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W artykule przedstawiono badania zawartosci zwigzkow nieenzymatycznego brgzowienia powstajgcych podczas obrobki
termicznej produktow spozywczych w reakcjach lizyny z rybozq oraz analize ich rozpuszczalnosci w wodzie i w metanolu.
Reakcje prowadzono w dwoch wartosciach pH: 4 i 5,6 — charakterystycznych dla migsa marynowanego oraz dla wartosci
standardowych. Przeprowadzone badania wykazaly, ze w srodowisku o pH 4 zwiqzki rozpuszczalne w wodzie i w metanolu
postawaly w ilosciach o podobnym rzedzie wartosci. Gdy pH srodowiska wynosito 5,6 — zwiqzki rozpuszczalne w metanolu
stanowily jedynie niewielki udzial w porownaniu z zawartosciqg zwigzkow rozpuszczalnych w wodzie. Badania udowodnity
ponadto, ze przy pH 5,6 w obecnosci buforu fosforanowego w strukture koncowych produktow reakcji wbudowywana byta woda.

WSTEP

Zwiazki nieenzymatycznego brazowienia sg grupg sub-
stancji powszechnie spozywanych przez konsumentéw z co-
dzienna dieta. Wystepuja w zywnosci ekstrudowanej, pie-
czonej 1 opiekanej, prazonej oraz gotowanej [1, 2, 6, 7, 8, 10,
15, 18, 23]. Wiasciwosci tych zwiazkow sg uwarunkowane
wieloma zmiennymi: temperaturg i czasem jej oddzialywania,
pH, aktywnoscia wody, rodzajem substancji towarzyszacych,
sktadem $rodowiska i rodzajem prekursorow [3, 4, 14, 19, 21,
22]. Kazdy z wymienionych powyzej czynnikéw moze
powodowac roznice w powstajacych produktach reakcji. Temat
zwiazkéw nieenzymatycznego brazowienia jest intensywnie
badany na $wiecie, aby poznac¢ ich wlasciwosci, a posrednio
cechy teksturalne, sensoryczne, fizyczne, i biologicznie
czynne zwiazkow dostarczanych do ustroju z réznymi grupa-
mi produktéw spozywczych [5, 11, 12, 22]. W Polsce badania
nad zwigzkami nieenzymatycznego brazowienia prowadzono
w Zaktadzie Techniki w Zywieniu oraz w Zaktadzie Oceny
Jakosci Zywnoéci SGGW w Warszawie. Zakres pracy obej-
mowat wiele kierunkéw badawczych. W biezacym artykule
przedstawiono charakterystyke zwigzkow powstajacych po
reakcji lizyny z ryboza w réznym pH s$rodowiska. Lizyna
iryboza sa charakterystycznymi prekursorami reakcji zacho-
dzacych w migsie [20, 22], stad moga wskazywac na kierunki
przemian zachodzace w tym surowcu na skutek jego obrobki
termicznej. Badanie cech zwigzkdéw nieenzymatycznego
brazowienia polegato na poznaniu ich ilo$ci powstajacych
po reakcji prowadzonej w réoznym czasie oraz na ocenie ich
rozpuszczalnosci w wodzie i w metanolu. Taka wiedza jest
niezbg¢dna, aby ukierunkowa¢ dalsze prace badawcze nad
identyfikacja poszczegolnych grup zwigzkow tworzacych si¢
w migsie poddanym oddzialywaniu wysokiej temperatury.
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Celem artykulu jest upowszechnienie wynikéw prezen-
towanych badan, dotyczacych zawartoSci i rozpuszczalnosci

zwiazkow nieenzymatycznego brazowienia powstajacych
w reakcji lizyny z ryboza, charakterystycznych dla obrébki
termicznej Zywnosci.

Zakres pracy polegal na przeprowadzeniu reakcji row-
nomolowych i rownoobjetosciowych mieszanin obydwu re-
agentow w czasie 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minut w temperaturze
185+5°C. Do$wiadczenie przeprowadzano dla pH roztworow
rownych 4 1 5,6. Warto$¢ pH 4 mozna uzyskaé w migsie na
skutek jego marynowania, co zwicksza trwato$¢ gotowego
produktu, natomiast pH 5,6 jest wartoscig standardowg migsa.

MATERIAL | METODYKA

Odczynniki: L-lizyna (producent Sigma, czystos¢ >98%,
TLC, nr katalogowy L5501-25G), D-ryboza (producent SAFC
Supply Solution, czystos¢ >97%, nr katalogowy W37,930-1),
bufor fosforanowy (pH 4, Na,HPO,C H O xH,0, Producent
Chempur), kwas octowy (producent Fluka, nr katalogowy
34254-11-R), metanol (HPLC, czystos¢ 99,9%, producent
POCH, nr katalogowy C17C11X), woda dejonizowana.

