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CHOLESTEROL I PRODUKTY JEGO UTLENIANIA
W LIOFILIZATACH MLEKA KLACZY I KUMYSU"

CHOLESTEROL AND ITS OXIDATION PRODUCTS
IN MARE MILK LYOPHILISATES AND KUMISS

Streszczenie. Celem pracy bylo wytworzenie liofilizatdow mleka klaczy i kumysu oraz ocena
zawarto$ci cholesterolu, oksysteroli, aldehydu malonowego, a takze barwy podczas przechowy-
wania w warunkach temperatury pokojowej i chtodniczej przez okres 6 miesiecy. Materiat ba-
dawczy stanowito plynne mleko klaczy i kumys oraz przygotowane z tych surowcow liofilizaty
przechowywane przez 6 miesigcy w warunkach temperatury 4-6°C i 18-20°C. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono istotny wplyw procesu liofilizacji na wszystkie analizowane
wskazniki. Roéwniez stwierdzono istotny wptyw czasu i temperatury przechowywania na wszyst-
kie analizowane wyr6zniki. Zmiany zawartosci cholesterolu i oksysteroli oraz aldehydu malono-
wego byly wicksze w przypadku liofilizatow kumysu niz mleka klaczy. Sam proces liofilizacji
ptynnego mleka klaczy i kumysu powodowat zwigkszenie zawartosci oksysteroli. Procesy utleniania
w analizowanych liofilizatach zachodzity szybciej w temperaturze pokojowej niz chtodnicze;.

Stowa kluczowe: liofilizacja, mleko klaczy, kumys, oksysterole, cholesterol, TBA, indeks bieli

Wstep

Mileko klaczy staje si¢ coraz bardziej popularne w krajach Europy Zachodniej jako
substytut mleka krowiego i znajduje zastosowanie w zywieniu ludzi dorostych, a takze
niemowlat i dzieci chorujacych na alergie (Businco i in., 2000; Chapman i in., 2000;

*Praca zostala sfinansowana ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki w latach 20092013 ja-
ko projekt badawczy nr N N312 3106 37.
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Curadi i in., 2001; Di Cagno i in., 2004; Salimei i Fantuz, 2012). W Polsce jest kilka
farm, w ktorych pozyskuje si¢ mleko klaczy. Mleko to jest po doju schtadzane, rozle-
wane do opakowan jednostkowych (szklanych, plastikowych, z folii polietylenowej)
i w tej postaci sprzedawane. Nadmiar mleka jest zamrazany lub proszkowany. Mleko
klaczy ma sktad bardziej zblizony do mleka kobiecego niz krowiego. Jego cecha jest
mala zawarto$¢ tluszczu (1,21%) i biatka (2,14%), mniejsza niz w mleku krowim
(3,61% i 3,3%). Biatka serwatkowe w mleku klaczy stanowia okoto 40% ogolnej za-
wartosci bialek, a kazeina — okoto 50%. Pozostate 8—10% to azot niebiatkowy (Dankow
1 in., 2009). Mleko klaczy zawiera dwukrotnie mniej frakcji kazeinowej (1,07%) niz
mleko krowie (2,60%), a trzykrotnie wiecej niz mleko ludzkie (0,37%). Ze wzgledu na
sktad kwasow tluszczowych mleko klaczy mozna uzna¢ za cenne zrédto nienasyconych
kwasow tluszczowych (Kacprzak i in., 2012; Rutkowska i in., 2011).

Gtownym sterolem wchodzacym w sktad thuszezu zwierzecego i oleju rybiego jest
cholesterol 5-cholesten-3-B-ol. Podstawowa jego funkcja w blonach komorkowych jest
kontrola utrzymania bariery mi¢dzy komorka a $rodowiskiem. Cholesterol stanowi
takze substancj¢ wyjSciowa dla syntezy kwaséw zotciowych i hormonow sterydowych
(Wasowicz, 1997). Cholesterol tatwo ulega autooksydacji w kontakcie z powietrzem,
a temperatura, $wiatto, promieniowanie jonizujace znacznie przyspieszajg ten proces
(Bartnikowska, 1995).

Produkty utleniania cholesterolu (PUC), nazywane oksysterolami, obejmuja duza
liczbe zwigzkéw utworzonych z cholesterolu w procesie utleniania enzymatycznego
i nieenzymatycznego. W zywnosci oksysterole powstaja w procesach utleniania nieen-
zymatycznego, szczegolnie w autooksydacji (Wasowicz, 1997).

