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BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

STRESZCZENIE

Celem polityki w zakresie bezpieczenstwa zywnos$ci jest ochrona konsumentow
realizowana zaréwno przez odpowiedni system prawny regulujacy wytwarzanie i obrot
zywnoscia, ale przede wszystkim poprzez kontrole i postgpowanie zgodnie ze standardami
bezpieczenstwa na kazdym etapie produkcji zywnosci - poczynajac od surowcoéw, poprzez
proces technologiczny, a konczac na przechowywaniu gotowych produktow. Niniejsza
monografia po§wigcona jest problemowi bezpieczenstwa zywnosci i roznym aspektom tego
zagadnienia wystepujacym we wszystkich ogniwach tancucha zywnosciowego.

Wszystkie jednostki tworzace tancuch zywnosciowy dziataja w okreslonym systemie
prawnym, zatem nie mozna W zakresie gospodarki Zywnosciowej abstrahowaé
od obowigzujacych uwarunkowan legislacyjnych. Szczegoélnie odnosi si¢ to do zywnosci
zmodyfikowanej genetycznie, w stosunku do ktérej znaczna czgs¢ konsumentéw na terenie
Polski i catej Unii Europejskiej wykazuje daleko posunigta rezerwe. We wrzes$niu 2015 roku
wprowadzono tzw. klauzulg opt-out, ktora jest poczatkiem znaczacych zmian legislacyjnych
w UE. Nowa regulacja daje panstwom czltonkowskim mozliwo$¢ podj¢cia samodzielnej
decyzji o uprawach konkretnych roslin genetycznie modyfikowanych, juz autoryzowanych
w UE.W rozdziale pierwszym niniejszej monografii przedyskutowano to zagadnienie,
stawiajgc jednoczesnie pytanie o kierunek dalszych zmian legislacyjnych w catej UE, a takze
w Polsce.

Kolejne rozdziaty poswiecone zostaty zagadnieniom kontroli substancji szkodliwych
w zywno$ci, jakie moga si¢ w niej znalezé m. in. z powodu zerowania owadzich
szkodnikow. W rozdziale drugim przedstawiono metode detekcji wotka zbozowego, ktéra
umozliwia stwierdzenie obecnosci jednego owada w masie 30 kg ziarna, a jej zaletami
s prostota, krotki czas wykonania oraz niski koszt analizy. Dzigki tym zaletom moze ona
by¢ powszechnie stosowana w branzowych laboratoriach diagnostycznych oraz kontroli
celnej zbdz. Koniecznos$¢ stosowania tak czutych metod detekcji wynika z faktu, iz odchody
owadzie bardzo czegsto wykazujg dziatanie alergizujgce. Tej tematyce poswigcony jest tez
kolejny rozdzial, w ktorym zanalizowano zagrozenia produkcyjne mogace wptywaé
na bezpieczenstwa produktow dla alergikow. Zaproponowano stworzenie systemu nadzoru
laboratoryjnego bezposrednio na terenie przedsigbiorstwa i opracowano zalozenia
funkcjonowania takiego laboratorium wraz z analizg ekonomiczng przedsigwzigcia.

Za zagrozenia niosace najwigksze ryzyko dla zdrowia i zycia konsumenta uwaza si¢
zagrozenia mikrobiologiczne. Tej problematyce poswigcone s3 kolejne trzy rozdzialy.
W rozdziale trzecim przedstawiono modele matematyczne charakteryzujace reakcje
drobnoustrojow na okreslone warunki $rodowiska oraz zweryfikowano mozliwo$¢ ich
zastosowania do przewidywania wzrostu, przezywalno$ci i inaktywacji mikroorganizmow
w zywnosci. Jako$¢ mikrobiologiczna zywno$ci zalezy takze od pomieszczenia
produkcyjnego. W przypadku jaj jest to kurnik. W aspekcie bezpieczenstwa jaj
przedstawiono mikroorganizmy i ich metabolity, ktére najczesciej bytuja w kurnikach.
Omoéwiono takze zanieczyszczenia wystepujace w srodowisku kurnika mogace potencjalnie
wptynaé na jako$¢ jaj konsumpcyjnych. Znajomos¢ potencjalnych zagrozen wystgpujacych
podczas hodowli kur daje mozliwo$¢ podejmowania decyzji, ktore pozwola ograniczyé
niepozadane zmiany w ksztaltowaniu jakos$ci jaj. Ponadto w zwiazku z czgstymi skazeniami
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BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

bakteryjnymi istnieje potrzeba opracowania i wprowadzenia do praktyki przemyslowej
szybkich i wysokowydajnych metod pozwalajacych na wykrywania skazen. W kolejnym
rozdziale przedstawiono szereg metod (HPLC, PCR, g-PCR, cytometria przeptywowa)
pozwalajacych na kontrole wzrostu bakterii w trakcie procesu fermentacji etanolowej.

Drobnoustroje, ktdre najczesciej postrzegane sa jako zagrozenie, moga spetniaé
pozytywna role w technologii i to nie tylko jako katalizatory procesow fermentacji lub
kiszenia. Od lat poszukuje si¢ szczepow bakterii o potencjale biotechnologicznym, ktore
charakteryzuja si¢ cennymi wlasciwo$ciami metabolicznymi. W kolejnym rozdziale
przedstawiono charakterystyke mikroorganizméw 0 wysokim potencjale
biotechnologicznym, wyselekcjonowanych z katu noworodka, kiszonej kapusty i ogorkow.

Kolejne trzy rozdziaty dotycza problemu przechowywania zywnosci. Opisano w nich
rézne ostatnio opracowane metody pakowania produktow spozywczych. Celem
ich stosowania jest przedtuzenie $§wiezosci zywnosci. W tym celu szczegélnie efektywna
okazuje si¢ atmosfera modyfikowana i tzw. opakowania inteligentne.

Ostatnie dwa rozdzialy poswiecono analityce substancji (nie zawsze pozadanych)
pojawiajacych sie¢ w wyniku zastosowanego procesu produkcyjnego. W reakcji Maillarda
powstaje grupa zwigzkow (np. Ne-karboksymetylolizyna - CML), uznana za kancerogenng
lub mutagenng.W pierwszym z ww. rozdziatdwprzedstawiono zoptymalizowane warunki
analizy chromatograficznej —wykorzystujacej odwrécony uktad faz 2z detekcja
fluorymetryczna. Jest to technika, ktoéra z powodzeniem mozna zastosowac do ilosciowe;j
analizy CML w produktach zbozowych.W ostatnim rozdziale podj¢to temat rutynowej
kontroli zawartosci chlorku sodu w migsie i przetworach migsnych. Wykazano, ze do tego
celu mozna stosowaé zardwno metode potencjometryczna, jak ICP — AES. Nie sa one
obarczone btedem systematycznym statym, nie sa skomplikowane, sa natomiast szybkie
w wykonaniu i charakteryzuja si¢ duza czuloscig i precyzja oznaczania.

Stowa kluczowe: GMO, alergeny, zanieczyszczenia drobnoustrojowe, opakowania, detekcja
substancji szkodliwych
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WSTEP

Niniejsza monografia jest poktosiem II Wielkopolskiej Konferencji Nauka
Gospodarce Zywnosciowej ,,25 lat technologii zywnosci w warunkach gospodarki
rynkowej”. Spotkanie to zostalo zorganizowane z okazji 25 lat istnienia Oddzialu
Wielkopolskiego Polskiego Towarzystwa Technologdéw Zywnosci, a jego celem byto
zaprezentowanie tematyki badawczej jednostek naukowych, ktore moga by¢ propozycja dla
partnerow przemyslowych. Nawigzanie wspolpracy pomigdzy jednostkami naukowymi
a przemystem jest koniecznos$cia i moze przynies¢ korzysci obu stronom.

Lancuch zywnosciowy wedhug normy ISO 22000 definiuje si¢ jako sekwencje etapow
i procesow majacych miejsce w produkcji, przetworstwie, dystrybucji, magazynowaniu
i postepowaniu z zywnos$cig oraz jej skladnikami, poczawszy od produkcji pierwotnej
az do konsumpcji. Ogniwami tego tancucha sg producenci ptodéw rolnych i pasz, producenci
pierwotni i przetworcy zywnosci, sprzedawcy hurtowi i detaliczni oraz firmy $wiadczace
ustugi zywieniowe. Wszyscy oni dziataja w okreSlonym systemie prawnym, zatem nie
mozna abstrahowa¢ od obowigzujacych uwarunkowan legislacyjnych w zakresie gospodarki
Zywnosciowej.

Dla wszystkich uczestnikow tancucha zywno$ciowego znajomo$¢ i eliminacja
zagrozen biologicznych, chemicznych, czy tez fizycznych jest kluczowa. Postgpowanie
zgodnie z systemami bezpieczenstwa i kontrola zagrozen sg wazne na kazdym etapie
produkcji zywnosci- poczynajac od surowcoOw, poprzez proces technologiczny, a konczac
na przechowywaniu gotowych produktéw. Ze wzgledu na ciggly postgp technologiczny
istnieje potrzeba doskonalenia systemu kontroli i metod analitycznych, ktére sg w stanie
te zagrozenia identyfikowa¢ nie tylko w laboratorium naukowym, ale przede wszystkim
na linii produkcyjnej.

Celem polityki w zakresie bezpieczenstwa zywnosci jest ochrona konsumentow przy
rownoczesnym zagwarantowaniu niezaktéconego dziatania rynku. Jest ona realizowana
m.in. przez odpowiedni system prawny regulujacy wytwarzanie i obrét zywnoscia. Dlatego
tez w niniejsze] monografii nie ograniczono si¢ tylko do zagadnien technologicznych
i analitycznych, ale przedstawiono réwniez najnowsze zmiany legislacyjne w aspekcie ich
wplywu na bezpieczenstwo zywnos$ci. Ksigzka kierowana jest gtownie do kadry naukowe;j
i technicznej pracujacej na rzecz gospodarki zywnosciowej, ale moze by¢ przydatna réwniez
dla studentow wydziatow technologii zywnosci oraz wszystkich zainteresowanych
bezpieczenstwem zywnosci.

Grazyna Lewandowicz, Agnieszka Makowska
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BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI GMO
PO WPROWADZENIU KLAUZULI OPT-OUT

Streszczenie

Nieodlagcznym elementem wprowadzania zywnosci GMO na rynek jest ryzyko.
Stanowi to wystarczajacy argument przemawiajacy za wprowadzeniem szczegolnego rezimu
prawnego w tym zakresie, ktory zostal poddany analizie w niniejszej pracy. Artykut zwraca
takze uwage na bezpieczenstwo ekologiczne i zdrowotne. Opisuje wprowadzong
we wrzesniu 2015 r. klauzule opt-out, ktora jest poczatkiem znaczacych zmian,
legislacyjnych w UE. Nowa regulacja daje panstwom cztonkowskim mozliwos¢ podjecia
samodzielnej decyzji o uprawach konkretnych roslin genetycznie modyfikowanych, juz
autoryzowanych w UE. Na tym tle autorka stawia sobie pytanie o kierunek dalszych zmian
legislacyjnych w calej UE, a takze w Polsce.

Stowa kluczowe: zywno$¢ GMO, klauzula opt-out, dyrektywa UE

Wstep

Rozwdj nowoczesnych technik, w tym biotechnologii stawia wspodtczesnego
cztowieka przed pytaniami, ktore nie moglyby si¢ zrodzi¢ jeszcze kilkadziesiagt lat temu.
Powstaje dylemat miedzy dazeniem do poznania, ulepszania, innowacji a ochrong
podstawowych praw cztowieka. Opinie, ze stawka w tej grze jest przyszly ksztalt naszej
cywilizacji, nie wydajg si¢ przesadzone. Konsekwencje ingerencji w mechanizmy genetyki
sg tak powazne, Zze nie mogg pozosta¢ jedynie problemem naukowcow [Przytuska-Fiszer,
1999]. Spozywaniu zywno$ci zawsze towarzyszyla niepewno$¢ zarowno co do jej
korzystnego wplywu na zdrowie, jak i pogorszenia jego stanu [Paliwoda, 1993]. Z tego
wzgledu sg prowadzone i publikowane badania aspektow bezpieczenstwa zywieniowego
GMO [Wawrzyniak, 2015]. Nalezy podkresli¢, ze takie badania prowadzone sg réwniez
w Polsce, [Gorecka, 2007; Kotlowski, 2013; Lisowska, 2013; Dabrowski, 2014].

Przeciwnicy i zwolennicy GMO ponosza wiele argumentdow natury politycznej,
ekonomicznej, religijnej i etycznej. Bardzo wazne sa rowniez aspekty ekologiczne
uwolnienia GMO do $rodowiska [Skubata, 2014]. Do tej pory brakuje przejrzystych
standardéw oceny zagrozen ekologicznych. Nie mozna obecnie ustali¢ dlugoterminowych
konsekwencji uwolnienia GMO do §rodowiska [Rembiatkowska, 2013].

Po to, aby rozwdj biotechnologii w peti odpowiadat nowoczesnemu prawu
w zakresie ochrony zdrowia ludzi i bezpieczenstwa srodowiska Unia Europejska ustanowita
regulacje prawne wprowadzajgce surowe procedury postepowania z GMO. Komisja
Europejska przekonuje, ze dzigki procedurze autoryzacji, na rynek UE sa dopuszczane tylko
te produkty i uprawy GMO, ktore nie stanowig zagrozenia dla ludzi, zwierzat i srodowiska.
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Czy jest tak naprawde, skoro z raportu Swiatowej Organizacja ds. Wyzywienia i Rolnictwa
(FAO) [Steady increase, 2016] wynika, Zze na rynku UE sa produkty nicautoryzowane?
Ponadto na poczatku wrze$nia 2015r. weszta w zycie nowelizacja dyrektywy UE, dzieki
ktorej kraje czlonkowskie zyskaly wigksza swobod¢ w podejmowaniu decyzji dotyczacej
upraw GMO. Dotychczas, aby zakaza¢ uprawy roslin GMO, nalezalo w sposob naukowy
wykaza¢ szkodliwo$¢ ich dziatania na ludzi czy $rodowisko. Do tej pory zadne z panstw
nalezacych do UE takiego wptywu nie bylo w stanie udowodni¢ [Wrze$niewska-Wal, 2008].
Teraz dano im nowe narzedzie — klauzula op-out, ktora pozwala wprowadza¢ zakaz bez
poparcia jakimikolwiek dowodami naukowymi, w zwigzku z tym decyzje moga by¢
podejmowane pod wpltywem naciskow ugrupowan spotecznych, czy politycznych. Dzigki
nowym regulacjom poszczegdlne kraje moga samodzielnie zakaza¢ uprawy ros§lin GMO
na swoim obszarze. Jak bedzie wygladato bezpieczenstwo upraw GMO po wprowadzeniu
klauzuli opt-out? W tym konteks$cie powstaje jeszcze jedno pytanie:, w jaki sposob zapobiec
mozliwym skazeniom transgranicznym miedzy panstwem cztonkowskim, w ktorym uprawa
jest dozwolona, a sgsiednim panstwem cztonkowskim, w ktérym jest ona zakazana?

Regulacje prawne

Wprowadzajac do obrotu zywno$¢ GMO producenci korzystaja z wolnosci
gospodarczej zagwarantowanej w regulacjach prawa migdzynarodowego (np. w przepisach
Swiatowej Organizacji Handlu - WTO), w prawie Unii Europejskiej (m.in. traktowa zasada
swobodnego przeptywu towardéw) oraz w konstytucjach poszczegdlnych panstw. W Polsce
jest to art. 22 Konstytucji [Konstytucja RP, 1997], ktory stanowi, ze ograniczenie wolnosci
dziatalnosci gospodarczej jest dopuszczalne tylko w drodze ustawy i tylko ze wzgledu
na wazny interes publiczny. Jednak korzystanie z tych praw i wolno$ci nie moze mie¢
charakteru absolutnego. Wyjatkowos¢ produktu, jakim jest zywno§¢ GMO, i zwigzane z jego
wprowadzeniem do obrotu ryzyko wymaga ustanowienia szczeg6élnej regulacji prawnej
w zakresie bezpiecznego obchodzenia sie z nim.

Tym niemniej zywnos¢ GMO tak jak i kazdy inny rodzaj Zzywno$ci musi spetnia¢
podstawowe zasady bezpieczenstwa zawarte w rozporzadzeniu nr 178/2002 ustanawiajgcym
ogélne zasady iwymagania prawa zywnosciowego [Rozporzadzenie nr 178/2002, 2002].
Rozporzadzenie to ma podwdjny cel: zapewnienie swobodnego przeptywu zywnoS$ci oraz
wysokiego poziomu ochrony zdrowia konsumentow. Nie zawsze sg one zbiezne. Ze wzgledu
na specyfike przedmiotu ochrony prawnej, ktérym jest zywnos¢ GMO wspolnotowy model
ochrony prawnej opiera si¢ na regulacjach o charakterze zaréwno horyzontalnym, jak
i wertykalnym [Iwanska 2000a, Iwanska 2000b]. Kryterium wyr6znienia obu koncepcji jest
przedmiot regulacji. Koncepcja horyzontalna jest zorientowana na metod¢ postgpowania
(np. technika modyfikacji), a koncepcja wertykalna na produkt (np. zywno$¢). Przyktadem
regulacji horyzontalnych w dziedzinie biotechnologii jest dyrektywa nr 2001/18 w sprawie
uwolnienia do $rodowiska organizméw GMO [Dyrekrywa nr 2001/18, 2001] a regulacje
wertykalne dotyczace zywnos$ci GMO to: rozporzadzenie nr 1829/2003 w sprawie zywnoSci
GMO [Rozporzadzenie nr 1829/2003, 2003] i rozporzadzenie nr 1830/2003 dotyczace
mozliwosci $ledzenia i etykietowania organizmow zmodyfikowanych genetycznie, Zywnosci
GMO i paszy [Rozporzadzenie 1829/2003, 2003]. Takie rozwigzanie ma stanowi¢ skuteczny
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instrument ochrony takich praw cztowieka jak zycie, zdrowie, prawo do ochrony srodowiska
i prawo do informacji.

Wprowadzenie na rynek zywnosci GMO poprzedzone jest dlugotrwalg i restrykcyjna
procedura, podzielong na etapy: oceny administracyjnej, oceny naukowej oraz konsultacji
zard0wno na poziomie instytucji Unii Europejskiej, jak réwniez na poziomie panstw
cztonkowskich. Kazdy przedsicbiorca, ktéry chce wprowadzenie do obrotu zywnos¢ GMO
musi posiada¢ zezwolenie. Procedura otrzymania zezwolenia, ujgta w rozporzadzeniu
nr 1829/2003 w sprawie zywnosci GMO stanowi, ze przedsigbiorca sktada wniosek sktada
do kompetentnego organu w panstwie cztonkowskim, w ktorym dany produkt GMO ma by¢
po raz pierwszy wprowadzony do obrotu. W Polsce jest to Gléwny Inspektor Sanitarny.
Nastgpnie streszczenie zawartosci akt ztozonych przez wnioskodawce (firme) jest
bezzwlocznie przekazane do Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA).
EFSA informuje o wniosku Komisje i pozostale panstwa czltonkowskie udostepniajac
im wniosek oraz wszelkie inne informacje przekazane przez wnioskodawce. Kolejny etap tej
procedury obejmuje wydanie przez EFSA opinii naukowej dotyczacej oceny ryzyka
dotyczacej wprowadzanego na rynek GMO. Wydajac opini¢, EFSA powinna zachowaé
termin 6 miesi¢gcy od daty otrzymania kompletnego wniosku. Opinia naukowa EFSA jest
réwniez dostgpna dla spoleczenstwa. W tym celu Komisja stworzyla specjalng strone
internetowa, dzigki ktorej jest mozliwe zglaszanie uwag i zastrzezen. Jednak pomimo tylu
informacji dotyczacych mozliwosci zglaszania uwag przez opinie publiczng przepisy
rozporzadzenia nr 1829/2003 nie regulujg podstawowej kwestii, w jaki spos6b owe opinie
wptyna na podejmowana przez Komisje decyzj¢, czy maja by¢ publikowane, wzigte pod
uwage czy tez ujete w decyzji dotyczacej zezwolenia na wprowadzenie zywnosci GMO
[Dabrowska, 2003]. Nalezy podkresli¢, ze EFSA odgrywa kluczowa role w na tym etapie
procedury, poniewaz opinie naukowe EFSA dotyczace wprowadzanej na rynek zywnosci
GMO moga wywota¢ bezposrednie skutki prawne dla wnioskodawcow zwigzane
z wydaniem badz nie wydaniem zezwolenia. Z tego wzgledu przepisy ww. rozporzadzenia
przewiduja mozliwosci administracyjnego przegladu dziatan (lub zaniechan) EFSA, w tym
réwniez wydawanych opinii. Przegladu moze dokona¢ Komisja z wilasnej inicjatywy lub
w odpowiedzi na wniosek panstwa cztonkowskiego, lub innej bezposrednio zainteresowane;j
osoby. Przepis ten jest krytykowany ze wzgledu na znaczne ograniczenie niezalezno$ci
EFSA [Kanska, 2004]. Ostatnim krokiem tej procedury jest przygotowanie i przyjecie
decyzji dotyczacej wniosku. W terminie trzech miesigcy od otrzymania opinii EFSA,
Komisja sktada do Stalego Komitetu ds. Lancucha Zywno$ciowego i Zdrowia Zwierzat
projekt decyzji, ktorg zamierza podjaé w odniesieniu do wniosku. Formujac projekt Komisja
jest zobowigzana do kierowania si¢ wskazaniami zawartymi w opinii EFSA, ale projekt
decyzji nie musi by¢ z nig zgodny. W przypadku wystapienia réznic pomiedzy opiniag EFSA
a przygotowanym przez Komisje projektem decyzji, Komisja przedstawia i wyjasnienia
rozbiezno$ci. W niektorych przypadkach uznaje sie, ze sama naukowa ocena ryzyka moze
nie dostarczy¢ wszystkich informacji, na ktérych powinna si¢ opiera¢ decyzja dotyczaca
zarzadzania ryzykiem oraz, ze mozna uwzgledni¢ inne czynniki istotne dla przedmiotowe;j
sprawy [Preambuta, 2003]. Jakie sg to czynniki wskazuje nam rozporzadzenie nr 178/2002,
podkreslajac, iz te inne czynniki zwigzane z rozpatrywana sprawa powinny by¢ brane pod
uwage w sposob prawnie uzasadniony, tacznie z czynnikami spotecznymi, gospodarczymi,
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zwigzanymi z tradycja, etycznymi i Srodowiskowymi oraz mozliwoscia ich kontroli.
Nastepnie projekt decyzji jest glosowany, zgodnie z procedura okreslona w rozporzadzeniu
nr 182/2011 (procedura komitetowa) [Rozporzadzenie nr 182/2011, 2011]. W procedurze tej
panstwa cztonkowskie glosuja wickszos$cia kwalifikowang okreslona w Traktacie. Jezeli
w Statym Komitecie panstwa czlonkowskie zaglosuja za projektem, Komisja przyjmuje
decyzje. Jezeli panstwa zaglosuja przeciwko lub w wyniku gltosowania nie zostanie przyjeta
zadna opinia (wobec braku wigkszosci kwalifikowanej za projektem ani przeciwko niemu),
Komisja moze przekaza¢ projekt decyzji innemu cialu reprezentujacemu panstwa
czlonkowskie na wyzszym szczeblu: komitetowi odwotawczemu. W  komitecie
odwotawczym panstwa czlonkowskie glosuja ponownie nad projektem decyzji
przedtozonym przez Komisj¢. Tak jak w pierwszym przypadku, jezeli panstwa cztonkowskie
zaglosuja za projektem, Komisja przyjmuje decyzje. Jezeli zaglosujg przeciwko, Komisja nie
moze jej przyjac. Jezeli w wyniku glosowania nie zostanie przyjeta zadna opinia, zgodnie
z ramami prawnymi dotyczacymi GMO i z Kartg praw podstawowych Komisja musi przyja¢
decyzje w sprawie wniosku. W rezultacie na koniec tej procedury ostateczna decyzja
o zatwierdzeniu GMO pozostaje zawsze w rgkach Komisji. Wydanie zezwolenia
na wprowadzenie produktu GMO na rynek jest rOwnoznaczne ze stwierdzeniem, iz stan
nauki i techniki obecnie nie pozwala na stwierdzenie istnienia wad tego produktu
[Korzycka-Iwanow, 2007]. Decyzja wydawana jest na 10 lat. Czas jej obowigzywania moze
by¢ przedluzony na wniosek posiadacza zezwolenia, zlozony nie pdzniej niz rok przed
wygasnieciem pierwotnego terminu obowigzywania decyzji.

Nowa regulacja - klauzula opt-out

Wprowadzajac na rynek produktow GMO nalezy zwroci¢ uwage nie tylko
na bezpieczenstwo ludzi spozywajacych takie pokarmy, ale rowniez na ekologiczne aspekty
wprowadzania do obrotu zywnosci GMO. Organizmy te, zwlaszcza LMO (Living Modified
Organizm) uwolnione do $rodowiska naturalnego jako produkty dostepne w handlu, moga
rozmnazaé si¢ w srodowisku naturalnym i przekraczaé granice panstwowe, a skutki takiego
uwolnienia mogg by¢ nieodwracalne [Zarski, 2009]. Istnieje zatem ryzyko ekspansji
organizmow modyfikowanych i zajmowania przez nie biotopow wiasciwych organizmom
naturalnym [Anot, 2000]. Jest to niekorzystne szczegodlnie w odniesieniu opdznionych
skutkéw uwalniania GMO do $rodowiska, ktore moga ujawnic¢ si¢ w nastepnych pokoleniach
[Sznelewski, 2009]. Ocena ryzyka powinna by¢ podejmowana w sposob niezalezny,
obiektywny i zrozumiaty oraz opiera¢ si¢ na dostepnych dowodach naukowych. Podobnie
jest w innych procedurach zwigzanych z ryzykiem, np. przy rejestracji urzadzen
medycznych, lub przy autoryzacji nowych testow toksykologicznych, gdzie nauka
ma ostateczne zdanie. Z tego wzgledu wspomniana juz dyrektywa nr 2001/18 oraz
rozporzadzenie nr 1829/2003 w sprawie zywno$ci GMO zawieraja prawne procedury
szacowania ryzyka, ktére w potaczeniu z procesem zarzadzania pozwalaja na podejmowanie
srodkdéw przeciwdziatajacych oraz ograniczajacych mozliwo$¢ wystgpienia niekorzystnych
skutkow zdrowotnych i $rodowiskowych. Powyzsze ramy prawne w pelni stosuja si¢ tez
do uprawy GMO do celéw produkcji zywnosci i pasz. Do tej pory w celu ograniczenia
lub zakazu uprawy GMO niektére panstwa cztonkowskie zastosowaty klauzule ochronne
i $rodki nadzwyczajne zgodnie z art. 23 dyrektywy 2001/18 oraz z art. 34 rozporzadzenia
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nr 1829/2003 w wyniku uzyskania po wydaniu zezwolenia nowych lub dodatkowych
informacji majacych wplyw na ocen¢ ryzyka dla $rodowiska naturalnego lub w wyniku
ponownej oceny posiadanych wezeéniej informacji [Opinion, 2004; Opinion, 2005]. Inne
panstwa czlonkowskie zastosowaly procedur¢ notyfikacji okreslong w art. 114 ust. 51 6
Traktatu o funkcjonowaniu Unii Europejskiej (TFUE) [Traktat, 2010], ktora wymaga
przedstawienia nowych dowodéw naukowych dotyczacych ochrony $rodowiska lub
srodowiska pracy. Jednak do tej pory zadne z panstw nalezacych do UE takiego wptywu nie
byto w stanie udowodni¢. Obecnie jest nowe narzedzie prawne - klauzula opt-out, ktore
pozwala wprowadzac zakaz bez poparcia jakimikolwiek dowodami naukowymi. Dzigki tym
regulacjom poszczegodlne kraje moga samodzielnie decydowac o uprawach roslin GMO
na swoim obszarze. W marcu 2015 r. Rada i Parlament uzgodnily zmian¢ ram prawnych
dotyczacych GMO, umozliwiajaca panstwom czlonkowskim ograniczenie lub zakazanie
uprawy zatwierdzonych GMO. Jest to dyrektywa nr 2015/412/UE [Dyrektywa nr 2015/412,
2015].

Nowa regulacja daje panstwom czlonkowskim mozliwo$¢ skorzystania z tzw.
klauzuli opt-out w stosunku do uprawy konkretnych roslin genetycznie modyfikowanych, juz
autoryzowanych w UE. To znaczy, ze konkretna ro§lina GMO bedzie mogta by¢ uprawiana
tylko na terenie tych panstw, ktore tego sobie zycza. Deklaracje skorzystania z klauzuli
oglosito tacznie 19 panstw cztonkowskich. Polska rowniez zamierza skorzystaé¢ z klauzuli
opt-out w odniesieniu do 9 GMO [Restrictions, 2016]. Jednak ostatnie genetycznie
modyfikowane uprawy autoryzowane przez UE to ziemniaki Amflora, w 2010 roku, ktore
zostaty wycofane z rynku w grudniu 2013 roku, zgodnie z nakazem sadu bedacego czgsécia
Europejskiego Trybunatu Sprawiedliwo$ci. Obecnie jedyna genetycznie modyfikowana
uprawg, autoryzowang na terenie UE jest kukurydza MON 810 uprawiana gtéwnie
w Hiszpanii, a na znacznie mniejsza skale takze w Portugalii, Czechach, na Stowacji
i w Rumunii. W przypadku naszego kraju nowa regulacja tak naprawde niczego nie zmienia,
poniewaz uprawa kukurydzy MON 810 jest zakazana.

Szansa na istotng zmian¢ byta 22 kwietnia 2015 roku, kiedy to Komisja Europejska
ztozyta panstwom cztonkowskim projekt, ktory zmienityby istniejace obecnie prawo w UE,
umozliwiajac panstwom cztonkowskim na ograniczanie lub catkowity zakaz sprzedazy
i uzywania genetycznie modyfikowanej Zywnosci 1 paszy na wlasnym terytorium, nawet,
jesli produkty te zostaty autoryzowane na poziomie UE. W tym celu Komisja przedtozyta
Parlamentowi Europejskiemu i Radzie wniosek w sprawie zmiany omawianego wczesniej
rozporzadzenia nr 1829/2003 w sprawie zywnosci GMO. Wedhig tej propozycji proces
zatwierdzania GMO pozostanie bez zmian, ale panstwa czlonkowskie uzyskaja mozliwos¢
zdecydowania, czy genetycznie zmodyfikowana zywnos$¢ lub pasza moga by¢ stosowane
na ich terytoriach. Jednak powyzszy projekt zostal odrzucony podczas glosowania
w Parlamencie Europejskim w dniu 28 pazdziernika 2015 r. Parlament odrzucit ten projekt,
z powodu obaw, ze przepisy bedg niewykonalne i doprowadzg do kontroli granicznych
pomiedzy krajami pro i anty-GMO. Postowie PE wezwali KE do przygotowania nowego
wniosku w tej sprawie, bo ich zdaniem nie ma realnego sposobu na to, aby panstwa
czlonkowskie nie dopusécily autoryzowanych przez UE GMO na swoje terytorium
[Sesja PE, 2015].
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Znakowanie zywno$ci GMO

Oprécz aspektow zdrowotnych o uprawach GMO decyduja réwniez wzgledy
ekonomiczne, gdyz zywno$¢ wyprodukowana z takich roslin staje si¢ tansza, co moze
sktania¢ konsumentéw do ich zakupu. Podnosza si¢ glosy, ze suwerenno$¢ zywnosciowa
to prawo ludzi, krajow i zwigzkéw panstw do definiowania wilasnej polityki rolnej
i zywnos$ciowej. Mieszkancy swojego kraju maja mozliwo$¢ wyboru swojego systemu
zywno$ciowego. Prawo wyboru to prawo cziowieka [Kud, 2014]. Z tego wzgledu zgodnie
z obowigzujacymi przepisami wprowadzona na rynek zywno§¢ GMO musi by¢ oznakowana.
Natomiast w rozporzadzeniu nr 1830/2003 okreslona zostata procentowa warto$¢ progowa,
ponizej ktorej znakowanie materiatu genetycznie modyfikowanego nie jest obowigzkowe.
Zgodnie z tymi regulacjami przypadkowa i technicznie nieunikniona obecno$¢ genetycznie
modyfikowanych skladnikow w zywnoséci 1 paszy do poziomu 0,9 % jest zwolniona
z wymog6w znakowania w UE.

Oproécz znakowania producenci, ktorzy otrzymali zezwolenie i wprowadzaja produkty
GMO na rynek, musza je monitorowaé w Srodowisku. Monitoring ma odpowiedzie¢
na pytanie, czy GMO nie powoduja jaki§ potencjalnych zagrozen dla innych organizméw.
Wymagania te sg rowniez opisane w decyzji zezwalajacej na wprowadzenie do obrotu.
Rejestr autoryzowanego GMO prowadzi rozporzadzenie to stanowi podstawe prawng
do prowadzenia ,,Wspolnotowego rejestru genetycznie zmodyfikowanej zywnosci i pasz”.
Rejestr ten ma forme¢ elektroniczng, administrowany jest przez Komisje¢ Europejska
[EU register, 2016]. W UE jest 58 ré6znych GMO autoryzowanych jako zywnos$¢ i pasze.
Pojawia si¢ jednak problem nieautoryzowanych a tym samym i nieoznakowanych produktow
GMO na terenie Unii. Pierwsza sytuacja dotyczy produktéw GMO nieautoryzowanych
w zadnym kraju np. przypadkowe zanieczyszczenia produktu nieautoryzowanym GMO.
W innych sytuacjach mozemy spotka¢ si¢ z autoryzacj¢ asymetryczna, gdy na teren
UE trafiajg produkty, ktére sa dopuszczone do obrotu w innych krajach, np. w Stanach
Zjednoczonych czy Chinach, ale nie sg dopuszczone do obrotu w Unii Europejskiej np. owoc
papai. Trzecia sytuacja wigze si¢ z niesynchroniczna autoryzacja, kiedy to produkt GMO
uzyskal juz zezwolenie na wprowadzenie do obrotu w kraju trzecim, ale w UE jest dopiero
zgloszony do autoryzacji [Linkiewicz, 2014]. W marcu 2014 r. pojawit si¢ raport Swiatowej
Organizacja ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAQO). Badanie FAO, w ktérym brato udziat
75 ze 193 krajow nalezacych do FAO, wykazato wzrost iloéci zaktécen w handlu,
zwigzanych z wykryciem domieszek nieautoryzowanych GMO w kontrolowanych
produktach. Pomiedzy 2009, a 2012 zostalo zgloszonych 138 z 198 przypadkéw
wystgpowania domieszek nieautoryzowanego GMO w produktach nie-GM. Gloéwnie
przypadki nieautoryzowanego GMO dotyczyly produktach pochodzacych z USA, Kanady
i Chin, w mniejszym stopniu réwniez innych krajow. Po wykryciu wigkszo$¢ towarow
zostata zniszczona lub zwrdcona do kraju pochodzenia. Najczesciej nieautoryzowanego
GMO dotyczyto siemienia Inianego, ryzu, kukurydzy i papai. Z raportu wynika, ze Chociaz
techniki kontroli sg coraz lepsze, 37 z 75 panstw, ktore braly udzial w badaniu stwierdzity,
ze nie posiadaja wystarczajacych srodkéw do wykrywania GMO (przede wszystkim: brak
laboratoriow, technikow i sprzetu) [Steady increase, 2016].
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Podsumowanie

Wprowadzenia na rynek nowej technologii modyfikacji genetycznej ciagle wymusza
powstanie nowych aktow prawnych dotyczacych zywno$ci i upraw GMO. Niewatpliwie
przepisy te maja stwarza¢ podstawy do niezaleznej naukowej oceny ryzyka tych produktow
dla $rodowiska i zdrowia ludzi. Najprawdopodobniej wprowadzenie klauzuli opt-out jest
poczatkiem znaczacych zmian, réwniez legislacyjnych w UE. W koncu osiagnigto
kompromis, ktory da wigksza elastycznos¢ panstwom czlonkowskim odnosnie decyzji
dotyczacej upraw roslin GMO. Jezeli teraz mozemy korzysta¢ z klauzuli opt-out i nie
uprawiac roslin GMO to wcale nie oznacza, ze nie mamy prowadzi¢ badan [Wozniak, 2015].
Art 14 ust. 4 rozporzadzenia nr 178/2002 stanowi, ze podczas podejmowania decyzji,
ze $rodek spozywczy jest szkodliwy dla zdrowia nalezy mie¢ na wzgledzie nie tylko
prawdopodobne i/ lub krotkotrwale ale i dtugofalowe skutki tej zywnosci dla zdrowia
spozywajacych ja osob a takze dla nastepnych pokolen. Raport WHO pokazuje nam nowe
zagrozenie. Na rynku europejskim znajduja si¢ nieautoryzowane a tym samym
nieoznakowane produkty GMO. Oczywiscie nie bez znaczenia jest czynnik ekonomiczny.
Paradoksalnie ta sytuacja moze przyczyni¢ si¢ do wprowadzania do obrotu wigkszej ilosci
produktow GMO, poniewaz, aby zwigkszy¢ konkurencj¢ pomigdzy rolnikami na rynku
wewngtrznym i wykluczy¢ przypadki wystgpowania na rynku nieautoryzowanego GMO,
panstwa cztonkowskie bedg dopuszczaty nowe odmiany GMO na rynek europejski.
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BEZPIECZENSTWO PRODUKTOW PRZEZNACZONYCH DLA OSOB Z ALERGIA
POKARMOWA - ASPEKTY ANALITYCZNE | EKONOMICZNE WPROWADZANIA
INNOWACJI W PRZEDSIEBIORSTWIE

Streszczenie

Starzenie si¢ spoteczenstwa, choroby cywilizacyjne, ale takze rosnaca $wiadomos$é
powoduja, ze ludzie zwracaja wigksza uwag¢ na cechy prozdrowotne artykulow
zywnos$ciowych. Szczegdlne wymagania maja konsumenci z alergig pokarmowa, dla ktorych
istotng kwestig jest gwarantowany brak uczulajacego sktadnika w produkcie.

