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WPLYW DITLENKU WEGLA W STANIE NADKRYTYCZNYM NA
WYBRANE WYROZNIKI JAKOSCI UTRWALANEGO SOKU
TRUSKAWKOWEGO

Streszczenie

Zastosowanie ditlenku wegla pod wysokim ci$nieniem (HPCD) jest nietermiczng metoda utrwalania
zywnosci, umozliwiajaca efektywna redukcj¢ liczby drobnoustrojéw i inaktywacj¢ enzymow tkankowych
przy jednoczesnym zachowaniu wiasciwosci odzywezych i jakosci sensorycznej produktu. Celem pracy
byto okreslenie wptywu parametrow procesu na jakos$¢ soku truskawkowego utrwalonego metodag HPCD.
Surowcem do badan byty mrozone truskawki odmiany Senga Sengana. Bezposrednio po ttoczeniu sok
poddawano dziataniu ditlenku wegla, wykorzystujac urzadzenie Spe-ed SFE 4 (Applied Separations,
USA) przy rdéznych parametrach ci$nienia (10, 30, 60 MPa), temperatury (35, 45, 65 °C) oraz czasu (10,
20, 30 min). Probe kontrolng stanowit sok nieutrwalany. Badania wykazaly, ze proces prowadzony przy
cisnieniu 60 MPa pozwalat na skuteczng redukcj¢ drobnoustrojow, nawet o ponad 3 cykle logarytmiczne.
Pelng inaktywacj¢ oksydazy polifenolowej mozna byto uzyska¢ w kazdym z testowanych ci$nien, zas
najwyzszy jej stopien (95 %) osiagano w temp. 65 °C, niezaleznie od stosowanego czasu i ci$nienia. Anto-
cyjany byty dobrze zachowane, jedynie w temp. 65 °C obserwowano istotne zmniejszenie ich zawarto$ci —
0 10 %. Zmiany barwy soku wyrazone jako bezwzgledna roznica barwy AE byty nizsze od 2, co oznacza,
ze byly one niemal niezauwazalne przez niedo$§wiadczonego obserwatora. HPCD okazato si¢ dobra meto-
da utrwalania soku truskawkowego, zapewniajaca jego wysoka jakos¢ mikrobiologiczng i fizykochemicz-

na.

Stowa kluczowe: nadkrytyczny ditlenek wegla, aktywnos$¢ enzymatyczna, oksydaza polifenolowa, perok-
sydaza, sok truskawkowy

Wprowadzenie

Od ponad 10 lat Polska nalezy do pierwszej dziesiatki krajow pod wzgledem pro-
dukcji truskawek, a zbiory tych owocow sg tu najwigksze na Swiecie w przeliczeniu na
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jednego mieszkanca [6, 19]. Truskawki, poza atrakcyjng barwg oraz oryginalnym sma-
kiem iaromatem, charakteryzuje duza zawarto$¢ cennych sktadnikow biologicznie
aktywnych, takich jak: antocyjany, flawonole, flawanole, kwasy fenolowe, witamina
C, makro- i mikroelementy oraz wysoka pojemno$¢ przeciwutleniajgca [13, 10]. Prze-
tworstwo truskawek jest utrudnione ze wzgledu na matg trwato$¢ barwnikow antocyja-
nowych odpowiadajgcych za barwe owocow oraz wysoka aktywno$¢ enzymow tkan-
kowych odpowiedzialnych za bragzowienie enzymatyczne [6, 8, 9].