Do zywnosci i produktow spozywczych bogatych w cholesterol mozna zaliczy¢ jaja
kurze i1 proszek jajeczny, mleko w proszku, ser i produkty mleczne, migso zwierzat
cieplokrwistych, podroby, ryby. Zywno$¢ zawierajaca cholesterol jest podatna na utle-
nianie, szczegoblnie ta, ktéra jest odwodniona, poddana napromieniowaniu czy dziataniu
wysokiej temperatury, obrébce termicznej w obecnosci tlenu (Obara i Kotczak, 2004).
W kazdym z powyzszych warunkdéw zywno$¢ jest wystawiona na dzialanie reaktyw-
nych form tlenu, takich jak tlen singletowy, nadtlenek wodoru, rodnik hydroksylowy
i ozon. Nie tylko przetwarzanie, lecz takze przechowywanie bezprézniowe przez dtuz-
szy czas znacznie powigkszaja generowanie oksysteroli (Addis, 1986). Produkty mle-
czarskie (mleko w proszku, $mietana) bezposrednio po przygotowaniu nie zawieraja
wykrywalnych iloéci PUC, jezeli do ich otrzymywania metoda suszenia rozpytowego
i walcowego stosowano niskie i $rednie temperatury. Nourooz-Zadeh i Appelqvist
(1988) podaja, ze produkty otrzymane z stosowaniem wysokich temperatur w procesie
suszenia zawieraly wykrywalne ilosci 7-a-hydroksycholesterolu (7-0-OH-C), 7-B-hy-
droksycholesterolu (7-B-OH-C), a- i B-epoksycholesterolu (a- i B-OH-C) oraz 7-keto-
cholesterolu (7-keto-C). Przechowywane przez 12 miesigcy pelne mleko w proszku
mialo od 0,3 do 9,2 ppm PUC w zaleznosci od technologii otrzymywania. Proszek
mleczny przechowywany w 14 magazynach przez okres od 13 do 37 miesigcy zawierat
od 19,6 do 77,9 ppm PUC.

Poniewaz mleko klaczy oraz wytworzony z niego kumys sg produktami sezonowy-
mi, podejmuje si¢ proby ich proszkowania metoda liofilizacji w celu zapewnienia poda-
zy przez caty rok. Suszenie sublimacyjne jest metoda utrwalania pozwalajaca w jak
najwickszym stopniu zachowaé¢ warto$¢ odzywcza mleka. Dhuzsze przechowywanie
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liofilizatow jest mozliwe dzigki zmniejszeniu aktywnosci wody — pod warunkiem wta-
sciwego zapakowania uniemozliwiajacego dostgp wilgoci z atmosfery. Produkty suszo-
ne sublimacyjnie moga by¢ odtwarzane do ich pierwotnego stanu poprzez dodanie wo-
dy. W zwiazku z powyzszym celem pracy bylo wytworzenie liofilizatow mleka klaczy
i kumysu oraz okreSlenie zawartosci cholesterolu, oksysteroli, aldehydu malonowego,
a takze ocena barwy podczas przechowywania w warunkach temperatury pokojowej
i chtodniczej przez okres 6 miesigcy.

Material i metody

Materiat do badan stanowito 14 prébek liofilizatow wytworzonych z mleka pozy-
skanego od klaczy zimnokrwistych z farmy w wojewddztwie wielkopolskim. Mleko
i kumys przed liofilizacja byly zamrazane do temperatury —33°C w specjalnych pojem-
nikach szklanych uprzednio zwazonych. W procesie suszenia sublimacyjnego zastoso-
wano liofilizator firmy LABCONCO, model 7755031, wyposazony w wymrazacz
o pojemnosci 18 11 w pompe prozniowa. Proby liofilizowano przy cisnieniu minimal-
nym sublimacji lodu 0,08 mbar w czasie 8 h. Otrzymane liofilizaty w ilosci po 5 g za-
pakowano w atmosferze azotu w saszetki z papieru biatego kredowanego powlekanego
bezbarwnym polietylenem typu NCPE 7518. W czasie 6 miesi¢cy przechowywania
w warunkach temperatury chtodniczej i pokojowej trzykrotnie wykonano badania, oce-
niajac wplyw czasu i temperatury na zawarto$¢ cholesterolu, oksysteroli, aldehydu
malonowego, a takze na barwe.

Ekstrakcji thuszczu z badanych probek, w ktorych oznaczano zawartos¢ cholesterolu
i oksysteroli, dokonano metoda Rose-Gottlieba (Kretowska-Kutas, 1993), jednak
w przypadku oznaczania zawarto$ci cholesterolu dodano jako standard wewnetrzny
100 pl roztworu 5-a-cholestanu o stezeniu 0,504 mg w 100 pl. Nastepnie probki zmy-
dlano 1 N KOH w metanolu. Ostatnim etapem przed analiza na chromatografie gazo-
wym byla sililacja polegajgca na dodaniu 100 pl bezwodnej pirydyny i 100 ul BSTFA +
1% TMCS do probowek zawierajacych wyodrebniony cholesterol (Przygonski i in.,
2000). Przy oznaczaniu zawartosci oksysteroli dodano jako standard wewngtrzny 100 pl
roztworu 19-OH-C o stgzeniu 10 pg w 100 pl. Uzyskang frakcj¢ poddano transestryfi-
kacji i frakcjonowaniu na kolumience SEP-PAK NH,, a nastgpnie procesowi sililacji
poprzez dodanie 100 pl bezwodnej pirydyny i 100 ul BSTFA + 1% TMCS (Przygonski
iin., 2000).

