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Streszczenie

Whprowadzenie: Spirulina jest zaliczana do kategorii tzw. super foods, ktorych wiasciwosci maja wply-
wac korzystnie na organizm cztowieka i znalazta zastosowanie jako naturalny sktadnik barwigcy zywnosc.
Celem pracy byla ocena wlasciwosci przeciwutleniajacych i osmotycznych napojow przygotowanych na
bazie réznych form spiruliny dostepnych w handlu i wody kokosowej jako naturalnego izotonicznego
rozpuszczalnika. W oparciu o wyznaczone widma absorpcyjne i wiasciwosci przeciwutleniajace ekstrak-
tow spiruliny (3 partie zielonej i 2 niebieskiej) wyselekcjonowano probki o najwyzszej aktywnosci do
kolejnego etapu badan. Napoje wytworzono na bazie wody kokosowej (proba kontrolna) i spiruliny zielo-
nej lub niebieskiej z rosngcym udziatem dodatku 0,1; 0,25 i 0,5 % w/v (facznie 7 napojoéw). Poréwnano
zawarto$¢ polifenoli, wlasciwos$ci przeciwutleniajace (DPPH") i osmotyczne wytworzonych napojow.

Wyniki i wnioski. Wykazano, Zze napoje na bazie niebieskiej spiruliny charakteryzuja si¢ wyzsza,
proporcjonalng do zastosowanego udziatu dodatku, zawartoscig bialka, polifenoli i aktywnoscia antyoksy-
dacyjna niz napoje z zielong spiruling. Osmolalno$¢ wszystkich napojow zawierata si¢ w granicach od 315
do 336 mOsm/kg H,0, co odpowiada wymaganiom stawianym napojom izotonicznym. Napoje na bazie
niebieskiej spiruliny charakteryzowaly si¢ intensywna niebieska barwa i lepszymi cechami organoleptycz-
nymi w poréwnaniu do zielonej spiruliny i wody kokosowej, jednak dodatek 0,5 % niekorzystnie wptynat
na walory organoleptyczne napoju. Wytworzone napoje moga by¢ zaliczone do napojow funkcjonalnych,
dobrze nawadniajacych organizm, a dodatkowo wzbogaconych w cenne sktadniki odzywcze.

Stowa kluczowe: Arthrospira platensis, spirulina, fikocyjanina, napdj izotoniczny, aktywnos$é¢ antyoksy-
dacyjna

Whprowadzenie

Spirulina to handlowa nazwa niebiesko-zielonych mikroalg wystepujacych natu-
ralnie w tropikalnych i subtropikalnych jeziorach, w ktorych woda odznacza si¢ wyso-
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kimi warto§ciami pH oraz niezwykle duza zawartoscia soli, zwlaszcza weglanow
i wodoroweglandéw [14]. Na skalg przemystowa spiruling pozyskuje si¢ z alg uprawia-
nych w cieptych wodach wielu krajéw na catym $wiecie, a do najwigkszych producen-
tow nalezg Stany Zjednoczone, Chiny, Tajlandia oraz Tajwan i Indie. Nazwa spiruliny
pochodzi od spiralnych wldkien o rozmiarach 50 + 500 um dtugosci i 3 +4 um szero-
kosci [12, 13], ktore mozna obserwowaé w mikroskopie $wietlnym [5]. Systematycz-
nie spirulina obejmuje dwa gatunki: Arthrospira platensis i Arthrospira maxima, ktore
stosowane sa w technologii zywnosci do produkcji suplementow diety lub jako dodatki
paszowe. Na rynku dostepna jest rowniez Arthrospira pacifica — pozyskiwana wytacz-
nie na Hawajach.

Spirulina jest cyjanobakterig, ktora wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne za-
réwno w badaniach in vitro jak i in vivo, wynikajace z jej bogatego sktadu chemiczne-
go, w ktorym dominuje dobrze przyswajalne biatko (60 +~ 70%), chlorofil, nienasycone
kwasy thuszczowe (kwas gamma-linolenowy — GLA), przeciwutleniacze, witaminy
i mineraty. Korzystne sktadniki zawarte w spirulinie sg tatwo przyswajalne przez orga-
nizm, poniewaz §ciany komorkowe algi nie zawierajg celulozy i fatwo podlegaja tra-
wieniu w przewodzie pokarmowym cztowieka [15].

Kompozycja zwigzkéw bioaktywnych wystepujacych w spirulinie wykazuje wy-
soki potencjal antyoksydacyjny, potwierdzony zar6wno w prostych testach koloryme-
trycznych, jak i w bardziej zaawansowanych badaniach na liniach komérkowych [8,
11, 13]. Wykazano, ze ekstrakty niebiesko-zielonej mikroalgi, maja silniejsze wiasci-
wosci przeciwutleniajace niz witamina E, karoten czy tez kwas galusowy, moga ha-
mowac apoptyczna $mier¢ komorek fibroblastow myszy wywotang przez wolne rodni-
Ki [23]. Szczegodlnie wysoki potencjat antyoksydacyjny przypisuje si¢ fikocyjaninie
(niebieski pigment spiruliny), z uwagi na jej udowodnione whasciwosci przeciwzapal-
ne, przeciwdrobnoustrojowe i przeciwnowotworowe oraz zdolno$¢ do ,,zmiatania”
wolnych rodnikéw i hamowania peroksydacji lipidow [15, 23].

