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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b marynowania ryb niesledziowatych dotychczas uznawanych
za oporne na marynowanie.

Wystepujg 3 rodzaje marynat rybnych: zimne (tzw. dojrzewajgce), oraz gotowane i smazone.
Marynaty zimne stanowig ponad 90% rynku marynat rybnych i charakteryzujg sie wyzszymi warto$ciami
odzywczymi w poréwnaniu do marynat gotowanych i smazonych. Produkcja marynat zimnych, czyli
proces marynowania ryb odbywa sie w roztworze soli i kwasu octowego, zwanym kapielg marynujgca,
w temperaturze chtodniczej, stad nazwa marynaty zimne. Podczas marynowania w miesie ryb zachodzg
zjawiska biochemiczne, w wyniku ktérych powstajg charakterystyczne cechy sensoryczne marynat,
a mieso uzyskuje dojrzato$¢ do spozycia. Gtéwnym procesem odpowiedzialnym za dojrzewanie miesa
ryb jest proteoliza pod wptywem miesSniowych enzyméw proteolitycznych. Kwas octowy obniza pH
miesa do 4.0—-4.4 aktywujac katepsyny, gtéwnie D, E, B, L. Z kolei chlorek sodu w stezeniu 2.5-5%
w miesie ogranicza zbyt szybkg i petng hydrolize biatek, poprzez inhibicje katepsyn D, E i B (Szymczak
M. 2017. Recovery of cathepsins from marinating brine waste, International Journal of Food Science
& Technology, 52, 1, 154-160).

Wedtug znanych sposobdw wytwarzania zimnych marynat rybnych jako surowca do tego procesu
uzywa sie ryb oprawionych do postaci tusz, filetéw ze skérg lub ptatéw, a niekiedy nawet ryb catych.
Surowiec zalewa sie roztworem soli i kwasu octowego zwanym kgpielg marynujgcg w taki sposéb, aby
catkowicie zanurzy¢ ryby w kgpieli marynujgcej oraz aby zapewni¢ uzyskanie odpowiedniego pH w cza-
sie marynowania. Stosunek wagowy ryb do kgpieli marynujgcej najczesciej wynosi 2 : 1 do 3 : 2. Po
zakonczeniu procesu marynowania ryby sg wybierane z kgpieli marynujacej, a kgpiel marynujgca wraz
z zawiesing i lipidami (substancje z miesa dyfundujg do kapieli) jest wylewana do $ciekdéw bezposrednio
lub po wstepnym oczyszczaniu. Stanowi to niewatpliwie duze obcigzenie dla Srodowiska naturalnego,
gdyz Scieki te sg trudno neutralizowane. Ponadto tradycyjny sposéb marynowania powoduje duze straty
wagowe i odzywcze ryb, gdyz oprécz zawiesiny tkanki miesniowej do kapieli przechodzi duza ilo$¢ sub-
stancji rozpuszczalnych miesa jak wolne aminokwasy, peptydy i polipeptydy, niektére biatka, nukleo-
tydy, witaminy, substancje mineralne i inne. Przy rybach tlustych, ktére sg podstawowym surowcem do
marynowania, do kapieli marynujgcej przechodzi takze znaczna cze$¢é substancji ttuszczowych i witamin
rozpuszczalnych w ttuszczu.

Obecnie marynaty zimne produkuje sie ze $ledzi oraz ryb Sledziowatych (np. sardela, sardynka).
Jednakze w poréwnaniu do Sledzi konsumenci chetniej wybierajg inne ryby morskie, jak dorsz i f0s0$,
zas ze stodkowodnych pstraga i karpia. Ryby te sg sprzedawane gtéwnie w postaci Swiezej, mrozonej
oraz wedzonych lub solonych filetéw. Dotychczas prébowano marynowag takie ryby jak tunczyk (Topuz
O.K. 2016. Effects of marinating time, acetic acid and salt concentrations on the quality of little tunny
fish (Euthynnus alletteratus) fillet. Journal of Food Processing and Preservation, 40: 1154-1163], ma-
krela [Zhelyazkov G.I., Popova T., Stratev D. 2015. Chemical composition and fatty acid profile of mari-
nated mackerel (Scomber scombrus) during processing and storage. Macedonian Journal of Animal
Science, 5, 2, 75-80), sajra (Sallam Kh.I., Ahmed A.M., Elgazzar, Eldaly E.A. 2007. Chemical quality
and sensory attributes of marinated Pacific Saury (Cololabis saira) Turing vacuum-packaged storage at
4°C. Food Chemistry. 102, 1061-1070), pstrag teczowy (Yildiz P. O. 2016. Effect of thyme and rosemary
essentials oils on the shelf life of marinated rainbow trout. The Journal of Animal & Plant Sciences,
26 (3), 665-673), tilapia [Santo M. L. P. E., Vivian V., Mirapalheta T., Carbonera N., Coelho G., Damian
C. 2008. Chemical, physical and microbiological changes in tilapia (Oreochromis Niloticus) during mar-
gination. Alim. Nutr., Araraquara, 18, 1, 1-5), dorada i okon morski (Kaya G.K., Bastiirk O. 2013. Orga-
noleptic and chemical changes during storage of sea bass marinades (Dicentrarchus labrax L., 1758).
Journal of Food Processing and Preservation 38: 1072-1079.; Kaya G.K., Bastiirk O. 2015. Determina-
tion of some quality properties of marinated sea bream (Sparus aurata) during cold storage. Food
Science and Technology. 35(2): 347-353). Niestety, mieso tych ryb nie ulega tak intensywnemu proce-
sowi proteolizy (dojrzewaniu), jak mieso $ledzi. Przypuszcza sie, ze jedng z przyczyn opornosci na doj-
rzewanie tych ryb moze by¢ zbyt mata aktywno$¢ endogennych miesniowych enzymoéw proteolitycznych
w kwasno-stonym Srodowisku. Dlatego w przypadku ryb niesledziowatych stosuje sie krétkie maryno-
wanie (od kilkunastu minut do kilku godzin) tylko w celu wydtuzenia czasu trwatoSci miesa i wzrostu
smakowitosci, poprzez ograniczenie mikroflory, odwodnienie, wzmocnienie tkanki i nadanie kwasnego
smaku.
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Z opisu patentowego PL 167938 znany jest spos6b marynowania ryb, ktéry polega na tym, ze
surowiec rybny rozdrabnia sie na granulki lub ptatki o grubosci 1 do 5,5 mm i miesza z garbademo
stezeniu 3 do 9% kwasu spozywczego oraz 5 do 14% soli kuchennej w proporcji wagowej od 4 : 1 do
2 : 1, po czym poddaje inkubowaniu i otrzymang mieszanine traktuje w catosci jako dojrzatg marynate.
Inkubowanie przeprowadza sie jako nisko lub wysokotemperaturowe. Inkubowanie niskotemperaturowe
prowadzi sie w temperaturze od -1°C do +5°C, w czasie od 3 dni do 3 miesiecy, natomiast inkubowanie
wysokotemperaturowe prowadzi sie dogrzewajgc mieszanine do temperatury od 33 do 55°C w czasie
od 0,5 do 6 godzin, przy ciaggtym mieszaniu, a nastepnie schtadza sie do temperatury ponizej 15°C.

