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PODSTAWOWE PROBLEMY W OCENIE ZAWARTOSCI
WEOKNA I JEGO FRAKCJI W PASZACH

W ostatnich latach zaznaczyl sie wyrazny wzrost zainteresowania pro-
blemem odpowiedniej ilosci wldkna w ramach normowanego zywienia.
Badania w tym zakresie, a w._szczegélnosci nowe metody badawcze odno-
szg si¢ przede wszystkim do zywienia ludzi. Wieloletnie obserwacje pro-
wadzone w Afryce wskazujg miedzy innymi, ze wiele choréb cywiliza-
cyjnych ma Scisty zwigzek z zawarto$cig skladnikéw wlékna w pozywie-
niu [10, 12, 21]. Okazalo sie tez, ze dotychczasowe rozumienie ,,widkna”,
sprowadzajace sie do oznaczania tzw. ,,widkna surowego” jest niewystar-
czajace. W wielu krajach prowadzone sg aktualnie intensywne badania
zawartosci skladnikéw wldkna w pozywieniu i jego wplywu na mecha-
nizmy fizjologiczne przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat [13, 17, 33].

Definicja i podziat widkna

Z duzej liczby proponowanych okreslen w angielskiej strefie jezyko-
wej, jak np.: indigiestible residue, plantix, non-nutritive residue, edible
fibre, dietary fibre wiekszo$¢ badaczy sklania sie do okreslania tej grupy
zwigzkéw jako ,dietary fibre” [9, 22, 23], czyli ,,wlékno pozywienia”.
Rowniez w niemieckiej strefie jezykowe] uzywa sie podobnego okreslenia:
,Nahrungsfasern” zastepujgc nim poprzednio uzywane ,,Ballaststoffe” —
,skladniki balastowe”. Wynika to stgd, jak twierdzi Schweizer [22], Ze
w przciwienstwie do okres$lenia ,,skladniki balastowe” w pojeciu ,,widkno
pozywienia” nie ma watpliwosci, ze chodzi tu o cze$¢ pozywienia a nie
kalu. W tym konteks$cie okreslenie ,,wl6kno surowe” powinno sie odnosic
wylacznie do klasycznej metody oznaczania, to jest do analizy weenden-
skiej.

W pismienictwie polskim brak jest natomiast zupelnie jednoznacznego
okre$lenia tej grupy zwigzkéow. Uzywane w roznych pracach zamiennie
okre§lenia: skladniki strukturalne, skladniki balastowe, substancje szkie-
letowe lub tez wziete bezposrednio z metody oznaczania np. widkno ne-
utralno-detergentowe nie s3 w pelni poré6wnywalne i wymagaja kazdo-
razowo wyjasnienia o jakg grupe zwigzkéw chodzi.
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W krajach zachodnich wiekszo$é biochemikéw, zywieniowcow i che-
mikow zywnosci przyjmuje za Trowellem i in. [31], ze wlékno pozywienia
to — ,,wszystkie polisacharydy i lignina, ktére nie sa hydrolizowane przez
enzymy przewodu pokarmowego czlowieka”.

Cummings [5] natomiast méwi wprost — ,non-starch: polysacharides
and lignin” — uznajac tym samym, Zze wszystkie zwiazki wielocukrowe
nie majace charakteru skrobiowego oraz lignine nalezy uwazaé¢ za wiok-
no pozywienia.

Obydwie definicje sg bardzo zblizone i stanowia dzisiaj punkt wyjscia
dla wiekszosci analitycznych metod oznaczania wlékna pozywienia. Przyij-
mujac, ze te same skladniki wldkna wystepuja zaréwno w pokarmie
ro§linnym przeznaczonym dla ludzi oraz w paszach dla zwierzat mozna
definicje wldkna pozywienia odnie$¢ w nie zmienionej postaci do zywie-
nia zwierzat, pamietajagc jednak, ze skladniki wldékna sa u niektérych,

szczegOlnie u poligastrycznych, zupelnie inaczej wykorzystywane niz
u czlowieka.

