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WSTĘP
Związki nieenzymatycznego brązowienia są grupą sub-

stancji powszechnie spożywanych przez konsumentów z co-
dzienną dietą. Występują w żywności ekstrudowanej, pie-
czonej i opiekanej, prażonej oraz gotowanej [1, 2, 6, 7, 8, 10, 
15, 18, 23]. Właściwości tych związków są uwarunkowane 
wieloma zmiennymi: temperaturą i czasem jej oddziaływania, 
pH, aktywnością wody, rodzajem substancji towarzyszących, 
składem środowiska i rodzajem prekursorów [3, 4, 14, 19, 21, 
22]. Każdy z wymienionych powyżej czynników może 
powodować różnice w powstających produktach reakcji. Temat 
związków nieenzymatycznego brązowienia jest intensywnie 
badany na świecie, aby poznać ich właściwości, a pośrednio
cechy teksturalne, sensoryczne, fizyczne, i biologicznie 
czynne związków dostarczanych do ustroju z różnymi grupa-
mi produktów spożywczych [5, 11, 12, 22]. W Polsce badania 
nad związkami nieenzymatycznego brązowienia prowadzono 
w Zakładzie Techniki w Żywieniu oraz w Zakładzie Oceny 
Jakości Żywności SGGW w Warszawie. Zakres pracy obej-
mował wiele kierunków badawczych. W bieżącym artykule 
przedstawiono charakterystykę związków powstających po 
reakcji lizyny z rybozą w różnym pH środowiska. Lizyna
i ryboza są charakterystycznymi prekursorami reakcji zacho-
dzących w mięsie [20, 22], stąd mogą wskazywać na kierunki 
przemian zachodzące w tym surowcu na skutek jego obróbki 
termicznej. Badanie cech związków nieenzymatycznego 
brązowienia polegało na poznaniu ich ilości powstających 
po reakcji prowadzonej w różnym czasie oraz na ocenie ich 
rozpuszczalności w wodzie i w metanolu. Taka wiedza jest 
niezbędna, aby ukierunkować dalsze prace badawcze nad 
identyfi kacją poszczególnych grup związków tworzących się 
w mięsie poddanym oddziaływaniu wysokiej temperatury.

CEL I ZAKRES PRACY
Celem artykułu jest upowszechnienie wyników prezen-

towanych badań, dotyczących zawartości i rozpuszczalności 

związków nieenzymatycznego brązowienia powstających 
w reakcji lizyny z rybozą, charakterystycznych dla obróbki 
termicznej żywności. 

Zakres pracy polegał na przeprowadzeniu reakcji rów-
nomolowych i równoobjętościowych mieszanin obydwu re-
agentów w czasie 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minut w temperaturze 
185±5oC. Doświadczenie przeprowadzano dla pH roztworów 
równych 4 i 5,6. Wartość pH 4 można uzyskać w mięsie na 
skutek jego marynowania, co zwiększa trwałość gotowego 
produktu, natomiast pH 5,6 jest wartością standardową mięsa. 

MATERIAŁ I METODYKA
Odczynniki: L-lizyna (producent Sigma, czystość ≥98%, 

TLC, nr katalogowy L5501-25G), D-ryboza (producent SAFC 
Supply Solution, czystość ≥97%, nr katalogowy W37,930-1), 
bufor fosforanowy (pH 4, Na
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Chempur), kwas octowy (producent Fluka, nr katalogowy 
34254-1l-R), metanol (HPLC, czystość 99,9%, producent 
POCH, nr katalogowy C17C11X), woda dejonizowana.

Do reakcji wykorzystano: wodne roztwory L-lizyny i D-ry-
bozy o stężeniu 0,1M. Z roztworów przygotowano mieszaniny 
reakcyjne w stosunkach objętościowych 1:1. W roztworach 
doprowadzano pH do wartości 5,6 buforem fosforanowym, 
natomiast do wartości 4 – kwasem octowym. Reakcje prowa-
dzono w opiekaczu gastronomicznym Philips typ HD4454/A, 
w temperaturze 185±5oC przez 5, 10, 15, 30, 45 i 60 minut 
odmierzając czas od chwili rozpoczęcia wrzenia prób. Po 
reakcji próbki schładzano w lodzie. Szczegóły przebiegu 
reakcji zawarto w przygotowywanej rozprawie habilitacyjnej 
[9]. 