Wsrod konsumentdéw obserwuje si¢ coraz wickszg swiadomos$é zwigzku miedzy
odzywianiem i jako$cig zycia, stad zainteresowanie zywnos$cig o niskim stopniu prze-
tworzenia 1 bogatg w sktadniki biologicznie aktywne [3, 8]. Poza wysoka warto$cia
zywieniowa, zywnos¢ taka charakteryzuje si¢ rowniez cenionymi walorami sensorycz-
nymi: barwg, smakiem i zapachem zblizonymi do surowca $wiezego. Dlatego tez in-
nowacyjne metody utrwalania zywnoS$ci sa przedmiotem zainteresowania naukowcow
i przemystu. Duzy potencjal ma w tym aspekcie uzycie wysokich cisnien hydrosta-
tycznych (HPP) stosowanych w skali przemystowej od przeszto dwoch dekad. W tech-
nice tej wykorzystuje si¢ ci$nienia rzedu 200 + 800 MPa, co pozwala na skuteczng
inaktywacje wigkszosci wegetatywnej mikroflory. Cisnienia tego rzgdu nie sg jednak
skuteczne w stosunku do szeregu termo- i barostabilnych enzymow, takich jak polife-
noloksydazy (PPO) czy peroksydazy (POD), odpowiedzialne za niekorzystne zmiany
w trakcie przechowywania utrwalanych produktow, tj. brunatnienie enzymatyczne
czy pogarszanie smaku i zapachu w efekcie reakcji utleniania [9]. Prowadzone ostatnio
badania wykazaty, ze utrwalanie zywno$ci wysokim cisnieniem w atmosferze ditlenku
wegla w stanie nadkrytycznym (HPCD), mimo stosowania znaczaco (o rzad wielkosci)
nizszego cisnienia, jest rownie skuteczne w aspekcie inaktywacji drobnoustrojow
co HPP, umozliwiajac jednoczesnie osiggnigcie istotnie wyzszego poziomu inaktywa-
cji enzymow [1, 2, 15].

Ditlenek wegla (CO,) w stanie nadkrytycznym byl przedmiotem badan technolo-
goéw zywnosci juz w latach 70. ubieglego stulecia. Ze wzgledu na niska cene, nietok-
sycznos¢, niewielkg reaktywnos¢ chemiczng i stosunkowo niskie parametry punktu
krytycznego znalazl on zastosowanie podczas ekstrakcji réznych zwigzkow
z zywnosci. Obecnie nadkrytyczny CO, stosuje si¢ m.in. podczas produkcji kawy bez-
kofeinowej, ekstrakcji aromatow chmielowych czy usuwania thuszczu z szerokiej gamy
produktéw spozywczych [2, 15]. Zainteresowanie wzbudza stosowanie ptynéw w sta-
nie nadkrytycznym do utrwalania zywnos$ci. Dzigki stosowaniu dos¢ niskich tempera-
tur metoda ta ogranicza straty substancji bioaktywnych, co jest istotne w przypadku
wrazliwych sktadnikow termolabilnych, m.in. antocyjandéw i witaminy C, obecnych
w truskawkach. Wykazano skutecznos¢ tej metody w redukcji liczby mikroorgani-
zméw, réwniez w formie spor, i inaktywacji enzyméw w licznych matrycach [2].
Zmniejszaniu liczby mikroorganizméw w wyniku dziatania nadkrytycznego CO, przy-
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pisuje si¢ kilka mechanizmow, m.in. inaktywacje kluczowych enzyméw na skutek
obnizenia pH cytoplazmy, zaburzanie balansu elektrolitow w komdrce oraz wymywa-
nie sktadnikéw z bton komorkowych [5].

Celem pracy byla ocena zastosowania ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym do
utrwalania soku truskawkowego, w tym okre$lenie zmian podstawowych wskaznikow
jako$ci: liczby mikroorganizmow, aktywnosci enzymow tkankowych, zawarto$ci anto-
cyjandw 1 parametréw barwy, zachodzacych pod wplywem procesu prowadzonego
przy roznych parametrach czasu, temperatury i ci$nienia.