Zawarto$¢ cholesterolu oraz oksysteroli w badanych probach oznaczono na chroma-
tografie gazowym firmy Hewlett-Packard (model 5890) z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym. Chromatograf byl wyposazony w kwarcowa kolumne kapilarng HP-5
o dlugosci 30 m, o $rednicy wewngtrznej 0,25 mm, z faza stacjonarng pokrywajaca
kolumng¢ filmem o grubosci 0,25 pum.

Zawartos¢ aldehydu malonowego oznaczono w nastgpujacy sposob: probke liofiliza-
tu mleka lub kumysu regenerowano wodg destylowang i alkoholowym roztworem BHT
o stezeniu 0,01%. Do zregenerowanej proby dodawano 4 N kwasu solnego w celu
zmniejszenia wartosci pH do 1,5. Kolby podtaczano do aparatu destylacyjnego i prowa-
dzono destylacje przez 12-15 min, az do zebrania 50 cm® destylatu. Destylat w ilosci
5 ¢cm® przenoszono do proboéwek oraz dodawano 5 cm® odczynnika TBA. Probowki
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mocno zakrecano, mieszano zawarto$¢ 1 ogrzewano przez 1 h we wrzacej tazni wodnej,
a nastgpnie, po zakonczeniu ogrzewania, schtadzano w wodzie wodociggowej mniej
wigcej 10 min. Pomiaru absorbancji dokonywano przy dlugosci fali 532 nm w obecno-
$ci proby kontrolnej. W celu przeliczenia uzyskanych warto$ci absorbancji na zawarto$¢
aldehydu w miligramach na kilogram badanej probki (liczba TBA) obliczono warto$é¢
statej k. Liczba TBA =k - A (mg aldehydu malonowego na 1 kg probki), gdzie k jest to
wspolezynnik przeliczeniowy, a A — warto§¢ absorbancji.

Pomiar barwy polegat na pomiarze koloru i jego odcienia przez podanie wspotrzed-
nych L*, a* b* za pomoca spektrofotometru X-Rite SP 60 (Cais-Sokolinska i Majcher,
2009). Wspotrzedne a* i b* (dodatnie i ujemne) okreslaja udziat barw podstawowych
(czerwona, niebieska, zielona i z6tta), natomiast L* okresla jasno$¢ barwy w zakresie
od 0 do 100 (Oszmianski, 2002).

Uzyskane wyniki oznaczen i pomiaréw poddano analizie statystycznej. Obliczono
statystyki opisowe, tj. wartosci Srednie, odchylenia standardowe i wspotczynniki
zmiennos$ci, dla czasu przed liofilizacjg i po niej, jak rowniez dla okresu przechowywa-
nia w temperaturze pokojowej i chtodniczej. W celu oszacowania istotnosci wptywu
badanych czynnikéw na mierzone i oznaczane cechy zastosowano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji z wykorzystaniem programu Statistica 9.0. W analizie wynikow przy-
jeto poziom istotnosci p < 0,05.

Wyniki i dyskusja

W wyniku procesu liofilizacji mleka klaczy stwierdzono istotny (p < 0,05) wzrost
zawartosci cholesterolu: od poziomu 2,5 mg w 100 g do 24,1 mg w 100 g.

Proces liofilizacji spowodowat zwigkszenie zawartosci takich produktéw utlenienia
cholesterolu (PUC), jak: 7-a-OH-C, 7-B-OH-C i 7-keto-C, nalezacych do grupy 7-oksy-
steroli, a-epoksy-C, B-epoksy-C, nalezacych do grupy epoksydoéw, triol-C jako produkt
hydratacji epoksydéw i 25-OH-C jako ostatni PUC. Wymienione frakcje oksysteroli
byty charakterystyczne dla liofilizowanego mleka klaczy takze w trakcie jego dalszego
przechowywania. Wykazano, ze w wyniku zastosowania suszenia sublimacyjnego na-
stapit istotny wzrost tacznej zawartosci oksysteroli w liofilizacie mleka klaczy porow-
naniu z produktem wyj$ciowym (tab. 1). Poréwnujac strukture oksysteroli przed liofili-
zacja i po niej, zaobserwowano powstanie najbardziej szkodliwego triolu-C — w nie-
znacznej ilosci 0,3 pg/g, co stanowilo tylko 1% PUC. Ponadto powstat 25-OH-C —
w iloéci 0,8 pg/g, co stanowito 3% PUC. Stwierdzono istotny wzrost grupy 7-oksyste-
roli, ktoérych udziat w PUC byt o 7% wigkszy od ich $redniej zawarto$ci przed liofiliza-
cja. Rowniez w przypadku grupy epoksydow nastapit istotny wzrost ich zawartosci,
jednak w strukturze jakosciowej ich udziat zmniejszyt si¢ o 11% w poréwnaniu z su-
rowca przed liofilizacja. Podobne tendencje stwierdzili w swoich badaniach Nourooz-
-Zadeh 1 Appelqvist (1988) oraz Sieber (2005).