Zielona spirulina wystepuje najczesciej w postaci suplementéw diety w postaci
proszku, tabletek, kapsutek lub w postaci ptynnej, m.in. ekstraktow, olejkow czy napo-
jow. W sprzedazy mozna spotka¢ rézne formy zielonej spiruliny: proszek, tabletki,
kapsulki otrzymywane na bazie wysuszonych na stoncu alg oraz plynny wyciag
w amputkach, ttoczony na zimno ze swiezych alg. W zaleznos$ci od miejsca pozyska-
nia, technologii produkcji i przerobu jej sktad chemiczny, wlasciwosci prozdrowotne,
barwa i smak mogg si¢ znacznie od siebie r6ézni¢ [11]. Wysoka jakos¢ suplementow
diety na bazie spiruliny okresla w duzej mierze intensywnos¢ ich barwy. Jezeli tabletki
badz kapsutki sg wyraznie ciemnozielone, zawieraja mniej dodatkow wiazacych, ta-
kich jak np. krzemionka, lecytyna sojowa lub stearynian magnezu [2]. Z kolei niebie-
ska spirulina to suchy ekstrakt pozyskiwany z niebiesko-zielonych mikroalg, wzboga-
cony o skondensowang fikocyjaning — niebieski barwnik wystepujacy w kompleksie
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biatkowym wchodzacym w sktad fikobiliprotein (20 + 28% suchej masy spiruliny).
Pigment jest rozpuszczalny w wodzie oraz wrazliwy na wysoka temperaturg i zmiany
pH, co ogranicza jego zastosowanie do barwienia produktow spozywczych.

Potencjat funkcjonalny spiruliny i jej wykorzystanie w produkcji zywnosci wyni-
ka ze stale odkrywanych prozdrowotnych korzysci z jej stosowania [16], stad wydaje
si¢ by¢ dobrym sktadnikiem do produkcji zywnosci funkcjonalnej. Rynek tej zywnosci
w ciagu ostatnich lat stale wzrasta, a jednym z glownych asortymentéw sa napoje
funkcjonalne. Sa to produkty, ktore wptywaja na poprawe kondycji organizmu i przy-
nosza okreslone korzysci fizjologiczne. Algi, do ktorych nalezy spirulina, sg jednym
Z najlepszych zrodet sktadnikéw funkcjonalnych [3, 17], a na polskim rynku rosnie
zainteresowanie spiruling jako wszechstronnym dodatkiem do r6znego rodzaju koktajli
czy napojow typu smoothie. Dodatek spiruliny do koktajlu pozwala na petne pokrycie
dziennego zapotrzebowania na witaming B12 [6]. Wcigz jednak nie ma danych doty-
czacych strat witamin oraz sktadnikéw mineralnych w okresie przydatnosci do spozy-
cia, dlatego tez w tym zakresie niezbedne sg dalsze badania [6].

Celem pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania zielonej 1 niebieskiej spiruliny
w produkcji napojow i ocena ich potencjatu antyoksydacyjnego i wlasciwosci izoto-
nicznych.

Material i metody
Materiat badany

Materiat badany stanowily sproszkowane produkty handlowe zielonej spiruliny
(Spirulina platensis) trzech réznych dystrybutorow (Targroch Filipowice, Fit-Shop
Polska, BioPlanet, Polska) oraz dwie partie niebieskiej spiruliny producentéw: The
Organic Lab Nordic (Szwecja) oraz Ko-Ro Handels (Niemcy) (wedtug etykiety eks-
trakty ze Spirulina platensis). Partie spiruliny zakupiono w sprzedazy internetowe;.
Ekstrakty przygotowano poprzez zawieszenie 50 mg materiatu w 5 cm?® rozpuszczalni-
ka (woda, 96-procentowy etanol), ekstrakcje prowadzono w tazni wodnej ultradzwie-
kowej (40 kHz, 800 W, Polsonic Sonic-10, Polska) przez 45 minut (temperatura
W tazni nie przekraczata 30 °C). Nastepnie probki wirowano przez 5 min w wirdéwce
laboratoryjnej przy 10 000 rpm (MPW-351R, Med. Instruments, Warszawa, Polska).
Oddzielone supernatanty rozcienczono do badan dwukrotnie odpowiednim rozpusz-
czalnikiem. Woda kokosowa Vita 100 % stosowana jako baza napoju zostata zakupio-
na na lokalnym rynku (dystrybutor ALLCOR S.C., Sokotéw Podlaski). Wedtug etykie-
ty sktad obejmowal wode z miodego kokosa,; warto$¢ energetyczna produktu to
22 kcal/100 cm?®, thuszez 0 g, weglowodany 5,5 g (w tym cukry 5,2 g), biatko 0 g, s6l
0,05 g, witamina C 4 mg w 100 cm®.
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Wytworzono napoje funkcjonalne na bazie wody kokosowej z dodatkiem sprosz-
kowanej zielonej (Z 2) oraz niebieskiej (N 2) spiruliny, o najwyzszej aktywnoSci anty-
oksydacyjnej, w 2 powtdrzeniach (tacznie 7 napojow). Do odwazonej porcji algi (0,1;
0,25 i 0,5 g) dodano po 100 cm® wody kokosowej, catosé wymieszano, uzyskujac
W ten sposob barwne roztwory 0,1; 0,251 0,5 % w/v (Fot. 1).