Odpowiednim miejscem do wytwarzania zywnoSci przeznaczonej dla alergikow
sa male 1 $rednie przedsigbiorstwa o sprofilowanej produkcji dedykowanej osobom z alergia.
Z tego wzgledu postanowiono przeanalizowa¢ wybrane aspekty analityczne i ekonomiczne
wprowadzania innowacji podnoszace bezpieczenstwo dwoch produktdéw wytwarzanych
w firmie CELIKO S.A. Przeprowadzono analiz¢ zagrozen produkcyjnych mogacych wptywac
na zmniejszenie ich bezpieczenstwa dla alergikow. Wskazano na potrzebe zwigkszenia
czestotliwosei kontroli przypadkowej obecno$ci alergenéw na liniach i w pomieszczeniach,
w ktorych wytwarza sie produkty bezpieczne dla alergikow. Zaproponowano innowacyjne
rozwigzanie polegajace na stworzeniu systemu nadzoru laboratoryjnego bezposrednio
na terenie przedsigbiorstwa. Opracowano zalozenia funkcjonowania laboratorium,
przeprowadzono analiz¢ ekonomiczng i 0ceniono mozliwoséci wdrozenia takiego rozwigzania.

Najwigckszy problem przy wdrazaniu innowacji zwigzany byl ze sposobem
jej finansowania. W raporcie koncowym sugerowano aby niezbedne zmiany innowacyjne
sfinansowa¢ ze $rodkow wiasnych. Jednak przy obecnych mozliwosciach wsparcia
finansowego ze strony UE przewidzianego na lata 2014 — 2020 wskazano réOwniez na inne,
alternatywne rozwiazania, ktore moga si¢ okaza¢ bardziej korzystne dla przedsicbiorstwa niz
zamrazanie w inwestycjach dlugoterminowych srodkow wtasnych.

Stowa kluczowe: zywno$¢ bezpieczna, alergia pokarmowa, innowacje w przedsiebiorstwie

Wprowadzenie

Alergie pokarmowe stanowig istotny problem wspdtczesnego spoteczenstwa,
dotykaja one okoto 2% dorostych oraz okoto 4 — 8% dzieci [Rona i in., 2007; Sicherer
i Sampson, 2010]. U ich podtoza lezy nadwrazliwo$¢ ze strony uktadu immunologicznego na
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rozne skladniki naturalnie wystepujace w zywnosci. Cho¢ wszystkie skladniki moga
potencjalnie wywolaé uczulenie, jednak uwaza si¢, ze w Europie ryzyko wystapienia alergii
pokarmowej odnosi si¢ przede wszystkim do 14 sktadnikow [Gendel, 2012].

Skutki spozycia zywno$ci zawierajacej uczulajace skladniki przez osoby na nie
nadwrazliwe moga by¢ rozne. Najczesciej wystepujace to: reakcje zapalne skory, reakcja
ze strony ukladu pokarmowego, oddechowego, krazenia i zagrazajacy zyciu wstrzas
anafilaktyczny. Dieta eliminacyjna polegajaca na catkowitym wykluczeniu alergizujacego
sktadnika jest jedynym pewnym sposobem zapobiegania objawom choroby. Osoby cierpiagce
na to schorzenie poszukuja zywnos$ci o gwarantowanej jako$ci, nie zawierajacej
uczulajgcego sktadnika. Informacje na temat braku alergenu w produkcie zainteresowani
czerpig z danych zamieszczonych na etykiecie.

Zgodnie z obecnym prawem europejskim [Rozporzgdzenie UE 1169/2011
z dn. 25.11.2011], od grudnia 2014 roku wymagane jest jednoznaczne informowanie
0 stosowaniu ktoregokolwiek z 14 alergennych skladnikéw wymienionych w zataczniku
do rozporzadzenia. Od grudnia 2016 roku to samo dotyczy¢ bedzie rdwniez zywnosci
nieopakowanej, np. w zaktadach zywienia zbiorowego.

Deklaracje umieszczane na opakowaniach najczgéciej podawane sg przez
producentéw na podstawie informacji uzyskanych od dostawcow surowcdéw podstawowych
i pomocniczych stosowanych w przedsi¢biorstwie. Uwzgledniane sg zar6wno surowce
stosowane do wytwarzania produktu, ktérego dotyczy etykieta, jak rowniez inne stosowane
na terenie przedsigbiorstwa, ktore moga by¢ przyczyna przypadkowej kontaminacji
na skutek krzyzowania si¢ ciagoéw technologicznych. Odpowiedzialno$¢ za umieszczane
na etykietach informacje ponosi w catosci producent wprowadzajacy do obrotu produkt.
Poniewaz koszty zlecania kontroli produktéw pod katem zawartosci alergendow
w zewnetrznych laboratoriach sa wysokie, nie majgc pewnosci co do braku sktadnikoéw
alergennych, producenci wolg zadeklarowaé ich obecno$¢. Zdarza si¢, ze wprowadza
to w btad konsumentow i ogranicza ich zaufanie do producentow zywnosci.

Odpowiednim miejscem do wytwarzania zywno$ci przeznaczonej dla alergikow
sg mate i $rednie przedsi¢biorstwa o sprofilowanej produkcji dedykowanej dla os6b z alergia.
W takich przedsi¢biorstwach, o ograniczonym asortymencie produkcji, latwiej jest
catkowicie wyeliminowaé¢ sktadniki alergenne, ograniczajac mozliwo$é przypadkowej
kontaminacji, co podnosi bezpieczenstwo wytwarzanych tam produktow.

Z tego wzgledu postanowiono przeanalizowa¢ wybrane aspekty technologiczne,
analityczne i ekonomiczne konieczne aby przedsigbiorstwo moglo wprowadzi¢ innowacje
podnoszace bezpieczenstwo produktu spozywanego przez osoby z alergia. Jest to rowniez
istotne ze wzgledu na utrzymanie jednorodnosci poszczegodlnych partii produkowanych
w zaktadzie.

Produkcja zywnosci dla oséb z alergia pokarmowa

Jedng z podstawowych cech gospodarki rynkowej jest ciggte dostosowywanie kwestii
technicznych i technologicznych produkcji zywnosci pod zmieniajgce si¢ potrzeby
i preferencje klientow. A ci, zwlaszcza na przestrzeni ostatnich lat, coraz czesciej, jako ceche
determinujaca zakupy, podaja nie tylko ceng czy wlasciwosci sensoryczne ale takze warto$¢
odzywcza. Starzenie si¢ spoteczenstwa, choroby cywilizacyjne ale przede wszystkim wzrost
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$wiadomosci powoduja, ze ludzie zwracaja coraz wigksza uwage na cechy prozdrowotne
artykulow zywnos$ciowych. W Stanach Zjednoczonych od 2007 roku zaobserwowano
systematyczny wzrost popytu na zywno$¢ prozdrowotng. Od roku 2007 zwigkszyt si¢ o 6%.
Analitycy rynku przewiduja, Ze zainteresowanie tym typem zywno$ci bedzie wzrastaé
[Evani, 2010; Nestorowicz i Nowak, 2011; Stefko i Zielinska — Dawidziak, 2016].

Dla os6b z alergia pokarmowa najistotniejsza kwestig jestbrak uczulajacego sktadnika
w produkcie, dodatkowe wlasciwosci prozdrowotne schodza w tym wypadku
na drugi plan. Obecno$¢ alergenu w finalnym produkcie moze wynika¢ nie tylko
ze $wiadomego stosowania SUrowcow alergennych, ale takze z uzywania surowcoOw
pomocniczych, czesto dostarczanych do zaktadu nie przez bezposrednich producentow lecz
poprzez niekiedy Kilku posrednikow.

W zwiazku z tym, w procesie produkcji wazna jest czgsta kontrola laboratoryjna pod
katem obecnosci alergenow. Pomocne w tym wzgledzie staja si¢ metody immunochemiczne
wykorzystujace wysoce specyficzne narzedzie badawcze jakim s3 przeciwciala.
Zastosowanie tych metod pozwala na identyfikacje alergennych substancji wystepujacych
nawet w sladowych ilosciach [Kirsch i in., 2009; Stefko i in., 2013; Immer i Lacorn, 2015].

Kontrolg, miedzy innymi w tym zakresie narzucajg i zapewniaja systemy GMP oraz
system zarzadzania HACCP. Przedsigbiorstwa $wiadome zagrozen zwigzanych
z zanieczyszczeniem wyrobéw nawet $ladowymi ilo$ciami alergenéw, w bardzo
restrykcyjny sposob przestrzegajg procedur, by zapewni¢ bezpieczenstwo finalnego produktu
[Ward i in., 2010].

W zwiazku z zapotrzebowaniem, na rynku wystepuje obecnie wysoka podaztak
zwanych prozdrowotnych produktow oraz przeznaczonych dla oséb z alergia pokarmowa.
Powoduje to nasilenie konkurencji migdzy przedsigbiorstwami i potrzebe znalezienia
okreslonych przewag, gwarantujacych wyprzedzenie rywali w grze rynkowej. Jest
to zjawisko normalne, charakterystyczne dla gospodarki rynkowej. Zostalo tez szeroko
opisane w literaturze przedmiotu [m. in. Gorynia i Lazniewska, 2001; Jeznacha, 2003;
Jezewska-Zychowicz i in., 2009; Michalczuk, 2011; Stefko, 2013]. Podejmowanie
okreslonych decyzji, w tym o podjeciu na przyktad dziatan inwestycyjnych o charakterze
innowacyjnym determinuje rozwdj przedsigbiorstw. W tym samym czasie brak, badz
obnizajaca si¢ innowacyjno$¢ innych skutkuje najczesciej ich upadkiem i eliminacjg z rynku.
Poza innowacyjnos$cia, na ktora tak duzy nacisk ktadzie si¢ w projektach unijnych na lata
2014 — 2020, bacznie poszukiwane s3 rozwigzania mogace obnizy¢ ryzyko niepowodzenia
i zapewni¢ okreslong przewage konkurencyjna na rynku. Jednym z nich jest nawiazanie
wspolpracy nauki z praktyka.

Charakterystyka przedsiebiorstwa i wprowadzanej innowacji

Przedsigbiorstwem doskonale wpisujacym si¢ w mozliwo$¢ wytwarzania zywnosci
bezpiecznej dla oséb z alergia pokarmowa jest dziatajgce na terenie Poznania od ponad
30 lat, $redniej wielko$ci przedsigbiorstwo branzy spozywczej CELIKO S.A. Od poczatku
swojej dziatalnos$ci profil CELIKO S.A. byl odpowiedziag na zapotrzebowanie rynku
na produkty specjalnego przeznaczenia, dedykowane grupie konsumentéw o zwigkszonych
wymaganiach zywieniowych. Do takiej grupy naleza osoby cierpiace na celiaki¢, chorobg
zwiazang z nietolerancjg frakcji prolaminowych zboz.
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W zakresie produkcji zywnosci dedykowanej tej grupie konsumentow CELIKO S.A. jest
pionierem na terenie Wielkopolski i kraju. CELIKO posiada trzy odrebne zaklady, z ktérych
jeden z nich jest dedykowany tylko produkcji bezglutenowej. W przedsigbiorstwie jest
wdrozony Zintegrowany System Zarzadzania Jako$cia (HACCP) zgodny z wymaganiami
certyfikacjiFSSC, co stwarza odpowiednie warunki dla produkcji bezpiecznej zywnosci.
Przedsigbiorstwo dodatkowo w zakresie alergenow wprowadzilo procedury postgpowania
od momentu wprowadzenia ich z surowcem do zaktadu, poprzez proces produkcyjny,
az do opuszczenia z wyrobem gotowym. Ponadto przedsigbiorstwo to dowiodlo, ze jest
otwarte na rozwoj: az trzykrotnie, w roku 2010, 2011 i 2012, zostato laureatem konkursu
Gazele Biznesu oglaszanego przez Puls Biznesu wylaniajacego najbardziej dynamicznie
rozwijajace si¢ male i $rednie firmy. Potwierdzeniem wartosci firmy i wysokiej jakosci jej
wyrobow jest przyznanie w 2015 roku prestizowego godta ,,Teraz Polska” na produkowane
owoce liofilizowane w formie batonu FRUPP oraz Ztotego Medalu Targéw Polagra 2015 dla
batonu FRUPP BIO.

Swiadome zagrozen, wychodzac naprzeciw oczekiwaniom konsumentow cierpigcych
na alergic pokarmowa przedsicbiorstwo CELIKO S.A. postanowilo zapoznaé si¢
z mozliwo$cia wprowadzenia na jego terenie innowacyjnego rozwigzania jakim jest
unowoczesnienie systemu nadzoru laboratoryjnego obecnosci alergendow bezposrednio
na terenie przedsigbiorstwa. Projekt zostal wykonany w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego, Priorytet VIII: Regionalne kadry gospodarki, Dziatanie 8.2. Transfer wiedzy,
Poddziatanie: 8.2.1: Wsparcie dla wspotpracy sfery nauki i przedsi¢biorstw w ramach
projektu ,,Wsparcie wspolpracy sfery nauki i przedsiebiorstw w Wielkopolsce” realizowany
przez Urzad Marszatkowski Wojewddztwa Wielkopolskiego. W opracowaniu projektu
uczestniczyly dwie pracownice naukowo-dydaktyczne Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu majace do§wiadczenie w badaniu alergennosci produktow spozywczych,
aplikacji metod immunodiagnostycznych (dr hab. inz. Dorota Piasecka-Kwiatkowska)
i analizy ekonomicznej i finansowej przedsigbiorstw (dr Olga Stefko).

Przy stale zmieniajacej si¢ sytuacji rynkowej i gospodarczej, zarowno w skali kraju,
jak i w perspektywie miedzynarodowej, przedsiebiorstwa stale poszukiwaé¢ muszg zrodet
pozyskania wlasnej przewagi konkurencyjnej i analizowac¢ potrzeby swoich klientow.
Wspomagajac te dziatania przeprowadzaja szereg inwestycji, nie zawsze bezposrednio
produkcyjnych, ktoére wigzg si¢ jednak ze spelnieniem okreslonych uwarunkowan
technicznych i technologicznych. Dzigki temu mozliwa jest np. poprawa jakoSci
oferowanych produktow, atrakcyjniejsze opakowanie czy ostatecznie — uzyskanie lepszej
ceny na rynku.

Wprowadzenie przez CELIKO S.A. zaproponowanej innowacji miatlo na celu
zwigkszenie konkurencyjnos$¢ firmy na rynku poprzez zagwarantowanie wysokiej jako$ci
produktow dla oséb z alergia pokarmowa. Planowane do wprowadzenie przedsiewzigcie
inwestycyjne, oprdcz realizacji potrzeb spotecznych i organizacyjnych przynie$¢ miato
przedsigbiorstwu rodwniez wymierne korzysci finansowe w postaci ograniczenia kosztéw
zwigzanych ze zlecaniem oznaczania alergendw w laboratoriach zewnetrznych.
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Aspekty analityczne

W pierwszym etapie realizacji projektu zapoznano si¢ z technologia i organizacja
produkcji stosowana w przedsigbiorstwie CELIKO S.A., zwracajac szczegdlng uwage
na mozliwo$¢ produkcji zywnosci wolnej od sktadnikéw alergennych.

Do przygotowania rozwigzan podnoszacych bezpieczenstwo konsumentow z alergia
pokarmowa wybrano dwa produkty, tj. liofilizowane batony owocowe FRUPP i granulowane
herbatki ziolowo-owocowe. Zostaly one wybrane ze wzgledu na fakt, Zze uzywane do ich
produkcji  sktadniki nie zawieraja sktadnikow alergennych. Zapewnienie wigc
odpowiedniego bezpieczenstwa w czasie ich wytwarzania, jak rowniez kontrola pod katem
zawartosci alergend6w moze stanowi¢ gwarancj¢ ich bezpieczenstwa. Ponadto batony
owocowe FRUPP pakowane sg w opakowania jednostkowe przeznaczone do jednorazowego
spozycia przez jedna osobe i stad ograniczona jest mozliwos$¢ ich wtornego zanieczyszczenia
po opuszczeniu zaktadu, a jeszcze przed konsumpcja.

W czasie produkcji herbatek owocowo-ziotowych mozliwa jest obecno$é
nastepujacych sktadnikow alergennych: biatka zboz (kawa zbozowa), soja (lecytyna sojowa),
biatka mleka (serwatka, mleko w proszku, zabielacz do napojow), orzechy (maczka
orzechowa). Natomiast przy produkcji batona FRUPP mogg wystapi¢ biatka mleka i maczka
orzechdéw. Przypadkowa kontaminacja mogta by nastapi¢ magazynie surowca lub poprzez
odziez personelu, gdyz na liniach produkcyjnych w/w wyrobow sktadniki alergenne nie
wystepuja. Ze wzgledu na mozliwos¢ przypadkowej kontaminacji szczeg6lnie na te sktadniki
trzeba zwrdci¢ uwagg podczas produkcji zywnosci przeznaczonej dla alergikow.

Przeprowadzono analiz¢ zagrozen produkcyjnych, ktére moga wplynaé
na zmniejszenie bezpieczenstwa analizowanych produktow dla osob z alergia pokarmowa.
Wyodrebniono obszary w ramach, ktdrych nalezatoby przeprowadzi¢ zmiany organizacyjne,
ktéore pozwolityby ograniczy¢ mozliwo§¢ przypadkowej kontaminacji sktadnikami
alergennymi podczas produkcji wybranych produktow. Zmiany te dotyczyty:

modernizacji ciggéw technologicznych polegajace na zmianie uktadu maszyn
wybranych wyrobow.

wyrazne rozdzielenie, np. za pomocg S$cian dzialowych, magazynu surowcow
zawierajacych alergenne sktadniki od ich nie zawierajacych.

Ponadto w zwigzku z wspomnianym wczesniej wystgpowaniem na terenie
przedsigbiorstwa surowcow zawierajacych skladniki alergenne zalecono zwickszenie
czestotliwosci ich kontroli na liniach i w pomieszczeniach, w ktorych wytwarza sie
wskazane do analizy produkty przeznaczone dla oséb z alergia.

W zwiagzku z tym zaproponowano rozwigzanie polegajace na ulepszeniu istniejacego
systemu nadzoru laboratoryjnego bezposrednio na terenie przedsigbiorstwa. Dzigki temu
mozliwa bedzie czestsza kontrola i szybka eliminacja ewentualnych zagrozen, co z calg
pewnoscig zwiekszy bezpieczenstwo nie tylko produktu ale takze poszczegdlnych jego partii
produkcyjnych.

Uwzgledniajgc organizacje produkcji, aspekty technologiczne oraz infrastrukture
zaproponowano na terenie przedsigbiorstwa najdogodniejszg lokalizacj¢ laboratorium
wykonujacego analizy immunochemiczne zalecane do detekcji alergenow. Nastepnie
opracowano i przedstawiono zatozenia organizacji, wyposazenia i funkcjonowania tego
laboratorium uwzgledniajac potrzeby przedsigbiorstwa.
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Aspekty ekonomiczne

W ramach prowadzonych dziatan przeprowadzono analiz¢ ekonomiczng takiego
przedsiewzigcia. Oceniono catkowity koszt utworzenia laboratorium na terenie
przedsigbiorstwa CELIKO S.A., uwzgledniajacy koszty przeprowadzenia niezbednych
remontéw, wyposazenia w niezbedny sprzet i urzadzenia, materiaty i srodki, a takze koszty
osobowe, ktory wyniost 157 144 zt brutto. Koszt oznaczenia jednego alergenu, w jednej
probce, w tym laboratorium wynosi w zaleznosci od ilosci jednorazowo analizowanych
probek od 51zt, gdy analizowane beda 44 probki, do 99 zt gdy analizowane beda tylko
4 probki. Koszt ten jest znacznie nizszy od kosztow, jakie przedsigbiorstwo ponosi zlecajac
oznaczenia w zewngtrznych laboratoriach (250-300zt/probke). W celu szybszego zwrotu
naktadow poniesionych na utworzenie laboratorium oraz pelne wykorzystania mozliwosci
analitycznych laboratorium immunochemicznego wskazano na mozliwo$¢ $swiadczenia
platnych ustug oznaczenia alergendéw dla innych podmiotéw na terenie Wielkopolski.

Analizujac pule mozliwych zrodet finansowania planowanej inwestycji stwierdzono,
ze w momencie wykonywania raportu koncowego nie istniat projekt unijny odpowiadajacy
potrzebom i wymaganiom CELIKO S.A. (konczyla si¢ wilasnie pula programéw
finansujacych rozwdj na lata 2007 — 2013). Sytuacja ulegla zmianie po wejsciu w zycie
rozwigzan przewidzianych na lata 2014 — 2020 (tabela 1).

Tabela 1. Uktad programow operacyjnych w dwoch, kolejnych okresach finansowania ze
srodkow UE

Okres 2007 — 2013 Okres 2014 — 2020

Infrastruktura i Srodowisko Infrastruktura i Srodowisko

Infrastruktura i Srodowisko

Innowacyjne Gospodarka Inteligentny Rozwoj

Regionalne Programy Operacyjne

Regionalne Programy Operacyjne Regionalne Programy Operacyjne

Regionalne Programy Operacyjne
Kapitat Ludzki

Wiedza Edukacja Rozwdj

Europejska Wspotpraca Terytorialne i

E jska Wspo6t T ial . .
uropejska Wspolpraca Terytoriaine Europejski Instrument Sgsiedztwa

Pomoc Techniczna Pomoc Techniczna

Zrodto: opracowanie wlasne

Jak zaprezentowano w tabeli 1 ilo$¢ i rodzaj programéw oferujgcych wsparcie
finansowe w ramach dostepnych srodkow z UE zmienita si¢ znaczaco w okresie 2014 — 2020
w stosunku do okresu go poprzedzajacego. Najbardziej rozbudowany zostal program
Llnnowacyjna gospodarka”. To w ramach niego wlasnie zaleca si¢ szuka¢ zrodet
finansowania innowacyjnych rozwigzan produkcyjnych w przedsigbiorstwie. Na niektore,
takie jak np. kredyt na innowacje technologiczne (poddziatanie 3.2.2. w ramach Programu
Operacyjnego ,,Inteligentny Rozwd;j”) nabor nadal trwa. Nie ma zatem obaw, ze zabraknie
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mozliwos$ci sfinansowania planowanych do wprowadzenia w przedsigbiorstwie rozwigzan
innowacyjnych zapewniajacych bezpieczenstwo produktéw skierowanych do okreslonych
grup odbiorcoOw, w tym z alergia pokarmowsa.

Podsumowanie

Zmieniajace si¢ potrzeby klientow, niestabilna sytuacja rynkowa, a takze szereg
chorob cywilizacyjnych skutkujacych m. in. alergiami pokarmowymi przyczyniaja si¢
do koniecznosci podejmowania przez przedsigbiorstwa okreslonych dziatan innowacyjnych.
Wprowadzanie innowacji jest zatem nie tylko potrzeba, ale wrgcz koniecznoscia,
warunkujaca czegstokro¢ przetrwanie i rozwoj przedsigbiorstwa. Przygotowanie i wdrozenie
okreslonych rozwigzan jest jednak sprawa ztozonag i wieloaspektows. Trzeba wziaé¢ pod
uwage zaro6wno kwestie techniczne, technologiczne jak i ekonomiczne. Wszystkie sa tak
samo wazne, bo istotna jest zarOwno sama zmiana o charakterze innowacyjnym, sposob jej
wdrozenia jak réwniez finansowanie calosci przeprowadzanej operacji.

W artykule wyodrebniono i przedstawiono aspekty analityczne i ekonomiczne
innowacji zwigzanej z otwarciem linii technologicznej i wprowadzeniem na rynek nowego
produktu przez poznanska firm¢ CELIKO S.A. zajmujaca si¢ zaspokajaniem
zapotrzebowania rynku na produkty specjalnego przeznaczenia, dedykowane grupie
konsumentoéw o zwigkszonych wymaganiach zywieniowych. Jak si¢ okazato, najwickszym
problemem dla przedsigbiorstwa nie byly kwestie techniczne czy technologiczne, ale
ekonomiczne, zwigzane z pozyskaniem zrodet finansowania planowanych do wdrozenia
zmian innowacyjnych. Ostatecznie wykazano jednak, ze przy zachowaniu okreslonych
procedur i podjeciu wilasciwych dzialan modernizacyjnych w ramach istniejacego juz
zaktadu oraz przy wykorzystaniu dostgpnych obecnie zrodet finansowania mozliwe jest nie
tylko wdrozenie opracowanej, ale rowniez szeregu innych, nowych innowacji.

Opracowano w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego, Priorytet VIII:
Regionalne kadry gospodarki, Dziatanie 8.2. Transfer wiedzy, Poddziatanie: 8.2.1: \Wsparcie
dla wspolpracy sfery nauki i przedsigbiorstw w Wielkopolsce” realizowany przez PAIP i Urzqd
Marszatkowski Wojewddztwa Wielkopolskiego.
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ELEKTROFORETYCZNA METODA WCZESNEGO WYKRYWANIA UKRYTEGO
PORAZENIA ZIARNA ZBOZ WOLKIEM ZBOZOWYM

Streszczenie

Opracowane dotad metody wykrywaniawotka zbozowego w masie ziarnanie
sa wystarczajaco wiarygodne, proste lub czule, aby mozliwe bylo ich powszechne
stosowanie, dlatego ciagle poszukuje si¢ nowych, prostszych i jednoczesnie bardzo
skutecznych metod jego detekcji.

W Katedrze Biochemii i Analizy Zywnoéci UP w Poznaniu, przy wspolpracy
z Instytutem Ochrony Roslin - PIB w Poznaniu, opracowano metodg elektroforezy natywne;j
z zymogramami a-amylaz do detekcji wotka zbozowego.W metodzie tej jako wskaznik
obecnosci owada wykorzystuje si¢ podstawowy enzym trawienny owada, dla ktorego skrobia
stanowi gléwne zrodto pozywienia. Enzym ten istotnie r6zni si¢ swoimi wiasciwosciami,
w tym ruchliwoscia elektroforetyczng, od amylaz zbozowych, takze tych obecnych w zbozu
poros$nietym. Aktywno$ci enzyméw w zelu obrazuja zymogramy, ktéore umozliwiaja
sledzenie skutecznos$ci ich hydrolitycznego dzialania na dekstryne graniczng w prostej
reakcji z jodem.Reakcja ta pozwala na wykrycie nie tylko obecnosci owadow, ale takze
pozostawionych przez nie na powierzchni ziarna $ladow zerowania.

Wykazano duzg czuto$¢ opracowanej metody - umozliwia ona stwierdzenie obecnos$ci
jednego owada w masie 30 kg ziarna. Potwierdzono jej skuteczno$¢ w detekcji wolka
zbozowego W masie ziarna réznych gatunkow zboz (pszenicy, zytai pszenzyta). Metoda
ta nie daje tez wynikow falszywie pozytywnych.

Dodatkowymi zaletami sg prostota, krotki czas wykonania oraz niski kosztanalizy.
Dzigki tym zaletom metoda elektroforetyczna moze z powodzeniem by¢é powszechnie
stosowana w branzowych laboratoriach diagnostycznych oraz kontroli celnej zbdz.

Stowa kluczowe: wotek zbozowy, ai-amylazy, detekcja,zymogramy

Wprowadzenie

Zerowanie  chrzgszczy  wotka  zbozowego  (Sitophilus  granarius  L.)
W magazynowanym ziarnie zboz jest problemem, z ktorym czlowiek boryka si¢ juz od
tysigcy lat. Szczatki tego owada odnaleziono w grobowcu egipskiej krolowej Ichetis
z 2585 roku p.n.e. [Levinson i Levinson, 1985]. Owad ten powoduje zaréwno jakoSciowe,
jak i ilo$ciowe zmiany w magazynowanym ziarnie, wywolujac znaczne straty ekonomiczne
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[Olejarski, 2005; Keskin i Ozkaya, 2015; Piasecka-Kwiatkowska i in., 2011]. Porazenie
ziarna zb0z przez owady zwigzane jest nie tylko z ich bezposrednia obecno$cia w masie
ziarna, ale takze z pozostatymi po ich zerowaniu produktami przemiany materii, ktére moga
by¢ zrodtem ukrytych alergendw [Brewczynski, 2006].

W krajach rozwinietych szacuje si¢, ze ubytki masy ziarna spowodowane tylko
zerowaniem wotka zbozowego wynosza okoto 2-5%, a w krajach o klimacie tropikalnym
moga sigga¢ nawet 50% [Warchalewski i in. 2000]. W 2014 roku roczna produkcja zbdz
w Polsce wynosita okoto 32 min ton, w tym okoto 12 min ton stanowito ziarno pszenicy
najchetniej atakowane przez chrzaszcze wotka zbozowego. Szacunkowo straty masy ziarna
pszenicy w czasie jej magazynowania spowodowane zerowaniem wotka zbozowego mogtly
wynie$¢ nawet ponad 250 000 ton. Straty te sa tak duze, gdyz owady bardzo szybko si¢
rozmnazaja i rozprzestrzeniaja w sktadowanym ziarnie.

Czgsta kontrola magazynowanego ziarna pod katem sprawdzania obecno$ci owadow
W jego masie jest podstawowym sposobem zapobiegania stratom. Takie dzialania pozwalajg
na odpowiednio wczesng izolacje partiiziarna porazonego od nieporazonego, co zapobiega
rozprzestrzenianiu si¢ owadow [Nawrot i Gawlak, 2009]. Istotne jest jednak, by osoby
zajmujace si¢ kontrola magazynowanego ziarna miaty do dyspozycji niedrogie, proste
metody analityczne, ktore w wiarygodny i jednoznaczny sposob identyfikowatyby owady
W masie ziarna.

Ze wzglgdu na bardzo mate rozmiary owadow w stosunku do masy
przechowywanego surowca wykluczone muszg zosta¢ metody mechaniczne ich usuwania
(masa jednego owada to ok. 0,00328g).

Mozliwe jest jednak zastosowanie metody flotacyjnej, ktora wykorzystuje zjawisko
zmniejszania si¢ gestosci ziarna zaatakowanego przez owada do identyfikacji porazonego
ziarna. Badania przeprowadza si¢ przez zanurzenie probki w cieczy o gestoSci mniejszej niz
zdrowe ziarno, a wigkszej niz ziarno zasiedlone przez owada. Porazone ziarno wyplywa
na powierzchnig, zdrowe opada na dno. Metoda jest tym pewniejsza, im wigkszy jest stopien
zaatakowania ziarna; jej wiarygodno$¢ nie przekracza jednak 70% [Rajendran, 2005].

Inng metodg wykrywania porazenia sg ogledziny mikroskopowe przecigtych
ziarniakow. Metoda jest jednak obarczona duzym ryzykiem bledu, poza tym jest
Czaso- i pracochtonna.

Wisréd metod instrumentalnych stosuje si¢ metody wykorzystujace promieniowanie
rentgenowskie [Fornal i in., 2007; AACC International, 2011; Nawrocka i in., 2010] lub
podczerwone [Olejarski i in., 2005; Perez-Mendoza i in., 2005; Singh i in., 2009], w tym
takie metody jak tomografia komputerowa [Toews i in., 2006], lub spektroskopia
magnetycznego rezonansu jadrowego [Chambers i in., 1984]. Metody te wymagaja jednak
specjalistycznego sprzetu i odpowiedniego laboratorium.

W detekcji ukrytego porazenia szkodnikami znalazly takze zastosowanie metody
immunochemiczne [Kitto i in., 1992; Piasecka-Kwiatkowska i in., 2005; Piasecka-
Kwiatkowska, 2011] oraz metody wykorzystujace markery genetyczne [Blasubramanian
iin., 2007; Obrepalska-Steplowska i in., 2008].

Pomimo r6znorodnoséci metod, ktore probowano aplikowaé w rutynowej kontroli
obecnosci owadow w ziarnie, kazda z nich ma ograniczenia w stosowaniu: zbyt mata czutosé
1 specyficznos¢, brak mozliwosci wykrywania jaj, btedy w detekcji larw we wczesnych
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stadiach rozwojowych, czasochtonno$é¢, pracochtonnos$¢, duzy koszt aparatury i potrzeba
zatrudnienia personelu o wysokich kwalifikacjach, konieczno$¢ wydzielenia specjalnych
pomieszczen ograniczajacych szkodliwe promieniowanie. Dlatego nadal poszukuje sig¢
doskonalszych metod analitycznych. W Katedrze Biochemii i Analizy Zywnosci UP
w Poznaniu przy wspétpracy z Instytutem Ochrony Ro$lin PIB w Poznaniu podejmowano
liczne prace majgce na celu opracowanie nowych metod detekcji S. granarius [Piasecka-
Kwiatkowska, 2011]. Wymiernym efektem tych dziatan jest opracowanie elektroforetycznej
metody wykrywania wotka zbozowego z zymogramami amylaz.

Charakterystyka wotka zbozowego

Wolek zbozowy jest to niewielki chrzaszcz nalezacy do rodziny ryjkowcowatych
(Curculionidae) o dtugosci ciata od 2 do 5 mm. Ciato jego pokryte jest twardym, brazowym
pancerzem chitynowym. Cechg charakterystyczng dorostego chrzaszcza jest wydtuzona
glowa zakonczona wygietym ku dotowi ryjkiem, ktorym samica wygryza w ziarnie otwor
przed zlozeniem do wnetrza ziarniaka jaj. Sposob zerowania wotka zbozowego powoduje,
tzw. ukryte porazenie ziarna. Caly rozwdj owada przebiega wewnatrz ziarniaka, bez
wyraznych oznak jego bytnosci. Samica owada wygryza otwor w ziarniaku, sktada w nim
jajo izasklepia otwér szybkowigzaca substancjg, utrudniajgcg zauwazenie naruszenia
powierzchni. W ciggu jednego dnia samica moze ztozy¢ do 9 jaj, po jednym w ziarniaku.
W optymalnych warunkach, w ogrzewanych pomieszczeniach magazynowych, rozwina¢ si¢
moze do 10 pokolen owadow w ciggu roku [Nawrot i Klejdysz, 2009]. Tak wigc juz
po 6 pokoleniach ilo$¢ potomkoéw jednej pary owadow sigga 8 milindw osobnikow, ktore
zjadajatacznie w ciggu catego swojego zycia okoto 600 kg ziarna.

Podstawowym enzymem trawiennym wolka sa amylazy, wigc najchetniej zeruje
na ziarnie zbo6z, ktérego gldownym skladnikiem jest skrobia. Amylazy, wydzielane gtownie
przez gruczoly $linowe, to niezwykle aktywne endoenzymy (E.C.3.2.1) hydrolizujace
wigzanie o-D-(1,4)-glikozydowe skrobi, glikogenu i innych pokrewnych sacharydow.
Wielokrotnie mniej aktywne enzymy proteolityczne sa wydzielane do $wiatla jelita przez
komorki nablonka [Baker, 1986].

We wczesniejszych badaniach wykazano obecno$¢ dominujgcego izoenzymu amylaz
w przewodzie pokarmowym wotka zbozowego o masie czasteczkowej 56 kDa i punkcie
izoelektrycznym w pH 3,76 [Baker i Woo, 1985]. Stwierdzono takze, Ze ten sam izoenzym
wystepuje we wszystkich stadiach rozwojowych owada (cztery stadia larwalne, poczwarka
i imago), przy czym najwieksza, szczeg6lnie duza aktywnos$¢ wlasciwa wykazuja owady
we wczesnych stadiach rozwojowych [Rosifnski i in., 2007]. Znaczna aktywno$¢
we wczesnych stadiach rozwojowych owada moze by¢ zwigzana z wigkszym
zapotrzebowaniem na energi¢, gdy nastepuja najwieksze przyrosty masy owadow. Na tym
etapie ontogenezy przewaza metabolizm sacharydowy dostarczajacy energii do szybkiego
wzrostu, w ktérym istotna rola przypada enzymom rozktadajacym skrobi¢ do cukrow
podlegajacych przemianom katabolicznym [Cambell i in., 1976].
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Wykazano, ze optimum pH dla tej dominujacej amylazy wotka zbozowego wynosi
5,0 [Baker, 1983]. Enzym ten, podobnie jak wickszo$¢ amylaz, jest aktywowany jonami Cl,
a stabilizowany przed inaktywacja termiczng przez jony Ca'? [Baker i Woo, 1985].
Temperatura optymalna dziatania tego enzymu to 25°C, a maksymalna 30°C. Wyzsze
temperatury powoduja znaczne ograniczenie jego aktywnosci: w 40°C aktywno$¢ spada
niemal 0 60%, a w 60°C nastepuje calkowita inaktywacja.

Zastosowanie zymogramoéw do detekcji a-amylaz wolka zbozowego

Jak wspomniano, w przewodzie pokarmowym wolka zbozowego wydzielana jest
o-amylaza doskonale dostosowana do trawienia natywnej skrobi. W zasiedlanym przez
wotka ziarnie zbdz roéwniez wystepuja enzymy amylolityczne. Jednak w czasie
magazynowania ziarna po zbiorze, gdy moze doj$¢ do jego porazenia, aktywna jest gtdéwnie
B-amylaza (maltohydrolaza-a-1,4-glukanu). Aktywnos$¢ a-amylazy w dojrzatym ziarnie jest
sladowa. Aktywne o-amylazy wystgpuja w czasie dojrzewania ziarniakow i podczas
ich kietkowania [Daussant i Corvazier, 1970; Ziegler, 1999].

o-Amylazy zawarte w ziarnie ro6znig si¢ jednak wlasciwosciami od a-amylaz wotka
zbozowego. Ich punkt izoelektryczny miesci si¢ w zakresie od 4,6 do 6,4 podczas gdy dla
amylazy wotka zbozowego wynosi 3,76 [Muralikrshna i Nirmala, 2005]. Roznice pomigdzy
wlasciwo$ciami enzymdéw wydzielanych przez wotka zbozowego i enzymow zasiedlanych
przez niego zbdéz, wskazywaly, ze identyfikacja enzymdéw poprzez zastosowanie
elektroforezy z zymogramami o-amylaz pozwoli na detekcje biatek owadzich wsrod
enzymow zbozowych.

Na rys.1.przedstawiono zymogramy a-amylaz ekstraktow zbo6z i stodéw oraz larw
i chrzaszczy wotka zbozowego z dekstryna graniczng po elektroforezie natywnej w zelu
poliakrylamidowym. Uzyta do wywotania zymogramoéw dekstryna graniczna pozwolita
oznaczy¢ wylacznie aktywnos$¢ a-amylaz, gdyz B-amylazy zb6z nie potrafig takiej czasteczki
rozktadac.

Aktywno$¢ omawianych enzymow stwierdzono w ekstraktach ze skietkowanych
ziaren pszenicy, w stodzie jeczmiennym oraz ekstraktach z larw i chrzgszczy wotka
zbozowego. Podobnie jak w innych pracach nie odnotowano aktywnosci a-amylolitycznej
w ziarnie zyta i pszenicy [Daussant i Curvazier, 1970; Masoj¢, 1987; Daussant i Lauriere,
1990]. Uzyskane obrazy dokumentuja tez wicksza ruchliwo$¢ -elektroforetyczng
w $rodowisku alkalicznym a-amylazy wotka zbozowego w poréwnaniu z a-amylazami
skielkowanego ziarna pszenicy i stodu (rys. 1). Uzyskane rezultaty potwierdzily,
ze na podstawie elektroforezy natywnej z zymogramami mozna wskaza¢ aktywno$é
a-amylazy wotka zbozowego w ekstraktach z porazonego ziarna. Metodg¢ t¢ z powodzeniem
zastosowano do detekcji ukrytego porazenia ziarna pszenicy wotkiem zbozowym
[Piasecka-Kwiatkowska i in., 2014], jak i $ladow jego zerowania na niezasiedlonym ziarnie
[Piasecka-Kwiatkowska i in., 2013].