W wyniku procesu liofilizacji mleka klaczy stwierdzono réwniez istotny (p < 0,05)
wzrost zawarto$ci aldehydu malonowego: od 0,93 mg/kg do 4,0 mg/kg. Podobne wyniki
otrzymal Kny (1998).

Wplyw procesu liofilizacji na barwe mleka klaczy przedstawiono w tabeli 2. Stwier-
dzono istotny (p < 0,05) wplyw procesu liofilizacji na wartos$ci: wskaznika oddalenia od
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Tabela 1. Zawartos$¢ oksysteroli w mleku klaczy przed liofilizacja i po niej (ng/g)
Table 1. Content of oxysterols in mare milk before and after lyophilisation (pug/g)

Mleko a-Epoksy- | B-Epoksy- . Suma
Milk 7-0-OH-C|7-3-OH-C C C Triol-C | 25-OH-C | 7-Keto-C Sum
Przed liofilizacja 0,5*+0,1 |0,6°+0,1 |1,2°+0,3 [1,32*40,210,0 0,0 2,6 +0,3 6,2*
Before lyophilisation
Po liofilizacji 3,4°+0,7 5,3°+0,1 |2,4°+0,1 |4,8°+0,5 |0,3°+0,050,8°+0,1 |8,5°+1,8 | 25,5°
After lyophilisation

Rozne litery w kolumnach oznaczaja réznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05.
Different letters in columns mean statistically significant differences at the level of p = 0.05.

Tabela 2. Sktadowe barwy mleka klaczy przed liofilizacja i po niej
Table 2. Components of the colour of mare milk before and after lyophilisation

Mleko * * * * * * 0, *
Milk L a b AL Aa Ab AE |WI%)| C
Przed liofilizacja 85,9¢ | -2,1° 0,7* 0 0 0 0 85,7 2,2%
Before lyophilisation
Po liofilizacji 84.4* | -2,0° 51° | —1,5° 0,1* 4.4° 47 | 83,4° 5,5°
After lyophilisation

Rozne litery w kolumnach oznaczaja roznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05.
Different letters in columns mean statistically significant differences at the level of p = 0.05.

bieli (WI), wskaznika natg¢zenia barwy (C*), na skladowa b* oraz na réznic¢ barwy
(AE). Zmniejszeniu si¢ warto$ci wskaznika oddalenia od bieli towarzyszyl wzrost
udziatlu barwy zéltej (b*) oraz wzrost natezenia i réznicy miedzy barwami.

Zmiany zawartosci cholesterolu w liofilizowanym mleku klaczy przechowywanym
w roznych warunkach temperaturowych przez okres 6 miesigcy przedstawiono na ry-
sunku 1. Zawarto$¢ cholesterolu w liofilizacie mleka przechowywanego w temperaturze
pokojowej wynosita od 24,0 mg w 100 g po liofilizacji poprzez 22,2 mg w 100 g, 15,1
mg w 100 g i 14,4 mg w 100 g odpowiednio w 1., 3. 1 6. miesigcu przechowywania.
W liofilizacie przechowywanym w temperaturze chtodniczej poziom cholesterolu wy-
nosit od 23,0 mg w 100 g tuz po liofilizacji przez 21,2 mg w 100 g, 18,0 mg w 100 g
i 15,1 mg w 100 g odpowiednio w 1., 3. i 6. miesigcu przechowywania. Analiza staty-
styczna otrzymanych wynikéw wykazala istotne (p < 0,05) réznice w ilosci cholesterolu
miedzy probami liofilizowanego mleka klaczy przechowywanymi w warunkach tempe-
ratury chtodniczej i pokojowej w 3. miesigcu badan. Nie stwierdzono takiej réznicy
w 6. miesigcu przechowywania. Zblizone wyniki uzyskali Kny (1998) i Sieber (2005).
Wykazano istotne (p = 0,05) zmniejszenie ilosci cholesterolu w liofilizatach przecho-
wywanych przez 3 i 6 miesigcy.

Wplyw temperatury przechowywania na zawarto$¢ sumy oksysteroli w liofilizowa-
nym mleku klaczy przedstawiono na rysunku 2. Analiza statystyczna wykazata istotne
(p £ 0,05) roznice w zawartosci sumy PUC miedzy liofilizatami mleka klaczy przecho-
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Rys. 1. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ cholestero-
lu w liofilizatach mleka klaczy. Rézne duze i matle litery oznaczaja réznice
statystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 1. Influence of storage time and temperature on the cholesterol content of
mare milk lyophilisates. Different capital and small letters mean statistically
significant differences at the level of p = 0.05
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Rys. 2. Wptyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto§¢ sumy oksy-
steroli w liofilizatach mleka klaczy. Rozne duze i mate litery oznaczaja rozni-
ce statystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 2. Influence of storage time and temperature on the sum of oxysterols
content of mare milk lyophilisates. Different capital and small letters mean
statistically significant differences at the level of p = 0.05
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wywanymi w warunkach temperatury chlodniczej i pokojowej w 1., 3. 1 6. miesigcu
badan. Roznice te w poszczegdlnych miesigcach wynosily: 2,8, 2,9 1 9,4 pg/g. Poziom
sumy oksysteroli byt wyzszy w liofilizatach przechowywanych w temperaturze poko-
jowej.