Material i metody badan

Materialem do badan byt sok truskawkowy otrzymany w skali laboratoryjnej
przez tloczenie truskawek odmiany ‘Senga Sengana’. Owoce zakupiono w firmie Ul-
mer Sp.j. (Stare Zadybie, Polska) ze zbiorow w czerwcu 2013 r., a nast¢pnie posorto-
wano na sortowniku optycznym (Niagara Sortex, Biihler, Szwajcaria) pod wzgledem
wielko$ci (45 + 55 mm) oraz barwy 1 zamrozono w przemystowym tunelu fluidyzacyj-
nym (UniDex, Polska). Owoce przechowywano w temp. -24 °C do momentu rozpo-
czecia badan. Bezposrednio przed obrobka owoce rozmrazano w temp. 20 £ 2 °C, roz-
drabniano w urzadzeniu wielofunkcyjnym (CL-30, Robot Coupe, Francja) oraz
poddawano dziataniu preparatu pektynolitycznego (Klerzyme 150, DSM, Francja).
Otrzymang miazgg tloczono przy uzyciu hydraulicznej prasy warstwowej (Tako, Pol-
ska), a powstaty sok poddawano odpowietrzaniu pod cisnieniem 0,06 MPa w odpowie-
trzaczu rozpytlowym (LVE, Fryma, Szwajcaria). Bezpo$rednio po odpowietrzeniu sok
rozlewano do szklanych probowek, ktore umieszczano w komorze cisnieniowej
iutrwalano przy uzyciu ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym w aparacie Spe-ed
SFE 4 (Applied Separations, USA), stosujac po trzy warianty temperatury (35, 45 1 65
°C), cisnienia (10, 30 i 60 MPa) oraz czasu trwania procesu (10, 20 i 30 min). Probke
kontrolng stanowit sok niepoddany procesowi utrwalania.

Zmiany zawarto$ci antocyjanow podczas utrwalania oznaczano metoda HPLC
wedtug Oszmianskiego [14]. Przed oznaczaniem probki oczyszczano w kolumienkach
Sep-Pak C5 (Waters, USA). Analizy prowadzono z uzyciem wysokosprawnego chro-
matografu cieczowego Waters 2695 z detektorem spektrofotometrycznym Waters
2996. Do rozdziatu uzywano kolumny Sunfire C18 5 um x 250 mm x 4,6 mm z preko-
lumng w temp. 25 °C. Zastosowano uktad gradientowy [14], w ktorym eluent A sta-
nowit 4,5-procentowy kwas mrowkowy oraz czynnik B — acetonitryl. Wyniki rejestro-
wano przy A = 520 nm, za$§ monomery antocyjandow identyfikowano na podstawie
porownania czasOw retencji ze wzorcami i danymi literaturowymi.

Wptyw nadkrytycznego ditlenku wegla na aktywnos$¢ enzymatyczng oceniano na
przyktadzie oksydazy polifenolowej (PPO) oraz peroksydazy (POD). Aktywnos¢ obu
enzymoéw oznaczano metodg spektrofotometryczng [17]. W badaniach aktywnosci
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PPO mierzono zmiany absorbancji podczas enzymatycznego utleniania katecholu do
benzochinonu, a do badania zmian aktywno$ci POD wykorzystano reakcje¢ utleniania
fenylenodiaminy towarzyszacej utlenianiu nadtlenku wodoru.

Jako$¢ mikrobiologiczng probek okreslano jako ogdlng liczbe drobnoustrojow
mezofilnych zgodnie z normg PN-EN ISO 4833:2004+AP1:2005 [20]. Metoda ta pole-
ga na posiewie ptytek z pozywka agarowg metodg zalewows i inkubacji w warunkach
tlenowych w temp. 30 °C przez 72 h.

W prébkach okreslano réwniez barwe przy uzyciu kolorymetru Konica Minolta
CR-200 w kuwetach szklanych o grubosci 5 mm wobec wzorca bieli. Pomiary prowa-
dzone byly w systemie CIE L*a*b* z zastosowaniem iluminantu D65. Catkowita bez-
wzgledna roznice barwy probek po procesie w stosunku do barwy probki nieutrwalane;
wyrazano wspolczynnikiem AE = [(AL*)*+(Aa*)*+(Ab*)*]">.