W sklad wibékna pozywienia wchodzg substancje zawarte zaré6wno w
Scianie komérki roslinnej jak tez w jej wnetrzu. Rodzaje zwiazkéw che-
micznych zaliczanych obecnie do wldkna pozywienia obrazuje tabela 1. W
literaturze mozna sie rowniez spotkaé¢ z okresleniem .dietary fibre com-
plex [20, 23], do ktérego to kompleksu zalicza sie m. in. bialka i skladniki
mineralne zwiazane ze $ciang komérkowa. Natomiast do skladnikéw wiok-
na wnetrza komorki zalicza sie obok pektyn i Sluzoéw takie weglowodany
wystepujace w glonach oraz zmodyfikowane celulozy i skrobie. Wyszcze-
gélnione w tabeli 1 zwigzki nie wyczerpuja oczywiscie listy substancji,
ktére moga by¢ zaliczone do skladnikéw wlékna. Nie podano tu przykla-
dowo komplekséw celulozowo- i hemicelulozowo-ligninowych. Kompleksy
te czesto wystepujace w paszach roslinnych nie moga byé¢ traktowane tyl-
ko jako chemiczne polaczenia dwoch skladnikéw wldkna, chociazby ze
wzgledu na ich odmienne wlasciwosci i zwigzane z tym przemiany w
przewodzie pokarmowym przezuwaczy czy tez nawet w jelicie grubym
czlowieka lub zwierzat monogastrycznych.

\

Przeglqd metod analitycznych

Wszystkie metody stuzace do bezposredniego oznaczania widkna pozy-
wienia mozna podzielié na wagowe i rozdzielcze [22, 24, 30]. W metodach
wagowych dazy sie do oznaczenia skladnikéw wiokna poprzez oddzielenie
na drodze chemicznej lub enzymatycznej wszystkich innych skladnikow
pozywienia lub paszy. Metody rozdzielcze opierajg si¢ natomiast na spe-
cyficznych metodach chromatograficznych, kolorymetrycznych i grawime-
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trycznych pozwalajacych na bezposrednie oznaczenie pojedynczych sktad-
nikow wilokna, jak np.: cukréw neutralnych, kwaséw uronowych czy
ligniny.

Oczywiscie konieczne jest tutaj wczesniejsze przygotowanie czystych
preparatéow Sciany komorkowej lub przynajmniej oddzielenie strawnych
weglowodandéw, jak cukier, skrobia i dekstryny.

Metody wagowe

Do tej kategorii zalicza sie metode oznaczania widkna surowego, me-
tody detergentowe i szereg metod enzymatycznych [1, 3, 21, 32]. We
wczesniejszych metodach dazono do oznaczania nierozpuszczalnej pozo-
stalosci po chemicznym lub /enzymatycznym rozlozeniu biatek i skrobi
w odtluszczonych probach pasz. Miedzy innymi szerokie zastosowanie
znalazla metoda neutralno-detergentowa, ktéra w réznych odmianach sto-
sowana jest nadal w niektérych krajach, m.in.: w Stanach Zjednoczo-
nych i w Szwajcarii jako oficjalna metoda oznaczania wiékna [19, 21, 22].
Kiedy jednak, na podstawie szczegolowych badan stwierdzono, ze wiele
produktow pochodzenia roslinnego — w tym takze zboza — zawieraja
spore ilo$ci wlékna rozpuszczalnego nawet w roztworze neutralnych de-
tergentow, metody te stracily na znaczeniu.

Nowsze metody wagowe pozwalajag na oznaczenie zaré6wno nieroz-
puszczalnej jak i rozpuszczalnej czesci wldkna pozywienia [1, 19, 21, 24].
W wiekszosci sa to metody enzymatyczne [3, 6. 10], chociaz nie brak jest
rowniez kombinowanych metod detergentowo-enzymatycznych. Roéznig
sie one rodzajem stosowanych enzymoéw rozkladajacych biatko i skrobig,
czasem inkubacji oraz sposobami izolowania i oznaczania czesci rozpusz-
czalnej witokna.

Na podstawie dotychczasowych doswiadczen w metodach wagowych
nalezy zwrdéci¢ szczegdlng uwage na cztery problemy:

— calkowite okreslenie rozpuszczalnej czesci widkna

— calkowite rozlozenie skrobi

— ,,zanieczyszczenie” wlékna biatkiem

— ,,zanieczyszczenie” wlokna popiotem.