Procentowy udziat oksysteroli w catkowitej ilosci utlenionego cholesterolu byt
istotnie (p < 0,05) wigkszy w liofilizatach przechowywanych w temperaturze pokojowej
i (12%), niz w chtodniczej (3%) (rys. 2, 6).

Wplyw temperatury przechowywania liofilizatu na zawarto$¢ aldehydu malonowe-
g0, wyrazong za pomoca liczby TBA, przedstawiono na rysunku 3. Poziom aldehydu
malonowego w liofilizacie mleka przechowywanego w temperaturze pokojowej wynosit
od 4,0 mg/kg bezposrednio po liofilizacji poprzez 5,3 mg/kg, 7,2 mg/kg do 7,6 mg/kg
odpowiednio w 1., 3. 1 6. miesigcu przechowywania. W liofilizacie mleka przechowy-
wanego w temperaturze chlodniczej zawarto§¢ aldehydu malonowego wynosita 4,3
mg/kg, 6,0 mg/kg i 6,5 mg/kg odpowiednio w 1., 3. 1 6. miesigcu przechowywania.
Analiza statystyczna wykazata istotne (p < 0,05) r6znice w iloSci oznaczonego aldehydu
w liofilizatach sktadowanych w temperaturze pokojowe;j i chtodniczej w 1., 3. i 6. mie-
sigcu badan. W poszczegdlnych miesigcach réznice te wynosity: 1,1, 1,2 i 1,1 mg/kg.
Stwierdzono rowniez istotny (p < 0,05) wptyw czasu przechowywania na wzrost zawar-
tosci TBA.
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Rys. 3. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ aldehydu
malonowego w liofilizatach mleka klaczy. Rozne duze i mate litery oznaczaja
roznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 3. Influence of storage time and temperature on the malonic aldehyde
content of mare milk lyophilisates. Different capital and small letters mean
statistically significant differences at the level of p = 0.05

Zmiany barwy w zalezno$ci od warunkdéw temperaturowych podczas 6-miesigczne-
go przechowywania liofilizowanego mleka klaczy przedstawiono z wykorzystaniem
wskaznika oddalenia od bieli (WI) na rysunku 4. Stwierdzono istotne (p < 0,05) réznice
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Rys. 4. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na warto$¢ wskaznika
oddalenia od bieli (WI) w liofilizatach mleka klaczy. Rozne duze i mate litery
oznaczajg réznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 4. Influence of storage time and temperature on the value of distance
from the white indicator (WI) of mare milk lyophilisates. Different capital and
small letters mean statistically significant differences at the level of p = 0.05

w warto$ciach wskaznika WI liofilizatéw przechowywanych w temperaturze pokojowe;j
i chlodniczej w 1., 3. 1 6. miesiagcu wykonywanych pomiaréw. W poszczegolnych mie-
sigcach roznice te wynosity: 1,6, 2,0 i 2,5%. Warto$ci WI byly wigksze dla proszku
przechowywanego w warunkach temperatury chtodnicze;j.

Stwierdzono réwniez istotne (p < 0,05) réznice w warto$ciach wskaznika nat¢zenia
barwy. W poszczeg6lnych okresach badan réznice te wynosity: 1,6, 2,3 i 3,5. Wartosci
C* i udziatu barwy z6ttej (b*) byty wicksze dla proszku przechowywanego w tempera-
turze pokojowej. Istotne (p < 0,05) rdznice zaobserwowano takze w przypadku wskaz-
nika AE. Zmiany barwy w kierunku zéttej liofilizowanego mleka klaczy przechowywa-
nego w temperaturze pokojowej byly znaczaco wigksze niz mleka przechowywanego
w temperaturze chlodniczej. Poza tym liofilizowane mleko klaczy przechowywane
w warunkach temperatury chtodniczej bylo bardziej biale niz w temperaturze pokojo-
wej, niezaleznie od czasu. Swiadcza o tym réznice w wartosciach wskaznika oddalenia
od bieli.

W wyniku procesu liofilizacji kumysu stwierdzono istotny (p < 0,05) wzrost zawar-
tosci cholesterolu: od 3,8 mg w 100 g w plynnym kumysie do 37,1 mg w 100 g w liofi-
lizacie. Zblizone wyniki uzyskal w swoich badaniach Addis (1986).

