% to chitosan casings allowed to obtain innovative chitosan casings
with increased functional and health-promoting properties. This was confirmed
in the tests of the functional properties of the casings under analysis. With the
increase in the volume of the second fraction of the chokeberry pomace extract,
the UV-Vis barrier of the tested casings increased. However, increasing the ad-
dition of the second fraction of the chokeberry pomace extract resulted in a de-
crease in water vapour permeability. The addition of 0.5% to 1.5% of the second
fraction from the chokeberry pomace extract slightly increased the solubility of
the casings in water. However, with the increase in the addition of the second
fraction, the oxygen permeability of chitosan casings decreased. This suggests
that the biologically active compounds with antioxidant properties contained
in the second fraction of chokeberry pomace extract can significantly improve
the oxygen barrier properties of the chitosan casing. All tested casings showed
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antioxidant properties, but their activity varied. It was observed that the antioxi-
dant potential of the casing increased with the increase in the amount of extract
in the sample. Determining the optimal amount of the addition of the second
fraction of the chokeberry pomace extract is a complex process in which a num-
ber of factors must be taken into account, e.g. the type of product to be coated
with the casing, the form of casing application, organoleptic characteristics as
well as the expected period of extending the shelf life of the product. The con-
ducted research may be a starting point for further research on the development
and evaluation of prototypes of edible casings for selected food products. In sum,
the obtained results make it possible to positively verify the third hypothesis.

At the last stage of the research, individual in-depth interviews were conduct-
ed to assess the perception of the development of innovative edible casings by
selected representatives of different enterprises, depending on the industry and
size of the enterprise. The respondents decided that the designed chitosan cas-
ings could be used in their industries as an internal innovative protective bar-
rier and as a marketing distinguishing feature. Among the weaknesses, they
mentioned concerns related to the application possibilities of this type of casing
on products and the lack of knowledge about the costs of its use compared to
the waxes they currently use. In turn, producers of films and casings as well
as fruit and vegetable producers, mainly representatives of large and medium-
sized enterprises, decided that the most important advantage in the context of
the development of edible chitosan casings is the possibility of extending the
shelf life of products. Their implementation would also have a strong impact
on the competitiveness of non-degradable plastic casings. Among the weak-
nesses of this type of casings, they indicated the possible lack of their effec-
tiveness as a barrier limiting the migration of water vapour. On the other hand,
fruit and vegetable processing enterprises emphasised the fact that one of the
key issues that may affect the development of chitosan edible casings with ad-
ditional health-promoting features is the possibility of using some by-products
obtained by them. Regardless of the industry, representatives of large enterprises
declared the greatest interest in the potential application and development of
chitosan edible casings, while representatives of micro-enterprises showed the
least interest. Edible chitosan casings with health-promoting properties, despite
the above-mentioned weaknesses, were considered by the respondents as a solu-
tion of the future, with great market potential. The direction of development was
assessed as having a strong impact on the competitiveness of enterprises, pri-
marily in relation to non-degradable plastic casings, but also casings that do not
have additional health-promoting features. The results of the qualitative study
in the area of perception of edible chitosan casings by entrepreneurs from the
industries under analysis showed that the casings were assessed as an ecological
and technological innovation that should promote the circular economy mainly
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in large and medium-sized enterprises. Edible chitosan casings can contribute to
an ecological and waste-free environment, as they are innovative products that
reduce the release of harmful substances throughout the life cycle and contribute
to better use of limited natural resources.

Originality and value

The scientific monograph entitled “Chokeberry pomace as a component of in-
novative edible casings” is an interdisciplinary theoretical and empirical study of
the use of chokeberry pomace as a component of innovative biopolymer edible
casings with enhanced functional properties. A particular advantage of this mon-
ograph is its methodological pluralism manifested in the large number of meth-
ods used in the experiment, together with the manner and sequence of their plan-
ning. It also presents the method of conducting research, taking into account such
goals as the standard of repeatability and reproducibility as well as an illustrative
presentation of a correctly designed experiment. This book is of great impor-
tance for the circular economy paradigm in its economic and ethical aspects — it
proposes a solution for the management of by-products of chokeberry process-
ing as a component of innovative edible casings. The publication was intended
to serve as a response to the needs and reinforcement of positive trends in sci-
ence, technology, economy, marketing and consumer behaviour. The monograph
is a contribution to the development of the discipline of management and quality
science, and especially research on product development, product management
and product quality in the context of one of the most urgent needs of the Polish
and global economies, which is the need to reduce the amount of waste.

Keywords: chokeberry pomace, edible casings, design of experiment, innova-
tive product design, product management, product quality management, product

development, sustainable product, circular economy

Translated by
Krzysztof Stec
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Problematyka podjeta w recenzowanej monografii dotyczy zagospoda-
rowania produltu ubocznego z przetworstwa owocow aronii. Analiza | ocena
uzyskanych jadalnych ostonek z dodatkiem wyttokdw aronii pozwala na za-
pewnienie bezpieczenstwa produktu, przedtuzenie jego trwatosdi i jednocze-
Snie wskazuje na mozliwos¢ upcyklingu wyttokéw. Zagadnienia poruszane
w monografii s3 niezwykle wazne ze wzgledu na ich wymiar spoteczny i go-
spodarczy - zapobieganie marnotrawieniu zywnosci, walka ze zmiang klimatu,
zmniejszanie emisji gazow cieplarnianych. Ponadto ksztattowanie i projelktowa-
nie innowacyjnego produktu wraz z okresleniem czynnikéw wptywajacych na
jeqo jakoS¢ wpisuje sie wprost w zagadnienia zwigzane z zarzgdzaniem produk-
temn. Wyjatkowo cennym atutemn recenzowanej monografii jest wykorzystanie
w badaniach wywiaddw z menedzerami zaangazowanymi w projektowanie
i rozwoj produktu z organizacji o roznej skali dziatalnosc gospodarczej, zwigza-
nych z branzg opakowaniowg i OWOCoOWOo-warzywna.

Z recenzji prof. dr hab. Matgorzaty Krzywonos
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