Wigkszos¢ autorow wytraca rozpuszczalng czes¢ wildkna przy pomocy
etanolu z wodnych, buforowanych roztworow [19, 24, 29, 30]. W wielu
opracowaniach [1, 4, 15, 18] podkresla sie jednak, ze niektore wielocukry
rozpuszczjg sie nawet w 80% roztworze etanolu. Jako rozwigzanie alter-
natywne proponuje Arrigoni i in. [1] dialize lub tez Mauser i in [14]
ultrawirowanie. Ale rowniez te czaso- i pracochlonne metody nie pozwa-
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Tabela 1
Podzial skladnikéw wtékna wg Schweizera [21]
Pochodzenie Wyszczeg6lnienie ! Elementy skladowe
|
(
celuloza fancuchy
f-D-glikozydowe
arabmo—l ksylany
J glukuro ’
galakto-‘ manna-
Sciana weglowodany { hemicelulozy gluko- [ ny
komorkowa arabino- galaktany
(materiat
podporowy) skiadniki pektynowe galakturono-
(proto-pektyny) -rammany
galakturono-ramnan
lignina polimery fenylopropanu
substancje substancje zwig- krze- kwas krzemowy
| niecukrowe zane ze Sciang miany hydroksyprolina
komorki { biatka hydroksykwasy
I kutyna estry kwasow
| woski ttuszczowych
pektyny ( karubin  galakto-uroniany
Zawarto$é wydzieliny guaran
komoérki roslinne 1 guma [ galaktany
roslinnej i skladniki arabska mannany
i przetwo- $luzowe .
1‘ przetw weglowodany ramnany
rzone 4
srodki i
SpozZywcze weglowodany gluko-uroniany
glonow agar ! galakto-siarczany
anhydro-galaktany
zmodyfikowane celulozy, potaczenia eterowe
np.: CMC* : potaczenia estrowe
I zmodyfikowane skrobie 1 eterowe

* CMC — karboksymetyloceluloza
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laja na calkowite oznaczenie wszystkich rozpuszczalnych wielocukréw
wlokna. Jak podaja jednak autorzy tych opracowan ilosci te w stosunku
do calkowitej zawartosci wiokna sa niewielkie i mozna je praktycznie
pomingé.

Do znacznie wigkszych strat rozpuszczalnej czesci wldkna moze nato-
miast dochodzi¢ z catkiem innych wzgledéw. Przy rozdziale préby na
rozpuszczalne i nierozpuszczalne czesci skladowe przed dokonaniem pro-
teolizy — pomijajac dodatkowy naklad pracy — istnieje niebezpieczen-
stwo, ze czes¢ widkna ktoéra dopiero podczas proteolizy staje sie rozpusz-
czalna, moze zosta¢ stracona podczas procesu filtrowania. I tak w przy-
padku roslin motylkowatych straty na tej drodze moga dochodzi¢ do 20%
calkowitej zawartosci wiékna [24, 29]. Skrobia, ktora nie zostala calko-
wicie’ usunieta z proby jest nastepnie oznaczana razem ze skladnikami
witkna i w przeciwienstwie do biatek oraz popiolu mozna ja oddzielié
dopiero po zastosowaniu bardzo duzego nakladu pracy. W tym wzgledzie
wykorzystanie przez Theandera i Amana [29, 30] do rozkladu skrobi ter-
mostabilnej a-amylazy (Termamyl 60L) znacznie ten proces uproscilo. En-
zym ten rozklada réwniez kompleksy lipidowo-amylozowe, zatem frakcja
rezystentna moze by¢ w calosci zaliczona do wldkna.

Zadna z publikowanych metod wagowo-enzymatycznych nie pozwala
na calkowite usuniecie biatka z préby [21, 22]. Bialko tzw. resztkowe,
pozostajace w nierozpuszczalnej czesci wldkna zaliczane jest z fizjolo-
gicznego punktu widzenia do kompleksu wlékna pozywienia (dietary-
-fibre-complex) [20], natomiast biatko wystepujace w rozpuszczalnej czeéci
nalezy uzna¢ za artefakt, a koncowy wynik musi byé poddany korekcie.