Fot. 1.  Napoje z dodatkiem zielonej spiruliny (po lewej) i niebieskiej (po prawej)
Photo. 1. Drinks with the addition of green (left) and blue (right) spirulina

Metody badan
Pomiar widma absorbancji

Do pomiaru widma wykorzystano czytnik mikroptytek Epoch 2 (BioTek, USA).
Odpipetowano 250 pl analizowanych ekstraktow wodnych i etanolowych spiruliny
zielongj i niebieskiej do dotkéw ptytki 96-dotkowej, nastepnie dokonano pomiaru ab-
sorbancji w zakresie dtugosci fal A = 240 + 800 nm. Wyniki przedstawiono w formie
widma (A = f(h)).

Oznaczenie zawartosci biatka metodgq Bradforda

Oznaczenie zawartosci biatka przeprowadzono, wykorzystujac komercyjny ze-
staw Quick Start™ Bradford Protein Assay firmy BioRad zgodnie z instrukcja produ-
centa. Do 5 pl badanej probki (wodny ekstrakt z alg lub nap6j) dodano 250 pl odczyn-
nika Bradforda. Po dokltadnym wymieszaniu i 5 min inkubacji bez dostepu $wiatta
dokonano pomiaru absorbancji probek wzgledem proby zerowej (H,O dest.) przy diu-
gosci fali 595 nm za pomoca czytnika mikroptytek Epoch 2 firmy ,,BioTek’” (USA).
Wyniki przeliczono na zawarto$¢ biatka w spirulinie w g/100 g w oparciu o krzywa
wzorcowg y = 0,145-x wykonang dla albuminy wolowej w zakresie stezen 100 +
1000 pg/ml.
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Oznaczanie wlasciwosci przeciwutleniajgcych metodg DPPH

Do 20 pl badanej probki dodano 180 pl odczynnika DPPH". Probe kontrolng sta-
nowila mieszanina 20 pl H,O destylowanej 1 180 pl odczynnika. Po 30 min inkubacji
bez dostepu $wiatla zmierzono absorbancje¢ wszystkich probek za pomoca czytnika
mikroplytek przy dtugosci fali 517 nm wzgledem proby kontrolnej. Obliczono aktyw-
no$¢ przeciwutleniajacg na podstawie wzoru AA =[(AB-AA/AB)] x 100 %, gdzie:
AA — absorbancja badanej proby; AB — absorbancja proby kontrolne;.

Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej metodg FRAP

Odpipetowano 20 pl badanej probki oraz 180 pl odczynnika FRAP. Probe zerowa
przygotowano mieszajgc 20 pl H,O destylowanej z 180 pl odczynnika FRAP. Probki
inkubowano w temperaturze 37 °C przez 10 minut. Absorbancje probek mierzono przy
dhugosci fali 593 nm wzgledem proby zerowej. Wyniki podawano w przeliczeniu na
rownowazniki troloksu pmol TE/g spiruliny lub pmol TE/ml napoju, obliczono na
podstawie krzywej wzorcowej dla troloksu (y = 0,152-x; R® = 0,9990) przygotowanej
w zakresie stezen 25 + 300 nmol/mL.

Oznaczenie catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych metodq Folina-Ciocalteu

Oznaczenie TPC wykonano mieszajac 20 pl probki z 100 pl odczynnika Folina
oraz 80 pl 7,5 % Na,COs. Do proby zerowej uzyto 20 pl H,O destylowanej. Po 60 min
inkubacji w ciemnym miejscu zmierzono absorbancje probek przy dlugosci fali
760 nm wzgledem proby zerowej. Wyniki wyrazone jako rownowazniki kwasu galu-
sowego obliczono na podstawie krzywej wzorcowej dla kwasu galusowego
(y = 0,336-x; R? = 0,9970) przygotowanej w zakresie stezen 25 + 150 pg/ml.

Oznaczenie osmolalnosci napojow

Do pomiaru osmolalno$ci wytworzonych napojow wykorzystano krioskop Cryo-
star Il LC (Funke Gerber, Berlin, Niemcy). Badanie osmolalno$ci wykonano dla 100 pl
probki kazdego napoju oraz wody kokosowej bedacej baza napojow. Wynik podano
w jednostkach mOsm/kg H0.