35



BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

1 — stéd jeczmienny

2 — stod pszenny

3 — ziarno zyta

4 — ziarno pszenicy

5 — larwy wotka zbozowego
6 — imago wotka zbozowego

Rysunek 1. Zymograma-amylaz ziarna zb6z i wotka zbozowego z dekstryng graniczng

W celu sprawdzenia specyficznosci metody zastosowano ja z powodzeniem
do ilosciowej detekcji wolka zbozowego na ziarnie zyta i pszenzyta, na ktorym przez réozny
czas zerowaly chrzaszcze wotka zbozowego. Na podstawie analizy densytometrycznej
zymogramow okres§lono gestos¢ optyczna (I.O.D) przejasnien pojawiajacych si¢ na zelu,
ktéore wyrazatly aktywno$¢ a-amylaz woltka. Warto$¢ ta byla réwnoznaczna z ocena
intensywnos$ci porazenia ziarna przez owady. We wszystkich analizowanych probkach,
podobnie jak w przypadku porazonego ziarna pszenicy, wykryto enzymy pozostawione przez
zerujace owady (rys. 2). Ich aktywno$¢ byta tym wicksza, im dluzej owady przebywaty
na ziarnie. Przedstawione wyniki potwierdzily, ze proponowana elektroforetyczna metoda
wczesnego wykrywania wolka zbozowego umozliwia wskazanie probek ziarna réznych
gatunkéw zboz, na ktorym zerowaly chrzaszcze wotka zbozowego, nawet wowczas, gdy
owady przebywaty na nim przez jeden dzien.
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Rysunek 2. Wyniki oceny ilo§ciowej porazenia ziarna zyta i pszenzyta wolkiem zbozowym
metoda elektroforezy
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Istotnym parametrem charakteryzujacym przydatno$¢ metod analitycznych
stosowanych do detekcji wotka zbozowego jest ich czulo$¢. Miarg czutosci metody
analitycznej jest najmniejsza ilo§¢ analitu, ktorydaje mierzalny sygnat. W przypadku metody
elektroforetycznej miara czuto$ci metody jest ilo$¢ ziarna, w ktorej mozna wykryé
a-amylazy pozostawione przez jednego chrzgszcza wotka zbozowego.

Badania przeprowadzono w uktadzie modelowym przygotowujac rozcienczenia
seryjne ekstraktow o—amylaz wotka zbozowego odpowiadajace, zgodnie z opracowang
procedura elektroforetycznej metody detekcji woltka zbozowego [Piasecka-Kwiatkowska,
2011; Piasecka-Kwiatkowska i in., 2014], obecnosci jednego owada odpowiednio w masie
od 50 do 800 000 ziarniakéw. Uzyskany zymogram przedstawiono na rys. 3.

Jeden chrzaszcz w:
1-50 ziarnach

2 — 200 ziaren
35000 ziaren

4 —10 000 ziaren
5—100 000 ziaren
6 — 200 000 ziaren
7 — 400 000 ziaren
8 — 600 000 ziaren
9 — 800 000 ziaren

Rysunek 3. Zymogramao-amylaz jednego chrzgszcza wotka zbozowego wykrytego w masie
50 - 800 000 ziaren

Na przedstawionym zymogramie mozna zauwazyC wystapienie przebarwien
$wiadczacych o obecnosci a-amylaz w prawie wszystkich natozonych na zel probach. Brak
jest widocznych przejasnien jedynie w probie odpowiadajacej obecnosci jednego chrzaszcza
w masie 800 000 ziaren. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono,
ze elektroforetyczng metodg mozna wykry¢ §lady zerowania jednego owada w masie
600 000 ziarniakéw, co odpowiada okoto 30 kg ziarna pszenicy.

Podsumowanie

Wykrycie wotka zbozowego w przechowywanym ziarnie jest bardzo trudne. Bardzo
wazne jest, aby zastosowana metoda identyfikacji owadow w magazynowanym ziarnie
pozwalata na wykrycie skutkéw dzialania tego szkodnika w tatwy sposéb w probee
odpowiadajacej jak najwickszej masie zboza.

Zaprezentowana elektroforetyczna metoda wykrywania ukrytego porazenia ziarna
wotkiem zbozowym pozwala na wiarygodne wykrycie §ladow zerowania wolka na ziarnie
nawet juz po jednym dniu przebywania chrzaszczy na ziarnie. Jest metodg specyficzna, czutg
i bardzo szybka. Czas wykonania analizy od momentu pobrania proébek do uzyskania
wynikow wynosi 120 minut. Do jej wykonania potrzebny jest niedrogi sprzet, a uzyskane
wyniki sa jednoznaczne, pozbawione subiektywizmu. Procedura wykonania oznaczenia oraz
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interpretacja wynikow nie wymagaja zatrudnienia personelu o wysokich kwalifikacjach
i mozna ja stosowac praktycznie w kazdym laboratorium.

Badania czesciowo finansowane przez MNiSW N N312 211036
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ZASTOSOWANIE MIKROBIOLOGII PROGNOSTYCZNEJ DO OCENY
BEZPIECZENSTWA ZYWNOSCI

Streszczenie

Intensywny rozwdj przemystu spozywczego spowodowal wzrost zainteresowania
bezpieczenstwem zywnos$ci. Zagrozenia dla konsumenta ze strony zywnosci powigzane
sa z czynnikami fizycznymi, chemicznymi oraz biologicznymi. Za zagrozenia niosace
najwicksze ryzyko dla zdrowia i zycia konsumenta uwaza si¢ zagrozenia mikrobiologiczne.
Rozwoj mikroorganizméw w zywnosci determinowany jest przez fizyko-chemiczne cechy
produktu spozywczego (aktywno$¢ wody, kwasowos¢, potencjat oksydo-redukcyjny, rodzaj
obrobki termicznej, obecno$¢ substancji konserwujacych) oraz czynniki zewngtrzne
(temperatura przechowywania, wilgotno$¢). Wykorzystanie modeli matematycznych
charakteryzujacych reakcje drobnoustrojow na okre§lone warunki S$rodowiska oraz
weryfikacja ich zastosowania do przewidywania wzrostu, przezywalnosci i inaktywacji
mikroorganizméw w zywnos$ci jest narzgdziem umozliwiajacym przeprowadzenie analizy
zagrozen. Pozwala ono takze na prognozowanie terminu przydatnosci do spozycia danego
produktu bez konieczno$ci wykonywania dlugotrwatych i1 kosztownych doswiadczen
opartych na mikrobiologii klasycznej.

Stowa kluczowe: bezpieczenstwo, mikrobiologia, prognozowanie, Zywno$¢

Wprowadzenie

Jakos¢, a co z tym idzie bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci warunkowane sg przez
czynniki biologiczne, mikrobiologiczne, chemiczne, fizyczne i zywieniowe. Metale ci¢zkie,
pozostatosci srodkow ochrony roslin, antybiotykow i inne zanieczyszczenia chemiczne oraz
fizyczne sg traktowane jako potencjalne zagrozenie zdrowia. Istnieje catkowita zgodnosc,
ze najwieksze niebezpieczenstwo na jakie cztowiek narazony jest ze strony zywnosci to zle
zbilansowane zywienie oraz zakazenia mikrobiologiczne [Baryltko-Pikielna, 1995;
McDonald i Da-Wen, 1999; Kothary i Babu, 2001; Hong i in., 2016].

Wazrost drobnoustrojow warunkuje dostepnos¢ sktadnikéw odzywezych oraz warunki
panujace w zywnoSci. W  produktach spozywczych rozwdj mikroorganizmow
determinowany jest przez wiele czynnikéw wewnetrznych (aktywnos$¢ wody, kwasowos¢
czynna, potencjal oksydo-redukcyjny), zewngtrznych (temperatura przechowywania,
atmosfera gazéw, wilgotno$¢ wzgledna) i technologicznych (procesy termiczne, dodatek
substancji konserwujacych) [Untermann, 1989; Walker, 1990; Zubeldia i in., 2016].
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Przeprowadzone dotychczas badania dotyczace dynamiki wzrostu, przezywalnosci
oraz inaktywacji drobnoustrojéw chorobotworczych i saprofitycznych pochodzacych
z zywnosci dostarczyly wielu wynikow pozwalajacych na identyfikacje potencjalnego
zagrozenia mikrobiologicznego w poszczegdlnych produktach zywnosciowych [Aggelis
i in., 1998; Hong i in., 2016]. Analiza rezultatbw badan prowadzonych metoda tradycyjng
pozwolita na skonstruowanie modeli matematycznych odzwierciedlajagcego dynamike
wzrostu drobnoustrojow w produktach zywno$ciowych. Przyczynito si¢ to do rozwoju
mikrobiologii prognostycznej - nowego narzgdzia stosowanego coraz czesciej w kontroli
bezpieczenstwa zdrowotnego zywno$ci. Mikrobiologia prognostyczna zajmuje si¢
opracowaniem modeli matematycznych charakteryzujacych reakcje drobnoustrojow
na okreslone warunki Srodowiska oraz weryfikacja ich zastosowania do przewidywania
wzrostu, przezywalnosci i inaktywacji mikroorganizméw w zywnosci [Rosiak i Kotozyn-
Krajewska, 2003; Esser i in, 2015]. Modele uwzgledniaja takie czynniki jak: temperatura,
kwasowos$¢, aktywnos¢ wody, zawarto§¢ azotynu sodu, zawarto$¢ kwasdéw organicznych
oraz sktad atmosfery [Buchanan, 1993; Ross i McMeekin, 1994]. Pozwala
to na prognozowanie rozwoju mikroorganizmow w Zywnos$ci, a przez monitorowanie
wymienionych parametrow mozliwe stalo si¢ okreslenie jakosci i bezpieczefstwa
mikrobiologicznego produktu [Hong i in., 2016].

Zrozumienie zachowania si¢ populacji drobnoustrojow podczas procesu
produkcyjnego 1 magazynowania, dzigki wykorzystaniu odpowiednich zaleznosci
matematycznych pomigdzy wzrostem drobnoustrojéw a warunkami zewngtrznymi,
umozliwia precyzyjne okreslenie ich przezywalnosci i wzrostu [Buchanan, 1993; IInicka-
Olejniczak i Hornecka, 1995; Kotozyn- Krajewska, 1995; Zubeldia i in., 2016].

Przyczyn zainteresowania si¢ mikrobiologia prognostyczna jest wiele, biorac jednak
pod uwagg bezpieczenstwo zywnosci nalezy wymieni¢: preferencje konsumentow
do $wiezych, mniej przetworzonych produktéw spozywczych, stosowanie systemu HACCP,
koniecznos¢ okreslenia bezpiecznego okresu przechowywania réznych rodzajow produktow
spozywczych, zmiana epidemiologii zatru¢ 1 =zakazen pokarmowych, koniecznosé
szacowania ryzyka mikrobiologicznego w catym lancuchu zywno$ciowym, rozwdj
kombinowanych metod utrwalania zywno$ci oraz powszechna dostepno$¢ programow
komputerowych utatwiajacych prognozowanie [Labuza i in., 1992; Reichart i Mohacsi-
Farks, 1994; Kotozyn-Krajewska, 1995; Zubeldia i in., 2016]. Waznym aspektem jest takze
obnizenie czasochtonnosci i pracochtonnosci badan majacych na celu ocene bezpieczenstwa
mikrobiologicznego danego produktu. Wykorzystanie metod mikrobiologii klasycznej
i prowadzenie badan na szeroka skal¢ wigze si¢ takze ze znacznym zwigkszeniem kosztow
i wydluzeniem czasu niezb¢dnego do otrzymania wynikow pozwalajacych na szacowanie

ryzyka.
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Modele prognostyczne w mikrobiologicznej analizie ZzywnoSci

Mikrobiologia prognostyczna jako subdyscyplina mikrobiologii  zywnosci
wykorzystuje szereg zalezno$ci ujetych w modele matematyczne. Majac na uwadze
informacje jakich uzyskanie mozliwe jest dzigki prognozowaniu mikrobiologicznemu,
wykorzystywane modele mozna podzieli¢ na trzy grupy [Shimoni i Labuza, 2000; Juneja
i Marks, 2005; Meekin, 2007]:

- modele wzrostu mikroorganizméow,
- modele inaktywacji mikroorganizmow,
- modele zbiorcze.

Modele wzrostu drobnoustrojow

Drobnoustroje rozwijaja si¢ w $rodowisku zgodnie z krzywa wzrostu, w ktorej
po fazie przygotowawczej (lag faza), nastepuje faza wzrostu logarytmicznego, a nastepnie
faza wzrostu stacjonarnego [lInicka-Olejniczak i Hornecka, 1995].

Uwzgledniajac  potrzeby mikrobiologii  prognostycznej, reakcja  populacji
drobnoustrojéw okreslana jest jako zmiana: czasu trwania lag fazy, czasu generacji, czasu
potrzebnego do osiggnigcia danej gestosci lub jako wspodtczynnik szybkosci wiasciwej
wzrostu [Aggelis i in., 1998; Hong i in., 2016].

Rownanie Gompertz’a jest najczeSciej uzywanym modelem pierwszorzgdowym dla
opisu wzrostu mikroorganizmow. Jest on czteroparametrowa funkcja opisujaca asymetryczna
krzywa sigmoidalng [Buchanan, 1993].

_[-B(t-M
L, =A+Ce”

)|

L+ - log liczby bakterii w czasie t [log(jtk/cm®]

A — asymptotyczny log liczby bakterii przy nieoznaczonym spadku czasu [log(jtk/cm®)]
C — ilo$¢ logarytmicznych cykli wzrostu [log/( jtk/cm®)]

M — czas, w ktorym absolutna szybko$§¢ wzrostu jest maksymalna [h]

B — relatywna szybko$¢ wzrostu w czasie M [(log(jtk/cm®)/h]

Cztery parametry wzrostu mikroorganizmoéw ujete w rownaniu Gompertz’a moga
zosta¢ matematycznie przyrownane do charakterystyk kultur mikrobiologicznych znanych
mikrobiologom:

- wyktadnicza szybko$¢ wzrostu

u=BCl/e [(log(jtk/cm®)/h]
- czas generacji
GT = (log2)e/BC [h]
- czastrwania lag fazy
A =M- (1/B) [h]
- maksymalna gesto$¢ populacji
MPD = A + C [log(jtk/cm®)]

43



BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

W zwiazku z tym, wzér Gompertz’a mozna przeksztatlca¢ uzywajac parametrow
szybkosci wzrostu i czasu trwania lag fazy, gdzie wlasnie czas trwania lag fazy jest bardzo
wazny dla calego cyklu zycia komorki, poniewaz jest to proces przemian adaptacyjnych
komorki bakteryjnej przystosowujacej si¢ do nowych warunkéw Srodowiska. Wzor
Gompertz’a moze by¢ stosowany we wspoOlpracy z odpowiednim, przystosowanym
do krzywych oprogramowaniem (np. Patogen Modeling Program) [Kotozyn-Krajewska,
1995; Esser i in., 2015].

Znacznie trudniej jest prognozowa¢ wzrost mikroorganizmow w rzeczywistych
produktach spozywczych, poniewaz jego dynamika determinowana jest przez wicle
zmiennych, takich jak: charakter jakosciowy i ilo§ciowy poczatkowej mikroflory produktu,
temperatura, kwasowos¢ czynna, aktywno$¢ wody, dostepnos¢ tlenu, poziom ditlenku wegla,
stezenie substancji konserwujacych, zawarto§¢ witamin i aminokwaséw egzogennych,
obecnos¢ substancji przeciwdrobnoustrojowych [Buchanan, 1993; Kajak i Kotozyn-
Krajewska, 2005; Esser i in., 2015]. Roznorodne modele, opracowane dla opisu wzrostu
bakterii pochodzacych z zywnosci, moga by¢ sklasyfikowane w dwoch gldéwnych grupach:
modele oparte na prawdopodobienstwie i modele kinetyczne [Zubeldia i in., 2016].

Modele oparte na prawdopodobienstwie (probablistyczne) stosowane sa glownie
wmikrobiologicznej analizie bakterii przetrwalnikujacych, w przypadku ktorych, nawet
najmniejszy wzrost jest niebezpieczny [Scott i Tan, 1990]. Wigkszo$¢ tych modeli oparta jest
na zalozeniach Hauschild’a, ktory oszacowal prawdopodobienstwo rozwoju i produkcji
toksyny w zywnosci przez przetrwalniki Clostridium botulinum [Buchanan, 1993; Jeppesen
i Huss, 1993; Luo i in., 2015; Hong i in., 2016].

Modele kinetyczne opracowano do nieprzetrwalnikujacych patogenow, ktore staja si¢
zagrozeniem Ww momencie przekroczenia pewnego progu wzrostu. Stanowig one
matematyczny opis wpltywu stanu kultury bakteryjnej i warunkéw Srodowiska na kinetyke
wzrostu mikroorganizméw [Buchanan, 1993; Devlieghere i in., 2000]. Wyr6zniamy cztery
glowne rodzaje modeli kinetycznych: modele ,pierwiastka kwadratowego”, modele
Arrhenius’a, modele Davey’ego oraz modele wielomianowe.

Przyktadem modelu ,pierwiastka kwadratowego” jest zalezno$¢ Ratkowsky’ego,
w ktorejwzrost mikroorganizméw uzalezniony jest od temperatury[Buchanan, 1993]:

(°=b( T = Tyin)

gdzie:

k — wspotczynnik szybkosci wzrostu mikroorganizmow,
b — wspotczynnik estymowany (nachylenie linii regresji),
T — temperatura inkubacji [K],

Tmin — Zanotowana minimalna temperatura wzrostu [K].

Klasyczny wzoér Arrhenius’a stosowany jest w mikrobiologii prognostycznej
zywnoséci dla modelowania wpltywu temperatury, mieszczacej si¢ w zakresie temperatur
wzrostu drobnoustrojow, na dynamike wzrostu mikroflory [Buchanan, 1993]
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Ink=InA-EJ/RT

gdzie:

k — wspolczynnik szybko$ci wzrostu mikroorganizméw,
A — parametr do okres$lania,

R — stata gazowa,

T — temperatura inkubacji [K],

E. — energia aktywacji.

Model Davey’a jest oparty na klasycznym wzorze Arrhenius’a i uwzglednia taczny
wplyw temperatury i aktywnosci wody na wzrost drobnoustrojéw [Davey, 1994].

In (k)= Co+ C,/T+ C,/T?+ Cza, + Csa,’

gdzie:

k — wspotczynnik szybkosci wzrostu mikroorganizmow,
T — temperatura inkubacji [K],

ay- aktywnos¢ wody,

Co, Cy, C,, C3, Cy — wspotczynniki do wyznaczenia.

Do opisania bardziej skomplikowanych zaleznosci wigkszej liczby parametrow
stosowane sg modele wielomianowe [Buchanan, 1993].

Modele inaktywacji drobnoustrojow

Cieplna inaktywacja drobnoustrojow jest procesem do$¢ dobrze poznanym
i opisanym, takze w postaci modeli matematycznych. Niszczenie populacji komorek pod
wplywem wysokiej temperatury jest uzaleznione od czasu ogrzewania. W czasie dzialania
statej, letalnej temperatury nastepuje ich obumieranie, w duzym zakresie wedtug reakcji
pierwszego rzedu, zaproponowanej przez Chick’a [Reichart i Mohacsi-Farks, 1994]:

dN/dt=-kN

gdzie:

N- liczba komorek przezywajacych ogrzewanie w czasie t,
k- wspotezynnik proporcjonalnosci,

-dN/dt — szybkos$¢ inaktywacji

Oznacza to, ze w jednakowych jednostkach czasu inaktywacji ulegnie ta sama czg$¢
pozostatych przy zyciu komorek. Nazwane jest to zwykle logarytmicznym porzadkiem
obumierania [Stumbo, 1973]. Na tych zatozeniach opierajg sic modele cieplnej inaktywacji
mikroorganizméw. Obok dos$¢ duzej liczby opracowan dotyczacych modeli cieplnej
inaktywacji istnieja modele zwigzane z inaktywacja nietermiczng. Dotycza one wplywu
np. kwasowosci czynnej i aktywnosci wody.
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Modele zbiorcze

W mikrobiologii zywnos$ci najwigkszego znaczenia nabieraja modele zbiorcze,
zawierajace trzy rodzaje dynamiki populacji: wzrost, przezywalnos¢ i $mieré. Szeroko
zakrojone prace nad tego typu modelami przyczynily si¢ do powstania w USA Patogen
Modeling Program oraz ComBase Predictor. Programy te zawieraja modele wzrostu
kilkunastu bakterii patogennych, modele czasu trwania lag fazy oraz modele inaktywacji
i przezywalnos$ci podczas przechowywania.

Zastosowanie mikrobiologicznych modeli zbiorczych jest bardzo szerokie, jednak
do najwazniejszych naleza: przewidywanie okresu przydatnosci do spozycia, prognozowanie
bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktéw przy zmianie sktadu lub technologii
produkcji, obiektywna ocena konsekwencji ewentualnych niezgodnosci w procesie
produkcyjnym oraz przechowywaniu 1 transporcie zywnosci, tworzenie bazy
do opracowywania przewodnikéw, norm, kryteridw, wyznaczanie limitow krytycznych
parametréw w krytycznych punktach kontrolnych w systemie HACCP [Labuza i in., 1992;
Ross i McMeekin, 1994; Zubeldia i in., 2016].

Nowoczesne narzgdzia stosowane w systemach ksztaltowania gwarantowanej jakos$ci
nie tylko moga zastgpi¢ konicows kontrole wyrobow gotowych, ale takze przyczyniajg si¢
do wyeliminowania dlugotrwatych badan przechowalniczych, zwlaszcza nowo
zaprojektowanych produktéw [Zubeldia i in., 2016].

Podsumowanie

Dynamicznie rozwijajacy si¢ przemysl spozywczy stawia przed producentami
zywnoS$ci priorytet jakim jest bezpieczenstwo konsumentéw. Jednym z najwazniejszych
aspektow jest poprawa jakosci mikrobiologicznej zywnoS$ci bedacej nastgpstwem wdrazania
i utrzymywania systemOw zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci na kazdym etapie jej
wytwarzania i dystrybucji [Cayré i in., 2003; Lebert i in., 2005; Carrasco i in., 2007].
Producenci zywnoS$ci zobligowani sg do cigglego monitorowania jako$ci wytwarzanych
przez nich produktow [Esser i in., 2015]. Zastosowanie mikrobiologii prognostycznej
pozwala na przewidzenie rozwoju, przezywalnosci i inaktywacji mikroorganizmoéw
w zywnosci. Wykorzystanie modeli matematycznych stwarza mozliwo$¢ doktadnego
opisania zmian zachodzacych w produkcie podczas jego wytwarzania i przechowywania
co ma szczeg6lnie istotne znaczenie przy okres$laniu terminu przydatnosci do spozycia
zywnosci [Panisello i Quantick, 1998]. Mikrobiologia prognostyczna jest przydatnym
narzgdziem podczas wdrazania, obligatoryjnego dla tancucha spozywczego, systemu
HACCP na etapach analizy zagrozen, okreSlania limitow krytycznych w krytycznych
punktach kontrolnych (CCP), okreslania srodkow kontrolnych oraz definiowania procedur
weryfikacji i monitorowania.

Przyszto§¢ mikrobiologii prognostycznej upatruje si¢ w tworzeniu programow
komputerowych prognozujacych wzrost nie tylko bakterii, ale takze pozostatych
mikroorganizméw, ktoérych obecno$¢ w zywno$ci stanowi zagrozenie dla konsumenta.
Danymi wejSciowymi do tworzenia narzgdzi umozliwiajacych analiz¢ ryzyka sa badania
prowadzone w rzeczywistych produktach spozywczych, uwzgledniajace sktad produktu oraz
mikroflorg charakterystyczng dla poszczegdlnych rodzajow zywnosci.
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DROBNOUSTROJE | PRODUKTY ICH METABOLIZMU WSRODOWISKU
KURNIKA, A JAKOSC I BEZPIECZENSTWO JAJ

Streszczenie

Wngetrze kurnika ze wzgledu na swoja specyfike jest jednym z bogatszych
ekosysteméw stworzonych przez czlowieka. Wystepujace tam dogodne warunki,
tj. podwyzszona wilgotno$¢, temperatura oraz staty dostep do skladnikow pokarmowych
sprawiaja, iz jest ono doskonatym miejscem do bytowania i rozwoju mikroorganizmow.
Drobnoustroje te - nierzadko patogenne, zanieczyszczaja powierzchnie skorupy jaj,
stwarzajac realne zagrozenie dla zdrowia potencjalnych konsumentéw. Dodatkowym
zagrozeniem, zwigzanym z ich wystepowaniem jest fakt, iz produkowane przez nie zwiazki
chemiczne, zaréwno toksyczne metabolity wtorne, jak i zwigzki lotne, maja niekorzystny
wplyw nie tylko na produkowany surowiec, ale rOwniez na nioski oraz pracownikow
zatrudnionych w kurnikach i sortowniach jaj.

Stowa kluczowe:jakosc¢, bezpieczenstwo, jaja konsumpceyjne, mikroorganizmy

Wprowadzenie

Spozywanie jaj jest nierozlgcznym elementem historii cztowieka. Szacuje sig, iz kury
zostaty udomowione juz okoto 6 tysiecy lat temu. Statystyczny Polak zjada rocznie okoto
160 jaj, w gtownej mierze kurzych. Ze wzgledu na duzg popularno$¢ jaj na calym $wiecie
prowadzi si¢ badania majace na celu lepsze poznanie tego surowca i eliminacje
ewentualnych czynnikow, wplywajacych na bezpieczenstwo zdrowotne konsumentow.

Jakos¢ jaj determinowana jest przez wiele czynnikéw. Jednym z istotnych elementow
wplywajacych na zdrowotno$¢ jaj jest sposob utrzymania kur niosek, ktory warunkuje
odpowiedni mikroklimat. Mikroklimat jest to zbiér czynnikow Srodowiskowych
oddziatujacych na zwierzgta w ich najblizszym otoczeniu. W budynkach inwentarskich,
w ktorych utrzymuje sie kury, mikroklimat jest waznym elementem zaréwno dla zdrowia
zwierzat, ich produktywnosci, jakosci produkowanego surowca, a takze dla oséb tam
pracujacych [Wilczak-Jagietto, 2012].

Kontrola mikroklimatu jest bardzo waznym elementem, pozwalajagcym
na ograniczanie wzrostu mikroorganizméw, a tym samym na poprawe bezpieczenstwa
produkowanego surowca [Malicki, 2000]. Skorupa, wbrew pozorom nie jest Srodowiskiem
abiotycznym. Resztki organiczne, kutikula i odparowujaca z wngtrza jaja woda, przyczyniaja
si¢ do tego, ze skorupa staje si¢ dobrym siedliskiem do rozwoju bakterii psujacych jaja oraz
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patogennych dla cztowieka. Mikroorganizmy, ktore przyczyniajg si¢ do powstawania zatrué,
nie powoduja wiekszych zmian organoleptycznych, dlatego tak tatwo moga wywotaé
negatywny skutek w organizmie cztowieka [Trojanowska, 2009].

Czynniki ogélno-Srodowiskowe majace wplyw na stan mikrobiologiczny jaj

Cziowiek. Tkanki zdrowego czlowieka sg wolne od bakterii, pojawiaja si¢ one jednak
na skorze, we wilosach, w przewodzie pokarmowym i jamie nosowo-gardtowe;j.
Na powierzchni ciata czlowieka, przede wszystkim rak, znajduja si¢ Gram-dodatnie ziarniaki
i pateczki dyfteroidalne [Zaleski, 1985]. U pewnej ilo$ci 0so6b moga wystapi¢ takze bakterie
Gram-ujemne i drozdze. Najwazniejsza role w przenoszeniu drobnoustrojow odgrywaja rece.
Mikroflor¢ rak dzieli si¢ na przejSciows i stala. Flora przejsciowa, to drobnoustroje
pojawiajace si¢ na dloniach, majagce z nimi luzny i tymczasowy kontakt. Pochodza
ze $rodowiska i s3 tatwe do usunigcia, wystarczy umy¢ rece Srodkami zmywajacymi
i antyseptycznymi. W sklad mikroflory przejéciowej wchodza glownie pateczki koli-
podobne, paciorkowce katowe i gronkowce koagulazo-ujemne. Mikroflora stala rozmnaza
si¢ w skorze, w szczelinach, w gruczotach tojowych i potowych. Najliczniejsza grupa
bakterii sg ziarniaki i gronkowce koagulazo-dodatnie. Najprostsza metodg usuniecia
mikroflory jest mycie i szczotkowanie dioni przez co najmniej kilka minut i uzywanie
specjalnych srodkow czyszczacych [Nowiak i in., 2009].

Pomieszczenia produkcyjne.Stan mikrobiologiczny pomieszczen produkcyjnych jest
odwzorowaniem poziomu ich czystosci oraz warunkéw mikroklimatycznych. Wilgotne
$ciany i $cidtka powodujg korzystne warunki rozwoju plesni [Malicki, 2000], dlatego $ciany
powinny by¢ gtadkie i posiada¢ czysta powierzchnie, bez odpryskow, a katy hali powinny
by¢ zaokraglone. W miejscach gdzie utrzymuje si¢ duza wilgotno§¢ wzgledna powietrza,
trudno uzyska¢ odpowiednia czystos¢. Skutkiem jest osiadanie wilgoci na $cianach
i sufitach, ktéra nastgpnie moze si¢ skrapla¢ i opadaé na powierzchnig $ciotki. Wzrastajaca
warstwa ple$ni produkuje enzymy, dzigki ktérym pleSnie te wykorzystujg substancje
organiczne pojawiajace si¢ wewnatrz muru i na $cianach, co powoduje przedwczesne
niszczenie zaatakowanych materiatdw. Przy odpowiednio dlugim czasie wzrostu plesnie
atakuja glebsze warstwy elewacji. Metoda zabezpieczania przed ple$nieniem jest
wprowadzenie farb, ktoére shiza do malowania $cian i sufitow oraz plesniobdjczych
zwigzkow chemicznych, nietoksycznych dla ludzi [Zaleski, 1985].

Wsrdéd mikroflory pojawiajacej sie w $cidlce dominujg E. coli, bakterie z rodzaju
Lactobacillaceae i Enterococcus. Posrod grzybéw mikroskopowych przewaznie wystepuja
Penicillium, Aspergillus i Fusarium. Zasadniczo ple$nie wystgpuja nielicznie i nie powoduja
chorob, zalezy to gldwnie od utrzymywania $cidtki. W podtozu suchym sg one niszczone
przez liczne antagonistyczne drobnoustroje saprofityczne, gloéwnie bakterie z rodzaju
Lactobacillaceae, badz plesnie z rodzaju Trichoderama. Na rozwdj chordb u ptactwa
wptywa wiele czynnikdw m.in. duza wilgotnos¢, niska temperatura, wysoki poziom biatka
w paszy, podawanie antybiotykéw. Podawanie antybiotykow, jako stymulatoréw wzrostu,
powoduje rozregulowanie rownowagi flory Dbakteryjnej przewodu pokarmowego
i oddechowego ptakéw. Przyczyna s zabrudzenia ptakéw i tym samym skorupy jaj. Sciotka
nieodpowiedniej jakosci pogarsza zdrowie ptakow, stanowi ogromne zagrozenie
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mikotoksynami, zagrozenie zapaleniem jelit poprzez obecno$¢ Clostridium perfringens
i Escherichia coli oraz wplywa na stan zabrudzenia powierzchni skorupy [Korytkowski,
2012].

Opakowania jajczarskie. Zasadniczy wptyw na mikroflor¢ zywnosci maja
opakowania bezposrednie. Aktualnie sa to opakowania jednorazowego uzytku, co wyklucza
zanieczyszczenia pochodzace z poprzedniego wsadu [Malicki, 2000].

Pasza. Karmienie kur paszami i dodatkami paszowymi istotnie wptywa na stan
mikrobiologiczny jaj. Do najbardziej powszechnych i niebezpiecznych zanieczyszczen pasz
naleza plesnie 1 ich metabolity, czyli mikotoksyny. Rozwijaja si¢ one nie tylko w zbozach,
ale rowniez w komponentach pasz, ktore sg dlugo przechowywane w podwyzszonej
temperaturze i przy wysokiej wilgotnosci otoczenia. W pokarmie nie powinny si¢ pojawiac
ciata obce np. opitki metalu, rowniez nie moga si¢ W nim znajdowac $rodki ochrony roslin
i nawozy. Poprzez pasze wprowadzanemoga by¢ réwniez pateczki Salmonella spp., ktore
zasiedlajgprzewdd pokarmowy, a nastepnie sa wydalane do $rodowiska i tak moga
zanieczyszcza¢ powierzchnie skorup jaj konsumpcyjnych [Malicki, 2000].

Czynniki zewnatrz i wewnatrz Srodowiskowe majace znaczacy wplyw na stan
mikrobiologiczny jaj

Temperatura powietrza. Temperatura w pomieszczeniach inwentarskich jest
waznym aspektem w odchowie kur, co ma wptyw na jako$¢ jaj. Niesno$¢ i1 spozycie paszy
zaleza od temperatury w kurniku. Odpowiedni zakres temperatury to 15-20°C. Gdy
temperatura jest nizsza, to zwicksza si¢ konsumpcja paszy, poniewaz zwierzeta musza
wyrownac stracone ciepto. Jednak kiedy temperatura jest za wysoka, spozycie paszy przez
drob jest mniejszy, kury znosza mniej jaj, co roéwniez skutkuje ciensza skorupa.
Do kontrolowania temperatury w kurniku posrednio, stuza wentylatory. Pozytywnym
aspektem wentylacji jest dostarczenie §wiezego powietrza, zasobnego w tlen i pozbycie si¢
pary wodnej. Ma to wielkie znaczenie dla zdrowia i nie$nosci kur [Niemczak, 1986].

W powietrzu kurnika czesto obecne sg bakterie gnilne i chorobotwoércze. Przenoszg
si¢ one W wyniku naturalnej cyrkulacji powietrza np. poprzez dziatanie maszyn, wiatru, czy
dzieki przemieszczaniu si¢ ludzi. W okolicach wigkszych aglomeracji w mikroflorze
powietrza okoto 70% wszystkich mikroorganizmowstanowia plesnie. Ilo$¢ bakterii stanowi
od 19-26%, w tym gronkowce (10%) i ziarniaki (okoto 50%) [Zaleski, 1985].

W produkcji i przechowalnictwie jaj najwicksza role odgrywaja bakterie mezofilne
i psychrofilne, a produkowanie enzymow psujacych tres¢ jaj czy egzotoksyn, przez ten sam
szczep jest rozny 1 gtdownie zalezy od temperatury [Malicki, 2000].

Wilgotno$¢ powietrza. Z temperaturg mocno powigzana jest wilgotnos¢ wzgledna
powietrza w pomieszczeniu. Wilgotnos¢ wzgledna w kurniku powinna wynosi¢ 65-75%.
Gdy temperatura wynosi 13-15°C, to wilgotno$¢ osigga 75%, za$ przy wyzszych
temperaturach wynosi 60-65% [Niemczak, 1986].

Wzrost wilgotnosci powoduje ostabienie systemu immunologicznego kur, nastgpuje
zwigkszenie ich zachorowalnosci i ubytkéw.Wtedy drobnoustroje znajduja odpowiednie
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warunki do rozwoju. Podwyzszona wilgotno$¢ powoduje stabszy apetyt u kur, obnizona
produkcyjno$¢ i mniejsza przyswajalnos¢ paszy [Starczikow, 1982]. Waznym czynnikiem
decydujacym o wzroScie mikroorganizméw W  pomieszczeniach  produkcyjnych
i przetworczych jest uktad kondensacji i parowania. Przy zbyt duzej wilgotno$ci nastgpuje
gromadzenie si¢ pary wodnej na $cianach pomieszczenia i jest to idealne siedlisko dla
bakterii chorobotwodrczych i grzybow. Gdy wilgotnos¢ wynosi 80% lub wigcej namnaza si¢
flora bakteryjna, za$ ponizej 80% wzrost drobnoustrojéw jest hamowany. Duzy wplyw
na przezycie mikroorganizmoéw opadtych z powietrza ma temperatura. Przezywaja one
migdzy 29-49°C. Bakterie wraz z kurzem przy duzej wilgotnosci wzglednej powietrza
potrafia przezy¢ 2,5 roku, np. Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli [Malicki, 2000].

Drobnoustroje powierzchni skorupy i tresci jaj

Drobnoustroje ze wzglgdu na ogromne zdolnosci przystosowawcze, do niemal
kazdego $rodowiska, wystepuja powszechnie w  otoczeniu. Stanowigpowazne
zanieczyszczenie zywnosci, w tym jaj i przetworéw jajowych. Wystepowanie
mikroorganizméw powoduje liczne skutki m.in. ryzyko zdrowotne dla konsumenta i zmiany
jakosci jaj [Malicki, 2000]. Duzy wplyw na zdrowie czlowieka majg drobnoustroje
chorobotworcze lub wzglednie chorobotworcze, ktore wywotuja zatrucia i zakazenia
pokarmowe, bedace najczgsciej przenoszone droga pokarmows [Sitarz i Janczar-Smuga,
2012].

Jaja sg odpowiednim podiozem dla rozwoju mikroorganizméw, co powigzane jest
z latwoscig psucia si¢ produktu podczas przechowywania przez dlugi okres czasu.
Zewnetrzna cze$¢ jaja, czyli skorupa jest najbardziej zanieczyszczona. Na powierzchni
wizualnie czystej skorupy jajowej znajduje si¢ ok. 130 000 bakterii i okoto 300 zarodnikow
plesni. Zanieczyszczenie powierzchni skorupy jaj przewaznie jest odbiciem uzytkowania kur
niosek, stanu higieny panujacej podczas chowu i przechowywania jaj. Tres¢ swiezych jaj,
ktore pochodza od zdrowych kur jest wolna od drobnoustrojow, jednak mikroflora
z powierzchni skorupy lub tresci jaj, moze powodowac silne zakazenia [Malicki, 2000].

Drobnoustroje obecne w tresci jaj mozna podzieli¢ na dwie kategorie: wywotujace
choroby zwierzat i ludzi, ale nie wptywajace na jako$¢ jaj, do ktorej nalezg np. Salmonella,
Shigella, Proteus, Escherichia oraz powodujace psucie sie jaj, do ktorej naleza,
np. Aerobacter czy Serratia. Do gtéwnych rodzajow plesni znajdujacych si¢ na powierzchni
jaj 1 w ich przetworach zalicza si¢: Mucor, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium i Botrytis
[Gondek i in., 2013].