Podczas izolowania rozpuszczalnej czesci wldkna etanolem ulegaja
jednoczesnie wymyciu elementy mineralne [23], natomiast podczas dia-
lizy popiol pozostaje w skladzie czeSci rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej
wlokna. Konieczne jest zatem wprowadzenie poprawki co nie zawsze jest
mozliwe, ze wzgledu na czesto $sladowe ilosci materiatu — przede wszyst-
kim w czesSci rozpuszczalnej — w zaleznosci od rodzaju materiatu badaw-
czego. Totez, przy zastosowaniu dializy okresla sie czesto zawartos¢ po-
piotu tylko w czesci nierozpuszczalnej wldkna pozywienia.

Metody rozdzielcze

Od pewnego czasu stosowane s3 do oceny zawarto$ci poszczegélnych
frakcji wldkna metody rozdzielcze [15, 64, 65, 83, 84]. Wykorzystuje sic
je przede wszystkim w celach preparatywnych i w zwiazku z tym, w
zaleznoSci od tkanki roSlinnej ulegaja szeregowi modyfikacji. Nie mozna
ich wiec traktowaé¢ jako metod ogoélnego zastosowania do oznaczen widkna.
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Wskazuja na to takze wyniki badan poréwnawczych, w ktérych badano
miedzy innymi zawarto$é wlokna calkowitego obliczonego na podstawie
sumy wynikéw z oznaczen poszczegélnych frakeji wiokna metodami roz-
dzielezymi i metodami wagowymi [19, 26, 32].

Jako punkt wyjscia do wiekszosci najbardziej znanych i najczesciej
dzisiaj stosowanych metod rozdzielczych przyjmuje sie metode Sout-
hgate’a [28]. W fazie poczatkowej usuwane s3 z préby cukier, lipidy po-
przez ekstrakcje 85% metanolem i eterem etylowym. Nastepnie jest roz-
kladana skrobia poprzez inkubacje proby z B-amylaza, a powstala glukoze
, ekstrahuje sie 80% etanolem. Po rozdzieleniu frakeji stalej i rozpuszczonej
na drodze filtrowania, dalszy rozdzial kompleksu widkna i pozostajacego
Jeszeze w obu czesciach préby bialka dokonywany jest metodami chro-
matograficznymi lub kolorymetrycznymi w zaleznosci od rodzaju sklad-
nika, ktéry ma by¢ oznaczony. ' |

Zastosowanie do oznaczen metod chromatograficznych, a w szczegol-
nosci w ostatnich latach chromatografii cieczowej wysokocisnieniowej
(HPLC) [26] pozwala obecnie na dokladniejsze i przede wszystkim szybkie
ustalenie réznic skladu widkna w zaleznosci od rodzaju pozywienia lub
paszy. Ulatwia takze poznawanie procesow jakim podlegajg skladniki
widkna w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat. Metody rozdzielcze
umozliwiajg réwniez oznaczenie wlékna calkowitego zawartego w mate-
riale roslinnym, jako sumy poszczegbdlnych komponentéw. Przy tego ro-
dzaju postepowaniu nalezy jednak zwroéci¢ szczegélna uwage na trzy za-
sadnicze elementy postepowania analitycznego, tj.:

— hydrolize kwasna

— oOznaczanie kwas6w uronowych

— oznaczanie ligniny.
gdyz moga one w zasadniczy sposéb wplynaé¢ na koncowy wynik ozna-
czen. \

Hydroliza kwasna, przeprowadzana w roznym czasie i za pomocg roz-
nych — w zaleznosci o metody — roztwordéw kwasu siarkowego, pozwala
wprawdzie na pelny rozdzial wielocukréw i monocukréw, ale jednoczes-
nie nastepuje rewersja i czesciowa degradacja elementéw skladowych
cukru. Dlatego tez wyniki moga by¢ niekiedy dyskusyjne [2, 16, 27, 32].
W celu uhikniecia ewentualnych bledow zaleca sie réwnolegle do ozna-
czanej proby przeprowadzenie takiego samego postepowania analitycz-
nego z mieszaninami standardowymi, celem uzyskania odpowiednich
wspolezynnikéw korekcyjnych. Niektérzy badcze sa zdania, ze problem
ten mozna bedzie w przyszlosci rozwiazaé przez zastgpienie kwasu siar-
kowego odpowiednig kombinacja hydrolaz [22].