Naukowcy wcigz poszukujg proteaz do dojrzewania ryb, ktére dadzg tak dobre efekty jak endo-
genne katepsyny wystepujace naturalnie w rybach. Niestety brak jest handlowych preparatéw katepsyn,
ktére mozna zastosowac¢ do marynowania ryb opornych. Istnieje rozwigzanie problemu opornosci wielu
ryb morskich i stodkowodnych na dojrzewanie miesa w kwasno-stonej kgpieli bez stosowania sztucz-
nych dodatkéw do zywnosci lub dodatku preparatéw enzymatycznych pochodzenia mikrobiologicznego.

Sposbéb marynowania ryb morskich i stodkowodnych opornych na marynowanie (dojrzewanie),
wedtug wynalazku, polegajgcy na zalaniu surowca rybnego kgpielg marynujgca, charakteryzuje sie tym,
ze jako kgpiel marynujgcg stosuje sie zuzytg kapiel pozostatg po marynowaniu $ledzi, zawierajgcg bio-
logicznie aktywne zwigzki przeciwutleniajgce i enzymy proteolityczne, ktérg przefiltrowuje sie przez filtr
o wielko$ci porow nie wiekszej niz 0,22 um i nie mniejszej niz 0,1 um, a po filtracji uzupetnia sie stezenia
chlorku sodu i kwasu octowego tak, aby uzyskaé oczekiwane wtasciwosci sensoryczne marynowanego
miesa. Proces filtracji przeprowadza sie aby usung¢ z kgpieli osad, lipidy i mikroorganizmy, a takze aby
uszkodzi¢ btony lizosoméw obecnych w kagpieli, z ktérych uwalniane sg enzymy proteolityczne, co zwiek-
sza 0go6ing aktywnos$¢ proteolityczng kapieli.

Stezenie kwasu octowego i chlorku sodu do wymaganej wartosci nalezy uzupetni¢ dopiero po
filtracji, gdyz uzupetnienie kwasu i soli przed filtracjg jest niekorzystne ze wzgledu na wytracanie sie
biatek enzymow, ktdre zostatyby zatrzymane na filtrze i nie braty pdzniej udziatu w dojrzewaniu.

Zaletg sposobu wedtug wynalazku jest to, ze podczas marynowania z kgpieli do miesa ryb dyfun-
dujg enzymy, wolne aminokwasy i peptydy, przez co ro$nie ich ilo§¢ w marynowanych rybach. Biolo-
giczna aktywno$é tych zwigzkédw w miesie podczas marynowania pozwala zwiekszy¢ stopien dojrzato-
Sci mierzony parametrami fizykochemicznymi i analizg sensoryczng. Ponadto wykorzystuje sie zuzytg
kgpiel pozostatg po marynowaniu $ledzi, ktérg w przemys$le rybnym wylewa sie do Sciekow.

Sposdb zastosowania zuzytej kapieli wraz z proteazami i peptydami o wiasciwosciach przeciwu-
tleniajgcych, wedtug wynalazku, do marynowania ryb nie$ledziowatych takich jak: filetow z tososia nor-
weskiego, pstraga teczowego, dorsza battyckiego i karpia przedstawiono w przyktadzie wykonania. Su-
rowiec ten reprezentowat ryby morskie i stodkowodne, dzikie i hodowlane, ttuste i chude, o jasnej i fo-
sosiowej barwie miesa.

Zuzytg kgpiel (ZK) uzyskano po 7 dobach procesu marynowania $ledzi atlantyckich. Poczatkowo
ZK przefiltrowano przez filtr 50 um, aby usung¢ zawiesine i lipidy, a nastepnie ostatecznie stosujac filtr
o wielkosci poréw 0,22 um. Mikrofiltracje kagpieli przeprowadzono przy uzyciu filtrdw wykonanych
z wtdkna szklanego (& = 47 mm) zamontowanych w urzadzeniu do filtracji prézniowej (typ 162, Sarto-
rius AG, Goettingen, Niemcy). Nastepnie, stezenie chlorku sodu i kwasu octowego uzupetniono w filtra-
cie ZK odpowiednio do 6% i 5%. Wszystkie etapy procesu regeneracji kapieli prowadzono w tempera-
turze chtodniczej. Marynaty dojrzewajgce w $wiezej kgpieli (SK) o koncowym stezeniu NaCl i kwasu
octowego w stezeniu 6% i 5% stuzyty jako probka kontrolna. Do przygotowania kapieli uzyto wode wo-
dociggowa, s6l kamienng i 80% esencje octows.