Bakterie z rodzaju Salmonella. Gram — ujemne palteczki, wystepuja zaréwno
w przypadku ptactwa udomowionego, jak i nieudomowionego. Najczeéciej ich obecnosé
stwierdza si¢ u kur oraz kaczek. Gtowng przyczyna wnikania tych bakterii do przewodu
pokarmowego zwierzat jest zanieczyszczona woda, pasza, gleba, odchody zwierzece, owady
oraz rosliny [Malicki, 2000].

Pateczki z rodzaju Salmonella posiadajg réwniez zdolno$¢ do przezywania oraz
namnazania si¢ poza organizmem zwierzat lub ludzi. Czynnikiem, ktory sprzyja ich
rozwojowi w srodowisku zewngtrznym moze by¢ obecno$¢ w nim substancji biatkowych Iub
podwyzszona temperatura, stad tez kurniki s3 idealnym s$rodowiskiem dla ich wzrostu.
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Najczesciej wystepujacymi typami pateczek Salmonella w pomiocie kurzym sa:
Salmonella Gallinarum — pullorum, Salmonella Manchester, Salmonella Typhimurium oraz
Salmonella Anatum, ktéra cechuje si¢ najwyzsza przezywalno$cig (ok. 57 dni) [Dobrzanski
i Kotacz, 2006]. Dodatkowo w przypadku niosek zakazenie moze przenosi¢ si¢ do narzadow
rozrodczych, czego konsekwencja jest endogenne zakazenie jaj wylegowych
i konsumpcyjnych. Bakterie te mogg réwniez wystegpowaé w migsie drobiowym i jego
przetworach, stanowigc istotne zagrozenie dla cztowieka [Mazurkiewicz, 2005].

Escherichia coli. Gram — ujemna pateczka, ktora bardzo czesto wystepuje
w $rodowisku naturalnym ptakéw [Pijarska, 2008]. Escherichia coli jest bakterig wyjatkowo
oporng na niekorzystne warunki Srodowiskowe. Charakteryzuj¢ si¢ wysokim stopniem
przezywalnosci w trudnych warunkach, takich jak kurz czy duze zapylenie pomieszczen.
Ich chorobotworczos$¢ zalezy glownie od stopnia inwazyjno$ci oraz zdolno$ci niektorych
serotypow do wytwarzania szkodliwych toksyn, mogacych by¢ przyczyna zatrucia
organizmu [Mazurkiewicz, 2005].

U ludzi zakazenie pateczkami okr¢znicy spowodowane jest najczesciej spozywaniem
zakazonego migsa drobiowego i jego przetworow, powodujac czasami bardzo powazne
zatrucia pokarmowe [Dobrzanski i Kotacz, 2006].

Mycobiota. Analizujac rodzaje grzybow mikroskopowych w kurnikach mozna
stwierdzi¢, iz mnajczeSciej wystepuja: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria
i Cladosporium. Najnowsze badania wskazuja, ze obecno$¢ powyzszych plesni obserwuje
si¢ rowniez W tresci jaj [Szablewski i in., 2010; Nowaczewski i in., 2011]. Najbardziej
niebezpieczne jednak nie sa same grzyby plesniowe, a wytwarzane przez niemikotoksyny,
ktére moga stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla zycia lub zdrowia ptakéw [Mituniewicz,
2013].

Mikotoksyny to wtérne metabolity grzyboéw plesniowych. Moga by¢ one
magazynowane wewnatrz grzybni, wowczas mowimy o endotoksynach lub wydzielane
do srodowiska zewnetrznego w postaci egzotoksyn, stanowigc zagrozenie dla powietrza,
gleby Iub produktow spozywczych. Toksyny wytwarzane przez grzyby pleSniowe
powszechnie wystepuja w srodowisku, co jest skutkiem tatwej ich rozsiewalno$ci. Zarodniki
grzybow plesniowych oraz fragmenty strzepkow ich grzybni wystepuja gtdéwnie w powietrzu
wchodzac w sklad bioaerozolu. Duze st¢zenie tych metabolitow moze w niekorzystny
sposob oddziatywa¢ na zdrowie czlowieka lub zwierzat, wywolujac choroby nazywane
mikotoksykozami [Krska i in., 2007].

Poczatkowo mikotoksyny wywotuja u ludzi fagodne objawy takie jak: alergie, katar,
Izawienie oczu, zapalenie spojowek, aczkolwiek oddzialywanie toksyn wytwarzanych przez
grzyby ple$niowe moze mie¢ réwniez ostry oraz przewlekly charakter. Jest to zwigzane
7z czasem narazenia organizmu na ich oddzialywanie, a takze dawka oddzialujacych
mikotoksyn [Jarzynka i in., 2010]. Mikotoksyny po dostaniu si¢ do organizmu cztowieka
moga spowodowad natychmiastowe skutki w postaci cigzkich obrazen narzadow
wewnetrznych, albo (jesli byly pobierane w subtoksycznych dawkach) moga rowniez dziata¢
po pewnym czasie i prowadzi¢ do zmian nowotworowych lub chronicznych, ztozonych
chorob [Popowski, 2000]. Mikotoksyny nie sa metabolizowane przez organizm ludzki. Nie
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maja tez whasciwosci antygenowych, przez co nie wzbudzaja obronnego dziatania systemu
odpornosciowego. Trwate kompleksy, ktére tworza z DNA sa przyczyna zaburzen
w syntezie bialek i przekazywania informacji z DNA na mRNA. Zakldcaja rowniez rozwoj
ptodu. Do organizmu cztowieka moga dostawaé si¢ poprzez pozywienie i droga wziewng
[Grajewski, 2006]. Do dzi$ opisano ok. 400 mikotoksyn, z ktorych 6 zwigzkéw oOtrzymato
ocen¢ toksykologiczng: alfatoksyny, patulina, ochratoksyna A, patulina, zearalenon,
fumiozyny oraz cz¢s¢ trichotecenéw. W przyrodzie sg one wytwarzane nie tylko przez rodzaj
Fusarium, ale takze Aspergillus i Penicillium [Gulbicka, 2012]. W zaleznosci od tego na jaki
narzad w niekorzystny sposob wplywaja, mikotoksyny mozna podzieli¢ na: hepatotoksyny,
pulmotoksyny, kardiotoksyny, nefrotoksyny, neurotoksyny [Krska i in., 2007].

Podsumowanie

Stosowanie si¢ do norm sanitarno - weterynaryjnych w budynkach inwentarskich
pozwala na utrzymanie odpowiednich warunkéw $rodowiskowych dla chowu kur niosek.
Wazna jest kontrola mikroklimatu w kurniku, dzicki czemu mozna zapanowaé nad
utrzymaniem optymalnego Klimatu. Oceny jego stanu mozna dokonywaé po przez
obserwacje np. wygladu podtdg, $cian, zmieniajacego si¢ zapachu w pomieszczeniu lub
poprzez zachowanie zwierzat. Utrzymanie wlasciwego dobrostanu zwigksza odporno$é kur
na choroby, ich produktywno$§¢ oraz ogranicza wzrost mikroorganizmow. Cennym
elementem jest odpowiedni zakup $ciotki i paszy o dobrej jakosci, co przyczynia sig
do ograniczenia rozwoju mikroorganizmow, a tym samym poprawy bezpieczenstwa
produkowanych jaj.

Literatura

Dobrzanski Z., Kotacz R., Higiena i dobrostan zwierzat gospodarskich. Wydawnictwo
Akademii Rolniczej we Wroctawiu, 2006, 75-296.

Gondek A., Wnuk A., Mroczek- Sosnowska N., Lukasiewicz M., Psucie si¢ jaj i metody
zapobiegania. Polskie Drobiarstwo, 2013, 1, 8-12.

Grajewski J., Mikotoksyny i grzyby plesniowe, zagrozenia dla cztowieka i zwierzat.
Wydawnictwo Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy, Bydgoszcz, 2006.

Gulbicka B., Zanieczyszczenia biologiczne i chemiczne jako problem bezpieczenstwa
zywno$ci. Dziat Wydawnictw IERIGZ-PIB, Warszawa, 2012.

Jarzynka S., Dagbkowska M., Netsvyetayeva I., Swoboda — Kope¢ E., Medycyna Rodzinna,
2010, 4, 113 - 119.

Korytkowski B., Sciotka jako element zagrozenia epizootycznego. Hodowca drobiu,
2012, 7, 20-22.

Krska, R., Welzig, E., Boudr, H., Analysis of Fusarium toxins in feed. W: Morgavi, D.P.,
Riley, R.T. (red.), Fusarium and their toxins: Mycology, occurrence, toxicity, control and
economic impact. Animal Feed Science and Technology, 2007, 137, 241-264.

55



BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

Malicki A., Mikrobiologia jaj i przetworéw jajowych. W: Trziszka T. (red.), Jajczarstwo,
Nauka, Technologia, Praktyka. Wydawnictwo AR we Wroctawiu, Wroctaw, 2000, 461-519.

Mazurkiewicz M., Choroby drobiu. Wydawnictwo Akademii Rolniczej we Wroclawiu,
Wroctaw, 2005, 166-267.

Mituniewicz T., Mikroklimat w pomieszczeniach dla drobiu. Og6lnopolski informator
drobiarski, 2013, 12, 28-29.

Niemczak H., Poradnik drobiarski, Wydawnictwo Fundacja Rozwo6j SGGW,Warszawa,
1986, 18.

Nowaczewski S., Stuper K., Szablewski T., Kontecka H., Microscopic fungi in eggs
of ring-necked pheasants kept in aviaries. Poultry Science, 2011, 11 (90), 2467-2470.

Nowak A., Ottuszak-Walczak E., Switoniak T., Mikroorganizmy w biotechnologii, ochronie
srodowiska i produkcji zywnosci. W: Libudzisz Z., Kowal K., Zakowska Z., (red.)
Mikrobiologia techniczna tom 2. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 2008, 267-278.

Pijarska I., Kolibakterioza niosek. Polskie Drobiarstwo, 2008, 3, 16-18.

Popowski J., Plesnie i ich toksyny a bezpieczenstwo zywnosci. Zywnosé, zywienie, prawo
a zdrowie, 2000, 1, 109-114.

Sitarz S., Janczar-Smuga M., Wspolczesne zagrozenia bezpieczenstwa zywnosci, mozliwosci
ich kontroli oraz eliminacji. Nauki Inzynierskie i Technologie, 2012, 2(5), 68-93.

Starczikow N. J., Produkcja jaj na zasadach przemystowych. Panstwowe Wydawnictwo
Rolnicze i Le$ne, Warszawa, 1982.

Szablewski T., Stuper K., Cegielska — Radziejewska R., Kijowski J., Perkowski J.,
Ergosterol as an indicator of the presence of microscopic fungi in eggs for human
consumption produced in different husbandry systems. Poultry Science, 2010, 11, (89),
2491-2493.

Trojanowska K., Giebel H., Gotebiowska B., Mikrobiologia zywno$ci. Wydawnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Poznan, 2009.

Wilczek-Jagietto A., Zadbaj o prawidlowy mikroklimat w kurniku. Hodowca drobiu,
2012, 11, 26-29.

Zaleski J.S., Mikrobiologia zywnoéci pochodzenia zwierzecego. Wydawnictwo Naukowo —
Techniczne. Warszawa, 1985, 122-152.

56



BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

LUKASZ TOMCZYK, TOMASZ SZABLEWSKI,

RENATA CEGIELSKA-RADZIEJEWSKA, AGATA LASIK
Katedra Zarzqdzania Jakoscig Zywnosci

Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

tomczyk@up.poznan.pl

JAKOSC JAJ POZYSKANYCH Z KLATKOWEGO SYSTEMU UTRZYMANIA
KUR NIOSEK

Streszczenie

Poczatek hodowli kur niosek na $wiecie w klatkach sigga roku 1920 roku, jednak
w Europie dopiero w roku 1999 opowiedziano si¢ za wzbogaceniem klatek na rzecz poprawy
dobrostanu. Klatki tzw. ,,umeblowane” zmieniaja $rodowiskokur niosek przez co moga
prowadzi¢ do zmian jako$ci jaj. Warunki chowu wptywaja na ksztalttowanie si¢ cech
jakosciowych jaj.Znajac potencjalne zagrozenia wystepujace podczas hodowli niosek,
istnieje mozliwos¢ podejmowania decyzji, ktore pozwolg ograniczy¢ niepozadane zmiany
w ksztaltowaniu si¢ jakosci jaj. W opracowaniu omdéwiono zanieczyszczenia wystepujace
w $rodowisku kurnika mogace potencjalnie wptynaé¢ na jakos¢ jaj konsumpcyjnych. Ponadto
przedstawiono profil wybranych cech jako$ciowych jaj po wprowadzeniu klatek
umeblowanych.

Slowa kluczowe: jaja, klatki umeblowane, zanieczyszczenia kurnika

Whprowadzenie

Rosnace w ostatnich latach zainteresowanie konsumentéw jakoscia produktow
spozywczych w tym jaj, sktania do opracowania ciggle optacalnych systemow hodowli ale
mniej intensywnych - bardziej przyjaznych dla zwierzat z jednoczesnym uwzglgdnieniem
wymagan konsumentow. Wysokos¢ dochodéw producentéw determinowana jest gtownie
od dostarczania odpowiedniej jakosci jaj [Sobczak, 2007]. Na ksztaltowanie si¢ cech
jakosciowych skorupy i tre$cijaj wptywaja czynniki genetyczne, gtownie pochodzenie kur
niosek oraz czynniki $rodowiskowe takie jak: zywienie, §wiatto, temperatura, warunki
higieniczne w kurniku, wiek kur niosek, ich stan fizjologiczny itp.

Wyrdznia si¢ cztery gldwne systemy utrzymania niosek: klatkowy, $ciotkowy, wolno
wybiegowy oraz ekologiczny. Zdecydowana wigkszos¢ $swiatowej populacji kur niosek jest
utrzymana w klatkach. Zapewniaja dobre wyniki ekonomiczne i ograniczenie probleméw
sanitarnych. Z drugiej strony system ten ogranicza przestrzen do poruszania si¢ ptakow
w negatywny sposob wplywajac na dobrostan niosek. Kontrowersje nad systemem
klatkowym kur niosek przyczynity si¢ wprowadzenia przez Uni¢ Europejska zarzadzen
zwigzanych z poprawa dobrostanu. W 1999 roku UE wydata dyrektywe, ktora zakazuje
chowu kur niosek w konwencjonalnych klatkach od 1 styczna 2012. Dopuszczony jest
system klatkowy jesliklatka bedzie wyposazona w grzedg, gniazdo, kapielisko pytowe
(piaskowe), grzebalisko oraz urzadzenie do $cierania pazurdw, a na jedna nioske bedzie
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przypada¢ 750 cm® powierzchni. Celem wprowadzonych zmian bylo zapewnienie
dobrostanu i poprawy warunkéw hodowli kur niosek [Guesdon, 2004].

Charakterystyka zanieczyszczen pochodzacych z kurnika

Charakterystyczny mikroklimat S$rodowiska kurnika tworzy: wysoka wilgotnos¢
powietrza, wysoka temperatura, obnizona wielko$¢ wymiany powietrza oraz elementy state
takie jak: poidia, karmidta, paszociagi, grzedy, gniazda, Scidtka, pasza oraz zwierzeta. Kazdy
z wyze] wymienionych elementow stalych moze stanowi¢ zrodlo zanieczyszczenia
srodowiska kurnika. Na poziom zapylenia powietrza kurnika wptywa glownie Scidtka oraz
pasza, natomiast za rozwdj mikroorganizméw zarowno tych natywnych jak i tych
zawleczonych z zewnatrz wplywa temperatura oraz wilgotnosc.

Tabela 1. Zawarto$¢ bioaerozoli w budynkach inwentarskich [Hartung i Schulz, 2007]

Bydlo Trzoda chlewna Dréb
Bakterie ogolem 4,4x10° JTK/m® 5,2x10° JTK/m? 5,8x10° JTK/m®
Grzyby ogdtem 3,8x10° JTK/m? 3,8x10° JTK/m? 4,1x10° JTK/m®

Najwigksze zawarto$ci bioaerozoli w budynkach inwentarskich odnotowywano
w kurnikach (Tabela 1).

Zanieczyszczenia fizyczne kurnika sg problemem nierozerwalnie zwigzanym
z produkcja zwierzgca. Na intensywno$¢ wytwarzanych zanieczyszczen wplywa: obsada
ptakow oraz rodzaj stosowanej $ciotki. Na podstawie charakterystyki mikroklimatu
kurnikoéw [Wilkanowska, 2012] szczegdlnym czynnikiem wpltywajacym na zawarto$é pylow
w powietrzu jest hodowla drobiu na $cidtce.

Tabela 2. Zawarto$¢ zanieczyszczen powietrza w roznych systemach chowu drobiu
[Nimmermark i in., 2009]

System chowu Rodzaj zanieczyszczenia Zawarto$¢
Podtogowy (sciotkowy) 12 mg/m®
Podlogowy wielopoziomowy Pyt 1,8 mg/m?
Klatki wzbogacane 2,3 mg/m?
Podtogowy (§ciotkowy) 8,8x107 JTK/m?
Wielopoziomowy Bakterie 2,8x10" JITK/m®
Klatki wzbogacane 1,6x10" JTK/m®

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne powszechnie wystepuja w kurniku a panujace
warunki korzystnie wptywaja na rozwdj mikroorganizméw. Ponadto w wigkszosci kurnikow
wielkotowarowych ograniczony jest dostgp naturalnego promieniowania stonecznego, ktore
mogtoby dziata¢ niszczaco na mikroflore wewnatrz budynkow inwentarskich. Czynnikiem
neutralizujagcym wystgpowanie zanieczyszczen mikrobiologicznych s3 takze opady
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atmosferyczne, ktore oczyszczaja powietrze z czastek koloidalnych. Podczas wyladowan
atmosferycznych wytwarza si¢ ozon, ktéry ma dzialanie zabdjcze na drobnoustroje
[Szynkiewicz, 1975]. Zrédtem zanieczyszczen mikrobiologicznych jest: $cidtka, pasza,
pomiot drobiowy, czlowiek i inne zwierzeta, ktore maja dostep do kurnika oraz
drobnoustroje zawarte we wprowadzanym przez wentylatory powietrzu.

Wsrod — drobnoustrojow  wystepujacych  w  $rodowisku  kurnika najbardziej
charakterystyczne sg: ziarniaki (Micrococcus, Sarcinia, Staphylococcus), pateczki i laseczki,
a takze drobnoustroje chorobotworcze takie jak Streptococcus, Bacillus i Clostridium.
Najwigkszym skupiskiem rozwijajacej si¢ mikroflory jest obornik, ktory powstaje na $cidtce
wraz z odchodami i moczem ptakow [Szynkiewicz, 1975].

Badania mikroflory powietrza otaczajacego budynki inwentarskie dla roznych
gatunkow zwierzat wykazaly, ze to wiasnie Kkurniki emitujg najwicksza ilo§é
drobnoustrojéw. Rozpatrujac spektrum rodzajowe mikroorganizméw wszystkich budynkow
inwentarskich stwierdza sig, iz wérdd grzybow mikroskopowych stanowiacych nawet 35%
catej mikroflory, dominujg: Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Mucor
i Rhizopus [Karwowska, 2005]. W poszczegolnych budynkach inwentarskich najczesciej
identyfikuje si¢ nastepujace rodzaje i gatunki plesni:

w oborach — Penicillium sp., Penicillium piceum, Alternaria sp., Monilia sp.,

Rhizopus sp., Aspergillus (A. niger, A. flavipes, A. nidulans, A. versicolor)

w chlewach — Penicillium sp., Penicilliumbrevicompactum, Aspergillus niger,

Aspergillus sp., Mucor sp., Rhizospus sp., Alternaria sp., Cladosporium sp.

w kurnikach — Aspergillus (A. niger, A. nidulans, A. ochraceus), Penicillium natatum,

Penicillium sp., Cladosporium sp., Alternaria sp.

Drozdze sa grzybami mikroskopowymi i wraz z plesniami stanowig pomost mi¢dzy
organizmami ro$§linnymi i zwierzecymi. Komorki drozdzy nie zawieraja chlorofilu, sa wiec
organizmami cudzozywnymi. Wsrdd identyfikowanych w srodowisku kurnika dominuja
drozdze z rodzaju: Rhodotorula i Candida. Powszechnie wystepuja one w glebie,
na ro$linach i zwierzetach, drozdze z rodzaju Rhodotorula, to tzw. czerwone drozdze.
Choroby z ich udzialem byly opisywane od pocz. XVIII w. Powoduja one glownie
zaburzenia jelitowe. Badania kliniczne wykazaly, iz sg one przyczyna wystgpowania
fungemi (np.: kandydemia) i zakazen ogodlnych. Czesto dochodzi do zakazenia oczu, ktore
powoduja: R. mucilaginosa, R. glutinis oraz R. miruta. Inne zakazenia wywolywane przez
niniejsze drozdze to np. wodniak jajowaty, zmiany skorne w pachwinach, owrzodzenia jamy
ustnej, grzybica paznokei itd. [Barnett, 2004]. Drozdze z rodzaju Candida wywotuja glownie
zespoly chorobowe zwane kandydozami. Dotykaja one zaréwno ludzi jak i zwierzgta
[Ledwon i Szeleszczuk, 2008].

Zanieczyszczenia chemiczne moga wystepowa¢ w kurnikach ze wzgledu na celowe
ich wprowadzenie do budynku np. jako leki i antybiotyki podawane ptakom lub w wyniku
reakcji chemicznych zachodzacych w $rodowisku kurnika jak réwniez metabolizmu
mikroorganizméw. Intensywna produkcja zwierzeca jest jednym z gléwnych zrédet
amoniaku (42%) emitowanych do atmosfery. Fermy drobiu emituja amoniak, ktory zawiera
najwicksza ilo$¢ azotu pochodzacego z rozkltadu przeprowadzonego przez drobnoustroje,
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zwigzkéw organicznych zawierajgcych azot, zawartych gldéwnie w pomiocie drobiowym
[Gorzka i in., 2012; Radon i in., 2004].

Grupy zwiazkow wytwarzanych przez roézne mikroorganizmy jako drugorzedowe
metabolity wtorne maja rozne formy dziatania w §rodowisku, w ktérym wystepuja. Mozemy
wyr6zni¢ wérod nich mikotoksyny, endotoksyny oraz egzotoksyny.

Mikotoksyny to zwigzki chemiczne wytwarzane przez grzyby plesniowe takie jak
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium, Candida, Cladosporium. Charakterystycznymi
mikotoksynami produkowanymi przez grzyby z rodzaju Aspergillus sa aflatoksyny,
do ktorych zaliczana si¢ 20 heterocyklicznych difurokumorynowych pochodnych. Zwigzki
te sa odporne na szkodliwe dzialanie wysokich temperatur, jednak rozktadaja si¢ pod
wplywem promieniowania ultrafioletowego i widzialnego. Zrodlem aflatoksyn s3 tylko
niektére szczepy z rodzaju Aspergillus, a na ich produkcje ma znaczny wptyw temperatura
oraz wilgotnos$¢ okreslana za pomoca wspotczynnika dostepnosci wody (ay,). Dla Aspergillus
flavusprocentowy udzial szczepoéw toksynotworczych wynosi 20-98%. Nastepnymi
mikotoksynami produkowanymi przez Penicillum i Aspergillus to ochratoksyny. Zwigzki
te sa szczeg6lnie odporne na dziatanie temperatury. Fusarium spp. Wytwarza natomiast
zearalenon, ktory niekorzystnie wptywa na funkcjonowanie uktadu hormonalnego
i przyczynia si¢ do spadku ptodnosci. Zarowno aflatoksyny, ochratoksyny jak tez zearaleon
wytwarzane sg gltdwnie na ro$linach zbozowych, ktére ulegly zaple$nieniu. Na $cianach
budynkow rozwija¢ si¢ mogg Stachybotryschartarum, ktore wytwarzaja satratoksyny, ktore
wplywaja niekorzystnie na uktad oddechowy [Soroka i in., 2008]. Trichoceny wytwarzane
sa m.in. przez Fusarium, Myrothecium lub Trichoterma. Ze wzgledu na rézna budowe
trichoceny podzielono na 4 grupy: A, B, C i D. W otaczajacym srodowisku czgsto wystepuja
zwigzki z grupy A oraz B(deoksyniwalenol, niwalenol, fusaryna X). Powszechne
wystgpowanie trichocendw z grupy B w produktach pochodzenia roslinnego sprawia,
iz s uwazane za wazny czynnik wplywajacy na czlowieka i srodowisko [Suchorzynska
i Misiewicz, 2009]. Za najwazniejsze trichoceny uwaza si¢ deoksyniwalenol (DON) i jego
pochodne, a takze niwalenol (NIV).

Grzyby mikroskopowe stwierdza si¢ na powierzchni skorup, natomiast niewiele jest
danych dotyczacych zanieczyszczenia plesniami tresci jaj konsumpcyjnych. W badaniach
[Szablewski i in., 2010] analizowano ste¢zenie ergosterolu jako wskaznika biomasy
grzybowej. Material badany stanowito odwodnione biatko jaja kurzego przygotowane
z tresci jaj, pochodzacych z hodowli $cidtkowej. W analizowanym materiale stwierdzono
obecnos¢ plesni, podobnie rezultaty uzyskano w badaniach [Nowaczewski i in., 2011]
przeprowadzonych na jajach bazancich.

Druga grupa toksyn z ktora mamy do czynienia w S$rodowisku kurnika
sa endotoksyny. Te toksyczne zwigzki znajdujg si¢ w blonie zewnetrznej bakterii Gram-
ujemnych. Endotoksyny to gtéwnie liposacharydy, ktére sg uwalniane po rozpadzie komorki.
Zawarto$¢ endotoksyny w powietrzu wiejskim jest zmienna w zaleznosci od pory roku
[Schulze i in., 2006].
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Klatkowy system utrzymania a bezpieczenstwo jaj

Wielkotowarowe system utrzymania kur niosek charakteryzuja si¢ duza koncentracja
jednego gatunku ptakoéw w specjalistycznych pomieszczeniach. Wystepuje zmechanizowane
podawanie paszy i wody oraz zautomatyzowana wentylacja. W systemie klatkowym lepigj
jest wykorzystana pasza i mniejsze jej zuzycie na 1 kilogram masy ciata. Przy projektowaniu
klatek umeblowanych, nacisk glownie polozono na naturalne preferencje niosek oraz
na mozliwo$¢ zapewnienia bezpieczenstwa produkowanych jaj.

Kluczowe warunki zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego jaj przeznaczonych
do spozycia przez cztowieka dotycza mozliwosci ich zanieczyszczenia mikrobiologicznego
i chemicznego [Holt i in., 2011]. Mikrobiologiczna jako$¢ jaj zalezy od: systemu utrzymania
kur niosek,zanieczyszczenia mikrobiologicznego paszy i pomieszczen oraz postgpowania
z jajami bezposrednio po zniesieniu [Szablewski i in., 2012]. Z kolei prewencja dotyczaca
zanieczyszczen chemicznych obejmuje gltéwnie zanieczyszczenia organiczne, takie jak:
dioksyny i polichlorowane bifenyle, pestycydyczymetale cigzkie [Schulze i in., 2006].

Jaja utrzymane w systemie klatkowym zaraz po zniesieniu staczajg si¢
do rynienkizbiorczej badz na ta§mg zbiorczg i transportowane sg do innego pomieszczenia.
W przypadku chowu $cidtkowego lub ekologicznego czas, jaki mijaod chwili zniesienia jaja
do jego zabrania jest dluzszy, a tym samym wigksze jestryzyko zabrudzenia skorupy
odchodami [Braun i in., 1999].W przeprowadzonym do$wiadczeniu [De Reui in., 2003]
odnotowano podobne zanieczyszczenie powierzchni jaj mikroflora bakteryjng pomigdzy
utrzymaniem kur niosek w standardowych, a umeblowanych klatkach. Jednak w innych
badaniach wykazano, ze odpowiednie materiaty i wykonczenia uzyte podczas projektowania
klatek stanowiag elementy zachgcajace kury do sktadania jaj w gniazdach [Abrahamssoni
in. 1995]. Z higienicznego punktu widzenia, optymalne materiaty do budowy gniazd to takie
ktére pozwalaja w skuteczny sposob przeprowadzi¢ proces mycia i dezynfekcji. Jednak
wiele badan wykazato, ze podlogi wykonane z tworzyw sztucznych lub z siatki nie sktaniaja
do skfadania jaj w gniazdach [Abrahamsson i in., 1997]. Z kolei w badaniach [Malleti
in., 2006] wykazano zmniejszenie liczby jaj znoszonych poza gniazdem co pocigga soba
redukcj¢ zanieczyszczenia bakteryjnego jaj pozyskanych w klatkach umeblowanych
w ktorych poprawiono wyglad gniazda.

Klatkowy system utrzymania a bezpieczenstwo jaj

Jako$¢ handlowa jaj moze takze si¢ r6zni¢w zaleznos$ci od systemach chowu.lstotnym
czynnikiem stanowigcym o ekonomicznym aspekcie produkcji i obrotu handlowego jaj
to stopien uszkodzenia skorupy, indeks ksztaltu, wielko§¢ komory powietrznej oraz barwa
z6itka. Do handlu detalicznego dopuszczone sa jaja klasy ,,A” charakteryzujace
si¢ nieuszkodzong oraz czysta skorupa, nieruchomg komorg powietrzng o wysokosci < 6mm,
a w przypadku jaj klasy ,.ekstra” nie wyzszg niz 4mm, z6ttko powinno by¢ centralnie
polozone w jaju, delikatnie ruchome podczas obracaniajajem, przejrzystym biatkiem,
bez obcego zapachu oraz cial obcych.

W badaniach odnotowano wyzszy odsetek peknietych jaj pozyskanych w klatkach
umeblowanych niz w klatkach konwencjonalnych [Abrahamssoni in., 1995; Abrahamsson
i in., 1997]. Wynika¢ to moglo ze zbyt duzej kumulacji jaj w rynienkach zbiorczych.
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W innych badaniach stwierdzono, ze w jajach o wysokim indeksie ksztattu, moze wystapic¢
wigksze ryzyko peknigcia skorupypodczas toczenia si¢ w dot do rynienki zbiorczej,
ze wzgledu na mozliwo§¢ uzyskania wyzszej predkosci. W wiekszosci modeli klatek
umeblowanych, sktadanie jaj ma miejsce w ograniczonym obszarzew pordwnaniu
do konwencjonalnych klatek bez gniazd. W typach klatek gdzie zastosowano tzw.
spowalniacze jaj oraz odpowiednie zaslony w gniezdzie zminimalizowano mozliwo$¢
pekania skorupy jaj [Wall i in., 2002].

Podsumowanie

Chcac zapewni¢ produkt o wysokiej jakosci, ale przede wszystkim bezpieczny dla
zdrowia konsumenta nalezy mie¢ na uwadze systemy zapewniania jako$ci. Zgodnie z GAP
(Dobra Praktyka Rolnicza), w ktorym zawarte sa zalecenia dlaproducentow zywnoS$ci oraz
GMP (Dobra Praktyka Produkcyjng), gdzie uwage zwraca si¢ na sposob produkcji srodkow
spozywczych mozemy uzyska¢ produkt o wysokich walorach jakosciowych, a takze
pozyskany w sposob bezpieczny.

W celu minimalizowania zagrozen przenoszonych przez jaja powstatych podczas ich
pozyskiwania, wazna jest systematyczna kontrola panujacych warunkéw. Monitorowanie
zanieczyszczen pochodzacych z paszy, $cidtki oraz pozostatych komponentéw pod
wzgledem mikrobiologicznym oraz chemicznym moze pomdc w minimalizowaniu
negatywnych skutkow ich wystepowania.
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KONTROLA ZANIECZYSZCZEN BAKTERYJINYCH
W PROCESIE FERMENTACJI ETANOLOWEJ

Streszczenie

W zwiazku z czestymi skazeniami bakteryjnymi istnieje potrzeba opracowania
i wprowadzenia do praktyki przemystowej szybkich i wysokowydajnych metod
pozwalajacych na wykrywania skazen. Tradycyjne metody mikrobiologiczne, takie jak
metoda seryjnych rozcienczen, zwykle sa zbyt pracochtonne, malo doktadne, a wynik
analizy znany jest po stosunkowo dlugim czasie. W ostatnim czasie zaproponowano szereg
metod pozwalajacych na kontrole wzrostu bakterii w trakcie procesu fermentacji etanolowe;.
Sa to migdzy innymi wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), techniki biologii
molekularnej, takie jak reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) czy reakcja tancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym (q-PCR), a takze cytometria przeptywowa. Wszystkie
wymienione metody pozwalaja na szybka analizg prob i otrzymanie wiarygodnych wynikow.
W przypadku niektorych z nich konieczna wydaje si¢ pracochtonna standaryzacja, jak
na przyktad optymalizacja warunkow przeprowadzania reakcji PCR i qPCR. Koniecznym
wydaje si¢ przeprowadzanie szeregu testow, pozwalajacych na wdrozenie tych technik
do praktyki przemystowej.

Stowa kluczowe:fermentacja etanolowa, kontrola zanieczyszczen bakteryjnych

Wprowadzenie

W ostatnim czasie szerokie zainteresowanie w nauce i gospodarce budzi
wykorzystanie odnawialnych zrédet energii. Jednym z nich jest bioetanol, ktory w Europie
jest produkowany glownie z wykorzystaniem drozdzy. Rosnaca produkcja etanolu wigze si¢
z wytycznymi, migdzy innymi Unii Europejskiej, ktorej polityka kladzie nacisk
na wykorzystanie odnawialnych zrodet energii. Obecnie duza uwage skupia sig
na usprawnienie procesu fermentacji, a takze opracowanie nowych technologii,
pozwalajacych na przyklad na hydroliz¢ skrobi w niskich temperaturach, bez koniecznos$ci
kleikowania. Wyeliminowanie z tych procesoOw etapow przeprowadzanych w wysokich
temperaturach oraz przeprowadzanie ich w coraz wigkszej skali wigze si¢ z powszechnymi
zakazeniami bakteryjnymi, gldwnie przez bakterie kwasu mlekowego. Kontaminacja
fermentacji etanolowej czesto wigze si¢ ze zmniejszeniem produktywnosci procesu [Skinner
i Leathers, 2004].
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W zwiazku z czgstymi skazeniami bakteryjnymi istnieje potrzeba opracowania
i wprowadzenia do praktyki przemystowej szybkich i wysokowydajnych metod
pozwalajacych na wykrywania skazen. Tradycyjne metody mikrobiologiczne, takie jak
metoda seryjnych rozcienczen, zwykle sa zbyt pracochlonne, malo dokladne, a wynik
analizy znany jest po stosunkowo dtugim czasie.

Skazenia bakteryjne

Zanieczyszczenie mozna sklasyfikowa¢ na posrednie oraz bezposrednie.
Zanieczyszczenia bezposrednie pochodzg zwykle z surowcdéw uzywanych do fermentacji
na przyktad wody, skrobi, kukurydzy, inokulum czy enzymow, natomiast zrodtem skazen
posrednich moze by¢ infrastruktura wykorzystywana w procesie produkcyjnym [Schell
i in., 2007].

Z uwagi na beztlenowe warunki panujace w trakcie fermentacji etanolowej,
bakteriami najczgsciej wzrastajacymi w fermentorach sa bakterie beztlenowe i fakultatywnie
beztlenowe. Wykazuja one zdolno$¢ do przetrwania w $rodowisku o znacznie nizszym
pH (nawet ponizej pH 5) niz inne bakterie [Bely i in., 1991]. Drozdze przeprowadzajace
proces fermentacji etanolowej konkuruja z bakteriami o skladniki pokarmowe, gtownie
cukry, a efektem jest obnizenie produktywnosci procesu [Chaney i in., 2006].

Najczgséciej skazenie procesu fermentcji etanolowej powodowane sa przez
Gram-dodatnie bakterie kwasu mlekowego 2z rodzin Lactobacillus, Pediococcus
i Leuconostoc, a takze rodziny Weisella oraz Acetobacter.Z prob pozyskanych z procesow
przemystowych wyizolowano takze bakterie z rodzin Clostridium, Propionibacterium
i Fusobacterium. Skinner i Leathers [2008] w trakcie swoich badan stwierdzili, ze ponad
50% liczby komorek bakterii skazajacych proces produkcji etanolu nalezato do rodziny
Lactobacillus.

Metody ograniczajace ryzyko wystapienia skazen

Skazenie procesu moze nastapi¢ na kazdym jego etapie. Waznym jest wlasciwie
przygotowanie infrastruktury produkcyjnej poprzez skuteczne mycie i1 dezynfekcje.
Problemem sg biofilmy, ktore sg trudne do usunigcia i stanowig zrodlo skazen. Bakterie
w formie biofilmu sg duzo odporniejsze na mycie i sterylizacjg, a takze na stosowanie takich
srodkow jak antybiotyki i bakteriocyny [La Duc i in., 2007]. Zwykle niemozliwym jest
usunigcie  wszystkich  zanieczyszczen po procesie fermentacyjnym, szczegolnie
prowadzonym w wielkoskalowych warunkach przemystowych [Bischoff i in., 2009].
Dlatego uzasadnione jest wykorzystywanie srodkow pozwalajacych na ograniczenie wzrostu
bakterii, a nie wplywajacych na szybko$¢ wzrostu i produktywnos$¢ drozdzy [Stewart
i in., 2004].

Najpopularniejszymi substancjami uzywanymi do inhibicji wzrostu bakterii
sg antybiotyki. Mogg by¢ one wykorzystywane rowniez jako mieszaniny. Do powszechnie
stosowanych naleza penicyliny (gldwnie penicylina G), streptomycyna, tetracyklina,
monenzyna i wirginiamycyna. Duzym problemem jest nabywanie przez mikroorganizmy tak
zwanej antybiotykooporno$ci, co uniemozliwia lub ogranicza skuteczne ich stosowanie
[Nystrom, 2003]. Zagrozenie stanowi rowniez przedostawanie si¢ antybiotykow
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do $rodowiska, wraz z odpadami produkcyjnymi. Wiaze si¢ to z ryzykiem pojawienia si¢
w $rodowisku szczepéw bakterii odpornych na dziatanie antybiotykdéw i1 mogacych
powodowacé choroby ludzi i zwierzat [Earnshaw i in., 2009].