Kwasy uronowe sg skladnikami takich zwigzkéw jak hemicelulezy,
gumy, Sluzy roslinne oraz pektyny. Wiekszosé autorow wykorzystuje do
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oznaczania tych kwaséw jedng z licznych modyfikacji reakcji karbazolo-
wej [6, 21]. Konieczne jest jednak przeprowadzenie dodatkowych obli-
czen ze wzgledu na interferencje cukréw neutralnych.

Grawimetryczne oznaczanie ligniny po hydrolizie kwasnej stwarza
zdaniegp wielu autoréw najwigcej trudnosci w metodach rozdzielczych
[2, 18, 22]. Dzieje sie tak wskutek sladowych ilosci materialu do oznaczen
oraz ze wzgledu na wystepujgce jeszcze w probie biatko. Z powyzszych
wzgledow proponuje sie¢ w literaturze [6, 7, 26] odrebne oznaczanie lig-
niny, np. metoda Goeringa i Van Soesta [8]. Z powyzszego opisu stosowa-
nych aktualnie metod oceny zawartosci widkna i jego frakeji w pozywie-
niu i paszach pochodzenia roslinnego wynika jednoznacznie, ze jak dotad
nie zostala opracowana metoda uniwersalna, w peini adekwatna do poda-
nej na poczgtku niniejszego rozdziatu definicji ,,widkna pozywienia”. Cel
ten zostanie prawdopodobnie w przysziosci osiggniety, jednak do tego
czasu nalezy liczy¢ sie z bledami wynikajagcymi niejako w sposob obiek-
tywny ze specyfiki zastosowane] metody oznaczen. W tym wzgledzie nie-
zwykle istotny jest dobér metody w zaleznosci od ostatecznego celu badan.

Do oznaczania wildkna catkowitego w pozywieniu i w paszach dla zwie--
rzat, zaleca sie przede wszystkim metody wagowe jako znacznie doklad-
niejsze i prostsze do przeprowadzenia. Wsrdd nich najczesciej stosowane
sg metoda Van Soesta [8, 32] i1 metoda enzymatyczna opracowana przez
Prosky i in. [19]. Ta ostatnia zostala uznana w 1984 roku przez AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) za metode oficjalng oznacza-
nia wiékna pozywienia [19]. Zblizong metode do metody Prosky’ego opra-
cowali Arrigoni i in. [1], W odréznieniu od metody Prosky’ego umozliwia
ona rozdzial widkna na frakcje rozpuszczalng i nierozpuszczalng.

Metody rozdzielcze maja obecnie najwieksze zastosowanie w badaniach
nad skladem wlokna w pokarmach roslinnych przeznaczonych bezposred-
nio dla ludzi [12, 14]" Natomiast w nauce zywienia zwierzat metody te
nie maja jak dotgd wiekszego praktycznego znaczenia. Nalezy jednak sg-
dzi¢, ze wraz z postepem badan nad skladem chemicznym widkna pasz
oraz wykorzystaniem jego frakcji do oceny wartosci energetycznej pasz
dla zwierzat metody rozdzielcze znajda tu szerokie zastosowanie. Odnosi
sie to w szczegdlnosci do oznaczania kompleksow weglowodanowo-ligni-
nowych w paszach, oraz podatnosci tychze na rozkiad enzymatyczny w
przewodzie pokarmowym. Produktami rozpadu czesci weglowodanowej
tego kompleksu s3 cukry neutralne, ktére mozna oznacza¢ przy zastoso-
waniu chromatografii gazowej lub cieczowej. W polgczeniu z grawime-
trycznym oznaczaniem pozostalej po rozkladzie enzymatycznym lub hy-
drolizie kwasnej ligniny, metody te staja sie niezwykle pomocne w za-
kresie oceny stopnia wykorzystania energetycznego kompleksu weglowo-
danowo-ligninowego w paszach dla zwierzat.
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