W wyniku procesu liofilizacji kumysu powstaty nowe produkty utlenienia choleste-
rolu (PUC), takie jak: 7-a-OH-C, nalezacy do grupy 7-oksysteroli, i 25-OH-C jako
ostatni PUC. Stwierdzono istotng réznice w zawartosci 7-a-OH-C i 7-keto-C, naleza-
cych do grupy 7-oksysteroli, przed liofilizacjg kumysu i po niej (tab. 3). Nie zaobser-
wowano statystycznych roéznic w zawartosci epoksydow (a- i B-epoksy-C). Wykazano
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Tabela 3. Zawartos$¢ oksysteroli w kumysie przed liofilizacja i po niej (ng/g)
Table 3. Content of oxysterols in kumiss before and after lyophilisation (ng/g)

Kumys 7-0-OH-C|7-p-OH-C | - EPOksy-|B-Epoksy- pi 1 o | 25.0H-C | 7-Keto-C | Sum@
Kumiss -C -C Sum
Przed liofilizacja 0,0* 2,6°+1,0 [3,1°£1,2 |7,6°+1,4 0,0 0,0* 1,4*+0,6 14,7¢
Before lyophilisation
Po liofilizacji 3,3°+0,7 |2,9°£0,4 |3,5*+0,6 |7,9° 0,9 0,0 0,4°+0,1 |6,8°+0,8 | 24,8°
After lyophilisation

Rozne litery w kolumnach oznaczaja réznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05.
Different letters in columns mean statistically significant differences at the level of p = 0.05.

istotng zmiang zawartosci sumy oksysteroli: od 14,7 do 24,8 ng/g w wyniku zastosowa-
nia suszenia sublimacyjnego. Poréwnujac strukturg oksysteroli przed liofilizacja 1 po
niej, stwierdzono powstanie szkodliwego 25-OH-C — w ilosci 0,4 pg/g, co stanowito
tylko 2% PUC. Zawarto$¢ 7-a-OH-C i 7-keto-C ksztaltowata si¢ w przypadku pierwszej
frakcji na poziomie od 0 do 3,3 pg/g, a w przypadku drugiej — od 1,4 do 6,8 pg/g. Pro-
centowy udziat 7-a-OH-C w PUC zwigkszyt si¢ z 0 do 13%, a w przypadku 7-keto-C —
z 10 do 27%, w zwigzku z tym nastapito zmniejszenie udziatu epoksydow w PUC
0 26% w porownaniu z surowcem przed liofilizacja. Podobne tendencje zaobserwowali
w swoich badaniach Nourooz-Zadeh i Appelqvist (1988).

W wyniku procesu liofilizacji kumysu stwierdzono istotny (p < 0,05) wzrost zawar-
tosci aldehydu malonowego: od 4,4 mg/kg do 14,8 mg/kg. Podobny wzrost uzyskat Kny
(1998).

Wplyw procesu liofilizacji na barwe¢ kumysu przedstawiono w tabeli 4. Spektrofo-
tometryczny pomiar barwy wykazat istotny wptyw procesu liofilizacji kumysu na war-
tosci: wskaznika oddalenia od bieli (WI), wskaznika nat¢zenia barwy (C*), na sktadowa
b* oraz na ro6znic¢ barwy (AE). Zmniejszeniu si¢ warto$ci wskaznika oddalenia od bieli
z 83,4% do 80,6% towarzyszyt wzrost udziatu barwy zéltej (b*) z 2,9 do 8,7, a réznica
barwy (AE) wynosita 5,9.

Tabela. 4. Sktadowe barwy kumysu przed liofilizacja i po niej
Table 4. Components of the colour of kumiss before and after lyophilisation

Kumys L* a* b* AL* | Aa* | Ab* AE | WI[%]| cC*
Kumiss
Przed liofilizacja 83,7 | —1,4° 2,9° 0,0* 0,0 0,0 0,0* 83,4* 3,2¢
Before lyophilisation
Po liofilizacji 82,7 | —1.4° 8,7° | —1,0° 0,0 5,8° 5,9 | 80,6 8,8°
After lyophilisation

Rozne litery w kolumnach oznaczaja roznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05.
Different letters in columns mean statistically significant differences at the level of p = 0.05.
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Ksztattowanie si¢ zawartoséci cholesterolu w liofilizowanym kumysie podczas prze-
chowywania w réznych warunkach temperaturowych przedstawiono na rysunku 5.
Zawartos$¢ cholesterolu w liofilizacie kumysu przechowywanego w temperaturze poko-
jowej wynosita od 37,1 mg w 100 g po liofilizacji poprzez 35,6 mg w 100 g, 28,6 mg
w 100 g i 19,6 mg w 100 g odpowiednio w 1., 3. i 6. miesigcu przechowywania.
W liofilizacie przechowywanym w temperaturze chtodniczej cholesterol ksztattowat si¢
na poziomie 36,4 mg w 100 g, 29,8 mg w 100 g i 22,5 mg w 100 g odpowiednio w 1., 3.
i 6. miesigcu przechowywania. Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw wykazata
istotne (p < 0,05) réznice w ilosci cholesterolu migdzy probami przechowywanymi
w warunkach temperatury chtodniczej i pokojowej w 6. miesigcu badan (2,9 mg w 100 g
liofilizatu). Zawarto$¢ cholesterolu byla wicksza w liofilizacie przechowywanym
w warunkach temperatury chlodniczej i wynosita 22,5 mg w 100 g. W temperaturze
pokojowej stwierdzono obecnos¢ 19,6 mg cholesterolu w 100 g proszku. Podobne wy-
niki uzyskat Kny (1998) w badaniach liofilizatow mleka klaczy przechowywanych
w roznych warunkach temperaturowych.