Alternatywnymi $rodkami ograniczajagcymi wzrost bakterii sg miedzy innymi
nadtlenek karbamidu, disiarczyn potasu i ditlenek chlorku. Niezwykle interesujacymi
substancjami sg bakteriocyny, czyli substancje biatkowe, wytwarzane przez rézne gatunki
bakterii, ktore zdolne sa do ograniczania wzrostu lub zabicia komorek innych bakterii.
Najczeséciej uzywang bakteriocyna jest nizyna. Wykazuje ona wtasciwosci inhibujgce wzrost
wobec bakterii Gram-dodatnich, ktore sa najczestszg przyczyng skazen. Powoduje ona
przerywanie btony komorkowej wrazliwych bakterii i $mier¢ komorek.

Metody stuzace do kontroli zanieczyszczen bakteryjnych

Metoda plytkowa. Technika ta polega na wykonaniu serii rozcienczen dziesigtnych
i ich posiew na szalkach Petriego zawierajacych odpowiednig pozywke zestalong agarem.
Do hodowli i zliczania bakterii kwasu mlekowe wykorzystywane jest podtoze MRS (de Man
Rogosa Sharpe medium). Pozywka MRS zawiera w swoim sktadzie antybiotyki o dziataniu
grzybobojczym takie jak cykloheksymid, a takze czynnik redukcyjny cysteing, w stezeniu
0,05%, substancja ta wplywa na poprawienia specyficzno$ci wzrostu bakterii kwasu
mlekowego [Shapiro, 2000].

Jest to metoda stosunkowo tania, lecz czasochtonna. Inkubacja ptytek trwa zwykle od
24 do 48 godzin i dopiero po tym czasie mozliwe jest policzenie wszystkich powstatych
kolonii bakteryjnych. Na skutek dhlugiej inkubacji, otrzymane wyniki nie pozwalaja
na uzycie substancji ograniczajacych wzrost bakterii we wlasciwym czasie. Stad metoda
ta jest uzywano jako kontrola dla innych, lub nie jest stosowana w ogole.

Wysokosprawna chromatografia cieczcowa (HPLC). HPLC jest rodzajem
chromatografii kolumnowej, ktéra wykorzystywana jest do oznaczania jako$ciowego
i iloSciowego sktadu mieszanin. W metodzie tej przez upakowane w kolumnie
chromatograficznej zloze (fazg stacjonarng) przeplywa pod wysokim cisnieniem faza
ruchoma, do ktdérej wprowadzana jest niewielka ilo$¢ badanej proby. Substancje obecne
w probie przechodzg przez kolumne w réznym czasie, a zalezne to jest od wielkosci
czasteczek i powinowactwa zwigzkow do fazy ruchomej i stacjonarnej. Wyplyw substancji
z uktadu rejestrowany jest przez detektor, ktorym jest zwykle spektrofotomentr UV-Vis
[Swadesh, 2001]. Dzigki przygotowanym wczesniej wzorcom, mozliwa jest identyfikacja
substancji, na podstawie czasu retancji, czyli czasu przebywania zwigzku w ukladzie.
Po przygotowaniu krzywej wzorcowej, mozliwe jest oznaczenie stg¢zenie danego zwiazku,
ktore koreluje z poziomem sygnatu z detektora. Jest to jedna z najczgsciej stosowanych
technik do wykrywania skazen bakteryjnych podczas procesu fermentacji etanolowej. HPLC
wykorzystywane jest do wykrywania kwaséw organicznych, takich jak kwas mlekowy
czy octowy, ktore sag wytwarzane sa przez bakterie skazajgce proces, a przez drozdze bardzo
rzadko. Dlatego wykrycie tych kwasow $wiadczy zazwyczaj o wystepowaniu bakterii,
a ich ilo$¢ powigza¢ mozna ze stopniem skazenia. Zazwyczaj probki pobierane
sa w rownych odstepach czasu przez caty okres trwania procesu. Obecnie oferowane przez
producentéw chromatografy pozwalaja na ciagla prace urzadzenia z wykorzystaniem
uktadow do automatycznego nastrzykiwania prob do uktadu [Raddler, 1990].
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Jest to metoda posrednia wykrywania skazenia bakteryjnego, poniewaz opiera si¢ ona
na wykrywaniu metabolitow bakteryjnych. W zwiazku z tym wykrycie zanieczyszczen
mozliwe jest tylko w poOzniejszym okresie zakazenia, co ogranicza mozliwosci
zapobiegni¢cia nadmiernemu wzrostowi bakterii [Valli i in., 2006]. Metoda ta nie pozwala
na okreslenie rodzaju oraz gatunku bakterii przez co nie jest mozliwe precyzyjna walka
z zanieczyszczeniami, dlatego HPLC moze by¢ wykorzystywane tylko do ogdlnego
monitoringu procesu fermentacji.

Spektroskropia fluorescencyjna. Technika ta w przeciwienstwie do metod
mikrobiologicznych oferuje wyjatkowo krotki czas analizy. Fluorymetria z powodzeniem
zostata zastosowanado rozréznienia réznych typéw drozdzy browarniczych i gorzelnianych
oraz bakterii kwasu mlekowego. Analiza ta polega na pomiarze intensywnosci fluorescencji
w zakresie 325 i 328 nm po wzbudzeniu prob §wiattem UV [Joux i Lebaron, 2000]. Diugosci
tych fal odpowiadaja maksimum emisji $wiatla emitowanego przez tryptofan. Emisja §wiatta
o dhugosci fali 325 nm odpowiada fluorescencji tryptofanu w komorkach bakterii,
a 328 nm w komorkach drozdzy. Wykonanie wcze$niejszej optymalizacji i wykonania
pomiarow w trakcie procesu fermentacji etanolowej pozwala na wykrycie skazen
bakteryjnych [Ammor, 2007].

Wadami tej techniki jest konieczno$¢ pomiaru prob o odpowiednim zageszczeniu
komorek, stad mozliwy jest on zwykle po 24-48 godzinach prowadzenia hodowli. Ponadto
przesuniecie widma emisji $wiatla wynosi tylko 3 nm, stad dokladno$¢ tej metody jest
stosunkowo niska i wymaga aparatury pozwalajacej na bardzo doktadne pomiary, takze
dobrze przeszkolonego personelu. Wczesniejsze optymalizacje metody na szczepach
referencyjnych odbiega¢ moga znaczaco od wynikéw pozyskiwanych z procesu
przemystowego, z czego wynika trudno$¢ w interpretacji danych [Bunthof i in., 1999].

Metody molekularne. Techniki biologii molekularnej sg z powodzeniem
wykorzystane do wykrywania i identyfikacji mikroorganizméw. Podstawowa metoda jest
reakcja tancuchowa polimerazy DNA (PCR) pozwalajgca na amplifikacje okreslonego
fragmentu DNA. Sekwencja ulegajaca powieleniu wybierana jest przez zaprojektowanie
odpowiednich starterow oligonukleotydowych specyficznych do sekwencji flankujacych
wybrany fragment DNA [Yost i Nattress, 2002]. W standardowej technice PCR,
amplifikowany fragment DNA jest wykrywany z wykorzystaniem techniki elektroforezy
zelowej. PCR powala na wykrycie specyficznego fragmentu DNA, ktory moze byc
unikatowy dla danego organizmu lub grupy organizmoéw [Fratamico, 2001]. Dotychczas
opracowano szereg starterow DNA pozwalajacych na selektywna amplifikacje fragmentow
DNA specyficznych dla okreslonych organizméw [Lee i in., 2000]. Mozliwe jest wykrycie
obecnosci roznych gatunkéw bakterii, w tym bakterii kwasu mlekowego i innych
mikroorganizméw skazajacych proces fermentacji etanolowej. Produkt reakcji PCR moze
zosta¢ rowniez zsekwencjonowany w celu potwierdzenia doktadno$ci metody
i prawidlowego jej przygotowania. Reakcja ta w porownaniu do innych jest wyjatkowo
szybka oraz doktadna, jednak nie pozwala ona na doktadne okre$lenie poziomu skazenia.
Metoda jest wyjatkowo czula, do amplifikacji fragmentu DNA wystarcza kilka, a nawet
jedna kopia nici matrycowej [Mullis, 1990].

Odmiang techniki PCR jest reakcja tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(g-PCR). Pozwala ona na pomiar ilo§ci DNA amplifikowanego w trakcie reakcji [Neeley
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i in., 2005]. Wykorzystuje si¢ zwykle barwniki fluorescencyjne, na przyktad SYBR Green,
ktéory wykazuje zielong fluorescencj¢ po zwigzaniu si¢ z dwuniciowg struktura DNA.
Poziom fluorescencji $§wiadczy o ilosci dwuniciowego DNA obecnego w mieszaninie
reakcyjnej [Haakensen i in., 2007]. W sposob zautomatyzowany wykres$lana jest krzywa
przedstawiajaca zalezno$¢ intensywnodci fluorescencji od liczby kolejnych cykli reakcji.
Wezesniejsze wykonanie krzywych wzorcowych pozwala na okre$lenie liczby kopii
matrycowej nici DNA uzytej do przeprowadzenia reakcji, a tym samym okreslenie poziomu
skazenia procesu.

Cytometria przeplywowa. Technika ta pozwala na analize pojedynczych komorek
zawieszonych w probie 1 okreslenie parametrow morfologicznych z wykorzystaniem
pomiaru poziomu rozproszenia $wiatla lasera padajacego na badane komorki [Hutter, 2002].
Mozliwe jest takze wykorzystanie barwnikéw fluorescencyjnych, pozwalajacych miedzy
innymi na oceng zawarto$ci kwaséw nukleinowych czy thuszezy [Nebe-von-Caron
i in., 2000]. Z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie sond molekularnych mozliwa jest
identyfikacja specyficznych sekwencji w obrebie genomowego DNA lub rybosomalnego
RNA czy obecno$¢ okreslonych biatek [Bouchez i in., 2004].

Cytometria przeptywowa z powodzeniem zostala wykorzystana do wykrywania
skazen bakteryjnych w winiarstwie. Na podstawie pomiardow rozproszenia $wiatla mozliwa
stala si¢ identyfikacja dwoch populacji komoérek: drozdzy prowadzacych proces
fermentacyjny i skazajacych je bakterii [Budde i Rasch, 2001]. Cytometria przeptywowa jest
szybka metodg pozwalajacg na ilociowa ocena skazenia bakteryjnego procesu fermentacji
etanolowej [Malacrino i in., 2001]. Mozliwa jest automatyzacja pomiaru i prowadzenie
go w sposob ciagly [Pina-Vaz i in., 2005]. Pozwala to na S$cista kontrol¢ prowadzenia
procesu i wezesng detekcje rozwoju skazen bakteryjnych [Katsuragi i Tani, 2000].

Podsumowanie

Skazenia bateryjne procesu fermentacji etanolowej prowadza do znacznych strat,
poprzez obnizenie wydajnosci procesu. Pojawiajace si¢ w procesie bakterie konkurujg
z drozdzami o sktadniki pokarmowe, a takze wytwarzaja substancje inhibujace wzrost
drozdzy.

Istnieje duza potrzeba optymalizacji stosowanych dotychczas metod i opracowania
nowych pozwalajacych na jak najszybsza detekcje skazen bakteryjnych w procesie
fermentacji etanolowej i kontrol¢ ich rozwoju.

Weczesna detekcja niepozadanych mikroorganizméw pozwala na podjecie decyzji
o zastosowaniu $rodkow przeciwbakteryjnych w odpowiednim czasie i odpowiedniej dawce,
a takze ograniczenie stosowania takich $rodkéw, w przypadku braku skazen. Wszystkie
te czynniki powodowa¢ moga wzrost oplacalno§¢ prowadzenia procesu fermentacji
etanolowej.

Z opisanych technik metody molekularne i cytometria przeptywowa wydaja si¢ by¢
tymi, ktére pozwalaja na jak najszybsza analiz¢ zardwno jako$ciowa jak i ilo§ciowa
bioprocesu. Dodatkowo cytometria przepltywowa pozwala na ciaggly pomiar i analize
wynikéow w bardzo krotkim czasie. Minusem tych technik jest stosunkowo wysoki kosz
zakupu niezbe¢dnej aparatury, a takze zatrudnienie wysoko wykwalifikowanego personelu,
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ktory w sposob prawidtowy wykona niezb¢dne pomiary i wlasciwie zinterpretuje otrzymane
wyniki.
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IZOLACJA, SELEKCJA | IDENTYFIKACJA DROBNOUSTROJOW O POTENCJALE
BIOTECHNOLOGICZNYM

Streszczenie

W odpowiedzi na zapotrzebowanie przemystu na mikroorganizmy 0 potencjale
biotechnologicznym trwaja poszukiwania szczepow, ktore charakteryzuja si¢ cennymi
wilasciwosciami  metabolicznymi. Celem przeprowadzonych eksperymentéw bylo
wyselekcjonowanie szczepdéw o potencjale biotechnologicznym z kalu noworodka
karmionego wylacznie mlekiem matki, a takze z zalewy z kiszonych spontanicznie ogérkow
i kapusty. Izolaty pochodzace z katu noworodka charakteryzowaty si¢ stosunkowo dobrym
wzrostem na 4% roztworze melasy. Gram-dodatnie pateczki izolowane z zalewy po kiszeniu
kapusty charakteryzowaty si¢ bardzo silnymi wilasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi.
Izolaty poddano analizie RAPD, a nastgpnie wybrane monokultury poddano identyfikacji
gatunkowej. Szczepy charakteryzujace si¢ najwyzszym potencjalem biotechnologicznym
nalezaly do gatunku Lactobacillus plantarum, ktérego szczepy izolowano z zalewy
po zakiszaniu warzyw, lub ekotypy Enterococcus faecalis z katu noworodka.

Stowa kluczowe: aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, drobnoustroje przemystowe, melasa
trzcinowa, roznicowanie molekularne.

Wprowadzenie

Mikroorganizmy towarzysza ludziom od zarania dziejow, a powszechnie
wykorzystywane sa m.in. w przemysle spozywczym. Gdyby nie mikroorganizmy,
a w szczeg6lnosci bakterie fermentacji mlekowej (LAB) rynek produktéw spozywczych
bylby znacznie ubozszy, a mozliwosci przemystu spozywczego ograniczone [Babuchowski
i Wzorek, 2003; Chabtowska i in.,, 2009; Trojanowska i in., 2009]. Wazna grupa
drobnoustrojow sa te wykazujace potencjal probiotyczny a spozycie produktow
zawierajacych szczepy probiotyczne caly czas wzrasta [Grajeta, 2004; Nowak i in., 2007;
Lutynska i in., 2012], w zwigzku z tym bardzo istotne jest poszukiwanie nowych
drobnoustrojéw o cennym potencjale biotechnologicznym. W tym celu prowadzi sie izolacje,
selekcje 1 hodowle szczepéw a takze bada ich wlasciwosci, szukajac bakterii
o pozadanych cechach. Bakterie w zalezno$ci od ich pdzniejszego przeznaczenia muszg by¢
izolowane z konkretnego §rodowiska. I tak, aby szczepy mogly by¢ stosowane w zywieniu
ludzi powinny pochodzi¢ z organizmu czltowieka. Ponadto konieczne jest spelnienie przez
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nie szeregu innych wymogoéw, aby potwierdzi¢ ich korzystne oddziatywanie [Reps, 2003;
Jachiin., 2013].

Celem przeprowadzonych eksperymentéw byla izolacja i selekcja szczepow
o potencjale biotechnologicznym, w tym takze tych posiadajacych cechy typowe
dla szczepow zaliczanych do probiotycznych. Zrealizowane badania obejmowatly izolacje
mikroorganizméw ze S$rodowisk typowych dla wystgpowania LAB, a takze oceng
ich potencjatu biotechnologicznego, w tym zdolno$¢ do wzrostu na podtozach hodowlanych,
wlasciwos$ci metaboliczne oraz aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows.

Materialy i metody

Drobnoustroje izolowano z zalewy z kiszonych kapusty i ogérkow poddanych
spontanicznie = przebiegajacemu  procesowi  fermentacji oraz  kalu  pobranego
od 2-tygodniowego noworodka karmionego wylacznie mlekiem matki. Do izolacji
drobnoustrojow zastosowano podloza: De Man Rogosa Sharpe (MRS, BTL Sp.z o0.0.),
M-17 (BTL Sp. z 0.0.) i Smith-Lorentza (BTL Sp. z 0.0.). Pierwsze etapy izolacji szczepow
przeprowadzono w warunkach beztlenowych. W celu namnozenia wyizolowanych szczepodw
zastosowano pozywke bulion MRS.

W celu okreslenia zdolnosci wyizolowanych szczepéw do wzrostu w warunkach
produkcyjnych przeprowadzono hodowle w 4% roztworze melasy trzcinowej. Szczepy
wstepnie namnozone w bulionie MRS (24 h, 37°C), odwirowano i zawieszono w 0,9%
roztworze soli fizjologicznej tak, aby gesto$¢ optyczna zawiesiny (ODggs) byta rowna 0,2.
Tak przygotowane inokulum dodawano do pozywek hodowlanych (5% v/v). Proby
inkubowano w temperaturze 37°C, 48 h. Bezposrednio po zaszczepieniu pozywki, a takze
w trakcie prowadzenia hodowli, po uptywie 24 i 48 h, mierzono ODggs i pH hodowli w celu
oszacowania zdolno$ci izolatbw do wzrostu na badanych podiozach. Jako kontrolg
zastosowano bulion MRS.

Badajac zdolnosci metaboliczne pozyskanych szczepdw zastosowano pozywke bulion
wzbogacony (BTL Sp. z 0.0.) z 2% dodatkiem jednego z nastepujgcych zrodet wegla:
L-arabinoza, L-arabitol, dekstryna, D-fruktoza, D-ksyloza, laktoza, D-mannitol, D-rafinoza,
sacharoza, trehaloza. Hodowlg inokulacyjng i procedur¢ postgpowania zastosowano jak
zostato opisane w przypadku badania wzrostu na podtozu produkcyjnym.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa  badano wobec mikroorganizméw
wskaznikowych z gatunkow: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp.
enterica serowar Enteritidis ATCC 13076, Salmonella enterica subsp. enterica serowar
Typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 oraz Clostridium butyricum ATCC 860 stosujac metodg studzienkowo-
dyfuzyjna.

Izolacje DNA przeprowadzano za pomocg zestawu Bacteria SPIN+ (A&A
Biotechnology). Zrdéznicowanie wyizolowanych szczepdéw okreslano przeprowadzajac
reakcj¢ losowej amplifikacji polimorficznego DNA (RAPD). Do reakcji PCR uzyto primera
M13 (Genomed Sp. z o0.0.) [Tynkkynen i in., 1999] oraz polimeraz¢ Phire (Thermo
Scientific). Mieszanina reakcyjna o objetosci 20 ul zawierata 1 pM primera, 6,5 mM Mg?",
po 0,8 mM kazdego ANTP (A&A Biotechnology) oraz 30 ng matrycowego DNA.
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Amplifikacja obejmowata 40 cykli denaturacji 98°C przez 15 s, anilingu 45°C przez
40 s i elongacji 72°C przez 60 s.

Przynaleznos$¢ gatunkowa wyizolowanych szczepdw bakterii ustalono poprzez analize
sekwencji genu 16S rDNA. Do reakcji PCR uzyto primery 16SF i 16SR [Zawadzka-Skomiat
i in.,, 2009]. Mieszanina reakcyjna o objetosci 50 pl zawierala po 0,5 puM kazdego
z primeréw, 0,2 mM kazdego dNTP (A&A Biotechnology) oraz 60 ng matrycowego DNA.
Amplifikacje przeprowadzano w obecnosci polimerazy Phire (Thermo Scientific)
i obejmowata 30 cykli denaturacji 98°C przez 5 s, anilingu 55°C przez 5 s i elongacji 72°C
przez 30 s. Sekwencje produktow odczytywano przy pomocy automatycznego sekwenatora
kapilarnego 3730 DNA Analyzer (Appiled Biosystems) w Genomed Sp. z 0.0. Odczytane
sekwencje sktadano w kontigi, a nastgpnie poddawano analizie porownawczejw bazie
GenBank przy zastosowaniu programu BLAST [Zhang i in., 2000].

Wyniki i dyskusja

W trakcie badan wyizolowano tacznie 36 szczepéw. W wyniku barwienia metoda
Grama okreslono czysto$¢ i morfologie wyizolowanych kultur drobnoustrojow. Wszystkie
izolaty nalezaty do bakterii Gram-dodatnich. Wsrod izolatéw z zalewy po kiszeniu kapusty
i ogorkow przewazaty paleczki. Wszystkie izolaty z kalu niemowlecia to ziarniaki. Szesé
izolatow nie byto monokulturami i ostatecznie zostaty wykluczone z dalszych badan.

Melasa, jako produkt odpadowy po przetworstwie trzciny cukrowej w przemysle
cukrowniczym, jest tanim skladnikiem podtéz produkcyjnych wykorzystywanym
w procesach namnazania biomoasy bakteryjnej lub w procesach syntezy cennych substancji
w skali przemystowej [Badal, 2006; Rodrigues i in., 2006; Gomaa i Rushdy, 2014].
Sacharoza oraz glukoza i fruktoza to gtdéwne zrodta wegla dostarczane razem z melasa, a jej
czeste wykorzystanie w biotechnologii wynika rowniez z obecno$ci witamin i sktadnikéw
mineralnych wspomagajacych rozwoj drobnoustrojow [Badal, 2006].

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze wszystkie izolaty sa zdolne do wzrostu
na 4% roztworze melasy. Wzrost wszystkich izolatdw na 4% roztworze melasy, stanowigcej
podloze przemystowe byt nawet dziesigciokrotnie stabszy w porownaniu do rejestrowanego
na podtozu MRS. Najmniejsze réznice pod tym wzgledem wykazywaty izolaty pozyskane
z kalu niemowlegcia. One rowniez charakteryzowaly si¢ najlepszym wzrostem na tym
podtozu, zwlaszcza IM58 i IMS59. Izolat IM2, ktéory wykazywal bardzo dobry wzrost
na pozywce MRS, namnazal si¢ dobrze na 4% roztworze melasy (Rys.l i Rys. 2).
Zakwaszanie podtoza sktadajacego si¢ z 4% roztworu melasy przez badane izolaty
zachodzito mniej intensywnie niz w przypadku pozywki MRS (Rys. 1).
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Rysunek 1. Poréwnanie zdolnosci szczepow izolowanych z réznych $rodowisk do wzrostu

na 4% roztworze melasy trzcinowej (A) i jego zakwaszania (B)
Zmiany warto$ci po 24 godzinach oznaczono czarnymi stupkami; stupki pokryte deseniem przedstawiaja dalsza
zmiang warto$ci po 48 godzinach hodowli
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Rysunek 2. Poréwnanie zdolnoéci szczepow izolowanych z réznych srodowisk do wzrostu
na pozywce MRS (A) i jej zakwaszania (B)

Zmiany warto$ci po 24 godzinach oznaczono czarnymi stupkami; stupki pokryte deseniem przedstawiaja dalsza
zmiang warto$ci po 48 godzinach hodowli
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Pozyskane izolaty sa zdolne do metabolizowania wigkszosci wybranych do badan
zrddel wegla. Obserwowano brak zdolno$ci szczepow izolowanych z kiszonych warzyw
do wykorzystywania arabinozy i ksylozy. Sa to cukry stanowigce skladniki $cian
komoérkowych roslin [Ojima i Isawa, 1968]. Brak wlasciwosci metabolicznych wzgledem
tych zwiazkéw wspodlgra z oceng kiszonych warzyw jako prawidlowo ukiszonych, czyli
m. in. nie stwierdzono migkko$ci migzszu. Z wysokiego powinowactwa do testowanych tutaj
sktadnikéw hemicelulozowych znane sg szczepy Lactobacillus buchnerii, ktorych obecno$é
w kiszonych warzywach moze by¢ przyczyna ich psucia [Franco i in., 2012].

Najlepszym wzrostem na pozywkach zawierajacych r6zne zrodla wegla
charakteryzowaly si¢ izolaty pozyskane z kalu niemowlgcia (Rys. 3). Pomimo efektywnego
wzrostu na pozywkach zawierajacych rézne zrodla wegla, izolaty pozyskane z katu
niemowlecia nie wykazaly rdwnie uniwersalnej zdolnosci do syntezy kwasow, co pokazuja
wyniki pomiaru pH pozywki hodowlanej. Sposrod pozostatych izolatéw dobrym wzrostem
wyroézniat si¢ izolat IM1 (Rys. 3).

Zdolnos¢ szczepow izolowanych z katu niemowlgcia do metabolizowania D-fruktozy
i sacharozy (Rys. 3a i 3c) korelujaz obserwowana zdolno$cig tych szczepéw do wzrostu
na podtozu produkcyjnym (Rys. 1), wyrdzniajaca je od pozostatych szczepdw, ktore nie
wykazywaty rownie wydajnego metabolizmu cukrow typowych dla melasy trzcinowe;j.

Wigkszo$¢ szczepow LAB  syntetyzuje substancje wykazujace dziatanie
antagonistyczne wzgledem bakterii chorobotworczych i/lub grzybow pozwalajace
na zastosowanie ich jako naturalne konserwanty zywnos$ci, co z kolei przyczynia si¢ nie
tylko do zwickszenia trwatosci artykutow spozywezych, ale przede wszystkim do poprawy
bezpieczenstwa ich spozycia [Enan i in., 1996; Messnes i De Vuyst, 2002; Piasecka-Jozwiak
i in., 2014]. Najbardziej znanym metabolitem szczepéw LAB jest kwas mlekowy. Obniza
on pH s$rodowiska ograniczajac tym samym rozwodj niekorzystnych drobnoustrojow
[Gonzalez i in., 2007; Fiedurek, 2014]. Dziatanie przeciwbakteryjne przypisuje si¢ takze
innym metabolitom LAB, takim jak kwas octowy, ditlenek wegla, nadtlenek wodoru,
diacetyl czy etanol [De Vuyst i Vandamme, 1994; Kraszewska i in., 2005; Trafalska
i Grzybowska, 2009; Fiedurek, 2014]. Liczne badania wskazuja réwniez na zdolno$é
pewnych szczepéw LAB do syntezy bakteriocyn oraz ich antybakteryjny charakter [ Ammor
i in., 2006; Corsetti i in., 2008; Sip i in., 2012], w szczegdlnosci wobec gatunkoéw
L. monocytogenes, S. aureus czy bakterii nalezacych do rodzaju Clostridium [Messens
i De Vuyst, 2002; Gwiazdowska i Trojanowska, 2005].
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Rysunek 3b. Porownanie zdolno$ci szczepow izolowanych z roznych §rodowisk do wykorzystywania réznych zrodet wegla

Czarne stupki — zdolno$¢ do wzrostu (wzrost wartosci ODsgs); stupki pokryte deseniem — zdolnos$¢ do syntezy kwasow organicznych (spadek wartosci pH)
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Rysunek. 3c. Poréwnanie zdolnosci szczepdw izolowanych z réznych srodowisk do wykorzystywania roéznych zrodet wegla

Czarne stupki — zdolno$¢ do wzrostu (wzrost wartosci ODggs); stupki pokryte deseniem — zdolnos$¢ do syntezy kwasow organicznych (spadek wartosci pH)
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Rysunek 3d. Poréwnanie zdolno$ci szczepow izolowanych z roéznych srodowisk do wykorzystywania roznych zrodet wegla

Czarne stupki — zdolnoé¢ do wzrostu (wzrost warto$ci ODsgs); stupki pokryte deseniem — zdolnos$¢ do syntezy kwasow organicznych (spadek wartosci pH)
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Do oznaczenia aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wybrano szczepy reprezentujace
siedem gatunkow bakterii, cztery nalezace do Gram-dodatnich (L. monocytogenes, S. aureus,
C. butyricum, E. faecalis) i trzy Gram-ujemne (S. enteritidis, S. typhimurium,E. coli).
W efekcie przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze wigkszos¢ izolatow
wykazywata aktywno$¢ wzgledem przynajmniej jednego z wybranych do badan szczepow
bakterii patogennych (Rys. 4). Jest to stosunkowo dobry wynik zwazywszy na czgsto$é
izolacji szczepéw LAB o szerokim zakresie aktywnos$ci wobec zréznicowanych gatunkowo
szczepow stanowigcych czynniki chorobotworcze lub przyczyniajacych sie do psucia
zywnosci. Przyktadowo Albano i in. [2007] na 226 izolatow, tylko dla 14 z nich wykazali
zdolno$¢ do hamowania wzrostu L. monocytogenes. Natomiast zaden ze zbadanych przez
autoréw izolatow nie hamowal wzrostu bakterii Gram-ujemnych. Gonzalez i in. [2007]
przetestowali 24 izolaty LAB, z ktérych tylko cztery hamowaty wzrost L. monocytogenes,
a osiem z nich wykazywatlo aktywno$¢ skierowang przeciwko S. aureus.

W  badaniach stanowigcych przedmiot tej pracy najlepsze wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe wykazano dla izolatow IM7, IM9, IM14, IM27, IM37, IM43
i IM44. Najstabsze wiasciwosci przeciwko wybranym patogenom wykazano natomiast dla
izolatow IM1, IM3, IMI15, IM40 oraz wszystkich szczepéw wyizolowanych
z kalu niemowlecia. Patogenem, ktorego wzrost byl hamowany przez najwicksza liczbg
izolatow byl gatunek L. monocytogenes, a patogenem, wobec ktorego antagonistyczny
wplyw miata najmniejsza liczba izolatow byt gatunek C. butyricum. WzrostC. butyricum byt
hamowany wylacznie przez izolaty oznaczone IM9 i IM43.

Udokumentowane tutaj dziatanie bakteriostatyczne wobec bakterii Gam-ujemnych
przez szczepy LAB jest zjawiskiem stosunkowo rzadko opisywanym w literaturze [Albanoi
in., 2007]. Messnes i De Vuyst [2002] stwierdzili, ze szczepy LAB czgéciej wykazuja
antagonizm wobec bakterii Gram-dodatnich niz Gram-ujemnych, co wynika z posiadania
przez te ostatnie zewnetrznej blony komorkowej.Alakomii i in. [2000] w swojej pracy
sugeruja, ze za dziatanie przeciwbakteryjne wobec bakterii Gram-ujemnych odpowiedzialny
jest miedzy innymi kwas mlekowy, natomiast rzadziej sg to bakteriocyny.

Sposéréd  analizowanych izolatow wytypowano 15 reprezentantdow kazdego
srodowiska izolacji, jednoczesnie wyrdzniajacych sie zestawem najbardziej korzystnych
cech. Szczepy te zostalty poddane réznicowaniu molekularnemu, a uzyskane w ten sposob
wzory RAPD wskazywaly na male zroznicowanie wyselekcjonowanych szczepow.
Poréwnujac otrzymane fingerprinty wyodrebniono sze$¢ grup réoznych wzoréw RAPD: wzor
I (IM1, IM9, IM21, IM27); wzor 11 (IM2, IM14); wzor 11 (IM43); wzor IV (IM44);
wzor V (IM7); wzor VI (IM50, IM53, IM58, IM59, IM63). Nalezy jednak zwrdci¢ uwagg,
ze pomi¢dzy wzorami I, I i IV wystepuja stosunkowo male réznice.

Warto réwniez zwrdci¢ uwage na podobienstwo RAPD-wzoréw migdzy szczepami
IM1/9 i IM21/27, ktore byly izolowane odpowiednio z kiszonej kapusty i kiszonych
ogorkow, co wskazuje, ze oba produkty mogly zostaé poddane fermentacji w tym samym
miejscu, a omawiane drobnoustroje charakteryzujg sie zdolno$cig do ukierunkowywania
procesu zakiszania roznych surowcow. Szczep IM43 charakteryzuje si¢ zupelnie odmiennym
profilem prazkow. Szczep IM7 rowniez generuje unikatowy wzor.
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Analiza szczepoéw izolowanych z katu wskazuje na zupelng ich homologi¢
genomowa, co jest podstawa do wysnucia wniosku o jednakowej przynaleznos$ci gatunkowe;j
tych mikroorganizméw. Poniewaz omawiane szczepy -charakteryzowaly si¢ roéznym
zakresem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, mozna przypuszczaé, ze sg to rézne szczepy
jednego gatunku.

Identyfikacja gatunkowa oparta o analiz¢ poréwnawcza sekwencji genu 16S rDNA
doprowadzita do zaklasyfikowania szczepéw wzoru VI do gatunku Enterococcus faecalis,
a szczep IM7 do gatunku Pediococcus pentosaceus. Pozostate szczepy zostaly wstepnie
zidentyfikowane jako Lactobacillus plantarum, co zostato rowniez potwierdzone wynikami
reakcji wykrywajacej swoisty DNA w obregbie genu recA (dane niepublikowane). Szczepy
L. plantarum stanowia jeden z czg$ciej obecnych gatunkéw LAB w fermentowanych
produktach spozywczych [Cocolin i in., 2006; Zawadzka i in., 2009]. Zjawisko to jest
niewatpliwie zwigzane z wysoka zdolnoscig adaptacyjna bakterii tego gatunku do warunkéw
srodowiskowych oraz ich kluczowa rola w procesie fermentacji mlekowej. Szczepy
z rodzaju Enterococccus, obok bifidobakterii, sa najczesciej izolowang grupa
mikroorganizméw z kalu niemowlgcia nawet do trzeciego miesigca zycia [Fanaro
i in., 2003].
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Rysunek 4a. Porownanie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych szczepdw izolowanych z réznych srodowisk

Czarne stupki — aktywno$¢ zawiesiny szczepow (pozywka-+biomasa); stupki pokryte deseniem — aktywnos¢ supernatantu
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Rysunek 4b. Poréwnanie wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych szczepow izolowanych z réznych srodowisk

Czarne stupki — aktywno$¢ zawiesiny szczepow (pozywka+biomasa); stupki pokryte deseniem — aktywno$¢ supernatantu
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Rysunek 4c. Poréwnanie wiasciwo$ci przeciwdrobnoustrojowych szczepow izolowanych z roznych srodowisk
Czarne stupki — aktywno$¢ zawiesiny szczepow (pozywka+biomasa); stupki pokryte deseniem — aktywno$¢ supernatantu
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Rysunek 5. RAPD-wzory szczepdw izolowanych z réznych $rodowisk
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Whioski

Zalewa z prawidlowo ukiszonych warzyw lub kat niemowlecy s3a dobrymi
srodowiskami izolacji szczepdw o potencjale biotechnologicznym. Ws$réd szczepow
wyizolowanych w toku opisanych badan, wyselekcjonowane zostaly szczepy wykazujace
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa o szerokim spektrum oddzialywania oraz szczepy
zdolne o potencjalnie duzych zdolno$ciach adaptacyjnych dzigki umiejetnosci
wykorzystywania réznych zrodet wegla. Na szczegdlng uwage zashuguje L. plantarum IM9
wyizolowany z zalewy po kiszeniu kapusty, ktory charakteryzowat si¢ dobrym wzrostem
na melasie oraz bardzo dobrymi zdolnos$ciami bakteriostatycznymi ukierunkowanymi wobec
wszystkich przebadanych patogenow tacznie z C. butyricum. Szczep L. plantarum IM2, poza
aktywnoscia  przeciwdrobnoustrojowa, = wydajnie = namnaza si¢ na  pozywce
4% roztworze melasy trzcinowej.
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KONSTRUKCJA WSKAZNIKA SWIEZOSCI ZYWNOSCI PRZEZNACZONEGO DO
WYKORZYSTANIA W OPAKOWANIACH INTELIGENTNYCH

Streszczenie

Stale rosnaca potrzeba zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego Zzywnosci
przyczynia si¢ do pojawiania si¢ innowacyjnych technologii pakowania produktéw
spozywczychi nowych sposobow przedhuzania ich trwatosci. Do tego rodzaju rozwigzan
zaliczane sg opakowania inteligentne. Opakowania te cechujg si¢ zdolnosciag
do monitorowania stanu zapakowanej zywnosci lub §rodowiska, w ktéorym si¢ ona znajduje,
poprzez dostarczanie informacji na temat réznych czynnikéw obecnych w jej bezposrednim
otoczeniu. Stosowane w opakowaniach inteligentnych wskazniki umozliwiaja migdzy
innymi monitorowanie $wiezo$ci zapakowanego artykulu spozywczego. Prowadzone
badania majg na celu skonstruowanie wskaznika $wiezosci zywnosci, ktory mogtby zostaé
wykorzystany w opakowaniach inteligentnych.W pracy oceniono dziatanie poszczegolnych
elementow konstrukcji wskaznika $wiezoSci Zywnosci, opartego na chemicznych
wskaznikach pH, ktory moze by¢ zastosowanyw nowoczesnych opakowaniach
do produktow spozywczych. Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢,
iz opracowanywskaznikpoprzez zmian¢ swojego zabarwienia jest w stanie informowaé
o stopniu $wiezosci produktow, ktore podczas psucia wydzielaja lotne zwigzki aminowe
(np. amoniak, trimetyloaming, dimetyloaming).