Ocena organoleptyczna wytworzonych napojow

Przeprowadzono subiektywna ocen¢ smakowo-zapachows, oceniajac barwe,
smak i zapach wytworzonych napojow na bazie wody kokosowej oraz niebieskiej
i zielonej spiruliny.

Obliczenia statystyczne

Dla uzyskanych wynikoéw obliczono wartosci $rednie, odchylenie standardowe
oraz korelacj¢ r-Pearsona. Zalezno$¢ pomig¢dzy analizowanymi parametrami badano
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wyznaczajac wspotczynnik korelacji Pearsona. RoZnice istotne statystycznie pomi¢dzy
poszczegdlnymi probkami wyznaczono za pomoca jednoczynnikowej analizy warian-
cji ANOVA z zastosowaniem testu Tukeya. Wszystkie obliczenia wykonano w pro-
gramie Statistica 13.3.

Wyniki i dyskusja
Wybor spiruliny o najwyzszej zawartosci sktadnikow bioaktywnych

W celu poréwnania profilu naturalnych barwnikoéw w ekstraktach badanych pro-
bek mikroalg (przygotowane w identycznych warunkach) dokonano pomiaréw widm
absorbancji UV/VIS w zakresie 240 + 800 nm dla ekstraktéw wodnych (Fig. 1) i eta-
nolowych (Fig. 2).

absorbancja/absorbance

diugosc fali [nm]/wavelength [nm]
Z1 22 Z3 N1 N2

Rys. 1. Pomiar widma ekstraktow wodnych zielonej (Z) i niebieskiej (N) spiruliny
Fig. 1.  Spectrum measurement of water extracts of green (Z) and blue (N) spirulina

Ekstrakty wodne badanych probek spiruliny zielonej (Z) wykazywaty analogicz-
ny przebieg widma (Fig. 1), z trzema pikami (maximami absorbancji) przy dtugosci
fali 440 nm (pik 1), szeroki pik w zakresie 570 + 650 nm (pik 2) i 680 nm (pik 3). Wy-
soko$¢ pikéw byla mocno zrdznicowana pomiedzy badanymi probkami
(22> 273>71). Z kolei pik 2 dominowat w widmie spiruliny niebieskiej, przy czym
wysoko$¢ piku byla istotnie wigksza dla spiruliny N2 niz N1. W oparciu o dane litera-
turowe, piki wystepujace w widmach wodnych ekstraktow spiruliny mozna zidentyfi-
kowa¢ jako chlorofile (pik 1 i 3) oraz fikocyjaniny (pik 2) [10, 19, 20]. Potwierdze-
niem poprawnosci identyfikacji sa widma absorbcyjne dla ekstraktow etanolowych,
ktore dla spiruliny zielonej wykazujg wylacznie piki charakterystyczne dla chlorofili
(pik 1 i 3), natomiast nie zawieraja piku 2 pochodzacego od biatka fikocyjaniny (Fig.
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2). W ekstraktach etanolowych spiruliny niebieskiej nie stwierdzono obecnosci absor-
bujacych barwnikéw (brak ekstrakcji wywotany denaturacja biatka).

absorbancja/absorbance

dtugosc fali [nm]/wavelength [nm]
Z1 Z2 Z3 N1l N2

Rys. 2. Pomiar widma ekstraktow etanolowych zielonej (Z) i niebieskiej (N) spiruliny
Fig. 2. Spectrum measurement of ethanol extracts of green (Z) and blue (N) spirulina

Chlorofile sg najbardziej rozpowszechnionymi barwnikami w przyrodzie, wyste-
puja gtownie jako chlorofil a i chlorofil b u wszystkich ro$lin przeprowadzajacych
fotosyntezg, a maksimum absorpcji wynosi 430 i 662 nm dla chlorofilu a oraz 453
i 642 nm dla chlorofilu b [10, 19]. Wykazano nieznaczne rdznice podczas analizy
widm absorpcji chlorofilu ekstrahowanego réznymi rozpuszczalnikami. Najwicksze
roznice wykazywaty widma pomiedzy eterem dietylowym (660 nm) a czystym meta-
nolem (665,2 nm) dla chlorofilu a oraz odpowiednio 641,8 i 652,4 nm da chlorofilu b
[4]. Z kolei fikocyjanina wykazuje maksimum absorbancji w przedziale 620 +~ 650 nm
[20]. Inni autorzy analizowali wptyw zastosowania réznych rozpuszczalnikow na
zmian¢ widma ekstraktow spiruliny biorac takze pod uwage oznaczane typy barwni-
kow [22]. Do ekstrakcji barwnikow chlorofilowych oraz karotenoidowych autorzy
wykorzystali aparat Soxhleta, natomiast do izolacji fikocyjaniny — technike¢ ekstrakcji
na zimno (maceracj¢). Zawarto$¢ barwnikoéw chlorofilowych w spirulinie odnotowano
przy dtugosci fali 652 + 655 nm, dla karotenoidowych przy 450 nm, a dla fikocyjaniny
przy 615 + 625 nm.