Wszystkie analizy wykonywano dwukrotnie, a ich wyniki opracowano przy uzy-
ciu programu Statistica 10 z zastosowaniem jednoczynnikowej analizy wariancji. Oce-
ng istotnos$ci wptywu poszczegolnych sktadnikow przeprowadzono testem Tuckeya na
poziomie istotnosci p = 0,05.

Wiyniki i dyskusja

Najwazniejszym kryterium oceny skutecznosci stosowanej metody utrwalania
zywnosci jest stopien redukcji mikroflory obecnej w produkcie (tab. 1). Zastosowanie
nizszych wartosci cisnienia (10 i 30 MPa) pozwolilo jedynie na nieznaczne zmniejsze-
nie liczby jednostek tworzacych kolonie, redukcja nie przekraczata 1,7 log. Zadowala-
jace wyniki uzyskano dopiero po zastosowaniu najwyzszego cisnienia (60 MPa), ktére
umozliwiato zmniejszenie liczby drobnoustrojow ponizej 10 jtk/ml (o trzy cykle loga-
rytmiczne) po 30 min procesu, niezaleznie od stosowanej temperatury. W probce pod-
danej dziataniu ci$nienia 60 MPa w temp. 65 °C przez 30 min uzyskano catkowitg
inaktywacje mikroflory mezofilne;.

Na rys. 1. i 2. przedstawiono zmiany aktywnosci oksydazy polifenolowej (PPO)
oraz peroksydazy (POD). PPO okazata si¢ bardziej wrazliwa na dziatanie ditlenku
wegla — w wigkszo$ci testowanych parametrow nastgpita catkowita inaktywacja tego
enzymu. Skuteczny okazal si¢ nawet proces prowadzony w najnizszym stosowanym
ci$nieniu 1 najnizszej temperaturze w ciggu 30 min. Jedynie w probkach poddawanych
dziataniu temp. 35 °C przez 10 lub 20 min enzym ten zachowat znaczaca aktywnos¢,
a czas dziatania procesu wptywat statystycznie istotnie (p < 0,05) na obnizenie aktyw-
nosci PPO. Zaobserwowano rowniez istotnie (p < 0,05) nizsza aktywno$¢ badanego
enzymu we wszystkich badanych probkach wzgledem proby kontrolnej. Aktywnos¢
peroksydazy istotnie (p < 0,05) malala na skutek utrwalania, jednak w Zadnym z wa-
riantow nie uzyskano petnej inaktywacji. Stopien inaktywacji tego enzymu w temp. 35
145 °C istotnie (p < 0,05) zalezal od czasu trwania procesu, natomiast wptyw ci§nienia
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nie byl jednoznaczny. Najkorzystniejsze wyniki uzyskano po zastosowaniu temp.
65 °C; soki poddane dziataniu ditlenku wegla w tej temperaturze cechowala staty-
stycznie istotnie (p < 0,05) nizsza aktywnos$¢ POD na poziomie 5 + 10 % wobec probki
kontrolne;.

Tabela 1. Ogolna liczba drobnoustrojow w soku truskawkowym utrwalanym w nadkrytycznym CO,
Table 1.  Total microbial count in strawberry juice preserved using supercritical CO,

Seria nr 1/ Series 1 Seria nr 2 / Series 2
Ogolna liczba Ogolna liczba
Parametry procesu/ drobnoustrojow Parametry procesu/ drobnoustrojow
Process parameters Total microbial count Process parameters Total microbial count

[itk/ml] / [cfu/ml] [itk/ml] / [cfu/ml]
10 MPa 10 min 45 °C 9,1:10° 60 MPa 10 min 65 °C 10
10 MPa 20 min 45 °C 5,8-10° 60 MPa 30 min 35 °C 4
10 MPa 30 min 45 °C 3,5:10° 60 MPa 30 min 45 °C 2
30 MPa 10 min 45 °C 2,3-10° 60 MPa 30 min 65 °C <1
30 MPa 10 min 45 °C 2,3-10° 60 MPa 30 min 65 °C <1
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Objasnienie: / Explanatory note:
K/ C = probka kontrolna / control sample