Stowa kluczowe:wskazniki §wiezosci, bezpieczenstwo, jakosé, zywnos¢

Wprowadzenie

Bezpieczenstwo zywno$ci stanowi jedno z wazniejszych zagadnien przemystu
spozywczego zarowno dla producentéw, dystrybutoréw, jaki i konsumentow.
Produktyspozywcze sg szczegdlnie podatne na psucie si¢ w wyniku niewtasciwe
prowadzonych proceséw dystrybucji oraz przechowywania [Nychas i in., 2008; Kodogiannis
i in., 2014]. Zmiany w produkcie mogg zachodzi¢ w wyniku reakcji chemicznych,
fizycznych oraz by¢ spowodowane rozwojem niepozadanych mikroorganizméw. Obecnosc¢
niekorzystnych drobnoustrojow prowadzi do powstawania lotnych zwigzkéow takich jak:
aminy, amoniak, ditlenek wegla, kwas octowy oraz siarkowoddr, co czgsto wigze sie
z pogorszeniem wilasciwosci sensorycznych i odzywczych przechowywanego produktu
[Dilbaghi i Sharma, 2007; Pacquit i in.,, 2007]. Wspomniane substancje mogg by¢
wykorzystane do monitorowania jakosci zywno$ci za pomocg tzw. opakowan inteligentnych.
Nowy rodzaj opakowan jest wyposazony w wskazniki reagujace z wyzej wymienionymi
zwigzkami zmieniajac zabarwienie (rys.1).
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swiezy WwCigzswiely nieswiedy

Rysunek 1. Zastosowanie wskaznika $§wiezosci z wykorzystaniem filmu z polianiliny
(PANI) w opakowaniach inteligentnych [Kuswandii in., 2012]

Wskaznik w opakowaniu moze by¢ zastosowany w postaci malej saszetki lub wktadki
umieszczonej w takim miejscu, aby byl dobrze widoczny dla konsumenta z zewnatrz oraz
by miat kontakt z wytwarzajaca si¢ atmosferg wewnatrz opakowania. W celu zapewnienia
skutecznosci dziatania wskaznika powinien sktada¢ si¢ on z kilku podstawowych elementow
[Pereira de Abreu i in., 2012]. Wskaznik zbudowany jest przede wszystkim zsubstancji,
ktéra bedzie reagowala na uwalnianeprodukty powstajace w procesie psucia si¢ zywnosci
(wskaznik,indykator ~chemiczny pH), matrycy (w ktorej wszystkie elementy
sa umieszczone), rozpuszczalnika oraz substancjidodatkowych takich, jak zwiazki
podwyzszajace lub obnizajace poziom pH oraz humektanty majace za zadanie zapewnienie
odpowiedniej wilgotnosci.Indykator chemicznypHpowinien by¢é dobranyw taki sposob,
abypozwolil na zaobserwowanie reakcji barwnych zachodzacych w wyniku zmian pH, ktore
sa spowodowane przedostawaniem si¢ do jego wnetrza lotnych zwigzkéw rozktadu
zywnosci. Jako wskazniki chemiczne wykorzystywane sg najczeséciej zwigzki takie jak biekit
bromotymolowy, czerwien metylowa, zielen bromokrezolowa, purpura bromokrezolowa,
[Nopwinyuwong i in., 2010; Kuswandi i in., 2013a]. Dobor no$nika uzalezniony jestrowniez
od rodzaju wykrywanych produktow rozktadu zywnosci. W tym celu najczgsciej
wykorzystywane sa chemicznie modyfikowane celulozy oraz matryce poliamidowe
[Kuswandi i in., 2013a]. Jako rozpuszczalnik najczgsciej wykorzystywana jest woda lub
alkohol (np. alkohol etylowy). Odpowiedni poziom pH s$rodowiska reakcji wewnatrz
wskaznika moze zosta¢ osiggnicty poprzez dodatekzwiazkéw  alkalizujacych
(np. wodorotlenki) lub zakwaszajacych (np. mocne kwasy). Poziom pH $rodowiska powinien
by¢ dobrany w taki sposob, aby ulatwial on obserwacje¢ pochlaniania przez wskaznik
swiezosci docelowych lotnych produktéow rozktadu zywnos$ci, co moze by¢ sygnalizowane
przez zmiang barwy uzytego w kompozycji chemicznego wskaznika pH [Patent US
2010/0224508]. Zmiana zabarwienia wskaznika powinna by¢ widoczna i jednoczes$nie
skorelowana ze zmianami jako$ci opakowanego produktu [Kuswandi i in., 2011]. Aby
zachowa¢ wysoka sprawno$¢ catego ukladu nalezy utrzymaé odpowiedni poziom
wilgotnosci wskaznika. W tym celu do wskaznika wprowadzane satzw. humektanty,
czylisubstancje silnie higroskopijne pozwalajace utrzyma¢ wysoka zawarto§¢ wody
we wskazniku. W tym celu stosowane moga by¢ m.in. glikole lubgliceryna. Wskaznik
$wiezo$ci zywnosci reagujacy na zmiany pH spowodowane wydzielaniem si¢ lotnych
metabolitow rozktadu zywnosci powinien byé odpowiednio dopasowany do rodzaju
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produktu, z jakim bedzie on zapakowany. Powinno si¢ uwzglgdnia¢ naturalne pH produktu
oraz charakterystyczne zwigzki wydzielane w procesie psucia [Kuswandi i in., 2013a].

Konsumenci wybierajac produkt spozywczy kieruja si¢ nie tylko jego cena, ale
réwniez jego $wiezoscig i jakoscig. Coraz wigksza swiadomos$¢ konsumentéw oraz rosnace
wymagania dotyczace bezpieczenstwa zywnosci przyczyniaja si¢ do prob opracowania
praktycznych wskaznikow, ktéore pozwola okreslic jako§¢ 1 $wiezos¢ produktow
zywno$ciowych oraz beda wskazywaé realny okres przydatnosci produktow do spozycia
[Nychas i in., 2008]. Informacja o stanie, w jakim znajduje si¢ produkt podawana jest
najczesciej na jego opakowaniu w postaci zamieszczenia daty przydatnosci do spozycia.
Zdarzaja si¢ czasem sytuacje, iz zywno$¢ psuje si¢, mimo ze data trwato$ci jeszcze tego nie
wskazuje. Sytuacja taka moze mie¢ miejsce w wyniku niewlasciwego przechowywania
produktu. Z prowadzonych badan wynika, ze w krajach potudniowej cze$ci Europy
az 20% mrozonej zywnosci jest przechowywana w domach w temperaturze 10°C [Kennedy
iin., 2005; Gawecki i Mossor—Pietraszewska, 2008]. Aby temu zapobiec mozna wykorzystac
opakowania wyposazone wewskazniki $wiezo$ci zywno§$ci, ktdre moga w aktywny sposob
monitorowac stan zapakowanej Zywnosci i jej Swiezos¢.

Celem prowadzonych badan bylo skonstruowanie wskaznika $wiezosci
zywnoS$ci,ktory moze by¢ wykorzystany w nowoczesnych opakowaniach produktow
spozywczych (w opakowaniachinteligentnych).Wskaznik powinien umozliwi¢ okreslenie
jakosci 1 $§wiezoSci, a co za tym idzie bezpieczenstwa produktéw zywnos$ciowych oraz
wskazania realnego okresu przydatnosci produktow do spozycia. Opracowany uktad
wskaznika $wiezo$ci, poprzez zmiang swojego zabarwienia pozwala na szybkawizualng
ocen¢ stanu zapakowanych produktéw spozywczych.

Material i metody

W ramach prowadzonych badan wykorzystane zostaly nastgpujace odczynniki
chemiczne: hydroksyetyloceluloza (Srednia masa czgsteczkowa ok. 250000 g/mol),
polioksyetylenoglikol - polikol 400 (PEG9), polioksyetylenoglikol - polikol 1500 (PEG34),
gliceryna bezwodna (Gli), czerwien metylowa (MR), bigkit bromotymolowy (BR), kwas
solny (0,1 M wodny roztwoér), alkohol etylowy (96% (v/v) wodny roztwodr), woda
destylowana, amoniak (5% (v/v) wodny roztwor).

W celu opracowania wynikéw badan zastosowano nastgpujace oprogramowanie:
GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program),ColorMine RGB-Lab calculator, OriginLab
8,MsWordi MsExcel (MsOffice 2007).

W badaniach oddziatywania wskaznika z lotnymi aminami powstajagcymi w trakcie
psucia si¢ zywnos$ci wykorzystano uktad modelowy jednej z reakcji zachodzacych podczas
rozktadu wysokobiatkowych produktéw spozywczych tj. oceniano dziatanie lotnych par
5% roztworu amoniaku na skonstruowany wskaznik. Wyniki oddziatywania tj. zmiany
zabarwienia wskaznika utrwalano przy uzyciu aparatu cyfrowegoCanonPowerShot G10.
Oznaczenie odbywalo si¢ w specjalnie przygotowanej w tym celu komorze o$wietlonej
rozproszonym sztucznym S$wiattem przy zachowaniu powtarzalnych warunkéw
wykonywania fotografii ptytek z probkami wskaznika.

Zdjecia probek wskaznikoéw opracowywano za pomoca programu graficznego GIMP
2.8. Usredniona barwa wskaznika przedstawiana byta w systemie barw RGB i nastgpnie byta
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przeliczana na warto$ci w przestrzeni barw systemu Lab (za pomoca programu ColorMine).
W przestrzeni barw Lab, warto$¢ L okre$la jasno$é barwy w zakresie od 0 (barwa czarna)
do 100 (barwa biala).Wartosci a i b okreslaja ton oraz nasycenie barwy [Oszmianski, 2002].
W celu okreslenia zmian, jakie zachodzity podczas reakcji wskaznika $wiezo$ci z oparami
amoniaku, poshuzono si¢ opracowanym przez Roberta W.G. Hunta parametrem réznicy barw
TCD (ang. Total Colour Difference). Zmiana barwy, obliczana byta na podstawie ponizszego
wzoru [Hunt, 1991]:

TCD = [(AL)* + (Aa)* + (Ab)7]™?

gdzie: AL, Aai Ab - zmiany parametru barwy (Lab) ocenianej wzglgdem parametréw barwy
(Lab) odniesienia

Zachodzace zmiany barwy, ktore odpowiadaja wartosciom parametru TCD wigkszym
niz 5,0 sa dostrzegalne dla nieuzbrojonego oka. Wyraznym zmianom barwy z jednej w druga
odpowiadaja wartosci parametru TCD przekraczajace warto$¢ 12,0 [Nopwinyuwong
i in., 2010].0znaczenia byty trzykrotnie powtarzane, a otrzymane wartosci TCD odznaczaty
si¢ wspotczynnikiem zmiennosci (RSD) nieprzekraczajacym 5%.

Konstrukcja wskaznika $§wiezosci zywnosci opiera si¢ glownie na wskazniku
pH unieruchomionymw opakowaniu,ktory mozeoddziatywaé ze zwigzkami uwalnianymi
podczas trwajacego procesu psucia si¢ produktu. Glowna warstwa powtoki chroni przed
czynnikami zewnetrznymi (rys. 2).

powtoka
ZEWnetrzna e
v - wskainik
.. ¥ ¥ ¥ ¥ E-WiE'.EﬂiEi
nasnik
- substraty reakcji
wskainika
zapakowany w

produkt . - opakowanie

Rysunek 2. Schemat wskaznika §wiezo$ci zywno$ci w opakowaniu inteligentnym
[opracowanie wlasne]
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Wskaznik ten sklada si¢ z elementu rozpoznajacego (barwnik pH - czerwien
metylowa [MR], blekit bromotymolowy [BB] badz ich mieszanina [MR/BB]), no$nika
(hydroksyetyloceluloza), rozpuszczalnika (woda destylowana), substancji optymalizujacej
wartos¢ pH (0,5 M wodny roztwér HCI), humektantu (PEG9, PEG34 lub gliceryna)
[Krysinska i in., 2013].

Whyniki i dyskusja

Zrealizowane badania wstepne dotyczyly wyboru oraz oceny dziatania podstawowych
elementow sktadowych wskaznika $wiezosci Zzywnosci opartego na chemicznych
indykatorach pH.

Badany uktad przygotowano na podstawie zebranych danych literaturowych oraz
wcezesniejszych badan wstepnych jego przydatno$ci do wykorzystania we wskaznikach
$wiezo$ci opartych na zmianach pH wywotanych lotnymi aminami powstajacymi podczas
psucia si¢ produktéw zywno$ciowych, takich jak np. dréb, migso, ryby i owoce morza
[Heising i in., 2012; Krysinska i in., 2013; Kuswandi i in., 2013b]. Ocenione zostaty
wybrane skladniki wskaznika takie, jak barwniki (czerwien metylowa, bigkit
bromotymolowy oraz ich mieszanina), humektanty (poliglikol 400, poliglikol 1500
i gliceryna) oraz rézny dodatek roztworu HCI obnizajacego poziom pH roztworu mieszaniny
reakcyjnej wskaznika. Oceniano wptyw 2,6 mM, 2,75 mM, 3,0 mM oraz 3,5 mM roztworu
HCl w mieszaninie wskaznika. Badania przeprowadzono w warunkach modelowych, gdzie
ulatniajagce si¢ produkty rozktadu zywnosci bogatej w biatko imitowat 5% wodny roztwor
amoniaku. W ten sposdb zapewnione zostaly powtarzalne warunki dzialania wskaznika,
skupiajac si¢ na wptywie jego kompozycji na mechanizm dziatania.

Biorac pod uwage wptyw dodatku HCI na dziatanie wskaznika wyniki przedstawiono
w tabelach ponize;j.

Tabela 1. Wyniki pomiaru barwy dla wskaZznika zawierajacego czerwien metylowa MR,
humektant PEG9, bez dodatku HCI

g 8 - -
8 g % g g E E = =
- £2 Y € £ § § £ %
< 22 3) = I= IS I

= > = a? — ™ o ~ = ot
S =

o

L 61,85 68,33 67,21 67,08 67,57 68,17 69,55 71,46
a 18,05 7,2 5,74 5,15 5,63 4,89 4,42 4,52
b 38,21 42,5 41,01 41,85 41,47 42,72 41,93 41,93
TCD - 13,3 13,7 14,4 14,1 15,3 16,1 16,1
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Tabela 2. Wyniki pomiaru barwy dla wskaznika zawierajacego czerwien metylowa MR,
humektant PEG9 oraz 2,6 mM roztworu HCl w mieszaninie wskaznika

— | Pomiar barwy
Wyschniete
probki
Poczatek
1 minuta
3 minuty
5 minut
7 minut
10 minut
15 minut
20 minut
30 minut

63,07 52,42 66,19 7025 6387 682 6563 6441 70,99 74,02

30,70 265 2035 1092 807 709 749 716 6,07 637

[<}]

b 2943 29,93 31,7 3578 3517 3556 3482 34,79 37,13 36,47

TCD - 115 110 220 234 249 240 242 270 276

Tabela 3. Wyniki pomiaru barwy dla wskaznika zawierajacego czerwien metylowa MR,
humektant PEG9 oraz 3,0 mM roztworu HCI w mieszaninie wskaznika

— | Pomiar barwy
Wyschniete
probki
Poczatek
1 minuta
3 minuty
5 minut
7 minut
10 minut
15 minut
20 minut
30 minut

50,26 42,12 5351 62,16 6331 6154 611 6253 7052 60,83

a 60,66 55,01 46,08 2023 1139 893 711 513 496 7,60

b 33,79 3561 3897 4541 469 46,1 4597 474 4913 64,16

TCD - 10,1 158 43,7 526 544 560 585 612 62,0

W przypadku kompozycji wskaznika §wiezos$ci opartej na czerwieni metylowej (MR)
i humektanciepolikolu 400 (PEG9) zaobserwowano wyraznie, iz zwigkszajacy si¢ dodatek
0,5 M roztworu HCI, a co za tym idzie coraz nizszy poziom pH mieszaniny powodowat
coraz wigksze roznice w barwie wskaznika w wyniku jego kontaktu z parami amoniaku.
Najmniejszy (2,6 mM) dodatek roztworu kwasu zapewnial wysoka warto$¢ wyznaczanego
parametru TCD charakteryzujacego dziatanie wskaznika $wiezosci. Juz po 3 minutach
oddziatywania z parami NH; parametr ten przekraczatl wartos¢ 20 (tab. 2). Wartos¢ TCD
w wariancie z dodatkiem 3,0 mM roztworu HCl w mieszaninie wskaznika po 3 minutach
wynosita prawie 44 (tab. 3). Brak dodatku roztworu kwasu solnego powodowat znaczenie
mniejsze zmiany barwy nawet po 15 minutach oddziatywania wskaznika z parami
5% roztworu amoniaku. Po tym czasie warto$¢ parametru TCD wynosila 16,1 (tab. 1).

W kolejnym etapie badan sprawdzona zostata reakcja wskaznika $wiezosci, opartego
na zwiazkach chemicznych wrazliwych na zmian¢ pH, wywolana lotnymi produktami
rozktadu migsa ryb. Ocenie zostala poddana zdolno§¢ opracowanego wskaznika
do sygnalizowania zachodzacych zmian w psujacym si¢ miesie ryby (w tym przypadku
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w $wiezym filecie $ledzia). Ponizej w tabeli 4 przedstawione zostaly wyniki dla jednej
z bardziej obiecujacych mieszanin wskaznika $wiezo$ci. Tabela zawiera wyniki pomiaru
barwy dla wskaznika zawierajacego mieszaning czerwieni metylowej (MR) i blekitu
bromotymolowego (BB), humektant PEG9 oraz dodatek roztworu HCI (o stezeniu

koncowym 3,5 mM). Wskaznik z probka ryby przechowywano w warunkach chtodniczych
w temperaturze 1°C.

Tabela 4. Warto$ci parametru TCD opisujace zmiany barwy wskaznikow w wyniku
oddziatywania z migsem ryby przechowywanych w temperaturze 1°C

> BB+MR, 3,5 mMHCI
_‘;5 = ey = ey = ey = ey
Q Q Q Q Q Q Q Q
- +— o [35 < © o @ o0 «© <t © o «© N © <t ©
& 5 0E N ®@e STE we KEc o ~g o~
£ & a3 £33 &3 &8 &3 £33 £33 £33
o o o o o o o o o
o (@] D (@] D D (@] D (@]
L 5577 57,26 4727 5855 5419 5921 61,28 5376 59,04
a 55,63 58,95 56,95 5867 59,2 586 5296 4832 29,31
b 28,81 3844 3942 3957 3551 3934 37,92 4105 4452
TCD - 103 137 115 7,8 11,5 110 144 308

Pierwsze  zmiany barwy  wskaznika nastgpowaly po 24  godzinach
przechowywania.Wiazato si¢ to najprawdopodobniej ze wzrostem wilgotnosci otoczenia,
w jakim byla przechowywana probka ryby. Po 48 godzinach zmiana barwy ocenianych
wskaznikow wykazywala pewien regres, co takze mozna zaobserwowa poréwnujac
odpowiadajace ww. warunkom warto$ci TCD dla wskaznikow. Probka ryby nie wykazywata
objawdéw zepsucia (nieprzyjemnego zapachu, zmiany struktury). Po 72 godzinach
eksperymentu wskaznik ulegl wyraznemu przebarwieniu (z koloru czerwonego na zielony),
a warto$¢ parametru TCD zaczela od tego momentu zdecydowanie rosnaé (tu wynosita
14,4). Pojawil si¢ tez intensywny zapach zepsutej ryby, probka stala si¢ mato zwarta
oraz zauwazono wyciek.

Wraz z badaniami wskaznika przeprowadzono takze badania dotyczace catkowitej
liczby bakterii mezofilnychi psychrofilnych, ktére przyczyniajg si¢ do przyspieszenia
procesoOw psucia si¢ migsa ryb. Badano obecno$¢ bakterii psychrofilnych (takich jak
Pseudomonas aeruginosa i Aeromonas hydrophila), typowychdla psujacych si¢ ryb. Liczba
drobnoustrojow obecnych w probkach ryb byta skorelowana ze zmianami wilasciwosci
organoleptycznych (np. zapach i konsystencja), pH miesa ryb i zmiang barwy wskaznikow.
Swieze migso ryby miato pH okoto 6,5. Po 18 godzinach przechowywania w temperaturze
pokojowej, kiedy w rybie zachodzily wyrazne procesy psucia, nastepowal wzrost
pH do poziomu powyzej 7,2. W tym samym przedziale czasu zauwazalna byla wyrazna
zmiana barwy wskaznika. Warto$¢ parametru TCD wynosita odpowiednio 28. Po tym czasie
wzrastala rowniez ilo$¢ drobnoustrojow psychrofilnych wystgpujacych w badanym migsie
ryby. Poczatkowo ilo§é psychrofili ksztaltowata si¢ na poziomie 2*10* jtk/ml zawiesiny
rozdrobnionego migsa w soli fizjologicznej. Warto$¢ ta powoli wzrastala wraz
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z postgpujacym zepsuciem mig¢sa. Po 18 godzinach przechowywania ilo§¢ mikroorganizmow
psychrofilnych  wynosita  2,3*10® jtk/ml i odpowiadata wartosciom zakazenia
mikrobiologicznego typowym dla zepsutego migsa ryb [Pacquit i in., 2006].

Whioski

Wstepne wyniki badan pozwalaja stwierdzi¢, iz opracowany uklad wskaznika
$wiezo$ci ZzywnoSci, poprzez zmiang swojego zabarwienia umozliwia szybka wizualng oceng
stanu zapakowanych produktow spozywczych. Sprawdzone warianty mieszanin czerwieni
metylowej, bigkitu bromotymolowego, humektantéw oraz réznego dodatku roztworu HCI
umozliwiaja obserwacj¢ zmiany st¢zenia wykrywanych produktow rozktadu zywnosci.
Zadowalajaca reakcja wskaznika zostata uzyskana zarowna dla probek przechowywanych
w temperaturze pokojowej (w badaniach z 5% roztworem amoniaku i probkami ryby) oraz
w temperaturze 1°C (badania z prébkami ryby).Reakcja ocenianych wskaznikow $wiezosci
byta skorelowana z rozwojem mikroorganizméw psychrofilnych wystgpujacych
W migsie ryb, z pogorszeniem si¢ wlasciwosci sensorycznych zywnosci (zapach, barwa,
konsystencja) oraz ze wzrostem pH miesa.
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WPLYW ATMOSFERY O WYSOKIEJ ZAWARTOSCI TLENU NA JAKOSC
MINIMALNIE PRZETWORZONEJ SALATY MASLOWEJ

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu atmosfery o wysokiej zawartos$ci tlenu
na wybrane cechy fizykochemiczne, jako$¢ sensoryczng oraz zawarto§¢ zwiazkow
fenolowych w minimalnie przetworzonej satacie mastowej przechowywanej przez 9 dni
w temperaturze 4°C. Proby zapakowano w powietrzu lub w atmosferze modyfikowanej
o skladzie: 3/10/87;50/30/20; 80/20/0 lub 100/0/0 (%0O/%CO,/%N,). Satate zapakowang
w powietrzu lub w atmosferze zawierajacej 3% tlenu zamknigto folig o przepuszczalnosci
tlenu 3000 cm*/m?/24h x bar, natomiast zapakowane w atmosferze o wysokiej zawartosci
tlenu -folig o przepuszczalnosci tlenu 35 cm*/m?/24h x bar.

W probach zapakowanych w powietrzu oraz atmosferze o sktadzie 3/10/87 lub
100/0/0 (%0,/%CO,/%N,) typowe cechy sensoryczne utrzymywaly si¢ przez caly okres
przechowywania. W badanym produkcie stwierdzono obecnos¢ pochodnych kwasu
hydroksycynamonowego oraz flawonoidow, przy czym dominujaca byla frakcja kwasowa.
Po zatlozonym czasie przechowywania w probach zapakowanych w atmosferze powietrza
oraz w atmosferze o sktadzie 3/10/87; 50/30/20; 80/20/0 (%0/%CO,/%N,) zawarto$¢
pochodnych kwasu hydroksycynamonowego byta na poziomie ich zawarto$ci w salacie
$wiezej. Natomiast w probie zapakowanej w atmosferze o 100% udziale tlenu zawarto$¢ tych
zwiazkow byla istotnie wyzsza niz w surowcu.

Stowa kluczowe:atmosfera modyfikowana, minimalne przetwarzanie,satata mastowa

Whprowadzenie

Warzywa i owoce minimalnie przetworzone otrzymuje si¢ w wyniku oczyszczenia
surowca, pozbawienia go czesci niejadalnych, a nastepnie rozdrobnienia. Przedhuzenie
trwatos$ci tego typu produktow mozna uzyska¢ poprzez wykorzystanie tagodnych czynnikow
utrwalajacych z pominigciem intensywnej obrobki jednym z nich. Produkty minimalnie
przetworzone nalezg do segmentu zywnosci wygodnej. Moga by¢ spozywane bezposrednio
lub wymagaja niewielkiej obrobki kulinarnej. Ich jako$¢ kojarzy si¢ z cechami $wiezego
surowca [Czapski i Radziejewska, 2001].

Jednym z czg$ciej wykorzystywanych warzyw w technologii minimalnego
przetwarzania jest salata mastowa.Jest ona bogata w naturalne antyoksydanty, w tym mig¢dzy
innymi w zwiazki fenolowe [Llorach i in., 2008]. Naleza one do wtérnych metabolitow
roélin, ktére chronig tatwo utleniajace si¢ sktadniki zywnosci, takie jak: witaming C,
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karotenoidy oraz nienasycone kwasy tluszczowe [Oszmianski, 1995; Miller
i Rice-Evans, 1997]. Wraz z pozywieniem roslinnym zwigzki te trafiaja do organizmu
ludzkiego, zabezpieczajac go przed szkodliwym dziataniem nadtlenkéw i rodnikow
inicjujacych procesy oksydacyjne. W produkcie minimalnie przetworzonym ilo$¢ zwigzkow
fenolowych ulega zmianie w wyniku zachodzacej w rozdrobnionej tkance reakcji utleniania
lub syntezy w warunkach stresu fizjologicznego [Lopez-Galvez i in., 1996]. W przypadku
sataty, procesy utleniania zwigzane z brazowieniem enzymatycznym, s jedng z gtdéwnych
przyczyn pogorszenia jakosci zaréwno funkcjonalnej, jak i sensorycznej, poprzez ciemnienie
tkanki surowca [Altunkaya i Gokmen, 2008].

Jedna z metod przedluzenia trwatosci produktu minimalnie przetworzonego jest
pakowanie w atmosferze modyfikowanej. Najczg$ciej rekomendowana dla warzyw
jest atmosfera zawierajaca 1 — 5% tlenu oraz 5 — 10% ditlenku wegla (zréwnowazona
azotem) [Radziejewska-Kubzdela i in., 2014]. Nowym trendem jest zastosowanie atmosfery
o wysokiej zawartosci tlenu (80-85% O,) i ditlenku wegla (15-20%) [Zheng i in., 2008].
Z danych literaturowych wynika, ze wysoka zawarto$¢ tlenu w atmosferze otaczajacej
produkt moze przyczynia¢ si¢ m. in. do hamowania brazowienia enzymatycznego [Jacxens
i in., 2001].

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu atmosfery o wysokiej zawarto$ci tlenu
na wybrane cechy fizykochemiczne, jako$¢ sensoryczng oraz zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych w minimalnie przetworzonej satacie mastowej przechowywanej przez 9 dni
w temperaturze 4°C.

Material i metody

Surowcem do badan byta salata mastowa, pochodzaca z handlu detalicznego.

Proces technologiczny obejmowatl przebieranie, rozdzielenie gléwki na pojedyncze
liscie, mycie w wodzie kranowej oraz usuni¢cie nadmiaru wody poprzez wirowanie
za pomoca wirdwki recznej do warzyw(Zepter, Viersen, Germany). Nastepnie satate
pakowano po 50 g do tacek polipropylenowych o wymiarach 205x160x60 mm
i przepuszczalnosci tlenu 7-8 cm®/m?%24h x bar. Proby pakowano w powietrzu lub
w atmosferze modyfikowanej o procentowym udziale O,/CO,/N,: 3/10/87; 50/30/20;
80/20/0; 100/0/0 przy zastosowaniu miksera gazow WITT KM 100/200-3MEM (Witt-
Gasetechnik, Witten, Germany) i maszyny pakujacej Multivac T 200 (Wolfertschwenden,
Germany). Satatg zapakowana w powietrzu lub w atmosferze zawierajacej 3% tlenu
zamknicto folia o przepuszczalnosci tlenu 3000 cm®m?24h x bar, natomiast proby
zapakowane w atmosferze o wysokiej zawartosci tlenu - folig o przepuszczalno$ci tlenu
35 cm®m?/24h x bar.

Oznaczenie sktadu atmosfery wewnatrz opakowania wykonano przy uzyciu aparatu
do pomiaru gazow OXYBABY®V (Witt-Gasetechnik, Witten, Germany).

Oznaczenie zawarto$ci zwigzkoéw fenolowych wykonano metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC. Do analizy pobrano 1 g liofilizatu sataty. Zwiazki fenolowe
ekstrahowano 50 mL 70% metanolu.Préby homogenizowano przez 5 minut za pomocg
homogenizatora T-25 (IKA, Staufen, Niemcy), po czym wytrzasano przez 15 min
na wytrzasarce \Water Bath Shaker type 357 (Elpin, Lubawa, Polska). Ekstrakt
przefiltrowano. Pozostato$¢ z saczka zebrano i ponownie ekstrahowano 25 mL mieszaniny
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ekstrakcyjnej. Otrzymane ekstrakty potaczono i odwirowano na wirowce MPW-351R
(Warszawa, Polska) przez 20 min z predkoscia 3000 X g. Supernatant odparowano
na wyparce prézniowej R-205 (Biichi, Flawil, Szwajcaria) w temperaturze 40°C. Pozostato$¢
rozpuszczono w 25 mL wody destylowanej [Vallejo i in., 2002]. Analiza chromatograficzna
zostata przeprowadzona za pomocg systemu LC Agilent Technologies 1200 Rapid
Resolution, (Waldbronn, Germany) sktadajacego si¢ z mikro-odgazowywacza 1260 Infinity,
binarnej pompy SL 1260 Infinity, dozownika probek 1260 ALS oraz detektora DAD 1260.
Rozdziatu zwiazkow dokonano w odwroconym uktadzie faz, stosujac elucje gradientows,
za pomocg kolumny Poroshell 120 SB-C18, o wielkosci uziarnienia 2.7 um oraz wymiarach
4.6x150 mm. Jako faz¢ no$ng zastosowano 100% acetonitryl (faza A) oraz 6% kwas octowy
z 2 mmol/L octanem sodu (faza B). Czas rozdzialu wynosit 35 minut, przy przeptywie
1 mL/min. Rozdziat prowadzono stosujac nastgpujacy gradient: 0-15% faza B przez 15 min,
15-30% faza B przez 25 min, 30-50% faza B przez 5 min oraz 50-100% faza B przez 5 min.
Jako standard zewnetrzny wykorzystano kwas galusowy [Tsao i Yang, 2003].

Oceng¢ sensoryczng w skali 5-cio punktowej przeprowadzono bezposrednio
po otwarciu opakowania [Barytko-Pikielna i Matuszewska, 2014]. W badanych probach
oceniono barwe, zapach, smak oraz tekstur¢. Noty < 3.0 pkt. uznano za granice
akceptowalnos$ci sensorycznej.

W badanym produkcie oznaczono kwasowo$¢ czynng [PN-90/A-75101/06] oraz
zawarto$¢ ekstraktu [PN-90/A-751901/02].

Analizg statyczng wynikow przeprowadzono na podstawie wieloczynnikowej analizy
wariancji. Do obliczen wykorzystano program Statistica wersje 10.0. Istotno$¢ réznic
okreslono na podstawie testu NIR przy poziomie istotnosci p = 0.05.

Wyniki i dyskusja

W prébach zapakowanych w powietrzu oraz w atmosferze o wysokim udziale tlenu
stwierdzono istotny (p=0.5) spadek zawartosci tego gazu oraz wzrost ditlenku wegla
W czasie przechowywania. Odwrotny efekt stwierdzono w probach zapakowanych
w atmosferze o sktadzie 3/10/87 %0,/%CO,/%N,. Zastosowanie folii barierowejw probach
zamknigtych przy poczatkowej zawartosci tlenu 50%, 80% lub 100% przyczynito
si¢ utrzymania wysokiego st¢zenia tego gazu w atmosferze w czasie przechowywania.
Jednoczesnie skutkowatozachowaniem ditlenku wegla na poziomie 24,1 i 31%, zwlaszcza
w probach zapakowanych przy 20% lub 30% jego zawartosci (Tab. 1).Sktad atmosfery
wewnatrz opakowania z produktem ksztattowany jest przez intensywnos$¢ oddychania tkanki
oraz przepuszczalno$¢ folii opakowaniowej. Dlatego tez produkty oddychajace (roslinne)
pakowane sa zwykle w folie przepuszczalne dla gazéw, co zapobiega nagromadzeniu
si¢ ditlenku wegla oraz gwarantuje utrzymanie tlenu w atmosferze wewnatrz opakowania
w czasie przechowywania. Przy stosowaniu atmosfery o wysokiej zawartosci tlenu
do pakowania owocoéw i warzyw zalecane jest stosowanie folii barierowych pozwalajacych
utrzyma¢ wysokg zawarto$¢ tego gazu w atmosferze w czasie przechowywania
produktu.Cho¢ z badan Jacxsens [2001] wynika, ze zapakowanie produktow minimalnie
przetworzonych (rozdrobnionego selera czy grzybéw) w atmosferze modyfikowanej
zawierajacej 95% tlenu w foli¢ barierowa spowodowato znaczny spadek zawartosci tego
gazu (odpowiednio do 19.9 i 6.8%) w atmosferze otaczajacej produkt w czasie 7 dni
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przechowywania. Bylo to zwigzane z intensywnym oddychaniem tkanki, co potwierdzata
wysoka zawarto$¢ ditlenku wegla w atmosferze otaczajacej produkt (45.5% dla selera
i 47.5% dla grzybow). W przypadku badanych prob tempo procesoéw oddechowych byto
zdecydowanie nizsze, co moglo wynika¢ miedzy innymi z mniejszego rozdrobnienia tkanki.
W prébach tych jednak utrzymywat si¢ poczatkowy, wysoki poziom ditlenku wegla. Dane
literaturowewskazuja,iz zbyt wysoka zawarto$¢ ditlenku wegla w atmosferze otaczajacej
produkt (powyzej 30%) moze mieé¢ niekorzystny wplyw na tkanke ros§linng powodujac jej
uszkodzenie [Watkins, 2000].Granice tolerancji tkanki wzglgdem wysokiego st¢zenia
ditlenku wegla w duzej mierze uzaleznione sa od gatunku. Dlatego zawarto$¢ zaréwno
ditlenku wegla, jak i tlenu w atmosferze otaczajacej produkt, powinna by¢ ustalana
indywidualnie [Fonseca i in., 2005].

Przy zastosowaniu folii o przepuszczalnosci tlenu 3000 cm®m?/24h x bar stwierdzono
spadek zawartosci ditlenku wegla w probach zapakowanych przy podwyzszonej do 10% jego
zawartosci oraz wzrost w przypadku prob zapakowanych w powietrzu. Zamknigcie badanych
prob w powietrzu lub w atmosferze o sktadzie 3/10/87 %0,/%CO,/%N, w foli¢
o przepuszczalnosci tlenu 3000 cm®m?/24h x bar pozwolito na zachowanie atmosfery
zawierajgcej tlen (odpowiednio 14.5 i 4.2% po 9 dniach przechowywania) oraz stosunkowo
niski poziom ditlenku wegla (odpowiednio 3.9 i 7.0%). W przypadku proby zapakowanej
w atmosferze o sktadzie 100/0/0 % Ox/%CO,/%N, w foli¢ barierowa, rowniez po zalozonym
czasie przechowywania poziom ditlenku wegla nie byt wysoki (5.7%) przy wysokiej
zawartosci tlenu (87.8%) (Tab. 1).
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Tabela 1. Zmiany zawartosci tlenu i ditlenku wegla w atmosferze wewnatrz opakowania z
satatg w czasie przechowywania

Proby Czas przechowywania Zawartos¢ tlenu Zawarto$¢ ditlenku wegla
[dni] [%] [%]
1 165e 20a
powietrze 3 16.0 de 3.2ab
6 15.1cd 4.4 bed
9 145¢ 3.9bc
1 3la 79f
3 3.4ab 8.3f
S0/ 6 42b 78f
9 42b 7.0 ef
1 48.0i 26.7i
3 454 h 2791
50/30/20* 6 4264 306
9 40.8 f 31.0j
1 755m 19.7¢g
. 3 73.41 20.8¢
80/20/0 6 70.7 k 22.7h
9 68.1] 24.1h
1 956 25a
3 94.4p 4.3 bc
100/0/0* 6 9110 5.0 cd
9 87.8n 5.7 de

$rednie oznaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie od siebie, pomig¢dzy $rednimi oznaczonymi tymi samymi
literami brak istotnych statystycznie réznic (p=0.05)
* %02/%CO,/%N,

We wszystkich badanych probach stwierdzono istotne pogorszenie cech
sensorycznych w czasie przechowywania. Przy czym najlepsza barwa charakteryzowaty sie
proby zapakowane w atmosferze powietrza (4.5 pkt). Pozadana barwe odnotowano réwniez
dla prob zapakowanych przy 3 lub 100% zawarto$ci tlenu (4.0 pkt). W przypadku sataty
zamknigtej w atmosferze o podwyzszonej do 20 lub 30% zawartosci ditlenku wegla noty
oceny barwy byly istotnie nizsze i wynosity 3.2 pkt. Dla sataty zapakowanej w powietrzu
oraz przy 3 lub 100% zawartoséci tlenu,noty oceny smaku, zapachu i konsystencji byty
istotnie wyzsze niz w pozostalych probach. Przy czym istotnie lepsza tekstura
charakteryzowaly si¢ proby zapakowane przy 3 lub 100% zawartosci tlenu (4.1 pkt) niz
zapakowane w powietrzu (3.8 pkt) (Tab. 2). Wysoka zawarto$¢ ditlenku wegla w atmosferze
wewnatrz opakowania mogla przyczyni¢ si¢ do uszkodzenie bton komoérkowych, a tym
samym do pogorszenia jakoséci sensorycznej badanych prob. Efekt pogorszenia jako$ci
sensorycznej sataty zapakowanej w atmosferze modyfikowanej przy wysokim stezeniu CO,
odnotowali réwniez Barry-Ryan i O'Beirne [1999]. Wedtug Gorny [2001] najlepszy efekt
przedluzenia trwatosci dla minimalnie przetworzonej sataty mozna wuzyskaé przy
zastosowaniu atmosfery zawierajacej od 0.5 do 3.0% O, oraz 5.0 do 10.0% CO,.
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W przeprowadzonych badaniach podobny efekt odnosnie jakosci sensorycznej uzyskano
rowniez dla préb pakowanych w powietrzu lub w atmosferze o sktadzie 100/0/0
%0,/%CO,/%N,.

We wszystkich badanych prébach po 1 dniu przechowywania stwierdzono istotny
statystycznie (p=0.05) wzrost wartosci pH (6.09 — 6.25) w poréwnaniu do surowca (5.93).
Nie stwierdzono natomiast spadku zawartoéci ekstraktu, ktory wynosit (4.1 — 4.3%).
Po zalozonym okresie przechowywania najwickszy wzrost wartosci pH (6.40— 6.51) oraz
spadek zawartosci ekstraktu (3.2 — 3.5%) odnotowano w probach zapakowanych
w atmosferze z 20 lub 30% udziatem ditlenku wegla. Warto§¢ pH w pozostatych probach
utrzymywata si¢ na poziomie od 6.00 do 6.08. Natomiast zawarto$¢ ekstraktu byla
na poziomie zawartosci ekstraktu w $wiezym surowcu (od 4.1% do 4.3%). Mozna
przypuszczaé, ze wysokie stezenie ditlenku wegla w atmosferze otaczajacej produkt
przyczynilo si¢ do uszkodzenia bton komoérkowych i zwigkszenia tempa proceséw
biochemicznych. Moglo to skutkowaé m.in. spadkiem zawartosci ekstraktu w tkance.