Analizowano potencjal antyoksydacyjny mierzony jako zdolno$¢ do zmiatania
rodnika DPPH" dla wodnych ekstraktow spiruliny (tabela 1). Najwiekszg zdolno$cig do
wygaszania wolnych rodnikow DPPH’ spo$rod partii zielonej spiruliny charakteryzo-
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wala si¢ probka Z 2, za§ najmniejszg — Z 1. W przypadku spiruliny niebieskiej wigk-
szymi warto$ciami odznaczala si¢ spirulina N 2, a wszystkie przedstawione wyniki dla
zielonej i niebieskiej spiruliny r6znity si¢ miedzy soba istotnie statystycznie (p < 0,05).

Tabela 1. Analiza potencjalu antyoksydacyjnego (DPPH’, FRAP), calkowitej zawartosci zwigzkow
polifenolowych (TPC) oraz biatka w ekstraktach wodnych prébek zielonej i niebieskiej spiru-
liny

Table 1. Analysis of antioxidant potential (DPPH, FRAP), total polyphenolic compounds (TPC) and
protein content in water extracts of green and blue spirulina samples

Oznaczenie probki FRAP DPPH’ TPC [mg Biatko / Protein

Sample designation [uM TE/g] [% inhibicji/ inhibition] GAE/qg] [9/100 g]
Z1 41,60° +£0,20 28,41° +0,37 11,49° +0,22 60,34 +1,12
Z2 51,437+0,33 35,679 +0,42 16,927 +0,60 57,42 +0,95
Z3 46,51° £0,87 32,95°+0,79 16,36° +0,63 66,817+0,88
N1 19,14% +0,35 22,98% 0,32 9,29% +0,06 37,818 40,15
N2 54,41° +0,52 37,50° 0,48 22,81°+0,17 37,047 £0,32

Objasnienia / Explanatory notes:
a, b, ¢ — wartosci oznaczone réznymi literami roznig sie istotnie statystycznie przy p < 0,05/ a, b, ¢ —
values marked with different letters differ statistically significantly at p < 0.05

W literaturze dostgpne sa informacje odno$nie do analizy zdolnosci ekstraktow
alkoholowych (w 96 % et. OH) spiruliny do redukcji rodnika DPPH" [25]. Takyar
i wsp. [25] wykazali, ze zdolno$¢ przeciwutleniajaca oznaczona metoda DPPH" jest
zalezna od dawki niebiesko-zielonej mikroalgi. W przypadku dawki 0,2 mg/cm?® zdol-
no$¢ zmiatania rodnika DPPH’ wynosita 40,46 %, dla 0,4 mg/ml i 0,6 mg/ml odpowia-
dal wartosciom 62,46 % oraz 77,12 %. Z kolei Castro i wsp. [7] oceniali aktywno$¢
przeciwutleniajacag metoda DPPH w wodnych i metanolowych ekstraktach spiruliny
poddanej i niepoddanej fermentacji, ktora przeprowadzono w celu zwigkszenia warto-
$ci nutraceutycznej spiruliny. Warto$¢ wskaznika DPPH" dla niefermentowanego eks-
traktu wodnego oraz metanolowego wynosita okoto 11 mg AAE/g, a zdolno$¢ do
zmiatania rodnika DPPH" niefermentowanych roztworow wodnych i alkoholowych
byla poréwnywalna. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca roznych ekstraktow z alg badali
Agregan i wsp. [1]. Stwierdzili, ze makroalgi (Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculo-
sus and Bifurcaria bifurcata) wykazaty wyzsza aktywnos$¢ przeciwutleniajacg niz mi-
kroalgi (w tym Spirulina platensis) we wszystkich testach, co ttumaczyli wystgpowa-
niem w makroalgach florotanin, bogatych w zwigzki wykazujagce wysoka aktywnos¢
przeciwutleniajaca.

Podobnie jak w przypadku testu DPPH’, sposrod ekstraktow spiruliny zielonej,
najwigkszy potencjat redukujacy jony zelaza (I1I) mierzony metodg FRAP stwierdzono
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dla probki Z 2. W przypadku analizy probek spiruliny niebieskiej najwigkszy potencjat
(54,41 umol TE/g) wykazywata spirulina N 2. Takyar i wsp. [25] badajac aktywnos¢
przeciwutleniajaca Arthrospira platensis, dokonali pomiaru sity redukujacej ekstrak-
tow etanolowych (96 %) spiruliny w stosunku do jondéw zelaza (III) za pomocg od-
czynnika FRAP. Podobnie jak w przypadku metody DPPH’, wyzsze st¢zenie mikroalg
odpowiadalo wyzszej wartos$ci w tescie FRAP.