Rys. 1. Zmiany aktywnos$ci oksydazy polifenolowej w soku truskawkowym utrwalonym w nadkrytycz-
nym CO,
Fig. 1.  Changes in activity of polyphenol oxidase in strawberry juice preserved using supercritical CO,
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Rys. 2. Zmiany aktywnosci peroksydazy w soku truskawkowym utrwalonym w nadkrytycznym CO,
Fig. 2. Changes in activity of peroxidase activity in strawberry juice preserved using supercritical CO,

Na rys. 3. przestawiono zmiany zawartosci trzech gtéwnych monomerycznych
antocyjanow wystepujacych w truskawkach: cyjanidyno-3-O-glukozydu, pelargonidy-
no-3-0-glukozydu, pelargonidyno-3-O-rutozydu w stosunku do proby kontrolnej nie-
utrwalonej. W temp. 35 i 45 °C procesu nie zaobserwowano duzej degradacji barwni-
kéw antocyjanowych, natomiast zastosowanie najwyzszej temperatury (65 °C)
spowodowalo statystycznie istotnie (p < 0,05) najwicksze zmniejszenie zawartosci
sumy trzech monomeréw, nawet o 10 % w stosunku do probki kontrolnej. Statystycz-
nie istotnym (p < 0,05) czynnikiem wptywajacym na degradacj¢ antocyjandéw w prob-
kach byl rowniez czas obrobki. Zmiany te nie byly jednak istotne w takim stopniu jak
temperatura procesu.

Na rys. 4. przedstawiono zmiany barwy sokow utrwalonych metodg HPCD w od-
niesieniu do proby kontrolnej. W niemal wszystkich probkach réznica pomiedzy barwa
soku po utrwalaniu a probkg kontrolng, wyrazona wspoétczynnikiem AE, nie przekra-
czata warto$ci 2, co oznacza, ze byta ona niemal niezauwazalna dla niedo$wiadczone-
go obserwatora. Obserwowano wzrost badanego parametru wraz ze wzrostem cisnienia
procesu w temp. 35 i 65 °C, ale zmiany te nie zawsze byly istotne statystycznie. Sok
poddany utrwalaniu przez 30 min w temp. 65 °C przy cisnieniu 60 MPa byt jedynym,
w ktorym barwa ulegta statystycznie istotnej (p < 0,05) zmianie (AE > 2).
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Objasnienia: / Explanatory notes:

K/ C = probka kontrolna / control sample;

cy-3-glu = cyjanidyno-3-O-glukozyd / cyanidin-3-O-glucoside;
pg-3-glu = pelargonidyno-3-O-glukozyd / pelargonidin-3-O-glucoside;
pg-3-rut = pelargonidyno-3-O-rutozyd / pelargonidin-3-O-rutoside.

Rys. 3. Zmiany zawartosci antocyjanéw w soku truskawkowym utrwalonym w nadkrytycznym CO,
Fig. 3.  Changes in content of anthocyanins in strawberry juice preserved using supercritical CO,