Tabela 2. Wpltyw sktadu atmosfery na cechy sensoryczne sataty w czasie przechowywania

Proby Czas przecho- Barwa Zapach Smak Tekstura

wywania [dni] [pkt] [pkt] [pkt] [pkt]

0 50f 50e 50e 50f

1 50f 50¢e 50e 50f

powietrze 3 50f 50e 46¢ 46¢
6 4.7¢ 4.7 cd 49d 4.2¢

9 45d 4.7 cd 44b 38b

1 50f 4.8d 50e 49f

3 50f 50e 4.8d 50f

3o/t 6 4.7¢e 46¢C 4.8d 4.4d
9 40¢c 46¢C 43b 41c

1 50f 50e 50e 50f

3 50f 50e 4.9 de 50f

S0/30720% 6 3.8b 42D 4450 39b
9 32a 3.2a 36a 3.3a

1 50f 50e 50e 50f

3 50f 50e 50e 50f

80/20/0* 6 4.6 de 4.7 cd 44b 46b
9 32a 26a 38a 3.7a

1 50f 5.0e 4.9 de 5.0f

3 50f 50¢e€ 4.8d 50f

100/0/0* 6 41c 46¢C 44D 44d
9 40¢c 46¢c 4.3b 41c

$rednie oznaczone réznymi literami roznig sig istotnie od siebie, pomigdzy Srednimi oznaczonymi tymi samymi
literami brak istotnych statystycznie r6znic (p=0.05)
* %0,/%CO,/%N;
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Zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych w satacie wynosita 29.77 mg/100g. W badanych
probach stwierdzono obecno$¢ pochodnych kwasu hydroksycynamonowego (gltéwnie
pochodnych kwasu kawowego) oraz flawonoidéw. Przy czym dominujaca byla frakcja
kwasowa (okoto 99%) (Tab. 3). Llorach i in. [2008] oraz Galieni i in. [2015] roéwniez
w swoich badaniach wskazujg na podobny profil zwiazkow fenolowych w satacie.

W probach zapakowanych w atmosferze modyfikowanej o 30% udziale ditlenku
wegla istotny wzrost zawarto$ci pochodnych kwasu hydroksycynamonowego stwierdzono
po pierwszym dniu przechowywania. W czasie dalszego przechowywania odnotowano
jednak ich spadek. W przypadku salaty zapakowanej w atmosferze o sktadzie 100/0/0
(%0,/%C0,/%N,), istotny (p=0.05) wzrost zawartoSci wyzej wymienionych zwigzkdéw
stwierdzono po 6 dniach przechowywania. Po zatozonym czasie przechowywania w probach
zapakowanych w atmosferze powietrza oraz w atmosferze o sktadzie 3/10/87; 50/30/20;
80/20/0 (%0,/%CO0,/%N,) zawartos¢ pochodnych kwasu hydroksycynamonowego byta
na poziomie ich zawarto§ci w salacie $wiezej. Natomiast w probie zapakowanej
w atmosferze o 100% udziale tlenu, zawartos¢ tych zwiazkow byla istotnie wyzsza niz
w surowcu (Tab. 3). Z danych literaturowych wynika, ze zastosowanie atmosfery
0 podwyzszonej do 20 lub 30% zawartoéci ditlenku do pakowania marchwi wptywa
na hamowanie syntezy zwigzkéw fenolowych w poréwnaniu z atmosfera powietrza
[Amanatidou i in., 2000]. Dla truskawek nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy
zawartoscia wyzej wymienionych zwigzkow i aktywnos$cia przeciwutleniajacg dla prob
zapakowanych w powietrzu lub w atmosferze o podwyzszonej zawartosci tlenu [Zheng
i in., 2007]. W przypadku badanej sataty odnotowano natomiast syntez¢ badanych zwiazkow
przy zastosowaniu do pakowania atmosfery o 30% zawartosci ditlenku wegla lub 100%
tlenu, co moze by¢ zwiazane ze stresem fizjologicznym tkanki, wynikajacym z wysokiego
udzialu wyzej wymienionych gazéw w atmosferze otaczajacej produkt. Z danych
literaturowych wynika, ze reakcja tkanki na wysoki poziom zawartosci tlenu i ditlenku wegla
w atmosferze jest cechg gatunkowg [Lopez-Galvez i in., 1996].
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Tabela 3. Wpltyw sktadu atmosfery na zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w satacie w czasie
przechowywania

Ogolna
Czas Pochodne kwasow . zawarto$¢
, . Flawonoidy .
Proby przechowywania hydroksycynamonowych [mg/100g] zwigzkow
[dni] [mg/100 g] fenolowych
[mg/100g]
0 29.7 bed 0.07 ab 29.77 abcd
1 29.6 bed 0.10 ab 29.70 abcd
powietrze 3 23.7ab 0.10 ab 23.80 ab
6 37.3 def - 37.30 def
9 30.0 bed - 30.00 bed
1 26.5 abc 0.35¢c 26.85 abc
. 3 28.5 abcd 0.15b 28.65 abcd
s/10/87 6 34.6 cde 0.02 ab 34.62 cde
9 31.6 bed - 31.60 bed
1 51.6¢ 0.10 ab 51.70¢g
3 43.0 efg - 43.00 efg
S0/30720% 6 29.3 abcd - 29.30 abcd
9 24.6 ab - 24.60 ab
1 20.3a 0.62d 2092 a
. 3 27.2 abc - 27.20 abc
80/20/0 6 29.4 abcd - 29.40 abcd
9 35.5 cde - 35.50 cde
1 28.7 abcd 0.06 ab 28.76 abcd
3 24.4 ab 0.04 ab 24.44 ab
100/0/0% 6 44.6 fg 0.02a 44.62 fg
9 48.6 g 0.08 ab 48.68 g

$rednie oznaczone réznymi literami roznig sig istotnie od siebie, pomigdzy Srednimi oznaczonymi tymi samymi
literami brak istotnych statystycznie roznic (p=0.05)
* %02/%CO,/%N,

Whioski

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zastosowanie wysokiej zawartosci ditlenku
wegla w atmosferze otaczajgcej minimalnie przetworzong salatg maslowa przyczynito
si¢ do pogorszenia jakosci sensorycznej, spadku zawartos$ci ekstraktu oraz wzrostu warto$ci
pH w czasie przechowywania. Dobrg jako$¢ sensoryczng oraz najwyzszg zawarto$é
zwigzkdéw fenolowych charakteryzowaly si¢ proby zapakowane w atmosferze o sktadzie
100/0/0 %0,/%CO,/%N,. Takie warunki pakowania sataty moga stanowi¢ alternatywe dla
powietrza oraz atmosfery o sktadzie 3/10/87 %0,/%CO,/%Ns,.
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WSKAZNIKI OBECNOSCI TLENU AKTYWOWANE PROMIENIOWANIEM UV
OCENA MOZLIWOSCI ZASTOSOWANIA ZIELENI METYLENOWEJ
| CZERWIENI METYLOWEJ

Streszczenie

Obecnie trwaja intensywne badania nad opracowaniem uniwersalnych i prostych
w zastosowaniu optycznych wskaznikow zmian sktadu atmosfery wewnatrz opakowania
produktow spozywczych oraz przemystowych. Wskazniki takie, w formie etykiety lub
pastylki, w tatwy sposob pozwolityby na dostrzezenie nieuzbrojonym okiem niekorzystnej
zmiany sktadu atmosfery (np. wzrostu st¢zenia tlenu) na kazdym etapie tancucha dostaw.
Idealny wskaznik powinien cechowaé si¢ przede wszystkim szybkosciai odpowiednia
czuloécia wskazan, niskim kosztem wytworzenia oraz by¢ tatwy w interpretacji.
W  opracowywaniu kolorymetrycznych wskaznikow coraz czeSciej wykorzystywane
sg fotokatalityczne wiasciwosci potprzewodnikow, gldwnie ditlenku tytanu.

Celem prezentowanych badan byla ocena mozliwosci zastosowania czerwieni
metylowej i zieleni metylenowejw kolorymetrycznych wskaznikach obecno$ci tlenu
aktywowanych promieniowaniem UV. Ponadto, okreSlono wplyw zastosowanego
selektywnego donora elektronéw na czas redukcji i utleniania zastosowanych barwnikow
redoks.

Badania prowadzono w ukltadach modelowych, ktore stanowity odpowiednio
przygotowane wodne mieszaniny fotokatalizatora (TiO;), selektywnego donora elektronow
(metanol, etanol, glicerol) oraz barwnika redoks (czerwieni metylowej lub zieleni
metylenowej). Barwnik wchodzacy w sktad analizowanej mieszaniny poddawano procesowi
redukcji, zachodzacej na powierzchni naswietlanego TiO, (w wyniku oddzialywania
na barwnik fotogenerowanych elektronow) w atmosferze argonu, a nastepnie procesowi
utleniania w obecnosci powietrza.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze zar6wno czerwien metylowa,
jak 1 zieleh metylenowa moga by¢ wykorzystane w opracowaniu kolorymetrycznych
wskaznikow obecnoéci tlenu. Na czas redukcji i utleniania analizowanych mieszanin
wplywaty: rodzaj uzytego barwnika, jego st¢zeniew mieszaninie oraz zastosowany
selektywny donor elektrondéw.

Stlowa kluczowe: czerwien metylowa, selektywny donor elektronow, TiO,, wskazniki
obecnosci tlenu, zielen metylenowa
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Wprowadzenie

Jedna z najwazniejszych sktadowych branych pod uwage podczas oceny jakosSci
produktow spozywczych jest trwato$é, na ktora znaczaco wplywa sktad atmosfery
otaczajacej produktw trakcie jego przechowywania. Wigkszo$¢ niekorzystnych zmian
zachodzacychw zywnosci spowodowana jest oddzialywaniem tlenu na jej sktadniki [Rooney,
1995]. Obecnos¢ O, sprzyja rozwojowi niepozadanych mikroorganizméw tlenowych.
Ponadto, przyczynia si¢ do zachodzenia wielu zmian o podlozu enzymatycznym, jak
enzymatyczne brazowienie warzyw i owocoOw oraz rozklad kwasu L-askorbinowego.
Obnizenie jakosci zywnosci moze by¢ rowniez skutkiem zachodzacych przy udziale tlenu
reakcji nieenzymatycznych, np. utlenianie kwasow ttuszczowych lub zwigzkoéw lotnych.

Wsrdd licznych metod przedtuzania trwato$ci zywnosci najbardziej korzystne wydaje
si¢ by¢ pakowanie produktoéww atmosferze modyfikowanej (MAP). Polega ona na dobraniu
dla kazdego produktu optymalnej mieszaniny gazow, ktéora umozliwia jak najdluzsze
zachowanie §wiezosci oraz bezpieczenstwo opakowanego produktu. Usunigcie z atmosfery
opakowanego produktu tlenu do poziomu 0,5-2,0% oraz zastgpienie go innym gazem
m.in. ditlenkiem wegla, azotem, lub argonem, skutecznie przedhuza trwatos¢ zapakowanego
produktu [Brody i in., 2001]. Zastosowanie metody MAP moze trzykrotnie wydtuzy¢ okres
$wiezosSci migsa lub chleba oraz ponad trzystukrotnie kawy [Mills, 2005]. Na skutek
uszkodzenia opakowania, jego dehermetyzacji lub zachodzenia naturalnych procesow
wewnatrz produktu, poczatkowy sktad atmosferyw opakowaniu moze ulec zmianie
w konsekwencji inicjujagc niekorzystne procesy psucia si¢ zywnosci. Istotne jest wigc, aby
umozliwi¢ zaréwno producentom, dystrybutorom, jak i konsumentom dostrzezenie
negatywnej zmiany sktadu atmosfery w opakowaniu.

Aktualnie trwaja intensywne badania nad opracowaniem optycznego wskaznika
obecnosci tlenu, ktory stanowilby integralng cze$¢ opakowania produktu spozywczego.
Takie rozwiagzanie w prosty sposob umozliwitoby stwierdzenie zmiany sktadu atmosfery
wewnatrz opakowania. Idealny wskaznik obecnosci tlenu, ktéry moglby znalezé
zastosowanie w  opakowalnictwie = Zywnosci, powinien cechowa¢ si¢ niskim
(niewptywajacym na cen¢ produktu) kosztem, duzg szybko$cia i czuloscig wskazan,
trwato$cig oraz brakiem toksycznosci. Natomiast sam pomiar powinien by¢ nieinwazyjny,
bez koniecznosci uszkodzenia opakowania i koniecznosci utylizacji jego zawartosci. Istotna
jest takze tatwos¢ interpretacji wskaznika, ktora nie powinna wymagac specjalnego sprzetu
lub szkolenia, a sam odczyt powinien opiera¢ si¢ na obserwacji zmian jego zabarwienia
nieuzbrojonym okiem [Mills, 2005; Puligundla, 2012]. Umieszczenie takiego wskaznika
w formie nadruku na etykiecie, lub pastylki w widocznym miejscu opakowania,
umozliwiloby dostrzezenie zmian sktadu atmosfery w calym tancuchu dystrybucyjnym
[Ahvenainen, 2003].

Aktualnie wigkszo$¢ stosowanych wskaznikow obecnosci tlenu opartych jest
na zjawisku wygaszania luminescencji w obecno$ci tlenu czgsteczkowego. NajczeSciej
wykorzystywanym  luminoforem  jest  [Ru(dpp)s](ClOy),],  czyli nadchloran
tris(4,7-difenylo-1,10-fenantrolino)rutenu(Il) [Mills, 1997] stosowany miedzy innymi
w produkcji wskaznika o nazwie handlowej O2xyDot®. Pomimo bardzo wysokiej czutosci
i doktadnosci, do interpretacji wskazan konieczna jest specjalistyczna aparatura, co znaczaco
uniemozliwia stosowanie go, jako zrodta informacji dla konsumentow, czy dystrybutorow.
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Szeroka grupe stanowig wskazniki, ktérych wskazania sg mozliwe do interpretacji
dzieki wizualnej zmianie zabarwienia. Naleza do nich wskazniki kolorymetryczne, ktorych
dzialanie opiera si¢ na zmianie zabarwienia na skutek przylaczenia czasteczki tlenu
do zwigzku barwnego, np. hemoglobiny czy mioglobiny [Zhujun i Seitz, 1986; Chung
i in., 1995]. Wada tych wskaznikéw jest odwracalny przebieg reakcji na skutek ponownej
redukcji barwnika spowodowanej miedzy innymi uszczelnieniem opakowania badz
zuzyciem tlenu przez rozwijajaca si¢ mikroflor¢ aerobowa. Ponadto, pewne trudnosci
sprawia interpretacja wskazan (waski zakres zmiany barwy), a sam wskaznik cechuje niska
trwato$¢. Kolejng grupa wskaznikow stanowia indykatory zawierajace w swoim sktadzie
barwniki redoks. Przyktadem takiego wskaznika jest obecny na rynku AGELESS-EYE®
produkowany przez firm¢ Mitsubishi Gas Chemical Company Inc. Zawarta w nim glukoza,
posiadajaca wiasciwosci redukujace, powoduje w warunkach beztlenowych redukcje biekitu
metylenowego skutkujaca jego odbarwieniem. W momencie, gdy wskaznik wchodzi
w kontakt z tlenem nastepuje reakcja utlenienia barwnika wraz z powrotem do niebieskiej
barwy [Yoshikawa i in., 1979; Smolander i in., 1997; Mitsubishi Gas Chemical Company
Inc. 2016;]. Jako glowng wade wskazuje si¢ odwracalnos¢ jego dziatania.

Ostatnia grupa wskaznikow obecnosci tlenu bazuje rowniez na zmianie zabarwienia
barwnika redoks w obecnosci tlenu, ale jego aktywacja (do formy zredukowanej) ma miejsce
na powierzchni naswietlanego promieniowaniem UV potprzewodnika (m.in. ditlenku tytanu
lub tlenku cynku). Schemat dziatania takiego wskaZnika przedstawiono na rysunku 1.
W wyniku aktywacji potprzewodnika (SC) promieniowaniem ultrafioletowym w warunkach
beztlenowych nastepuje generowanie par elektron-dziura (¢- - h*) na jego powierzchni.
Fotowzbudzone elektrony powoduja redukcje barwnika (Dyq), co pociaga za soba zmiang
jego zabarwienia. Natomiast zastosowany we wskazniku selektywny donor elektronow
(SED), stanowi tzw. putapke dla dziur elektronowych zapobiegajac ponownemu utlenianiu
barwnika.W momencie kontaktu aktywowanego wskaznika z tlenem nastgpuje ponowne
utlenienie barwnika (Doy) wraz z powrotng zmiang zabarwienia uzytego barwnika redoks.

hv >qu o
SC > SC*

Dreg SED

0,

H,O

Rysunek. 1. Schemat dziatania wskaznika aktywowanego promieniowaniem
ultrafioletowym [Mills, 2005]
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W literaturze przedmiotu dostgpnych jest szereg prac dotyczacych badan nad
wskaznikiem, zawierajacym w swoim skladzie ditlenek tytanu oraz bigkit metylenowy
[Mills, 2005]. Opracowywane wskazniki réznig si¢ ostateczng forma. Mozna wyrdznié
wskazniki w formie cienkiego filmu, inteligentnego atramentu, czy tabletek [Lee i in., 2004;
Mills, 2005; Mills i Hazafy, 2008; Lawrie i in. 2013; Vu i Won 2013; Ollis i in., 2016].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie mozliwo$ci zastosowania zieleni metylenowe;j
oraz czerwieni metylowej jako zwiazkéw barwnych wchodzacych w  sktad
kolorymetrycznego wskaznika obecnosci tlenu aktywowanego promieniowaniem
ultrafioletowym poprzez oceng wplywu stezenia barwnika w badanych mieszaninach oraz
okreslonych alkoholi (selektywnych donorow elektronéw) na czas redukcji oraz utlenienia
wskaznika.

Material i metody

W badaniach nad mozliwoscia opracowania nowych wskaznikow obecnosci tlenu
aktywowanych promieniowaniem UV zastosowano: TiO, (anataz, Aldrich), czerwien
metylows, zielen metylenowa (Sigma-Aldrich), metanol, etanol (PPH STANLAB) oraz
gliceryng (AKTYN). Do przygotowania mieszanin uzyto wody poddanej dwukrotnej
destylacji w destylarce ze szkta kwarcowego.

Analizowane wodne mieszaniny o objetosci 200 cm® przygotowano poprzez
zmieszanie 5-102 g TiO,, 1 cm® SED (metanol, etanol lub glicerol) oraz zieleni metylenowej
lub czerwieni metylowej o stezeniach 5-10* 1-10% 5-103, 1-10? g. Tak przygotowane
probki umieszczano w tazni ultradzwickowej na okres 10 minut celem uzyskania
jednorodnej mieszaniny.

Badania prowadzano w szklanym reaktorze (rysunek 2.) zaprojektowanym przez
Sobczynskiego i wspotpr. [Sobezynski i in., 1997], zbudowanego z ptaszcza zewnetrznego
oraz polaczonej z nim krotkiej rurki wewnetrznej. Dolna czes¢ reaktora w ksztalcie stozka,

3

zakonczona bylta niewielkim otworem, przez ktory wprowadzano odpowiedni gaz (argon lub
powietrze). Przeptyw gazu poprzez rurke¢ wewngtrzng zapewnial ciagle i niezaklocone
mieszanie zawartosci reaktora.

5
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Rysunek 2. Szklany reaktor wykorzystany w badaniach
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Celem okre$lenia czasu koniecznego dla przeprowadzenia procesu redukcji barwnika,
200 cm® mieszaniny wprowadzono do reaktora i poddawano nasycaniu argonem (uzyskanie
warunkow beztlenowych) o szybkosci przeptywu 50 dm*-h™ przez 15 min bez dostepu
$wiatlta. Po uplywie 15 minut wykonano fotografi¢ mieszaniny reakcyjnej (dokumentacja
badan), po czym rozpoczgto jej naswietlanie dwoma lampami UV (OSRAM) o mocy
300 W kazda, znajdujacymi si¢ naprzeciwlegle w odleglosci 20 cm od reaktora. Stala
temperature zawartosci rteaktora (okoto 25°C) utrzymywano na drodze chlodzenia
zewngtrznym strumieniem powietrza. W momencie zaobserwowania nieuzbrojonym okiem
zmiany barwy mieszaniny zanotowano czas redukcji (treq)-

W celu okreslenia czasu potrzebnego do ponownego utlenienia barwnika, mieszaning
reakcyjng poddano napowietrzaniu sprezonym powietrzem o szybko$ci przeptywu
50 dm®h®. W momencie powrotu pierwotnej barwy mieszaniny, zauwazalnej
nieuzbrojonym okiem, zanotowano czas utleniania (toy).

Kazde doswiadczenie wykonano w co najmniej dwoch powtdrzeniach. Analize
statystycznag wynikow przeprowadzono przy uzyciu programu STATISTICA 12. Dla
zweryfikowania réznic pomigdzy wartosciami S$rednimi zastosowano test Tuckey’a.
W przeprowadzonej analizie za poziom istotnosci przyjeto a=0,05.

Wyniki i dyskusja

Zielen metylenowa oraz czerwien metylowa w zalezno$ci od formy wystgpowania
(utlenionej badz zredukowanej) cechuja si¢ odmienng barwa.

Mieszaniny reakcyjne zawierajace zielen metylowa cechowaly si¢ barwa
niebieskozielona, a jej intensywno$¢ wzrastala wraz ze wzrostem zawartosci barwnika.
W wyniku procesu redukcji zachodzacej pod wplywem fotowzbudzonych elektronow
generowanych na powierzchni naswietlanego promieniowaniem UV TiO, (w warunkach
beztlenowych) zielen metylenowa ulegata przeksztalceniu w bezbarwny leukozwiazek.
Nastgpowata zmiana zabarwienia mieszaniny reakcyjnej z niebieskozielonej na biala,
pochodzaca od zawartego w mieszaninie TiO,. W warunkach beztlenowych biata barwa
mieszaniny byta trwata. Kontakt mieszaniny reakcyjnej z powietrzem spowodowat ponowne
utlenienie zieleni metylenowej oraz powr6t pierwotnej niebieskozielonej barwy mieszaniny.

Na podstawie danych zaprezentowanych w tabeli 1. mozna stwierdzié, ze zwigkszanie
zawartosci zieleni metylenowej w badanych mieszaninach skutkowato wydluzeniem czasu
jej redukcji. Zaleznos$¢ ta jest skutkiem zwickszania zawarto$ci zwigzku redukowanego
w badanych mieszaninach, przy jednoczesnym stalym udziale ditlenku tytanu oraz
selektywnego donora elektronow.

Zaobserwowano, ze na czasy redukcji naswietlanych mieszanin wptyw miato
zastosowanie okres§lonego donora elektronéw. Najdluzsze czasy redukcji barwnika
stwierdzono w obecnos$ci metanolu, najkrotsze natomiast w obecnosci glicerolu. Wyrazny
wplyw na czas redukcji w przypadku mieszaniny reakcyjnej o stezeniu barwnika
50,0 mg-dm™ ma zastosowany donor elektrondw.Natomiast w przypadku dwoch najnizszych
stezen obserwowane réznice w czasie redukcji sg nieznaczne.
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Tabela 1. Czasy redukcji i utleniania badanych mieszanin zawierajacych zielen metylenowa
dla réznych stezen barwnika i SED

stezenie zieleni metylenowej [g-dm™]

SED 25 50 25,0 50,0
dukci metanol 1,7+0,3%4 2,240,324 5,3+0,2"" 13,9+0,9°F
czas redukesl - etanol 1,8£0,3%% 3.0£0,0°F  63+03°"F  18,01,0°"

[min] glicerol  23£0,77"  2,6£02°"®  75:05°%  194+1,6°"

metanol  13,7+3.2°"  19,0+1,0*™*  24,0+0,0*" 25,0+0,0*"

Czas utleniania — o0 40278 27341.8°% 20.000.0°%  18.941.7°A

[min] glicerol  9.8-1,6°®  143+12°°% 2354210  20,540,5""

Wartosci $rednie w kolumnach oznaczone odmienng wielka litera oraz warto$ci $rednie w wierszach oznaczone
odmienng maty litera roznia si¢ statystycznie istotnie (a=0,05).

Analizujac dane mozna stwierdzi¢ brak korelacji pomiedzy zawartoscia zieleni
metylenowej w mieszaninie reakcyjnej, a czasem jej utleniania (i powrotu do pierwotnej
barwy). Zaobserwowano, zew obecnosci etanolu i glicerolu, zwigkszenie stezenia barwnika
z 2,5 do 5,0 g-dm™ skutkuje wydluzeniem czasu jego utlenianiaw badanych mieszaninach,
natomiast dalsze zwigkszanie udzialu czerwieni metylowej powoduje tylko nieznaczne
skrocenie czasu utlenienia. Najszybszy powrdt do pierwotnej barwy zaobserwowano przy
stezeniu czerwieni metylowej na poziomie 2,5 g-dm™w obecnosci glicerolu. Najdtuzej,
trwalo ponowne utlenienie mieszaniny o stezeniu barwnika 5,0 g-dm™® w obecnosci
etanolu.W przeciwienstwie do procesu redukcji, zastosowanie okreslonych donorow
elektronow nie wywierato istotnego wplywu na czas utleniania mieszanin reakcyjnych.
Istotne wydluzenie czasu utleniania zaobserwowano jedynie w mieszaninach o dwdch
najmniejszych st¢zeniach zawierajacych etanol. Biorgc pod uwage czas utleniania, jako
wyrdznik czutoSci 1 szybkosci dziatania potencjalnego wskaznika tlenu, nie mozna
jednoznacznie okresli¢, ktory z badanych donoroéw elektronéw mogltby by¢ wykorzystywany
w dalszych badaniach.

Mieszaniny reakcyjne, w ktorych zwigzek barwny stanowila czerwien metylowa
cechowaly sie barwa zolta(w przypadku stezen 2,5 oraz 5,0 mgdm™) lub
pomaranczoworézowa (w przypadku stezen 10,0 oraz 50,0 mg-dm™). Intensywno$é barwy,
podobnie jak w przypadku mieszanin z zieleniag metylenows, wzrastala wraz ze wzrostem
zawartosci barwnika w mieszaninie. Na skutek naswietlania mieszaniny promieniowaniem
UV w warunkach beztlenowych nastapila redukcja czerwieni metylowej, skutkujaca
powstaniem bezbarwnego leukozwigzku. Tak jak w przypadku badan prowadzonych
z wykorzystaniem zieleni metylenowej, barwa mieszaniny w wyniku redukcji czerwieni
metylowej zmienita sie na bialg i byta trwala w warunkach beztlenowych. Kontakt
mieszaniny z powietrzem spowodowal ponowne utlenienie barwnika i przywrocenie
pierwotnej barwy mieszaniny.

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 2., wzrost st¢zenia czerwieni
metylowej w badanych mieszaninach powoduje istotne wydtuzenie czasu redukcji mieszanin
bez wzgledu na zastosowany selektywnych donor elektronow.

Rowniez w tym przypadku zastosowanie réznych donorow elektrondw miato wptyw
na czasy redukcji mieszaniny. Najdtuzszy czas redukcji mieszaniny zaobserwowano przy
obecno$ci glicerolu, a najkrétszy przy obecnosci metanolu.Na podstawie analizy
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otrzymanych danych stwierdzono, ze istnicje negatywna zalezno$¢ pomigdzy czasem
ponownego utlenienia czerwieni metylowej, a jej stezeniem w mieszaninie reakcyjnej
w przypadku zastosowania metanolu i etanolu, jako selektywnego donora elektrondéw.
Najkrotszy czas powrotu do barwy na skutek utlenienia czerwieni metylenowej
zaobserwowanow mieszaninieo stgzeniu barwnika 25,0 g-dm® Najdtuzszy proces
ponownego utleniania zaobserwowano dla stezenia czerwieni metylowej5,0 g-dm®
w obecnosci metanolu. W przypadku mieszanin zawierajacych glicerol nie mozna
jednoznacznie wskaza¢ wystgpowania okreSlonych zaleznosci, gdyz w probkach
o dwochnajnizszych stezeniach (2,5 oraz 5,0 g-dm™) nie zaobserwowano powrotu
do wyjsciowej barwy. Moglo to by¢ spowodowane bardzo niskg intensywno$cia zabarwienia
mieszaniny, niemozliwa do dostrzezenia nieuzbrojonym okiem.

Tabela 2. Czasy redukcji i utleniania badanych mieszanin zawierajacych zielen metylenowa
dla réznych stezen barwnika i SED

steZenie czerwieni metylowej [g~dm'3]

SED

2,5 5,0 25,0 50,0
dukcii metanol | 10,5+0,0*" 11,3+0,8%4 21,8+1,3"4 45,0+1,5%%
czas redukepl - M eianol 8,3+0,8°% 12.0£1,0°% | 26.0£2.5°" | 47.8+7.8°~

[min] glicerol | 203+03°® | 18,820,3°° | 283+23°" | 543+0,8°"

metanol | 22,5+0,0*" 26,5+3,5%% | 12,044,0**% 4,8+0,8""

czas utleniania = o T4 054.5%8 | 25.500.0°% | 2.8403™ | 3.7540.8°%

[min] glicerol brak brak 7,0+0,0*" 4.8£0.3°"

Wartosci srednie w kolumnach oznaczone odmienna wielka litera oraz warto$ci $rednie w wierszach oznaczone
odmienng mata litera roznia si¢ statystycznie istotnie (a=0,05).

Podobnie jak w przypadku badan mieszanin z zielenig metylenowa, stwierdzono,
ze istnieje zalezno$¢é pomigdzy czasem utleniania a zastosowanym selektywnym donorem
elektronow. Najdluzszy czas utleniania zaobserwowano przy obecno$ci metanolu, najkrotszy
przy obecnosci glicerolu. Biorgc pod uwagg czasy utlenienia, pod katem czuto$ci i szybkosSci
reakcji na obecno$¢ tlenu obecnego w opakowaniu, w dalszych badaniach nad
opracowaniem wskaznika w formie statej nalezy zastosowac glicerol jako SED.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze zaréwno zielen
metylenowa, jak i czerwien metylowa mogg by¢ barwnikami wchodzgcymi w skiad
kolorymetrycznych wskaznikow obecnosci tlenu aktywowanych promieniowaniem
ultrafioletowym. Ich zabarwienie jest wyraznie zalezne od formy wystepowania (utlenione;j,
zredukowanej). W przypadku obu barwnikéw wzrost ich stezenia w badanych mieszaninach
skutkowal wydluzeniem czasu ich redukcji. Zielen metylenowa ulegata redukcji w czasie
od 3 do 18 min, czerwien metylowa ulegata redukcji w czasie od 9 do 57 min, w zaleznosci
od ich stgzenia w mieszaninie i zastosowanego selektywnego donora elektronow. Na czas
redukcji wptywat takze, zastosowany jako pulapka dla dziur elektronowych, selektywny
donor elektronéw. Zielen metylenowa ulegala redukcji szybciej w obecnosci glicerolu,
natomiast mieszaniny zawierajace czerwien metylowa szybciej ulegaly odbarwieniu
w obecno$ci metanolu. Czas utlenienia takze zalezny byt od zastosowanego barwnika oraz
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od jego stgzeniaw badanych mieszaninach. W przypadku czerwieni metylowej mozna
stwierdzi¢, ze zwigkszenie jego zawarto$ciw mieszaninie reakcyjnej skutkowal skréceniem
czasu jego utlenienia. Natomiastw mieszaninach zawierajacych zielen metylenowa nie
mozna stwierdzi¢ istnienia zalezno$ci pomiedzy zawartoscia barwnikaw mieszaninie
a czasem jego utlenienia. W przypadku obu barwnikow krotsze czasy utlenienia stwierdzono
w mieszaninach zawierajacych jako selektywny donor elektronéw glicerol.
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OPTYMALIZACJA | WALIDACJA OZNACZANIA NE-KARBOKSYMETYLOLIZYNY
W SKORCE PIECZYWA METODA RP-HPLC-FLD

Streszczenie

Badania ostatnich lat wykazaty, ze w reakcji Maillarda powstaje grupa zwiazkow
uznana za kancerogenng lub mutagenng dla organizméw zywych. Zdaniem wielu ekspertow,
niektore zwigzki powstate w reakcji glikacji sg jednym z czynnikéw mogacych bra¢ udziat
w patogenezie zaburzen gospodarki weglowodanowej, wlaczajac neuropatie, nefropatig,
retinopatie, zaéme a nawet sprzyjaja chorobie Alzheimera, arteriosklerozie, starzeniu
i nowotworom. W ostatnich latach wiele uwagi po$wieca sie¢ N°-karboksymetylolizynie
(CML), ktorej przypisuje si¢ wyzej wymienione wiasciwosci. Do iloSciowego oznaczania
CML wykorzystywane sa gtownie techniki chromatograficzne (RP-HPLC, LC-MS/MS,
GC-MYS)) oraz metody innumoenzymatyczne (ELISA).

Celem pracy bylo opracowanie procedury analitycznej pozwalajacej oznaczy¢ CML
w skorce pieczywa. Procedura analityczna zostala zoptymalizowana, a nastgpnie poddana
procesowi walidacji. W procedurze analitycznej zoptymalizowane zostaty warunki redukcji,
hydrolizy, derywatyzacji oraz parametry rozdziatu chromatograficznego (RP-HPLC—FL).

Granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) wynosily odpowiednio:
0,42 ng/mL i 1,29 ng/mL. Sredni odzysk metody wynosit ~ 100% (SD = 10,03%) a precyzja
3,65%. Stwierdzono, ze metoda chromatograficzna wykorzystujaca odwrocony uktad faz
z detekcja fluorymetryczna to technika, ktéra z powodzeniem mozna zastosowaé
do ilosciowej analizy CML w produktach zbozowych.

Stowa Kluczowe:N®karboksymetylolizyna, produkty zbozowe, optymalizacja, walidacja

Wprowadzenie

Podczas obrobki termicznej poczatkowo formowane w reakcji Maillarda produkty
przegrupowania Amadori moga w zalezno$ci od czasu i temperatury procesu, ulegaé
dalszym reakcjom tworzgc wczesne, posrednie i zaawansowane produkty reakcji Maillarda
[Maillard, 1912].

CML jest produktem reakcji Maillarda o stwierdzonym negatywnym wptywie
na organizmy zywe i uznawany jest jako wskaznik zmian zachodzacych pod wpltywem
procesow technologicznych w zywnosci bogatej w sacharydy. Badania dowodza, ze poziom
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CML znaczaco wzrasta w tkankach ludzi cierpigcych na hiperglikemie, bedaca koronnym
objawem cukrzycy typu 2 [Sugimoto i in., 1997]. Nawet w przypadku braku hiperglikemii
i hiperlipidemii, CML wyst¢puje w wysokich stezeniach w granulkach lipofuscyny
w nadnerczach [Shimokawai in., 1998], w tkankach mézgowych w chorobie Alzheimera
[Takeda i in., 2001], w biatkach odkladanych w amyloidozie [Miyatai in., 1993],
w kolagenie i w bialkach osocza w mocznicy [Sebekova i in., 2001], a takze w biatkach
watroby u zwierzat narazonych na stres oksydacyjny przez karmienie pasza zawierajaca
bardzo duze stezenie zelaza [Ling i in., 2001]. CML jest takze obecna w tkankach ptodu
[Omura i in, 1983], w wyniku wysokiego st¢zenia metabolitow rybozy, ktore
sg wykorzystywane do syntezy DNA i RNA.

NE-karboksymetylolizyna powstaje w wyniku degradacji produktow przegrupowania
Amadorii, fruktozolizyny, ktéra ulega utlenianiu do CML. Inng droga powstawania CML
jest potaczenie zwigzku a-dikarbonylowego jakim jest glioksal z lizyng [ Ames, 2008].

Né-karboksymetylolizyna jest trwatym zwigzkiem, co ulatwia analizg¢ 1 jest
wykorzystywana jako wskaznik jakosci odzywczej zywnosci poddawanej obrobcee cieplne;j.
Do wykrywania i iloSciowego oznaczania CML wykorzystywane s3 roézne metody
analityczne. Nalezg do nich metody immunoenzymatyczne (ELISA), chromatografia
cieczowa(RP-HPLC, LC-MS/MS) oraz chromatografia gazowa (GC-MS).Metody
immunoenzymatyczne sg szybkie i stosunkowo tanie. Jednakze metody te, w ktorych stosuje
si¢ przeciwciata lub antygeny znakowane enzymami nie sg wolne od wad. Trudno$ci
i ograniczenia wynikaja z obecnosci identycznych epitopow, tzn. miejsc w antygenach,
do ktorych przylacza sie przeciwciato, co wigze si¢ z konieczno$cia kontroli specyficznosci
antyserum (przeciwcial) przez oznaczanie poziomu reakcji krzyzowych.lnne metody
analityczne do oznaczania zawartosci CML w produktach spozywczych to glownie techniki
chromatograficzne. Najczgsciej stosowana jest chromatografia cieczowa potagczona
z detekcja fluorescencyjng lub spektrometrig mas. W analizie chromatograficznej z detekcja
fluorymetryczng wymagane jest przeprowadzenie procesu derywatyzacji. Polaczenie
chromatografii cieczowej ze spektrometrem mas pozwala pomingé etap derywatyzacji,
zwiekszajac czuto$¢ oraz selektywnos¢ metody [Kinter i Sherman, 2000].

Celem pracy bylo opracowanie procedury analitycznej pozwalajacej oznaczyé CML
w skorce pieczywa wykorzystujac metode chromatografii cieczowej z detekcja
fluorymetryczng. Procedura analityczna zostala zoptymalizowana, a nastepnie poddana
procesowi walidaciji.

Material i metody

Material badany

Do badan uzyto standardu NE-karboksymetylolizyny o czystoSci powyzej
95% (NeoMPS, Francja), 2-merkaptoetanol, borowodorek sodu, kwas borowy, bezwodny
tetraboran sodu, wodorotlenek sodu, kwas solny zakupione w firmie Sigma-Aldrich, oraz
pieczywo pszenne przygotowane wedlug metody opracowanej przez Mildner-Szkudlarz
i in. [2011].
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Wykonanie oznaczen
Procedura przygotowania prob

Ze $wiezo wypieczonego pieczywa oddzielono skorke od migkiszu i poddano
liofilizacji (Heto Driwinner, DW 1 0-60 E, Dania). Po rozdrobnieniu w miynku
laboratoryjnym IKA (M-20, IKA-Werke, Niemcy), zapakowano do woreczkow z polietylenu
i przechowywano w temperaturze -20°C do czasu analizy.

Redukcja

Do 200 mg prébydodano 4 mL buforu boranowego (0,2 M o pH 9,4) oraz
2 mL borowodorku sodu (1 M w 0,1 M NaOH). Proces redukcji prowadzono 4 lub 12 godzin
w temperaturze pokojowej.

Hydroliza

Po uplywie czasu redukcji do prob dodawano 10 M kwasu solnego w takiej ilosci, aby
koncowe stezenie HCl w objetosci proby wynosito 6 M. Kolby okragltodenne z proébami
polaczono z chlodnica zwrotna, przedmuchano gazem obojetnym (azotem), nastepnie
prowadzono proces hydrolizy w temperaturze 110°C przez okres 10 lub 20 godzin.