Oprocz aktywnoS$ci przeciwutleniajgcej mierzonej bezposrednio, w przygotowa-
nych ekstraktach analizowano catkowitg zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych. Podob-
nie jak w przypadku wczesniejszych oznaczen najwyzsza wartoscig TPC w przypadku
zielonej spiruliny odznaczata sie probka Z 2, natomiast w przypadku niebieskiej — N 2,
ponadto wyniki byly statystycznie istotne (p <0,05) pomig¢dzy probkami zielonymi
i niebieskimi, jak rowniez w obrebie jednej odmiany. Biorac pod uwage kolor mikro-
alg, wyzsze wartosci TPC uzyskano dla spiruliny niebieskiej oznaczonej jako N 2,
W porownaniu do pozostatych probek. Na podstawie wyznaczonych wspodtczynnikow
korelacji stwierdzono, ze ekstrakty spiruliny, ktore wykazywaty silne dziatanie przeci-
wutleniajace, zawieraly duzg ilo$¢ zwiazkow polifenolowych (r=0,976 oraz
r=0,891). Usredniajagc wyniki TPC dla probek zielonej oraz niebieskiej spiruliny, ale
takze biorgc pod uwage rodzaj ekstrahenta mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki sg do
siebie zblizone, co moze by¢ zwigzane ze zréznicowaniem zawartosci zwigzkow poli-
fenolowych pomiedzy probkami tego samego rodzaju. Castro i wsp. [7] poddali spiru-
ling fermentacji i wykazali, ze wspomniany proces poprawia profil nutraceutyczny
spiruliny. Wartosci TPC w trakcie fermentacji wzrosty o 111,73 % w ciaggu pierwszych
36 godzin w wyniku uwolnienia zwiazkéw fenolowych, po bakteryjnej hydrolizie en-
zymatycznej $Scian komoérkowych spiruliny, a nieznaczny spadek TPC po poczatko-
wym okresie fermentacji, moze by¢ spowodowany degradacjg termiczng niestabilnych
substancji fenolowych.

Wyznaczone poziomy biatka rozpuszczalnego byly zgodne z zawartoscig biatka
deklarowang przez producenta na etykiecie. Zaobserwowano istotnie nizsza zawarto$¢
biatka w probkach spiruliny niebieskiej, w poréwnaniu do zielonej.

Analiza wytworzonych napojow funkcjonalnych

Do przygotowania napojow wykorzystano wode kokosowa, naturalny napdj izo-
toniczny, charakteryzujacy si¢ niezbyt atrakcyjnym smakiem i podwyzszong metno-
$cig. Jego potaczenie z wyselekcjonowanymi probkami spiruliny (Z2 i N2) ze wzgledu
na najlepsze wiasciwosci antyoksydacyjne, miato na celu poprawg cech organolep-
tycznych i wzmocnienie wlasciwosci antyoksydacyjnych. W tabeli 2 przedstawiono
wyniki aktywnoS$ci antyoksydacyjnej otrzymanych napojow oznaczonej testem FRAP,
calkowitej zawartosci zwigzkow polifenolowych oraz biatka w zaleznos$ci od wysoko-
$ci zastosowanego dodatku mikroalgi.
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Tabela 2. Analiza potencjatu antyoksydacyjnego (DPPH, FRAP), catkowitej zawartosci zwiazkow poli-
fenolowych (TPC) oraz biatka w napojach funkcjonalnych na bazie wody kokosowej oraz zie-
lonej i niebieskiej spiruliny

Table 2. Analysis of antioxidant potential (DPPH, FRAP), total polyphenolic compounds (TPC) and
protein content in functional drinks based on coconut water and green and blue spirulina

Rodzaj napoju Tlo$¢ dodatku spiruliny FRAP TPC Biatko/ Protein
Type of drink Spirulina addition amount | [uM TE/ cm®] | [mg GAE/cm?] [o/cm?]
Woda kokosowa (kontrola) i 0,0398 0,336 0,006
Coconut water (control)
0,1% 4,04°+0,19 2,19° £0,04 0,121
Z2 0,25% 6,73%£0,10 3,85°+0,16 0,148
0,5% 8,88°+0,16 5,20% +0,05 0,291
0,1% 6,47%+0,11 5,172 +£0,04 0,043
N2 0,25% 12,219+0,14 | 8,237+0,09 0,098
0,5% 19,13%+0,12 11,65° +0,04 0,191

Objasnienia: / Explanatory notes:
a, b, ¢ — warto$ci oznaczone roznymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie przy p < 0,05 /a, b, ¢ — valu-
es marked with different letters differ statistically significantly at p < 0.05