Filety tososia, pstragga, dorsza i karpia ze skérg podzielono na kawatki o podobnej wielko$cii ma-
sie. Filety w kawatkach (1000 + 10 g) umieszczano w szklanych stoikach o pojemnoéci 2 L i zalano
roztworem kgpieli SK lub ZK. Proces marynowania przeprowadzono w 7°C. Stosunek ryb do solanki
wynosit 1,5 : 1 (m : m). Aby utatwi¢ dyfuzje sktadnikéw z kapieli do miesa ryb, kazdy stoik delikatnie
obracano wokét wtasnej osi 3 razy dziennie, przez pierwsze 4 dni. Po 7 dobach marynowania, filety
i solanke przeniesiono do duzych lejkéw i pozostawiono do petnego rozdzielenia kgpieli od ryby przez
okoto 5 minut w temperaturze pokojowej. Zarébwno mieso i kgpiel zwazono (z dokfadnoscig + 0,1 g),
a mieso poddano ponizszym analizom.

e Zawarto$¢ wody, lipidow, soli, kwasu octowego, azotu ogélnego oraz warto$¢ pH
Warto$¢ pH miesa zmielonego i zhomogenizowanego z wodg destylowang w stosunku 1 : 5 (m: v)
mierzono za pomocg cyfrowego pH-metru. Zawarto$¢ wody i lipidéw oraz catkowitg kwasowo$¢ wyrazong
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jako % kwasu octowego, a takze zawarto$¢ soli i azotu ogdtem okreslono przy uzyciu technik analitycznych
wedtug AOAC (AOAC. 1990. Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists,
15th edition, In K. Helrich (Ed.) AOAC, Arlington, p. 1298).

e Analiza frakcji azotu niebiatkowego (NPN)

Zawarto$¢ nastepujgcych zwigzkéw okreslono w ekstraktach z miesa przy koncowym stezeniu
kwasu trichlorooctowego przy 5% : (1) azot niebiatkowy za pomocg metody Kjeldahla (AOAC. 1990.
Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists, 15th edition, In K. Helrich
(Ed.) AOAC, Arlington, p. 1298); (2) produkty hydrolizy biatka: tyrozyna (PHB (A)) i peptydy (PHB (R))
zmodyfikowang metodg Lowry'ego (Kofakowski E. 2005. Analysis of proteins, peptides, and amino acids
in foods. In S. Otles (Ed.), Methods of analysis of food components and additives (pp. 59-96). Boca
Raton: CRC Taylor & Francis); i (3) zawarto$¢ lotnych zasad amonowych (TVB-N) i trimetyloaminy
(TMA-N) metodg mikrodyfuzji (Conway E.J. 1947. Microdiffusion analysis and volumetric error. Crosby,
Lockwood and Son, Ltd. London).

e Liczba nadtlenkowa i anizidynowa lipid 6w

Liczbe nadtlenkowg (PV) tluszczédw w miesie oznaczono metodg tiocyjanianowg (Mihaljevi¢ B,
Katusin-Razem B, Razem D. 1996. The reevaluation of the ferric thiocyanate assay for lipid hydroperoxi-
des with special considerations of the mechanistic aspects of the response. Free Radic Biol Med.
21(1):53-63), opartg na utlenianiu soli zelazowej za pomocg wodoronadtlenkéw i reakcji soli zelaza
Z izotiocyjanianem potasu. Utworzone czerwone kompleksy zelazowe mierzono spektrofotometrycznie.
Liczbe PV wyrazano jako meq 02 / kg lipidow. Liczbe anizydynowg (AsV) i catkowitg warto$¢ utlenienia
lipidéw (Totox) oznaczono zgodnie z metodg ISO-6885 (ISO 6885. 2008. Animal and vegetable fats and
oils. Determination of anisidine value).

e Aktywnos¢ przeciwutleniajgca

Aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg miesa ryb oznaczono zgodnie z metodg Re iin. (Re R., Pellegrini
N., Proteggente A., Pannala A., Yang M., Rice-Evans C. 1999. Antioxidant activity applying an improved
ABTS radical cation decolorization assay. Free Radical Biol Med 26:1231-1237) w buforze (TEAC-H20)
i w ekstraktach metanolowych (TEAC-MeOH). ZdoIno$é zmiatania wolnych rodnikéw DPPH (RSA)
oznaczono w ekstraktach metanolowych wedtug Brand-Williams i in. (Brand-Williams W., Cuvelier M.E.,
Berset C. 1995. Use of a free radical method to evaluate antioxidant activity. Lebensm.-Wiss. Technol.
28, 25-30) i zdoIno$¢ redukcji jonéw zelaza 1l (FRAP) oznaczono w ekstraktach buforowych wediug
Benzie i Strain (Benzie |.F., Strain J.J. 1996. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure
of ,antioxidant power”: the FRAP assay. Anal Biochem. 239, 1, 70-6). Wszystkie wyniki wyrazono jako
ekwiwalenty Trolox (LTE) na 1 g miesa.

e Aktywnos¢ katepsyn

Zmielone mieso ryb wraz z wodg (1 : 5 m : v, 0,25 M sacharozy, 1 mM EDTA) homogenizowano
dwukrotnie w odstepie 30 minut w temperaturze 4°C. Po odwirowaniu (9000 g przez 10 min., 4°C) w su-
pernatancie zmierzono aktywno$é peptydaz aspartylowych (katepsyna D + E) i cysteinowych (katep-
syna B + L) odpowiednio wobec Mca-GKPILFFRLK (Dnp)-r-NH2 i Z-FR-MCA (PeptaNova, Concord,
Kalifornia, USA). Fluorescencje mierzono stosujgc mikrokuwete za pomocg spektrofluorymetru (Hitachi,
F-7000, Tokio, Japonia) o dtugosciach wzbudzenia i emisji odpowiednio przy 328 i 393 dla aspartylo-
wych i 322 i 460 nm dla peptydaz cysteinowych. Jedna jednostka aktywnosci enzymatycznej (Umca)
zostata zdefiniowana jako 1 nmol MCA uwolniony przez 1 g miesa podczas 1 minuty w 37°C.