Z roztworów wodnych uzyskanych po reakcji pobrano 
pipetą 2 cm3 i przeniesiono do wytarowanych fi olek o pojem-
ności 4 cm3. Fiolki wcześniej były wysuszone do stałej masy 
(rodzaj suszarki Binder 115, temperatura suszenia 105oC). 
Zmiany masy kontrolowano ważąc fi olki na mikrowadze 
(Sartorius MC 5, dokładność 0,001mg). Fiolki z próbką

W artykule przedstawiono badania zawartości związków nieenzymatycznego brązowienia powstających podczas obróbki 
termicznej produktów spożywczych w reakcjach lizyny z rybozą oraz analizę ich rozpuszczalności w wodzie i w metanolu. 
Reakcje prowadzono w dwóch wartościach pH: 4 i 5,6 – charakterystycznych dla mięsa marynowanego oraz dla wartości 
standardowych. Przeprowadzone badania wykazały, że w środowisku o pH 4 związki rozpuszczalne w wodzie i w metanolu 
postawały w ilościach o podobnym rzędzie wartości. Gdy pH środowiska wynosiło 5,6 – związki rozpuszczalne w metanolu 
stanowiły jedynie niewielki udział w porównaniu z zawartością związków rozpuszczalnych w wodzie. Badania udowodniły 
ponadto, że przy pH 5,6 w obecności buforu fosforanowego w strukturę końcowych produktów reakcji wbudowywana była woda. 
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suszono w suszarce laboratoryjnej w 105oC [17] do uzyskania 
stałej masy. Po zakończonym suszeniu wynik przeliczono 
na sumaryczną masę związków rozpuszczalnych w wodzie
uzyskanych z całej próbki, a następnie wyliczono masę 
związków powstających z 1g suchej masy lizyny z rybozą 
łącznie. 

Związki rozpuszczalne w metanolu oznaczano podobnie, 
ale wcześniej ekstrahowano je metanolem z próbki, z której 
uprzednio odparowano wodę w temperaturze 30 oC. Po od-
parowaniu wody do fi olek dodano 4 cm3 metanolu. Próbki 
zamknięto tefl onową uszczelką i nakrętką, a następnie wy-
trząsano przez 1 godzinę. Po ekstrakcji związków rozpusz-
czalnych w metanolu próbki przesączono (bibuła fi ltracyjna, 
producent Chempur). Z przesączonych próbek pobrano pi-
petą 2 cm3 i przeniesiono do wytarowanych i wysuszonych 
fi olek o pojemności 4 cm3. Próbki suszono do uzyskania sta-
łej masy (początkowa temperatura suszenia 30oC - do chwili 
odparowania metanolu, a następnie 105oC do uzyskania 
stałej masy). Fiolki z próbką ważono wykorzystując mikro-
wagę. Wynik podano jako masę związków nieenzymatycz-
nego brązowienia rozpuszczalnych w metanolu powstających 
z 1g suchej masy lizyny z rybozą (łącznie). 

Wyniki oznaczeń opracowano statystycznie (pakiet sta-
tystyczny Statistica 8.0) wykorzystując analizę wariancji 
ANOVA.

OMÓWIENIE I DYSKUSJA WYNIKÓW
Na rys. 1. przedstawiono masę związków powstających 

na różnym etapie reakcji lizyny z rybozą. 

Rys. 1. Masa [g] związków rozpuszczalnych w wodzie 
i w metanolu powstających na skutek reakcji rów-
nomolowych (0,1 M) wodnych roztworów lizyny 
i rybozy. Wyniki podano w przeliczeniu na masę 
związków powstających z 1g suchej masy lizyny 
i rybozy łącznie.