Przygotowanie prob do derywatyzacji

Po uplywie czasu hydrolizy proby odparowano do sucha przy uzyciu rotacyjnej
wyparki  prozniowej  Rotavapor  R-210  (Biichi,  Szwajcaria),  przeplukano
10 mL dejonizowanej wody i przefiltrowano przy uzyciu filtrow strzykawkowych. Nastgpnie
pobrano 2 mL filtratu,odparowano do sucha, a sucha pozostatos¢ przeniesiono ilosciowo
przy uzyciu buforu boranowego (0,2 M o pH 9,4) do kolb miarowych o pojemnosci 10 mL.
Proby przechowywano w temperaturze 4°C do czasu derywatyzacji.

Derywatyzacja

10 mg OPA rozpuszczono w 2 mL metanolu.Nastgpnie pobrano 1 mL mieszaniny,
do ktorej dodano 3992 uL buforu boranowego (0,2 M o pH 99) oraz
8 uL 2-merkaptoetanolu. Aktywno$¢ odczynnika derywatyzujacego uzyskano po uptywie
90 minut (Hanczko i Molnar-Perl, 2003). Po uplywie czasu potrzebnego do uzyskania petnej
aktywnoS$ci odczynnika derywatyzujacego pobierano 200 pL proby, do ktérej dodawano
100 pL odczynnika OPA. Proby analizowano po uptywie 3 min.

Analiza chromatograficzna

Jakosciowe 1 iloSciowe oznaczenie zawartosci CML wykonano wysokosprawna
chromatografig cieczowag HPLC (Waters 600 Asc. Milord).Chromatograf wyposazony byt
w pompe¢ gradientu fazy ruchomej (Waters 600), kolumng Waters Sun Fire CI18
(150 x 4,6 mm; 5 um) detektor fluorymetryczny (Waters 474) oraz komputerowy system
sterowania Empower 3. Temperatura kolumny byta stata (20°C), utrzymywana przy pomocy
termostatu do kolumn typ Jetstream 2 Plus. Faze ruchomg stanowila mieszanina buforu
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octanowego z acetonitrylem [A] oraz acetonitryl [B]. Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej
wynosita 1 mL/min. Rozdzial mial charakter gradientowy. Pomiaréw dokonano przy
dhugosdci fali wzbudzenia A = 340 nm i emisji A = 455 nm dla detektora fluorymetrycznego.
Identyfikacji dokonano poréwnujac czasy retencji piku CML-u na chromatogramach
analizowanych prob i roztworu wzorcowego oraz poprzez uzycie wzorca wewnetrznego.

Walidacja metody

Procedura analityczna zostala poddana procesowi walidacji, w ktorej wyznaczono
takie parametry jak liniowos¢, precyzje, dokladno$¢ oraz granice wykrywalnosci
i oznaczalnosci.

Do badan liniowosci wykorzystanol0 roztworow o roéznych stezeniach CML.
Wyznaczono réwnanie regresji liniowej, wspotczynnik korelacji (R) oraz wspotczynnik
determinacji (R?), ktére sa miara tego parametru.

Korzystajac z metody najmniejszych kwadratdéw wyznaczono takze czulosé
zoptymalizowanej metody z nachylenia krzywej kalibracyjnej.

Precyzje okre$lono poprzez wyznaczenie odchylenia standardowego (SD) oraz
wspotczynnika zmienno$ci (Wz):

SD

W, =—x100
X

Doktadno$¢ przedstawiono jako % odzysku analitu, dodanego do znanej ilosci probki:
X
x=— 100%
C

gdzie: X — warto$¢ $rednia doswiadczalna (stgzenie)
C — stgzenie przygotowanych roztworow

Granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ) wyliczono zgodnie z Irakli
i in. [2012] wykorzystujac do tego rownanie regresji z krzywych wzorcowych. Granice
wykrywalno$ci  wyznaczono ze wzoru LOD=3,3b/a, a granice oznaczalnosci
LOQ=10b/a, gdzie a i b to wspdtczynnik kierunkowy prostej i wyraz wolny.

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej dokonano przy pomocy programu Statistica 10 (StatSoft. Inc.,
Tulsa, OK., USA). W analizie sprawdzano rozklad normalny otrzymanych danych
za pomoc3 testu Shapiro-Wilka. W przypadku gdy nie stwierdzono rozktadu normalnego —
stosowano testy nieparametryczne. W przypadku istnienia rozkladu normalnego
wykorzystano jednoczynnikowa oraz wielowymiarowa analiz¢ wariancji (ANOVA).
Sprawdzenie zalozenia jednorodnos$ci wariancji wykonano za pomoca testu Leavena.
W przypadku wykazania istotnych roéznic wykonano analize post-hoc przy pomocy testu
Tukey’a w celu wyznaczenia grup jednorodnych. Analizujac zaleznosci pomigdzy badanymi
cechami wykorzystywano wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona, a jego statystyczng
istotno$¢ sprawdzono testem t-Studenta.
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Whyniki i dyskusja
Optymalizacja procesu przygotowania prob

Z uwagi na rozbiezne dane literaturowe dotyczace procesu przygotowania prob,
w tym czasu redukcji i hydrolizy, rodzaju stosowanych filtrow oraz procesu derywatyzacji,
podj¢to probe zoptymalizowania procedury analitycznej dla produktow zbozowych.

Pierwszym etapem przygotowania prob jest proces redukcji, pozwalajacy
na otrzymanie z produktow przegrupowania Amadori odpowiednich form alkoholowych
tych produktow, ktore sg bardziej stabilne podczas przeprowadzania hydrolizy [Ames, 2008].
W literaturze dost¢pne sa rozne dane dotyczace czasu redukcji. Peng i in. [2010] oznaczajac
zawartos¢ CML w skorce pieczywa pszennego zastosowali czterogodzinng redukcje
borowodorkiem sodu w temperaturze pokojowej. Natomiast Assar i in. [2009] analizujac
roézne produkty spozywcze, w tym maslto, chleb, czy mleko.stosowali dwunastogodzinng
redukcje borowodorkiem sodu. Podobnie Srey i in. [2010] przeprowadzali 12-godzinng
redukcj¢ w temperaturze 4°C. Dlatego tez poréwnano wyniki zawarto§ci CML w probach
poddanych 4- i 12-godzinnej redukcji. Analiza statystyczna wykazata brak statystycznie
istotnej roznicy pomiedzy wynikami uzyskanymi po cztero- i dwunastogodzinnej redukcji,
dlatego ze wzgledu na oszczedno$¢ czasu zdecydowano si¢ na czterogodzinng redukcje.

Drugim etapem przygotowania prob jest proces hydrolizy kwasowej prowadzonej
w temperaturze 110°C przy uzyciu 6 M HCI, ktéra ma na celu rozerwanie potaczen CML
z biatkami. Mozna takze przeprowadzi¢ hydrolize enzymatyczna, jednak proces hydrolizy
kwasowej uwazany jest za niezawodny [Ames, 2008]. Dokonano analizy zawartosci CML
w skorce chleba po 4 godzinnej redukcji borowodorkiem sodu stosujac hydroliz¢ kwasowa
prowadzong przez 10 oraz 20 godzin. Tak jak w przypadku czasu redukcji, doboru czasu
hydrolizy dokonano w oparciu o dane literaturowe [Assar i in., 2009; Srey i in., 2010].
Na rysunku 1 przedstawiono otrzymane zawartosci CML w skorce pieczywastosujac rozny
czas hydrolizy kwasowej.
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Rysunek 1. Zawarto$¢ CML po 10 i 20 godzinnej hydrolizie — analiza bez uwzglednienia
rodzaju filtru

Analiza statystyczna wykazata, iz czas hydrolizy ma statystycznie istotny wptyw
na zawarto$¢ badanego zwigzku (p<0,001). Po 20-godzinnej hydrolizie uzyskano okoto
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13% wigksza zawarto§¢ CML w analizowanych probkach w poréwnaniu z 10-godzinna,
dlatego tez do dalszych badan wybrano dhuzszy czas tego etapu przygotowania prob.

W kolejnym etapie badan podjeto si¢ oceny wplywu zastosowanego filtru
do oczyszczania prob na stezenie CML. W badaniach zastosowano filtry z membrang
teflonowg o charakterze hydrofilowym i hydrofobowym, a proces hydrolizy prowadzono
10 i 20 godzin. Na rysunku 2 przedstawiono zalezno$¢ stezenia CML od zastosowanego
filtruprzy dziesigciogodzinnej (I) i dwudziestogodzinnej (I1) hydrolizie. Odnotowano
statystycznie istotnie (p< 0,001) wyzsze stezenie CML stosujac filtry hydrofilowe oraz
dwudziestogodzinnag hydroliz¢ prob.
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Rysunek 2. Wptyw zastosowanego filtru na st¢zenie CMLprzy dziesieciogodzinnej (I)
i dwudziestogodzinnej (1) hydrolizie

Produkty reakcji Maillarda powstajace we wczesnej fazie tej reakcji tworzg
bezbarwne produkty, ktore nie absorbuja $wiatta w zakresie UV przy dlugosci fali
280 nm [Nursten 2005]. W takich przypadkach pomocna jest derywatyzacja analitow.
Optymalizacji poddano czas derywatyzacji oraz ilo$¢ zastosowanego odczynnika
derywatyzujacego. W przypadku analizy czasu derywatyzacji przygotowano proby zgodnie
z przyjeta i zoptymalizowana metodyka, natomiast wszystkie probki zostaly potaczone
z odczynnikiem derywatyzujacym (OPA) i wstawione do autosamplera, ktory
co 45 min. nastrzykiwal probe na kolumng. Tak wigc czas derywatyzacji pierwszej proby
wynosit 3 min, a w kazdej kolejnej czas dzialania odczynnika zwigkszal si¢ o kolejne
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45 min. Zaobserwowano, ze im dluzszy czas derywatyzacji tym gorszy rozdziat
chromatograficzny. Ponadto, odnotowano brak stabilno$ci czasu retencji i ksztattu pikéw
oraz powtarzalnosci powierzchni pikéw. Podsumowujac wykazano, ze nalezy bardzo
doktadnie przestrzega¢ czasu od momentu dodatku odczynnika derywatyzujacego do czasu
wprowadzenia probki na kolumng¢ chromatograficzng. Dobierajac ilo$¢ odczynnika
derywatyzujacego, proby przygotowano z dodatkiem OPA w ilosci 50, 100, 150 oraz 200
pL. Analiza statystyczna wykazata, ze najwigksze pola powierzchni piku CML odnotowuje
sieprzy dodatku odczynnika derywatyzujacego w ilosci 100 pL (Rys. 3). Zastosowanie
mniegjszego lub wigkszego dodatku odczynnika derywatyzujacego powodowalo statystycznie
istotny (p< 0,001) spadek zawartosci CML w analizowanych probach.
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Rysunek 3. Wptyw ilosci odczynnika derywatyzujacego na pole powierzchni piku CML

Walidacja chromatograficznej metody oznaczania zawartosci CML

Parametry walidacji metody oznaczania CML w pieczywie przedstawiono w tabeli 1.
Zoptymalizowana metoda RP-HPLC-FLD do analizy CMLw produktach zbozowych
charakteryzowata sigsatysfakcjonujaca liniowoscia w badanym zakresie stezen. Krzywa
kalibracyjng dla CML opisywato rownanie: y = 48327,36x + 280814,8; R = 0,998;
R? = 0,996.Wyniki mieszcza si¢ w przyjetym kryterium (R? > 0,995) [Eurachem Guide,
2000].

Tabela 1. Parametry walidacji metody oznaczania CML w skorce pieczywa metoda RP-
HPLC-FLD

Réwnanie y = 48327,36x + 280814,8
R’ 0,996
Czuto$¢ [pg/mL] 0,02
Granica wykrywalnosci (LOD) [ng/mL] 0,42
Granica oznaczalno$ci (LOQ) [ng/mL] 1,29
Precyzja CV [%] 3,65
Odzysk [%] 102,4

Wykazano, ze zakres roboczy opracowanej procedury analitycznej wynosi
od 0 do 140 ng/mL. Przy wyznaczaniu parametru liniowo$ci wyznaczono takze czuto$é
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metody analitycznej, czyli najmniejsza réznicg w zawartosci analitu, jaka moze byé
0znaczona za pomocg danej metody.Odnotowano, iz zastosowana metoda charakteryzuje si¢
duzg czutoscig (0,02 pg/mL) (Tab. 1).

Wyznaczone wg Irakli i in. [2012] granice wykrywalnosci (LOD) i granice
oznaczalnoéci (LOQ) wynosity odpowiednio 0,42 ng/mL, i 1,29 ng/mL (Tab. 1). Analizujac
precyzje metody wykonano 6 powtorzen dla standardu CML. Precyzja oznaczeh byla
na bardzo wysokim poziomie, CV % wynosit 3,65%. Na badanym poziomie dopuszczalny
wspoOtczynnik zmienno$ci moze osiggaé wartos¢ od 3,7 do 5,3% wedlug normy
[PN-EN ISO/IEC 17025]. W badanym zakresie stezen aby metode uzna¢ za doktadng odzysk
musi mie$ci¢ si¢ W granicy 85-110%. Odzysk na poziomie 102,4% $wiadczy
o satysfakcjonujacej doktadnosci (Tab. 1).

Dokonujac walidacji metody nalezy pamigta¢ o analizie probek rzeczywistych,
w ktorych oprocz badanego zwiazku wystepuja inne substancje, posiadajace grupy aminowe
wchodzace w reakcje z odczynnikiem derywatyzujacym. W tym celu dokonano analizy
selektywno$ci metody na rzeczywistych probach pieczywa. Na rysunku 4 przedstawiono
przyktadowy chromatogram dla analizowanej skorki pieczywa.
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Rysunek 4. Przyktadowy rozdziat chromatograficzny proby rzeczywistej

Obliczone wspoétczynniki opisujgce sprawno$¢ i zdolno$¢ rozdzielcza kolumny
przedstawiono w tabeli 2. Dowodzg one, Zze zoptymalizowana metoda analizy zawartosci
CML w skorce pieczywa jest selektywna. Wszystkie parametry mieszcza si¢ w ogélnie
przyjetych normach dotyczacych procesow separacji. Uzyskany wspotczynnik retencji dla
badanej substancji wynosit 3,2, a warto$¢ zdolnosci rozdzielczej wynosita 3,5.

128



BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

Tabela 2. Parametry opisujace sprawno$¢ kolumny rozdziatu proby rzeczywistej skorki
pieczywa

Czas Predkos¢ Wspolczynnik Wspélezynnik ~ Zdolnos¢é Liczba poélek Wys,o k?éé
retencji  migracji retencji rozdzielenia  rozdzielcza teoretycznych IES;I(]I

4,56 0,30 0,35 9,27 24,40 4375 0,034

14,37 0,96 3,26 1,08 3,56 3589,5 0,004

15,22 1,02 3,51 1,56 16,30 4536,6 0,003
Whioski

Przeprowadzone badania dowodza ze najbardziej istotnym (krytycznym) punktem
procedury analitycznej oznaczania zawarto$ci CML jest etap przygotowania prob przed
analizg chromatograficzng (czas hydrolizy, zastosowany rodzaj filtru oraz proces
derywatyzacji). Nalezy podkresli¢, ze zastosowana metoda RP-HPLC-FLD oznaczania
zawartosci CML w produktach zbozowych charakteryzuje si¢ dobra precyzja, doktadno$cia
i odzyskiem, co zostato potwierdzone wynikami walidacji. Ponadto opisang metodecechuja
zadawalajace parametryopisujace zdolno$¢ rozdzielcza uktadu chromatograficznego oraz
mozliwo$¢ oznaczania CML na bardzo niskim poziomie.

Badania realizowano w ramach grantu NCN (2013/09/B/NZ9/01626).
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POROWNANIE METOD OZNACZANIA ZAWARTOSCI CHLORKU SODU
W PRZETWORACH MIESNYCH

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie wynikow oznaczania zawartosci
chlorku sodu w przetworach migsnych, uzyskanych dwiema metodami: metoda
potencjometryczng i metoda techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazmg wzbudzona
indukcyjnie (ICP - AES) oraz ocena przydatnosci tych metod dla potrzeb rutynowej kontroli
towaroznawczej.

Materiat badawczy stanowity przetwory migsne o zréznicowanej zawartosci chlorku
sodu. We wszystkich probkach zawarto$¢ chlorku sodu oznaczano dwiema metodami:
metoda potencjometryczng oraz techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma
wzbudzong indukcyjnie.

Zasada metody potencjometrycznej polegata na przygotowaniu zawiesiny oznaczanej
probki w wodzie a nastgpnie potencjometrycznym —miareczkowaniu  roztworem
azotanu (V) srebra za pomocg elektrody.

Metoda techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazmg wzbudzona indukcyjnie
(ICP - AES) oznaczenia sodu polegala na zmineralizowaniu materiatu biologicznego
kwasem azotowym, a nastgpnic pomiarze stezenia pierwiastka technikg emisyjnej
spektrometrii z plazma wzbudzong indukcyjnie. Zawarto§¢ sodu wyznaczong z krzywej
kalibracyjnej przeliczano na zawarto§¢ chlorku sodu ze wzoru: zawartosc
NaCl = 2,5 x Na [g/100g]. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej na poziomie
istotnosci P < 0,05, przy pomocy programu Statistca 6.0 PL.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, iz do rutynowej kontroli migsa
i przetwordw migsnych przydatne sa obie metody. Nie s3 one obarczone blgdem
systematycznym statym. Obie metody nie sg nieskomplikowane, sg szybkie w wykonaniu
i charakteryzuja si¢ duza czuto$cia i precyzja oznaczania.

Stowa kluczowe:przetwory migsne, oznaczanie zawartosci soli, metodyka

Wprowadzenie

Sod dostarczany jest do organizmu czlowieka glownie w postaci soli kuchennej
(okoto 90%), ktora jest podstawowym dodatkiem do zywnos$ci, wspomagajacym proces
konserwowania. dodatek technologiczny lub substancja poprawiajaca smak. Zaledwie
10% chlorku sodu pochodzi z nieprzetworzonych produktow spozywczych, gdzie wystgpuje
on w charakterze naturalnego sktadnika warzyw, mleka, miesa czy ryb. Zrodtem 50-60% soli
w diecie jest jej dodatek w procesach kulinarnych i doprawiania zywnosci przy stole,
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30-40% - stanowig produkty przetwarzane przemystowo [Schlegel-Zawadzka i Kowalczyk,
2010; Jezewska i in., 2011].

W przetworstwie migsa chlorek sodu jest substancja powszechnie stosowang. Poza
nadaniem charakterystycznego smaku i zapachu oraz zwigkszeniem trwatosci
mikrobiologicznej, stosowanie soli kuchennej w przetworstwie migsa przysparza wielu
innych korzysci technologicznych, jak np. zwigkszenie wodochtonnosci oraz poprawienie
wiasciwosci zelujacych i emulgujacych [Krieger-Mettbach, 2004; Konieczny i in., 2005].

Zdaniem ekspertow Swiatowej Organizacji Zdrowia dzienne spozycie nie powinno
si¢ przekracza¢ dawki 5 g soli (ok. 2 g sodu). Wedtug najnowszych norm Instytutu Zywnosci
i Zywienia wystarczajace spozycie chlorku sodu wynosi 3,8 g/dzien [Jarosz, 2012, WHO
2012]. Dieta sktadajaca si¢ w wigkszo$ci z nieprzetworzonych produktow pochodzenia
ro$linnego (bez dodatku soli) dostarcza okoto 0,6 g sodu dziennie. Obserwowana w ostatnich
latach zmiana sposobu zywienia, zwigzana z ogélna zmiang stylu zycia spowodowala,
szczegblnie w spoteczenstwach krajow wysoko rozwinigtych, zwickszenie spozycia
produktow wysoko przetworzonych, zawierajacych duze ilosci dodatkowej soli. Z badan
naukowych wynika, ze pobranie soli z dieta w Polsce i na $§wiecie znacznie przekracza
zalecenia. Spozycie chlorku sodu przez statystycznego Europejczyka szacowane jest
na okoto 10 - 15 g na dobg. Na podstawie badan budzetow gospodarstw domowych,
koordynowanych przez Gtéwny Urzad Statystyczny taczne spozycie chlorku sodu
(s6l kuchenna + sdd pochodzacy ze spozytej zywosci, przeliczony na so6l) w polskich
gospodarstwach domowych w 2007 r. wynosito $rednio 12 g na osob¢ dziennie, czyli bylo
prawie 2, 5 razy wyzsze od zalecen WHO.W zwiazku z tym coraz wigksza uwagg zwraca si¢
na niekorzystne dzialanie soli, ktéra zwigksza ryzyko nadci$nienia 1 chordb
sercowo-naczyniowych [Szostak i Jarosz, 2010] jak i stymuluje tworzenie szkodliwych
produktow utleniania lipidow. Niepozadane przemiany lipidow moga ogranicza¢ mozliwos$ci
technologicznego 1 zywieniowego wykorzystania surowcoéw, zwlaszcza pochodzenia
zwierzgcego [Konieczny i in., 2005; Ruusunen i Puolanne, 2005; Desmond, 2006].

Jednym z wazniejszych powodow zalecen ograniczenia spozycia mig¢sa i produktow
miesnych jest do$¢ duza zawarto§¢ w nich tluszczow, bedacych istotnym Zrédiem
cholesterolu oraz kwasow tluszczowych nasyconych. Zwraca si¢ uwage ponadto na duza
zawarto$¢ soli kuchennej w przetworach, a takze na réznorodnos$¢ substancji dodatkowych
stosowanych przy przetwarzaniu migsa. Powszechno$¢ konsumpcji produktdéw miesnych
w diecie stata si¢ bodzcem do podjecia dziatan w kierunku poprawy ich jakosci zywieniowe;j.
Obecnie dziatania producentéw zywnosci zmierzaja do modyfikacji skladu i wartosci
odzywczej produktow miesnych [Konieczny i Gorecka, 2011; Kozan i in., 2012].

Na podstawie zalecen zywieniowych oraz specjalistycznych programow i raportow
dotyczacych zagrozen wynikajacych z nieprawidlowego zywienia prezentowanych przez
roézne instytucje i organizacje, zarowno krajowe jak i migdzynarodowe, zmienity si¢ réwniez
preferencje w odniesieniu do zawarto$ci soli w przetworach w opiniach $wiadomego
konsumenta. Jednym z istotnych kierunkéw dziatan w celu obnizenia ilosci soli spozywanej
z produktami przemystowo przetworzonymi moze by¢ zmniejszenie ich porcji. Pomocne
w tym celu jest umieszczanie przez producenta wiarygodnej informacji odnosnie zawartosci
soli, chlorku sodu lub sodu w okreslonej ilosci produktu. Od 13 grudnia 2014 r. stosowane
jest w Polsce rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169/2011

132



BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W LANCUCHU ZYWNOSCIOWYM

w sprawie przekazywania informacji dotyczacych etykietowania zywnosci. W ramach tego
rozporzadzenia dopiero od 13 grudnia 2016 r. obowigzkowe bedzie podawanie
na opakowaniach informacji takich jak: warto§¢ energetyczna, ilo§¢ tluszczu, kwaséw
thuszczowych nasyconych, weglowodanow, cukrow, biatka jak rowniez soli [Rozporzadzenie
(UE) 1169/2011; Majchrzak, 2014].

Obecnie producenci podaja takie informacje dobrowolnie. Istotne jest takze aktywne
ksztatltowanie przyzwyczajen konsumentow do mniej stonego smaku. Dlatego tez dla
producentéw zywnosci, laboratoriow i stuzb kontrolnych istotne sa stosowane metody do jej
oznaczania, w sensie wiarygodnosci i doktadno$ci uzyskiwanych wynikow.

Wiedza na temat soli kuchennej, ilosci chlorku sodu w rozmaitych produktach
stosowanych na co dzien oraz racjonalne jej stosowanie majg kluczowe znaczenie dla zycia
czlowieka. Poziom zawarto$ci chlorku sodu w migsie i przetworach migsnych jest
podstawowym wyznacznikiem jako$ci i podlega kontroli towaroznawczej. Powszechnie
stosowang metodg oznaczania zawartosci chlorku sodu w migsie i przetworach migsnych jest
metoda potencjometryczna PN ISO 1841-2:2002. W zwiazku z wymaganym podawaniem
na opakowaniu zawartosci sodu do powszechnie stosowanych metod mozna zaliczy¢ metode
techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazmg wzbudzong indukcyjnie (ICP - AES).

Cel i zakres badan

Celem przeprowadzonych badan bylo poréwnanie wartosci wynikow oznaczania
zawartosci chlorku sodu w przetworach migsnych, uzyskanych dwiema metodami: metoda
potencjometryczna i techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazmg wzbudzong
indukcyjnie (ICP - AES) oraz ocena przydatnosci tych metod dla potrzeb rutynowej kontroli
towaroznawczej.

Material i metodyka

Material badawczy stanowilo 35 probek rynkowych przetworow migsnych
o zréznicowanej zawartosci chlorku sodu, w tym: 22 kietbas, 8 szynek surowo
dojrzewajacych, 1 wyrdb garmazeryjny, 2 konserwy oraz 2 pasztety. We wszystkich
probkach zawarto$¢ chlorku sodu oznaczano roéwnolegle dwiema metodami: metoda
potencjometryczng oraz technikg emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma wzbudzong
indukcyjnie.

Zasada metody potencjometrycznej oznaczenia chlorku sodu polegata
na przygotowaniu zawiesiny oznaczanej probki w wodzie a nastgpnie potencjometrycznym
miareczkowaniu roztworem azotanu (V) srebra za pomoca elektrody. Ilos¢ chlorkow
wyrazong jako NaCl, obliczano z ilosci azotanu (V) srebra zuzytego do ich zwigzania.
Oznaczenie przeprowadzono na aparacie 785 TITRINO DMT firmy Methron.

Oznaczenie sodu technikg emisyjnej spektrometrii atomowej z plazmg wzbudzong
indukcyjnie (ICP - AES) polega na zmineralizowaniu materiatu biologicznego kwasem
azotowym [PN-EN 13805], a nastepnie pomiarze stezenia pierwiastka technikg emisyjnej
spektrometrii z plazma wzbudzong indukcyjnie ICP-AES z wykorzystaniem spektrometru
firmy Jobin Yvon Emission typ JY 138 Ultrace. W metodzie ICP-AES Zrodlem wzbudzenia
jest plazma argonowa, ktora osiaga temperatur¢ ok. 10000K. Analizowana probka w postaci
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roztworu, jest wprowadzana do rozpylacza, a utworzony w nim aerozol jest transportowany
przez gaz nosny (argon) do rdzenia plazmy. W goracej plazmie probka jest rozbijana
do atomow, ktore ulegaja wzbudzeniu i emituja pochlonigta energiec w postaci
promieniowania elektromagnetycznego, charakterystycznego dla danego pierwiastka.
Wyemitowane promieniowanie trafia do spektrometru, gdzie w monochromatorze jest
rozszczepiane i rozdzielane na poszczegodlne linie. Poszczegdlne linie widmowe
sa doprowadzane do fotopowielaczy, w ktorych sygnat optyczny jest przetwarzany na sygnat
cyfrowy. Dlugos¢ fali linii Na 589.952 nm. Zawarto$¢ sodu wyznaczong z krzywej
kalibracyjnej przeliczano na zawarto§¢ chlorku sodu ze wzoru: zawarto$é
NaCl = 2,5 x Na [g/100g].

Wszystkie oznaczenia wykonano w co najmniej dwoch powtérzeniach a uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej na poziomie istotnosci P < 0,05, przy pomocy
programu Statistca 6.0 PL.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki pomiaru zawartosci chlorku sodu w poddanych ocenie przetworach
miesnych przedstawiono w Tab.1.Na podstawie przedstawionych danych mozna stwierdzi¢,
ze zawarto$¢ chlorku sodu w ocenianych probkach miescita si¢ w szerokim zakresie
od 1,33g/100g, dla wyrobu garmazeryjnego, skrzydetek kurzych w panierce
do 5,34 g/100g dla szynki szwarcwaldzkiej, wyrobu regionalnego, surowo dojrzewajacego.
W wigkszosci, 21 na 35 badanych probek, zawarto$¢ soli nie przekraczata 3g/100g produktu.
Byly to w kielbasy o r6znym stopniu rozdrobnienia, konserwy migsne i pasztety, dla ktorych
wg nieobligatoryjnej normy PN-A 82007:1996 zawarto$¢ soli nie powinna przekraczaé 3%.

Poddane ocenie probki o zawartosci soli wigkszej od 3g/100g stanowily produkty
surowe i surowo dojrzewajgce, te ktore nie podlegajg procesowi obrobki termicznej i dla
zahamowania rozwoju drobnoustrojow i bezpieczenstwa wymagaja wyzszego poziomu
nasolenia. Dla tej grupy asortymentowej - szynek surowych, dojrzewajacych
PN-A 82007:1996 dopuszczata zawarto$¢ soli do 7%.

Tendencje obnizania zawartosci chlorku sodu w réznych grupach przetworéow
miesnych, w tym w wedzonkach, obserwowano juz we wczeSniejszych badaniach
[Ktosowska, 1999; Makata i in., 2007; Szymanski i in., 2009]. Miedzy innymi Makata
i in. [2006] oceniajac dostgpne na rynku paréwki na podstawie przeprowadzonych badan
wykazali, iz w ocenianych sortymentach $rednia zawarto$¢ soli ksztaltowata si¢ na poziomie
od 1,9% do 2,3% i byla istotnie nizsza niz wymagania zawarte w Normie Polskiej
PN-A-82007/A1:1998. Szymanski i in. [2009] oceniajac rynkowe wedzonki oraz w kietbasy
suszone $rednio i drobno rozdrobnione w latach 2000 - 2008 stwierdzili do$¢ zréznicowana
zawarto$¢ chlorku sodu, z tendencja do obnizenia jego poziomu. Wykazali, iz zawarto$¢
chlorku sodu w wedzonkach ulegla obnizeniu $rednio o 0,52g/100g produktu.

Zachgca si¢ takze do stosowania ziot i przypraw oraz zamiennikow soli np.: chlorku
potasu [Wojtasik i in., 2010]. Ruusunen i Puolanne [2005] przedstawili dobre efekty
uzyskane podczas zastosowania przemystowych mieszanek soli w ktérych sktadzie
znajdowato sig58% NaCl, 27% KCI, 12% MgCl, albo MgSO, (Pan-Salt) w czasie produkcji
kietbas parzonych. Najczes$ciej w celu osiagnigcia pozadanego przez konsumentéw smaku
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wykorzystywane s3: czosnek, kminek, jatowiec, szafran, papryka, anyz, gozdziki, cynamon
oraz ziele angielskie. Uwydatniaja one walory smakowe i zapachowe produktéw i potraw
oraz wzmagajg apetyt, stymuluja wydzielanie sokdw trawiennych i poprawiaja perystaltyke
jelit [Broda i Mowszowicz, 2000]. Do przypraw zalecanych w leczniczych dietach
niskosodowych mozna zaliczy¢: gatke muszkatolowa, majeranek, tymianek, imbir, czosnek
i stodka papryke [Lutomski, 2002].

Tabela 1. Wyniki oznaczania porownywanymi metodami zawartoséci chlorku sodu
(w g/100g)

Metoda oznaczania

techniki emisyjnej

Nr Produkt . L
potencjometryczna spektrometrii
atomowej
1 Frankfurterki parzone 2,54 2,68
2 Frankfurterki parzone 2,54 2,80
3 Frankfurterki parzone 2,53 2,58
4 Kabanosy wieprzowe 3,24 3,83
5 Kabanosy wieprzowe 3,04 3,65
6 Kabanosy wieprzowe 3,23 3,38
7 Kielbasa slaska 2,14 2,90
8 Kielbasa slaska 2,10 2,70
9 Kielbasa gospodarza 2,00 2,23
10 Kielbasa gospodarza 2,14 2,53
11 Kieltbasa mysliwska 2,64 2,85
12 Kieltbasa mysliwska 2,54 2,68
13 Kietbasa par6wkowa 1,80 1,73
14 Kieltbasa polska sur.dlugodojrz. 4,20 4,18
15 Kieltbasa polska sur.dlugodojrz. 4,40 4,85
16 Kietbasa szynkowa 1,84 2,18
17 Kietbasa szynkowa 2,23 2,23
18 Szynka szwarcwaldzka 5,34 5,73
19 Szynka brandenburska dojrzewajaca 2,84 3,28
20 Szynka brandenburska dojrzewajaca 3,93 4,70
21 Salami wieprz. z migsem wotowym 3,23 3,55
22 Paréwki wieprzowe 2,04 2,53
23 Paréwki wieprzowe 1,92 2,78
24 Paréwki wieprzowe 2,21 2,15
25 Kindziuk 4,34 5,10
26 Szynka delikatna fagodnie wedzona 5,00 5,35
27 Szynka szwarcwaldzka 4,65 4,95
28 Salami pieprzowe 4,10 3,95
29 Skrzydetka z kurczaka w panierce 1,33 1,60
30 Migso po staropolsku 1,57 1,90
31 Migsiwo w sosie wlasnym 1,65 2,02
32 Szynka serrano 3,80 4,00
33 Szynka prosciutto 3,92 4,30
34 Pasztet polski 1,44 1,50
35 Pasztet angielski 1,64 1,65
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Zredukowanie ilosci tego dodatku w produktach migsnych tlumaczy¢ mozna
m.in. zmianami jakie zaszty w technologii produkcji wedlin w Polsce. Duzy wplyw
na obnizenie zawartosci chlorku sodu w produktach migsnych ma zastosowanie
w przetworstwie migsa dodatkow funkcjonalnych, ktore podkreslaja i uwypuklaja smak
i zapach gotowego wyrobu, m.in. substancji wzmacniajacych smak i zapach, gtéwnie
pochodnych kwasu glutaminowego, guanylowego i inozynowego oraz substancji, ktore
moga dziataé synergistycznie na odczucie stonosci m.in. fosforanow. Istotne rowniez,
wydaje si¢ by¢ zastosowanie w przetworstwie migsa w szerszym zakresie aromatow, ktore
dajg mozliwo$¢ nadania produktowi pozadanego profilu smakowo — zapachowego.

Dane zestawione w tabeli 1 poshuzyly do przeprowadzenia analizy statystyczne;j.
Zalezno$¢ miedzy porownywanymi metodami przedstawiono graficznie na Rys.1.
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0 1 2 3 4 5 6
Zawartosc NeCl metoda potencjometryczna (w g/100g)

zawartosc NaCl metoda tech. em. spektrometrii

Rysunek 1. Poréwnanie zawartosci soli oznaczanej dwiema metodami

Wyliczone rownania regresji mialy posta¢ réwnania liniowego:
zawarto$¢ chlorku sodu wg metody potencjometrycznej =
- 0,08 + 2,31*NaCl wg metody analizy spektralnej (R = 0,95 dla P< 0,05).
zawartos$¢ chlorku sodu wg metody techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma

wzbudzong indukcyjnie =
0,09 + 0,41*NaCl wg metody potencjometrycznej (R = 0,95 dla P< 0,05).

Wartosci wspotczynnikéw korelacji w wyliczonych réwnaniach byly wysokie,
co $wiadczy o bardzo dobrej zgodno$ci wynikow porownywanymi metodami. Metody nie
sa obarczone blgdem systematycznym statym.

Metoda techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma wzbudzona indukcyjnie
0znaczano nieco wWyzsze zawartosci chlorku sodu niz metoda potencjometryczng. Oceniajac
uzyskane wyniki nalezy uwzgledni¢ specyfike kazdej z zastosowanych metod.
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Metoda potencjometryczng oznaczany jest chlorek sodu, za§ metoda techniki
emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma wzbudzong indukcyjnie zawarto$¢ sodu
wyznaczona jest z krzywej kalibracyjnej a nastepnie przeliczana na zawarto$¢ chlorku sodu.
Kazda z ocenianych metod ma inng procedur¢ oznaczania i charakteryzuje si¢ innymi
zaletami i wadami.

Metoda potencjometryczna zaliczana jest do metod nieskomplikowanych, szybkich
w wykonaniu i charakteryzuje si¢ duza czuloScia 1 precyzja oznaczania. Jest ona
rekomendowana do oznaczania chlorku sodu w migsie i przetworach migsnych i drobiowych
o zawartosci juz od 0,25%. Metode t¢ mozna stosowac rowniez do oznaczen w produktach
barwnych z uwagi na to, iz punkt koncowy miareczkowania wyznaczany jest na podstawie
przebiegu krzywej miareczkowania, a nie na podstawie ocenianej subiektywnie zmiany
barwy miareczkowanego roztworu, co podkreslita w swoich badaniach m.in. Ktossowska
[2002].

Oznaczanie technika emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma wzbudzong
indukcyjnie (ICP - AES) pozwala na bezposrednie oznaczenie sodu, ktore podawane jest
na opakowaniu s$rodkow spozywczych. Nie wymaga dodatkowego przeliczania, jak
to ma miejsce w przypadku stosowania metody potencjometrycznej. Podobnie jak metoda
potencjometryczna, technika emisyjnej spektrometrii atomowej zaliczana jest ona do metod
nieskomplikowanych, szybkich w wykonaniu i charakteryzuje si¢ duza czuto$cig i precyzja
oznaczania.

Obie metody bedace przedmiotem badan i oceny, metoda potencjometryczna
i technikg emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma wzbudzong indukcyjnie (ICP - AES)
z uwagi na duza czuto$¢ i precyzje¢ oznaczania mogg by¢ przydatne dla potrzeb rutynowe;j
kontroli towaroznawczej oznaczania zawarto$ci chlorku sodu w przetworach migsnych.

Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, iz do rutynowej kontroli
towaroznawczej oznaczania zawarto$ci chlorku sodu w przetworach miesnych przydatne
sa obie metody, metoda potencjometryczna i metoda technika emisyjnej spektrometrii
atomowej z plazma wzbudzong indukcyjnie (ICP - AES).

Metoda techniki emisyjnej spektrometrii atomowej z plazma wzbudzong indukcyjnie
(ICP - AES) pozwala na bezpo$rednie oznaczenie sodu, ktore podawane jest na opakowaniu
srodkow spozywczych. Nie wymaga dodatkowego przeliczania, jak to ma miejsce
w przypadku stosowania metody potencjometrycznej.

Porownywane metody nie s3 obarczone bledem systematycznym statym,
sa nieskomplikowane, szybkie w wykonaniu i charakteryzuja si¢ duza czuloscia i precyzja
oznaczania.

Wysokie warto$ci wspotczynnikdéw korelacji swiadczg o bardzo dobrej zgodnosci
wynikéw poréwnywanymi metodami. Wyliczone rdwnania regresji moga przyjaé postaé
roOwnania liniowego.
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