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca badanych napojow wrastata proporcjonalnie do ro-
snacego dodatku spiruliny. Wykazano, ze dodatek niebieskiej spiruliny w wigkszym
stopniu wzbogaca nap6j w zwiazki o dzialaniu antyoksydacyjnym, co nie bylo tak
mocno widoczne podczas analizy ekstraktow spiruliny. Przy st¢zeniu spiruliny 0,1 %
roznice pomigdzy aktywnoscig przeciwutleniajaca napoju z dodatkiem zielonej i nie-
bieskiej spiruliny sa porownywalne, ale zwigkszanie dodatku do 0,25 oraz 0,5 % po-
woduje znacznie wigkszy przyrost sity redukujacej dla napoju z dodatkiem niebieskiej
spiruliny w poréwnaniu do zielonej. Podobne obserwacje poczynili De Oliveira i wsp.
[9], ktorzy oznaczali aktywno$¢ antyoksydacyjng testem FRAP dla napojow funkcjo-
nalnych na bazie mleka czekoladowego z mikrokapsutkowang zielong spiruling. Auto-
rzy zaobserwowali, ze zwigkszanie udziatu dodatku z 5 % do 8,75 % nie powodowato
wzrostu wskaznika FRAP (odpowiednio 177,28 oraz 150,82 umol TE/g).

W otrzymanych napojach oznaczono catkowita zawarto$¢ zwiagzkow polifenolo-
wych (tabela 2). Najwicksza zawartoscia (11,65 mg GAE/g) zwiazkdéw polifenolowych
wykazywat napdj z 0,5-procentowym dodatkiem niebieskiej spiruliny, natomiast naj-
mniejsza zawartos¢ zwiazkow fenolowych (3,19 mg GAE/g) — napoj z 0,1-procento-
wym dodatkiem zielonej spiruliny. W przypadku 0,5-procentowego st¢zenia zawartos$¢
zwiazkow polifenolowych w napoju z dodatkiem niebieskiej spiruliny byta dwukrotnie
wyzsza niz w przypadku tego samego st¢zenia zielonej spiruliny. Najmniejsza zawar-
tos¢ polifenoli w przypadku napoju z niebieska spiruling byta poréwnywalna z naj-
wiekszg zawarto$cig polifenoli w napoju z zielong spiruling. Przedstawione wyniki
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znajdujg potwierdzenie w dostgpnej literaturze. De Oliveira i in. [9] badali wlasciwosci
mikrokapsutkowanej spiruliny jako substratu do produkcji napojoéw funkcjonalnych na
bazie mleka czekoladowego i ustalili catkowitg zawarto$¢ zwigzkoéw polifenolowych w
przygotowanych napojach na poziomie 602,31 oraz 683,98 mg GAE/100 g, przy udzia-
le spiruliny odpowiednio 5 % i 8,75 %. Podobne zaleznoéci zaobserwowano w bada-
niach wiasnych, gdzie wigkszy dodatek Arthrospira platensis powoduje wzrost warto-
$ci TPC.

W celu potwierdzenia wlasciwosci izotonicznych otrzymanych napojow spraw-
dzono ich osmolalno$¢. Warto$¢ osmolalnosci dla samej wody kokosowej wynosita
308 mOsm/kg H,O, po wprowadzeniu dodatku spiruliny proporcjonalnie wzrastata.
Najwieksza osmolalnoscig (336 mOsm/kg H,0) charakteryzowatly si¢ napoje z dodat-
kiem niebieskiej spiruliny w ilosci 0,5 %, a najmniejszg (315 mOsm/kg H,O) — napoje
z 0,1-procentowym dodatkiem spiruliny zielonej. Ponadto stwierdzono zaleznos$¢ po-
miedzy udziatem spiruliny, a wielkoscig osmolalnosci (im wiekszy dodatek spiruliny,
tym wyzsza warto$¢), jednak uzyskane warto$ci zawieraty si¢ w przedziale 315 + 336
mOsm/kg H,0.

OSMOLALNOSC/OSMOLALITY

kontrola/control 7 (0,1%) 7 (0,25%) 0,5%) N (0,1%) N (0,25%) N (0,5%)

mOSM/kg H-0O
[ = ] ) w o8] e
Ul (=] [¥a} — [¥a} — o =
(=] (=] (==} = (=] (=) (=] =

o

Rys. 3. Osmolalnoé¢ analizowanych napojow funkcjonalnych na bazie wody kokosowej i spiruliny

Fig. 3.  Osmolality of the analyzed functional drinks based on coconut water and spirulina

Objasnienia: / Explanatory notes:

a, b — warto$ci oznaczone roznymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie przy p < 0,05 (osobno dla
napojow ze spiruliny zielonej i niebieskiej) / a, b, ¢ — values marked with different letters differ statistical-
ly significantly at p < 0.05 (separately for green and blue spirulina drinks)

Osmolalno$¢ napoju to informacja moéwigca 0 stezeniu substancji rozpuszczonych
w jednym kilogramie rozpuszczalnika — wody. Na osmolalno$¢ w gléwnej mierze
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wplywa zawartos¢ weglowodanow oraz obecno$¢ chlorkow, jonow sodu, wapnia, ma-
gnezu i potasu [21, 24]. Wedtug danych literaturowych napoje mozna uznaé za izoto-
niczne, jezeli $rednie warto$Ci osmolalnosci miescily si¢ w przedziale 270 +
330 mOsm/kg H,O [24]. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wszyst-
kie otrzymane napoje mozna zaliczy¢ do grupy napojow izotonicznych, gdyz ich war-
tos¢ zawierata si¢ w przedziale osmolalnosci charakterystycznej dla izotonikéw. Doda-
tek spiruliny wplywa nieznacznie na zwigkszenie wartosci osmolalnosci napojow ze
wzgledu na obecno$¢ weglowodanow oraz makro- i mikroelementow w jej skladzie
chemicznym.