¢ Analiza mikrobiologiczna

Analizy mikrobiologiczne marynowanego miesa rybnego oraz zuzytej kgpieli po filtracji obejmo-
waty oznaczenie: ogolinej liczby bakterii psychrofilnych i mezofilnych (ISO 48331/2013 Microbiology of
the food chain — Horizontal method for the enumeration of microorganisms — Part 1: Colony count at 20
and 30°C by the pour plate technique), liczby drozdzy i ple$ni (ISO 21527-2:2009 Food and feed micro-
biology — Horizontal method for the determination of yeast and mold counts — Part 2: Method for counting
colonies in products with water activity less than or equal to 0.95) oraz mezofilnych bakterii kwasu mle-
kowego (ISO 15214:2002 Microbiology of food and feed — Horizontal method for determining the number
of mesophilic lactic acid bacteria — Plate method at 30°C).
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e Ocena sensoryczna

Mieso marynat byto analizowane za pomocg profilowania sensorycznego wykonywanego przez
wyszkolony zespdt sensoryczny, przy uzyciu pieciostopniowej skali z doktadnoscig 0,5 punktu (Szym-
czak M., Szymczak B., Koronkiewicz A., Felisiak K., Bednarek M. 2013. Effect of cover brine type on
the quality of meat from herring marinades. Journal of Food Science, 78, 4, 619-625). Trzy kawatki
filetow ze skorg z kazdej prébki podano na tacach porcelanowych. Asesorzy uzywali wody i chleba do
czyszczenia podniebienia pomiedzy testowanymi probkami. Stownictwo zostato opracowane podczas
wstepnych sesji szkoleniowych. Atrybutami sensorycznymi byly tekstura, smak, zapach i wyglad. Suma
ocen indywidualnych data ogéiny wynik, ktéry reprezentowat ogéing ocene sensoryczng marynat.

e Analiza barwy
Barwe powierzchni filetdw oceniono za pomocg obiektywnej metody kolorymetrem HunterLab,
typ D25-D2 (Hunter Associates Laboratory, Reston, VA, USA), stosujgc wzorzec C-6544 do kalibracji
kolorymetru. Obliczono réznice zabarwienia (AE = [(AL)2 + (Aa)2 + (Ab)2)25); gdzie AL, Aa i Ab sg rézni-
cami w wartosciach L, a i b miedzy pr6bg marynat-ponownie-uzytej-kgpieli, a probg marynat-Swiezej-
kapieli.

e Parametr twardosci

Twardo$¢ okre$lono za pomocg analizatora tekstury TA-XT 2 / 25® (STable Micro Systems, Go-
daiming, UK). Test obejmowat dwukrotng penetracje cylindrycznego trzpienia P10, z odksztatceniem
probki do 50% jego wysokosci przy predkosci 5 mm - s-'. Przebieg testu rejestrowano jako krzywe re-
prezentujgce zmiany sity w czasie. Testy przeprowadzono oddzielnie dla kazdego kawatka filetu
(w 2 powtdrzeniach kazdy), tylko w centralnej czeSci miesnia grzbietowego.

Ponizej wyniki przedstawiajgce wptyw uzycia kgpieli regenerowanej na podniesienie jakosci ma-
rynowanych ryb.

Po 7 dobach marynowania w $wiezej kapieli wydajno$é masy ryb byta nieistotnie statystycznie
nizsza o 1 punkt procentowy niz stosujgc regenerowang kgpiel (Tab. 1). Mieso ryb marynowanych w re-
generowanej kgpieli zawierato tyle samo lub wiecej kwasu octowego. Mimo to warto$¢ pH byta wyzsza
niz stosujgc Swiezg kapiel (Tab. 1). Ryby dojrzewajgce w regenerowanej kgpieli charakteryzowalty sie
mniejszg zawartoscig wody. Jednak rdznice byty istotne tylko w przypadku karpia, w ktérym oznaczono
mniej wody o0 2,5% i jednoczes$nie o tyle samo wiecej azotu catkowitego (Tab. 1). Zastosowanie rege-
nerowanej kgpieli wptyneto na mniejszg zawarto$é lipidéw w dorszu, tososiu i pstragu (Tab. 4).