Zawartość produktów reakcji otrzymanych po ogrzewaniu 
lizyny z rybozą była zależna od czasu reakcji, pH oraz od 
rodzaju rozpuszczalnika użytego do ich ekstrakcji (p=0). 
Test post-hoc wykazał, że prawie wszystkie próby były od 
siebie istotnie różne. Najwięcej związków rozpuszczalnych 
w wodzie było w próbach o pH 5,6. Dotyczyło to każdego 
etapu ogrzewania. Związki rozpuszczalne w metanolu w tych 
próbach stanowiły niewielki procent zawartości wszystkich 

produktów reakcji. Ogrzewanie lizyny z rybozą w pH 4
w obecności kwasu octowego powodowało, że charakterystyka 
mieszaniny poreakcyjnej była zupełnie inna niż w poprzed-
nim przypadku. Po 5, 15 i 60 minutach reakcji zawartość 
związków rozpuszczalnych w wodzie i w metanolu była 
podobna. Po 10 minutach istotnie więcej było związków 
rozpuszczalnych w metanolu niż w wodzie, natomiast po 
30 i 45 minutach ogrzewania istotnie więcej było związków 
rozpuszczalnych w wodzie niż w metanolu. Bardzo charak-
terystyczne dla mieszanin otrzymywanych w pH 5,6 w obec-
ności buforu fosforowego było to, że w każdym przypadku 
zawartość produktów reakcji wyekstrahowanych wodą była 
większa niż łączna początkowa ilość lizyny i rybozy użyta do 
reakcji. Po 60 minutach reakcji uzyskano przeszło dwa razy 
większą ilość produktów reakcji niż wynosiła masa reagen-
tów przed ogrzewaniem. Ponieważ uzyskano tak niespodzie-
wany wynik, badania przeprowadzano wielokrotnie, jednak 
za każdym razem rezultat był podobny. Przy zakwaszeniu 
środowiska kwasem octowym do pH 4, nie zanotowano 
takiej tendencji. W pH 4 – z 1g suchej masy lizyny z rybozą 
(łącznie), po każdym etapie reakcji uzyskano mniej niż 1g 
produktów końcowych rozpuszczalnych w wodzie. 

Zaobserwowano istotną różnicę w konsystencjach prób 
ogrzewanych w obydwu środowiskach. Próby ogrzewane
w pH 5,6 były po każdym etapie badania płynne – wstępna 
ocena sensoryczna wykazała, że wszystkie końcowe związki 
reakcji były rozpuszczone w wodzie. W żadnej próbie nie 
było widocznego osadu. Z prób ogrzewanych w pH 4 od 30 
minuty reakcji zaczęły wytrącać się substancje stałe, a po 45
i 60 minucie ogrzewania uzyskano wyłącznie stałą, włóknistą 
masę. Otrzymano wówczas mieszaninę związków w nie-
wielkim stopniu rozpuszczalną i w wodzie, i w metanolu. 
Najprawdopodobniej nastąpiło zeszklenie próbek [3, 4].

Wynik doświadczenia oznaczał, że w pH 5,6 powstawała
znaczna ilość związków nieenzymatycznego brązowienia, 
które w swojej strukturze zawierały wbudowaną wodę. 
Schemat reakcji Maillarda zaproponowany przez Hodge’a 
w 1953 r., stanowiący do dziś podstawowy wzorzec kierun-
ków przebiegu nieenzymatycznego brązowienia wskazuje, że 
woda jest jednym z ubocznych produktów rekcji Maillarda
i wydziela się w początkowym etapie reakcji podczas tworze-
nia się N-podstawionej glikozyloaminy, po czym następuje 
przekształcenie Amadori. Następny etap, w którym wytwa-
rza się woda to przekształcenie zasady Schiffa hydroksyme-
tylofurfuralu (HMF) lub furfuralu, z których po odłączeniu 
związków aminowych powstaje HMF lub furfural. Reakcja 
zachodzi przy pH ≤ 7. Furfural powstaje, gdy reagentem
jest pentoza (co miało miejsce w przypadku omawianego 
doświadczenia), natomiast HMF tworzy się z heksozy [19].
W literaturze nie znaleziono odpowiedzi na pytanie, w któ-
rym momencie reakcji i w jakich warunkach środowiska 
woda wbudowywana jest w strukturę powstających związ-
ków. Można jedynie sformułować hipotezę, że brązowe 
barwniki powstające w czasie obróbki termicznej produktów 
spożywczych o podobnym składzie chemicznym i w podob-
nym pH do 5,6 –również gromadzą wodę w swojej strukturze. 
Gdy pH surowców jest kwaśne – powstające związki nieen-
zymatycznego brązowienia mają inne właściwości. 