Do reakcji wykorzystano: wodne roztwory L-lizyny i D-ry-
bozy o stezeniu 0,1M. Z roztwordw przygotowano mieszaniny
reakcyjne w stosunkach objetosciowych 1:1. W roztworach
doprowadzano pH do wartos$ci 5,6 buforem fosforanowym,
natomiast do wartos$ci 4 — kwasem octowym. Reakcje prowa-
dzono w opiekaczu gastronomicznym Philips typ HD4454/A,
w temperaturze 185+5°C przez 5, 10, 15, 30, 45 1 60 minut
odmierzajac czas od chwili rozpoczecia wrzenia prob. Po
reakcji probki schtadzano w lodzie. Szczegoty przebiegu
reakcji zawarto w przygotowywanej rozprawie habilitacyjnej
[9].

Z roztworow wodnych uzyskanych po reakcji pobrano
pipeta 2 cm? i przeniesiono do wytarowanych fiolek o pojem-
nos$ci 4 cm®. Fiolki wezeéniej byty wysuszone do statej masy
(rodzaj suszarki Binder 115, temperatura suszenia 105°C).
Zmiany masy kontrolowano wazac fiolki na mikrowadze
(Sartorius MC 5, doktadnos¢ 0,001mg). Fiolki z probka
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suszono w suszarce laboratoryjnej w 105°C [17] do uzyskania
stalej masy. Po zakonczonym suszeniu wynik przeliczono
na sumaryczng mas¢ zwiazkow rozpuszczalnych w wodzie
uzyskanych z catej probki, a nastepnie wyliczono mase
zwigzkow powstajacych z lg suchej masy lizyny z ryboza
Iacznie.

Zwigzki rozpuszczalne w metanolu oznaczano podobnie,
ale wczesniej ekstrahowano je metanolem z probki, z ktorej
uprzednio odparowano wod¢ w temperaturze 30 °C. Po od-
parowaniu wody do fiolek dodano 4 cm?® metanolu. Probki
zamknigto teflonowa uszczelka i nakretka, a nastepnie wy-
trzgsano przez 1 godzing. Po ekstrakcji zwiazkoéw rozpusz-
czalnych w metanolu probki przesaczono (bibuta filtracyjna,
producent Chempur). Z przesaczonych probek pobrano pi-
peta 2 cm?® i przeniesiono do wytarowanych i wysuszonych
fiolek o pojemno$ci 4 cm?. Probki suszono do uzyskania sta-
lej masy (poczatkowa temperatura suszenia 30°C - do chwili
odparowania metanolu, a nast¢gpnie 105°C do uzyskania
stalej masy). Fiolki z probka wazono wykorzystujac mikro-
wage. Wynik podano jako mase zwigzkéw nieenzymatycz-
nego brazowienia rozpuszczalnych w metanolu powstajacych
z 1g suchej masy lizyny z ryboza (facznie).

Wyniki oznaczen opracowano statystycznie (pakiet sta-
tystyczny Statistica 8.0) wykorzystujac analiz¢ wariancji
ANOVA.

OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

Na rys. 1. przedstawiono mas¢ zwigzkéw powstajacych
na réznym etapie reakcji lizyny z ryboza.

pH’5,6: puste punkiy — zwiazki rozpuszczalne w wodzie

#pH5,6: wypetnione punkty — zwiazki rozpuszczalne w metanolu

&ApH4: puste punkty — zwigzki rozpuszczalne w wodzie .

2,0 &pH4: wypelnione punkty — zwigzki rozpuszczalne w metanolu 2,16

=
=
5=
8
g g
=&
2
N 2
g3 1,43 Lan
22 ’ L 55r
B S LS 4--% q-b E 1,500
= = b
-] - T
= 11,23
= S 0,97 o
N o
> 1 0
SE" A m

on o iy
g 0804 & Aot 0,82
S~ 0,75= 063

= + Bt 2 0,60 0,43
Z 205 b | 0,55 -
3> = U > )
< & 0,57 + 40,37 0,37
ST L
; ‘g 10,34 & 0,17 0,09
N
g S 0,0 I S S S S — — — ——
<
=]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

czas ogrzewania [min]

Z
kS
L

Masa [g] zwiazkoéw rozpuszczalnych w wodzie
i w metanolu powstajacych na skutek reakcji row-
nomolowych (0,1 M) wodnych roztworéw lizyny
i rybozy. Wyniki podano w przeliczeniu na mas¢
zwigzkéw powstajacych z 1g suchej masy lizyny
i rybozy tacznie.