e Aktywnos¢ katepsyn i zawarto$é NPN

Aktywnos$¢ katepsyn w marynatach dojrzewajgcych w $wiezej kapieli zalezata od gatunku ryby
(Tab. 2). Aktywno$¢ proteaz aspartylowych najnizsza byta w dorszu battyckim (0.1 UMCA), nastepnie
o$miokrotnie wyzsza w f0sosiu i pstragu, i najwyzsza w karpiu (1.5). Natomiast aktywnos$¢ proteaz cy-
sternowych najnizsza byta w dorszu i karpiu (0.2), nastepnie w pstrggu (0.26), a najwyzsza w tososiu
(0.55). Aktywno$¢é kwasnych proteaz miesniowych u tych ryb byta nizsza niz w miesie marynowanych
Sledzi (Szymczak M. 2017a. Effect of technological factors on the activity and losses of cathepsins
B, D and L during marinating of Atlantic and Baltic herrings, Journal of the Science of Food and Agricul-
ture, 97, 5, 1488-1496). Wyniki wielu badan pokazujg, ze optimum aktywno$ci proteaz miesSniowych
Sledzi wystepuje w pH kwasnym (Stoknes |., Rustadand T., Mohr V. 1993. Comparative studies of the
proteolytic activity of tissue extracts from cod (Gadus morhua) and herring (Clupea harengus). Comp.
Biochem. Physiol. 106B, 3, 613-619). W miesie dorsza atlantyckiego optimum aktywno$ci przypadata
w pH 6.6, za$ proteazy kwasne w pH 4.0-4.5 wykazujg tylko 10-15% maksymalnej aktywnosci (Angsu-
panich K. and Ledward D. A. 1998. High pressure treatment effects on cod (Gadus morhua) muscle.
Food Chemistry, 63, 1, 39-50). Z kolei aktywnos$¢ proteolityczna miesa dorsza battyckiego w typowym
dla marynat pH 4.0-4.6 jest prawie zerowa (Malinowska-Panczyk E., Kotodziejska I. 2018. Changes in
enzymatic activity of fish and slaughter animals meat after high pressure treatment at subzero tempe-
ratures. Pol. J. Food Nutr. Sci. 68, 2, 125-131). W przypadku tososia optimum aktywno$ci proteaz mie-
Sniowych réwniez przypada w pH 3, za$ w pH 4,2 proteazy wykazujg prawie potowe maksymalnej ak-
tywnosci (Malinowska-Panczyk E., Kotodziejska I. 2018. Changes in enzymatic activity of fish and
slaughter animals meat after high pressure treatment at subzero temperatures. Pol. J. Food Nutr. Sci.
68, 2, 125-131). W poréwnaniu do wczesniej wspomnianych ryb aktywno$¢ katepsyn karpia jest rela-
tywnie wysoka w kwasnym $rodowisku, lecz brak jest wiedzy o wptywie NaCl i temperatury chiodniczej
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na ich aktywnos¢ (Makinodan, Y. , Akasaka, T. , Toyohara, H. And lkeda, S. 1982. Purification and
properties of Carp muscle cathepsin D. Journal of Food Science, 47, 647-652.; Toyohara H., Makinodan
Y., lkeda S. 1982 Purification and properties of Carp muscle cathepsin A. Nippon Suisan Gak-
kaishi, 8, 1145-1150.; Ogata, H. , Aranishi, F. , Hara, K. , Osatomi, K. and Ishihara, T. 1998. Proteolytic
degradation of myofibrillar components by carp cathepsin L. J. Sci. Food Agric., 76: 499-504). Réwniez
Aoki i in. (Aoki T., Yamashita T., Ueno R. 2000. Distribution of cathepsins in red and white muscles
among fish species. Fisheries Science, 66: 776—782) stwierdzili, ze aktywnos$¢ katepsyn morskich ryb
0 czerwonym miesie (sardynki) byta stosunkowo wyzsza niz ryb o biatym miesie (dorsz, toso$) i ryb
stodkowodnych (pstrag, karp). Wyniki pokazujg zatem, ze sftabe dojrzewanie pstraga, tososia, a szcze-
golnie dorsza w kapieli marynujgcej moze by¢ zwigzane w pierwszej kolejnosci ze zbyt niskg aktywno-
Scig proteolityczng w kwasno-stonym Srodowisku.

Kiedy do marynowania uzyto regenerowang kapiel, to aktywno$¢ katepsyn D, B+L i B w miesie
ryb wzrosta Srednio odpowiednio 0 0.2, 0.1-0.3 i 0.05 Uwmca (Tab. 2). Wzgledny wzrost aktywno$ci pro-
teaz wynosit od 18% w karpiu do 30-50% w tososiu i pstragu (ryby ttuste). Z kolei w przypadku dorsza
uzycie regenerowanej kgpieli spowodowato az 3 krotny wzrost aktywnosci katepsyny D i 20—30% wzrost
katepsyny B i L. Zauwazono takze, ze w dorszu wzrost aktywnosci katepsyny L (r6znica w aktywnosci
B+L do aktywnoSci B) jest znacznie nizszy niz u pozostatych ryb (Tab. 2). Moze to wskazywac, ze
aktywno$¢ enzymatyczna w marynatach nie zalezy wytgcznie od iloSci tych enzyméw w miesie ryb.
Stoknes i in. (Stoknes |., Rustadand T., Mohr V. 1993. Comparative studies of the proteolytic activity of
tissue extracts from cod (Gadus morhua) and herring (Clupea harengus). Comp. Biochem. Physiol.
106B, 3, 613-619) wykazali, ze mniejsza aktywno$¢ kwasnych proteaz miesSniowych dorsza niz Sledzi
jest spowodowana réwniez silnym wptywem inhibitoréw specyficznych dla kwasnych proteaz mieénio-
wych. Mozna zatem sgdzi¢, ze stabe dojrzewanie marynowanego miesa dorsza, w poréwnaniu do to-
sosia i pstraga, jest spowodowane nie tylko mniejszg aktywnos$cig katepsyn, ale, po drugie, réwniez
aktywnoscig inhibitoréw kwasnych proteaz. Dlatego na tej podstawie oporno$é na dojrzewanie ryb nie-
Sledziowatych podzielono na dwa stopnie: (i) oporno$¢ pierwszego stopnia, spowodowana tylko niskg
aktywnoscig katepsyn (np. toso$ i pstrag) oraz (ii) opornos¢ drugiego stopnia, spowodowana jednocze-
Snie niskg aktywnoscig katepsyn oraz wysokim wptywem inhibitoréw katepsyn (np. dorsz battycki).