W ocenie wtasnej najbardziej akceptowalne cechy organoleptyczne wykazywaty
napoje z 0,1-procentowym dodatkiem obu spirulin N i Z. Smak oraz zapach napojow
byt delikatnie wyczuwalny, jednak korzystniejszy niz wody kokosowej, przy czym
intensywnos$¢ barwy tych napojow zachgcata spozycia. Zwigkszenie udzialu dodatku
do 0,25 % dla spiruliny zielonej niekorzystnie wptyn¢to na cechy smakowo-zapachowe
(wyczuwalny zapach alg). Napoje z dodatkiem 0,5 % spiruliny zarowno w przypadku
zielonej jak i niebieskiej charakteryzowaty si¢ zbyt intensywnym zapachem i smakiem
(charakterystycznym dla wodorostow) oraz zbyt intensywna, ciemng barwa.

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze niezaleznie od stezenia
wyzsze warto$ci osmolalno$ci cechujg napoje z dodatkiem niebieskiej spiruliny. Po-
nadto stwierdzono wysoka korelacje pomiedzy osmolalnoscig a aktywnoscig antyoksy-
dacyjna (r = 0,986) oraz zawartos$cig zwigzkow fenolowych (r = 0,928), co dodatkowo
wzmacnia jako$¢ prozdrowotna otrzymanych napojow i zwigksza ich konkurencyjnos¢
w stosunku do komercyjnych odpowiednikéw, zawierajacych w skladzie szereg
E-dodatkow, w tym barwniki.

Whioski

1. Zielona spirulina (Arthrospira platensis) charakteryzuje si¢ intensywnym kolorem
zwigzanym z obecnoscig kompleksu barwnikéw chlorofilowych, karotenoidowych
i fikocyjaniny, co zostalo potwierdzone na podstawie widm absorbancji dla wod-
nych ekstraktow. Z kolei niebieska spirulina zawiera gléwnie wyizolowang z zie-
lonej spiruliny fikocyjaning — niebieski barwnik. Obie formy wykazuja wlasciwo-
$ci antyoksydacyjne i zawarto$¢ biatka rozpuszczalnego nie mniejsza niz 35 %,
przy czym obserwowano duze zroznicowanie sktadu chemicznego.

2. Wzbogacenie wody kokosowej dodatkiem zielonej lub niebieskiej spiruliny (0,1 +
0,25 % w/v) pozwolito otrzymaé napdj o wysokim potencjale antyoksydacyjnym,
podwyzszonej zawartosci biatka i osmolalno$ci wymaganej dla napojow izoto-
nicznych, co pozwala zaliczy¢ je do grupy napojow funkcjonalnych. Napoj z nie-
bieska spiruling wykazywat korzystniejsze cechy organoleptyczne (barwa, zapach,
smak).
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SPIRULINA (ARTHROSPIRA PLATENSIS) AS A COMPONENT OF FUNCTIONAL DRINKS
Summary

Background. Spirulina is categorized as so-called super foods, the properties of which are supposed
to have a beneficial effect on the human body, and is used as a natural food coloring additive. The aim of
the study was to evaluate the antioxidant and osmotic properties of beverages prepared using various
forms of commercially available spirulina and coconut water as a natural isotonic solvent. Based on the
determined absorption spectra and antioxidant properties of spirulina extracts (three batches of green and
two batches of blue spirulina), samples with the highest activity were selected for the next stage of the
study. Beverages were made using coconut water (control sample) and green or blue spirulina with in-
creasing additions of 0.1, 0.25 and 0.5 % w/v (seven beverages in total). The polyphenol content, antioxi-
dant (DPPH") and osmotic properties of the produced beverages were compared.

Results and conclusion. It was shown that drinks based on blue spirulina had higher protein, poly-
phenol content as well as antioxidant activity, proportional to the share of additive used, than drinks with
green spirulina. The osmolality of all drinks ranged from 315 to 336 mOsm/kg H,O, which meets the
requirements for isotonic drinks. Drinks based on blue spirulina were characterized by an intense blue
color and better organoleptic characteristics compared to green spirulina and coconut water, however, the
addition of 0.5% adversely affected the organoleptic qualities of the drink. The beverages produced can be
categorized as functional beverages, well hydrating the body and additionally enriched with valuable
nutrients.

Key words: Arthrospira platensis, spirulina, phycocyanin, isotonic drink, antioxidant activity