Zawarto$¢ produktow reakeji otrzymanych po ogrzewaniu
lizyny z ryboza byla zalezna od czasu reakcji, pH oraz od
rodzaju rozpuszczalnika uzytego do ich ekstrakcji (p=0).
Test post-hoc wykazal, ze prawie wszystkie proby byty od
siebie istotnie rozne. Najwigcej zwiazkow rozpuszczalnych
w wodzie bylo w probach o pH 5,6. Dotyczylo to kazdego
etapu ogrzewania. Zwiazki rozpuszczalne w metanolu w tych
probach stanowity niewielki procent zawartosci wszystkich

produktow reakcji. Ogrzewanie lizyny z ryboza w pH 4
w obecnosci kwasu octowego powodowalo, ze charakterystyka
mieszaniny poreakcyjnej byta zupelnie inna niz w poprzed-
nim przypadku. Po 5, 15 i 60 minutach reakcji zawarto$¢
zwigzkow rozpuszczalnych w wodzie i w metanolu byla
podobna. Po 10 minutach istotnie wigcej bylo zwigzkow
rozpuszczalnych w metanolu niz w wodzie, natomiast po
30 i 45 minutach ogrzewania istotnie wigcej bylo zwigzkow
rozpuszczalnych w wodzie niz w metanolu. Bardzo charak-
terystyczne dla mieszanin otrzymywanych w pH 5,6 w obec-
nos$ci buforu fosforowego byto to, ze w kazdym przypadku
zawarto$¢ produktow reakcji wyekstrahowanych woda byta
wicksza niz taczna poczatkowa ilo$¢ lizyny i rybozy uzyta do
reakcji. Po 60 minutach reakcji uzyskano przeszto dwa razy
wicksza ilos¢ produktow reakcji niz wynosita masa reagen-
tow przed ogrzewaniem. Poniewaz uzyskano tak niespodzie-
wany wynik, badania przeprowadzano wielokrotnie, jednak
za kazdym razem rezultat byl podobny. Przy zakwaszeniu
srodowiska kwasem octowym do pH 4, nie zanotowano
takiej tendencji. W pH 4 — z 1g suchej masy lizyny z ryboza
(tacznie), po kazdym etapie reakcji uzyskano mniej niz 1g
produktow koncowych rozpuszczalnych w wodzie.
Zaobserwowano istotng réznice w konsystencjach prob
ogrzewanych w obydwu $rodowiskach. Proby ogrzewane
w pH 5,6 byly po kazdym etapie badania ptynne — wstepna
ocena sensoryczna wykazata, ze wszystkie koncowe zwiazki
reakcji byly rozpuszczone w wodzie. W zadnej probie nie
byto widocznego osadu. Z prob ogrzewanych w pH 4 od 30
minuty reakcji zaczglty wytragcad sie substancje state, a po 45
i 60 minucie ogrzewania uzyskano wyltacznie stala, wioknista
mase¢. Otrzymano wowczas mieszaning zwigzkéw w nie-
wielkim stopniu rozpuszczalng i w wodzie, i w metanolu.
Najprawdopodobniej nastapito zeszklenie probek [3, 4].

Wynik do$wiadczenia oznaczatl, ze w pH 5,6 powstawata
znaczna ilo§¢ zwigzkéw nieenzymatycznego brazowienia,
ktore w swojej strukturze zawieraly wbudowang wode.
Schemat reakcji Maillarda zaproponowany przez Hodge’a
w 1953 r., stanowiagcy do dzi$ podstawowy wzorzec kierun-
koéw przebiegu nieenzymatycznego brazowienia wskazuje, ze
woda jest jednym z ubocznych produktow rekcji Maillarda
i wydziela si¢ w poczatkowym etapie reakcji podczas tworze-
nia si¢ N-podstawionej glikozyloaminy, po czym nast¢puje
przeksztatcenie Amadori. Nastepny etap, w ktorym wytwa-
rza si¢ woda to przeksztalcenie zasady Schiffa hydroksyme-
tylofurfuralu (HMF) lub furfuralu, z ktérych po odtaczeniu
zwigzkow aminowych powstaje HMF lub furfural. Reakcja
zachodzi przy pH < 7. Furfural powstaje, gdy reagentem
jest pentoza (co mialo miejsce w przypadku omawianego
doswiadczenia), natomiast HMF tworzy si¢ z heksozy [19].
W literaturze nie znaleziono odpowiedzi na pytanie, w kto-
rym momencie reakcji i w jakich warunkach $rodowiska
woda wbudowywana jest w struktur¢ powstajacych zwiaz-
kéw. Mozna jedynie sformutowaé hipoteze, ze brazowe
barwniki powstajgce w czasie obrobki termicznej produktéw
spozywczych o podobnym sktadzie chemicznym i w podob-
nym pH do 5,6 —réwniez gromadza wode w swojej strukturze.
Gdy pH surowcow jest kwasne — powstajace zwigzki nieen-
zymatycznego brazowienia majg inne wlasciwosci.