Bez wzgledu na gatunek ryby marynowanie w regenerowanej kgpieli powodowato wzrost zawar-
toSci azotu niebiatkowego (NPN) o0 40-50% (Tab. 2). Wyjatkiem byt dorsz, w ktérym ilo§¢ NPN wzrosta
tylko o0 8,5%. Prawdopodobnie przyczyng mniej intensywnej dyfuzji NPN do dorsza byta najnizsza za-
wartos$¢ lipidow sposrdéd badanych ryb (Tab. 3). Lipidy chronig biatka przed denaturacjg spowodowang
wysokim stezeniem kwasu octowego i soli. Zdenaturowane biatko dorsza tworzy bariere na powierzchni
filetow, co utrudnia dyfuzje szczegoélnie podczas pierwszych 2—-3 déb marynowania (Szymczak M., Ko-
fakowski E. 2012. Losses of nitrogen fractions from herring to brine during marinating. Food Chemistry,
132(1), 237-243.; Szymczak M. 2017a. Effect of technological factors on the activity and losses of ca-
thepsins B, D and L during marinating of Atlantic and Baltic herrings, Journal of the Science of Food and
Agriculture, 97, 5, 1488-1496).

e Aktywnos¢ przeciwutleniajgca i utlenianie lipidéw

Zastosowanie zregenerowanej kapieli spowodowato wzrost aktywnos$ci przeciwutleniajgcej
TEAC-H:0, ktora jest efektem zawartoéci szczegoéinie frakcji hydrofilowej NPN, najbardziej w dorszu
(0 54%) itososiu (47%), a najmniej w pstragu (14%) i karpiu (6%). Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca TEAC-
MeOH (frakcja hydrofobowa NPN) wzrosta w miesie dorsza (37%), pstraga (22%) i karpia (11%). Wy-
jatkiem byto mieso tososia, w ktorym warto§¢ TEAC-MeOH zmniejszyta sie 0 21% (Tab. 3). Warto$¢
RSA w miesie dorsza i tososia marynowanego w ponownie uzytej kgpieli wzrosta dwukrotnie wiecej niz
w miesie pstraga i karpia (Tab. 3). Aktywnos¢ FRAP jest typowa dla zwigzkéw NPN o masie czgstecz-
kowej do 3kDa, stad zastosowanie regenerowanej kapieli pozwolito uzyskac znacznie wyzszg zdolno$é
redukcji Fe3*, szczeg6lnie w miesie pstraga i karpia (Tab. 3). U ryb marynowanych w regenerowane;j
kgpieli wartosci RSA wzrosty, co moze wynikac z wigzania czesSci peptyddéw i aminokwaséw przez wolne
rodniki obecne w kapieli i znalazto odzwierciedlenie w zmniejszonym utlenianiu lipidéw (Tab. 3).

Lipidy miesa ryb marynowanych w Swiezej i regenerowanej kgpieli charakteryzowaty sie zblizong
podatno$cig na proces oksydacji, za wyjatkiem lipidow dorsza. Jedynie w przypadku dorsza marynowa-
nie w regenerowanej kgpieli spowodowato wzrost pierwotnych produktéw utlenienia lipidow (PV) o 70%
(Tab. 4). Odwrotng zalezno$¢ stwierdzono dla lipidow miesa pozostatych gatunkéw, przy czym w przy-
padku tososia i karpia zmiany te byly statystycznie nieistotne. Marynowanie w regenerowanej kgpieli
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ograniczyto natomiast powstawanie pierwotnych produktéw utlenienia lipidéw w miesie pstraga o 30%
(Tab. 4). Z kolei najwiekszg ilo$¢ wtornych produktéw utlenienia lipidow (AsV) stwierdzono w lipidach
pstrgga, marynowanego w $wiezej kapieli, natomiast najnizszg dla lipidow dorsza i tososia (Tab. 4).
Marynowanie w regenerowanej kgpieli spowodowato wzrost AsV ponad 3 krotny w przypadku dorsza
i 0 30% utososia. Z kolei w lipidach miesa pstraga i karpia warto$ci AsV zmalaty odpowiednio 0 12 i 5%.
Sumarycznie parametr Totox pokazuje, ze marynowanie w regenerowanej kapieli przyczynia sie do
obnizenia catkowitego stopienia utlenienia lipidow, za wyjatkiem dorsza, dla ktérego warto$é Totox
wzrosta dwukrotnie (Tab. 4).

e Ocena sensoryczna, barwa i twardo$¢ miesa

Kiedy do marynowania uzyto regenerowanej kgpiel, ocena sensoryczna wszystkich ryb istotnie
sie poprawita (Tab. 2). Najwiekszy wzrost ogéinej oceny sensorycznej nastgpit dla pstragga i fososia
(0.7-0.8 pkt), za$ najmniejszy 0.4-0.5 w przypadku dorsza i karpia. Charakterystyczny smak i zapach
fososia byt jeszcze bardziej wyczuwalny. Zastosowanie regenerowanej kapieli zwiekszato tez soczy-
sto$¢ wraz z obnizeniem twardo$ci miesa podczas zucia. Rdwniez analiza tekstury wykazata zmniej-
szenie twardo$ci miesa od 6 do 23% (Tab. 2).