W literaturze brak jest informacji na temat tego ile związków 
nieenzymatycznego brązowienia może powstawać z określonej 
masy reagentów. Podaje się wyłącznie masy poszczególnych 

pH5,6: puste punkty – związki rozpuszczalne w wodzie
pH5,6: wypełnione punkty – związki rozpuszczalne w metanolu
pH4: puste punkty – związki rozpuszczalne w wodzie
pH4: wypełnione punkty – związki rozpuszczalne w metanolu 2,16
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grup związków w znaczeniu nie zawartości, ale wielkości 
cząsteczek (w Daltonach) [16]. 

Chobert i in. (2006) podali, że po ogrzewaniu arabinozy
i rybozy z beta-laktoglobuliną uzyskano 35% związków 
rozpuszczalnych w wodzie w pH 4. Ilość ta była mniejsza 
niż w przypadku reakcji innych cukrów. Informacja powyż-
sza potwierdziła wyniki otrzymane po ogrzewaniu lizyny
z rybozą w pH 4, ponieważ udowodniono, że w mieszaninie 
poreakcyjnej były nie tylko substancje wodorozpuszczalne, 
ale istotny udział stanowiły również związki rozpuszczalne 
w metanolu. 

Chobert i in. [13] ponadto zbadali, że reakcja beta-lak-
toglobulin z arabinozą i rybozą w pH 5 powodowała wzrost 
właściwości emulgujących mieszaniny w stosunku do samej 
beta–laktoglukozy. Według autorów oznaczało to, że z tych 
reagentów otrzymuje się sieć trójwymiarową, czym należało 
tłumaczyć poprawę cech emulgujących produktów po reakcji. 
Takiego zjawiska nie zanotowano w przypadku galaktozy, 
glukozy, ani laktozy. Należałoby więc zbadać, czy wbudo-
wywanie wody w cząsteczki ma związek z właściwościami 
fi zycznymi związków nieenzymatycznego brązowienia, co 
przekłada się następnie na cechy powierzchni powszechnie 
spożywanych produktów żywnościowych poddanych obróbce 
termicznej, takich jak produkty piekarskie oraz inne produkty 
poddane pieczeniu, smażeniu oraz opiekaniu.

WNIOSKI
1. Charakterystyka związków nieenzymatycznego brą-

zowienia powstających w wyniku reakcji lizyny z rybozą jest 
uwarunkowana różnym czasem reakcji, pH oraz rodzajem 
rozpuszczalnika użytego do ich ekstrakcji.

2. W pH 4 zawartość związków nieenzymatycznego 
brązowienia rozpuszczalnych w wodzie jest na podobnym 
poziomie jak rozpuszczalnych w metanolu, natomiast w pH 
5,6 związki rozpuszczalne w metanolu stanowią wyłącznie 
niewielki procent zawartości w stosunku do związków roz-
puszczalnych w wodzie. 

3. W wyniku reakcji lizyny z rybozą prowadzonej w pH 5,6 
w obecności buforu fosforanowego powstają związki, które 
w swojej strukturze mają wbudowaną wodę, co zwiększa ich 
masę w stosunku do użytych reagentów. 

4. Celowe jest przeprowadzenie dalszych badań, które 
by wyjaśniły relacje związków nieenzymatycznego brązo-
wienia powstających w różnych pH środowiska z ich właści-
wościami fi zycznymi i składem chemicznym. Pozwoliłoby to 
na lepsze poznanie substancji powstających podczas obróbki 
termicznej wielu grup żywności. 
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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 fi nish compounds.