W literaturze brak jest informacji na temat tego ile zwigzkoéw
nieenzymatycznego brazowienia moze powstawac z okreslonej
masy reagentow. Podaje si¢ wylacznie masy poszczegdlnych
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grup zwiazkéw w znaczeniu nie zawarto$ci, ale wielkos$ci
czasteczek (w Daltonach) [16].

Chobert i in. (2006) podali, Ze po ogrzewaniu arabinozy
1 rybozy z beta-laktoglobuling uzyskano 35% zwiazkow
rozpuszczalnych w wodzie w pH 4. Ilo§¢ ta byla mniejsza
niz w przypadku reakcji innych cukréw. Informacja powyz-
sza potwierdzila wyniki otrzymane po ogrzewaniu lizyny
z ryboza w pH 4, poniewaz udowodniono, Zze w mieszaninie
poreakcyjnej byty nie tylko substancje wodorozpuszczalne,
ale istotny udzial stanowily réwniez zwiazki rozpuszczalne
w metanolu.

Chobert i in. [13] ponadto zbadali, ze reakcja beta-lak-
toglobulin z arabinoza i ryboza w pH 5 powodowala wzrost
wiasciwosci emulgujacych mieszaniny w stosunku do same;j
beta—laktoglukozy. Wedlug autoréw oznaczato to, ze z tych
reagentéw otrzymuje si¢ sie¢ trojwymiarowsq, czym nalezato
tlumaczy¢ poprawe cech emulgujacych produktéw po reake;ji.
Takiego zjawiska nie zanotowano w przypadku galaktozy,
glukozy, ani laktozy. Nalezatoby wiec zbadaé, czy wbudo-
wywanie wody w czasteczki ma zwigzek z wlasciwosciami
fizycznymi zwigzkow nieenzymatycznego brazowienia, co
przektada si¢ nastgpnie na cechy powierzchni powszechnie
spozywanych produktow zywnoséciowych poddanych obrébece
termicznej, takich jak produkty piekarskie oraz inne produkty
poddane pieczeniu, smazeniu oraz opiekaniu.

WNIOSKI

1. Charakterystyka zwigzkow nieenzymatycznego bra-
zowienia powstajacych w wyniku reakcji lizyny z rybozg jest
uwarunkowana réznym czasem reakcji, pH oraz rodzajem
rozpuszczalnika uzytego do ich ekstrakcji.

2. W pH 4 zawarto$¢ zwiazkdéw nieenzymatycznego
brazowienia rozpuszczalnych w wodzie jest na podobnym
poziomie jak rozpuszczalnych w metanolu, natomiast w pH
5,6 zwiazki rozpuszczalne w metanolu stanowia wylacznie
niewielki procent zawartosci w stosunku do zwigzkow roz-
puszczalnych w wodzie.

3. W wyniku reakcji lizyny z ryboza prowadzonej w pH 5,6
w obecnosci buforu fosforanowego powstaja zwiazki, ktore
w swojej strukturze maja wbudowana wodg, co zwigksza ich
mas¢ w stosunku do uzytych reagentow.

4. Celowe jest przeprowadzenie dalszych badan, ktoére
by wyjasnity relacje zwiazkdw nieenzymatycznego brazo-
wienia powstajacych w réznych pH $rodowiska z ich wilasci-
wosciami fizycznymi i sktadem chemicznym. Pozwolitoby to
na lepsze poznanie substancji powstajacych podczas obrobki
termicznej wielu grup zywnosci.
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CHARACTERISTIC OF LYSINE-RIBOSE
NON-ENZYMATIC BROWNING REACTION
PRODUCTS, DURING THERMAL FOOD
TREATMENT

SUMMARY

The aim of this study was to analyzed products of food
thermal treatment as typical for meat: lysine-ribose reaction
and its products water or methanol solubility. Ribose- lysine
reaction was performed in pH 4 for pretreated meat and 5.6
as standard meat’s value. For pH 4 reaction products amo-
unts were comparable and its water or methanol solubility
was comparable too. Different situation took place for pH
5.6 thermal reaction products. Water soluble compounds was
dominated group in comparison to methanol soluble. In pre-
sence of phosphatic buffer (pH 5.6) water was indicated as
substance incorporated in structure of finish compounds.