Barwa miesa marynowanego w regenerowanej kapieli réznita sie istotne od miesa marynowa-
nego w $wiezej kgpieli. Najwieksze zmiany barwy zaobserwowano w przypadku dorsza (AE = 5,5),
nastepnie w pstragu (4.9), tososiu (4.3) i karpiu (3.6). Warto$¢ AE powyzej 3 oznacza, ze réznice w bar-
wie byty wykrywalne sensorycznie. W przypadku ryb o miesie jasnym barwa byfa ciemniejsza z bardzo
stabo zauwazalnym z6tym odcieniem. Zé#ta barwa pochodzi z regenerowanej kapieli prawdopodobnie
ze wzgledu na zawarte w niej hydrofilne produkty utlenienia lipidow. Z kolei w przypadku ryb o barwie
fososiowej ich mieso miato nizszg jasno$é, przez co barwa rézowa byta bardziej intensywna. U tych ryb
26ty odcien nie byt zauwazalny, przeciwnie pozytywnie wzmacniat tososiowg barwe.

e Jako$¢ mikrobiologiczna (Tab. 5)

Stezenie soli i kwasu octowego w miesie marynat jest niewystarczajgce do petnej konserwaciji.
Dlatego marynaty nazywane sg pétprezerwami i muszg byé sktadowane w warunkach chtodniczych. Po
zastosowaniu regenerowanej kgpieli zawartos$¢ lotnych zasad w miesie wzrosta od 13 do 88%. W przy-
padku dorsza wskaznik TVB wzrost o 70%, w przypadku fososia i karpia od 40 do 80%, a najmniejszy
wptyw regenerowanej kapieli byt w przypadku pstraga (13-55%). Mimo to, zawarto$¢ TVB w rybach
marynowanych w regenerowanej kgpieli jest ponad 3-krotnie nizsza niz dopuszczalna warto$¢ 35 mg
(EC DIRECTIVE. 2005. Commission regulation No 2074/2005 of 5 December 2005. Total volatile basic
nitrogen (TVB-N) limit values for certain categories of fishery products and analysis methods to be used).
Zuzyta kapiel po przefiltrowaniu przez filtr 0,22 um nie zawierata zadnych z pieciu badanych grup mi-
kroorganizméw. Mimo to tylko w dorszu marynowanym w regenerowanej kgpiel wykazano obecnos¢
2 log psychrofili i mezofili, ktére nie wystepowaty po marynowaniu w Swiezej kgpieli.



PL 237 103 B1

(5070 > d) sxmosy druzokisAyers 3is bruzoy bxon kreur buzox z qni Ao [orety nZsIatm m sIupaIG.g,

JTFHT ETF9E HTF €T 9 TF 101 11T 8T O TF ¥y LTF ST SIIFIQ |

8°0F £°¢ £°1F ST 80T 8¢ gmﬂ IF€9 90F §°C 9 €F6CI 9CF TP un_Na 176G -

L YFTTL VT TH9 €T €779 JEFTLL QO TTF LSL «8°€F 069 +£TF 5999 [°TF €78 s

(18001 - 9]

a20°0F 9T°¢ 2q0T°0F LTE al0°0F ¥T'E «90°0F 69°¢€ oSO0F 90 oSO0F9T'E  b00F9TE  «CO°0F 89°E Apmopes

102y

< < < < < 3 < < < < < < [3 < < < MQ\CH \Aﬂvog
00T 10°¢L »Z10F 9759 8E0T €609 O1°0F £0°EL 10T 0Z'9L  WTT0FTTY9  60°0F 6819 «TT°0F €€°¢L SOMEME

oF Z

0°0F 20TV 0°0F SETY 0°0F 1E¢°Y 0'0F 9LIY 0°0FS96°€ 00T 886°C  0°0F00TVY  0°0FLOI'V Hd
13 3 3 13 13 13 < 3 13 11 3 13 < 3 13 13 ﬁc\au_

Q0F €L°] O0F €L°T >10°0F 00°CT T0°0F 91°C 00F €LT 00F 8T 00°0F 08T  «SO°0F S8°I 250MOSEAMY]

00F 81°C 00F 11T 0°0F 12T oP0°0F ¥T°T 00F 6T 0°0F LTT Z00FTET  «T00F YET [%] 10eN
[F1°08 1F2°68 v 1T6°98 [‘1F9°0L 178°18 108 S E IF1°69 (%]

? ¢ ! ) ’ ¢ ¢ ’ osoulepAm

diey Fensd 50507} Zs10(] diey| gtaisq S0S0} Zs10(]
BZI[BUY

T3t AUBMOISU3TAI M SUEMOUAIEIA
rardiny f 3 U

1e1dey [azaims m suemouAre|y

-qA1 esdiur ofauemoudrem Amreq Lnawered 1 Amomerspod pepys ‘BIUBMOUAIRI J50U(EPAM "1 B[AQEL



PL 237 103 B1

(50°0 > d) annoyst aruzoAysAress s Eruzol Y[ ejew Buzol Z qnj A1) [Ofeu NZSI3M M ATUPIISage

< -€ < 3 < 13 0 [ < ¢ < < < < 3 ¢ .N:NO%MOm:OM
PO0F6 ¢ JFOOF EF LO0F VY U 0F St el 0F P 80 0FSE FOOF L E el 0FCE 2U830 TU0SQ
et TF TSI ©9 TF Pl ol 1F 691 S 1¥8°0] T+ 191 w0 TF 9°GI STFSIT oSTF €T [N] gsoprem],
< ‘ ¢ ¢ ¢ ¢ ‘ . 2600°07F L0007 ‘ ¢ 61007 [Yonn ]
6000+ 6810  oqlTO0+TELD  SO00+T600 -SE0 O+ 8ST 0 0510 960°0 £00°0+ 6S0°0 121 q euksdojey]
VO