45 Aa Aa Aa  Ag

Cholesterol (mg w 100 g)
Cholesterol (mg per 100 g)

0 1 3 6
Czas przechowywania (miesigce)
Storage time (months)

## temperatura chtodnicza w temperatura pokojowa
cooling temperature room temperature

Rys. 5. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ cholestero-
lu w liofilizatach kumysu. Rézne duze i matle litery oznaczaja roznice staty-
stycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 5. Influence of storage time and temperature on the cholesterol content of
kumiss lyophilisates. Different capital and small letters mean statistically sig-
nificant differences at the level of p = 0.05

Wplyw temperatury na zawartos¢ sumy oksysteroli podczas 6-miesigcznego przecho-
wywania liofilizowanego kumysu przedstawiono na rysunku 6. Analiza statystyczna
otrzymanych wynikoéw wykazata istotne (p < 0,05) réznice w zawartosci sumy PUC mig-
dzy proszkami kumysu przechowywanymi w warunkach temperatury chtodniczej i poko-
jowej w 1., 3. 1 6. miesigcu badan. Roznice te w poszczegodlnych miesigcach wynosity:
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Rys. 6. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ sumy oksy-
steroli w liofilizatach kumysu. R6zne duze i mate litery oznaczaja réznice sta-
tystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 6. Influence of storage time and temperature on the sum of oxysterols
content of kumiss lyophilisates. Different capital and small letters mean statis-
tically significant differences at the level of p = 0.05

49,4, 37,4 1 48,4 png/g. Poziom sumy oksysteroli byt wyzszy w liofilizatach przechowy-
wanych w temperaturze pokojowej. Zblizone wyniki uzyskat Sieber (2005).

Procentowy udzial oksysteroli w catkowitej iloSci utlenionego cholesterolu byt
istotnie wigkszy w liofilizatach sktadowanych w temperaturze pokojowej (81,8%) niz
chlodniczej (69,3%).

Wplyw roéznych warunkow temperaturowych na zawarto§¢ aldehydu malonowego,
wyrazong za pomocg liczby TBA, przedstawiono na rysunku 7. Poziom aldehydu malo-
nowego w liofilizacie kumysu przechowywanego w temperaturze pokojowej wynosit od
14,8 mg/kg bezposrednio po liofilizacji poprzez 17,6 mg/kg, 21,4 mg/kg do 22,1 mg/kg
odpowiednio w 1., 3. 1 6. miesigcu przechowywania. W liofilizacie przechowywanym
w temperaturze chlodniczej zawartos¢ aldehydu malonowy ksztaltowala si¢ na pozio-
mie 15,5 mg/kg, 16,3 mg/kg i 17,0 mg/kg odpowiednio w 1., 3. i 6. miesigcu przecho-
wywania. Analiza statystyczna wykazala istotne (p < 0,05) r6éznice w ilo$ci oznaczone-
go aldehydu w proszkach sktadowanych w temperaturze pokojowej i chtodniczej w 3.
i 6. miesigcu badan. W obydwu okresach réznice te wynosity 5,1 mg/kg. Stwierdzono
rowniez istotny (p < 0,05) wptyw czasu przechowywania na zawarto§¢ TBA. Podobng
tendencj¢ zmian TBA zaobserwowat Kny (1998).

Zalezno$¢ barwy od warunkow temperaturowych podczas 6-miesigcznego przecho-
wywania liofilizowanego kumysu przedstawiono z wykorzystaniem wskaznika oddale-
nia od bieli (WI) na rysunku 8. Zauwazono istotne (p < 0,05) réznice w wartosciach
wskaznika WI liofilizatéw przechowywanych w temperaturze pokojowej i chtodniczej
w 1., 3. 1 6. miesigcu wykonywanych pomiaréw. W poszczegdlnych miesigcach roznice
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Rys. 7. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na zawarto$¢ aldehydu
malonowego w liofilizatach kumysu. Rézne duze i mate litery oznaczajg rdz-
nice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 7. Influence of storage time and temperature on the malonic aldehyde
content of kumiss lyophilisates. Different capital and small letters mean statis-
tically significant differences at the level of p = 0.05
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Rys. 8. Wplyw czasu i temperatury przechowywania na warto$¢ wskaznika
oddalenia od bieli (WI) w liofilizatach kumysu. Rozne duze i mate litery
oznaczajg réznice statystycznie istotne na poziomie p = 0,05

Fig. 8. Influence of storage time and temperature on the value of distance
from the white indicator (WI) of kumiss lyophilisates. Different capital and
small letters mean statistically significant differences at the level of p = 0.05
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te wynosity: 9,3, 14,8 1 16,6%. Wartosci WI byty wigksze dla proszku przechowywane-
go w warunkach temperatury chtodnicze;.