Otrzymane rezultaty sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez inne zespoly ba-
dawcze w przypadku podobnych matryc. Podczas utrwalania soku z arbuza metoda
HPCD (10 =+ 30 MPa, 50 °C, 5 = 60 min) przez Liu i wsp. [6] stwierdzono cze$ciowa
inaktywacje PPO i POD. Aktywno$¢ enzymow wynosita ok. 4 i 42 % odpowiednio:
PPO i POD obecnych w soku z arbuza utrwalanym pod ci$nieniem 30 MPa w temp.
50 °C przez 60 min. Zaobserwowano rowniez wyrazng zmian¢ barwy soku, ale zmiana
ta nie korelowala z zawartoscig zwiagzkow fenolowych, ktore byly stabilne we wszyst-
kich badanych parametrach procesu. W badaniach soku z kantalupy wykazano nie-
wielkie zmiany barwy, czgsciowg inaktywacj¢ enzymow tkankowych oraz odpowied-
nig jako$¢ mikrobiologiczng przy utrwalaniu ditlenkiem wegla w 65 °C i w zakresie
ci$nien 8 +35 MPa [1]. Zastosowanie CO, do utrwalenia §wiezo wycisnigtego soku
z czerwonych pomaranczy rowniez dowiodto mozliwosci catkowitego usunigcia wege-
tatywnych form drobnoustrojow z soku. Otrzymano sok rézniacy si¢ jednak barwa od
soku surowego, mimo bardzo nieznacznego ubytku antocyjanow [4]. Podczas utrwala-
nia soku marchwiowego metoda HPCD wykazano z kolei mozliwo$¢ zmniejszenia
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aktywnosci oksydazy polifenolowej do okoto 4 % poczatkowej wartosci, przy jedno-
czesnym zachowaniu barwy soku [18].
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Rys. 4. Zmiany barwy soku truskawkowego utrwalonego w nadkrytycznym CO,
Fig. 4.  Changes in colour of strawberry juice due preserved using supercritical CO,

Whioski

1.

Zastosowanie ditlenku wegla w stanie nadkrytycznym przy ci$nieniu 60 MPa po-
zwolilo na istotng redukcje¢ liczby drobnoustrojow mezofilnych do poziomu
<10 jtk/ml w soku truskawkowym utrwalonym juz w temperaturze 35 °C.

Ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym okazat si¢ skutecznym czynnikiem inak-
tywujacym enzymy oksydoredukcyjne truskawek, odpowiadajace za brazowienie
produktu, zmniejszajac aktywnos$¢ peroksydazy do ok. 3 % oraz catkowicie inak-
tywujac oksydaze polifenolows.

Niemal we wszystkich probkach soku truskawkowego utrwalanego CO, w stanie
nadkrytycznym zawarto$¢ antocyjandow pozostala na niezmienionym poziomie, za$
barwa soku nie zmienita si¢ w zauwazalny sposob.

Zastosowanie CO, w stanie nadkrytycznym moze by¢ korzystng alternatywa
dla tradycyjnie stosowanych termicznych metod utrwalania soku truskawkowego.

Praca finansowana ze srodkow na dziatalnosé statutowq IBPRS.
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EFFECT OF SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE ON SELECTED QUALITY
PARAMETERS OF PRESERVED STRAWBERRY JUICE

Summary

The use of high pressure carbon dioxide (HPCD) is a novel, non-thermal method of food preservation;
with that method, it is possible to effectively reduce a microbial count, to inactivate tissue enzymes and,
at the same time, to preserve all the nutritional values and sensory quality of a product. The objective of
the research study was to determine the effect of process parameters on the quality of strawberry juice
preserved using the HPCD method. The raw material analyzed were frozen strawberries of ‘Senga Senga-
na’ cultivar. Immediately after pressing, the juice was treated with supercritical carbon dioxide using
a Spe-ed SFE 4 apparatus (Applied Separations, USA) at varying pressure levels (10, 30, 60 MPa), at
different temperatures (35, 45, 65 °C), and for varying time durations (10, 20, 30 min). The unpreserved
juice was a control sample. The analyzes showed that the application of CO, at a pressure of 60 MPa made
it possible to effectively reduce, even more than by the three logarithmic cycles, the total microbial count.
The polyphenol oxidase could be fully inactivated at every level of the pressures tested, and the highest
level of peroxidase inactivation (95 %) was achieved at a temperature of 65 °C irrespective of the pressure
and time applied. Anthocyanins were well preserved; only at a temperature of 65 °C, a significant decrease
of 10% was reported. The juice colour changes, expressed as AE coefficient, i.e. an absolute colour differ-
ence, were below 2, thus, they were almost unnoticeable by an inexperienced observer. HPCD turned out
to be an effective method of preserving strawberry juice and its high microbial and physicochemical quali-
ty were ensured under this method.

Key words: supercritical carbon dioxide, enzymes activity, polyphenol oxidase, peroxidase, strawberry
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