< < < < 3 - 3 19 D— _OaOﬁ mwﬁoaOuﬂ < < < (4 OOO@N ﬁ D”_
L810°0F S£0 oCCO0F L0 FEOOFOC8 0  [LOOF 8ETO 2120 7970 SCO0FSPS O qlP 0FB610 T+d
euksdarey]
. ‘ . . ‘ ‘ ‘ ‘ . . ‘ . . . . . [¥o"n ]
CITOFISLT S90°0F 8901 8L0°0F 6860 200+ TTE0 LYOOF I8F T T900F PIB0 CTEOOFISLO 8000FCTOT0 q euisdejey]
< < < < < < < < < < el ¢ < < < 19 < ﬁﬁnm OOM . wEM
a PFQELE 0°LF9V0OF 9TF L0y e €F 9795E TYFTPLT al ¥F 1 'HPE el vF S99¢ 91F6S0¢ D1
3 ‘ < 17 ‘ < 0 3 < < 3 s < < < < - _Hﬁ.m DOM ° wEQ

el 1F S99 O TFOV8 L OF T8 0'1F 0101 I'IF 808 LOF LSS 9 0F CTHY 30F 016 ,
(¥)gHd
(,3 001 « 8uw]
. : : (NIN)
0F 6LE olF kb oCF 8V efF 1CE TF PST o€F 267 efF ICE aSF 967 Amonperqaru
102y

diey] Fensg S0S07} zsJo(] diey] Fbnsg S0S07} zs1o(q
ezIeuy

naidey [uemotauadar m auemoukie|y

1jardey [azaims m suemoukiey

‘1a1dey [ouemorauafor 1 (5zaims m goAuemouArew qAI estw 1950tezI0p IIuZeysm 1 BuzoAN[03101d 9soumAlyy 7 e[aqe],



PL 237 103 B1

10

(5070 > d) 2130181 BTUZOAISATRIS SIS BIUZQL LAY BfRW BUZOI Z qn[ AJ2)I[ [OfeW NZSIAM M IUPIS 40

[[8 «50LM]

SFCLET LF SCT 6'6F 9 b1 P L5101 83F P61 oL F P61 STIF 0921 1°8F +°88 dva
T00°0F 880°0 £00°0F 1600 FOO‘0F #TT°0 €O0°0F SLO'O »L000F L00°0% £00°0F SOT'D  POO‘OT T900 (3 - Al
£80°0 180°0 “ vVeY
$0°0F 169 60°0F 6F°L SO'0FTIE 0T°0F 0L°¢E 90°0F €T°9 LZI0F01°9 E0°0F L6°C LOOF LT [3 - 5Lr]
HOPW-2VAL
Q00T ET°L WLOOFPLL oL TF LY T] HYIFSITT LOOFELG 60°0F 9.°9 [9°TF 98 @l 0F ST°L [ « 1]
O'H-DVAL
. Jsonuem
ol 0°CF T6°TT gTF TF SE'2Z «06'0F 1681 vHTF HE09 ZEOF L¥C S9°0F 88°6C ¥9T'0F £'61 68°0F 1°€C er oL _
[mopidy |3
£TOF PO WST0F ST8 TTOF #8°p LLUOFPEOI 90F LD OFF6 FT0FOLE FOF £°¢ 001 » p501EM]
ASY
[soprdiy
WLTOFFTR LE1°0F [0°L P 0F SO°L G8°0F 0°s¢ WFLTF 06 £ 0F FT01 wEPOF LL°L LLOF b1 89 » 70 brui]
Ad
9E°0F SE°C «£LS0F §°0 FEOF €981 10°0F TT°1 oL T°0F SE°9 STTIFTO8 W6O°TF £€°61 TO0F 1+°1 [2%] Aprdi]
diey Fensg 50807} ZsI10(] daey 3ensg S0S0} ZsI0(]

fardey [suemotsusdel m surmouliel]

erdey [ozatms m auemouiiepy

BZI[BUY

‘1o1dey (ouemorouagar 1 (9zarms m yakuemoudTeur qAI s m 298 [RIUa[md9z1d 1950MIdSEIA [ MOPId]] BIUSTTI[IN D{IUZBYSA\ 'p-€ B[9qBL



11

PL 237 103 B1

(50°0 > d) aworst aruzofisKyers s kruzos bron| erew kuzos z quj A18)1| (3w NZs131m m SIUPIS,q,

[(,F - np2)30]]

616'C v86°T 0 0 ovL'T 140 0 0 v
[(,5 - nyo)30[]
0 0 0 0 0 0 0 0 orugord
192pzoIq
0 0 0 L¥vT 0 0 0 0 [(,.8 « nyo)3oq]
I[YOZIW
6L0°E S0s°¢ 0 8LLT €987 0£T€ 0 0 ((;.3 « yo)5or]
A[IJOMYDAS
0T 8°6 90T 60°01 F TFLOOT oL OF ¥1°01 FOFOTL LOT 1579 L 0T 6E°L 0T 10°9 [,3 001 « Sw]
EHN-N
O0F TH1 26°0F 09°T c£°0F 99°T L£°0F 6€°T FOFCLD  SOF 1] FOFT60  .£0Feso L8001 +3w]
VIALL-N
S0TTTLI S0T69T1 LIFRLIL 0T E8°T1 OOFT6L  LOFT6L  90FTEs  ToFps9 [P 001 «3u]
dALN
zsJo(] Feansd S0S07} Z510(] geansg 50507} ZS10(]
eZI[RUY

1121dey [AuBMOI2U28aT M AUBMOUAIEA

1je1dey [ozaims m auemoUATRIA

‘o [uemornuadarr [azoims m AURMOUAIRTL A1 BSAIUI BUZIIFO[QIQODIW JSONE[ ' B[2qR]



12

PL 237 103 B1

Zastrzezenie patentowe

. Spos6b marynowania ryb morskich i stodkowodnych opornych na marynowanie polegajacy

na zalaniu surowca rybnego kgpielg marynujgca, znamienny tym, ze jako kgpiel marynujgcg
stosuje sie zuzytg kgpiel pozostatg po marynowaniu $ledzi, zawierajgcg biologicznie aktywne
zwigzki przeciwutleniajgce i enzymy proteolityczne, ktérag przefiltrowuje sie przez filtr o wielko-
§ci poréw nie wiekszej niz 0,22 pum i nie mniejszej niz 0,1 um, a po filtracji uzupetnia sie ste-
zenia chlorku sodu i kwasu octowego tak, aby uzyskaé oczekiwane wiasciwos$ci sensoryczne
marynowanego migsa.