Stwierdzono istotne (p < 0,05) réznice w wartosciach wskaznika natezenia barwy
w zalezno$ci od warunkoéw temperaturowych w 1., 3. 1 6. miesigcu wykonywanych
pomiarow. W poszczegolnych okresach badan réznice te wynosity: 9,7, 14,5 1 15,8.
Wartosci C* i udziatu barwy zéttej (b*) byly wigksze dla proszku przechowywanego
w temperaturze pokojowej. Zauwazono istotne réznice w warto$ciach wskaznika AE
w zalezno$ci od warunkéw temperaturowych w 1., 3. i 6. miesiacu wykonywanych
pomiarow. W poszczegolnych okresach roznice te wynosity: 9,3, 15,0 i 17,6. Zmiany
barwy w kierunku zéttej liofilizowanego kumysu przechowywanego w temperaturze
pokojowej byly istotnie wigksze anizeli kumysu przechowywanego w temperaturze
chtodniczej. Poza tym kumys liofilizowany przechowywany w warunkach temperatury
chtodniczej byl bardziej bialy niz w temperaturze pokojowej, niezaleznie od czasu.
Swiadcza o tym réznice w warto$ciach wskaznika oddalenia od bieli. Podobne wyniki
uzyskat Kny (1998).

Podsumowanie

Stwierdzono istotny wplyw procesu liofilizacji na wzrost zawartosci oksysteroli i al-
dehydu malonowego w mleku klaczy oraz zmiang jego barwy. Zawarto$¢ cholesterolu
w badanych liofilizatach zmniejszala si¢ podczas 6-miesigcznego przechowywania
w istotny sposob. Potwierdzono, ze czas przechowywania, warunki temperaturowe oraz
rodzaj surowca maja wptyw na zawartos¢ cholesterolu w analizowanym mleku klaczy
i kumysie. Sposréd oznaczanych produktow utlenienia cholesterolu stwierdzono znacz-
ne zwigkszenie 7-keto-C i a-epoksy-C w liofilizowanym mleku klaczy, a 7-keto-C, 7-a-
-OH-C i 7-B-OH-C w liofilizowanym kumysie. Najwigksze ilosci oksysteroli tworzyty
si¢ w proszkach mleka klaczy i kumysu przechowywanych w temperaturze pokojowe;.
Wraz z uptywem czasu przechowywania w warunkach temperatury pokojowej wzrasta-
ta iloé¢ triolu-C w kumysie liofilizowanym. Udziat procentowy oksysteroli w ogdlnej
ilodci utlenionego cholesterolu zwickszat si¢ we wszystkich badanych liofilizatach.
Stwierdzono istotny zwiazek pomigdzy zawartos$cig cholesterolu a produktami jego
utleniania w liofilizowanym mleku przechowywanym w warunkach temperatury chtod-
niczej. W pozostatych przypadkach takiej zaleznosci nie zaobserwowano. Podczas 6-
-miesi¢cznego przechowywania badanych liofilizatoéw zawartos¢ aldehydu malonowego
wzrastata w zaleznoéci od warunkéw temperaturowych oraz rodzaju surowca. Wartosci
wskaznika oddalenia od bieli malaty przez caly okres przechowywania. Najwicksza
zmian¢ zaobserwowano w przypadku liofilizowanego kumysu przechowywanego
w temperaturze pokojowej. Czas przechowywania i warunki temperaturowe wptywaty
w istotny sposob na zmiang barwy badanych liofilizatow. W przypadku liofilizatow
mleka klaczy i kumysu przechowywanych w warunkach temperatury chtodniczej nie
zaobserwowano istotnych zmian wskaznika WI. Wykazano zwigzek pomigdzy sktado-
wa barwy C* i b* a wskaznikiem oddalenia od bieli liofilizatow mleka klaczy i kumysu
przechowywanych w temperaturze pokojowe;j.
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CHOLESTEROL AND ITS OXIDATION PRODUCTS
IN MARE MILK LYOPHILISATES AND KUMISS

Summary. The aim of the thesis was to evaluate the influence of freeze-drying and storage tem-
perature of lyophilisates of mare milk and kumiss on the content of cholesterol, oxysterols and
malonic aldehyde and change of colour during 6-month storage. The research material was liquid
mare milk and kumiss and lyophilisates made of them and stored for 6 months at temperatures of
4-6°C and 18-20°C. On the basis of the received results it was statistically reported that all the
analysed compounds were significantly influenced by the type of material, freeze-drying process,
storage time and storage temperatures. Changes in the content of cholesterol, oxysterols and
malonic aldehyde were bigger in the lyophilisates of kumiss than in the lyophilisates of mare
milk. The freeze-drying process of liquid mare milk and kumiss resulted in an increase in the
content of oxysterols. Oxidation processes in the analysed lyophilisates took place faster at room
temperature than in cooling temperature.

Key words: freeze-drying, mare milk, kumiss, oxysterols, cholesterol, TBA, white index
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